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Priprava etravirina, 3-fenilpiridina i 7-etiltriptofola u proto¢nim reaktorima
Franjo Krajinovi¢

Istrazene su kemijske reakcije priprave poznatih spojeva: etravirina, 3-fenilpiridina i 7-
etiltriptofola u proto¢nim reaktorima. Priprava etravirina najprije je uspjeSno provedena u
Sarznom procesu uz kalijev karbonat kao bazu te je izraden model pracenja reakcijske
Kinetike. Priprava etravirina u proto¢nom reaktoru nije bila uspje$na ni nakon promjene baze
(trietilamin i amonijak umjesto kalijeva karbonata). Priprava 3-fenilpiridina u proto¢nom
reaktoru takoder je bila neuspjesna zbog gubitka katalitiCke moci koriStenog katalizatora. Spoj
T-etiltriptofol uspjesno je pripremljen u proto¢nom reaktoru te su optimirani reakcijski uvjeti.
Konverzija reaktanta pracena je infracrvenom spektroskopijom 1 tekucinskom
kromatografijom visoke uc¢inkovitosti uz 7-etiltriptofol i etravirin kao standarde. Standardi su
prethodno identificirani spektroskopijom protonske nuklearne magnetske rezonancije i
tekuc¢inskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa.
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ABSTRACT

Preparation of etravirine, 3-phenilpyridine, and 7-ethyltriptophol using flow reactors
Franjo Krajinovi¢

Known chemical reactions were examined: etravirine, 3-phenylpyridine, and 7-ethyltryptofole
in the flow reactors. Preparation of etravirine was first completed in a batch process with
potassium carbonate as base and model for monitoring reaction kinetic was designed.
Preparation of etravirine in flow reactor failed after the base change (triethylamine and
ammonia). Preparation of 3-phenilpyridine failed due to depletion of the catalitic power of the
catalyst. Compound 7-ethyltriptophol was successfully prepared and reaction conditions were
optimized. The reactants conversion was monitored by means of the infrared spectroscopy
and high-performance liquid chromatography. Compounds 7-ethyltryptofole and etravirine
were used as reference standards. Standards were identified by means of proton nuclear
magnetic resonance and liquid chromatography-tandem mass spectrometry.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Cilji hipoteza
Cilj ovog diplomskog rada jest provesti odabrane organske reakcije u proto¢nom reaktoru, te
optimirati reakcijske uvjete. Odabrane su reakcije priprave:
a) etravirina koriste¢i 4-((4-amino-5-brom-6-klorpiridin-2-il)amino)benzonitril
(BCAPBN) i 4-hidroksi-3,5-dimetilhidroksibenzonitril (DMHB) kao polazne tvari,
b) 3-fenilpiridina iz fenilborne kiseline i 3-brompiridina kao polaznih tvari,
c) T7-etiltriptofola reakcijom 2,3-dihidrofurana (DHF) i 2-etilfenilhidrazin hidroklorida.
Reakcije priprave odabranih spojeva poznate su metodom klasi¢ne sinteze u Sarznom

procesu (eng. batch), te su odabrane za ispitivanje u proto¢nim sustavima.

1.2. Opseg i metode
U izvedbi eksperimenata koriSteni Su proto¢ni reaktori Koji omogucuju rad pri povisenom
tlaku, te time iznad temperatura vrelista otapala.

Dizajn eksperimenata (eng. Design of Experiments, DoE), koriSten je za optimiranje
reakcijskih uvjeta. Dizajn eksperimenata statistiCka je metoda koja omogucuje ispitivanje
utjecaja parametara na odziv uz smanjenje broja pokusa.

Za pracenje reakcija koriStene su tekucinska kromatografija visoke u¢inkovitosti (HPLC),
infracrvena spektroskopija (IR) i spektrofotometrija u ultraljubi¢astom i vidljivom dijelu
spektra (UV/Vis). Uspjesna priprava 7-etiltriptofola potvrdena je vezanim sustavom
tekuc¢inskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa (LC-MS). Dobiveni
produkti usporedeni su sa standardom iz baze (TAPI, istrazivanje i razvoj). Identitet standarda
potvrden je spektroskopijom protonske nuklearne magnetske rezonancije (*H NMR) i

teku¢inskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa (LC-MS).

Franjo Krajinovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Proto¢ni sustavi

Proto¢ni reaktori dopustaju kontinuirani tok reaktanata kroz reaktor pri ¢emu se oni izlazu
reakcijskim uvjetima. MijeSanje reaktanata posljedica je difuzije i brzine protoka otapala. Rad
u protocnom reaktoru dopusta koriStenje tlakova visSih od atmosferskih $to omogucuje
maksimalnu temperaturu reakcijske smjese u tekucoj fazi. Povisenje maksimalne temperature
pak omogucava ubrzavanje kineti¢ki kontroliranih reakcija, kao i reakcija kod kojih je
promjena reakcijske entropije ve¢a od nule.>?*

Proto¢ni reaktori svinute su cijevi volumena od nekoliko mililitara (koristeni su reaktori
od 2 mL i 10 mL) na polimernom ili ¢eli¢nom nosacu s odgovaraju¢im prikljuc¢cima. Proto¢ni
reaktori spregnuti su jednom ili vise pumpi koje pogone otapalo i reaktante kroz proto¢ni
reaktor i spojne cijevi. U kontrolni sustav nuzno je unijeti podatke o promjeru i duljini svih
cijevi u sustavu. U slucaju jedne pumpe, difuzija u otopini moze se objasniti kao sudari
Cestica analogni Brownovom gibanju. U tom na¢inu gibanja ¢estica U polju, Cestica se sudara
s drugim Cesticama i odbija nasumi¢no, dok se sve Cestice sumarno pomicu u smjeru nizeg
potencijala.t*>®

U slucaju vise mlazova, medusobno mijeSanje i sudari ovise i 0 svakoj pojedinoj brzini
mlaza. Vise mlazova tekuéine se pri konstantnoj $irini cijevi spajaju i ukupna brzina protoka
jest zbroj brzina svih mlazova. Sto su mlazovi brzi, brze je mijesanje zbog veée ukupne brzine
Cestica. Povecanjem promjera cijevi reaktora, mijeSanje postaje teze jer se udaljenosti
poveéavaju. Cestice u mlazu, kao i mlaz ukupno, ne gibaju se savrieno, niti samo u
sumarnom smjeru izlaza iz reaktora. U $irim cijevima javljaju se efekti poput mrtvih zona u
kojima se dio Cestica giba mnogo sporije u sumarnom smjeru gibanja. Razli¢iti slojevi ¢estica
imat ée razlic¢ite brzine. Takve pojave rezultiraju neponovljivoséu eksperimenata.’s

Nacin protoka najce$¢e se objasnjava Reynoldovim brojem (Re). Reynoldov broj je
najvaznija bezdimenzijska veli¢ina kojom se opisuje protok. Niske Re vrijednosti upucuju na
laminarno strujanje, a visoke na turbulentno. Vecina proto¢nih laboratorijskih reaktora ima
niske ili srednje vrijednosti Re, stoga se u njima o¢ekuje laminarno strujanje.

ulL
Re = — (3)
v

Franjo Krajinovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

Broj Re odreduje se sukladno jednadzbi 1 pri ¢emu je u brzina fluida prema objektu, L je
karakteristicna linearna dimenzija, a v kineti¢ka viskoznost fluida.t

Kada se kao reaktanti koriste krutine, zbog nestajanja reaktanata tokom reakcije dolazi do
nehomogenih uvjeta uslijed promjene koncentracija i/ili volumena u reaktoru. Koristenjem
plinova pojavljuju se ,,rupe® zbog mjehuri¢a koje utjeCu na mijeSanje i brzinu protoka te
mogu izazvati odstupanja od izra¢unatih protoka i sakupljenih frakcija.®°

Ovisno o tehnickim karakteristikama i promjeru cijevi moguce je koristiti otopine ili
suspenzije. Ako sustav dozvoljava koriStenje suspenzija, tada se mogu Kkoristiti netopive
kemikalije §to prosiruje spektar moguéih reakcija.!?

S obzirom na zatvorenost sustava od vanjskih utjecaja, uz ograni¢enja snage pumpe i
izdrZljivosti cijevi, moguce je mijenjati tlak u sustavu. Provodenje reakcija pri povisenom
tlaku omogucuje rad pri visSim temperaturama od vreliSta otapala ili reaktanata. Vise
temperature obi¢no skracuju vrijeme reakcije, osobito za temperaturno osjetljive sustave.
Sli¢nu prednost daje solvotermalna sinteza, ali pruza mnogo manje moguénosti za mMijenjanje
reakcijskih uvjeta. Topljivost reaktanata ograni¢avajuci je faktor za provodenje reakcija

ukoliko sustav ne dozvoljava rad sa suspenzijama.'?

2.1.1. Sustav plin/tekuéina
Plinovi su uglavnom ekonomiéni s obzirom na odnos molarne mase i mase (velika mnozinska
gustoca), ali se najéeS$¢e koriste u velikom suvisku zbog slabog interfacijalnog mijesanja.
Mala interfacijalna mijeSanja uglavnom rezultiraju vrlo sporim reakcijama. Upotreba dugih
tankih cijevi velikih povrSina u proto¢nim reaktorima ¢esto rezultira dovoljnim interfacijalnim
povrsinama i kraéim reakcijskim vremenima.t

Topljivost plinova pri niskim tlakovima najcesce je niska, sto usporava reakcije i utjee na
iskoriStenje. PoviSeni tlak u protocnim reaktorima povecava topljivost plinova u teku¢inama

te skracuje reakcijsko vrijeme.?

2.1.2. Sustav krutina/tekucina

Heterogene reakcije krutina i tekucina popularne su zbog lakog odvajanja supstanci na kraju
reakcije. NajceS¢a primjena metode je heterogena kataliza iz razloga Sto ne dolazi do
potro$nje krute faze. Pri tome se zadrZavaju potpuno homogeni reakcijski uvijeti reakcije u

reaktoru. Heterogeni katalizatori najcesce se nanose u kolonske reaktore.

Franjo Krajinovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Primjena heterokatalize moguca je i za sustave teku¢ina/krutina/plin. Najpoznatiji primjer
ovakvog sustava je reakcija hidrogeniranja, pri cemu se koriste heterogeni katalizatori visokih

specifi¢nih povrsina, dok je u tekucoj fazi otopljen reaktant i vodik.!

2.1.3. Sustav tekucina/tekucina

Mali volumeni i velike povr§ine cijevi reaktora pojaavaju mijesanje U usporedbi s klasi¢nim
reaktorima. Najveci izazov predstavlja o¢uvanje stabilnog protoka, §to najces¢e dovodi do
produljenih reakcijskih vremena, u usporedbi s ostalim protoénim sustavima.l?

Kod niskih brzina protoka razli¢iti mlazovi imaju isti prijenos mase. To olakSava rad s
tvarima znacajno drugacijih koncentracija, No cijeli sustav ima sporije mijesanje. Kod visokih
brzina protoka dizajn reaktora najvazniji je ¢imbenik u prijenosu mase. Osobito su pogodni
reaktori od celika s visokim udjelom nikla i ugljika, pri ¢emu dolazi do turbulentnog

mijeSanja struja reaktanata. Nedostatak istih veéa je potro$nja materijala.!

2.1.4. Fotokemijska i mikrovalna primjena

Proto¢ni reaktori mogu nadoknaditi volumna ograni¢enja za mikrovalne i fotokemijske
sustave. S obzirom da sustavom konstantno teku mali volumeni otopine, mogu se sustavno i
potpuno izlagati utjecajima UV/Vis i mikrovalnog zraenja. Pri tome se ne stvaraju

nehomogeni uvjeti zbog dubine proboja elektromagnetskog zra¢enja.l

2.1.5. Elektrokemijska primjena

Kao alternativa klasi¢nim oksidansima i reducensima, proto¢ni reaktor moze se Koristiti tako
da se supstrat u visokoselektivnim uvjetima reducira na katodi, a oksidira na anodi. Proces se
odvija upotrebom vanjskog naboja koji se najées¢e krutim elektrodama uvodi u reakcijski
sustav.®?

U elektrokemijskoj analizi pravilan smjestaj elektroda nije problemati¢an, jer se koriste
male elektrode. U klasiénim reaktorima elektroliticke metode Cesto stvaraju neZeljene
nusprodukte zbog promjenjivog otpora koji onda utje¢e na napon sustava.?!3

Prednost proto¢nih reaktora jest i ta §to u slucaju nastanka plinova, nema opasnosti od
eksplozije ili izolacije elektrode od sustava, zato jer se plin silom protoka sustava konstantno

pomice od elektroda. Plinovi takoder imaju bolju topljivost u otapalu.

Franjo Krajinovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

2.2. Odabrane reakcije

2.2.1. Priprava aromatskog etera

Priprava aromatskog etera (slika 1) jest nacin priprave etera reakcijom alkohola s
halogenalkanom. Reakcija se odvija u prisutnosti baze, pri povisenoj temperaturi,
mehanizmom nukleofilne supstitucije na ugljikovom atomu molekule acilhalogenida. Ovisno
0 vrsti reaktanata, mehanizam reakcije moze biti pomaknut prema Sn1 ili Sn2 mehanizmu,

sukladno James-More-O'Ferrall dijagramima za specifi¢nu reakciju.

53¢

jaka baza
visoka temperatura

Slika 1. Shema priprave aromatskog etera

Priprava aromatskih etera provedena je u klju¢nom koraku sinteze etravirina. Etravirin je
lijek koristen za lijeenje infekcija uzrokovanih virusom humane imunodeficijencije tipa 1
(HIV-1). Lijek je druge generacije nenukleozidnih inhibitora reverzne transkriptaze. Veze se
izravno na reverznu transkriptazu i narusava strukturu katalitickog mjesta enzima. Dizajniran
je tako da bude aktivan protiv virusnih sojeva HIV-1 s mutacijama koje im daju otpornost na
nukleozidne inhibitore reverzne transkriptaze (lijekove prve generacije). Sposobnost za to
dolazi od fleksibilnosti strukture etravirina. Etravirin je biarilpirimidinska molekula koja veze
reverznu transkriptazu u vise konformacija, §to omogucuje robusniju interakciju enzima i

etravirina unato¢ mutacijama.*

Franjo Krajinovi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 6

2.2.2. Suzukijevo sparivanje (,, Suzuki coupuling *)

Suzukijevo sparivanje katalizirana je organska sintetska reakcija u kojoj supstituirana
boronska kiselina reagira s organskim halidima u prisutnosti paladijevog katalizatora i jake
baze (slika 2). Produkti ove vrste reakcija su anorganska sol boronske kiseline i spareni
organski fragment supstituirane boronske kiseline te acilni fragment acil-halogenida pri ¢emu
nastaje jednostruka kovalentna ugljik-ugljik veza izmedu ugljikovog atoma vezanog na

boronsku skupinu, odnosno vezanog na halogeni atom.

Ar-Cl
Pd(0
ﬂ,*ﬁ/,}?" {0 \q

Ar*-Pd(IT)-Ar
Ar-Pd(ID-X

NaOH
on Ar-Pd(ID)-OH
| NaX

HO——B ——OH
| OH
OH

- NaOFH
Ar'—=~_B —0H -—w«—— Ar*fB(OH),

OH
Slika 2. Mehanizam Suzukijevog sparivanja

2.2.3. Adicija vode na dvostruku vezu 2,3-dihidrofurana (DHF)

Adicija vode na dvostruku vezu molekule DHF-a izmedu ugljikovih atoma na polozajima 2 i
3 uz sumpornu kiselinu odvija se mehanizmom elektrofilne adicije (slika 3). Za dobra
reakcijska iskoriStenja potrebna je kataliticka koli¢ina kiseline te veliki suviSak vode.
PoviSenje molarnih ekvivalenata kiseline od katalitickih koli¢ina prema suvisku, pomice
reakciju prema nastanku reaktanata (eliminaciji). Sekundarni alkoholi pripravljaju se lakse od

primarnih 1 teZe od tercijarnih.
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Slika 3. Mehanizam adicije vode na dvostruku vezu u kiselim uvjetima

2.2.4. Otvaranje prstena 2-hidroksitetrahidrofurana

Do inicijacije reakcije dolazi kada se atom kisika u okosnici prstena protonira (slika 4.). Time
kisik postaje pozitivno nabijen. Veza kisika u prstenu sa susjednim ugljikom se cijepa te
dolazi do pomaka naboja pri ¢emu slobodan elektronski par s kisikovog atoma hidroksilne
skupine formira dvostruku vezu, a Kisik postaje pozitivno nabijen. Voda nukleofilno napada
elektrofilni dio molekule i veze vodik s Kisika povezanog dvostrukom vezom s ugljikom. Kao

produkt nastaje terminalni hidroksialdehid.
2o

+

H

" g H(e« /.O D K\)

Slika 4. Mehanizam adicije vode na dvostruku vezu u kiselim uvjetima

2.2.5. Nastanak hidrazona
Hidrazoni nastaju nukleofilnim napadom nepodijeljenog elektronskog para terminalnog

dusika hidrazina na karbonilni ugljikov atom (slika 5).
0

R* =0 " :1 . )
NH ~F HN 50 - ("O” fx_\

Tf;./’\\__ﬂ/ R_Nﬁ? - /j«—:fwri
1) R—

Slika 5. Mehanizam nastajanja hidrazona iz supstituiranih hidrazina
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2.2.6. Fisherova indolna kondenzacija

Fisherova indolizacija je reakcija arilhidrazona u prisutnosti kiseline na povisenoj temperaturi
(slika 6).

H
"\\
= — |
N [0 NH
N N NH
N H
+
H
— | — NH, \t
NH — > e ’
(' + N -
NHy > H H H

~C-C0
N<) N

Slika 6. Mehanizam Fischerove indolne kondenzacije

Fisherova indolizacija kljuc¢an je korak u sintezi 7-etiltriptofola, koji je vazna sirovina u
sintezi aktivnih farmaceutskih supstanci (API) kao sto su etodolac, indoramin i sumatript.
Klasi¢ne metode sinteze daju izrazito Visoke udjele neéisto¢a koje su posljedica [3+3]
sigmatropne pregradnje, prisutnosti neaktiviranog oblika 2,3-dihidrofurana (DHF),

dimerizacije i konkurentskih reakcija.t®
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2.3. Racunalni modeli i dizajn eksperimenata

Kinetika i mehanizam kemijske reakcije ¢esto ovise o parametrima kao Sto su temperatura,
vrijeme reakcije, vrsta otapala, pH podrucje, omjer reaktanata itd. U velikom broju slucajeva
ekonomski je i vremenski zahtjevno ako se za optimiranje svakog pojedinog parametra mora
izvoditi zaseban eksperiment.t®

Dizajn eksperimenata (eng. DoE) statisticka je metoda kojom se unaprijed planiraju
eksperimenti iz kojih se statisticki znaCajno moze odrediti utjecaj promjene pojedinih
parametara te linearne kombinacije parametara na odzivnu funkciju. Racunalni program
dizajnira eksperimente na nacin da reducira broj potrebnih reakcija za optimiranje reakcijskih
uvjeta i Zeljeni red interakcija medu parametrima. Statisticka matrica odredena je najmanjom i
najve¢om vrijedno$¢u razmatranog parametra. Odziv pri odredenim uvjetima unese se u
racunalni program. Program iz navedenih podataka raCuna statisticki utjecaj promjene
parametara (utjecaji prvoga reda) i medusobne ovisnosti parametara (utjecaji viSih redova) na
promjenu odziva.

Parametre mozemo u osnovi podijeliti na kontrolirane i nekontrolirane parametre.
Kontrolirani broj¢ani parametri, mogu pak biti kontinuirani ili diskretni. Kontinuirani
parametri su one veli¢ine koje mogu poprimiti bilo koju vrijednost. Primjeri kontinuiranih
parametara su temperatura reakcijskog sustava, vrijeme reakcije, omjer reaktanata, pH sustava
i sl. Diskretni opisni parametri su oni koji mogu poprimiti to¢no odredene vrijednosti,
primjerice jedan, tri, pet i sedam. Kontrolirani opisni parametri su oni koji se odnose na vrstu
parametra. Primjeri kontroliranih opisnih parametara su vrsta baze, vrsta otapala, nacin
mijeSanja i sl. Suma nekontroliranih parametara naziva se Sum. Primjeri nekontroliranih
parametara su atmosferski tlak, sobna temperatura, vlaznost zraka u laboratoriju i sl

Prije same izrade dizajna eksperimenata potrebno je odrediti granice parametara koji se
ispituju. Najcesce je potrebno napraviti pretrazivanje reakcijskih uvjeta ispitivanjem sirokog
raspona vrijednosti za zeljene parametre. Zeljeni parametri su veli¢ine za koje se pretpostavlja
da utjeCu na odziv procesa. Bitno je razlikovati i zadati razliku izmedu kvalitativnih i
kvantitativnih parametara. Pozeljno je ponoviti odredeni broj reakcija kako bi se procijenila
pogreska slu¢ajnih parametara tj. Sum eksperimenta.*’

Model je statisti¢ka reprezentacija utjecaja parametara na odziv. Moguce ga je izraditi bez
ciljanog dizajna, drugacijim variranjem reakcijskih uvjeta. NajceS¢e je drugalije variranje u

izradi modela posljedica ograni¢enja u vremenu, resursima ili nacinu provodenja
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eksperimenta. U tom slucaju pouzdanost modela moze biti manja od one dobivene ciljanim
dizajnom. Model daje samo numeri¢ku reprezentaciju varijabli (znacajnih faktora), dok je na
istrazivacu da objasni znanstvenu pozadinu istih.

Model se izraduje iz dobivenih podataka, obi¢no iz DoE. Utvrduje se utjecaj pojedinog
parametra reakcije te im se pripisuje kemijsko objaSnjenje. Zatim se utvrduje nasljednost i
raSirenost efekata u modelu. Centralna tocka je srednja vrijednost ispitivanog parametara u
modelu. Njima se odreduje postojanje nelinearnih utjecaja i moguénost greske u modelu.
Ponovljenim pokusima odreduje se ponovljivost. Testom slaganja moguce je ispitati model na
manje znacajne efekte.’’

Validacija modela obi¢no se provodi uvodenjem dodatnog pokusa s obzirom na broj
pokusa iz dizajna i usporedbom slaganja s modelom ili usporedbom sa slicnim postoje¢im
modelom. Model omoguéuje procjenu reakcijskih uvjeta za promjenu znacajnih faktora s
obzirom na odziv sustava. Granice valjanosti modela nalaze se unutar maksimalne i
minimalne istrazene vrijednosti utjecaja faktora na odzivnu funkciju.

Najvazniji parametri dobiveni metodom dizajna eksperimenata i obradom rezultata trebali
bi pokazati:’

e Broj znacajnih faktora i jesu li faktori fiksni ili slucajnog odabira
e Jesu li potrebni kontrolni uvjeti i ako jesu koji su

e Manipulacijske provjere i provjera njihove djelotvornosti

e Pozadinske varijable

e Veli¢inu uzorka i je li uzorak statisticki znacajan

e Razinu i zna¢aj odnosa medu faktorima

e Utjecaj zakasnjelih efekata i nezavisnih faktora na ishod

e Kako promjena odziva utjeCe na promjenu vlastitih mjernih/izmjerenih veli¢ina
e Vjerojatnost pogreske stroja tokom, prije ili nakon mjerenja

e Moguénost koristenja testnih eksperimenata

e Postojanje sakrivenih varijabli

e Pretpostaviti moguc¢nost ljudske greske

e Vjerojatnost promjene razlicitih uvjeta na iste jedinice

e Broj kontrolnih faktora koje treba ukljuciti

e Iste parametre treba uzeti u obzir prilikom procjene eksperimenta i rezultata
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U sintezi aktivnih farmaceutskih supstanci (API) prisutno je sedam koraka razvoja
kvalitetnog modela. Prvi korak je navodenje svih svojstava API-a, S obzirom na
psihokemijske, analiticke i sigurnosne kategorije pri ¢emu se kategorije tretiraju zasebno.
Drugi je korak predvidanje rizika s obzirom na kvalitetu dizajna i ciljane zahtjeve kvalitete.
Koriste¢i modul za promasaj i efekte analize pretraznim (eng. screening) pokusima dobivaju
se potrebni parametri. Treci korak sastoji se od identifikacije kriticnih parametara i kriti¢nih
polaznih materijala. Najvazniji parametri za kriticne polazne materijale su cijena, ¢istoca 1
sigurnost rada. Kritiéni procesni parametri identificiraju se prema odzivnim funkcijama
koristenim u dizajnu i numeri¢ka su reprezentacija efekata na odziv. Cetvrti korak
identifikacija je efekata s obzirom na unos varijabli. Pretrazni pokusi dizajnirani SU na na¢in
da daju informaciju o odnosu unosa varijabli i njihovog efekta na odziv kao i kvalitetu
dizajna. Peti korak je kontrolirana strategija. Procesnim analitickim alatima kontrolira se
zadrzavanje procesa unutar opsega zadanog dizajnom. Sesti je korak reevaluacija rizika.
Nakon razvoja strategije i identifikacije kriti¢nih parametara i materijala pristupa se ponovnoj
procjeni rizika nakon optimizacije procesa s obzirom na kvalitetu procesa. Posljedn;ji je korak
nastavljanje promatranja i reevaluacije rezultata s obzirom na efekte zapazene u proizvodnji

se optimizacija s obzirom na njih.Y’

2.3.1. Program JMP

Program koriSten za modeliranje u ovom diplomskom radu omogucuje izradu i planiranje
razli¢itih modela i dizajna eksperimenta. Sadrzi nekoliko desetaka osnovnih oblika dizajna od
kojih svaki ima naglaSenu orijentaciju prema specificnom cilju u eksperimentalnom radu.
Program omogucuje unaprjedenje, evaluaciju, usporedbu s drugim modelima, procjene

statisti¢ke vrijednosti pretraznih pokusa kao i rad s nelinearnim parametrima.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode
3.1.1. Kemikalije
U radu koristene su kemikalije sljedecih proizvodaca:
e Aldrich Chemistry: fenilboronska kiselina (¢isto¢e 95 %), 3-brompiridin (¢istoce
99 %), 2-etilfenilhidrazine hidroklorid (Cistoce 98 %), 2,3-dihidrofuran (Cistoce 98 %)
e Sinocompound: diacetobis(trifenilfosfin)paladij(11)
e Kemika: koncentrirana sumporna kiselina (istoce 96 %)
e Interna priprava: 4-((4-amino-5-brom-6-klorpiridin-2-il)Jamino)benzonitrila, (Cistoce
96 % povrsine) i DMHB (Cistoce 98 % povrsine)
e Razni proizvodaci: acetonitril, dimetilsulfoksid NaOH, metanol, N-metilpirolidin,
tetrahidrofuran, demineralizirana voda, etanol (sve tehnicke ¢istoce)

Svi navedni omjeri otapala u radu su volumi omjeri.
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3.1.2. Pribor i metode

Reakcije su provodene uz koristenje Vapourtec R2S pumpi (slika 7). Pumpni modul sastoji se
od dvije pumpe, maksimalnog tlaka do 10 bara, R-4 grija¢a reaktora, kontrolnog gumba,
cijevnog sustava, dva injekcijska modula i metalnog kucista. Pumpama se upravlja postoje¢im

ra¢unalnim sustavom.

Slika 7. Vapourtec R2S pumpe!®

Najveca brzina protoka otapala kroz pumpe je 10 mL u minuti, dok sustav omogucuje rad
pri temperaturama od -50 do 250 °C. Dozvoljena vrijednost za KkoriSteni reaktor je

maksimalno 150 °C.
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Sustav dozvoljava racunalno pracenje tlaka, temperature, vremena zadrzavanja i brzine
protoka.

Proto¢ni reaktor moze biti spregnut s automatskim uzorkivacem (eng. autosampler) ¢ime
se moze automatizirati provodenje reakcija.

Koristeni je reaktor volumena 1 L, te proto¢ni reaktori volumena 2 i 10 mL.

Za pripremu otopina koriSteno je uobicajeno laboratorijsko posude. Reakcije su pra¢ene na
Agilent 1100 kromatografu uz Waters Xbridge Shield RPC18, 150 x 4,6, 3,5 um koloni. Kao
pufer koristen je KH,PO4 (1,36 g/L™* vode) pri éemu je pH podesen na 6,5 uz KOH (10 %).
Kao mobilna faza A koristena je smjesa acetonitrila i vode (80:20) te kao mobilna faza B ¢isti
acetonitril. Vrijeme zadrzavanja na koloni iznosilo je 30 min. Temperatura sustava podeSena

je na 45 °C.

3.1.3. Pracenje reakcije in-line

Reakcija priprave etravirina pracena je infracrvenom spektroskopijom in line, pri ¢emu je
vrijeme reakcije iznosilo 24 sata, dok su spektri prikupljani u intervalima od 5 minuta. Spektri
su prikupljani atenuiranim totalnim refleksijama infracrvenog zracenja (eng. Attenuated Total
Reflectance, ATR) pomoc¢u spektrofotometra BRUKER MATRIX MF opremljenog
dijamantnom sondom. Spektralno podruc¢je koje nosi najvise informacija i pogodno je za
kvalitativnu obradu je 650-1800 cm™. Analizom glavne komponenete (eng. principal
component analysis) utvrdena je odgovaraju¢a kvaliteta prikupljenih spektara. Za obradu

spektara koriSteni su softverski alati Unscrambler X ver 10.4 i OPUS 7.2.0.

3.1.4. Softverski alati koristeni za izradu modela
Za modeliranje optimalnih uvjeta priprave 7-etiltriptofola koristen je program podrske JMP

verzija 13.0.

Franjo Krajinovi¢ Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 15

3.2. Priprava etravirina

3.2.1. Reakcijski uvjeti

Spojevi BCAPBN (100,0 g), DMHB (72,5 g), K2COs (140,4 g), NMP (700 mL) i acetonitril
(300 mL) sarzirani su u reaktor od 1 L. Suspenzija je zagrijana na temperaturu vrenja (108 -
112 °C) i zagrijavana 18 sati nakon postizanja temperature vrenja. Reakcija je pracena IR
spektroskopijom i metodom HPLC. Po zavrSetku reakcije, smjesa je ohladena na 58 - 62 °C te
je filtriran suvisak kalijevog karbonata. Filtrat je ohladen na sobnu temperaturu, kristali su
isprani s 700 mL demineralizirane vode. Filtrat je prekristaliziran iz butan-2-ola, profiltriran i
susen na 60 °C uz snizeni tlak do konstantne mase. Izolirano je 110 g ( = 89,56 %) suhog
kristalini¢énog produkta.'*

Za pripravu etravirina u proto¢nim reaktorima napravljen je dizajn (Tablica 1) na temelju
pretraznih pokusa (Tablica 2.). Varirani parametri bili su: reakcijsko vrijeme, koncentracije

reaktanata, omjer reaktanata te temperatura reakcije.
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Tablica 1. Tablica pokusa DoE za pripravu etravirina, uz trietilamin (TEA) kao bazu, na

temelju 11 pretraznih pokusa

t/°C n(BCAPBN)/n(DMHB) | c(BCAPBN)/ c(DMHB) t/min
mol L* /mol L
120 1,25 0,2 1 25
140 1 0,5 1 45
140 1 0,5 0,2 25
140 1 0,5 0,2 45
120 1 0,5 1 25
120 1 0,2 0,2 45
120 1,25 0,2 1 45
120 1 0,2 0,2 25
140 1,25 0,2 0,2 25
140 1,25 0,5 1 25
120 1,25 0,5 0,2 25
120 1,25 0,2 0,2 25
140 1 0,2 1 25
120 1 0,5 1 25
140 1 0,2 0,2 45
120 1,25 0,5 0,2 45
140 1,25 0,5 0,2 45
120 1 0,5 0,2 45
120 1 0,2 1 45
140 1 0,2 0,2 25
140 1,25 0,2 1 45
130 1,125 0,35 0,6 35
130 1,125 0,35 0,6 35
130 1,125 0,35 0,6 35
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Tablica 2. Pretrazni pokusi za pripravu etravirina uz amonijak kao bazu napravljen na temelju

11 pretraznih pokusa

t/°C n(BCAPBN)/n(DMHB) | c(BCAPBN)/ c(DMHB)/ t/min
mol L* mol L*
110 1,6 0,5 1 5
140 1,6 0,5 1 5
140 1,6 0,5 1 30
110 1,4 0,5 1 30
140 1,8 0,5 1 30
140 1,6 0,5 1 120
140 1,6 0,5 1 30
140 1,6 0,3 0,76 30
140 1,2 0,3 0,76 30
110 1,2 0,3 0,76 30
140 1,4 0,3 0,76 60
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3.3. Priprava 3-fenilpiridina

3.3.1. Pretrazivanje reakcijskih uvjeta u protocnom reaktoru

Pretrazni pokusi za optimiranje reakcije fenilboronske kiseline i 3-brompiridina vodeni su uz
diacetobis(trifenilfosfin)paladij(l1) kao homogeni katalizator. Kao otapalo koristena je smjesa
etanola, vode i tetrahidrofurana (THF) (20:22:20). Upotrijebljene su otopine reaktanata:
fenilboronske kiseline mnozinske koncentracije 0,19 mol L i 3-brompiridina mnozinske
koncentracije 0,4 mol L. Priprava je provedena u tubularnom reaktoru volumena 0,89 mL.
Reakcijski uvjeti varirani su sukladno pretpostavljenim vrijednostima glavnih varijabli

(tablica 3). Prinos produkta nije bilo moguée utvrditi UV/Vis spektroskopijom.1819

Tablica 3. Reakcijski uvjeti za pretrazne pokuse za pripravu 3-fenilpiridina uz homogeni

katalizator

t/min n(3-brompiridin)/n(fenilboronska kis.) t/°C
3 1/1,25 100
5 1/1,25 100
1 1/1,25 100
3 1/1,10 100
3 1/1,25 80
3 1/1,25 110
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3.4. Priprava 7-etiltriptofola

Pripremljene su otopine polaznih reaktanata mnozinskih koncentracija: 0,8 mol L™ otopine
spoja DHF i 0,8 mol L 2-etilfenilhidrazina. Variranje parametara (tablica 4) napravljeno je
prema predlosku Lv®® i suradnika. Reakcije su provedene u proto¢nom reaktoru od 10 mL
(1=12,73 m, d =1 mm).

Predaktivacija spoja DHF vodena je 10 min dodatkom 0,1 mL H>SO4 na 7 mL reakcijske
otopine uz snazno mijesanje. U ovom koraku upotrijebljen je proto¢ni reaktor od 2 mL.

Reakcijska frakcija je sakupljana u otopinu NaOH. KoriStene su otopine NaOH u vodi
(2 mol L) i metanolu (zasi¢ena otopina).

Reakcija 4 (tablica 4) provedena je uz koriStenje klorovodi¢ne kiseline. U reakcijskim
smjesama navedenima kao pokusi 21-26 (tablica 4) koriStena je otopina H2SOs u metanolu
(MeOH). U reakcijama 1-8 i 11-20 koriStena je otopina H.SOas(aq), dok su reakcije 9 i
10provedene bez dodatka kiseline.

Neutralizacija 2-etilfenilhidrazina hidroklorida u pokusima provedena je s ekvimolarnom
kolicinom NaOH otopljenog u metanolu.

Pretrazne reakcije napravljene su u smjesi otapala voda:etilen-glikol (2:5) i metanol:voda
(5:2).

U pokusima koriStenima za izradu modela svaki reaktant je zasebno pripremljen. Kao
otapalo za ispiranje sustava koristena je smjesa MeOH:H>O (5:2). Otopina 2-etilfenilhidrazina
hidroklorida pripremljena je dodatkom 5,6 mmol reaktanta u 7 mL MeOH. Otopina spoja
DHF pripremljena je dodatkom 5,6 mmola reaktanta u 7 mL HO, prije predaktivacije. U obje
otopine dodano je 140 uL metanolne otopine H2SO4 (50 %).15,21
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Tablica 4. Reakcijski uvjeti za pretrazne pokuse priprave 7-etiltriptofola

Redni DHF/ NaOH/eq | c(kis.)/mol L* H>SO4/mol ekv. otapalo t/°C RDT/min

broj predaktivacija

pokusa
1 NE 1 7.4 18 C2Ha(OH)2:H,O | 115 4
2 NE 1 3,0 1,8 CoHa(OH)2:H,O | 115 5
3 NE 0 7.4 1,8 CoHa(OH)2:H,O | 115 4
4 NE 0 11,8 3.6 CoHa(OH)2:H,O | 115 4
5 DA 1 7.4 1,8 CoHa(OH)2:H,O | 115 4
6 DA 1 7.4 1,8 CoHa(OH)2:H,O | 115 2
7 DA 1 7,4 1,8 CoHa(OH)2:H,0 | 100 4
8 DA 1 7,4 18 CoHa(OH)2:H,0 | 100 2
9 DA 1 0 0 C2H4(OH)2:H,0 60 5
10 DA 0 0 0 C2H4(OH)2:H,0 60 5
11 DA 1 7,4 1,8 C2Ha(OH)2:H0 115 0,5
12 DA 1 7,4 1,8 C2Ha(OH)2:H0 115 1
13 DA 1 7,4 1,8 C2Ha(OH)2:H0 115 0,5
14 DA 0 7,4 1,8 C2Ha(OH)2:H.0 | 115 1
15 DA 0 0 0 C2H4(OH)2:H,0 60 10
16 DA 0 0 0 C2H4(OH)2:H,O | 80 5
17 DA 0 0 0 C2H4(OH)2:H,0 60 5
18 DA 0 0 0 C2H4(OH)2:H,O | 80 5
19 DA 0 0 0 CoHs(OH)2:H,O | 140 0,5
20 DA 0 5 1,35 C2H4(OH)2:H,0 60 10
21 DA 0 5 1,35 MeOH 60 5
22 DA 0 5 1,35 MeOH 80 5
23 DA 0 5 1,35 MeOH 115 5
24 DA 0 5 1,35 MeOH 115 1
25 DA 0 5 1,35 MeOH 130 0,5
26 DA 0 5 1,35 MeOH 115 0,5
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava etravirina

4.1.1. Priprava etravirina u klasicnom reaktoru

U reakciji provedenoj u klasiénom reaktoru iz spojeva DMHB i BCAPBN, uz K>COs kao
bazu (slika 8), pri cemu je kao otapalo koriStena smjesa acetonitrila i N-metilpirolidona (7:3),
izoliran je etravirin u iskoristenju od 89,56 %. Tijek reakcije pracen je metodom HPLC, pri
¢emu su uzimani uzorci (tablica 5) te prikupljani spektri IR ATR spektroskopijom in-line
svakih 5 minuta tijekom 15 sati. Spektri ¢istih komponenata prikupljani su u reakcijskom
omjeru smjese otapala NMP/acetonitril (7:3), unosenjem ATR sonde u pripravljenu otopinu

gistih komponenti.**

CN CN CN
CN
A
H
cl N NH + K,CO; 0 N NH
X TEA X
‘ Amonnijak ‘
N N
Br / OH Br /
NH, NH,

Slika 8. Shema priprave etravirina
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Tablica 5. Sastav reakcijskih smjesa u postupku priprave etravirina u klasi¢nom reaktoru u

ovisnosti o vremenu metodom HPLC

t/min % BCAPBN % DMHB % ETV
0 76 22,34 1,50
60 70,22 19,11 10,54
130 64,8 15,71 19,84
290 51,66 8,75 39,37
420 46,65 5,61 48,43
530 42,25 3,68 53,70
890 37,37 0,83 61,31
1080 36,79 0,36 62,40

Prema analizi metodom HPLC (tablica 5), te ra¢unskom obradom prinos Sarznog procesa

priprave etravirina nakon 15 h iznosio je 98,72 %. Ukupna oneci$¢enja iznosila su 0,71 % od

Cega je najvedi udio polazne supstancije BCAPBN u iznosu od 0,57 %.

Spektri prikupljani metodom IR ATR u vrijeme uzorkovanja za analizu metodom HPLC

korelirani su s kvantitativnim i kvalitativnim rezultatima dobivenima metodom HPLC.

Racunalnom obradom bilo je moguce (Slike 11-13) napraviti model u kojem se iz IR spektara

in-line moze pratiti sastav otopine. Prikupljeni IR spektri predobradeni su prvom derivacijom

i metodom multivarijatne korekcije rasprSenja. Nije zamije¢ena znacajna statisticka razlika

ukoliko je koriSten jedan ili dva spektra za unakrsnu validaciju. Analiza je provedena u

spetroskopskom podrucju 698-1798 cm2.

Rezultatima analize metodom LC-MS (slika 9 i slika 10) potvrdeno je nastajanje molekule

etravirina i odreden standard za metodu HPLC.
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Slika 9. Rezultati analize uzorka etravirina metodom LC-MS
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Slika 10. Fragmenti etravirina tokom analize metodom LC-MS
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Slika 11. Rezultati unakrsne validacije za BCAPBN na temelju prikupljenih spektara, pri

gemu broj glavnih komponenti iznosi 2, a R? = 99,72 %
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Slika 12. Rezultati unakrsne validacije za DMHB na temelju prikupljenih spektara, pri ¢emu

broj glavnih komponenti iznosi 2, a R? = 99,81 %
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Slika 13. Rezultati unakrsne validacije za ETV na temelju prikupljenih spektara, pri ¢emu broj

glavnih komponenti iznosi 2, a R? = 99,82 %

4.1.2. Priprava etravirina u protocnom reaktoru

Zbog uskog promjera cijevi u proto¢nom reaktoru, te kako bi se izbjegla sedimentacija

kalijevog karbonata koristenog kao baze, pokusaji priprave etravirina u proto¢nom sustavu

provedeni su uz koriStenje trietilamina i amonijaka kao baze.

Reakcijom s trietilaminom kao bazom pokusalo

se optimirati koriste¢i dizajn

eksperimenata s ciljem smanjenja pokusa za opis parametarskog prostora. Izabran je pretrazni

dizajn (eng. screening design) pri ¢emu se pokusalo ispitati utjecaj pet parametara (tablica 6)

na reakcijski prinos. KoriSteno otapalo u navedenim reakcijama smjesa je otapala DMSO i

ACN (2:1).

Tablica 6. Parametri varirani u optimizaciji priprave etravirina u proto¢nim reaktorima

parametar -1 0 1
temperatura/°C 140 125 110
molarni omjer 1,6 1,4 1,2
t/min 120 60 5
¢(DMHB)/mol L™ 1,00 0,60 0,20
c(BCAPBN)/mol L* 0,50 0,35 0,20
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Niti jedna promjena reakcijskih uvjeta nije rezultirala prinosom etravirina koji se mogao
detektirati na temelju provedene analize HPLC reakcijske smijese. Obzirom da je promjena
baze najveca izvedena promjena, te da su svojstva koriStenih otapala usporediva, moze se
zakljuciti da trietilamin nije dovoljno jaka baza (slika 8). Nastanak produkta nije primijecen
niti uz amonijak kao bazu.

Etravirin najvjerojatnije nije bilo moguce pripraviti u protocnom reaktoru jer ide
mehanizmom bliskim Sn1. Pretpostavlja se da stabilizacija karbokationa na alkilnom ostatku

ovisi 0 izlasku halogenida iz sustava u obliku netopive anorganske soli.
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4.2. Pokusaj priprave 3-fenilpiridina u proto¢nom reaktoru.

Reakcija priprave 3-fenilpiridina iz 3-brompiridina i fenilboronske kiseline uz
Pd(OAcC)2(PPhs) kao katalizator nije rezultirala nastankom zeljenog produkta (slika 14).
Ocekivalo se da ¢e reakcija i¢i mehanizmom Suzukijevog sparivanja. Sedimentacija i
promjena boje katalizatora iz zute u sivu nakon nekoliko minuta upudivala je na moguénost
gubitka kataliticke moc¢i katalizatora. Spektrofotometrijom UV/Vis nisu dobiveni rezultati
kojima bi se potvrdio reakcijski prinos i je li reakcija iSla u zeljenom smjeru. Produkt nije bilo

moguce izolirati (niska koncentracija u malom volumenu.).

HO\B /OH
Br
X
X
S Pd (OAc),(Ph;P),
N /
N

Slika 14. Reakcijska shema za o¢ekivani nastanak 3-fenilpiridina

Sukladno mehanizmu (slika 2) i shemi (slika 14) ocekivao se nastanak 3-fenilpiridina.
Reakcija moze biti predmetom buducih istrazivanja. 1z dobivenih rezultata nije moguce

jednoznaéno utvrditi Sto se dogodilo s katalizatorom i reaktantima.
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4.3. Priprava 7-etiltriptofola

Tijekom inicijalnih pretraznih pokusa napravljene su reakcije u kojima je koriStena
klorovodi¢na Kiselina, pri ¢emu je izoliran produkt znatno nize Cistoc¢e (36,89 %) od onih
provedenih uz sumpornu Kkiselinu (55 %). 1z eksperimenata provedenih u metanolu dobiven je
nepoznati produkt prema analizi metodom HPLC. Produkt nije bilo moguée izolirati (niske
koncentracije, mali volumeni, nepoznata svojstva topljivosti). Nepoznati produkt moze biti

predmet buducih istraZivanja.

Slika 15. Shema priprave 7-etiltriptofola iz 2,3-dihidrofurana i 2-etilfenilhidrazina

Prema radu Lv i suradnika?’, koji opisuju reakciju u smjesi otapala etilen-glikol:voda i pri
koncentracijama reaktanta od 0,1 do 0,8 mol L™ mijenjani su parametri inicijalnih pokusa.
Prvi korak u optimizaciji koji su napravili bila je neutralizacija 2-etilfenilhidrazina.
Napravljene su tri prilagodbe pokusa:

a) struje reaktanata nisu predmijesavane,

b) struje reaktanata mijesane su na 60 °C u trajanju od 5 min,

C) struje reaktanata mijeSane na 115 °C u trajanju od 20 s.

U sva tri pokusa sakupljana frakcija hladena je na sobnu temperaturu 20s, sto je
postignuto uvodenjem u novi hladeni reaktor. U prva dva pokusa glavna reakcija je vodena na
100 °C, a u treCem na 115 °C. Reakcijska vremena bila su 30 min za prvu, 16 min za drugu i
4 min za trecu reakciju. Najbolje prinose Lu i suradnici dobili su u treCem reakcijskom

sustavu. Sve reakcije vodene su uz 50 %-tnu sumpornu kiselinu u 1,8 ekvivalenata prema
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reaktantima. Reakcijski koraci sastoje se od aktivacije spoja DHF, reakcije 2-
etilfenilhidrazina i 4-hidroksibutanona koja rezultira formiranjem meduprodukta, te Fisherove
indolizacije (slika 15).1522:2324

U istom radu autori navode korelaciju izmedu krac¢ih reakcijskih vremena i boljih
iskoriStenja, navode¢i pritom nastanak nusprodukata putem [3,3] sigmatropne pregradnje

(slika 16) kao glavni uzrok smanjenja prinosa reakcije. 1> 21:22 23:24.25,

HO OH

Z\Z

V4 AN

a /N
b N

Slika 16. Nusprodukti nastali u pripravi 7-etiltriptofola

Autori navode da su produkt sakupljali u 30 %-tnoj vodenoj otopini NaOH pri ¢emu nije
primije¢eno izuljivanje u reakcijskom sustavu. Autori takoder ne specificiraju jednozna¢no
koristene koncentracije reaktanata.!® 26:27:28:29.30,

Inicijalni pretrazni pokusi davali su razmjerno niske prinose koji su unaprijedeni
izbacivanjem koraka neutralizacije. Zaklju¢eno je da neutralizacija 2-etilfenilhidrazin
hidroklorida nije potrebna s obzirom da se reakcija provodi uz dodatak pet ekvivalenata
sumporne Kiseline.

Prema prethodno spomenutom radu i referencama navedenim u radu®>, na DHF se adira
voda u vodenom mediju uz kataliti¢ku koli¢inu Kiseline. Spoj DHF se aktivacijom prevodi u
4-hidroksibutanal koji je podlozan nukleofilnom napadu terminalnog dusika 2-
etilfenilhidrazina. Hidrazonski meduprodukt podlijeze Fisherovoj indolizaciji pri ¢emu dolazi
do nastajanja 7-etiltriptofola (7ET). 31:32.33:34

Zabiljezeni Su nizi prinosi U reakcijama bez predaktivacije kiselinom, kao i u slu¢aju kada

nije bilo predmijesanja. Za predmijesanje je koriStena cijev duljine 0,5 m i zapremine 0,5 mL.
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Vodena otopina NaOH zamijenjena je otopinom NaOH u metanolu zbog primijecenog
izuljivanja iz luznatih vodenih otopina. Eksperimentalno je pokazna netopljivost 7-
etiltriptofola u smijesi voda:MeOH s manje od 40 % volumnog udjela MeOH. Upravo je
MeOH odabran zbog poznate topljivosti glavnog produkta u njemu te relativno dobre
topljivosti NaOH. Topljivost 7-etiltriptofola u smijesi voda:MeOH s vise od 60 % volumnog

udjela vode je ve¢a od 400 g L.

Tablica 7. Reakcijski uvjeti za optimiranja priprave 7-etiltriptofola u smjesi otapala
MeOH:voda (5:2)

Redni broj | c¢(H2S04)/mol L* ekvivalenti t/°C RDT/min | 7ET
pokusa kiseline 1%
1 5 1,35 115 0,5 2,3
2 5 1,35 115 0,75 40
3 5 1,35 115 1 34
4 5 1,35 60 5 10
5 5 1,35 60 10 12
6 5 1,35 80 5 30
7 0,1 0,73 125 10 75,3
8 0,1 0,73 125 15 77,2
9 0,1 0,73 140 5 70,4
10 0,1 0,73 140 10 70,94
11 0,1 0,73 140 15 68,05
12 0,1 0,73 110 10 60

Model koji opisuje ovisnost konverzije u reakciji priprave 7-etiltriptofola o mijenjanim
parametrima za reakcijski smijesa metanol:voda izraden je u programskom paketu JMP 13.0
na temelju dobivenih rezultata (tablica 7.).

Na temelju preliminarnih pokusa optimiranja, spoj DHF aktiviran je u vodenom mediju.
Smijesa metanola i vode (5:2) koristena je i kao otapalo za ispiranje sustava spregnutog s
proto¢nim reaktorom. Spoj 7-etiltriptofol otopljen je u metanolu kako bi se osigurala

topljivost produkta u sustavu otapala.
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Prema rezultatima modela, u granicama ispitivanja sustava, pokazano je da na reakcijski
prinos najve¢i utjecaj ima koncentracija kiseline, dok vrijeme zadrzavanja te 0dnos
koncentracije Kiseline i vremena zadrzavanja (RDT) imaju zanemariv utjecaj. Model nije
pokazao nikakvu ovisnost konverzije o temperaturi u rasponu od 100 do 140 °C. Metanol je
upotrijebljen kao alternativno otapalo zbog nize cijene u usporedbi s etilen-glikolom.
Obzirom da su prinosi u metanolu bili bolji u usporedbi sa smjesom etilen-glikol:voda (2:5),
optimizacija i model su izradeni u smjesi metanol:voda (tablica 7.).

Inicijalni pokusi provedeni u smjesi otapala etilen-glikol:voda (tablica 8) rezultirali su
nizim prinosom produkta u odnosu na rezultate pokusa provedenih u smjesi otapala

metanol:voda.

Tablica 8. Reakcijski uvjeti optimiranja priprave 7-etiltriptofola u smjesi otapala etilen-
glikol:voda (2:5)

Redni broj | ¢(H2SOs)/mol L | ekvivalenata |  t/°C RDT/min | #5/%
pokusa Kiseline
1 5 1 140 5 48,7
2 5 1 140 10 55,3
3 5 1 140 15 57,8
4 5 1 110 10 58,8
5 5 1 140 15 53,4
6 5 1 140 10 28,3

Log i P wvrijednosti dobivenog modela (tablica 9) upucuju da najveci utjecaj na

parametarski prostor ima koncentracija Kiseline.

Tablica 9. Sumarni efekti modela za znacajne parametre tokom priprave 7-etiltriptofola

Parametar Log P

Vrijednost | Vrijednost

Koncentracija kiseline 3,425 0,00038
Koncentracija kiseline *RDT/min 0,368 0,42872
RDT/min 0,276 0,52962
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Jednadzba predvidanja kromatografske Cistoce reakcijske smjese priprave 7-etiltriptofola
pokazuje utjecaj koncentracije kiseline kao parametra od najveéeg znacaja. U profilu
predvidanja (slika 17) vidljiv je utjecaj parametara na kromatografsku cCistocu reakcijske
smjese 7-etiltriptofola. Vidljivo je da povecanje koncentracije kiseline ima negativan utjecaj
na Cistocu reakcijske smjese.

80
70
60
50
40)
30
20
10

TET

Formula predvidanja

= = e =T o W D N
—_ =

=
L

Koncentracija kiseline RDT/min

Slika 17. Profil predvidanja kromatografske ¢istoce reakcijske smjese 7-etiltriptofola u

ovisnosti o klju¢nim parametrima: koncentraciji kiseline i vremenu zadrzavanja

Obzirom da su parametri mijenjani u Sirokom rasponu u dvije rubne vrijednosti, o

potencijalnoj infleksiji krivulje postizanja optimuma ne moze se jednozna¢no zakljucivati.
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Slika 18. Obrisni (eng. contour) profil predvidanja kromatografske Cistoce reakcijske smjese

priprave 7-etiltriptofola o koncentraciji kiseline i vremenu zadrZavanja te njegova 3D (a) i 2D
(b) reprezentacija
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Graficka (slika 17, slika 18) i brojcana reprezentacija (tablica 9) predvidenog prinosa
priprave 7-etiltriptofola dana je tako da je srednja vrijednost 46,5%, a obrnuto je
proporcionalna koncentraciji kiseline s faktorom 2,073 (horizontalno) i reakcijskom vremenu
11,25 (okomito). Temeljem toga zakljuCeno je da ¢e predvideni rezultati eksperimenata uz
vrijednosti parametara ispod krivulje (lijevo) rezultirati manjim prinosom, dok c¢e
eksperimenti uz vrijednosti parametara iznad krivulje (desno) rezultirati prinosom ve¢im od

prosje¢nog. Daljnja eksperimentalna potvrda moZe biti predmet buducih istraZivanja.
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§ 5. ZAKLJUCAK

» Etravirin nije bilo moguce pripraviti u proto¢nom reaktoru. Promjena baze iz kalijevog
karbonata u trietilamin i amonijak nije dala Zeljeni rezultat. Etravirin je uspje$no
pripravljen u Sarznom reaktoru.

= Uspjesno je razvijena metoda in-line monitoringa reakcije priprave etravirina
uporabom infracrvene spektroskopije.

= Zbog gubitka Kkataliticke moci Kkatalizatora, ograniCenja metode te nemogucénosti
izolacije produkta, nije bilo moguce potvrditi pripravu 3-fenilpiridina u ispitanim
reakcijskim uvjetima.

* Protoc¢ni reaktor uspjesno je upotrijebljen za pripravu i optimizaciju postupka priprave
7-etiltriptofola. Optimirana reakcija dala je reakcijski prinos od 77 % u smijesi
MeOH:voda (tablica 7, reakcija 8), uz aktivaciju spoja DHF dodatkom Kkataliticke
koli¢ine sumporne kiseline u vodi kao otapalu. Struje reaktanata su predmijeSavane.
Stehiometrijski omjer reaktanata iznosi 1:1. Utvrdeno je da temperatura reakcije u
granicama 100-140 °C, uz vrijeme zadrzavanja od 5 do 15 min nema utjecaja na
reakcijsku konverziju. Znacajan parametar je koncentracija kiseline koja posljedi¢no

utjeCe na pH sustava.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

ACN = acetonitril

API = (eng. Active Pharmaceutical Ingredients) aktivne farmaceutske tvari
BCAPBN = 4-((4-amino-5-brom-6-klorpiridin-2-il)amino)benzonitril
DHF = 2,3-dihidrofuran

DMHB = 4-hidroksi-3,5-dimetilaminobenzonitril

DMSO = dimetilsulfoksid

DoE = (eng. Design of Experiments) dizajn eksperimenata

!H NMR = protonska nuklearna magnetska rezonancija

HPLC = tekuc¢inska kromatografija visoke u¢inkovitosti

LC-MS = tekué¢inskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa
NMP = N-metilpirolidon

RDT = (eng. residence time) vrijeme zadrzavanja

TEA = trietilamin

THF = tetrahidrofuran

UV/Vis = spektrofotometrija u vidljivom 1 ultraljubi¢astom podrucju
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