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1. UVOD

U danasnje vreme, jedan od osnovnih ciljeva organskih sintetiCara je istraZivanje efikasnijih i
bezbednijih sintetickih protokola koji ée biti u skladu sa strogim propisima i odredbama zastite Zivotne
sredine kao i principima Zelene hemije.** U tom smislu, mikrotalasna organska sinteza postaje sve
zastupljenija kako u laboratorijskim uslovima tako i u industriji. Takode, u skladu sa tim imperativ
vremena u kojem Zivimo diktira vedi sklad sa prirodom, a to u vreme visokih tehnologija podrazumeva
efikasno iznalazenje i koris¢enje prirodnih resursa. U ovom radu istraZivanja su usmerena na naftenske
kiseline koje se izoluju iz nafte i neke njihove sintetske derivate i ispitivanje njihove bioloSke aktivnosti.

Zahvaljujuci brojnim prednostima mikrotalasnih sinteza, kao Sto su znatno skracenje vremena trajanja
sinteze, povecanje prinosa Cistog proizvoda i smanjenje nusproizvoda, mikrotalasno-stimulisana
organska sinteza revolucionarni je doprinos organskoj sintezi uopste. Ova relativno nova metoda,
omogucila je da se do sada ogranicen broj reakcija koje se izvode bez rastvaraca drasticno poveca.
Tehnika mikrotalasnih ,,solvent free” sinteza omogucava odvijanje reakcija samo u masi reaktanata, sto
pored veoma vaznog ekonomskog aspekta izvodenja sinteze ima prednosti i u smislu smanjenja broja
reakcionih faza i skradenja postupaka preciséavanja. Minimalna upotreba rastvaraca koji su najc¢esce i
Stetni za okolinu, pojednostavljivanjem precis¢avanja i uSteda energije, ¢ine ,Solvent free” reakcije
izuzetno znacajnim sa ekoloskog aspekta, odnosno sa stanovista “Zelene hemije”.>®

Velike moguénosti primene mikrotalasne tehnike u organskoj sintezi bile su podsticaj da se u ovom
radu primeni na derivatizaciju kompleksnih smesa prirodnih naftnih karboksilnih kiselina. U prirodi
naftne kiseline se javljaju u svim tipovima sirove nafte i u bitumenu naftnih Skriljaca sa masenim
udelom od 0.5-2.5 %. Njihov sastav i struktura predstavljaju karakteristiku svake nafte’ te svedoce o
njenoj genezi i prirodi. Bududi da je nafta u velikoj koli¢ini zastupljena u prirodi, a da su naftne kiseline
Cesto deo otpadnih voda u blizini naftnih busSotina i postrojenja za proizvodnju i preradu nafte,
ispitivanje i derivatizacija naftenskih kiselina je interesantna ne samo iz ugla petrohemijske industrije,
nego je predmet brojnih ekoloskih naucnih studija koje se bave reSavanjem problema njihove
toksi¢nosti sa jedne i proucavanjem njihove fizioloske aktivnosti sa druge strane. Iz literaturnih
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podataka®'®i nasih istraZivanja &iji su rezultati sumirani u ranijim radovima'**? poznato je da naftne

kiseline ispoljavaju biolosku aktivnost analognu biljnim hormonima auksinskog i giberelinskog tipa.

Na osnovu prethodno izloZzenog, postavljeni su i ciljevi istrazivanja u okviru ovog doktorskog rada. Cilj
ovog rada bila je sinteza prirodnih bioloski aktivnih amidnih, hidroksamskih i alkoholnih derivata
naftenskih kiselina dizajniranjem sinteza u uslovima prilagodenim za rad u mikrotalasnom reaktoru.
Derivatizacije naftnih kiselina imaju za osnovni cilj pronalaZenje derivata sa veéim stepenom bioloske
aktivnosti u odnosu na slobodne prirodne naftne kiseline. Pored grupno strukturne analize prirodnih
naftnih kiselina ,Velebit”, redukcije i sinteze novih azotnih derivata individualnih i prirodnih naftnih
kiselina, dodatni zadatak ovog rada predstavljaju bioloSka ispitivanja novosintetizovanih jedinjenja.
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U ,Opstem delu” ovog rada dat je kratak prikaz principa mikrotalasno-stimulisanih organskih sinteza
kao i literaturni pregled sinteza amida, alkohola i hidroksamskih derivata karboksilnih kiselina. U
poglavlju ,Nasi radovi” detaljno su prikazani i diskutovani rezultati koji se odnose na strukturnu analizu
naftnih kiselina ,Velebit”, mikrotalasno stimulisane sinteze odabranih derivata i ispitivanje njihove
bioloske aktivnosti. U ,,Eksperimentalnom delu” dati su detaljni postupci dobijanja svih sintetizovanih
jedinjenja kao i postupci bioloskih testova. ,Zaklju¢ak” obuhvata osnovne rezultate rada, dok su slike
GC-MS, IR i NMR spektara sintetizovanih derivata date u ,,Prilogu” rada.
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2. OPSTI DEO

2.1. Mikrotalasno — stimulisana organska sinteza

Nekoliko proteklih decenija organsku sintezu karakteriSe
primena novih prakti¢nih strategija i metoda koje su
Usled povecanja kompleksnosti problema i zahteva ali sa
druge strane dostupnoscu novijih metoda i tehnika rada,
danasnji organohemicari se za izvodenje reakcija ne

ograni¢avaju samo na kori$éenje toplotne energije. Organske

1985 1950 1535 2000 2005
reakcije i procesi se danas odvijaju primenom alternativnih  gjikg 2.1. Broj radova u kojima je primenjeno

izvora energije kao Sto su fotohemija, sonohemija,  mikrotalasno zratenje
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mehanicko-hemijsko mesanje i mikrotalasno ozracivanje. Prvi radovi o primeni mikrotalasnog

zraenja u organskoj sintezi objavljeni su od strane Gedye-a i Giguere/Majetich-a 1986. godine.”** Od
tada zanimanje za oblast koja je danas poznata kao mikrotalasno-stimulisana organska sinteza

(Microwave-assisted organic synthesis, MAOS) je u neprekidnom usponu (Slika 2.1.). To najbolje

ilustruje veliki broj publikacija iz ove oblasti prikazan u vise knjiga'’?, specijalnih izdanja ¢asopisa®™°,
velikom broju nauénih radova, online bazama podataka®?

stranicama®>*! i edukacionim publikacijama®™®.

, informacijama na svetskim internet

U danasnje vreme, upotreba mikrotalasa je sve popularniji nacin zagrevanja, a to je zbog niza vazinih
prednosti u odnosu na klasiéno zagrevanje:*
v' Homogeno zagrevanje reakcione smese
Efikasno zagrevanje (izuzetno velika energije prenesena u jedinici vremena)
Izbegavanje zagrevanja reakcionog suda
Poboljsanje reakcionog prinosa
Mogucnost velikog ubrzanja procesa
Sinteza bez koriS¢enja velikih koli¢ina rastvaraca
Smanjenje nezeljenih reakcija
Poboljsana reproduktivnost

AN NI NN N Y NN

Niski operativni troSkovi

Zahvaljujuc¢i prednostima ove nove tehnologije, mikrotalasi i njihova primena su postali veoma
zanimljivi u razli¢itim oblastima: viSestepenoj totalnoj sintezi, medicinskoj hemiji, sintezi polimera,
nanotehnologiji i biohemjskim procesima. lako velik broj publikacija, jos od 1990. godine istice vaznost
i prednost mikrotalasnog zagrevanja u organskim sintezama, prvi korak ka uvodenju MAOS u
industrijske laboratorije farmaceutska industrija je zapoéela tek oko 2000. godine.”
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2.1.1. Princip mehanizma mikrotalasnog zagrevanja

U elektromagnetnom spektru oblast mikrotalasnog zracenja se nalazi izmedu infracrvenog i
radiotalasnog podrucja, sto odgovara talasnim duzinama od 1 mm do 1 m, odnosno frekvencijama
izmedu 300 MHz i 30 GHz (Slika 2.2.).® Telekomunikacioni i radarski uredaji pokrivaju veéi deo
frekvencija mikrotalasnog podrucija, te mikrotalasne peci za domacinstvo i mikrotalasni uredaji
namenjeni za rad u laboratorijama rade na frekvenciji od 2.45 GHz (12.25 cm). lzrac¢unavanjem
pomocu Plankove jednacine (E=hu) proizilazi da kvant energije mikrotalasnog zracenja ima vrednost
0.3 cal/mol (0.0016 eV) na osnovu Cega se mikrotalasi svrstavaju u nejonizujuce zracenje (za razliku od
X i y-zraka) i ne mogu izazvati raskidanje i promenu stukture molekula veé¢ samo njegovu rotaciju.

Talasna dufina (metri)

. infracrveno ultraljubiZasto
. mikrotalasno S P, e - P antzeg
radio zratenje zralenje vidljiva svetlost zrafenje X-zrafenje gama zratenje
1 1 L 1 L 5 5
103 102 10°% 10 108 10-10 1012

~—_ NV VW]

Frekvencija (Hz)

K
104 108 1012 1018 1018 1018 1020 |

Slika 2.2. Elektromagnetni spektar zracenja

Mikrotalasno ozracivanje ubrzava hemijske reakcije uglavnom usled dielektricnog zagrevanja
materijala. Da bi doSlo do zagrevanja, odnosno interakcije materijala sa mikrotalasima, potrebno je da
supstance poseduju dipolni momenat ili naelektrisanje***°, dok su nepolarni molekuli inertni prema
mikrotalasima®. U zavisnosti od te interakcije, uocena su tri razli¢ita ponasanja materijala i izvriena je
podela na:

a) materijale koji reflektuju mikrotalase (metali, grafit...)

b) materijale koji su transparentni za mikrotalase (kvarcno staklo, keramika, sumpor, porcelan,
teflon...)

c) materijale koji apsorbuju energiju elektromagnetnog zraCenja (proizvode toplotu na racun
oscilujuéeg elektromagnetnog polja, npr.: voda, rastvaraéi...) (Slika 2.3.).*?
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Refleksija

Metali

Absorpcija (tan 8> 0.05)

A oalon

—* Rastvaracdi i organska jedinjenja

Transparencija (tan &< 0.05)

Teflon, staklo, kvarc, PET  ——/ /b

Slika 2.3. Interakcije materijala sa mikrotalasima

Sposobnost materijala da konvertuje elektromagnetnu u toplotnu energiju zavisi od njegovih

dielektri¢nih svojstava (dielektri¢na svojstva rastvaraca zavise od temperature rastvaraca, frekvencije

primenjenog polja i viskoznosti rastvaraca) i izrazava se tangensom (uglom) gubitka (tan 8). Tangens

gubitka (tan 6= €'/ €') predstavlja odnos izmedu dielektricnog gubitka, " (kvantifikuje efikasnost sa

kojom se apsorbovana energija prevodi u toplotnu) i dielektricne konstante, €' (opisuje stepen

polarizovanosti

mikrotalasnu energiju).

molekula u elektricnom polju, odnosno sposobnost rastvarata da apsorbuje

Samo zagrevanje reakcione smese mikrotalasnim ozraCivanjem moZze se objasniti:

ui

dipolarnim mehanizmom - kretanje dipola u elektricnom

polju (Slika 2.4.): Dipol je osetljiv na spoljasnje elektricno .

orijentiSe u pravcu polja rotacijom. Medutim, kretanje

+
polje, visoke frekvencije (2450 MHz) te ¢e nastojati da se wti Eg *%t

odnosno rotacija dipola nije uvek dovoljno brza tako da oni LR

r

+ - ¥ *

ne mogu slediti brze izmene smera polja. Kasnjenje molekula Slika 2.4. Dipolarni molekuli koji

za promenjivim elektricnim poljem dovodi do prevodenja
elektromagnetne u toplotnu energiju.*

Slika 2.5. Naelektrisane Cestice u
rastvoru ¢e pratiti primenjeno polje

nastoje da se orijentisu u pravcu
oscilujuceg elektri¢nog polja

g8 kondukcionim mehanizmom — kretanje jona u

elektricnom polju (Slika 2.5.): Do zagrevanja u
mikrotalasnom poliu ¢e  dodi usled
translatornog  kretanja jona u pravcu
elektricnog polja, odnosno usled konvertovanja
kineticke u toplotnu energiju.”® Npr., ako se u
mikrotalasnoj aparaturi, za isto vreme i pri istoj
snazi radijacije, zagreju destilovana i cesmenska

voda, konacéna temperatura ¢e biti veéa u uzorku ¢esmenske vode (Slika 2.6.). Toplota dobijena
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kondukcionim mehanizmom povecava ukupnu toplotu uzorka adiranjem na toplotu dobijenu
preko dipolarnog mehanizma, sto dovodi do povecanog zagrevanja cesmenske vode.

150.04
CESMENSKA VODA
DESTILOVAHNA VODA

120104
100,04
B80.0+
60.04

Temperatura['C]

4004
2004 .
0

Vreme [z]
Slika 2.6. Povecanje temperature destilovane i ¢esmenske vode ozraivanjem sa mikrotalasima
snage 150 W

g mehanizam medufazne polarizacije — javlja se kod smesa supstanci koje ne apsorbuju
mikrotalase. To je slucaj kod kombinacije sitnih metalnih Cestica (koje reflektuju zracenje) i

sumpora (koji ne apsorbuje zracenje) koji mogu usled mikrotalasa kreirati smesu koja se za vrlo
kratko vreme usija i koja jako apsorbuje zracenje. Naime, u velikim komadima metala otpor za
kretanje elektrona, izazvan elektricnim poljem, jako je mali tako da elektroni mogu pratiti
promene elektricnog polja mikrotalasa a da pri tom nema nikakvog otpora, sudaranja i
pretvaranja energije mikrotalasnog zracenja u toplotu. Drugim re¢ima, prodiranje mikrotalasa
u metale je izuzetno malo tako da se polarizacija materijala deSava samo u veoma tankom
povrsinskom sloju. Izuzetak ¢ine jako tanki i sitni metalni komadi, kod kojih je odnos povrsine i
zapremine znatan (npr. smesa gvozdenih opiljaka i sumpora u prahu). Gvoide kao metal
reflektuje mikrotalase, a sumpor ih potpuno propusta. Medutim, ova smesa se izuzetno
efikasno greje mikrotalasima, jer u opiljcima gvozda dolazi do povrsinske polarizacije velikog
broja sitnih Cestica, a sumpor na dodiru faza usporava promenu polarizacije u odnosu na
spoljasnje polje, $to je dovoljan uslov za efikasno pretvaranje energije mikrotalasa u toplotu.®

2.1.1.1. Ubrzavanje hemijskih reakcija mikrotalasnim ozracivanjem

Vecéina hemijskih reakcija zahteva dovodenje toplotne energije, konvencionalnim zagrevanjem ili
mikrotalasnim zracenjem. Tradicionalni nacini zagrevanja uz upotrebu uljanih ili peScanih kupatila i
grejnih obloga su najcesée spori i dovode do lokalnog pregrevanja Sto moZe usloviti razgradnju
supstrata, reagensa ili proizvoda. Nasuprot tome, mikrotalasno zracenje prolazi kroz zidove suda (koji
je transparentan za mikrotalase, napravljen od borsilikatnog stakla, kvarca ili teflona) i vrsi zagrevanje
samo reaktanata i rastvaraca, a ne i samog suda. Temperatura uniformno raste u celoj zapremini
uzorka (Slika 2.7.), (Tabela 2.1.).

Razli¢iti temperaturni profili ova dva vida zagrevanja mogu dovesti do razliCitih reakcionih proizvoda. U
vecini slucajeva, kod kineticki kontrolisanih reakcija, mikrotalasno posredovane sinteze su Cistije i sa
manje nuzproizvoda. Medutim, usled visokih temperatura, mikrotalasno zagrevanje ponekad ne
favorizuje Zeljeni reakcioni put te dolazi do formiranja nezeljenih proizvoda (izomera).
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Slika 2.7. Temperaturne razlike za reakcione sisteme izloZzene mikrotalasnom zracenju (MW) i
konvencionalnom zagrevanju (A)

Tabela 2.1. Karakteristike konvencionalnog i mikrotalasnog zagrevanja

KONVENCIONALNO ZAGREVANIJE

MIKROTALASNO ZAGREVANIJE

Zagrevanje reakcione smese se odvija direktno
u smesi

Reakciona smesa se zagreva od povrsine ka
unutrasnjosti reakcionog suda
Temperatura suda je visa od one u reakcionoj

v . Reakcioni sud se nalazi u mikrotalasnoj Supljini
smesi, jer on mora da bude u fizickom

i nema potrebe za fizickim kontaktom sa

kontaktu sa spoljasnjim izvorom toplote
(uljano kupatilo, vodeno kupatilo...)

Plamenici ili elektri¢ni izvor grejanja

Mehanizam grejanja kao posledica kondukcije

Prenos energije sa povrsine suda do rastvaraca
i reaktanata

Temperatura rada je ogranicena

toplotnim izvorom

Izvor grejanja su elektromagnetni talasi

Mehanizam grejanja usled dipolarne
polarizacije i kondukcije

Reakciona smesa se zagreva direktno

Temperatura smesSe se moze povecati dosta

vise od njene temperature kljucanja, tzv.
"super zagrevanje"
Odredene komponente mogu biti posebno

temperaturom kljucanja reakcione smese

Sve komponente smese se zagrevaju

podjednako grejane
. L . Povecava prinos reakcije i ¢isto¢u dobijeno
Prinos reakcije je nizi, uz dosta nusproizvoda v va pri ve ! enoe
proizvoda

Zeljena temperatura se postize za svega
nekoliko sekundi

Potrebno je dosta vremena za dostizanje
Zeljene temperature reakcione smese

Ubrzavanje hemijskih reakcija koje se postize mikrotalasnom sintezom (u odnosu na konvencionalnu
sintezu) jo$ uvek nije u potpunosti jasno ali se generalno smatra da postoje tri vrste mikrotalasnih
efekata®*

e termicki (kineticki)
o specifi¢ni

e netermalni*

Termicki efekti - svode se na dostizanje visokih temperatura u vrlo kratkom vremenu uz enormno
ubrzanje hemijskih procesa. Na Slici 2.8. prikazan je profil zagrevanja srednje apsorbujuéeg rastvaraca,
1-metil-2-pirolidona (Tk 202-204 °C, tan & = 0.275) u mikrotalasnom reaktoru. U zavisnosti od
primenjene snage magnetrona, moguce je za veoma kratko vreme postié¢i temperaturu kljucanja
rastvaraca. Tako, pri snazi od 700W, za 40 sekundi 1-metil-2-pirolidon dostiZze temperaturu od 200 °C.
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Slika 2.8. Temperaturni profili zagrevanja 1-metil-2-pirolidona u otvorenom sistemu

Ubrzanje reakcije u mikrotalasnim uslovima moguce je i izvodenjem procesa u zatvorenim sudovima
gde se zbog porasta pritiska omogucava dostizanje mnogo viSih temperatura od temperature kljuc¢anja
koridéenog rastvarada. Tako se npr. metanol koji ima nisku tacku kljuéanja (Tk 65 °C, tan & = 0.659)
moze zagrejati do temperature vise za 100 °C od njegove temperature klju¢anja. Taj efekat je narocito
izrazen upotrebom jonskih te¢nosti, gde se beleze porasti temperature i od 200 °C za svega nekoliko
sekundi. Pomenute efekte je nemoguce postiéi pri konvencionalnom zagrevanju te je i poredenje
mikrotalasnog i klasi¢nog zagrevanja nemoguce.”’

Na Slici 2.9. je prikazan princip zagrevanja u modernim mikrotalasnim reaktorima. Naime, dat je profil
temperature, snage i pritiska pri zagrevanju metanola na 165 °C. U zavisnosti od inicijalne snage
mikrotalasa, Zeljena temperatura se dostize u najkraéem vremenskom roku nakon ¢ega magnetron
reguliSe sam sebe i drzi vrednost (70W) koja je potrebna da bi se odrzala temperatura pregrejanog
metanola. Po isteku reakcionog vremena, reakciona smesa se hladi komprimovanim vazduhom na
temperaturu od 40-50 °C.

240 30
200 A 25
T
160 4 20
Temperatura-T (°C) 120 4 P 15 Pritisak (bar)
Snaga-P (W)
BO 4 p 10
40 4 5
4] ; . . . + : 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Vreme (s)

Slika 2.9. Profil temperature, snage i pritiska pri zagrevanju metanola na 165 °C u mikrotalasnom
reaktoru

Na osnovu Arenijusovog izraza za konstantu brzine reakcije (Jednacina (1)):
k=Aexp(-Ea/RT) (1)

mozZe se predvideti brzina procesa na raznim temperaturama. Za uobiajene parametre hemijske
reakcije prvog reda po komponenti B (konstanta brzina reakcije k[B]); A=4x10" mol™s™ i Ea=100 kimol
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! moZe se odrediti potrebno vreme za odredeni stepen konverzije reaktanta B (Tabela 2.2.). Tako bi
hemijske transformacije koje zahtevaju 68 dana na temperaturi od 27 °C mogle da se odigraju za samo
1.61 sekund pri temperaturi od 227 oc.¥”’

Tabela 2.2. Teoretski predra¢un vremena potrebnog za 90%-nu konverziju reaktanta B na razli¢itim
temperaturama za reakciju prvog reda

Vreme
(90% konverzija)
27 1.55x 107 68 d
77 4.76 x 10° 13.4h
127 3.49x10° 11.4 min
227 1.43 1.61s

Dakle, za termalni efekat odgovorna je samo promena temperature, a ne i promena
predeksponencijalnog faktora A i energija aktivacije u Arenijusovoj jednacini (1).

Specificni mikrotalasni efekti

Efekti koji se ne mogu reprodukovati konvencionalnim zagrevanjem ali su termalne prirode nazivaju se
specifi¢ni mikrotalasni efekti. Uzroci za nastajanje ovih efekata su:

Pregrevanje rastvaraca

Ako se pretpostavi da je temperatura u reakcionoj smesi odredena temperaturom kljuc¢anja rastvaraca
moglo bi se zakljuditi da ¢e brzina hemijskih reakcija biti ista u svim otvorenim sistemima bez obzira na
izvor toplote. Medutim, u odredenim sluc¢ajevima pri zagrevanju uz refluks, moguée je da se javi velika
razlika izmedu temperature reakcione smese i tacke kljuanja rastvaraca. Ovaj efekat mogude je
objasniti preko pojave pregrevanja rastvaraca ukoliko se greju mikrotalasima. Neki rastvaraci mogu da
pokazu i do 38 °C viSu tacku klju¢anja u mikrotalasno grejanim otvorenim sudovima, $to predstavlja
znatan termalni efekat koji nije moguce reprodukovati klasicnim zagrevanjem. Razlog ovakvog
pregrevanja leZi u otezanoj nukleaciji mehurova gasa u mikrotalasno grejanim rastvorima (Tabela 2.3).
Naime, pri klasichom zagrevanju lako se formiraju centri nukleacije zbog nepravilnosti materijala ili
ogrebotina posude preko koje se prenosi toplota. Kod mikrotalasnog zagrevanja, toplota se predaje
direktno masi ratvaraca, a zidovi suda ostaju hladni zbog ¢ega dolazi do teZeg stvaranja nukleusa bez
kojih dolazi do pregrevanja rastaraca iznad uobicajene tacke klju¢anja.
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Tabela 2.3. "Efekti pregrevanja" za neke od rastvaraca

Rastvarac Normalni uslovi / °C Mikrotalasno izlaganje / °C Razlika / °C
Voda 100 105 5
1-butanol 117 138 21
Metanol 65 84 19
Acetonitril 82 120 38

Efekti vezani za razlicit transfer toplote

Toplota se pri konvencionalnom zagrevanju prenosi sa zida posude na reakcionu smesu zbog Cega
moze doci do razgradnje komponenata u blizini zida posude. Kod mikrotalasnog zagrevanja zidovi suda
su transparentni za mikrotalase pa se dovedena energija oslobada tek u kontaktu sa organskim
molekulima reakcionog rastvora.

Efekti vezani za razlicito zagrevanje u heterogenim hemijskim sistemima

Ovi efekti mogu biti znacajni u reakcijama Cvrsto-tecno ili ¢vrsto-gas ukoliko jedna faza jako apsorbuje
mikrotalase, a nalazi se na viSoj temperaturi u odnosu na neapsorbujuéu fazu. Sa jedne strane prinos
procesa je povecan zbog veée brzine reakcije na povrsini katalizatora a sa druge formirani produkti se
desorbuju u rastvarac koji je na niZoj temperaturi pa se sprecava i njegova degradacija. U sistemima
tecno-te€no mogu se kombinovati nemesljivi rastvaraci sa razli¢itom apsorpcijom mikrotalasa. U
sistemu voda-hloroform, postizu se temperature vodene faze i do 110 °C dok je hloroform na 55 °C.
Hloroform moZe da ekstrahuje osetljivi reakcioni produkat i spreci njegovo razlaganje.

Netermicki efekti

Efekti koji se ne mogu objasniti sa prethodna dva opisana efekta. Ove efekte je najteZe racionalizovati i
jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen (i prihvaéen) mehanizam njihovog delovanja. Ukljucivanje ovih
efekata u reakcioni mehanizam podrazumeva promenu Arenijusovih parametara:

a) predeksponencijalnog faktora A — rotacijom dipola moZe se znatno povecati verovatnocda za
povoljnu orijentaciju dipola pri reaktivnim sudarima, ¢ime se smanjuje entropija aktiviranja tj.
predeksponencijalni faktor A.** Dalje, mikrotalasni efekti se mogu manifestovati preko povecane
mobilnosti molekula u mikrotalasnom polju takode menjajuc¢i predeksoponencijalni faktor u
Arenijusovom izrazu za konstantu brzine reakcije.*

b) energiju aktivacije procesa, Ea - u sluaju stvaranja polarnog aktiviranog kompleksa, razli¢ita
solvatacija moZe menjati i energiju aktivacije procesa. Polarno prelazno stanje u hemijskim reakcijama
usled poravnanja sa poljem, moze biti stabilizovano u mikrotalasnom polju sto dovodi do smanjenja
slobodne energije aktiviranja i omogucava briu reakciju.**

10
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2.1.2. Mikrotalasne sinteze u prisustvu rastvaraca (reakcije uz refluks i reakcije
pod pritiskom)

Organske reakcije se najc¢esée izvode u te€nom medijumu, jer tada reaktanti efektivnho imaju najbolji
moguci kontakt u homogenom rastvoruy, ili na granici faza ako se te¢nosti ne mesaju. U te¢noj fazi uz
ucesce rastvaraca olakSava se i podstice kretanje molekula pri cemu se molekuli reaktanata brze i
kontinualnije dovode u kontakt. Pored toga, mnogo je lakse izvesti ujednaceno zagrevanije ili hladenje
rastvora, po potrebi. Medutim, uloga rastvara¢a u organskim reakcijama je mnogo kompleksnija od
obezbedivanja homogenosti radi poveéanog broja produktivnih sudara.

Rastvarac¢ ima mo¢ da uveliko povedéa ili smanji brzinu reakcije. Promena rastvara¢a moze uticati na
stepen konverzije, a uticaj rastvaraca moze biti i toliko jak da odredi sam tok reakcije, pa i da izmeni
prinos produkata. Stoga rastvara¢ moZe biti jako i neodvojivo vezan za proces organske reakcije preko
rastvaranja reaktanata, produkata, prelaznih stanja ili nekom drugom ulogom. Tako jaka povezanost
rastvaraca sa reaktantima se objaSnjava mnogim faktorima medu koje spadaju i elektrostaticki, sterni i
konformacioni efekti. lako su reaktanti u stalnom kontaktu sa rastvaracem, on obi¢no ne postaje deo
proizvoda, izuzev u reakcijama solvolize gde se nakon zavrSetka reakcije obnavlja i izlazi
nepromenjen.47

U principu svaka tecnost se moZe ponasati kao rastvarac. Medutim, broj te¢nih supstanci koje se
koriste kao rastvaraci je ograni¢en i uklju¢uje nekoliko ugljovodonika, hlorovanih ugljovodonika,
nekoliko etara, estara, alkohola, derivata amida, sulfoksida itd. Te¢ni azot, ugljen disulfid i voda se
takode Cesto koriste kao rastvaraci prilikom sinteza.

Pogodnost rastvaraca za neku reakciju zavisi od viSe faktora i odreduje se na osnovu njegovih fizickih i
hemijskih karakteristika. Ponekad sam tecni reaktant moze posluZiti kao rastvarac za datu reakciju. U
svakom slu¢aju, smatra se da je rastvara¢ neizostavna komponenta svake reakcije.’’

Reakcije se izvode u organskim rastvaracima primenom otvorenih (reakcije uz refluks) ili zatvorenih
(reakcije pod pritiskom) posuda (Tabela 2.4.). Reaktanti su najc¢esée rastvoreni u organskom rastvaracu
koji je dobar apsorber MT-zracenja, pa samim tim deluje kao medijum za transfer energije. Za rad u
otvorenim reakcionim sistemima najéesée se primenjuju mikrotalasno-apsorbujuéi rastvaraci sa
visokom tackom klju¢anja, medutim njihova primena znatno oteZava postupak izolovanja proizvoda.
Na povisenim temperaturama voda se ponasa kao "pseudo-organski" rastvarac, pa se moze koristiti
kao zamena za ekoloski $tetne rastvarace.”
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Tabela 2.4. Karakteristike reakcija izvodenih uz refluks i pod pritiskom

Refluksni sistem (otvoreni sistem)

Sistem pod pritiskom (zatvoreni sistem)

Mogucnost koris¢enja istih eksperimentalnih
uslova koji se koriste pri tradicionalnim
organskim sintezama

Izvodenje reakcija pri visokom pritisku (i do 20
bar)

Temperatura je ogranicena tackom kljucanja
rastvaraca

"Superzagrevanje" reakcione smese

Nema opasnosti od eksplozije za vreme
procesa, ako se biraju nisko MT-apsorbujudi
rastvaraci

Omoguceno dobro planiranje i programiranje
procesa i eksperimenta zahvaljujuéi mogucnosti
pracenja pritiska i temperature.

Sinteze uz refluks

U cilju koriséenja rastvarac¢a u mikrotalasnim aparaturama, a bez opasnosti od eksplozija razvijen je

vedi broj refluksnih sistema (Slika 2.10.).

Slika 2.10. Mikrotalasni reaktori za izvodenje reakcija uz refluks

Neki sistemi predstavljaju modifikovane mikrotalasne peci za domacinstvo, dok su drugi mikrotalasni
reaktori posebno projektovani. Kod ovih sistema rizik od eksplozija je mali sve doklegod zapaljive pare
ne dospeju u unutrasnjost mikrotalasnog reaktora i sve dok je sistem na atmosferskom pritisku.
Temperatura u odnosu na normalnu tacku kljucanja rastvara¢a ne moze biti povec¢ana za vise od 13 —

26 °C, i to samo za ograni¢eno vreme. Ovaj takozvani “efekat pregrevanja” ¢e do odredenog stepena

ubrzati reakciju, ali to nece rezultovati istim efektima koje bi mogli ocekivati na mnogo viSim

temperaturama.®

Sinteze pod pritiskom

Karakteristika reakcija koje se odvijaju u sistemima pod pritiskom (Slika 2.11.) jeste izuzetno brzo

zagrevanje.

12
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T

Slika 2.11. Mikrotalasni reaktor sa dodatnom opremom za izvodenje reakcija pod povisenim pritiskom

Ova tehnika je korisna i za postizanje ravhomernog i brzog dielektri¢nog zagrevanja. Veoma je korisna
zbog lakog izvodenja brzih hemijskih sinteza.

Savremeni mikrotalasni uredaji, u kojima se izvode reakcije pod pritiskom, opremljeni su sistemom za
kontrolu temperature i pritiska Sto eksperimentatoru omogudéava rad ili pri konstantnoj snazi
mikrotalasnog zracenja ili pri konstantnoj temperaturi (Slika 2.12.). Danas, ova tehnika dozivljava svoju
ekspanziju.

Kontrola
temperatue 175°C

0w

0 S50 100 150 200 250 300
Vreme [s]

Slika 2.12. Razli¢iti temperaturni profili DMF-a zagrevanog uz temperaturnu kontrolu i kontrolu
primenjene mikrotalasne snage®

2.1.2.1. Uticaj rastvaraca na zagrevanje reakcione smese u mikrotalasnoj organskoj
sintezi

Uspesnost i uniformnost zagrevanja pomoc¢u mikrotalasa zavisi od fizickih osobina reakcione smese,
njene zapremine, zapremine same reakcione posude, fizickih osobina i geometrije molekula reaktanata
ali i prirode rastvaraca.

S obzirom da se veliki broj hemijskih reakcija u mikrotalasnim organskim sintezama odvija u rastvorima
od velikog je znacaja sposobnost molekula rastvaraca da apsorbuju mikrotalasnu energiju. Tacka
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klju¢anja rastvaraCa viSe nije ogranicavajuci faktor zahvaljujuci cCinjenici da se veoma visoke
temperature postiZzu za svega nekoliko sekundi.

Da bi mogli porediti sposobnosti razli¢itih rastvaraca da generisu toplotu od mikrotalasnog zracenja
moramo uzeti u razmatranje njihove kapacitete apsorpcije mikrotalasne energije i prevodenja
apsorbovane energije u toplotu. Ove faktore moZzemo posmatrati koris¢enjem ugla gubitka, 8, koji je
obi¢no izrazen u obliku njegovog tangensa (predstavljeno u poglavlju 2.1.1.). Sto je rastvara¢ polarniji
imace vedi tangens gubitka, ve¢u moc¢ apsorpcije mikrotalasa, a to ¢e prouzrokovati brze zagrevanje.
Nepolarni rastvaraci, ili supstance, slabo apsorbuju energiju jer nisu zahvaceni promenama u
mikrotalasnom polju, pa nepolarni rastvaraci generalno ne zagrevaju toliko dobro kao polarni.

Neki materijali (kao $to je voda) imaju visoke dielektri¢ne konstante (£'=80.4, 25 °C) ali ne moraju da
imaju i visok tan 8. Tako npr., etanol ima znatno niZzu vrednost dielektri¢ne konstante (£'=24.3, 25 °C)
ali se dejstvom mikrotalasa zagreva daleko brze u odnosu na vodu usled veceg tan 6 (tan 6 za etanol je
0.941 a za vodu 0.123).

Organski rastvaraci se mogu podeliti u tri kategorije: nisko, srednje i visoko apsorbujuéi rastvaraci
(Tabela 2.5.)."*3° Niski apsorberi uglavnom su ugljovodonici, a visoki polarnija jedinjenja (veéina
alkohola).”®

Tabela 2.5 . Tangensi ugla gubitka (tan 6) nekih uobicajenih nisko, srednje i visoko MT-apsorbujucih

rastvaraca, izmeren pri sobnoj temperaturi i 2.45 GHz

Visoko apsorbujudi Srednje apsorbujudi rastvaraci Nisko apsorbujudi

rastvaraci (tan 6 > 0.5) (tan 6 0.1 -0.5) rastvaraci (tan 6 < 0.1)
rastvarac tand Rastvarac tan 6 rastvarac tan §
etilen-glikol 1.350 butan-2-ol 0.447 hloroform 0.091
EtOH 0.941 Dihlorbenzen 0.280 MeCN 0.062
DMSO 0.825 NMP 0.275 EtOAc 0.059
propan-2-ol 0.799 etanska kiselina 0.174 aceton 0.054
metanska kiselina  0.722 DMF 0.161 THF 0.047
MeOH 0.659 dihloretan 0.127 DCB 0.042
nitrobenzen 0.589 voda 0.123 toluen 0.040
butan-1-ol 0.571 hlorbenzen 0.101 heksan 0.020

Mikrotalasno transparentni rastvaraci su CCl,;, benzen, dioksan. Medutim, vazno je istaci da niske
vrednosti tangensa gubitka odgovarajuéih rastvaraca ne iskljucuje njihovu upotrebu u mikrotalasnoj
sintezi obzirom da supstrati, reagensi, katalizatori, polarni aditivi (alkoholi) ili jonkse te¢nosti mogu biti
polarne supstance, odnosno elementi zagrevanja te ¢ée doci do apsorpcije mikrotalasa od strane
reakcione smese.

Vrednosti dielektricnih konstanti jedinjenja zavisi od fizickih karakteristika. Na primer, dielektri¢na
svojsva leda (e"0.0029, € 3.2, tan § 0.0009) se znacajno razlikuju od vode na 25°C (e" 12.48, € 78,tan &
0.123).
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Vrednost tangensa gubitka (tan &) zavisi i od temperature i

frekvencije. Na Slici 2.13. prikazana je zavisnost dielektri¢ni wl

osobina destilovane vode i frekvencije na 25 °C. Dielektri¢
gubitak, €" destilovane vode dostize svoj maksimum p
frekvenciji od oko 18 GHz, pri padu vrednosti dielektricn
konstante ¢€'. Mikrotalasne pecnice u domadinstvu, kao 13
mikrotalasni reaktori u laboratorijama rade pri znatno nii(-:m-
frekvenciji od 2.4 GHz. Razlog tome je Sto bi pri viSoj vrednos

.. . v . . . . 20
frekvencije, mikrotalasno zracenje bilo izuzetno jak

apsorbovano veé¢ u povrsinskim slojevima materijala i ne |

. . . . . . v, 0 - - L
prodiralo u dublje slojeve (npr. hrana bi se ugljenisala na povrsii o1 1 245 10 100
Frekvencija (GHz)

Slika 2.13. Zavisnost dielektri¢nih
2.4 GHz omogucava vecéu prodornost mikrotalasa i ravhomernije osobina destilovane vode i frekvencije
na 25 °C

dok bi unutrasnjost ostala nekuvana). Zbog toga, frekvencija od

zagrevanje uzorka unutar cele zapremine.*

Dubina penetracije, odnosno prodornosti mikrotalasa prema definiciji predstavlja tacku u kojoj je
prisutno 37% pocetne mikrotalasne snage.® Ona je obrnuto proporcionalna tan & i zavisi od
frekvencije zraCenja i temperature. Materijali sa visSim vrednostima tan & imaju manju sposobnost
penetracije te mikrotalasno zracenje apsorbuje samo u povrsinskim slojevima. U slucaju vode kao
rastvaraca (tan & = 0.123 na 25 °C i 2.45 GHz) na sobnoj temperaturi dubina prodiranja je svega
nekoliko centimetara (Tabela 2.6.) zbog cega nece dodi do zagrevanja njene celokupne zapremine. Iz
ovoga sledi da se izvodenjem eksperimenata na visokoj skali, samo spoljasnji slojevi reakcione smese
direktno zagrevaju od strane mikrotalasnog zra¢enja mehanizmom dielektricnog zagrevanja dok ¢e
unutrasnji slojevi biti zagrejani konvencionalnim prenosom toplote i/ili kondukcionim mehanizmom.

Tabela 2.6. Dubina prodiranja nekih materijala

Materijal Temperatura (°C) Dubina penetracije (cm)

voda 25 1.4
voda 95 5.7

led -12 1100
polivinilhlorid 20 210
staklo 25 35

teflon 25 9200

kvarcno staklo 25 16000

Posto je frekvencija veéine mikrotalasnih pecénica i reaktora podesena na 2.45 GHz, dielektricne
osobine rastvaraca se mogu menjati samo sa promenom temperature. Tako, dielektri¢ni gubitak i
tangens gubitka Cciste vode, kao i vecine organskih rastvaraca, opada sa poveéanjem temperature
(Slika 2.14.). Na osnovu toga, veoma je lako zagrejati vodu do 100 °C na 2.45 GHz ali je veoma tesko
postic¢i temperature od 200 °C i iznad 200 °C u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora. Na osnovu
prethodnog, superkriticna voda (T > 374 °C) je transparentna prema mikrotalasnom zracenju. Sli¢no
vodi, dielektri¢ni gubitak veéeg broja organskih rastvaraca ponasa se identi¢no pri visokim vrednostima
temperature.’’
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g org"

Frekvencija (GHz)
Slika 2.14. Dielektricne osobine vode u zavisnosti od temperature i frekvencije

2.1.3. Mikrotalasne sinteze bez prisustva rastvaraca (,,Solvent-free” sinteze)

Ovakvi procesi se mogu izvoditi na tri nacina:
e reakcije koriste samo pogodne Ciste reaktante
e reakcije u prisustvu katalizatora za fazni transfer
e reakcije koje se izvode adsorpcijom reaktanata na ¢vrstoj podlozi

ySolvent free" sinteze

Idealan medijum za oslobadanje i vezivanje toplote u endo- i egzotermnim hemijskim
transformacijama je tecna faza. Zbog toga se hemijske reakcije uglavhom izvode u tecnoj fazi, u
rastvoru, ali nije isklju¢eno ni njihovo odigravanje u gasovitom ili ¢vrstom stanju. Poveéanja ili
smanjenja brzine reakcije su ¢esto veoma uslovljena izborom rastvaraca koji neretko vrsi uticaj kako na
stepen konverzije ili polozaj hemijske ravnoteze, tako i na promene toka reakcije, Sto dovodi do
drugacijeg prinosa i odnosa produkata.

Rastvarac je intenzivno i neodvojivo povezan sa procesom rastvaranja reaktanata, produkata, prelaznih
stanja ili intermedijernih vrsta. Bliske interakcije izmedu rastvaraca i reaktanata uzrokuju mnogi faktori
koji uklju€uju uglavnom elektrostaticke, sterne i konformacione efekte. Medutim, uprkos tako jakim
uticajima rastvarac ne postaje deo produkta. Dalje, reaktanti reaguju uspesnije ako su u homogenom
rastvoru, koji olakSava mesanje, muckanje, zagrevanje i hladenje, pri ¢emu se reaktivni molekuli brze,
ujednacenije i produktivnije sudaraju, odnosno reaguju.

Ranije je upotreba rastvaraca u reakcijama organskih sinteza bila oznacena kao nezamenjiva, medutim,
danas je poznato da reakcije mogu da se odigravaju u c¢vrstoj fazi, prilikom cega, u vedini slucajeva
postaju selektivnije (zahvaljuju¢i uredenosti kristalne reSetke) i efikasnije nego u reakcijama tecne
faze 51-53

Postoje razlike izmedu:

e reakcija u Cvrstoj fazi, reakcija molekula fluida sa ¢vrstim supstratom
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e reakcija bez rastvaraca, bilo koji sistem Cistih reagenasa koji reaguju medusobno u odsustvu
rastvaraca

e reakcija u ¢vrstom stanju ili reakcije ¢vrsto-Cvrsto, u kojima dve makroskopske ¢vrste Cestice
reaguju direktno i prelaze u treci, ¢vrsti produkt, bez prelaska u tec¢nosti ili pare

Reakcije €vrsto-cvrsto su iste kao i reakcije bez rastvaraca. Organske reakcije koje se odigravaju u
¢vrstoj fazi mogu ukljucivati i te€nu fazu. Topljenje obuhvata postojanje eutekticne smese sa
temperaturom topljenja iznad tacke topljenja reaktanata. U nekim slucajevima gde je zagrevanje
potrebno jasno je da se deSava promena faze (iz ¢vrstog u tecno). Reakcijama bez rastvaraca su
podloZne sve vrste reakcija bile one jednostavne ili sloZzene i sve klase jedinjenja.

Najzastupljenije i najvaZnije reakcije su kondenzacije karbonilnih jedinjenja, ciklizacije, alkilovanja,
aromaticne supstitucije, adicije amina, vode i alkohola, cikloadicije, eliminacije, reakcije supstitucije, C-
C kuplovanja i katalizovane reakcije.”*®®
Reakcije u uslovima bez rastvara€a su se pokazale kao odlicne u smanjenju gubitaka reagenasa,
rastvaraca i proizvoda. Upotreba ove tehnike izvodenja reakcija ima nekoliko prednosti u odnosu na
klasi¢ne uslove:
e smanjen rizik, svojstven velikim koli¢inama lako isparljivih organskih rastvaraca
e nije neophodno dodavati i preciséavati rastvarac ¢ime se smanjuje zagadenje
e lako obnavljanje nosaca u slucajevima kada se koriste neorganski nosaci
e pojednostavljenje sinteti¢kih koraka postizanjem dovoljne Cistoée Zeljenog produkta cime se
izbegavaju prekristalizacija i hromatografija kao metode za preciS¢avanje produkta
e uvedini slucajeva visestruko ubrzanje reakcije
e moguénost izvodenja uzastopnih reakcija sa visokim prinosima
e nije neophodno koristiti specijalizovane aparature
e izbegavanje zastite i skidanje zastite reaktivnih funkcionalnih grupa
e ekonomski atraktivnije procedure za industrijsku upotrebu usled nepostojanja potrebe za
koriséenjem rastvaraca i manje aparature.

Metodologija mikrotalasnog zracenja u organskim sintezama imala je ogroman uticaj na reakcije bez
rastvaraca. Lakse posmatranje oznacenih mikrotalasnih efekata usled eliminisanja uticaja dielektri¢ne
konstante rastvaraca, profitabilnije koris¢enje silika gela i gline (usled njihove velike apsorpcije
mikrotalasnog zracenja u odnosu na rastvarac), minimum rizika od eksplozije lako isparljivih organskih
rastvaraca i mogucnost upotrebe katalizatora za fazni transfer su neke od prednosti izvodenja
hemijskih transformacija pod dejstvom mikrotalasnog zracenja, a bez upotrebe rastvaraca.

Postoje i odredene negativne strane reakcija bez rastvaraca, ali se one mogu otkloniti razvojem i
tehnickim poboljsanjem reaktora. Negativne strane ukljuCuju stvaranje tacaka pregrevanja (tzv. ,Hot-
spots”) i moguénost sporednih reakcija.
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2.1.3.1. Mikrotalasi i zelena hemija

Danas se organska sinteza sve vise usmerava prema razvoju ekoloski prihvatljivih procesa koji ¢ine

temelje "Zelene hemije". ,Zelena hemija” se zasniva na 12 principa kojima je obuhvadena i

mikrotalasna sinteza:*

u]

o a0

u]

Dakle,

Bolje je sprediti nastajanje otpada nego ga kasnije uklanjati

Sintetske metode se moraju osmisliti tako da maksimiziraju iskoriséavanje svih supstanci koje
ucestvuju u procesu i da se sve te supstance ugrade u finalni produkt

Sintetske metode moraju biti osmisljene tako da ne sadrze toksi¢ne supstance stetne po ljude
ili da ih sadrze u minimalnim kolicinama kad god je moguce

Hemijski produkti se trebaju dizajnirati tako da ispoljavaju svoja dejstva sa minimalnim
toksi¢nim efektima

Izbegavati upotrebu pomocnih supstanci (rastvaraca, separacionih agenasa itd.)

Izbegavati potrosnju energije i teZiti tome da se reakcije odvijaju u sobnim uslovima

Sirovine i sirov materijal koji se upotrebljava treba da budu obnovljivi

Izbegavati nepotrebnu derivatizaciju (blokiranje grupa, protekcija/deprotekcija i privremena
modifikacija fizicko/hemijskih procesa)

Kataliti¢ki reagensi su superiorniji od stehiometrijskih

Hemijske produkte dizajnirati tako da se na kraju njihove upotrebe ne zadrzavaju u Zivotnoj
sredini i da njihovi degradacioni proizvodi budu neskodljivi

Analiticke metode se moraju usavrsiti da bi se mogao posmatrati i pratiti sam tok reakcije u
realnom vremenu i kontrolisati nastajanje Stetnih supstanci

Birati hemikalije koje u $to manjoj meri mogu izazvati hemijske nesrece (eksplozije, oslobadanje
gasova, pozare itd.).

povecdana je potraznja za primenom efikasnih sintetickih reakcija bez primene rastvaraca. U tom

kontekstu, mikrotalasi su postali vazan izvor energije u mnogim laboratorijskim postupcima, a narocito

u izvodenju reakcija bez prisustva rastvaraca. Ove reakcije se izvode neposrednim mesSanjem

reaktanata i reagensa (engl. "Solvent free" ili "Dry-media").
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2.2. Sinteza amida i njihova bioloska aktivnost

Amidi, bilo prirodni ili sinteticki, spadaju medu najvaznija jedinjenja u organskoj hemiji. Utvrdeno je da
je amidna funkcionalna grupa odgovorna kako za antioksidativnu, tako i za antibakterijsku i antiviralnu
aktivnost vecine od 17 ispitivanih cinamoil-, feruloil- i sinapoil- amida amino kiselina.*

Amidna veza igra glavnu ulogu u sastavu bioloskih sistema. Medutim ona nije limitirana samo na
bioloske sisteme ve¢ je prisutna i u velikom broju molekula, ukljutujuéi i lekove.” Statisti¢ki gledano,
getvrtina svih sintetisanih farmaceutskih proizvoda sadrze amidnu funkciju.”* Amidni derivati se koriste
kao antiinflamatorni lekovi, a pokazuju i antituberkulozna’®, antikonvulzivna’, antifugalna’ i
antitumorska svojstva’. Amidi imaju $irok spektar antibakterijske aktivnosti i pokazuju sedativnu,
baktericidnu i insekticidnu aktivnost.”® Amidni derivati pokazuju i antiagregacionu aktivnost u le¢enju
akutnog koronarnog sindroma’’, a vaini su i kao meduproizvodi u sintezi terapijskih agenasa.

Amidna funkcionalna grupa nalazi se i u mnogim sintetickim jedinjenjima koji su aktivni farmaceutski
sastojci, prekursori lekova ili sami lekovi. Na primer, Atorvastatin (najprodavaniji lek u svetu od 2003.,
inhibira stvaranje holesterola), Lisinopril (inhibitor angiotenzin konvertuju¢eg enzima), Valsartan
(blokator angiotenzin-Il receptora), Diltiazem (za le¢enje angine i hipertenzije)”, Lidokain (lokalni
anestetik i antiaritmik)’®, Konivaptan (nepeptidni inhibitor antidiuretskog hormona)”, kao i
Paracetamol (analgetik i antipiretik) (Slika 2.15.), su samo neki od primera lekova koji sadrze amidnu
funkciju.

Paracetamol \FN

HWK\N/\
O

K Konivaptan

Lidokain

Slika 2.15. Primeri lekova koji sadrZze amidnu vezu

Do formiranja amidne veze dolazi reakcijom karboksilnih kiselina i amonijaka ili amina. Medutim,
nakon gradenja odgovarajuc¢ih amonijum-soli karboksilnih kiselina eliminacija vode ide samo na
visokim temperaturama (iznad 200 °C).2*®' GooRen i saradnici®* su izveli direktnu kondenzaciju
karboksilnih kiselina i amina na 160 °C u odsustvu rastvaraca, sa molekulskim sitima od 3 A (Shema
2.1.). Ovim postupkom su dobijeni visoki prinosi amida (73-96%) odgovarajucih alifati¢nih, aromati¢nih
i heteroaromatic¢nih karboksilnih kiselina.
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o) R’ Molekulska sita 3 A o)
\
R4 +  N-H R
OH R' 160°C, 12-24 h N-R"
/
R|

R = alkil, aril; R” i R”- H i/ili alifati¢na, aromati¢na grupa
Shema 2.1. Dobijanje 1° i 2° amida direktnom kondenzacijom karboksilnih kiselina i amina

Sinteza amida direktnom kondenzacijom karboksilnih kiselina i amina uradena je i u prisustvu toluena
kao rastvaraca.® Houlding i saradnici®* su takode izvrsili direktnu amidaciju upotrebom radiotalasa kao
alternativnog nacina zagrevanja.

Svi navedeni postupci su prakti¢ni ali je obim karboksilnih kiselina na kojima se mogu izvsiti navedene
transformacije ograni¢en. Kao alternativne metode, uvedene su amidacije katalizovane prelaznim
metalima kao $to su zrC|,2>* (Shema 2.2.), Ti(OiPr)486 i CpZZrCIZ83 u strogo anhidrovanim uslovima.

O R ZnCl, (2-10 mol% O
R N—H 4 9 R
R’ . 0 "
OH Molekulska sita 4 A /N—R
THF, 70 °C, N, R

Shema 2.2. ZrCl, katalizovana amidacija karboksilnih kiselina

Takode, radena je i direktna amidacija karboksilnih kiselina katalizovana bornom kiselinom (Shema
2.3.) u sintezi aktivnih farmaceutskih supstanci.87 Reakcije su radene i sa BF3OEt,,® BH,,* katehol-
BH,™ i tris-(dialkilamino)boranom®. Medutim, sve ove reakcije zahtevaju anhidrovane uslove i
uklanjanje vode upotrebom molekulskih sita ili azeotropnim refluksom.

katalizator R?B(OH) o)
RICO,H + RNH, 5 R'—4
refluks NH
H,N
R, R' = alkil, aril do 97%

Shema 2.3. Reakcija amidacije katalizovana bornom kiselinom

U novije vreme,” estri borne kiseline u direktnoj amidaciji karboksilnih kiselina dobijaju na znacaju
zahvaljujudi &injenici da se lako dobijaju i da nisu toliko osetljivi na vlagu. Lanigan i saradnici®® nedavno
su otkrili da je B(OCH,CF3); veoma efikasan reagens za direktnu sintezu amida iz karboksilnih kiselina i
amina (Shema 2.4.). Jo$s 1970. kao reagens u reakciji amidacije koristen je B(OMe); u prisustvu
sumporne kiseline.”

O R’ B(OCH,CF O
\ ( 2CF3)3(2eq.)
R4 *+ N-H R
OH R MeCN (0.5 M), 80 °C, 5 h N-R"

/

Rl
Shema 2.4. Sinteza amida katalizovana B(OCH,CF;);
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Kako sinteza amida direktnom kondenzacijom karboksilnih kiselina i amina nije uvek jednostavna,
odnosno formiranje amonijum karboksilata zavisi od reaktivnosti i kiselosti karboksilne kiseline te
zahteva rigorozne temperaturne uslove, vedina sintetskih metoda za dobijanje amida podrazumeva
upotrebu derivata karboksilnih kiselina i amonijaka, odnosno 1°i2° amina. Aktiviranje karboksilne
grupe kiseline uklju€uje ili njeno prevodenje u acil-hloride, anhidride, aktivne estre i druge reaktivne
derivate karboksilne kiseline ili in situ aktivaciju uz upotrebu kuplujué¢ih agenasa®. Oba pristupa
uglavnom daju zadovoljavajuce rezultate, ali Cesto zahtevaju skupe kuplujuce reagense ili dovode do
formiranja nusproizvoda koji zahtevaju dodatna razdvajanja.*

Najée$¢i kuplujudi reagensi na bazi karbodiimida su N, N-dicikloheksilkarbodiimid (DCC)*® (Shema 2.5.),
1-hidroksi-1H-benzotriazol (HOBt)*” i diizopropilkarbodiimid (DIC). Posebna painja posvedena je
narocito karbodiimidima rastvorljivim u vodi, jer se urea formirana prilikom upotrebe DCC ili DIC
veoma tesko odstranjuje.”

H
. L2
= - I
H
/ R/&O O)\R
(6]

N-acil urea
RJ\N’R ‘ 0
: =
O

+

H H o
e d A, — Lw, I
O/ To]/ \O R™ 0" R R H’R * R” TOH
Shema 2.5. Kuplovanje uz upotrebu DCC

Za aktivaciju karboksilnih kiselina u reakcijama amidacije koriste se i titanijum-tetrahlorid (TiCl,)* ili

100

dvovalentni reagensi kalaja, tipa SN[N(TMS),], tretirani sa ekvivalentnim koli¢inama trifenilfosfina i

101

N-halosukcinimida (NBS, N-bromosukcinimid)™* ili trinloracetonitrilom'®%.

Khalafi-Nezhad i saradnici'®® su za amidaciju karboksilnih kiselina koristili amonijumove soli i tozil-
hlorid (TsCl) kao kuplujuci agens u “solvent free” uslovima (Shema 2.6.).
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O TsCl / baza O
R4+ RR'NH,Cl/SIO, R—
OH RT NRan

R = alkil, aril; R’,R” = H, alkil, aril
Shema 2.6. Direktna sinteza svih tipova amida (primarnih, sekundarnih, tercijarnih i aromaticnih) iz
amonijumovih soli i karboksilnih kiselina u prisustvu tozil-hlorida

Pomenuti autori'® su zapazili da upotrebom NH,CI/SiO; reakcija proti¢e brzo na sobnoj temperaturi.
Pored toga, amini su jaki nukleofili i mogli bi da reaguju sa TsCl te bi njihova direktna upotreba vodila
stvaranju nusproizvoda. U Tabeli 2.7. se mogu videti prinosi odabranih primera dobijenih jedinjenja.’®

Tabela 2.7. Odabrani primeri direktne sinteze amida u “solvent free” uslovima i dobijeni prinosi

Kiselina R,NH,CI/SiO, Proizvod Prinos (%)
PhCH,CO,H NH,CI PhCH,CONH, 90
m-0O,NCgH,CO,H NH,CI m-0O,NCgH,CONH, 80
Nikotinska kiselina NH,CI Nikotinamid 75
PhCO,H MeNH;Cl PhCONHMe 82
PhCO,H Me,NH,Cl PhCONMe, 77
PhCO,H PhNH,CI PhCONHPh 85
PhCO,H Me;CNH;CI PhCONHCMe3 75

U reakcijama amidacije, vaZzna sinteticka procedura je transformacija estara karboksilnih kiselina u
amide. Ona se obicno odvija pri energicnijim reakcionim uslovima (pri visokim temperaturama i
produzenom reakcionom vremenu).

Uslovi za amonolizu estara su ranije podrazumevali upotrebu jako baznih katalizatora (alkoksidi,
hidridi, amidi, alkillitijum), metalne katalizatore (Grignard-ov reagens, kompleksi aluminijuma ili kalaja)
pa ¢ak i visok pritisak.

Nadimpally i saradnici*® su opisali metodu dobijanja amida iz estara N-zasti¢enih aminokiselina (Boc:
terc-butiloksikarbonilnom grupom i Cbz: N-benziloksi karbonilnom grupom zasticene neutralne
aminokiseline kao Sto su alanin, leucin, valin, fenilalanin) i razli¢itih amina (N-butilamin, benzilamin,
cikloheksilamin, 2-pikolilamin, piperidin i drugi) bez upotrebe katalizatora i pri blagim reakcionim
uslovima (Shema 2.7.), izbegavajudi veliki viSak amina, Sto se uklapa u principe “zelene hemije”.

CbzHN 0] BnNH, (3eq.) CbzHN 0
OH inkubatorska mesalica 40 °C NHBn
2.5h, 78%

Shema 2.7. Sinteza benzilamida iz benzil-estra Cbz-glicina
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Pored navedenih postupaka veoma uspesno se koristi i mikrotalasna aktivacija.'®

Kao jedna od
najinteresantnijih metoda, kojom se mozZe pojednostaviti procedura sinteze amida i skratiti vreme
trajanja reakcije kao i troskovi koje ta sinteza podrazumeva, pokazala se piroliza amonijumovih soli
karboksilnih kiselina pod dejstvom mikrotalasnog zracenja u odsustvu katalizatora i rastvaraca.'®
Medutim, mikrotalasna sinteza amida vrsi se i direktnim ozradivanjem smeSe amina i karboksilnih
kiselina pri ¢emu se mogu koristiti razliCiti tipovi katalizatora. Katalizatori koji se mogu koristiti su na
primer: K-10 montmorilonit’”’, imidazol'® (Shema 2.8.), zeolit-HY'®, polifosforna kiselina®®, p-

111 |112 |113

toluensulfonska kiselina™, TaCls-silikagel ™, KF-alumina i silikage

O o imidazol o
R4+ NANH R~
OH 2 2 MW (300 W) NH,
90 - 360 sekundi
R = alkil, aril 47-88%

Shema 2.8. Reakcija karboksilne kiseline i uree u prisustvu imidazola kao katalizatora

VrSene su i visoko efikasne sinteze derivata amida u odsustvu rastvaraca, reakcijom karboksilnih
kiselina i uree u prisustvu cirkonil-hlorida kao katalizatora pod mikrotalasnim zracenjem.™™ Naime,
istrazivana je moguénost primene soli prelaznih metala, kao $to je ZrOCl, x 8H,0, kao katalizatora u
sintezi amidnih derivata, u Cvrstoj fazi. Odlike ovog katalizatora su, izmedu ostalog, visoka reaktivnost,
ne tako visoka cena, netoksiénost i neskodljivost po Zivotnu sredinu, jednostavna upotreba i
mogucénost reciklovanja.

Pretpostavlja se da je formiranje soli cirkonijum-karboksilata 4 (Shema 2.9.) prvi korak u mehanizmu
nastajanja proizvoda. Ova so moZe povecati apsorpciju mikrotalasne energije i to povecanje energije
moZe izazvati pirolizu uree i oslobadanje amonijaka. U sledecoj fazi cirkonijum se supstituise
amonijakom gradeéi amonijum-karboksilat 5, iz kojeg eliminacijom vode nastaje odgovarajuci amid 3.

i' ZFOC|2 j.\ ;)/Cl i ;l)r’CI
N S, ~
R0 R™Co" ¢l R™ Yo~
1 2
H2NCONI12)
g me g _w) g oo
- I
R™ O R™ 0"l
R” “NH, NH, 2100,
3 5 4

Shema 2.9. Pretpostavljeni mehanizam nastajanja amida katalizovan cirkonijum solima i mikrotalasima
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2.3. Redukcija karboksilnih kiselina

Redukcija karboksilnih kiselina do alkohola je jedna od klju¢nih sintetickih transformacija u organskoj
hemiji. Za dobijanje primarnih alkohola iz karboksilnih kiselina koriste se brojne metode od kojih ¢e u
nastavku biti opisane najznacajnije i najnovije.

Karboksilne kiseline mogu biti redukovane do primarnih alkohola procesom kataliticke hidrogenacije,
pri visokim temperaturama i visokom pritisku. Raney Nikl, rutenijum dioksid, rutenijum oksid su
najcesce koriséeni katalizatori. Danas se za reakciju hidrogenacije koriste katalizatori novog doba.
Werkmeister i saradnici'” su opisali redukciju karboksilnih kiselina i estara pomoc¢u rutenijum i
osmijum kompleksa. Hidrogenacija oksalne kiseline izvrSena je rutenijum dioksidom, na 145-150 °C i
pod pritiskom od 700-750 atm pri ¢emu je dobijen 1,2-etandiol u prinosu od 83%.'® Ova i sli¢ne
reakcije se izvode u prisustvu vode, da bi se sprecio nastanak estara. Mnogi alkoholi su dobijeni na
slican nacin, npr. 1-dekanol (100%, Re,0, H, 137 °C, 173 atm, H,0, dioksan), 2-metil-1-propanol (90%,
ReOs H, 144 °C, 205 atm, cikloheksan), 1-heksanol (93%, Cu-Ba-hromit, H,, 200 °C, 18 atm, H,0), 1,4-
butandiol (59%, RuO,, H, 150-190°C, 720-950 atm), redukcijom odgovarajucih karboksilnih kiselina.'*®
Elektrohemijska redukcija aromatic¢nih karboksilnih kiselina koristi se za dobijanje aldehida, primarnih

alkohola, metilarena i dihidroksiarena.'*

Ove, kao i reakcije hidrogenacije karboksilnih kiselina
zahtevaju posebne uslove rada, pa se smatra da redukcija karboksilnih kiselina ovim metodama nije

dobar naéin za direktno dobijanje alkohola.'*®

Metalni hidridi su se pokazali kao veoma dobri reagensi za redukciju karboksilnih kiselina do primarnih
alkohola. Diboran (B,Hs) je odlican reagens za brzu i efikasnu redukciju alifatiénih i aromati¢nih

karboksilnih kiselina.**®

Uglavnom se koristi u rastvoru tetrahidrofurana (THF), u kome postoji u obliku
BH5; THF. BH3SMe, u THF je alternativni, ali mnogo stabilniji reagens.’’ Za oba reagensa vazi da veoma
brzo redukuju aldehide, ketone, laktone, karboksilne kiseline, dok na hloride kiselina, soli karboksilnih
kiselina, estre i epokside slabo deluju. Dakle, ovi reagensi su pogodni za selektivhu redukciju

karboksilnih kiselina u prisustvu estara. Na Shemi 2.10. dati su primeri ovakvih redukcija.™
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TR mme e O e (oo
—_— —_—
R\ NO, 100% NO,

MeOOC  COOH MeOOC  CH,OH

(o) 6]

o) 1. BHg*THF o]

i 2. DHP, Hy0' OTHP

Br" COOH 85% Br*
NC BH,*THF NC BH,*THF
3 HOOC 3
—_— \EjV SPNC00Et ——>  HO N GOk
COOH 82% OH 67%

Shema 2.10. Redukcije karboksilnih kiselina sa BH; u THF

Litijum-aluminijumhidrid (LiAIH, ili LAH) je veoma jako redukciono sredstvo i najcesée korisceni
kompleksni metalni hidrid u redukciji karboksilnih kiselina. Radi se o izuzetno aktivnom reagensu koji
izrazito burno reaguje sa vodom, kao i sa svim jedinjenjima koja poseduju aktivan vodonikov atom
(alkoholi, fenoli, amini) zbog cega njegove reakcije moraju da se izvode u anhidrovanim uslovima. Ova
osobina ga ¢ini neprimenljivim u proti¢nim rastvarac¢ima. Pomocu njega moze da se redukuje veliki broj
funkcionalnih grupa, kao na primer karbonilna jedinjenja, karboksilne kiseline, anhidridi karboksilnih
kiselina, estri, laktoni, hloridi kiselina, amidi, imidi, nitrili do amina, epoksidi do alkohola i alkil
halogenidi do ugljovodonika.'"’

Soli borhidrida u kombinaciji sa jakim Lewis-ovim kiselinama, predstavljaju jako redukciono sredstvo.
Predlog mehanizma reakcije redukcije karboksilnih kiselina pomocu borhidrida katalizovane Lewis-

8 po njima karboksilna kiselina |

ovom kiselinom dat je od strane Simeka i saradnika (Shema 2.11.).
reaguje sa borhidridom uz izdvajanje molekulskog vodonika i nastajanje intermedijera Il, koji reaguje
sa Lewis-ovom kiselinom dajuci intermedijer lll. Trovalentni bor u intermedijeru Ill povecava
elektrofilnost karbonilnog ugljenika ¢ineéi ga povoljnim za napad hidridnog jona. Dobijeni aldehid IV

reaguje sa jos jednim hidridnim jonom gradeci alkoksid V, koji protonovanjem daje alkohol VI.
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.0
P BH, ST o By
i — H, O S N Y Y
R™ O R™ 'OoH R O o\H

R KH HE R o H ~
m + H-E

0 H* OH
H H
R)<H R)<H
v Vi

Shema 2.11. Mehanizam redukcije karboksilnih kiselina pomocu borhidrida

Natrijum-borhidrid u prisustvu Lewis-ove kiseline je dobro redukciono sredstvo, koje se sve cesSce
koristi u redukciji alifati¢nih i aromaticnih karboksilnih kiselina. Na ovaj nacin je redukovana propanska
kiselina do propanola sa prinosom od 89%, a benzoeva kiselina do benzilalkohola, sa prinosom od
53%.'%°

Redukciona moé¢ NaBH,; se i dalje ispituje, kao i kombinacije ovog reagensa u razli¢itim reakcionim
uslovima, sa razli¢itim reagensima i nosacima. U nastavku su prikazane neke od zanimljivih i najnovijih
reakcija redukcija koje su objavljene u literaturi. Alternativni pristup redukciji je transformacija
karboksilne kiseline do nekog aktivhog derivata, a zatim njegova redukcija uz pomo¢ blagog

redukcionog sredstva (natrijum-borhidrida). Primenjujuéi ovaj nacin, McGeary'*’

je izvrsio redukciju
karboksilnih  kiselina  BOP  reagensom  (benzotriazol-1-il-oksi-tris-(dimetilamino)fosfonijum-
heksafluorofosfat) i natrijum-borhidridom. Hidroksibenzotriazolil-estar karboksilne kiseline formira se
in situ iz BOP reagensa i N,N-diizopropiletilamina (DIPEA) u tetrahidrofuranu (THF), a zatim reaguje

brzo sa NaBH,, pri ¢emu se dobijaju alkoholi u visokom prinosu (Shema 2.12.).

o) BOP, DIPEA o N=N NaBH, OH

R— LK R—/
OH THF, 5 min, RT R (@) 20 min, RT

Shema 2.12. Redukcija karboksilnih kiselina sa NaBH,, uz prethodnu aktivaciju BOP reagensom

Pomenuti estri su relativno stabilni prema hidrolizi, tako da im nisu preko potrebni anhidrovani
rastvaraci. U eksperimentima gde je THF koris¢en kao rastvarac, formiranje HOBt estara primenom
BOP reagensa odvijalo se veoma brzo, u svega nekoliko minuta, Sto ukazuje na brzo rastvaranje
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reagensa nakon dodatka baze. Naknadno dodavanje BH, rezultovalo je konverzijom pomenutog estra
do odgovarajuceg alkohola. Reakcija je brza, jednostavna i ne zahteva upotrebu anhidrovanih
rastvaraca. Dobijaju se alkoholi u visokom prinosu, koji uglavhom ne zahtevaju dodatno precis¢avanje.
Jos jedna povoljnost ovog postupka redukcije je i ta da je opseg kiselina koje se na ovaj nacin mogu
redukovati veliki, zbog stabilnosti ostalih funkcionalnih grupa u ovakvim uslovima.'*®

Bernal i saradnici®® su na sli¢an nacin radili redukcije in situ formirajuéi hidroksi-benzotriazol estar, koji
se lako redukuje uz pomoé NaBH,. Za dobijanje visokoreaktivhog benzotriazol estra koristili su 1-
hidroksibenzotriazol (HOBt) i 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid (EDC) (Shema 2.13.).
Medutim, sistem HOBt/EDC nije dao odgovarajuce rezultate sve dok nije upotrebljen anhidrovani THF,
tj. aproticni rastvarac.

O Q N O Nay\ NaBH,
S R
R—/< EDC R)k _N + >~N NP
OH HOBt O R

hema 2.13. Redukcija karboksilnih kiselina sa NaBH,, uz prethodnu aktivaciju HOBt/EDC sistemom

Da je upotreba sistema HOBt/EDC u redukovanju karboksilnih kiselina uspesna, dokazano je
redukcijom fenilsiréetne kiseline do odgovarajuceg alkohola (Shema 2.14.).**°

1. EDC, HOBt, CH,Cl,
Ph O RT, 30 min

—{ ph~ >

OH 2. NaBH, THF, H,0O
0 °C, 30 min

Shema 2.14. Redukcija fenilsiréetne kiseline sa NaBH,, uz prethodnu aktivaciju HOBt/EDC sistemom

Suseela i Periasamy™ radili su redukcije karboksilnih kiselina primenom natrijum-borhidrida u
prisustvu katehola i/ili trifluorsiréetne kiseline. Redukcijom alifati¢nih karboksilnih kiselina natrijum-
borhidridom i kateholom u THF dobijaju se Zeljeni alkoholi u prinosu od 47-49%. Redukcijom istih
karboksilnih kiselina, ali koriste¢i NaBH, i katehol u CF;COOH, dobijaju se alkoholi u mnogo veéem
prinosu, 87-94% (Shema 2.15.). U ovim uslovima aromati¢ne karboksilne kiseline se slabo redukuju.
Primer uspesno redukovane karboksilne kiseline je dekanska kiselina, koja je u prisustvu benzoeve
kiseline selektivno redukovana do 1-dekanola u prinosu od 72%.
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NaBH, - katehol

OH

RJ

NaBH, - katehol - CF,COOH H,O"
R—COOH >

NaBH, - CF,COOH

Shema 2.15. Redukcija karboksilnih kiselina primenom natrijum-borhidrida u prisustvu katehola i/ili
trifluorsiréetne kiseline

Karboksilne kiseline se mogu redukovati do alkohola sukcesivnim dodavanjem NaBH, i I, karboksilnoj
kiselini ili dodavanjem karboksilne kiseline NaBH, u THF, koje prati dodavanje joda u THF. Kanth i
Periasamy'?? su 1991. godine objavili postupak takve redukcije, kao i dobijene rezultate. U Tabeli 2.8.
prikazane su razli¢ite karboksilne kiseline redukovane ovom metodom do odgovarajucih alkohola.'*

Tabela 2.8. Redukcija razli¢itih karboksilnih kiselina sa NaBH, i I,

Supstrat Proizvod Prinos (%)
C¢HsCOOH CeHsCH,OH 93
CgHsCH,COOH CgHgCH,CH,0H 98
p'C|C6H4COOH p'C|C5H4CH20H 98
CH3(CH,)sCOOH CH3(CH,)sCH,0H 96
COOH CH,OH
Ph Ph
>—COOH >*CH20H 96
Ph Ph
CH,OH OH
SR
CH,OH CH,OH
Ph Ph
COOH CH,OH
COOCH;, COOCH;Z
CC | :
COOH CH,OH

28



Ksenija Pavlovi¢ Doktorska disertacija

COOH CH,OH
CO o |
COOH CH,OH

U tipi¢noj proceduri karboksilna kiselina rastvorena u THF dodavana je polako suspenziji NaBH, u THF i

smeSa meSana dok ne prestane izdvajanje gasa (vodonika). Zatim se na odredenoj temperaturi
polako dodaje jod u THF, smesSa se meSa uz zagrevanje pri ¢emu se dobija odgovarajuéi alkohol u
visokom prinosu. Redukcija cimetne kiseline daje odgovarajuéi nezasiéeni alkohol dok se redukcijom
ove kiseline sa LiAlH, dobija fenilpropanol. Stavide, primeceno je da olefinska grupa nije redukovana ni
kada se nalazi daleko od karboksilne grupe, npr. 10-undekenska kiselina redukovana sa NaBH, i |, daje
10-undekenol. Ovaj postupak je dobar za redukovanje acil-jedinjenja, dok na estarsku grupu ne deluje.

Klasi¢ni reagensi koji se koriste za redukciju (litijum-aluminijumhidrid, boran ili modifikovani natrijum-
borhidrid...) imaju ogranicenja u primeni, kao $to su neophodnost upotrebe anhidrovanih rastvaraca,
opasnost pri rukovanju redukcionim agensima, nekompatibilnost sa drugim funkcionalnim ili zastitnim
grupama prisutnim u molekulu. Poslednja stavka se narocito odnosi na redukciju zasti¢enih
aminokiselina. Tako je Boc (terc-butiloksikarbonil grupa), zastitna grupa aminokiselina, labilna u
prisustvu natrijum-borhidrida, Cbz (benziloksikarbonil-) ili Fmoc (9-fluorenilmetoksikarbonil-) mogu biti
hidrolizovane u reakciji sa BH;. Moguce reSenje ovog problema je da se nezasticene aminokiseline
prevedu u aminoalkohole, ¢ime bi se zaStitila amino-grupa. Kada ovo nije moguée primenjuje se

postupak aktivacije karboksilne kiseline cijanuril-hloridom (1,3,5-trihloro-2,4,6-triazin, TCT)123"125, a

127-129

potom redukcija sa NaBH, u vodi*?® ili sa kvaternernim amonijum borhidridom u metanolu.

Falorni i saradnici'®® redukovali su N-Cbz-prolin cinauril-hloridom i NaBH, u DME i N-metilmorfolinu
(NMM), pri éemu je dobijen cist Cbz-Prolinol u prinosu od 89% (Shema 2.16.).

Cl

)QN Cl

N
|
R4 G R
OH  NMM, DME, RT, 3 h R® 0" N Cl 0°C OH

Shema 2.16. Redukcija karboksilnih kiselina sa NaBH, uz prethodnu aktivaciju sa cijanuril-hloridom

Tabela 2.9. Primeri redukcije karboksilnih kiselina pomoc¢u NaBH,/TCT

Karboksilna kiselina prinos (%) Karboksilna kiselina ‘ prinos (%)

R = PhCH,CH- 92 Cbz-Pro-OH 89
R = Ph,CH- 88 Boc-Ala-OH 90
R = 0-NO,C¢H,- 97 Boc-Asp(OBn)-OH 73
R =3,4,5-(MeQ)sCsH,- | 77 Boc-Glu-OBn 98
R = BrCH,CH,CH>- 78 Fmoc-Phe-OH 75
R = PhCH=CH- 93 Fmoc-Val-OH 85
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Kao Sto se vidi iz Tabele 2.9., Shema 2.16., postupak redukcije pomocu cinauril-hlorida u DME i N-
metilmorfolinu sa NaBH, je narocito pogodan za reakcije redukcije aminokiselina jer su Boc, Cbz i Fmoc
zasStitne grupe stabilne pri ovim uslovima.

Sagar i saradnici®®

su za redukciju karboksilnih kiselina do alkohola upotrebili TCT i kvaternerni
amonijum borhidrid (BER) u blagim uslovima (Shema 2.17.). |z Tabele 2.10. se vidi da je ovom

metodom moguce selektivno redukovati alifati¢ne karboksilne kiseline u prisustvu aromaticnih.

o) 1. TCT, NMM, CH,Cl,, RT, 30 min
R— R—\
OH 2. BER, MeOH, RT, 1-2 h OH
R = alkil

Shema 2.17. Redukcija karboksilnih kiselina sa BER uz prethodnu aktivaciju cijanuril-hloridom

Tabela 2.10. Redukcija karboksilnih kiselina upotrebom TCT/BER

Karboksilne kiseline

o) O,N
OH
NO,
NO,
o)
OH OH o1
o o)

A~~Aon . @OH N 0H %4
O

O O
HO ™""OH 91
oo ©)LOH

Tale i Patil*®! su prilikom izvodenja redukcija karboksilnih kiselina do alkohola sa NaBH, otkrili izuzetnu
kataliticku aktivnost 3,4,5-trifluorfenilborne kiseline (Shema 2.18.).

(0] 3,4,5-trifluorfenilborna kiselina, NaBH,

R— R—\
OH THF, Na,SO,, RT, 10 h OH

Shema 2.18. Redukcija karboksilnih kiselina sa NaBH, uz prethodnu aktivaciju sa 3,4,5-
trifluorfenilbornom kiselinom

Reakcija se odigrava preko Sestoclanog, ciklicnog aciloksiboranovog intermedijera (Shema 2.19.).
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,’H\
‘{o j‘l\ o NaBH,
R +  ArB(OH), —— B —— R
OH O R™ "07 "Ar on

( Ar = 3,4,5-trifluorofenil-)
Shema 2.19. Redukcija karboksilnih kiselina sa NaBH, uz prethodnu aktivaciju 3,4,5-trifluorfenilbornom
kiselinom

Borne kiseline su kristalne, ¢vrste supstance, postojane na vazduhu i relativno niske toksi¢nosti.
Redukcije u prisustvu malih koli¢ina ovog efikasnog katalizatora ¢ine ovaj metod bezbednim i jeftinim,

za razliku od drugih (BOP reagens je skup, a cijanuril-hlorid toksi¢an).™"

Narasimhan i saradnici™> su na vrlo jednostavan nacin redukovali karboksilne kiseline upotrebom cink-
borhidrida. Cink-borhidrid se pokazao kao blag reagens, koji lako redukuje alifaticne i aromaticne
karboksilne kiseline do odgovarajucih alkohola. Za ovu konverziju neophodna je samo stehiometrijska
koli¢ina hidrida (Shema 2.20.).

O THF
8 I + 3Zn(BH;) —— B8 RCH,OH + 8H,
R™ "OH 80-95%

Shema 2.20. Redukcija karboksilnih kiselina sa Zn(BH,),

Qiu i saradnici*® su ispitivali redukciona svojstva kalijum-borhidrida u prisustvu magnezijum-hlorida.
Koris¢enje ovog sistema za redukciju jo$ uvek nije dovoljno istrazeno. Da bi se pronasao odgovarajuci
metod kojim bi se mogle izvrsiti redukcije karboksilnih kiselina do alkohola, oni su izvrsili seriju
eksperimenata u kojima je kombinovan KBH, sa nekoliko Lewisovih kiselina i kao najpogodniji se
pokazao sistem KBH,/MgCl, u THF. Medutim, na ovaj nacin su uspeli da redukuju karboksilne kiseline
jedino nakon prethodno izvrSene esterifikacije. Redukcijom estara karboksilnih kiselina sa KBH,4 i MgCl,
u THF dobijeni su alkoholi, ali u manjem prinosu, nego u slucaju redukcije sa LiAlH,ili NaBH,.
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2.4. Sinteza hidroksamskih kiselina i njihova bioloska aktivnost

Hidroksamske kiseline pokazuju veoma $irok spektar biologke aktivnosti.”***

Hidroksamske kiseline su poznate po svom visokom afinitetu prema jonima metala. Kao takve, koriste
se da obezbede mesto vezivanja inhibitorima metaloproteaza, kao S$to su termolizin, matriks

metaloproteaza, endotelin-konvertujuéi enzim, angiotenzin-pretvarajuéi enzim i enkefalinaza.”®

Kao bidentatni heliraju¢i agensi, koji reaguju sa nekoliko proteina koji sadrze Zn®*, hidroksamske
kiseline se ponaSaju ne samo kao mocni inhibitori metaloproteaza nego i kao inhibitori histon
deacetilaze koja je veoma vazan enzim u tretmanu lecenja raka. Hidroksamske kiseline se javljaju i u

drugim biomolekulima, poput siderofora, u vidu pseudobaktina, derefoksamina, ferihroma, antibiotika
fosfidomicina i njegovih analoga, za koje se smatra da su mo¢ni agensi u le¢enju malarije."*

Neke od hidroksamskih kiselina koje se koriste u lecenju raka su prikazane na Slici 2.16.

H (@] (0]
NMN,OH R)J\N
o) H H N
“OH
(0]
N-hidroksi-N’-feniloktandiamid 3-(4-supstituisani-fenil)-N-hidroksi-2-propenamid
H
N
m \©Yo
Ho/NH

N-hidroksi-4-(4-fenilbutiril-amino)benzamid

Slika 2.16. Hidroksam kiseline koje se koriste u anticancer terapiji

Mnogi derivati hidroksamskih kiselina, poput piridil hidroksamskih kiseline, difenil hidroksamskih
kiseline, i mnogih drugih u kojima je heterociklicni prsten povezan sa hidroksamskom kiselinom,
pokazali su se ne samo kao snazni inhibitori histon deacetilaze, vec je otkrivena i njihova uloga u
le¢enju raka jajnika, plué¢a i dojke.*’

Bioloska aktivnost derivata hidroksamskih kiselina se ogleda u njihovom antiinflamatornom,
antiastmati¢nom, antibiotskom, psihotropnom, insekticidnom i dejstvu na grinje i valjkaste crve.’®
Antibakterijsko, antimikoticko, antitumorno i antiinflamatorno delovanje hidroksamskih kiselina je
povezano sa njihovom spososbnosc¢u da inhibiraju razne enzime, medu kojima su, osim pomenute
metaloproteinaze, i 5-lipooksigenaza, ureaza i ribonukleotid reduktaza. Veliki broj hidroksamskih
kiselina su priznati terapeutski agensi, poput deferioksamina B, hidroksikarbamida, ibuproksama,

oksametacina, adrafinila.**
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Sinteza hidroksamskih kiselina obi¢no podrazumeva aktivaciju karboksilne kiseline i reakciju sa
hidroksilaminom.***

Tako su Vasantha i saradnici**® za kuplovanje karboksilnih kiselina sa hidroksilaminom kao aktivirajuci
reagens koristili ciklicni anhidrid 1-propanfosfitne kiseline (T3P), pri ¢emu su reakciju stimulisali
ultrazvukom. White i saradnici*** su za aktivaciju karboksilne kiseline u reakciji dobijanja hidroksamskih
kiselina upotrebili deokso-fluor, reagens blagog dejstva i Siroke primene.

Dobijanje hidroksamskih derivata iz estara obi¢no se postize dodavanjem kalijumove soli
hidroksilamina u alkoholni rastvor estra. Ho i saradnici'** su dodatkom male koli¢ine ¢vrstog KCN u
THF/MeOH/50% vodeni rastvor NH,0OH znacajno povecali prinose Zeljenih proizvoda.

Tretiranjem O-benzilhidroksilamina hidrohlorida sa trimetilaluminijumom u toluenu, dobijen je
reagens koji je sa razli¢itim estrima u benzenu in situ davao hidroksamate.™

Za reakciju hidroksilamina sa estrima ili hloridima kiselina neophodna je bazna sredina (pH>10). Ovaj
metod medutim nije pogodan kada su u molekulu prisutne grupe osetljive na ove uslove. Reddy i
saradnici*® su pri blagim uslovima, u neutralnoj sredini (pH=7), uspeli da dobiju hidroksamske kiseline
iz estara u prisustvu N-metilmorfolina ili trietilamina.

Reakcijom O/N-zasticenog hidroksilamina sa aktiviranim karboksilnim kiselinama takode su dobijeni
hidroksam derivati kiselina. Direktno acilovanje hidroksilamina ili O-benzil, O-silil i O-t-butil
hidroksilamina sa hloridima kiselina ili aktiviranim estrima nije pogodno za viSestepene sinteze. Stoga
su Barlaam i saranici**® sintetisali dva nova hidroksilamina (Slika 2.17.) koja su upotrebili za sintezu O-
zasticenih ili N,O-dvostruko zasti¢enih hidroksamskih kiselina sa kojih se moZe skinuti zastita u blago

OMe OMe M‘ﬁg/o'v'e
0
H,NO

OMe MeO OMe

kiselim uslovima.

Slika 2.17. O-zastiéeni i N,0-zasti¢eni hidroksilamini

Katritzky i saradnici'* su se bavili prevodenjem karboksilnih kiselina u nesupstituisane N-alkil, O-alkil i
O,N-dialkilhidroksamske kiseline, preko acilbenzotriazol intermedijera (Shema 2.21.). Prednosti ove
metode su dostupnost reagenasa, blagi reakcioni uslovi i reaktivni intermedijeri.

Q 0
P 1.1 eq NEt; 1 o
R ';\\11 +  RHN-OR" HCI R™ N R
=N

THF, RT, 16 h |

R’ =H, Me; R” = H, Me, Et, Bn
Shema 2.21. Dobijanje hidroksam kiselina preko acilbenzotriazola
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Niu i saradnici**® su koristili P[NCH5(OCHzs)]5 kao modan reagens za prevodenje aromati¢nih i alifati¢nih
karboksilnih kiselina u hidroksamate sa odli¢nim prinosima (Shema 2.22.).

o (I)Me (I)Me
N._.N. 9
R4+ Me P Me M ve
OH _N. toluen, 60 °C, 0.5-1 h R™ N
Me~ "OMe OMe

R = Ar, alkil, vinil. Bn
Shema 2.22. Sinteza hidroksamata koriséenjem P[NCH3(OCHs)]; kao katalizatora
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2.5. Fizioloski aktivne materije — fitohormoni

Fizioloski aktivnim materijama se smatraju jedinjenja koja u odredenim uslovima stimulativno ili
inhibitorno deluju na fiziolosko-biohemijske procese u biljci Sto rezultuje prvo metabolickim
promenama, a zatim i morfologkim.*¥

Fitohormoni su organske supstance koje se sintetizuju u jednom delu biljke, a translociraju u drugi deo

%8 Spektar delovanja biljnih

gde, u veoma niskim koncentracijama, podsticu fizioloSke reakcije.
hormona je veoma Sirok. Oni stimuliSu odredene funkcije u ¢eliji, aktiviraju oksido-redukcione procese
u njoj i izazivaju promene morfoloskih osobina i utiCu na sintezu organskih materija kao i na rast i
sazrevanje biljke. U zavisnosti od vrste hormona, njegove koncentracije i dela biljke na koji deluje,
fitohormoni mogu ispoljiti odgovarajuce stimulativno ili inhibitorno dejstvo na odgovarajuce
biohemijske procese. Kao biljni regulatori rasta mogu uticati na kontrolu cvetanja, proredivanje
plodova, regulisanje rasta i prilagodavanje vremena berbe plodova u voénjaku. Podeljeni su prema
hemijskoj strukturi i specificnim funkcijama u pet osnovnih grupa: auksine, gibereline, citokinine,
apscisinsku kiselinu (ABA) i etilen, a mogu im se pridruZiti i jasmionati (JA), brasinosteroidi (BA) i
salicilati (SA) (Slika 2.18.).

H

H
> < Etilen
H

H

Jasmonska kiselina

HO

Giberelin

Brasinosteroid

Citokinin
o]

CL.

OH
OH
Salicilna kiselina

0.1 o
o
—
Strigolakton

Slika 2.18. Osnovni tipovi fitohormona koji uti¢u na rast i razvoj biljke

Abscisinska kiselina
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Auksini

Auksini (gré. auxein — rasti) su otkriveni jo$s 1880 pionirskim radovima Darvina i Bejerinka ali je uloga
otkriéa ovih hormona pripala holandskom naucniku Ventu 1928. godine. Auksini predstavljaju grupu
hormona koji se sintetiSu i u biljnim i u Zivotinjskim tkivima. U prirodne auksine se ubraja indol-3-
siréetna kiselina (IAA), indol-pirogrozdana kiselina, indol-3-butanska kiselina, indol-propanska kiselina i
fenil-siréetna kiselina a sintetic¢ki auksini su naftalen-1-sir¢etna kiselina, fenil-butanska kiselina i 2,4-
dihlorfenoksisiréetna kiselina (2,4 D) (Slika 2.19.).

Prirodni auksini

COOH
COCH Cl COOH COOH
N N N
H H H

Indol-3-siréetna kiselina indol-3-butanska kiselina 4-hlor-indol-3-siréetna kiselina Fenilsiréetna kiselina

Sinteticki auksini

COOH
Cl
l l /©/O\/COOH
Cl
naftalen-1-siréetna kiselina 2,4-dihlorofenoksisiréetna kiselina

Slika 2.19. Prirodni i sinteticki auksini

Najzapazeniji prirodni hormon je indol-3-siréetna kiselina (IAA, B-indolsiréetna kiselina). Indol-sir¢etna
kiselina igra glavnu ulogu u stimulisanju rasta biljaka, odnosno izduZivanju éelija i organa, deobi
kambijalnih ¢éelija (sekundarni rast u debljinu) i apikalnoj dominaciji.*** Poseban zna¢aj indol-3-siréetne
kiseline je u stimulaciji obrazovanja adventivnih korena, partenokarpiji (zametanje ploda u odsustvu

150

polena) i sinhronizaciji sazrevanja i opadanja plodova.” Ovu raznolikost funkcija prati slozena

biohemijska sinteza, transport i signalizacioni putevi auksina.

Biosinteza auksina otpocinje aromaticnim aminokiselinama. U sintezi indol-3-siréetne kiseline

prekursor je triptofan. Od njega se dalje preko pirogrozdane kiseline i triptamina dobija I1AA.=%"*
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Nakon $to se sintetide, auksin se transportuje kroz biljku specijalnim ¢éelija-¢elija mehanizmom™? a
delovanje ispoljavaju tako Sto stimuliSu aktivhost enzima (neke inhibiraju) ili stimulisSu sintezu

nukleinskih kiselina i proteina, menjajuéi aktivnost gena."***

Nakon Sto dodu do mesta delovanja,
auksini se ve?u na odreden proteinski receptor®®

smesten na povrsini Celije ¢ime dolazi do aktivacije

e . epev ORI ‘ ®
hormona koji indukuju specifi¢cne odgovore ¢elije. ; Sesuest
Polarni transport auksina odgovoran je za izduZivanje '

. - .
7 Naime, auksini su

¢elija, odnosno organa.
odgovorni za izlu¢ivanje protona u ¢elijski zid ¢ime se s by et ool
povecava aktivnost protonske pumpe. Ovim dolazi == : s .
do opadanja pH vrednosti ¢éelijskog zida sa pH7 na : iR

BRI 111 L

pH5. Aktiviraju se enzimi koji raskidaju vodonicne

veze izmedu mikrofibrila i polisaharida zbog cega :
Celijski zid slabi. Turgorov pritisak postaje veci nego
pritisak celijskog zida Sto dovodi do primanja vode i

izduZivanja celije (Slika 2.20.)."*

Na osnovu svoje fizioloSke uloge u izduZivanju, H8
apikalnoj dominaciji, diferencijaciji  pupoljaka, Celijski zid \
partenokarpiji, sprecavanju opadanja listova i
plodova, podsticanju deobe celija (kambijuma),
obrazovanju adventivnih korenova, aktiviranju Q"'

)

auksini se primenjuju za podsticanje vegetativnhog  Slika 2.20. IzduZivanje ¢elije odnosno organa polarnim
transportom auksina

enzima i sinteze nukleinskih kiselina i proteina,

razmnoZavanja, (u procesu inicijacije i formiranja
adventivnih korena), za proredivanje plodova, u cilju
produZavanja mirovanja vegetativnih organa (posebno krtole krompira).

Giberelini

Giberelini su velika grupa tetraciklicnih diterpenoidnih struktura. Prvobitno su izolovani 1938. godine
kao metabolit patogene pirinéane gljivice Gibberella fujikuroi™® Naime, primeéeno je da biljke
zarazene ovom gljivicom izrazito izduZuju stabljike i listove, te zbog snazinog rasta u visinu na kraju
polezu na tlo. Iste godine, utvrdeno je da su zdrave biljke tretirane ekstraktom Gibberelle pokazivale
iste simptome te je grupa jedinjenja odgovornih za rast nazvana giberelinima. 1956. godine utvrdeno
je da su giberelini sastavni deo visih biljaka i ako nisu zaraZzene Gibberella gljivom. Giberelini su prisutni
i u bakterijama, gljivama, smedim i zelenim algama, papratima, golo- i skrivenosemenicama i do danas
ih je otkriveno preko 60 (nisu svi fizioloski aktivni).

Dele se u dve grupe:

e Giberelini koji sadrze 19 C atoma

e Giberelini koji sadrze 20 C atoma,

a pojedinacno se obelezavaju sa GA;, GA,, GA;, GA, itd.
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Obe grupe giberelina po hemijskom sastavu pretstavljaju derivate izoprena (CsHsg), odnosno ciklicne
diterpene izgradene od Cetiri izoprenske jedinice tj. prstena (A, B, C, D). Imaju zajedni¢ku ent-
giberelinsku osnovu (Slika 2.21.).

Slika 2.21. Ent-giberelinska osnova

Giberelini sa 19 C atoma u A prstenu sadrZe jedan laktonski prsten a oni sa 20 C atoma u svojoj
strukturi umesto laktonskog prstena najceS¢e imaju na jednom od C atoma A prstena vezanu
karboksilnu grupu.

Fizioloski su aktivniji giberelini koji u A-prstenu imaju unutrasnji laktonski prsten.

Prekursor u biosintezi giberelina je acetil-CoA. Dva molekula AcetilCoA daju acetoacetil CoA koji
kondenzacijom sa jo$ jednim molekulom acetil CoA daje hidroksimetilglutarat CoA od kojeg se
redukcijom dobija mevalonat. On se fosforiluje i dekarboksiluje pri ¢emu nastaje izopren, izopentenil-

pirofosfat (IPP) a potom i farnezil-pirofosfat.'*"'**

U bilinom svetu giberelini su uglavnom u obliku glikozida ili estara, a ne u vidu slobodnih kiselina. Kao i

drugi biljni hormoni, imaju raznoliku fiziolosku ulogu.'®?

Tako uticu na elongaciju svih delova biljke
(narocito kod patuljastih mutanata — , Hipokotil test”), na obrazovanje cvetova, apikalnu dominaciju,
izazivaju partenokarpiju, aktiviraju neke gene i stimuliSu klijanje semena.

Zahvaljujuc¢i gore navedenom, giberelini se, iako manje od auksina, primenjuju u agrokulturi za
indukovanje cvetanja u prvoj godini kod dvogodisnjih biljaka (mrkva, kupus, Se¢erna repa) i kod nekih
ukrasnih biljaka, za poveéanje duZine grozdova kod groZzda i izduZivanje bobica. Kod jeCma se postize

ujednacenije klijanje zrna tretiranjem sa giberelinskom kiselinom.
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2.6. Fitohormonska aktivnost naftnih kiselina

Jos 1883. godine, naziv naftne kiseline predlozen je od strane Markovikoff-a i Ogloblin-a za nepoznate
strukture karboksilnih kiselina koje su Hell i Medinger otkrili u Rumunskoj nafti. Identifikovano je da
naftu u najvecem procentu ¢ine ugljovodonici, zatim heterocikli¢na jedinjenja, aldehidi i ketoni, kao i
slobodne karboksilne kiseline.*®®

Karboksilne kiseline koje su prisutne u nafti su pretezno alkanske i cikloalkanske strukture, opste
formule C,H,,,0, ( gde je n broj ugljenika a z manjak vodonika u skladu sa brojem prstenova). Sve vrste
nafti sadrze i naftne kiseline u malom procentu i to od minimalnih tragova istih pa ¢ak i do 3%.
Hemijski one su u proseku sliénih struktura kao i ugljovodonici iste nafte, tako da naftenske nafte
(predmet ispitivanja ove teze) sadrze veliki broj strukturno razlicitih karboksilnih kiselina koje imaji
alkansku ili cikloalkansku strukturu ugljovodonic¢nog dela. Kiseline mogu imati jedan i vise prstenova,
pa tako mogu biti: monociklicne (Sestoclani i petoclani prstenovi), biciklicne, triciklicne, tetracikli¢ne,
pentaciklicne ili heksaciklicne, Sto zavisi od prirode i starosti nafte. Karboksilna grupa najcesce nije
direktno vezana za prsten vec je vezana preko metilenskih grupa. Naftne kiseline su prirodni
konstituenti nafte, Sto znaci da su nastale u procesu geneze nafte. Najjednostavnija naftna kiselina je
ciklopentilsiréetna kiselina (Slika 2.22.).***

O

%

Slika 2.22. Struktura ciklopentilsiréetne kiseline

Na osnovu broja prstenova i strukture, naftne kiseline se mogu grupisati u sedam klasa (Z-serija)

kiselina. Tipovi kiselina prisutnih u nafti predstavljeni su u Tabeli 2.11.%%>%%
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Tabela 2.11. Opsti primeri struktura svih sedam identifikovanih Z-serija naftnih kiselina

Acikline kiseline, Z=0, C,Hz0, VYN
~ “OH

R« o Ry (0]
Monociklicne kiseline, Z=2, C,H,,.,0, OH
x OH X
R< 0 R 0
Biciklicne kiseline, Z=4, C,H,,.40,
OH « OH

(@]
R@ i 0
Tricikli¢ne kiseline, Z=6, C,H,n.¢0, OH
OH

X
(0] (0]
Tetracikli¢ne kiseline, Z=8, C,H,n.50, OH < . OH
/\fo

R

Pentacikli¢ne kiseline, Z=10, CH,n.100, HO

R O
Heksaciklicne kiseline, Z=12, C,Hn.120, OH

Najznacajnija istraZivanja vezana za naftne kiseline su u oblasti poljoprivrede, gde su se preparati na
bazi naftnih kiselina eksperimentalno koristili kao stimulatori rasta odredenih biljnih vrsta, kao
pesticidi i akaricidi. Naime, utvrdeno je da naftne kiseline sadrze fizioloski aktivne materije koje kod
biljaka ispoljavaju dejstvo slicno onom koje ispoljavaju fitohormoni ili endogeni regulatori rasta.

Kada se govori o bioloskoj aktivnosti naftnih kiselina, obi¢no se misli na njihove natrijumove i
kalijumove soli. One imaju Sirok spektar mogucnosti uticaja na brojne metaboli¢ke procese kod biljaka:
na sintezu proteina, metabolizam azota, fotosintezu i disanje, usvajanje i distribuciju fosfora, usvajanje
i metabolizam *C-glukoze, kao i uopste na rast, razvoj, hemijski sastav i prinos biljaka.*®* Fizioloske
aktivnosti alkalnih soli naftnih kiselina uocene su jo$ 1921. godine od strane Neuberg-a i Sandberg-a."®’
Kasnije su radena ispitivanja morfogenetskih promena kod biljaka, primenom soli naftnih kiselina na
razli¢ite poljoprivredne kulture apliciranjem u Sirokom opsegu koncentracija.

Uopsteno, doslo se do zaklju¢ka da u nizim koncentracijama (10®° do 10® mol/L) Na-soli naftnih kiselina

imaju stimulativno, a u visSim koncentracijama inhibitorno dejstvo na ukorenjivanje i oZiljavanje biljnih

168-170

vrsta. Ovaj efekat, pored koncentracije, zavisi i od varijeteta, vrste reznica, ali i od nacina

. .1 v e . v. . . . . . . .
aplikacije.® | nasa ranija istraZivanja pokazala su da primena rastvora soli naftnih kiselina na reznice

168

zeljasti'™® i drvenastih™® biljaka dovodi do pospegivanja njihovog oZiljavanja kao i do razvoja korena

kod boé¢nih grana.'®®
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Aplikacijom niskih koncentracija natrijum-naftenata (20 umol/L) na veliki broj biljnih vrsta (pasulj,
kukuruz, prole¢na psenica, Secerna repa) dobijeni su rezultati koji potvrduju njihov pozitivni uticaj na
vegetativne i reproduktivne procese.”’”* Ovi eksperimenti dali su dodatne informacije u vezi uticaja
naftenskih kiselina na fotosintezu pracenjem povecanja vrednosti za CO,-fiksiraju¢e enzime kao Sto su
fosfoenolpiruvat karboksilaza i ribuloza-1,5-difosfat karboksilaza.

Smese naftenskih kiselina, kao i neke pojedinacne karboksilne kiseline cikloalkil karboksilnog tipa
pokazuju stimulaciju rasta vegetativnog dela biljke (liS¢e, stabljika, koren) ali i reproduktivnog dela kao
Sto su plod i seme kod velikog broja biljaka. Stimulacija rasta pasulja posledica je poveéanog stepena
fotosinteze i respiracije kao i vece aktivnosti fosforilaze, fosfoglicerat kinaze, nitrat reduktaze i
glutamin-piruvat transaminaze.’

Istrazivanja su ukazala na to da natrijum-naftenati, u niskim koncentracijama, deluju na nivou
membrane korena, izazivajuéi suptilne modifikacije membrane i promene njene propustljivosti za jone
17217 Tretman biljaka niskim koncentracijama (10”7 mol L™) natrijum-naftenata uti¢e i na
akumulaciju nekih esencijalnih elemenata (Mn, Fe, Zn, Ni, K i Na) kod mladih biljaka soje, kako u

korenima tako i u listovima.'”* Postoje podaci o uticaju naftnih kiselina na usvajanje glukoze® i jona

kadmijuma.

fosfata'’® kod biljaka pasulja.

Pored gore navedenog, naftne kiseline se mogu koristiti i kao lubrikanti, suSila i katalizatori,
emulgatori, antikorozivi i fungicidi. Komercijalne naftne kiseline i njihove soli kalijuma, natrijuma, nikla
i bakra imaju ulogu faktora rasta.'®

Mnoge druge studije sa naftnim kiselinama pokazale su da imaju inhibitorne ili toksi¢ne efekte na niz
biljnih i animalnih vrsta. U svakom slucaju klju¢ ekvilibrijuma izmedu ova dva ekstremna zakljucka je
koncentracija kiselina.
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3. NASI RADOVI

3.1. Karakterizacija naftenskih kiselina vojvodanske nafte ,,Velebit”

Naftne kiseline iz naftenskih nafti Panonskog basena su ve¢ decenijama predmet istraZivanjaiako se
one joS uvek ne izoluju komercijalno tokom industustrijske prerade nafte u rafineriji u Novom
Sadu.™""%'"” prisustvo karboksilnih kiselina u naftnim frakcijama negativno uti¢e na kvalitet
komercijalnih frakcija, medutim vrlo je vazno naglasiti da je viSe grupa istraZivaca ustanovilo fizioloske

osobine naftnih kiselina $to je istraZivanja usmerilo na ispitivanje njihovog uticaja na rast biljaka. ****”

171

“Naftne kiseline”je Siroko prihvaéen termin za smesSu prirodnih karboksilnih kiselina izolovanih iz
nafte. Poznato je da razliciti tipovi nafti imaju strukturno veoma razlicit sastav ugljovodonika, a da
postoji strukturna analogija izmedu struktura ugljovodonika i prateéih karboksilnih kiselina u istoj nafti.
U ovom radu su ispitivane naftne kiseline iz vojvodanske naftenske nafte “Velebit”, pa su tako i
strukture ugljovodonika i prateéih karboksilnih kiselina naftenskog tipa, zbog ¢ega se ove prirodne
karboksilne kiseline vrlo ¢esto zovu “naftenske kiseline”.

U cilju Sto boljeg razumevanja njihovog delovanja, pojavila se potreba za karakterizacijom naftnih
kiselina u smislu odredivanja grupnih struktura, odnosno klasa prisutnih kiselina u izolovanim
prirodnim smeSama, a takode uporedo je radeno i na odredivanju pojedinacnih struktura kiselina iako
je identifikacija kiselina izuzetno kompleksan posao na kojem se i dalje radi. Takva istrazZivanja
zapoceta su joS polovinom proslog veka, a tek sada zahvaljujuéi boljim tehni¢kim mogucnostima,
strukturna analiza dade preciznije podatke o sastavu. Utvrdeno je da geohemijski odnosi, korozivnost,
toksi¢nost i bioloSka aktivnost zavise od velicine i strukture molekula karboksilnih kiselina koji ¢ine

naftne kiseline.*’®7°

Njihova struktura i sastav do sada su ispitivani brojnim metodama i analiti¢ckim tehnikama.®>*¢®*8%18!

Sve koriséene analiticke metode za odredivanje grupnih struktura tretiraju date kiseline kao grupu ili
podgrupu zasnovanu na broju C-atoma (Sto daje uvid u veli¢inu prosec¢nog molekula), i Z-broju koji daje
uvid u to koje klase kiselina su prisutne u smesi. Do sada je utvrdeno da su naftne kiseline iz razlicitih
naftenskih nafti jedinjenja sa prosec¢nim brojem C atoma od Cy4-Cso, da spadaju u zasi¢ene karboksilne
kiseline i da imaju od 0-6 kondenzovanih petoclanih ili Sestoclanih prstenova u ugljovodoni¢nom delu
molekula. Znaci smesu kiselina u razli¢éitom odnosu mogu da ¢ine: aciklicne zasi¢ene kiseline, zatim
mono-, bi-, tri-, tetra-, penta- i heksaciklicne karboksilne kiseline. Karboksilna grupa mahom je vezana
preko kratkog ugliovodoni¢nog lanca.'® Raspored ugljenikovih atoma i prstena varira od izvora nafte i
frakcije destilata, te naftne kiseline sa slicnim kiselinskim brojem i proseénom molekulskom masom
mogu imati znacajno razli¢ite strukturne profile.
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Na osnovu broja prstenova naftne kiseline se mogu grupisati u sedam klasa (Z-serija) kiselina
ukljucujuci i strukture alkanskih kiselina otvorenog niza. Iz literature se moze videti da naftenske nafte

83 6 . . . v
. 7877 imaju  u svojim smesama

iz Kanade™, Kalifornije'®, Venecuele'®, Rumunije i Vojvodine
pratecih karboksilnih kiselina aciklicne i cikli¢cne strukture ugljovodoni¢nog dela. Ipak, strukturno ove
nafte se veoma razlikuju jer je za svaku od njih svojstven odnos klasa i strukturni sastav (Tabela2.11.).
Analiticki je povrdeno da u smesi tih sedam utvrdenih klasa mozZe biti prisutno nekoliko hiljada

pojedinacnih struktura kiselina.

Iz tih razloga jedan od prvih ciljeva ovog rada je odredivanje detaljnog grupno-strukturnog sastava
karboksilnih kiselina savremenom GC-MS—El metodom. Moguénosti ove instrumentalne metode
masene spektrometrije po prvi put ée dati uvid u ceo opseg molekulskih masa kiselina sto je do sada
najkompletnija strukturna analiza naftnih kiselina vojvodanske nafte “Velebit”.

Izolovanje naftnih kiselina radeno je iz atmosferskog gasnog ulja, komercijalne frakcije vojvodanske
nafte “Velebit”, raspona destilacije 185-330 °C. Za izolovanje kiselih komponenti iz nafte, kori$¢ena je
metoda alkalne ekstrakcije sa amonijakom. Precis¢avanje sirovih naftnih kiselina “Velebit” radeno je
metodom ponovljene alkalne ekstrakcije pomoc¢u alkoholnog rastvora KOH, nakon ¢ega je utvrdena
vrednost za kiselinski broj (K,) od 199.78 mg KOH/g. Vrednost kiselinskog broja je obrnuto
proporcionalna srednjoj molekulskoj masi. Prose¢na molekulska masa prirodnih naftnih kiselina
,Velebit” izraunata je pomoc¢u formule: Mr=56.1 x 1000 / K,, i iznosi 280.8 g/mol.

Precis¢avanje sirovih naftnih kiselina je praceno FT-IR spektrofotometrijski (Slika 3.1.). Povecanje
intenziteta trake na 1705 cm™, smanjenje intenziteta trake na 2728 cm™, kao i nestanak trake na 1538
cm™ pokazuje da je predis¢avanjem smanjen udeo ugljovodonika u smesi karboksilnih kiselina. Trake u
oblasti 2930-2850 cm™ poti¢u od asimetri¢nih i simetriénih valencionih vibracija (v i vs) CH, i CHs. Na
1456 cm™ (8, CH,) i 939 cm™ se nalaze trake od skeletnih oscilacija CH cikliénih struktura.
Karakteristi¢na traka na 1705 cm™ poti¢e od valencionih vibracija dimerizovane karbonilne grupe (v
C=0) karboksilne kiseline. Siroka traka u oblasti 3500-3000 cm™ i 2800-2500 cm™ poti¢e od valencionih
vibracija OH grupe (vO-H), dok traka na 939 cm™ poti¢e od deformacionih vibracija & O-H.

e Transmittance

3500 =000 2500 2000 1500 1000 so0
“Wavenumbers (cm-1)

Slika 3.1. Preklopljeni IR spektri sirovih i precisé¢enih naftnih kiselina ,Velebit”
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Analizom masenih spektara radenih GC-MS-El metodom odredena je relativna distribucija karboksilnih
kiselina u ukupnoj smesi, odnosno molekulska kompozicija naftnih kiselina. Na Slici 3.2. vidi se da su
kiseline grupisane u klastere. U svakom klasteru su obuhvacene i okarakterisane kiseline sa istim
brojem C atoma. Unutar svakog klastera zapaZa se prisustvo sedam klasa kiselina opste formule C,H,,.
.0,.

1400
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1000 1[5
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i
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
rrfz

Slika 3.2. 2D GC-MS spektar ukupnih prirodnih naftnih kiselina “Velebit” u rasponu relativnih
molekulskih masa od 180-360. Crvenom bojom je zaokruZen klaster sa 17 C-atoma, raspona
molekulske mase 258-270

Na osnovu gore izloZenog izvedeni su sledeci zakljucci:

» Detaljnom analizom pojedinacnih klastera (Tabela 4.1.) u rasponu masa od 230-242, 244-256,
258-270, 272-284, 286-298, 300-312 i 314-326, koji odgovaraju broju od 15, 16, 17, 18, 19, 20 i
21 C atoma respektivno, utvrdena je raspodela za sedam Z-serija (Z= 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12)
kiselina. UceSée Z-serija u pojedinim klasterima je prikazano na Slici 3.3. U intervalu od 15-21
C-atoma, najdominantnije su tetra i triciklicne strukture kiselina.
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Slika 3.3. Relativni odnos acikli¢nih (z=0), monocikli¢nih (z=2), bicikli¢nih (z=4), tricikli¢nih (z=6),

tetracikli¢nih (z=8), pentacikli¢nih (z=10) i heksacikli¢nih (z=12) kiselina unutar klastera odredenog
raspona relativne molekulske mase

> Takode, utvrdeno je da sa porastom broja C atoma, opada ukupna masa kiselina po klasterima.

Tako je u rasponu relativne molekulske mase od 230-326, odnosno od klastera C-15 do C-21,

naftnih kiselina “Velebit”, ustanovljeno da su procentualno najmanje zastupljene kiseline sa 21

a najviSe kiseline sa 15 C atoma (Slika 3.4.). Naime, C-21 kiselina ima oko 19 puta manje od C-

15 kiselina.

3 .
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Slika 3.4. Odnos zastupljenosti karboksilnih kiselina iz prirodne nafte “Velebit” u zavisnosti od broja C-

atoma
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> U rasponu relativhih molekulskh masa kiselina od 230-326 (15-21 C atoma) (Tabela 4.1.),
ukupna zastupljenost alkilkarboksilnih kiselina (masne kiseline), opste formule C,H,,0, (z=0) je
3.82%, monocikli¢nih kiselina opste formule C,H,,,0, (z=2) je 5.81%, biciklicnih kiselina opste
formule C.H,,40, (z=4) je 13.25%, triciklicne kiseline opste formule C,H;,.,.c0, (z=6) 21.7%,
tetraciklicnih naftenskih kiseline opste formule C,H,,0, (Z=8) je 27.74%, pentacikli¢nih
karboksilnih kiselina opste formule C.H,,.100, (z=10) je 18.8% i heksacikli¢nih struktura opste

formule C,H,,.1,0,(z=12) 8.88% (Slika 3.5.).

Procentualna zastupljenost kiselina u rasponu masa
m/z 230-326
30
— 25
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e 20
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Slika 3.5. Procentualni udeo Sest Z-serija kiselina u smesi ukupnih prirodnih naftnih kiselina “Velebit”

Kompletna distribucija svih prisutnih klasa kiselina data je na Slici 3.6.

Maseni udeo [%]

108
6

Z-serije 4 7 20C Broj C-atoma

m15C
m16C
m17C
W 18C
m19C
m20C

m21C

Slika 3.6. Trodimenzionalni dijagram GC-MS-EI analize za ukupnu smesu naftnih kiselina
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> Naftne kiseline “Velebit” nakon viSestrukog preciséavanja imaju prosecnu molekulsku masu od
280.8 g/mol. Na osnovu izloZzenog sledi da u ukupnoj smesi kiselina ima najvise onih sa 18 C-
atoma. Raspodela Z-serija kiselina u smislu njihove zastupljenosti unutar klastera mase 272-
284 prikazana je na hromatogramu (Slika 3.7.). Iz hromatograma se vidi da su najzastupljenije
triciklicne i tetracikli¢cne strukture kiselina, a da najmanji udeo u ukupnoj smesi pripada
monocikli¢nim kiselinama.

e  Hromatogram za Z=12 (m/z=272) nije prikazan na zbirnoj Slici 3.7. zbog nemogucnosti programa da istovremeno prikaZe vise od $est masa
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Slika 3.7. Hromatogram Z-serija kiselina u opsegu masa od 272-284

Iz gore izloZenog, moZe se zakljuciti da naftne kiseline “Velebit” Cini veliki broj strukturno razlicitih
karboksilnih kiselina, ali se analizom masenih spektara radenih GC-MS—EI metodom sasvim pouzdano
moZe utvrditi opseg molekulskih masa kiselina i broj i odnos prisutnih klasa u smesi. Kiselost i
rastvorljivost u vodi pojedinih struktura zavisi od strukture alkilnog dela kiseline odnosno, od odnosa
povrsine molekula i njegovog naelektrisanja. Vodeni tom cinjenicom, izvrSeno je frakcionisanje ukupne
smese naftnih kiselina “Velebit” na uZe frakcije distribuisane prema kiselosti.

Ekstrakcijom kiselina na odredenoj pH vrednosti izvrSeno je grupisanje kiselina sli¢nih struktura,
konfiguracije i konformacije, pa samim tim olekuje se da budu i slicne bioloSke aktivnosti. Naime,
razdvajanje je radeno na osnovu razlika u rastvorljivosti pojedinih struktura karboksilnih kiselina u vodi
sa promenom pH sredine. Razdvajanje je radeno u rasponu od pH 10 do pH 2 poveéavanjem kiselosti
za po jednu pH jedinicu. Preraspodela mase naftenskih kiselina po pH vrednostima nakon razdvajanja
kiselina ekstrakcijom na bazi rastvorljivosti u vodi pri razlicitim pH vrednostima data je na Slici 3.8.
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Slika 3.8. Maseni udeo naftnih kiselina “Velebit” pri razli¢itim pH vrednostima

Sa Slike 3.8. se vidi da je frakcionisanjem ukupne smese naftnih kiselina “Velebit” na bazi razli¢ite
kiselosti i rastvorljivosti u vodi u rasponu od pH 10 do pH 2 dobijeno devet frakcija kiselina sa sledecom
zastupljenoscéu: 25.2% (pH 10), 33.1% (pH 9), 33.1% (pH 8), 33.1% (pH 7), 33.1% (pH 6), 33.1% (pH 5),
33.1% (pH 4), 33.1% (pH 3), 33.1% (pH 2). Razdvajanjem na osnovu razlika u rastvorljivosti pojedinih
struktura karboksilnih kiselina u vodi sa promenom pH sredine vise od oko 80% mase kiselina izolovano
je od pH 8-10, odnosno u gurpi slabijih kiselina.

Na osnovu rezultata GC-MS-EI analize potvrdena je pretpostavka o razli¢itom grupisanju strukturno
razli¢itih karboksilnih kiselina nafte “Velebit” unutar svake pH jedinice. Preraspodela determinisanih
naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih
kiselina u intervalu pH 10 do pH 2 data je na Slici 3.9. (Prilog 7.1.1. i Tabele 7.1.-7.9.).
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Slika 3.9. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina u rasponu pH 10 do pH 2

Najuodljivija razdvajanja naftnih kiselina odigrala su se na pH 3, pH 7 i pH 8. Naime, na pH 3 i pH 4
grupisale su se triciklicne i tetraciklicne kiseline, na pH 7 penta- i heksaciklicne kiseline, a na pH 8
biciklicne strukture. Monocikli¢ne i aciklicne naftne kiseline izdvojile su se na pH 9 i pH 10 (Slika 3.10.,
Tabela 7.10.). Da je doslo do razdvajanja naftnih kiselina po kiselosti, uocljivo je i na hromatogramu

(Slika 3.11.) kao i na 2D GC-MS spektrima frakcija naftnih kiselina (Prilog 7.1.1.).
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Slika 3.10. Razdvajanje naftnih kiselina po pH
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Najvece razlike medu uzim frakcija naftnih kiselina uo¢avaju se u oblasti visih molekulskih masa, m/z
300 - 350 (Prilog 7.1.1.).
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Slika 3.11. Zbirni hromatogram frakcija naftnih kiselina vojvodanske nafte “Velebit” u interval od pH 10
do pH2

Na osnovu rezultata klaster analize, dendrograma (Pirsonove korelacije) (Slika 3.12.), moze se zakljuciti
da je ideja razdvajanja kompleksnih smesa naftnih kiselina na bazi razli¢ite rastvorljivosti kiselina pri
razli¢itim pH vrednostima apsolutno imala smisla posto su se karboksilne kiseline grupisale prema
kiselosti i strukturi, a samim tim i prema bioloSkim svojstvima Sto je i bio krajnji cilj. Na pH 11 sve
naftne kiseline su rastvorene u vodi u obliku Na-naftenata. Smanjivanjem vrednosti pH od 10 do pH 2,
za po jednu pH jedinicu, postignuto je da se kiseline grupiSu prema kiselosti i rastvorljivosti u vodi.
Naime, najslabije kiseline su se izdvajale kao nerastvorne pri pH 10, a zatim smanjivanjem pH rastvora
polako su se izdvajale jace kiseline. Na osnovu masenih spektara se vidi kakvo je razdvajanje po
klasama kiselina i takode u odnosu na broj C atoma u molekulu. Naime, prilikom klaster analize,
formirana je matrica sa parametrima u kojoj su kolone predstavljale pH vrednost (od 2 do 10), a redovi
procentualni udeo Z-serija u ukupnoj smesi prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (Tabela 7.10.). Kao sto
se vidi sa Slike 3.12. doslo je do grupisanja naftnih kiselina u dva klastera. Prvi sadrZi acikli¢ne,
biciklicne, pentaciklicne i heksaciklicne strukture naftnih kiselina a drugi, mnocikli¢ne, tri- i tetraciklicne
strukture. Unutar prvog klastera, opaZa se pojava dva subklastera od kojih jedan obuhvata biciklicne
strukture Cije se osobine izrazeno razlikuju od svih ostalih struktura naftnih kiselina. Podaci dobijeni na
osnovu dendrograma dobro se poklapaju sa podacima grupisanja naftnih kiselina pri odredenim pH
jedinicama. Tako, sli¢nost u vodenim rastvorima pokazuju tri- i tetraciklicne kiseline koje su se
grupisale na pH 3 i pH 4, zatim penta- i heksaciklicne naftenske kiseline grupisane na pH 7, kao i mono
i aciklicne strukture kiselina izdvojene na pH 9 i 10. Biciklicne karboksilne kiseline su najveé¢im delom
izdvojene na pH 8 i pokazuju najmanje slicnosti sa svim ostalim strukturama kiselina.
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Slika 3.12. Dendrogram Pirsonove korelacije pri razli¢itim pH vrednostima
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Na osnovu rezultata korelacionog PCA (scatter dijagrama) (Slika 3.13.) moZe se uoditi raspodela
strukturno razlicitih naftnih kiselina (Z-serija) na osnovu njihove sli¢nosti.

] .
0.32 4 pentaciklicne

%elésaﬁilg icne
O}écldicne

0.08

T T T T T
-4 -3 -2 -1 1 2 3 4
-0.084

Component 2

® .. .triciklicne
aciklicne -0.16-

-0.24
.tetraciklicne

-0.32
.monociclicne

-0.40-

Component 1

Slika 3.13. Korelacioni PCA scatter dijagram homologih Z-serija

Tako se aciklicne i monocili¢ne strukture naftnih kiselina u vodenom rastvoru ponasaju sli¢no. Njihova
rastvorljivost a analogno i kiselost uglavhom zavisi od duZine i razgranatosti bo¢nog niza pa je i
ocekivano grupisanje u korelacionom dijagramu (Slika 3.13.). Sa druge strane, slichost pokazuju
pentaciklicne i heksacikli¢ne strukture, kao i triciklicne i tetracikli¢ne forme. Bicikli¢ne strukture naftnih
kiselina ispoljavaju sli¢nost sa penta- i heksacikli¢énim strukturama po jednoj komponenti a po drugoj sa
acikli¢nim i monocikliénim kiselinama.

Kako su naftne kiseline amfifilni molekuli za ocekivati je da pokazuju izvesnu povrsinsku aktivnost.
Poznavanje povrsinske aktivnosti naftnih kiselina je od znacaja za ispitivanje njihove potencijalne
bioloske aktivnosti.

U tu svrhu, odredena je kriticna micelarna koncentracija (cmc) natrijumovih soli ukupne smese
prirodnih naftnih kiselina ,Velebit“ kao i njenih uzih frakcija pH 4, pH 8 i pH 10.'®*® Micelarne osobine
ovih natrijum-naftenata su ispitane fluorescentom metodom, koristeéi piren kao fluorescentnu probu.
Kriticna micelarna koncentracija je odredena spektrofluorometrijskim merenjima (Agilent Cary Eclipse
Fluorescence spectrophotometer) na sedam razlicitih temperatura. Imajué¢i u vidu potencijalnu
primenu naftnih kiselina u biolokim sistemima izabran je opseg temperatura od 10 °C do 40 °C koji
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pokriva uobicajene fizioloSke temperature. U Tabeli 3.1. sumirani su eksperimentalno dobijene
vrednosti za kriticnu micelarnu koncentraciju.

Tabela 3.1. Vrednosti cmc ispitivanih natrijum-naftenata ukupnih naftnih kiselina i njenih uzih frakcija
na razli¢itim temperaturama

10 0.038 0.027 0.026 0.020
15 0.041 0.031 0.029 0.022
20 0.045 0.036 0.030 0.024
25 0.048 0.042 0.034 0.031
30 0.062 0.051 0.038 0.048
35 0.073 0.060 0.044 0.056
40 0.094 0.093 0.059 0.073

Na osnovu utvrdenih cmc vrednosti na 25 °C mozZe se zakljuditi da natrijum-naftenati frakcije pH 10
imaju niZu vrednost kriticne micelarne koncentracije u odnosu na druge dve frakcije. Opste je poznato
da sistemi sa nizom vrednos$éu cmc grade termodinamicki stabilnije micele Sto znaci da ¢e naftne
kiseline izolovane na pH 10 imati najvecu tendenciju da ih grade. Dalje, iz Tabele 3.1. se vidi da je
najveci rast cmc vrednosti sa porastom temperature zabeleZen za frakciju pH 4 iz ¢ega sledi da su toj
pH vrednosti grupisane strukture manje povoljne za gradenje micela.

Na osnovu prethodno iznetog, podataka iz Tabele 3.1. i Tabele 7.10. moze se zakljuciti da frakcije
naftnih kiselina sa niZim sadrzajem alifati¢nih struktura (pH 4 i pH 8) imaju vece vrednosti kriti¢nih
micelarnih koncentracija. Ova pojava se moZe objasniti ve¢om kruto$¢u hidrofobnih prstenova koji
otezavaju pakovanje molekula u micele. Tako natrijum-naftenati na pH 4 imaju najve¢u cmc vrednost
najverovatnije zbog rigidnosti tri- i tetraciklicnih prstenova koji su u najve¢em procentu zastupljeni u
ovoj frakciji. Na pH 8 uglavnom su zastupljene bicikli¢ne strukture naftnih kiselina koje su pogodnije za
pakovanje i gradenje micela te su i cmc vrednosti nesto niZe u odnosu na vrednosti natrijum-naftenata
na pH 4.

Kriti¢na micelarna koncentracija Na-naftenata ukupne smese naftnih kiselina ,Velebit” na 25 °C je niZa
od vrednosti sve tri ispitivane frakcije Sto se moZe objasniti najverovatnije formiranjem mesovitih
micela izmedu alifati¢nih i cikliénih sturktura koje ¢ine smesu naftnih kiselina.

Razli¢ite vrednosti za kriticnu micelarnu koncentraciju ispitivanih frakcija, samo su jo$ jedan dokaz da
je razdvajanje naftnih kiselina na osnovu strukturne razli¢itosti uspesno postignuto sto daje moguénost
uspostavljanja korelacije izmedu struktura i bioloSke aktivnosti u daljim istraZivanjima.
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3.2. Mikrotalasno-stimulisane amidacije individualnih i prirodnih
naftnih kiselina “Velebit” sa primarnim i sekundarnim aminima

Predmet istrazivanja u ovoj disertaciji su naftenske kiseline, a cilj ovog dela disertacije je sinteza
amida prirodnih smesa naftenskih i individualnih naftenskih kiselina u mikrotalasnim uslovima, bez
prisustva katalizatora i bez upotrebe rastvaraca, sa ciliem da se vreme trajanja reakcije meri
sekundama ili minutima, a ne satima ili danima $to je uobicajeno za ove sinteze u konvencionalnim
uslovima. Sinteze amida su veoma Ceste u istrazivackim laboratorijama i farmaceutskoj praksi.

80104 3 takode i

Pregled literatire otkriva koliko je duga istorija proucavanja klasi¢ne reakcije amidacije
koliko se malo zna o svim faktorima koji utiCu na mehanizam formiranja amida. Razlog velikog
interesovanja za reakciju sinteze amida je u tome Sto oni generalno spadaju u klasu aktivnih
komponenti, a do sada su uglavnom svi postupci, i laboratorijski i industrijski, podrazumevali
aktivaciju karboksilne funkcije upotrebom katalizatora koji su toksicne supstance (npr. anhidridi
kiselina, acil-hloridi, metalne soli ...) pa je i sa ekoloSkog ali i ekonomskog aspekta aktuelno iznalaZenje

metode u kojoj ne bi bilo otrovnih i agresivnih katalizatora, pa samim tim ni skupih precis¢avanja.

Kako je amidna funkcija, sa druge strane, integrisana u mnoge bioloski aktivne strukture, razmisljanja
su usmerena i ka dobijanju fizioloski aktivnih jedinjenja koja ¢ée biti rastvorljivija a samim tim i
pogodnija za usvajanje od strane biljaka u odnosu na Ciste naftenske kiseline.

Dobijanje amida je radeno sa sledeé¢im kiselinama: benzoevom (1), cikloheksilkarboksilnom (2), 3-
cikloheksilpropanskom (4), 4-cikloheksilbutanskom (5) i dekanskom kiselinom (7). Kao primarni amin
koris¢en je n-heptilamin, a kao sekundarni N, N-dietilamin.

3.2.1. Mikrotalasno-stimulisane sinteze N-(n-heptil)amida individualnih naftnih
kiselina

A) Sinteza u otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora

Kao polazne kiseline u sintezi N-heptilamida posluzile su 4-cikloheksilbutanska (5) i dekanska kiselina
(7). Optimizacija amidacije je radena sa n-heptilaminom u uslovima mikrotalasno-stimulisane sinteze
pri atmosferskom pritisku, na temperaturi od 160 °C i u rasponu snage mikrotalasa od 25-160W, u
,solvent free” uslovima i bez upotrebe katalizatora odnosno, direktno iz slobodnih karboksilnih kiselina
(Shema 3.1.).

Optimizacija uslova reakcije je radena u tri molska odnosa kiseline i n-heptilamina (Tabela 3.2.) u
ukupnom trajanju od 50 minuta. Najbolji rezultati za sintezu 4-cikloheksil-N-heptilbutanamida (12) i N-
heptildekanamida (13) postignuti su za molski odnos kiselina/amin= 1/1.5. Medutim, kako su se
prinosi za sintezu jedinjenja 13 pri odnosu kiselina/amin = 1/1 i 1/1.5 neznatno razlikovali, u daljoj
sintezi ovog jedinjenja korisé¢en je ekonomski opravdaniji odnos.
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Tabela 3.2. Reakcija karboksilnih kiselina sa n-heptilaminom na temperaturi od 160 °C u vremenu od
50 minuta

Kiselina kisecI:::;Jasmin Prinos [%)]
4-cikloheksilbutanska 4-cikloheksil-N 11 20
kiselina (5) heptilbutanamid (12) /1.5 96
1.5/1 81
_ _ 1/1 88
n-dekanska kiselina (7) N-heptllt(jle:)anamlda 1/1.5 89
1.5/1 73

Nakon utvrdivanja optimalnog odnosa reaktanata, uradena je optimizacija reakcionog vremena.
Reakcija je radena u mikrotalasnom reaktoru, u otvorenom sistemu, na 160 °C uz kontrolu nakon 5, 10,
15, 20, 30, 40 i 50 minuta, a tok reakcije je pracen pomocu tankoslojne hromatografije
(toluen:etilacetat = 9:0.5).

Konacni reakcioni uslovi i prinosi reakcija su prikazani u Tabeli 3.3. u kojoj su, radi poredenja, dati i

podaci iz nadeg ranijeg rada za sintezu N-heptilcikloheksankarboksamida (10)" i 3-cikloheksil-N-
187

heptilpropanamida (11)".

O O

J +  HyNCH,(CH,)sCH MW/160 °C
R” “OH 2NCH,(CH,)sCH3 R” “NHCH,(CH,)sCHs
R=CeHyy-, 2 10’

CeH11CH,CH, -, 4 117

CeH11CH,CH,CH, -, 5 12

n-CH3(CH,)s-, 7 13

Shema 3.1. Mikrotalasno-stimulisana amidacija individualnih naftnih kiselina sa n-heptilaminom u
otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora

Tabela 3.3. Mikrotalasno-stimulisana sinteza N-(n-heptil)Jamida individualnih naftnih kiselina pri
atmosferskom pritisku

. . Odnos Reakciono . Prinos
Kiselina Proizvod . . . mikrotalasa
kiselina/amin  vreme [min] (W] [%]
2 N-heptilcikloheksankarboksamid, 10 1/1 15 180 99
4 3-cikloheksil-N-heptilpropanamid, 11 1/1 25 160 83
5 4-cikloheksil-N-heptilbutanamid, 12 1/1.5 10 25 94
7 N-heptildekanamid, 13 1/1 20 110 82

Mikrotalasnim ozracivanjem Cistih reaktanata, primenjujuéi otvoren sistem i temperaturno-kontrolni
mod rada mikrotalasnog reaktora, drasti¢no je skraéeno reakciono vreme u odnosu na sli¢ne sinteze
poznate u literaturi gde je radena direktna kondenzacija karboksilnih kiselina i amina konvencionalnim
zagrevanjem na 160 °C u odsustvu rastvara¢a®. Sa druge strane, odsustvom i katalizatora i organskih
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rastvaraca, postignuta je mogucnost jednostavne obrade reakcione smese kao i eleminisanje toksi¢nih
nusproizvoda.

B) Sinteza u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora

U cilju optimizacije dobijanja N-heptilamida individualnih naftnih kiselina, razradena je jo$ jedna
metoda. Naime, reakcija amidacije individualnih naftnih kiselina (benzoeve (1), cikloheksilkarboksilne
(2), 3-cikloheksilpropanske (4), 4-cikloheksilbutanske (5) i dekanske kiselina (7)) izvedena je sa n-
heptilaminom u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, na konstantnoj temperatruri od 235 °C i
u odsustvu rastvaraca pri neprekidnom mesanju u trajanju od 30 sekundi (Shema 3.2.). Primenjen je
odnos kiselina:amin 1:1.

i MW/235 °C Q
ROSOH  *+  HANCHy(CH):CH, R NHCHACHaCH;
R = CgHs -, 1 9

CeHy1-, 2 10

CgH11CH,CH, -, 4 11

CgH1,CH,CH,CH, -, 5 12

n-CHs(CH,)s-, 7 13

Shema 3.2. Mikrotalasno-stimulisana amidacija individualnih naftnih kiselina sa n-heptilaminom u
zatvorenom sistemu, pod pritiskom

U fazi optimizacije dobijanja amida 9-13 primenom zatvorenog sistema mikrotalasnog reaktora u
temperaturno-kontrolnom modu, reakcija je radena sa najmanje reaktivhom individualnom naftnom
kiselinom 1, pri ¢emu je tok reakcije pracen 30 minuta. Mikrotalasno ozracivanje je prekidano nakon
30sec, 1, 3, 5, 10, 15, 20 i 30 minuta Sto je ujedno bila i dinamika spotovanja TLC plocica. Kako nakon
30 sekundi, daljim ozraivanjem mikrotalasima, nije doSlo do promena u reakcionom sistemu, to
vreme je uzeto kao optimalno vreme trajanja reakcije. Rezultati ovih transformacija su predstavljeni
tabelarno (Tabela 3.4.).

Tabela 3.4. Mikrotalasno-stimulisana sinteza N-(n-heptil)Jamida individualnih naftnih kiselina u
zatvorenom sistemu na temperaturi od 235 °C, odnos kiselina-amin 1:1, reakciono vreme 30 sec.

Kiselina Proizvod Pr[;:;)s
1 N-heptilbenzamid, 9 83
2 N-heptilcikloheksankarboksamid, 10 86
4 3-cikloheksil-N-heptilpropanamid, 11 94
5 4-cikloheksil-N-heptilbutanamid, 12 92
7 N-heptildekanamid, 13 97
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Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da se kao povoljniji postupak dobijanja amida n-
heptilamina pokazao postupak B, u kojem je amidacija radena u zatvorenom sistemu pod pritiskom.
Prinosi obe metode su u opsegu 82-99% izolovanog proizvoda, ali je reakciono vreme reakcije
amidacije znacajno krace u postupku B. Uporedujuci dobijene rezultate postupka A i B sa rezultatima iz
literature, gde su sinteze amida u odsustvu rastvaraca i hemijskih katalizatora, tekle od 2-24 h na 160
°c pri konvencionalnom zagrevanjusz, odnosno od 30-120 min na 150 °C pri mikrotalasnom zagrevanju
u otvorenom sistemu'®, moze se zakljuciti da je reakcija amidacije izvedena u CEM Discover
(BenchMate) monomodnom mikrotalasnom reaktoru, primenjujuéi temperaturno-kontrolni mod rada,
modifikovana na dva nacina:
v" Postupak A: MW (25-180W); 160 °C, otvoren sistem, 10-15 min; prinos 94-99%

v" Postupak B: MW; 235 °C, zatvoren sistem; 30 sec; prinos 94-97%

Strukture sintetizovanih jedinjenja 9-13 potvrdene su na osnovu analize spektroskopskih podataka: IR,
'H NMR i *C NMR.

U IR spektru jedinjenja 9 zapaZa se intenzivna traka na 1637 cm™ koja poti¢e od valencione C=0
vibracije amidne funkcionalne grupe (v C=0), a trake na 3316 cm™ i 3065 cm™ poti¢u od asimetri¢ne
(Vs NH) i simetri¢ne (v; NH) N-H valencione vibracije. U '"H NMR spektru grupa signala na 7.24-7.80
ppm potice od H atoma vezanog za azot u amidnoj grupi i vodonikovih atoma iz aromati¢nog jezgra. U
3C NMR spektru signal na 167.50 ppm potvrduje prisustvo karbonilne grupe amidne funkcije (C=0), a
signal na 39.90 potice od C atoma metilenske grupe vezane za azot (NHCH,).

U IR spektru jedinjenja 10 apsorpcione trake na 3293 cm™ i 3082 cm™ su rezultat asimetri¢ne i
simetri¢ne valencione vibracije N-H a traka na 1643 cm™ poti¢e od valencione vibracije karbonilne
grupe amida (v C=0). Traka na 1548 cm™ je rezultat deformacione vibracije N-H dok je apsorpciona
traka na 1450 cm™ rezultat valencionih C-N vibracija. Odsustvo traka na 3700-3000 cm™ i 3500-2500
cm™ (v O-H) ukazuju na odsustvo -OH grupe karboksilne funkcije. U '"H NMR spektru uocava se mali,
prosireni signal na 5.84 ppm koji poti¢e od vodonika vezanog za azot amida kao i izdvojen signal na
3.09 ppm odgovara metilenskim vodonicima vezanim za amidnu funkciju. U *C NMR spektru se uo¢ava
signal na 176.03 ppm koji poti¢e od karbonilnog ugljenika amidne funkcije jedinjenja 10.

U IR spektra jedinjenja 11 javljaju se apsorpcione trake na 3289 cm™ i 3083 cm™ koje su rezultat
asimetri¢ne (v, NH) i simetri¢ne (vs NH) N-H valencione vibracije. Intenzivna traka na 1644 cm™ potice
od valencionih vibracija karbonilne grupe amida (v C=0) 11. U '"H NMR spektru signal na 5.89 ppm
potice od vodonikovog atoma vezanog za azot amidne funkcije. Signal na 2.15 ppm poti¢e od
metilenske grupe vezane za karbonilnu grupu (CH,CO) a signal na 3.21 ppm potice od vodonikovih
atoma metilenske grupe vezane za azot amidne grupe (CH,NH). 1z *C NMR spektra se uocava signal na
173.59 ppm koji potice od ugljenikovog atoma amida 11.

U IR spektru jedinjenja 12 apsorpcione trake na 3289 i 3030 cm™ poti¢u od asimetri¢ne i simetri¢ne
valencione vibracije N-H, a apsorpciona traka na 1644 cm™ je rezultat valencione vibracije karbonilne
grupe amida. Traka na 1556 cm™ poti¢e od deformacione vibracije N-H, traka na 1448 cm™ poti¢e od
valencionih C-N vibracija, a traka na 890 cm™ je rezultat vibracija savijanja N-H van ravni. '"H NMR
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spektar potvrduje nastajanje amida 12 signalima na 2.05 ppm koji poti¢e od vodonika metilenske
grupe vezane za karbonilni ugljenikov atom, zatim signalom na 3.09 ppm koji odgovara metilenskim
vodonicima vezanim za azot amidne funkcije i malim, proSirenim signalom na 6.75 ppm koji poti¢e od
vodonika vezanog direktno za azotov atom amida. Iz *C NMR spektra na hemijskom pomeranju od
173.22 ppm uocava se signal koji potice od karbonilnog ugljenika iz amida 12.

U IR spektru jedinjenja 13 javljaju se dve karakteristicne apsorpcione trake na 3296 i 3088 cm™ koje su
rezultat asimetri¢nih i simetri¢nih valencionih vibracija N-H, zatim apsorpciona traka na 1638 cm™ koja
poti¢e od karbonilne grupe amida i traka na 1557 cm™ koja je rezultat deformacione vibracije N-H.
Apsorpciona traka na 1466 cm™ je rezultat valencionih C-N vibracija a traka na 722 cm™ je posledica
vibracija savijanja N-H, van ravni. '"H NMR spektar potvrduje nastajanje amida 13 signalima na 2.05
ppm i 3.05 ppm koji potéu od metilenskih grupa vezananih za karbonilnu grupu i azot amidne funkcije
respektivno. Signal koji poti¢e od vodonikovog atoma vezanog direktno za azot se nalazi na 7.00 ppm.
U *C NMR spektru jedinjenja 13 uocava se signal na 173.33 ppm koji poti¢e od karbonilnog ugljenika
amidne funkcije.
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3.2.2. Mikrotalasno-stimulisane sinteze N,N-dietilamida individualnih naftnih
kiselina

Iz literature je poznato da primenom konvencionalnih postupaka dobijanja amida iz sekundarnih amina
reakcije teku mnogo duze i sa uglavnhom manjim prinosima od reakcija sa primarnim aminima.?’ Stoga
smo u nasem radu Zeleli da ispitamo da li je isti sluc¢aj i pri mikrotalasno-stimulisanim reakcijama
amidacija.

U cilju pronalaZenja $to boljih reakcionih uslova i dobijanja Sto veéeg prinosa, reakcija dobijanja N,N-
dietilamida (jedinjenje 14, 15, 16, 17 i 18) je uradena na dva nacina. U postupku C, amidacija je radena
u otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, pri atmosferskom pritisku (Shema 3.3.) a u postupku D,
u zatvorenom sistemu pod pritiskom (Shema 3.4.). U oba slucaja, sinteza je izvedena direktno iz
slobodnih individualnih naftnih kiselina i N, N-dietilamina, u odsustvu i katalizatora i rastvaraca, Sto je
od posebnog znacaja sa aspekta ,,zelene hemije”.

Postupak C

Reakcije amidacije pri atmosferskom pritisku su radene sa 4-cikloheksilbutanskom (5) i n-dekanskom
(7) kiselinom u tri molska odnosa kiselina:amin (1:1, 1.5:1, 1:1.5) u toku 50 minuta (Tabela 3.5.).
Primenjena je temperatura od 160 °C pri éemu je snaga mikrotalasa varirala od 160-180W.

Tabela 3.5. Reakcija karboksilnih kiselina sa N, N-dietilaminom na temperaturi od 160 °C, 50 minuta

Odnos

. - "
Kiselina kiselina/amin Prinos [%]
ikloheksilb k 11 46
4-ci o' e .SI utanska 115 53
kiselina (5)
1.5/1 35
1/1 11
n-dekanska kiselina (7) 1/1.5 6
1.5/1 24

Nakon utvrdivanja optimalnog odnosa reaktanata, optimizovano je vreme trajanja reakcije. Tok
reakcije je pracen tankoslojnom hromatografijom nakon 5, 10, 15, 20, 30, 40 i 50 minuta. Reakcioni
uslovi i najbolji rezultati sinteze pri atmosferskom pritisku su prikazani u Tabeli 3.6. Radi poredenja
rezultata na Shemi 3.3. i u Tabeli 3.6. su dati i podaci iz naSeg ranijeg rada za sintezu N,N-
dietilcikloheksankarboksamida (15) i 3-cikloheksil-N, N-dietilpropanamida (16)."*
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i e Ny, MWe0 °C Q
R™ "OH 21152 R N(CsH5)s
R=CeHys-, 2 15"
CgH11CH,CH, -, 4 16
CgH1,CH,CH,CH, -, 5 17
N-CH(CH,)g-, 7 18

Shema 3.3. Mikrotalasno-stimulisana amidacija individualnih naftnih kiselina sa N,N-dietilaminom u
otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora

Tabela 3.6. Mikrotalasno-stimulisana sinteza N,N-dietilamida individualnih naftnih kiselina pri
atmosferskom pritisku

. . Odnos Reakciono . Snaga Prinos
Kiselina Proizvod . . . mikrotalasa
kiselina/amin  vreme [min] [%]
o w

2 N,N-dietilcikloheksankarboksamid, 15 1/1 50 160 -

4 3-cikloheksil-N, N-dietilpropanamid, 16 1/1 30 160 56

5 4-cikloheksil-N, N-dietilbutanamid, 17 1/1.5 15 170 47

7 N,N-dietildekanamid, 18 1.5/1 10 180 10

Iz Tabele 3.6. se uoCava da su u ovom radu najbolji sintetski rezultati ostvareni u sintezi 4-cikloheksil-
N,N-dietilbutanamida (17) pri reakcionim uslovima: odnos slobodne kiseline i N,N-dietilamina je 1:1.5,
snaga mikrotalasa 170W i vreme reakcije 15 minuta pri ¢emu je ostvaren prinos 47%.

Postupak D:

Prevodenje kiselina 1, 2, 4, 5 i 7 u odgovarajuce amide 14, 15, 16, 17 i 18 respektivno, u uslovima
mikrotalasno-stimulisane amidacije u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, izvedeno je na
konstantnoj temperaturi od 235 °C i pri molskom odnosu 1:1 kiseline i N, N-dietilamina (Shema 3.4.).
Optimizacija reakcije amidacije u smislu skraédenja reakcionog vremena radena je sa benzoevom
kiselinom (1), limitirajué¢i vreme na 30 minuta. Reakcija je praéena tankoslojnom hromatografijom
nakon 30 sec, 1, 3, 5, 10, 15, 20 i 30 minuta. Dobijeni rezultati su izloZeni u Tabeli 3.7. |z tabele se
moZe videti da su prinosi amida nesto nizi, Sto se tumaci i sternim efektima sekundarnih amina.
Medutim, prosecno vreme od jedan minut je izuzetno dobar rezultat u poredenju sa vremenom u
reakciji amidacije pri konvencionalnim uslovima®.
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)OJ\ . HN(CHe) MW/235 °C i
R OH 252 1 min R N(C2Hs),
R =CgHs-, 1 14
CgHi1-, 2 15
CgH11CH,CH, -, 4 16
CgH1,CH,CH,CH, -, 5 17
n-CHs(CH,)g-, 7 18

Shema 3.4. Mikrotalasno-stimulisana amidacija individualnih naftnih kiselina sa N, N-dietilaminom u
zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora

Tabela 3.7. Mikrotalasno-stimulisana sinteza N,N-dietilamida individualnih naftnih kiselina u
zatvorenom sistemu, odnos kiselina-amin 1:1, reakciono vreme 1 min.

Kiselina Proizvod PEE;,;’S
1 N,N-dietilbenzamid, 14 45
2 N,N-dietilcikloheksankarboksamid, 15 54
4 3-cikloheksil-N, N-dietilpropanamid, 16 60
5 4-cikloheksil-N, N-dietilbutanamid, 17 63
7 N,N-dietildekanamid, 18 59

Na osnovu prikazanih rezultata za sintezu tercijarnih amida 14-18, mozZe se zakljuciti da povecanje
temperature i rad u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora dovode do povecanja prinosa u
kraéem reakcionom vremenu. Sa druge strane, iskoris¢enje supstanci koje ucestvuju u reakciji je
maksimalno Sto je bitan aspekt ,zelene hemije”.

Strukture sintetizovanih amida 14-18 potvrdene su na osnovu IR, *H NMR i *C NMR analize.

IR spektar jedinjenja 14 sadrZi apsorpcionu traku na 3345 cm™ koja potice od asimetri¢nih valencionih
C-N vibracija (v.s CN) kao i apsorpcionu traku na 1633 cm™ koja ukazuje na prisustvo karbonilne grupe
amidne funkcije (v C=0). U '"H NMR spektru uoc¢avaju se signali na hemijskom pomeranju 1.07 ppm koji
odgovara CH; protonima etil grupa, kao i signal na 3.21 ppm koji poti¢e od vodonikovih atoma
metilenske grupe vezanih za azot amida. U *C NMR spektru se uo¢ava signal na 170.67 ppm koji poti¢e
od karbonilnog ugljenika amidne funkcije jedinjenja 14.

U IR spektru jedinjenja 15 zapaZa se intenzivna traka na 1634 cm™ koja poti¢e od valencionih vibracija
karbonilne grupe amida (v C=0) kao i traka na 3485 cm™ koja poti¢e od asimetri¢nih valencionih C-N
vibracija (vas CN). U 'H NMR spektru na hemijskom pomeranju od 0.96 i 1.06 ppm nalaze se signali
vodonikovih atoma metil grupe etil ostatka (CH,CH3) a na 3.21 ppm signal koji potice od metilenskih
vodonikovih atoma vezanih za azot amida (CH,CHs). U **C NMR spektru se uodava signal na 175.19
ppm koji poti¢e od karbonilnog ugljenika amidne funkcije jedinjenja 15.
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U IR spektru jedinjenja 16 traka u poloZaju 1644 cm™ poti¢e od valencione C=0 vibracije (v C=0) a
valencione vibracije koje poti¢u od N-H (v NH) daju apsorpcionu traku na 3471 cm™. U "H NMR spektru
jedinjenja 16 odsustvo signala na oko 12 ppm ukazuje da je vodonikov atom iz —OH karboksilne grupe
supstituisan. U *C NMR spektru jedinjenja 16 signal na hemijskom pomeranju od 172.46 ppm potice
od karbonilnog ugljenika iz amidne funkcije nastalog amida.

U IR spektru jedinjenja 17 uodava se traka na 1644 cm™ koja poti¢e od valencionih vibracija karbonilne
grupe amida, kao i traka na 1448 cm™ koja je rezultat valencionih vibracija C-N. U 'H NMR spektru
jedinjenja 17 odsustvo signala na oko 12 ppm ukazuje da je vodonikov atom iz hidroksilne grupe
kiseline 5 supstituisan. U *C NMR spektru su uocava signal na 171.91 ppm koji poti¢e od karbonilnog
ugljenika amidne funkcije, kao i signali na 12.67 i 13.97 ppm koji poti¢u od ugljenikovih atoma iz metil-,
odnosno signali na 39.62 i 41.58 ppm koji poti¢u od metilenskih ugljenika iz etil-grupa vezanih za azot
amida 17.

U IR spektru jedinjenja 18 uodava se traka na 1644 cm™ koja poti¢e od karbonilne grupe amida, kao i
traka na 1462 cm™ koja je rezultat valencionih vibracija C-N. U 'H NMR spektru mogu se uoditi
karakteristi¢ni signali dobijenog amida na hemijskom pomeranju od 2.18 ppm koji odgovaraju
protonima metilenske grupe vezane za karbonilni ugljenik i na 3.28 ppm koji poti¢e od protona CH, iz
etil-grupa vezanih za azot amidne funkcionalne grupe. U *C NMR spektru signal na 172.14 ppm dokaz
je da je doslo do formiranja amida 18.

3.2.3. Sinteza N-(n-heptil)Jamida prirodnih naftnih kiselina ,Velebit”

U nasem ranijem radu sinteza amida naftnih kiselina u otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora je

zahtevala aktivaciju karboksilne grupe.'®®

U ovom radu mi smo primenili zatvoreni sistem
mikrotalasnog reaktora, bez prisustva rastvaraca, uz konstantno mesanje na temperaturi od 235°C. Pri
ovim reakcionim uslovima prirodne naftne kiseline izolovane iz vojvodanske nafte ,Velebit” (8) su
reagovale sa n-heptilaminom. Reakcija je trajala 45 minuta (Shema 3.5.). U cilju optimizacije reakcionih
uslova, odnosno trajanja sinteze, reakcija je pra¢ena nakon 30 sekundi, 1, 5, 10, 15, 30, 45 i 60 minuta.
Nakon 45 minuta, proverom na TLC plo¢icama je utvrdeno da daljim ozracivanjem nije doSlo do

promene u reakcionom sistemu pa je to vreme uzeto kao optimalno.

o CH3(CH2)5CHoNH,

R™ "OH  mwiessoc, 45 min R NHCH2(CH;)sCHs

8 19

Shema 3.5. Amidacija prirodnih naftnih kiselina ,,Velebit” sa n-heptilaminom
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Nakon obrade reakcione smese, dobijeni su N-(n-heptil)Jamidi prirodnih naftnih kiselina u prinosu od
94.1%. Prisustvo amidne grupe u kompleksnoj smesi amida 19 dokazano je na osnovu IR, 'H NMR i B¢
NMR analize.

U IR spektru smesSe amida 19, prisutne su apsorpcione trake na 3290 cm™ (va N-H) i 3083 cm™ (v, N-H),
kao i trake na 1644 cm™ (v C=0 amida), 1557 cm™ (6 N-H) i 723 cm™ (w N-H). U 'H NMR spektru
uocava se karakteristiCan proSireni signali na hemijskom pomeranju od 5.80 ppm koji odgovara
vodoniku vezanom za azot amida 19. U *C NMR spektru signali u intervalu 172.56-173.08 ppm poticu
od amidnih karbonilnih grupa iz kompleksne smese amida prirodnih naftnih kiselina.

3.2.4. Sinteza N,N-dietilamida prirodnih naftnih kiselina ,Velebit”

Amidacija prirodnih naftnih kiselina ,Velebit” (8) radena je i sa N,N-dietilaminom u odsustvu
rastvaraca i hemijskih katalizatora. Reakcija je radena u mikrotalasnom reaktoru primenjujuci zatvoren
sistem pod pritiskom i reakcionu temperaturu od 235°C u trajanju od 60 minuta (Shema 3.6.). U fazi
optimizacije, reakcija je radena 90 minuta pri cemu je prekidana nakon 30 sekundi, 1, 5, 10, 15, 30, 45,
60 i 90 minuta Sto je ujedno bila i dinamika spotovanja TLC plocica. Nakon 60 minuta dobijeni su
najbolji rezultati, pa je to reakciono vreme uzeto za optimalno.

@) NH(CH,CH3), O

R)J\OH R”™ "N(CH,CHj3),

MW/235 °C, 60 min

8 20

Shema 3.6. Amidacija prirodnih naftnih kiselina ,Velebit” sa N, N-dietilaminom

Nakon precis¢avanja sirovog proizvoda flash hromatografijom (petroletar:etar=5:3), dobijeni su disti
amidi 20 u prinosu od 47,42%. Prisustvo amidne funkcije kod sintetizovanih amida 20 dokazano je na
osnovu IR, "H NMR i *C NMR analize.

U IR spektru uocava se traka na 1645 cm™ koja poti¢e od karbonilne grupe amida, kao i traka na 1459
cm™ koja je rezultat valencionih vibracija C-N. Takode se moze uo¢iti da nisu prisutne trake na 3500-
2500 cm™ i 1706 cm™ koje potic¢u od karboksilne funkcionalne grupe. 1z *C NMR spektra se takode vidi
da je doslo da formiranja amida sa N,N-dietilaminom posto se karbonilni ugljenikovi atomi iz amida 20
javljaju u intervalu od 171.81-172.09 ppm Sto je pomereno ka niZim vrednostima hemijskog pomeranja
u odnosu na hemijsko pomeranje karboksilnog ugljenika jedinjenja 8 (176-180 ppm). 'H NMR spektar
takode potvrduje nastajanje amida nestankom signala na 11-12 ppm koji odgovara vodoniku iz
karboksilne grupe kiseline.
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3.3. “Solvent-free” sinteze amida iz karboksilnih kiselina i uree u
prisustvu i odsustvu katalizatora

Kao sto je u Opstem delu ovog rada opisano, amidi su jedinjenja od posebnog interesa u nau¢nim
istrazivanjima s’ obzirom na njihov znadaj u farmaciji, kozmetici, humanoj i sto¢noj ishrani i
poljoprivredi. 1z tog razloga, u ovom delu rada, cilj je bio sinteza primarnih amida individualnih naftnih
kiselina kao i amida prirodnih naftnih kiselina “Velebit” a potom ispitivanje njihove bioloske aktivnosti
u smislu stimulacije rasta biljaka i oZiljavanja. U tu svrhu, primenjena su tri postupka sinteze amida
(Shema 3.7.) sa ciljem dobijanja Sto boljih prinosa. Sve reakcije amidacije su radene potpuno u skladu
sa principima “zelene hemije”, sto znadi bez upotrebe organskih rastvaraca i Stetnih materija.

Kao polazne kiseline u sintezi amida u sva tri postupka, posluZile su cikloheksilkarboksilna kiselina (2),
cikloheksiletanska- (3), 3-cikloheksilpropanska- (4), 4-cikloheksilbutanska- (5), dicikloheksiletanska- (6)
i dekanska kiselina (7), kao i prirodne naftne kiseline ,Velebit” (8). Amidacije su radene sa ureom uz
ko-kataliticko uceSc¢e mikrotalasa. Sinteze su izvedene u mikrotalasnom reaktoru, primenom
zatvorenog sistema pod pritiskom, pri molskom odnosu kiselina:urea (1:2). Reakcione smeSe su
izloZene temperaturi od 180 °C. U cilju optimizacije reakcionih uslova, odnosno trajanja sinteze,
reakcije su radene 60 sekundi pri ¢emu su prekidane nakon 5, 15, 30 i 60 sekundi, $to je ujedno bila
dinamika spotovanja TLC plocica.

O
WNHz O
o 26 NH,
NH,» 23
25
O
0 R—/<O + g 0
Py oH  HaNT TNH,
R NH,» NH,
27 22
1. Bez katalizatora
(@]
O ——
NH»
24 21

Shema 3.7. Sinteze amida iz karboksilnih kiselina 2-8 i uree, bez i sa prisustvom katalizatora
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3.3.1. Mikrotalasno katalizovane amidacije individualnih i prirodnih naftnih
kiselina “Velebit” sa ureom u odsustvu katalizatora

Amidacija individualnih i prirodnih naftnih kiselina sa ureom izvedena je pri molskom odnosu 1:2, na
temperaturi od 180 °C u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora (Shema 3.8.). Sinteza je radena u
odsusvu i rastaraca i katalizatora. Rezultati dobijanja primarnih amida sumirani su u Tabeli 3.8.

)OJ\ . ('c?: MW/180 °C, 5-60 sec j\
R OH H2N ah N H2 R NH2
2-8 21-27

Shema 3.8. Mikrotalasno stimulisana amidacija bez prisustva hemijskog katalizatora

Tabela 3.8. Mikrotalasno katalizovano dobijanje primarnih amida iz individualnih i prirodnih naftnih
kiselina bez prisustva katalizatora

Kiselina Proizvod Reakciono vreme [sec] Prinos [%]

2 Cikloheksilkarboksamid (21) 30 37.0
3 Cikloheksiletanamid (22) 15 42.61
4 3-cikloheksilpropanamid (23) 15 40.26
5 4-cikloheksilbutanamid (24) 5 67.47
6 2,2-dicikloheksiletanamid (25) 15 17.06
7 Dekanamid (26) 60 63.7
8 Amidi prirodnih naftnih kiselina (27) 60 /

Iz tabele se vidi da reakcijom smese prirodnih naftnih kiselina sa karbamidom, u odsustu i katalizatora i
rastvaraca, nisu dobijeni ocekivani amidi (27). Najbolji prinos (67.47%) sinteze amida individualnih
naftnih kiselina postignut je pri sintezi 4-cikloheksilbutanamida (24) za reakciono vreme od svega 5 sec.
Upotreba amida 21-26 dobijenih ovom metodom mogla bi da se realizuje u poljoprivredi bez izdvajanja
uree posto je ona sastavni deo vesStackog dubriva.

3.3.2. Mikrotalasno katalizovane amidacije individualnih i prirodnih naftnih
kiselina ,Velebit” sa ureom u prisustvu imidazola kao katalizatora

Mikrotalasno-stimulisana amidacija individualnih i prirodnih naftnih kiselina , Velebit” izvedena je sa
ureom u prisustvu imidazola kao hemijskog katalizatora. Primenjen je molski odnos kiselina:urea:
imidazol 1:2:1 i temperatura od 180 °C (Shema 3.9.). Reakcija je radena u zatvorenom sistemu
mikrotalasnog reaktora pod pritiskom. Prinosi i reakciono vreme su predstavljeni tabelarno (Tabela
3.9.).
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N
®

0 N 0
)J\ + .C. )J\
MW/180 °C, 5-60 sec ~ ~  NH2
2-8 21-27

Shema 3.9. Mikrotalasno stimulisana amidacija u prisustvu imidazola kao katalizatora

Tabela 3.9. Mikrotalasno katalizovano dobijanje primarnih amida iz individualnih i prirodnih naftnih
kiselina u prisustvu imiazola kao hemijskog katalizatora

Kiselina Proizvod * Reakciono vreme [sec]  Prinos [%]
2 Cikloheksilkarboksamid (21) 30 60.59
3 Cikloheksiletanamid (22) 5 41.10
4 3-cikloheksilpropanamid (23) 5 25.34
5 4-cikloheksilbutanamid (24) 5 41.45
6 2,2-dicikloheksiletanamid (25) 30 29.08
7 Dekanamid (26) 5 58.76
8 Amidi prirodnih naftnih kiselina (27) 60 50.15

3.3.3. Mikrotalasno katalizovane amidacije individualnih i prirodnih naftnih
kiselina ,Velebit” sa ureom u prisustvu cirkonil-hlorida kao katalizatora

Mikrotalasno-stimulisana amidacija individualnih i prirodnih naftnih kiselina , Velebit” izvedena je sa
ureom u prisustvu cirkonil-hlorida kao hemijskog katalizatora. Reakcije su radene uz konstantno
mesanje na temperaturl od 180 °C u zatvorenom reakcionom sistemu sa odnosom
kiselina:urea:cirkonil-hlorid=1:2:0.1 (Shema 3.10.). Prinosi i reakciono vreme su predstavljeni tabelarno
(Tabela 3.10.).

o o ZrOCl, * 8H,0 o]
o+ Cl P

R™ OH HoNT O NH2 - ywrsoec, 560sec R NH2

2-8 21-27
Shema 3.10. Mikrotalasno stimulisana amidacija u prisustvu cirkonil-hlorida kao katalizatora
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Tabela 3.10. Mikrotalasno katalizovano dobijanje primarnih amida iz individualnih i prirodnih naftnih
kiselina u prisustvu cirkonil-hlorida kao hemijskog katalizatora

Kiselina Proizvod Reakciono vreme [sec] Prinos [%]

2 Cikloheksilkarboksamid (21) 30 47.91
3 Cikloheksiletanamid (22) 15 53.11
4 3-cikloheksilpropanamid (23) 5 51.70
5 4-cikloheksilbutanamid (24) 5 64.64
6 2,2-dicikloheksiletanamid (25) 30 20.48
7 Dekanamid (26) 15 63.60
8 Amidi prirodnih naftnih kiselina (27) 60 35.83

Uporedivanjem rezultata sintetskih postupaka 3.3.1., 3.3.2. i 3.3.3., mozZe se zakljuciti da se za sintezu
smese primarnih amida prirodnih naftnih kiselina 27, kao najbolji pokazao postupak u kojem je
koris¢en imidazol kao katalizatora (50.15%). Za reakciono vreme od 60 sec, bez upotrebe katalizatora
nisu dobijeni ocekivani amidi 27, dok je za isto reakciono vreme u prisustvu cirkonil-hlorida kao
katalizatora postignut niZi prinos (35.83%) u odnosu na reakciju katalizovanu imidazolom.

Precis¢avanjem sirovih proizvoda dobijenih postupcima 3.3.1., 3.3.2. i 3.3.3. na koloni silika gela
(EtOAc:petrol-etar=7:3) dobijeni su Cisti amidi 21, 22, 23, 24, 25, 26 i 27 Cije su strukture dokazane na
osnovu IR, *H NMR i *C NMR analize.

IR spektar jedinjenja 21 potvrduje nastanak amida cikloheksilkarboksilne kiseline apsorpcionim
trakama na 3345 cm™ (v, N-H) i 3170 cm™ (vs N-H), kao i vibracijama na 1632 cm™ (v C=0 amida), 1429
cm™i 1445 cm™ (v C-N) i 838 cm™ (w N-H). U 'H NMR spektru jedinjenja 21 uo&avaju se karakteristi¢ni
signali na hemijskom pomeranju od 5.58-6.42 ppm koji odgovaraju vodonikovim atomima vezanim za
azot amida (H,NC=0).U *C NMR spektru signal na 179.49 ppm poti¢e od ugljenika karbonilne grupe
amida (H,NC=0) Ssto takode potvrduje strukturu 21.

IR spektar jedinjenja 22 potvrduje nastanak amida cikloheksiletanske kiseline apsorpcionim trakama na
3357 cm™ (vas N-H) i 3176 cm™ (v, N-H), kao i trakama na 1664 cm™ (v C=0 amida), 1448 cm™ i 1414 cm’
(v C-N)i 722 cm™ (w N-H). U 'H NMR spektru uolavaju se karakteristi¢ni signali na hemijskom
pomeranju 5.56 i 5.97 ppm koji odgovaraju vodonikovim atomima vezanim za azot amida (H,NC=0). U
BC NMR spektru signal na 175.18 ppm poti¢e od ugljenika karbonilne grupe amida (H,NC=0) $to
takode potvrduje strukturu 22.

IR spektar jedinjenja 23 potvrduje nastanak amida 3-cikloheksilpropanske kiseline apsorpcionim
trakama na 3398 cm™ (vas N-H) i 3193 cm™ (v; N-H), kao i trakama na 1649 cm™ (v C=0 amida), 1451
em™ i 1415 cm™ (v C-N) i 771 cm™ (w N-H). U 'H NMR spektru uodavaju se karakteristi¢ni proireni
signali na hemijskom pomeranju 5.58-6.28 ppm koji odgovaraju vodonikovim atomima vezanim za azot
amida (H,NC=0). U C NMR spektru signal na 176.54 ppm poti¢e od karbonilne grupe amida
(H;NC=0).

IR spektar jedinjenja 24 potvrduje nastanak amida 4-cikloheksilbutanske kiseline apsorpcionim
trakama na 3355 cm™ (v, N-H) i 3186 cm™ (v, N-H), kao i vibracijama na 1632 cm™ (v C=0 amida), 1417
cm™ i 1447 em™ (v C-N) i 757 cm™ (w N-H). U 'H NMR spektru uogavaju se karakteristi¢ni signali na
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hemijskom pomeranju od 5.76 - 6.4 ppm koji odgovaraju vodonikovim atomima vezanim za azot amida
(HNC=0). U BC NMR spektru signal na 176.43 ppm poti¢e od ugljenika karbonilne grupe amida
(H,NC=0) Ssto takode potvrduje strukturu 24.

IR spektar jedinjenja 25 potvrduje nastanak amida dicikloheksiletanske kiseline apsorpcionim trakama
na 3427 cm™ (v, N-H) i 3208 cm™ (v, N-H), kao i vibracijama na 1652cm™ (v C=0 amida), 1446 cm™ i
1421 cm™ (v C-N). U 'H NMR spektru uocavaju se karakteristi¢ni signali na hemijskom pomeranju od
5.35 ppm i 5.52 ppm koji odgovaraju vodonikovim atomima vezanim za azot amida (H,NC=0). U *C
NMR spektru signal na 176.65 ppm potice od karbonilne grupe amida (H,NC=0).

IR spektar jedinjenja 26 potvrduje nastanak amida dekanske kiseline apsorpcionim trakama na 3353
cm™ (V4 N-H) i 3193 cm™ (v; N-H), kao i vibracijama na 1631 cm™ (v C=0 amida), 1414 cm™ i 1470 cm™
(v C-N) i 720 cm™ (w N-H). U 'H NMR spektru uodavaju se karakteristi¢ni signali na hemijskom
pomeranju od 6.01 ppm koji odgovaraju vodonikovim atomima vezanim za azot amida (H,NC=0). U B¢
NMR spektru signal na 176.36 ppm potice od ugljenikovog atoma karbonilne grupe amida (H,NC=0)
Sto takode potvrduje strukturu 26.

IR spektar smesSe amida 27 potvrduje nastanak amida prirodnih naftnih kiselina apsorpcionim trakama
na 3346 cm™ (vas N-H) i 3195 cm™ (v N-H), kao i vibracijama na 1658 cm™ (v C=0 amida), 1456 cm™ i
1402 cm™ (v C-N). U 'HNMR spektru uocavaju se karakteristi¢ni signali na hemijskom pomeranju 5.85 i
6.33 ppm koji odgovaraju vodonikovim atomima vezanim za azot (H,NC=0). U > CNMR spektru signal
na 175.94-176.13 ppm potice od ugljenika karbonilnih grupa amida (H,NC=0) sto takode potvrduje
strukturu 27.
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3.4. Redukcije individualnih i prirodnih naftnih kiselina “Velebit” do
primarnih alkohola

Hidroksilne grupe alkohola uti¢u da organski molekuli sa izrazenim hidrofobnim ugljovodoni¢nim
nizom nisu rastvorne u vodi. Sa aspekta bioloSke aktivnosti naftnih kiselina mogucnost bolje
rastvrljivosti je jako bitan podatak jer bi tada njihov transport kroz polupropustljivu celijsku
membramu postao moguc Sto je osnovni uslov da bi jedna supstanca izrazila svoju fizioloSku aktivnost
u kontaktu sa biljkom. Kako bi se ispitao i uporedio uticaj hidroksilne grupe alkohola u odnosu na
hidroksilnu grupu karboksilnih kiselina, uradena je redukcija individualnih i prirodnih naftnih kiselina
(2,3,4,5,7i8) kao i odabranih Zucnih kiselina.

3.4.1. Mikrotalasno-stimulisane redukcije individualnih naftnih kiselina
upotrebom KBH,-MgCl,

Za redukciju pojedinacnih struktura naftenskih kiselina odabrane su alkil- i cikloalkilkarboksilne
kiseline (jedinjenje 2, 3, 4, 51 7) koje su komercijalno dostupne i koje su tipi¢ni predstavnici prirodnih
naftnih kiselina. lako su redukovane pojedinacno, one predstavljaju osnovu za dalja ispitivanja, jer je
krajnji cilj ovog dela rada dobijanje alkohola naftnih kiselina od kojih ¢e se praviti model smesa za koju
se oCekuje da ¢e imati bolju fizioloSku aktivnost od alkohola prirodnih naftnih kiselina kao i samih
kiselina.

Redukcija individualnih naftnih kiselina (2, 3, 4, 5 i 7) vrSena je pomocu aktivirane smese KBH, i MgCl, u
suvom tetrahidrofuranu kao rastvaracu. Primenjen je odnos 1:1:1 kiseline, KBH, i MgCl, $to odgovara
maksimalnom atomskom iskorisStenju. Reakcije su se odvijale u mikrotalasnom reaktoru uz konstantno
mesanje i refluks u trajanju od 5 do 15 minuta. U fazi optimizacije, reakcija je radena ukupno 30
minuta pri ¢emu je mikrotalasno ozracivanje sukcesivno prekidano nakon 5, 10, 15 i 30 minuta Sto je
ujedno bila i dinamika pracenja toka reakcije tankoslojnom hromatografijom na silikagelu (petrol-
etar:etar = 4:1). Rezultati redukcije individualnih naftnih kiselina dati su u Tabeli 3.11.

Tabela 3.11. Mikrotalasno katalizovana redukcija individualnih naftnih kiselina pomo¢u KBH,;-MgCl,

Reakciono vreme

Kiselina Proizvod (it Prinos [%]
Jedinjenje 2 Cikloheksilmetanol (28) 10 42
Jedinjenje 3 2-cikloheksil-1-etanol (29) 5 61
Jedinjenje 4 3-cikloheksil-1-propanol (30) 15 92
Jedinjenje 5 4-cikloheksil-1-butanol (31) 15 56
Jedinjenje 7 1-dekanol (32) 10 65
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Rezultati redukcije individualnih naftnih kiselina mikrotalasnim ozracivanjem pokazuju da je u velikoj
meri poboljSana konvencionalna metoda redukcije karboksilnih kiselina sa KBH, i MgCl, prevashodno u
smislu znacajnog skracenja reakcionog vremena ali i u smislu poboljSanja prinosa. U odnosu na
rezultate dobijene od strane Qju-a i saradnika’*® (sinteza radena konvencionalnim zagrevanjem, molski
odnos kiselina : KBH, : MgCl, = 1.5 : 1 : 1, 66 °C, 10h, 52.6 %) dobijeno je skradenje reakcionog
vremena od 60 puta.

Struktura sintetizovanih alkohola identifikovana je na osnovu IR, *H NMR i *C NMR spektara.

U IR spektru jedinjenja 28 uodava se $iroka apsorpciona traka na 3340 cm™ koja potice od valencionih
vibracija O-H grupe. Valenciona vibracija C-O veze kod primarnog alkohola odgovara apsorpcionoj traci
na 1034 cm™. Trake na 1449 cm™ i 1378 cm™ poti¢u od deformacionih vibracija O-H u ravni koja se
spreZe sa vibracijama savijanja C-H. U 'H NMR spektru sintetizovanog alkohola 28 $iroki signal na 2.80
ppm potice od protona sa hidroksilne grupe, dok jasan dublet na 3.35 ppm pripada vodonicima
metilenske grupe za koju je vezana OH grupa. U *C NMR spektru se jasno uocava signal na 68.35 ppm
koji poti¢e od CH, grupe za koju je vezana hidroksilna grupa. Takode i odsustvo signala karboksilnog
ugljenika jasna je indikacija da je dobijen Cist alkohol 28.

U IR spektaru jedinjenja 29 uodava se apsorpciona traka na 3335 cm™ koja poti¢e od valencionih
vibracija O-H grupe. Traka na 1448 cm™ poti¢e od deformacionih vibracija O-H u ravni koja se spreze sa
vibracijama savijanja C-H. Takode, traka koja poti¢e od valencionih vibracija karbonilne grupe kiseline
na oko 1760 cm™ nije uodljiva $to je dokaz da je izvréena redukcija. U *H NMR spektru sintetizovanog
alkohola 29 Sirok signal na 3.42 ppm potice od protona iz hidroksilne grupe, dok triplet na 3.59 ppm
pripada vodonicima metilenske grupe za koju je vezana OH grupa. U *>C NMR spektru se uocava signal
na 60.32 ppm koji poti¢e od CH, grupe za koju je vezana hidroksilna grupa. Takode, odsustvo signala na
oko 180 ppm koji potic¢e od karboksilnog ugljenika jasna je indikacija da je dobijen Cist alkohol 29.

U IR spektru jedinjenja 30 uofava se karakteristiéna $iroka traka na 3333 cm™ koja poti¢e od
valencione vibracije O-H veze u alkoholu, koja je vezana medumolekulskim vodoni¢nim vezama.
Apsorpciona traka na 1056 cm™ je posledica valencionih vibracija C-O veze primarnog alkohola.
Deformacione vibracije O-H grupe u ravni koja se spreZe sa vibracijama savijanja C-H daju apsorpcione
trake na 1448 cm™ i 1375 cm™. U 'H NMR spektru dobijenog 3-cikloheksil-1-propanola se uoava triplet
na 3.51 ppm koji odgovara vodonicima metilenske grupe u neposrednoj blizini hidroksilne grupe.
Uocljiv signal na 3.42 ppm pripada vodoniku OH grupe, Sto je jasan dokaz da je postignuta redukcija.
Signal na 62.73 ppm sa >C NMR spektra poti¢e od CH, grupe za koju je vezana hidroksilna grupa.
Takode i odsustvo signala karbonilnog C-atoma iz karboksilne grupe jasna je indikacija da je dobijen
Cist alkohol 30.

U IR spektaru jedinjenja 31 uolava se karakteristitna Siroka traka na 3335 cm™ koja poti¢e od
valencione vibracije O-H veze u alkoholu, koja je vezana medumolekulskim vodoni¢nim vezama.
Apsorpciona traka na 1059 cm™ je posledica valencionih vibracija C-O veze primarnog alkohola.
Deformacione vibracije O-H grupe u ravni koja se spreZe sa vibracijama savijanja C-H daju apsorpcione
trake na 1448 cm™ i 1347 cm™. U 'H NMR spektru dobijenog 4-cikloheksil-1-butanola se uocava triplet
na 3.59 ppm koji odgovara vodonicima metilenske grupe u neposrednoj blizini hidroksilne grupe.
Prosiren signal na 3.50 ppm pripada vodoniku OH grupe, $to je jasan dokaz da je postignuta redukcija.
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Signal na 62.76 ppm u C NMR spektru poti¢e od CH, grupe za koju je vezana hidroksilna grupa.
Takode i odsustvo signala karbonilnog C-atoma iz karboksilne grupe jasna je indikacija da je dobijen
Cist alkohol 31.

U IR spektru jedinjenje 32 javlja se karakteristicna Siroka apsorpciona traka hidroksilne grupe na 3333
cm™ kao posledica valencione vibracije O-H grupe, koja je vezana medumolekulskom vodoni¢nom
vezom. Apsorpciona traka na 1057 cm™ je rezultat valencionih vibracija C-O primarnog alkohola, a
apsorpcione trake na 1466 cm™ i 1378 cm™ poti¢u od deformacione vibracije O-H u ravni koja se spreze
sa vibracijama savijanja C-H. 'H NMR spektar takode potvrduje nastajanje alkohola prosirenim
signalom na 4.05 ppm koji poti¢e od H-atoma hidroksilne grupe. U *C NMR spektru se takode vidi da
je doslo do redukcije n-dekanske kiseline jer pik koji poti¢e od karbonilnog ugljenika karboksilne
kiseline nestaje a na hemijskom pomeranju od 62.38 ppm se javlja signal C-atoma vezanog za OH

grupu.
Pokusaj redukcije Zucnih kiselina i njihovih metil-estara

U Tabeli 3.12. predstavljeni su reakcioni uslovi pokusaja redukcije Zucnih kiselina i njihovih metil-
estara. Medutim, pri ovim reakcionim uslovima polazna jedinjenja nisu izreagovala.

Tabela 3.12. Reakcioni uslovi pokusaja redukcije Zu¢nih kiselina i metil estara Zucnih kiselina

Kiselina/NaBH,=1:3, EtOH, ST, 4 h
3a, 7a, 12a-trihidroksi-5B-holanska kiselina | Kiselina/NaBH,=1:3, EtOH, refluks, 1 h
Kiselina/NaBH,/LiCl=1:2:2, ,solvent free”, MW, 60 min

Kiselina/KBH,/MgCl,=1:1:1,THF, refluks, MW, 60 min

3a, 12a-dihidroksi-5B-holanska kiselina Kiselina/KBH,/MgCl,=1:2:2, THF, refluks, MW, 60 min
Kiselina/NaBH,/1,=2:2:1,THF, ST, 60 min
Metil 3a, 7a, 12a-trihidroksi-5B-holanat Kiselina/NaBH,/LiCl=1:2:2, ,solvent free”, MW, 60 min

Kiselina/KaBH,/LiCl=1:2:2, ,solvent free“, MW, 30 min

Metil 3a, 6a-dihidroksi-5B-holanat Kiselina/NaBH,/LiCl=1:2:2, THF, refluks, MW, 45 min

3.4.2. Mikrotalasno-stimulisana redukcija prirodnih naftnih kiselina ,,Velebit”
upotrebom KBH,-MgCl,

Redukcija prirodnih naftnih kiselina ,Velebit” izvedena je pomoc¢u predhodno aktiviranog KBH,.
Aktivacija KBH, je izvrSena pomoc¢u MgCl,, zagrevanjem u suvom tetrahidrofuranu. U aktivirani KBH,
dodate su prirodne naftne kiseline 8 nakon Cega je reakciona smesa izlagana mikrotalasnom zracenju
uz refluks 15 min. Prilikom optimizacije postupka reakciona smesa je izlagana zracenju 30 min uz
sukcesivno prekidanje mikrotalasnog tretmana nakon 5, 10, 15 i 30 min. Pradenje toka reakcije u
pomenutim intervalima je vrSeno tankoslojnom hromatografijom na silikagelu. Nakon obrade
reakcione smese dobijena je smesa Cistih alkohola prirodnih naftnih kiselina ,Velebit“ (33), u obliku
Zuckaste tecnosti, u prinosu od 88.79%.
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U IR spektru smese alkohola 33 zapaZa se karakteristi¢na Siroka traka na 3311 cm™ koja poti¢e od
valencione vibracije O-H veze alkohola. U 'H NMR spektru dobijenih alkohola 33 uodava se signal u
vidu prosirenog singleta na 3.65 ppm koji pripada vodoniku OH grupe, Sto je jasan dokaz da je Zeljena
hemijska transformacija redukcije karboksilne grupe postignuta. U *C NMR spektru se takode vidi da
je doslo do redukcije prirodnih naftnih kiselina jer se signal koji potice od karbonilnog ugljenika
karboksilne kiseline na oko 180 ppm u spektru jedinjenja 33 gubi.

Kako je prinos alkohola ukupne smese naftnih kiselina relativno visok (88.79%) pretpostavka je da je
reakcija izvrsena efikasno odnosno, da su sve prisutne klase kiselina ravnomerno redukovane i
prevedene u alkohole.

Analizom GC-MS-El spektara (Tabela 3.13., Slika 3.14., Tabela 4.3.) odredeno je prisustvo alkohola
naftnih kiselina po Z-serijama u rasponu od C-15 do C-21 atoma.

Tabela 3.13. GC-MS-EI spektralni podaci za alkohole naftnih kiselina dobijenih redukcijom pomocu
KBH,-MgCl,
GC-MS-El: zastupljenost pojedinih Z-serija za alkohole naftnih kiselina ,, Velebit“

= Alkanska serija (Z=0): 3.33%; 15-21C; m/z=228; 242; 256; 270; 284; 298; 312

= Monocikli¢na serija (Z=2): 3.56%; 15-21C; m/z=226; 240; 254; 268; 282; 296; 310

= Bicikli¢na serija (Z=4): 11.88%; 15-21C; m/z=224; 238; 252; 266; 280; 294; 308

= Tricikli¢na serija (Z=6): 26.50%; 15-21C; m/z=222; 236; 250; 264; 278; 292; 306

= Tetraciklicna serija (Z=8): 28.35%; 15-21C; m/z=220; 234; 248; 262; 276; 290; 304

* Pentacikli¢na serija (Z=10): 18.22%; 15-21C; m/z=218; 232; 246; 260; 274; 288; 302
» Heksacikli¢na serija (Z=12): 8.16%; 15-21C; m/z=216; 230; 244; 258; 272; 286; 300

Alkoholi naftnih kiselina

T 1000

m15
m 16
w17
m18
m19
m20

w21

Z-serija 2 20 Broj C-atoma

Slika 3.14. Trodimenzionalni dijagram GC-MS-El analize alkohola naftnih kiselina

Iz trodimenzionalnog dijagrama masa (Slika 3.6. i Slika 3.14.) prvo se zapaZa da su u sintetizovanim
alkoholima, kao i u polaznoj smesi kiselina, zastupljene svih Sest klasa kiselina, odnosno da se opseg
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kiselina reaktanata i proizvoda alkohola poklapa. Medutim, uporednom analizom dijagrama dobijenih
iz masenog spektra ukupne smese prirodnih naftnih kiselina (Slika 3.6., Tabela 4.1.) i masenog spektra
smese alkohola naftnih kiselina (Slika 3.14., Tabela 4.13.) vidi se da su maseni udeli dobijenih alkohola
nesto drugaciji u odnosu na masene udele tih klasa kiselina u ukupnoj smesi naftnih kiselina. U oba
slucaja, dominantne su triciklicne (Z=6) i tetraciklicne (Z=8) strukture jedinjenja ali razlike se ipak
uocavaju. Naime, kao najmanje reaktivne u reakciji redukcije, pokazale su se monocikli¢ne karboksilne
kiseline (Z=2) jer ih u smesi reaktanata ima 5.81% a nakon redukcije zastupljene su sa 3.56%. Sli¢no su
se ponasale i biciklicne karboksilne kiseline (Z=4) kojih u polaznoj smesi ima 13.25% a u alkohol je
konvertovano 11.88%. Smanjen udeo alkohola Z=2 serije u ukupnoj smesi alkohola prirodnih naftnih
kiselina ,Velebit” potpuno je u saglasnosti sa relativnho niskim prinosima dobijenim redukcijom
individualnih monocikli¢nih karboksilnih kiselina (Tabela 3.10.).

Najvisi stepen konverzije kiselina u alkohole pokazale su triciklicne strukture kiselina (Z=6) jer se njihov
maseni udeo poveéao u odnosu na udeo u ukupnim kiselinama pre redukcije (sa 21.70% na 26.50%).

Naposletku, analizom GC-MS-EI spektara prirodnih naftnih kiselina ,Velebit” i njihovih alkohola dobijen
je kvalitativan i kvantitativan uvid u sve prisutne klase kiselina pre i posle redukcije do alkohola.
Ustanovljeno je da se ovom transformacijom u izvesnoj meri menja sastav dobijenih alkohola u odnosu
na kiseline $to je sa aspekta daljih planova ispitivanja bioloSke aktivnosti od klju¢nog znacaja.
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3.5. Sinteze hidroksamskih derivata naftnih kiselina

Hidroksamska funkcionalna grupa ulazi u sastav mnogih bioloski aktivnih jedinjenja koja ispoljavaju
Sirok spektar aktivnosti kao Sto su antiinflamatorna, antiasmaticka, antimetastaticka, antibioticka,
psihotropna i insekticidna aktivnost.”*® Hidroksam derivati kiselina takode imaju vaZnu ulogu u
inhibiranju metaloenzima koji su meta prou¢avanja u antikancer terapiji.*® Zbog svoje velike biologke

vaznosti, hidroksamske kiseline su predmet sinteze i istrazivanja i ovog rada.

U literaturi je dostupan veliki broj sintetickih puteva za dobijanje hidroksamskih kiselina medutim,
mnogi od njih su dugotrajni i skupi. Sinteza hidroksamskih kiselina u ovom radu, radena je
modifikovanjem konvencionalnog postupka sinteze iz estara i hidroksilamina. Naime, upotrebom
mikrotalasa, izvedena je sinteza hidroksam derivata individualnih i prirodnih naftnih kiselina iz njihovih
metil-estara i hidroksilamina u prisustvu kalijum-hidroksida kao baze.

U prvoj fazi sinteze, ispitani su i odredeni optimalni reakcioni uslovi, odnosno temperatura i vreme
trajanja sinteze. Optimizacija reakcionih uslova izvedena je praéenjem stepena konverzije metil-

benzoata u Zeljeni proizvod [%], teChom hromatografijom visoke rezolucije (HPLC) (Slika 3.15., Prilog
7.2.).
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Slika 3.15. Dijagram zavisnosti stepena konverzije metil-benzoata od reakcione temperature i vremena
prilikom sinteze N-hidroksibenzamida

Na osnovu rezultata prikazanih na dijagramu (Slika 3.15., Prilog 7.2.), vidi se da je najvedi, gotovo
kvantitativan prinos, N-hidroksibenzamida postignut ve¢ nakon jednog minuta zagrevanja reakcione
smese u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, na temperaturi od 110 °C.

Na temperaturi od 80 °C, najvisi stepen konverzije polaznog jedinjenja u proizvod je 63% a dobijen je
nakon 10 minuta izlaganja mikrotalasnom zracenju.

U poredenju sa konvencionalnom sintezom N-hidroksibenzamida (41) na sobnoj temperaturi
postignuta je znacajna redukcija reakcionog vremena (Tabela 3.14., Prilog 7.2.).
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Tabela 3.14. Poredenjem rezultata konvencionalne i mikrotalasne sinteze jedinjenja 41

Jedinjenje > ., . Sa uces¢éem mikrotalasa, zatvoren
Bez uceséa mikrotalasa . o
41 sistem (pod pritiskom)
Reakcioni 25 °C, 25 °C, 25 °C, 110 °C, 110 °C, 110 °C,
uslovi 10 min 1h 4 h 1 min 5 min 10 min
HPLC 16.9 76.4 86.2 99.1 99.6 100

prinos [%]

Iz Tabele 3.14. primecuje se da se za reakciono vreme od 10 minuta, konvencionalnom metodom na 25
°C dobija HPLC prinos od 16.9%. Za isto vreme mikrotalasnom sintezom na 110 °C postize se
kvantitativna konverzija polaznog jedinjenja u Zeljeni proizvod.

Temperaturnim monitoringom sinteze N-hidroksibenzamida zaklju€uje se da stepen konverzije metil-
benzoata u hidroksam derivat prvenstveno zavisi od temperature zagrevanja reakcione smese iz ¢ega
sledi da su termalni mikrotalasni efekti odgovorni kako za ubrzanje hemijske reakcije, tako i za vedi
stepen konverzije metil-benzoata u N-hidroksibenzamid.

U drugoj fazi sinteze, optimizovani reakcioni uslovi su primenjeni na sintezu hidroksamskih derivata
individualnih i prirodnih naftnih kiselina ,Velebit“. Kao polazna jedinjenja posluzile su individualne
naftne kiseline 1, 2, 3, 4, 5, 7 i prirodne naftne kiseline (8) koje su najpre prevedene u odgovarajuce
metil-estre 34-40 reakcijom sa diazometanom. Metil-estri naftnih kiselina reagovali su sa
hidroksilaminom hidrohloridom i kalijum-hidroksidom u molskom odnosu 1:3:6 (Shema 3.11.). Sinteze
su radene u metanolnom rastvoru na temperaturi od 110 °C i trajanju od jedne minute. Primenjen je
zatvoren sistem mikrotalasnog reaktora i temperaturno-kontrolni mod rada. Dobijeni rezultati sinteze
su prikazani u Tabeli 3.15.

O O

OH, KO
Py NH,OH, KOH )iy

R™ OCHs  ywrttoec, 1 min R° NHOH
R=CgHs-, 34 41
CeHy-, 35 42
CeHy CH,-, 36 a3
CeHuCH,CH, -, 37 a4
CeHuCH,CH,CH, -, 38 45
n-CHs(CH,)g-, 39 46
Naftne kiseline , Velebit”, 40 47

Shema 3.11. Mikrotalasno katalizovana sinteza hidroksam kiselina
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Tabela 3.15. Mikrotalasno stimulisana sinteza hidroksam derivata prirodnih i individualnih naftnih
kiselina

Metil-estar Proizvod Prinos [%]

Metil-benzoat, 34 N-hidroksibenzamid, 41 125-126 86
Metil-cikloheksankarboksilat, 35 N-hidroksicikloheksankarboksamid, 42 113 59
Metil-2-cikloheksiletanoat, 36 2-cikloheksil-N-hidroksiacetamid, 43 137-138 67
Metil-3-cikloheksilpropanoat, 37 3-cikloheksil-N-hidroksipropanamid, 44 - 78
Metil-4-cikloheksilbutanoat, 38 4-cikloheksil-N-hidroksibutanamid, 45 80 72
Metil-dekanoat, 39 N-hidroksidekanamid, 46 88 93
Metil-naftenati, 40 Hidroksam prirodnih naftnih kiselina, 47 - 61

Zahvaljuju¢i radu u temperaturno-kontrolnom modu zatvorenog sistema mikrotalasnog reaktora i
moguénosti zagrevanja reakcione smes$e do temperature (110 °C) koja je znatno visa od temperature
klju¢anja metanola pri atmosferskom pritisku, dobijeni su proizvodi 41-47 u prinosu od 61-93% za
reakciono vreme od jedne minute. Poredenjem dobijenih rezultata za sintezu hidroksam kiselina pod
povienim pritiskom sa literaturnim podacima sinteze uz konvencionalno zagrevanje'®®, u pogledu
prinosa su dobijeni sli¢ni rezultati ali je reakciono vreme skraceno do 30 puta. Visok stepen ubrzanja
ove hemijske transformacije objasnjava se prisustvom termickih mikrotalasnih efekata (Poglavlje
2.1.1.1).

Strukture sintetizovanih hidroksam derivata dokazane su na osnovu IR, 'H NMR i *C NMR
spektroskopije.

U IR spektru jedinjenja 41 apsorpcione trake na 3298 cm™ i 3060 cm™ odgovaraju valencionim
vibracijama V(N-H) i v(O-H), a traka na 1646 cm™ potvrduje valencione vibracije karbonilne grupe
v(C=0) hidroksam derivata. >C NMR spektar potvrduje nastanak N-hidroksibenzamida signalom na
hemijskom pomeranju od 165.48 ppm koji potice od karbonilnog ugljenikovog atoma iz CONHOH

grupe.

Jedinjenje 42 u IR spektru daje apsorpcione trake valencionih vibracije v(N-H) i v(O-H) na 3199 cm™ i
3036 cm™ a na 1629 cm™ prvu amidnu traku koja je rezultat valencionih vibracija v(C=0). U **C NMR
spektru na hemijskom pomeranju od 173.87 ppm nalazi se pik koji potice od ugljenikovog atoma iz
CONHOH grupe dok $irok signal u oblasti 5.75-6.80 ppm u ‘H NMR spektru potvrduje prisustvo dva
vodonikova atoma vezana za azot (NH) i kiseonik (NOH) iz N-hidroksicikloheksankarboksamida.

U IR spektru jedinjenja 43 apsorpcione trake na 3298 cm™ i 3060 cm™ poti¢u od valencionih vibracija
v(N-H) i v(O-H), a valencione vibracije karbonilne grupe v(C=0) hidroksamskog derivata daju
apsorpcionu traku na 1629 cm™. U C NMR spektru signal na 169.65 ppm odgovara ugljenikovom
atomu iz CONHOH grupe a $iroki signali u oblasti 8.55-9.4 ppm i 10.4-10.7 ppm u 'H NMR spektru
poti¢u od vodonikovih atoma direktno vezanih za kiseonikov odnosno azotov atom 2-cikloheksil-N-
hidroksiacetamida.
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Apsorpcione trake na 3203 cm™ i 3028 cm™ u IR spektru jedinjenja 44 poti¢u od valencionih vibracija
v(N-H) i v(O-H), a traka na 1630 cm™ od valencione vibracije karbonilne grupe v(C=0) hidroksamskog
derivata 44. U "*C NMR spektru se uoava signal na hemijskom pomeranju od 172.48 ppm koji poti¢e
od karbonilnog ugljenikovog atoma 3-cikloheksil-N-hidroksipropanamida. U 'H NMR spektru dobijenog
jedinjenja 44 uocdava se mali prosSiren signal u oblasti 8.0-9.6 ppm koja pripada vodonikovim atomima
CONHOH grupe.

U IR spektru jedinjenja 45 apsorpcione trake na 3250 cm™ i 3059 cm™ odgovaraju valencionim
vibracijama v(N-H) i v(O-H), a traka na 1619 cm™ potvrduje valencione vibracije karbonilne grupe
v(C=0) hidroksamskog derivata. C NMR spektar potvrduje nastanak 4-cikloheksil-N-
hidroksibutanamida signalom na 170.51 ppm koji potice od karbonilnog ugljenikovog atoma
sintetisanog jedinjenja. ProSireni signali na 8.87 ppm i 10.49 ppm odgovaraju vodonikovim atomima
direktno vezanim za kiseonikov odnosno azotov atom CONHOH grupe.

Jedinjenje 46 u IR spektru daje trake valencionih vibracija v(N-H) i v(O-H) na 3257 cm™ i 3059 cm™ a na
1663 cm™ traku koja je rezultat valencionih vibracija v(C=0). U >C NMR spektru na hemijskom
pomeranju od 170.51 ppm nalazi se signal koji potic¢e od ugljenikovog atoma iz CONHOH grupe, dok
mali progireni signali na 8.86 ppm i 10.52 ppm u ‘"H NMR spektru potvrduju prisustvo vodonikovih
atoma direktno vezanih za kiseonikov i azotov atom N-hidroksidekanamida 46.

U IR spektru jedinjenja 47 zapaZza se $iroka traka na 3212 cm™ koja potice od valencionih vibracija v(N-
H) i v(O-H) koje se medusobno prikrivaju. Valencione vibracije karbonilne grupe v(C=0), odnosno prva
amidna traka, nalazi se na 1634 cm™ a na 1531 cm™ se nalazi apsorpciona traka koja poti¢e od
deformacionih vibracija N-H. Apsorpciona traka koja odgovara valencionim vibracijama v(C-N) se
uodavaju na 1455 cm™. U C NMR spektru jedinjenja 47 se takode vidi da je do3lo gradenja
hidroksamskih derivata na osnovu signala na hemijskom pomeranju od 171.43-171.89 ppm koji poticu
od karbonilnih ugljenikovih atoma CONHOH grupa. U 'H NMR spektru dobijenih hidroksamskih
derivata prirodnih naftnih kiselina, uocava se mali prosiren signal na 7.9-10.0 ppm koji pripada
vodonikovim atomima OH i NH iz CONHOH grupe, Sto je jasan dokaz da je Zeljena hemijska
transformacija postignuta.

78



Ksenija Pavlovi¢ Doktorska disertacija

3.6. Bioloska aktivnost individualnih i prirodnih naftnih kiselina i
njihovih derivata

3.6.1. Uticaj naftnih kiselina ,,Velebit” i njihovih uzih frakcija na propustljivost
celijskih membrana

O delovanju naftnih kiselina na nivou membrana, u literaturi postoje veoma oskudni podaci.*”**"*

S obzirom da naftne kiseline u molekulu sadrze cikloalkilnu strukturu koja je nepolarna i polarnu
karboksilnu grupu, kao amfifilni molekuli slicni detergentima, one deluju kao povrsinski aktivne
supstance. Za detergente je poznato da uti¢u na stabilnost membrana biljnih éelija i da su odgovorne

za transport jona kroz ¢eliju.'”®

Zahvaljujudi slicnosti strukture naftnih kiselina i detergenata, moze se
pretpostaviti da naftne kiseline, kao i surfaktanti, deluju na membrane celija korena putem specifi¢ne

modifikacije transportera ili jonskih kanala i time menjaju njenu propustljivost za jone.'’?

Pretpostavlja se da naftne kiseline deluju slicno Zu¢nim kiselinama koje pri visSim koncentracijama
ostecuju membrane (Celijskog zida dok pri nizim koncentracijama izazivaju suptilne modifikacije

membrane i promene njene propustljivosti.*’?

U ovom delu rada, ispitan je uticaj naftnih kiselina i njenih uzih frakcija (pH 4, pH 8 i pH 10) na
propustljivost celijskih membrana kao i mogucnost dovodenja u korelaciju strukture dominantnih
karboksilnih kiselina na ove efekte.

Propustljivost éelijske membrana ispitivana je na cvekli (Beta vulgaris) tretiranoj rastvorima razlicitih
koncentracija natrijumovih soli ukupnih naftnih kiselina (Nas) i frakcijama naftnih kiselina izdvojenim
na pH 4, pH 8 i pH 10. Sutton i Foy su opisali prilicno jednostavnu i pouzdanu metodu za praéenje
promena propustljivosti biljnih membrana, merenjem apsorbancije uzoraka koji sadrie betanin

osloboden nakon odgovarajuéih tretmana segmenata cvekle.'®

Ista metoda je primenjena u ovom
ispitivanju. Naime, koncentracija oslobodenog betanina praéena je merenjem apsorbancije odmah,
nakon 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h i 24h a zatim je graficki prikazana zavisnost apsorbancije i koncentracije

primenjenog rastvora u funkciji vremena (Slika 3.16., Tabela 7.11.-7.14.).
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Slika 3.16. Zavisnost apsorbancije i koncentracije natrijum-naftenata prirodnih naftnih kiselina
“Velebit” (NAs) i njenih uzih frakcija u funkciji vremena

Na osnovu dobijenih rezultata za rastvore Na-soli ukupnih naftnih kiselina (NAs) mozZe se videti da se
vrednosti apsorbancija, za sve ispitivane koncentracije rastvora, sa produZavanjem tretmana
povecavaju. Tako, delovanjem natrijum-naftenata C=100 umol/L u trajanju od 4 sata, propustljivost
membrana poraste 3 puta, dok za 24 h gotovo 18 puta. Takode, evidentno je i da najvedi uticaj na
propustljivost éelijskih membrana cvekle ima rastvor koncentracije C=100 umol/L, $to je ujedno i
najveca ispitivana koncentracija (Slika 3.16., Tabela 7.11.). U odnosu na C=10 pumol/L ovo je oko 20
puta vedi uticaj na membrane éelija, za dejstvo od 24 h. Sli¢énu tendenciju povecanja propustljivosti
membrana u funkciji vremena i koncentracije pokazali su i uzorci u eksperimentima sa vodenim
rastvorima natrijumovih soli uzih frakcija naftnih kiselina, pH 4, pH 8 i pH 10 (Tabela 7.12., Tabela
7.13., Tabela 7.14., Slika 3.16.).

Poredenjem podataka dobijenih nakon dvadesetcetiricasovnog tretmana Na-naftenata prirodnih
naftnih kiselina i njenih uzih frakcija (Tabela 7.15., Slika 3.17.) moze se videti da razlike u izmerenim
absorbancijama postoje.
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Slika 3.17. Zavisnost absorbancije natrijum-naftenata prirodnih naftnih kiselina “Velebit” i njenih uzih
frakcija u funkciji vremena

Najvedi uticaj na propustljivost membrana ispoljila je frakcija izolovana iz ukupne smese naftnih
kiselina “Velebit” na pH 8 i taj uticaj je Cak i nesto izraZeniji u odnosu na uticaj ukupnih naftnih kiselina.
Zahvaljujuci ovim rezultatima efekti na membrane mogu se dovesti u korelaciju sa hemijskim sastavom
ispitivanih naftnih kiselina (opisan u Poglavlju 3.1.). Naime, u frakciji oznacenoj na Slici 3.17. kao pH 8
procentualno su najzastupljenije biciklicne karboksilne kiseline. Frakcija izdvojena na pH 4 je pokazala
nesto slabiji uticaj na éelijske membrane a nju najve¢im delom c¢ine triciklicne i tetraciklicne naftne
kiseline. Konacno, najslabiji efekat na membrane ispoljile su naftne kiseline iz frakcije izolovane na pH
10 u kojoj su skoncentrisane acikli¢ne i monociklicne strukture karboksilnih kiselina.
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Najvece razlike u propustljivosti membrana nakon 24 h ispoljile su se u eksperimentima sa rastvorima
Na-naftenata koncentracije C=80 umol/L (Slika 3.18.).

24 h, 80 pjumol/L

NAs pH4 pHS pH10

Slika 3.18. Razlike u propustljivosti membrane nakon 24 h u eksperimentima sa rastvorima Na-
naftenata koncentracije C=80 umol/L

Za sve ispitivane rastvore pojedinih koncentracija izvedene su jednacine zavisnosti absorbancija od
vremena i utvrdeno je da su najbolju linearnost pokazali rastvori Na-naftenata koncentracije C=80
umol/L (Tabela 3.16.). lzraCunavanjem nagiba prave (Tabela 3.16.) dobijen je kvantitativan izraz
fizioloSke aktivnosti ispitivanih rastvora.

Tabela 3.16. Jednacine zavisnosti absorbancije od vremena za ispitivane rastvore Na-naftenata ukupne
smese naftnih kiselina (NAs) i njenih uzih frakcija

Cha-naph / Na-naftenati
umol/L

y =0.001x + 0.035 y =0.005x + 0.021 y = 0.002x + 0.025 y = 0.000x + 0.048
R?=0.388 R*=0.726 R?=0.685 R?=0.548

30 y = 0.006x + 0.026 y = 0.003x + 0.049 y = 0.005x + 0.023 y =-3E-06x + 0.031
R?=0.884 R*=0.916 R?=0.879 R* = 8E-06

55 y =0.033x-0.016 y =0.028x - 0.000 y =0.052x - 0.066 y =0.003x + 0.030
R?=0.962 R*=0.924 R*=0.973 R?=0.757

30 y =0.062x - 0.026 y =0.043x - 0.039 y =0.080x + 0.039 y =0.014x - 0.000
R?=0.984 R*=0.954 R?=0.989 R?=0.881

100 y=0.071x + 0.029 y =0.061x + 0.002 y =0.086x + 0.180 y =0.038x - 0.099
R?=0.994 R?=0.988 R*=0.93 R?=0.866

Generalno, moZe se zakljuciti da uticaj na propustljivost membrana celija raste kako sa porastom
koncentracije tako i sa produzavanjem trajanja tretmana. Pokazalo se da postoje razlike u efektima na
propustljivost membrana celija koji su povezani sa strukturama karboksilnih kiselina koje su
dominantno prisutne u ispitivanim ukupnim NAs i njihovim frakcijama. Naime, frakcija naftnih kiselina
izolovana pri pH 8 po hemijskom sastavu u najvecoj meri sadrzi biciklicne strukture naftnih kiselina te
bi se moglo zakljuciti da su one te koje su u najveéoj meri zasluzne za ovaj uticaj. Efekat koji izaziva
frakcija pH 8 je nesto izrazeniji u odnosu na efekat ukupnih NAs gde su najzastupljenije tetra- i
pentaciklicne strukture Sto odgovara i neSto manjem uticaju natrijum-naftenata na pH 4 gde su
najzastupljenije tri- i tetracikli¢cne strukture. Konacno, frakcija koja je najmanje uticala na posmatranu
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promenu je frakcija pH 10 koju u najveéem procentu cine aciklicne i monocikliéne strukture
karboksilnih kiselina kojih u ukupnoj smesi prirodnih naftnih kiselina ima najmanje.

3.6.2. Oziljavanje reznica suncokreta

Neke biljne vrste se oziljavaju veoma tesko te je neophodna primena razli¢itih tretmana kako bi se ono
poboljsalo. Nasa pretpostavka je da alkoholi i amidi naftnih kiselina kao i same naftne kiseline
pospesuju formiranje adventivnih korenova kod reznica zeljastih i drvenastih biljaka. U cilju ispitivanja
ove pretpostavke ispitali smo delovanje alkohola individualnih naftnih kiseline (28-32), njihove model
smese (MS-ol), alkohola (33) i amida (19, 20 i 27) prirodnih naftnih kiselina, kao i same smese naftnih
kiselina “Velebit” (8) na oziljavanje mladih biljaka suncokreta.

Ispitivanja su radena na ponicima mladih biljaka suncokreta kod kojih su formirani klicini listici-
kotiledoni kao i prvi par pravih listova. Nakon deset dana tretmana ispitivanim rastvorom naftnih
kiselina ili njen derivata (Slika 3.19.), prebrojani su adventivni korenovi (veéi od 2mm) a rezultati su
izrazeni kao prosecni broj adventivnih korenova po biljci. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 3.20.,
Slici 3.21. i Slici 3.22.

Slika 3.19. Efekti tretiranja mladih biljaka suncokreta alkoholima prirodnih naftnih kiselina (33)

83



Ksenija Pavlovi¢ Doktorska disertacija

35 Alkoholi naftnih kiselina
30 T T
=
B 25
[}
-9
o 20
>
2
o 15
<]
=
'§ 10
(7]
5 .
0 -
28 29 30 31 32 MS-ol 33
Jedinjenje
mKontrola M1 exp-5mol/L 1lexp-6 mol/L  m1exp-7 mol/L

Slika 3.20. Efikasnost oZiljavanja reznica suncokreta u zavisnosti od koncentracije alkohola
individualnih i prirodnih naftnih kiselina “Velebit”

Sa Slike 3.20. (Tabela 7.16.) moze se uociti da alkoholi individualnih naftnih kiselina (jedinjenja 28, 29,
31) u koncentraciji od 10° mol/L blago inhibiraju ofiljavanje reznica suncokreta. Smanjenjem
koncentracije preparata sintetisanih alkohola kod tretiranih biljaka dolazi do stimulisanja oziljavanja u
odnosu na kontrolu (u kojoj se nalazila samo destilovana voda). lzuzetak su uzorci tretirani 3-
cikloheksil-1-propanolom (jedinjenje 30) i 1-dekanolom (jedinjenje 32) kod kojih se pri najvecoj
koncentraciji (10 mol/L) ispoljava najbolji efekat na oZiljavanje. Naime, uzorak tretiran 1-dekanolom
(jedinjenje 32) pokazuje skoro cetiri puta bolje oZiljavanje u odnosu na kontrolu pri koncentraciji od 10°
> mol/L. Smanjenjem koncentracije na 10°°i 10"mol/L ovog preparata, smanjuje se i stimulativni efekat
na oziljavanje. Model smesa alkohola (napravljena od ekvimolarne koli¢ine alkohola individualnih
naftnih kiselina 28, 29, 30, 31 i 32) pri sve tri aplicirane koncentracije preparata (10°, 10°i 10"mol/L)
ima inhibitorni efekat u odnosu na kontrolu.

Iz prethodno iznetog, uocava se da najveci uticaj na stimulaciju oZiljavanja kod mladih biljaka
suncokreta, od alkohola individualnih naftnih kiselina, ima alkohol aciklicne individualne naftne
kiseline, 1-dekanol (32) i to pri koncentracijama 10° mol/L i 10°® mol/L. Jedinjenje 31 (4-cikloheksil-1-
butanol) ispoljava trostruko bolju stimulaciju oZiljavanja u odnosu na kontrolu pri koncentraciji 10°
mol/L.

Alkoholi prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (jedinjenje 33) pokazuju snazno stimulativno dejstvo na
pojavu adventivnih korenova kod svih primenjenih koncentracija preparata (10, 10°, 10”7 mol/L). Pri
koncentraciji od 107 mol/L alkoholi prirodnih naftnih kiselina “Velebit” pokazuju ¢ak Cetiri puta bolji
efekat na ofZiljavanje u odnosu na kontrolu. Sli¢ano dejstvo ispoljavaju i pri koncentraciji 10 mol/L,
dok pri koncentraciji od 10°® mol/L oZiljavaju mlade biljke suncokreta tri puta bolje od same kontrole.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuditi da alkoholi prirodnih naftnih kiselina imaju znacajan
uticaj na stimulaciju ozZiljavanja kod mladih biljaka suncokreta. Kako ovaj efekat nije izrazen kod
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alkohola individualnih monocikli¢nih naftnih kiselina koje su u prirodnoj smesi zastupljene sa svega
3.56% (poglavlje 3.4.2., Tabela 3.11.) moze se izvesti zakljuak da su alkoholi acikli¢nih naftnih kiselina
(zastupljeni sa 3.33%) kao i tri- i tetracikli¢cnih naftnih kiselina (poglavlje 3.4.2., Tabela 3.11.) strukture
koje su odgovorne za stimulaciju ispitivanog efekta.

Poredenjem uticaja smese prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (8) i njihovih alkohola (33) na formiranje
adventivnih korenova (Slika 3.21., Tabela 7.17.), lako je zapaziti da oba preparata stimulativho deluju
na ispitivani proces. Medutim, prema unapred postavljenom ocekivanju, alkoholi prirodnih naftnih
kiselina dobijeni u radu, znatno viSe stimuliSu razvoj adventivnih korenova od samih naftnih kiselina.
Taj uticaj je signifikantan pri svim apliciranim koncentracijama preparata (107, 10°i 107 mol/L).

30

25

15 1 K

10 A m33

Broj korenova po biljci

Kontrola 1lexp-5 1exp-6 1exp-7
C [mol/L]

Slika 3.21. Poredenje efikasnosti oZiljavanja reznica suncokreta u zavisnosti od koncentracije naftnih
kiselina “Velebit” i njihovih alkohola

Efikasnost oZiljavanja reznica suncokreta u zavistnosti od koncentracije preparata amida naftnih
kiselina data je na Slici 3.22. (Tabela 7.18.). Amidi nafnih kiselina (19, 20 i 27) dobijeni u ovom radu,
takode znatno stimulisu razvoj adventivnih korenova u odnosu na kontrolu u kojoj se nalazi Cista voda.
Poredenjem sa smeSom prirodnih naftnih kiselina, amidni derivati ispoljavaju procentualno sli¢an
efekat. Naime, primarni amidi 27 i same naftne kiseline “Velebit” 8 ispoljavaju najizraZeniji uticaj na
oziljavanje pri najvecoj primenjenoj koncentraciji (10° mol/L). Za razliku od njih, n-heptilamid (19) i
N, N-dietilamid naftnih kiselina “Velebit” (20) pri koncentraciji od 10° mol/L najmanje stimuli$u razvoj
adventivnih korenova dok je pri nizim koncentracijama (10 i 10”7 mol/L) njihov uticaj izraZeniji (od 2.6
do 3.2 puta bolji u odnosu na kontrolu).
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Slika 3.22. Efikasnost oZiljavanja reznica suncokreta u zavisnosti od koncentracije amida (19, 20, 27)
prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (8)

3.6.3. Auksinska hormonska aktivnost prirodnih naftnih kiselina ,,Velebit” i
njihovih derivata

Auksinska aktivnost kalijum-naftenata vojvodanske naftne ,Velebit” ispivana je u naSim ranijim
radovima.'* S obzirom da su soli prirodnih naftnih kiselina , Velebit” ispoljile fiziolosku aktivnost sli¢nu
biljnim hormonim, u ovom radu je ispitana hormonska auksinska aktivnost primarnih alkohola (28-33) i
amida (19, 20, 27) individualnih i prirodnih naftnih kiselina, kao i model smese alkohola (MS-ol) i
slobodnih kiselina (MS, 8).

U tu svrhu je raden in vitro ,Test inhibicije klijanja“. Ovaj bioloski test je raden na semenu bele slacice
(Sinapis alba) a dobijene vrednosti inhibicije su uporedivane sa vrednostima inhibicije koje su
postignute dejstvom prirodnog biljnog hormona, 3-indolsiréetnom kiselinom.

Na Slici 3.23. (Tabela 7.19.) predstavljeni su rezultati ,Testa inhibicije klijanja“ semena sladice za
alkohole individualnih i prirodnih naftnih kiselina. Sva ispitivana jedinjenja (cikloheksilmetanol (28), 2-
cikloheksil-1-etanol (29), 3-cikloheksil-1-propanol (30), 4-cikloheksil-1-butanol (31), 1-dekanol (32),
alkoholi prirodnih naftnih kiselina , Velebit” (33)) su u odnosu na prirodni biljni hormon, 3-indolsiréetnu
kiselinu, pokazala manju auksinsku aktivnost pri svim apliciranim koncentracijama. Naime, procenat
inhibicije klijanja alkohola prirodnih naftnih kiselina (33) je skoro sedam puta manji od procenta
inhibicije prirodnog biljnog hormona (3-1AA) pri koncentraciji preparata 10 mol/L. Pri koncentraciji od
10 mol/L rastvori alkohola naftnih kiselina pokazuju auksinsku aktivnost koja je i do 25 puta manja od
aktivnosti 3-indolsiréetne kiseline iste koncentracije, dok je pri koncentraciji od 10”7 mol/L vrednost
inhibicije klijanja preparata alkohola oko devet puta manja od vrednosti dobijene za prirodni biljni
hormon, koris¢en kao standard. Sa Slike 3.23. se takode vidi da je hormonska auksinska aktivnost
alkohola individualnih naftnih kiselina (28-32) priblizno iste vrednosti kao aktivnost alkohola prirodnih
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naftnih kiselina ,Velebit” na osnovu cega se zakljuCuje da alkoholi monocikliénih i acikli¢nih
karboksilnih kiselina, u ukupnoj smesi prirodnih naftnih kiselina, u velikoj meri uti¢u na ispitivanu
auksinsku aktivnost.
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Slika 3.23. Auksinska aktivnost alkohola individualnih i prirodnih nafntih kiselina u zavisnosti od
primenjene koncentracije rastvora

Poredenjem rezultata aktivnosti model smesSe naftnih kiselina (MS) (napravljene od ekvimolarne
kolicine pet kiselina: ciklohekislkarboksilne, cikloheksiletanske, 3-cikloheksilpropanske, 4-
cikloheksilbutanske i dekanske kiseline) sa smeSom prirodnih naftnih kiselina 8 (Slika 3.24., Tabela
7.20.) utvrdeno je da model smesa karboksilnih kiselina (MS) ima oko dva puta nizi auksinski efekat od
prirodnih naftnih kiselina pri koncentracijama 10 i 10° mol/L. Na osnovu ovoga, moZe se izvesti
zaklju¢ak da pored alifaticnih i monociklicnih naftnih kiselina, auksinsku hormonsku aktivnost
ispoljavaju i ostali konstituenti smeSe prirodnih nafntih kiselina “Velebit”, odnosno bi-, tri-, tetra-,
penta- i heksaciklicne karboksilne kiseline. Vrednosti inhibicije klijanja model smesSe alkohola
individualnih naftnih kiselina (MS-ol) (napravljene od ekvimolarne koli¢ine jedinjenja 28, 29, 30, 31 i
32) i alkohola prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (33) (Slika 3.24., Tabela 7.20.) je znatno niza od
vrednosti inhibicije klijanja dobijene za model smesu kiselina (MS) i smesSu prirodnih naftnih kiselina
(8). Takode, ta vrednost je daleko niza i od vrednosti dobijene za 3-indolsiréetnu kiselinu. Tako,
alkoholi prirodnih naftnih kiselina (33) pri koncentraciji od 10° mol/L pokazuju i do 25 puta manju
vrednost inhibicije klijanja u odnosu na prirodni biljni hormon.
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Slika 3.24. Auksinska aktivnost alkohola model smese naftnih kiselina (MS-ol) i alkohola prirodnih
nafntih kiselina (33) u zavisnosti od primenjene koncentracije rastvora

Kada su u pitanju amidi naftnih kiselina (Slika 3.25., Tabela 7.21.) uocava se da najmanju auksinsku
aktivnost ispoljavaju n-heptilamidi naftnih kiselina (19) i to pri svim apliciranim koncentracijama.
Takode, moze se primetiti da je procenat inhibicije klijanja sve tri koncentracije rastvora ovog amida
(19) priblizno isti odnosno, do osam puta nizZi u odnosu na IAA. Zapaza se da naftne kiseline (8), amidi
naftnih kiselina (27) i N,N-dietilamidi naftnih kiselina (20) pri koncentraciji od 10° i 107 mol/L
ispoljavaju gotovo isti potencijal auksinske aktivnosti koji je oko tri puta niZzi od aktivnosti 3-
indolsiréetne kiseline. Naposletku, pri koncentaciji od 10®° mol/L primecuju se razlike u hormonskoj
aktivnosti svih amidnih derivata naftnih kiselina, pri ¢emu su najvedi stepen inhibicije klijanja, odnosno
najveé¢u auksinsku aktivnost, ispoljili N,N-dietilamidi naftnih kiselina (20). Pri ovoj koncentraciji,
auksinska aktivnost amida 20 je bolja i od auksinske aktivnosti smeSe prirodnih karboksilnih kiselina
“Velebit” (8).
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Slika 3.25. Auksinska aktivnost amida (27), n-heptilamida (19) i N, N-dietilamida (20) prirodnih naftnih
kiselina u zavisnosti od primenjene koncentracije rastvora

Na osnovu svih dobijenih rezultata u ovom eksperimentu, moZe se zakljuciti da su alkoholi
individualnih (28, 29, 30, 31 i 32) i prirodnih naftnih kiselina (33), kao i model smesa alkohola naftnih
kiselina (MS-ol) pokazali mali procenat inhibicije klijanja, odnosno auksinsku aktivnost manju od
prirodnog biljnog hormona 3-indolsiréetne. Najveci auksinski efekat od amida naftnih kiselina ispoljila
je smesa N,N-dietilamidi naftnih kiselina (20) pri najvecoj apliciranoj koncentraciji (10”°mol/L), pri ¢emu
je vrednost inhibicije klijanja bila sli¢na vrednosti za IAA.
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3.6.4. Ispitivanje efekta naftnih kiselina i njihovih derivata na rast pet sojeva
Pseudomonas sp.

Poznato je da su zagadivaci prirodne sredine supstance koje se emituju u ekosistem u dovoljnim
koncentracijama da dovedu do zagadenja zemljiéta, vode, biljaka, Zivotinja, mikroorganizama i ljudi.'*
Iz tog razloga je znacajno ispitati potencijal mikroorganizama u svrhu biodegradacije, tj. iskoriséenja
pojedinih zagadivaca prirodne sredine kao izvora ugljenikovih atoma i energije, Sto rezultuje u
povecanju biomase, tj. porastu broja mikroorganizama. U tom smislu, razmnozavanje
mikroorganizama zavisi od hemijskog sastava zagadivaca, vlage, temperature, dostupnosti nutrijenata,
aeracije i drugih faktora, ali i od samog soja. Aktivnost mikroorganizama zasniva se na sposobnosti
sintetisanja enzima koji katalizuju metabolitke reakcije.*>**!

Zagadeno zemljiste sadrZi veliki broj razli¢itih vrsta mikroorganizama koji su sposobni da iskoriste
zagadivace kao izvore ugljenika i energije, za stimulaciju metabolizma i deobu ¢elija. To znadi da ce
ispustanje zagadivaca u ekosistem dovesti do selektivnog povecanja ili smanjenja mikrobne populacije.
Najcesée bakterije koje usvajaju izvore ugljenika iz zagadivada su Gram-negativne bakterije (vrste
rodova Pseudomonas, Klebsiella, Acinetobacter, Alcaligenes, Aeromonas, Flavobacterium,
Rhodococcus, Citrobacter itd.), a od Gram- pozitivnih tu spadaju vrste rodova Bacillus. Takode,
pojedine plesni (Aspergillus i Penicillium vrste) i kvasci (Candida albicans) imaju biodegradabilni
potencijal.’*>**!

U ovom radu je ispitan uticaj naftnih kiselina i njihovih derivata na rast sojeva Pseudomonas sp.
praéenjem rasta ovih sojeva u tecnoj kulturi. Ispitivanje je obuhvatilo:

1. umnoZavanje bakterijskih sojeva,

2. dodavanje ispitivanih naftnih kiselina i njihovih derivata u tecnu podlogu,

3. ocitavanje opticke gustine u te¢noj podlozi.

Sojevi Pseudomonas sp. deponuju se u kolekciji kultura Odeljenja za mikrobiologiju Poljoprivrednog
fakulteta iz Novog Sada (sojevi su deponovani sa oznakama: PS4, P Violeta, Q16, PS2 i PS Dragana, a u
daljem tekstu ¢e redom biti oznaceni kao: P1, P2, P3, P4, P5). Sojevi su umnoZavani u te¢noj King B
podlozi (tripton: 10 g; pepton: 10 g; MgS0,: 1,5 g; K,HPO,: 1,5 g; glicerol: 10 mL; dest.voda: 1000 mL;
pH 7). Inkubacija bakterijskih sojeva je izvrSena na rotacionom Sejkeru (BIOSAN Incubator ES-20/60),
RPM 120, na 28°C. Nakon 24 h dobijene su starter kulture, brojnosti 10® CFU/mL.

Za odredivanje uticaja prirodnih naftnih kiselina i njihovih derivate, koris¢ena je 24-¢asovna kultura
ispitivanih sojeva. Dodavano je 450 pL naftnih kiselina i njihovih derivata za svaki bakterijski soj.
Kontrola je bila Cista bakterijska kultura bez dodataka. Nakon dodatka naftnih kiselina i njihovih
derivata nastavljena je inkubacija sojeva. Rast bakterijskih sojeva je praden ocitavanjem opticke
gustine na spektrofotometru (UNICAM sp600) na 600 nm, nakon 24 h odnosno 48 h.

Primenjene koncentracije prirodih naftnih kiselina , Velebit” (8), i njenih derivata: alkohola (jedinjenje
33), metil-estara (jedinjenje 40) i amida (jedinjenje 27) bile su 10° mol/L i 10® mol/L, a njihov uticaj na
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rast pet sojeva Pseudomonas sp. prikazan je u Tabeli 3.17. Primenjene koncentracije hidroksamskih
derivata naftnih kiselina , Velebit” (47) i hidroksamskih derivata individualnih naftnih kiselina 43 i 46
bile su: 10° mol/L, 10° mol/L i 107 mol/L, a njihov uticaj na &etiri soja Pseudomonas sp. prikazan je u
Tabeli 3.18.

Tabela 3.17. Uticaj naftnih kiselina i njihovih derivata na brojnost ispitivanih sojeva Pseudomonas sp.
(rezultati izraZeni kao CFU/mL x10°%)

Sojevi P1

Tretmani 24 h

Kontrola 1.80

Jedinjenje 8 .
5 1.504 1.38 2.05 2.96 1.50 2.96 1.81 3.04 1.98 2.40
10 " mol/L
Jedinjenje 8

10 mol/L 0.28 147 216 272 160 2.88 1.87 2.80 1.86 2.96

Jedinjenje 33
10° mol/L
Jedinjenje 33
10_6 mol/L
Jedinjenje 40
10_5 mol/L
Jedinjenje 40
10° mol/L

0.80 130 2.32 264 156 216 141 2.72 2.32 3.04

0.73 1.25 2.56 2.96 1.66 242 152 3.20 2.16 2.64

1312 264 272 320 171 2.08 1.71  2.86 2.08 2.42

0.76 208 258 288 188 264 1.5 3.20 1.68 3.20

Jedinjenje 27
10° mol/L
Jedinjenje 27
10°® mol/L

2.02 280 269 3.20 180 3.06 155 2.72 1.89 2.24

0.69 242 226 312 126 2.88 1.50 2.86 2.00 2.90

* crvenim brojevima su naznacene vrednosti vece u odnosu na odgovarajucu kontrolu

Iz Tabele 3.17. se zapaza da sa produZetkom trajanja inkubacije dolazi do povecéanja broja ¢elija svih
ispitanih sojeva. Bakterijski sojevi P2 i P4 su nakon 48 h imali bolji rast u odnosu na kontrolu, Sto
upucuje na pretpostavku da ovi sojevi koriste prirodne naftne kiseline i sve njene derivate u obe
ispitane koncentracije za stimulaciju metabolizma, deobu celija ili kao izvor ugljenikovih atoma. Soj P5
se takode pokazao kao soj koji koristi sve ispitane uzorke u niZoj primenjenoj koncentraciji (10°
mol/L). Soj P1 koristi samo metil-estre i amide naftnih kiselina, dok je soj P3 najmanje efikasan.

Bolja iskorisé¢enost naftnih kiselina i ve¢ine derivata nakon 48 h moZe se povezati sa Cinjenicom da je
¢elijama potrebna postepena adaptacija na nove uslove sredine kao i vreme za aktiviranje mehanizama
koji omogucuju preZivljavanje i rast u novoj sredini.'**

Brojnost celija nekih sojeva Pseudomonas sp. bila je ve¢a u prisustvu ispitivanih jedinjenja pri nizim
koncentracijama, npr. soj P4 u prisustvu svih derivata, a soj P5 u prisustvu metil-estrara (40) i amida
naftnih kiselina (27), soj P2 u prisustvu alkohola naftnih kiselina (33), dok je brojnost ostalih sojeva bila
veca u prisustvu vecih koncentracija naftnih kiselina i derivata.
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U odnosu na prirodne naftne kiseline “Velebit” (8), broj celija soja P2 je veci u prisustvu metil-estara
(40) i amida (27), dok je broj celija soja P4 veca u prisustvu alkohola i metil-estara naftnih kiselina. S
obzirom da je i soj P3 dostigao najvecu brojnost u prisustvu amida 27 moze se pretpostaviti da ispitani
sojevi Pseudomonas sp. za stimulaciju metabolizma i deobu ¢elija vise koriste derivate naftnih kiselina
u odnosu na prirodne naftne kiseline “Velebit”.

Sli¢na ispitivanja pracenjem promene brojnosti mikroorganizama izolovanih iz zemljiSta u prisustvu

komercijalno dostupnih naftnih kiselina sproveli su Biryukova i sar.™

(2007). Broj mikroorganizama u
te¢noj kulturi nakon dodatka naftnih kiselina iznosio je 2 x10* cfu/mL, a ve¢ nakon dva dana broj se
povecao 100 puta i dostigao 2 x10° cfu/mL, koliki je i ostao do kraja perioda inkubacije (10-15 dana).

Biodegradaciju naftnih kiselina ispitivali su Ebrahimi i sar.’* tako $to su te¢nu podlogu koja sadrzi 2%
naftnih kiselina inokulisali bakterijskim sojevima (broj bakterija u inokulumu bio je 10® cfu/mL). Nakon
inokulacije, posle 3, 6 i 9 dana odreden je broj ¢elija. Najveci stepen biodegradacije pokazali su sojevi
Pseudomonas aeruginosa i Serratia odorifera. Nakon 3 dana inkubacije broj ¢elija se povec¢ao na 9.7 x
10° cfu/mL i zadrzao na pribliznom do kraja inkubacije. Ova istraZivanja ukazuju da su glavni faktori od

kojih zavisi stepen biodegradacije: struktura jedinjenja, bakterijski soj i trajanje inkubacije.

Tabela 3.18. Uticaj hidroksam derivata naftnih kiselina na brojnost ispitivanih sojeva Pseudomonas
(rezultati izrazeni kao CFU/mLx10°)

Jedinjenje 47
0.31 0.73 1.02 1.76 0.78 2.48 0.98 1.63

10° mol/L
Jedinjenje 47
5 0.13 0.88 0.96 1.76 0.39 3.2 0.72 1.12
10" mol/L
Jedinjenje 47
7 0.47 1.76 0.73 1.46 0.56 3.04 0.73 1.39
10" mol/L
Jedinjenje 46
3 0.41 0.80 1.02 1.34 0.38 2.05 0.78 1.23
10" mol/L
Jedinjenje 46
5 0.10 0.85 1.06 1.32 0.78 3.2 1.14 1.76
10" mol/L
Jedinjenje 46
7 0.15 0.69 0.86 1.76 0.47 2.88 1.01 1.47
10" mol/L
Jedinjenje 43
3 0.08 1.02 0.64 1.57 0.49 2.88 1.09 1.74
10" mol/L
Jedinjenje 43
5 0.56 0.76 0.59 1.76 0.64 2.05 1.13 1.04
10" mol/L
Jedinjenje 43
7 0.36 0.96 0.61 1.31 0.45 1.89 1.01 1.2
10" mol/L

* crvenim brojevima su naznacene vrednosti vece u odnosu na odgovarajucu kontrolu
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Pri ispitivanju efikasnosti hidroksamskih derivata naftnih kiselina na rast Cetiri soja Pseudomonas sp., iz
Tabele 3.18. uocava se da jedino soj P1 imao bolji rast u odnosu na kontrolu u prisustvu hidroksamskih
derivata prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (47) u najnizoj ispitanoj koncentraciji.

Iz Tabele 3.18. uocava se da u prisustvu hidroksamskih derivata prirodnih naftnih kiselina dolazi do
redukcije broja celija Pseudomonas sp. Smanjenje bakterijske populacije ($to je slucaj i sa sojevima P1 i
P3 u Tabeli 3.17., kao i svim sojevima u Tabeli 3.18.) moZe se objasniti strukturom ugljovodonika i
njihovom koncentracijom. Naime, visoke koncentracije i toksi¢nost pojedinih jedinjenja dovode do
smanjenja dostupnosti kiseonika i hranljivih sastojaka za mikroorganizme, $to moZe da rezultuje

smanjenjem broja mikroorganizama i inhibiranjem biodegradacije.™"

Smanjenje broja ¢elija u prisustvu
naftnih kiselina uodili su i Johnson i sar.”® ispitivanjem biodegradacije naftne kiseline (40-n-butilfenil)-
4-butanske kiseline) pomocu soja Pseudomonas putida. Utvrdeno je da sa povecanjem koncentracije
naftne kiseline dolazi do smanjenja broja ¢elija sa 7.67 x 10° na 1.27 x 10° cfu/mL usled povecane

toksicnosti naftne kiseline.

Porededi rezultate prikazane u Tabelama 3.17. i 3.18. zapaia se da su prirodne naftne kiseline
“Velebit”, kao i njeni alkoholi, metil-estri i amidi bolje iskoriséeni od strane test mikroorganizama za
razmnoZzavanje u odnosu na njene hidroksamske derivate i hidroksamske derivate individualnih naftnih
kiselina.

lako su istrazivanja pokazala da najvedi stepen biodegradacije imaju naftne kiseline sa manjim brojem
C-atoma i Z brojem tj. da su acikli¢cne naftne kiseline dostupnije za biodegradaciju od cikli¢nih, kao i da
naftne kiseline sa nizom molekulskom masom i manjim brojem prstenova u strukturi imaju veci stepen
biodegradacije,” u nasem radu je potvrdeno da naftne kiseline i njeni ispitivani derivati deluju
stimulativno na povecanje brojnosti ¢elija Pseudomonas sp.. U tom smislu, metil-estri (40) i primarni
amidi (27) prirodnih naftnih kiselina “Velebit” pokazuju vedéi stimulativan efekat u odnosu na alkohole
(33) i hidroksam derivate (47) ali i u odnosu na same karboksilne kiseline “Velebit” (8). Ipak za
utvrdivanje stepena biodegradacije, bilo bi potrebno pored ispitivanja promene bojnosti test
mikroorganizama utvrditi i koncentraciju derivate naftnih kiselina nakon perioda inkubacije.
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3.6.5. Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti

Razvoj novih, efikasnijih antitumorskih agenasa podrazumeva pronalaZenje molekula koji u niskim
koncentracijama izazivaju visok stepen inhibicije rasta neoplasti¢nih celija. Antiproliferativna aktivnost
kvantitativno se izrazava kao ICsq vrednost, odnosno kao koncentracija ispitivane supstance pri kojoj se
broj tretiranih éelija smanjuje za 50% u odnosu na netretiranu kontrolu. Prema opste prihvacenim
kriterijumima, jedinjenje pokazuje zadovoljavajucu antiproliferativnu aktivnost ukoliko je njegova ICsy
vrednost niza od 20 pmol/L, a ukoliko je ICsy vrednost niZza od 10 umol/L, jedinjenje pokazuje jaku
antiproliferativhu aktivnost. Ako je 1C5, u intervalu 20-100 pumol/L supstanca pokazuje umerenu,
odnosno slabu aktivnost, dok se jedinjenja cija vrednost ICsy prelazi 100 umol/L smatraju neaktivnim.

U ovom radu proucavan je uticaj odabranih novosintetizovanih jedinjenja na proliferaciju Cetiri ¢elijske
linije humanih tumora, dok je kao kontrola sluzila jedna zdrava humana éelijska linija:

MCF-7 — adenokarcinom dojke, estrogen receptor pozitivan (ER+),

MDA-MB-231 — adenokarcinom dojke, estrogen receptor negativan (ER-),

HT-29 — karcinom debelog creva,

A549 — karcinom pluda,

MRC-5 — zdrava celijska linija fibroblasta pluéa.

Antiproliferativna aktivnost je odredena In vitro nakon 48 Casova tretiranja ¢elija, kolorimetrijskim MTT
testom™. Princip ove metode se zasniva na redukciji tetrazolijumove soli [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolijum bromid, (MTT)] u plavo obojeni proizvod (formazan), u prisustvu mitohondrijalnog
enzima sukcinat-dehidrogenaze. Koli¢ina nagradjenog formazana direktno je proporcionalna broju
zZivih (vijabilnih) celija, a apsorbanca je odredjena na mikrocitacu, na dve talasne duZine: test talasnoj
duzini od 540 nm i referentnoj talasnoj duzini od 690 nm. Eksperimenti su izvedeni tako Sto su kulture
¢elija izlagane dejstvu rastuéih koncentracija (0.01, 0.1, 1, 10 i 100 umol/L) ispitivanih jedinjenja tokom
48 h. Koncentracije pri kojima se postize 50% inhibicije rasta, odnosno citotoksi¢nosti (ICs), odredjene
su “Median effect” analizom pomocu programa CalcuSyn i prikazane su u Tabeli 3.19.
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Tabela 3.19. In vitro antiproliferativna aktivnost odabranih sintetizovanih jedinjenja i prirodnih naftnih

kiselina
Jedinjenje 8 >100 >100 11.77 >100 >100
Jedinjenje 4 >100 4.69 >100 53.12 >100
Jedinjenje 40 >100 >100 15.97 >100 >100
Jedinjenje 37 >100 >100 >100 >100 >100
Jedinjenje 23 >100 >100 >100 54.31 >100
Jedinjenje 30 >100 >100 >100 >100 >100
Jedinjenje 33 >100 >100 >100 61.89 >100

Analizom rezultata antiproliferativne aktivnosti prirodnih naftnih kiselina ,Velebit” (8) prikazanim u
Tabeli 3.19., uoCena je znacajna inhibicija rasta Celijske linije HT-29 (ICs, 11.77 umol/L) dok prema
ostalim testiranim tumorskim éelijama ovo jedinjenje nije pokazalo citotoksi¢nu aktivnost.

Iz Tabele 3.19. se vidi da jedinjenje 4 pokazala jaku antiproliferativnu aktivnost prema éelijskoj liniji
MDA-MB-231 (ICso 4.69 pumol/L). Slabu citotoksiénost ovo jedinjenje je ispoljilo prema A549 Celijskoj
liniji (ICsp 53.12 umol/L), dok je prema dve maligne celijske linije (MCF-7 i HT-29) bilo neaktivno.

SmesSa hidroksamskih derivata prirodnih naftnih kiselina ,Velebit” (47) je pokazala znacajnu
citotoksi¢nost prema éelijskoj liniji HT-29 (ICso 15.97 umol/L), dok prema ostalim malignim celijskim
linjama (MCF-7, A549 i MDA-MB-231) uopsSte nije detektovana antiproliferativha aktivnost.
Poredenjem antiproliferativne aktivnosti prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (8) sa citotoksi¢nosc¢u
smese hidroksamskih derivata prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (47), utvrdena je nesto manja
aktivnost hidroksamskih derivata prema istoj ¢elijskoj liniji HT-29.

Slabu citotoksi¢nu aktivnost prema A549 celijskoj liniji pokazali su 3-cikloheksilpropanamid (23) (ICs
54.31 umol/L) i alkoholi prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (33) (ICs; 61.89 umol/L), dok ova jedinjenja
prema ostalim ispitivanim malignim ¢elijskim linijama nisu pokazala aktivnost.

Jedinjenje 30 i jedinjenje 37 nisu pokazali antiproliferativnu aktivnost prema testiranim tumorskim
celijskim linijama.

Na kraju, vazno je istac¢i da ni jedno od testiranih jedinjenja nije inhibiralo proliferaciju populacije
zdravih celija (MRC-5).
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

OPSTE METODE:

Za izvodenje reakcija uz mikrotalasnu aktivaciju koriséen je aparat Microwave Synthesis Sistem-CEM
Discover pBenchMate, sa magnetnim mesSanjem, opcijom standardnog hladenja i infracrvenim
sistemom za kontrolu i detekciju reakcione temperature. Sinteze su radene na maloj skali (V.= 5.00
mL), pod pritiskom i pri otvorenom sistemu, odnosno atmosferskom pritisku (sa reakcionim posudama
od 10 cm?® do 100 cm?).

IR Spektri su snimljeni na FT spektrofotometru Nexus 670 (ThermoNicolet, detektor DTGS), a poloZaj
traka je dat u cm™. Svi 'H i *C NMR spektri su snimljeni na aparatu Bruker AC 250 E, uz upotrebu
standardnog Bruker-ovog softvera, a uz tetrametilsilan (TMS, 6 0.00), kao interni standard na
frekvenciji od 250 MHz za *H NMR spektre, odnosno na 62.9 MHz za *C NMR spektre, kod kojih se
centralna linija ugljenika iz hloroforma—d nalazi na 77 ppm. Vrednosti hemijskih pomeranja (6-skala) su
izrazene u ppm vrednostima, a oznake s, d, t, g i m oznacavaju singlet, dublet, triplet, kvartet i
multiplet.

GC-MS analiza je radena na Agilent Technologies 7890 gasnom hromatogramu sa MSD 5975 masenim
detektorom (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) u El reZimu na 70 eV. Koris¢ena je kolona DB5-
MS (30 m x 250 um unutrasnjeg precnika i 0.25 um debljine filma siloksana). Temperaturni program
gasnog hromatografa: start na 50 °C, zadrZava se 5 minuta; grejanje brzinom od 20 °C/min do 130 °C,
zadrzava se 1 minut; grejanje brzinom od 9 °C/min do 280 °C i zadrzava se 15 minuta. Ukupno vreme
trajanja temperaturnog programa je 41.67 minuta. Temperatura injektora je 250 °C. Protok noseceg
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gasa (helijum) je 1.0 ml/min u startu akvizicije. Koriséen je split nacin injektovanja za ubrizgavanje 1 uL
rastvora analita. Detektovane su mase u rasponu od 30-550 Da.

Tok reakcija je praéen tankoslojnom hromatografijom (TLC) na aluminijumskim folijama Silica gel 60
F1s4 (Merck). Hromatogrami su izazivani sa 50%-nom sumpornom kiselinom uz naknadno zagrevanje na
120°C. Optimizacija reakcionih uslova pracena je tehnikom te¢ne hromatografije visoke rezolucije.
Koriséen je HPLC Agilent Technologies serije 1100 sa DAD detektorom. Razdvajanje komponenti
postignuto je na Eclipse XDB-C18 koloni (Agilent Technologies) dimenzija 150 mm x 4,6 mm x 5 um, na
temperaturi od 25°C, uz eluiranje u izokratksom modu, uz protok od 1 cm?/min, pri ¢emu je mobilna
faza A — H20 a faza B — ACN. Za ,fles” hromatografiju na koloni korisé¢en je Silica gel 60 (0.040-0.063
mm, 230-400 mesh ASTM; Merck).

Merenja absorbancije su radena na aparatu UV/VIS spektrofotometar, 6105 Jenway, UK.

Tacke topljenja su odredene na aparatu Boetius (VEB Kombinat Nagema), metodom po Kofler-u i nisu
korigovane.

U sintezi su koriséene komercijalno dostupne hemikalije kvaliteta p.a., proizvodaca Fluka i Aldrich.
Ekstrakti su suseni sa anhidrovanim natrijum-sulfatom. Organski rastvaraci su uparavani na rotacionom
vakuum uparivacu Buchi, pri temperaturama vodenog kupatila do 60 °C.

Za obradu pojedinih rezultata koris¢en je program Past: http://folk.uio.no/ohammer/past/

97


http://folk.uio.no/ohammer/past/

Ksenija Pavlovi¢ Doktorska disertacija

4.1. 1zolovanje naftnih kiselina iz atmosferskog gasnog ulja
vojvodanske nafte “Velebit”, Tk 185-330 °C

Opsta procedura:

Atmosfersko gasno ulje raspona destilacije 185-330 °C (200 g) ekstrahuje se sa 10 mL smese
metanol:voda:koncentrovani amonijak (2:1.5:1). Nastala emulzija se ostavi 24 h da se razdvoje
slojevi nakon cega se donji vodeni sloj odvoji i upari pri ¢emu u balonu zaostaju sirove naftne
kiseline “Velebit” (0.44 g, 0.22%).

IR (CHCls, cm™): Upax 2924, 2856, 2728,2670, 1705, 1538, 1455, 1411, 1377, 1289, 940, 812,
743,723.

4.2. Preciscavanje sirovih naftnih kiselina “Velebit” alkalnom
ekstrakcijom sa kalijum-hidroksidom

Sirove naftne kiselina “Velebit” (100 g) se rastvore u petroletru (600 mL) nakon cega se uz konstantno
mesanje dodaje 5M etanolni rastvor kalijum-hidroksida do pH 11. Smesa se razblazi vodom (500 mL) a
potom slojevi razdvoje u levku za razdvajanje. Vodeni sloj se tretira joS tri puta petroletrom (3 x 50 mL)
a zatim zakiseli sumpornom kiselinom (1 : 1) do pH 3. Izdvojene naftne kiseline se ekstrahuju dietil-
etrom (70, 50 i 30 mL). Etarski ekstrakt se ispira vodom (3 x 100 mL), susi anhidrovanih natrijum-
sulfatom i uparava. Postupak se ponavlja Cetiri puta nakon cega su dobijene naftne kiseline “Velebit”
zadovoljavajuce Cistoée (58.2 g; 56 %; Kb 199.78 [mg KOH/g]).

IR: 2925, 2857, 2671, 1705, 1456, 1413, 1377, 1291, 1229, 939, 723.
GC-MS-El analiza: Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i homologih Z-serija u smesi ukupnih naftnih
kiselina “Velebit”

; Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma Ukupne naftne kiseline “Velebit”, C,H;,.,0, kiselina sa

istim
kis:lini Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetraciklicne | Pentaciklicne | Heksaciklicne | brojem C-
Z2=0 2=2 2=4 2=6 2=8 Z2=10 2=12 atoma [%]
15 3.24 4.17 11.16 20.75 30.81 20.77 9.11 32.56
16 4.02 4.67 13.62 21.87 28.33 18.69 8.80 24.88
17 3.26 6.07 14.99 23.22 26.17 17.78 8.52 17.44
18 5.32 10.06 14.16 21.50 24.84 16.05 8.07 12.45
19 3.86 7.37 15.01 22.48 24.58 17.53 9.17 7.13
20 4.78 8.32 14.13 21.22 22.87 18.43 10.25 3.78
21 4.24 7.95 14.18 21.19 22.09 19.60 10.75 1.77
3.82 5.81 13.25 21.70 27.74 18.80 8.88
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4.3. Razdvajanje naftnih kiselina “Velebit” na osnovu razlicite
kiselosti

Naftne kiseline (2 g, 7 mmol) se rastvore u destilovanoj vodi (600 mL) dodavanjem 5% rastvora
natrijum-hidroksida do pH 11 (20 mL). Nakon potpunog rastvaranja naftnih kiselina, u malim porcijama
dodaje se 5% vodeni rastvor sumporne kiseline do pH 10 posle ¢ega se etrom vrsi ekstrakcija
izdvojenih kiselina (60, 60, 40 mL). Dodatkom nove koli¢ine sumporne kiseline, pH se sniZava za po
jednu pH jedinicu, a postupak ekstrakcije ponavlja. Ekstrakcije su radene u opsegu pH 10 do pH 2.
Ekstrakti se suse anhidrovanim Na,SO, a ekstrakciono sredstvo se ukloni uparavanjem na rotavaporu.

Tabela 4.2. Preraspodela mase ukupne smese naftnih kiselina “Velebit” po pH vrednostima

pH vodenog

A pH 10 pH9 pH 8 pH7 pH 6 pHS5 pH4 pH3 pH 2
Masa NK, [g] 2.52 331 2.88 0.66 0.3 0.13 0.04 0.02 0.02
Maseni udeo, [%] 25.2 331 28.8 6.6 3.0 13 0.4 0.2 0.2
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4.4. Mikrotalasno-stimulisane amidacije individualnih naftnih
kiselina u odsustvu rastvaraca, primenom OTVORENOG sistema
mikrotalasnog reaktora

4.4.1. Mikrotalasno-stimulisana amidacija 4-cikloheksilbutanske kiseline (5)

4.4.1.1. Mikrotalasna sinteza N-(n-heptil)amida 4-cikloheksilbutanske kiseline (12)

4-Cikloheksilbutanska kiselina (1 g, 6 mmol) se pomesa sa n-heptilaminom (1.32 mL, 9 mmol).
Reakciona smesa se izloZi mikrotalasnom zracenju na temperaturi od 160 °C uz konstantno mesanje u
toku 10 minuta. Nakon isteka reakcionog vremena, smesa se hladi na sobnu temperaturu i ekstrahuje
hloroformom. Ekstrakti se prvo ispiraju 2M HCI, a zatim pomocu 5% rastvora NaHCO; (do pH 6-7).
Organski sloj se odvoji, susi anhidrovanim Na,SO, i uparava na rotavaporu. Sirovi proizvod se precisti
flash hromatografijom (petroletar:etar = 5:3) nakon ¢ega se dobija Cist proizvod u prinosu od 94%.

IR (KBr, cm™): umax 3288, 3083, 2923, 2852, 1644, 1556, 1448, 1376, 1269, 890.

'H NMR spektar (CDCl5, ppm): 0.76 (t, 3H, CH;), 0.96-1.64 (grupa signala, 26H, 13CH,), 2.05 (t, 2H,
CH,CO), 3.09 (m, 2H, CH,NH), 6.75 (bs, 1H, NH).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 13.72 (CHs), 22.30 (CH,), 23.08 (CH,), 26.04 (CH,), 26.34 (CH,), 26.71
(CH,), 28.77 (CH,), 29.37 (CH,), 31.50 (CH,), 33.00 (CH,), 36.64 (CH,), 36.86 (CH,), 37.23 (CH), 39.21
(NHCH,), 173.22 (C=0).

4.4.1.2. Mikrotalasna sinteza N,N-dietilamida 4-cikloheksilbutanske kiseline (17)

4-Cikloheksilbutanska kiselina (0.5 g, 3 mmol) pomesa se sa N,N-dietilaminom (0.45 mL, 4.5 mmol).
Reakciona sme3a se izloZi mikrotalasnom zra¢enju na temperaturi od 160 °C uz konstantno mes$anje u
toku 15 minuta. Po isteku reakcionog vremena, smesa se ohladi na sobnu temperaturu i ekstrahuju
hloroformom. Ekstrakti se prvo ispiraju 2M HCI, a zatim pomodéu 5% rastvora NaHCO; (do pH 6-7).
Organski sloj se odvoji, susi anhidrovanim Na,SO, i uparava na rotavaporu. Sirovi proizvod se precisti
flash hromatografijom (petroletar:etar = 5:3) nakon cega je prinos Cistog 4-cikloheksil-N,N-
dietilbutanamida 47%.

IR (KBr, cm™): Umax 2970, 2923, 2850, 2668, 1729, 1644, 1448, 1428, 1379, 1310, 1269, 1222, 1096,
1033, 944, 890, 796.

'H NMR spektar (CDCl3, ppm): 0.60-1.64 (grupa signala, 21H, 7CH,, 2CHs, CH), 2.11 (t, 2H, CH,CO),
3.17 (m, 4H, 2CH,CHs).
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3¢ NMR spektar (CDCls, ppm): 12.67 i 13.97 (2CH,CHs), 22.04 (CH,), 22.45 (CH,), 25.78 (CH,), 25.96
(CH,), 26.28 (CH,), 32.75 (CH,), 32.90 (CH,), 36.88 (CH,), 37.19 (CH iz prstena), 39.62 i 41.58
(2CH,CH;), 171.91 (C=0).

4.4.2. Mikrotalasno-stimulisana amidacija dekanske kiseline (7)

4.4.2.1. Mikrotalasna sinteza N-(n-heptil)amida dekanske kiseline (13)

n-Dekanska kiselina (1 g, 6 mmol) pomesa se sa n-heptilaminom (0.88 mL, 6 mmol). Reakciona smesa
se izloZi mikrotalasnom zracenju na temperaturi od 160 °C uz konstantno mesanje u toku 20 minuta.
Po isteku reakcionog vremena, smesa se ohladi na sobnu temperaturu i ekstrahuju hloroformom.
Ekstrakti se prvo ispiraju sa 2M HCI, a zatim pomocu 5% rastvora NaHCO; (do pH 6-7). Organski sloj se
odvoji, susSi anhidrovanim Na,SO, i uparava na rotavaporu. Sirovi proizvod se precisti flash
hromatografijom (petroletar:etar = 5:3) nakon cega je 82% prinos Cistog jedinjenja.

IR (KBr, cm'l): Umax 3296, 3088, 2955, 2852, 1638, 1557, 1466, 1377, 1249, 1116, 945, 756.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.73 (m, 6H, 2CHs), 1.00-1.56 (grupa signala, 24H, 12CH,), 2.05 (t,
2H, CH,CO), 3.05 (m, 2H, CH,NH), 7.00 (bs, 1H, NH).

3¢ NMR spektar (CDCl;, ppm): 13.64 (CHs), 13.67 (CHs), 22.26 (CH,), 25.71 (CH,), 26.69 (CH,),
28.75 (CH,), 28.92 (CH,), 28.98 (CH,), 29.04 (CH,), 29.09 (CH,), 29.17 (CH,), 29.22 (CH,), 29.31
(CH,), 31.55 (CH,), 36.25 (CH), 39.19 (NHCH,), 173.34 (C=0).

4.4.2.2. Mikrotalasna sinteza N,N-dietilamida dekanske kiseline (18)

n-Dekanska kiselina (1 g, 6 mmol) pomesa se sa N,N-dietilaminom (0.41 mL, 4 mmol). Reakciona
smesa se izloZzi mikrotalasnom zracenju na temperaturi od 160 °C uz konstantno mesanje u toku 10
minuta. Po isteku reakcionog vremena, smeSa se ohladi na sobnu temperaturu i ekstrahuju
hloroformom. Ekstrakti se prvo ispiraju sa 2M HCI, a zatim pomocu 5% rastvora NaHCOs (do pH 6-7).
Organski sloj se odvoji, susi anhidrovanim Na,SO, i uparava na rotavaporu. Sirovi proizvod se predisti
flash hromatografijom (petroletar:etar = 5:3) nakon cega je prinos 10%.

IR (KBr, cm™): Umax 2926, 2854, 2668, 1730, 1644, 1462, 1428, 1379, 1363, 1309, 1261, 1223, 1144,
1097, 946, 946.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.65-1.63 (grupa signala, 23H, 7CH,, 3CHs), 2.18 (t, 2H, CH,CO), 3.28
(m, 4H, 2 CH,CH,).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 12.86 (CHs), 13.84 i 14.16 (2CH,CHs), 22.43 (CH,), 24.83 (CH,), 25.29
(CH,), 29.06 (CH,), 29.26 (CH,), 31.65 (CH,), 32.93 (CH,), 39.81i 41.76 (2CH,CH), 172.14 (C=0).
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4.5. Mikrotalasno-stimulisane amidacije individualnih naftnih
kiselina u odsustvu rastvaraca, primenom ZATVORENOG sistema
mikrotalasnog reaktora

4.5.1. Mikrotalasno katalizovane sinteze N-(n-heptil)amida individualnih
naftnih kiselina

Amidacija individualnih naftnih kiselina izvedena je sa n-heptilaminom bez rastvaraca u
mikrotalasnom reaktoru pod pritiskom. Radeno je sa pet razli¢itih sintetskih individualnih kiselina.
Individualna naftna kiselina (10 mmol) se pomesa sa n-heptilaminom (10 mmol) nakon cega se
reakciona smesa, uz konstantno mesanje, izloZi mikrotalasnom zracenju na temperaturi od 235°C.
Reakcija se ozracuje ukupno 30 sekundi nakon ¢ega se reakciona smesa ohladi na sobnu temperaturu i
ekstrahuje hloroformom. Ekstrakti se prvo ispiraju 2M HCI, a zatim pomodéu 5% rastvora NaHCO; (do
pH 6-7). Organski sloj se odvoji, susi anhidrovanim Na,SO, i uparava na rotavaporu. Sirovi proizvod se
po potrebi precisti flash hromatografijom (petroletar:etar = 5: 3) pri ¢emu se dobijaju Cisti proizvodi u
opsegu prinosa od 83-97%.

N-heptilbenzamid (9)
Prinos: 83.32%
IR (KBr, cm™): Umax 3316, 3065, 3030, 2956, 2928, 2856, 1957, 1637, 1603, 1578, 1490, 1466, 1310,
1185, 1156, 1075, 1027, 927, 802, 695.
'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.81 (t, 3H, CHs, J=5.18 Hz), 1.21-1.52 (grupa signala, 10H, 5CH,),
3.32 (m, 2H, CH,NH), 7.24-7.80 (grupa signala, 6H, C¢Hs i NH).
3C NMR spektar (CDCls, ppm): 13.76 (CHs), 22.28 (CH,), 26.72 (CH,), 28.74 (CH,), 29.33 (CH,), 31.46
(CH,), 39.90 (NHCH,), 126.80 (CH-Ar), 127.96 (CH-Ar), 130.76 (CH-Ar), 134.49 (Cg-Ar), 167.50
(C=0).

N-heptilcikloheksankarboksamid (10)
Prinos: 86.02%
IR (KBr, cm'l): Umax 3293, 3082, 2928, 2855, 1643, 1548, 1450, 1377, 1258, 1217, 1143, 948, 894.
'H NMR spektar (CDCls;, ppm): 0.83 (m, 3H, CHs), 1.21-2.14 (grupa signala, 21H, 10CH, i CH iz
prstena), 3.09 (m, 2H, CH,NH), 5.84 (bs, 1H, NH).
13C NMR spektar (CDCls, ppm): 13.72 (CHs), 22.29 (CH,), 25.51 (CH,), 26.66 (CH,), 28.74 (CH,), 29.47
(CH,), 31.49 (CH,), 39.07 (NHCH,), 45.16 (CH), 176.03 (C=0).

3-cikloheksil-N-heptilpropanamid (11)
Prinos: 93.67%
IR (KBr, cm™): umax 3290, 3084, 2924, 2853, 1644, 1553, 1449, 1377, 1279, 964, 887.
'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.84 (t, 3H, CHs, J=6.33 Hz), 1.24-1.64 (grupa signala, 23H, 11CH, i
CH), 2.15 (t, 2H, CH,CO), 3.21 (m, 2H, CH,NH), 5.89 (bs, 1H, NH).
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3C NMR spektar (CDCls, ppm): 13.89 (CHs), 22.44 (CH,), 26.11 (CH,), 26.79 (CH,), 28.86 (CH,), 29.54
(CH,), 31.63 (CH,), 32.97 (CH,), 34.15 (CH,), 37.27 (CH), 39.40 (NHCH,), 173.43 (C=0).

4-cikloheksil-N-heptilbutanamid (12)
Prinos: 92.15%
IR (KBr, cm™): Umax 3288, 3083, 2923, 2852, 1644, 1556, 1448, 1376, 1269, 890.
'H NMR spektar (CDClz;, ppm): 0.76 (t, 3H, CHs), 0.96-1.64 (grupa signala, 26H, 13CH,), 2.05 (t, 2H,
CH,CO), 3.09 (m, 2H, CH,NH), 6.75 (bs, 1H, NH).
3C NMR spektar (CDCl3, ppm): 13.72 (CHs), 22.30 (CH,), 23.08 (CH,), 26.04 (CH,), 26.34 (CH,), 26.71
(CH,), 28.77 (CH,), 29.37 (CH,), 31.50 (CH,), 33.00 (CH,), 36.64 (CH,), 36.86 (CH,), 37.23 (CH), 39.21
(NHCH,), 173.22 (C=0).

N-heptildekanamid (13)
Prinos: 97.15%
IR (KBr, cm'l): Umax 3296, 3088, 2955, 2852, 1638, 1557, 1466, 1377, 1249, 1116, 945, 756.
'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.73 (m, 6H, 2CHs), 1.00-1.56 (grupa signala, 24H, 12CH,), 2.05 (t,
2H, CH,CO), 3.05 (m, 2H, CH,NH), 7.00 (bs, 1H, NH).
3¢ NMR spektar (CDCls, ppm): 13.64 (CHs), 13.67 (CHs), 22.26 (CH,), 25.71 (CH,), 26.69 (CH,),
28.75 (CH;), 28.92 (CH,), 28.98 (CH,), 29.04 (CH,), 29.09 (CH,), 29.17 (CH,), 29.22 (CH,), 29.31
(CH,), 31.55 (CH,), 36.25 (CH), 39.19 (NHCH,), 173.34 (C=0).

4.5.2. Mikrotalasno katalizovane sinteze N,N-dietilamida individualnih naftnih
kiselina

Individualna naftna kiselina (10 mmol) i N, N-dietilamin (10 mmol) se pomesaju nakon cega se reakcioni
balon ozracdi mikrotalasima u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora na temperaturi od 235°C.
Reakciona smesa se ozracuje uz konstatno mesanje u trajanju od jednog minuta. Po isteku reakcionog
vremena, smesa se ohladi na sobnu temperaturu i ekstrahuje hloroformom. Ekstrakti se prvo ispiraju
sa 2M HCl, a zatim pomocu 5% rastvora NaHCOs (do pH 6-7). Organski sloj se odvoji, susi anhidrovanim
Na,SO, i uparava na rotavaporu. Sirovi proizvod se po potrebi precisti na flash koloni hromatografijom
(petroletar:etar = 5:3) pri cemu su dobijeni Cisti proizvodi u rasponu prinosa od 45-63%.

N,N-dietilbenzamid (14)

Prinos: 44.69%

IR (KBr, cm™): Umax 3345, 3060, 2973, 2934, 2874, 1633, 1578, 1538, 1494, 1428, 1381, 1364,
1287, 1220, 1097, 1072, 1027, 942, 871, 786, 705, 628.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 1.07 (6H, 2CHs), 3.21 (4H, 2CH,N), 7.21 (5H, Ar).

C NMR spektar (CDCl;, ppm): 12.37 i 13.69 (2CH,CHs), 38.72 i 42.77 (2CH,CHs), 125.70,
127.44, 128.54 (CH-Ar), 136.77 (Cg-Ar), 170.67 (C=0).
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N,N-dietilcikloheksankarboksamid (15)

Prinos: 53.75 %

IR (KBr, cm™): umax 3485, 2930, 2855, 1634, 1480, 1450, 1429, 1379, 1361, 1317, 1263, 1220,
1152, 1096, 944, 810, 729.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.96 i 1.06 (2t, 6H, Jenacuz=7.0 Hz, 2 CH,CHs), 1.72-1.78 (m, 10H,
5 CH,), 2.29 (tt, 1H, Jousen = 11.3 Hz i 4.0 Hz, CH) 3.21 (m, 4H, 2 CH,CHs).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 12.78 i 14.68 (CHs5, 2CH,CHs), 25.58 i 29.33 (5CH,), 39.75 i 41.41
(2 CH,CHs), 40.48 (CH iz prstena), 175.19 (C=0).

3-cikloheksil-N, N-dietilpropanamid (16)

Prinos: 59.84 %

IR (KBr, cm™): umax 3471, 2971, 2923, 2851, 1644, 1448, 1427, 1379, 1382, 1313, 1277, 1259,
1223, 1142, 1096, 964, 908,789.

'H NMR spektar (CDCl;, ppm): 0.75-1.73 (grupa signala, 19H, CH, 6CH,, 2CHs), 2.21 (t, 2H,
CH,CO), 3.34 (m, 4H, 2CH,CH,).

3¢ NMR spektar (CDCls, ppm): 12.93 i 14.25 (CH;, 2CH,CHs), 26.13 (CH,), 26.44 (CH,), 30.51
(CH,), 32.80 (CH,), 33.04 (CH,), 37.39 (CH), 39.86 i 41.83 (2 CH,CH;), 172.46 (C=0).

4-cikloheksil-N, N-dietilbutanamid (17)

Prinos: 63.23%

IR (KBr, cm™): Umax 2970, 2923, 2850, 2668, 1729, 1644, 1448, 1428, 1379, 1310, 1269, 1222,
1096, 1033, 944, 890, 796.

'H NMR spektar (CDCl;, ppm): 0.60-1.64 (grupa signala, 21H, 7CH,, 2CHs, CH), 2.11 (t, 2H,
CH,CO0), 3.17 (m, 4H, 2CH,CH,).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 12.67 i 13.97 (2CH,CHs), 22.04 (CH,), 22.45 (CH,), 25.78 (CH,),
25.96 (CH,), 26.28 (CH,), 32.75 (CH;), 32.90 (CH,), 36.88 (CH,), 37.19 (CH iz prstena), 39.62 i
41.58 (2CH,CHs), 171.91 (C=0).

N,N-dietildekanamid (18)
Prinos: 59.07%

IR (KBr, cm™): Umax 2926, 2854, 2668, 1730, 1644, 1462, 1428, 1379, 1363, 1309, 1261, 1223,
1144, 1097, 946, 946.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.65-1.63 (grupa signala, 23H, 7CH,, 3CHs), 2.18 (t, 2H, CH,CO),
3.28 (m, 4H, 2 CH,CHs).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 12.86 (CHs), 13.84 i 14.16 (2CH,CHs), 22.43 (CH,), 24.83 (CH,),
25.29 (CH,), 29.06 (CH,), 29.26 (CH,), 31.65 (CH,), 32.93 (CH,), 39.81 i 41.76 (2CH,CH;), 172.14
(C=0).
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4.6. Mikrtotalasno-stimulisane amidacije prirodnih naftnih kiselina
yVelebit” sa primarnim, odnosno sekundarnim aminom

4.6.1. Mikrotalasna sinteza N-(n-heptil)Jamida prirodnih naftnih kiselina
»Velebit” (19)

Prirodne naftne kiseline (5 mmol) se pomesaju sa n-heptilaminom(7,5 mmol). Reakciona smesa se
izloZi mikrotalasnom zracenju uz konstantno mesanje na temperaturi od 235°C i trajanju od 60 minuta.
Tok reakcije je pracen tankoslojnom hromatografijom na silikagelu (petroletar:etar = 5: 3) prekidanjem
mikrotalasnog ozracivanja nakon 30 sekundi, 1, 5, 10, 15, 30, 45 i 60 minuta. Nakon isteka reakcionog
vremena, smesa se hladi na sobnu temperaturu i ekstrahuje hloroformom. Ekstrakti se prvo ispiraju
2M HCl, a zatim pomodu 5% rastvora NaHCO; (do pH 6-7). Organski sloj se odvoji, susi anhidrovanim
Na,SO, a rastvarac upari. Nakon obrade reakcione smese dobijen je smedi, uljasti N-(n-heptil)Jamid
prirodnih naftnih kiselina ,Velebit” (19) u prinosu od 94.1%.

IR (KBr, cm™): Umax 3290, 3083, 2926, 2856, 1644, 1557, 1455, 1377, 1249, 957.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.45-2.42 (grupa signala, CH, CH,, CHs), 3.18 i 3.20 (NHCH,), 5.80
(CONH).

3C NMR spektar (CDCl;, ppm): 172.56-173.08 (C=0).

4.6.2. Mikrotalasna sinteza N,N-dietilamida prirodnih naftnih kiselina
»Velebit” (20)

Prirodne naftne kiseline ,Velebit” (5 mmol) pomesaju se sa N,N-dietilaminom (7.5 mmol). Reakciona
smesa se izloZi mikrotalasnom zracenju i temperaturi od 235 °C uz konstantno mesanje u toku 60
minuta. Tok reakcije je pra¢en tankoslojnom hromatografijom na silikagelu (petroletar:etar = 5:3). Po
isteku reakcionog vremena, smeSa se ohladi na sobnu temperaturu i ekstrahuje hloroformom.
Ekstrakti se prvo ispiraju sa 2M HCI, a onda pomoc¢u 5% rastvora NaHCO; (do pH 6-7). Organski sloj se
odvoji, susi anhidrovanim Na,SO, i upari. Sirovi proizvod se precisti flash hromatografijom
(petroletar:etar = 5: 3) nakon ¢ega se dobija Cist proizvod (20) u prinosu od 47.42%.

IR (KBr, cm™): Upmax 2926, 2869, 1645, 1459, 1427, 1378, 1261, 1222, 1134, 1096.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.55-2.40 (grupa signala, CH, CH,, CHs), 3.22-3.28 (NHCH,).
3C NMR spektar (CDCl;, ppm): 171.81-172.09 (C=0).
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4.7. Mikrotalasno-stimulisane sinteze primarnih amida iz slobodnih
karboksilnih kiselina i uree

4.7.1. Mikrotalasno katalizovane sinteze amida iz karboksilnih kiselina i uree
bez upotrebe katalizatora

Individualne (2-7) i prirodne (8) naftne kiseline (1 mmol) pomesaju se sa ureom (2 mmol). Reakciona
smesa se izloZi mikrotalasnom zracenju uz konstantno mesanje u ukupnom trajanju od 60 sekundi na
temperaturi od 180 °C. Sinteza je radena u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora pod pritiskom
u temperaturno-kontrolnom modu. Tok reakacije je pracen tankoslojnom hromatografijom na
silikagelu (EtOAc:petroletar=4:1). Nakon isteka reakcionog vremena, smeSa se hladi na sobnu
temperaturu a sirov proizvod precisti flash hromatografijom (EtOAc:petroletar=4:1). Nakon
preciséavanja dobijeni su slede¢i amidi: cikloheksilkarboksamid (21, 37.0%), cikloheksiletanamid (22,
42.61%), 3-cikloheksilpropanamid (23, 40.26%), 4-cikloheksiloutanamid (24, 67.47%),
dicikloheksiletanamid (25, 17.06%), dekanamid (26, 63.7%), dok amidi prirodnih naftnih kiselina nisu
dobijeni.

4.7.2. Mikrotalasno katalizovane sinteze amida iz karboksilnih kiselina i uree
koris¢enjem imidazola kao katalizatora

Individualne (2-7) i prirodne (8) naftne kiseline (1 mmol) i urea (2 mmol) pomesaju se sa imidazolom (1
mmol). Reakciona smeSa se postavi u mikrotalasni reaktor i izlozi mikrotalasnom zracenju uz
konstantno mesanje na temperaturi od 180 °C i trajanju od 60 sekundi. Po isteku reakcionog vremena,
smes$a se hladi na sobnu temperaturu nakon cega se sirovi proizvod precisti na flash koloni
(EtOAc:petroletar=4:1). Nakon preciséavanja dobijeni su sledeéi amidi: cikloheksilkarboksamid (21,
60.56%), cikloheksiletanamid (22, 41.10%), 3-cikloheksilpropanamid (23, 25.34%), 4-
cikloheksilbutanamid (24, 41.45%), dicikloheksiletanamid (25, 29.08%), dekanamid (26, 58.76%) i
smesa amida prirodnih naftnih kiselina (27, 50.15%).

4.7.3. Mikrotalasno katalizovane sinteze amida iz karboksilnih kiselina i uree
koriséenjem cirkonil-hlorida kao katalizatora

Individualne (2-7) i prirodne (8) naftne kiseline (1 mmol) i urea (2 mmol) pomesaju se sa cirkonil-
hloridom (10 mol %). Reakciona smesa se postavi u mikrotalasni reaktor i izloZi mikrotalasnom
zra€enju uz konstantno mesanje na temperaturi od 180 °C i u trajanju od 60 sekundi. Tok reakacije je
pracen tankoslojnom hromatografijom na silikagelu (EtOAc:petroletar=4:1) iskljucivanjem
mikrotalasnog tretmana sukcesivno nakon 5, 15, 30 i 60 sekundi. Sme3a se hladi na sobnu temperaturu
i ekstrahuje etilacetatom. Ekstrakti se ispiraju sa 2M HCI, 5% NaHCO; a zatim vodom (do pH 6-7).
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Organski sloj se odvoji, susi anhidrovanim Na,SO, i upari na rotavaporu. Sirovi proizvod se precisti na
flash koloni (EtOAc:petroletar=4:1) nakon ¢ega su dobijeni slede¢i amidi: cikloheksilkarboksamid (21,
47.91%), cikloheksiletanamid (22, 53.11%), 3-cikloheksilpropanamid (23, 51.70%), 4-
cikloheksilbutanamid (24, 64.64%), dicikloheksiletanamid (25, 20.48%), dekanamid (26, 63.60%) i
smesa amida prirodnih naftnih kiselina (27, 35.83%).

Spektroskopski podaci sintetisanih amida:

Cikloheksilkarboksamid (21)

IR (KBr, cm™): Umax 3345, 3170, 2928, 2851, 1632, 1445, 1400, 1286, 1230, 1154, 921, 790.
'H NMR spektar (CDCl;, ppm): 1.05-2.20 (grupa signala, 11H, 5CH,, CH), 5.58-6.42 (bs, CONH,).
3C NMR spektar (CDCls, ppm): 25.76 (CH,), 29.57 (CH,), 44.65 (CH), 179.49 (C=0 iz amida).

Cikloheksiletanamid (22)

IR (KBr, cm™): Umax 3357, 3176, 2921, 2850, 1664, 1630, 1448, 1414, 1322, 1271, 1201, 1148,
942, 722.

'H NMR spektar (CDCl;, ppm): 0.85-1.84 (grupa signala, 11H, 5CH, i CH), 2.08 (d, 2H, CH,, J=6.7
Hz), 5.56 i 5.97 (bs, 2H,CONH).

3C NMR spektar (CDCl;, ppm): 26.01 (CH,), 33.07 (CH,), 35.18 (CH), 43.99 (CH,CONH,), 175.18
(C=0).

3-cikloheksilpropanamid (23)

IR (KBr, cm™): Umax 3398, 3193, 2925, 2852, 1649, 1451, 1415, 1299, 1255, 1186, 1132, 964,
771.

'H NMR spektar (CDCl;, ppm): 0.78-1.82 (grupa signala, 13H, 6CH, i CH), 2.23 (t, 2H,
CH,CONH,), 5.58-6.28 (bs, 2H, CONH,).

BBC NMR spektar (CDCl;, ppm): 26.14 (CH,), 26.44 (CH,), 32.88 (CH,), 32.97 (CH,), 33.38
(CH,CONH,), 37.21 (CH), 176.54 (C=0).

4-cikloheksilbutanamid (24)

IR (KBr, cm™): Umax 3355, 3186, 2922, 2851, 1664, 1632, 1447, 1417, 1317, 1215, 1167, 1144,
967, 756.

'"H NMR spektar (CDCl;, ppm): 0.70-1.78 (grupa signala, 15H, 7CH, i CH), 2.21 (m, 2H,
CH,CONH,), 5.76-6.4 (CONH,).

3C NMR spektar (CDCl3, ppm): 22.83 (CH,), 26.19 (CH,), 26.50 (CH,), 33.12 (CH,), 36.14 (CH,),
36.85 (CH,), 37.30 (CH), 176.45 (C=0).

2,2-dicikloheksiletanamid (25)

IR (KBr, cm'l): Umax 3427, 3362, 2930, 2916, 1652, 1446, 1421, 1294, 1267, 1215, 1173, 893,613
'H NMR spektar (CDCl;, ppm): 1.02-1.89 (grupa signala, 23H, 10CH,, 3CH), 5.35 i 5.52 (bs, 2H,
CONH,)
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C NMR spektar (CDCls, ppm): 26.51, 26.73, 29.63, 31.60 (CH,), 36.33 (CH), 58.73 (CH), 176.65
(C=0).

Dekanamid (26)

IR (KBr, cm™): Umax 3353, 3193, 2954, 2920, 2851, 1661, 1631, 1470, 1421, 1410, 877, 720.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.88 (t, 3H, CH3, J=6.49), 1.26-1.66 (grupa signala, 14H, 7CH,),
2.27 (m, 2H, CH,CONH,), 6.01 (bs, 2H, CONH,).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 14.07 (CHs), 22.63 (CH,), 25.52 (CH,), 29.18 (CH,), 29.23 (CH,),
29.29 (CH,), 29.40 (CH,), 31.83 (CH,), 35.77 (CH,), 176.37 (C=0).

Amidi prirodnih naftnih kiselina (27)

IR (KBr, cm'l): Umax 3346, 3195,2924, 2855, 1658, 1456, 1402.

'"H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.40-2.56 (grupa signala, CH, CH,, CHs), 5.85 i 6.33 (bs, 2H,
CONH,).

3C NMR spektar (CDCl;, ppm): 14.02 i 14.31 (CHs), 19.05-50.27 (grupa signala, CH i CH,),
175.94-176.13 (C=0).

4.8. Dobijanje alkohola individualnih i prirodnih naftenskih kiselina
mikrotalasno-stimulisanom redukcijom pomoc¢u KBH;-MgCl,

MgCl, (0.5713 g; 6 mmol) i KBH, (0.3236 g; 6 mmol) dodaju se u suv tetrahidrofuran (10 mL). Pri
anhidrovanim uslovima, reakciona smesa se intenzivno mesa na tacki klju¢anja 2h a zatim se pazljivo, u
porcijama dodaje individualna, odnosno prirodna naftna kiselina (6 mmol). Reakcioni balon se izloZi
dejstvu mikrotalasa, pri otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, u trajanju od 5-15 min pri ¢emu se
tok reakcije prati tankoslojnom hromatografijom na silikagelu svakih 5 minuta (petroletar:etar = 4:1).
Po zavrSetku reakcije, reakciona smeSa se hladi na temperaturu od 5-10 °C i prekida paZljivim
dodavanjem metanola (1.5 mL). Rastvor se profiltrira a ¢vrsti ostatak ispere sa THF/MeOH (v/v =10:1;
15 mL). Filtrat se upari do suva a zatim suvom ostatku doda Cist metanol (10 mL) koji se ponovo ukloni
uparavanjem. Suv ostatak se rastvori u etil-acetatu i ispere zasi¢enim vodenim rastvorom natrijum-
hlorida. Nakon suSenja i uklanjanja rastvaraca, dobija se proizvod koji se po potrebi precisti flash
hromatografijom (petroletar:etar=5:1). Dobijena su Cista jedinjenja u opsegu prinosa od 42-92%.
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Tabela 4.3. Maseni udeo determinisanih alkohola naftnih kiselina i njihovih homologih Z-serija u smesi
alkohola ukupnih naftnih kiselina “Velebit”

Maseni udeo pojedinih klasa alkohola naftnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
alkohola sa
atomau | Alkanske | Monociklitne | Bicikligne | Triciklitne | Tetraciklicne | Pentacikliéne | Heksaciklitne istim
kiselini Z2=0 7=2 7=4 7=6 7=8 Z=10 7=12 brojem C-
atoma [%]
15 2.74 2.82 10.65 26.62 31.74 19.06 6.38 26.39
16 3.07 2.89 11.60 27.11 29.06 18.72 7.55 21.59
17 3.36 3.03 12.41 27.87 27.91 17.28 8.14 17.44
18 3.39 3.60 12.95 27.52 26.86 16.97 8.71 13.27
19 4.25 7.32 12.44 24.78 24.65 17.16 9.39 10.27
20 4.21 3.82 12.69 23.62 25.38 18.97 11.32 6.77
21 4.30 427 12.83 22.67 23.81 19.54 12.58 4.27
3.33 3.56 11.88 26.50 28.35 18.22 8.16

Spektroskopski podaci dobijenih alkohola:

Cikloheksilmetanola (28)

Prinos: 42%

IR (KBr, cm'l): Umax 3340, 2922, 2852, 1449, 1378, 1090, 1034.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.79-1.72 (grupa signala, 11H, 5CH, i CH), 2.80 (bs, 1H, OH), 3.35 (d, 2H,
CH,, J=6.38 Hz).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 25.73 (CH,), 26.49 (CH,), 29.49 (CH,), 40.30 (CH), 68.35 (CH,).

2-cikloheksil-1-etanol (29)

Prinos: 60.81%

IR (KBr, cm™): Umax 3335, 2922, 2851, 1710, 1448, 1347, 1260, 1059.

'H NMR spektar (CDCl3, ppm): 0.76-1.90 (grupa signala, 13H, 6CH, i CH), 3.42 (bs, 1H, OH), 3.59 (t, 2H,
CH,OH).

B3C NMR spektar (CDCls, ppm): 26.14 (CH,), 26.44 (CH,), 33.24 (CH,), 34.09 (CH), 40.06 (CH,CH,OH),
60.32 (CH,OH).

3-cikloheksil-1-propanol (30)

Prinos: 91.54%

IR (KBr, cm™): Umax 3333, 2922, 2850, 1448, 1375, 1347, 1261, 1056.

'H NMR spektar (CDCl;, ppm): 0.69-1.78 (grupa signala, 15H, 7CH, i CH), 3.42 (s, 1H, OH), 3.51 (t, 2H,
CH,0H).

C NMR spektar (CDCls, ppm): 26.20 (CH,), 26.50 (CH,), 29.84 (CH,), 33.21 (CH,), 33.30 (CH,), 37.36
(CH), 62.73 (CH,OH).
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4-cikloheksil-1-butanol (31)

Prinos: 56%

IR (KBr, cm'l): Umax 3335, 2922, 2851, 1710, 1448, 1347, 1260, 1059.

'H NMR spektar (CDClz;, ppm): 0.85-1.69 (grupa signala, 17H, 8CH, i CH), 3.50 (bs, 1H, OH), 3.59 (t, 2H,
CH,, J=6.57 Hz).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 26.27 (CH,), 26.58 (CH,), 26.64 (CH,), 32.89 (CH,), 33.30 (CH,), 37.20
(CH,), 37.56 (CH), 62.76 (CH,).

1-dekanol (32)

Prinos: 65%

IR (KBr, cm™): Umax 3333, 2924, 2854, 1712, 1466, 1378, 1057.

'H NMR spektar (CDCls;, ppm): 0.82 (t, 3H, CH5), 1.00-1.59 (grupa signala, 16H, 8CH,), 3.52 (t, 2H,
CH,OH), 4.05 (bs, 1H, OH).

3C NMR spektar (CDCls, ppm): 13.88 (CHs), 22.53 (CH,), 25.69 (CH,), 29.23 (CH,), 29.39 (CH,), 29.50
(CH,), 29.55 (CH,), 31.80 (CH2), 32.48 (CH,), 62.38 (CH,).

Alkoholi dobijeni redukcijom prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (33)

Prinos: 88.79%

IR (KBr, cm™): Umax 3311, 2924, 2856, 1697, 1615, 1456, 1377, 1055, 722.

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.42-2.40 (grupa signala, CH, CH,, CHs), 3.65 (s, 1H, OH).

3C NMR spektar (CDCl;, ppm): uodava se odsustvo karbonilnog ugljenika koji je prisutan u spektru
naftnih kiselina.
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4.9. Sinteze hidroksamskih derivata individualnih i prirodnih naftnih
kiselina

Dobijanje diazometana
U balon od 250 mL doda se etanol (96%, 25 mL) i vodeni rastvor kalijum-hidroksida (5.0 g kalijum-

hidroksida u 9 mL vode). Balon se poveZe sa levkom za dokapavanje i kondenzatorom koji se preko lule
i plastinog creva spoji sa ispiralicom a ona sa jo$ jednom. Obe ispiralice se hlade ledom. Prva ispiralica
je prazna a u drugoj se nalazi dietil-etar za hvatanje viska diazometana. Reakcioni sud se preko uljanog
kupatila zagreva na 65°C pri cemu mu se iz levka za dokapavanje paZljivo dodaje rastvor N-nitrozo-N-
metil-p-toluensulfonamida (21.5 g; 0.1 mol) u suvom dietil-etru (200 mL). Brzina dokapavanja se
uskladuje sa brzinom destilacije etarskog rastvora diazometana. Destilacija se prekida kada destilat
izgubi Zutu boju.

Metilovanje karboksilnih kiselina diazometanom
Karboksilne kiseline (5 mmol) rastvore se u minimalnoj koli¢ini metanola a potom im se na sobnoj

temperaturi, kapalicom dodaje svezZ etarski rastvor diazometana. Prestanak izdvajanja mehuriéa azota
nakon ponovnog dodavanja etarskog rastvora diazometana ili stabilna Zuckasta boja viska diazometana
znak su da je metilovanje zavrseno. Po zavrSetku esterifikacije, etar se ukloni na rotavaporu a ostatak
ponovo rastvori u etru (20 mL) i tretira 1M vodenim rastvorom natrijum-hidroksida (3 x 5 mL). Etarski
ekstrakt se ispere vodom i susSi anhidrovanim natrijum-sulfatom. Po potrebi, sirovi metil-estri
individualnih i prirodnih naftnih kiselina se preciste flash hromatografijom (petroletar:etar, 4:1) nakon
Cega se dobijaju Cisti metil-estri naftenskih kiselina.

Metil-benzoat (34)
IR (CHCls, cm™): Umnax 3429, 3064, 2999, 2952, 2844, 1927, 1724, 1601, 1582, 1492, 1452, 1315, 1278,
1192, 1176, 1111, 1071, 1027, 966, 937, 822.

Metil-cikloheksankarboksilat (35)
IR (CHCl5, cm™): Umax 2929, 2851, 1732, 1380,1355, 1281, 1232, 1188, 1156, 1126, 1097, 1072, 998,
892, 8805, 704.

Metil-2-cikloheksiletanoat (36)
IR (CHCI;, cm'l): Umax 2925, 2852, 1741, 1448, 1436, 1356, 1288, 1261, 1237, 1190, 1165, 1118, 1073,
1007, 939, 867, 713.

Metil-3-cikloheksilpropanoat (37)
IR (CHCl;, cm'l): Umax 2924, 2852, 1742, 1449, 1436, 1366, 1275, 1195, 1166, 1126, 1019, 990, 884, 844,
823.

Metil-4-cikloheksilbutanoat (38)
IR (CHCl;, cm'l): Umax 2923, 2851, 1742, 1448, 1359, 1253, 1199, 1165, 883.
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Metil-dekanoat (39)
IR (CHCl3, cm™): Upmax 2953, 2926, 2855, 1743, 1464, 1436, 1362, 1247, 1198, 1169, 1111, 1063, 1009,
881, 722.

Metil-naftenati (40)
IR (CHCl;, cm'l): Umax 2952, 2925, 2857, 1740, 1456, 1435, 1376, 1194, 1166, 1019.

Dobijanje hidroksilamina

Hidroksilamin hidrohlorid (6 mmol) se rastvori u metanolu (3 mL) i doda metanolhom rastvoru kalijum-
hidroksida (12 mmol). Reakciona smesa se mesa 15 minuta na 0 °C a zatim procedi od nastalog belog
taloga i odmah koristi.

Sinteze hidroksamskih derivata individualnih i prirodnih naftnih kiselina

Metil-estar individualnih i prirodnih naftnih kiselina (2 mmol) se rastvori u 1 mL apsolutnog metanola.
Rastvoru se doda hidroksilamin pripremljen mesanjem hidroksilamin-hidrohlorida (6 mmol) i kalijum-
hidroksida (12 mmol) u metanolu a potom reakciona smesa izloZi dejstvu mikrotalasa na 110 °C u
trajanju od jednog minuta. Po isteku reakcionog vremena, reakciona smesa se zakiseli 2M HCl do pH 4,
koncentruje na rotavaporu a zatim joj se doda malo vode nakon cega se ekstrahuje etil-acetatom (3x15
mL). Organski sloj se susi bezvodnim Na,SO, i upari na rotacionom vakuum uparivacu nakon cega
zaostaje sirovi proizvod koji se precisti flash horomatografijom (hloroform:etil-acetat, 1:1 ili toluen:
etil-acetat, 1:1). Dobijeni su hidroksamski derivati u rasponu prinosa od 59-93%.

N-hidroksibenzamid (41)

Prinos: 86%

IR (KBr, cm™): Umax 3298, 3060, 2756, 1646, 1613, 1562, 1490, 1328, 1163, 1023, 899, 798, 705.

'H NMR spektar (DMSO, ppm): 7.41-7.77 (grupa signala, 5H, CH-Ar).

3C NMR spektar (DMSO, ppm): 127.45 (CH, Ar), 129.16 (CH, Ar), 132.07 (CH, Ar), 132.93 (Cqg, Ar),
165.48 (CONHOH).

N-hidroksicikloheksankarboksamid (42)

Prinos: 59%

IR (KBr, cm™): Umax 3199, 3036, 2920, 2852, 1629, 1542, 1446, 1394, 1340, 1272, 1141, 1059, 1018, 963,
808, 752.

'H NMR spektar (DMSO, ppm): 1.05-2.06 (grupa signala, 11H, CH, i CH), 5.75-6.8 (bs, 2H, CONHOH).
3C NMR spektar (DMSO, ppm): 25.39 (CH,), 29.02 (CH,), 41.92 (CH), 173.87 (CONHOH).

2-cikloheksil-N-hidroksiacetamid (43)

Prinos: 67%

IR (KBr, cm™): unax 3186, 3004, 2923, 2851, 1629, 1541, 1448, 1376, 1312, 1276, 1054, 980, 734, 633.
'H NMR spektar (DMSO, ppm): 0.74-1.95 (grupa signala, 13H, CH, i CH), 8.55-9.4 (bs, 1H, CONHOH),
10.4-10.7 (bs, 1H, CONHOH).
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C NMR spektar (DMSO, ppm): 26.13 (CH,), 26.37 (CH,), 32.96 (CH,), 33.32 (CH,), 35.07 (CH), 169.65
(CONHOH).

3-cikloheksil-N-hidroksipropanamid (44)

Prinos: 78%

IR (KBr, cm™): umax 3203, 3028, 2923, 2850, 1630, 1536, 1449, 1371, 1286, 1094, 983, 919, 885, 842,
734,

'H NMR spektar (DMSO, ppm): 0.70-2.20 (grupa signala, 15H, CH, i CH), 8.0-9.6 (bs, 2H, CONHOH).

3C NMR spektar (DMSO, ppm): 26.13 (CH,), 26.43 (CH,), 30.52 (CH,), 32.83 (CH,), 32.90 (CH,), 37.20
(CH), 172.48 (CONHOH).

4-cikloheksil-N-hidroksibutanamid (45)

Prinos: 72%

IR (KBr, cm™): umax 3250, 3059, 2923, 2850, 1619, 1543, 1461, 1382, 1126, 1054, 987, 959, 888, 742,
606.

'H NMR spektar (DMSO, ppm): 0.52-1.97 (grupa signala, 17H, CH, i CH), 8.87 (bs, 1H, CONHOH), 10.49
(bs, 1H, CONHOH).

C NMR spektar (DMSO, ppm): 23.04 (CH,), 26.38 (CH,), 26.76 (CH,), 33.07 (CH,), 33.35 (CH,), 36.82
(CH,), 37.33 (CH), 170.51 (CONHOH).

N-hidroksidekanamid (46)

Prinos: 93%

IR (KBr, cm™): umax 3257, 3059, 2955, 2915, 2871, 2846, 2760, 1663, 1622, 1566, 1468, 1423, 1330,
1306, 1271, 1116, 1083, 969, 721.

'H NMR spektar (DMSO, ppm): 0.80 (t, 3H, CH;), 0.97-1.95 (grupa signala, 16H, 8CH,), 8.86 (bs, 1H,
CONHOH), 10.52 (bs, 1H, CONHOH).

3C NMR spektar (DMSO, ppm): 14.51 (CHs), 22.65 (CH,), 25.67 (CH,), 29.05 (CH,), 29.19 (CH,), 29.25
(CH,), 29.42(CH,), 31.82 (CH,), 32.82 (CH,), 170.51 (CONHOH).

Hidroksam prirodnih naftnih kiselina (47)

Prinos: 61%

IR (KBr, cm'l): Umax 3212, 2923, 2855, 1634, 1531, 1455, 1377, 1215, 1049, 980, 759

'H NMR spektar (CDCls, ppm): 0.56-2.60 (grupa signala, CH, CH,, CHs), 7.9-10.0 (bs, 2H, CONHOH)
3€ NMR spektar (CDCls, ppm): 171.43-171.89 (CONHOH).

4.10. Odredivanje uticaja naftnih kiselina na propustljivost celijskih
membrana cvekle

Rastvor natrijum-naftenata, koncentracije 1 mmol/L, pripremljen je rastvaranjem potrebne koli¢ine
naftnih kiselina u rastvoru koji sadrZi ekvimolarnu koli¢inu natrijum-hidroksida. Na isti nacin su
pripremljeni i rastvori natrijumovih soli uzih frakcija naftnih kiselina izdvojenih na pH 4, pH 8 i pH 10.
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Za izraCunavanja, pri pripremi rastvora Na-soli naftnih kiselina i odgovarajuéih frakcija, koris¢ena je
prose¢na molekulska masa ukupnih naftnih kiselina (Mr(NK)=280.8 g/mol), kao i molske mase
pojedinih frakcija (Mr(NK- pH 4)=328 g/mol, Mr(NK-pH 8)=425 g/mol i Mr(NK-pH 10)=285 g/mol).

Razblazivanjem ovih osnovnih rastvora pripremljeni su rastvori soli naftnih kiselina koncentracija 10,
30, 55, 80 i 100 umol/L. Kontrolni rastvor sadrzi samo destilovanu vodu i fosfatni pufer (pH 6.7).
Rastvori su pripremljeni po Semi prikazanoj u Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Sastav rastvora kontrole i razliCitih koncentracija natrijumovih soli naftnih kiselina (Cya.

naftenata)

Cua-naft. / pmol/L 0 10 30 55 80 100
H,0 / mL 16 15.8 154 14.9 14.4 14
Pufer pH 6.7 / mL 4 4 4 4 4 4
1 mmol/L Na-naftenata / mL 0 0.2 0.6 1.1 1.6 2

Iz ploda cvekle, busacem precnika 0.6 cm izvade se cilindri koji se potom seku na diskove debljine 2
mm. Dobijeni uniformni segmenti se peru tekuéom vodom 6 h a zatim, potopljeni u hladnu vodu,
odlazu u frizider preko nodi.

Po dvadeset segmenata cvekle se prenese u casSe i tretira rastvorima razli¢itih koncentracija
natrijumovih soli kako ukupnih, tako i frakcija naftnih kiselina izdvojenih na pH 4, pH 8 i pH 10 (20 mL).
Apsorbancija rastvora u odnosu na kontrolu o€itavana je na spektrofotometru UV/VIS 6105 Jenway,
UK, na A=538 nm. Absorbancija oslobodenog betanina u uzorku merena je odmah po dodavanju
rastvora, nakon2h,4 h,6h,8h,10h, 12 hi24 h (Prilog 7.1.3., Tabela 7.11., 7.12., 7.13., 7.14.).

4.11. Test oziljavanja biljaka

Za test je koriséeno seme suncokreta. Klijanje se izvodi u mraku, na vlaznoj pescanoj podlozi,
termostatiranoj na 25 °C. Semena se rasporeduju na medusobnom rastojanju od 1 cm. Kada izdanci
dostignu duZinu od 10 do 13 cm, seku su odmah iznad korena, odnosno povrsine peska. Odrezani
ponici suncokreta (po 5 komada) se stavljaju u erlenmajere sa rastvorima odredenih koncentracija (10
> 10%i107 mol/L) individualnih i prirodnih naftnih kiselina , Velebit”, i njihovim alkoholima i amidima.
Erlenmajeri sa rastvorima i biljkama stoje 10 dana na temperaturi od 20 °C nakon c¢ega se broje
adventivni korenciéi Cija je duzina preko 2 mm. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 7.16., Tabeli
7.17.iTabeli 7.18.

*Za otziljavanje reznica, naftne kiseline i njihovi alkoholi i amidi su zbog smanjene rastvorljivosti u vodi,
prvo rastvoreni u minimalnoj koli¢ini metanola, a potom su pravljena razblaZenja sa prokuvanom
destilovanom vodom do 10, 10°i 107 mol/L.

4.12. ,Test inhibicije klijanja“

U Petri posude (@ 9 cm) postavi se filter-hartija u podlozi a na nju 50 semenki bele slaice Sinapis alba.
U posude se potom dodaje 3.5 mL rastvora alkohola i amida individualnih i prirodnih naftnih kiselina,

114



Ksenija Pavlovi¢ Doktorska disertacija

kao i samih prirodnih naftnih kiselina, koncentracije 10, 10°, 107 mol/L. Za poredenje se koristi 3-
indolsiréetna kiselina u istim koncentracijama. Kao kontrola se koristi sveze prokuvana destilovana
voda. Svi ogledi se rade paralelno sa po dve probe i pri termostatiranim uslovima na 25 °C. Nakon 24 h
prebrojavaju se isklijala semena sa izdankom ¢ija je duZina veéa od polovine duZine semena (Tabela
7.19., Tabela 7.20, Tabela 7.21.).

Priprema rastvora 3-indolsiréetne kiseline u vodi:

3-indolsir¢etna kiselina (0.0125 g) se rastvara u sveZe prokuvanjoj destilovanoj vodi (25 mL)
dokapavanjem rastvora kalijum-hidroksida (5 mmol/L). Pripremljeni rastvor koncentracije 500 mg/L se
¢uva na -18 °C. RazblaZivanjem ovog rastvora 3-indolsiréetne kiseline sa sveie prokuvanom
destilovanom vodom, pripremljeni su rastvori koncentracija 10°,10° 10”7 mol/L.
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5. ZAKLJUCAK

U prvom delu ovog rada data je detaljna grupno-strukturna analiza naftnih kiselina izolovanih iz
atmosferskog gasnog ulja, komercijalne frakcije vojvodanske nafte ,Velebit“. U izolovanoj i
preciséenoj smesi prirodnih naftnih kiselina analizom masenih spektara radenih GC-MS-EI metodom,
dobijen je uvid u ceo opseg molekulskih masa kiselina sto je do sada najkompletnija strukturna analiza
naftnih kiselina vojvodanske nafte “Velebit”. Detaljnom analizom pojedinacnih klastera u rasponu
masa od 230-326, koji odgovaraju broju C atoma karboksilnih kiselina od 15 do 21 C, odredena je
raspodela za sedam Z-serija (Z= 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12) kiselina. U datom opsegu masa, odnosno broja C-
atoma, kao najdominantnije utvrdene su triciklicne i tetracikli¢ne strukture kiselina. Takode, utvrdeno
je da sa porastom broja C atoma, opada ukupna masa kiselina po klasterima. Tako je ustanovljeno da
su procentualno najmanje zastupljene kiseline sa 21 a najviSe kiseline sa 15 C atoma kojih ima oko 19
puta vise u odnosu na C-21 kiseline. Dalje, utvrdeno je da je u rasponu relativnih molekulskh masa
kiselina od 230-326 ukupna zastupljenost alkilkarboksilnih kiselina (masne kiseline), opste formule
C.H,,0, (z=0) 3.82%, monocikli¢nih kiselina opste formule C,H,,..0, (z=2) 5.81%, biciklicnih kiselina
opste formule C,H,,40, (z=4) 13.25%, triciklicne kiseline opste formule C.H,,s0, (z=6) 21.7%,
tetraciklicnih naftenskih kiseline opste formule C,H,.50, (Z=8) 27.74%, pentaciklicnih karboksilnih
kiselina opste formule C,H,n.100, (z=10) 18.8% i heksaciklicnih struktura opste formule C.H,,.1,0, (z=12)
8.88%. U ukupnoj smesi kiselina ima najvisSe onih sa 18 C-atoma, a ispitivane naftenske kiseline iz
atmosferskog ulja nafte“Velebit” imaju prose¢nu molekulsku masu od 280.8 g/mol.

Razdvajanjem ukupne smese naftnih kiselina “Velebit” na uZe frakcije distribuisane prema kiselosti u
rasponu od pH 10 do pH 2 dobijeno je devet frakcija kiselina sa slede¢om zastupljenos¢u: 25.2% (pH
10), 33.1% (pH 9), 28.8% (pH 8), 6.6% (pH 7), 3.0% (pH 6), 1.3% (pH 5), 0.4% (pH 4), 0.2% (pH 3), 0.2%
(pH 2). Razdvajanjem kiselina na osnovu razlika u rastvorljivosti pojedinih struktura karboksilnih
kiselina u vodi sa promenom pH sredine vise od oko 80% mase kiselina izolovano je od pH 8-10,
odnosno u grupi slabijih kiselina.

Na osnovu rezultata GC-MS-El analize potvrdena je pretpostavka o grupisanju hemijski slicnih
karboksilnih  kiselina nafte “Velebit” unutar svake pH jedinice. Najuocljivija preraspodela
determinisanih naftnih kiselina odigrala se na pH 3 i pH 4 gde su se dominantno grupisale triciklicne i
tetraciklicne kiseline, na pH 7 penta- i heksaciklicne kiseline, a na pH 8 biciklicne strukture.
Monocikli¢ne i acikliéne naftne kiseline izdvojile su se na pH 9 i pH 10.

Klaster analizom uzih frakcija naftnih kiselina utvrdena su asociranja kiselina na bazi kiselosti u dva
klasetra. Prvi sadrZi acikli¢ne, biciklicne, pentaciklicne i heksacikli¢ne strukture naftnih kiselina a drugi,
mnocikli¢ne, tri- i tetracikli¢ne strukture. Unutar prvog klastera, izdvojila su se dva subklastera od kojih
jedan obuhvata biciklicne strukture cije se osobine izrazeno razlikuju od svih ostalih struktura naftnih
kiselina. Podaci dobijeni na osnovu dendrograma dobro se poklapaju sa podacima grupisanja naftnih
kiselina pri odredenim pH jedinicama. Tako, slicnost u vodenim rastvorima pokazuju tri- i tetraciklicne
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kiseline koje su se grupisale na pH 3 i pH 4, zatim penta- i heksacikli¢cne naftenske kiseline grupisane na
pH 7, kao i mono i acikli¢ne strukture kiselina izdvojene na pH 9 i 10. Biciklicne karboksilne kiseline su
najveé¢im delom izdvojene na pH 8 i pokazuju najmanje slicnosti sa svim ostalim strukturama kiselina.

Na osnovu utvrdenih vrednosti za kriticnu micelarnu koncentraciju (cmc) ukupne smese naftnih
kiselina ,,Velebit” i njenih uZih frakcija na pH 4, pH 8 i pH 10, u opsegu temperatura od 10 °C do 40 °C,
moze se zakljuciti da frakcije naftnih kiselina sa nizim sadrzajem alifati¢nih struktura (pH 4 i pH 8) imaju
vecée cmc vrednosti. Ova pojava se moZe objasniti ve¢om krutoséu hidrofobnih prstenova koji otezavaju
pakovanje molekula u micele. Natrijum-naftenati na pH 4 imaju najveéu cmc vrednost najverovatnije
zbog rigidnosti tri- i tetraciklicnih prstenova koji su u najve¢em procentu zastupljeni u ovoj frakciji. Na
pH 8 uglavnom su zastupljene biciklicne strukture naftnih kiselina koje su pogodnije za pakovanje i
gradenje micela te su i cmc vrednosti nesSto niZze u odnosu na vrednosti natrijum-naftenata na pH 4.
Kriti¢na micelarna koncentracija Na-naftenata ukupne smese naftnih kiselina ,, Velebit” na 25 °C je niZa
od cmc vrednosti sve tri ispitivane frakcije sto se moZe objasniti najverovatnije formiranjem mesovitih
micela izmedu alifati¢nih i cikliénih sturktura koje ¢ine smesu naftnih kiselina.

U drugom delu rada uradena je derivatizacija individualnih sintetskih i smesSe prirodnih naftenskih
kiselina iz atmosferskog gasnog ulja vojvodanske nafte ,Velebit”. Sintetizovani su  amidni,
hidroksamski i alkoholni  derivati naftenskih kiselina. Sve sinteze su dizajnirane u uslovima
prilagodenim za rad u mikrotalasnom reaktoru sa ciljem skraéenja reakcionog vremena a u vedini
slu¢aja i uskladivanja sa principima ,Zelene hemije”.

+» Mikrotalasno-stimulisane reakcije amidacije sa primarnim (n-heptilaminom) i sekundarnim
(N,N-dietilaminom) aminom radene su primenom temperaturno-kontrolnog moda rada u
otvorenom i zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora. Sve sinteze su izvedene sa
slobodnim karboksilnim kiselinama u ,solvent free” uslovima i bez upotrebe katalizatora ¢ime
je postignuta mogucnost jednostavne obrade reakcione smese kao i eleminisanje toksi¢nih
nuzproizvoda:

v’ Sinteze N-(n-heptil)Jamida 12 i 13 individualnih naftnih kiselina 5 i 7 pri atmosferskom
pritisku (postupak A) radene su na temperaturi od 160 °C i u rasponu snage
mikrotalasa od 25-160W. Najbolji sintetski rezultati ostvareni su u sintezi 4-cikloheksil-
N-heptilbutanamida (12) pri slede¢im uslovima: odnos slobodne kiseline i n-
heptilamina 1:1.5, snaga mikrotalasa 25W i vreme reakcije 10 minuta pri ¢emu je
ostvaren prinos 94%.

v Sinteze N-(n-heptil)Jamida 10-13 individualnih naftnih kiselina 1, 2, 4, 5 i 7 u
zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora (postupak B) radene su na konstantoj
temperaturi od 235 °C u trajanju od 30 sekundi i pri odnosu kiselina-amin 1:1. Najbolji
sintetski rezultat ostvaren je u sintezi N-heptildekanamida (13) (prinos 97%).

Na osnovu dobijenih rezultata moZze se zakljuciti da se kao uspesniji postupak dobijanja amida
n-heptilamina pokazao postupak B, u kojem je amidacija radena u zatvorenom sistemu pod
pritiskom. Prinosi obe metode su u opsegu 82-99% izolovanog proizvoda, ali je reakciono

117



Ksenija Pavlovi¢ Doktorska disertacija

R/
0'0

vreme reakcije amidacije znacajno kraée u postupku B. Uporedujuéi dobijene rezultate
postupka A i B sa rezultatima iz literature, gde su sinteze amida u odsustvu rastvaraca i
hemijskih katalizatora, tekle od 2-24 h na 160 °C pri konvencionalnom zagrevanju, odnosno od
30-120 min na 150 °C pri mikrotalasnom zagrevanju u otvorenom sistemu, moze se zakljuditi
da je reakcija amidacije izvedena u CEM Discover (BenchMate) monomodnom mikrotalasnom
reaktoru, primenjujuéi temperaturno-kontrolni mod rada, modifikovana na dva nacina:

v' Postupak A: MW (25-180W); 160 °C, otvoren sistem, 10-15 min; prinos 94-99% ( 12-

140 puta brze nego konvencionalnim zagrevanjem)

v" Postupak B: MW; 235 °C, zatvoren sistem; 30 sec; prinos 94-97% (3-12 puta brZe nego
MW sinteza u otvorenom sistemu).

Amidacije individualnih naftnih kiselina 5 i 7 sa N,N-dietilaminom pri atmosferskom pritisku
(postupak C) radene su na temperaturi od 160 °C i snazi mikrotalasa od 160-180W. Najbolji
sintetski rezultati ostvareni su u sintezi 4-cikloheksil-N, N-dietilbutanamida (17) pri reakcionim
uslovima: odnos slobodne kiseline i N,N-dietilamina je 1:1.5, snaga mikrotalasa 170W i vreme
reakcije 15 minuta, pri ¢emu je ostvaren prinos 47%.

Prevodenje kiselina 1, 2, 4, 5 i 7 u odgovarajuée N,N-dietilamide 14-18 u uslovima
mikrotalasno-stimulisane amidacije u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora (postupak
D), izvedeno je na konstantnoj temperaturi od 235 °C u trajanju od jedne minute i pri molskom
odnosu kiseline i N,N-dietilamina 1:1. Najbolji sintetski rezultat ostvaren je u sintezi 4-
cikloheksil-N, N-dietilbutanamida (17) (prinos 63%).

Na osnovu svih dobijenih rezultata za sintezu tercijarnih amida 14-18, moze se zakljuciti da
povecéanje temperature i rad u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora dovode do
povecanja prinosa u kraéem reakcionom vremenu. Sa druge strane, iskoriS¢enje supstanci koje
ucestvuju u reakciji u postupku D je maksimalno $to je bitan aspekt ,,zelene hemije”.

Amidi naftnih kiselina ,Velebit“ 19 i 20 sintetizovani su primenom zatvorenog sistema
mikrotalasnog reaktora, bez prisustva rastvarada, na temperaturi od 235°C. Pri ovim
reakcionim uslovima prirodne naftne kiseline izolovane iz vojvodanske nafte ,Velebit” (8) su
reagovale sa n-heptilaminom i N,N-dietilaminom, pri éemu je za reakciono vreme od 45 minuta
dobijena smesa n-heptilamida 19 (94%) a za reakciono vreme od 60 minuta smesa N,N-
dietilamida 20 (47%).

,Solvent-free” sinteze primarnih amida 21-27 iz individualnih 2-7 i smeSe prirodnih 8 naftnih
kiselina i uree izvedene su u mikrotalasnom reaktoru, primenom zatvorenog sistema pod
pritiskom, pri molskom odnosu kiselina-urea 1:2. Reakcione smese su izloZzene temperaturi od
180 °C a primenjena su tri postupka sinteze: sinteza bez prisustva katalizatora, sinteza uz
imidazol i sinteza uz cirkonil-hlorid kao katalizator. Sve reakcije amidacije su radene potpuno
u skladu sa principima “zelene hemije” pri cemu je najbolji sintetski rezultat ostvaren u sintezi
4-cikloheksilbutanamid (24) (68%) za reakciono vreme od 5 sekundi i to bez prisustva
hemijskog katalizatora.
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e Na osnovu dobijenih rezultata za sintezu smese amida prirodnih naftnih kiselina 27,
moze se zakljuciti da se kao najbolji pokazao postupak u kojem je koriséen imidazol
kao katalizator (50%). Manje uspesSna sinteza amida 27 ostvarena je u prisustvu
cirkonil-hlorida kao katalizatora kada je za reakciono vreme od 60 sekundi postignut
prinos 36%.

Za redukciju pojedinacnih struktura naftenskih kiselina odabrane su alkil- i cikloalkilkarboksilne
kiseline (2, 3, 4, 5 i 7). Redukcija ovih karboksilnih kiselina izvedena je pomodu aktivirane
smeSe KBH; i MgCl, u suvom tetrahidrofuranu kao rastvaracu. Reakcije su se odvijale u
mikrotalasnom reaktoru pri odnosu kiselina:KBH4:MgCl, 1:1:1 i refluks u trajanju od 5 do 15
minuta. Ovom modifikovanom metodom klasi¢ne reakcije redukcije sa KBH, i MgCl, postignuto
je u velikoj meri poboljSanje reakcionih uslova prevashodno u smislu znacajnog skraéenja
vremena trajanja sinteze. Prinosi dobijenih alkohola 28-33 nisu bitno promenjeni u odnosu na
konvencionalnu redukciju istim reagensima ali je reakciono vreme skrac¢eno 60 puta. Najbolji
rezultati redukcije individualnih naftnih kiselina u ovom radu, postignuti su za 3-cikloheksil-1-
propanol (30) pri ¢emu je za reakciono vreme od 15 minuta ostvaren prinos od 92%. Prinos
smese alkohola naftnih kiselina (33) je relativnho visok (88.79%). Uporednom analizom
podataka dobijenih GC-MS-EI analizom ukupne smesSe prirodnih naftnih kiselina i smese
alkohola naftnih kiselina vidi se da su maseni udeli dobijenih alkohola nesto drugaciji u odnosu
na masene udele tih klasa kiselina u ukupnoj smesi naftnih kiselina. Naime, kao najmanje
reaktivne u reakciji redukcije, pokazale su se monociklicne karboksilne kiseline (Z=2) kojih u
smesi reaktanata ima 5.81% a nakon redukcije zastupljene su sa 3.56%. Slicno su se ponasale i
biciklicne karboksilne kiseline (Z=4) kojih u polaznoj smesi ima 13.25% a u alkohol je
konvertovano 11.88%. Najvisi stepen konverzije kiselina u alkohole pokazale su triciklicne
strukture kiselina (Z=6) jer se njihov maseni udeo povecao u odnosu na udeo u ukupnim
kiselinama pre redukcije (sa 21.70% na 26.50%).

Sinteza hidroksamskih kiselina u ovom radu, radena je modifikovanjem konvencionalnog
postupka sinteze iz estara i hidroksilamina. Upotrebom mikrotalasa, temperaturno-kontrolnog
moda rada i zatvorenog sistema mikrotalasnog reaktora, izvedena je sinteza hidroksamskih
derivata individualnih 1-5, 7 i prirodnih naftnih kiselina 8 iz njihovih metil-estara. Metil-estri
naftnih kiselina 34-40 reagovali su sa hidroksilaminom hidrohloridom i kalijum-hidroksidom u
molskom odnosu 1:3:6. Sinteze su radene u metanolnom rastvoru na temperaturi od 110 °C i
trajanju od jedne minute. Zahvaljujuéi mogucnosti zagrevanja reakcione smesSe do
temperature (110 °C) koja je znatno visa od temperature klju¢anja metanola pri atmosferskom
pritisku, dobijeni su hidroksamski derivati 41-47 u prinosu od 61-93%. Poredenjem dobijenih
rezultata sa literaturnim podacima za sintezu hidroksamskih kiselina uz konvencionalno
zagrevanje, u pogledu prinosa su dobijeni sli¢ni rezultati ali je reakciono vreme skraéeno do 30
puta. Visok stepen ubrzanja ove hemijske transformacije objasnjava se prisustvom termickih
mikrotalasnih efekata.

U treéem delu ovog rada ispitivana je bioloSka aktivnost naftnih kiselina i njihovih derivata. Ispitan je

njihov uticaj na propustljivost Celijske membrane cvekle, zatim uticaj na oZiljavanje reznica mladih
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biljaka suncokreta, auksinska aktivnost, uticaj na rast pet sojeva Pseudomonas sp, kao i
antiproliferativna aktivnost.

«»+ Ispitivanjem uticaja naftnih kiselina i njenih uZih frakcija (pH 4, pH 8 i pH 10) na propustljivost
celijskih membrana cvekle, kao i dovodenjem u korelaciju strukture dominantnih karboksilnih
kiselina na ove efekte, doslo se do zaklju¢ka da porastom koncentracije od 10-100 pmol/L ali i
produzavanjem trajanja tretmana do 24 h raste raste uticaj na propustljivost Ccelijske
membrane cvekle. Dalje, pokazalo se da postoje razlike u efektima na propustljivost
membrana celija koji su povezani sa strukturama karboksilnih kiselina koje su dominantno
zastupljene u ispitivanoj ukupnoj smesi ispitivanih naftnih kiselina i njenim uzim frakcijama.
Frakcija naftnih kiselina koja ispoljava najveci uticaj na ovaj efekat, izolovana je pri pH 8 i po
hemijsko-strukturnom sastavu dominantno sadrzi biciklicne strukture naftnih kiselina koje su u
najvecoj meri zasluzne za ispitivani uticaj. Efekat koji izaziva frakcija pH 8 je nesto izrazeniji u
odnosu na efekat Na-naftenata ukupnih naftnih kiselina gde su najzastupljenije tetra- i
pentacikli¢ne strukture Sto odgovara i nesSto manjem uticaju natrijum-naftenata na pH 4 gde su
najzastupljenije tri- i tetraciklicne strukture. Konacno, frakcija koja je najmanje uticala na
posmatranu promenu propustljivosti membrane ¢elija cvekle je frakcija pH 10 koju u najveéem
procentu cine aciklicne i monociklicne strukture karboksilnih kiselina kojih u ukupnoj smesi
prirodnih naftnih kiselina ima najmanje.

R/

% Otiljavanje mladih biljaka suncokreta radeno je sa alkoholima individualnih naftnih kiselina
(28-32), njihovom model smesom (MS-ol), alkoholima (33) i amidima (19, 20 i 27) prirodnih
naftnih kiselina, kao i samom smesom prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (8).

v" Na osnovu dobijenih rezultata, zakljuéeno je da najvedi uticaj na stimulaciju oZiljavanja
kod mladih biljaka suncokreta, od alkohola individualnih naftnih kiselina, ima alkohol
acikli¢ne individualne naftne kiseline, 1-dekanol (32) i to pri koncentracijama 10°
mol/L i 10® mol/L. 4-Cikloheksil-1-butanol (31) ispoljava trostruko bolju stimulaciju
oziljavanja u odnosu na kontrolu pri koncentraciji 10° mol/L.

v Alkoholi prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (33) pokazuju snaZno stimulativho dejstvo
na pojavu adventivnih korenova kod svih primenjenih koncentracija preparata (107,
10°, 107 mol/L). Pri koncentraciji od 107 mol/L alkoholi prirodnih naftnih kiselina
“Velebit” pokazuju cak cetiri puta bolji efekat na oZiljavanje u odnosu na kontrolu.
Slicano dejstvo ispoljavaju i pri koncentraciji 10 mol/L, dok pri koncentraciji od 10

mol/L oziljavaju mlade biljke suncokreta tri puta bolje od same kontrole. Izrazito velika

aktivnost naftnih alkohola se moZe pripisati poveéanoj hidrofilnosti molekula

prisustvom OH grupe.

v" Model smesa alkohola (napravljena od ekvimolarne koli¢ine alkohola individualnih
naftnih kiselina 28-32) pri sve tri aplicirane koncentracije preparata (10, 10°i 10°
"mol/L) ima inhibitorni efekat u odnosu na kontrolu.
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Poredenjem uticaja smeSe prirodnih naftnih kiselina “Velebit” (8) i njihovih alkohola
(33) na formiranje adventivnih korenova, zapazeno je da oba preparata stimulativno
deluju na ispitivani proces. Medutim, prema unapred postavljenom ocekivanju,
alkoholi prirodnih naftnih kiselina dobijeni u radu, znatno viSe stimuliSu razvoj
adventivnih korenova od samih naftnih kiselina. Taj uticaj je signifikantan pri svim
apliciranim koncentracijama preparata (10, 10°i 107 mol/L).

Amidi nafnih kiselina (19, 20 i 27) dobijeni u ovom radu, takode znatno stimulisu razvoj
adventivnih korenova u odnosu na kontrolu u kojoj se nalazi Cista voda. Poredenjem sa
smeSom prirodnih naftnih kiselina, amidni derivati ispoljavaju procentualno sli¢an
efekat. Naime, primarni amidi 27 i same naftne kiseline “Velebit” 8 ispoljavaju
najizrazeniji uticaj na oZiljavanje pri najvecoj primenjenoj koncentraciji 10 mol/L (tri
puta bolji u odnosu na kontrolu). n-Heptilamidi (19) i N,N-dietilamidi naftnih kiselina
“Velebit” (20) pri koncentraciji od 10° mol/L najmanje stimuli$u razvoj adventivnih
korenova dok je pri nizim koncentracijama (10° i 10”7 mol/L) njihov uticaj izraZeniji (od
2.6 do 3.2 puta bolji u odnosu na kontrolu).

Ispitivanje hormonske auksinske aktivnosti primarnih alkohola (28-33) i amida (19, 20, 27)
individualnih i prirodnih naftnih kiselina, kao i model smese alkohola (MS-ol) i slobodnih
kiselina(MS, 8) radeno je in vitro , Testom inhibicije klijanja“. Ovaj bioloski test je izveden na
semenu bele slacice (Sinapis alba) a dobijene vrednosti inhibicije su uporedivane sa
vrednostima inhibicije koje su postignute dejstvom 3-indolsiréetne kiseline (IAA) koja je
prirodni biljni hormon. Alkoholi individualnih 28-32 i smeSe prirodnih naftnih kiselina 33 u
odnosu na IAA pokazuju manju auksinsku aktivnost pri svim apliciranim koncentracijama:

Hormonska auksinska aktivnost alkohola individualnih naftnih kiselina (28-32) je
priblizno iste vrednosti kao aktivnost alkohola prirodnih naftnih kiselina , Velebit”.

Poredenjem rezultata aktivnosti model smese naftnih kiselina (MS) sa smeSom
prirodnih naftnih kiselina 8 utvrdeno je da model smesa karboksilnih kiselina ima oko
dva puta niZi auksinski efekat od prirodnih naftnih kiselina pri koncentracijama 107 i
10°® mol/L. Vrednosti inhibicije klijanja model smese alkohola individualnih naftnih
kiselina (MS-ol) je znatno niZa od vrednosti inhibicije klijanja dobijene za model smesu
kiselina (MS) i smesu prirodnih naftnih kiselina (8).

Od amida naftnih kiselina najmanju auksinsku aktivnost ispoljavaju n-heptilamidi
naftnih kiselina (19) i to pri svim apliciranim koncentracijama. Zapaza se da naftne
kiseline (8), amidi naftnih kiselina (27) i N,N-dietilamidi naftnih kiselina (20) pri
koncentraciji od 10°i 10”7 mol/L ispoljavaju gotovo isti potencijal auksinske aktivnosti
koji je oko tri puta niZi od aktivnosti 3-indolsiréetne kiseline. Pri koncentaciji od 10°
mol/L odreden je neocekivano visok stepen hormonske aktivnosti svih amidnih
derivata naftnih kiselina, pri ¢emu su najveéi stepen inhibicije klijanja, odnosno
najveéu auksinsku aktivnost, ispoljili N,N-dietilamidi naftnih kiselina (20). Pri ovoj
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koncentraciji, auksinska aktivnost amida 20 je bolja i od auksinske aktivnosti smese
prirodnih karboksilnih kiselina “Velebit” (8).

Naftne kiseline naftenskog tipa su poznati zagadivaci eko sistema ukoliko se kao otpadni
materijal emituju u prirodu. Zato su znacajna ispitivanja efekta naftenskih kiselina i njihovih
derivata na rast pet sojeva Pseudomonas sp. koji transformacijom struktura naftenskih kiselina
vrse njihovu biodegradaciju. Test pokazuje da su prirodne naftne kiseline “Velebit” (8), kao i
njeni alkoholi 33, metil-estri 40 i primarni amidi 27 aktivni za sojeve Pseudomonas sp. U tom
smislu, metil-estri (40) i primarni amidi (27) prirodnih naftnih kiselina “Velebit” pokazuju vedi
stimulativan efekat na povecéanje brojnosti ¢elija Pseudomonas sp. u odnosu na alkohole (33) i
hidroksam derivate (47) ali i u odnosu na same karboksilne kiseline “Velebit” (8).

U radu je takode proucavan uticaj odabranih sintetizovanih jedinjenja na proliferaciju Cetiri
¢elijske linije humanih tumora (MCF-7, MDA-MB-231, HT-29, A549), dok je kao kontrola sluzila
jedna zdrava humana ¢elijska linija (MCR-5).

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da su samo neka sintetizovana jedinjenja
ispoljila antiproliferativnu aktivnost prema odredenim ispitivanim malignim celijskim linijama.
3-Cikloheksilpropanska kiselina (4) je ispoljila jaku citotoksi¢nu aktivnost prema malignoj celijij
MDA-MB-231. SmesSa hidroksamskih derivata prirodnih naftnih kiselina ,Velebit” (40) i
prirodne naftne kiseline , Velebit” (8) su pokazale znacajnu inhibicija rasta celijske linije HT-29.
Prema A549 Celijskoj liniji slabu citotoksi¢nost su pokazala jedinjenja 4, 23 i 33. Vazno je istaci
da ni jedno od testiranih jedinjenja nije inhibiralo proliferaciju populacije zdravih ¢elija (MRC-
5).
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7.1. Prilog uz poglavlja “Nasi radovi” i “Eksperimentalni deo”
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7.1.1. 2D GC-MS SPEKTRI FRAKCIJA NAFTNIH KISELINA IZOLOVANIH NA
RAZLICITIM pH VREDNOSTIMA

P2 aiss
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 2 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 3 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 4 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 5 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 6 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 7 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 8 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 9 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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2D GC-MS spektar naftnih kiselina izolovanih iz ukupne smese prirodnih naftnih kiselina na pH 10 (u rasponu
relativnih molikulskih masa od 50-350)
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7.1.2. Prilog uz poglavlje 3.1.i 4.3.

*

5

Kiseline nerastvorne u vodi na pH 10

Tabela 7.1. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 10

Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 10, C,H,,..0; kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetraciklicne | Pentaciklicne | Heksaciklicne | brojem C-
2=0 2=2 2=4 2=6 2=8 Z2=10 Z=12 atoma [%]
15 3.25 3.36 8.77 20.45 35.64 19.90 8.63 32.98
16 3.32 4.84 11.44 20.85 31.52 19.16 8.88 24.61
17 2.41 5.24 14.68 22.14 29.13 18.28 8.13 17.01
18 1.04 7.38 17.16 21.65 28.04 17.73 7.00 11.69
19 0.15 7.15 15.02 23.74 28.12 18.83 7.00 7.66
20 0.05 6.99 12.70 22.63 28.86 21.09 7.68 4.47
21 0.00 0.66 13.64 22.68 32.62 26.55 3.85 1.58
2.43 4.92 12.14 21.36 31.70 19.26 8.17

7
L X4

Kiseline nerastvorne u vodi na pH 9

Tabela 7.2. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 9

Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 9, CnH220> kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetraciklicne | Pentaciklicne | Heksaciklicne | brojem C-
Z2=0 Z=2 =4 Z=6 Z=8 Z=10 7=12 atoma [%]
15 3.45 3.76 9.08 19.27 34.62 20.58 9.24 32.63
16 3.63 5.17 12.18 20.51 30.10 19.26 9.17 2411
17 2.50 5.14 15.24 22.59 28.42 18.09 8.03 16.84
18 2.09 7.27 16.51 22.34 27.04 17.48 7.27 12.00
19 0.57 6.71 15.33 22.82 27.36 19.42 7.79 7.96
20 0.14 7.11 12.37 21.82 27.82 21.12 9.62 4.62
21 0.00 1.15 12.41 20.58 29.11 25.80 10.95 1.84
2.80 5.23 10.16 21.47 31.39 20.01 8.95
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B

*

Kiseline nerastvorne u vodi na pH 8

Tabela 7.3. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 8

Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 8, anZn-zOZ kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetraciklicne | Pentacikliécne | Heksaciklicne | brojem C-
Z2=0 2=2 Z=4 2=6 2=8 Z2=10 2=12 atoma [%]
15 3.90 4.17 13.98 19.24 32.81 13.11 12.79 33.73
16 291 4.03 16.46 21.62 26.04 19.20 9.75 25.82
17 1.45 3.13 17.11 25.96 27.68 19.26 5.41 17.76
18 0.64 3.40 13.81 22.18 29.17 21.60 9.20 12.30
19 0.06 0.79 10.53 19.05 30.18 27.51 11.88 7.12
20 0.00 0.00 2.95 15.66 31.74 31.86 17.80 2.89
21 0.00 0.00 10.53 1.58 33.11 46.72 8.06 0.38
2.41 3.48 14.58 21.22 29.48 18.51 10.31

R/
L X4

Kiseline nerastvorne u vodi na pH 7

Tabela 7.4. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 7

Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 7, anZn-zOZ kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetraciklicne | Pentacikli¢cne | Heksaciklicne | brojem C-
Z=0 2=2 2=4 2=6 2=8 2=10 2=12 atoma [%]
15 3.54 3.45 13.61 18.76 28.53 21.02 11.09 35.85
16 3.15 2.95 15.43 22.84 26.09 19.71 9.83 25.65
17 1.64 2.03 14.19 24.87 27.00 20.46 9.81 17.79
18 0.67 1.26 12.13 21.24 29.28 23.72 11.69 11.77
19 0.03 0.03 8.41 17.24 31.37 28.40 14.51 6.33
20 0.00 0.00 1.53 14.23 32.38 34.68 17.19 2.34
21 0.00 0.00 43.86 0.65 20.86 31.88 2.76 0.28
2.45 2.51 13.48 20.93 27.97 21.72 10.95

R/
A X4

Kiseline nerastvorne u vodi na pH 6

Tabela 7.5. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 6

Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 6, C,H2,.0; kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetraciklicne | Pentaciklicne | Heksaciklicne | brojem C-
Z2=0 2=2 Z=4 2=6 2=8 Z2=10 2=12 atoma [%]
15 3.78 3.12 11.25 20.38 30.67 20.78 10.02 33.07
16 3.90 2.77 11.91 22.24 28.61 20.25 10.33 24.62
17 2.25 1.40 12.38 23.14 29.96 20.19 10.69 17.62
18 1.44 2.48 13.23 20.53 30.32 21.79 10.21 12.10
19 0.10 1.28 10.06 21.66 31.50 23.98 11.42 7.27
20 0.00 0.37 6.59 23.30 33.96 26.35 9.43 3.64
21 0.00 1.46 46.10 15.48 23.40 12.92 0.65 1.69
2.79 2.39 12.18 21.46 30.05 20.97 10.16
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R/
L X4

Kiseline nerastvorne u vodi na pH 5

Tabela 7.6. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 5

Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 5, anZn-zOZ kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetracikli¢cne | Pentaciklic(ne | Heksaciklicne | brojem C-
Z2=0 2=2 Z=4 2=6 2=8 Z2=10 2=12 atoma [%]
15 3.72 3.66 10.46 20.18 33.17 19.92 8.89 29.96
16 3.81 4.30 11.62 22.03 30.48 19.08 8.68 23.68
17 271 4.26 12.74 22.42 30.71 18.91 8.25 17.48
18 2.39 5.89 13.14 21.41 30.18 18.83 8.16 12.9
19 0.64 5.38 12.23 22.55 29.88 20.57 8.74 8.63
20 0.17 6.54 11.48 16.59 31.59 23.48 10.14 4.92
21 0.05 1.88 7.70 27.03 32.56 24.22 6.56 2.44
2.86 4.45 11.62 21.36 31.34 19.74 8.63

R/
L X4

Kiseline nerastvorne u vodi na pH 4

Tabela 7.7. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 4

Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 4, C H;,.,0, kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetracikli¢cne | Pentaciklic(ne | Heksaciklicne | brojem C-
Z=0 2=2 2=4 2=6 2=8 2=10 2=12 atoma [%]
15 3.78 3.43 10.07 20.66 33.18 19.91 8.97 29.53
16 3.89 3.58 11.54 22.25 31.12 18.72 8.90 23.12
17 2.90 3.80 12.25 23.09 30.86 18.92 8.17 17.64
18 2.13 5.72 12.97 21.51 30.18 19.20 8.29 13.01
19 0.70 5.31 12.72 22.29 29.26 20.90 8.83 8.76
20 0.02 6.43 10.41 23.73 29.14 21.43 8.84 5.42
21 0.00 1.87 8.15 26.87 31.97 24.17 6.97 2.52
2.87 4.12 11.38 22.04 31.31 19.64 8.65

R/
A X4

Kiseline nerastvorne u vodi na pH 3

Tabela 7.8. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 3

Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 3, C.H,,,0, kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetracikli¢cne | Pentaciklicne | Heksaciklicne | brojem C-
Z2=0 2=2 Z=4 2=6 2=8 Z2=10 2=12 atoma [%]
15 1.70 3.04 10.34 21.45 33.95 20.50 9.02 31.43
16 4.51 4.03 14.01 26.81 36.94 11.13 2.58 20.72
17 2.71 3.07 12.45 22.74 31.25 19.54 8.24 18.54
18 1.54 5.50 14.00 23.79 33.11 21.20 0.86 12.66
19 0.35 4.68 12.60 23.44 29.35 20.57 9.02 8.95
20 0.00 4.88 10.55 24.19 29.80 21.63 8.95 5.46
21 0.00 0.53 5.99 29.88 35.80 24.52 3.28 2.25
2.26 3.86 12.40 24.26 34.28 16.38 6.55
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¢ Kiseline nerastvorne u vodi na pH 2

Tabela 7.9. Maseni udeo determinisanih naftnih kiselina i udeo homologih Z-serija u smesi kiselina
ekstrahovanih iz vodenog rastvora ukupnih kiselina na pH 2

) Maseni udeo pojedinih klasa karboksilnih kiselina [%] Maseni
Broj C- udeo
atoma pH 2, anZn-zOZ kiselina sa
u istim
kiselini | Alkanske | Monociklicne | Biciklicne | Triciklicne | Tetracikli¢cne | Pentaciklic(ne | Heksaciklicne | brojem C-
Z=0 z=2 7=6 Z=8 Z=10 Z=12 atoma [%]
15 3.27 3.77 10.38 20.86 33.32 19.63 8.76 30.19
16 3.74 4.40 11.75 21.90 30.54 18.96 8.71 23.63
17 2.87 4.36 12.61 22.93 30.40 18.51 8.32 17.51
18 2.62 6.16 14.07 21.59 29.27 18.46 7.83 12.71
19 1.28 6.02 13.35 22.74 27.37 20.15 9.10 8.42
20 0.20 7.54 12.65 23.49 26.28 20.67 9.16 5.13
21 0.00 4.52 11.52 27.95 27.46 20.57 7.99 2.42
2.89 4.83 9.97 22.52 31.32 19.68 8.78
Tabela 7.10. Matrica pH vrednost — Z-serija smese prirodnih naftnih kiselina “Velebit”
pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 pH9 pH10
aciklicne 2.89 2.26 2.87 2.86 2.79 2.45 2.41 2.80 2.43
monocilicnhe 4.83 3.86 4.12 4.45 2.39 2.51 3.48 5.23 4.92
biciklicne 9.97 12.40 11.38 11.62 12.18 13.48 14.58 10.16 12.14
triciklicne 22.52 24.26 22.04 21.36 21.46 20.93 21.22 21.47 21.36
tetraciklicne 31.32 34.28 31.31 31.34 30.05 27.97 29.48 31.39 31.70
pentaciklicne 19.68  16.38 19.64 19.74 20.97 21.72 18.51 20.01 19.26
heksaciklicne 8.78 6.55 8.65 8.63 10.16 10.95 10.31 8.95 8.17
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7.1.3. Prilog uz poglavlje 3.6.1. i 4.10.

Tabela 7.11. Srednje vrednosti apsorbancije rastvora (Asss) razlicitih koncetracija soli ukupnih naftnih

kiselina (Na-naftenata) u zavisnosti od vremena

vreme / h 0 2 4 6 8 10 12 24
CNa—naft./ pmol/L A538
0 0.053 0.068 0.069 0.07 0.069 0.078 0.077 0.136
10 0.042 0.051 0.044 0.047 0.041 0.035 0.03 0.086
30 0.049 0.056 0.047 0.069 0.072 0.077 0.084 0.216
55 0.06 0.072 0.105 0.174 0.213 0.264 0.331 0.844
80 0.087 0.107 0.181 0.337 0.442 0.552 0.69 1.547
100 0.099 0.126 0.278 0.484 0.563 0.746 0.891 1.746
Tabela 7.12. Srednje vrednosti absorbancije rastvora (Assg) razlicitih koncetracija natrijumovih soli
naftnih kiselina izolovanih na pH 4 u zavisnosti od vremena
vreme / h 0 2 4 6 8 10 12 24
Cha-naft. pH4/ umol/L Aszg
0 0.044 0.056 0.063 0.08 0.081 0.1 0.081 0.141
10 0.037 0.052 0.052 0.059 0.053 0.06 0.039 0.189
30 0.048 0.063 0.061 0.069 0.069 0.082 0.071 0.127
55 0.071 0.098 0.118 0.159 0.167 0.227 0.258 0.751
80 0.077 0.087 0.119 0.181 0.261 0.342 0.414 1.103
100 0.103 0.128 0.21 0.351 0.461 0.588 0.707 1.529
Tabela 7.13. Srednje vrednosti absorbancije rastvora (Assg) razli¢itih koncetracija natrijumovih soli
naftnih kiselina izolovanih na pH 8 u zavisnosti od vremena
vreme / h 0 2 4 6 8 10 12 24
Cha-naft. pH g/ umol/L Aszg
0 0.033 0.053 0.051 0.054 0.056 0.071 0.058 0.061
10 0.029 0.043 0.038 0.032 0.036 0.046 0.031 0.09
30 0.033 0.049 0.05 0.047 0.068 0.075 0.06 0.176
55 0.037 0.068 0.134 0.158 0.333 0.429 0.496 1.255
80 0.044 0.106 0.322 0.543 0.726 0.926 1.071 1.911
100 0.057 0.156 0.497 0.814 0.854 1.266 1.448 2.031
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Tabela 7.14. Srednje vrednosti absorbancije rastvora (Assg) razlicitih koncetracija natrijumovih soli

naftnih kiselina izolovanih na pH 10 u zavisnosti od vremena

vreme / h 0 2 4 6 8 10 12 24
Cha-naft, pH 10/ umol/L Assg

0 0.028 0.05 0.054 0.055 0.062 0.077 0.068 0.134
10 0.042 0.059 0.052 0.051 0.057 0.066 0.051 0.071
30 0.021 0.039 0.033 0.03 0.035 0.04 0.024 0.03
55 0.038 0.048 0.052 0.044 0.049 0.058 0.043 0.124
80 0.042 0.056 0.059 0.069 0.082 0.119 0.105 0.384
100 0.04 0.059 0.095 0.0127 0.0187 0.275 0.33 0.937

Tabela 7.15. Absorbancije rastvora natrijum-naftenata za ukupne naftne kiseline “Velebit” (NAs) i
njene uze frakcije dobijene merenjem nakon 24 h

c 7 i Na-naftenati pH 4 pH 8 pH 10
Newnaft. /- KO A 535 nakon 24h

0 0.136 0.141 0.061 0.134

10 0.086 0.189 0.09 0.071

30 0.216 0.127 0.176 0.03

55 0.844 0.751 1.255 0.124

80 1.547 1.103 1.911 0.384

100 1.746 1.529 2.031 0.937
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7.1.4. Prilog uz poglavlje 3.6.2. i 4.11.

Tabela 7.16. Efikasnost oZiljavanja reznica suncokreta u zavisnosti od koncentracije alkohola naftnih
kiselina

Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje MS-ol Jedinjenje
28 29 30 31 32 ° 33

Kontrola  7.2+4.02 7.2+4.02 7.2+4.02 7.2+4.02 7.2#4.02 7.2+4.02 7.2%4.02
1 exp-5 5.843.56 5.2+2.17 8.4+3.05 3.4+2.30 27.843.21 5.56+1.41 26.6%+2.12
1 exp-6 6.2+3.63 6.8+1.64 6.6+2.51 20.8+3.11 18+3.81 3.6+1.64 23.8%+2.75
lexp-7 11.2%3.27 9.613.36 4.8+0.84 17.2%¥3.79 2.6x2.07 7.8+3.83 29.4+3.54

Tabela 7.17. Efikasnost oZiljavanja reznica suncokreta u zavisnosti od koncentracije alkohola naftnih
kiselina ,Velebit” i smese prirodnih naftnih kiselina , Velebit”
Jedinjenje Jedinjenje

8 33
Kontrola 7.2 7.2
1 exp-5 20.8 26.6
1 exp-6 17 23.8
1 exp-7 17.8 29.4

Tabela 7.18. Efikasnost oziljavanja reznica suncokreta u zavisnosti od koncentracije amida naftnih
kiselina ,, Velebit”

Jedinjenje  Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje
8 27 19 20
Kontrola 7.2+4.02 7.2+4.02 7.2+4.02 7.2+4.02
lexp-5 20.8+5.17 22.5£4.16 13.75%£3.21 12.25+2.22
1 exp-6 17£#490 15.75+#3.30 18.75+3.30 22.75%3.59
lexp-7 17.845.07 20.75%£2.50 20.75%2.50 20.5%4.58
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7.1.5. Prilog uz poglavlje 3.6.3.i 4.12.

Tabela 7.19. Inhibicija klijanja semena sladice sorte Sinapis alba u zavisnosti od koncentracije rastvora
alkohola individualnih i prirodnih naftnih kiselina kao i samih kiselina u poredenju sa rastvorima 3-
indolsircetne kiseline (IAA)

Jedinjenje  Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje
28 29 30 31 32 33

1 exp-5 611+4.95 10+1.41 8+0.00 91+0.71 15+0.71 810.00 9+0.71

1 exp-6 7612.83 11+0.71 8+1.41 510.71 20+1.41 91+0.71 3+0.71

1 exp-7 74+0.00 5+0.71 5+0.71 14+1.41 20+2.83 10+£0.00 8+1.41

3-1AA

Tabela 7.20. Poredenje inhibicije klijanja semena slacice izmedu alkohola i slobodnih kiselina, model
smese i prirodnih naftnih kiselina ,, Velebit“

Jedinjenje Jedinjenje
8 33
lexp-5 614495 2510.71 5%0.71  42+2.83 9+0.71
lexp-6 7612.83 16+0.00 5+0.71 27+3.54 3+0.71
lexp-7 74+0.00 23%3.54 13%2.12 24+£2.83 8+1.41

3-1AA MS MS-ol

Tabela 7.21. Inhibicija klijanja semena slacice sorte Sinapis alba u zavisnosti od koncentracije rastvora
amida prirodnih naftnih kiselina kao i samih kiselina u poredenju sa rastvorima 3-indolsiréetne kiseline
(IAA)

Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje Jedinjenje
8 27 19 20
lexp-5 61+4.95 42+2.83 26+2.83 12+1.41  49+2.83
lexp-6 76+2.83 27+3.54 21+0.71 9+0.71 17+2.12
lexp-7 74+0.00 24+2.83 20+2.83 9+3.54 20+2.83

3-1AA
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DADLA 52544l (FKSEN 201405 40K0008.)
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o
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ore =
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0 H
g A
T 7 7 i I 3 o
Signal 1: DADl €, S5ig=273,4 Ref=off Signal 1: DAD1 C, Sig=273,4 Ref=off
Peak RetTime Sig Type Area Height Area Peak RetTime Sig Type Area Height Area
# [min] [mAU*s] [mAUT % # [min] [mAU*s] [mAU] %
-- - i B ] DR | mmmmmmmmmm [ ~mm e I
925.518 111.46603 16.9271 1 2.574 1 BB 8711.83789 1546.49133 76.4126
4542.16016 1324.19543 83.0729 2 5,634 1 BB 2689,20605 790,43152 23.5874
Totals 5467.67853 1435.66147 Totals 1.14010ed4 2336.92285

10 min konvencionalnog zagrevanija

Signal 1: DADl C, Sig=273,4 Ref=off

Peak RetTime Sig Type Area Height Area
# [min] [MAU*s] [maU] %
e [ ===l === | === mm e R | ==mmmmme I
1 2.607 1 BB 1907.59192 257.61826 86.2222
2 5.634 1 VB 304.82184 90.73559 13.7778

2212.41376 348.35384
240 min konvencionalnog zagrevanja

Signal 1: DAD1 A, Sig=226,4 Ref=off

Peak RetTime Type Width Area Area
# [min] [min] [mAU*s] %
il Bttt | ————-= | === | === | === |
1 2.602 Vv 0.1124 1.81808e4 60.9137
2 5.6321 MM 0.0798 1.16660e4 39.0863
Totals : 2.98468e4
5 min, 80 °C
Signal 1: DAD1 A, Sig=226,4 Ref=off
Peak RetTime Type Width Area Area
# [min] [min] [mAU*s] %
el e | ————= | ———=——= | ———mmm | === |
1 2.651 vv 0.1504 8479.41406 99,1490
2 5.634 0.0652 72.77568 0.8510
Totals : 8552.18974
1 min, 110 °C
Signal 1: DAD1 A, Sig=226,4 Ref=off
Peak RetTime Type  Width Area Area
# [min] [min] [mAU*s] %
=== | === | ======= | === | ===
1 2.644 BV 0.1626 1.04757e4 99.9275
2 5.632 MM 0.0279 7.60349 0.0725
Totals : 1.04833e4

10 min, 110 °C

60 min konvencionalnog zagrevanja

Signal 1: DADl1 A, Sig=226,4 Ref=off

Peak RetTime Type Width Area Area
# [min] [min] [mAU*s] %
-l |- |- |
1 2.634 MM 0.1904 1.03891e4  44.6856
2 5.622 BB 0.0911 1.28602e4 55.3144
Totals 2.32492e4
1 min, 80 °C
Signal 1: DAD1 A, Sig=226,4 Ref=off
Peak RetTime Type Width Area Area
# [min] [min] [mAU*s] £

_—-
1 2.597 VB
2 5.632 MM

-l — - -
0.1177 2.09471ed 63.6601

0.0812 1.19575e4 36.3399

Totals : 3.29046e4

10 min, 80 °C

Signal 1: DADl1 A, Sig=226,4 Ref=off

Peak RetTime Type width Area Area
# [min] [min] [mAU*s] %
-l | —— |-
1 2.644 BV 0.1626 1.04757e4 98.8322
2 5.632 BB 0.0435 17.60858 0.1678
Totals : 1.04933e4
5 min, 110 °C
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7.3. Skracenice

ACN - Acetonitril

C - koncentracija

CHCI; - Hloroform

DAD - Detektor na bazi dioda
DMSO - Dimetil-sulfoksid

El — Jonizacija elektronima
EtOH — Etanol

Et,0 — Dietil-etar

EtOAc — Etil-acetat

FT-IR — Infracrvena spektrometrija sa
Fourierovom transformacijom

GC-MS Gasna hromatografija sa masenom
spektrometrijom

HCI — Hlorovodoni¢na kiselina

HPLC — Tecna hromatografija visoke rezolucije
IAA - 3-Indolsiréetna kiselina

Kb — kiselinski broj

KBH, — Kalijum-borhidrid

KOH — Kalijum-hidroksid

m/z — odnos mase i naelektrisanja

MAOS — Mikrotalasna organska sinteza

Me - metil

MgCl, — Magnezijum-hlorid

MgS0,— Magnezijum-sulfat

Mr — Relativna molekulska masa

MS — Model smesa individualnih naftnih kiselina

MW - Mikrotalasi

Na,SO, — Natrijum-sulfat

NaCl — Natrijum-hlorid

NaHCO; — Natrijum-hidrogenkarbonat
Na-naft. — Natrijum-naftenati

NH,OH - Hidroksilamin

NK — Naftne kiseline “Velebit”

NMR — Nuklearna magnetna rezonanca

PE — Petrol-etar

R — Alkil, cikloalkil

THF - Tetrahidrofuran

TLC — Tankoslojna hromatografija
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