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Сажетак: Хлороацетамиди припадају групи широко коришћених и високо ефикасних хербицида. Међутим, поред позитивних страна примене, њихове резидуе и метаболити се дуго задржавају у води и земљишту услед чега представљају опасност по екосистем. Липофилност, као најважнији физичко-хемијски параметар уско повезан са биорасположивошћу односно потенцијалном биолошком активношћу једињења је за новосинтетисане деривате хлороацетамида oдређен рачунским путем применом одговарајућих софтверa, као и експерименталним путем, применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама, RPTLC C18/UV254s у смеши воде и четири органска модификатора, понаособ. Установљено је да на хроматографско понашање проучаваних деривата хлороацетамида у малој мери има примењени органски модификатор, а у већој мери укупан број угљеникових атома у структури њихових молекула, као и врста угљоводоничних супституената. Применом методе линеарне регресије је испитана зависност између хроматографских параметара и софтверски добијених вредности подеоног коефицијента као стандардног мерила липофилности, односно релевантних параметара акутне екотоксичности. Поуздана примена хроматографских параметара у процени липофилности и екотоксичности испитиваних деривата хлороацетамида је потврђена добијеним математичким моделима
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1. УВОД 

Од открића хербицидне активности хлороацетамида 1952. године, ова једињења су захваљујући својој ефикасности, селективности и цени до данас остала широко заступљена у пољопривреди [1]. Ови хербициди утичу на поремећај синтезе липида у биљкама, чиме је инхибиран њихов раст и углавном се примењују за сузбијање једногодишњих граминозних корова при узгоју соје, кукуруза и памука [2]. Уз константан пораст потражње за храном, повећана је и  употреба хербицида, која поред позитивних има и негативне аспекте као што је угрожавање безбедности екосистема [3]. Бројним истраживањима је утврђено да резидуе хлорацетамидних хербицида показују добру растворљивост у води и ниску стопу деградације са временом полураспада од преко 800 дана [2]. Имајући ово у виду, као и њихову континуирану употребу последњих 15 година, чињеница да су њихове резидуе и метаболити често откривени у површинским и подземним водама, земљишту и усевима, није изненађујућа. Могућност испољавања штетних ефеката по здравље човека представља један од важних задатака при синтези нових хлороацетамидних хербицида, стога се проучавању екотоксичности већ познатих, али и нових хербицида овог типа посвећује велика пажња [4].
Уопштено гледано, већина данашњих истраживања је усмерена на интезивно проучавање нових путева и метода синтезе различитих једињења која показују изражену биолошку активност. Савремени приступ у дизајну нових биолошки активних једињења незамислив је без утврђивања везе између хемијске структуре молекула и његове биолошке активности. За успостављање поменуте зависности примењују се параметри који се називају молекулски дескриптори. Најчешће примењивани молекулски дескриптор, који утиче на биолошку активност једињења односно његову апсорпцију, расподелу, метаболизам, елиминацију и токсичност је липофилност [5]. Прва систематична проучавања липофилности су вршена 1964.године са претпоставком да би пут неке супстанце кроз организам могао да одговара њеној расподели у систему n-октанол/ вода (симулација ћелијске мембране) [6,7]. Стандардно, липофилност супстанце се квантитативно изражава логаритамском вредношћу подеоног коефицијента, logP [6,8]. Поред поменутог, као алтернативна мерила липофилности се примењују и параметри добијени различитим хроматографским техникама [9-12]. Предност хроматографских метода у одређивању липофилности супстанци се огледа у једноставности, ефикасности, коришћењу малих маса узорака, али и сличности међумолекулских интеракција које одређују понашање супстанце у биолошкој и хроматографској средини.
У овом раду  је липофилност новосинтетисаних деривата хлороацетамида одређена експерименталним путем, применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама у два различита органска модификатора и рачунским путем, применом одговарајућих софтверских пакета. Испитан је утицај природе супституента и примењених органских модификатора на хроматографско понашање проучаваних хлороацетамида. Такође, испитана је зависност између хроматографских параметара (RM0 и m), софтверски добијених вредности подеоног коефицијента као стандардног мерила липофилности, али и одабраних параметара акутне екотоксичности применом методе линеарне регресије.


2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО

Применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама одређени су хроматографски параметри новосинтетисаних деривата хлороацетамида. 
Етанолни раствори испитиваних једињења концентрације 2mgcm-3су нанети на комерцијалне хроматографске плоче RPTLC C18/UV254s, (Macherey–Nagel, Немачка). Хроматограми су развијани у смешама воде и 1-пропанола (J.T. Backer, Девентер, Холандија), 2-пропанола ((J.T. Backer, Девентер, Холандија), тетрахидрофурана (Sigma Aldrich, Француска) односно ацетонитрила (Sigma Aldrich, Француска). Хроматограми су развијани око 20 минута на собној температури, једнодимензионалном  узлазном техником, без претходног засићења атмосфере хроматографске коморе парама органског модификатора, чији је запремински удео вариран у опсегу φ= 0,36‒0,52. Након развијања, хроматографске плоче су сушене на собној температури, а проучавана једињења су идентификована под УВ светлом таласне дужине λ = 254 nm, при чему су се на флуоресцентној основи јавиле тамне мрље. 
По три хроматограма су развијена за сваки примењени модификатор, а за сваки испитивани дериват су на основу његовог пређеног пута  и фронта растварача рачунате просечне Rf вредности које су даље коришћене са рачунање RM вредности [13]. Линеарна зависност RM вредности и запреминског удела органског модификатора, φ, је као одсечак дала хроматографску ретенциону константу RM0, док је нагиб праве дао вредност параметра m [14] (једначина 1):

RМ = RМ0+ m							(1)

Израчунавање вредности подеоног коефицијента logP и параметара екотоксичности је вршено online програмима: Chemdraw Ultra 12.0, Chemaxon, Molinspiration, PreADMETи Simulation plus [15-19]. Обрада експерименталних резултата је вршена рачунарским програмом Origin 6.1.
Структуре испитиваних једињења су приказане у Табели 1.

Tabela 1. Структуре испитиваних новосинтетисаних деривата хлороацетамида
	
	дериват
	структура

	СП_MA 1
	N-етил-N-бутил- хлороацетамид
	


	СП_MA 2
	N-етил-N-фенил- хлороацетамид
	


	СП_MA 3
	N-етил-N-пентил- хлороацетамид
	


	СП_MA 5
	N-метил-N-хексил- хлороацетамид
	


	СП_MA 6
	N-етил-N-хексил- хлороацетамид
	





3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

3.1.Одређивање липофилности деривата хлороацетамида

У првој фази, липофилност проучаваних хлороацетамида је одређена рачунским путем. У табели 2 су приказане софтверски добијене вредности подеоног коефицијента logP, као стандардног мерила липофилности испитиваних хлороацетамида.
Подаци приказани у табели 2 показују да се вредности подеоног коефицијента logP разликују за исто једињење. Разлог томе су различити математички приступи, којима су logP вредности добијене. 


Табела 2. Вредности logP проучаваних деривата хлороацетамида
	дериват.
	logPcd
	ClogP
	milogP
	logPms
	AlogP
	AlogP2
	AlogP98

	СП_MA 1
	1,620
	1,927
	2,080
	1,600
	2,002
	4,009
	1,874

	СП_MA 2
	2,040
	2,249
	2,340
	2,080
	2,250
	5,063
	2,278

	СП_MA 3
	2,040
	2,456
	2,590
	2,000
	2,458
	6,044
	2,264

	СП_MA 5
	2,120
	2,456
	2,720
	2,050
	2,566
	6,583
	2,264

	СП_MA 6
	2,450
	2,985
	3,090
	2,390
	2,915
	8,495
	2,654



Независно од начина израчунавања, најниже logP вредности су добијене за дериват СП_МА 1, што се може објаснити најмањим укупним бројем C атома у његовој структури међу испитиваним дериватима, као и најкраћим алкил супституентима. Насупрот томе, највише logP вредности су добијене за дериват СП_МА6, који за разлику од деривата СП_МА 2 (исти број C атома) има дугачак алкил супституент, а самим тим  и израженију хидрофобну природу. 

У другој фази, липофилност проучаваних деривата хлороацетамида је одређена експерименталним путем, применом танкослојне хроматографије. Вредности хроматографских параметара RM0 и m испитиваних дериватасу дате у Табели 3 и Табели 4.

Табела 3. Вредности хроматографских параметара испитиваних хлороацетамида у протичним модификаторима
	дериват
	1-пропанол
	2-пропанол

	
	RM0
	m
	r
	RM0
	m
	r

	СП_MA 1
	1,794
	-3,144
	0,997
	1,659
	-2,518
	0,995

	СП_MA 2
	2,040
	-3,394
	0,998
	1,859
	-2,760
	0,994

	СП_MA 3
	1,968
	-3,313
	0,996
	1,815
	-2,715
	0,999

	СП_MA 5
	2,086
	-3,454
	0,999
	1,949
	-2,865
	0,998

	СП_MA 6
	2,220
	-3,560
	0,995
	2,123
	-3,069
	0,996



Табела 4. Вредности хроматографских параметара испитиваних хлороацетамида у апротичним модификаторима
	дериват
	тетрахидрофуран
	ацетонитрил

	
	RM0
	m
	r
	RM0
	m
	r

	СП_MA 1
	1,803
	-3,898
	0,993
	0,963
	-1,993
	0,999

	СП_MA 2
	1,964
	-4,049
	0,998
	1,203
	-2,215
	0,998

	СП_MA 3
	1,911
	-3,990
	0,996
	1,147
	-2,143
	0,999

	СП_MA 5
	1,997
	-4,089
	0,999
	1,248
	-2,289
	0,994

	СП_MA 6
	2,084
	-4,138
	0,997
	1,349
	-2,373
	0,995



Упоређујући RM0 вредности различитих деривата у истом модификатору, уочено је да вредности RM0 расту са повећањем укупног броја C атома у њиховој структури, као и са повећањем хидрофобне природе целог молекула. Најниже вредности хроматографске ретенционе константе, RM0 у свим примењеним органским модификаторима су добијене за дериват СП_МА 1, док су највише добијене за дериват СП_МА 6.
Такође, може се приметити да се вредности хроматографске ретенционе константе RM0 истог деривата међусобно мало разликују у примењеним модификаторима, односно да она није независна од природе примењеног органског модификатора. У протичним модификаторима је примећен пораст RM0 вредности са порастом поларности модификатора, док је у апротичним модификаторима уочен супротан феномен, односно опадање RM0 вредности са порастом њихове поларности. Највише RM0 вредности су добијене у најмање поларном тетрахидрофурану, а најниже у најполарнијем ацетонитрилу.
Осим наведеног, примећено је и да за све испитиване деривате у свим примењеним модификаторима вредност нагиба m, прати исти тренд промена као и вредност одсечка, RM0. Под претпоставком да хроматографски параметри RM0 и m, зависе од истих физичко-хемијских својстава, они су међусобно корелисани методом линеарне регресије. Једначине добијених линеарних зависности и њихови регресиони коефицијенти су приказане у табели 5.

Табела 5. Једначине зависности RM0‒m за испитиване деривате у коришћеним модификаторима
	модификатор
	једначина
	r
	sd
	p

	1-пропанол
	RM0 = -1,352 –1,000m
	0,998
	0,012
	1,335·10-4

	2-пропанол
	RM0 = -0,475–0,846m
	0,999
	0,005
	< 1·10-4

	тетрахидрофуран
	RM0 = -2,544–1,115m
	0,993
	0,014
	7,111·10-4

	ацетонитрил
	RM0 = -0,975–0,979m
	0,993
	0,020
	7,184·10-4



Валидност успостављених RM0‒m зависности је потврђена високим вредностима регресионих коефицијената чиме је потврђено да поменути хроматографски параметри зависе од истих физичко-хемијских својстава (табела 5). 
Могућност примене хроматографских параметара као поузданих алтернативних мерила липофилности новосинтетисаних хлороацетамида је проучавана њиховом корелацијом са рачунски добијеним logP вредностима, применом методе линеарне регресије (табела 6).

Табела 6. Корелациони матрикс зависности RM0‒ logP и m ‒ logP
	
	logPcd
	ClogP
	milogP
	logPms
	AlogP
	AlogP2
	AlogP98

	1-пропанол
	
	
	
	
	
	
	

	RM0
	0,981
	0,916
	0,912
	0,978
	0,918
	0,912
	0,975

	m
	0,968
	0,894
	0,899
	0,964
	0,905
	0,896
	0,941

	2-пропанол
	
	
	
	
	
	
	

	RM0
	0,977
	0,947
	0,948
	0,957
	0,953
	0,954
	0,956

	m
	0,981
	0,951
	0,951
	0,961
	0,957
	0,956
	0,961

	тетрахидрофуран
	
	
	
	
	
	
	

	RM0
	0,975
	0,909
	0,907
	0,972
	0,914
	0,908
	0,954

	m
	0,949
	0,864
	0,876
	0,946
	0,882
	0,872
	0,916

	ацетонитрил
	
	
	
	
	
	
	

	RM0
	0,979
	0,906
	0,906
	0,977
	0,912
	0,900
	0,956

	m
	0,960
	0,888
	0,902
	0,951
	0,906
	0,897
	0,927



Из табеле 6 се може видети да је међу вредностима подеоног коефицијента, најбоље слагање са RM0 и m вредностима добијено у случају logPcd, а најслабије са AlogP2 вредностима. Високе вредности регресионог коефицијента, r, потврђују да су добијене линеарне зависности валидне, односно да се хроматографски параметар и могу поуздано примењивати у процени липофилности проучаваних деривата хлороацетамида.

3.2. Корелација хроматографских параметара са параметрима екотоксичности

Прелиминарана испитивања екотоксичности деривата хлороацетамида је обухватала израчунавање вредности њихове ефективне концентрације као мерила акутне токсичности за одабране тест организме, EC50mg/kg (табела 7).

Табела 7. Вредности EC50 проучаваних деривата хлороацетамида за одабране тест организме
	дериват
	Algae
	Daphnia
	Medaka
	Minnow

	СП_MA 1
	0,055
	0,775
	0,643
	0,357

	СП_MA 2
	0,093
	0,438
	0,241
	0,154

	СП_MA 3
	0,043
	0,461
	0,240
	0,153

	СП_MA 5
	0,040
	0,344
	0,138
	0,126

	СП_MA 6
	0,033
	0,251
	0,076
	0,065


Подаци из табеле 7 указују да међу свим испитиваним хлороацетамидима, дериват СП_МА 1, са најмањим бројем C атома, у просеку, показује најмању екотоксичност, док је најлипофилнији дериват, СП_МА 6, уједно и најтоксичнији. Такође, сви испитивани деривати показују највећу токсичност према врсти Algae, док су најмање токсични за врсту Daphnia. 
Применом методе линеарне регресије су RM0 и m вредности проучаваних хлороацетамида корелисане са њиховим EC50 вредностима за различите тест организме. Добијени резултати су приказани у табели 8.

Табела 8. Корелациони матрикс добијен при линеарној корелацији вредности EC50 испитиваних деривата хлороацетамида и њихових хроматографских параметара, RM0 и m
	
	Algae 
	Daphnia 
	Medaka 
	Minnow 

	1-пропанол
	
	
	
	

	RM0
	0,983
	0,975
	0,942
	0,949

	m
	0,977
	0,978
	0,947
	0,948

	2-пропанол
	
	
	
	

	RM0
	0,968
	0,944
	0,898
	0,908

	m
	0,973
	0,950
	0,906
	0,916

	тетрахидрофуран
	
	
	
	

	RM0
	0,977
	0,970
	0,934
	0,941

	m
	0,963
	0,971
	0,940
	0,935

	ацетонитрил
	
	
	
	

	RM0
	0,991
	0,989
	0,966
	0,970

	m
	0,969
	0,975
	0,944
	0,940



Високе вредности регресионог коефицијента, r, дате у Табели 8, потврђују валидност успостављених линеарних зависности. 


4. ЗАКЉУЧАК	

Хлороацетамиди су нашли широку примену у пољопривреди као ефикасни хербициди,  али се њихове резидуе и метаболити дуго задржавају у водама и земљишту представљајући потенцијалне токсичне агенсе за екосистем. Имајући у виду ове чињенице,  у овом раду је применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама проучавано ретенционо понашање, а потом и липофилност новосинтетисанх деривата хлороацетамида. Утврђено је да на хроматографско понашање испитиваних деривата хлороацетамида у малој мери има примењени органски модификатор, а у већој мери укупан број C атома у структури њихових молекула, као и врстa угљоводоничних супституената. Такође је примећено да пораст броја C атома у молекулу доводи до повећања ретенције (липофилности). Између хроматографских параметара (RM0 и m) и математички израчунатих logP вредности испитиваних деривата хлороацетамида, односно њихових EC50 вредности је примећено постојање линеарне зависности. Све ово је указало на поузданост примене танкослојне хроматографје на обрнутим фазама за описивање липофилности и акутне екотоксичности новоснтетсаних деривата хлороацетамида. 
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