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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg hydrazydo-hydrazony, iminowe pochodne hydrazydéw kwaso-
wych i aldehydoéw salicylowych, sposob ich wytwarzania oraz zastosowanie iminowych pochodnych
aldehydow salicylowych i hydrazydow kwasowych zawierajgcych fragment aromatyczny, znajdu-
jace zastosowanie w syntezie organicznej, jako ligandy metali, w opracowaniu nowych farmaceu-
tykéw i jako srodki zwalczajgce patogenne mikroorganizmy, przydatne jako srodki ochrony roslin
zwlaszcza roslin ozdobnych, w produkcji zywnosci i materiatébw odnawialnych na potrzeby energe-
tyki i przemystu chemicznego.

W technice znane sg niskoczgsteczkowe iminowe pochodne hydrazydéw kwasowych i alde-
hydow salicylowych, zwigzki zawierajgce ugrupowanie hydrazydo-hydrazonowe [-C(O)-NH-N=C-].

Z artykutu Melnyk et al., Bioorganic and Medicinal Chemisty Letters, 2006, 16, 31-35, znane
sg pochodne aldehydu salicylowego funkcjonalizowane grupg tert-butylowa lub metylowag w pozyciji
5 oraz benzohydrazydéw hamujgce wzrost opornego na chlorochinon szczepu Plasmodium falci-
parum wywotujgcego malarie. W innej publikacji Cui et al., PLoS ONE, 2014, 9(9), e108338 znane
sg glikokoniugaty pochodnych hydrazydu kwasu salicylowego i aldehydu 2-furfurylowego funkcjo-
nalizowanego w pozycji 5 pierscieniem fenylowym dziatajgce in vivo jako $rodki indukujgce opor-
nos¢ pedéw ogorka na powszechnie wystepujgce patogeny roslinne: Colletotrichum orbiculare,
Sphaerotheca fuliginea, Fusarium oxysporum, Rizoctonia solani i Phytophthora capsici. Z artykutu
naukowego Hanna et al., Bioorganic Chemistry, 2007, 35(1), 50-58 znane sg pochodne hydrazy-
déw kwaséw karboksylowych i aldehydu salicylowego jako inhibitory zabdjczego dla zwierzat ho-
dowlanych biatka LF wytwarzanego przez laseczke waglika. W pracy Alam et al., Bioorganic and
Medicinal Chemistry, 2017, 25, 389-396 ujawniono pochodng hydrazydu kwasu 2,4-dihydroksy-
benzoesowego i aldehydu salicylowego jako zwigzek dziatajgcy cytotoksycznie na linie komorek
rakowych cztowieka.

W miedzynarodowym zgtoszeniu patentowym WO 2006/136008 (A1) ujawniono zastosowa-
nie arylowych pochodnych hydrazydéw i aldehydéw salicylowych jako inhibitory proliferacji komaérek
rakowych, przezywalnosci komoérek rakowych i wzrostu klonogenicznych komérek rakowych.
W szczegélnosci, hydrazony pochodne aldehyddéw salicylowych wykazujg dziatanie hamujgce
sciezke ERK MAP-kinazy regulujgcg proliferacje lub przezywalno$¢ komorek raka prostaty DU-145.
W innym zgtoszeniu patentowym WO 2013/076275 (A1) ujawniono zdolnos¢ inhibowania ludzkiego
receptora androgenowego przez hydrazydo-hydrazony pochodne hydrazydu kwasu 3-hydroksy-2-
-naftoesowego i aldehydéw salicylowych, przydatne w leczeniu réznych stanéw zaleznych od an-
drogenu, od regulacji meskiej ptodnosci po raka prostaty. W jeszcze innym amerykanskim patencie
US 008715745B2 ujawniono hydrazony pochodne aldehydu salicylowego funkcjonalizowanego
podstawnikiem chlorowym (Cl) i hydrazydéw kwasu benzoesowego funkcjonalizowanego chlorow-
cem, grupg metylowg, grupg hydroksylowa, nitrowg lub trifluorometylowg (-CF3) korzystnie w mie-
szaninie z dwuwodnym chlorkiem miedzi(ll) do hamowania wzrostu mikroskopowych grzyboéw pa-
togennych, Leptosphaeria nodorum, Phytophthora infestans, Phytosphora capsici, Ustilago maydis,
Septoria tritici, atakujgcych rosliny uprawne, pszenice, zyto, ziemniaki, pomidory i papryke.

Z artykutu Narang i Singh, Transition Metal Chemistry, 1996, 21, 507-511 znanym jest, ze
hydrazydo-hydrazony chelatujg jony metali przejsciowych. Z artykutu Vrdoljak et al., New Journal
of Chemistry, 2016, 40(11), 9263-9274 znanym jest, ze hydrazony pochodne aldehydu salicylo-
wego i hydrazydow kwaséw monohydroksylowych kompleksujg jony miedzi(ll), a z publikacji Mishra
et al., Polyhedron, 2014, 77, 57-65, dodatkowo jony manganu(ll) i cynku(ll). Z pracy Prakash et al.,
Polyhedron, 2015, 89, 62—69 znane sg dwurdzeniowe kompleksy miedzi(l) z ligandami bis(salicyli-
dene)hydrazonami jako tatwo dostepne katalizatory stosowane w reakcji N-alkilacji amin. Z innej
pracy Gokge & Gup, Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 2013, 122, 15-23
znane sg kompleksy miedzi(ll) z pochodnymi hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego i alde-
hydu acylo-g-naftoesowego. W jeszcze innej publikacji Monfared et al., Inorganic Chimica Acta,
2010, 363, 2574-2583 ujawniono kompleksy mono oksowanadu(V) z iminami hydrazydu kwasu
3-hydroksy-2-naftoesowego z aldehydem salicylowym i jego 2-metoksy i 5-bromo pochodnymi przy-
datne jako katalizatory w utlenianiu nadtlenkiem wodoru olefin terminalnych, olefin cyklicznych i po-
chodnych styrenu.

Przyktadowo z prac przegladowych Narang et al., Current Medicinal Chemistry, 2012, 19,
569-612 oraz Verma et al., Journal of Pharmacy and Bioallied Science, 2014, 6(2), 69—80 znane
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sg hydrazony o wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych przeciwko szczepowi Mycobacterium
tuberculosis wywotujgcym gruzlice oraz grzybom jak réwniez pasozytom i pierwotniakom wywotu-
jacym malarie. Z opracowania Chmiel i Grudzinski, Biotechnologia i Chemia Antybiotykéw, Wyd.
Nauk. PWN 1998, znany jest Nifuroksazyd, iminowa pochodna aldehydu 5-nitro-2-furylowego — sto-
sowany w zatruciach pokarmowych i w biegunkach.

W europejskim zgtoszeniu patentowym EP2338879 (A1) ujawniono arylowe pochodne hydra-
zonow przydatne jako farmaceutyki w profilaktyce choréb zwigzanych z zaburzeniami metabolizmu.
Z miedzynarodowego zgtoszenia patentowego W02012027548 (A1) znane sg hydrazony pochodne
hydrazydu kwasu benzoesowego i benzaldehydu funkcjonalizowanego grupami hydroksylowg lub
alkilowg przydatne w leczeniu lub w profilaktyce choroby Alzheimera. Z patentu polskiego P.427076
(Al) znane sg inne iminowe pochodne aldehydéw salicylowych i hydrazydu kwasu 4-hydroksyben-
zoesowego.

Z prac przeglgdowych Morozova et al., Applied Biochemistry and Microbiology, 2007, 43(5),
523-535 i Solomon et al.,, Chemical Reviews 1996, 96(7), 2563—-2606 znanym jest, ze lakazy (EC
1.10.3.2) sg oksydazami polifenolowymi specyficznymi wzgledem bogatych w elektrony hydroksy-
lowanych i animowanych zwigzkéw aromatycznych, fenoli i anilin. Wiekszo$¢ lakaz zawiera cztery
atomy miedzi w czasteczce, dzieki ktérym katalizujg redukcje tlenu czasteczkowego do wody row-
noczesnie utleniajgc rodnikowo bogaty w elektrony zwigzek aromatyczny. W naturze niektére
grzyby nadrzewne i patogenne mikroorganizmy infekujgce rosliny ozdobne oraz rosliny uprawne
wydzielajg do tkanek gospodarza lakaze. Lakazy za pomocg tzw. mediatora oksydacyjnie degra-
dujg zwigzki zwigzane z barierg ochronng roslin, jak ligniny oraz dezaktywujg zwigzki obronne,
polifenolowe antybiotyki roslinne, wywotujgc tzw. biatg zgnilizne drewna i obnizenie opornosci roslin
co skutkuje obumieraniem zainfekowanej roslinnosci w wyniku pogarsza sie jakos¢ sadow i ogro-
déw oraz spada produkcja rolna i lesna. Najlepiej poznana jest komercyjnie dostepna (Sigma,
38429) lakaza z wrosniaka réznobarwnego (Trametes versicolor, synonim Cariolus versicolor, Poly-
porus versicolor, etc).

Z artykutu przeglgdowego Widhalm & Dudereva Molecular Plant, 2015, 8, 83—-97 znanych jest
szereg produktéw naturalnych pochodzenia roslinnego z grupy karboksy i formylo arenéw, takie jak
benzaldehyd, aldehyd salicylowy, aldehyd protokatechinowy, aldehyd 4-hydroksybenoesowy, alde-
hyd wanilinowy, aldehyd syringowy, kwas benzoesowy, kwas salicylowy, kwas 4-hydroksybenzoe-
sowy, kwas protokatechinowy, kwas galusowy, kwas para-aminobenzoesowy. Z innych artykutéw
przeglgdowych Canas & Camarero, Biotechnology Advances 2010, 28, 694—705 i Christopher et
al., Frontiers in Energy Research 2014, 2, 12 znanym jest, ze niektore z tych czgsteczek sg natu-
ralnymi mediatorami lakaz. Naturalnymi mediatorami lakaz sg zwigzki fenolowe takie jak kwas
3-hydroksyantranilowy, kwas 4-hydroksybenzoesowy, aldehyd syringowy, kwas para-kumarowy,
kwas ferulowy, kwas sinapowy, ester metylowy kwasu syringowego. Jeden z mediatoréow, kwas
4-hydroksybenzoesowy jest fragmentem strukturalnym lignin, naturalnego kopolimeru odpowie-
dzialnego za funkcjonowanie rosliny. Degradacja ligniny umozliwia grzybom biatej zgnilizny drewna
dostep do celulozy, gtéwnego zrédta glukozy.

Z pracy przeglagdowej Couto & Herrera, Current Enzyme Inhibition, 2010 2(4), 343—-352 zna-
nych jest szereg inhibitorow lakaz, sg to gtéwnie sole metali ciezkich zakiécajgce naturalne cykle
biologiczne, tak u ludzi, jak i w roslinach. Innym sposobem inhibicji lakaz jest stosowanie silnych
reduktoréw, takich jak azydki i ucigzliwe merkaptany. Z pracy przeglagdowej Chang & Lamm, Inter-
national Journal of Toxicology, 2003, 22, 175-186, znanym jest niekorzystny wptyw azydku sodu
na zdrowie ludzi. Jeszcze inne inhibitory z grupy ligandéw metali, EDTA, deferoksamina, silnie
wigzg mikroelementy zawarte w roslinie.

Z literatury przedmiotu znane sg naturalne zwigzki organiczne hamujgce lakazy. Z artykutu
Doralyn et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry, 2011, 19(22), 6654-6657 znana jest trudno
dostepna ptylomykalina A, alkaloid guanidynowy wyizolowany z ggbki morskiej Monanchora ar-
buscula, ktérej sSrodowiskiem naturalnym sg akweny morskie w okolicach Wysp Bahama. Ptylomy-
calina A hamuje aktywnos¢ lakazy z Trametes versicolor z ICso réwnym 4,7 uM w tescie enzyma-
tycznym wykorzystujgcym epinefryne jako substrat. Z innej publikacji Zavarzina et al., Soil Biology
and Biochemistry, 2004, 36(2), 359-369 znane sg wielkoczgsteczkowe substancje humusowe,
zwigzki organiczne powstajgce z rozktadu materii organicznej w glebie, ktére hamujg aktywnos¢
lakazy grzybowej z Panus tigrinus ze statymi inhibicji K, w przedziale 3—-25 ng/ml. Substancje hu-
musowe sg mieszaning zwigzkéw organicznych pozyskiwanych w ucigzliwym i mato efektywnym
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procesie izolacji z gleby. W jeszcze innym artykule Martinez-Sotres et al., Wood Science and Tech-
nology, 2015, 49, 857-868 ujawniono trudno dostepng medikarpine, phytoaleksyne wyizolowang
z drzewa endemicznego Dalbergia congestiflora Pittier wystepujgcego w Meksyku, nalezgcego do
rodziny Leguminosae i podrodziny Papilionoideae. W hodowlach wro$niaka réznobarwnego, paso-
zyta wywotujgcego biatg zgnilizne drewna, w obecnosci medikarpiny, nie wykryto aktywnosci la-
kazy. Polskie zgtoszenie patentowe P.427085 (A1) ujawnia zastosowanie syntetycznie dostepnych
hydrazydo-hydrazonéw pochodnych hydrazydu kwasu 4-hydroksybenzoesowego z aldehydami za-
wierajgcymi fragment aromatyczny do inhibitowania lakaz ze statg inhibicji Ki, w przypadku pochod-
nej aldehydu 5-hydroksysalicylowego, dochodzacej do 7,1 puM.

Innym pospolitym grzybem wydzielajgcym lakaze do podtoza w celu ostabienia systemu od-
pornosci zainfekowanej rosliny sg grzyby plesniowe z rodziny twardnicowatych, znane z rozdziatu
w ksigzce Pezet R., Pont, V., Hoang-Van, K. ,Enzymatic detoxification of stilbenes by Botrytis ci-
nerea and inhibition by grape berries proanthocyanidins” Ed. By Verhoeff, K., Malathrakis, E.N.,
Williamson, B. ,Recent Advances In Botrytis Research” Pudoc Scientific, Wageningen, 1992, str.
87-92, ktére infekujg miekkie tkanki roslin, w tym roslin uprawnych i ozdobnych.

Ze studiéw przedmiotu i przytoczonych przyktadéw wynika, iz w technice stosuje sie hydra-
zony pochodne hydroksylowanych aldehydéw aromatycznych i aromatycznych hydrazydéw kwaso-
wych. Wigzanie iminowe w hydrazydo-hydrazonach wytwarza sie w odwracalnej reakcji kondensacji
aldehydu lub ketonu i hydrazydu kwasowego lub hydrazyd wytwarza sie w srodowisku reakcji.

W przypadku mniej reaktywnych reagentéw, z ksigzki Robert Thornton Morison & Robert Ne-
ilsan Boyd ,,Chemia Organiczna” Tom 1. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1998 r. znana
jest koniecznos¢ stosowania dodatku kwasowego w celu utworzenia wigzania iminowego (C=N).
Dodatek kwasowy protonuje ugrupowanie karbonylowe aldehydu lub ketonu utatwiajgc addycje nu-
kleofilowg reagenta aminowego oraz eliminacje wody z utworzonego adduktu. W wyniku zbyt duzej
ilos¢ dodatku kwasowego protonowaniu ulega réwniez aminowy atom azotu zmniejszajgc ilos¢
aminy nukleofilowej, co skutkuje brakiem efektywnosci reakciji.

Z publikacji Oliveira et al., RSC Advances, 2014, 4, 56736-56742 (Materiaty Dodatkowe S2)
znana jest procedura wytwarzania hydrazydo-hydrazonéw, w ktérej ominieto uniedogodnienie zwig-
zane z optymalizacjg dodatku kwasowego w reakcji prowadzonej w rozpuszczalniku, polegajgca na
ucieraniu réwnopolowych ilosci hydroksylowanych benzaldehydoéw i hydrazydow kwasowych za-
wierajgcych fragment aromatyczny w nieobecnosci rozpuszczalnika i dodatku aktywujgcego z wy-
tworzeniem 4-pirydylo-N'-[(E)-(4-hydroksyfenylo)metylideno]-hydrazydu Ilub benzo-N'-[(E)-(4-hy-
droksyfenylo)metylideno]-hydrazydu, jednak procedura ta wymaga zastosowania mtyna kulowego,
a jej istotnym ograniczeniem sg ciekte reagenty i brak usuwania wody poreakcyjnej. W innej publi-
kacji Wilde et al., Molecular Diversity, 2014, 18, 307-322 znana jest procedura z zastosowaniem
rozpuszczalnika, alkoholu metylowego lub etylowego w nieobecnosci aktywatora ze wzbudzaniem
mikrofalowym, jednak uniedogodnieniem tego sposobu otrzymywania jest niska do umiarkowanej,
od 15% do 83%, wydajnos¢ acylohydrazonéw pochodnych aldehydéw salicylowych przy czym wy-
twarzanie N-(2-hydroksybenzylideno)-2-(4-metoksyfenylo)acetohydrazydu wymaga dodatku kwasu
octowego.

Z publikacji Masunari & Tavares 2007, 15, 4229-4236 znane sg analogii nifuroksazydu, po-
chodne benzohydrazydéw, do wytwarzania ktérych stosuje sie rozpuszczalnik i dodatek kwasu siar-
kowego, co skutkuje ucigzliwg rekrystalizacjg surowego produktu z wysokowrzgcego rozpuszczal-
nika w postaci N,N-dimetyloformamidu (DMF). Zgtoszenie patentowe WO 2011/073165 (A1) ujaw-
nia pochodne benzoksyhydrazydow i aldehydoéw salicylowych, ktore sg wytwarzane w reakcji kon-
densacji rownopolowych ilosci reagentéow w DMF-ie w obecnos$ci dodatku zasadowego w postaci
diizopropyloaminy. Niedogodnoscig tego sposobu wytwarzania jest dtugi 24 godzinny czas prowa-
dzenia reakcji, konieczno$¢ usuniecia wysokowrzgcego rozpuszczalnika i zmudne oczyszczanie
surowych produktow reakcji. Inne zgtoszenie patentowe WO 2007/131310 (A1) ujawnia hydrazony
wytwarzane w bezwodnym alkoholu etylowym. Niedogodnoscig tego sposobu wytwarzania jest sto-
sowanie bezwodnego etanolu i konieczno$¢ oczyszczania surowych produktéw.

Z amerykanskiego opisu patentowego US8715745 B2 znana jest procedura wytwarzania hy-
drazydo-hydrazonéw pochodnych aldehydéw salicylowych i benzohydrazydéw zawierajgcych pod-
stawniki alkilowe, chlorowiec, grupe nitrowa i hydroksylowa w etanolu w 333K bez aktywatora, jed-
nak po czasie osiemnastu godzin 3-metylo-[1-(3-chloro-2-hydroksy-fenylo)-metylideno]-benzohy-
drazyd wytwarzany jest z umiarkowana, 25% wydajnoscia. Z innej publikacji Bhole & Bhusari, Arch.
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Pharm Chem Life Sci., 2011, 2, 119-134 znana jest podobna procedura z zastosowaniem 4-hy-
droksybenzhydrazydu i aldehydéw aromatycznych we wrzgcym rozpuszczalniku w nieobecnosci
aktywatora w czasie skroconym do 6-$ciu godzin. Zgodnie z naturg aldehydow salicylowych, w wy-
niku diugotrwatego kontaktu z tlenem z powietrza ulegajg one powolnej przemianie w odpowiedni
kwas salicylowy, silny kwas karboksylowy, bedgcy dobrym donorem protondéw, co skutkuje katalizg
procesu kondensaciji, a niedogodnoscig tego sposobu otrzymywania jest konieczno$¢ usuniecia
wytworzonego katalizatora z mieszaniny poreakcyjnej.

W naszych badaniach nieoczekiwanie w reakcji rownopolowych ilosci wysokiej czystosci al-
dehydu 2-hydroksy-3-fenylobenzoesowego i hydrazydu kwasu 4-metoksybenzoesowego we wrza-
cym metanolu w nieobecnosci aktywatora przy przediuzonym czasie reakcji zaobserwowaliSmy nie-
petne przereagowanie substratow.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku sg iminowe pochodne aldehyddéw salicylowych i hydra-
zydow kwasowych o wzorze 8 lub 11 lub o wzorze ogdlnym 1, w ktérym R? oznacza t-Bu, Ph, R?
oznacza H, CHs, t-Bu, lub o wzorze ogdlnym 3, w ktorym R® oznacza Ph, 2-HOCesHa, 3-HOCsHa, 4-
HOCeH4CHz2, 3-CH30CsH4, 4-CH3OCsH4, 3,5-(HO)2CsHs, 3-pirydyl.

Sposoéb wytwarzania iminowych pochodnych aldehydéw salicylowych i hydrazydéw kwaso-
wych przedstawionych wzorem 8 lub 11 lub wzorem ogdlnym 1, w ktorym R? oznacza t-Bu, Ph, R?
oznacza H, CHs, t-Bu, lub wzorem ogolnym 3, w ktorym R3 oznacza Ph, 2-HOCe¢Ha, 3-HOCsHa,
4-HOCsH4CH2, 3-CH30CsH4, 4-CH30CeH4, 3,5-(HO)2CeHs, 3-pirydyl polega na tym, ze réwnomo-
lowg mieszanine aldehydu salicylowego o wzorze 6 lub 9 lub o wzorze ogdlnym 2, w ktérym R?
oznacza t-Bu, Ph, R? oznacza H, CHs, t-Bu, lub o wzorze 6, oraz hydrazydu kwasu octowego o wzo-
rze 7 lub hydrazydu kwasu 4-metoksybenzoesowego o wzorze 10 lub hydrazydu kwasu 1-hydroksy-
2-naftoesowego o wzorze 5 lub hydrazyddéw kwasowych o wzorze ogolnym 4, w ktorych R® oznacza
Ph, 2-HOCeH4, 3-HOCeH4, 4-HOCeH4CH2, 3-CH30CsH4, 4-CH30CsH4, 3,5-(HO)2CsH3, 3-pirydyl
w rozpuszczalniku traktuje sie kwasem octowym i reakcje prowadzi sie we wrzgcym rozpuszczal-
niku w temperaturze 338K do praktycznego przereagowania substratow a nastepnie z mieszaniny
poreakcyjnej wydziela sie produkty.

Korzystnie jako rozpuszczalnik stosuje sie alkohol metylowy.

Korzystnie kwas octowy stosuje sie w ilosci co najwyzej 0,1 ml na 1 mmol substratu.

Korzystnie uzyskane produkty przedstawione wzorem 8 i 11 i wzorem ogdélnym 1 i wzorem
ogoélnym 3 oczyszcza sie przez krystalizacje bezposrednio z mieszaniny poreakcyjnej.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest rowniez zastosowanie iminowych pochodnych al-
dehydow salicylowych i hydrazydéw kwasowych o wzorze 8 lub 11 lub o wzorze ogélnym 1, w kto-
rym R? oznacza t-Bu, Ph, R? oznacza H, CHs, t-Bu, lub o wzorze ogdlnym 3 w ktérym R® oznacza
Ph, 2-HOCeH4, 3-HOCeH4, 4-HOCsH4CH2, 3-CH30CeH4, 4-CH30CsH4, 3,5-(HO)2CeHs, 3-pirydyl,
jako srodkdéw ochrony roslin, zwtaszcza przeciwgrzybicznych, korzystnie obejmujgcych dziatanie
przeciwgrzybiczne wobec lakazy wrosniaka réznobarwnego.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej na schematach reakcji, w przyktadach reali-
zacji oraz w tabeli 1. W tabeli 2 przedstawiono zwigzki referencyjne (odniesienia).

Przyktad 1

Aldehyd 6-metoksysalicylowy (0,15 g, 1,0 mmol) znany z publikacji Haight et al., Organic
Process Research & Developed, 2004, 8(6), 897-902 rozpuszcza sie w alkoholu metylowym (25 ml),
nastepnie dodaje sie odpowiednio kwas octowy w iloéci 0,10 ml oraz hydrazyd kwasu 4-hydroksy-
benzoesowego w ilosci 0,15 g (1,0 mmol). Uzyskang w wyniku mieszanine ogrzewa sie w tempe-
raturze wrzgcego rozpuszczalnika w okoto 338K pod chtodnicg zwrotng mieszajac do petnego prze-
reagowania substratéw w czasie dwdch godzin. Mieszanine poreakcyjng pozostawia sie do ochto-
dzenia w temperaturze pokojowej i pozostawia na noc (20 godzin) w temperze okoto 249K, po czym
wytworzone ciato state odsgcza sie i suszy na powietrzu, w wyniku uzyskuje sie wysokiej czystosci
kremowy produkt w postaci N’-[(E)-(6-metoksy-2-hydroksyfenylo)metylideno]-4-hydroksybenzohy-
drazydu z wydajnoscig 71% topigcy sie w temperaturze 529,5-530.5K. Potwierdzeniem struktury
produktu sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3139 (O-H), 3016 (N-H), 2947 (C-H), 1601 (C=0), 1544 (C=N), 1509, 1498,
1466, 1347, 1283 (C-0), 1230 (C-0), 1169, 1058 (C-0), 954, 846, 769, 671,650,612, 486 cm™?,

H NMR (400 MHz, DMSO-de): 8 12,31 (s, 1H, ArC-2-OH), 11,98 (s, 1H, CONH), 10,20 (s, 1H,
C-4-OH), 8,93 (s, 1H, CH=N), 7,48 (d, %J = 8,7 Hz, 2H, H-2,6), 7,25 (dd, 3J = 8,3 Hz, 3J = 8,3 Hz,
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1H, ArH-4), 6,88 (d, 3J = 8,7 Hz, 2H, H-3,5), 6,55 (d, J = 8,3 Hz, 1H, ArH-3), 6,54 (d, 3J = 8,3 Hz,
1H, ArH-5), 3,85 (s, 3H, OCH3z) ppm.

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 162,07 (C=0), 160,93 (C), 159,12 (C), 158,37 (C), 144,65
(CH=N), 132,07 (CH), 129,65 (2xCH), 122,87 (CH), 115,11 (2xCH), 109,35 (CH), 106,87 (C),
101,51 (CH), 55,83 (CH3s) ppm.

HRMS (El): m/z [M+H]* obliczono dla CisH1sN204: 287,1026; oznaczono: 287,1035.

Przyktad 2

Postepuje sie jak w przyktadzie 1 z tg réznicg, ze jako aldehydowy substrat reakcji konden-
sacji stosuje sie aldehyd 3-fenylo-salicylowy w ilosci 198 mg (I,0mmol) znany z publikacji Nomura
et al., Chemistry a European Journal, 2007, 13(16), 4433-4451 (patrz strona 4445), ktéry rozpusz-
cza sie w mieszaninie alkoholu metylowego (50 ml) i kwasu octowego (0,1 ml), po czym dodaje sie
hydrazyd kwasu 4-metoksybenzoesowego w ilosci 167 mg (1,0 mmol) otrzymany metodg znang
z publikacji Pereira et al., New Journal of Chemistry, 2016, 40, 8846-8854. Po trzech godzinach
prowadzenia reakcji w temperaturze wrzgcego rozpuszczalnika w okoto 338K pozwala sie miesza-
ninie poreakcyjnej ostygna¢ do temperatury otoczenia i pozostawia w okoto 277K na noc (przez 20
godzin), po czym utworzone ciato state przesgcza sie, suszy na powietrzu, w wyniku uzyskuje sie
wysokiej czystodci produkt w postaci N'-[(E)-(3-fenylo-2-hydroksyfenylo)metylideno]-4-metoksy-
benzohydrazydu z wydajnoscig 77%. Produkt ma postac biatej waty topigcej sie w temperaturze
513,0-515,5K. W wyniku zatezenia potgczonych przesaczy do objetosci okoto 3 ml uzyskuje sie
kolejng porcje produktu w postaci N’-[(E)-(3-fenylo-2-hydroksyfenylo)metylideno]-4-metoksybenzo-
hydrazydu z wydajnoscig 7% topigcego sie w temperaturze 512,5-515,0K identyczny ze zwigzkiem
powyzej. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3168 (br, N-H i O-H), 3019 (C-H), 2989 (C-H), 2963 (C-H), 2931 (C-H),
1647 (C=C), 1603 (C=0), 1545 (CH=N), 1508, 1427, 1359, 1281, 1252 (C-0O), 1176, 1111, 1027
(C-0), 961, 883, 847, 757, 748, 698, 649, 611, 562, 483 cm ™.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 12,40 (s, 1H, OH), 12,18 (s, 1H, NHCO), 8,64 (s, 1H, CH=N),
7,95 (d, 3J = 8,9 Hz, 2H, H-2,6), 7,61 (dd, 3J = 7,8 Hz, 4J = 1,3 Hz, 2H, PhH-2,6), 7,46 (dd, 31 =7,6
Hz, 4J = 1,4 Hz, 1H, ArH-4), 7,44 (dd, 3J = 7,8 Hz, %) = 7,6 Hz, 2H, PhH-3,5), 7,39 (dd, 3J = 7,6 Hz,
4J = 1,4 Hz, 1H, ArH-6), 7,35 (it, 3] = 7,6 Hz, 4J = 1,3 Hz, 1H, PhH-4), 7,09 (d, 3J = 8,9 Hz, 2H,
H-3,5), 7,04 (dd, 3J = 7,6 Hz, 3] = 7,6 Hz, 1H, ArH-5), 3,84 (s, 3H, OCHz) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8 162,25 (C=0), 162,15 (C), 154,87 (C), 149,35 (CH=N),
137,43 (C), 132,05 (CH), 130,44 (CH), 129,58 (2xCH), 128,73 (C), 127,99 (2xCH), 126,95 (CH),
124,39 (C), 119,43 (CH), 118,22 (C), 113,82 (2xCH), 55,41 (OCH3s) ppm.

HRMS (EIl): m/z [M+Na]* obliczono dla C2H1sN20sNa: 369,1210; oznaczono: 369,1198.

Przyktad 3

Postepuje sie jak w przyktadzie 2 z tg réznica, ze reakcje prowadzi sie w nieobecnosci kwasu
octowego, w temperaturze 338K w czasie o$miu godzin w wyniku uzyskuje sie mieszanine produktu
w postaci N'-[(E)-(3-fenylo-2-hydroksyfenylo)metylideno]-4-metoksybenzohydrazydu i nieprzerea-
gowanego substratu aldehydowego w stosunku molowym 3 do 1 z 75% przereagowaniem substra-
téw. Na podstawie analizy danych *H NMR uzyskuje sie produkt w postaci N'-[(E)-(3-fenylo-2-hy-
droksyfenylo)metylideno]-4-metoksybenzohydrazyd z wydajnoscig 75%, ktérego dane 'H NMR sg
identyczne z danymi *H NMR produktu uzyskanego w przyktadzie 2.

Przyktad 4

Postepuje sie jak w przyktadzie 1 z tg réznica, ze jako aldehydowy substrat reakcji konden-
sacji stosuje sie aldehydowy 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowy w ilosci 192 mg (1,0 mmol), otrzy-
many metodg znang publikacji DiCiccio et al., Journal of the American Chemical Society, 2016,
138, 7107-7113 (strony S4-S5), > 90% hydrazyd kwasu octowego (82 mg, >1,0 mmol), alkohol
metylowy (10 ml) i kwas octowy (0,1 ml) w czasie 2,5 godziny, po czym zateza sie do objetosci ok.
0,5 ml, po czym odstawia do krystalizacji. W wyniku uzyskuje sie wysokiej czystosci produkt w po-
staci N'-[(3-tert- butylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)metylideno]-acetohydrazydu z wydajnoscig 84%
w stosunku molowym 4:1 (wg. *H NMR), odpowiednio N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylofe-
nylo)metylideno]-acetohydrazydu i N'-[(Z)-(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)metylideno]-
acetohydrazydu. Produkt ma posta¢ bezbarwnych pryzm topigcych sie w temperaturze 504-506K.
Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:
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FT-IR (ATR): Vmax 3203 (O-H i N-H), 3065 (C-H), 2946 (C-H), 2910 (C-H), 2866 (C-H), 1654
(C=0), 1565 (C=N), 1428, 1439, 1360, 1276, 1208 (C-0), 1123, 958, 860, 769, 710, 643, 569, 483
cm?,

Izomer E; *H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 12,06 (s, 1H, OH), 11,70 (s, 1H, NHCO), 8,21
(s, 1H, CH=N), 7,07 (d, 4J = 1,6 Hz, 1H, ArH-4), 7,04 (d, “J = 1,6 Hz, 1H, ArH-6), 2,23 (s, 3H, CH3s),
1,98 (s, 3H, COCHs), 1,37 (s, 9H, t-Bu) ppm.

Izomer Z; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 11,38 (s, 1H, NHCO), 10,96 (s, 1H, OH), 8,11 (s,
1H, CH=N), 7,07 (d, 4J = 1,6 Hz, 1H, ArH-4), 7,00 (d, 4J = 1,6 Hz, 1H, ArH-6), 2,23 (s, 3H, CH?),
2,17 (s, 3H, COCHs3), 1,37 (s, 9H, t-Bu) ppm.

Izomer E; *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & 165,23 (C=0), 154,48 (C), 148,72 (CH=N),
135,95 (C), 129,19 (CH), 129,07 (CH), 126,84 (C), 117,20 (C), 34,28 (C), 29,15 (3xCH3), 21,15
(CH3), 20,15 (CHs) ppm.

Izomer Z; ¥C NMR (100 MHz, DMSO-de): & 170,62 (C=0), 153,71 (C), 146,62 (CH=N),
136,01 (C), 129,11 (CH), 129,00 (CH), 127,39 (C), 117,63 (C), 34,28 (C), 29,21 (3xCH3s), 20,40
(CH3), 20,15 (CHs) ppm.

HRMS (El): m/z [M+H]* obliczono dla C14H22N202: 249,1598; oznaczono: 249,1598.

Przyktad 5

Postepuje sie jak w przykitadzie 4 z tg rdznica, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakciji
kondensacji w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 384 mg (2,0 mmol),
hydrazyd kwasu benzoesowego (272 mg, 2,0 mmol), alkohol metylowy (65 ml) i kwas octowy (0,1 ml)
w czasie 2 godzin. W wyniku uzyskuje sie wysokiej czystosci produkt w postaci N'-[(E)-(3-tert-bu-
tylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)metylideno]-benzohydrazydu z wydajnoscig 96%. Produkt ma po-
sta¢ bezbarwnego ciata statego topigcego sie w temperaturze 519-521K. Potwierdzeniem struktury
produktu sg widma:

FT-IR (ATR): vmax 3164 (N-H i O-H), 3058 (Ar-H), 3032 (Ar-H), 2947 (CHzs), 2911 (CH3s), 2861
(CHa), 1635 (C=0), 1561 (C=N), 1440, 1364, 1317, 1285 (C-0), 1207, 1170, 1088, 968, 889, 860,
768, 690, 672, 571, 512, 423 cmL.

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): § 12,45 (s, 1H, OH), 12,22 (s, 1H, NHCO), 8,53 (s, 1H, CH=N),
7,95 (dd, 3J = 7,3 Hz, 4J = 1,3 Hz, 2H, H-2,6), 7,63 (it, 3J = 7,3 Hz, 4J = 1,3 Hz, 1H, H-4), 7,56 (dd,
3J=7,3Hz, %) =7,3Hz, 2H, H-3,5), 7,10 (d, *J = 1,8 Hz, 1H, ArH-4), 7,07 (d, 4J = 1,8 Hz, 1H, ArH-
6), 2,26 (s, 3H, CHa3), 1,40 (s, 9H, t-Bu) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): § 162,67 (C=0), 154,71 (C), 150,75 (CH=N), 136,09 (C),
132,50 (C), 132,02 (CH), 129,48 (CH), 129,18 (CH), 128,53 (2xCH), 127,57 (2xCH), 126,96 (CH),
117,26 (C), 34,32 (C), 29,17 (3xCHz3), 20,17 (CH3s) ppm.

HRMS (El): m/z [M+H]* obliczono dla C19H23N2022: 311,1754; oznaczono: 311,1771.

Przyktad 6

Postepuje sie jak w przyktadzie 4 z tg réznicg, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakcji
kondensacji w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 192 mg (1,0 mmol),
hydrazyd kwasu nikotynowego w ilosci 137 mg (1,0 mmol), alkohol metylowy (6,5 ml) i kwas octowy
(0,1 ml) w czasie 90-ciu minut. W wyniku destylacyjnego zatezenia mieszaniny poreakcyjnej uzy-
skuje sie wysokiej czystosci produkt w postaci N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)me-
tylideno]-3-pirydohydrazydu z wydajnoscig 93%. Produkt ma posta¢ bezbarwnych ptatkow topig-
cych sie w temperaturze 503,0-504,5K. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3183 (O-H i N-H), 3011 (Ar-H), 2956 (CHs), 2910 (CHs), 2865 (CHs), 1638
(C=0), 1613, 1590, 1552 (C=N), 1418, 1360, 1314, 1294, 1261 (C-0O), 1236, 1207, 1167, 1093,
1028, 955, 893, 867, 784, 768, 709, 670, 619, 465, 409 cm™.

H NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 12,38 (s, 1H, NHCO), 12,15 (s, 1H, OH), 9,09 (dd, 2J = 2,4
Hz, 5J = 0,8 Hz, 1H, H-2), 8,79 (dd, 3J = 4,8 Hz, 4J = 1,7 Hz, 1H, H-4), 8,16 (s, 1H, CH=N), 8,28
(ddd, 3J = 7,9 Hz, 4J = 2,4 Hz, 4J = 1,7 Hz, 1H, H-6), 7,60 (ddd, 3J = 7,9 Hz, 3J = 4,8 Hz, %] = 0,8
Hz, 1H, H-5), 7,12 (d, *J = 1,8 Hz, 1H, ArH-4), 7,01 (d, *J = 1,8 Hz, 1H, ArH-6), 2,26 (s, 3H, CHa3),
1,40 (s, 9H, t-Bu) ppm.

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § 161,29 (C=0), 154,77 (C), 152,51 (CH), 151,35 (CH=N),
148,53 (CH), 136,14 (C), 135,41 (CH), 129,71 (CH), 129,33 (CH), 128,37 (C), 127,06 (C), 123,64
(CH), 117,13 (C), 34,34 (C), 29,17 (3xCHs), 20,16 (CHs) ppm.

HRMS (El): m/z [M+H]* obliczono dla C1sH22N302: 312,1706; oznaczono: 312,1713.
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Przyktad 7

Postepuje sie jak w przykiadzie 4 z tg rdznica, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakciji
kondensacji w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 192 mg (1,0 mmol),
hydrazyd kwasu 2-hydroksybenzoesowego w ilosci 152 mg (1,0 mmol), alkohol metylowy (15 ml)
i kwas octowy (0,1 ml) w czasie dwéch godzin. W wyniku destylacyjnego zatezenia mieszaniny
poreakcyjnej przed krystalizacjg uzyskuje sie wysokiej czystosci produkt w postaci 2-hydroksy-N'-
-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)metylidenolbenzohydrazydu z wydajnoscia 95%.
Produkt ma posta¢ bezbarwnych pryzm topigcych sie w temperaturze 525,0-526,5K. Potwierdze-
niem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): vmax 3250 (O-H i N-H), 3033 (Ar-H), 2975 (CHs), 2913 (CHs), 1637 (C=C), 1615
(C=0), 1581, 1560 (C=N), 1456, 1436, 1361, 1308, 1235 (C-0O), 1204 (C-0O), 1158, 1098, 942, 786,
768, 743, 719, 617, 530, 469 cm™.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 12,17 (s, 1H, ArOH), 12, Hz, 1H, H-6), 7,46 (ddd, 3J = 8,4
Hz, 3J = 7,2 Hz, 4 = 1,6 Hz, 1H, H-4), 7,11 (d, 4J = 1,7 Hz, 1H, ArH-4), 7,08 (d, J = 1,7 Hz, 1H,
ArH-6), 7,00 (dd, J = 8,4 Hz, 4J = 1,0 Hz, 1H, H-3), 6,98 (ddd, 3J = 7,8 Hz, 3J = 7,2 Hz, 4J = 1,0 Hz,
1H, H-5), 2,26 (s, 3H, CH3s), 1,40 (s, 9H, t-Bu) ppm.

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § 164,15 (C=0), 158,70 (C), 154,76 (C), 151,50 (CH=N),
136,14 (C), 133,94 (CH), 129,68 (CH), 129,30 (CH), 128,61 (CH), 127,02 (C), 119,02 (CH), 117,20
(C, CH), 115,61 (C), 34,33 (C), 29,17 (3xCHs), 20,18 (CH3) ppm.

HRMS (EI): m/z [M+H]* obliczono dla CeH23N203: 327,1703; oznaczono: 327,1701.

Przyktad 8

Postepuje sie jak w przykftadzie 4 z tg rdznica, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakciji
kondensacji w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 192 mg (1,0 mmol),
hydrazyd kwasu 3-hydroksybenzoesowego w ilosci 152 mg (1,0 mmol), alkohol metylowy (3 ml)
i kwas octowy (0,1 ml) w czasie dwdch godzin. W wyniku destylacyjnego zatezenia mieszaniny
poreakcyjnej przed krystalizacjg do objetosci ok. 1 ml uzyskuje sie wysokiej czysto$ci produkt w po-
staci 3-hydroksy-N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)metylideno]lbenzohydrazydu z wydaj-
noscig 94%. Produkt ma posta¢ bezbarwnych pryzm topigcych sie w temperaturze 513,0-515,5K.
Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3226 (O-H i N-H), 3065 (Ar-H), 2957 (C-H), 2914 (C-H), 2867 (C-H), 1644
(C=0), 1614 (C=C), 1586, 1559 (C=N), 1455, 1438, 1360, 1309, 1263, 1236 (C-0), 1209 (C-0),
1166, 1091, 952, 850, 786, 742, 716, 689, 674, 607, 500, 467, 448, 406 cm ™1,

H NMR (400 MHz, DMSO-de): § 12,25 (s, 1H, C2-OH), 12,13 (s, 1H, NHCO), 9,83 (s, 1H, C-
4-OH), 8,52 (s, 1H, CH=N), 7,31-7,39 (m, 3H, H-2,5,6), 7,09 (d, 4J = 1,7 Hz, 1H, ArH-4), 7,08 (d, 4J
= 1,7 Hz, 1H, ArH-6), 7,01 (ddd, 3J = 7,3 Hz, 4] = 2,6 Hz, 4J = 1,7 Hz, 1H, H-4), 2,25 (s, 3H, CH3),
1,39 (s, 9H, t-Bu) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8 162,70 (C=0), 157,45 (C), 154,72 (C), 150,66 (CH=N),
136,09 (C), 133,89 (C), 129,60 (CH), 129,44 (CH), 129,17 (CH), 126,95 (C), 118,98 (CH), 118,06
(CH), 117,30 (C), 114,45 (CH), 34,33 (C), 29,18 (3xCH?), 20,18 (CHs) ppm.

HRMS (El): m/z [M+Na]* obliczono dla Ci9H22N20sNa: 349,1523; oznaczono: 349,1524.

Przyktad 9

Postepuje sie jak w przyktadzie 4 z tg réznicg, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakcji
w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 192 mg (1,0 mmol), hydrazyd
kwasu 3,5-dihydroksybenzoesowego w ilosci 168 mg (1,0 mmol), alkohol metylowy (5 ml) i kwas
octowy (0,1 ml) i reakcje prowadzi sie w czasie dwéch godzin. W wyniku uzyskuje sie wysokiej
czystosci produkt w postaci 3,5-dihydroksy-N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)metyli-
deno]benzohydrazydu z 54% wydajnoscig. Produkt ma posta¢ bezbarwnego proszku topigcego sie
w temperaturze 519K z rozktadem. Potgczone przesgcze zateza sie destylacyjnie pod cisnieniem
ok. 20 mm Hg w wyniku uzyskuje sie produkt w postaci 3,5-dihydroksy-N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hy-
droksy-5-metylofenylo)metylideno]lbenzohydrazydu z wydajnoscig 42% identyczny z produktem
uzyskanym z pierwszej krystalizacji. Produkt uzyskuje sie z 96% wydajnoscig w przeliczeniu na
uzyte substraty. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): vmax 3189 (szeroki, O-H i N-H), 3046 (C-H), 2953 (C-H), 2914 (C-H), 2866 (C-H),
1583 (C=0), 1556 (C=N), 1435, 1363, 1341, 1314, 1265 (C-0), 1208, 1164, 1001, 863, 798, 681,
518, 427 cm™,
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 12,25 (s, 1H, OH), 12,04 (s, 1H, CONH), 9,63 (s, 2H, OH),
8,50 (s, 1H, CH=N), 7,09 (d, 4J = 1,4 Hz, 1H, ArH-4), 7,03 (d, 2J = 1,4 Hz, 1H, ArH-6), 6,78 (d, 4J =
2,1 Hz, 2H, H-2,6), 6,45 (t, J = 2,1 Hz, 1H, H-4), 2,25 (s, 3H, CH3), 1,39 (s, 9H, t-Bu) ppm.

3C NMR (100 MHz, DMSO-de): § 162,86 (C=0), 158,46 (2xC), 154,71 (C), 150,54 (CH=N),
136,09 (C), 134,52 (C), 129,41 (CH), 129,15 (CH), 126,95 (C), 117,33 (C), 105,90 (CH), 105,71
(2xCH), 34,34 (C), 29,19 (3xCHps), 20,19 (CH3s) ppm.

HRMS (El): m/z [M+H]* obliczono dla C19H23N204: 343,1652; oznaczono: 343,1650.

Przyktad 10

Postepuje sie jak w przykftadzie 4 z tg rdznica, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakcji
kondensacji w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 192 mg (1,0 mmol),
hydrazyd kwasu 4-metoksybenzoesowego w ilosci 167 mg (1,0 mmol), alkohol metylowy (20 ml)
i kwas octowy (0,1 ml) w czasie dwdch godzin. W wyniku powolnego zatezenia rozpuszczalnika
uzyskuje sie wysokiej czystosci bezbarwne igty produktu w postaci 4-metoksy-N'-[(E)-(3-tert-butylo-
-2-hydroksy-5-metylofenylo)metylidenolbenzohydrazydu z wydajnoscig 81% topigce sie w tempe-
raturze 516-517K. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3165 (O-H i N-H), 3008 (Ar-H), 2959 (C-H), 2912 (C-H), 2866 (C-H), 2837
(C-H), 1636 (C=C), 1605 (C=0), 1537 (CH=N), 1508, 1440, 1432, 1358, 1286 (C-0), 1235, 1207
(C-0), 1183, 1173, 1088, 1029 (C-0), 971, 896, 838, 765, 689, 614, 500, 465 cm™.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 12,28 (s, 1H, OH), 12,08 (s, 1H, NHCO), 8,51 (s, 1H, CH=N),
7,94 (d, 3J = 8,9 Hz, 2H, H-2,6), 7,09 (d, 3J = 8,9 Hz, 2H, H-3,5), 7,09 (d, 4J = 1,6 Hz, 1H, ArH-4),
7,06 (d, 423 = 1,6 Hz, 1H, ArH-6), 3,84 (s, 1H, OCH3s), 2,25 (s, 3H, CHs), 1,39 (s, 9H, t-Bu) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8 162,20 (C), 162,06 (C=0), 154,65 (C), 150,09 (CH=N),
136,04 (C), 129,52 (2xCH), 129,30 (CH), 129,06 (CH), 126,90 (C), 124,48 (C), 117,36 (C), 113,76
(2xCH), 55,39 (OCHz3), 34,31 (C), 29,17 (3xCHs), 20,18 (CH3) ppm.

HRMS (El): m/z [M+H]* obliczono dla C20H25N203: 341,1860; oznaczono: 341,1870.

Przyktad 11

Postepuje sie jak w przykfadzie 4 z tg rdznica, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakciji
kondensacji w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 192 mg (1,0 mmol),
hydrazyd kwasu 3-metoksybenzoesowego w ilosci 167 mg (1,0 mmol), alkohol metylowy (45 ml)
i kwas octowy (0,1 ml) w czasie 4,5 godziny, w wyniku uzyskuje sie wysokiej czystosci produkt
w postaci 3-metoksy-N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)metylidenolbenzohydrazydu
z wydajnoscig 93%. Produkt ma postac blado zéttego ciata statego o konsystencji waty topigcego
sie w temperaturze 511,0-513,5K. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3173 (O-H i N-H), 3064 (Ar-H), 3008 (Ar-H), 2946 (C-H), 2911 (C-H), 2860
(C-H), 1633 (C=C), 1584 (C=0), 1560 (CH=N), 1486, 1462, 1427, 1364, 1318, 1295 (C-0), 1279
(C-0), 1241, 1140, 1083, 1044 (C-0), 970, 861, 811, 755, 714, 693, 570, 493, 466 cm™.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 12,23 (s, 1H, NH), 12,17 (s, 1H, OH), 8,52 (s, 1H, CH=N),
7,53 (ddd, 3J =7,8 Hz, 43 = 1,5 Hz, 4] = 1,1 Hz, 1H, H-6), 7,48 (dd, 4J = 2,5 Hz, 4J = 1,5 Hz, 1H, H-
2), 7,47 (dd, 3J = 8,0 Hz, 3J = 7,8 Hz, 1H, H-5), 7,19 (ddd, %) = 8,0 Hz, 4J = 2,5 Hz, 4J = 1,1 Hz, 1H,
H-4), 7,11 (d, 2J = 1,7 Hz, 1H, ArH-4), 7,06 (d, 2J = 1,7 Hz, 1H, ArH-6), 3,84 (s, 1H, OCHs), 2,26 (s, 3H,
CHs), 1,40 (s, 9H, t-Bu) ppm.

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § 162,41 (C=0), 159,20 (C), 154,73 (C), 150,84 (CH=N),
136,10 (C), 133,88 (C), 129,73 (CH), 129,49 (CH), 129,18 (CH), 126,97 (C), 119,76 (CH), 117,65
(CH), 117,27 (C), 112,88 (CH), 55,30 (OCHz3s), 34,33 (C), 29,17 (3xCHs), 20,18 (CH3s) ppm.

HRMS (EIl): m/z [M+H]* obliczono dla C20H25N203: 341,1860; oznaczono: 341, 1852.

Przyktad 12

Postepuje sie jak w przyktadzie 4 z tg réznica, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakc;ji
kondensacji w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 192 mg (1,0 mmol),
hydrazyd kwasu 4-hydroksyfenylooctowego, znany ze zgtoszenia patentowego W0O2005010005 /
2005 (A1), wilosci 167 mg (1,0 mmol), alkohol metylowy (20 ml) i kwas octowy (0,1 ml) w czasie
2 godzin. W wyniku uzyskuje sie wysokiej czystosci produkt w postaci 2-(4-hydroksyfenylo)-N'-[(E)-
(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylofenylo)metylideno]acetohydrazydu krystalizujgcego z jedng czg-
steczka alkoholu metylowego z wydajnoscig 85%. Produkt ma postac¢ biatych pryzm topigcych sie
w temperaturze 515,0-517,5K. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:
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FT-IR (ATR): vmax 3236 (O-H i N-H), 3064 (Ar-H), 3032 (Ar-H), 2964 (C-H), 2919 (C-H), 2830
(C-H), 1654 (C=0), 1612 (C=C), 1552 (CH=N), 1515, 1468, 1363, 1299 (C-0O), 1261, 1240 (C-0O),
1143, 1022, 799, 769, 651, 642, 623, 521, 417, 435 cm™.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 12,03 (s, 1H, Ar-2-OH), 11,86 (s, 1H, NHCO), 9,30 (s, 1H,
C-4-OH), 8,27 (s, 1H, CH=N), 7,11 (d, %J = 8,5 Hz, 2H, H-2,6), 7,07 (d, *J = 2,1 Hz, 1H, ArH-4), 7,04
(d, J =2,1 Hz, 1H, ArH-6), 6,72 (d, 3J = 8,5 Hz, 2H, H-3,5), 4,12 (k, 3J = 5,2 Hz, 1H, CH30H), 3,44
(s, 2H, CH2), 3,17 (d, 3J = 5,2 Hz, 3H, CHs0H), 2,23 (s, 3H, CH3), 1,38 (s, 9H, t-Bu) ppm.

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § 166,77 (C=0), 156,11 (C), 154,55 (C), 149,49 (CH=N),
136,01 (C), 129,93 (2xCH), 129,33 (CH), 129,12 (CH), 126,90 (C), 125,33 (C), 117,21 (C), 115,09
(2xCH), 48,55 (CH3OH), 39,43 (CH2), 34,30 (C), 29,15 (3xCHs3), 20,18 (CHs) ppm.

MRMS (El): m/z [M+Na]* obliczono dla C20H24N203Na: 363,1679; oznaczono: 363,1698.

Przyktad 13

Postepuje sie jak w przykftadzie 4 z tg rdznica, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakcji
kondensacji w postaci aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego w ilosci 192 mg (1,0 mmol),
hydrazyd kwasu 1-hydroksy-2-naftoesowego, znany z publikacji White et al., Journal of Organic
Chemistry, 1967, 32(4), 1198-1202, w ilosci 202 mg (1,0 mmol), alkohol metylowy (65 ml) i kwas
octowy (0,1 ml) w czasie 6 godzin, po czym mieszaning poreakcyjng zateza sie destylacyjnie. W wy-
niku uzyskuje sie wysokiej czystosci produkt w postaci N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksy-5-metylo-
fenylo)metylideno]-2-(1-hydroksynaftylo)hydrazydu z wydajnoscig 92%. Produkt ma posta¢ bez-
barwnych pryzm topigcych sie w temperaturze 485,5-490,0K. Potwierdzeniem struktury produktu
sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3379, 3233 (O-H i N-H), 3062 (Ar-H), 2952 (C-H), 2912 (C-H), 2865 (C-H),
1616 (C=0), 1581 (CH=N), 1532 (C=C), 1467, 1388, 1356, 1310, 1275 (C-0O), 1250 (C-0), 1207,
1175, 1155, 813, 788, 757, 707, 566, 496, 423 cm™2.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 13,85 (s, 1H, OH), 12,50 (s, 1H, OH), 12,19 (s, 1H, NHCO),
8,65 (s, 1H, CH=N), 8,32 (d, 3J = 8,2 Hz, 1H, H-4), 7,97 (d, 3J = 8,9 Hz, 1H, H-8), 7,92 (d, 3J = 8,2
Hz, 1H, H-3), 7,69 (dd, 3J = 8,8 Hz, 3J = 6,1 Hz, 1H, H-6), 7,60 (dd, 3J = 8,9 Hz, 3] = 6,1 Hz, 1H, H-7),
7,49 (d, %) = 8,9 Hz, 1H, H-5), 7,14 (s, 2H, ArH-4, ArH-6), 2,27 (s, 3H, CH3), 1,42 (s, 9H, t-Bu) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8 166,58 (C=0), 156,15 (C), 154,88 (C), 152,27 (CH=N),
136,23 (C), 135,97 (C), 129,94 (CH), 129,50 (CH), 129,34 (CH), 127,51 (C), 126,08 (CH), 124,52
(C), 123,04 (CH), 122,22 (CH), 118,05 (CH), 117,14 (C), 115,77 (C), 34,36 (C), 29,19 (3xCH3),
20,18 (CH3) ppm.

MRMS (El): m/z [M+H]" obliczono dla C23H2sN203: 377,1865; oznaczono: 377,1858.

Przyktad 14

Postepuje sie jak w przyktadzie 13 z tg réznicg, ze stosuje sie aldehydowy substrat reakcji
kondensacji w postaci aldehydu 3-fenylo-salicylowego w ilosci 0,10 g (0,50 mmol), ktéry rozpuszcza
sie w mieszaninie alkoholu metylowego (50 ml) i kwasu octowego (50 ul), po czym dodaje sie hy-
drazyd kwasu 1-hydroksy-2-naftoesowego w ilosci 102 mg (0,50 mmol). W wyniku krystalizacji uzy-
skuje sie wysokiej czystosci produkt w postaci N'-[(E)-(3-fenylo-2-hydroksy-fenylo)metylideno]-2-
-(1-hydroksynaftylo)hydrazydu z wydajnoscig 82%. Produkt ma posta¢ bladego proszku topigcego
sie w temperaturze 499-501K z rozktadem. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3373 (O-H), 2300-3100 (szeroki, O-H i N-H), 1625 (C=C), 1600 (C=0),
1573, 1532 (CH=N), 1461, 1389, 1274 (C-0), 1249 (C-0), 1206, 1158, 1075, 968, 789, 754, 738,
693, 573, 491, 429, 411 cm™.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 13,83 (s, 1H, OH), 12,59 (s, 1H, OH), 12,27 (s, 1H, NHCO),
8,77 (s, 1H, CH=N), 8,32 (d, 3%J = 8,2 Hz, 1H, H-8), 7,98 (d, %J = 8,9 Hz, 1H, H-3), 7,92 (d,3J = 8,1
Hz, 1H, H-5), 7,69 (ddd, 3J = 6,8 Hz, 3J = 6,8 Hz, 4] = 1,2 Hz, 1H, H-6), 7,62 (d, 3J = 7,7 Hz, 2H,
Ph-2,6), 7,60 (ddd, 3J = 8,2 Hz, 3] = 6,8 Hz, 4J = 1,1 Hz, 1H, H-7), 7,53 (dd, 3J = 7,7 Hz, ) = 1,4
Hz, 1H, ArH-6), 7,49 (d, %J = 8,9 Hz, H-4), 7,46 (dd, 3J = 7,7 Hz, 3] = 7,3 Hz, 2H, Ph-3,5), 7,43 (dd,
3 =7,5Hz, 4] =1,4 Hz, 1H, ArH-4), 7,36 (t, 3J = 7,3 Hz, 1H, Ph-4), 7,07 (t,%) = 7,7 Hz,3 = 7,5
Hz, 1H, ArH-5) ppm.

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § 166,71 (C=0), 160,21 (C), 154,04 (C), 151,45 (CH=N),
137,29 (C), 135,99 (C), 132,59 (CH), 130,85 (CH), 129,36 (CH), 129,16 (2xCH), 128,89 (C), 128,01
(2xCH), 127,50 (CH), 127,02 (CH), 126,07 (CH), 124,51 (C), 123,03 (CH), 122,18 (CH), 119,59
(CH), 118,08 (CH), 118,01 (C), 105,72 (C) ppm.




PL 241 843 B1 11

MRMS (El): m/z [M+H]* obliczono dla C24H19N203: 383,1396; oznaczono: 383,1410.

Przyktad 15

Postepuje sie jak w przyktadzie 13 z tg r6znicg, ze jako aldehydowy substrat reakcji konden-
sacji stosuje sie aldehyd 3,5-di-tert-butylo-salicylowy w ilosci 0,23 g (1,0 mmola), ktéry rozpuszcza
sie w mieszaninie alkoholu metylowego (75 ml) i kwasu octowego (100 pl), po czym dodaje sie
hydrazyd kwasu 1-hydroksy-2-naftoesowego w ilosci 203 mg (1,0 mmol) i reakcje prowadzi sie
w czasie 2 godzin, po czym uzyskang mieszanine poreakcyjng traktuje sie weglem aktywnym na
gorgco (ok. 338K), wegiel aktywny odsgcza sie, przesgcz zateza sie do objetosci ok. 7.5 ml i pozo-
stawia do powolnej krystalizacji. W wyniku uzyskuje sie wysokiej czystosci produkt w postaci
N-[(E)-(3,5-di-tert-butylo-2-hydroksy-fenylo)metylideno]-2-(1-hydroksynaftylo)hydrazydu krystalizu-
jacego z jedng czgsteczkg alkoholu metylowego z wydajnoscig 95%. Produkt ma postaé zéttych,
krétkich igiet topigcych sie w temperaturze 394,5-395,5K. Potwierdzeniem struktury produktu sg
widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3650 (CH3OH), 3392 (O-H), 3322 (O-H i N-H), 3060 (Ar-H), 2955 (CHs3),
2917 (CHgs), 2869 (CH3s), 1611 (C=0), 1596 (C=C), 1584, 1563 (CH=N), 1531, 1467, 1390, 13586,
1278 (C-0), 1250 (C-0), 1208, 1173, 1027, 815, 759, 709, 535, 494, 419 cm™.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 13,85 (s, 1H, O-H), 12,50 (s, 1H, NHCO), 12,24 (s, 1H, O-H),
8,70 (s, 1H, CH=N), 8,32 (d, 3J = 8,2 Hz, 1H, H-8), 7,98 (d, %J = 8,8 Hz, 1H, H-3), 7,92 (d, 3J = 8,0
Hz, 1H, H-5), 7,69 (dd, 3J = 8,0 Hz, 3J = 7,2 Hz, 1H, H-6), 7,60 (dd, 3J = 8,2 Hz, 3J = 7,2 Hz, 1H,
H-7), 7,50 (d, %J = 8,8 Hz, 1H, H-4), 7,35 (d, 4J = 2,0 Hz, 1H, ArH-4), 7,28 (d, 4J = 2,0 Hz, 1H, ArH-6),
4,10 (s, 1H, CHs0H), 3,17 (s, 3H, CH30H), 1,43 (s, 9H, Ar-3-t-Bu), 1,30 (s, 9H, Ar-5-t-Bu) ppm.

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): & 166,59 (C), 160,14 (C=0), 154,83 (C), 152,72 (CH=N),
140,52 (C), 135,97 (C), 135,73 (C), 129,34 (CH), 127,51 (CH), 126,08 (CH), 126,01 (CH), 125,97
(CH), 124,53 (C), 123,04 (CH), 122,25 (CH), 118,06 (CH), 116,78 (C), 105,79 (C), 48,52 (CH30OH),
34,62 (C), 33,85 (C), 31,22 (3xCH3s), 29,23 (3xCH3) ppm.

MRMS (El): m/z [M+Na]* obliczono dla C2sH3oN20sNa: 441,2154; oznaczono: 441,2152.

Przyktad 16

Postepuje sie jak w przyktadzie 13 z tg réznica, ze jako aldehydowy substrat reakcji konden-
sacji stosuje sie aldehyd 3-tert-butylo-salicylowy w ilosci 89 mg (1,0 mmol), ktéry rozpuszcza sie
w mieszaninie alkoholu metylowego (22,5 ml) i kwasu octowego (50 ul), po czym dodaje sie hydra-
zyd kwas 1-hydroksy-2-naftoesowego w ilosci 101 mg (1,0 mmol) i reakcje prowadzi sie w czasie
2 godzin, po czym uzyskang mieszanine poreakcyjng traktuje sie weglem aktywnym na gorgco (ok.
338K), wegiel aktywny odsgcza sie po czym przesgcz pozostawia sie do krystalizacji. W wyniku
uzyskuje sie wysokiej czystosci produkt w postaci N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksyfenylo)metyli-
deno]-2-(1-hydroksynaftylo)hydrazydu z wydajnoscig 65%. Produkt ma postaé drobnych, zoéttych
krysztatéw topigcych sie w temperaturze 493,0-495,5K. Potgczone przesgcze zateza sie destyla-
cyjnie do objetosci okoto 5 ml, po czym wydziel sie produkt poprzez krystalizacje. W wyniku uzy-
skuje sie drugg porcje produktu w postaci N'-[(E)-(3-tert-butylo-2-hydroksyfenylo)metylideno]-2-(1-
-hydroksynaftylo)hydrazydu z wydajnoscig 30% identycznego z produktem uzyskanym z pierwszej
krystalizacji. £gcznie uzyskuje sie produkt z 95% wydajnoscig w przeliczeniu na uzyte substraty.
Potwierdzeniem struktury produktu sg widma:

FT-IR (ATR): Vmax 3420 (O-H), 3275 (O-H i N-H), 3056 (Ar-H), 2948 (CH3), 2912 (CH3), 2872
(CHg), 1623 (C=C), 1602 (C=0), 1565 (CH=N), 1389, 1358, 1279 (C-0), 1252 (C-0O), 1208, 1147,
807, 789, 745, 495, 420 cm™.

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 13,84 (s, 1H, OH), 12,51 (s, 1H, NHCO), 12,41 (s, 1H, OH),
8,70 (s, 1H, CH=N), 8,32 (d, %J = 8,3 Hz, 1H, H-8), 7,98 (d, %J = 8,9 Hz, 1H, H-3), 7,92 (d,3J = 8,1
Hz, 1H, H-5), 7,69 (dd, 3J = 8,1 Hz, %] = 6,9 Hz, 4] = 1,2 Hz, 1H, H-6), 7,60 (dd, 3J = 8,3 Hz, 3] =
6,7 Hz, 43 = 1,2 Hz, 1H, H-7), 7,49 (d, °J = 8,9 Hz, 1H, H-4), 7,34 (d, 3J = 7,6 Hz, 1H, ArH-6), 7,33
(d, 3 =7,8 Hz, 1H, ArH-4), 6,91 (dd, 3] = 7,8 Hz, 3] = 7,6 Hz, 1H, ArH-5), 1,42 (s, 9H, t-Bu) ppm.

3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): § 166,61 (C), 160,18 (C=0), 157,05 (C), 152,27 (CH=N),
136,42 (C), 135,98 (C), 129,84 (CH), 129,34 (CH), 128,90 (CH), 127,50 (CH), 126,07 (CH), 124,53
(C), 123,05 (CH), 122,19 (CH), 118,84 (CH), 118,07 (CH), 117,45 (C), 105,74 (C), 34,45 (C), 29,16
(83XCH3s) ppm.

MRMS (El): m/z [M+Na]* obliczono dla C22H22N203Na: 385,1523; oznaczono: 385,1535.
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Przvktad 17
Wyznaczanie inhibicji lakazy z wro$niaka réznobarwnego

Aktywnos¢ lakazy wyznaczono stosujgc procedure znang z publikacji Leonowicz & Grzywno-
wicz, Enzyme Microb. Technol., 1981, 3, 55-58 wykorzystujgc syryngaldazyne (azyna 4-hydroksy-
3,5-dimetoksybenzaldehydu, Sigma-Aldrich) jako substrat. Reakcje prowadzono w mieszaninie
woda-alkohol metylowy o 12,5% stezeniu alkoholu metylowego. Liofilizowany enzym (Sigma-Ald-
rich) przygotowano kazdorazowo w buforze Mclllvain’a o pH 5,2. Syryngaldazyne rozpuszczono
w alkoholu metylowym otrzymujac roztwor o stezeniu 0,1 mM. Badane zwigzki przygotowano w po-
staci roztworéw w alkoholu metylowym i uzywano do reakcji w stezeniu 0,85 mM. Mieszanina reak-
cyjna zawierata 1,5 ml lakazy o aktywnosci 5,0 U/mli 0,1 ml hydrazydohydrazonu — preinkubowane
przez 30 minut — oraz 0,1 ml syryngaldazyny, ktorej dodatek inicjowat reakcje i pomiar aktywnosci
enzymu. Jednostke aktywno$ci lakazy zdefiniowano jako taka ilos¢ enzymu, ktéry uwalnia 1 nmol
produktu w czasie 1 minuty przez 1 ml enzymu. Pomiary aktywnosci lakazy w obecnosci syryngal-
dazyny wykonywano w jednorazowych kuwetach (Ratiolab, Bionovo) przy dtugosci fali 525 nm
w temperaturze 300K wykorzystujgc spektrofotometr UV-Vis Shimadzu UV-1800 oraz oprogramo-
wanie UV Probe firmy Shimadzu. Szybko$¢ reakcji obliczono z przyrostu absorbancji w czasie za-
ktadajgc kinetyke reakcji pierwszego rzedu. Reakcje wykonano w trzykrotnym powtdrzeniu. Inhibi-
cje lakazy w obecnosci hydrazonéw pochodnych aldehydéw salicylowych i hydrazydéw kwasow
karboksylowych, jak réwniez w obecnosci wybranych aldehydéw i hydrazydoéw oraz substancji re-
ferencyjnych (substancji odniesienia) przedstawiono jako % szczgtkowej aktywnosci enzymu, ktory
obliczono na podstawie wzoru:

e T‘U:Z.ﬂ-h
Aktywnost szezatkowa = 0 100%

Gdzie, rOinh — aktywnos$¢ enzymu w obecnos$ci badanego zwigzku, rO — aktywnos¢ enzymu
bez zwigzku.

Tabela 1. Szczgtkowa aktywnos¢ (%) lakazy wrosniaka réznobarwnego badana
w obecnosci zwigzku o stezeniu 0,05 mM w mieszaninie reakcyjnej

Struktura Nazwa Aktywnos¢ szczatkowa* [%]
t-Bu OH HO (E}-iminowa pochodna kwasu
p N—NH O 1-hydroksy-2-naftoesowego
O i aldehydu 3,5-di-tert-butylo- 12
o salicylowego
t-Bu
t-Bu OH HQ (E)-iminowa pochodna kwasu 1-
p N—NH Q hydroksy-2-naftoesowego i
O aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo- 7
0 salicylowego
HaC
Ph OH HQ (E)-iminowa pochodna kwasu
: p N—N 1-hydroksy-2-naftoesowego 15
O i aldehydu 3-fenylo-salicylowego
o]

t-Bu OH HQ (E)-iminowa pochodna Kwasu
/N—NH Q 1-hydroksy-2-naftoesowego 4
Q i aldehydu 3-tert-butylo-
o}
t-Bu OH

salicylowego
(E/Z)-iminowa pochodna
N NH hydrazydu kwasu octowego
CHy i aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo- 96
o salicylowego

(E)-iminowa pochodna hydrazydu

t-Bu OH
p —NH kwasu benzoesowego i aldehydu
)—@ 3-tert-butylo-5-metylo- 65
Q
H,C

salicylowego
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Struktura

Nazwa

Aktywnos¢ szczatkowa* [%]

Ph OH
/N—NH
<\ />—/ OCH;
0

(E)-iminowa pochodna hydrazydu
kwasu 4-metoksy-benzoesowego
i aldehydu 3-fenylo-salicylowego

94

t-Bu
NN
>—<jf>—ocm3
Ha

(E)-iminowa pochodna hydrazydu
kwasu 4-metoksy-benzoesowego
i aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-
salicylowego

56

X

§ 3G
Hj

(E)-iminowa pochodna hydrazydu
kwasu nikotynowego i aldehydu
3-tert-butylo-5-metylo-
salicylowego

89

S

H

(E)-iminowa pochodna hydrazydu
kwasu salicylowego i aldehydu
3-tert-butylo-5-metylo-
salicylowego

63

t-Bu

fetar]

T

(E)-Iminowa pochodna hydrazydu
kwasu 3,5-di-hydroksy-
benzoesowego i aldehydu 3-tert-
butylo-5-metylo-salicylowego

56

t-Bu

fstar!

=

(E)-iminowa poctodna hydrazydu

kwasu 3-hydroksy-benzoesowego

i aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-
salicylowego

16

Leage

I

(E)-iminowa pochodna hydrazydu
kwasu (4-hydroksyfenylo)-
octowego 1 aldehydu 3-tert-butylo-
S-metylo-salicylowego

37

t-B
N—NH
Hsf :)

[e]

Ha

(E)-iminowa pochodna hydrazydu
kwasu 3-metoksy-benzoesowego
i aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-
salicylowego

64

-~ OO

Hydrazyd kwasu 1-hydroksy-
2-naftoesowego

sk

HzN—NH >:

Hydrazyd kwasu salicylowego

83

HzN—NH
Q

Hydrazyd kwasu 3,5-di-hydroksy-
benzoesowego

94

HN—NH :

Hydrazyd kwasu 3-hydroksy-
benzoesowego

94

-

Aldehyd 3-tert-butylo-5-metylo-
salicylowy

99

13
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Struktura Nazwa Aktywnos¢ szczatkowa* [%]
t-Bu OH Aldehyd 3,5-di-tert-butylo-
salicylowy
CHO 55
t-Bu
Ph OH Aldehyd 3-fenylo-salicylowy
97
CHO
t-Bu OH Aldehyd 3-tert-butylo-salicylowy
81
CHO

* Odchylenie standardowe od $redniej, SD < 7%

##* Substrat lakazy

Tabela 2. Szczatkowa aktywnosc¢ (%) lakazy wrosnika réznobarwnego
badana w obecnosci zwigzkéw referencyjnych (odniesienia)

o stezeniu 0,05 mM w mieszaninie reakcyjnej

Struktura lub wzdr sumaryczny

Nazwa

Aktywnos¢ szczatkowa® [%o)

t-Bu H
N—NH
8]

(E)-iminowa pochodna
hydrazydu kwasu 4-hydroksy-

benzoesowego 1 aldehydu 3-tert- 64
butylo salicylowego
zwigzek referencyjny
t-Bu OH (E)-iminowa pochodna
p —NH hydrazydu kwasu 4-hydroksy-
>—©—OH benzoesowego i aldehydu 3,5-di- 65
9] tert-butylo-salicylowego
t-Bu
zwigzek referencyjny
t-Bu OH (E)-iminowa pochodna
/ —NH hydrazydu kwasu 4-hydroksy-
)_GOH benzoesowego 1 aldehydu 3-tert- 90
o butylo-5-metylo-salicylowego
H;C
zwiazek referencyjny
Ph OH (E)-iminowa pochodna
/N—NH hydrazydu kwasu 4-hydroksy-
<\ />—’ )—OOH benzoesowego i aldehydu 3- 98
o] fenylo salicylowego
zwigzek referencyjny
NaN; Azydek sodu 9
zwigzek referencyjny
Na;EDTA Sol disodowa kwasu s

zwigzek referencyjny

WETSenowego

* Odchylenie standardowe od srednigj, SD < 7%
** Nie zaobserwowano efektu hamowania aktywnosci
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Po przeanalizowaniu tabeli 1, tabeli 2 i sposobu oznaczania aktywnosci, zasadniczg korzyscig
wynikajgca ze stosowania inhibitoréw bedgcych przedmiotem wynalazku jest wysoka zdolnos¢ hamo-
wania aktywnosci lakazy wro$niaka roznobarwnego wydzielanej do zainfekowanej rosliny. Wartosci ak-
tywnosci szczatkowej lakazy w obecnosci hydrazondw o stezeniu 0,05 mM zawierajg sie w przedziale
4-96%. Wartosci szczatkowej aktywnosci lakazy dla hydrazydow i aldehydéw zawierajg sie w przedzia-
tach, odpowiednio 83-94% i 55-99%.

Iminowe pochodne aldehydu 3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego i hydrazydow kwasowych za-
wierajgcych hydroksylowany lub metoksylowany pierscien benzenowy w stezeniu 0,05 mM hamuija la-
kaze wrosniaka roznobarwnego w zakresie 16-64% szczatkowej aktywnosci.

Zaletg wynalazku jest zdolno$¢ hamowania aktywnosci lakazy wro$niaka roznobarwnego na po-
ziomie odpowiednio 63, 16, 56 i 37 % szczatkowej aktywnosci przez iminowe pochodne aldehydu
3-tert-butylo-5-metylo-salicylowego z hydrazydami kwaséw 2-, 3-hydroksy-benzoesowych i 3,5-dihy-
droksy-benzoesowego oraz hydrazydem kwasu 4-hydroksy-fenylooctowego. Zaletg jest powszechne
wystepowanie w roslinach aldehydu salicylowego i kwaséw hydroksybenzoesowych.

Zasadniczg korzyscig techniczno-uzytkowg jest zdolno$¢ hamowania lakazy na poziomie 4-15%
szczatkowej aktywnosci iminowych pochodnych hydrazydu kwasu 1-hydroksy-2-naftoesowego i alde-
hydéw salicylowych funkcjonalizowanych w pozycji 3 aldehydu salicylowego stabilizujagcym ugrupowa-
niem fenylowym lub tert-butylowym w poréwnaniu do 9% szczatkowej aktywnosci lakazy w obecnosci
znanego silnie toksycznego dla ludzi i zwierzat silnego inhibitora metalo-enzymoéw, azydku sodu.

Zastrzezenia patentowe

1. Iminowe pochodne aldehydéw salicylowych i hydrazydéw kwasowych o wzorze 8 lub 11 lub
0 wzorze ogélnym 1, w ktérym R?! oznacza t-Bu, Ph, R? oznacza H, CHs, t-Bu, lub o wzorze
ogolnym 3, w ktérym R® oznacza Ph, 2-HOCeHa, 3-HOCesH4, 4-HOCsH4CH2, 3-CH30C¢Ha,
4-CH30C¢H4, 3,5-(HO)2CeHz, 3-pirydyl.

2. Sposob wytwarzania iminowych pochodnych aldehydéw salicylowych i hydrazydéw kwaso-
wych o wzorze 8 lub 11 lub o wzorze ogdinym 1, w ktérym R?! oznacza t-Bu, Ph, R? oznacza
H, CHs, t-Bu, lub o wzorze ogolnym 3, w ktéorym R® oznacza Ph, 2-HOCsH4, 3-HOCsHa4,
4-HOCesH4CH2, 3-CH30CsHa4, 4-CH30CeH4, 3,5-(HO)2CeHs3, 3-pirydyl znamienny tym, ze row-
nomolowg mieszanine aldehydu salicylowego o wzorze 6 lub 9 lub aldehyddéw salicylowych
0 wzorze ogolnym 2, w ktéorym R* oznacza t-Bu, Ph, R? oznacza H, CHs, t-Bu, lub o wzorze 6
oraz hydrazydu kwasu octowego o wzorze 7 lub hydrazydu kwasu 4-metoksybenzoesowego
o0 wzorze 10 lub hydrazydu kwasu 1-hydroksy-2-naftoesowego o wzorze 5 lub hydrazydéw
kwasowych o wzorze ogolnym 4, w ktérym R3 oznacza Ph, 2-HOCsHa, 3-HOCsH4, 4-HOCsHa4,
3-CH30CsHa, 4-CH30CsH4CH, 3,5-(HO)2CsHs, 3-pirydyl, w rozpuszczalniku traktuje sie kwa-
sem octowym i reakcje prowadzi sie we wrzgcym rozpuszczalniku w temperaturze 338K do
praktycznego przereagowania substratéw a nastepnie z mieszaniny poreakcyjnej wydziela sie
produkty.

3. Sposdb wedlug zastrz. 2 znamienny tym, ze jako rozpuszczalnik stosuje sie alkohol mety-
lowy.

4. Sposob wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze kwas octowy stosuje sie w ilosci co najwyzej
0,1 ml na 1 mmol substratu.

5. Sposdb wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze uzyskane produkty przedstawione wzorem 8 lub
11 lub wzorem ogdélnym 1 lub wzorem ogdlnym 3 oczyszcza sie przez krystalizacje bezpo-
Srednio z mieszaniny poreakcyjnej.

6. Zastosowanie iminowych pochodnych aldehydéw salicylowych i hydrazydéw kwasowych
o wzorze 8 lub 11 lub o wzorze ogolnym 1 w ktérym R* oznacza t-Bu, Ph, R? oznacza H, CHs,
t-Bu, lub o wzorze ogéinym 3, w ktérym Rz 0znacza Ph, 2-HOCeH4, 3-HOCeH4, 4-HOCsH4CH>,
3-CH30CeHa4, 4-CH30CsHa, 3,5-(HO)2CsHs, 3-pirydyl jako srodkéw ochrony roslin, zwtaszcza
przeciwgrzybicznych.

7. Zastosowanie wedtug zastrz. 6 znamienne tym, ze obejmuje dziatanie przeciwgrzybiczne
wobec lakazy wrosniaka ré6znobarwnego.
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Rysunki

OH OH
H
Rl N N’N R1 HO
0O OH
Rz RZ
wzor ogolny-1 wzor ogolny-2
OH H
3
t-Bu N ,N\H/R
0 H
N R
Wy
CHs o)

wzoér ogolny-3 wzor ogélny-4

OH
{-Bu CHO
HoN”™
o OH CH; AcNHNH,
WwWzOor-5 wzor-6 wzor-7
OH
t-Bu X N,.r NHAc OH DCH3
Ph CHO H
-~
H;N
CH3 O
wWzOor-8 wzor-9 wzor-10
OCH,
OH
H
Ph <~y
o]

wzor-11



OH
R1 CHO

HN”
R2

wzor ogolny-2
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v
1
MeoH R S
+ H —_—
N kat. (AcOH) o OH
o R?

CH

wzOr-5 wzér ogolny-1

Schemat reakcji 1

OH OH H
t-Bu CHO H t-Bu N _R?
n _N R3 MeOH N T
HaN \n/ kat. (ACOH) Is)
o]
CHj CHg
wzor-6 wzOr ogolny-4 wzor ogolny-3
Schemat reakcji 2

OH OH

t-Bu CHO MeOH t-Bu g NHAC
AcNHNH, ————> N
kat. (AcOH)
CH3 CH3
wzor-6 wzor-7 wzOor-8
Schemat reakcji 3
OCH3
OH OCHg3 OH H
Ph CHO . ,H MeOH Ph \N,N
HN kat. (AcOH) 0

wzor-9 wzor-10 wzor-11

Schemat reakcji 4
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