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. Zadatak ovog diplomskog rada je sintetizirati 5-metil-7-fenil-2,3-
dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dion i njegova 3 derivata koji su potencijalno
bioloski aktivni.

Sve sintetizirane spojeve potvrditi infracrvenom spektroskopijom, 'H i 3C
nuklearnom magnetskom rezonancijom

Izolirati glukozinolate iz vrste Lepidium latifolium L. i Matthiola incana (L.) R.
Br. metodom ekstrakcije uz desulfataciju.

Ispitati gastrointestinalnu stabilnost glukozinolata ekstrahiranih iz lis¢a L.
latifolium i M. incana (L.) R. Br.

. Izvrsiti identifikaciju izoliranih desulfoglukozinolata koriStenjem tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC-UV i HPLC-MS/MS).

Odrediti kvantitativni sastav glukozinolata L. latifolium i M. incana (L.) R. Br.

prije i nakon ispitivanja gastrointestinalne stabilnosti.



SAZETAK:

Organske molekule s dusikom i/ili sumporom, zbog svoje vrlo Siroke primjene u
medicini, sve su veci predmet istrazivanja. Prvi dio diplomskog rada bavi se sintezom
piridopiridazina, spojeva s duSikom, koji posjeduju Siroku biolosku aktivnost
(antibakterijsko, antihipertenzivno, antikonvulzantno djelovanje, itd.). Drugi dio
diplomskog rada bavi se glukozinolatima (-tioglukozidni-N-hidroksisulfati) spojevima
sa sumporom i dusikom, koji su pronadeni u porodicama reda Capparales. Ovi spojevi
karakteristi¢ni su za biljke u porodici Brassicaceae. Hidrolizom glukozinolata enzimom
mirozinazom nastaje ¢itav niz razli¢itih bioloski aktivnih razgradnih produkata od kojih
su najpoznatiji izotiocijanati, poznati po sovjim antikancerogenim i antimikrobnim

svojstvima.

U ovom radu uspjesno su sintetizirana 4 piridopiridazina, jedan osnovni (5-metil-
7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dion, uz iskoristenje od 50,4%) i 3 njegova
derivata. Sintetizirani meduprodukti praceni su tankoslojnom kromatografijom, a
struktura kona¢nih produkata potvrdena je infracrvenom spektroskopijom 1 nuklearnom

magnetskom rezonancijom.

Takoder, istrazen je kvalitativni sastav glukozinolata u dvije biljne vrste,
Sirolistnoj grbici (Lepidium latifolium L.) i sivkastoj ljubi¢ini (Matthiola incana (L.)
R.Br.). Analziom sa HPLC-DAD-MS/MS tehnikom utvrdeno je da L. latifolium sadrzi
sinigrin kao glavni glukozinolat, dok je u M. incana pronaden glukorafenin. U okviru
daljnjeg istraZivanja ispitana je stabilnost glukozinolata pri gastrointestinalnim uvjetima,
te pH (2,51 7,5). Glukozinolati su pokazali stabilnost u kiseloj i zeluc¢anoj fazi, a
nestabilnost u luznatoj i crijevnoj fazi, uz odredena odstupanja. Kvantitativni sastav

glukozinolata odreden je HPLC analizom desulfatiziranih glukozinolata.
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SUMMARY::

There is an increase interest in organic molecules containing nitrogen and/or sulfur in
their structure, due to their very broad application in medicine. The first part of the thesis
deals with the synthesis of pyridopyridazines, nitrogen compounds, which possess a wide
range of biological activities (antibacterial, antihypertensive, anticonvulsant, etc.). The
second part of the thesis deals with glucosinols (B-thioglucoside-N-hydroxysulphates)
with sulfur and nitrogen compounds found in Capparales family. These compounds are
characteristic for plants in the family Brassicaceae. Glucosinolates hydrolyzed by the
enzyme myrosinase produce a wide variety of biologically active degradation products,

most notably isothiocyanate, known for their anticancerogenic and antimicrobial activity.

In this paper four pyridopyridazines, one "basic" (5-methyl-7-phenyl-2,3-
dihydropyrido [3,4-d] pyridazine-1,4-dione, with a yield of 50.4%) and 3 of its derivative
were successfully synthetized. The synthesized intermediates were monitored by thin

layer chromatography, and the final product structure was confirmed by IR and NMR.

Also, the qualitative composition of glucosinolates was investigated in two plant
species, Lepidium latifolium L. and Matthiola incana (L.) R.Br. By the HPLC-DAD-
MS/MS technique, it was found that L. latifolium contains as the major glucosinolate
sinigrin, while M. incana contains glucoraphenine. Within the scope of further research
the stability of glucosinolates in gastrointestinal conditions and pH (2.5 and 7.5) was
studied. Glucosinolates showed stability in the acid and gastric phase, and instability in
the alkaline and intestinal phases, with some deviations. The quantitative composition of
glucosinolates was determined by HPLC analysis of desulfated glucosinolates.

Key words: Pyrido[3,4-d]pyridazines, glucosinolates, desulfoglucosinolates, synthesis,
digestion, Lepidium latifolium L., Matthiola incana (L.) R.Br, IR, NMR, HPLC, HPLC-
DAD-MS/MS
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UvOD

U posljednje vrijeme sve je veCi interes za spojeve sa sumporom i/ili dusikom radi
njihovih potencijalnih antibakterijskih, antitumorskih, mikrobioloskih, nutritivnih i
drugih svojstava. Specifi¢no, pirido[3,4-d]piridazini proucavaju se radi svojih
antibakterijskih, antihipertenzivih, antikonvulzantnih, antitumorskih, vazodilatatorskih i
dr. svojstava, a glukozinolati, odnosno njihovi razgradni produkti, s kojima se
svakodnevno susrecemo u raznim Kkupusnjacama, posjeduju antibakterijska,

antimikrobna, a potencijalno i antitumorska svojstva.

Pirido[3,4-d]piridazini su spojevi sintetskog podrijetla s piridopiridazinskom
jezgrom kao vaznom sastavnicom velikog broja bioloski aktivnih spojeva. Glukozinolati,
po kemijskoj strukturi p-tioglukozidni-N-hidroksisulfati, su bioloski neaktivni spojevi, ali
se uslijed ostecenja biljnog tkiva oslobada enzim mirozinaza, koji razgraduje

glukozinolate na bioloski aktivne spojeve od kojih su najvazniji izotiocijanati, nitrili i dr.



1. OPCI DIO

1.1 PIRIDOPIRIDAZINI

Piridopiridazini su skupina heterociklickih spojeva koji sadrze atom duSika. Ovakav
sustav je zajednicka strukturna znacajka mnogim bioloski aktivnim spojevima. Sve
mogucée izomerne strukture piridopiridazina su poznate i prikazane na slici 1.1. Na
strukturama je prikazano pravilno numeriranje prstena, a ispod slike su dana imena po

IUPAC-u te njihova trivijalna imena, esto koristena u literaturi.t

5 4 5 4 5 4
N

7 N, 7N 2 7 N>

e 7 '

pirido[2,3-c]piridazin pirido[2,3-d]piridazin pirido[3,2-c]piridazin
(1,2,8-triazanaftalen) (1,6,7-triazanaftalen, 4,6,7-triazanaftalen, (1,2,5-triazanaftalen)
1,6,7-piridopiridazin, 5-azaftalazin,

,6,7-benzotriazin)

5 4 5 4
5 4
® YT T )
7 = N2 7‘ Np 7 = N2
N NT NS N7
8 1 8 1 8 1
pirido[3,4-c]piridazin pirido[3,4-d]piridazin pirido[4,3-c]piridazin

(1,2,7-triazanaftalen) (2,3,6-triazanaftalen, 2,6,7-triazanaftalen, (1,2,6-triazanaftalen)

2,3,6-piridopiridazin, piridino[3":4'-4:5]piridazin)

Slika 1.1. Strukture i numeriranje prstena piridopiridazina.



Do danas nisu poznati piridopiridazini prirodnog porijekla, ali vecina ih pokazuje
biolosku aktivnost. Na primjer, neki pirido[2,3-C]piridazini pokazuju antibakterijska
svojstva, a pirido[2,3-d]piridazini, pirido[3,4-d]piridazini i pirido[4,3-c]piridazini su
inhibitori fosfodiesteraze, antihipertenzivi i antikonvulzanti. Pirido[2,3-d]piridazini i
pirido[3,4-d]piridazini su i antidiuretici. Pirido[2,3-d]piridazini, pirido[2,3-d]piridazin-5-
amini, pirido[2,3-d]piridazin-5(6H)-oni i pirido[2,3-d]piridazin-8(7H)-oni su inhibitori
receptorske tirozin kinaze receptora vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF).
Pirido[2,3-d]piridazini, pirido[2,3-d]piridazin-8-amini i pirido[2,3-d]piridazin-4-oli se
ponasaju kao antagonisti receptora faktora koji oslobadaju kortikotropin (CRF). Drugi
antagonisti CRF receptora ukljucuju pirido[3,2-c]piridazine,
pirido[3,2-c]piridazin-8-amine i pirido[3,2-c]piridazin-8-ole. Pirido[2,3-d]piridazini i
6,7-dihidropirido[2,3-d]piridazin-5,8-dioni, kao i pirido[3,4-d]piridazini i 2,3-
dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dioni utjecu na ¢imbenik tumorske nekroze (TNF) ili se
ponasaju kao inhibitori izlucivanja. 2,3,4,6-Tetrahidropirido[2,3-d]piridazin-5(1H)-oni
su antitumorski agensi, ali pirido[2,3-d]piridazin-5(6H)-oni i pirido[2,3-d]piridazin-
8(7H)-oni pokazuju mutagena svojstva. 6,7-Dihidropirido[2,3-d]piridazin-5,8-dioni
djeluju kao psihoaktivne droge. Pirido[2,3-d]piridazin-8(7H)-oni  pokazuju
vazodilatatorska svojstva. Ferocenilmetilenhidrazinopirido[2,3-d]piridazinoni i njihovi
dioni, su pripremljeni kao potencijalni antitumorski agensi ¢ija aktivnost je predvidena
prethodnim modeliranjem. Ostala svojstva pirido[2,3-d]piridazin-5-ona ukljucuju
herbicidna svojstva. 6,7-Dihidropirido[2,3-d]piridazin-5,8-dioni su kemiluminiscentni
spojevi, a  6,7-dihidropirido[2,3-d]piridazin-5(6H)-oni  su  opti¢ki  aktivni.
2,3-Dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dioni, 3,4,5,6-tetrahidropirido[3,4-d]piridazin-1-
karboksilati su takoder kemiluminiscentni spojevi. Neki pirido[3.,4-d]piridazini su
depresori sredi$njeg Ziv¢anog sustava; npr. 2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4,5(6H)-
trioni i 2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dioni. Antiviralnu aktivnost pokazuju
2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dioni. ~ Neki  pirido[3,4-d]piridazini, njihovi
reducirani oblici, amini i karbonilni derivati poboljsavaju lokomotornu aktivnost dok se
drugi ponasaju kao ligandi GABAA a5 receptora, ili pokazuju inhibiciju VEGF receptora.
Pirido[3,4-d]piridazini djeluju na dijabetes tipa 2, djeluju kao serotonin-2 antagonisti i
inhibiraju 11-p-hidroksisteriod dehidrogenazu.
Hidrazon5,6,7,8-tetrahidropirido[4,3-c]piridazin-3(2H)-ona je kancerogen.?



1.2 SINTEZA PIRIDO[3,4-d]PIRIDAZINA I NJIHOVIH
DERIVATA

Kemijske reakcije piridopiridazina su dobro poznate. U vecini slucajeva, izravno vezani
supstituenti mogu biti zamijenjeni, a oni koji sazdrzavaju funkcijsku skupinu mogu biti
modificirani bez narusavanja heterociklickog sustava. Neke od reakcija specificne za
piridopiridazine su: razdvajanje N-amino grupa, supstitucija istih fluorom, supstitucija
klora alkoksi ili amino skupinom ili pretvorba u etere i hidrazine, zamjena sulfonilne
skupine amino skupinom. Amino supstituenti mogu biti zamijenjeni hidroksi skupinom,
a sulfanilna skupina oksidirana do sulfona. Nitro skupine mogu biti reducirane do
primarnih amina, primarni amini mogu biti pretvoreni u hidrazine, a primarni i sekundarni
amini N-acilirani. Hidroksi grupe mogu biti O-alkilirane ili supstituirane kloridima.
Primarni amino supstituenti diazotirani ili kondenzirani s benzaldehidom kako bi
formirali imine, mogu takoder biti i prevedeni u derivate aziridina. Esteri mogu biti
hidrolizirani u odgovarajuce kiseline. Etil-eteri se mogu pretvoriti u primarne amine, koji
podlijezu hidrataciji do hidroksi skupina. Kiseline mogu biti esterificirane, a formirani

esteri prevedeni u amide.!

Pirido[3,4-d]piridazinoli se pretvaraju u kloro derivate, koji se mogu Kkoristiti za
sintezu etera, amino i sulfanil komponenti ili ponovo formirati hidrokside u reakcijama s
odgovaraju¢im nukleofilima. Atom klora moze biti zamijenjen atomom vodika. Amini se
reduciraju do hidrazina, a oni do hidrazona. Amini mogu biti N-acilirani, a pirido[3,4-
d]piridazinoli O-alkilirani ili O-acilirani. Kiseline se dekarboksiliraju, a metilenski
derivati oksidiraju na metilenskoj grupi pri ¢emu nastaju ketoni. Esteri ovog tipa mogu
biti hidrolizirani, a hidrazini degradirani do fenola, ili jednostavnije, zamijenjeni kisikom.

Odgovarajuéi vodik je moguée zamijeniti deuterijem.?



1.2.1 REAKCIJE ZATVARANJA PRSTENA
1.2.1.1 FORMIRANJE DVIJE N-C VEZE
1.2.1.1.1 Cikloaminacija piridin-3,4-dikarboksilata hidrazinom
2,3-Dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dion se moze dobiti kao hidrazinijeva sol u reakciji
dietil piridin-3,4-dikarboksilata i hidrazin hidrata u etanolu na refluksu.*

R! R! o)
CO,Et A: H,NNH,, MeOH, rt
N B: H,NNH, x H,0, EtOH, reflux N NH
| - | |
= A: RI=R?=Me; R3=H 97% = NH
R? CO,Et B: R!=iPr; R=R3=Me 15% R?
2 : 1Pr; € 0)
B: R'=Me; R?=4-Tol; R*=H 84%
R3 B: R!=Me; R?=3-piridil; R3>=H 62% R3 o)

pz4

NH,
CN
\ H,NNH, x H,0, EtOH, rt, 2 d N \ X N
| - | |
80% NH
Z CO,Et =
o

Slika 1.2. Kondenzacija dietil piridin-3,4-dikarboksilata i etil 3-cijanoizonikotinata

hidrazinom.!

Citav niz 3,4-disupstituiranih piridina kondenzira s hidrazinom i njegovim

derivatima. (slika 1.3.)*



NH,

CN
H,NNH, x H,0, AcOH
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CN
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H,NNH, x 2HCI NN Sy
— | |
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CONH, O
0]
COOH
N \ H,NNHCH,Ar! N \ N /\Ar1
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Slika 1.3. Ciklohidrazinacija 3.4-difunkcionalnih piridina.
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Slika 1.3. (nastavak).!



1.2.1.1.2 Cikloaminacija 4-karbofunkcionalnih 5-vinilpiridazina

(0]
Et0,C N
N R'NH,, AcOH, EtOH, 60°C RN X
] - | |
N R'=H 86% N
Me,N X = R2=Bn 53% G =
Ph Ph
Ar’ Ar!
o NH,OAc, EtOH, refluks, 2 h N XN
> | |
Ar'=Ph 50% N
Ar'=4-CIC4H, 90% Z =

MezN

Slika 1.4. Cikloaminacija 4-acil-5-(2-aminovinil)piridazina.t



1.2.1.2 FORMIRANJE JEDNE N-C I JEDNE C-C VEZE
1.2.1.2.1 Kondenzacija 4,5-dikarbofunkcionalnih piridazina aminima

Ar1 Ar1
o Y R!CH,NH,, DBU N XN
| > |
o N R'=Ar'=Ph 63% N
= R'=Ph; Ar'=4-CIC¢H, 42% ] = =
R!=CO,Et; Ar'=4-MeOC4H, 50% R
R'=CO,Et; Ar'=Ph 81%
Ar’ Ar’

Slika 1.5. Kondenzacija 4,5-diaroil-piridazina aminoacetatima ili aminima.t

o
]
o NH, 0
NC CN NC . .
dioksan, piperidin (kat.)
| X N refluks, 3 h 72% _ N \ X N
N =
N ‘ ,L@ | |@
= NC N
PRHN Spn | NG Ph
COEt Lo CO,Et
PhHN

Slika 1.6. Sinteza piridopiridazin-2-ium-4-olata.

1.2.1.2.2 Kondenzacija 4-(iminometil)piridazina enolatima

= A R'R?CHCOOEL, base Ar'N \ X N
Ar'N N 8-65% |
| >
‘ N Ar'=4-MeOC¢H, P N
= R'=H, Me, iPr o
R2=H, Me, Ph R! R2

Slika 1.7. Kondenzacija 4-(iminometil)piridazina enolatima.*




1.2.1.3 FORMIRANJE JEDNE N-C VEZE
1.2.1.3.1 Intramolekulska ciklizacija piridinkarbohidrazida

0 o)
NN NHNH, 5o 20000 NN NH
| — | |
COOH
o}
o) o)
NH,
NN ”/ H,NNH, 82% N NH
—_—
4-Tol Z S\H, 4-Tol
o} o}
Ar' R Ar'
X N .
AN X NN ?H;‘:}:Zh N XY X
— |
/ Ph -PhCOCH,R! / NH
o) COOMe 0
o}

Slika 1.8. Intramolekulska ciklizacija piridinkarbohidrazida.
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NHPh 0 NHPh o

Ph H,NNH, x H,O
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Z ~opn Z
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Slika 1.9. Reakcija 7-metil-2,3-difenil-5-(fenilamino)-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-

1,4-diona s hidrazinom.!

1.2.1.3.2 Intramolekulska ciklizacija 4-vinilpiridazin-5-karbonitrila

NH O
2 o o) 0
N NC
N NPR o NH; NPh - mom HN NPh
| e e |
N 57% N R'=H70%
oh = = RI=Et 78% N N
Ph
COOEt

. COOEt LooR!

Slika 1.10. Intramolekulska ciklizacija 4-vinilpiridazin-5-karbonitrila.t

1.2.2 REAKCIJE TRANSFORMACIJE PRSTENA
1.2.2.1 SIRENJE PRSTENA
1.2.2.1.1 Reakcija furo[3,4-c]piridin-1,3-diona s hidrazinom

1
R! R (0]
O
N RNHNHR?, AcOHN refluks N NR3
| O R'=R?=R3=H 77-95% | ,LR3
) = R'=R?=H; R*=Me 60% R2 =
R R'=R3=H; R2=arly 75-86%
(e}
(0]

Slika 1.11. Reakcija furo[3,4-c]piridin-1,3-diona s hidrazinom.?
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1.2.2.1.2 Reakcija 1H-pirido[3,4-c]piridin-1,3(2H)-diona s hidrazinom

R R 0
(6]
N \ R3NHNHR3, AcOHN refluks N \ NR3
0 > ‘
R'=R?=R3=H 77-95% 3
NR
=2 = RI=R?=H; R3=Me 60% =2 =

R'=R3=H; R?=arly 75-86%

Slika 1.12. Reakcija furo[3,4-c]piridin-1,3-diona s hidrazinom.?

1.2.2.2 ZAMJENA SASTAVNOG DIJELA PRSTENA UZ ZADRZAVANJE
VELICINE PRSTENA
1.2.2.2.1 Reakcija 8-fenil-5H-pirano[3,4-d]piridazin-5-ona s aminima

0]
NH,OAc, EtOH
refluks, 2 h HN \ N
- ‘ |
96% \ / N
Ph

Slika 1.13. Reakcija 8-fenil-5H-pirano[3,4-d]piridazin-5-ona s aminima.*
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1.2.2.2.2 Intramolekulska [4 + 2] cikloadicija 1,2,4,5-tetrazina

CF3 CF4
R'N )\ CH,CL
HCly, 1t 1
N N 20 min R'N \ N
L ]
N N R'=Me 59% N
N
Y R'=Ac 74% =
CF3 CF4

Slika 1.14. Cikloadicija izmedu 1,2,3,4-tetrazina i enamina.’

1.2.2.3 SMANJIVANJE PRSTENA
1.2.2.3.1 2H-1,2,4-triazepini

MeS

1
o R
B
N CH,Cl,, rt to reflux N / \ N
)‘\ ) ’ ‘ |
/ R'=H 40% NMe
1_ 0 \
MeS N/N R'=SMe 20% MeS
Me
0]
(6]

Slika 1.15. Reakcija izmedu 2H-1,2,4-triazepina i maleinskog anhidrida.t
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1.3 BRASSICACEAE

Kupusnjace (lat. Brassicaceae), poznate jo§ i pod starijim nazivom krstasice (lat.
Cruciferae), su porodica biljnih vrsta koje spadaju u razred dvosupnica (Eudicotiledona).
Ova porodica obuhvaca vise od 300 rodova sa preko 3000 vrsta koje su prirodno
rasprostranjene na podru¢ju umjerene klime, posebno na Sredozemlju, ali moguce ih je
pronaci u gotovo svim dijelovima svijeta. Biljke ove porodice mogu biti jednogodi$nje,
dvogodisnje ili viSegodisnje zeljaste biljke, a rijetko 1 polugrmovi i grmovi. Cijelu
porodicu karakterizira ljutina koja potjece od glukozinolata, odnosno njihovih razgradnih
produkata koji nastaju djelovanjem enzima mirozinaze. U porodicu se ubrajaju dobro

poznate vrste poput brokule, kelja, rotkvice, gorusice, uljane repice, hrena i dr.2%*

U ovom radu su obradene dvije biljne vrste iz porodice Brassicaceae, Sirolistna

grbica (Lepidium latifolium L.) i sivkasta ljubi¢ina (Matthiola incana (L.) R.Br.)

1.3.1 SIROLISTNA GRBICA (Lepidium latifolium L.)

Sirolistna grbica (Lepidium latifolium L.) je visegodisnja biljka &ije je prirodno staniste
juzna Europa i zapadna Azija. Biljka je visoka izmedu 30 cm 1 1 m, a moZe narasti i do 2
m. Cvjeta u rano ljeto, a plodovi se razvijaju krajem ljeta i u ranu jesen. Nadzemni dio

tvori rozetu nekoliko tjedana prije nego §to stabljika po¢ne rasti.?®

Korijen je jako dug, debeo i minimalno razgranat i moze €initi i do 40% ukupne
mase biljke. Grane i listovi su vostani, sivo-zelene boje, uglavnom bez dlacica, iako ih
mogu imati. Listovi rozete su dugi 30 cm 1 Siroki 8 cm s nazubljenim krajevima, dok su

listovi stabljike kra¢i, bez peteljke i cijelih rubova i znatno rjede rasporedeni.?®

Cvjetovi se sastoje od 4 mala ovalna lapa, 4 bijele klinaste latice i1 6 tuaka gusto
skupljenih u terminalne grozdove. Plod je jajasta ili elipticna komuska s jednom crveno-

smedom sjemenkom u svakom odjeljku.?®

Sirolistna grbica je invazivna vrsta koja se lako prilagodava razli¢itim ekoloskim
uvjetima. Vrlo je kompetitivna i prilagodljiva, mijenja ekosustav u kojem raste, te ima

sposobnost vece proizvodnje i iskoristavanja dusika od drugih biljnih vrsta.?®
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L. latifolium ima miris i okus po hrenu. Izdanak, listovi i plodovi biljke su jestivi, stoga
se koristi kao hrana za ljude i zivotinje. Biljka je bogata nezasi¢enim masnim kiselinama
(linolenska kiselina) i glukozinolatima (sinigrin). Alil-izotiocijanat, razgradni produkt
sinigrina, ima blagotvorne uc¢inke na zdravlje. Nutritivnoj vrijednosti doprinose 1 veci
sadrzaj glukoze i proteina, te veéi omjer dusika i sumpora. Zahvaljujuci visokom udjelu

fenola i flavonoida biljka ima i znacajnu antioksidacijsku aktivnost.?®

1.3.2 SIVKASTA LJUBICINA (Matthiola incana (L.) R. Br.)

Sivkasta ljubic¢ina (Slika 1.16.) je jednogodiSnja biljka iz porodice Brassicaceae. U
Hrvatskoj raste u priobalnom podrucju i na otocima. Stabljika je u osnovi drvenasta,
prekrivena bijelim dladicama, a listovi su duguljasti, nazubljenog ili cjelovitog ruba.
Cvijetovi su bijeli, ruzicasti ili ljubic¢asti, te su skupljeni u grozdaste cvatove na vrhovima
stabljika. Cvate od ozujka do svibnja. Plod je mahuna duga 6-10 cm 1 Siroka oko 3 mm.
Uspijeva u ekstremnim uvjetima, na stanistima siroma$nim dusikom i na staniStima vrlo

visokih temperatura. Cvijet, list i komuska su jestivi.3*

Slika 1.16. Matthiola incana (L.) R.Br.2
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1.4 HLAPLJIVI SUMPOROVI SPOJEVI

Hlapljivi sumporovi spojevi su skupina metaboli¢kih produkata Siroke rasprostranjenosti.
Nalaze se u morskim i kopnenim biljkama, zivotinjama i mikroorganizmima. Najveca
raznolikost ovih spojeva se nalazi u biljkama i to u 43 biljne porodice i 173 biljna roda
(Brassicaceae, Liliaceae, Capparaceae, Caricaceae, Rutaceae itd.). Mogu se naci U
razli¢itim dijelovima biljaka: korijenu, stabljici, listu, cvijetu, sjemenkama, a sadrzaj
sumporovih spojeva varira ovisno o biljnoj vrsti, 0 podruéju, klimi i na¢inu uzgoja same

biljke, ali ovisno i 0 samom dijelu te razvojnom stadiju biljke.?

Hlapljivi sumporovi spojevi su posljednjih godina sve ve¢i predmet istraZivanja
radi svojih bioloskih svojstava kao $to su efekti kemoprevencije raka, antioksidacijska

svojstva, antibakterijska aktivnost i dr.?

1.4.1 GLUKOZINOLATI

Glukozinolati (s-tioglukozidni-N-hidroksisulfati) su skupina sekundarnih metabolita u
nekim biljnim vrstama. Ubrajaju se u specificnu skupinu kemijskih spojeva
(fitokemikalija) koji su zastupljeni u 16 botanickih porodica reda Capparales. Pronadeni
su u svim dijelovima biljke. Sastav, raspodjela i sadrzaj ovise o vrsti biljke, varijetetu
unutar iste vrste, dijelu i razvojnom stadiju biljke te o uvjetima razvoja. Glukozinolati i
njihovi razgradni produkti proucavaju se zbog svojih nutritivnih, antioksidacijskih,
antitumorskih, antibakterijskih i antifungalnih svojstava te zbog osiguravanja

karakteristi¢ne arome odredenog povréa.>*

OH
0
HO o |
S
HO 0" w0
| o
OH S N
AN
|
R

Slika 1.17. Opc¢a strukturna formula glukozinolata.

Struktura bo¢nog lanca (R), po kojem se glukozinolati medusobno razlikuju,
odredena je aminokiselinom te se s obzirom na strukturu bo¢nog lanca glukozinolati

dijele na alifatske, aromatske i indolne.3*

16



Tablica 1.1. Glukozinolati prirodnog porijekla s ustanovljenim strukturama.3#

GLUKOZINOLAT R-SKUPINA BILJKA
Glukokaparin CHs Cleome spinosa
Glukolepidin CH3CH:z Lepidium Menziesii
Glukokohlearin CHsCH2(CHz)CH Cochlearin officinalis
Sinigrin CH>=CHCH: Brassica nigra
Glukonapin CH>=CH(CHy>): Brassica napus
Glukoibervirin CHsS(CH>)3 Iberis sempervirens
Glukorafenin CH3S(O)CH=CH(CH2): Raphanus sativus
Sinalbin p-HOCsH4CH:2 Sinapis alba
Glukoeripestrin CH3OO0C(CH2)3 Erysimum rupestre

1.5 ODREDIVANJE STRUKTURE SPEKTROSKOPSKIM TEHNIKAMA

1.5.1 ULTRALJUBICASTA-VIDLJIVA SPEKTROSKOPIJA (UV-VIS)
Djelovanjem  zraCenja ultraljubicastog (UV) 1 vidljivog podru¢ja (VIS)
elektromagnetskog spektra dobiva se energija koja premjesta elektrone iz njihovog
osnovnog stanja u njihovo pobudeno stanje. Zracenje u podrucjima izmedu 200-400 nm,
te u vidljivom podru¢ju do oko 800 nm, daje energiju potrebnu za pobudivanje
n-elektrona 1 neveznih elektrona, 1 to najcesce u konjugiranim molekulama. Jedinica u

molekuli koja je odgovorna za apsorpciju je kromofor, najées¢e C=0 i C=C."®

Spektrofotometrom provodimo mjerenje spektra elektromagnetskog zracenja.
Spektrofotometar se sastoji od izvora zracenja, monokromatora i detektora. UV/Vis
spektar nastaje biljezenjem intenziteta zracenja koje je uzorak apsorbirao, propustio ili

reflektirao ovisno o valnoj duljini.”®

1.5.2 INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA (IR)

Apsorpcija energije razlicitih podrucja elektromagnetskog zra¢enja pobuduje molekulu

na razli¢ite nacine. ZraCenje u infracrvenom podrucju odgovara energiji koja izaziva
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molekulske vibracije. Atomi u molekuli vibriraju uvijek na odredenim kvantiziranim
energetskim razinama. Ako atome poliatomske molekule promatramo kao kuglice
povezane elasticnim oprugama, prema zakonima gibanja postoji 3n-6 nacina vibracije,
pri cemu je n broj atoma u molekuli. Uzorak izloZen infracrvenom zracenju apsorbira

upadno zradenje koje po energiji odgovara pojedinim molekulskim vibracijama.’?®

Energije rasteznih vibracija organskih molekula odgovaraju infracrvenom
zradenju s valnim brojevima izmedu 1200 i 4000 cm™. Taj dio infracrvenog spektra vrlo
je koristan za odredivanje prisutnosti funkcijskih skupina organskih spojeva i naziva se
podrugjem funkcijskih skupina. Podrugje frekvencije ispod 1000 cm™ sadrZi veliki broj
vrpci 1 karakteristi¢no je za odredeni spoj, a naziva se jo$ i podrucje otiska prsta. Najvise
informacija kod interpretacije IR spektara dobije se iz podru¢ja funkcionalnih skupina
(polarne kovalentne veze). Neke funkcionalne skupine mogu se vidjeti kao kombinacija
razli¢itih vrsta veza. Npr. ester, COOR sadrzi C=0 i C-O veze.’8

1.5.3 NUKLEARNA MAGNETSKA REZONANCIJA (NMR)

Nuklearna magnetska rezonancija je nezaobilazna tehnika u identifikaciji i odredivanju
struktura organskih spojeva, te u izucavanju dinamike i svojstava molekula u teku¢em i
¢vrstom stanju. Rezonancija je analogna rijeci apsorpcija u IR spektroskopiji i oznacava
apsorpciju energije vezane uz promjenu nuklearnih energijskih stanja. Ova vrsta
spektroskopije ukljucuje energijske promjene atomskih jezgara, za Sto je nuzno
magnetsko polje da bi se te promjene zapazile. NMR se moze primijeniti na jezgre koje
imaju magnetski moment. To su obi¢no jezgre s neparnim masenim brojem (*H, !B, 3C,
15N, 1°F, 3P itd.), ali i na jezgre s parnim masenim brojem i neparnim atomskim brojem
(°H, 9B, N, itd.). Neke jezgre, iako spadaju u spomenute kategorije ne mogu dati NMR
signal. Primjer je fluor koji je jedini halogeni element koji se uspjesno upotrebljava u
NMR spektroskopiji. tH-NMR spektroskopijom se dobiva podatak o okolini vodikovih
atoma u molekuli, odnosno uvid o molekulskom skeletu. *C-NMR spektar daje potpuniju

sliku ugljikova skeleta.”®
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1.6 METODE IDENTIFIKACIJE HLAPLJIVIH SPOJEVA

1.6.1 KROMATOGRAFIJA
Kromatografija je analiticka tehnika koja se koristi za odjeljivanje, i uz odgovarajuci
detektor, naknadnu identifikaciju i kvantitativno odredivanje sastojaka ispitivanog uzorka
na temelju njihovih fizikalnih karakteristika - razli¢itog vremena zadrzavanja u
kromatografskoj koloni. Sustav u kojem se sastojci odjeljuju sastoji se od pokretne i
nepokretne faze, a da bi se postiglo odjeljivanje, razliciti sastojci smjese moraju imati
razlicit afinitet prema nepokretnoj, odnosno stacionarnoj fazi. Tako ¢e se molekule koje
imaju veci afinitet prema nepokretnoj fazi na nju ¢vrsce vezati, Sto ¢e za posljedicu imati
sporije eluiranje s kromatograske kolone, odnosno kasniji dolazak do detektora, za razliku
od molekula koje imaju manji afinitet prema nepokretnoj fazi, koje ¢e se brze eluirati s
kolone te ranije sti¢i do detektora.3®

Kromatografiju se dijeli prema obliku kromatografske podloge (kromatografija na
stupcu 1 plosna kromatografija) i prema agregatnom stanju pokretne faze (tekucinska,
gdje je pokretna faza tekucina; plinska, gdje je pokretna faza plin te kromatografija pri

superkritiénim uvjetima, gdje je pokretna faza tekucina iznad svoje kriticne temperature
i tlaka).>®

1.6.2 PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je najcesce koriStena tehnika
odijeljivanja hlapljivih spojeva. Mobilna faza je inertni plin (helij, neon, argon), a
stacionarna faza je krutina ili kapljevinom presvuéena krutina. Kod ove tehnike nisu
potrebne nikakve prethodne operacije pa se radi toga smatra vrlo brzom tehnikom, a uz
to, vrlo je efikasna i kod malih koli¢ina uzorka. Tehnika se odlikuje velikom osjetljivoscu,
te moguéno$éu razdvajanja velikog broja tvari.>*°

Uzorak za analizu mora biti hlapljiv kako bi ispario u injektoru i treba biti stabilan
na radnoj temperaturi kolone. Unosi se u maloj koli¢ini i to na nacin da se odjednom i §to
prije istisne sav uzorak iz igle za unosenje uzorka. Zatim inertni plin nosilac nosi uzorak
kroz kromatografsku kolonu, na kojoj se, s obzirom na afinitet prema stacionarnoj fazi,
vrsi odjeljivanje. Na kraju uzorak dolazi do detektora. Detektor je uredaj koji se moze
temeljiti na: toplinskoj vodljivosti, plamenoj ionizaciji, fotoionizaciji, elektricnoj
vodljivosti, a najcesce spektrometriji masa (vezani sustav plinska kromatografija —

spektrometrija masa (GC-MS) je najéesca izvedba).>*°

19



mjerad
protoka
T Sprica

/

ekt [ sustav
septum

ekt Pt deteltor — podataka

regulacija tlaka \\ -

H
/?? regulator
protoka
kolona

(il

spremnik pling |
nosafa kolonska ped

Slika 1.18. Shematski prikaz plinskog kromatografa.*

1.6.3 SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrija masa (MS) je analiticka instrumentna tehnika kojom se analiziraju
molekule na temelju omjera njihove mase i naboja. Koristi se za detekciju i identifikaciju

organskih molekula i njihovih degradacijskih produkata i metabolita.®

NjeceSce se povezuje s plinskom i tekuc¢inskom kromatografijom, a moguce je
povezivanje i s kapilarnom zonskom elektroforezom i mikro¢ipovima. Na ovaj se nacin
dobivaju kontinuirane vezane tehnike gdje se prilikom analize gubi vrlo malo uzorka.
Moguce je koristiti i diskontinuirane metode kao §to su nanosprej-MS i MALDI-MS
(engl. Matrix assisted laser desorption/ionization, MALDI). Glavne komponente svakog

masenog spektrometra su ionski izvor, analizator masa i detektor.®
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Slika 1.19. Shema spektrometra masa.*

U ionskom izvoru dolazi do ionizacije molekula koje se, ovisno o koli¢ini energije
koja se primjenjuje u procesu ionizacije i o svojstvima analita, mogu razli¢ito ionizirati.
Za ionizaciju molekula u plinovitom stanju koristi se ionizacija elektronima, kemijska
ionizacija i ionizacija u polju. Pri ionizaciji elektronima izmedu molekula uzorka i
elektrona dolazi do sudara pri ¢emu nastaje veliki broj fragmenata te je moguce da u
spektru masa signal molekulskog iona izostane. Kemijska ionizacija koristi plin reagens
za ionizaciju molekula uzorka. Prvi korak je ionizacija plina reagensa elektronima, koji
zatim ionizira uzorak reakcijama kojima mogu nastati pozitivno i negativno nabijeni ioni.
Pri kemijskoj ionizaciji u spektru masa jasno je vidljiv signal molekulskog iona.
Ionizacija poljem koristi snagu elektri¢nog polja gdje dolazi do izbijanja elektrona iz
molekule uzorka. Ovom metodom nastaju kationski radikali koji se dalje razlaZu na ¢itav

niz fragmenata.>*°

Analizatori masa razdvajaju nastale iona u vakuumu na temelju njihovih omjera
mase i naboja. Najvazniji su analizator masa koji mjeri vrijeme leta (engl. time offlight,
TOF) i kvadrupolni analizator masa, dok se u posljednje vrijeme razvija i orbitalni
analizator masa s ionskom klopkom. Analizator masa koji mjeri vrijeme leta razdvaja
ione iste energije, ali razlicitih vrijednosti odnosa mase i naboja (m/z) jer putuju razli¢itim
brzinama. Pocetno ubrzanje za sve ione je isto, ali razdvajanje pocinje kad u cijevi nema

djelovanja elektricnog polja. Ioni s ve¢im omjerom mase i naboja (m/z) putuju sporije od
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onih s manjim omjerom m/z. Masa se racuna iz mjerenja vremena koje je potrebno ionima
da dodu od izvora do detektora. Kvadrupolni analizator masa sastoji se od Cetiri elektrode,
od kojih su dvije suprotne pozitivno nabijene, a preostale dvije negativno nabijene. Na
elektrode se primjenjuje kombinacija izmjeni¢nog i radiofrekventnog potencijala. Ioni s
odredenom vrijedno$¢u m/z, koji se gibaju stabilnom putanjom u osciliraju¢em

elektrinom polju, odvajaju se od ostalih i dolaze na detektor.®*°

U detektor ulaze ioni nakon $§to produ kroz analizator te se detektiraju na osnovi
mase, naboja ili brzine. Kako jako mali broj iona prode kroz analizator, potrebno je
pojacati signale koje daje detektor. Najpoznatiji detektori su Faradayev cilindar,

fotografska plo¢a te multiplikatori elektrona.3*°

1.64 VEZANI SUSTAV PLINSKA KROMATOGRAFIJA-
SPEKTROMETRIJA MASA

Nedostatak plinske kromatografije je kvalitatvno odredivanje uzorka. Problem se rjeSava
kombiniranjem plinske kromatografije sa spektrometrijom masa. Ovakva kombinacija
tehnika omogucéava dobivanje maksimalnog broja podataka uz minimalne gubitke uzorka.
Obje tehnike koriste uzorak u plinovitom stanju, a karakteristicni podatci dobiveni za
izdvojeni spoj su retencijsko vrijeme i povrSina pika koja je proporcionalna koli€ini spoja,
te maseni spektar kojim se identificira odgovaraju¢i spoj. Dobiveni maseni spektar se

usporeduje s masenim spektrom spoja koji se nalazi u Wileyevoj bazi masenih spektara.>*
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Slika 1.20. Shematski prikaz vezanog sustava GC-MS.*

22



1.6.5 TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA

Tekuéinska kromatografija (eng. Liquid Chromatography - LC) je analiticka tehnika koja
sluzi za razdvajanje tvari na osnovi raspodjele izmedu tekuce pokretne (mobilne) faze i
krute ili teku¢inom presvucene krute nepokretne (stacionarne) faze. Koristi se za
odjeljivanje analita male i velike molekulske mase, termicki nestabilnih spojeva 1 bioloski
aktivnih spojeva.3®

Tekucéinska kromatografija moze se podijeliti, s obzirom na polarnost nepokretne
faze, na kromatografiju normalnih i obrnutih faza. Kromatografija normalnih faza sadrzi
polarnu nepokretnu fazu i nepolarnu pokretnu fazu, a kod kromatografije obrnutih faza
pokretna faza je polarnija od nepokretne faze.>®

Prema mehanizmu odvajanja kromatografija se dijeli na adsorpcijsku, razdjelnu,

afinitetnu, te kromatografiju ionske izmjene i kromatografiju isklju¢enjem.
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1.6.6 TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE
DJELOTVORNOSTI (HPLC)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid

chromatography, HPLC) je vrsta kolonske teku¢inske kromatografije. Razliku od obi¢ne

tekucinske kromatografije ¢ini primjena tlaka zbog kojeg pokretna faza brze prolazi kroz

kolonu.34®

Sastavni dijelovi HPLC-a su spremnik pokretne faze, injektor, kolona, pumpa koja

pokre¢e mobilnu fazu kroz kolonu, detektor 1 sustav za obradu podataka.
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sprethtici

otapala sustar
podataka

Slika 1.21. Shematski prikaz HPLC-a.3

U sustavu mogu biti jedan ili viSe spremnika pokretne faze koji sluze za
skladistenje otapala iz kojega crpka kontinuirano vuce odredeni volumen otapala. Crpka
sadrzi filtar koji sprjecava unos ¢estica i oneciS¢enja u crpku. Konstantan protok pokretne
faze u sustavu omogucava crpka, koja radi pri jako visokim tlakovima. Dva su na¢ina
rada: s konstantnim tlakom ili s konstantnim protokom. Nacin rada s konstantnim
protokom omogucava kontrolirano mijesanje ukoliko se koristi kombinacija dva ili vise
otapala. Pokretna faza moze biti izokratna (sastav pokretne faze je stalan) ili gradijentna
(ukoliko se tijekom analiziranja mijenja sastav pokretne faze).3*°

Automatski uzorkiva¢ sluzi za automatizirano unoSenje uzorka u pokretnu fazu

prije ulaska u kolonu. Iz bocica za uzorke unosi se to¢no odredeni volumen zadan
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programom. Kolona je najceS¢e uska metalna cijev u kojoj se nalazi nepokretna faza.
Dimenzije kolone, duljina i unutarnji promjeri, mogu biti razli¢ite. Duljina kolone moze
biti od 100 mm do 250 mm, a promjer kolone od 2 mm do 4,6 mm. U koloni se nalaze
nepokretna faza koji se sastoje od sitnih ¢estica, ¢ime se povecava kontaktna povrsina.
Analizirana tvar, ili smjesa tvari, prolazi kroz kolonu pod visokim tlakom. U mobilnu
fazu unosi se jako mali volumen uzorka, te se zbog specifi¢nih fizikalno-kemijskih
interakcija komponente smjese razli¢ito zadrzavaju na koloni.>*®

Na detektoru se mjere promjene svojstava analita ili pokretne faze. Najée$ce se kao
detektori koriste UV/VIS spektrofotometar, fluorimetar, elektrokemijski detektor ili
maseni spektrometar. Detektori daju signal koji je proporcionalan nekom odredenom
svojstvu analita. Cijelim sustavom se upravlja preko racunala, Sto omogucava
jednostavnu kontrolu i promjenu odredenih parametara te obradu prikupljenih

podataka.3*>

1.6.7 VEZANI SUSTAV TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA-
SPEKTROMETRIJA MASA

Vezani sustav tekucinska kromatografija - spektrometrija masa (LC-MS) je novija
tehnika temeljena na kombiniranju tekucinske kromatografije (HPLC, odjeljivanje
sastojaka iz smjese) s masenom spektrometrijom (MS, identifikacija sastojaka). LC-MS
ima veliku prednost u odnosu na ostale sustave jer moze istovremeno pratiti analizu
koristenjem dvaju detektora: DAD (diode array detector), s moguéno$éu izbora do 8
valnih duljina, i spektrometra masa (do 1650 Da). LC-MS metoda izvrSava kvalitativnu
analizu - snimanje spektra uzorka, odredivanje molekulske mase spoja, analizu
fragmentacije odredenog molekulskog iona (engl. product ion) i odredivanje prekursora
odredenog fragmenta (engl. precursor ion). Dvojna spektrometrija (LC-MS/MS) radi na
principu udruzenih masenih spektrometara. Prvi MS uredaj ionizira uzorak direktno iz
otopine i filtrira ione prema omjeru mase i naboja. Jedna od najvaznijih tehnika ionizacije
je ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray ionization, ESI). Ona se moze
primijeniti na polarne, nepolarne i termicki nestabilne spojeve i to na nacin da se na
metalnu kapilaru kroz koju prolazi otopina s analitom primjenjuje elektri¢no polje uslijed

Cega dolazi do odvajanja pozitivnog 1 negativnog naboja u otopini. Kapilara se moze
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prikljuciti na pozitivan kraj izvora napona, pri ¢emu pozitivno nabijeni ioni putuju prema
katodi gdje se akumuliraju. Za ionizaciju se koriste jos i tehnike pri atmosferskom tlaku
poput termorasprSenja (engl. thermospray, TSP), kemijske ionizacije pri atmosferskom
tlaku (engl. Atmosferic pressure chemical ionization, APCI) i ionizacije fotonima pri
atmosferskom tlaku (engl. Atmosferic pressure photoionization, APPI). lon od interesa se
dalje fragmentira u kolizijskoj ¢eliji, a njegovi se fragmenti analiziraju na drugom

masenom spektrometru.®®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1 KORISTENE METODE

Tijek reakcija sintetiziranih spojeva, kao i provjera Cistoce istih, ispitivana je
tankoslojnom kromatografijom na aluminijskim plo¢icama koje su presvucene
silikagelom (60 F2s4, Merck).

Elektrotermalni kapilarni uredaj za mjerenje tocke taliSta Barnstead Thermolyne
Mel-temp 1001D koriSten je za odredivanje to¢aka taliSta sintetiziranih spojeva.
IR spektri su snimljeni s Thermo Scientific Nicolet iS50 FT-IR uredajem u
podruéju od 4000-400 cm™ i osjetljivosti 65 cm™.

'H-NMR i $3C-NMR spektri su snimljeni pomoéu Bruker Avance 300 UltraShield
uredaja. Kemijski pomaci (8) izrazeni su u ppm (dijelovi na milijun) prema
tetrametilsilanu (TMS, (CHz3)4Si) kao unutrasnjem standardu (6=0).

Za homogenizaciju biljnog materijala koristen je OMNI international GLH 850,
na 5000 okretaja u 5 minuta.

Prilikom kvantizacije izotiocijanata koriStena je plinska kromatografija s
plamenoionizacijskim detektorom (GC-FID, model 7890A) proizvodaca Agilent,
Santa Clara, CA, USA. Uzorci su analizirani na nepolarnoj koloni HP-5 (30 m x
0,32 mm) sa slojem nepokretne faze debljine (0,25 um). Plin nosilac je bio helij
protoka 1ml/min. Temperatura injektora je postavljena na 250 °C, a volumen
injektiranja uzorka 1 uL. Temperatura kolne je postavljena kako slijedi: 3 min
izotermno na 60 °C, zatim zagrijavanje do 150 °C brzinom od 7 °C/min te
odrzavanje navedene temperature u trajanju od 1 min, nakon Cega se opet
zagrijava brzinom od 50 °C/min do 250 °C te se postignuta temperatura odrzava
izotermno 5 min. Temeperatura detektora je bila 300 °C.

Za kvalitativnu i kvantitativnu identifikaciju hlapljivih sumporovih spojeva
koriSten je vezani sustav plinske kromatografije (Varian model 3900) 1
spektrometrije masa (Varian model 2100 T) proizvodac¢a Varianlnc., Lake Forest,
CA, USA. Uzorci su analizirani na nepolarnoj koloni VF-5MS (30 m x 0,25 mm)
sa slojem stacionarne faze debljine 0,25 um. Plin nosioc je helij, dok je protok
postavljen na 1 mL/min. Temperatura injektora je 250 °C, a volumen injektiranog

uzorka 1 pL. Temperatura kolone je postavljena kako slijedi: 3 min izotermno na
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60 °C, zatim zagrijavanje do 246 °C brzinom od 3 °C/min, te odrzavanje navedene
temperature u trajanju 25 min. Energija ionizacije uzorka u spektrometru masa

iznosi 70 eV, temperatura izvora iona je 200 °C, dok podru¢je skeniranja

obuhvaca 40-350 masenih jedinica.

Slika 2.1. GC-MS uredaj (Varian, USA).

- Za kvantizaciju desulfoglukozinolata koristen je vezani sustav HPLC-UV,
PerkinElmer, NCI 900, USA. Koristena je kolona C-18 (250 mm x 4 mm) sa
promjerom Cestica Spm. Kao mobilna faza koriStena je smjesa vode i acetonitrila
uz protok od 0,8 mL/min. Volumen injektiranog uzorka iznosi 20 pL. Za detekciju
spojeva koristen je UV detektor (A=227 nm). Radna temperatura je zadana na 30
°C, a vrijeme trajanja analize iznosilo je 56 minuta. U tablici 2.1. je prikazan

sastav mobilne faze kori$tene za analizu HPLC-om.
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Tablica 2.1. Sastav mobilne faze koristene za analizu desulfoglukozinolata na HPLC-u

Vrijeme (min) Voda (%) Acetonitril (30%0) Gradijent

0 100 0 -

0,5 96 4 -
28,0 14 86 Linearno

4,0 14 86 -
2,0 5 95 Linearno

13,0 5 95 -
1,0 96 4 Linearno

8,0 96 4 -

0,0 0 100 -

Slika 2.2. HPLC uredaj (PerkinElmer, USA).

- Zaanalizu desulfoglukozinolata koristen je i vezani sustav HPLC-PDA-MS/MS-
8050, Shimadzu, Japan. Sustav se sastoji od HPLC uredaja zdruzenog s
spektorofotometrijskim ultraljubic¢astim i vidljivim detektorom i trostrukim
kvadropolnim masenim spektrometrom. Spektar snimanja valnih duljina podesen
je uintervalu od 250 do 350 nm. Koristena je kolona C-18 (250 mm x 4 mm) sa

slojem nepokretne faze debljine 5 um. Kao mobilna faza koristena su dva otapala:
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otapalo A — voda, uz dodatak 50 mM natrijevog klorida, a otapalo B - 30 %
acetonitril, uz protok od 0,8 mL/min. Radna temperatura postavljena je na 30 °C,
a trajanje analize iznosilo je 47 minuta. Volumen injektiranog uzorka iznosio je
10 pL. Desulfoglukozinolati su analizirani pracenjem MRM (engl. Multiple
Reaction Monitoring) prijelaza koji su dobiveni primjenom kolizijske energije -
25 eV. Temperatura izvora iona postavljena je na 300 °C, a MRM prijelazi

skenirani su u pozitivhom nacinu.

Tablica 2.2. Sastav mobilne faze koristene za HPLC-DAD-MS/MS analizu
desulfoglukozinolata

Vrijeme (min) Voda (%) Acetonitril (30%) Gradijent
0 100 0 -
0,02 96 4 -
28,0 14 86 Linearno
32,0 14 86 -
34,0 5 95 Linearno
38,0 5 95 -
39,0 96 4 Linearno
46,80 96 4 -
47,0 0 100 -
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Slika 2.3. HPLC-DAD-MS/MS uredaj (Shimadzu, Japan).

2.2 KORISTENE KEMIKALIJE

Reagensi koriSteni za sintezu su kupljeni od proizvodaca: Sigma Aldrich, Fluka,
ChemPur.

Kemikalije koriStene pri ekstrakciji glukozinolata i ispitivanju gastrointestinalnih uvjeta:

e Bezvodni natrijev sulfat, Kemika, Zagreb, Hrvatska,
e Natrijev klorid, T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska,

e Metanol (70 %),

e Natrijev acetat, Merck, Darmstadt, Njemacka,

e Dekstran (DEAE — sephadex A-25),

e Ultracista voda,

e Sinigrin hidrat, Sigma

e Sulfataza (iz Helix pomatia, tip H-1), Sigma-Aldrich,

e Aposlutni etanol.
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2.3 Sinteza 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido-[3,4-d]-piridazin-1,4-
diona i njegovih derivata
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Slika 2.4.a Shematski prikaz reakcija sinteze etil-2,4-diokso-4-fenil-butanoata (1),
dietil-2-metil-6-fenil-piridin-3,4-dikarboksilata (2), 2-metil-6-fenil-piridin-3,4-
dikarboksilne kiseline (3), i 4-metil-6-fenil-furo[3,4-c]piridin-1,3-diona (4).
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NH,NH, x H,0
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Slika 2.4.b Shematski prikaz reakcija sinteze 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-

d]piridazin-1,4-diona (5) i njegovih derivata (6).
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Etil-2,4-diokso-4-fenil-butanoat je pripremljen iz fenil-metil-etera i dietiloksalata uz
dodatak natrijeva etoksida. U tikvicu s okruglim dnom (m=254,04 g) stavljen je
prethodno pripremljen etil 2,4-diokso-4-fenil-butanoat (m=65,57 g) i etil 3-aminobut-2-
enoat (m=38,47 g) uz dodatak piridina (oko 12 mL). Smjesa je stavljena na refluks 1 h na
50 °C uz povremeno mijeSanje. Nakon 1 h ohladena je do sobne temperature i ostavljena

preko no¢i.

Slika 2.5. Aparatura za refluks.

Dobivena otopina testirana je na TLC (silikagel/metanol:kloroform 1:2)
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Slika 2.6. TLC plocica na koju su naneseni standard i sintetizirani spojevi.

Prva provjera na TLC pokazala je da je udio metanola u mobilnoj fazi prevelik. TLC je
ponovljen (povecan udio kloroforma, 1:3 omjer u korist kloroforma) i pokazao je kako
reakcija nije dosla do kraja i da je i dalje prisutan reaktant (etil-3-aminobut-2-enoat) u
vecoj koli¢ini. Prva kolona na TLC plocici je Cisti dietil-2-metil-6-fenil-piridin-3,4-
dikarboksilat, druga i treca su sintetizirani spojevi (Slika 2.6.). Reakcija je nastavljena jos
1 h na refluksu uz temperaturu od 50 °C koja je nakon 40 minuta snizena na 35 °C. Nakon
hladenja na sobnoj temperaturi, ponovljena je provjera na TLC. Reaktant i dalje
prevladava. Reakcijska smjesa je ostavljena preko noci kako bi vise spoja izreagiralo.

Slijedi provjera na TLC-u, ovog puta mobilna faza je toluen (Slika 2.7.).

Slika 2.7. TLC plocica - prva kolona ¢isti dietil 2-metil-6-fenil-piridin-3,4-dikarboksilat,
druga i treca sintetizirani spojevi.
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U reakcijsku posudu dodano je 100 mL etanola jer je otopina bila pregusta. Za hidrolizu
estera uz KOH potrebna su 2 mol-a (1 mol za 1 estersku grupu), ali dodana su 3 mol-a
kako bi sigurno hidrolizirale obje skupine. Odvagana je potrebna masu KOH (62,03 g) i
stavljena u ¢asu u koju je paZljivo, uz mijeSanje, dodano oko 300 mL destilirane vode.
Potrebno je pricekati da se otopina ohladi i postane bezbojna. Pazljivo je dodana ohladena
otopina KOH u reakcijsku posudu uz mijesanje, zatim spojena na refluks (T=90°C) i

pustena 3 sata nakon §to je postignuta temperatura vrenja.

Slika 2.8. TLC plocica nakon reakcije hidrolize.

Na slici 2.8. TLC plocica prikazuje sljedece: prva mrlja - ester, druga i tre¢a su uzorci,
cetvrta mrlja je kiselina, odnosno ocekivani produkt. UoCava se da reakcija nije dosla do
kraja — ponoviti refluks 2 dana po 1 h. Nakon ponovljenog refluksa, nova TLC plocica

pokazuje da reakcija nije dosla do kraja.
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Slika 2.9. TLC plocica (mobilna faza -metanol : toluen 1:1; uzorci naneseni istim
redoslijedom kao na slici 2.8.).

Temperatura je podignuta na 100 °C i smjesa je refluksirana jos 2,5 h.

Slika 2.10. Dodatno refluksiranje smjese tijekom 2,5 h.
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U veliku ¢asu dodati smrvljeni led i preliti destiliranom vodom. Reakcijsku smjesu
dodati u smjesu leda i destilirane vode i postupno, uz mijesanje, dodavati HC1 do pH=2.

Slika 2.11. Led, destilirana voda, reakcijska smjesa i HCI (jos nije pH=2).

Reakciju je potrebno pustiti 15-20 minuta prije provjeravanja pH. Provjera pH
nije jednostavna zbog crnog sloja koji se stvara na povrsini (vrlo lako se moze pretjerati

s kiselinom upravo iz tog razloga).
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Slika 2.12. Led, destilirana voda, reakcijska smjesa i HCI (pH=2)

Ocekivani produkt ¢e se istaloZiti na dnu. Talog je kombinacija narancaste, bijele
1 Zute boje. U otopini, prilikom mijeSanja, vidljiva je velika koli¢ina crnih cestica koje
ukazuju na prisutnost piridina i zaostalog reaktanta. Nakon Sto se talog slegne, slijedi

filtracija preko Biichnerovog lijevka (Slika 2.13.).
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Slika 2.13. Filtracija taloga preko Biichnerovog lijevka.

Talog je potrebno ispirati etanolom do svijetlozute boje (Slika 2.14.).

Slika 2.14. Usporedba taloga prije i poslije pro¢is¢avanja etanolom.
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Slika 2.15. Potpuno isprani talog.

Talog se dobro osusi i provjeri tocka taljenja (literaturna vrijednost oko 215 °C).
Filtrat se ostavi preko no¢i kako bi se istalozilo jo§ produkta (doslo je do talozenja znatne

koli¢ine produkta, koja nije dalje koriStena jer bi to zahtijevalo ponovno susenje).

Temperatura taljenja je 212-213 °C.

Slika 2.16. Talog nakon susenja.

U tikvicu s okruglim dnom stavljeni su dobiveni kristali, koji su se prethodno
dobro osusili, i dodan je etanol do 1/3 tikvice s okruglim dnom.
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Slika 2.17. Prekristalizacija iz etanola.

Otopina je refluksirana oko 30 minuta, te nakon toga ugasena i ostavljena preko
noci. Na slici 2.18. je vidljivo kako je otopina prilikom prekristalizacije promijenila boju
iz bijele u naran¢asto-smedu. Takva otopina filtrirana je preko Biichnerovog lijevka. Ako

u tikvici ima zaostataka, oni se pokupe etanolom.
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Slika 2.18. Boja otopine nakon prekristalizacije.

Filtracijom je dobiven vlazni talog u obliku paste (slika 2.19.).

Slika 2.19. Vlazni talog prociséene 2-metil-6-fenil-piridin-3,4-dikarboksilne kiseline.
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Talog je potrebno dobro osusiti (moguca je pojava blago zute boje na povrSini
taloga) te kada je moguce, talog usitniti kako bi se §to bolje osusio. Filtrat upariti na

rotacijskom vakuum uparivac¢u (RVU) i ostaviti u hladnjaku.

Slika 2.20. Osuseni i usitnjeni talog 2-metil-6-fenil-piridin-3,4-dikarboksilne kiseline.

U tikvicu s okruglim dnom dodan je spoj 3 koji je prethodno dobro osusen te je
dodan acetanhidrid mase 7 puta ve¢e od mase taloga. Pustiti na refluks oko 1 sat na
100 °C. U slucaju da se kristali ne otope, dodati jos acetanhidrida (30 mL). Nakon
refluksa ohladiti do sobne temperature (Slika 2.21).
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Slika 2.21. Slike prikazuju prethodno opisanu reakciju. Slika 1. prikazuje reakcijsku
smjesu prije refluksiranja, slika 2. reakcijsku smjesu za vrijeme refluksiranja, slika 3.
neposredno nakon skidanja s refluksa, a slika 4. reakcijsku smjesu nakon 20 minuta

hladenja na sobnoj temperaturi.

Nakon hladenja filtirati preko Buchnerovog lijevka i dobro istisnuti visak otapala.

Kristali podsjec¢aju na staklenu vunu. Filtrat preko no¢i ostaviti u hladnjaku.
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Slika 2.22. Kristali 4-metil-6-fenil-furo[3,4-c]piridin-1,3-diona i necistoce.

Kristale dobro osusiti i provjeriti tocku taljenja (literaturno 197 °C,
eksperimentalno dobivena temperatura je 199 °C). U filtratu koji je ostavljen u hladnjaku
uoceni su nastali kristali, doslo je do precipitacije (slika 2.23.). Kristale filtrirati preko
Biichnerovog lijevka.

Slika 2.23. Upareni filtrat u kojem je doslo do precipitacije.

Kristale 4-metil-6-fenil-furo[3,4-c]piridin-1,3-diona i necistoce prekristalizirati iz
toluena (slika 2.24.).
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U tikvicu s okruglim dnom staviti dobivene kristale i dodati toluen da ih prekrije
(2 cm otprilike) i refluksirati na 100 °C.

Slika 2.24. Prekristalizacija 4-metil-6-fenil-furo[3,4-c]piridin-1,3-diona i necistoca iz
toluena.
Zagrijavati dok se sve ne otopi i otopina postane bistra (slika 2.25.). Ako jako
kuha, potrebno je sniziti temperaturu. Nakon $to otopina postane bistra, ohladiti do sobne

temperature 1 ostaviti preko no¢i.

Slika 2.25. Otopljeni 4-metil-6-fenil-furo[3,4-c]piridin-1,3-dion i necistoce u toluenu
odmah nakon refluksa.
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Kristale dobivene prekristalizacijom filtrirati preko Blichnerovog lijevka i ostaviti

da se osuse. Filtrat upariti na RVU i spremiti u hladnjak.

Slika 2.26. Prekristalizacija iz toluena. Slikano 24 h nakon refluksa.

Ako je doslo do precipitacije, filtrirati preostali dio kristala i dobro ih osusiti.

Slika 2.27. Kristali 4-metil-6-fenil-furo[3,4-c]piridin-1,3-diona (4) dobiveni
prekristalizacijom iz toluena.
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U malu tikvicu s okruglim dnom stavljeni su dobiveni kristali 4-metil-6-fenil-
furo-[3,4-c]-piridin-1,3-diona (8 g). Tikvica je do pola napunjena etanolom te je dodan

hidrazin (18 mL). Sve je stavljeno 2 sata na refluks uz mijesanje (slika 2.28.).

Slika 2.28. Reakcija meduprodukta (4) i hidrazina na refluksu

Temperatura je bila previsoka pa je doslo do burnije reakcije, dio taloga je zavrsio

u Liebigovom hladilu (slika 2.29.). Skinuto s refluksa nakon 45 minuta.

Slika 2.29. Burna reakcija pri previsokoj temperaturi.
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Filtrirati preko Buchnerovog lijevka i ostaviti da se dobro osusi (slika 2.30.).
Filtrat ostaviti u hladnjaku. Provjeriti temperaturu taljenja (>300 °C).

Slika 2.30. Vlazni kristali 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dion i
oneciscenja.

U filtratu iz hladnjaka je doslo do precipitacije. Filtrirati preko Blichnerovog

lijevka. Idu¢i korak je prekristalizacija iz metanola.

Slika 2.31. Suhi kristali 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dion i
oneciséenja.
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Talog usitniti, staviti u tikvicu s okruglim dnom, uliti §to manju koli¢inu metanola,
spojiti na Liebigovo hladilo i pustiti da se prekristalizira na refluksu uz mijesanje. (Slika

2.32.) Drzati na refluksu do vrenja.

Slika 2.32. Prekristalizacija iz metanola.

Nakon 5 minuta vrenja, ugasiti i ostaviti da se ohladi do sobne temperature.

Slika 2.33. Na slici 1 je prikazana jo§ vruéa otopina tek skinuta s refluksa. Slika 2

prikazuje ohladenu otopinu.
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Filtrirati preko Blichnerovog lijevka i ostaviti da se dobro osusi. (Slika 2.34.)

Slika 2.34. Cisti kristali 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona (5).
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2.3.1 Supstitucija vodika - 1-brompropan

U tikvicu s okruglim dnom stavljeno je 0,5 g suhih kristala i 40 mL
N,N-dimetilformamida (slika 2.35.).

Slika 2.35. Reakcija s N,N-dimetilformamidom.

Reakcijska smjesa je spojena na refluks dok se otopina ne razbistri (slika 2.36.).

Slika 2.36. Potpuno otopljeni kristali 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-
1,4-diona u N,N-dimetilformamidu.
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Nakon $t0 se otopina razbistrila, ohladena je do sobne temperature i dodano je 0,2
g NaH (0,008 mol, 50 %-tni NaH). Zatvoriti s CaCl, i mijesati na magnetskoj mijesalici
30 minuta. Dodati 0,46 mL propil-bromida, zatvoriti s CaCl i ostaviti na magnetskoj

mijesalici preko noci (slika 2.37.).

Slika 2.37. Reakcijska smjesa na magnetskoj mijesalici.

U veliku ¢asu uliti 75 mL destilirane vode i polako dodavati otopinu. Trebao bi
nastati talog (slika 2.38.).

Slika 2.38. Destilirana voda i reakcijska smjesa.

Talog filtrirati preko Blchnerovog lijevka i pustiti da se osusi, a filtrat ostaviti u

hladnjaku do idu¢eg dana. Temperatura taljenja je bila ispod 100 °C $to ukazuje na veliki
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udio necisto¢a. U hladnjaku je doslo do precipitacije. Preostali talog filtrirati (Slika 2.39.),
a filtrat upariti na RVU i ostaviti u hladnjaku. Slijedi prekristalizacija iz etanola na

refluksu uz mijesSanje. U Sto manjoj koli¢ini etanola otopiti talog 1 staviti na refluks.

Slika 2.39. Precipitacija iz hladnjaka i filtrirani talog.

Kada se otopina razbistri, skinuti s refluksa i ostaviti u hladnjaku. Nakon 24 sata
u hladnjaku vidljivi su sitni bijeli kristali (slika 2.39.). Filtrirati preko Blchnerovog

lijevka. Kristale dobro osusiti i spremni su za analizu (slika 2.40.).

Slika 2.40. Propilni derivat 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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2.3.2 Supstitucija vodika - 1-bromheptan

U tikvicu s okruglim dnom dodano je 0,5 g suhih kristala i 40 mL
N,N-dimetilformamida. Smjesa je stavljena na refluks i zagrijavana dok se sve ne otopi.
Kada se sve otopi, pricekati da se otopina ohladi do sobne temperature, a zatim dodati 0,2
g NaH, zatvoriti s CaCl> i staviti na magnetsku mijesalicu 30 minuta. Nakon toga, dodati
1-bromheptan (0,78 mL). Sve opet zatvoriti s CaClz i ostaviti na magnetskoj mijesalici
do jutra (slika 2.41.).

Slika 2.41. Tikvica s reakcijskom smjesom prije dodavanja NaH.

U veliku ¢aSu dodati 75 mL destilirane vode i polako, uz mijesanje, dodavati
reakcijsku otopinu iz prethodnog koraka. Dolazi do stvaranja taloga. Talog filtrirati preko
Buchnerovog lijevka i staviti na susenje, a filtrat upariti na RVU i ostaviti u hladnjaku do
idu¢eg dana kako bi doslo do precipitacije. Nakon 24 sata u hladnjaku, doslo je do
precipitacije. Kristale filtrirati i ostaviti na suSenju. Idu¢i korak je prekristalizacija iz
etanola. Kristale otopiti u §to manjoj koli¢ini etanola i staviti na refluks dok se otopina ne
razbistri. Kada se otopina razbistri, skinuti s refluksa i pustiti da se otopina ohladi.
Prekristalizacija je bila uspjes$na (Slika 2.42.), kristali su se istalozili i za pretpostaviti da
je funkcijska skupina uspjesno zamijenjena. Kristale filtrirati i osusSiti te na kraju

analizirati.
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Slika 2.42. Na slici je prikazan postupak dodavanja reakcijske smjese u destiliranu
vodu, te prekristalizirani kristali heptilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-
dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.

2.3.3 Supstitucija vodika - 1zopropil-bromid

Izopropilni  derivat  5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona je
sintetiziran na isti nac¢in kao prethodna dva derivata.

2.3.4 Supstitucija vodika — 1-brompropan - polazni spoj — standard

Postupak je isti kao i kod prethodnih spojeva, samo je koli¢ina dvostruko veca. Izvagati
1,0 g polaznog spoja (standard), staviti u tikvicu s okruglim dnom i dodati 80 mL
N,N-dimetilformamida. Sastaviti refluks i refluksirati dok se sve ne otopi. (slika 2.43.)
Ohladiti otopinu do sobne temperature i dodati 0,4 g NaH. Sve zatvoriti s CaCly i staviti
na magnetsku mijesalicu. Nakon 30 minuta mijeSanja dodati 1mL propilbromida. Sve

opet zatvoriti s CaCl: i ostaviti na magnetskoj mijesalici do jutra.
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Slika 2.43. Slika prikazuje reakcijsku smjesu na refluksu i reakcijsku smjesu nakon
refluksa dodanu u destiliranu vodu.

U veliku c¢asu uliti 150 mL destilirane vode i polako, uz mijesanje, dodavati
otopinu. U ovom slucaju, za razliku od prethodnog, je nastalo puno vise taloga. Za
pretpostaviti je da je pocetni spoj koji je sinetiziran u laboratoriju znatno onecis¢en.
Filtrirati preko Biichnerovog lijevka, kristale staviti na suSenje, a filtrat upariti na RVU i
ostaviti u hladnjaku. U hladnjaku je doslo do precipitacije, filtrirati kristale i nakon sto se
osuse, slijedi prekristalizacija iz etanola (slika 2.44.).

Slika 2.44. Prekristalizacija iz etanola; ¢isti propilni derivat 5-metil-7-fenil-2,3-
dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona
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2.4 EKSTRAKCIJA GLUKOZINOLATA
2.4.1 BILINI MATERIJAL

U ovom diplomskom koristen je biljni materijal L. latifolium iz sadrzaja kapsula ,,Plante
de Maylis* proizvedenih od strane opata u opatiji ,,Notre Dame de Maylis“, smjeStene na
sjeverozapadu Francuske.

Sjeme M. incane samljeveno je i prosijano kroz sito (500 mikrona) te pripremljeno za
izolaciju glukozinolata.

2.4.2. POSTUPAK IZOLACIJE GLUKOZIONALATA

Protokol za izolaciju glukozinolata koriSten u ovom radu je identi¢an onom u diplomskom
radu Dine Vlaj¢evi¢ pod nazivom Termicka, enzimska i mikrovalovima potpomognuta
razgradnja glukozinolata te njihova identifikacija preko razgradnih i desulfatiziranih

produkata.*

1. Priprema otopina potrebnih za ekstrakciju

e 70 %-tni etanol: za pripremu 500 mL 70 %-0g etanola pomijesano je 350 mL
etanola i 150 mL ultraciste vode,

e natrijev acetat (NaOAc, 20 mM, pH =5,5): 0,8259 g NaOAc otopljeno je u 500
mL ultradiste vode, poc¢etna pH vrijednost bila je 7,9; pH je podeSen na 5,5
dodatkom klorovodi¢ne kiseline (HCI, 25 %) uz mijeSanje na magnetskoj
mijeSalici, otopina je do upotrebe ¢uvana u hladnjaku,

e dekstran: 10,0125 g dekstrana (DEAE-Sephadex A-25 chlorideform) otopljeno

jeu 125 mL ultraciste vode, pripremljeni gel je cuvan u hladnjaku na 4 °C.

2. Priprema otopine sulfataze
e 5000 U sulfataze (iz Helix pomatia, tip H-1) otopljeno je u 30 mL ultraciste

vode uz dodatak 30 mL apsolutnog etanola te mijeSanje na magnetskoj

mijesalici (10-15 minuta, 520 okr/min),
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e dobivena otopina je podijeljena u 2 Kkivete i podvrgnuta centrifugiranju na
4500 okr/min i pri sobnoj temperaturi u trajanju od 20 minuta, u slu¢ajevima
kad su se nakon centrifugiranja pojavile Cestice tada je otopina dodatno
centrifugirana 5 minuta pri istim uvjetima

e nakon centrifugiranja, supernatant je prebacen u Cistu ¢asu i pomijesan s 90
mL apsolutnog etanola,

e dobivena otopina je prebacena u 2 kivete i1 stavljena na centrifugu u trajanju
od 15 minuta na 2500 okr/min pri sobnoj temperaturi,

e nakon drugog centrifugiranja supernatant je odbacen, a preostali dio otopljen
u 25 mL ultraciste vode,

e dobivena otopina je "vorteksirana" i podijeljena u manje Eppendorf tube te

¢uvana u zamrzivacu na -20 °C.

3. Priprema referentnih uzoraka sinigrina

e pripravljenih 5 referentnih uzoraka sinigrina (Tablica 2.3.) koristeno je za
izradu bazdarne krivulje, a dvije vece koncentracije (271,25 i 542,50 uM) su

koriStene za simulaciju probave

Tablica 2.3. Priprava referentnih uzoraka te kona¢ne koncentracije sinigrina.

STOCK | Vstock /UL | Vh2o/pL c/uM
S1 25 975 54,25
S2 75 925 162,75
S3 | 5,17 mM 125 875 271,25
S4 250 750 542,50
S5 300 700 651
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4. Ekstrakcija glukozinolata

e izvagani biljni materijal (odvage oko 100 mg) prebaCen je u oznaCene
reakcijske tube s okruglim dnom

e usvaku reakcijsku tubu dodan je 1 mL 70 %-0g etanola nakon ¢ega je smjesa
vorteksirana, a nakon toga su na tube stavljane sigurnosne kapice te su
prebacene u vru¢u vodenu kupelj (90 °C) nekih 5 minuta tj. do pocetka vrenja
etanola

e dalje su tube s uzorcima prebacene na ultrazvuénu kupelj (15 minuta) i nakon
toga su centrifugirani na 2700 okr/min u trajanju od 10 minuta

e nakon centrifugiranja supernatant je odvojen (posebno paziti da nastavak za
pipetiranje ne dode u kontakt s biljnim materijalom) i pripremljen za

simulaciju probave

5. Probava
Sinigrin

Uzorci Cistog sinigrina koncentracija 271,25 1 542,50 uM podvrgnuti su simulaciji
probave na nacin da se alikvotu od 1 mL podesio pH na 2,5 $to predstavlja uvjete u zelucu
(dodatkom 70 pL 0,5 M HCI) i na pH 7,5 kao uvjeti u dvanaesniku (lat. duodenum)
dodatkom 5 pL 1 M NaOH. U dodatna dva uzorka spomenutih koncentracija dodani su
Zelucani, odnosno crijevni sokovi iz pacijenata donatora sakupljenih u Klini¢kom-
bolni¢kom centru Split. Dodano je 400 pL Zelucanog te 1 mL crijevnog soka u drugi
uzorak te su nadopunjeni vodom do 2 mL. Konaéne koncentracije sinigrina dane su u
tablici 2.4.

L. latifolium i M. incana

Uzet je alikvot od 650 uL ekstrakta L. latifolium-a te je kao i za sinigrin, pH podeSen na
2,5 dodatkom 3 pL 0,5 M HCI, odnosno 10 uL NaOH za pH 7,5. Ostalim uzorcima dodani
su zelu€ani (260 L) i crijevni (650 pL) sokovi te sve nadopunjeno etanolom do 1,5 mL.

Postupak je ponovljen i za etanolni ekstrakt sjemena M. incane.
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Tablica 2.4. Konac¢ne koncentracije sinigrina

Sinigrinu L.
Sinigrin Sinigrin latifolium (6.37
271,25 uM 542,50 uM umola/g suhog

materijala)

pH 2.5 378,32 uM 739,54 uM 17,47 umola/g
zeludac 478,68 uM 713,72 uM 17,13 umola/g
pH 7.5 271,96 uM 231,03 uM 12,33 umola/g
Dvanaesnik 234,97 uM 540,5 uM 7,73 pmola/g

Slika 2.45 Uzorci nakon simulacije probave

Nakon obrade uzoraka, potrebno je bilo pripremiti ih za analizu na HPLC-u $to

podrazumijeva proces desulfatacije u svrhu procisé¢avanja.

6. Desulfatacija uzoraka nakon probave

o filtar papir je smljeven u mlincu

e staklene pipete, koje sluze kao kolone, napunjene su pripremljenim filtar
papirom u visini od 1 cm, materijal je zbijen kako ne bi doslo do istjecanja
gela. Tako pripremljene pipete postavljene su na stalak ispod kojeg se nalazi
posuda za sakupljanje otpada prilikom ispiranja kolona (Slika 2.46.),
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dekstran je potrebno neposredno prije upotrebe izvaditi na sobnu temperaturu
i protresti prije punjenja kolona gdje predstavlja stacionarnu fazu,

u svaku kolonu otpipetira se 0,5 mL dekstrana te se pazilo da se kolone kod
kojih je doslo do istjecanja gela zamijenje novima,

u svaku kolonu jos je dodan po 1 mL ultraciste vode,

2-mL tube za ekstrakte potrebno je prethodno oznaditi,

Slika 2.46. Kolone za desulfataciju glukozinolata.

ispiranje kolona; prvo se doda 2 puta po 1 mL 70 %-og etanola kako bi se
uklonile nepolarne molekule, zatim 1 mL ultraciste vode u svaku kolonu u
svrhu ispiranja etanola i na kraju je u svaku kolonu dodano 2 puta po 1 mL
20 mM NaOAc kako bi se postigli optimalni uvjeti za djelovanje enzima
sulfataze,

nakon ispiranja kolona posuda za otpad zamijenjena je stalkom u kojem se
nalaze oznaCene tube za ekstrakte i iznad tog stalka postavljen je stalak s
kolonama na nacin da svaka kolona odgovara oznaci na tubi,

u svaku kolonu dodano je 20 uL otopine sulfataze koja je prethodno izvadena
na sobnu temperaturu te jo§ 50 pL NaOAc nakon ¢ega su kolone prekrivene

aluminijskom folijom i ostavljene preko no¢i,

63



Slika 2.47. Kolone s pripadaju¢im tubama za ekstrakte.

e sljedeci dan je u kolone dodano 2 puta po 0,75 mL ultraciste vode kako bi
desulfoglukozinolati eluirali s kolone,
e tako dobiveni uzorci te sinigrin prebaceni su u boc¢ice za HPLC te do analize

¢uvani u zamrzivacu na -20 °C.

Slika 2.48. Uzorci nakon probave i desulfatacije.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1 Sinteza 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona

U ovom radu opisana je sinteza 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-
diona i njegovih derivata zbog svoje potencijalno Siroke primjene u medicini. Cilj ovog

rada bio je sintetizirati navedene spojeve reakcijama klasi¢ne sinteze.
Sinteza i spektroskopska analiza

Sinteza 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona je provedena u 5

koraka. 1. korak je reakcija nukleofilne acilne supstitucije opisana mehanizmom na slici

3.1
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Slika 3.1. Mehanizam nukleofilne acilne supstitucije.
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Cilj reakcije je dobivanje etil-2,4-diokso-4-fenil-butanoata reakcijom iz fenil-
metil-etera i dietiloksalata uz dodatak natrijeva etoksida. Masa dobivenog produkta je

65,57 g, a iskoriStenje reakcije 64 %.

2. korak reakcije je reakcija nukleofilne adicije etil-3-aminobut-2-enoata na etil-
2,4-diokso-4-fenil-butanoat uz dodatak piridina pri ¢emu nastaje dietil-2-metil-6-fenil-
piridin-3,4-dikarboksilat. (slika 3.2.)

0o 0 (’)/ )
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e} ' — |
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NH>

Slika 3.2. Reakcija adicije etil-3-aminobut-2-enoata na etil-2,4-diokso-4-fenil-butanoat

uz dodatak piridina.

Predvideno vrijeme reakcije na refluksu bilo je 1 sat, ali ¢ak i nakon 3 sata refluksa
| 24 sata stajanja na sobnoj temperaturi, TLC plocica je pokazivala kako je prisutno jo$

dosta reaktanata. Reakcija je nastavljena bez obzira.

3. korak sinteze bila je hidroliza estera uz KOH. Hidrolizi se pristupilo na nac¢in
da je za uklanjanje jedne esterske skupine potrebno dodati 1 mol luzine, odnosno za dvije
esterske skupine 2 mola. Problem ovog koraka takoder je bilo vrijeme potrebno za
sintezu. Teoretsko vrijeme sinteze je bilo znatno krace od eksperimentalnog, ali problem
su bile i necistoce, odnosno reaktanti zaostali iz prosle reakcije, najviSe piridin koji je

uvelike smetao prilikom provjere pH nakon zakiseljavanja otopine.

Dietil-2-metil-6-fenil-piridin-3,4-dikarboksilat dobiven ovom reakcijom je
svijetlozute boje. Nakon prekristalizacije talog je bijele boje, vrlo je visoke Cistoce

(Tt=213-214 °C; razlikuje se samo za 1 °C), ali vrlo malog prinosa, tek nesto iznad 30 %
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(31,5 %). Razlog malog iskoriStenja je upravo veliki udio reaktanata zaostalih iz
prethodne reakcije i nemoguénost sigurne provjere pH vrijednosti otopine lakmus

papirom.

HO 0]

/ O KOH /

OH

HC1

Vi
/

Slika 3.3. Hidroliza estera.

4. korak sinteze je reakcija izmedu dietil-2-metil-6-fenil-piridin-3,4-
dikarboksilata i acetanhidrida (slika 3.4.) u kojoj dolazi do formiranja jo§ jednog,
peteroclanog prstena. Reakcija je vrlo kratka, oko 1h, te ju karakterizira nekoliko
promjena boje kroz razliCite stupnjeve reakcije. Otopina je mlije¢no bijele boje prije
refluksiranja, prilikom refluksiranja otopina postaje prozirno-zute boje, neposredno
nakon skidanja s refluksa otopina poprima Zuto-smedu boju, a nakon Sto se ohladila
otopina viSe nije prozirna i1 bijelo-Zute je boje. Kristali su prekristalizirani, a prinos ove

reakcije bio je izvrsnih 78 %.
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Slika 3.4. Sinteza 4-metil-6-fenil-furo[3,4-c]piridin-1,3-diona.

Zadnji korak sinteze je reakcija izmedu 4-metil-6-fenil-furo[3,4-c]piridin-1,3-diona i
hidrazina u etanolu s ciljem nastajanja trazenog produkta 5-metil-7-fenil-2,3-
dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona. Reakcijom dolazi do pucanja petero¢lanog
prstena u svrhu nastanka piridopiridazinske jezgre. Kristali dobiveni reakcijom se

prekristaliziraju iz metanola. Prinos reakcije je 50,4 %.

Spoj je potvrden na IR spektrofotometru i na *H i 3C NMR-u. (svi *H-NMR, *C-NMR i
IR spektri se nalaze u poglavlju 6. Prilozi od 6.1. - 6.11.

U H-NMR spektru na 3,1 ppm vidi se pik koji odgovara CHs skupini iz molekule.
Pikovi na 7,5 ppm odgovaraju 4 vodika, jednom iz piridopiridazinskog prstena i 3 iz
fenilne skupine. Preostala 2 vodika iz fenilne skupine nalaze se na nesto viSoj vrijednosti,

8.4 ppm, dok se vodici iz amidne skupine iz nekog razloga ne vide.

13C-NMR pokazuje 12 signala koji odgovaraju 14 C atoma, jer su 4 C atoma iz

fenilne skupine, oni u orto i meta polozaju, zapravo jednaki.

Pikovi na 3290 i 3180 cm™ u IR spektru ukazuju na N-H istezanja iz amidne
skupine. Pik nesto iznad 3000 cm™ odgovara C(sp?) - H(1s) iz benzenovog prstena, a
pikovi od 2970 do 2870 cm™ C(sp®) - H(1s) iz metilne skupine direktno vezane za prsten.
Na 1650 cm™ vidljiv je jasan pik koji odgovara karbonilnoj skupini amida, a nesto niza
vrijednost od o&ekivane, rezultat je konjugacija kroz cijelu molekulu. "Suma" pikova
izmedu 1600 - 1400 cm™ odgovara C(sp?)=C(sp?) vezama u aromatskim prstenovima.

Pik na 1275 cm™* pripada C-N vezi iz amida.
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3.1.1 Sinteza derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-
diona

3.1.1.1 Supstitucija vodika na duSiku propilnom skupinom

Pretpostavljena je reakcija supstitucije oba vodika na duSicima u molekuli 5-metil-7-
fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona. Iz IR i NMR spektara uocava se da
reakcija nije iSla pretpostavljenim putem, ve¢ da se supstitucija vodika dogodila na oba
dusika ali u dva razli¢ita produkta. Vodik u jednom produktu supstituiran je propilnom
skupinom na gornjem N atomu, dok je vodik u drugom produktu supstituiran propilnom
skupinom na donjem N atomu. Takoder, za pretpostaviti je da udio produkata nije jednak,
jer na gornji N atom fenilna skupina ima veéi utjecaj te bi on trebao lakse otpustiti proton,
odnosno, supstitucija na njemu bi trebala biti lakSa od drugog N atoma na koji fenilna

skupina ipak nema takav utjecaj. Prinos reakcije bio je 43,7 %.

Slika 3.5. Reakcija supstitucije vodika ( R = -CH.CH>CH3).

3.1.1.1.1 Supstitucija vodika na duSiku propilnom skupinom - interpretacija
spektara

Iz IR i *H-NMR jasno je vidljivo da oba vodika na dusiku nisu supstituirana, jer postoji

signal koji indicira, u IR-u na oko 3300 cm™ i u *H-NMR-u na 11,9 ppm, vodik vezan za

dusik. Vodik direktno vezan za dusik je vidljiv u rasponu od 5 do 9 ppm, ali zbog velikog

utjecaja fenilne skupine i konjugiranih dvostrukih veza nalazio bi se na visoj vrijednosti

ppm, kao §to je to 1 slucaj s dobivenim realnim spektrom.
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Na oko 1 ppm vidljivi su pikovi koji odgovaraju CHs skupini iz propilne skupine.
Kako je takoder vidljivo, cijepanje nije triplet ve¢ multiplet, a to indicira kako je
supstitucija iSla u 2 smjera, tj. u jednom slucaju je zamijenjen vodik na jednom dusiku, a
u drugom slucaju drugi vodik kod drugog dusSika, Sto bi objasnilo vise uocCenih spektara

u 'H-NMR koji se preklapaju.

Sredisnji CH2 u propilnoj skupini koji se vidi na 1,9 ppm bi se cijepao na 6
odgovarajuc¢ih pikova, no zbog losije rezolucije (300 MHz) isto se ne uocava, ali
integracija govori da postoji viSe vodika nego $to to odgovara CH> skupini. To predstavlja
takoder potvrdu da je doslo do preklapanja CH2 skupine iz 2 spoja, jednog koji odgovara

jednoj, a drugog koji odgovara drugoj zamjeni vodika na dusiku.

CH> skupina koja je vezana direktno na dusik je vidljiva na oko 4 ppm. Kako je
za ocekivati, propilna skupina koja je vezana na gornjem dusiku (4,2 ppm) zbog vecéeg
utjecaja fenilne skupine je vise odsjenjena nego u slucaju vezivanja za "donji" dusik (3,9

ppm).

13C-NMR pokazuje, u podruéju od 10 do 25 ppm, da postoje pikovi propilnih

skupina koje potjecu od 2 razlic¢ita spoja s obzirom na supstituciju dusika.

Iz IR spektra, na 3300 cm™ i 3170 cm™ vidljivo je N-H istezanje koje odgovara
sekundarnim amidima. Pik na 3020 cm™ odgovara C(sp?) - H(1s) iz benzenovog prstena,
a pikovi od 2970 - 2870 cm™ C(sp®) - H(1s) iz metilne skupine direktno vezane za prsten
i iz propilne skupine vezane na N u prstenu. Na 1660 cm™ vidljiv je jasan pik koji
odgovara karbonilnoj skupini koja je dio amida, a neSto niZa vrijednost od ocekivane,
rezultat je konjugacija u cijeloj molekuli. Suma pikova izmedu 1600 - 1400 cm™ odgovara
C(sp?)=C(sp?) vezama u aromatskim prstenovima. Pik na 1270 cm™ pripada C-N vezi iz

amida.
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3.1.1.2 Supstitucija vodika na duSiku heptilnom skupinom

Postupak supstitucije heptilnom skupinom je isti kao i propilnom. Prinos ove reakcije se

znatno razlikuje od prinosa supstitucije propilnom skupinom i iznosi samo 21,2 %.

Slika 3.6. Reakcija supstitucije vodika ( R = -CH2CH>CH>CH>CH>CH>CH3 ).

3.1.1.2.1 Supstitucija vodika na duSiku heptilnom skupinom - interpretacija
spektara
Iz *H-NMR spektra na 0,9 ppm se uo¢ava pik koji odgovara CHs skupini vezanoj direktno
za aromatski prsten. Pikovi od 1,1 do 1,6 ppm odgovaraju 4 CH2 skupine koje slijede
nakon CHz iz heptila. Redom peta CH> skupina se nalazi na 1,8 ppm i vidljiv je multiplet
(5), dok je CH2 skupina direktno vezana na dusik na 4,2 ppm i jasno je vidljiv triplet. Ova
skupina je potvrda da je supstitucija uspjesno provedena na gornjem dusiku koja je vise
odsjenjena radi veceg utjecaja fenilne skupine u odnosu na donji dusik gdje se na 3,9 ppm
vidi mali signal vjerojatno od drugog spoja koji je suspstituiran, gdje je supstituiran donji
dusik, ali u vrlo malom postotku. Potvrda da je supstituiran samo 1 dusik, a ne 2, vidi se

na 12 ppm koji odgovara vodiku vezanom za dusik.

13C-NMR, gdje se jasno vidi 7 signala izmedu 14 i 32 ppm koji odgovaraju redom:
6 ugljika iz heptila i 1 ugljiku direktno vezanom na piridinski prsten, a ugljik iz heptilne
skupine vezan direktno na dusik nalazi se na 67 ppm, potvrduje pretpostavku da se radi o

samo jednom monosupstituiranom spoju.

IR spektar, na 3300 cm™ i 3170 cm™, pokazuje da je prisutna N-H skupina, §to

potvrduje pretpostavku da je doslo samo do jedne zamjene jedne funkcijske skupine. Pik
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na 3022 cm™* odgovara C(sp?) - H(1s) iz benzenovog prstena, a veliki izrazeni pikovi tek
nesto ispod 3000 cm™ odgovaraju C(sp®) - H(1s) iz metilne skupine direktno vezane za
prsten i iz heptilne skupine vezane na N u prstenu. Pik na 1668 cm™ pripada karbonilnoj
skupini iz amida koja je na neSto nizim vrijednostima od oc¢ekivane radi velikog broja
konjugacija. "Suma" pikova izmedu 1600 - 1400 cm™* odgovara C(sp?)=C(sp?) vezama u
aromatskim prstenovima. Veliki pik na 1276 cm™ pripada C-N vezi iz amida.

3.1.1.3 Supstitucija vodika na duSiku izopropilnom skupinom

Postupak supstitucije je isti kao u prethodna 2 slucaja. IskoriStenje reakcije je nesto bolje

od supstitucije heptilnom skupinom i iznosi 37,7 %.

QO

Slika 3.7. Reakcija supstitucije vodika ( R = -CH(CHz3)2 ).

3.1.1.3.1 Supstitucija vodika na duSiku izopropilnom skupinom — interpretacija
spektara

'H-NMR prikazuje pik na 12 ppm koji odgovara N-H, $to govori da je i u ovom slu¢aju

takoder supstituirana samo jedna skupina. Multiplet na 5,2 ppm odgovara C-H u

izopropilu koji je vezan direktno na duSik. Pik na 3 ppm odgovara metilnoj skupini

direktno vezanoj na aromatsku jezgru, a pikovi na 1,3 ppm odgovaraju dvije CH3 skupine

iz izopropilne skupine.

13C-NMR potvrduje da je i ovaj spoj monosupstituiran. U podruéju do 30 ppm
vidljiva su 3 signala, 2 singla odgovaraju dvjema CHs skupinama izopropilne skupine,
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dok zadnji odgovara CHz skupini direktno vezanoj za aromatski prsten. Pik na 70 ppm
odgovara CH skupini iz izopropilne vezanoj direktno za N.

3.2 Glukozinolati: analiza i probava

Glukozinolati su jedinstvena i vazna skupina sekundarnih metabolita u nekim vrstama
biljaka zastupljenih u 16 botani¢kih porodica reda Capparales. Za prehranu ljudi
najznacajnija je porodica Brassicaceae, Ciji bioloski u¢inak se ¢esto povezuje s nizom
bioloski aktivnih tvari (izotiocijanati, nitrili) Kkoje nastaju tijekom razgradnje
glukozinolata.

Glukozinolati se razlikuju prema varijabilnom aglukonskom dijelu (alifatski,
arilaromatski, indolni) te prisutnom sadrzaju u razli¢itim biljnim organima te izmedu
pojedinih vrsta. U ovom dijelu diplomskog rada cilj je bio odrediti prisutne glukozinolate
u lis¢u Lepidium latifolium i sjemenu Mathiola incana koristenjem HPLC-MS/MS-PDA
tehnike. l1zolirani glukozinolati te ¢isti sinigrin podvrgnuti su procesu dvofazne in vitro
probave koristenjem ljudskih Zelucanih i crijevnih enzima. Dodatno je istrazen i u¢inak
pH vrijednosti (2.5 and 7.5) na stabilnost glukozinolata, a koji su karakteristi¢ni za
Zelu€anu tj. crijevnu probavu. Kvantifikacija istrazivanih glukozinolata prije 1 poslije
probave provedena je HPLC analizom desulfoglukozinolata i usporedbom s vanjskim

standardom prop-2-enilglukozinolatom (desulfosinigrinom).

3.2.1 HPLC-MS/MS-PDA analiza glukozinolata Lepidium latifolium

Kao najzastupljeniji glukozinolat u biljnoj vrsti Lepidium latifolium, HPLC analizom
identificiran je glukozinolat sinigrin. Sljede¢i glukozinolat koji je identificiran je
glukotropeolin, no u vrlo malim koli¢inama. Desulfosinigrin ima vrijeme zadrZavanja 7,7
minuta, dok glukotropeolin 18,5 minuta. Dobiveni HPLC kromatogram s
karakteristicnim UV/Vis spektrima pri 227 nm identificiranih glukozinolata prikazani su

na slici 3.8.
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Slika 3.8. HPLC-PDA kromatogram i UV/Vis spektar desulfosinigrina (DS-SIN)

te desulfoglukotropeolina (DS-GTL).
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Sinigrin kao najzastupljeniji glukozinolat, potvrden je i na MS/MS-u (Slika 3.9.)
primjenom literaturno dostupnih MRM prijelaza za desulfoglukosingirn s vezanim
natrijevim kationom (302,10 > 219; 185 m/z).
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Slika 3.9. MRM prijelaz za desulfosinigrin s vezanim natrijevim kationom.

Glukotropeolin potvrden je na MS/MS-u (Slika 3.10.) primjenom literaturno

dostupnih MRM prijelaza za desulfoglukotropeolin s vezanim natrijevim kationom
(352,10 > 219; 185 m/z).

® Chromatogram Yiew Segment#1 B.. Peakl ¢« »| Scan « »

Max Intensity : 263.904
32.GTL 352,10-219,00(+) CE: -25,0 Time 35889 Scan¥# 9.461 Inten. 120|
275000-J32:6TL 352,10>185,00(+) CE: -25,0
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Slika 3.10. PDA i MS/MS spektar desulfoglukotropaeolina.
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3.2.2 HPLC-MS/MS-PDA analiza glukozinolata Matthiola incana

Kao najzastupljeniji glukozinolat u biljnoj vrsti Matthiola incana, HPLC analizom
identificiran je glukozinolat glukorafenin (GRE) pri 8,3 min. Dobiveni HPLC
kromatogram s karakteristicnim UV/Vis spektrom pri 227 nm identificiranih

glukozinolata prikazani su na slici 3.11.
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Slika 3.11. HPLC-PDA kromatogram i UV/Vis spektar desulfoglukorafenina (DS-
GRE).
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Glukorafenin kao najzastupljeniji glukozinolat, potvrden je i na MS/MS-u (Slika
3.12.) primjenom pracenja odabranog iona (SIM-tehnika; engl. selected ion monitoring)

koji odgovara desulfoglukorafeninu s vezanim natrijevim kationom (378,0 m/z).
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Slika 3.12. MS desulfoglukorafenina s vezanim natrijevim kationom.

Osim glukorafenina MS/MS tehnikom na vremenu 8,1 min detektiran je i
glukorafanin pra¢enjem MRM prijelaza (380 >316; 218; 200; 184; 168m/z).

goooo0-{12:GLUCORAPHANIN 380,10=316,00(+) CE: -25,0
412:GLUCORAPHANIN 380, 10-218,00(+) CE: -25,0
{12:GLUCORAPHAMNIN 380, 10=-200,00(+) CE: -25,0
{12:GLUCORAPHANIN 380, 10=184,00(+) CE: -25,0
{12:GLUCORAPHANIN (380, 10=168,00(+) CE: -25,0
S00000—32:GTL 352, 10219, 00(#) CE: -25,0
432:GTL 352,10=185,0p(+) CE: -25,0 ”
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Slika 3.13. MRM prijelaz za desulfoglukorafanina s vezanim natrijevim kationom.
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3.2.2.1 Kuvantizacija glukozinolata i njihova stabilnost u uvjetima simulirane
probave
3.2.2.1.1 Probava sinigrina i glukozinolata u Lepidium latifoliumu

Na slici 3.14. prikazani su kromatogrami dobiveni u uvjetima simulirane dvofazne

probave sinigrina (standard) te na slici 3.15. sinigrina u realnom uzorku L. latifolium.
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e 2053
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2557 e132]
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B e o o e e e L R LN LA L e e T T T T T
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Ready Start: 0,000 [End: 46998 [Offset: 3459 [Scale: 113991

Slika 3.14. Kromatogrami sinigrina (standard) dobiveni u uvjetima simulirane dvofazne
probave 542,50 uM (13-pH 2,5; 14-zeludac; 15-pH 7,5; 16-crijevo).
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Slika 3.15. Kromatogrami sinigrina (L. latifolium) dobiveni u uvjetima simulirane

dvofazne probave

Lepidium latifolium L. - Probava — 6.37 pmola/g suhog materijala

Uzorak 9-pH 2,5, 650 pL + 35 puL HCI 0,5M;

Uzorak 10-zeludac-650uL + 260 puL GAS;

Uzorak 11-pH 7,5 650 pL + 10 uL NaOH 1M;

Uzorak 12-crijevo — 650 pL DUO) — nadopuna s EtOH do 1,5 mL ukupnog volumena

Temeljem navedenog preko vanjskog standarda sinigrina analizom desulfosinigrina

utvrden je sadrzaj nakon promatranih uvjeta te je u tablici 3.1. izraCunata stabilnost (%)

koja predstavlja zaostali sinigrin.
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Tablica 3.1. Stabilnost (%) zaostalog sinigrina

pH 2,5 Zeludac pH 7,5 Crijevo
Sinigrin
542,50 uM 739,54 uM | 713,72uM | 231,03 uM 540,5 M
Stabilnost
(%) * 100,00 96,5 31,2 73,1
Sinigrin u L.
latifolium 6,37 17,47 17,13 12,33 7,73
umola/g suhog umola/g umola/g umola/g umola/g
materijala
Stabilnost
(%) ** 100,0 98,1 70,6 44,4

* Stabilnost sinigrina procijenjena na temelju najvece koncentracije — 739,54 uM

** Stabilnost sinigrina procijenjena na temelju najvece koncentracije — 17,47 umola/g

Na slici 3.14. je prikazana probava pripremljene koncentracije sinigrina (542,5

uM), a na slici 3.15. sinigrina u L. latifolium (6,37 umola/g suhog materijala). Procjena

je napravljena temeljem najvece koncentracije (739,45 pM). Ono $to se uocava u

kromatogramu je pojava novih pikova kod crijevne probave, dok to nije slucaj kod

zelucane faze te su koncentracije sinigrina nakon crijevne probave znac¢ajno manje od

zelucane probave. Sve ukazuje da je crijevna probava prisutna. Moguce je da u kiseloj

fazi takoder dolazi do razgradnje u hlapljive spojeve koji se nece detektirati HPLC

analizom, ve¢ bi se isto uoc¢ilo smanjenjem same koncentracije sinigrina. Takoder,

probavu ¢istog sinigrina bilo bi dobro ponoviti, ali na nizoj koncentraciji (slicno onoj u

realnom uzorku) kako bi bila bolje usporediva s onom u realnom uzorku.
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3.2.2.1.2 Probava glukorafenina u Matthiola incana (L.) R.Br.

44 5.006 [ra][E- e | ] 6007 E@]=]

242,957

143,35 283,86

243,957

] asge ]
43,96 4
] kh N ]

Slika 3.16. Kromatogrami glukorafenina (M. incana) dobiveni u uvjetima simulirane

dvofazne probave

Tablica 3.2. Stabilnost zaostalog glukorafenina

pH 2,5 Zeludac pH 7,5 Crijevo
Glukorafenin
u M. incana 13,58 13,19 10,27
11,34 ymola/g | 0 pmola/g mola/ mola/ mola/
suhog ! s " & g ¢
materijala
Stabilnost
(%) * 0,00 100,00 7,12 75,62

* Stabilnost glukorafenina procijenjena na temelju najvece koncentracije — 13,58 uM

Uocava se nestanak glukorafenina (t=8,5 min) kod kisele faze, dok se isto nije

dogodilo kod Zelucane faze, $to je neobicno pa bi ovo ispitivanje trebalo ponoviti kako bi
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bili sigurni u rezultate. Takoder, kao i u slucaju sinigrina, tj. kod L. latifolium, najmanja
koncentracija glukorafenina je kod crijevne probave, pa se moze zakljuciti da je tu

prisutna nestabilnost glukorafenina.
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4. ZAKLJUCAK

Sintetizirana su 3 nova derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-

diona, koji su potencijalno bioloski aktivni.

Uspjesno su izvedeni svi koraci sinteze koji su prethodili reakcijama supstitucije vodika

na 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-dionu.

Infracrvena spektroskopija i nuklearna magnetska rezonancija potvrdile su strukturu svih

sintetiziranih derivata $to govori da su se pretpostavljene reakcije zaista odvile.

Iz podataka sa spektara, za pretpostaviti je da je supstitucija lakSa na "gornjem™ dusiku,
koji pod utjecajem fenilne skupine lakSe otpuSta proton pa se u tom slucaju lakSe

supstituira.

IskoriStenja reakcija imaju niske vrijednosti §to je mozda rezultat nedovoljnog

proc¢is¢avanja meduprodukata, ali i nastanak nusprodukata.

U buducnosti treba teziti boljim metodama pro¢i§¢avanja (preparativna kromatografija),

ali i potvrdi dobivenih meduprodukata spektrometrijskim tehnikama

Za pretpostaviti je da je sinigrin stabilan u kiseloj i Zelu¢anoj fazi. Po€etna koncentracija

je stoga 739,54 uM te je kod crijevne faze doslo do smanjenja za oko 230 puM.

Takoder je za pretpostaviti kod Lepidium latifolium da je pocetna koncentracija veca od
pretpostavljene od prethodne analize tj. 17,47 uM.

Ono $to se jos uocava je prisutnost pika glukotropeolina (benzil-glukozinolat) u analizi
L. latifolium kod svih faza probave $to pretpostavlja njegovu stabilnost u istrazivanom

vremenu od 30 min, do 2 sata.

Kvantifikaciju uzorka prije probave i nakon probave bi trebalo ponoviti kako bi bili
sigurni u rezultate. Ono §to se jasno vidi je trend da kod crijevne probave glukozinolati

pokazuju nestabilnost.
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6. PRILOZI
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Slika 6.1. 3C-NMR spektar 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.2. *H-NMR spektar 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.3. *C-NMR spektar propilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidro
pirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.4. *H-NMR spektar propilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidro

pirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.5. 3 C-NMR spektar heptilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidro
pirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.6. 'H-NMR spektar heptilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidro
pirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.7. 3 C-NMR spektar izopropilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidro

pirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.8. *H-NMR spektar izopropilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidro

pirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.9. IR spektar 5-metil-7-fenil-2,3-dihidropirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.10. IR spektar propilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidro
pirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona.
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Slika 6.11. IR spektar heptilnog derivata 5-metil-7-fenil-2,3-dihidro
pirido[3,4-d]piridazin-1,4-diona
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Slika 6.12. 3D prikaz UV spektra L. latifolium (200 — 350 nm).
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