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SAZETAK

Rezveratrol (3,4’,5-trihidroksistilben) je bioaktivni neflavonoidni polifenol koji ima
sposobnost zastite od kardiovaskularnih bolesti i raznih karcinoma, a takoder ima zastitnu
ulogu kod neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti. Postoji
u geometrijskim izomernim oblicima kao cis- i trans-izomer. trans-izomer je stabilniji i
povezan je s bioloskim svojstvima i zdravstvenim dobrobitima, ali ovaj oblik izomerizira
u cis-izomer kada je izlozen vidljivom svjetlu ili UV zraéenju. 1z tog razloga postoji stalna
potraga za novim heterociklickim analozima rezveratrola koji imaju ista bioaktivna
svojstva kao trans-rezveratrol, ali su manje osjetljivi na svjetlost.

U ovom radu je Wittigova reakcija odabrana kao sintetski put za proizvodnju pozeljnih
analoga rezveratrola. Sintetizirana su Cetiri razli¢ita tienilna analoga (s metoksi ili hidroksi
skupinom/skupinama, a utvrdeno je da oni s hidroksi skupinom/skupinama pokazuju
ucinkovitu aktivnost uklanjanja radikala. Reakcije su provedene u Sarznom reaktoru i
intenzificirane u mili- i mikroreaktoru. Rezultati su usporedeni na temelju konverzije,
prinosa, produktivnosti i trans/cis omjera. Sli¢ni prinosi i pretvorbe postignuti su u svim
reakcijskim sustavima, ali u mnogo kra¢em vremenu na mili- i mikroskali u odnosu na
Sarzni reaktor. S druge strane, najveéa produktivnost dobivena je u milireaktoru, sto ga ¢ini
najboljim sustavom za predlozene reakcije za sintezu novih heterociklickih analoga

rezveratrola.

Kljuéne rijeci: kontinuirani protok, analozi rezveratrola, mili- i mikroreaktor,

intenzifikacija procesa



SUMMARY
Application of flow milli- and microreactors in the synthesis of heterocyclic

resveratrol analogues

Resveratrol (3,4’,5-trihydroxystilbene) is a bioactive non-flavonoid polyphenol that has the
ability to protect against cardiovascular disease and various cancers, and also plays a protective
role in neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s. It exists in geometric
isomeric forms as cis- and trans-isomers. The trans-form is more stable and has been associated
with biological properties and health benefits, but this form isomerizes to the cis-form when
exposed to visible light or UV irradiation. For this reason, there is a constant search for new
heterocyclic resveratrol analogues that have the same bioactive properties as trans-resveratrol
but are less sensitive to light.

In this work, the Wittig reaction was chosen as the synthetic route for production of desirable
resveratrol analogues. Four different thienyl analogues (with methoxy or hydroxy group(s))
were synthesised and it those with hydroxy group(s) were found to have exhibited effective
radical scavenging activity. The reactions were carried out in a batch reactor and intensified in
milli- and microreactor. The results were compared based on conversion, yield, productivity
and trans/cis ratio. Similar yields and conversions were obtained in all reaction systems, but in
much shorter time in the milli- and microscale compared to the batch reactor. On the other
hand, the highest productivity was obtained in millireactor, making it the best system for the

proposed reactions for the synthesis of new heterocyclic resveratrol analogues.

Keywords: continuous flow, resveratrol analogues, milli — and microreactor, process intensifi-

cation
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1. UVOD

U danasnje vrijeme ubrzani nacin zivota Cesto ostavlja traga na ljudskom zdravlju, a
posebno su osjetljivi kardiovaskularni i neuroloski sustav. Stoga se neprestano traze novi
pristupi njihovoj zastiti. Rezveratrol (3,4’,5-trihidroksistilben) je bioaktivni neflavonoidni
polifenol koji pripada skupini trans-stilbenskih derivatal. To je monomerni stilben koji
sadrzi dva aromati¢na prstena funkcionalizirana s tri hidroksi skupine. Rezveratrol postoji
u geometrijskim izomernim oblicima kao cis- i trans-izomer. trans-1zomer je stabilniji i
povezan je s bioloskim svojstvima i zdravstvenim prednostima. Moze Stititi od
kardiovaskularnih bolesti i raznih karcinoma, a takoder igra ulogu u neurodegenerativnim
bolestima poput Alzheimerove (AD) i Parkinsonove bolesti?. Zbog Sirokog spektra
fizioloskih i farmakoloskih svojstava privukao je interes farmaceutske industrije, industrije
dodataka prehrani, nutriceutike i kozmeticke industrije. U literaturi postoje ograniceni
dokazi o interakcijama UV svjetla s trans-rezveratrolom®*. Nazalost, trans-oblik
izomerizira u cis-oblik pod utjecajem vidljivog ili UV zragenja®, koji je manje stabilan i ne
moze se komercijalno upotrebljavati. 1z tog razloga postoji stalna potraga za novim
heterociklickim analozima rezveratrola koji imaju ista bioaktivna svojstva kao trans-
rezveratrol, ali su manje osjetljivi na svjetlost. Rezveratrol, ali i njegov derivat pterostilben,
stite od sindroma demencije kao $to je AD®. Pterostilben (trans-3,5-dimetoksi-4-
hidroksistilben) je prirodni spoj koji se prvenstveno nalazi u borovnicama i u Pterocarpus
marsupium (PM)’. Pri njihovoj usporedbi, utvrdeno je da je pterostilben u¢inkovitiji u
borbi protiv promjena u mozgu uzrokovanih starenjem jer ima bolja farmakokineticka
svojstva u usporedbi s rezveratrolom. Pterostilben je lipofilniji od rezveratrola jer u svojoj
strukturi ima dvije metoksi-skupine umjesto hidroksilnih skupina (kao u slucaju
rezveratrola). Dodatno, oba su spoja poznata po svom antioksidativnom djelovanju?.

Neki od prirodnih izvora rezveratrola su ljubicasto grozde, crno vino, borovnice, murve,
rabarbara, Kikiriki, brusnice, ¢okolada, borovi i Kikiriki. Trans-rezveratrol se nalazi u kozici
grozda, kikirikiju, soji, ¢aju i drugim biljkama. U ljudsku prehranu se uglavnom unosi
konzumacijom vina u kojem se nalaze i trans- i cis-izomeri®. Nazalost, koli¢ine rezveratrola
u tim biljkama su male, a na njegovu sintezu utjecu klima i geografski polozaj. Stoga je
kemijska sinteza jo$ uvijek glavni nac¢in dobivanja ovog vrijednog spoja. Jedan od nacina
je primjena Wittigove reakcije 1 njezinih modifikacija. Ova reakcija je jedna od najvaznijih

I najraznovrsnijih reakcija u organskoj kemiji za sintezu alkena s nedvosmislenim



pozicioniranjem dvostruke veze. Kada se aldehid i Wittigova sol uvedu u reaktor, oni
reagiraju obradom s vodenom otopinom natrijevog hidroksida kako bi nastao odgovarajuci
nezasi¢eni Wittigov produkt. Omjer trans/cis-izomera ovisi 0 supstituentima Kkoji
stabiliziraju meduprodukt. U slucaju spojeva sli¢nih rezveratrolu, cilj je stvoriti visoki
trans/cis omjer izomera Zzeljenog stilbenskog kostura tijekom sinteze. Koliko nam je
poznato, ovo je prvi primjer Wittigove reakcije primijenjene za sintezu analoga
rezveratrola.

Dodatno, radi intenziviranja procesa, sve se vise paznje posvecuje sintezi u mili- (1000 um
— nekoliko mm unutarnji promjer u.p.) i mikro-proto¢nim (10 - 1000 pm u.p.) sustavima
(kemija protoka) u organskoj kemiji. Ovaj pristup ima brojne prednosti u odnosu na $arznu
sintezu, kao S§to su veca ucinkovitost, kontrolirano mijeSanje (i brzo i sporo), ekoloska
prihvatljivost i sigurnost, precizna kontrola parametara reakcije i prednost rukovanja
toksi¢nim i korozivnim reagensima u zatvorenom sustavu. Sustavi su vrlo povoljni za
izvodenje egzotermnih reakcija, visokoreaktivnih reagensa i nestabilnih meduprodukta.
Skra¢ivanje vremena reakcije takoder izbjegava stvaranje nepozeljnih nusproizvoda. I
premda je pocetna veli¢ina mili- i mikroproto¢nih sustava manja u usporedbi s klasi¢nim
Sarznim reaktorima, oni mogu proizvesti vise proizvoda u danom vremenu nego analogni
Sarzni reaktor pod optimalnim uvjetima®®,

U ovom radu ¢e se provesti niz reakcija za sintezu novih heterociklickih analoga
rezveratrola SarZznom sintezom, te u mili- 1 mikroreaktorima, u kojima ¢e se mijenjati

reakcijski uvjeti radi povecanja ucinkovitosti i produktivnosti procesa.



2. OPCI DIO
2.1. PROTOCNA KEMIJA

Uloga organske sinteze u danasnje vrijeme sve vise dobiva na vaznosti radi pojave novih
materijala i novih ljekovitih sredstava te je, potaknuta boljim razumijevanjem ¢imbenika koji
upravljaju organskim reakcijama i sve mo¢nijim instrumentima i analitickim alatima, prosirena
na gotovo sva podrucja znanosti.

Organska sinteza u laboratoriju se odvija u standardiziranom laboratorijskom posudu te se
laboratorijska oprema u principu nije promijenila jo§ od vremena Justusa Liebiga®!. Uobi¢ajeno
se kemijske reakcije provode u Sarznim reaktorima kao §to su tikvice, vjerojatno zato Sto je tim
Sarznim reaktorima lako rukovati i lako je zamisliti kako se reakcija u njima odvija. Otopini
polaznog materijala doda se reagens ili katalizator te zapocinje reakcija. Ponekad se smjesa i
zagrijava kako bi potaknula pocetak reakcije. Vecina poznatih sintetskih reakcija razvijena je
upravo u tikvici. Medutim, postoje i drugi tipovi reaktora, kao $to su reaktori s kontinuiranim
protokom ili proto¢ni (flow) reaktori. Ovakva kemija podrazumijeva koristenje cijevi ili kanala
pri provodenju reakcija u kontinuiranom toku umjesto u tikvici, a polazni materijali i reagensi
se pumpanjem dovode do ulaza u reaktor i prolaze kroz reaktor do mjesta sakupljanja®?.
Nekoliko je osnovnih razlika izmedu SarZnih i proto¢nih procesa. U Sarznim procesima vrijeme
reakcije odreduje se time koliko dugo je tikvica (reaktor) drzana na odredenoj temperaturi, dok
su kod protoénih procesa volumen reaktora i brzina protoka reagensa glavni parametri pri
odredivanju vremena reakcije. U protocnim je procesima stehiometrija definirana
koncentracijom reagensa i omjerom njihovih protoka, dok je u Sarznim procesima definirana
koncentracijom reagensa i njihovim volumnim omjerom?!. Reakcije koje se odvijaju u vise
koraka ili stupnjeva u proto¢nim procesima se provode na potpuno drugaciji na¢in u odnosu na
Sarzni proces, koriStenjem nekoliko linearno rasporedenih proto¢nih reaktora. Reagensi se
mogu uvesti u struju reaktanata bilo gdje u proto¢nom sustavu u to¢no odredenom vremenu
potrebnom za odredenu reakciju. Takoder, protocni procesi vazni su i1 za provodenje
fotokemijskih reakcija ili za primjerice sintezu kod koje se koriste opasni plinovi kao §to su
ozon, ugljikov monoksid ili dusikov monoksid kao reagensi. Uvecanje odredene reakcije
(scale-up) u proto¢nim procesima se moze brzo posti¢i uz malo ili ponekad nimalo rada na
razvoju procesa; promjenom volumena reaktora ili paralelnim pokretanjem nekoliko proto¢nih
reakcija (pod uvjetom da se ponovno izraCunaju protoci kako bi se postiglo isto vrijeme

zadrzavanja)l.



Proto¢na kemija, kontinuirani proces, kontinuirana proizvodnja — samo su neka od imena koja
se koriste za proto¢ne procese Cija se upotreba u sintetskoj kemiji tijekom posljednjih deset
godina rapidno $iri. Ideja kontinuiranog unosa poc¢etnih materijala povezanog s kontinuiranim
uklanjanjem produkta iz procesa nije novi koncept, niti je ograni¢ena samo na kemijsku
proizvodnju. Jo§ 1913. godine je izvorni Haber-Boschov proces (proces sinteze amonijaka) bio
kontinuiran®3. Ipak, danasnja definicija protoéne kemije je doista nova i &vrsto je ukorijenjena
u 21. stolje¢u. Rane protocne reaktore inzenjeri su konstruirali i ¢esto su to bile slozene
modularne jedinice ili silicijski ¢ipovi. Danasnji proto¢ni reaktori sastoje se od jednostavnih
cijevi 1 konektora ili integriranih komercijalnih sustava. Mnogi atraktivni atributi proto¢nih

reaktora mogu se postici s obi¢nim jeftinim cijevima i spojevima.

2.1.1 ANATOMIJA PROTOCNIH PROCESA

U protocnim reaktorima reakcija se odvija putovanjem reaktanata kroz reaktor. Stoga se
koncentracija reaktanata smanjuje povecanjem udaljenosti od wulaza u reaktor, dok
koncentracija produkta raste i doseze maksimum na izlazu iz reaktora (ako ne dode do
prekomjerne reakcije ili razgradnje produkta). U stacionarnom stanju se koncentracije
reaktanata i produkata ne mijenjaju tijekom vremena. Stoga, vrijeme reakcije u protocnom
reaktoru korelira s poloZajem u prostoru unutar reaktora. To znaci da se vrijeme reakcije moze

kontrolirati prilagodavanjem duljine protocnog reaktora, a moze se mijenjati i brzinom protoka

reaktanata'?.
s
g produkt
g
g reaktant
=
u
poloZaj u prostoru
start stop
reaktant = ci=» produkt
I protoéni reaktor '

Slika 1. Profil reakcije u proto¢nom reaktoru2,

Vrijeme koje otopina provede u reaktoru naziva se vremenom zadrzavanja. Vrijeme reakcije

moze se precizno kontrolirati vremenom zadrZavanja, podeSavanjem duljine cijevi i1 brzine
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protoka Sto je jedna od najpovoljnijih znacajki proto¢nih reaktora. Reakcije Cesto zapocinju
mijeSanjem dviju reagiraju¢ih komponenti, a zaustavljaju se dodavanjem reagensa za gasenje
reakcije (quench). Vrijeme reakcije definira se kao vrijeme izmedu pocetka mijeSanja
reaktanata i mijeSanja reakcijske smjese s reagensom za gasenje. Moze se reci i da je vrijeme
reakcije definirano kao vrijeme zadrzavanja izmedu poloZzaja ulaza reaktanata i polozaja ulaza

reagensa za gaSenje, a moze se precizno kontrolirati podeSavanjem duljine cijevi izmedu ova

dva polozaja®.
reagens agens za gaSenje
Y U
reaktant ——p - produkt
} )
start stop

>
-~

I_-

| vrijeme reakcije
vrijeme mijeSanja
Slika 2. Kontrola vremena reakcije podeSavanjem vremena zadrZavanja izmedu ulaza

reaktanata i reagensa za gasenje reakcije’?.

Tipi¢an kontinuirani proces koriSten za sinteticke primjene moze se raS¢laniti na osam
osnovnih zona; zona isporuke teku¢ina i reagensa, zona mijeSanja, reaktor, zona gasSenja

reakcije, regulacija tlaka, zona sakupljanja uzorka, te analiza i pro¢i§éavanje (slika 3).

zona isporuke mijeSanje reaktor  gaSenje  regulacija Sakupljanje dodatno
‘ reakcije tlaka UZOTKA,  iiiewiieevwsiiseiis ‘
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Slika 3. Zone standardne postave kontinuiranog procesa s dva dovoda®4.
Za pocletak, sustav za isporuku teku¢ina i regaensa je nuZan za precizno dovodenje

odgovarajuc¢ih supstanci u proto¢ni sustav. Ove supstance udruzene su u sljede¢em modulu



pomocu namjenskog uredaja za mijeSanje, prije ulaska u reaktorsku jedinicu gdje se dogada
kemijska reakcija. Reaktorska je jedinica direktno povezana s modulom za gasenje reakcije,
kojim se postize precizna kontrola vremena zadrzavanja. Regulator tlaka omogucava
provodenje rezima povisenog tlaka, a obi¢no je smjesten direktno ispred zone sakupljanja
produkta. Osim toga, dodatno mogu biti implementirani razliCiti alati za analizu kao 1
kontinuirani moduli za procis¢avanje. Bitno je napomenuti da se svi ovi pojedinacni dijelovi
mogu medusobno izmjenjivati i ponavljati, Sto moze rezultirati beskona¢nim brojem mogucih
modifikacija i kreiranjem razlicitih viSestupanjskih sekvenci koje se onda mogu primijeniti na

sintezu prirodnih proizvoda ili proizvodnju lijekoval®.

2.1.1.1. Isporuka tekucina i reagensa
Precizna kontrola kretanja iznimno je vazna za proto¢ne procese jer ne samo da regulira vrijeme

zadrzavanja, ve¢ takoder utjeCe na stehiometriju ako se dva ili viSe tokova reagensa
kombiniraju u naknadnoj jedinici za mijeSanje. Kontrola kretanja se u vec€ini slucajeva postize
primjenom tehnika povisenog tlaka, tj. hidrodinamickim pumpanjem, gdje se stvara razlika
tlaka izmedu ulaza i izlaza iz reaktorske jedinice. Drugim rije¢ima, sustav isporuke tekuéina
treba biti sposoban premasiti tlak postavljen modulom za regulaciju tlaka. Dostupne su razlicite
metode za isporuku homogenih i heterogenih otopina. Ovisno o brzini protoka, tlaku u sustavu
1 samoj prirodi tekuce faze, obi¢no se koriste tri razlicite vrste pumpi: HPLC pumpe, pumpe sa
Spricama (jednostruke i dvostruke, syringe) te peristalticke pumpe. HPLC pumpe cesto se
koriste s niskim do visokim tlakovima i protocima veé¢im od 0.1 mL/min'*. Kod koristenja
HPLC pumpe mogu se pojaviti problemi s pumpanjem ako se koriste hlapljiva otapala, kao §to
je primjerice metilen-klorid. To se moze izbjeci degaziranjem (otplinjavanjem) i/ili predtlakom
otapala. Pretezno se koriste pri vi§im protocima i dugotrajnijim procesima, ali su njihove brtve
osjetljive i podlozne osteéenjima uzrokovanim mjehuri¢ima zraka ili ¢esticama®®. Nizi protoci
mogu se precizno pumpati jednostavnim jednostrukim pumpama sa Spricama. Ove pumpe
doziraju unaprijed definiranu koli¢inu tekucine, a to ograniCava vrijeme i opseg rada.
Nedostatak pumpi sa Spricama je §to ne mogu raditi na poviSenim tlakovima. Naprednije
verzije ovih pumpi sastoje se od dvije neovisne Sprice u kojima jedna isporucuje otopinu u
proto¢ni sustav dok se druga istovremeno puni. Nakon $to se prva isprazni, uloga im se mijenja
te sada druga Sprica (koja je napunjena) isporucuje otopinu u proto¢ni sustav dok se prva Sprica
puni. Time se omogucuje njihov kontinuirani rad. Jo§ jedan nedostatak kod ovih pumpi je
ograni¢ena koli¢ina punjenja®®. 1 kod HPLC pumpi i kod pumpi sa $pricama tekuéina je u

izravnim kontaktu s brtvom pumpe te moze doc¢i do onecis¢enja, ostecenja ili talozenja Cestica
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polaznih materijala te posljedicno blokiranja i Stopanja pumpi. Kako bi se izbjegli ovi problemi
koriste se peristalticke pumpe koje su sposobne pumpati i suspenzije, a njihovo pumpanje se

temelji na pomicanju sredi$njeg rotora koji pritisée fleksibilnu cijev®®.

2.1.1.2. Povezivanje procesa
Veze izmedu razlicitih zona protocnog procesa sastoje se od cijevi i dijelova kao $to su matice

1 ferule koje se koriste za sigurno pri¢vrséivanje cijevi na svaku odgovarajucu jedinicu. U
vedini slucajeva, sve komponente potrebne za spajanje modula identi¢ne su onima koje se
koriste u standardnim HPLC uredajima i stoga su lako dostupne®®. Dimenzije i materijal od
kojih su cijevi proizvedene su izrazito vazni jer su u izravnom kontaktu sa strujom reaktanata
1 reakcijskom smjesom. Pri odabiru cijevi moraju se uzeti u obzir fizicki parametri poput
zeljenog tlaka i temperature u sustavu i kemijske kompatibilnosti. Primjerice, za reakcije i
procese koji se provode pri niskom i srednjem tlaku (< 30 bara) prikladni su i najéescée se koriste
inertni perfluorirani polimeri kao §to su PTFE, PFA, PEEK i FEP!*. Visokotlaéni procesi (na
primjer, reakcije koje se provode na temperaturi daleko iznad vrelista reakcijskog medija ili
reakcije provedene koriStenjem superkriti¢nih otapala) zahtijevaju robusnije materijale kao Sto
su nehrdajuéi ¢elik ili posebne legure’®. Za neke specifiéne primjene, a posebno u sluéaju

mikrofluidnih reaktorskih jedinica, vjerojatno ¢e biti potrebna sofisticiranija sucelja.

2.1.1.3. Mijesanje
Mijesanje se u kontinuiranim procesima moze podijeliti na aktivno i pasivno mijeSanje.

Aktivno mijeSanje odnosi se na metode gdje je ukljucen vanjski izvor energije, kao Sto je
ultrazvuk, kako bi se poboljSalo mijeSanje u reaktoru. S druge strane, pasivno mijeSanje se
dogada brzinom proporcionalnom svojstvima tekuéine, brzini pumpanja i fizickom putu kroz
odgovarajucu jedinicu za mijeSanje. U brojnim slucajevima se koriste jednostavni konektori
kao $to su T ili Y oblikovani konektori za spajanje dvije ili viSe struja reagensa u proto¢nim
procesima®®. Ako je potrebno iznimno brzo mijesanje u procesu, kao na primjer u reakcijama
koje ukljucuju vrlo reaktivne tvari, koriste se jedinice koje smanjuju vrijeme mijeSanja. Primjer
jednostavnog naina postizanja brzog mijeSanja moze ukljuivati T-mikser sa vrlo malim
unutarnjim promjerom u kombinaciji sa velikim protocima. Potrebno je biti svjestan kinetike

svake dane reakcije kako bi se pravilno dizajnirala prikladna postava procesa.



a) b)
Slika 4. Pasivno mijeSanje moguce je pomocu a) Y miksera, b) T miksera.
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Ultrazvuina kupelj

Slika 5. Shema procesa provedenog uz aktivno mijesanje uz pomo¢ ultrazvuéne kupelji®®.

2.1.1.4. Reaktor
Ova zona predstavlja jezgru, odnosno kostur svakog protocnog sustava u kojem dolazi do

kemijske reakcije. Reaktori se opéenito mogu podijeliti na tri glavne vrste: reaktori s ¢ipom,

reaktori sa zavojnicama i reaktori s nabijenim slojem**.

~J -

reaktor s reaktor sa {ealgtor sa
¢ipom zavojnicama nabijenim slojem

Slika 6. Tipovi reaktora koristenih u kontinuiranim procesima®®,

Priroda reakcije (egzo- ili endotermna, elektrokemijska, fotokemijska, viSefazna,..) odreduje

tip reaktora koji ¢e biti koriSten. U pravilu, grijanje ili hladenje reaktora postize se



konvencionalnim nacinima kao §to su uranjanje reaktora u grijanu ili hladenu kupelj, ili
koristenjem specijaliziranijih tehnologija kao $to su jedinice za kriogeno hladenje, mikrovalno
zraCenje ili induktivnim grijanjem. Fotokemijske reakcije zahtijevaju svjetlosno prozirnu
reaktorsku jedinicu i poseban izvor svjetlosti. Reaktori s ¢ipom omogucavaju najbolji prijenos
topline zbog iznimno visokih omjera povrSine 1 volumena. Obi¢no se proizvode
specijaliziranim tehnikama od silicija, stakla, keramike ili nehrdaju¢eg &elika*. Reaktori sa
zavojnicama poprili¢no su jeftini u odnosu na reaktore sa ¢ipovima te su najées¢e koriSteni u
sintetskim proto¢nim procesima. UobiCajeno se sastoje od jednostavnih, komercijalno
dostupnih cijevi naj¢es¢e napravljenih od inertnih fluoropolimera kao $to su PTFE, PFA ili
FEP ili nehrdajuéeg &elika (SST)'®. Cesto su vanjskog promjera 1/8" ili 1/16" i razli¢itih
unutarnjih promjera (0.01", 0.02", 0.03", 0.04", 1/16", itd..) Izbor materijala i dimenzija ovisi o
primjeni i uvjetima procesa.

Tablica 1. Raspon primjene najces¢ih materijala koji se koriste pri izradi protocnih reaktora®.

uvjeti PTFE PFA FEP SST
niski T/ p
(<50°C, <5 bar)

visoki T/ p
0 0 *
(<150°C, <20 bar)
vrlo visoki T/p
X X *
(>150°C, >20 bar)
UV - Vis 0 0 * X
korozivni
* * * 0
reagensi

*=moze se koristiti; 0 = postoje neki nedostaci; x = nije izvedivo.

Temperaturna 1 tlacna stabilnost fluoropolimera ovisi o debljini stijenke (vanjski promjer -
unutarnji promjer). Za UV/Vis zracenje, FEP se pokazao idealnim radi njegovih odli¢nih
transmisijskih svojstaval®. Nehrdajuéi celik se izabire kod visokotemperaturnih reakcija i
reakcija pri visokom tlaku, ali otpor prema visoko korozivnim reagensima i uvjetima mu je
limitiran. Reaktori s nabijenim slojem koriste se kod heterogenih katalizatora ili reagensa.
Uobicajeni reaktori s nabijenim slojem ukljucuju kolone izradene od stakla, polimernih

materijala ili nehrdajuceg celika s namjenskim zavrsnim dijelovima koji se mogu ponovno



zatvoriti 1 sadrze filtarsku jedinicu. Najpopularnija primjena ovog tipa reaktora je kod

kataliti¢ke hidrogenacije u trofaznom sustavu (plin/kapljevina/krutina)®®.

2.1.1.5. Regulacija tlaka
Regulatori protutlaka (back pressure regulators, u daljnjem tekstu BPR) su posebni ventili koji

se dodaju u sustav da rade pri konstantnom uzvodnom tlaku sustava. Rad pri poviSenim
tlakovima ne samo da dozvoljava provedbu procesa iznad temperatura vreliSta reakcijske
smjese, ve¢ takoder omogucava superiornu kontrolu i povecanje protoka kada se koriste
hlapljivi 1 plinoviti reagensi ili meduprodukti. Nuzni su za reproduktivnost u reakcijama gdje
dolazi do oslobadanja plinova, budu¢i da povisenje tlaka moze zadrzati plinove u otopini §to
smanjuje moguénost remecenja vremena zadrzavanja. Dva tipa regulatora su najcesc¢e koristeni
u proto¢nim procesima. Unaprijed postavljeni (preset) regulatori djeluju na unaprijed
definiranim vrijednostima tlaka te im nisu potrebni dodatni senzori tlaka. Cesto su to mali
uredaji u kojima tekucina pritiS¢e klip s oprugom dok ne postigne unaprijed postavljeni tlak
kada dolazi do otvaranja i propustanja tekucine koja tece kroz regulator sve dok tlak ostaje
iznad zadane vrijednosti. Prilagodljivija, iako skuplja verzija regulatora je regulator sposoban
prilagoditi tlak u sustavu bez prekidanja procesa. U ovim se sustavima koristi referentni tlak
prema dijafragmi za precizno postavljanje tlaka sustava preko mehanickih sila ili tlaka plina.
Oba modela obi¢no pokrivaju Sirok raspon tlaka (do 70 bara) 1 mogu se koristiti kod provedbi

jednofaznih i dvofaznih (plin/tekucina, teku¢ina/tekucina) reakcija.

2.1.1.6. Sakupljanje uzorka
Nakon smanjenja tlaka reakcijske struje §to slijedi nakon regulatora tlaka, reakcijska smjesa

(odnosno produkt) se obi¢no skuplja u tikvicu ili viale. Mogu se instalirati 1 sakupljaci frakcija.

2.1.1.7. Dodatne zone

Analiza
Analiza reakcijske smjese moze se provoditi na tri razli¢ita nacina tijekom kontinuirane sinteze.

Za pokuse laboratorijske skale najcesce se koristi offline analiza. Reakcijske smjese su ru¢no
sakupljene i pripremljene za analizu (primjerice GC, HPLC, NMR i sl.). Ovakav pristup je
najéesée dovoljan pri provedbi projekata®. Ipak, u nekim slu¢ajevima su interesantne i online
ili inline tehnike analize. Online analiza podrazumijeva da je reakcijska smjesa povremeno
periodi¢no analizirana bez ru¢nog transfera preko sustava koji automatski uzorkuju alikvote i

prebacuju ih u odgovarajuéi analiti¢ki instrument'*. Moguée je uvodenje razli¢itih analiti¢kih
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tehnika kao Sto su HPLC, GC, masena spektroskopija, rendgenska spektroskopija i sl. Takoder,
ako je analiticka metoda nedestruktivna i dozvoljava analizu u realnom vremenu (kao Sto su
FTIR, UV-Vis ili NMR spektroskopija) izvediva je integracija i takve jedinice za analizu u
protoéni proces (inline).

Procis¢avanje

Slicno kao kod analitickih procedura, vec¢ina koraka prociS¢avanja se oslanjaju na
konvencionalne metoda te slijede nakon skupljanja reakcijske smjese iz proto¢nog sustava®®.
Ipak, ako bi kompleksne ciljane molekule kao $to su aktivne farmaceutske tvari (AP — active
pharmaceutical ingredients) trebale biti potpuno kontinuirano sintetizirane, potrebno je
provoditi inline proc¢is¢avanje izmedu kemijskih reakcija. Najces¢e koristena tehnika je
ekstrakcija tekuce/tekuce koja se provodi tehnikama na bazi membrane. Ekstrakcijsko otapalo
je dodano u reakcijsku struju pomoc¢u miksera te smjesa prolazi kroz jedinicu u kojoj se
zadrzava odredeno vrijeme radi ekstrakcije. Smjesa zatim ulazi u jedinicu u kojoj se nalazi
membrana koja se obi¢no sastoji od PTFE membrane smjestene izmedu dva proto¢na kanala.

Organska faza moze proci kroz hidrofobnu membranu te dolazi do razdvajanja nakon kojeg se

obje faze mogu koristiti u daljnjem toku procesa®®.
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2.1.2. PROTOCNI REAKTORI

Zaizvodenje zeljene reakcije kljucan je odabir optimalnog reaktora, a to zahtijeva uskladivanje
njegovih karakteristika sa kinetikom reakcije. Tijekom posljednja dva desetljeca, tehnologija
proto¢nih reaktora je sazrela od ranih uredaja 1 koncepata do raznovrsne komercijalne opreme
i aplikacija. Rani proto¢ni reaktori su se uobicajeno proizvodili od stakla, silikonskog stakla,
keramike ili nehrdajuceg celika kako bi postigli specifi¢ne reakcijske uvjete (kao Sto su
primjerice visoki tlakovi ili temperatura), ali njihova je proizvodnja bila skupa i nisu bili
dovoljno fleksibilni. Primjeri aplikacije tih ranih reaktora su najces¢e ukljucivali neke relativno
jednostavne kemijske reakcije dizajnirane kako bi se istaknule odredene prednosti
kontinuiranih procesa na maloj (mili- ili mikro-) skali. Razvoj jeftinijih reaktora, ¢esto
baziranih na perfluoriranim polimerima ili nehrdaju¢im cijevima, doveo je do prihvacanja
kontinuiranih procesa od strane zajednice organskih kemicara, sa brzim razvojem novih tipova
provedenih reakcija i aplikacijal’.

Postoji vrlo Siroki raspon razlicitih proto¢nih reaktora, od kojih neki imaju vrlo specifi¢an
dizajn primjeren za njihovu upotrebu. NajceS¢e koriSteni protocni reaktori koriSteni u
laboratorijima za organsku sintezu mogu se svrstati u dvije grupe; mikroreaktori i milireaktori

(prema veli¢ini)'.

2.1.2.1. Mikroreaktori

U principu, mikroreaktori su uredaji sastavljeni od uskih cijevi ( Sirina <I mm), povezanih
preko ulazal/izlaza, u kojima se reakcija odvija kontinuiranim procesom pod strogo
kontroliranim uvjetima. Polazni reagensi ili materijali su kontinuirano pumpani u
mikroreaktorski sustav kako bi reagirali pod kontroliranim uvjetima tijekom odredenog
vremena (vrijeme zadrZavanja) te je produkt kontinuirano prikupljan pri optimiziranim
uvjetima. Mikroreaktorska tehnologija pruza jedinstven nacin provodenja raznovrsnih
kemijskih reakcija brzo i na siguran nag¢in pritom zadovoljavaju¢i standarde zelene kemije’.

Mikroreaktori nude izvrsne uvjete mijeSanja, obicno uzrokovane zavojima u cjev€icama gdje
dolazi do stvaranja vrtloga koji osiguravaju stabilno stanje u procesu i generiraju daljnje
mijeSanje duz reaktora. Prednost mikroreaktora je upotreba vrlo malih volumena polaznih
materijala, Sto ih €ini idealnima za sintezu skupih i dragocjenih materijala. Njihova upotreba
omogucava izvanrednu kontrolu dinamike fluida, te je tako moguce i precizno konstruiranje

oblika kao Sto su sfericne Cestice ili pjena. Mogu se koristiti u monofaznim protocnim
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procesima gdje postoji samo jedna struja reagensa ili u segmentiranim proto¢nim procesima

gdje postoji dvije ili vise faza (tekuée/tekuée, plin/tekuce, itd.)*.

(a)

Slika 7. Neke komercijalizirane vrste mikroreaktora; a) tankoslojni silicijski mikroreaktor, b)
minijaturni staklo-silicij reaktor s nabijenim slojem, ¢) mikroreaktor od nehrdajuéeg ¢elika,

d) mikroreaktor s mjehurastim stupcem, od nehrdajuceg &elika®.

2.1.1.2. Milireaktori

Milireaktori su sastavljeni od nesto Sirih cijevi nego mikroreaktori (> 1 mm). Milireaktori imaju
siroki spektar razli¢itih dizajna za sli¢ne aplikacije te su upravo zbog toga Cesto koristeni u
laboratorijskoj sintezi. Izvrsno mijeSanje koje je prisutno kod mikroreaktora, kod milireaktora
slabi povecéanjem $irine cijevil’. Stoga su istraZivana i u konaénici i razvijena razli¢ita rjeSenja
kako bi se to izjednacilo i kako bi se u konacnici dobila homogena reakcijska smjesa.
Primjerice, Cesto se u sustav ugraduju stati¢ni mikseri (Static mixer) u kojima su ugradeni zavoji

radi kojih dolazi do boljeg razmjeSavanja reakcijske smjese te se cjelokupno mijeSanje

finih Cestica i kristalizaciju estica nekompatibilnih sa mikroreaktorima®,
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Slika 8. a) milireaktor od PFA cijevi, b) milireaktor od nehrdajuceg celika, ¢) unutarnji prikaz

statiCkog miksera.

2.1.3 USPOREDBA PROTOCNIH I SARZNIH REAKTORA

Tijekom ranog razvoja proto¢nih reaktora veéi dio rada bio je posveéen prevodenju dobro
poznate Sarzne kemije u protocnu. Daljnji razvoj odvijao se tako da je sve viSe sintetskih
kemicara pocelo prihvacati temeljne principe protone kemije te koristiti ste€ena znanja i
pomocu njih razvijati nove metode proto¢nih procesa od samog pocetka bez posredovanja
Sarznih procesa. Neke od tih novorazvijenih reakcija mogu se provesti samo u proto¢nom
procesu®. Stoga je neizbjeZno pitati se koje su prednosti proto¢ne kemije i zasto se neke metode
mogu ucinkovito izvesti samo proto¢nim procesom?

Poprilican je broj prednosti kontinuirane protocne sinteze u usporedbi sa Sarznom sintezom.
Kontinuirani procesi op¢enito su prikladniji za automatizaciju od Sarznih procesa. Budu¢i da
se otopine polaznih materijala pumpaju pumpama, ukljucivanje/iskljucivanje protoka i brzina
protoka se mogu lako mijenjati i programirati, a moguce je isprogramirati i uzastopne reakcije
razli¢itih kombinacija supstrata i reagensa. Protocni procesi omogucéuju sigurniju upotrebu
opasnih kemikalija, a i opasne reakcije se mogu provoditi na kontroliran nac¢in u kontinuiranim
procesima. Proto¢ni sustavi su popriliéno ucinkoviti pri preciznoj kontroli reakcije na
vremenskim skalama od 1 sekunde ili manje. Ova znacajka precizne i kratke kontrole vremena

reakcije iznimno je korisna u kontroliranju reakcija koje ukljuCuju nestabilne, kratkotrajne
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reaktivne meduprodukte. Ovo svojstvo takoder je korisno pri vodenju reakcija koje daju
produkte nestabilne pri reakcijskim uvjetima. Kada je reakcija jako brza, u Sarznom se procesu
ne moze odvijati na kontrolirani na¢in. Na primjer, kada je k1 = 10 s i k2/k1 = 0,01, vrijeme
reakcije treba biti duze od cca. 0,25 s i treba bi biti krace od cca. 0,6 s da bi se dobio prinos
veci od 90%. To znaci da se reagens za gasenje treba dodati reakcijskoj smjesi upravo u ovoj
vremenskoj domeni, inace se ne moze dobiti zeljeni produkt u zadovoljavaju¢em prinosu. Ova
vrsta kontrole vremena reakcije visoke rezolucije ne moze se posti¢i u Sarznim procesima,
stoga je u tu svrhu neophodna uporaba proto¢nog mikro- ili milireaktorskog sustava
opremljenog mikromijesalicama?.,

Proto¢ni procesi koriste se za postizanje uvjeta koje nije lako ili nije moguce posti¢i u Sarznim
procesima, kao $to su: vrlo brzo ili vrlo sporo mijesanje reagensa, dodavanje reagensa u to¢no,
precizno odredeno vrijeme, vrlo ponovljivi uvjeti reakcije ili kristalizacije, izolacija
reaktanata/produkata, koristenje vrlo malih volumena reaktanata (ul)*®. Osim toga, stvaranje
nuzprodukata se takoder moze minimizirati ili ¢ak potpuno sprijeciti §to je dodatna prednost u
odnosu na $arzni proces’. Nadalje, optimizacija i izravno poveéanje konvencionalnih $arznih
reakcija cCesto susreCe brojne slozene probleme kao S$to su neucinkovito mijeSanje,
neujednaceni prijenos topline 1 na kraju krajeva probleme sa sigurno$¢u provedbe reakcije. U
protocnim reaktorima se veca kemijska proizvodnja moze posti¢i jednostavnim povecanjem
volumena reaktora (povecanjem Sirine ili duljine cijevi) ili paralelnim slaganjem vise reaktora
pod unaprijed optimiziranim uvjetima’. Protoéni reaktori nude i moguénosti kontroliranog
prijenosa topline, povecani omjer povrSine elektrode i volumena reaktora (Sto je primjerice
bitno za elektrokemijske reakcije), povecanje interakcija otopina — kruta faza te ve¢i tok fotona
u fotokemijskim reakcijama. Ove prednosti posljedice su malih dimenzija reaktora®®.

Proto¢ni reaktori nisu Carobni, ali predstavljaju izvrsnu nadopunu tradicionalnim Sarznim
reaktorima. Jedno je sigurno, izvrsni rezultati koji se mogu posti¢i u proto¢nim procesima
usidreni su u dobro utvrdenim principima kemijskog inZenjerstva. Mnoge od ocitih promjena
u reaktivnosti uocene u prelasku iz Sarznih u proto¢ne procese posljedica su jedne jednostavne
¢injenice, a to je da je u protocnim reaktorima povecan omjer povrsine 1 volumena. Protocni
reaktori gotovo uvijek imaju vec¢i omjer povrSine i volumena od odgovaraju¢ih Sarznih
reaktora, bilo da su na bazi cijevi ili ploce, a to omogucuje lakSu razmjenu energije i poveéanu
interakciju®. Zbog toga se reakcijske smjese mogu brze zagrijavati, hladiti, mijesati i
ucinkovitije osvjetljavati ili elektrificirati. lako naizgled jednostavna, ova Cinjenica je sama srz
mnogih uocenih prednosti protocne kemije, uklju¢ujuéi poboljSanu selektivnost, sigurnije

rukovanje opasnim reakcijama i veée brzine reakcije.
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2.2. WITTIGOVA REAKCIJA

Wittigova reakcija mozda je najéesce koristena reakcija pri sintezi alkena®®. Ovaj pristup jedan
je od najsnaznijih i najsvestranijih pristupa u kemijskoj 1 farmaceutskoj industriji za sintezu
alkena iz ketona ili aldehida s nedvosmislenim pozicioniranjem dvostruke veze ugljik-ugljik?.
U ,klasi¢noj* Wittigovoj reakciji reakcijom ilida i aldehida ili ketona nastaje odgovarajuci
alken i trifenilfosfin-oksid. Sami ilidi su karbanionidni spojevi u kojima negativni naboj na
ugljiku stabilizira pozitivno nabijeni heteroatom, u ovom slu¢aju fosfor?2.
Reakcija je dobila ime po znanstveniku Georgeu Wittigu, koji je za svoje otkri¢e novog nacina
stereoselektivne pripreme alkena nagraden Nobelovom nagradom 1979. godine?.
Glavna prednost sinteze alkena Wittigovom reakcijom je ta $to je mjesto dvostruke veze fiksno
za razliku od smjesa koje ¢esto nastaju alkoholnim dehidratiranjem.
Postoji Siroki spektar fosfornih reagensa koji mogu sudjelovati u Wittigovoj reakciji, a po
njihovoj prirodi Wittigovu reakciju dijelimo na tri glavne skupine:

1. ,klasi¢na“ Wittigova reakcija, u kojoj se koriste ilidi fosfora;

2. HWE reakcija, gdje se koriste fosfonatni anioni;

3. Horner-Wittigova reakcija, koja se provodi s anionima fosfin-oksida?*.
Reakcija se odvija izmedu karbonilnog spoja (aldehida ili ketona, 2) i fosfonijevog ilida (1)
kako bi se dobio alken (3) s fosfin-oksidom kao nusproizvodom (slika 5). Ilid moze biti
prikazan strukturama 1a (potpuno ionski ilidni oblik) ili 1b (ilenski oblik), koje ne treba uzeti
u obzir kao rezonantne oblike nego ih treba shvatiti kao ilustriranje ionskog karaktera P-C veze

s doprinosom stabilizacije karbaniona fosfonijem?.
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Slika 9. Wittigova reakcija. X, Y i Z mogu biti alkil-, aril- ili alkoksi-skupina i ne moraju

nuzno biti iste. R? moze biti alkil-, aril-, vinil- ili elektron-odvlaeéa skupina (npr. esterska).

Karbonilni reaktant (2) moze biti formaldehid, aldehid ili keton?.

Wittigova reakcija vrlo je rasirena radi njenih brojnih dobrih znacajki kao Sto su:

reakcija je regiospecifi¢na — alken se uvijek formira od ilidnog a-ugljika do karbonilnog
ugljika;

reakcijski uvjeti su obi¢no blagi;

polazni materijali su ¢esto lako dostupni. Ilidi su lako dostupni in situ deprotoniranjem
mati¢ne fosfonijeve soli, dobivene alkiliranjem fosfina. Odredene soli, a ¢ak i neki
stabilizirani ilidi sada su i komercijalno dostupni;

ilidi su tolerantni na niz drugih funkcijskih skupina pa je reakcija prikladna za sintezu
slozenih molekula;

stereoselektivnost reakcije se Cesto moze usmijeriti na zeljeni alkenski izomer

svrsishodnim odabirom prirode upotrijebljenih reaktanata®.

Wittigova reakcija u pocetku se primjenjivala samo za sintezu dugolancanih nezasi¢enih

masnih kiselina, a kasnije je otkrivena moguénost izolacije cis-konfiguriranih karotenoida,

pigmenata u kloroplastima. Trifenilfosfonijevi alkilidi ucinkoviti su za sintezu piretrina,

insekticida kao §to je cis-piretin i cis-jasmon. Takoder, korisna je u polju kemije steroida, u

sintezi geraniola (monoterpenoida 1 alkohola koji se nalazi u mnogim eteriénim uljima) 1

farnesola (alkohola, takoder prisutnog u eteriénim uljima)?>.
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2.2.1. APLIKACIJE WITTIGOVE REAKCIJE U PROTOCNIM
KONTINUIRANIM PROCESIMA

V. Skelton i suradnici objavili su rad o primjeni mikroreaktora pri provedbi Wittigove
reakcije®®. Autori su koristili mikroreaktor za pripremu cis- i trans-nitrostilbenskih estera (1 i

2) putem Wittigove reakcije (slika 7.).

Y

CHO 1 2
O X
CO,Et N

NO, MeOH

3
4 = O

NO,
2

Slika 10. Shema Wittigove reakcije koju su u svom istraZivanju proveli V. Skelton i sur.?’

Istrazivane su znacajke poput stereokemije i stehiometrije. Kada su u reakciji koriStena dva
ekvivalenta aldehida (3) prema fosfonijevoj soli (4) postignuta je konverzija od 70%, §to je
predstavljalo povecanje ucinkovitosti reakcije od 10% u odnosu na tradicionalnu Sarznu
sintezu. Stehiometrija reakcije je naknadno smanjena na 1:1, ali koriStenjem kontinuiranog
protoka reagensa prinos se smanjio na samo 39%. Medutim, naknadno je povecan na 59%
provedbom tehnike injekcije kojom je fosfonijeva sol injektirana u kontinuirani tok aldehida.
IstraZivanje je dodatno prosSireno kako bi se istraZila stereokemija reakcije. Omjer izomera 1 1
2 bio je kontroliran promjenom napona primijenjenog na spremnike reaktanata unutar uredaja,
Sto je utjecalo na elektroforetsku mobilnost reagensa. Varijacije u vanjskom naponu naknadno
su promijenile realtivne koncentracije reagensa unutar uredaja, stvaraju¢i Z/E omjere (omjer
cis- i trans-izomera) u podrucju 1:9. Usporedbe radi, kada je provedena konvencionalna Sarzna
sinteza uz isto vrijeme reakcije, koncentraciju, otapalo i stehiometriju, uocen je omjer Z/E od
priblizno 3:1. To je pokazalo superiornost mikroreaktora u pogledu kontrole u usporedbi sa
Sarznim reakcijama. Autori su takoder pokazali da se mikroreaktor moze koristiti kao alat za
brzi razvoj 1 optimizaciju reakcije na temelju analogne kemije koriStenjem razli¢itih aldehida
u reakciji®.

D. Cheng i F. Chen u svom radu proveli su Wittigovu reakciju kataliziranu faznim prijenosom

(phase-transfer ~ catalysed, PTC) u  tekuce/tekuée  slug-flow  mikroreaktoru?®.
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Slug-flow mikroreaktor naziv je za reaktor kojeg karakterizira alternativno prisustvo segmenata

nemjesljivih faza u mikrokanalima.

%

Slika 11. Alternativni tok segmenata nemjesljivih faza u mikrokanalu (slug-flow)?.

Wittigovu reakciju proveli su u heterogenom dvofaznom sustavu koji se sastojao od
medusobno netopljivih tekué¢ina od kojih je jedna vodena faza, a druga organska faza.
Pristupacna i jeftina anorganska baza (NaOH) otopljena je u vodenoj fazi. U meduvremenu,
organski reagens (koji je istovremeno agens za razdvajanje faza) i supstrat otopljeni su u
organskom otapalu (DCM). Alkil-supstituirana fosfonijeva sol migrira iz organske faze u
vodenu fazu gdje je deprotonirana anorganskom bazom kako bi se stvorio ilid, koji se zatim
vraca natrag u organsku fazu i tako reagira sa suptratom/reaktantom, §to dovodi do stvaranja

konacnog produkta — alkena.

ORGANSKA FAZA
ks
Ph;PO + P < + Ph;P=CHPh
CH;OPhCH=CHPh CH;0PhCHO
[PhsP-CH,-Ph)*Br
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ky
[Ph;P-CHz-Ph]*Br' + OH =—% Ph;P=CHPh

ILID

k
C¢Hs + PhPCHO; €—— H,0 + Ph;P=CHPh

VODENA FAZA

Slika 12. Dvofazna tekuée/tekuée Wittigova reakcija katalizirana faznim prijenosom?,

Dva su koraka prijenosa mase i dvije kemijske reakcije (jedna se dogada u vodenoj fazi, a druga
u organskoj fazi) u Wittigovoj reakciji kataliziranoj faznim prijenosom (PTC). Dvosmjerni
prijenos mase je u potpunosti povezan s dvjema reakcijama na temelju dvofaznog toka, stoga
je ukupna brzina reakcije ogranicena transportom reagirajucih/kataliti¢kih vrsta na mjesto
reakcije. Zato je jedan od klju¢nih ¢imbenika za PTC Wittigove reakcije medufazni prijenos
mase izmedu dviju tekucina koje se ne mijeSaju, Sto je zapravo usko povezano sa povrSinskim
podrucjem tekuc¢ina-tekucina, a time 1 raspodjelom veli¢ine kapi dispergirane faze u dvofaznim

reakcijskim sustavima?.
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U svom su radu istrazili karakteristike dvofaznog protoka i prijenosa masa dvofaznog PTC
Wittigovog reakcijskog sustava u tekuce-tekuce mikrokanalima, te pomno ispitali utjecaj
veli¢ine kanala (0,5, 0,8 i 1,0 mm), koncentracije reagirajucih vrsta i brzine strujanja smjese na
specificnom medufaznom podru¢ju. Provedbom istrazivanja, utvrdeno je da manja veli¢ina
kanala daje vecu specificnu povrSinu medufaza, a ucinkovitost ekstrakcije i volumetrijski
koeficijent prijenosa mase smanjuju se kako se veli¢ina kanala povecavala. Kod fiksne duljine
kanala, uc¢inkovitost ekstrakcije se smanjivala s povecanjem brzine protoka smjese. Kada se
vrijeme zadrzavanja odrzavalo konstantnim, volumetrijski koeficijent prijenosa mase
povecavao se kako se povecavala brzina protoka smjese. Dulje vrijeme zadrzavanja dalo je
veée vrijednosti konverzije!®. Kod zadanog vremena zadrzavanja, konverzija se poveéavala
smanjenjem unutarnjeg promjera cijevi, $to isti¢e veliku vaznost veli¢ine cijevi za provedbu
ove reakcije. Ukupna brzina kemijske reakcije mnogo je veéa u usporedbi sa reakcijom
provedenom Sarznom sintezom zbog veceg omjera povrSina-volumen i posljedi¢no brzeg

prijenosa mase.
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2.3. REZVERATROL

Rezveratol, ili trans-3,4',5-trihidroksistilben, je monomer stilbena s molekulskom formulom
C14H1203 i molekulskom masom 228,25 g/mol. Pri sobnoj temperaturi je prah bijele boje s
lagano zutom nijansom.

Rezveratrol je prvi otkrio i opisao japanski znanstvenik Dr. Michio Takaoka 1939. godine, iz
otrovnog ljekovitog bilja Veratrum grandiflorum i kasnije iz korijenja biljke Polygonum
cuspidatum®. Rezveratrol je danas moguée izolirati iz vise od 70 vrsta biljaka ukljucujuéi
ljubicasto grozde, borovnice, brusnice, te iz crnog vina, cCokolade, kikirikija, itd.
Resveratrol (3,4’,5-trihidroksistilben) je prirodni fitoaleksin koji proizvode neki spermatofiti
(biljke koje se razmnozavaju sjemenom), poput vinove loze, a proizvode ga kao odgovor na
oStec¢enje, ozljedu ili infekciju patogenim organizmima. trans-rezveratrol su prvi put opisali
znanstvenici Langcake i Pryce, a dobili su ga iz lista vinove loze te su otkrili da je spoj
sintetiziran u tkivima lista kao odgovor na gljivi¢nu infekciju ili izlaganje ultraljubicastom
svjetlu®l,

Interes za ove spojeve prisutne u grozdu pojavio se kada su epidemioloska i medicinska
istrazivanja pokazala povezanost izmedu konzumacije crnog vina i pojave kardiovaskularnih
bolesti. Unato¢ ranom otkriéu, rezveratrol je privla¢io relativno malo pozornosti sve dok nije
objavljena publikacija o "francuskom paradoksu”, u kojem je sugerirano da ljudi u Francuskoyj,
koji konzumiraju relativno visoku razinu zasi¢enih masti imaju relativno nisku smrtnost od

koronarnih sréanih bolesti, §to je vjerojatno posljedica konzumiranja vina®2

Rezultati
istrazivanja pokazali su da do utjecaja na pojavu kardiovaskularnih bolesti djelomi¢no dolazi
zbog prisutnosti etanola u vinu kao i u drugim alkoholnim pi¢ima. Etanol djeluje putem
hemostatskog mehanizma i povecanja cirkuliraju¢ih lipoproteina visoke gustoce (HDL).
Kolesterol se medu stanicama prenosi specijalnim prenosiocima koji se nazivaju lipoproteini.
Smanjena razina HDL-kolesterola povecava rizik za razvoj bolesti srca i krvnih zila. Ipak,
pokazalo se 1 da drugi sastojci osim alkohola mogu imati sli¢an uc¢inak. Rezveratrol se poc¢eo
razmatrati kada su znanstvenici E.H. Siemann i L. L. Creasy potvrdili njegovu prisutnost u

vinu 1992. godine te pretpostavili da bi rezveratrol mogao biti bioloski aktivan sastojak crnog

vina. Od tada se opseZno po¢inju istrazivati svojstva rezveratrola®2.
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2.3.1. SVOJSTVA REZVERATROLA

Rezveratrol (3,4',5-trihidroksistilben) pripada skupini polifenola stilbenoida. Posjeduje dva
fenolna prstena medusobno povezana etilenskim mostom. Nagada se da je naziv rezveratrol
izveden iz kombinacije njegove kemijske strukture i biljnog izvora iz kojeg se izolira: derivat
rezorcinola ili polifenol u smoli, koji se pojavljuje u vrstama Veratrum koje sadrze hidroksilne
(-OH) skupine (-01)®. Sluzbeno kemijsko (IUPAC) ime rezveratrola je E-5-(4-
hidroksistiril)benzen-1,3-diol. Rezveratrol je identificiran u cis- i trans-izomernim oblicima
(slika 1). trans-izomer je dominantan u pogledu njegove rasprostranjenosti, a pripisuju mu se

razli¢ite bioloske aktivnosti uglavnom u induciranju stani¢nog odgovora (zaustavljanje

staniénog ciklusa, diferencijacija, apoptoza, poboljsanje anti-proliferacije stanica raka)>.
HO OH
oy ¢
HO HO oH
OH
trans-rezveratrol cis-rezveratrol

Slika 13. Kemijske strukture trans- i cis-rezveratrola (3,4’,5-trihidroksistilbena).

Ekstrakcija rezveratrola iz prirodnih izvora je poprilicno dugotrajna i usto daje male koli¢ine
spoja. Stoga je istrazivanje bioloskih svojstava rezveratrola dobilo svoj zamah kada je trans-
rezveratrol dobiven organskom sintezom. trans-rezveratrol (Mr = 228) danas je komercijalno
dostupan, dok se cis-rezveratrol moze dobiti UV zracenjem (trans-izomer moze prije¢i u Cis-
formu kada je izlozen UV zracenju)*?. Utvrdeno je da je prasak trans-resveratrola stabilan i u
stresnim uvjetima od 75% vlaznosti i 40 °C uz prisutnost zraka®*.

Rezveratrol je fitoaleksin koji djeluje protiv patogena, bakterija i gljivica. Brojna istrazivanja
pokazala su da resveratrol pokazuje vrlo visok antioksidativni potencijal. Takoder pokazuje
antitumorsko djelovanje te se smatra potencijalnim kandidatom za prevenciju i lijeCenje
nekoliko vrsta raka. Neka istrazivanja pokazuju i da rezveratrol moze inhibirati sve faze
karcinogeneze (pocetak, razvoj i napredovanje). Pokazuje i druge bioaktivne u¢inke kao $to su
protuupalno, kardioprotektivno, fitoestrogeno i neuroprotektivno djelovanje. Ipak, primjena
rezveratrola joS uvijek predstavlja veliki izazov za farmaceutsku industriju zbog njegove slabije

topljivosti i priliéno male bioraspoloZivosti, kao i zbog potencijalnih $tetnih u¢inaka®.
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2.3.1.1. Antioksidacijska svojstva rezveratrola
Oksidativna o$te¢enja povezana su sa patogenezom mnogih vaznih bolesti, kao $to su dijabetes,

kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne bolesti i rak. Takoder igraju vaznu ulogu u
procesu starenja. Zato je velika pozornost usmjerena ka pronalazenju prirodnih antioksidansa
pomocu kojih bi se mogle lijeCiti ove bolesti, te su pritom dubinski prouceni potencijalni
antioksidativni ucinci rezveratrola. Njegova antioksidativna aktivnost je utvrdena u izoliranim
mitohondrijima iz mozga Stakora, gdje pokazuje inhibiciju stanja mitohondrijskog disanja kad
se oni inkubiraju s rezveratrolom. Takoder, inhibira aktivnost kompleksa III koji stvara
slobodne radikale®. Antioksidativna aktivnost rezveratrola ovisi o rasporedu funkcionalnih
skupina na strukturu jezgre. Konfiguracija, supstitucija i ukupni broj hidroksilnih skupina bitno
utjecu na nekoliko mehanizama antioksidativnog djelovanja kao Sto su uklanjanje radikala i
sposobnost keliranja metalnih iona. Proucavanje antioksidativnog ucinka protiv hidroksil
(*OH) 1 hidroperoksil (*OOH) radikala u vodenim simuliranim medijima kori$tenjem razlicitih
metoda otkriveno je da trans-rezveratrol moze djelovati kao u¢inkovit *OOH, a takoder i *OOR
Cista¢ radikala. Utvrdeno je takoder da se rezveratrol moze koristiti za minimiziranje ili
sprjeCavanje oksidacije lipida u farmaceutskim proizvodima, odgadanje stvaranja toksi¢nih
oksidacijskih produkata te za odrzavanje nutritivne kvalitete 1 produljenje roka trajanja
farmaceutskim proizvodima. Antioksidativna svojstva rezveratrola uspjesno su koriStena za
zastitu stanica od oksidativnog stresa izazvanog vodikovim peroksidom; prethodnom obradom
rezveratrolom postignuto je prezivljavanje stanica i zaStita od stani¢ne smrti koja je mogla biti
uzrokovana UV zradenjem,

Prema istrazivanju K.T Howitz i suradnika®, rezveratrol moZe produZiti Zivot stanica kvasca
Saccharamyces cerevisiae. Autori su primijetili da smanjenje kalorija usporava brzinu starenja
1 moZe produljiti prezivljavanje. U stanicama kvasca ovaj proces je povezan s povecanjem
aktivnosti sirtuina, Sir 2 i Sir 1 — enzima koji djeluju kao regulatori brzine starenja. Pokazano
je darezveratrol djeluje na aktivnost sirtuina te moze produljiti Zivot stanicama kvasca za 70%.
Ovi enzimi Stite stanice od apoptotske smrti i ukljuceni su u obnovu DNK. Pokazano je i da
rezveratrol povecéava aktivnost ljudskog enzima SIRT1 in vitro, $tite¢i stanice od apoptoze®.
Rezveratrol takoder moze zastititi kozu od foto-starenja.

U in-vivo istrazivanjima provedenim na misevima bez dlake®’, uoceno je da jednokratna
primjena rezveratrola prije izlaganja UVB zrakama (sunceve zrake koje uzrokuju vecinu
ostecenja povrsinskog sloja koze) znacajno smanjuje edem koze i smanjuje proizvodnju H20>
izazvanu UVB zrakama, a takoder moze smanjiti peroksidaciju lipida i infiltraciju leukocita.

Pokazalo se takoder da rezveratrol blokira aktivaciju proteina IkB kinaze ukljucenih u
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patogenezu obrambenih i upalnih procesa tijela. Slobodni radikali, reaktivne vrste kisika,
citokini, UV svjetlo, patogene bakterije i1 virusi sudjeluju u aktivaciji tih proteina. Medutim, te
proteine moze inhibirati aktivnost polifenola, koji ne pokazuju samo sposobnost inhibiranja
IkB kinaze, nego takoder smanjuju ekspresiju proupalnih citokina. Ovakva aktivnost je
dokazana in vitro za rezveratrol®®, C. Sticozzi i suradnici su takoder pokazali da rezveratrol in
vitro u dozi od 10 uM moze zastititi ljudske keratinocite od proteina receptora Bl ¢ija je
aktivnost uzrokovana dimom cigarete kao i smanjiti stvaranje reaktivnih vrsta kisika izazvanih
dimom cigarete i stvaranje karbonila u ljudskim keratinocitima®®.

Medutim, terapijska primjena rezveratrola je otezana buduci da ima slabu bioraspolozivost jer
se brzo metabolizira i izlu¢uje. Rezveratrol se nakon oralnog uzimanja brzo apsorbira iz
gastrointestinalnog trakta (s poluzivotom od samo 8-14 min.), ali je njegova bioraspolozivost
niska jer se brzo metabolizira u jetri putem enzima faze I, i to uglavnom u sulfate, glukuronide
i/ili sulfoglukuronid konjugate i eliminira se urinom®’. Utvrdeno je da prihvatljiv dnevni unos
(acceptable daily intake, ADI) rezveratrola iznosi 450 mg/kg®.

Stoga, modifikacija strukture rezveratrola uziva posebnu pozornost te su ve¢ sada sintetizirani
brojni derivati rezveratrola kao $to su metoksilirani, hidroksilirani i halogenirani derivati, a svi

oni pokazuju povoljan terapeutski potencijal.

2.3.2. SINTEZA DERIVATA REZVERATROLA U PROTOCNOM REAKTORU

Do sada su sintetizirane razli¢ite serije derivata rezveratrola na bazi cis- i trans-stilbena s ciljem
otkrivanja novih spojeva s klini¢kim potencijalima. Jednostavnost molekule rezveratrola
povezana s njenom zanimljivom antikancerogenom aktivno$¢u obecava racionalan dizajn novi
kemoterapeutskih agensa te se u tom kontekstu ulazu napori u detaljno proucavanje odnosa
strukture i aktivnosti ove vrste supstituiranih derivata stilbena.

U zadnje vrijeme se istraZivanje i sinteza supstituiranih derivata stilbena pocinje provoditi i u
kontinuiranim proto¢nim procesima radi ve¢ nabrojanih prednosti koje ovakva sinteza nudi.
H. Lee i suradnici®® u svom su radu sintetizirali a-funkionalizirane stilbene regioselektivnom
sintezom sa preciznom kontrolom brze cis-trans izomerizacije u proto¢nom mikroreaktoru.
Vrijeme reakcije precizno je kontrolirano unutar milisekundi do sekundi na -50 °C kako bi
selektivno dobili cis- ili trans-izomer u visokoj konverziji. Ova metoda primijenjiva je i za
sintezu prekursora komercijalnog spoja lijeka (E)- i (Z)-tamoxifen, s visokom

regioselektivnos$cu 1 produktivnoscu.
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Slika 14. Shema vinil C-H metalacije cis-stilbena®.

Siroka primjena derivata stilbena u razli¢itim istraziva¢kim podruéjima dovela je do razvoja
sintetskih metoda za regioselektivnu funkcionalizaciju stilbena, medutim reakcije su
ogranic¢ene zbog njihove brze izomerizacije. Geometrija trans-stilbena nesto je niza u energiji
od cis-stilbena, s izomerizacijskom barijerom jer stericke interakcije tjeraju aromatske
prstenove izvan ravnine i sprjecavaju konjugaciju. Stoga je stvaranje trans-izomera prirodno
izlaganje svijetlosti ili toplini. a-Funkcionalizacija stilbena u $arznoj reakciji je teSka zbog
njegove brze transformacije iz cis u trans-oblik, a stvaranje trans izomera ne moze se U
potpunosti sprijeciti, cak ni pod ekstremno niskim temperaturnim uvjetima. Zbog moguénosti
precizne kontrole vremena reakcije H. Lee i suradnici u svom su se radu okrenuli sintezi

derivata stilbena u proto¢nim reaktorima.

HO

Br
; — -50°C Ph
Ph Ph I wrijemne zadriavania -
1 | 1 [ | —— Ph Ph
I R1 cis-2a
Buli 9s Ph
s —_—
(1.05 equiv) M2 /_&
Ph Ph
—
PhCHO HO
(1.1 equiv) trans-2b

Slika 15. Shema provedenog proto¢nog procesa“’.

Reakcija je provedena u proto¢nom reaktoru koji se sastojao od dva mikromiksera (M1, M2) i
dva cijevna reaktora (R1, R2), kao $to je prikazano na slici 12. Otopine cis-a-bromstilbena i
BulLi su spojene i mijeSane u M1 te se u R1 odvijala litiacija. U M2 je uveden benzaldehid te
je otopina produkta iz R1 reagirala sa benzaldehidom u R2. Reakcija je provedena na -50 °C.
Prinos spoja 2a povecan je promjenom vremena zadrZavanja sa 14 ms na 3,1s zbog nepotpune

izmjene Br-Li u vremenima zadrzavanja koja su prekratka pod niskom temperaturom.
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Medutim, prinos 2a se smanjio daljnjim povecanjem vremena zadrzavanja (od 3,1 do 63s) zbog
brze cis-trans izomerizacije. Kada je vrijeme zadrZavanja iznosilo 0,63 s dobiven je spoj 2a u
prinosu od 91%, ali detektiran je i spoj 2b (2%). Stoga je radi brze zamjene Br-Li promijenjen
agens za litiaciju u n-BuLi. To je rezultiralo najvisim prinosom spoja 2a bez stvaranja izomera
2b pri vremenu zadrzavanja 55 ms (93%). Pri vremenu zadrZavanja 94 s, spoj 2b je dobiven
kao jedini produkt sa prinosom od 84%. Prinos spoja 2a je smanjen poviSenjem temperature
(sa -78°C na 20°C) pri stalnom vremenu zadrzavanja (3,1 s).

Na temelju mogucnosti precizne kontrole vremena reakcije (u milisekundama i manje) u
proto¢nim reaktorima, H. Lee i suradnici izvjestili su o izvanrednoj kontroli izomerizacije o-
litiiranog stilbena, a to je ujedno i prvo izvjes¢e o a-funkcionalizacijii cis- i trans-stilbena s

visokom regioselektivnogéu.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Komercijalna otapala kupljena su od: etanol (EtOH, apsolutni i 96%, Gram Mol d.o0.0., Zagreb,
Hrvatska), acetonitril (CH3CN, Gram Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), diklormetan (CH2Cly,
Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, Pennsylvania, dietileter (E, Avantor Performance
Materials, Gliwice, Poljska), petrolej eter (PE, Carlo Erba, Emmendingen, Njemacka),
deuterirani kloroform (CDCI3, Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, Pennsylvania) i toluen
(C7Hs, VWR International Paris, Francuska) . Inicijalna fosfonijeva sol pripremljena je u
laboratoriju iz odgovaraju¢eg bromida (Sigma Aldrich CO, St. Louis, USA), dok su ostali
koristeni polazni karbaldehidi, meta-klorperbenzojeva kiselina (m-CPBA), 2,2'-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH), magnezijev sulfat (MgSQOas), natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO:3)
kupljene kemikalije (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD). Kemikalije su bile analiticke

Cistoce 1 koristene su bez daljnjeg procis€avanja.

3.2. EKSPERIMENTALNI POSTUPAK ZA WITTIGOVU REA-
KCIJU I EPOKSIDACIJU U SARZNOM REAKTORU

Pocetni spojevi 1-4 (Shema 1) sintetizirani su kao smjese cis- i trans-izomera Wittigovom
reakcijom osim derivata 2 (samo trans-izomer). Reakcijska otopina je propuhivana dusikom
15 minuta prije dodavanja reagensa. U trogrloj tikvici s okruglim dnom (V = 100 ml) otopljena
je fosfonijeva sol (6 mmol) u 60 mL EtOH (osusena na 4 A sita). Otopina natrijevog etoksida
(6 mmol, 1,1 ekv. Na u 20 mL apsolutnog etanola) dokapana je u strogo bezvodnim uvjetima
pod dusikom. U otopinu pri mijesanju direktno se dodaju karboksaldehidi (6 mmol).
Reakcijske smjese 1 i 2 ostavljene su da se mijeSaju 72 sata na 25 °C odnosno 90 °C, dok su
reakcijske smjese derivata 3 i 4 mijeSane 24 sata na 25 °C, iznad magnetske mijeSalice pod
balonom s dusikom. Nakon uklanjanja otapala, apsolutnog etanola rotacijskim isparivacem
(Heidolph Instruments GmbH & Co., Schwabach, Njemacka) pod sniZzenim tlakom, krutina

reakcijskih smjesa ekstrahirana je toluenom p.a. (3 x 25 mL). Organski slojevi su suSeni pod
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bezvodnim MgSQOs. Svi produkti 1-4 izolirani su ponovljenom kolonskom i tankoslojnom
kromatografijom na silika gelu koriStenjem otapala u razli¢itim omjerima (1: PE/E (0-1%); 2:

PE/E (0-40%); 31 4 (PE); (kao eluens i karakteriziran spektroskopskim metodama).

@CHZP PhyBr R,
/©/ 3 = 1: Ry = OH; Ry = H (71%); trans/cis = 22.5 : 1

NaOEt/EtOH 2: Ry = R, = OH (34%); samo trans-izomer
3: Ry =R, = OCH3 (58%); trans/cis = 1 : 1
Rz

H3CO©CH2P+Ph3Br' A
0
I cHo — — @ 5
sTNF R H R, = o). oqa.
S NaOEt/EtOH 4:R; = H; Ry = OCHj; (30%); trans/cis = 1.3 : 1

OCHg
Shema 1. Sinteza analoga resveratrola 1-4 Wittigovom reakcijom. Prikazani su prinosi i

trans/cis omjeri za $arznu reakciju prema *H NMR analizama.

Spojevi 5 i 6 dobiveni su u istoj reakcijskoj smjesi eksperimentalnim postupkom za termic¢ku
oksigenaciju trans-1 (Shema 2). Spoju trans-1 (5 mmol) u CH2Cl> (¢ = 0,12 mol/L) na -10 °C,
dodano je 1,2 ekvivalenta m-CPBA u CH:Cl; i smjesa je mijeSana 2,5 h na 25 °C. Nakon
uklanjanja otapala, ostatku je dodana H20, koja je zatim neutralizirana zasi¢enom otopinom
NaHCOs i produkt je ekstrahiran dietileterom. Produkti termalne oksigenacije izolirani su
kolonskom kromatografijom, 5 u prvim frakcijama i 6 u zadnjim frakcijama, na silika gelu
koriste¢i PE/CH2CI2 (0-100%) kao eluens.

OH OH OH OH OH
a mcrea ¢ | a
S
T CHCl, S 7 S
trans-1 5(22%) 6 (21%)

Shema 2. Funkcionalizacija analoga rezveratrola trans-1 oksidacijom s m-CPBA. Prikazani

su prinosi za Sarznu reakciju.
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3.3. MILI- I MIKROREAKTORSKI EKSPERIMENTI

3.3.1. Eksperimenti s milireaktorom

Odgovarajuce koli¢ine fosfonijeve soli i karboksaldehida otopljene su u apsolutnom EtOH

(otopina A) kao i u natrijevom etoksidu (otopina B). To¢ne koli¢ine prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Kolicine tvari koje se koriste za pripremu otopina za pokuse na milireaktorima -

brojevi 1-4 odgovaraju shemi 1.

otopina A otopina B

\Y
— m V V V
S - (karboks- c, c,
o | (fosfonijeva ] n, mmol (EtOH), | (NaOEt), | n, mmol (EtOH),

aldehid), mol/L mol/L
sol), g mL mL mL

mL
1 0.400 0.1 0.940 | 0.094 10 0.352 0.980 0.098 10
2 0.318 0.1 0.724 | 0.072 10 0.271 0.724 0.072 10
3 0.264 0.1 0.602 | 0.060 10 0.225 0.602 0.063 10
4 0.487 0.1 1.070 | 0.107 10 0.400 1.070 0.107 10

Otopine su propuhane i drzane pod dusikom u tikvici s okruglim dnom. Otopine su pumpane s
dvije HPLC pumpe (Vapourtec, UK) u PFA reaktor (1/16”, I.D. = 1,016 mm) s Y-mikserom i
unutarnjim volumenom od 10 mL (Slika 1). Za sintezu svakog analoga rezveratrola (1-4, shema
1) provedeno je 7 pokusa s razli¢itim reakcijskim uvjetima. Uvjeti reakcije su mijenjani kako

je prikazano u Tablici 3 kako bi se pronasli najbolji uvjeti provodenja procesa.
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Tablica 3. Reakcijski uvjeti za svaki pokus sinteze analoga rezveratrola u milireaktoru.

UVJETI PROTOCI
EXP.
) Otopina A, Otopina B,
V, mL 1.D.,, mm 7, Min T,°C
mL/min mL/min
1. 10 1.016 60 25 0.083 0.083
2. 10 1.016 30 25 0.167 0.167
3. 10 1.016 15 25 0.333 0.333
4, 10 1.016 15 120 0.333 0.333
5. 10 1.016 30 120 0.167 0.167
6. 10 1.016 30 120 0.138 0.195
7. 10 1.016 30 25 0.138 0.195

Reaktor je uronjen u termostatiranu kupelj na IKA RCT basic IKAMAG Safety Control

magnetnoj mijesalici (Sigma-Aldrich Handels Gmbh, Wien, Austrija) kod eksperimenata koji

su bili provedeni pri poviSenim temperaturama (120 °C). Dodatno, za regulaciju tlaka koristen

je podesivi regulator tlaka (BPR) i to kontinuiranim pode$avanjem njegovog polozaja tako da

je ulazni tlak ostao na Zeljenoj zadanoj vrijednosti (4 bara). Reakcijska smjesa je sakupljena u

bocice na izlazu iz reaktora i karakterizirana UHPLC s DAD detektorom pri valnoj duljini 227

nm.

Vapourtec
HPLC pu rnp

m1_t
II

2mL

Vapourtec
HPLC purnp

) (0

—— -

10 mlL
(TR

R4
A CHO
+ WCHZP*PhSBr
Ry s

WCHO :
s

B : NaOEvEtOH

or
H3COOCH2P+Ph3Br'

E BPFR (
()

\.Pl

Collection
valve

Slika 16. Milireaktorski sustav za Wittigovu reakciju pri sintezi derivata 1-4.
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U drugom mili reaktorskom sustavu (Slika 17) spoj trans-1 (0,49 mmol) otopljen je u 10 mL
CHCI> (c = 0,0494 mol/L) (otopina A). Nadalje, 1 molarni ekvivalent m-CPBA otopljen je u
10 mL CHCl; (otopina B). Otopine su pumpane s dvije HPLC pumpe (Vapourtec, UK) u
ohladenu (0-5 °C) petlju od 2 mL napravljenu od PFA cijevi (1/16”, LD.= 1,016 mm) s ulazom
u obliku Y-miksera, a zatim dalje upumpane u PFA reaktor (1/16”, L.LD. = 1,016 mm) s
unutarnjim volumenom od 10 mL. Ispitano je vrijeme zadrzavanja od 2,5 h i 30 minuta i
analogno su se mijenjale brzine protoka dok je omjer volumnog protoka odrzavan konstantnim
na 1:1 za otopine A i B. Dva eksperimenta su izvedena na 25 °C, a jedan na 60° C u
termostatiranoj uljnoj kupelji. Za regulaciju tlaka (4 bara) koriSten je regulator tlaka (BPR).
Reakcijska smjesa na izlazu iz reaktora sakupljena je u viale i karakterizirana UHPLC-om s

DAD detektorom na valnoj duljini 227 nm.

Vapourtec Vapourtec
HPLC pump HPLC pump f=———— (== =1a
I,(\ E, | & , r_'.ll/ l L I 2ml I I 1omk |
(B! 3 P o
Win | la niilel ! P !
W | — I I\ E BPR
2ml aml | P Lk -t ) Collection
| pl valve
|
-
1 0°C _!
A / \ OH
TS =z

trans-1
B : m-cpBA/dichloromethane

Slika 17. Milireaktorski sustav za funkcionalizaciju analoga trans-1 s m-CPBA.

3.3.2. Eksperimenti s mikroreaktorom

Kako bi se utvrdilo jesu li mikroreaktori prikladni za sintezu novih heterociklickih analoga
rezveratrola, pokusi su izvedeni u razli¢itim mikroreaktorima (Tablica 4, Slika 18). Svi
eksperimenti su provedeni u politetrafluoroetilenskom (PTFE) mikroreaktoru opremljenom s
dva ulaza u obliku slova “T” na 25°C. Za dovod otopine koriStene su dvije pumpe sa
Strcaljkama (PHD 4400 Syringe Pump Series, Harvard Apparatus, SAD) opremljene
visokotlacnim $trcaljkama od nehrdaju¢eg celika (8 mL, Harvard Apparatus, SAD). Jedna
pumpa sa Strcaljkom koristena je za dovod otopine A i jedna za dovod otopine B koje su
pripremljene prema tablici 2. Ukupne brzine protoka ispitane u ovom istrazivanju bile su u

rasponu od q = 11,78-235,5 pL/min s volumnim omjerom protoka otopina A i B 1:1.
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Tablica 4. Dimenzije mikroreaktorskih sustava koristenih u eksperimentima sinteze analoga

resveratrola.

Dimenzije sistem 1 sistem 2 sistem 3
promjer (D, mm) 0.25 0.5 1
radijus (r, mm) 0.125 0.25 0.5
duljina (L, mm) 1200 300 75
volumen (V, uL) 58.875 58.875 58.875

Reakcijska smjesa na izlazu reaktora je sakupljena u viale postavljene na ledu i karakterizirana
UHPLC-om sa DAD detektorom pri 227 nm.

Ry
CHO @—cn—t;P‘PmBr
R or
2
HJCO‘G—CHZP*PHGBF

@*CHO

| E’ |
i‘ Microreactor
- 14 Rz
- L B M Sample
vial placed
on ice

NaOEt/EtOH

Ry
=

BN
, 7,3
' W

Slika 18. Mikroreaktorski sustav za Wittigovu reakciju pri sintezi derivata 1-4.
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3.4. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST NOVIH HIBRIDA
REZVERATROLA

Antioksidacijska aktivnost ispitivanih spojeva je mjerena u smislu doniranja vodika ili
sposobnosti hvatanja radikala, koriStenjem stabilnog radikala, 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazila
(DPPH)?, 50 pL razli¢itih koncentracija ispitivanih otopina stavljeno je u kivetu i dodano 1
mL etanolne otopine DPPH, a konacna koncentracija DPPH odrzavana je konstantnom
(c =8 - 10-4 mol/L). Smjesa je inkubirana 30 minuta na 25 °C. Apsorbancija je izmjerena na
517 nm (UV-1800 UV/Vis spektrofotometar, Shimadzu, Japan). Sva odredivanja provedena su
u tri primjerka. Koncentracije ispitivanih spojeva izraZzene su kao konacne koncentracije.

Inhibicija DPPH izrazena u postocima izracunata je prema jednadzbi (1):

Aco) —Acw

Inhibicija (%) = 1
c(0)

100 1)

gdje je Aco) apsorbancija kontrole pri t = 0 min, a Aag) apsorbancija antioksidansa pri t = 30
min. Inhibicije su prikazane kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Podaci su koriSteni
za izraCunavanje ICsp vrijednosti koriste¢i nelinearni fit vrijednosti koncentracije spoja vs

postotak inhibicije.

3.5. SPEKTROSKOPSKE METODE ZA PRACENJE
REAKCIJA

'H NMR spektri produkata iz $arznih reakcija su snimljeni na Bruker Avance spektrometru
(Coventry, United Kingdom) pri 600 MHz i 300 MHz s CDCIlz kao otapalom i
tetrametilsilanom kao referentnim standardom. Kolonske kromatografije produkata su
provedene na silica-gelu (Fluka 60 A, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Switzerland). Silika-gel
60 F2s4 (Kiselgel 60, 0.2 mm, 20 x 20 cm, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) plo¢ice
su koristene za tankoslojnu kromatografiju (TLC). Organski slojevi su suseni iznad bezvodnog
magnezijevog sulfata (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD). Produkti i iz Sarznih i iz
protoc¢nih reakcija su analizirani UHPLC-om (1290 Infinity 11, Agilent Technologies, USA) na
Waters Acquity BEH C18 koloni (150 x 3 mm, 1.7 um). Mobilna faza sastojala se od otopine
A (0.77 g amonij acetata u 2 L H20, pH = 5.0) i otopine B (Acetonitril) sa gradijentnim
eluiranjem: od 20 do 50% B prvih 7 min, 50% B je odrzavano 4 min i onda 50 do 80% B 1
min, od 80 do 90% B 2 min, 90% B odrzavano 1 min, zatim je 90% zamijenjeno za 20%

slijedece 3 min. Protok je iznosio 0.4 mL/min, temperatura kolone je iznosila 40 °C a UV
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detekcija je provodena pri 227 nm. Dodatno su strukture produkata potvrdene UPLC-om s MS
detektorom opremljenim ESI izvorom (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA).
UV spektri su snimani UV/Vis spektrometrom (Varian Cary 50 UV/Vis, Lexington,
Massachusetts, USA).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. SINTEZA HETEROCIKLICKIH ANALOGA REZVERAT-
ROLA U SARZNOM REAKTORU

Derivati rezveratrola 1-4 pripremljeni su Wittigovom reakcijom iz fosfonijevih bromida i
odgovarajucih aldehida kao smjese geometrijskih izomera, trans- i cis- (osim kod spoja 2, gdje
je dobiven samo trans-izomer). Smjese geometrijskih izomera 1-4 su razdvojene kolonskom
kromatografijom kako bi se dobili &isti spojevi. Prema H NMR spektroskopiji, supstituent na
aromatskom prstenu usmjerava omjer geometrijskih izomera u Wittigovoj reakciji (Shema 1).
Svi eksperimenti provedeni u Sarzi u pocetku su se izvodili pri 25 °C, ali je primije¢eno da je
prinos dihidroksi derivata 2 iznosio samo 5 % pri 25 °C nakon 72 sata reakcije, stoga je ova
reakcija ponovljena pri vi$oj temperaturi, odnosno pri 90 °C. PoviSenjem temperature, prinos
se povecao na 34%. lako je prinos neSto manji u usporedbi sa ostalim provedenim reakcijama
za analoge 1, 3 i 4, primijeceno je da se u ovoj reakciji formira samo trans-izomer §to zapravo
ovu reakciju ¢ini vrlo povoljnom. Provodenjem reakcije za analog 1 s hidroksi-supstituentom
prevladavao je trans-izomer (omjer trans/cis = 22.5:1) pri temperaturi 25°C. Prema rezultatima
dobivenim za analog 1, reakcija je ponovljena pri 90 °C kako bi se dobila jo$ ¢is¢a smjesa, no
nazalost podizanjem temperature reakcije omjer trans/cis se pomice u korist cis izomera (1:3.2)

.....

(shema 1); za derivat 3 omjer trans/cis je iznosio 1:1 a za derivat 4 1.3:1.

Usporedujuci postignute konverzije u provedenim reakcijama, najvisa konverzija od 71% (t =
72 h) je dobivena pri pripravi derivata 1, dok je najniza konverzija (30%, t = 72 h) postignuta
pri pripravi derivata 4 kao posljedica prirode ilida kao intermedijera. Svi izolirani izomeri
spojeva 1-4 su spektroskopski karakterizirani. U *H NMR spektru izoliranih geometrijskih
izomera 1-4 (slika 21) vide se pikovi koji odgovaraju etilenskim protonima izmedu 6.4 i 7.0
ppm (cis izomeri) i izmedu 7,0 1 7,3 ppm (trans izomeri) s karakteristi¢cnim konstantama sprege,
signalima za protone na tiofenskom dijelu u aromatskom podrucju i singletima hidroksi- i

metoksi-protona.

Kako bismo istrazili fotokemijsku stabilnost analoga resveratrola 1-4, proveli smo
osvjetljavanje u polarnom otapalu CH3CN, a tijek reakcije je pracen UV-Vis spektroskopijom
(slike 191 20, prilog). Nakon zracenja Cis-1 uoceni su hiperkromni i batokromni pomaci (slika

19), u skladu s formiranjem trans-izomera. Ekscitacija trans-1 i trans-2 (Slike 19 i 20) dovela
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je do hipokromnih i hipsokromnih (samo u slu¢aju trans-1) promjena zbog stvaranja

odgovarajuceg cis-izomera.

T T T T = T
400 250 300 350 400

T T T
250 300 350

Slika 19. Spektralne promjene nastale tijekom osvjetljavanja cis-1 analoga rezveratrola
(lijevo) u CH3CN nakon 0 (crveno), 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 1 2048 s; ((Air =
313 nm, I =1 cm) i trans-1 (desno) u CH3CN nakon 0 (crveno), 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256,

512, 1024 i 2048 s (4ir = 313 nm, | =1 cm).

Metoksi-derivati 3 i 4 pokazuju sli¢ne trendove kao i derivat 1 (vidi prilog). Dulje
osvjetljavanje derivata 1-4 na 313 nm rezultiralo je gubitkom izozbestickih tocaka uslijed
sekundarnih procesa, vjerojatno nastajanja fotoprodukta elektrociklizacije. UV-Vis spektri cis-
i trans-izomera 1-4 u CH3CN tipiéni su za diarileten*"*2 s jakom apsorpcijom s maksimumom
na oko 340 nm, za trans-izomere, i manje intenzivnom i hipsokromno pomaknute trake za cis-

izomere.

4x10" -

< —— cis-1 -
g ——cis-3 g
< —— Ccis-4 . 4
5 3x10" 1
g 2x10° —6 g
£ g
N - N
© — © 2x10*
1x10" 4 \ AT
S ~
\\ 1x10"
o -
0 T T — — 0 T T 1
250 300 350 400 250 300 350 400
Alnm Al nm

Slika 20. UV/Vis spektar cis-1-3 i 6 (lijevo) i od trans-1-4 i 5 (desno) u CHsCN.
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Za dobivanje funkcionaliziranih hidroksi-derivata rezveratrola 5 i 6 (Shema 2, Tablica 2),

provedena je reakcija s trans-1 i m-CPBA u 2 mL diklormetana. U toplinskoj reakciji trans-1

koriStenjem m-CPBA (Shema 2) smatra se da hidroksi-derivati 5 i 6 nastaju pregradnjom

epoksidnog meduprodukta Koji nastaje prvenstveno iz trans-1*%. Stoga objasnjavamo stvaranje

derivata 5 iz reakcije cijepanja intermedijarnog epoksida i daljnju oksigenaciju do 6.

LI | - | 8@

cis-1

OH
%
b) n trans-1 S /

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
PPM 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2

Slika 21. *H NMR spektar (CDCls) cis-1 (a), trans-1 (b), 5 (c) i 6 (d).

/7 OH &
s = ] /T OH OH
ans-1 s =<l
5
‘ S
5
m OH
A

5.0

Slika 22. Retencije produkata trans- i cis-1 i spoja 5 dobivene HPLC analizom.

4.8

Ova dva nova spoja 5 i 6 izolirana su i potvrdena spektroskopskim metodama (Slike 211 22 i

prilog). Polozaj druge (uvedene) hidroksi-skupine odreden je 2D NMR spektroskopijom.

Zanimljivo je da je derivat rezveratrola 5 najstabilniji pri izlaganju UV zracenju u usporedbi s

37



1-4 (vidi prilog). Takoder, nije iznenadujuc¢e da UV spektri 5 i 6 pokazuju maksimume valne

duljine i koeficijente apsorpcije mnogo nize od bolje konjugiranih struktura 1-4 (Slika 20).

Tablica 5. Nomenklatura i strukture sintetiziranih spojeva 1-6.

Spoj Skraéenica Struktura
(2)-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)fenol cis-1 S//
— OH
OH
(E)-2-(2-(thiofen-2-il)vinil)fenol trans-1 o~
S /
(E)-4-(2-(thiofen-2-il)vinil)benzen-1,3- Ho o
. trans-2 o~
diol S/
OCHjy
(2)-2-(2,4-dimetoksistiril)tiofen cis-3 @
S/ _ OCH,
HsCO OCHs
(E)-2-(2,4-dimetoksistiril)thiofen trans-3 A
S/
OCHj
(2)-2-(4-metoksistiril)tiofen cis-4 S/ p
HsCO
(E)-2-(4-metoksistiril)tiofen trans-4 A
S/
HO
(2)-2-(1-hidroksi-2-(tiofen-2-il)vi- . HO
nil)fenol =
S
HO
HO
2-(1-hidroxi-2-(tiofen-2-il)ethil)fenol 6 B
S

38



4.2. SINTEZA HETEROCIKLICKIH ANALOGA REZVERA-
TROLA U MILI- I MIKRO REAKTORIMA

Kao $to je ve¢ spomenuto u uvodu, prijenos procesa iz Sarznog u proto¢ni reaktor, a posebice
u mili- i mikro-proto¢ne sustave otvara nove mogucénosti sinteze. Prednosti kao $to su kratko
vrijeme reakcije, viSa produktivnost, bolja kontrola procesa i moguénost izbjegavanja
formiranja neZeljenih nusprodukata'*** ¢ine mili- i mikroreaktore tako zanimljivima. Stoga je
sljedeci korak ovoga rada bio istraziti mili- i mikro- proto¢ne sustave kako bi vidjeli mogu li
proto¢ni sustavi poboljsati produktivnost (pumol/min) Wittigove reakcije i reakciju
funkcionalizacije dobivenog produkta Wittigove reakcije trans-1. Sveukupno su dva mili-
(slike 16 i1 17) i tri mikro- (slika 18 i tablica 4) reaktora proucavana te su dobiveni rezultati,
bazirani na prinosu, konverziji, produktivnosti i trans/cis omjeru, usporedivani sa rezultatima
dobivenim u Sarznim reakcijama. Takoder su i razli€iti procesni uvjeti (temperatura, protoci,
vrijeme zadrzavanja i ekvivalenti) mijenjani kako bi se istrazio njihov utjecaj na djelotvornost

procesa.

Rezultati prikupljeni iz reakcija provedenih u milireaktoru su prikazani u Tablici 6. Moze se
vidjeti da je reakcija znacajno brza u milireaktoru. Pri vremenu zadrzavanja od samo 0.5 h
dobiveni su visi prinosi 1 produktivnost u usporedbi sa Sarznim reaktorom. Dobiveni rezultati
jasno ukazuju na prednosti boljeg prijenosa mase u umanjenim protocnim reaktorima u

usporedbi sa Sarznim reaktorima.
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Tablica 6. Reuzltati mili- i mikroreaktora u usporedbi sa §arznom sintezom.

) . Produktivnost,
c? Vrijeme, h Prinos, %° Konverzija, % trans-/cis omjerd )
pmol/mL min

Sarza | Mili | Mikro | Sarza | Mili | Mikro | Sarza | Mili | Mikro | Sarza | Mili | Mikro | Sarza Mili Mikro

1 72 0.5 0.5 71 70 65 93 77 71 2251 | 6.4:1 | 11.7:1 | 0.017 | 0.530 | 1.695

. samo
2 72 - - 34 - - 52 - - - - 0.002 - -
trans-

3 24 0.5 0.5 58 65 50 91 87 66 1:1 1:1.4 | 1:0.7 | 0.032 | 0.922 | 1.017

4 24 0.5 0.5 30 75 75 100 | 100 100 131 | 171 | 16:1 | 0103 | 2090 | 1.864

S5 25 0.5 - 22 35 - 45 53¢ - - 0.368 0.437 -
1:1f 3:1f
6 25 0.5 - 21 10 - 40 17¢ - - 0.327 0.140 -

Reakcijski uvjeti: za produkte Wittigove reakcije 1-4 prikazani podaci su pri sobnoj temperaturi; roj spoja; Pizolirani prinos kod $arzne reakcije smjese Cis- i
trans-izomera, ‘temperatura reakcije 60 °C, %rans/cis omjer dobiven NMR i UHPLC analizama; ®rezultati konverzije i produktivnosti u proto¢nim sustavima
ne mogu biti ocitani radi preklapanja signala produkta 2 i trifenilfosfin-oksida na UHPLC-u. Za spoj 2 bi trebalo razviti novu metodu za potencijalna buduca

istrazivanja. fomjer spojeva 5/6 u reakciji s m-CPBA;
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Takoder je utvrdeno da se promjenom temperature moze kontrolirati omjer trans- i cis-izomera,
sli¢no kao pri sintezi analoga 1 u Sarznom reaktoru. Kada je reakcija dobivanja produkta
Wittiga 1 provedena u milireaktoru pri 25°C, omjer trans/cis izomera je bio 6.4:1, pri vremenu
zadrZzavanja 0.5 h. Omjer trans i cis izomera se povisio poviSenjem temperature. PoviSenjem
temperature omjer se povisio u korist cis-izomera te pri 90°C iznosi 1:6.2, a pri 120°C iznosi
1:5.3.

Omijes trans/cis analoga kod produkta 4 takoder moze biti kontroliran temperaturom, ali za
razliku od produkta 1, udio trans-izomera raste u ovoj reakciji poviSenjem temperature. Pri
vremenu zadrzavanja 15 min i temperaturi 25°C trans/cis omjer je iznosio 1.7:1, dok se pri
istom vremenu zadrzavanja ali povisenoj temperaturi od 120°C omjer trans/cis povisio na 3.6:1

u korist trans-izomera.

Suprotno od derivata 1 i 4, u reakciji sa derivatom 3 cis-oblik je predominantan i pri nizoj i pri
viSoj temperaturi, te je utvrdeno da poviSenjem temperature sa 25°C na 120°C, trans/cis omjer
ostaje isti, 1:1.5 (z = 0.5 min).

Takoder je u svim sluCajevima promatran utjecaj vremena zadrzavanja pri konstantnoj
temperaturi na trans/cis omjer. Utvrdeno je da je omjer trans/cis ostao isti neovisno o promjeni
vremena zadrZavanja. Rezultati ukazuju na to da nize temperature, primjerice 25°C,
favoriziraju formiranje trans-izomera, dok pri vi§im temperaturama nastaje vise Cis-izomera za
derivate 1. Poznato je da je trans-oblik stabilniji te da se upravo taj oblik povezuje sa biolo§kim
svojstvima i zdravstvenim dobrobitima, stoga visoke temperature nisu detaljnije istrazivane za
ovaj derivat u ovom radu. Suprotno tome, kod derivata 4 je pri vi$oj temperaturi nastalo vie
trans-4 derivata u usporedbi sa cis-4. Medutim, uzimajuci u obzir koli¢inu energije potrebnu
za grijanje reaktora na 120 °C i dobiveni omjer, ipak su bolji izbor reakcije pri nizim
temperaturama (T = 25°C). Kod derivata 3, preferirana temperatura bi bila 25 °C buduéi da

temperatura ne utjece na trans/cis omjer.

Kao $to je ranije spomenuto, jo$ jedna prednost mili- i mikrosustava je lak$a kontrola procesa,
Sto znaci da je moguce lako mijenjanje protoka u milicijevima radi proucavanja ucinkovitosti
procesa. Testirani su razli¢iti omjeri protoka otopina A i B (podaci nisu prikazani). Dobiveni
rezultati ukazuju da su najvisi trans/cis omjer, prinos, konverzija i produktivnost dobiveni pri
omjeru protoka 1:1. Jo$ jedna prednost ovog omjera je Cinjenica da je pod ovim uvjetima

formiran usporedan 1 stabilan protok, sa medufaznim podrucjem to€no u sredini reaktora. To
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omogucuje odvajanje faza na kraju milicijevi, Sto bi moglo biti prvi korak u razvoju

integriranog sustava za kontinuiranu sintezu, funkcionalizaciju i odvajanje.

Funkcionalizacija analoga rezveratrola trans-1 je provedena oksidacijom sa m-CPBA u
milireaktoru (tablica 5), te je primije¢ena bolja u¢inkovitost procesa u milireaktoru u usporedbi
sa Sraznim reaktorom. Provedena su dva eksperimenta pri dvije razlicite temperature, 25°C i
60°C. Budu¢i da je spoj 5 vise povoljniji kao pravi analog rezveratrola, glavni cilj bio je
pokusati pomaknuti reakciju u proizvodnji tog spoja. Kao Sto se moze vidjeti (slika 1 i tablica
5), kada je reakcija provedena u Sarznom reaktoru, dobiven je isti prinos za5i 6 (22% za 5 i
6). Prebacivanjem reakcije u milireaktor i povecanjem temperature na 60°C dobivena je 3 puta

veca koli¢ina spoja 5.

Nakon §to su reakcije provedene u milireaktoru, veli¢ina kanala je dodatno smanjena na
mikroveli¢inu. Ispitana su tri mikroreaktora s tri razli¢ita promjera kanala (0,25, 0,5 1 1 mm) te
su dobiveni rezultati usporedeni s onima dobivenima u $arznom i milireaktoru. Kada je reakcija
provedena pri istom vremenu zadrzavanja kao u milireaktoru (z = 0,5 min), dobiveni su sli¢ni
rezultati u sve tri veli¢ine kanala. Dobiveni rezultati pokazali su da je razina mijesanja fluida i
prijenosa mase bila ista u mili- i mikroreaktorskom sustavu, $to znaci da su sve prednosti
mikroreaktora prisutne u mili-sustavu. To znaci da daljnje smanjenje veliine (ispod
milireaktora) nema dodatni pozitivan ucinak na izvedbu reakcije. Budu¢i da su rezultati bili
isti, sljede¢i korak, ispitivanje utjecaja vremena zadrzavanja na proizvodnju komponenti 1, 3 i
4 provedeno je samo na mikrokanalu s unutarnjim promjerom 1 mm. Reakcija za spoj 2 takoder
je izvedena u mikroreaktoru, no zbog niske topljivosti dobivenog produkta unato¢ vremenu
zadrZavanja uoceno je zacepljenje mikrokanala. Iz tog razloga tu reakciju nije bilo moguce
izvesti na skali manjeg promjera. Dobiveni rezultati prikazani su na slici 23 i tablici 6. Kao $to
je vidljivo, povecanjem vremena zadrzavanja raste prinos i konverzija, a maksimalne
vrijednosti (iste kao one dobivene u $arznom reaktoru) postizu se znatno brze nego u Sarznom

reaktoru.
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Slika 23. Usporedba A) produktivnosti, B) konverzije i C) prinosa za razli¢ito vrijeme

zadrzavanja u mikroreaktorskom sustavu 3 za @ spoj 1, o spoj 31 @ spoj 4

Takoder je utvrdeno da dimenzije mikrokanala ne utjeCu na omjer, tj. smanjenje promjera
mikrokanala ne utjee na trans-cis omjer. Dodatno je istraZzen utjecaj vremena zadrzavanja u
mikrokanalu promjera 1 mm na omjer trans- i cis-izomera (rezultati nisu prikazani) te je
utvrdeno da vrijeme zadrzavanja nema utjecaja na njihov medusobni omjer, tj. bez obzira na

vrijeme zadrZavanja, koli¢ina trans-1 bila je oko 14 puta veca u odnosu na Cis-1 Spoj.

Najznacajnija razlika izmedu mili- 1 mikroreaktora u odnosu na Sarzni reaktor uocena je pri
usporedbi produktivnosti. Kao $to se moze vidjeti u tablici 6, produktivnosti dobivene u mi-
lireaktoru 1 mikroreaktoru su gotovo iste, ali znatno vece u usporedbi sa Sarznim reaktorom,

Sto ih ¢ini boljim izborom za predloZzene reakcije.
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4.3. ANTIOKSIDATIVNO DJELOVANJE NOVIH ANALOGA
REZVERATROLA

Potencijal antioksidativnog djelovanja tiofenskih derivata rezveratrola 1-4 odreden je DPPH
metodom u suradnji sa SveuciliStem u Mostaru. DPPH test odabran je zbog njegove
jednostavnosti, valjanosti i topljivosti u organskim otapalima S§to ga ¢ini pogodnim za
hidrofilne 1 lipofilne antioksidanse. Ova se metoda temelji na redukciji stabilnog DPPHe
radikala u prisutnosti antioksidansa koji daje vodik zbog stvaranja neradikalskog oblika DPPH-
H u reakciji, Sto se moze lako pratiti spektrofotometrijski. Stoga se mjeri aktivnost uklanjanja
radikala ispitivanog spoja. Dobro je poznato da su fenolne skupine sposobne djelovati kao
Cistaci radikala buduc¢i da se radikal nastao nakon darivanja vodika DPPH mozZze stabilizirati
rezonancijom. Medu ispitivanim spojevima, oni s hidroksi-skupinom pokazali su u¢inkovitu
aktivnost uklanjanja radikala (Tablica 6, Slika 9). Polumaksimalna koncentracija uklanjanja
radikala DPPH (ICsp) izraCunata je za cis-1, trans-1 i trans-2. Derivat trans-1, s OH grupom
na orto-poziciji i trans-geometrijom stilbenskog dijela, pokazao se snaznim antioksidansom s
ICs0 vrijednoséu 158,8 umol/L. Za usporedbu, utvrdeno je da je ICso vrijednost za rezveratrol
77,9 umol/L* i 74,0 pmol/L*.

Tablica 7. Aktivnost uklanjanja radikala DPPH spojeva 1-4.

DPPH
Spoj
ICs0 (umol/L) | % Inhibicije*
cis-1 158.8 87.2+0.4 (800)
trans-1 782.1 75.2+1.5 (2600)
trans-2 26.8 94.4+1.5 (80)
cis-3 - 18.0+0.2 (50000)
trans-3 - 7.1+0.1 (50000)
Cis-4 - 19.8+2.4 (50000)
trans-4 - 9.6+0.4 (50000)

* Brojevi navedeni u zagradama predstavljaju maksimalne koncentracije testirane u umol/L.

Promjena konfiguracije na cis-1 rezultirala je smanjenjem antioksidativne aktivnosti, ali je i

dalje vrijednost IC50 postignuta u mikromolarnom rasponu (ICso 782,1 pmol/L). Isti
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konfiguracijski u¢inak takoder je uoden za cis- i trans-resveratrol*’-*° §to ukazuje da se odnos
strukture i aktivnosti mora uzeti u obzir pri odredivanju bioloSke aktivnosti. Uvodenje dodatne
OH skupine na poziciju 4 na fenilnoj skupini povecalo je antioksidativno djelovanje. Derivat
trans-2 pokazao je najbolju aktivnost uklanjanja s izvrsnom vrijednos¢u ICso 0d 26,8 pmol/L,
tri puta bolje od rezveratrola. U derivatu trans-2, obje OH skupine mogu biti ukljuene u
stabilizaciju rezonancije $to rezultira boljom aktivno$¢u uklanjanja radikala. Derivati S metoksi
skupinama (cis-3, trans-3, cis-4 i trans-4) nisu u stanju tako ucinkovito ukloniti radikal jer su

pokazali vrlo slabu inhibiciju ¢ak i pri visokim koncentracijama (milimolarni raspon).

100
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80 A Y,
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S 60 A
a
e
=
—E 40 A
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O T T T T T
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Slika 24. Aktivnost uklanjanja slobodnih radikala DPPH razlicitih koncentracija spojeva A)

cis-1 (20-800 umol/L), B) trans-1 (50-2600 umol/L) i C) trans-2 ( 2-80 umol/L).
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu kontinuirano se provodila sinteza novih heterociklickih analoga rezveratrola
Wittigovom reakcijom i reakcijama funkcionalizacije dobivenog Wittigovog produkta 1 u mili-
i mikroreaktorima. Pri prelasku iz Sarznog reaktora na mikro-skalu, uoceni su bolji rezultati
(brza reakcija, poveéana produktivnost i ¢istoca). S druge strane, usporedujuéi rezultate izmedu
mili- i mikroreaktora; postignute konverzije, produktivnosti, prinosi i omjeri produkata
prakticki su isti, Sto znaci da su sve prednosti mikroreaktora prisutne i u mili-sustavu.
Uzimajuéi u obzir i druge prednosti milireaktora, kao $to je Cinjenica da ih je jednostavnije i
jeftinije proizvesti od mikroreaktora, te da su manje osjetljivi na zacepljenje i nude mogucnost

vece proizvodnje produkta, bili bi najbolje proizvodno rjeSenje za Zeljene produkte.

Analizom dobivenih novih heterociklickih analoga rezveratrola utvrdeno je da oni s hidroksi-
skupinom/skupinama pokazuju ucinkovitu aktivnost uklanjanja radikala. Derivat trans-2
pokazao je najbolju aktivnost uklanjanja s izvrsnom vrijednosc¢u ICso od 26,8 umol/L, tri puta
boljom od rezveratrola te relativno visoku stabilnost prema fotoizomerizaciji u odgovarajuci

cis-izomer.
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7. PRILOZI

7.1. Proucavanje spektralnih promjena pod utjecajem UV zracenja

HO

T T T — 1
250 300 350 400
Alnm

Slika 1. Spektralne promjene tijekom osvjetljavanja analoga rezveratrola trans-2 u
CH3CN nakon 0 (crveno), 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 i 2048 s; (Air = 313 nm,
I =1 cm).

N HsCO

1.2 OCH3

T T T T =T
400 250 300 350 400

T T
300 350

Al nm

Slika 2. Spektralne promjene tijekom osvjetljavanja analoga rezveratrola cis-3 (lijevo) u
CH3CN nakon 0 (crveno), 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 i 2048 s; (Air = 313 nm,
| =1 cm) i trans-3 (desno) u CH3CN nakon 0 (crveno), 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512,
1024 i 2048 s; (Air =313 nm, | =1 cm).
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Slika 3. Spektralne promjene tijekom osvjetljavanja analoga rezveratrola cis-4 (lijevo) u
CH3CN nakon 0 (crveno), 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 i 2048 s; (Air =313 nm, | =1
cm) i trans-4 (desno) u CH3CN nakon 0 (crveno), 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 i
2048 s; (Air =313 nm, | =1 cm).

1
350

T T
250 300

Al nm

8.
Slika 4. Spektralne promjene tijekom osvjetljavanja analoga rezveratrola 5 u CH3CN
nakon 0 (crveno), 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024 i 2048 s; (lir =313 nm, | =1
cm).

7.2. Spektroskopski podaci sintetiziranih derivata rezveratrola 1-6

S \
= OH
\
NF
/
HO S
cis-1 trans-1

(2)-2-(2-(thiophen-2-yl)vinyl)phenol (cis-1): 34 mg (isolated 6 %), colorless oil; Rt
(PE/DCM = 50%) = 0.44; UV (CH3CN) Amax/nm (e/dmmol-cm™) 289 (26314); *H NMR
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(CDCls, 600 MHz) o/ppm: 7.28 (tdd, J =7.9, 1.7, 0.7 Hz, 1H), 7.20 (dt, J = 7.7, 1.2 Hz,
1H), 7.13 (dt, J=5.1, 0.9 Hz, 1H), 7.01 — 6.93 (m, 4H), 6.90 (dd, J = 5.1, 3.6 Hz, 1H), 6.43
(d, J = 11.6 Hz, 1H), 5.08 (s, 1H); 1*C NMR (CDCls, 150 MHz) s/ppm: 153.2 (s), 138.7
(s), 129.2 (s), 128.3 (d), 127.6 (d), 125.4 (d), 125.1 (d), 123.5 (d), 122.9 (d), 77.4 (d), 76.9
(d), 76.5 (d); MS (ESI) m/z (%, fragment): 202 (30), 105 (100).
(E)-2-(2-(thiophen-2-yl)vinyl)phenol (trans-1): 495 mg (isolated 82 %), white powder;
m.p. = 126-127 °C; Rt (PE/DCM = 50%) = 0.33; UV (CH3CN) Jmax/nm (e/dm3mol-cm™)
335 (27412); *H NMR (CDCl3, 600 MHz) s/ppm: 7.46 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.28 (dt,
J=16.1, 0.8 Hz, 1H), 7.20 — 7.16 (m, 2H), 7.15 — 7.10 (m, 1H), 7.07 (dt, J = 3.7, 0.9 Hz,
1H), 6.99 (dd, J =5.1, 3.5 Hz, 1H), 6.93 (dt, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H), 6.78 (dd, J = 8.1, 1.2 Hz,
1H), 4.97 (s, 1H); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz) 6/ppm: 152.9 (s), 143.3 (s), 128.6 (d), 127.6
(d), 127.2 (d), 126.0 (d), 124.4 (d), 124.3 (s), 123.3 (d), 122.7 (d), 121.2 (d), 115.9 (d);
MS (ESI) m/z (%, fragment): 202 (25), 105 (100).

HO OH

//

S/
trans-2

(E)-4-(2-(thiophen-2-yl)vinyl)benzene-1,3-diol (trans-2): 79 mg (isolated 51 %), white
powder; m.p. = 141-143 <C; R (PE/E = 50%) = 0.16; UV (CH3CN) Amax/nm (e/dm®mol
tem™); 343 (28311), 336 (28462); *H NMR (CDCls, 600 MHz) §/ppm: 7.33 —7.30 (m, 1H),
7.17 -7.12 (m, 2H), 7.05 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 7.03 (dt, J = 3.6, 1.0 Hz, 1H), 6.99 (dd, J =
5.1, 3.5 Hz, 1H), 6.42 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 5.02 (s, 1H), 4.78
(s, 1H); 3C NMR (CDCl3, 150 MHz) 6/ppm: 156.1 (), 154.1 (s), 143.5 (s), 128.4 (d), 127.5
(d), 125.4 (d), 123.9 (d), 122.5 (d), 121.6 (d), 117.5 (s), 108.6 (d), 103.2 (d); MS (ESI) m/z
(%, fragment): 241 (M* + Na, 10), 218 (5), 201 (100).

trans-3

(2)-2-(2,4-dimethoxystyryl)thiophene (cis-3): 58 mg (isolated 10 %), colorless oil; Rt
(PE) = 0.22; UV (CH3CN) Jmax/nm (e/dm®mol-cm™?) 317 (15058); *H NMR (CDCls, 600
MHz) 6/ppm: 7.30 (dd, J = 8.4, 0.9 Hz, 1H), 7.05 (dt, J = 5.2, 0.8 Hz, 1H), 6.97 (dt, J = 3.7,
0.9 Hz, 1H), 6.87 (dd, J =5.1, 3.6 Hz, 1H), 6.71 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 6.52 — 6.45 (m, 3H),
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3.84 (s, 3H), 3.79 (s, 3H); 3C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 160.9 (s), 158.3 (s), 140.3
(s), 130.9 (d), 127.9 (d), 126.2 (d), 125.1 (d), 124.4 (d), 123.1 (d), 118.61 (s), 104.3 (d),
98.6 (d), 55.5 (g), 55.4 (q); MS (ESI) m/z (%, fragment): 246 (100).
(E)-2-(2,4-dimethoxystyryl)thiophene (trans-3): 112 mg (isolated 35 %), m.p. = 90-93
°C; R (PE) = 0.22; UV (CH3CN) Amax/nm (e/dm®mol-tcm™) 347 (25493, sh), 333 (36811);
'H NMR (CDCls, 600 MHz) d/ppm: 7.43 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.17 (s, 2H), 7.13 (dd, J =
5.0,1.1 Hz, 1H), 7.01 (dd, J = 3.5, 1.2 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 5.1, 3.5 Hz, 1H), 6.50 (dd, J
= 8.5, 2.4 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.83 (s, 3H); 13C NMR (CDCls,
150 MHz) o/ppm: 160.5 (s), 158.1 (s), 144.1 (s), 127.5 (d), 127.4 (d), 124.9 (d), 123.5 (d),
123.3 (d), 120.4 (s), 119.1 (d), 104.9 (d), 98.5 (d), 55.5 (q), 55.4 (q); MS (ESI) m/z (%,
fragment): 246 (100).

cis-4 trans-4

(2)-2-(4-methoxystyryl)thiophene (cis-4): 132 mg (isolated 23 %), colorless oil; Rt (PE) =
0.59; UV (CH3CN) Amax/nm (e/dm®mol2tcm™) 297 (10983); 'H NMR (CDCls, 600 MH?z)
olppm: 7.28 (dd, J = 9.2, 7.2 Hz, 2H), 7.09 (dd, J = 5.2, 1.2 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 3.6 Hz, 1H),
6.88 (td, J =5.3, 2.8 Hz, 3H), 6.63 (d, J =11.9 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H);
13C NMR (CDCls, 150 MHz) ¢/ppm: 159.1 (s), 140.0 (s), 130.1 (d), 129.6 (s), 128.8 (d), 127.8
(d), 126.4 (d), 125.2 (d), 122.5 (d), 113.9 (d), 55.2 (q); MS (ESI) m/z (%, fragment): 216 (100).
(E)-2-(4-methoxystyryl)thiophene (trans-4): 324 mg (isolated 57 %), white powder; m.p. =
136-138 °C; Ry (PE) = 0.54; UV (CH3sCN) Amax/nm (e/dm®mol-*cm™) 336 (28625); *H NMR
(CDCls, 600 MHz) o/ppm: 7.35 — 7.31 (m, 2H), 7.08 (dt, J = 5.1, 0.9 Hz, 1H), 7.02 (dt, J =
16.1, 0.8 Hz, 1H), 6.95 (dt, J = 3.6, 1.0 Hz, 1H), 6.91 (dd, J = 5.1, 3.5 Hz, 1H), 6.83 —6.79 (m,
3H), 3.75 (s, 3H); °C NMR (CDCls, 150 MHz) 6/ppm: 159.3 (s), 143.3 (s), 129.8 (s), 127.9
(d), 127.5 (d), 125.4 (d), 123.7 (d), 119.8 (d), 114.2 (d), 114.1 (d), 55.33 (q); MS (ESI) m/z (%,
fragment): 216 (100).

HO HO
HO HO

1\ / | N\
S S
5 6
(2)-2-(1-hydroxy-2-(thiophen-2-yl)vinyl)phenol (5): 13 mg (isolated 22 %), white powder;

m.p. = 84-86 -C; R (DCM) = 0.96; UV (CH3CN) Amax/nm (e/dm®mol~*cm™) 317 (16308); H
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NMR (CDCls, 600 MHz) é/ppm: 7.54 (ddd, J=7.6, 1.5, 0.7 Hz, 1H), 7.51 - 7.46 (m, 2H), 7.33
(dd, J=5.0, 1.1 Hz, 1H), 7.30 — 7.19 (m, 2H), 7.10 (dd, J = 5.0, 3.6 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 0.9
Hz, 1H) 5.00 (s, 1H); *C NMR (CDCls, 150 MHz) §/ppm: 154.6 (s), 151.3 (s), 133.3 (s), 129.1
(s),125.8 (d), 124.6 (d), 124.3 (d), 123.1 (d), 120.8 (d), 111.1 (d), 101.1 (d), 29.7 (d); MS (ESI)
m/z (%, fragment): 241 (M* + Na, 5), 218 (15), 201 (100).
2-(1-hydroxy-2-(thiophen-2-yl)ethyl)phenol (6): 10 mg (isolated 21 %), rose oil; Rf (DCM)
= 0.48; UV (CH3CN) Amax/nm (e/dm3mol-cm™) 278 (16010); 'H NMR (CDCls, 600 MHz)
olppm: 7.28 —7.21 (m, 3H), 7.22 — 7.16 (m, 1H), 6.99 — 6.89 (m, 4H), 6.83 (dt, J = 3.5, 1.0 Hz,
1H), 5.89 (dd, J=5.2, 2.6 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 3.37 (d, J = 5.1 Hz, 1H); *C NMR
(CDCls, 150 MHz) é/ppm: 157.6 (s), 143.2 (s), 129.3 (d), 127.1 (d), 125.6 (d), 125.1 (d), 124.8
(d), 121.7 (d), 121.5 (s), 110.3 (d), 107.6 (d), 101.4 (s), 51.3 (d), 47.9 (t); MS (ESI) m/z (%,
fragment): 220 (25), 202 (100).

7.3. Kromatogrami novih spojeva 1-6

cis-1

Additional Info : Peak(s) manually integrated
DAD1 C, Sig=227 4 Ref=0ff (CWSERS\P..\20220302\20210421_LC 2022-03-02 09-13-43\006-D1B-D4-LR1_24-26.0)
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trans-1

Additional Info : Peak(s) manually integrated

DAD1 C, 5ig=227 4 Ref=off (C\USERS\P..\20220302120210421_LC 2022-03-02 09-13-43\005-D1B-D3-LR1_19-20.D)
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Additional Info : Peak(s) manually integrated
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Additional Info : Peak(s) manually integrated

DAD1 C, Sig=227 4 Ref=off (C\USERS\P._RL\20220302120210421_LC 2022-03-02 09-13-43\004-D1B-D2-LR4_cis 0)
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Additional Info : #eak(s) manually integ;éted

DAD1 C, Sig=227 4 Ref=off (CAUSERS\P..20310020210421_LC 2022-03-10 14-15-56\003-D1B-B5-LR4_4-5_17-20.0)
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trans-4

DADT C. Sig=227 4 Ref=off (CA\USERS\P__.0220401120210421 LC 20220401 0530 381002 DIF A2 TRANS pOCH3.D)
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