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Vanillin is a compound belonging to the aromatic benzaldehyde group. It is mostly soluble in
organic solvents, and the methoxy group makes it soluble in polar solvents. It is primarily used
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1. UvOD

Vanilin je organski spoj iz skupine benzaldehida. Rije¢ je o spoju formule CgHgO3, a prema
nomenklaturi Unije za Cistu i primijenjenu kemiju, kemijski naziv vanilina je 4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehid. Vanilin je blago polarni spoj koji se tali pri 81,5 °C te se slabo otapa u
vodi, a dobro u organskim otapalima. Cisti vanilin je bijela kristali¢na tvar ugodnog i slatkastog

mirisa.

Cilj je ovoga rada sintetizirati vanilina koristeci se 4-hidroksibeznaldehidom kao reaktant
te dobivene rezultate usporediti dostupnim u literaturi. Sinteza se odvija u dva koraka. Prvi
korak je bromiranje 4-hidroksibenzaldehida na meta-polozaj, a drugi korak je Sn2 supstitucija

broma metoksilnom skupinom.

U prvom koraku sinteze dikloretan sluzi ako otapalo, a reaktanti su 4-hidroksibenzaldehid,
sumporna kiselina, vodikov peroksid i brom otopljen u dikloretanu. Reakcija se odvija pri
snizenoj temperaturi i atmosferskom talku. U drugom koraku sinteze dimetilformamid je
otapalo, a kao reaktanti su bakrov(Il) klorid, natrijev metoksid otopljen u metanolu i 3-brom-

4-hidroksibenzaldehid koji je dobiven u prethodnom koraku.

Za provjeru dobivenog meduprodukta i kona¢nog produkta koristena je IR spektroskopija.
Usporedeni su spektri 4-hidroksibenzaldehida i 3-brom-4-hidroksibenzaldehida kako bi se
vidjela njihova razlika te spektri sintetiziranog vanilina i Cistog vanilina kako bi se potvrdila

struktura.



2. RAZRADA TEME

2.1. Vanilin

Vanilin je glavni sastojak svih ekstrakata vanilije na trzistu. (Slika 1). Ima ugodan okus i miris

po vaniliji te blago oksidira kada je izlozen zraku.

Slika 1: Struktura vanilina

(izvor: https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/Vanillin#section=Structures)

U prirodi ga sintetizira biljka vanilije (Vanilla planifolia) iz porodice orhideja
(Orchidaceae), koju isklju¢ivo oprasuju péele iz porodice Eulaema. Vanilin se u biljci ne nalazi
u slobodnom obliku ve¢ je vezan za glukozu u obliku -D-glukozida. Posebnost biljke vanilije
je da svaka jedinka cvjeta samo jednom godiSnje, u razdoblju od oZujka do lipnja te ostaje
otvorena maksimalno 24 sata. Ova karakteristika, uz ¢injenicu da nije sigurno hoce li uopcée
do¢i do oprasivanja, ¢ini plodove vanilije iznimno rijetkima. Prirodno staniSte biljke je
Meksiko, ali danas ju je moguce pronaci na plantazama duz tropskog pojasa, primarno u
Madagaskaru 1 Indoneziji. Sve suvremene plantaze vanilije ru¢no oprasuju svoje biljke, $to je
bio slu¢aj i u proslosti. Plodovi vanilije beru se dok su jo$ zeleni i tada se vanilin iskljucivo
nalazi u svom konjugiranom obliku kao 3-D-glukozid. Tek 8 do 9 mjeseci nakon berbe, vanilin

se oslobada u svom ¢istom obliku (Anilkumar, 2004.). Sam proces ekstrahiranja vanilina iz


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Vanillin#section=Structureshttps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Vanillin%23section=Structures

ploda vanilije dug je, skup i kvaliteta produkta nije stalna. Zbog navedenih problema, uzgoj
prirodne vanilije jako je zahtjevan te je samim time prirodno uzgojena vanilija, odnosno

prirodno ekstrahirani vanilin jako skup.

Slika 2: Vanilla planifolia (izvor: https://afriorchids.co.za/products/afri657)

Generalno je prihvaceno da je vanilija prvo kultivirana u Srednjoj Americi i da se u 16.
stolje¢u prosirila u Europu. Novija otkri¢a upucuju na to da se koristila ve¢ u broncanome dobu
(Linares i sur. 2019). Drevni su se Asteci vanilijom koristili kao dodatkom ¢okoladnom pi¢u
poznatom pod imenom xocohotl, a tragovi vanilije pronadeni su u vinskim ¢upovima u

Jeruzalemu (Amir i sur., 2022).

Francuski znanstvenik Nicolas-Theodore Gobley je 1858. godine prvi izolirao Cisti
vanilin tako Sto je uparavao ekstrakt vanilije do suha i potom prekristalizirao dobivenu krutinu
u vruc¢oj vodi. Manje od 20 godina kasnije, 1874. njemacki znanstvenici Ferdinand Tiemann i
Gustav Ludwig Friedrich Wilhelm Haarmann otkrili su strukturu vanilina i uspje$no ga
sintetizirali iz glukozida izoeugenola, koji se nalazi u kori i smoli drveca iz roda Pinus. Uzevsi
u obzir cijenu prirodno ekstrahiranog vanilina, ovaj laboratorijski sintetizirani vanilin otvorio
je vrata novim idejama o jednostavnijim i jeftinijim na¢inima dobivanja vanilina (Hocking,
1997). Karl Reimer svega je 2 godine nakon Tiemanna i Haarmanna otkrio novi, jeftiniji put
sinteze iz o-metoksifeonla. Skupa s Tiemannom usavrsio je postupak koji je danas poznat kao

Reimer-Tiemann reakcija (Wynberg, 1960).


https://afriorchids.co.za/products/afri657

Krajem 19. stolje¢a ulje klinci¢a postalo je komercijalno dostupno, §to je dodatno
olaksalo sintezu vanilina i povecalo njegovu komercijalnu dostupnost. Razlog tome je eugenol,
spoj koji se moze koristiti kao prekursor za sintezu vanilina, a nalazi se u ulju klin¢ica. Sinteza
vanilina iz lignina pocela je 1930-ih godina koja se koristila ostatcima drva iz industrije papira,
a koja je tada cinila 60% svjetskog trziSta. Danas se tim procesom proizvodi svega 15%
svjetskog vinilina, dok ostalih 85% cini sinteza iz 0-metoksifenola i oksoacetatne Kkiseline
(Esposito i sur. 1997). Procijenjeno je da se godiSnje sintetizira 12 000 tona vanilina, a samo 1

800 tona dobiveno je iz ploda vanilije (Dignum i sur., 2001).

Vanilin primarnu primjenu ima u prehrambenoj industriji kao dodatak slasticama i ekstrakt
za kuénu uporabu, te se ¢ak 60% svjetskog vanilina koristi u tu svrhu, 33% Koristi se u mirisnim
svije¢ama 1 kozmetici, a ostalih 7% pronalazi primjenu u farmaceutskoj industriji zahvaljujuci

njegovim protuupalnim svojstvima (Paul i sur., 2021).

2.2. 4-hidroksibenzaldehid

Biljni i mi$ji metabolit, 4-hidroksibenzaldehid ili p-hidroksibenzaldehid je spoj koji, kao i
vanilin, spada u skupinu aromatskih benzaldehida. (Slika 3). To je kristali¢na, blago smeda tvar
koja sublimira na zraku. Molarna masa mu je 122,12 g/mol, taliSte pri atmosferskom tlaku je
117 °C a vreliste 310 °C. Slabo se otapa u vodi, a dobro u organskim otapalima. Izaziva iritaciju
kozZe 1 o€iju u direktnom kontaktu, ali sigurno ga je konzumirati u jako malim koli¢inama pa
sluzi kao pojacivac¢ okusa u hrani. Takoder sluzi u sintezi lijekova i drugih farmaceutskih

proizvoda.



Slika 3: Struktura 4-hidroksibenzaldehida (izvor: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4-

Hydroxybenzaldehyde)

2.3. Spojevi srodni vanilinu

2.3.1. Etilvanilin

Etilvanilin je spoj koji, kao i vanilin, spada u skupinu benzaldehida i strukturno je jako sli¢an
vanilinu. Jedina je razlika u tre¢cem C-atomu, gdje etilvanilin umjesto metoksline skupine ima

etoksilnu (Slika 4). Zbog tako sli¢ne grade, ta dva spoja imaju sli¢na fizikalna svojstva.

Taliste etilvanilina je za svega 5 °C niZe od tali$ta vanilina i iznosi 76,7 °C te je slabije
topljiv u vodi. Nestabilan je na zraku, osjetljiv na svijetlo i zagrijavanjem se raspada dajuci
iritirajuce pare o$tra mirisa. Takoder, u dodiru sa zeljezom i solima alkalijskih metala poprima
crvenu boju 1 gubi karakteristiénu aromu. Prednost etilvanilina nad vanilinom je ¢injenica da

ima 3 puta jaci okus i miris te se zbog istih njime koristi industrija parfema.

Davne 1889. godine Jacques Edouard Guerlain impulzivno je dodao znacajnu koli¢inu
kemijski sintetiziranog etilvanilina u ujakov parfem Jicky. Time ne samo da je napravio
prototip za svoj magnum opus, parfem Shalimar, ve¢ je pokazao parfumerijama svoga vremena
da ne moraju ovisiti isklju¢ivo o prirodnim aromama nego da kemija ima odgovor (Fahlbusch
i sur., 2003).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4-Hydroxybenzaldehyde
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4-Hydroxybenzaldehyde

Slika 4: Struktura etilvanilina

(izvor: https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/Ethyl-vanillin#section=2D-Structure)

2.3.2. o-Vanilin

Orto-vanilin ima istu molekulsku formulu kao vanilin, ali metoksilna skupina nalazi se na orto-
polozaju umjesto na meta- polozaju, kako i samo ime govori (2-hidroksi-3-
metoksibenzaldehid). Spoj je prvi put izolirao Ferdinand Tiemann 1876. godine (Tiemann,
1876).

Slika 5: Struktura o-vanilina

(izvor: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/8991#section=2D-Structure)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ethyl-vanillin#section=2D-Structure
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/8991#section=2D-Structure

Za razliku od vanilina, o-vanilin je opasno konzumirati, slab je inhibitor tirozinaze i
uzrokuje iritacije koze, o€iju i diSnog sustava (Kubo, Kinst-Hori, 1999). Uz to pokazuje slaba
antimutagena i jaka komutagena svojstva kod bakterije Escherichia coli (Watanabe i sur.,
1989). Zbog svega prethodno navedenog, glavnu korist danas pronalazi u farmatceutskoj
industriji kao prekursor raznim lijekovima i u istrazivanju mutagencze. Takoder se moze

pronaci kao dodatak bojama te u proizvodnji i tretiranju Zivotinjske koze, ali zna¢ajno manje

(Gerngross, 1920).

2.4. IR spektroskopija

Infracrvena (IR) spektroskopija je tehnika koja se koristi elektromagnetskim zracenjem u
infracrvenom podrucju kako bi izazvala vibracije veza unutar ispitivane molekule. Zasniva se
na interakciji elektromagnetskih valova i kemijskih veza unutar molekule te mijenja vibracijska
stanja molekule. Vibracije se odgadaju unutar infracrvenog podrucja zbog toga $to apsorbirana
energija nije dovoljna za pobudu elektronskih prijelaza. Moguée vibracije su savijanje

(scissoring), simetri¢no i asimetri¢no istezanje.

IR spektroskopijom se moze analizirati velik niz anorganskih i organskih spojeva jer, uz
izuzetak nekih homonuklearnih molekula kao N2, Cl2 i Oz, infracrveno zracenje apsorbiraju sve
molekulske vrste. Takoder svaka molekulska vrsta ima specifican IR spektar tako da se
nepoznat spoj moze nesumnjivo identificirati usporedbom njegovog spektra sa spektrom spoja
poznate strukture. Iznimka su kiralne molekule u kristalicnom stanju. IR spektar graficki se
prikazuje tako da se na ordinati oznacavaju apsorpcija ili emisija infracrvenog svjetla, a na
apscisi frekvencija ili valna duljina. Tipi¢na mjerna jedinica koja se koristi u IR-u jest cm™
(Schrader, 1995).

Uzorci svih agregatnih stanja mogu se ispitivati na IR-u. Kod plinskog uzorka koristi se
staklena kiveta duga 5 do 10 cm, sa IR propusnim prozorima na svakom kraju, kroz koju prolazi
s nekom od soli te ispresa u pastilu kako bi se uzorak fiksirao. Najcesce soli koje se koriste za
tu namjenu su natrijev klorid (NacCl), kalijev bromid (KBr) i kalcijev fluorid (CaFz) jer ne
apsorbiraju IR valove (Harwood, Moody 1989).



2.5. Nadini sinteze vanilina

Komercijalni vanilin moguce je dobiti iz ploda vanilije ili sintezom u laboratoriju. Neki od
sintetskih naé¢ina su sinteza pomoc¢u mikroorganizama, sinteza vanilina iz lignina i koristeéi 4-

hidroksibenzaldehid kao reaktant.

2.5.1. Biosinteza

Poznato je da biljka Vanilla planifolia sadrzi vanilin u svojim plodovima, ali to¢an put sinteze
nije u potpunosti razjasnjen. Tijekom godina bilo je mnogo predlozenih puteva sinteze, pocevsi
od cijepanja bo¢nog lanca na C3 ugljiku 1 hidroliza glukozida koriste¢i se glukozidom
izoeugenola kao prekursorom preko CoA ovisnog [-oksidativnog puta, sve do direktne
enzimatske sinteze vanilina iz ferulinske kiseline. Nedavno je biosintetski put ispitan pomoéu
soja Escherichia coli, koji je bio geneticki promijenjen (Kundu, 2018). U tom eksperimentu
stanice E. coli koristile su se lako dostupnim izvorima ugljika poput glukoze, glicerola i ksiloze

kao primarnim prekursorima za sintezu vanilina.

Iznenadujuce je da stanice nisu pratile fenolpropanoidni sintetski put, ve¢ sintetski put
iz L-tirozina koji je potom pretvoren u 4-kumarinsku Kkiselinu i dalje sintetiziran u vanillin
(Kundu, 2018). Op¢enito je bilo prihvaceno da sinteza vanilina pocinje sintezom fenilalanina
putem Sikiminske kiseline i zatim ulazi u centralni fenilpropanoidni put. S obzirom na to da
mnoge molekule tog puta mogu biti prekursori za vanilin (npr. hidroksicimetna, kavena,
ferulinska 4-kumarinska kiselina), glavne nedoumice su bile kada dolazi do cijepanja bo¢nog

lanca i kako nastaje vanilin-p-D-glukozid iz vanilina (Kundu 2018,).

Put sinteze vanilina mozZe se razlikovati ovisno o potrebama biljke u trenutacnim
uvjetima. Interesantno bi bilo otkriti koji put prevladava, a iz istrazivanja autora Kundu je

proizasao novi nacin priprave vanilina koji se koristi mikroorganizmima (Kundu, 2018)



2.5.2. Sinteza pomocu mikroorganizama

Glavne prednosti ove metode su jednostavnost, metabolic¢ka prilagodljivost, laka dostupnost

mikroorganizama 1 ¢injenica da je financijski isplativa, dok je kemijska sinteza opasnija za

okoli$ i ljudsko zdravlje.

Tablica 1. Popis gljivica i mikroorganizama koji uspjesno sintetiziraju vanilin.

Mikroorganizam Supstrat Iskoristenje | Literatura
1 | Aspergillus niger Ferulinska kiselina 5 mg/L (Tang i Hassan 2020)
2 | Rhodococcus jostii Eugenol 2,90/l (Garcia-Bofill i sur. 2019)
3 Bacillus safensis SMS 1003 Eugenol 0,12 g/L (Singh i sur. 2019)
4 Bacillus aryabhattai BA03 Ferulinska kiselina 147,1 mg/L (Paz i sur. 2018)
5 Pediococcus acidilactici BD16 Ferulinska kiselina 4,01 ¢9/L (Chakraborty i sur. 2017)
6 Bacillus subtilis Ferulinska kiselina 0,047 g/L (Yanisur. 2016)
7 Pseudomonas sp. OSC1 I1zoeugenol 2,43 g/L (Haridoss i sur. 2015)
8 Bacillus sp. C1 I1zoeugenol 1,52 g/L (Haridoss i sur. 2015)
9 | Aspergillus niger 1-1472 I1zoeugenol 0,137 g/L (Tan i sur. 2015)
10 | Phanerochaete chrysosporium Ferulinska kiselina 0,192 g/L (Hussin i sur. 2015)
11 | Amycolatopsis sp. ATCC 39116 Ferulinska kiselina 19,5 ¢g/L (Ma i Daugulis 2014)
12 | Phanerochaete chrysosporium Lignoceluloza 55 pg/mL (Karode i sur 2013)
NCIM 1197
13 | Pediococcus acidilactici Ferulinska kiselina 1,269 g/L (Kaur i Chakraborty 2013)
14 | Aspergillusniger K8 i Phanerochaete Ferulinska kiselina 44,8 mg/L (Motedayen i sur. 2013)
chrysosporium ATCC 24725
15 | Bacillus subtilis (MTCC 1427) Ferulinska kiselina 1,04 mg/mL (Rana i sur. 2013)
16 | Rhodococcus rhodochrous MTCC 265 Kurkumin 3,56 gm/L (Nagpure i Gupta 2011)
17 | Pycnoporus cinnabarinus Ferulinska kiselina 126 mg/L (Tilay i sur. 2010)
18 | Schizosaccharomyces pombe Glukoza 65 mg/L (Hansen i sur. 2009)
19 | Saccharomyces cerevisiae Glukoza 45 mg/L (Hansen i sur. 2009)
20 | Pseudomonas sp. ISPC2 1zoeugenol 1,15 mg/L (Ashengroph i sur.2008)
21 | Pseudomonas cholororaphis 1zoeugenol 1200 mg/L (Kasana i sur. 2007)
22 | Debaryomyces hansenii Ferulinska kiselina 169 mg/L (Mathew i sur. 2007)
23 | A. niger CGMCCO0774; Ferulinska kiselina 2,8g/L (Zheng i sur. 2007)
P. cinnabarinus CGMCC1115
24 | Bacillus fusiformis CGMCC1347 I1zoeugenol 8,10 g/L (Zhao i sur. 2006)
25 | Bacillus subtilis HS8 I1zoeugenol 1360 mg/L (Zheng i sur. 2007)
26 | Bacillus fusiformis I1zoeugenol 32,59/ (Zheng i sur. 2005)




No uz sve to postoje 1 ogranicenja, kao Sto su identifikacija i stvaranje novih sojeva
mikroorganizama koji imaju dobar doprinos vanilina, nastajanje neZeljenih metabolickih
nusproizvoda i citotoksi¢nost supstrata i produkta za kulture (Tablica 1). Da bi neki soj bio

prikladan za ovakvu sintezu mora ispunjavati sljedece uvjete:

e moze izdrzati kiselost medija u kojem nastaje vanilin
e moze proizvodit ekstracelularnu esterazu za ferulinsku kiselinu

e ima sposobnost sinteze vanilina iz ferulinske kiseline (Kundu 2018.)

2.5.3. Vanilin iz lignina

Lignin je biljni polimer koji je primarno graden od fenolnih spojeva i najc¢eséi je prirodni
polimer nakon celuloze. Nalazimo ga u stani¢nim stijenkama vaskularnih biljaka gdje daje

évrstocu 1 kohezivnost stanici.

Sinteza lignina zasniva se na polimerizaciji hidroksicinamil-alkohola u monolignole p-
kumaril-, koniferil- i sinapil- alkohol. Svaki od ovih monolignola graden je od zasebnog tipa
podjedinica, konkretno p-hidroksifenila, gvajacila i siringila. Razlika izmedu tih podjedinica
je u stupnju metoksilacije aromatskog prstena unutar strukture same podjedinice. Op¢i naziv
za sve navedene podjedinice je fenilpropanska podjedinica. Te se podjedinice vezu esterski 1

ugljik-ugljik vezama za alifatski i/ili aromatski ostatak te ¢ine dilignole.

Najcesci od ovih dilignola je arilglicerol-B-aril eter (B-O-4) (Slika 6) i on pruza osnove
za razne industrijske procese zahvaljujuci ¢injenici da se kemijski lako cijepa, za razliku od
ostalih dilignola. Definirana kemijska struktura lignina ne postoji zbog ¢injenice da se razliciti
lignoli mogu medusobno vezati na mnogo razli¢itih nacina. Uz to mogu biti i vezani za razli€ite
dijelove stanice. Takoder, sastav lignina razlikuje se medu razli¢itim skupinama biljaka,
vrstama i unutar samih jedinki, ovisno o morfoloskom dijelu koji se promatra. Postoji vise
nacina izolacije ovih spojeva od kojih su 3 glavna; u obliku lignosulfonati, kraft lignina i

pomocu organskih otapala (Lebo i sur. 2002).
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Slika 6: Struktura arilglicerol-g-aril etera

(izvor: https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/Guaiacylglycerol-beta-guaiacyl-ether)

Lignosulfonati nastaju kada se drvo tretira kiselim sulfitima za proizvodnju drvene kase
i do 1940.-ih je ovaj proces bio glavni nacin dobivanja celuloze sve dok ga nije nadiSao kraft
proces. Srz ovoga procesa je stvaranje derivata lignina koji su topljivi u vodi pomocu sufitnog
ili bisulfitnog iona. Glavna reakcija je sulfoniranje a- ili y-ugljikovog atoma $to povecava
hidrofilnost samih derivata i omogucava njihovo izoliranje iz polisaharidnog matriksa. Za
izdvajanje lingosulfonata iz kiselog vodenog sloja industrijski najéesc¢e koristen je Howard-ov
proces gdje se dodatkom vapna taloze lignosulfonati, a potom se fermentacijom uklanjaju

Seceri (Fache i sur., 2015).

Za razliku od lignosulfonata, kraft proces odvija se u luznatom mediju, u vodenoj
otopini NaOH i Na,S. U ovome se procesu a- i B-aril eterske veze na fenolnim i nefenolnim
jedinicama sulfidoliti¢ki cijepaju, ¢ime nastaje kraft lignin koji je netopljiv u vodi ako je pH
nizi od 10. U ovom procesu moze do¢i do raznih kompleksnih kemijskih reakcija izmedu
razli¢itih komponenata drva. Najnoviji nacin izdvajanja lignina iz ovakve otopine je
LignoBoost proces koji se sastoji od 2 koraka. Prvi korak je talozenje lignina zakiseljavanjem
otopine pomo¢i CO, i potom filtriranje preSom. U drugom se koraku taj lignin ispire kiselom
vodenom otopinom i ponovo osusi filter preSom. Za razliku od lignosulfonata, ovaj proces

izdvaja B-O-4 podjedinice (Rodrigues i sur., 2012).

Lignini se mogu izdvojit iz celuloznih struktura koriste¢i se organskim otapalima,

najcesce metanolom ili etanolom i kiselim katalizatorom pri visokoj temperaturi i tlaku. To
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dovodi do pucanja a- i B-eterskih veza unutar lignina i raznih drugih veza izmedu lignina 1
sastavnica stanicne stijenke. Na industrijskoj razini ovi lignini taloze pomoc¢u vodene pare,
potom se filtriraju, ispiru i suSe. Iskori$tenje 0vog procesa znatno je vise u odnosu na prethodno
spomenute postupke. Sinteza vanilina iz lignina temelji se na oksidaciji ligninske kase
molekulskim kisikom pri visokom pH, tlaku i temperaturi. Uvjeti su iznimno luznat pH (skoro
14), temperature preko 100 °C i tlak kisika od minimalno 3 bara koji se stalno odrzava tijekom
reakcije. Od svih spojeva prisutnih u ligninskom matriksu, najzanimljiviji je gvajacil koji sluzi
kao reaktant za samu sintezu. Osim vanilina, moze do¢i do nastanka sli¢cnog spoja,
siringaldehida koji se razlikuje u samo jednom dodatnom metoksilnom skupinom na meta
polozaju. Zbog toga taj spoj moze posluzit istoj svrsi kao i vanilin u farmaceutskoj industriji,
za sintezu 3,4,5-trimetoksibenzaldehida, sto je kamen temeljac za sintezu antibiotika
ormetoprima i trimetoprima. Koji produkt se dobije ovim na¢inom sinteze ovisi o tome kojim
se drvom Koristi; ako se koristi mekim drvom nastaje iskljuéivo vanilin, a ako se koristimo

tvrdim drvom nastaje mjesavina vanilina i siringaldehida (Rodrigues i sur., 2012).

Sto se tide uvjeta u kojima se reakcija odvija, otkriveno je da razli¢ito utjetu na reakciju.
Povecanjem pocetne koncentracije NaOH povecava se iskoristenje reakcije, ali previsok pH
moze dovest do talozenja nusprodukata na stijenkama reaktora. S druge strane, prenizak pH
dovodi do brze oksidacije vanilina, odnosno gubitka produkta. Proucavanjem kinetike
oksidacije vanilina otkriveno je da je reakcija drugog reda s obzirom na vanilin, a nultog reda
s obzirom na kisiku ako je pH < 11,5, ako je ve¢i od 11,5 onda je reakcija prvog reda s obzirom
na kisik 1 vanilin. Vece iskoriStenje moZe se posti¢i povecanjem temperature, Sto ujedno i
povecéava brzinu reakcije, no negativna strana je ubrzavanje degradacije vanilina. Ubrzavanje
reakcije mozemo posti¢i tako da povecamo tlak kisika i time ne riskiramo degradaciju, no ta
promjena nema nikakav utjecaj na samo iskoristenje. Slika 7 prikazuje reakciju oksidacije

ligninske podjedinice do vanilina (Rodrigues i sur., 2012).
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Slika 7: Oksidacija ligninske podjedinice (izvor: Lignin as Source of Fine Chemicals: Vanillin and

Syringaldehyde. Biomass Conversion Rodrigues i sur. 2012.)

Katalizatori su jo$§ jedan faktor u ovoj reakciji i trenutacno su u fokusu najnovijih
iskrazivanja (Bourbiaux i sur., 2021). Primarno se Kkoriste soli prijelaznih metala kao $to su
bakrov(ll) oksid (CuQ), bakrov(ll) sulfat (CuSQ,), zeljezov(III) klorid (FeCls) i Zeljezov(III)
oksid (Fe,03). Istrazivanja su radena i S Co(ll) i Ce(IV) solima gdje se ispostavilo da Co(ll)
soli imaju isti u¢inak kao i Cu(II) soli na efikasnost reakcije, dok je Ce(1V) soli ne mijenjaju
znacajno. Ovi se katalizatori mogu i kombinirati pa tako smjesa Zeljezovih i kobaltovih oksida
gdje je omjer Fe:Co jednak 1:1 pogoduje nastanku aromatskih spojeva viSe nego zasebni
oksidi. Treba naglasiti da nisu sve kombinacije nuzno bolje, kao na primjer Fe2O3 i y-Al203
koja pokazuje slabu aktivnost (Bourbiaux i sur., 2021). Najnoviji katalizator koji se pokazao
kao jedan od boljih je LaFeo.gCuo.203 koji ne samo da ima vecu efikasnost od standardnih vec¢
se moze i reciklirati te ponovno koristiti. Svakako ovaj dio sinteze nema definirano rjeSenje i

zahtjeva daljnja istrazivanja (Rodrigues i sur., 2012).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije

Komercijalno dostupne kemikalije koriStene za izradu ovoga zavr$nog rada su sljedece: 4-
hidroksibenzaldehid (C7H702, M = 122,12 g/mol) proizvodaca Sigma-Aldrich, brom (Br»,
99,5%, M = 159,80 g/mol, p = 3,32 kg/L) proizvodaca Sigma-Aldrich, sumporna kiselina
(H2S04, 98%, M = 98,08 g/mol, p = 1,84 kg/L) proizvodac¢a Gram-mol d.o.0., vodikov peroksid
(H202, 28% M = 34,02 g/mol) proizvoda¢a Gram-mol d.0.0., natrijev hidrogenkarbonat.
(NaHCOg3, pro analysis, 99%, M = 84,01 g/mol) proizvodac¢a T.T.T. d.0.0., natrijev metoksid
(NaOCHs, 25% otopina u etanolu, M = 54,03 g/mol) proizvodaca Sigma-Aldrich,
bakrov(Il)klorid (CuClz, 97% M = 134,45 g/mol) proizvodaca Sigma-Aldrich, klorovodi¢na
kiselina (HCI, 35%, M = 36,46 g/mol, p = 1,19 kg/L) proizvodac¢a Chem-lab NV.

3.2. Otapala

Za izradu ovog rada, koriStena su slijede¢a komercijalno dostupna otapala: dietil-eter
[(CH3CH>)20, 98%, M = 74,12 g/mol p = 0,71 kg/L] proizvodaca VWR BDH Chemicals,
dikloretan (CICH2CH.CI, 99%, M = 98,96 g/mol, p = 1,25 kg/L) proizvoda¢a VWR BDH
Chemicals, dimetilformamid (C3H;NO, pro analysis, M = 73,10 g/mol, p = 0,95 kg/L)
proizvodaca VWR BDH Chemicals.

Prije same sinteze potrebno je pripremiti otopinu broma, 25% sumpornu kiselinu,

zasi¢enu otopinu natrijeva hidrogenkarbonata i 5% klorovodi¢nu kiselinu.

Otopina broma pripremi se otapanjem 0,88 g (5,5x 10~3mol) broma u 2 mL
dikloretana i dobije se cjelokupni volumen do 2,28 mL. Razrijedena (25%) sumporna kiselina
pripremi se razrjedivanjem 0,41 mL 98% sumporne kiseline sa 1,2 mL destilirane vode.
Razrijedena (5%) klorovodi¢na kiselina se pripremi po istome principu, razrjedivanjem 5 mL
35% klorovodi¢ne kiseline s 30 mL destilirane vode. Zasi¢ena otopina natrijevog
hidrogenkarbonata pripremi se tako da se u 250 mL destilirane vode doda krutine do nastanka

taloga.
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3.3. Sinteza vanilina

Ova sinteza koristi 4-hidroksibenzaldehid kao polazni spoj i na njoj se bazira eksperimentalni
dio ovoga rada. Kao prvi korak sinteze vanilina trebalo je pripraviti 3-brom-4-
hidroksibenzaldehid iz 4-hidroksibenzaldehida. To se postiglo bromiranjem 4-
hidroksibenzaldehida pri niskoj temperaturi, atmosferskom tlaku i kiseloj sredini, a mehanizam
reakcije je bila elektrofilna aromatska supstitucija. Nakon toga slijedila je Sn2 supstitucija
broma metoksilnom skupinom pri poviSenoj temperaturi i atmosferskom tlaku, destilacija pri

snizenom tlaku, ekstrakcija i na kraju uparavanje otapala.

Cisti monobromirani meduprodukt tesko je dobiti jer lako disproporcionira u
dibromirani 3,5-dibrom-4-hidroksibenzaldehid i 4-hidroksibenzaldehid. Dobiveni vanillin se
dalje moze procistiti prekristalizacijom iz vode. Zbog hlapljivosti otapala i toksi¢nosti broma
cijela se sinteza izvodi u digestoru (Taber i sur., 2007). Takoder treba biti oprezan s otopinom

natrijeva metoksida jer je zapaljiva i snazan reducens.

CHO CHO CHO
NaOCHs
Bry / CuB P
—_— —_—
Br OCH 3
OH OH OH
4-hidroksibenzaldehid 3-brom-4-hidroksibenzaldehid vanilin

Slika 8: Kemijske reakcije u postupku dobivanja vanilina iz 4-hidroksibenzaldehida

3.3.1. Prvi korak sinteze

U tikvici koja se nalazi u ledenoj kupelji pripremila se smjesa 1,22 g 4-hidroksibenzaldehida i
6,2 mL dikloretana. Zbog toga sto je 4-hidroksibenzaldehid slabo topljiv u dikloretanu, reakcija

se odvijala u suspenziji, a ne u otopini. PocCetak reakcije je prikazan slikom 9.

Kada se reakcijska smjesa ohladila, polagano se dodalo 1,6 mL 25% sumporne Kkiseline
pazeci da ne dode do nagle promijene temperature. Tijekom iduca 2 sata temperatura smjese

je bila odrzavana pri 0 °C 1 otopina broma je postupno dodavana u obrocima od 100 puL svakih
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5 minuta. Za vrijeme tog procesa smjesa je poprimila blagu narancastu boju koja se vidi na

slici 10 i s vremenom izgubila.

Slika 9: Reakcijska smjesa prije prve reakcije Slika 10: Reakcijska smijesa nakon dodatka cijele
otopine broma

Nakon toga dodalo se 0,6 mL 28% vodikovog peroksida tijekom sljedecih sat vremena,
u obrocima od 50 pL svakih 5 minuta. ZavrSetak ovog koraka je ujedno i kraj reakcije Sto je

prikazano slikom 11.

Reakcijska tikvica ostavila se u hladnjaku preko no¢i kako bi se produkt bolje
iskristalizirao, nakon ¢ega je slijedilo filtriranje preko Biichnerovog lijevka, ispiranje hladnom
destiliranom vodom i susenje u susioniku pri 60 °C. Konacni iskristalizirani produkt prikazan

je naslici 12.

Stehiometrija reakcije je 1:1 i uzevsi u obzir pofetnu masu 4-hidroksibenzaldehida
iskoriStenje iznosi 39,8 % (iskoriStenje prema literaturnim podacima je 88,0%) (Torii i sur.,
1979).
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Slika 11: Kraj reakcije Slika 12: Iskristalizirani produkt

3.3.2. Drugi korak sinteze

Nakon toga slijedio je drugi korak sinteze vanilina, a to je Sn2 supstitucija broma s

metoksilnom skupinom.

U tikvici malog volumena otopilo se 0,28 g 3-brom-4-hidroksibenzaldehida u 8 mL
dimetilformamida te se dodalo 0,11g barkova(ll) klorida. Nakon toga se dodalo 20 mL 25%
otopine natrijevog metoksida u metanolu, stavilo se u uljnu kupelj i refluksiralo 3 sata pri 110
°C.
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Slika 13: Reakcijska smijesa prije refluks Slika 14: Reakcijska smijesa nakone refluksa

Otopina je pocetno bila modre boje i kako je reakcija napredovala promijenila je boju u tamno-
zelenu, potom u Zuto-zelenu i na kraju zutu. Volumen se takoder smanjio. Opisana promjena
prikazana je slikama 13 i 14. Refluks je zapoceo pri 80 °C i prvo zamjetno smanjenje volumena
moglo se primijetiti pri 89,7 °C. Volumen se nastavio smanjivati sve do 105,8 °C, kada se

ustalio i ostao takav do kraja refluksa.

Nakon 3 sata reakcijska smjesa se destilirala jo§ 90 minuta, prvih 30 pri atmosferskom
tlaku, a zatim pri snizenom tlaku. Za to je vrijeme vecina otapala isparila i u tikvici je ostala

krutina i jako malen volumen uljaste tekucine.
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Slika 15: Destilacija pri snizenom tlaku

Dodatkom 35 mL 5% klorovodi¢ne Kiseline krutina se otopila i nastala su 2 sloja. Reakcijska
je smjesa bila prebacena u lijevak za odjeljivanje i ekstrahirana sa 60 mL dietil-etera (3
ekstrakcije od 20 mL). Dietil-eter je bio ispran sa 40 mL (4 ispiranja od 10 mL) zasi¢ene
otopine natrijeva hidrogenkarbonata i susen na bezvodnom natrijevom sulfatu preko noci.
Sljedeceg je dana dietil-eter profiltriran u okruglu tikvicu i uparen na rotauparivacu (pri
snizenom tlaku i temperaturi od 35 °C. Na stjenkama tikvice pojavili su se bijeli kristali s
karakteristiénim mirisom vanilije. Stehiometrija ovoga koraka je takoder 1:1 i uzevsi u obzir
masu 3-brom-4-hidroksibenzaldehida iskoristenje ovoga koraka je 66,2% (iskoriStenje prema

literaturnim podacima je 71,0%) (Torii i sur., 1979).

3.4. Analiza spojeva IR spektroskopijom

Bromirani meduprodukt i sintetizirani vanilin bili su ispitani na IR spektrometru kako bi se
dobili podatci o Cistoci sintetiziranih spojeva. Takoder su bili snimljeni i spektri 4-

hidroksibenzaldehida i ¢istog vanilina kao referentni podatci.

Bile su pripremljene 4 pastile, prema sljede¢em postupku. Oko 1 mg uzorka je uzet i
stavljen u ahatni tarionik zajedno sa odprilike 100 puta ve¢com masom kalijevog bromida (KBr)
Cistoce za spektroskopiju. Tu¢kom se smjesa usitnila i izmijesala, paze¢i da sam proces §to

krace traje kako KBr ne bi vezao vlagu iz zraka. Dobiveni se prah prebacio u kalup za pastile i
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presao pod tlakom. Dobivena pastila se pazljivo izvadila iz kalupa, postavila u drza¢ koji je

postavljen na predvideno mjesto u uredaju te se snimio spektar.

Uzorci su bili snimani na FTIR spektrometru IRAffinity 1-s (Shimadzu) u podrucju od

400 — 4000 cm?, rezolucijom od 4 cm™ i 16 ponavljanja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati sinteze

U prvom je koraku uspjesno bio sintetiziran ciljani spoj 3-brom-4-hidroksibenzaldehid, a u

drugom je koraku uspjesno bio sintetiziran vanilin.

Racun i iskoristenje prvog koraka uzevsi u obzir 4-hidroksibenzaldehid kao mjerodavni

reaktant:
m1 (4-hidroksibenzaldehid) = 1,22 g

M1 (4-hidroksibenzaldehid) = 122,12 g/mol

n1 (4-hidroksibenzaldehid) = 2 = —2228 __ — 1 x 102 mol

M1 ~ 122,12 g/mol
m2 (3-brom-4-hidroksibenzaldehid) = 0,8 g

M?2 (3-brom-4-hidroksibenzaldehid) = 201,02 g/mol

n2(3-brom-4-hidroksibenzaldehid) = 7= = ——=E— — 3,98 x 10~ mol

"~ 201,02 g/mol

n2 3,98 x 10723 mol
nl  1x10~2mol

X 100 % = 39,8%

Racun i iskoriStenje drugog koraka uzevsi u obzir 3-brom-4-hidroksibenzaldehid kao

mjerodavni reaktant:
m3 (3-brom-4-hidroksibenzaldehid) = 0,28¢

n3 (3-brom-4-hidroksibenzaldehid) = = = #‘;ﬁml = 1,39 x 103 mol

m4 (vanilin) = 0,149

M4 (vanilin) = 152,15 g/mol

n4(vanilin) = 2% = 28

=——"°2—=292x%10"* mol
M4 152,15 g/mol
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nd 92X 10~%* mol
n3 1,39 10-3 mol

X 100 % = 66,2 %

4.2.Rezultati IR spektroskopije

Slika 16 prikazuje IR spektar 3-brom-4-hidroksibenzaldehida. Na spektru se moze
vidjeti istezanje aldehidne skupine na 1662,64 cm™?, u podrugju oko 3000 cm™1 mozZe se vidjeti
istezanje OH skupine i na 3016,67 cm™! istezanje aromatskih C-H veza. Takoder su uoéljiva
karakteristi¢na istezanja C=C veza unutar aromatskog prstena u podruéju od 1600 cm™ do
1400 cm™1. Mogu se uogiti istezanje na 628,79 cm ™! §to ukazuje na C-Br istezanje u ciljanom
meduprodukt 3-brom-4-hidroksibenzaldehid.

——1662.64
120866

T-1296.16

0 00 0 0000 0000 O 000 0 00 0 0 00 [ 0
3900 3750 3600 3450 3300 3150 3000 2850 2700 2550 2400 2250 2100 1950 1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600 450
1/em

Slika 16: IR spektar 3-brom-4-hidroksibenzaldehida

Slika 17 daje usporedbu spektara 4-hidroksibenzaldehida i produkta dobivenog u
prvom koraku sinteze. Moze se primijetiti da se neke apsorbancije preklapaju, kao na primjer
aldehidna skupina 1662,64 cm™2, ali se moze uo¢iti i nedostatak istezanja na 628,79 cm* §to

sluzi kao potvrda da je meduprodukt 3-brom-4-hidroksibenzaldehid uspjesno sintetiziran.
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Slika 17: Usporedba IR spektara 4-hidroksibenzaldehida (crno) i 3-brom-4-hidroksibenzaldehida (crveno)

Slika 18 prikazuje IR spektar Cistog vanilina i sluzi kao referentni spektar za potvrdu
uspjesnosti sinteze vanilina. Kao i u spektru 4-hidroksibenzaldehida moze se uo¢iti OH skupina
na oko 3000 cm™* zajedno sa C-H vezom na aromatskom prstenu na 3018,60 cm™ i aldehidnom
skupinom na 1664,57 cm™!. Razliku pronalazimo na 1265.30 cm™* gdje se vidi C-O veza
izmedu aromatskog prstena i metoksilne skupine i na 1028,06 cm™ gdje se vidi C-O veza
unutar metoksilne skupine.
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Slika-18: IR spektar sintetiziranog vanilina
Slika 19 daje usporedbu spektara ¢istog vanilina i sintetiziranog vanilina kao produkta
dobivenog u drugom koraku sinteze. Vrlo je ocito da se spektri skoro u potpunosti preklapaju
Sto je dokaz da je sinteza uspjeSno provedena. Takoder se moze primijetiti da nema pika pri
603 cm™? i iz toga zakljuditi da u sintetiziranom vanilinu nema zaostalog 3-brom-4-
hidroksibenzaldehida.
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Slika 19: Usporedba IR spektara sintetiziranog vanilina (crveno) i cistog vanilina (Crno)
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4.3. Rasprava

Cilj je ovoga rada bio sintetizirati vanilin iz 4-hidroksibenzaldehida pomoc¢u broma i natrijevog
metoksida po uzoru na Toriija i suradnike. Sinteza se odvijala u dva koraka, gdje je prvi korak
bromiranje  4-hidroksibenzaldehida kako bi se dobio meduprodukt 3-brom-4-
hidroksibenzaldehid, a drugi je korak supstitucija broma metoksilnom skupinom pomocu

natrijevog metoksida u polarnom, aproti¢cnom mediju. (Torii i sur., 1979)

Iskoristenje prvog koraka bilo je 39,8%, §to je manje nego literaturni podaci od 88,0%.
Ova razlika u iskoristenju vjerojatno proizlazi iz ¢injenice da su koli¢ine koriStene u ovome
eksperimentu manje nego u koristenoj literaturi i da je sinteza provedena u studentskom

laboratoriju.

Iskoristenje drugog koraka bilo je 66,2 % Sto je jako blizu literaturnom podatku od

71,0%. Razlika ovih iskoriStenja takoder vjerojatno proizlazi iz gore navedenih razloga.

Rezultati IR spektroskopije dali su potvrdu da su produkti prvog i drugog koraka ove
sinteze uistinu oni koji su i bili cilj sinteze te uzevsi u obzir da iskori$tenja oba koraka ne

odstupaju drasti¢no od literaturnih, rezultati sinteze su zadovoljavajuci.
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5. ZAKLJUCAK

U ovome je radu uspjesno provedena sinteza vanilina iz 4-hidroksibenzaldehida kao reaktanta

po dostupnim literaturnim prodatcima.

Sinteza se sastojala od dva koraka i oba su pokazala iskoristenja od 39,8% i 66,2% Sto je
manje nego u literaturnim podatcima. S obzirom da je sinteza provedena u studentskom

laboratoriju, dobivena iskoriStenja su zadovoljavajuca.

Kao dodatna potvrda koristena je IR spektroskopija, koja je potvrdila da su ciljani produkti
doista dobiveni. To se dalo zakljuciti preklapanjem spektara 4-hidroksibenzaldehida, 3-brom-

4-hidroksibenzaldehida i vanilina.

1z dobivenih rezultata da se zakljuditi da je ovaj nacin sinteze vanilina dovoljno jednostavan

i pristupacan kako bi se mogao izvoditi u uvjetima studentskog laboratorija.
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