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1. UVOD

Sa pocetkom XXI veka eksplozija tehnoloSkog napretka napravila je veliki korak u svim oblastima
ljudskog Zivota pa tako i u nauci sa akcentom na ocuvanju Zivotne sredine. Posledi¢no, brzina kojom se
publikuju i razmenjuju informacije i nau¢na otkri¢a neprekidno pomera postojece granice inovativnosti
¢inec¢i vreme modernog coveka dragocenim. U oblasti organske sinteze razvoj mikrotalasne tehnologije
je znacajno doprineo efikasnosti izvodenja najrazlicitijih hemijskih transformacija. Sa aspekta zelene
hemije veoma su znacajne mikrotalasno-stimulisane metode sinteze organskih jedinjenja u odsustvu
rastvaraca (solvent-free ili dry-media) i katalizatora. Brzina i lakoc¢a kojom se dolazi do novih nau¢nih
saznanja, razvojem sintetskih postupaka koji su ekonomski i ekoloSki opravdani, od velikog je znacaja
za iznalaZenje novih, efikasnih bioloski aktivnih supstanci koje se mogu dobiti iz prirodnih, lako

dostupnih materijala.

Nafta, poznata kao crno zlato, jeste jedna od najtraZenijih i najdragocenijih sirovina na svetskom trzistu.
Veliki znacaj kao gorivo dobila je krajem XIX veka nakon pronalaska motora s unutraSnjim
sagorevanjem. Od tada je pocela njena masovna prerada u benzin, petrolej, ulje za loZenje, mazivo i
druge proizvode Siroke primene. Medutim, prakticno svi energetski izvori 1 postrojenja imaju ve¢i ili
manji Stetan uticaj na Zivotnu sredinu.

Siroko rasprostranjeno misljenje koje preovladava kao trend u nauci poslednjih desetak godina jeste da
su naftenske kiseline, prirodni konstituenti nafte, ozbiljni zagadivaci Zivotne sredine koji negativno
uticu na floru i faunu ekosistema ukoliko se ne eliminisu iz otpadnih voda naftne industrije. S druge
strane one spadaju u fizioloSki najaktivnije konstituente nafte, koje u malim koncentracijama pokazuju

aktivnost analognu nekim biljnim hormonima.

Cilj ovog rada jeste iznalaZenje novih, efikasnijih i brZih mikrotalasno-stimulisanih metoda hemijskih
transformacija koje ne ukljucuju prisustvo katalizatora i organskih rastvaraca (neat reakcije). Primenom
specijalnih silicijum-karbidnih reakcionih sudova, brzina i preciznost izvodenja mikrotalasno-
stimulisanih transformacija bi¢e prikazane kroz stresne studije aktivnih farmaceutskih ingredijenata u
SiC plo¢i, odnosno HPLC/GC vialima kao reakcionim sudovima eliminiSuéi na taj nacin uticaj greske
manuelnog transfera uzorka uz istovremeno povecanje stepena produkcije, a sve u cilju odredivanja

veka trajanja lekovite supstance.
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U drugom delu ove doktorske disertacije planiran je razvoj novih sintetskih metoda i modifikacija
postoje¢ih konvencionalnih metoda sinteze potencijalno bioloski aktivnih supstanci iz prirodnih
materijala kao Sto su naftenske kiseline.

Cilj je takode utvrditi da li novosintetizovani derivati individualnih naftenskih kiselina pokazuju vecu
biolosku aktivnost od odgovarajucih proizvoda dobijenih derivatizacijom kompleksne smese prirodnih

naftenskih kiselina Velebit istiCuci vezu izmedu dominantnih struktura kiselina i bioloske aktivnosti.
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2. OPSTI DEO

2.1. Mikrotalasna sinteza

Od najranijih dana istraZivanja hemijskih transformacija uofeno je da je zagrevanje neophodno za
odvijanje hemijskih reakcija i da ima vaZan uticaj na brzinu i nacin odigravanja najrazlicitijih procesa.
Plamenik kojeg je 1855. godine konstruisao Bunsen bio je revolucionarno otkrice, kasnije je zamenjen
uljanim i vodenim kupatilima ili grejnom oblogom kao izvorom toplote. Medutim, poslednjih godina
mikrotalasna energija postaje sve popularniji nacin zagrevanja i vodenja razli¢itih hemijskih procesa.
Razvoj mikrotalasne tehnologije zapocet je za vreme Drugog svetskog rata kada je ispitivan magnetron
kao izvor radarskog zrafenja konstantne frekvencije. Percy Spencer je, rade¢i na radarskim
postrojenjima, slu€¢ajno otkrio da su mikrotalasi istopili cokoladu u njegovom dZepu $to mu je dalo ideju
da bi se mikrotalasno zra¢enje moglo iskoristiti za pripremu hrane. Relativno brzo, 1954. godine,
napravljena je prva mikrotalasna pec¢nica za kuénu upotrebu. Masovna proizvodnja mikrotalasnih
uredaja je pojeftinila izradu magnetrona, a prve publikacije o primeni mikrotalasnog zracenja u
organskoj sintezi, od strane Gedye-a i Giguere-a 1986. godine"” predstavljaju potetak nove ere u
organskoj sintezi. Od tada se broj radova u kojima je primenjen ovakav nacin vodenja reakcije uvecava
geometrijskom progresijom i danas su poznate kao mikrotalasno-stimulisane organske sinteze
(microwave-assisted organic synthesis, MAOS)>”. Mikrotalasna energija pokazala se kao veoma
efikasna u pogledu skracenja vremena trajanja reakcija, viSeg prinosa proizvoda kao i njegove Cistoce,
Sto je posledica smanjenog stepena odigravanja neZeljenih, sporednih reakcija u poredenju sa metodama
konvencionalnog zagrevanja. Zahvaljuju¢i prednostima ove nove tehnologije doSlo je do njene
eksploatacije u medicinskoj hemiji i farmaceutskoj industriji®”, sintezi polimera'®'!, hemiji materijala'>

' nanotehnologiji'"” i biohemiji'®"’.

Prvi korak ka uvodenju MAOS-a u laboratorije napravila je farmaceutska industrija oko 2000. godine.
Mikrotalasna sinteza postala je idealna za brzu optimizaciju reakcionih uslova omogucavaju¢i veoma
efikasan napredak kroz "hipotezu-eksperiment-rezultat" interakciju, Sto je rezultovalo veéim brojem
odluka i zakljucaka u jedinici vremena. Brzina kojom se mogu izvesti viSestruke varijacije reakcionih
uslova, slikovito se moZe opisati jutarnjom diskusijom "Sta moZemo probati?" i poslepodnevnim

zaklju¢kom "Koji su rezultati?". Pored obimne biblioteke jedinjenja, dobijene paralelnom ili serijskom
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sintezom, mikrotalasna sinteza otvara i nove puteve hemijskih reakcija generalno Sire¢i postojece
granice hemije'®.

U samom pocetku eksperimenti su izvodeni u teflonskim ili staklenim sudovima u kuénim
. . ,o. . g . . .. 1,2 v .
mikrotalasnim pecénicama bez odgovaraju¢ih merenja temperature i pritiska“. PoSto one nisu
dizajnirane za rigorozne reakcione uslove Cesto je dolazilo do eksplozija, usled brzog i nekontrolisanog
zagrevanja reakcione smese. Devedesetih godina proslog veka nekoliko istraZivackih grupa je zapocelo
eksperimente u odsustvu rastvaraca (solvent-free ili dry-media) eliminiSuéi na taj nacin opasnost od

eksplozije'*?".

U okviru ovih eksperimenata reagensi su prethodno nanoSeni na manje ili viSe
mikrotalasno-transparentne neorganske podloge (SiO,, Al,O; ili glinu) ili snaZno-apsorbujuce nosace,
kao Sto je grafit. Odsustvo rastvaraa, a Cesto i katalizatora kao novi pristup u sintezi bio je veoma
popularan, naro¢ito u pocetku MAOS-a, s obzirom na to da omogucava bezbednu upotrebu
mikrotalasnih pec¢i. Medutim, mnogobrojne interesantne publikacije vezane za transformacije u

¥, 18-22
odsustvu rastvaraca

ukazuje na tehnicke poteSkoce vezane za neravnomerno zagrevanje, mesanje i
precizno odredivanje reakcione temperature. Alternativno, mikrotalasno-stimulisana sinteza sa
standardnim organskim rastvara¢ima, u otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, postavlja granice
maksimalne vrednosti temperature zagrevanja reakcione smeSe temperaturom kljucanja samog
rastvaraca pod atmosferskim pritiskom. Ovaj problem se moZe prevazi¢i primenom rastvaraca visoke
temperature kljuanja kao i rastvaraca sa visokom mo¢i apsorpcije mikrotalasnog zracenja. Medutim,
primena istih predstavlja ozbiljan izazov tokom obrade reakcione smeSe i reciklovanja samog
rastvaraca. Pored toga, rizik od zapaljivosti organskih rastvarata u mikrotalasnom polju, kao i

nedostatak adekvatnih mikrotalasnih reaktora koji omogucavaju preciznu kontrolu temperature i pritiska

ostali su glavna briga.

Ipak, relativno spor prodor mikrotalasne tehnologije devedesetih godina proslog veka pripisivan je
nepotpunom razumevanju mikrotalasnog dielektricnog zagrevanja kao i nedostatku kontrole i
reprodukcije reakcionih uslova. PogreSnom tumacenju mikrotalasne hemije posebno je doprinela
upotreba kuénih mikrotalasnih peénica ¢iji je najveci nedostatak nepouzdan temperaturni monitoring
Sto je ostavilo MAOS-u loSu reputaciju. U to vreme veliki deo organskih sinteti¢ara nije uzimao za
ozbiljno mikrotalasnu hemiju, Sto je dovelo do diskusije o eventualnom uticaju specificnih
mikrotalasnih efekata na ubrzanje hemijskih reakcija™>.

Istorijski gledano, joS od samih pocetaka mikrotalasne sinteze, postojale su spekulacije o postojanju tkz.
specificnih 1 netermickih mikrotalasnih efekata usled visokog stepena ubrzanja hemijskih reakcija i
prinosa proizvoda u poredenju sa eksperimentima pri konvencionalnom zagrevanju®. Tvrdnje o

postojanju ovih efekata iznoSene su u slu¢ajevima gde je ishod odgovarajuce sinteze pri mikrotalasnom
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zracenju bio razli¢it u odnosu na konvencionalno izvoden eksperiment, pri istoj reakcionoj temperaturi.
Vremenom, jedan deo nau¢nika uvideo je da je razlog visokog stepena ubrzanja upravo termici/kineticki
kao posledica ubrzanog dostizanja visokih vrednosti temperatura. Zahvaljuju¢i odnedavno dostupnim
modernim mikrotalasnim reaktorima sa moguénostima online praenja tacne vrednosti temperature i

pritiska u toku reakcije, neke od polaznih konfuzija i zabluda o mikrotalasnim efektima su nestale.

MAOS u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora uz upotrebu organskih rastvaraca, pionirska

tehnika Strauss-a sredinom 1990-ih, proslavila je svoj uspesni povratak’**’. Zahvaljujuéi postojanju

28-31 34,18 34,35

velikog broja radova®?', nekoliko knjiga®*'®, specijalnih izdanja Easopisa®*™, online baza podataka®*,

. .. . . . 36 . . . . .. 1837
informacija na svetskim internet stranicama™ i edukacionih publikacija ™

obezbedena je opsta
pokrivenost MAOS-a. Znacajno je napomenuti da je detaljnom analizom nauc¢nih publikacija utvrdeno
da je u ¢ak 90 % zastupljen metod zatvorenog sistema mono-modnog mikrotalasnog reaktora. S druge
strane, veliki broj publikacija (~ 30 %) i dalje koristi kuénu mikrotalasnu peénicu™* koja nije
prihvacena kao instrument za mikrotalasne sinteze od strane velikog broja cenjenih naucnih ¢asopisa

danasnjice (American Chemical Society, Organic Chemistry Journals)™.

Danas na trziStu, postoje Cetiri glavna proizvoda¢a mikrotalasnih instrumenata za organsku sintezu
(Anton Paar, Biotage, Milstone i CEM). Njihovi instrumenti su opremljeni senzorima za temperaturu i
pritisak, magnetnim meSanjem, uredajima za kontrolu snage, softver, a usavrSen je i bezbedan rad na
ovim aparatima. Broj korisnika je stoga u konstantnom porastu te se samo postavlja pitanje vremena

kada ¢e ve€ina laboratorija biti opremljena odgovaraju¢im mikrotalasnim reaktorom.

2.2. Priroda mikrotalasnog zracenja

U elektromagnetnom spektru oblast mikrotalasnog zracenja se nalazi izmedu infracrvenog i radio talasa
(Slika 2.1.). Ovo elektromagnetno zracenje pripada oblasti talasnih duZina od 1 mm do 1 m, Sto
odgovara frekvenciji izmedu 0.3 1 300 GHz. Mikrotalasna oblast, talasnih duZina od 1 do 25 cm, koristi
se za radarsku emisiju dok se oblast od 25 cm do 1 m koristi u telekomunikacijama. Kuéne mikrotalasne
pecnice kao i mikrotalasni uredaji namenjeni za rad u laboratorijama rade na frekvenciji od 2.45 GHz,
odnosno talasnoj duzi od 12.25 cm, da ne bi doslo do interferencije sa telekomunikacionim uredajima i

mobilnom telefonijom.
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Slika 2.1. Elektromagnetni spektar.

Interesantno je napomenuti da je energija mikrotalasnog fotona (0.0016 eV) suviSe niska da bi dovela
do raskidanja veza u molekulu, ¢ak i vodoni¢nih. Stoga je jasno da hemijske reakcije ne mogu biti
indukovane direktnom apsorpcijom mikrotalasne energije za razliku od fotohemijskih reakcija koje se

odigravaju pod dejstvom ultraljubicastog i vidljivog zracenja.

2.2.1. Mikrotalasno dielektri¢no zagrevanje

Hemija mikrotalasa se zasniva na zagrevanju materije efektom mikrotalasnog dielektri¢nog zagrevanja,

koje zavisi od sposobnosti specificnog materijala (npr. rastvaraca ili reagensa) da apsorbuje

mikrotalasnu energiju i prevede je u toplotu*"*.

Mikrotalasi se kao i svi elektromagnetni talasi sastoje od dve komponente, odnosno elektriCnog i

magnetnog polja (Slika 2.2.). Elektricna komponenta je odgovorna za interakcije izmedu talasa i

4344

materije, mada je u nekim slucajevima, kao $to su interakcije sa oksidima prelaznih metala™", znacajna

i komponentna magnetnog polja.
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€ - elektri¢no polje

‘H - magnetno polje

X

Slika 2.2. Komponente elektricnog i magnetnog polja u mikrotalasima.

Elektri¢na komponenta elektromagnetnog polja prouzrokuje zagrevanje preko dva osnovna mehanizma:
dipolarna polarizacija i jonska kondukcija*'***. Interakcija komponente elektri¢nog polja sa matriksom

naziva se dipolarni polarizacioni mehanizam (Slika 2.3.).

—/ ;@ o= >

| N I N A
o Mo

Slika 2.3. Dipolarni polarizacioni mehanizam (A) i mehanizam jonske kondukcije (B).

Osnovni princip mehanizma mikrotalasnog zagrevanja zasniva se na oscilovanju polarnih molekula ili
jona pod dejstvom oscilatornog elektricnog polja. Pomenutom mehanizmu zagrevanja podleZzu samo
supstance koje poseduju dipolni momenat ili naelektrisanje. Prilikom izlaganja frekvenciji mikrotalasa
dipoli nastoje da prate primenjeno elektriéno polje, koje usled oscilovanja dovodi do promene
orijentacije dipola. Tokom pracenja spoljaSnjeg naizmeni¢nog polja od strane dipola, dovedena
mikrotalasna (microwave, MW) energija se pretvara u toplotnu energiju zahvaljuju¢i molekulskom
trenju. Koli¢ina toplote koja se oslobodi tokom ovog procesa direktno je povezana sa mogucnoscu
matriksa da prati frekvencije primenjenog polja. Ukoliko dipoli nemaju dovoljno vremena da se
poravnaju sa spoljaSnjim poljem (visokofrekventno zracenje) ili se ono odvija suviSe brzo
(niskofrekventno zracenje) ne dolazi do zagrevanja. Frekvencija mikrotalasnog zrafenja nalazi se
upravo izmedu prethodno pomenutih ekstrema te stoga daje molekulskom dipolu vreme neophodno za

prac¢enje naizmeni¢nog polja ali ne i poravnavanje sa istim. Orijentacijom molekula u pravcu
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elektricnog polja javlja se razlika faza izmedu orijentacije dipola i primenjenog polja Sto dovodi do
oslobadanja energije molekulskim trenjem i kolizijom. Prema tome, energija polja se prenosi do
medijuma, konvertuje u kineticku i na kraju u toplotnu energiju. Gasovi se ne mogu zagrevati pod
dejstvom mikrotalasnog zracenja s obzirom na to da je udaljenost izmedu rotiraju¢ih molekula suvise
velika. Sli¢no tome, led je skoro mikrotalasno-transparentan posto se dipoli vode ne mogu pomerati kao
u te¢noj fazi.

Drugi mehanizam zagrevanja jeste jonski kondukcioni mehanizam. Solvatisani joni koji prate oscilacije
polja pomeraju se napred i nazad sudarajuci se sa susednim molekulima i atomima. Pomenute kolizije
dovode do trenja, stvarajuci toplotu. U pogledu koli¢ine oslobodene toplote kondukcioni mehanizam je
daleko efektniji u poredenju sa mehanizmom dipolarne polarizacije.

Sli¢an mehanizam zagrevanja javlja se kod provodnika ili poluprovodnih materijala kod kojih
mikrotalasno zracenje indukuje struju elektrona na povrSini materijala i na taj nacin dovodi do
zagrevanja (omski otpor)*. U organskoj sintezi ovaj mehanizam je od velikog zna¢aja za zagrevanje
snazno mikrotalasno-apsorbuju¢ih materijala, kao Sto su tanki filmovi metala (Pd, Au), grafitnih

podloga ili tzv. pasivnih elemenata zagrevanja izgradenih od silicijum-karbida.

2.2.2. Dielektri¢ne karakteristike medijuma

Mogu¢énost zagrevanja odredenog materijala (npr. rastvaraca ili supstance) pod dejstvom mikrotalasnog
zraCenja zavisi od dielektri¢nih osobina samog materijala. Stepen prevodenja elektromagnetne energije
u toplotnu, pri zadatoj frekvenciji i temperaturi, izraZen je tzv. tangensom gubitka (tan o) specifiCne

supstance. Tangens gubitka je izrazen kao koli¢nik:

tand=¢"/¢
¢" - dielektricni gubitak; predstavlja efikasnost kojom se elektromagnetno zracenje prevodi u toplotu,

¢' - dielektri¢na konstanta; predstavlja polarizovanost molekula u elektri¢nom polju.

Reakcioni medijum sa viSim vrednostima tangensa gubitka ima veéu mo¢ apsorbcije mikrotalasa i
dovodi do brZeg zagrevanja celokupnog sistema. Ipak, neki materijali visoke dielektri¢ne konstante, kao
Sto je voda (¢' na 25 °C = 80.4) ne moraju da imaju i visok tan 8. Tako npr. etanol ima daleko nizu
vrednost dielektricne konstante (&' na 25 °C = 24.3) ali se zagreva daleko brZe u mikrotalasnom polju u

odnosu na vodu usled viSeg tan & (Tabela 2.1.). Generalno, rastvaraci se mogu klasifikovati kao visoko
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(tan 6 > 0.5), srednje (tan & = 0.1 - 0.5) i nisko mikrotalasno-apsorbujuce (tan é < 0.1), (Tabela 2.1.). S
druge strane organski rastvaraci kao §to su ugljentetrahlorid, benzen ili dioksan su manje ili vise

mikrotalasno-transparentni.

Tabela 2.1. Tangens gubitka razliCitih rastvaraca (2.45 GHz, 20 °C).

Rastvarac tan o Rastvarac tan 6
Etilen-glikol 1.350 N,N-Dimetilformamid 0.161
Etanol 0.941 1,2-Dihloretan 0.127
Dimetilsulfoksid  0.825 Voda 0.123
2-Propanol 0.799 Hlorbenzen 0.101
Metanska kiselina 0.722 Hloroform 0.091
Metanol 0.659 Acetonitril 0.062
Nitrobenzen 0.589 Etil-acetat 0.059
1-Butanol 0.571 Aceton 0.054
2-Butanol 0.447 Tetrahidrofuran 0.047

Niske vrednosti tan o6 ne iskljucuju primenu odgovarajucih rastvara¢a u mikrotalasnoj hemiji. Polarni
supstrati ili neki drugi reagensi (katalizatori) mogu da doprinesu vi§im vrednostima dielektri¢nih
karakteristika medijuma i time dovedu do efikasnog zagrevanja i apsorbcije mikrotalasa od strane
reakcione smeSe. Pored toga, polarni aditivi kao S§to su alkoholi, jonske te¢nosti ili pasivni elementi
zagrevanja takode mogu doprineti boljoj apsorpciji mikrotalasnog zracenja.

Vrednosti tan o zavise od temperature i frekvencije zraenja. Tako u slucaju destilovane vode (Slika
2.4.) dielektri¢ni gubitak prolazi kroz svoj maksimum sa padom vrednosti dielektri¢ne konstante, pri
frekvenciji od oko 18 GHz. Medutim, sve kué¢ne mikrotalasne pecnice kao i laboratorijski mikrotalasni
reaktori rade na daleko niZoj frekvenciji od 2.4 GHz koja omogucava vecu prodornost mikrotalasa i
ravnomernije zagrevanje uzoraka po celokupnoj zapremini. U suprotnom, pri viSoj frekvenciji, od 18
GHz, zrafenje bi se apsorbovalo izuzetno jako ve¢ u povrSinskim slojevima vode i ne bi prodiralo u

dublje slojeve***.
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Slika 2.4. Dielektri¢ne karakteristike vode u zavisnosti od temperature i frekvencije.

Dielektri¢ni gubitak i tan o Ciste vode, kao i veline organskih rastvaraca, opada sa povecanjem
temperature u mikrotalsnom reaktoru (Slika 2.4.). Tako je npr. veoma lako zagrejati vodu do 100 °C na
2.45 GHz dok je veoma teSko dosti¢i temperature iznad 200 °C, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog
reaktora. Superkriti¢na voda (T > 374 °C) je transparentna prema mikrotalasnom zracenju. Sli¢no vodi,
dielektriéni gubitak veéeg broja organskih rastvarata ponasa se identi¢no*’. Nasuprot tome, materijali
veée moci apsorpcije mikrotalasa (neorganski materijali, polimeri) mogu da dovedu do veoma opasnih

temperaturnih skokova*"*,

Dubina penetracije, odnosno stepen prodornosti mikrotalasa, prema definiciji predstavlja tacku u kojoj
je prisutno 37 % inicijalne mikrotalasne snage®. Njene vrednosti su obrnuto proporcionalne tan & i
zavise od temperature i frekvencije zracenja. Za materijale sa relativno visokim vrednostima tan &
stepen prodornosti mikrotalasa je nizak te se stoga mikrotalasno zracenje apsorbuje samo u povrSinskim
slojevima materije. Na primeru vode kao rastvaraca (Tabela 2.1.) stepen prodornosti mikrotalasa na
sobnoj temperaturi je svega nekoliko centimetara (Tabela 2.2.) te stoga ne dolazi do zagrevanja njene

celokupne zapremine.

10
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Tabela 2.2. Stepen prodornosti mikrotalasa za razli¢ite materijale.

Materijal Temperatura [°C] Stepen prodornosti [cm]
Voda 25 14
Voda 95 5.7
Led -12 1100
Staklo 25 35
PTFE (Teflon) 25 9200
Kvarcno staklo 25 16000

Interakcije izmedu mikrotalasnog zraCenja i materije okarakterisane su sa tri razlicita procesa:
apsorpcijom, transparencijom i refleksijom. Materijali visoke vrednosti tan d, kao §to su polarni
organski rastvaraci, snazno apsorbuju mikrotalase i omogucavaju brzo zagrevanje reakcionog medijuma
(tan & = 0.05 - 1). Za razliku od njih, mikrotalasno-transparentni materijali dovode do veoma slabih
interakcija sa mikrotalasima (tan d < 0.01) te se stoga koristite kao konstrukcioni materijali (izolatori) za

reaktore (Tabela 2.3.).

Tabela 2.3. Tangens gubitka nisko-apsorbujucih materijala (2.45 GHz, 25 °C).

Materijal tan & (x 10 Materijal tan & (x 107
Kvarc 0.6 Porcelan 11
PTFE (Teflon) 1.5 Poliestar 28
Polistiren 3.3 Polietilen 31
Keramika 5.5 Fosfatno staklo 46
Borsilikatno staklo (Pyrex) 10 Pleksiglas 57

2.2.3. Mikrotalasi nasuprot konvencionalnog zagrevanja

Tradicionalno, organska sinteza izvodi se zagrevanjem reakcione smeSe pomocu spoljnog izvora
zagrevanja (npr. uljano kupatilo ili grejna obloga). Pomenuti nacin zagrevanja je relativho spor i
neefikasan usled sporog transfera energije unutar reakcionog sistema, s obzirom na to da zavisi od
konvekcije toplote, kao i toplotne konduktivnosti materijala reaktora, a zbog visih vrednosti temperatura
zidova reakcionog suda u odnosu na reakcionu smesu ¢esto dolazi do lokalnog pregrevanja, §to moZe da
dovede do razlaganja reagenasa i nastajanja nusproizvoda. Nasuprot konvencionalnom zagrevanju,
mikrotalasno zracenje dovodi do efikasnog zagrevanja direktnom interakcijom MW energije sa

molekulima rastvarada, reagenasa ili katalizatora prisutnim u reakcionoj smesi'® (Slika 2.5.).

11
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Slika 2.5. Poredenje konvencionalnog i mikrotalasnog zagrevanja reakcione smese.

Mikrotalasni reakcioni sudovi napravljeni su od mikrotalasno-transparentnog materijala, kao Sto je
borsilikatno staklo (Pyrex), kvarc ili PTFE (Teflon), ¢ime je omoguéen nesmetan prolaz mikrotalasa
kroz zid suda. Veoma efikasan transfer toplote unutar reakcione smeSe dovodi i do eliminacije efekta
zida (vrele povrsine reakcionog suda). Na osnovu ovoga moZe se zakljuciti da mikrotalasno dielektri¢no
zagrevanje 1 konvencionalno zagrevanje predstavljaju dva potpuno drugalija procesa zagrevanja
reakcione smese, te da je stoga bilo kakvo njihovo medusobno poredenje veoma tesko, prakti¢no

nemoguée'®.

2.2.4. Mikrotalasni efekti

Uprkos velikom broju radova u oblasti mikrotalasno-stimulisane hemije, osnovnog =znanja i
razumevanja visoko-frekventnog elektromagnetnog zagrevanja tano objaSnjenje kako i zaSto
mikrotalasi ubrzavaju hemijske procese joS uvek nije u potpunosti definisano. Sa pojavom prvih
mikrotalasno-stimulisanih reakcija pojavile su se i spekulacije o postojanju tkz. specificnih i netermickih
mikrotalasnih efekata. Tvrdnje o njihovom postojanju javljale su se u slucajevima gde je krajnji rezultat
sinteze, pod dejstvom mikrotalasnog zracenja, bio drugaciji u odnosu na konvencionalno vodene
eksperimente, pri istim vrednostima reakcione temperature. Danas se smatra da su u vecini slucajeva
posmatrana ubrzanja mikrotalasno-stimulisanih reakcija u sustini rezultat Cistih fermickih/kinetickih
efekata. Drugim recCima, pomenuta ubrzanja hemijskih reakcija posledica su visokih vrednosti
temperatura koje se mogu dosti¢éi u veoma kratkom vremenskom periodu, zagrevanjem polarnih
materijala ili reakcionih smeS$a, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora. Istovremeno, neosporno
je postojanje tzv. specificnih mikrotalasnih efekata, koji se ne mogu posti¢i konvencionalnim
zagrevanjem i kao takvi rezultat su jedinstvenog fenomena mikrotalasnog dielektri¢nog zagrevanja™**™.

U njih se ubrajaju efekti pregrevanja rastvaraca pri atmosferskom pritisku, selektivno zagrevanje snazno

12
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mikrotalasno-apsorbuju¢eg heterogenog katalizatora ili reagenasa u manje polarnom reakcionom

medijumu i eliminacija efekta zida.

Rezultati brojnih istraZivata, medu kojima i Bougrin-a i saradnika’' smatrani su dokazom postojanja
specificnih mikrotalasnih efekata (koji ne moraju biti uvek termicki). S druge strane, postoje publikacije
u kojima je njihovo postojanje opovrgnuto i pripisano nepreciznom merenju temperature, posebno
prilikom izvodenja reakcija u kuénoj mikrotalasnoj peéi bez moguénosti kontrole i pracenja reakcionih
uslova’™.

U cilju dobijanja ponovljivih i pouzdanih rezultata mikrotalasno-stimulisanih reakcija neophodno je
precizno merenje temperature reakcione smeSe tokom mikrotalasnog ozracivanja. Ta¢ne vrednosti

temperature su od posebnog znaCaja ako se radi poredenje sa eksperimentima uz konvencionalno

zagrevanje.

Termicki efekti (kineticki)

termickelkineticke prirode, kao posledica ubrzanog dostizanja visokih vrednosti temperatura
ozralivanjem polarnih materijala u mikrotalasnom polju. Cak i srednje mikrotalasno-apsorbujuéi
rastvarac, kao Sto je 1-metil-2-pirolidon (NMP, t, = 202 - 204 °C, tan 6 = 0.275) moZe se veoma brzo
zagrejati u mikrotalasnom reaktoru (200 °C u toku 40 sekundi), u zavisnosti od maksimalne pocetne

snage magnetrona’* (Slika 2.6.):

200 - ~
700 W
150 4 L T R I L Lo S TR

f 500 W e

100

Temperatura [°C]

Vreme [min]

Slika 2.6. Mikrotalasno-stimulisano zagrevanje NMP pri razli¢itim vrednostima snage magnetrona.

Vecina mikrotalasno-stimulisanih reakcija izvodi se u zatvorenom sistemu mono-modnih mikrotalasnih

reaktora, sa visokom gustinom mikrotalasa, tako da se i rastvaraci niske temperature kljucanja, kao Sto

13
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je metanol (t, = 65 °C, tan 6 = 0.659), mogu relativno brzo zagrejati do temperatura koje su za ¢ak 100
°C viSe u odnosu na njihove temperature kljuc¢anja (Slika 2.7.). Nagli skok temperature daleko je
izraZajniji u slu€aju jonskih tecnosti, gde su zabelezeni skokovi od 200 °C u svega nekoliko sekundi.
Pomenute temperaturne profile je veoma tesko, prakticno nemogucée reprodukovati pri standardnom

konvencionalnom zagrevanju stoga je i samo poredenje sa konvencionalnim eksperimentima nemoguce.
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Slika 2.7. Profil temperature, pritiska i snage mikrotalasno-stimulisanog zagrevanja metanola u Anton

Paar Monowave 300.

Temperaturni profil, kao i profil snage i pritiska prikazanih na Slici 2.7. jasno ilustruju principe
funkcionisanja modernih mikrotalasnih reaktora. U temperaturno-kontrolnom modu reakciona smesa se
zagreva pri maksimalnoj vrednosti snage, u prvih nekoliko sekundi ili minuta, u cilju dostizanja Zeljene
temperature u Sto kra¢em vremenskom periodu. Postizanjem zadate temperature mikrotalasni magnetron
reguliSe snagu MW zracenja odnosno odrZava je na oko svega 30 W, koliko je potrebno da se odrzava
zadata temperatura.

Brzina hemijskih reakcija u pregrejanom metanolu ili nekom drugom rastvaracu, daleko je visa u
odnosu na reakcije koje se izvode na temperaturi klju€anja pri atmosferskom pritisku. Mingos i
Baghurst™ istakli su da je primenom Arrhenius-ovog zakona moguée predvideti vreme trajanja reakcije
uz mikrotalasnio zracenje. Tako hemijske transformacije koje zahtevaju 68 dana za postizanje prinosa
0od 90 % na 27 °C, pokazuju isti stepen konverzije za samo 1.61 sekundu zagrevanjem na temperaturi od
227 °C (Tabela 2.4.). Bitno je ista¢i da se za striktno termicke efekte, predeksponencijalni faktor A i

energija aktivacije (E,) u Arrhenius-ovog jednacini ne menjaju, odnosno da se menja samo temperatura.
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Tabela 2.4. Zavisnost temperature i vremena trajanja reakcije kinetike prvog reda (A = 4 x 10" mol™s™,

E, = 100 kJ/mol)

k — Ae-Ea/RT
Temperatura [°C] Konstanta brzine, k [s'] Vreme [stepen konverzije 90 %]
27 1.55x 107 68 d
77 476 x 107 13.4h
127 3.49x 107 11.4 min
177 9.86x 10~ 2345
227 1.43 1.61s

Kao §to se moZe ocekivati, razliciti temperaturni profili izmedu mikrotalasnog i konvencionalnog
zagrevanja dovode i do razli¢itih ishoda hemijskih reakcija*’. To je samo jedan od razloga zbog ¢ega su
u vecini slucajeva mikrotalasno-stimulisane reakcije Cistije i sa manje nusproizvoda u poredenju sa

konvencionalnim.

Specificni mikrotalasni efekti

Pored prethodno opisanih termickih/kinetickih efekata, mikrotalasni efekti prouzrokovani jedinstvenim
mehanizmom mikrotalasnog dielektricnog zagrevanja takode se moraju uzeti u obzir. Oni su poznati kao
specificni mikrotalasni efekti i definiSu se kao ubrzanja hemijskih transformacija u mikrotalasnom polju
koja se ne mogu posti¢i konvencionalnim zagrevanjem, medutim u osnovi oni su i dalje fermicki efekti.
U ovu kategoriju spadaju, na primer, efekat zida i efekti pregrevanja rastvaraca pri atmosferskom
pritisku™.

Pitanje temperature kljucanja, pod dejstvom mikrotalasnog zracenja, jeste jedan od osnovnih problema
hemije mikrotalasa. Mikrotalasnim ozraivanjem tec¢nosti mogu biti zagrejane do temperatura koje su
iznad njihovih temperatura kljucanja pri atmosferskom pritisku. Za neke rastvarace, temperature
pregrevanja mogu biti i do 40 °C iznad temperatura klju¢anja pri normalnim uslovima’™®. Razlog
pomenutog fenomena nalazi se u disperziji mikrotalasne snage po ¢itavoj zapremini rastvaraca. S
obzirom na to da vecina reaktora nudi moguénost meSanja reakcione smeSe tokom celokupnog procesa
zagrevanja 1 da se vecina sinteza izvodi u zatvorenom sistemu pod pritiskom, efekat mikrotalasnog
pregrevanja pri atmosferskom pritisku je od malog prakticnog znacaja.

U bliskoj vezi sa efektom pregrevanja pri atmosferskom pritisku jeste efekat zida prouzrokovan
obrnutim temperaturnim gradijentima. U skladu s tim, temperatura unutra$nje strane zida reakcinog
suda je niZa u odnosu na temperaturu unutar te¢nosti zahvaljuju¢i drugoj karakteristici mikrotalasnog
dielektricnog zagrevanja odnosno, volumetrijskim zagrevanjem kojim se postiZze brzo i efikasno

zagrevanje celokupne zapremine reakcione smeSe.

15



Bojana Vasiljevié Doktorska disertacija

Jedan od najznacajnijih specificnih mikrotalasnih efekata je selektivno zagrevanje snazno mikrotalasno-
apsorbuju¢ih heterogenih katalizatora ili reagenasa u manje polarnom reakcionom medijumu’.
Selektivno zagrevanje generalno podrazumeva da ¢e u uzorku koji sadrzi vise od jedne komponente biti
selektivno zagrevana samo ona komponenta koja je u moguénosti da stupi u interakciju sa
mikrotalasima. Tako se mikrotalasno-transparentne ili slabo-apsorbuju¢e supstance zagrevaju
indirektno, transferom toplote. Merenja i procene raspodele toplote pod dejstvom mikrotalasnog
zracenja u ¢vrstoj fazi su veoma teska, pa su lokalne temperaturne varijacije daleko brojnije u odnosu na
izmerene vrednosti temperature dovodeci do pojave lokalnih temperaturnih gradijenata. U slucaju
homogenih smesa, na primer polarnih molekula u mikrotalasno-transparentnim rastvaracima, takode
dolazi do selektivnog zagrevanja. Medutim, postojanje tzv. molekulskih radijatora™ tesko je
eksperimentalno dokazati te se stoga pretpostavlja da je energija ovih foplih molekula dispergovana
prema hladnim molekulima rastvaraéa™”. Znacajno je napomenuti da je tesko selektivno aktivirati
polarne funkcionalne grupe, poznatije kao antena grupe®, koje su deo sloZenijih molekula,
mikrotalasnim zraenjem. Evidentna je teZnja hemicara da daju hemijski aspekt pretpostavci da su
lokalizovane rotacije pomenutih antena grupa zaista moguée'"*, kao i spekulacijama o ubrzanju
hemijskih reakcija posebno na datim grupama. Ipak, proces dielektriénog zagrevanja ukljucuje brz
transfer energije od antena grupa prema susednim molekulima te je stoga nemoguce akumulirati

energiju u specifiénom delu molekula'®®".

Netermicki mikrotalasni efekti

Pod netermickim mikrotalasnim efektima (athermal effects) podrazumevaju se ubrzanja hemijskih
transformacija u mikrotalasnom polju koja se ne mogu racionalizovati ni sa Cisto termickim/kinetickim
ni sa specificnim mikrotalasnim efektima®™. Za netermicke mikrotalasne efekte smatra se da su rezultat
direktne interakcije elektricnog polja sa molekulima u reakcionom medijumu, koji pri tome nisu u vezi
sa makroskopskim temperaturnim efektom, odnosno da orijentacijom dipolarnih molekula ili
intermedijera pod dejstvom spoljaSnjeg elektriénog polja dolazi do promene predeksponencijalnog

62-64
A

faktora ili E, u Arrhenius-ovoj jednacini (k = Aexp (- E,/RT)). Neki autori koriste netermicke

mikrotalasne efekte kao objaSnjenje ishoda hemijske reakcije u mikrotalasnom polju, odnosno ovi efekti
predloZeni su za polarne reakcione mehanizme, tokom kojih se polarnost povecava polazeci od

osnovnog prema prelaznom stanju, rezultujuci viSom reaktivnoséu kao posledicom sniZenja energije

s 23:25,65,66
aktivacije™ 777,

.. . .- . . v . . . . v+ 50.67
Novija istraZivanja su demantovala ovaj nalin interpretiranja efekata mikrotalasnog zracenja™ .

Neprecizna merenja temperature su osnovni razlog zbog ¢ega je u vecini publikovanih radova razlika

. . . . . . .. Cup e 48,68
izmedu mikrotalasnog i konvencionalnog zagrevanja pripisivana postojanju netermickih efekata™".
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U vezi sa netermickim ili specificnim mikrotalasnim efektima jeste skoras$nji koncept po kojem
simultano hladenje reakcione smese tokom mikrotalasnog zagrevanja dovodi do ubrzanja sveukupnog
procesa*®. Na taj na¢in omogucen je visi stepen mikrotalasne snage i eliminisan efekat pregrevanja
usled kontinualnog uklanjanja latentne toplote. Medutim, pri datim reakcionim uslovima nemoguce je

otitati stvarnu vrednost temperature reakcije’"’’

sa infracrvenim (infrared, IR) temperaturnim
senzorom. Logi¢na ekstenzija ideje simultanog hladenja jeste u primeni mikrotalasnih reaktora za
reakcije na niskim temperaturama. U tu svrhu, na trZiStu postoji CEM Discover Coolmate sa
mogucénosc¢u izvodenja hemijskih transformacija na temperaturama od - 80 do + 65 °C.

Pitanje postojanja netermickih mikrotalasnih efekata od posebnog je znacaja za dalji razvoj i primenu

mikrotalasne tehnologije, kako u istrazivackim tako i u studentskim laboratorijama, posebno sa aspekta

bezbednosti.

2.3. Kontrola 1 pracenje temperature u mikrotalasnom reaktoru

Mikrotalasni reaktori namenjeni za rad u organskoj sintezi funkcioni$u uz temperaturno-kontrolni mod,
a temperatura reakcije programira se u skladu sa zahtevima sinteze. Na pocetku zagrevanja magnetron
oslobada maksimalnu koli¢inu snage u cilju §to brZzeg dostizanja Zeljene temperature, nakon ¢ega snaga
MW pada na vrednost koja omogucava odrzavanje zadate temperature tokom vremena.

Precizna kontrola temperature tokom mikrotalasnog zracenja predstavlja velik problem jer su klasi¢ni
temperaturni senzori, kao §to su termometri, nepouzdani usled kuplovanja sa elektromagnetnim
poljem®. U sludaju najpopularnijeg mono-modnog mikrotalasnog reaktora (Biotage Initiator, CEM
Discover) temperatura se prati spoljnim IR senzorom, integrisanim u mikrotalasnoj pe¢nici, kojim se
detektuje temperatura na povrsini reakcionog suda (temp. opseg - 40 °C do 400 °C). Zid reaktora je u
suStini najhladniji deo kompletnog reakcionog sistema, usled obrnutog smera kretanja toplote u
poredenju sa konvencionalnim zagrevanjem, stoga izmerena temperatura nije u potpunosti identi¢na
temperaturi unutar reakcione smese*®”*”>. Takode treba naglasiti da se IR senzor ne koristi paralelno sa
eksternim hladenjem reakcionog suda. U slucajevima kada je ono neophodno primenjuje se interni
opti¢ki senzor. U suprotnom IR senzor detektuje daleko niZe vrednosti temperature u odnosnu na
stvarnu temperaturu unutar reakcionog sistema’ . Pored toga, IR senzorima je potrebno neko vreme do
tacnog ocCitavanja temperature unutar reakcione smese. Isto tako, toploti koja se oslobada mikrotalasnim

dielektri¢nim zagrevanjem polarnih komponenata potrebno je odredeno vreme za zagrevanje reakcionog
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suda. Iako su u pitanju samo sekunde to je ipak dovoljno da dode do manjih ili vecih skokova reakcione
temperature, posebno u slu¢aju snazno mikrotalasno-apsorbujucih reakcionih smesa.

U slucaju nisko-absorbujucih ili skoro mikrotalasno-transparentnih reakcionih smeSa imamo suprotan
fenomen. Staklo koje se koristi za izradu mikotalasnih viala u mono-modnim mikrotalasnim reaktorima
nije u potpunosti transparentno za mikrotalasno zracenje, te stoga dovodi do zagrevanja reakcionog
balona u odnosu na reakcionu smesu (Tabela 2.3.). Zagrevanje mikrotalasno-transparentnog rastvaraca
u staklenom balonu rezultat je indirektnog zagrevanja kondukcionim (provodenjem toplote kroz
medijum) i konvencionalnim (preko vru¢e povrSine samoabsorbujuceg stakla) fenomenom. Neophodno
je napomenuti da je u sluajevima zagrevanja snazno- ili srednje-apsorbuju¢ih reakcionih smesa,

. . .. . .. .76
zagrevanje stakla neznatno te je zanemarljivo u mikrotalasnoj sintezi .

Daleko precizniji nacin merenja temperature reakcione smese jeste direktno preko optickog senzora
(fiber-optic, FO) ili gas-balon termometra””>. FO su neuporedivo precizniji u odnosu na IR senzore ali
Opticke probe su pogodne za pracenje temperature unutar sistema u CEM Discover, Anton Paar
Monowave 300 reaktoru kao i u slu¢aju multi-modnih reaktora Milstone i CEM kompanije.

Gas-balon termometar (0 - 300 °C) primenjuje se u slu¢aju merenja interne temperature Synthos 3000
multi-modnog reaktora kompanije Anton Paar. Pored njega, kod ve¢ine multi-modnih mikrotalasnih
instrumenata, temperatura na povrsini reakcionog suda je dodatno pod kontrolom IR senzora. Glavni
senzor kontrole snage magnetrona u datom slucaju jeste opticki (Milstone, CEM) ili gas-balon
termometar (Anton Paar). U odredenim slucajevima, na polju istraZivanja temperature mikrotalasno

zagrevane reakcione smese ili suda od velikog znagaja mogu biti i termovizijske kamere®",

Za rutinsku sinteticku primenu u mono-modnim mikrotalasnim reaktorima (Biotage Initiator, CEM
Discover, Anton Paar Monowave 300) primena standardnih IR senzora je prihvatljiva, uglavnom zbog
otpornosti na mnogobrojne neZeljene efekte u radu kao i niske cene. Generalno, spoljni IR senzori
ocitavaju stvarnu vrednost temperature rekcione smese ukoliko je u pitanju homogena reakciona smesa
Sto nije slucaj kod heterogenih reakcija, kao §to su reakcije u odsustvu rastvara€a, u ¢vrstom stanju ili
viskoznim sistemima.

U tri danas najveca proizvodac¢a mono-modnih mikrotalasnih reaktora temperatura se meri na razli¢itim

pozicijama (Slika 2.8.).
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FO senzor

4mmm Biotage Initiator

Anton Paar wap
Monowave 300

t

CEM Discover

Slika 2.8. Pozicija IR senzora u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru kompanije Anton Paar, Biotage

1 CEM (10 mL Pyrex reakcioni sud, 3 mL uzorka) kao i FO senzora unutar suda.

U principu, ve¢ina mikrotalasnih reaktora se oslanja na senzore koji koriste poluprovodni kristal, obi¢no

galijum-arsenid, smeSten na kraju optickog senzora.

Jedan od najvaznijih faktora koji doprinosi tatnom ocitavanju temperature reakcione smese jeste njeno
adekvatno meSanje tokom zagrevanja, §to je u svim modernim reaktorima danas obezbedeno. U
suprotnom, nastali temperaturni gradijenti dovode do neta¢nih vrednosti temperature, narocito u sluc¢aju

dvofaznih sistema ili reakcija u odsustvu rastvaraca.
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2.4. Mikrotalasni reaktori za organsku sintezu

Na trzi$tu su dostupni mono-modni i multi-modni mikrotalasni reaktori. Kod mono-modnog reaktora
zracenje prolazi kroz dobro definisan kanal i usmereno pada na reakcionu posudu koja je na precizno
odredenoj udaljenosti od izvora, dok se kod multi-modnog zraCenje rasporeduje u svim smerovima

reflektovanjem od zidove kudista (Slika 2.9.).
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Slika 2.9. Prikaz zagrevanja kod mono-modnog (A) i multi-modnog (B) mikrotalasnog reaktora.

Mono-modni mikrotalasni reaktori kompanije Biotage su Emrys Liberator i Initiator, sa senzorima za
temperaturu (IR; maksimalna 300 °C) i pritisak (maksimalan 20 bar), dizajnirani za rad u maloj skali sa
reakcionim sudovima, odnosno vialima zapremine od 0.2 - 0.5 mL, 0.5 -2 mL, 2 -5 mL i 10 - 20 mL
(Slika 2.10.).

Slika 2.10. Mono-modni mikrotalasni reaktor Biotage Emrys Initiator 8 EXP 2.0 sa automatskom rukom

i Cetiri razlicite zapremine reakcionog suda.

Od mono-modnih mikrotalasnih reaktora kompanije CEM na trZiStu su dostupni Discover sistemi:
BenchMate, LabMate i S-Class, snage od 0 - 300 W sa moguéno§c¢u programiranja temperature do 300
°C. Discover reaktori funkcioniSu po jedinstvenom kruZnom toku mikrotalasnog zracenja (Slika 2.11.).

Podeseni su za balone zapremine 5 - 125 mL, za reakcije pri atmosferskom pritiskom i reakcione sudove

20



Bojana Vasiljevié Doktorska disertacija

od 10 mL za zatvoreni sistem. Uredaj za kontrolu pritiska, IntelliVent kontrolor, ne poseduje moguénost
merenja pritiska pri radu u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora. Ipak, zahvaljujuéi teflonskim
kapama (snap-on) koje ne zahtevaju poseban alat za njihovo zatvaranje i otvaranje, dobijen je jedinstven
sistem sa moguénos$éu automatskog oslobadanja viska pritiska (iznad 20 bar, tj. 300 psi) u cijem

odsustvu je moguce postici pritisak od svega 2 bar, tj. 30 psi.

$‘”f-‘rm‘\“
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Slika 2.11. CEM Discover BenchMate sa kruZnim tokom mikrotalasnog zracenja i Semom

mikrotalasnog reaktora.

Danas su tehnicke mogucénosti upotrebe multi-modnih reaktora CEM kompanije sve vece, tako novi
model reaktora CEM MARS S sa zapreminom peénice od 48 L, maksimalnom snagom od 1600 W i
senzorom za pritisak i temperaturu (IR), je veoma interesantan za poluindustrijske istraZivacke

laboratorije.

Monowave 300 je Anton Paar-ov mono-modni mikrotalasni reaktor (Slika 2.12.) sa moguénoséu
zagrevanja reakcionih smeSa do 300 °C i pri pritisku do 30 bar i maksimalnoj snazi magnetrona od 850 W.
Reaktor takode poseduje moguénost unutrasnjeg (FO) i spoljasnjeg (IR) merenja temperature. Reakcioni
sudovi dizajniradi za rad u Monowave 300 zapremine su od 0.5 - 2 mL, 2 - 6 mL (Pyrex i SiC reakcioni

sud)i 6 - 20 mL.
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Slika 2.12. Anton Paar Monowave 300 mono-modni mikrotalasni reaktor i reakcioni sudovi namenjeni za

rad u mikrotalasnoj pe¢i.

Anton Paar Synthos 3000 jeste jedan od novijih multi-modnih reaktora na trzZiStu za mikrotalasno-
stimulisane reakcije na velikoj skali. Reaktor nudi moguénost zagrevanja reakcionih smesa do 80 bar i

300 °C (IR senzor) uz maksimalnu snagu magnetrona od 1400 W (Slika 2.13.).

Slika 2.13. Anton Paar Synthos 3000 sa rotorom kapaciteta zagrevanja 48 reakcionih smesa paralelno ili

Cetiri SiC ploce (4 x 20 uzoraka).

Izbor odgovarajuéeg reaktora, mono-modnog ili multi-modnog, prvenstveno zavisi od reakcione skale.
Najvecéi broj publikovanih radova iz oblasti mikrotalasno-stimulisane organske sinteze odnosi se na
reakcije na maloj skali (<1 g, 1.0 - 5.0 mL) u mono-modnim mikrotalasnim reaktorima, dok su multi-
modni reaktori dizajnirani za rad na velikoj skali. Snaga mikrotalasa u multi-modnim reaktorima je daleko
visa (1000 - 1600 W) u odnosu na mono-modne reaktore (300 - 400 W) ali je zato gustina mikrotalasa
daleko niza ¢ineci zagrevanje malih, individualnih uzoraka otezanim. S druge strane izbor odgovarajuceg
instrumenta u okviru mono-modnih reaktora zavisi od temperature zagrevanja i maksimalne vrednosti

pritiska unutar sistema, odnosno prirode reakcione smese.
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2.5. Znacaj 1 primena silicijum-karbida u oblasti mikrotalasno-stimulisanih

reakcija

2.5.1. Fizicko-hemijske osobine silicijum-karbida

Silicijum-karbid (SiC) otkriven je 1824. godine od strane Jons Jacob Berzelius-a’' kao jedan od
poluprovodnika Sirokog energetskog procepa. SiC se sastoji od tetraedra ugljenika i silicijuma spojenih

snaznim vezama u kristalnoj strukturi (Slika 2.14.).

. Si atom

® Catom

Slika 2.14. Osnovna strukturna jedinica SiC.

Cist SiC je bezbojan, dok smeda do crna boja industrijskog proizvoda posledica je prisustva &elika kao
necisto¢e. Njegova osnovna obeleZja i prednosti su mala gustina, ¢vrstoca, nizak stepen toplotnog
Sirenja, visok stepen toplotne provodljivosti, odli¢na otpornost na termalni Sok i visoka hemijska
rezistentnost. Visoka elektricna provodljivost omogucila je njegovu primenu u temperaturno-otpornim
elektriénim elementima, dok je zahvaljujuci visokoj vrednosti temperature sublimacije (2700 °C) svoju
primenu nasao u proizvodnji leZajeva i delova pe¢i. SiC danas predstavlja visoko kvalitetan keramicki

materijal sa izuzetnim mehani¢kim osobinama $to mu je omogucilo sve Siru primenu.

2.5.2. Mikrotalasna sinteza u silicijum-karbidnim reakcionim sudovima

Hemija mikrotalasa generalno se zasniva na mogucnosti reakcionog medijuma da efikasno apsorbuje

MW energiju, fenomenom mikrotalasnog dielektrinog zagrevanja*'*.

Direktnom interakcijom
elektromagnetnog zrac¢enja sa molekulima rastvaraca, reagenasa ili katalizatora, prisutnim u reakcionoj
smesi, postiZe se efikasno unutraSnje zagrevanje. Stoga, mikrotalasni reakcioni sudovi napravljeni su od
slabo mikrotalasno-apsorbujuc¢eg ili transparentnog materijala kao $to su borsilikatno staklo (Pyrex),

kvarc ili odgovaraju¢eg polimera kao $to je PTFE (Teflon)®*. Medutim, pomenuti materijali poseduju
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odgovaraju¢a ogranicenja kada je u pitanju otpornost na visoke vrednosti temperature i pritiska,
hemijske stabilnosti i moguénosti zagrevanja mikrotalasno-transparentnih ili slabo mikrotalasno-
apsorbuju¢ih reakcionih medijuma. Pored toga, velina industrijskih procesa ukljucuje primenu
korozivnih reagenasa, pri visokim vrednostima temperature i pritiska, te bi stoga upotreba staklenih
sudova dovela do njihove degradacije a time i do kontaminacije reakcione smese’®”. Na osnovu
navedenog, ocigledno je da postoji potreba za inertnim materijalom, koji bi bio hemijski rezistentan pri
visokim vrednostima pritiska i temperature. Kao i ve¢ina keramickih materijala SiC je otporan na
koroziju i agresivnije reakcione uslove, kao $to su koncentrovane kiseline ili baze, fluorovodonik ili
hlor’®™.

Poslednjih godina primena sinterovanog SiC u mikrotalasnoj hemiji postala je veoma popularna. SiC je
snazno mikrotalasno-apsorbujuci, hemijski inertan, keramicki materijal sa moguéno$¢u zagrevanja do
veoma visokih vrednosti temperature (~ 2 700 °C) upravo zbog visoke vrednosti temperature topljenja i

veoma niskog koeficijenta toplotnog Sirenja***'

. Jedinstvena  kombinacija snaZne mikrotalasne
apsorpcije i toplotne provodljivosti €ini dati materijal idealnim za rad u mikrotalasnim reaktorima
(Tabela 2.5.). Mehanizam zagrevanja SiC sudova zasniva se na elektricnom otporu (omski otpor)

mikrotalasno-indukovanom strujom elektrona u poluprovodnom SiC.

Tabela 2.5. Poredenje karakteristika SiC (ROCAR®S) i borsilikatnog (Pyrex) stakla.

Karakteristike ROCAR®S Pyrex
Tacka topljenja T, [°C] ~ 2700 ~ 800
Toplotna provodljivost A[Wm'K'] 115 1.2
Koeficijent toplotnog Sirenja o [K™'] 3.0x10° 33x10°
Specifican toplotni kapacitet C, [J g'K'l 06 0.7
Specifi¢na gustina p [gmL™] 3.15 2.23

SiC reakcionim sudovima omoguceno je mikrotalasno zagrevanje i slabo-apsorbujucih reakcionih smesa
ili rastvaraca, Sto je od posebnog znacaja u sluc¢ajevima gde su druge opcije povecanja mikrotalasne
apsorpcije reakcionog medijuma, npr. dodatak jonskih te¢nosti, nepogodne usled inkompatibilnosti sa
supstratom. Premda Monowave 300 reaktor moZe da zagreje i nepolarne rastvara¢e daleko iznad
njihovih temperatura kljucanja, zahvaljuju¢i ekstremno visokoj gustini polja mikrotalasa, vreme
neophodno za dostizanje temperatura iznad 200 °C moZe da traje i do nekoliko minuta (Slika 2.15.).
Kao rezultat visoke toplotne provodljivosti SiC (~ 100 puta ve¢a u odnosu na Pyrex staklo) transfer
toplote kroz zid suda Sirine 2.85 mm je veoma brz.

Upotreba SiC reakcionih sudova dovodi do skracenja vremena trajanja reakcije (hold time), odnosno

vremena potrebnog za dostizanje Zeljene temperature (ramp time) a time i skra¢enja ukupnog vremena
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zagrevanja (total irradiation time), ¢ime se istovremeno redukuje snaga magnetrona §to je od posebnog

znacaja tokom egzotermnih reakcija.

300 T (FO, SiC) 900
250 N 750
= 200 " T (FO, Pyrex) =z
S 150 ~4s0 2P
9] =
=l g
5 100 / P (Pyrex) 300
s /
s0 1/ P (SiC) - 150
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Slika 2.15. Mikrotalasno-stimulisano zagrevanje toluena (5 mL) u SiC i Pyrex vialu.

Prva razmiSljanja u sferi njegove primene vodila su ka pretpostavci da bi bilo koji materijal (reakciona
smeSa) unutar SiC reakcionog suda bio efikasno zaSti¢en od elektromagnetnog zracenja upravo zbog
njegove snaZzne mikrotalasne apsorpcije ¢ime bi se omogucilo razdvajanje fermickih od
specificnihinetermickih mikrotalasnih efekata. Hipoteza je potvrdena zagrevanjem rastvaraca razlicite
mikrotalasne apsorpcije (fangensa gubitka), pri konstantnoj mikrotalasnoj snazi, u standardnim Pyrex i
SiC vialima. Dok u slu€aju Pyrex viala profili zagrevanja prate ocekivani trend i u korelaciji su sa
vrednostima tan J rastvaraca, zagrevanjem rastvaraca u SiC vialima dolazi do odstupanja u zavisnosti od
nekih drugih parametara kao $to su specifiCan kapacitet zagrevanja, viskozitet 1 koeficijent transfera
toplote. Cinjenica da se u SiC vialima istom brzinom postiZe zagrevanje mikrotalasno-transparentnog
heksana (tan & = 0.02) kao i snazno apsorbujuceg etanola (tan & = 0.941) jasno upucuje na to da je polje
mikrotalasnog zracenja unutar SiC viala veoma nisko i da se zagrevanje odvija primarno u smislu
konvencionalnog mehanizma transfera toplote a ne dielektricnog zagrevanja (Slika 2.16.). Na osnovu
prethodnog zakljuceno je da mikrotalasno-stimulisani eksperimenti u SiC vialima ne ukljucuju efekte
elektromagnetnog polja s obzirom na to da SiC viali spreavaju prodiranje mikrotalasnog zracenja do

reakcione smese®”.
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Slika 2.16. Mikrotalasno-stimulisano zagrevanje 3 mL rastvaraca u SiC (A) i Pyrex (B) mikrotalasnim

reakcionim sudovima.

SiC sudovi dizajnirani za rad u laboratorijskim mikrotalasnim reaktorima dostupni su u dva oblika,
pogodnim za rad u mono-modnim i multi-modnim mikrotalasnim reaktorima.

U slu¢aju mono-modnih mikrotalasnih reaktora SiC sudovi se javljaju u obliku standarnih Pyrex sudova
za Monowave 300 (Anton Paar), iste geometrije i zapremine (Slika 2.17.), sa mogu¢no$¢u simultanog
merenja temperature sa spoljnim IR i unutraSnjim FO senzorom. Kao i u slu¢aju standardnih Pyrex
viala, za SiC sudove postoje termoplasti¢e kape i PTFE-obloZene silikonske septe za reakcije do 300 °C

1 30 bar, sa otvorom za FO senzor.

Slika 2.17. Reakcioni viali izradeni od silicijum-karbida (SiC) za mono-modni mikrotalasni reaktor

Anton Paar Monowave 300.

Visok stepen toplotne provodljivosti omoguc¢ava uniformnost zagrevanja reakcione smese u SiC vialu, a

time i skoro identi¢ne profile zagrevanja merene FO ili IR senzorom (Slika 2.18.).
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Slika 2.18. Temperaturni (FO i IR) profil, kao i profil pritiska i snage magnetrona, tokom zagrevanja 3

mL vode na 120 °C u SiC reakcionom sudu.

U poredenju sa standardnim Pyrex vialima, dizajniranim za rad u mono-modnim mikrotalasnim
reaktorima pri pritisku od 20 - 30 bar, otpornim na unutrasnji pritisak do 50 bar, SiC viali odolevaju

pritisku od 200 bar.

Drugi oblik silicijum-karbida, dizajniran za rad u multi-modnim mikrotalasnim reaktorima, jesu SiC
ploce (dimenzije 82 x 62.5 x 25 mm) sa dvadeset cilindri¢nih udubljenja odgovaraju¢e dimenzije (5 x 4
otvora, dimenzije 12 mm dijagonalno i 20 mm dubine) pogodnih za standardne HPLC/GC viale
(zapremine 1.5 mL) u ulozi rekcionog suda (Slika 2.19.). KoriS¢enjem SiC ploca omoguceno je efikasno
izvodenje dvadeset reakcija paralelno kao i efikasna optimizacija reakcionih uslova uz maksimalnu
uStedu vremena. Postavljanjem aluminijumske ploce sa obe strane SiC ploce, spojene pomocu Sest
celicnih zavrtnja (Slika 2.19.), omoguceno je zagrevanje reakcione smeSe do visokih vrednosti pritiska i
temperature (20 bara, 250 °C). Zahvaljujuéi rotoru, smestenom unutar mikrotalasne peci (Synthos 3000,
firme Anton Paar), moguée je paralelno izvesti do osamdeset reakcija (20 x 4) u HPLC/GC vialima
smesStenim u SiC ploci, ¢ime je povecan stepen produkcije i eliminisan uticaj greSke manuelnog

transfera uzorka.

Silicijum-karbidne ploc¢e u kombinaciji sa mikrotalasnim zracenjem pokazale su se kao veoma efikasne
u procesu optimizacije hemijskih reakcija, s obzirom na to da se vec¢ina klju¢nih parametara razli¢itih
hemijskih transformacija (temperatura i vreme trajanja reakcije, rastvaraci i katalizatori, molarni
odnosi/koncentracije supstrata) moZe odrediti u veoma kratkom vremenskom periodu®***. Na taj nacin

paralelna mikrotalasna tehnika ima velike prednosti*® u poredenju sa individualnim ozra¢ivanjem

reakcione smese.
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Slika 2.19. Silicijum-karbidna plo¢a sa HPLC/GC vialima smeStenim u multi-modni reaktor Synthos
3000, firme Anton Paar.

U prethodnim studijama IR termografije takode je potvrdeno homogeno zagrevanje celokupne SiC
platforme unutar multi-modnog mikrotalasnog reaktora. Minimalne temperaturne devijacije, zabeleZene

na razli¢itim poloZajima unutar SiC ploge™*®

, rezultat su visokog toplotnog kapaciteta i visoke toplotne
provodljivosti SiC plo¢e kao i sposobnosti ublaZavanja nehomogenosti polja multi-modnih reaktora®.
Zbog toga, rastvarali razli¢itog stepena mikrotalasne apsorpcije mogu se zagrejati paralelno do istih
vrednosti temperatura unutar multi-modnog mikrotalasnog reaktora. Pored temperaturne homogenosti
prazne SiC ploce, ista je potvrdena u slucaju popunjene sa HPLC/GC vialima na primeru BF;-
posredovane esterifikacije benzoeve kiseline sa metanolom®. Datu reakciju karakteriSe visoka osetljivost
na promene temperaturne, zbog ¢ega svaka mala temperaturna devijacija unutar HPLC/GC viala dovodi
do drasti¢ne razlike u stepenu konverzije u Zeljeni proizvod. Na osnovu prethodnog, silicijum-karbidne
ploce su pogodne za izvodenje razlicitih sintetskih transformacija. Vazno je naglasiti da zapremina
rastvaraca unutar HPLC viala ima znacajan uticaj na krajnji ishod reakcije. Mala zapremina reakcione
smeSe omogucava veci prostor iznad tecnosti a time i vecu koli¢inu reakcione smeSe u gasovitoj fazi gde
se reakcije prakticno ne odvijaju (gasovi ne apsorbuju mikrotalasnu energiju). Stoga, preporucena

zapremina za HPLC/GC viale u SiC plo¢i je 0.5 - 1.5 mL".
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2.6. Mikrotalasno-stimulisana degradacija aktivnih supstanci lekova

Sve §to je Covek stvorio ljudskom rukom podloZno je starenju i raspadanju, pa tako i lekovi. Trajnost
aktivne supstance leka je veoma bitna za kvalitet leka i svaki lek mora proci i fazu ispitivanja koja se
odnosi na trajnost, a to su uvek vremenski duga ispitivanja. Kvalitet lekovite supstance (API, active
pharmaceutical ingredient) ili gotovog proizvoda (DP, drug product) menja se pod uticajem faktora
okoline (temperature, vlage, svetlosti), Sto se manifestuje u razgradnji aktivne komponente i nastajanju
degradacionih produkata. Pri kojim uslovima je aktivna supstanca stabilna od velikog je znacaja za dizajn
gotovog leka, njegov rok upotrebe kao i skladiitenje’' .

Rokom trajanja leka se bave timovi farmakologa i farmaceuta ali vaznost ovih ispitivanja stabilnosti vidi
se 1 iz regulativa propisanih od strane zakonodavnih tela na raznim nivoima: nacionalnom (npr. FDA,
Food and Drug Administration u Sjedinjenim Americkim DrZavama), regionalnom (npr. EMEA,
European Agency for the Evaluation of Medicinal Products u Evropskoj Uniji) i medunarodnom (ICH,
International Conference on Harmonisation;, WHO, World Health Organisation). Vodece telo koje se
bavi uskladivanjem zahteva za registraciju proizvoda jeste Internacionalna konferencija za harmonizaciju,
koju sacinjavaju predstavnici regulatornih tela i industrije tri svetske regije (EU, SAD i Japan). Uvodenje
uskladenih zahteva za regulaciju proizvoda uveliko smanjuje kompleksnost, vreme i cenu ispitivanja
nephodnih za izlazak leka na brojna trZiSta, uz istovremeno ispunjavanje visokih standarda kvaliteta,

sigurnosti i delotvornosti’'™”.

2.6.1. Studije stabilnosti aktivnih farmaceutskih ingredijenata

Stabilne supstance, odnosno lekovi moraju imati iste osobine kroz ceo period Cuvanja i upotrebe,
odnosno iste osobine koje su posedovale u vreme izrade. Stabilnost preparata ukazuje na otpornost prema
razli¢itim hemijskim, fizickim i mikrobioloSkim reakcijama koje bi mogle da promene njegove pocetne
osobine, i to za vreme transporta, ¢uvanja i upotrebe. VaZan kriterijum stabilnosti je procena tih efekata
na mogucénost upotrebe lekovitog preparata u terapiji. Studije stabilnosti podrazumevaju seriju testova
stabilnosti farmaceutskog proizvoda, pruZaju informacije, odnosno definiSu njegov rok trajanja pod
specifi€énim uslovima pakovanja i ¢uvanja.

Za procenu stabilnosti lekovite supstance i preparata primenjuju se: studije u roku trajanja, studije

ubrzanog starenja i stresne studije stabilnosti.
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Ispitivanja u roku trajanja podrazumevaju da se preparat koji se ispituje ¢uva pod normalnim uslovima
skladiStenja, na sobnoj temperaturi od 25 °C + 2 °C i pri relativnoj vlaznosti vazduha od 60 % + 5 %. U
odredenim vremenskim intervalima se uzimaju uzorci za ispitivanje na odredene fizicko-hemijske i
mikrobioloske parametre. Ispitivanje u uslovima skladiStenja u predvidenom roku trajanja predstavlja
dug proces. Da bi se u kratkom vremenu doslo do podataka o stabilnosti i odredio rok trajanja, koriste se
studije ubrzanog starenja, pri ¢emu se faktor vreme zamenjuje faktorom poviSene temperature. Preparat
se pored temperaturnih promena izlaZe i uslovima povecane vlaZnosti, a ako je potrebno i jakom izvoru
svetlosti. Ispitivanja se kod studije ubrzanog starenja izvode u periodu od 6 meseci na temperaturi od 40
°C =2 °C i pri relativnoj vlaZnosti vazduha od 75 % £ 5 %.

Stresne studije (stimulisana degradacija), odnosno ispitivanja hemijske, fizi¢ke ili mikrobioloSke
stabilnosti organske supstance ili lekovitog preparata, obuhvataju primenu odredenih stresnih uslova u
nekom vremenskom periodu i odredivanje efekta tog stresa na odredene hemijske, fizicke i
mikrobioloske osobine ispitivanog uzorka. Izbor uslova kojima se uzorak podvrgava zavisi od fizi¢ko-
hemijske prirode supstance ili preparata i od uslova kojima ¢e preparat verovatno biti podvrgnut za
vreme transporta, ¢uvanja i upotrebe. Testovi pod stresnim uslovima ¢uvanja izvode se na poviSenim
temperaturama (> 50 °C) i pri relativnoj vlaznosti vazduha od 75 % + 5 %. Arrhenius-ovom jednacinom
moZe se do¢i do odgovarajuée temperature kao i maksimalnog vremena trajanja termalne degradacije.
Tako na primer, na osnovu pretpostavljene E, od 15 kcal/mol, skladistenje u periodu od 18 meseci na 25
°C moZe se zameniti sa 20 dana skladiStenja na 70 °C (20 x 27.7 = 554 dana ili oko 18 meseci), 6 dana na

90 °C ili dva dana na 110 °C (Tabela 2.6.)".

Tabela 2.6. Zavisnost stepena degradacije aktivne supstance od temperature.

k = Ae*RT Stepen degradacije
Temperatura (°C) (E,= 12 kcal/mol) (E,= 15 kcal/mol) (E,= 18 kcal/mol)

25 1 1 1
30 1.39 1.52 1.65
40 2.62 3.37 4.29
50 4.78 7.1 10.5
60 8.36 14.3 24.4
70 14.2 27.7 54.0
80 23.5 51.8 114
90 37.7 93.3 231
100 58.9 163 451
110 89.8 277 851
120 134 457 1550
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U cilju ispitivanja stabilnosti lekovitih preparata odgovarajuc¢i API i DP, u ¢vrstom stanju ili u rastvoru,
podvrgavaju se razli¢itim stresnim uslovima (kisela/bazna hidroliza, zagrevanje, oksidacija i svetlost) u

95 . v . . . v
919 " Stabilnost se Cesto kvantitativno izrazava kao rok

saglasnosti sa ICH regulativnim pravilnicima
trajanja (shelf-life), odnosno kao vreme za koje je predvideno da preparat ostane prikladan za upotrebu,
pod uslovom da se cuva pri odredenim uslovima. Stresni uslovi treba da dovedu do priblizno 5 - 20 %
degradacije odgovaraju¢eg API, pri ¢emu specifi¢ni uslovi, kao §to su intenzitet uslova hemijske
degradacije i vreme, prvenstveno zavise od hemijskih karakteristika i stabilnosti API. Smatra se da je
preparat stabilan, ukoliko je stepen promene aktivne supstance niZi od 5 %, a da pri tom nije doSlo do
stvaranja toksi¢nih proizvoda. Kada je u pitanju kisela/bazna hidroliza obi¢no se koriste HCI ili H,SO4
(0.1 - 1 M), odnosno NaOH, LiOH ili KOH (0.1 - 1 M). Oksidacija se izvodi u atmosferi kiseonika ili u
prisustvu peroksida (< 3 %). Od analitickih metoda za pra¢enje promena koriste se LC-MS i1 HPLC

analiza.

2.6.2. Mikrotalasno-stimulisana degradacija lekova

Jedan od osnovnih nedostataka stresnih studija degradacije jeste vreme neophodno za dostizanje
Zeljenog stepena degradacije aktivnih farmaceutskih supstanci. U konvencionalnim uslovima, stresne
studije izvode se po nekoliko sati ili ¢ak dana, na sobnoj temperaturi ili zagrevanjem uz refluks. Pored
toga, znaCajan problem predstavlja i broj uzoraka kao i vreme neophodno za njihovu pripremu i
analizu”®"'®.

Tokom proteklih deset godina mikrotalasno-stimulisana hemija pokazala se kao veoma efikasna i mo¢na
tehnika rada u organskoj laboratoriji. Moguénost ubrzanog zagrevanja reakcione smese do temperature
koje su daleko iznad temperatura kljucanja pri atmosferskom pritisku u modernim, laboratorijskim
mikrotalasnim instrumentima, dovela je do drasticne redukcije vremena hemijskih transformacija u
poredenju sa konvencionalnim uslovima'®. I pored toga, eksploatacija mikrotalasne tehnologije u oblasti
stresnih studija je veoma niska, odnosno do naSih istraZivanja postojale su samo dve publikacije o

upotrebi kuéne mikrotalasne peéi za ispitivanje stabilnosti aktivnih supstanci lekova'*'"'

. Imajuéi u
vidu da je precizna kontrola reakcionih parametara (temperature, pritiska i meSanja) je od presudnog
znadaja u cilju dobijanja ponovljivih rezultata®, primena mikrotalasnih reaktora namenjenih za

laboratorijska istraZivanja je neophodna.
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2.7. Nafta-energent i izvor organskih jedinjenja

Nafta (petroleum, crude oil) je jedna od najznacajnijih potro$nih supstanci moderne industrije. Re¢
petroleum potice od latinskih reci petra i oleum §to znaci stenovito ulje i odnosi se na ugljovodonike
Siroko rasprostranjene u sedimentnim stenama u obliku gasova, tecnosti ili u ¢vrstom stanju. Gorivo
koje se dobija iz nafte pokriva viSe od polovine svetskih izvora energije. Jedinjenja izolovana iz nafte
predstavljaju polazne supstance u proizvodnji sintetickih vlakana, plastike, boja, vestackog dubriva,
insekticida, sapuna, sinteti¢kog kaucuka i jo§ mnogo drugih vaznih proizvoda.

Sa hemijskog aspekta nafta je izuzetno kompleksna smeSa ugljovodonika ¢iji se sastav menja od
nalaziSta do nalaziSta, obi¢no sa minimalnim koli¢inama jedinjenja azota, kiseonika, sumpora, kao i
jedinjenja metala u tragovima. Medu ugljovodonicima koji dominiraju u pojedinim tipovima nafti
najzastupljeniji su parafini, nafteni i aromati, te se stoga prema njihovom udelu razlikuju parafinska,

naftenska 1 aromati¢na nafta.

2.7.1. Naftenske kiseline

Oblast organske geohemije koja se bavi organskim jedinjenjima kao bioloSkim markerima pocela se
intenzivno razvijati nakon otkriéa pigmenata porfirina u nafti'””. Pitanja koja privlate paZnju su
evolucija nafte i drugih fosilnih goriva, geohemijski ciklus ugljenika, primena organskih konstituenata
za odredivanje fizicke, hemijske i bioloSke istorije stena kao i paleobiohemijski dokaz porekla i
evolucije Zivota. Sa tog stanoviSta geohemiCarima su najinteresantnija jedinjenja nafte strukturno
identi¢na ili sli¢na jedinjenjima koja se mogu sresti u Zivim organizmima.

Biomarkeri ili molekulski fosili, su organska jedinjenja detektovana u geosferi ¢iji osnovni skelet
sugeriSe na nedvosmislenu vezu sa poznatim, prirodnim produktima Sto predstavlja direktan dokaz da
sedimentna organska materija, ukljucujuci i petroleum, poseduje biolosko poreklo. Neka jedinjenja koja
su identifikovana u nafti mogu se svrstati u grupu biomarkera. Tu spadaju porfirini, izoprenoidi,
terpenski ugljovodonici, steroidni ugljovodonici, kao i neke klase kiseoni¢nih organskih jedinjenja

(izoprenoidne kiseline, masne kiseline, alkoholi i dr.).

U nafti, kao kompleksnoj smesi razli¢itih jedinjenja, prisutne su i karboksilne kiseline razli¢itih

struktura, odnosno alifati¢ne, alicikli¢ne, aromati¢ne i druge. Naftne kiseline koje su izolovane iz nafti
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naftenskog tipa nazvane su naftenske kiseline (naphthenic acids, NAs) i one najve¢im delom sadrze
cikli¢nu ugljovodoni¢nu strukturu. Empirijska formula za kiseline moze se opisati sa C,H,,,,0,, gde se

z odnosi na nedostatak vodonika i predstavlja negativan ili ¢ak ceo broj (Slika 2.20.).

CH3(CHy),COoH

Z=0
R/\_/\(CHZ) CO,H R O (CHy),COH
z-2
R
X
CO(CHZ) COLH @ (CHy),,CO,H
i\b(cm)mooz
R
@(CHZ) COLH 1(CH,),COLH
(CH2 mCOoH
R—
Z=-6

Slika 2.20. Tipi¢ne strukture naftenskih kiselinau z = 0, -2, -4 i -6 familijama (R je alkil grupa; m je >
0).

Alifati¢ne naftenske kiseline, dominantno prisutne u parafinskim naftama, poseduju od C;; do Cj6
atoma'™'%. U sastav nafte takode ulaze i kiseline izoprenoidne strukture. Kiseline sa Ci4 1 C;s atoma
strukturnu analogiju imaju sa biomolekulom farnezolom, dok za karboksilne kiseline do C, veza se
moZe se uspostaviti sa fitolom. Najzasupljenije kiseline izoprenoidne strukture su fitanska kiselina sa
Cy i pristanska sa Cj, atoma za koje se smatra da nastaju iz lipida morskih organizama'**'".
Cikloalkanske karboksilne kiseline najzastupljenije su u tzv. naftenskim i aromati¢énim naftama kao
petoclani i Sesto€lani prstenovi, u zavisnosti od starosti i dubine basena, tako da nafte starijeg porekla
sadrzZe veci procenat Sestoclanih prstenova. Monocikli¢ne karboksilne kiseline mogu nastati oksidacijom
B-karotena ili B-jononskog prstena uz dalje raspadanje do cis- ili trans-izomera. Bicikli¢ne i policikli¢ne
naftenske kiseline, koje su sa aspekta geneze nafte najinteresantnije, dugo nisu bile otkrivene, iako se

njihovo prisustvo pretpostavljalo. Gallegos i saradnici'®

dali su iscrpnu analizu viSih ugljovodonika u
nafti. Tankoslojnom i gasnom hromatografijom, a zatim masenom spektrometrijom, utvrdili su prisustvo
oko 19 klasa ugljovodonika, od acikli¢nih i cikloparafinskih (naftenskih) ugljovodonika sa 1 - 6
prstenova, preko kondenzovanih aromati¢no-naftenskih, monoaromati¢nih, bi- i polikondenzovanih

aromati¢nih ugljovodonika. Tricikli¢ne naftenske kiseline otkrivene su od strane Seiferta i saradnika'”
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koji su dosli do zakljucka da je zastupljenost ovih kiselina nesto niZza u odnosu na bicikli¢ne kiseline.
Analiziranjem izolovanih C,; i C,4 triciklicnih naftenskih kiselina pomenuti autori su utvrdili

terpenoidnu strukturu (Slika 2.21.).

COOH

SR < >COOH

Slika 2.21. Izoprenoidne kiseline.

Isti autori su, takode, paralelno otkrili i steroidne kiseline u komercijalnim naftenskim kiselinama, ali u
vrlo malim koli¢inama. Relativno mala koli¢ina steroidnih kiselina u nafti u direktnoj je vezi sa
njihovom genezom. Identifikovana 5B-holanska kiselina je A/B cis- i stoga termodinamicki nestabilnija,
a pretpostavlja se da su njeni direktni prekursori Zivotinjske Zucne kiseline, koje su pretezno cis-Cyy-

hidroksiholanske kiseline (Slika 2.22.).

COOH COOCH

COOH COOCH

Slika 2.22. Steroidne karboksilne kiseline prisutne u nafti (5o 1 5p- pregnan kiseline, Sa.1 5p-

holanske kiseline).

110 - . . > . . . . . . .
Konterus' ™ je primetio, mnogo pre nego $to su otkrivene terpenoidne i steroidne kiseline u nafti, da u
komercijalnim naftenskim kiselinama obi¢no ima i malo karboksilnih kiselina sa aromati¢nom

e . 111 . oy . . . . .
strukturom. Kasnije je utvrdeno  da prisutne aromati¢ne kiseline mogu imati supstituisano benzenovo,

naftalensko, fenantrensko i joS neka druga kondenzovana aromati¢na jezgra.
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2.7.2. Fizicko-hemijske osobine naftnih kiselina

Naftenske kiseline su viskozne tecnosti, sa fenolnim i sumpornim necistoama najve¢im delom
odgovornim za njihov karakteristican miris. Zastupljenost pojedinih struktura karboksilnih kiselina u
smesi naftenskih kiselina odreduje njihove fizicke i hemijske karakteristike, kao Sto su molekulska
masa, rastvorljivost, boja, viskozitet i dr. (Tabela 2.7.). Boje im variraju od bledoZute do tamnosmede.
Naftenske kiseline imaju Sirok opseg tacki klju€anja (250 - 350 °C). Potpuno su rastvorne u organskim

rastvaraCima ali su nerastvorne u vodi.

Tabela 2.7. Fizicko-hemijske karakteristike naftnih kiselina.

Parametri Opste karakteristike
Molekulska masa 140 - 450 g/moL
Rastvorljivost u vodi  0.06 - 4.52 mg/mL

Kiselinska konstanta 10°-10°
Tacka kljucanja 250 -350 °C

Hemijski, naftenske kiseline se ponasaju kao i tipi¢ne karboksilne kiseline''*""*. Pored njihove najéesée
primene u dobijanju soli metala takode mogu da reaguju dajuci estre, alkohole, amide i druge

: 5,115
derivate'®1",

2.7.3. Derivatizacija naftenskih kiselina

116

Naftenske kiseline su u viSim koncentracijama (iznad 50 mg/L) ~ korozivne i toksi¢ne supstance te

stoga predstavljaju ozbiljne zagadivate otpadnih voda u rafinerijama a samim tim i prirodne

: 3
sredlne“ 117,118

. Na ovom problemu radio je veliki broj nauc¢nika i razvijeno je nekoliko metoda
smanjenja koncentracije NAs u sirovoj nafti''*'*'. Jedna od metoda smanjenja toksi¢nosti i neZeljenih
efekata naftenskih kiselina jeste njihova transformacija u proizvodno-iskoristljive ili bioloski aktivne
derivate.

Poznato je da karboksilne kiseline, estri karboksilnih kiselina i njihove soli imaju Siroku primenu u
industriji, kao emulgatori bitni su sastojci insekticida, stabilizuju najlonske smole, katalizuju dobijanje
alkil- i poliestarskih smola''?, kao slikarski aditivi itd. Pored toga, primena bakarnih i cinkovih naftenata

za impregnaciju drveta i proizvodnju sredstava za dezinfekciju umesto kreozota je u konstantnom

115,116 123,124

razvoju Estri NAs imaju $iroku primenu kao sintetski lubrikanti'? plastifikator , u
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proizvodnji koze'”, u oblasti strukturne analize nafte'"” a znaajni su i kao intermedijeri u daljoj

derivatizaciji NAs'*°,

2.7.3.1. Amidacija karboksilnih kiselina

Amidi, bilo prirodni ili sinteticki, su medu najvaZnijim jedinjenjima u organskoj hemiji. Stabilna i
polarna amidna grupa je veoma znacajna funkcionalna grupa, prisutna u mnogim organskim
supstancama medu kojima su i prirodni molekuli kao $to su proteini. Amino i amidna grupa su prisutne i
u sintetickim jedinjenjima kao §to su aktivni farmaceutski sastojci ili prekursori lekova'*"'*®
Zahvaljujuéi ovim ¢injenica, amidi su predmet velikog interesovanja u pronalaZenju i dizajniranju
lekova, a jedna od najviSe opisivanih transformacija jeste formiranje amida iz amina i karboksilnih

kiselina i njihovih derivata.

Najcesce metode za sintezu amida ukljucuju konverziju karboksilne grupe u reaktivniju funkcionalnu
grupu ili neku in situ reakciju aktivacijom pomoc¢u kuplujuéih reagenasa. Kao najces¢i kuplujuci
reagens koristi se N,N -dicikloheksilkarbodiimid (DCC)'*, TiCl,"* ili dvovalentna jedinjenja kalaja'**
"3 Tako su ovim metodama postignuti dobri rezultati osnovni nedostatak je $to iziskuju skupe kuplujuce
reagense kao 1 formiranje nusproizvoda Sto zahteva dodatnu, a vrlo €esto i komplikovanu dalju obradu.

U cilju pojednostavljenja reakcije amidacije, posebno izbegavanja preliminarne, ¢esto skupe sinteze
reagenasa za kuplovanje, sinteza amida pirolitickim putem u odsustvu katalizatora i rastvaraca smatra se
jednom od najpogodnijih metoda'**. Pomenuta metoda sastoji se od pirolize odgovarajuée soli, dobijene
meSanjem amina i karboksilne kiseline (Shema 2.1.). Medutim, ova nova metoda sinteze amida iziskuje

visoke vrednosti temperature i dug vremenski period zagrevanja.

RCOOH + R'NH, RCOO 'NHzR —2» RCOONHR'

Shema 2.1. (a) A, - H,O.

Tako na primer, piroliza primarnih amonijum soli alifaticnih karboksilnih kiselina kraceg
ugljovodoniénog niza'” ili B-feniletilamina sa feniletanskom kiselinom'* se odvija pri temperaturi od
180 °C, dok su u slucaju reakcija amidacije oleinske kiseline sa primarnim aminima neophodne izuzetno

visoke vrednosti temperature, odnosno iznad 230 °C, u toku 3 - 15 h'¥.
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Cossy i saradnici'*® su zahvaljujuéi upotrebi molekulskih sita uspeli da sintetizuju sekundarne amide pri
temperaturi od 140 °C, odnosno 170 °C polazeéi od aromati¢nih kiselina, u toku dva sata. Kada je u
pitanju sinteza tercijarnih amida nije postignuta konverzija karboksilatne soli do odgovarajuéih
karboksamida pri temperaturi od 180 °C i pored prisustva molekulskih sita. Detaljnija istraZivanja u
oblasti termalne kondenzacije karboksilnih kiselina i amina u prisustvu molekulskih sita uradena su od

strane Gooben-a i saradnika'®’

. Amidacijom masnih kiselina sa N-benzilaminom isti autori su zakljucili
da molekulska sita nemaju poseban uticaj na prinos proizvoda reakcije kao i da prisustvo Lewis-ovih ili

Brgnsted-ovih kiselina dovodi do niZih vrednosti prinosa sekundarnog amida (Tabela 2.8.).

Tabela 2.8. Uticaj prisustva molekulskih sita, katalizatora i temperature u reakciji undekanske kiseline

(1 ekv.) i N-benzilamina (1 ekv.) u toku 2 h.

MS veli¢ina [10\] MS [mg] Katalizator T [°C] Prinos [%]

4 100 - 120 59
4 100 MgSO, 120 39
4 100 H,SO, 120 45
3 100 - 120 48
4 200 - 120 58
- - - 120 49
4 100 - 160 &9

- - 160 95

Znacajno je naglasiti da u okviru prethodnih eksperimenata najveéi uticaj na stepen konverzije

karboksilnih kiselina u odgovaraju¢i amid ima vrednost temperature zagrevanja.

Razvojem mikrotalasne tehnologije i Sirenjem njene primene u razli€itim oblastima organske sinteze
postignuti su znac¢ajni rezultati u pogledu skracenja vremena trajanja razliitih hemijskih transformacija,
poboljSanju prinosa proizvoda i smanjenju formiranja nusproizvoda®**’. Mikrotalasna aktivacija je
veoma uspesno primenjena i u viSe slucajeva sinteze amida, direktnim ozra¢ivanjem smeSe amina i
karboksilnih kiselina, pri ¢emu su koriS€eni razli¢iti tipovi  katalizatora, kao Sto su: K-10
montmorilonitm, imidazolm, zeolit—HY142, p-toluensulfonska kiselinam, TaClS—silikagell44, KF-
aluminat i silikagel'”. Medutim, pomenute sinteze su izvedene u kué¢noj mikrotalasnoj peci bez
mogucnosti kontrole temperature i emitovane snage.

Khalafi-Nezhad i saradnici'*® sintetizovali su primarne amide mikrotalasnim ozra¢ivanjem strukturno
razlicitih karboksilnih kiselina i uree u prisustvu imidazola kao katalizatora u kuénoj mikrotalasnoj peci.

Zahvaljujuéi formiranju polarnih soli karboksilnih kiselina, niske temperature topljenja, postignuta je
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efikasnija apsorpcija mikrotalasa od strane novonastale homogene reakcione smeSe u odsustvu

rastvaraca (Shema 2.2.).

o sracog = o
—_—
RJ\OH T HN7 NH, R™ NH,
R = alkil, aril

Shema 2.2. (a) imidazol, MW, 90 - 360 sec, 47 - 88 %.

Netoksicne soli prelaznih metala takode su se pokazale kao izuzetno reaktivni katalizatori u reakcijama

. . . . 147
sinteze primarnih amida

. Mikrotalasnim ozraivanjem Ccistih reaktanata u prisustvu katalitickih
koli¢ina cirkonil-hlorida u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru, pri temperaturi od 80 °C,

sintetizovani su amidi u veoma visokom prinosu (Shema 2.3.).

o)
0
| N OH J\ a | ~ NH,
S T HNT NH, N

R = H, 2-OH, 4-OH, 2-Cl, 4-NO,, 4-OCH,

Shema 2.3. (a) ZrOCl, 8H,0, MW, 20 - 80 sec, 70 - 90 %.

Vazno je napomenuti da u odsustvu katalizatora (ZrOCI,8H,0) nije doSlo do reakcije uree sa

aromati¢nim karboksilnim kiselinama pri istoj, relativno niskoj vrednosti temperature od 80 °C.

Zahvaljujucéi prednostima mikrotalasnog zagrevanja 1 direktnoj interakciji elektromagnetnog zracenja sa
reagensima veliku paZnju privukle su solvent-free reakcije koje se uklapaju u principe zelene
hemije'*™'*. U slu¢aju reakcija amidacije, mikrotalasnim ozra¢ivanjem ¢istih reaktanata (near reakcije)
omogucena je sinteza amida direktno iz neaktiviranih karboksilnih kiselina i amina u odsustvu
kuplujuéih reagenasa i rastvaraga®'>"'%,

Ispitivanjem uticaja mikrotalasa na brzinu reakcije amidacije, Perreux i saradnici'> su pretpostavili da
usled povecanja polarnosti u prelaznom stanju dolazi do snaZnije interakcije sa mikrotalasnim
zracenjem rezultujuéi sniZzenjem energije aktivacije (netermicki mikrotalasni efekti). Medutim, ove
sinteze sekundarnih amida vodene su u otvorenom sistemu mono-modnog mikrotalasnog reaktora pri
temperaturi kljucanja reakcione smeSe koje se u mnogome ne razlikuju od eksperimenata izvodenih

konvencionalnim zagrevanjem. U okviru istih istraZivanja zapaZeni su poprili¢no niski prinosi u slucaju

slabo baznih amina, kao $to je anilin (Tabela 2.9.).
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Tabela 2.9. Prinosi reakcija anilina sa RCO,H na 150 °C pod dejstvom MW zradenja i uz

konvencionalno zagrevanje (A).

Vreme Molski odnos Prinos [%]

R [min] kiselina : amin MW A

CsHs 120 1:1.5 12 -
CsHsCH, 30 1:1 40 33
30 1:1.5 40 41
30 1.5:1 52 45

n-CoHjo 30 1:1.5 14 -
120 1:1 40 35
120 1:1.5 34 30

Iz priloZenog se vidi da ni produZavanje vremena trajanja reakcije, niti dodatak jednog od reaktanata u
viSku, nisu doprineli povecanju prinosa Zeljenog proizvoda. Isti autori primetili su 1 zna¢ajne razlike u

reaktivnosti u zavisnosti od strukture reaktanata:

Karboksilne kiseline: n-CoH,CO,H > C4Hs;CH,CO,H >> C¢HsCO,H
Amini: C6H5CH2NH2 > p-CH3OC6H4NH2 > C6H5NH2

Posmatraju¢i pK vrednosti za amine i karboksilne kiseline (Tabela 2.10.) zakljuceno je da su
karboksilne kiseline priblizno iste reaktivnosti dok su u slu¢aju amina razlike u reaktivnosti daleko

izraZenije.

Tabela 2.10. pK Vrednosti amina i karboksilnih kiselina

n-C9H19C02H C6H5CH2C02H C6H5C02H
pK. 4.89 4.31 4.21

C6H5CH2NH2 p-CHg OC6H4NH2 C6H5NH2
pKp 4.67 8.66 9.40

Reakcije aminolize aktivnih estara karboksilnih kiselina, pod dejstvom mikrotalasnog zracenja,
predstavljaju alternativu reakcijama amidacije karboksilnih kiselina sa slabo baznim aminima.
Transformacija estara karboksilnih kiselina u amide je vaZna sinteticka procedura ali se obi¢no vr$i pri

.....

upotrebu baznih katalizatora®*"** (Tabela 2.11.).
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Tabela 2.11. Reakcija anilina (1.5 ekv.) sa RCOOEt u prisustvu KO7Bu (2 ekv.)
na 150 °C.

R Vreme [min]  Aliquat [10 %] Prinos [%]

MW A
CeHs 10 - 88 73
10 + 90 83
CeHsCH, 2 + 98 33
n-CoHjg 2 + 84 83

Detaljna istraZivanja na polju reaktivnosti estara, odnosno uticaja strukture na reaktivnost, uradena su od
strane Gordon-a"’ praéenjem brzine aminolize nekoliko razli¢itih estara. U okviru ovih istraZivanja
utvrdeno je da su najreaktivniji fenil-, metil- i benzil-estri karboksilnih kiselina. Aminolizom fenil-
estara hinolin-2-karboksilne kiseline pod dejstvom mikrotalasnog zraCenja, u odsustvu rastvaraca i
katalizatora, Bobal i saradnici'®® su sintetizovali odgovarajuce anilide u visokom prinosu (60 - 80 %),

(Shema 2.4.).

NH,
X N a A
P o} + 1y, —>
N | P R N/ NH | \_R
O (0] Pz
R =Br, Cl, F, OCHg4, CHg, CF4

Shema 2.4. (a) MW, 150 °C, 1 h, 60 - 80 %.

Reakcije amidacije naftenskih kiselina, koje predstavljaju kompleksne smeSe karboksilnih kiselina, su
slabo poznate u literaturi. Primarni amidi naftenskih kiselina, koji su se pokazali kao derivati od velikog
znaGaja u oblasti strukturne analize nafte, sintetizovani su od strane Smith-a i saradnika'’ iz

odgovarajucih hlorida kiselina sa NH,OH u visokom prinosu.

2.7.3.2. Sinteza estara karboksilnih kiselina

Reakcije esterifikacije nalaze se medu najstarijim i najces¢e koriS¢enim reakcijama u organskoj hemiji
sa Sirokim spektrom primene u hemijskoj i farmaceutskoj industriji'”. Zahvaljujuéi velikom znacaju
estara, ove reakcije su postale predmet velikog broja istraZivanja i zahvaljujuéi tome razvijen je
znaGajan broj sintetskih procedura'®'®*. Organski estri su veoma vazni proizvodi i/ili intermedijeri u

hemijskoj i farmaceutskoj industriji gde se u velikoj meri koriste za dobijanje aroma, polimera,
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poliestara, masnih kiselina i boja'”. Jedan od najveéih problema direktne metode sinteze estara jeste
reverzibilnost reakcije. Zbog toga neophodno je prisustvo viska kiseline ili alkohola, ili konstantno
uklanjanje vode ili proizvoda iz reakcione smese u cilju pomeranja ravnoteZe reakcije u pravcu gradenja
proizvoda'®'%. Istovremeno, upotreba rastvarata i mineralnih kiselina (kao katalizatora) imaju za
posledicu dodatne nedostatke kao §to su korozivnost, nusproizvodi i toksi¢nost'’,

Medu katalizatorima najbolje su se pokazale soli hafnijuma i cirkonijuma. Ishihara i saradnici'®’
dokazali su visoku efikasnost HfCl, u toluenu za strukturno razli¢ite karboksilne kiseline 1 alkohole,
zagrevanjem uz refluks. Nedostatak pomenute metode jeste dugo reakciono vreme, odnosno reakcija
sinteze benzil-benzoata pri datim uslovima trajala je petnaest sati. Pored toga, neophodnost konstantnog
uklanjanja vode iz reakcione smeSe posebno je izrazena kod manje reaktivnih aromati¢nih supstrata kao
§to je benzoeva kiselina i fenol. Chakraborti i saradnici'® sintetizovali su estre aromati¢nih kiselina
direktnom kondenzacijom ekvimolarne koli¢ine karboksilne kiseline i alkohola u prisustvu perhlorne
kiseline kao katalizatora nanete na silikagel (HCIO4-Si0,). Druge proti¢ne kiseline kao §to su H,SO,,
HBr, TfOH, HBF, i TFA adsorbovane na silikagelu pokazale su niZi stepen reaktivnosti u odnosu na
HCIO,4-Si0,. U cilju promocije zelene hemije direktna kondenzacija karboksilnih kiselina sa alkoholima
u prisustvu jonskih tec¢nosti tipa Brgnsted-ove kiseline (Brgnsted acidic ionic liquids, BAILs), kao
katalizatora'® jeste jedna od favorizovanih metoda ali pomenute sintetske transformacije zahtevaju

viS§eCasovno zagrevanje reakcione smese.

Razvoj mikrotalasne tehnologije i njena sve Sira primena u razli¢itim oblastima organske sinteze
doprinela je razvoju novih metoda esterifikacije koje podrazumevaju ekvimolarne koli¢ine reaktanata,
katalizovane netoksi¢nim reagensima, kao i znacajnu redukciju vremena trajanja sinteza u poredenju sa

konvencionalnim zagrevanjem'’*'"".

Kada su u pitanju manje reaktivni aromati¢ni supstrati,
mikrotalasnim ozraGivanjem &istih reaktanata Li i saradnici'’> uspesno su sintetizovali benzil-estre u
prisustvu Brgnsted-ove kiseline kao jonske te€nosti (Brgnsted acidic ionic liquids, BAILs), u odsustvu

rastvaraca (Shema 2.5.).
o) OH
+ .

+

0
BAIL = /N\yN
HSO,

Shema 2.5. (a) BAIL, MW, 20 min., 120 °C, 88 %.
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Visok stepen reaktivnosti jonskih tecnosti tipa Brgnsted-ove kiseline pokazale su i u reakcijama
esterifikacije salicilne kiseline sa metanolom (3 ekv.) u otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora pri

temperaturi od svega 105 °C, u toku 20 minuta'”.

Reakcije esterifikacije kompleksne smese prirodnih naftenskih kiselina od velikog su znacaja u oblasti
strukturne analize nafte. U tu svrhu razvijeno je nekoliko metoda kvantitativne esterifikacije NAs sa BF;
u  metanolu'”,  N,N-dimetilformamid-dimetilacetalom'”*,  diazometanom'™'", N-metil-N-(¢-
butildimetilsilil)trifluoroacetamidom'”'”® ili N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamidom (BSTFA)'”.
Medutim, pomenute sinteze odvijaju se u prisustvu toksi¢nih reagenasa kao Sto je diazometan i/ili
tokom duZeg vremenskog perioda (1 - 24 h) pri niskim vrednostima temperature (< 100 °C).

Znacajan stepen redukcije vremena trajanja reakcije esterifikacije kompleksne smeSe naftenskih kiselina
postignut je od strane Cirin-Novta i saradnika' zahvaljuju¢i primeni mikrotalasnog zratenja. U
poredenju sa konvencionalnim zagrevanjem (6 - 9 h) nakon svega 5 minuta mikrotalasnog ozracivanja u
ku¢noj mikrotalasnoj pe¢nici dobijeni su metil-, etil-, n-butil- i #-butil-estri u prinosu od 60 - 80 % u

prisustvu p-toluensulfonske kiseline ili sumporne kiseline kao katalizatora.
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2.8. Bioloska aktivnost naftenskih kiselina

Niske koncentracije naftenskih kiselina (do 0.5 mg/L) kao i njihovih soli pokazale su biolosku aktivnost
analognu hormonima rasta biljaka'®''*® kao i baktericidnu aktivnost'®'®. Fizioloska aktivnost alkalnih
soli naftnih kiselina po prvi put je primeéena od strane Neuberg-a i Sandberg-a'®'. Nakon toga zapoceta
su opSirnija istraZivanja fizioloSke aktivnosti soli naftnih kiselina u agrohemiji, primenom na razli¢itim
poljoprivrednim kulturama kod kojih je zabeleZen porast produkcije proteina u kukuruzu, pSenici i
grasku'".

Fizioloski aktivne supstance imaju dominantnu ulogu u kontroli morfogenetskih promena u toku Zivota
svake Zive jedinke. Kod biljaka su to fitohormohi ili endogeni regulatori rasta, odnosno supstance koje
pokazuju odgovaraju¢e stimulativno ili inhibitorno dejstvo na odgovaraju¢e biohemijske procese.
Posledica tih dejstava su promene morfoloskih osobina i sinteza organskih materija u biljkama.
Fitohormoni se dele u pet osnovnih grupa, odnosno na auksine, gibereline, citokinine, apscisine i
etilene. Auksini svoje promotorno dejstvo iskazuju u svim fazama razvoja biljke i reguliSu klijanje,
cvetanje, formiranje korena, izdanaka i plodova. U prirodne auksine biljaka ubrajaju se 3-indolsiréetna
kiselina, indolacetaldehid, indolacetonitril, indolpirogrozdana kiselina itd. Giberelini ¢ine drugu
znacajnu grupu biljnih hormona koja reguliSe sazrevanje semena, klijanje, rast, izduZivanje i cvetanje.
Razlikuju se od drugih hormona po svom hemijskom sastavu i delovanju. Oni su grupa diterpenoidnih
tetracikli¢énih kiselina sa zajedniCkom ent-giberelanskom osnovom. Giberelini u biljnom svetu

uglavnom nisu u obliku slobodnih kiselina, ve¢ su vezani u glikozide ili estre.

Vojvodanske naftenske kiseline izolovane iz atmosferskog gasnog ulja, frakcije vojvodanske naftenske
nafte Velebit, kao kompleksna smeSa cikloalifaticnih i alkil-supstituisanih aciklicnih karboksilnih
kiselina pokazale su bioloSku aktivnost tipa giberelina i auksina, $to se vidi iz rada Miljkovica i
saradnika'®, a kasnije su Grbovi¢ i saradnici'® razdvajanjem kompleksne smese naftenskih kiselina na
uze frakcije, na osnovu razlicite kiselosti, dobili frakcije od kojih su neke pokazale znacajnije izrazenu
biolosku aktivnost. Tako je frakcija izolovana pri pH 8, u kojoj preovladavaju policiklicne strukture,
pokazala najvecu i auksinsku i giberelinsku aktivnost koje odgovaraju aktivnosti 3-indolsircetne kiseline
(prirodni biljni auksinski hormone) i giberelinske kiseline (GA3).

Naftenske kiseline stimulaciju fizioloSkih procesa kod raznih biljnih vrsta izazivaju pri nizim

koncentracijama (< 5 mg/L) dok u ve¢im koncentracijama (> 50 mg/L) ispoljavaju toksi¢ne efekte.

.....

sands process water) stoga, ne iznenaduje Cinjenica da se poslednjih godina intenzivno vrse ispitivanja
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koja se bave toksi¢noS¢u naftenskih kiselina. Usled njihove slabe rastvorljivosti u vodi (0.06 - 4.52
mg/mL) koncentruju se u vodama jalovista (do 110 mg/L) znatno doprinoseéi toksi¢nim
karakteristikama vode'®>'**. Rasprostranjenost, analiza, toksi¢nost i biodegradacija NAs ispitivane su od
strane Clemente-a i saradnika''®. Naftenske kiseline prema sisarima ne ispoljavaju toksi¢ne efekte ali su
zato izrazito toksi¢ne prema ribama (sa LCs, vrednostima izmedu 4 i 78 mg/L), bakterijama i
insektima''’. Toksikoloske studije sprovedene na odredenim vrstama ribe, kao $to je kalifornijska

pastrmka, sa natrijum-naftenatima LCs, vrednosti od 50 do 75 mg/L 12,192,194

Toksi¢na priroda NAs pripisuje se njihovim surfaktantskim karakteristikama, odnosno prisustvu
hidrofobnih alkil grupa i hidrofilne karboksilatne grupe u njihovim solima'®’. Zahvaljujuéi
surfaktantskim karakteristikama NAs prolaze kroz Ccelijski zid 1 dovode do razaranja celijske
membrane'””. Pored toga, ustanovljeno je da NAs dovode i do zagadenja podzemnih i povriinskih voda
usled odliva procesnih voda naftne industrije. Akutna toksi¢nost NAs na vodena i kopnena staniSta
istice potrebu za pronalaZzenjem nacina njihovog uklanjanja iz otpadnih voda naftnih izvoriSta i
rafinerija.

S obzirom na to da naftenske Kkiseline predstavljaju kompleksnu smeSu karboksilnih kiselina
identifikacija osnovnih toksi¢nih komponenata je velik problem. Na osnovu viSegodis$njih studija
zaklju€eno je da su NAs niZe molekulske mase najtoksi¢nije komponente prisutne u otpadnim vodama
industrije nafte''®'”” i da ona opada sa porastom broja ugljenikovih atoma i strukturne kompleksnosti
kiselina'®®. Policikliéne strukture sa veé¢im brojem ra¢vastih ugljenikovih atoma su najotpornije prema
biodegradaciji. Za razliku od njih kiseline niZe molekulske mase, manje rac¢vaste i sa manjim brojem C
atoma (< 22) su biodostupne mikroorganizmima koji ih degradiraju povecavajudi tako udeo kiselina sa
ve¢im molekulskim masama u smeSi NAs. Stoga, toksi¢nost vode jalovine opada sa starenjem
rezervoara' "'”’. Komercijalno dostupne NAs su viSe fito-toksi¢ne u odnosu na kiseline iz voda
jalovista'”®. Pomenuta razlika pripisivana je distribuciji molekulskih masa NAs, odnosno komercijalne
smesSe poseduju kiseline niZe molekulske mase u ve¢im koncentracijama, te su stoga 1 toksi¢nije.
Toksicnost NAs takode zavisi od pH vrednosti voda jalovista (pKa vrednosti NAs su izmedu pH 5.2 i
6). Stoga, ukoliko je pH vrednost voda jalovi§ta viSa od standardnih pKa vrednosti NAs su u
jonizovanom obliku i manje toksicne zbog toga Sto kao visoko polarizovani molekuli ne mogu pro¢i
kroz bioloSku membranu. U suprotnom, pri niZim vrednostima pH, NAs su u neutralnom obliku i kao
takve rastvorljivije u bioloSkim membranama te stoga i toksicnije.

Drugi znacajan aspekt koji se mora uzeti u obzir prilikom odredivanja stepena toksi¢nosti u vodama

177

jalovista jeste koncentracija naftenskih kiselina prisutnih u kontaminiranim vodama *'. Koncentracija

NAs nadena u vodama jalovine je priliéno visoka, odnosno od 40 do 120 mg/L"*>' i raste sa
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ucestalo$¢u procesa dobijanja vode jalovista. Iako je toksi¢nost vode jaloviSta delimi¢no redukovana
prirodnom biodegradacijom ipak to je dugotrajan proces za koji je neophodno nekoliko godina do

zavrSetka te stoga ne mozZe da prati velike koli¢ine proizvedene procesne vode.
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3. NASI RADOVI

Snazan prodor mikrotalasno-stimulisanih metoda rada u sintezama organskih jedinjenja u odsustvu
rastvaraca (solvent-free ili dry-media) i katalizatora od velikog je znacaja sa aspekta zelene hemije.
Ciljevi zelene hemije saZeti su u “pronalaZenju, planiranju i primeni hemijskih procesa i proizvoda
kojima se smanjuje ili eliminiSe upotreba i stvaranje opasnih materija”. Prema ciljevima zelene hemije,
interesovanja za upotrebu ekoloSki prihvatljivih reagenasa i procedura neprestano raste, a izbegavanje

organskih rastvaraca u organskoj sintezi vodi ¢istim, efikasnim i ekonomi¢nim tehnologijama.

Jedan od ciljeva ovog rada je ispitivanje negativnih efekata katalizatora, najzastupljenijih reagenasa u
oblasti organskih sinteza, kao i moguénosti njihovih smanjenja primenom specijalnih silicijum-
karbidnih reakcionih sudova u kombinaciji sa mikrotalasnom tehnologijom. Efikasnost mikrotalasnog
zraCenja, u pogledu eliminacije prisustva katalizatora i brzine izvodenja najrazlicitijih hemijskih
transformacija, potvrdena je i u okviru sintetskih transformacija karboksilnih kiselina kao $to su
esterifikacija, amidacija i aminoliza.

Pomenuti derivati, posebno amidi, ulaze u sastav razli¢itih prirodnih i sintetskih bioloSki aktivnih
supstanci i lekova. Stoga, prvi zadatak ovog rada je odredivanje stepena stabilnosti amidne veze, pod
dejstvom mikrotalasnog zracenja. Da li i u kolikoj meri mikrotalasi uti¢u na stabilnost bioloski aktivnih
jedinjenja ispitivano je u okviru stresnih studija aktivnih farmaceutskih komponenata, jedne od trenutno
najaktuelnijih tema farmaceutskih razvojnih laboratorija, primenom specijalne silicijum-karbidne ploce,
odnosno HPLC/GC viala kao reakcionih sudova. Na taj nacin, kroz eliminaciju uticaja greske
manuelnog transfera uzorka i povecanje stepena produkcije, potvrden je visok stepen efikasnosti

mikrotalasne tehnologije.

Drugi cilj ove doktorske disertacije su sinteze odabranih derivata individualnih naftenskih kiselina, kao 1
prirodnih naftenskih kiselina nafte Velebit i komercijalnih Aldrich naftenskih kiselina radi dobijanja
derivata koji bi pokazali vecu bioloSku aktivnost. Zahvaljujuci prednostima mikrotalasne tehnologije i
direktnoj interakciji elektromagnetnog zracenja sa reagensima izvedene su solvent-free reakcije, u
odsustvu katalizatora, koje se uklapaju u principe zelene hemije. U slucaju reakcija amidacije,
mikrotalasnim ozracivanjem Ccistih reaktanata (neat reakcije), omogucena je sinteza amida direktno iz
neaktiviranih karboksilnih kiselina i amina, u odsustvu kuplujucih reagenasa i rastvaraca. Pomenuta

metoda predstavlja reakciju pirolize odgovarajuce soli, dobijene meSanjem amina i karboksilne kiseline.
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Odsustvo rastvaraca, a naroCito odsustvo katalizatora dovelo je do Cistijih reakcionih sistema i
jednostavnijeg izolovanja Zeljenog proizvoda. Reakcije sinteze amida karboksilnih kiselina ispitane su i
u uslovima aminolize aktivnih estara. S obzirom na to da su estri prirodnih naftenskih kiselina od
velikog znacaja u oblasti strukturne analize nafte vrSena je optimizacija reakcija esterifikacije naftenskih
kiselina u prisustvu mikrotalasnog zracenja.

Nizak stepen rastvorljivosti naftenskih kiselina u vodi kao primarnom medijumu za bioloska ispitivanja
usmerio je nasa dalja istrazivanja prema sintezi polarnijih derivata naftenskih kiselina, odnosno holin-
estara.

Mikrotalasno-stimulisanom Wolff-Kishner-ovom redukcijom keto derivata Zu¢nih kiselina sintetizovana
je S5P-holanska kiselina, osnovna Zu¢na kiselina i poslednji oblik geohemijskih transformacija bioloskog
materijala. Derivatizacijom sintetizovane tetraciklicne kiseline u zatvorenom sistemu mikrotalasnog
reaktora dobijeni su sekundarni i tercijarni amidi u visokom prinosu. Efikasnost mikrotalasnog zracenja
potvrdena je prilikom hemijskih transformacija hidroksilnih, keto i karboksilnih funkcionalnih grupa

Zuénih kiselina.

U trecoj, finalnoj fazi ovog rada ispitana je bioloSka aktivnost sintetizovanih derivata naftenskih kiselina
kao 1 model smeSe formirane iz sintetizovanih derivata individualnih naftenskih kiselina.

Od bioloske aktivnosti ispitana je je auksinska aktivnost (Test inhibicije klijanja) ovih jedinjenja, efekat
na oZiljavanje reznica biljaka (Test oZiljavanja reznica suncokreta), a ispitana je i uticaj na

razmnoZavanje mikroorganizama i antiproliferativna aktivnost.
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3.1. FiziCko-hemijska stabilnost silicijum-karbidnih reakcionih sudova

Reakcije koje se odvijaju u prisustvu jakih baza, kao §to je hidroliza aromati¢nih nitrila, pracene su
taloZenjem istih na granici faza. Pored toga, u slucaju homogenih reakcionih smesa, katalizovanih
prelaznim metalima dolazi do razlaganja katalizatora pri visokim vrednostima temperature tokom
mikrotalasnog ozraCivanja i njegovog taloZenja sa unutraS$nje strane zida reakcionog suda (npr. Pd).
Snazno mikrotalasno-apsorbujuéi sloj baze i/ili metala moze da dovede do topljenja Pyrex reakcionih
sudova ili do fenomena varni¢enja. Oba efekta neizbeZzno dovode do katastrofalnih oStecenja stakla
mikrotalasnog suda kao i samog instrumenta'”. Zahvaljujué¢i novim, keramickim, SiC reakcionim
sudovima koji onemogucéavaju penetraciju elektromagnetnog zraenja pomenuti negativni efekti su
uspe$no eliminisani*”.

Poredena je otpornost prema koroziji SiC reakcionih sudova (SiC viala) i Pyrex reakcionih sudova, u
uslovima bazne hidrolize aromati¢nih nitrila, pod dejstvom mikrotalasnog zracenja. U radu je
isplanirana model studija hidrolize benzonitrila i 2-metoksibenzonitrila sa 20 % vodenim rastvorom
kalijum-hidroksida u zatvorenom sistemu mono-modnog mikrotalasnog reaktora, u temperaturnom

opsegu od 150 - 190 °C (Shema 3.1.).

CN COOH

1(R=H)
2 (R = OMe)

Shema 3.1. (a) KOH, H,O, MW, 1 h, 150 °C, 85 % (1) / 190 °C, 93 % (2).

Dok je u slu€aju hidrolize benzonitrila do benzoeve kiseline potrebno zagrevanje od 1 h na temperaturi
od 150 °C (2 ekv. KOH, 20 % vodeni rastvor) pod mikrotalasnim zracenjem, reakcija hidrolize sterno
zaSticenog 2-metoksibenzonitrila zahteva mikrotalasno ozracivanje od 2 h na temperaturi od 170 °C ili 1

hna 190 °C (5 ekv. KOH, 20 % vodeni rastvor), (Slika 3.1.).
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Slika 3.1. Profil mikrotalasnog zagrevanja benzonitrila (A) i 2-metoksibenzonitrila (B) u 20 % vodenom

rastvoru KOH u Anon Paar Monowave 300.

Rezultati dobijeni pra¢enjem stepena konverzije (HPLC) nitrila u Zeljeni proizvod, u slucaju Pyrex i SiC
sudova, su u sustini identi¢ni (> 90 %), medutim prinos izolovanog proizvoda iz SiC viala je daleko veci
(> 80 %) u odnosu na Pyrex reakcione sudove (Tabela 3.1.). Proizvodi bazne hidrolize aromatic¢nih nitrila

potvrdeni su GC-MS spektroskopijom (1, m/z 121; 2, m/z 151)*”.

Tabela 3.1. Poredenje prinosa izolovanog proizvoda bazno katalizovane hidrolize nitrila u SiC i Pyrex

vialima.
Nitril Temperaura [°C] Vreme [min] i;{leoxs E:f)C]
benzonitril 150 60 21 85
2-metoksibenzonitril 190 120 57 93

Eksperimenti izvodeni u Pyrex vialima sadrZe vecu koli¢inu proizvoda degradacije stakla, odnosno
silikata (Slika 3.3.) ¢ine¢i sam proces izolovanja reakcionog proizvoda oteZanim. Na osnovu prethodnog,
uradena je detaljna evaluacija stepena korozije standardnih Pyrex mikrotalasnih reakcionih sudova sa
vodenim rastvorom kalijum-hidroksida (20 - 60 %) u temperaturnom opsegu od 100 - 210 °C i vremenu
od 10 - 120 minuta (Tabela 4.1.). Pri maksimalnoj operativnoj vrednosti temperature od 190 °C u
mikrotalasnom reaktoru Biotage Initiator, prose€an gubitak mase reakcionog suda iznosi 0.660 g, dok je
u slu€aju Anton Paar Monowave 300 (< 210 °C) reakcionih sudova zabeleZen gubitak mase od ¢ak 1.252
g. nakon 120 minuta mikrotalasnog ozragivanja™”.

Tokom odredivanja stepena korozije Pyrex viala utvrdeno je da isti zavisi od temperature (> 150 °C)

dok koncentracija baze (20 - 60 %) nema uticaja na gubitak mase reakcionog suda (Tabela 4.1.).
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U okviru studija korozije, pri visokim vrednostima temperature i pritiska, uo¢ene su i pukotine i
eksplozije Pyrex viala (Slika 3.2.). Prelaskom rastvaraa u gasovitu fazu, pri visokim vrednostima
temperature, dolazi do izdvajanja ¢vrstog KOH na granici faza (Slika 3.3.) a samim tim i do njegove
snazne interakcije sa mikrotalasima Sto je praceno lokalizovanim topljenjem Pyrex stakla. Pored toga,
pri datim reakcionim uslovima razvija se i visok pritisak (10 - 20 bar) koji dovodi do pucanja

reakcionog suda, oStecenja IR senzora i mikrotalasne pe¢i.

snaga — pritisak — IR —
Fol ga — pritsa W er]

300 | 900 [30

300410

2004

1004

N

T T T T d
ocoo o030 01:00 01:30 0200

Vreme [sec]
Slika 3.2. OsteCenje mikrotalasnog viala; T/P/p - krive reakcionih uslova (heat as fast as possible) za

Monowave 300 Anton Paar.

Eksplozije i pucanja Pyrex viala su u potpunosti eliminisane pove¢anjem zapremine reakcione smese.
Pritom treba voditi raCuna o prostoru iznad reakcione smeSe s obzirom na to veéa zapremina dovodi do
viS§ih vrednosti pritiska reakcionog sistema pri niZim vrednostima temperature, kao i postavljanju
odgovaraju¢eg vremena (ramp time), neophodnog za dostizanje Zeljene temperature. U suprotnom,
kori$njenjem opcije za ubrzano dostizanje visokih vrednosti temperature (heat as fast as possible), date
od strane proizvodaca mikrotalasnog uredaja, magnetron oslobada maksimalnu koli¢inu snage u cilju
Sto brZeg dostizanja Zeljene temperature, i na taj nacin dolazi do snaZne interakcije mikrotalasa sa KOH

na granici te¢ne i gasovite faze.
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Slika 3.3. Stepen korozije kao i prisustvo nerastvornih silikata iz stakla vezanih na povrSinu zidova
Pyrex mikrotalasnih reakcionih sudova (A, Biotage - 20 % KOH, 190 °C, 2 h; B, Anton Paar - 20 %
KOH, 210 °C, 2 h).

Zagrevanjem vodenog rastvora kalijum-hidroksida u silicijum-karbidnim reakcionim sudovima, pri
razli¢itim vrednostima temperature i pritiska, nije uoen gubitak mase SiC suda kao ni naprsnuca,

eksplozije ni formiranje silikata™”.

Dodatna karakteristika reakcionih sudova napravljenih od snaZno mikrotalasno-apsorbujucih i
temperaturno-otpornih materijala (SiC) jeste eliminacija moguénosti oStecenja usled stvaranja snaZzno-
apsorbujuceg filma metala (Ag, Pd), formiranog sa unutraS$nje strane zida reakcionog suda tokom
pojedinih hemijskih transformacija. S druge strane, sloj metala u Pyrex reakcionim sudovima dovodi do
topljenja i do fenomena varnicenja usled snazne interakcije sa mikrotalasima (Slika 3.4.).

S obzirom na to da je penetracija elektromagnetnog polja u SiC sudovima potpuno eliminisana, isti
predstavljaju idealnu zamenu za borsilikatno staklo i minimalizaciju fenomena varni¢enja. Pored toga,
znacajno visa temperatura topljenja SiC u poredenju sa borsilikatnim (Pyrex) staklom, onemogucava
topljenje reakcionog suda. Na taj nac¢in omoguceno je efikasno i sigurno izvodenje eksperimenata pod
dejstvom mikrotalasnog zrafenja u prisustvu metala ili drugih snaZzno mikrotalasno-apsorbujuc¢ih

materijala™”.
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Slika 3.4. Varni¢enje i oSteCenja borsilikatnog stakla usled prisustva filma srebra (A) ili filma

paladijuma (B), (ku¢na mikrotalasna pe¢, 100 W).
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3.2. Mikrotalasno-stimulisana degradacija aktivnih farmaceutskih komponenata

U prvoj fazi ovog dela naSih radova ispitan je uticaj mikrotalasnog zrafenja na brzinu procesa
degradacije (stresnih studija) aktivnih farmaceutskih komponenata u prisustvu agresivnih supstanci kao
Sto su jake kiseline, jake baze, vodonik-peroksid ali i vode, organskih rastvaraca i nekih gasova. Kao
model supstanca, odnosno aktivna farmaceutska komponenta, za detaljna istraZivanja efikasnosti
mikrotalasne tehnologije i SiC sudova u stresnim studijama, izabran je indometacin. IstraZivanja su

zatim proSirena i na stresne studije omeprazola i Pyr3.

Indometacin ili 1-(4-hlorbenzoil)-5-metoksi-2-metil-1H-indol-3-siretna kiselina, pripada grupi

nesteroidnih, antiinflamatornih lekova (NSAIDS)*™ (Shema 3.2.).

0
0 OH
A\
N
O)\Q\CI
3

Shema 3.2. Indometacin.

Stepen kao i putevi degradacije indometacina pri razli¢itim stresnim uslovima su poznati u literaturi,
medutim studije stabilnosti indometacina zahtevaju dug vremenski period, od nekoliko sati do nekoliko

. . . . e e . .205-213
dana pri konvencionalnim uslovima zagrevanja ili na sobnoj temperaturi*®=".

Pyr3, hemijski etil-1-[4-(2,3,3-trihlorakrilamido)fenil]-5-(trifluormetil)-1 H-pirazol-4-karboksilat)*'*
jeste selektivni inhibitor TRPC3 protein receptora za kontrolu transporta Ca>* kroz ¢elijsku membranu.

Na taj nacin Pyr3 reguliSe krvni pritisak i sprecava pojavu hipertrofije sréanog misica i zato je njegova

stabilnost u uslovima skladistenja u funkciji vremena veoma bitan podatak.

0]
— CF,
N\
0L
NH cl
9

CI °Cl
Shema 3.3. Pyr3.
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Omeprazol spada u grupu antiulkusnih lekova (antagonist H2 receptora) koji se primenjuju za le¢enje
poremecaja povezanih sa poveéanom proizvodnjom Zeludacne kiseline, kao Sto je gastritis. Ovi lekovi
sprecavaju stvaranje Zeluda¢nih sokova, najviSe hlorovodoni¢ne kiseline i enzima pepsina. Omeprazol
je prvi pretstavnik inhibitora protonske pumpe, lekova za leCenje peptickih bolesti (gastritisa, Cira na
Zelucu i dvanaestopalacnom crevu). Strukturno gledano, sastoji se od indolskog i piridinskog dela

povezanih —SO-CH,- mostom”' > " (Shema 3.4.)

Shema 3.4. Omeprazol.

ViseCasovne studije stabilnosti omeprazola, pri konvencionalnim uslovima, pokazale su da je ova
aktivna komponenta stabilna pri pH > 7, dok se u kiseloj sredini znacajno degradira ve¢ pri sobnoj

temperaturi”'***.

S obzirom na to da su nacini degradacije i degradacioni proizvodi ispitivanih farmaceutskih aktivnih
sastojaka pri razli¢itim stresnim uslovima poznati u literaturi, analitiCka temeljitost i striktna validacija
hromatografske metode nije pimarni koncept ovih studija. Stoga, precizna kvantifikacija degradacionih
proizvoda, koriS¢enjem internog standarda, nije radena. Tacnije, poredenje povrSine pika pri
odgovarajucoj talasnoj duZini (230 nm) primenom HPLC-UV analize je smatrano dovoljno u svrhu
validacije koncepta mikrotalasno-posredovane prisiljene degradacije. Eksperimenti su ponovljeni
najmanje tri puta da bi osigurali statisticku relevantnost metode. Pra¢enjem stresnih studija HPLC-UV
analizom nije otkriven ni jedan dodatni proizvod degradacije u odnosu na literaturno poznate. Strukture

degradacionih proizvoda potvrdene su LC-MS analizom.
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3.2.1. Ispitivanje stepena stabilnosti indometacina pri konvencionalnim reakcionim uslovima

Inicijalni eksperimenti ispitivanja stabilnosti indometacina (3, M = 357.08 g/mol) na sobnoj temperaturi
potvrduju dugotrajnost procesa degradacije®'. Tacnije, kiselo-katalizovanom hidrolizom amidne veze
indometacina na sobnoj temperaturi (0.1 M HCI) stepen degradacije iznosi 11 % nakon 24 h, odnosno
24 9% nakon 72 h. Od degradacionih proizvoda identifikovani su LC-MS analizom proizvodi hidrolize,
odnosno 5-metoksi-2-metil-3-indolsiréetna kiselina (4, m/z 218) i 4-hlorobenzoeva kiselina (5, m/z

155), (Shema 3.5.)%".

Q o O«_OH
_0 OH _o OH
A\ a A\
—_— +

N N
H

cl

3 4 5

Shema 3.5. (a) H'/ OH', H,0.

Dalje je ispitan uticaj temperature na brzinu degradacije indometacina. Standardni rastvor aktivnog
farmaceutskog ingredijenta 3 podvrgnut je kiselim, baznim i oksidativnim stresnim uslovima kao i
neutralnoj sredini. Postepenim poviSenjem temperature, od sobne do temperature kljucanja reakcione
smese, dobijene su opSirnije informacije o stabilnosti aktivnog farmaceutskog ingredijenta 3 u daleko
kra¢em vremenskom periodu (Tabela 3.2.).

Tabela 3.2. Stepen degradacije indometacina zagrevanjem uz refluks®'.

Stepen degradacije [%]

Vreme [min] H,0 HCl H,SO, AcOH NaHCO; NaOH H,0,

10 0 3 0 0 36 100 0
30 0 6 6 0 100 100 1
60 0 24 13 0 100 100 3
120 1 44 42 1 100 100 7

Poredenjem prethodnih rezultata sa eksperimentima izvedenim pri sobnoj temperaturi, uocen je slican
stepen degradacije indometacina nakon samo 1 h zagrevanja (sa 0.1 M HCl) u odnosu na 72 h na sobnoj
temperaturi. Potpuna degradacija indometacina uocena je nakon 30 minuta zagrevanja reakcione smese
u baznoj sredini sa 0.1 M NaOH i NaHCO;. Pri oksidativnim stresnim uslovima od degradacionih

proizvoda identifikovani su LC-MS analizom 4-hlor-N-[4-metoksi-2-(1-metilen-2-oksopropil)fenil]-

55



Bojana Vasiljevié Doktorska disertacija

benzamid (7, m/z 330) i 8-(4-hlorbenzoil)-3a-hidroksi-5-metoksi-8a-metil-3,3a,8,8a-tetrahidro-2H-
furo[2,3-b]indol-2-on (8, m/z 375), (Shema 3.6.)**'.

Shema 3.6. (a) 0.02 % H,0,, refluks.

Tokom oksidativnih stresnih studija dolazi do formiranja nestabilnog indol-2,3-epoksidnog

intermedijera (6) koji zatim prelazi u proizvode dekarboksilacije i ciklizacije.

3.2.2. Mikrotalasno-stimulisana degradacija indometacina

Skracenje vremena potrebnog za degradaciju aktivnhe komponente leka od nekoliko dana do svega
nekoliko sati, jednostavnim poviSenjem temperature reakcione smeSe od sobne do temperature
kljucanja, otvara nove mogucnosti primene mikrotalasne tehnologije. Moguénost izvodenja hemijskih
transformacija u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora na temperaturama koje su daleko iznad
temperatura klju¢anja samih reaktanata primenjena je u stresnim studijama aktivnih farmaceutskih

ingredijenata u cilju dalje redukcije vremena toka degradacije.

Mikrotalasno-stimulisanom degradacijom, u zatvorenom sistemu mono-modnog mikrotalasnog
reaktora, postignut je isti stepen degradacije indometacina na 160 °C u toku 1 minuta (0.1 M HCI) kao

na sobnoj temperaturi nakon 72 h (Tabela 3.3.).
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Tabela 3.3. Ubrzanje stepena degradacije indometacina sa poviSenjem temperature u zatvorenom

sistemu mikrotalasnog reaktora u 0.1 M rastvoru HCI**',

T [°C] Vreme [min] Degradacija [%]

100 60 47
110 30 47
120 15 43
130 8 40
140 4 36
150 2 31
160 1 27

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa Arrhenius-ovom jednacinom, ukazujuéi na to da temperaturni
inkrementi od 10 °C dovode do redukcije reakcionog vremena za 50 %. Ovo pravilo aproksimativno
ukljucuje dupliranje stepena degradacije, medutim stepen ubrzanja reakcije u funkciji temperature zavisi
i od energije aktivacije (Ea) koja treba da bude oko 12 - 15 kcal/mol dok je za degradaciju vecine lekova

proseéna energija aktivacije oko 23 - 24 kcal/mol*.

Mikrotalasno-stimulisana degradacija indometacina, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora
Biotage Initiator, ispitana je i u destilovanoj vodi i vodonik peroksidu kao reakcionim sredinama. Pri
odabranim vrednostima temperature (140 °C, 150 °C) izvrSeno je poredenje stepena stabilnosti

indometacina pri razli¢itim stresnim uslovima nakon 10 minuta mikrotalasnog ozracivanja (Slika 3.5.).

50

Degradacija [%]
o
S}

Vreme [min] 0.5

®# H20, 150 °C 0.02 % H202,150°C 0.05 M HC], 140 °C
0.05 M HCI, 150 °C ®0.1 M HCI, 140 °C 10.1 M HCL, 150 °C

Slika 3.5. Stepen degradacije indometacina u zatvorenom sistemu Biotage Initiator mikrotalasnog

reaktora (140 °C, 150 °C).
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Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 3.5. jasno se vidi uticaj temperature na brzinu degradacije
indometacina pri razli¢itim stresnim uslovima. Oksidativnom degradacijom indometacina u zatvorenom
sistemu mikrotalasnog reaktora postignut je znatno visi stepen degradacije (25 %, 10 min.) u odnosu na
konvencionalno zagrevanje (Tabela 3.2.; 7 %, 120 min.). Indometacin se pokazao kao izuzetno stabilan

(3 %, 10 min.) prilikom zagrevanja u vodi pri visokoj vrednosti temperature (150 °C).

3.2.3. Mikrotalasno-stimulisana degradacija Pyr3 i omeprazola

Mikrotalasno-stimulisanom degradacijom, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, u prisustvu
kiseline (0.1 M HCI), vodonik-peroksida (0.1 % H,0,) ili vode, Pyr3 (9, M = 454.98 g/mol) se pokazao
kao izuzetno stabilno jedinjenje. Medutim, mikrotalasnim ozrac¢ivanjem u prisustvu jake baze (0.1 M
NaOH) LC-MS analizom je potvrdena hidroliza Pyr3 (9, M = 454.98 g/mol) do odgovarajuce kiseline
(10, m/z 427), (Shema 3.7.).

0] o)

0
0 HO HO
— CF, CFs CFs o
N\ N\ N\
NN UE IR SN PR S LS
NHH[C' NHJﬁ[m NH, o el
o cr el 10 or el 2

1 1
Shema 3.7. (a) OH', H,O, MW, 100 - 160 °C, 10 min.

Pri visokim vrednostima temperature i pritiska, dobijena kiselina (10) je podlegla daljoj degradaciji
(Tabela 3.4.) do odgovarajucih proizvoda hidrolize amidne funkcionalne grupe (11, m/z 270; 12, m/z
174).

Tabela 3.4. Stepen degradacije kiseline (10) nakon 10 minuta zagrevanjem sa 0.1 M NaOH.

T [°C] Degradacija [%]

100 0
120 6
140 18
160 56

Mikrotalasno-stimulisanim zagrevanjem omeprazola (13, M = 345.4 g/mol) u kiseloj sredini (0.1 M

HCI) pri temperaturi od 100 °C, aktivni ingredijent je u potpunosti hidrolizovan do odgovarajuéih
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proizvoda 14 i 15 (Shema 3.8.) nakon svega 10 minuta zagrevanja dok je na sobnoj temperaturi

potrebno reakciono vreme bilo 43 h**’.
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Shema 3.8. Putevi degradacije omeprazola®’,

Omeprazol, kao izuzetno stabilan aktivni farmaceutski ingredijent pri pH > 7 u konvencionalnim

uslovima, podlegao je degradaciji u prisustvu jake baze (0.1 M NaOH) tek pod dejstvom mikrotalasnog
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zracenja (Tabela 3.5.). Degradacioni proizvodi (14, m/z 166; 15, m/z 330) potvrdeni su LC-MS
analizom.
Tabela 3.5. Stepen degradacije omeprazola u mikrotalasnom reaktoru zagrevanjem

sa 0.1 M NaOH u toku 10 minuta.

T [°C] Degradacija [%]

100 2

120 33
140 80
160 98

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru stresnih studija Pyr3 i omeprazola, koji ukazuju na visok stepen
nestabilnosti aktivnih supstanci 9 i 13 pod dejstvom mikrotalasnog zracenja, iste su se pokazale kao

nepogodne za dalja istraZivanja stresnih studija u silicijum-karbidnim plo¢ama.

3.2.4. Paralelna mikrotalasno-stimulisana degradacija indometacina u silicijum-karbidnim plo¢ama

Mikrotalasno-posredovanom degradacijom indometacina u zatvorenom sistemu mono-modnog
mikrotalasnog reaktora Biotage Initiator i Anton Paar Monowave 300, pri visokim vrednostima
temperature i pritiska, uspe$no je demonstriran znacaj mikrotalasnog zracenja u stresnim studijama.
Stoga, na$ sledeci korak je bio minijaturizacija procesa i povecanje stepena produkcije stresnih studija
zahvaljujuéi primeni SiC ploca i upotrebom HPLC/GC viala kao reakcionih sudova.

Indometacin izabran je kao model jedinjenje za evaluaciju koncepta izvodenja visoko efikasne

mikrotalasno-posredovane degradacije u SiC plocama.

S obzirom na to da je precizno merenje i kontrola temperature tokom mikrotalasno-stimulisanih reakcija
od velikog znacaja za dobijanje pouzdanih rezultata, odredena je stvarna vrednost temperature unutar
HPLC/GC viala, smestenih u SiC ploc¢u. To je postignuto pracenjem reakcione temperature pomoc¢u IR
senzora, ugradenog u podnoZzje mikrotalasnog reaktora Anfon Paar Synthos 3000, kojim je registrovana
samo temperatura na povrS$ini silicijum-karbidne ploce, i multikanalnim OGT-F opti¢kim senzorom
(TempSens signal conditioner, Opsens) sa Cetiri optiCka vlakna za merenje temperature unutar

reakcionog suda (Slika 3.6.).
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Slika 3.6. Multikanalni OGT-F opticki senzor (TempSens signal conditioner, Opsens) sa Cetiri opticka

vlakna za merenje temperature unutar HPLC/GC viala.

Tokom preliminarnih eksperimenata utvrdeno je da za dostizanje 150 °C 1 mL vode (Slika 3.7.) unutar
HPLC/GC viala za Sest minuta (ramp time, vreme podizanja temperature) potrebno odrZavati
temperature, merenu IR senzorom na povrsini SiC ploce, na 144 °C (pri maksimalnoj snazi magnetrona
od 500 W). Temperaturna razlika unutar i na spoljoj strani SiC platforme rezultat je konstantnog
hladenja spoljnog dela SiC od strane hladnog vazduha unutar mikrotalasnog reaktora. Znacajno je

napomenuti da se pri zadatoj temperaturi od 144 °C SiC ploc¢a hladi komprimovanim vazduhom oko

osam minuta®',

150 — - 600
wmmmw
125 A - 500
@)
< 100 - [
=
5 754 + Synthos (IR) 300 S
a
g — opticki senzor h S - &
= 30 1 — zadata temperatura e | 200
— snaga
25 - 100
U T T T T T T T U
0 200 400 600 800 1000 1200
Vreme [s]

Slika 3.7. Temperaturni profil zagrevanja 1 mL H,O u HPLC/GC vialu unutar SiC ploce.

Paralelnom mikrotalasno-stimulisanom degradacijom indometacina u kiselim, baznim i oksidativnim
uslovima (Slika 3.8.), pri razli¢itim koncentracijama, na temperaturi od 150 °C omoguéen je brz uvid

(manje od 20 minuta) u rezultate stresnih studija (Slika 3.9) u poredenju sa vremenom trajanja stresnih
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studija (60 dana - 20 h) pri niZim vrednostima temperature (25 - 100 °C) i moguénosti koriS¢enja samo
jednog reakcionog suda. LC-MS analizom potvrdeni su proizvodi hidrolize, odnosno 5-metoksi-2-metil-

3-indolsiréetna kiselina (4, m/z 218) i 4-hlorobenzoeva kiselina (5, m/z 155)**".

15M AcOH
0,02% H,0,
10M AcOH

0,01% H.0, 0,01M NaHCO,
5M AcOH 0,01M NaOH
0,005% H:0- 0,005M NaHCO,
1M AcOH 0,008M NaOH
0,001% H.0; 0,002M NaHCO ;.

H.0 0,002M NaOH
0,001M NaHCO,

0,001M NaOH

Slika 3.8. Sinterovana silicijum-karbidna ploca sa 20 standardnih HPLC/GC viala za paralelnu

degradaciju indometacina u multi-modnom mikrotalasnom reaktoru Synthos 3000.

Pored aspekta ustede vremena, zahvaljuju¢i moguénosti izvodenja reakcija pri visokim vrednostima
temperature i pritiska, kao i mogucénosti istovremenog izvodenja veceg broja reakcija, dodatnu prednost
ovog nacina rada predstavlja direktna upotreba HPLC/GC viala kao reakcionih sudova. Direktno, po
zavrSetku zagrevanja viali se mogu preneti do odgovarajuceg instrumenta za dalju analizu (HPLC-UV,

GC-MS, LC-MS) uz eliminaciju uticaja greske manuelnog transfera uzorka.
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Degradacya | %]

15M

Slika 3.9. Stepen degradacije indometacina u SiC plogi pri temperaturi od 150 °C/5 minuta™'.

Zahvaljujuci rotoru, smeStenom unutar mikrotalasne peci (Synthos 3000, firme Anton Paar), moguce je
paralelno izvesti do osamdeset reakcija (20 x 4) u HPLC/GC vialima smeStenim u silicijum-karbidnoj
ploci. S obzirom na to da se vecina kljucnih parametara razli¢itih hemijskih transformacija (temperatura
i vreme trajanja reakcije, rastvaraci i katalizatori, molarni odnosi/koncentracije supstrata) mogu odrediti
u veoma kratkom vremenskom periodu paralelna mikrotalasna tehnika poseduje velik broj prednosti u

. . .. . e . . v 221
poredenju sa individualnim ozra¢ivanjem reakcione smese™ .

Efikasnost SiC plo¢e i HPLC/GC viala kao reakcionih sudova, u kombinaciji sa mikrotalasnim
zraCenjem potvrdena je i u slucaju studija stabilnosti indometacina u prisustvu razli¢itih rastvaraca.
Izlaganjem indometacina razli¢itim rastvara¢ima, na temperaturama od 150 °C i 160 °C u toku 30
minuta, dobijeni su interesantni podaci (Slika 3.10.). Najvisi stepen degradacije indometacina uocen je u
vodi (20 %) i etilen-glikolu (15 %) kao rastvaracu na 160 °C. LC-MS analizom potvrdeni su proizvodi
hidrolize 4 i 5. Od znacaja je napomenuti da su zbog mikrotalasno-apsorbujuce prirode SiC materijala,
rastvaraCi  razliCitih  mikrotalasno-apsorbuju¢ih  karakteristika (voda, etilen-glikol, toluen,
dimetilformamid, etanol, tetrahidrofuran, hloroform, N-metilpirolidon, butanol, etil-acetat,
dimetilsulfoksid, dimetilacetamid, aceton, i-propilalkohol, heksan, dekan, benzen, metanol, hlorbenzen i
acetonitril) uspeSno zagrejani do Zeljenih vrednosti temperatura u HPLC/GC vialima. Pored toga, usled

gornjeg limita pritiska od 20 bar, eksperimenti u SiC plo¢ama toleriSu visoke vrednosti pritisaka koji se

63



Bojana Vasiljevié Doktorska disertacija

razvijaju kod rastvaraca niskih vrednosti temperatura kljuanja kao Sto je aceton, tetrahidrofuran ili

methanol®'.

20

20
15 H OHCH,0H

10

Degradacija [%0]

Degradacija [%5]

Slika 3.10. Stepen degradacije indometacina u rastvaracima na temperaturi od (A) 150 °C (IR 144 °C) i
(B) 160 °C (IR 155 °C) u toku 30 minuta zagrevanja®'

Za finalni set eksperimenata 20 HPLC/GC viala sa 0.5 mg indometacina zatvoreno je sa
aluminijumskim kapama i isprano sa pet razli¢itih gasova, odnosno sa azotom, argonom, vazduhom,
kiseonikom i amonijakom. Zahvaljuju¢i prisustvu 20 mesta za HPLC/GC viale, omogucena su Cetiri

ponavljanja zagrevanjem na 150 °C i 180 °C u toku 30 minuta (Tabela 3.6.).
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Tabela 3.6. Mikrotalasno-stimulisana degradacija indometacina u prisustvu razli¢itih gasova (SiC ploca,

30 minuta).
. Degradacija [%]
Gasovi500c 180 °C
azot 0 1
argon 0 1
kiseonik 5 85
vazduh 2 26
amonijak 46 97

HPLC-UV analizom potvrden je visok stepen stabilnosti indometacina u prisustvu suvog azota i argona
dok su nakon zagrevanja u prisustvu relativno vlaznog vazduha i kiseonika LC-MS analizom potvrdeni
proizvodi proizvodi hidrolize amidne veze (4 i 5). Mikrotalasno-stimulisanim zagrevanjem u atmosferi

amonijaka dobijena je amonijumova so indometacina (16, m/z 374)**', (Shema 3.9.).

0 0
4 NH;
o) OH 0 0)
- \ a N\
—
N N
3 16

Shema 3.9. (a) NH;, MW, 150 °C/ 180 °C, 30 min.
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3.3. Ispitivanje postojanja netermiCkih mikrotalasnih efekata

Kao sto je ve¢ naglaseno, temperaturni monitoring reakcija pod dejstvom mikrotalasnog zracenja vazan
je aspekt mikrotalasne hemije, posebno u slucaju reakcija u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora
pri visokim vrednostima temperature i pritiska. Neta¢ne vrednosti temperature su najvecim delom

odgovorne za pogresna tumacenja hemijskih transformacija kao i postojanje tzv. netermickih efekata.

U cilju potvrde prisustva jedino termickih/kinetickih efekata, na osnovu Arrhenius-ove jednacine, kao
jedino odgovornih za visok stepen ubrzanja hemijskih transformacija i odsustva tzv. netermickih
mikrotalasnih efekata paralelno su praene reakcije u standardnim Pyrex i SiC reakcionim sudovima.

Istrazivanja su uradena na primeru degradacije indometacina sa 0.1 M HCI, zagrevanjem na 150 °C, pri
konstantnoj mikrotalasnoj snazi, u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru. Precizno merenje

temperature omoguceno je internim opti¢kim vlaknom (Slika 3.11.).

zastitno staklo

FO senzor

IR senzor

-
—

Slika 3.11. Anton Paar Monowave 300 mono-modni mikrotalasni reaktor sa optickim senzorom za

merenjem temperature unutar reakcionog suda.
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Preklapanjem temperaturnih profila degradacije indometacina u Pyrex i SiC reakcionom sudu potvrdena
je identi¢na vrednost temperature reakcione smese u oba reakciona suda pri istim reakcionim uslovima
(Slika 3.12.). S obzirom na to da SiC kao snazno mikrotalasno-apsorbuju¢i materijal sprecava
penetraciju elektromagnetnog zracenja reakciona smesa je tokom mikrotalasnog ozracivanja zagrevana

konvencionalnim transferom toplote od zida reakcionog suda a ne preko dielektricnog mehanizma

+ 221
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150 + = = e e
— 1254
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<
s 100 1
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Slika 3.12. Poredenje temperaturnih profila (FO) mikrotalasno-stimulisane degradacije indometacina sa

0.1IM HCl na 150 °C.

Pored toga, stepen degradacije indometacina na 150 °C u toku 5 minuta mikrotalasnog ozracivanja je u
oba tipa reakcionog suda isti (~50 %). Na osnovu ovoga proizilazi da su za visok stepen ubrzanja
hemijskih transformacija odgovorni isklju¢ivo termickilkineticki efekti, a da netermicki mikrotalasni

efekti ne postoje™' (Tabela 3.7.).

Tabela 3.7. Mikrotalasno-stimulisana degradacija indometacina u Pyrex i SiC reakcionom sudu (0.1 M

HCL, 150 °C, 5 min.).

Reakcioni sud Degradacija [%]
Pyrex 52
SiC 46
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3.4. Mikrotalasno-stimulisane neat sinteze derivata naftenskih kiselina

Mikrotalasno ozracivanje Cistih reaktanata u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, dovodi do
efikasnog internog zagrevanja celokupne reakcione smeSe do temperatura koje su daleko iznad
vrednosti temperatura kljuCanja pri atmosferskom pritisku. Pored toga, u temperaturno-kontrolnom
modu drasti¢na ubrzanja hemijskih reakcija posledica su visokih vrednosti temperatura koje se mogu
dosti¢i u veoma kratkom vremenskom periodu (od nekoliko sekundi do jednog minuta). S druge strane
neat sinteze koje podrazumevaju odsustvo rastvaraca i katalizatora dovode do cistijih reakcionih sistema
1 jednostavnijeg izolovanja Zeljenog proizvoda.

U skladu s tim, u ovom radu sintetizovani su sekundarni i tercijarni amidi individualnih naftenskih
kiselina, smeSe prirodnih naftenskih kiselina Velebit i komercijalnih naftenskih kiselina Aldrich

mikrotalasnim ozra€ivanjem ¢istih reaktanata.

Mikrotalasno-posredovana sinteza amida individualnih naftenskih kiselina ispitana je na primeru
pirolize soli slabo reaktivne karboksilne kiseline i slabo baznog amina. U literaturi je poznato da
reakcije aromati¢nih kiselina i amina zahtevaju visoke vrednosti temperature i/ili dodatak jednog od
reagenasa u visku u cilju pomeranja ravnoteZze hemijske reakcije ka gradenju proizvoda. Na osnovu
prethodnog, prva etapa nasih istraZivanja usmerena je ka odredivanju maksimalne vrednosti temperature
zagrevanja reakcione smese u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, pri maksimalnoj vrednosti
pritiska. U narednoj fazi uradeno je i poredenje sa reakcijama aminolize aktivnog estra individualnih i

smese naftenskih kiselina.

3.4.1. Sinteza sekundarnih amida individualnih naftenskih kiselina

Pocetna faza ovog dela naSih radova obuhvatila je sintezu anilida individualnih naftenskih kiselina u
cilju odredivanja optimalnih reakcionih uslova, odnosno temperature i vremena trajanja sinteze, pod
dejstvom mikrotalasnog zracenja. Reakcije su izvodene u odsustvu katalizatora i organskih rastvaraca.

Ispitan je uticaj temperature na brzinu hemijske reakcije izmedu benzoeve kiseline i anilina. Pri
maksimalnoj vrednosti pofetne snage magnetrona, u temperaturno-kontrolnom modu, reakciona smesa

je uspesno zagrejana do 270 °C (Slika 3.13.) nakon jednog minuta mikrotalasnog ozracivanja.
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Slika 3.13. Profil mikrotalasnog zagrevanja benzoeve kiseline i anilina pri temperaturi od 270 °C, u

zatvorenom sistemu CEM mikrotalasnog reaktora.

Za reakciju je, u skladu sa zahtevima ekonomske efikasnosti, odabran molski odnos reaktanata 1 : 1, a

reakcija je izvedena uz konvencionalno zagrevanje i u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora
(Shema 3.10.).

O~__OH NH, O«__NH
@ ailib 3 C
+ —_—
17
Shema 3.10. (a) refluks, 24 h, 61 % ; (b) MW, 270 °C, 15 min., 74 %.

Optimizacija reakcionih uslova (reakcione temperature i vremena trajanja reakcije) izvedena je

pracenjem stepena konverzije benzoeve kiseline u Zeljeni proizvod te¢nom hromatografijom visoke
rezolucije (HPLC) (Slika 3.14.).

69



Bojana Vasiljevié Doktorska disertacija

100
90
80
70
60
50

40

Stepen konverzije [%]

30

20

10 ——250C
—=—270C

0 2 4 6 8 10 12 14
Vreme [min]

Slika 3.14. Zavisnost stepena konverzije benzoeve kiseline u N-fenilbenzamid od reakcione temperature

i vremena u CEM mikrotalasnom reaktoru.

Na osnovu rezultata prikazanih na dijagramu, jasno je da povecanje temperature dovodi do povecanja
stepena konverzije benzoeve kiseline u Zeljeni proizvod, medutim zbog maksimalnog operativnog
pritiska za datu reakcionu smeSu dalje povecanje vrednosti temperature nije bilo izvodljivo. Najveci
prinos N-fenilbenzamida (17) je postignut nakon 15 minuta mikrotalasnog ozracivanja na temperaturi od
270 °C (92 %, HPLC prinos; 74 %, prinos izolovanog proizvoda) $to u odnosu na rezultate dobijene od
strane Perreux-a i saradnika'™® u otvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora (molski odnos 1 : 1.5 =
benzoeva kiselina : anilin, 150 °C/120 min., 12 %) predstavlja zna¢ajno poboljSanje sintetske procedure
i prinosa reakcije. Izvodenje reakcije bez prisustva katalizatora i rastvaraca dodatno povecava znacaj

ove sinteze jer je ¢ini prihvatljivom i sa stanovista zelene hemije.

Analizom temperaturnih profila sinteze N-fenilbenzamida, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog
reaktora, moZe se videti da stepen konverzije benzoeve kiseline u anilid prvenstveno zavisi od
temperaturnih uslova. U skladu sa tim moZe se zakljuditi da povecanje polarnosti u prelaznom stanju i
intenzivnija interakcija sa mikrotalasima ne dovode do sniZenja energije aktivacije 1 promene
predeksponencijalnog faktora u Arrhenius-ovoj jednacini, odnosno do pojave netermickih mikrotalasnih
efekata, Sto je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u prethodnom delu ovog rada (3.3.). Benzoeva
kiselina, kao jedna od najmanje reaktivnih individualnih naftenskih kiselina, uspesno je konvertovana u
odgovaraju¢i amid zahvaljuju¢i mogucnosti zagrevanja reakcione smeSe do temperatura koje su iznad
temperature kljucanja amina (184 °C) i kiseline (249 °C) pri atmosferskom pritisku. U poredenju sa

rezultatima dobijenim reakcijom u konvencionalnim uslovima (refluks, 24 h, 61 %) postignuta je
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uspesna redukcija vremena sinteze kao i veci prinos Cistog N-fenilbenzamida. Pored toga, zahvaljujuci
odsustvu katalizatora i organskih rastvaraca eliminisano je prisustvo silikata (interakcija sa staklenim
zidom) i drugih nusproizvoda. Zahvaljujuéi tome obrada reakcione smeSe je jednostavnija, a to je
znacajan faktor za odabir sintetskog postupka sa aspekta zelene hemije, ali nije zanemarljiv ni

ekonomski efekat jer se trosi manje hemikalija.

U IR spektru sintetizovanog molekula 17 asignirana je intenzivna traka na 1653 cm™ koja poti¢e od
valencione C=0 vibracije amidne funkcionalne grupe (v C=0). U '"H NMR spektru N-fenilbenzamida
prisutan je signal na 6y 10.28 ppm koji poti¢e od vodonika vezanog za azotov atom amidne grupe
(CON-H) kao i signali karakteristicni za aromati¢ne vodonike na &y 7.10-7.98 (Ar-H) koji potvrduju
prisustvo dva benzenova prstena. U "“C NMR spektru signali na 8¢ 120.64-139.24 ppm (Ar-C)
potvrduju prisustvo dva supstituisana aromati¢na jezgra, a na ¢ 165.86 ppm je asignirana karbonilna

anilidna funkcija (C=0).

Identi¢ni reakcioni uslovi (molski odnos 1 : 1, neat reakcije) primenjeni su u sintezama anilida
alkilkarboksilne (19), kao i mono- i policikli¢ne individualne naftenske kiseline (18 i 20), a rezultati

ovih hemijskih transformacija predstavljeni su Sematski (Shema 3.11.).

0 @
O
—
18
NH2 O

SR AL

19

c 0]
—
Siaty'
20

Shema 3.11. (a) C¢H;;COOH, MW, 270 °C, 15 min., 98 %; (b) n-CsH,;COOH, MW, 270 °C, 15 min.,
78 %; (c) C10H;sCOOH, MW, 200 °C, 240 min., 33 %.

Na osnovu dobijenih rezultata jasno se vidi da su mikrotalasnim ozraCivanjim Ccistih reaktanata
postignuti visoki prinosi anilida individualnih naftenskih kiselina, osim u reakciji sinteze anilida
policiklicne karboksilne kiseline. Duzi period mikrotalasnog ozraCivanja kao i neSto niZi prinos

izolovanog anilida policikliéne karboksilne kiseline u direktnoj su zavisnosti sa strukturom
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policiklicnog ugljovodoni¢nog dela kao i sa pKa vrednos¢u (pKa 4.62). Reakciona smeSa je zagrejana
do svega 200 °C u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, pri maksimalnoj vrednosti pocetne
snage magnetrona u temperaturno-kontrolisanom sistemu. Pretpostavka je da usled sternih smetnji
dolazi do sporijeg gradenja amonijum soli, neposrednim meSanjem policikliéne karboksilne kiseline i
anilina, te stoga dolazi do slabije interakcije reakcione smeSe sa mikrotalasima §to rezultuje niZom

vrednosti temperature reakcije.

Da je izvrSena hemijska transformacija karboksilne funkcionalne grupe u amidnu, utvrdeno je na osnovu
traka uocenih u IR spektru jedinjenja 18 na 3244 cm™' koja poti¢e od valencionih N-H vibracija (v NH) i
trake u poloZaju 1659 cm™ koja ukazuje na prisustvo karbonilne grupe amidne funkcije (v C=0). U 'H
NMR spektru jedinjenja 18 prisutni su signali na 6y 7.03-7.60 ppm (Ar-H) i 64 7.67 ppm (CON-H) koji
zajedno sa signalima prisutnim u *C NMR spektru na &, 119.84, 123.97, 128.84, 138.16 ppm (Ar-C) i
dc 174.65 ppm (C=0) ukazuju da molekul sadrZi karbonilnu grupu anilida.

U IR spektru sintetizovanog molekula 19 uocava se karakteristiéna apsorpciona traka na 3314 cm’
karakteristi¢na za valencione N-H vibracije (v N-H) i 1657 cm’ od karbonila amidne funkcionalne
grupe (v C=0). Prisustvo anilidne funkcionalne grupe u molekulu 19 potvrdeno je signalima na oy 7.04-
7.61 ppm (Ar-H) i 83 7.72 ppm (CON-H) u 'H NMR spektru, odnosno u '’C NMR spektru signalima na
O 119.90-128.86 ppm (Ar-C) i 6.171.73 ppm (C=0).

Prisustvo trake na 1645 cm™ koja poti¢e od karbonilne amidne funkcije (v C=0) u IR spektru anilida
adamantanske kiseline potvrduje da je doslo do reakcije amidacije. U '"H NMR spektru jedinjenja 20
prisutni su signali na &y 7.04-7.60 ppm (Ar-H; CON-H) koji poticu od anilidne funkcionalne grupe u
molekulu. Signali na . 138.02 ppm (Ar-C )i &, 175.98 ppm (C=0) u “C NMR spektru dodatno

potvrduju strukturu sintetizovanog anilida 20.

IstraZivanja su zatim proSirena na sinteze N-benzil- (21 i 22) i N-cikloheksilamida (23 i 24)
monociklicnih karboksilnih kiselina. Reakcije amidacije izvedene su u zatvorenom sistemu
mikrotalasnog reaktora (molski odnos 1:1), na temperaturi od 270 °C u toku 2 minuta, bez prisustva

rastvaraca (Shema 3.12.).
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Shema 3.12. (a) C¢HsCOOH, MW, 270 °C, 2 min., 92 %; (b) C¢H;;COOH, MW, 270 °C, 2 min., 90 %;
(c) C¢HsCOOH, MW, 270 °C, 2 min., 84 %; (d) C¢H;;COOH, MW, 270 °C, 2 min., 96 %.

Usled delokalizacije slobodnog elektronskog para na azotu sa m-elektronima benzenovog prstena,
aromati¢ni amini se ponaSaju kao slabije baze u odnosu na alifati¢ne amine. Kvantitativno, baznost
amina se moze izraziti pK, vrednostima (pK, (anilin) = 4.6; (pK, (benzilamin) = 9.34; pK,
(cikloheksilamin) = 10.7) i u skladu s tim, pomenuti amini pokazali su razli¢itu reaktivnost u reakcijama

sinteze amida individualnih naftenskih kiselina.

U IR spektru molekula 21 uoéavaja se traka na 3322 cm’' koja poti¢e od valencionih N-H vibracija (v
NH), dok traka na 1641 cm™ potvrduje prisustvo amidne funkcije (v C=0). U '"H NMR spektru prisutni
su signali na oy 4.58 (CH,Ph), oy 7.13 (CON-H) i dy 7.27-7.85 (Ar-H) koji zajedno sa signalima u Bc
NMR spektru na d. 43.82 (CH,Ph), &. 126.95-138.25 (Ar-C) i §. 167.42 (C=0) dodatno potvrduju
strukturu sintetizovanog jedinjenja 21.

Struktura molekula 22 potvdena je IR spektrom, odnosno prisustvom trake na 3284 cm™ koja potice od
valencionih N-H vibracija (v NH) i trakom na 1642 cm™ koja poti¢e od valencione C=0 vibracije
amidne funkcionalne grupe (v C=0). Signali u '"H NMR spektru prisutni su na 8y 4.35 (CH,Ph), 8 6.45
(CON-H) i 8y 7.11-7.35 (Ar-H), odnosno u °C NMR na §, 42.95 (CH,Ph), 5. 127.02-138.58 (Ar-C) i &,
176.03 (C=0).

U IR spektru sintetizovanog molekula 23 uo€avaju se karakteristi¢ne trake za amidnu funkciju na 3242
cm (vNH) i 1628 cm™ (v C=0) koje zajedno sa signalima u 'H NMR spektru na &y 1.06-2.10 (CH,),
Oy 3.96 (H-1), 6y 6.21(CON-H) i signalima u BC NMR spektru na o, 24.87-33.10 (CH.,), o, 48.62 (CH-
1)1, 166.57 (C=0) potvrduju strukturu molekula 23.

Odsustvo traka na 3500-3000 cm™ i 2800-2500 cm™ (v O-H) ukazuje na odsustvo OH grupe u IR

spektru sintetizovanog jedinjenja 24 potvrduje da je doslo do hemijske transformacije karboksilne grupe
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u amidnu. U '"H NMR spektru prisutni su signali na 8y 0.84-1.92 (CH,), o4 1.98 (H-1), oy 3.65 (H-1") i
8y 5.65 (CON-H), odnosno u >C NMR na &, 24.75-33.01 (CH,), 8. 45.42 (CH-1), . 47.54 (CH-1') i &,
175.01 (C=0).

3.4.2. Sinteza sekundarnih amida naftenskih kiselina Velebit i Aldrich

Naredna faza naSih radova obuhvatila je mikrotalasno-stimulisanu sintezu sekundarnih amida prirodnih
Velebit (25) i komercijalnih Aldrich (26) naftenskih kiselina u zatvorenom sistemu mikrotalasnog
reaktora. Reakcije su izvodene na temperaturi od 270 °C (molski odnos 1 : 1, neat reakcije) pri cemu

su dobijeni su N-fenil- (27 i 30), N-benzil- (28 i 31) i N-cikloheksilamidi (29 i 32) naftenskih kiselina

(Shema 3.13.).
o) @
a R)]\NH

27 (RCOOH=25)
30 (RCOOH=26)

R)]\OH ——b> R)I\NH

25; 26
28 (RCOOH=25)

31 (RCOOH=26)

C o O
R)]\NH

29 (RcOOH=25)
32 (RCOOH=26)

Shema 3.13. (a) C¢HsNH,, MW, 270 °C, 15 min., 76 % (27)/73 % (30); (b) C¢HsCH,NH,, MW, 270 °C,
2 min., 85 % (28)/87 % (31); (c) C¢H; 1 NH,, MW, 270 °C, 2 min., 78 % (29)/78 % (32).

Mikrotalasno-stimulisanom derivatizacijom kompleksne smese prirodnih naftenskih kiselina Velebit
(25) kao i komercijalnih naftenskih kiselina Aldrich (26) dobijeni su neSto manji prinosi amidnih
derivata u poredenju sa reakcijama amidacije individualnih naftenskih kiselina. Usled strukturne
raznolikosti za ocekivati je da pojedini konstituenti ukupne smese kiselina reaguju teZe od drugih $to se

reflektovalo na prinos izolovanih amida naftenskih kiselina.

Strukture sintetizovanih amida potvrdene su na osnovu spektroskopskih podataka. U IR spektru

sintetizovanih anilida naftnih kiselina Velebit (27) odsustvo -OH grupe, odnosno karboksilne
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funkcionalne grupe ukazuje nedostatak traka na 3500-3000 cm™ i 2800-2500 cm™ (v O-H). Prisustvo
amidne funkcionalne grupe potvrduje traka u poloZaju 1660 cm™, karakteristiéna za valencione vibracije
karbonilne grupe amida (v C=0). "H NMR spektar sadrZi signale na 8y 6.62-7.28 ppm od vodonika iz
aromati¢nih jezgra (Ar-H) i na dy 7.58-8.20 ppm od vodonika vezanih za azotove atome (CON-H). U
"C NMR spektru prisustvo supstituisanih aromati¢nih jezgara potvrduju signali na 8¢ 119.98-128.69
ppm (CH-Ar ) i 8¢ 138.12 ppm (Ar-C), dok su na d¢ 171.73-175.20 ppm asignirani ugljenici karbonilnih
grupa anilidnih funkcija (C=0).

U IR spektru N-benzilamida naftenskih kiselina Velebit (28) prisutna je traka na 3287 cm’ koja potice
od valencionih vibracija N-H veze (v NH) i traka na 1645 cm™ koja poti¢e od valencione vibracije
karbonilne grupe amida (v C=0). U 'H NMR spektru prisutni su signali na 8y 4.43 (CH,Ph), &y 6.06
(CON-H) i oy 7.21-7.45 (Ar-H), odnosno u B3C NMR spektru signali na d¢ 126.94-138.47 (Ar-C) i dc
172.43-176.91 (C=0).

Prisustvo amidne funkcionalne grupe utvrdeno je takode IR spektrom sintetizovanog jedinjenja 29 na
osnovu prisustva traka na 3289 cm’ (v NH) i 1636 cm™” (v C=0). U 'H NMR spektru prisutni su
karakteristi¢ni signali na 8y 3.70 (H-1) i 8y 5.40 (CON-H) dok su u C NMR spektru prisutni signali na
d¢c 45.90 (CH-1) i 175.12 (C=0) koji potvrduju datu strukturu.

U IR spektru sintetizovanih N-fenilamida naftenskih kiselina Aldrich (30) uocava se odsustvo traka na
3500-3000 cm™ i 2800-2500 cm™ (v O-H) ukazujuéi na odsustvo -OH grupe, odnosno karboksilne
funkcionalne grupe. Traka na poloZaju 1698 cm™” (v C=0) potvrduje prisustvo amidne funkcionalne
grupe. U 'H NMR spektru prisutni su signali na 8y 7.27-7.55 karakteristiéni za aromati¢ne vodonike
(Ar-H) i vodonik vezan za azotov atom amidne grupe (CON-H). U "C NMR spektru signali na ¢
119.91-137.95 ppm (Ar-C) potvrduju prisustvo supstituisanog aromati¢nog jezgra, a na 6c 174.50-
182.64 ppm je asignirana C=0 grupa amida.

Struktura molekula 31 potvrdena je IR spektroskopijom, odnosno prisustvom traka na 3297 cm™ (v,
CN) i 1699 cm™ (v C=0) kao i '"H NMR spektrom u kome se uocCavaju signali na dy 4.36 (CH,Ph), oy
6.03 (CON-H) i 6y 7.13-7.46 (Ar-H). U 5C NMR spektru prisutni su signali na oc 126.96-138.56 (Ar-C)
i Oc 173.18-175.85 (C=0) koji dodatno potvrduju da se Zeljena hemijska tranformacija naftenskih
kiselina u anilide odigrala.

U IR spektru sintetizovanih N-cikloheksilamida naftenskih kiselina Aldrich (32) traka u polozaju 1702
cm’' poti¢e od valencione C=0 vibracije (v C=0). Na 3298 cm prisutna je traka koja poti¢e od N-H
valencionih vibracija (v NH). U 'H NMR spektru ovih amidnih derivata na prisustvo amidne funkcije

ukazuje signal na &y 5.40 ppm (CON-H), odnosno u *C NMR spektru na 8¢ 170.55-176.57 ppm (C=0).
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3.4.3. Sinteza tercijarnih amida individualnih naftenskih kiselina

Sledeca faza nasih radova obuhvatila je sintezu tercijarnih amida individualnih naftenskih kiselina pod
dejstvom mikrotalasnog zracCenja. Sinteza 4-benzoilmorfolina (33) izvedena je u zatvorenom sistemu
mikrotalasnog reaktora, pri molskom odnosu 1:1, u odsustvu katalizatora i organskih rastvaraca (Shema
3.14.).

(0]

Oy OH oN_J
S dys

33
Shema 3.14. (a) MW, 270 °C, 10 min, 81 %.

Uticaj temperature na brzinu hemijske reakcije sinteze tercijarnog amida ispitan je na primeru benzoeve
kiseline i morfolina. Postepenim poviSenjem temperature reakcione smese, u temperaturno-kontrolnom

modu, postignuta je temperatura od 270 °C (Slika 3.15.) nakon svega neSto viSe od jednog minuta
mikrotalasnog ozracivanja.

300

e

Temp (C)

Slika 3.15. Profil mikrotalasnog zagrevanja morfolina i benzoeve kiseline u zatvorenom sistemu CEM

mikrotalasnog reaktora.

Optimizacija reakcionih uslova (reakcione temperature i vremena trajanja reakcije) izvedena je

pracenjem stepena konverzije benzoeve kiseline u Zeljeni proizvod (33), tecnom hromatografijom
visoke rezolucije pri cemu su dobijeni slede¢i rezultati (Slika 3.16.):
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Slika 3.16. Zavisnost stepena konverzije benzoeve kiseline u 4-benzoilmorfolin od reakcione

temperature i vremena u CEM mikrotalasnom reaktoru.

Na osnovu rezultata prikazanih na dijagramu jasno se vidi da je najve¢i prinos 4-benzoilmorfolina (33)
utvrden nakon 10 minuta zagrevanja reakcione smese u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora na
temperaturi od 270 °C. Poredenjem temperaturnih profila moZze se zakljuciti da brzina hemijske reakcije
sinteze tercijarnih amida, isto kao i kod sinteze sekundarnih amida, zavisi od termickih/kinetickih
mikrotalasnih efekata. Sinteza tercijarnog amida uspe$no je izvedena u odsustvu katalizatora i
rastvaraca, Sto je od posebnog znacaja sa aspekta zelene hemije i to na primeru najmanje reaktivne
individualne naftenske kiseline. Zahvaljuju¢i mogucnosti zagrevanja reakcione smese do temperatura
koje su iznad temperature klju¢anja morfolina (129 °C) ili kiseline (249 °C) pri atmosferskom pritisku,

dobijen je proizvod 33 u visokom prinosu (95 %, HPLC prinos; 81 %, prinos izolovanog proizvoda)

U IR spektru sintetizovanog molekula 33 asignirano je prisustvo apsorpcione trake na 1634 cm™ koja
poti¢e od valencionih vibracija karbonilne grupe amida (v C=0). U '"H NMR spektru prisutni su
karakteristi¢ni signali na dy 7.26-7.54 ppm od vodonika iz aromati¢nog jezgra (Ar-H). Na 6y 3.24-3.90
ppm prisutni su signali koji poti¢u od vodonika iz morfolinskog prstena. U >C NMR spektru signali na
Oc 126.88, 128.35, 129.66 i 135.15 ppm ukazuju na prisustvo aromati¢nog prstena (Ar-C). Signal na d¢
170.19 ppm potice od karbonilne funkcionalne grupe (C=0), dok signali na ¢ 42.34 i d¢c 47.93 ppm
(CH,NCH,) i 8¢ 66.66 ppm (CH,OCH,) potvrduju prisustvo morfolinskog prstena.
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Mikrotalasnim ozracivanjem cistih reaktanata, pri istim reakcionim uslovima (molski odnos 1 : 1, 270
°C, 10 minuta) potvrdena je efikasnost mikrotalasa u reakcijama sinteze tercijarnog amida

alkilkarboksilne (35) i monocikli¢ne (34) individualne naftenske kiseline (Shema 3.15.).

. 0.0
SR

Shema 3.15. (a) C¢H;;COOH, MW, 270 °C, 10 min., 83 %; (b) n-CoH,;COOH, MW,
270 °C, 10 min., 94 %.

Vedi stepen reaktivnosti cikloheksilkarboksilne i dekanske kiseline u odnosu na benzoevu kiselinu,
usled odsustva rezonancionog efekta sa aromati¢énim prstenom, doveo je do veéih prinosa amida

morfolina 34 1 35.

U IR spektru molekula 34 valencione vibracije na 1651 cm™ ukazuju na prisustvo C=0 iz amidne
funkcionalne grupe (v C=0). Dokaz prisustva morfolinskog sistema u sintetizovanom amidu su signali
koji se pojavljuju na 8y 3.30-3.71 ppm u "H NMR spektru, dok su u *C NMR spektru prisutni signali na
Oc 41.89 1 8¢ 45.61 ppm (CH,NCH,) kao i signal na 8¢ 66.63 ppm (CH,OCH,). Signal na oc 174.39 ppm
potice od karbonilne grupe (C=0) amidne funkcije.

Spektroskopski podaci jedinjenja 35 nedvosmisleno ukazuju da je sintetizovan amid dekanske kiseline.
U dobijenom IR spektru uo¢ava se apsorpciona traka na 1651 cm’ koja odgovara valencionim
vibracijama karbonilne grupe iz amidne funkcionalne grupe (v C=0), dok se u '"H NMR spektru
uocavaju signali na dy 3.35-3.68 ppm koji su dokaz prisustva morfolinskog sistema u sintetizovanom
amidu i potiéu od vodonika vezanih za C-atome morfolinskog prstena. °C NMR spektroskopijom
dobijeni su signali na ¢ 41.73 i 8¢ 45.92 ppm (CH,NCH,), kao i signali na d¢c 66.49 i ¢ 66.75 ppm
(CH,OCH,) koji potvrduju prisustvo morfolinskog prstena, dok se signal na 6¢c 171.87 (C=0) pripisuje

karbonilnoj grupi amidne funkcije.
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3.4.4. Sinteza tercijarnih amida naftenskih kiselina Velebit i Aldrich

UspeSna mikrotalasno-stimulisana amidacija prirodnih naftenskih kiselina Velebit (25) i komercijalnih
Aldrich (26) sa morfolinom izvedena je u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, na temperaturi od
270 °C. Reakciono vreme koje je bilo neophodno za odigravanje ovih reakcija je 10 minuta pri ¢emu su

dobijeni su ¢isti amidi morfolina (36 i 37) u visokom prinosu (Shema 3.16.).

i X
(0]
25; 26 36 (RCOOH-=25)
37 (RCOOH=26)

Shema 3.16. (a) O(CH,CH,),NH, MW, 270 °C, 10 minuta, 97 % (36)/70 % (37).

Struktura sintetizovanih amida naftenskih kiselina Velebit (36) potvrdena je prisustvom karakteristi¢nih
apsorpcionih traka u IR spektru. Apsorpciona traka koja se javlja na 1651 cm™ posledica je valencionih
vibracija (v C=0) amidne funkcionalne grupe dok traka na 1455 cm™ poti¢e od valencionih vibracija C-
N veze (v C-N). U 'H NMR spektru nalazi se multiplet na 3y 3.35-3.68 ppm koji potvrduje prisustvo
morfolinskih prstenova u jedinjenjima. U ?C NMR spektru signali na 8¢ 45.97 i 8¢ 46.19 ppm poti¢u od
C-atoma metilenskih grupa susednih azotovom atomu (CH,NCH,) a signali na 8¢ 66.57 i 8¢ 66.85 ppm
poti¢u od C-atoma metilenskih grupa susednih kiseonikovom atomu (CH,OCH,) i ukazuju na prisustvo
morfolinskih sistema. Na 8¢ 171.58-172.85 ppm javljaju se signali ugljenika karbonilne grupe (C=0)

koji potvrduje nastanak amida morfolina naftenskih kiselina Velebit.

IR spektar amida morfolina naftenskih kiselina Aldrich (37) dokazuje prisustvo novosintetizovane
amidne grupe u molekulima prisustvom trake koja potice od valencione C=O vibracije amida (v C=0)
na 1700 cm™. U '"H NMR multipleti dokazuju prisustvo vodonikovih atoma iz morfolinskog prstena i
pojavljuju se na 8y 3.30-3.70. Signal na 3¢ 17.88 ppm u *C NMR spektru dokazuje prisustvo karbonilne
grupe amida (C=0), dok signali na d¢c 46.05 i ¢ 46.22 ppm (CH,NCH,) i d¢c 66.63 i 6c 66.90 ppm

(CH,OCH,) potvrduju da je morfolinski sistem deo sintetizovanih struktura.
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3.4.5. Esterifikacija 1 aminoliza sintetizovanih estara individualnih i smeSe naftenskih kiselina

Reakcije esterifikacije individualnih, kao i smeSe naftenskih kiselina, izvedene su sa benzil-alkoholom,

pri molskom odnosu 1.5:1 (respektivno), u cilju dobijanja aktivnih estara, odnosno benzil-estara (Shema
3.17.).

o 0
OH OH ailib o}
+ _—
38

Shema 3.17. (a) refluks, 20 h, 68 %; (b) MW, 270 °C, 30 min, 80 %.

Optimizacija reakcionih uslova izvedena je u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, na benzoevoj

kiselini kao model supstanci, a pracena je te€nom hromatografijom visoke rezolucije (Slika 3.17.).
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Slika 3.17. Zavisnost stepena konverzije benzoeve kiseline u benzil-benzoat od reakcione temperature i

vremena u CEM mikrotalasnom reaktoru.

Iz grafika na Slici 3.17. se vidi da je najve¢i prinos benzil-benzoata ostvaren nakon 30 minuta
mikrotalasnog ozracivanja, pri temperaturi od 270 °C. U odnosu na konvencionalno zagrevanje (20 h,
prinos izolovanog proizvoda 68 %) postignuto je uspeSno skra¢enje vremena sinteze benzil-estara (30
min.; 88 % HPLC prinos; 80 % prinos izolovanog proizvoda).

Struktura sintetizovanog estra 38 potvrdena je spektralnim podacima. U IR spektru sintetizovanog

benzil-benzoata asignirana je intenzivna traka na 1716 cm™ koja poti¢e od valencionih vibracija C=0
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grupe (v C=0). Signal na 5y 5.45 ppm u 'H NMR spektru poti¢e od vodonika CH,-grupe (OCH,), dok
se signali vodonikovih atoma iz aromati¢nih prstenova javljaju na &y 7.40-8.20 ppm. U “C NMR
spektru prisutan je signal na dc 166.21 ppm koji poti¢e od estarskog karbonila (C=0), zatim signali na
Oc 128.01-135.95 ppm od dvanaest aromati¢nih ugljenikovih atoma (Ar-C), i signal na d¢ 66.51 ppm

koji je karakteristi¢an za benzilni C-atom nagradene estarske grupe (OCH,).
Mikrotalasno-stimulisana sinteza benzil-estara (39, 40, 41 i 42) uspeSno je izvedena 1 sa

cikloheksilkarboksilnom i dekanskom kiselinom kao i sa prirodnom sme§om naftenskih kiselina Velebit

(25) i komercijalnim naftenskim kiselinama Aldrich (26), (Shema 3.18.).

2, O):)@ O
gOH b /\/40\/\/\/”\0/\©

41 RcooH=25)
42 (RcOOH-26)

Shema 3.18. MW, 270 °C, 30 min (a) CcH,,COOH, 73 % (39); (b) n-CoH;sCOOH, 70 % (40); (c)
RCOOH (25/26), 83 % (41)/61 % (42).

Zahvaljuju¢i mogucénosti zagrevanja benzil-alkohola do temperatura koje su znatno iznad temperature
kljucanja alkohola pri atmosferskom pritisku (tx = 205 °C) sintetizovani su estri naftenskih kiselina u
visokom prinosu. S obzirom na to da prirodne i komercijalne naftenske kiseline predstavljaju
kompleksnu smesu karboksilnih kiselina dobijeni su i neSto manji prinosi estara u odnosu na reakcije
esterifikacije individualnih naftenskih kiselina. Vazno je naglasiti da su reakcije esterifikacije izvedene

u odsustvu katalizatora i organskih rastvaraca, $to je od posebnog znacaja sa aspekta zelene hemije.

U IR spektru jedinjenja 39 uo¢avaju se apsorpcione trake na 1732 cm™ (v C=0) i 1312-1166 cm™ (v, i
Veim C-O-C) koje su dokaz prisustva novositetizovane estarske funkcionalne grupe. U '"H NMR spektru
jedinjenja 39 prisutan je signal na dy 5.14 ppm koji poti¢e od vodonika CH,-grupe (OCH,) kao i signal

karakteristican za aromati¢ne vodonike na 6y 7.37 ppm (Ar-H) koji potvrduju prisustvo benzenovog
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prstena. U °C NMR spektru signal na 8¢ 65.67 ppm (OCH,) potvrduje prisustvo benzilnog C-atoma dok
je karbonilna funkcija asignirana na 175.60 ppm (C=0).

Struktura sintetizovanog estra 40 potvrdena je prisustvom traka na 1739 cm™ (v C=0) i 1300-1160 cm™
(Vas 1 Vsim C-O-C) u IR spektru, odnosno u '"H NMR spektru signalima na dy 5.15 ppm (OCH,), dy 7.38
ppm (Ar-H) i u C NMR spektru signalima na 8¢ 65.83 ppm (OCH,) i 8¢ 173.34 ppm (C=0).

IR spektar benzil-estara naftenskih kiselina Velebit (41) dokazuje prisustvo estarske grupe u molekulima
prisustvom trake na 1738 cm™ koja poti¢e od valencionih vibracija C=0 grupe (v C=0) i trake na 1258-
1159 cm’! (Vas 1 Vgim C-O-C). Prisustvo estarske funkcije u '"H NMR spektru sintetizovanih benzil-
naftenata potvrduje signal na 6y 5.15 ppm (OCH,) a aromati¢ni protoni daju signal na dy 7.38 ppm (Ar-
H). U C NMR spektru prisustvo estarske funkcije dokazuju signali na 8¢ 173.05-173.53 ppm (C=0 ) i
na dc 65.94 ppm (OCH,). Signali na 128.05-128.43 dokazuju prisustvo ugljenikovih atoma aromati¢nog
prstena (Ar-C).

U IR spektru sintetizovanih benzil-estara naftnih kiselina Aldrich 42 uotava se jaka traka na 1733 cm’
koja potice od valencionih vibracija C=0 grupe (v C=0). Simetri¢ne i asimetri¢ne valencione vibracije
(v C-O-C) nastalih benzil-estara apsorbuju u oblasti 1379-1158 cm™. Prisustvo estarske funkcije u 'H
NMR spektru sintetizovanih benzil-naftenoata potvrduje signal na dy 5.14 ppm (OCH,) a aromati¢ni
protoni daju signal na &y 7.37 ppm (Ar-H). U C NMR spektru prisustvo estarske funkcije dokazuju
signali na d¢ 173.10-177.77 ppm (C=0 ) i na dc 65.78-65.97 ppm (OCH,). Signali na 127.55-135.95

dokazuju prisustvo ugljenikovih atoma aromati¢nog prstena (Ar-C).

Reakcije aminolize benzil-benzoata izvedene su sa anilinom, odnosno cikloheksilaminom pri molskom
odnosu estar : amin = 1 : 1.5, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora na temperaturi od 300 °C u

toku 10 minuta (Shema 3.19.).

. e
o0 1. ©ANHQ

Shema 3.19. MW, 300 °C, 10 min. (a) C¢HsNH,, 72 %; (b) CcH;1NH,, 92 %.

Aromatic¢ni amini, kao S$to je anilin, generalno su znatno slabije baze u odnosu na alifaticne amine usled

elektron-privlaénog efekta fenil grupe (pK,(anilin) = 4.6; pK,(cikloheksilamin) = 10.7). U skladu s tim,
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pomenuti amini pokazali su razli¢itu reaktivnost u uslovima mikrotalasno-stimulisanih reakcija
aminolize. Pored toga, visoka vrednost temperature kljucanja benzil-benzoata (> 300 °C) i maksimalna
operativna vrednost temperature reaktora (300 °C) onemogucéavaju intenzivnije zagrevanje reakcione
smesSe pa su zato dobijene pribliZzno iste vrednosti prinosa jedinjenja 17 i 23 u odnosu na reakcije

amidacije individualnih naftenskih kiselina.

Prethodno utvrdeni reakcioni uslovi primenjeni su na reakciju aminolize aktivnih estara komercijalnih

Aldrich (26) naftenskih kiselina sa N-cikloheksilaminom (Shema 3.20.).

Rj\O/\O —- Rj\NHO

26 32
Shema 3.20. (a) CsH;1NH,, MW, 300 °C, 10 min., 20 %.

Mikrotalasnom sintezom amida aminolizom estara u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, u
odsustvu rastvaraca i katalizatora, dobijeni su N-cikloheksilamidi naftenskih kiselina Aldrich (32) u

nesto niZem prinosu.

3.4.6. Sinteza holin-estara naftenskih kiselina Aldrich

odnosu na same naftenske kiseline. S obzirom na to da je voda standardni medijum za bioloska
ispitivanja, njihovo prevodenje u polarna jedinjenja kao $to su kvaternerne amonijumove soli je od
velikog znacaja za dalja bioloSka istraZivanja naftenskih kiselina.

Na osnovu prethodnog, u narednoj fazi naSih istraZivanja izvrSena je sinteza holin-estara naftenskih
kiselina Aldrich (26). Kao polazno jedinjenje upotrebljen je komercijalno dostupan holin-
dihidrogencitrat koji je prvo preveden u holin-hlorid (43), ¢ija je -OH grupa prevedena u estarsku

reakcijom sa —COOH grupama naftenskih kiselina Aldrich (Shema 3.21.).
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Shema 3.21. (a) cc HCI, H,O, MW, 100 °C, 1 h, 88 %; (b) H", MW, 160 °C, 1 h, 30 %.

Mikrotalasnim ozra¢ivanjem naftenskih kiselina Aldrich i holin-hlorida u prisustvu kataliticke kolicine
kiseline na temperaturi od 160 °C, u toku jednog Casa, sintetizovani su holin estri naftenskih kiselina
(44). Od znacaja je ista¢i da pregledom postojece literature ne postoje podaci o sintezi holin estara

naftenskih kiselina.

Strukture jedinjenja 43 dokazane su signalima u '"H NMR spektru na 3y 3.32 (CHs), 3.64 (NCH,) i 4.14
(CH,0OH), odnosno signalima u 3C NMR spektru na d¢ 56.95, 57.01, 57.08 ppm (CHs;), oc 58.67 ppm
(CH,OH) i 8¢ 70.42 ppm (NCH,). Struktura holin-estara (44) potvdena je signalima u '"H NMR spektru
na oy 0.68-1.84 ppm (CH, CH,, CHs;), oy 2.43 ppm(CH,0), 8y 3.40 ppm (CHj3) i 84 4.06 ppm (CH,N),
odnosno signalima u BC NMR spektru na d¢ 13.90-44.07 ppm (CH, CH, CHj;), 6c 45.28, 46.49, 49.55
ppm (CHs;), 8¢ 57.24 ppm (CH,OH), 8¢ 61.46 ppm (NCH,) i ¢ 172.19-175.66 ppm (C=0).
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3.4.7. Sinteza i derivatizacija 5B-holanske kiseline

Zuéne kiseline predstavljaju najverovatnije prekursore policikli¢nih karboksilnih kiselina u nafti'”. Kao
prirodni molekuli sa hidroksilnim funkcionalnim grupama koje se tokom procesa geohemijskih
transformacija bioloskog materijala gube daju tetracikli¢nu karboksilnu kiselinu, odnosno 5p-holansku
kiselinu. U cilju efikasne sinteze 5B-holanske kiseline, kao model supstance pri identifikaciji prirodnih
policikli¢nih naftenskih kiselina prisutnih u nafti, izvrSena je mikrotalasno-stimulisana Wolff-Kishner-

ova redukcija keto derivata Zu¢nih kiselina.

U planiranim fazama sinteze holanske kiseline ispitan je uticaj mikrotalasa i na reakcije selektivne i
potpune oksidacije zucnih kiselina do odgovaraju¢ih keto derivata. S obzirom na to da zaStita
hidroksilnih grupa Zu¢nih kiselina predstavlja fundamentalni korak u sintezi razlicitih derivata Zu¢nih

kiselina**

na$ prvi zadatak je bio modifikacija reakcija formilovanja i acetilovanja. Mikrotalasno-
stimulisanim formilovanjem 3a,12a-dihidroksi-5B-holanske kiseline dobijena je 3a,12a-diformiloksi-
5B-holanska kiselina (45) u visokom prinosu i visokog stepena Cisto¢e nakon 30 minuta mikrotalasnog
ozrativanja ¢ime je vreme trajanja reakcije u odnosnu na konvencionalne uslove skraceno za 1 h*****,
Od znacaja je napomenuti da je sinteza uspeSno ostvarena u odsustvu perhlorne kiseline kao
katalizatora'”' (Shema 3.22.).

Struktura sintetizovanog jedinjenja 45 potvrdena je signalima u 'H NMR spektru na & 8.04 ppm (CHO-
3) i 8y 8.14 ppm (CHO-12), odnosno signalima na 6¢ 160.56 ppm (CHO-3) i 6¢ 160.69 ppm (CHO-12)

u *C NMR spektru.

Shema 3.22. (a) HCOOH, (CH;CO),0, MW, 55 °C, 30 min, 98 %; (b) 0.2 N NaOH, (CH;),CO, MW, 60
°C, 5 min, 95 %.

U drugoj fazi ovog sintetskog puta, mikrotalasno-stimulisanim selektivnim deformilovanjem jedinjenja
45 dobijena je 120-formiloksi-3a-hidroksi-5B-holanska kiselina (46). U odnosu na klasican tok reakcije

(1.5 h)**** reakciono vreme je skrateno na svega 5 minuta, odnosno 18 puta.
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Da je dobijen monoformilovani derivat deoksiholne kiseline (46) potvrdeno je pomeranjem signala u 'H
NMR spektru vodonika na C-3 ugljeniku na ppm vrednost koja je manja za pribliZzno 1.2 ppm jedinica
(0n 3.59 ppm) zbog toga Sto C-3 OH grupa nije viSe formilovana kao i prisustvom signala na oy 8.12
ppm (CHO-12).

U narednoj fazi ove sinteze izvrSena je selektivna oksidacija -OH grupe sa N-bromsukcinimidom u #-

butanolu kao rastvaracu, na temperaturi od 80 °C (a, Shema 3.23.).

Shema 3.23. (a) NBS, +-BuOH/H,0, MW, 80 °C, 1 min, 92 %; (b) 0.2 N NaOH, MW, 60 °C, 2 min, 74
%.

Zahvaljujuéi primeni mikrotalasnog zracenja i u ovoj fazi je postignuto uspeS$no skracenje vremena
neophodnog za oksidaciju hidroksilne grupe sa 51 h*** na svega 1 minut, odnosno ubrzanje je 3060 puta.
Da je doslo do oksidacije jedinjenja 46 ukazuje odsustvo signala C-3 vodonika u 'H NMR spektru
jedinjenja 47 koje je deformilovano do jedinjenja 48 (b, Shema 3.23.).

Naposletku, ispitan je uticaj mikrotalasnog zracenja na reakciju potpune oksidacije deoksiholne kiseline
pri ¢emu je dobijen diketo derivat 49 u visokom prinosu nakon 1 minuta mikrotalasnog ozracivanja
(Shema 3.24.).

HO"

Shema 3.24. (a) NBS, ~-BuOH/H,O, MW, 80°C, 1 min, 88 %.

Struktura sintetizovanog jedinjenja 49 potvdena je odsustvom signala C-3 i C-12 vodonikovih atoma u
'H NMR spektru, odnosno prisustvom signala na 8¢ 212.34 ppm (C5=0) i 8¢ 214.28 ppm (C,=0) u "°C
NMR spektru.
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U narednoj fazi ispitivan je uticaj mikrotalasa na reakcije acetilovanja, odnosno selektivnog
deacetilovanja i oksidacije henodeoksiholne kiseline. Kao polazno jedinjenje uzet je metil 3a,7a-
dihidroksi-5B-holanoat (50) koji je prvo preveden u metil 3a,7a-diacetoksi-5B-holanoat (51), (b, Shema
3.25).

50

Shema 3.25. (a) aps. MeOH, cc H,SO4, MW, 140°C, 30 min., 51 %; (b) (AcO),0, Py, MW, 120 °C, 2
min, 96 %.

Potpuno acetilovanje postignuto je nakon 2 minuta mikrotalasnog ozracivanja §to u poredenju sa
konvencionalnom reakcijom, koja je trajala 4 sata i zahtevala prisustvo Kkatalizatora 4-
dimetilaminopiridina (DMAP)**°, predstavlja ubrzanje reakcije acetilovanja za 120 puta. U protonskom
spektru jedinjenja 51 prisustvo signala protona na C-3 i C-7 (64 4,60 ppm i dy 4,87 ppm) kao i signala
metil estra na 6y 3,66 ppm dokazuju strukturu sintetizovanog jedinjenja.

Reakcijom selektivnog deacetilovanja OH grupe u poloZaju C-3 dobijen je molekul 52 u visokom

prinosu i visokog stepena Cistoce (a, Shema 3.26.).

Shema 3.26. (a) MeOH, p-TSA, MW, 100 °C, 20 min, 92 %; (b) NBS, +-BuOH / H,0, MW, 80 °C, 1
min, 87 %.

'H NMR spektar jedinjenja 52 pokazuje da se signal vodonika na C-3 ugljeniku pomerio na ppm
vrednost koja je manja za priblizno 1.1 ppm jedinica (3.50 ppm) zbog toga §to C-3 OH grupa nije viSe

acetilovana.
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Selektivno deacetilovan proizvod 52 uspeSno je preveden u 3-keto derivat (53) oksidacijom sa N-
bromsukcinimidom (NBS) u #-butanolu. Da je dosSlo do oksidacije jedinjenja 52 ukazuje odsustvo

signala C-3 vodonika u "H NMR spektru jedinjenja 53.

Dobijeni rezultati pokazuju da je modifikovanim mikrotalasno-stimulisanim sintezama u zatvorenom
sistemu mikrotalasnog reaktora postignuto poboljSanje efikasnosti hemijskih transformacija u odnosu na
konvencionalne metode zagrevanja i zagrevanja u kuénim mikrotalasnim peénicama®’.

Pomenuto poboljSanje efikasnosti se ogleda u znatno ve¢em prinosu krajnjeg proizvoda uz mali utroSak

reagenasa i bez dugotrajnih postupaka preciS¢avanja izmedu reakcionih koraka.

Sa aspekta zelene hemije 1 zaStite Zivotne sredine, tradicionalne metode oksidacije Zu¢nih kiselina se
smatraju nepogodnim s obzirom na to da vecinu prati gradenje nusproizvoda koji dovode do ozbiljnog
zagadenja Zivotne sredine. Posledi¢no, visok stepen interesovanja fokusiran na pronalaZenje netoksi¢nih
oksidacionih agenasa usmerio je naSa istrazivanja na primenu oksona (Oxone) u reakcijama oksidacije -
OH grupa Zu¢nih kiselina, u vodi kao rastvaracu.

Okson (Oxone) jeste trostruka so, formule 2KHSOs-KHSO,-K,SO4, u kojoj je aktivni oksidacioni agens
kalijum-peroksimonosulfat (KHSOs). Kao veoma pristupacan reagens naiSao je na Siroku primenu za
oksidaciju sulfida do sulfona, oksidaciju aldehida do kiselina, epoksidaciju alkena i dr******. Nizak
stepen toksi¢nosti i nastajanja nusproizvoda ¢ini ga veoma pogodnim i za rad u studentskim

. 3 3
laboratorijama™****,

Wu i saradnici® su otkrili da se u vodenoj sredini okson zajedno sa Lewis-ovom kiselinom (AICls)
pokazao kao veoma efikasno, blago oksidaciono sredstvo u reakcijama oksidacije razlic¢itih alkohola.
Medutim pomenute sinteze karakteriSe viSeCasovno meSanje reakcione smeSe na sobnoj temperaturi.
Pregledom literature nije pronaden ni jedan rad o primeni oksona u reakcijama oksidacije hidroksilnih

grupa Zucnih kiselina, §to ovu reakciju u mikrotalasnim uslovima €ini originalnom.

Mogucnost oksidacije Zucnih kiselina sa Oxone/AlCl; sistemom (Shema 3.27.) je ispitana na primeru
deoksiholne kiseline (DCA) u destilovanoj vodi kao rastvaracu. Prac¢enjem reakcije TLC-om utvrdeno je
da je reakcija zavrSena nakon 12 minuta mikrotalasnog ozracivanja pri temperaturi od 50°C (> 70 °C-
degradacija oksona). Poredenjem sa reakcijom na sobnoj temperaturi postignuto je znacajno skracenje
vremena trajanja sinteze. U vodi kao rastvaracu, Oxone/AlCl; sistem pokazao se kao efikasan u
reakcijama oksidacije i drugih Zu¢nih kiselina (CDCA-henodeoksiholna kiselina, CA-holna kiselina,

LCA-litoholna kiselina) §to je od posebnog znacaja sa aspekta zelene hemije (Tabela 3.8.).
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Shema 3.27. (a) Oxone/AlCl;, H,O, MW.

Tabela 3.8. Mikrotalasno-stimulisana oksidacija Zu€nih kiselina sa Oxone/AlCl; sistemom.

Zuéna kiselina T [°C] Vreme [min] Proizvod Prinos [%]

DCA R, R;= OH st 180 49 R,R;=0 90

R,=H 50 12 R,=H 81

CDCA R;,R,=0H 50 10 54 R;,R=0 83
R’=H R;=H

CA R,R,,R;=0H 50 30 55 R,R,,R=0 47

LCA R,=0OH 50 6 56 R;=0 90

RZ, R3= H Rz,R3= H

Jednostavna obrada reakcione smese, kao i odsustvo toksi¢nih nusproizvoda oksidacionog sistema ¢ine
ga izuzetno pogodnim, posebno u kombinaciji sa mikrotalasnom tehnologijom.

Da je doglo do oksidacije Zu¢nih kiselina ukazuje odsustvo signala C-3 i C-12 vodonika u 'H NMR
spektru jedinjenja 49, odnosno C-3 i C-7 vodonika jedinjenja 54, C-13, C-7 i C-12 vodonika jedinjenja
55 i C-3 vodonika u "H NMR spektru jedinjenja 56.

U cilju dobijanja 5B-holanske kiseline (57) izvrSena je modifikacija Wolff-Kishner-ove metode
redukcije prethodno sintetizovanih keto derivata Zu€nih kiselina (Shema 3.28.). Reakcije su izvodene u

zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, pri visokim vrednostima temperature i pritiska.
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Shema 3.28. (a) NH,NH,, HOCH,CH,0OH, KOH, MW, 240 °C, 15 min.

U odnosu na klasi¢an postupak reakcije redukcije™® reakciono vreme je skraceno za vise od Cetrnaest
sati. Saglasno sa rezultatima dobijenim ispitivanjem stepena degradacije Pyrex reakcionih sudova u
prisustvu jake baze, po zavrSetku Wolff-Kishner-ove redukcije uo€eno je da je doSlo do degradacije

stakla Sto je i potvrdeno gubitkom mase reakcionog suda (Am = 0.0812 g).

Identifikacija reakcionog proizvoda 57 radena je '*C NMR-spektroskopijom i IR spektroskopijom. U IR
spektru 5p-holanske kiseline na 3600-3300 cm™ se javlja traka koja poti¢e od simetri¢nih i asimetri¢nih
valencionih vibracija slobodne OH grupe karboksilne funkcije, na 1707 cm™ se javlja samo jedan signal
koji odgovara vibracijama karbonilne grupe iz karboksilne funkcije. U >C NMR spektru prisutni su

signali na 6. 12.05 ppm (C-18), d. 18.23 pm (C-19) i 8. 197.10 ppm (C-24).

Sintetizovana 5B-holanska kiselina, kao predstavnik policikli¢nih naftenskih kiselina, derivatizovana je
amidacijom sa anilinom i morfolinom, pri ¢emu je dobijen sekundarni (58) i tercijarni amid (59)
tetracikli¢ne naftenske kiseline. Reakcije su izvodene u mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 200

°C u toku 1 Casa (Shema 3.29.).
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Shema 3.29. MW, 200 °C, 1 h (a) CcHsNH,, 69 %; (b) O(CH,CH,),NH, 78 %.

Usled sternih smetnji, tetraciklicnu individualnu naftensku kiselinu karakteriSe sporije gradenje
amonijum soli. Shodno tome, dolazi i do sporije interakcije reakcione smeSe sa mikrotalasnim
zracenjem S$to je manifestovano niZim vrednostima temperature reakcione smeSe i zahtevalo duze

zagrevanje.

Keto derivati Zu¢nih kiselina pokazali su se i kao veoma znac¢ajni intermedijeri u reakcijama reduktivne

aminacije u cilju dobijanja amina tetracikli¢nih naftenskih kiselina (Shema 3.30.).

Shema 3.30. (a) C¢HsNH,, NaBH(OAc);, AcOH, MW, 140 °C, 5 min., 58 %.

Mikrotalasnim ozracivanjem smeSe 3-okso-5B-holanske kiseline (56) i anilina u dihloretanu (DCE) sa
natrijum-triacetoksiborhidridom i glacijalnom siréetnom kiselinom dobijena je 3B-fenilamino-5p-
holanska kiselina (60) u prinosu od 58 %. Da je dobijen 3B3-amin potvrdeno je prisustvom signala na
3.76 ppm u 'H NMR spektru koji poti¢e od vodonika na C-3. Na datom signalu ne uodavaju se

konstante sprezanja Sto ukazuje na to da je pomenuti vodonik u ekvatorijalnom poloZaju.

U narednoj fazi naSih radova izvrSena je derivatizacija i deoksiholne kiseline pri ¢emu su dobijeni

sekundarni amidi Zu¢ne kiseline (Shema 3.31.).
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Shema 3.31. (a) aps. MeOH, cc H,SO4, MW, 140 °C, 30 sekundi, 85 %; MW, 200 °C, 90 min (b)
C6H5NH2, 35 %, (C) n—C3H7NH2, 54 %.

Aminoliza metil-estra deoksiholne kiseline (61) izvedena je u odsustvu rastvaraca i katalizatora, u

zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, pri temperaturi od 200 °C.

Struktura anilida tetraciklicne kiseline 62 potvrdena je signalima na dJy 7.00-7.60 ppm (Ar-H) i
signalom na 8y 6.90 ppm (NH) u 'H NMR spektru, odnosno u C NMR spektru signalima na 8¢
113.94-138.10 ppm (C-Ar) i 8¢ 171.90 ppm (C=0). U 'H NMR spektru jedinjenja 63 prisutni su signali
na 8y 3.18 ppm (CH,N) i signal na 8y 5.71 ppm (NH), odnosno u "*C NMR spektru signal na 8¢ 173,63
ppm (C=0).
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3.5. Bioloska aktivnost naftenskih kiselina i njihovih derivata

Bioloska aktivnost naftnih kiselina naftenskog tipa odavno je poznata u literaturi"'. Tako je utvrdeno da

vodeni rastvori kalijumovih soli naftenskih kiselina u odredenim koncentracijama uticu na mnogobrojne

181-188 189,190

metabolicke procese kod biljaka a da pored toga pokazuju i antibakterijsku aktivnost
Medutim, bioloska aktivnost derivata naftenskih kiselina je veoma slabo obradena u literaturi. Do sada
je uglavnom ispitivana bioloska aktivnost metil-estara>"** koji su se pokazali kao supstance sa

potencijalnom bioloSkom aktivnoSc¢u.

Na osnovu prethodnog, u ovom radu detaljno je ispitana bioloSka aktivnost slobodnih naftenskih
kiselina izolovanih iz atmosferskog gasnog ulja nafte Velebit, komercijalnih Aldrich naftenskih kiselina,
kao i njihovih finalnih derivata (amida, estara i holin-estara) i model smeSe formirane od sintetizovanih
derivata individualnih kiselina. Od bioloSke aktivnosti ispitivana je auksinska aktivnost, efekat na

oZiljavanje reznica biljka, uticaj na razmnoZavanje mikroorganizama i antiproliferativna aktivnost.

3.5.1. Auksinska aktivnost naftenskih kiselina i njihovih derivata

Ispitana je auksinska aktivnost naftenskih kiselina izolovanih iz atmosferskog gasnog ulja nafte Velebit i
komercijalnih Aldrich naftenskih kiselina, kao i sintetizovanih sekundarnih 1 tercijarnih amida
naftenskih kiselina. U tu svrhu je raden in vitro bioloski test inhibicije klijanja semenom bele slaCice
(Sinapis alba).

U prvoj fazi nasih radova ispitana je auksinska aktivnost naftenskih kiselina Velebit (25) i odgovaraju¢ih
derivata, odnosno N-fenil- (27), N-benzil- (28), N-cikloheksilamida (29) kao 1 amida morfolina (36),
(Slika 3.18.).
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Slika 3.18. Poredenje stepena inhibicije klijanja semena slaCice naftenskih kiselina Velebit (25) i amida

naftenskih kiselina (27, 28, 29, 36) sa 3-indolsiréetnom kiselinom (IAA).

Na osnovu inhibicije klijanja (veca inhibicija klijanja — veca auksinska aktivnost) semena slacice, nakon
tretiranja odgovaraju¢im rastvorima kiseline ili derivata (Slika 3.18.), jasno je da naftenske kiseline
Velebit (25) pokazuju niZzu auksinsku aktivnost u poredenju sa 3-indolsir¢etnom kiselinom (IAA).
Poredenjem stepena inhibicije klijanja sintetizovanih amida naftenskih kiselina Velebit (27, 28, 29, 36),
oCigledno je da amidi naftenskih kiselina ispoljavaju daleko niZzu auksinsku aktivnost pri nizim
koncentracijama (10 i 107 M) u poredenju sa IAA.

Kod naftenskih kiselina Velebit, hemijska transformacija karboksilne funkcionalne grupe u amidnu
izgleda da nema uticaj na auksinsku aktivnost osim kod N-fenil- (27) i N-benzilamida (28) naftenskih
kiselina Velebit koji su pokazali vecu auksinsku aktivnost jedino pri najveéoj ispitivanoj koncentraciji

(10° M).

Ispitivanjem auksinske aktivnosti komercijalnih naftenskih kiselina Aldrich (26) kao i njihovih
odgovaraju¢ih derivata, odnosno N-fenil- (30), N-benzil- (31), N-cikloheksilamida (32) kao i amida
morfolina (37), dobijeni su sledeci rezultati (Slika 3.19.):
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Slika 3.19. Poredenje stepena inhibicije klijanja semena slacice naftenskih kiselina Aldrich (26) i amida

naftenskih kiselina (30, 31, 32, 37) sa 3-indolsir¢etnom kiselinom (IAA).

Na osnovu rezultata prikazanih na prethodnoj slici jasno je da komercijalne naftenske kiseline Aldrich
(26) ispoljavaju niZu auksinsku aktivnost u odnosu na IAA. Kod sintetizovanih derivata naftenskih
kiselina Aldrich (30, 31, 32, 37) uocava se niZa auksinska aktivnost za sve sintetizovane amide, pri svim

ispitivanim koncentracijama u poredenju sa 3-indolsir¢etnom kiselinom.

S obzirom na to da Velebit naftenske kiseline (25) predstavljaju kompleksnu smeSu prirodnih
karboksilnih kiselina™’, ispitana je auksinska aktivnost pet strukturno razli¢itih individualnih
karboksilnih kiselina, odnosno anilida aromati¢ne (17), acikli¢ne (19), monocikli¢ne (18), tricikli¢ne
(20) i tetracikli¢ne (58) individualne naftenske kiseline. Pored toga, ispitan je stepen inhibicije klijanja
semena slacice model smeSe MS1 (smeSe slobodnih, individualnih karboksilnih kiselina) i MS2 (smeSe

anilida individualnih karboksilnih kiselina), (Slika 3.20.).
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Slika 3.20. Poredenje stepena inhibicije klijanja semena slacice anilida naftenskih kiselina Velebit (27),

anilida individualnih kiselina (17, 18, 19, 20 i 58), model smese individualnih (MS1) i derivatizovanih
naftenskih kiselina (MS2).

Poredenjem stepena inhibicije klijanja anilida aromati¢ne (17), aciklicne (19), monociklicne (18),
tricikli¢ne (20) i tetraciklicne (58) individualne naftenske kiseline jasno je da njihova struktura nema
posebnog uticaja na auksinsku aktivnost. Vece koncentracije sintetizovanih anilida individualnih
naftenskih kiselina (17, 18, 19, 20 i 58) delovale su veoma inhibitorno u odnosu na IAA, a $to je uoc¢eno
i nakon tretiranja semena slacice model smeSom slobodnih, individualnih karboksilnih kiselina (MS1) i

model smeSom anilida individualnih karboksilnih kiselina (MS2).

96



Bojana Vasiljevié Doktorska disertacija

3.5.2. Oziljavanje reznica biljaka

Vegetativno razmnoZavanje biljaka je od velikog znacCaja za poljoprivrednu proizvodnju. Za pojedine
sinteticke supstance pokazano je da pospesuju oziljavanje biljaka iako ne spadaju u klasu do sada
poznatih biljnih hormona rasta. Tako su se soli naftenskih kiselina pokazale kao stimulatori formiranja
adventivnih korenova biljaka, pri ¢emu je najveci efekat ostvaren pri nizim koncentracijama natrijum-
naftenata™’.

U ovom delu rada ispitan je uticaj naftenskih kiselina Velebit (25), kao i njihovih sintetizovanih
derivata, odnosno amida (27, 29, 36) i benzil-estara (41) naftenskih kiselina na oZiljavanje reznica

suncokreta (Slika 3.21.).
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Slika 3.21. Uticaj razlicitih koncentracija naftenskih kiselina Velebit (25) i odgovarajucih derivata

naftenskih kiselina (27, 29, 36 i 41) na oZiljavanje reznica suncokreta.

Na osnovu rezultata prikazanih na prethodnoj slici moZe se uociti da rastvori naftenskih kiselina Velebit
(25) stimulisu formiranje adventivnih korenova. Broj korenova po biljci je dva puta veci kod biljaka
koje su bile potopljene u rastvor naftenskih kiselina u odnosu na one koje su bile potopljene u vodu.
Poredenjem sa rezultatima dobijenim tretiranjem reznica suncokreta sa sintetizovanim benzil-estrima
naftenskih kiselina Velebit (41), kao i sekundarnim (29 i 27) ili tercijarnim amidima (36) uocava se

nesto veci broj korenova po biljci pri nizoj koncentraciji. Od znacaja je napomenuti, da je najveci broj
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adventivnih korenova po biljci zabeleZen kod amida morfolina naftenskih kiselina Velebit (36), pri obe
ispitivane koncentracije.

Komercijalne naftenske kiseline Aldrich (26) takode su se pokazale kao stimulatori formiranja
adventivnih korenova suncokreta, odnosno broj korenova po biljci je dva puta veéi kod biljaka koje su
bile potopljene u rastvor naftenskih kiselina u odnosu na one koje su bile potopljene u vodu (Slika

3.22.).
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Slika 3.22. Uticaj razlicitih koncentracija naftenskih kiselina Aldrich (26) i odgovarajucih derivata

naftenskih kiselina (30, 32 i 44) na oziljavanje reznica suncokreta.

Efekat na oziljavanje reznica suncokreta ispitan je i na primeru odabranih derivata naftenskih kiselina
Aldrich. Za mlade biljke suncokreta, potopljene u rastvor N-fenil- (30) i N-cikloheksilamida (32)
naftenskih kiselina Aldrich, uocen je nesto veci broj korenova po biljci, posebno pri nizoj koncentraciji
(107 M). Vazno je ista¢i da je najveéi broj adventivnih korenova zabeleZen u slu¢aju holin-estara

naftenskih kiselina Aldrich (44).

Prirodne naftenske kiseline Velebit (25) ¢ine kompleksnu smeSu strukturno razli¢itih karboksilnih
kiselina®®, u skladu sa navedenim ispitan je efekat na oZiljavanje reznica suncokreta pet strukturno
razli¢itih individualnih karboksilnih kiselina. Istrazivanja su izvedena na anilidima aromati¢ne (17),

acikli¢ne (19), monocikli¢ne (18), tricikli¢ne (20) i tetracikli¢ne (58) individualne naftenske kiseline. U
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okviru ovog dela rada izvrSeno je i poredenje efekta oZiljavanja reznica suncokreta sa model smeSom
MS1 (smeSa slobodnih, individualnih karboksilnih kiselina) i MS2 (smeSa anilida individualnih

karboksilnih kiselina), (Slika 3.23.).
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Slika 3.23. Efikasnost oziljavanja reznica suncokreta anilida prirodnih Velebit (27), individualnih (17,
18, 19, 20 i 58), model smese individualnih (MS1) i derivatizovanih naftenskih kiselina (MS2).

Sintetizovani anilidi individualnih naftenskih kiselina pokazali su se kao stimulatori formiranja
adventivnih korenova suncokreta, pri ¢emu je najvisi stimulatorni efekat zableZen nakon tretiranja
reznica suncokreta anilidima benzoeve (17), adamantanske (20) i holanske kiseline (58). Broj korenova
po biljci je i do sedam puta veéi kod biljaka koje su bile potopljene u rastvor jedinjenja 17, 20 i 58 u
odnosu na biljke koje su bile potopljene u vodu.

Poredenjem efikasnosti oZiljavanja reznica suncokreta model smeSe MS1 i MS2 ocigledno je da se
hemijskom transformacijom karboksilne funksionalne grupe u amidnu dolazi do povecanja
stimulativnog efekta naftenskih kiselina na oziljavanje biljaka, kao i to da istom posebno doprinose

policikli¢ne karboksilne kiseline.
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3.5.3. Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti

Medu osnovnim ciljevima organskih sintetiCara jeste iznalaZenje novih, efikasnijih antitumorskih
agenasa koji bi u niskim koncentracijama snaZno inhibirali rast neoplasti¢nih celija. Efikasnost
inhibicije proliferacije tumorskih ¢elija odredenih jedinjenja kvantitativno se izraZava u procentima ili
kao ICsy vrednost, odnosno kao koncentracija ispitivanog jedinjenja pri kojoj se broj tretiranih celija
smanjuje za 50 % u odnosu na kontrolu. Prema opS$te prihvacenim kriterijumima, neko jedinjenje
pokazuje zadovoljavajucu antriproliferativnu aktivnost ukoliko je njegova ICs, vrednost niZa od 20 uM.
U slucaju ICs, vrednosti u intervalu 20-100 uM jedinjenje pokazuje umerenu, odnosno slabu aktivnost,

dok se jedinjenja cija vrednost ICs, prelazi 100 uM smatraju neaktivnim.

U ovom radu ispitan je uticaj smese prirodnih natenskih kiselina Velebit (25) i komercijalnih naftenskih
kiselina Aldrich (26), kao i njihovih odabranih sintetizovanih derivata (27, 30, 41, 42), na proliferaciju
pet humanih malignih ¢elija, odnosno na karcinom dojke MCF-7 (estrogen receptor pozitivan, ER+),
karcinom dojke MDA-MB-231 (estrogen receptor negativan, ER-), karcinom kolona HT-29, fibroblasti
plu¢a MRC-5 i karcinoma plu¢a A549 (Tabela 3.9.).

In vitro citotoksi¢nost je odredena kolorimetrijskim MTT testom>*. Princip ove metode se zasniva na
redukciji tetrazolijumove soli [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromide, (MTT)] u
plavo obojeni proizvod formazan, u prisustvu mitohondrijalnog enzima sukcinat-dehidrogenaze.
Koli¢ina nagradenog formazana direktno je proporcionalna broju Zivih ¢elija (vijabilne).

Celije su sakupljene u logaritamskoj fazi rasta, istaloZene centrifugiranjem i izbrojane u 0.1 % tripan
plavom. Vijabilne ¢elije su posejane u kvadriplikatu u mikrotitar ploce sa 96 otvora, tako da je u 90 uL
medijuma 5 x 10° ¢elija. Plo¢e sa zasejanim ¢elijama ostavljene su u termostat na 37 °C, sa 5 % CO,
naredna 24 h. Po isteku inkubacije, u sve otvore osim kontrolnih (¢elije u medijumu), dodato je po 10
UL ispitivane supstance odgovaraju¢e koncentracije (0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM) i inkubacija je
nastavljena pod istim uslovima u toku 48 h. Rastvor MTT, pripremljen neposredno pre dodavanja, dodat
je u sve otvore na plo¢i u zapremini od 10 pL/otvoru i inkubacija je nastavljena naredna 3 h.
Apsorbancija je ocitavana odmah po isteku inkubacije na citau za mikrotitar plo¢e (Multiscan,
MCC/340) na talasnoj duZini od 492 nm i referentnoj od 690 nm. Otvori na plo¢i koji su sadrzavali
samo medijum i MTT, ali ne i ¢elije, sluZili su kao slepa proba (blank).

Citotoksicnost je izraZena procentom prema formuli: CI = (1-Ay/Ay) - 100, pri ¢emu je Ay apsorbancija

kontrolnih uzoraka, a A, apsorbancija uzoraka sa ispitivanom supstancijom.
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Tabela 3.9. In vitro antiproliferativna aktivnost naftenskih kiselina Velebit (25) i Aldrich (26), anilida

naftenskih kiselina (27, 30) i benzil-estara (41, 42) izraZena kao vrednost 1Cs,.

Jedinjenje ICso [uM]
MCF-7 MDA-MB-231 HT-29 A549 MRC-5
(6]
RJ\OH >100 >100 11.77 >100 >100
25
O
Aoy >100 2.14 239 1155 >100
26
(6]
A >100 >100 5100 >100  >100
27 (RCOOH-= 25)
o) @
A >100 60.28 5100 >100 >100
30 (RcOOH-=26)
(0]
R)I\O
/\© >100 >100 5100 >100  >100
41 (RcooH-=25)
O
R)]\O
T 10 100 2239 >100 >100
42 RcOOH-26)

vrednosti niZze od kontrole

Analizom rezultata prikazanih u prethodnoj Tabeli 3.9. uocena je jaka inhibicija rasta Celijskih linija
MDA-MB-231 (ICs 2.14 uM), HT-29 (ICsy 2.39 uM) 1 A549 (ICs, 11.55 pM) komercijalnih naftenskih
kiselina Aldrich (26). 1z Tabele 3.9. se vidi da su naftenske kiseline Velebit (25) ispoljile jaku
antiproliferativnu aktivnost prema samo jednoj celijskoj liniji, HT-29 (ICsy 11.77 uM). Ispitivanjem
efikasnosti inhibicije proliferacije tumorskih celija odredenih derivata naftenskih kiselina slabu
citotoksi¢nu aktivnost pokazalo je jedinjenje 30 prema celijskoj liniji MDA-MB-231 (ICsy 60.28 pM) i
jedinjenje 42 prema Celijskoj liniji HT-29 (ICsy 22.39 uM). Jedinjenje 27 i 41 nisu pokazali

antiproliferativnu aktivnost prema testiranim tumorskim ¢elijskim linijama.

Na osnovu dobijenih rezultata jasno je da su komercijalne naftenske kiseline Aldrich (26) potentnije od
smese prirodnih naftenskih kiselina Velebit (25), pokazujuéi antiproliferativnu aktivnost prema tri od
ukupno cetiri Celijske linije. Derivati naftenskih kiselina Velebit (27, 41) nisu pokazali antiproliferativnu
aktivnost prema testiranim tumorskim celijskim linijama za razliku od anilida (30) i benzil-estara (42)

naftenskih kiselina Aldrich.
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3.5.4. Uticaj slobodnih i derivatizovanih naftenskih kiselina Velebit na brojnost ispitivanih

sojeva Pseudomonas sp

Patogeni mikroorganizmi koji napadaju biljke predstavljaju veliki i hroni¢an problem za proizvodnju
hrane i stabilnost ekosistema. Ekoloski prihvatljiv metod kontrole bolesti bilja u poljoprivredi obuhvata

primenu rizosfernih mikroorganizama*'

koji produkuju sekundarne antimikrobne metabolite, a medu
kojima su identifikovani razli¢iti antibiotici******. Pomenute rizobakterije koje pospesuju biljni rast
(PGPR- Plant Growth Promoting Rhizobacteria) Zive slobodno u zemlji$tu i pozitivno uti¢u na rast
biljaka kolonizirajuéi njihov koren*”. U PGPR pored Azotobacter- a i Azospirillum-a svrstavaju se i
Acetobacter, Azoarcus, te nekoliko vrsta Enterobacteriaceae (Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter,

Pseudomonas).

Usled izlivanje nafte tokom petrohemijskih procesa njene prerade naftenske kiseline, kao prirodni
konstituenti nafte, mogu se naci u prvim slojevima zemlje i na taj nain u direktnom kontaktu sa
korenom biljaka. Efekat naftenskih kiselina i njihovih derivata na rizobakterije, a time i na kolonizaciju
korena biljaka nije poznat te je stoga jedan od ciljeva ovog rada bio ispitivanje uticaja slobodnih i
derivatizovanih naftenskih kiselina Velebit na brojnost ispitivanih sojeva Pseudomonas sp.

Ispitivanje efekta naftenskih kiselina radeno je na Cetiri soja Pseudomonas sp., odnosno njihov rast, u
te¢noj kulturi. Sojevi Pseudomonas sp. (sa oznakama: PS4, P Violeta, PS2 i PS Dragana) deponovani su
u kolekciji kultura Odeljenja za mikrobiologiju Poljoprivrednog fakulteta iz Novog Sada. Sojevi su
umnozavani u te¢noj King B podlozi (tripton: 10 g; pepton: 10 g; MgSO4: 1.5 g; K,HPO4: 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 naftnih kiselina i njihovih derivata, kori¢ena je 24 h
kultura ispitivanih sojeva. Dodavano je 450 uL naftnih kiselina ili njihovih derivata za svaki bakterijski
soj. Kontrola je bila Cista bakterijska kultura bez dodataka. Nakon dodatka ispitivane supstance
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 a rezultati su prikazani
tabelarno (Tabela 3.10.).
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Tabela 3.10. Uticaj slobodnih (25) i derivatizovanih (27) naftenskih kiselina Velebit na brojnost
ispitivanih sojeva Pseudomonas sp. (x 10 CFU/mL).

Brojnost ispitivanih sojeva nakon 24 hi48 h

Tedinienie PS4 P Violeta PS2 PS Dragana
Jeny 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Kontrola 1.80 224 258 186 253 256 222 258
j’\ 10° 1,504 138 205 296 1.81 3.04 198 240
R OH
25 10° 028 147 2,16 272 187 280 186 296

10° 0,69 1,74 2,70 3,20 128 320 2016 2,56

O
RJ\NH

27 (RCOOH-=-25)
vrednosti viSe od kontrole

10° 1,08 1,92 2,556 2,80 1,68 320 1,57 226

Bakterijski sojevi P Violeta i PS2 su nakon 48 h imali bolji rast u odnosu na kontrolu, ukazuju¢i na
stimulativni efekat naftenskih kiselina i njihovih sintetizovanih anilida, pri obe ispitivane koncentracije.
Naftenske kiseline Velebit uticale su i na brojnost soja PS Dragana nakon duZeg perioda inkubacije, pri
niZoj ispitivanoj koncentraciji (10°M), dok prema soju PS4 nisu pokazale stimulativni efekat.

Na osnovu rezultata prikazanih u prethodnoj tabeli (Tabela 3.10.), odnosno brojnosti ispitivanih sojeva
Pseudomonas sp. (P Violeta i PS2) takode zakljuCujemo da je uticaj anilida naftenskih kiselina na
brojnost mikroorganizama veci u odnosu na smesu prirodnih naftenskih kiselina Velebit. To je pomerilo
naSa istraZivanja prema ispitivanju stimulativnog efekta drugih derivata naftenskih kiselina na brojnost

sojeva Pseudomonas sp. (Tabela 3.11.)
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Tabela 3.11. Uticaj derivata naftenskih kiselina na brojnost ispitivanih sojeva

Pseudomonas sp. (x 10* CFU/mL).

Brojnost ispitivanih sojeva nakon 24 hi148 h

Jedinjenje PS4 P Violeta PS2 PS Dragana

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

Kontrola 1,79 1,79 128 2,08 079 3,2 1,79 1,82

j’\ 10° 1,04 1,15 0,66 1,08 094 3,04 144 2,16

R N(}) 10° 0,10 1,63 1,10 1,50 1,0 2,88 1,33 2,08

36 mooor-2s) 107 042 1,54 1,03 1,6 086 256 1,10 1,89
-3

)o]\ \ 107 021 272 098 198 096 288 1,17 142
NT Cl )

R0 N 10° 102 12 115 20 106 264 109 182

4 mooon-26) 107 102 157 058 092 1,02 256 150 1.76

vrednosti viSe od kontrole

Na osnovu prethodnih rezultata jasno je da sintetizovani derivati 36 i 44 uticu na razmnoZavanje soja
Pseudomonas sp. PS2 koji produkuje glavni inhibitor rasta fitopatogenih gljiva (fenazin) ve¢ nakon 24
h, u svim ispitivanim koncentracijama. Tercijarni amidi naftenskih kiselina Velebit pokazali su se kao
stimulatori razmnoZavanja bakterijskog soja PS Dragana, nakon 48 h u odnosu na kontrolu. Soj PS4 je
nakon 48 h imao bolji rast pri razli¢itim koncentracijama derivata naftenskih kiselina, a najvisi je
pokazao za amine holin estara naftenskih kiselina Aldrich (44) u najviSoj i najniZoj ispitivanoj
koncentraciji.

Poredenjem rezultata prikazanih u Tabeli 3.10. 1 Tabeli 3.11. mozZe se uoCiti da ispitivani derivati

naftenskih kiselina najviSe uti¢u na brojnost bakterijskog soja PS2.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

Opste metode

NMR spektri su snimljeni na instrumentu Bruker AC 250 E, a hemijska pomeranja (8-skala) su izrazena
u ppm vrednostima u odnosu na tetrametilsilan kao interni standard. Protonski NMR spektri su
asignirani metodom homo-dekuplovanja. *C Spektri su asignirani metodom selektivnog dekuplovanja.

IR spektri su snimljeni na FT spektrofotometru Nexus 670, a poloZaj traka je dat u cm™.

GC-MS spektri snimljeni su koris¢enjem Thermo Focus GC kuplovanog sa Thermo DSQ II (EI, 70 eV).
Koris¢ena je HP5-MS kolona (30 m x 0.250 mm x 0.25 pm). Gas nosa¢ je bio helijum (1 mL/min,
constant flow). Temperatura injektora je postavljena na 280 °C. Temperaturni program je sledeci:
startna temperatura je 50 °C i odrZava se 1 minut, posle ¢ega se povecava brzinom od 25 °C/min. do 300
°C, gde se odrZava 4 minuta.

Mikrotalasno-stimulisana degradacija aktivnih supstanci lekova prac¢ena je na HPLC-UV aparatu
(Shimadzu LC 20 AD). Razdvajanje komponenti postignuto je na C 18 koloni, dimenzija 150 mm x 4.6
mm X 5 um, primenom mobilne faze A (H,O/MeCN 90:10 (v/v) + 0.1 % TFA) i B (MeCN + 0.1 %
TFA) uz protok od 1 mL/min. Metod: linerano povec¢anje faze B 30 - 100 % tokom 5 minuta nakon
cega se tu se odrzava 1 minut.

HPLC-MS analiza (Shimadzu LC 20 AD, Shimadzu LCMS 2020) izvedena je na C 18 koloni, dimenzija
150 mm x 4.6 mm x 5 pm, primenom mobilne faze A (H,O/MeCN 90:10 (v/v) + 0.1 % HCOOH) i B
(MeCN + 0.1 % HCOOH) uz protok od 0.6 mL/min. Metod: linerano povecanje faze B 30 - 100 %
tokom 9 minuta nakon ¢ega se tu odrZava 6 minuta.

Aparat HPLC Agilent Technologies serije 1100 sa DAD detektorom koriSéen je za optimizaciju
reakcionih uslova derivatizacije naftenskih kiselina. 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 gradijentnom modu, uz protok od 1 mL/min, pri ¢emu je mobilna faza A—H,0 a faza B—

MeCN.

Mono-modni mikrotalasni reaktori koriS¢eni u ovom radu su Discover BenchMate (CEM, Matthews,
Severna Karolina), Emrys Initiator 8§ EXP 2.0 (Biotage, Uppsala, Svedska) i Monowave 300 (Anton

Paar GmbH, Graz, Austrija) za reakcione smeSe Ciji operativni pritisak prelazi 20 bar. Od multi-modnih
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reaktora koriS¢en je Synthos 3000 (Anton Paar GmbH, Graz, Austrija) sa ugradenim rotorom na koji
staju &etiri SiC ploge. Mikrotalasno-stimulisane sinteze izvedene su u C10 SiC (ROCAR®S) i G10 Pyrex
vialu zapremine 10 mL, odnosno za Biotage Emrys Initiator 8 EXP 2.0 KkoriS¢eni su reakcioni sudovi
zapremine 0.5 - 2 mL i 2 - 5 mL. Reakcione sudove za multi-modni reaktor predstavljaju HPLC/GC
viali smesteni u SiC plocu. Temperatura reakcije je prac¢ena spoljasnjim IR senzorom (pozicija senzora
objasnjena na Slici 2.9.) i FO senzorom za merenje temperature unutar reakcionog suda. Temperatura
unutar HPLC/GC viala je pradena multikanalnim OGT-F opti¢kim senzorom (TempSens signal

conditioner, Opsens, Quebec, Kanada).

Tankoslojnom hromatografijom (TLC) na aluminijumskim folijama Silica gel 60 F,s, (Merck) pracen je
tok reakcija. Hromatogrami su izazivani sa 50 %-nom sumpornom kiselinom uz naknadno zagrevanje
na 120 °C.

Silica gel 60 (0.040 - 0.063 mm, 230 - 400 mesh ASTM; Merck) koriS¢en je za flash hromatografiju.
Protok eluenta kroz kolonu je 50 mL/min. SuSenje ekstrakata vr§eno je pomocu anhidrovanog natrijum-
sulfata. Organski rastvaraci su uparavani na rotacionom vakuum uparivacu pri temperaturi vodenog

kupatila do 50 C.
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4.1. Poredenje stabilnosti SiC i Pyrex reakcionih sudova u uslovima bazne
hidrolize nitrila

Prethodno odmerenom benzonitrilu (5.23 mmol, 545 mg, 545 pL), odnosno 2-metoksibenzonitrilu (1.85
mmol, 246 mg, 227 pL) doda se 3 mL 20 % vodenog rastvora KOH (11 mmol). Reakciona smeSa se
zagreva u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru Anton Paar Monowave 300 pri temperaturi od 150
°C, odnosno 190 °C, u toku jednog ¢asa. Tokom zagrevanja temperatura je pracena IR senzorom. Nakon
hladenja do sobne temperature reakciona smesa se profiltrira (u slucaju Pyrex viala) i zakiseli do pH7 uz
izdvajanje belog taloga benzoeve kiseline (1), odnosno 2-metoksibenzoeve Kkiseline (2).
Prekristalizacijom iz vode dobijena je €ista benzoeva kiselina u prinosu od 21 % (Pyrex) i 85 % (SiC),

odnosno 2-metoksibenzoeva kiselina u prinosu od 57 % (Pyrex) i 93 % (SiC).

Proizvodi 1 i 2 potvrdeni su GC-MS analizom.
Jedinjenje 1:
GC-MS: m/z 121 [M-H]"

Jedinjenje 2:
GC-MS: m/z 151 [M-H]"

4.2. Ispitivanje fizicko-hemijske stabilnosti Pyrex 1 SiC viala

Postupak A

Preliminarna istraZivanja stepena korozije izvedena su zagrevanjem 3 mL 20 - 60 % vodenog rastvora
KOH u Biotage Emrys Optimizer (do 190 °C, < 20 bar) i Anton Paar Monowave 300 (210 °C, < 30 bar)
mikrotalasnom reaktoru. Pyrex reakcioni sud je prethodno opran, susen do konstantne mase u susnici i
izmeren na analiti¢koj vagi, postupak je ponovljen i nakon zagrevanja. Eksperimenti su prac¢eni IR
senzorom. Stepen korozije borsilikatnog stakla, odnosno gubitak u masi Pyrex mikrotalasnih reakcionih

sudova prikazan je tabelarno (Tabela 4.1.).
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Tabela 4.1. Stepen korozije Pyrex viala. Levo: Biotage Initiator, prose¢na masa viala 16.5 g; desno:

Anton Paar Monowave 300, prose¢na masa viala 25.4 g

Temp. Vreme Pritisak Am Temp. Vreme Pritisak Am
KOH o . KOH o .
[°C] _ [min]  [bar] [g] [°C] _ [min]  [bar] [g]
10 - 0.001 10 3 0.020
30 - 0.001 30 4 0.043
100 150
60 - 0.002 60 4 0.060
120 - 0.007 120 4 0.121
10 7 0.018 10 7 0.060
20%
30 7 0.034 30 7 0.098
150 170
60 7 0.071 60 7 0.200
120 7 0.099 120 7 0.332
20%
170 120 8 0.252 10 10 0.118
190 120 14 0.660 190 30 11 0.230
10 - 0.001 60 11 0.416
100 30 - 0.002 120 13 0.800
60 - 0.005 10 16 0.290
120 - 0.009 30 18 0.599
40% 210
10 4 0.014 60 19 1.005
150 30 4 0.035 120 16 1.252
60 5 0.058
120 5 0.119
10 - 0.001
30 - 0.002
100
60 - 0.003
120 - 0.011
60%
10 3 0.016
30 3 0.045
150 60 4 0.063
120 4 0.106
Postupak B

Tollens-ovom reagensu (3 - 4 mL) u Pyrex reakcionom sudu dodato je nekoliko kapi rastvora dekstroze
pri ¢emu je formiran film srebra. Nakon uklanjanja ostatka rastvora i suSenja, reakcioni sud je zagrevan

u ku¢noj mikrotalasnoj pe¢nici.

Postupak C
Film paladijuma dobijen je zagrevanjem paladijum(Il)-acetata (120 mg) u DMF (3 - 4 mL) na
temperaturi od 150 °C u toku 1 h. Po zavrSetku zagrevanja i uklanjanja rastvora kapalicom reakcioni sud

je susen na 50 °C i zatim zagrevan u mikrotalasnoj pe¢i.
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4.3. Hemijska degradacija indometacina do 5-metoksi-2-metil-3-indolsircetne

kiseline (4) i 4-hlorobenzoeve kiseline (5)

Postupak A
Prethodno odmerenom standardnom rastvoru indometacina (0.1 mL, 5 mg/mL, u MeCN) doda se 0.9

mL 0.1 M HCI. Reakciona smeSa se meSa na sobnoj temperaturi u toku 24 hi 72 h.

Postupak B

Standardnom rastvoru indometacina (0.5 mL, 5 mg/mL, u MeCN) doda se 4.5 mL vode, 0.1 M HCI, 0.1
M H,SO,4, 0.1 M AcOH, 0.1 M NaHCO; ili 0.1 M NaOH. Reakciona smesa je zagrevana uz refluks 10,
30, 60 ili 120 min.

Postupak C
Standardnom rastvoru indometacina (0.1 mL, 5 mg/mL) doda se 0.9 mL kiseline (0.05 M HCI, 0.1 M
HCI) ili vode. Reakciona smeSa je zagrevana u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru u

temperaturnom opsegu od 100 - 160 °C u periodu od 0.5 - 60 minuta.

Postupak D

Paralelna degradacija indometacina izvedena je u HPLC/GC vialima, smeStenim u SiC plo¢u, meSanjem
standardnog rastvora indometacina (0.1 mL, 5 mg/mL) sa 0.9 mL kiseline (0.01 - 0.1 M HCI, 1 - 15 M
AcOH), baze (0.001 - 0.01 M NaOH), 0.001 - 0.01 M NaHCQO; ili vode. Reakcione smeSe su zagrevane
na temperaturi od 150 °C u toku pet minuta, u multi-modnom reaktoru. Reakciona smesa je rastvorena

direktno u HPLC vialu (0.5 mL MeCN) za dalju analizu.

Postupak E

Ispitivanje stabilnosti indometacina u razli¢itim rastvara¢ima (voda, etilen-glikol, toluen,
dimetilformamid, etanol, tetrahidrofuran, hloroform, N-metilpirolidon, butanol, etil-acetat,
dimetilsulfoksid, dimetilacetamid, aceton, i-propilalkohol, heksan, dekan, benzen, metanol, hlorbenzen 1
acetonitril) izvedeno je u 20 HPLC/GC viala smeStenim u SiC ploc¢u. U svaki vial je dodato po 0.1 mL
standardnog rastvora indometacina. Nakon isparavanja rastvaraa indometacinu je dodato po 1 mL
odgovarajuceg rastvaraca. Uzorci su zagrevani na temperaturi od 150 °C 1 160 °C u toku 30 minuta, u
multi-modnom reaktoru. Po zavrSetku hladenja, reakciona smesa je rastvorena direktno u HPLC vialu

(0.5 mL MeCN) za dalju analizu.
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Postupak F

Cvrst indometacin je tretiran razliCitim gasovima (argon, azot, kiseonik, vazduh). HPLC/GC viali sa
¢vrstim indometacinom su isprani sa gasom u toku 30 sekundi, nakon ¢ega je ceo sistem zagrevan na
temperaturi od 150 °C i 180 °C u toku 30 minuta, u multi-modnom reaktoru. Po zavrSetku hladenja,

sadrzaj suda je rastvoren direktno u reakcionom HPLC vialu (0.5 mL MeCN) za dalju analizu.

Postupak G

Ispitivanje mikrotalasnih efekata izvedeno je zagrevanjem standardnog rastvora inometacina (0.1 mL, 5
mg/mL) sa 0.9 mL kiseline (0.1 M HCl) u standardnom Pyrex i SiC reakcionom sudu. Reakciona smesa
je zagrevana u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru, Anton Paar Monowave 300, pri temperaturi od

150 °C u u toku 5 minuta. Temperatura reakcije je prac¢ena paralelno FO i IR senzorom.

Degradacioni proizvodi 4 i § potvrdeni su LC-MS analizom.
Jedinjenje 4:
LC-MS: m/z 218 [M-H]*

Jedinjenje 5:
LC-MS: m/z 155 [M-H]*

4.4. Oksidativna degradacija indometacina do 4-hlor-N-[4-metoksi-2-(1-metilen-
2-oksopropil)fenil]-benzamida (7) 1 8-(4-hlorbenzoil)-3a-hidroksi-5-metoksi-
8a-metil-3,3a,8,8a-tetrahidro-2 H-furo[2,3-bJindol-2-ona (8)

Postupak A
Standardnom rastvoru indometacina (0.5 mL, 5 mg/ml, u MeCN) doda se 4.5 mL H,0, (0.02 %).

Reakciona smesa je zagrevana uz refluks 10, 30, 60 ili 120 min.

Postupak B
Standardnom rastvoru indometacina (0.1 mL, 5 mg/mL) doda se 0.9 mL. H,O, (0.02 %). Reakciona
smesa je zagrevana u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 150 °C u periodu od 0.5

- 10 minuta.
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Postupak C

Paralelna degradacija indometacina izvedena je u HPLC/GC vialima, smeStenim u SiC plo¢u, meSanjem
standardnog rastvora indometacina (0.1 mL, 5 mg/mL) sa 0.9 mL H,0O, (0.001 - 0.02 %). Reakcione
smese su zagrevane na temperaturi od 150 °C u toku pet minuta u multi-modnom reaktoru. Reakciona

smesa je rastvorena direktno u HPLC vialu (0.5 mL MeCN) za dalju analizu.

Degradacioni proizvodi 7 i 8 potvrdeni su LC-MS analizom.
Jedinjenje 7:
LC-MS: m/z 330 [M+H]"

Jedinjenje 8:
LC-MS: m/z 375 [M+H]"

4.5. Hemijska degradacija Pyr3 do 1-(4-aminofenil)-5-(trifluorometil)-1H-
pirazol-4-karboksilne kiseline (11) 1 2,3,3-trihloro-2-propenske kiseline (12)

U mikrotalasni reakcioni sud, zapremine 0.5 — 2 mL, odmeri se 0.5 mg Pyr3. Zatim se u sud doda 1 mL
rastvora 0.1 M HCI, 0.1 % H,0,, 0.1 M NaOH ili vode. Reakciona smeSa se zagreva u mono-modnom
mikrotalasnom reaktoru, u temperaturnom opsegu od 100 - 160 °C, u toku 10 minuta.

Degradacioni proizvodi 11 i 12 potvrdeni su LC-MS analizom.

Jedinjenje 11:

LC-MS: m/z 270 [M-H]"

Jedinjenje 12:
LC-MS: m/z 174 [M-H]*
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4.6. Hemijska degradacija omeprazola do 5-metoksi-1,3-dihidro-2H-
benzimidazol-2-on (14) i 6-metoksi-2-{[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-
piridinil)metil]sulfanil } -1 H-benzimidazol)(15)

Prethodno odmerenom omeprazolu (0.5 mg) u mikrotalasnom reakcionom sudu zapremine 0.5 - 2 mL
doda se 1 mL odgovaraju¢eg ratvora 0.1 M HCI ili 0.1 M NaOH. Reakciona smeSa se zagreva pri
temperaturi od 100 °C, u sluc¢aju 0.1 M HCI, odnosno u temperaturnom opsegu od 100 - 160 °C u
slucaju 0.1 M NaOH, u toku 10 minuta.

Degradacioni proizvodi 14 i 15 potvrdeni su LC-MS analizom.
Jedinjenje 14:
LC-MS: m/z 166 [M+H]"

Jedinjenje 15:
LC-MS: m/z 330 [M+H]"

4.7. Hemijska degradacija indometacina do amonijumove soli indometacina (16)

HPLC/GC vial sa ¢vrstim indometacinom je isprani sa amonijakom u toku 30 sekundi. Nakon $to se vial
smesti u SiC plocu, ceo sistem se zagreva na temperaturi od 150 °C i 180 °C u toku 30 minuta. Po

zavrSetku hladenja, indometacin je rastvoren direktno u vialu sa 0.5 mL MeCN za dalju analizu.

Degradacioni proizvod 16 potvrden je LC-MS analizom.
Jedinjenje 16:
LC-MS: m/z 374 [M-H]*

4.8. N-Fenilbenzamid (17)

Postupak A
Prethodno odmerenoj benzoevoj kiselini (1 ekv., 10 mmol, 1.22 g) doda se anilin (1 ekv., 10 mmol,

0.912 mL). Reakciona smeSa se zagreva 24 h, na temperaturi kljucanja reakcione smeSe. Tok reakcije
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pracen je TLC-om (petroletar : etil-acetat = 7 : 3). Nakon hladenja do sobne temperature sadrzaj balona
je rastvoren u hloroformu (30 mL) a dobijeni rastvor je ispran sa 1 M HCI (2 x 10 mL), 5 % NaHCO; (2
x 10 mL) i H,O (2 x 5 mL), do pH 7. PreciS¢avanjem flash hromatografijom (petroletar : etil-acetat = 7 :
3) dobijen je Cist N-fenilbenzamid u obliku belih kristala (17, 1.21 g, 61 %).

Postupak B

Benzoevoj kiselini (1 ekv., 10 mmol, 1.22 g) doda se anilin (1 ekv., 10 mmol, 0.912 mL) i reakciona
smeSa se zatim zagreva u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 270 °C u toku 15
minuta. Tok reakcije je pracen TLC-om (petroletar : etil-acetat = 7 : 3) i te¢nom hromatografijom visoke
rezolucije (92 %, HPLC prinos). Nakon zagrevanja reakciona smeSa se obradi kako je opisano u

Postupku A, pri cemu se dobija Cisto jedinjenje 17 u vidu sitnih belih kristala (1.45 g, 74 %).

Postupak C

Benzil-benzoatu (1 ekv., 7 mmol, 1.33 mL,) doda se anilin (1.5 ekv., 10.5 mmol, 0.95 mL). Reakciona
smeSa se zagreva pod dejstvom mikrotalasnog zracenja na temperaturi od 300 °C u toku 10 minuta. Tok
reakcije je pracen tankoslojnom hromatografijom (petroletar : etil-acetat = 7 : 3).

Sadrzaj reakcionog suda je rastvoren u metilen-hloridu (30 mL). Organski rastvor je ispiran sa 1 M HCI
(2 x 20 mL), zatim sa 5 % NaHCO; (2 x 20 mL) i kona¢no sa H,O (2 x 20 mL), do pH 7. Flash
hromatografijom na koloni silikagela (petroletar : etil-acetat = 7 : 3) dobijen je Cist N-fenilbenzamid (17,

0.99 g, 72 %)

IR (KBr): 3345; 3053; 1653; 1600; 1437; 1322; 751.

'H NMR (CDCl;): 7.10-7.98 (m, 10H, Ar-H); 10.28 (s, 1H, NH).

BC NMR (CDCly): 120.64, 123.91, 127.78, 128.54, 128.76, 131.71, 135.09 i 139.24 (Ar-C); 165.86
(C=0).

4.9. N-Fenilcikloheksankarboksamid (18) i N-fenildekanamid (19)

Individualnoj kiselini (1 ekv., 10 mmol) doda se anilin (1 ekv., 10 mmol) uz meSanje. Reakciona smeSa
se zatim zagreva u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora na temperaturi od 270 °C u toku 15
minuta.Reakciona smeSa je zatim rastvorena u metilen-hloridu (30 mL). Metilen-hloridni rastvor je

zatim ispran 1 M HCI (2 x 10 mL), 5 % NaHCO; (2 x 10 mL) i H,O (2 x 5 mL). Proizvod se precisti
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flash hromatografijom (petroletar : etil-acetat = 7 : 3) pri ¢emu se dobija Cisto jedinjenje 18 u obliku

belih kristala (2.05 g; 98 %), odnosno jedinjenje 19 u obliku belih kristala (0.96 g, 78 %).

Jedinjenje 18:

IR (KBr): 3244; 2932; 1659; 1597, 1442; 757.

'H NMR (CDCl5): 1.11-2.01 (m, 10H, 5 x CH,); 2.25 (tt, 1H, H-1); 7.03-7.60 (m, 5H, Ar-H); 7.67 (br s,
1H, NH).

C NMR (CDCl;): 25.58 i 29.59 (CH,); 46.39 (CH-1); 119.84, 123.97, 128.84 i 138.16 (Ar-C); 174.65
(C=0).

Jedinjenje 19:

IR (KBr): 3314; 2919; 1657; 1600; 1443; 692.

'H NMR (CDCls): 0.89 (t, 3H, CH3); 1.10-1.40 (m, 14H, 7 x CH,); 2.35 (dd, CH,(CH,),CHs); 7.04-7.61
(m, 5H, Ar-H); 7.72 (s, 1H, NH).

“C NMR (CDCL): 14.05 (CHs); 22.61, 25.66, 29.23, 29.25, 29.36, 29.41 i 31.81 (CH,); 37.73
(CH,(CH,);CHj3); 119.90, 124.07, 128.86 1 138.04 (Ar-C); 171.73 (C=0).

4.10. N-Fenil-1-adamantankarboksamid (20)

1-Adamantankarboksilnoj kiselini (1 ekv., 1.66 mmol, 0.30 g) se uz mesanje doda anilin (20 ekv., 33.34
mmol, 3.07 mL), nakon Cega se reakciona smesa zagreva u mono-modnom mikrotalasnom reaktoru pri
temperaturi od 200 °C u toku 4 sata. Nakon hladenja reakciona smesa je rastvorena u metilen-hloridu
(30 mL). Organski sloj je zatim ispran 1 M HCI (2 x 10 mL), 5 % NaHCO; (2 x 10 mL) i H,O (2 x 5
mL), do pH 7. Flash hromatografijom (petroletar : etil-acetat = 7 : 3) dobijeno je Cisto jedinjenje 20 u
vidu ljubicastih kristala (0.14 g, 33 %).

Jedinjenje 20:

IR (KBr ): 3299; 2900; 1645; 1597; 1439; 756.

'H NMR (CDCls): 1.57-2.25 (m, 15H, C,oH5); 7.04-7.60 (m, SH, Ar-H i 1H, NH).

C NMR (CDCl): 28.07 i 28.32 (CH); 36.36, 36.63 i 39.17 (CH,); 41.41 (C,); 119.91, 123.99, 128.83,
128.831 138.02 (Ar-C); 175.98 (C=0).
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4.11. N-Benzilbenzamid (21), N-benzilcikloheksankarboksamid (22), V-
cikloheksilbenzamid (23) i N-cikloheksilcikloheksankarboksamid (24)

Postupak A

Individualnoj kiselini (1 ekv., 10 mmol) doda se benzilamin, odnosno cikloheksilamin (1 ekv., 10
mmol) uz meSanje. Nakon zagrevanja u mono-modnom reaktoru, pri temperaturi od od 270 °C u toku 2
minuta, reakcione smesa je ohladena i rastvorena u metilen-hloridu (30 mL). Organski ekstrakt je zatim
ispran 1 M HCI (2 x 10 mL), 5 % NaHCO; (2 x 10 mL) i H;O (2 x 5 mL). PreciS¢avanjem flash

hromatografijom (metilen-hlorid : etil-acetat = 8 : 2) dobijena su Cista jedinjenja, u obliku belih kristala:

Jedinjenje Masa [g] Prinos [%]

21 1.93 92
22 2.00 90
23 1.71 84
24 2.07 96

Postupak B (23)

Benzil-benzoatu (1 ekv., 7 mmol, 1.33 mL) doda se cikloheksilamin (1.5 ekv., 10.5 mmol, 1.20 mL,).
Reakciona smesa se zagreva pod dejstvom mikrotalasnog zracenja na temperaturi od 300 °C u toku 10
minuta. Tok reakcije je pracen tankoslojnom hromatografijom (petroletar : etil-acetat = 7 : 3).

Sadrzaj reakcionog suda je rastvoren u metilenhloridu (30 mL). Organski rastvor je ispiran sa 1 M HCI
(2 x 20 mL), zatim sa 5 % NaHCO; (2 x 20 mL) i kona¢no sa H,O (2 x 20 mL), do pH 7. Flash
hromatografijom na koloni silikagela (petroletar : etil-acetat = 7 : 3) dobijeni je Cist proizvod 23 (1.31 g,

92 %).

Jedinjenje 21:

IR (KBr): 3322; 3059; 1641; 1543; 1418; 694.

'H NMR (CDCls): 4.58 (d, 2H, CH,Ph), 7.13 (br s, 1H, NH), 7.27-7.85 (m, 10H, Ar-H).

C NMR (CDCly): 43.82 (CH,Ph); 126.95, 127.28, 127.63, 128.07, 128.34, 128.52, 131.30, 134.24 i
138.25 (Ar-C); 167.42 (C=0).

Jedinjenje 22:
IR (KBr): 3284; 2928; 2852; 1642; 1551; 1453; 1218; 752; 696.
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'H NMR (CDCl5): 1.12-1.89 (m, 10H, 5 x CH,); 2.13 (tt, J = 11.3 Hz, J = 3.4 Hz, 1H, H-1); 435 (d, J =
5.8 Hz, CH,Ph), 6.45 (br s, 1H, NH); 7.11-7.35 (m, 5H, Ar-H).

C NMR (CDCly): 25.54 i29.49 (CH,); 42.95 (CH,Ph); 45.17 (CH-1); 127.02, 127.35, 128.35 i 138.58
(Ar-C); 176.03 (C=0).

Jedinjenje 23:

IR (KBr): 3343; 2928; 2852; 1627; 1537; 1331; 678.

'H NMR (CDCl5): 1.06-2.10 (m, 10H, 5 x CH,); 3.96 (m, 1H, H-1); 6.21 (br s, 1H, NH); 7.30-7.81 (m,
5H, Ar-H).

C NMR (CDCl;): 24.87 i 25.48 (CH,); 48.62 (CH-1); 126.79, 128.37, 131.09 i 135.03 (Ar-C); 166.57
(C=0).

Jedinjenje 24:

IR (KBr): 3295; 2928; 1641; 1548; 1440; 758.

'H NMR (CDCls): 0.84-1.92 (m, 20H, 10 x CH,); 1.98 (tt, 1H, H-1); 3.65 (m, 1H, H-1'); 5.65 (d, 1H,
NH).

"C NMR (CDCly): 24.75, 25.40, 25.59, 29.56, 33.01 (CH,); 45.42 (CH-1); 47.54 (CH-1'); 175.01
(C=0).

4.12. N-Fenil-, N-benzil- i N-cikloheksilamidi naftenskih kiselina Velebit (27, 28,
29)1 Aldrich (30, 31, 32)

Postupak A

Naftenskim kiselinama (1 ekv., 5 mmol) doda se anilin, odnosno benzilamin ili cikloheksilamin (1 ekv.,
5 mmoL). Reakciona smeSa se zagreva na temperaturi od 270 °C u toku petnaest, odnosno dva minuta,
respektivno, uz meSanje. Tok reakcije je pracen tankoslojnom hromatografijom (metilen-hlorid : etil-
acetat = 9.5 : 0.5). Nakon hladenja reakciona smesa je rastvorena u metilen-hloridu (40 mL). Organski
sloj je zatim ispran 1 M HCl (3 x 10 mL), 5 % NaHCO; (3 x 10 mL) i H,O (3 x 10 mL), do pH 7. Flash
hromatografijom (metilen-hlorid : etil-acetat = 9.5 : 0.5) dobijeni su ¢isti amidi, u vidu Zute uljaste

teénosti:
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Amini Proizvod Masa[g] Prinos[%] Proizvod Masa [g] Prinos [%]
anilin 27 1.35 76 30 1.17 73
benzilamin 28 1.60 85 31 1.42 87
cikloheksilamin 29 1.40 78 32 1.27 78

U reakciji sinteze amida naftenskih kiselina Aldrich (30, 31, 32) kao eluent prilikom preci$¢avanja

koriSc¢en je petroletar : etil-acetat = 6 : 4.

Postupak B (32)

Benzil-estrima naftenskih kiselina Aldrich (1 ekv., 4 mmol, 1.34 g) doda se cikloheksilamin (1.5 ekv., 6
mmol, 0.688 mL). Reakciona smeSa se zagreva na temperaturi od 300 °C u toku 10 minuta. Tok reakcije
je pra¢en TLC-om (petroletar : dietil-etar = 7 : 3). Reakciona smesa je rastvorena u metilen-hloridu (30
mL) koji je zatim ispiran sa 1 M HCl (3 x 20 mL), 5 % NaHCO; (3 x 20 mL) i H,O. Flash
hromatografijom na koloni silikagela (petroletar : dietil-etar = 7 : 3) dobijeni su Cisti N-cikloheksilamidi

naftenskih kiselina Aldrich (32, 0.250 g, 20 %).

Smesa jedinjenja 27:

IR (KBr): 3296; 2925; 1660; 1601; 1548; 1310; 754; 691.

'H NMR (CDCls): 0.28-2.10 (m, CH+CH,+CH;); 6.62-7.28 (m, 5H, Ar-H); 7.58-8.20 (br s, 1H, NH).
C NMR (CDCly): 14.07-47.50 (C+CH+CH,+CHj;); 119.98, 123.92, 128.69 i 138.12 (Ar-C); 171.73-
175.20 (C=0).

Smesa jedinjenja 28:

IR (KBr): 3287; 2925; 1645; 1548; 1455; 729; 697.

'H NMR (CDCl;s): 0.64-2.25 (m, CH+CH,+CHj); 4.43 (d, 2H, CH,Ph), 6.06 (br s, 1H, NH), 7.21-7.45
(m, 5H, Ar-H).

"C NMR (CDCly): 14.07-47.65 (C+CH+CH,+CHs); 126.94, 127.34, 128.42, 129.24, 130.74 i 138.47
(Ar-C); 172.43-176.91 (C=0).

Smesa jedinjenja 29:

IR (KBr): 3289; 2927; 1636; 1548; 1450; 733.

'H NMR (CDCl;): 0.50-2.40 (m, CH+CH,+CHj,); 3.70 (m, 1H, H-1); 5.40 (s, 1H, NH).
C NMR (CDCls): 14.07-39.31 (C+CH+CH,+CHa); 45.90 (CH-1); 175.12 (C=0).
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Smesa jedinjenja 30:

IR (KBr): 3305; 2957; 1698; 1600; 1541; 1442; 753.

'H NMR (CDCls): 0.88-1.67 (m, CH+CH,+CHjs); 7.27-7.55 (m, 6H, Ar-H i 1H, NH).

PC NMR (CDCls): 8.85-50.66 (C+CH+CH,+CHs); 119.91, 124.10, 128.88 i 137.95 (Ar-C ); 174.50-
182.64 (C=0).

Smesa jedinjenja 31:

IR (KBr): 3297; 2957; 1699; 1645; 1538; 1455; 752.

'H NMR (CDCl;s): 0.52-2.26 (m, CH+CH,+CHjs); 4.36 (d, 2H, CH,Ph), 6.03 (br s, 1H, NH), 7.13-7.46
(m, 5H, Ar-H).

C NMR (CDCl;): 8.81-49.68 (C+CH+CH,+CHs); 126.94, 127.33, 127.93, 128.58, 130.75 i 138.56
(Ar-C); 173.18-175.85 (C=0).

Smesa jedinjenja 32:

IR (KBr): 3298; 2931; 1702; 1638; 891.

'H NMR (CDCls): 0.50-2.20 (m, CH+CH,+CHs); 3.65 (m, 1H, H-1); 5.40 (s, IH, NH).
C NMR (CDCl,): 8.68-47.91 (C+CH+CH,+CHjs); 49.76 (CH-1); 170.55-176.57 (C=0).

4.13. 4-Benzoilmorfolin (33)

Benzoevoj kiselini (1 ekv., 10 mmol, 1.22 g) doda se morfolin (1 ekv., 10 mmol, 0.865 mL) uz mesanje.
Reakciona smeSa se zatim zagreva u mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 270 °C u toku 10
minuta. Tok reakcije je pracen TLC-om i te€nom hromatografijom visoke rezolucije (95 %, HPLC
prinos). Nakon hladenja do sobne temperature, sadrZaj reakcionog suda je rastvoren u metilen-hloridu
(10 mL). Organski rasvor je ispran sa 1 M HCI (2 x 10 mL), 5 % NaHCO; (2 x 10 mL) i H,O (2 x 5
mL), do pH 7. Nakon hromatografskog preci§¢avanja (metilen-hlorid : etil-acetat = 8 : 2) dobija se €isto

jedinjenje 33 u vidu Zute uljaste tecnosti (1.54 g, 81 %).

IR (KBr): 3565; 1634; 1428; 1300.

'H NMR (CDCl;): 3.24-3.90 (m, 8H, iz morfolinskog prstena); 7.26-7.54 (m, SH, Ar-H).

C NMR (CDCls): 42.34 i 47.93 (CH,NCH,); 66.66 (CH,OCH,); 126.88, 128.35, 129.66 i 135.15 (Ar-
C); 170.19 (C=0).
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4.14. 4-(Cikloheksilkarbonil)morfolin (34) 1 4-dekanoilmorfolin (35)

Cikloheksilkarboksilna (1 ekv., 10 mmol, 1.32 g), odnosno dekanska kiselina (1 ekv., 10 mmol, 1.79 g)
pomesa se sa morfolinom (1 ekv., 10 mmol, 0.865 mL) i reakciona smeSa se zagreva u zatvorenom
sistemu mikrotalasnog reaktora na temperaturi od 270 °C u toku 10 minuta. Po zavrSetku zagrevanja
reakciona smesa je rastvorena u metilen-hloridu (10 mL), rastvor je zatim ispran 1 M HCI (2 x 10 mL),
5 % NaHCO; (2 x 10 mL) i H,O (2 x 5 mL). Flash hromatografijom (metilen-hlorid : etil-acetat = 8 : 2)
dobijen je Cist proizvod 34 u vidu tamno Zute uljaste tecnosti (1.69 g, 83 %), odnosno 35 u vidu Zute

uljaste te¢nosti (2.36 g, 94 %).

Jedinjenje 34:

IR (KBr): 3493; 2929; 1651; 1447; 1248.

'H NMR (CDCls): 1.01-1.85 (m, 10H, 5 x CH,); 2.33 (tt, 1H, H-1); 3.30-3.71 (m, 8H, iz morfolinskog
prstena).

C NMR (CDCls): 25.49 i 29.01 (CH,); 39.89 (CH-1); 41.62 i 45.61 (CH,NCH,); 66.63 (CH,OCH,);
174.39 (C=0).

Jedinjenje 35:

IR (KBr): 3480; 2924; 1651; 1456, 1272.

'H NMR (CDCl;): 0.81 (t, 3H, CH3); 1.08-1.65 (m, 14H, 7 x CH,); 2.25 (dd, CH,(CH,),CH3); 3.35-3.68
(m, 8H, iz morfolinskog prstena).

"C NMR (CDCls): 13.91 (CHs); 22.74, 25.10, 28.98, 29.08, 29.24, 29.70 i 31.68 (CH,); 32.93
(CH,(CH,),CHj3); 41.73 1 45.92 (CH,NCH,); 66.49 i 66.75 (CH,OCH,); 171.87 (C=0).

4.15. Amidi morfolina naftenskih kiselina Velebit (36) i Aldrich (37)

Naftenskim kiselinama (1 ekv., 5 mmol) se uz meSanje doda morfolin (1 ekv., 5 mmol). Reakciona
smeSa se zagreva u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora na temperaturi od 270 °C u toku 10
minuta. Nakon zagrevanja sadrZaj reakcionog suda je rastvoren u metilen-hloridu (20 mL) i ispran 1M
HCI1 (2 x 10 mL), 5 % NaHCO; (2 x 10 mL) i naposletku H,O (2 x 5 mL) do pH 7. Hromatografskim
preciS¢avanjem na koloni silikagela (metilen-hlorid : etilacetat = 8 : 2) dobijeni su €isti amidi morfolina
naftenskih kiselina Velebit u vidu tamno zute uljaste tecnosti (36, 1.68 g, 97 %) i morfolidi naftenskih
kiselina Aldrich u obliku Zute uljaste tec¢nosti (37, 1.29 g, 70 %).
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Smesa jedinjenja 36:

IR (KBr): 2924; 1651; 1456; 1228.

"H NMR (CDCl5): 0.60-2.41 (m, CH+CH,+CH3;); 3.35-3.68 (m, 8H, iz morfolinskog prstena).

"C NMR (CDCly): 14.07-39.24 (C+CH+CH,+CH3); 45.97 i 46.19 (CH,NCH,); 66.57 i 66.85
(CH,OCH,); 171.58-172.85 (C=0).

Smesa jedinjenja 37:

IR (KBr): 2957; 1724; 1462; 1229.

'H NMR (CDCl;): 0.86-2.40 (m, CH+CH,+CH,); 3.30-3.70 (m, 8H, iz morfolinskog prstena).

“C NMR (CDCly): 12.01-37.94 (C+CH+CH,+CH;); 46.05 i 46.22 (CH,NCH,); 66.63 i 66.90
(CH,0CH,); 174.88-183.70 (C=0).

4.16. Benzil-benzoat (38)

Postupak A:

Benzoeva kiselina (1.5 ekv., 15 mmol, 1.83 g) se rastvori u benzil-alkoholu (1 ekv., 10 mmol, 1.04 mL)
uz meSanje. Reakciona smesa se zatim zagreva uz refluks u toku 20 h. Nakon zagrevanja reakciona
smesa je izru¢ena u vodu (50 mL) i ekstrahovana petroletrom (3 x 20 mL), nakon ¢ega su organski
ekstrakti isprani zasi¢enim ratvorom NaHCO; (2 x 20 mL) a zatim i H,O (2 x 20 mL) do pH 7. Flash
hromatografijom na koloni silikagela (petroletar : dietil-etar = 8 : 2) dobijen je Cist estar 38 u obliku

bezbojnog ulja (1.45 g, 68 %).

Postupak B:

Benzoeva kiselina (1.5 ekv., 15 mmol, 1.83 g) se uz meSanje rastvori u benzil-alkoholu (1 ekv., 10
mmol, 1.04 mL), nakon cega se sadrZaj reakcionog suda zagreva u mono-modnom mikrotalasnom
reaktoru na temperaturi od 270 °C u toku 30 minuta. Tok reakcije je praten TLC-om i1 te¢nom
hromatografijom visoke rezolucije (88 %, HPLC prinos). Po zavrSetku zagrevanja reakciona smesa je
obradena kao u Postupku A. Sirov proizvod se precisti flash hromatografijom (petroletar : dietil-etar = 8

: 2) pri cemu se dobija Cist estar 38 (1.69 g, 80 %).

IR (KBr): 3065; 1716; 1452; 1270; 1108; 711.
'H NMR (CDCls): 5.45 (s, 2H, OCH,); 7.40-8.20 (m, 10H, Ar-H).
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C NMR (CDCly): 66.51 (OCH,); 128.01, 128.08, 128.22, 128.45, 129.55, 130.01, 132.86 i 135.95 (Ar-
C); 166.21 (C=0).

4.17. Benzil-cikloheksilkarboksilat (39) 1 benzil-dekanoat (40)

Individualnoj kiselini (1.5 ekv., 15 mmol) doda se benzil-alkohol (1 ekv., 10 mmol) uz mesanje.
Reakciona smeSa se zatim zagreva u mikrotalasnom rektoru na temperaturi od 270 °C u toku 30 minuta.
Nakon zagrevanja reakciona smesa je izrucena u vodu (50 mL) i ekstrahovana petroletrom (3 x 20 mL),
nakon Cega su organski ekstrakti isprani zasi¢enim ratvorom NaHCO; (2 x 20 mL) a zatim i H,O (2 x 20
mL). Flash hromatografijom na koloni silikagela (petroletar : dietil-etar = 8 : 2) dobijen je Cist benzil-
cikloheksilkarboksilat u obliku bezbojnog ulja (39, 1.56 g, 73 %), odnosno benzil-dekanoat u vidu
bezbojnog ulja (40, 1.82 g, 70 %).

Jedinjenje 39:

IR (KBr): 2933; 1732; 1452; 1312; 1166; 697.

'H NMR (CDCl5): 1.15-2.10 (m, 10H, 5 x CH,); 2.40 (tt, 1H, H-1); 5.14 (s, 2H, OCH,); 7.37 (s, 5H, Ar-
H).

C NMR (CDCl;): 25.27, 28.85 (CH,); 43.01 (CH-1); 65.67 (OCH,); 127.77, 127.86, 128.33, 136.20
(Ar-C); 175.60 (C=0).

Jedinjenje 40:

IR (KBr): 2926; 1739; 1456; 1160; 697.

'H NMR (CDCls): 0.94 (t, 3H, CHj); 1.10-1.69 (m, 14H, 7 x CH,); 2.39 (t, CH,(CH,);CH3); 5.15 (s, 2H,
OCH,); 7.38 (s, SH, Ar-H).

"C NMR (CDCls): 13.94 (CHs); 22.52, 24.81, 28.98, 29.15, 29.28, 31.73 (7 x CH,); 34.14
(CH,(CH,),CHj3); 65.83 (OCH,); 127.93, 127. 98, 128.33 i 136.07 (Ar-C); 173.34 (C=0).

4.18. Benzil-estri naftenskih kiselina Velebit (41) 1 Aldrich (42)

Prethodno odmerenim naftenskim kiselinama (1.5 ekv., 7.5 mmol) doda se benzil-alkohol (1 ekv., 5
mmol). Reakciona smeSa se podvrgava mikrotalasnom zracenju, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog

reaktora, u toku 30 minuta (270 °C). Tok reakcije je pracen tankoslojnom hromatografijom (petroletar :
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dietil-etar = 9 : 1). Nakon hladenja reakciona smesa je rastvorena u petroletru (30 mL). Petroletarski
rastvor je ispran zasi¢enim rastvorom NaHCO; (2 x 20 mL) i H,O (2 x 20 mL) do pH 7. Flash
hromatografijom na koloni silikagela (petroletar : dietil-etar = 9 : 1) dobijeni su cisti benzil-estri
naftenskih kiselina Velebit u obliku Zute uljaste tecnosti (41, 0.73 g, 83 %), odnosno Aldrich u obliku
bezbojnog ulja (42, 1.02 g, 61 %).

Smesa jedinjenja 41:

IR (KBr): 2925; 1738; 1456; 1159; 697.

'H NMR (CDCls): 0.60-2.40 (m, CH+CH,+CHj); 5.15 (s, 2H, OCH,); 7.38 (s, SH, Ar-H).

"C NMR (CDCls): 14.06-39.28 (C+CH+CH,+CHj3); 65.94 (OCH,); 128.05, 128.43, 136.09 i 136.25
(Ar-C); 173.05-173.53 (C=0).

Smesa jedinjenja 42:

IR (KBr): 2955; 1733; 1456; 1158; 749; 697.

'H NMR (CDCls): 0.60-2.50 (m, CH+CH,+CHs); 5.14 (s, 2H, OCH,); 7.37 (s, 5H, Ar-H).

C NMR (CDCly): 8.84-47.25 (C+CH+CH,+CHs); 65.78 (OCH,), 127.55, 128.01, 128.33, 129.64,
136.101 138.22 (Ar-C); 173.10-177.77 (C=0).

4.19. Holin-hlorid (43)

Holin-dihidrogencitrat (1 ekv., 3 mmol, 886 mg) se rastvori u 1 mL vode. Rastvoru se doda cc HCI (1.5
ekv., 4.5 mmol, 0.384 mL), nakon ¢ega se zagreva u mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 100 °C
u toku jednog Casa. Nakon hladenja reakcionoj smesi se doda 10 % NaOH do pH 10, a zatim 10 %
CaCl, do prestanka izdvajanja belog taloga. Nakon cedenja i uparavanja, ostatak se rastvori u 5 mL
etanola nakon ¢ega se doda rastvor Na,CO; (H,O : MeOH =1 : 1) do prestanka izdvajanja belog taloga.

Nakon cedenja i uparavanja rastvora dobijen je Cist proizvod 43 u obliku belih kristala(37 mg, 88 %).

'H NMR (D,0): 3.32 (s, 9H, 3 x CH;); 3.64 (t, 2H, NCH,); 4.14 (m, 2H, CH,0).
BC NMR (D,0): 56.95, 57.01, 57.08 (CH;); 58.67 (CH,0); 70.42 (NCH,).
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4.20. Holin-estri naftenskih kiselina Aldrich (44)

Prethodno odmerenim naftenskim kiselinama Aldrich (8 ekv., 8 mmol, 1.95 g) doda se holin-hlorid (1
ekv., 1 mmol, 139.6 mg) i 75 % H;PO, (0.075 mmol, 5.82 pL). Reakciona smeSa se zagreva u
zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora na temperaturi od 160 °C, u toku jednog ¢asa. Po zavrSetku
zagrevanja reakciona smesa se rastvori u metilen-hloridu (50 mL) i ispere 5 % NaHCO; (3 x 20 mL).
Flash hromatograijom na koloni silikagela (MeOH : AcOH = 10 : 0.1) dobijen je Cist proizvod 44 u
obliku Zutih kristala (11 mg, 30 %).

'"H NMR (DMSO): 0.68-2.20 (m, CH+CH,+CH,); 2.43 (m, 2H, CH,0); 3.40 (s, 9H, 3 x CHs); 4.06 (t,
2H, NCH),).

C NMR (DMSO): 13.90-44.07 (C+CH+CH,+CHjs); 45.28, 46.49, 49.55 (CH3); 57.24 (CH,0); 61.46
(NCHy); 172.19-175.66 (C=0).

4.21. 30,120-Diformiloksi-5p-holanska kiselina (45)

3a,12a-Dihidroksi-5B-holanska kiselina (1 ekv., 1.27 mmol, 500 mg) se rastvori u metanskoj kiselini
(41 ekv., 52 mmol, 2 mL) uz meSanje. Reakciona smeSa se zatim podvrgava mikrotalasnom zracenju pri
temperaturi od 55 °C u trajanju od 30 min. Tok reakcije je pra¢en TLC-om (hloroform : aceton = 6 : 4).
Po zavrSetku reakcije reakcionoj smeSi se doda anhidrid siréetne kiseline (2 mL) kap po kap do
prestanka izdvajanja mehuri¢a. Reakciona smeSa se zatim izlije u 50 mL hladne vode i reakcioni
proizvod se ekstrahuje hloroformom (3 x 20 mL). Tankoslojnom hromatografijom na silikagelu

potvrden je visok stepen Cistoce izolovanog proizvoda 45 u obliku belih kristala (562 mg, 98 %).

'H NMR (CDCls): 0.75 (s, 3H, CH;-18); 0.83 (d, 3H, CHs-21); 0.93 (s, 3H, CH;-19); 1.09-2.40 (m,
skeletni vodonici); 4.83 (m, 1H, H-3); 5.25 (s, 1H, H-12); 8.04 (s, 1H, CHO-3); 8.14 (s, 1H, CHO-12).
C NMR (CDCls): 12.33 (CH;-18); 17.43 (CH5-21); 22.92 (CH3-19); 23.43, 25.74, 25.89, 26.47, 26.77,
27.34,30.47, 30.87, 32.09, 34.02, 34.20, 34.66, 34.77, 35.60, 41.73, 45.01, 47.35149.25 (C-1, C-2, C-4,
C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 74.10 (C-3);
76.49 (C-12); 160.56 (CHO-3); 160.69 (CHO-12); 179.78 (CO,H).
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4.22. 12a-Formiloksi-3a-hidroksi-5p-holanska kiselina (46)

3a,12a-Diformiloksi-5p-holanska kiselina (1 ekv., 0.22 mmol, 100 mg) se rastvori u acetonu (1,12 mL).
Dobijenom rastvoru se uz meSanje doda 0.2 M NaOH (2.2 ekv., 0.48 mmol, 2.4 mL). Reakciona smesa
se zatim podvrgava mikrotalasnom zracenju pri temperaturi od 60 °C u toku 5 min. Tok reakcije je
pracen TLC-om (hloroform : aceton = 6 : 4). Reakciona smeSa se zatim izlije u razblaZeni rasvor
sircetne kiseline (13 pL glacijalne siréetne kiseline u 102 pL. vode). Dobijeni proizvod se ekstrahuje
hloroformom (3 x 20 mL). Tankoslojnom hromatografijom potvrden je visok stepen Cistoce proizvoda

46 u obliku belih kristala (89 mg, 95 %).

'H NMR (CDCl5): 0.75 (s, 3H, CH5-18); 0.83 (d, 3H, CH;-21); 0.91 (s, 3H, CH;-19); 1.12-2.39 (m,
skeletni vodonici); 3.59 (m, 1H, H-3); 5.24 (s, 1H, H-12); 8.12 (s, 1H, CHO-12).

4.23. 12a-Formiloksi-3-okso-5B-holanska kiselina (47)

120-Formiloksi-3a-hidroksi-5p-holanska kiselina (1 ekv., 0.25 mmol, 103 mg) se rastvori u f-butanolu
(2 mL). N-Bromsukcinimid (1.9 ekv., 0.46 mmol, 82 mg) se rastvori u vodi (I mL) uz zagrevanje.
Dobijeni rastvor NBS-a doda se prethodno pripremljenom rastvoru. Reakciona smeSa se podvrgava
mikrotalasnom zracenju pri temperaturi od 80 °C u toku 1 minuta. Tok reakcije je pra¢en TLC-om
(hloroform : aceton = 6 : 4). Nakon hladenja reakcone smesSe z-butanol se delimi¢no upari i proizvod se
ekstrahuje hloroformom (3 x 20 mL). Tankoslojnom hromatografijom na silikagelu potvrden je visok

stepen Cistoce izolovanog proizvoda 47, u vidu belih kristala (95 mg, 92 %).

'H NMR (CDCl5): 0.79 (s, 3H, CHs-18); 0.84 (d, 3H, CHs-21); 1.01 (s, 3H, CHs-19); 1.17-2.17 (m,
skeletni vodonici); 5.29 (s, 1H, H-12); 8.13 (s, 1H, CHO-12).

C NMR (CDCls): 12.38 (CH;-18); 17.44 (CH5-21); 22.27 (CH5-19); 23.41, 25.36, 26.08, 26.39, 27.31,
30.45, 30.87, 34.27, 34.54, 34. 77, 35.33, 36.58, 36.89, 42,17, 43.95, 45.07, 47.37 1 49.21 (C-1, C-2, C-
4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 160.47
(CHO-12); 179.65 (CO,H); 212.93 (C-3).

124



Bojana Vasiljevié Doktorska disertacija

4.24. 12a-Hidroksi-3-okso-5B-holanska kiselina (48)

Prethodno odmerenoj 12a-formiloksi-3-okso-5B-holanskoj kiselini (1 ekv., 0,38 mmol, 150 mg) doda se
0.2 M NaOH (2 ekv., 0.77 mmol, 3.84 mL). Reakciona smeSa se zatim zagreva u mikrotalasnom
reaktoru pri temperaturi od 60 °C u toku 2 min. Tok reakcije je praten TLC-om na silikagelu kao
adsorbentu uz pogodan sistem rastvaraca (hloroform : aceton = 6 : 4). Reakciona smesa se zatim izlije u
razblaZeni rasvor sircetne kiseline (13 pL glacijalne siréetne kiseline u 102 pL vode). Dobijeni proizvod
se ekstrahuje hloroformom (3 x 20 mL). Tankoslojnom hromatografijom potvrden je visok stepen

Cistoce belih kristala proizvoda 48 (104 mg, 74 %).

'H NMR (CDCls): 0.67 (s, 3H, CH;-18); 0.96 (d, 3H, CHs-21); 1.21 (s, 3H, CH;-19); 1.26-2.75 (m,
skeletni vodonici); 4.01 (s, 1H, H-12); 5.97 (br s, 2H, OH i CO,H).

C NMR (CDCls): 12.59 (CH;-18); 17.11 (CH5-21); 23.49 (CH3-19); 26.40, 27.36, 28.66, 29.17, 29.54,
30.60, 31.61, 32.70, 33.60, 35.53, 36.70, 42.13, 44.14, 46.40, 48.18, 53.68, 36.91 1 54.81 (C-1, C-2, C-4,
C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 73.22 (C-12);
178.77 (CO,H); 213.97 (C-3).

4.25. 3,12-Diokso-5B-holanska kiselina (49)

Postupak A

3a,12a-Dihidroksi-5p-holanska kiselina (1 ekv., 0.49 mmol, 192 mg) se rastvori u t-butanolu (4 mL). N-
Bromsukcinimid (3.7 ekv., 1.84 mmol, 327 mg) se rastvori u vodi (2 mL) uz zagrevanje i meSanje,
nakon Cega se dobijeni rastvor NBS-a doda u rastvor deoksiholne kiseline. Reakciona smeSa se zagreva
u mono-modnom reaktoru pri temperaturi od 80 °C u toku 1 min. Tok reakcije je pracen TLC-om
(hloroform : aceton = 6 : 4). Nakon hladenja, #-butanol se delimi¢no upari i proizvod se ekstrahuje
hloroformom (3 x 20 mL) iz ostatka reakcione smeSe. Flash hromatografijom na koloni silikagela
(hloroform : aceton = 6: 4) dobijeni su Cisti beli kristali 3,12-diokso-5B-holanske kiseline (49, 168 mg,
88 %).

Postupak B

3a,12a-Dihidroksi-5p-holanska kiselina (1 ekv., 0.1 mmol, 39 mg), Oxone (2.4 ekv., 0.24 mmol, 148
mg) i AICL;-6H,0 (2.7 ekv., 0.27 mmol, 65 mg) se rastvore u vodi (2 mL). Reakciona smeSa se meSa na

sobnoj temperaturi 3 sata. Po zavrSetku reakcije reakciona smesa je ekstrahovana sa etil-acetatom. Flash
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hromatografijom na koloni silikagela (hloroform : aceton : glacijalna siréetna kiselina = 6 : 4 : 0.1)

dobijen je Cist proizvod 49 (35 mg, 90 %).

Postupak C

3a,12a-Dihidroksi-5p-holanska kiselina (1 ekv., 0.1 mmol, 39 mg), Oxone (2.4 ekv., 0.24 mmol, 148
mg) i AlCl;-6H,0 (2.7 ekv., 0.27 mmol, 65 mg) se rastvore u vodi (2 mL). Reakciona smeSa se zatim
zagreva u mikrotalasnom reaktoru na 50 °C u toku 12 minuta. Obradom reakcione smese i

preciS¢avanjem sirovog proizvoda kao u Postupku B dobijen je Cisto jedinjenje 49 (31 mg, 81 %).

'H NMR (CDCls): 0.83 (d, 3H, CHs-21); 1.04 (s, 3H, CHs-18); 1.09 (s, 3H, CHs-19); 1.30-2.58 (m,
skeletni vodonici).

C NMR (CDCl5): 11.63 (CH3-21); 18.47 (CH5-18); 22.02 (CH5-19); 24.20, 25.34, 26.48, 27.37, 30.16,
31.20, 35.32, 35.45, 35.51, 36.69, 36.78, 38.23,41.99, 43.61, 44.17, 46.39, 57.49 1 58.44 (C-1, C-2, C-4,
C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 179.72 (CO,H);
212.34 (C-3); 214.28 (C-12).

4. 26. Metil 3a,7a-dihidroksi-5p-holanoat (50)

Prethodno odmerena henodeoksiholna kiselina (1 ekv., 1.5 mmol, 589 mg) se rastvori u apsolutnom
metanolu (51 ekv., 76.6 mmol, 3.10 mL). Rastvoru se doda cc H,SO, (0.15 mmol, 10 pl) i reakciona
smesa se zagreva u mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 140 °C, u toku 30 minuta. Nakon
hladenja reakciona smesa se izlije u 60 mL vode i ekstrahuje sa hloroformom (3 x 20 mL). Ekstrakti se
isperu zasi¢enim rastvorom NaHCOj; (2 x 25 mL) i vodom (2 x 25 mL). Flash hromatografijom na
koloni silikagela (hlorofom : aceton = 6 : 4) dobija se Cist proizvod 50 u obliku Zutog ulja (31 mg, 51
%).

'H NMR (CDCly): 0.65 (s, 3H, CHs-18); 0.90 (s, 3H, CHs-19); 0.91 (d, 3H, CHs-21); 1.06-2.39 (m,
skeletni vodonici); 3.44 (m, 1H, H-3); 3.66 (s, 3H, OCH5); 3.84 (s, 1H, H-7).

C NMR (CDCl3): 11.68 (CH;-18); 18.20 (CH;-19); 22.00 (CH5-21); 20.52, 23.57, 28.07, 30.56, 30.91,
32.77, 34.60, 34.96, 35.26, 35.30, 39.33, 39.59, 39.68, 41.46, 42.57, 50.36, 51.40 1 55.75 (C-1, C-2, C-4,
C-5, C-6, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 51.40 (OCH,);
68.31 (C-7); 71.80 (C-3); 174.67 (CO,CH,).
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4.27. Metil 3a,7a-diacetoksi-5p-holanoat (51)

Metil 3a,7a-dihidroksi-5p-holanoat (1 ekv., 0.12 mmol, 50 mg) se rastvori u piridinu (2 mL) nakon ¢ega
se doda acetanhidrid (100 ekv., 12 mmola, 1.12 mL). Reakciona smeSa se zagreva u mikrotalasnom
reaktoru na temperaturi od 120 °C u toku 2 minuta. Tok reakcije je pracen TLC-om (etil-acetat : toluen
=1 : 1). Nakon hladenja reakcionoj smesi se doda 1 mL vode uz meSanje i hladenje suda, a zatim se
reakciona smesa izlije u 40 mL hladne vode i ekstrahuje sa dietil-etrom (3 x 20 mL). Ekstrakti se isperu
sa 10 % rastvorom HCI (2 x 10 mL), zasi¢enim rastvorom NaHCO; (2 x 10 mL) i vodom (2 x 25 mL).
Tankoslojnom hromatografijom potvrden je visok stepen Cistoce izolovanog proizvoda 51, u vidu belih

kristala (58 mg, 96 %).

'H NMR (CDCls): 0.65 (s, 3H, CHs-19); 0.91 (s, 3H, CHs-18); 0.93 (d, 3H, CHs-21); 1.06-2.03 (m,
skeletni vodonici); 2.05, 2.07 (s, 6H, COCH;-3, COCHs-7); 3.66 (s, 3H, CO,CHs); 4.52 (m, 1H, H-3);
4.87 (s, 1H, H-7).

C NMR (CDCl5): 11.67 (CH-19); 18.25 (CHs-18); 20.63 (CH5-21); 21.45, 21.55, 22.66, 23.52, 26.77,
27.99, 30.94, 30.97, 31.30, 34.05, 34.61, 34.77, 34.88, 35.26, 37.88, 39.47, 40.94 1 42.67 (C-1, C-2, C-4,
C-5, C-6, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 50.38 (OCH;);
71.22 (C-7); 74.15 (C-3); 170.40, 170.62 (COCH;-3, COCHj3-7); 174.66 (CO,CHj3).

4.28. Metil 7a-acetoksi-3a-hidroksi-5p-holanoat (52)

Prethodno rastvorenom metil 3a,7a-diacetoksi-5p3-holanoatu (1 ekv., 0.10 mmol, 50 mg) u metanolu (2
mL) doda se p-toluensulfonska kiselina (3.8 ekv., 0.03 mmol, 5 mg). Reakciona smeSa se ozracuje u
mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 100 °C u toku 20 minuta. Tok reakcije je praten pomocu
TLC-a (etil-acetat : toluen = 1 : 1). Reakciona smeSa se zatim izlije u 30 mL vode i ekstrahuje sa etil-
acetatom (3 x 20 mL). Organski sloj se ispere zasi¢enim rastvorom NaHCO; (2 x 10 mL) i vodom (2 x
25 mL). Tankoslojnom hromatografijom dobijeni su Cisti beli kristali proizvoda 52 (42 mg, 92 %).

'H NMR (CDCl5): 0.65 (s, 3H, CHs-19); 0.91 (s, 3H, CHs-18); 0.92 (d, 3H, CHs-21); 1.21-2.03 (m,
skeletni vodonici); 2.05 (s, 3H, COCHj;-7); 3.50 (m, 1H, H-3); 3.66 (s, 3H, CO,CH3); 4.86 (s, 1H, H-7).

C NMR (CDCl5): 11.67 (CH;-19); 18.25 (CHs-18); 20.61 (CH5-21); 21.59, 22.69, 23.52, 26.76, 27.99,
29.67, 30.58, 30.92, 30.95, 31.29, 31.40, 34.07, 34.71, 34.87, 35.17, 35.26, 37.89 1 42.67 (C-1, C-2, C-4,
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C-5, C-6, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 50.37 (OCH,);
71.34171.74 (C-71 C-3); 170.63 (CO,CH3-7); 174.69 (CO,CHj3).

4.29. Metil 7a-acetoksi-3-okso-5B-holanoat (53)

Metil 7a-acetoksi-3a-hidroksi-5p-holanoat (1 ekv., 0.18 mmol, 81 mg) se rastvori u ¢-butanolu (2 mL)
nakon ¢ega se rastvoru doda topla suspenzija N-bromsukcinimida (1.9 ekv., 0.34 mmol, 61 mg) u vodi
(1 mL). Reakciona smeSa se zagreva u mikrotalasnom reaktoru u toku 1 minuta, na temperaturi od 80
°C. Tok reakcije je pracen TLC-om (etil-acetat : toluen = 1 : 1). Nakon hladenja reakciona smesa se
izlije u vodu (50 mL) i ekstrahuje sa hloroformom (3 x 20 mL). Tankoslojnom hromatografijom

potvrden je visok stepen Cistoce izolovanog proizvoda 53 u obliku belih kristala (70 mg, 87 %).

'H NMR (CDCly): 0.67 (s, 3H, CHs-19); 0.93 (d, 3H, CH;-21); 1.02 (s, 3H, CH;-18); 1.08-1.99 (m,
skeletni vodonici); 2.02 (s, 3H, COCH;-7); 2.98 (t, 1H, H-4); 3.65 (s, 3H, CO,CHs); 4.94 (s, 1H, H-7).

4.30. 3,7-Diokso-5B-holanska kiselina (54)

3a,7a-Dihidroksi-5B-holanska kiselina (1 ekv., 0.1 mmol, 39 mg), Oxone (2.4 ekv., 0.24 mmol, 148 mg)
i AlICI;-6H,0 (2.7 ekv., 0.27 mmol, 65 mg) se rastvore u vodi (2 mL). Reakciona smeSa se zatim
zagreva u mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 50 °C, u toku 10 minuta. Po zavrSetku reakcije
reakciona smeSa je ekstrahovana sa etil-acetatom. Flash hromatografijom na koloni silikagela

(hloroform : aceton : glacijalna siréetna kiselina = 6 : 4 : 0.1) dobijeni su ¢isti beli kristali proizvoda 54

(32 mg, 83 %).

'H NMR (CDCly): 0.69 (s, 3H, CHs-18); 0.92 (d, 3H, CHs-21); 1.14 (s, 3H, CHs-19); 1.25-2.90 (m,
skeletni vodonici).

C NMR (CDCl3): 12.05 (CH;-18); 18.30 (CH;-21); 22.07 (CHs-19); 22.38, 24.70, 28.18, 30.66, 30.95,
35.12, 35.37, 36.69, 38.80, 42.63, 42.80, 42.86, 44.94, 47.72, 48.78, 49.51 1 54.74 (C-1, C-2, C4, C-5,
C-6, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 179.95 (CO,H);
210.43,211.28 (C-31 C-7).
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4.31. 3,7,12-Triokso-5B-holanska kiselina (55)

3a,7a,120-Trihidroksi-5B-holanska kiselina (1 ekv., 0.1 mmol, 41 mg), Oxone (4.8 ekv., 0.48 mmol,
295 mg) i AlCl;-6H,O (5.4 ekv., 0.54 mmol, 130 mg) se rastvore u vodi (2 mL), nakon cCega se
reakciona smeSa zagreva pod dejstvom mikrotalasnog zracenja, pri temperature od 50 °C, u toku 30
minuta. Po zavrSetku reakcije reakciona smesa se ekstrahuje sa etil-acetatom. Proizvod se precisti flash
hromatografijom (hloroform : aceton : glacijalna siréetna kiselina =6 : 4 : 0.1) pri ¢emu se dobijaju Cisti

beli kristali jedinjenja 55 (19 mg, 47 %).

'H NMR (CDCl5): 0.85 (d, 3H, CH5-21); 1.08 (s, 3H, CHs-18); 1.25 (s, 3H, CHs-19); 1.28-2.91 (m,
skeletni vodonici).

C NMR (CDCl3): 11.83 (CH;-21); 18.57 (CH;-18); 21.88 (CH5-19); 25.11, 27.59, 29.67, 30.18, 31.16,
35.45, 35.99, 36.46, 38.60, 42.76, 44.95, 45.53, 45.61, 46.82, 48.94, 51.73 1 56.88 (C-1, C-2, C4, C-5,
C-6, C-8, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 179.23 (CO,H); 208.75,
209.17, 212.03 (C-3, C-71 C-12).

4.32. 3-Okso-5B-holanska kiselina (56)

Rastvoru Oxone-a (2.4 ekv., 0.24 mmol, 148 mg) i AlCl;-6H,0 (2.7 ekv., 0.27 mmol, 65 mg) u MeCN
(0.5 mL) i vodi (1.5 mL) doda se 3a-hidroksi-5B-holanska kiselina (1 ekv., 0.15 mmol, 57 mg).
Reakciona smeSa se zagreva u mikrotalasnom reaktoru na 50 °C u toku 6 minuta. Po zavrSetku
zagrevanja reakciona smesa se ekstrahuje sa etil-acetatom. Hromatografskim precis¢avanjem (hloroform
: aceton : glacijalna siréetna kiselina = 6 : 4 : 0.1) dobijen je Cist proizvod 55 u vidu belih kristala (51

mg, 90 %).

'H NMR (CDCly): 0.67 (s, 3H, CHs-18); 0.91 (d, 3H, CHs-21); 1.00 (s, 3H, CHs-19); 1.03-2.69 (m,
skeletni vodonici); 9.50 (br s, 1H, CO,H).

C NMR (CDCls): 12.00 (CH;-18); 18.17 (CH5-21); 21.10 (CH5-19); 22.55, 24.07, 25.67, 26.51, 28.05,
30.65, 30.97, 34.79, 35.20, 35.43, 36.91, 37.09, 39.94, 40.63, 42.24, 42.69, 44.23, 55.851 56.32 (C-1, C-
2, C4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23);
180.20 (CO,H); 213.81 (C-3).
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4.33. 5B8-Holanska kiselina (57)

Postupak A

3-Okso-5B-holanska kiselina (1 ekv., 0.61 mmol, 228 mg) se rastvori u etilen-glikolu (2.74 mL) nakon
¢ega se doda hidrazin-hidrat (4 ekv., 2.44 mmol, 121 pL) i KOH (276 mg). Reakciona smesa se zagreva
na temperaturi od 240 °C, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, u toku 15 minuta. Nakon
zagrevanja reakciona smesSa se zakiseli do pH 2, ekstrahuje sa dietil-etrom (3 x 20 mL) i ispere 4 %
NaCl. Flash hromatografijom na koloni silikagela dobijen je Cist proizvod 57 u obliku belih kristala
(160 mg, 73 %).

Postupak B

U reakcioni sud sa etilen-glikolom (2.74 mL) se doda 3,12-diokso-5B-holanska kiselina (1 ekv., 0.52
mmol, 200 mg), hidrazin-hidrat (8 ekv., 4.12 mmol, 204 pL)) i KOH (276 mg). Nakon 15 minuta
mikrotalasnog ozracivanja, pri temperaturi od 240 °C, reakciona smeSa se zakiseli do pH 2, ekstrahuje
sa dietil-etrom (3 x 20 mL) i ispere 4 % NaCl. Hromatografskim preci§¢avanjem dobijen je Cist

proizvod 57 (170 mg, 92 %).

Postupak C

3,7,12-Triokso-5B-holanska kiselina (1 ekv., 0.50 mmol, 200 mg) se rastvori u etilen-glikolu (2.74 mL)
nakon ¢ega se doda hidrazin-hidrat (12 ekv., 5.97 mmol, 296 pL.) i KOH (276 mg). Reakciona smeSa se
zagreva 15 minuta, pri temperaturi od 240 °C, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora. Nakon
isteka reakcionog vremena, reakciona smesa se zakiseli do pH 2, ekstrahuje sa dietil-etrom (3 x 20 mL)
i ispere 4 % NaCl. Flash hromatografijom na koloni silikagela dobijen je Cist proizvod 57 (120 mg, 67
%).

'H NMR (CDCLy): 0.65 (s, 3H, CH;-18); 0.92 (s, 3H, CHs-19); 0.94 (d, 3H, CHs-21); 1.00-2.68 (m,
skeletni vodonici).

C NMR (CDCls): 12.05 (CH;-18); 18.23 (CHs-19); 20.81 (CH3-19); 21.33, 2421, 24.26, 26.54, 27.01,
27.23, 27.50, 28.18, 30.76, 30.95, 35.30, 35.35, 35.87, 37.57, 40.25, 40.49, 42.75, 43.71, 55.94 1 56.59
(C-1, C-2, C4, C-5, C-6, C-7, C-8, C9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22,
C-23); 197.10 (CO,H).

130



Bojana Vasiljevié Doktorska disertacija

4.34. N-Fenil-5B-holan-24-amid (58) i N-morfolil-5p-holan-24-amid (59)

Holanska kiselina (1 ekv., 0.83 mmol, 300 mg) i anilin, odnosno morfolin (20 ekv., 16.67 mmol) se
pomesaju i zagrevaju pod dejstvom mikrotalasa u toku jednog Casa, na temperaturi od 200 °C. Nakon
hladenja, reakciona smesa je rastvorena u metilen-hloridu (30 mL), isprana 5 % NaHCO; (2 x 10 mL), 1
M HCI (2 x 10 mL) i vodom (2 x 15 mL). Hromatografskim preciS¢avanjem (petroletar : etil-acetat = 6 :
4) dobijen je Cist proizvod 58 u vidu Zutog ulja (250 mg, 69 %), odnosno beli kristali proizvoda 59 (280
mg, 78 %).

Jedinjenje S58:

'H NMR (CDCl): 0.65 (s, 3H, CH;-18); 0.93 (d, 3H, CHs-21); 0.95 (s, 3H, CH;-19); 1.06-1.92 (m,
skeletni vodonici); 7.25-7.60 (m, 5SH, Ar-H); 7.93 (s, 1H, NH).

C NMR (CDCl3): 12.03 (CH;-18); 18.36 (CH3-21); 20.76 (CHs-19); 21.28, 24.17, 24.21, 26.50, 26.98,
27.19, 27.45, 28.21, 31.68, 34.53, 35.28, 35.50, 35.81, 37.53, 40.24, 40.46, 42.70, 43.66, 56.02 1 56.52
(C-1,C-2,C-3,C4, C-5,C-6,C-7,C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-
22, C-23); 119.91, 123.97, 128.80,138.13 (Ar-C); 172.24 (C=0).

Jedinjenje 59:

'H NMR (CDCls): 0.59 (s, 3H, CH;-18); 0.86 (s, 3H, CHs-19); 0.89 (d, 3H, CH;-21); 1.04-1.83 (m,
skeletni vodonici); 3.42-3.67 (m, 8H, iz morfolinskog prstena); 7.30 (s, 1H, NH).

C NMR (CDCls): 12.00 (CH;-18); 18.44 (CHs-19); 20.76 (CH5-21); 21.27, 24.17, 24.20, 26.48, 26.96,
27.17, 27.43, 28.23, 30.01, 31.28, 35.27, 35.56, 35.80, 37.52, 40.22, 40.44, 42.70, 43.64, 55.97 i 56.54
(C-1,C-2,C-3,C4, C-5, C-6,C-7,C-8, C9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-
22, C-23); 41.78, 46.01 (CH,NCH,); 66.61, 66.87 (CH,OCH,); 172.24 (C=0).

4.35. 3B-Fenilamino-5B-holanska kiselina (60)

Rastvoru 3-okso-5B-holanske kiseline (1 ekv., 1 mmol, 375 mg) i anilina (1 ekv., 0.5 mmol, 45 pulL) u
dihloretanu (2 mL) doda se NaBH(OAc); (1.25 ekv., 1.25 mmol, 265 mg) i AcOH (1.5 mmol, 86 puL).
Reakciona smeSa se zagreva u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora u toku 5 minuta, pri
temperaturi od 140 °C. Nakon zagrevanja reakciona smeSa se rastvori u metilen-hloridu, ispire
zasi¢enim rastvorom NaHCO; (3 x 10 mL), su$i i upari. Flash hromatografijom na koloni silikagela

(petroletar : etil-acetat = 6 : 4) dobijen je Cist proizvod 60 u obliku belih kristala (130 mg, 58 %).
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'H NMR (CDCls): 0.68 (s, 3H, CH;-18); 0.94 (d, 3H, CHs-21); 0.99 (s, 3H, CH;-19); 1.08-2.43 (m,
skeletni vodonici); 3.76 (s, 1H, H-3); 6.61-7.27 (m, 5SH, Ar-H).

C NMR (CDCls): 12.05 (CH;-18); 18.23 (CH3-21); 21.05 (CH3-19); 24.04, 24.16, 24.39, 26.27, 26.82,
28.14, 30.52, 30.75, 30.87, 31.02, 35.05, 35.28, 35.65, 37.43, 39.91, 40.20, 42.76, 55.96 i 56.56 (C-1, C-
2, C4, C-5, C-6, C-7, C-8, C9, C-10, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23);
48.04 (C-3); 113.16, 116.83, 129.22 1 147.19 (Ar-C); 180.39 (C=0).

4.36. Metil 3a,12a-dihidroksi-5B-holanoat (61)

Deoksiholna kiselina (1 ekv., 1.5 mmol, 589 mg) se rastvori u apsolutnom metanolu (50 ekv., 76.12
mmol, 3.08 mL). Rastvoru se polako, uz meSanje doda cc H,SO, (0.15 mmol, 10 pL). Reakciona smeSa
se zagreva u mikrotalasnom reaktoru na temperaturi od 140 °C, u toku 30 sekundi. Nakon hladenja
reakciona smesa se izlije u vodu (60 mL) i ekstrahuje sa hloroformom (3 x 20 mL). Ekstrakti se isperu
zasi¢enim rastvorom NaHCO; (2 x 25 mL) i vodom (2 x 25 mL). Flash hromatografijom na koloni
silikagela (hlorofom : aceton = 6 : 4) dobija se Cist proizvod 61 u obliku Zute uljaste tecnosti (519 mg,

85 %).

'H NMR (CDCls): 0.65 (s, 3H, CH;-18); 0.88 (s, 3H, CH3-19); 0.94 (d, 3H, CH;-21); 1.04-2.72 (m,
28H, skeletni vodonici 1 20H); 3.57 (s, 1H, H-3); 3.64 (s, 3H, OCH3); 3.96 (s, 1H, H-12).

C NMR (CDCls): 12.62 (CH;-18); 17.15 (CH5-21); 23.04 (CH3-19); 23.60, 26.05, 27.06, 27.42, 28.53,
30.29, 30.81, 31.04, 33.49, 34.03, 35.14, 35.19, 35.92, 36.30, 41.99, 46.39, 47.13, 48.09 (C-1, C-2, C-4,
C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23); 51.41 (OCH;);
71.56 (C-3); 73.00 (C-12); 174.68 (CO,CHj3).

4.37. N-Fenil-3a,12a-dihidroksi-5B-holan-24-amid (62)

Prethodno odmerenom metil 3a,70- dihidroksi-5p-holanoatu (1 ekv., 1.33 mmol, 541 mg) doda se anilin
(20 ekv., 26.6 mmol; 2.43 mL) uz meSanje. Reakciona smeSa se zagreva u mikrotalasnom reaktoru na
temperaturi od 200 °C u toku 90 minuta. Nakon hladenja sadrzaj reakcionog suda se izlije u hladnu
vodu (3 mL), ekstrahuje etil-acetatom i upari. Hromatografskim preciS¢avanjem (hloroform : aceton = 6

: 4) dobijen je Cist proizvod 62 u obliku belih kristala (215 mg, 35 %).
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'H NMR (CDCls): 0.68 (s, 3H, CH;-18); 0.91 (s, 3H, CHs-19); 0.90 (d, 3H, CH;-21); 1.20-2.50 (m,
28H, skeletni vodonici); 3.60 (m, 1H, H-3); 4.00 (s, 1H, H-12); 6.50-7.60 (m, SH, Ar-H 1 1H, NH)

C NMR (CDCls): 12.76 (CH;-18); 17.49 (CHs-19); 23.14 (CH5-21); 23.67, 26.14, 27.14, 27.51, 28.64,
29.68, 30.52, 31.36, 33.67, 34.13, 34.28, 35.17, 35.22, 36.02, 36.41, 42.07, 46.51, 46.78, 46.99 i 48.22
(C-1,C-2,C4, C-5, C-6,C-7, C-8, C9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20, C-22, C-23);
73.04 (C-3); 76.50 (C-12); 113.94-138.10 (Ar-C); 171.90 (C=0).

4.38. N-Propil-3a,12a-dihidroksi-5B-holan-24-amid (63)

Prethodno odmerenom metil 30,70~ dihidroksi-5p-holanoatu (1 ekv., 1 mmol, 406 mg) doda se N-
propilamin (20 ekv., 20 mmol, 850 pL) uz meSanje. Reakciona smeSa se zagreva u mikrotalasnom
reaktoru na temperaturi od 150 °C u toku 90 minuta. Nakon hladenja sadrZaj reakcionog suda se izlije u
vodu (3 mL), ekstrahuje etil-acetatom i upari. Flash hromatografijom na koloni silikagela (metilenhlorid

: aceton = 7 : 3) dobijen se Cist proizvod 63 u vidu belih kristala (234 mg, 54 %).

'H NMR (CDCls): 0.67 (s, 3H, CH;-18); 0.88 (s, 3H, CH3-19); 0.90 (d, 3H, CH;-21); 0.91-2.17 (m,
28H, skeletni vodonici); 3.18 (m, 2H, CH,N); 3.60 (m, 1H, H-3); 3.97 (s, 1H, H-12); 5.71 (s, 1H, NH).
"C NMR (CDCly): 11.34 (CHs-18); 12.71 (CHs-19); 17.39 (CH;CH,CH,N); 22.84 (CHs-21); 23.10,
23.64, 26.10, 27.10, 27.48, 28.57, 30.42, 31.69, 33.47, 33.59, 34.09, 35.18, 35.98, 36.36, 42.04, 46.46,
47.08148.17 (C-1, C-2,C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20,
C-22,C-23); 71.71,73.11 (C-3 1 C-12); 173.63 (C=0).

4.39. Test inhibicije klijanja

Seme bele slacice (Sinapis alba) postavi se u Petri posude (¢ 9 cm) sa filter-hartijom u podlozi. U
posude se dodaje po 3.50 mL rastvora (koncentracije od 10°-10" M) naftenskih kiselina Velebit (25),
Aldrich (26), njihovih odgovarajucih sintetizovanih derivata (27, 28, 29, 30, 31, 32, 36, 37), anilida
individualnih karboksilnih kiselina (17, 18, 19, 20 i 58) ili model smese (MS1, MS2). Model smesa
MS1 dobijena je meSanjem ekvimolarne koli¢ine individualnih karboksilnih kiselina (dekanske,
cikloheksilkarboksilne, adamantanske i holanske kiseline) i 0.1 mol benzoeve kiseline. MeSanjem

anilida individualnih karboksilnih kiselina pri istom molskom odnosu, izuzev benzoeve kiseline (0.1
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mol), dobijena je model smeSa MS2. Za kontrolu je uzet rastvor 3-indolsiréetne kiseline u
koncentracijama od 10°-10" M. Svi ogledi se rade paralelno sa po dve probe. U svaku posudu se stavi
po 50 semenki bele slacice. Klijanje se izvodi u mraku, u zaklopljenim posudama, pri temperaturi od 25
°C. Prebrojavanjem se ustanovi kada isklija 50 % (+ 2 %) semena. U ovom testu vreme klijanja je 24
sata. Isklijalim se smatraju ona semena sa izdankom ¢ija duZina iznosi polovinu duZine semena.

Rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.

4.40. Oziljavanje reznica suncokreta

Mlade biljke dobijene su naklijavanjem semena suncokreta u pesku. Odabranim ponicima, visine do oko
15 cm, sa formiranim prvim parom listova, odstranjen je koren prerezivanjem na mestu gde su izbijali iz
peska. Mlade biljke suncokreta, u grupama od po pet komada, su potapane do visine od oko 6 cm u
vodu i u rastvore razliitih koncentracija (10'6, 107 M) naftenskih kiselina Velebit (25) ili Aldrich (26),
kao i njihovih odgovarajuc¢ih derivata (27, 29, 30, 32, 36, 41, 44), anilida individualnih karboksilnih
kiselina (17, 18, 19, 20 i 58) ili model smese (MS1, MS2). Model smesa MS1 dobijena je meSanjem
ekvimolarne koli¢ine individualnih karboksilnih kiselina (dekanske, cikloheksilkarboksilne,
adamantanske i holanske kiseline) i 0.1 ekv. benzoeve kiseline. MeSanjem anilida individualnih
karboksilnih kiselina pri istom molskom odnosu, izuzev benzoeve kiseline (0.1 ekv.), dobijena je model
smeSa MS2.

Nakon 10 dana stajanja u komori (temperatura 20 ‘C, vlaZnost 80 %, dan 12 sati, no¢ 12 sati) 1
povremenog dolivanja vode da se nadokanadi isparena voda prebrojani su adventivni korenovi (svi koji
su ve¢i od 2 mm) i rezultati izraZeni kao prosecni broj adventivnih korenova po biljci. Svi testovi su

radeni u tri ponavljanja a rezultati su izraZeni kao srednja vrednost + standardna devijacija.
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5. ZAKLJUCAK

U prvom delu rada potvrden je visok stepen efikasnosti, brzine i preciznosti mikrotalasne tehnologije,
zahvaljujuéi prednostima mikrotalasnog dielektricnog zagrevanja i novih, keramickih, silicijum-
karbidnih reakcionih sudova, u okviru studija korozije i stresnih studija aktivnih farmaceutskih
komponenata.

Ispitivanjem fizi¢ko-hemijske stabilnosti standardnih Pyrex i SiC reakcionih sudova u mikrotalasno-
stimulisanim reakcijama hidrolize aromati¢nih nitrila odreden je visok stepen korozije, naprsnuca i
eksplozije borsilikatnog stakla, kao i negativan uticaj prisutnih silikata na proces izolovanja benzoeve
kiseline (1, 21 %) i 2-metoksibenzoeve kiseline (2, 57 %). Detaljnijom evaluacijom stepena korozije
Pyrex reakcionih sudova, mikrotalasnim zagrevanjem vodenog rastvora kalijum-hidroksida, u
mikrotalasnom reaktoru Biotage Initiator (pri maksimalnoj operativnoj vrednosti temperature od 190
°C) prosecan gubitak mase reakcionog suda je iznosio 0.660 g dok je u slucaju Anton Paar Monowave
300 (< 210 °C) reakcionih sudova iznosio 1.252 g, nakon 120 minuta mikrotalasnog ozracivanja. Pored
toga, utvrdeno je i da stepen korozije borsilikatnog stakla zavisi od temperature (> 150 °C) dok
koncentracija baze nema uticaja na gubitak mase reakcionog suda. Hemijskim reakcijama u SiC
vialima, koji onemogucavaju penetraciju elektromagnetnog zracenja, pomenuti negativni efekti
katalizatora su uspeSno eliminisani. Mikrotalasnim zagrevanjem reakcionih smeSa, pri visokim
vrednostima temperature i pritiska, u SiC vialima nije zabeleZen gubitak mase reakcionog suda,
naprsnuca i eksplozije, kao ni oteZano izolovanje i niZi prinosi reakcionih proizvoda (1, 85 %; 2, 93 %).
Pored toga, snazno mikrotalasno-apsorbujuéi i temperaturno-otporni SiC sudovi pokazali su se i kao

izuzetno pogodni za sigurno izvodenje eksperimenata u prisustvu metala.

Primenom specijalnih silicijum-karbidnih reakcionih sudova, brzina i preciznost izvodenja
mikrotalasno-stimulisanih transformacija potvrdena je i kroz stresne studije aktivnih farmaceutskih

komponenata, posebno u SiC plo€i, odnosno HPLC/GC vialima kao reakcionim sudovima.

v U uslovima mikrotalasnog dielektriénog zagrevanja postignuto je drasti¢no skracenje vremena
potrebnog za degradaciju aktivne komponente leka sa ciljem odredivanja veka trajanja aktivne
supstance leka. Jednostavnim poviSenjem temperature reakcione smeSe od sobne (0.1 M HCI,
24 %, 72 h) do temperatura koje su daleko iznad temperatura klju¢anja samih reaktanata, u

zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora Biotage Initiator i Anton Paar Monowave 300,
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postignuta je znacajna redukcija vremena toka degradacije indometacina (0.1 M HCI, 160 °C,
27 %, 1 minut). Od degradacionih proizvoda pri kiselim i baznim stresnim uslovima kao i
neutralnoj sredini identifikovani su LC-MS analizom proizvodi hidrolize indometacina, odnosno

5-metoksi-2-metil-3-indolsiréetna kiselina (4) i 4-hlorobenzoeva kiselina (5).

v" Oksidativnom degradacijom indometacina u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora takode
je postignut znatno visi stepen degradacije u daleko kraéem vremenskom periodu (25 %, 10
min.), u poredenju sa konvencionalnim zagrevanjem (7 %, 120 min.), do 4-hlor-N-[4-metoksi-2-
(1-metilen-2-oksopropil)fenil]-benzamida (7) i 8-(4-hlorbenzoil)-3a-hidroksi-5-metoksi-8a-
metil-3,3a,8,8a-tetrahidro-2H-furo[2,3-b]indol-2-ona  (8), (Shema 3.6.). Mikrotalasnim
zagrevanjem indometacina u vodi pri visokoj vrednosti temperature (150 °C), aktivna

komponenta se pokazala kao izuzetno stabilna (Slika 3.5.).

v' IstraZivanja su zatim proSirena i na stresne studije Pyr3 (9) koji se pokazao kao izuzetno
stabilno jedinjenje u prisustvu kiseline, vodonik-peroksida ili vode dok je u prisustvu jake baze
potpuno hidrolizovan do jedinjenja 10, odnosno jedinjenja 11 i 12 (Shema 3.7.) nakon 10
minuta zagrevanja (160 °C, 56 %), U okviru stresnih studija omeprazola (13), aktivni
ingredijent je u potpunosti hidrolizovan do odgovarajucih proizvoda 14 i 15 (Shema 3.8.) nakon
svega 10 minuta zagrevanja u kiseloj sredini pri temperaturi od 100 °C, odnosno 160 °C u

baznoj sredini.

v" Paralelnim zagrevanjem do osamdeset reakcija u HPLC/GC vialima kao reakcionim sudovima
smeStenih unutar SiC ploce, u multi-modnom mikrotalasnom reaktoru Synthos 3000, firme
Anton Paar, postignuto je znacajno skracenje vremena trajanja degradacije indometacina,
minijaturizacija procesa i brz uvid u rezultate stresnih studija pri razli¢itim kiselim, baznim i
oksidativnim stresnim uslovima (Slika 3.9.). Primenom HPLC/GC viala kao reakcionih sudova
koji su direktno po zavrSetku zagrevanja preneti do odgovarajuceg instrumenta za dalju analizu
(HPLC-UV, GC-MS, LC-MS) eliminisan je 1 uticaj greSke manuelnog transfera uzorka.
Efikasnost SiC ploce i HPLC/GC viala kao reakcionih sudova, u kombinaciji sa mikrotalasnim
zracenjem, potvrdena je i u slucaju studija stabilnosti indometacina u prisustvu razli¢itih
rastvaraca i gasova. Najvisi stepen degradacije indometacina uocen je u vodi (20 %) i etilen-
glikolu (15 %) kao rastvaracu na 160 °C, a od degradacionih proizvoda identifikovani su
proizvodi hidrolize amidne veze 4 i § (Slika 3.10.). U prisustvu suvog azota i argona uocen je
visok stepen stabilnosti indometacina nakon 30 minuta mikrotalasnog ozracivanja pri

temperaturi od 150 °C i 180 °C, dok je u prisustvu relativno vlaznog vazduha (150 °C, 2 %; 180
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°C, 26 %) i kiseonika (150 °C, 5 %; 180 °C, 85 %) hidrolizovao do proizvoda 4 i 5.
Mikrotalasno-stimulisanim zagrevanjem u atmosferi amonijaka dobijena je amonijumova so

indometacina (16, 150 °C, 46 %; 180 °C, 97%).

v" Postojanje netermic¢kih mikrotalasnih efekata je opovrgnuto primenom SiC kao snaZno
mikrotalasno-apsorbuju¢eg materijala koji spreava penetraciju elektromagnetnog zracenja. U
skladu sa tim, reakciona smesa je tokom mikrotalasnog ozracivanja zagrevana konvencionalnim
transferom toplote od zida reakcionog suda a ne preko dielektricnog mehanizma zagrevanja.
Pored toga, stepen degradacije indometacina na 150 °C (0.1 M HCI) u toku 5 minuta
mikrotalasnog ozracivanja je u oba tipa reakcionog suda isti (oko 50 %) Sto nas je dovelo do
zaklju¢ka da su za visok stepen ubrzanja hemijskih transformacija odgovorni jedino

termickilkineticki efekti.

U drugom delu ovog rada razvijene su nove sintetske metode i izvr§ena je modifikacija postoje¢ih
konvencionalnih metoda sinteze amida i estara individualnih naftenskih kiselina, kao i prirodnih
naftenskih kiselina nafte Velebit i komercijalnih Aldrich naftenskih kiselina. Sinteze su izvedene
mikrotalasnim ozracivanjem cistih reaktanata, u zatvorenom sistemu mikrotalasnog reaktora, pri
maksimalnim vrednostima temperature i pritiska reakcione smese. U skladu sa tim, neat sinteze koje
podrazumevaju odsustvo rastvaraca i katalizatora dovele su do Cdistijih reakcionih sistema uz
maksimalno skraenje vremena trajanja reakcije, kao i do jednostavnijeg izolovanja i visokih vrednosti

prinosa finalnih proizvoda.

v" Direktno iz neaktiviranih karboksilnih kiselina i amina, pri molskom odnosu 1 : 1, sintetizovani
su sekundarni amidi, odnosno anilidi benzoeve (17, 74 %), cikloheksilkarboksilne (18, 98 %) i
dekanske kiseline (19, 78 %) pri temperaturi od 270 °C, nakon 15 minuta mikrotalasnog
ozraCivanja u temperaturno-kontrolnom modu CEM Discover BenchMate mikrotalasnog
reaktora (Shema 3.10.; 3.11.). U reakciji amidacije tricikli¢ne karboksilne kiseline uocen je nizi
stepen reaktivnosti adamantanske kiseline u prisustvu mikrotalasnog zracenja (200 °C, 240
min.) §to je rezultovalo nizim vrednostima prinosa N-fenil-1-adamantankarboksamida (20, 33
%). Od sekundarnih amida sintetizovani su i N-benzil- (21 i 22) i N-cikloheksilamidi (23 i 24)
benzoeve i cikloheksilkarboksilne kiseline u visokom prinosu (iznad 80 %), nakon 2 minuta
mikrotalasnog ozraCivanja (Shema 3.12.). Primenom prethodno utvrdenih reakcionih uslova
mikrotalasno-stimulisane sinteze individualnih naftenskih kiselina, postignuta je efikasna

sinteza N-fenil- (27 i 30), N-benzil- (28 i 31) i N-cikloheksilamida (29 i 32) prirodnih naftenskih
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kiselina Velebit i komercijalnih Aldrich naftenskih kiselina u visokom prinosu (iznad 70 %) pod
dejstvom mikrotalasnog zracenja (Shema 3.13.). Zahvaljujuéi prednostima mikrotalasne
tehnologije i direktnoj interakciji elektromagnetnog zraenja sa reagensima uspesno su
sintetizovani i tercijarni amidi naftenskih kiselina pri temperaturi od 270 °C, u zatvorenom
sistemu mikrotalasnog reaktora, nakon 10 minuta mikrotalasnog ozracivanja. Modifikovanim
sintetskim postupkom dobijeni su amidi morfolina individualnih naftenskih kiselina, odnosno 4-
dekanoilmorfolin (35, 94 %), 4-(cikloheksilkarbonil)morfolin (34, 83 %) 1 4-benzoilmorfolin
(33, 81 %), kao i amidi morfolina smeSe naftenskih kiselina Velebit (36, 97 %) i Aldrich (37, 70
%), (Shema 3.14.; 3.15.; 3.16.).

v U daljem radu izvrSena je optimizacija reakcija esterifikacije naftenskih kiselina u prisustvu
mikrotalasnog zraCenja, a u cilju sinteze amida karboksilnih kiselina aminolizom aktivnih
estara. Najve¢i prinos benzil-estra (38, 80 %) ostvaren je nakon 30 minuta zagrevanja u
temperaturno-kontrolnom modu CEM Discover BenchMate mikrotalasnog reaktora, pri
temperaturi od 270 °C, u odsustvu katalizatora. Na osnovu prethodnog, sintetizovani su i benzil-
estri drugih individualnih naftenskih kiselina, odnosno benzil-cikloheksilkarboksilat (39, 73 %)
i benzil-dekanoat (40, 70 %), kao i smeSe prirodnih Velebit (41, 83 %) i komercijalnih Aldrich
(42, 61 %) naftenskih kiselina. Od znacaja je ista¢i da su reakcije esterifikacije izvedene u
odsustvu katalizatora i organskih rastvaraca, $to je od posebnog znacaja sa aspekta zelene
hemije (Shema 3.18.). Aminolizom sintetizovanog benzil-benzoata sa anilinom, odnosno
cikloheksilaminom, pri molskom odnosu estar : amin = 1 : 1.5 na temperaturi od 300 °C u toku
10 minuta mikrotalasnog ozracivanja, dobijeni su proizvodi 17 (72 %) i 23 (92 %). Prethodno
utvrdeni reakcioni uslovi primenjeni su na reakciju aminolize benzil-estara komercijalnih
Aldrich naftenskih kiselina sa N-cikloheksilaminom do odgovarajuc¢eg amida 32 (20 %), (Shema
3.20.).

U cilju povecanja stepena rastvorljivosti naftenskih kiselina u vodi kao primarnom medijumu za
bioloska ispitivanja izvrSeno je njihovo prevodenje u polarnija jedinjenja kao §to su kvaternerne
amonijumove soli. Kao polazno jedinjenje upotrebljen je holin-dihidrogencitrat koji je prvo preveden u
holin-hlorid (43, 88 %). Mikrotalasnim ozraCivanjem naftenskih kiselina Aldrich i holin-hlorida u
prisustvu katalitiCke koli¢ine kiseline pri temperaturi od 160 °C, u toku jednog ¢asa mikrotalasnog

ozracivanja, sintetizovani su holin-estri naftenskih kiselina Aldrich (44, 30 %), (Shema 3.21.).
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Efikasnost mikrotalasne tehnologije potvrdena je i u reakcijama sinteze 5B-holanske kiseline, model
supstance pri identifikaciji prirodnih policikli¢nih naftenskih kiselina prisutnih u nafti. Mikrotalasno-
stimulisanom oksidacijom litoholne, deoksiholne, henodeoksiholne i holne kiseline sa Oxone/AlCl;
sistemom u destilovanoj vodi kao rastvaracu dobijeni su odgovarajuci keto derivati Zu¢nih kiselina (49,
54, 55, 56), (Shema 3.27.). Odsustvo toksi¢nih nusproizvoda koji dovode do ozbiljnog zagadenja
Zivotne sredine ¢ine ovu metodu izuzetno pogodnom sa aspekta zelene hemije i zastite Zivotne sredine u

odnosu na tradicionalne metode oksidacije Zu¢nih kiselina.

Wolff-Kishner-ovom redukcijom sintetizovanih keto derivata Zu¢nih kiselina pri temperaturi od 240 °C,
nakon 15 minuta mikrotalasnog ozracivanja, dobijena je 5B-holanska kiselina (57), (Shema 3.28.). Od
znacaja je istac¢i da je u odnosu na klasican postupak reakcije redukcije reakciono vreme skrac¢eno za
viSe od cetrnaest sati. Derivatizacijom sintetizovane tetracikli¢ne kiseline u zatvorenom sistemu
mikrotalasnog reaktora CEM Discover BenchMate dobijen je N-fenil-5p-holan-24-amid (58, 69 %) i N-
morfolil-5B-holan-24-amid (59, 78%), (Shema 3.29.). Pored toga, keto derivati Zu¢nih kiselina pokazali
su se i kao veoma znacajni intermedijeri u reakcijama reduktivne aminacije u cilju dobijanja amina
tetracikli¢nih naftenskih kiselina. Mikrotalasnim ozracivanjem smese 3-okso-5p-holanske kiseline (56) i
anilina u dihloretanu sa natrijum-triacetoksiborhidridom i glacijalnom siréetnom kiselinom
sintetizovana je 3fB-fenilamino-5B-holanska kiselina (60) u prinosu od 58 % (Shema 3.30.). Efikasnost
mikrotalasnog dielektri¢nog zracenja potvrdena je i u okviru hemijskih transformacija hidroksilnih, keto
i karboksilnih funkcionalnih grupa Zuc¢nih kiselina, odnosno u reakcijama formilovanja i acetilovanja,

kao i esterifikaciji i amidaciji Zu¢nih kiselina (Shema 3.22.; 3.23., 3.25.; 3.26.; 3.31.).

U trecoj, finalnoj fazi ovog rada ispitana je bioloska aktivnost slobodnih naftenskih kiselina izolovanih
iz atmosferskog gasnog ulja nafte Velebit, komercijalnih Aldrich naftenskih kiselina, kao i njihovih
finalnih derivata (amida, estara i holin-estara) i model smeSe formirane od sintetizovanih derivata

individualnih kiselina.

v' Ispitivanjem auksinske aktivnosti, testom inhibicije klijanja semena sladice, odredeno je da dva
od osam ispitivanih derivata naftenskih kiselina Velebit i Aldrich inhibisu klijanje viSe nego 3-
indolsiréetna kiselina u koncentraciji 10° M (Slika 3.18.; 3.19.). Poredenjem auksinske
aktivnosti sintetizovanih amida naftenskih kiselina Velebit (27, 28, 29, 36), utvrdeno je da se
hemijskom transformacijom karboksilne funkcionalne grupe u amidnu postiZe visoka auksinska
aktivnost kod derivata N-fenil- (27) i N-benzilamida (28) naftenskih kiselina Velebir.

Sintetizovani anilidi individualnih naftenskih kiselina (17, 18, 19, 20 i 58) delovali su veoma
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inhibitorno u odnosu na IAA, $to znaci da imaju izrazitu auksinsku aktivnost odredenu u testu
sa semenom slacice, a takode visoku auksinsku aktivnost pokazuje i model smeSa MS2, smesa

anilida individualnih karboksilnih kiselina (Slika 3.20.).

v U okviru testa oZiljavanja reznica suncokreta uo¢eno je da rastvori naftenskih kiselina Velebir i
Aldrich stimuliSu formiranje adventivnih korenova. Broj korenova po biljci je i do pet puta veci
kod biljaka koje su bile potopljene u rastvor amida morfolina naftenskih kiselina Velebit (36) i
holin-estara naftenskih kiselina Aldrich (44) u odnosu na one koje su bile potopljene u vodu

(Slika 3.21.; 3.22.).

v Anilidi individualnih naftenskih kiselina takode su se pokazali kao stimulatori formiranja
adventivnih korenova suncokreta, pri ¢emu je najviSi stimulatorni efekat zabeleZen nakon
tretiranja reznica suncokreta anilidima benzoeve (17), adamantanske (20) i holanske kiseline
(58). Poredenjem efikasnosti oZiljavanja reznica suncokreta model smeSe slobodnih
karboksilnih kiselina (MS1) i anilida individualnih karboksilnih kiselina (MS2) o€igledno je da
hemijskom transformacijom karboksilne funksionalne grupe u amidnu dolazi do povecanja
stimulativnog efekta naftenskih kiselina na oZiljavanje biljaka, kao i to da istom posebno

doprinose policikli¢ne karboksilne kiseline (Slika 3.23.).

v' Ispitivanjem antiproliferativne aktivnosti, uo¢ena je jaka inhibicija rasta ¢elijskih linija MDA-
MB-231 (IG5, 2.14 uM), HT-29 (ICsy 2.39 uM) i A549 (ICsy 11.55 uM) komercijalnih
naftenskih kiseline Aldrich, dok je slabu citotoksicnu aktivnost ispoljio odgovarajuci
sintetizovani derivat 30 prema celijskoj liniji MDA-MB-231 (ICsy 60.28 uM) i jedinjenja 42
prema celijskoj liniji HT-29 (ICsy 22.39 pM). SmeSa prirodnih naftenskih kiselina Velebit
ispoljila je jaku antiproliferativnu aktivnost prema samo jednoj celijskoj liniji, HT-29 (ICs,

11.77 uM).

v' Ispitivanjem uticaja slobodnih i derivatizovanih naftenskih kiselina Velebir na brojnost
ispitivanih sojeva Pseudomonas sp. uocen je njihov stimulativni efekat (soja P Violeta i PS2)
pri ¢emu je uticaj anilida naftenskih kiselina na brojnost mikroorganizama vec¢i u odnosu na
smesu prirodnih naftenskih kiselina Velebit. Sintetizovani derivati 36 1 44 takode su se pokazali
kao stimulatori razmnoZavanja bakterijskog soja Pseudomonas sp. PS2 (Tabela 3.10.; 3.11.).
Ovaj test daje veoma vazan podatak sa aspekta ekologije jer su naftenske kiseline veliki
zagadivaci prirode tako da bi prevodenjem u neke od adekvatnih derivata bila omogucena

mikrobioloska degradacija kiselina u prirodi.
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6. SKRACENICE

Ac — acetil

API — Active Pharmaceutical Ingredient (Iekovita supstanca)

Ar — aromati¢ni sistem

BAILs — Brgnsted-ove kiseline kao jonske te€nosti

BSTFA — N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamid

CA - holna kiselina

CDCA - henodeoksiholna kiselina

DP — drug product (gotov proizvod)

E, — energija aktivacije

EMEA — European Agency for the Evaluation of Medical Products (Evropska agencija za procenu
medicinskih proizvoda)

FDA - Food and Drug Administration (Americka agencija za kontrolu hrane i lekova)

FO - opticki senzor

GA; — giberelinska kiselina

GC-MS - gasna hromatografija-masena spektrometrija

HPLC - te¢na hromatografija visokih performansi

TAA - 3-indolsircetna kiselina

ICH - International Conference on Harmonisation (Internacionalna konferencija za harmonizaciju)
IC5, — koncentracija ispitivanog jedinjenja pri kojoj se broj tretiranih ¢elija smanjuje za 50% u odnosu
na kontrolu

IR — infracrveni senzor

LCA - litoholna kiselina

LC-MS - te¢na hromatografija-masena spektrometrija

MAGOS - Microwave Asisted Organic Synthesis (mikrotalasno-stimulisana organska sinteza)

Me — metil

MS1 - smesa slobodnih, individualnih karboksilnih kiselina

MS?2 — smesa anilida individualnih karboksilnih kiselina

MW — microwaves (mikrotalasi)

NAs — naphthenic acids (naftenske kiseline)

NMP - 1-metil-2-pirolidon
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OGT-F - optic¢ki senzor (TempSens signal conditioner, Opsens)

PGPR - Plant Growth Promoting Rhizobacteria

Ph — fenil

Pyr3 — etil-1-[4-(2,3,3-trihlorakrilamido)fenil ]-5-(trifluormetil)- 1 H-pirazol-4-karboksilat)
Pyrex — borsilikatno staklo

SiC — silicijum karbid

tan o - tangens gubitka

WHO — World Health Organisation (svetska zdravstvena organizacija)
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LC-MS hromatogram i maseni spektar jedinjenja 3
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LC-MS maseni spektar jedinjenja 41§

Mass Spectrum
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LC-MS hromatogram i maseni spektar jedinjenja 9
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LC-MS hromatogram i maseni spektar jedinjenja 13
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Peak#: 1 R.Time:3,118(Scan#:375)
MassPeaks: 49

LC-MS maseni spektar jedinjenja 14 i 15

Spectrum Mode: Averaged 3,108-3,125(374-376)
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LC-MS maseni spektar jedinjenja 16

Peak#:3 R.Time:8,027(Scan#:483)
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HPLC hromatogram, IR, 'H i BC NMR spektar jedinjenja 17
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IR, '"Hi ®C NMR spektar jedinjenja 18
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HPLC hromatogram, IR,

DAD! E, Sig=216.4 Ref=off (FBOJANAIC2_1OMIN000002.D)
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