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sadrzavali razli¢ite koncentracije natrijevog klorida.

(77 + LVII stranica, 17 slika, 19 shema, 10 tablica, 55 literaturnih navoda, jezik izvornika:
hrvatski)

Rad je pohranjen u SrediSnjoj kemijskoj knjiznici Prirodoslovno-matematickog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu, Horvatovac 102a, Zagreb i Repozitoriju Prirodoslovno-matematickog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu

Kljuéne rijeci: ektoin, odvajanje enantiomera, osmoprotektant.

Mentor: dr. sc. Marin Roje, v. zn. sur.
Nastavnik: prof. dr. sc. Ines Primozic¢

Ocjenitelji:
1. prof. dr. sc. Ines Primozi¢
2. prof. dr. sc. Nives Gali¢
3. prof. dr. sc. Zeljka Soldin
Zamijena: doc. dr. sc. Zeljka Car
Datum diplomskog ispita: 23. rujna 2021.

Marcela Sigi¢ Diplomski rad






§ Abstract xi

University of Zagreb Diploma Thesis

Faculty of Science

Department of Chemistry

ABSTRACT

SYNTHESIS AND ENANTIOSEPARATION OF (+)-ECTOINE
Marcela Sigi¢

The synthetic route of preparation of (£)-2-methyl-1,4,5,6-tetrahydropyrimidine-4-carboxylic
acid or (£)-ectoine was optimized. The synthetic pathway begins with the bromination of
dihydrofuran-2-(3H)-one. The resulting 3-bromodihydrofuran-2-(3H)-one is converted in
several reaction steps to 2,4-diaminobutanoic acid dihydrochloride. The resulting 2.4-
diaminobutanoic acid dihydrochloride is complexed with a copper(Il) cation to achieve
selective acetylation of only the terminal amino group by reaction with 4-nitrophenyl acetate.
The prepared 4-acetamido-2-aminobutanoic acid in the last synthetic step is thermally cyclized
to the final compound, (£)-ectoine. Separation of the (£)-ectoine enantiomers is achieved by
high-performance liquid chromatography on a ChiralT column using several analytical
methods. In addition, the presence of (+)-ectoine was determined by high-performance liquid
chromatography on a Synergi polar - RP column in a fermentation broths inoculated with
different strains of bacteria Streptomyces sp., and different NaCl concentrations.

(77 + LVII pages, 17 figures, 10 tables, 19 schemes, 55 references, original in Croatian)

Thesis deposited in Central Chemical Library, Faculty of Science, University of Zagreb,
Horvatovac 102a, Zagreb, Croatia and in Repository of the Faculty of Science, University of
Zagreb

Keywords: ectoine, enantioseparation, osmoprotectant

Mentor: Dr. Marin Roje, Senior Research Associate
Supervisor: Dr. Ines Primozi¢, Full Professor

Reviewers:
1. Dr. Ines Primozi¢, Full Professor
2. Dr. Nives Gali¢, Full Professor
3. Dr. Zeljka Soldin, Full Professor
Substitute: Dr. Zeljka Car, Assistant Professor

Date of exam: September 23, 2021

Marcela Sigi¢ Diplomski rad






§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Ektoin ((+)-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-karboksilna kiselina) spada u skupinu
spojeva koji se nazivaju osmoliti ili osmoprotektanti. To su male, nenabijene molekule ¢ija
prisutnost u stanici ne utjeCe negativno na metabolizam stanica, a imaju zastitnu ulogu u
uvjetima osmotskog stresa. Navedene molekule osim Sto djeluju osmoprotektivno na niz
bakterija, arhea, protista i nekih mikroalgi, takoder stabiliziraju biomakromolekule tako §to ih
Stite od denaturacije, topline, isusivanja i UV zracenja.! Zbog svog pozitivnog djelovanja na
ljudske, Zivotinjske i razne druge stani¢ne kulture, ektoin se istaknuo kao zanimljiva molekula
u znanstvenoj zajednici kao i u industrijskoj proizvodnji. Ektoin se trenuta¢no proizvodi
isklju¢ivo biotehnoloskim procesima.'” Poznato je svega nekoliko metoda priprave ektoina
primjenom organske sinteze.*

Prvi cilj ovog rada bila je optimiranje jednog od sintetskih putova priprave (+)-ektoina
koji su predlozili Bazureau i suradnici.* Podetni spojevi potrebni za navedenu sintezu
pripremljeni su prema sintetskom putu koji su predlozili Talbot i suradnici.’ Optimizacija
sintetskih postupaka bila je takoder predvidena u sklopu ovog rada. Nakon uspjesne sinteze (+)-
ektoina provedeno je odjeljivanje njegovih enantiomera teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti uz optimizaciju postupka odjeljivanja, §to je bio drugi cilj ovog rada. Tre¢i i
posljednji cilj ovog rada bilo je ispitivanje prisutnosti (+)-ektoina, tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti u hranjivim medijima u kojima su rasli razli¢iti sojevi
bakterija Streptomyces sp., a koji su prethodno izolirani iz sedimenta Jadranskog mora.
Pripremljena su 24 uzoraka hranjivih medija u kojima su bakterije razli¢itih sojeva

Streptomyces sp. rasle uz dodatak razlicite koli¢ine natrijevog klorida.

Marcela Sigi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Prirodni izvor, struktura i svojstva ektoina

2.1.1. Ektoin

Jedan od trenutacno najistrazivanijih osmolita je upravo ektoin. Galinski i sur. otkrili su ektoin
1985. godine u izrazito halofilnoj bakteriji Halorhodospira halophila, izoliranoj iz Wadi El
Natruna u Egiptu.’ Kasnije je ovaj osmoprotektant pronaden u $irokom rasponu halofilnih i
halotolerantnih bakterija. Ektoin se klasificira kao heterociklicka aminokiselina ili kao
djelomi¢no hidrogenirani derivat pirimidina. U pocetku se ektoin smatrao izrazito rijetkim
osmolitom. Medutim, poboljsanim postupcima detekcije pomoéu HPLC-a i '*C NMR
spektroskopije otkrivena je njegova visoka rasprostranjenost u mikroorganizmima kao odgovor
na povedéani salinitet. Rasprostranjenost ektoina uocena je u bakterijama,”® ograni¢enom broju
arheja,” nekoliko halofilnih protista'®'? te ¢ak i u mikroalgama.'?

Ektoin ((S)-(+)-1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-pirimidinkarboksilna kiselina) ciklicki je

derivat aminokiseline koji se pri fizioloSkom pH nalazi u obliku zwitter-iona (slika 1.).

NH
j

-
-

\\\\‘ * P
N

H

00C CH,

Ektoin

Slika 1. Struktura ektoina ((S)-(+)-1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-pirimidinkarboksilne kiseline).

Ektoin pri fizioloSkom pH sadrzi negativno nabijenu karboksilnu skupinu koja je vezana na
heterociklicki prsten koji sadrzava delokalizani pozitivni naboj izmedu dvaju atoma dusika.
Dobiveno medudjelovanje hidrofilnih i hidrofobnih sila utjeCe na medudjelovanja voda-voda i
voda-otopljena tvar, stoga ima snazne ucinke na hidrataciju samog ektoina, vezanje iona i
utjecaj na lokalnu strukturu vode. Simulacijama molekularne dinamike pokazano je da je ektoin
snazno sredstvo za vezanje vode i da moze oko sebe akumulirati sedam molekula vode na

14

udaljenosti manjoj od 0,6 nm'* Sto je rezultat stvaranja velikog broja vodikovih veza na
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§ 2. Literaturni pregled 3

specifi¢nim funkcijskim skupinama molekule. Pokazalo se da akumulacija molekula vode oko
molekule ektoina nije naruSena ni pri velikoj koncentraciji soli. Takva fizikalno-kemijska
svojstva ektoina omogucavaju fiziolosSki odgovarajucu hidraciju citoplazme nakon akumulacije
ektoina u odgovoru na osmotski stres S$to ima zaStitni utjecaj na stabilnost proteina i

funkcionalnost fiziolo$kih makromolekula.!>'®

2.1.2. Osmoprotektanti

Mikroorganizmi se susrecu s raznim stresnim uvjetima u svojim prirodnim staniStima, stoga je
iznimno vazna pravodobna reakcija i adaptacija na nepovoljne uvjete kako bi se osiguralo
prezivljavanje i rast. Medu mnogobrojnim uvjetima koji mogu nepovoljno utjecati na
mikroorganizme treba istaknuti osmotski stres. Osmotski stres kao posljedica povisenog ili
snizenog saliniteta vazan je ¢imbenik koji nepovoljno utjece na ve¢inu mikroorganizama.
Povecanje ili smanjenje osmotskog tlaka neizbjezno utjece na protok vode kroz citoplazmatsku
membranu, §to uzrokuje isuSivanje ili bubrenje stanica. lako mikroorganizmi sadrzavaju
akvaporine, integralne membranske proteine koji Cine specijalne transportne sustave koji
omogucavaju ubrzane tokove vode difuzijom preko citoplazmatske membrane, ni jedan
mikroorganizam ne moze aktivno crpsti vodu s pomocu procesa koji troSe energiju u stanicu ili
1z nje kako bi se izjednacio osmotski tlak s vanjskim. Medutim, postoje mikroorganizmi koji
ipak prezivljavaju uvjete umjerenog (0,6 mol dm) do visokog saliniteta (> 5 mol dm™), a oni
se nazivaju halofilni mikroorganizmi.® Navedeni mikroorganizmi aktivno utjeu na smjer i
koli¢inu toka vode u stanicu ili iz nje dinami¢kom modulacijom osmotskog potencijala
citoplazme nakupljanjem ili izbacivanjem iona i organskih spojeva. Uglavnom se koriste
jednom od dviju razlicitih strategija za regulaciju unutarnjeg osmotskog tlaka, pri ¢emu se one
temelje na akumulaciji anorganskih soli ili organskih osmolita kako bi se povecao osmotski
potencijal citoplazme. Na taj nain se sprjecava istjecanje vode i poti¢e se dotok vode u
uvjetima visokog saliniteta, ¢ime se uravnotezuje vitalni osmotski gradijent preko
citoplazmatske membrane u osmotski nepovoljnim okoliSnim uvjetima. Osim toga, proteini
halotolerantnih mikroorganizama imaju povecani broj nabijenih boc¢nih ogranaka i
hidrofobnost, §to je dodatni nacin adaptacije mikroorganizama na povecani salinitet.

Prva strategija kojom se halotolerantni organizmi brane od osmotskog stresa temelji se
na povecanoj koncentraciji anorganskih soli, uglavnom KCI. Stanice tako izjednacavaju

unutras$nji osmotski tlak s vanjskim. Zbog toga ne dolazi do izlijeva vode kad se stanice nalaze
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§ 2. Literaturni pregled 4

u okoliSu visokog saliniteta. U drugoj, rasirenijoj strategiji mikroorganizmi u odgovoru na
osmotski stres akumuliraju tvari koje se skupno nazivaju osmoliti ili osmoprotektanti. To su
male molekule neutralnog naboja koje imaju nisku razinu toksi¢nosti pri visokim
koncentracijama, a u stanici se akumuliraju unosom u stanicu i/ili de novo biosintezom.
Osmoliti se mogu podijeliti u tri skupine:

1. Seceri (trehaloza, saharoza) i polioli (glicerol, sorbitol, manitol);

ii.  aminokiseline (prolin, glutamin, alanin) i1 njihovi derivati (N-acetilirane
diaminokiseline — N-acetilglutaminilglutamin amid, ektoini — ektoin i1 5-
hidroksiektoin);

iii.  betaini (glicin-betain) i sli¢ne molekule.

Ove molekule osiguravaju osmotsku ravnotezu bez ometanja vaznih stani¢nih procesa i
normalnog metabolizma. To je posljedica relativno malog ucinka na citosolnu ionsku snagu
zbog Cega nije potrebna posebna prilagodba stani¢nih sustava. Naj¢e$¢i osmoprotektanti u
halofilnim mikroorganizmima su glicin-betain i ektoin, a vrsta osmoprotektanta koji se
akumuliraju u halofilu odreduje stupanj otpornosti na poviSeni salinitet. Mikroorganizmi koji
imaju nisku toleranciju na poviseni salinitet (do 0,7 mol dm™ NaCl) uglavnom akumuliraju
jednostavne Secere kao Sto je saharoza 1/ili trehaloza, mikroorganizmi koji imaju umjerenu
toleranciju na poviseni salinitet (do 1,8 mol dm™ NaCl) akumuliraju glukozilglicerol, dok
mikroorganizmi koji su otporni na visoki salinitet (do 3 mol dm™ NaCl) uglavnom akumuliraju
ektoin i betaine.!”

Razina akumulacije osmoprotektanta odredena je osmolarnos$¢u okolisa i pronadena je
linearna ovisnost izmedu njih. Koncentracija osmolita u stanici moze se kretati od milimolarne
do 1 — 2 mol dm>, a sama biosinteza i oslobadanje osmolita strogo su regulirani. Opéenito,
mikroorganizmi mogu akumulirati osmolite de novo sintezom ili preuzimanjem iz okoliSa
nespecifi¢nim transporterima.'® Postoje i specifiéni transporteri primjerice ektoina — transporter
tipa BCCT EctM u Marinococcus marinus,'® ali veéina osmoprotektanata unosi se u stanicu
nespecificnim transporterima. Vazno je naglasiti da nakon hipoosmotskog Soka stanice mogu
vrlo brzo vratiti osmotsku ravnotezu otpuStanjem osmolita putem mehanoosjetljivih kanala.
Njihovo prolazno otvaranje omogucava brzo, nespecifi¢no izbacivanje osmolita (i anorganskih
iona 1 organskih spojeva) pri ¢emu se mehanoosjetljivi kanali zatvaraju kao rezultat smanjenja
osmotskog potencijala citoplazme 1 osiguravanja smanjenja turgora. Stanica moZze time §to se

oslanja na otvaranje i zatvaranje mehanoosjetljivih kanala pravodobno odgovoriti na iznenada
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nametnute osmotske neravnoteze.!!'>!¢ Otpustene osmolite, bilo kroz mehanoosjetljive kanale
ili prilikom razgradnje stanice, drugi mikroorganizmi mogu ponovno upotrijebiti ili kao
osmoprotektante ili reciklirati kao hranjive tvari.?’

Osmoliti uz svoju zastitnu ulogu u uvjetima osmotskog stresa mogu ublaziti i neke druge
Stetne utjecaje kao Sto su toplinski stres, smrzavanje, isuSivanje, utjecaj radikalnih kisikovih
vrsta, zracenja, uree i drugih denaturirajucih tvari koje utjecu nepovoljno na integritet proteina,
nukleinskih kiselina, biomembrana, pa Cak i cijelih stanica. Ektoin i njegov derivat 5-
hidroksiektoin nisu iznimke, pa tako uz osmoprotektivno svojstvo posjeduju i druga zastitna
svojstva kao $to je o¢uvanje funkcionalnosti proteina, zastita DNA od oStecenja, stabilizacija
lipidnih dvosloja, otpornost na oksidacijski stres, itd. U tablici 1. prikazani su neki od vaznijih

bioloskih utjecala ektoina.

Tablica 1. Pregled pronadenih bioloskih u¢inaka ektoina na biomakromolekule i cijele stanice

tijekom zadnjih 30 godina.

Uporaba ektoina u zastiti bioloSkih makromolekula i cijelih stanica

Stabilizacija enzima pri zagrijavanju, zaledivanju i isusivanju®!

Zastita LDH od topline i smrzavanja?

Zastita od proteolititkog cijepanja antitijela

Inhibicija stvaranja amiloida inzulina®®

Smanjenje apopotoze uzrokovane produktom gena MJD?*

Inhibicija agregacije i neurotoksi¢nosti beta-amiloida kod Alzheimerove bolesti*®
Stabilizacija E. coli tijekom susenja i skladistenja®

Osmoprotektivno svojstvo kod bakterija mlije¢ne kiseline?’

Stabilizacija stanica duhana pod utjecajem hiperosmotskog stresa”®

Blokiranje oslobadanja ceramida izazvanog UVA zradenjem u ljudskim keratinocitima?’
Zastita ljudskih eritrocitnih membrana!

Zastita mitohondrijske DNA u ljudskim dermalnim fibroblastima*°
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Galinski 1 Lippert jos su 1992. godine pokazali da ektoin §titi aktivnost enzima u nepovoljnim
uvjetima kao Sto su smrzavanje, odmrzavanje, zagrijavanje i suSenje smrzavanjem. To su
dokazali na primjeru dvaju enzima: laktat-dehidrogenazi i fosfofruktokinazi.?! Nadalje, osim
Sto ektoin pomaze u ocuvanju aktivnosti enzima, isto tako Stiti i proteine od proteolize pomocu
tripsina i tripsinogena, pomaze renaturirati pogreSno smotane ili agregirane proteine i inhibira
formaciju amiloida.'

Osim ucinka na aktivnost enzima i ouvanje strukture proteina pokazalo se da ektoin
izaziva promjene 1 u strukturi DNA zbog ¢ega mnoge restrikcijske endonukleaze nisu mogle
cijepati DNA. Ovo svojstvo osmolita moze se iskoristiti tijekom PCR reakcije jer osmoliti mogu
promijeniti konformaciju DNA tako $to utjeu na temperaturu meksanja i sparivanje polimeraze
s poc€etnicom. Takoder je potvrdeno da ektoin povecava toplinsku stabilnost DNA polimeraze

i smanjuje temperaturu meksanja dvolantane DNA.!

2.1.3. Biosintetski put sinteze ektoina

Cjeloviti biosintetski put ektoina prvi su razjasnili Peters i sur.’! analizom enzimskih aktivnosti
prisutnih u ekstraktima bakterija bez stanica Halorhodospira halochloris 1 Halomonas
elongata, a zatim su i Ono i sur.* uvelike doprinijeli razja$njavanju biokemije tog biosintetskog
puta proucavanjem pro€iS¢enih enzima iz bakterije Halomonas elongata koji kataliziraju
reakcije u biosintezi ektoina.

Biosintetski put ektoina zapocinje iz prekursora L-aspartat-B-semialdehida, a u ovoj
biosintezi kljucna su tri enzima: L-2,4-diaminobutirat-2-oksoglutarat-transaminaza (EctB; EC
2.6.1.76), L-2,4-diaminobutirat-acetiltransferaza (EctA; EC 2.3.1.178) i ektoin-sintaza (EctC;

EC 4.2.1.108). Shema 1. prikazuje specifi¢ni dio biosintetskog puta.
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Shema 1. Biosintetski put ektoina iz L-aspartat-B-semialdehida. Polumasnim tiskom slova

istaknuti su enzimi koji sudjeluju u ovom biosintetskom putu (EctB, EctA i EctC).

Kao $to se moZze vidjeti na shemi 1., biosinteza ektoina zapocinje transaminacijom prekursora
L-aspartat--semialdehida. Tu reakciju katalizira L-2,4-diaminobutirat-2-oksoglutarat-
transaminaza (EctB). Kao 1 ostale transaminaze, ovaj je enzim ovisan o pirodoksal-5'-fosfatu
(PLP), a za oCuvanje aktivnosti i stabilnosti potrebni su mu K" ioni. EctB smjesta L-aspartat-f3-
semialdehid u svoje aktivno mjesto pa katalizira reverzibilni prijenos aminoskupine iz L-
glutamata na aldehidnu skupinu supstrata 1 tako tvori L-2,4-diaminobutirat (DABA) 1 2-
oksoglutarat. EctB izoliran iz Halomonas elongata je homoheksamerni proteini koji ima
optimalnu kataliticku aktivnost pri temperaturi od 25 °C, pH oko 8,6 i u prisutnosti 0,5 mol dm
3 KCI. Primijeéena je i pojacana aktivnost ovog enzima dodatkom NaCl (0,05 do 0,5 mol dm"
3) umjesto KCI. Drugi korak u biosintezi ektoina je N-acetilacija DABA s pomo¢u kosupstrata
acetil-koenzima A pri ¢emu nastaju N-y-acetil-2,4-diaminobutirat (N-y-ADABA) 1 koenzim A.
Tu reakciju katalizira L-2,4-diaminobutirat-acetiltrasferaza (EctA). Ovaj enzim spada u veliku
porodicu GCNS5-srodnih N-acetiltransferaza koje kataliziraju prijenos acetilne skupine iz acetil-

koenzima A na primarni amin pri ¢emu nastaje amidna veza. Djelomi¢no prociS¢en EctA iz
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bakterije Halomonas elongata pokazao je optimalnu enzimsku aktivnost pri temperaturi od 20
°C, pH oko 8,2 i u prisutnosti 0,4 mol dm™ NaCl. Provedenim eksperimentima odredeno je da
je EctA iz bakterije Halomonas elongata homoheksamerni protein molekularne mase oko 45
kDa.*? Posljednji korak u biosintezi ektoina, odnosno zatvaranje prstena kako bi nastao ektoin,
katalizira enzim ektoin-sintaza (EctC). Ovaj enzim katalizira intramolekularnu kondenzaciju
N-y-ADABA eliminacijom vode iz karbonilne skupine u supstratu 1 stvaranjem
intramolekularne iminoveze. Ektoin-sintaza izolirana iz bakterije Halomonas elongata
pokazuje najvecu enzimsku aktivnost pri temperaturi od 15 °C, pH 8,5 — 9,0 i u prisutnosti 0,5
mol dm~ NaCl.** Ovaj enzim pripada raznolikoj porodici enzima koji se nazivaju cupin
proteini. Vecina c¢lanova ove porodice, pa tako 1 EctC, enzimi su ovisni o metalu.
Okarakterizirana su tri aminokiselinska ostatka (Glu57, Tyr85, His93) proteina EctC izoliranog
iz Sphingopyxis alaskensis koji su evolucijski iznimno o¢uvani, a ¢iji bo¢ni lanci strSe u lumen
badvaste cijevi koja je aktivno mjesto ovog enzima. 631733
Dokazano je da u uvjetima osmotskog stresa dolazi do biosinteze 1 posljedi¢no
akumulacije iznimno visokih unutarstani¢nih koncentracija ektoina, pri ¢emu postoji linearna
veza izmedu vanjske osmolarnosti, odnosno saliniteta i koli¢ine sintetiziranog ektoina. U
biosintezi ektoina upotrebljavaju se produkti ciklusa limunske kiseline, pa zbog povecane
potrebe za njegovom sintezom dolazi do pokretanja anaplerotickih puteva kako bi se
nadomjestili meduprodukti potrebni za ciklus limunske kiseline. Zbog velike akumulacije
ektoina u stanicama, a nakon smanjenja osmotskog stresa, dolazi do otpuStanja ektoina
najc¢eS¢e kroz mehanoosjetljive kanale ili sekrecijom, a nesto rjede razgradnjom mikrobnih
stanica. S time na umu, nije iznenadujuce to Sto su ektoin i njegovi derivati pronadeni u raznim
ekosustavima. 163
Transportni sustavi ektoina koji sudjeluju u ublazavanju osmotskog ili temperaturnog
stresa okarakterizirani su kod razli€itih Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija, a ovisno
o mikroorganizmu mogu se podijeliti u Cetiri skupine:
1. ABC transporteri ovisni o proteinima koji upotrebljavaju ATP za poticanje
translokacije supstrata preko citoplazmatske membrane;
ii.  transporteri ovisni o gradijentu protona;
iii.  transporteri betain-kolin-karnitin koji su potaknuti ili protonskim ili natrijevim
gradijentom;

iv.  tripartitna ATP neovisna obitelj periplazmatskih transportera.
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Cesto transporteri koji se rabe za uvoz ektoina pokazuju Siroku specifi¢nost supstrata, ali su isto
tako poznati i namjenski uvoznici ektoina kao Sto je, primjerice, TeaABCD sustav iz
Halomonas elongata, ¢iji je model prikazan na slici 2.7 Zbog toga §to se kod nekih tipova
transporta dogada i kotransport Na' ili H" iona, vazni su i uinkoviti sustavi za izvoz

kotransportiranih iona.!®
0 °V\rm4,'

o T,
!
0" cxr

Na*/H* **-.... =

Yoo,

TeaB ?* @l

o

".‘.
.

e

F 3

TeaD I/\rrm;'

e, NH COO

TeaA ?0 © ) é l

= o —.%.

O Ektoin

Periplazma Citoplazma

Slika 2. Model koji opisuje stani¢nu regulaciju biosinteze ektoina pomocu transportera ABCD
koji je reguliran osmotskim tlakom. Slika preuzeta i prilagodena iz H. Kunte, G. Lentzen, E.

Galinski, Curr. Biotechnol. 3 (2014) 10-25.

Na slici 2. moZe se vidjeti da se ektoin koji se u citoplazmi akumulira biosintezom de novo
transportira u periplazmu. Ektoin koji se nalazi u periplazmi moZe se ponovno unijeti u stanicu
pomocu trasnportera ABCD, a taj unos regulira, odnosno inhibira de novo sintezu. Iz slike se
vidi da nije jo$ uvijek u potpunosti razjasnjen ovaj model, medutim on se temelji na ¢injenicama
da bakterije kao Sto je Halomonas elongata otpustaju ektoin u hranjivi medij u kojem raste
ukoliko su specifi¢ni transporteri inaktivni i da unos osmoprotektanta u stanicu inhibira de novo
sintezu.’

Za razliku od gena za biosintezu ektoina koji su uglavnom sadrzani u evolucijski

ocuvanoj strukturi operona, operoni za katabolizam ektoina su raznovrsniji u pogledu poretka
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gena i u pogledu sadrzaja. Medutim, zajednicki nazivnik katabolicke genske skupine jest
prisutnost bimodula EutD/EutE enzima, koji se smatra sredi$njim za iskoriStavanje ektoina kao
nutrijenta.?’ Prvi prijedlog za put razgradnje ektoina predloZili su Schwibbert i sur.!* prema
nacrtu sekvencioniranja genoma bakterije Halomonas elongata. Predlozili su da katabolizam
ektoina zapocinje enzimskim otvaranjem ektoinskog prstena s pomocu ektoin-hidrolaze
(DoeA/EutD; EC 3.5.4.44) pri ¢emu nastaje N-a-ADABA kao klju¢ni meduprodukt koji se
dalje katabolizira s pomocu N-a-acetil-L-2,4-diaminobutirat deacetilaze (DoeB/EutE; EC
3.5.1.125) u acetat i DABA. Enzim DoeD/Atf zatim reakcijom transaminacije pretvara DABA
u L-aspartat-B-semialdehid i L-glutamat. Enzim DoeD/Atf pripada porodici acetil-ornitin-
aminotransferaza. Nastali L-aspartat--semialdehid oksidira se u L-aspartat s pomoc¢u enzima
DoeC/Ssd. Protein DoeC/Ssd enzim je srodan sukcinatnim semialdehid dehidrogenazama.
Zanimljivo je da katabolizam ektoina prati biosintetski put ektoina unatrag uz razli¢ite enzime
1 razli¢éit meduprodukt u prvom koraku katabolickog puta, odnosno zadnjem koraku
anabolickog puta. Nastajanje N-o-ADABA u katabolizmu u odnosu na nastajanje N-y-ADABA
u anabolizmu mogao bi biti elegantni nacin regulacije koji sprjecava uzaludnu proizvodnju ili
potros$nju ektoina. Vazno je spomenuti i da su biosintetski geni ektoina osmotski inducirani,

dok su oni za razgradnju supstratno inducibilni kad se ektoin doda u medij za rast.!**°

2.1.4. Mehanizam djelovanja ektoina

Mikroorganizmi rabe osmolite kao sredstva za zaStitu od osmotskog stresa. Medutim,
mehanizam djelovanje ektoina kao i ostalih osmolita nije jo$ uvijek u potpunosti razjasnjen.
Postoji nekoliko hipoteza koje objaSnjavaju biofizicka nacela na kojima se temelji njihovo
djelovanje. Model preferencijalne iskljucenosti (engl. preferential exclusion model)
najprihvacenija je hipoteza. Ovaj model predlaze da se mehanizam osmolita temelji na tome da
se oni ne nalaze u neposrednoj blizini povr$ine proteina, nego da se odmicu od njihove povrsine.
Izuzimanje osmolita iz neposredne blizine povrSine proteina dovodi do preferirane hidratacije
proteina. Zbog toga je protein prisiljen zauzeti manji volumen kako bi minimizirao izloZenost
povrsine proteina ¢ime se poti¢e njegova nativna konformacija. Budu¢i da osmoliti ne stupaju
u izravnu interakciju s proteinima, kataliticka aktivnost enzima uglavnom je neometana.
Opisani mehanizam djelovanja osmolita moZe se vidjeti na slici 3.17:19-2

Simulacija molekularne dinamike izvedena za model mjeSavine ektoina i vode s

pomocu inhibitora kimotripsina 2 kao ciljnog proteina u skladu je s idejom da ektoin ne stupa
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u interakciju s povrSinom proteina niti mijenja strukturu hidratacije. Umjesto toga, mijenja se
svojstvo otapala, tj. vode, Sto dovodi do velikog usporavanja difuzije vode i time stabilizacije

proteinske konformacije.*

Slika 3. Mehanizam djelovanja osmolita. Tercijarna struktura hidratiziranog globularnog
proteina u vodenoj otopini prikazana je na dijelu slike a. Ta tercijarna struktura stabilizirana je
u prisutnosti osmolita (b) koji grade hidratacijske klastere koji su preferirano iskljuceni iz
hidratacijske ljuske proteina. To dovodi do kompaktnije tercijarne strukture sa smanjenom
povrsinom, Sto se vidi na dijelu slike c. 1z ovih prikaza vidi se da otopljeni osmoliti ne stupaju
u direktnu interakciju s proteinom, nego je njihov stabilizacijski u¢inak posljedica modifikacije
svojstava otapala (vode). Slika preuzeta iz G. Lentzen, T. Schwarz, Appl. Microbiol.

Biotechnol. 72 (2006) 623-634.
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2.1.5. Komercijalna upotreba ektoina

Nadovezujuéi se na prethodna poglavlja u kojima su istaknute bioloske uloge ektoina na
bioloske makromolekule, vazno je spomenuti da su ta svojstva ektoina naSla primjenu ponajvise
u kozmetickoj industriji. Zbog svojstva ektoina da jako dobro veze vodu istrazena je njegova
uporaba u raznim kozmetickim pripravcima te se pokazao kao koristan agens za sprjecavanje
dehidracije u suhoj atopijskoj kozi, oporavku vitalnosti koZe i sprje¢avanju starenja koze.*’

UV zracenje kojem smo izlozeni tijekom izlaganja Suncevoj svjetlosti moze oStetiti
ljudsku kozu te igra klju¢nu ulogu u preranom i1 ubrzanom starenju koze. Zbog toga se stalno
pokusava pronaci formulacija kozmetickih pripravaka koji bi $titili kozu od Stetnih UV
zracenja, a primarni zadatak tih istrazivanja pronalazak je novih molekula koje pokazuju upravo
ta svojstva. Dokazano je da ektoin pruza zaStitu od neZeljenih u¢inaka UVA zracenja na stanice
ljudske koze in vitro smanjenjem protuupalne ekspresije gena poput ICAM-1 1 ekspresijom
Hsp70 (engl. Heat shock protein 70) koji Stite stanice od toplinskog stresa i otrovnih
kemikalija.>%*! Zastita koZe od oSteéenja nastalih izlaganjem UV, a ponajvise UVA zradenju
jos§ je jedno od svojstava ektoina zbog kojih se sve ¢eS¢e nalazi na popisu sastojaka kozmetickih
pripravaka namijenjenih primjeni na kozi.

Stabilizacija membrana efektom hidratacije povrSine, stabilizacije lipidnih dvoslojeva i
smanjenje upale bila su privla¢na svojstva zbog kojih je ispitana aktivnost ektoina u svrhu
lijeCenja alergijskog rinitisa. Kao dobru alternativu za farmakoloSke lijjekove ispitani su sprej

za nos 1 kapi za oci koje su sadrZzavale ektoin pri ¢emu je dokazana dobra djelotvornost i

neskodljivost tih pripravaka.*
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2.2. BiotehnoloSka priprava ektoina

Nakon Sto je otkriven Sirok spektar bioloSke aktivnosti ektoina, porasla je i potraznja za
ektoinom Sto je znacilo da je bilo potrebno razviti oblik proizvodnje ektoina koji bi osigurao
industrijsku koli¢inu ektoina. Prvi razvijeni biotehnoloski proces proizvodnje ektoina na
industrijskoj razini naziva se bacterial milking, a u Cijem se srediStu nalazi halotolerantna
Gram-negativna bakterija Halomonas elongata. Optimalni uvjeti pri kojima raste ova bakterija
koncentracije su soli izmedu 3 % 1 6 % (w/v), ali pokazano je da moZe rasti u mediju koji
sadrzava i vise od 20 % (w/v) soli. U ovom biotehnoloskom procesu koristi se sojem bakterije
koji proizvodi visoku koli¢inu ektoina u uvjetima visokog saliniteta i njegovo nespecificno
oslobadanje iz stanica kroz prolazno otvaranje mehanoosjetljivih kanala nakon pada osmotskog
tlaka. Zbog zaStitne uloge mehanoosjetljivih kanala koji sprje€avaju pucanje stanica biomasa
dobivena nakon uklanjanja ektoina moze se ponovno iskoristiti u drugom ciklusu biosinteze
ektoina. Sauer i Galinski predlozili su metodu biotehnoloske proizvodnje ektoina koja je
ukljucivala aerobnu kulturu bakterije Halomonas elongata pri 25 °C, u hranjivom mediju s 15
% NaCl (w/v, 2,57 mol dm™) u fed-batch reaktoru. Koristili su se glukozom kao izvorom
ugljika, a amonijevim kloridom kao izvorom dusika. Nakon Sto je dosegnuta visoka gustoca
stanica u bioreaktoru (do 48 geaw L!). upotrijebljena je metoda ekstrakcije koja se naziva
bacterial milking primjenom hipoosmotskog Soka. Hipoosmotski uvjeti poti€u stanicu na
otvaranje mehanoosjetljivih kanala i nespecifi¢no otpustanje ektoina i drugih osmolita u medij.
Nakon uklanjanja biomase hranjivi medij koji sadrzava ektoin i razne druge topljive tvari koje
su bile sadrzane u stanici podlijeZe se raznim tehnikama prociS€avanja kao Sto su dijaliza,
filtracija, kromatografija itd. Razvojem ove metode za biotehnoloSku proizvodnju ektoina s
pomocu bakterije Halomonas elongata uvedena je uporaba soja bakterije Halomonas elongata
kojem nedostaje TeaABC sustav, odnosno TRAP transporter koji je specifican za ektoin te koji
moze posluZiti za recikliranje ektoina. Uporabom spomenutih mutanata postize se kontinuirana
akumulacija ektoina u mediju za rast.>!¢

Opcenito, postoje dva bioloSka sustava prikladna za proizvodnju ektoina: prirodni
(halofilni) proizvodaci kao $to su bakterija Halomonas elongata 1 nehalofilni mikroorganizmi
koji nose heterologne gene za sintezu ektoina. Medutim, u vecini sluc¢ajeva pokazalo se da
halofilni organizmi akumuliraju ektoin u ve¢im unutarstani¢nim koncentracijama. Ovisno o
odabiru sustava za biosintezu ektoina potrebno je odabrati odgovaraju¢u konfiguraciju reaktora.

Kad stanice rastu u uvjetima visokog saliniteta, stalno moraju sintetizirati ektoin. Medutim,
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najvece koncentracije ektoina postizu se kad se dosegne stacionarna faza kulture. Zbog toga je
za visoku proizvodnju ektoina vazno posti¢i visoku gusto¢u stanica u fermentatoru.
Maksimalna gusto¢a stanica koja se moze posti¢i s danim mikroorganizmom jako ovisi o
uvjetima hranjivog medija u kojem rastu, a to ukljucuje pH, koli¢inu kisika, sastav medija 1
temperaturu.

Dvije su najcescée izvedbe reaktora za bioprocesnu proizvodnju ektoina — fed-batch i
batch reaktor. Prednost fed-batch reaktora je postizanje vec¢e maksimalne koli¢ine biomase u
usporedbi s batch reaktorima zbog toga Sto se povremeno dodaju komponente potrebne za rast
mikroorganizama. Zbog toga se u industrijskoj proizvodnji najcesce upotrebljava fed-batch
reaktor, a zatim se akumulirani ektoin u stanicama ekstrahira s pomocu metode bacterial
milking. Glavna prednost ove metode za ekstrakciju je Sto omogucava ekstrakciju ektoina u vise
ciklusa bez znatnog gubitka vitalnosti stanica. Medutim, navedeni je proces primjenjiv samo na
Gram-negativnim mikroorganizmima. Gram-pozitivne bakterije bolje podnose promjene u
osmotskom tlaku zbog rigidnije stani¢ne stijenke, a posljedica toga je da ne izlucuju
untarstani¢ne akumulirane osmolite u hipoosmotskim uvjetima. Zbog toga je u slucaju Gram-
pozitivnih bakterija potrebno ukloniti sol iz medija, a zatim ekstrahirati ektoin organskim
otapalima. Kako bi se izbjegla uporaba organskih otapala za ekstrakciju, opisana je metoda
toplinske permeabilizacije u kojoj se koristi samo destiliranom vodom za izmjenu medija.
Glavni nedostatak uporabe Gram-pozitivnih bakterija jest metoda ekstrakcije ektoina koja
onemogucava recikliranje stanica $to uzrokuje smanjen prinos procesa, ali prednost je
uklanjanje soli prije procesa proc¢iS¢avanja ektoina Sto olakSava daljnje ¢iS¢enje. Kod bacterial
milkinga potrebno je odrzavati minimalnu koli¢inu soli u hranjivom mediju pri ekstrakciji zbog
oCuvanja vitalnosti stanice $to posljedi¢no komplicira izolaciju ektoina iz hranjivog medija.
Glavni problem u industrijskoj proizvodnji koja upotrebljava fed-batch reaktore za postizanje
kultura visoke gustoce i bacterial milkinga kao metodu ekstrakcije velika su slanost potrebna u
vecini procesa opisanih dosad koja uzrokuje koroziju i uniStavanje opreme koja sluzi za uzgoj
1 procese proc¢iS¢avanja. Pri uporabi rekombinantnih nehalofilnih bakterija (npr. Escherichia
coli) postupci proc¢is¢avanja pojednostavnjeni su jer ovi sojevi ne zahtijevaju sol u mediju rasta.
Medutim, takvi su mikroorganizmi pokazali niZzu unutarstani¢nu akumulaciju ektoina u odnosu
na prirodne halofilne mikroorganizme.!

Osim ve¢ spomenute metode koja se naziva bacterial milking razvijena je joS jedna

metoda za izolaciju ektoina koja omogucava njegovu nesto jednostavniju izolaciju, a koja se
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naziva ,,leaky “ mutant metoda. U ovoj metodi koristi se mutant bakterije Halomonas elongata
koji sekrecijom oslobada ektoin u hranjivi medij. Ovom soju bakterije Halomonas elongata
mutiran je ABCD transporter Cija inaktivnost uzrokuje sekreciju ektoina u hranjivi medij. Ova
metoda ima nekoliko prednosti prilikom industrijske proizvodnje na velikoj skali u usporedbi s
metodom bacterial milking. Osim jednostavnije izolacije 1 proc¢iS¢avanja ektoina (slika 4.),
ovom metodom omoguéava se veéa proizvodnja ektoina zbog toga $to se ektoin ne akumulira
u stanici nego se kontinuirano ispusta zbog ¢ega stanica kontinuirano sintetizira ektoin. Takva
kontinuirana sinteza ektoina u stanici koja ima aktivni transporter ABCD nije moguca zbog
toga Sto ektoin inhibitorno regulira de novo biosintezu. Uz to, koli¢ina soli koja se koristi
tijekom metode ,,leaky “ mutant znatno je manja od koli¢ine soli potrebne u metodi bacterial

milking zbog toga Sto je potrebna samo minimalna koli¢ina koja ¢e inicirati biosintezu ektoina.

Naglo smanjnje
osmotskog tlaka

Biomasa r@‘ ( )] Filtracija

N
( )- 2° | mmmp
() Filtracija

Mikrofiltracija

(=)

Mikrofiltracija Uklanjanje soli

Kromatografske Kristalizacija
metode i sufenje
Fermentacija l
Produkt

Slika 4. Prikaz dvije metode biotehnoloske proizvodnje ektoina. U metodi bacterial milking
(plave strelice) nakon prve mikrofiltracije potrebno je naglo smanjiti osmotski tlak
razrjedivanjem vodom kako bi bakterijske stanice ispustile sintetizirani ektoin u hranjivi medij
nakon cCega slijedi druga mikrofiltracija. U metodi ,,leaky mutant (zelena strelica) nije
potrebno naglo snizavanje osmotskog tlaka zbog kontinuiranog ispusStanja ektoina u hranjivi
medij. Nakon prve mikrofiltracije u metodi ,, leaky “ mutant proces izolacije 1 prociS¢avanja je
jednak za obje metode, a ukljuCuje uklanjanje soli elektrodijalizom, koriStenje ionsko-
izmjenjivackih kromatografskih smola za uklanjanje necisto¢a i na kraju kristalizaciju i susenje.

Slika preuzeta i prilagodena iz H. Kunte, G. Lentzen, E. Galinski, Curr. Biotechnol. 3 (2014)
10-25.
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2.3. Sintetska priprava ektoina

U literaturi postoji svega nekoliko nacina priprave ektoina sintetskim putom zato Sto je glavni
put proizvodnje onaj biotehnoloski, na ¢ijem se razvoju ponajvise i radilo. Bazureau i sur.*

predlozili su dva sintetska puta priprave ektoina (shema 2.).

+ _
NH, CI 0
+ - +
Cl H3N
e o7 e, } OH
*NH; CI
EtOH, A
NH,CI
0
- cl
Cl H3N+ H,C g*'
OH + Y OH
s _
Cl HNYCHz ow *NH; CI
O\/CH3 CH;
EtOH, HCl
o) 0
NH
+1
,,J
N CH;
H
n-butanol,
A, 48h
E;N
0 0
H - +
H,;C N + CIH;N
\”/ OH OH
0 "NH; Cl HN\”/CH3
0
H,0, 25 °C
NaOH (2 ekv.)
0

| (0]

NZ s
~o- + CIHN
)J\O "NH;Cl

Shema 2. Dva predloZena sintetska puta dobivanja (+)-ektoina.*
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Oba sintetska puta temelje se na ciklizaciji derivata 2,4-diaminobutanske kiseline. U jednom
sintetskom putu dolazi do termicke ciklizacije 4-acetamido-2-aminobutanske kiseline ili 2-
acetamido-4-aminobutanske  kiseline. = Navedene  N-acetilirani  hidrokloridi  2,4-
diaminobutanske kiseline nastaju u reakciji dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline i 4-
nitrofenil-acetata u baznim uvjetima. Dok u drugom sintetskom putu dolazi do ciklizacije 2-
amino-4-((1-etoksietiliden)amino)butanske kiseline ili 4-amino-2-((1-
etoksietiliden)amino)butanske kiseline koje se mogu pripraviti reakcijom dihidroklorida 2,4-
diaminobutanske kiseline 1 etil-etanimidata.

Bazureau i sur.* detaljnije su opisali sintetski put koji ukljucuje ciklizaciju N-acetilirane
2,4-diaminbutanske kiseline. Nakon S§to se pripreme dva izomera, o- i y-, N-acetilirane 2,4-
diaminobutanske kiseline prema opisanom sintetskom putu, isti se prevode u ektoin termi¢kom
ciklizacijom. Reakcijski uvjeti uklju¢uju refluksiranje N-acetiliranih 2,4-diaminobutanskih
kiselina u n-butanolu uz dva ekvivalenta trietilamina tijekom 48 sati. Nakon 48 sati, dobivena
je smjesa ektoina (70 %) i reaktanta (30 %). Ektoin je prociS¢en uparavanjem n-butanola na

rotacijskom uparivacu i kromatografijom te je dobiveno iskoristenje od 50 %.

2.3.1. Priprava dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline

Polazni spoj u oba sintetska puta (shema 2.) ¢ini dihidroklorid 2,4-diaminobutanske kiseline.
Ova kiselina spada u skupinu a-aminokiselina koja sadrzava dvije slobodne aminoskupine.
Moguc¢i sintetski putovi priprave ove kiseline mogu se podijeliti na tri opcenita tipa reakcija:
sinteza koja ukljucuje ftalimido-spojeve, degradacija aminokiselina s pomoc¢u Hoffmannove
eliminacije, Curtiusove pregradnje ili Schmidtove reakcije te na kraju reakcijom etil-akrilata 1
diazometana. Medutim, kao najpovoljniji nacini sinteze izdvojeni su oni sintetski putovi koji
polaze od dihidrofuran-2(3H)-ona koji nakon reakcija s kalijevim ftalimidom u kona¢nici daje
zeljenu ai-aminoksielinu.>*

Jedan od sintetskih putova dobivanja dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline
predlozili su Talbot i suradnici®, a ukljucuje tri reakcije. Prva reakcija polazi od komercijalno
dostupnog 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona koji se takoder moze pripremiti i prema postupku
kojeg su opisali Livak i suradnici.** Reakcija dobivanja 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona

prikazana je na shemi 3.
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0]

0
0 PBry/Br, Br 0 0
130 °C OH =
Br

Br
Shema 3. Priprava 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona.

3-Bromdihidrofuran-2(3H)-on priprema se bromiranjem dihidrofuran-2(3H)-ona, a kao
meduprodukt nastaje 2,4-dibrombutanska kiselina. Dobivena 2,4-dibrombutanska kiselina
destilacijom pri snizenom tlaku ili u prisutnosti baze otpusta HBr pri ¢emu nastaje 3-
bromdihidrofuran-2(3H)-on. Livak i suradnici upotrebljavali su destilaciju pri snizenom tlaku
koji je iznosio 7 mmHg, a Zeljeni spoj destilirao je pri temperaturi 120 — 140 °C. Dobiveni
sirovi materijal destilirali su jo§ jednom pri tlaku od 8 mmHg, a temperatura pri kojoj je Zeljeni
produkt destilirao bila je 130 — 131 °C. Reakcija je u konacnici dala iskoristenje od 82 %.
3-Bromdihidrofuran-2(3H)-on Talbot i suradnici® preveli su u dihidroklorid 2,4-

diaminobutanske kiseline kroz tri koraka (shema 4.).

0 o)
0 o 0 OH
0P o
1 N 1 N N
Br (o)
0 o)
11
0
Cl H;N-
OH
"NH, I

Shema 4. Priprava dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline iz 3-bromdihidrofuran-2(3H)-
ona prema Talbotu i suradnicima.’ Reakcijski uvjeti: I — kalijev ftalimid (1 ekvivalent), DMF,
100 °C, 12 sati; II — kalijev ftalimid (1 ekvivalent), DMF, refluks, 7 sati; Il - HCl (v:v=1:
1), refluks, 12 sati.

U prvoj reakciji dolazi do supstitucije broma s ftalimidom pri ¢emu nastaje 2-(2-

oksotetrahidrofuran-3-il)izoindolin-1,3-dion. = Reakcijska smjesa koja sadrzava 3-
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bromdihidrofuran-2(3H)-on i kalijev ftalimid u DMF-u zagrijava se uz mijeSanje na 100 °C.
Nakon 12 sati u reakcijsku se smjesu dodaje voda kako bi netopljivi 2-(2-oksotetrahidrofuran-
3-il)izoindolin-1,3-dion istalozio. Druga reakcija ukljucuje otvaranje laktonskog prstena 2-(2-
oksotetrahidrofuran-3-il)izoindolin-1,3-diona drugom molekulom ftalimida pri ¢emu nastaje
2,4-bis(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanska kiselina. U toj se reakciji ponovno upotrebljava
DMF kao otapalo te se reakcijska smjesa grije uz refluks 7 sati. Nakon zavrSetka reakcije, u
reakcijsku smjesu doda se ledena octena kiselina te voda kako bi ponovno netopljiva sol 2,4-
bis(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanske kiseline istalozila. Zadnji korak ukljucuje hidrolizu 2,4-
bis(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanske kiseline pri ¢emu kao nusprodukt nastaju dva
ekvivalenta ftalne kiseline. Dobivena 2,4-diaminobutanska kiselina u obliku je dihidroklorida.
Tako se jednostavno uvode dvije aminoskupine i dobiva se Zeljeni dihidroklorid 2.,4-
diaminobutanske kiseline uz iskoriStenja reakcija od 86 %, 88 % 1 79 %.

Drugi nacin priprave dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline predlozio je Zaoral u

svom radu, a opisani sintetski put prikazan je na shemi 5.

0) O,

O OH (6] OH
o J_>— 4/_?;
1 11
e N —_— N Br

O (6]
| 111

0
0 J_?—OH 0 4/_?—
0
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3 \/\)}\OH N NH, N N;
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Shema 5. Priprava dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline prema Zaoralu.** Reakcijski

OH

uvjeti: I — kalijev ftalimid (1 ekvivalent), 180 — 200 °C, 45 minuta; II — Bro/PBr3 (procedura
koju su opisali Gabriel i Colman); III — NaNs, EtOH, refluks, 5 sati; IV — kataliticka

hidrogenacija ili redukcija jodovodi¢nom kiselinom; V — konc. HCI, refluks, 5 sati.

Sinteza zapoCinje od komercijalno dostupnog dihidrofuran-2(3H)-ona koji u reakciji s

kalijevim ftalimidom daje 4-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butansku kiselinu . Navedena kiselina
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bromira se na polozaju dva, pri ¢emu nastaje 2-brom-4-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanska
kiselina. U sljede¢em se koraku uvedeni brom na polozaju dva supstituira s azidom pri ¢emu
nastaje 2-azido-4-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanska kiselina. Uvedena azidoskupina prevodi
se u slobodnu aminoskupinu katalitickom hidrogenacijom ili redukcijom jodovodi¢nom
kiselinom. Zadnji korak ukljucuje hidrolizu 2-amino-4-(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanske
kiseline u kojem kao produkt nastaje dihidroklorid 2,4-diaminobutanske kiseline, a kao

nusprodukt nastaje ftalna kiselina.

2.3.2. Priprava N-acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline

Sljedec¢i korak u pripravi ektoina je N-acetilacija 2,4-diaminobutanske kiseline. Budu¢i da 2,4-
diaminobutanska kiselina sadrzava dvije slobodne aminoskupine koje imaju gotovo ista
kemijska svojstva vazno je posti¢i selektivnu acetilaciju samo jedne aminoskupine. Medutim,
za svrhu dobivanja ektoina nije vazno acetilira li se aminoskupina na polozaju dva ili Cetiri jer
termickom ciklizacijom 1 2-acetamido-4-aminobutanske kiseline 1 4-acetamido-2-
aminobutanske kiseline nastaje ektoin kao produkt.

Uvodenje acetilne skupine na aminoskupinu 2,4-diaminobutanske kiseline moguce je

provesti s pomocu 4-nitrofenil-acetata (shema 6.).

0
HCo N
3 \”/ O_Na+
o) *NH;Cl

0] o NO,
CrHN' . J\ NaOH (2 ekv.) .
OH H,0, 25 °C, 48 h
. - H,c~ O
NH; Cl 0
= +
Cl H3N
3 \/\)‘\O— Na*
HN\”/CH3
O

Shema 6. Uvodenje acetilne skupine na aminoskupinu 2,4-diaminobutanske kiseline.

Dodatkom dva ekvivalenta NaOH prvo dolazi do deprotoniranja karboksilne skupine i jedne od
aminoskupina prisutnih u molekuli. Time bi se trebali posti¢i uvjeti u kojima ¢e se samo jedna
aminoskupina acetilirati. Slobodna aminoskupina dobar je nukleofil koji napada karbonilni

ugljik 4-nitrofenil-acetata pri ¢emu nastaje tetraedarski meduprodukt. Izlaskom 4-nitrofenola
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nastaju zeljeni produkti, odnosno dva strukturna izomera N-acetilirane 2,4-diaminobutanske
kiseline. Dakle, ovisno o tome koja se aminoskupina deprotonira, odnosno koja aminoskupina
nukleofilno napadne karbonilni wugljik 4-nitrofenil-acetata, nastaje ili 2-acetamido-4-
aminobutanska kiselina ili 4-acetamido-2-aminobutanska kiselina.

Kao reagens za acetiliranje upotrebljava se ve¢ spomenuti 4-nitrofenil-acetat koji se
moze pripremiti reakcijom 4-nitrofenola i acetanhidrida. Zagrijavanjem uz refluks tijekom 12
sati dobiva se kvantitativna koli¢ina 4-nitrofenil-acetata.* Ovaj reagens sluZi za selektivnu
acetilaciju aminoskupine na polozaju 2, odnosno 4. Leclerc i Benoiton opisali su ovisnost
selektivne acetilacije o pH i o ekvivalentima 4-nitrofenil-acetata.*> Dobiveni rezultati pokazuju
da u slucaju 2,4-diaminobutanske kiseline pri pH = 11 nastaje 98,8 % 4-acetamido-2-
aminobutanske kiseline u odnosu na 2-acetamido-4-aminobutansku kiselinu. U odsutnosti baze,
acetilacija 2,4-diaminobutanske kiseline 4-nitrofenil-acetatom nastaje 14 % 2-acetamido-4-
aminobutanske kiseline u odnosu na 4-acetamido-2-aminobutansku kiselinu. Na primjeru lizina
pokazano je da dodatak suviSka 4-nitrofenil-acetata ne utjeCe na omjer nastalih strukturnih
izomera N-acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline.*

Medutim, na opisani na¢in moze do¢i do nastanka odredene koli¢ine 2,4-
diacetamidobutanske kiseline koja je u sljede¢em koraku priprave ektoina nereaktivna, a koju
je zbog prirode ovih spojeva tesko ukloniti iz reakcijske smjese. Reakcijska smjesa tako se po
zavrSetku reakcije sastoji od neizreagiralog dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline, oba
strukturna izomera N-acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline i1 2,4-diacetamidobutanske
kiseline. Sve navedene vrste ionskog su karaktera, pa se kao najbolje rjeSenje njihove separacije
1 prociS¢avanja predlaze ionsko-izmjenjivacka kromatografija.

Povoljniji nacin priprave monoacetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline ukljucuje
kompleksaciju 2,4-diaminobutanske kiseline s bakrovim(Il) ionima te acetilaciju nastalog

kompleksa 4-nitrofenil-acetatom (shema 7.).4648
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()
H,N _
(0] 2 0
) Cl_H3N+ NaOH (3 ekv.) HNom, § N
OH "Cuing,
- Cu(CH;C00), x H,0 H NH,
+NH; Cl -5
NH,
(0]
(0] /@/NOZ
H3C)J\O
H;C
OH >—NH
N 0 0
X
= H,N O~

Shema 7. Selektivna acetilacija samo terminalne aminoskupine dihidroklorida 2,4-

diaminobutanske kiseline.

U luznatim uvjetima dihidroklorid 2,4-diaminobutanske kiseline prelazi u potpuno
deprotonirani natrijev 2,4-diaminobutanoat koji se zatim preko a-aminoskupine 1 alkoksidne
skupine kompleksira s bakrovim(Il) ionom iz bakrova(Il) acetata monohidrata. Tako nastali
kompleks bakrova(Il) iona i dvije molekule 2,4-diaminobutanoata acetilira se s 4-nitrofenil-
acetatom. o-Aminoskupina zaSti¢ena je, pa zbog toga dolazi do selektivne acetilacije samo
terminalne aminoskupine u reakciji s 4-nitrofenil-acetatom. Kako bi se izolirala 4-acetamido-
2-aminobutanska kiselina, potrebno je u suspenziju bakrova(Il) kompleksa s 4-acetamido-2-
butanskom kiselinom dodati 8-hidroksikinolin. Bakrovi(Il) ioni imaju ve¢i afinitet prema 8-
hidroksikinolinu, pa dolazi do nastajanja stabilnijeg kompleksa izmedu bakrovih(II) iona 1 dvije

molekule 8-hidroksikinolina. Kompleks bakrovih(Il) iona i 8-hidroksikinolina, kao 1 sam 8-
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hidroksikinolin, netopljiv je u vodi, pa je time olakSana izolacija 4-acetamido-2-aminobutanske

kiseline koja je dobro topljiva u vodi.

2.3.3. Priprava etil-etanimidata

U sintetskom putu koji rabi 2-amino-4-((1-etoksietiliden)amino)butanske kiselinu ili 4-amino-
2-((1-etoksietiliden)amino)butanske kiselinu polazi se iz 2,4-diaminobutanske kiseline i etil-
etanimidata. Etil-etanimidat sintetizira se Pinnerovom reakcijom. Pinnerova reakcija kiselo je
katalizirana reakcija nitrila s alkoholom u svrhu dobivanja alkil-imidatne soli. Reakcija priprave

etil-etanimidata prikazana je na shemi 8.

NH
HCl (g)

N=—CH + AN > J\
3 H3C OH Etzo, 0°C H3C O/\CH3

Shema 8. Priprava etil-etanimidata Pinnerovom reakcijom.

Acetonitril dodan u mjeSavinu etoksietana i etanola pri 0 °C protonira se klorovodikom, a kao
produkt nastaje alkil-imidatna sol poznatija pod imenom Pinnerova sol. Predlozeni mehanizam,
koji je prikazan na shemi 9., ukljuCuje protonaciju nitrila jakom kiselinom, odnosno
klorovodikom, pri ¢emu nastaje snazno aktivirani nitrilijev kation. U sljede¢em koraku alkohol
moze napasti aktivirani nitrilijev kation 1 na posljetku transfer protona daje alkil-imidatni

hidroklorid.

+
. NH NH
./\ H%l /(_—\HO-R2 i - +HY-H' s -

R'-C=N R'-C=NHCI RI-C 1 —==~ R!-C Cl
\ + \ 2
HO—R? 0—R

Shema 9. Opceniti mehanizam Pinnerove reakcije.
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2.4. Odvajanje enantiomera tekué¢inskom kromatografijom visoke

djelotvornosti

Za odvajanje enantiomera ne mogu se primijeniti klasicni kromatografski postupci koji
ukljucuju akiralnu stacionarnu i mobilnu fazu jer su sva fizi¢ka i kemijska svojstva enantiomera
jednaka, a jedino po cemu se razlikuju su kiroopticka svojstva (cirkularni dikroizam, vibracioni
cirkularni dikroizam, opticka rotacijska disperzija, opti¢ka rotacija). Odvajanje enantiomera s
pomoc¢u HPLC-a moguce je provesti izravnim i neizravnim metodama. Neizravne metode
temelje se na dodatku kiralnih aditiva mobilnoj fazi, nakon €ega opticki izomeri reagiraju s
kiralnim aditivom 1 posljedi¢no nastaju dijastereomeri koji se zatim mogu odjijeliti na akiralnoj
stacionarnoj fazi. S druge strane, izravnim se metodama odvajaju enantiomere na kiralnoj
stacionarnoj fazi. Takvo odvajanje temelji se na interakciji enantiomera s opticki Cistom
kiralnom stacionarnom fazom pri ¢emu dolazi do formacije kratkozivu¢ih dijastereomernih
molekularnih kompleksa razli¢itih stabilnosti. Takvi kompleksi nastaju vrlo brzo, a samo je
vezanje enantiomera za kiralnu stacionarnu fazu reverzibilno. Onaj enantiomer koji tvori
stabilniji dijastereizomerni kompleks zadrzava se duze na kiralnoj stacionarnoj fazi te

posljedicno izlazi kasnije s kromatografske kolone.

2.4.1. Kiralne stacionarne faze

Kiralne stacionarne faze mogu se podijeliti prema osnovnim strukturnim zna¢ajkama i prema
vrsti privlaénih sila koje djeluju izmedu stacionarne faze i pojedinih enantiomera. Danas je
dostupan iznimno velik i raznolik izbor kiralnih stacionarnih faza koje nastaju adsorpcijom ili
kovalentnim vezanjem kiralnih selektora na sfericni prozni silika-gel. Neke od najceSce

koristenih kiralnih stacionarnih faza prikazane su u tablici 2.4
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Tabilca 2. Pregled najcesce koristenih komercijalno dostupnih kiralnih stacionarnih faza.

Naziv kolone Kiralni selektor Proizvodacd
Polisaharidne kiralne stacionane faze
Chiralcel OD Celuloza 3,5-dimetilfenilkarbamat Daicel
Chiralcel OF Celuloza 4-klorfenilkarbamat Daicel
Chiralcel OG Celuloza 4-metilefnilkarbamat Daicel
Chiralcel OJ Celuloza p-metilbenzoat Daicel
Chiralcel OK Celuloza cinamat Daicel
Chiralpak 1B Imobilizirana celuloza 3,5- Daicel
dimetilfenilkarbamat
Chirapak AD Amiloza 3,5-dimetilfenilkarbamat Daicel
Chiralpak AS-V Amiloza (S)-feniletilkarbamat Daicel
CTA Celuloza triacetat Daicel
Kiralne stacionarne faze gradene od sintetiCkih polimera
ChiraSpher Poli[(S)-N-akriloilfenilalanin etil ester] Merck
Kiralne stacionarne faze koje sadrzavaju ciklodekstrine
ChiraDex B-ciklodekstrin Astec
Cyclobond a-, B-, y-ciklodekstrin Merck
Kiralne stacionarne faze koje ukljutuju izmjenu liganda
Chiralpak WH Prolin Daicel
Chiralpak MA(+) N,N-dioktil-L-alanin Daicel
Cetkolike kiralne stacionarne faze
DNBLeu 3,5-dinitrobenzoilleucin Regis
DACH-DNB Diaminocikloheksan 3,5-dinitrobenzamid Regis
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Whelk-O1 3,5-dinitrobenzoil tetrahidrofenantren Regis
amin
ULMO Difeniletilen diamin 3,5- dinitrobenzamid Regis
Proteinske kiralne stacionarne faze
Chiralpak HSA Humani serumski albumin Daicel
Resolvosil BSA Govedi serumski albumin Phenomenex
Chiralpak AGP al-kiselina glikoprotein Daicel
Kiralne stacionarne faze koje sadrzavaju makrocikli¢ke
glikopeptide
Chirobiotic T Teicoplanin Astec
Chirobiotic TAG Modificirani teicoplanin Astec
Chirobiotic V Vancomycin Astec
Chirobiotic R Ristocetin A Astec
Kiralne stacionarne faze koje sadrZzavaju krunaste etere
Crownpak CR (+) / (-) Derivat krunastog etera Daicel
Chirosil RCA (+) / (-) (+)/(-)-(18-kruna-6)-tetrakarboksilna Regis
kiselina
Ionsko-izmjenjivac¢ke kiralne stacionarne faze
Chiralpak ZWIX (+) Kinin s (S,S)-trans-2- Daicel
aminociklooheksaesulfonskom kiselinom
Chiralpak ZWIX (-) Kinidin s (R,R)-trans-2- Daicel
aminocikloheksansulfonskom kiselinom
Chiralpak QN-AX O-9-(tert-butilkarbamoil) kvinin Daicel
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Polisaharidne stacionarne faze najCesSce su koristene kiralne stacionarne faze gradene od
derivatiziranih polisaharida. Polisaharidne stacionarne faze sastoje se uglavnom od derivata
celuloze 1 amiloze na nosacu od silika-gela. Derivatizacijom polisaharidnih hidroksilnih
skupina s raznim bo¢nim lancima dobivaju se razliCite helikalne supramolekulske strukture.
Unutrasnjost je takve helikalne strukture kiralna i moze uvelike favorizirati vezanje jednog
enantiomera u odnosu na drugi $to dovodi do separacije enantiomera. Interakcija analita i
polisaharidnih kiralnih stacionarnih faza temelji se 1 na privla¢nim interakcijama (vodikove
veze, -1 interakcije, dipol-dipol interakcijama) i na nastanku inkluzijskih kompleksa. Ove
kiralne stacionarne faze najceSce se upotrebljavaju s nepolarnim mobilnim fazama (alkani —
heksan ili heptan) i polarnim modifikatorima mobilne faze (alkoholi — izopropil alkohol ili
etanol). Postoje i polisahardine kiralne stacionarne faze namijenjene reveznoj fazi (Chiralpak
AD-RH, AS-RH, Chiralcel OD-RH i OJ-RH) koje su pogodne za analizu spojeva netopljivih u
nepolarnim mobilnim fazama.

Sljedec¢a skupina kiralnih stacionarnih faza koja takoder stupa u interakciju s analitom
stvarajuci inkluzijske spojeve jesu kiralne stacionarne faze koje imaju vezane ciklodekstrine.
Ove stacionarne faze pripremaju se vezanjem raznih ciklodekstrina na nosa¢, odnosno silika-
gel. Ciklodestrini su kiralne molekule koje se sastoje od Sest ili viSe glukoznih podjedinica
povezanih u prsten. Kompleksacija ukljucuje interakcije nepolarnog dijela analita s nepolarnom
unutra$njo$éu ciklodekstrina. Sto se bolje analit smjesti u unutrasnjosti ciklodekstrina, to je
veca vjerojatnost za kiralno prepoznavanje. Najcesce je potrebno da analit ima jedan ili viSe
aromatskih prstenova da bi nastao inkluzijski kompleks.

U stacionarnim fazama koje ukljuCuju izmjenu liganada aminokiselina kao §to je L-
prolin vezana je na nosac silika-gela. Odvajanje se temelji na stvaranju enantioselektivnog
kompleksa izmedu aminokiseline (fiksni ligand), iona prijelaznog metala u pokretnoj fazi
(obi¢no iona bakra) i otopljene tvari (mobilnog liganda). Razlika u stabilnosti izmedu
kompleksa s R 1 S enantiomerom (kiralni analit) dovodi do odvajanja enantiomera. Kod ove
vrste kiralnih stacionarnih faza selektivnost 1 efikasnost odjeljivanje enantiomera ovisi o pH,
ionskoj jakosti mobilne faze 1 temperaturi. Da bi doSlo do stvaranja kompleksa, analit mora
imati dvije polarne funkcijske skupine koje su dovoljno udaljene da mogu posluziti kao ligandi.
Ove kiralne stacionarne faze pogodne su za odjeljivanje enantiomera nederivatiziranih

amonikiselina i1 karboksilnih kiselina.
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Cetkolike kiralne stacionarne faze ili Pirke stacionarne faze oslanjaju se na nekoliko
diskretnih molekularnih interakcija pri odjeljivanju enantiomera. Ove kiralne stacionarne faze
sadrzavaju kiralne selektore malih molekulskih masa koji ¢e stupati u to¢no odredene
interakcije koje su kljucne za odjeljivanje enantiomera. Odvajanje na ovakvim stacionarnim
fazama temelji se na minimalno trima to¢kama interakcije pri ¢emu se stvaraju dijastereomerni
kompleksi s analitom privla¢nim silama kao $to su vodikova veza, n-n interakcije, dipol-dipol
interakcija i minimizacijom odbojnih interakcija. Za ve¢inu analita mjesta interakcije izmedu
kiralnog selektora i analita moraju biti u blizini kiralnog centra. Nadalje, ove kiralne stacionarne
faze najcesce se upotrebljavaju s nepolarnim mobilnim fazama koje sadrzavaju heksan i polarni
mobilni modifikator (alkohol). Nepolarne mobilne faze najcesce se rabe radi maksimizacije
polarnih privla¢nih sila izmedu analita i kiralne stacionarne faze.

Proteinske kiralne stacionarne faze sadrzavaju imobilizirani protein na silika-gel
nosacu. Neki proteini kao Sto su al-kiseli glikoprotein (AGP), albumin iz humanog seruma
(HSA) i albumin iz govedeg seruima (BSA) mogu reverzibilno vezati male molekule pri ¢emu

to vezanje moze biti stereospecificno.

2.4.2. Kiralne stacionarne faze za odvajanje enantiomera nederivatiziranih aminokiselina

Kiralne stacionarne faze koje su se pokazale kao najpogodnije za odvajanje nederivatiziranih
aminokiselina kiralne su stacionarne faze koje sadrzavaju makrociklicke glikopeptide, krunaste
etere 1 kiralne selektore za ionsku izmjenu.

Makrociklicki glikopeptidi kovalentno vezani na silika-gel nosa¢ vrsta su kiralnih
stacionarnih faza koje omoguc¢avaju uporabu Sirokog raspona mobilnih faza, nepolarnih i
polarnih, koje su idealne za analiticko 1 preparativno odjeljivanje neutralnih, polarnih i ionskih
spojeva. Ove kiralne stacionarne faze tvore interakciju s analitom kroz Sest razlicitih
molekularnih interakcija, a koje ukljucuju ionske interakcije, vodikove veze, - interakcije,
dipol-dipol interakcije, hidrofobne 1 stericke interakcije. Osim navedenih molekularnih
interakcija makrocikli¢ki glikopeptidi sadrzavaju nekoliko inkluzijskih mjesta koja poticu
selektivnost s obzirom na geometrijski oblik analita. Najvaznije obiljeZje ovih stacionarnih faza
jest moguénost stvaranja ionskih interakcija izmedu analita i kiralne stacionarne faze $to
omogucava odvajanje nederivatiziranih aminokiselina koje se pri fizioloSkom pH nalaze u

obliku zwitter-iona.*
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Kiralne stacionarne faze koje sadrzavaju krunaste etere kovalentno vezane na nosac
silika-gela takoder su se pokazale kao dobar izbor za odjeljivanje enantiomera nederivatiziranih
prirodnih i neprirodnih aminokiselina. Mehanizam odjeljivanja enantiomera aminokiselina s
pomocu krunastih etera temelji se na kompleksaciji protonirane aminoskupine unutar Supljine
krunastih etera. Dodatno, ako krunasti eter sadrzava neke vezane funkcijske skupine, kao sto je
karboksilna skupina kod ChiroSil stacionarne faze, na odjeljivanje mogu utjecati i molekularne
interakcije kao Sto su stericke interakcije 1 vodikove veze. Uz ove stacionarne faze potrebno je
upotrebljavati kisele polarne mobilne faze kako bi se dobilo najbolje odjeljivanje
aminokiselina.**-!->2

Ionsko-izmjenjivacke kiralne stacionarne faze sadrzavaju anionsko-izmjenjivacke ili
kationsko-izmjenjivacke funkcijske skupine koji sluze kao kiralni selektori i koji su
imobilizirani na nosacu od silika-gela. Postoje i kiralne stacionarne faze koje imaju zwitter-
ionske kiralne selektore koji sadrzavaju i anionsko-izmjenjivacke i kationsko-izmjenjivacke
funkcijske skupine. Ovi kiralni selektori specifi¢no su namijenjeni odjeljivanju molekula koje
se nalaze u obliku zwitter-iona kao Sto su primjerice nederivatizirane aminokiseline. Ove
kiralne stacionarne faze mogu se rabiti sa svim ucestalim HPLC otapalima, a zbog ionskog

svojstva kiralnog selektora kao i analita u mobilnu fazu potrebno je dodati kiselinu ili bazu.>
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Pri provedbi eksperimentalnog dijela diplomskog rada koristilo se komercijalno dostupnim
kemikalijama i otapalima analiticke Cistoce: oksolan-2-on (Sigma-Aldrich), brom (Br2, Fluka),
fosforov tribromid (PBr3, Merck), 3-bromoksolan-2-on (Sigma-Aldrich) 1 (S)-2-metil-1,4,5,6-
tetrahidropirimidin-4-karboksilna kiselina (Sigma-Aldrich), 4-nitrofenol (Aldrich), kalijev
ftalimid (Merck), bakrov(Il) acetat monohidrat (Cu(CH3COO)>xH>0, Fluka), kinolin-8-ol
(Kemika), natrijev karbonat (NaxCOs, Kemika), natrijev hidroksid (NaOH, Kemika), bezvodni
natrijev sulfat (NaxSQO4, Kemika), N,N-dietiletanamin (Et:N), ledena octena kiselina (AcOH),
klorovodic¢na kiselina (HCI), dimetilformamide (DMF), n-butanol (n-BuOH), izopropanol (i-
PrOH), etanol (EtOH), metanol (MeOH), aceton, diklormetan (DCM), acetonitril (ACN).

Tijek reakcija pracen je tankoslojnom kromatografijom (TLC) na plo¢icama silika-gela
(Merck TLC Silica gel 60 F254) u razli¢itim sustavima otapala koji su prikazani u tablici 3.
Otkrivanje spojeva na TLC plocicama provedeno je UV lampom pri 254 nm 1/ili otopinom
kalijjeva permanganata ili ninhidrina uz zagrijavanje. Tijekom sinteze upotrijebljena je 1
preparativna tankoslojna kromatografija (Analtec Silica gel GF, preparativni sloj s UV 254,
20 000 pm).

Tablica 3. Sustavi otapala koriSteni za pracenje tijeka reakcija tankoslojnom kromatografijom.

Sustav otapala Volumni omjeri otapala
A EtOAc : heksan=9: 1
B DCM : MeOH=25:1
C i-PrOH : AcOH: HO=7:3:2

Stupanj &istoée dobivenih spojeva odreden je snimanjem 'H NMR spektara, a svi dobiveni
spojevi identificirani su s pomo¢u 'H i 3C NMR spektara. '"H i '*C NMR spektri snimljeni su
na instrumentu Bruker AV 300 na sobnoj temperaturi pri 300 MHz ('H) i 75 MHz (3C). Otapala

koriStena pri snimanju spektara bila su deuterirani kloroform (CDCI3), deuterirana voda (D20),
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deuterirani dimetilsulfoksid (DMSO-ds) 1 deuterirani metanol (CD3OD). Spektri su
vizualizirani u programu MestReNova. Kemijski pomaci () izrazeni su u dijelovima na milijun
(ppm). Unutrasnji standard kod snimanja 'H spektara bio je tetrametilsilan (TMS) &iji se signal
nalazi na 0 ppm, dok je kod spektara '*C kao referencija sluzio srednji signal otapala.’* Signali
su oznaceni kao singlet (s), dublet (d), dublet dubleta (dd), triplet (t), i multiplet (m).

Spojevima su snimljeni i IR spektri na PerkinElmer UATR Two spektrometru. Svi uzroci
snimljeni su ATR metodom u rasponu od 450 cm™ do 4000 cm™', uz razlu¢ivost 4 cm™ i 8
skenova po spektru.

Sintetiziranim spojevima odredene su tocke taliSta s pomocu polarizacijskog optickog
mikroskopa Olympus System Microscope (model BX51TF) opremljenog s grija¢im stolicem
Linkman THMS 600 i sustavom za kontrolu temperature TMS 93 te digitalnom kamerom
Olympus C 5050 ZOOM. Ciklusi grijanja uzorka provedeni su brzinom 5 °C/min.

Za pracenje tijeka reakcije priprave 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (10) koriStena je
plinska kromatografija, a koristio se uredaj Agilent 8860 GC sustav s FID detektorom 1
autosamplerom. Kromatografska kolona koristena tijekom analiza bila je Agilent technologies
HP-5 (duzina 30 m, promjer 0,32 mm, film 0,25 pm). Koristena metoda tijekom GC analize
prikazana je u tablici 4. Uzorci su pripremljeni otapanjem 1 mg uzorka u 1 mL DCM-a. Prilikom

analize injektirano je 2 pl.

Tablica 4. Metoda koriStena u GC analizi reaktanta, produkata i reakcijske smjese prilikom

priprave 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (10).

Vrijeme Temperatura
(min) ©O)
0 100
2 100
3 110
4 120
5 130
6 140
7 150
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3.2. Priprava (+)-ektoina

3.2.1. Priprava 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1)

U dvogrlu tikvicu doda se dihidrofuran-2(3H)-on (4,00 mL, 0,052 mol) 1 kataliticka koli¢ina
fosforova tribromida (100 pL, 1,10 mmol). Reakcijska smjesa zagrije se do 100 °C uz mijesanje
na magnetskoj mijesalici. Kad reakcijska smjesa dosegne zadanu temperaturu, u reakcijsku
smjesu dokapava se brom (2,68 mL, 0,052 mol) tijekom Cetiri sata. Nakon $to se doda sav brom,
temperatura reakcijske smjese povisi se na 130 °C i reakcijska se smjesa mijesa joS Cetiri sata.
Tijek reakcije prati se na TLC plo¢icama, a kao mobilna faza sluzi sustav otapala A. Spojevi se
otkrivaju bojenjem otopinom kalijeva permanganata uz zagrijavanje. Zaostali dihidrofuran-
2(3H)-on potrebno je ukloniti destilacijom pri snizenom tlaku. U ostatak nakon vakuumske
destilacije doda se zasi¢ena otopina NaxCOs3 pa se ekstrahira tri puta DCM-om. Organski slojevi
prikupe se i suSe nad bezvodnim Na>SO4 nakon ¢ega se DCM upari na rotacijskom uparivacu

pri snizenom tlaku. Dobiveni spoj 1 tekuéina je svjetlo zute boje.

Rs= 0,87 (sustav otapala A)

TH NMR (CDCls, 300 MHz) &/ ppm: 2,46 — 2,55 (m, 1H), 2,74 — 2,87 (m, 1H), 4,40 — 4,47
(m, 2H), 4,49 — 4,57 (m, 1H).

13C NMR (CDCls, 300 MHz) &/ ppm: 33,76, 37,62, 67,06, 173,13.

IR v/em™: 2916,75 (C-H istezanje), 1770,10 (C=0O istezanje), 1478,90 (C—H savijanje),
1200,75 (C-O istezanje), 677,42 (C—Br istezanje).

3.2.2. Priprava 2-(2-oksotetrahidrofuran-3-il)izoindolin-1,3-diona (2)

U okruglu tikvicu doda se spoj 1 (20,000 g, 0,121 mol), kalijev ftalimid (22,424 g, 0,121 mol)
1 DMF (60 mL). Reakcijska smjesa zagrije se do 100 °C i mijesa se Cetiri sata. Tijek reakcije
prati se na TLC ploc¢ici uz sustav otapala B, a spojevi se otkrivaju UV svjetiljkom 1 otopinom
kalijeva permanganata uz zagrijavanje. U ohladenu reakcijsku smjesu doda se 300 mL
destilirane vode i ohladi se u ledenoj kupelji. Talog se filtrira kroz Biichnerov lijevak i ispere
se hladnom destiliranom vodom (dva puta po 50 mL). Prikupljeni talog osusi se u susioniku na
60 °C. Dobiveno je 24,477 g (n = 87,3 %) spoja 2 (& = 127,7 — 164,1 °C) koji je praskasta

krutina krem boje.
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Rs= 0,68 (sustav otapala B)

TH NMR (CDCl3, 300 MHz) 6 /ppm: 2,55 — 2,66 (m, 1H), 2,73 — 2,88 (m, 1H), 4,36 — 4,45 (m,
1H), 4,67 (td, J=9,2, J=2,2 Hz, 1H), 5,11 (dd, J= 11,0 Hz, J=9,6 Hz, 1H), 7,73 — 7,90 (m,
4H).

13C NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 26,71; 47,28; 65,97; 123,89; 131,80; 134,63; 167,03;
172,34.

IR v/iem'': 2922,88 (C-H istezanje), 1760,09 (C=O istezanje, y-lakton), 1706,37 (C=0O

istezanje, tercijarni amid), 1188,32 (C—N istezanje),

3.2.3. Priprava 2,4-bis(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanske kiseline (3)

Suspenzija spoja 2 (24,421 g, 0,105 mol) i kalijeva ftalimida (19,539 g, 0,105 mol) u DMF-u
(60 mL) grije se uz refluks jedan sat. Tijek reakcije, odnosno potroSnja pocetnog spoja 2 prati
se na TLC plocici uz sustav otapala B (Rf= 0 za spoj 3), a spojevi se otkrivaju UV svjetiljkom.
Nakon zavrSetka reakcije u reakcijsku se smjesu dodaje destilirana voda (300 mL) i ledena
octena kiselina (40 mL). Reakcijska smjesa ohladi se u ledenoj kupelji. Talog se filtrira kroz
Biichnerov lijevak i ispere se hladnom destiliranom vodom (dva puta po 50 mL). Prikupljeni
talog osusi se u susioniku na 60 °C. Dobiveno je 31,478 g (= 78,7 %) spoja 3 (¢ = 186,2 —
188,1 °C) koji je praskasta krutina prljavo bijele boje.

'TH NMR (CDCl3, 300 MHz) & /ppm: 2,61 — 2,89 (m, 2H), 3,70 — 3,87 (m, 2H), 4,93 (dd, J =
10,3 Hz, J = 5,4 Hz, 1H), 7,66 — 7,88 (m, 8H).

13C NMR (CDCls, 300 MHz) &/ppm: 27,43; 35,15; 49,56; 123,47; 123,79; 131,87, 132,03;
134,16; 134,41, 167,67, 168,30; 173,72.

IR v/em™': 3061,20 (O-H istezanje), 1776,71 (C=0 istezanje, karboksilna kiselina), 1711,12
(C=0 istezanje, tercijarni amid), 1612,36 (N-H savijanje), 1396,70 (O—H savijanje).

3.2.4. Priprava dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline (4)

Spoj 3 (23,7631 g, 0,0628 mol) suspendira se u razrijedenoj HC1 (v/v 1 : 1, 600 mL). Suspenzija
se grije uz refluks 16 sati. Tijek reakcije prati se na TLC plocici uz sustav otapala C, a spojevi
se otkrivaju UV svjetiljkom pri 254 nm 1 otopinom ninhidrina uz zagrijavanje. Nakon §to se

reakcijska smjesa ohladi, filtrira kroz Biichnerov lijevak, a mati¢nica se upari na rotacijskom
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uparivacu uz snizeni tlak i poviSenu temperaturu vodene kupelji. Dobiveni se talog resuspendira
u minimalnom volumenu hladnog apsolutnog etanola i filtrira se kroz sinter lijevak, ispere se s
nekoliko volumena hladnog apsolutnog etanola te se filtrat prikupi i osusi. Dobiveno je 8,5124

g (n=70,9 %) spoja 4 (¢ = 180,0 — 181,4 °C) prljavo bijele boje.

Rs= 0,16 (sustav otapala C)

TH NMR (D20, 300 MHz) §/ppm: 2,20 — 2,41 (m, 2H), 3,17 — 3,34 (m, 2H), 4,13 (dd, J = Hz,
J=Hz, 1H).

13C NMR (D20, 75 MHz) & /ppm: 27,59; 36,07; 50,79; 171,18.

IR v/em™: 2876,59 (O-H istezanje), 1732,95 (C=0, istezanje), 1580,19 (N-H, savijanje).

3.2.5. Priprava 4-nitrofenil-acetata (5)

U okrugloj tikvici suspendira se 4-nitrofenol (15,000 g, 0,108 mol) u acetanhidridu (23,60 mL,
0,250 mol). Reakcijska smjesa grije se uz refluks dva sata na magnetskoj mijesalici. Tijek
reakcije prati se na TLC plocici uz sustav otapala B, a spojevi se otkrivaju UV svjetiljkom pri
254 nm. Nakon S§to se reakcijska smjesa ohladi, neutralizira se 30-postotnom vodenom
otopinom Na;COs. Nakon $to se postigne pH = 7, ekstrahira se tri puta DCM-om. Organski se
slojevi prikupe 1 suse nad bezvodnim Na;SO4. DCM se upari na rotacijskom uparivacu pri
snizenom tlaku. Dobiveno je 19,216 g (7= 98,4 %) spoja 5 (& = 78,6 — 79,7 °C) svijetlozute
boje.

Rs= 0,89 (sustav otapala B)

TH NMR (CDCl3, 300 MHz) & /ppm: 2,35 (s, 3H), 7,27 — 7,31 (m, 2H), 8,24 — 8,30 (m, 3H).
13C NMR (CDCl3, 300 MHz) & /ppm: 21,23; 122,57, 125,32; 145,45; 155,50; 168,50.

IR v/cm™: 3113,20 (C—H istezanje), 1757,62 (C=0 istezanje), 1516,87 (N-O istezanje).

3.2.6. Priprava N-acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline (6)

Opceniti postupak A

U okruglu tikvicu doda se spoj 4 (0,100 g, 0,523 mmol), baza, destilirana voda (5 mL) i spoj 5.

KoriStena baza 1 njena koliCina, koli¢ina spoja 5, kao i reakcijski uvjeti, u Sest razlicitih
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modifikacija opéenitog postupaka A (Al — A6) prikazani su u tablici 5. Tijek reakcije prati se

na TLC plo¢icama uz sustav otapala B, a spojevi se otkrivaju UV svjetiljkom (4 = 254 nm).

Tablica 5. Reakcijski uvjeti modifikacija opéenitog postupka A sinteze N-acetilirane 2,4-

diaminobutanske kiseline (6).

Postupak n(4-nitrofenil-acetata) (mol) Baza Vrijeme Temperatura
Al 0,523 1,046 mol NaOH 16 h 25°C
A2 0,523 1,046 mol NaOH 3h 70 °C
A3 1,046 1,046 mol NaOH 3h 70 °C
A4 0,628 1,046 mol NaOH 72 h 25°C

NaOH (aq)
A5 0,523 (¢ =2 mol/dm’), 3h 25°C
odrzavanje pH =
11
1,046 mol
A6 0,523 NaxCOs 16 h 25°C
Postupak B

Spoj 4 (8,465 g, 0,0443 mol) otopi se u vodenoj otopini NaOH (3 mol/dm?, 44,3 mL). U otopinu

se doda bakrov(Il) acetat monohidrat (4,255 g, 0,0222 mol) koji je prethodno otopljen u
destiliranoj vodi (22,2 mL). U lijevak za dokapavanje doda se spoj 5 (9,630 g, 0,0532 mol) koji

je prethodno otopljen u acetonu (89,2 mL) i dokapava se u reakcijsku smjesu koja se mijesa na

sobnoj temperaturi 48 sati. Tijek reakcije, odnosno potro$nja spoja 5, prati se na TLC ploCicama

uz sustav otapala B, a spojevi se otkrivaju UV svjetiljkom pri 254 nm. Reakcijska smjesa filtrira

se kroz Biichnerov lijevak. Filtrat se ispere hladnom smjesom acetona i vode (v : v =2

1)

nakon Cega se filtrat prikupi 1 osusi. Dobiveno je 7,065 g (7= 83,1 %) kompleksa bakrova(II)

iona i 4-acetamid-2-aminobutanske kiseline svijetloplave boje.

IR v/em™': 3310,81 (N-H istezanje), 3228,18 (O-H istezanje), 2911,63 (C-H istezanje),

1614,16 (C=0 istezanje).
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Dobiveni bakrov(Il) kompleks (7,065 g, 0,0184 mol) suspendira se u acetonu (36,8 mL) te se
mijesa petnaest minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se doda destilirana voda (36,8 mL)
pa se mijesa joS deset minuta. U reakcijsku smjesu doda se kinolin-8-ol (6,944 g, 0,0478 mol)
1 destilirana voda (220,8 mL) i mijeSa se Cetiri sata na sobnoj temperaturi. Precipitat bakrova(Il)
kinolin-8-ola filtrira se kroz Biichnerov lijevak, a filtrat se ispere hladnom destiliranom vodom.
Maticnica se upari na rotacijskom uparivacu pri snizenom tlaku. Dobiveno je 5,844 g (77 =99,2

%) spoja 6 prljavo bijele boje.

Rs= 0,37 (sustav otapala C)

TH NMR (CDCIs, 300 MHz) &/ppm: 1,90 (s, 3H), 1,93 — 2,07 (m, 2H), 3,14 — 3,33 (m, 2H),
3,62 (dd,J=7,6 Hz, J= 5,6 Hz, 1H).

13C NMR (CDCls, 300 MHz) & /ppm: 21,78; 30,20; 35,43; 52,43; 174,22; 174,64.

IR v/em™: 3251,80 (N-H istezanje), 2958,90 (O-H istezanje), 2891,83 (C—H istezanje),
1632,81 (C=0 savijanje), 1412,2 (C—H savijanje).

3.2.7. Priprava (£)-ektoina (7)

U okrugloj tikvici suspendira se spoj 6 (5,844 g, 0,0365 mol) u n-butanolu (500 mL) uz dodatak
EtsN (10,17 mL, 0,0730 mol). Reakcijska smjesa mijeSa se uz refluks 48 sati. Tijek reakcije
prati se na TLC plo¢icama uz sustav otapala C, a spojevi se otkrivaju UV svjetiljkom (4 = 254
nm) 1 otopinom ninhidrina uz zagrijavanje. Nakon zavrSetka reakcije n-butanol upari se na
rotacijskom uparivacu pri sniZzenom tlaku 1 poviSenoj temperaturi vodene kupelji. Dobiveni
produkt procisti se trituracijom hladnim apsolutnim etanolom, dok se talog filtrira kroz

Biichnerov lijevak. Dobiveno je 3,2607 g (7= 62,7 %) Cistog spoja 7 bijele boje.

Rs= 0,41 (sustav otapala C)

TH NMR (CDCls, 300 MHz) 6 /ppm: 1,97 — 2,07 (m, 2H), 2,14 (s, 3H), 3,15 — 3,40 (m, 2H),
3,97 (t,J=5,5 Hz, 1H).

13C NMR (CDCls, 300 MHz) & /ppm: 21,78; 30,20; 35,43; 52,43; 174,22; 174,64.

IR v / em™: 3191,94 (N-H istezanje), 2851,12 (C-H istezanje), 2663,07(0O-H istezanje),
1655,22 (C=N istezanje).
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3.3. Odvajanje enantiomera (+)-ektoina
3.3.1. Instrumenti

Tijekom provedbe odvajanje enantiomera (+)-ektoina koriSten je sljede¢i HPLC uredaj:

- Agilent 1200 Systems, proizvod tvrtke Agilent Technologies, Njemacka, sastavljen
od sljede¢ih dijelova: vakuumski membranski degaser G1322A, kvaterna
gradijentna pumpa G1311A, automatski uzorkiva¢ G1329A, grija¢ odjeljka za
kolonu G1330B, MW detektor G1365D.

Podaci dobiveni teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti prije ispisa obradeni su
racunalom u programu EZChrom Elite, proizvod tvrtke Agilent Technologies, Njemacka.
Koristene kiralne kolone i1 njihove specifikacije prikazane su u tablici 6., a koriSteni sustavi

mobilnih faza kao 1 ostali parametri kromatografske analize prikazani su u tablici 7.

Tablica 6. Popis koriStenih kromatografskih kolona tijekom razvoja metodi analiza za

odjeljivanje enantiomera (+)-ektoina.

Naziv kolone Specifikacije Proizvodaé
(R,R)-WhelkO1 250 x 4,60 mm, 5 um Regis Technologies, Inc.
Chiralcel OJ-RH 150 x 4,60 mm, 5 pm Daicel
Chiralcel OD-RH 250 x 4,60 mm, 5 um Daicel

Chiralpak AD 250 x 4,60 mm, 5 pm Daicel
Chiralpak AS-H 250 x 4,60 mm, 5 um Daicel

ChiralT 150 x 4,60 mm, 2,7 um Agilent

3.3.2. Metode i uvjeti

Tijekom analiza provedenih teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) rabila
su se otapala Cistoce predvidene za HPLC analize: MeOH, ACN, 1 MiliQ H>O. Sve su mobilne
faze prije koriStenja degazirane na ultrazvucnoj kupelji. Parametri kromatografskih analiza 1
kromatografske kolone koriStene tijekom razvoja metode za odvajanje enantiomera (+)-ektoina
prikazani su u tablici 7.

Prije svake analize odvajanja enantiomera pripravljene su otopine (£)-ektoina masenih

koncentracija od 0,25 — 0,5 mg/mL, a kao otapalo upotrebljavala se odgovaraju¢a mobilna faza.
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Prije uporabe odabrana se kolona kondicionirala propustanjem 30 mL mobilne faze. Za
odredivanje (+) 1 (-)-enantiomera upotrebljavala se otopina komercijalno dostupnog (+)-

ektoina. Mrtvo vrijeme za kolonu Chiral T odredeno je prema piku otapala.
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Tablica 7. Parametri kromatografskih analiza ispitanih tijekom razvoja metode za odvajanje enantiomera (£)-ektoina tekucinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti.

Metoda Naziv KoriStene Sastav mobilne faze Protok Temperatura Duljina trajanja
kromatografske kolone (mL min™) kolone (°C) analize (min)
1 (R,R)-WhelkO1 MeOH uz 0,1 % AcOH 1 25 15
2 (R,R)-WhelkO1 MeOH : HO=1:1uz0,1 % AcOH 1 25 15
3 (R,R)-WhelkO1 MeOH : HO=7:3uz 0,1 % AcOH 1 25 15
4 (R,R)-WhelkO1 ACN:H0=7:3 1 25 15
5 (R,R)-WhelkO1 ACN:H0=15:85 1 25 15
6 Chiralcel OJ-RH ACN:H0=5:95 1 25 15
7 Chiralcel OJ-RH MeOH : H O=1:1uz 0,1 % AcOH 1 25 15
8 Chiralcel OJ-RH ACN:H0=15:85 1 25 15
9 Chiralcel OJ-RH ACN : H0=15:85uz0,1 % AcOH 1 25 15
10 Chiralcel OJ-RH ACN:H0=1:9 1 25 15
11 Chiralcel OJ-RH ACN:H0=3:7 1 25 15
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Chiralcel OJ-RH

Chiralcel OD-RH

Chiralcel OD-RH

Chiralpak AD

ChiralT
ChiralT
ChiralT
ChiralT
ChiralT
ChiralT
ChiralT
ChiralT
ChiralT
ChiralT

ChiralT

ACN:H0=7:3
ACN: HO=15:85
MeOH uz 0,1 % AcOH
MeOH uz 0,1 % AcOH
MeOH
MeOH uz 0,1 % FA
MeOH uz 0,01 % FA
MeOH uz 0,01 % TEA
MeOH: H2O=9:1
MeOH: H2O=9: 1
MeOH : HO=9:1
MeOH : HO=7,5:2,5
MeOH : HbO=7,5:2,5
MeOH : HbO=7,5:2,5

MeOH : HbO=7,5:2,5

0,5
0,5
1,0

1,2

25

25

25

25

30

25

25

25

30

35

40

30

40

40

40

15

15

15

15

65

15

15

20

30

30

25

30

30

15

10
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

ChiralT

ChiralT

ChiralT

ChiralT

ChiralT

ChiralT

ChiralT

ChiralT

ChiralT

MeOH :

MeOH :

MeOH :

MeOH :

MeOH :

MeOH :

MeOH : amonijev formijat
(0,025 mol/dm?®, pH=3,0)=7:3
MeOH : amonijev formijat

(0,025 mol/dm?®, pH=3,0)=1:1

HO=1:1

H,O=1:1

HO=1:1

HO=1:1

HO=1:1

HO=1:1

ACN:H,O=8:2

0,5
0,75
1,0
1,0
1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

40

40

30

35

40

45

40

40

30

15

10

10

10

10

10

10

10

20
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3.4. Ispitivanje prisutnosti (+)-ektoina u hranjivom mediju

Prikupljeni uzorci hranjivih medija u kojima su rasli razliciti sojevi bakterija Streptomyces sp.,
a koji su prethodno izolirani iz sedimenta Jadranskog mora, analizirani su tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti. U hranjivim podlogama raslo je 16 razlicitih sojeva
bakterija Streptomyces sp. Sojevi bakterija rasli su uz razli¢ite masene udjele NaCl, a kao
kontrola neki sojevi rasli su u hranjivom mediju bez dodatka NaCl.

Uredaj koji se upotrebljavao za odredivanje prisutnosti (+)-ektoina u navedenim
hranjivim medijima bio je Shimadzu LC-2010HTC s detektorom s nizom fotodioda. Koristena
kromatografska kolona bila je Synergi Polar — RP (veli¢ina Cestica 4 pum, veli¢ina pora 80 A,
dimenzije 150 x 4,60 mm). Uzorci su pripremljeni filtriranjem kroz PTFE filter (0,20 um, @13
mm) i nisu se dodatno razrjedivali ni obradivali. Metoda koristena tijekom HPLC analize
hranjivih medija prikazana je u tablici 8. Protok je postavljen na 1,0 mL min™!, temperatura na
30 °C, a vrijeme analize iznosilo je 30 minuta. Tijekom analize injektirano je 20 uL uzorka.

Spojevi su otkriveni pri 210 1 220 nm.

Tablica 8. Metoda koriStena u HPLC analizi prisutnosti (+)-ektoina u hranjivih podloga.

Vrijeme Y(H20) (%) Y(ACN) (%)
0,00 100 0
7,00 100 0
20,00 0 100
25,00 0 100
25,01 100 0
30,00 100 0
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Priprava (¥)-ektoina

U okviru ovog rada opisana je priprava (£)-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-karboksilne

kiseline, odnosno (+)-ektoina (7). Provedeni sintetski put priprave (+)-ektoina (7) prikazan je

na shemi 10.
f0) (0]
o 0 0 0 OH
0 o2
a b C 0
e ——— D —— N e ———
N N
Br . o
0
1 2 3
d
O._ _OH
0 0
H f -+
N g H.C_ _N CIH;N
J\ -2 3 \”/ \/\)‘\OH ﬁ 3 \/\)‘\OH
. -
N~ CH, 0 NH, NH; CI

H

7 6 )O]\ /©/ 4
H,¢~ o
5

'e
HO

Shema 10. Priprava (+)-2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-karboksilne kiseline (7): (a)
PBr3, Br; (b) kalijev ftalimid, DMF; (¢) (1) kalijev ftalimid, DMF, (2) CH3COOH (konc.); (d)
HCI (aq) (v/v 1 : 1); (e) Ac20; () (1) NaOH, Cu(CH3COO)>xH»0, aceton, spoj 5, (2) kinolin-
8-ol, aceton, voda; (g) EtsN, n-butanol.
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4.1.1. Priprava 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1)

Prva reakcija u sintetskom putu dobivanja (+)-ektoina (7) je bromiranje dihidrofuran-2(3H)-
ona na polozaju 3. Naizgled jednostavnu reakciju komplicira izolacija kona¢nog produkta.

Predlozen reakcijski put dobivanja 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1) prikazan je na shemi 11.

0]
0~ kuumska destilacij 0 A°
PB Br vakuumska destilacija
_ o OH -
Br, ili KOH (aq)
Br Br

Shema 11. Reakcijski put dobivanja 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1) iz dihidrofuran-

2(3H)-ona uz elementarni brom i fosforov tribromid.

Reakcijom dihidrofuran-2(3H)-ona s elementarnim bromom uz kataliticku koli¢inu fosforova
tribromida nastaje 2,4-dibrombutanska kiselina kao meduprodukt. PoviSenje temperature nakon
dodatka jednog ekvivalenta broma potice ciklizaciju 2,4-dibrombutanske kiseline u spoj 1 uz
otpustanje HBr-a. Medutim, utvrdeno je da samo dio spoja 2,4-dibrombutanske kiseline pri
ovim uvjetima prelazi u spoj 1, a kako bi se potakla ciklizacija meduprodukta potrebno je
ravnoteZu pomaknuti prema produktu vakuumskom destilacijom pri snizenom tlaku ili
dodatkom otopine KOH.

Tijek reakcije pri prvom provodenju reakcije pracen je plinskom kromatografijom. Svi
su spojevi hlapljivi 1 male molekulske mase, pa se pretpostavilo da ¢e ova tehnika biti
odgovarajua. Osim reakcijske smjese analizirani su i1 uzorci komercijalno dostupnih
dihidrofuran-2(3H)-ona i 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1) koji su sluzili kao standardi.
Dobiven kromatogram reakcijske smjese sugerirao je da reakcijska smjesa sadrzava 5 %
dihidrofuran-2(3H)-ona i 95 % spoja 1. Reakcijskoj smjesi snimljen je i '"H NMR spektar, pri
300 MHz, a koriSteno otapalo bilo je CDCls. 1z snimljenog NMR spektra vidljivo je da
reakcijska smjesa zapravo sadrzava smjesu pocetnog spoja, meduprodukata i kona¢nog spoja.
Rezultatima dobivenim 'H NMR spektroskopijom odgovarala je i slika tankoslojne
kromatografije koja je upucivala na smjesu triju spojeva. Navedeni rezultati potkrjepljuju
pretpostavku se da pri unoSenju uzorka u kromatografski sustav, tj. pri prelasku u plinovito
stanje u injektoru (pri temperaturi od 300 °C), dolazi do in situ ciklizacije 2,4-dibrombutanske

kiseline u spoj 1. Zbog toga nije bilo moguce otkriti 2,4-dibrombutansku kiselinu plinskom
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kromatografijom i1 zbog toga je dobivena pogresna slika — da je reakcija iSla gotovo
kvantitativno. Kako bi se dokazala prethodno postavljena pretpostavka, bilo je potrebno
izolirati 2,4-dibrombutansku kiselinu i analizirati ju plinskom kromatografijom. Koriste¢i
preparativhu TLC kromatografiju izolirana je 2,4-dibrombutanska kiselina te je analizirana
plinskom kromatografijom pri ¢emu se dobio pik ¢ije retencijsko vrijeme odgovara
retencijskom vremenu izoliranog spoja 1. Kromatogrami dihidrofuran-2(3H)-ona, reakcijske
smjese nakon provedene reakcije bromiranja, 2,4-dibrombutanske kiseline 1 3-
bromdihidrofuran-2(3H)-ona prikazani su u Dodatku D3.1.

Prema signalima svojstvenim za pocetni spoj (dihidrofuran-2(3H)-on) (6= 2,15 — 2,24
ppm, m, 2H, Hp), meduprodukt (2,4-diamobutanska kiselina) (6= 3,54 — 3,59 ppm, m, 2H, Hg,
0=4,53 — 4,59 ppm, m, 6H, He 1 6= 9,63 ppm, s, 1H, Hq) i konacni spoj (1) (6=2,74 — 2,87
ppm, m, 1H, Hi;) moZe se odrediti omjer navedenih spojeva u reakcijskoj smjesi. Iz 'H NMR
spektra koji je prikazan na slici 5., odredeno je da reakcijska smjesa sadrzava jedan ekvivalent
dihidrofuran-2(3H)-ona, jedan ekvivalent spoja 1 i Sest ekvivalenata 2,4-dibrombutanske
kiseline. Iz navedenih podataka vidi se da je koli¢ina dobivenog spoja 1 mala i da je rije¢ o

ekvivalentnoj koli¢ini zaostalog pocetnog spoja (dihidrofuran-2(3H)-on).
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Slika 5. '"H NMR spektar reakcijske smjese koja sadrzava jedan ekvivalent dihidrofuran-2(3H)-
ona, jedan ekvivalent 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1) 1 Sest ekvivalenata 2,4-

dibrombutanske kiseline.

Reakcijska smjesa podvrgnuta je tekucinskoj kromatografiji na stupcu silika-gela u svrhu
razdvajanja komponenti reakcijske smjese. Upotrebljavao se obi¢ni silika-gel uz sustav otapala
A (tablica 3. poglavlje 3.1.) kao mobilna faza. Na TLC plocici otkrivena su tri spoja: 2,4-
dibrombutanska kiselina koja se razvla¢i od pocetne linije prema gore, 3-bromdihidrofuran-
2(3H)-on (Rt = 0,26) 1 spoj 1 (Rr = 0,45). Ovaj nalin prociS¢avanja komponenti reakcijske
smjese pokazao se kao lo§ izbor zbog toga Sto je prvih nekoliko frakcija sadrzavalo sve
komponente, a naknadne su frakcije sadrzavale pocetni spoj (dihidrofuran-2(3H)-ona) i spoj 1.

U svrhu izolacije 2,4-dibrombutanske kiseline koriStena je preparativna TLC plocica,
na koju je nanesen uzorak reakcijske smjese. PloCica je razvijena u sustavu otapala B, a spojevi
su vizualizirani UV svjetiljkom pri 254 nm. Dio silika-gel preparativne ploc€ice koji je sadrzavao
2,4-dibrombutansku kiselinu odvojen je od stakla i suspendiran u DCM-u, te je filtriran preko
celita. Nakon uparavanja otapala na rotacijskom uparivacu, dobivenoj svijetlozutoj tekucini

snimio se 'H NMR spektar pri 300 MHz u CDCl3, a dobiveni spektar prikazan je na slici 6.
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Slika 6. Uvecani dio 'H NMR spektra spojeva izoliranih s preparativne TLC plogice na koju je
nanesena smjesa dihidrofuran-2(3H)-ona, 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1) 1 24-

dibrombutanske kiseline.

1z prikazanog spektra, a prema ve¢ definiranim svojstvenim signalima, vidljivo je da izolirana
svijetlozuta tekucina sadrzava 3-bromdihidrofuran-2(3H)-on (1) i 2,4-dibrombutansku kiselinu.
Osim toga, zanimljivo je opaziti da smjesa sadrzava tri 1 pol puta vecu koli¢inu spoja 1 u odnosu
na 2,4-dibrombutansku kiselinu. Ovakvi rezultati bili su neo¢ekivani s obzirom na to da je
izolirani dio silika-gela s preparativne ploCice trebao ocekivano sadrzavati samo 2.4-
dibrombutansku kiselinu. Jedino objasnjenje ovakvih rezultata je to da silika-gel katalizira
ciklizaciju 2,4-dibrombutanske kiseline u spoj 1. Da bi potvrdili ovu pretpostavku, naknadno
izoliranoj 2,4-dibrombutanskoj kiselini snimio se 'H NMR spektar pri 300 MHz i u CDCls3-u
kao otapalu (slika 7.), te je u isti taj uzorak dodana mala koli¢ina silika-gela. Potom se silika-
gel filtrirao nakon 16 sati stajanja na sobnoj temperaturi i istom se uzorku ponovno snimio 'H

NMR spektar (slika 8.).
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Slika 7. '"H NMR spektar (300 MHz, CDCls) 2,4-dibrombutanske kiseline.
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Slika 8. 'H NMR spektar (300 MHz, CDCl3) dobivene smjese nakon dodatka silika-gela u
otopinu 2,4-dibrombutanske kiseline u CDCls.

Dobiveni 'H NMR spektri dokazuju pretpostavku da silika-gel katalizira nastanak spoja 1 iz
2,4-dibrombutanske kiseline. Analizom spektra (slika 7. 1 8.) moZe se utvrditi da smjesa nakon
16 sati sadrZzava dva puta viSe spoja 1 u odnosu na 2,4-dibrombutansku kiselinu. Moze se
pretpostaviti da bi uz mijesanje, duze stajanje i/ili zagrijavanje udio spoja 1 dobivenog iz 2,4-
dibrombutanske kiseline bio 1 veci.

Prema Livaku i sur.** reakcijska smjesa destilira se pri snizenom tlaku pri ¢emu se 2,4-
dibrombutanska kiselina prevodi u spoj 1 uz otpustanje HBr-a. Pri izradi ovog rada iskuSano je
nekoliko razli¢itih aparatura za destilaciju pri snizenom tlaku. Prva iskuSana metoda destilacije
ukljucivala je klasi¢nu destilacija pri snizenom tlaku (p = 0,5 mmHg) u aparaturi po Claisenu.
Medutim, tim postupkom u glavnoj frakciji dobivena je smjesa 3-dihidrofuran-2(3H)-ona
(reaktant), 2,4-dibrombutanske kiseline (meduprodukt) i spoja 1 (produkt) zbog njihovih
bliskih vrelista. Takoder, dio reakcijske smjese u tikvici za destilaciju polimerizirao je
zagrijavanjem na visokoj temperaturi (¢ = 130 °C). Analizom 'H NMR spektara dobivenih

frakcija utvrdena je smjesa reaktanta, meduprodukta i produkta. Ovakav rezultat nije bio
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oc¢ekivan na temelju literature u kojoj se navodi da se tijekom destilacije pri snizenom tlaku (p
=7 mmHg, (6= 120 — 140 °C ) 2,4-dibrombutanska kiselina prevodi u spoj 1. Naime, to se
djelomic¢no i1 dogada s obzirom da je uoceno otpustanje HBr-a, no dokazalo se da klasi¢nom
destilacijom pri snizenom tlaku nije moguée odvojiti spoj 1 i1 2,4-dibrombutansku kiselinu. S
ciljem njihovog razdvajanja iskuSana je vakuumska destilacija primjenom razli¢itih aparatura
od kojih je jedna sadrzavala iznimno dugacku Vigreuxovu kolonu (kako bi se povecao broj
teorijskih tavana i samim time povecala vjerojatnost odvajanja smjese spojeva), a druga
aparaturu po Hickmannu. Frakcije dobivene koriStenjem ovih dvaju aparatura takoder su
sadrzavale smjesu spoja 1 i1 2,4-dibrombutanske kiseline, ali je uspjeSno dobiveno odvajanje
pocetnog spoja, dihidrofuran-2(3H)-ona, §to je bio napredak u odnosu na prvu koriStenu
aparaturu. Sljedec¢a koriStena tehnika destilacije bila je tzv, spinning band (rotiraju¢a vrpca)
destilacija kojom je dobiveno potpuno odvajanje spojeva u frakcije koje sadrze dihidrofuran-
2(3H)-ona 1 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona. Tehnika spinning band destilacije jedina je
koriStena metoda destilacije koja omogucava znatnu konverziju meduprodukta u Zeljeni
produkt 1. Medutim, problem nastaje zbog toga Sto tijekom destilacije dolazi do otpustanja
HBr-a koji zatim reagira s inertnom zeljeznom mrezicom koja je sredi$nji dio aparature za
spinning band, te su sve frakcije oneciS¢ene Zeljezovim ionima. Na prisutnost Zeljezovih iona
upucivala je tamnocrvena boja svih frakcija i cijele aparature, a nakon izlaganja aparature zraku
frakcije su poprimile narandastosmedu boju. Spektar 'H NMR-a potvrdio je postojanje
metalnog iona u frakciji koja je sadrzavala spoj 1. Nepozeljna reakcija HBr-a i Zeljezne mrezice
izbjegla bi se uporabom spinning band aparature koja ima vrpcu napravljenu od teflona. Zadnja
koriStena tehnika destilacije bila je tzv. Bulb-to-bulb destilacija u aparaturi Kugelrohr (Biichi).
Pri ovoj destilaciji dobivene su nesto bolje odvojene frakcije u odnosu na prethodne opisane
metode (izuzev spinning band destilacije). Dobivena je frakcija koja je sadrzavala samo
neizreagirani pocetni spoj, potom frakcija koja je sadrzavala smjesu pocetnog spoja i
meduprodukta te frakcija koja je sadrzavala samo 2,4-dibrombutansku kiselinu. Ovo je stoga
metoda koja je uz spinning band dala najbolje rezultate, pri cemu bi se mozda moglo bolje
utjecati na razdvajanje postupnijim povecavanjem temperature i uporabom vise kugli. Najveca
korist ovog postupka bila je to Sto je u zadnjoj kugli zaostala samo 2,4-dibrombutanska kiselina
koja je bila korisna u drugim analizama.

Dobiveni spoj 1 iz smjese spojeva nakon destilacije odijeljen je baznom ekstrakcijom i

uparavanjem. [zabrane su frakcije koje su sadrzavale samo 3-bromdihidrofuran-2(3H)-on i 2,4-
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dibrombutansku kiselinu. Nakon dodatka zasi¢ene otopine Na,COs3 primije¢eno je razvijanje
plina Sto je upudivalo na neutralizaciju Na;CO3 s pomocu prisutne 2,4-diaminobutanske
kiseline koja je time presla u oblik natrijeve soli. Ekstrakcijom DCM-om samo je spoj 1 presao
u organski sloj koji je zatim osuSen nad bezvodnim Na>SOs i uparen u vakuumu. Dobivenoj
svijetlozutoj tekuéini snimljen je '"H NMR spektar koji je potvrdio prisutnost spoja 1 &istode

oko 95 %.

4.1.2. Priprava dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline (4)

Priprava dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline (4) provodi se u tri reakcijska koraka koji
ukljucuju: nukleofilnu supstituciju broma kalijevim ftalimidom, otvaranje laktonskog prstena
drugom molekulom kalijeva ftalimida i hidrolizu.

Reakcijom spoja 1 s kalijevim ftalimidom dolazi do Sn2 reakcije pri ¢emu se atom
broma zamjenjuje s molekulom ftalimida, a kao produkt nastaje 2-(2-oksotetrahidrofuran-3-

il)izoindolin-1,3-dion (2) (shema 11.).

0
N K"
0 O O
0 . O 0
f DMF, 100 °C, 4 h N
1 2

Shema 11. Reakcija dobivanja 2-(2-oksotetrahidrofuran-3-il)izoindolin-1,3-diona (2) iz 3-
bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1).

Reakcijom spoja 1 s kalijevim ftalimidom u DMF-u pri 100 °C pripremljen je spoj 2. Tijek
reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Opazeno je da je nakon dva sata utroSen
gotovo sav spoj 1, a nakon Cetiri sata potpuno je utroSen spoj 1. S obzirom na opazeno,
promijenjen je postupak koji su opisali Talbot i sur.,” odnosno vrijeme reakcije smanjeno je s
dvanaest na Cetiri sata. Nakon $to se reakcija zaustavila 1 ohladila, u reakcijsku smjesu dodala
se hladna destilirana voda kako bi se potaklo taloZenje spoja 2 koji je topljiv u DMF-u, ali ne 1
u vodi. Dodatak vode korisna je metoda izolacije spoja 2 zbog toga §to potencijalno
neizreagirani kalijev ftalimid ostaje otopljen u vodi, a talozi se samo spoj 2. NataloZeni spoj 2

filtriran je 1 trebalo ga je osusiti. Najjednostavnija metoda susenja bila je u suSioniku na 60 °C

Marcela Sigi¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 52

preko no¢i. Nakon 16 sati dobiven je Cisti, suhi spoj 2 svijetlosmede boje uz iskoristenje od
87,3 %.

Reakcijom spoja 2 s kalijevim ftalimidom dolazi do otvaranja laktonskog prstena spoja
2 pri ¢emu nastaje 2,4-bis(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanske kiselina (3). Na shemi 12.

prikazana je reakcija dobivanja spoja 3.

0]
0 oK*
(0] 0] 0
0 O N N
N DMF, refluks, 1 h (0)
(0]
0O
EEN
0]

CH;COOH (konc.)

(0]
OH
O
N
O
3

Shema 12. Reakcija dobivanja 2,4-bis(1,3-dioksoizoindolin-2-il)butanske kiseline (3) iz 2-(2-

oksotetrahidrofuran-3-il)izoindolin-1,3-diona (2).

Reakcija spoja 2 1 kalijeva ftalimida odvija se u DMF-u uz refluks. Ponovnim pra¢enjem tijeka
reakcije opazeno je da reakcija zavrSava ve¢ nakon jednog sata. Zbog toga je ponovno
promijenjen postupak priprave spoja 3 koji su Talbot i sur.” opisali skraéenjem vremena reakcije
sa sedam na jedan sat. Reakcija zapocinje trenutacno prilikom dodavanja kalijeva ftalimida u
suspenziju spoja 2 u DMF-u, §to je opazeno promjenom boje reakcijske smjese i njenim jakim
zagrijavanjem, §to pak upucuje na egzotermnost ove reakcije. Nakon §to se potrosio sav spoj 2,
u reakcijsku smjesu dodana je ledena octena kiselina kako bi se protonirala karboksilna skupina
spoja 3 koja nakon dodatka vode talozi isto kao 1 spoj 2. Nakon filtriranja, a prije suSenja spoja

3, trebalo je nekoliko puta isprati filtrat kako bi se uklonila zaostala octena kiselina. Prisutnost
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octene kiseline ispitana je plavim lakmus papirom. Nakon susenja u susioniku na 60 °C preko
no¢i dobiven je ¢isti spoj 3 svijetlosmede boje uz iskoristenje od 78,7 %.
Konacna reakcija u postupku dobivanja dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline (4)

jest hidroliza spoja 3 (shema 13.).

0 OH 0
0 0
N N HCl (aq) OH

CIH;N- + 9
refluks, 16 h OH OH
o) +NH,Cl

Shema 13. Reakcija dobivanja dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline (4) iz 2,4-bis(1,3-

dioksoizoindolin-2-il)butanske kiseline (3).

Hidroliza spoja 3 odvija se grijanjem u vodenoj otopini HCl-a (v : v =1 : 1) uz refluks te se
reakcijska smjesa ohladi nakon 16 sati. Topljivost ftalne kiseline u vodi pri 14 °C iznosi 0,54 g
po 100 mL otopine.”> Prema tome, nakon §to se reakcijska smjesa ohladila, filtrirala se
istaloZzena ftalna kiselina, a spoj 4 ostao je otopljen u mati¢nici. Nakon uparavanja vode na
rotacijskom uparivacu u vakuumu spoj 4 sadrzavao je malu koli¢inu zaostale ftalne kiseline
koja je uklonjena trituriranjem apsolutnim hladnim etanolom u kojem je ftalna kiselina dobro
topljiva, a spoj 3 slabo topljiv. Zatim se spoj 4 osusio 1 dobivena je bijela, praskasta krutina uz

iskoriStenje od 70,9 %.

4.1.3. Priprava 4-nitrofenil-acetata (5)

U reakciji u kojoj hidroksilna skupina 4-nitrofenola nukleofilno napada karbonilni ugljik
acetanhidrida nastaje 4-nitrofenil-acetat (5). Kao meduprodukt nastaje tetraedarski
meduprodukt koji se vrlo brzo raspada i daje spoj S 1 octenu kiselinu.

Priprava spoja 5 vrlo je jednostavna i ukljucuje refluksiranje 4-nitrofenola u anhidridu
octene kiseline (shema 14.). Nakon dva sata reakcija se prekinula i ohladila prije obrade
reakcijske smjese. U ohladenu reakcijsku smjesu dodala se vodena otopina NaxCOs3
(w(Na2CO3) = 20 %) kako bi se neutralizirala octena kiselina 1 kako bi se hidrolizirao suviSak

anhidrida octene kiselina. Nakon §to je sav anhidrid octene kiseline hidroliziran i sva octena
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kiselina prevedena u sol, reakcijska smjesa ekstrahirala se DCM-om pri ¢emu je samo spoj 5
presao u organski sloj. Nakon uparavanja DCM-a na rotacijskom uparivacu dobivena je

svijetlozuta, praSkasta krutina spoja 5 uz iskoriStenje 98,4 %.

0] (0]

NO, )J\ )J\ NO, 0
e 3 7 A
HO refluks, 2 h HLC o HO CH;

5

Shema 14. Reakcija dobivanja 4-nitrofenil-acetata (5) iz 4-nitrofenola.

4.1.4. Priprava N-acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline (6)

Provedena je priprava dva strukturna izomera N-acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline na
dva nacina opisana u poglavlju 3.2.6. Prvi nacin priprave bio je reakcija dihidroklorida 2,4-
diaminobutanske kiseline (4) 1 4-nitrofenil-acetata (5) u bazi¢nim uvjetima. Ispitano je ukupno
Sest modifikacija opcenitog postupka koji je opisan u ve¢ spomenutom poglavlju. Prema
literaturi ocCekivani su produkti bili 4-acetamido-2-aminobutanska kiselina 1 2-acetamido-4-
aminobutanska kiselina u razli¢itim omjerima ovisno o koli¢ini dodane baze. 'H NMR
spektroskopijom 1 masenom spektrometrijom eksperimentalno je uoceno da u svakoj od Sest
modifikacija opcenitog postupka priprave N-acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline dolazi do
nastanka razli¢itog omjera 4-acetamido-2-aminobutanske kiseline 1 2-acetamido-4-
aminobutanske kiseline, a uz ova dva izomera nastaje 1 2,4-diacetamidobutanska kiselina.

Takoder je primijec¢eno da zaostaje mali dio neizreagiranog spoja 4 (shema 15.).

0 0 0
_ i} H
CI H;NC Al- A6 CI H;NC _ . HC N .
OH O Na* \"/ O Na
+NH; Cl| +NH; Cl' o] +NH; Cl'
4 6
0 0
CI H;NL Ho N
" ’ oNat T \"/ O Na*
HN\”/CH3 0 HN\”/CH3
0 0

Shema 15. Prikaz produkata nastalih u reakciji N-acetiliranja dihidroklorida 2,4-

diaminobutanske kiseline (3) opéenitim postupkom opisanim u poglavlju 3.2.6.
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Takva smjesa Cetiriju razlicitih produkata problemati¢na je zbog otezane izolacije Zeljenih
produkata. Za sintezu ektoina potrebna je mono N-acetilirana 2,4-diaminobutanska kiselina, pri
¢emu nije vazno je li ona acetilirana na poziciji 2 ili 4 jer ciklizacija obaju izomera daje ektoin
kao produkt. Zbog toga je vazno iz reakcijske smjese ukloniti neizreagirani reaktant (4) i
diacetilirani produkt koji je nereaktivan u sljede¢em koraku. Izolaciju monoacetilirane 2,4-
diaminobutanske kiseline iz dobivene smjese komplicira kemijska priroda spojeva prisutnih u
reakcijskoj smjesi, a prijedlog izolacije koristenje je ionsko-izmjenjivacke kromatografije.
Stoga se razmotrio drugi sintetski put za pripravu monoacetiliranog derivata spoja 4 koji
ukljucuje kompleksaciju bakrovim(Il) ionima i zatim acetilaciju 4-nitrofenil-acetatom.
Bakrovi(Il) ioni kompleksiraju se dvjema molekulama 2,4-diaminobutanske kiseline tako Sto
bakrovi(Il) ioni koordiniraju hidroksilnu skupinu 1 o-aminoskupinu iz dviju 24-

diaminobutanskih kiselina (4) (shema 16.).

H)N. _
0 0 2 \/%Q
— + 5
2 Cl HaN NaOH (3 ekv.) Cu(CH;C00), x H,0 iy, £
3 \/%OH . 2 H,N o Na* u(CH; )2 % Hy H,N ”’”””—C“%waH
© H 2
+NH; Cl NH,

0
- NH,
4

Shema 16. Kompleksiranje dihidroklorida 2.4-diaminobutanske kiseline (4) bakrovim(II)

ionima.

Na ovaj nacin se selektivno §titi a-aminoskupina, a do acetilacije moze do¢i samo na

terminalnoj, y-aminoskupini ¢ime se kao produkt dobiva monoacetilirana 2,4-diaminobutanska

kiselina (6) (shema 17.).
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Shema 17. Selektivna monoacetilacija 2,4-diaminobutanske kiseline kompleksirane
bakrovim(II) ionima 4-nitrofenil-acetatom (5) pri ¢emu dolazi do otpustanja 4-nitrofenola i
nastanka kompleksa izmedu bakrovog(II) iona i1 dvije molekule 4-acetamido-2-aminobutanske

kiseline.

Prednost ove metode iznimno je jednostavna priprava i izolacija dobivenog monoacetiliranog
produkta (6). Postupak zapocinje otapanjem dihidroklorida 2,4-diaminobutanske kiseline (4) 1
neutralizacijom s pomo¢u NaOH ¢ime se dobiva natrijev 2,4-diaminobutanoat koji se nakon
dodatka s bakrovim(II) acetatom monohidratom kompleksira bakrovim(II) ionima. U otopinu
koja sadrzava kompleks bakrova(Il) iona 1 2,4-diaminobutanske kiseline dodaje se otopina 4-
nitrofenil-acetata (5) u acetonu koji sluzi kao reagens za acetilaciju terminalne, y-aminoskupine
2,4-diaminobutanske kiseline. Nastali kompleks bakrova(Il) iona 1 4-acetamino-2-
aminobutanske kiseline netopljiv je u smjesi vode i acetona te se izolira filtracijom i ispiranjem
istom smjesom vode i acetona, pri ¢emu u vodi ostaje neizreagirani spoj 4, spoj 5 1 natrijev
acetat. Dobivanje spoja 6 iz nastalog kompleksa postize se dodavanjem otopine 8-
hidroksikinolina u suspenziju koja sadrzava navedeni kompleks pri ¢emu se 8-hidroksikinolina

snaznije kompleksira bakrovim(II) ionima i time se oslobada spoj 6 (shema 18.).

Cu

X
F ””’NHZ O
6 P
- N CH,
H

O

Shema 18. Kompleksiranje bakrovih(Il) iona dvama ekvivalentima 8-hidroksikinolina ¢ija je

svrha oslobadanje dvaju ekvivalenata 4-acetamido-2-aminobutanske kiseline (6).
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Oslobodeni spoj 6 topljiv je u vodi, dok je kompleks bakrova(Il) iona i 8-hidroksikinolina
netopljiv $to olakSava izolaciju. Novonastali kompleks, kao i 8-hidroksikinolin, filtriraju se, a
mati¢nica koja sadrzava spoj 6 upari se u vakuumu. U slucaju zaostatka 8-hidroksikinolina u
maticnici potrebno ju je ekstrahirati etil-acetatom Sto u vecini slucajeva nije potrebno ako je
dodana dovoljna koli¢ina vode. Opisanom se metodom ciljano dobiva produkt koji je potreban
za zadnju reakciju u sintetskom putu priprave ektoina (7) bez komplicirane izolacije i uz visoko

iskoristenje (7= 82,4 %).

4.1.5. Priprava (£)-ektoina (7)

Priprava racemi¢ne smjese ektoina zasniva se na termickoj ciklizaciji N-acetilirane 2,4-
diaminobutanske kiseline, odnosno 4-acetamido-2-aminobutanske kiseline (spoj 6) (shema

19.).

O
H
H,C N Et;N N N
\”/ OH n-butanol, refluks, 48 h J\
0 NH, N CH;

6 7

Shema 19. Termicka ciklizacija 4-acetamido-2-aminobutanske (6) kiseline u ektoin (7).

Spoj 6 suspendira se u n-butanolu pa se nakon dodavanja trietilamina zagrijava uz refluks 48
sati. Nakon 48 sati opaza se bistra Zuckasta otopina koja u reakciji s ninhidrinom ne daje
pozitivan test Sto ukazuje na nepostojanje slobodne aminoskupine, odnosno zavrSetak
ciklizacije. Hladenjem spoj 7 taloZi, a budu¢i da reakcija ide kvantitativno, cijela reakcijska
smjesa upari se na rotacijskom uparivacu do suhoga. U svrhu proci§¢ivanja nastalog sirovog
ektoina (7) primjenjuje se trituriranje hladnim apsolutnim etanolom kako bi se iz Zute sirove
reakcijske smjese neugodnog mirisa dobio blijedo Zuckasti prah bez mirisa. IskoriStenje
reakcije iznosi 62,7 %, a bolji prinos reakcije mogao bi se posti¢i promjenom metode
procis¢avanja. U prethodnom postupku, kada je sintetizirana koli¢ina ektoina (7) bila znatno
manja, za proc¢iS¢avanje se upotrebljavala ionsko-izmjenjivacka kromatografija.
Kromatografska kolona napunila se jakim kationskim izmjenjivaéem (Admberlite IR120 H") koji
se prvo isprao s nekoliko volumena razrijedene otopine HCl-a, a zatim 1 s nekoliko volumena

vode 1 etanola. Na ionsko-izmjenjivacku kolonu nanesen je sirovi produkt reakcije termicke
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ciklizacije spoja 6 koji je prethodno otopljen u vodi i zakiseljen do pH = 2 s HCl-om kako bi se
spoj 7 u potpunosti protonirao. Zatim se spoj nanio na kolonu i kolona je isprana s nekoliko
volumena vode i apsolutnog etanola. Kada su se sve necistoce isprale s kromatografske kolone,
ektoin (7) je potom ispran pomoéu 3 mol/dm vodene otopine NH3. Nakon $to se sav ektoin
(7) isprao s kolone, spojene su frakcije i uparene na rotacijskom uparivacu. Koristena kolona
regenerira se propustanjem vodene otopine HCl-a. IskoriStenje nakon procis¢avanja na ionsko-
izmjenjivackoj koloni iznosilo je 82,3 %. Dakle, iskoriStenje same reakcije ovisi o preferiranom
nacinu izolacije 1 prociS¢avanja pri ¢emu treba izabrati izmedu brze i jednostavnije metode,
odnosno trituriranja ili nesSto dugotrajnije, ali opcenito bolje metode ionsko-izmjenjivacke
kromatografije.

Znatno bolje iskoriStenje dobiveno tijekom ovog rada, u odnosu na iskoristenje koje su
objavili Bazureau 1 sur., a koje je iznosilo 50 % nakon izolacije 1 proc¢i§¢avanja, prepisuje se
neadekvatnoj metodi priprave N-acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline. Kao $to je opisano u
prethodnom poglavlju, metodom kojom su autori pripremali dva strukturna izomera N-
acetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline ne mogu se pripremiti iskljucivo ti strukturni izomeri
nego dolazi do nastanka i diacetilirane 2,4-diaminobutanske kiseline koja je nereaktivna
tijekom termicke ciklizacije. 2,4-Diacetamidobutanska kiselina ne sadrzi slobodnu
aminoskupinu zbog ¢ega ne moze do¢i do nukleofilnog napada na karbonilni ugljik acetilne
skupine. Drugim rijeCima, autori su vjerojatno dobili znatno nize iskoriStenje reakcije termicke
ciklizacije, koja je u ovom radu isla uz iskoriStenje od 82,3 %, zbog koriStenja smjese koja je
sadrzavala 1 nereaktivni produkt prethodne reakcije, a koji se u radu kojeg su napisali Bazureau

1 sur. ne spominje.
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4.2. QOdvajanje enantiomera (+)-ektoina

Odvajanje enantiomera teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti moguce je posti¢i
izravnim ili neizravnim metodama. Neizravne metode ukljucuju derivatizaciju enantiomera
kiralnim reagensom prije analize. Takvi se derivatizirani spojevi zatim odjeljuju na akiralnim
stacionarnim fazama. S druge strane, izravne metode ukljucuju separaciju enantiomera u
izvornom obliku. Jedna izravna metoda ukljucuje dodatak kiralnih aditiva u mobilnu fazu i
odvajanje na akiralnim stacionarnim fazama, a druga izravna metoda ukljucuje uporabu kiralnih
stacionarnih faza. Uporaba kiralnih stacionarnih faza danas je najCeSée koriStena metoda
odvajanja enantiomera, pa se prema tome upotrebljavala i u ovom radu. Do sad se u literaturi
ne nalazi ni jedan primjer odjeljivanja enantiomera (+)-ektoina.

Postoji viSe podskupina kiralnih stacionarnih faza, a u svrhu odvajanja (+)-ektoina
ispitano je nekoliko razli¢itih podskupina kiralnih stacionarnih faza, ukljucujuéi one koje
sadrzavaju derivatizirane polisaharide (celulozu i amilozu), ,,éetkolike* stacionarne faze i na
kraju stacionarna faza koja sadrZzava makrociklicki selektor, odnosno makrociklicki glikopeptid
(teicoplanin).

Tijekom razvoja metode odvajanja enantiomera (4)-ektoina postojali su neki
ogranicavajuc¢i ¢imbenici. To se u prvom redu odnosi na topljivost (+)-ektoina. Zbog svog
ionskog karaktera (+)-ektoin jako je topljiv u vodi, dobro topljiv u MeOH, slabo topljiv u EtOH
1 ACN-u te izrazito netopljiv u nepolarnim organskim otapalima. To je ograniavalo izbor
otapala za pripremu mobilnih faza na navedena Cetiri polarna otapala, stoga se upotrebljavala
kromatografija obrnutih faza. Nadalje, ektoin je po svojoj strukturi mala, organska molekula
koja se nalazi u obliku zwitfer-iona bez znatnih kromofora. Ektoin takoder ne sadrzava n-m
sustav, §to onemogucava m-m interakcije s odabranim kiralnim selektorima. Interakcije koje
ektoin moze tvoriti uklju¢uju vodikove veze, elektrostatske 1 dipol-dipol interakcije te
interakcije prijenosa naboja. Kako bi se enantiomeri odijelili, moraju stvarati neku vrstu
interakcija sa stacionarnom fazom. Interakcije mogu biti privlacne i odbojne, a izmedu
molekule i1 stacionarne faze moze do¢i do jednostruke interakcija ili ih se moze tvoriti vise.
Medutim, da bi doslo do odjeljivanja enantiomera, barem jedna od njih mora biti stereokemijski
ovisna.

Odvajanje enantiomera (£)-ektoina ni na polisaharidnim stacionarnim fazama i na
»cetkolikoj” stacionarnoj fazi nije dalo rezultata (metode 1 — 15, tablica 7.). Zbog same

kemijske prirode ektoina nije dolazilo do dovoljno interakcija sa stacionarnom fazom, pa se
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zbog toga ektoin bez zadrzavanja eluirao s kiralne stacionarne faze. Promjenom mobilne faze
nije postignuto veée zadrzavanje ektoina na stacionarnoj fazi, a samim time nije dolazilo ni do
odvajanja enantiomera. S druge strane, gotovo sve ispitane metode na kiralnoj stacionarnoj fazi
koja sadrzava makrocikli¢ki glikopeptid feicoplanin (metode 16 — 35, tablica 7.) zavrsile su
odvajanjem enantiomera. UspjeSnost odvajanja enantiomera (£)-ektoina na kiralnoj
stacionarnoj fazi koja sadrzi makrociklicki glikopeptid teicoplanin (slika 9.) posljedica je
mogucnosti stvaranja razliCitih molekularnih interakcija (+)-ektoina i stacionarne faze, a koje

ponajvise ukljucuju ionske interakcije, vodikove veze i dipol-dipol interakcije.

Slika 9. Prikaz strukture makrocikli¢kog glikopeptida feicoplanina.

Odvajanje enantiomera obiljezeno je retencijskim vremenima enantiomera (zr1 1 tr2), faktorima
zadrzavanja enantiomera (k1 1 k2), separacijskim faktorom () 1 razlu¢ivanjem (Rs). Vrijednosti
navedenih kromatografskih veli¢ina za odabrane metode prikazane su u tablici 9. Retencijska
vremena dobivena su iz kromatograma, dok se ostale veli¢ine mogu izraunati prema

jednadzbama (1) — (5).

Faktor zadrzavanja:

k=R (1)
M

t

Separacijski faktor:

tra—tm -1 ko
= R2TIM 5y = 22
== 2)ili a P 3)

Razlucivanje:

Ry = 2 (-5)(22) @ili Ry = Xmim) (s

4 \a-1 1+k, Wp1—Wh2
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Tablica 9. Kromatografske veli¢ine kojima se obiljezava odvajanje enantiomera za odabrane metode odvajanja enantiomera (+)-ektoina iz

tablice 7.

Faktor Faktor Separacijski
Retencijsko vrijeme, Retencijsko vrijeme, Razlucivanje,
Metoda zadrZavanja, zadrZavanja, faktor,
fr1 (min) tr2 (min) Rs
k1 k2 a
16 11,703 42,230 5,937 24,033 4,048 5,629
20 7,560 21,757 3,428 11,744 3,426 6,907
21 7,180 19,627 3,215 10,522 3,273 7,269
22 6,723 17,377 2,953 9,215 3,121 7,726
23 7,750 21,770 2,653 9,262 3,491 8,824
24 7,380 19,340 2,391 7,887 3,299 8,787
25 3,567 8,770 2,181 6,821 3,127 7,755
26 2,927 7,007 2,104 6,432 3,057 7,797
27 5,803 10,073 1,902 4,037 2,123 6,123
28 3,827 6,487 1,353 2,988 2,208 5,515
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29

30

31

32

33

34

35

2,987

3,057

2,800

2,720

3,047

2,320

7,597

5,397

5,350

4,647

4,300

6,053

3,683

13,207

1,471

1,712

1,410

1,365

0,792

0,444

3,905

3,465

3,375

3,000

2,738

2,561

1,293

7,528

2,356

1,971

2,128

2,006

3,234

2,912

1,928

7,742

8,487

7,526

7,242

7,104

5,475

7,431
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Tijekom razvoja optimalne metode za odvajanje enantiomera (+)-ektoina na ChiralT koloni
mijenjani su sljede¢i parametri: mobilna faza, temperatura i protok. U najve¢em su se broju
metoda kao mobilna faza upotrebljavali metanol i voda u razli¢itim volumnim udjelima. Ispitan
je utjecaj dodavanja mravlje kiseline (0,1 % 1 0,01 %) 1 trietilamina (0,01 %) te pufera
amonijeva formijata (0,025 mol/dm?, pH = 3,0). Na kraju se ispitao i utjecaj temperature (30 —
40 °C) i protoka (0,5 — 1,2 mL/min) za odabrane metode.

Dodavanjem mravlje kiseline u MeOH (metode 17 1 18) doslo je do znatnog smanjenja
retencijskih vremena pikova. Osim toga, pikovi obaju enantiomera bili su nepravilni, tj. uo¢ava
se velik fronting 1 Sirine su pikova jako velike, §to dovodi do jako niske razluc¢ivosti. S druge
strane, dodavanjem trietilamina (metoda 19) doslo je do nastajanja ionskog para izmedu ektoina
1 trietilamina, §to je dovelo do jako dugog razvlacenja po kromatografskoj koloni.

Uporabom pufera amonijeva formijata (metode 33 i 34) dobiveni su dobri rezultati, ali
nesto bolji rezultati dobiveni su uporabom samo vode i MeOH kao mobilne faze. Zbog toga $to
se razmatrao 1 scale-up u svrhu preparativne izolacije (+)- i (-)-ektoina, pufer se nije uzeo u
obzir kao dio mobilne faze zbog potrebe za naknadnim uklanjanjem amonijeva formijata koji
je sastavni dio koristenog pufera.

Utjecaj protoka na odjeljivanje enantiomera ispitalo se nakon $to je optimalan volumni

udio vode 1 metanola odreden kao 1 : 1. Na slici 10. prikazani su kromatogrami metoda 27, 28
129.

3500
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2500
1500

2000

1500 1000

odaziv detektora / mAU
odaziv detektora / mAU

1000 ~ 1,0 mL/min

200
500 N 0,75 mL/min
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El 10 11 12

13 14 15

t/ min

Slika 10. Kromatogrami odjeljivanja enantiomera (£)-ektoina na temelju metoda 27 (plavo), 28

(zeleno) 1 29 (crveno) koji prikazuju ovisnost kromatografskih parametara o protoku.

Marcela Sigi¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 64

1z prikazanih kromatograma vidljivo je da poveéanje protoka uzrokuje niza retencijska vremena
obaju enantiomera, odnosno skracuje se vrijeme analize. Nadalje, pove¢anjem protoka dobivaju
se 1 pikovi pravilnijeg, simetri¢nijeg izgleda. Oba navedena razloga upucuju na to da je metoda
29 superiorna u odnosu na druge dvije, a to potvrduju 1 brojcane vrijednosti kromatografskih
parametara navedenih u tablici 9. Metodom 29 dobiva se bolji separacijski faktor i bolje
razlu¢ivanje u odnosu na druge dvije metode. Povecanje protoka ne mora nuzno znaciti da ée
se dobiti bolje odjeljivanje enantiomera, no u ovom primjeru je to upravo slucaj.

Nadalje, ispitana je i ovisnost odjeljivanja enantiomera (£)-ektoina o temperaturi, pa su

tako na slici 11. prikazani kromatogrami dobiveni metodama 29, 31 i 32.

3000 3000
2500 2500
=] =]
E 2000 2000 E
..é "é
= =
- 1500 1500 ¢
o o
s 30°C 3
N N1
8 1000 joo0 8
=] (=]

40 °C
500 J\ 500
0 . 45°C |,
i 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
t/ min

Slika 11. Kromatogrami odjeljivanja enantiomera (+)-ektoina na temelju metoda 29 (plavo), 31

(zeleno) 1 32 (crveno) koji prikazuju ovisnost kromatografskih parametara o temperaturi.

Iz prikazanih kromatograma vidi se da povecanje temperature, sli¢no kao 1 povecanje protoka,
uzrokuje manja retencijska vremena obaju enantiomera, odnosno kra¢e vrijeme analize.
Takoder, viSom temperaturom, isto kao i ve¢im protokom, dobivaju se pikovi pravilnijeg,
simetri¢nijeg izgleda, odnosno dolazi do smanjenja tailinga. Vidimo da je u ovom slucaju
metoda 29, metoda s ,,najloSijim“ kromatogramom, a u prethodnom je odlomku imala
,»najbolji“ kromatogram. Dakle, moZze se zakljuciti da i nakon odabira mobilne faze ima mjesta
za poboljSanje odjeljivanja enantiomera varijacijom temperature i protoka.

Kako bi se lakse uocila metoda s optimalnim razlu¢ivanjem (+)- i (-)-ektoina, odabrani

podaci iz tablice 9. prikazani su 1 graficki. Graf u kojem su prikazane vrijednost separacijskih
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faktora i razluCivanja za odabrane metode koje su se pokazale kao pogodne za odvajanje

enantiomera prikazan je na slici 12.

u Separacijski faktor ~ ®Razlucivanje

16 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Brojc¢ana oznaka metode

10

3 =]

=)

o [ 8] w -~

Brojc¢ana vrijednost separacijskog faktora i razlu¢ivanja
wn

o

Slika 12. Grafi¢ki prikaz vrijednosti separacijskog faktora (plavo) i razlucivanja (crveno) za
analiticke metode odvajanja enantiomera (%)-ektoina koje su pokazale zadovoljavajuce

rezultate.

Opcenito, ako je vrijednost Rs jednaka ili veca od 1,5 postiZe se odvajanje pikova istih povrSina
od 99,7 %. 1z grafa koji se nalazi na slici 12. moguce je vidjeti da se metodama 23, 24 i 30
dobije najbolje razlucivanje pikova. Iz tablice 9. moze se i$¢itati da razlu¢ivanje kod navedenih
metoda iznosi 8,824, 8,787 1 8,487. Dok se kod svih metoda prikazanih na slici 12. dobiva dobro
razlucivanje pikova ¢ije vrijednosti iznose izmedu 5,475 1 7,797.

Kao optimalna metoda za odjeljivanja enantiomera (£)-ektoina odabrana je metoda u
kojoj je mobilna faza MeOH : H>O =1 : 1, temperatura 35 °C, a protok 1,0 mL/min (metoda
30). U svrhu odredivanja (+)- i (-)-enantiomera istom je metodom analiziran i uzorak (+)-

ektoina koji je komercijalno dostupan i dobiveni su kromatogrami prikazani na slici 13.
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Slika 13. Kromatogrami (+)-ektoina (zeleno) i (£)-ektoina (crveno) (metoda 30) iz kojih se

moze odrediti (+)- i (-)-enantiomer.

Iz slike 13. moze se vidjeti da (-)-enantiomer ektoina izlazi prvi, odnosno ima manje
rentencijsko vrijeme, dok (+)-enantiomer ektoina izlazi drugi, odnosno ima vece retencijsko
vrijeme.

Metoda 30 izabrana je kao optimalna iako metode 23 i 24 imaju neSto bolje
kromatografske parametre. Razlozi odabira metode 30 kao optimalne su: mobilna faza s manjim
udjelom MeOH, ve¢i protok 1 pravilniji oblik pikova. Tijekom odvajanja enantiomera (+)-
ektoina koriStena su otapala koja pogoduju zelenoj kemiji, stoga se koriStenje metodom sa §to
manjim udjelom MeOH smatralo pozitivnim. Medutim, nedostatak uporabe veceg udjela vode
tijekom analiza jest visok tlak unutar kromatografskog sustava, $to je ograni¢avalo dopuSteni
udio vode na 50 % kako ne bi doSlo do oStecenja kromatografskog sustava i1 ChiralT kolone.
Vecim protokom u metodi 30 u odnosu na metode 23 1 24 postignuto je krace vrijeme analize
s jednako dobrim razlu¢ivanjem. Veéim protokom, ve¢im udjelom vode i viSom temperaturom
dobiveni su pikovi pravilnijeg oblika, odnosno failing svih pikova proporcionalno se smanjivao
povecavanjem svih triju parametara. Pretpostavlja se da bi se ve¢im udjelom vode, viSom
temperaturom 1 vecim protokom odvajanje enantiomera moglo jo§ poboljsati, no to nije bilo
moguce izvesti zbog ogranienja kromatografskog sustava i ChiralT kolone. Zbog svega
navedenog ova je metoda prihvacena kao najbolja metoda za odjeljivanje enantiomera (+)-
ektoina. Navedena metoda pogodna je za scale-up jer se upotrebljavaju jeftina i lako dostupna

otapala. Osim toga, u mobilnu fazu nije potrebno dodavati ni kiselinu ni bazu jer je pokazano
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da se dodavanjem mravlje kiseline i trietilamina dobiva loSije razlu¢ivanje pikova. Nadalje,
dodavanjem pufera nisu dobiveni mnogo bolji rezultati, pa se dodatak pufera isto tako moze
izbje¢i. Najvece ogranicenje kod scale-upa isto je kao 1 kod odjeljivanja enantiomera na
analitickoj ljestvici, a ukljuCuje nuznost uporabe stacionarne faze koja sadrzava kiralne
selektore koji su pogodni za odjeljivanje enantiomera nederivatiziranih (a)ciklickih

aminokiselina koje se nalaze u obliku zwitter-iona.
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4.3. Ispitivanje prisutnosti (+)-ektoina u hranjivom mediju

Prethodno pripremljeni uzorci hranjivih medija u kojima su rasli razli¢iti sojevi bakterija
Steptomyces sp. izolirani iz sedimenta Jadranskog mora analizirani su u svrhu provjere
prisutnosti prirodnog spoja (+)-ektoina. Neki su sojevi uzgajani u hranjivim medijima s
gradijentom masenog udjela NaCl, a neki su sojevi uzgajani samo u hranjivom mediju koji je
sadrzavao 9 % NaCl. Svi sojevi, kao 1 udio NaCl te prisutnost (+)-ektoina u hranjivom mediju

prikazani su u tablici 10.

Tablica 10. Uzorci hranjivih medija u kojima su rasli razliciti sojevi bakterija Streptomyces sp.
prethodno izoliranih iz sedimenta Jadranskog mora koji su analizirani HPLC-om metodom koja
je opisana u poglavlju 3.4. Prikazani su maseni udjeli NaCl u hranjivom mediju tijekom rasta

bakterija za svaki soj kao i prisutnost ektoina.

Usorak Sifra w(NaCl) Prisutnost rorak Sifra _ w(NaCl) Prisutnost
soja (%) ektoina soja (%) ektoina
I Sc 0 - 13 114 5 "
2 Sc 3 + 14 115 9 N
3 Sc 6 + 15 121 9 N
4 81 0 - 16 123 9 N
5 81 3 " 17 124 9 N
6 81 6 + 18 126 9 N
7 81 9 ; 19 131 9 N
8 92 0 " 20 156 9 N
9 92 3 " 21 160—1 9 .
10 92 6 " 2 160-2 9 N
11 104 9 + 23 163 9 N
12 106 9 + 24 167 9 N

Za sojeve koji su uzgajani u analiziranim hranjivim medijima prethodno je utvrdeno da

sadrzavaju gene koji kodiraju za enzime koji su odgovorni za biosintezu (+)-ektoina u uvjetima
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osmotskog stresa. Priprema uzoraka, kao i uvjeti analize i uredaji koji su se upotrebljavali pri
analizi navedenih uzoraka opisani su u poglavlju 3.4.
Kako bi se odredilo retencijsko vrijeme (+)-ektoina, prvo je analiziran komercijalno

dostupan (+)-ektoin, a njegov kromatogram prikazan je na slici 14.
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Slika 14. Kromatogram komercijalno dostupnog (+)-ektoina pri 4 = 220 nm. KoriStena
kromatografska kolona bila je Synergi Polar — RP, a metoda koristena tijeka HPLC analize
opisana je u tablici 8, poglavlje 3.4.

Retencijsko vrijeme (+)-ektoina iznosilo je 2,277 minute. Nakon (+)-ektoina ispitan je i

pripravljen (£)-ektoin €iji je kromatogram prikazan na slici 15., a kako bi se oba mogla

usporediti s kromatogramima dobivenim analizom uzoraka 1 — 24 (tablica 10.).
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Slika 15. Kromatogram (+)-ektoina pripravljenog prema postupcima opisanim u poglavlju 3.2.
pri A=220 nm. KoriStena kromatografska kolona bila je Synergi Polar — RP, a metoda koristena

tijeka HPLC analize opisana je u tablici 8, poglavlje 3.4.

Iz kromatograma (+)-ektoina vidi se da je retencijsko vrijeme racemi¢ne smjese 2,280 minute,
dakle isto kao i (+)-ektoin. Nakon navedenih analiza, analizirani su svi uzorci 1 — 24 prema
metodi 1 uz koriStenje instrumenata opisanih u poglavlju 3.4. Kod vecine uzoraka hranjivog
medija u kojima su uzgajani razli¢iti sojevi bakterija Streptomyces sp. bez dodatka NaCl-a,
oc¢ekivano nema pika koji odgovara (+)-ektoinu. Kod uzorka 8 uocava se odstupanje od
ocekivanog, odnosno pojavljuje se pik koji odgovara (+)-ektoinu. S druge strane, kod vecine
uzoraka hranjivog medija u kojima je maseni udio NaCl bio od 3 do 9 % uocava se pik s
retencijskim vremenom od 2,217 do 2,283 minute $to odgovara retencijskom vremenu (+)-
ektoina. Ponovno, kod jednog uzorka uvida se odstupanje od ocekivanog, pa se tako u uzorku
7, gdje je maseni udio NaCl bio 9 %, ne nalazi pik (+)-ektoina. Odstupanje od ocekivanih
rezultata moze se objasniti eksperimentalnom pogreskom, odnosno postoji vjerojatnost da su
navedeni uzorci 7 i 8 zamijenjeni, te je zbog toga doslo do odstupanja od ocekivanja. Nadalje,
kod jednog uzorka uocena je veca koli¢ina (+)-ektoina u odnosu na ostale, pa je njegov

kromatogram prikazan na slici 16., dok su ostali kromatogrami prikazani u dodatku D3.3.3.
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Slika 16. Kromatogram uzorka 24 (Sifra soja 167, w(NaCl) = 9 %) pri 4 =220 nm. KoriStena

kromatografska kolona bila je Synergi Polar — RP, a metoda koriStena tijeka HPLC analize

opisana je u tablici 8, poglavlje 3.4.

Za usporedbu, na slici 17. prikazan je kromatogram uzorka 21 kod kojeg su bakterije roda

Streptomyces sp. takoder uzgajane u hranjivom mediju koji je sadrzavao 9 % NaCl.
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Slika 17. Kromatogram uzorka 21 (Sifra soja 160 — 1, w(NaCl) =9 %) pri A =220 nm. KoriStena
kromatografska kolona bila je Synergi Polar — RP, a metoda koriStena tijeka HPLC analize

opisana je u tablici 8, poglavlje 3.4.

1z priloZenih kromatograma (slika 16. i slika 17.) vidi se da uzorak 24 sadrZava znatno vecu
koncentraciju (+)-ektoina u odnosu na uzorak 21. Prema tome, navedeni soj bakterija treba se
dalje ispitati zbog moguce primjene u biotehnoloskoj proizvodnji (+)-ektoina zbog mnogo
veceg izluCivanja (+)-ektoina u medij u odnosu na ostale analizirane sojeve bakterija
Streptomyces sp. Ako se pogledaju kromatogrami ostalih uzoraka prikazani u dodatku D3.3.3.,
vidi se da uzorak 24 sadrZava znatno vecu koncentraciju (+)-ektoina od svih ostalih ispitanih

uzoraka.

Marcela Sigi¢ Diplomski rad



§ 5. Zakljucak 73

§ 5. ZAKLJUCAK

U prvom dijelu ovog rada opisana je poboljSana i optimirana priprava (+)-ektoina koja je
zapocela pripravom 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona iz komercijalno dostupnog dihidrofuran-
2(3H)-ona. Tijekom ove reakcije primije¢eno je da silika-gel katalizira nastajanje 3-
bromdihidrofuran-2(3H)-ona iz 2,4-dibrombutanske kiseline. Osim toga, kao najbolji nacin
destilacije pri snizenom tlaku pokazala se primjenom spinning band kolone uz potrebu
koriStenja teflonske vrpce. Ostatak sintetskog puta priprave (+)-ektoina optimiran je i
modificiran kako bi se jednostavnije i brze dobio Zeljeni produkt u Sto vecem prinosu.
IskoriStenje zadnje reakcije u sintetskom putu, ciklizacije 4-acetamido-2-aminobutanske
kiseline u (£)-ektoin iznosi 82,3 % ukoliko se kao metoda proc¢is¢avanja koristi ionsko-
izmjenjivacka kromatografija. Posljedi¢no, ukupno iskoriStenje sintetskog puta priprave (+)-
ektoina polaze¢i od 3-bromdihidrofuran-2(3 H)-ona iznosi 33,0 %.

U drugom dijelu ovog rada opisano je odvajanje enantiomera (£)-ektoina razli¢itim
metodama na kiralnoj stacionarnoj fazi ChiralT koja sadrzava makrociklicki glikopeptid
teicoplanin. Odjeljivanje enantiomera na polisaharidnim i ¢etkolikim stacionarnim fazama nije
dobiveno.

U tre¢em, 1 zadnjem, dijelu ovog rada ispitana je prisutnost (+)-ektoina u 24 uzorka
hranjivog medija u kojem su rasli razli¢iti sojevi bakterija Streptomyces sp. izoliranih iz
sedimenta Jadranskog mora s pomocu tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti. U 21
od 24 uzoraka utvrdena je prisutnost (+)-ektoina. Tri uzorka pripremljena su kao kontrole,
odnosno odredeni sojevi bakterija Streptomyces sp. rasli su bez dodatka NaCl zbog Cega nije
doslo do biosinteze (+)-ektoina 1 posljedi¢no do njegova otkrivanja u navedenim hranjivim

medijima.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ACN — acetonitril

AGP — al-kiseli glikoprotein

ATP — adenozin trifosfat

BSA — albumin iz govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin)
CDCI; — deuterirani kloroform

CD30Ds3 — deuterirani metanol

D>0 — deuterirana voda

DABA - 2,4-diaminobutanska kiselina

DCM - diklormetan

DMF — N,N-dimetilformamid

DMSO-ds — deuterirani dimetil-sulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

Ektoin — 2-metil-1,4,5,6-tetrahidropirimidin-4-karboksilna kiselina
Et,0 — dietil-eter

EtsN — trietilenamin

EtOAc — etil-acetat

EtOH — etanol

GC — plinska kromatografja (engl. gas chromatography)

HPLC - tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid
chromatography)

HSA — albumin iz humanog seruma (engl. Human Serum Albumin)
i-PrOH — izopropanol

MeOH — metanol

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

R¢— faktor zadrZavanja

TLC — tankoslojna kromatografija (engl. thin-layer chromatography)
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§8. DODATAK

8.1. Spektri nuklearne magnetske rezonancije
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8.3. Kromatogrami

8.3.1. Analiza reakcijske smjese i produkata sinteze spoja 1 plinskom kromatografijom
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Slika D3.1.1. Kromatogram dihidrofuran-2(3H)-ona (standard).
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Slika D3.1.2. Kromatogram 3-bromdihidrofuran-2(3H)-ona (1) (standard).
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8.3.2. Odvajanje enantiomera (+)-ektoina tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti
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Slika D3.2.1. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T

koloni (metoda 16).
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Slika D3.2.2. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T

koloni (metoda 17).
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Slika D3.2.3. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 18).
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Slika D3.2.4. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 20).
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Slika D3.2.5. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T

koloni (metoda 21).
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Slika D3.2.6. Kromatogram odvajanja enantiomera (£)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T

koloni (metoda 22).
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Slika D3.2.7. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 23).
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Slika D3.2.8. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 24).
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Slika D3.2.9. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 25).
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Slika D3.2.10. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 26).
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Slika D3.2.11. Kromatogram odvajanja enantiomera (£)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 27).
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Slika D3.2.12. Kromatogram odvajanja enantiomera (£)-ektoina pri A =210 nm na Chiral T
koloni (metoda 28).
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Slika D3.2.13. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 29).
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Slika D3.2.14. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A =210 nm na Chiral T

koloni (metoda 30).
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Slika D3.2.15. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A =210 nm na Chiral T
koloni (metoda 31).
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Slika D3.2.16. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A =210 nm na Chiral T

koloni (metoda 32).
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Slika D3.2.17. Kromatogram odvajanja enantiomera (£)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 33).
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Slika D3.2.18. Kromatogram odvajanja enantiomera (£)-ektoina pri A = 210 nm na Chiral T
koloni (metoda 34).
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Slika D3.2.19. Kromatogram odvajanja enantiomera (+)-ektoina pri A =210 nm na Chiral T
koloni (metoda 35).
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Slika D3.3.1. Kromatogram (+)-ektoina pri A =220 nm.
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Slika D3.3.3. Kromatogram uzorka 1 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.4. Kromatogram uzorka 2 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.5. Kromatogram uzorka 3 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.6. Kromatogram uzorka 4 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.7. Kromatogram uzorka 5 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.8. Kromatogram uzorka 6 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.9. Kromatogram uzorka 7 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.10. Kromatogram uzorka 8 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.11. Kromatogram uzorka 9 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.12. Kromatogram uzorka 10 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.13. Kromatogram uzorka 11 pri A =220 nm.
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T
15
t/mmn

20

25

odaziv detektora

odaziv detektora

Marcela Sisic¢

Diplomski rad



§ 8. Dodatak lii

800 800
600 600
® ©
. s
£ 400+ r40 3
3 3
= 2 =
S| i [S]
< [+
Z l ; - k-
Q
4
A
b X
200 200
T =
g
g
o
E
01— SN
T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
7/ mn
Slika D3.3.15. Kromatogram uzorka 13 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.16. Kromatogram uzorka 14 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.17. Kromatogram uzorka 15 pri A =220 nm.
500 500
400 F 400
300 300
g ] g
5 5
G =
.‘E 2004 F 200 g
Q (=]
lat]
<
] o r
100 B - 100
O/ SN
T T T T T
0 5 10 15 20 25 0
1/ min

Slika D3.3.18. Kromatogram uzorka 16 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.19. Kromatogram uzorka 17 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.20. Kromatogram uzorka 18 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.21. Kromatogram uzorka 19 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.22. Kromatogram uzorka 20 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.23. Kromatogram uzorka 21 pri A =220 nm.
500 500
400 k400
300 F300
2 g
3 z
& =
E 2007 r0 g
o [=]
] s a
&
] ]
100 e - 100
1 g
A
+
0+— ~ I,
: T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Slika D3.3.24. Kromatogram uzorka 22 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.25. Kromatogram uzorka 23 pri A =220 nm.
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Slika D3.3.26. Kromatogram uzorka 24 pri A =220 nm.
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