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1. UVOD

Napredak znanosti i1 tehnologije uzrokovao je naruSavanje ravnoteze u prirodi, $to se
ocituje u klimatskim promjenama, nastajanju ozonskih rupa i nakupljanju nerazgradljivih
organskih onecis¢ivaca u svim dijelovima biosfere — atmosferi, vodi i zemljiStu. Kako bi se
omogucio odrzivi razvoj potrebno je pronac¢i ravnotezu izmedu iskoriStavanja prirodnih
izvora, ekonomskoga rasta i oCuvanja okolisa.

“Cisti” procesi su imperativ 21. stoljeéa stoga je cilj ovoga rada bio izvesti reakcije
kvaternizacije na razli¢itim derivatima piridina prema principima zelene kemije (povecati
ucinkovitost organskih sinteza uz S$to manje nusprodukata, skratiti reakcijsko vrijeme,
uporabiti sigurna otapala). Te metode jo§S do sada nisu bile primjenjivane za ovu vrstu

spojeva.

U prvom je dijelu ovog rada bilo potrebno izvesti organske sinteze kvaternih soli
reakcijama kvaternizacije piridoksal-oksima (1) 1 supstituiranih fenacil-bromida (R = H,
C¢Hs, Cl, Br, F, CHs;, OCHis, NO;) pomoc¢u novih, ekoloski prihvatljivih metoda:

mikrovalnim zra¢enjem i mehanosintezom.

Cilj je bio izvesti takoder reakcije kvaternizacije na derivatima piridina pod utjecajem
mikrovalnog zracenja pomocu razliCitih elektrofila: 2-brom-4'-nitroacetofenona, 2-amino-4-

klormetiltiazol hidroklorida, metil-jodida, 1,3-dijodpropana i 1,3-dibrompropana.

Derivati piridina su odabrani zbog svoje potencijalne primjene kao antidota i

baktericida.

Globalna teroristicka prijetnja postala je svakodnevnica, a terorizam postaje jedan od
najvecih sigurnosnih problema suvremenog svijeta. Biolosko i kemijsko oruZje je u proslosti
upotrebljavano u nekoliko navrata s razli¢itim ucincima pri ¢emu su za masovno uniStenje
ljudi upotrijebljeni Ziv€ani bojni otrovi (soman, sarin, tabun 1 VX). Takvi organofosforni
spojevi (OP-spojevi) mogu inhibirati enzim acetilkolinesterazu vezanjem na njegovu aktivnu
ili alosteriCku stranu pri ¢emu se sprijeCava zavrsSni prijenos acetilkolina do kolinergi¢ne
sinapse. RijeSenje problema zastite i lijeCenja pri trovanju raznim spojevima aktualno je i
danas budu¢i da jo$ uvijek nije ponuden antidot koji bi bio zadovoljavajuce djelotvoran u
svim slucajevima trovanja. Budu¢i da piridoksal-oksim sadrZi sve bitne elemente dobrog

reaktivatora inhibiranog enzima cilj je bio ispitati potencijalna svojstva reaktivacije
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acetilkolinesteraze 1 butirilkolinesteraze inhibirane organofosfornim spojevima VX-om i
tabunom te pesticidom paraoksonom. U okviru ovih ispitivanja cilj je bio ispitati i

reverzibilnu inhibiciju enzima sintetiziranim oksimima.

Poznato je kako kvaterne piridinijeve soli posjeduju odredeno biolosko djelovanje
prema mikroorganizmima pa je u tu svrhu bio cilj ispitati antimikrobna svojstva nekih od

sintetiziranih spojeva pomoc¢u naj¢eS¢ih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija.

Od Gram-pozitivnih bakterija izabrani su enterokoki i stafilokoki budu¢i da cine
normalnu floru crijevnog sustava, usne Supljine i sluznica u ¢ovjeka. Oni su vrlo znacajan
uzro¢nik endokarditisa, infekcija mokra¢nog sustava 1 bolnickih infekcija (sepse,
intraabdominalnih i intrapelvi¢nih infekcija). Staphylococcus aureus su nesporogene bakterije
najotpornije na nepovoljne uvjete okoline. Tipi¢ni su oblici stafilokoknih infekcija lokalne
infekcije na koZzi, a vrlo su ceste postoperativne infekcije kirurSkih rana i1 opekotina.
Stafilokoki mogu izazvati teSku upalu pluca i gnojni meningitis (Kaleni¢ 1 Mlinari¢-Missoni,

1995).

Od Gram-negativnih su bakterija odabrane bakterije Salmonela enteritidis i
Pseudomonas syringae. Salmonele su crijevni paraziti kraljeZnjaka, patogeni za covjeka i
mnoge Zivotinjske vrste. Vrlo su otporne na Stetne utjecaje okoline te mogu dugo prezivjeti
izvan organizma domacina, u vodi i u tlu, kamo dospijevaju Zivotinjskim ili ljudskim
izmetom, a uzrokuju tri tipa bolesti: gastroenteritis, crijevnu groznicu i sindrom sepse

(Kaleni¢ 1 Mlinari¢-Missoni, 1995.).

Pseudomonas syringae je Siroko rasprostranjen na zeljastim i drvenastim biljkama.
Kao patogeni i najveci parazit u vo¢aka smatra se ekonomski Stetnom bakterijom buduc¢i da
uzrokuje razlicite bakterioze vocaka (Lagriffoul 1 sur., 2010.). NajceS¢i su prenositelji
fitopatogenih bakterija Covjek, insekti, Zivotinjski organizmi, voda i zracne struje (Tarkowski

i Veerecke, 2014.; Morris i sur., 2008.; Agner i sur., 2000.; Lagriffoul i sur., 2010.).



1.1. DEFINICIJA I CILJEVI ZELENE KEMIJE

Zelena kemija kao propulzivno podrucje istraZivanja pokuSava pronaci i odrzati
ravnotezu izmedu koriStenja prirodnih izvora, ekonomskog rasta i ocuvanja okolisa. Da bi se
saCuvali prirodni izvori i okoli§ stvara se nova generacija znanstvenika i tehnologa koji na
ekonomskoj osnovi analiziraju procese i materijale uporabljene u proizvodnji i razvoju. Cisti
procesi kao imperativ kemijskih i1 inih industrija u XXI stoljeu uklju¢uju i primjenjuju
principe zelene kemije u svim aspektima kemijskih znanosti, u fundamentalnim i
primijenjenim istrazivanjima, u proizvodnji i obrazovanju (Juki¢ i sur., 2004.). Zelena kemija
je po definiciji Americke agencije za zaStitu okoliSa (EPA-e) definirana kao kemija koja
osmiSljava kemijske produkte i procese neSkodljive za okoli§, te na taj nain sprecava
nastajanje oneciS¢enja. Kemijski proizvodi bi trebali biti napravljeni tako da na kraju njihove
primjene ne ostaju u okoliSu i da se razgrade na komponente neskodljive za okoliS. Ustede
temeljene na ucinkovitim sintezama bez primjene egzoti¢nih reagensa, smanjenju potrebne
energije i zamjeni organskih otapala vodom znacajne su ¢ak i na laboratorijskoj razini, dok su
u industrijskim mjerilima moguc¢e milijunske ustede (Vojvodi¢, 2009.). Svaka reakcija, koja
se moze nazvati zelenom, treba imati tri zelene komponente: otapalo, reagens/katalizator i
utroSak energije. Ciljevi zelene kemije u zastiti okoliSa 1 ekonomskoj dobiti ostvaruju se kroz
nekoliko dominantnih pravaca kao Sto su kataliza, biokataliza, uporaba alternativnih
obnovljivih sirovina (biomasa), alternativnih reakcijskih medija (voda, ionske kapljevine,
superkriticne tekucine), alternativnih reakcijskih uvjeta (aktivacija mikrovalnim zracenjem,
mehanokemijom i ultrazvukom) kao i novim fotokataliti¢kim reakcijama (Juki¢ i sur., 2005.;
Margetic, 2005.).

Temeljena na 12 nacela, po definiciji zelena kemija je program za osmisljavanje,
razvoj 1 primjenu kemijskih proizvoda i procesa koji smanjuju ili eliminiraju uporabu ili

proizvodnju supstancija opasnih po ljudsko zdravlje 1 okoli§ (tablica 1.1.).



Tablica 1.1. 12 nacela zelene kemije (Anastas i Warner, 1998.).

10.

11.

12.

Mjere opreza

Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga obradivati i uni$tavati nakon §to je nastao.

Ekonomija atoma

Tok kemijske sinteze treba osmisliti tako da se maksimalno ukljuce ulazne sirovine u konacni proizvod.
Sinteza manje opasnih kemikalija

Sintetske procese, ako je to moguce, treba osmisliti tako da se u njima ne rabe i ne proizvode tvari toksi¢ne za
ljude i okolis.

Stvaranje sigurnih kemikalija
Kemijske produkte treba osmisliti tako da im se smanji toksi¢nost, a zadrZzi djelotvornost.
Sigurnija otapala i pomo¢ne tvari

Uporabu pomo¢nih kemijskih tvari (npr. otapala, sredstava za razdjeljivanje i sl.) treba izbje¢i ili zamijeniti
neskodljivim, gdje god je to moguce.

Dizajn za u¢inkovitu energiju

Sintetske procese treba provoditi pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku tako da bi se energetski zahtjevi
sveli na minimum.

Uporaba obnovljivih rezervi
Potrebno je upotrebljavati obnovljive sirovine gdje god je to s tehnicke i ekonomske strane prihvatljivo.
Smanjenje derivata

Treba izbjegavati nepotrebna proSirenja procesa (npr. zastiCivanje funkcionalnih skupina, privremene
modifikacije fizikalno- kemijskih procesa itd.).

Ekoloski prihvatljivi katalizatori
Dizajn za razgradnju

Kemijski produkti moraju imati moguénost pretvorbe u produkte neskodljive za okoli§ nakon prestanka
njihovog djelovanja.

Realno vrijeme analiza za sprecavanje zagadenja

Potrebno je primijeniti i razvijati analiticke metode za pracenje kemijskog, proizvodnog procesa s ciljem
sprjeCavanja nastanka opasnih tvari.

Sigurnija kemija za sprec¢avanje nesreca

U kemijskim procesima potrebno je smanjiti uporabu tvari koje mogu uzrokovati Stetne posljedice (eksplozija,
vatra i Stetno isparavanje).




1.2. PRIPRAVA KVATERNIH SOLI SINTEZAMA UZ
PRIMIJENU MIKROVALNOG ZRACENJA

Aktivacija mikrovalnim (MW) zraCenjem kao nekonvencionalnim energetskim
izvorom danas je popularna i korisna tehnologija u organskoj kemiji. Mikrovalno ili
dielektricno zagrijavanje se primjenjuje kao alternativa klasi¢nom zagrijavanju, a temelji se
na svojstvu materije (tekucina i krutina) da apsorbira elektromagnetsku energiju i pretvara je
u toplinu. To otvara velike mogucnosti primjene u kemiji i kemijskom inzenjerstvu.

Prednosti mikrovalne u odnosu na klasi¢nu sintezu su u znatnom skracenju
reakcijskog vremena (s nekoliko sati ili dana na nekoliko minuta), boljem iskoriStenju i
smanjenju udjela nusprodukata. Nadalje, MW-zagrijavanjem moguce je provesti neke reakcije
koje se klasi¢nim putem ne odvijaju. Prvi je rad iz tog podrucja objavio Gedye 1986. godine,
a do danas je publiciran velik broj radova (Juki¢ i sur., 2005.; Kappe, 2004.; Sharma 1 sur.,
2008.; Surati 1 sur., 2012; Tullberg i sur., 2004.; De la Hoz i sur., 2005.; Lidstrém 1i sur.,
2001). Danas je organska sinteza sve viSe usmjerena prema razvoju ekoloSki prihvatljivih
procesa koji ¢ine temelje zelene kemije. Medu njima istaknuto mjesto zauzimaju reakcije u
kojima se ne rabe otapala. Te su reakcije naSle i1 Siroku primjenu u mikrovalnoj sintezi zbog
sigurnosti njihova provodenja u MW-pe¢nicama. Sintetske tehnike koje se ¢esto primjenjuju u
MW-sintezi su reakcije u kojima se rabe nerazrijedeni reagensi i reaktanti te sinteze na
anorganskim nosacima. Prvi pokusi mikrovalne sinteze izvedeni su u kué¢nim mikrovalnim
pecnicama, no reproducibilnost dobivenih rezultata je bila niska (Loupy, 2002.). Najveci
nedostatak njihove primjene je promjenljiva snaga zracenja do koje dolazi zbog povremenog
iskljuCivanja izvora zraCenja te stoga dolazi do neravnomjernog zagrijavanja reakcijske
smjese. Ostali su nedostaci nemogucnost mjerenja temperature i tlaka, mijeSanja reakcijske
smjese, nehomogenost elektromagnetskog polja, velike temperaturne razlike unutar kucista,
nemogucnost kontrole sigurnosti rada te mogucnost eksplozije (Zrinski 1 Eckert-Maksic,
2005.).

Varma 1 Namboodiri, 2001. godine su prvi izveli reakciju kvaternizacije
metilimidazola (MIM) pomocu alkil-halogenida aktiviranu mikrovalnim zraenjem bez
uporabe otapala u nemodificiranoj kuénoj mikrovalnoj pecnici. Na taj su nacin pripravili 1,3-
dialkilimidazolijeve halogenide u kraCem vremenu i s boljim pronosima (tablica 1.2.).
Priprava klasicnom metodom sinteze zahtijeva refluksiranje u odredenim otapalima (najcesce

tetrahidrofuranu) nekoliko sati da bi se dobili prihvatljivi prinosi te je potreban suvisak alkil-



halogenidca i1 znatna koli¢ina organskog otapala. Priprava mono- (1) i dikationskih 1,3-

dialkilimidazolijevih halogenida (2) je prikazana na shemi 1.1.

\N/\N

U

/R
N\ xe

X=ClLBr,1I

Shema 1.1. Priprava mono- (1) i dikationskih (2) 1,3-dialkilimidazolijevih halogenida

(Varma i Namboodiri, 2001.).

Tablica 1.2. Usporedba priprave alkilimidazolijevih halogenida u kuénoj mikrovalnoj pe¢nici

i klasi¢nom sintezom (Varma i Namboodiri, 2001.).

Prinos *
Alikil-halogenid RX MIM Vrijeme MW zracenja Prinos klasi¢cnom

(RX) (mmol) (mmol) (s) (%) sintezom (%)

Vrijeme (h)
1-brombutan 2,2 2 30+15+15+15 86 76 (5)
1-klorheksan 2,2 2 30+ 15+ 15+ 15+ 15 81 53(5)
1-bromheksan 2,2 2 30+15+15+15 89 78 (5)
1-jodheksan 22 2 30+ 10+ 10+ 10 93 89 (3)
1-jodheptan 22 2 30+ 10+ 10+ 10 94 95(3)
1-bromoktan 2,2 2 30+15+15+15 91 73 (5)
1,4-dibrombutan 1 2,2 30+15+15+15 81 76 (5)
1,4-dijodbutan 1 2,2 15415+ 10+ 10 91 89 (3)
1,6-diklorheksan 1 2,2 30+ 15+ 15+ 15+ 15 82 56 (5)
1,6-dibromheksan 1 2,2 30+15+10+10 92 72 (5)
1,6-dijodheksan 1 22 15+ 15+ 10+ 10 85 97 (3)
1,8-dikloroktan 1 2,2 30+ 15+ 15+ 15+ 15 78 72 (5)
1,8-dibromoktan 1 2,2 30+15+15+15 92 76 (5)
1,8-dijodoktan 1 2,2 15415+ 10+ 10 94 93 (3)

*klasi¢na metoda na uljnoj kupelji pri 80 °C, MIM - metilimidazol



Utvrdeno je da je ova metoda prikladna za pripravu ionskih kapljevina s dugim
alkilnim lancima iz alkil-halogenida s viSim temperaturama vreliSta. Reaktanti s niZom
temperaturom vreliSta poput 1-brombutana bili su manje reaktivni zbog isparavanja reaktanta
te su se stoga morali uzeti u suvisku. Reaktivnost alkil-halogenida opada u nizu I > Br > CI".
Najreaktivniji jodidi dali su izvrsne prinose pri minimalnoj aktivaciji MW zra¢enjem.
Dikationske soli nastale iz dikloralkana i dibromalkana pod utjecajem MW zraenja bile su
kontaminirane monokationskim intermedijarima ( < 5 %). Medutim reaktivni dijodalkani dali
su izrazito Ciste spojeve. Potvrdeno je kako je kvaternizacija aktivirana mikrovalnim
zracenjem dala Cistije spojeve od klasi¢nog postupka.

Suhi postupci aktivirani mikrovalnim zraenjem podrazumijevaju nerazrijedene
reaktante Cija je reakcija katalizirana razli¢itim mineralnim podlogama poput aluminijevog
oksida (Hossein i sur., 2003.), silikagela (Loghmani-Khouzani i sur., 2002.), montmorilonita
(Gutiérrez i sur., 1989.) i drugih (Varma, 2006.).

Podaci termogravimetrijske analize i1 diferencijalne pretrazne kalorimetrije (TGA 1 DSC)
pokazuju kako su sve sintetizirane ionske kapljevine Ciste bez prisutnosti polaznih materijala
te da su termodinamicki stabilne do temperature od 280 °C i u potpunosti se razlazu pri

temperaturi od 300 °C.

Niz ionskih kapljevina pripravljeno je iz heterociklickih spojeva s dusSikom reakcijom
kvaternizacije aktiviranom MW zrafenjem bez uporabe otapala (shema 1.2.), (Aupoix i sur.,

2010.).
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R'=-H, -CH,

X =-Cl, -Br

MY = KOTHf, NaPF¢, NaBF,, LiNTf,
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Shema 1.2. Sinteza imidazolijevih i piridinijevih ionskih kapljevina pomocu MW zraenja

bez otapala (Aupoix i sur., 2010.).



Relativna je reaktivnost slijedila oCekivani trend Sn2 reakcije. ViSe su temperature te
duZe vrijeme reakcije bile potrebne za slabo odlazecu skupinu (CI” < Br) ili za dulje alkilne
lance. Reakcije kvaternizacije koje su izvrSene klasi¢nim putem imale su manje prinose

(tablica 1.3.). Blagi suvisak alkil-halogenida (2 — 5 %) uporabljen je radi potpune konverzije.

Tablica 1.3. N-alkiliranje 1-metilimidazola n-halogenalkanom aktivirano MW zraCenjem

(Aupoix i sur., 2010.).

RX Vrijeme Temperatura Iskoristenje (%)
(min) (°C) MW Klasi¢na

C4HoBr 8 90 89 73
C4HyCl 15 150 95 38
CgH,;Br 8 120 91 67
CgH;,Cl 15 150 98 41
C,oH,Br 8 130 97 68
CoH,;Cl 15 160 96 36
C,HyBr 8 130 98 73
C,H, Cl 15 160 92 34
Ci¢H,3Br 15 140 98 51
Ci6Hp;Cl 30 160 98 29

Prva je reakcija metateze aktivirana MW zraCenjem izvedena 2002. godine u kucnoj
mikrovalnoj pe¢nici pri ¢emu su 1,3-dialkilimidazolijevi tetrafluorborati dobiveni u dobrim
prinosima nakon nekoliko minuta (Varma i sur., 2002.).

Isti su produkti pripravljeni pod utjecajem MW zracenja novijom i ucinkovitijom
metodom u kojoj, dvostepenom reakcijom, nakon kvaternizacije i metateze nastaju 1-alkil-
2,3-dimetilimidazolijeve i 1-alkilpiridinijeve soli u vrlo dobrim prinosima. Ova metoda ne
ukljucuje izolaciju kvaternog produkta prije metateze ve¢ istovremeno produkt reagira sa
anionskim reagensom. Utvrdeno je da priroda anionskog agensa nije utjecala na prinos

produkta (Aupoix 1 sur., 2010.).



Khadilkar i Rebeiro, 2001. su izveli vrlo djelotvornu, brzu i1 prakticnu metodu
kvaternizacije nekih alkil-halogenida piridinom, I-metilimidazolom 1 lutidinom u
modificiranoj ku¢noj mikrovalnoj pecénici pri ¢emu su nastale alkilpiridinijeve i 1-alkil-3-
metilimidazolijeve soli (shema 1.3.). Klasichom se metodom reakcija odvijala i do 72 h uz
refluks u razli¢itim otapalima (Carpio i sur., 1979.; Wilkes i sur., 1982.). Pri normalnom tlaku
1 aktivaciji MW zraCenjem klorbutan je dao produkt samo u tragovima dok se s 2-fenil-etil-
kloridom, bromheksanom i 2,6-lutidinom nije dogodila reakcija. Kada je reakcija provedena u
zatvorenoj posudici pri povisenom tlaku, dobiveni su izvrsni prinosi. Zatvorena je posudica
prikladna za regulaciju temperature i tlaka tijekom MW zracenja. Da bi se ispitao utjecaj
temperature na reakciju 1-klorbutana s piridinom i1 1-metilimidazolom reakcija je izvedena pri
tri razli¢ite temperature; 100 °C, 150 °C i 200 °C. Pri temperaturi od 100 °C te poviSenom
tlaku nije nastao produkt, a pri temperaturi od 150 °C postignuta je maksimalna konverzija do
1-butil-3-metilimidazolijeva klorida. Pri jednakoj je temperaturi 1-butilpiridinijev klorid
nastao samo u tragovima. Pri temperaturi od 200 °C 1-butilpiridinijev klorid nastao je u
kvantitativnom prinosu. Kad je rije¢ o 1-butilpiridinijevu kloridu reakcijsko je vrijeme uvelike
reducirano, sa 72 sata na 1 sat, a u slucaju 1-butil-3-metilimidazolijeva klorida reakcijsko je
vrijeme skra¢eno sa 22 sata na 24 minute. IstraZivanja pokazuju da 1-metilimidazol reagira

brze od piridina (tablica 1.4.) .) (Khadilkar i Rebeiro, 2001.).
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Shema 1.3. Priprava alkilpiridinijevih i 1-alkil-3-metilimidazolijevih soli (Khadilkar i
Rebeiro, 2001.).



Tablica 1.4. Reakcija kvaternizacije 1-metilimidazola, piridina i lutidina aktivirana MW

zracenjem (Khadilkar i Rebeiro, 2001.).

Vrijeme
Amin RX (min) Temp Tlak Prinos
°C) (kPa) (%)
X y
I-metilimidazol 1-klorbutan 2 22 150 393 91
1-metilimidazol 1-brombutan 2,5 - 105 - 99
1-metilimidazol I-brompropan 1,6 - 85 - 90
Piridin 1-klorbutan 5 30 180 1248 66
+1 24 200 1868
piridin 1-brompropan 1 2 120 200 86
piridin 1-klorpropan 5 85 150 545 56
piridin 1-brombutan 2 13 120 69 97
+2 3 150 221
piridin 2-fenil-etil-klorid 5 55 200 386 98
piridin 1-bromheksan 2 28 120 34 90
2,6-lutidin 1-brombutan 5 55 200 1241 58
2,6-lutidin 1-klorbutan 5 55 200 1241 10
+5 25 230 1317
2,6-lutidin 1-brompropan 5 55 200 2268 83

(x - vrijeme potrebno za postizanje zadane temperature, y - vrijeme zadrZavanja na zadanoj temperaturi, tlak -

predstavlja najvisi postignut tlak u reakciji)

Cravotto i suradnici, 2008. nekonvencionalnim su tehnikama poput aktivacije
mikrovalnim zracenjem 1 ultrazvukom (UZ), te njihovom kombinacijom (MW/UZ) uspjeli
pripraviti ionske kapljevine iz kloralkana i1 nekih klasi¢nih heterociklickih spojeva: 1-
metilimidazola, piridina i 1-metilpirolidina uz krace reakcijsko vrijeme i bolji prinos (shema
1.4.). Za alkiliranje N-heterociklickih spojeva kloralkanima potrebni su u klasi¢noj sintezi
drasti¢ni uvjeti. Kombinirana je MW/UZ tehnika obuhvacala hladenje u reaktoru u otvorenoj
posudici pa se stoga nije mogla posti¢i temperatura vreliSta piridina niti halogenalkana te je
stoga i iskoriStenje u kombiniranoj metodi bilo minimalno. Zbog toga je sinteza pod utjecajem
MW zracenja 1-butil-3-metilimidazolijeva i N-oktilpiridinijeva klorida bila neuspjeSna. Iste su
sinteze u zatvorenim posudicama pri viSoj temperaturi (180 °C) izvedene uspje$no uz prinose
98 % 1 85 %. N-alkiliranje 1-metilpirolidina bilo je jako ovisno o temperaturi. Stoga je
izvedeno pri tri razli¢ite temperature, 120 °C, 160 °C i 180 °C. Pri 120 °C nije nastao produkt,

a pri 180 °C prinos je bio kvantitativan (tablica 1.5.).
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Shema 1.4. Priprava ionskih tekucina N-heterocikala s kloralkanima te reakcija metateze

kombiniranom MW/UZ metodom te MW metodom u zatvorenoj posudici (Cravotto i sur.,

2008.).

Tablica 1.5. N-alkiliranje heterocikala klasicnom metodom, kombinacijom MW/UZ metode

te metode u zatvorenoj posudici (Cravotto i sur., 2008.).

MW Uz
Alikl- Vrijeme Temperatura  Prinos
Heterocikl snaga snaga
halogenid (min) (°C) (%)
(W) (W)
1-metilimidazol 1-CIC, **60/240 - - 140/180 95
1-metilimidazol 1-CIC, 150 120%** 30 75 <5
1-metilimidazol 1-CIC, 10/30 85 - 120/180 98
piridin 1-CICy **60/240 - - 140/180 80
piridin 1-CICg 180 60*** 25 100 <5
piridin 1-CICg 10/30 85 - 120/180 85
1-metilpirolidin 1-CICg **60/240 - - 140/180 88
1-metilpirolidin 1-CICg 10/60 40 - 80/120 0
1-metilpirolidin 1-CICy 15/50 80 - 120/160 20
1-metilpirolidin 1-CICy 15/50 90 - 120/180 99

(**reakcije izvedene na uljnoj kupelji), (***reakcije izvedene u hladenom reaktoru)
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Alkil-kloridi, heterocikli i anionski reagensi stavljeni su u reaktor otporan na visok
tlak i uz snazno mijeSanje ozraCeni. Inicijalna je temperatura iznosila 120 °C 10 - 15 minuta, a
zatim je porasla na 180 °C pri ¢emu se reakcija zbivala jo§ 30 do 50 minuta. [C4mim][PFg],
[C4mim][BF,] i [C4mim][OTf] dobiveni su u dobrim prinosima (72 — 90 %), a mnogo je niZi
prinos (62 %) dobiven za [C4mim][N(Tf),]. Takav je ishod protumacen niskim
polarizacijskim stupnjem N(Tf), aniona te niskom osjetljivoS¢u na MW zracenje. Dobri su
prinosi (60 — 83 %) dobiveni za piridinske ionske kapljevine osim za [C8Py][N(Tf),] koje nije
bilo moguce sintetizirati tom metodom. Prinosi 1-metilpirolidinskih ionskih kapljevina

takoder su bili visoki (od 79 do 85 %; tablica 1.6.).

Tablica 1.6. MW sinteze ionskih kapljevina druge generacije (Cravotto 1 sur., 2008.).

Heterocikl ha?(:lg((iell;i d é:;;l;;l;i oz:];gil;llf ja M‘Y‘;l;aga P{;: ;)S
(min)
1-metilimidazol 1-CIC,4 KPF¢ 15/30 60 90
I-metilimidazol 1-CIC4 KBF4 10/30 55 72
I-metilimidazol 1-CIC4 KOTf 15/40 65 75
1-metilimidazol 1-CIC4 LiN(Tf), 10/30 65 62
piridin 1-CICg KPFq 15/50 65 83
piridin 1-CICg KBF4 10/40 60 68
piridin 1-CICg KOTf 10/50 55 60
piridin 1-CICg LiN(Tf), 15/50 65 Tragovi
I-metilpirolidin  1-CICg KPFq 15/35 95 85
I-metilpirolidin  1-CICg KBF4 10/45 113 81
I-metilpirolidin  1-CICg KOTf 10/45 104 79

*jzvedene u zatvorenim reakcijskim posudicama pri temperaturama od 120 °C i 180 °C
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Horikoshi 1 suradnici, 2008. ispitali su sintezu 1-butil-3-metilimidazolijeva
tetrafluorborata [bmim]BF, reakcijom kvaternizacije triju reaktanata: 1-metilimidazola,
natrijevoga tetrafluorborata te 1-klorbutana pri mikrovalnom zracenju i frekvenciji od 5,8
GHz i 2,45 GHz u uvjetima s refluksom i bez njega (shema 1.5.). Rezultati su potvrdili da se
uz refluks pri mikrovalnom zracenju dobiju identi¢ni produkti kao 1 u klasi¢noj sintezi uz
minimalne prinose (tablica 1.7). Prinos [bmim]BF,; u metodi bez refluksa nakon 30 minuta
reakcije iznosio je 87 % pri frekvenciji od 5,8 GHz, a pri frekvenciji od 2,45 GHz iznosio je

28 %. U klasi¢noj sintezi u uljnoj kupelji prinos je iznosio 21 %.

5,8 GHz
\ /\ 2,45 GHz \ /\@ /\/\
N N uljna kupel;j N N o + NaCl
\ / O~ NaBF, —————> \ / BF,

[ bmim| BF,

Shema 1.5. MW sinteza 1-butil-3-metilimidazolijeva tetrafluorborata [bmim]BF, (Horikoshi i
sur., 2008.).

Tablica 1.7. Usporedba reakcijskih uvjeta i prinosa [bmim]BF, u postupku bez refluksa te uz
refluks pri mikrovalnoj aktivaciji pri 5,8 GHz i 2,45 GHz te u klasi¢noj metodi (Horikoshi i
sur., 2008.).

Bez refluksa Refluks
Vrijeme Temp. Prinos Temp. Prinos
(min) 0 (%) 0) (%)
5,8 GHz 15 125 tragovi 105 tragovi
30 155 87 105 4
60 169 84 105 8
2,45 GHz 15 138 tragovi 105 3
30 204 28 105 8
60 219 29 105 10
Uljna kupelj 15 133 tragovi 105 tragovi
30 168 21 105 5
60 176 25 105 12
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Zbancioc 1 suradnici, 2009. pripravili su seriju azaheterociklickih soli alkiliranjem N-
heterocikli¢kih spojeva s peteroClanim (imidazolnim derivatima, shema 1.6.) i1 Sestero€lanim
(pirimidinijevim, piridazinijevim i ftalazinijevim) spojevima (shema 1.7.) klasi¢nim putem i
aktivacijom mikrovalnim zraCenjem. Izvedeno je cijanoetiliranje kiselog duSikova atoma
imidazola i benzimidazola Michaelovom adicijom akrilonitrila. U drugom je stupnju izvedena
kvaternizacija sekundarnog duSikova atoma pomocu jodacetamida i metil- ili etil-
bromacetata. Diazinijeve su soli takoder dobivene reakcijom kvaternizacije pirimidina,
piridazina i ftalazina pomocu istih reagensa. Klasi¢ni su uvjeti zahtjevali dugo reakcijsko
vrijeme (3 - 41 h), velik utroSak energije te veliku koli¢inu otapala. MW zracenje uvelike je
ubrzalo reakciju pri ¢emu se reakcijsko vrijeme znatno smanjilo u odnosu prema klasi¢noj
sintezi te je iznosilo od 5 do 15 minuta. Budu¢i da je i reakcijska temperatura u nekim
slu¢ajevima smanjena za 10 do 30 °C, smanjio se i utroSak energije. Koli¢ina uporabljenog
otapala bila je tri puta manja pa se takvoj reakciji pripisuju ekoloSka obiljeZja. Premda su
prinosi u reakcijama aktiviranim MW zraCenjem su bili jednaki ili neznatno viSi vrijeme

trajanja reakcije je uvelike smanjeno (tablica 1.8.).

Tablica 1.8. Sinteza azaheterociklickih soli pri aktivaciji MW zra¢enjem i klasi¢nom

metodom (Zbancioc 1 sur., 2009.).

Spoj Klasi¢na metoda MW metoda
Vrijeme Temperatura Prinos Vrijeme Temperatura Prinos
(h) Y] (%) (min) Y] (%)
3aX=1Y=NH, 20 56 92 10 56 92
3b X =Br; Y = OCH; 20 56 84 10 56 87
3¢ X=Br; Y = OC,Hs 20 56 92 10 56 94
3dX=1Y=NH; 25 56 60 15 56 82
3e X =Br; Y = OCH; 25 56 59 15 56 86
3f X=Br; Y =0C,Hs 25 56 87 15 56 88
3g X=1Y=NH, 20 56 88 10 56 88
3h X =Br; Y = OCH; 20 56 70 10 56 87
3i X =Br; Y = OC,H;s 20 56 90 10 56 91
7aX=LY=NH, 3 80 86 5 70 89
7b X =Br; Y = OCH;3 4 80 91 5 70 92
7c¢ X =Br; Y = OC,Hs 3 80 94 5 70 94
8aX=1Y=NH, 24 25 74 5 65 78
8b X =Br; Y = OCH; 32 25 89 5 65 89
8c X =Br; Y = OCHs 24 25 83 5 65 86
9aX=LY=NH, 32 112 70 10 80 74
9b X =Br; Y = OCH; 41 112 68 10 80 81
9¢ X =Br; Y = OC,Hs 32 112 66 10 80 80

14



N N o Y 3aR=X=1,Y=NH,
// ) [/ )X bR=X=Br,Y=0CH,
N ¢R=X=Br, Y =0C,Hs
J N> N o __/ o
2a
{ (a) X\)L (
Y o 3dX=1,Y=NH,
X=1,Y=NH, > £X =Br, Y = OC,Hj
X=Br,Y=0CH )
CN s 3 N CN
N N/ ocatls
Y ;
N H 3gR=X=1,Y=NH,
Y

N

H / \ hR=X=Br,Y=0CH;
(1b) N i R=X=Br,Y=0C,Hs
v [}

20) \

Shema 1.6. Sinteza imidazolijevih i benzimidazolijevih soli (Zbancioc i sur., 2009.).
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©
X
R=CcH,Clp Y
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Shema 1.7. Sinteza diazinijevih soli (Zbancioc i sur., 2009.).

Alkiliranje aktivirano MW zracenjem je osim na imidazolu i piridinu provedeno i na
cijelom nizu ostalih heterociklickih spojeva. Najveci su prinosi N-alkiliranja izatina razli¢itim
alkilnim, benzilnim i drugim elektrofilima dobiveni pomocu baza K,CO; ili Cs,COs i
nekoliko kapi N,N-dimetilformamida ili N-metil-2-pirolidona (Shmidt i sur., 2008.).
Provedeno je 1 N-alkiliranje adenina, guanina i 6-aminotiouracila razliitim benzil-
halogenidima suhim postupkom u mikrovalnoj pe¢nici pri ¢emu su dobiveni produkti u
visokom prinosu i visokoj selektivnosti na duSikovu atomu (Rodrigez i sur., 2001.; Vega i

sur., 1999.).
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Pérez i suradnici, 1996. opisali su jednostavnu i djelotvornu metodu priprave pet 1-(4-
bromfenacil)azola pod utjecajem mikrovalnog zraCenja u uvjetima bez otapala. Reakcije
kvaternizacije provedene su na pirazolu (1a), 3,5-dimetilpirazolu (1b), 1,2,4-triazolu (1c¢),
indazolu (2d) i benztriazolu s 4-bromfenacil-bromidom (shema 1.8., tablica 1.9.). U svim su
primjerima nastali samo N-1 alkilirani produkti kao posljedica odsutnosti otapala te
ekvimolarnih udjela fenacil-bromida i azola. Rezultati pokazuju da je za alkiliranje 3,5-
dimetilpirazola (1b) i 1,2,4-triazola (1¢) bilo potrebno vrlo kratko reakcijsko vrijeme (3 - 6
minuta) te su dobiveni kvantitativni prinosi tako da nije bilo potrebno procis¢avanje produkta.
Alkiliranjem indazola prinos N-1 alkiliranog produkta (4d) iznosio je 96 % te nije
identificiran niti jedan drugi izomer, kako tankoslojnom tako ni plinskom kromatografijom.
Ukupni je prinos benztriazola (2e) iznosio 95 % te je identificirano 80 % N-1 alkiliranog
izomera (4e). Rezultati su bili vrlo zadovoljavaju¢i jer je za vrlo kratko reakcijsko vrijeme
dobiven visok prinos N-1 alkiliranih produkata uz niZe troSkove i vecu selektivnost u odnosu
prema klasicnoj metodi. Naime, u MW sintezi koriSteni su ekvimolarni udjeli azola, a u

klasi¢nim uvjetima omjer 4-bromfenacil-bromida i azola bio 1:1 1 1:2 (tablica 1.10).

R R
X X
T a
N );R le) N R
SN [ SN
| Br C—CH,Br |
H H,C—C Br
(la-c) I
MW, bez otapala 0
(3a-c)
X X
\ Q \
A N
| v
H CHZ—COBr
(2d-¢) I
o
(4d-¢)

R H CH;j H

Shema 1.8. Alkiliranje azola 4-bromfenacil-bromidom pod utjecajem mikrovalova

(Pérez i sur., 1996.).
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Tablica 1.9. Alkiliranje azola s 4-bromfenacil-bromidom pod utjecajem mikrovalova

bez otapala), (Pérez i sur., 1996.).

Supstrat Reakcijsko vrijeme Temperatura Produkti i
> (min) C) prinosi (%)
la 2 35-40 3a>98
1b 4 40-45 3b>98
Ie 4 35-40 3¢ >98
2d 6 40-50 4d 96
2e 3 40-50 4e 80

Tablica 1.10. Usporedba N-alkiliranja pirazola i 1,2,4-triazola s 4-bromfenacil-

bromidom klasi¢cnom metodom (A) i mikrovalnom aktivacijom (MW) (Pérez i sur., 1996.).

. Reakcijsko .
Molarni .. Temp. Prinos
Supstrat Metoda . . Otapalo vrijeme o
omjeri (min) O (%)

pirazol A 1:2 MeOH 180 refluks 3a 37
pirazol A 1:1 - 2 35-40 3a<2
pirazol MW 1:1 - 2 35-40 3a>98
1,2,4-triazol A 1:2 MeOH 150 refluks 3¢ 40
1,2,4-triazol A 1:1 - 4 35-40 3c<2
1,2,4-triazol MW 1:1 - 4 35-40 3c>98

Loupy i suradnici, 2001. istraZili su utjecaj otapala na selektivnost alkiliranja 1,2,4-
triazola pomocu 2,2'4-trikloracetofenona (shema 1.9.) u klasi€énim uvjetima i aktivacijom
MW-zracenjem. Neki autori smatraju da uz termicke/kineticke ucinke ubrzanju reakcije
pridonose 1 tzv. netermicki mikrovalni ucinci. Netermicke su pojave posljedica neposredne
interakcije elektriénog (E) polja s odredenim molekulama u reakcijskoj smjesi. Primjerice,
djelovanjem E polja dipolarne se molekule orijentiraju u smjeru polja, sto dovodi do
promjene u predeksponencijskom koeficijentu A ili do promjene u energiji aktivacije (E,) u
Arrheniusovoj jednadzbi. Autori su utvrdili kako je utjecaj reakcijskog medija bitan za

selektivnost u reakcijama aktiviranim MW zracenjem pa je tako je utjecaj prirode otapala od
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iznimne vaznosti. Kod polarnih aproti¢nih otapala poput DMF-a ili proti¢nih poput alkohola
polarne ¢e molekule apsorbirati MW zracenje te ¢e do¢i do prijenosa energije s molekula
otapala na reakcijsku smjesu i reaktante. Nepolarna su otapala propusna za MW zracenje Sto
omogucuje reaktantima apsorpciju MW zracCenja i pretvorbu energije iz elektromagnetske u
termi¢ku. U postupcima bez otapala, tzv. suhim postupcima, apsorpcija MW zracenja

ogranicena je samo na reaktante.

ArOCH G &

N N N—N @N
[N vy (h -0 - L)
N CI/W —— N + N
N o T IT N

]![ CH,COAr CH,COAr CH,COAr
Ar= 2', 4'-C|-C6H5 Nl N4 Nl,4

Shema 1.9. Selektivno fenaciliranje 1,2,4-triazola (Loupy i sur., 2001.).

Ispitivanja su provedena pri 140 °C u trajanju od 20 min klasi¢nim postupkom i pod
utjecajem MW zracenja. Dokazano je da u polarnim otapalima (pentanol i DMF) nema MW
utjecaja na regioselektivnost reakcije. Reakcija je bila potpuno regioselektivna pri aktivaciji
MW zrafenjem u ksilenu 1 uvjetima bez otapala, tzv. ,,suhom postupku* (tablica 1.11., Loupy

i sur., 2001.).

Tablica 1.11. Utjecaj otapala na regioselektivnost reakcije (MW zraCenjem i pri

klasi¢noj metodi: pri temperaturi od 140 °C, 20 minuta), (Loupy i sur., 2001.).

Otapalo Postupak Konverzija Ni/Ny/Ny 4
pentanol MW 90 95/5/0
A 90 95/5/0
DMF MW 90 95/5/0
A 90 95/5/0
o-ksilen MW 82 100/0/0
A 95 32/28/40
bez otapala MW 92 100/0/0
A 100 36/27/27
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Sto je molekula otapala polarnija djelotvornije pretvara mikrovalnu energiju u termicku.
Specificni MW utjecaj na selektivnost ocekuje se ako se reakcija provodi polarnim
reakcijskim mehanizmom i ako polarnost raste od reaktanata prema prijelaznom stanju. Ako
je stabilizacija prijelaznog stanja (TS) viSa od osnovnog stanja (GS) povecava se reaktivnost i

opada slobodna energija aktivacije (slika 1.1.).

7

B RLEEEEEEEEEE o,
>
@
[ +

GS

- e

Slika 1.1. Relativna stabilizacija polarnijega prijelaznog stanja (Loupy i sur., 2001.).

U okviru ovoga rada izvrSit ¢e se fenaciliranje piridoksal-oksima djelovanjem MW

zracCenja bez otapala i u prisutnosti acetona kao otapala.
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1.3. PRIPRAVA ORGANSKIH SPOJEVA MEHANOSINTEZOM

Mehanokemijske organske reakcije bez uporabe otapala nov su nacin priprave
organskih spojeva. Provodenje kemijskih reakcija u takvim neklasi¢nim uvjetima dovodi do
stvaranja posve neoc¢ekivanih produkata koji nastaju novim reakcijskim mehanizmima.

Znanstvenici su zelenim metodama (UV zraCenjem, ultrazvukom te mehanosintezom)
izveli sintezu kinoksalinskog derivata (shema 1.10.). Ultrazvucna je sinteza izvedena bez
katalizatora te u prisutnosti katalizatora (CH;COOH). Mehanokemijska je sinteza obuhvacala
jednostavno usitnjavanje ekvimolarnih koli¢ina ortho-fenilendiamina i benzila u tarioniku s
tuCkom. Za 10 — 12 minuta promijenila se boja te je nastao difenilkinoksalinski produkt. U

svim su postupcima iskoriStenja bila gotovo kvantitativna (tablica 1.12., Bendale i sur.,

2011.).
Ph 0] NH, Ph N
+ mehanosinteza ‘ X
—_—
=
Ph [0] NH, Ph N

Shema 1.10. Mehanokemijska sinteza kinoksalinskog derivata (Bendale i sur., 2011.).

Tablica 1.12. Usporedba klasi¢ne metode i zelenih metoda dobivanja kinoksalinskog derivata

(Bendale i sur., 2011.).

Metoda Reakcqsk.o vrijeme Prinos
(min) (%)
klasi¢na metoda 60-90 72-78
sinteza pod utjecajem UV zracenja 15 97
UZ sinteza bez katalizatora 15 97
UZ sinteza sa katalizatorom (CH3;COOH) 10 98
mehanosinteza 17 96
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Saikia 1 suradnici, 2011. su izveli mehanokemijskim putem ekolosSki prihvatljivu
mehanokemijsku sintezu alifatskih, heterociklickih 1 aromatskih oksima. Konverzija
karbonilnih spojeva tim putem do odgovaraju¢ih je oksima postignuta jednostavnim
usitnjavanjem polaznih materijala u tarioniku s tu¢kom bez otapala uz kataliticke koli¢ine
Bi,0s. Ta je metoda bila prikladna za aromatske, alifatske, heterociklicke i a,B-nezasi¢ene
aldehide jer su njihovi oksimi dobiveni u gotovo kvantitavnim iskoriStenjima za vrlo kratko
vrijeme (od 1,5 do 3 minute usitnjavanja). Zanimljivo je da je cinamaldehid preveden do
cinamaldehid-oksima bez pregradivanja a,B-nezasicene veze. Za ketone (aciklicke i ciklicke)
bilo je potrebno dulje reakcijsko vrijeme (od 5,5 do 20 minuta). Najmanju reaktivnost
pokazao je benzofenon koji je pomocu hidroksilamin hidroklorida preveden u benzofenon-
oksim u 60 %-tnom iskoriStenju (Saikia i sur., 2011.).

Sinteza pirano[2,3-d]pirimidin-2,4-(1H,3H)-diona izvedena je bez otapala u mlinu s
kuglicama i bez katalizatora (shema 1.11.) (Mashkouri i sur., 2009.). Ta metoda nije Stetna za
okoli§, jednostavna je i provodi se uz visoko iskoriStenje. Opceniti je postupak priprave
pirano[2,3-d]pirimidin-2,4-(/H,3H)-diona  obuhvacao reakciju aromatskih aldehida,
malononitrila i barbiturne kiseline. U klasi¢nim uvjetima i pri MW zrafenju u prvoj se fazi
priprave arilidenmalononitrili. Izravna kondenzacija aldehida, malononitrila i barbiturne
kiseline izvedena je mehanokemijskim putem, odnosno usitnjavanjem polaznih tvari u

stehiometrijskim koli¢inama bez katalizatora i bez otapala (Saikia i sur., 2011.).

o CN (o) (0] CN

Shema 1.11. Kvantitativna priprava pirano[2,3-d]pirimidin-2,4-(/ H,3H)-diona (Mashkouri i
sur., 2009.).

Mogu¢i mehanizam koji su autori pretpostavili pocinje Knoevenagelovom
kondenzacijom aldehida (1) s malononitrilom (2) pri ¢emu se generira Michaelov akceptor.
Reaktivni enolni oblik barbiturne kiseline (3) reagira zatim s benziliden-malononitrilom
Michaelovom adicijom te nastaje intermedijer (6) koji keto-enolnom tautomerijom daje spoj
(7). Intramolekularnom ciklizacijom spoja (7) nastaje spoj (8) te keto-enolnom tautomerijom

nastaje konac¢ni produkt (shema 1.12.).
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Shema 1.12. Mogu¢i mehanizam priprave pirano[2,3-d]pirimidin(/H,3H)-diona (Mashkouri i
sur., 2009.).

Cesto se nakon sinteze provedene u skladu s nadelima zelene kemije u postupcima
izolacije 1 proCiS¢avanja produkata rabe otapala koja su toksi¢na. Huski¢ 1 suradnici, 2012.
uspjesno su izveli oksidaciju anilina suhim postupkom koji je potpuno uskladen sa zelenom
kemijom jer ni u postsintetiCkom stupnju nisu rabili otapala zahvaljuju¢i visokom tlaku para
nitrozobenzena. Oni su mehanokemijskim putem u mlinu s kuglicama od nehrdajuceg celika
pri  frekvenciji od 25 Hz oksidirali supstituirane aniline pomocu kalijeva
hidrogenperoksisulfata (Oxona), pri ¢emu su dobili odgovarajuce nitrozobenzenske produkte
(shema 1.13) te azobenzen i azoksibenzen kao nusprodukt (shema 1.14.). Buduéi da
nitrozobenzeni imaju visok tlak para, Cisti su produkti dobiveni sublimacijom pri sniZenom
tlaku pa je tako cijeli postupak dobivanja produkta bez otapala potpuno uskladen sa zelenom

kemijom.

_lol _lol _lol
\/ Y \/ MY Y

Shema 1.13. Oksidacija i redukcija anilina do nitrobenzena i obratno (R = p-1, p-Br, p-
Cl, p-NO,, p-CHj3, p-OH, p-COOH) (Huski¢ i sur., 2012.).
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Shema 1.14. Nusprodukti u oksidaciji anilina (Huski¢ i sur., 2012.).

Takoder su ispitali mehanosintezu u prisutnosti minimalnih koli¢ina polarnih
proti¢nih, polarnih aproti¢nih i nepolarnih otapala (liqguid-assisted grinding — LAG). U nekim
je ispitivanjima potvrdeno kako minimalne koli¢ine otapala povecavaju reaktivnost (André,
2011., Strukil i sur., 2010.), ali u ispitivanju Huski¢a i suradnika dokazano je da tragovi
polarnih proti¢nih otapala smanjuju prinos i ¢istocu nitrozobenzena. Mehanokemijska sinteza
u LAG uvjetima ipak je bila djelotvornija s aproti¢nim i nepolarnim otapalima jer su polarna
otapala uzrok vece koli€ine nusprodukata (Huskic¢ i sur., 2012.).

Strukil i suradnici, 2012. su mehanokemijskim putem izveli reakciju kopulacije
izotiocijanata i amina bez prisutnosti otapala pri ¢emu su produkti dobiveni u visokom
iskoriStenju istodobnim mljevenjem reaktanata. Provedena je sinteza 49 simetri¢nih i
nesimetri¢nih derivata N,N-diaril- ili N-aril-N'-alkil tiouree. Kvantitativna je reakcija
dokazana odsutnoS¢u izotiocijanatne skupine u FTIR spektru. Kao predstavnici alifatskih
amina odabrani su izopropilamin te 3-N,N-dimetilaminopropilamin. Svi su reaktanti
upotrijebljeni u stehiometrijskim odnosima osim izopropilamina koji je uzet u suvisku.
Budu¢i da je vecina reaktanata u teku¢em stanju, najprije je istraZzena jednostavna metoda u
tarioniku koja je takoder dala kvantitativne prinose. Iznimke u reakciji kopulacije bile su
reakcije s elektrondonorskim skupinama na aromatskim izotiocijanatima (4-metoksifenil-
izotiocijanat) €ija su iskoriStenja bila malo manja te s elektronima siromasnim aminima poput
4-klor- 1 4-fluoranilina. Manji se prinos pripisuje manjoj elektrofilnosti izotiocijanatne

skupine u 4-metoksifenil-izotiocijanatu te smanjenom nukleofilnom obiljezju 4-
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halogenanilina. U laboratorijskom mlinu s kuglicama postignuti su kvantitativni prinosi
usitnjavanjem u trajanju od 10 do 30 minuta. Alifatski su amini vrlo dobri nukleofili koji lako
daju odgovarajuce derivate tiouree, (prinosi 99 %). ZakljuCeno je da primjena laboratorijskih
mlinova u mehanokemijskim sintezama poboljSava prinose do kvantitativnih razina bez
obzira na to je li rije¢ o alifatskim ili aromatskim izotiocijanatima ili o aromatskim ili
alifatskim aminima ili ¢ak o steri¢ki voluminoznim molekulama sekundarnih amina poput

piperidina i morfolina (shema 1.15.).
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Shema 1.15. Priprava N, N-disupstituiranih derivata tiouree kopulacijom amina i izotiocijanata

(Strukil i sur., 2012.).
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1.4. PIRIDINIJEVI OKSIMI KAO POTENCIJALNI ANTIDOTI

LijeCenje trovanja organofosfornim (OP) spojevima 1 danas je velik problem.
Univerzalni lijek, protuotrov (antidot), koji bi djelovao pri visokom trovanju OP-spojevima,
ne postoji. Stoga se testiraju i primjenjuju razni oksimi Cije se djelovanje usporeduje sa
konvencionalnim antidotima da bi se vidjelo bi li oni mogli proSiriti izbor spojeva koji su
danas na raspolaganju u terapiji i prevenciji trovanja organofosfatima (Primozi¢ 1 sur., 2004.).
U novije vrijeme, radi pronalaZzenja djelotvornih antidota — reaktivatora inhibirane
acetilkolinesteraze AChE, sintetiziraju se 1 ispituju nove klase oksima (piridinijevih,

imidazolijevih, kinuklidinijevih oksima te derivati adamantana).

1.4.1. Struktura acetilkolinesteraze (AChE)

Acetilkolinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7) je enzim koji pripada skupini serinskih
esteraza (slika 1.2.). Njezina je fizioloSka uloga hidroliza transmitera acetilkolina (ACh)
tijekom prijenosa ziv€anih impulsa. Redovito ju nalazimo u sinapsama te u ziv€éanim i glija
stanicama ljudskog mozga. Sintetizira se u koStanoj srzZi, mozgu i miSi¢ima, a uz Ziv€ane
stanice, miSic¢e 1 mozak, AChE se nalazi 1 u krvi gdje je vezana na eritrocite (Delfino 1 sur.,

2009.).

Prva rijeSena trodimenzionalna struktura AChE (Torpedo californica, TcAChE) otkrila
je da se kataliticka trijada, sli¢na onima u ostalim serinskim hidrolazama i proteazama, sastoji
od sljede¢ih aminokiselina: Ser200, His440 i Glu327 (Silman i sur., 2008.). U TcAChE,
kataliti¢ka se trijada nalazi na dnu 20 A dubokog i uskog Zdrijela. U samom aktivnom mijestu
tri su podruc¢ja odgovorna za interakciju enzima sa supstratom: vezno kolinsko mjesto (Trp86,
Tyr337, Phe338), acilni dzep (Phe 295 i Phe 297) i1 oksianionska Supljina (Gly121, Gly122 i
Ala204; Sussman i sur., 1991.; Axelsen i sur., 1994.; Soreq, 2001.). AChE ima stalni dipol
koji je paralelan s osi aktivnog mjesta Zdrijela, Sto rezultira djelotvornim navodenjem
pozitivno nabijenog supstrata kroz Zzdrijelo (Goncalves 1 sur., 2006.). To elektrostatsko
navodenje supstrata rezultat je velikog dipolnog momenta samog enzima te pridonosi velikoj

katalitickoj ucinkovitosti (Sussman i sur., 1991.; Axelsen i sur., 1994.; Quin, 1987.).
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Slika 1.2. Struktura 7cAChE s ACh vezanim u aktivhom mjestu (Silman i sur., 2008.).

Periferna strana

Acilni dzep

Eolmska vemmna
strana

-
CET

Katalhititka tigjada
AChE

Slika 1.3. Struktura veznih strana u AChE (Colovi¢ i sur., 2013.).
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1.4.2. Struktura butirilkolinesteraze (BChE)

BChE (slika 1.4.) u viSoj je koncentraciji prisutna u srediSnjem i perifernom Ziv€éanom
sustavu, cerebrospinalnoj tekucini te crijevima, plu¢ima, gusteraci i jetrima. lako je dokazano
da BChE, kao i AChE, hidrolizira acetilkolin u sinapsi, njezin specifi¢ni fizioloSki supstrat
nije pronaden i time prava fizioloska uloga u organizmu jo$ nije razjasnjena (Cokugras, 2003.,

Mesalum, 2002.).

Poznato je da sudjeluje u metabolizmu lipida i lipoproteina te u diferencijaciji i rastu
Zivcanog tkiva. Utvrdena je i pojacana ekspresija BChE kod neurodegenerativnih bolesti kao
Sto je Alzheimerova bolest, no uloga tog enzima u patologiji bolesti nije potpuno razjasnjena.
Nadalje, BChE sudjeluje u biokonverziji nekoliko farmakolo$ki vaznih spojeva tako da ih
aktivira (bambuterol, heroin) ili deaktivira (sukcinildikolin, aspirin, kokain, amitriptilin;

Cokugras, 2003.; Saez-Valero, 2001.).

Slika 1.4. Kristalna struktura ljudske butirilkolinesteraze — BChE (Bosak i sur., 2011.).
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1.4.3. Inhibitori AChE i BChE - Organofosforni spojevi

Organofosforni (OP) spojevi Siroko su primjenjivani kao pesticidi, insekticidi te Ziv€ani
bojni otrovi. Opc¢u strukturu OP spoja predlozio je G. Schrader koji je sustavnom sintezom i
ispitivanjem mnogih OP pesticida zapazio povezanost njihove bioloSke aktivnosti s njihovom
strukturom. OP spojevi su esteri, anhidridi ili halogenidi potpuno supstituirane fosforne,
fosfonske ili fosfinske kiseline. Kod tih spojeva srediSnji atom fosfora mora biti
peterovalentan, kisik ili sumpor moraju biti koordinirano-kovalentnom vezom vezani na
peterovalentni fosfor (obicno se ta veza prikazuje kao dvostruka), R; i R, mogu biti alkil-,
alkoksi-, alkiltio-, aril-, ariloksi-, mono- ili dialkil-aminogrupe (Bosak, 2006.; Eddleston i
sur., 2002.; Subash i sur., 2010.).

OP insekticidi imaju istu op¢u formulu (slika 1.5.) kao visokotoksicni Ziv€ani bojni otrovi
(tablica 1.13.). Kod OP insekticida (tablica 1.14.) supstituiraju¢e skupine R; i R, uglavnom su
metilna i etilna skupina, a X supstituirajuc¢a skupina vezana je za atom fosfora putem kisikova
ili sumpornoga mosta. Istodobno, u Ziv€anim su bojnim otrovima supstituiraju¢e skupine R; i

R, razgranate, a X supstituirajuca skupina je fluoridni ili cijanidni ion.

RI\P—X @i S)
R;

Slika 1.5. Opc¢a strukturna formula OP-spojeva.

X=01li S; Ry, R, = alkil-, alkoksi-, alkiltio-, aril-, mono- ili dialkil - amino skupine;

L=-F, -CN, -SR3, -OR3

U razvijenim su zemljama ¢eS¢a trovanja OP insekticidima (Antonijevi¢ i Stojiljkovi¢,
2007.). Danas se za suzbijanje prijenosnika zaraznih bolesti, poput malarije ili tifusa, rabe
manje toksi¢ni pesticidi karbamatne strukture. U veterinarskoj se medicini OP spojevi rabe
kao antiparazitici u lijeCenju shistosomijaze, a u humanoj se medicini primjenjuju za lijeenje
neuroloskih bolesti (npr. miastenije gravis i Alzheimerove bolesti) te u okulistici za lijeCenje

glaukoma (Raos, 2004.).
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Tablica 1.13. Strukture nekih Ziv¢anih bojnih otrova, (Subash i sur., 2010.).

Uobicajeni naziv Strukturna formula
ch\ o
tabun N—b—oc,chy
HiC CN
sarin F—P—0—CHCH;
CH, CH,4
o
ciklosarin Hsc_lll_04<:>
|
CH;
soman F—P—0—CH—C—CH,
(|JH_~, CH; CH,
CH,
0‘ CH—CH;,
VX H3CH2C—0—1‘>—S—CHZCH2—N
Cn, CH—CHj
CH;

Tablica 1.14. Strukture nekih organofosfornih insekticida, (Subash i sur., 2010.).

Uobicajeni naziv Strukturna formula
S
paration CZHSO_T_04©7NOZ
OC,H;
COOC,H;
malation HCO—P—s—CH
ocn, CH,COOC,H;
S
EPN rl-—o NO,
OC,H;
H;C o /CH3
i CH—N—P—N—CH
mipatoks N I T
CH,
F
o
C,H.
TEPP ’ 5>P—0—P/C2H5
C,H; CH,
I
metamidofos HZN—T—scns
OCH3
fenamifos C3H7—E—P—o SCH,
OCH,CH,
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1.4.4. Mehanizam inhibicije AChE OP spojevima te reaktivacije oksimima

Mehanizam toksi¢nog djelovanja OP insekticida identiCan je mehanizmu toksi¢nog
djelovanja ZBO-a. Kod OP spojeva, analogno hidrolizi acetilkolina, prvi je korak fosfiliranje
enzima (skupni naziv za fosforiliranje, fosfoniliranje i fosfiniliranje (shema 1.16.). Razlika
izmedu hidrolize acetilkolina i hidrolize OP spojeva jest u brzini reakcije s vodom jer je
deacetiliranje enzima mnogo brZze od defosfiliranja. Defosfiliranje enzima, koje se Cesto
naziva i spontanom reaktivacijom, sporo je, a u nekim spojevima i ne postoji. Reaktivacija je
brza s oksimima, koji su mnogo jaci nukleofili od vode. Produkti hidrolize OP spojeva vise
nisu inhibitori acetilkolinesteraze. Osim reaktivacije, kod fosfilirane kolinesteraze moze do¢i i
do dealkiliranja jedne alkoksi skupine na fosforu, ¢ime fosfilirani enzim dobiva negativan
naboj koji vodi ili oksimima onemogucuje nukleofilni napad te takav enzim ostaje
ireverzibilno inhibiran. Ta se pojava zove ,starenje enzima* (Bosak, 2006.). Primjer brzog
starenja enzima starenje je AChE inhibirane somanom. U tom slu¢aju navedeni proces
zahtijeva $to raniju primjenu terapeutika (Raos, 2004.), (tablica 1.15.). Kako je poslije
otkriveno, inhibicija kolinesteraza postiZe se vezanjem spojeva nekovalentnim interakcijama
(reverzibilna inhibicija) ili kovalentnim vezanjem za serin kataliticke trijade (ireverzibilna ili

progresivna inhibicija; Silman i sur., 2000.; Holmstedt i sur., 2000.).

q
NG P$0 0 /RZ 0
0—R R €}
Q a ] '\{/’0 AN
H i
ol W N e e, L e
< \ / fosfilacija < \ / dealkiliranje < \ /
[ AChE J [ inhibirana AChE ] [ ostarjeli enzim }
R
R
R Kp J
[ g =
N\O fosfilirani oksim /N/ 0/ reaktivacija
| g a
© R
R/P§O oksimatni anion I\p/‘o
1
N H
oTR OH 1N\/\/NH K (|) \(?\l/\NH
"
< reaktivacija <
[ reaktivirana AChE ] [ inhibirana AChE ]

Shema 1.16. Inhibicija i reaktivacija AChE (Mercey i sur., 2012.).
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1.4.5. Terapija protiv trovanja OP spojevima

Terapija trovanja organofosfornim spojevima obuhvaca primjenu specificnih spojeva

(antidota) kao i primjenu klasi¢nih nespecificnih i1 simptomatskih lijekova. U okviru

specificne terapije primjenjuju se atropin kao antagonist muskarinskih receptora i oksimi kao

reaktivatori inhibirane kolinesteraze. Konvencionalna terapija podrazumijeva i primjenu

dopunskih lijekova poput diazepama 1 piridostigmina, koji su u¢inkoviti antikonvulzivi. Osim

Sto sprecavaju konvulzije oni smanjuju i nezeljene ucinke na sredi$nji Ziv€ani sustav, tablica

1.15., (Raos, 2004).

Tablica 1.15. Terapija protiv trovanja OP spojevima (Raos, 2004.).

Spoj

Struktura

Zastitno
djelovanje

antikolinergicke supstancije

Z

—

s

JAR

ublaZava utjecaj
nakupljenog ACh

OH ne sprjecava
Atropin " inhibiciju AChE
o
O
. /\{ |
antikonvulzivi | N— N O | N
. . ublaZzavaju  gréenje
diazepam i O O 0 = migica
piridostigmin bromid
Cl
Oksimi Konvencionalni antidoti

| AN zadovoljavajuéi
antidot sarinu i VX-u
PAM-2 . ’
. . e AN ne reaktivira tabunom

pralidoksim T ° OH  somanom
CH; fosforiliranu AChE

HO X _OH vrlo dobar antidot

~ - . .
TMB-4 N | N 2P O/\ N tabunu, sarinu i VX-
. . u, kontraindiciran pri

trimedoksim N2 AN

trovanju somanom
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toksogonin
obidoksim

HI-6

HO

\N/

H,N

X = N
2cf
Y PN
HO
N
AN /
2cP ‘
230N BN

X _OH

vrlo dobar antidot
sarinu, VX-u1i
razlicitim
pesticidima, antidot
tabunu,
kontraindiciran pri
trovanju somanom

izvrstan antidot VX-
u, antidot sarinu i
somanu, slabo
djelotvoran pri
trovanju tabunom
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1.5. PIRIDINIJEVI SPOJEVI KAO ANTIMIKROBNI AGENSI

Mnoga su istrazivanja pokazala kako neki kvaternizirani derivati amina posjeduju
antimikrobno, antiparazitno 1 antifungalno djelovanje (Thorsteinsson i sur., 2003.; Vnutskikh,
2006.; Ovchinnikova i sur., 2003.; Burke i sur., 1996.). Nekoliko kvaternih amonijevih
spojeva, ukljucujudi i piridinijeve soli s razli¢itim duljinama lanaca, posjeduju antibakterijsku
aktivnost prema Gram-pozitivnim i1 Gram-negativnim bakterijama te nekim patogenim
vrstama gljiva 1 praZzivotinja (Thorsteinsson i sur., 2003.). Alptiiziin i sur., 2006. ispitali su
antimikrobnu i antifungalnu aktivnost sintetiziranih etera piridinijevih oksima s naftilnim,
ftalimidnim, 2,6-diklorfenilnim i cikloheksilnim prstenovima povezanim eterskim vezama i
metilenskim poveznicama. DuSikov atom piridinskoga prstena kvaterniziran je propilnim 1 3-
fenilpropilnim lancima. Medu svim ispitanim derivatima spojevi s naftilnim prstenom i 3-
fenilpropilnim lancem pokazali su najjaCu antimikrobnu aktivnost na mikroorganizme
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus i
Candida albicans, pri ¢emu su inhibitorne koncentracije iznosile 312,5; 39,1; 9.,8; 9,8 1 19,5
pg/mL (shema 1.17.). Svi su spojevi pokazali blago antimikrobno djelovanje na Gram-
negativne i Gram-pozitivne bakterije. Autori su pretpostavili kako je bioloSka aktivnost tih
spojeva uvjetovana elektronskom gustoom na duSikovu atomu piridinskog prstena te
njegovom planarnom strukturom. Piridinijevi halogenidi kao kvaterni amonijevi spojevi
posjeduju antimikrobna svojstva zbog adsorpcije na negativno nabijene krutine. Piridinijevi
kationi zbog iznimne polarnosti pospjeSuju antibakterijsku aktivnost (Okazaki i sur., 1997.;
Meada 1 sur., 1999.; Meada 1 sur., 1998.; Yoshida i sur., 2000.; Yoshida i sur., 2001.; Shirai i
sur., 2003.).

Dokazano je kako su cimbenici koji kontroliraju njihovu antimikrobnu aktivnost
molekularna hidrofobnost (Kourai 1 sur., 1983.; Kourai i sur., 1995.), adsorptivnost (Kourai i
sur., 1983.), povrSinska aktivnost (Meada 1 sur., 1999.) 1 elektronska gustoca na piridinijevu
dusikovu atomu (Meada i sur., 1996.; Okazaki i sur., 1996.). Istodobno, kvaterne piridinijeve
soli mogu sadrZavati planarne funkcionalne skupine koje se vezu s nukleinskim kiselinama i
uzrokuju velike promjene na DNK 1 RNK strukturama (Nafisi 1 sur., 2007.). Umetanje
spojeva izmedu susjednih parova baza uzrokuje razvlac¢enje dvostruke uzvojnice (McCann i

sur., 1975.). Vezanjem tih spojeva na dvostruku uzvojnicu DNA inhibira Sirok opseg bioloski
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vaznih funkcija, poput DNK sinteze, transkripcije 1 translacije gena (Nishiwaki 1 sur., 1974.;

Guntaka i sur., 1975.; Kourai i sur., 1995.).

C O
R Br NaOCH;3;
|

Br i/@/w
R/\O/ N\ =
N

e

R R'

N

o

Shema 1.17. Struktura piridinijevih spojeva u istraZivanju (Alptiiziin i sur., 2006.).

Istrazivanje Bharatea 1 suradnika, 2010. predstavlja in vitro antimikrobnu i
antiparazitnu aktivnost serije kvaternih piridinijevih oksima. Dokazano je kako ispitani
spojevi ne posjeduju antimikrobnu aktivnost ili je ona vrlo mala. Medutim, spojevi s
tiofenskim i1 benzotiofenskim supstituentima na piridinskom prstenu pokazuju umjerenu
antibakterijsku aktivnost prema bakteriji Staphylococus aureus. 1Csy vrijednosti iznosila je 3,7
14,0 ng/mL. Niti jedan od biskvaternih piridinijevih spojeva nije pokazao niti antimikrobnu ni
antiparazitnu aktivnost. Rezultat ovog ispitivanja pokazuje kako piridinijevi spojevi koji se
rabe kao antidoti ne posjeduju znacajnije antimikrobno i antiparazitno djelovanje te se ne

mogu uporabiti za dodatnu antimikrobnu zastitu.
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Zhao 1 Sun, 2008. utvrdili su kako kvaterne amonijeve soli s dugim alkilnim lancima
posjeduju antimikrobnu aktivnost prema Gram-negativnim i1 Gram-pozitivnim bakterijama,
pri razmjerno niskim koncentracijama. One su primijenjivane kao biocidi ili dezinficijensi u
dezinfekciji tekstila, za¢ina i u kuc¢anstvu. Utvrdeno je kako je antimikrobni uc¢inak povezan s
duljinom alkilnog lanca (hidrofobne jedinice). Povecanje duljine lanca povecava hidrofobnost
molekule, a time i afinitet prema fosfolipidnoj membrani. Takoder, ja¢i afinitet prema
lipidnom omotacu vanjske membrane pridonosi snaznijem biocidnom djelovanju. Kod Gram-
pozitivnih bakterija antimikrobni se ucinak povecava s duljinom lanca i dostize maksimum pri
spojevima s 12 i 14 C atoma, a kod Gram-negativnih bakterija optimalna je aktivnost
postignuta za spojeve s 14 1 16 C atoma. Spojevi s duljinom lanca ve¢om od 18 C atoma i
manjom od 14 C atoma pokazali su se neaktivnima. Zhao i Sun su pripravili seriju kvaternih
amonijevih soli poput 4-aminododecilpiridinijeva klorida (ADPC), 4-
acetilaminododecilpiridinijeva klorida (AADPC), 4-benzoilaminododecilpiridinijeva bromida
(BADPB) i 4-(1-naftoil)aminododecilpiridinijeva bromida (NADPB) s ciljem ispitivanja
antimikrobne aktivnosti prema bakterijama Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli. Spojevi
su imali jednake duljine alkilnih lanaca, ali razli¢itu sekundarnu hidrofobnu skupinu na
polozaju 4 piridinskog prstena (amino-, acetilamino-, benzoilamino-, i naftoilamino skupinu —
shema 1.18.). Hidrofobnost tih skupina uvelike se razlikuje, od malih hidrofilnih amina do
velikih voluminoznih naftoilamina.

ADPC AADPC

E‘G"’\/\/\/\/\/\/C“‘ o —
< ; N/ i }34@«\/\/\/\/\/\/“” o

CHs Cl
S}

BADPB NADPB

Shema 1.18. Strukture ispitanih kvaternih amonijevih soli (Zhao i Sun, 2008.).

Rezultati su pokazali kako su voluminoznije skupine (NADPB) ucinkovitije unistile
obje bakterije. NajviSu baktericidnu aktivnost pokazale su kvaterne amonijeve soli s
naftoilamino supstituentom na poloZaju 4 piridinskog prstena dakle, spoj koji posjeduje
najvec¢u aromatsku i najvecu hidrofobnu skupinu. BADP, spoj s benzoilamino skupinom je
pokazao slabiju biocidnu aktivnost u usporedbi s NADPB-om. Naftoilna i benzoilna skupina
omogucuju brZu interakciju i penetraciju piridinijevih soli kroz bakterijsku membranu,

rezultiraju¢i vecim baktericidnim u¢inkom.
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2. CILJ RADA I HIPOTEZE

Cilj ovog rada je izvesti reakcije kvaternizacije piridoksal-oksima sa supstituiranim
fenacil-bromidima (R = Cl, Br, H, CH3, NO,, F, OCH3, C¢Hs) pomoc¢u novih, ekoloski
prihvatljivijih metoda.

Reakcije kvaternizacije bit ¢e izvedene mikrovalnim zraenjem bez otapala ili u
prisutnosti otapala te mijeSanjem reaktanata u ¢vrstom stanju uz istovremeno usitnjavanje
(mehanosinteza). U radu e biti izvedene i reakcije kvaternizacije piridina 1 njegovih razlicitih
analoga poput o-pikolina, piridin-4-aldoksima, piridin-2-aldoksima, nikotinamida,
izonikotinamida 1 piridoksal-oksima s razli¢itim elektrofilima poput 2-brom-4'-
nitroacetofenona, 2-amino-4-klormetiltiazol hidroklorida, metil-jodida, 1,3-dijodpropana i
1,3-dibrompropana. Svi produkti ¢e biti identificirani spektroskopskim metodama (IR,
BC-NMR i 'H-NMR), a metodom rentgenske strukturne analize bit ¢e odredena kristalna i
molekulska struktura jednog od predstavnika te serije spojeva.

U navedenim c¢e se sintezama pokusati zamijeniti postoje¢a organska otapala manje
toksi¢nima ili uporabiti tzv. suhe postupke (bez otapala).

PokuSat ¢e se skratiti reakcijsko vrijeme, smanjiti utroSak energije te posti¢i bolji
prinos i smanjiti udio nusprodukata u navedenim reakcijama. Utvrdit ¢e se iz gore navedenih
parametara ekoloski najpovoljinije metode.

Ispitat ¢e se potencijalna reaktivacijska svojstva sintetiziranih oksima na enzime
AChE 1 BChE inhibirane organofosfornim spojevima VX-om 1 tabunom te pesticidom
paraoksonom. Istrazit ¢e se takoder i reverzibilna inhibicija enzima pomocu sintetiziranih
oksima.

Ispitat ¢e se potencijalna antimikrobna svojstva nekih sintetiziranih spojeva.

Hipoteze

= U radu se ocekuje da ¢e se ekoloski prihvatljivijim nekonvencionalnim
metodama kvaternizacije (mikrovalnom sintezom i mehanokemijom) postici
bolji prinosi produkata za krace vrijeme te s manjim utroSkom energije

= Ocekuje se takoder da ¢e sintetizirani spojevi pokazati znacajnu antidotsku te

antimikrobnu aktivnost
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3. MATERIJALI I METODE

Svi reagensi 1 kemikalije koriSteni u sintezi bili su analiticke Cistoce. Za sinteze aktivirane
mikrovalnim zracenjem koriStena je ku¢na mikrovalna pe¢nica marke Panasonic (max. snage

850 W). Mehanosinteza je provedena usitnjavanjem i mijeSanjem u tarioniku s tuckom.

Tankoslojna kromatografija (TLC) radena je na komercijalno dostupnim plo¢icama
silikagela DC Alufolien Kieselgel 60 Fjs4, a za detekciju izoliranih komponenata je koriStena
UV-svjetlost valne duljine 254 nm. Kromatogrami su razvijani u sustavima otapala:

kloroform : metanol (6 : 1,5; v/v) i n-butanol : octena kiselina : voda=8: 2 : 10.

3.1. Sinteza polaznog spoja 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-
hidroksimetil-2-metilpiridina (piridoksal-oksima) (1)

Kao polazni spoj sluzio je piridoksal-oksim pripravljen oksidacijom piridoksina te

oksimiranjem nastalog piridoksala (GaSo-Sokac, 2009.).

CH,OH HC—nNoOH
HO CH,OH HO CH,OH
X 1. MnO, (H,SO,) X
_
2. NH,OH x HCl
= =
H;C N H;C N
* HC

@

Shema 3.1. Priprava polaznog spoja.
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3.2. Priprava kvaternih soli piridoksal-oksima

Kvaternizacije piridoksal-oksima izvedene su trima metodama:

e uacetonu uz MW zracenje

® Dbez otapala uz MW zracenje

e mehanosintezom

HC=—=nNoH
HO. N CH,0H
ez o
HC V“l Br
HC=—n~on Cntij
HO. CH,0H °
‘ \ H;CO
o7 o HC=non
HC \‘ Br 10
HO. CH0H
e B
©° ®©Z o
HyC’ N
9

Br

“‘”ﬁ@"
\ o
HC—nNoOH He==~on
o cmon
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2. NH,OH X HCI ‘ + s o o
7 ? = g ’
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‘ o
|
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Shema 3.2. Reakcije kvaternizacije.
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3.2.1. Postupak u acetonu pod utjecajem MW zracenja (A)

Piridoksal-oksim (1) (0,18 g; 1 mmol) je otopljen uz zagrijavanje (50 °C) u 50 mL
acetona. Nakon $to je sav piridoksal-oksim otopljen, reakcijska je smjesa ohladena na sobnu
temperaturu i u nju je dodan odgovarajuci fenacil-bromid (1 mmol). Priredena je smjesa
podvrgnuta mikrovalnom (MW) zraCenju odredeno vrijeme, nakon Cega je tankoslojnom
kromatografijom zapaZen produkt. Stajanjem u tami tijekom nekoliko dana u reakcijskoj je

smjesi je vidljiv talog koji je odsisan te prekristaliziran iz odgovarajuceg otapala.

3.2.2. Suhi postupak kvaternizacije pod utjecajem MW zracenja (B)

Piridoksal-oksim (1) (0,18 g; 1 mmol) i odgovaraju¢i fenacil-bromid (1 mmol)
usitnjavani su u tarioniku (10 min) uz malu koli¢inu silikagela (500 mg). Sivo bijela
reakcijska smjesa podvrgnuta je MW zraCenju dok nije zapaZeno nastajanje produkta. Smjesa
je zatim otopljena u vruc¢em acetonu te je vakuumskom filtracijom uklonjen silikagel. Zaostali
produkt sa silikagela otopljen je u etanolu pri ¢emu je etanol uparen te je suhi ostatak
ponovno otopljen u vru¢em acetonu. Acetonski su ekstrakti sjedinjeni. Za nekoliko je dana
nastali talog odsisan te prekristaliziran iz odgovaraju¢eg otapala, pri ¢emu je dobiven

kromatografski Cist produkt.

3.2.3. Postupak mehanosinteze (C)

Piridoksal-oksim (1) (0,18 g; 1 mmol) i odgovarajuc¢i fenacil-bromid (1 mmol) usitnjavani
su u tarioniku (30 min) uz malu koli¢inu silikagela (500 mg) te 300 pL apsolutnog etanola.
Nakon $to je nastao produkt, reakcijska je smjesa ostavljena tijekom no¢i, pri cemu je
promijenila boju iz bijelosive u Zutu. Reakcijska je smjesa zatim ekstrahirana vruéim
acetonom (oko 60 mL), a silikagel je uklonjen vakuumskom filtracijom. Preostali je produkt
otopljen sa silikagela u apsolutnom etanolu te je etanol uparen. Suhi je ostatak ponovno
otopljen u vru¢em acetonu te je spojen s prethodnim acetonskim ekstraktom. Nakon nekoliko
dana stajanja u tami iskristalizirao je produkt koji je prikupljen 1 prekristaliziran iz

odgovarajuceg otapala. Dobiven je kromatografski Cist spoj.
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3.3. Identifikacija sintetiziranih spojeva

Infracrveni su spektri snimljeni pomocu infracrvenog spektrofotometra FTIR - 8400S,
SHIMADZU, a uzorci su snimani u kalijevu bromidu (KBr) na Odjelu za kemiju Sveucilista

Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

Spektri "H-NMR i >C-NMR su snimljeni pomoc¢u spektrometra Varian XL-GEM 300
u DMSO-ds u Centru za NMR Instituta ,,Ruder BoSkovi¢”. Svi uzorci su otopljeni u DMSO-
ds. Kemijski pomaci (3) u '"H-NMR i BC-NMR spektrima su izraZeni u ppm u odnosu prema
tetrametilsilanu (TMS, 6 0,0 ppm), a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Pojedinacne
rezonancije su asignirane na temelju njihovih kemijskih pomaka, intenziteta signala,

multipliciteta signala i konstanti sprega H-H.

TaliSta su odredena na uredaju “Stuart Melting Point Apparaturs SMP3* i nisu

korigirana.
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34. Rentgenska strukturna analiza

Difraktometarski podatci prikupljeni su na -123,15 °C pomocu Oxford Diffraction
Xcalibur 2 difraktometra uz monokromatsko MoK, zratenje (4 = 0.71073 A) i grafitni
monokromator na Zavodu za opéu i anorgansku kemiju Prirodoslovno-matematickog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Monokristal spoja (7) 1-(4'-fluorfenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-
2-metilpiridinijeva bromida dobiven je prekristalizacijom pri sobnoj temperaturi iz otopine
etil-acetata. Difraktometarski podatci prikupljeni su na -123,15 °C pomo¢u Oxford Diffraction
Xcalibur 2 difraktometra na Zavodu za opéu 1 anorgansku kemiju Prirodoslovno-
matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu uz monokromatsko MoK, zracenje (A4 =
0.71073 A) i grafitni monokromator. Prikupljanje podataka i njihova redukcija provedena je
CrysAlis (Oxford Diffraction, 2013.) programom. Struktura spoja rijeSena je izravnim
metodama primjenom programa S/R-2004 (Burla i sur, 2005) i uto¢njena metodom najmanjih
kvadrata na temelju vrijednosti F programom SHELXL-2013 (Sheldrick i sur, 2008). Graficki
prikazi nacinjeni su programima PLATON (Spek, 2003) i MERCURY (Macrae i sur, 2006).
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3.5.

Kvaternizacija razli¢itih derivata piridina

Kvaternizacije derivata piridina izvrSene su razliitim postupcima priprave, a za sve je

zajednicka uporaba mikrovalnoga zracenja.

Tablica 3.1. Pregled pripravljenih derivata piridina.

Broj Formula Ime spoja
CH,
Cl ;
S
_ VN 1-[(2-aminotiazol-4-il)metil]-2-metilpiridinijev
12 | klorid
S\KN Z
NH,
®
@ 4% NO, ) ) e e s .
13 NT o 1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijev bromid
[8)
X
e NO, 2-metil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijev
H,C N .
14 Br bromid
[6)
HC—/—NOH
X
4-hidroksiiminometil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-
15 &7 NO: oksoetil]piridinijev bromid
Br
o
CONH,
‘ X
% ° No, 3-karbamoil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-
16 T oBr oksoetil]piridinijev bromid
o
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17

4-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijev jodid

18

4-hidroksiiminometil-1-(3-jodpropil)piridinijev
jodid

19

1-(3-brompropil)-4-karbamoilpiridinijev bromid

20

4-karbamoil-1-(3-jodpropil)piridinijev jodid

21

2-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijev jodid

22

3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-
1,2-dimetilpiridinijev jodid
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3.6. Odredivanje reaktivacijske sposobnosti pripravljenih spojeva

Seriji pripravljenih oksima odredena je sposobnost reaktivacije ljudske eritrocitne
acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze inhibiranih bojnim otrovima tabunom i VX-om te
pesticidom paraoksonom. Odredena je i reverzibilna inhibicija acetilkolinesteraze i
butirilkolinesteraze iz seruma sintetiziranim oksimima 2 — 10 (prikazanim na shemi 3.3.).

Ispitivanja su izvrSena na Institutu za medicinska istraZivanja 1 medicinu rada u Zagrebu.

HC=—NOH
HO CH,OH
[
®~ ©
H3C N Br
- R
P ¢

CHZ—E \ /

Spoj 2 3 4 5 6 7 8 9 10
R 4Cl  4Br 4H 4CH; 4NO, 4F 4-OCH; 4-Ph 2-OCH;

Shema 3.3. Kvaterne soli piridoksal-oksima kojima je ispitano reaktivacijsko

djelovanje.

Za odredivanje reaktivacije sintetiziranih oksimskih spojeva u svim je pokusima
koristen 0,1 mol/L natrijev fosfatni pufer pH = 7,4 pripremljen titracijom 0,1 mol/L otopina
soli Na,HPOy i NaH,PO,, pri 25 °C. Kao supstrat kolinesteraza koristen je acetiltiokolin jodid
(ATCh; Sigma-Aldrich, SAD).

Izvor ljudske AChE bili su eritrociti dobiveni iz uzoraka heparinizirane krvi. Eritrociti
su izolirani centrifugiranjem (20 minuta, 2500 okretaja u minuti), nakon ¢ega su tri puta
isprani fizioloSkom otopinom kako bi se uklonila eventualno zaostala plazma. Isprani
eritrociti razrijedeni su fosfatnim puferom do volumena uzorka pune krvi. Kao izvor BChE

koristena je ljudska plazma izdvojena iz uzoraka heparinizirane krvi kao supernatant nakon
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centrifugiranja (20 minuta, 2500 okretaja u minuti). Izvori enzima podvrgnuti su OP
spojevima [VX-u (3 x 107 M), tabunu (10° M) i paraoksonu (10”7 M)] u trajanju od 60
minuta do postizanja 95 - 100 % - tne inhibicije enzima. SuviSak je OP spoja uklonjen
ekstrakcijom heksanom. Nakon postignute inhibicije za reaktivaciju inhibirane AChE i BChE
ispitani su spojevi 2 - 10 pri koncentraciji 1 mmol/L. Tiolni je reagens DTNB (5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina) prireden kao 1 mM otopina u fosfatnom puferu koja se moze cuvati
na +4 °C najdulje do pet dana. Reaktiviranje je pra¢eno pri 25 °C u trajanju od 24 sata.
Mjerenje aktivnosti kolinesteraza odredeno je standardnom spektrofotometrijskom metodom
prema Ellmanu (Ellman i sur., 1961.). Reakcijska smjesa sadrzavala je 0,1 mol/L fosfatnog
pufera pH = 7,4; DTNB, enzim (kontrolna proba) ili enzim i inhibitor (inhibirana proba).
Mjerenje enzimske aktivnosti izvedeno je pri 25 °C 1 valnoj duljini od 412 nm pomocu

spektrofotometra (Varian Inc., Australia).

Dobiveni rezultati izraZzeni su kao postotak povratka aktivnosti AChE i1 BChE
(reaktivacije) u odnosu na kontrolnu aktivnost, a za oksime je izraCunata konstanta

reaktivacije prvog stupnja kqps za enzime AChE i BChE.

Reaktivacija fosfiliranih enzima oksimima odvija se prema shemi 3.4.

k k
P o+ ox =—=—= [rpllox] —2— E+ P—OX

Shema 3.4. Reaktivacija inhibiranih enzima oksimima.

EP — fosfilirani enzim, [EP][OX] — reverzibilni Michaelisov kompleks izmedu fosfiliranog
enzima [EP] i1 oksima [OX], [E] — aktivni enzim, [P-OX] — fosfilirani oksim, k,, —

maksimalna konstanta brzine prvog reda, k; — ukupna konstanta brzine reakcije drugog reda

Iz sheme 3.4. slijedi izraz (1) (Kovarik i sur., 2008.)

[EP], — k2 [0X]
[EP]; Kox+ [0X]

In t = kopst )
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[EP]o 1 [EP]; — su koncentracije fosfiliranog enzima pri pocetnom vremenu t = 0 i u nekom
vremenu t = t, Kox — je jednak omjeru (k.; + kiz)/ky, kobs — konstanta brzine reaktivacije
prvog reda, (raCunata iz ovisnosti nagiba krivulje log (100 - % reaktivacije) i trajanja

reaktivacije).

Ukupna konstanta brzine reaktivacije drugog reda (k)

k+-
Kp=5—
" Kox 2)

Eksperimentalni podaci prezentirani su kao postotak reaktivacije

% reaktivacije = @ x 100 3)
(E+0X)

VEp + oxy- aktivnost reaktiviranog enzima u vremenu t, Ve + oxy - aktivnost enzima

inkubiranog oksimom
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3.7. Reverzibilna inhibicija nativnih kolinesteraza oksimima

Reverzibilna inhibicija nativnih kolinesteraza oksimima odredena je pracenjem
promjene brzine enzimske hidrolize supstrata u prisutnosti serije kvaternih soli piridoksal-
oksima. Koncentracijski raspon oksima za inhibiciju odabran je tako da pri svakoj koriStenoj
koncentraciji supstrata inhibicija kolinesteraze bude u rasponu od 20 % do 80 %. Za svaku
koncentraciju supstrata izmjerena je aktivnost enzima uz barem tri koncentracije oksima.
Aktivnost enzima kada je u reakcijskoj smjesi prisutan oksim odredena je iz izraza (Kovarik i

sur., 2008.; Katalini¢, 2011.).
Vesrs) = Y(E+s+ox) ~ Vis+0x) 4)

gdje vEss) predstavlja aktivnost enzima (odnosno AA/min enzimske hidrolize supstrata),
VE+s+ox) ukupnu izmjerenu aktivnost tj. AA/min, a vsiox) neenzimsku reakciju (odnosno

vrijednost AA/min neenzimske reakcije za danu koncentraciju oksima i supstrata).

Reakcijska smjesa za odredivanje reverzibilne inhibicije nativnih Kkolinesteraza
piridinijevim oksimima sadrZavala je 30 pmol dm™ DTNB, fosfatni pufer, enzim (200 - 300
puta konacno razrjedenje plazme, 300 - 400 puta konacno razrjedenje eritrocita), oksim
(raspon konacnih koncentracija). Mjerenje aktivnosti zapoceto je dodatkom supstrata (raspon
konac¢nih koncentracija) u reakcijsku smjesu do ukupnog volumena od 1,0 mL i trajalo je
dvije minute. Tijekom mjerenja je kod svih uzoraka promjena absorbancije bila linearna s

vremenom.

Kataliticke konstante reverzibilne inhibicije nativnih kolinesteraza oksimima odredene

su iz Hunter-Downsovog prikaza:

v, -[OX]
K. -1 -7 -
- 5)
Ki
i,app :Ki + KS [S] (6)

gdje su vp 1 v; aktivnosti enzima u odsutnosti odnosno prisutnosti oksima kao inhibitora (i),
dok Kj.pp predstavlja prividnu konstantu disocijacije kompleksa izmedu enzima i oksima,

bududi da se inhibicija prati u prisutnosti supstrata [S]. Utjecaj supstrata na vezanje inhibitora
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na pretpostavljeno mjesto na enzimu (aktivno/alostericko mjesto) opisan je jednadZbom (6).
Ovdje K; predstavlja stvarnu konstantu disocijacije kompleksa izmedu enzima i oksima, dok
Ks predstavlja konstantu disocijacije kompleksa enzim-supstrat (Michaelis-Mentenin tip
kompleksa). 1z ovisnosti Kj .5, odredenih jednadZbom (5) o koncentraciji supstrata, odredene
su konstante K; (odsjecak na ordinati) i Kg (odsjeCak na apscisi) koriStenjem jednadzbe (6)
(slika 3.1.). Iz navedene se ovisnosti pretpostavio i tip reverzibilne inhibicije odnosno mjesto
vezanja oksima. Naime, ako je rije¢ o kompetitivnoj inhibiciji vrijednost K ,pp, Ce se mijenjati
ovisno 1 o koncentraciji inhibitora i o koncentraciji supstrata (tj. nagib pravca u Hunter-
Downsovom prikazu slika 3.1. ve¢i je od nule; y=b+ax, a >0) i pretpostavlja se vezanje
unutar aktivhog mjesta. Ako je rije¢ o nekompetitivnoj inhibiciji Kj .y €€ ovisiti samo o
koncentraciji oksima, tj. bit ¢e neovisna o koncentraciji supstrata (nagib pravca Hunter-
Downsovom prikazu slika 3.1. jednak je nuli; y =b+ax, a=0) i pretpostavlja se vezanje na
periferno alostericko mjesto enzima. Tip reverzibilne inhibicije odreden je usporedbom
konstante Ks s prethodno odredenom Michaelis-Menteninom konstantom Ky, Pri toj
usporedbi kompetitivni tip inhibicije zadovoljavat ¢e odnos Ks = K, dok c¢e kod

nekompetitivnog tipa inhibicije Kg >> Kj,.

\ i /., KOMPETITIVNA
-

Slika 3.1. Hunter-Downsov prikaz ovisnosti prividne konstante inhibicije (Kia.pp) ©
koncentraciji supstrata (S); prikaz kompetitivne (oznaeno plavom bojom) i nekompetitivne
reverzibilne inhibicije (oznafeno crvenom bojom). Iz ove ovisnosti moguce je odrediti
stvarnu konstantu inhibicije K; (odsjeCak na ordinati) i konstantu disocijacije kompleksa

enzim-supstrat K (odsjecak na apscisi).
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3.8. Odredivanje antibakterijske aktivnosti pripravljenih spojeva

UmnoZavanje mikrobnih kultura provedeno je na kosom TrypticGlucoseYeast agaru
(TGK; Biolife, Italija) sastava: pepton bio s D 5,0 g, kvascev ekstrakt 2,5 g, glukoza 1,0 g,
agar Bios LL 15 g. 23,5 g agara otopljeno je u demineraliziranoj vodi, zagrijano do vrenja i
sterilizirano u autoklavu na 121 °C 15 minuta. pH podloge: 7,0 + 0,2. Sve kulture su, prije

analize, regenerirane uzastopnim precjepljivanjem na kosi TGK agar tijekom tri dana.

Odredivanje minimalne baktericidne (MBK) i minimalne inhibitorne (MIK)
koncentracije provedeno je u mozdano — sr¢anom bujonu (eng. ,,Brain heart infusion broth“,
BHI bujon) (Biolife, Italija). Sastav BHI bujona: ekstrakt mozdanog tkiva 200 g, ekstrakt
sr¢anog tkiva 250 g, peptokompleks 10 g, D-(+) glukoza 2,0 g, NaCl 5,0 g, Na,HPO, 2,5 g.
Otopljeno je 37 g bujona u 1000 mL demineralizirane vode, zagrijano do vrenja i sterilizirano

u autoklavu (121 °C/ 15 minuta). pH podloge: 7,4 +0,2.

Pripravljeni su spojevi (2,3, 4,5,6,7,8,9, 10, 12, 13, 14 i 16) neposredno prije ispitivanja
otopljeni (0,04 g) u 4 mL DMSO-a i 6 mL 10 % Tween 80. Ako je topljivost spojeva u
pripremljenoj otopini bila manja, otapanje je pospjeSeno u ultrazvucnoj kupelji. Nakon

otapanja, otopine su sterilizirane filtriranjem kroz filtar veli¢ine pora 0,22 um.

Minimalna baktericidna i inhibitorna koncentracija su odredene u tri faze. U prvoj fazi,
sterilnom pipetom preneseno je po 0,5 mL. BHI bujona u sterilne, prazne epruvete. U drugoj
fazi je u prvu epruvetu dodano 0,5 mL otopine ispitivanog spoja i promijeSano. Serijskim
prenoSenjem (metodom razrjedenja) po 0,5 mL, koncentracija je ispitivanog sastojka u svakoj
epruveti smanjena na polovicu pocetne vrijednosti. Ovim su postupkom pripremljene sljedece
koncentracije svih ispitanih spojeva: 5000 ppm, 2500 ppm, 1250 ppm i 650 ppm. U trecoj fazi
je pripremljena suspenzija stanica bakterija. Nakon usporedbe s McFarlandovim standardom
0,5 mL, suspenzija je razrijedena u sterilnoj fiziolokoj otopini (na 1 x 10° CFU mL™), a
potom je u svaku epruvetu, preneseno po 0,1 mL inokuluma. Jedna epruveta sluzi za kontrolu
rasta bakterije u tekucoj podlozi, dok druga sluzi kao kontrola sterilnosti podloge i spoja i u

nju kultura nije dodana.

Nakon inkubacije od 24 sata pri 37 °C, iz epruveta u kojima se bujon nije zamutio, preneseno
je 100 pL uzgoja u epruvetu s BHI bujonom: Nakon dodatne inkubacije (24 h; 37 °C)
provjeren je porast mikrobne kulture. Budu¢i da bakterija vrste Pseudomonas syringae raste
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pri niZoj temperaturi od ostalih ispitanih vrsta, temperatura inkubacije je za nju bila niza, 25
°C. U slucaju da se nakon dodatne inkubacije, podloga nije zamutila, pripadajuca
koncentracija soja iz prve epruvete (u kojoj je podloga bila bistra) je MBK koncentracija
ispitivanoga spoja. Ako je kultura porasla nakon inkubacije (Sto je vidljivo prema zamucenju
podloge, a precijepljena je iz bistrog bujona), u pripadnoj se epruveti nalazi MIK ispitivanoga

spoja.

50



4. REZULTATI

4.1. Priprava polaznog spoja 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-
hidroksimetil-2-metilpiridina (piridoksal-oksima) (1)

Postupak

Piridoksin-hidroklorid (24,6 g; 0,12 mol) otopljen je uz mijeSanje u 400 mL 0,3 mol/L H,SO,.
Otopini je dodan manganov(IV) oksid (10,8 g, 0,124 mol) aktiviran suSenjem u suSioniku pri
temperaturi od 125 °C 15 sati i smjesa je mijeSana pri sobnoj temperaturi 3 h. Zatim je
reakcijskoj smjesi dodan natrijev acetat (32,8 g; 0,4 mol) 1 hidroksilamin hidroklorid (12,4 g;
0,179 mol), a zagrijavanje je produZeno jos 10 minuta pri istoj temperaturi. Hladenjem (nakon
24 h u hladnjaku) istalozio je oksim koji je odsisan, dobro ispran vodom i osuSen.
Prekristalizacijom iz etanola dobiven je 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-

metilpiridin (1) (7,71 g; 35,27 %) u obliku kristala sivosmede boje.

Tablica 4.1. Obiljezja 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridina (1).

Molekulska formula CsHoN2O3

Molarna masa 182,19

Taliste (°C) 218,7-219,3

IR(KBr) (cm ) 3454 (O-H); 3090 (=C-H); 2900 (CH3 i CH,); 1636 (C=N);

1559 - 1458 (C=C)
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4.2, Sinteza kvaternih soli piridoksal-oksima MW zracenjem i
mehanosintezom

Reakcijsko vrijeme i prinosi u sintezi kvaternih soli piridoksal-oksima pod utjecajem

mikrovalnog zracenja za seriju spojeva 2 - 10 prikazani su u tablici 4.2. dok su za postupak

mehanosinteze prikazani u tablici 4.3.

Tablica 4.2. Vrijeme i prinosi reakcija u mikrovalnoj sintezi: A — postupak u acetonu i B —

suhi postupak.
MW MW Klasi¢na metoda
A B [GaSo-Soka¢, 2009]
Produkt R t Prinos t Prinos t Prinos (%)
(min) (%) (min) (%) (tjedni)

2 4'-Cl 5 75 10 63 3 66
3 4'-Br 4,5 89 10 74 3 44
4 4'-H 5 73 7 53 1 38
5 4'-CHj 4 94 8 76 1 62
6 4'-NO, 4,5 80 10 80 1 60
7 4'-F 3 70 10 48 3 36
8 4'-OCHj3 5 90 10 71 3 67
9 4'-Ph 5 79 10 46 1 46
10 2'-OCHj3 5 58 10 41 12 12

Tablica 4.3. Vrijeme i prinosi reakcija u mehanosintezi (C) kvaternih piridinijevih soli.

Mehanosinteza Klasi¢na metoda
LAG (EtOH) [GaSo-Sokaé, 2009]
Produkt R ¢ Prinos ¢ Prinos (%)
(min) %) | (tjedni)

2 4'-Cl 30 82 3 66
3 4'-Br 15 76 3 44
4 4'-H 30 63 1 38
5 4'-CHj; 20 61 1 62
6 4'-NO, 30 70 1 60
7 4'-F 20 38 3 36
8 4'-OCH; 15 88 3 67
9 4'-Ph 15 42 1 46
10 2'-OCH; 30 24 12 12
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4.3. Obiljezja sintetiziranih spojeva iz serije piridoksal oksima

Identifikacijom sintetiziranih spojeva iz serije kvaternih soli piridoksal-oksima 2 — 10

dobivena su obiljeZja dana u tablicama 4.4. do 4.12.

Tablica 4.4. Obiljezja 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-1-(4'-klorfenacil)-2-

metilpiridinijeva bromida (2).

Molekulska formula CsH6N,0O,BrCl1

Molarna masa 415,66

Taliste (°C) 230-233

IR (cm ™) 3385 (O-H); 3073-2986 (=CH); 1688 (C=0); 1637-1589 (C=N, C=C);
1261 (C-O-H); 1051-1003 (N-O, C-0O)

"H-NMR 12,78 (bs, 1H, NOH); 8,67 (bs, 1H, OH); 8,59 (s, 1H, H-6); 8,42 (s, 1H,

(6/ ppm) HC=NO); 8,14 - 8,11 (d, 2H, J = 8,62 Hz, H-2', H-6"); 7,77 - 7,74 (d, 2H,

J = 8,58 Hz, H-3', H-5"); 6,89 (s, 2H, CH,CO); 5,84 (bs, 1H, CH,OH);
4,81 (s, 2H, CH,0H); 2,51 (s, 3H, CH;)

BC.NMR 189,82 (C=0); 152,55 (C-3); 145,50 (CH=NOH ); 145,46 (C-2); 139,65
(6/ ppm) (C-6); 137,28 (C-4); 135,10 (C-4"); 132,25 (C-1"); 130,43 (C-2', C-6Y;
129,76 (C-3', C-5"; 128,98 (C-5); 64,48 (C iz CH,CO); 58,47 (CH,OH);
13,32 (CH3)
150
< /
St
2
<
= 50
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Slika 4.1. Termicki profil reakcije kvaternizacije za reakciju piridoksal-oksima i 2-brom-1-(4-

klorfenil)etanona (2) pri suhom postupku i mikrovalnoj snazi od 440 W.
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Tablica 4.5. Obiljezja 1-(4'-bromfenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-

metilpiridinijeva bromida (3).

Molekulska formula C,6H,6N,O,Br,

Molarna masa 460,12

Taliste (°C) 196-198

IR (cm ) 3385 (0-H); 3073-2848 (=CH); 1686 (C=0); 1636-1456 (C=N, C=C);
1261 (C-O-H); 1049-980 (N-O, C-0O)

"H-NMR 12,99 (bs, 1H, NOH); 8,66 (bs, 1H, OH); 8,63 (s, 1H, H-6); 8,58 (s, 1H,

(6/ ppm) HC=NO); 8,04 - 8,01 (d, 2H, J = 8,61 Hz, H-2', H-6"); 7,92 - 7,89 (d, 2H,
J =38,55 Hz, H-3, H-5); 6,61 (s, 2H, CH,CO); 5,88 (bs, 2H, CH,0OH); 4,81
(s, 1H, CH,0OH); 2,3 (s, 3H, CH3)

TBC.NMR 190,02 (C=0); 152,47 (C-3); 145,47 (CH=NOH); 145,44 (C-2); 137,28

(6/ ppm) (C-6); 135,11 (C-4); 132,56 (C-4"; 132,06 (C-1"); 130,43 (C-2', C-6";
128,93 (C-3', C-5"); 128,16 (C-5); 64,37 (CH,CO); 58,46 (CH,OH); 13,28
(CH3)

Tablica 4.6. Obiljezja  1-fenacil-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-

metilpiridinijeva bromida (4).

Molekulska formula CsH17N,O,Br

Molarna masa 381,22

Taliste (°C) 250-251

IR (cm ™) 3275 (O-H); 3107-2727 (=C-H); 1701 (C=0); 1636-1449 (C=N, C=C);
1229 (C-0-H); 1084-980 (N-O, C-O)

"H-NMR 12,47 (bs, 1H, NOH); 11,52 (bs, 1H, OH); 8,62 (s, 1H, H-6); 8,52 (s, 1H,

(6/ ppm) HC=NO); 7,72 - 7,70 (d, 2H, J = 7,98 Hz, H-2', H-6); 7,51 - 7,55 (m, 1H,
H-4%; 7,39 - 7,36 (d, 2H, J = 8,16 Hz, H-3', H-5"); 6,00 (s, 2H, CH,CO);
4,67 (s, 2H, CH,0H); 2,51 (bs, 1H, CH,0OH); 2,50 (s, 3H, CH3;)

BC-NMR 190,70 (C=0); 152,50 (C-3); 149,28 (CH=NOH); 137,21 (C-2); 135,11

(6/ ppm) (C-6); 135,10 (C-4); 130,44 (C-4"); 128,30 (C-2', C-6); 128,26 (C-1Y;

128,10 (C-3', C-5"); 127,82 (C-5); 59,67 (CH,CO); 58,44 (CH,OH); 13,25
(CH3)
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Tablica 4.7. Obiljezja  3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(4'-

metilfenacil) piridinijeva bromida (5).

Molekulska formula C7HoN,O4Br

Molarna masa 395,25

Taliste (°C) 243 uz raspad

IR (cm ) 3385 (O-H); 3064-2853 (=C-H); 1684 (C=0); 1636-1541 (C=N, C=C);
1234 (C-O-H); 1088-980 (N-O, C-0)

"H-NMR 12,87 (bs, 1H, NOH); 8,67 (bs, 1H, OH); 8,62 (s, 1H, H-6); 8,38 (s, 1H,

(8/ ppm) HC=NO); 8,03 - 8,00 (d, 2H, J = 8,13 Hz; H-3', H-5"); 7,48 — 7,46 (d, 2H,

J = 8,12 Hz, H-2', H-6'); 6,42 (s, 2H, CH,CO); 4,81 (s, 2H, CH,OH); 2,51
(bs, 1H, CH,OH); 2,49 (s, 3H, CH3); 2,23 (s, 3H, CH;)

BC.NMR 190,06 (C=0); 152,49 (C-3); 145,57 (CH=NOH); 145,50 (C-2); 14531

(3/ ppm) (C-6); 137,24 (C-4); 135,19 (C-4"); 129,34 (C-2', C-6"); 128.59 ( C-1");
128.10 (C-3', C-5'); 127.80 (C-5); 64,42 (CH,CO); 58,43 (CH,OH); 21,28
(CH3); 13,25 (CH,)

Tablica 4.8. Obiljezja  3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(4'-

nitrofenacil) piridinijeva bromida (6).

Molekulska formula CisH6N30¢Br

Molarna masa 426,22

Taliste (°C) 235-237

IR (cm ™) 3347 (O-H); 3069-2862 (=C-H); 1715 (C=0); 1604-1528 (C=N, C=C);
1217 (C-O-H); 1032-1001 (N-O, C-0O)

"H-NMR 12,54 (bs, 1H, NOH); 8,66 (bs, 1H, OH); 8,62 (s, 1H, H-6); 8,49 — 8,46

(6/ ppm) (d, 2H, J = 8,88 Hz, H-3', H-5"); 8,33 — 8,31 (d, 2H, J = 8,94 Hz, H-2', H-

6"); 8,13 (s, 1H, HC=NO); 6,51 (s, 2H, CH,CO); 4,82 (s, 2H, CH,OH);
4,67 (bs, 1H, CH,0H); 2,29 (s, 3H, CHj3)

BC-NMR 190,12 (C=0); 152,55 (C-3); 151,00 (CH=NOH); 150,68 (C-2); 146,90

(6/ ppm) (C-6); 145,60 (C-4); 145,51 (C-4"; 138,59 (C-1"; 138,23 (C-2', C-6";
137,36 (C-3', C-5"); 130,05 (C-5); 64,68 (CH,CO); 58,54 (CH,CO); 13,34
(CH5)
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Tablica 4.9. Obiljezja 1-(4'-fluorfenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-

metilpiridinijeva bromida (7).

Molekulska formula C6HsN,O4BrF

Molarna masa /M 399,21

Taliste (°C) 226,8 uz raspad

IR (cm ) 3447 (O-H); 3064-2359 (=C-H); 1699 (C=0); 1599-1456 (C=N, C=C);
1233 (C-O-H); 1063-1001 (N-O, C-0O)

"H-NMR 12,95 (bs, 1H, NOH); 8,66 (bs, 1H, OH); 8,56 (s, 1H, H-6); 8,21 (s, 1H,

(8/ ppm) HC=NO); 8,19 - 8,18 (d, 2H, J = 8,82 Hz, H-2', H-6"); 7,52 - 7,49 (d, 2H,
J =8,82 Hz, H-3', H-5"); 6,26 (s, 2H, CH,CO); 5,38 (s, |H, CH,OH); 4,67
(s, 2H, CH,0H); 2,27 (s, 3H, CH3)

BC-NMR 189,31 (C=0); 164,17 (C-3); 152,53 (CH=NOH); 145,50 (C-2); 145,44

(8/ ppm) (C-6); 137,29 (C-4); 131,73 (C-4"); 131,62 (C-2', C-6"; 130,30 (C-1");

128,13 (C-3', C-5'); 128,10 (C-5); 66,32 (CH,CO); 58,49 (CH,OH); 13,25
(CH3)

Tablica 4.10. Obiljezja

3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(4'-

metoksifenacil) piridinijeva bromida (8).

Molekulska formula C7HoN,OsBr

Molarna masa 411,25

Taliste (°C) 267-268

IR (cm ™) 3383 (O-H); 3042-2843 (=C-H); 1676 (C=0); 1638-1516 (C=N, C=C);
1244 (C-0O-H); 1045-980 (N-O, C-O)

"H-NMR 13,00 (bs, 1H, NOH); 8,66 (bs, 1H, OH); 8,56 (s, 1H, H-6); 8,13 (s, 2H,

(6/ ppm) CH,CO); 8,08 - 8,05 (d, 2H, J = 8.34 Hz; H-3', H-5"); 7,20 — 7,17 (d, 2H,
J = 8.97 Hz; H-2', H-6"); 6,55 (s, 2H, CH,OH); 4,83 (bs, 1H, CH,OH);
3,91 (s, 3H, OCHj3); 2,51 (s, 3H, CH;)

BC-NMR 188,73 (C=0); 164,42(C-3); 152,49 (C-4'); 145,52 (C-2); 145,33 (C-6);

(6/ ppm) 135,11 (CH=NOH); 137,25 (C-4); 130,97 (C-2', C-6"); 128,05 (C-1';

127,80 (C-5); 114,32 (C-3', C-5"); 64,10 (CH,CO); 58,47 (CH,OH); 38,67
(OCHy); 13,21 (CHa)
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Tablica 4.11. Obiljezja 1-(4'-fenilfenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-

metilpiridinijeva bromida (9).

Molekulska formula

C22H21N204BI'

Molarna masa

457,32

Taliste (°C) 228,4 uz raspad

IR (cm ) 3397 (O-H); 3075-2789 (=C-H); 1691 (C=0); 1604-1451 (C=N, C=C);
1237 (C-O-H); 1088-995 (N-O, C-O)

"H-NMR 13,02 (bs, 1H, NOH); 12,78 (bs, 1H, OH); 8,60 (s, 1H, H-6); 8,24 (s, 1H,

(6/ ppm) H-4"; 8,19 - 8,17 (d, 2H, J = 8,43 Hz, H-3', H-5"); 8,00 - 7,97 (d, 2H, J =
8,43 Hz, H-2', H-6"; 7,58 -7,45 (m, 5H, Ph); 6,64 (s, 2H, CH,CO); 4,81
(s, 2H, CH,OH): 4,75 (bs, 1H, CH,OH): 2,50 (s, 3H, CH)

BC-NMR 190,13 (C=0); 152,46 (C-3); 151,70 (CH=NOH); 146,02 (C-2); 145,49

(6/ ppm) (C-4); 145,38 (C-6); 142,86 (C-4"); 138,45 (C-2', C-6"; 138,05 (C-1";

137,30 (C-3', C-5'); 136,83 (C-5); 129,22 (C-1""); 129,11 (C-3", C-5"");
128,72 (C-2"", C-6"); 127,05 (C-4"); 64,40 (CH,CO); 58,48 (CH,OH):
13,22 (CH;)

Tablica 4.12. ObiljeZja

3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(2'-

metoksifenacil) piridinijeva bromida (10).

Molekulska formula C7HoN,OsBr

Molarna masa 411,25

Taliste (°C) 217-219

IR (cm ™) 3309 (O-H); 3102-2949 (=C-H); 1674 (C=0); 1597-1437 (C=N, C=0C);
1252 (C-0-H); 1055-980 (N-O, C-O)

"H-NMR 12,95 (bs, 1H, NOH); 8,67 (bs, 1H, OH); 8,61 (s, 1H, H-6); 7,86 - 7,84 (d,

(6/ ppm) 2H, J = 6,03 Hz, H-3', H-5"); 7,36 - 7,33 (d, 2H, J = 8,40 Hz, H-2', H-6);
7,66 (s, 2H, CH,CO); 6,53 (bs, 1H, CH,OH); 4,80 (s, 3H, OCH;); 4,04 (s,
2H, CH,0H); 2,51 (s, 3H, CH;)

BC-NMR 190,26 (C=0); 159,98 (C-3); 145,58 (CH=NOH); 145,58 (C-4); 145,51

(6/ ppm) (C-2); 145,51 (C-6); 145,19 (C-4); 137,09 (C-4"); 136,97 (C-1); 136,27

(C-2', C-6Y; 130,25 (C-3', C-5"; 128,00 (C-5); 67,86 (CH,CO); 58,45
(CH,OH); 13,19 (CH3)
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4.3.1. Analiza spektara kvaternih soli piridoksal-oksima

U IR-spektrima kvaternih soli piridoksal-oksima 2 - 10 u podrucju valnih brojeva 3397
- 3275 cm’™ apsorpcijske vrpce potjecu od vibracija istezanja oksimske hidroksilne skupine
(-OH), vibracija istezanja intramolekularno vezanih hidroksilnih skupina kao i aromatskog C-
H. U podrugju valnih brojeva 1715 - 1674 cm™ javljaju se apsorpcijske vrpce uzrokovane
vibracijama istezanja C = O skupine u alifatskom lancu, te C = N i C = C veza izmedu atoma
u piridinskom prstenu, a polozaj i intenzitet tih vrpci ovise o prirodi prstena i vrsti
supstitucije. U podru¢ju valnih brojeva 1088 - 980 cm’ pojavljuju se apsorpcijske vrpce
vezane uz vibracije istezanja skupine N - O i C - O, dok se u podru&ju ispod 1000 cm™
pojavljuju vrpce uzrokovane vibracijama savijanja "izvan ravnine", a njihov je poloZaj

odreden polozajem supstituenata.

'H-NMR spektri spojeva 2 - 10 sadrZe signale protona metilne skupine vezane u
poloZaju dva piridinskoga prstena kod 6 = 2,27 - 2,51 ppm. Kemijski pomaci ¢ = 3,80 - 4,82
ppm odgovaraju metilenskim protonima hidroksimetilne skupine u poloZaju pet piridinskog
prstena, a 6 = 4,67 — 6,59 ppm metilenskim protonima vezanim uz C = O skupinu u lancu. U
podrucju kemijskih pomaka izmedu 7,46 i 8,59 ppm pojavljuju se protoni fenilnog prstena,
dok se kod o = 8,49 - 8,67 ppm pojavljuju signali protona vezanih na piridinski prsten u
poloZaju Sest. Kemijski pomaci & = 8,66 - 12,78 ppm odgovaraju protonu hidroksilne skupine
u polozaju tri piridinskog prstena, a 6 = 12,47 - 13,02 ppm hidroksilnom protonu

hidroksiimino skupine vezane za piridinski prsten u poloZaju Cetiri.

Iz *C-NMR spektra spojeva 2 - 10 vidi se da C-atomi metilnih skupina daju signale
kod 6 = 12,81 - 13,44 ppm, C-atomi metilenske skupine vezane za C = O skupinu od & =
59,67 - 66,32 ppm, dok C - atomi hidroksimetilne skupine daju signale kod 6 = 58,43 - 58,49
ppm. Signali za C atome fenilnog kao 1 piridinskog prstena pojavljuju se u podruc¢ju kemijskih
pomaka 6 = 128,13 - 145,51 ppm, a C-atomi karbonilne skupine daju signale kod & = 188,73 -
190,70 ppm.
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4.4. Rentgenska strukturna analiza

Kako bi se sa sigurno$¢u odredila struktura spoja 7, [1-(4'-fluorfenacil)-3-hidroksi-4-
hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijeva bromida] provedena je rentgenska

strukturna analiza kojom je odredena kristalna i molekulska struktura toga spoja (slika 4.2.).

Slika 4.2. Molekulska struktura spoja 7. Unutarmolekulske su vodikove veze prikazane

iscrtkanim linijama.
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Slika 4.3. Dio kristalne strukture spoja 7, koji prikazuje stvaranje prstenova O—H---Br i
C—H:--Br vodikovim vezama, a u koje su ukljucena dva piridinijska kationa i dva bromidna

iona. Medumolekulske su vodikove veze prikazane iscrtkanim linijama.

Slika 4.4. Kristalno pakiranje spoja 7, prikazano duZ kristalografske osi c, koje prikazuje
trodimenzijsku mrezu stvorenu O-H:---Br, C-H:--Br, C-H:--O i C-H:--F vodikovim

vezama. Medumolekulske su vodikove veze prikazane iscrtkanim linijama.
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Kako bi se sa sigurno$¢u odredila struktura spoja 7, [1-(4'-fluorfenacil)-3-hidroksi-4-
hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijeva bromida] provedena je rentgenska

strukturna analiza kojom je odredena kristalna i molekulska struktura tog spoja (slika 4.2.).

Vezni je kut C2-N1-C6 u odnosu na ostale endociklicke kuteve piridinijeva prstena
prosiren i iznosi 123,2(2)°. Ipak, zbroj svih endociklickih veznih kuteva u prstenu iznosi 720°,

kao Sto se 1 oekuje za aromatski Sestero€lani prsten.

Diedarski kut izmedu usrednjenih ravnina piridinijskog i fenilnog prstena iznosi 55,38(13)°.
Takav polozaj fenacilnog lanca, koji je zakrenut u odnosu na piridinijski prsten, potvrduje i
vrijednost torzijskog kuta C2-N1-C10—C11 u iznosu od 77,2(3)°, §to znaci da se ugljikov C2
atom prstena nalazi u sinklinalnom poloZaju u odnosu na ugljikov C11 atom lanca. Za razliku
od toga, N1 atom piridinijskog prstena 1 karbonilni O4 atom lanca nalaze se u
sinperiplanarnom poloZzaju [N1-C10-C11-04 = 2,0(4)°]. Dvije unutarmolekulske vodikove
veze, jata O—H---N i slabija C—H:--O [01---N2 = 2,579(3) A, C6---03 = 2,648(3) A], u

piridinijskom kationu stvaraju Sesteroclani, odnosno peteroclani prsten (slika 4.2.).

U povezivanju kationa i aniona spoja 7 sudjeluje veliki broj razlicitih tipova vodikovih
veza. Dva piridinijska kationa povezana su jednom jakom O-H:--Br  vodikovom vezom
[03---Brl = 3,451(2) A] i jednom slabijom C—-H---Br  vodikovom vezom [C10---Brl =
3,667(3) 10\] u osamnaestoroclane prstenove (slika 4.3.). U povezivanju kationa putem
premos¢uju¢ih bromidnih iona sudjeluje i jedna vrlo slaba C—H---Br vodikova veza
[C6---Brl = 3,817(3) A], na taj nacin stvarajuci, zajedno s C10---Brl vodikovom vezom,

SesteroClani prsten.

U daljnjem povezivanju kationa i aniona sudjeluju joS jedna O-H:--Br, C-H:--O i C-H:--F
vodikova veza [02---Brl = 3,131(2) A; C8---02 = 3,479(3); C7---F1 = 3,136(4) Al, koje
zajedno s prethodno navedenim vodikovim vezama Cine dvodimenzijsku mrezu. Nastala je
mreza proSirena u trodimenzijsku mrezu (slika 4.4.) pomoc¢u jedne C—H---O medumolekulske

vodikove veze [C16---O4 = 3,486(4) A].

Kristalografski podatci za spoj 7 dani su u tablici 4.13.
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Tablica 4.13. Kristalografski podatci za spoj 7.

Spoj

7

Empirijska formula
Relativna molekulska masa, M,

Temperatura / K

Kristalni sustav

Prostorna skupina

Dimenzije jedini¢ne Celije

al A

blA

clA

al’

pl°

y1°

Volumen éelije / A°

Broj formulskih jedinki, Z

Racunata gustoca, Dc,c. / gcm'3
Apsorpcijski koeficijent, 4/ mm’

Kutno podruéje sakupljanja refleksa, 6/ °
Valjanost koriStene teZinske sheme, S
Faktor nepouzdanosti, R ([1 > 20(])])
Tezinski faktor nepouzdanosti, wWR ([ > 24(1)])

C16H16BI'FN2

399,22
226,8
triklinski
P-1 (No. 2);

6,7128(3),
8,1316(4)
15,9969(8)
94,964(4)
92,224(4)
111,877(5)
804,89(7)
2
1,647
2,544
27,0
1,004
0,0357
0,0991
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4.5. Kvaternizacija razlicitih derivata piridina

Kvaternizacijom razli€itih derivata piridina dobiveni su produkti u razli¢itim prinosima.

Reakcijski uvjeti i prinosi u navedenim reakcijama prikazani su u tablici 4.14.

Tablica 4.14. Optimalni uvjeti i prinosi u reakciji kvaternizacije pod utjecajem MW zracenja

razli¢itih derivata piridina.

MW
Spoj Otapalo (mtin) S(n‘;l]g)a P{j;:;)s
12 - 4 440 23
13 apsolutni etanol 2 440 26
14 apsolutni etanol 5 440 25
15 apsolutni etanol 5 440 30
16 apsolutni etanol 4 440 44
17 aceton 2 250 93
18 acetonitril 1 250 78
19 acetonitril 2 250 63
20 aceton 2 250 49
21 aceton 4 250 94
22 aceton 10 250 79
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4.5.1. Priprava 1-[(2-aminotiazol-4-il)metil]-2-metilpiridinijeva klorida (12)

Postupak

Otopina 2-amino-4-klormetiltiazol hidroklorida (spoj 11, pripravljen prema postupku
Kanapickaite i sur., 2006.) (0,2 g, 1,081 mmol) u 10 mL 2-metilpiridina podvrgnuta je MW
zracenju (4 minute pri 440 W) nakon Cega je nastala crna smola na dnu, a otopina je poprimila
zuto-smedu boju. Smola je uklonjena filtracijom, a u mati¢nici su nakon 2 tjedna
iskristalizirali smedi kristali koji su dobro isprani smjesom (EtOH : eter = 1 : 1). Dobiveno je

0,06 g (23 %) 1-[(2-aminotiazol-4-il)metil]-2-metilpiridinijeva klorida, spoj (12).

N _—

\

SY S y

N CH, Y

NH, NH,

amn (12)
Shema 4.1. Sinteza spoja 12.

Tablica 4.15. Obiljezja 1-[(2-aminotiazol-4-il)metil]-2-metilpiridinijeva klorida (12).

Molekulska formula CioH12N3SCl

Molarna masa 241,74

Taliste (°C) 217 — 219 uz raspad

IR (cm '1) 3115 NH;; C-H 3013; (u tiazolnom prstenu) 1474; 1394;
1319; 1508-1456 (C =N, C=C); CH 876; 847; 725

"H-NMR 9,09 - 9.1 (d, 1H, J = 5,4 Hz, H-6); 8,52 - 8,49 (m, 1H, H-5);

(6/ ppm) 8,08 - 8,07 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 8,04 — 8,01 (m, 1H, H-
4); 7,2 (bs, 2H, NH>); 6,8 (s, 1H, H-5"); 5,6 (s, 2H, CH»); 2,91
(s, 1H, CHs)

BC-NMR 169,6 (C-3'); 155,5 (C-1'); 145,5 (C-2); 142,8 (C-6); 125,5

(6/ ppm) (C-5"); 129,8 (C-3, C-5); 106,5 (C-4); 56,6 (CHy); 19,8 (CH3)
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4.5.2. Priprava 1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijeva bromida (13)

Postupak

Piridin (2 mmol) i 2-brom-4'-nitroacetofenon (2 mmol) otopljeni su u 30 mL
apsolutnog etanola. Reakcijska je smjesa podvrgnuta MW zracenju (2 minute pri 440 W) sve
dok produkt nije bio vidljiv na TLC-u. Crvenkasto-smedi produkt je uparen do suha i ispran
tri puta s po 10 mL etera te odsisan. Prekristalizacijom iz 40 mL smjese (EtOAc : EtOH =
1:1) dobiven je bijelozuti talog (0,17 g, 26,3 %).

8
\ o w (l? /@ NO,
‘ n NO, —— » Br
P etanol
N
Br
o
(13)

Shema 4.2. Sinteza spoja 13.

Tablica 4.16. Obiljezja 1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil |piridinijeva bromida (13).

Molekulska formula Ci3H11N,O3Br

Molarna masa 323,14

Taliste (°C) 262,0 —262,5

IR (cm ™) 1707 (C=0); 1525-1494 (C=N, C=C); 1950 (C-0O), 1558,
1373 (NOy)

"H-NMR 9,1-9,09 (d, 2H, J = 5,52 Hz, H-2, H-6,); 8,79 (m, 1H, H-4);

(6/ ppm) 8,76 - 8,77 (d, 2H, J = 7,86 Hz, H-3', H-5");); 8,47 - 8,48 (d,

2H, J = 8,81 Hz, H-2', H-6"; 8,31 - 8,33 (m, 2H, H-3, H-5);
6,6 (s, 2H, CH>)

BC-NMR 190,11 (C=0); 150,63 (C-4'); 146,59 (C-4); 146,27 (C-2, C-
(6/ ppm) 6); 138,27 (C-2', C-6); 129,76 (C-3, C-5); 127,89 (C-1");
124,11 (C-3', C-5"); 66,48 (CH,CO)
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4.5.3. Priprava 2-metil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijeva bromida (14)

Postupak

a-pikolin (2-metilpiridin) (18,6 mL) i 2-brom-4'-nitroacetofenon (2 mmol) otopljeni su

u 20 mL apsolutnog etanola. Reakcijska je smjesa podvrgnuta MW zracenju (5 minuta pri 440

W) sve dok produkt nije bio vidljiv na TLC-u. Boja otopine postala je smeda. Smjesa je

potom uparena do pola, a nastali su smedi kristali odsisani i dva puta dobro isprani eterom.

Sirovi je smedi produkt prekristaliziran iz 15 mL smjese EtOAc : EtOH = 1:1, pri ¢emu je

dobiven zlatno-Zuti kristalini¢ni spoj (14) (0,17 g, 25,2 %).

Br

B
1% NO,
MW H;C NT €]
NO, ——  » r
etanol
o
(14)

Shema 4.3. Sinteza spoja 14.

Tablica 4.17. Obiljezja 2-metil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil |piridinijeva bromida (14).

Molekulska formula C14H13N,O3Br

Molarna masa 337,17

Taliste (°C) 251 -252,2

IR (cm ) 1716 (C=0); 1558 (C=N, C=C); 1558, 1373 (NO,)

"H-NMR 8,24 (s, 1H, H-2); 8,24 - 8,23 (m, 1H, H-4); 8,17 - 8,16 (m,

(6/ ppm) 1H, H-5); 7,96 - 7,97 (d, 2H, J = 8,82 Hz, H-3', H-5"); 7,42 -
7,44 (d, 2H, J = 9,00 Hz, H-2', H-6"); 6,90 (s, 2H, CH>); 6,72
- 7,75 (m, 1H, H-3); 2,5 (s, 3H, CH3)

BC-NMR 196,5 (C=0); 155,1 (C-6); 152,3 (C-4"); 146,3 (C-4); 145,6

(6/ ppm) (C-2); 133,36 (C-1"); 129,7 (C-2', C-6"); 126,15 (C-5); 125,8

(C-3); 123,8 (C-3', C-5'); 96,89 (CH,CO); 39,56 (CH3)
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4.5.4. Priprava 4-hidroksiiminometil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil Jpiridinijeva
bromida (15)
Postupak
Piridin-4-aldoksim (0,24 g, 2 mmol) otopljen je u 10 mL apsolutnog etanola te je
dodan otopini 2-brom-4'-nitroacetofenona (0,488 g, 2 mmol) u 10 mL apsolutnog etanola.
Reakcijska je smjesa podvrgnuta MW zracenju (5 minuta pri 440 W) sve dok produkt nije bio
vidljiv na TLC-u. Boja se otopine promijenila iz Zute u smedu. Etanol je djelomi¢no uparen.
Nastali je talog odsisan te prekristaliziran iz smjese otapala EtOAc : EtOH = 1:1, 40 mL.
Dobiven je spoj (15) u obliku sedefastih bijelozutih kristala (0,22 g, 30 %).

HC—=NOH

HC—=NOH | X
X 0, MW % NO,

NO N Br

+ 2 —_—
= etanol
N
Br
(]
(15)

Shema 4.4. Sinteza spoja 15.

Tablica 4.18. Obiljezja 4-hidroksiiminometil-1-(2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil)piridinijeva
bromida (15).

Molekulska formula Ci4H12BrN3Oy4

Molarna masa 366,17

Taliste (°C) 229-232

IR (cm ) 3342 (O-H); 3055-2895 (=CH); 1703 (C=0); 1645-1601
(C=N, C=C); 1228 (C-O-H); 1047-993 (N-O, C-0); 1467,
1321 (NOy)

"H-NMR 12,9 (s, 1H, NOH); 9,00 - 8,48 (d, 2H, J = 6,86 Hz, H-2, H-

(6/ ppm) 6); 8,48 (s, 1H, HC=NOH); 8,46 - 8,44 (d, 2H, J = 8,23 Hz,

H-3', H-5"); 8,37 - 8,36 (d, 2H, J = 6,86 Hz, H-2', H-6"); 8,30 -
8,28 (d, 2H, J = 8,69 Hz, H-3, H-5); 6,59 (s, 2H, CH,CO)

BC-NMR 190,15 (C=0); 152,20 (C-4"); 150,62 (HC=NOH); 149,29 (C-
(6/ ppm) 4); 146,42 (C-2, C-6); 145,19 (C-1'); 129,76 (C-2', C-6');
124,09 (C-3, C-5); 123,83 (C-3', C-5'); 66,04 (CH,0)

67




4.5.5. Priprava 3-karbamoil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijeva bromida (16)

Postupak

Nikotinamid (0,244 g, 2 mmol) i 2-brom-4'-nitroacetofenon (0,488 g, 2 mmol) otopljeni su u
20 mL apsolutnog etanola. Reakcijska je smjesa podvrgnuta MW zracenju (4 minute pri 440
W) sve dok produkt nije bio vidljiv na TLC-u. Hladenjem su se istaloZili Zuckasto-bijeli
sedefasti kristali koji su isprani etanolom te prekristalizirani iz 40 mL smjese otapala EtOAc :

EtOH = 1:1. Dobiveni su sedefasti bijelozuti kristali spoja (16) (0,32 g, 43,7 %).

CONH,
X
CONH, ‘ NO
2
X 0 MW (;13/ S
‘ + NO, — > Br
= etanol
N
Br
o
(16)

Shema 4.5. Sinteza spoja 16.

Tablica 4.19. Obiljezja 3-karbamoil- 1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijeva bromida (16).

Molekulska formula C14H12BrN3O4

Molarna masa 366,17

Taliste (°C) 250,2 - 250,9

IR (cm ™) 3317 (NHy); 3134 CH; 1680 (CO); 1236 C-N; 938 C-NHy;
1521, 1398 (NOy)

"H-NMR 9,54 (s, 1H, H-2); 9,19 - 9,18 (d, 1H, J = 6,17 Hz, H-4); 9,15

(6/ ppm) - 9,13 (d, 1H, J = 8,23 Hz, H-5); 8,66 (s, 1H, H-6); 8,46-8,44

(d, 2H, J = 8,74 Hz, H-3', H-5"); 8,30 - 8,28 (d, 2H, J = 8,75
Hz, H-2', H-6"); 8,19 (s, 2H, CONH>); 6,65 (s, 2H, CH,CO)

BC-NMR 189,94 (C=0); 162,77 (C=0 iz CONH,); 150,60 (C-1";

(6/ ppm) 147,777 (C-4"); 146,77 (C-4); 144,14 (C-2); 138,24 (C-3);
133,49 (C-6); 129,75 (C-5); 127,56 (C-2', C-6'); 124,14 (C-3/,
C-5"); 66,67 (CH,CO)
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4.5.6. Priprava 4-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijeva jodida (17)
Postupak

Piridin-4-aldoksim (0,871 g, 4 mmol) i metil-jodid (765 mL) otopljeni su u 5 mL acetona.
Reakcijska je smjesa podvrgnuta MW zracenju (2 minute pri 250 W) sve dok produkt nije bio
vidljiv na TLC-u. Reakcijska je smjesa nakon MW zrafenja poprimila narancastu boju, pri
¢emu su se hladenjem odmah istaloZzili Zuti kristali koji su odfiltrirani, isprani acetonom te

prekristalizirani iz etanola. Dobiven je spoj (17) (0,98 g, 93,3 %).

HC=—=NOH HC—NOH
X MW X
+ CH3l ——> ‘
aceton
N N I@
CH;
a7

Shema 4.6. Sinteza spoja 17.

Tablica 4.20. Obiljezja 4-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijeva jodida (17).

Molekulska formula C;HyN,OI

Molarna masa 264,06

Taliste (°C) 183-186

IR (cm ) 3311 (O-H); 3064-2893 (=CH); 1749 (C=0); 1618-1583
(C=N, C=C); 1205 (C-O-H); 1128-947 (N-O, C-0)

"H-NMR 13,01 (bs, 1H, NOH); 8,98 - 8,97 (d, 2H, J = 6,17 Hz, H-2, H-

(6/ ppm) 6); 8,65 (s, 1H, CH=NOH); 8,37 - 8,35 (d, 2H, J = 7,89 Hz,
H-3, H-5); 4,36 (s, 3H, CH3)

BC-NMR 146,48 (CH=NOH); 144,97(C-4); 141,68 (C-2, C-6); 127,13

(6/ ppm) (C-3, C-5); 46,24 (CH3»)
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4.5.7. Priprava 4-hidroksiiminometil-1-(3-jodpropil)piridinijeva jodida (18)

Postupak

Piridin-4-aldoksimu (0,5 g, 4,09 mmol) otopljenom u acetonitrilu (2 mL) dodan je 2,35 mL
1,3-dijodpropana. Ve¢ nakon jedne minute mikrovalnog zracenja pri 250 W primijeceno je
nastajanje produkta u obliku promijene boje reakcijske smjese u Zuto-smedu. Hladenjem su
iskristalizirali Zuti kristali koji su nakon odsisavanja tri puta isprani eterom i acetonom.

Dobiven kromatografski Cisti produkt (18), (1,33 g, 77, 8 %).

HC——NOH HC——=NOH
\ MW \
+ /\/\ B —— ‘
) | 1 ACN

= s

N N 1~
|
(18)

Shema 4.7. Sinteza spoja 18.

Tablica 4.21. Obiljezja 4-hidroksiiminometil-1-(3-jodpropil)piridinijeva jodida (18).

Molekulska formula CyoH;,ILN>,O

Molarna masa 418,01

Taliste (°C) 181,5

IR (cm ™) 3450 (O-H); 3444-2360 (=CH); 2360-2341 (N-O)

"H-NMR 12,81 (s, 1H, NOH); 8,45 (s, 1H, HC=NOH); 8,56 - 8,54 (d,
(6/ ppm) 2H, J = 6,69 Hz, H-2, H-6); 8,26 - 8,24 (d, 2H, J = 6,87 Hz,

H-3, H-5); 4,65 - 4,61 (t, 2H, J = 13,84 Hz, H-1"); 3,29 - 3,24
(t, 2H, J = 14,29 Hz, H-3', CH»D); 2,53 - 2,44 (m, 2H, H-2',

CH,)
BC.NMR 149 (HC=NOH); 145,63 (C-2, C-6); 128,16 (C-3, C-5); 124,6
(6/ ppm) (C-4); 39,23 (C-1', CHy); 34,39 (C-2', CH»); 1,88 (C-3', CH,I)
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4.5.8. Priprava 1-(3-brompropil)-4-karbamoilpiridinijeva bromida (19)
Postupak
Otopini izonikotinamida (0,5 g, 4,09 mmol) u 3 mL acetonitrila dokapano je 2 mL 1,3-
dibrompropana te je reakcijska smjesa ozraCena u MW pecnici dvije minute pri 250 W.

Hladenjem kristaliziraju svijetlo-Zuti kristali. Sirovi je produkt dobro ispran eterom i

acetonom, a produkt je prekristaliziran iz metanola. Dobiveno je 0,83 g spoja (19) (62,6 %).

H,N (0] H,N o
\ MW E%
+ Br \/\/ Br [ —— ‘
ACN
N/ o
N° Br
Lo

(19)

Br

Shema 4.8. Sinteza spoja 19.

Tablica 4.22. Obiljezja 1-(3-brompropil)-4-karbamoilpiridinijeva bromida (19).

Molekulska formula CyH2N>O Br;

Molarna masa 324,01

Taliste (°C) 195-201

IR (cm ™) 3373 NH,; C-H (3136-3001); 1691 (C=0); 1124 (C-C); 597
O-C-N

"H-NMR 9,34 - 9,33 (d, 2H, J = 6,69 Hz, H-2, H-6); 8,49 - 8,48 (d, 2H,

(o/ ppm) J =6,69 Hz, H-3, H-5); 8,28 (s, 2H, NH); 4,83 - 4,80 (t, 2H,

J=14,83 Hz, H-1', CH>); 3,62 - 3,60 (t, 2H, J = 12,63 Hz, H-
3', CH,l); 2,56 - 2,51 (m, 2H, H-2', CH,)

BC-NMR 163,24 (C=0); 150,06 (C-4); 145,99 (C-2, C-6); 125,88 (C-3,
(6/ ppm) C-5); 59,55 (C-1"; 33,04 (C-2"; 30,09 (C-3")
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4.5.9. Priprava 4-karbamoil-1-(3-jodpropil)piridinijeva jodida (20)

Postupak

Otopini izonikotinamida (0,5 g, 4,09 mmol) u 10 mL acetona dokapano je 2,360 mL 1,3-

dijodpropana te je reakcijska smjesa ozracena dvije minute pri 250 W. Hladenjem

kristaliziraju tamnoZuti kristali. Sirovi je produkt odsisan, dobro ispran eterom i acetonom i

prekristaliziran iz etanola. Dobiveno je 0,83 g spoja (20) (48,6 %).

H,N 0 HN o
\ MW \
¥ ! N~ ! - = ‘
aceton
N/ oz

Shema 4.9. Sinteza spoja 20.

Tablica 4.23. Obiljezja 4-karbamoil-1-(3-jodpropil)piridinijeva jodida (20).

Molekulska formula CyH2N>OI,

Molarna masa 418,01

Taliste (°C) 216,6-217

IR (cm ™) 3371 NH,; C-H (3190-3022); 1668 (C=0); 1126 (C-C); 602
O-C-N

"H-NMR 9,27 - 9,26 (d, 2H, J = 6,76 Hz, H-2, H-6); 8,65 (bs, 2H,

(6/ ppm) NH,); 8,45 - 8,43 (d, 2H, J = 6,76 Hz, H-3, H-5); 4,72 - 4,70
(t, 2H, J = 14,28 Hz, CH,); 3,28 - 3,26 (t, 2H, J = 14,28 Hz,
CH,l); 2,53-2,49 (m, 2H, CH,)

BC-NMR 163,25 (CO); 148,24 (C-4); 145,93 (C-2, C-6); 125,87 (C-3,

(6/ ppm) C-5); 61,43 (C-1'); 30,90 (C-2; 1,27 (C-3")

72




4.5.10. Priprava 2-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijeva jodida (21)

Postupak

Piridin-2-aldoksim (2 g, 16,38 mmol) otopljen je u 10 mL acetona a potom mu je
dokapano 3,48 g metil-jodida. Reakcijska je smjesa podvrgnuta MW zracenju (4 minute pri
250 W) pri ¢emu su hladenjem odmah iskristalizirali svijetlozuti kristali. Nakon odsisavanja
su kristali isprani eterom i prekristalizirani iz apsolutnog etanola. Dobiveno je 3,77 g (93,54

%) zlatnozutih kristala spoja (21).

\ MW \
+ CHl ——> ‘
Aceton
/ C=——NOH ®/ Cc——=NOH
H H
| &

N N
I

CH,
21
Shema 4.10. Sinteza spoja 21.

Tablica 4.24. ObiljeZja 2-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijeva jodida (21).

Molekulska formula C,HyN,OI

Molarna masa 264,06

Taliste (°C) 225-227

IR (cm ) 3072 (O-H); 3032-2868 (=C-H); 1624-1591 (C=N, C=C);
1294 (C-O-H)

"H-NMR 13,06 (bs, 1H, NOH); 8,99 - 8,97 (d, 1H, J = 6,08 Hz, H-6);

(6/ ppm) 8,65 (s, 1H, HC=NOH); 8,53 - 8,51 (t, 1H, J = 15,93 Hz, H-

4); 8,50 — 8,49 (m, 1H, H-5); 8,37-8,35 (d, 1H, J = 7,66 Hz,
H-3); 4,36 (s, 3H, CH3)

BC-NMR 147,38 (C-2); 146,46 (HC=NOH); 145,34 (C-4); 141,7 (C-6);
(6/ ppm) 127,11 (C-3); 124,86 (C-5); 46,24 (CH3)
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4.5.11. Priprava 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-1,2-
dimetilpiridinijeva jodida (22)

Postupak

Piridoksal-oksim (0364 g, 2 mmol) je otopljen je uz zagrijavanje na magnetskoj mjeSalici u
100 mL acetona. Otopini je potom dokapan metil-jodid (0,622 mL, 10 mmol). Reakcijska je
smjesa potom podvrgnuta mikrovalnom zracenju (10 minuta pri 250 W) nakon ¢ega je uoceno
nastajanje produkta. Reakcijska je smjesa ostavljena u tami i pritom se istalozio produkt u

obliku smeckastozelenih kristali¢a. Dobiven je spoj (22) (0,51 g, 78,7 %).

HC——NOH HC=—nNOH

HO CH,O0H HO N CH,O0H

X MW

+ CH;l _— ‘
aceton

/

H,C N H,C T 1 ©
CH,
(22)

Shema 4.11. Sinteza spoja 22.

Tablica 4.25. Obiljezja 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-1,2-
dimetilpiridinijeva jodida (22).

Molekulska formula CoH3N,O51

Molarna masa 324,12

Taliste (°C) 185,5

IR (cm ) 3402 (O-H); 3041-2853 (=C-H); 1647-1541 (C=N, C=C);
1267 (C-O-H); 1045-987 (N-O, C-O)

"H-NMR 13,34 (s, 1H, NOH); 8,62 (s, 1H, OH, C-5); 8,55 (s, 1H,

(6/ ppm) HC=NOH); 8,50 (s, 1H, H-2); 4,76 (s, 2H, CH,OH); 4,52 (s,
1H, CH,OH); 4,27 (s, 3H, CH3); 2,66 (s, 3H, CH3, C-6)

BC-NMR 152,84 (C-5); 146,27 (HC=NOH); 145,50 (C-6); 137,17 (C-

(6/ ppm) 2); 135,11 (C-4); 127,42 (C-3); 58,81 CH,OH; 46,76 (CHz);

13,83 (CH3, C-6)
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4.5.12. Analiza spektara kvaternih soli derivata piridina

Intenzivna vrpca rastezanja OH skupine u oksimima (15, 17, 18, 21 1 22) nalazi se u
podrugju 3450 — 3030 cm™. Vrpca skupne C = N pojavljuje se izmedu 16151 1585 cm™, a u
ovisnosti o daljnjim arilnim supstituentima vec¢inom pri neSto ve¢im valnim duljinama.
Budu¢i da se u istom podrucju javljaju vibracije aromatskog prstena, vrpca C = N vecinom
nije jednozna¢no odrediva. Vrpca istezanja N - O nalazi se u podrugju 1055 — 870 cm™ i

podijeljena je Cesto na viSe maksimuma.

Intenzivna vrpca za NH, skupinu u spojevima 16, 19 1 20 pokazuje frekvenciju

istezanja N - H skupine u podru&ju 3300 — 3500 cm'".

Nitro skupina u spojevima 13, 14, 15, 16 se pojavljuje u dvije intenzivne vrpce:

antisimetri¢nog (oko 1550 cm'l) i simetri¢nog (oko 1360 cm'l) istezanja.

Karbonilna skupina u aromatskim karbonilnim spojevima pokazuje intenzivnu vrpcu
oko 1700 cm™'. Aromatski prsten ovdje djeluje u pravilu kao elektrondonor i uzrokuje pomak

v (C = O) prema ve¢im valnim duljinama.

Strukture spojeva 12 - 22 su odredene na temelju kemijskih pomaka, veliine signala i

multipliciteta sprega spin-spin izmedu jezgara H-H.

Spektri '"H-NMR za spoj 12 (1-[(2-aminotiazol-4-il)metil]-2-metilpiridinijev klorid)
pokazuju signale za protone piridinskog prstena (H-3, H-4, H-5 1 H-6) te signal za metilenske
protone izmedu tiazolnog i piridinskog prstena te signal za jedan proton u tiazolnom prstenu
(H-5"). Uocen je takoder signal za dva protona u amino skupini vezanoj na tiazolnom prstenu
te signal za metilnu skupinu na piridinskom prstenu (a-pikolina). Spektri BC-NMR za spoj 12
pokazuju signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6), zatim signal
atoma ugljika vezanog na C-2 polozaj piridinskog prstena kao i signale atoma ugljika u
tiazolnom prstenu (C-1', C-3', C-5',), te signal za ugljikov atom metilenske skupine izmedu

tiazolnog 1 piridinskog prstena (tablica 4.15.).

Spektri 'H-NMR za spoj 13 (1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijev bromid)
pokazuju signale za protone piridinskog prstena (H-2, H-3, H-4, H-5, H-6), zatim signale za
protone metilenske skupine vezane za N atom piridinskog prstena te signale za protone

fenilnog prstena (H-2', H-3', H-5', H-6"). Spektri ">*C-NMR za spoj 13 pokazuju signale atoma

75



ugljika piridinskog prstena (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6), signale atoma ugljika u fenilnom
prstenu (C-1', C-2', C-3', C-4', C-5', C-6"), te signal za ugljikov atom metilenske skupine
vezane na duSikov atom piridinskog prstena te signal za karbonilni ugljik vezan na fenilni

prsten (tablica 4.16.).

Spektri 'H-NMR za spoj 14 (2-metil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil|piridinijev bromid)
pokazuju signale za protone piridinskog prstena (H-2, H-3, H-4, H-5), zatim signale za
protone metilenske skupine vezane za N atom piridinskog prstena te signale za protone
fenilnog prstena (H-2', H-3', H-5', H-6") te signal za protone metilne skupine vezane na C-6
atom piridinskog prstena. Spektri "*C-NMR za spoj 14 pokazuju signale atoma ugljika
piridinskog prstena (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6), signale atoma metilne skupine na Sestom C
atomu piridinskog prstena te signale ugljika u fenilnom prstenu (C-1', C-2', C-3', C-4', C-5/,
C-6"), signal za ugljikov atom metilenske skupine vezane na duSikov atom piridinskog prstena

te signal za karbonilni ugljik vezan na fenilni prsten (tablica 4.17.).

Spektri 'H-NMR  za spoj 15  (4-hidroksiiminometil-1-(2-(4-nitrofenil)-2-
oksoetil)piridinijev bromid) pokazuju signale za protone piridinskog prstena (H-2, H-3, H-5,
H-6), jedan Siroki signal za proton iz hidroksilne oksimske skupine te proton vezan za ugljik
ne koje m se nalazi oksimska skupina, zatim signale za protone metilenske skupine vezane za
N atom piridinskog prstena te signale za protone fenilnog prstena (H-2', H-3', H-5', H-6").
Spektri *C-NMR za spoj 15 pokazuju signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-3,
C-4, C-5, C-6), signal ugljikovog atoma na koji je vezana oksimska skupina, signale ugljika u
fenilnom prstenu (C-1', C-2', C-3', C-4', C-5', C-6'), signal za ugljikov atom metilenske
skupine vezane na duSikov atom piridinskog prstena te signal za karbonilni ugljik vezan na

fenilni prsten (tablica 4.18.).

Spektri "H-NMR za spoj 16 (3-karbamoil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijev
bromid) pokazuju signale za protone piridinskog prstena (H-2, H-4, H-5, H-6), signal za
protone iz karboksamidne skupine, zatim signale za protone metilenske skupine vezane za N
atom piridinskog prstena te signale za protone fenilnog prstena (H-2', H-3', H-5', H-6').
Spektri *C-NMR za spoj 16 pokazuju signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-3, C-
4, C-5, C-6), signal ugljikovog atoma iz karboksamidne skupine, signale ugljika u fenilnom
prstenu (C-1', C-2', C-3', C-4', C-5', C-6"), signal za ugljikov atom metilenske skupine vezane
na duSikov atom piridinskog prstena te signal za karbonilni ugljik vezan na fenilni prsten

(tablica 4.19.).
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Spektri "H-NMR za spoj 17 (4-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijev jodid) pokazuju
signale za protone piridinskog prstena (H-2, H-3, H-5, H-6), jedan Siroki signal za proton iz
hidroksilne oksimske skupine te proton vezan za ugljik na kojem se nalazi oksimska skupina
te signale za protone metilne skupine vezane za duSikov atom piridinskog prstena. Spektri
BC_NMR za spoj 17 pokazuju signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-3, C-4, C-5,
C-6), signal ugljikovog atoma na koji je vezana oksimska skupina te signal za ugljikov atom

metilne skupine vezane za duSikov atom piridinskog prstena (tablica 4.20.).

Spektri 'H-NMR za spoj 18 (4-hidroksiiminometil-1-(3-jodpropil)piridinijev jodid)
pokazuju signale za protone piridinskog prstena (H-2, H-3, H-5, H-6), jedan Siroki signal za
proton iz hidroksilne oksimske skupine te proton vezan za ugljik na kojem se nalazi oksimska
skupina te signale iz bo¢nog lanca vezanog za duSikov atom (H-1', H-2', H-3"). Spektri Be-
NMR za spoj 18 pokazuju signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-3, C-4, C-5, C-
6), signal ugljikovog atoma na koji je vezana oksimska skupina te signal za ugljikove atome
bocnog lanca povezanog za duSikov atom piridinskog prstena (C-1', C-2' i C-3') (tablica

4.21.).

Spektri 'H-NMR za spoj 19 (1-(3-brompropil)-4-karbamoilpiridinijev bromid)
pokazuju signale za protone piridinskog prstena (H-2, H-3, H-5, H-6), jedan signal za protone
iz karboksamidne skupine, te signale iz bo¢nog lanca vezanog za dusikov atom (H-1', H-2', H-
3"). Spektri *C-NMR za spoj 19 pokazuju signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-
3, C-4, C-5, C-6), signal ugljikovog atoma karboksamidne skupine, te signal za ugljikove
atome bocnog lanca povezanog za duSikov atom piridinskog prstena (C-1', C-2' 1 C-3')

(tablica 4.22.).

Spektri 'H-NMR za spoj 20 (4-karbamoil-1-(3-jodpropil)piridinijev jodid) pokazuju
signale za protone piridinskog prstena (H-2, H-3, H-5, H-6), jedan signal za protone iz
karboksamidne skupine, te signale iz bo¢nog lanca vezanog za dusikov atom (H-1', H-2', H-
3"). Spektri BC-NMR za spoj 20 pokazuju signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-
3, C-4, C-5, C-6), signal ugljikovog atoma karboksamidne skupine, te signal za ugljikove
atome bocnog lanca povezanog za duSikov atom piridinskog prstena (C-1', C-2' i C-3")

(tablica 4.23.).

Spektri 'H-NMR za spoj 21 (2-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijev jodid) pokazuju
signale za protone piridinskog prstena (H-3, H-4, H-5, H-6), jedan Siroki signal za proton iz

hidroksilne oksimske skupine te proton vezan za ugljik ne kojem se nalazi oksimska skupina,
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te signale iz metilne skupine vezane za dugikov atom. Spektri ?*C-NMR za spoj 21 pokazuju
signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6), signal ugljikovog atoma
na koji je vezana oksimska skupina te signal za metilnu skupinu vezanu za duSikov atom

piridinskog prstena (tablica 4.24.).

Spektri '"H-NMR za spoj 22 (3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-1,2-
dimetilpiridinijev jodid) pokazuju signale za proton piridinskog prstena, protone iz
hidroksimetilne skupine vezane na poloZaju tri piridinskog prstena, jedan Siroki signal za
proton iz hidroksilne oksimske skupine, proton vezan za ugljik na poloZaju Cetiri piridinskog
prstena, signal protona hidroksilne skupine na polozaju pet piridinskog prstena te signal
metilne skupine na poloZaju Sest piridinskog prstena. Spektri ?C-NMR za spoj 22 pokazuju
signal atoma ugljika iz CH,OH skupine, signale atoma ugljika piridinskog prstena (C-2, C-3,
C-4, C-5, C-6), signal ugljikovog atoma na koji je vezana oksimska skupina, signal metilne
skupine sa poloZaja Sest piridinskog prstena kao i metilne skupine vezane za duSikov atom

(tablica 4.25.).
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4.6. Ispitivanja reaktivacijske sposobnosti pripravljenih oksima

Pripravljenim je oksimima (2 - 10) ispitana sposobnost reaktivacije ljudske eritrocitne
AChE i serumske BChE inhibirane bojnim otrovima tabunom i VX-om te pesticidom
paraoksonom. Ispitivanja su provedena na Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada
u Zagrebu. U tablicama 4.26. do 4.31. izraCunate su konstante brzine reaktivacije (kops) prema
izrazu (1) iz poglavlja 3.6., maksimalna reaktivacija prema izrazu (3) iz poglavlja 3.6.
(Kovarik 1 sur., 2008.) te je dano vrijeme reakcije koje govori kada je postignut maksimum

reaktivacije.

Tablica 4.26. Oksimima potpomognuta reaktivacija ljudske eritrocitne AChE inhibirane VX-

om.

Oksimi k?bg:1 Ma!csin.l?lna Vrijeme reakcije

(min™) reaktivacija (%) (h)
2 0,0004 60 23
3 0,0003 50 23
4 0,0008 75 23
5 0,0005 70 23
6 0,0004 40 23
7 0,0008 80 23
8 0,0008 70 23
9 0,0010 85 23
10 0,0010 40 12
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Tablica 4.27. Oksimima potpomognuta reaktivacija ljudske eritrocitne AChE inhibirane

tabunom.
o ey, Ve
2 - <15 24
3 - <10 24
4 - <15 24
5 - <10 24
6 - <10 24
7 - <10 24
8 - <10 24
9 - <10 24
10 - <10 24

Tablica 4.28. Oksimima potpomognuta reaktivacija ljudske eritrocitne AChE inhibirane

paraoksonom.
oy il Ve skl
2 0,0006 40 24
3 0,0008 50 24
4 0,0013 60 24
5 0,0009 50 24
6 0,0008 40 24
7 0,0011 40 24
8 0,0009 60 24
9 0,0011 40 24
10 0,0013 75 24

80



Tablica 4.29. Oksimima potpomognuta reaktivacija BChE inhibirane VX-om.

OKksimi kobs Maksimalna Vrijeme reakcije
(min™) reaktivacija (%) (h)
2 0,0017 75 23
3 0,0009 65 23
4 0,0034 95 12
5 0,0051 90 8
6 0,0007 40 10
7 0,0027 85 12
8 0,0087 95 5
9 0,0026 100 23
10 0,0040 95 12

Tablica 4.30. Oksimima potpomognuta reaktivacija BChE inhibirane tabunom.

Oksimi k?,[,s_1 Ma!(sin.lfllna Vrijeme reakcije

(min™) reaktivacija (%) (h)
2 . <10 24
3 ) <10 24
4 ) <10 24
5 ) <10 24
6 ) <10 24
7 3 <10 24
8 ) <10 24
9 ) <10 24
10 ) <10 24
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Tablica 4.31. Oksimima potpomognuta reaktivacija BChE inhibirane paraoksonom.

OKksimi kobs Maksimalna Vrijeme reakcije
(min™) reaktivacija (%) (h)
2 0,0004 35 23
3 0,0004 35 23
4 0,0011 60 23
5 0,0013 70 23
6 0,0010 20 8
7 0,0013 65 23
8 0,0013 65 23
9 0,0009 80 23
10 0,0005 30 23
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4.7. Reverzibilna inhibicija AChE i BChE sintetiziranim oksimima

U tablicama je prikazana reverzibilna inhibicija AChE i BChE pomocu oksima
sintetiziranih u okviru ovoga rada. Konstanta inhibicije za oba enzima odredena je u
prisutnosti supstrata acetiltiokolina (0,05 - 0,50 mM) prema izrazu (6) iz poglavlja 3.7.
(Kovarik 1 sur., 2008.; Katalini¢, 2011.).

Tablica 4.32. Reverzibilna inhibicija ljudske rekombinantne AChE oksimima 2 - 10.

Koncentracija
Oksimi oksima Ki

(M) (uM)
2 100-330 127 £23
3 83-125 42 +£5
4 100-300 231 +£34
5 100-300 104 £ 22
6 200-330 167 £ 26
7 100-300 436 £ 85
8 100-300 126 £ 11
9 200-330 127 + 36
10 200-330 89 £45

Tablica 4.33. Reverzibilna inhibicija BChE izolirane iz ljudske plazme oksimima 2 - 10.

Koncentracija

Oksimi oksima (pll{\i/l)
(uM)

2 50-300 69 + 17
3 17-167 8 +£3
4 100-300 204 £ 53
5 50-300 164 + 56
6 100-500 112 £53
7 100-300 222 +56
8 100-670 469 + 121
9 100-500 168 =99
10 100-670 228 + 72
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4.8. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti sintetiziranih spojeva

Spojevima sintetiziranim u okviru ove disertacije ispitano je antibakterijsko djelovanje na
dvije Gram-pozitivne bakterije (Enterococcus faecalis i Staphylococcus aureus) i dvije Gram-
negativne bakterije (Salmonella enteritidis i Pseudomonas syringae). Antibakterijska je
aktivnost izrazena kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) koja odgovara
koncentraciji pri kojoj je rast stanica inhibiran, ali se prenoSenjem u novu sterilnu podlogu
stanice umnoZavaju te minimalna baktericidna koncentracija (MBK) koja odgovara

koncentraciji pri kojoj su stanice uniStene.

U tablici 4.34. prikazane su MIK te MBK za seriju spojeva pripravljenih iz piridoksal-
oksima i razlicitih fenacil-bromida (2 — 10) te u tablici 4.35. za neke pripravljene kvaterne soli

derivata piridina (12, 13, 14, 16).
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Tablica 4.34. Minimalna inhibitorna koncentracija i minimalna baktericidna koncentracija ispitivanih tvari na odabrane Gram-pozitivne i Gram-

negativne bakterije za seriju spojeva pripravljenih iz piridoksal-oksima i razlicitih fenacil-bromida. (MIK 1 MBK su izraZzene u ppm)

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vrsta bakterije
MIK | MBK { MIK | MBK [ MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK | MIK | MBK

2
= | Enterococcus | 5001 Isoo0| - 2500 - |s000| - [s000| - |s000| - |s000]| - - - 15000 -
S faecalis
=]
=
§S"’1’hy"’“’“"s 2500 | - |2500| - |s5000| - |s000| - |2500| - |2500| - |s000| - |5000| - |5000]| -
CD aureus
g
z | Salmonella | 55001 so00| - [s000| - [s5000] - |2500| - [s000| - |s000| - |5000| - |5000]| -
< enteritidis
¥
<
§ P s‘;’y‘fi"’l’;’;’f‘“ 2500 | 2500 | 2500 | >5000 | 2500 | >2500 | 2500 | 2500 | 1250 | >5000 | 2500 | >5000 | 5000 | >5000 | 5000 | >5000 | 1250 | >2500
O
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Tablica 4.35. Minimalna inhibitorna koncentracija i minimalna baktericidna koncentracija

ispitivanih tvari na odabrane Gram-pozitivne 1 Gram-negativne bakterije za razliite analoge

piridina (MIK 1 MBK su izraZene u ppm)

12 13 14 16
Vrsta bakterije
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK
g Ent.
E nierococcus 2500 - 1250 5000 5000 - 2500 -
p= Jaecalis
S
o
£
5 Staphylococcus 2500 ) 625 625 2500 - 5000 5000
&) aureus
£ I
£ Salmonella 5000 - 625 2500 2500 - 2500 -
= enteritidis
on
%}
o
=
3 Pseudomonas 1250 5000 625 625 625 5000 625 625
&) syringae
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5. RASPRAVA

5.1. Priprava polaznog spoja 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-
hidroksimetil-2-metilpiridina (piridoksal-oksima) (1)

S ciljem priprave kvaternih soli piridoksal-oksima pripravljen je polazni spoj -

piridoksal-oksim (1) na dva nacina:

1.  oksimiranjem piridoksala
ii.  oksidacijom piridoksina i oksimiranjem nastalog piridoksala bez prethodne izolacije

(in situ)

U namjeri skracenja sintetskog puta provedeno je oksimiranje piridoksala pomocu
hidroksilamin hidroklorida u prisutnosti sumporne kiseline. Dobiven je bijeli kristalini¢ni
produkt koji je kromatografski bio identi¢an piridoksal-oksimu pripravljenom po metodi (ii)
(Gaso-Sokac, 2009). Medutim, tako pripravljeni spoj nije reagirao s fenacil-bromidima pa je
podvrgnut kristalografskoj analizi. Ta je analiza pokazala da se radi o neklasicnom dimeru
piridina koji je graden od dvaju protoniranih piridinskih prstena izmedu kojih je inkorporirana

sulfatna skupina (slika 5.1., shema 5.1.).

Slika 5.1. Molekulska struktura kompleksa dviju molekula piridinijeva oksima i sulfatne

skupine.

87



Kao Sto se vidi dva, piridinijska kationa nisu direktno povezana vodikovim vezama,
ve¢ su povezani preko sulfatne skupine. Piridinijski prstenovi su medusobno priblizno

paralelni te se nalaze pod kutom od 30 °.

o HOH,C
P HON Vo
Ho = OH NH:(;ZI-?())(“HCI R Ho , CHs
AN CH3CO(§?\Ja © N ot NOH
H;C N H_I% /_\ Y
H;C OH

Shema 5.1. Nastajanje piridinskog dimera oksimiranjem piridoksala.

Priprava kvaternih soli piridoksal-oksima bila je uspjeSna samo iz oksima pripravljenog
drugom metodom tj. oksidacijom piridoksina pomo¢u manganova(IV) oksida (Gaso-Sokac

2009.).

CH,OH CH=NOH
HO CH,OH
HO N CH:0H N 2
1. MnO, (H,SO,) -
_ 2. NH,OH x HCI —
H,;C N H,C N

Shema 5.2. Reakcija priprave piridoksal-oksima.

Ucinkovitost ove oksidacijske metode ovisi o aktivnosti manganova(IV) oksida,
odnosno o nacinu njegovog aktiviranja. On se aktivira u suSioniku pri temperaturi od 110 do
120 °C u vremenu od 12 do 24 sata. Utvrdeno je da se njegova aktivnost povecava suSenjem

pri 125 °C u vremenu duZzem od 24 sata. Poznato je da se manganov(IV) oksid koristi u
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oksidaciji alilnih i benzilnih alkohola do enona ili enala u slabo kiseloj sredini (Fatiadi,

1976.).

Dobiveni piridoksal nije izoliran iz reakcijske smjese nego je odmah podvrgnut
oksimiranju. Nastao je piridoksal-oksim kao monomerni produkt koji je uspjesSno reagirao s

fenacil-bromidima u svrhu dobivanja kvaternih soli.
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5.2. Priprava kvaternih soli piridoksal-oksima

S ciljem ekoloski prihvatljivije priprave monokvaternih soli piridoksal-oksima izvedene
su reakcije kvaternizacije piridoksal-oksima (1) s fenacil-bromidima supstituiranim u polozZaju

4' (R =Cl, Br, H, CH3, NO,, F, OCHj3, C¢Hs) 1 2' (R = OCH3), (shema 5.3.)

CH=NOH
CH=NOH R
// MW HO CH,OH
HO CH,OH
AN 2 A aceton | N
N N B suhi postupak o
Br _— @~ Br
F C mehanosinteza H;C N
H;C N 5 |
. CH,C
R= Cl, Br, H, CH;, NO,, F, || R
4.0CH;, CgHs, 2-0CH;
2-10

Shema 5.3. Priprava kvaternih soli piridoksal-oksima 2 - 10.

Za piridinijeve su spojeve 2 - 10 ispitane tri ekoloski prihvatljive sintetske metode
(tablice 4.2. i 4.3.). Produkti reakcija koji su nastali hladenjem ozraCene smjese bili su
uglavnom kromatografski Cisti. Prekristalizirani su iz odgovarajuc¢ih otapala: metanola 1 etil-
acetata, ovisno o topljivosti pojedinog produkta. Tako su spojevi 2, 4, 5 1 10 prekristalizirani

iz metanola dok su spojevi 3, 6, 7, 8 1 9 prekristalizirani iz etil-acetata.

U nemodificiranoj ku¢noj mikrovalnoj pec¢nici nije uvijek moguce djelotvorno
prilagoditi snagu za odvijanje odredene sinteze. Optimiranjem reakcijskih uvjeta pri razlicitoj
snazi od 240 W, 440 W, 600 W i 850 W, koja je ujedno bila i najveca za primijenjenu kucnu
mikrovalnu peénicu utvrdeno je da su najbolji rezultati, uz optimalno vrijeme i najmanje
nusprodukata dobiveni pri srednjoj snazi od 440 W. Stoga su daljnje kvaternizacije aktivirane
mikrovalnim zra¢enjem na piridoksal-oksimu izvrSene pri snazi od 440 W. Aceton je odabran
kao najprikladnije MW otapalo zbog toga Sto su u klasi¢noj sintezi u njemu dobivena najviSa
iskoriStenja, (u usporedbi s metanolom i N,N-dimetilformamidom u kojima su iskoriStenja
klasicnom metodom bila znatno niZza) (GaSo-Sokac¢ disertacija, 2009.). Zanimljivo je da su

reakcije izvedene u acetonu klasi¢nim postupkom trajale od jednog do tri tjedna s izuzetkom
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2-brom-2'-metoksiacetofenona koja je trajala 3 mjeseca. Vrijeme zracenja u MW pecnici u
acetonu iznosilo je najviSe 5 minuta nakon Cega je produkt hladenjem smjese potpuno
iskristalizirao za samo nekoliko dana. Naime, u samom postupku prilikom aktivacije MW
zracenjem odmah je vidljivo nastajanje produkta i kromatografski i prema promjeni boje
otopine u intenzivno Zutu. Neki su produkti kristalizirali odmah, a kristalizacija je kod vecine

dovrSena tijekom nekoliko dana.

Veliku vaznost u mikrovalnoj organskoj sintezi ima ucinkovitost molekula otapala u
apsorbiranju MW energije. Pri odabiru otapala za MW sintezu vreliSta nisu odlucujuci
¢imbenik jer se djelovanjem MW energije sva otapala zagriju do temperature vreliSta u
nekoliko sekundi. Nadalje, kad su otapala izlozena MW zracenju, vreliSta su viSa u odnosu na
klasi¢no zagrijavanje $to se naziva u¢inkom pregrijavanja. Aceton ima niski tangens ¢ gubitka
Sto znaci da manje djelotvorno pretvara mikrovalnu energiju u termicku energiju te se sporije
zagrijava. Najvece iskoriStenje u mikrovalnom postupku s acetonom bilo je za spoj 3-
hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(4'-metilfenacil)piridinijev ~ bromid
(5), a iznosilo je 94 % dok je u suhom postupku najvece iskoriStenje postignuto za spoj 3-
hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(4'-nitrofenacil) piridinijev bromid
(6) 1 iznosio je 80 %. Najmanje je iskoriStenje bilo u reakciji kvaternizacije piridoksal-oksima
s 2-brom-2'-metoksiacetofenonom, iznosilo je samo 41 % u suhom postupku odnosno 58 % u
mikrovalnom postupku u acetonu. Nisko se iskoriStenje moZe pripisati sterickim smetnjama
metoksi skupine u ortho- poloZzaju elektrofila koja ometa kvaternizaciju nukleofilnog

dusikova atoma piridoksal-oksima.

Istaknuto mjesto u reakcijama potpomognutim MW zraCenjem zauzimaju reakcije u
kojima se ne rabe otapala (engl. ,,solvent free reaction ili dry-media reaction*) ili reakcije uz
najmanju koli¢inu otapala (engl ,, liquid-assisted grinding,, LAG). Sintetske tehnike koje se
cesto primjenjuju u MW sintezi reakcije su u kojima se rabe nerazrijedeni reagensi i reaktanti
te sinteze na anorganskim nosacima. U ovom je istraZivanju izveden postupak kvaternizacije
mijeSanjem reaktanata bez otapala. Na ovoj vrsti spojeva navedeni postupak dosada nije bio
primijenjen. Za kvaternizaciju aktiviranu MW zraCenjem nije bilo dovoljno samo pomijesati
dva polazna spoja, vec je bilo potrebno dodati 1 anorganski nosa¢ koji je aktivirao reakciju.
Kao nosac je koriSten silikagel na koji su se adsorbirali reaktanti te je izlaganjem MW
zracenju primijeCeno nastajanje produkta i kromatografski i znaajnom promjenom boje
najceS¢e u naranCastosmedu. U nekim su istraZivanjima osim silikagela koriSteni i drugi

anorganski nosaci (aluminijevi oksidi, gline i1 zeoliti) (Varma, 1999.; Loghmani-Khouzani i
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sur.; 2002.; Lalitha i Sivakamasundari, 2010.). Izbor ¢vrstog nosaca ovisi o tipu reakcije, a u
nekim reakcijama ¢vrsti nosac¢ djeluje i kao katalizator te ga je moguce reciklirati. Primjerice,
aluminijevi oksidi djeluju kao baze, silikagel kao slaba kiselina, a montmorilonitne su gline
sli¢ne kiselosti kao sumporna kiselina (Clark i Macquarrie, 1997.; Clark i Macquarrie, 1996.).
S obzirom na to da se ove reakcije odvijaju pri sobnoj temperaturi mogucée je koriStenje
mineralnih smola buduc¢i da one imaju nisku mo¢ apsorbiranja MW zracenja i slabu termicku
vodljivost. U provedenim je suhim postupcima koriStena mala koli¢ina silikagela (500 mg),
dovoljna za adsorpciju reaktanata na njegovu povrsinu, te za aktivaciju reakcije. Kao Sto se
moglo ocekivati reakcije kvaternizacije suhim postupkom odvijale su se u kra¢em vremenu i

uz bolja iskoriStenja nego klasicnim putem (tablica 4.2.).

Za reakciju kvaternizacije piridoksal-oksima s 2-brom-1-(4-klorfenil)etanonom pri
mikrovalnoj snazi 440 W prikazan je termicki profil (slika 4.1.). Pri optimiziranju reakcije
kao prvi korak izabrano je vrijeme od 20 minuta. PoCetna temperatura iznosila je 25 °C, a
najveca je temperatura uofena u sedamnaestoj minuti i iznosila je 118 °C. Nakon toga
temperatura je pocCela opadati. Vidljiva je promjena boje iz sivkastobijele u smedu. Nakon 20
minuta u reakcijskoj je smjesi bilo dosta nusprodukata, koji nisu naknadno identificirani.
Najvisi prinosi postignuti su oko desete minute. U reakcijskoj smjesi nije identificirano puno
nusprodukata, a izmjerena je temperatura od 76 °C. Buduéi da reakcija nije kvantitativna,
nakon mikrovalnog zra€enja u reakcijskoj smjesi zaostaje dio polaznog materijala. Zbog toga
je postupak prociS¢avanja bio znatno duzi nego kod klasi¢ne metode. Da bi se produkt
oslobodio s povrSine silikagela bilo ga je potrebno ekstrahirati odgovaraju¢im otapalom. Kao
otapalo za ekstrakciju koriSten je aceton. Potom je silikagel odvojen filtracijom, a ostatak
preostalog produkta sa silikagela ekstrahiran je etanolom. Silikagel je odvojen filtracijom,
etanol uparen te suhi ostatak otopljen u acetonu. Acetonski su ekstrakti sjedinjeni, buduci da
iz acetonskog ekstrakta kristalizira kromatografski Cist produkt koji nije topljiv u acetonu.
lako je postsinteticka faza u suhom postupku bila duza i zahtjevnija nego ona u postupku s

otapalom, postupak je ipak prihvatljiv jer su prinosi visi nego kod klasi¢ne metode.

Mehanokemijske reakcije pruZaju novi pristup zelenoj kemiji koji do sada nije bio
posebno istrazivan. Iz dosadasnjeg literaturnog pregleda vidljivo je da metoda mehanokemije
pruza nove mogucnosti u sintetskoj organskoj kemiji i primjeni za druge reakcije (James i
sur., 2012.; Beyer i sur., 2005.). Dobiveni rezultati vlastitih istraZivanja ukazuju kako je ova

metoda prikladna za izvodenje reakcije kvaternizacije piridoksal-oksima i serije fenacil-
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bromida, budu¢i da je rije¢ o krutim polaznim supstancijama. Od viSe mogucih
mehanokemijskih metoda, izabrana je najjednostavnija u tarioniku s tu¢kom. Usitnjavanjem
Cestica u tarioniku dolazi do povecanja povrSine i pobudivanja lokalnih reakcijskih mjesta kao
posljedica prijenosa mehanicke energije izazvane razliitim izvorima poput udara, trenja,
smi¢nih i posmi¢nih naprezanja. Pri tome na pojedinim mjestima nastaju lokalne tocke
visokog tlaka koji aktivira lokalna reakcijska mjesta. Razvija se i toplina te dolazi do boljeg
kontakta reaktanata, buduc¢i da je unesena samo najmanja koli¢ina otapala (mikrolitarska
koli¢ina). Usitnjavanjem piridoksal-oksima (1) i odgovaraju¢ih 2-bromacetofenona u
stehiometrijskom omjeru 1:1 pri sobnoj temperaturi nije uofeno nastajanje produkta niti
nakon 60 minuta usitnjavanja u tarioniku. Medutim, dodatak otapala povecao je brzinu
kemijske reakcije i1 nastanak produkta u mehanokemijskoj sintezi. Dodatkom 300 pL
apsolutnog etanola u reakcijsku smjesu i male koliCine silikagela (500 mg), uoceno je
nastajanje produkta ve¢ nakon 10 do 30 minuta usitnjavanja u tarioniku. Dobivena
iskoriStenja bila su za vecinu spojeva viSa od onih dobivenih klasicnom sintezom, a iznosila
su od 24 % za spoj (10) do 88 % za spoj (8). Sinteze uz mikrolitarsku koli¢inu otapala mogu
se smatrati ,,suhim postupkom®. Silikagel koji se koristio kao anorganski nosa¢ moze se vrlo
lako i jednostavno regenerirati. lako sinteza ima znacajne prednosti u odnosu na klasi¢nu
metodu jo$ uvijek postoje odredene poteskoce u postsintetskom postupku prociS¢avanja
dobivenog produkta. Postupak prociS¢avanja bio je znatno duZi nego kod mikrovalne sinteze

u acetonu.
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5.3. Spektralna obiljeZja spojeva iz serije piridoksal-oksima

Nakon izolacije i pro¢iS¢avanja sirovih produkata, dobiveni su kromatografski Cisti

spojevi 2 - 10 kojima su snimljeni spektri (IR, "H-NMR i *C-NMR) (tablice 4.4. do 4.12.).

U IR-spektrima kvaternih soli piridoksal-oksima 2 - 10 poloZaji vrpci i asignacija koje
potjeCu od vibracija istezanja oksimske hidroksilne skupine (-OH), vibracija istezanja
intramolekularno vezanih hidroksilnih skupina kao i aromatskog C-H u skladu su sa
literaturom (Giinzler i Gremlich, 2006.). Apsorpcijska vrpca istezanja veze C = O je velikog
intenziteta i nalazi se uvijek u podrugju izmedu 1800 i 1650 cm™. Za sve spojeve iz serije
piridoksal-oksima polozaj vrpce karbonilne skupine je takoder u skladu s literaturom (Giinzler
i Gremlich, 2006.). PoloZaji vrpci i asignacija koje potjecu od vibracija C = N i C = C veza
izmedu atoma u piridinskom prstenu poklapaju se s literaturnim podatcima (Giinzler i

Gremlich, 2006.).

Strukture spojeva 2 - 10 su odredene pomocu nuklearne magnetske rezonancije na
temelju kemijskih pomaka, veli¢ine signala i multipliciteta sprega spin-spin izmedu jezgara
H-H. Spektri '"H-NMR za spojeve 2 — 10 pokazuju signale za protone na piridinskom prstenu
te protone u supstituiraju¢im skupinama na piridinskom prstenu. Uoceni su signali protona za
metilnu skupinu na polozaju dva piridinskog prstena te Siroki signal za proton hidroksilne
skupine na poloZaju tri piridinskog prstena. Spektri pokazuju signal Siroke vrpce za oksimsku
hidroksilnu skupinu te signal za proton vezan za ugljik na kojem je vezana oksimska skupina.
Uoceni su signali protona u hidroksimetilnoj skupini na poloZaju pet te proton na polozaju
Sest piridinskog prstena. Svi spojevi te serije pokazuju signal za protone metilenske skupine
vezane za duSikov atom piridinskog prstena te odgovaraju¢e protone fenilnog lanca u
ovisnosti o vrsti supstituenta. Signale protona pokazuju i supstituenti (R = H, C¢Hs, CHs, 4-
OCH; i 2-OCH3). Svi kemijski pomaci u "H-NMR spektrima su u skladu s literaturom
(Bovey, 1969.). >*C-NMR spektri pokazuju signale svih ugljikovih spojeva u piridinskom
prstenu (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6), zatim signale za ugljikove atome u skupinama vezanim za
piridinski prsten (CH3;, HC=NOH, CH,0OH), za metilensku skupinu vezanu na dusikov atom
te za ugljik karbonilne skupine. Signali protona prikazani su za sve ugljike fenilnog prstena
kao 1 neke supstituente (R = C¢Hs, CH3, OCHj3). Svi kemijski pomaci u BC - NMR spektrima

odgovaraju podatcima navedenim u literaturi (Bovey, 1969.).
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54. Rentgenska strukturna analiza

Rentgenska strukturna analiza izvrSena je radi potvrde strukture spoja 7, 1-(4'-fluorfenacil)-3-
hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijeva bromida. Radi se o spoju

koji do sada na taj nacin nije opisan u literaturi.

5.5. Kvaternizacija razlicitih derivata piridina

Osim na piridoksal-oksimu u ovom je radu pomo¢u MW zracenja izvedena kvaternizacija
piridina, a-pikolina, piridin-4-aldoksima, piridin-2-aldoksima, nikotinamida i izonikotinamida
razli¢itim  alkil-halogenidima:  2-brom-4'-nitroacetofenonom, 2-amino-4-klormetiltiazol
hidrokloridom, metil-jodidom, 1,3-dijodpropanom 1 1,3-dibrompropanom (tablica 4.14.).
Navedene reakcije provedene su pod utjecajem mikrovalnog zracenja u razliitim otapalima
(apsolutnom etanolu, acetonitrilu i acetonu), ovisno o topljivosti polaznih sirovina. Za sintezu
spoja (12) nije bilo potrebno otapalo jer se tiazolni reaktant dobro otapao u a-pikolinu. Za
mikrovalno je zraCenje koriStena razli¢ita snaga mikrovalne pecnice (250 W 1 440 W), a bilo
je potrebno razliCito vrijeme ozraivanja do nastajanja produkata (od 1 minute do 10 minuta).
S ciljem priprave spoja (12) 1-[(2-aminotiazol-4-il)metil]-2-metilpiridinijevog klorida bilo je
potrebno prirediti polazni 2-amino-4-klormetiltiazol (11) Hantzchovom sintezom iz tiouree i
dikloracetona (Kanapickait¢ 1 sur., 2006.). Hantzchova je sinteza kondenzacija o-

halogenkarbonilnog spoja s tioureom (shema 5.4.).

Cl : baza

o i~ H‘_J:bm Co%l jli\___

H : baza

‘\/0 A\ . A\
- . “H S>7NH2 | S>—NH2

H

k: baza

Shema 5.4. Mehanizam Hantzchove sinteze i priprava 2-amino-4-klormetiltiazola.

Uspjesno je izvedena kvaternizacija o-pikolina 2-amino-4-klormetiltiazolom, pri ¢emu je
dobiven spoj (12) u obliku smedih kristala (23 %), dok kvaternizacija piridina, y-pikolina i
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piridoksal-oksima nije bila uspjeSna. Za pripravu 1-[(2-aminotiazol-4-il)metil]-2-
metilpiridinijevog klorida (12) klasicnom je sintezom bilo potrebno 24 sata pri ¢emu je
iskoriStenje reakcije iznosilo 53 % (Kanapickaite i sur., 2006.), dok je pod utjecajem
mikrovalnog zra¢enja uoceno nastajanje produkta ve¢ nakon 4 minute pri 440 W, ali s
prinosom od 23 % (shema 5.5.). Premda je prinos za spoj 12 u reakciji izvedenoj pod
utjecajem mikrovalnog zracenja bio nizak (niZi nego u klasi¢noj metodi) zanimljivo je da je
produkt dobiven u znatno krac¢em reakcijskom vremenu u odnosu na klasi¢ne sinteze

(Kanapickaité i sur., 2006.).

Pod utjecajem MW zracCenja uspjesno je izvrSena i kvaternizacija a-pikolina 2-brom-
4'-nitroacetofenonom. Ve¢ nakon 5 minuta MW zraCenja pri snazi od 440 W dobiven je spoj

(14) u 25 %-tnom prinosu (shema 5.5.).

e

N CH
S\( Cle 3
@
NH, /=(\N| X
MW, 4 min, 440 W S\(N F

| o
/
N CH; NO,
[
Br @A NO,
MW, EtOH, 5 min, 440 W H;C NS
o

Shema 5.5. Priprava 1-[(2-aminotiazol-4-il)metil]-2-metilpiridinijeva klorida (12) i 2-metil-1-

[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijeva bromida (14).

Reakcija tioacetamida i1 dikloracetona nije dovela do nastanka produkta koji bi mogao
kvaternizirati jer je vjerojatno doSlo do stvaranja njegova polimernoga spoja (Hooper EF,
Johnson, 1934.). Originalni je tiazol bezbojno ulje koje pri sobnoj temperaturi polimerizira u

kristalini¢an polimer, pri ¢emu se halogen premijesta sa ugljika na dusik. Ova se promjena
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moze ubrzati zagrijavanjem. Zbog baziCnosti tiazolne jezgre polimerizacija tiazola moZze

dovesti do piperazinskog spoja (shema 5.6.).
c
HC—S |
I\ ="
2 CH,c—C C—CH; —_— S S
\N/ \)\/

Shema 5.6. Polimerizacija 4-klormetil-2-metiltiazola do piperazinskog derivata.

Kvaterne soli nastaju alkiliranjem amina koje se odvija prema Sy2 mehanizmu stoga
prinos i brzina reakcije ovise o strukturi obaju reaktanata. U toj reakciji heterociklicki amini
djeluju kao nukleofili a njihova reaktivnost je ovisna o elektronskoj gusto¢i na duSikovu

atomu.

U klasi¢nim sintezama (Zhuravlev i sur., 2010.) utvrdeno je da su elektrondonorski
supstituenti povoljno utjecali na kvaternizaciju duSikova atoma, dok je kod
elektronakceptorskih supstituenata prinos kvaternog spoja bio nizi. U sintezama pod
utjecajem mikrovalnog zracenja te razlike nisu uocene (tablica 5.1.). Utjecaj indukcijskog

efekta na nukleofile u reakciji kvaternizacije prikazan je na shemi 5.7.

\: /: \: - /; \: /2 =N>\\:2—CH20H NQ—E=NOH :N>\\:é—cu=mn

CH,OH CH,0H

-l
11 v 1

o

C—H,C—N® /) Br
N\

Shema 5.7. Utjecaj indukcijskog efekta na nukleofile u reakciji kvaternizacije.

97



Tablica 5.1. Prinosi u reakciji kvaternizacije pomocu razlicitih nukleofilnih reagenasa i 2-

brom-4'-nitroacetofenona.

Prinos (%) P.rm.os (i%.)) .
- . Vlastita istraZivanja
NuKkleofili (Zhuravlev i sur., MW zradeniem
2010.) )
Piridin 89 26
o - Pikolin 96 25
Nikotinamid 44 44
Piridoksin 40 -

Piridin-4-aldoksim - 30
Piridoksal-oksim - 80

Izvedena je takoder reakcija kvaternizacije sa nukleofilnim piridin-4-aldoksimom pomocu tri
razli¢ita elektrofila pod utjecajem mikrovalnog zraenja (shema 5.8.). Pomocu elektrofilnog
2-brom-4'-nitroacetofenona u etanolu kao otapalu dobiven je 4-hidroksiiminometil-1-[2-(4-
nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijev bromid (15) u prinosu od 30 %. Etanol je koriSten kao
otapalo buduci da su oba polazna reaktanta dobro topljiva u njemu. Kvaternizacijom piridin-
4-aldoksima metil-jodidom dobiven je spoj (17) odnosno 4-hidroksiiminometil-1-
metilpiridinijev jodid u prinosu od 93 % nakon samo 2 minute mikrovalnog zra€enja pri snazi
od 250 W u acetonu. Klasicnom se metodom alkiliranje na piridinskim spojevima postiZe u
reakciji s elektrofilnim alkil-halogenidima. Opcenita metoda priprave kvaternih piridinijevih
spojeva obuhvaca djelovanje alkil-halogenida na bazi¢ni piridin (tzv. Menschutkin-ova
reakcija). Piridin je nukleofil koji zamjenjuje halogenidni ion u molekuli alkil-halogenida.
Utvrdeno je kako polarna otapala djeluju povoljno na reakciju kvaternizacije budu¢i da
solvatiraju halogenidni ion (Weissberger, 1961.). Reakcijom piridin-4-aldoksima i
dijodpropana dobiven je 4-hidroksiiminometil-1-(3-jodpropil)piridinijev jodid (18) u 78 %-
tnom prinosu za samo jednu minutu mikrovalnog zracenja pri snazi od 250 W u acetonitrilu.
Acetonitril je odabran kao otapalo buduci da su polazni materijali dobro topljivi u njemu dok
je produkt netopljiv pa odmah kristalizira. U reakcijskoj je smjesi dobiven joS jedan produkt
koji nije identificiran. Pretpostavlja se da je doslo do vezanja dviju molekula piridin-4-

aldoksima na dijodpropan te da je nastao biskvaterni derivat.
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HC—NOH
NO, \

Y% NO,
Br N Br@

MW, EtOH, 5 min, 440 W

HC=—NOH (15)
HC=—NOH

CH,I

= MW, aceton, 2 min, 250 W ‘

a7
HC—NOH

NN

MW, ACN, 1 min, 250 W ‘

Shema 5.8. Priprava 4-hidroksiiminometil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijeva bromida
(15), 4-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijeva jodida (17) 1 4-hidroksiiminometil-1-(3-
jodpropil)piridinijeva jodida (18).

Nadalje, izvedena je kvaternizacija nikotinamida elektrofilnim 2-brom-4'-
nitroacetofenonom pod utjecajem MW zraCenja u etanolu pri ¢emu je u trajanju od 4 minute

dobiven prinos od 44 % (shema 5.9.).

[0) AN CONH,
NO, |
%% NO,
CONH, N O
AN r

Shema 5.9. Priprava 3-karbamoil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil ]piridinijeva bromida (16).
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Osim na nikotinamidu izvedena je i kvaternizacija pod utjecajem MW zracenja na
izonikotinamidu pomoc¢u dvaju elektrofila: dibrompropana i dijodpropana pri ¢emu su
dobiveni produkti (19) i (20) u 63 %-tnom 1 49 %-tnom prinosu pri snazi od 250 W (shema
5.10).

H,N o)

Br\/\/ Br ‘

H,N 0 MW, ACN, 2 min, 250 W @~ 0

N (19) Br

MW, aceton, 2 min, 250 W @/ o

Shema 5.10. Priprava 1-(3-brompropil)-4-karbamoilpiridinijeva bromida (19) i 4-karbamoil-
1-(3-jodpropil)piridinijeva jodida (20).

Kuca 1 suradnici, 2003. su izvrsSili sli¢nu sintezu na izonikotinamidu klasiénim putem.
Izonikotinamid su kvaternizirali 1,4-dibrombutanom u acetonitrilu pri ¢emu su nakon 18 sati

pri temperaturi 65 do 70 °C dobili produkt s 96 %-tnim prinosom (shema 5.11.).

BN o H,N 0o
Br\/\/\ \
\ Br ‘
= CH;CN, 65-70°C, 18 h Cﬁ)/ o

Shema 5.11. Kvaternizacija izonikotinamida dibrompropanom (Kuc¢a i sur., 2003.).
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Musilek i suradnici, 2006. sintetizirali su potencijalne reaktivatore AChE od kojih je jedan (2-
hidroksiiminometil-1-metil-piridinijev ~ jodid)  kemijski  slican = komercijalnom  2-
hidroksiiminometil-1-piridinijevom kloridu (2-PAM-u). Postupak sinteze klasi¢nim putem
obuhvacao je refluksiranje u acetonu oko 4 sata pri 60 °C, pri ¢emu je dobiveno 69 %-tno
iskoriStenje produkta. U ovom je istraZivanju isti spoj 2-hidroksiiminometil-1-metil-
piridinijev jodid (21) dobiven na jednostavniji na¢in uz krace reakcijsko vrijeme (4 minute)
pri mikrovalnoj snazi od 250 W 1 uz vece iskoriStenje od 94 % (shema 5.12.). TaliSte
dobivenog spoja iznosilo je 225-227 °C §to je u skladu s literaturnim podatkom od 224-225 °C
(Ginsberg i sur., 1957.).

\
‘ N CH,I ‘
= MW, aceton, 4 min, 250 W @/

N C=—NOH N~ © >Cc=NOH
H I H

CH,
21

Shema 5.12. Priprava 2-hidroksiiminometil-1-metilpiridinijeva jodida (21).

Uspjesno je izvrSena takoder i kvaternizacija piridoksal-oksima metil-jodidom pri cemu je
nastao 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-1,2-dimetilpiridinijev jodid (22) u 79
%-tnom prinosu nakon 10 minuta MW zracenja pri snazi od 250 W. Reakcija je radena u
acetonu bududi da su polazne supstancije topljive u acetonu a produkt nije pa je nastankom

odmah Kkristalizirao (shema 5.13.).

HC—NOH HC=—NOH
HO CH,OH HO CH,OH
N CH,I ‘ N
P i %%
H,C N MW, aceton, 10 min, 250 W H;C T |
CH;
22
Shema 5.13. Priprava 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-1,2-

dimetilpiridinijeva jodida (22).
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Nakon izolacije i proc¢iS¢avanja sirovih produkata, dobiveni su kromatografski Cisti
derivati piridina 12 - 22 kojima su snimljeni (IR, '"H i *C NMR spektri) (tablice 4.15. —
4.25.).

U IR spektrima poloZaji vrpci 1 asignacija koje potjecu od vibracija istezanja oksimske
hidroksilne skupine (-OH) u spojevima (15), (17), (18), (21) i (22) u skladu su s literaturnim
podatcima. Intenzivna vrpca za NH; skupinu u spojevima (16), (19) i (20) pokazuje
frekvenciju istezanja N - H skupine u podrucju 3300 — 3500 cm™ §to je takoder u skladu s

literaturnim podatcima (Giinzler i Gremlich, 2006.).

Nitro skupina se prema literaturi pojavljuje u dvije intenzivne vrpce: antisimetricnog
(1550 cm'l) 1 simetricnog (1360 cm'l) istezanja. U spojevima (13), (14), (15), (16) doslo je do
malog pomaka valne duljine. U spojevima (13) i (14) vrpce se pojavljuju pri vis§im valnim
duljinama 1558 cm™. Spoj (13) ima vezan piridinijev prsten na p-nitrofenacilnu jedinicu dok
spoj 14 ima vezan o-pikolin na p-nitrofenacilnu jedinicu. Spojevi (15) i (16) pokazali su nesto
nizu valnu duljinu 1467 i 1521 cm™. U spoju (15) na p-nitrofenacilnu jedinicu je vezan

piridin-4-aldoksim dok je u spoju (16) vezan nikotinamid.

Karbonilna skupina u aromatskim karbonilnim spojevima pokazuje intenzivnu vrpcu
oko 1700 cm™. Aromatski prsten ovdje djeluje u pravilu kao elektrondonor i uzrokuje pomak
v (C = O) prema ve¢im valnim duljinama. PoloZaji vrpce karbonilne skupine u svim je

derivatima u skladu s literaturnim podatcima (Giinzler i Gremlich, 2006.).

Svi '"H-NMR i “C-NMR podatci za pripravljene derivate piridina su u skladu s
literaturom (Bovey, 1969.).
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5.6. Reaktivacija enzima sintetiziranim derivatima piridoksal-
oksima

Enzimska aktivnost acetilkolinesteraze 1 butirilkolinesteraze prema supstratu
acetiltiokolinu (ATCh) u odsutnosti i u prisutnosti inhibitora mjerena je spektrometrijskom
metodom po Ellmanu koriste¢i 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzojevu kiselinu (DTNB-u) kao tiolni
reagens. Enzimskom hidrolizom supstrata nastaje tiokolin koji reagira sa DTNB-om pri ¢emu
se oslobada Zuto obojeni anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (TNB™ anion), a porast

apsorbancije aniona prati se pri valnoj duljini A = 412 nm (shema 5.14.).
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Shema 5.14. Ellmanova metoda: A) enzimskom hidrolizom acetiltiokolina oslobada se
tiokolin, B) oslobodeni tiokolin reagira s DTNB-om pri ¢emu se oslobada Zuti anion 5-tio-2-

nitrobenzojeve kiseline (TNB").

Budu¢i da piridoksal-oksim sadrzava sve elemente ,,dobrog* reaktivatora inhibiranih
enzima ispitana su reaktivatorska svojstva cijele serije sintetiziranih derivata piridoksal-
oksima. Piridoksal-oksim sadrzava kvaterni duSikov atom u piridinijevom prstenu koji je
odgovoran za povecanje afiniteta vezanja na aktivnu stranu Zdrijela AChE i1 BChE. Povoljna
je orijentacija u aktivnoj strani Zdrijela sa oksimskom skupinom usmjerenom prema
fosfiliranom katalitiCkom serinu jedan od najvaznijih ¢imbenika za djelotvornost oksima u
reaktivaciji (Wong i sur, 2000.; Kovarik i sur, 2004.; Worek, 2004.). Piridoksal-oksim takoder

posjeduje oksimsku skupinu u poloZaju cCetiri neophodnu za reaktivacijsko djelovanje, Sto
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osigurava bolji afinitet i povoljniju orijentaciju u katalitickom mjestu enzima. Uzevsi u obzir
sva ova antidotska obiljeZja ocekivalo se da ¢e novosintetizirani spojevi piridoksal-oksima
pokazati ucinkovitu reaktivaciju enzima inhibiranih nekim od Ziv€anih bojnih otrova. Budu¢i
da je rije¢ o derivatima vitamina B6, pretpostavlja se da sintetizirani spojevi imaju vrlo nisku

toksi¢nost te se kao takvi mogu rabiti u profilaksi pri trovanju organofosfornim spojevima.

U ovom je radu ispitano devet strukturno slicnih oksima na reaktivaciju
acetilkolinesteraze 1 butirilkolinesteraze inhibiranih Ziv€anim bojnim otrovima tabunom i VX-
om te pesticidom paraoksonom. Niti jedan od pripravljenih reaktivatora nije mogao
reaktivirati AChE i BChE inhibiranu svim ispitanim OP-spojevima. Utvrdena je ipak razlicita
moc¢ reaktivacije prema svakom pojedinom OP-spoju. Pripravljeni spojevi 2 - 10 pokazali su
znacajnu reaktivacijsku sposobnost kod trovanja VX-om (tablice 4.26. i 4.29.). Najvecu
sposobnost reaktivacije AChE inhibirane VX-om pokazao je spoj (9) i to 85 % dok su najnizu
sposobnost pokazali spojevi (6) i (10) i to 40 %. Konstante brzine reaktivacije AChE (kops)
inhibirane VX-om iznosile su od 0,0003 min™ za spoj (3) do 0,001 min” za spojeve (9) 1 (10).

Kuca i suradnici, 2005. su ispitali kinetiku reaktivacije kvaternih piridinijevih
aldoksima na AChE inhibiranu VX-om. Utvrdeno je da je pri koncentraciji 107 M
obidoksima utvrdena reaktivacija od 75 % za AChE inhibiranu VX-om, dok je za pripravljene

spojeve K027 1 K048 maksimalna reaktivacija pri istoj koncentraciji iznosila 70 1 71 %

(shema 5.15.).
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Shema 5.15. Strukture ispitanih oksima na AChE inhibiranu VX-om (Kuc¢a i sur., 2005.).

Buduci da su vrijednosti maksimalne reaktivacije pripravljenih spojeva u ovom radu

iznosile od 40 % za spojeve (6) i (10) do 85 % za spoj (9) moze se potvrditi kako su te
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vrijednosti monokvaternih  piridinijevih  spojeva slicne vrijednostima biskvaternih

sintetiziranih spojeva (Kuca i sur., 2005.).

Pripravljeni spojevi 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 1 10 imaju ogranicenu ili slabu reaktivacijsku
sposobnost kod trovanja tabunom. Sposobnost pripravljenih spojeva da reaktiviraju AChE
inhibiranu tabunom iznosi najvise 15 % za spojeve (2) i (4) te < 10 % za sve ostale ispitane
spojeve (tablica 4.27.). Reaktivacija in vitro treba prelaziti 10 % da bi spoj bio znacajan
reaktivator te da bi se nastavila daljnja ispitivanja (Musilek i sur., 2008.). Budu¢i da je
reaktivacija AChE inhibirane tabunom iznosila manje od 15 % konstante reaktivacije (kops)

nisu odredene.

Ispitivanja Milatovica i suradnika, 1989. pokazala su da spojevi koji u svojoj strukturi
imaju jedinicu piridoksal-oksima takoder pokazuju slab reaktivacijski potencijal kod trovanja
tabunom. Kovarik i suradnici, 2008. su pokazali da za uc¢inkovitu reaktivaciju AChE tabunom
oksimska skupina mora biti usmjerena u para polozaj u piridinskom prstenu, a poveznica
izmedu dvaju prstena bi morala sadrZavati tri ili Cetiri ugljikova atoma. IstraZene su takoder in
vitro reakcije aldoksima kao reaktivatora ljudske eritrocitne AChE inhibirane tabunom, pri
¢emu su povezane molekulske karakteristike jedanaest aldoksima s njihovim brzinama
reaktivacije. UoCeno je da je ulinkovita reaktivacija inhibirane AChE postignuta sa
savitljivim bispiridinijevim para-aldoksimima koji imaju propilensku ili butilensku
poveznicu. lako piridinijevi ili imidazolijevi aldoksimi s oksimskom skupinom u ortho-
poloZaju nisu ucinkovito reaktivirali fosforiliranu AChE, oni su je Stitili od fosforilacije
tabunom zbog njihovog visokog afiniteta vezanja za nativnhu AChE (Kuca 1 sur., 2003.; Kuca i

sur., 2005.; Maksimovi¢ i sur., 1980.).

Od spojeva pripravljenih u ovom radu, najveCu sposobnost reaktivacije
acetilkolinesteraze inhibirane paraoksonom (75 %) prikazao je spoj (10) (tablica 4.28.).
Sposobnost reaktivacije komercijalno upotrebljavanih oksima iznosi za pralidoksim 42 %;
HI-6 35 %, obidoksim 76 %, trimedoksim 46 % pri koncentracijama 10* dok su spojevi
sintetizirani u okviru ove disertacije slabo reaktivirali AChE pri koncentraciji 107, dakle

znatno su slabiji reaktivatori od konvencionalnih oksima u trovanju OP-spojevima.

Konstante brzine reaktivacije AChE (kobs) inhibirane paraoksonom iznosile su od
0,0006 min™ za spoj (2) 3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-1-(4'-klorfenacil)-2-
metilpiridinijev bromid do 0,0013 min" za spoj (4) i za spoj (10) odnosno 3-hidroksi-4-
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hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(2'-metoksifenacil) piridinijev bromid koji je

ujedno pokazao i1 najbolju reaktivaciju.

Oksimima potpomognuta reaktivacija BChE inhibirane VX-om prikazana je u tablici
4.29. Potpunu reaktivaciju (100 %) BChE inhibirane VX-om pokazao je spoj (9) 1-(4'-
fenilfenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijev bromid, dok
su spojevi (4), (8) i (10) pokazali 95 %-tnu reaktivaciju prema istom inhibiranom enzimu $to

znaci da bi se mogli uzeti u razmatranje za terapiju pri trovanju BChE VX-om.

Oksimima potpomognuta reaktivacija BChE inhibirane tabunom prikazana je u tablici
4.30. Svi sintetizirani oksimi pokazali su slabu sposobnost reaktivacije BChE inhibirane
tabunom (reaktivacija < 10 %). Budu¢i da su reaktivacije bile jako niske nisu se mogle

odrediti konstante brzina reaktivacije BChE (kqps).

Kuca i suradnici, 2005. su ispitali takoder reaktivacijska svojstva 4 pripravljena

oksima na AChE inhibiranu VX-om (shema 5.16.).
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Shema 5.16. Strukture ispitanih oksima (Kuca i sur., 2005.)

Ti reaktivatori su bili u moguénosti reaktivirati AChE inhibiranu VX-om, medutim

piridin-2-aldoksim-N-metil klorid (2-PAM) je ipak bio najbolji reaktivator.

U tablici 4.31. prikazana je reaktivacija BChE inhibirane pesticidom paraoksonom.
Spoj (9) pokazao je najvecu sposobnost reaktivacije (80 %) dok su drugi spojevi pokazali

umjerenu reaktivaciju BChE inhibirane paraoksonom.
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Pri 1 mM koncentraciji svih devet sintetiziranih analoga piridoksal-oksima brze je
reaktiviralo BChE inhibiranu VX-om nego AChE inhibiranu VX-om. [kos(BChE) > kops
(AChE)]. Spojevi (5), (6), (7) i (8) brzi su reaktivatori BChE inhibirane paraoksonom nego

AChE inhibirane paraoksonom.

Razvoj novih reaktivatora nije vazan samo za antidote odnosno protuotrove za Zivcane
bojne otrove ve¢ i za tretiranje trovanja pesticidima. Reaktivacija AChE inhibirane
paraoksonom bila je brza od reaktivacije AChE inhibirane VX-om dok je kod
butirilkolinesteraze bilo obrnuto (reaktivacija je bila brza kod BChE inhibirane VX-om, a
sporija kod BChE inhibirane paraoksonom). Pesticid paraokson odabran je za ovo ispitivanje
jer posjeduje strukturnu sli¢nost sa Ziv€anim bojnim otrovima. Za razliku od insekticida
parationa koji je relativno netoksi¢an zbog dvostruke veze izmedu atoma fosfora i sumpora u
usporedbi sa Ziv€anim bojnim otrovima, paraokson sadrzava dvostruku vezu izmedu atoma

fosfora i kisika Sto ga ¢ini letalnim spojem.

Razlike u reaktivaciji AChE i BChE posljedica su medusobnih razlika u gradi
aktivnog mjesta enzima odnosno razlika u aminokiselinama koje tvore aktivna mjesta ova dva
enzima. AChE ima za 200 A manje aktivno mjesto od BChE (Saxena i sur, 1999) buduéi da
se kod BChE umjesto aromatskih aminokiselina AChE nalaze alifatske aminokiseline.
Aromatske aminokiseline AChE, tirozin 72, tirozin 124, triptofan 286, fenilalanin 295,
fenilalanin 297 i tirozin 337 zamijenjuju odgovarajuce alifatske aminokiseline u strukturi
ljudske BChE: asparagin 68, glutamin 119, alanin 277, leucin 286, valin 288 i alanin 328.
Stoga se moze zakljuciti da je mogucnost reaktivacije posljedica sterickih razlika u velicini

aktivnih mjesta ovih enzima.
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5.7. Reverzibilna inhibicija kolinesteraza oksimima

Oksimi su takoder toksic¢ni spojevi. Oni se vezu za AChE kao reverzibilni inhibitori i
stvaraju komplekse s AChE u aktivnom centru ili na alosteri¢koj strani enzima. Reverzibilni
inhibitori, poput oksima, dodatno Stite slobodnu AChE od fosfiliranja. Ako se reverzibilni
ihnibitor veZe na aktivnu stranu enzima zastita se zasniva na izravnoj kompeticiji izmedu OP
spoja 1 reverzibilnog inhibitora. Ukoliko se inhibitor veZe za alostericku stranu, opet se

neizravno Stiti aktivna strana enzima (Reiner, 2001.).

Reverzibilna inhibicija nativnih kolinesteraza oksimima odredena je pracenjem
promjene brzine enzimske hidrolize supstrata ATCh u prisutnosti serije kvaternih soli
piridoksal-oksima. Disocijacijske konstante za reverzibilni kompleks enzima i oksima u
aktivnom mjestu (K;) odredene su kao funkcije koncentracije (0,05 - 0,5 mM) acetiltiokolina,
supstrata tih enzima. Koncentracije acetiltiokolina koje pripadaju navedenom rasponu bile su
0,05; 0,2; 0,35 1 0,5 mM. Koncentracijski raspon oksima za inhibiciju odabran je tako da pri
svakoj koriStenoj koncentraciji supstrata inhibicija kolinesteraze bude u rasponu od 20 % do
80 % buduci da se pri niZim koncentracijama supstrata oksim natjece sa supstratom u vezanju
za aktivno mjesto Sto rezultira inhibicijom enzima dok se pri viS§im koncentracijama supstrata
manje oksima natjeCe sa supstratom za aktivno mjesto enzima pa postaje izrazeniji ucinak
vezanja oksima na alostericko mjesto enzima ¢ime se isti aktivira. Za svaku koncentraciju
supstrata izmjerena je aktivnost enzima uz barem tri koncentracije oksima. Reverzibilna
inhibicija AChE i BChE oksimima mjerena je pri rasponu koncentracija ATCh od 0,05 - 0,50
mM. Njihove su disocijacijske konstante dane u tablicama 4.32. i 4.33. Disocijacijska
konstanta K; iznosila je najmanje 8 + 3 uM za spoj 1-(4'-bromfenacil)-3-hidroksi-4-
hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijev bromid (3) pri koncentraciji 17 - 167
uM Sto znaci da je taj oksimski spoj pokazao najveci afinitet vezanja za kataliticku stranu
BChE dok je najve¢i afinitet za vezanje na kataliticku stranu AChE pokazao takoder spoj 1-
(4'-bromfenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijev  bromid
(3) ¢ija je K iznosila 42 + 5 pri koncentraciji od 83 - 125 uM. Disocijacijska konstanta za
ACHhE iznosila je najviSe 436 + 85 uM za 1-(4'-fluorfenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-
5-hidroksimetil-2-metilpiridinijev bromid, spoj (7), pri koncentraciji 100 - 300 uM, Sto znaci
da je taj oksim pokazao najmanji afinitet za AChE. Za BChE K; je iznosila 469 + 121 uM za

3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metil-1-(4'-metoksifenacil) piridinijev

108



bromid, spoj (8), pri koncentraciji 100 - 300 uM te je taj spoj pokazao najmanji afinitet prema
BChE.

Calié i suradnici, 2006. odredili su disocijacijske konstante enzim-oksim kompleksa K;
za pet bispiridinijevih oksima te za dva konvencionalana antidota TMB-4 i HI-6. Za TMB-4
pri koncentraciji od 100 do 700 uM K; je iznosila 180 uM dok je za HI-6 pri koncentraciji 50
do 400 uM iznosila 31 uM. Ispitane K; konstante spojeva sintetiziranih u okviru ove
disertacije bile su slicne konstantama drugih monopiridinijevih spojeva kao npr. 2-PAM-a
(Simeon 1 sur., 1981.), a sli¢ne su bile 1 konstantama nekih bispiridinijevih spojeva (Pang i
sur., 2003., Skrinjarié-Spoljar i sur., 1988.) pa je potvrdeno da drugi piridinski prsten ne
utjeCe na stabilizaciju veze enzim-oksim, kako je ocekivano. Vezujuci afiniteti ispitanih
oksima nisu bili u korelaciji sa ucinkovitoS¢u reaktivacije. Iz konstanti disocijacije Kj
pokazano je kako svi ispitani oksimi reverzibilno inhibiraju AChE 1 BChE, a time Stite enzime
od fosfilacije katalitickog serina organofosfornim spojevima. Stoga ovi oksimi mogu biti

zanimljivi u profilaksi zbog svog afiniteta prema enzimima AChE i BChE.
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5.8. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti pripravljenih spojeva

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti pripravljenih spojeva koristene su dvije Gram-
pozitivne (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus) i dvije Gram-negativne bakterije
(Salmonella enteritidis, Pseudomonas syringae). Rezultati pokazuju vrlo slab ucinak
ispitivanih tvari na Gram-pozitivne bakterije te ograni¢en ucinak na Gram-negativne bakterije
(tablica 4.34. 1 tablica 4.35.). Najniza MIK za Gram-pozitivne bakterije iznosila je 2500 ppm
za spojeve (2) 1 (4) prema bakteriji Enterococcus faecalis te za spojeve (2), (3), (6) 1 (7) za
bakteriju Staphylococcus aureus. Utvrdeno je da pripravljeni spojevi ne posjeduju

baktericidno djelovanje na ispitane Gram-pozitivne bakterije.

Pripravljeni su spojevi pokazali vrlo slabu ucinkovitost na bakteriju Salmonella
enteritidis. Najsnazniju antimikrobnu aktivnost na Gram-negativnu bakteriju Salmonella
enteritidis pokazao je spoj 6 iz serije kvaternih soli piridoksal-oksima i supstituiranih fenacil-
bromida. Njegova je MIK iznosila 2500 ppm, za razliku od ostalih spojeva koji su pokazali
MIK od 5000 ppm za istu bakteriju. Niti jedan od pripravljenih spojeva iz te serije nije
pokazivao baktericidnu aktivnost prema toj bakteriji. U ovom je istraZivanju jedino spoj (13)
(1-(2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil)piridinijev bromid) pokazao MBK 2500 ppm i najnizu MIK od

625 ppm, sto znaci da bi se mogao primjenjivati za suzbijanje bakterijskoga rasta.

Najvecu osjetljivost na spojeve pripravljene iz piridoksal-oksima pokazala je bakterija
Pseudomonas syringae. Najmanju MIK za tu bakteriju pokazali su spojevi (6) i (10) pri cemu
je ona iznosila 1250 ppm, dok su najmanju MBK od 2500 ppm pokazali spojevi (2), (4), (5) i
(10). Uocena je veca osjetljivost prema istoj bakteriji 1 kod drugih kvaternih soli, derivata
piridina, pri ¢emu je najniza MBK za spojeve (13) 1 (16) iznosila 625 ppm, dok je najniza

MIK utvrdena za spojeve (13), (14) i (16) iznosila 625 ppm.

Uvidom u sve MIK i MBK utvrdeno je da kvaterne piridinijeve soli pokazuju vrlo
slabu antimikrobnu aktivnost te se kao takve ne mogu uporabiti za dodatnu antimikrobnu
zastitu, osim spoja 1-[2-(4-nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijeva bromida, spoja 13, koji bi mogao

biti primjenjiv.
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6. ZAKLJUCCI

Oksidacijom piridoksina pripravljen je piridoksal-oksim (1). Kvaternizacijom
piridoksal-oksima s fenacil-bromidima supstituiranim u polozaju 4' (R = Cl, Br, H, CH3, NO,,
F, OCHj3, C¢Hs) 1 2' (R = OCHj3) pripravljene su kvaterne soli 2 - 10 pod utjecajem MW

zracenja pomocu dviju metoda:

1. djelovanjem MW zracenja u acetonu kao otapalu

2. djelovanjem MW zracenja bez otapala (suhi postupak)

Strukture pripravljenih spojeva potvrdene su spektroskopskim metodama.
Rentgenskom strukturnom analizom jednog predstavnika te serije spojeva 1-(4'-fluorfenacil)-
3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-hidroksimetil-2-metilpiridinijeva bromida (7), dodatno je

potvrdena njihova struktura.

Obje koriStene metode pod utjecajem mikrovalova imaju nekoliko prednosti pred
konvencionalnom odnosno klasi¢cnom metodom, a to su: krace reakcijsko vrijeme, veci prinos

te uSteda na energiji.

Kod sinteze u otapalu (acetonu), uz mikrovalno zracenje, postsinteticki je postupak
puno jednostavniji nego kod iste sinteze bez otapala gdje je postsinteticki postupak bio nesto

duzi i kompliciraniji.

Derivati piridoksal-oksima sintetizirani su i mehanosintezom pri ¢emu je koriSten
LAG postupak odnosno postupak uz minimalnu koli¢inu otapala koji je u skladu s principima
zelene kemije. Osim minimalne koliine potrebnih otapala, prednost ove metode je u ve¢em
prinosu od onoga u klasi¢nim postupcima. Nedostatak ove metode je takoder u postsinteti¢koj

obradi koja je znatno kompliciranija i dugotrajnija od klasi¢ne metode.

U ovom je radu uspjesno izvedena kvaternizacija piridina, o-pikolina, piridin-4-
aldoksima, piridin-2-aldoksima, nikotinamida i izonikotinamida pod utjecajem mikrovalnog
zraCenja pomocu razliCitih elektrofila: 2-brom-4'-nitroacetofenona, 2-amino-4-klormetiltiazol
hidroklorida, metil-jodida, 1,3-dijodpropana i 1,3-dibrompropana. Prednost sinteze uz
uporabu mikrovalnog zracenja je u skrac¢enju reakcijskog vremena te u nekim slucajevima, i u

znatno ve¢em iskoriStenju (spojevi 17, 21 1 22).
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Dakle, dokazano je da se kvaternizirani derivati piridina mogu uspjeSno pripraviti
pomocu novih ekoloski prihvatljivih metoda koje za ovu vrstu spojeva joS do sada nisu bile

primjenjivane.

Sintetizirani spojevi piridoksal-oksima ispitani su kao reaktivatori ljudske eritrocitne
acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze inhibirane bojnim otrovima VX-om i tabunom te

pesticidom paraoksonom.

Derivati priridoksal-oksima nisu ucinkovito reaktivirali AChE inhibiranu Ziv€anim

bojnim otrovom tabunom (reaktivacija manja od 15 %).

Reaktivacija pripravljenih oksimskih spojeva bila je podjednaka za Ziv€ani bojni otrov
VX (od 40 do 85 %) te pesticid paraokson (40 — 75 %). Oksimi su takoder bili neucinkoviti

kod BChE inhibirane Ziv€anim bojnim otrovom tabunom (reaktivacija manja od 10 %).

Derivati piridoksal-oksima pokazali su se znatno ucinkovitijim reaktivatorima BChE
inhibirane VX-om, (reaktivacija 40 — 100 %) te BChE inhibirane paraoksonom (reaktivacija

20 - 80 %).

Iako derivati piridoksal-oksima nisu ucinkovito reaktivirali fosforilirane AChE i BChE
oni su ih ipak stitili od fosfilacije Ziv€éanim bojnim otrovima zbog visokog afiniteta vezanja za
nativne kolinesteraze. Spoj (3), 1-(4'-bromfenacil)-3-hidroksi-4-hidroksiiminometil-5-
hidroksimetil-2-metilpiridinijev bromid, pokazao je najveci afinitet vezanja i za AChE (K; je
iznosila 42 £ 5 uM pri koncentraciji od 83 do 125 uM) i za BChE (K je iznosila 8 + 3 uM pri
koncentraciji od 17 do 167 uM). Moze se zakljuciti da bi se spojevi 2 - 10 mogli komercijalno
koristiti kao reaktivatori BChE inhibirane Ziv€anim otrovom VX-om nakon S§to se ispita

njihova toksi¢nost.

Ispitana je antibakterijska aktivnost nekih pripravljenih spojeva 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 12, 13, 14 1 16. Odredene su minimalna baktericidna i minimalna inhibitorna
koncentracija. Iz dobivenih je rezultata vidljivo da spojevi imaju slabu antimikrobnu
aktivnost. Baktericidnu je aktivnost za sve ispitane bakterije pokazao jedino 1-[2-(4-
nitrofenil)-2-oksoetil]piridinijev bromid, spoj 13, dakle nakon odredivanja njegove toksi¢nosti

mogao bi se primjenjivati kao baktericid.
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8. SAZETAK

Problem zaStite prirodnog okruZenja pred kemicCare stavlja vazan posao pronalaZenja
kemijskih reakcija koje su manje Stetne za okoliS. U tu svrhu osmiS$ljavaju se manje toksi¢ni
industrijski procesi u kojima sudjeluju ili nastaju manje koliine ekoloSki Stetnih tvari i
nusprodukata. Kona¢no, potpuno izuzimanje otapala u kemijskim je reakcijama za ljude i
okoli§ najpozeljnije. U ovom su radu izvedene reakcije kvaternizacije piridoksal-oksima sa
serijom supstituiranih fenacil-bromida pomocu novih, ekoloSki prihvatljivijih metoda.
Kvaterne su soli piridoksal-oksima sintetizirane pomocu dva nova postupka pod utjecajem
mikrovalnog zraCenja (u otapalu i suhim postupkom) te metodom mehanosinteze uz
minimalnu koli¢inu otapala. Osim na piridoksal-oksimu u ovom su radu, pod utjecajem
mikrovalnog zracenja, izvedene 1 kvaternizacije na piridinu, a-pikolinu, piridin-4-aldoksimu,
piridin-2-aldoksimu, nikotinamidu 1 izonikotinamidu pomocu razli€itih elektrofila: 2-brom-4'-
nitroacetofenona, 2-amino-4-klormetiltiazol hidroklorida, metil-jodida, 1,3-dijodpropana i
1,3-dibrompropana. Pripravljenim je analozima piridoksal-oksima ispitana sposobnost
reaktivacije acetilkolinesteraze (AChE) 1 butirilkolinesteraze (BChE) inhibirane bojnim
otrovima VX-om i tabunom te pesticidom paraoksonom. Ispitana je takoder i reverzibilna
inhibicija AChE 1 BChE sintetiziranim oksimima. Nekim je sintetiziranim spojevima ispitana
i potencijalna antimikrobna aktivnost na dvije Gram-pozitivne i dvije Gram-negativne

bakterije.
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9. SUMMARY

Environmental problems have encouraged chemists to develop chemical reactions, which are
less harmful for environment. In this regard, “green” industrial processes have been designed,
which produce less chemical waste or use less toxic chemicals. The important step forward is
to replace conventional with solvent-free processes. Chemical reactions conducted without a
solvent are the most desirable from environmental point of view. In this thesis new eco-
friendly methods of quaternization of pyridine and its derivatives with substituted phenacyl
bromides were successfully performed. Microwave induced quaternization in the presence of
a solvent, solvent free approach, and solid state reaction LAG mechanochemistry were
examined. Furthermore, reactions of quaternization were made under microwave heating of
pyridine, a-picoline, pyridine-4-aldoxyime, pyridine-2-aldoxime, nicotinamide and
isonicotinamide with different electrophiles: 2-bromo-4'-nitroacetophenone, 2-amino-4-
chloromethylthiazole hydrochloride, methyl iodide, 1,3-diiodopropane i 1,3-dibromopropane.
The potential ability of synthesized oximes to reactivate acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) inhibited by the nerve agents VX and tabun and pesticide
paraoxon was also explored. In addition to that, reversibile inhibition of AChE and BChE by
synthesized oximes was measured. Finally, some of synthesized compounds regarding their
potential antimicrobial activity against two Gram-positive and two Gram-negative bacteria

were tested.
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10. PREGLED KORISTENIH SIMBOLA I OZNAKA

Kratica
AADPC

AChE

ACh

ADPC

Ala

BADPB

BHI

BChE
[bmim]BF,
[C8mim][OTf]
[C8mim][NTH;]
[C4mim]Cl
[C8Py]Cl
[C4mim][PF¢],
[C4mim][BF4],[

[C4mim][OT(]

[C4mim][N(TT),].

[C8Py][BF,]
[C8Py][OTf],

[C8Py][N(T1),]

Puni naziv

4-acetilaminododecilpiridinijev klorid
acetilkolinesteraza

acetilkolin

4-aminododecilpiridinijev klorid

alanin

4-benzoilaminododecilpiridinijev bromid
mozdano—sr€ani bujon (eng. brain heart infusion broth)
butirilkolinesteraza

1-butil-3-metilimidazolijev tetrafluorborat
1-oktil-3-metilimidazolijev triflat
1-oktil-3-metilimidazolijev bis(trifluormetansulfon)imid
1-butil-3-metilimidazolijev klorid

N-oktilpiridinijev klorid

1-butil-3-metilimidazolijev heksafluorfosfat
1-butil-3-metilimidazolijev tetrafluorborat
1-butil-3-metilimidazolijev triflat
1-butil-3-metilimidazolijev bis(trifluormetansulfon)imid
N-oktilpiridinijev tetrafluorborat

N-oktilpiridinijev triflat

N-oktilpiridinijev bis(trifluormetansulfon)imid
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DMF dimetilformamid

DMSO dimetilsulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kiselina

DTNB 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina

ECsg polovina maksimalne ucinkovite koncentracije

EPA americka agencija za zastitu okoliSa

EPN O-etil-O-(4-nitrofenil)fenilfosfonotiolat

FTIR Fourier—ove transformacije u infracrvenoj spektroskopiji (eng.

Fourier Transform Infrared Spectrometry)

GHz gigaherc

Gly glicin

Glu glutamin

HI-6 1-(2-hidroksiminometil-1-piridinijev)-3-(4-karbamoil-1-

piridinijev)-2-oksapropan diklorid

His histidin

HSVM brzi vibracijski mlin (eng. High speed vibrational mill)

ICso koncentracija inhibitora potrebna za inhibiciju 50 % aktivnosti
enzima.

LAG mehanosinteza uz minimalnu koli¢inu otapala (eng. Liquid-

assisted grinding)

LDso letalna doza (50%) odnosi se na dozu toksi¢ne supstancije, koja

ubija 50% ispitane populacije
MBK minimalna baktericidna koncentracija

MIK minimalna inhibitorna koncentracija
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MIM
NADPB
NMR
MW zracenje
0]
2-PAM
Ph

Phe
RNA
Ser
TcAChE

TGA 1 DSC

Tyr
THF
TEPP
TMB-4
TNB"
Uz

VX

I-metilimidazol
4-(1-naftoil)aminododecilpiridinijev bromid
nuklearna magnetska rezonancija
mikrovalno zracenje

organofosforni

piridin-2-aldoksim-N-metil klorid

fenil-

fenilalanin

ribonukleinska kiselina

serin

acetilkolinesteraza izolirana iz raze
termogravimetrijska analiza i

diferencijalna pretrazna kalorimetrija
triptofan

tirozin

tetrahidrofuran

tetraetilpirofosfat
1,3-bis(4-hidroksiminometil-1-piridinijev)propan diklorid
anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline
ultrazvuk

etil({2-[bis(propan-2-il)amino]etil } sulfanil)metilfosfinat
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