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Kratice uporabljene v raziskovalni nalogi
IBUGOO....600 mg tableta lbuprofena
BU400....400 mg tableta Ibuprofena
IBU....Cista racemna zmes ibuprofena

V raziskovalni naloge je bil za risanje molekul uporabljen raéunalniski program ChemSketch.



POVZETEK

V raziskovalni nalogi je predstavljen nacin lo¢evanja enantiomerov ibuprofena s pomocjo kristalizacije in
tvorbe diasterecizomerov. Raziskavo smo izvedli na treh razliénih vzorcih, dveh komercialnih
farmacevtskih preparatih in Cisti racemni zmesi. Z metodo polarimetrije in IR spektroskopije smo
analizirali Cistost izoliranih produktov. Ugotovili smo, da sta bili enantiomeri, ki smo jih pridobili iz vzorca
Cistega ibuprofena opticno najCistejSi in, da je Cistost pogojena z zacetnimi deleZi primesi. Metoda, ki
smo jo uporabili, omogoca, da je S-izomer ibuprofena, ki predstavlja tudi aktivno ucinkovino v
farmacevtskih preparatih opti¢no CistejSi od R-izomerov. Metoda je primerna za enantiomerno loevanje
tistih racemnih zmesi, kjer obstaja po reakciji z drugo kiralno molekulo razlika v topnosti vmesnih

produktov.

Stevilo besed: 110

ZAHVALA

Zahvaljujem se mentorici za pomoc, sugestije in vodenje pri izdelavi raziskovalne naloge. Zahvala gre

tudi laborantkam, ki so sodelovale pri izvedbi poskusov in pripravi raztopin.



1 UVOD

V vsakdanjem zivljenju se nenehno sreCujemo z organsko kemijo, saj organske molekule sestavljajo
nas organizem in »oblikujejo« nas vsakdan. Organska kemija se uporablja na mnogih podrocjih, kot so
petrokemi¢na, Zivilska in farmacevtska industrija, medicina in ostala podrocja. Uporaba organskih ali
drugih snovi je vedno povezana z njihovo zgradbo. Pri nekaterih molekulah se zdi, da imajo identi¢no
zgradbo, torej enako molekulsko in strukturno formulo, pa vendar imajo zaradi razliéne prostorske
razporeditve atomov razliCne lastnosti. Gre za pojav stereoizomerije, ki jo delimo na konformacijsko in
konfiguracijsko stereoizomerijo (Svete, 2018). NaSo pozornost so pritegnili konfiguracijski izomeri, kjer
je pretvorba enega stereoizomera v drugega pogojena s cepitvijo in ponovnim nastankom kovalentne
vezi. To vrsto izomerije bi lahko razdelili na geometrijsko (cis- trans, ali E-Z) ter opti¢no. Opti¢ni izomeri
predstavljajo molekule, ki vsebujejo kiralni center in se ne morejo prekrivati s svojimi zrcalnimi slikami
(ne moremo jih superponirati na njihove zrcalne slike). Te imenujemo enantiomeri. Enantiomera torej z
enostavnim obra¢anjem v prostoru ne moremo "pretvoriti" v drug enantiomer," kar pripisujemo t.i. centru
kiralnosti. Obicajno je to v organskih spojinah sp? hibridiziran C-atom s Stirimi razli¢nimi ligandi2. Tak
atom imenujemo tudi stereocenter (ali stereogeni center) ali center kiralnosti ali center asimetrije.
Enantiomere lahko med seboj lo¢imo, saj je za kiralne spojine znacilno, da pri prehodu linearno
polarizirane svetlobe skozi njeno raztopino pride do zasuka ravnine polarizirane svetlobe. Zato za njih
pravimo, da so opticno aktivni. Enantiomeri imajo torej enake kemijske in fizikalne lastnosti, razlikujejo

se le po predznaku kota zasuka ravnine polarizirane svetlobe.

V »in vitro« sintezah vedno dobimo enantiomera v razmerju 1:1, torej zmes obeh, ki ji pravimo racemat.
Le-ta je opticno neaktiven, saj enantiomera svojo, po velikosti enako, po smeri pa nasprotno opti¢no
aktivnost, kompenzirata oziroma iznicita. Racemat je opticno neaktiven kljub temu, da vsebuje snovi s
kiralnimi molekulami (Stropnik, 2005). Enantiomera v tak3ni zmesi pa se v Zivih organizmih obi¢ajno
vedeta drugace, kar pomeni, da v interakciji z bioloSkimi molekulami (ki so prav tako kiralne molekule)
nimata enakih lastnosti. Slednje je Se posebej problemati¢no, ko gre za zdravila, saj je mogoce, da ima
lahko le en enantiomer zdravilne ucinke, drugi pa je lahko tudi teratogen, kot je to v primeru Talidomida
(C13H10N204)3, zdravila, ki se je v 60. letih 20. stoletja prodajalo kot zdravilo za lajSanje jutranijih slabosti

1 Spojine, ki so identi¢ne svojim zrcalnim slikam, imenujemo akiralne spojine. Znacilnost akiralnih spojin
je, da nimajo vsaj en element simetrije (opomba avtorja).

2 Pogosto je to tudi dusSik ali kateri drugi element (opomba avtorja).

3 Drugo ime je Contergan (opomba avtorja).



nosecnic ali kot blago pomirjevalo (Teo s sod., 2004). S-konfiguracija Talidomida je zahtevala zrtve med

milijoni otrok po celem svetu, ki so se rojevali z nerazvitimi okoncinami.

0 (0]
(R)-izomer (S)-izomer
- N {(R) O N={(S) @]
omirjevalo
(pomirj ) NH NH (teratogen)
O 0 O O

Talidomid (racemna zmes)

Slika 1. Strukturna formula obeh enantiomerov Talidomida (R, S) (Svete, 2018b)

Talidomid pa ni edini primer zdravila, kjer oba izomera nimata enakih ucinkov. V poglavju 2.3 so
navedeni Se drugi primeri. Vsi ti in mnogi drugi primeri opticnih izomerov, ki se pojavljajo v nasem
vsakdanjem Zivljenju, so bili razlog za naso raziskavo na podrocju kemije. Med Studijem literature smo
prisli do spoznanja, da je uporaba le enega koristnega enantiomera, Se posebej, ko gre za zdravila,
velika prednost za uporabnike. Zato je smiselno in potrebno, da v postopku sinteze pridobimo le en
enantiomer ali pa racemat na koncu ocistimo in pridobimo le Zelelni izomer. Poudariti pa je vendar
potrebno, da se enantiomera »in vivo« lahko tudi izomerizirata, torej pretvorita v drugi izomer, Ceprav je

bil npr. zauzit le en izomer (Teo s sod., 2004; Smith in Silas, 2016).

Za loCevanje enantiomerov je trenutno na voljo nekaj razlicnih metod, vendar jih vecina (opisane v
poglavju 2.4) zahteva uporabo tehnologij, ki kon¢no ceno zdravila bistveno zvi$ajo in ga s tem naredijo
manj dostopnega SirSemu krogu potencialnih uporabnikov. Zato smo v nalogi Zeleli preuditi, kako bi
lahko loCil enantiomere, ki sestavljajo racemno zmes, na ¢im cenejSi, vendar ucinkovit nacin. Kot
modelno molekulo smo si izbrali ibuprofen. Razlog za izbiro tega zdravila je bil prakticne narave.
Ibuprofen, nesteroidna protivnetna ucinkovina, ki je v prodaiji le kot racemna zmes, je v domadi lekarni
ostala kot »odpadek« po konéanem zdravljenju zvina gleZnja. Dejstvo je, da ima samo S-enantiomer
protiboleCinski u€inek. R-enantiomer tega ucinka nima oziroma ga celo zavira in povzroCa akumulacijo
Skodljivih snovi v telesu (Stropnik, 2005). Zato S-ibuprofen v primerjavi z R-ibuprofenom predstavlja
160-krat ucinkovitejsi inhibitor sinteze prostaglandinov (Adams s sod., 1976). Na voljo smo imeli 400 mg
in 600 mg pakiranje. Za potrebe izvedbe raziskovalne naloge smo kupili Se Cisto racemno zmes

ibuprofena (Merck, p.a.).

4 Ceprav naj bi se zdravilo izdajalo le na recept (Mediately, 2018), ga je v spletnih lekarnah mogoce
narociti brez tezav (opomba avtorja).



1.1 Namen naloge

Namen naloge je bil:
1. Seznaniti se z naCini loCevanja enantiomerov, ki so danes v uporabi in trende na tem podrocju.

2. Preizkusiti laboratorijsko metodo locevanja enantiomerov, ki bi lahko bila uporabna za delo v Solskem

laboratoriju na nacin, ki bo dostopen tudi ostalim dijakom, ki jih kemija zanima.

3. lzraCunati stroSke loCevanja enantiomerov ibuprofena, ki bodo v raziskovalni nalogi predstavljeni in

njihov vpliv na konéno ceno ibuprofena, ¢e bi ga prodajali v enantiomerno Cisti obliki.

4. Predlagati mozne izboljSave v izolaciji enantiomerov za druge racemne zmesi zdravil.

1.2 Raziskovalno vprasanje

KakSen je vpliv CistoCe ibuprofena na izkoristek loGevanja racemne zmesi v enantiomerno obliko z

uporabo diastereocizomerizacije?

1.3 Hipoteze

Hipoteza 1. Ker je ibuprofen karboksilna kislina, bo s kiralnimi amini tvorila diastereoizomerno sol.

OH

CH
’ + HoN

Racemat Ibuprofena + feniletilamin

HiC

Nastanek (S,S) diastereocizomera

SLIKA 2. Nastanek diastereoizomerno soli
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(S,S)-diasteroizomer je v vodni slabo topen, zato se bo izlocil kot oborina, ki jo bomo lahko s filtracijo

lodili od R-izomera.

Hipoteza 2. Racemna zmes, ki jo predstavlja Cisti ibuprofen, bo dala boljSe izkoristke loCevanja, kot

tableta ibuprofena, ki vsebuje primesi.

Hipoteza 3. Za loCevanje obeh enantiomerov ibuprofena v komercialnih izdelkih bo bolj primerna
IBUG0O filmsko oblozena tableta, ker ima manj primesi in barvil, kot ibuprofen IBU400 filmsko oblozena

tableta.

Hipoteza 4. S-izomer ibuprofena (ki deluje kot analgetik) bo opti¢no CistejSi, saj bo v postopku 2-krat

prekristaliziran.

Hipoteza 5. R-izomer, ki dejansko predstavlja odpadek, je lahko izhodiS¢na snov za sinteze drugih

uporabnih organskih spojin.

1.3.1 Razlage hipotez

Za loCevanje enantiomerov ibuprofena so trenutno najbolj uveljavljene naslednje metode (Carvalho s
sod., 2006): kromatografija, encimska kineti¢na resolucija in kristalizacija. V tej raziskovalni nalogi bo

uporabljena kristalizacija.

Za kristalizacijo ibuprofena so do sedaj razvili razlicne postopke (Tung s sod., 1995) vendar je klasi¢na
loCitev, ki temelji na nastanku diasterecizomernih soli in njihove razline topnosti, najveckrat
uporabliena. Problem te metode je, da je izjemno tezko napovedati idealne kombinacije reagentov za
dano racemno zmes. Te kombinacije lahko napovemo le eksperimentalno, kar je zelo zamudno in
(cenovno) neugodno (Tung s sod., 1995; Norbert s sod., 2001). Da bi ta problem zadovoljivo resil smo
se odloCili, da bomo pri loCevanju upostevali stehiometrijska razmerja med uporabljenimi reagenti,
zaradi moznih ravnoteznih reakcij, pa bomo vedno dodali 10% prebitka reagenta (potiskanje reakcije v
desno stran, proti produktom).

Ker isti ibuprofen (racemna zmes) ne vsebuje nobenih drugih primesi, pri¢akujemo, da bosta tako
opti¢na Cistost, kot izkoristek locitve pri tem vzorcu najviSja. Najslabse rezultate priCakujemo pri 400 mg
filmsko oblozeni tableti IBU400, ki vsebuje najve¢ primesi, med katerimi je tudi azo barvilo azorubin -
karmoizin (E122) (slika 3). Problem tega barvila je, da je vodotopen in vsebuje dve sulfonski skupini, na
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kateri bi se lahko vezala (S)-feniletilamin, spojina, ki jo bomo dodali za ustvarjanje drugega kiralnega
centra v izomerih ibuprofena. Poleg tega ima zelo visoko molsko maso (502,44 g/mol), kar pomeni, da
bodo vse interakcije z ibuprofenom ali (S)-feniletilaminom dale produkte z visoko maso, kar bi lahko

vplivalo na izkoristke delnih in koncnih izolacij.

SLIKA 3. Barvilo E122 (GSFA online data base, 2018)
Razlog, da locitev ibuprofena nismo izvajali le na Cisti racemni zmesi je njegova cena. V kolikor smo
Zeleli, da bi rezultat raziskovalne naloge bili zanimivi in motivacija za eksperimentalno delo tudi mojim
sovrstnikom, je bila izbira »odpadnega ibuprofena« logi¢na. Poleg tega pa bi ponovno prekristaliziran

ibuprofen lahko bil uporaben tudi v medicini.

Ker je ucinkovit le S-izomer ibuprofena, bo ta dvakrat prekristaliziran in zato posledi¢no CistejSi kot

R-ibuprofen.

1.4 Metode dela

V raziskovalni nalogi smo uporabili naslednje metode dela:

1. Studij ustrezne literature, z namenom seznaniti se z metodami ¢is¢enja in lodevanja enantiomerov, ki

S0 trenutno v praksi.

2. |zdelati organigram za loCevanje obeh enantiomerov ibuprofena, ki bo temeljil na kislinsko-baznih
reakcijah in razliéni topnosti diastereoizomerov v vodi.
3. Uporaba klasicnih tehnik prekristalizacije za CiS¢enje S-izomera.

Za analizo CistoCe produktov smo uporabili:

¢ IR analiza spektrov vmesnih in koncnih produktov izolacije.
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e Polarimetrijo — meritve kota zasuka ravnine linearno polarizirane svetlobe za vse izolirane
produkte.

e UV spektroskopijo za doloCanje koncentracije obeh enantiomerov ibuprofena.
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2 PREGLED LITERATURE

Izomeri so spojine, ki imajo enako molekulsko formulo in razli¢no strukturno formulo (strukturni ali
konstitucijski izomeri) oz. spojine, ki imajo enako molekulsko formulo in strukturno formulo, vendar
razlicno razporeditev atomov v prostoru (stereoizomeri) (Svete, 2018). Na organigramu 1 podajamo

prikaz delitve izomerov.

IZOMERI

STRUKTURNI STEREOIZOMERI

KONFIGURACISKI KONFORMACISIKI

DIASTEREOMERI ENANTIOMERI

— GEOMETRUSKI

=1 DIASTEREOMERI S KIRALNIMI CENTRI

Organigram 1. Delitev izomerov (povzeto po Svete, 2018)

2.1 Kiralni predmeti in kiralne molekule

Kiralni predmeti so vsi predmeti, katerih zrcalne slike ne moremo prekriti z originalom (Ce je to mogoce,
so ti predmeti akiralni) (Stropnik, 2005). Kiralnost molekul dolo¢amo glede na prostorsko razporeditev
atomov oz. skupin okoli centra kiralnosti. Ce pri zrcaljenju molekule preko vseh kiralnih centrov, ki jih
spojina ima, dobimo spojine, ki se ne dajo prekriti, pravimo, da smo dobili optiéne izomere neke spojine.
Dva opti¢na izomera, ki sta si med seboj zrcalni sliki imenujemo enantiomera (Stropnik, 2005).

Znacilnost akiralnih spojin je, da imajo vsaj en element simetrije. Glavni elementi simetrije in z njimi
povezane operacije so prikazani na sliki 4 (Svete, 2018). Spojine, ki nimajo nobenega elementa

simetrije, so vedno kiralne. Vendar ne velja obratno — kiralna spojina lahko vsebujejo tudi doloéene
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elemente simetrije (npr. ravnino simetrije pri mezo spojinah). Obi¢ajno je v organskih spojinah nosilec
asimetrije ali kiralnosti sp® hibridiziran C-atom s Stirimi razliénimi ligandi (stereocenter oz. center
kiralnosti, oz. center asimetrije). Stevilo optiénih izomerov kiralne molekule izraéunamo z enagbo 27,

kjer n predstavlja Stevilo centrov kiralnosti.

Znacilnost kiralnih spojin je, da pri prehodu linearno polarizirane svetlobe skozi to spojino ali njeno
raztopino pride do zasuka ravnine polarizirane svetlobe. Zato za take spojine pravimo, da so opticno
aktivne (Svete, 2018). Ce npr. en enantiomer povzro&i zasuk polarizirane svetiobe za +56°, bo drug
enantiomer povzroCil enak zasuk vendar z nasprotnim predznakom, torej —-56°. Opti€no sucnost

podajamo praviloma kot specifiCen zasuk, [a], ki ga izraGunamo po enacbi (Biotov zakon):
[ahT=allc

valovna dolzina svetlobe (nm)

A
o T temperatura (°C)

e q odcitek na polarimetru (°)
o | dolzina opticne poti (dm)
e C koncentracija (g/mL)
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SLIKA 4. Glavni elementi simetrije (ravnina simetrije, center simetrije, os simetrije in rotacijsko-

refleksijska os simetrije) (Svete, 2018)

2.1.1 Mezo spojine

V mezo spojinah nastopata vsaj dva kiralna centra, torej ima spojina vsaj Stiri opticne izomere.
Posebnost mezo spojin je, da imata ta dva kiralna centra nase vezane povsem enake substituente. Ce
bi narisali vse mozne strukture takSnih spojin in jih zrcalili, bi ugotovili, da sta dva opti¢na izomera
enantiomera, dva pa popolnoma enaka. Slednja nista kiralna, saj se da enega prekriti z drugim (njegovo
zrcalno sliko). TakSen primer spojine, ki ima kiralen center, vendar spojina kot celota ni kiralna in s tem
tudi ne optiéno aktivna, je vinska kislina. Vinska kislina ima par enantiomer ter eno mezo obliko, ki je

opti¢no neaktivna (slika 5).
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L arcaina mvnina ravnina simetrije (c)
180°(Ty '

R

4 H E
HOOC 3o COOH : HOOC COOH HOOC . COOH HOOC COOH
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HO | H i H OH HO ! OH H H
(2R,3R)-vinska kislina I (28,3S)-vinska kislina (28,3R) = (2R,3S) = mezo-vinska kislina

SLIKA 5. Opti¢no aktivna enantiomera vinske kisline (levo) in opti¢no neaktiven mezo-izomer z ravnino

simetrije (desno) (Svete, 2018)

2.1.2 Racemne zmesi

Enantomeri, ki nastopajo v ekvimolarnih zmeseh obeh enantiomerov se imenujejo racemne zmesi (ali
racemat). Racemne zmesi enantiomerov niso opticno aktivne, saj se sucnost ravnine linearno

polarizirane svetlobe obeh enantiomerov izni¢i (Stropnik, 2005).

2.1.3 Diastereomeri

V kolikor spojina vsebuje dva ali ve¢ centrov kiralnosti, je mozno vecje $tevilo stereoizomerov, ki pa si
niso vsi v enantiomernem odnosu oz. si niso vsi med seboj zrcalne slike. Kiralni stereoizomeri, ki niso

zrcalne slike eden drugega, imenujemo diastereocizomeri.

Diastereoizomerne spojine se med seboj razlikujejo tako po fizikalnih kot po kemijskih lastnostih. Na
primer, 2-amino-1,2-difeniletanol je spojina z dvema centroma kiralnosti. Mozni so torej Stirje (22 = 4)

stereoizomeri, od katerih ima vsak svojo zrcalno sliko, poleg tega pa $e dva diasterecizomera (Slika 6).

enantiomera

diastereoizomera diastereocizomera

enantiomera

o
‘s
i

SLIKA 6. Razmerja med enantiomeri in diastereomeri (Svete, 2018)
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2.2 Oznacéevanje (nomenklatura) konfiguracijskih izomerov

Konfiguracijo okrog centrov kiralnosti oznaCujemo po Cahn-Ingold-Prelogovem (CIP) pravilu prioritet, ki

S0 naslednje:

1. Vi§je atomsko Stevilo ima prednost pred nizjim.

2. Visje masno Stevilo ima prednost pred nizjim.

3. Pri skupinah, Kjer je ve€ delov enakih, upoStevamo prvo neenakost.

4. Ce je atom vezan na drugega z multiplo vezjo, potem ustrezni atom podvojimo ali potrojimo.

2.2.1 Doloéitev absolutne konfiguracije

Najprej doloCimo prioritete ligandov na centru kiralnosti. Nato molekulo postavimo v prostoru tako, da je
ligand z najniZjo prioriteto obrnjen stran od opazovalca in imamo pred seboj tri glavne ligande, za katere
preverimo, v katero smer si sledijo ligandi po padajoci prioriteti. Ce je to smer vrtenja urnega kazalca,
potem je to konfiguracija R (rectus — desni), Ce pa je smer enaka obratni smeri vrtenja urnega kazalca,
potem je to konfiguracija S (sinister — levo). Slika 7 prikazuje primer dolo¢anja absolutne konfiguracije

kiralnega centra za (R)-butan-2-ol.

smer umega kazalca

CH,CHa

HO” “CHs

SLIKA 7. Dolocanje absolutne konfiguracije kiralnega centra za (R)-butan-2-ol (Svete, 2018)

Do leta 1951 je za oznaCevanja konfiguracij kiralnih spojin bila uporabliena metoda relativne

konfiguracije, ki je kot osnovo uporabljala konfiguracijo gliceroladehida, D- ali L- (Stropnik, 2005)°

2.3 BiolosSke lastnosti kiralnih molekul

Ceprav imajo enantiomeri kiralnih molekul popolnoma enake kemijske lastnosti, imajo velikokrat

povsem razliéne lastnosti v reakcijah z drugimi kiralnimi sistemi (molekulami) npr. beljakovinami. Vsak

5 D-(+)-glicerolaldehid in L-(-)-gliceroladehid sta predstavljala arbitrarno dolocen standard. Relativno
konfiguracijo spojine so dolocili tako, da so preucevano spojino pretvorili v gliceroladehid ali pa kako
drugo spojino, katere relativna konfiguracija glede na gliceroladehid je bila Ze predhodno dolocena. Iz
predznaka opti¢nega zasuka so potem sklepali na konfiguracijo spojine (Svete, 2018; Stropnik, 2005).
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protein je sestavljen iz osnovnega nabora dvajsetih aminokislin, ki so, razen glicina, vse kiralne
molekule. (Bukovec s sod., 2004) Vendar, okus L-asparagina je sladek, D-asparagina pa grenak.
Podobno je s hormoni in vitamini in drugimi bioloskimi molekulami: L-adrenalin ima 12-krat vecji uCinek
na skréenje zil kot D-adrenalin. L-askorbinska kislina (vitamin C) je ucinkovit antioksidant, D-
askorbinska kislina ni; (R)-limonen ima vonj po pomarandi, (S)-limonen ima terpenski vonj; (S)-karvon
ima vonj mete in (R)-karvon vonj kumine (Svete, 2018b). Kinin in kinidin sta ucinkoviti spojini proti
malariji, epikinin in epikinidin to nista, ¢eprav se spojini razlikujeta v konfiguraciji na enem ogljikovem
atomu (Zmazek, 2012).

TaksSne lastnosti enantiomerov, pri katerih je doloCena lastnost pri enem izmed enantiomerov izrazitejSa
ali z uporabnega vidika za Cloveka pomembnejSa, najdemo tudi pri mnogih zdravilih. Na trzis¢u je okoli
50% vseh zdravil sestavljenih iz kiralnih spojin, a le 25% teh je na voljo v enantiomerni isti obliki (Caner
s sod., 2004). Vecina se jih torej Se vedno prodaja v obliki racemne zmesi (primeri so predstavljeni v
preglednici 1), Ceprav v vecini primerov ucinkuje le en enantiomer, drugi pa predstavija balast ali v
nekaterih primerih celo Skoduje ali zavira delovanje prvega. To velja za ibuprofen in tudi antidepresiv
fluoksetin, bolj znan pod imenom Prozac. R-fluoksetin ima veliko boljSe antidepresivno delovanje kot S-
fluoksetin (mocneje zavira ponovno delovanje serotonina, amina ki ima veliko vlogo pri uravnavanju
naSega razpolozenja). S-fluoksetin pa ima zdravilne ucinke pri zdravljenju migrene in Ze zato bi bilo
smiselno ta dva enantiomera lociti (Smrdu , 2010; Faber , 2004; Hutt , 2002; Tucker, 2000; Almansa s
sod., 1996). Na sliki 8 prikazujemo ekstremen primer L-dopa, ki deluje kot anorektiké in D-dopa, ki pa je

za Cloveka strupena snov (Svete, 2018b).

' !l HO HO
D
(- $ - HO NH, HO “NH, @

L-dopa (prekurzor dopamina) D-dopa (prekurzor dopamina)
anorektik strupena

SLIKA 8. Razli¢ne lastnosti L-dope in D-dope (Svete, 2018b).

Naslednji primer je metadon’ (slika 9), kjer ima (R)-enantiomer bistveno manj negativnih stranskih

ucinkov kot racemna zmes (McCance-Katz, 2011).

6 Zdravilo ali u¢inkovina, ki zmanjsuje apetit in s tem potrebo po vnosu hrane v organizem (SSK]J, 2018).
7 Metadon uporabljamo kot pomoZno sredstvo pri zdravljenju znakov in simptomov akutno nastalega
abstinen¢nega sindroma in pri detoksikaciji odvisnih od heroina in drugih opioidnih drog ter pri
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R(-)-methadone S(+)-methadone

SLIKA 9. Obe strukturni formuli enantiomerov metadona (Teo s sod., 2004)

Podobno velja za varfarin® (slika 10), ki je na voljo le kot racemna zmes, Ceprav je le S-izomer tisti, ki
deluje kot aktivna u€inkovina. Etambutolov (S,S)-(+)-enantiomer se uporablja za zdravljene tuberkuloze,
njegov enantiomer (R,R)-(-)-etambutol pa povzroCa slepoto (slika 11) (Padmanabhan, 2013). (S)-(+)-
naproksen, ki se uporablja za lajSanje boleCin pri artritisu ima svoj izomer (R)-(—)-naproksen, ki nima
nobenega analgeticnega ucinka in je zelo nevaren za jetra (slika 12) (Smith in Silas, 2016). Amfetamin
in metamfetamin delujeta kot R-izomera mocno stimulativno na centralni Zivéni sistem. Njuna S-izomera
nimata na centralni Zivéni sistem nobenega ucinka, uéinkujeta pa na periferni zivéni sistem (slika 13)
(Smith in Silas, 2016).

Ho”

SLIKA 12. (S)-(+)-Naproksen (McCance-Katz, 2011)

zdravljenju odvisnih od heroina in drugih opioidnih drog v sklopu vzdrzevalnega metadonskega programa
(Krka, 2011).
8Zdravilo z varfarinom zdravnik uvede bolniku s povefanim tveganjem za nastanek krvnih strdkov

.....
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SLIKA 13. Strukturni formuli amfetaminskih enantiomer (Svete, 2018b)

H

H
3 CHs  HiC ¢

V Preglednici 1 navajamo Se nekaj primerov zdravil, ki so pogosto v uporabi tudi na slovenskem trgu in

so na voljo le kot racemne zmesi. Za te velja, da je praviloma »zdravilen« le en enantiomer racemne

Zmesi.

PREGLEDNICA 1. Primeri zdravil, ki se prodajajo kot racemne zmesi (Krantz s sod., 2009)

Amlodipine (Norvasc)
Amphetamine (Benzedrine)
Bupivacaine (Marcain)
Cetirizine (Zyrtec / Reactine)

Chlorphenamine (INN)
Chlorpheniramine (USAN) (Chlor-Trimeton)j

Citalopram (Celexa / Cipramil)
Fenfluramine (Pondimin)
Formoterol (Foradil)
Ibuprofen (Advil / Motrin)
Ketamine (Ketalar)
Ketoprofen (Actron)
Methylphenidate (Ritalin)
Milnacipran (Ixel / Savella)
Modafinil (Provigil)
Ofloxacin (Floxin)
Omeprazole (Prilosec)
Salbutamol (Ventolin)

Zopiclone (Imovane / Zimovane)

Kako nevarna je lahko Ze majhna prisotnost drugega enantiomera pri¢a primer iz zivalskega sveta.

Japonski hroS¢ (Popilia japonica) je hroS¢, ki se sporazumeva preko feromona, ki nastopa v dveh

enantiomernih oblikah (slika 14) (Svete, 2018b). Ze 1% (S)-enantiomera popolnoma blokira feromonsko

aktivnost (R)-enantiomera.
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SLIKA 14. Feromonska enantiomera (Svete, 2018b)

2.4 Metode za pripravo €istih enantiomerov

Za pripravo Cistih enantiomerov poznamo razlicne metode. Ena od teh je asimetricna sinteza s
pretvorbo kiralne izhodne spojine (chiral pool strategy). Tako imenovani “chiral pool” je nabor
komercialno dostopnih izhodnih spojin, ki so ve€inoma naravnega izvora (npr. aminokisline, sladkorji,
terpeni, alkaloidi, itd.) s primerno konfiguracijo. Slaba stran te metode je, da je pogosto lahko dostopen
le en enantiomer, ki ni nujno tisti, ki ga potrebujemo. Problem predstavijajo sinteze, ki vkljuCujejo

nastanek novega stereogenega centra (Svete, 2018).

Druga metoda je diastereoselektivna sinteza z uporabo kiralnega pomagala (chiral auxilliary) (Svete,
2018b). Tretja metoda je t.i. kombinatorna sinteza, kjer pomembno viogo igra tudi 3-D modeliranje

(Svete, 2018b). Na sliki 15 podajamo prikaz pristopov v organskih sintezah v razli¢nih obdobjih.

(0] A
R2 R! J\ + j)\ 2 ® © 0 @ .
H H H™ >ccl, 1 .
. OH
R1__X + RZ_M R 8 8 8 £,

(+)-kinidin, S
toluen, -50 °C g ' i
ML, (kat.) dietil (S,S)-tartrat, e

Ti(OPr'),, t-BUOOH

5 DR
R'-R? " o /
RZ__R 11CCly 5

S kovinami katalizirane (o)

tvorbe C-C vezi: R? OH H .

Heck 1971, >95% ee e
Sonogashira 1975, >959 v - r
Negishi 1977, 95% ee x V..
Stille 1978, Asimetri¢no epoksidiranje Asimetri¢na 2+2 cikloadicija ) ord
Suzuki 1979 Sharpless, Katsuki 1980 Wynberg, Staring 1982 Kombinatorna sinteza

od ca. 1990 naprej
1975 1980 1990 2000

SLIKA 15. Sprememba pristopov v organskih sintezah (Svete, 2018b)
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Trenutno so najbolj uveljavliene metode za loCevanje racemnih zmesi naslednje: kromatografija,
fizikalne metode loCitve (kristalizacija) ter loCevanje z uporabo encimov (Carvalho s sod., 2006). Med

kromatografskimi tehniki je potrebno najprej omeniti visokozmogljivo teko&insko kromatografijo (HPLC).

2.4.1 Tehnika tekoCinske kromatografije visoke lo€ljivosti (HPLC) za lo¢evanje enantiomer v

racemni zmesi

Na osnovi razlitnih porazdelitvenih faktorjev oz. afinitete do stacioname in mobilne faze lahko
pricakujemo razlicne hitrosti potovanj komponent v zmesi. Pri racemnih zmeseh je potrebno skrbno
izbrati najustreznejSe topilo (mobilno fazo) s katerima kiralni molekuli tvorita dva razlicna
diastereoizomera. Pri potovanju preko stacionarne faze pride do tvorbe razliéno mocnih
intermolekularnih vezi med enantiomeri v topilu in molekulami trdnega absorbentnega materiala
stacionarne faze. Posledica je razlicna hitrost potovanja vseh komponent in zato moznost izolacije

posameznih komponent (Ahn s sod., 1994).

Kljub uspesni (visoki) locljivosti, je problem HPLC ta, da je potrebno zelo natanéno odmerjenje med
mnozino topila (mobilne faze) in mnozino racemne zmesi ter poraba velikih koli€in topila, ki ga moramo
na koncu tudi izpariti, e Zelimo pridobiti Cist enantiomer. Tvorba diastereoizomerov v racemni zmesi
lahko privede do hitrejSega tvorjenja enega izmed diasterecizomerov, kar ima za posledico nepravilno
razmerje obeh enantiomerov v kon¢ni zmesi. Vse skupaj dodatno oteZijo Se razlicne necistoCe v zmesi,
ki lahko pripeljejo do tega, da se tvori ve€ diastereoizomerov, ki jih je na koncu postopka spet potrebno
lo¢iti. Vendar kljub vsem nastetim teZzavam HPLC Se vedno ostaja najbolj razSiriena metoda za
lo¢evanje enantiomerov (Oi s sod., 1995; Haginaka s sod., 1993; Haikala s sod., 1991; Farkas s sod.,
1993; Castellani s sod., 1994; Carvalho s sod., 2006; Maier s sod., 2001).

2.4.2 Uporaba proteinov in encimov

Uporaba encimov in proteinov pri lo&evanju enantiomerov je metoda, pri kateri (obi¢ajno) lahko dobimo
enantiomerno Cist produkt. Ta metoda temelji na enantioselektivnosti encimov in proteinov in se je ob
koncu 20. stoletja zaCela uporabljati tudi pri sintezi enantiomerno ¢istih produktov. Kot primer uporabe

encimov v asimetriéni sintezi enantiomerov navajam primer reduktaz (slika16).
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SLIKA 16. Uporaba reduktaz v asimetri¢ni sintezi kiralnih molekul (Svete, 2018b).

Encimi iz te skupine katalizirajo prehod elektronov iz reducenta na oksidant. Vendar tega prehoda
encimi sami ne katalizirajo dovolj dobro, zato obi¢ajno nastopajo ob pomoci kofaktorjev. To so pomozne
nebeljakovinske spojine, ki so vezane na encim. Kofaktorji so pomembni Se iz bioloskega vidika, saj so
potrebni za biolodko aktivnost proteina. NajveCkrat v organski kemiji kot kofaktor uporabimo NADP
(nikotinamid adenin dinukleotid fosfat), saj lahko v reakcijah deluje bodisi kot donor bodisi kot akceptor

elektronskega para (Kawai s sod., 1998; Prelog, 1964).

Druga moznost biopretvorbe so oksidacijske reakcije. Pri oksidacijskih biopretvorbah prav tako s
pomoc¢jo encimov (oksigenaz) in proteinov pretvorimo prokiralen atom v kiralnega, kjer encimi in
kofaktorji oksidirajo substrat tako, da nanj veze kisik iz zraka. Kisik v tem primeru deluje kot oksidant,
saj se sam reducira, substrat pa oksidira. Oksigenaze delujejo na naslednje funkcionalne skupine:
hidroksilne, alkilne, alkenilne, arilne in karboksilne skupine ter na atom Zvepla. Enako kot v primeru
redukcijskih biopretvorb pride do nastanka kiralnega centra iz predhodno prokiralnega centra. Pri tem je
spet zelo pomembna izbira encimov, ki jih uporabimo v reakciji, saj z izbiro razliénih encimov dobimo
razlicne enantiomere, kar je pa pri loCevanju oz. izoliranju enega izmed enantiomerov nadvse koristno
(Rosche s sod., 2003)

2.4.3 Kristalizacija

Kristalizacija je tehnika loCevanja dveh enantiomerov, ki temelji na pretvorbi obeh enantiomerov v
diastereoizomere. Ker imajo diastereoizomeri razliéne fizikalne lastnosti, jih lahko tudi med seboj logimo.
Enantiomera do diastereoizomerov pretvorimo s pomogjo kemijske reakcije z drugo kiralno molekulo. To

je metoda, ki smo jo tudi uporabili v raziskovalni nalogi in je podrobneje opisana v poglavju 3.2.
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3 PRAKTICNI DEL

3.1 Locevanje in izolacija obeh enantiomerov racemne zmesi ibuprofena

3.1.1 Nacrt locevanja enantiomerov

Princip loCevanja smo osnovali na nizu reakcij, kjer smo racemno zmes najprej s pomocjo
nevtralizacijske reakcije z NaOH pretvorili v vodotopno natrijevo sol in ob dodatku druge kiralne
molekule (S)-etilfenilamin pridobili diasterecizomerni produkt - (S,S)-diasteroizomer. Ta produkt lahko
lo¢éimo od mati¢ne raztopine na osnovi razli¢ne topnosti v vodi. S,S-stereoizomer je najslab$e topen,
zato se izloCili kot oborina; drugi enantiomer pa ostane v maticni raztopini. Locitev obeh je mogoca s
filtracijo (uporabili smo filtracijo pod znizanim tlakom t.i. nuciranje). Po loCitvi (S,S)-diastereoizomera od
matiCnice ga lahko z dodatkom H2SO4 pretvorimo nazaj v enantiomer in tako tudi izoliramo S-ibuprofen.
Iz mati¢nice pa lahko na isti nacin izoliramo tudi R-ibuprofen. Prvo loCitev enantiomerov smo zasnovali,

kot je prikazano na organigramu 2.

RACEMNA ZMES IBUPROFENA
|

dodatek NaOH(aq)
1 Jk 1
| segrevanje (1h,80°C) | o
I dodatek (S)-1-feniletilamina
l nuéiranje |
1 , b 1
matic¢na raztopina (R-ibuprofen) kristali (S,S-diastereoizomera)
| |
dodatek H,SO, (obarjanje) prekristalizacija (dodatek butan-2-ol)
| 4
—— l nuciranje |
l nutiranje | |
I| | obrajnaje S-ibuprpfena |

susenje in analiza R-ibuprofena . . . .
susenje in analiza S-ibuprofena

Organigram 2. Nacrt loCevanja racemne zmesi ibuprofena
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Ibuprofen je prakti¢no netopen v vodi, se pa dobro topi v vecini organskih topil, kot so etanol, metanol,

aceton in diklorometan (Brayfield s sod., 2014).

3.1.2 Opis vzorcev

V poskusu so bili uporabljeni trije (dostopni) vzorci ibuprofena (racemne zmesi):

¢ |buprofen Belupo 400 mg tablete (oznaka IBU400) (Belupo, 2011)
o |buprofen Belupo 600 mg tablete (oznaka IBU600) (Belupo, 2011)

o Cista racemna zmes ibuprofena (Merck, p.a); (oznaka IBU)

PREGLEDNICA 2. Vzorci ibuprofena

-ﬂ\mmm OBLOZENIH YA‘JLLI .
BRROFEN BELPO. L ;

7 FEN BELU
400 g insto it £05¢ 600 ngfto e
CCCoEs | e -
(Serijska Stevilka: 28041077). (Serijska Stevilka: 25260046). (Serijska Stevilka: 14883)

Ibuprofen Belupo 400 mg predstavljajo okrogle, bikonveksne filmsko oblozene tablete, temno roza
barve. |buprofen Belupo 600 mg predstavljajo bikonveksne in filmsko obloZena tablete bele barve. V
obeh primerih farmacevtskih izdelkov jedro tablete sestavljajo: povidon®, mikrokristalna celuloza (E460)
in smukec (E553b). V 400 mg tableti so pomozne snovi Se predgeliran Skrob, laktoza monohidrat,
premrezen natrijev karmelozat (E468), brezvodni koloidni silicijev dioksid in magnezijev stearat (E572)
(Belupo, 2011).

V filmski oblogi obeh tablet se nahajajo $e: smukec (E553b), makrogol 6000, titanov dioksid (E171),
hipromeloza (E464), poliakrilat 30 odstotna disperzija in v primeru 400 mg tablete barvilo azorubin -
karmoizin (E122) (Belupo, 2011).

3.1.3 Opis dela

Pred zaCetkom eksperimenta se je potrebno najprej ustrezno zasScititi (zasCitna laboratorijska halja,
rokavice in o€ala). Nato smo pripravili vse reagente: 0,25 M NaOH in 2,00 M H.SOq4 ter vzorce

ibuprofena. Stiri tablete 600 mg ibuprofena in $tiri tablete 400 mg ibuprofena smo v terilnici uprasili ter v

9 Polimer (opomba avtorja).
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trogrlo bucko (slika 17) natehtali =2,4 g vzorca. Glede na maso vzorca smo nato preraCunali kolik$na je
mnoZina enantiomera in temu ustrezno dodali prostornino 0,25 M NaOH ter magnetek. Nato smo
sestavili aparaturo na sliki 17, ki je na trogrlo bucko imela pripet povratni vodni hladnilnik. V eno
odprtino te bucke smo vstavili termoemter in drugo prekrili z opno (balonon¢kom), skozi katerega smo

kasneje injicirali (S)-1-feniletilamin.

Slika 17. Aparatura za lo¢evanje racemne zmesi ibuprofena

Trogrla bucka je bila potopliena v vodno kopel in postavljena na magnetno mesalo, ki omogoca

regulacijo temperature ter hitrosti meSanja (130°C in 240 rpm).

3.1.3.1 Poskus s 600 mg tabletami IBUPROFENA (Belupo ®)

Masa ene tablete: (0,7626 + 0,0001) g.
Masa ibuprofena 4 tablet IBU600, ki smo jo dodali v troglo bucko: (2,4431 £+ 0,0001) g.

Ob predpostavki, da je v eni tableti 600 mg ibuprofena, to predstavija (78,60 + 0,01) % mase celotne
tablete. Kar pomeni, da smo v zaCetni masi 2,4431 g imeli 1,9203 g ibuprofena ali (upoStevajo¢ molsko
maso ibuprofena, M = 206,3 g/mol) 0,00930 mol ibuprofena. Ob predpostavki, da je razmerje obeh

enantiomerov 1:1, to pomeni 0,00467 mol vsakega enantiomera.
Opis dela

Prvi dodatek baze smo izraCunali glede na to¢no mnoZino uporabljene IBU600 zmesi:

V(NaOH)= 2 = 200407mol XL _ 4 51901 = 19,0 mL

c 0,25 mol
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Z dodatkom NaOH smo nevtralizirali 2 mnozine IBU600 in dobili vodno raztopino celotne zmesi. Sledil
je dodatek (S)-1-feniletilamina (Merck, p.a.). Prostornino dodanega (S)-1-feniletilamina smo izradunali
kot:

V((S)-1-feniletilamin)=22 = 200467 mOLXAZLZG XML _ 61 py,
p 0,94g

Po eni uri segrevanja in meSanja zmesi pri =80°C smo celotno zmes ohladili na sobno temperaturo in
dodal nekaj mililitrov ledene deionizirane vode, da bi ¢im bolje loCili vodotopne in netopne komponente v

zmesi. Sledilo je nuciranje in suSenje kristalov. Upostevajo¢ stehiometrijska razmerja bi moral dobiti:

S, S-diastereoizomer = 0,00467 mol x 327,5 g/mol = 1,540 g.

SLIKA 18. Locitev §,S-diastereoizomera od mati¢ne raztopine

Produkt smo ¢ez noc¢ pustili v digestoriju in naslednji dan stehtali maso. Ko smo se prepricali, da so
kristali res suhi (masa se ni ve¢ spreminjala) smo kristale raztopil v segretem butan-2-ol (Riedel de
Hahn, 100%). S tem smo Zeleli odstraniti vse komponente, ki so bile adsorbirane na povrsino kristalov
S,S-diastereoizomera. Cisti filtrat smo nato preneseli v ledeno kopel in ¢ez nekaj minut opazili nastanek
belih kristalov S,S-diastereoizomera. Teoreti¢no, bi kristali morali imeti maso 1,540 g. Sledila je
odstranitev (S)-1-feniletilamina. Le-to amo naredil s prebitkom 2M H>SO4, na nacin, da smo kristale
raztopili v 20 mL 2M H>SO4. Dobili smo lepljivo, na povrsini oljnato raztopino, ki se je ob eni minuti
mesanja s stekleno paléko popolnoma raztopila. Ca$o z raztopljenimi kristali smo ponovno poloZili v
ledeno kopel, kjer so se kristali Cistega S-ibuprofena ponovno izkristalizirali. Sledilo je nuciranje in

susenje produkta ter ponovno tehtanje in izraCun izkoristka.

PriCakovana masa Cistega S-ibuprofena = n x M = 0,00467 mol x 206,3 g/mol = 0,9696 g.
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Natrijeva sol R-ibuprofena, ki je ostala v matiéni raztopini po prvem nuciranju, je bila izolirana na
podoben nacin. Najprej smo dodali 20 mL 2M H.SO4 in dobili belo oborino, ki smo jo postavili v ledeno

kopel. Po petih minutah smo kristale odnucirali ter jih posusili in stehtali.

SLIKA 19. S-ibupoprofen pred rekristalizacijo v ledeni kopeli (levo) in oborina R-ibuprofena v mati¢ni

raztopini znotraj nuce (desno)

Rezultati vseh meritev za IBU600 so podani v poglavju 4.1.1. Reakcijska shema za pretvorbo v

diastereoizomere, ki velja za vse tri vzorce je prikazana na sliki 20.

]

Ali

SLIKA 20. Nastanek vodotopne soli ibuprofena in S,S diastereoizomera, ki v vodi ni topen
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Slika 21 prikazuje protonacija ibuprofena pri prvi mozni reakcij, slika 22 pa pri drugi mozni reakciji.

CH
CH, i

H5C

protonacija (R) - ibuprofena

SLIKA 21: Protonacija ibuprofena (prva mozna reakcija)

0\\‘\3 0 ",

¢

o= — +
NH;0 O HaN

HLC? S"H
All protonacija v (R) - ibuprofen
CH;

HyC” S“H

protonacija v (5) - ibuprofen

SLIKA 22. Protonacija ibuprofena (druga mozna reakcija)
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3.1.3.2 Poskus s 400 mg tabletami IBUPROFENA (Belupo ®)

Masa ene tablete IBU400: (0,7207 £ 0,0001) g.
Masa §tirih tablet (IBU400), ki smo jo dodali v troglo bucko: (2,8801 + 0,0001) g.

Ob predpostavki, da je v eni tableti (0,4000 £ 0,0001) g racemata ibuprofena lahko izraCunamo, da je v
eni tableti 55,5 % Cistega ibuprofena, to pomeni, da je v 2,8801 g racemne zmesi ibuprofena 1,5985 +

0,0001 g ali 0,00775 mol ibuprofena, oziroma 0,00387 mol vsakega izmed enantiomerov.
Opis dela

Prvi dodatek baze smo izraCunal glede na to¢no mnoZino uporabljene IBU400 zmesi:

0,00387mol x L
0,25 mol

V(NaOI—D=§ = =0,0160 L = 16,0 mL

Z dodatkom NaOH smo nevtralizirali %2 mnoZine 1BU400 in dobili vodno raztopino celotne zmesi. Sledil
je dodatek (S)-1-feniletilamina (Merck, p.a.) Prostornino dodanega (S)-1- feniletilamina smo izracunali
kot:

V((S)-1-feniletilamin)=2 = 200387 molx12129 ¥l _ 5 4y,
p 0,949

Postopek pretvorbe v diastereoizomer v pripravi na sliki 17 je bil popolnoma enak, kot pri prvem vzorcu.
Sledilo je  dodajanje ledene deionizirane vode, nuciranje in suSenje kristalov. UpoStevajo¢

stehiometrijska razmerja bi morali dobiti:
m(S,S-diastereoizomer) = 0,0039 mol x 327,5 g/mol = 1,277 g.

Slika 23 prikazuje nastanek S,S-diastereoizomera.
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Nastanek (S,S) diasterecizomera

SLIKA 23. Nastanek S,S-diastereoizomera

viv v

Postopek precis¢evanja S,S-diastereoizomera v vroem butan-2-olu je bil enak kot pri prvem vzorcu
IBU60O, le da smo pri upoStevali maksimalno teoreticno maso S,S-diastereoizomera 1,277 g. Postopek
odstranitve (S)-1-feniletilamina in protonacije S,S-diastereoizomera je bil prav tako enak, kot v prvem

primeru. Po suSenju produkta ter ponovnem tehtanju je sledil izraCun izkoristka.
PriCakovana masa Cistega S-ibuprofena= n x M = 0,0039 mol x 206,3 g/mol = 0,8046 g.

Natrijeva sol R-ibuprofena, ki je ostala v mati¢ni raztopini po prvem nuciranju, je bila izolirana na
podoben nacin, kot je opisano pri vzorcu IBU600. Najprej smo dodali 20 mL 2M H.SO4, dobil belo
oborino, ki smo jo postavili v ledeno kopel. Po petih minutah smo kristale odnucirali ter jih posusili in

stehtali. Rezultati vseh meritev za 1BU400 so zbrani v poglavju 4.1.2.

3.1.3.2 Poskus s ¢istim ibuprofenom (Merck ®)

Zaradi visoke cene'?, smo imeli na razpolago le 1,0000 g Ciste racemne zmesi ibuprofena (oznaka IBU).
Zato je bila zaCetna mnoZina IBU manjSa, kot v primeru uporabe tablet. Temu primerno smo preracunali

tudi prostornine ostalih dodanih reagentov.
m(IBU)= (0,6200 + 0,0001) g = n(IBU)= 0,00300 mol

—> mnozina posamezne enantiomere: 0,00150 mol

V(NaOH)= 2 = 22222922 = 0,0060L = 6,00 mL

0,25 mol

10 76,80 EUR/g (opomba avtorja).
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)_n xM _ 0,00150 mol x121,2g x mL

V((S)-1-feniletilamin
0,949

= 0,20 mL

PriCakovana masa S, S-diastereoizomera = 0,0015 mol x 327,5 g/mol = 0,500 g.
PriCakovana masa Cistega S-ibuprofena = n x M =0,00015 mol x 206,3 g/mol = 0,310 g.

Rezultati vseh meritev Cistega vzorca ibuprofena so podani v poglavju 4.1.3

3.2 Analiza produktov

3.2.1 FTIR spektri delnih in konénih produktov

Vse IR spektre smo posneli v Soli z aparaturo Perkin Elmer ATR' FTIR (attenuated total reflectance
Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) (slika 24) s spektrometrom z 0,5 cm' resolucijo, ki

omogoca natanéne meritve v obmodju od 8500 — 350cm-.

[

- L.

__| .

SLIKA 24. ATR-FTIR Solski spektrometer

Postopek ATR-FTIR meritve:

1. Cis&enja kristala (umetni diamant) s papirnato brisa¢o in propan-2-olom.

2. Snemanje ozadja.

3. Majhno koli¢ino vzorca polozimo direktno na kristal diamanta in z ro€ico zagotovimo dober
stik s povrSino merilnega instrumenta (= 42 ATR enot).

4. Snemanije spektra (kot poprecje Stirih sneman;)*2.

Rezultati meritev s postopkom ATR-FTIR so zbrani v poglavju 4.2.

11 Oslabljen popoln odboj (ATR) je tehnika vzorcCenja, ki se uporablja v povezavi z infrardeco
spektroskopijo in omogoca, da se vzorci pregledajo neposredno v trdnem ali tekofem stanju brez
predhodne priprave vzorca (Perkin Elmer, 2005).

12 Elmer Perkin® spektroskopija s svojo programsko opremo ponuja "predogled” posnetega spektra in v
realnem Casu spreminjanje "spektralne kakovosti". Ko se doseZze zadovoljiva kakovost, posnamemo
spekter Se enkrat. Pri meritvah ATR debelina vzorca ne vpliva na intenzivnost absorbance (Perkin Elmer,
2005).
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3.2.2 Meritve opticne Cistosti izoliranih produktov

Meritev opticne Cistosti izoliranih produktov smo izvedli na naslednji nacin: najprej smo v 10 mL etanola
raztopili = 0,0250 (+/- 0,0001) g vsakega izoliranega produkta. Polarimeter (Vermier)'3 (Slika 25) smo
najprej umerili na etanol in nato izmerili kot zasuka ravnine linearno polarizirane svetlobe za vseh Sest

izkristaliziranih produktov.

o L Degres scam
andy

The plane of polseuston
o the emarpog g
Aot The sdme 3¢ Dl of
N enter g (olanind hght

SLIKA 25. Delovanje Vernierjevega polarimetra (Vernier, 2018)

Ob upostevanju Biotovega zakona:

o=[a]lc
kjer je:
e a kot zasuka, ki ga opazujemo (°)
o [a specifiéni kot zasuka (°)
o | dolzina poti, ki jo prepotuje svetloba v kiveti (dm)
e C koncentracija opti¢no aktivne snovi (g/mL)

je zelo pomembno, da res natanéno izmerimo viSino raztopine v kiveti (/) in poznamo koncentracijo

snovi (c), ki jo preuéujemo. Opti¢no Cistost se izracuna kot:

% optiéna Cistost = % x 100

Rezultati o meritvah opti¢ne Cistosti izoliranih produktov so zbrani v poglavju 4.3.

13 Vertikalni polarimeter, kot je prikazan na sliki 25, ki kot vir svetlobe uporablja 589 nm LED. Polarizator
je fiksen, analizator rotiramo rocno.
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Opis postopka

Kalibrirano stekleno kiveto (slika 25) smo napolnili do viSine 10,00 (x 0,05) cm z 96% etanolom in
sprozil meritev. Po petnajstih sekundah smo zabeleZili prvi maksimalni kot zasuka (slika 26) pri cemer
smo zaradi vecje natanCnosti uporabil Gaussovo enacbo, ki omogoca doloCitev opazovanega kota
ravnine linearno polarizirane svetlobe z natancnostjo + 0,3°. Meritev smo shranili in nato postopek

ponovili z raztopino opti¢no aktivne snovi — izoliranimi enantiomeri ibuprofena.

0 100 200 300

Angle (%)

SLIKA 26. Dolocitev kota zasuka linearno polarizirane svetlobe s pomoc¢jo prvega maksimuma (obarvano

temno sivo)

Specifiéni kot zasuka smo izracunali kot razliko med kotom zasuka ravnine linearno polarizirane

svetlobe za etanol in preucevano raztopino ibuprofena. Slika 27 prikazuje ibuprofen v razli¢nih oblikah.

OH OH

0 @)

SLIKA 27. Racemna zmes ibuprofena (levo); (S)-(+)-ibuprofen (v sredini); (R)-(-)- Ibuprofen (desno)

3.2.3 UV spektroskopija

Analiza UV spektrov je bila opravljena s Solskim UV spektrometrom Perkin Elemer Lambda Bio ® s

kvarcnimi kivetami (slika 28).
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SLIKA 28. UV spektrometer Lambda Bio (PERKIN ELMER ®)

Da bi uspesno dolo€ili koncentracijo ibuprofena v obeh lo¢enih izomerih smo najprej pripravil raztopino z

znano koncentracijo, to je: 0,0229 mol/L.

Najprej smo 0,1180 (+ 0,0001) g ibuprofena raztopili v 10 mL etanola in nato 25 mL merilno bucko
dopolnili do oznake. Prve meritve absorbance so pokazale, da je ta koncentracija previsoka. Zato smo
to raztopini redcili na polovico zaCetne vrednosti, to je na 0,01145 mol/L. Slednjo smo potem $e 4-krat
redcili, da smo dobili standardne raztopine naslednjih koncentracij: 0,00573 mol/L, 0,00290 mol/L,
0,00143 mol/L in 0,00072 mol/L. Matkoviceva s sod. (2005) poro¢a, da je absorbcijski maksimum za
ibuprofen pri 273 nm. Vsem raztopinam smo zato pri tej valovni dolZini izmerili absorbanco, narisali
umeritveno premico in na tej osnovi izracunali e koncentracijo ibuprofena v vseh lo¢enih enantiomerih.

Rezultati UV spektroskopiranja so zbrani v poglavju 4.4.
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4 REZULTATI MERITEV

4.1 Masa vmesnih in delnih produktov ter izracun izkoristkov lo¢evanja

Na sliki 29 podajamo prikaz nastale oborine S,S-diastereoizomera ibuprofena po reakciji z (S)-1-

feniletilaminom.

SLIKA 29. Nastanek oborine §,S-diastereoizomer ibuprofena po reakeciji z (S)-1-feniletilaminom.

V' naslednjih podpoglavjih prikazujemo preglednice z zbranimi izraCunanimi in eksperimentaino

dobljenimi podatki za vse tri vzorce.

4.1.1 Izkoristki loc¢itve IBU600

PREGLEDNICA 3. Masa IBU600_S,S-diastereoizomerne soli

meritev

vrednost S,S-

distereoizomer

masa zacetne zmesi (g), £ 0,0001 g

2,4431

masa racemata ibuprofena, (g), £ 0,0001 g

1,9203

mnozina enantiomera ibuprofena (mol)

priCakovana masa S, S-diastereoizomera (g), + 0,001g (M= 327,46 g/mol)

eksperimentalno dobljena masa S, S-diastereoizomera (g), = 0,0001 g

eksperimentalno dobliena masa S,S-diasterecizomera (g), £ 0,0001 g po

dodatnem su$enju (7 dni)

PREGLEDNICA 4. Masa S,S-diastereoizomera po prekristalizaciji

0,00467

meritev vrednost
masa zmesi (g), £ 0,0001 g 3,0434
priCakovana masa S,S-diasterecizomera v zmesi (g) + 0,0001g 1,5400
eksperimentalno pridobljena masa oCi¢enega S,S-diastereoizomera, (g), + 0,0001 g 0,4452
izkoristek (%) 28,9
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Pri prvem nuciranju smo opazili nastanek penaste raztopine natrijeve soli R-ibuprofena, ki je ostala v

nuéi. Iz rezultatov podanih v spodnjih preglednicah 5 in 6 lahko zaklju¢imo, da so produkti, ki smo jih

dobili pri prvem nuciranju vsebovali e veliko necistoc.

PREGLEDNICA 5. Masa R-ibuprofena IBU600

meritev vrednost R-ibuprofen
masa zacetne zmesi (g), £ 0,0001 g 2,4431
masa racemata ibuprofena, (g), £ 0,0001 g 1,9203

mnozina enantiomera ibuprofena (mol)

0,00467

priCakovana masa R - enantiomera (g), £ 0,0001 g (M= 206,3 g/mol)

eksperimentalno dobljena masa R-ibuprofena soli (g), + 0,0001 g

izkoristek R-ibuprofena v zmesi (%)

PREGLEDNICA 6. Masa S-ibuprofena IBU 600 po odstranitvi (S) - 1- feniletilamina

meritev

S,S-
diastereoizomer

S-ibuprofen

masa (g), £ 0,0001 g

0,4452

mnozina, mol

0,00136

pri¢akovana masa, (g), = 0,0001 g

eksperimentalno pridobljena masa, (g), + 0,0001 g

izkoristek S-ibuprofena v zmesi (%)

4.1.2 I1zkoristki loc¢itve IBU400

Pri loCevanju enantiomerov tega vzorca so bili vsi vmesni produkti rahlo roznato obarvani, iz ¢esar

sklepamo, da barvila azorubina nismo uspeli povsem odstraniti, 0z. je potekla stranska reakcija tudi z

barvilom.
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PREGLEDNICA 7: Masa IBU400 S,S-diastereoizomerne soli

meritev

vrednost S,S-

masa zacetne zmesi (g), £ 0,0001 g

2,8801

masa racemata ibuprofena, (g), £ 0,0001 g

1,5985

2 mnoZina racemata ibuprofena (mol)

0,00387

priCakovana masa S, S-diastereoizomera (g), + 0,001g (M= 327,46 g/mol)

distereoizomer

eksperimentalno dobljena masa S,S-diastereoizomera (g), £ 0,0001 g

eksperimentalno dobliena masa S,S-diasterecizomera (g), £ 0,0001 g po

dodatnem suSenju (7 dni)

PREGLEDNICA 8: Masa S,S_IBU400 diastereoizomerne soli po prekristalizaciji

meritev S,S-diastereoizomer
masa zmesi (g), £ 0,0001 g 1,9361
priCakovana masa S,S-diasterecizomera v zmesi (9) + 0,0001g 0,8046
eksperimentalno pridobliena masa o€is¢enega S, S-diastereoizomera (g), + 0,0001 g 0,1392
izkoristek (%) 17,3%

PREGLEDNICA 9: Masa IBU400 S-ibuprofena po odstranitvi S-feniletilamina

meritev

S,S-diastereoizomer S-ibuprofen

masa (g), £ 0,0001 g

0,1392

mnozina, mol

0,00039

priCakovana masa, (g), + 0,0001 g

eksperimentalno pridobljena masa, (g), + 0,0001 g

izkoristek (%)

PREGLEDNICA 10. Masa IBU400 R-ibuprofena

meritev vrednost R-ibuprofen
masa zacetne zmesi (g), £ 0,0001 g 2,8083
masa racemata ibuprofena, (g), £ 0,0001 g 1,5985
2 mnozina racemata ibuprofena (mol) 0,0039

pricakovana masa R - enantiomera, (g), £ 0,0001 g (M =206,3 g/mol)

eksperimentalno dobliena masa R-enantiomerne soli (g), £ 0,0001 g

izkoristek za izolacijo R-ibuprofena, (%)
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4.1.3 Izkoristki loCitve Cistega vzorca ibuprofena

PREGLEDNICA 11: Masa IBU S,S - diastereoizomerne soli

meritev

vrednost S,S-

masa racemata ibuprofena, (g), £ 0,0001 g

0,6200

2 mnozina racemata ibuprofena (mol)

0,00150

pri¢akovana masa S, S-diastereoizomera (g), £0,0001 g (M = 327,46 g/mol)

distereoizomer

eksperimentalno dobliena masa S,S-diastereoizomera (g), £ 0,0001 g

Izkoristek (%)

PREGLEDNICA 12: Masa IBU S,S-diastereoizomerne soli po prekristalizaciji

meritev

S,S-diastereoizomer

zaCetna masa S, S-diastereoizomera, (g), £ 0,0001 g

0,4007

eksperimentalno pridobljena masa, (g), + 0,0001 g

0,1924

izkoristek (%)

48,0

PREGLEDNICA 13: Masa IBU S-ibuprofena po odstranitvi S- feniletilamina

meritev

S,S-diastereoizomer S-ibuprofen

masa (g), £ 0,0001 g

0,1372

mnozina, mol

0,0015

pri¢akovana masa, (g), = 0,0001 g

eksperimentalno pridobljena masa, (g), + 0,0001 g

izkoristek izolacije S-ibuprofena v zmesi (%)

PREGLEDNICA 14: Masa R-ibuprofena

meritev

vrednost R-enantiomer

masa racemata ibuprofena, (g), £ 0,0001 g

0,6200

2 mnoZina racemata ibuprofena, (mol)

0,00150

priCakovana masa R-enantiomera g), + 0,0001 g (M = 206,3 g/mol)

eksperimentalno dobliena masa R-enantiomerne soli (g), + 0,0001 g

izkoristek izolacije R-ibuprofena v zmesi (%)

Visi izkoristki izolacije enantiomerov so zdruzeni v preglednici 15.
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PREGLEDNICA 15. Pregled izkoristkov loCevanja enantiomer pri vseh treh vzorcih

izkoristki sintez (izolacij), (%)
S,S- diastereoizomera S-izomer R-izomer
vzorec (preciséena)
IBUG0O 28,9(x0,1) 53,3 (£1,7) 450 (x1,4)
IBU400 17,3 (£ 0,5) 82,4 (£ 2,6) 56(x0,2)
IBU (Cisti) 48,0 (£ 1,5) 67,9 (£2,1) 66,9 (+ 2,1)

Ocena napake meritev

Primer izracuna za vzorec IBU, kjer so bile napake meritev zaradi majhne mase najvedje:

0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,03 ml 0,0050
22229 100+ ——2x 100 + ——2 x 100 + g+ x 100 +
0,6200 g 0,2098 g 0,1924 g 020749  6,00mL 0,2000 mL

x100 =

0,02% + 0,03% + 0,05% + 0,05% + 0,5% + 2,5%=3,15%

4.2 FTIR spektri izoliranih produktov

Spekiri posneti z aparaturo Perkin Elmer Spectrum Two so nam omogocili, da ocenimo primerjalno
stopnjo Cistosti. To smo naredili kot dodatek k raziskovalni nalogi in predstavlja dodatno preveritveno

metodo Cistosti produktov. Stopnjo Cistoe smo ocenili na vseh treh vzorcih 1BU400, IBUG0O in IBU.

IR spektri ibuprofena so ze bili predmet Stevilnih Studij (Antonov s sod., 2013), zato so posamezni vrhovi
v spektru dobro opisani in je identifikacija zato olajSana (Vueba s sod., 2008). Najpomembnejsi vrhovi
pripadajo vibracijam C-H (-CHs) vezi (2700 - 3000 c¢m); pri =1720 cm' opazimo vibracijo karbonilne
skupine (=CO), ki se tudi najveckrat uporablja v analititne namene (Antonov s sod., 2013). Ker imamo
opravka z enantiomeri (in diastereoizomeri) ta vrh v analitiéne namene ne pride v postev, saj se pojavlja
v vseh produktih. NaSa pozornost je bila zato usmerjena v obmocje med 1520 — 600 cm, kjer so
prisotne posamezne vibracije C-C vezi ter vibracije vezi, kjer je na ogljik z enojno vezjo vezana —CHj
skupina (kiralni center molekule). Na sliki 30 vidimo IR spekter racemne zmesi Cistega ibuprofena, ki ga

je posnel Kumar (2007).
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SLIKA 30. IR spekter racemne zmesi ibuprofena posnet s IR spektrometrom (KBr) (Kumar, 2007)

Tudi sami smo posneli spekter Ciste racemne zmesi ibuprofena (slika 31) ter obeh vzorcev, ki imata

dodane pomozne snovi. Primerjava pokaze, da se vsi karakteristicni vrhovi ujemajo in so razlike man;

kot 0,5 cm, kar je v obmocju eksperimentalne napake merilnega instrumenta. Na tej osnovi smo

sklepali, da so
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interpretacije razlik v spektrih izoliranih produktov smiselne in veljavne.

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
petek, 07. december 2018 16:52

petek, 07. december 2018 16:53
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&isti ibuprofen - K-KEM1-LAB Uporabnik 355  Sample 359 By K-KEM1-LABporabnik Date petek, december 07 2018

SLIKA 31. ATR-FTIR spekter racemne zmesi ¢istega ibuprofena (lasten vir)
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4.2.1 FTIR spketri diastereoizomerov (S,S)

Ob predpostavki, da pri reakciji racemne zmesi ibuprofena z (S)-etilfenilaminom nastane (S,S)-
diasteroizomer, mora ta v IR spektru pokazati nove karakteristi¢ne vrhove za vez N-H (3300-3500cm-"),
vibracije N-H okoli 1500 cm-'; in C-N (alkil amin) (1020 — 1220 cm-") ter ojaCen vrh za aromatski del
(1650 — 2000 cm )14 . Ker vse primesi lahko zakrijejo signal (vrh) okoli 3200 cm-1, smo se v analizi bolj
osredotoCili na znacilne vrhove med 600 — 1500 cm'. Kot vidimo na slikah 32 in 33 so se na3a
predvidevanja uresnicila, pri ¢emer je spekter S,S produkta IBU odstopal v predelu, =3300 — 3600 cm*;

valovna Stevila so primerljiva, vendar intenziteta vrhov ni ista.

FerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
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K-KEM1-LAE Uporabnik 268  Sample 268 By K-KEM1-LAB\porabnik Date petek, januar 04 2019

SLIKA 32. IR spektra IBU600_S,S (€rna) in IBU400_S,S diastereoizomer (rdeca) (lasten vir)

14 Vir: https://www.globalspec.com/reference/58109/203279/section-19-determination-of-functional-
groups-in-organic-compounds (citirano 26.12. 2018)
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SLIKA 33. Primerjava FTIR spektrov IBU400_S,S (¢rna) in IBU_S,S (rdeca) (lasten vir)

4.2.2 FTIR spektri R-izomerov

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
patek, 04. jsnusr 2013 15:38
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SLIKA 34. Primerjava IR spektrov IBU600_R in IBU400_R izomerov (lasten vir)
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PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
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SLIKA 35. FTIR spekter IBU_R produkta (lasten vir)

4.2.3 FTIR spektri S-izomerov

Med 1520 — 600 ¢cm-1 smo zaradi vibracij —~CH3 skupine, vezane na kiralni center, pri¢akovali razlike.
Vendar je bilo v spektrih razlik mnogo vec (slika 31), iz esar smo sklepali, da produkti lo€itve niso bili
Cisti. Primerjava izoliranih S-izomer kaZe na produkte, ki so si precej bolj sorodni kot z R konformacijo.
Tudi v podrocju »prstnega odtisa« molekule (pod 1200 c¢m') opazimo na sliki 36 da so si vsi trije

izolirani produkti zelo podobni. Ujemanje med njimi je bilo kar 96 %.
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SLIKA 36. IR spektri vseh S-izomerov (lasten vir)

Na osnovi primerjave R in S izomerov izoliranih produktov smo pozornost usmerili na vrhove, kjier smo

opazili signale le pri enem enantiomeru.

PerkinElmer Spactrum Version 10.5.0
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SLIKA 37. Primerjava IR spektra S in R enantiomera (IBU_S in IBU_R) (lasten vir)

Povecan (priblizan) spekter v obmocju med 1200 in 800 cm-! je pokazal razlike pri vseh treh vzorcih
(slika 38).
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SLIKA 38. Primerjava IR spektra S in R enantiomera ibuprofena (IBU_S in IBU_R) (priblizan posnetek)

(lasten vir)

Razlike opazimo pri treh valovnih Stevilih: 1072 em-! (pojavi se le pri R-izomeru) in 1053 cm1, ki se

pojavi le pri S-izomeru. Zamenjava z S,S-diasterecizomerom ni mogoc€a, ker natanCen pregled IR

spekira pokaze, da ta dva vrhova manjkata (slika 39)!
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SLIKA 39. IR spekter za IBU_S,S (lasten vir)
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Na tej osnovi zakljuujemo, da bi lahko tudi s pomocjo IR spektrov produktov loili med obema
izomeroma. Vibracija C-C vezi pri valovnem $tevilu 1072 cm-! je znacilna za R-izomer in pri 1053 cm-!
za S-izomer. Prikaz primerjave IR spektra IBU600 zacCetne racemne zmesi, IBU600_S,S, IBUG00_R in
IBU600_S podajamo v Prilogi 1 (slika 41).

4.3 Optic¢na Cistost izoliranih produktov

Najprej smo opticno Cistost izoliranih produktov poskusali doloCati s pomocCjo raztopin, ki smo jih
pripravili za doloCitev koncentracije ibuprofena v produktih (UV spektroskopija). Izkazalo se je, da so
koncentracije prenizke in zato napake pri delu s Solskim polarimetrom previsoke. Zato smo za vse
produkte, kjer se je izkazalo, da so produkti Cisti (vzorcu IBU_S, IBU_R in IBUG00_R ter IBUG00_S),
pripravili 0,10 g/mL raztopine's. Pri IBU400 smo preko UV spektroskopskih meritev (preglednica 20)
ugotovili, da so izolirani produkti zelo necisti, zato jih v ta del raziskave nismo vkljucili. Tezava
Vernierjev polarimetra je tudi ta, da ne moremo direkino odCitati kota zasuka ravnine polarizirane
svetlobe, ampak ga moramo preraCunati iz podatkov, ki jih dobimo. Dodatna teZava je bila zelo majhna
masa vzorca IBUB00_R, ki je Se ostala, zato smo uporabili identiCno raztopino kot pri meritvah
koncentracije ibuprofena z UV spektroskopijo. To je razlog, da ta meritev odstopa od drugih. Vse

meritve so bile opravljene pri temperaturi T=23°C.

PREGLEDNICA 16. Optic¢na ¢istost produktov IBU in IBU600

izmerjen kot
zasuka a (°) B vrednost za
B vrednost za (=B vrednost za etanol
koncentracija vzorec (Gaussova | vzorec - B vrednost | (Gaussova
(IBU_R), g/mL viSina (dm) enacha) za etanol) enacha)
IBU_R 0,10 1,00 52,70 - 60,50 113,20
IBU_S 0,10 1,00 130,53 + 54,30 76,23
B vrednost za
koncentracija vzorec (Gaussova izmerjen kot B vrednost za
(IBU_R), g/mL viSina (dm) enacha) zasuka a (°) etanol
IBU600_R 0,20 0,15 75,66 -1,74 77,39
IBU600_S 0,10 1,00 101,07 +51,20 39,63

15 Optimalno bi bilo, ¢e bi lahko pripravili koncentracije, ki so vsaj 0,20 g/mL, vendar nismo imeli na voljo
dovolj velike mase produktov (opomba avtorja).
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PREGLEDNICA 17. Izracunan specifi¢ni kot zasuka ravnine linearno polarizirane svetlobe za izolirane

produkte
specificni kot
vzorec zasuka, [a]
IBU_R -60,5
IBU_S +54,3
IBU600_R -58,0
IBU600_S +51,2

Literatura (Sigma Aldrich, 2018) navaja, da je specifiCni kot zasuka za (S)-(+) ibuprofen [a]os = +54.46°
in (R)-(-) ibuprofen [a]os = - 54.46°. Obe meritvi sta bili izvajani pri 26°C in koncentraciji z 0,6 g/mL; topilo
metanol'6.17, kar pomeni, da so odstopanja od teh vrednosti za pogoje v katerih smo izvajali meritve mi,

priCakovane. Za izraCun opti¢ne Cistosti izoliranih produktov smo uporabili enacbo:

% opticna cistost = a/([a]) x 100

PREGLEDNICA 18. Opticna Cistost izoliranih enantiomerov ibuprofena

IBU600_R | IBU600_S | IBU400_R | 1IBU400_S | IBUR | IBU _S

% opti¢na Cistost produktov | 93,5 % 94,0% ni podatka | ni podatka | 89,0% | 99,7%

4.4 Dolocitev koncentracije ibuprofena v lo¢enih enantiomerih

Koncentracijo ibuprofena v lo€enih enantiomerih smo doloéili na podlagi podatkov absorbance in

enacbe umeritvene premice (preglednici 19).

16 Pri 20°C in topili etanolu je opti¢na aktivnost nekoliko visja: 59°. (koncentracija 2 g/ml) - opomba
avtorja (vir: Sigma Aldrich podatkovna baza, 2018)

17 Omeniti je potrebno, da viri pri istih temperaturah in koncentracijah navajajo razlicne podatke.
Absolutna vrednost kota zasuka ravnine linearno polarizirane svetlobe se pri 26°C giblje med 52 - 55°.
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PREGLEDNICA 19. Podatki za umeritveno premico

¢ (mol/L) A (273 nm)
0,0229 2,021
0,0115 1,333
0,0057 0,681
0,0029 0,213
0,0014 0,101
0,0007 0,052

Sledil je izris umeritvene premice. Enacba premice: Absorbanca = 113,78 x koncentracija

umeritvena premica zaibuprofen

1,4

1,2 /’
T 1
=4
E 0,8 /
506 y=113.78x
'5 0.4 R?=0,983

0,2 >

’/’
0
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
koncentracija (mol/L)

0,014

GRAF 2. Umeritvena premica za ibuprofen

Da bi lahko izmerile absorbance izoliranim vzorcem ibuprofena, smo zatehtali mase produktov, kot je

prikazano v Preglednici 20. Vse vzorce smo raztopili v etanolu (merilna bucka 25,00 mL).

PREGLEDNICA 20. Mase produktov za dolocitev koncentracije ¢istega ibuprofena

vzorec masa, g (¥ 0,0001)

BU_R 0,0026

IBU_S 0,0022
IBU400_R 0,0038
IBU400_S 0,0343
IBU600_R 0,0049
IBU600_S 0,0025
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Sledila je meritev absorbance pri 273 nm. S pomo¢jo enacbe premice, smo absorbance preracunali v
ustrezne koncentracije ter s pomocjo prostornine raztopin in molske mase ibuprofena (206,3 g/mol)

izraCunali maso Cistega ibuprofena v vzorcu. Rezultati so zbrani v preglednici 21.

PREGLEDNICA 21. Masa Cistih enantiomerov iz treh racemnih zmesi ibuprofena

Vzorec 9;:35 ’(15)1;'; kon(crzs‘r;lt/rf)cija n (ibusglfena), m (IgBU), m (vz;rca), m (negistod), g
IBU_R 0,063 0,000554 0,0000138 0,0028 0,0026 0,0002
IBU_S 0,051 0,000430 0,0000106 0,0022 0,0022 0,0000
IBU400_R 0,174 0,001530 0,0000382 0,0078 0,0038 0,0040*
IBU400_S 0,714 0,006270 0,0001570 0,0324 0,0243 0,0081*
IBU600_R 0,110 0,000970 0,0000242 0,0050 0,0049 0,0001
IBU600_S 0,058 0,000051 0,0000013 0,0026 0,0025 0,0001

* rezultati s prevelikim delezem necistod

Kot vidimo iz Preglednice 21, smo dobili, razen v primeru Ibuprofena IBU400_S in IBU400_R, mase, ki
so minimalno odstopale od zacetnih mas vzorca, ki smo ga raztopili za pripravo raztopine. Razlike so v
mejah eksperimentalnih napak (3,15%), zato smo priCakovali, da bo opti¢na Cistost produktov prav tako
visoka. Pri IBU400 smo napake priCakovali, saj so imeli enantiomeri tudi po locitvi roznato barvo, kar je

pomenilo, da barvila nismo uspeli odstraniti.
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5 RAZPRAVA

Izkoristke loCbe obeh enantiomerov pri vzorcu IBUG00 ocenjujemo kot zadovoljive, saj se gibljejo okoli
50%. Pri vzorcu 1BU400 smo imeli ve¢ teZav, saj se loCeni izomeri nikakor niso »hoteli« posusiti.
Primesi, ki so pri tem vzorcu predstavljale kar 45,5% celotne mase, s predstavljenim postopkom locbe
nismo uspeli odstraniti, kar se je videlo tudi iz barve produktov, ki so bili kljub prekristalizaciji $e vedno
rahlo roZnato obarvani in pastozne teksture. Postopek suSenja smo podaljSali na 7 dni in dobili najnizji
izmerjeni izkoristek za S,S—diastereoizomer (17,3%), vendar presenetljivo visok izkoristek za kasneje
izoliran S-enantiomer (82,4%). Ker je bil tudi IR spekter IBU400_S enantiomera zelo primerljiv s
preostalima dvema, sklepamo, da smo uspeli izolirati precej Cist izomer, vendar zal v zelo majhni masi,

zato opticne CistoCe tega enantiomera nismo (mogli) izmerili. Enako velja za R-enantiomer IBU400.

PriCakovano smo najviSje izkoristke dobili pri vzorcu IBU, ki ni vseboval nobenih primesi (necistoc)
(Merck, p.a.). Izkoristki so bili visoki tako za S,S-diastereoizomer (86,9%), kot za loCena enantiomera;
IBU_S (67,8%) in IBU_R (66,9%). Pri delu smo uporabljali najbolj natan¢no laboratorijsko opremo, ki jo
imamo na $oli: KERN analitsko tehtnico z natanénostjo + 0,0001 g in merilne pipete z natanénostjo
10,03 mL oz. 0,05 mL. Zato je bila eksperimentalna napaka ocenjena na 3,15%, kar pomeni, da so niZji
izkoristki izolacij bili posledica drugih dejavnikov. Problem te metode so opisali ze Tung s sod. (1995) in
Norbert s sod. (2001), in to je, da je iziemno teZzko napovedati prave kombinacije reagentov. V
raziskovalni nalogi smo pri loCevanju dodali reagente v prebitku. Za vzorca IBUG0O in IBU se je to
izkazalo kot dobra strategija, za vzorec IBU400 pa ne. Pri 400 mg filmsko obloZeni tableti, ki je
vsebovala najve¢ primesi, med drugim tudi azo barvilo azorubin - karmoizin (E122), ki je vodotopen in
ima tudi zelo visoko molsko maso (502,44 g/mol), bi bilo potrebno predhodno odstraniti vse necistoce

na drugacen nacin.

FTIR spektri S,S produktov vseh treh vzorcev so bili zelo primerljivi (slika 32 in 33), kar pa ne moremo
trditi za IR spektre R-enantiomerov. Odstopanja za IBUG00_R in IBU400_R so bila velika (slika 34) in
primerjava z IBU_R je nakazovala, da imamo v IBU400_R Se vedno precej necistoc.

S-enantiomeri vseh treh vzorcev so bili veliko bolj enotni (slika 36). Da bi ugotovili ali je med Rin S
enantiomerom razlika v IR spektru smo natan¢no pregledali del spektra med 1520 — 600 cm', Kjer so
prisotne posamezne vibracije C-C vezi ter vibracije vezi, kjer je na ogljik z enojno vezjo vezana —CHs
skupina (kiralni center molekule). lzkazalo se je, da se samo pri R-enantiomerih pojavi vrh pri
1072 cm'. Medtem, ko vrha, ki je znaCilen le za S-enantiomer pri 1053 ¢m™ pri R-enantiomeru ni.
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Ponovni natanCen pregled IR spektrov S;S-diastereoizomerov je pokazal odsotnost obeh omenjenih
vrhov, kar pomeni, da zamenjajva ni mogo¢a. Sklepali smo, da bi lahko tudi s pomocjo IR spektrov

uspesno locili med obema izomeroma, kar je bilo novo spoznanje.

Zaradi tezav z vzorcem IBU400 smo opti¢no Cistoco ter UV spektroskopijo izvajali le z IBUG0O in IBU
vzorcema. Meritve so pokazale, da so ti vzorci optiéno isti med 89,0% (IBU_R) in 99,7% (IBU_S), kar
ocenjujemo kot iziemno dober rezultat. Ker na meritve zelo vpliva koncentracija, koli¢ina vzorca ter
temperatura, pri uporabi Solskem polarimetru pa Se predhodno umerjanje polarimetra s topilom, te
odliéne rezultate navajamo z zadrzkom. Literatura za enantiomere ibuprofena navaja vrednosti od 52°
do 59. Ce podatke optiéne Gistosti primerjamo s podatki UV spektroskopije, s pomogjo katere smo
Zeleli ugotoviti koliko imamo dejansko ibuprofena v vzorcu (kontrola polarimetrije), lahko z vecjo
verjetnostjo zaklju€imo, da je izolacija obeh enantiomerov dejansko uspela v enantiomerno Cistih

oblikah. Zato je osnovni problem, kako povecati izkoristke izolacij.

R-enantiomer je ostal v maticni raztopini skupaj z vsemi ostali primesmi, ki jih najdemo v tabletah in
seveda reagenti, ki smo jih dodali (NaOH in 1-feniletilamin). Ena od moznosti za preciS¢enje R-
enantiomera je ta, da bi R-ibuprofen ekstrahirali z uporabili nizko polarnega topila (etri z vi§jo molsko
maso, kloroforma, itd.). Zmes bi centrifugirali in v supernatantu pridobili ibuprofen, necistoe pa bi ostale
v vodni fazi ali bi se usedle na dno centrifugirke. Organsko fazo bi lahko dodatno odistili $e z uporabo
dehidracijskih sredstev, kot so brezvodni kalcijev klorid ali brezvodni magnezijev sulfat (VI). Temu bi
sledila odstranitev topila, najbolje z uporabo rotavaporja. Izkoristke vseh produktov bi lahko povecali
tudi, ¢e bi produkte po vakuumski filtraciji pustili dlje ¢asa susiti v eksikatorju ali jih prepihovali z duSikom

ter z veCkratno rekristalizacijo, kot smo to storili v primeru S-enantiomera.

5. 1 Ocena stroSkov ¢iS¢enja racemne zmesi

viv v

Pri oceni stroSkov Cis€enja racemne smo upoStevali naslednje predpostavke:

Cene kemikalij NaOH (aq), H2SOs in 1-feniletilamina smo ocenili na podlagi dostopnih podatkov

ponudnikov (tudi v tujini). StroSke elektri¢ne energije in ceno destilirane vode smo ocenili pavsalno.

Strodki so ocenjeni za lo¢evanje IBU (brez primesi). K 0,6200 g IBU smo dodali 6,00 mL 0,25 M NaOH
in 0,20 mL 1-feniletilamina ter 20 mL 2M H2SOx.
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PREGLEDNICA 22. Ocena stroskov ¢iS¢enja racemne zmesi ibuprofena

strosSek cena (EUR)
6,00 mL 0,25 M NaOH 0,075

0,20 mL (S)(-)-1-feniletilamina | 4,60

20 mL 2M H,SO, 0,050
elektriéna energija 0,001
destilirana voda 0,001
propan-2-ol 0,001
Skupaj (brez DDV) 4,73
DDV/(22%) 0,95

Skupaj 5,68

Cena 0,6200 g ibuprofena'® je 39,712 EUR.

% stroSka loCevanja zmesi= —— o712 © 100 = 14,3 %

Cena kemikalij’® , elektrike in vode seveda ne predstavljajo vseh stroSkov (oprema, delavci, prostor). Pri
vedji koliCinah se cena zniza, saj je dobavna cena kemikalij za vecjo koli¢ino niZja. Vendar, ce
privzamemo, da je nada ocena povecanja strodkov proizvodne Cistih enantiomer ibuprofena dobra, bi to

na trgu zdravil pomenilo naslednje (preglednica 23):

PREGLEDNICA 23. Dvig cene zdravil, ki vsebujejo ibuprofen, ¢e bi bil enantiomerno ¢ist

artikel popreéna trenutna cena (20 samo S-izomer (EUR)
tablet v pretisnem omotu) (EUR)

Ibuprofen 600 mg 12,32 14,08

Ibuprofen 400 mg 10,10 11,54

18 Upostevali smo ceno, ki smo jo placali za artikel (14883- 1G) IBUPROFEN (Merck, p.a.) (opomb avtorja).
19 Cene so preracunane iz tujih valut dne 24.01 2019 na 1g iz podatkov, iz sledecih virov:
cena NaOH (1zbran0 500g pakiranje):

Cena (S) (-)-feniletilamina (izbrana 10 mL steklenicka):
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/807047?lang=en&region=GB

Cena Zveplove kisline (izbrana koli¢ina 1L): https: //www.fishersci.co.uk/shop/products/sulfuric-acid-
solution-2m-4n-pure-bench-reagent-3/10558620

Cena butan-2-ola (izbrano 250 mL pakiranje pod Stevilko produkta: 041871)
https://www.chemicalbook.com/Price/2-Butanol.htm

Cena filtrirnega papirja (ob uporabi 4 filtrirnih papirjev, kupiti pa se da le pakiranje 100 pod Sifro izdelka:
MN- 434005): https://market.mikro-polo.si/vsi-izdelki/izdelek.aspx/i784269

Cena ibuprofena Belupo 600 mg (kot izhodi$¢na snov): 4,61€ (Mariborske lekarne 25.01. 2019)
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6 ZAKLJUCKI

Sinteza racemnih zmesi in nato loCba racemne zmesi na enantiomere je dejansko potraten proces, saj
zahteva dve dodatni sintezni stopnji (uvedba in odstranitev kiralnega pomagala), izkoristek opti¢no
Cistega produkta pa je obi¢ajno manjsi kot 50%. Vendar je sinteza Cistega enantiomera lahko e draZja,
saj lahko vkljuuje tudi kiralna pomagala ali dodatne stopnje v procesu. V primeru ibuprofena
R-enantiomer ne predstavlja odpadnega produkta saj obstaja moznost encimske izomerizacije (alfa-
metilacil-CoA racemaza (Reichel s sod., 1997)), kar pomeni, da je tudi Cis¢enje racemne zmesi lahko
ekonomsko upraviéeno in ne zgolj zdravstveno. Ker desnosuéni izomer ibuprofena (S-ibuprofen)
izkazuje vecjo aktivnost tako »in vitro« kot »in vivo« je smiselno, da bi uporabili le u€inkovino z biolosko

aktivnejSim enantiomerom.

V nalogi smo za loCevanje racemata v enantiomerno Cisti obliki uporabili (S)-(-)-1-feniletilamin.
Pretvorba v diasteroizomere s pomocjo te molekule se je pokazala kot uspesna. Kot alternativno opcijo
bi lahko namesto (S)-feniletilamina uporabil tudi (S)-(-)-1-(1-naftil)etilamin (slika 40), saj ima podobne
lastnosti, razlikuje se le v dodatnem benzenovem obroCu. Vendar je ta alternativna drazja kot

1-feniletilamin.

SLIKA 40: (5)-(-)-1-(NAFTIL)ETILAMINZ0

V raziskovalni nalogi smo preizkusiti laboratorijsko metodo loCevanja enantiomerov, ki temelji na tvorbi
diastereoizomera, ki v vodi ni dobro topen in ga lahko zato z metodo filtracije uspesno lo¢imo od
drugega enantiomera. Po odstranitvi kiralnega pomagala, oba enantiomera na osnovi kislinsko baznih
reakcij ponovno pretvorimo v vodo netopne oblike. Celoten postopek lo¢evanja je v Solskem laboratoriju
trajal &tiri ure (brez asa, ki je potreben za susenje in analizo produktov). Casovno (ob upostevaniju, da

je potrebno delati ve¢ ponovitev) ocenjujemo, da je postopek zahteven in primeren le za tiste dijake, ki

20 Vir slike: https: //www.fishersci.se/sho roducts/s-1-1-naphthyl-ethylamine-chipros-99-ee-99
7047478

Cena (S) (-)-1- (naftll)etllamln
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jih kemija zanima, so vztrajni in pri delu natan¢ni. Celoten postopek vkljuCuje razlicne laboratorijske

tehnike in je zato tudi zanimiv.

Pred izvedbo raziskave smo se vprasali kakSen je vpliv CistoCe ibuprofena na izkoristek lo¢evanja
racemne zmesi v enantiomerno obliko z uporabo diastereoizomerizacije. Postavili smo pet hipotez. Ob
zakljucki naloge lahko potrdim prvo hipotezo, ki pravi, da bo ibuprofen, kot kiralna karboksilna kislina s
kiralnimi amini tvorila diastereoizomerno sol. Eksperimentalno smo potrdili, da je (S,S)-diasteroizomer v
vodni slabo topen, zato se izloi kot bela oborina, ki lahko s filtracijo loimo od R-izomera, ki ostane v

maticni raztopini kot vodotopna natrijeva sol.

Potrjena je bila tudi druga hipoteza, ki pravi, da bomo racemna zmes, ki jo predstavlja Cisti ibuprofen,
lazje loCili v posamezne enantiomere in s tem dobili boljSe izkoristke lo€evanja, kot komercialne tablete
ibuprofena, ki vsebujejo primesi. Vendar so za Solsko uporabo slednje, zaradi nizke cene, veliko
primernejsi vzorci. Na trgu so dostopne tudi 800 mg tablete ibuprofena, ki bi dale Se boljSe rezultate, kot
v naSem primeru 600 mg tablete, kjer se je izkoristek loCevanja gibal med 45% (R-enantiomer) in 53,4%
(S-enantiomer). NajboljSe rezultate smo dobili pri uporabi Ciste racemne zmesi ibuprofena, kjer so bili
izkoristki cca. 67%. S tem smo potrdili tudi tretjo hipotezo, kjer so predvidevali, da bo lo¢ba
enantiomerov ibuprofena v komercialnih izdelkin uspesnej$a pri 600 mg filmsko obloZene tablete, v

primerjavi s 400 mg, ker vsebuje manj primesi in barvil, najbolja pa pri uporabi Cistega racemata.

Tudi Cetrta hipoteza je bila potrjena; S-izomer ibuprofena (ki deluje kot analgetik) je bil v predstavljenem
postopku loCevanja praviloma opticno Gistejsi, tudi zato, ker smo ga dvakrat prekristalizirali. Ob branju
strokovne literature pa smo prisli tudi do spoznanja, da tudi R-enantiomer ibuprofena ni nekoristen
odpadek sinteze »in vitro«, saj ga je mogoCe encimsko izomerizirati v S-izomer in tako uporabiti kot

aktivno ucinkovino v Stevilnih zdravilih, kjer se ibuprofen pojavlja. S tem je potrjena tudi peta hipoteza.

Predstavljen postopek loCbe racemne zmesi ima e veliko moznosti izbolj$av. Za Solsko uporabo, kjer
zaradi visokih cen Cistega ibuprofena, pridejo kot vzorci v poStev le farmacevtski pripravki (tablete)
ibuprofena, so izboljSave mogoce v predpripravi vzorcev. Najprej je potrebno odstraniti vse primesi
(pomozne snovi v tabletah) in Sele nato izvajati postopek lo€evanja. Najvedjo teZzavo predstavljajo
dodana barvila. Predlagamo uporabo nizko polarnih organskih topil npr. estrov ali etrov (ali
halogeniranih organskih topil, ki pa so okoljsko manj sprejemljiva). Vecina barvil, ki se uporabljajo v
farmaciji je v vodi dobro topnih. Bolj skrbna izbira filter papirjev bi lahko izboljSala fazo filtriranja
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(nuciranja). Za susenje produktov digestorij ni najbolj optimalna reSitev. Eksikatorji primernih dimenzij so

vsekakor bolj primerni.

Kljub vsemu menimo, da je loCitev enantiomerov dobro uspela. Tehnika loCevanja enantiomerov s
pomocjo prekristalizacije, se je pokazala kot uporabna in cenovno sprejemljiva, saj h koncni ceni
enantiomernih produktov prispeva cca 14%. Pri tem je potrebno omeniti, da bi vsi pripravki, ki so zdaj
pripravljeni na osnovi racemni zmesi lahko v primeru enantiomerno Eistih ucinkovin vsebovali le 2
trenutne mase, kar bi pomenilo tudi bistven prihranek pri ostalih surovinah. Z uporabo cenejSih
reagentov ocenjujem, da je tehnika loevanja enantiomerov s pomocjo kristalizacije zelo uporabna

tehnika tudi v industrijskem merilu.
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7 DRUZBENA ODGOVORNOST

Na$ poskus je z vidika druzbene odgovornosti predstavljal izziv predvsem zaradi odnosa do okolja. Po
lo¢evanju enantiomerov je namre¢ potrebno vse snovi, ki jih ve¢ ne potrebujemo zavreéi. S tem se
poveca ekoloski odtis Cloveka. S ciliem zmanj$anja ekoloSkega odtisa smo si kot eno izmed hipotez
zastavili, da bomo pregledali literaturo in posku$ali najti nacin, kako bi lahko neuporaben R-izomer lahko
nadaljnje uporabili in ne zavrgli v okolje. Z raziskovanjem smo pridli do zakljucka, da bi ga lahko
uporabili na podoben nacin kot smo v naSem poskusu uporabili S-feniletilamin, torej v kislinsko-bazni
reakciji. Tako bi lahko s pomocjo R-izomera ibuprofena, ki v naSem primeru predstavlja odpadek, locili

tudi enantiomere nekaterih drugih kiralnih molekul, ki se obnaSajo kot Lewisove baze.

Z vidika vpliva naSe raziskave na druzbo pa menimo, da bi lahko nasi raziskovalni rezultati oz. odkritje
prispevali k hitrejSi industrializaciji pretvorbe racemnih zmesi v enantiomere. Na ta nacin bi se zmanjSalo
Stevilo primesi, ki jih je potrebno dodati k uinkovini v tableti, da lahko pravilno deluje. Z industrializirano
proizvodnjo zdravil in z uporabo samo koristnih enantiomerov, bi se v lekarnah lahko prodajale manjse

doze zdravil, ki bi jih uporabniki lahko, zaradi zmanj$anja negativnih u€inkov, jemali tudi dalj ¢asa.

V' naSem poskusu smo spostovali osnovna nacela druzbene odgovornosti. Vhodne podatke in
pridobliene rezultate smo zapisati ¢imbolj razumljivo in transparentno ter podali jasne zakljucke

izvedene raziskave.
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PRILOGE

Priloga 1: FTIR spektri izoliranih produktov — vsi IR spektri IBU600

Priloga 2: Priprava raztopin
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PRILOGA 1

FTIR spektri izoliranih produktov - vsi IR spektri IBU600

Na sliki 41 podajamo prikaz primerjave IR spektra IBU600 zacetne

IBU600_R in IBUG00_S.
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PerkinElmer Spctrum Version 10.5.0
patek, O4. januar 2019 15:55

petek, 4. januar 2019 15:55
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cm-1
Sample 379 By K-KEM1-LAB\Uporsbnik Date petek. januar 04 2015

|BUBDD_S.5(1)  Sample 380 By K-KEM1-LAB\porabnik Date petek, januar 04 2019

IBUSDO_S(1)
IBUSDO R(1)

Sample 381 By K-KEM1-LAB\Uporabnik Date petek, januar 04 2019
Sample 382 By K-KEM1-LAB\Uporsbnik Date petek, januar 04 2013

SLIKA 41. Vsi IR spektri vzorca IBU600 (lasten vir)

racemne zmesi, IBU600_S,S,
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PRILOGA 2

Priprava raztopin

0,25 M raztopino natrijevega hidroksida smo pripravili na nacin, da smo najprej 100 mL bucko do
Cetrtine napolnili z deionizirano vodo (prevodnost manj kot 5 uS/cm). Nato smo z merilno pipeto
(napaka pipete 25 + 0,3 mL) odmerili 25 mL 1 M NaOH in do oznake dodali deionizirano vodo. Zadnje

kapljice do oznake smo dodajali s kapalko.

Raztopino 2 M H2SO4 nam je pripravila laborantka, saj je koncentrirana H.SO4 nevarna snov za delo.
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