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SAZETAK

U okviru ovog doktorskog rada, kvantno-kemijskim su metodama proucavani
mehanizmi pregradivanja odabranih psihofarmaka. Poznavanje ekoloSke 1 kemijske
sudbine lijekova vazno je u procjeni rizika njihovih derivata u okoliSu. Istrazeni su
mehanizmi koji uklju€uju reakcije s hipoklorastom kiselinom (HOCI), pri ¢emu nastaju
kloramini i kloramidi, reaktivne specije koje sudjeluju u procesima formiranja N-
radikala, dehidrohalogenacije, eliminacije fragmenata, epoksidacije te mnogim drugim.

Preliminarna istrazivanja reakcija s HOCI provedena su na modelnim spojevima:
amonijaku kao najmanjem aminu, te N-metil-acetamidu koji predstavlja skupinu amida
(ukljucujuci peptide). Dobiveni rezultati za reakcije s amonijakom pokazuju da je HOCI
reaktant koji moze klorirati 1/ili hidroksilirati atom duSika. Kod amina supstituiranih
alkilnim skupinama moguca je 1 hidroksilacija Ca-atoma. Amidi, da bi reagirali s HOCI,
tautomeriziraju u iminolnu formu, koji je reaktivniji izomer. Analizom je pokazano da u
iminoloj formi atom dusSika postaje nukleofilniji, Sto omogucuje brzu reakciju s klorom
u HOCI. Prijelazno stanje za kloriranje iminola karakterizirano je cikliCkom strukturom
u kojem prijenos vodikovog atoma kataliziraju molekule vode.

Osim reakcija kloriranja 1 hidroksiliranja psihofarmaka paroksetina, haloperidola
1 aripiprazola, posebno su istrazene reakcije pregradivanja putem N-radikala 1 N-radikal
kationa, te reakcije pregradivanja u luZznatom mediju metabolita antidepresiva
paroksetina. Locirani produkti ¢esto sadrze funkcionalne skupine koje se ne nalaze u
polaznim spojevima (npr. formiranje C=C 1 C=N dvostrukih veza, stvaranje triciklickih
1 biciklickih prstenova...).

Osim kloriranja amidne 1 imidne skupine u psihofarmacima barbituratne i
hidantoinske strukture, proucavan je 1 mehanizam pregradivanja antiepileptika 1
antipsihotika karbamazepina. Kvantno-kemijskim metodama objasnjeni su svi
eksperimentalni signali u odgovaraju¢im masenim spektrima te su opisani svi relevantni

reakcijski mehanizmi.

Kljuéne rijeci: psithofarmaci, hipoklorasta kiselina, kvantno-kemijske metode,

kloramini, kloramidi, N-radikali, ekoloska sudbina



SUMMARY

In  this doctoral thesis, rearrangement reactions of  selected
psychopharmaceuticals were investigated using qunatum-chemical methods. Data on
ecological and chemical fate of pharmaceuticals is of utmost importance for
environmental risk assessment. Investigated mechanisms involve reaction with
hypochlorous acid (HOCI), in which chloramines and chloramides were formed. These
reactive species can subsequently rearrange via formation of N-centered radicals,
dehydrohalogenation, fragment elimination, epoxidation, etc.

Preliminary investigations of reaction with HOCl were performed on model
compounds: ammonia, as the smallest amine, and N-methyl-acetamide, which
represents amide and peptides. Results obtained indicate the ambident reactivity of
HOCI; it can chlorinate and hydroxylate nitrogen atom. In alkylamines, hydroxylation
of Ca-atom 1s also possible. In order to react with HOCI, amides undergo
tautomerization to more reactive iminol form. Data have shown that the nitrogen atom
in iminol form is more nucleophilic, and could more easily react with the chlorine in
HOCI. Transition state for iminol chlorination is characterized by cyclic structure, in
which water molecules catalyze hydrogen atom transfer.

Investigation on chlorination and hydroxylation of paroxetine, haloperidol and
aripiprazole, has been complemented with the study on rearrangement reactions of
paroxetine derivatives via N-centered radical, and N-centered radical cation, and
elimination reactions in basic medium. Rearrangement products have different
functional groups from that of the parent compound (C=C and C=N double bonds,
novel tricyclic and bicyclic systems, etc.,were observed in product structures).

Rearrangement reactions of antiepileptic and antipsychotic drug carbamazepine
were investigated, as well as chlorination of amide and imide groups in baribiturate and
hydantoin series. All experimental signals from mass spectrometer were successfully
assigned using quantum-chemical methods, and all relevant reaction mechanisms were

described in details.

Keywords: psychopharmaceuticals, hypochlorous acid, quantum-chemical methods,

chloramines, chloramides, N-centered radicals, ecological fate
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2.1. ObrazloZenje teme

2.1.1. Lijekovi u okoliSu

Neka svojstva dobrog lijeka su: farmakoloSki uc¢inak pri niskoj koncentraciji,
ciljano djelovanje, rijetke nuspojave, otpornost prema metaboli¢koj razgradnji, spora
eliminacija iz organizma te dugi vijek trajanja. Time se, izmedu ostalog, omogucuje
bolja kontrola doziranja, produljeno trajanje pojedine doze, smanjuje se (iz)davanje
terapije te smanjuje utjecaj varijabilnosti jetrenih enzima kod razlicitih pacijenata...
Nazalost, takvi lijekovi zadrzavaju svoja farmakoloska svojstva i nakon eliminacije iz

organizma te mogu nepovoljno utjecati na ostale organizme u okoliSu.
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Shema 1. Ocekivani putevi izloZenosti lijekova za humanu primjenu u okoliSu

Nakon primjene u organizmu, farmaceutici 1 njihovi metaboliti se izluc¢uju
urinom 1 fecesom u kanalizaciju (F1) te zavrSavaju u otpadnim vodama. U istim se
vodama gomilaju lijekovi odlaganjem viSkova u kanalizaciju (F2) ili ispuStanjem iz
industrijskih postrojenja (Shema 1). Otpadne se vode prociS¢avaju prije ispustanja u
okoli§ (F3 1 F4). U postrojenjima za obradu otpadnih voda koristi se niz tehnika za
uklanjanje 1 uniStavanje oneciS¢ivaca: mehanicko prociS¢avanje (taloZenje, filtracija,
povratna osmoza), kemijsko prociS€avanje (dezinfekcija, flokulacija) te biolosko
proc¢iS¢avanje (ozracCivanje vode, taloznice za organske primjese, prerada mulja).

Nakon procis¢avanja, dobiveni se mulj raprSuje po poljima i koristi kao gnojivo (F5),
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dok se obradene otpadne vode ispuStaju u rijeke ili more. Ispiranjem mulja
farmaceutici mogu zavrSiti u vodenom okoliSu (F7). IspuSteni farmaceutici mogu
izazvati §tetne posljedice kod kopnenih (F8) i vodenih organizama (F9)."

Onecis¢enje farmaceuticima u povrSinskim 1 podzemnim vodama prepoznato
je kao ekoloska prijetnja u mnogim zemljama.”® OpseZne su americke i njemacke
studije pokazale prisutnost mnogih farmaceutika u otpadnim vodama, rijekama i
jezerima.*® Ragirena upotreba farmaceutika, posebice antibiotika, pri uzgoju domaéih
zivotinja koji pospjesuju rast 1/ili lijeCe bolesti Zivotinja, onecistila je povrSinski sloj
pasnjaka.® Takoder, uporaba gnojiva kontaminiranog farmaceuticima dovodi do
onedis¢enje tla i povrsinskih voda.” Prisutnost pojedinih farmaceutika u okolisu
povezuje se s urodenim anomalijama, bolestima i poremecajima u razvoju vodenih
organizama te s negativnim utjecajem na ljudsko zdravlje.®

U vodenom mediju, farmaceutici se pregraduju (foto)kemijskim 1
biokemijskim reakcijama, pri ¢emu mogu nastati metaboliti s kinetiCkim,
termodinamickim i ekotoksikologkim profilom razli¢itim u odnosu na podetni spoj. ’
Od osobitog su interesa oksidativne transformacije farmaceutika, potaknute obradom
otpadnih voda kloriranjem i/ili ozonolizom."” U reakcijama farmaceutika s
kloriraju¢im specijama (HOCI/Cl,) 1/ili oksidiraju¢im specijama (O3/H,0O,) nastaju
produkti, koji se €esto razlikuju od metabolita biotransformacija. Razgradni produkti
mogu imati povecanu toksi¢nost i/ili kemijsku otpornost (perzistentnost) prema
razgradnji, zbog Gega se nakupljaju u okolisu.'' Reakcije pregradivanja farmaceutika
ukljucuju procese homolitickih 1 heterolitickih kidanja veza, prijenosa funkcionalnih
skupina, otvaranja, zatvaranja, kontrakcije 1 ekspanzije prstena, a mogu ukljucivati
neutralne, ionske i/ili radikalske intermedijere.'’* Eksperimentalni podaci o
oksidativnoj razgradnji (reakcije farmaceutika s HOCI 1 ozonom) beta-blokatora,

. . . . .. 13-1
antidepresiva i fluorokinolona su mnogobrojni,*™"

ali detalji samog reakcijskog
mehanizma nisu jasni niti dobro definirani.

Reakcije klora s farmaceuticima koji sadrze amino, amido ili imino skupinu,
tijekom kemijske obrade (kloriranje) otpadnih voda, mogu dati razli¢ite kloraminske
nusprodukte, a poznato je da neki posjeduju i kancerogena svojstva.' N-kloraminski
derivati farmaceutika su nestabilni spojevi te se mogu pregraditi u razne produkte
reakcijama nukleofilne supstitucije, eliminacije, fragmentacije te stvarati reaktivne N-

radikale (Shema 2). Od posebnog su interesa pregradivanja putem radikalskih

meduprodukata, koji nastaju homolitickim kidanjem N-CI veze pod utjecajem UV
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zracenja, dok do heterolize te veze dolazi u bazicnim 1 kiselim uvjetima.
Eksperimentalni su podaci o mehanizmu reakcija, kojima se moze opisati ekoloska
sudbina farmaceutika, ¢esto nepoznati ili nepotpuni, dok je identifikacija raspadnih
produkata provedena tek u nekoliko slu¢ajeva.'> Da bi se valjano istrazio okoli¥ni
rizik farmaceutika i njihovih nusprodukata 1 metabolita, nuzno je bolje poznavanje

reakcija pregradivanja.

Ry Nu
Ro—>—N + CI©
Ry Ry R, + RO
_N + CI®
Nukleofilna|supstitucija g Rs Ry
Nu®©
Ry H  Kloriranje Ry Cl
Re7—N HOCI/CI
Ry Ry 2
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):N + R1C|
R; R,

Shema 2. Reakcije formiranja i1 pregradivanja kloramina
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2.1.2. Psihofarmaci u okolisu

Pojava psihofarmaka u okoliSu u posljednjih je desetak godina postala
ekologki problem.'® Medu psihofarmacima koji pokazuju izraziti utjecaj na okolig,
posebno mjesto zauzimaju benzodiazepini iz skupine anksiolitika. Pri
koncentracijama od 0,01-5 pgL™', koje se redovito detektiraju u povrsinskim
vodama,'” nepovoljno utje¢u na ponasanje riba (poremecena fizitka aktivnost i
socijalno ponasanje te poveéani unos hrane)."® Neki benzodiazepinski lijekovi su
otporni na fotodegradaciju,"” zbog &ega se dulje zadrzavaju u vodenom okolisu.

Barbiturati, depresori ziv€anog sustava, koji se koriste kao sedativi, hipnotici i
antiepileptici, takoder su perzistentni lijekovi u okoligu.*® Primjerice, u bioreaktoru
pod utjecajem mikroorganizama fenobarbiton ostaje nepromjenjen i nakon 42 dana.
Dokazano je da orlovi umiru uslijed trovanja barbituratima.”' Kao i kod trovanja

lesinara diklofenakom u Indiji,”***

orlovi su unosili lijek iz leSina domacih Zivotinja
koje su uspavane barbituratima. Za razliku od barbiturata, skupina se antiepileptika
hidantoinske strukture, poput fenitoina, razgraduje pod djelovanjem UV zracenja ili
tijekom UV/H,0, procesiranja.”

Upotreba antidepresiva, koji pripadaju lijekovima modernog nacina zivota,
sve je rasirenija.’**’ Osim najpoznatijeg lijeka u toj skupini, fluoksetina, Prozac®,
medu popularnijim antidepresivima nalazi se i paroksetin (Paxil®, Seroxat®).
Paroksetin se nalazi na popisu 200 najprodavanijih lijekova,”® ali se nalazi i kao
zagadiva® u povrinskim vodama.”® Za paroksetin je provedena procjena okolisnog
rizika u kojoj nisu ispitivana ekotoksikoloska svojstva razgradnih produkata tog
psihofarmaka.’® Paroksetin, kao i jo§ pet drugih selektivnih inhibitora ponovne
pohrane serotonina (SSRI), pokazuje promjenu reprodukcijskih ciklusa kod vodenih
organizama (npr. Ceriodaphnia dubia).”' Kasnija istraZivanja pokazuju da se
fotodegradacijom paroksetin raspada na produkte, koji su razli¢iti od metabolickih
produkata u organizmu.*>

Haloperidol (Haldol®) je antipsihotik u podskupini butirofenona koji se koristi
za lijeCenje niza indikacija: Sizofrenija, manija 1 hipomanija, ostalih vrsta psihoza,
poremecaji ponasanja te Tourette-ovog sindroma. IstraZivano je pregradivanje i
stabilnost tog psihofarmaka u neutralnom,” kiselom™ i luZnatom mediju®.

Haloperidol se u jetrenom metabolizmu N-dealkilira do 4-(4-klorfenil)-4-hidroksi-

piperidina,® ali transformacije u okoligu nisu istraZivane.

13



Karbamazepin (Tegretol®) pripada skupini antiepileptika, ali se koristi i u
terapiji neuropatske boli te u kombiniranoj terapiji Sizofrenije 1 bipolarnog
poremecaja. Smatra se da je karbamazepin jedan od najce$¢ih lijekova koji se u
okolisu pojavljuju kao one¢iséivadi.®’ Istrazivana je oksidacija karbamazepina,’®
kloriranje karbamazepina® i pregradivanje glavnog metabolita oksakarbamazepina.
1949 Mehanisti¢ki detalji pregradivanja u tim istraZivanjima su nepotpuni te mnogi

signali u masenim spektrima nisu prikladno razjasnjeni.
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2.1.3. Hipoklorasta Kkiselina u vodenom okoliSu

Hipoklorasta kiselina (HOCI) je slaba kiselina (pK,= 7.,53, u vodi). Budu¢i je
snazni oksidans, HOCI se Cesto koristi u postrojenjima za obradu otpadnih voda, ali 1
za dezinfekciju®' i &id¢enje bazenskih voda.'’ Natrijev hipoklorit (NaOC1) koristi se
kao izbjeljiva¢ te za &id¢enje u kuéanstvu (Varikina®). Uz proces kloriranja, Gesto
koriStena metoda u obradi voda je proces ozonolize. Neke su bogatije drzave (npr.
Njemacka) uvele ozonolizu za obradu pitkih voda, no kloriranje otpadnih voda je 1
dalje najrasireniji kemijsko-tehnologki proces.*” Pri obradi voda HOCI se pripravlja
uvodenjem plinovitog klora u vodu (oko 3,3 g na litru vode) pri ¢emu se molekulski

klor disproporcionira do hipokloraste 1 kloridne kiseline, prema jednadzbi (1).

ClL, + H,0 2 HCl+ HOCl (1)

Drugi je nacin priprave otopine HOCI u vodi je otapanje natrijevog hipoklorita
u kiselom mediju.* HOCI je u ravnotezi s molekulskim klorom (Cl,) prema izrazu (1)

te s hipokloritnim anionom (OCI)** prema izrazu (2).

HOCl= OCI +H' )

Distribucija klornih specija ovisi o pH otopine. Sam raspad klornih specija u nekoj
otopini ovisi takoder o pH otopine, koncentraciji klornih specija u otopini, dozi UV
zraenja i kvaliteti vode.” U literaturi postoje kontroverzije oko specije koja klorira i
efikasnosti kloriranja svake pojedine specije. Primjerice, u studiji o kloriranju N-
metilacetamida®® autori tvrde da je glavni klorirajuéi agens molekulski Cl, (k(Cly) =
4600 M 'min™"), dok je anion OCI" (A(OCIl)) = 0,88 M 'min"") dvostruko efikasniji
klorirajuéi agens od HOCI (A(HOCI) = 0,4 M 'min"). HOCI se ipak pokazala kao
dominanta specija koja sudjeluje u reakcijama kloriranja organskih i anorganskih
spojeva.”’ Osim §to klorira kemijske spojeve, HOCl moze djelovati i kao

hidroksiliraju¢e sredstvo zbog svojih oksidacijskih svojstava (Tablica 1).
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Tablica 1. Oksidacijska snaga razli¢itih oksidansa

Standardni Oksidacijski

Oksidans redukcijski potencijal  kapacitet

ozon (O3) +2,08V 2¢
vodikov peroksid (H,0,) +1,77V 2¢
hipoklorasta kiselina (HOCI) +1,63V 2¢
hipobromasta kiselina (HOBr) +1,59V 2¢
klor (Cl,) +1,36 V le
klor-dioksid (C10,) +0,95V 5S¢

U mnogim je zemljama kloriranje jedina relevantna kemijsko-tehnoloska
metoda obrada otpadnih voda. U slabo kiseloj ili neutralnoj vodenoj sredini glavni
kloriraju¢i agens je upravo HOCI. Ta reaktivna specija moze klorirati/oksidirati Citav
niz organskih spojeva, §to ukljuduje i razli¢ite farmaceutike.*’” U literaturi je opisano
niz reakcija izmedu HOCI 1 lijekova, pri ¢emu Cesto nastaju reaktivniji, toksi¢niji ili
perzistetentiji oblici. Primjerice, diklofenak, protuupalni lijek koji se osim u humanoj
nalazi i u veterinarskoj upotrebi, reagira s otopljenim HOCI u vodi (kobs = 3,9 M's ™
pri pH = 7) pri ¢emu nastaju i neki produkti koji su netopljivi u vodenoj otopini.” U
preglednim radovima postoje podaci za kloriranje mnogih terapijskih skupina lijekova
u okoliSu, poput sulfonamida, fluorokinolona, fibrata, beta-blokatora, antiaritmika i
protuupalnih lijekova.*® Psihofarmaci, poput karbamazepina®® i oksakarbamazepina®

se takoder pregraduju pod utjecajem HOCI.
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2.1.4. Racunalni modeli za procjenu okoliSne sudbine kemijskih
spojeva

Dva se osnovna racunalna pristupa koriste za procjenu okoliSne sudbine i
toksi¢nosti farmaceutika u okoligu:*’ prediktivne statisticke metode, koje se baziraju
na  kvantitativnoj  povezanosti  strukture 1  svojstva/aktivnosti/toksi¢nosti
(QSPR/QSAR/QSTR) te metode elektronske strukture poput kvantno-kemijskih
metoda 1 metoda molekulskog modeliranja.

Baze podataka toksi¢nosti su potrebne za izradu odgovarajucih prediktivnih
modela koji povezuju strukturne 1 kemijske parametre s potencijalnom toksi¢noscu.
Primjeri medunarodnih izvora baza podataka relevatnih za probir rizika su eChem
Portal™ i QSAR Toolbox.”' eChem Portal je usmjeren na informacije o svojstvima te
izloZzenosti poznatim kemikalijama 1 povezan je s regulatornim agencijama za
procjenu kemijskog rizika na nacionalnim, regionalnim i medunarodnim razinama.
QSAR Toolbox se razlikuje po tome Sto identificira potencijalne zagadivace 1 Stetne
supstance. Temelji se na QSAR metodologiji koja se koristi za grupiranje kemikalija
u kategorije povezane slicnim strukturnim svojstvima 1/ili nac¢inu djelovanja. Naime,
ocekuje se da su slicna strukturna svojstva povezana sa slicnim toksikoloskim
mehanizmom. Iz empirijskih podataka ispitivanih kemikalija, s poznatim
mehanizmom djelovanja, ekstrapoliraju se svojstva za netestirane supstance unutar
iste kategorije te se predvida intezitet djelovanja (pojacano, oslabljeno ili ustaljeno).
Od velikog su znaCaja modeli koji proucavaju ekolosku sudbinu i1 akumulaciju
kemikalija u hrani.®> Od strukturnih parametara vazni su koeficijenti distribucije
izmedu n-oktanola 1 vode (Kow), zraka 1 vode (Kaw), procijenjeno vrijeme poluzivota
u vodi, zraku, zemlji 1 sedimentu te procijenjeno vrijeme biotransformacije u
zivotinjskim organizmima. Svi ti podaci nisu dostupni za svaku pojedinu kemikaliju
te se podaci koji nedostaju procjenjuju na osnovi strukturne sli¢nosti s kemijskim
spojevima koji imaju eksperimentalno definirano svojstvo. Budu¢i da mnoge
kemijske supstance nemaju eksperimentalno odredene podatke o perzistentnosti u
okolisu, procjene o (bio)razgradnji, uporabom (Q)SAR metoda, mogu se povezati s
vremenom zadrzavanja u okoliSu. Od mnostva razvijenih metoda SAR (ukupno 78),
tek nekolicina ima zadovoljavaju¢u kvalitetu procjene, odnosno mala je razlika
izmedu predvidenih i1 eksperimentalnih podataka. Primjerice, pazljivim koristenjem

BIOWIN programskog paketa, gornja granica to¢nih predvidanja iznosi 85%.
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Za razliku od statistickih pristupa razmatranju povezanosti strukture i ekoloSke
sudbine lijekova, metode molekulskog modeliranja, u koje pripadaju 1 kvanto-
kemijske metode, imaju prednost S§to mogu predvidjeti razliite puteve
razgradnje/pregradnje, interakciju s drugim molekulama, koeficijente distribucije te
tako opisati ekoloSku sudbinu svakog pojedinog lijeka u skupini. Ve¢ nekoliko
desetlje¢a se koriste metode molekulskog modeliranja za predvidanje interakcija
lijekova s receptorima enzima (docking), Sto pomaze u dizajniranju novih lijekova
predvidaju¢i farmakoloski, toksikoloski i/ili distribucijski profil.”™* Za razliku od
statistickih modela, metode molekulskog modeliranja odlikuje raCunalna zahtjevnost,
parametriziranje metoda na osnovu eksperimentalnih podataka te veliki broj
kemijskih reakcija 1 interakcija koje se moraju uzeti u obzir. Najzahtjevnije metode
molekulskog modeliranja su kvantno-kemijske metode, koje ne koriste empirijske
parametre u svojim izracunima (vidi dolje).

Kvantno-kemijskim proucavanjem mogu¢ih mehanizama pregradivanja
okoli$nih onecis¢ivaca, mogu se predvidjeti energijski najpovoljniji reakcijski putevi
te strukture nastalih produkata.”® Sve vie autora objavljuje kvantno-kemijske studije
koje podupiru i objasnjavaju eksperimentalne podatke, ali 1 kvantno-kemijske studije
kojima se predvida ekoloska sudbina razli¢itih organskih spojeva.

Upotrebom kvantno-kemijskih procedura nadopunjavaju se eksperimentalni
podaci o reakcijama pregradivanja: procjenjuju se razli¢iti predloZzeni mehanizmi
tijeka reakcija; ispituje se termodinamika reakcije 1 svakog pojedinog reakcijskog
koraka; te se obja$njavaju spektri dobiveni IR, UV/Vis, EPR,”® NMR’’ ili masenom
spektroskopijom. Primjerice, maseni spektar heksametilfosfoamida® je to¢no
predviden ranije provedenim kvantno-kemijskim izraunima.” Predvidanja
metabolizma smjesa organskih spojeva modeliranjem sloZenih biokemijskih reakcija
postaju vazno orude u procjeni bio- i eko-toksikoloskog profila kemijskih spojeva.®
Istaknuti primjeri u kojima su koriSteni kvantno-kemijski modeli uklju¢uju formiranje

: 1,62
klorotiofenola,®*®

mehanizme pregradivanja dioksana 1 benzofurana uz klorirajuce
specije,” topljivost nitro spojeva u vodi,** reakciju formiranja N-nitrosodimetilamina
iz N,N-dimetilsulfonamida,® te mnoge druge kemijske sustave relevantne za okolis.
Posebno je korisna upotreba kvantno-kemijskih metoda u procjeni ekoloSke
sudbine lijekova u okoliSu. Primjerice, kvantno-kemijskim metodama identificirani su

6

metaboliti u putevima Dbiotransformacije 17a-etinilestradiola.®® Naime, 17a-

etinilestradiol se koristi kao sintetski hormon u kontracepcijskim pilulama (Diane®,
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Yasmin®, Cilest®). U prirodi, ovaj sintetski estrogen izazvao je kolaps riblje
populacije.”” Sintetski estrogen uzrokuje feminizaciju muske populacije riba
(kemijska kastracija) te zbog toga predstavlja prijetnju Sirem ekosustavu. Kvantno-
kemijskom studijom identificirani su glavni reakcijski putevi pregradivanja, uz
procjenu estrogenske aktivnosti pojedinih metabolita. Takoder se, kvantno-kemijskim
metodama, istrazila oksidacija raznih estrogena te redoks potencijali potrebni za
oksidaciju tih hormona.®®

Pregradivanje i ekologka sudbina diklofenaka (Voltaren®, DicloDuo®™), &esto
koriStenog analgetika, koji se povezuje s pomorom ptica (vidi Lijekovi u okolisu),

takoder je istrazena kvantno-kemijskim metodama.”

Racunalnim je metodama
opisana fototoksicnost koja karakterizira cijelu skupinu protuupalnih lijekova. Nakon
apsorpcije UV zraenja, diklofenak gubi atom klora, zbog ¢ega se zatvara peteroclani
prsten te nastaje derivat karbazola. Nastali se karbazol, procesima dekarboksilacije,
dehalogenacije i/ili oksidacije, pregraduje u kona¢ne produkte.

HidrolitiCke reakcije razgradnje cefradina (antibiotik cefalosporinske skupine)
u okolidu, takoder su istrazene kvantno-kemijskim metodama.”’ Rezultati studije
prikazuju intramolekulsku katalizu karboksilnom skupinom tijekom procesa otvaranja
B-laktamskog prstena te intramolekulsku amidaciju do konacnih produkata.
Upotrebom kvantno-kemijskih racuna, procjenjena je i1 hidroliti¢ka stabilnost spojeva
pri razli¢itim pH otopina.

Ekoloska 1 metaboli¢ka sudbina paracetamola, koji se pregraduje u reakcijama
kloriranja u mnoge toksi¢ne spojeve poput benzokinona,'' istraZena je kvantno-
kemijski, pri ¢emu je promatran mehanizam preko radikalskih meduprodukata.”' Tako
su opisane reakcije preko N- 1 O-radikala, koji mogu dovesti do benzokinonskih

Prikazani primjeri pokazuju prikladnost koriStenja kvantno-kemijskih metoda
u proucavanju 1 opisivanju kemijske sudbine Sirokog spektra lijekova. Kvantno-
kemijski rezultati nadopunjuju eksperimentalne podatke te pruzaju uvid u mehanizam
slozenih puteva pregradivanja. Prema tome, ofekuju se sli¢ni rezultati koriStenjem

sli¢énih metoda u procjeni kemijske sudbine psihofarmaka.
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2.2. Plan istraZivanja

Ovim istrazivanjima pokuSava se procijeniti utjecaj hipokloraste kiseline na
Strukture odabranih psihofarmaka sadrze funkcionalne skupine koje mogu reagirati s
HOCI (amino 1 amidne skupine, dvostruke veze).

Usporedbom kvantno-kemijskih rezultata s eksperimentalnim podacima (npr.
konstante brzina reakcija pregradivanja, konstante ravnoteze, spektroskopski podaci o
produktima) procjenjuje se prikladnost 1 to€nost kvantno-kemijskih procedura. U
preliminarnim istraZivanjima, usporedit ¢e se 1 procijeniti razlicite teorijske metode za
prikaz reakcija kloriranja modelnih amina 1 amida (vidi poglavlje 3).

Teorijski modeli, koji pokazuju dobro slaganje s eksperimentalnim podacima
za kloriranje odabranih amina (amonijak, metilamin, dimetilamin, piperidin, morfolin,
piperazin), koristit ¢e se za simulaciju reakcija pregradivanja odabranih psihofarmaka
s heterociklickom amino skupinom u strukturi (vidi poglavlje 4.1). Vazni
psihofarmaci poput paroksetina, haloperidola 1 aripiprazola (vidi Shemu 3) sadrze u

svojoj strukturi piperidinski odnosno piperazinski fragment, koji je kljucan za

nukleofilnu reakciju s HOCI.
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Shema 3. Strukture paroksetina (A), haloperidola (B) 1 aripiprazola (C). Crveno su

A Cc

oznaceni dijelovi strukture koji se metablicki ukljanjaju procesom O- 1 N-dealkilacije.

Mehanizam pregradivanja putem ionskih 1 radikalskih meduprodukata detaljno
¢e se istraziti za klorirane metabolite paroksetina (vidi poglavlje 4.2 i1 4.3). Naime,
nastali produkti reakcija pregradivanja paroksetina karakterizirani su odgovarajué¢im
signalima u masenom spektru, ali nisu detaljno istrazeni, kao ni reakcije kojima

nastaju.
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Za istrazivanje reakcija kloriranja amida (vidi 4.4.) provest ¢e se kvantno-
kemijski na modelnim amidima: N-metil-acetamid, propanamid, N-metil-propanamid,
N-etil-acetamid, pirolidin-2-on te  1,2-dihidro-piridin-2-on. Nakon odabira
odgovaraju¢e metode, provjerit ¢e se mehanizam kloriranja odabranih lijekova iz
skupina hidantoina i barbiturata te kloriranje karbamazepina (vidi poglavlje 4.4.).

0
J? NHKNH O o O
NH
NNH 0 o N
o Ph

Ph HN™ ~O

D E F

Shema 4. Strukture fenitoina (D), fenobarbitala (E) 1 karbamazepina (F).

Karbamazepin, osim amidne skupine, posjeduje 1 dvostruku vezu koja se moze
klorirati 1/ili epoksidirati s HOCI; istrazit ¢e se razli¢iti mehanizmi pregradivanja i
pokusati objasniti eksperimentalni signali u masenom spektru reakcijske smjese
karbamazepina i HOCI (vidi poglavlje 4.5).

Istrazivanje ¢e proSiriti saznanja o mehanizmima pregradivanja psihofarmaka.
Teorijsko predvidanje mehanizma reakcija 1 produkata vazan je doprinos za
definiranje farmaekoloSkog profila psihofarmaka. Razjasnit ¢e se mehanizmi
pregradivanja psihofarmaka, inducirani kloriraju¢im specijama, kojim se opisuju
reakcijski uvjeti u sustavima za obradu otpadnih voda. Provjerene kvantno-kemijske
metode mogu se upotrijebiti za rasvjetljavanje ekoloske sudbine 1 reakcija

pregradivanja drugih farmaceutika relevantnih za kemiju okoliSa.
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3. METODE
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3.1. Osnove tehnike kvantno-kemijskih izracuna

Racunalna kemija proucava kemijske strukture i reakcije numericki, a temelji
se na zakonima fizike ili njihovim aproksimacijama (npr. Schrodingerova jednadzba 1
njene aproksimacije). Racunalni programi omogucavaju proucavanje kemijskih
fenomena bez eksperimentalnog istraZivanja tijeka kemijskih reakcija i/ili strukturnih
svojstava kemijskih spojeva. Racunalne metode se mogu Kkoristiti, osim za
prouCavanje stabilnih molekula, za modeliranje kratko-zivu¢ih, nestabilnih
intermedijera 1 prijelaznih stanja, ¢ije se strukture ne mogu opaziti eksperimentalno.
Racunalna kemija je postala neovisno podrucje istrazivanja, ali 1 vazna podrska
eksperimentalnih istrazivanja.”

Osnovne vrste izrauna su:

* [zracun energije odredene molekulske strukture. Takoder se mogu izracunati
svojstva povezana s energijom i/ili rasporedom elektrona (orbitale, naboj
sustava, EPR, NMR spektri).

* Geometrijska optimizacija kojom je moguce locirati molekulsku strukturu s
energijskim minimumom, a koja se nalazi u blizini po€etne, odnosno zadane
strukture. Geometrijska optimizacija se temelji na gradijentu energije u
prostoru; prva derivacija energije u odnosu na pozicije atomskih jezgara.

* [zracun vibracijskih frekvencija molekula, koje potje¢u od interatomskog
gibanja unutar molekule. Frekvencijski racun se temelji na drugoj derivaciji
energije u odnosu na pozicije atomskih jezgara u molekulskoj strukturi, a
pritom se mogu dobiti svojstva povezana s drugom derivacijom energije (npr.
IR spektar).

* RjeSavanje vremenski-ovisnth potencijala unutar molekula. Vremenski
promjenjivi elektricni 1 magnetski potencijali prikazuju interakciju okolisa s
elektrnoskom strukturom molekule te daju podatke o ekscitacijskim
energijama, svojstvima koje su ovisne o frekvenciji zracenja te predvidaju
UV/Vis spektar.

Metode za utvrdivanje elektronske strukture koriste zakone kvantne mehanike
kao temelj za izraune, za razliku od simulacija pomoc¢u molekulske mehanike koja se
definira poljima sila 1 temelji na zakonima klasi¢ne fizike. Osnovni koncept kvantne
mehanike temelji se na ¢injenici da se energija i sva svojstva izvedena iz energije

mogu izraCunati rjeSavanjem Schrodingerove jednadzbe. No, Schrodingerova se
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jednadzba moze egzaktno rijesiti samo za sustave s jednim elektronom (atom vodika,
kation helija i molekulski kation H,"). Metode elektronske strukture razlikuju se po
aproksimacijama koje se koriste u rjeSavanju Schrodingerove jednadzbe. Semi-
empirijske metode (npr. AM1, PM3, MINDO) koriste parametre izvedene iz
eksperimentalnih podataka. Ab-initio metode (npr. Hatree-Fock (HF) metoda, Meller-
Plesset (MP) skupina metoda, skupina metoda konfiguracijske interakcije (CI)) ne
koriste eksperimentalne parametre u svojim izraCunima te se oslanjaju na zakone
kvantne mehanike (,,po€etni principi) 1 koriste¢i osnovne fizikalne konstante poput
Planckove konstante, brzine svjetlosti te mase 1 naboja elektrona i jezgri. Te metode
(posebno napredne MPn, QCISD, multikonfiguracijske 1 kompozitne metode) daju
precizne kvanitativne podatke za Siroki raspon kemijskih sustava, ali su jako
zahtjevne u pogledu racunalnih resursa potrebnih za izra¢un. Teorija funkcionala
gustoce (Density Funcional Theory, DFT) usporediva je s ab-initio metodama. DFT
metode se temelje na Hohn-Sham teoriji da energija osnovnog stanja kemijskog
sustava izravno ovisi o elektronskoj gusto¢i u molekulskom sustavu. Za razliku od HF
metode, DFT metode ukljucuju efekt elektronske korelacije, tj. ¢injenicu da elektroni
u molekulskom sustavu ,,reagiraju® na kretanje drugih elektrona te se orijentiraju tako
da su privlacne i odbojne sile u molekuli u ravnotezi.

U kvantno-kemijskim izracunima veliku ulogu igraju dostupni racunalni resursi
1 vrijeme potrebno za izvrSenje raCuna. Kako se broj atoma, a time i broj elektrona
povecava u kemijskom sustavu, zahtjevnost ab-initio metoda eksponencijalno raste s
faktorom N* (za HF metodu), dok je kod DFT metoda rast proporcionalan faktorom
N°, pri ¢emu je N broj elektrona u sustavu. Prikladnim odabirom DFT parametara
(vidi dolje) mogu se dobiti izrauni koji su usporedivi s puno zahtjevnijim ab-initio
metodama, primjerice s MP4 metodom koja skalira s N°. Parametri koje je potrebno
odabrati su: funkcional 1 bazni skup za prikladan za odgovarajuci opis modeliranog

kemijskog sustava.

3.1.1. Izracun energije

Energija je najvaznija informacija u kvantno-kemijskim izra¢unima.
Prouc¢avanjem razlika u energijama izmedu struktura, dobiva se informacija o
stabilnosti 1 relativnom energijskom odnosu izmedu tih struktura. Energija se dobiva
aproksimativnim rjeSavanjem Schrodingerove jednadZzbe 1ili koriste¢i teoriju

funkcionala gustoce, u skladu s odabranom metodom. Kod ab-initio metoda energija
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se racuna iterativnim varijacijskim principom. Matematicki se opisani elektroni
(Bazni skup, vidi dolje) perturbiraju dok se ne postigne najniza energija kemijskog
sustava. U metodi samouskladenog polja (SCF) perturbira se valna funkcija elektrona
dok se ostale valne funkcije drzi fiksnim te se tako rauna energija sustava. Ovim
principom se optimiziraju valne funkcije molekulskih orbitala te se raCunaju njihove
energije. Ukupna elektronska energija sustava jednaka je zbroju energija svih orbitala.
Kod DFT metoda koristi se sli¢na iteracijska metoda za izraun energije, kao S$to je
SCF metoda kod ab-initio metoda, s tom razlikom Sto se varira gustoca elektronskog

oblaka.

3.1.2. Geometrijska optimizacija

Struktura promatranog molekulskog sustava koja se generira u nekom
programskom paketu (npr. GaussView, Molden, Avogadro) nije nuzno struktura kojoj
odgovara najniza energija u bliskom podruc¢ju plohe potencijalne energije (Potential
Energy Surface, PES).” Lociranje lokalnog minimuma za zadanu geometriju
molekulskog sustava provodi se postupkom optimizacije geometrije. Tom je
ra¢unalnom tehnikom moguce predvidjeti ravnoteznu strukturu molekulskog sustava,
locirati osnovna stanja reaktanata i produkata, prijelazna stanja te definirati reakcijsku
koordinatu koja povezuje reaktante s produktima preko odgovarajueg prijelaznog
stanja. Opsezniji pristup pretpostavlja karakterizaciju plohe potencijalne energije,
koja predstavlja slozenu matematicku funkciju koja povezuje energiju s atomskim
koordinatama  (reljef = konfiguracijskog  1/ili  konformacijskog  prostora).
Multidimenzionalnost plohe potencijalne energije proizlazi iz svih mogucih
medusobnih odnosa atomskih koordinata; dvoatomna molekula definirana je
udaljenos$¢u izmedu dva atoma pa je PES jednodimenzionalan (ovisnost energije o
udaljenosti izmedu dva atoma). Za troatomnu molekulu (s formalno dvije udaljenosti)
PES je dvodimenzionalan, itd. Na multidimenzionalnoj plohi potencijalne energije od
posebnog su interesa kriti€ne, odnosno stacionarne tocke (Slika 1). U kritiénim
toCckama prva derivacija energije u odnosu na promjene atomskih koordinata
(energijski gradijent) iznosi 0. Drugim rije¢ima kriticne tocke odreduju, lokalne 1

globalne minimume 1 maksimume na odredenoj plohi potencijalne energije.
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A Prijelazno stanje
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Slika 1. Shematski prikaz plohe potencijalne energije za kemijsku reakciju.

Geometrijskom se optimizacijom ,trazi“ geometrija molekulskog sustava s
minimumom energije (tzv. minimizacija) koja odgovara kriti¢noj tocki na PES-u.
Procedura zapocinje sa zadanim koordinatama geometrije (tzv. input, definiran
polozajima jezgara atoma) koje predstavljaju pribliznu “pravu” strukturu. Polozaji
atoma se sustavno mijenjaju na nacin da se ukupna energija kemijskog sustava
smanjuje. Varijacija atomskih poloZaja, odnosno koordinata, iteracijski je postupak
koji traje dok se ne postigne minimum energije, odnosno dok iznos derivacije energije
s obzirom na pomak atomskih koordinata ne bude manji od odredenog
konvergencijskog praga. Smjer promjena geometrijskih parametara (duljine veza,
vezni 1 diedarski kutevi, rotacije) ovisi o vrijednosti prve derivacije energije u odnosu
na promjenu koordinata. Naime, pri svakoj se iteraciji raCuna energija i gradijent;
pozitivna vrijednost gradijenta oznaCava porast energije sustava, dok negativna
oznafava smanjenje energije sustava.

Geometrijska optimizacija osnovnih stanja, minimuma, odnosno struktura
reaktanata, intermedijera 1 produkata razmjerno je jednostavna. Za geometrijsku
optimizaciju prijelaznog stanja, koja je kriti¢na toCka prvog reda na PES-u, potrebno
je upotrijebiti dodatne algoritme 1 zadati pocetnu geometriju Sto sli¢niju trazenoj

strukturi prijelaznog stanja.
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3.1.3. Frekvencijski racun

Osnovne namjene frevencijskog racuna su:

karakterizacija prirode stacionarnih tocaka

¢ izracun konstanti sila

izracun frekevencija gibanja atoma unutar molekula

* izracun termokemijskih parametara

izracun IR 1 Raman spektara

Za potpunu karakterizaciju kriticnih tocaka na PES, potrebno je izvrsiti
frekvencijski racun, koji izraCunava vibracije atoma unutar molekula izraCcunom druge
(1 visih) derivacije energije u odnosu na atomske koordinate. Uz prikaz svih dostupnih
vibracija atoma u molekuli (vrsta vibracije 1 atomi koji sudjeluju u vibraciji).
Frekvencijskim ra¢unom dobivamo 1 informaciju da li optimizirana struktura
odgovara minimumu na PES (reaktanti, intermedijeri 1 produkti) ili prijelaznom
stanju. Ako postoji samo jedna vibracija s negativnim predznakom (imaginarna
frekvencija), dobili smo minimum u svim smjerovima osim u smjeru reakcije
odredene imaginarnom frekvencijom, S§to predstavlja strukturu prijelaznog stanja
(TS). Dvije 1 viSe imaginarne frekvencije odreduju to¢ku koja nije kriticna na PES te
je treba dodatno optimizirati dok se ne locira stacionarna tocka.

Postojanje imaginarne frekvencije ne znaci da struktura prijelaznog stanja nuzno
povezuje reaktante i produkte ispitivane reakcije. Imaginarnu frekvenciju je potrebno
vizualizirati prikladnim programom (animacija normalnog moda koji odgovara
imaginarnoj frekvenciji), a za potvrdu trazenog reakcijskog puta, kojeg definira TS,
potrebno je pratiti oba reakcijska smjera integracijom intrinzi¢ne reakcijske
koordinate (IRC). To je racunalna tehnika kojom se parcijalno optimizira struktura
duz reakcijske kooordinate. Pocetna tocka u IRC racunu odgovara strukturi
prijelaznog stanja, a njezina se geometrija postupno ,,deformira* do (medu)produkata
(napredni smjer) 1 rekatanata (povratni smjer). Dobivene strukture, nakon dodatne
geometrijske optimizacije daju (lokalne) minimume koji odgovaraju reaktantima i
(medu)produktima povezanih prijelaznim stanjem.

KoriStenjem frekvencija 1 intenziteta za svaku pojedinu vibraciju, uz
odgovarajuéi empirijski faktor skaliranja’™®, moZe se izradunati IR i Raman spektar za
ispitivani molekulski sustav.

Ukupna elektronska energija izraCunata geometrijskom optimizacijom odgovara
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minimumu na PES. Molekula nikada nece imati tu energiju, jer sama molekula nikada
nece biti u stanju potpunog mirovanja, ve¢ ¢e imati odredeno vibracijsko gibanje.
Energija nulte tocke (zero-point energy) se racuna kao zbroj elektronske energije 1
tzv. “korekcije nulte tocke”, energije koja odgovara najnizem vibracijskom stanju
molekule. Molekularna entalpija 1 entropija se raCunaju kao razli¢iti doprinosi
translacijskog, vibracijskog 1 rotacijskog gibanja molekule (izvode se iz
frekvencijskog rauna) na energiju nulte tocke. Tu je ukljuena aproksimacija
idealnog plina za translacijsko i rotacijsko gibanje. U zadavanju raCuna mogu se
podesiti parametri za temperaturu (zadana temperatura iznosi 298 K) i tlak (zadani
tlak iznosi 1 atm). Gibbsova slobodna energija jednaka je razlici entalpije 1 entropije

pomnozene s temperaturom (AG = AH — TAS).
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3.2. Metode kvantno-kemijskih izracuna

3.2.1. Hatree-Fock metoda

Najpoznatija i Cesto koriStena ab-initio metoda se zove Hartree-Fock metoda
(HF) u kojem glavna aproksimacija Schrodingerove jednadzbe ukljucuje
aproksimaciju sredi$njeg polja.”” U toj se aproksimaciji kulonska odbijanja medu
elektronima uzimaju u obzir integriranjem izraza za odbijanje. Iz toga se dobiva
prosjecni utjecaj odbijanja, ali ne 1 eksplicitna interakcija odbijanja. Ovo je
varijacijski racun, $to podrazumjeva da su aproksimativne energije jednake ili vise od
egzaktne energije sustava. Energije se raCunaju u Hartree jedinicama (1 Hartree =
27,2116 eV = 627,509 kcal/mol = 2625,498 kJ/mol). Zbog aproksimacije, energije HF
racuna su uvijek viSe od egzaktne energije sustava, ali se, s pove¢anim (poboljSanim)
baznim skupom (vidi Bazni skup), asimptotski priblizavaju Hartree-Fock energijskoj
granici.

Prednost HF pristupa je u podjeli Schrédingerove jednadzbe na manje i
jednostavnije jedno-elektronske jednadzbe. Svaka se jedno-elektronska jednadzba
rjeSava zasebno, pri ¢emu rjeSenje predstavljaju jedno-elektronsku valnu funkciju 1
energiju, koji se nazivaju orbitala 1 orbitalna energija. Takva orbitala opisuje
ponasanje jednog elektrona u ukupnom polju svih drugih elektrona.

Druga aproksimacija HF racuna uvedena je zbog cCinjenice da je valna
funkcija, opisana nekom matematickom funkcijom, precizno odredena samo za mali
broj jedno-elektronskih sustava, ali ne i za viSe-elektronske sustave. Tako se u opisu
svake orbitale koristi valna funkcija sacinjena od linearnih kombinacija jednostavnijih
baznih funkcija, Cesto oblika f(r) = exp(-{r’) (Gaussian) ili oblika f(r) = exp(-(r)
(Slater). Skup koriStenih baznih funkcija naziva se baznim skupom 1 u vise je detalja
opisan u daljnjem tesktu. Svaka bazna funkcija €ini orbitalu, a orbitale se dalje slazu u
uprosjecene orbitale. Takve orbitale popunjavaju mjesta u determinanti, koja
podlijeze dvama osnovnim uvjetima kvantne mehanike: elektroni se medusobno ne
smiju razlikovati (pri popunjavanju orbitala) te valna funkcija mora biti asimetricna
kada se zamjenjuju dva elektrona. Prvi uvjet podrazumjeva da se orbitale razlikuju po
energiji 1 popunjenosti (ima ili nema elektron), ali nisu rezervirane za to¢no oderedene
elektrone. Drugi uvjet je zadovoljen konstrukcijom determinanti pri ¢emu zamjena

elektrona je zapravo zamjena stupaca u determinanti, Sto joj mijenja predznak.
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HF racun zapocinje pretpostavkom orbitalnih koeficijenata, koji su potrebni za
dobivanje pocetne valne funkcije. Tako dobivena valna funkcija koristi se za izracun
energija 1 izraCun novog skupa orbitalnih koeficijenata koji postaju nove pocetne
vrijednosti u iterativnom rafunu. Procedura se nastavlja dok se novi orbitalni
koeficijenti ne izjednace s orbitalnim koeficijentima iz prethodnog koraka. Ovaj
postupak se jo§ zove 1 procedura samouskladenog polja (SCF).

Vazno ograni¢enje HF racuna je izostanak elektronske korelacije. HF opisuje
prosjecni utjecaj elektronskog odbijanja, ali ne i eksplicitnu interakciju elektrona.
Tako unutar HF metode, vjerojatnost nalazenja elektrona oko atoma ovisi o
udaljenosti od jezgre, 1 prosjecnom elektronskom polju ostalih elektrona, a ne i o
udaljenosti od drugih elektrona. To je posljedica aproksimacije srediSnjeg polja. Zbog
tog ograni¢enja razvijene su brojne post-HF ab-initio metode, koje uklju¢uju HF
izracun te korekciju dobivenog rezultata za iznos elektronske korelacije. Neke od
metoda su Moller-Plesset perturbacijska teorija (MPn, gdje n oznaava veli¢inu
korekcije), multi-konfiguracijska metoda samouskladenog polja (MCSCF),
konfiguracijske interakcije (CI) 1 metoda spregnutog klastera (coupled-cluster, CC).
Ukljucivanjem elektronske korelacije poboljSava se tocnost izraCunatih energija i

optimiziranih molekulskih geometrija.

3.2.2. Post-HF metode

Post-Hatree-Fock metode poboljSavaju rezultat Hatree-Fock racuna dodatnim
¢lanovima izraza koji modificiraju valnu funkciju dobivenu Hatree-Fock metodom te
time ispravljaju pogreSke do kojih dolazi zbog izostanka eksplicitnog ukljucivanja
elektronske korelacije.

Pertubacijska teorija Moller-Plesset ukljucuje elektronsku korelacija
perturbacijom valne funkcije dobivene Hartree-Fock rac¢unom. Jedna je od najcescih
post-HF metoda, a prije pojave DFT funkcionala bila je glavna metoda optimizacije 1
frekvencijskog racuna. Tijekom mapiranja HF valne funkcije u formulaciju
perturbacijske teorije, HF postaje perturbacija prvog reda. Uz dodatni ¢lan 1
perturbaciju viseg reda, dobiva se MP2 metoda. Dodavanjem c¢lanova visih redova u
formulaciju perturbacijske teorije dobivaju MP3 i MP4 metode. MP4 metoda ima
tocnost 1 preciznost CISD racuna, a jo§ vecu toCnost imaju MP5 1 MP6, ali one se
rijetko izvode zbog velikih zahtjeva za racunalnim resursima (skaliranje s faktorom

N').
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Konfiguracijska interakcija (CI) ima drugaciji pristup u rjeSavanju problema
elektronske korelacije. Ta metoda koristi HF valnu funkciju te zatim konstruira nove
determinante u kojima su neki elektroni iz popunjenih orbitala premjeSteni u
nepopunjene orbitale. CI metoda je vrlo precizna, ali je zahtjevna s obzirom na
utrosak racunalnih resursa (skaliranje s faktorom N%). CI metode se razlikuju po broju
ekscitacija: CIS promovira jedan elektron i daje informaciju o prvom pobudenom
stanju, CISD ukljucuje jednoelektronsku i1 dvoelektronsku ekscitaciju kojom se
mijenja energija osnovnog stanja te je time ukljucena elektronska korelacija.

Metode spregnutog klastera (CC), su po konfiguraciji slicne CI metodama, pri
¢emu se valna funkcija sastoji od linearnih kombinacija determinanti. Za razliku od
CI, u CC metodi je drugadiji izbor determinanti. Tako primjerice CCSD(T) varijanta
koristi jednostruku i dvostruku promociju elektrona u prazne orbitale, dok se trostruka
ekscitacija ne opisuje egzaktno, ve¢ perturbativno. CC racuni tako daju varijacijske
energije, koje su sli¢ne kvalitete kao CI, iako su raCunalno manje zahtjevne.

Kvadratni konfiguracijski racun (QCI) koristi algoritam koji je kombinacija CI
i CC algoritama. Cesto je koristen zbog optimalnog odnosa potrebne korelacije za
raCune visoke preciznosti za organske molekule, dok istovremeno koristi manje
racunalnih resursa od CC metoda. Popularna QCISD(T) metoda dopusta jedno-, dvo-
1 tri-elektronsku eksitaciju (varijacijskim pristupom opisuje tri-elektronsku
ekscitaciju) 1 daje rezultate visoke kvalitete. U kombinaciji s drugim metodama koje
koriste velike bazne skupove (vidi Kompozitne metode), QCISD(T) metoda se koristi

s relativno malim baznim skupom

3.2.3. Semiempirijske metode

Semiempirijske metode imaju istu opcu strukturu kao 1 HF racuni 1 sastoje se
od Hamiltonijana i1 valne funkcije. U tom opéem okviru, neke informacije i dijelovi su
aproksimirani, a neki potpuno izbaceni iz opisa valne funkcije. Cesto se zanemaruju
nevalentni/unutra$nji elektroni, zanemaruju se odredeni integrali interakcije dvaju
elektrona te se koristi minimalni bazni skup. Kako bi se ispravile inherentne pogreske
do kojih dovodi simplifikacija izracuna, semiempirijske metode su parametrizirane.
Parametri za predvidanje izostavljenih dijelova izvode se iz ab-initio raCuna ili iz
eksperimenata. Neki od tih parametara zamjenjuju integrale koji su iskljuceni iz

racuna.
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Prednost semiempirijskih rauna je u brzini izracuna, posebno u usporedbi s
ab-initio racunima. Nedostaci pak semiempirijskih metoda su nepredvidljivost samih
rezultata te velika odstupanja u svojstvima koje se racunaju. Ako je proucavana
molekula strukturno slicna molekulama u bazi podataka iz koje su koriSteni parametri
za tu metodu, rezultati mogu biti prilicno to¢ni. Ako se pak prucavani kemijski sustav
znatno razlikuje od sustava u parametrizacijskom skupu, rezultati mogu biti krivi 1
posve promaseni. Primjerice ciklopropan i ciklobutan imaju znacajno razliite kuteve
izmedu veza, u usporedbi s drugim organskim sustavima; ukoliko strukturni parametri
tih molekula nisu u skupu za parametrizaciju, svojstva tith molekula bit ¢e neto¢no
izraCunata.

Semiempirijske metode se detaljno parametriziraju tako da to¢no
reproduciraju odredena svojstva molekula. Primjerice, mnoge semiempirijske metode
dobro predvidaju energiju i strukturu, dok su neke druge bolje za izracun NMR
spektara, UV/Vis spektara, dipolnih momenata 1/ili 1onskog potencijala. KoriStenjem
semiempirijske metode kao inicijalnog racuna, moze se ubrzati proces geometrijske
optimizacije na skupljim ab-initio 1 DFT razinama. Neke od poznatijih
semiempirijskih metoda su MINDO, Austin Model 1 (AMI1), Parametrizacijska
metoda 3 (PM3) 1 PM6 metoda.

3.2.4. DFT metode

DFT metode se temelje na teoriji funkcionala gustoce, a kao osnovna premisa
koristi se teorem koji za izraun energije koristi elektronsku gustocu, a ne valnu
funkciju.”® Polaze¢i od osnovnog teorema, Kohn i Sham su razvili metodologiju koja
je po svom iterativnom postupku slicna s Hartree-Fock metodom.

Elektronska gusto¢a se formira kao linearna kombinacija baznih funkcija, koje
imaju sli¢nu matematicku formulaciju kao 1 HF orbitale. Iz tih se funkcija definira
Kohn-Sham orbitala te se elektronska gustoca iz te determinante koristi u izra¢unu
energije. Za konac¢ni izraCun energije iz elektronske gusto¢e koristi se DFT
funkcional. Funkcional je funkcija funkcije, u ovom slucaju funkcija elektronske
gustoce. Tocan opis funkcionala koji povezuje gustocu elektrona s energijom nije
poznat. Postoji niz razli¢itih funkcionala koji imaju svoje prednosti 1 nedostatke. Neki
su izvedeni iz fundamentalnih postavki kvantne mehanike, a neki su razvijeni
parametrizacijom funkcija uz usporedbu s eksperimentalnim rezultatima. Prema tome

se DFT metode mogu svrstati 1 u ab-initio metode, ali 1 u semiempirijske metode.
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DFT funkcionali se medusobno razlikuju prema opisu funkcionala izmjene,
funkcionala korelacije 1 udjela HF funkcionala kao dopune c¢lana izmjene (kod
hibridnih funkcionala). Najpoznatiji 1 jedan od ceS¢e koriStenih funkcionala
(postavljen je kao zadana opcija u nekim kvantno-kemijskim programima) je B3LYP
(Becke Three Parameter Hybrid Functionals), koji se sastoji od Becke funkcionala
izmjene (B), korekcijskog funkcionala (LYP), kojeg su razvili Lee, Yang i Parr te
odredenog udjela HF funkcionala u elektrnoskoj izmjeni, tvore¢i taj funkcional
kombinacijom triju parametara (3). Osim Becke funkcionala izmjene, postoji joS
desetak funkcionala u istoj skupini, kao 1 u skupini korelacijskih funkcionala. Udio
HF izmjene (od 0% za ciste funkcionale do 80% za hibridne funkcionale) moze se
podesiti za nove funkcionale, ili za procjenu uc¢inka HF funkcionala na konac¢ne
rezultate. Funkcionalima se moze dodati 1 empirijska korekcija, kao Sto je slucaj s
empirijskom korekcijom D za sustave sa rasprSenim (disperznim) elektronima. Medu
¢eSce koriStenim funkcionalima nalaze se: B3LYP, BP86, PW91, PBE1PBE, M06,
wB97XD, OLYP.

Zbog svoje popularnosti, prednosti u brzini nad ab-initio metodama 1 usporedive
preciznosti s naprednim ab-initio metodama, DFT je postao najceS¢a koriStena

kvantno-kemijska metoda.

3.2.5. Kompozitne metode

Za vrlo toc¢an opis energije kemijskog sustava, koriste se kompozitne metode.
Medu njima se isticu dvije skupine metoda G 1 W, posebice G3B3 1 W1 metode.
Geometrijska se optimizacija 1 izraun odgovaraju¢e energije provodi na niZoj
teorijskoj razini, a u naknadnim se nizom izraCuna energija procjenjuje na sve veéim
baznim skupovima 1 sve boljim funkcionalima. Na kraju se rezultati pojedinih racuna
u nizu kombiniraju prema zadanim empirijskim formulama, daju¢i kona¢nu energiju
kemijskog sustava. Vrlo velika preciznost 1 tocnost (¢esto unutar + 1 kcal/mol) ¢ine
ove metode standardima dobrog racunanja. Visoki zahtjevi za raCunalne resurse
onemogucuju koriStenje tih metoda na velikim i1 kompleksnim kemijskim sustavima,
ali su jako korisne za manje sustave 1 modele kojima se ispituje prikladnost

funkcionala 1 baznog skupa za simulaciju odredenog sustava.
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3.3. Parametri kvantno-kemijskih izra¢una

3.3.1. Bazni skupovi

Bazni skupovi (i funkcionali) definiraju konstante u konstruiranju baznih
funkcija koje opisuju valnu funkciju te su matematicka reprezentacija molekulskih
orbitala u molekuli. Potpuni opis valne funkcije zahtjeva neograni¢en niz baznih
funkcija, Sto je racunski nedostupno. Odabirom baznog skupa, opisuje se valna
funkcija s konaénim brojem baznih funkcija. Sto je veéi broj baznih funkcija koje
opisuju valnu funkciju, to je tocniji opis molekularnih orbitala u kojima je smjesten
elektron, ali time raste 1 sloZenost i zahtjevnost samog racuna. Vec¢i bazni skupovi
sadrZze manje restrikcija za opis elektrona 1 time se proSiruje prostor dostupan za
lociranje elektrona. Promjena baznog skupa, mijenja 1 energiju 1 geometriju
kemijskog sustava kojeg promatramo. Za procjenu pogreSaka zbog uporabe
(pre)malih baznih skupova, provode se najprije racuni s minimalnim baznim skupom
te se ponavljaju izraCuni s ve¢im baznim skupom. Usporedbom dobivenih rezultata
utvduje se efekt baznog skupa. Taj se iterativni postupak moze provoditi sa sve vecim
baznim skupovima te se ekstrapolacijom omogucuje uvid u kompletni bazni skup
(CBS), odnosno kao da se valna funkcija opisuje s neograni¢enim brojem baznih
funkcija. Kao osnovne funkcije za opis atomskih orbitala koriste se Slaterove orbitale
(STO) obika f(r) = exp(-{r) ili Gaussove orbitale f(r) = exp(-(r’). Iako Slaterove
orbitale bolje opisuju orbitale, ali neprikladne su za numeri¢ku primjenu. Stoga se
koriste linearne kombinacije ve€eg broja primitivnih gaussiana (pojedina Gaussova
orbitala), koje daju slozene osnovne funkcije 1 kontrakcije gaussiana, koje imaju vece
slaganje sa Slaterovim orbitala. Uz navedene funkcije prisutne su i polarizacijske 1
difuzne funkcije. Polarizacijske funkcije dobivaju se dodavanjem osnovnih funkcija
veceg angularnog momenta na funkcije s manjim angularnim momentom (primjerice
dodavanje p funkcije na s funkciju) te one omogucavaju vecu fleksibilnost valnoj
funkciji u promjeni oblika 1 boljem sparivanju s drugim valnim funkcijama. Difuzne
funkcije su vrlo plitke gaussianske funkcije koje proSiruju i to¢nije opisuju krajeve
gaussianske funkcije te time daju bolji opis atomskih orbitala koje su udaljene od
jezgre. Bazni skupovi se medusobno dijele na broj primitvnih gaussiana za opis
unturanjih orbitala, broju 1 kombinaciji primitvnih gaussiana koji ¢ine sloZenu

osnovnu funkciju te prisutnost difuzijskih i/ili polarizacijskih funkcija. Skupina
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Popleovih baznih skupova, s notacijom 6-31G 1 dodatnim difuznim i/ili
polarizacijskim funkcijama, Cesto je koriStena kombinacija. Tako kod 6-31+G(d)
baznog skupa, unutranje orbitale su opisane sa 6 primitvnih gaussiana, a valentne
orbitale su opisane s dvije slozene osnovne funkcije, pri ¢emu je prva dobivena
kontrakcijom tri primitivna gaussiana, dok je druga dobivena kontrakcijom jednog
primitivnog gaussiana. Plus znak oznacava dodatak difuzne funkcije, dok d oznacava
primjenu d polarizacijskih funkcija (d primitivhog gaussiana) na sve atome osim
atoma vodika. Najces¢i Popleov bazni skup je 6-31G(d), a cesto se koriste 1 6-
311G(d), 6-31G(d,p), 6-31+G(d). Takoder se koriste 1 bazni skupovi drugih autora
(npr. Aldrich, Dunning, Swart 1 Wachter), ali oni se razlikuju u notaciji od Popleovih

baznih skupova.

3.3.2. Solvatacijski efekti

Osim izbora prikladnog funkcionala 1 baznog skupa, Cesto je potrebno opisati i
medij u kojem se zbiva reakcija. Geometrijska optimizacija 1 izraCun energija te
frekvencijski racun provode se najces¢e u plinskoj fazi, odnosno u vakuumu (& = 1).
Kako bi se opisali solvatacijski efekti, nuzno je izraCunati interakciju otapala i
otopljene tvari. Otapalo utjeCe i na energiju i na strukturu, pa je dobar odabir
solvatacijskog modela 1 naCina izracuna solvatacije kljuna u ispravnom opisu
kemijskog sustava. Solvatacija se moze opisati na tri na¢ina: eksplicitnim molekulama
otapala, koje okruzuju molekulu tvore¢i (prvu) solvatacijsku ljusku, implicitnim
utjecajem otapala, koje svojim dielektrickim svojstvom utjee na geometriju i
energiju molekule te kombiniranim pristupom (tzv. supramolekulski pristup), u kojem
se za opis solvatacije istovremeno koriste eksplicitne molekule otapala 1 implicitni
utjecaj otapala.

Implicitna solvatacija podrazumjeva model polariziranog kontinuuma, tj.
opisuje se nastanak solvatacijske Supljine 1 utjecaj okolnog polariziranog medija na
promatrani kemijskih sustav u Supljini. Postoje razli¢ite verzije implicitne solvatacije,
medu kojima su koriSteniji PCM, CPCM, COSMO i1 SMD modeli. Implicitna
solvatacija moze se koristiti pri geometrijskoj optimizaciji ili pri izraCunu Gibbsove
slobodne energije solvatacije (solvatacijski efekt na geometriji dobivenoj racunima u
plinskoj fazi). Interakcija solvatacijske Supljine 1 kemijskog sustava nam daje
Gibbsovu slobodnu energiju solvatacije sustava u otapalu, a ta ista interakcija mijenja

gradijent energije koji je potreban u geometrijskoj optimizaciji. UobiCajeno se
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geometrijska optimizacija u implicitnom otapalu provodi zbog usporedbe struktura
dobivenih geometrijskom optimizacijom u vakumu i modelnom otapalu. Ako se
strukture ne razlikuju znacajno, pristupa se izracunu Gibbsove slobodne energije
solvatacije na strukturi dobivenoj iz geometrijske optimizacije bez implicitnog
otapala. Osnovni parametri koji su potrebni za (C)PCM racune su: modelno otapalo s
odgovaraju¢om dielektricnom konstantom (¢), elektrostaticki korekcijski faktor (o) te
parametri radijusa pojedinog atoma. Radijusi atoma u solvatacijskim racunima
empirijske su prirode te su provjereni na velikom nizu molekula i koriStenjem
teorijskih racuna razli¢ite slozenosti. Od poznatijih su UFF, UAKS, UAHF 1 UAO.
SMD solvatacijski model je visoko parametrizirani model koji zahtjeva jedino unos
podatka o modelnom otapalu (¢).

Eksplicitnim dodavanjem molekula otapala u kemijski okoli§ promatranog
sustava, simuliraju se solvatacijske ljuske koje se nalaze u bliskom kontaktu sa
sustavom 1 time se razlikuju od otapala koje nije u dodiru s otopljenom tvari.
Racunski je vrlo zahtjevno opisati prvu solvatacijsku ljusku. Molekule otapala,
intermolekulskim silama vezane na strukturu u prvoj solvatacijskoj ljusci, mijenjaju
slobode kretanja, moguce vibracije te reaktivnost otopljene tvari. Poseban problem
predstavlja voda kao otapalo, ¢ije molekule u velikom broju mogu zauzeti prostor
prve solvatacijske ljuske. Procjena potrebnog broja molekula voda, koje treba
ukljuciti u solvatacijsku ljusku za prikladan opis otopljene tvari u vodi, prilicno je
zahtjevna. Osim toga, razmjesStaj 1 medusobna interakcija molekula voda predstavlja
dodatni problem. Molekule vode su medusobno povezane brojnim vodikovim vezama
1 Cesto se u racunima, tijekom geometrijske optimizacije, udaljuju od otopljene tvari
te medusobno formiraju grozdove. Za svaku je kemijsku strukturu potrebno odrediti
“idealni broj molekula otapala” u solvatacijskoj ljusci, pri ¢emu struktura sa
solvatacijskom ljuskom tvori zasebnu kemijsku speciju.’’

Za pretragu povoljnih konfiguracija molekula voda u prvoj solvatacijskoj
ljusci, moZe se primijeniti lokalno modificirana stohasti¢ka metoda razvijena u nasoj
istrazivackoj skupini. Osnovni stohasticki pristup u kvanto-kemijskim racunima
(takozvana “Kick” procedura) razvio je Saunders.”® U tom se pristupu nasumi¢no
odabiru koordinate (u zadanom podrucju) svakog atoma u sustavu. Nasumi¢nim
uzorkovanjem strukutra na PES-u dobiva se informacija o relativnim energijskim
razlikama velikog broja struktura. Tim se pristupom mogu dobiti po€etne strukture

koje nemaju “kemijskog smisla”, jer je pretraZivanje PES-a presirokog opsega.’””*’
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Takav pristup zahtjeva veliki broj poc€etnih struktura. U modificiranoj stohastickoj
proceduri, autora Addicoata i Metha,®' te Bera i suradnika,** umjesto pojedinih atoma
koriste se molekulski fragmenti. U nasoj verziji stohasticke metode takoder se koriste
male molekule 1 molekulski fragmenti koji se nasumi¢no rasporeduju u prostoru oko
vece molekule ili molekulskog fragmenta. U prvom se koraku, generira skup razli€itih
rotacija male molekule oko geometrijskog centra te iste molekule. U drugom se
koraku na vecoj molekuli nasumic¢no odabere jedan atom. Treci korak ukljucuje
odabir tocke u koordinativnom prostoru koja je definirana nasumi¢no odredenom
udaljeno$¢u 1 orijentacijom prema odabranom atomu vece molekule. Nasumi¢no
odabrana rotacija iz zadanog skupa rotacija malih molekula postavlja se u odabranu
tocku te se provjeravaju sve udaljenosti izmedu atoma, kako bi se eventualne
strukture s premalim udaljenostima (kontakti medu atomima) iskljucile iz procedure
izraCuna. Taj pristup koriSten je za razmjeStaj (do deset) molekula vode u
solvatacijske ljuske oko razli¢itih amina, hidroksiuree,”® amida® i metabolita
paroksetina.** Modificirana stohasti¢ka metoda daje zadovoljavajuéi pregled PES-a,
tj. ogranicena je samo na PES koji definira razliit raspored molekula voda u
solvatacijskoj ljusci te je stoga potrebno manje pocetnih (nasumicnih) struktura za
lociranje lokalnih minimuma.

Kombinacija eksplicitne i implicitne solvatacije, tzv. supramolekulski pristup,
je racunalno najzahtjevnija tehnika solvatacije, ali daje najtoc¢nije podatke, jer opisuje
istovremeno solvatacijsku ljusku eksplicitnim molekulama vode 1 utjecaj implicitnog
otapala na sustav. Supramolekulski pristup koriSten je u svim nasim solvatacijskim

izra¢unima.

3.3.3. Ogranic¢enja kvantno-kemijskih izracuna

Ne postoji “idealni” DFT funkcional niti “idealni” bazni skup, koji bi zajedno
s “idealnom” solvatacijom dao potpuno to¢ne rezultate. Izbor funkcionala, baznog
skupa 1 solvatacije ovisi o kemijskom sustavu i problemu koji se rjeSava. Za neke su
kemijske sustave energijske barijere krivo odredene (preniske ili previsoke), dok za
druge sustave disperzne interakcije mogu biti preslabe ili prejake, ako se primjeni
neodgovaraju¢i teorijski model. Poznati problem je i neprikladan opis homoliticke
disocijacije molekula. Modifikacijama funkcionala pokuSava se bolje opisati prijenos
naboja 1 dalekih interakcija, S$to je posebno vazno u vremenski ovisnoj teoriji

funkcionala gusto¢e (TDDFT) koji predvida UV/Vis spektre. Problem postoji 1 pri
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opisu kemijskih sustava s razli¢ito nabijenim skupinama, kao Sto su zwitter-ionske
strukture.

Ukratko, za opis kemijskih sustava DFT metodama, potrebno je odabrati
odgovaraju¢i bazni skup, odgovaraju¢i funkcional, prikladno modelirati reakcijski
medjij te provjeriti slaganje teorije s eksperimentalnim podacima za manje modele i/ili
s preciznijim teorijskim razinama (takozvana benchmarking metoda). Takoder je
potrebno provjeriti 1 usporediti teorijske pristupe kemijskim reakcijama 1 spojevima
slicnih  kemijskom sustavu koji se prouCava. Kada su svi navedeni parametri
zadovoljeni, moguce je izvrsiti prikladan kvantno-kemijski opis istrazivanog sustava,

ali uz potreban oprez pri kona¢nim interpretacijama dobivenih teorijskih rezultata.
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3.4. Primjenjene kvantno-kemijske metode i parametri

Kvantno kemijski izracuni izvedeni su koriste¢i programske pakete
Gaussian03 i Gaussian09,8° Neki teorijski modeli provedeni su koriste¢i programski
paket Orca® (COSMO solvatacija i ra¢uni na B2PLYP/aug-def2-TZVPP razini) te s
programskim paketom MOLPRO® ((U)CCSD(T)/6-31G(d) ratuni unutar G3(MP2)-
RAD procedure). Za vizualizaciju rezultata i izradu pocetnih struktura koriSten je
GaussView programski paket.®® Sve strukture su optimizirane pomoéu B3LYP
funkcionala.**° Standardni Popleov bazni skup 6-31G(d) koriten je pri geometrijskoj
optimizaciji 1 frekvencijskom ra¢unu za veéinu istrazivanih sustava. Za ionske sustave
koriSten je bazni skup 6-31+G(d), jer omoguéuje bolji opis nabijenih sustava.”' Za
svako prijelazno stanje, karakterizirano s jednom imaginarnom frekvencijom, dodatno
je proveden IRC racun kojim se povezuje struktura prijelaznog stanja s
odgovaraju¢im reaktantima i (medu)produktima.

Za opis implicitnih solvatacijskih efekata koriSteni su razliiti modeli:
COSMO, SMD” i CPCM.”® SMD je visoko parametrizirana solvatacijska
procedura, provjerena na mnogim kemijskim sustavima. Za razliku od SMD, CPCM
ukljuCuje niz parametara koji se mogu podeSavati. Koristili smo UFF 1 UAKS
parametre atomskog polumjera (potrebnih za opis solvatacijskih Supljina) 1
elektrostatski skalirajuci faktor za te Supljine (vrijednost 1.1 1li 1.2).

Za tocniji i1zraun energije kemijskog sustava, koristili smo kompozitne
metode 1 metode dvostrukih hibrida uz odgovaraju¢e bazne skupove, koje prema
literaturnim podacima daju mala odstupanja od eksperimentalih rezultata. KoriStene
su G3B3,”° G3B3(+),”” G3(MP2)-RAD,”® B2-PLYPD/AUG-cc-pVTZ,””'* te B2K-
PLYP/6-311+G(3df,2p) metode.'”" Za izratun energije koristeni su i parametrizirani
Minnesota funkcionali, poput M05-2X i M06-2X'” te BMK'® uz bazni skup 6-
311+G(3df,3pd).

Provjeren je utjecaj baznog skupa na sam rezultat, kako bi se izbjegla
superpozicijska greska baznog skupa (basis set superposition error, BSSE).'*

Procjena solvatacijskih efekata provedena je eksplicitnim 1 implicitnim
pristupom, pri ¢emu je najpovoljnij broj molekula ovisi o sustavu. Tako je, na primjer,
za prikladan opis reakcije N-hidroksilacije amonijaka dovoljna jedna eksplicitna
molekula vode, dok je za reakciju N-kloriranja amonijaka potrebno viSe od 4

molekula vode. Implicitna solvatacija provedena je s razli¢itim modelima 1 na
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razli¢itim teorijskim razinama. Pri izraunu Gibbsove slobodne energije solvatacije s
eksplicitnim molekulama vode potrebno je primjeniti koncentracijsku korekciju
RTIn[H,O]. Ona odgovara promjeni slobodne energije pri prelasku 1 mola vode iz
plinovite faze u tekucu fazu koncentracije 55,4 M. Ovaj je faktor konverzije (9,96
kJ/mol) potrebno ukljuciti za svaku eksplicitnu molekulu vode koja sudjeluje kao
reaktant u reakciji u vodenoj fazi.

Kako bi se odredio entropijski efekt zbog prisutnosti molekula otapala oko
otopljene tvari moze se koristiti model éelije kojeg su razvili Ardura i suradnici.'®
Ovaj model je predlozen kako bi se eksplicitno procijenio efekt gubitka translacijskih
stupnjeva slobode u otopini na Gibbsovu energiju aktivacije bimolekulskih (ili vise
molekulskih) reakcija. Pokazano je da standardna implementacija modela kontinuuma
nje dovoljna za adekvatnu procjenu povecanja Gibbsove energije koje odgovara
smanjenju translacijskog kretanja specija duz reakcijske kordinate pri prelasku iz
plinovite faze u otopinu. Prema modelu celije, razlika AAGy, izmedu dva iznosa

Gibbsove energije AG#sol 1 AGyo) za bimolekulanu reakciju A + B — A-B je

AAGqo1 = AG' o) — AGso = RT In[(ve(A)ve(B)/ve(A-B)] — RT In [ksT/p] 3)

gdje v, odgovara volumenu solvatacijske Supljine izraCunatom u modelu kontinuuma,
a ks, T, 1 p, odgovaraju vrijednostima Boltzmannove konstante, temperaturi 1 tlaku.
Volumen Supljine dobiven je iz CPCM ili SMD izraCuna solvatacije. Korekcije
predlozene od strane Ardure i1 suradnika u skladu su s efektima otapala koji su
izvedeni prema korekcijama autora Okune.'*

Analize prirodnih veznih orbitala (NBO) izvrSene su na B3LYP/6-31G(d) razini

koriste¢i NBO program.'”’

Za kvantno-kemijski opis kloriranja amina (1 farmaceutika s heterociklickim
aminom u strukturi) s HOCI koriStene su sljedece metode:
* Geometrijska optimizacija, frekvencijski racun te IRC racun na B3LYP/6-
31G(d) razini
* Solvatacijski efekti prema SMD/B3LYP/6-31G(d) modelu, uz vodu kao
implicitno otapalo (e = 78,4)
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Visi teorijski modeli na B3LYP/6-31G(d) optimiziranim geometrijama: G3B3,
B2PLYP-D/AUG-cc-pVTZ, B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)

Za kvantno-kemijski opis kloriranja amida (i farmaceutika s amidnom

skupinom u strukturi) s HOCI koristene su sljede¢e metode:

Geometrijska optimizacija, frekvencijski racun, IRC racun naB3LYP/6-
31G(d) razini

Solvatacijski efekti prema CPCM(UFF, a = 1,1)//B3LYP/6-31G(d) modelu,
uz vodu kao implicitno otapalo (¢ = 78,4)

Visi teorijski modeli na B3LYP/6-31G(d) optimiziranim geometrijama: G3B3,
B2PLYP-D/AUG-cc-pVTZ, B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p),
BMK/6-311+G(3df,3pd)//BMK/6-311+G(2d,p),
MO06-2X/6-311+G(3df,3pd)//M06-2X/6-311+G(2d,p)

Za kvantno-kemijski opis pregradivanja karbamazepina s HOCI koriStene su

sljede¢e metode:

Geometrijska optimizacija, frekvencijski racun te IRC racun na B3LYP/6-
31G(d) razini

Solvatacijski efekti prema CPCM(UFF, a = 1,1)//B3LYP/6-31G(d) modelu,
uz vodu kao implicitno otapalo (¢ = 78,4)

Visi teorijski modeli na B3LYP/6-31G(d) optimiziranim geometrijama:
B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p), B2PLYP-D/6-311+G(3df,2p),
MP2/6-311+G(3df,2p), MP2/G3MP2Large.

Za kvantno-kemijski opis pregradivanja paroksetina koja ukljucuju ionske

meduprodukte koriStene su sljedec¢e metode:

Geometrijska optimizacija, frekvencijski racun te IRC racun na B3LYP/6-
31+G(d) razini

Solvatacijski efekti prema CPCM(UAKS, o = 1.2)/B3LYP/6-31+G(d)
modelu, uz vodu kao implicitno otapalo (¢ = 78,4)

Visi teorijski modeli na B3LYP/6-31+G(d) optimiziranim geometrijama:
B2PLYP/aug-def2-TZVPP, G3B3(+)
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Za kvantno-kemijski opis pregradivanja paroksetina koja ukljuCuju radikalske
meduprodukte koriStene su sljedec¢e metode:

* Geometrijska optimizacija, frekvencijski ra€un te IRC rac¢un na UB3LYP/6-
31G(d) razini '

* Solvatacijski efekti prema CPCM(UAKS, o = 1,2)/UB3LYP/6-31G(d)
modelu, uz vodu kao implicitno otapalo (¢ = 78,4)

* Visdi teorijski modeli na UB3LYP/6-31G(d)optimiziranim geometrijama:
B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p), B2-PLYP/aug-def2-TZVPP, G3(MP2)-RAD.

42



4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Kloriranje i hidroksilacija amina hipoklorastom

Kkiselinom

4.1.1. Uvod
Kloriranje amina je vazna reakcija u sintetskoj kemiji, biokemiji 1 kemiji
okoliSa. Produkti reakcije su N-kloramini, koji su korisni reagensi u

. e g . e g .. 109-112
amidacijskim/aminacijskim reakcijama,'®

mogu biti prekursori u formiranju N-
radikala,'*"'"* koriste se kao klorirajuéa sredstva u bazenima i postrojenjima za
obradu otpadnih voda,'>'!” klju¢ni su intermedijeri u razgradnji bioloskih molekula u

118-121

fizioloSkim uvjetima, te mogu sudjelovati u transformacijama farmaceutika u

vodenom okoligu.'*%12?
Reakcija izmedu amonijaka (NH;3) 1 hipokloraste kiseline (HOCI) je
jednostavan kemijski proces, ali nedovoljno istrazen. Reakcija je 1 dalje tema

123-12 . . I . . .o
3123 3 nedavno je prikazana kao tipi¢ni primjer kojim se

intenzivnih istrazivanja,
opisuje klju¢na uloga otapala u reakcijskim mehanizmima.'?°

Opisano je nekoliko mehanizama kloriranja kojim kloriraju¢i agensi (Cly,
CLO i HOCI) mogu reagirati s amonijakom.'””'*® Tijekom nedavnih istraZivanja

o . . Yy 129,1
kloriranja amina s hipoklorastom kiselinom,'*"'*°

otkriven je novi mehanizam
interakcije: transferom —OH skupine s HOCI na amonijak, dobiva se hidroksilamin pa
time hipoklorasta kiselina nije donor klora, ve¢ donor hidroksilne skupine. To ukazuje
na ambidentatni elektrofilni karakter hipokloraste kiseline, jer HOCl moZe reagirati
preko klorovog 1 kisikovog atoma.

Preliminarni racunski rezultati sugeriraju da je energijska barijera za proces N-
hidroksilacije amonijaka za 100 kJ/mol niza od odgovarajuce energijske barijere za
“klasi¢ni” proces N-kloriranja."”! Prema tome, u plinskoj je fazi prijenos hidroksilne
skupine s HOCI na NHj kineticki znatno povoljniji proces u odnosu na prijenos klora.
Prijenos hidroksilne skupine je vaZzna 1 dobro opisana reakcija izmedu amina i

ey, g e e 132-134
razli¢itih oksidirajuéih sredstava,'**"?

ali analogna reakcija izmedu amina 1 HOCI
nije istrazivana. Eksperimentalni podaci, za niz reakcija izmedu amina 1 HOCI u
otopini, ne ukazuju na postojanje onih (medu)produkata koji su u skladu s
mehanizmom prijenosa hidroksilne skupine. Iz tih rezultata proizlazi da u reakciji s

aminima, HOCI djeluje samo kao kloriraju¢e sredstvo. Naprotiv, poznato je da
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hipofluorasta kiselina (HOF) moze sudjelovati u reakciji prijenosa hidroksilne
skupine na amine.'*>'*

Ipak, nedavna istrazivanja pokazuju da HOCI moze sudjelovati u prijenosu
hidroksilne skupine na atom duSika u pojedinim spojevima. Tako je, na primjer
pokazano da oksidacija azo-boja s HOCI ukljucuje hidroksilaciju atoma dusika.'®’
Sli¢an mehanizam je predloZen ranije za reakcije izmedu perkiselina i1 spojeva s azo
funkcionalnom skupinom."**'** Rezultati nasih istraZivanja omogucuju detaljniji
mehanisticki uvid u reakcije amina s HOCI 1 pruzaju odgovor na pitanje pod kojim se
reakcijskim uvjetima HOCI ponaSa kao klorirajue, odnosno hidroksilirajuce

sredstvo.

4.1.2. Reakcija izmedu amonijaka i HOCI

Reakcija u plinskoj fazi

Reakcije koje se odvijaju u plinskoj fazi opisuju kemijsko ponaSanje u
,,okoliSu bez otapala“ 1 u nasem slucaju opisuju intrinzi¢nu reaktivnost HOCl-a prema
aminima. Strukture prijelaznih stanja za hidroksilaciju (TSn.on) 1 kloriranje (TSn.c1)
amonijaka s HOCI locirane su na nekoliko teorijskih razina. Na svim je teorijskim
razinama izraunata energijska barijera za kloriranje za 80 kJ/mol viSa od
odgovarajuce energijske barijere za hidroksilaciju (Tablica 2). Ti rezultati govore da
je u plinskoj fazi brzina reakcije hidroksilacije puno veca od brzine reakcije
kloriranja. Mehanizam kloriranja opisan je strukturom prijelaznog stanja u kojem se
cetiri atoma (N, Cl, O 1 H) nalaze u ciklickom rasporedu i sudjeluju u
intramolekulskom procesu (Slika 1). Mehanizam hidroksilacije opisan je strukturom
prijelaznog stanja u kojem N, O 1 Cl atomi zauzimaju linearni raspored, dok atom
vodika premoSc¢uje O-Cl vezu (Slika 2). Osim ciklickog prijelaznog stanja (TSc)) za
reakciju kloriranja, locirana je, za 94 kJ/mol manje stabilna, struktura linearnog
prijelaznog stanja (TSn.ci’). S druge strane, osim linearnog prijelaznog stanja za
hidroksilaciju (TSn.omn), locirana je, za 80 kJ/mol nestabilnija, struktura ciklickog

prijelaznog stanja (TSn.on’).
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Shema 5. Predlozeni mehanizam za dvije paralelne reakcije u plinskoj fazi: reakcija
kloriranja (1 — TSa — 2) 1 reakcija hidroksilacije (1 — TSon — 3) amonijaka s

hipoklorastom kiselinom.
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Slika 2. Strukture prijelaznih stanja, optimizirane na B3LYP/6-31G(d) razini, za
kloriranje (TSn.c1 1 TSn.cr’) 1 hidroksilaciju (TSn.on 1 TSnx.on’) amonijaka s HOCI.

Udaljenosti medu atomima prikazane su u angstremima.

Relativne Gibbsove slobodne energije reakcije AG i AG" energijske barijere
dobivene su razlikom Gibbsovih slobodnih energija reaktanata i1 produkata, odnosno
razlikom Gibbsovih slobodnih energija reaktanata i prijelaznog stanja po formuli:

AG=YG,—YG; AG" = Grs - Y.G; 4)

pri ¢emu je Y G suma Gibbsovih slobodnih energija rektanata, ) G, suma Gibbsovih

slobodnih energija produkata, a Grs Gibbsova energija prijelaznog stanja.
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Tablica 2. Relativne Gibbsove slobodne energije (A:G i AG" u kJ/mol, pri temperaturi
od 298,15 K) za kloriranje (1.1 — 1.2) i hidroksilaciju (1.1 — 1.3) amonijaka s

HOCI, izracunate na razli¢itim teorijskim razinama® i s razli¢itim brojem eksplicitnih

molekula voda (n).

B2PLYP-D/AUG-cc-pVTZ +

G3B3 + AGyp°

B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)

AGsolvb + AGsolvb
n Reakcija AG* AG AG* AG AG" AG
0 1.1 > 1.2 2339 (260,1)° 39,7 (-47.3) 259,9 (286,1) —50.9 (-43,3) 2664 (292.4) —51.4 (—43.8)
1113 722 (1853) 04 (0,2) 91,9 (2050) 52 (50) 93,3 (2064) 00 (-0.2)
1 1.1 —1.2 1730 (213,2) -49,7 (-46,7) 186,9 (227,1) —52,5 (-49,5) 1909 (231,4) —55.0 (-52,1)
1.1 513 744 (1543) =354 (-0,9) 914 (179,7) 32,6  (3,7) 93,7 (182,0) —37,0 (-0,7)
2 1.1 1.2 970 (118,2) —63,2 (-54,0) 114,5 (137,6) —66,2 (-57,0) 109,8 (146,0) —68.0 (—45.6)
1.1 513 725 (127,5) -554 (-21,4) 90,6 (146,2) —52,5 (-18,4) 952 (166,4) —54,8 (-7.6)
3 1112 777 (105,1) -63,1 (-54,5) 99,3 (126,7) —66,2 (-57,6) 90,8 (118,2) —68,0 (-33,1)
1.1 > 13 733 (1288) 658 (-32,7) 91,6 (151,3) —62,3 (-29,1) 95,1 (155,7) —66,2 (-59,4)
4 1112 728 (72,1) -58.2 (-66,4) 85,1 (84,4) —633 (-714) 824 (81,7) —643 (-54.4)
1.1 513 674 (112,0) 64,6 (-52,4) 84,2(1250) —652 (-53,0) 88,9 (153,6) —66,6 (-72,4)
5 1112 377 (451) 644 (-60,3) 45,1 (52,5) —68,9 (-64,9) 39,9 (47,3) —71,4 (-52.5)
1.1 13 797 (1104) —66,8 (-50,4) 92,1 (122,7) 71,1 (-54,7) 100,0 (130,7) —68,9 (-67.4)
6 1.1 1.2 402 (59,7) —60,0 (-48.2) 50,1 (69,6) —65.2 (-53,5) 44,0 (63,5) —66,5 (—63.3)
1.1 > 13 851 (103,8) 63,4 (-59,4) 98,8 (1252) 65,2 (-61,3) 108,3 (134,7) —67,2 (-54.8)
7 1112 675 (742) =552 (=32,1) 76,9 (79,9) —64.3 (-41,2) 554 (62.2) —65.6 (—43.,0)
1.1 > 13 878 (952) —64,9 (-40,6) 92,9 (100,2) —54,3 (-39,8) 102,9 (110,2) —67,2 (-42.5)
8 1.1 > 1.2 / /I /82,7 (92,0) —57.7 (-40,5) 46,9 (77.4) -58,1 (-39.9)
11— 1.3 / /I /94,7 (140,3) —50.4 (-30,1) 1032 (148.8) —52.3 (-41,0)
9 1.1 >1.2 / /o /64,9 (94,8) —59,1 (-32,1) 53,7 (83,6) —44.2 (-79,2)
11— 1.3 / /o / 104,6 (120,3) —62,6 (—40,1) 1082 (123,6) —49.8 (—68,1)

“ Sve geometrije su optimizirane na B3LYP/6-31G(d) teorijskoj razini; ° Implicitna
solvatacija je izra¢unata s SMD modelom na B3LYP/6-31G(d) razini; © Relativne
Gibbsove slobodne energije u plinskoj fazi nalaze se u zagradama.

Za lociranje struktura minimuma reaktanata i produkata koji su povezani s

odgovaraju¢im strukturama prijelaznih stanja koriSteni su IRC racuni. Time su

definirane reakcijske koordinate koje povezuju strukture prijelaznih stanja TSn.on 1

TSn.c1 s odgovaraju¢im reaktantima 1 produktima. U slu€aju kloriranja, na strani
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reaktanata je lociran kompleks HsN...HOCI (1.1), dok je na strani produkata lociran
kompleks NH,Cl...H,O (1.2). U reakciji hidroksilacije, na strani reaktanata lociran je
isti kompleks 1, dok je na strani produkata lociran kompleks amonij-oksida 1 HCI,
H;N"-O"...HCI (1.3"). Medutim, geometrijskom optimizacijom lokalnog minimuma
dobivenog IRC procedurom (1.3), struktura tog kompleksa konvergira prema
globalnom minimumu, to jest transformira se u kompleks hidroksilamin s HCIL.

Za lociranje zwitterionske strukture 1.3' kao minimuma na PES-u, potrebno je
provesti optimizaciju u implicitnom otapalu ili solvatacijskom modelu koji ukljucuje

eksplicitne molekule voda. Poznato je da je za lociranje zwitterionskih struktura, na

140,141 142-144

primjer uree, aminokiselina, sulfamskih kiselina'* i m-aminobenzojevih
kiselina,'*® potrebno uklju¢iti eksplicitne molekule voda. One su potrebne za
stabilizaciju razdvojenog naboja u navedenim zwitterionskim strukturama. Postupnim
dodavanjem molekula voda strukturi 1.3', uspjeSno je locirana struktura koja je
minimum na PES-u. U kompleksu s dvije molekule vode, energija zwitterionskog
amonijevog-oksida je usporediva s energijom hidroksilaminom, §to je u skladu s
eksperimentalnim podacima.'*"!*®

U plinskoj fazi hidroksilacija amonijaka s HOCI je izoenergetski proces
(A,Gr9s= —0,2 kJ/mol), dok je kloriranje egzergona reakcija (A,Gas = —43,8 kJ/mol).
Nastanak kloramina je termodinamski kontrolirani proces, ali je kineti¢ki nepovoljan

u usporedbi s formiranjem produkta hidroksilacije — hidroksilamina.

Reakcija u vodenom mediju

Postupnim dodavanjem eksplicitnih molekula voda (n = 0 — 9) optimiziranim
strukturama (1.1, TSc;, TSon, 1.2 1 1.3 u Shemi 5) izracunate su vrijednosti
energijskih barijera (AG#298) 1 reakcijskih energija (A,Gaes), za procese 1.1 — 1.2 1 1.1
— 1.3, u ovisnosti o broju n (Slika 3. 1 Tablica 2.). Energijska barijera za reakciju N-
kloriranja (1.1 — 1.2) smanjuje se s povecanjem broja voda uklju¢enih u
intramolekulski prijenos protona. Naprotiv, energijska barijera za reakciju N-
hidroksilacije (1.1 — 1.3) raste s povecanjem broja n. Obje reakcije su egzergoni
procesi (umetak u Slici 3.), pri ¢emu je reakcija N-kloriranja povoljnija u
termodinamickom smislu za slucaj n < 3. Kada je n > 3, izraCunate vrijednosti A,G2og

za obje reakcije 1.1 — 1.2 1 1.1 — 1.3 u rasponu su od —50 do —70 kJ/mol.
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Slika 3. Izracunate energijske barijere (B2ZK-PLYP + AGy,y) za N-kloriranje (crni
kruzi¢i) 1 N-hidroksilaciju (crveni trokuti) amonijaka s HOCI u ovisnosti o broju
eksplicitnih voda (n). Polinomska krivulja (crno) 1 isprekidana linija (crveno) imaju
ilustrativni znacaj. Siva vrpca oznalava eksperimentalnu energijsku barijeru'?>'*'>
za proces N-kloriranja (ukljucujuci eksperimentalnu pogresku od + 5 kJ/mol). Umetak
prikazuje izracunate reakcijske energije (A;Gas) za N-kloriranje (crni kruZzi¢i) 1 N-

hidroksilaciju (crveni trokuti) u ovisnosti o broju molekula voda.

Energijska barijera (AG"593) za reakciju 1.1 — 1.2, u odsutnosti eksplicitnih
molekula vode, iznosi 260,9 kJ/mol (B2K-PLYP teorijska razina), odnosno 39,9
kJ/mol, ukoliko je pet eksplicitnih molekula vode uklju€eno u strukturu prijelaznog
stanja (TSn.c1). Sa Sest ili viSe eksplicitnih molekula vode uklju¢enih u strukturu
prijelaznog stanja uocen je porast vrijednosti energijske barijere. To se moZe objasniti
entropijskim efektom, koji ne favorizira stvaranje uredene strukture molekula vode.

Ranije je pokazano da vrijednost AS"50s za reakciju 1.1 — 1.2 postaje negativnija s
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povecanjem broja molekula vode (n = 4)."*"'*° U slu¢aju reakcije N-hidroksilacije 1.1
— 1.3, kataliticki ucinak eksplicitnim molekulama vode nije uoCen. Vrijednosti
energijskih barijera za taj proces u rasponu su od 20 kJ/mol: bez eksplicitnih molekula
vode barijera iznosi 93,3 kJ/mol, dok s devet uklju¢enih molekula vode barijera iznosi
108,1 kJ/mol. 1z ovih se podataka moze zakljuciti da molekule vode kataliziraju
reakciju N-kloriranja, ali nemaju znatan utjecaj na reakciju N-hidroksilacije.

Uoceno je takoder da se izraCunati podaci dobro slazu s eksperimentalnim
podacima kada je u opis cikli¢kog prijelaznog stanja za N-kloriranje uklju¢eno pet
eksplicitnih molekula vode. U tom je slu¢aju, struktura prijelaznog stanja, za reakciju
1.1 — 1.2, za 39,9 kJ/mol nestabilnija od reaktanata, Sto je u skladu s
eksperimentalnom barijerom za N-kloriranje amonijaka s HOCI (36,0 kJ/mol).'**'*
Relativno veliki broj eksplicitno dodanih voda nuZan je za odgovarajuci opis PES-a 1
reakcije N-kloriranja te znatno nadilazi broj eksplicitnih molekula vode koriStenih u
ranijim studijama.

Prema naSim rezultatima proizlazi da je za prikladan opis solvatacijskih
efekata u reakciji N-hidroksilacije amonijaka dovoljna uporaba implicitnog modela.
Dodatak eksplicitnih voda ne utje€e na sniZzenje energijske barijere reakcije 1.1 —
1.3. Prosjecna vrijednost energijske barijere, za n = 0 — 9, iznosi 99,1 kJ/mol, a
distribucija pojedinac¢nih vrijednosti moze se prikazati (priblizno) linearnom
funkcijom (Slika 3, isprekidana crvena linija).

U skladu s ranijim studijama, geometrija strukture prijelaznog stanja odlikuje
se ciklickim rasporedom u kojem molekule vode asistiraju u intramolekulskom
transferu protona izmedu NHj 1 HOC. 125127129 slu¢aju n = 1 — 3, sve molekule
vode nalaze se u jednoj ravnini, izravno ukljucene u reakciju (Slika 3). S cetvrtom
molekulom vode, struktura prijelaznog stanja poprima trodimenzijsku geometriju
kaveza (Slika 3). Dvije “reaktivne” molekule vode ukljuene su u osmeroclanu
planarnu prstenastu strukturu, dok su druge dvije “solvatacijske” molekule vode
povezane vodikovim vezama za ostatak sustava i opisuju prvu solvatacijsku ljusku.
Takva konfiguracija se Cesto opisuje terminom “vodena zica” (water-wire), u kojoj
“solvatacijske” molekule vode sluze kao donori 1 akceptori vodikovih veza te cijeli
sustav Cine rigidnijim smanjujuc¢i slobode kretanja. Takve konfiguracije molekula
vode vazne su u prijenosu protona na veée udaljenosti.””' Kao rezultat, uskladeni

procesi prijenosa klora s HOCl-a na NHj3 1 proton transfera u suprotnom smjeru,
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energijski su povoljniji u konfiguracijama “vodenih Zica”, nego u konfiguracijama u
kojima su sve vode nalaze u istoj ravnini.

Planarni strukturni motiv, koji uklju¢uje HOCI, NHj3 i dvije “reaktivne”
molekule vode, pojavljuje se kao najstabilnija konfiguracija za n = 4 — 9 (Slika 4).
Sve ostale molekule vode, tzv. “solvatacijske vode”, koje ne sudjeluju izravno u

prijenosu protona, opisuju prvu solvatacijsku ljusku i1 ubrzavaju reakciju N-kloriranja.
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Slika 4. Strukture prijelaznih stanja optimizirane na B3LYP/6-31G(d) razini za N-
kloriranje 1 N-hidroksilaciju NH3 s HOCI, uz asistenciju 3, 4 1 5 eksplicitnih molekula

voda. Romboidi prikazuju ravninu u kojoj su smjestene “reaktivne” molekule vode.

U reakciji N-hidroksilacije, molekule vode nisu uklju¢ene u proces prijenosa
hidroksilne skupine. Sve dodane vode (n = 1 — 9) sudjeluju u tvorbi prve hidratacijske
ljuske (Slika 4) te sudjeluju kao reakcijski “promatrac¢i”. U svim strukturama
prijelaznih stanja, HOCI 1 NHjreagiraju izravno, duz linearnog motiva, pa je utjecaj
okolnih voda neznatan. S dodatkom eksplicitnih molekula vode, izraCunata energijska
barijera za proces N-hidroksilacije raste. To je u skladu s povecanim entropijskim

iznosom zbog sve veceg broja voda s ograni¢enim stupnjevima slobode.
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Prema tome, za pravilan opis reakcijskog mehanizma prijenosa kloronijevog
iona s HOCI na NH3, kljucno je koristiti implicitno otapalo 1 upotrijebiti odgovarajuci
broj eksplicitnih molekula voda. Vodeni medij, opisan implicitno i eksplicitno,
kataliticki djeluje na reakciju N-kloriranja, 1.1 — 1.2. Suprotan ucinak je uocen za
prijenos hidroksilne skupine s HOCI na NHj: ucinak otapala povisuje energijsku
barijeru te time inhibira reakciju 1.1 — 1.3. Uzrok razlici u efektu otapala na reakcije
1.1 — 1.2 1 1.1 — 1.3 proizlazi iz razli¢itih struktura prijelaznih stanja TSn.c1 1 TSn-

OH-

4.1.3. Reakcije izmedu metilamina i V,N-dimetilamina s HOCI
Regioselektivna oksidacija s HOCI-om postaje joS slozenija, ukoliko osim N-
kloriranja 1 N-hidroksilacije postoji mogucnost paralelnih procesa na ugljikovom
atomu, odnosno ukoliko su moguce reakcije C-kloriranja 1 C-hidroksilacije. Kod
najjednostavnijih alifatskih amina (primarnih i1 sekundarnih) postoji moguénost
Cetiriju reakcijska puta. Racuni su provedeni na B2K-PYLP/6-311+G(3df,2p)
teorijskoj razini, koja se ranije prikazana kao pouzdana metoda (vidi gore). U plinskoj
fazi, moguca su tri mehanizma: C- 1 N-hidroksilacija te N-kloriranje (Shema 6 1
Tablica 3). Energijska barijera za reakciju C-kloriranje je iznimno visoka (AG"2g >

340 kJ/mol) te se ne moze smatrati relevantnom (vidi Dodatne informacije).
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H. H.
N__OH| ——  CH4NHCI + H,0
HsC™ ClI
1.5
TSn.ci
H #
7\ + -
H,N-O -Cl | — > CH3NH,O + HCI —> CHZNHOH + HCI
Cvg TSy.on 16 16
|
H H #
4 iy | —> HOCH;NH, + HCI
“ H2N_CH3 17
TSc-on
HO T
) -+
H & | —— HO-NHZCH,CI
H,N—-CH, I8
TSc.ci

Shema 6. PredloZeni reakcijski mehanizmi u plinskoj fazi za N-kloriranje (1.4 —
TSn-c1 — 1.5), N-hidroksilaciju (1.4 — TSn.on — 1.6), C-hidroksilaciju (1.4 — TSc.

on — 1.7) 1 C-kloriranje (1.4 — TS4_, s — 1.8) metilamina.

U plinskoj fazi C-hidroksilacija (1.4 — 1.7) je energijski najpovoljniji proces,
u kineti¢kom (AG”" = 164,5 kJ/mol) i termodinamskom (A,G = —177,2 kJ/mol) smislu.
Moguce je da u plinskoj fazi, u reakciji metilamina (1.4) i dimetilamina (1.8) s HOCI,
nastaju aminometanol (1.7) 1 N-metilaminometanol (1.11) Ukoliko se za opis
vodenog medija koriste dvije ili viSe eksplicitnih molekula vode, C-hidroksilacija
prestaje biti kineticki kompetitivan proces, dok su produkti C-hidroksilacije 1 dalje
termodinamski najpovoljniji produkti (Tablica 3). Reakcija N-kloriranja (1.4 — 1.5)
je jedina reakcija koja je katalizirana dodatkom eksplicitnih molekula vode.
Energijska barijera se snizuje s povecanjem broja eksplicitnih molekula vode
ukljucenih u opisu strukture prijelaznog stanja. To je u skladu s uo€enim efektima
otapala na reakciju HOCI i1 amonijaka. Suprotno tome, dodatak eksplicitnih voda
povisuje energijsku barijeru za N- 1 C-hidroksilaciju (Tablica 3). S dodatkom pet 1 Sest
eksplicitnih molekula vode, izraCunata energijska barijera za reakciju N-kloriranja
metilamina (AG" = 40,1, odnosno 25,8 kJ/mol) konvergira prema eksperimentalnoj

vrijednosti (AG" = 24 — 27 kJ/mol)."**"*® Pri tome, N- i C-hidroksilacija postaju
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kineti¢ki nepovoljni procesi s visokom energijskom barijerom (AG" > 100 kJ/mol).
Sli¢ni podaci vrijede 1 za dimetilamin; s dodatkom cetiri, pet 1 Sest molekula voda,
izraGunata barijera od 30,0 kJ/mol odgovara eksperimentalnoj vrijednosti (AG" = 27,4
— 28,6 kJ/mol).">*!**

Na Slici 5 prikazane su strukture prijelaznih stanja s tri molekule vode za
reakcije N-kloriranja, N-hidroksilaciju i C-hidroksilaciju. Strukture prijelaznih stanja
za N- 1 C-hidroksilaciju karakterizirane su ,,linearnom* interakcijom dvaju reaktanata
(metilamin 1 HOCI), dok strukturu prijelaznog stanja za N-kloriranje karakterizira
ciklicki motiv koji ukljucuje metilamin, HOCI 1 dvije molekule vode. U strukturama
TSn-on 1 TSc-on, tri molekule vode sudjeluju u formiranju prve solvatacijske ljusku te
nisu izravno ukljucene u reakciju. U prijelaznoj strukturi za N-kloriranje, TSn.c1, dvije
se “reakcijske” molekule vode nalaze u ravnini i sudjeluju u reakciji prijenosa
protona, dok tre¢a ‘“solvatacijska” molekula stabilizira planarni sustav tvoreci

vodikovu vezu.
< J
Q , @ 2

‘) \'\JJ * d ?J QJ‘

TSy ® 3H,0 TSyon® 3H,0 TScon® 3H,0
Slika 5. Strukture prijelaznih stanja optimizirane na B3LYP/6-31G(d) razini za N-
kloriranje (TSn.c1), N-hidroksilaciju (TSn.on) 1 C-hidroksilaciju (TSc.on) metilamina
s HOCI uz asistenciju tri eksplicitne molekule vode. Romboid prikazuje ravninu na

kojoj se nalaze “reaktivne” molekule vode.

Sto je veéi broj molekula voda uklju¢enih u solvataciju strukture TSn.cy, to je
veci stabilizacijski efekt, u odnosu na TSn.on 1 TSc-.on. Zbog solvatacijskog je efekta
reakcija N-kloriranja kinetic¢ki povoljniji proces od N- 1 C- hidroksilacije metilamina i

dimetilamina.
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Tablica 3. Relativne Gibbsove slobodne energije (A.G i AG" u kJ/mol, na temperaturi
od 298,15 K) za N-kloriranje (N-Cl), N-hidroksilaciju (N-OH) 1 C-hidroksilaciju (C-
OH) metilamina 1 dimetilamina s HOCI, izraCunate s razliitim brojem eksplicitnih

molekula voda (n).*

B2K-PLYP/6-311+G(3df.2p) + AGy’

Metilamin (R = H) Dimetilamin (R = CH3)
n  Reakcija AG" AG AG" AG
0 N-CI 231,1  253,7° 739  —64,3 196,7 221,5 -98,8 ~78,9
N-OH 66,1 1736 —659 283 433 1496 -94,6 -58,5
C-OH 69,8 1645 —193,5 1772 72,9 1468 -1945  —173,6
1 N-Cl 1473 1929 86,5 736 1293 1766 -98,8 —68,5
N-OH 612 1440 -840 41,4 46,5 1476 -102,1 62,6
C-OH 82,6 1485 2009 -1871 89,6 1448 -193,3  —164,2
2 N-Cl 77,1 1059 764 52,3 632 77,8 898 -85,2
N-OH 73,6 1360 89,6 585 71,4 1277 -100,8  —82,0
C-OH 78,5 1741 2212 1783 1138  141,5 —207,6  —182,8
3 N-CI 772 1053 —658  —42,3 440 66,1 83,7 —63,7
N-OH 71,9 1358 813 681 85,4 1228 -102,0  —97,0
C-OH 109.4 150,5 2058 —179,9 1138 1547 -192,7  —180,5
4 N-CI 49,9 624 940 81,7 30,0 568 -855 -90,7
N-OH 70,8 1352 —1012 -79,3 88,7 1177 -108,8  —984
C-OH 99,9 1551 —-218,6 —190,4 1259 1455 2146  —189,5
5 N-CI 40,1 473  —68,1 —476 32,0 41,2 950 -84,6
N-OH 86,1 1395 -76,6  -88,7 93,8 98,7 -106,6 955
C-OH 1382 1786 —204,1 —186,1 1152 1282 -2214  —199.6
6 N-CI 258 376  —68,7  —628 30,6 342 98,1 ~79,0
N-OH 101,0 1055 88,7 74,5 86,1 989 91,0 —67,9
C-OH 131,5 1620 -218,0 1884 1272 1461 -2058  —182,8
7 N-CI 654 665 516 61,4 340 279 1032  —154,0
N-OH 1113 1197 954  —89,0 98,5 86,0
C-OH 1408 188,0 2158 —193,1 1259  137,8
8 N-CI 589 680 78,1  —61,9 348 450 90,2 -75,8
N-OH 93,6 1181 714 687 92,0 887 96,6 ~72,9
C-OH 1163 1767 2208 —174,8 1263 1418

% Sve su geometrije optimizirane na B3LYP/6-31G(d) teorijskoj razini; ° Implicitna
solvatacija je izra¢unata koriste¢i SMD model na B3LYP/6-31G(d) teorijskoj razini; ©
Vrijednsoti relativnih Gibbsovih slobodnih energija u plinskoj fazi su ukoSene.
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4.1.4. Reakcija piperidina, morfolina i piperazina s HOCI

Veliku vaznost u organskoj sintezi 1 kemiji okoliSa imaju reakcije kloriranja
heterociklickih amina, kao S$to su piperidin, piperazin i1 morfolin. Piperidinski,
piperazinski 1 morfolinski kloramini vazni su meduprodukti u sintezi bioaktivnih

155.1 .o e . .. . .. .
1361 intermedijeri u kemijskoj razgradnji farmaceutika u vodenom

spojeva
158

okolisu."’” Objavljene su kineti¢ke studije reakcija piperidina i morfolina s HOC
a konstante brzine reakcija iznose k= 10,8 x 10’ M's ' za piperidin ik = 4,5 x 10’

M 's™ za morfolin. Te vrijednosti odgovaraju energijskim barijerama (AG"505) od

27,2, odnosno 29,3 kJ/mol.
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Shema 7. Prikaz energijskog profila (B2K-PLYP + AGgy) za N1-kloriranje (1.14 —
TSni-a — 1.15), Nl-hidroksilaciju (1.14 — TS~i-on — 1.16) 1 C2-hidroksilaciju
(1.14 — TSc2-on — 1.17) piperidina s HOCI, uz razliciti broj eksplicitnih molekula
vode (n = 0 ili 6). Energija kompleksa reaktanata 1.14 postavljena je kao nulta tocka

(isprekidana linija) na PES-u. Siva vrpca oznafava eksperimentalnu energijsku

barijeru za N-kloriranje piperidina (AG"s = 27,2 + 4 kJ/mol).
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Komparativna studija HO- 1 Cl-transfera u reakciji izmedu HOCI 1
heterociklickih amina piperidina, morfolina i piperazina, racunalno je provedena na
B2K-PLYP//B3LYP teorijskoj razini. Kloriranje 1 hidroksilacija heterocikli€kih
spojeva u plinskoj fazi slijede slicne mehanizme opisane ranije: struktura prijelaznog
stanja za N-kloriranje karakterizirana je ciklickim motivom, dok strukture prijelaznih
stanja za C- 1 N-hidroksilacija sadrze linearni reakcijski motiv. Bez eksplicitnih
molekula vode, reakcije C- 1 N-hidroksilacije kineticki su povoljnije od N-kloriranja.
Na primjer, izracunate energijske barijere iznose 45,4 1 78,0 kJ/mol za reakcije N-1 C-
hidroksilacije piperidina te su znatno nize od energijske barijere za N-kloriranje
(AG"595 = 195,1 kJ/mol). Sve reakcije su egzergoni procesi, dok je najpovoljnija
reakcijska energija izraCunata za formiranje produkata C-hidroksilacije (A;G =—-194,9
kJ/mol).

U slucaju heterociklickih amina, potvrdena je hipoteza da je u plinskoj fazi
povoljniji prijenos hidroksilne skupine s HOCI na atom duSika. Intrinzi¢na reaktivnost
(. bez solvatacijskih efekata) favorizira hidroksilacijske produkte. Ukoliko se ukljuce
utjecaji otapala, koriStenjem eksplicitnih molekula vode, N-kloriranje postaje
kineti¢ki najpovoljnija reakcija. Energijska barijera 1.14 — 1.15 znacajno je sniZena
postupnim dodavanjem molekula voda; uz asistenciju Sest eskplicitnih voda,
izraGunata energijska barijera (AG"505 = 31,6 kJ/mol) u skladu je s eksperimentalnom
vrijednosti od 27,2 kJ/mol. To dodatno potvrduje opravdanost koriStene racunalne
procedure, tj. izbor prikladne teorijske razine (B2K-PLYP) uz pravilan opis
implicitnih 1 eksplicitnih solvatacijskih efekata. Efekt otapala nepovoljno utjece na
energijske barijere za reakcije N- 1 C-hidroksilacije (Shema 3 1 Tablica 3). U obje
hidroksilacijske reakcije, dodatkom eksplicitnth molekula voda, vrijednosti
energijskih barijera rastu. Isti je ucinak otpala otkriven u slu¢aju amonijaka te

jednostavnih primarnih i sekundarnih amina.

57



Tablica 4. Relativne Gibbsove slobodne energije (A.G i AG" u kJ/mol, na temperaturi

od 298,15 K) za N-kloriranje (N-Cl), N-hidroksilaciju (N-OH)

1 C-hidroksilaciju

(Ca-OH) piperidina, piperazina 1 morfolina s HOCI, izraCunate s razli¢itim brojem

eksplicitnih molekula voda (n).*

B2K-PLYP/6-311+G(3df.2p) + AGuo’

PIPERIDIN MORFOLIN PIPERAZIN
" Reakcija AG" AG AG" AG AG" AG
0 N-CI 1951 219 -96,9 —91,5 1978 2191 944 —924 205,1 2178 994 -884
N-OH 454 1430 —100,2 —66,8 50,6 1505 -719 -37.8 485 1455 96,3 —654
Co-OH 78,0 1369 —194,9-181,6 68,8 144,5 1955 —179,8 592 1389 -190,6 —178,2
1 N-Cl 1170 1623 -942 -89,5 132,77 1672 889 -81,3 1214 1596 933 -84,6
N-OH 54,7 1134 —112,9 -755 613 1175 -1009 —70,1 51,6 1143 -111,7 732
Co-OH 859 1274 -200,8-168,7 789 1340 -207,1 —199,0 732 1283 —208,7 2059
2 N-Cl 45,1 79,5 96,7 -72,4 545 84,8 942 70,6 46,0 84,6 988 —69,7
N-OH 750 112,0 —102,0 —64,4 718 1196 926 563 720 1164 99,1 -59,7
Co-OH 1107 1434 -230,0-188,7 1188 1481 -203,8 1758 81,2 1304 2006 —177,6
3 N-Cl 29,6 742 802 —62,7 389 791 786 586 340 779 80,1 —63,6
N-OH  101,7 1097 -96,5 —72,0 98,6 1140 886 —66,9 101,7 1064 954 —61,8
Co-OH 1090 147,8 -250,9-220,5 109,01 1515 -233,5 -201,5 118,7  130,7 -250,7 —210,1
4 N-Cl 339 622 956 —74,7 40,0 80,8 958 780 295 655 724 —638
N-OH 92,9 103,1 —108,4 -72.2 942 1109 975 64,0 93,1 111,8 -1032 —62,4
Co-OH 1094 [43,6 -251,7-207,3 1150 1528 -2372 —190,4 1152 1532 -212,0 -1834
5 N-CI 330 562 85,1 —63,1 38,1 61,6 89,7 654 358 567 854 —64,5
N-OH 101,5 21,8 759 —60,6 1038 1238 87,6 —54,0 102,9 1200 932 -543
Ca-OH  121,6 1414 -2354-184,1 1188 1426 -2242 -1633 123,0 1404 -230,9 —177,4
6 N-ClI 31,6 30,9 782 -786 34,1 341 839 814 33,7 375 198 -759
N-OH 955 93,9 794 -369 1072 91,9 76,7 354 903 99,8 758 —49,0
Ca-OH 1204 1288 -226,5-2009 1132 1298 -2274 -2056 1269 1428 2259 —196,6

“ Sve geometrije su optimizirane na B3LYP/6-31G(d) teorijskoj razini; ° Implicitna
solvatacija je izra¢unata koriste¢i SMD model na B3LYP/6-31G(d) teorijskoj razini; ©

Relativne Gibbsove slobodne energije u plinskoj fazi su ukoSene.
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4.1.5. Reakcije psihofarmaka s HOCI

Cl o
0 HO Cl@ HN
el )
L~ O

Ir=z

Cl
ey
O
B

Slika 6. Odabrani psihofarmaci s heterociklickom amino skupinom u strukturi;

A Cc

paroksetin (A), haloperidol (B) 1 aripiprazol (C). Dijelovi koji se metabolicki

uklanjaju (N-, odnsono O- dealkilacijom) su prikazani crvenom bojom.

Haloperidol, paroksetin 1 aripiprazol samo su neki od mnogobrojnih lijekova s
heterociklickim aminom u kemijskoj strukturi. Na Slici 6 prikazane su strukture tih
lijekova te metaboliti koji nastaju N-dealkilacijom (kod haloperidola i aripiprazola) i
O-dealkilacijom u organizmu pod utjecajem jetrenih enzima. Nastali metaboliti imaju
slobodnu amino skupinu i Ca atom koji su podlozni reakcijama s HOCI. Samo
reakivni metaboliti su razmatrani u reakciji s HOCI. Kao 1 kod osnovnih
heterociklickih prstenova ocekuje se isti trend u reaktivnostima. U mediju gdje nema
eksplicitnih voda koje bi katalitizirale prijenos vodika, N-hidroksilacija je kineticki
dominanti proces. Kako se viSe eksplicitnih voda slaze u prsten koji pospjesuje
prijenos vodikovog atoma, tako N-kloriranje postaje kineticki najpovoljniji proces.
Proces C-hidroksilacije je termodinamicki najpovoljniji proces, pri ¢emu nastaju
produkti koji su za skoro 150 kJ/mol stabilniji od produkata N-kloriranja 1 N-
hidroksilacije (Tablica 5). Razlike u reaktivnostima k HOCI, ovisno o broju 1
dostupnosti molekula vode, moze imati klinicki znacaj. Naime, u organelama unutar
stanica, u vanstanicnom podrucju te unutar proteinskih podjedinica, moguce su
varijacije u dostupnim molekulama voda i u dielektricnoj konstanti. Tako bi N-
hidroksilacija 1 C-hidroksilacija mogla biti mogu¢i putevi pregradivanja u bioloSkim
sustavima. Piperidinski 1 piperazinski N-OH fragement, nastao N-hidroksilacijom,

strukturno  podsje¢aju  na  poznati stabilni radikal, TEMPO ((2,2,6,6,-
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tetrametilpiperidin—1-il)oksidanil). Time se otvara mogucnost da ti produkti, nalik

TEMPO radikalu, u organizmu reagiraju s bioloskim radikalima.'*’

Tablica 5. Relativne Gibbsove slobodne energije (A.G i AG" u kJ/mol, na temperaturi
od 298,15 K) za N-kloriranje (N-Cl), N-hidroksilaciju (N-OH) 1 C-hidroksilaciju
(Ca-OH) paroksetina, haloperidola 1 aripiprazola s HOCI, izraCunate s razli¢itim
brojem eksplicitnih molekula voda (n).*

B2K-PLYP/6-311+G(3df2p) + AGon*

PAROKSETIN HALOPERIDOL ARIPIPRAZOL
n® Reakcija AG" AG AG" AG AG" AG
0 N-Cl 194.4 -55.5 196,9 -60.5 190,5 -74.3
N-OH 51.7 -54.2 46,8 92.7 38,3 ~100,2
Ca-OH 734 -167.6 514 —173.6 49,0 ~180,6
1 N-CI 113.2 -64.8 122.1 -86,7 127,0 -55.8
N-OH 55.0 -70,7 58,5  —104.3 62.9 972
Ca-OH 89,5  -175.8 457 -190.8 89,2 ~181.1
2 N-Cl 55.3 -34.9 48,2 57,2 55.6 -55.7
N-OH 74.4 323 72.6 724 73.2 -89,2
Ca-OH 96,8  —172.3 773 —193.8 91.6 ~186,9
3 N-Cl 29,4 -45.4 51.4 43.5 38,2 -49.,5
N-OH 98,1 -43.3 103.0 69,8 81.7 943
Ca-OH 108,5  —202.9 1202 —242.7 104.2 -200,3
4 N-Cl 24.3 29,6 35.2 47,1 28,1 -61.6
N-OH 100,0 -30,5 86,3 -71.8 95.2 90,3
Ca-OH 1174 -194.1 1132 2072 113.7 -216,9

* Sve geometrije su optimizirane na B3LYP/6-31G(d) teorijskoj razini; ® Implicitna
solvatacija je izracunata koriste¢i SMD model na B3LYP/6-31G(d) teorijskoj razini.

Nastali kloramini, kao reaktivne specije, stupaju u daljnje reakcije
pregradivanja. Paroksetin je uzet kao primjer kloraminskog derivata metabolita
psihofarmaka, nastalog nakon reakcije s HOCI te su proucavani putevi pregradivanja
preko dva razli¢ita mehanisticka puta: bazno katalizirani put 1 radikalski put

pregradivanja.
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4.2. Bazno katalizirane reakcije N-klorpiperidina vaznih u

okoliSu.

4.2.1. Uvod

Reakcije klora 1 kloriraju¢ih agenasa s organskim oneciS¢ivacima tijekom
obrade otpadnih voda mogu rezultirati razli¢itim kloraminskim nusproduktima,®’ od
kojih neki imaju kancerogena i/ili mutagena svojstva.'*'®> Od posebne su vaznosti
farmaceutski 1 kozmeticki proizvodi (PPCP), koji se Cesto detektiraju u gradskim

. 12,163,164
otpadnim vodama. = >

Pri kloriranju otpadnih voda farmaceutici, koji u svojoj
strukturi sadrze amino skupinu, podlijezu brzoj reakciji s HOCI/CI, pri ¢emu nastaju
kloramini. Poznato je da, na primjer, S-blokator metoprolol,'* antibakterijski agens
sulfametoksazol'® ili fluorokinolinski antibiotici'** u reakciji s klorom lako formiraju
odgovarajuce kloramine u povrSinskim vodama.

N-kloraminski derivati su relativno nestabilni spojevi 1 mogu sudjelovati u
reakcijama pregradivanja koje su bitno drugacije od puteva pregradivanja ishodnog
(nekloriranog) farmaceutika. Procesi pregradivanja N-kloramina,'®® kao Grobova
fragmentacija,'”’ eliminacija (dehidrokloriranje),'® nukleofilna supstitucija,'® ili
formiranje odgovaraju¢eg N-radikala,'”® mogu igrati vaznu ulogu u kemijskoj sudbini
farmaceutika u vodenom okoliSu (vidi Uvod). Prema tome, rasprava o okoliSnom
riziku farmaceutika (koji sadrZze amino ili amido funkciju) u kloriranoj vodi, osim
ishodnog farmaceutskog spoja, mora ukljuciti 1 produkte pregradivanja N-kloriranih
derivata. Pokazano je da strukture produkata kloriranja farmaceutika mogu varirati
ishodnih spojeva."

Nedavno su proucavane pregradnje radikala dobivenih homolizom N-CI veze
u N-klorpiperidinima.'”” Piperidin predstavlja prikladan model za proudavanje
farmaceutika koji u svojoj strukturi sadrze tu heterociklicku skupinu. U ovom je radu
koristen piperidinski sustav kao model za razumijevanje analognih procesa kod
paroksetina (u RH registriran pod trgovatkim imenima Seroxat”, Paxil®, Deprozel®,
Paluxon® i Paroxin®). Ovaj antidepresiv vazan je predstavnik skupine lijekova,

farmakoloski aktivnih 4-aril piperidina. Novije studije pokazuju da se paroksetin i

njegovi metaboliti**!'"*'” (Shema 8) nakupljajuju u otpadnim vodama,*””'’° ali i u

. . . 1 . . . . .- .
vodenim organizmima,'”’ kao rezultat otpustanja antidepresiva u povriinske vode iz
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gradskih postrojenja za obradu otpadnih voda. Prema tome, vaZzno je procijeniti

ekoloski rizik paroksetina. **'7%1#!
] F
metabolizam
/| O> u jetri /@:OR1
-------- >
"‘\\O NS o ~‘\\\o OR2
N
i H
A

| R1 = H, R2 = CH3
' Il Ry=CHj3 Ry, =H
 metabolizam vodeni
' u jetri medij
Y

kloriranje vode

ol ““SOH
N

2.1 cl 2.2

Ir=z

Shema 8. Paroksetin 1 njegovi metaboliti/produkti razgradnje.

Kako bi se ispravno procijenio ekoloski rizik N-kloriranih derivata
paroksetina, vazno je detaljno razumijevanje njegove okoliSne/kemijske sudbine.
Zbog toga je potrebno istraziti moguce reakcijske mehanizme koji ukljucuju N-
klorirane derivate paroksetina relevantnih u okoli$noj kemiji ovog terapijski vaznog
antidepresiva.

Paroksetin prolazi kroz ekstenzivan metabolizam u jetri, gdje nastaju tri
glavna metabolita (Shema 8): produkt benzodioksolne eliminacije, (3S,4R)-4-(4-
fluorofenil)-3-(hidroksimetil)piperidin (2.1), 1 dva izomera (35,4R)-4-(4-fluorfenil)-3-
[3-hidroksi-4-metoksifenoksi)metil]-piperidin  (I) 1 (3S,4R)-4-(4-fluorfenil)-3-[4-

182,1 v .
8218y vodenom okolisu iz

hidroksi-3-metoksifenoksi)metil]-piperidin  (II).
paroksetina 1/ili dvaju izomera I 1 II nastaje, kidanjem eterske veze, kona¢ni produkt
2.1 (Shema 2).'"™ Prema tome, 4-aril-piperidinski derivat 2.1 predstavlja ciljni
intermedijer koji ulazi u vodeni okoli§ gdje mogu uslijediti procesi degradacije 1

formiranje razli¢itih produkata.'®
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Tijekom kloriranja vode, amino spoj 2.1 se brzo i kvantitativno pretvara u N-
kloro derivat 2.2 (Shema 8) (vidi poglavlje kloriranje amina). N-kloraminski derivat
2.2 moze se zatim pregraditi u niz razliCitth produkata (vidi dolje). U literaturi ne
postoje racunalne niti eksperimentalne studije o reakcijskim putevima pregradivanja
N-kloramina 2.2. Budu¢i je taj spoj vazan za opis kemijske sudbine paroksetina u
kloriranim vodama, potrebno je rasvijetliti reakcijske mehanizme njegovih kemijskih
transformacija u vodenom mediju. Medutim, postoje kineticke studije na ishodiSnom
spoju N-klorpiperidinu (1.15) (Sheme 9 i1 10), koje mogu posluziti za provjeru

razli¢itih komputacijskih metoda. '**'*®

4.2.2. N-Kklorpiperidin

Tocnost 1 efikasnost razliCitih teorijskih metoda procijenjena je u okviru
izraCuna termokemijskih parametara za poznate kemijske reakcije piperidina (1.14) i
N-klorpiperidina (1.15). Pritom kompozitni teorijski model G3B3(+) sluzi kao
referentna procedura u svrhu vrednovanja drugih metoda (vidi Dodatne informacije).
Tocnost G3B3(+) provjerena je izraCunom energijskih barijera 1 termokemijskih
podataka za konformacijske (inverzija prstena) 1 konfiguracijske (inverzija atoma
dusika) procese u 1.14 1 1.15 (Shema 9). Za ova su dva procesa u piperidinima (1.14,4
S 114 1 115, S 1.15¢,) poznate eksperimentalne vrijednosti konstanti ravnoteza
(Tablica 1).

TS,i(1.14)
=
Z ™ H
N LN
T/ 1144, 114, N\ { ﬁr
. N

m

LN Z H
TS,(1.14) TN ot TSi(1:14)

1.14;'\ Z 1144
oy
N
TS,i(1.14)

Shema 9. Inverzija atoma duSika 1 prstena u piperidinu (1.14).
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Tablica 5. Termokemijski parametri (relativne energije u kJ/mol) izraCunati za

razli¢ite kemijske procese za 1.14 i 1.15 na razli¢itim teorijskim razinama."

Metoda
MP4/ MP2(full)/ B2PLYP/ G3B3(+) Eksp.
Kemijski proces Termokem. 6-31+G(d) G3large aug-def2tzvpp  + AGy ©
parametar + AGgory © + AGgoy ¢ + AGgoy ©
115, — 1.15, AG +8,8 +7,0 +7,7 +5,7  +6,3
]'14eq_’1-]4ax H3298,15K +],9 +2,] +1’6 +1’5 +1,5
115 — TSu(1.15) - 115,  AG" +70,3 +64.,8 +58,4 +63,7  +55.4
(inverzija
1.14,4 — TSyi(1.14) — 1.14,, prstena) +50,4 +52,0 +452 +47,6  +43,5
na 298.15 K
1154 — TSy(1.15) - 1.15,,  AG" +57.2 +50.1 +47.1 +51.0 +49.0
inverzija
114y — TSy(L14) — 114y, Elugika)J 28,5 26,8 24,6 1267 4255
na 175.15K
+78,3¢ +96,9¢ +87,4¢ +82,5¢
1.15 + OH'(H,0), — TSg(1.15), AH'
(eliminacija) +78,4 +100,1 +88,5 +84,2 +90,9
— 2.3+ CI'(Hy,0),1° b
na 298,15 K +81,8 +102,9 +87,2 +87,0

* Za razli¢ite racunalne metode vidi poglavlje Metode ® Sve energije izraCunate su na
B3LYP/6-31+G(d) geometrijama. ¢ Energije solvatacije sa CPCM/B3LYP/6-31+G(d)
metodom. Energetski izracuni jedne to¢ke s modelom kontinuuma izvedene su u
modelnom ¢ = 8,93 (diklorometan) za inverziju prstena i1 inverziju duSika te
modelnom otapalu & = 78,4 (voda) za reakciju eliminacije. ¢ Prvi red, n = 1; drugi red,
n = 2; tre¢i red, n = 3. © Zbroj energija za 1.15 i OH (H,0), definira nultu to¢ku u
svakom slucaju. fAGSOIv zadovoljavajuce aproksimira AHopy

Takoder je izraCunata energijska barijera za bazom induciranu eliminaciju u
1.15 na G3B3(+) razini 1 usporedena s eksperimentalnom reakcijskom barijerom
(Tablica 5). U oba slucaja, kombinacija G3B3(+) energija s termokemijskim
korekcijama izracunatim na B3LYP/6-31+G(d) razini 1 sa slobodnom energijom
solvatacije iz CPCM/B3LYP/6-31+G(d) procedure daje rezultate koji su u skladu s
eksperimentalnim vrijednostima. Slobodna energija solvatacije je u ovom slucaju
prikladna za opis entalpije solvatacije, pa nije greSka formalno zbrajati reakcijsku
entalpiju racuna u plinskoj fazi sa slobodnom energijom solvatacije. Od svih ispitanih
metoda, jedino B2PLYP/aug-def2-TZVPP//B3LYP/6-31+G(d) metoda daje rezultate
u skladu s G3B3(+) procedurom (Tablica 5). B2PLYP je perturbativno ispravljeni
dvostruki hibridni fukcional koji je vrlo efikasan, a izraCunati rezultati su u skladu s

eksperimentalnim vrijednostima. Za usporedbu, racunalno zahtjevnija MP4/6-
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31+G(d)//B3LYP/6-31+G(d) metoda precjenjuje iznos eksperimentalne barijere za
proces konformacijske inverzije u 1.14 1 1.15, dok je energijska barijera
dehidrohalogenacije u 1.15 podcjenjena. (Tablica 5). Prema tome, B2PLYP je dobar
izbor (vidi dolje) za izraCune relativnih energijskih odnosa metabolita paroksetina 2.1

1 produkata njegove pregradnje.

Konformacijska analiza derivata piperidina

U slucaju piperidina (1.14) 1 N-klorpiperidina (1.15) locirane su dvije
konformacije stolca: 1.14,x (1.15,) s vodikovim (klorovim) atomom u aksijalnom
polozZaju 1 1.14¢q (1.15¢4) u kojoj je vodik (klor) u ekvatorijalnom poloZaju na atomu
dusika (Shema 9). Konformeri sa supstituentom (H ili CI) u ekvatorijalnom polozaju
su stabilniji, §to je u skladu s eksperimentalnim podacima (Tablica 5).'"*>'*¢ U
klorcikloheksanu je konformer s klorom u ekvatorijalnom polozaju stabilniji za 2,2 —
2,7 kJ/mol u odnosu na konformer s klorom u aksijalnom polozaju.'®

U konformaciji N-klorpiperidina, koja dopusta antiperiplanarnu eliminaciju H
1 CI (Shema 10), proces dehidrokloriranja je kineti¢ki povoljniji. Izracunata energijska
barijera (G3B3(+) + AGsolv) za anti-eliminaciju u 1.15, je za 37,1 kJ/mol niza od one
za sin-eliminaciju u 1.15,4 (Tablica 5., vidi Dodatne informacije).

Prema tome, prije eliminacije atom klora u N-klorpiperidinu mora biti u
aksijalnom polozaju. To se mozZe posti¢i konfiguracijskom i/ili konformacijskom
promjenom 1.15., — 1.15,4, to jest inverzijom dusSika ili procesom inverzije prstena
(Shema 9). Izracunato je da je proces inverzije dusika kineticki povoljniji, §to je u
skladu s eksperimentalim podacima.'®"® Strukture prijelaznih stanja TSp(1.15) i
TS,i(1.15) za inverziju duSika i1 prstena, locirane su 1 karakterizirane jednom

imaginarnom frekvencijom koja odgovara opisanim konformacijskim promjenama u

N-klorpiperidinu.

Eliminacija inducirana bazom

Razrijedene otopine N-klorpiperidina u alkalnom mediju relativno su stabilne.
Primjerice, 0,2 mM otopina N-klorpiperidina u boratnom puferu na pH 10 raspada se
za 3% tijekom 24 sata na 30 °C."° Energijska barijera za dehidrokloriranje N-Cl-
piperidina u alkalnom mediju iznosi AH#298’15K = 90,9 kJ/mol."™ Eksperimentalni

podaci su uspjesno reproducirani uz pomo¢ racunalnih metoda visoke teorijske razine.
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Izraunata energijska barijera za reakciju eliminacije (dehidrokloriranja) N-CI-
piperidina, katalizirane hidroksidnim ionima, iznosi 87,0 kJ/mol (G3B3(+) + AGsw)
(Shema 10). U skladu s rezultatima prethodnih studija, koriSten je hidroksidni anion

kao reaktant u klasteru s n eksplicitnih molekula vode (gdje je n = 0, 1, 2, or
3),191.192.77

©
O + OH(H,0),
N

&:I n=0,1,2,0r3

1.15

m e ’
~]-—OH(H0), 2 o
I‘\l _— N H - @ + Cl(H0)n+1
Cl Cl OH(H,0),
1.15n TSg(1.15), 2.3

Shema 10. Predlozeni reakcijski put za dehidrokloriranje u N-klorpiperidinu.

Ukoliko nema molekula voda koje koordiniraju hidroksidni ion (n = 0),
prijelazno stanje TSg(1.15)y za E2 reakciju ne mozZe biti locirano na odgovarajucoj
plohi potencijalne energije. Naprotiv, u slicnoj reakciji anti-eliminacije, u kojoj F
reagira s cikloheksil-kloridom u plinovitoj fazi, locirano je prijelazno stanje bez
asistencije molekula vode.'"”® U naSem slu¢aju simetri¢ni (C,) reaktivni kompleks 5%
je lociran kao jedina stacionarna tocka (NImag = 0), dok sve ostale pocetne
geometrije konvergiraju u stabilniji kompleks produkata eliminacije (vidi Dodatne
informacije). Procjena energijske barijere za reakciju eliminacije bez prisustva
eksplicitnih voda odredena je parcijalnom optimizacijom (opcija SCAN u G09
programu). Prate¢i vrijednosti koordinate duZz wudaljenosti interakcije izmedu
hidroksilnog kisika 1 f-vodika (R), locirano je prijelazno stanje TSg(1.15)p (R = 1,58
A), koje je za 62,3 kJ/mol (G3B3(+) + AGs.) nestabilnije od reaktanata. Ovi podaci
potvrduju da teorijski rezultati za eliminaciju bez eksplicitno dodanih voda znacajno
odstupaju od eksperimentalnih vrijednosti (Shema 11).

Efekti otapala na kemijske procese u 1.15 implicitno su opisani s
CPCM/B3LYP/6-31+G(d) metodom. Specificne interakcije otapala ispitivane su

sukcesivnim dodavanjem eksplicitnih molekula vode te optimizacijom dobivenih
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geometrija vodenih komplekasa. Molekule vode postavljene su na razliite lokacije
kako bi se uzorkovale razliCite verzije mreze vodikovih veza mogucih izmedu N-
klorpiperidina i hidroksidnog klastera OH(H,0),.”***®" Locirano je nekoliko
razli¢itih konfiguracija vode za svaki reaktivni kompleks 1.15, gdje je n = 1, 2, ili 3.
Na primjer, u slucaju reaktivnog kompleksa s jednom eksplicitnom vodom (1.15;)
locirana su cetiri razlic¢ita minimuma (vise detalja u Dodatnim informacijama). Broj
mogucih konfiguracija raste s porastom broja molekula voda (n) u klasteru OH

(H20),, ali su u ovoj studiji razmatrane samo najstabilnije strukture.

AH
kd/mol +
€]
90.9 e M n=3 Lo
' Cl OH(H,0)
TSg(1.15),
n=3
50 n=2
n=1
n=0
0
=
-150 . n=1
n=2
n=3
-200
Q
() + Cl(HO)us
N
n=0
250 2.3

Shema 11. Shematski profil PES (G3B3(+)) za dehidrokloriranje u N-klorpiperidinu
(1.15). Solvatacijski efekti su izracunati na CPCM//B3LYP/6-31G(d) teorijskoj razini.
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Svi reaktivni kompleksi 1.15,, koji sadrze jednu, dvije ili tri (n = 1, 2, or 3)
eksplicitne molekule vode, energetski su nepovoljniji u odnosu na odvojene reaktante
(Shema 11). Primjerice, reaktivni kompleks 1.15; je 42,7 kJ/mol manje stabilan od
odvojenih reaktanata 1.15 1 OH (H,O)s. Prema tome, ovi kompleksi nisu relevantni za
izracun energijske barijere reakcije eliminacije N-klorpiperidina u vodi. Izraunate
vrijednosti reakcijske barijere eliminacije pokazuju da bar jedna voda mora biti
eksplicitno ukljudena za optimalnu aproksimaciju prve solvatacijske ljuske.'™*
Odgovarajuca struktura prijelaznog stanja TSg(1.15); za E2 reakciju (Slika 7) je za
87,4 kl/mol (B2PLYP/def2-aug-TZVPP//B3LYP/6-31+G(d) +AGso1v) nestabilnija od

odvojenih reaktanata 1.15 1 OH (H,0O);, Sto sugerira da je ovaj teorijski model

adekvatan za reprodukciju eksperimentalnih podataka. (AH" 503 = +90,9 kJ/mol).

Slika 7. B3LYP/6-31+G(d) optimizirana prijelazna stanja za reakciju (anti-
eliminacija) izmedu N-klorpiperidina 1 hidroksidnog klastera OH(H,0), gdje je n =1,

2, 1li 3. U svakom slucaju prikazane su samo najstabilnije structure.
Reakcijskom koraku 1.15,x — 2.3, prethodi konfiguracijska promjena 1.15.q

— 1.15,, pri ¢emu nastaje izomer prikladniji za bazom induciranu E2 eliminaciju.

Prijelazna stanja TSg(1.15), (gdje je n» = 0, 1, 2, ili 3 molekule vode) za 1,2-
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eliminaciju opisuju uskladeno kidanje 1 stvaranje Cetiriju veza izmedu pet atomskih
centara (Slika 7).

Krajnji produkti ove egzotermne reakcije (AH»s je izmedu —162.7 1 —244.1
kJ/mol, ovisno o n; vidi Shemu 11.) su piperidein (2.3) i kloridni ion opisan kao
vodeni klaster CI'(H,0),+1."”> Konfiguracijska i konformacijska ravnoteza 1.15, S
1.15,¢1 reakcija eliminacije 1.15,x — TSg(1.15), — 2.3 prikladno su opisani pomocu

hibridne klaster-kontinuum metode primjenjene u ovoj studiji.

4.2.3. N-klor-3-(hidroksimetil)piperidin
Dobro slaganje eksperimentalnih i1 racunalnih rezultata za N-klorpiperidin
(vidi gore) sugeriraju da se isti racunalni pristup mozZe primjeniti na reakciju

dehidrokloriranja u kloraminu 2.4 1 u metabolitu paroksetina 2.2 (vidi dolje).

Tablica 6. Relativne energije AH (u kJ/mol; na 298,15 K) za stacionarne tocke u
procesu eliminacije kod 2.4, izracunato na razli¢itim teorijskim razinama®

Struktura®  B3LYP/6-31+G(d) B2PLYP/aug-def2-TZVPP G3B3(+)

+AGsova +AGsova +AGsova
2.4 0,0¢ 0,0¢ 0,01
TSA1(2.4) +50,2 +75.5 +77,1
TSgi1(2.4) +65.1 +88.,5 +83.0
TSa2(2.4) +57,6 +78,7 +74.0
TSg2(2.4) +51.1 +75.8 +70,5
TSa3(2.4) +68,4 +86,8 +80,7
TSg3(2.4) +70,8 +88.,9 +82.5
2.5 -243.8 -243.9 -197.,8
2.6 -250,9 —249,6 —203.4

* Sve energije izracunate na B3LYP/6-31+G(d) geometrijama. b Ukljuceni su samo
izomeri najniZe energije © Energije solvatacije izratunate s CPCM/B3LYP/6-31+G(d)
metodom u modelnom otapalu ¢ = 78,4 (voda). ¢ Zbroj energija za 6., 1 OH (H,0)
predstavlja nultu to¢ku na PES-u.

Uvodenje hidroksimetilne skupine na C3-poloZaj piperidinskog prstena
snizuje barijeru procesa dehidrokloriranja. Na G3B3(+) razini izraCunata entalpija
aktivacije je 70,5 kJ/mol (Tablica 6.), Sto je za 12 kJ/mol nize od barijere izraCunate
za eliminaciju HCI iz N-klorpiperidina (1.15.4 + OH (H,O) — TSg(1.15) — 2.3).
Sli¢na razlika medu barijerama dobivena je koriStenjem B2PLYP/aug-def2-TZVPP +
AGyo1y modela. Ocigledno je da prisutnost hidroksilne skupine u 2.4 znacajno ubrzava

proces eliminacije. To je u skladu s ranijim eksperimentalnim podacima, koji
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pokazuju da je eliminacija N-kloriranih karbinolamina znatno brZzi process nego

eliminacija N-kloriranih amina bez hidroksilne skupine.'*®

R
OH
©
N/ + CI(H,0),

2.5 (R = p-F-CgHa) ili 2.7 (R = H)

1 B BE: B cl 7
ci o ¢ o | ©
i ! N R
N; R N\%R \%OH
! H O H
H---o d' JHH s
! A H,0)OH
H--OH(H,0) HoH O\H (H20)
TS TShz TSas
R
OH
O
intramolekulska N * OH(H:0) intermolekulska
eliminacija | eliminacija
Cl

2.2 (R = p-F-CgHy) il 2.4 (R = H)

/ WL \

- r 7 B Cl It
Cl t cl t 7
N : O oo ©
N R |© N= . N: \ R
e % H “—OH
, H g
Ho O (H0)0H
H--OH(H,0) H"O\H i ]
TSg4 TSg2 TSgs3
R
OH
©
~ + C|(H20)2
N
B

2.6 (R = p-F-CgHa) ili 2.8 (R = H)

Shema 12. Tri razli¢ita mehanizma bazom kataliziranih mehanizama eliminacije kod
N-kloriranih spojeva 2.2 1 2.4.
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Zbog uvodenja hidroksimetilne skupine u piperidinski sustav reakcija
eliminacije postaje sloZenija, odnosno povecava se broj mogucih reakcijskih puteva
(Shema 12). Za intermolekulski reakcijski mehanizam (vodom potpomognuta
Zajcevljeva eliminacija) 1 intramolekulski mehanizam dehidrokloriranja kloramina 6,
locirana su cCetiri odgovaraju¢a prijelazna stanja: 6-TSa; 1 6-TSg;, u kojima je f-
vodikov atom u C2- ili C6-polozaju premjeSten izravno na kisikov atom
hidroksimetilne skupine (intramolekulski mehanizam); te 6-TSa31 6-TSg3, u kojima je
eksplicitna molekula vode izravno (analogno slucaju 5-Cl) ukljuc¢ena u eliminaciji /-

vodikovog atoma na C2- ili C6-poloZaju (intermolekulski mehanizam).

@ 4 ¢ 9

‘:“1\ Q L\'O (i o 33 ? [
@37@/ T S N #),’-,—.u ? . D /A

/,’5";;( R \\\\\\\\5 O/@ e, - /‘/ 2 O/@\\\‘ .
O Ty
. J 49
6-TS,, 6-TSg, 6-TSg;

Slika 8. Strukture prijelaznih stanja za intramolekulski (TSA1(2.4) 1 6-TSg2(2.4)) 1
intermolekulski mehanizam (TSg3(2.4)) dehidrokloriranja N-klor-3-hidroksimetil-
piperidna (2.4) optimiziranih na B3LYP/6-31+G(d) teorijskoj razini.

U strukturi TSA1(2.4) (i TSgi(2.4)) dvije molekule vode vodikovim su
vezama u interakciji s -CH,OH skupinom (Slika 8), ali ni jedna od njih nije izravno
ukljucena u eliminaciju f-vodikovog atoma. Struktura prijelaznog stanja TSa1(2.4) za
intramolekulsku eliminaciju izraunata je kao najstabilnija (Tablica 6). U skladu s
prijaSnjim racunalnim i eksperimentalnim studijama dehidrokloriranje u alkalnom
mediju je najpovoljniji put eliminacije kod p-karbinolamina.'*®""’

Druga dva prijelazna stanja za eliminaciju, TSa2(2.4)1 TSg2(2.4), u kojima su

eksplicitne molekule vode smjeStene izmedu hidroksimetilne skupine 1 f-vodikova

atoma (C2-H ili C6-H) ukljuc¢uju 9- odnosno 11-¢lane prstenaste strukture (Slika 8).
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Zanimljivo je da su te strukture (na G3B3(+) razini) stabilnije od TSa1(2.4), Sto
sugerira da je “premoStavajuc¢i” mehanizam eliminacije takoder moguc.

Zakljuéno, moguca su najmanje tri razli¢ita nacina asistencije vode u
procesima eliminacije kod strukture 2.4: prvi, u kojem je voda izravno ukljucena u
eliminaciju C6-vodikova atoma (intermolekulska eliminacija, TSa1(2.4) i TSg1(2.4));
drugi mehanizam, u kojem su molekule vode vodikovim vezama vezane za
hidroksimetilnu skupinu (intramolekulska eliminacija, TS3(2.4) i TSg3(2.4)); te tredi,
“premostavajuc¢i” mehanizam, u kojem voda katalizira proces eliminacije formirajuci
devetero€lani ili jedanaestero€lani prsten u odgovaraju¢im strukturama prijelaznih

stanja TS2(2.4) 1 TSg2(2.4).

4.2.4. N-klor-4-(4-fluorfenil)-3-(hidroksimetil)piperidin

Za modelne sustave koji su istrazivani (1.15 1 2.4), pokazano je da je
kombinacija solvatacijskog modela (CPCM) 1 jedne eksplicitne molekule vode
ucinkovita u adekvatnom opisu vodom asistirane pregradnje N-kloriranih spojeva u
vodenom bazicnom mediju. Budu¢i je G3B3(+) teorijska razina prezahtjevna za
izracune reakcija pregradivanja metabolita paroksetina 2.2, koriSteni su MP4(FC)/6-
31+G(d)//B3LYP/6-31+G(d) i B2PLYP/aug-def2-TZVPP//B3LYP/6-31+G(d)
modeli. Energijske vrijednosti izraCunate tim metodama vrlo su slicne G3B3(+)
rezultatima 1 odgovaraju eksperimentalnim podacima (vidi Tablicu 6).

U literaturi su opisani razni bazom katalizirani procesi pregradivanja N-
kloriranih karbinolamina, uklju¢uju¢i i neke farmaceutike.'’"'* Intramolekulsko
dehidrokloriranje 1 Grobova fragmentacija smatraju se glavnim reakcijskim putovima.
196198 Buduéi da N-kloramin 2.2 ne moze sudjelovati u Grobovom tipu fragmentacije,
intramolekulsko dehidrokloriranje predstavlja najpovoljniji mehanizam njegove

pregradnje u bazi¢nom vodenom mediju (vidi Shemu 13).
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Shema 13. Konformacijski (inverzija prstena) i konfiguracijski (inverzija duSika)
proces, dva eliminacijska 1 dva procesa ciklizacije (intramolekulska adicija 1 Sn2

reakcija) razmatrani kao moguci putovi pregradivanja metabolita paroksetina 2.2.
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Kompeticija izmedu konformacijske promjene Sesteroc¢lanog prstena i
inverzije duSika u N-kloriranim piperidinima nedavno je opisana u literaturi.
Pokazano je da je regioselektivno dehidrokloriranje N-klorpiperidinskih sustava

9

kontrolirano promjenom konfiguracije dusikova atoma.'” Vaznost detaljnih

mehanistickih 1 stereokemijskih studija u dehidrokloriranju pokazana je i1 u sluc¢aju N-

kloriranih makrolidnih  antibiotika.?°**%!

Pokazano je da relativna brzina
dehidrokloriranja ovisi o konformacijskim svojstvima SesteroClanog ciklickog
sustava.

Moguc¢i eliminacijski putevi u 2.2 opisani su koriste¢i mehanisticku Shemu
koja je prikazana za kloramin 2.4 (Shema 13). Razmatrana su tri razli¢ita mehanizma
dehidrokloriranja: prvi, intermolekulski, u kojem je kompleks hidroksidnog iona i
molekule vode izravno ukljuen u eliminaciju pf-vodikova atoma, drugi,
intramolekulski mehanizam, u kojoj je deprotonacija potpomognuta hidroksimetilnom
skupinom na C-3 polozaju te tre¢i, “premoStavaju¢i” mehanizam, u kojem su
molekule vode smjeStene izmedu hidroksimetilne skupine 1 f-vodikova atoma (ili C2-
H ili C-3 H atoma). Za svaki od tih reakcijskih puteva, odgovarajuce strukture
prijelaznog stanja uspjesno su locirane na PES-u (Slika 4).

Dehidrokloriranje metabolita paroksetina 2.2 energijski je povoljnije (za 15,3
kJ/mol) od analognog procesa u N-klorpiperidinu (1.15) te manje povoljno (za 8
kJ/mol) od eliminacije u 2.4 (na B2PLYP razini). Sli¢no kao kod 2.4, intramolekulski
proces u kojem je C3-hidroksimetilna skupina uklju¢ena u eliminaciju f-vodikova
atoma, povoljniji je od intermolekulskog dehidrokloriranja. Najvazniji reakcijski put
za intramolekulsku anti-eliminaciju 2.2,ec — TSa1(2.2) — 2.7 kineticki je znatno
povoljniji (za 20 kJ/mol) od intermolekulskih procesa 2.2,ee — TSa3(2.2) — 2.7 i
2.24ce — TSp3(2.2) — 2.8. Formiranje imina 2.7 1 2.8 egzotermni su procesi, s time da

je imin 2.8 stabilniji od imina 2.7 (Tablica 7).
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Tablica 7. Relativne energije AH (u kJ/mol; na 298,15 K) za stacionarne tocke u

procesima pregradnje 2.2, izraCunate na razli¢itim razinama teorije.”

Struktura® B3LYP/6-31+G(d) MP4/6-31+G(d) B2PLYP/aug-def2-TZVPP
+AGsova +AGsova +AGsova

2200 0,09 0,01 0,01
22,00 +12,0 +10,5 +11,0
22,0 +32,1 +34.,4 +30,4
TSui(2.2) +54,7 +65,5 +58,1
TSH(2.2) +53,2 +57,0 +56,4
TSA1(2.2) +53,6 +62,0 +78,9
TSg1(2.2) +86,0 +92.3 +109,0
TSA2(2.2) +55,2 +62,8 +79,2
TSg2(2.2) +56,2 +58,0 +80,6
TSA3(2.2) +79,6 +77,1 +99.0
TSk3(2.2) +79.4 +79,0 +99,7
2.7 -245,7 -223.7 -234,7
2.8 ~251,2 -231,1 -239,9
TS, 1(2.9) +72,9¢ +67,2°¢ +94,5°
2.9 -108,7 -88.0 942
TS,1(2.10) +99,0 +69,5 ¢ +93,1°
2.10 —241,8 -227.9 -228.0

* Sve energije izracunate na B3LYP/6-31+G(d) geometrijama. b Ukljuceni su samo
izomeri niZe energije © Energije solvatacije izraunate s CPCM/B3LYP/6-31+G(d)
metodom u modelnom otapalu & = 78,4 (voda).  Zbroj energija 2.2¢c i OH(H20)
predstavlja nultu to¢ku na PES-u. ¢ Relativni zbroj energija reaktanata 2.8 i OH
(H20).

Iz literature je poznato da imini u vodi lako hidroliziraju pri ¢emu nastaju
razli¢iti produkti.Error! Bookmark not defined. Ocekivano je da imini 2.7 1 2.8
takoder hidroliziraju pri ¢emu nastaju produkti sa slobodnom amino 1 aldehidnom
skupinom. Takoder je poznato da imini mogu polimerizirati pri ¢emu nastaju nastati
cikligki produkti.>***

U reakcijama pregradivanja paroksetinskog metabolita 2.2 dodatno su
razmatrana dva reakcijska puta (Shema 13): formiranje izoksazolidina 2.9 izravno iz
2.2¢¢e, 1 Oksazinana 2.10 iz 2.2, (preko imina 2.8). Prva reakcija je intramolekulska
Sn2 reakcija, u kojoj nastaje ciklicki produkt 2.9. Druga reakcija ukljucuje
intramolekulski napad hidroksilmetilne skupine na C6 polozaj imina 2.8, uz
asistenciju baze, Sto rezultira oksazinanskim produktom 2.10 (sli€an po energiji
iminima 2.7 1 2.8, vidi Tablicu 7). Ciklizacija 2.8 — 2.10 ukljucuje i transfer protona
s hidroksilne skupine na atom duSika. Na B2PLYP razini formiranje oksazinana 2.10
je endotermni proces (AH = —12 kJ/mol) (Tablica 3). Nedavno je pokazano da je ova
vrsta oksazinanskog produkta vazna u citokromom P450-kataliziranoj transformaciji

iminskih metabolita nekih farmaceutika.>**
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Slika 9. B3LYP/6-31+G(d) optimizirane strukture prijelaznog stanja za
intramolekulski (TSa1(2.2) 1 TSp1(2.2)), “premostavajuci” (TSa2(2.2) 1 TSp2(2.2)), 1
intermolekulski mehanizam (TSa3(2.2) 1 TSg3(2.2)), za dehidrokloriranje 2.2.

Prema tome, na temelju rezultata kvantno-kemijskih racuna mogu se
predvidjeti Cetiri razli¢ita produkta razgradnje metabolita paroksetina 2.2: imini 2.7 1
2.8 te dva ciklizirana produkta, isoksazolidin 2.9 1 oksazinan 2.10. Formiranje ovih
produkata moze se ocekivati 1 u vodenom okoliSu, no ta mogucnost nije razmatrana u
procjeni okoliSnih rizika paroksetina. Ucinkovitom kombinacijom teorije 1
eksperimenta pokazano je da reakcijski mehanizmi, koji su potencijalno vazni za opis
kemijske sudbine kloramina, poput paroksetinskog metabolita 2.2, mogu biti uspjesno
modelirani raCunalnim tehnikama. Kvantno-kemijski podaci o reakcijskim putevima
pregradivanja N-kloriranih metabolita 2.2 1 2.4 mogu biti relevantni za studije
kemijske, odnosno okoliSne sudbine velikog broja farmaceutika koji u svojoj strukturi

sadrZe dusik, a koji su Cesto detektirani kao oneciS¢ivaci u otpadnim vodama.
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4.3. Reakcije pregradivanja radikalskih metabolita

paroksetina

4.3.1. Uvod

Antidepresiv paroksetin (Paxil®) vazan je predstavnik grupe farmakologki
aktivnih fenilpiperidina. On je selektivni inhibitor ponovne pohrane serotonina (SSRI)
koji se u velikoj mjeri prepisuje u tretmanu depresije, opsesivno kompulzivnog
poremecaja, pani¢nog poremecaja, posttraumatskog stresnog poremecaja i razlicitih
poremecaja. Novije studije pokazuju da paroksetin i njegovi metaboliti'”*"'” imaju
velik potencijal nakupljanja u otpadnim vodama,'’® kao i u tkivu riba,'”’ kao rezultat
otpusStanja ovog antidepresiva u povrsinske vode iz postrojenja za obradu otpadnih
voda 205:206

Procjena okolisnih rizika paroksetina je objavljena, no samo su ishodni
spoj  (3S,4R)-(4-(4’-fluorfenil)-3-(3,4-metilendioksifenoksimetil)piperidin ~ (A) 1
njegov glavni metabolit trans-4-[4-(4'-fluorfenil)-3-piperidinilmetoksi]-2-
metoksifenol (I) razmatrani detaljnije (Shema 14).%° Sudeéi prema ekotoksikoloskim
rezultatima, paroksetin nema negativan utjecaj na vodene organizme. Iz perspektive
njegove okoliSne sudbine, autori studije su zakljucili da je paroksetin hidroliticki
stabilan te se uglavnom ne raspada pod utjecajem UV zracenja.

Naprotiv, Kwon 1 Armbrust su pokazali da pod djelovanjem suncevog svjetla
dolazi do hidrolize 1 dehidratacije paroksetina, pri ¢emu nastaju relativno stabilni
produkti.** Hidrolizirani se fotoprodukt (3S,4R)-4-(4-fluorfenil)-3-(hidroksilmetil)
piperidin (2.1) smatra glavnim produktom transformacijskih procesa u okoliSu.
Dehidracijom fotoprodukta, prema Kwonu i Armbrustu, nastaje III (Shema 14).
Jedina strukturna informacija za dehidrirani produkt je signal masenog spektrometra
na m/z 192 [M + HJ", §to odgovara relativnoj molekulskoj masi M;= 191. Nastanak
produkta III, prema podacima iz masenih spektara, povezuje se s eliminacijom vode,

nakon cega slijedi intramolekulska ciklizacija, no mehanisticki detalji reakcija nisu

poznati. Procjena okoliSnog rizika nije izvrSena za spojeve 2.1 1 I11.
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Shema 14. Procesi (bio)razgradnje paroksetina i1 njegovih metabolita. Strukture
oznaCene zvjezdicama objavljene su u ranijim studijama, dok uokvirene strukture

predstavljaju produkte bazom katalizirane razgradnje paroksetina (vidi gore).

U uvjetima kloriranja (reakcija s HOCI/CI,) otpadnih voda moguce su, pored
hidrolize A — 2.1, druge vrste pregradivanja paroksetina.”’’ Kemijska transformacija
N-kloriranog derivata 2.2 (Shema 14) proucavana je raCunalnim metodama u vodi kao
reakcijskom mediju. Osim produkta hidrolize 2.1, predvideni su 1 predlozeni
alternativni produkti vazni za kemijsku sudbinu paroksetina (vidi 4.2). Za cjelovitu

sliku reakcijskih moguénosti, potrebno je razmotriti reakcijske puteve radikalskih
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meduprodukata nastalih iz metabolita paroksetina. Bazno katalizirane reakcije u
sustavima s popunjenom vanjskom ljuskom (pregradivanja ionskih meduprodukata,
vidi poglavlje 4.2) odvijaju se uslijed kloriranja voda, dok radikalski meduprodukti (s
nepopunjenom vanjskom ljuskom) nastaju uslijed fotolize produkta 2.1 i njegovog
kloriranog derivata 2.2.

Fotoliticka razgradnja paroksetina slijedi kinetiku prvog reda te konstanta
brzine reakcije pri pH 7 iznosi 0,0529 h™',** §to odgovara energijskoj barijeri od oko
100 kJ/mol na 25 °C. Tocnost ove vrijednosti se temelji na pretpostavci
monomolekulskog procesa. No, svi ostali reakcijski koraci Cije su barijere nize ili
procesi unutar oznacenog raspona (prikazan kao siva vrpca na Slici 10) od = 10
kJ/mol u odnosu na eksperimentalnu barijeru doprinose izmjerenoj brzini reakcije.

Reakcijski putevi formiranja 1 (foto)razgradnje, opaZzeni u eksperimentalnim
studijama, u ovom su radu detaljnije analizirani, a cilj je istraZivanja odrediti
mehanizam nastanka novih spojeva. RaCunalni podaci su korisni za identifikaciju
fotoprodukata, za koje postoji samo analiticki MS signal. MS signal 191 nije nuzno
povezan samo s jednom stukturom; prema drugim eksperimentalnim

. 173,208,209
studijama, "7

pri hidrolizi 1 dehidrataciji paroksetina mogu nastati razli€iti
produkti ¢ije strukture odgovaraju istom analitickom signalu. Osim predloZenog
produkta III, potrebno je razmotriti 1 izraCunati mehanizme formiranja spojeva IV-X
(Shema 14), koji takoder odgovaraju eksperimentalnom MS signalu. Dakle, od
posebne je vaznosti detaljno proucavanje mehanizma dehidratacije koji je operativan
u fotodegradaciji radikala nastalih iz paroksetina. Pritom su racunalna istraZivanja
posebno usmjerena prema strukturama koje odgovaraju eksperimentalnom MS
signalu te prema mehanizmima reakcijskih koraka c¢ije su izraCunate energijske
barijere u skladu s vrijednostima eksperimentalnih barijera. Vazno je napomenuti da
energijska barijera ovog reakcijskog koraka pregradivanja radikala, koji odreduje
ukupnu brzinu reakcije, ne smije biti viSa od eksperimentalne barijere od 100 kJ/mol.
Razmatrana su Cetiri razli¢ita reakcijska puta dehidratacije: /) formiranje imina
IV 1V, 1ienamina VI, ii) formiranje alkena VII 1 VIII, iii) reakcije ciklodehidratacije
koje rezultiraju aza-bicikloheptanima IX 1 X te iv) zatvaranje petero¢lanog prstena u
III (Shema 15). OpseZnija analiza 1 dodatni podaci za sve reakcijske mogucnosti
mogu se prona¢i u Dodatnim informacijama. Pokazano je da je mehanizam
dehidratacije vazan za kemijske transformacije razliitih biomolekula koje sadrze

fenilpiperidinski fragment.'**"® Prema tome, komparativna studija kompetitivnih
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mehanizama dehidratacije (i — iv) nije relevantna samo za kemijsku sudbinu

paroksetina, ve¢ moZe biti od znacaja za druge bioloski i1 ekoloski relevantne sustave.

21ii22) ———»

= [ ]

1,4-H

|

Shema 15. PredloZeni mehanizmi dehidratacije (i — iv) u kationskim radikalima 3.1b 1
3.5 nastalim iz metabolita paroksetina 2.1 1 2.2. Konacni produkti (Shema 14.)
prikazani su u rimskim brojkama. Eksplicitne molekule vode u kompleksu sa svakim

pojedinim radikalom nisu prikazane.
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4.3.2. N-radikal i N-radikal kation

Fotoliti¢ki inducirana homoliza’ N-H veze u (foto)produktu 2.1 ili N-Cl veze u
N-kloriranom produktu 2.2 moZze rezultirati formiranjem N-radikala 3.1a (Shema 15).
Pokazano je da su N-klorirani spojevi podlozni fotodegradaciji, uglavnom
zahvaljuju¢i energiji disocijacije veze (BDE), koja je niza za N-Cl vezu nego za
odgovarajuéu N-H vezu.*'* Formiranje N-radikala zabiljeZeno je u seriji kloramina
koji su vazni u okolignoj kemiji i biokemiji.'>!!120:166215

Protoniranjem N-radikala 3.1a nastaje radikal kation 3.1b. Najstabilniji oblik
3.1b zauzima konformaciju stolca piperidinskog prstena s oba supstituenta
(fluorofenilni 1 hidroksilmetilni) u ekvatorijalnoj poziciji. Ukoliko se ukljuce efekti
solvatacije, konformer sa supstituentima u aksijalnim pozicijama je za 11 kJ/mol
manje stabilan. Gustoc¢a spina (NPA vrijednost) vecinom je lokalizirana na
dusikovom atomu (0,73 au). Izracunata pK, vrijednost za 3.1b (na G3(MP2)-RAD +
AGgo1y razini prema termodinamickom krugu prikazanom u Dodatnim informacijama)
iznosi 6,5, §to je sli¢no piperidinskom N-radikalu (pK, = 5.8).'"**'® Ovo sugerira da
neutralna (3.1a) i1 protonirana (3.1b) forma egzistiraju u neutralnom mediju. Stoga, N-
radikal 3.1a 1 N-radikal kation 3.1b mogu sudjelovati u raznim daljnim
pregradivanjima.®'?'®
Poznato je da protoniranje aminilnih radikala (kao 3.1a) znafajno utjeCe na

. . . . .. 219-222
reaktivnost ovih neutralnih intermedijera.’'”

Budu¢i je reaktivnost N-radikal
kationa 3.1b znatno veca ocekuje se da su produkti njegova pregradivanja (vidi dolje)
specije relevantne za opis kemijske sudbine derivata paroksetina. Za usporedbu,
izraCunate su 1 barijere za reakcije pregradivanja u neutralnom aminilnom radikalu
3.1a, no sve su vrijednosti iznad 200 kJ/mol, Sto ne odgovara eksperimentalnim

podacima (vidi Dodatne informacije).
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4.3.3. Dehidratacija N-radikal kationa

N-radikal kationi sudjeluju u reakcijama fragmentacije, koje ukljucuju kidanje

22
C.-H veza. 3

U plinskoj je fazi povoljnije homoliticko cijepanje, pri ¢emu nastaju
atom vodika i karbokationski meduprodukt. Nasuprot plinskoj fazi, u otopini dolazi
do heterolitickog cijepanja, pa se tako u prisutnosti slabe baze, N-radikal kation
ponasa kao slaba organska kiselina. Deprotoniranje je povoljnije u protoniranom nego

u neutralnom aminilnom radikalu, zbog odvladeceg elektronskog efekta pozitivnog

naboja.
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Slika 10. Energijski profil (G3(MP2)-RAD + AGgy) za mehanizam (i) formiranja
imina/enamina, crvena linija, (if) formiranje alkena, ljubicasta linija, (iii) formiranja
azabicikloheptana, zelene linije, (iv) zatvaranja peteroClanog prstena, plave linije, u
radikalskim kationima 3.1b 1 3.5 koji nastaju iz metabolita paroksetina 2.1 (ili 2.2).
Prikazane su samo najstabilnije prijelazne strukture. Energija N-radikala 3.1b
predstavlja nultu toCka (isprekidana linija) na PES-u. Siva vrpca oznafava

eksperimentalnu barijeru za (foto)degradaciju paroksetina.
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Prema tome, u slu€aju N-radikal kationa 3.1b moguce je da se nakon kidanja
Cq-H veze, vodikov atom premjesti s C2 ili C6 na C7-hidroksilnu grupu (numeriranje
definirano u Shemi 15.). Oba su puta istraZzena racunalnim metodama te je uoceno da
je proces prijenosa s C2 polozaja energijski povoljniji. IzraCunata energijska barijera
AG" za intramolekulski transfer s C2 polozaja iznosi 139,5 kJ/mol (k. = 8,10 x 10°°
h™). Ukoliko se u izratune ukljuéi jedna eksplicitna molekula vode, barijera za proces
3.1b — 3.2 iznosi 98,5 kJ/mol (k. = 0,1235 h™"), §to je u skladu s eksperimentalno
odredenim granicama za reakciju dehidratacije (oko 100 kJ/mol, na 298,15 K).
Struktura odgovarajuceg prijelaznog stanja TSz 3.2 sadrzi sedmeroclani prsten, u
kojem molekula vode sudjeluje u kidanju C2-H veze uskladenom s kidanjem C7-O
veze (Slika 10). Veza C7-O je neznatno produzena (1,49 A) u usporedbi s istom
vezom u 3.1b (1,41 A), $to sugerira da se eliminacija vode odvija istovremeno s
transferom vodikova atoma. Gusto¢a spina na migriraju¢em vodiku tijekom reakcije
je mala (SD(Hmigr) = 0,01 u TSsz.1p 3.2), Sto sugerira izravni transfer spina prema
dusikovom atomu u 3.1b (0,73 au) odnosno prema ugljikovom C7 atomu (1,04 au) u
3.2

Pomocu IRC procedure iminski je radikal kation 3.2 (s dvije molekule vode)
lociran kao produkt. To je distoni¢ni radikal u kojem je pozitivni naboj na imino
skupini (g(C2) = 0,39), dok je spinska gustoc¢a lokalizirana u ugljikovom centru C7
(1,04 au). Prema dobivenim je rezultatima, struktura IV (analogan radikalu 3.2, ali sa
popunjenom ljuskom) predloZena kao produkt dehidratacije 2.1 (ili 2.2). Njegova
kemijska formula u protoniranom obliku C;;H;sFN odgovara eksperimentalnom
signalu m/z 192, ali nije razmatran kao moguéi produkt u studiji Kwona i Ambrusta.*

Distonic¢ni radikal kation 3.2 stabilniji je za 14,8 kJ/mol od N-radikal kationa
3.1b. Transferom vodika s C3-atoma na C7-atom mozZe se pregraditi do enaminskog
radikala 3.4. U plinskoj fazi izradunata energijska barijera AG" iznosi preko 220
kJ/mol, no reakcija postaje povoljnija ukoliko je posredovana molekulama vode.
Struktura prijelaznog stanja TSz, 34 za otapalom asistiranu 1,2 migraciju vodika za
91,7 kJ/mol je manje stabilna od iminskog radikala 3.2, §to ovu pregradnju cini
kineticki relativno povoljnom. Dobiveni enaminski radikal 3.4, prikazan u Shemi 2 s
dvije rezonantne strukture, lociran je kao najstabilniji produkt pregradnje (102,3

kJ/mol stablniji od 1b). Karakteriziran je planarnim C6-N1-C2-C3 fragmentom u
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kojem je spin raspodijeljen izmedu N1 (0,40 au) i C3 (0,60 au) atoma. Enaminska
struktura 3.4 je radikalski prekursor kona¢nog produkta VI prikazanog u Shemi 14.
Poznato je da imini 1 enamini u reakciji hidrolize stvaraju produkte sa

. . . . 13,203,224
slobodnom amino i aldehidnom skupinom.'****

No, u slu¢aju imina IV 1 V, 1
enamina VI, nijedan od takvih produkata ne odgovara eksperimentalnom signalu iz

masenog spektra.

4.3.4. Dehidratacija C-radikal kationa i formiranje alkena
U reakcijama eliminacije metabolita paroksetina detektirana su dva
alkenska produkta VII i VIII (Shema 14).**** Uz pomo¢ elektron-sprej ionizacijske
masnene spektrometrije (ESI-MS), struktura VII je opisana i kao meduprodukt
reakcije degradacije 2.1.%* U potrazi za moguéim produktima dehidratacije metabolita
paroksetina potrebno je ukljuciti alkene VII 1 VIII, jer njihove strukture odgovaraju
eksperimentalnom signalu (m/z 192). Najvjerojatniji put, koji predhodi formiranju VII
1 VIII, je dehidratacija C-radikal kationa 3.5. Radikal kation 3.5 je distoni¢na forma
N-radikala 3.1b (naboj 1 spin prostorno su odvojeni u 3.5), s tim da je C-radikal
stabilniji za 59,0 kJ/mol od N-radikala. Nespareni spin u 3.5 lokaliziran je na C4
ugljikovom atomu (0,74 au) te djelomi¢no delokaliziran prema orto-ugljikovim
centrima C9 (0,22 au) 1 C11 (0,21 au) u aromatskom prstenu. C-radikal kation 3.5
nastaje 1,4-[N«C]-H transferom iz N-radikal kationa 3.1b preko prijelazne strukture
TS3.1p_35. U strukturi prijelaznog stanja molekula je vode vezana za migrirajuci vodik
(kompleks tipa Hpigr...OH, na Slici 1). Analiza parcijalnog naboja (NPA vrijednosti)
1 distribucije spina na migriraju¢em vodiku tijekom 1,4-[N~C]-H ukazuje na
stvaranje pozitivnog naboja (q(Hmig) = 0,48 e u TS3.1p_35) 1 neznatne gustoca spina
na Hmigr (0,02 au). Izracunata energijska barijera za intramolekulski pomak vodika
iznosi 106,3 kJ/mol (k. = 5,33 x 10~ h™"), odnosno 49,5 kJ/mol (k. = 0,4752 h™") s
jednom eksplicitnom vodom u sustavu.
Struktura prijelaznog stanja TS35 3.6 (Slika 10), koja povezuje radikal kation
3.5 1 alkenski produkt 3.6, za 206,0 kJ/mol je nestabilnija o pocetnog radikal kationa
3.1b, Sto ukazuje na visoku energijsku barijeru tog procesa. Daljnim transformacijama
radikal kation 3.6 pregraduje se u alkene VII ili VIII, od kojih je VIII stabilniji u

208

termokemijskom smislu.”" U zakljucku, izraCunata energijska barijera za 3.5 — 3.6
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premasuje izraCunatu vrijednost od 100 kJ/mol, Sto ovaj proces dehidratacije Cini

kineticki vrlo nepovoljnim.

4.3.5. Reakcije ciklodehidratacije C-radikal kationa

Eliminacijom vode iz C-radikal kationa 3.5 mogu takoder nastati tro¢lani (3.8)
ili Cetveroclani (3.9) prstenasti sustavi. U ciklodehidratacijskoj reakciji 3.5 — 3.8,
istovremena eliminacija C7-hidroksilne grupe 1 protona s N1 pozicije rezultira
formiranjem azabicikloheptanskog produkta 3.8. Izracunata energijska barijera za ovu
reakciju ciklopropaniranja, uz jednu eksplicitnu molekulu vode, iznosi 161,2 kJ/mol,
Sto bitno niZa energijska barijera u odnosu na barijeru formiranja alkenskog radikal
kationa 3.6 (vidi gore). Radikal kationski produkt 3.8 potom moze biti transformiran u
kona&ni produkt IX, koji je ranije prikazan kao relevantna bioaktivna supstanca.”****’
Sliéni azabicikloheptanski derivati nedavno su dizajnirani kao snazni 1 selektivni

. . . : 228,22
inhibitori ponovne pohrane serotonina,*****

a sama je hetrociklicka skupina opisana
kao vazna u supstratima monoaminoksidaze.”"

U reakeiji ciklodehidratacije 3.5 — 3.9 dolazi do eliminacije vode i formiranja
azetidinskog prstena (Shema 15). Reakcije dehidratacije i zatvaranja azetidinskog
prstena pojavljuju se pri transformacijama mnogih farmaceutika koji u svojim
strukturama sadrze aminoalkoholne fragmente, ukljucujuci 1 paroksetinske analoge
izvedene iz tropana.””' Slitan mehanizam reakcije moZe se, dakle, odvijati i kod
derivata paroksetina 2.1. IzraCunata energijska barijera za 3.5 — 3.9 je za 64,7 kJ/mol
viSa od odgovarajuce barijere za ciklodehidrataciju 3.5 — 3.8. Ovo je u skladu s

ranijim studijama koje pokazuju da je energijska barijera za formiranje azetidinskog

prstena u aminoalkoholima®? ili aminoaldehidima®* vrlo visoka (do 200 kJ/mol).

4.3.6. Ciklodehidratacija N-radikal kationa

Reakcije ciklizacije takoder su moguce preko C-radikal kationa 3.2,
koje se formalno odvijaju putem elektrofilnog napada radikala na aromatski prsten
daju¢i triciklicki radikal kation 3.7. Tako nastaje distoni¢ni radikal u kojem je
pozitivni naboj distribuiran preko imino skupine (g(C2) = 0,40 ¢), dok je gustoca
spina delokalizirana preko ugljikovih centara C8 (0,41 au), C10 (0,44 au) te ugljika u

aromatskom prstenu. Reakcije adicije radikala na aromatski prsten, termokemijski su,
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uglavnom, nepovoljni procesi, no intramolekulska adicija radikala na benzenski
prsten nedavno je opisana kod fibrata 1 to u kontekstu procesa degradacije u
okoli§u.”** Izratunata energijska barijera za proces 3.2 — 3.7 izosi 87,7 kJ/mol (k, =
9,72 h™"), §to je u skladu s vrijednostima eksperimentalne energijske barijere.
Odgovarajuce prijelazno stanje (58,6 kJ/mol), TSz, 37 (Slika 10), karakterizirana je
jednom imaginarnom frekvencijom (544i cm™'), koja odgovara procesu zatvaranja
prstena. IzraCunata udaljenost izmedu C7 1 C9 ugljikovih atoma u strukturi TSz 3.7
iznosi samo 2.1 A. Distribucija gustoée spina pokazuje da je spin smjesten na C7
ugljikovom atoma (0,63 au), ali delokaliziran 1 na ugljikove centre C8 (0,28 au), C9
(0,18 au), 1 C10 (0,27 au) u aromatskom prstenu. IzraCunate energije reaktanta i
produkta pokazuju da je reakcija 3.2 — 3.7 tek neznatno endergona. Medutim,
ukupna reakcija moze biti energijski povoljna ukoliko su barijere za daljnja
pregradivanja 3.7 niZe 1 ukoliko je konacni produkt stabilniji od reaktanta 3.2. Kako
bi se radikal kation 3.7 pregradio u konac¢ni produkt III, potrebna je rearomatizacija

sustava 1 primanje jednog elektrona.

4.3.7. Stabilnost radikala nastalih pregradivanjem /N-radikal kationa

Svojstvo kemijske veze moZe se karakterizirati energijom (AH) koju je
potrebno dovesti sustavu za kidanje te veze, tzv. energija disocijacije veze (BDE,
bond dissociation energy).”*> Od posebnog su znadaja kidanja veza pri kojima stabilni
radikali, kao 1 kidanja veza u samim radikalima.”*® Za izra¢un BDE se koristi energija
stabilnosti radikala (RSE, radical stabilization energy). Naime, RSE se definira
entalpijom reakcije u kojoj se, u odnosu na radikal referentne supstance (Ref ),
odreduje relativna stabilnost 1 koja se raCuna pomocu izodemickih reakcija prema

izrazu (5):

X-Y +Ref " — X "+ Ref-Y (5)
pri ¢emu je za kidanje N-H veze koriSten amonijak kao referentna supstanca (X =
NH,, Y = H), za C-H vezu metan (X = CHs, Y = H), za N-Cl vezu kloramin (X =

NH,, Y = Cl), dok se pucanje C-H veze u radikalima (Y = H) usporedivalo s N-metil-
metaniminom (CH,=N-CH3).
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Iz poznatih eksperimentalnih vrijednosti za BDE referentnih supstanci,

izracuna se BDE promatranih sustava pomoc¢u formule (6):

BDE(X-Y) = BDE(Ref) + RSE(X-Y) (6)

Na Slici

eksperimentalnih 1 teorijskih BDE vrijednosti.

T
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Slika 11. Energije homolitickog cijepanja veze (BDE) za odabrane molekule. Crne

crte oznacavaju izracunate vrijednosti, dok crvene crte i1 sive vrpce oznacavaju

eksperimentalne brojke i raspon eksperimentalne pogreSke. Prilagodeno iz ref. 237.
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N-radikali piperidina lakSe nastaju iz kloraminskih derivata, nego iz piperidina
(razlika iznosi preko 150 kJ/mol). To je u skladu s eksperimentalnim podacima koji
pokazuju da N-radikal nastaje fotolitickom reakcijom iz N-kloriranih derivata,
odnosno homolizom N-Cl veze. Takoder se uo¢ava promjena u jacini veze C,-H, kada
je uz njega N-radikal; disocijacija u neutralnom i nabijenom sustavu bez N-radikala je
u rasponu od 380-450 kJ/mol, za razliku od disocijaciju C,-H iz N-radikala koji iznosi

oko 100 kJ/mol.

4.3.8. Pregled mehanizma pregradivanja paroksetina

U ovom se radu usporeduju energije 1 barijere reakcija za nekoliko
dehidratacijskih procesa koji su mogu¢i u radikalnim kationima koji nastaju fotolizom
metabolita paroksetina 2.1 (ili 2.2). Vrijednost barijere od 100 kJ/mol (pri 298,15 K)
odredena je eksperimentalnim mjerenjima u kojima je paroksetin izlozen simuliranom
suncevom svijetlu te je spektroskopski odredena konstanta brzine fotodegradacije (k,
= 0,0529 h™").** Rezultati odgovaraju poluvremenu reakcije t;, = 13,1 h, §to ukazuje
da metabolit paroksetina nije otporan na fotolizu u vodi (pri pH = 7). Medutim,
fotoprodukt je stabilan pod uvjetima fotolize te je zbog toga objasnjenje mehanizma
njegova formiranja od velike vaZnosti za procjenu kemijske sudbine u okoliSu. Svi
reakcijski putovi za koje izraCunata energijska barijera znacajno premasuje granicu
postavljenu eksperimentalnim podacima, arhivirani su u Dodatnim informacijama.
Samo su N-radikal kation 3.1b 1 njegov distoni¢ni oblik 3.5 razmatrani kao vazni
reakcijski intermedijeri. N-radikal kation 3.1b je slobodni radikal formiran iz
metabolita paroksetina 2.1 (ili 2.2), dok je C-radikal kation 3.5 najstabilniji distonicki
izomer. Radikali 3.1b 1 3.5 medusobno su povezani preko strukture TSsip 3.5 koja
predstavlja prijelazno stanje za odgovarajuéu 1,4 migraciju vodika (AG" = 49,5
kJ/mol; k. = 0,4752 h™"). Dvije se razli¢ite pregradnje mogu razlikovati u radikalnom
kationu 3.1b (Shema 15): eliminacija vode koja rezultira formacijom imina i enamina
3.4 (i), 1 ciklizacija imina 3.2 pri ¢emu nastaje struktura 3.7 (iv). Takoder, radikal
kation 3.5 moze takoder sudjelovati u reakcijama dehidratacije: eliminaciji vode koja
rezultira formiranjem alkena 3.6 (ii), 1 ciklodehidrataciji u kojoj se formiraju
biciklicki spojevi 3.8 1 3.9 (iii).

Eliminacija vode iz radikala 3.1b najvazniji je reakcijski put (AG" = 98,5
kJ/mol; & = 0,1235 h™") pri ¢emu nastaje iminski radikal kation 3.2. Naknadnim

transformacijama radikal kationa 3.2 moze nastati enamin 3.4 (najstabilniji
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intermedijer lociran na PES-u) ili radikal kation 3.7. Ciklicka struktura 3.7 je
radikalski prekursor kona¢nog produkta III koji je ranije predlozen kao moguci
fotoprodukt degradacije paroksetina u vodi.** Suprotno tome, kona&ni produkt enamin
VI, izveden iz radikalskog intermedijera 3.4, nije razmatran kao moguci fotoprodukt.
U ovom je istrazivanju pokazano da je u oba slucaja, iminski radikal 3.2 klju¢ni
intermedijer u formiranju fotoprodukata III 1 VI.

Razmatrana su 1 dva mehanizma ciklodehidratacije (iii): uskladeni proces u
kojem se ciklopropanski prsten zatvara istovremeno s eliminacijom vode (3.5 — 3.8)
te mehanizam u kojem se nakon eliminacije vode formira Cetveroclani azetidinski
prsten (3.5 — 3.9). IzraCunata energijska barijera za obje reakcije je relativno visoka,
pri cemu je 3.5 — 3.8 povoljniji proces.

Proces dehidratacije (ii), pri kojem nastaje alkenski radikal 3.6, znatno
premasSuje eksperimentalnu barijeru od 100 kJ/mol. lako je eksperimentalno
potvrdeno formiranje alkenskih produkata VII i VIII iz metabolita paroksetina,”***%°
te se reakcije vrlo vjerojatno dogadaju bez posredstva slobodnih radikala i u znatno
druk¢ijim reakcijskim uvjetima.

IzraCunate energijske barijere za sve reakcije dehidratacije, koje zapo€inju iz
radikalskog meduprodukta 3.5, prilicno su visoke. Konacni produkti VII, VIII, IX i
X, koji mogu nastati u tim dehidratacijskim procesima, prema tome, nisu vjerojatni
kandidati kojima se mogu objasniti eksperimentalni rezultati. Medutim, ti produkti
mogu biti vazni u razumijevanju kemijske sudbine u okoliSu onih spojeva koji su
strukturno analogni paroksetinu (to jest sadrze fenilno-piperidinsku 1/ili
aminoalkoholnu skupinu). Poznato je da je proces dehidratacije vazan za metabolicku
1 okoliSnu sudbinu skupine farmaceutika 1 drugih bioloskih relevantnih spojeva, koji
sadrze aminoalkoholne skupine (R;N(CH»),OH, gdje je n = 2-4). Na primjer, za
haloperidol, lijek koji se Siroko koristi kod neuropsihijatrijskih poremecaja, pokazano
je da je prvi reakcijski korak u bioaktivaciji upravo reakcija dehidratacije.'® Sli¢no

212

vrijedi 1 u elektrokemijskoj oksidaciji haloperidola.”© Dehidratacijski mehanizam

11

vazan je 1 u transformaciji selektivnih inhibitor serinskih proteaza2 1 stimulansa

centralnog Zivéanog sustava pipradola.’"

Prema tome, kvantno kemijski modeli primjenjeni su u istraZzivanju mogucih
produkata radikalima posredovane fotodegradacije paroksetina. Locirano je nekoliko
struktura koje ranije nisu razmatrane te je opisan detaljni mehanizam reakcija

nastajanja tih struktura. Na temelju usporedbe kvantno-kemijskih rezultata s
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dostupnim eksprimentalnim podacima, mogu se predloziti stukture III, IV, V 1 VI
(Shema 14) kao vjerojatni fotoprodukti transformacije paroksetina u vodenom

okolisu.
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4.4. Kloriranje amida s hipoklorastom kiselinom

4.4.1. Uvod
U reakcijama kloriraju¢ih specija (HOCI ili Cl,) s amidima nastaju N-
kloramidi, koji predstavljaju vazne intermedijere u kemiji okoliSa 1 biokemiji. Oni

238

imaju vaznu ulogu u ekoloskoj sudbini farmaceutika,”" te u oksidacijskim procesima

u bioloskim sustavima.'’%*¥ Takoder, N-kloramidi kao dio polimernih struktura, kao
$to su poliakrilamid i poliuretan, koriste se kao u¢inkoviti biocidi.**’

Za razliku od amina koji brzo reagiraju s kloriraju¢im agensima (vidi poglavlje
4.1.),"**1% amidi su otporniji prema procesu N-kloriranja. Neki autori tvrde da se

. g . . .. . . 241-24
amidi ne mogu klorirati u razrijedenim otopinama, 3

no postoje eksperimentalni
podaci koji pokazuju da hipoklorasta kiselina reagira s amidima.***** Reakcijski
mehanizam je nepoznat, a uloga amidnog dusSika u kloriranju jo§ je uvijek predmet
znanstvene kontroverzije.>*°

S namjerom da rasvijetli reakcijski mehanizam formiranja N-kloramida,
razmatrana su tri razli¢ita mehanizma kloriranja amida hipoklorastom kiselinom. N-
metilacetamid (NMA) je izabran kao modelni amid iz viSe razloga. NMA je
najjednostavniji molekulski model peptidne veze u proteinima te je kao takav bio
predmetom brojnih eksperimentalnih247 1 teorijskih istraiivanja.248’249 Takoder, NMA
moze posluziti kao prikladan model za istrazivanje mehanizma kloriranja amida u
biokemiji 1 u kemiji okoliSa. Od posebne vaznosti su reakcije hipokloraste kiseline s

250,251

aminokiselinama, peptidima 1 proteinima u fizioloskim uvjetima, te N-kloriranje

10,47,164

farmaceutika, koji sadrze amidnu skupinu, pri obradi otpadnih voda. Struktura

N-metilacetamida je prikladna za provedbu kvantno-kemijskih izracuna na visokim

e 1. . Cq. cvq e :46,252,2
teorijskim razinama, a dostupni kineti¢ki podaci*®****>3

o kloriranju NMA omogucuju
usporedbu eksperimentalnih podataka s racunalno dobivenim rezultatima.

U namjeri da se prosiri spektar relevantnih reakcija N-kloriranja, u ovu studiju
ukljuc¢eno je 1 pet modelnih amida (vidi Tablicu 9) te nekoliko psihofarmaka koji
sadrze amidnu skupinu (vidi dolje). Kvantno-kemijski pristup, koristen u ovom radu,

adekvatno prikazuje mehanisticke detalje kloriranja niza farmaceutski vaznih amida.
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4.4.2. Kloriranje N-metilacetamida

Dvije studije opisuju kinetiku kloriranja NMA u vodi, ali mehanisticki detalji
nisu dostupni.**** Eksperimentalno odredene konstante brzine reakcije, 0,0017 i
0,0067 M's™!, odgovaraju energijskoj barijeri (AG"205) od 85 odnosno 89 kJ/mol. U
kvantno-kemijskom prouc¢avanju mehanizma kloriranja NMA, sve istraZivane
reakcije Cije energijske barijere premasuju vrijednost od 100 kJ/mol smatraju se

kineti¢ki nepovoljnima i kao takve nisu relevantne za mehanizam kloriranja NMA.

N-Kloriranje amidne forme

Za ispravan opis mehanizma kloriranja amina hipoklorastom kiselinom,
potrebno je u solvatacijskom modelu ukljuciti bar tri eksplicitne molekule vode (vidi
poglavlje 4.1).'2"12%234255 N kloriranje amina mehanisti¢ki se odvija preko ciklickog
prijelaznog stanja (Shema 16) u kojoj molekule vode sudjeluju u uskladenom procesu

(istovrementi transfer protona i formiranje N-Cl veze).

H #
LN
R |T| :/
"N H
Rz c--g
H

Shema 16. Ciklicko prijelazno stanje za N-kloriranje amina (R;R;NH) s

hipoklorastom kiselinom uz asistenciju dvije eksplicitne molekule vode.

U slucaju NMA, izracunata Gibbsova energijska barijera za kloriranje amidne
skupine 1iznosi 247,1 kJ/mol. Prijelazno stanje za taj proces (bez eksplicitno dodanih
molekula voda) opisuje struktura s ciklickim rasporedom prikazana na Slici 12.
IzraCunata vrijednost za ovaj proces ne odgovara eksperimentalno dobivenoj barijeri
od 87 kJ/mol. Ukoliko se ukljuce eksplicitne molekule vode u izracune prijelaznog
stanja, barijera reakcije iznosi 244,0 kJ/mol (jedna eksplicitna voda), 153,3 kJ/mol
(dvije eksplicitne vode) 1 137,8 kJ/mol (tri eksplicitne vode). Formiranje kona¢nog
produkta N-klor-N-metilacetamida (4.4a, Shema 2) je egzergoni proces (AG, = — 40

kJ/mol). Prijelazna struktura TSa(4.4) (Slika 1) za ovu reakciju karakterizirana je
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jednom imaginarnom frekvencijom (808i cm ') koja opisuje uskladeno formiranje N-
Cl veze 1 vodom asistiranu migraciju protona unutar ciklicke strukture. Uzete su u
obzir razli¢ite konfiguracije koje ukljucuju tri molekule vode u strukturi prijelaznog
stanja (vidi Dodatne informacije). Energijska barijera od 137,8 kJ/mol odgovara
konstanti brzine od k. =~ 107'° M's™!, $to je nekoliko redova veliGine sporije od
eksperimentalno odredene konstante brzine. Slijedi da reakcijski mehanizam N-
kloriranja amina (prikazan u poglavlju 4.1) nije relevantan za opis analognog
mehanizma N-kloriranja amida.

Kako bi se odredio prikladan mehanizam koji bi bio u skladu s
eksperimentalnim podacima, razmatrana su dva dodatna reakcijska puta kloriranja:
prvi, u kojem prvo dolazi do kloriranja karbonilnog kisika, nakon cega slijedi
intramolekulski transfer klora s O na N atom te drugi, u kojem reakciji N-kloriranja

NMA prethodi proces tautomerizacije amidne u iminolnu formu NMA.

H
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reakiska koordinata
Shema 17. Shematski energijski profil (G3B3 + AGs,y) za tri moguca mehanizma
kloriranja NMA. Energija trans-NMA (4.1a) 1 HOCIl-a u kompleksu s jednom
molekulom vode postavljena je kao nulta tocka na PES-u (isprekidana linija). Siva
vrpca oznacava eksperimentalnu barijeru za N-kloriranje NMA (uzev$i u obzir

eksperimentalnu pogresku od = 5 kJ/mol).
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Slika 12. Strukture prijelaznih stanja, optimizirane na B3LYP/6-31G(d) razini, za N- i
O-kloriranje NMA (TSa 1 TSo) te N-kloriranje iminolne forme (TS;). Duljine veze u
angstremima (M06-2X/6-311+G(2d,p) vrijednosti u kurzivu).

Tablica 8. Relativna Gibbsova slobodna energija (AGaos; u kJ/mol) reaktanata,”
intermedijera, produkata te struktura prijelaznih stanja uklju¢enih u N-kloriranje
NMA, izradunatih na razli¢itim teorijskim razinama u vodi kao modelnom otapalu.”
Razmatrana su tri razlicita reakcijska puta: N-kloriranje NMA u jednom koraku (4.1a
— TSa(4.1) — 4.4a), tautomerizacija NMA koju sljjedi N-kloriranje iminolne forme
(4.1a — TSt(4.1) — 4.3 — TSi(4.3) — 4.4b) te O-kloriranje NMA kojeg slijedi
intramolekulski transfer klora (4.1a — TSo(4.1) — 4.2 — TS¢(4.2) — 4.4b).°

B3LYPY BMK® Mo06-2X" B2-PLYPD%/ B2K-PLYP"/ G3B3

B3LYP B3LYP
4.1a + HOCI(HO0) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4.1b + HOCI(H,0) 5.8 5,0 2,6 03 5.8 6,8
4.2 + (H,0), 88,4 76,5 69,8 82,1 74,4 74,8
4.3 + HOCI(H,0) 543 56,5 45,1 492 574 53,2
4.4a + (H,0), 23,7 -53,5 42,9 342 39,4 433
4.4b + (H,0), 9,0 -52,2 -53,5 40,4 47,5 -50,8
TSA(4.1) 118,6 158,0 124,9 123,4 141,5 137,8
TS1(4.1) + HOCI(H,0) 72,7 88,4 66,0 71,0 86,3 87,3
TS(4.3) 84,8 96,0 85,1 71,8 82,9 84,1
TSo(4.1) 132,2 173,6 145,1 148,1 180,4 166,6
TSa(4.2) + (H,0), 188,6 192,1 197,2 177,5 166,3 169,5

* Gibbsova slobodna energija reaktanata (4.1a u kompleksu s dvije molekule vode i
HOCI u kompleksu s jednom molekulom vode) postavljena je kao nulta to¢ka na
PES-u.” CPCM/UFF//B3LYP/6-31G(d) model (¢ = 78,4).° Eksperimentalna barijera
(AG",05 = 87 + 5 kJ/mol) za 4.1 — 4.4 iz referenci Error! Bookmark not defined. i
Error! Bookmark not defined.. ¢ B3LYP/6-31G(d) metoda. ¢ BMK/6-
311+G(3df,3pd)//BMK/6-311+G(2d,p) metoda. " M06-2X/6-311+G(3df,3pd)//M06-
2X/6-311+G(2d,p) metoda. ¢ B2PLYP-D/AUG-cc-pVTZ//B3LYP/6-31G(d) metoda.
B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) metoda.
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O-kloriranje amidne forme.

Reakcija O-kloriranja amidne forme prikazana je u nekoliko ranijih studija.**®
260 pretpostavka je da kloriranje zapo&inje nukleofilnim napadom karbonilnog kisika
na kloriraju¢i agens (HOCI or Cl,), pri ¢emu nastaje O-klorirani intermedijer. Slijedi
intramolekulski CI" pomak prilikom kojeg se kloronijev ion premjesta na amidni
dusik. Analogni je mehanizam predloZen je za slian niz reakcija, na primjer, za
nitrozaciju amida koja ukljuéuje izravnu adiciju NO" na karbonilni kisik nakon koje
slijedi intramolekulski pomak nitrozo skupine na amidni dugikov atom. 2*'2%

Pocetni korak O-kloriranja je u skladu s ve¢om bazi¢nos¢u karbonilnog kisika
u usporedbi s amidnim duSikom. Slobodni elektronski par na amidnom duSiku
delokaliziran je preko N-C-O skupine (Shema 18), zbog cega je smanjena
nukleofilnost amidnog dusika. No, otkriveno je da je reakcija O-kloriranja NMA
(4.1a — TSo(4.1) — 4.2) energijski manje povoljan proces od izravnog N-kloriranja
(4.1a — TSa(4.1) — 4.4a) (Shema 17). IzraCunata energijska barijera za proces O-
kloriranja, asistirana s tri eksplicitno dodane molekule vode, iznosi 166,6 kJ/mol, dok
odgovarajuca barijera za N-kloriranje iznosi 137,8 kJ/mol. Reakcijski korak u kojem
nastaje O-klorirani produkt 4.2 termodinamicki je nepovoljan; produkt 4.2(H,O), je
74,8 kJ/mol manje stabilan od pocetnih reaktanata. U sljede¢em reakcijskom koraku
dolazi do intramolekulske O — N migracije klora, preko prijelaznog stanja TSci(4.2)
te nastaje konacni produkt 4.4b. IzraCunata energijska barijera za intramolekulski 1,3-
transfer kloronijevog iona (4.2 — TSci(4.2) — 4.4b) veca je od barijere za pocetni
korak O-kloriranja (4.1a — TSo(4.1) — 4.2) (vidi Tablicu 8). Visoka energijska
barijera za taj proces tumaci se pravilom ocuvanja orbitalne simetrije, zbog kojeg je
proces 1,3-transfera izrazito nepovoljan.”***®> Poznato je da se intramolekulski

transfer kloronijevog iona otezano odvija kod kloriranih dipeptida.*®®%’
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Shema 18. Prikaz rezonantnih struktura amidne (4.1) 1 iminolne (4.3) forme NMA.
NBO vrijednosti za slobodni elektronski par na N atomu (u zagradama) i NBO
vrijednosti za naboj na N 1 O atomima (u kurzivu) izracunate su na B3LYP/6-31G(d)

razini.

N-kloriranje iminolne forme

S obzirom na visoke vrijednosti energijskih barijera, proizlazi da su N-
kloriranje 4.1a — TSa(4.1) — 4.4a 1 posebno O-kloriranje 4.1a — TSo(4.1) — 4.2
— TSc(4.2) — 4.4b, neprikladni reakcijski putovi za opisivanje mehanizma
kloriranja NMA. Zbog toga je razmotrena tre¢a mehanistiCka mogucnost, tj. N-
kloriranje iminolne forme NMA (4.1a — TSy(4.1) — 4.3 — TSi(4.3) — 4.4b). U
iminolnoj formi NMA povecana je nukleofilnost atoma dusika (vidi Shemu 18), ¢ime
reakcija N-kloriranja postaje povoljniji proces.

Poznato je da je tautomerizacija proces kojeg kataliziraju molekule vode.
Pokazano je da dvije dodatne eksplicitne vode znacajno snizuju energijsku barijeru
izomerizacije.”®® U skladu s ranijim studijama na formamidu locirano je prijelazno
stanje TSt u kojem je intramolekulski transfer protona N — O ubrzan katalitickim
djelovanjem dviju molekula vode. Struktura TSy karakterizirana je imaginarnom
frekvencijom (1390; cm™') koja odgovara migraciji protona s N na O atom uz
asistenciju molekula vode. Izradunata barijera (AG"05) iznosi 87,3 kJ/mol &to je u
skladu s eksperimentalnim rezultatima.

Iminolna forma 4.3 je 53.2 kJ/mol manje stabilna od amidne forme 4.1a, ali je
reaktivnija. Nukleofilnost iminolnog duSikova atoma je veca, kao §to je opisano
odgovaraju¢im rezonantnim strukturama (Shema 18). NBO analiza dodatno potvrduje
vecu nukleofilnost dusikovog atoma u iminolnoj formi. Popunjenost dviju prirodnih
orbitala sa slobodnim elektronskim parom na dusiku (LPy) 1 naboj duSikovog atoma

(Qn) u iminolnoj formi ve¢i su ((ALPy = 0,184; AQn = —0,289 au) u odnosu na
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amidnu formu, Sto ukazuje na vecu nukleofilnost iminola. Dobiveni rezultati su u
skladu s ranijim teorijskim rezultatima koji sugeriraju da bromiranje uracila®® (s

HOBr) i kloriranje imidazolidinona®"

(s HOCI) takoder uklju¢uju iminolne
intermedijere.

Proces transfera klora s HOCI-a na iminol potpomognut je eksplicitno
dodanim molekulama vode. Najpovoljnija konfiguracija voda u stukturi prijelaznog
stanja TSy (Slika 12.) ukljucuje molekulu HOCI 1 dvije molekule vode u ciklickom
rasporedu te jednu molekulu vode koja se ponasa kao donor vodikove veze kisikovom
atomu u HOCI. Struktura TSy je 30,9 kJ/mol manje stabilna od strukture iminola 4.3,
Sto odgovara energijskoj barijeri od 84,1 kJ/mol (u odnosu na pocetne reaktante).
Reakcijski korak N-kloriranja iminola ima niZu barijeru od procesa 4.1a — 4.3, §to
znacCi da je tautomerizacija korak koji odreduje ukupnu brzinu reakcije. U oba su
slu¢aja (4.1a — 4.3 1 4.3 — 4.4b) izraCunate energijske barijere u skladu s
eksperimentalnim podacima.

Prema tome, N-kloriranje iminola 4.3 povoljnije je od N-kloriranje amida 4.1a
za 50 kJ/mol. Reakcija N-kloriranja amida 4.1a preko O-kloriranog intermedijera 4.2
najmanje je povoljan proces. Slijedi da je tautomerizacija amida u nukleofilniju

iminolnu formu preduvjet za N-kloriranje NMA.

4.4.3. N-Kkloriranje modelnih amida

Osim za NMA, izracunate su energijske barijere za N-kloriranje niza modelnih
amida (Tablica 9). Razmatrana su dva mehanizma (Shema 19): izravno N-kloriranje
amidne forme (A — P) te tautomerizacija amida koju slijedi N-kloriranje iminolne
forme (A — I — P). Svi izracuni izvedeni su koriste¢i G3B3 kompozitni model 1
B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) metodu za koju je pokazano da
reproducira podatke dobivene G3B3 modelom (vidi Tablicu 1.).

A
TSA:/ XS:,P
! TSi,p P

Shema 19. Dva reakcijska puta formiranja N-kloramida (P): izravno N-kloriranje
amida A preko TSa_p te tautomerizacija TSa—1 koju slijedi N-kloriranje iminola I

preko TSy_p.
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Tablica 9. Relativne Gibbsove energije (AGaos; u kJ/mol) reaktanata,” intermedijera,
produkata, 1 struktura prijelaznog stanja uklju¢enih u N-kloriranje odabranih amida,
izraCunate koriste¢i G3B3 model 1 B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d)
metodu (u kurzivu) u vodi kao modelnom otapalu.” Razmatrana je tautomerizacija (A
— I) 1 dva razli¢ita mehanizma kloriranja: N-kloriranje amidne forme (A — P) 1 N-

kloriranje iminolne forme (I — P).

Amid  Iminol Kloramid AG" 05
Struktura TSA*,[ TSAHP TS]*,])
A I P eksp.
/\”NHz 4.5 0,0 58,4 -49,8 85.5 149.,9 87,9
2°
0 0,0 50,8 -51.4 84.8 152.9 80,5 83
/\H/NH\ 4.6 0,0 61.0 -35.2 97,7 144.5 922 .
A
0O 0,0 64.5 -37,6 95.8 146,5 90,8 83
\[TN H_ -~ 47 0,0 48,0 -60,1 82.3 129,0 87,2 ;
o) 0,0 52.7 -61.8 82.4 134.0 92.1 50.4
NH 4.8 0,0 46,0 -49,1 81.2 158,6 93.1
L):O 0,0 51.0 -41.0 81.2 145.4 96,9 )
C>:O 4.9 0,0 9,5 -34.0 61.7 166,9  73.0
\ NH 0,0 11.0 -34.3 58,8 171.9 709 i

* AGyog reaktanata (amid u kompleksu s dvije molekule vode i HOCI u kompleksu s
jednom molekulom) postavljena kao nulta to¢ka na PES-u. ® CPCM/UFF//B3LYP/6-
31G(d) model. ¢ Eksperimentalna vrijednost iz ref. 271 ¢ Eksperimentalna vrijednost
iz ref. 253 ° Eksperimentalna vrijednost (AGaes = 16,8 kJ/mol) iz ref. 272

U svim slu¢ajevima, energijska barijera N-kloriranja iminola je niza (40 — 100
kJ/mol) od barijere za izravno N-kloriranje amidne forme. Izracunati podaci pokazuju
da svi amidi istrazivani u ovoj studiji slijede isti mehanizam kloriranja, u kojem je
klju¢ni korak formiranje iminolne forme. Ovi podaci upucuju na zakljucak da je
reakcija tautomerizacije (A — 1), koju slijedi N-kloriranje iminolnog intermedijera (I

— P), op¢i mehanizam za N-kloriranje amida.
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4.4.4. Kloriranje psihofarmaka s amidnom skupinom

U opisu mehanizma za N-kloriranje psihofarmaka s amidnom skupinom,
izabrane su tri skupine lijekova: dibenzazepini (antikonvulzivi 1 stabilizatori
raspolozenja iz skupine a, npr. karbamazepin), barbiturati (hipnotici iz skupine
barbiturata), 1 hidantoini (antiepileptici). Spoznaje o mehanizmima kloriranja NMA,
korisne su za dizajn istraZzivanja analognih reakcija na odabranim psihofarmacima.
Razmatrani su samo oni reakcijski putevi koji su, na primjeru modelnih amida, bili
kineti¢ki 1 termodinamicki povoljni: izravno N-kloriranje amidne skupine 1 N-
kloriranje iminolne forme.

Zbog velicine istrazivanih molekulskih struktura, G3B3 kompozitni model
nije prikladan (iz prakticnih razloga), no B2K-PLYP metoda dobro odgovara

zahtjevima ucinkovitosti i to¢nosti (vidi Poglavlje kloriranja amida).

Hidantoini

Hidantoin, odnosno glikolilurea, organski je spoj koji sadrzi heterociklicki
prsten 1 pripravlja se reakcijom glikolicne kiseline 1 uree. Predstavlja oksidiranu
formu imidazolidina. Prvi ga je izolirao Alexander von Baeyer koji je promatrao
hidrogenaciju alantoina po ¢emu je spoj dobio ime. Danas se hidantoin pripravlja
kondenzacijom cijanohidrina s amonijevim karbonatom. Hidantoinska skupina dio je
mnogih farmakoloSki aktivnih supstanci, ali 1 nekih pesticida poput imiprotrina ili
fungicida iprodiona. Medutim, izraz hidantoini u farmaceutskoj se kemiji uglavnom
odnosi na skupinu antikonvulziva, derivata hidatnoina, u kojoj se nalaze fenitoin,
mefenitoin, fosefenitoin i etotoin.

Fenitoin (D) pripada skupini antikonvulziva, derivata hidantoina. Koristi se za
kontrolu toni¢ko-klonickih (grand mal) 1 parcijalnih napadaja (fokalnih) s
jednostavnom ili kompliciranom simptomatologijom. Takoder se koristi za prevenciju
1 lijeCenje napadaja koji se mogu javiti tijekom ili nakon neurokirur§kih operativnih
zahvata ili nakon tezih povreda glave. Osim za tretman epilepsije, upotrebljava se i za
lijeCenje neuralgije trigeminus kao drugi lijek izbora ukoliko je karbamazepin
nedjelotvoran.

Pokazano je da oba dusSikova atoma N; 1 N3 (Shema 20) u fenitoinu mogu biti
klorirana hipoklorastom kiselinom,””” ali nije poznato koji je dusikov atom

nukleofilniji, odnosno koji brze reagira s HOCI. Postoje dokazi da u reakciji
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kloriranja 5,5-dialkilhidantoina najprije reagira N3 polozaj, a tek nakon toga N;
polozaj pri ¢emu nastaje diklorirani produkt.””
Cl

Oﬁ/m Ph
N

H 3 Ph

P, (-56.5)

HOCI/3H20T(112.5)

155.5 HOL_N, Ph

HOCI/3H,0 \Nr
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Shema 20. Kloriranje N; 1 N3 polozaja u iminolnoj formi antiepileptika fenitoina.
Relativne energije (AGaos. u kJ/mol; u zagradama) za svaku speciju izraCunate su na
B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31g(d) teorijskoj razini u vodi kao

implicitnom otapalu.
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Tablica 10. Odabrane strukture hidantoina.

Farmaceutska supstanca Amid  Iminol N-kloramid
TSA*,] TSA*,]) TSI‘PP
A | P

Hidantoin 4.10 0,0 38,9 -38,8 47,2 118,2
Fenitoin D 0,0° 51,8 —68,7 69,7 155,5° 102,7
Fosfenitoin 4.11 0,0 51,2 =34 52,1 119,9
Mefenitoin 4.12 0,0 429 —4.,6 57,2 115,7
Etosuksimid 4.13 0,0 43,9 -20,6 56,7 101,2

"Razmatran je reakcijski put A — I3 — P, (vidi Shemu 20.). bEnergijska barijera za
proces N1-kloriranja.

O._.OH
| “OH
O O ﬁ 0
HN//< NHJ< N ™
//I'\/ N NN H \ //<N H N
O O Ph O Ph o)j ph O
Hidantoin Fenitoin Fosfenitoin Mefenitoin Etosuksimid

Slika 13. Derivati odabranih hidantoina u reakcijama kloriranja

Kao 1 u slu€aju N-kloriranja NMA, reakcijski mehanizam N-kloriranja
fenitoina nuzno ukljucuje iminolni intermedijer. Energijska barijera za N-kloriranje
iminolne forme je za 50 kJ/mol niZza od barijere za izravno N,-kloriranje amidne
forme (Shema 20 1 Tablica 10), Sto je za viSe od osam redova veliCine razlika u
konstani brzine reakcije. Tijekom pokuSaja optimizacije strukture prijelaznog stanja
za Nj-kloriranje u amidnoj formi fenitoina, dolazi do pomaka protona uslijed kojeg
nastaje iminolni oblik. Do istog pregradivanja (tautomerizacije) dolazi tijekom
geometrijske  optimizacije  strukture prijelaznog stanja za  N-kloriranje
imidazolidina.””® Zbog toga reakcija N3-kloriranja amidnog oblika nije vjerojatna
(Shema 20.), jer odgovarajucu strukturu prijelaznog stanja nije moguce locirati na
PES-u.

Prema izraCunima, energijska barijera kloriranja N3 polozaja u iminolnoj
formi I3 je niza za 9,8 kJ/mol od one koja odgovara kloriranju N; polozaja (Shema
20.), aiznosi 102.7 kJ/mol.

U reakcijama tautomerizacije amidne forme fenitoina mogu nastati tri
iminolna intermedijera (Shema 20.). Relativne se energije iminola nalaze u rasponu

od 8,7 kJ/mol, a najstabilnija iminolna forma je I3, koja je ujedno i intermedijer u
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reakciji kloriranja N3 polozaja, dok je iminolna forma I; klju¢ni intermedijer za
kloriranje N; poloZzaja.

Na strani produkata izraCunato je da je Nj-klorirani fenitoin (P;) za 12.2
kJ/mol stabilniji od N,-kloriranog oblika (P;). To je mogucéa posljedica sterickih
odbijanja izmedu atoma klora na N; polozaju 1 aromatskih vodikovih atoma u N/-CI
formi. Isti stericki efekti opisani su 1 kod N;-kloriranih produkata spiro-substituiranih
hidantoina.*”

Energijska barijera za N-kloriranje etosuksimida pribliZzava se vrijednosti od
100 kJ/mol, kao 1 kod fenitoina, dok za sve druge antiepileptike (fosfenitoin,
mefenitoin te osnovni spoj, hidantoin), energijska barijera iznosti izmedu 115 1 120

kJ/mol.

Barbiturati

Barbiturati su skupina lijekova koji djeluju kao depresori srediSnjeg zivéanog
sustava, zbog Cega se koriste kao anitiepileptici, anestetici, sedativi 1 hipnotici. Rijec¢
je o derivatima barbituratne kiseline, koja je pripravljena 1864. godine reakcijom uree

i dietilnog estera malonske kiseline.?”°

R1 R
Shema 22. Barbiturna kiselina (4.14, X=0, R;=R,=R;=H) s oznacenim poloZajima

atoma

Barbiturna kiselina ne pokazuje navedena farmakoloSka svojstva, ve¢ njezini
derivati s odgovaraju¢im alkilnim i aromatskim skupinama na ugljikovom atomu C5
(Shema 22). Zamjenom kisika, vezanog na ugljikov atom C2, atomom sumpora
proSiruje se kemijski spektar barbiturata prema aktivnosti, svojstvima i
stabilnosti.”>*”” Prvi barbiturat (barbital ili dietilbarbital) pripravljen je 1903., a drugi
(fenobarbital, E) 1911. godine. Danas je poznato preko 2500 derivata, no samo ih
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pedesetak ima svoju klini¢ku primjenu. Terapijska 1 klinicka primjena barbiturata bila
je najucestalija sredinom 1960-ih.”’**’® Zbog ogranienog terapijskog doziranja,
ovisnosti 1 nuspojava koje izazivaju, barbiturati su danas zamijenjeni
benzodiazepinima, skupinom lijekova sli¢nog terapijskog ucinka, ali manje izraZenih
nuspojava, poput razvoja tolerancije i ovisnosti. Ipak, desetak barbiturata jo§ uvijek se
koristi za odredene terapije u humanoj medicini, prvenstveno kod bolesti epilepsije,
dok im je Sira primjena u veterinarstvu, posebice za uspavljivanje zZivotinja.

lako barbiturati danas nisu u rasirenoj upotrebi, istrazivaci redovito otkrivaju
njihovu prisutnost u okolidu. 2*?"** Tako su studije iz 1990-ih pokazale prisutnost
barbiturata u podzemnim vodama u blizini odlagaliSta otpada na Floridi 1 u Danskoj,
na kojima se medicinski 1 farmaceutski otpad odlagao tijekom 1960-ih 1 1970-ih

godina 281,282

Detekcija barbiturata desetlje€ima nakon S$to su ispuSteni u okoli$
ukazuje na njihovu izrazitu perzistentnost. Isto potvrduje 1 studija iz 2006. godine, u
kojoj je eksperimentalno dokazana otpornost barbiturata prema biorazgradnji u
aerobnim uvjetima i prema hidrolizi.”* Jednom ispusteni u okoli§ barbiturati pokazuju
stabilnost tijekom duzeg vremenskog perioda, posjedujuéi izraZzeno svojstvo
rekalcifikacije. Barbiturati su pronadeni u mikrogramskim koncentracijama (pug/L) i u
otpadnim vodama u okolici Berlina, kao i u rijekama Rajni 1 Muldi, a smatra se da su
im izvor uglavnom industrijske otpadne vode.””>*!

Podaci o ekotoksikoloskim ucincima barbiturata su oskudni. Opisani su
sluCajevi trovanja Zzivotinja koje su se hranile neprikladno pohranjenim leSevima
Zivotinja eutanaziranih barbituratima.”®**® S obzirom na slabu istraZenost njihovog
ponasanja u okoliSu, pojavnost i visoku stabilnost, barbiturati predstavljaju zanimljivu
terapijsku skupinu za detaljnija ekotoksikoloSka istrazivanja. EkotoksikoloSka
svojstva barbiturata bitno ovise o njithovoj kemijskoj sudbini u okoliSu. Dosadasnje
analiticke studije ukazuju na znatnu stabilnost barbiturata u tlu 1 u okoliSnim vodama.
Dokazano je da kloriranjem otpadnih voda nije moguce eliminirati barbiturate,

odnosno pregraditi u manje spojeve. To znaci da u okoliSu barbiturati zadrzavaju

farmakoloska svojstva te tako mogu izazvati niz nezeljenih ucinaka.
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Shema 21. Mogu¢i mehanizmi N-kloriranja barbiturata

Primjenom kvantno-kemijskih izrauna locirani su minimumi i prijelazna
stanja za reakciju kloriranja barbiturne kiseline s HOCI. Od dva opisana reakcijska
puta (N-kloriranje amidne 1 N-kloriranje iminolne forme), operativan je samo
reakcijski mehanizam koji ukljucuje iminolne meduprodukte I; 1 I, (Shema 21.).
Naime, energijska barijera za N-kloriranje amidne forme (205,4 kJ/mol) je za 50
kJ/mol viSa od barijere za N-kloriranje iminolne forme. Prema tome, da bi amidna
skupina barbiturata (O=C-NH) mogla biti klorirana, mora se u prvom reakcijskom
koraku izomerizirati u iminolnu skupinu (HO-C=N). Za tautomerizaciju amida A u
iminole (I ili I;), locirane su strukture prijelaznih stanja TSty 1 TSt2, dok su za
kloriranje iminola s HOCI u konac¢ni produkt, N-klorirani barbiturat (NCl), locirane

strukture prijelaznih stanja TSy 1 TSp2.
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Slika 14. Konfiguracije eksplicitnih molekula vode u strukturi prijelaznog stanja
tautomerizacije (TSt1) 1 strukturi prijelaznog stanja N-kloriranja iminolne forme

(TSn).

Tablica 11. Strukture, kemijski 1 komercijalni nazivi barbiturata. Asignacija

supstituenata je opisana na Slici 1.

Struktura Rl R2 R3 X Naziv Trgovacki
naziv
pirimidin-2,4,6-trione;
4.14 H H H barbiturna kiselina
4.15 Et Et H O 5,5-dietil-barbiturat; barbital Veronal®
5-(cikloheks—1-en)-5-etil-

4.16 @H Et H O barbiturat; ciklobarbital Reladorm®
E EE H O 5-fem1-5—.et11—barb1turat; Luminal®
fenobarbital
4.17 Ft Me O N3-metll-S—fer}ll-S—etll—barblturat; Prominal®

metilfenobarbital
5-etil-5-fenil-heksahidropirimidin- .
4.18 © Et H - _4 6-dion; primidon Mysoline®

* Valovitom crtom prikazano je mjesto vezanja supstituenta na C5 polozaj u
barbiturnoj kiselini

Modifikacijom osnovne strukture barbiturne kiseline (4.14) dobiven je niz
supstituiranih barbiturata za koje je provjerena reaktivnost kloriranja. Supstituenti na
ispitanim strukturama ukljucuju alifatske (4.15), cikloarenilne (4.16) 1 aromatske
skupine (E, 4.17 1 4.18), a svi su predstavnici skupina bili ili se jo§ uvijek primjenjuju

u terapiji (Tablica 11 i Tablica 12).
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Tablica 12. Izracunate relativne energije (AG u kJ/mol) za minimume 1 prijelazna

stanja u reakciji N-kloriranja barbiturata s HOCI.

Struktura A I; 1, P TSt TS, TSn TSy,
barbiturata®

4.14 0,0 43,9 55,2 —4.5 55,9 64,8 151,5 147,6

4.15 0,0 46,7 343 -13,1 60,3 62,3 153,1 154,7

4.16 0,0 46,9 55,1 -7,2 74,7 68,3 154,1 149,2
E 0,0 47,9 52,8 -9,2 61,6 61,8 156,1 156,9

4.17 0,0 52,3 60,0 -5,2 67,2 70,8 162,0 163,2

4.18 0,0 36,4 —38.,6 59,2 120,5

* Struktura barbiturata je definirana asignacijom supstituenata opisanoj u Tablici 11 i
Shemom 22.

Energijske barijere izraCunate za iminolizaciju barbiturata (preko prijelaznog
stanja TSt;) variraju u rasponu od 55,9 kJ/mol za strukturu 4.14 do 74,7 kJ/mol za
strukturu 4.16. Za ostale strukture energijska razlika je neznatna, s rasponom od svega
2 kJ/mol. Energijske barijere izraCunate za iminolizaciju preko TSt razlikuju se u
rasponu od svega 6 kJ/mol (od 61,8 kJ/mol za strukturu E do 68,4 kJ/mol za strukturu
4.16). U svim slucajevima, iminolne forme su manje stabilne od odgovarajucih
amidnih formi, pri ¢emu je uglavnom stabilnija iminolna forma I;. Ukupna brzina
reakcije odredena je najsporijim elementarnim procesom, koji je i u ovom sluc¢aju N-
kloriranje iminolne forme, iz najstabilnije iminolne forme I, putem prijelaznog stanja
TSn. Raspon energijskih barijera za reakcije kloriranja (TSy1) su u rasponu od 151,5
kJ/mol, za strukturu 1 (barbiturna kiselina), do 162,0 kJ/mol, za strukturu § (N-metil-
fenobarbital) (Tablica 12.). Zanimljivo je da primidon (4.18), derivat barbiturne
kiseline, bez kisika na polozaju C2, ima najstabilniju iminolnu formu 1 najnizu
barijeru za N-kloriranje od 120,5 kJ/mol. Konac¢ni N-kloramidni produkt je stabilniji
od odgovaraju¢eg amida te je ukupna reakcija kloriranja amida termodinamicki
povoljna (A;G varira izmedu —4,5 kJ/mol 1 —13,1 kJ/mol), dok u slu¢aju primidona
(4.18) Gibbsova energija reakcije iznosi A,G = —38,6 kJ/mol.

Iz navedenog se moze uociti kako je energijska barijera za proces kloriranja
iminola (Iy/I; — P) dvostruko visa od energijske barijere za iminolizaciju barbiturata
(A — Ii/I;). Prema tome, N-kloriranje iminolne forme predstavlja reakcijski korak
koji odreduje brzinu ukupne reakcije. IzraCunata energijska barijera za kloriranje
barbiturata je visoka, uz poluvrijeme zivota t;, = 100 godina, Sto potvrduje njihovu

kineticku stabilnost, odnosno kemijsku otpornost na kloriranje.
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Raspon energijskih barijera N-kloriranja za razlicite strukture barbiturata (4.14
— 4.17 1 E) 1iznosi svega 10,5 kJ/mol. Izracunate barijere za kloriranje barbiturata
(150,3 — 156,1 kJ/mol) gotovo su dvostruko vece od barijere za kloriranje N-
metilacetamida, Sto upucuje na zakljucak da su barbiturati perzistentni farmaceutici u
uvjetima kloriranja.

S obzirom na njihovu uporabu u terapiji, razmotrene su 1 reakcije kloriranja
metilfenobarbitala (struktura 4.17) i primidona (struktura 4.18). Metiliranjem polozaja
N3 u strukturi 4, nastaje derivat 4.17. Prema dobivenim raCunskim rezultatima
metiliranje polozaja N3 dodatno povisuje barijeru kloriranja za desetak kJ/mol. 1z toga
je vidljivo da ovakva modifikacija u strukturi barbiturata dodatno doprinosi njihovoj
kemijskoj otpornosti prema kloriranju s HOCI. Za razliku od reakcije kloriranja
barbiturata 4.18, utjecaj Ns-metiliranja na energijsku barijeru iminolizacije je
neznatan. Za konac¢nu potvrdu utjecaja Ns-metiliranja na reaktivnost barbiturata
potrebno je provesti dodatne izraCune na drugim barbituratima s istom vrstom
strukturne modifikacije.

Struktura 4.18 (primidon) postoji samo u jednom iminolnom obliku. Barijera
za reakciju kloriranja iminola u ovom slugaju je znagajno niza (AG" = 120,5 kJ/mol) u
odnosu na ostale barbiturate. Energijska barijera prijelaznog stanja za iminolizaciju
strukture 4.18 ne odstupa znacajnije od odgovarajucih reakcijskih barijera kod ostalih
barbiturata, a kona¢ni produkt kloriranja znatno je stabilniji.

Iz kvantno-kemijskog opisa reakcije kloriranja barbiturata proizlazi da vecina
barbiturata, koji se jo$ uvijek terapijski primjenjuju, pokazuju kemijsku otpornost
prema reakciji kloriranja. Budu¢i je kloriranje osnovna metoda eliminacije lijekova iz
otpadnih voda, barbiturati se mogu smatrati rekalcitrantima, odnosno kemijskim
spojevima koji se dugo zadrzavaju u okoliSu u gotovo nepromijenjenom obliku.
Relativno visoke barijere kloriranja barbiturata (> 150 kJ/mol) mjera su njihove
kineticke stabilnosti te stoga imaju dugacko vrijeme poluraspada. Ekotoksikoloski
profil takvih lijekova nije prihvatljiv, jer je svojstvo perzistentnosti lijekova u okoliSu
nepovoljni parametar. Takozvani PBT indeks (Persistance. Bioaccumulation. Toxic)
nedavno je uveden kao mjerilo ekoloske prihvatljivosti lijekova.”*® Vrijednost PBT
indeksa uvijek je visoka za lijekove koje karakterizira perzistentnost, odnosno
kemijska postojanost u okolisu.

Rezultati pokazuju da se uvodenjem alkilnih, fenilnih ili cikloalkenilnih

supstituenata (na C5 polozaju) ne mijenja kinetiCki profil reakcije kloriranja
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barbiturata, pa se stoga moze zakljuciti da su steri¢ki efekti na kemijsku otpornost
barbiturata u reakcijama kloriranja zanemarivi. Takoder je pokazano da strukture
barbiturata bez jedne karbonilne skupine (primidon) mnogo lakSe podlijezu

reakcijama kloriranja.

Karbamazepin

Karbamazepin (CBZ, F) se uglavnom koristi u terapiji neuropatske boli i
epilepsije.” Takoder se koristi u terapiji i
(pogotovo u bolesnika koji ne odgovaraju na terapiju litijem) i1 sindroma ustezanja od
alkohola. Kod epilepsije nije ucinkovit u lijjeenju apsansa (petit mal) i mioklonickih
napadaja. Otkriven je 1953. 1 pripada u skupini esencijalnih lijekova u zdravstvenom
sustavu (WHO Essential Medicines).***

CBZ je medu ¢es¢im farmaceuticima koji se detektiraju u vodi, a nalazi se i u
povrSinskim vodama i obradenim otpadnim vodama u koncentracijama do 6,3
ng/L>2*%° CBZ je stabilan u okolifu, a neznatno se razgraduje u Zivim
organizmima.””' Poveéano koristenje CBZ dovodi do sve veéeg nakupljanja u
okoliSu, pa su sve CeS¢i izvjeStaji znanstvenika o negativnom utjecaju CBZ na
okolis.*** Stoga je potrebno ukloniti CBZ iz okolida, kako bi se izbjegle nezeljene
posljedice na Zive organizme.””

Razmatrani su bioloski,>*"****® kemijski,”®’ te absorpcijski®® procesi
razgradnje 1 uklanjanja CBZ iz okoliSa. Najc¢es¢i nacin prociS¢avanja otpadnih voda je
kemijsko-tehnoloski proces kloriranja. Stoga je potrebno prouciti interakciju
kloriraju¢ih specija sa CBZ. To je podrucje istrazivanja obiljezeno kontradiktornim
podacima. U ranijim se studijama proces kloriranja prikazuje kao nedjelotvoran za
eliminaciju CBZ, dok novije studije ukazuju da CBZ reagira s kloriraju¢im agensima.

Pokazano je da CBZ reagira s hipoklorastom kiselinom u vodenom mediju, pri
¢emu nastaje N-kloramid. Kloriranje slijedi kinetiku drugog reda, a konstanta brzine
reakcije pri pH 7 iznosi 1.7 x 10° < k. < 1.4 x 10* M's™" §to odgovara energijskoj
barijeri od AG's =~ 95 — 123 kJ/mol.****° Svi istraZivani procesi, za koje je
izraCunata energijska barijera manja od eksperimentalne barijere doprinose ukupnoj
brzini reakcije. Kako bi se provjerilo sudjeluje li proces N-kloriranja u procesu HOCI-
inducirane transformacije karbamazepina, primjenjen je racunalni pristup testiran na

modelnom amidnom sustavu (NMA).
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Izracunata energijska barijera za N-kloriranje amidne forme karbamazepina,
preko TSa_p, je visoka 1 iznosi AG#zgg =159,9 kJ/mol. Prema tome, ovaj mehanizam
nije prikladan za opis reakcije izmedu hipokloraste kiseline 1 karbamazepina u vodi.

Vjerojatniji mehanizam kloriranja karbamazepina ukljucuje dva reakcijska
koraka. U prvom koraku (AG"s = 86,3 kJ/mol) dolazi do tautomerizacije
karbamazepina, pri ¢emu nastaje iminolni intermedijer. Iminolna forma je manje
stabilna (za 40 kJ/mol), ali je reaktivnija od amidne forme. IzraCunata energijska
barijera za N-kloriranje iminolne forme karbamazepina iznosi 112,1 kJ/mol 1 nalazi se
unutar eksperimetalnih granica pogreske. Struktura prijelaznog stanja u kojoj tri
molekule vode sudjeluju u kloriranju iminolne forme prikazana je na Slici 14. Ta je
struktura prijelaznog stanja nuzna za razumijevanje mehanizma u kojem nastaje N-

kloramidni derivat karbamazepina.

Slika 14. Optimizirana struktura prijelaznog stanja za N-kloriranje iminolne forme

karbamazepina

109



4.4.5. Pregled mehanizma kloriranja amida

Iminolna je forma zbog vece nukleofilnosti, u usporedbi s amidnom formom,
prikazana kao vazan intermedijer u mnogim kemijskim reakcijama.’® Iminolni
intermedijer je od posebne vaZnosti za proces ,,pogre§nog® sparivanja baza,’’! te u
kompleksaciji metalnih iona koji utjetu na konformaciju peptida.’®® Nagim je
istrazivanjem proces N-kloriranja amida uvrSten na popis reakcija u kojima je iminol
kljucni reaktivni meduprodukt. Kloriranje amida od velike je vaznosti u biokemiji 1
kemiji okoliSa, no reakcijski mehanizam joS nije rasvijetljen.

Razmatrana su tri razli¢ita mehanizma kloriranja amida hipoklorastom
kiselinom: (i) izravno N-kloriranje amidne forme, koje je analogno s mehanizmom N-
kloriranja amina, (if) O-kloriranje amida nakon kojeg slijedi transfer klora s O na N
atom te (7if) tautomerizacija amida u iminolnu formu koja zatim sudjeluje u reakciji
N-kloriranja. U svim slucajevima, sudjelovanje molekula vode je vazno, jer se
energijske barijere svih reakcija znatno snizuju ukljucivanjem eksplicitnih molekula
voda.

Prema svim teorijskim modelima, najpovoljniji reakcijski put je onaj u kojem
najprije nastaje iminolni intermedijer, a zatim slijedi reakcija N-kloriranja. Racunalni
rezultati za taj mehanizam u skladu su s eksperimentalnim podacima. Naprotiv, N-
kloriranje amidne forme je redovito za 50 kJ/mol skuplji proces, Sto odgovara razlici
u brzinama reakcije od preko 8 redova veli¢ine. Eksperimentalna energijska barijera
(AG"0s =~ 87 kJ/mol) za kloriranje modelnog amida NMA reproducirana je
koriStenjem B2K-PLYP (86,3 kJ/mol) 1 G3B3 (87,3 kJ/mol) teorijskih modela. Isti
reakcijski put za N-kloriranje, koji ukljucuje iminolni intermedijer, predlozen je za niz
modelnih amida, kao 1 za psihofarmake koji sadrze amidnu skupinu. Time se
potvrduje naSa hipoteza o op¢em mehanizmu reakcije N-kloriranja ve¢ine amida:
formiranje iminolnog tautomera koji sudjeluje u reakciji s hipoklorastom kiselinom,
pri cemu nastaje konac¢ni produkt, N-klorirani amid.

Usporedbom razli¢itih psihofarmaka s amidnom funkcionalnom skupinom u
strukturi, uocena je velika razlika u reaktivnosti prema N-kloriranju (Tablica 13).
Najbrzi proces je N-kloriranje iminolne forme fenitoina, karbamazepin se klorira
brzinom koja je za jedan red veli¢ine manja, dok N-kloriranje iminolne forme
barbiturata ide vrlo sporo. Nastanak iminolne forme fenitoina nije najbrzi proces.

Brzu tautomerizaciju pokazuje barbital, dok znacajno viSu energijsku barijeru za
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tautomerizaciju posjeduje karbamazepin, ali 1 dalje je korak koji odreduje brzinu
reakcije N-kloriranje iminolne forme.

Iz navedenih podataka, proizlazi da fenitoin i karbamazepin lako podlijezu
reakcijama N-kloriranja te moguéim naknadnim pregradivanjima nastalih kloramida.
Suprotno tome, barbiturati su kemijski otporni na procese kloriranja i zbog toga se

nakupljaju u okoliSu.

Tablica 13. Relativna Gibbsova energija (AGags, kJ/mol) reaktanata,” intermedijera,
produkata, 1 struktura prijelaznih stanja uklju€enih u N-kloriranje farmaceutika s
amidnom skupinom, izracunata je na B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31g(d)
razini u vodi.” Razmatrana je tautomerizacija (A — 1) i dva razli¢ita mehanizma

kloriranja: N-kloriranje amidne forme (A — P) i1 N-kloriranje iminolne forme (I —

P).
Farmaceutska Amid  Iminol  N-kloramid AG" 0
TSA*,] TSA*,]) TSI‘PP
supstanca A I P Eksp.
Fenitoin D 0,0°¢ 51.8 —68,7 69,7 155.5 102.7 -
Fenobarbital E 0,0 46,7 —-13.1 60,3 205.4 153.1 -
95¢
Karbamazepin F 0,0 60,2 —44.0 86,3 159,9 112.1 1234

* Gibbsova slobodna energija reaktanata (amid u kompleksu s dvije molekule vode i
hipoklorna kiselina s jednom molekulom vode) postavljena je kao nulta to¢ka na PES-
w '’ CPCM/UFF//B3LYP/6-31G(d) model. ¢ Eksperimentalna vrijednost iz ref. 39 ¢
Eksperimentalna vrijednost iz ref. 299 “Razmatran je najpovoljniji put A — Iz — P,
(vidi Shemu 5). " Energijska barijera za proces N1-kloriranja.
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4.5. Reakcije pregradivanja karbamazepina s hipoklorastom

Kkiselinom

Teku¢inskom  kromatografijom povezanom s ionskom-stupicom i
spektrometrom masa (LC-ITMS metoda) dobiveni su [M+H'] signali: 194.2, 2081,
222.1 i 253.3 m/z, **° koji opisuju Sest razgradnih produkata nastalih u reakciji
karbamazepina (CBZ, F) i HOCI u vodi. Signal u masenom spektru, m/z 208,1,
prikazuje dvije razli¢ite izomerne strukture. Isto vrijedi 1 za maseni signal m/z 194.2.
Prema tome, pregradivanjem CBZ pod utjecajem HOCI nastaje Sest produkata.
Mehanizmi odgovarajucih reakcija pregradivanja do sada nisu bili poznati.

Rezultati istrazivanja mogucih reakcijskih puteva pregradivanja pokazuju da
se uz N-kloriranje amidne skupine (vidi 4.4), odvija reakcija epoksidacije
karbamazepina (Slika 15). Stoga, osim N-kloriranog derivata (5.2), nastaje 10,11-
epoksidni derivat karbamazepina (5.3). Njihovim daljnjim pregradivanjima nastaje
niz razgradnih produkata koji odgovaraju eksperimentalnim podacima iz masenog

spektra.

RAZGRADNI
PRODUKTI

.

Slika 15. Reakcijski mehanizam pregradivanja F koji ukljuc¢uje N-kloramidni (5.2) 1
10,11-epoksidni (5.3) intermedijer.
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4.5.1. N-Kkloriranje karbamazepina

U LC-ITMS analizi*” reakcijske smjese (F i HOCI) nije uoden N-kloramidni
derivat karbamazepina (5.2). No, u ranijim spektrometrijskim analizama®” prikazan je
molekulatni ion s m/z signalom od 271, koji odgovara strukturi 5.2. Kloramidi su
reaktivne specije, koje se mogu brzo pregradivati u vodenom okolisu.”**~* Stoga je
mogucénost detekcije tih intermedijera ovisna o reakcijskim uvjetima. Reakcija
kloriranja F analogna je mehanizmu kloriranja NMA, hidantoina 1 barbiturata (vidi
4.4). Procesom tatuomerizacije (preko TSr s1) karbamazepin se transformira u
reaktivniji iminolni oblik, 5.1, koji u reakciji s HOCI daje 5.2 (Shema 23). U oba
reakcijska koraka, vaznu ulogu imaju eksplicitne molekule vode, koje kataliziraju
prijenos atoma vodika, s atoma duSika na atom kisika (nastanak iminola), a zatim s
atoma kisika iminola na atom kisika HOCI. Struktura prijelaznog stanja za kloriranje

iminolne forme (TSs.1_s.2) prikazana je na Slici 16.

OOOOOO

07 “NH, HO/J%NH 07 “NHCI
F 5.1 5.2

Shema 23. Tautomerizacija karbamazepina (F — 5.1) 1 kloriranje iminolne forme

(5.1 - 5.2).
Energijska barijera izvedena iz kinetickih podataka odgovara Gibbsovoj slobodnoj

energiji aktivacije izmedu 94 i 99 kJ/mol.**** Izratunate energijske barijere

odgovaraju eksperimentalnim podacima (Tablica 14).
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Slika 16. Strukture prijelaznih stanja za N-kloriranje (TSr 5.1, gore) i epoksidaciju
(TSk 53, dolje) F s HOCI, optimizirane na B3LYP/6-31G(d) razini. Udaljenosti

izmedu atoma izrazene su u angstremima.
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Tablica 14. Relativne Gibbsove slobodne energije (AGaes, kJ/mol) struktura
reaktanata,” intermedijera, produkata i prijelaznih stanja koja sudjeluju u N-kloriranju

1 epoksidaciji karbamazepina, izraCunate su na razli¢itim teorijskim razinama u vodi

kao implicitnom otapalu®

Struktura B3LYP® B2K-PLYPY B2-LYPD® MP2f MP2¢
F

0 0 0 0 0
+HOCI(H,0)
5.1

62,6 60,2 58,9 56,9 56,2
+HOCI(H,0)
5.2

-33 —44 485 —67.8 —64.,0
+ (H,0),
53

-93.7 —94.4 933 ~114,0 ~108,0
+ HCI(H,0)
5.4
+HNCO 31,9 33,7 26,4 41,5 39,8
+HOCI(H,0)
5.4
+ CINCO 4,7 -3,7 ~6,6 2.2 23
+ (H,0),
TSk 5.

62,2 70,3 64,8 64,4 62,2
+HOCI(H,0)
TSs1 52 107,4 115,6 105,7 99,6 100,0
TSk 53 88,9 125,9 95,7 95,5 96,3
TSk 5.4

147.8 1658 127.,8 122,2 122.,0
+HOCI(H,0)
TS5 5.4

79,2 32,2 -1,6 ~1,1 0,8
+ (H,0),

*Gibbsova slobodna energija rektanata (F u kompleksu s dvije molekule vode i HOCI
kompleksiran s jednom molekulom) postavljena je kao nulta tocka na PES-u;
intermedijeri 1 produkti su kompleksirani s dvije molekule vode. b CPCM(UFF, a =
1.1)//B3LYP/6-31G(d) teorijska razina (¢ = 78,4) *B3LYP/6-31G(d) ‘B2K-PLYP/6-
311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) ¢ B2PLYP-D/6-311+G(3df2p) [ MP2/6-
311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) ¢ MP2/G3MP2Large//B3LYP/6-31G(d).
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4.5.2. Epoksidacija karbamazepina

Od tridesetak metabolita F izoliranih u bioloSkim sustavima, klinicki je
najvazniji ~ 10,11-epoksid  karbamazepina  (5.3).  Strukturni je  izomer
oksakarbamazepina, lijeka koji pripada istoj skupini kao 1 5. Spoj 5.3 je produkt
razgradnje F u okoli§u.*® U LC-ITMS analizi®”® reakcijske smjese, produkt 5.3
odgovara masenom signalu m/z 253.3. Isti je signal izmjeren u razli¢itim reakcijama
pregradivanjima F u razli¢itim reakcijskim uvjetima: aerobna razgradnja u zemlji ili
bioreaktoru, razgradnja uz UV-zracenje, UV-zracenje 1 peroksidaciju, oksidacija s
CLO ili Cl,,3%299-305306

U reakciji izmedu F 1 HOCI epoksidacija 1 N-kloriranje su kompetitivni
procesi. Mehanizam epoksidacije F s HOCI slican je ranije opisanom mehanizmu
epoksidacije etilena.'” Atom kisika iz HOCI se premjesta na C10-C11 dvostruku
vezu F preko strukture prijelaznog stanja TSy 53 (Slika 16.), u kojoj atomi C10, C11 1
O opisuju vrhove trokuta (C10-C11: 1,39 A, C10-0: 2,38 A i C11-O: 1,91 A). Ovaj
proces je kataliziran s tri eksplicitne molekule vode koje olakSavaju transfer atoma
vodika izmedu O 1 Cl atoma u HOCI. Izracunata energijska barijera za epoksidaciju F
je 95,7 kJ/mol (Tablica 14.), Sto je usporedivo s barijerom za reakciju N-kloriranja
(99,6 kJ/mol). N-kloriranje je neSto sporiji proces (viSa energijska barijera) te je
termodinamicki nepovoljniji. Produkti N-kloriranja (5.2 1 H,O) su 48,5 kJ/mol
stabilniji od reaktanata, dok su produkti epoksidacije (5.3 i HCI) za 93,3 kJ/mol
stabilniji od pocetnih reaktanata (F 1 HOCI).

4.5.3. Formiranje iminostilbena

Tranformacija F u iminostilben opisana je u mnogim biokemijskim 1
analitickim istrazivanjima, ali detaljni mehanizam reakcije nije istraZzen. Dio F se
oksidira u iminostilben u metabolizmu u jetri pomoéu citokromom P450 enzima.*”’
Iminostilben (5.4, dibenz[b,flazepin) odgovara signalu od 194 m/z u MS spektru.?**=%
U nekim slucajevima, 5.4 nastaje kao nusprodukt termalne razgradnje F tijekom GC
kromatografije.*”’

Formiranje iminostilbena mozZe se prikazati pomoc¢u dva razliCita reakcijska
mehanizma: 1) eliminacijom izocijanatnog (HNCQO) fragmenta (deamidacija) iz

karbamazepina, ili 2) eliminacijom klor-izocijanatog (CI-NCO) fragmenta iz N-

kloriranog karbamazepina (Tablica 14 1 Shema 24).
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Shema 24. Pregradivanje karbamazepina (F) u iminostilben (5.4) preko dva razli¢ita

mehanizma

IzraCunata energijska barijera, bez eksplicitno dodatnih molekula vode, za
eliminaciju izocijanatne skupine iz karbamazepina iznosi 205,9 kJ/mol. Uz katalizu
dvije eksplicitne molekule vode, koje olakSavaju prijenos vodikovog atoma,
energijska barijera iznosi 127,8 kJ/mol (Tablica 14). To je relativno visoka barijera,
Sto ukazuje da nastanak iminostilbena (5.4), kao artefakta u GC analizi
karbamazepina, zahtjeva visoku temperaturu. Struktura prijelaznog stanja TSf s4 za
ovaj proces karakterizirana je jednom imaginarnom frekvencijom (979i cm—1) koja
odgovara transferu vodikovog atoma s -CONH2 skupine na Ns atom. Istovremeno
dolazi do kidanja Ns-C veze, odnosno eliminacije izocijanata (Slika 17.). Sli¢an

. . . . . Ce . 140.31
mehanizam je opisan i za raspad uree kojeg kataliziraju molekule vode.'**~"

by 3
1.34001.37 1 15
161" 1.11 ‘J’ 9
J15’ 156, 1.30
,, JJ J‘\_Js\ 23)
J)#J JJJ 7
J

Slika 17. Optimizirane strukture prijelaznih stanja u reakcijama pregradivanja

karbamazepina (TSk s.4) 1 N-klor-karbamazepina (TSs2 s.4) u iminostilben. Odabrane

udaljenosti su u angstremima.
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IzraCunata energijska barijera za eliminaciju CI-NCO fragmenta iz kloriranog
karbamazepina (5.2) iznosi samo 46,9 kJ/mol (Tablica 14). To je za 81 kJ/mol niZza
energijska barijera od procesa eliminacije izocijanatne skupine. Ovaj odnos
energijskih barijera sugerira da nastanku 5.4 prethodi formiranje 5.2. To potvrduju 1
eksperimentalni podaci.””> Osim N-protoniranog iminostilbena, 5.4-N*, koji se opaza
u masenim spektrima, postoje i izomeri poput kationa 5.4-C" te kationa 5.4-T" koji
nastaju brzim pregradivanjima u prisutnosti kiseline kao katalizatora (Shema 25). Te
se strukture, koje imaju razli¢ito retencijsko vrijeme u odnosu na 5.4-N*, mogu

pripisati istom signalu (m/z 194) u masenim spektrima.

O #- 30 — o — o

5.4-N* 5.4-C* 54-T

Shema 25. Pregradivanje N-protoniranog iminostilbena

4.5.4. Formiranje oksoiminostilbena

Iminostilben, 5.4, moze takoder reagirati s HOCl u vodenom mediju.
Istrazivano je nekoliko mogucih reakcijskih puteva: epoksidacija C10-C11 dvostruke
veze, epoksidacija aromatskog sustava, N- i C- kloriranje, C10 1 C11 hidroksilacija
dvostruke veze te hidroksilacija aromatskog sustava (vidi Dodatne informacije). Dva
najpovoljnija procesa su adicija klora i adicija hidroksilne skupine na C10-C11
dvostruku vezu u 5.4 (Shema 26). Izracunate energijske barijere za reakcije kloriranja
(TSs.4 s.5) 1 hidroksilacije (TSs.4 s5.6) 1znose 41,8 1 84,7 kJ/mol (Tablica 15). Produkti
adicije, 5.5 1 5.6, nastaju procesima koji su znatno brzi od C10-C11-epoksidacije 1 C2-

C3-epoksidacije iminostilbena (vidi Dodatne informacije).
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Shema 26. Pregradivanje iminostilbena (5.4) uz HOCI u vodenom mediju.

Za razliku od 5.5, meduprodukt 5.6 je izmjeren u masenim spektrima (signal
od m/z 210).>” U kloriranom meduproduktu, zbog kineticke nestabilnost C10-Cl
veze, heterolitickim kidanjem te veze nastaje karbokationski meduprodukt 5.5+ koji
se u vodenom mediju lako pregraduje u 5.6 adicijom vode na karbokation (Shema
26). Spoj 5.6 je za 97,6 kJ/mol (Tablica 15) stabilniji od poCetnog iminostilbena 5.4,
ali predstavlja kratkoZivu¢i intermedijer, koji se lagano oksidira (u reakciji s HOCI) u
10-oksoiminostilben (5.7). Reakcija oksidacije sekundarnih alkohola u odgovarajuce

ketone pomo¢u HOCI poznata je od ranije.’"

Reakcija oksidacije 5.6 — 5.7 je
termodinamicki 1 kinetiCki povoljan proces; izracunata energijska barijera (TSs¢ 5.7)
iznosi 53,7 klJ/mol, a krajnji produkt 5.7 je 353,3 kJ/mol stabilniji od 5.4. Velika
razlika u stabilnosti tumaci se aromatskom stabilizacijom u produktu 5.7. Sli¢na
transformacija opisana je 1 u jetrenom metabolizmu 5.4 posredovanom CYP

enzimima.’'**"*> U masenom spektru struktura 5.7 odgovara signalu od m/z 208,1. >
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Tablica 15. Relativne Gibbsove slobodne energije (AGaes, kJ/mol) struktura
reaktanata,” intermedijera, produkata i prijelaznih ukljuéenih u formiranje 10-okso-

iminostilbena, izracunate su na razli¢itim teorijskim razinama u vodi kao implicitnom

otapalub
Specija B3LYP® B2K-PLYP B2-PLYPD® MP2"  MP2¢
5.4

0 0 0 0 0
+HOCI(H,0)
55

-82,1 ~143.3 ~134,8 ~161,2  -160,0
+ (H,0),
5.6

572 482 97,6 -116,5 -105,4
+ HCI(H,0)
TSs4 55 69,5 72,2 41,8 48,8 50,2
TSs4 56 80,9 90,1 84,7 97,9 92,8
TSs¢ 57" -5,3 -22,9 —439 —40,1  —493
5.7

. -336,4  -371,7 ~3533 -360,5 —354,8

+HCI(H,0) "

* Gibbsova slobodna energija rektanata (5.4 u kompleksu s dvije molekule vode i
HOCI kompleksiran s jednom molekulom) postavljena je za nultu tocku; intermedijeri
i produkti su komplksirani s dvije molekule. ©° CPCM(UFF, a = 1.1)/B3LYP/6-
31G(d) teorijska razina (¢ = 78,4) *B3LYP/6-31G(d) * B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)/
/B3LYP/6-31G(d) ¢ B2PLYP-D/6-311+G(3df,2p) "MP2/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-
31G(d) 8 MP2/G3MP2Large/B3LYP/6-31G(d)." U odnosu na 5.4 + 2(HOCI(H,0))

4.5.5. Formiranje 9-formil-akridina

Epoksid karbamazepina, 5.3, je kao i1 N-kloramid karbamazepina, 5.2,
relativno nestabilni meduprodukt koji moZe sudjelovati u nizu drugih reakcija
pregradivanja. Za otvaranje tro€lanog prstena u epoksidu 5.3 (Shema 27) izraCunata
energijska barijera iznosi 129,8 kJ/mol (Tablica 16). U tom procesu nastaje
karbokationski meduprodukt 5.3+. Taj se produkt zatim pregraduje u derivat akridina
5.8, preko prijelaznog stanja TSss+ sg. Produkt 5.8 moze nastati 1 izravnom
pregradnjom 1z epoksida 5.3, bez karbokationskog meduprodukta (TSs3 s.3), ali za taj

proces izraCunata energijska barijera iznosi 158,2 kJ/mol.
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53 53* 5.8 5.9

Shema 27. Pregradivanje 5.3 u derivate akridina 5.8 1 5.9 uz sudjelovanje HOCI.

Isprekidana crta oznagava proces u kojem ne nastaje karbokationski intermedijer 5.3"

Tablica 16. Relativne Gibbsove slobodne energije (AGaes, kJ/mol) struktura
reaktanata,” intermedijera, produkata i prijelaznih ukljucenih  oksidaciju
karbamazepin—10,11-epoksida, izraCunate su na razli¢itim teorijskim razinama u vodi

kao implicitnom otapalu®

B3LYP®  B2K-PLYPY B2-PLYPD® MP2f MP2¢
5.3
0 0 0 0 0
+HOCI(H,0)
53"
44,7 59,4 / / /
-‘rOCl_(HzO)z
5.8
-81,2 91,8 90,5  -89,5 -89.2
+HOCI(H,0)
TSs3 5.3+ 128,7
TSs3+ 538 65,8 71,3 49,7 55,0 51,2
TSs3 53 136,8 150,4 1582  172.6 171,2
5.9
-307,1 -352,9 -339,8 -344,0 3394
+ HCI(H,0)
TSss.5.9 32,7 15,1 431 42,3

* Gibbsova slobodna energija rektanata (5.3 u kompleksu s dvije molekule vode i
HOCI kompleksiran s jednom molekulom) postavljena je za nultu tocku; intermedijeri
i produkti su komplksirani s dvije molekule. ©° CPCM(UFF, a = 1.1)/B3LYP/6-
31G(d) teorijska razina (¢ = 78,4) © B3LYP/6-31G(d) ¢ B2K-PLYP/6-
311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) © B2PLYP-D/6-311+G(3df,2p) T MP2/6-
311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) ¢ MP2/G3MP2Large//B3LYP/6-31G(d).

U ranijim eksperimentalnim studijama, nije zabiljeZen proces kontrakcije
prstena, tj. nastanak akridinskog sustava.” Struktura 5.8 je ranije predlozena kao

314,315

mogu¢i meduprodukt u fotodegradaciji 1 naprednim oksidacijskim metodama

upotrebljenih u pro¢i¢avanju otpadnih voda.’'® 5.8 se moze pregraditi u 9-formil-
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akridin (5.9); konacni produkt 5.9 je aromatski stabiliziran te je za 249,3 kJ/mol
stabilniji od 5.8. Nastali akridinski produkt 5.9 ima isti maseni signal, m/z 208,1, kao 1
oksaiminostilben, 5.7 (ali imaju razlicita retencijska vremena). Za razliku od 5.7, spoj

5.9 se spominje u literaturi kao mogu¢i produkt transformacije karbamazepina u

305,309,315 308,317

vodenom okoliSu ali 1 u ljudskom metabolizmu.

4.5.6. Deaminacija karbamazepina

Konacno, signal od m/z 222.1, iz LC-ITMS analize reakcijske smjese, najvjerojatnije
odgovara strukturi dibenzo|[b,f]azepin-5-karbonila, koja nastaje deaminacijom amidne
skupine karbamazepina. Deaminacija amida u odgovaraju¢e aldehide (R-CONH, —
R-CHO) zahtjeva reduktivne reakcijske uvjete.’'® Takva pregradivanja karbamazepina
ne odgovaraju reakciji s oksidansom poput HOCI. Nastali produkt je uocen i u ranijim

studijama,™ te se opisuje kao artefakt same instrumentalne metode.

4.5.7. Pregled mehanizma pregradivanja karbamazepina

Koristenjem kvantno-kemijskih metoda detaljno je objaSnjen eksperimentalni
maseni spektar razgradnih produkata reakcije karbamazepina s HOCI. Sest signala iz
LC-ITMS analize odgovara sljede¢im strukturama: karbamazepin—10,11-epoksid (m/z
= 253), iminostilben (m/z = 194), 10-okso-iminostilben (m/z = 208), akridin-9-
karboksi-aldehid (m/z = 208), dibenzo[b,flazepin-5-karbonil (m/z = 222) te razli€iti
izomeri iminostilbena (m/z = 194). Posljednje dvije strukture su artefakti
instrumentalne analize, dok su drugi produkti nastali pregradivanjima F uz HOCI u
vodi.

Epoksidacija C10-C11 dvostruke veze 1 N-kloriranje amidne skupine
kompetitivni su procesi, za koje izraCunate energijske barijere odgovaraju
eksperimentalnim podacima.”*” Nastali se produkti, epoksid 5.3 i kloramid 5.2,
pregraduju u vrlo stabilne spojeve, 10-okso-iminostilben, 5.7, 1 9-formil-akridin, 5.9.
Oba produkta su stabilne aromatske strukture, koje su otporne prema
transformacijama u vodenom mediju te posjeduju svojstvo nakupljanja u okoliSu

(takozvani rekalcitranti).
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Ovim je istrazivanjem pokazano da su primijenjene kvantno-kemijske metode
1 procedure prikladne za tumacenje eksperimentalnih signala u masenim spektrima 1

za predvidanje reakcijskih puteva pregradivanja farmaceutika u okoliSu.

123



5. ZAKLJUCAK
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Kvantno-kemijske metode su primijenjene pri istrazivanju niza reakcija
izmedu amina i1 amida s hipoklorastom kiselinom (HOCI). Mnogi psihofarmaci u
svojim strukturama sadrze upravo amino ili amidnu funkcionalnu skupinu. Nakon
apsorpcije u organizmu lijek se izlucuje 1 dospijeva do otpadnih voda, koje se prije
ispuStanja u okoli§ obraduju u postrojenjima za obradu. Najvazniji postupak za
kemijsku oksidaciju 1 dezinfekciju otpadnih voda je kloriranje. U reakciji navedenih
amina 1 amida s kloriraju¢im specijama nastaju kloramini 1 kloramidi, reaktivne
specije koje se mogu pregraditi do niza novih produkata. Detaljnim uvidom u
odgovarajuce reakcijske mehanizme, moze se procijeniti perzistentnost i ekoloska
sudbina takvih psihofarmaceutika u okolisu.

U reakciji s aminima, HOCI moze klorirati ili hidroksilirati atom dusSika, ali
takoder 1 hidroksilirati C, polozaj u alkilaminima. Prijelazno stanje za kloriranje
amina je ciklicke strukture, pri ¢emu molekule vode kataliziraju prijenos vodikovog
atoma s atoma duSika na atom kisika HOCI. Produkti su kloramini i voda. Procesi
hidroksilacije ukljucuju linearno prijelazno stanje, u kojem se vodikov atom preko
atom kisika prenosi do atoma klora u HOCI, pri ¢emu nastaju hidroksilamini (N-
hidroksilacija) ili derivati metanolamina (C-hidroksilacija). U plinskoj fazi, proces
kloriranja je izrazito nepovoljan te je hidroksilacija najpovoljniji proces. Dodatkom
eksplicitnih molekula vode, koje kataliziraju prijenos atoma vodika, energijska
barijera za kloriranje je znatno niza 1 s dodatkom 4-5 molekula voda konvergira
prema eksperimentalnim vrijednostima barijera. Energijska barijera za hidroksilaciju
neznatno se mijenja dodatkom eksplicitnih molekula vode.

IstraZzivani su mehanizmi kloriranja heterocikli¢kih sustava koji se cesto
pojavljuju u strukturama lijekova: piperidin, piperazin i morfolin. Izracuni pokazuju
slican trend kao kod reakcija s jednostavnim aminima, jer dodatak eksplicitnih
molekula vode katalizira reakciju kloriranja, dok se energijska barijera za reakciju
hidroksiliranja neznatno mijenja. Psithofarmaci haloperidol 1 paroksetin derivati su
piperidina, dok je aripiprazol derivat piperazina koji u C4, odnosno Na, polozaju imaju
arilni supstituent. U haloperidolu i aripiprazolu dusikov atom N; supstituran alkilnom
skupinom, koja formalno onemogucuje reakciju N-kloriranja. Medutim, procesom N-
dealkilacije, do kojeg dolazi biokemijskim transformacijama u organizmu i kemijskim
reakcijama u okoliSu, nastaju metaboliti koji mogu reagirati s HOCI.

Detaljnije su istrazene reakcije pregradivanja paroksetina u luznatom mediju

te pregradivanje koje ukljucuje radikalske meduprodukte, koji nastaju nakon
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homolitickog kidanja N-Cl veze. U luznatom se mediju, N-klor-4-(4-fluorfenil)-3-
(hidroksimetil)piperidin, metabolit paroksetina, reakcijom dehidrohalogenacije
pregraduje u razli¢ite imine 1 biciklicke produkte. U procesima koji ukljucuju N-
radikalske katione, moguce je pregradivanje u distoni¢ne C-radikalske katione, u
kojima je pozitivan naboj lociran na atomu dusika, a slobodni nespareni elektron na
atomu ugljika. Eliminacijom vode iz N-radikalskog kationa mogu nastati imini ili
enamini, a moguce je 1 formiranje peteroc¢lanog prstena koji povezuje piperidinski i
arilni sustav. Razli¢iti produkti eliminacije vode imaju isti signal u masenom spektru.
Pokazano je da se uporabom kvantno-kemijskih metoda moze pravilno asignirati
signal, odnosno objasniti mehanizam nastanka razliCitih produkta te procjeniti
najpovoljniji put nastanka konacnog produkta koji odgovora eksperimentalnom
signalu.

Kloriranje amida s HOCI istrazeno je kvantno-kemijskim metodama na
modelnom spoju N-metil-acetamidu (NMA). Izravno kloriranje amidne forme je,
zbog visoke barijere, energijski zahtjevan proces. Da bi nastao N-kloramid, reakcija
kloriranja se mora odvijati prema mehanizmu koji pretpostavlja sudjelovanje iminolne
forme. Tautomerizacijom amida u iminolu formu, povecava se nukleofilnost
dusikovog atoma, ¢ime je olakSana reakcija s atomom klora u HOCI. Transfer atoma
klora je proces uskladen s transferom vodikovog atoma s atoma kisika u amidnom
supstratu na atom kisika u HOCI. Molekule vode sudjeluju u katalizi prijenosa
vodikovog atoma, a ukljucivanje eksplicitnih molekula vode je nuzno za reprodukciju
eksperimentalnih barijera. Isti je obrazac mehanizma vrijedi za reakciju kloriranja
skupine modelnih amida.

U strukturama hidantiona 1 barbiturata nalaze se amidne i imidne skupine.
Kloriranje atoma duSika takoder pretpostavlja tautomerizaciju amidne u iminolnu
forme psihofarmaka. Barbiturati, s imidnom skupinom, sporije se kloriraju od
hidantoina. To je u skladu s ¢injenicom da su barbiturati otporni na kloriranje te da su
kemijski perzistentni u okoliSu (tzv. rekalcitranti).

Podrobnije je opisan mehanizam pregradivanja karbamazepina (CBZ) u
reakciji s hipoklorastom kiselinom. Osim kloriranja 1 hidroksilacije dusika, HOCI
moze epoksidirati i C10-C11 dvostruku vezu. Nakon kloriranja amidnog dusika CBZ,
dolazi do eliminacije klor-izocijanatnog fragmenta uz formiranje meduprodukta
iminostilbena, koji je eksperimentalno viden u masenom spektru reakcijskog medija.

Nakon epoksidacije dvostruke veze (C10-C11), u reakcijama pregradivanja nastaju
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derivati formil-akridina 1 oksoiminostilbena, koji je vazan metabolit carbamazepina s
izrazenim farmakoloSkim djelovanjem. U slucaju kloriranja karbamazepina,
uporabom kvantno-kemijskih metoda locirani su svi transformacijski produkti ¢iji su
analiticki signali detektirani masenom spektrometrijom te su prikazani reakcijski
putevi pregradivanja CBZ.

Ovim je primjerima pokazano da je razumijevanje kemijskih transformacija
lijekova induciranih kloriraju¢im agensima (npr. HOCI) u postrojenjima za obradu
otpadnih voda, klju¢no za odredivanje njihove perzistentnosti, lociranje njihovih

razgradnih produkata 1 procjenu njihova ekotoksikoloSkog profila. U procjeni

kemijske sudbine lijekova prikladno mjesto imaju kvantno-kemijske metode.
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BDE
BSSE
CBS
CBZ
CC

CI

Ch
CPCM

DFT
EPR
ESI-MS
G

H

HF
HOCI
HOF
IMS

IR

IRC
LC-ITMS

MCSCF
MP
MS
NaOCl
NBO
NImag
NMA
NMR
NPA
OoCr
PBT
PCM

-energija disocijacija veze

-superpozicijska greska baznog skupa

-aproksimacija kompletnog baznog skupa
-karbamazepin

-metoda spregnutog klastera

-metoda konfiguracijske interakcije

-molekulski klor

-implicitni solvatacijski model

-ugljikov atom do amino skupine

-teorija funkcionala gustoce

-elektron paramagentska rezonancija

-elektron-sprej ionizacijska masnena spektrometrija
-Gibbsova slobodna energija

-entlapija

-Hartree-Fock metoda

-hipoklorasta kiselina

-hipofluorasta kiselina

-iminostilben

-infracrvena spektroskopija

-intrinzi¢na rekacijska koordinata

-teku¢inska  kromatografija povezana s ionskom-stupicom
spektrometrom masa

-multi-konfiguracijska metoda samouskladenog polja
-Mgller-Plesset metoda

-masena spektrometrija

-natrijeva sol hipklorita

-prirodne vezne orbitale

-broj imaginarnih frekvencija u frekvencijskom ra¢unu
-N-metilacetamid

-nuklearna magnetna rezonancija

-populacijska analiza prirodnih orbitala; gusto¢a spina
-hipokloritni anion

-indeks perzistentnosti, bioakumulacije 1 toksi¢nosti

-implicitni solvatacijski model
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PES -ploha potencijalne energije

PPCP -farmaceutski 1 kozmeticki proizvodi

QCISD -metoda kvadratne konfiguracijske interakcije

QSAR -kvantitativna povezanost strukture 1 aktivnosti

QSPR -kvantitativna povezanost strukture 1 svojstva

QSTR -kvantitativna povezanost strukture i toksi¢nosti

RSE -energija stabilnosti radikala

S -entropija

SAR -povezanost strukture 1 aktivnosti

SCF -procedura samouskladenog polja

SMD -implicitni solvatacijski model

SSRI -lijek 1z skupine inhibitora ponovne pohrane serotonina
T -temperatura

TDDFT -vremenski ovisna teorija funkcionala gustoce

TEMPO -(2,2,6,6,-tetrametilpiperidin—1-il)oksidanil

TS -struktura prijelaznog stanja

UAKS -parametar radijusa atoma u solvatacijskom izracunu, prilagodeni

PBE1PBE/6-31G(d) teorijskoj razini
UAHF -parametar radijusa atoma u solvatacijskom izracunu, prilagodeni

HF/6-31G(d) teorijskoj razini

UFF -parametar radijusa atoma u solvatacijskom izracunu, iz UFF (United
Force Field) polja sila

uv -ultraljubicasto zracenje

UV/Vis -spektroskopija u ultraljubi¢astom i vidljivom podrucju

WHO -svjetska zdravstvena organizacija

S-vodik -vodikov atoma na C, polozaju

AG" 208 -Gibbsova slobodna energija prijelaznog stanja; energijska barijera;

kinetika reakcije; ekvivalentno s AG”
AGgoly -Gibbsova slobodna energija solvatacije
A, Grog -Gibbsova slobodna reakcijska energija; termodinamika reakcije;

ekvivalentno s A,G
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ABSTRACT: Chlorination of amides is of utmost importance in biochemistry and
environmental chemistry. Despite the huge body of data, the mechanism of reaction
between amides and hypochlorous acid in aqueous environment remains unclear. In this
work, the three different reaction pathways for chlorination of N-methylacetamide by
HOCI have been considered: the one-step N-chlorination of the amide, the chlorination !
via O-chlorinated intermediate, and the N-chlorination of the iminol intermediate. The
high-level quantum chemical G3B3 composite procedure, double-hybrid B2-PLYPD,

pubs.acs.org/JPCA
X
HsC™ "NHCH
3 3 o
TL HO Hg,CJJ\N’
CH
OH / 3

PN

HyC™ SNCH;

B2K-PLYP methods, and global hybrid M06-2X and BMK methods have been
employed. The calculated energy barriers have been compared to the experimental value of AG*; ~ 87 kJ/mol, which

corresponds to reaction rate constant k, & 0.0036 M~' 57!

. Only the mechanism in which the iminol form of N-methylacetamide

reacts with HOCI is consistent (AG",55 = 87.3 kJ/mol at G3B3 level) with experimental results. The analogous reaction
mechanism has been calculated as the most favorable pathway in the chlorination of small-sized amides and amide-containing
pharmaceuticals: carbamazepine, acetaminophen, and phenytoin. We conclude that the formation of the iminol intermediate
followed by its reaction with HOCI is the general mechanism of N-chlorination for a vast array of amides.

1. INTRODUCTION

Reactions of chlorinating agents (HOCI or Cl,) with amides
result in N-chloramide products, which are important
intermediates in environmental chemistry and biochemistry.
They can play a key role in the ecological fate of
pharmaceuticals' or in oxidation processes in biological
systems.”” In addition, N-chloramides incorporated in
polymeric structures, such as polyacrylamide or polyurethane,
have been used as effective biocides.*

Contrary to amines that easily react with chlorinating
agents,s’6 amides are more resistant to N-chlorination. Some
authors have claimed that amides are essentially inert to
chlorination in dilute solutions;’™® however, this has been
disputed."”"! Though the experimental results have revealed
that HOCI might chlorinate amides, the reaction mechanism
remains ambiguous, and the role of the amide nitrogen in
chlorination is still a matter of controversy."”

To elucidate the reaction mechanism underlying the
formation of N-chloramides, this study considers different
HOCI-mediated chlorination pathways. N-Methylacetamide
(NMA) has been selected as the model amide system for
several reasons. NMA is the simplest molecular model of
peptide linkage in proteins and has been the subject of
extensive experimental'® and theoretical investigations.'*'> In
addition, NMA can serve as a suitable model to investigate the
amides chlorination mechanism relevant in biochemistry and
environmental chemistry. Of special importance are reactions
of HOCI with amino acids and proteins under physiological
conditions,"®"” or N-chlorination of amide-containing pharma-
ceuticals which occurs during wastewater treatment.'®™>°

-4 ACS Publications  © 2014 American Chemical Society
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Moreover, due to the small size of NMA, high-level quantum
chemical calculations can be performed. Finally, the available
kinetic data”** for chlorination of NMA allow the comparison
between experimental and computational results.

To broaden the range and the scope of the relevant N-
chlorination reactions, five small-sized amide structures (Table
2) and three amide-containing pharmaceuticals (Table 3) have
been included in this study. Chlorination is an important
reaction for the chemical fate of carbamazepine,™ acetamino-
phen,”* and phenytoin® in the aqueous environment. These
substances belong to high volume drugs and are entering the
environment in large quantities. Their chlorination products
have been isolated, but no details on the reaction mechanism
have been reported. We believe that the quantum-chemical
approach, presented in this paper, adequately provides reliable
mechanistic insight into the chlorination of a series of amides.

2. COMPUTATIONAL METHODS

The quantum chemical calculations were performed using the
Gaussian09 suite of programs.”® All structures were fully
optimized with the B3LYP functional.””*® The standard split
valence and polarized 6-31G(d) basis set was used for geometry
optimizations and frequency calculations. All energies are
reported at 298.15 K. Thermal corrections to Gibbs free
energies have been calculated at the same level using the rigid
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Table 1. Relative Gibbs Energy (AG,gg, kJ/mol) of Reactants,” Intermediates, Products, and Transition State Structures
Involved in N-Chlorination of NMA, Calculated at Different Levels of Theory in Water as the Model Solvent”

B3LYP® BMK* M06-2X¢
1a + HOCI(H,0) 0.0 0.0 0.0
1b + HOCI(H,0) 5.8 5.0 2.6
2 + (H,0), 88.4 76.5 69.8
3 + HOCI(H,0) 54.3 56.5 45.1
4a + (H,0), —23.7 —53.5 —429
4b + (H,0), -9.0 —522 -53.5
TS, 1186 158.0 124.9
TS, + HOCI(H,0) 72.7 88.4 66.0
TS, 84.8 96.0 85.1
TS, 1322 173.6 145.1
TSy + (H,0), 188.6 192.1 1972

B2-PLYPD///B3LYP B2K-PLYP#¥//B3LYP G3B3
0.0 0.0 0.0
0.3 5.8 6.8

82.1 74.4 74.8
492 57.4 S53.2
—34.2 -39.4 —43.3
—40.4 —47.5 —50.8
1234 141.5 137.8
71.0 86.3 87.3
71.8 82.9 84.1
148.1 180.4 166.6
177.5 166.3 169.5

“Gibbs free energy of reactants (1a complexed to two water molecules and HOCI complexed to one water molecule) set to zero. bCPCM/ UFE//
B3LYP/6-31G(d) model (¢ = 78.4). Three different reaction pathways are considered: one-step N-chlorination of NMA (la — TS, — 4a),
tautomerization of NMA followed by N-chlorination of the iminol form (1a = TSy — 3 — TS; — 4b), and O-chlorination of NMA followed by an
O,N-chlorine shift (1a = TSy — 2 = TS — 4b). Experimental barrier (AG¥,s = 87 + 5 kJ/mol) for 1 — 4 from refs 21 and 22. “B3LYP/6-
31G(d) method. dBMK/6-311+G(3df,3pd)//BMK/6-311+G(2d,p) method. °M06-2X/6-311+G(3df,3pd)//M06-2X/6-311+G(2d,p) method.
/B2PLYP-D/AUG-cc-pVTZ//B3LYP/6-31G(d) method. €B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) method.
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Figure 1. B3LYP/6-31G(d) optimized transition state structures for N- and O-chlorination of NMA (TS, and TS, respectively), and N-
chlorination of the iminol form of NMA (TS;). Bond lengths in angstroms (M06-2X/6-311+G(2d,p) values in italics).

rotor/harmonic oscillator model. Improved energetics have
been calculated using a G3B3 composite scheme.”” This high
accuracy method reproduces experimental barriers for chlori-
nation of NMA and several other amides where available
(Tables 1 and 2). We have used G3B3 as our reference
procedure to evaluate the efficiency of computational methods,
which are less expensive in terms of time and resources: the
double-hybrid B2-PLYPD***' with AUG-cc-pVTZ basis set
and with the empirical dispersion corrected variations, and
B2K-PLYP** methods. The latter double-hybrid DFT proce-
dure in combination with 6-311+G(3df,2p) basis set shows the
best overall performance for calculating barrier heights for
water-catalyzed proton transfer reactions.®>® In case of
chlorination of amides, the B2K-PLYP model accurately
reproduces G3B3 results and has therefore been used
throughout the text. In addition, the two global hybrids (hybrid
meta-generalized gradient approximation), namely M06-2X>*
and BMK,* containing 27 and 42% of HF exchange, have been
applied as efficient and reliable methods for atom transfer
kinetics.*® M06-2X and BMK energies have been calculated
using 6-311+G(3df,3pd) basis set on geometries optimized
with 6-311+G(2d,p) basis set. All computational results for
chlorination of NMA are presented comparatively in Table 1.
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To check whether the B3LYP geometries suffer from basis-
set superposition error (BSSE), the two larger basis sets, 6-
311+G(dp) and 6-311++G(2d,p), were used (Supporting
Information).”” BSSEs are not taken into account when the
G3B3 energies are compared, because the higher level
correction (HLC) applied in the G3B3 procedure compensates
for BSSE.*®

Analytical vibrational analyses at the corresponding level of
theory were performed to characterize each stationary point as
a minimum (NImag=0) or first-order saddle point (NImag=1).
Intrinsic reaction coordinate (IRC) calculations were per-
formed at the corresponding level to identify the minima
connected through the transition state.

Gibbs energies of solvation were determined using the
CPCM continuum solvation model at the B3LYP/6-31G(d)
level, with the UFF atomic radii and electrostatic scaling factor
(alpha value) set to 1.1 for all atoms (default values in
Gaussian09).>*~*' The UFF cavities are selected to ensure that
solvent spheres are placed around light and heavy atoms, which
is important for transition structures involving a transfer of
hydrogen atom or proton. The solvent relative permittivity of &
78.4 (water) was used. To correctly describe chemical
systems in water, the inclusion of bulk and specific solvent
effects is mandatory. We have found that the addition of explicit

dx.doi.org/10.1021/jp5012846 | J. Phys. Chem. A 2014, 118, 2367—2376
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water molecules substantially lowers the calculated energy
barriers for all processes investigated (except for the intra-
molecular chlorine transfer). The number of explicit water
molecules is varied to identify the most stable structure
S(H,0), (where n = 1—4), i, to obtain the most negative
Gibbs free energy according to the following reaction
(Supporting Information):

S(H,0),_, + H,0 — S(H,0), (1)

The most stable forms of water-complexed species are
located by placing water molecules in a variety of locations to
sample the different arrays of interaction networks available
between the reactants and water. Initial configurations were
created using a locally modified version of the stochastic search
method.* ™ On the reactant side, we have found that two
water molecules are “the ideal number of solvent molecules™*’
for NMA (Supporting Information), and that the one water
molecule is needed to optimally solvate HOCI. The addition of
the third water molecule to amide, or the second water
molecule to HOCI, is not favorable in terms of Gibbs free
energy. According to Pliego, the reactant and the explicit water
molecules form a rigid cluster, which constitute a distinct
chemical species.45 Therefore, the relative energy of reactants
(amide and HOCI) complexed to an optimal number of water
is set to zero. All other structures, intermediates and products,
reported throughout the text also include extra water molecules.

In case of transition structures TS,, TSo, and TS; (Figure 1)
three water molecules and for TSy and TS two water
molecules have been found as an adequate (ideal) number.
Several configurations of explicit water molecules were located
in each case (Supporting Information), but only the lowest
energy transition structures have been used for the calculation
of the barrier for the corresponding reaction.

The concentration correction term RT In[H,0], ie., free
energy change of 1 mol of H,O gas from 55.34 M liquid state
to 1 M standard state in solution, has been used in calculation
of Gibbs free energy. This conversion factor (9.96 kJ/mol)
needs to be included when water is one of the reacting species
in the aqueous phase.

To account for the entropic effect of the presence of solvent
molecules around a solute, the cell model presented by Ardura
et al. was used.*® This model is proposed to explicitly evaluate
the effect of the loss of translation degrees of freedom in
solution on the Gibbs activation energy in bimolecular (or
higher order of molecularity) reactions. It has been shown that
the standard implementation of the continuum model is not
capable to adequately estimate the increase in Gibbs energy
corresponding to the constriction of the translation motion of
the species along the reaction coordinate when passing from
the gas phase to the solution. According to the cell model, the
difference AAG,, between the two Gibbs energy variations
AG*  and AG,, for bimolecular reaction A + B — A—B is

sol

AAGsol = AG#sol - AGsol

= RT In[(v.(A) v.(B)/u.(A—B)] — RT In[kzT/p]

2
where v, corresponds to the cavity volume calculated in the
continuum model, and kg, T, and p, correspond to the
Boltzmann constant, temperature, and pressure, respectively.
The cavity volume for each species was obtained from CPCM
calculation. The corrections proposed by Ardura et al. are in
accordance with solvent cage effects which were included
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according to the corrections reported by Okuno*” and in view
of the free volume theory.*®

Natural bond orbital (NBO) analyses were performed at the
B3LYP/6-31G(d) level using NBO program.49

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Chlorination of N-Methylacetamide. Two inde-
pendent studies have been reported on the kinetics of
chlorination of NMA in water, but no mechanistic details are
available.*** The experimentally determined rate constants,
0.0017 and 0.0067 M™' s7', correspond to energy barriers
(AG*,55) of 85 and 89 kJ/mol, respectively. The upper limit for
the chlorination reaction (AG",) is set to 100 kJ/mol, by
assuming that the difference in Gibbs free energy of activation
of ca. 12 kJ/mol results in a reaction rate difference of 2 orders
of magnitude. In our quantum-chemical search for the most
plausible mechanism of chlorination of NMA, all reactions that
exceed the upper limit are considered kinetically unfavorable,
i.e.,, not relevant for the NMA chlorination mechanism.

To estimate the effect of pH on the chlorination reaction,
one should asses the reactivity of the hypochlorite anion (at
high pH) and molecular chlorine (at low pH) toward NMA. In
our case only the reactivity of hypochlorous acid has been
calculated, assuming slightly acidic conditions for which
experimental kinetic results are available.

N-Chlorination of the Amide Form. To reproduce the
experimental results for the aqueous chlorination of amines by
HOC], the inclusion of at least two explicit water molecules is
mandatory in the solvent model calculations.®™>> The N-
chlorination of amines follows the mechanism via the cyclic
transition state structure (Scheme 1) in which water molecules

Scheme 1. Cyclic Transition State Structure for N-
Chlorination of Amine (R;R,NH) with HOCI Assisted by
Two Water Molecules

#

assist the simultaneous transfer of proton coupled with the N—
Cl bond formation. We set out to investigate if the analogous
mechanism is operative for N-chlorination of amides.

In the case of NMA, the calculated Gibbs energy barrier for
the chlorination of the amide moiety, which involves the
transition state structure (no explicit water added) with the
cyclic arrangement is 247.1 kJ/mol. The calculated value for
this unassisted process is in a strong disagreement with the
experimental barrier of ca. 87 kJ/mol. If one, two, or three
water molecules are included in the transition state calculation,
the energy barrier is reduced to 244.0, 153.3, and 137.8 kJ/mo],
respectively. In each case, the N-chloro-N-methylacetamide
formation (4a, Scheme 2) is exergonic by >40 kJ/mol. The
transition state structure TS, (Figure 1) for this reaction is
characterized by one imaginary frequency (808i cm™"), which
corresponds to the N—CI bond formation simultaneous to
water-assisted proton migration along the cyclic structure.
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Scheme 2. Schematic Potential Energy Profile (G3B3 + AG,,) for the Three Possible Mechanisms of NMA Chlorination®
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“The energy of trans-NMA (1a) and HOCI complexed to water is set to zero (hashed line). The gray band denotes the target experimental barrier
for N-chlorination of NMA (assuming an experimental error of +5 kJ/mol).

Different configurations of the three water molecules have been
probed (Supporting Information), but no transition structure
has been located that gives the barrier less than 130 kJ/mol.
This barrier corresponds to the reaction rate constant of ca.
1071 M~! s 71, which is several orders of magnitude lower than
the experimental rate constant. It follows that the reaction
mechanism established for the N-chlorination of amines is not
relevant for the N-chlorination of amides.

To determine the mechanism of NMA formation that would
fit in with the available experimental data, two additional
pathways for chlorination, which proceed in a two-step manner,
have been considered: one in which carbonyl oxygen is
chlorinated first followed by the intramolecular chlorine
transfer from O to N atom, and the second one in which
NMA undergoes tautomerization to the iminol form which
subsequently reacts with HOCIL.

O-Chlorination of the Amide Form. The initial O-
chlorination of amides has been proposed in several
reports.>* % It has been postulated that the chlorination
begins with an attack of the nucleophilic carbonyl oxygen on
the chlorinating agent (HOCI or Cl,), forming an O-
chlorinated intermediate. The latter undergoes an intra-
molecular CI* shift in which the chloronium ion is transferred
to the amide nitrogen atom (the thermodynamically favored
site). An analogous mechanism has been suggested for a similar
set of reactions, i.e., for nitrosation of amides, which involves
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the direct addition of NO" to the carbonyl oxygen followed by
intramolecular nitroso group shift to the amide nitrogen
atom. >~

The initial O-chlorination step could be consistent with the
higher basicity of the carbonyl oxygen compared with the
amide nitrogen. The nonbonded pair of electrons on the amidic
N is delocalized over the N—C—O moiety (Scheme 3) and is
therefore of limited availability to a Cl* electrophile. However,
we have found that the O-chlorination of NMA (la — TSy —
2) is energetically a less favorable process than the direct N-
chlorination 1a — TS, — 4a (Scheme 2). The calculated
energy barrier for the O-chlorination process assisted by the
three explicit water molecules is 166.6 kJ/mol, whereas the
corresponding barrier for N-chlorination is 137.8 kJ/mol. The
reaction step in which O-chlorinated product 2 is formed is
strongly endergonic; the hydrated species 2(H,0), is 74.8 kJ/
mol less stable than the starting reactants. In the next reaction
step, the O-chlorinated intermediate undergoes the O — N
chlorine migration, via the transition state structure TS, in
which the final product 4b is obtained. The calculated energy
barrier for the intramolecular 1,3-sigmatropic Cl* transfer 2 —
TS — 4b is higher than the barrier for the initial O-
chlorination step la — TSy, — 2 (Table 1), because this
transfer (via suprafacial transition state geometry TS¢) is
forbidden by orbital symmetry conservation rules.*** Accord-
ingly, the calculated energy barrier for the O,N-chlorine shift

dx.doi.org/10.1021/jp5012846 | J. Phys. Chem. A 2014, 118, 2367—2376
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amounts to 169.5 kJ/mol, which makes the process very
unfavorable. Similarly, it has been shown that the intra-
molecular ClI" transfer fails to occur in chlorinated dipeptides
unless unique structural requirements are met 5%

N-Chlorination of the Iminol Form. Due to high barriers,
we have concluded that the N-chlorination la — TS, — 4a
and especially the O-chlorination 1la = TSy — 2 = TS —
4b, are two pathways that are inappropriate for describing the
NMA chlorination mechanism. A third mechanistic possibility
was considered, i.e., the chlorination of the tautomeric form of
an amide (la > TSy — 3 — TS; — 4b). To undergo N-
chlorination, the tautomerization of an amide to its iminol form
is required. It is known that iminolization is a water-assisted
process in which the two additional water molecules reduce the
barrier significantly.° In agreement with earlier studies on
formamide we have located the transition state TSy in which
intramolecular proton transfer from N to O is facilitated by the
involvement of the two explicit water molecules. The structure
TSy is characterized by one imaginary frequency (1390i cm™),
which corresponds to proton migration from the N to the O
atom along the water chain. The calculated barrier (AG",5) is
87.3 kJ/mol which is well within the barrier limits set by
experimental measurements.

The iminol form 3 is 53.2 kJ/mol less stable than the amide
form 1a but is more reactive. The nucleophilicity of an iminol
nitrogen atom is higher, because of its formal negative charge as
presented by the resonance structure (Scheme 3). In addition,

Scheme 3. Resonance Structures for Amide (1) and Iminol
(3) Forms of NMA“
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“NBO occupancy of the natural lone pair orbital of the N atom (LP; in
parentheses) and NBO charge of N and O atoms (Q; in italics)
calculated at the B3LYP/6-31G(d) level.

NBO analysis provides descriptors, which confirm higher
nucleophilicity of the nitrogen atom in iminol form; both the
occupancy of the natural lone pair orbital of the N atom and
the charge of the N atom are higher in iminol form ((ALPy =
0.184; AQy = —0.289 au), as compared to its amide
counterpart, suggesting increased reactivity of the former
tautomer. This is in agreement with earlier theoretical results
suggesting that bromination of uracil®” and chlorination of
imidazolidinone®® must involve iminol intermediates.

The chlorine transfer from HOCI to iminol is assisted by
three explicit water molecules. The most favorable water
configuration in the transition state structure TS; (Figure 1)
includes two water molecules in cyclic arrangement with HOCI,
and one water molecule acting as a hydrogen-bond donor to
the oxygen atom of HOCL The structure TS; is 30.9 kJ/mol
above the energy of iminol 3, which corresponds to a barrier of
84.1 kJ/mol (relative to starting reactants). This is slightly
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lower than the barrier of the preceding tautomerization step. In
any case, both the calculated barrier for 1a — 3 and the barrier
for 3 — 4b are in full agreement with the experimental result.

To summarize this part, the two-step N-chlorination of
amide 1a via iminol intermediate 3 is favored over the one-step
N-chlorination of amide la by 40 kJ/mol. The two-step N-
chlorination of amide 1a via O-chlorinated intermediate 2 is the
least favorable process. It follows that NMA undergoes N-
chlorination only if converted to its more reactive iminol form.

3.2. N-Chlorination of Small-Sized Amides. In addition
to NMA, we have calculated free energy barriers for N-
chlorinations of a series of small-sized amides (Table 2). Both

Table 2. Relative Gibbs Energy (AG,gg, kJ/mol) of
Reactants,” Intermediates, Products, and Transition State
Structures Involved in N-Chlorination of Selected Amides,
Calculated Using the G3B3 Model and B2K-PLYP/6-
311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) Method (in Italics) in
Water as the Model Solvent®

amide iminol  chloramide
structure form form product TSa_1 TSa—p TSi_p AG" 508
A 1 P exp
NH, 0.0 584 -49.8 85.5 149.9 87.9
Y 83.2°
(o] 0.0 50.8 -51.4 84.8 152.9 80.5
NH_ 0.0 61.0 -35.2 97.7 144.5 92.2
N 83.1°
[¢] 0.0 64.5 -37.6 95.8 146.5 90.8
NH__~ 0.0 48.0 -60.1 823 129.0 87.2
D 80.4°
O 0.0 52.7 -61.8 82.4 134.0 92.1
NH 0.0 46.0 -49.1 81.2 158.6 93.1
(0]
’/\/E 0.0 51.0 -41.0 81.2 145.4 96.9
— 0.0 9.5¢ -34.0 61.7 1669  73.0
\ (o]
NH 0.0 11.0 -34.3 58.8 171.9 70.9

“AGyg of reactants (amide complexed to two water molecules and
HOCI complexed to one water molecule) set to zero. bCPCM/UFE//
B3LYP/6-31G(d) model. Tautomerization (A — I) and two different
mechanism of chlorination were considered: the N-chlorination of
amide forms (A — P) and the N-chlorination of iminol forms (I —
P). “Experimental value from ref 69. “Experimental value from ref 21.
“Experimental value (AG,g3 = 16.8 kJ/mol) from ref 70.

primary and secondary amides have been included together
with experimental barriers (AG",55) where available. The two
mechanisms have been comparatively studied according to
Scheme 4: one-step N-chlorination of the amide form (A — P),
and tautomerization of the amide form followed by N-
chlorination of the iminol form (A — I — P). All calculations
have been performed using the G3B3 composite model and

Scheme 4. Two Reaction Pathways of N-Chloramide (P)
Formation: One-Step N-Chlorination of Amide A via TS,_,
and Tautomerization via TS,_,; Followed by N-Chlorination
of Iminol I via TS;_p

| ——— P

TS;.p

dx.doi.org/10.1021/jp5012846 | J. Phys. Chem. A 2014, 118, 2367—2376



The Journal of Physical Chemistry A

Table 3. Relative Gibbs Energy (AG,gg, kJ/mol) of Reactants,” Intermediates, Products, and Transition State Structures
Involved in N-Chlorination of Amide-Containing Pharmaceuticals, Calculated at B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-

31g(d) in Water”

amide iminol  chloramide
pharmaceutical
form  form product TSai TSar TSi_p AG's
compound
A I P exp
N 0.0 60.2 -44.0 86.3 159.9 112.1
1234
O~ "NH;
carbamazepine
o}
>—CH3
0.0 373 -59.4 76.6 140.9 84.2
HO NH
acetaminophen
38
N »
0.0¢ 51.8 -68.7 69.7 155.5 102.7

N
H 3
0

phenytoin

“Gibbs free energy of reactants (amide complexed to two water molecules and HOCI complexed to one water molecule) set to zero. bcpemy/
UFF//B3LYP/6-31G(d) model. Tautomerization (A — I) and two different mechanism of chlorination have been considered: the N-chlorination of
amide forms (A — P) and the N-chlorination of iminol forms (I — P). “Experimental value from ref 23. dExperimental value from ref 71. “Only the
most feasible process A — Iy — P, has been considered (Scheme 5). fEnergy barrier for the N1-chlorination process.

Figure 2. B3LYP/6-31G(d) optimized transition state structures for N-chlorination of the iminol form of acetaminophen (left) and carbamazepine

(right).

B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)//B3LYP/6-31G(d) method,
which has been proven to accurately reproduce G3B3 results
(Table 1).

In each case, the energy barrier for the chlorination of the
iminol intermediate is lower (40—100 kJ/mol) than the barrier
for the one-step chlorination of the amide form. The calculated
results show that all amides under the study follow the same
chlorination mechanism in which the intermediacy of the
iminol form is essential. This suggests a conclusion that the
tautomerization step (A — I followed by N-chlorination of the
iminol intermediate (I — P) could be a general mechanism for
N-chlorination of amides.

3.3. N-Chlorination of Amide-Containing Pharma-
ceuticals. To search for the most favorable reaction pathway
for the N-chlorination of amide-containing pharmaceuticals,
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three relevant examples have been selected: carbamazepine
(anticonvulsant), acetaminophen (analgesic), and phenytoin
(antiepileptic) (Table 3). It has been shown that reactions of
these drugs with HOCI (e.g,, in wastewater treatment process)
are of utmost importance for their environmental fate.

Due to the large size of the systems under study, the G3B3
composite model is not feasible from a practical point of view,
but the B2K-PLYP method has been found appropriate in
terms of efficiency and accuracy (see above).

Again, the two reaction pathways have been compared in
each case: the one- and two-step (via iminol intermediate)
chlorination of amide-containing pharmaceuticals. The O-
chlorination pathway has been excluded as being a kinetically
implausible reaction (see above).

dx.doi.org/10.1021/jp5012846 | J. Phys. Chem. A 2014, 118, 2367—2376
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Carbamazepine. It has been shown that carbamazepine
reacts with HOCI in an aqueous environment, and the N-
chloramide has been detected as a transformation product. The
chlorination follows second-order kinetics, where the reaction
rate constant at pH 7 is 1.7 X 107 < k, < 1.4 X 107* M~ 57,
which corresponds to the free energy barrier AG*,5 & 95—123
kJ/mol>*”" We assume that all processes below the target
experimental barrier (or within an experimental error)
contribute to the measured reaction rate. To prove that the
N-chlorination process takes place in the course of HOCI-
induced transformation of carbamazepine, the computational
approach tested on the model amide system (NMA) has been
applied. Instead of the G3B3 composite model, the B2K-
PLYP//B3LYP model has been employed for accurate energy
predictions.

The calculated barrier (AG*,55 = 159.9 kJ/mol) for one-step
N-chlorination via TS,_,p of the amide form of carbamazepine
is prohibitively high. Therefore, this mechanism is not
appropriate to describe the reaction between HOCI and
carbamazepine in water.

Carbamazepine is chlorinated via TS;_p, to form the N-
chloramide product in a two-step manner. In the first step
(AG" 55 = 86.3 kJ/mol) carbamazepine undergoes tautomeriza-
tion in which iminol intermediate is formed. The less stable but
more reactive iminol reacts with HOCI in the second step. The
calculated barrier of 112.1 kJ/mol is within the barrier limits set
by experimental measurements. The transition state structure in
which three water molecules assist the chlorination of the
iminol form is presented in Figure 2. This transition structure is
essential to explain the observation that N-chloramide was the
major transformation product of carbamazepine under
experimental conditions.>®

Acetaminophen. The reaction of HOCI with acetamino-
phen is the representative example of transformation of
pharmaceutical into toxic products. Under conditions simulat-
ing wastewater disinfection, acetaminophen reacted with HOCI
to form hepatotoxin N-acetyl-p-benzoquinoneimine and 1,4-
benzoquinone, which is suspected of causing mutagenic and
genotoxic effects.”* It is not clear if N-chlorination occurs in the
course of HOCl-induced transformation of acetaminophen,
because N-chloramide products have not been observed under
experimental conditions.>* In contrast, other authors have
shown that N-chlorinated intermediates are relevant for the
chlorination of acetanilides’”> or phenylurea herbicides,”*
which are structurally related to acetaminophen.

Our computational results support the claim that Ar-
NHC(O)R moiety easily undergoes N-chlorination. Two
different mechanisms for N-chlorination have been calculated
at the B2K-PLYP//B3LYP level: the one-step N-chlorination of
the amide moiety in acetaminophen and the two-step process
in which iminol intermediate is formed first followed by N-
chlorination reaction. The energy barrier for the two-step
mechanism is 56.7 kJ/mol lower and the corresponding
transition state structure for N-chlorination of the iminol
form assisted by three water molecules is presented in Figure 2.
The calculated energy barrier is comparable to the correspond-
ing barrier for N-chlorination of carbamazepine. This suggests
the relative ease of formation of the N-chloramide product
during chlorination of acetaminophen by HOCI in an aqueous
environment. It is of interest to see if the N-chlorinated
derivative of acetaminophen can be detected if different
analytical techniques, other than electrochemical detection
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combined with iodide-postcolumn reaction chemistry,** are
employed.

Phenytoin. 1t has been shown that both nitrogen atoms N1
and N3 (Scheme S) in phenytoin can be chlorinated by

Scheme S. Chlorination of N1 and N3 Positions in Iminol
Forms of the Antiepileptic Drug Phenytoin®

(¢] !
O\
X

H 3

Ph
Ph

P, (-56.5)

HOCI/3H,0 | (112.5)

Ph

HO _N;
X

H 3
O

14 (60.5)

Ph

2H20}

(83.5)

0
2H20/ A N—Izo
(74.1) (69.7)

H H
o} { HO i
N N Ph
e N
N¢"“ph Ni<( Ph
OH o
532) 1, I; (51.8)

(106.9) (102.7)
HOCI3H0 Acvsto

H
O\rm Ph
0|/N3 Ph
0

P, (-68.7)
“Relative energies (AG,gq, kJ/mol; in parentheses) for the respective

species calculated at the B2K-PLYP/6-311+G(3df2p)//B3LYP/6-
31g(d) level in water.

HOCL”® but it is not known which nitrogen atom is more
nucleophilic, i.e.,, which position is chlorinated first. There is
some evidence that S,5-dialkylhydantoins undergo chlorination
in which the N3 position is chlorinated first followed by the N1
position to form dichloro product.”®

According to our computational results the barrier for
chlorination of the N3 position is 9.8 kJ/mol lower than the
corresponding barrier for chlorination of the N1 position
(Scheme S). The mechanism that involves iminol intermediates
has been taken as relevant for this comparison.

The formation of three different iminol intermediates is
possible (Scheme $), and they span a range of ca. 8.7 kJ/mol.
The most stable iminol form I is formed along the reaction
pathway in which the N3 position is chlorinated first, whereas
the iminol form I, is a key intermediate for chlorination of the
N1 position (Scheme ).
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On the product side of reaction the N3-chlorinated
phenytoin (P,) has been calculated for 12.2 kJ/mol more
stable than the N1-chlorinated counterpart (P,). This is due to
the steric repulsion, between NI1-chlorine and aromatic
hydrogen atoms, which exists in N1—CI form only. The same
stability order has been found for spiro-substituted hydantoins
where N1-chlorinated products suffer from steric interactions
between Nl-chlorine atom and hydrogen atoms of the
substituent at the CS-position.””

The one-step chlorination of the amide form at the N1
position in phenytoin has been calculated kinetically inferior
(AG" 55 = 155.5 kJ/mol), in accordance with the results for all
amides included in this study. On the other hand, during the
optimization of the transition state structure for chlorination of
the amide form at the N3 position in phenytoin, a proton shift
occurs that converts the amide form to its iminol counterpart.
The same tautomerization has been observed in geometry
optimization of transition state structure for N-chlorination of
imidazolidine.®®

4. CONCLUSIONS

Due to its increased reactivity, as compared to the amide
counterpart, the iminol form has been implicated as a reactive
intermediate in a number of reactions.”*”” Of special
importance is the intermediacy of the iminol form in base-
mispairing process,” or in comglexations by metal ions that
influence peptide conformations,”' to name but a few examples.
Now, we add the N-chlorination of amides to the respective list
of reactions in which the intermediacy of the iminol is essential.
Chlorinations of amides are of utmost importance in biological,
environmental, and material chemistry; however, no reaction
mechanism has been reported to date.

A detailed and comprehensive computational study has been
performed on the model amide NMA. Several theoretical
models (B3LYP, BMK, M06-2X, B2-PLYPD, and B2K-PLYP)
have been benchmarked against the high-level the G3B3
composite model. The double-hybrid B2K-PLYP method has
been found superior in terms of the cost and accuracy.

Three different reaction mechanisms for chlorination of
amides by HOCI have been studied: (i) the one-step N-
chlorination of the amide form, which is analogous to the
mechanism of N-chlorination of amines, (ii) the O-chlorination
of the amide followed by O,N-chlorine shift, which has been
suggested as viable by several authors, and (iii) the
tautomerization of the amide to its iminol form, which
subsequently undergoes N-chlorination. In all cases, the
involvement of water molecules is essential, as energy barriers
along respective reaction pathways are strongly reduced by
water assistance.

According to all theoretical models, the reaction channel in
which the iminol intermediate is formed and subsequently
chlorinated is found to be the most feasible pathway. This
computational result is supported by experimental data. The
energy barrier AG',, ~ 87 kJ/mol, as derived from the
measured rate constant, is correctly reproduced by B2K-PLYP
(86.3 kJ/mol) and G3B3 (87.3 kJ/mol), but only if the N-
chlorination of the iminol is considered. The same reaction
pathway for N-chlorination that involves the iminol inter-
mediate has been proposed for a series of small-sized amides, as
well as for three larger structures of amide-containing
pharmaceuticals. This suggests that the formation of the iminol
intermediate followed by its reaction with HOCI is the general
mechanism operating in N-chlorination for most amides.
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The chemical fate of paroxetine metabolites.
Dehydration of radicals derived from 4-(4-
fluorophenyl)-3-(hydroxymethyl)piperidinet

Davor Saki¢,? Florian Achrainer,? Valerije Vréek*® and Hendrik ZipseIO

Quantum chemical calculations have been used to model reactions which are important for understand-
ing the chemical fate of paroxetine-derived radicals in the environment. In order to explain the experi-
mental observation that the loss of water occurs along the (photo)degradation pathway, four different
mechanisms of radical-induced dehydrations have been considered. The elimination of water from the N-
centered radical cation, which results in the formation of an imine intermediate, has been calculated as
the most feasible process. The predicted energy barrier (AGhqg = 98.5 kJ mol™") is within the barrier limits
set by experimental measurements. All reaction intermediates and transition state structures have been
calculated using the G3(MP2)-RAD composite procedure, and solvent effects have been determined
using a mixed (cluster/continuum) solvation model. Several new products, which comply with the avail-
able experimental data, have been proposed. These structures could be relevant for the chemical fate of

www.rsc.org/obc

Introduction

The antidepressant paroxetine (Paxil®) is an important represen-
tative of an emerging group of pharmacologically active phenyl-
piperidines. It is a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI)
that is widely prescribed to treat depression. Recent studies have
shown that paroxetine and its metabolites'™ have the potential
to accumulate in waste waters,* but also in the tissue of fish® as
a result of discharges of this antidepressant into surface waters
from municipal wastewater treatment plants.®’

Environmental risk assessment of paroxetine has been per-
formed earlier, but only the parent (35,4R)-(4-(4"-fluorophenyl)-
3-(3,4-methylenedioxyphenoxymethyl)piperidine (I) and its
major human metabolite trans-4-[4-(4'-fluorophenyl)-3-piperi-
dinylmethoxy]-2-methoxyphenol (II) have been considered
(Scheme 1) in more detail.® According to ecotoxicity results,
paroxetine itself should not exert any significant effects on
aquatic organisms. From an environmental fate perspective,
paroxetine appears to be hydrolytically stable, while irradiation
studies did not show any major UV degradants.
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antidepressant paroxetine, but also for biologically and environmentally related substrates.

Kwon and Armbrust have shown that paroxetine, if
exposed to simulated sunlight, easily undergoes hydrolysis
and dehydration in the environment, resulting in relatively
stable by-product(s).” The hydrolyzed photoproduct (3S,4R)-
4-(4-fluorophenyl)-3-(hydroxymethyl)piperidine (III) is con-
sidered as the main environmental metabolite, whereas the
possible dehydrated photoproduct has been designated as IV
(Scheme 1). It is likely that IV was produced by loss of water
followed by cyclization, but no mechanistic details have been
provided. The only structural information for the dehydrated
product is the mass spectrum signal at m/z 192 [M + HJ',
leading to a molecular mass of 191. No environmental risk
assessment has been performed for the two respective com-
pounds III and IV.

We have recently proposed that, along with the hydrolysis I —
III, a number of different rearrangements of paroxetine are
feasible if chlorination (HOCI/Cl,) of waste water is taken into
account.'® Chemical transformations of N-chlorinated deriva-
tive IIla (Scheme 1) have been investigated computationally in
water as the reaction medium. In addition to the hydrolyzed
product III, alternative products have been predicted and
suggested as relevant for the chemical fate of paroxetine. In
order to provide a more comprehensive picture of reaction pos-
sibilities, the rearrangement reactions in the open-shell
counterparts of paroxetine metabolites are investigated in this
work. While the base-catalyzed reactions in the closed-shell
systems occur due to the water chlorination, the paroxetine-
derived radicals are generated through photolysis.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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Scheme 1 (Bio)degradation processes of paroxetine and its metabolites. Pro-
posed closed-shell products (Cy,H4FN) of rearrangements in paroxetine derived
radicals. Structures reported in earlier studies are designated by an asterisk.

Photodegradation of paroxetine follows first-order kinetics,
and the reaction rate constant at pH 7 is 0.0529 h™".° This
photodegradation process includes the hydrolysis of I to III
(the experimentally detected photoproduct), and the sub-
sequent rearrangement of III to the dehydration product (pre-
sumably IV). While the hydrolysis results in a single product
(Im), different products may arise from dehydration of III
(Scheme 1). The experimentally-determined rate constant at
pH 7 (calculated as the rate of disappearance of I) corresponds
to an energy barrier of ca. 100 kJ mol™" at 25 °C. The accuracy
of this value, which is based on the assumption of a unimole-
cular process, is not well established and we therefore assume
that all processes below or within a bracket of 10 k] mol™" of
the target experimental barrier (shown as a grey band in Fig. 1)
contribute to the measured reaction rate.

Based on the computational results presented here we
outline conceivable pathways for the formation of the (photo)
degradation products observed in the experimental studies of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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Kwon and Armbrust. The computational results can also help
to identify the structures of photoproducts, which have been
proposed earlier on the basis of the MS signal only (m/z 192
[M + H]"). According to other experimental studies, hydrolysis
and dehydration of paroxetine can result in several products
with a molecular mass of 191.%'*™*% Therefore, in addition to
the photoproduct IV, additional structures V-XI (Scheme 1)
which match the observed MS signal should be considered as
possible degradation products of paroxetine.

In order to investigate all feasible pathways in radical-
mediated processes and to search for possible products,
quantum chemical models are used to calculate energies and
geometries of reaction intermediates and transition state struc-
tures. Of special importance is to clarify the mechanism of
dehydration which seems to be operative in photodegradation
of paroxetine derived radicals. Our investigation has been
focused on products which have chemical structures consistent
with the experimentally observed data. Only processes for which
the calculated energy barrier is lower than 200 k] mol™ have
been taken into account (see Fig. 1). It is important to note that
if any radical-mediated rearrangement corresponds to the rate-
determining step, it should not exceed the barrier limit of
ca. 100 k] mol ™, as determined earlier in photolysis experiments.’

Four different pathways of dehydration have been con-
sidered computationally: (i) the formation of imines V and VI,
and enamine VII, (ii) the formation of alkenes VIII and IX,
(iii) cyclodehydration reactions resulting in aza-bicycloheptanes
X and XI, and (iv) the five-membered ring closure in IV. A more
comprehensive analysis and additional data for all reaction
possibilities are deposited in the ESLT All investigated pro-
cesses include the dehydration step, which is in accord with
the experimental observation that the elimination of a water
molecule must occur along the degradation pathway.

A dehydration mechanism has been postulated in chemical
transformations of different phenylpiperidine-containing
biomolecules.'*™” Therefore, the comparative study of the
competitive processes i-iv is not only relevant for the chemical
fate of paroxetine, but may also be relevant for other biologi-
cally and environmentally relevant substrates.

Results and discussion

The photolytically induced homolysis® of the N-H bond in the
(photo)product III or the N-Cl bond in the N-chlorinated
product IIla can result in the formation of N-centered radical
1a (Scheme 2). It has been shown that N-chlorinated species
are more susceptible to photodegradation, mostly due to the
homolytic bond dissociation energy (BDE), which is lower for
the N-Cl bond than for the corresponding N-H bond.'® The
ease of formation of N-centered radicals has been reported for
a series of chloramines, which play an important role in
environmental chemistry and biochemistry.'*>?

Once formed, the N-centered radical 1a can undergo fast
protonation yielding the radical cation 1b. The most stable
form of 1b adopts a chair conformation of the piperidine ring

Org. Biomol. Chem., 2013, 11, 4232-4239 | 4233
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Fig. 1 Schematic energy profile (G3(MP2)-RAD + AG,,) for dehydration mechanisms (the formation of imine/enamine (i), red lines; the alkene formation (i),
magenta lines; the formation of azabicycloheptanes (iii), green lines; the five-membered ring closure (iv), blue lines) in radical cations 1b and 5 derived from the par-
oxetine metabolite Il (or llla). Only the lower energy transition structures for water-assisted processes are presented. The energy of the N-centered radical 1b is set
to zero (dashed line). The gray band denotes the target experimental barrier for paroxetine (photo)degradation. Open-shell precursors (Arabic numerals) are con-

nected to their corresponding closed-shell products (Roman numerals).

moiety with both substituents (fluorophenyl and hydroxy-
methyl) in the equatorial position (the conformer with substi-
tuents in the axial position is 11 kJ mol™ less stable if
solvation effects are included). The spin density (NPA values) is
mainly localized on the nitrogen atom (0.73 au). The calcu-
lated pK, value for 1b (at the G3(MP2)-RAD + AGg,, level
according to the thermodynamic cycle presented in ESIT) is
6.5, which is similar to the parent piperidine radical (pK, =
5.8).>%? This suggests that both neutral (1a) and protonated
(1b) forms coexist in neutral media. N-Centered radicals 1a
and 1b can undergo a variety of further rearrangements.>*>’

It is known that protonation of aminyl radicals (such as 1a)
strongly  affects the reactivity of these neutral
intermediates.>® ! Therefore, the radical cation 1b and its
rearranged products (see below) have been selected as species
relevant for the description of the chemical fate of paroxetine
metabolites. For comparison, rearrangements in the neutral
aminyl radical 1a have also been calculated and the corres-
ponding results have been deposited in the ESL.{

Dehydration of 1b with imine/enamine formation

It is known that N-centered radical cations may undergo frag-
mentation reactions, which involve the cleavage of the C,~H
bonds.*” The homolytic cleavage is much easier than in the
neutral aminyl radical due to the strong electron withdrawing
effect of the positive charge in the protonated form.***
Therefore, N-centered radical cation 1b is expected to
undergo C,~H cleavage in which a hydrogen atom is transferred
from either C2 or C6 to the C7-hydroxyl group (numbering

4234 | Org. Biomol. Chem., 2013, 11, 4232-4239

defined in Scheme 2). Both pathways were investigated computa-
tionally, with the former process being energetically more favor-
able. The calculated energy barrier AG” for the intramolecular
hydrogen atom transfer from the C2 position is 139.5 k] mol ™
(k. = 8.10 x 10~° h™"). If one explicit water molecule is included
in the calculation, the energy barrier for 1b — 2 reduces to
98.5 k] mol™ (k, = 0.1235 h™"), which is in line with the experi-
mentally determined limit for dehydration reaction (ca. 100
kJ mol ™" at 298.15 K). The corresponding transition state TSy, , is
characterized by a seven-membered ring geometry, in which the
water molecule assists C2-H cleavage coupled with (C7-O) bond
cleavage (Fig. 1). The latter bond is slightly elongated (1.49 A) as
compared to 1b (1.41 A) which suggests that the elimination of
water occurs simultaneously with the hydrogen atom transfer.
Only negligible spin density is located on the migrating hydro-
gen throughout the reaction (SD(Hpig) 0.01 in TSyp »),
suggesting that spin flows directly from the nitrogen atom in 1b
(0.73 au) to the C7 carbon atom (1.04 au) in 2.

The iminium radical cation 2 and two water molecules have
been located at the product side of the reaction pathway using
the IRC procedure. This is a distonic radical in which the posi-
tive charge is distributed over the imine moiety (¢(C2) = 0.39),
while the spin density is localized on the carbon center C7
(1.04 au). According to this result, the structure V (the closed-
shell analogue of 2) has been proposed as the dehydration
product of the metabolite III (or IIla). It represents a conceiv-
able structure with chemical formula (in protonated form:
C1,H;5FN) which matches the experimentally observed signal
of m/z 192. The corresponding closed-shell analogue of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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Scheme 2 Proposed dehydration mechanisms (i-iv) in radical cations 1b and 5 derived from paroxetine metabolites Il and Illa. Closed-shell reactants/products
from Fig. 1 are indicated in boxes. Explicit water molecules coordinated to each radical cation are not presented.

iminium radical cation 3 (structure VI in Scheme 1) is pre-
dicted to be only a minor product of the dehydration reaction.

The distonic radical cation 2 is more stable by 14.8 kJ mol™"
as compared to the N-centered radical 1b. It can undergo
further rearrangement through transfer of the C3-H atom to
the C7 position. While being forbidden by orbital symmetry
conservation rules (the calculated barrier AG” is over 220
kJ mol™"), this 1,2-hydrogen migration becomes feasible when
mediated by water molecules. The transition state structure
TS, 4 for the solvent assisted 1,2-hydrogen migration is calcu-
lated to be 91.7 k] mol™" above the imine 2, which makes this
rearrangement kinetically favorable. The resulting enamine
radical 4, presented in Scheme 2 with two resonance struc-
tures, has been calculated as the most stable rearranged
product (102.3 k] mol™" more stable than 1b). It is character-
ized by the planar C6-N1-C2-C3 moiety in which the spin is
distributed between N1 (0.40 au) and C3 (0.60 au) atoms. Its
closed-shell form corresponds to the structure VII in
Scheme 1.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013

Imines such as V and VI, and enamines such as VII may
easily undergo hydrolysis giving the expected products with
free amino and aldehyde functionalities.?>***® None of these
products, however, can be assigned to the observed signal in
the mass spectrum.?”

Dehydration of 5 with alkene formation

The two alkene products VIII and IX (Scheme 1) have been
observed in elimination reactions of paroxetine meta-
bolites.’>*® The existence of VIII as an intermediate in the
degradation of III has also been confirmed by using electro-
spray ionization mass spectrometry (ESI-MS).'' In our quest
for the possible dehydration product, the alkenes VIII and IX
have been targeted as structures with chemical formula match-
ing the experimentally observed signal (m/z 192). The most
favorable pathway which precedes the formation of VIII and IX
corresponds to the loss of water from carbon-centered radical
cation 5. Radical cation 5 is a distonic form of the N-centered
radical 1b (charge and radical sites are spatially separated in 5),
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and is calculated to be 59.0 k] mol™" more stable than the
latter. The unpaired spin in 5 is localized on the C4 carbon
atom (0.74 au) with some flow to carbon centers C9 (0.22 au)
and C11 (0.21 au) in the phenyl ring. It is formed by the 1,4-
[N~Cl-hydrogen migration 1b — 5 via transition structure
TS1p_s. In this transition structure the water molecule is bound
to the migrating hydrogen (complex of type Hpig--OH, in
Fig. 1). Analysis of partial charge (NPA values) and spin distri-
bution along the 1,4-[N~C]-H migration reveals that the
migrating hydrogen carries a positive charge throughout the
reaction (¢(Hmigr) = 0.48 € in TSy, 5). Simultaneously, only the
negligible spin density is located on the Hpy (0.02 au). The
calculated energy barrier for this intramolecular H-shift is
106.3 k] mol™* (k. = 5.33 x 107> h™"), or 49.5 k] mol™* (k, =
0.4752 h™") with one explicit water added to the system.

The transition state structure TS5 ¢ (Fig. 1), which connects
radical cation 5 and the alkene product 6, is located 206.0
kJ mol™ (k, = 1.81 x 107>° h™") above the starting radical cation
1b. Radical cation 6 can undergo further transformations to
yield the closed-shell alkenes VIII or IX, the latter of which is
more stable on thermochemical grounds.'> However, the cal-
culated energy barrier for 5 — 6 exceeds the experimentally
measured value of 100 kJ mol ™", which makes this dehydration
process kinetically less favorable.

Cyclodehydration reactions of 5

The elimination of water from radical cation 5 can also be
coupled to the formation of 3- or 4-membered ring systems. In
the cyclodehydration reaction 5 — 8 the simultaneous elimin-
ation of the C7-hydroxyl group and the hydrogen atom from
the N1 position results in the formation of the azabicyclo-
heptane product 8. The calculated energy barrier for this cyclopro-
panation reaction amounts to 161.2 k] mol ™" (k, = 1.28 x 10~
h™') if one explicit water is added, which is substantially lower
than the barrier for the formation of alkene radical cation 6
(see above). The radical cation product 8 can subsequently be
transformed into the closed-shell parent X, which has already
been targeted as a bioactive lead compound.*>*® It is closely
related to paroxetine as the azabicycloheptane derivatives have
been recently designed as potent and selective triple reuptake
inhibitors,""**> and the same heterocyclic moiety has been
described as important in monoamine oxidase substrates.*?

The cyclodehydration pathway 5 — 9 couples the elimin-
ation of water to the formation of an azetidine ring system
(Scheme 2). The dehydration reaction with azetidine ring
closure occurs in a number of pharmaceuticals based on
aminoalcohol substructures,”*™® including the tropane-
derived paroxetine analogs,*” which supports the proposal that
a similar mechanism can be expected in the paroxetine meta-
bolite III. The calculated energy barrier for 5 — 9 is 64.7
kJ mol~" higher than the corresponding barrier for cyclodehydra-
tion 5 — 8. This is in line with earlier studies showing that the
energy barrier for azetidine ring formation in aminoalcohols*®
or aminohalides®® can be quite substantial (up to 200
k] mol™).

4236 | Org. Biomol. Chem., 2013, 11, 4232-4239
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Dehydration of 1b with five-membered ring formation

Cyclization reactions are also conceivable starting from radical
cation 2 and then involve formal radical attack at the aromatic
ring system to yield tricyclic radical cation 7. This is a distonic
radical in which the positive charge is distributed over the
imine moiety (g(C2) = 0.40 e), while the spin density is deloca-
lized over the carbon centers C8 (0.41 au), C10 (0.44 au) in the
phenyl ring. Radical addition reactions to aromatic ring
systems are generally considered to be thermochemically
unfavourable processes, but it should be added that intramole-
cular radical addition to a benzene ring system has recently
been reported for fibrate pharmaceuticals in the context of
environmental degradation processes.>® The calculated energy
barrier for the process 2 — 7 is 87.7 k] mol™" (k. = 9.72 h™"),
which is within the barrier limits set by experimental measure-
ments. The respective transition state structure TS, ; (Fig. 1) is
characterized by one imaginary frequency (544i cm™"), which
corresponds to the ring closure process. In this structure the
calculated distance between C7 and C9 carbon atoms is only
2.1 A. The spin density distribution indicates that the spin is
considerably delocalized from the C7 carbon atom (0.63 au) to
carbon centers C8 (0.28 au), C9 (0.18 au), and C10 (0.27 au) in
the phenyl ring. The calculated energies of the ground states
suggest that the reaction 2 — 7 is slightly endergonic.
However, the reaction can proceed if the following energy
barrier for rearrangements of 7 is low and the final product is
lower in energy than reactant 2. In order to transform radical
cation 7 into the closed-shell product IV, the rearomatization
of the attacked ring systems and subsequent electron transfer
steps are required.

Conclusions

In this work we have compared the reaction energetics for
several dehydration processes which can occur in radical
cations generated by photolysis of the paroxetine metabolite
III (or Illa). The barrier value of ca. 100 k] mol™" (at 298.15 K)
has been determined earlier by experimental measurements in
which paroxetine has been exposed to simulated sunlight and
kinetic parameters (k. = 0.0529 h™") of photodegradation have
been measured spectrophotometrically.’ It corresponds to the
estimated half-life of 13.1 h, indicating that the paroxetine
metabolite is not persistent to photolysis in water (pH = 7).
However, the photoproduct is stable under photolytic con-
ditions, and therefore a search for the mechanism of its for-
mation is of environmental relevance. All reaction possibilities,
for which the calculated barrier noticeably exceeds the limit set
by the experiment, are deposited in the ESLT

Only the N-centered radical cation 1b and its distonic form
5 have been considered as important reactive intermediates.
The former is the free radical formed directly from the paroxe-
tine metabolite I (or IIIa), while the latter is the most stable
distonic isomer. Both species 1b and 5 are interconnected via
the structure TS;p_s which represents the transition state for the
corresponding 1,4-hydrogen migration (AG* = 49.5 kJ mol™;
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k. = 0.4752 h_l]. Two different rearrangements in the radical
cation 1b can be distinguished (Scheme 2): the elimination
of water resulting in imine 2 and enamine 4 formation
(i) and the cyclization of the initially formed imine giving
structure 7 (iv). As well, the radical cation 5 can undergo two
dehydration reactions: the elimination of water resulting in
the formation of alkene 6 (ii) and cyclodehydration in which
azabicycloheptanes 8 and 9 are formed (iii).

The elimination of water from the starting radical 1b has
been calculated as the most important reaction channel (AG" =
98.5 k] mol™; k. = 0.1235 h™") leading to the formation of
iminium radical cation 2. The latter species can be easily trans-
formed into enamine 4 (the most stable intermediate on the
potential energy surface investigated) or converted to 7 by an
intramolecular cyclization. The latter intermediate is an open-
shell precursor for the parent structure IV, which has been pro-
posed earlier as a possible photoproduct of the paroxetine
degradation in water.” In contrast, the parent enamine VII,
derived from intermediate 4, has not been considered as a con-
ceivable product. We have shown here that, in both cases, the
imine radical 2 is the key intermediate for the formation of the
photoproducts IV and VII.

In addition, two cyclodehydration mechanisms (iii) have
been considered: the concerted one in which the cyclopropane
ring has been formed simultaneously with the elimination of
water, and the stepwise mechanism in which formation of the
four-membered azetidine moiety occurs after the elimination
of water. The calculated barriers for both reactions are rela-
tively high, with the former reaction 5 — 8 being the more
favorable process.

The dehydration process (ii), which results in the formation
of alkene radical 6, has been found to exceed the targeted
barrier limit of ca. 100 k] mol™". Although the formation of the
parent alkene products VIII and IX from paroxetine meta-
bolites has been detected experimentally,’*?® these reactions
most likely proceed without the intermediacy of free radicals.

The calculated barriers for all dehydration reactions start-
ing from structure 5, which occur prior to the formation of the
closed-shell parents VIII, IX, X and XI, are relatively high.
Therefore, these structures are unlikely candidates to explain
the experimental results. However, they could be important in
understanding the chemical fate of other environmentally rele-
vant compounds which are structurally related to paroxetine
(i.e. containing the phenyl-piperidine and/or aminoalcohol
groups). It is known that the dehydration process is important
for the metabolic and environmental fate of a series of phar-
maceuticals and other biologically relevant compounds, which
contain aminoalcohol moieties (R,N(CH,),OH, where n = 2-4).
For example, haloperidol, the most widely used drug for the
treatment of neuropsychiatric disorders, undergoes dehy-
dration; it has been shown that dehydration is the first reac-
tion step in the bioactivation'* and electrochemical oxidation
of haloperidol.’® A similar dehydration mechanism has been
postulated in the transformation of selective inhibitors of
serine proteases'®> and the central nervous system stimulant
pipradrol.’”

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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In conclusion, quantum-chemistry models have been
employed in a search for products of radical-mediated photo-
degradation of paroxetine. Several structures, not considered
earlier, have been located, and the reaction mechanisms
underlying their formation have been described. We propose
structures IV, V, VI, and VII (Scheme 1) as probable photo-
products which fit to available experimental data.

Computational details

DFT calculations are employed for geometry optimizations and
frequency calculations for open-shell systems at the unrest-
ricted UB3LYP/6-31G(d) level.”* Thermal corrections to Gibbs
energies have been calculated at the same level of theory using
the rigid rotor/harmonic oscillator model. All energies are
reported at 298.15 K. Improved energetics have been calculated
using the double hybrid B2K-PLYP/6-311+G(3df,2p)**> and B2-
PLYP/aug-def2-TZVPP methods,”® which combine exact HF
exchange with an MP2-like correlation to a DFT calculation
(the corresponding energies are included in ESI}). It has been
found that B2K-PLYP shows an excellent performance for cal-
culating barrier heights for water-catalyzed proton-transfer
reactions,® and radical reactions.’>*® The B2-PLYP method
has recently been successfully benchmarked against the G3B3
composite model.’ Finally, we use the G3(MP2)-RAD compo-
site model®” as our reference procedure in order to evaluate
the efficiency of DFT methods. Only the G3(MP2)-RAD energies
are reported throughout the text (calculated energies are rela-
tive to separated reactants). The (U)CCSD(T)/6-31G(d) calcu-
lations for the G3(MP2)-RAD model have been performed with
MOLPRO 2006.1,>® while all other quantum mechanical calcu-
lations have been performed with Gaussian 09.%°

The calculated energy barriers (AG”, in k] mol™) are con-
verted to reaction rate constants (k, in h™') throughout the
text. However, these estimates are rather approximate. A differ-
ence in Gibbs energy of activation of 5.7 k] mol™" (at 298.15 K)
results in a reaction rate difference of one order of magnitude.
Therefore, some caution must be exercised in the interpret-
ation of absolute values for the predicted reaction rate con-
stants, whereas the relative numbers are more reliable. The
corresponding half-life predictions are also sensitive to errors
in the calculation of AG”", which prevents an exact assessment
of the persistence of metabolites.

Analytical vibrational analysis was performed to character-
ize each stationary point as a minimum (number of imaginary
frequencies = 0) or a first-order saddle point (number of ima-
ginary frequencies = 1). Intrinsic reaction coordinate (IRC) cal-
culations were performed at the corresponding level of theory
to identify the minima connected through the transition state.
The initial geometries used were those of the corresponding
transition state structures, and the paths were followed in both
directions from that point. This method verified that a given
transition structure indeed connected the presumed energy
minimum structures.®°
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Gibbs energies of solvation have been determined using the
CPCM continuum solvation model at the UB3LYP/6-31G(d)
level, with UAKS atomic radii and the electrostatic scaling
factor (alpha value) set to 1.2 for all atoms. The solvent relative
permittivity of ¢ = 78.4 (water) was used. To correctly describe
open-shell systems in water the inclusion of bulk and specific
solvent effects is mandatory. We have found that the addition
of one explicit water molecule substantially lowers the calcu-
lated energy barriers for all processes investigated. The
number of explicit water molecules (n = 0-3) is varied in order
to identify the most stable structure, i.e. to obtain the most
negative Gibbs energy of solvation. We have found that one
water molecule is “the ideal number of solvent molecules”®'
for all structures involved in selected processes depicted in
Fig. 1 (see details in ESIf). The addition of the second and the
third water molecule is not favorable in Gibbs energy terms.
Therefore, all structures and relative energies reported
throughout the text include one extra water molecule. The
most stable forms of water-complexed species are located by
placing water molecules in a variety of locations to sample the
different arrays of interaction networks available between the
corresponding free radical and water. Initial configurations
were created using a locally modified version of the stochastic
search method.®*"%*

Different mechanisms for water-catalyzed reactions
(denoted as A, B, or C in ESIf) have been considered,* but
only the most favorable are presented in the text (for selected
examples see Fig. 1).
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Electronic structure methods have been applied to calculate the gas and aqueous phase reaction energies

for base-induced rearrangements of N-chloropiperidine, N-chloro-3-(hydroxymethyl)piperidine, and

N-chloro-4-(4-fluorophenyl)-3-(hydroxymethyl)piperidine. These derivatives have been selected as

representative models for studying the chemical fate of environmentally relevant chloramines. The
performance of different computational methods (MP2, MP4, QCISD, B3LYP and B2PLYP) for
calculating the thermochemistry of rearrangement reactions was assessed. The latter method produces
energies similar to those obtained at G3B3(+) level, which themselves have been tested against
experimental results. Experimental energy barriers and enthalpies for ring inversion, nitrogen inversion

and dehydrochlorination reactions in N-chloropiperidine have been accurately reproduced when
solvent effects have been included. It was also found that the combined use of continuum solvation
models (e.g. CPCM) and explicit consideration of a single water molecule is sufficient to properly
describe the water-assisted rearrangement of N-chlorinated compounds in basic media. In the case of

N-chloro-4-(4-fluorophenyl)-3-(hydroxymethyl)piperidine, which represents the chlorinated metabolite

of the antidepressant paroxetine, several different reactions (intramolecular addition, substitution, and

elimination reactions) have been investigated. Transition state structures for these processes have been
located together with minimum energy structures of conceivable products. Imine 4A is predicted to be
the most stable reaction product, closely followed by imine 4B and oxazinane 8, while formation of

isoxazolidine 7 is much less favourable. Calculated reaction barriers in aqueous solution are quite

similar for all four processes, the lowest barrier being predicted for the formation of imine 4A.

Introduction

Reactions of chlorine and chlorinating agents with organic
micro pollutants during water treatment procedures can result in
different chloramine byproducts,' some of them with carcinogenic
and/or mutagenic properties.”> Of special importance are phar-
maceuticals and personal care products (PPCP), which have been
frequently detected in municipal wastewaters in recent years.**
Upon water chlorination procedures the amine-containing phar-
maceuticals undergo rapid reaction with HOCI/Cl, to form
chlorinated compounds, including chloramine derivatives. It has
been reported that, for example, B-blocker metoprolol,® antibac-
terial agent sulfamethoxazole,® or fluroquinolone antibiotics’” on
treatment with chlorine easily form the corresponding chloramines
in surface waters.

“Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, A. Kovacica
1, HR-10000, Zagreb, Croatia. E-mail: valerije@pharma.hr; Fax: +385-1-
4856201, Tel: +385-1-6394441

*Department of Chemistry and Biochemistry, LM U Miinchen, Butenandstr.
13, D-81377, Miinchen, Germany. E-mail: zipse@cup.uni-muenchen.de

T Electronic supplementary information (ESI) available. See DOI:
10.1039/¢10b05077j

These N-chloramine derivatives are rather unstable and can
undergo rearrangement reactions quite different from the degra-
dation pathways of the parent (not chlorinated) amine-containing
pharmaceutical compounds. All rearrangement processes of N-
chloramines (see Scheme 1),® such as Grob fragmentation,’
elimination (dehydrochlorination),'® nucleophilic substitution,!
or N-centered radical formation,'” may play an important role
in the fate of pharmaceutical residues in an aqueous environment.
Therefore, a discussion on the environmental risks of nitrogenous
pharmaceuticals in chlorinated water must be directed towards the
free amino compound as well as its N-chloramine derivatives. It
has recently been shown that products of the aqueous chlorination
of pharmaceuticals can range from “unusual”*® to “unexpected”,"
but could also be more toxic than the parent compounds.*

Recently, we have studied rearrangements of open-shell systems
obtained after N—Cl homolysis in N-chloropiperidine (Scheme
1).* In order to provide a more comprehensive picture of
reaction possibilities, the corresponding reactions in the closed-
shell piperidine systems are investigated in this work. Piperidine
itself represents a suitable model for pharmaceuticals as many
of these include this heterocyclic moiety in their structures. In
addition to these model studies, important reaction pathways have
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also been analyzed for the N-chlorinated derivative of paroxetine.
This antidepressant is an important representative of an emerging
group of pharmacologically active 4-aryl piperidines (Scheme 2).
Recent studies have shown that paroxetine and its metabolites'” "
have the potential to accumulate in waste waters,*?*' but also in the
tissue of fish* as a result of discharges of this antidepressant into
surface waters from municipal wastewater treatment plants. There-
fore, interest in conducting the environmental risk assessment of
paroxetine continues unabated.??’

OH OH
H water Ch
chlorination
" —_ ”@\
O\F F
1 4
A
human aqueous
liver environment
(o, OR
B OR,

2 (R4=H, R;=CH,)

Paroxetine 3 (R1=CHj3, Ry=H)

Scheme 2 Paroxetine and its metabolites/degradation products.

To properly asses the risk of N-chlorinated derivatives of parox-
etine, a better understanding of their environmental/chemical fate
is imperative. Therefore, we set out to investigate computationally
several possible reaction mechanisms that include N-chlorinated
derivatives of paroxetine, which are relevant to environmental
chemistry of this therapeutically important antidepressant.

Paroxetine undergoes extensive metabolism in the liver
forming three main metabolites (Scheme 2): the prod-
uct of benzodioxol elimination, (3S,4R)-4-(4-fluorophenyl)-3-

Different rearrangement reactions in N-chloramines.

(hydroxymethyl)piperidine (1), and the two isomers (3S,4R)-
4-(4-fluorophenyl)-3-[3-hydroxy-4-methoxyphenoxy ) methyl]-
piperidine (2) and (3S,4R)-4-(4-fluorophenyl)-3-[4-hydroxy-3-
methoxyphenoxy)methyl]-piperidine (3).?® In the aqueous envi-
ronment both the parent compound and the two isomers 2 and
3 can undergo® cleavage of the ether bond generating the final
product 1 (Scheme 2).* Therefore, the 4-aryl-piperidine derivative
1 represents the target intermediate which enters the environment
where the subsequent degradation processes give rise to different
sets of products.®!

During chlorination of water, the amino compound 1 is
converted rapidly and quantitatively to its N-chloro derivative 4
(Scheme 2). This N-chloramine derivative 4 can undergo various
rearrangements (see below) which results in a number of different
degradation products. Neither experimental nor computational
studies have been published on rearrangement pathways of N-
chloramine 4, which could be relevant to the chemical fate of
paroxetine in chlorinated water. Quantitative studies have, how-
ever, been performed on parent compound N-chloropiperidine
(5-Cl) (Schemes 3 and 4).3*%

Results and discussion
1. N-Chloropiperidine

The performance of a variety of methods for calculating the
thermochemistry of different processes in the parent piperidine (5-
H) and N-chloropiperidine (5-Cl) was assessed. We use G3B3(+)
as our reference procedure in order to evaluate the efficiency of
other high-level methods (see ESIT). The accuracy of G3B3(+) has
been tested by calculating energy barriers and reaction energies
for conformational (ring inversion) and configurational (nitrogen
inversion) processes in 5-H and 5-Cl. These two processes in
piperidines, for which experimental values are known, connect
their axial and equatorial (5-R,, and 5-R,;; where R = H or
Cl, resp.) forms (Scheme 3). In addition, the energy barrier for
base-induced elimination in 5-Cl has been calculated at G3B3(+)
level and compared to the experimental determined reaction
barrier. In both cases the combination of G3B3(+) energies with
thermochemical corrections calculated at the B3LYP/6-31+G(d)
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level and with solvation free energies from CPCM/B3LYP/6-
31+G(d) procedure yields results that are in good agreement

with experimental values (Table 1). Out of all methods tested
(see ESIT), only B2PLYP/aug-def2-TZVPP//B3LYP/6-31+G(d)
gives similar results as the G3B3(+) scheme (Table 1). This pertur-
batively corrected double hybrid functional is quite cost-effective
and the calculated results are in line with experimental values. For
comparison, the computationally much more demanding MP4/6-
314+G(d)//B3LYP/6-31+G(d) method overestimates experimen-
tal barriers for conformational inversion processes in 5-H and 5-
Cl, whereas the energy barrier for dehydrohalogenation in 5-Cl is
somewhat underestimated (Table 1). Therefore, B2PLYP has been
used (see below) for energy calculations on paroxetine metabolite
4 and its rearrangement products, which are too large for G3B3(+)
composite calculations. The G2 and G3 composite techniques have
been used in conjunction with geometry optimizations at DFT
level in theoretical studies of a number of elimination processes.*
The 6-31+G(d) basis set used here is a frequent choice for the
description of charged systems®” and has been employed in recent
studies of base-catalyzed reactions.*®

1.1. Conformational properties. In case of piperidine and
N-chloropiperidine two possible chair conformations have been
located: 5-R,, with the hydrogen (chlorine) atom in axial position
and 5-R., in which hydrogen (chlorine) is equatorial (Scheme 3).
In agreement with experimental studies the equatorial conformer
was calculated to be more stable in both cases (Table 1).3%%
The preference for equatorial orientation of chlorine in 5-Cl
is in analogy to the situation in chlorocyclohexane, where the
equatorial conformer is preferred over the axial one by 2.2-2.7 kJ
mol™".*

In order to wundergo fast dehydrochlorination N-
chloropiperidine must adopt a conformation which allows
antiperiplanar elimination of H and Cl (Scheme 3). Indeed, we
have calculated (G3B3(+) + AG,,,) that the energy barrier for
anti-elimination in 5-Cl,, is 37.1 kJ mol™ lower than the barrier
for syn-elimination in 5-Cl,, (see ESIt).*

Therefore, prior to the elimination step the chlorine atom must
be in axial position. This can be achieved by configurational or
conformational change 5-Cl,, -> 5-Cl,, i.e. nitrogen inversion
or ring inversion process, respectively (Scheme 3). In accord with
experimental results we have calculated the nitrogen inversion to be

Table 1 Thermochemical parameters (relative energies in kJ mol™) calculated for different chemical processes in 5-R (R = H or Cl) at various levels of

theory”

Method?®

MP4/6-31+G(d) + MP2(full)/ B2PLYP/aug- G3B3(+) +
Chemical Process Thermochemical parameter AG,© G3large + AG,,,© def2tzvpp + AG,,© AG.° Exp.
5-Cl,, -> 5-Cl,, AG, at 298.15K +8.8 +7.0 +7.7 +5.7 +6.3
5-H,, -> 5-H,, +1.9 +2.1 +1.6 +1.5 +1.5
5-Cl,, -> 5-Cl, -> 5-Cl,, AG* (ring inversion) at 298.15 K +70.3 +64.8 +58.4 +63.7 +55.4
5-H,, -> 5-H, -> 5-H,, +50.4 +52.0 +45.2 +47.6 +43.5
5-Cl, -> 5-Cl,; -> 5-Cl,, AG" (N inversion) at 175.15 K +57.2 +50.1 +47.1 +51.0 +49.0
5-H,, -> 5-H,; -> 5-H,, +28.5 +26.8 +24.6 +26.7 +25.5
5-Cl + OH (H,0), -> AH?* (elimination) at 298.15 K +78.3¢ +96.9¢ +87.44 +82.5¢
5-TS, -> 5A + CI'(H,0),,,¢ +78.4 +100.1 +88.5 +84.2 +90.9

+81.8 +102.9 +87.2 +87.0

“ For a number of different computational methods see ESI.T ® All energies have been calculated for B3LYP/6-31+G(d) geometries. ¢ Solvation energies
calculated with CPCM/B3LYP/6-31+G(d) method. Single point energy calculation with continuum model have been performed in the model solvent ¢ =
8.93 (dichloromethane) for the ring and nitrogen inversions, and in the model solvent ¢ = 78.4 (water) for elimination reaction. ¢ First row, n = 1; second
row, n = 2; third row, n = 3. ¢ Sum of energies for 5-Cl,, and OH (H,O), set to zero in each case.
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the more favorable process.*>* The transition state structures 5-Cl,;
and 5-Cl,; for nitrogen and ring inversions, respectively, have been
located and characterized by imaginary frequencies (see ESIt)
which correspond to the respective conformational changes in N-
chloropiperidine.

1.2. Base-induced elimination. Dilute solutions of N-
chloropiperidine at alkaline pH are relatively stable. For example,
0.2 mM N-chloropiperidine in pH 10 borate buffer decreased only
3% over 24 h at 30 °C.*' Recently it was found that the energy
barrier for dehydrochlorination of N—Cl-piperidine in alkaline
aqueous media is AH#(298.15 K) = 90.9 kJ mol™.** We have
successfully reproduced this experimental result by using high-
level computational models. The energy barrier of 87.0 kJ mol™
(G3B3(+) + AG,,,) is calculated when base-catalyzed reaction
between N-Cl-piperidine and hydroxide ion was considered
(Scheme 4). The hydroxide ion as a reactant was represented as a
cluster with n explicit water molecules (where n =0, 1, 2, or 3) in
line with previous studies.***

If no water is coordinated to hydroxide ion (n = 0), the
transition state 5-TS, for E2 reaction could not be located on
the corresponding gas-phase PES. This is contrary to the case
described for the related anti-elimination reaction F~ + cyclohexyl
chloride in the gas phase where both reactive complex and
transition state are stationary points.* In our case only the
symmetrical (C, point group) reactive complex 5’y has been located
as a stationary point, while all other starting geometries converged
to the more stable elimination product complex (see ESI{). A
relaxed PES scan was performed in order to obtain a constrained
geometry of the first-order stationary point, which corresponds to
the transition state for elimination. Following the coordinate along
the hydroxyl oxygen and SB-hydrogen interaction distance (R), the
transition state 5-TS, was located at R = 1.58 A. This transition
state is less than 6 kJ mol™ above the energy of reactant complex
5, and the calculated energy barrier for the elimination reaction
is 62.3 kJ mol™" (G3B3(+) + AG,,,). These results confirm that
the calculated PES for elimination without explicit water deviates
significantly from experimental values (Scheme 5).

The solvent effects on chemical processes in 5-Cl are implicitly
described by the CPCM/B3LYP/6-31+G(d) continuum method,
whereas specific solvent interactions were examined by successive
addition of explicit water molecules, followed by optimization of
the resulting complex geometries. Water molecules were placed
in a variety of locations to sample the different arrays of
hydrogen-bonding networks available between N-chloropiperidine
and hydroxide cluster OH-(H,0),.* Several water configurations
for reactive complexes 5, were located in each case where n =1,
2, or 3. For example, in the case of the reactive complex with one
explicit water (5;) four different minima were located (see more
details in ESIt). The number of possible configurations increases
with increasing number of water molecules (#) in hydroxide cluster
OH~(H,0),, but only the most stable structures were considered
in this study.

When solvated (by using CPCM/B3LYP/6-31+G(d) model)
all reactive complexes 5’,, consisting of either one, two, or
three (n = 1, 2, or 3) discrete water molecules interacting with
incoming OH", become energetically very unfavorable relative to
separated reactants (Scheme 5). For example, reactive complex
5, is 42.7 kJ mol™ less stable than the separated reactants 5-

Cl and OH (H,0);. Therefore, these complexes are not relevant
in the calculation of energy barriers for elimination reactions
in N-chloropiperidine in water. The calculated reaction barriers
for hydrochloride elimination indicate that at least one water
molecule must be included explicitly for an optimal approximation
of the first solvation shell, while the resulting cluster is solvated
by a dielectric continuum (CPCM model; ¢ = 78.4) to take into
account the bulk effect of water.*” The corresponding transition
state 5-TS, for E2 reaction (Fig. 1) is located +87.4 kJ mol™
(B2PLYP/def2-aug-TZVPP//B3LYP/6-31+G(d) +AG,,,) above
the separate reactants 5-Cl and OH (H,0),, suggesting that this
model is adequate to reproduce the experimental result (AH? 3 =
+90.9 kJ mol™).

To summarize this part, prior to the elimination step N-
chloropiperidine 5-Cl,, undergoes configurational change (most
probably pyramidal nitrogen inversion) to conformer 5-Cl,,, which
is more suitable for base-promoted E2 elimination. Transition
states 5-TS, (where n = 0, 1, 2, or 3) for 1,2-elimination are
reached by making/breaking four bonds between five atomic
centers in a concerted fashion (Fig. 1). The final products of
these exothermic reactions (A H 5y is between —162.7 and —244.1 kJ
mol™, depending on number #; see Scheme 5) are piperideine (5A)
and chloride ion represented as water cluster CI-(H,0),.,.*® Both
the configurational/conformational equilibrium 5-Cl,, <-> 5-Cl,,
and the subsequent elimination reaction 5-Cl,, -> 5-TS, -> 5A
are correctly described by the hybrid cluster-continuum method
employed in this study.

2. N-Chloro-3-(hydroxymethyl)piperidine

The agreement between experimental and computational re-
sults for N-chloropiperidine (for which both stereochemical and
elimination processes were examined) suggests that the same
computational approach can be applied to model the analogous
dehydrochlorination reaction in chloramine 6 and in the targeted
paroxetine metabolite 4 (see below).

Introduction of the hydroxymethyl group at C3-position of
the piperidine ring (the same structural motif is incorporated
in 4, see below) significantly reduces the energy barrier for the
dehydrochlorination process. At the G3B3(+) (+ AG,,,) level the
calculated enthalpy of activation is 70.5 kJ mol™ (Table 2), which is
12 kJ mol™ less than the barrier (5-Cl,, + OH (H,0) -> 5-TS, ->
5A) calculated for elimination of HCI from N-chloropiperidine
(a closely similar energy barrier difference of 11.5 kJ mol™ is
obtained by using the B2PLYP/aug-def2-TZVPP + AG,,, model).
Therefore, due to the presence of the ~OH substituent in 6 a
significant rate enhancement of the elimination process can be
expected. This is in agreement with earlier experimental findings,
where a dramatic acceleration of the decomposition process in
N-chlorinated carbinolamines, in comparison to N-chlorinated
amines lacking the hydroxyl moiety, has been observed.*

Due to the introduction of the hydroxymethyl group in the
piperidine ring system the elimination reaction mechanism be-
comes more complex. Several different reaction pathways can,
in principle, be operative as illustrated in Scheme 6. In order
to find out whether an intermolecular (water-assisted Zaitsev-
type elimination) or an intramolecular mechanism is favored in
dehydrochlorination of 6, we have attempted to locate transi-
tion structures for both reaction channels. Four corresponding
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transition states were successfully found: 6-TS,; and 6-TSy,, in
which the B-hydrogen atom at either C2- or C6-position, respec-
tively, is transferred directly to the oxygen atom of hydroxymethyl
group (intramolecular mechanism); and 6-TS,; and 6-TSg;, in
which an explicit water molecule is directly (analogously to the case
of 5-Cl; see Fig. 1) involved in the removal of the B-hydrogen atom
at C2- or Cé6-position, respectively (intermolecular mechanism).

In structure 6-TS,; (and 6-TSg) two water molecules are
hydrogen bonded to the —-CH,OH group (Fig. 2), but none
is directly involved in the removal of the B-hydrogen atom,
whereas in 6-TSg; (and 6-TS,;) no direct interaction between C3-
hydroxymethyl group and OH (H,O) cluster is present. Out of
these four structures the transition state 6-TS,, for intramolecular
elimination has been calculated as the most stable (Table 2). In
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Table 2 Relative energies AH (in kJ mol™; at 298.15 K) for stationary points in the elimination processes of 6, calculated at different levels of theory”

Structure® B3LYP/6-31+G(d) +AG,.* B2PLYP/aug-def2-TZVPP +AG,,,* G3B3(+) +AG°
6cq 0.04 0.04 0.04

6-TS,, +50.2 +75.5 +77.1

6-TSp, +65.1 +88.5 +83.0

6-TS,, +57.6 +78.7 +74.0

6-TSg, +51.1 +75.8 +70.5

6-TS,; +68.4 +86.8 +80.7

6-TSg; +70.8 +88.9 +82.5

6A —243.8 —243.9 -197.8

6B -250.9 —249.6 -203.4

“ All energies have been calculated for B3LYP/6-31+G(d) geometries. * Only lower energy isomers were included. ¢ Solvation energies calculated with
CPCM/B3LYP/6-31+G(d) method. Single point energy calculation with continuum model have been performed in the model solvent & = 78.4 (water).

4 Sum of energies for 6., and OH (H,O) set to zero.
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Fig. 2 B3LYP/6-31+G(d) optimized transition state structures for intramolecular (6-TS,, and 6-TSy,) and intermolecular mechanism (6-TSg;) for

dehydrochlorination of N-chloro-3-hydroxymetyl-piperidine (6).

accordance with earlier experimental and computational studies,
intramolecular dehydrohalogenation is thus the most favorable
decomposition pathway in alkaline aqueous chemistry of S-
carbinolamines.*®*!

In addition, we have located two more transition struc-
tures 6-TS,, and 6-TS;, for elimination in which explicit wa-
ter molecules are inserted between the hydroxymethyl group
and B-hydrogen atom (C2-H or C6-H, resp.) forming 9- or
11-membered ring structures, respectively (Fig. 2). Interest-
ingly, these transition structures have been calculated (at the
G3B3(+) level) to be more stable than 6-TS,,, suggesting
that this “bridging” mechanism of elimination could also be
operative.

In conclusion, at least three different modes of water assistance
are possible in elimination processes in 6: the one, in which water
is directly involved in elimination of C6-hydrogen atom (inter-
molecular elimination); the mechanism, in which water molecules
are hydrogen bonded to hydroxymethyl group (intramolecular
elimination); and the “bridging” mechanism, in which water assists
the elimination step by forming nine- or eleven-membered rings in
the corresponding transition state structures 6-TS,, and 6-TSg,,
respectively.

3. N-Chloro-4-(4-fluorophenyl)-3-(hydroxymethyl)piperidine

For the smaller systems studied here (5-Cl and 6), we have shown
that a combination of solvent continuum model (CPCM) and one
explicit water molecule is sufficient to properly describe the water-
assisted rearrangement of N-chlorinated compounds in basic
aqueous media. Since the G3B3(+) approach is too expensive for
paroxetine metabolite 4, the final energy calculations for all struc-
tures are performed by using MP4(FC)/6-31+G(d)//B3LYP/6-
31+G(d) and B2PLYP/aug-def2-TZVPP//B3LYP/6-31+G(d)
models. The latter method produces energies very similar to those
obtained at G3B3(+) level, which themselves have been tested
against experimental results (see Table 1).

Several base-promoted processes have been observed in the
aqueous decompositions of N-chlorinated alcoholamines in-
cluding pharmaceuticals.”** The two main reaction paths were
found to be intramolecular dehydrohalogenation and Grob
fragmentation.’®** As the N-chloramine 4 cannot undergo Grob-
like fragmentation, the intramolecular dehydrochlorination is the
most feasible rearrangement mechanism in an alkaline aqueous
environment (see Scheme 5). It has been shown earlier that
bimolecular eliminations, in which OH™ assists in base-promoted
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eliminations, are much slower processes in comparison to in-
tramolecular dehydrohalogenations, in which a free hydroxyl
group catalyzes the reaction.

The fact that the hydroxyl group of (N-Cl)-alcoholamine 4
is relatively acidic allows the possibility of an intramolecular
elimination, i.e. an abstraction of a f-hydrogen atom would take
place following a pre-equilibrium deprotonation of the hydroxyl
group of the alcoholamine.

Again, a hybrid cluster-continuum model suitable to describe
intramolecular dehydrochlorination in 4 has been used to perform
a detailed analysis of all possible reaction pathways (Schemes 6
and 7).

A similar competition between ring and nitrogen inversion in
N-chlorinated piperidine systems has recently been described in
the course of azasugar synthesis. It has been shown that re-
gioselective dehydrochlorination of N-chloropiperidine azasugars
is controlled by the switchable configuration at the chloramine
nitrogen atom.”® The importance of detailed mechanistic and
stereochemical insights in dehydrochlorination reactions has also
been shown in the case of N-chlorinated macrolide antibiotics.>***
It has been found that the relative rate of dehydrochlorination
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reaction may well depend on the conformational properties of 6-
membered ring systems, in which both hydroxyl and chlorinated
amino groups are located.

Elimination pathways in 4 can be described using the same
mechanistic scheme already used for chloramine 6 (Scheme 6).
Three different mechanisms of dehydrochlorination were consid-
ered: intermolecular, in which the hydroxide/water complex is
directly involved in removal of B-hydrogen atom; intramolecular,
in which deprotonation is assisted directly by the hydroxymethyl
group at C-3; and the bridged mechanism, in which water
molecules are inserted in between hydroxymethyl group and -
hydrogen atom (either C2-H or C-3 H atom). For each mechanism
the corresponding transition state structures could successfully be
located (Fig. 3).

It is found that dehydrochlorination in paroxetine metabolite
4 is 15.3 kJ mol™" more favorable than the analogous process in
parent N-chloropiperidine (5-Cl), but 8 kJ mol™ less favorable
than the elimination in 6 (at B2PLYP level). Similar to 6,
intramolecular processes, in which the C3-hydroxymethyl group
is involved in elimination of S-hydrogen atom, are more favorable
than intermolecular dehydrochlorination. The most important
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OH(H,0) © Intramolecular addition

N F )
= + CI(H0),

OH

4B

OH(H,0) © ’ Elimination

4!'.

OH(H,0) © [ Elimination

N F <)
. +  CiH0),

OH

4A

Scheme 7 Conformational (ring inversion), configurational (nitrogen inversion), two elimination and two cyclization processes (intramolecular addition

and Sy 2 reactions) considered for paroxetine metabolite 4.
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Table 3 Relative energies AH (in kJ mol™'; at 298.15 K) for stationary points in rearrangement processes of 4, calculated at different levels of theory®

Structure® B3LYP/6-31+G(d) +AG,,.,* MP4/6-31+G(d) +AG,,,* B2PLYP/aug-def2-TZVPP +AG,,,*
4. 0? 04 0?

4. +12.0 +10.5 +11.0
4, +32.1 +34.4 +30.4
4, +54.7 +65.5 +58.1
4, +53.2 +57.0 +56.4
4-TS,, +53.6 +62.0 +78.9
4-TSy, +86.0 +92.3 +109.0
4-TS,, +55.2 +62.8 +79.2
4-TSg, +56.2 +58.0 +80.6
4-TS,; +79.6 +77.1 +99.0
4-TSg; +79.4 +79.0 +99.7
4A —245.7 -223.7 -234.7
4B -251.2 -231.1 -239.9
7-TS +72.9 +67.2 +94.5
7 —-108.7 -88.0 -94.2
8-TS +99.0° +69.5¢ +93.1¢
8 -241.8 -227.9 -228.0

« All energies have been calculated for B3LYP/6-31+G(d) geometries. » Only lower energy isomers were included. ¢ Solvation energies calculated with
CPCM/B3LYP/6-31+G(d) method. Single point energy calculation with continuum model have been performed in the model solvent ¢ = 78.4 (water).
4 Sum of energies for 4,.. and OH (H,O) set to zero. ¢ Relative to sum of energies for reactants 4B and OH (H,0).

© &

©

) o

4-TSB1 4'TsBz 4-TSB3

Fig. 3 B3LYP/6-31+G(d) optimized transition state structures for intramolecular (4-TS,, and 4-TSg,), “bridging” (4-TS,, and 4-TSg,), and
intermolecular mechanism (4-TS,; and 4-TSg;), for dehydrochlorination of 4.

reaction channel for intramolecular anti-elimination 4, -> 4TS, It is well-known that imines undergo fast reaction with water,
-> 4A was calculated to be 20 kJ mol™ kinetically more favorable resulting in a number of different hydrolysis products.® Therefore,
than intermolecular processes 4,.. -> 4TS,; -> 4A or 4, -> 4TS, itisexpected that both imines 4A and 4B undergo hydrolysis to give
-> 4B. Formation of imines 4A and 4B is exothermic, with the the expected products with free amino and aldehyde functionality.
latter imine being slightly more stable (Table 3). It is also known that imines can undergo trimerization process
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resulting in cyclic products,® and in the protic solvent the
equilibrium between trimers and monomers is promoted.’”*®

In addition, two rearrangement pathways were considered
(Scheme 7): isoxazolidine 7 formation directly from 4., and
oxazinane 8 formation from 4, (via imine 4B). The first reaction
is an intramolecular Sy2 reaction, in which cyclized product 7 is
formed. The second reaction starts with an intramolecular attack
of the hydroxyl group on imine 4B resulting in oxazinane product 8
(similar in energy of imines 4A and 4B, see Table 3). The cyclization
4B -> 8 is accompanied by proton transfer from the hydroxyl
group to the nitrogen atom. At the B2PLYP level the formation
of oxazinane 8 is endothermic by 12 kJ mol™ (Table 3). It has
recently been shown than this type of oxazinane product is also
relevant in cytochrome P450-catalazyed transformations of imine
metabolites of some pharmaceuticals.*

Our preliminary results on base-catalyzed rearrangements of
radicals derived from paroxetine metabolite 4 suggest that some
reactions of open-shell systems are less likely, at least under
basic conditions.®” For example, the calculated energy barriers
for hydrogen migrations, analogous to those we have described
earlier,'® are ca. 20 kJ mol™ higher than the barriers for elimination
processes studied here. It is in agreement with findings that neutral
piperidine radical, which exists in basic medium, is kinetically
more stable than its protonated form (becomes dominant at lower
pH). Therefore, the protonation of neutral aminyl radicals can
strongly affect its reactivity.! In order to explore the reactivity
of open-shell systems in acidic media, the rearrangements of
paroxetine-derived radical cations should be considered as well.

In conclusion, four different degradation products of paroxetine
metabolite 4 are predicted by the current theoretical studies:
imines 4A and 4B, and two cyclized products isoxazolidine 7 and
oxazinane 8. It is likely that formation of these products can be
expected in aqueous environment as well. We are not aware that
these products have been considered in earlier environmental risk
assessments of paroxetine. The fruitful interplay between theory
and experiment supports the idea that reaction mechanisms,
which are important for the chemical fate of environmentally
relevant chloramines such as 4, could be successfully modeled by
computational techniques. We believe that computational results
on possible reaction pathways in N-chlorinated metabolites 4 and
6 could be relevant for studies of the chemical/environmental fate
of the vast array of nitrogen-containing pharmaceuticals, which
have been frequently detected in municipal wastewaters as potent
toxicants.

Computational details

All geometries have been optimized at B3LYP/6-31+G(d) level®
of theory with Gaussian 03, Revision D.01.* Thermochemical
corrections to enthalpies at 298.15 K have been calculated at
the same level of theory using the rigid rotor/harmonic oscil-
lator model. Improved energetics have been calculated using a
modified G3B3 scheme, termed here as G3B3(+), where we used
geometry optimization at the B3LYP/6-31+G(d) level instead
of the standard protocol at the B3LYP/6-31g(d). The general
expression of the total G3B3 energy has not been changed from
its original form.*® Single point energies at the B2PLYP/aug-
def2-TZVPP level®® have been calculated using the program

package ORCA.% Solvation free energies have been determined
at CPCM/B3LYP/6-31+G(d) level.#*%
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