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ABSTRAKT

Predmétem diplomové prace je syntéza kumarinovych derivatl, jejichz vlastnosti a ptiprava
jsou nastinény v teoretické cCasti. Prakticka cast je vénovana pokusim o pfipravu
3-substituovanych 4-hydroxykumarini. Experimentdlni cast obsahuje popis syntézy
3-fenyl-4-hydroxykumarinu z fenolu a derivat kyseliny malonové. Také jsou popisovany

pokusy o piipravu téchto derivatii z chlorované kyseliny 2-fenylmalonové.

Kli¢ova slova: kumarin, 4-hydroxykumarin, 3-fenyl-4-hydroxykumarin, syntéza

ABSTRACT

The subject of the diploma thesis is the synthesis of coumarin derivates, its properties and
preparation that are outlined in the theoretical part. The practical part is devoted to attempts
to prepare 3-substituted 4-hydroxycoumarins. The experimental part contains a description
of the synthesis of 3-phenyl-4-hydroxycoumarin from phenol and malonic acid derivatives.
Attempts to prepare these derivatives from chlorinated 2-phenylmalonic acid are also

described.

Keywords: coumarin, 4-hydroxycoumarin, 3-phenyl-4-hydroxycoumarin, synthesis
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UvVOD

Predmétem diplomové prace bylo syntetizovat 4-hydroxykumariny substituované v
poloze 3 fenolem nebo methylem. Teoreticka ¢ast je vénovana popisu kumarinii, ptirodnich
i syntetickych, jejich struktuie, syntéze a vlastnostem. Dalsi kapitola je zaméfena na
4-hydroxykumariny, jejich vyznamné derivaty pfevazné s vyuzitim ve farmakologii s
dulezitou antikoagula¢ni funkci a jejiz mechanismus je popsan. Déle jsou popsany nekteré
metody syntézy 4-hydroxykumarinii a k tomu i syntézy 3-substituovanych analogi, kterych

bylo dosazeno.
V praktické casti a diskusni ¢asti jsou popsany experimenty formou diskuze a presné popisy
metod syntézy 3-fenyl-4-hydroxykumarinu a vychozich latek pro mozné pozdé&jsi vyuziti

v syntéze 3-methyl-4-hydroxykumarinu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KUMARINY

Kumariny (2H-1-benzopyran-2-ony, 2 H-chromen-2-ony) jsou organické slouceniny tvoiené
benzenovym kruhem ptikondenzovanym do poloh 5 a 6 pyran-2-onového kruhu. Tyto
benzo-a-pyrony jsou v podstaté¢ elektronové bohaté konjugované laktony, s dobrou
vlastnosti pro pfenos naboje. Strukturné¢ lze kumariny povazovat také za derivaty
o-hydroxyskofticové kyseliny. Obecné jsou to slouceniny vyskytujici se v ptirod¢ prevazné
jako sekundarni metabolity rostlin, které chrani pied mnoha nezddoucimi biologickymi
reakcemi. Z fyzikalné-chemického hlediska to jsou molekuly nizké hmotnosti
s jednoduchou strukturou, dobrou rozpustnosti ve vét§iné organickych rozpoustédel a

s malou toxicitou.b» %34

5 4
6 X
2
7 @) (@)
8 1

Obrazek 1. Struktura kumarinu 1.

Diky nizké toxicit¢ maji Siroké spektrum vyuZiti jako aromatické latky v
potravinarstvi, které slouzi k aromatizaci tabakut ¢i alkoholu, vyrobé parfémut a kosmetiky.
Ovsem diky antikoagula¢nim, antibakterialnim a protirakovinnym uc¢inkiim jsou jeho

derivaty zadouci ve farmacii. Dokonce se pouZivaji i pii 1é¢bé HIV.> 33

1.1 Prirodni kumariny

Ptirodni kumariny jsou velmi rozSifené obzvlasté v rostlinné domén¢, kde mohou byt
nalezeny v semenech, ovoci, kvétinach, kotenech, listech ¢i stoncich. Jsou to sekundarni
metabolity vySSich rostlin, vybranych mikroorganismii nebo hub. Funkce téchto
sekundéarnich metabolitl je pfevazné spfiznéna s ochrannym mechanismem rostliny proti
byloZzraveim nebo pifed napadenim mikroorganismy. Tyto slouceniny jsou tvofeny
z fenylalaninu pfes kyselinu Sikimovou. VétSina piirodnich kumarinii obsahuje na

pozici 7 oxoskupinu nebo hydroxylovou skupinu.* ¢
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Ptirodni kumariny jsou obvykle déleny do 4 skupin. Prvni z nich jsou jednoduché kumariny,
které mohou mit hydroxylovou (umbelliferon, 2) nebo alkoxylovou substituci na
benzenovém kruhu (limettin, 3). Dals§i skupinou jsou furanokumariny s péticlennym
furanovym kruhem pfipojenym k benzenovému kruhu kumarinového skeletu.
Furanokumariny se dale d¢€li na linearni (xanthotoxin, 4) ¢i angularni (angelicin, 5). Treti
skupina je slozena ze 2 Sesticlennych pyranovych cykli ptikondenzovanych k benzenu
(seselin, 6). Z hlediska vyuziti je nejznaméjsi posledni ¢tvrta skupina antikoagulantt, které
se vyznacujici riznorodymi substituenty na pyranovém kruhu v poloze 3 (warfarin 7,

dicoumarol 8).%*©

S 2 = =
= O 0”0
0 0" "0
HO o"vo o0 S -
| -

2 3 4 5
=

0

Obrazek 2. Priklady kumarinovych slouc¢enin obsazenych v ptirodnich zdrojich.

V rostlinach se kumariny vyskytuji ve volném stavu diky polarni struktufe nebo v podobé
glykosidli. Jsou charakteristické pro svou UV absorpci s modrou fluorescenci. Tyto
vlastnosti jsou vyuzivany dale pro vyvoj ionotropnich receptorti, fluorescen¢nich sond nebo
biologickych barviv pro monitorovani enzymatické aktivity ¢i chovani zivych bunék. Také
jsou slibnymi pomocniky v netradi¢nich terapiich jako je fotochemoterapie pro podporu

1é¢by dermatologickych problému.*

Extrakce kumarinu z rostlin

Existuje vice zplisobi ziskavani kumarini z rostlinnych materialii. Extrakce mtze probihat
jak ze suchého, tak z Zivého materidlu. V zavislosti na struktuie izolované latky se voli urcity
typ rozpoustédla, ptipadné¢ smeési rozpoustédel o rtizné polarité. Volba rozpoustédla ma

zasadni vliv jak na rozpustnost izolovanych sloucenin, tak na snadnost separace ziskanych
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smési. Nekteré slou¢eniny mohou byt naptiklad nerozpustné v nepolarnich rozpoustédlech,
nebo naopak mohou byt extrahovany takové smési sloucenin, které lze separovat napiiklad
frak¢ni krystalizaci. Jako technické feSeni je nejvice pro extrakci vyuzivana metoda

Soxhlet-Henkela a k purifikaci sloupcova chromatografie.*

1.2 Syntéza kumarini

Kumariny a jejich derivaty mohou byt ziskdny z velkého mnozstvi ptirodnich zdroja, coz je
vSak velice naro¢ny a zdlouhavy proces. Proto bylo v zajmu organické chemie vyvinout
syntetické metody vedouci k ptipravé kumarinii. Nyni existuje celd fada riznych zptsobt
syntézy téchto latek, mezi které je mozné zafadit Perkinovu, Pechmannovu
1 Knoevenagelovu kondenzaci, Wittigiiv a Claiseniv pfesmyk, Reformatského reakci,

katalytickou cyklizaci, Kostaneskiho reakci a spoustu dalsich. ** 78

1.2.1 Perkinova reakce

Prvni synteticky kumarin byl pfipraveny Perkinovou syntézou, kterd byla popsana jiz v roce
1868. Jeji princip spociva v kondenzaci aromatickych aldehydi s karboxylovou kyselinou
¢1 s jejim anhydridem za zvySené teploty. Konkrétné kumarin 1 byl pfipraven zahtivanim

sodné soli salicylaldehydu 9 s anhydridem kyseliny octové 10. °

@CHC LI L
+ _—
ONa* A Ok 0 o
9 10 1

Schéma 1. Perkinova syntéza kumarinu.

Ptesny mechanismus syntézy v tu dobu nebyl znam, a tak se pouze ptedpokladalo, Ze reakce

zahrnuje intermolekuldrni kondenzaci aldolti nasledovanou dehydrataci. °

Crawford a Shaw pozd¢ji zminili, Ze formace kumarinu miize byt zplsobena jak
intermolekularné, tak intramolekularné spolu s laktonizaci jest¢ pied dehydrataci.
Intramolekuldrni interakce byla podpofena i v ¢lanku Majumdert, kteti dokazali vysledovat
intramolekularni aldolovou kondenzaci za vzniku meziproduktu O-acetylsalicylaldehydu 11

s naslednou dehydrataci. % 1
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Schéma 2. Mechanismus syntézy dle Majumder.

U Perkinovy reakce je pozitivni, ze nevznika druhy strukturni izomer, chromano-2-on, jako
vedlejsi produkt. OvSem vlivem vysoké teploty, pfi kterych se reakce provadéji, vznika

velky pocet vedlejsich latek, diky kterym jsou vytézky zadanych kumarini pomérné nizké.!!

1.2.2 Pechmannova reakce

Jelikoz Pechmannova reakce vyuziva jednoduchych reagentii, podminky reakce jsou mirné,
vytézky vysoké, stala se hojné€ vyuzivanou metodou, kterd spoc¢ivd v kondenzaci fenolu 12
s B-ketoestery 13 v pfitomnosti kyselého katalyzatoru. Variabilita pouzitelnych katalyzatora
je znacni. Lze pouzit fadu minerdlnich kyselin, kyselinu S$tavelovou, kyselinu

trifluoroctovou, rizné Lewisovy kyseliny nebo i1 heterogenni katalyzatory jako jsou

R
o o kat. @ﬁ\j\[\
* /\OMR -
OH o "0
14

12 13

Zeolity.z’ 3,7,8,12

Schéma 3. Obecnd Pechmannova reakce.
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Pechmannova reakce se sklada ze tii kroku: transesterifikace, elektrofilni aromatické
substituce a dehydratace. Po dlouhy cas existovaly pouhé domnénky o tom, v jakém potadi
na sebe jednotlivé reakéni stupné navazuji, protoze pro obhajobu navrzeného mechanismu
neziskali dostatek dikazi. Byl proveden pokus o objasnéni mechanismu s vyuzitim
monitoringu reakéni smési plynovou chromatografii (GC), avSak Tiagy a spol. namisto
meziproduktii detekovali pouze vedlej$i produkty. Calvino-Casilda a spol. pak vyuzili
Ramanovu spektroskopii v redlném case, ale opét nebyli schopni meziprodukty detekovat.
Tyndall a spol. vyuzili pro objasnéni mechanismu Pechmannovy reakce NMR. Béhem
syntézy 7-hydroxy-4-(trifluormethyl)kumarinu 19 dokéazali meziprodukty izolovat,
identifikovat a podle jejich potfadi vyskytu vreakéni smési v daném cCase i objasnit
mechanismus Pechmannovy reakce. Podle tohoto vyzkumu nejdiive dochazi k elektrofilni

aromatické substituci, poté k transesterifikaci a jako posledni krok dochazi k

dehydrataci. 5 1213 14,15
R R: Me, CF3 -
° X
+
OH OH Et0” SO " L
15 16 ;
elektrofilni o
aromaticka
substituce
R OHO transesterifikace R OH
OH OH " ) i
17 B

Schéma 4. Navrh mechanismu Pechmannovy reakce dle Tyndalla.

1.2.3 Knoevenagelova reakce

Princip této reakce spoc¢iva opét v kondenzaci aldehydii 20 nebo ketont se slouc¢eninami 21
majicimi ve své struktuie aktivovanou methylenovou skupinu. Reakce byva casto
katalyzovana slabymi bazemi nebo kombinaci aminl s karboxylovymi ¢i Lewisovymi

kyselinami. Metoda poskytuje derivaty kumarinu 22 s velmi dobrymi vytézky. > 617
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(l) (0]
O O XX R2
SO S SR
S on R R R7F 070
RY 29 21 22

Schéma 5. Obecna Knoevenangelova reakce.

V piipadech, kdy je pouzita malonova kyselina v kombinaci s pyridinem, je reakce nazyvana

Doebnerova modifikace.?

1.2.4 Wittigova reakce

Princip této syntézy spocivd v reakci substituovanych aldehydd nebo ketond s ylidem
fosfonia za vzniku konjugovanych alkenti 24 a meziproduktu trifenyl-fosfin oxidu 25 které

jsou dale transformovéany na kumariny. >’

Ph_"ph
i
OH 2%
CHO oy P=CHCOOET @(1
. + -
o o
OH 0
23 1

" OCH,CH;
24

Schéma 6. Obecné schéma Wittigovy reakce.

Pro pfipravu derivati kumarinii 28 mohou byt pouzivany derivaty methyl- nebo ethyl-

benzaldehydu 26. !!

OH Me O Me
cCoMe _ <
©/ PhaP=CHCOOE! Ot N
0o
26 27
28

Schéma 7. Syntéza methylového derivatu kumarinu vychazejici z Wittigovy reakce.
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1.2.5 Kostaneckiova-Robinsonova reakce

Nejcastéji vyuzivanymi reaktanty této syntézy jsou O-hydroxyarylketony 29, které po
acylaci anhydridem karboxylovych kyselin a nasledné cyklizaci vzniklého meziproduktu 30

poskytuji 3,4-disubstituované kumariny 31. 2

R1 o) ) R1 R»]
Rz\)kojk/ R CELO R2
@] > 0 — X
R2CH2C02Na
OH OJ{/ R2 o” 0O
29 30 31

Schéma 8. Kostaneckiova-Robinsonova reakce.

1.2.6 Reformatskyho reakce

Tato metoda spociva v reakci aldehydi nebo ketonil s a-haloestery v ptfitomnosti zinku za

vzniku B-hydroxyesteru, ktery je naslednou kondenzaci preménén v kumarin. °

CL,.
OH OH

Me

23 +

Zn, Toluen, Et,0 X H;0 X
+ > (@) - T

H,0 OH ~OM
Br~ >COOMe © 0”70
33 28

32

Schéma 9. Obecné schéma Reformatskyho reakce.

S postupem c¢asu vznikaji dal§i metody syntéz kumarinu ¢i derivati kumarinti, a¢ pouhou
modifikaci klasickych metod nebo uplné nové (napt. Baylisova-Hillmanova reakce,
Michaelova adice a Heckova laktonizacni reakce). K modifikaci metod se ptistupuje pro
ziskani vysSich vytézkl z reakce, pouZiti jednodussich €1 levnéjSich reaktanti, pro rychlejsi
uskutecnéni reakce nebo pro ziskani jinych derivati kumarinu, nez umoziuji klasické
metody. V posledni dobé se vSak spole¢nost od klasickych metod snazi odvratit prevazné
kvali malym vytézklim a zaroven velkou spotifebou rozpoustédel, kterd jsou pro zivotni

prostiedi zavadna nebo dokonce toxicka. > !> 18
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1.3 Reaktivita kumarinu

Kumariny a jejich derivaty jsou vysoce reaktivni slou¢eniny diky jejich konjugovanému
syst¢tmu bohatému na elektrony a snadnému pienosu naboje. Tato reaktivita pak
pravdépodobné zplsobuje otevieni cyklu v acylovém centru. Friedelovou-Craftsovou
acylaci nebo sulfonaci je kumarin snadno substituovan na atomu uhliku v poloze 6.
Hydroxylova skupina vazana k atomu uhliku v poloze 7 lehce podléha acylaci, benzoylaci

¢i Friedel-Craftsovym reakcim. ©
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2 4-HYDROXYKUMARINY

4-Hydroxykumariny 34 jsou, diky jejich biologickym vlastnostem ovliviiujicim zivé

systémy, pfedmétem zdjmu riznych vyzkumnych skupin. Ve farmacii je mozné je uplatnit

rrrrr

a antibakterialni &i protirakovinné uginky. '% 2

Nejvice vyuzivany a tudiz logicky  nejvice znamy  je  warfarin
(4-hydroxy-3-(3-oxo-1-fenylbutyl)kumarin), ktery je jako antikoagulant vyuzivan v boji
proti vytvareni krevnich srazenin u lidi se sklony k trombotickym staviim, plicnim emboliim
a obecnym kardiovaskularnim obtizim. Warfarin je dulezitym kumarinovym derivatem ve
farmacii pro svlij vysoky antikoagulacni ucinek a zdroven s nejnizSim poctem vedlejSich

G¢inkd a nejnizsi toxicite. %20

OH
o 4
6 X 3
7 OQO
8 1

Obrazek 3. Chemicka struktura 4-hydroxykumarinu 34.

2.1 Antikoagula¢ni 4-hydroxykumariny

Kumarinové derivaty blokuji interkonverze vitaminu K a jeho 2,3-epoxidu. Zasahuji tak do
jejich metabolismu a limituji tvorbu koagulacnich faktora II, VII, IX a X zavislych na
vitaminu K. U vitaminu K zabraniuji i jeho recyklaci. NejvyuZivanéj$i kumariny diky
farmakologickym u¢inkiim jsou warfarin 35, dicumarol 36, sintron (acenokumarol) 37 a

marcumar (fenprokumon) 38. #21.22.23
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O
[OJN®)
OH © ©
LT S
HO
o X0 OH
’ - .C
OH O OH
L Qs T
+
o” 0 ll\ll/o 0" 0O
O
37 38

Obrazek 4. Kumarinové antikoagulanty.

Ptimy efekt warfarinu je blokada vitamin K epoxidazy, ktera redukuje oxidovany vitamin K
(jeho epoxidovou formu) na aktivni redukovanou formu. Tato redukovana aktivni forma
vitaminu K pak poskytuje karboxylovou skupinu enzymu vitamin K — dependentni
karboxylaze, umoznujici karboxylaci zminénych koagulacnich faktort. Jiz vytvoreny

trombus vSak warfarin neovliviiuje, protoZe nema vlastni fibrinolytickou aktivitu. 2*

protokombinovany

OH prekurzor
Me H
—HN—Cli—CO—
/ R CH,
OH 9"'2
redukovany vitamin K COOH
i 5
Me - g.
2 o Z
R Moo .
N protrombin
o
vitamin K 0 " H
© —HN-C-CO—
] (0] CH,
pusobeni R CI:H
warfarinu 8 HOOC”~ ~COOH

oxidovany vitamin K

Obrazek 5. Mechanismus u¢inku warfarinu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

Rizikem pouzivani antikoagulancii je soucasné ovlivnéni tvorby inhibitort
koagulace — proteinti C a S. Tento vedlejsi i€inek se mtize projevit hyperkoagulaci v zacatku
1é¢by kumarinovymi derivaty. Lécba kumarinovymi derivaty je velice individualni a hodné
zavisi na klinickém stavu pacienta. Mimo to je vstiebavani kumarinu ovlivnéno 1
potravinovymi doplnky, které pak ovliviuji jeho funkci. Pro zamezeni moznych komplikaci

je napiiklad ddlezité mit stabilni piijem vitaminu K z potravy. % 212223

K nalezu antikoagulancii doslo nahodou, kdyz byl dobytek krmen sladkym jetelem
napadenym plisni. To vedlo k zdvaznému onemocnéni dobytka pro¢ez bylo charakteristické
intenzivni vnitini krvaceni. Fermentace jetele obsahujiciho melilotosid zptsobila tvorbu
4-hydroxykumarinu a jeho derivatu dikumarolu. Oba, jak je popsano vyse, jsou antagonisté

vitaminu K. %

2.2 Fotochemické vlastnosti

Mimo farmakologické ucinky jsou derivaty kumarini zajimavé i diky elektronickym a
fotochemickym vlastnostem. Kumariny tak byly pouZivany i v modrozelenych laserech pro
fluorescenéni znaceni, ve fluorescencnich sondach a enzymatickych méfenich. Intenzivni
fluorescence nabyvaji diky substituci funkénimi skupinami na vicero pozicich.
4-Hydroxykumariny jsou Siroce pouzivany jako fluorescenéni sondy ¢i biologicka barviva
diky vysokému kvantovému vynosu fluorescence, fotostabilité, Sirokému spektralnimu

rozhrani a dobré rozpustnosti v rozpoustédlech. 2% 2426

2.3 Lécebné ucinky proti HIV

Mezi enzymy HIV byly identifikovany reverzni transkriptdza, protedza a integraza pro
zaméteni vyzkumu terapeutickych sloucenin. Pro prvni dva enzymy jsou inhibitory v obéhu
nebo v klinickych studiich. Tteti enzym, integrdza, jesté nebyl natolik probadan. Pro jeho
inhibici maji silny vliv mnohacetné aromatické hydroxylované kruhy s arylovou substituci

na pozici ortho, ¢emuz odpovidaji derivaty tetrameru 4-hydroxykumarint 39. 2’
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Obrazek 6. Zakladni kumarinovy derivat inhibitujici integrazu 39.

Tyto derivaty jsou typické svou velikosti, komplexnosti a symetrii. Zhao a spol. se snazily
tetramer 4-hydroxykumarinu modifikovat z divodu pfitomnosti fenylovych kruht, které
snizovaly ucinek inhibice integrazy. V jejich vyzkumu tuto slouceninu zjednodusili
s ponechanim sily inhibice a syntetizovali tak 3,3"-(2-naftalenomethylen)bis[4,7-

dihydroxykumarin] 40, kde fenyl rozsifili na 2-naftylovy analog. -8

Obrazek 7. Struktura 3,3"-(2-naftalenomethylen)bis[4,7-dihydroxykumarin] 40.

2.4 Reaktivita

Derivaty 4-hydroxykumarinu jsou Zadané pro své ucinky v mnoha védeckych odvétvich.
Samotné 4-hydroxykumariny pfevazné slouzi jako vychozi material pro syntézu slozitéjSich

slou¢enin. 2%-%°

4-Hydroxykumariny maji jak elektrofilni, tak i nukleofilni centra reaktivity. Misto s nejvyssi
elektrofilni reaktivitou je na uhliku v pozici 3. Na tomto misté tak probihaji Mannichovy

reakce, couplingové reakce nebo halogenace velmi snadno. Atom kysliku hydroxylové
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skupiny je naopak snadno atakovan acylovymi nebo alkylovymi ionty. Tézké nukleofily tak
maji preferenci na atomu kysliku hydroxylové skupiny, zatimco lehké nukleofily atakuji

pravé uhlik na pozici 2. %°

Obrazek 8. Reaktivita atomi uhliku v riznych polohéch heterocyklu.

4-Hydroxykumariny diky témto elektrofilnim a nukleofilnim centrim mohou existovat ve

ttech tautomernich formach: 4-hydroxychromen-2-on (A), chroman-2,4-dion (B)

a 2-hydroxychromen-4-on (C).
OH O O
CL, — 0L, — CLL
0" "0 0" "0 O~ OH
A B Cc

Obrazek 9. Tautomerni formy 4-hydroxykumarinu.

2.5 Syntéza nesubstituovanych 4-hydroxykumarini

Prvotni pokusy o syntézu 4-hydroxykumarinii vedly pfes syntézu substituovanych
4-hydroxykumarinii na pozici 3. Tyto reakce zahrnovaly kondenzaci chloridu kyseliny
acetylsalicylové s acetyloctovou, kyanoctovou a malonovou kyselinou. Poté teprve pies
dalsi reakce byl ziskan samotny 4-hydroxyderivat. Pozdéjsi postupy jiz vyuZzivaly jednodussi
cestu pres reakci fenolu a malonové kyseliny v pfitomnosti dvakrat az tiikrat takového
mnozstvi ZnCl, a POCI;. Vnyngj§i dobé existuje vice postupit pro dosazeni
4-hydroxykumarinu, avsSak ty, které vyuzivaji fenol nebo 2-hydroxyacetofenon jako

startovni reagenty jsou nejpouzivangjsi. 24 3°
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2.5.1 Syntéza za pouziti 2-hydroxyacetofenonu

Reakce 2-hydroxyacetofenonu 23 s ekvivalentnim mnoZzstvim acylaniho cinidla jako
diethylkarbonat, dimethylkarbonat 41 nebo fosgen v prostfedi toluenu nebo bezvodého
xylenu a zvolené baze poskytuje 4-hydroxykumarin 34 ve velmi variabilnim vytézku.
Vytézek se v zavislosti na pouzitém acyla¢nim ¢inidle a zvolené bazi pohybuje v intervalu

50-93 %. Jako nejvice vhodna baze se pfi analyze vytézki ukazal hydrid sodny. 243!

'e) [R= Me, Et] OH
0]
by — =
OH 0] (@]
23 41 34

Schéma 10. Syntéza kumarinu z 2-hydroxyacetofenonu.

Dalsi moznou syntézou, kde byl jako vychozi latka vyuzit 2-hydroxyacetofenon 23 je
kondenzace s trichloridacetonitrilem v pfitomnosti N-methylanilinmagnesiumbromidu,
(£)-3-amino-3,4,4-trichloro-1-(2-hydroxyfenyl)but-2-en-1-onu. Tato sloucenina je poté
pfeménéna pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové na 2-(trichlormethyl)chroman

43. Alkalickou hydrolyzou hydroxidem sodnym je poté ziskan 4-hydroxykumarin 34. 24

o) O NH,

@]
_
PhN(Me)MgB
OH (Me)MgBr OH NH5
36 % 0] CCly
23 42 43 \
OH
L
(0] @]
34 65 %

Schéma 11. Syntéza kumarinu z 2-hydroxyacetofenonu s trichloridacetonitrilem.
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2.5.2 Syntéza za pouziti fenolu

Pfi této metodé¢ v podstat¢ dochdzi ke kondenzaci fenolu s B-ketoestery nebo
s karboxylovymi kyselinami. Autofi citované publikace®? zahiivanim fenolu 12 spole¢ng
s malonovou kyselinou 44, fosforylchloridem a bezvodym chloridem zinecnatym po dobu

dvanéacti hodin, pfipravili s 64% vytézkem 4-hydroxykumarin 34. 3

OH
0] (0] ZnCl,/POCI, X
+ >
HOMOH 70°C/12 h
OH © ©

12 44 34

Schéma 12. Syntéza 4-hydroxykumarinu z fenolu.

Dale pak je mozné ¢tythodinovym tavenim fenolu 12 s Meldrumovou kyselinou 45 ziskat
3-ox0-3-fenoxypropanovou kyselinu 46, u které je mozné ucinkem Eatonova cinidla
(vytézek 48 %) nebo polyfosforecné  kyseliny (PPA) (vytézek 75 %) vyvolat

intramolekularni cyklizaci poskytujici 4-hydroxykumarin 34. 33

0 0
. OY\f 90°C/4h @L U 120°C/15h N
X o) OH 116% PPA
OH o "0

70°C/1h PPMA

OH
@ﬁi

(@) O
34 48 %

Schéma 13. Ptiprava 4-hydroxykumarinu z fenolu 12 a Meldrumovy kyseliny 46.
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2.6 Syntéza 3-substituovanych 4-hydroxykumarini

K syntéze 3-aryl/alkylderivati 4-hydroxykumarinu 48 lze pfistupovat mnoha zpusoby.
Autofi jedné z nejstarSich syntéz byli Ziegler a Junek, kteii studovali vliv relativné vysoké

teploty a AICI; na difenyl-malonat 47. **

R 48 [%]
OH
a Me 57
AlCls mR b Et 74
©/ \© 190-200 °C oo S o e
15 min e H:x 77
47af 48a-f .o 80

Schéma 14. Syntéza derivatl 4-hydroxykumarinu dle Zieglera a Junka.

Druh4 metoda, presentovand na Schématu 15, vychéazi z plivodni, vySe zminiované reakce
Zieglera a Junka. Autofi Mentzer a Verciera vyuzivali snadnéji dostupny
diethyl-fenylmalonat, ktery nékolik hodin zahtivali s fenolem na vysokou teplotu pohybujici
se postupné az k 350 °C. V prvnim stupni této reakce, za nizSich teplot, dochéazelo k interakci
hydroxylové skupiny fenolu 12 s funkéni skupinou diesteru 49 a teprve poté, pii vySSich
teplotach, nastane cyklizace poskytujici 3-fenyl-4-hydroxykumarin 50 ve fantastickém 95%

vytézku. 3433

OH

75 min, 290 °C
140 min, 355 °C

12 49 95 %

Schéma 15. Reakce Mentzera a Verciera pro syntézu 3-fenyl-4-hydroxykumarinu.

Identicky fenylovy derivat 50 je mozné ziskat i substituci samotného 4-hydroxykumarinu
34, ktery je v prvnim kroku vicestupnové syntézy preveden na fenyljodonium kumarinat 51.
Ten pak dale, jak je uvedeno ve schématu 16, v podob¢ zwitterionu, kde je kladny naboj na
atomu jodu vykompenzovan zapornym ndbojem na sousednim atomu kysliku, interaguje

s fenylboronovou kyselinou za pfitomnosti palladnaté soli jako katalyzatoru na pozadovany
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3-fenyl-4-hydroxykumarin 50. Tato Suzukiho reakce davé zadouci fenylovy derivat

4-hydroxykumarinu se stale vysokym vytézkem 72 %. 3

. B
OH PhI(OAC), o ©/ OH OH O
N Na,CO3 N | > X
H,0 Pd(OAc),, P(t-Bu)s
070  14h, lab.t oo LiOH v DME/H,0 o "0

34 51 20 h, lab. t. 50 72 %

Schéma 16. Syntéza 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 50 dvoukrokovou Suzukiho reakci.
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II. PRAKTICKA CAST
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Uvod do problematiky

Kumariny jsou pfedmétem mnoha vyzkumu pro jejich farmakologické ucinky, které se
syntézou a vyvojem novych derivatd stdle rozSifuji. Ve vyzkumné skupiné
doc. Kafky Ustavu chemie UTB se jiz desitky let vénuji syntéze a
reaktivit¢ 4-hydroxychinolin-2(1H)-oni 51. Béhem této dlouhé doby jiz bylo
prozkoumano velmi mnoho, a proto, feknéme pred dvéma lety, zacala byt pozornost také
Castetné¢  zamcfovana ke  strukturné  podobnym  4-hydroxykumarinim  48.
Jelikoz syntézy 4-hydroxychinolin-2(1/H)-onit 51 jsou na nasem Ustavu optimalizovany
natolik, Ze jejich vytézek prevysuje hranici 80 %, bylo dohodnuto, ze prvotni analogické
experimenty sméfované k pripravé kumarinti 1 budou kopirovat reakéni podminky pfipravy

jejich dusikatych analogt.

OH OH

(@) (@) N (@)
H

48 51

Obrazek 10. Struktura 4-hydroxykumarini 48 a 4-hydroxychinolin-2(1/)-oni 51.

Ukolem této prace bylo prozkoumat mozné zptisoby vzniku derivatt 4-hydroxykumarinu.
Nejdiive bylo potteba projit si jiz diive zavedené syntézy 4-hydroxykumarint, sezndmit se
se vzniklymi produkty a jejich vlastnostmi a snazit se modifikaci zndmych postupt

dosahnout vyssich vytézki.

3.2 Syntéza 4-hydroxykumarinu z diesteru kyseliny malonové

Jak jiz bylo naznafeno vySe, prvni kroky vedly k prozkoumani mozZnosti piipravy
3-fenyl-4-hydroxykumarinu zahiivanim smési fenolu 12 s diethyl-fenylmalonatem 49.
Jejich kondenzace zacinala, usuzovdno dle prvnich vydestilovanych kapek reakci
uvoliiovaného  ethanolu, pfi 220°C. Pii této teplot€¢ dochédzelo k tvorbé

meziproduktu 52, ktery az za vyssich teplot (280-310 °C) podlehl intramolekularni cyklizaci
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poskytujici 4-hydroxykumarin 50, ktery byl, po ptrecisténi opakovanou digeraci toluenem,

adsorpci nezadoucich nizkomolekularnich latek na aktivni uhli z jeho alkalického roztoku a

vysrazenim ziedénou kyselinou chlorovodikovou, ziskan s vytézkem 41 %. Tato termdlni

kondenzace probihala v souladu s dostupnou literaturou®’, ackoliv s poloviénim vytézkem.

Produkt byl potvrzen pomoci IC i "H NMR spektry (Obrazek 11.).

0]
N Eto - 2 EtOH
EtO 220-310 °C;5h
OH O
12 49 52 50
Schéma 17. Syntéza 3-fenyl-4-hydroxykumarinu.
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Obrazek 11. Vytez z 'H spektra 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 50.
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3.3 Syntéza 4-hydroxykumarinu pres 2-fenylmalonovou kyselinu

V dalsich pokusech o syntézu fenylového derivatu 4-hydroxykumarinu byl zvolen

vicekrokovy postup vychazejici z ptipravy 2-fenylmalonové kyseliny 53.

3.3.1 Syntéza 2-fenylmalonové kyseliny

Jako prvni metoda byla vyzkousena alkalickd hydrolyza diethyl-fenylmalonatu 49, ze
kterého po hodinovém varu ve vodném roztoku NaOH vznikly ov§em dva produkty. Ty byly
pii zpracovani reakéni smési extrakci, na zakladé rozdilné rozpustnosti v chloroformu,
z velké Casti od sebe separovany a nasledné po krystalizaci z ethanolu podrobeny zakladnim
metoddm instrumentalni analyzy. Z NMR spekter vyplynulo, ze hlavni produkt je
2-fenylmalonova kyselina 53 s vytézkem 49 %, ze které dekarboxylaci vznikla jako vedlejsi
produkt fenyloctova kyselina 54 s vytézkem 25 %. Déle pak bylo zjiSténo, Ze monitoring
reakéni smési s vyuzitim GC-MS neni v tomto pifipad¢ idedlni. Ba naopak, neni vibec
vhodny, a to z toho divodu, Ze ve vSech pripadech, i pfi méfeni téméer Cisté 2-fenylmalonové,
byl v chromatogramu patrny pouze pik s reten¢nim ¢asem 7,463 min odpovidajici kyseling
2-fenyloctové. K tomuto faktu jsou moznd dvé vysvétleni. Prvni znich je, Ze
2-fenylmalonové kyselina v utrobach instrumentu je tak nestabilni, Ze nastane prakticky
absolutni  dekarboxylace, anebo spiSe 2-fenylmalonova kyselina  neprojde
chromatografickou kolonou a analyzovadna je pouze nedostatetné separovand kyselina

2-fenyloctova.

O 0
> +
EtO reflux HO HO
o o) o)
49 53 54

Schéma 18. Syntéza 2-fenylmalonové kyseliny.

Byla vyzkouSena i modifikovana metoda, alkalicka alkoholyza, ktera byla provedena za
laboratorni teploty. Mirné reakéni podminky potlacily nezaddouci dekarboxylacni reakci, coz
vedlo pouze k tvorbé pozadovaného produktu 53, s ¢imz je tzce spjaty i1 jeho jednodussi

izolace z reak¢éni smési a navySeni vytéZzku na 58 %.
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Obrazek 12. Vytez z 'H spektra 2-fenylmalonové kyseliny 53.

3.3.2 Syntéza 3-fenyl-4-hydroxykumarinu

Nasledné byl fenol 12, dle publikovaného postupu?®, 8 h zahtivan pod atmosférou argonu na

teplotu 65-70 °C s 2-fenylmalonovou kyselinou 53 v trichlorid fosforylu za pfitomnosti

Lewisovy kyseliny (ZnCl2). Po ukonceni reakce byl alkalizaci vzniklé smési vysrazen

hydroxid zine¢naty, ktery byl odstranén pouhou filtraci. Kumarin 50 byl ziskan extrakci

ethylacetatem z vodné faze.

OH
O O
ZnCl, POCI \_Ph
HO OH ' 70 °C, 8h "
Ph OH Ar 0" 0
53 12 50

Schéma 19. Syntéza 3-fenyl-4-hydroxykumarinu z 2-fenylmalonové kyseliny.
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Jelikoz byl relativni vytézek sloupcovou chromatografii precisténého kumarinu 50 necelych
6 %, byla tato metoda modifikovana tak, Ze v ndsledujicim experimentu byla nejprve hodinu
zahtivana kyselina 2-fenylmalonova s POCIs a teprve poté byl ptidan fenol s chloridem
zineCnatym. OvSem na vysledek to bohuzel nemélo prakticky zadny vliv. Proto byl jesté
proveden pokus o zdménu trichlorid fosforylu za chlorid thionylu. Ani touto obménou vSak

nebylo dosazeno spéchu.

3.4 Syntéza 3-fenyl-4-hydroxykumarinu pres dichlorid kyseliny

2-fenylmalonové

Z divodu mizerného vytézku 4-hydroxykumarinu 50 predchozimi zpusoby, ktery se
pohyboval v jednotkach procent, bylo rozhodnuto, Ze se nejprve ptipravi a izoluje dichlorid
kyseliny 2-fenylmalonové, ten m¢él mimo jiné v pfedchozich pokusech vznikat in situ, ktery

jiz, diky své vysoké reaktivité, s fenolem reagovat musi.

3.4.1 Chlorace kyseliny 2-fenylmalonové

Za ulelem vzniku malonyldichloridu 55 byla kyselina 2-fenylmalonova na olejové lazni
vatena v thionylchloridu pod inertni atmosférou argonu po dobu péti hodin. Po ukonceni
reakce byl surovy produkt po odpateni prebyteénych tékavych latek podroben 'H NMR
analyze. Protoze tento pokus jiz byl pfedtim provadén v ramci nasi vyzkumné skupiny,
mohla byt zméfend spektra mezi sebou porovnana. Obdobné jako piedtim, 1 tady vznikala
smes dichloridu 55 a jeho dehydrohalogenovaného produktu ketenu S56. Protoze
v publikovaném ¢lanku bylo uvedeno®®, Ze tyto dva produkty nelze od sebe separovat a
s dfive ziskanou smési nebylo dale nikterak experimentovdno®, bylo nasnadé reakci s

fenolem, 1 ptes pfitomnost ketenu, zkusit.

0 0 @)
HO SOCl, Cl Ph
Ph — ph + Cl
HO Ar, reflux Cl C
5h I
O @) O
53 55 56

Schéma 20. Syntéza dichloridu 2-fenylmalonové kyseliny.
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Abychom ovétili myslenku, ze k dehydrohalogenaci, a tedy ke vzniku ketenu 56, dochazi
vlivem dlouhého varu, byla zkousSena chlorace kyseliny také bez zdhfevu. Samotnym
michanim vSak nebylo mozné béhem 12 hodin kyselinu za laboratorni teploty
v thionylchloridu rozpustit. V '"H NMR spektrech odebraného vzorku z reakéni smési nebyl
zadaného dichlorid kyseliny pozorovan. Proto byla suspenze kratce zahtata, pouze po Cas,
nez doslo k rozpusténi vychozi kyseliny (10 min) a uz b&hem této kratké doby byl v 'H NMR
spektru zaznamenan jisty progres. Po jedné hoding varu byl v 'H NMR spektru pfitomen
hlavni produkt 54 s vytézkem 98 % (Obrazek 13.), nicméné se po integraci spektra vyskytl

jeden proton navic, ktery si nedokdzeme vysvétlit. V kazdém piipadé keten v reakéni smési

nevznikal.
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Obrizek 13. Vyfez z 'H spektra dichloridu 2-fenylmalonové kyseliny 55.

3.4.2 Syntéza 3-fenyl-4-hydroxykumarinu

Smés dichloridu 55 a ketenu byla smichédna s fenolem 12 (v poméru 10:9 kvtli pfitomnosti

ketenu) a tetrahydrofuranem (THF) za soucasného piidavku triethylaminu (TEA) pro
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eliminovani vzniku kyseliny chlorovodikové. Reakce se nezdafila a jako diivod mohlo byt

zahlceni TEA zbytkem siranu ve smési kyseliny a ketenu z piedchozi reakce.

O OH
Cl THF + TEA Ph
Ph » ~
Cl 60 °C, 2h
0 OH Ar 0”0
55 12 50

Schéma 21. Netspésna one-pot syntéza kumarinu z dichloridu 2-fenylmalonové kyseliny.

Pro ptipravu 3-fenyl-4-hydroxykumarinu 50 byly vyzkouseny dva experimenty, které se
vzajemné liSily pouze v typu pouzité baze a rozpoustédla a v reakéni teploté. Zvoleny byly
kombinace tetrahydrofuran (THF) s triethylaminem (TEA) nebo dimethylformamid (DMF)

s uhli¢itanem draselnym.

Nejdiive byl fenol 12 s danou bdzi a v daném rozpoustédle 30 minut zahfivan na olejové
lazni s teplotou 80 °C. Nasledné& byl ke smési ptidan dichlorid kyseliny 55 a vSe bylo vateno
pod zpétnym chladicem. Diky pfitomnosti chloridu se piedpokladalo, Ze reakce probéhne
velmi rychle, avSak po ¢tyf hodinovém refluxu nebyl na TLC ani naznak vzniku kumarinu.
V obou ptipadech surova smés, po odfiltrovani pevnych latek z reakéni suspenze (v ptipadé
pouzit¢tho TEA se jednalo o jeho hydrochlorid a v pfipadé K>,COs3 se jednalo o blize
neidentifikované latky anorganické povahy) a odpateni rozpoustédla, dle TLC prevazné

obsahovala fenol, kyselinu 2-fenylmalonovou a stopy vedlej$ich latek.

1) THF + TEA
(DMF + K,CO5)

© 80 °C, 30 min
2)

OH Bh
(0] 0]
12 ca ¢
reflux, 4h, Ar

Schéma 22. Netspésna syntéza kumarinu z dichloridu 2-fenylmalonové kyseliny.
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3.5 Syntéza 2-methylmalonové kyseliny

Protoze byl ocekdvan tuspéch v syntéze fenylového derivatu 4-hydroxykumarinu 50
z kyseliny 2-fenylmalonové 53, byla paraleln¢ syntetizovana i kyselina 2-methylmalonova

57 pro pozd¢jsi pokusy o syntézu methylového derivatu 4-hydroxykumarinu.

3.5.1 Syntéza 2-methylmalonové kyseliny

Diethyl-methylmalonat 56 byl rozpustén ve vodném roztoku NaOH a zahiivan po dobu 4
hodin. Oddélenim organické a anorganické faze pak vznikly dva surové produkty. Oba byly
podrobeny 'H NMR analyze a jeden z nich ukazuje na dichlorid kyseliny methylmalonové
58. Tato reakce byla méla vytéZek velmi kolisavy mezi 8 a 17 %, kdy si rozdil nedokézeme

vysvétlit, nebot’ reakce probihaly za stejnych podminek.

O 0 )
EtO NaOH HO Cl
Me - Me + Me
EtO reflux HO Cl
o 0]
56 57 58

Schéma 23. Syntéza 2-methylmalonové kyseliny.

Z divodu prozatimniho nezdaru v syntéze fenylového derivatu kumarinu 50
z 2-fenylmalonové kyseliny, pfipadné z jejiho dichloridu, nebylo pfistoupeno k dal§imu

studiu reaktivity jejich methylového derivatu 59.

OH
(@) (@)
59

Obrazek 14. Struktura 3-methyl-4-hydroxykumarinu 59.
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4 POPIS PRISTROJOVE VYBAVY A INSTRUMENTALNICH
METOD

Rozpoustédla a reagenty byly zakoupeny z komer¢nich zdrojti (Sigma Aldrich, Fluka). Pro
pozorovani prubéhu reakci byla pouzivana chromatografie na tenké vrstvé (TLC), pro kterou
byly vyuzivany komerc¢ni hlinikové desticky s nanesenou vrstvou silikagelu (Alugram® SIL
G/UV 254; 220-240 mesh; Macherey-Nagel) s fluorescen¢nim indikatorem pro UV 254.
Sloupcova chromatografie probihala na silikagelu Fluka Silica gel 60, 220-240 mesh. Méfeni
teplot tani bylo provadéno na Koflerové bloku bez korigovéani. Infradervena spektra (IC)
byla méfena na FT-IR spektrometru znacky Alpha (Bruker Optik GmbH Ettlingen)
technikou pouziti KBr tablet. Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla métena
na spektrometru JEOL ECZ 400 pii frekvenci 400 MHz pro 'H a 101 MHz pro '3C spektra,
vie pii teploté 300 K. Spektra 'H NMR byla korigovana na signdl residua DMSO-ds
s chemickym posunem & 2,50 ppm a CDCls s posunem 7,25 ppm. 3C NMR spektra byla
korigovana na 1*C signadl DMSO-ds s chemickym posunem 39,50 ppm a '*C signal CDCls s
chemickym posunem 77,16 ppm. Chemické posuny jsou uvedeny v jednotkdch ppm a
Interakéni konstanta J v jednotkach Hz. Multiplicita signall je znacena zkratkami s (singlet),
d (dublet), dd (dublet dubletu), ddd (dublet dubletii dubletu), t (triplet), m (multiplet). ESI-
MS experimenty byly provedeny na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti amaZon X,
Bruker Daltonics, iontovym zdrojem byl elektrosprej. GC-MS experimenty byly provedeny
na plynovém chromatografu spojeny s hmotnostnim spektrometrem vybavenym
kvadrup6lovym hmotnostnim analyzdtorem Shimadzu GC-MS QP2010. Plynovy
chromatograf byl vybaveny kolonou Supelco 1 (30 m x 0,32 mm X 0,25 um). Pro vSechny
analyzy byl zvolen nésledujici teplotni program: 100 °C/7 min; 30 °C/min a teplotou néstiiku
250 °C. Nosny plyn byl He a iontovy zdroj mél 200 °C, 70 eV. VSechny tyto analyzy byly
provadény za linearni konstantni rychlosti 52 cm/s. Ve vypisy signdlli z hmotnostnich
spekter jsou uvedeny hodnoty iontll s relativnim zastoupenim nejméné 5 %, vyjma
molekulovych iontii. Hodnoty intenzit vybranych fragmentl jsou uvedeny v zavorce za
hodnotou m/z. ESI-IT-MS analyzy byly provedeny na hmotnostnim spektrometru s iontovou
pasti amaZon X (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) vybaveném elektrosprejovym
iontovym zdrojem. Veskera méfeni byla provedena v negativnim skenovacim médu. Do
iontového zdroje byly vzorky ptfivadény kovovou kapildrou pii kontaktnim pratoku
3 ul'min~!. Ostatni parametry méfeni byly nasledujici: napéti na kapilate + 4,2 kV; teplota

susiciho plynu (220 °C); pritok susiciho plynu (6 dm*min™'); tlak rozprasovaciho plynu
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(55,16 kPa). Jako rozpraSovaci plyn byl pouzit dusik. Pfipadné dal$i parametry byly
optimalizovany béhem jednotlivych experimentli. Tandemova hmotnostni spektra byla po

izolaci vybraného iontu métena pomoci kolizi indukované disociace (CID).
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5 DETAILNI POPIS SYNTETICKYCH POSTUPU A STRUKTURNI
CHARAKTERISTIKY PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

5.1 Priprava 3-fenyl-4-hydroxykumarinu

Suspenze fenolu (110 mmol, 9,41 g) a diethyl-fenylmalonatu (110 mmol 98 %, 26,5309 g)
jantarové barvy byla zahfivana na kovové lazni. Teplota kovové lazn¢ méla 220 °C a
postupné se zvySovala az na 310 °C. Béhem zahtevu byl jiman kondenzat ethanolu do banky
a kontrolovan tak pribéh reakce. Po péti hodinach byl reakéni roztok ¢erné barvy a za horka
byl nalit do 200 ml toluenu. Vylouceny pevny podil byl opakovan¢ macerovan ve vroucim
toluenu a béhem vakuové filtrace toluenem promyvan. Pevny podil byl rozpustén 0,5 M
NaOH (160 ml) a ptecistén aktivnim uhlim, které¢ bylo poté odfiltrovano. Nésledné probé&hlo
srazeni 5% HCI do neutralniho pH. Zluty pevny podil byl odfiltrovan pies fritu, promyt
vodou, rozpustén ve vroucim EtOH, za horka pfefiltrovan a ponechan k samovolné

krystalizaci.

3-fenyl-4-hydroxykumarin (50)

Zluta leskld krystalicka latka, t=230-240 °C (EtOH),
vytézek 41 %, R; = 0,38 (PE:EtOAc, 5:3).

IC spektrum (tableta KBr): 3056, 1673, 1610, 1566, 1495, 1425, 7
1313, 1259, 1229, 1191, 1101, 1032, 991, 896, 853, 757, 692, 554,
506,462 cm™.

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): § 7,33-7,45 (m, 7H, H6, H8, H2'-H6"); 7,64-7,68
(m, 1H, H5); 8,01 (dd, 1H, H5 J= 1,5 Hz) ppm.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

5.2 Priprava 2-fenylmalonové kyseliny

Metoda se zahifevem

Smés vodného roztoku NaOH (125 mmol, 5,0333 g, 15 ml dest. vody) a
diethyl-fenylmalonatu (25 mmol, 98%, 6,0152 g) byla zahtivana na 90 °C vytemperované
olejové lazni po dobu 1 hodiny. Reak¢ni suspenze byla nafedéna ethanolem pro rozpusténi
krystali a okyselena 0,5 M HCI na pH 2. Probéhla extrakce organického podilu pomoci
ethyl-acetatu, vysuSeni Na>SO4 a odpafeni na RVO dosucha. Surovy produkt byl

krystalizovan ve vroucim EtOH.

Metoda bez zahievu

Diethyl-fenylmalonat (25 mmol, 98 %, 6,0152 g) byl rozpustén v 19 ml ethanolu a smichan
se smeési KOH (125 mmol, 7,013 g) rozpusténého v 19 ml ethanolu. Tato smés byla
ponechana k michani za laboratorni teploty do druhého dne (cca 15 hod). Ethanol byl poté
odpatfen na RVO a surovy produkt rozpustén v destilované vodé (cca 100 ml). Bylo poté
nutné odd¢lit organicky podil extrakci ethylacetatem (5x 40 ml) a tento podil vysusit siranem

sodnym. Siran bylo nutné odfiltrovat a surovy produkt byl vysuSen na RVO dosucha.

2-fenylmalonova kyselina (53)
Bila leskla krystalicka latka, ti=150-160 °C (EtOAc), vytézek 58 %.

IC spektrum (tableta KBr): 3184, 3038, 2944, 2887, 2659, 2564,
2534,1740,1703, 1423, 1395,1292, 1193, 1156, 937, 868, 757,717, 700,
665, 452 cm™".

ESI-MS (neg.) m/z (%): 178,7 [M=H'T (15); 134,8 [M—H"—CO,]" (100).

'H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): § 4,64 (s, 1H, H-2); 7,39-7,24 (m, 5H, H-24, H-34,
H-4%, H-5%, H-6%); 12,85 (s, 2H, OH) ppm.
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Fenyloctova kyselina (54)

Bila krystalickd latka, ti = 65-75 °C (CHCI3), Rr= 0,4 (PE:EtOAc, 5:3),
vytézek 25 %.

IC spektrum (tableta KBr): 3064, 3033, 2964, 2923, 2736, 2656, 2559,

1699, 1499, 1454, 1408, 1341, 1244, 1187, 926, 904, 752, 700, 678, 604,
479 cm™.

"H NMR spektrum (CDCl3, 400 MHz): § 3,65 (s, 2H, H-2); 7,26-7,36 (m, SH, H2'-6") ppm.

13C NMR spektrum (CDCls, 101 MHz): § 41,23 (C2); 127,54 (C4’); 128,83 (C3’, C5);
129,55 (C2’, C6'); 133,45 (C1"), 178,04 (C1) ppm.

GC-ELI-MS (tr = 7,540 min): 65,05(21,50); 91(100); 92,05(17,49); 136(23,57) m/z(%).

5.3 Priprava 3-fenyl-4-hydroxykumarinu pres kyselinu 2-

fenylmalonovou

5.3.1 Pouziti POCl3
A

Fenol (2 mmol, 188,08 mg), kyselina 2-fenylmalonova (2,1 mmol, 378,084 mg) a chlorid
zine¢naty (6 mmol, 803,22 mg) byly rozpustény v trichlorid fosforylu (6 mmol, 0,561 ml) a
pod argonem zahfivany na olejové ldzni vytemperované na 70 °C po dobu 8 hodin. Reakéni
roztok byl smichdn s vodou, zalkalizovan 10% NaOH za vysraZeni chloridu zinec¢natého.
Srazenina byla odfiltrovana, filtrat precistén aktivnim uhlim, zfiltrovan a okyselen 10% HCl
na pH 2. Organicky podil byl extrahovan pomoci ethylacetatu, vysusen Na>SO4 a odpafen
do sucha na RVO. Surovy produkt byl rozpustén ve smési PE:EtOAc (5:1) a podroben
pfecisténi na sloupcové chromatografii s mobilni fazi PE:EtOAc (5:2) pro oddéleni od
vedlejSich produktl. Oddé€len¢ frakce byly smichany a odpafeny na RVO.
Vytézek €inil 6 %.

B

Kyselina 2-fenylmalonova (2,1 mmol, 378,08 mg) a trichlorid fosforylu (1 ml) byly
zahfivany na vytemperované olejové lazni na 80 °C pod argonem po dobu 2 hodin. Po

zchlazeni byla smés nechéna k michani za laboratorni teploty do dal§iho dne. Nasledujici
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den byl do smési pridan fenol (2 mmol, 188,08 mg), chlorid zine¢naty (6 mmol, 817 mg) a
POCI; (0,5 ml). Tato smés byla znovu zahtivana po dobu 5 hodin. Reakéni smés byla
zchlazena, vylita do kadinky s dest. vodou a ledovou tiisti. Do kadinky byl ptidan NaHCO3
za vzniku srazeniny. Srazenina byla odfiltrovana a promyta vodou. Filtrat byl okyselen
pomoci HCI na pH 2 a organicky podil poté extrahovan pomoci ethylacetatu, vysusen

Na»SO4 a odpaien na RVO.

Vysledny produkt neodpovidd dle NMR spektra pozadovanému 3-fenyl-4-

hydroxykumarinu.

5.3.2 Pouziti SOCl: — nezdafieny pokus

Fenol (2 mmol, 188,08 mg), kyselina 2-fenylmalonova (2,2 mmol, 396,088 mg) a chlorid
zinecnaty (6 mmol, 803,22 mg) byly rozpustény v thionylchloridu (3 ml) a pod argonem
zahfivany na olejové lazni vytemperované na 90 °C po dobu 8,5 hodin. Reakéni roztok byl
v prubéhu podrobovan TLC analyze a ani po 8,5 hodinach se na vrstvé nezobrazil zadany

produkt.

5.4 Chlorace kyseliny 2-fenylmalonové
A

Kyselina 2-fenylmalonova (3 mmol, 540,12 mg) byla rozpusténa v thionyl chloridu (67
mmol, 5 ml) v prostfedi argonu. Smés byla zahfivana na vytemperované olejové lazni pod
refluxem se susSici trubici CaCl po dobu 5 hodin. Poté¢ byla smés ketenu a dichloridu odpaiena

na RVO, zchlazena a uschovéana pod argonem.
B

Kyselina 2-fenylmalonova byla za stejnych podminek rozpusténa v thionylchloridu a smés
byla zahtivana po dobu 1 hodiny. Po ohifevu byl produkt odpafen na RVO a uchovan pod

argonem.
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Dichlorid 2-fenylmalonové kyseliny (55)
Kapalina jantarové barvy, vytézek 98 %.

'H NMR spektrum (CDCl;, 400 MHz): & 5,39 (s, 1H, H2);
7,38-7,48 (m, 6H) ppm.

5.5 Netspésna priprava 3-fenyl-4-hydroxykumarinu pres dichlorid

2-fenylmalonové kyseliny

5.5.1 Pouziti THF
1. One-pot syntéza

Smés dichloridu 2-fenylmalonové kyseliny a (chlorkarbonyl)fenyl ketenu (1 mmol,
215,97 mg) byla smichana s THF (5 ml), fenolem (0,9 mmol, 84,726 mg) a triethylaminem
(0,3 ml) byla zahtivana pod argonem na vytemperované olejové lazni na 60 °C po dobu
2 hodin. Reakéni roztok byl prefiltrovan pres fritu a podroben analyze TLC, kterd neukazala

posun k Zadanému derivatu kumarinu.
1. Postupna syntéza

Fenol (0,7 mmol, 65,898 mg) byl rozpusten ve 3 ml THF spolu s triethylaminem
(1,57 mmol, 0,22 ml) a pil hodiny ponechan k zadhfevu na vytemperované olejové 1azni na
70 °C. Po pil hodin¢ byla pfiddna smés dichloridu a ketenu (0,79 mmol, 170,626 mg)
rozpusténd v 3 ml THF a ponechadno k zahtevu dalsi 3 hodiny. Produkt byl ptefiltrovan ptes
fritu a odpaien na RVO dosucha. TLC vrstva obsahovala vychozi latky a vedlejsi produkty.

Nikoliv kumarin.

5.5.2 Pouziti DMF

Fenol (0,56 mmol, 52,66 mg) byl rozpustén ve 3 ml DMF spolu s uhli¢itanem draselnym
(1,25 mmol 172,76 mg) a ptl hodiny ponechan k zdhfevu na vytemperované olejové lazni
na 70 °C. Po ptl hodiné€ byla pfidana smés dichloridu a ketenu (0,63 mmol, 136,1 mg)
rozpu$téna v 3 ml DMF a ponechano k zahfevu na 150 °C dals$i 3 hodiny. Produkt byl
prefiltrovan pfes fritu a odpafen ve smési s toluenem na RVO. TLC surového produktu

obsahovala pouze vychozi latky a vedlejsi produkty.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

5.6 Priprava 2-methylmalonové kyseliny

Smés vodného roztoku NaOH (125 mmol, 5,0333 g, 15 ml dest. vody, cca 30 %) a
diethyl-methylmalonatu (25 mmol, 99 %, 4,355 g) byla zahtivana na vytemperované olejové
lazni na 90 °C po dobu jedné hodiny. Smés byla po zahfevu okyselena na hodnotu pH 2
pomoci HCI. Bylo nutné oddé¢lit organicky podil pomoci ethylacetatu a chloroformu. Tyto
podily byly vysuSeny siranem sodnym, prefiltrovany a odpafeny na RVO. Podil
z ethylacetatu byl podroben samovolné krystalizaci pomoci smési hexanu za vzniku malych

bilych krystalt. Krystaly byly zfiltrovany na frité a promyty vychlazenym cyklohexanem.
2-methylmalonova kyselina (57)
Bilé krystaly, t;=127-133 °C (EtOAc), vytézek 17 %. o

5 3l _4cH
IC spektrum (tableta KBr): 3429, 3055, 2956, 2925, 2854, 1673, 1620, 1566, HO)E( ’
1495, 1455, 1424, 1314, 1258, 1228, 1191, 1163, 1128, 1101, 1031, 991, HO 10
896, 853, 756, 700, 555, 506, 463

"H NMR spektrum (DMSO, 400 MHz): § 1,22 (d, 3H, H-4 J= 7,2 Hz); 3,3 (q, IH, H-2 J =
7,2 Hz), 12,57 (s, 2H, -OH) ppm.

13C NMR spektrum (DMSO-ds, 101 MHz): & 13,63 (C4); 45,68 (C2); 171,59 (C1 a C3) ppm.

ESI-MS (neg.) m/z (%): 116,8 [M—H']"(100).
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo pokusit se o pfipravy fenylového a methylového derivatu
4-hydroxykumarinu. Ve védecké skupiné doc. Kafky a prof. Klaska jsou zkoumény

strukturné podobné chinolin-2-ony a byl tedy piedpoklad stejného chovani a reaktivity i

kumarinu.

Ptiprava 3-fenyl-4-hydroxykumarinu z diethyl-fenylmalonatu probihala dle literatury.
Jedinym rozdilem byl vytéZzek kumarinu, kdy v literatufe popisuji vytézek 80 %, zatimco
nami pfipraveny kumarin dosahoval vytézku 41 %. Ptiprava tohoto derivatu z
2-fenylmalonové kyseliny byl uspéSny, byt s malym vytézkem, ktery je motivaci pro

optimalizaci této metody a nalezeni podminek pro lepsi vytézek derivatu kumarinu.

DosaZeni fenylového derivatu 4-hydroxykumarinu z dichloridu kyseliny 2-fenylmalonové
nebylo uspésné. Divod neni objasnén, nebot’ se predpokladdala vyborna reaktivita mezi
dichloridem a fenolem, ke které¢ taktéz dochazi in-situ béhem diive uspésné reakce

2-fenylmalonové kyseliny a fenolu.

3-Methyl-4-hydroxykumarin se prozatim ve vyzkumné skupiné nezdafilo syntetizovat.
Pokud by se vySe zminéné syntézy povedlo optimalizovat, byla mySlenka provést syntézu
methylového derivatu z 2-methylmalonové kyseliny, pfipadné z jejiho dichloridu pro vyuziti

vétsi reaktivity chloridu kyselin.

Casovy limit v odevzdani této prace omezil dale i moznost pouziti tzv. ,,magic malonati*,
pro syntézu obou zamyslenych derivatl, fenylového i methylového. ,,Magic malonaty* by
diky snadné&j$Simu odstoupeni esterové skupiny v podobé trichlorfenolu mohly reagovat 1épe,

nez ethylova skupina pouzitych malonatd.
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