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Sinteza 4,6-dimetil-3-cijano-2-piridona katalizovana aminokiselinama

1ZVOD

U okviru rada prikazana je sinteza 4,6-dimetil-3-cijano-2-piridona katalizovana aminokiselinama. U
prvom delu izvrSena je optimizacija reakcije sinteze piridona varirajuc¢i poc¢etnu koncentraciju
glicina, molski odnos reaktanata (acetilacetona i cijanoacetamida) i reakciono vreme. U drugom
delu rada ispitan je uticaj strukture jo§ 18 aminokiselina na prinos 4,6-dimetil-3-cijano-2-piridona.
Najveci prinosi ostvareni su sa argininom (90%) i histidinom (85%) kao katalizatorima.

Kljuéne reci: kataliza, optimizacija, cijanoacetamid, acetilaceton, aminokiseline.

1. UvOD

Interesovanje za derivate 2-piridona poti¢e od
ucesSc¢a ovih struktura u velikom broju molekula koji
nalaze prakticnu primenu u razliCitim granama
industrije. Polaze¢i od derivata 2-piridona kao ku-
pluju¢e komponente sintetisane su razliCite serije
azo boja i pigmenata sa odlicnom sposobnos¢u bo-
jenja sintetickih vlakana [1,2]. Osim toga 2-piridon-
ski prsten predstavlja deo strukture i bioloSki aktiv-
nih jedinjenja pri ¢emu je jedan od derivata iden-
tifikovan kao inhibitor reverzne transkriptaze HIV-1
virusa [3], dok su derivati sa kardiotoni€énom i kardi-
ovaskularnom aktivno$¢u komercijalizovani kao le-
kovi Milrinone® i Amrinone® [4,5].

Zbog raznovrsnosti primene jedinjenja koja u
svojoj strukturi sadrze 2-piridinsko jezgro razvijen
je izvestan broj razli€itih sinteza. Kada je u pitanju
hemijska sinteza moze se naci nekoliko pristupa, a
mehanizmi se razvrstavaju prema veli¢ini fragme-
nata ugljenikovog niza od kojih sinteza pocinje [6].
Neki od njih podrazumevaju preuredivanje u sa-
mom piridinskom prstenu, a neki otvaranje 3-formil-
4-hidroksikumarin i 3-formil ili 3-cijano-4-okso-4H-
1-benzopiranskog prstena delovanjem enamina ili
malondiamida [7-12]. OpSta procedura, na osnovu
koje je sintetisan najveéi broj derivata, datira iz
1899. godine i poznata je kao Guarecshi-Thorpe-
ova sinteza.
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Ova sinteza predstavlja kondenzaciju 1,3-dikar-
bonilnih jedinjenja i cijanoacetamida u baznoj sre-
dini [13] i pripada tipu kondenzacije 3-2 (slika 1).

H,C, CH,
c=0 n.c” s HNCHRICOOH X CN
H,C + 7 —_— |
\C=O _Cs H,0, A

Slika 1. Sinteza 3-cijano-4,6-dimetil-2-piridona

Figure 1. Synthesis of 3-cyano-4,6-dimethyl-
2-pyridones

Mehanizam reakcije je kompleksan i opisuje se
Knevenagelovom (Knoevenagel), Mihaelovom (Mi-
chael) i Perkinovom (Perkin) kondenzacijom, pri
¢emu stepen enolizacije dikarbonilnog jedinjenja
povecava udeo Mihaelove adicije. Konvencionalni
nacin sinteze podrazumeva zagrevanje u prisustvu
katalizatora u organskim rastvaradima. U literaturi
je do sada ispitan uticaj razli¢itih katalizatora kao
Sto su sekundarni amini, alkalni hidroksidi, alkalni
karbonati i medufazni katalizatori. Pokazalo se da
slabije baze u kraéem vremenskom periodu ost-
varuju vece prinose proizvoda vece Cistoce. Kao
rastvaradi ispitani su etanol, voda i heksan, a kon-
denzacijom acetilacetona sa cijanoacetamidom u
prisustvu kalijum-karbonata u klju¢alom etanolu
dobija se 4,6-dimetil-3-cijano-2-piridon u prinosu od
87 %, a u heksanu u prisustvu natrijum-hidroksida
81,1% [14, 15]. Ispitana je i sinteza serije razli€itih
N-supstituisanih-4,6-dimetil-3-cijano-2-piridona pod
dejstvom mikrotalasnog zradenja [16, 17]. Varira-
njem dikarbonilnih jedinjenja Jain (Jain) i saradnici
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sintetisali su seriju 3-cijano-2-piridona pomocu t-
BuKO u DMSO u atmosferi kiseonika sa prinosom
od 65 do 90 % i Cistoce proizvoda >90% [18]. Ovaj
pristup su kasnije koristili Karls (Carles) i saradnici i
sintetisali 2-piridone za primenu u sintezi Nota-
poditina B [19]. Takode, efikasnu proceduru za sin-
tezu derivata 3-cijano-2-piridona razvili su i Pas-
kevi¢ (Pashkevich) i saradnici [20]. Pored hemijske
sinteze u literaturi je opisana i enzimska sinteza 3-
cijano-2-piridona ¢ime su prevazideni nedostaci po-
put produZenog zagrevanja na povisenim tempera-
turama, upotrebe jakih baza, neselektivnosti u slu-
Caju asimetricnih dikarbonilnih jedinjenja i nasta-
janja sporednih proizvoda. Kao enzim koris¢ena je
lipaza iz Candida rugosa, a dialkil- i aril-metil-sup-
stituisani 3-cijano-2-piridoni sintetisani su u vodenoj
sredini na temperaturi od 40 °C. Dobijeni su prinosi
piridona od 60 do 99,8 %, a ispitivanjem je po-
tvrdeno da se u slu€aju nesimetriénih 1,3-diketona
dobija isklju€ivo jedan izomer kod kojeg je volu-
minoznija alkil-grupa u polozaju 4 piridonovog prs-
tena [21-25]. Od znacaja je istac¢i enzimsku sintezu
4-etoksimetil-6-metil-3-cijano-2-piridona iz etoksi-
acetilacetona i cijanoacetamida. Ovo jedinjenje je
veoma znacajno u bioloSkim sistemima jer pred-
stavlja prekursor vitamina Bg [26].

Mogucnost enzimske sinteze derivata piridona
nametnula je postojanje mogucnosti katalizovanja
ovih rekacija aminokiselinama, kao osnovnim gra-
divnim jedinicama proteina. U tom cilju, u ovom ra-
du, izvrSeno je ispitivanje uticaja 19 aminokiselina
kao katalizatora na sintezu 4,6-disupstituisanih-3-
cijano-2-piridona u vodenoj sredini. U prvom delu
rada odredeni su optimalni uslovi sinteze 4,6-
dimetil-3-cijano-2-piridona, katalizovane glicinom
kao najjednostavnijom aminokiselinom. Dalje je, pri
utvrdenim optimalnim uslovima, ispitan uticaj struk-
ture preostalih 18 aminokiselina na reakciju.

2. EKSPERIMENTALNI DEO
2.1. Materijali

Hemikalije koje su koriS¢ene u radu nabavljene
su od razli€itih proizvodaca. Aminokiseline su,
kupljene od Riedel-de Haen AG-Seelze, Nemacka.
Cijanoacetamid i acetilaceton su nabavljeni od
Acros Organic, SAD.

2.2. OpSti postupak sinteze

U balon od 50 cm™ opremljen povratnim hlad-
njakom i magnetnom mesSalicom, sipa se 5 mmol
(0,51 ml) acetilacetona, 5 mmol (1,26 g) cijano-
acetamida, 5 ml vode i aminokiselina kao katali-
zator. SmesSa se zagreva na temperaturi refluksa
uz meSanje. Nakon zavrSene reakcije smeSa se
ohladi i nastali proizvod odvaiji filtracijom. Kristali se
isperu vodom (3x10 cm™) i su$e na vazduhu.

2.3. Metode

Temperatura topljenja kristala je odredena ka-
pilarnom metodom, aparatom marke Elektrother-
mal (0-400°C).

IR podaci su dobijeni snimanjem na aparatu
Bomem MB Series 100 u obliku KBr-diska.

UV podaci su dobijeni snimanjem rastvora piri-
dona koncentracije 10~ mol dm™ u etanolu pomo-
¢u aparata UV Shimadzu 1700.

'H NMR podaci su dobijeni na aparatu Bruker
AC 250 (250 MHz) na temperaturi 25 °C.

4,6-dimetil-3-cijano-2-piridon: IR vmax (cm™)
(KBr): 2219, 1659; tt (°C) 292-294 (lit. tt 293-294)
[27]; *H NMR (8/ppm) (CFsCOOD): 2.62 ( 3H, s,
CHs); 2.68 (3H, s, CHs), 6.80 (1H, s, 5H).UV Amax
(nm) (C,HsOH): 340

3. REZULTATI | DISKUSIJA

U prvom delu rada ispitan je uticaj razli€itih
parametara na reakciju sinteze 4,6-dimetil-3-cijano-
2-piridona katalizovanu aminokiselinama. U ovim
reakcijama koriS¢en je glicin kao najjednostavnija
aminokiselina. Kako se reakcije enzimske sinteze
piridona odigravaju na temperaturama nesto viSim
od sobne temperature, prvo je pokusSana sinteza
4,6-dimetil-3-cijano-2-piridona na sobnoj tempera-
turi. S obzirom da se pod ovim uslovima nije dobio
piridon, reakciona smeSa je zagrevana i tek na
temperaturi refluksa doSlo je do ciklizacije i formi-
ranja piridonskog prstena. U nastavku je ispitan
uticaj po€etne koncentracije glicina na prinos 4,6-
dimetil-3-cijano-2-piridona. Reakcija je vodena 2 h,
a ostvareni rezultati su prikazani na slici 2. Koris-
¢en je ekvimolarni odnos acetilacetona i cijano-
acetamida, a kao Sto se moze videti sa slike 2,
povecanjem pocetne koncentracije aminokiseline
raste i prinos piridona do 0,2 mmol cm™, da bi se
daljim povecéanjem prinos neSto smanjio. Ovakvo
ponaSanje sistema je verovatno posledica zasiée-
nja i nemoguénosti katalizatora da stupi u inter-
akciju sa cijanoacetamidom. Naime, prema litera-
turi prvi korak u reakciji ciklizacije je deproto-
novanje a-H atoma iz molekula cijanoacetamida od
strane baznog katalizatora [15]. Kako u strukturi
aminokiseline postoje dve grupe (dipol-jonska stru-
ktura aminokiselina) [28], amonijum i karboksilatna,
pod dejstvom bazne grupe (karboksilatne) (ili bo-
¢nog niza) doci ¢e do deprotonovanja i formiranja
anjona koji zatim vrSi nukleofilni napad na acetil-
aceton. Pri ve¢im koncentracijama glicina oteZana
je pravilna orijentacija molekula u rastvoru, a sa-
mim tim i deprotonovanje acetamida. Zbog toga je
u daljem radu radeno sa koncentracijom amino-
kiseline od 0,2 mmol cm™ kao optimalnom.
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Slika 2. Uticaj pocetne koncentracije glicina na
izolovani prinos piridona (Mas=5 mmol
Mca=5 mmol, Vyo4a=5 cm®, t=2 h)

Figure 2. Influence of initial glycine concentration
on isolated pyridone yield (Maa=5 mmol
Mca=5 mmol, Vi20=5 cm?, t=2 h)

U nastavku istrazivanja, varirana je pocetna
koncentracija cijanoacetamida, s obzirom da se, u
nekim drugim istrazivanjima, pokazalo da je povolj-
nije koristiti cijanoacetamid u visku [17,24]. Kon-
centracija cijanoacetamida varirana je u opsegu od
1 do 4 mmol cm™3, a ostvareni rezultati prikazani su
na slici 3. Takode, u ciju postizanja veceg prinosa
reakciono vreme je produzeno na 24h.
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Slika 3. Uticaj po¢etne koncentracije
cijanoacetamida na izolovani prinos piridona
(Mgy=1 mmol, Maa =5 mmol, V,,4,=5 cm3, t=24 h).

Figure 3. Influence of initial cyanoacetmide
concentration on isolated pyridone é/ield
(Mgiy=1 mmol,Maa=5 mmol, V;,0=5 cm”, t=24 h)

Sa slike 3 se moze uociti da prinos 4,6-dimetil-
3-cijano-2-piridona raste do 40 % uz povecanje
koncentracije cijanoacetamida do 3,0 mmol cm™ i
da zatim opada kao rezultat zasi¢enja sistema. Po-
vecanje prinosa je posledica povecanja brzine re-
akcije usled povec¢anog broja nastalih anjona de-
protonovanjem cijanoacetamida i nukleofilnog na-
pada anjona na acetilaceton. Tako je u enzimski
katalizovanoj reakciji uo€eno povecanje prinosa sa
6,6 na 23,3 % pri kori§¢enju cijanoacetamida u
visku [24]. Sli€no ponasanje sistema je uoceno i u
mikrotalsanoj sintezi arilazo piridonskih boja pri do-
bijanju piridonskog prstena gde su veéi prinosi za-
belezeni koris¢enjem cijanoacetamida u dva puta
veéem molskom odnosu u odnosu na acetilaceton
[17]. U nastavku rada cijanoacetamid je koris¢en u
koncentraciji od 3,0 mmol cm™, odnosno u tri puta
vecem molskom odnosu u odnosu na acetilaceton.

S obzirom da je u prethodnom ispitivanju reak-
ciono vreme povecano sa 2 h (slika 2) na 24 h
(slika 3) ispitan je i uticaj reakcionog vremena sa
optimizovanom koncentracijom aminokiseline i opti-
mizovanim molskim odnosom cijanoacetamida i
acetilacetona. Dobijeni rezultati prikazani su na slici
4. Moze se videti da prinos 4,6-dimetil-3-cijano-2-
piridona raste do 40 % sa produzenjem reakcionog
vremena, a da se zatim veoma malo menja. Zbog
toga je kao optimalno reakciono vreme izabrano
vreme od 24 h.
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Slika 4. Uticaj reakcionog vremena na prinos
piridona (Maa=5 mmol, Mca=15 mmol,
MGly=1 mmol, Vvoda=5 cm?).

Figure 4. Influence of reaction time on pyridone
yield (Maa=5 mmol, Mca=15 mmol, MGly=1 mmol,
VHZOZS CmS).

Posto je izvrSena optimizacija reakcionih uslo-
va sinteze 4,6-dimetil-3-cijano-2-piridona koristeci
glicin kao katalizator, izvrSena je sinteza piridona
koristeéi i druge aminokiseline, kako bi se video
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uticaj strukture upotrebljene aminokiseline na reak-
ciju. Upotrebljeno je 17 aminokiselina i dobijeni re-
zultati prikazani su na slici 5. U prvom delu rada
koriS¢en je glicin, aminokiselina koja se ubraja u
nepolarne aminokiseline. U nepolarne aminokiseli-
ne se ubrajaju i aminokiseline koje sadrze alifati¢ni
niz kao bo¢ni lanac. U ovom radu kori$c¢eni su ala-
nin, valin, leucin i izoleucin. Koriséen je, takode, i
fenilalanin koji spada u nepolarne aminokiseline sa
aromaticnim nizom. Od polarnih aminokiselina
koris¢ene su i one sa hidroksi grupom (serin i
treonin) kao i one sa sumporom u svojoj strukturi
(cistein i metionin). U toku preliminarnih istrazivanja
koriS¢éene su i kisele amino kiseline (asparaginska i
glutaminska), ali se od njih odustalo zbog male
rastvorljivosti i malog prinosa piridona. Kori§¢eni su
i njihovi amidi (asparagin i glutamin). Od baznih
amino kiselina, kori§¢eni su arginin i lizin (lizin u
obliku hidrohlorida). | na kraju, od amino kiselina sa
heterociklicnim prstenom u svojoj strukturi koriséeni
su histidin, prolin i hidroksiprolin.

Kao 5to se moze videti sa slike 5, nepolarne
aminokiseline sa alifatiénim bo¢nim nizom manje —
viSe se u reakciju ponasaju slicno. Naime, osim gli-
cina, sa kojim je ostvaren prinos od 40%, sa
ostalim aminokiselinama iz ove grupe prinosi su se
kretali oko 55%. Veci prinos kod ovih aminokiselina
moze se objasniti pozitivnim induktivnim efektom
alkil-grupe ¢ime se povecava teznja karboksilatnog
jona da deprotonuje molekul cijanoacetamida, s
jedne strane, dok se sa druge strane vidi i uticaj
sternih smenji usled povecanja voluminoznosti
prisutne alkil-grupe (u odnosu na alanin).

Upotrebom serina kao katalizatora, ostvareni
prinos je nedto manji nego kod alanina (53,8 u
odnosu na 59,1%) kao posledica hidroksi-grupe.
Naime, negativni induktivni efekat hidroksi grupe
(na p-C-atomu) smanjuje baznost karboksilatne
grupe i njenu mo¢ deprotonovanja. Prema tome,
ocCekivalo bi se da ¢e se prinos povecati koris-
¢enjem treonina kao katalizatora (duZzi alifati¢ni
niz). Medutim, ostvaren je neSto niZi prinos ve-
rovatno zbog poveéane voluminoznosti bo¢nog ni-
za. Jo§ maniji prinos ostvaren je kada je kao amino-
kiselina koris¢en fenilalanin. Kod ove aminokiseline
su povecane i sterne smetnje, a i smanjena je
baznost karboksilatne grupe, usled negativhog
induktivnog efekta fenilnog jezgra. Ovo svojstvo se
vidi i iz vrednosti za pKa fenilalanina (1,83) [29].

Kod aminokiselina sa sumporom u bo&nom ni-
zu ostvareni su znatno manji prinosi u odnosu na
do sada razmatrane aminokiseline. Naime, kod
ovih aminokiselina povecéana je kiselost, tj. smanje-
na baznost Sto se vidi iz vrednosti pKa za cistein i
metionin (1,71 i 2,28) [29]. Elektronegativnost
sumpora je manja od kiseonika (2,5 prema 3,5)
[28], &to olakSava izdvajanje protona pa samim tim

se i povecava kiselost aminokiseline. Povecani pri-
nos kod reakcije katalizovane metioninom je posle-
dica zamene vodonika metil-grupom na atomu
sumpora, smanjenja kiselosti, odnosno povecanja
baznosti aminokiseline.

Ve¢ je reCeno da je upotreba kiselih amino-
kiselina uticala na reakciju tako 3to je piridon do-
bijen u malom prinosu (oko 10%). Primenom ami-
nokiselina sa amidnom vezom u bo¢nom nizu, po-
vecan je prinos piridona na nivo koji je ostvaren
kod alifaticnih aminokiselina, usled zanemarljivog
uticaja amidne grupe na kiselost, odnosno baznost
aminokiselina.

Arginin i lizin su bazne aminokiseline, i ne ¢udi
Sto je sa argininom ostvaren prinos piridona od
skoro 90%. Kako je lizin koriS¢en u obliku hidro-
hlorida, smanjena je baznost aminokiseline i ostva-
ren je znatno maniji prinos. Visoki prinos (oko 85%)
ostvaren je i primenom histidina. Ova aminokiselina
sadrzi heterocikli¢ni prsten u bo&nom nizu (ostatak
imidazola), pri ¢emu se histidin moze smatrati i
baznom aminokiselinom [29].

Sto se tige preostale dve aminokiseline, prolina
i hidroksiprolina, radi se takode o aminokiselina sa
heterociklicnim prstenom u bo¢nom nizu. lako sa-
drze prsten, njihova baznost se ne razlikuje puno
od baznosti alifaticnih aminokiselina, pa su i ostva-
reni prinosi piridona sliéni.

80
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Prinos / %
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Gly Ala Val Leu Ile Ser Thr Phe Cys Met Asn Gln Arg Lys His Pro Hyp

Slika 5. Uticaj aminokiselina na izolovani prinos
piridona (MGly=1 mmol, Maa =5 mmol,Mca=15
mmol, Vvoda=5 cm3, t=24 h)-Lys u obliku Lys HCI.

Figure 5. Influence of amino-acids on pyridone
yield (Mgy=1 mmol, Maa =5 mmol,Mcx=15 mmol,
Vh20=5 cm3, t=24 h)-Lys in a form Lys HCI.

4, ZAKLJUCAK

U prvom delu rada izvrSena je optimizacija re-
akcije sinteze 4,6-dimetil-3-cijano-2-piridona kata-
lizovane aminokiselinama. U ovim reakcijama kori-
S¢en je glicin kao najjednostavnija aminokiselina.
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Utvrdeno je da je potrebno zagrevati reakcionu
smesu kao i da je optimalna koncentracija amino-
kiseline 0,2 mmol cm™. Takode je utvrdeno da je
optimalna koncentracija cijanoacetamida 3,0 mmol

cm-

% (molski odnos cijanoacetamid:acetilaceton je

3:1) i reakciono vreme 24 h. Koriste¢i optimalne
reakcione uslove, ispitan je uticaj 19 aminokiselina
na prinos piridona. Utvrdeno je da se najvedi prino-
si ostvareni sa argininom (skoro 90%) i histidinom
(oko 85%). Sa vecinom ostalih kiselina ostvaren je
prinos od 50-60%.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF 4,6-DIMETHYL-3-CYANO-2-PYRIDONE CATALYSED
BY AMINO ACIDS

In this work the synthesis of 4,6-dimethyl-3-cyano-2-pyridone catalyzed by amino acids was
studied. In the first part of the work, the optimization was carried out by varying the initial
concentration of glycine, the molar ratio of the reactants (acetylacetone and cyanoacetamide) and
the reaction time. It has been found that it is necessary to heat the reaction mixture and that the
optimum concentration of the amino acid is 0.2 mmol cm™. It was also found that the optimal
concentration of cyanoacetamide is 3.0 mmol cm™ (molar ratio cyanoacetamide: acetyl acetone =
3:1), and that the reaction time is 24 h.

In the second part of the work, the influence of the structure of 19amino acids on the yield of 4,6-
dimethyl-3-cyano-2-pyridone was investigated, using the optimal reaction conditions. It was found
that the highest yield was achieved with arginine (almost 90%) and than with histidine (about
85%). With the most of other amino acid the yield was 50-60%.

Keywords: catalysis, optimization, cyanoacetamide, acetylacetone, amino acids.
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