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SAZETAK

Ciklodekstrini su spojevi koji mogu vezati lipofilne molekule lijeka ili lipofilni
dio molekule lijeka u svoju centralnu Supljinu te na taj nacdin stvoriti
inkluzijske komplekse topljive u vodi Sto predstavlja oslonac za pripravu

novih formulacija i njihovu farmaceutsku primjenu.

U ovom radu opisana je sinteza i karakterizacija inkluzijskog kompleksa -
ciklodekstrina s lipofilnim bioloski aktivnim derivatom ferocena i jod-uracila
(5-jod-N-1,N-3-di{4-[1-(1-ferocenilmetil)-1,2,3-triazol-4-il]metil }-

pirimidin-2,4-dion, L1) s dokazanim protutumorskim djelovanjem.

Mehanokemijskom sintezom u kugli€¢nom mlinu dobiveni su kompleksi a- i
B-ciklodekstrina s ferocenskom kiselinom kao modelni spojevi te ciljani
inkluzijski kompleks spoja L1 i B-ciklodekstrina. Pomocu rezultata UV-Vis
spektrofotometrijske titracije odredena je konstanta stabilnosti inkluzijskog
kompleksa u vodi. Za analize kompleksa spojeva nastalih
mehanokemijskim reakcijama koriStene su termogravimetrijska (TGA)
analiza i NMR spektroskopija. Rezultati istrazivanja pokazuju kako
navedenim postupcima dolazi do stvaranja inkluzijskog kompleksa -
ciklodekstrina i modelnog spoja ferocenske kiseline u vodenoj otopini i
mehanokemijski do stvaranja kompleksa B-ciklodekstrina i spoja L1 Sto je

dokazano TGA analizom i NMR spektroskopijom.

KLJUCNE RIJECI: ciklodekstrini, ferocenska kiselina, inkluzijski kompleks,

mehanokemijska sinteza, protutumorsko djelovanje



SUMMARY

Cyclodextrins are compounds that can bind lipophilic drug molecules or a
lipophilic part of a drug molecule into their central cavity, and thus form
water-soluble inclusion complexes, which is the basis for the preparation of

new formulations and their pharmaceutical application.

This paper describes the synthesis and characterization of the inclusion
complex of B-cyclodextrin with a lipophilic biologically active derivative of
ferrocene and iodouracil (5-iodo-N-1,N-3-di{4-[1-(1-ferrocenylmethyl)-
1,2,3-triazol-4-yllmethyl}-pyrimidine-2,4-dione, L1) with proven

antitumor activity.

Mechanochemical synthesis in a ball mill yielded complexes of a- and B-
cyclodextrin with ferrocenic acid as model compounds, and a target
inclusion complex of compound L1 and pB-cyclodextrin. The stability
constant of the inclusion complex in water was determined by the results
of UV-Vis spectrophotometric titration. Thermogravimetric (TGA) analysis
and NMR spectroscopy were used to analyze complexes of compounds
formed by mechanochemical reactions. The research results show that
these methods lead to the formation of an inclusion complex of [-
cyclodextrin and a model compound of ferrocenic acid in aqueous solution,
and mechanochemically to the formation of a complex of B-cyclodextrin and

L1 compound, which was proven by TGA analysis and NMR spectroscopy.

KEY WORDS: cyclodextrins, ferrocenic acid, inclusion complex,

mechanochemical synthesis, antitumor activity



POPIS SIMBOLA I KRATICA U OVOME RADU

aCD- a-ciklodekstrin

aCDFcCOOH- kompleks a-ciklodekstrina i ferocenske kiseline
BCD- B-ciklodekstrin

BCDFcCOOH- kompleks B-ciklodekstrina i ferocenske kiseline
Cp- ciklopentadienil

D20- deuterirana voda

DMSO- dimetilsulfoksid

DNA- deoksiribonukleinska kiselina (eng. Deoxyribonucleic acid)
FcCOOH- ferocenska kiselina

L1- 5-jod-N-1,N-3-di{4-[1-(1-ferocenilmetil)-1,2,3-triazol-4-il]Jmetil }-
pirimidin-2,4-dion

NMR- nuklearna magnetska rezonancija
RNA- ribonukleinska kiselina (eng. Ribonucleic acid)
TGA- termogravimetrijska analiza (eng. Thermogravimetric analysis)

UV-Vis- ultraljubi¢asto-vidljiva spektrofotometrija (eng. Ultraviolet-visible

spectroscopy)
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1. UVOD

1.1. Supramolekulska kemija

Supramolekulska kemija posljednjih dvadesetak godina privia¢i paznju
znanstvene zajednice i dozivljava velike napretke, a njenoj vaznosti uvelike
doprinosi cinjenica da je 1987. godine Jean-Marie Lehn upravo za rad na
podrucju supramolekulske kemije dobio Nobelovu nagradu.
Supramolekulska preoganizacija je putem nekovalentne sinteze koja se
temelji na stvaranju i kidanju nekovalentnih veza i interakcija slijedeci
Aufbau princip omogucila stvaranje novih organiziranih entiteta

supramolekularne arhitekture (1).

Supramolekulski sustav odlikuje se visokom strukturnom slozenoscéu i
arhitekturom koji udruzivanjem i samoorganizacijom kroz nekovalentne
interakcije poput vodikovih veza, elektrostatskih interakcija i van der

Wi

Waalsovih veza Cine molekula ,gosta" i molekula ,domacina™ koje stvaraju
inkluzijski kompleks, stoga se takvi molekulski kompleksi nazivaju Cesto
,domacdin-gost® kompleksima. Molekula ,domadina® dcesto je velika
molekula ili agregat (ciklicki ili kavezasti spojevi) koja u svojoj strukturi
sadrzi Supljinu u koju se na konvergentna mjesta vezanja ugraduje
molekula ,gosta". Molekula ,gosta® moze biti monoatomski kation,
jednostavan anorganski anion, ionski par i sl. Makrociklicki spojevi s
trodimenzionalnim Supljinama mogu ,ugostiti* molekularne vrste u svoju
strukturu, stoga su cesto ,domacini® u reakcijama stvaranja inkluzijskih
kompleksa. Ciklodekstrini kao skupina ciklickih oligosaharida bacvastog
oblika sposobni su tvoriti inkluzijske komplekse s razli¢itim molekulskim
vrstama u kojima predstavljaju molekulu ,domadina®™ te u svoju lipofilnu
supljinu cesto vezu lipofilne spojeve poput lijekova kako bi poboljsali

topljivost u tjelesnim tekuéinama i bioraspolozivost.



Svojstva materijala ovise o prirodi njegovih sastavnica i njihovoj interakciji
stoga supramolekulska kemija ima snazan utjecaj na znanost o
materijalima zbog moguénosti manipulacije nekovalentnim silama unutar

kompleksa.

Supramolekulska kemija zajedno s komplementarnim podrucjima fizike i
biologije stvara novo znanstveno podrucje usmjereno ka razumijevaniju i
primjeni kompleksiranja putem samoorganizacije koje ¢e svoj Sirok spektar

izazova i implementacije nastaviti razvijati i u narednim godinama.

1.2. Ciklodekstrini
1.2.1. Otkrice ciklodekstrina

Ciklodekstrini su ciklicki nereducirajuci oligosaharidi koji se ovisno o broju
glukopiranoznih jedinica povezanih sa a-1,4 glikozidnom vezom dijele na
a-ciklodekstrine, B-ciklodekstrine i y-ciklodekstrine odnosno glukozni
heksamer, heptamer i oktamer (Slika 1). U prirodi mozemo nadi i
ciklodekstrine s ve¢im brojem D-glukopiranoznih jedinica, no tesko ih je
stvoriti i imaju ograniCenu sposobnost formiranja inkluzivnih kompleksa.
Oni su kristalne, homogene i nehigroskopske tvari. Ovisno o broju
glukopiranoznih jedinica mijenja se i veli¢ina samog ciklodekstrinskog

prstena molekule.

Ciklodekstrini se kao grupa spojeva spominju prvi puta 1891. godine u
publikacijama Antoinea Villiersa koji je otkrio kristalne dekstrine dobivene
enzimatskom razgradnjom Skroba iz krumpira bakterijom Bacillus
macerans (2). 1904. godine, Franz Schardinger opisao je upravo te ranije
otkrivene ciklodekstrine i njihovu pripremu, razdvajanje i prociS¢avanje.
Ustanovio je kako se Skrob sastoji od D-glukopiranoznih jedinica koje
sadrze a-1,4 i a-1,6 glikozidne veze te njegovom razgradnjom enzim

glukoziltransferaza cijepanjem lanca i intramolekulskim preuredivanjem
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daje ciklicke oligomere a-1,4-D-glukopiranozida; kasnije ustanovljeno za
ciklodekstrine (3). Schardinger je ciklicke polisaharide nazvao
kristaliziranim dekstrinima a i B, a Cija je struktura 1942. godine odredena
rengenskom kristalografijom te je ustanovljeno da isti mogu tvoriti
inkluzijske komplekse (4). Krajem 1940- ih godina proslog stoljeca,
Friedrich Cramer posvetio se prociséavanju i razdvajanju prirodnih

ciklodekstrina te studijama o inkluzijskim kompleksima.

1.2.2. Struktura, fizikalno-kemijska svojstva i reaktivnost ciklodekstrina

Glukopiranozne jedinice unutar molekule ciklodekstrina ine konformaciju
stolca, stoga imaju oblik krnjeg stoSca s centralnom Supljinom. Sekundarne
hidroksilne skupine glukopiranoznih jedinica smjesStene su na Sirem dijelu
stosca, a primarne hidroksilne skupine na uzem dijelu te su orijentirane
prema vanjskoj strani osiguravajuci hidrofilni karakter. U unutrasSnjosti
Supljine nalaze se vodikovi atomi i kisikovi atomi povezani glikozidnim
mostovima koji daju hidrofobni karakter (5). Kada su u vodenom
okruzenju, ciklodekstrini su pri niskom pH podlozni kiselinskoj hidrolizi pri
¢emu dolazi do otvaranja prstena i stvaranja razliCitih linearnih
oligosaharida i glukoznih jedinica. U luznatom mediju su stabilni. pKa
vrijednosti a-, B- i y-ciklodekstrina iznose izmedu 12,1 i 13,5, ovisno o
polozaju hidroksilnih skupina. Osim Sto se razlikuju po velicini srediSnje
Supljine, ciklodekstrini se odlikuju razli¢itom topljivosti u vodi; B-
ciklodekstrin je najmanje topljiv zbog molekularne krutosti i ucinka
izazvanog intermolekularnim vezanjem vodika u kristalnom stanju, no
njegova je glavna prednost Sto ima prikladnu veli¢inu Supljine za sloZzene
formacije s lijekovima. Stvaranje vodikove veze izmedu susjednih C2-OH i
C3-0OH u molekuli B-ciklodekstrina uzrokuje , potpuni sekundarni pojas" sto
se manifestira nefleksibilnos¢u strukture i smanjenom sposobnoscéu

molekule da se formira intermolekularna vodikova veza s okolnim
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molekulama vode. Molekule vode u okruzenju otopljenih molekula B-
ciklodekstrina imaju visoku gustocu i stupanj uredenja, stoga imaju
nepovoljnu entalpiju i malu entropiju Sto uzrokuje nisku topljivost B-
ciklodekstrina u vodi u odnosu na a- i y-ciklodekstrin. Uzrok bolje topljivosti
a-ciklodekstrina u vodi jest nepotpun pojas vodikovih veza dok je kod y-
ciklodekstrina uzrok manjak koplanarne strukture.

Fizikalno-kemijska i bioloSka svojstva ciklodekstrina zbog njihove ciklicke
strukture pokazuju malu podloznost prema enzimatskoj razgradnji te su
bolja sredstva za otapanje i kompleksiranje od linearnih dekstrina. (6)
Prirodni ciklodekstrini postoje i u amorfnim izomernim mjeSavinama
razliCitog stupnja supstitucije. Stupanj supstitucije uvelike utjeCe na
fizikalno-kemijska svojstva ciklodekstrina, ponajviSe na stvaranje
kompleksa. Na primjer, nasumic¢no metilirani B-ciklodekstrin najvecu
topljivost u vodi ima kada su dvije tre¢ine OH skupina zamijenjene metoksi
skupinama te je iznos supstitucije oko 14. Povedavanjem stupnja
supstitucije iznad te vrijednosti, topljivost metiliranog B-ciklodekstrina se
smanjuje. Promjer Supljine metiliranog B-ciklodekstrina slican je promjeru
Supljine mati¢nog B-ciklodekstrina, no uocen je utjecaj izmedu mjesta na

koje se veze supstituent i volumena Supljine. (7)
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Slika 1. Strukturni prikaz i prikaz promjera Supljine prirodnih
ciklodekstrina (slika preuzeta iz literaturnog izvora (6), prilagodena

verzija)

Ciklodekstrini u vodenim otopinama solubiliziraju hidrofobne lijekove i
stvaraju inkluzijske komplekse ugradujuéi u centralnu Supljinu molekulu

lijeka ili lipofilni dio molekule lijeka. (8)

~Sposobnost ciklodekstrina da formira inkluzijski kompleks funkcija je
sterickih i termodinamickih faktora. Pokretacka sila ukljuCuje oslobadanje
entalpijski visokoenergetskih molekula vode iz hidrofobne Supljine i
stvaranje Van der Waalsovih interakcija, hidrofobnih i vodikovih veza™ (6).
Tijekom formacije kompleksa ne nastaju i ne prekidaju se kovalentne veze,
a molekule lijeka unutar kompleksa su u ravnotezi sa slobodnim
molekulama u otopini. Ukoliko je molekula lijeka kompatibilna s molekulom

ciklodekstrina i manje polarna od vode, u vedini slucajeva nastaju



kompleksi ciklodekstrina i lijeka u omjeru 1 : 1, no zabiljezeno je i

nastajanje kompleksa i u drugim omjerima (Slika 2). (8)

0 — <‘ \/\?
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lijek 1:1 lijek - CD kompleks

0 R Awiwd

lijek 1:2 lijek - CD kompleks
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Slika 2. Shematski prikaz formiranja inkluzijskog kompleksa molekule
lijeka i ciklodekstrina u omjeru 1 : 1 (A) i omjeru 1 : 2 (B) (slika preuzeta

iz literaturnog izvora (3), prilagodena verzija)

Neke od metoda koriStene u studijama za otkrivanje formiranja inkluzijskih
kompleksa ciklodekstrina i lijeka su UV-Vis spektroskopija, fluorescentna

spektroskopija i NMR spektroskopija. (2)

1.2.3. Ciklodekstrini u formulacijama s kontroliranim otpustanjem

S farmakoloskog gledista, oslobadanje lijeka treba kontrolirati u skladu s
terapijskom svrhom i svojstvima aktivne tvari. Posljednjih godina povecan
je interes za razvijanje oralnih formulacija za pH neovisno otpustanje
lijekova kako bi se osigurala konstantna koncentracija lijeka u krvi kroz
duze vrijeme. Prednosti formulacija s kontroliranim oslobadanjem su
smanjenja ucestalost doziranja, povecanje ucinkovitosti lijeka te

izbjegavanje toksi¢nosti uzrokovane predoziranjem.



Hidrofobni ciklodekstrini i njihovi derivati korisni su kao nosaci formulacija
za kontrolirano otpustanje za lijekove topive u vodi. Tablete, mikrocCestice
i hidrogelovi kao oblici polimernih sustava za dostavu lijeka ¢esto se koriste
u formulacijama s kontroliranim otpustanjem. Kontrolirano otpustanije
postize se oticanjem polimernog matriksa ili njegovom erozijom, stoga
ukljucivanje hidrofilnih ciklodekstrina u takve sustave moze modificirati
koli¢inu otpustanja lijeka povecanjem topljivosti ili difuznosti lijeka preko

polimernog sloja.

Ciklodekstrini se komercijalno i u farmaceutskoj industriji koriste od 1970-
ih godina proslog stolje¢a kada je predstavljen prvi dostupan lijek na trzistu
(Japan, 1976.), prostaglandin E2/ BCD (Prostarmon E™ podjezicna
tableta). (2) Otada pa do danas, farmaceutska primjena i istrazivanje
ciklodekstrina i njihovih kompleksa kako bi se poboljSala bioraspoloZivost,

stabilnost i topljivost u konstantnom je rastu. (8)

1.2.4. ADME svojstva i toksikologija ciklodekstrina

Ciklodekstrini pokazuju otpornost na B-amilaze koje reduciraju Skrob s
nereducirajuéeg kraja dok ih a-amilaze hidroliziraju. Zbog ciklicke strukture
i prisutnosti supstituenata otporni su na kataliziranu hidrolizu ljudskom a-
amilazom prisutnom u slini, Zuc¢i i ostalim tjelesnim tekuc¢inama.
Nesupstituirani y-ciklodekstrin jedini je ciklodekstrin koji hidrolizira u
prisutnosti a-amilaze dok supstituirani y-ciklodekstrini hidroliziraju sporije
te stvaranje inkluzivnog kompleksa sprjeCava hidrolizu a-amilaze
ciklodekstrina. Nakon oralne administracije, y-ciklodekstrini potpuno se
probavljaju u gastrointestinalnom traktu dok a- i B-ciklodekstrini pretezno

probavljaju bakterije u debelom crijevu.



Farmakokinetika HPBCD?!, SBEBCD? i sugamadeksa3 proucavana je na
ljudima pri parenteralnoj primjeni te se pokazalo kako se ciklodekstrini
vecinom (>90%) izlu€uju nepromijenjeni u urinu glomerularnom filtracijom
dok se ostatak uklanja putem metabolizma jetre i izluCivanja bilijara.
Vrijeme poluraspada faze eliminacije u vrijednostima je izmedu 1,6 do 1,9
h. Farmakokineticka ispitivanja pokazala su kako ¢e se preko 90%
parenteralno primijenjenog ciklodekstrina eliminirati iz tijela u roku od 6
sati, a preko 99,9% u roku od 24 sata stoga kod osoba s normalnom
funkcijom bubrega nece dodi do nakupljanja ciklodekstrina. Zbog vrlo niske
bioraspolozivosti, a-, B- i y-ciklodekstrin i njihovi hidrofilni derivati prakticki

su netoksic¢ni ako se daju oralno. (2)

L eng. hydroxypropyl beta cyclodextrin, biolo$ki aktivni spoj koji uklanja intracelularni kolesterol i lipide koji
uzrokuju osteéenja bubrega, jetre i mozga
2 eng. sulfobutylether beta cyclodextrin, derivat ciklodekstrina koji se koristi kao ekscipijens ili formulacijsko
sredstvo za povecanje topljivosti slavo topljivih spojeva
3 lijek za reverziju neuromuskularnog bloka. Po kemijskoj gradi on je alfa-ciklodekstrin s lipofilnom
unutrasnjom stranom molekule koja omogucuje stvaranje stabilnih kompleksa
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Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva ciklodekstrina i derivata

ciklodekstrina (izvor tablice literaturni izvor (8), prilagodena verzija)

Molekulska

tezina3 [mg mL1!]4

Topljivost u vodi

Ciklodekstrin N? R Supstitucija?

hidroksipropil -CH2CHOHCHs3
B- ciklodekstrin
natrijeva sol

sulfobutileter-

B 7 -(CH2)4S0O3'Na* 1,8 1312 > 500
ciklodekstrina
nasumicno
-CHs 0,9 2163 > 500

metilirani BCD

! broj glukopiranoznih jedinica

2 prosjecan broj supstituenata po glukopiranoznoj jedinici
3 molekulska tezina u Daltonima

4 topljivost u cistoj vodi na 25°C

1.2.5. Ciklodekstrini kao farmaceutske pomocne tvari

Trodimenzionalna struktura ciklodekstrina osigurava svojstva koja su
korisna za farmaceutsku primjenu. Ugradnja molekule , gosta" i stvaranje
inkluzijskog kompleksa u vodenom mediju predstavija oslonac za
farmaceutsku primjenu kompleksa ciklodekstrina.

Inkluzijski kompleksi mogu se formirati s ¢itavom molekulom ili s dijelom
molekule. Uzimajudéi u obzir veli¢inu Supljine molekula ciklodekstrina, aCD
je kompatibilan s alifatskim lancima i molekulama dok je BCD kompatibilan

s aromatskim prstenovima (3).



Kako bi molekula ciklodekstrina bila farmakoloski aktivha ona treba biti
biokompatibilna. Kako bi neki spoj bio dobar lijek, mora biti oralno
dostupan, spoj mora biti topiv i mora se modi apsorbirati putem
gastrointestinalnog trakta.

Napretkom biotehnologije, farmakologije i medicine pojavile su se nove
mogucnosti za lije¢enje do sada neizljecivih bolesti te moguénost masovnije
proizvodnje terapeutski vaznih spojeva poput peptida. Terapijska primjena
peptida otezana je zbog kemijske i enzimatske nestabilnosti, slabe
apsorpcije kroz bioloSke membrane, brzog klirensa plazme te imunogenosti
Sto se moze izbje¢i kompleksiranjem s ciklodekstrinima. Molekule
ciklodekstrina i peptida hidrofobne su i glomazne, stoga je i sama
interakcija i vezanje molekule u Supljinu ciklodekstrina otezano. Zbog
lokalne interakcije izmedu polipeptida i proteina, inkluzijski kompleksi

stvaraju se izmedu hidrofobnih ostataka aminokiselina.

Ciklodekstrini imaju znacajnu ulogu u proizvodnji proteina dobivenih
genetskim inzenjeringom zbog toga Sto proteini ¢esto imaju tendenciju
pretjerane proizvodnje u obliku citoplazmatskih agregata ili inkluzivnih
tijela u kojima su bjelanCevine pogresno razgradene te funkcionalno
neaktivne. Interakcija ciklodekstrina s neobradenim proteinima i
oponasanje funkcije Saperona moze poboljsati topljivost denaturiranih
proteina maskiranjem izlozenih hidrofobnih ostataka te potpomodéi u
ponovnoj uspostavi konformacije proteina. Hidrofilni derivati ciklodekstrina
poput nasumic¢no metiliranih a- i B-ciklodekstrina potencijalni su pojacivaci
prolaska polipeptida kroz biomembrane koji omogucuju sistemsku isporuku
peptidnih i proteinskih lijekova sluznicama poput nazalne ili rektalne
sluznice dok istovremeno imaju blagi i reverzibilan ucinak na sluznicu.
Takve modifikacije daju velik potencijal za razne implementacije u

farmakologiji i medicini. (8)
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1.3. Feroceni

1.3.1. Otkric¢e ferocena

1951. godine Peter L. Pauson i njegov suradnik Thomas J. Kealy reakcijom
liganda Grignardovog reagensa (CsHsMgBr) pokusavaju pripremiti fulvalen
(CioHs), spoj aromaticnih svojstava slican izomernom naftalenu. Put
kemijske rekacije ukljucuje oksidaciju anionskog ciklopentadienilnog
liganda Grignardovog reagensa u ciklopentadienilni radikal CsHs- te
sparivanje dvaju ciklopentadienilnih radikala u dihidrofulvalen iz kojeg u
konacnici nakon reakcije nastaje zeljeni produkt. U oba koraka reakcije
koristen je FeCls, nehidriran i topljiv u eteru, kako bi pospjesSio stvaranje
ciklopentadienilnog radikala iz Grignardovog reagensa te za apstrakciju
vodika iz meduprodukta (2) kako bi se dobio produkt (3) (Slika 3).

FeCls FeCly = ~
2 CsHsMgBr j H — :|
LY ) i

1 2 3

Slika 3. Reakcija pripreme fulvalena iz Grignardovog reagensa sa FeCls

kao katalizatorom (slika preuzeta iz literaturnog izvora (9))

Obradom reakcijske smjese, Kealy je kao produkt dobio Zute kristale Ciji
sastav analizom nije odgovarao Zeljenom fulvalenu vec bis(n°-

ciklopentadienil) zeljezu(II).

Svojstva produkta nisu bila kozistentna s iskustvom ostalih znanstvenika

koji su pripremali spojeve FeR> s dvije kovalentno vezane dialkilne ili

diarilne skupine iz Grignardovog reagensa i FeCls. Dobiveni spoj bis(n°-

ciklopentadienil) Zeljezo(II) karakterizirao se visokom stabilnos¢u kojoj su
11



Pauson i Kealy pripisali tendenciju ciklopentadienilne skupine da stjecanjem
negativnog naboja postane aromati¢na te se odlikuje rezonancijom (Slika
4).

CH":;CH /GH}“}CH CH \ /
| fH—*FE'—CH\ | =— | CH Fe oR |

CH%GH CH..-#‘:'CH CHH“*:—,CH CH:’PCH

Slika 4. Prikaz rezonantnih struktura bis(n>-ciklopentadienil) zeljezo(II)

(slika preuzeta iz literaturnog izvora (9))

Igrom slucajnosti, direktor istrazivanja British Oxygena i njegovi suradnici
John A. Tebboth i John F. Tremain pri pokusaju pripreme amina iz zasi¢enih
ili nezasi¢enih ugljikovodika i dusika u reakciji ciklopentadiena i dusika na
300°C i atmosferskom tlaku kao produkt dobivaju upravo bis(n°-
ciklopentadienil) zeljezo(II) no ni oni nisu rijeSili molekulsku strukturu

dobivenog produkta.

1952. godine, nakon objavljenog clanka u casopisu Nature, Ernst Otto
Fischer (Technische Universitat, Minchen) te Robert B. Woodward i
Geoffrey Wilkinson (Harvard University Cambridge, SAD) otkrivaju te
objavljuju pravu strukturu spoja; takozvanu ,Doppelkegel®™ ili strukturu
»sendvica®. Unutar strukture ,sendvica" dva ciklopentadienilna prstena leze

paralelno, a Zeljezni atom zakopan je u n-elektronski oblak koji ih omeduje.

Fischer i Wilkinson 1973. godine za otkri¢e i opis novog tipa veze Fe-Cp u
molekuli ferocena dobivaju Nobelovu nagradu, a otkrice ferocena i
razjasnjavanje njegove strukture postaje temelj moderne organometalne
kemije. (9)
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1.3.2. Svojstva i sinteza ferocena

U ferocenu u delokaliziranoj vezi sudjeluju svi atomi liganada te se
kompleks oznacuje kao (n°>-Cp)2Fe. Stabilni 6n-elektronski
ciklopentadienilni anion (Cp-) vezan je za zeljezov(II) ion te u vezi sudjeluje
ukupno 18 elektrona Sto je karakteristika plemenitih plinova za koje je

poznato da se odlikuju visokom stabilnosc¢u.

Cp ligandi zadrzavaju karakteristike 6n-elektronske strukture, stoga se
kompleks odlikuje ,superaromati¢nos¢u™ te izuzetnom stabilnos¢u i
reakcijama elektrofilne supstitucije. Metaloceni poput (n®- CeHs)2Cr, (n°-
Cp)2Co* i polusendvi¢ (n°- Cp)Mn(CO)s takoder pokazuju karakteristi¢nu

stabilnost i reaktivhost poput ferocena.

Feroceni, kao dio obitelji metalocena, vrlo su fleksibilne molekule.
Fleksibilnost dolazi do izrazaja u supstituiranim derivatima gdje postoje
preferentni konformeri karakterizirani torzijskim kutom (w= 0- 180°),
kutom iskrivljenosti (6 ~ 0- 20°) i kutom izvijenosti (B ~ 5- 30°). Ravnoteza
izmedu svih konformacija prisutna je u otopini i plinovitoj fazi.
Rendgenskom strukturnom analizom ferocena dokazano je kako u kristalu
prevladava antiprizmatski oblik (struktura 5a) sa diedarskim kutovima w=
36° i 8= 0°te je udaljenost Cp- Cp'~ 3,3 A (Slika 5). (10)

’ <

f
B PP T
&9 &

Slika 5. Prikaz fleksibilnosti ferocenske molekule i njenih derivata (slika

preuzeta iz literaturnog izvora (10))
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U samim pocecima, ferocen je bio novi tip aromatskog sustava koji je
podvrgnut Friedel- Crafts acilaciji te je u kasnijim istrazivanjima podvrgnut

i alkilaciji, arilaciji, metalaciji i sulfolaciji.

Atom Zeljeza u molekuli ferocena formalno je u Fe!l stanju, oksidirajudi je,
stoga izravno nitriranje dusSicnom Kkiselinom ili halogeniranje bromom
dovode do reverzibilne oksidacije zeljeza u Felll, Nastaje fericinijev ion koji
ima neto pozitivan naboj te je molekula otporna na daljnji elektrofilni
napad. Fericinijev ion topiv je u vodi i plavo- zelene je boje dok je ferocen

topiv u organskom otapalu te je narancaste boje. (11)

U elektrofilnoj reakciji ferocena u prisutnosti acil klorida i AICIz (Slika 6)
uoCava se razlika reaktivnosti dva prstena; u prvom koraku acetilacije
potpuno se deaktivira acetilirani prsten, ali i nesupstituirani prsten kako bi
se usporila njegova acilacija ¢ime se postize selektivha monoacetilacija.
Produkt, crveni acetilferocen, odvaja se od nereagiranog ferocena (zuto-
narancCasti) i acetilferocena (crveni) kolonskom kromatografijom.
Acetilacija oba prstena postize se dodavanjem ferocena u diklormetansku
otopinu od 2 ekvivalenta acetilnog reagensa CH3CO™*/ AICl4~ te kao produkt

reakcije izlazi 1,1'-diacetilferocen. (10)

@ CH3COCI [@_{ @4

2+

@ AICI3 @ @_\gMe

Slika 6. Prikaz reakcije ferocena s acil kloridom i nastajanja smjese

acetilferocena i diacetilferocena (slika preuzeta iz izvora (12))
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Postupci sinteze ferocena najcesce ukljucuju tretiranje ciklopentadiena s
bazom, dobivanje rezonancijski stabiliziranog ciklopentadienilnog aniona te
na posljetku reakcija istog s bezvodnom Zeljeznom soli kako bi se u

konacnici kao produkt dobio ferocen (Slika 7).

; _©
;’Q + 2Baza =—> 2Baza-H" + 2 ELLN Fe + 2CI™
H o)

Slika 7. Prikaz reakcije ciklopentadiena s bazom i dobivanje ferocena

(slika preuzeta iz literaturnog izvora (11), prilagodena verzija)

Neke od baza za tretiranje su jaki bazi¢ni dietilamin (dodaje se istovremeno
sa zeljeznim kloridom pa se mala koli¢ina ciklopentadienilnog aniona

uklanja reakcijom sa Fe(II)) te metalni natrijevi i Grignardovi reagensi.

U laboratorijskoj sintezi ferocena, postupak s bazi¢nim dietilaminom jedan
je od nacina koji daju najveca iskoristenja reakcije. JoS jedan od nacina
sinteze je reakcija ciklopentadiena s metalnim natrijem u tetrahidrofuranu
ili 1, 2-dimetoksietanu te naknadna reakcija sa zeljezovim(II) kloridom.
Zeljezov(I1I) klorid pomocu ja¢ih baza moze biti reduciran u Zeljezov(II)

klorid, no prinosi reakcije su tada puno manji.

1.3.3. Bioorganometalna kemija ferocena

Kemija i biologija konjugata metalocena i nukleobaza posljednjih godina
dobiva sve veéu paznju znanstvene zajednice te postaje sve vaznije
podrucje bioorganometalne kemije (13). Konjugati su zbog svojih redoks i

bioloski aktivnih svojstava nasli primjenu na podrucju bioanaliticke i
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medicinske kemije te u mnogim drugim znanstvenim disciplinama (14).
Redoks aktivha ferocenska jedinica vezana na DNA ili RNA pokazala je

potencijal na podrucju supramolekulske kemije.

Metaloceni predstavljaju klasu organskih spojeva u kojima je metalni atom
povezan n-vezom na jedan ili dva ciklobutadienska, ciklopentadienilska ili

benzenska prstena (Slika 8).

Titanocen

T
! o
e
.,
co"/| ~co oc:r/|\\“‘so
cO co
Osmocen  CiklopentadienilZzeljezo  Benzenkrom
trikarbonil irikarbonil

Slika 8. Prikaz organskih spojeva koji pripadaju klasi metalocena (slika

preuzeta iz literaturnog izvora (13), prilagodena verzija)
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Ferocen se kao organozeljezni spoj istiCe jedinstvenim oksidacijsko-
redukcijskim svojstvima; uklanjanjem elektrona iz nevezne HOMO% orbitale
spoj se pretvara iz neutralnog u jednoelektronski oksidacijski produkt,
fericinijev ion 1%, ionski radikal neobi¢ne stabilnosti (Slika 9). Proces
uklanjanja elektrona je reverzibilan te je specifican prijenos elektrona dao
doprinos na polju elektrodne tehnologije, katalizacije, u raznim tehnickim
podrucjima te u ¢vrstom raketnom pogonu gdje su njegovi monomerni
derivati i polimerni spojevi sluzili kao ,balisticki modifikatori* svemirske

tehnologije za vrijeme Hladnog rata. (15)

Slika 9. Uklanjanjem elektrona iz nevezne HOMO orbitale nastaje

jednoelektronski fericinijev ion 17 (slika preuzeta iz literaturnog izvora

(15))

1.3.4. Derivati ferocena i nukleobaza

Oksidacijsko-redukcijske reakcije i reakcije u kojima sudjeluju slobodne
radikalske vrste od velike su koristi u mnogobrojnim bioloskim te
biomedicinskim procesima. Dokazano je kako fericinijev kation podlijeze

mnogobrojnim transformacijama sto mu omogucava stvaranje kompleksa

4 eng. highest occupied molecular orbital
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za prijenos naboja u reakciji sa n-elektron donorskim skupinama te ima
sposobnost  uklanjanja  potencijalno opasnih  slobodnih  radikala

rekombinacijom pri ¢emu posljedi¢no nastaju supstituirani feroceni.

Upravo je Sirok spektar ponasanja i svojstava ferocena i fericinijevog iona
potaknuo podrobnija antiproliferativna istrazivanja s ciljem ispitivanja i

pozitivhog djelovanja njegove oksidirane forme na stanicne linije raka.

Purini i pirimidini te njihovi derivati nukleobaza i nukleozida posljednjih
godina potvrduju svoj status visoko funkcionalnih, razli¢itih spojeva koji su
svoju primjenu pronasli na polju medicinske i bioorganske kemije.
Inkluzijski kompleksi ciklodekstrina i nukleobaza kao dio raznolike skupine
mogucih derivata pokazali su obecavajuce rezultate kada su koristeni kao
novi alati za selektivho sekvenciranje RNA, sustavi za isporuku lijekova te

kao sustavi za prepoznavanje nukleotida. (16)

Rotacijom Cp prstena molekule ferocena omoguceno je vezanje nukleobaza
te takvi spojevi posljedicno pokazuju bioloski aktivha svojstva poput
citostatske aktivnosti (17). 5-fluoruracil i fluorpirimidin su antimetabolitni
lijekovi koji inhibiraju biosintetske procese te se ugraduju u makromolekule
(DNA, RNA) i inhibiraju njihovu zadanu funkciju. 5-fluoruracil je analog
uracila koji na C-5 atomu umjesto vodikovog atoma sadrzi atom fluora.
1950-ih godina proslog stolje¢a uoceno je kako hepatocelularni karcinom u
Stakora koristi uracil iz pirimidina mnogo brze nego u normalnom tkivu.
Ovo opazanje ukazivalo je na to da je metabolizam uracila iz pirimidina
potencijalna meta antimetabolitske kemoterapije, stoga su razvijeni
fluorpirimidini. Mehanizam citotoksi¢nosti 5-fluoruracila pripisan je
pogresnoj ugradnji fluoronukleotida u RNA i DNA i inhibiciji nukleotidnog
sintetskog enzima timidilat sintetaze. 5-fluoruracil u stanicu ulazi olakSanim
transportnim mehanizmom poput uracila te se unutar stanice pretvara u
aktivne metabolite (fluordeoksiuridin monofosfat (FAUMP),
fluordeoksiuridin trifosfat (FAUTP), fluoruridin trifosfat (FUTP)) koji ometaju

sintezu RNA i djelovanje timidilat sintetaze. Timidilat sintetaza katalizom
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reduktivhog metiliranja deoksiuridin monofosfata (dUMP) u deoksitimidin
monofosfat (dTMP) stvara jedini novi izvor timidilata koji je klju¢an za
replikaciju i popravak DNA. Mjerenjem ekspresije timidilat sintetaze u
klinickim ispitivanjima utvrdeno je kako bolesnici s niskom tumorskom
ekspresijom timidilat sintetaze pokazuju bolji odgovor na terapiju

temeljenu na 5-fluoruracilu. (18)

U ovome diplomskom radu prilikom sinteze inkluzijskog kompleksa koristen
je lipofilni bioloski aktivan derivat ferocena i jod-uracila, 5-jod-N-1,N-3-
di{4-[1-(1-ferocenilmetil)-1,2,3-triazol-4-ilJmetil }-pirimidin-2,4-diona

(L1) (Slika 10) s prethodno dokazanim protutumorskim djelovanjem u
istrazivanjima u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-

biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu>.

8]

Slika 10. Kemijska struktura 5-jod-N-1,N-3-di{4-[1-(1-ferocenilmetil)-
1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-pirimidin-2,4-diona (L1)

5 Recenzija istraZivac¢kog rada o bioloskom djelovanju derivata ferocena (L1) u tijeku
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1.4. Mehanokemijska sinteza

1.4.1. Mehanokemija

Potreba farmaceutske i kemijske industrije za ekoloski prihvatljivijim,
energetski ucinkovitijim i sigurnijim postupcima sinteze i eliminiranjem
opasnih kemikalija i/ ili nusprodukata kemijskih reakcija posljednjih godina
temelj je razvitka ,zelene kemije". Mehanokemija, ,kemijska reakcija koja
se inducira izravhom apsorpcijom mehanicke energije® (19), istaknula se
kao izvrstan kandidat i kao ekoloski prihvatljiva alternativa otopinskoj
sintezi zbog mogucénosti kemijskih transformacija mljevenjem bez upotrebe

velikih kolic¢ina otapala. (20)

Mehanosinteza u tarioniku podlozna je utjecaju raznih okolisSnih faktora koji
mogu utjecati na sam tijek i ishod kemijske reakcije koja se odvija. S druge
strane, mehanosinteza u kuglicnom mlinu zatvoren je okoliS s definiranim i
prilagodljivim parametrima te ne postoji potreba za koriStenjem otapala.
Postoji nekoliko vrsta kugli¢nih mlinova od kojih su najpoznatiji vibracijski
i planetarni mlinovi (Slika 11). Vibracijski mlinovi naj¢es¢e se koriste za
mljevenje manjih koli¢ina uzoraka. U vibracijskom mlinu, posudica s
uzorkom krece se naprijed- nazad unaprijed odredenim frekvencijskim
intenzitetom koji odreduje jalinu mljevenja te je glavna mehanicka
energija primijenjena na reagense udarna sila (19). U planetarnom mlinu,
posudica s uzorkom rotira u suprotnom smjeru od diska na koji su
montirane (,suncani kotac“) i inducira planetarno kretanje koje uzrokuje
nastajanje sile trenja. Planetarni mlinovi ¢esto se koriste za stvaranje vrlo
finog praha (19). Kuglice za mljevenje Cesto su od nehrdajuéeg celika,

cirkonija, volframovog karbida ili politetrafluoroetilena (21).
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brzina rotacije

Slika 11. Shematski prikaz vibracijskog i planetarnog mlina s
pripadajuc¢im dijelovima (slika preuzeta iz literaturnog izvora (19),

prilagodena verzija)

1.4.2. Varijable mehanokemijske reakcije

Razumijevanje i kontrola varijabli vazne su za pracenje tijeka kemijske
reakcije, stoga je i kod mehanokemijske sinteze poznavanje istih vazan
faktor. Na ishod mehanokemijskih reakcija utjecu tri varijable: kineticka
energija kuglice prije sudara, kako se ta energija prenosi u reagense te
ucestalost sudara. Kineticka energija koju kuglica posjeduje prije sudara
maksimalna je koli¢ina energije koja se mozZe prenijeti na reagense direktno
(lokalnim kompresiranjem) ili silom trenja kojoj je reaktant izlozen.
Koristenjem raznih vrsta kuglica za mljevenje moguce je postizanje
razliCitih ishoda reakcije na koje direktno utjeCu mijesSanje ili prijenos mase

kao posljedica specifi¢nih vrsta apsorpcije i prijenosa energije.

U standardnoj optimizaciji reakcije, mijenjaju se varijable poput
stehiometrije, vremena reakcije i temperature. Zagrijavanje reakcijske
posude kao posljedica sudara i frekvencije osciliranja ¢ini temperaturu
parametrom otezane kontrole stoga se zaustavljanjem uredaja na

odredeno vrijeme mogu raditi pauze kako se reakcijski sustav ne bi
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pregrijao. Kriomlinovi vrsta su mlinova koji automatiziranim mehanizmom

zaustavljaju proces mljevenja i teku¢im dusikom hlade posudice s uzorkom.

Frekvencija mljevenja mijenja se podeSavanjem postavki na mlinu.
Povecavanjem frekvencije povecava se brzina kuglica, njihova kineticka
energija i mogucénost reaktivnih susreta izmedu Cestica, stoga je frekvencija

direktan faktor koji utjeCe na brzinu kemijske reakcije.

Ponekad je zbog mehanizma i smjera reakcije dvojbeno da li koristiti
mehanokemijsku ili otopinsku reakciju, no ocekivana prednost je ta da se
u odnosu na otopinsku reakciju mehanokemijska moze izvesti bez

koristenja otapala. (19)

1.5. UV-Vis spektroskopija i konstanta stabilnosti

UV-Vis je spektrofotometrijska tehnika kojom se propustanjem svjetlosti
valne duljine izmedu 200 i 800 nm pobudivanjem elektrona izmedu
energijskih nivoa odreduje koncentracija analita u otopini. Temelji se na
kemijskoj apsorpciji ultravioletnog ili vidljivog dijela spektra i interakciji
izmedu svjetla i tvari. Pogodna je za odredivanje konstanti vezanja.
Lambert-Beerov zakon je matematicko-fiziCka baza za mjerenja svjetla i
apsorpcija u UV-Vis i IR podrucju. Definiraju ga apsorbancija (A), molarni
apsorpcijski (ekstinkcijski) koeficijent (g), duljina optickog puta (I) i
koncentracija (c). (22)

A= ¢ecl [1]

Molarni apsorpcijski koeficijent svojstvo je karakteristiCno za svaki spoj te
ovisi o valnom broju ili o valnoj duljini. Apsorpcijski spektar ¢ini funkcijsku
korelaciju izmedu molarnog apsorpcijskog (ekstinkcijskog) koeficijenta i

valnog broja. Lambert-Beerov zakon primjenjuje se na razrijedene otopine,
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stoga molarni apsorpcijski koeficijent ovisi o refrakcijskom indeksu otopine.
(22)

Iz apsorbancije je moguce izravno odrediti koncentraciju spektralno
aktivnih vrsta unutar otopine, stoga se apsorbancija otopine izrazava
jednadzbom [2] te su [G] i [HG] ravnotezne koncentracije molekule ,gosta"
i inkluzijskog kompleksa ,domacin- gost" te €c i eig molarni apsorpcijski

koeficijenti.

A = (g [G] + epg[HG])I [2]

Preko poznatih analitickih koncentracija i koncentracije inkluzijskog
kompleksa mogude je pomocu bilance mase izraziti apsorbanciju otopine i
konstantu kompleksiranja napisati pomocu koncentracije inkluzijskog
kompleksa [HG].

A = (g5 (cg — [HG]) + eyg [HGDL = (egcq — (g6 — eng)[HG]I [3]

_ [HG) [4]
(cy — [HG])(cg — [HG])

Iz jednadzbe [4] slijedi koncentracija inkluzijskog kompleksa [HG]:

(Kcy + Keg +1) — \/(KCH-I- Kcg + 1)? — 4K?%cycq [5]

[HG] = 2K

Poveznica konstante stabilnosti i apsorbancije dobiva se uvrstavanjem u

jednadzbu [3] i dijeljenjem s duljinom opti¢kog puta:

(Key + Keg +1) =/ (Key + Kcg + 1)% — 4K2cycq [6]
2K

a= T: ggCq — (&6 — €ng)
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Ukoliko su spektri gosta i kompleksa razliciti, konstantu stabilnosti
inkluzijskog kompleksa moguce je odrediti nelinearnom regresijskom
analizom ovisnosti a o cc i cv. (23) UV-Vis titracija je zbog svoje
jednostavnosti i prisutnosti aromatskih prstena u strukturi molekule ,, gosta®™
najpogodnija tehnika za odredivanje konstante stabilnosti inkluzijskog
kompleksa (K) (24).
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2. CILJ RADA

Glavni cilj ovog diplomskog rada je mehanokemijskom sintezom
sintetizirati te  spektroskopskim metodama  (UV-Vis, NMR) i
termogravimetrijski (TGA) okarakterizirati nastale supramolekulske
komplekse prirodnih ciklodekstrina (a- i B-ciklodekstrina) s izrazito
lipofilnim, bioloski aktivnim derivatom ferocena 5-jod-N-1,N-3-di{4-[1-(1-
ferocenilmetil)-1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-pirimidin-2,4-dionom (L1) u svrhu

razvoja formulacije za prijenos i ciljanu dostavu lijeka.

Mehanokemijskom sintezom u kuglichom mlinu ispitat ¢e se uvjeti sinteze
te ¢e se pripremiti supramolekulski kompleks a- i B-ciklodekstrina sa
ferocenskom kiselinom te 5-jod-N-1,N-3-di{4-[1-(1-ferocenilmetil)-1,2,3-

triazol-4-illmetil }-pirimidin-2,4-dionom.

UV-Vis spektroskopskom titracijom otopine ferocenske kiseline, kao
modelnog spoja za nastajanje inkluzijskog kompleksa, u fosfatnom puferu
(pH 7,4) s otopinom B-ciklodekstrina dobiti ¢e se UV spektri pomocu kojih

¢e biti odredena konstanta stabilnosti kompleksa.

Dobiveni supramolekulski kompleksi ciklodekstina i spoja L1 analizirat ¢e
se nuklearnom magnetskom rezonancom (NMR) za razumijevanje
pokretackih sila i naCina vezanja unutar nekovalentnih veznih interakcija u
kompleksu (25) i termogravimetrijskom analizom (TGA) za utvrdivanje
promjena i gubitka tezine kompleksa Sto je dokaz interakcija izmedu

komponenata te stvaranja inkluzijskog kompleksa (26).

Ovaj istrazivacki rad temelj je za razvoj i optimizaciju novih, ekoloski
prihvatljivih sintetskih metoda poput mehanokemijske sinteze i metoda za
pracenje nastajanja i karakterizacije supramolekulskih kompleksa
ciklodekstrina i bioloski aktivnih derivata ferocena s perspektivhom

buducénoséu za pripravu novih formulacija i njihove farmakoloske primjene.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uvodne napomene

a-ciklodekstrin koristen za sintezu kupljen je od proizvodaca Sigma-Aldrich

dok je B-ciklodekstrin od proizvodaca Alfa Aesar.
Ferocenska kiselina kupljena je od proizvodaca Sigma-Aldrich.

Bioloski aktivan spoj ferocena (L1) sintetiziran je na Zavodu za organsku
kemiju na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije Sveucilista u

Zagrebu.

Fosfatni pufer dobiven je od dr. sc. Ruze Frkanec iz Laboratorija za

imunologiju s Imunoloskog zavoda.

Mehanokemijska sinteza izvrSena je u kuglicnom mlinu InSolido
Technologies 400 B. Sinteza je radena na frekvenciji 25 Hz te su uzroci
mljeveni u setu od tri puta po 20 minuta (ukupno 60 minuta) sa stankom

od 5 minuta izmedu svakog mljevenja.

Apsorpcijski spektri snimljeni su na UV-Vis spektrofotometru Varian Cary 4
u spektralnom podrucju 500-200 nm. U uredaju su za uzorke koriStene
kvarcne kivete (10 mm) s ubrusenim cepom od proizvodaca Hellma

Analytics.

Termogravimetrijska analiza uzoraka snimljena je METTLER TOLEDO TA

4000 i Perkin ElImer STA 6000 uredajima za termalnu analizu.

Za identifikaciju i odredivanje strukture spojeva koristena je 'H NMR
spektroskopija. Spektri su snimljeni Bruker Avance 600 spektrometrom.
Uzorci ferocenske kiseline i bioloSkog derivata ferocena (L1) snimljeni su u
dimetilsulfoksidu (DMSO) dok su uzorci a- i B-ciklodekstrina, kompleksa a-
ciklodekstrina s ferocenskom kiselinom, B-ciklodekstrina s ferocenskom
kiselinom i B-ciklodekstrina s bioloskim derivatom snimljeni u deuteriranoj
vodi (D20).
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Apsorpcijski spektri i pripadajuéi podaci analiza s UV-Vis spektrofotometra
obradeni su pomocu programa OriginPro 2017. Konstanta stabilnosti
odredena je iz spektrofotometrijskih podataka pomoéu programa
HYPERQUAD. Rezultati 'H NMR spektroskopske analize obradeni su pomocu
SpinWorks 4 programa. Kemijske strukture spojeva izradene su pomocu
ChemDraw 19.1.
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3.2. Koraci mehanokemijske sinteze

3.2.1. Sinteza kompleksa a-ciklodekstrina i ferocenske kiseline

Mase polaznih spojeva koristenih za sintezu kompleksa u kuglicnom mlinu
(Slika 12) izraCunate su pomoc¢u molarnih omjera. Masa a-ciklodekstrina
izraCunata kemijskim rac¢unom iznosila je 84,63 mg (0,087 mmol) za
vezanje u omjeru 1 : 1, no zbog toga sto se na jednu molekulu ferocenske
kiseline vezu dvije molekule a-ciklodekstrina uzeta je dvostruko vec¢a masa
od 169,27 (0,174 mmol) mg. Masa ferocenske kiseline iznosila je 20,09 mg
(0,087 mmol). Ukupna masa reagensa prije sinteze iznosila je 189,36 mg,

a nakon sinteze izvagana masa iznosi 151,7 mg.

Posudice za uzorke ukupnog su volumena 10-12 ml. U jednu posudicu
dodaju se pocetni reagensi i dvije kuglice za mlin (7 mm). Zbog balansa se
na mlin dodaje i posudica bez reagensa s dvije kuglice za mlin (7 mm).
Sinteza se odvija u tri ciklusa po 20 minuta te se na kraju uzorak prenosi u
Eppendorf epruvete i analizira termogravimetrijskom analizom te 'H NMR

spektroskopskom analizom.

hidroﬂlm dio

: hidrofobni dio
/ c/\OH

()

aCD FcCOOH aCDFcCOOH

Slika 12. Shematski prikaz nastajanja kompleksa aCDFcCOOH
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3.2.2. Sinteza kompleksa B-ciklodekstrina i ferocenske kiseline

Mase polaznih spojeva koristenih za sintezu kompleksa u kugli¢cnom mlinu
(Slika 13) izracunate su pomocu molarnih omjera. Masa B-ciklodekstrina
iznosila je 98,02 mg (0,087 mmol) dok je masa ferocenske kiseline iznosila
20,00 mg (0,087 mmol). Ukupna masa reagensa prije sinteze iznosila je

118,02 mg, a nakon sinteze izvagana masa iznosi 97,1 mg.

Posudice za uzorke ukupnog su volumena 10-12 ml. U jednu posudicu
dodaju se pocetni reagensi i dvije kuglice za mlin (7 mm). Zbog balansa se
na mlin dodaje i posudica bez reagensa s dvije kuglice za mlin (7 mm).
Sinteza se odvija u tri ciklusa po 20 minuta te se na kraju uzorak prenosi u
Eppendorf epruvete i analizira termogravimetrijskom analizom te 'H NMR

spektroskopskom analizom.

hidrofilni dio
\ h hidrofobni dio
~ il .
o -
(i > OH
3 o
| 00
||=9 -
=
o d: }"
o
=
BCD FcCOOH BCDFcCOOH

Slika 13. Shematski prikaz nastajanja kompleksa BCDFcCOOH
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3.2.3. Sinteza kompleksa B-ciklodekstrina i bioloSkog derivata ferocena
(L1)

Mase polaznih spojeva koristenih za sintezu kompleksa u kuglicnom mlinu
(Slika 14) izracunate su pomocu molarnih omjera. Masa B-ciklodekstrina
iznosila je 71,60 mg (0,063 mmol) dok je masa spoja L1 iznosila 25,48 mg
(0,032 mmol). Ukupna masa reagensa prije sinteze iznosila je 97,08 mg, a

nakon sinteze izvagana masa iznosi 83,4 mqg.

Posudice za uzorke ukupnog su volumena 10-12 ml. U jednu posudicu
dodaju se pocetni reagensi i dvije kuglice za mlin (7 mm). Zbog balansa se
na mlin dodaje i posudica bez reagensa s dvije kuglice za mlin (7 mm).
Sinteza se odvija u tri ciklusa po 20 minuta te se na kraju uzorak prenosi u
Eppendorf epruvete i analizira termogravimetrijskom analizom te 'H NMR

spektroskopskom analizom.

Slika 14. Shematski prikaz nastajanja kompleksa BCDL1 (slika preuzeta iz

literaturnog izvora (27), prilagodena verzija)

30



3.3. UV-Vis spektroskopska mjerenja

3.3.1. Odredivanje bazdarnog dijagrama ferocenske kiseline

Bazdarni dijagram ferocenske kiseline, dijagram ovisnosti intenziteta
apsorbancije otopine o koncentraciji, dobiven je mjerenjem apsorbancije
otopina ferocenske kiseline razli¢itih koncentracija. Pocetna standardna
otopina pripremljena je otapanjem 2,24 mg ferocenske kiseline u 10 ml
fosfatnog pufera (NaH2POs/ NaHPO4) pH 7,4. Koncentracija otopine
ferocenske kiseline iznosila je 9.737* 10% mol dm=3. U kivetu je
automatskom pipetom otpipetirano 2 ml pufera te je snimljena bazna linija,
a potom je u alikvotima od 100 pL dodavana prethodno pripremljena
otopina ferocenske kiseline te su u valnom podrucju od 500-200 nm nakon
svakog dodavanja snimane apsorbancije. Snimljeni spektralni podaci
otvaraju se pomocu programa Origin u kojem se iz izmjerenih vrijednosti i

maksimuma apsorbancije na 260 nm odredi bazdarni dijagram.

3.3.2. Spektrofotometrijska titracija ferocenske kiseline s fB-

ciklodekstrinom

Za titraciju su pripremljene otopine ferocenske kiseline i B-ciklodekstrina.
Za otopinu titranda odvagano je 2,33 mg ferocenske kiseline te je odmjerna
tikvica od 25 ml dopunjena do oznake fosfatnim puferom (NaH2POas/
NaHPO4) pH 7,4, co (titranda)= 4,051* 10 mol dm=3. Za otopinu titransa
odvagano je 34,07 mg B-ciklodekstrina te je odmjerna tikvica od 10 ml
dopunjena do oznake fosfatnim puferom (NaH2POs4/ NaHPO4) pH 7,4, co
(titransa)= 3,039* 103 mol dm-3. Na pocetku titracije snima se bazna linija
pufera. Zatim se otpipetira 2 ml otopine ferocenske kiseline u kivetu s
uzorkom, dok u drugoj kiveti ostaje kontrolna otopina pufera. Apsorbancije

se mjere svakim dodavanjem otopine B-ciklodekstrina u otopinu ferocenske
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kiseline prema tablici u prilogu. Snimljeni spektralni podaci otvaraju se
pomoc¢u programa Origin u kojem se iz izmjerenih vrijednosti daljnjim

racunom odreduje konstanta stabilnosti kompleksa.
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4. REZULTATI
4.1. Rezultati UV-Vis spektrofotometrijske analize

4.1.1. Bazdarni dijagram ferocenske kiseline

2.0—-
1.8—-
1.6—-
1.4—-
1.2—-

1.0+

A (260 nm)

0.8
0.6
0.4

0.2 4

007777777
5.0x10°1.0x10%1.5x102.0x10#2.5x10#3.0x10“3.5x104.0x104.5x105.0x10™*

¢ (FCCOOH) / mol dm™

Slika 15. Kalibracijska krivulja (bazdarni dijagram) ferocenske kiseline
dobiven mjerenjem maksimalne apsorbancije (Amax= 260 nm) i
dodavanjem pocetne otopine ferocenske kiseline (co= 9,737* 104 mol
dm-3) u otopinu fosfatnog pufera (NaH2PO4/ NaHPO4) pH 7,4. Molarni
apsorpcijski koeficijent (g) pri valnoj duljini 260 nm iznosi 4415,242 mol!

dm3 cm1.
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Slika 16. Apsorpcijski spektar otopina ferocenske kiseline razlicitih
koncentracija dobiven dodavanjem pocetne otopine ferocenske kiseline

(co= 9,737* 104 mol dm=3) u otopinu fosfatnog pufera (NaH2PO4/
NaHPOQ4) pH 7,4.

4.1.2. Spektrofotometrijska titracija ferocenske kiseline s [-

ciklodekstrinom

0 T T = — 1
200 250 300 350 400 450 500

N nm
Slika 17. Apsorpcijski spektar dobiven spektrofotometrijskom titracijom
otopine ferocenske kiseline, co (titranda)= 4,051* 10* mol dm=3s
otopinom B- ciklodekstrina, co (titransa)= 3,039* 103 mol dm3.
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4.2. Rezultati termogravimetrijske (TGA) analize

Termogravimetrijska analiza uzoraka (Termogrami 4.2.1. i 4.2.2.)
odredena je na METTLER TA 4000 termogravimetru. Termogravimetrijsko
mjerenje provedeno je u sintetskom zraku® u temperaturnom rasponu od
25 do 500°C s brzinom zagrijavanja 10°C min-1. Masa analiziranih uzoraka

iznosila je izmedu 5i 10 mg.

Termogravimetrijska analiza uzoraka (Termogram 4.2.3.) odredena je na
Perkin Elmer STA 6000 termogravimetru. Termogravimetrijsko mjerenje
provedeno je u struji kisika u rasponu od 20 do 500°C s brzinom
zagrijavanja 10°C minl. Masa analiziranih uzoraka iznosila je izmedu 2 i

10 mg.

4.2.1. Termogrami dobiveni preklapanjem pojedinacnih krivulja aCD,
FcCOOH, fizicke smjese aCDFcCOOH i kompleksa aCDFcCOOH

A

Slika 18. TG i DTG krivulje za a) kompleks aCDFcCOOH, b) fizicka smjesa
aCDFcCOOH, c) aCD, d) FcCOOH

5 Smjesa dusika i kisika u omjeru 80% N2 i 20% O2
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4.2.2.Termogrami dobiveni preklapanjem pojedinacnih krivulja BCD,
FcCOOH, fizicke smjese BCDFcCOOH i kompleksa BCDFcCOOH
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Slika 19. TG i DTG krivulje za a) kompleks BCDFcCOOH, b) fizicka smjesa
BCDFcCOOH, c) BCD, d) FcCOOH

4.2.3.Termogrami dobiveni preklapanjem pojedninacnih krivulja BCD,
L1, fizicke smjese BCDL1 i kompleksa BCDL1
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Slika 20. TG krivulje za a) kompleks BCDL1, b) fizicka smjesa BCDL1, c)
BCD, d) L1
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Temperature (°C)

Slika 21. DTG krivulje za a) kompleks BCDL1, b) fizicka smjesa BCDL1, c)
BCD, d) L1

4.3. Rezultati 1H NMR analize

4.3.1.'H NMR spektri dobiveni preklapanjem pojedinacnih spektara
aCD, FcCOOH i kompleksa aCDFcCOOH

PPM 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4

Slika 22. 'H NMR spektri a) kompleks aCDFcCOOH, b) aCD, c) FcCOOH
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4.3.2.'H NMR spektri dobiveni preklapanjem pojedinac¢nih spektara
BCD, FcCOOH i kompleksa BCDFcCOOH
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FPPM 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 z.8 2.4

Slika 23. 'H NMR spektri a) kompleks BCDFcCOOH, b) BCD, c) FcCOOH

4.3.3. 'H NMR spektri dobiveni preklapanjem pojedinacnih spektara
BCD, L1 i kompleksa BCDL1

PPM 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6

Slika 24. 'H NMR spektri a) kompleks BCDL1, b) BCD, c) L1
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4.3.4. Podaci 'H NMR pomaka slobodnih ciklodekstrina i kompleksa

Tablica 2. Kemijski pomaci (0, ppm) ciklodekstrina (aCD, BCD) i njihovih
kompleksa (aCDFcCOOH, BCDFcCOOH, BCDL1) snimljeni u D20

o ooor o e oo s

Oacp OacpFeccooH  AdacpFecoon’ Opcp spcDFccooH®  AdpcpFccooH Ogco  spepLt®  Aspeplt
n 5,003 4,965 -0,038 5,018 5,000 -0,018 5,019 4,995 -0,024
E 3,582 3,543 0,039 3,600 3,580 0,020 3,597 3,574 -0,023
E 3,930 3,895 -0,035 3,914 3,910 -0,004 3,910 3,888 -0,022
n 3,533 3,498 -0,035 3,533 3,524 -0,009 3,524 3,509 -0,015
E 3,799 3,762 -0,037 3,824 3,815 -0,009 3,821 3,800 -0,021

7 AO= dacDFccooH- Oacp

8 AO= OdpcpFecooH- Opcp
9 Ad= decoLi- Opcp
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5. RASPRAVA
5.1. Odredivanje konstante stabilnosti kompleksa BCDFcCOOH

Konstanta stabilnosti supramolekulskog kompleksa mijerilo je jakosti
interakcije izmedu molekule ,gosta" i molekule ,domacina“. Minimalni uvjet
za nastajanje inkluzijskog kompleksa je kompatibilnost i veli¢ina molekule
~gosta® i ciklodekstrina; molekula ,gosta® mora imati sposobnost
djelomi¢ne ili potpune penetracije u Supljinu ciklodekstrina. S
mikroskopskog gledista, molekula ,gosta" unutar inkluzijskog kompleksa
okruzena je ciklodekstrinom i inkapsulirana unutar kompleksa. Oralnom
administracijom topljivih oblika ciklodekstrinskih kompleksa potrebno je
postiéi disocijaciju prije apsorpcije kako bi slobodni oblik lijeka mogao prodi
kroz lipidnu barijeru gastrointestinalnog trakta, stoga ucinak kompleksacije
na apsorpciju lijeka uvelike ovisi 0 iznosu konstante stabilnosti i o brzini

otapanja kompleksa. (24)

Termodinamicki parametri supramolekulskog povezivanja poput konstante
ravnoteze, slobodne energije, entalpije i entropije karakteristike su
stabilnosti i izravno su povezane s mogucénosS¢u nastanka kompleksa i
njihovom praktichom primjenom. Primjena racunalnih metoda i
programskih paketa poput HYPERQUAD-a koriStenog u ovom istrazivanju
od izuzetne je vaznosti za odredivanje konstanta stabilnosti
supramolekulskih kompleksa baziranih na provedenim eksperimentalnim

mjerenjima. (28)

Direktnom UV-Vis titracijom pratila se apsorbancija unutar sustava sa
svakim dodavanjem titransa (BCD) u otopinu titranda (FcCOOH) i
mijeSanjem reakcijskih komponenti pri razli¢itim omjerima kako bi se
odredile ravnotezne koncentracije sudionika kemijske reakcije. Pomocu
jednadzbi bilance mase za obje kemijske vrste utvrduje se koja se koli¢ina

nije vezala u kompleks te se odreduje konstanta stabilnosti kompleksa.
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Konstanta stabilnosti i molarni spektri apsorpcije iz dobivenih
spektrofotometrijskih podataka odredeni su pomocu programskog paketa
HYPERQUAD koji je dizajniran za dobivanje ravnoteznih konstanti iz
spektrofotometrijskih podataka. Konstante stabilnosti racunaju se pomocu
nelinearne regresije. Tijekom racunanja optimiziraju se jednadzbe bilance
mase, dok se molarne apsorpcijske vrijednosti dobivaju se metodom
najmanjih kvadrata i uklapanjem vrijednosti apsorbancije u skladu s Beer-
Lambertovim zakonom. (29) Iz dobivenih podataka UV-Vis titracije otopine
ferocenske kiseline B-ciklodekstrinom dodanim u pocetni volumen otopine
ferocenske kiseline, odreden je Amax= 260 nm i odredena je konstanta
stabilnosti kompleksa, logk= 3,65 koja je u skladu s literaturnim podacima
o iznosima konstante stabilnosti kompleksiranja BCD s ferocenskom

kiselinom u rasponu logK= 3 - 4.

5.2. Termogravimetrijska analiza kompleksiranja

5.2.1. Kompleksiranje a-ciklodekstrina i ferocenske kiseline

S obzirom na veliCinu Supljine a-ciklodekstrina i veliCinu molekule
ferocenske kiseline, unutar Supljine molekule moze se smjestiti samo jedan
ciklopentadienilni prsten, stoga se pri formiranju kompleksa koristi omjer 2
: 1 (aCD : FcCOOH) kako bi se svaki od ciklopentadienilnih prstenova

smjestio u Supljinu molekule ,domacina™ (30).

Izmjerene krivulje i rezultati termogravimetrijske analize za inkluzijski
kompleks a-ciklodekstrina i ferocenske kiseline (Slika 18) pokazuju kako se
kompleks raspada u tri koraka. U prvom koraku termalnog raspada fizicke
smjese (do 83,3°C) udio izlaznih komponenti Ami= -2,562%, a u drugom
koraku termalnog raspada fizicke smjese Am.= -7,962%. Taj gubitak mase
(u rasponu <10%, ispod 100°C) pripisuje se dehidraciji ciklodekstrina u
dva koraka zbog razliCite jaCine vodikovih veza izmedu molekula vode i

ciklodekstrina (31). Udio izlaznih komponenata u trecem koraku termalnog
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raspada pri temperaturi 295,7°C Ams= -88,735% te se zbog preklapanja
krivulja termalne razgradnje cistog aCD (Am= -66,471%, pri 316,7°C) i
FcCOOH (Am= -69,410%, pri 351,7°C) uocava manja razdvojenost pika u
zadnjem dijelu krivulje (iznad 300°C) koja ukljuc¢uje pomak cjelokupnog

pika.

Na krivulji termalne razgradnje kompleksa aCDFcCOOH prisutan je pik s
odgovarajuc¢im gubitkom mase Ami= -10,113% (pri temperaturi 53,0°C)
koji ukazuje na dehidraciju kompleksa koja se dogada uslijed istiskivanja
molekula vode iz Supljine a- ciklodekstrina kako bi mogao nastati inkluzijski
kompleks. Ovi rezultati su dokaz kako su molekule vode iz Supljine aCD
zamijenjene ferocenskom kiselinom i da dolazi do slabljenja vodikove veze
izmedu preostalih molekula vode i aCD, stoga je i energija (i posljedi¢no
temperatura) potrebna za kidanje veza u kompleksu (274,7°C) niza od one
u slobodnom ciklodekstrinu (316,7°C) (32). Takoder, izgled
termogravimetrijske krivulje upucuje na strukturne promjene; na gornjem
dijelu krivulje znacajno je smanjen pik ferocenske kiseline koji je u slu¢aju
¢istog spoja ostar i naglasen dok se na donjem dijelu krivulje (dio krivulje
iznad 300°C) uocava ukupni pomak krivulje Sto je jos jedan dokaz
kompleksiranja. Krivulja u donjem dijelu ne sadrzi fizicki razdvojeni pik
zbog simultanog raspada aCD i FcCOOH. Zakljucak je kako je doslo do
kompleksiranja, no s obzirom na odredenu prisutnost ferocenskih pikova
na termogramu pretpostavljamo da kompleksiranje nije potpuno ili je spoj
u suvisku, stoga bi se nekom od dodatnih metoda (FTIR, NMR, UV-Vis)

trebao potvrditi postotak kompleksiranja.
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5.2.2. Kompleksiranje B-ciklodekstrina i ferocenske kiseline

Izmjerene krivulje i rezultati termogravimetrijske analize za inkluzijski
kompleks i fizicku smjesu B-ciklodekstrina i ferocenske kiseline (Slika 19)
pokazuju kako se kompleks raspada u dva koraka. Udio izlaznih
komponenata u prvom koraku termalnog raspada fizicke smjese (Ami)
iznosi -8,730% (pri temperaturi 74,0°C). Gubitak mase u prvom koraku
termalnog raspada u rasponu do <10%, ispod 100°C, pripisuje se
isparavanju vezane i kristalne vode (31). Udio izlaznih komponenata u
drugom koraku termalnog raspada (Am;) za Cisti BCD i FcCOOH gotovo je
jednak (-69,955% gubitak mase za BCD pri temperaturi 316,7°C i -
69,410% gubitak mase za FcCOOH pri temperaturi 351,7°C) dok je kod
fiziCke smjese u drugom koraku termalnog raspada pri temperaturi 300,3°C
zabiljezen Amy= -84,587%. Zbog preklapanja krivulja termalne razgradnje
BCD i FcCOOH na termogramu se ne uocava razlika u obliku pika vec se na
temelju tabli¢nih podataka analize zakljuCuje kako se zaista radi o fizi¢koj
smjesi sa zbrojem komponenata iako je na termogramu vidljiv samo jedan

pik veceg udjela s manjim pomakom u odnosu na Ciste spojeve.

Na krivulji termalne razgradnje kompleksa BCDFcCOOH prisutan je pik s
pripadaju¢im gubitkom mase Ami= -6,544% pri temperaturi 57,7°C koji
ukazuje na dehidraciju kompleksa koja se dogada uslijed istiskivanja
molekula vode iz Supljine B-ciklodekstrina kako bi mogao nastati inkluzijski
kompleks. Ovi rezultati dokaz su kako su molekule vode iz Supljine BCD
zamijenjene ferocenskom kiselinom i da dolazi do slabljenja vodikove veze
izmedu preostalih molekula vode i BCD stoga je i energija (i posljedi¢no
temperatura) potrebna za kidanje veza u kompleksu (277,0°C) niza od one
u slobodnom ciklodekstrinu (300,3°C) (32). Takoder, izgled
termogravimetrijske krivulje upucuje na znacajnije strukturne promjene;
na gornjem dijelu krivulje znacajno je smanjen pik ferocenske kiseline koji

je u slucaju Cistog spoja ostar i naglasen dok se na donjem dijelu krivulje
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(dio krivulje iznad 300°C) ukazuje manje razdvajanje te ukupni pomak
krivulje Sto je joS jedan dokaz kompleksiranja. Razdvajanje i pomak
krivulje ukazuju na istovremeni raspad ciklodekstirna i zaostale ferocenske
kiseline s preklapanjem navedenih procesa za oba spoja, stoga se
zakljuCuje kako je dosSlo do kompleksiranja, no s obzirom na odredenu
prisutnost ferocenskih pikova na termogramu pretpostavka je da
kompleksiranje nije potpuno ili je spoj u suvisku, stoga bi se nekom od
dodatnih metoda (FTIR, NMR, UV-Vis) trebao potvrditi postotak

kompleksiranja.

5.2.3. Kompleksiranje PB-ciklodekstrina i bioloSkog derivata ferocena
(L1)

B-ciklodekstrin u vodenoj otopini solubilizira hidrofobni spoj L1 i stvara
vodotopljiv inkluzijski kompleks ugradujudi hidrofobnu molekulsku vrstu u
centralnu Supljinu. S obzirom na veliCinu Supljine B- ciklodekstrina i veliinu
molekule L1, unutar Supljine molekule moze se smijestiti samo jedan
ciklopentadienilni prsten, stoga se pri formiranju kompleksa koristi omjer 2
: 1 (BCD : L1) kako bi se svaki od ciklopentadienilnih prstenova koje sadrzi

L1 smjestio u po jednu od Supljina molekule ,domacina™ (30).

Izmjerene krivulje i rezultati termogravimetrijske analize za inkluzijski
kompleks i fizicku smjesu B-ciklodekstrina i spoja L1 (Slika 20 i Slika 21)
pokazuju kako se kompleks raspada u dva koraka. Udio izlaznih
komponenata u prvom koraku termalnog raspada fizicke smjese (Am1) pri
temperaturi 74,20°C iznosi -3,056%. Gubitak mase u prvom koraku
termalnog raspada u rasponu do <10%, ispod 100°C, pripisuje se
isparavanju vezane i kristalne vode (31). Udio izlaznih komponenata u
drugom koraku termalnog raspada (Am:z) pri temperaturi 318,32°C za Cisti
BCD iznosi -51,54%, za L1 pri temperaturi 364,92°C iznosi -53,490% dok

je kod fizicke smjese u drugom koraku termalnog raspada pri temperaturi
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279,65°C zabiljezen Amy= -83,527%. Na termalnoj krivulji fiziCke smjese
uoCava se prisutnost pikova svih komponenti koje ¢ine smjesu te se iz
tablicnih podataka uocava kako gubitak mase u drugom termalnom koraku

odgovara zbroju komponenti koje ¢ine smjesu.

Na krivulji termalne razgradnje kompleksa BCDL1 prisutan je pik pri
temperaturi 85,79°C s pripadaju¢im gubitkom mase Ami= -3,729% Kkoji
ukazuje na dehidraciju kompleksa koja se dogada uslijed istiskivanja
molekula vode iz Supljine B-ciklodekstrina kako bi mogao nastati inkluzijski
kompleks. Ovi rezultati dokaz su kako su molekule vode iz Supljine BCD
zamijenjene ferocenskom kiselinom i da dolazi do slabljenja vodikove veze
izmedu preostalih molekula vode i BCD stoga je i energija (i posljedi¢no
temperatura) potrebna za kidanje veza u kompleksu (242,80°C) niza od
one u slobodnom ciklodekstrinu (318,32°C) (32). Takoder, izgled
termogravimetrijske krivulje upucuje na znacajnije strukturne promjene;
izostajanje pikova prisutnih u termogramu spoja L1 i BCD, preklapanje
krivulja termalne razgradnje BCD i L1 te ukupni pomak krivulje jos su jedan
dokaz kompleksiranja. Blago razdvajanje i pomak krivulje ukazuju na
istovremeni raspad ciklodekstirna i zaostalog spoja L1 s preklapanjem
navedenih procesa, stoga se zakljucuje kako je doslo do kompleksiranja,
no s obzirom na odredenu prisutnost spoja L1 na termogramu pretpostavka
je da kompleksiranje nije potpuno ili je spoj u suvisku, stoga bi se nekom
od dodatnih metoda (FTIR, NMR, UV-Vis) trebao potvrditi postotak

kompleksiranja.

5.3. lH NMR analiza kompleksiranja spojeva

Nuklearna magnetska rezonancija iznimno je korisna tehnika koja pruza
vrijedne kemijske informacije o mrezi vodikovih veza u ciklodekstrinima i
supramolekulskim sustavima. Primarni dokaz kompleksacije je razlika u

kemijskom pomaku protona izmedu molekule ciklodekstrina, ferocenske
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kiseline i njihovog inkluzijskog kompleksa. Ako postoji interakcija izmedu
molekule ,domacina" i ,gosta" i dolazi do stvaranja inkluzijskog kompleksa,
uocit ¢e se kemijski pomak atoma vodika uslijed kompleksacije; kemijski
pomak protona dokaz je ugradnje molekule ,,gosta“ u molekulu ,domacdina“
(33). Razlike u 'H NMR spektrima a- i B-ciklodekstrina uzrokovane

zasjenjenjem protona manje su od 0,1 ppm (Tablica 2).

Iz dobivenih spektara 'H NMR analize moze se odrediti stabilnost
inkluzijskog kompleksa; kompleksacija molekule ,gosta® u Supljinu
molekule ,domacina" je parcijalna ako je Ad H3> Ad H5 te potpuna ako je
Ad H3< Ad H5 (33).

5.3.1. Kompleksiranje a-ciklodekstrina i ferocenske kiseline

Analizom 'H NMR spektara i kemijskih pomaka slobodnih vrsta i njihovih
kompleksa (Tablica 2) zbog prisutnosti pomaka pikova utvrduje se kako je
doSlo do parcijalnog stvaranja inkluzijskog kompleksa aCDFcCOOH sto je

potvrdeno analizom vrijednosti kemijskih pomaka.

Vrijednosti kemijskih pomaka prisutnih izmedu slobodnog ciklodekstrina i
inkluzijskog kompleksa ciklodekstrina s ferocenskom kiselinom iznose Ad
H3=-0,035i Ad H5= -0,037 stoga se zakljucuje kako je kompleksacija aCD
i FCCOOH u omjeru 2 : 1 (aCD : FcCOOH) potpuna Sto je kozistentno s
rezultatima TGA analize te se zakljuCuje kako su zaostali pikovi na
termogramima suvisak spojeva. Obzirom na dostupne literaturne podatke
o kompleksiranju aCD i ferocena (Fc) u omjeru 1:1 te manjak podataka o
kompleksima aCD i ferocenske kiseline u omjeru 2:1, potrebno je napraviti
dodatna istrazivanja kako bi se utvrdilo da je doista doslo do stvaranja

kompleksa u omjeru 2:1.
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5.3.2. Kompleksiranje B-ciklodekstrina i ferocenske kiseline

Analizom 'H NMR spektara i kemijskih pomaka slobodnih vrsta i njihovih
kompleksa (Tablica 2) zbog prisutnosti pomaka pikova utvrduje se kako je
doslo do potpunog stvaranja inkluzijskog kompleksa BCDFcCOOH sto je

potvrdeno analizom vrijednosti kemijskih pomaka.

Vrijednosti kemijskih pomaka prisutnih izmedu slobodnog ciklodekstrina i
inkluzijskog kompleksa ciklodekstrina s ferocenskom kiselinom iznose Ad
H3= -0,004 i Ad H5= -0,009 stoga je zakljucak kako je kompleksacija BCD
i FCCOOH u omjeru 1 : 1 (BCD : FcCOOH) potpuna Sto je kozistentno s
rezultatima TGA analize te se zakljuCuje kako je prisutnost zaostalih pikova

na termogramima suviSak spojeva.

5.3.3. Kompleksiranje B-ciklodekstrina i bioloSkog derivata ferocena
(L1)

Analizom 'H NMR spektara i kemijskih pomaka slobodnih vrsta i njihovih
kompleksa (Tablica 2) zbog prisutnosti pomaka pikova utvrduje se kako je
dosSlo do parcijalnog stvaranja inkluzijskog kompleksa BCDL1 Sto je

potvrdeno analizom vrijednosti kemijskih pomaka.

Vrijednosti kemijskih pomaka prisutnih izmedu slobodnog ciklodekstrina i
inkluzijskog kompleksa ciklodekstrina sa spojem L1 iznose Ad H3= -0,022
i Ad H5= -0,021 stoga se zakljucuje kako je kompleksacija izmedu BCD i
L1 u omjeru 2 : 1 (BCD : L1) parcijalna sto je kozistentno s rezultatima
TGA analize te se =zakljuCuje kako prisutnost zaostalih pikova na
termogramima odgovara neizreagiranim spojevima ili detekciji spojeva

zbog parcijalne inkluzije u Supljinu ciklodekstrina.
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6. ZAKLJUCAK

Mehanokemijskom sintezom u mlinu, i u skladu sa suvremenim principima
»zelene kemije" istrazeno je priredivanje inkluzijskih supramolekulskih
kompleksa. UV-Vis titracijom a- i B-ciklodekstrina s ferocenskom kiselinom
kao modelnim spojem odredene su konstante stabilnosti nastalih
kompleksa u vodenom puferu pH 7,4. Nadalje, mehanokemijskom
reakcijom u mlinu, dobiven je inkluzijski kompleks B-ciklodekstrina s
bioloSkim derivatom ferocena (5-jod-N-1,N-3-di{4-[1-(1-ferocenilmetil)-
1,2,3-triazol-4-ilJmetil}-pirimidin-2,4-dionom (L1) kao potencijalnim

lijekom s protutumorskim djelovanjem.

Konstanta stabilnosti modelnog spoja (kompleksa BCDFcCOOH), dobivena
iz podataka UV-Vis titracije, pokazuje postojanost interakcija i stvaranje
inkluzijskog kompleksa izmedu B-ciklodekstrina i ferocenske kiseline u vodi.
Iznos konstante stabilnosti (Ks = 3,65) poklapa se s literaturno navedenim
iznosima konstanta stabilnosti kompleksa ferocenske kiseline i f-
ciklodekstrina (Ks= 3 - 4) te potvrduje nastajanje supramolekulskog

kompleksa.

Termogravimetrijskom i 'H NMR analizom kemijskih pomaka protona
modelnih spojeva dokazano je nastajanje inkluzijskog supramolekulskog
kompleksa u krutoj fazi izmedu B-ciklodekstrina i bioloski aktivhog derivata

ferocena (L1).

Dobiveni rezultati vrijedan su poticaj za daljnja istrazivanja priprave
supramolekulskih kompleksa ciklodekstrina i spoja L1 kao ciljane
formulacije lijeka, topive u vodenom mediju. Obzirom na ostvarene
rezultate u slijedeéem koraku bilo bi interesantno istraziti i optimizirati
sintezu supramolekulskih kompleksa s cikodekstrinima kao novih
formulacija za ciljanu dostavu lijeka, istraziti bioloSku aktivnost priredenog
kompleksa ciklodekstrina i derivata ferocena (L1) kao potencijalnog
protutumorskog lijeka.
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8. PRILOZI

8.1. Spektrofotometrijska titracija ferocenske kiseline B-ciklodekstrinom

Tablica 3. Podaci o volumenima dodavanja i koncentraciji titranda i

titransa spektrofotomerijske titracije ferocenske kiseline sa -

ciklodekstrinom

c titrand (FcCOOH)

c titrans (BCD)

25
25
25
25
50
50
50
50
50
50
100
100
100
100
200
200

V4- dodani volumen (pL)

25
50
75
100
150
200
250
300
350
400
500
600
700
800
1000
1200

Vau- ukupni dodani volumen (uL)

V- ukupni volumen u kiveti (mL)

2,025
2,05
2,075
2,1
2,15
2,2
2,25
2,3
2,35
2,4
2,5
2,6
2,7
2,8
3,0
3,2

53

[mol dm-3]
4,051 E-04
4,001 E-04
3,952 E-04
3,905 E-04
3,858 E-04
3,768 E-04
3,683 E-04
3,601 E-04
3,523 E-04
3,448 E-04
3,376 E-04
3,241 E-04
3,116 E-04
3,001 E-04
2,894 E-04
2,701 E-04
2,532 E-04

[mol dm-3]
0
3,75 E-05
7,41 E-05
1,10 E-04
1,45 E-04
2,12 E-04
2,76 E-04
3,38 E-04
3,96 E-04
4,53 E-04
5,06 E-04
6,08 E-04
7,01 E-04
7,88 E-04
8,68 E-04
1,01 E-03
1,14 E-03



8.2. Termogrami spojeva

Slika 25. DTG (lijevo) i TG (desno) krivulje a-ciklodekstrina. Na krivulji je
prikazan temperaturni maksimum brzine razgradnje na 53°C i

temperaturni maksimum brzine razgradnje na 316,7°C.

Slika 26. DTG (lijevo) i TG (desno) krivulje B-ciklodekstrina. Na krivulji je
prikazan temperaturni maksimum brzine razgradnje na 69,3°C i

temperaturni maksimum brzine razgradnje na 316,7°C.
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Slika 27. DTG (lijevo) i TG (desno) krivulje ferocenske kiseline. Na krivulji
je prikazan temperaturni maksimum brzine razgradnje na 197,7°C i

temperaturni maksimum brzine razgradnje na 351,7°C.

% (%) —— ——
3 3

Weight

erature (*C)

Slika 28. TG krivulja bioloSkog derivata ferocena (L1)
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Slika 29. DTG krivulja bioloSkog derivata ferocena (L1)

Slika 30. DTG (lijevo) i TG (desno) krivulje fizicke smjese a-ciklodekstrina
i ferocenske kiseline. Na krivulji je prikazan temperaturni maksimum
brzine razgradnje na 43,7°C, temperaturni maksimum brzine razgradnje

na 83,3°C, temperaturni maksimum brzine razgradnje na 295,7°C.
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Slika 31. DTG (lijevo) i TG (desno) krivulje fizicke smjese B-ciklodekstrina
i ferocenske kiseline. Na krivulji je prikazan temperaturni maksimum
brzine razgradnje na 57,7°C i temperaturni maksimum brzine razgradnje
na 277,0°C.

Weight % (%) —— ———
g g

459
E- ) 100 150 200 5
Temperature (‘C)

Slika 32. TG krivulja fizicke smjese B-ciklodekstrina i bioloSkog derivata

ferocena (L1)
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Slika 33. DTG krivulja fizicke smjese B-ciklodekstrina i bioloSkog derivata

ferocena (L1)

Slika 34. DTG (lijevo) i TG (desno) krivulje kompleksa a-ciklodekstrina i
ferocenske kiseline. Na krivulji je prikazan temperaturni maksimum brzine
razgradnje na 53,0°C i temperaturni maksimum brzine razgradnje

kompleksa na 274,7°C.
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Slika 35. DTG (lijevo) i TG (desno) krivulje kompleksa B-ciklodekstrina i
ferocenske kiseline. Na krivulji je prikazan temperaturni maksimum brzine
razgradnje na 57,7°C i temperaturni maksimum brzine razgradnje na
277,0°C.

% (%) —— ——
o

Weight

persture ('C)

Slika 36. TG krivulja kompleksa B-ciklodekstrina i bioloSkog derivata
ferocena (L1)
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Slika 37. DTG krivulja kompleksa B-ciklodekstrina i bioloSkog derivata

ferocena (L1)

8.3. 'H NMR spektri spojeva

j JU |

I ! I ! I ! I ! I
PPM 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2

Slika 38. 'H NMR spektar a-ciklodekstrina na 600 MHz
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PPM 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4

Slika 39. 'H NMR spektar B-ciklodekstrina na 600 MHz

U | JU .

I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
PPM 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0

Slika 40. 'H NMR spektar ferocenske kiseline na 600 MHz
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Slika 41. 'H NMR spektar bioloSkog derivata ferocena (L1) na 600 MHz

Y. o
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PPM 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Slika 42. 'H NMR spektar kompleksa a-ciklodekstrina i ferocenske kiseline
na 600 MHz
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Slika 43. 'H NMR spektar kompleksa B-ciklodekstrina i ferocenske kiseline
na 600 MHz

\_

PPM 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2

Slika 44. 1H NMR spektar kompleksa B-ciklodekstrina i bioloSkog derivata
ferocena (L1) na 600 MHz
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