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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

U okviru ovog rada pripravljena su dva spoja iz klase N-acilamida, spojeva generalne strukture
prikazane na slici 1.
O
MR
Ry N7 2
H

Slika 1. Opc¢a struktura N-acilamida

Kao klasa spojeva zanimljivi su zbog svojeg utjecaja na signalne puteve u tijelu te se
istrazuju u kontektstu utjecaja na cijeli niz poremacaja 1 bolesti poput: dijabetesa, karcinoma,
poremeéaja motorike i neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove bolesti.}?
Alzheimerovu bolest, progresivno neurodegenerativno stanje, uzrokuje serija ¢imbenika medu
kojima je i umanjena aktivnost acetilkolina.® Lijekovi koji se trenutno primjenjuju u sklopu
terapije ublazavaju simptome inhibicijom acetilkolinesteraze, enzima koji hidrolizira

acetilkolin, podizuéi njegovu razinu u sinapsama.*®

Cilj ovog rada je pripraviti N-acilglicinamide Ugijevom reakcijom uobi¢ajenim
sintetskim metodama, mikrovalovima potpomognutom sintezom i mehanokemijskom
sintezom. Ugijeva reakcija Cetverokomponentna je reakcija aldehida ili ketona, amina,
karboksilne kiseline i izocijanida.”® Reakcije su praéene tankoslojnom kromatografijom (TLC),
a strukture spojeva potvrdene su infracrvenom spektroskopijom (IR), 1D i1 2D spektroskopijom
nuklearne magnetske rezonancije (engl. Nuclear magnetic resonance spectroscopy, NMR),
spektrometrijom masa (HRMS) te im je odredeno taliste i provjerena topljivost u vodi i puferu
pri pH=7,4. U sklopu rada provedena je i optimizacija mikrovalovima potpomognute sinteze
na N-acilglicinamidu pripavljenom u okviru izrade ovog rada (slika 2). U sklopu rada provedena

je i kvaternizacija N-acilglicinamida Mensutkinovom reakcijom.

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Slika 2. Pripavljeni N-acilglicinamidi
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§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Ugijeva reakcija

Ugijevu reakciju prvi je opisao estonski kemicar Ivor Ugi 1959. godine. Ona pripada skupini
visekomponentnih reakcija (eng. multicomponent reactions) koje ime duguju nacinu izvedbe
koji podrazumijeva reakciju tri ili viSe tvari u jednoj reakcijskoj posudi (eng. one-pot
reaction).”® Visekomponentne reakcije rezultiraju jednom slozenom molekulom i provode se
bez izolacije meduprodukata. S povecanim naglaskom na nacela zelene kemije ovakve reakcije
dobivaju na popularnosti jer se provode u blazim uvjetima u odnosu na uobitajene Sintetske
postupke, produkti se lakse pro¢iséavaju i reakcije zahtjevaju manje otapala.® Ugijeva reakcija
provodi se najces¢e u svojoj cetverokomponentnoj inacici, u kojoj se reakcijom aldehida,
amina, izocijanida i karboksilne kiseline dobivaju a-acilaminoamidi.’® Iako se reakcija moze
odviti s ketonima ne proporuca se njihovo koriStenje zbog nize elektrofilnosti, stoga se ¢esce
koriste aldehidi.!* Takoder se preporuca izbjegavati amonijak kao amino komponentu jer imin
koji nastaje reakcijom amonijaka i aldehida zaustavlja reakciju.*? Ugijeva reakcija odvija se u
polarnim proti¢nim otapalima, najceS¢e se koriste metanol ili etanol, pri sobnoj temperaturi.
Reakcija se moze odviti i u vodi ili aproti¢énim otapalima poput DMF-a, kloroforma ili THF-
a3, ali u takvim uvjetima postoji opasnost od nastanka Passerinijevog produkta, rezultata
reakcije aldehida, izocijanida i karboksilne reakcije, $to smanjuje prinos i komplicira

izolaciju.'*
2.2. Mehanizam Ugijeve reakcije

Mehanizam Ugijeve reakcije proucava se od prvog spomena u literaturi i nije u potpunosti
razjasnjen unato¢ mnogim pokusajima, kako eksperimentalnim tako i1 ra¢unalnim. U prvom
koraku dolazi do nastanka imina kondenzacijom aldehida i amina. Imin se potom aktvira ili
protoniranjem ili formiranjem vodikove veze s karboksilnom kiselinom, pretpostavke se ovisno
o nacinu aktivacije granaju na reakcijski put A i1 B, slika 3. Reakcija koja se odvija reakcijskim
putem A nastavlja se adicijom izocijanida na aktivirani imin pri ¢emu nastaje nitrilijev ion, na
koji se potom adira karboksilat $to rezultira imidatom. Reakcijski put B vodi do imidata

adicijom karboksilata na iminijev ion uz nastanak hemiaminala koji reagira s izocijanidom. Oba

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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reakcijska puta nastavljaju se ireverzibilnim posljednjim korakom, Mummovom pregradnjom
imidata. Rezultat reakcije naziva se Ugijevim produktom. KoriStenje monosupstituiranih
aldehida ili nesimetri¢nih ketona rezultira nastankom kiralnog sredista u Ugijevom produktu,

oznatenim asteriskom na slici 3.131516

0 . NR,
R NH,
R{JJ\ Rz -H,0 R1/“\ Rs
imin o
reakceijski put
reakeijski put 0 B
A
R OH- e R3-®.H
3 aktivirani imin Y
i P |
@& 5 Ry R, R /L\R
Ra—N=C__ 0 1 2
M :‘—_‘/Lmim_icx-‘ 100
\L . H
. =
Rj. 3*NH c:-d,_
NH v avE
0 . Ry—l W =N-Rj
L = R2 = B R1 & Ry
PN Sy
R4 0 ‘m___FE“/( N. Rg hemiaminal
1\ nitrilijev 1on l
R FEN ~, R _2 .
R;,Nj/;ﬁﬂg'fo B Ry r&-p){%
':/I . ! imidat imidat ':JI | . f‘j
Hy_.NRs R, Hy_.NRs R,
l Mummaova pregradnja l Mummova pregradnja
0 R 8] R
RGHN ‘/,\JH _R,; Rr_\_N “_,N,Hd__,H,-‘
RiR; O H RiR; O
13,15,16

Slika 3. Predlozeni mehanizmi Ugijeve reakcije.

2.3. Mikrovalovima potpomognuta sinteza

Koristenje mikrovalnog zracenja u organskim sintetskim postupcima zapocinje 1986.
istrazivanjem Richarda Gedyea i razvija se do danasnjeg dana.'’ Mikrovalno zradenje
primjenjuje se kao alternativa zagrijavanju plamenom ili elektronickim grija¢ima, pri ¢emu

reaktanti apsorbiraju elektromagnetsko zracenje i pretvaraju ga u toplinu.'® Ovaj pristup u

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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za ljudsko i zdravlje okolisa s obzirom da se reakcije odvijaju na minutnoj skali, ¢ime se Stedi
energija te se koristi minimalna koli¢ina otapala $to smanjuje koli¢ine otpada.'® Mikrovalno
zracenje se na elektromagnetskom spektru nalazi izmedu 30 GHz i 300 MHz (valne duljine od
1 cm do 1 m)%, stoga se frekvencije mikrovalnih reaktora moraju pomno birati kako bi se
izbjegla interferencija s telekomunikacijskim uredajima koji emitiraju u istom dijelu spektra.
Energetski benefit ovog pristupa ostvaruje se zagrijavanjem cijelog sadrzaja reakcijske posude
istovremeno 1ravnomjerno, za razliku od uobi¢ajenih opcija zagrijavanja koje prvo zagrijavaju
posudu pa se smjesa blize stjenci zagrijava brze odnosno cijela se smjesa zagrijava

nehomogeno, slika 4.2

<

-

—
—p
P
%..

A, -)

:

Slika 4. Usporedba uobicajenih metoda zagrijavanja reakcijske smjese (gore) 1 MW
zraéenja (dolje)?!

<—
D

f

S obzirom da se cijela otopina zagrijava istovremeno i ravnomjerno reakcija se odvija zantno
brze, unutar nekoliko minuta. Prvi pokusi s mikrovalovima provodili su se u kuénim
mikrovalnim peénicama, koje nisu nudile moguénost regulacije snage zrac¢enja niti se smjesa
mogla mijesati. Ovakva aparatura bila je opasna za koristenje zbog moguéih eksplozija® stoga
su razvijene dvije vrste mikrovalnih reaktora. Visefunkcijski reaktori homogeniziraju polje
rotacijom reakcijskih posuda smjeStenith u polje mikrovalova razli¢itith usmjerenja.
Jednofunkcijski reaktori dizajnirani su tako da zracenje usmjereno pada na reakcijsku posudu
koja je staticna na to¢no odredenoj udaljenosti od mikrovalnog izvora, a mijeSanje se provodi

magnetom.?

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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S obzirom na broj parametara koji se mogu regulirati pri mikrovalnoj sintezi
(temperatura, tlak, otapala, snaga i vrijeme zagrijavanja) za provedbu pojedine reakcije vrijedi
optimizirati uvjete reakcije prilagodbom jednog parametra dok se drugi ne mijenjaju. Primjer
takve optimizacije izveden je u radu Tharangaraja i suradnika koji su proveli Ugijevu reakciju
u mikrovalnom reaktoru sa svrhom sinteze peptidomimetika. Reakcija je optimizirana

upotrebom razli¢itih otapala i variranjem snage zracenja, slika 5.2*

) MW, 1200W,
- McOH

15 minuta,
e A AN NC 0 eC
/ e o S 'D H
' ]
1‘ ~
'S g

Slika 5. Ugijeva reakcija u mikrovalnom reaktoru s naznacenim optimiziranim uvjetima
reakcije.t>%

2.4. Mehanokemijska sinteza

Mehanokemijska sinteza temelji se na primjeni nacela mehanokemije na organske spojeve.
Mehanokemija podrazumijeva bilo koju reakciju koja se odvija uz pomo¢ mljevenja ili trenja
bez, ili uz minimalnu upotrebu otapala. Jedna od prvih takvih reakcija datira iz 4. stolje¢a prije
Krista, a radi se o dobivanju Zive mljevenjem cinabarita odnosno rumenice, kristala Zivinog
sulfida.?® Unato¢ svojoj dugovjeénosti ovaj pristup kemijskim reakcijama dugo je vremena bio
ograni¢en na reakcije netopljvih tvari s obzirom na nizu ucinkovitost i manju spektar
mogucénosti u odnosu na reakcije u otopini. Sredinom proslog stolje¢a ova vrsta reakcije dobiva
na popularnosti razvojem automatiziranih mlinova.?® Dvije su najées¢e vrste automatiziranih
mlinova, planetarni kugli¢ni mlin i vibracijski kugli¢ni mlin. U kugli¢nim mlinovima reaktanti
se uslijed rotacija i vibracija posude sudaraju medusobno i s kuglicom koja se dodaje u posudu,

slika 6. U vibracijskom kugli¢nom mlinu reakcijska posuda postavljena je horizontalno.?’

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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(a) vibracijski mlin (b) planetarni mlin

Slika 6. Shema rada vibracijskog i planetarnog kugli¢nog mlina

Pocetkom 21. stolje¢a mehanokemijske reakcije jos§ se dublje istrazuju s obzirom da ovakav
pristup odgovara veé¢ spomenutim nacelima zelene kemije.?® Za potrebe ove reakcije ne koristi
se otapalo ili se ono dodaje u katalitickoj koli¢ini ukoliko se primjenjuje takozvana LAG
tehnika (eng. Liquid-assisted grinding)?® §to smanjuje utjecaj na okolis, takoder se primjenom
mehanokemijskih reakcija u organskoj sintezi trajanje reakcija moze spustiti sa 24 sata ili 48
sati na sat ili dva.*

Primjer jedne takve Ugijeve reakcije rad je EI-Remailyja i suradnika koji su proveli
mehanokemijsku sintezu s 1 bez otapala postigavsi iskoristenja 1 do 90%, reakcije Cije je trajanje

smanjeno s jednog dana na dva sata, slika 7. 3!

)

NH,
©/ OH
O CH
bez otapala )<é|-|3
CH
U |
S CN” “CH,

Slika 7. Mehanokemijska Ugijeva reakcija bez dodatka otapala3

2.5. Reakcije kvaternizacije

Kvaternizacija organska je kemijska reakcija kojom se dobivaju kvaterne amonijeve soli,

organski spojevi koji sadrze pozitivno nabijeni atom dusSika na koji su najcesce vezane Cetiri

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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alkilne ili arilne skupine. Pozitivan formalni naboj na dusiku posljedica je sp® hibridizacije, a
neutraliziran je najée$¢e nekim halidnim ionom.®? Najéeséa reakcija kvaternizacije je
Mensutkinova reakcija koja svoje ime duguje svom idejnom autoru Nikolaju Mensutkinu koji
ju je prvi opisao 1890. Radi se o tipi¢noj Sn2 reakciji u kojoj tercijarni amin reagira s
alkiliraju¢im reagensom u vidu alkil halogenida, slika 8.3 Provodi se u polarnim otapalima
poput alkohola ili acetonitrila i njena brzina znacajno ovisi polarnosti otapala, $to je otapalo

polarnije to ¢e se reakcije brze odvijati.>*

- R
R; — y

Slika 8. Op¢a jednadzba Mensutkinove reakcije
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Opcée napomene

Koristene su komercijalno dostupne kemikalije i reagensi analiticke Cistocée: pikolinska kiselina
(Sigma-Aldrich), benzojeva kiselina (Lach Ner), benzilamin (Sigma-Aldrich), paraformaldehid
(Sigma-Aldrich), tosilmetil-izocijanid (Sigma-Aldrich), tert-butil-izocijanid (Sigma-Aldrich),
metil-jodid (Sigma-Aldrich), benzil-bromid (Sigma-Aldrich), m-brombenzil-bromid (Sigma-
Aldrich). KoriStena su otapala bez prethodnog procis¢avanja ili su procis¢ena uobicajenim
postupcima.®

Tijek reakcija 1 Cisto¢a izoliranih produkata praceni su pomocu tankoslojne
kromatografije (TLC). Za analizu tijeka reakcije koriStene su aluminijske plocice s aktivnim
slojem silikagela (TLC Silica gel 60 W, Merck Darmstadt), a za vizualizaciju komponenata
smjese na plocicama koristena je UV-lampa (4 = 254 nm) i reverzibilna adsorpcija para joda.
Kao sustav otapala koristena je smjesa etil-acetata (EtOAc) i heksana u omjeru 4:1 ili smjesa
kloroforma i metanola u omjeru 9:1.

Mehanokemijska sinteza provedena je pomoc¢u automatiziranog kugli¢nog vibracijskog
mlina IST 500 (InSolido Technologies d.0.0., Zagreb). KoriStene su posudice od teflona
volumena 7 mL u kojima se nalazila po jedna cirkonijska kuglica za mljevenje promjera 3,5
mm uz frekvenciju mljevenja od 30 Hz. Mikrovalovima potpomognuta sinteza provedena je
pomocu uredaja CEM Focused Microwave TM Synthesis System (Discover SP, Matthews, NC,
SAD).

IR spektri snimljeni su tehnikom prigusene totalne refleksije (eng. Attenuated total
reflectance, ATR) pomoc¢u spektrometra FT-IR Perkin-Elmer Spectrum Two (Perkin-Elmer,
Waltham, MA, SAD), a snimanje je provedeno u podru¢ju valnih brojeva 4000 cm™ —

400 cm™. Za vizualizaciju ATR spektara koriSten je program Spectrum, verzija 10.03.05.0099
(PerkinElmer).

TaliSta spojeva odredena su uredajem Biichi Melting Point B-540 (Biichi Labortechnik
AG, Flawil, Svicarska). Talista spojeva izmjerena su dva puta u otvorenim kapilarama i nisu
korigirana.

1D i 2D NMR spektri snimljeni su NMR spektrometrom Bruker Avance 111 HD Ascend
(Bruker, Billerica, MA, SAD) pri 400 MHz za 1H NMR i 100 MHz za 13C NMR. Spektri su

snimani u deuteriranom metanolu (CD30D), deuteriranom kloroformu (CDCIs) i deuteriranom

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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dimetil-sulfoksidu (DMSO-d6). Program TopSpin, verzija 4.3.0. (Bruker) koristen je za
vizualizaciju spektara dobivenih spektroskopijom NMR. Kemijski pomaci () izrazeni su u ppm
(dijelovima na milijun, eng. parts per million) u odnosu na unutarnji standard TMS
(tetrametilsilan). Konstante sprege (J) izrazene su u Hertzima (Hz). Signali su obiljezavani kao
s=singlet, d=dublet, t=triplet, td=triplet dubleta i m=multiplet. Prilikom asignacije NMR
spektara vodikovi i ugljikovi atomi oznaceni su brojevima prema ustaljenim pravilima
numeriranja. Atomi benzilnog prstena oznaceni su s bzl, a atomi fenilne skupine s Ph te atomi
piridinskog prstena s py. Atomi tert-butilne skupine oznaceni su s tBu, a atomi tosilne skupine
oznaceni su s TS. Metilenske skupine oznacene su s CH2x, gdje je x oznaka od koje komponente
nastaje CH» skupina, poput form (paraformaldehid), bzl (benzil-amin) te Ts (tosilmetil-
izocijanid)

Struktura dobivenih spojeva potvrdena je i spektormetrijom masa pomocu sustava
NanoUHPLC-MS/MS ThermoScientific Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SAD).

3.2. Priprava N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-
karboksamida (1)

3.2.1. Uobicajeni postupak organske sinteze

Paraformaldehid (69 mg, 2,30 mmol) otopi se u metanolu (850 uL) i doda benzilamin (250 pL,
2,29 mmol). Nakon polusatnog mijesanja na magnetskoj mijesalici pri sobnoj temperaturi, doda
se pikolinska kiselina (281 mg, 2,28 mmol) i tosilmetil-izocijanid (446 mg, 2,28 mmol).
Reakcija se odvija 24 sata pri sobnoj temperaturi i 450 okretaja u minuti (eng. revolution per
minute, rpm). Tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu otapala EtOAc:heksan = 4:1. Nakon 24
sata produkt kristalizira, filtrira se pri snizenom tlaku i ispere hladnim metanolom. Dobiveni

produkt 1 je bijela krutina (384,5 mg, 0,87 mmol, n = 38,5 %).

3.2.2. Mikrovalovima potpomognuta sinteza

U staklenu epruvetu za mikrovalnu sintezu odvaze se paraformaldehid (12,2 mg, 0,41 mmol) i
doda se metanol (500 pL) te benzilamin (44,6 pL, 0,41 mmol). Nakon toga doda se pikolinska
kiselina (50,0 mg, 0,41 mmol) i tosilmetil-izocijanid (79,6 mg, 0,41 mmol). Reakcija se

podvrgne dijelovanju mikrovalnog zracenja pri slijede¢im uvjetima (tablica 1).

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Tablica 1. Uvjeti mikrovalne sinteze N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-
karboksamida

Broj t/°C p/psi P/W t/min V(MeOH)/
eksperimenta mL
1 140 250 250 30 0,5
2 140 250 250 10 0,5
3 110 170 170 15 0,5
4 120 250 250 10 0,3
5 120 200 250 10 0,35

Reakcijska smjesa upari se na rotacijskom uparivacu pod snizenim tlakom, ispere zasi¢enom
otopinom NaCl te ekstrahira kloroformom (3 puta po 5 mL). Organski ekstrakti suse se na
bezvodnom natrijevom sulfatu, profiltriraju te se otapalo upari do suha na rotacijskom
uparivacu uz sniZzen tlak. Dobivena je uljasta zuta smjesa produkata. Provjerom na TLC-u
vidljiva je komplicirana smjesa nusprodukata pa se nisu vrsili daljnji pokusaji pro¢is¢avanja

smjese.

tr = 138,0 — 138,5 °C.

tr = 13,144 min, 99,4 %.

IR (ATR) v/ cm—1: 3338 (v N-H amid), 3030 (v =C—H aromat), 1679 (v C=0, amid I;
primarni amid), 1640 (v C=C, aromat), 1544, 1285 (v py prsten), 1146 (v S=0), 742 (v =N-).
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) é/ppm: 2,41 (s, 3H, CH3 Ts), 3,85, 4,03 (s, 2H, CH"™),
4,44, 4,45 (s, 2H, CH,"), 4,65, 4,73 (d, J = 6,6 Hz, CH2™), 7,21 — 7,45 (m, 7H, H1 — H5 bz,
H3, H5 Ts), 7,45 — 7,53 (m, 1H, H5 py), 7,55 - 7,61 (m, 1H, H3 py), 7,65, 7,73 (d, J = 8,2 Hz,
H2, H6 Ts), 7,93 (td, 1H, J = 8,4 Hz, J = 2,3 Hz, H4 py), 8,53 — 8,58 (m, 1H, H6 py), 8,97 —
9,08 (s, 1H, NH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) d/ppm: 21,12 (CHs Ts), 46,63, 48,91 (CH"™), 50,07, 52,36
(CHz"™), 59,96, 60,06 (CH™) 123,49, 123,80 (C4 py), 124,92 (C5 py), 127,36, 127,54 (C3,
C5Ts), 128,39, 129,60 (C4 bzl), 128,51, 128,53 (C2, C6 bzl), 129,71, 129,76 (C2, C6 Ts),
134,45 (C1 bzl), 136,57, 136,73 (C1 Ts), 137,43, 137,49 (C3 py), 144,63 (C4 Ts), 147,87,
148,25 (C6 py), 153,33, 153,51 (C2 py), 167,66 (C=0 py), 168,12, 168,45 (C=0 Ts).
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HRMS (m/z): izratunato 438,1483 (C23H24N304S™) dobiveno 438,1478.

3.3. Priprava kvaternih spojeva N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-
oksoetil]piridin-2-karboksamida

3.3.1. Kuvaternizacija N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-karboksamida s
metil-jodidom

Produkt 1 (99 mg, 0,23 mmol) se uz blago zagrijavanje otopi u suhom acetonu (3 mL) i u smjesu
se doda 3 ekvivalenta metil-jodida (42,4 uL, 0,68 mmol). Tikvica se aluminijskom folijom
zastiti od utjecaja svjetla te ostavi 48 sati pri sobnoj temperaturi uz mijesanje na magnetskoj
mijesalici. Zeljeni podukt nije izoliran, a dobivenom bijelom produktu je NMR spektar

identi¢an je NMR spektru polaznog spoja 1.

3.3.2. Kuvaternizacija N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-karboksamida s
benzil-bromidom

Produkt 1 (96 mg, 0,22 mmol) se uz blago zagrijavanje te sonificiranje u ultrazvuénoj kupelji
otopi u suhomacetonu (1,5 mL) i u smjesu se doda 3 ekvivalenta benzil-bromida (77,8 puL, 0,65
mmol). Tikvica se aluminijskom folijom zastiti od utjecaja svjetla te ostavi 96 sati pri sobnoj
temperaturi uz mije$anje na magnetskoj mijesalici. Zeljeni podukt nije izoliran, a dobivena je
bijela krutina koja je macerirana eterom i kojoj je NMR spektar identican NMR spektru

polaznog spoja 1.

3.3.3. Kvaternizacija N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-karboksamida s
m-brombenzil-bromidom uobicajenim postupkom organske sinteze

Sinteza je provedena prema uvjetima opisanima u tablici 2., u eksperimentima u kojima se
zagrijavala reakcijska smjesa koristeno je povratno hladilo, dok je u eksperimentu provedenom

pri sobnoj temperaturi tikvica bila zatvorena klor kalcijevom cijevi.

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Tablica 2. Uvjeti kvaternizacije N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-
karboksamida s m-brombenzil-bromidom
Redni broj | m(product m(m- m(kvaterni | #/% | t/sati | t/°C | Otapalo/V/mL
eksperimenta | 1)/mg BrBnBr)/mg | spoj)/mg
1 104,0 89,1 nije - 72 | sobna | suhi aceton,
izoliran 1,75
2 60,5 69,1 nije - 48 70 suhi
izoliran acetonitril, 1
3 48,9 55,9 nije - 48 70 suhi THF, 2
izoliran
4 49,7 57,3 nije - 48 70 | suhi etil-acetat,
izoliran 2

U eksperimentu rednog broja 3, produkt kvaternizacije maceriran je u toluenu pri ¢emu je

dobiven talog spoja 1, dekantirana tekucina uparena je, isprana toluenom i potom macerirana u

eteru, odvojena su dva taloga, zuti uljasti i bijela suspenzija obje su otopljene u acetonu, bijeli

talog kristalizirani je produkt 1, dok je u zutom talogu zaostala mjesavina produkta i spoja 1.

Produkt nije dalje proc¢is¢avan.

3.3.4. Kvaternizacija N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-karboksamida s
m-brombenzil-bromidom mikrovalnom sintezom

U staklenu epruvetu za mikrovalnu sintezu odvaze se produkt 1 (10 mg, 0,02 mmol) i otopi u

otapalu. Potom se u otopinu doda m-brombenzil-bromid (11,4 mg, 0,04 mmol). Reakcija se

podvrgne dijelovanju mikrovalnog zracenja pri slijede¢im uvjetima (tablica 3).

Tablica 3. Uvjeti mikrovalne kvaternizacije N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-

oksoetil]piridin-2-karboksamida s m-brombenzil-bromidom

Broj t/°C p/psi P/W t/min otapalo
eksperimenta
1 140 250 250 25 suhi acetonitril,
1mL
2 80 250 250 30 suhi aceton, 1 mL
3 90 250 250 15 suhi aceton, 1 mL
4 95 250 250 15 suhi aceton, 1 mL

Matej Pavlinié
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Dobivena je zuta smjesa. Produkt nije izoliran

3.4. Priprava N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida (2)

3.4.1. Opdi postupak sinteze

Paraformaldehid (0,50 mmol, 1 ekvivalent) otopi se u metanolu, doda se benzilamin (0,50
mmol, 1 ekvivalent), benzojeva kiselina (0,50 mmol, 1 ekvivalent) i tert-butil-izocijanid (0,50
mmol, 1 ekvivalent). Tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu otapala kloroform:MeOH = 9:1.
Nakon zavrSetka reakcije otapalo se upari na rotacijskom uparivacu pri snizenom tlaku, a
reakcijska smjesa se otopi u etil-acetatu (10 mL). Reakcijska smjesa ekstrahira se s zasi¢cenom
vodenom otopinom natrijevog hidrogenkarbonata (10 mL). Organski sloj se odvoji i ekstrahira
s 5% HCI (10 mL), ponovno se odvoji organski sloj i ekstrahira zasi¢enom otopinom NaCl (10
mL). Organski ekstrakt osusi se na bezvodnom natrijevom sulfatu, profiltrira te se otapalo upari

do suha na rotacijskom uparivacu uz sniZeni tlak. Dobiven produkt 2 je bijela krutina.

3.4.2. Uobicajeni postupak sinteze

Paraformaldehid (18 mg, 0,60 mmol) se otopi u metanolu (500 uL) i doda se benzilamin (54,6
uL, 0,50 mmol). Nakon 15 minuta doda se benzojeva kiselina (62,7 mg, 0,51 mmol) i tert-butil-
izocijanid (56,6 uL, 0,50 mmol). Reakcijska smjesa mijeSa se na sobnoj temperaturi 24 sata uz
450 rpm. Tijek reakcije prati se TLC-om u sustavu otapala kloroform:MeOH = 9:1. Daljnji
postupak obrade opisan je u poglavlju 3.4.1. Dobiven produkt 2 je bijela krutina (103,3 mg,
0,32 mmol, # = 63, 68%).

3.4.3. Mehanokemijska sinteza bez katalitickog dodatka metanola

U teflonsku posudicu odvaze se paraformaldehid (10 mg, 0,33 mmol) i doda se benzilamin
(32,7 uL, 0,30 mmol). Zatim se doda benzojeva kiselina (38,0 mg, 0,31 mmol) i tert-butil-
izocijanid (33,9 uL, 0,30 mmol). U posudicu se doda cirkonijska kuglica te se posudica vagne
1 pripremi se druga teflonska posudica napunjena natrijevim kloridom na na¢in da njena masa
odgovara masi prve posudice. Obje posude se ucvrste na mlin. Reakcija se odvija pri
frekvenciji od 30 Hz pri sobnoj temperaturi tijekom 2 sata. Daljnji postupak obrade opisan je

u poglavlju 3.4.1. Dobiven produkt 2 je bijela krutina (32,6 mg, 0,20 mmol, # = 33,6 %).
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3.4.4. Mehanokemijska sinteza uz kataliticki dodatak metanola

U teflonsku posudicu odvaze se paraformaldehid (14,5 mg, 0,48 mmol) i doda se benzilamin
(54,6 pL, 0,50 mmol). Zatim se doda benzojeva kiselina (62,1 mg, 0,51 mmol) i tert-butil-
izocijanid (54,6 pL, 0,48 mmol) i metanol (30 pL). Daljnji postupak obrade opisan je u
poglavlju 3.4.1. Dobiven produkt 2 je bijela krutina (61,5 mg, 0,19 mmol, n = 37,9 %).

3.4.5. Mikrovalovima potpomognuta sinteza

U staklenu epruvetu za mikrovalnu sintezu odvaze se paraformaldehid (9 mg, 0,30 mmol) 1
otopi u otapalu (250 uL) i potom se doda benzilamin (32,7 uL, 0,30 mmol). Nakon toga doda
se benzojeva kiselina (36,6 mg, 0,30 mmol) i tert-butil-izocijanid (33,9 puL, 0,30 mmol).
Reakcija se podvrgne dijelovanju mikrovalnog zracenja pri slijede¢im uvjetima (tablica 4).
Daljnji postupak obrade opisan je u poglavlju 3.4.1. Dobiven produkt 2 je bijela krutina (¢ija je

masa 1 iskoriStenje reakcije navedeni u tablici 4.)

Tablica 4. Uvjeti reakcije mikrovalne sinteze N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-

oksoetil]benzamida 1 pripadajuci rezultati.

Redni broj t/°C p/psi P/W t/min otapalo m/mg nl%
eksperimenta
1 140 250 250 10 MeOH 38,4 39,4
2 130 250 250 10 MeOH 56,5 58,1
3 120 250 250 10 MeOH 67,3 69,2
4 120 250 200 10 MeOH 69,3 71,2
5 120 250 150 10 MeOH 46,0 47,3
6 120 250 200 5 MeOH 48,3 49,6
7 120 250 200 15 MeOH 58,4 60,0
8 120 250 200 10 EtOH 59,6 61,2
9 120 250 200 10 i-ProOH 38,9 40,0

tr = 132,0 - 132,9 °C.

tr = 14,507 min, 99,4 %.

IR (ATR) vicm-1: 3292 (N-H sek amidi), 3066 (=CH, aromatski spojevi), 2969 (C-H, CHs),
1683 (C=0, amid I, sek amidi), 1600-1430 (C=C, aromatski spojevi).

'H NMR (400 MHz, CDCI3) é/ppm: 1,33 (s, 9H, CHs tBu), 3,72, 3,97 (s, 2H, CHzform), 4,64,
4,81 (s, 2H, CHzbzl), 5,30, 6,17 (s, 1H, NH), 7,18 (s, 1H, H4 Ph), 7,28 — 7,53 (m, 9H, H2, H3,
H5, H6 Ph, H2, H3, H4, H5, H6 bzl).
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13C NMR (100 MHz, CDCls) o/ppm: 28,71 (CHs tBu), 35,57 (C(CHa)s tBu), 50,07, 51,31
(CHoform), 52,93, 54,06 (CHzbzl), 126,81 (C4 bzl), 127,23 (C4 Ph), 127,89 (C2, C6 bzl),
128,63 (C2, C6 Ph), 128,93 (C3, C5 bzl), 130,09 (C3, C5 Ph), 135,32 (C1 bzl), 136,04 (C1 Ph),
167,73 (C=0 Ph), 172,73 (C=O tBu).

HRMS (m/z): izradunato 325,1911 (C20H2sN20,") dobiveno 325,1909.
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod

U ovom radu opisano je dobivanje dvaju N-acilglicinamida. Spojevi su dobiveni Ugijevom
viSekomponentom reakcijom. Za sintezu spojeva koriSteni su paraformaldehid i1 benzilamin. Za
pripremu N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-karboksamida (1) koristena je
pikolinska kiselina i tosilmetil-izocijanid dok je N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-
oksoetil]benzamid (2) pripremljen koriStenjem benzojeve kiseline i tert-butil-izocijanida.

Strukture dobivenih spojeva prikazana su na slici 9.

|
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Slika 9. Strukture spojeva 1i 2

Za sintezu spojeva koristena je Ugijeva reakcija izvedena uobicajenim sintetskim metodama,
mikrovalovima potpomognutom sintezom i mehanokemijskom sintezom. Na spoju 1 provedeni
su pokusaji kvaternizacije MenSutkinovom reakcijom za $to su koriSteni metil-jodid, benzil-
bromid i m-brombenzil-bromid. Na spoju 2 izvrSena je optimizacija uvjeta mikrovalovima

potpomognute sinteze za koriStenje u Ugijevoj reakciji.

4.2. Priprava N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil] piridin-2-
karboksamida Ugijevom reakcijom
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4.2.1. Uobicajeni postupak sinteze N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil] piridin-2-
karboksamida

Uobicajeni postupak sinteze proveden je u okrugloj tikvici u kojoj je otopljen paraformaldehid
u metanolu, dodan je potom benzilamin, zatim pikolinska kiselina i na kraju TosMIC, slika 10.
Reakcija se odvijala 24 sata pri sobnoj temperaturi uz mijeSanje. Reakcija je pracena
tankoslojnom kromatografijom u sustavu EtOAc:heksan = 4 : 1. Po zavrsetku reakcije produkt
je istalozio, filtriran je preko sinter lijevka i ispran hladnim metanolom. Najvise iskoristenje

reakcije iznosilo je 38,5%.

O
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Slika 10. Sinteza N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil] piridin-2-karboksamida

4.2.2. Mikrovalovima potpomognuta sinteza N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]
piridin-2-karboksamida

Provedena je mikrovalovima potpomognuta sinteza spoja s nekoliko razli¢itih varijacija
parametara mikrovalne sinteze, snage, temperature, tlaka i vremena reakcije. Svi pokusaji
sinteze mikrovalno potpomognutom Ugijevom reakcijom za spoj 1 rezultirali su smjesom koja
je na TCL-u pokazivala niz nusprodukata Ry vrijednosti bliskih onoj spoja 1. Pro¢i§¢avanje

takvih smjesa nije bilo moguce kromatografijom na stupcu ili drugim metodama.

4.2.3. Kvaternizacija N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil] piridin-2-karboksamida
Provedene su reakcije kvaternizacije spoja 1 Mensutkinovom reakcijom metil-jodidom,
benzil-bromidom i m-brombenzil-bromidom pri razli¢itim uvjetima, uz i bez zagrijavanja te
koriStenjem razli¢itih otapala. Niti jedna provedena reakcija nije rezultirala ocekivanim

spojem prikazanima na slici 11.

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Slika 11. Oc¢ekivani spojevi reakcije Mensutkinove kvaternizacije spoja 1 s metil-jodidom,

benzil-bromidom i m-brombenzil-bromidom

NMR spektri produkata ove reakcije pokazivali su nakon procis¢ivanja, bez iznimke spektar

pocetnog spoja 1. Moguci razlog za inertnost ovog spoja prema MenSutkinovoj reakciji lezi u

prostornoj orijentaciji molekule. Ukoliko je vodikova veza koju piridinski prsten tvori preko

vodika na tosilamidnom dijelu molekule dovoljno jaka, tvori se svojevrsni stabilni osmeroc¢lani

prsten koji ovisno o konformaciji moze sprijeCiti odvijanje Sn2 reakcije (slika 12). Za

vizualizaciju konformera koristen je program Chem 3D iz paketa Chem Office, verzija 12.0.

(Rewvity Signals Software, Waltham, MA, SAD)

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Slika 12. Spoj 1 u konformaciji koja inhibira Mensutkinovu reakciju

4.3. Priprava N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida

4.3.1. Uobicajeni postupak sinteze N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida

Sinteza je provedena u okrugloj tikvici uz prekondenzacija karbonilne i amino komponente, $to
je pozitivno utjecala na iskoriStenje reakcije, jer pove¢ava moguénost da su sva karbonilna 1
amino komponente u potpunosti reagirale, §to dovodi do formiranja imina, koji je prvi korak u
mehanizmu Ugijeve reakcije. Za razliku od ovakve sinteze produkta 1 po zavrSetku reakcije
smjesa je uparena, potom otopljena u etil-acetatu, zatim je provedena Kkiselinsko-bazna
ekstrakcija ¢ime se uklanjaju neizreagirana benzojeva kiselina i benzilamin. Dobivena je bijela

krutina (produkt 2), a najvise iskoriStenje reakcije iznosilo je 63,7%

4.3.2. Mehankemijska sinteza N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Mehanokemijska sinteza provedena je u vibracijskom kuglicnom mlinu bez otapala i S
katalitickom kolicinom otapala (engl. liquid assisted grinding, LAG). Ugijeva reakcija
provedena s katalitickom koli¢inom otapala rezultirala je neznatno boljim iskoristenje (33,6 %),
od Ugijeve reakcija provedene bez otapala (37,9 %). Mehanokemijska sinteza produkta 2
pracena je ATR-om (slika 13.). Usporede li se ATR spektri snimljeni nakon razli¢itog vremena
provedbe reakcije moZe se uoditi porast intenziteta istezanja N-H veze na 3287 cm™ (oznadena
crnim pravokutnikom na slici 13.) te porast intenziteta istezanja amidne skupine (C=0 veze)
pri 1683 cm™ (oznaceno crvenim pravokutnikom na slici 13.), pri ¢emu se uoc¢ava nastajanje

produkta 2.

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Slika 13. Prikaz mehanokemijske sinteze spoja 2 pracene ATR spektroskopijom: pocetak

reakcije (crno), nakon 15 minuta (crveno), nakon 30 minuta (plavo) i nakon 90 minuta
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4.3.3. Mikrovalovima potpomognuta sinteza N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-
oksoetil]benzamida

Provedena je optimizacija Ugijeve sinteze potpomognute mikrovalnim zracenjem tijekom koje
je provjeren utjecaj promjene temperature, snage zrac¢enja, trajanja reakcije i izbora otapala na

ishod odnosno iskoristenje reakcije (tablice 5. — 8.).

Tablica 5. Utjecaj promjene temperature pri kojoj se izvodi reakcija priprave N-benzil-N-[2-
(tert-butilamino)-2-oksoetiljoenzamida (2) potpomognuta mikrovalnim zraéenjem na
iskoriStenje reakcije pri reakcijskim uvjetima: formaldehid (0,3 mmol), benzil-amin (0,3
mmol), benzojeva kiselina (0,3 mmol), tert-butil-izocijanid (0,3 mmol) u MeOH (350 uL).
Reakecija je podvrgnuta MW zracenju (temperatura, 10 min, 250 W, 250 psi)

t/°C m/mg nl%
120 67,3 69,2
130 56,5 58,0
140 38,4 39,4

Tablica 6. Utjecaj promjene snage pri kojoj se izvodi reakcija priprave N-benzil-N-[2-(tert-
butilamino)-2-oksoetil]benzamida (2) potpomognuta mikrovalnim zracenjem na iskoriStenje
reakcije pri reakcijskim uvjetima: formaldehid (0,3 mmol), benzil-amin (0,3 mmol), benzojeva
kiselina (0,3 mmol), tert-butil-izocijanid (0,3 mmol) u MeOH (350 uL). Reakcija je podvrgnuta
MW zrac¢enju (120°C, 10 min, snaga, 250 psi)

P/W m/mg nl%
150 46,0 47,3
200 69,3 71,2
250 67,3 69,2

Matej Pavlinié
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Tablica 7. Utjecaj promjene trajanja reakcije priprave N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-
oksoetil]benzamida (2) potpomognuta mikrovalnim zracenjem na iskoristenje reakcije pri
reakcijskim uvjetima: formaldehid (0,3 mmol), benzil-amin (0,3 mmol), benzojeva kiselina
(0,3 mmol), tert-butil-izocijanid (0,3 mmol) u MeOH (350 uL). Reakcija je podvrgnuta MW
zracenju (120°C, vrijeme, 200 W, 250 psi)

t/min m/mg nl%
5 48,3 49,6
10 69,3 71,2
15 58,4 60,0

Tablica 8. Utjecaj promjene otapala u kojem se izvodi reakcija priprave N-benzil-N-[2-(tert-
butilamino)-2-oksoetil]benzamida (2) potpomognuta mikrovalnim zracenjem na iskoriStenje
reakcije pri reakcijskim uvjetima: formaldehid (0,3 mmol), benzil-amin (0,3 mmol), benzojeva
kiselina (0,3 mmol), tert-butil-izocijanid (0,3 mmol) u otapalu (350 uL). Reakcija je podvrgnuta
MW zracenju (120°C, 10 min, 200 W, 250 psi)

otapalo m/mg nl%
metanol 69,3 71,2
etanol 59,6 61,2
izopropanol 38,9 40,0

Odredeni su optimalni uvjeti za sintezu N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida

Ugijevom reakcijom potpomognutom mikrovalnim zraéenjem (MeOH, 120°C, 10 min, 200 W,
250 psi).

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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4.3.4. Usporedba uobicajenog postupka sinteze te mehanokemijskog i mikrovalnog pristupa
Ugijevoj reakciji za sintezu N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida

Provodenje reakcije mehanokemijski, uz uporabu mikrovalnog zracenja te uobiajenim
sintetskim postupcima za sintezu N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida

omogucava usporedbu uéinkovitosti pojedinih pristupa (tablica 9.)

Tablica 9. Usporedba iskoriStenja reakcija sinteze Ugijevom reakcijom N-benzil-N-[2-(tert-

butilamino)-2-oksoetil]benzamida razli¢itim sintetskim postupcima

Vrsta sinteze n/%

uobicajeni sintetski postupak 63,7

mehanokemijska (bez otapala) 33,6

mehanokemijska (uz kataliticki dodatak 37,9
otapala)

mikrovalovima potpomognuta 71,2

Iz podataka priloZenih u tablici 9., vidljivo je kako je najpovoljniji nadin za sintezu spoja 2,
mikrovalovima potpomognuta Ugijeva reakcija. Najmanje isplativom pokazala se
mehanokemijska Ugijeva reakcija, iako je i dalje u prednosti pred uobi¢ajenim sintetskim
postupkom ako se u obzir uzmu nacela zelene kemije. Osim $to je rezultirala najboljim

iskoriStenjem sinteza potpomognuta mikrovalovima ima i prednost najkraceg trajanja, slika 14.

0
=0
OH o
0 CHéH
MW 3
N
> JLNJ<CH3
MeOh H
120°C
CH,4
I 200W
@\/NHz C=N'~~CH, 250psi
CH3 10 min

Slika 14. Optimizirana sinteza N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida

potpomognuta mikrovalovima

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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4.4. Spektroskopska karakterizacija spojeva

4.4.1. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je instrumentalna analiticka tehnika koristi se za odredivanje omjera mase
i naboja (m/z) ioniziranih molekula. Rezultat analize je spektar masa na kojem je prikazan
ionski signal kao funkcija omjera mase i naboja (m/z). Ova tehnika ne temelji se na interakciji
tvari 1 elektromagnetskog zraCenja ve¢ na ionizaciji 1 fragmentaciji molekula uzorka. Spektri
masa pripravljenih spojeva snimljeni su pomocu spregnutog sustava nanoUHPLC-MS/MS.
Uzorci su pripremljeni u metanolu LC-MS C¢istoce, a kao tehnika ionizacije koriSteno je
elektrorasprSenje. Snimljeni spektri masa (slika 15) potvrduju molekulsku formulu

pripravljenih spojeva.®®3
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Slika 15. a) HRMS spektar N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil] piridin-2-
karboksamida (1) i b) HRMS spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida
().

4.4.2. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija koristi se za analizu odredenih funkcijskih skupina u molekuli. IR
zracenje predstavlja dio spektra elektromagnetskog zracenja izmedu vidljivog 1 mikrovalnog
podru¢ja (raspon valnih brojeva 12500-10 cm™), a interakcijom tvari i EM zradenja u
infracrvenom podrucju spektra pobuduju se vibracije, istezanja veza i/ili savijanja kutova
izmedu veza u molekuli. Vibracije se mjere u frekvencijama te izraZzavaju u valnim brojevima
(recipro¢na vrijednost valne duljine izrazena u cm™'). U IR spektru opaZaju se samo one
vibracije kod kojih dolazi do promjene dipolnog momenta. Spektar prikazuje ovisnost
transmitancije o valnom broju, signali se nazivaju vrpcama, a podrucje spektra moze se
podijeliti na podrudje funkcijskih skupina (4000 — 1400 cm™) i podrugje otiska prsta (1400 —
400 cm ). Spektri su snimljeni tehnikom prigusene totalne refleksije ATR, &iji dijamantni
refleksijski element ne apsorbira IR zracenje u promatranom podrucju Sto ga ¢ini univerzalnim

nosadem.*®

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Slika 16. a) ATR spektar N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-karboksamida
(1) i b) ATR spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida (2).
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4.4.3. Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije
Spektroskopija nukelarne magnetske rezonancije jedna je od najcesce koristenih tehnika za
odredivanje strukture organskih molekula. Uzorci se otapaju u deuteriranim otapalima jer
deuterij ne pokazuje signal u *H NMR spektrima. Najées¢e koristena otapala su deuterirani
kloroform, dimetil-sulfoksid, dimetilformamid, benzen, metanol i voda. Kemijski pomak (9)
predstavlja polozaj pojedine jezgre u spektru NMR 1 definira se s obzirom na signal nekog
referentnog spoja. Najéesce koristeni referentni spoj za H i 3C NMR je tetrametilsilan,
(CH3)4Si (TMS) i definiran je pri 0 ppm. PovrSina ispod signala *H NMR spektra
proporcionalna je broju protona koji doprinose tom signalu, a kod 3C NMR spektara taj broj
nije proporcionalan broju ugljika. Intenzitet signala proporcionalan je broju apsorbiranih
protona, a spin-spin sprega daje informaciju o broju susjednih neekvivalentnih protona. Tehnika
DEPT (engl. Distortionless enhancement by polarisation transfer) koristi se za editiranje
spektara ugljikovih jezgri (**C) prema multiplicitetu tj. broju susjednih protona.3®

U H i 13C NMR spektrima Ugijevih produkata 1 i 2 primjeéuju se dvostruki signali
metilnih i metilenskih skupina. Dvostruki signali pojedinih skupina u *H i *C NMR spektrima
mogu se pojaviti zbog zakocene rotacije oko dvije amidne veze. Ovaj fenomen je opisan u
literaturi “°-** i povezan je s parcijalnim dvostrukim karakterom amidne veze koji sprje¢ava
slobodnu rotaciju. OgraniCena rotacija dovodi do pojave 4 razliti¢ita konformera, koji se mogu
razlikovati u NMR spektrima, stvarajuci dvostruke signale za iste atome vodika ili ugljika (slika

17).

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Slika 17. Mogu¢i konformeri spoja 2. Prva oznaka za svaki konformer oznacava konformaciju
amidne veze (oznacena slovom a) koja povezuje fenilnu i N-benzilnu skupinu, dok druga
oznaka za svaki konformer oznacava konformaciju amidne veze (oznacena slovom b) koja

povezuje metilensku i N-tert-butilnu skupinu.

Prosjecan omjer Cis i trans konformera procjenjen je usporedbom opazenih dvostrukih signala
metilnih ili metilenskih skupina (slika 18 a), b), c¢) tablica 10.), koji ovisi o0 otapalu u kojem je

snimljen NMR spektar.%®

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Slika 18. a) Dio *H NMR spektra (400 MHz) produkta 2 u razli¢itim organskim otapalima

koji prikazuju dvostruke signale metilnih skupina.
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b) Dio *H NMR spektra (400 MHz) produkta 2 u razli¢itim organskim otapalima koji

prikazuju dvostruke signale metilenskih skupina.
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c) Dio **C NMR spektra (100 MHz, CDCls) produkta 2 koji prikazuje dvostruke signale
metilenskih skupina. Usporedbom integrala vrpci odredeno je da udio cis i trans konformera

iznosi 21:79 (sli¢no primijeéeno i u *H NMR)

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Tablica 10. Omjer cis i trans konformera opazen u *H NMR#? i 13C NMR® spektrima spoja 2.

Konformer cis : trans? cis : trans®

DMSO-d6 66 : 34 35:65
CDs0OD 46 : 54 49:51
CDCls / 30: 70° 21 : 79°

a)  Prosjecni omjer Cis i trans konformera (amidne veze oznacene oznakom a na slici) procijenjen
usporedbom opazenih dvostrukih signala metilenske skupine koja potjece od benzil-amina

b)  Prosjecni omjer Cis i trans konformera (amidne veze oznacene oznakom b na slici) procijenjen
usporedbom opazenih dvostrukih signala metilnih skupina

c)  Prosje¢ni omjer cis i trans konformera (**C NMR, 100 MHz, CDCls, amidne veze oznaene
oznakom a na slici) procijenjen usporedbom dvostrukih signala metilenske skupine koja potjece

od benzil-amina

Sli¢no tome, u *H i 3C NMR spektrima Ugijevog produkta 1 opazeni su dvostruki signali
metilenskih skupina (slika 19., 20., tablica 11.), no nije uvijek bilo moguce procijeniti omjer Cis

i trans konformera (zbog preklapanja pojedinih signala).

ren
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Slika 19. Dio *H NMR spektra (400 MHz) produkta 1 u razli¢itim organskim otapalima koji

prikazuju dvostruke signale metilenskih skupina.

T . T . : . . . : T . T : T T . T . T . T T T T : T . T : .
60 58 56 54 52 50 48 [ppm]

Slika 20. Dio **C NMR spektra (100 MHz, DMSO-d6) produkta 1 koji prikazuju dvostruke

signale metilenskih skupina.

Tablica 11. Omijer cis i trans konformera opazen u *H NMR*? i 13C NMR® spektrima spoja 1.

Konformer cis : trans® cis : trans®

DMSO-d6 preklapanje signala; 45 : 55° 39:61%39:61°
CDsOD 43 : 57 43 : 57
CDCls preklapanje signala preklapanje signala

a)  Prosjecni omjer cis i trans konformera procijenjen usporedbom opazenih dvostrukih signala
metilenske skupine koja potjece od benzil-amina

b)  Prosjecni omjer cis i trans konformera procijenjen usporedbom opazenih dvostrukih signala
metilenske skupine koja potjece od izocijanida.

c)  Prosje¢ni omjer cis i trans konformera (**C NMR, 100 MHz, DMSO-d6) procijenjen

usporedbom dvostrukih signala metilenske skupine koja potjeée od benzil-amina

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Ugijevom produktu 1 snimljeni su 2D NMR tehnike s ciljem potpune karakterizacije molekule.
Tehnika COSY (engl. Correlation spectroscopy) daje informacije o strukturi molekule putem
sprezanja protona kroz dvije ili tri kemijske veze.*® U COSY spektru se uocava sprezanje
amidnog protona (pri 9,02 ppm) i metilenske skupine (dva dubleta pri 4,65 i 4,73 ppm) koja

potjece iz tosilmetil-izocijanida (zaokruzeno crveno na slici 21.).

CHZTS

i O ! g

Slika 21. Dio 1H-1H COSY spektra (400 MHz, DMSO-d6) produkta 2 koji prikazuju
sprezanje amidnog protona i metilenske skupine koja potjece iz tosilmetil-izocijanida

(zaokruzeno crveno).

Osim toga, u aromatskom podrucju vidljive su sprege aromatskih protona na polozajima 2 i 3
koje potjecu iz tosilmetil-izocijanida (multiplet pri 7,21 — 7,45 i dubleti 7,65, 7,73 oznacenih
crveno na slici 22.) te piridinskog prstena u polozaju 3 i 4 (multiplet pri 7,55 — 7,61 i triplet
dubleta pri 7,93, oznaceno crno na slici x), odnosno 5 i 6 (multiplet pri 7,45 — 7,53 1 8,53 — 8,58

oznaceno plavo na slici 22.).

Matej Pavlini¢ Diplomski rad
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Slika 22. Dio *H-'H COSY spektra (400 MHz, DMSO-d6) produkta 2 koji prikazuju

sprezanje aromatskih protona na polozajima 2 i 3 koje potjecu iz tosilmetil-izocijanida
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(oznacenih crveno) te piridinskog prstena u polozaju 3 i 4 (oznaceno crno), odnosno 516

(oznaceno zeleno).

Tehnika HSQC (engl. Heteronuclear signle quantum coherence) koristi se za detekciju
heteronuklearnih sprega kroz jednu vezu izmedu protona i ugljikovih atoma, dok tehnika
HMBC (engl. Heteronuclear multiple bond coherence) daje informacije o korelaciji izmedu
protona i ugljikovih atoma preko dvije, tri ili &etiri kemijske veze.*® HSQC i HMBC NMR

spektri spoja 1 prilozeni su u Dodatku.

4.4.4. Odredivanje inhibitorne aktivnosti

Provedeno je mjerenje inhibitorne aktivnosti (odredivanje ICso vrijednosti) spojeva 1 i 2 prema
enzimu butirilkolinesterazi izoliranoj iz konjskog seruma Ellmanovom metodom.*> Ellmanova
spektrofotometrijska metoda temelji se na odredivanju koncentracije tiolnih skupina iz
tiokolinskih estera kako bi se odredila aktivnost kolinesteraze (slika 23.). Ellmanov reagens
(5,5-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina), DTNB) reagira s tiolnim skupinama koje nastaju
djelovanjem enzima butirilkolinesteraze, §to dovodi do stvaranja 2-nitro-5-merkaptobenzoata

(TNB?), koji je intenzivno Zute boje (apsorpcijskog maksimuma pri 414 nm).®

CHy O e GHa o)
BChE _ HiC.J
Hscs'g\/\s)k/\cm3 — chg\/\SH + HSC/\)LOH

butanska kiselina

butiriltiokolin H,0 tiokalin
HooC COCH
O,N S-S NO,

Ellmanov reagens

DTNB HOOC
O,N S
: s CHj4 NO,
_L@rll .
L, CHj S Ccoo
disulfid CH3

TNBZ

Slika 23. Ellmanova spektrofotometrijska metoda.*®
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Spoju 1 odredena je ICso vrijednost koja iznosi 25,9 uM £ 5,7 uM, dok je spoju 2 odredena
ICso vrijednost 115,9 uM £ 8,5 uM. Usporede li se navedene ICso vrijednosti s komercijalno
dostupnim inhibitorima kolinesteraza s donepezilom (ICso vrijednost 1,9 uM % 0,3 pM*"),

moze se zakljuciti da pripravljeni N-acilglicinamidi pokazuju odgovarajucu bioaktivnost.
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§5 ZAKLJUCAK

Pripravljena su dva N-acilglicinamida, N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-
karboksamid, spoj 1 i N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida spoj 2. Oba spoja
pripravljena su Ugijevom viSekomponentom reakcijom. Reakcija se provodila na tri nacina,
uobi¢ajenim postupcima organske sinteze, mehanokemijskom sintezom i mikrovalovima
potpomognutom sintezom.

U slucaju spoja 1 najuéinkovitijom se pokazao uobiCajeni pristup sintezi koji osim
zadovoljavajuéeg prinosa ima i prednost iznimno lake obrade 1 ¢i$¢enja spoja koji taloZi tijekom
reakcije. Mikrovalovima potpomognuta sinteza pokazala se neadekvatnom s obzirom da se
tijekom reakcije nastaje serija nusprodukata. Provedena je kvaternizacija spoja 1
Mensutkinovom reakcijom. Niti jedan produkt nije uspje$no izoliran. Spoj 1 ne reagira s
alkilnim donorima u MenSutkinovoj reakciji.

U slucaju spoja 2 najucinkovitijom se pokazala mikrovalovima potpomognuta sinteza.
Provedena je optimizacija uvjeta mikrovalne sinteze ovog spoja koja je rezultirala porastom
iskoristenja od gotovo 10% u odnosu na uobicajeni pristup sintezi i 40% u odnosu na izvorne
uvjete mikrovalovima potpomognute Ugijeve reakcije. Mehanokemijski pristup pokazao je
najnizi prinos, ali reakcija je rezultirala ¢istim produktom bez, ili uz minimalan utroSak otapala.

Strukture dobivenih spojeva spojeva potvrdene su IR spektroskopijom te 1D i 2D NMR
spektroskopskim tehnikama i spektrometrijom masa. Pripravljeni spojevi 1 i 2 prisutni su u
otopini kao smjesa cis i trans konformera izracunatoj na temelju integrala signala u *H i C

NMR spektru u protonskim i1 aprotonskim otapalima razli¢ite polarnosti.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ATR- prigusena totalna refleksija

COSY- korelacijska spektroskopija

DEPT- Pojacanje prijenosom polarizacije bez distorzije
DMF- dimetilformamid

DMSO- dimetil-sulfoksid

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

HMBC- heteronuklearna spektroskopija visestrukih korelacija
HRMS- spektrometrija masa visoke razlu¢ivosti

HSQC- heteronuklearna spektroskopija jedne kvantne sprege
IR- infracrveno

LAG- mljevenje potpomognuto teku¢inom

LC- tekucinska kromatografija

MeOD- deuterirani metanol

MeOH- metanol

MW- mikrovalno

NMR- nuklearna magnetska rezonancija

NOESY - spektroskopija nuklearnog Overhouserovog efekta
THF- tetrahidrofuran

TLC- tankoslojna kromatografija

TMS - tetrametilsilan
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TosMIC- tosilmetil-izocijanid

UHPLC- ultra-visokouc¢inkovita tekucinska kromatografija
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8.1.1. NMR spektri N-benzil-N-[2-(tosilmetilamino)-2-oksoetil]piridin-2-karboksamida (1)
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8.1.2. NMR spektri N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-oksoetil]benzamida (2)
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Slika D9. 'H NMR (400 MHz, CDCls) spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-

oksoetil]benzamida (2).
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Slika D10. *C NMR (100 MHz, CDCIs) spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-

oksoetil]benzamida (2).

Matej Pavlini¢ Diplomski rad



§ 8. Dodatak Xiv

_ 72018
=_71838
— 46120
—— 44535

— 38720
— 36170

2090
— 25011
—— 12557
—— 1.1987
—— 0.0000

e L
]

T T T T T
2 [ppm]

Iy Lo
LI i

Slika D11. *H NMR (400 MHz, DMSO-d6) spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-

oksoetil]benzamida (2).

r=

— 40076
— 37281

2054
— 1.3353
— 12589
—— 0.0000

iy o
L

]

X

2 I I J’[PP"']
Slika D12. 'H NMR (400 MHz, MeOD) spektar N-benzil-N-[2-(tert-butilamino)-2-

oksoetil]benzamida (2).
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