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U sklopu ove disertacije provedena je izolacija 1 strukturna karakterizacija nepoznatih
procesnih oneciS¢enja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina, polaznog materijala u sintezi djelatnih
tvari. Sustav tekucinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti (UHPLC) primijenjen je za
prvotne analize istrazivanih uzoraka te detekciju i odredivanje koli¢ina pojedinih onecis¢enja.
Tehnika semi-preparativne tekucinske kromatografije koriStena je kako bi se na stvarnom
primjeru istrazila primjenjivost tradicionalnog pristupa izolaciji i identifikaciji niskih razina
oneci$¢enja, a izolirani spojevi su analizirani uz pomo¢ spektroskopije nuklearne magnetske
rezonancije (NMR) 1 tehnike spektrometrije masa (MS). Ve¢i dio istrazivanja proveden je
vezanim sustavom tekucinske kromatografije, ekstrakcije na Cvrstoj fazi i1 spektroskopije
NMR s krio-sondom (LC-SPE/NMR) koji je koriSten za odjeljivanje, izolaciju, pohranu 1
ukoncentriravanje viSe od 15 analita na SPE nosafima te strukturnu karakterizaciju deset
uspjeSno izoliranih oneciS€enja  3-brom-5-(trifluormetil)anilina. Na temelju analize
jednodimenzijskih "H i "’F te dvodimenzijskih homo- i heteronuklearnih spektara NMR
(COSY, 'H-"C HSQC i 'H-">C HMBC) te evaluacije rezultata MS predlozene su strukture
izoliranih onecis¢enja.

(105 stranica, 112 slika, 39 tablica, 125 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
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detect and quantify individual impurities. Semi-preparative liquid chromatography was
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isolated, and structural characterization was performed on ten successfully isolated 3-bromo-
5-(trifluoromethyl)aniline impurities. Based on the analysis of one-dimensional 'H and "F
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Djelatna tvar ili aktivni farmaceutski sastojak (engl. API — Active Pharmaceutical Ingredient)
je tvar ili smjesa tvari koja je zbog svog farmakoloskog, imunoloskog ili metabolickog
djelovanja namijenjena proizvodnji lijeka.' Fizikalno-kemijska i biologka svojstva djelatne
tvari utjeCu na ucinkovitost farmaceutskog proizvoda i potrebno ih je rutinski kontrolirati u
lijeku,™ a na kvalitetu polazne djelatne tvari pak utjece kvaliteta njenih polaznih materijala.

Odabir polaznih materijala za proizvodnju djelatne tvari ukljucuje razmatranje razliitih
sintetskih puteva te mogu¢ utjecaj onecis€enja sirovina na proizvodni proces i samu aktivnu
tvar. Polazni materijal mora imati jasno definirana kemijska svojstva buduéi da kao znacajan
strukturni fragment ¢ini molekulsku strukturu djelatne tvari. Iz tog razloga regulatorne
agencije posebnu pozornost posvecuju evaluaciji polaznih materijala i zahtijevaju detaljan
opis proizvodnog procesa na koji se proizvodaci djelatnih tvari pozivaju.“’5

Kvalitetu kemijskog spoja, pa tako i polaznog materijala za proizvodnju djelatne tvari,
definiraju onecis¢enja. Nedvosmisleno odredivanje strukture oneciSéenja obavezan je dio
razvoja farmaceutskog proizvoda. Identifikacija oneciS¢enja omogucava razumijevanje
podrijetla oneciS¢enja 1 bolju kontrolu istih, a kod potencijalno genotoksi¢nih oneciS¢enja,
omogucava provodenje valjanih toksikoloskih 1 klinic¢kih istraZzivanja. Identifikacija sve nizih
razina oneciS¢enja je imperativ razvoja farmaceutskih proizvoda, a upravo je kontekst razine
onecis¢enja neizostavna komponenta razvoja analiti¢ke procedure.

Konvencionalan pristup odredivanju strukture nepoznatog oneciS¢enja ¢ine odjeljivanje
oneciS¢enja 1 glavne komponente, izolacija 1 potom viSestruke spektroskopske 1
spektrometrijske analize izoliranog spoja. Rijetko ili nikada ¢e tek jedna identifikacijska
tehnika dati potpunu i1 neupitnu informaciju o broju i vrsti atoma neke molekule, njihovim
medusobnim odnosima i orijentaciji u prostoru.

Suvremen pristup identifikaciji oneciS¢enja temelji se na primjeni vezanih sustava,
najcesce sprezi kromatografskih i1 spektroskopskih, odnosno spektrometrijskih sustava, a sve
ceS¢e koristi se vezani sustav tekucinske kromatografije, ekstrakcije na cvrstoj fazi 1
spektroskopije NMR (engl. LC-SPE-NMR — Liquid chromatography — Solid Phase Extraction
— Nuclear Magnetic Resonance). Tehnika LC-SPE-NMR uklonila je nuznost upotrebe skupih

deuteriranih pokretnih faza prilikom kromatografskog razdvajanja i omogucila potpunu
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§ 1. Uvod 2

identifikaciju 1 strukturnu karakterizaciju vrlo niskih razina oneciS¢enja u uzorcima
ogranicene koli¢ine. Upravo je dostupnost uzorka ograniCavajuéi faktor primjene drugih
izolacijskih tehnika. Primjenom sustava LC-SPE moguce je provesti viSestruka injektiranja i
izolirana oneciS¢enja ukoncentrirati na nosacu SPE. Pokretna faza, neprikladna za analizu
NMR, uklanja se susenjem SPE nosaca, a izolirani spojevi se eluiraju vrlo malim koli¢inama
deuteriranog otapala.®® Takve otopine se osim spektroskopijom NMR mogu analizirati i
drugim tehnikama, primjerice spektrometrijom masa (engl. MS — Mass Spectrometry), ili se
otapalo moze upariti i Cisti spojevi (sa)Cuvati. Mogucnost oCuvanja analiziranog uzorka nije
Cesta medu analitiCkim tehnikama i zbog toga predstavlja veliku prednost spektroskopije
NMR, odnosno vezanog sustava LC-SPE-NMR. Dodatno, razvojem elektronike,
supravodljivih magneta 1 krio-tehnologije, te primjenom novih metoda supresije signala
otapala, spektroskopija NMR postala je osjetljivija i sveukupno primjenjivija.” Kod izravne
sprege spektrometrije masa 1 navedenih tehnika u vezani sustav LC-SPE-NMR-MS
spektrometar masa sluzi kao dodatan poslijekolonski detektor u koji se uvodi manji dio
pokretne faze nakon kromatografskog odjeljivanja, a omogucéava snimanje spektara MS i brzu
evaluaciju Gistoce frakcija.' Nema sumnje da buduénost identifikacije i strukturne
karakterizacije nepoznatih spojeva lezi u primjeni vezanih sustava i dobivanju potpunih
informacija u kratkom vremenu.’

Cilj ovog istraZivanja bio je identificirati oneciS¢enja prisutna u uzorcima ¢istog spoja
(uzorci I 1 II) te uzorku uparenog mati¢nog luga (uzorak IIT) 3-brom-5-(trifluormetil)anilina
(slika 1), spoja koji se koristi kao polazni materijal za sintezu djelatnih tvari. Buduéi da
3-brom-5-(trifluormetil)anilin sadrzi funkcijsku skupinu CF3, predstavlja nezaobilazan
strukturni fragment za uvodenje fluora u molekulsku strukturu djelatne tvari. Atomi fluora
imaju sposobnost promjene fizikalno-kemijskih svojstva molekule i zato je fluor Cest element

dizajna lijekova.'""

NH,

Br CF3

Slika 1. Struktura spoja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.
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§ 1. Uvod 3

U okviru ovog doktorskog rada za identifikaciju nepoznatih procesnih onecis¢enja 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina primijenjene su tehnike tekuéinske kromatografije ultra visoke
djelotvornosti (engl. UHPLC — Ultra-High Performance Liquid Chromatography), potom
semi-preparativne tekucinske kromatografije uz primjenu spektroskopije NMR i1 masene
spektrometrije te vezani sustav LC-SPE/NMR s krio-sondom. Sustav UHPLC je koriSten za
inicijalne analize istrazivanih uzoraka te detekciju i1 odredivanje koli¢ina pojedinih
onecis¢enja prisutnih u uzorcima. Tehnika semi-preparativne tekucinske kromatografije
koriStena je kako bi se na stvarnom primjeru pokazala primjenjivost takvog pristupa s
obzirom na koli¢inu oneci$¢enja u dostupnim uzorcima, utroSak otapala za kromatografiju,
vrijeme trajanja kromatografske analize i izolacije te ukupni troSak eksperimenta. Nakon
uparavanja organskog otapala, izolirana oneciS¢enja su analizirana uz pomo¢ spektroskopije
NMR i tehnike MS. Ve¢i dio istraZivanja proveden je vezanim sustavom LC-SPE/NMR koji
je koristen za odjeljivanje, izolaciju, pohranu i ukoncentriravanje pojedinih analita na SPE
nosa¢ima te strukturnu karakterizaciju uspjeSno izoliranih onecis¢enja 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina analizom 1D 1 2D spektara NMR. PredloZzene strukture oneciS¢enja
dodatno su evaluirane rezultatima MS analize.

Istrazivanje je ukljucivalo razliite tehnike kako bi se usporedio konvencionalni i
suvremeni pristup izolaciji 1 identifikaciji vrlo niskih razina onecis¢enja (0,09% — 1,33% ), au
svrhu razvoja brzih 1 u€inkovitijih metoda za odredivanje struktura oneciS¢enja polaznih

materijala u farmaceutskoj industriji te oneciS¢enja aktivnih farmaceutskih sastojaka.
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§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Djelatne tvari

Prema hrvatskom Zakonu o lijekovima djelatna tvar je tvar ili smjesa tvari namijenjena
proizvodnji lijeka, a koja djelatnim sastojkom lijeka postaje svojim farmakoloskim,
imunoloskim ili metabolickim djelovanjem u svrhu obnavljanja, ispravljanja ili prilagodbe
fizioloskih funkcija ili postavljanja medicinske dijagnoze.! Naziva se i aktivnim
farmaceutskim sastojkom, a farmaceutski proizvod moze sadrzavati vise od jedne djelatne
tvari. Nuzno je uociti, evaluirati i kontrolirati fizikalno-kemijska i1 bioloSka svojstva djelatne
tvari koja utje€u na ucinkovitost lijeka, kao §to su topljivost, veli¢ina Cestica, polimorfna
forma, koli¢ina vode, bioloska aktivnost te permeabilnost. Ti parametri mogu imati i
sinergijsko djelovanje pa ih se razmatra kao meduovisne i rutinski kontrolira u
farmaceutskom proizvodu.>?

Razvoju procesa proizvodnje djelatnih tvari moze se pristupiti tradicionalno ili primjenom
suvremenih principa, te ovisno je li farmaceutska tvar sintetska, semisintetska ili bioloska.
Kod tradicionalnog pristupa se parametri procesa definiraju unaprijed, a reproducibilnost
procesa testira ponavljaju¢im eksperimentima, dok se noviji nain zasniva na konceptu
dizajnom osigurane kvalitete (engl. ObD — Quality by Design), upravljanju rizicima i
sveobuhvatnim znanstvenim pristupom.*

Kako bi se osigurala kakvoca, odnosno prikladnost djelatne tvari ili gotovog proizvoda za
odgovarajuéu namjenu, svaka djelatna tvar ugradena u lijek se prije uporabe analizira prema
unaprijed definiranoj specifikaciji. Specifikacija je skup karakteristicnih analitickih
parametara koje valja testirati 1 dobivene rezultate evaluirati u odnosu na znanstveno
opravdane kvalitativne ili kvantitativne kriterije prihvatljivosti. Kriteriji prihvatljivosti su
rezultat razvojnih podataka, farmakopejskih standarada, rezultata toksikoloskih i klini¢kih
studija 1/ili saznanja o stabilnosti djelatne tvari. Ne postoji univerzalna specifikacija aktivnih
farmaceutskih sastojaka, ali neki od neizostavnih parametara su izgled, identifikacija
(najceS¢e bar dvjema neovisnim analitickim tehnikama), sadrZzaj mjeren u odnosu na
certificirani primarni ili sekundarni standard, koli¢ina organskih i anorganskih oneci$¢enja,

sadrzaj vode te udio ostatnih otapala.”

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija
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2.1.1. Polazni materijali u sintezi djelatnih tvari

Odabir polaznog materijala za proizvodnju semisintetske ili sintetske djelatne tvari rezultat je
kompleksne evaluacije koja ukljucuje razmatranje razlicitih sintetskih puteva te mogu¢ utjecaj
oneciS¢enja sirovine na proces i1 krajnji produkt — aktivnu tvar. Kod razvoja generickih
lijekova i pripadajucih aktivnih farmaceutskih sastojaka u racunicu ulazi i patentna situacija,
odnosno nuznost provjere nisu li pojedini sintetski korak, reagens ili sama molekula patentno
zaSticeni.

Polazni materijal se kao znaCajan strukturni fragment ugraduje u molekulsku strukturu
djelatne tvari i zato je nuzno da ima jasno definirana kemijska svojstva. Proizlazi da polazni
materijal nikako ne moze biti neizolirani intermedijar u reakcijskoj smjesi, otapalo ili
kemikalija koriStena tijekom procesa.

Znatan utjecaj na odabir reaktanata i postupak sinteze aktivne tvari imaju upravo
oneciS¢enja — potencijalna onecis¢enja polaznog materijala te ona nastala tijekom procesa.
OneciS¢enja nastala u ranijim sintetskim koracima cesto imaju ve¢u mogucnost uklanjanja
tijekom kristalizacije intermedijara ili postupcima obrade, te manju vjerojatnost prenosenja
kroz proces, odnosno posljedi¢no detekcije u samoj djelatnoj tvari. Otuda proizlazi potreba za
$to veéim brojem stupnjeva sinteze.’

Recentne ICH Q11 smjernice (23. 8. 2017.) pruZaju detaljan opis postupka procjene je li
neka molekula zadovoljavajuéi odabir polaznog materijala u sintezi djelatne tvari (slika 2).
Nazalost, to nisu jednoznacna pravila i njihovo tumacenje se razlikuje od slucaja do slucaja.
Vrlo vjerojatno ¢e njihova primjena rezultirati odabirom sve slozenijih sintetskih puteva s
ve¢im brojem koraka, a sve u svrhu anuliranja potencijalnog utjecaja polaznog materijala na
kakvocu djelatne tvari, odnosno lijeka.

Regulatorne agencije posebnu pozornost posvecuju evaluaciji polaznih materijala i
zahtijevaju detaljan opis proizvodnog procesa na koji se proizvodaci djelatnih tvari pozivaju.
Najkonkurentniji (i najbrojniji) proizvodaci i dobavljaci sirovina dolaze s azijskog kontinenta
1 farmaceutske kompanije ulazu znatne napore u njihovu evaluaciju budu¢i da upravo oni

velikim dijelom kreiraju kakvoc¢u finalnog farmaceutskog proizvoda.
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.

Evaluacija (svakog) polaznog materijala
planiranog (komercijalnog) procesa

\ 4
Ima li polazni materijal definiranu Redefinirati
strukturu i kemijska svojstva? polazni materijal
I dio
DA
A 4
4 1\

Redefinirati
polazni materijal
(reagens!)

Je li polazni materijal znacajan
strukturni fragment djelatne tvari?

- /

DA

A 4

Je li polazni materijal lako

dostupan na
\ nefarmaceutskom trzistu?

Polazni materijal

NE

\ 4

Evaluacija profila oneciS¢enja —
utjecu li stupnjevi sinteze prije ili poslije
uvodenja polaznog materijala na
oneciséenja djelatne tvari?

Redefinirati
polazni materijal
ukljuc¢ivanjem dodatnih
sintetskih koraka

NE

A 4

~N

Da li raniji sintetski koraci polaznog
materijala utje¢u na
profil onecis¢enja djelatne tvari?

- J
NE

Potjecu li oneciséenja koja
zaostaju u djelatnoj tvari
iz ranijih sintetskih koraka
polaznog materijala?

A 4

DA

Je li potrebno kontrolirati neki od
kasnijih sintetskih koraka ili <
uvesti dodatnu obradu?

Redefinirati polazni materijal
ukljucivanjem ranijih
sintetskih koraka!

II dio

NE

Postoji li samo manji broj Pol . .
kemijskih koraka? olazn1 materija

JDA
y

Redefinirati polazni materijal
dodatkom jednog ili vise
sintetskih koraka
-> ograniciti rizik!

Slika 2. Shematski prikaz ICH smjernica za (uspjesan) odabir polaznog materijala.’
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2.1.2. Uloga fluora u djelatnim tvarima

Djelatne tvari su ve¢inom male organske molekule koje, uz atome ugljika i vodika, sadrze i
heteroatome kisika, duSika, sumpora te halogenih elemenata, fluora, broma i klora.
Sedamdesetih godina proslog stolje¢a na americkom trzistu bilo je oko 2% lijekova cija je
djelatna tvar sadrzavala fluor,'> 2010. godine taj udio je procijenjen na oko 20%,'* a recentni
trendovi pokazuju da je svaka tre¢a novoodobrena djelatna tvar (iskljucujuc¢i biofarmaceutske
pripravke) ,.fluorirana“."

Najranija primjena fluora u farmaceutskoj industriji bila je kroz anestetike i steroide.
Americka agencija za hranu i lijekove (engl. FDA — Food and Drug Administration) je 1955.
godine odobrila fludrokortizon, prvi lijek na americkom trzistu ¢ija je djelatna tvar sadrzavala
atom fluora."” Otkrili su ga Fried i Sabo prou¢avanjem 9a-halogeniranih derivata kortizola

(kortikosteroid iz skupine glukokortikoida) (slika 3a)."”” Dobiveni fludrokortizon (slika 3b)

pokazao je deseterostruko veéu glukokortikoidnu aktivnost od polaznog hidrokortizona.'®

Slika 3. Struktura hidrokortizona (a) i fludrokortizona (b).

Atomi fluora mogu dramati¢no promijeniti fizikalno-kemijska svojstva molekule i1 stoga je
fluor postao neizostavan element u dizajnu lijekova.'' U protokole kojima se istraziva¢i vode
prilikom probira stotina novih molekula uveden je tzv. probir po fluoru (engl. fluorine scan)
koji podrazumijeva supstituciju vodikovih atoma ili hidroksilne skupine atomom fluora ili
funkcijskom skupinom koja sadrzi fluor (CF, CF,, CFs;, OCFs, SCF3) 1 evaluaciju bioloske
aktivnosti nove molekule.'>" Supstitucija vodika ili hidroksilne skupine atomom fluora
zahtijeva manju steri¢ku prilagodbu receptorskog mjesta, budu¢i da je van der Waalsov
radijus fluora (1.47 A) veli¢inom izmedu radijusa kisika (1.57 A) i vodika (1.20 A)."

Supstitucija CF; skupinom ima veéi stericki utjecaj jer se procjenjuje da je njen van der
..... 8
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Uloga fluora nije uvjetovana indikacijom lijeka, Sto potvrduje i pregled djelatnih tvari koje sadrze fluor, a koje su u periodu od 2001. do

2016. godine odobrene od strane FDA ili se nalaze u fazi klini¢kih istrazivanja (Tablica 1).

Tablica 1. Podjela djelatnih tvari koje sadrze fluor s obzirom na indikaciju i funkcijsku skupinu unutar koje se fluor nalazi.

- 12,13

Terapijska indikacija / Sustav na koji lijek djeluje

Skupina  Onkoloski lijekovi/  Zivéani Srce i krvozilni  Sustavne Sustav zlijezda s Ostalo
imunomodulatori sustay sustav infekcije unutarnjim izlu¢ivanjem
CF afatinib blonanserin pitavastatin elvitegravir kanagliflozin besifloksacin (osjetila)
brivanib alaninat edivoksetin prasugrel emtricitabin ipragliflozin riocigvat (di$ni organi)
cediranib escitalopram rosuvastatin klevudin trelagliptin ripasudil (osjetila)
crizotinib retigabin vorapaksar raltegravir vonoprazan (probavni)
dakomitinib iloperidon sofosbuvir ulimorelin (probavni)
gefitinib ioflupan solitromicin
idelalisib paliperidon tedizolid fosfat
kabozantinib zabofloksacin
kapecitabin
lapatinib
olaparib
setipiprant
sunitinib
trametinib
vandetanib
vemurafenib
2 x CF rufinamid ezetimib dolutegravir omarigliptin difluprednat (osjetila)
nebivolol izavukonazol lubiproston (probavni)
tikagrelor ledipasvir roflumilast (di$ni organi)
maravirok tafluprost (osjetila)
posakonazol
3xCF cobimetinib vorikonazol

dabrafenib

Miroslava Harca
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Terapijska indikacija / Sustav na koji lijek djeluje

Skupina  Onkoloski lijekovi/  Zivéani Srce i krvozilni  Sustavne Sustav Zlijezda s Ostalo
imunomodulatori sustay sustav infekcije unutarnjim izlu€¢ivanjem

CF; buparlisib delamanid cinakalcet dutasterid (mokracni)
enobosarm tipranavir teriflunomid nitisinon (nutrijencija)
nilotinib silodozin (mokraéni)
pradigastat travoprost (osjetila)
ponatinib
radotinib
siponimod
sorafenib
taskvinimod
telotristat

2 x CF; netupitant evacetrapib

rolapitant

CF, CF; enzalutamid aprepitant anacetrapib sitagliptin elagoliks (mokraéni)
fulvestrant bitopertin darapladib odanakatib (kostano-
regorafenib mi$iéni)

Miroslava Harca
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Uvodenje atoma fluora u molekulu moze povecati stabilnost metabolickih produkata,
poboljsati bioraspolozivost te efikasnost protein-ligand interakcija. Uzrok takvom opseznom
djelovanju treba traziti u samim karakteristikama fluora: visokoj elektronegativnosti, relativno
maloj veli¢ini atoma, niskoj polarizabilnosti, ¢vrsto vezanim elektronima 1 izvrsnom
preklapanju 2s i 2p orbitala s odgovaraju¢im orbitalama drugih elemenata iste periode.'®?’
Sve navedeno kod fluoriranih molekula moze dovesti do perturbacije pK, vrijednosti,
modifikacije lipofilnosti, konformacijskih promjena, potencijalno do stvaranja vodikovih veza
te elektrostatskih interakcija.!” Fluor kao najelektronegativniji element (Paulingov koeficijent
elektronegativnosti 3,98) ima snazan utjecaj na kiselost, odnosno bazi¢nost susjednih
funkcijskih skupina S§to utjeCe na apsorpciju djelatne tvari te moze rezultirati boljom

2117 a1 o o . y e
" Valja naglasiti da se fluoriranjem molekule ne¢e nuzno povecati

bioraspolozivosc¢u lijeka.
njena lipofilnost. Naime, supstitucija vodika fluorom kod zasi¢enih alkilnih skupina smanjuje
lipofilnost molekule, za razliku od fluoriranja aromatskih spojeva.'’

Kemija fluora je sloZzena pa se nerijetko pribjegava ugradivanju fluora u molekulu,
potencijalnu djelatnu tvar, kroz neki polazni materijal koji ve¢ sadrzi fluor.** Sredinom
proslog stoljeca sintetski putovi fluoriranja ukljucivali su koriStenje elementarnog fluora ili
reaktivne fluorovodic¢ne kiseline, sve dok se sedamdesetih godina nisu poceli koristiti sigurni 1

selektivni reagensi poput N,N-dietilaminosumporovog trifluorida (akr. DAST) i drugih

(slika 4), a to je dovelo do eksplozije fluoriranih farmaceutika na trzistu u osamdesetima.'®

SFs
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Slika 4. Primjeri selektivnih fluorirajucih reagensa — nukleofilni (a), elektrofilni (b) i reagensi
za uvodenje CF; skupine (c).
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Jedan od primjera dizajna djelatne tvari uvodenjem fluora je nilotinib, djelatna tvar razvijena
kao druga generacija inhibitora protein-tirozin kinaze za pacijente s kroniénom mijeloi¢nom
leukemijom koji teSko podnose imatinib (slika 5). Modifikacijom metilpiperazinske skupine,
obrtanjem amidne veze te dodatkom trifluormetilne skupine na fenilni prsten nastala je

molekula bioloki aktivnija od imatiniba oko 30 puta.'?

X\ Xy

= F

N Z >\
X

g |
~ A, A,
0 N
J\@V - \ij\[‘/“ E/}\
Oy 0]
a b O
Slika 5. Struktura imatiniba (a) i nilotiniba (b).

Potrebno je naglasiti 1 potencijalno negativne aspekte proizvodnje 1 Siroke uporabe lijekova
koji sadrze fluor. Sveukupni utjecaj povecanih koli¢ina fluora u ekosustavu, kroz tjelesne
izluCevine 1 tkiva uslijed koristenja lijekova koji sadrze fluor, jo§ uvijek nije toksikoloski
evaluiran.” Mada je fluor trinaesti najzastupljeniji element u zemljinoj kori, veé¢ina se nalazi u
obliku netopljivih minerala, fluorita CaF, 1 kriolita NasAlFg, a organski spojevi koji sadrze
fluor nisu prirodno zastupljeni.

Zanimljiv je fenomen auto-disproporcioniranja enantiomera (engl. SDE — Self-
Disproportionation of Enantiomers) koji opisuje nekolicina autora. SDE pokazuju molekule u
kojima je trifluormetilna skupina vezana na kiralni atom ugljika, a primjer je spontano
enantiomerno obogacivanje na akiralnoj kromatografskoj nepokretnoj fazi (silikagel). Ukoliko
u uzorku postoje racemicna i djelomicno ¢ista enantiomerna komponenta, tijekom analize je
moguce uociti povecanje udjela racemicne komponente, ali i enantiomerne ¢istoce druge
komponente smjese. Opisani efekt moze dovesti do lazne analitiCke evaluacije enantiomerne
Cisto¢e uzorka, no moZe se 1 iskoristiti kao nekonvencionalan nacin enantiomernog

vev s - 24
prociscavanja.
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2.2. OneciS¢enja u farmaceutskim proizvodima

Onecis¢enja definiraju kvalitetu kemijskog spoja. Nedvosmisleno odredivanje strukture
oneciS¢enja postalo je obavezan dio razvoja farmaceutskog proizvoda. Identifikacija
onecis¢enja omogucava razumijevanje podrijetla onecis¢enja 1 bolju kontrolu istih, a kod
potencijalno genotoksi¢nih oneciS¢enja, omogucava provodenje valjanih toksikoloskih 1
klini¢kih istrazivanja. Identifikacija sve nizih razina onecis¢enja sve je ¢eS¢e imperativ, a ne
opcija razvoja farmaceutskih proizvoda. Upravo je kontekst razine oneciS¢enja neizostavna
komponenta razvoja analiticke procedure. Niti jedan spoj nece biti potpuno Cist ako ga se
evaluira dovoljno osjetljivim tehnikama. Iz perspektive farmaceutske industrije je moguce, ali
nije ekonomski odrzivo, slozenim, multisintetskim procesima proizvoditi bilo djelatne tvari,

bilo lijekove bez ijednog detektiranog/identificiranog/specificiranog oneciscenja.

ICH smjernice jasno klasificiraju onecis¢enja na organska, anorganska i ostatna otapala.
Anorganska onecis¢enja su ve¢inom poznata i mogu biti reagensi, ligandi, katalizatori, teski
metali ili drugi metali prisutni u tragovima, anorganske soli ili tvari koje se koriste prilikom
filtracije. Organska oneci$¢enja dijele se na procesna ili srodna aktivnoj tvari, ili pak ona koja
potjecu od polazne sirovine, nusprodukte, intermedijare, razgradne produkte te reagense,
ligande 1 katalizatore. Razina oneciS¢enja moze biti pojedinacno definirana, a oneciS¢enje
identificirano ili neidentificirano, te okarakterizirano samo relativnim vremenom zadrZavanja
na kromatografskoj koloni u odnosu na glavnu komponentu.> Kod aktivnih tvari s
maksimalnim dnevnim unosom manjim od 2 g, prema preporukama regulatornih 1
savjetodavnih agencija, razina nepoznatog oneciS¢enja ne smije biti visa od 0,10%, a razina
poznatog, identificiranog i evaluiranog oneciS¢enja ne smije biti visa od 0,15%. Ako je dnevni
unos aktivne tvari ve¢i od 2 g, zahtjevi su strozi i dopustene razine nize (tablica 2). Navedeni
pristup je uvrijeZen za suhe oralne oblike farmaceutskih proizvoda te parenteralne proizvode,

dok za kreme, masti i gelove nema jednoznac¢no definiranih vrijednosti.”

Tablica 2. ICH preporuke obzirom na razinu one&is¢enja i dnevni unos djelatne tvari.”>°

Maksimalna Razina iznad koje je oneci$¢enje nuzno

dnevna doza

djelatne tvari prijaviti identificirati ograniciti

<2¢g 0,05% 0,10% ili 1,0 mg/dan®  0,15% ili 1,0 mg/dan®
>2g 0,03% 0,05% 0,05%

* ovisno koji pristup daje niZu razinu

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija
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Identifikaciju onecis¢enja nuzno je provesti u fazi razvoja proizvoda, jer upravo poznavanje
strukture i reakcijskog mehanizma nastanka onecis¢enja omogucava bolje razumijevanje
procesa i njegovu optimizaciju.?’

Tijekom razvojnog procesa nerijetko valja razdvojiti sloZene smjese srodnih spojeva, cesto
izomera (konstitucijskih izomera, steroizomera), u kompleksnoj matrici uzorka i zato je nuzno
razvijati selektivne kromatografske postupke.”’?* Kontroli stereokemijske ili enantiomerne
Cistoce djelatne tvari se pridaje jednaka, ako ne i veéa pozornost kao i akiralnim
onetidéenjima.”® Jedan od drasti¢nih primjera vaznosti kontrole enantiomernih one&idéenja je
tzv. "talidomidska katastrofa" ranih 60-ih godina proslog stolje¢a. Lijek talidomid, kojeg su
brojne trudnice uzimale za smirenje i protiv jutarnjih muc¢nina, povezan je s povecanom
ucestalosti malformacija ploda. Talidomid je sintetiziran 1953. u njemackoj farmaceutskoj
tvrtki Griinenthal kao racemicna smjesa, a tek je 1961. godine utvrdeno da (S)-izomer
talidomida ima teratogeno djelovanje.”’

Proizlazi da za genotoksi¢na i potencijalno genotoksi¢na oneciS¢enja valja primijeniti
poseban pristup. Genotoksic¢nost je svaki Stetni uc¢inak kemikalije s posljedicom na genetski
materijal.’ Mueller i suradnici 2006. godine objavili su klasifikaciju one¢is¢enja u pet grupa
obzirom na njihovu potencijalnu, odnosno dokazanu genotoksi¢nost.”> Prema preporuci
europskih 1 americkih regulatornih tijela, za genotoksi¢na i potencijalno genotoksicna
oneciS¢enja dopuStena razina u djelatnoj tvari izrazava se pomocu 77C veliCine (engl.
Threshold of Toxicological Concern).”> TTC vrijednost dobivena je istraZivanjem
potencijalnog kancerogenog djelovanja vise od 700 razli¢itih genotoksi¢nih i negenotoksi¢nih
spojeva na glodavce. Dokazano je da dnevna doza manja ili jednaka od 1,5 pg za vecinu
istrazivanih genotoksi¢nih spojeva nece uzrokovati rak s vjerojatnosc¢u ve¢om od 1:100.000.
Stoga je predlozeno da se kao dozvoljena razina prihvati iznos oneciS¢enja manji ili jednak

. . . , v . .. v . 34
omjeru 1,5 pg i najveée dopustene dnevne doze aktivne tvari (izrazene u gramima).
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2.3. Separacija, izolacija i strukturna karakterizacija oneciS¢enja

Postupak nedvosmislenog odredivanja strukture spoja slozen je proces. Rijetko ili nikada ¢e
tek jedna identifikacijska tehnika dati potpunu i neupitnu informaciju o broju i vrsti atoma
konvencionalan postupak odredivanja nepoznate strukture oneciS¢enja Cine odjeljivanje
oneCiS¢enja 1 glavne komponente, izolacija 1 potom viSestruke spektroskopske i
spektrometrijske analize izoliranog spoja. Glavni nedostaci takvog pristupa su nedovoljno
selektivne kromatografske metode i dugotrajna izolacija s dodatnim poteSkoama u vidu
niskih razina oneciS¢enja, slozene matrice uzorka ili nestabilnosti onec¢iS¢enja s mogucénoséu
raspada tijekom obrade i izolacije. Ekonomska komponenta, s obzirom na protok pokretne
faze do 50 mL/min kod semi-preparativnih tehnika i posljedicno veliku potros$nju skupih

. 3537
otapala, takoder nije zanemariva.

Kromatografsko odjeljivanje sastojaka smjese uobiCajen je nacin utvrdivanja profila
oneciS¢enja, pracenja sintetskih procesa, ali i dio procesa priprave oneciS¢enja. Za svaku od
navedenih primjena bitno je u¢inkovito razdjeljenje na kromatografskoj koloni, ¢emu prethodi
razvoj kromatografske metode $to podrazumijeva odabir sastava pokretne i vrste nepokretne
faze te nacina detekcije. Bolje razumijevanje mehanizama kromatografskog odjeljivanja i
razvoj raCunalnih znanosti omogudili su nastanak racunalnih programa za razvoj i1

optimizaciju kromatografskih metoda (npr. DryLab, ChromSword, Fusion).>>*!

Razvoj semi-preparativne kromatografske metode prikladne za izolaciju Zeljenog
onecisc¢enja bit ¢e najbrzi 1 najjednostavniji ako se moze temeljiti na prvotno razvijenoj HPLC
(engl. HPLC — High Performance Liquid Chromatography) ili UHPLC metodi. ViSestruka
injektiranja uzorka s pove¢anim volumenom injektiranja (do 5 mL) zahtijevaju prisutnost
dovoljne kolig¢ine uzorka iz kojeg se Zeli izolirati one¢is¢enje.** Tijekom svake pojedinacne
analize, nakon razdvajanja na koloni 1 prolaska eluata kroz detektor, izdvaja se frakcija koja
sadrzi oneciS¢enje. Sakupljene frakcije djelomicno se upare u svrhu uklanjanja organske
komponente eluensa i ukoncentriravanja onecis¢enja te se zatim nacini ekstrakcija iz vode u
lako hlapljivo organsko otapalo koje se upari do suha. Izolirana koli¢ina oneciS¢enja je

pogodna za daljnje analize u svrhu strukturne karakterizacije.
Suvremen pristup identifikaciji oneciS¢enja temelji se na primjeni vezanih sustava, to¢nije
sprezi kromatografskih 1 spektroskopskih, odnosno spektrometrijskih sustava. Od

kromatografskih tehnika to su najceS¢e plinska kromatografija (engl. GC - Gas
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Chromatography), HPLC te tehnika kapilarna elektroforeza (engl. CE — Capillary
Electrophoresis) koje se mogu spregnuti sa spektroskopijom nuklearne magnetske
rezonancije 1 spektrometrijom masa, a rjede nailazimo na spregu sa infracrvenom
spektroskopijom (engl. IR — Infrared Spectroscopy). Razvoj 1 usavrSavanje vezanih sustava
traje vise od trideset godina, a komercijalno dostupni i u Sirokoj upotrebi su GC-MS i LC-MS
sustavi. Prvi LC-NMR vezani sustav opisan je jo§ 1978. godine,* no znacajan pomak prema
kontinuiranoj primjeni ostvaren je razvojem metoda supresije signala otapala, inovativnim
dizajnom krio--sondi koje karakterizira povecana osjetljivost u usporedbi s uobi¢ajenim NMR
sondama, te uvodenjem poslijekolonske ekstrakcije na &vrstoj fazi.*** LC-SPE-NMR tehnika
uklonila je nuznost upotrebe skupih deuteriranih pokretnih faza prilikom kromatografskog
razdvajanja, buduci da je pokretnu fazu, neprikladnu za analizu NMR, moguce ukloniti
suSenjem SPE nosaca. Naime, nakon odvajanja na analiti¢koj koloni, Zeljena oneciS¢enja se
pohranjuju na SPE nosac¢ima, najcesce tijekom nekoliko opetovanih analiza, te potom ispiru s

nosaca manjom koli¢inom deuteriranog otapala.®®

2.3.1. Tekucinska kromatografija
Metode odjeljivanja sastojaka smjese (analita) mogu se podijeliti na klasi¢ne i instrumentalne
analiticke metode, gdje su klasi¢ne taloZenje, ekstrakcija i1 destilacija, a instrumentalne
kromatografske i elektroforetske tehnike. Kromatografija je fizikalno-kemijska metoda u
kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu dviju faza, od kojih je jedna nepokretna, a druga se
kre¢e u odredenom smjeru (pokretna faza). Kromatografske tehnike se s obzirom na fizikalno
stanje pokretne faze mogu podijeliti na plinsku (GC), tekué¢insku (LC) i fluidnu
kromatografiju pri superkriticnim uvjetima (SFC), a osnovu separacije Cine diferencijalne
brzine kretanja analita kroz nepokretnu fazu gibanjem pokretne faze. S obzirom na
mehanizam odjeljivanja razlikujemo adsorpcijsku, razdjelnu, ionsko-izmjenjivacku,
afinitetnu, te kromatografiju iskljudenjem.*®

Temelje tekuc¢inske kromatografije postavio je ruski botanic¢ar Mihail Cvet koji je 1906.
godine, pokuSavaju¢i razdvojiti razliCite biljne pigmente, propustao njihove otopine kroz
staklene kolone punjene kalcijevim karbonatom. Uocio je da se prolaskom otopine na koloni
pojavljuju vrpce razliGitih boja, koje su odgovarale odijeljenim pigmentima.*’” Takav tip
kromatografije se u danaSnje vrijeme koristi u preparativne svrhe, a uvodenjem crpki u svrhu

povecanja protoka pokretne faze, primjenom manjih Cestica punila kako bi se poboljsala
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djelotvornost razdvajanja i cjelokupnim smanjivanjem dimenzija kromatografskih kolona
nastala je tehnika HPLC. USP ve¢inu farmaceutika opisuje kao organske, nehlapive i/ili
temperaturno nestabilne molekule, Sto LC ¢ini najprikladnijom tehnikom za analizu djelatnih
tvari.** Tablica 3 prikazuje raspon parametara koji definiraju proces razdjeljenja kod
tekucinske kromatografije (protok, volumen injektiranja, veli¢ina Cestica punila i dimenzija
kolone) s obzirom na svrhu odjeljivanja.*’ Najteze je definirati raspon kapaciteta kolone, jer
se radi o nelinearnoj veli¢ini. Kod tehnika HPLC 1 UHPLC, kapacitet kolone varira ovisno o
analitu i primjeni, dok se preparativna i semi-preparativna kromatografija uglavnom odvijaju

u uvjetima preopterecenosti kolone uzorkom.

Tablica 3. Pregled parametara tekucinske kromatografije s obzirom na svrhu odjeljivanja.

Tehnika LC
Kromatografski . .
Preparativna Semi- HPLC UHPLC
parametar . .
kromatografija  preparativna
kromatografija
Svrha Izolacija Izolacija, Odjeljivanje i Odjeljivanje i
proc¢is¢avanje  kvantifikacija kvantifikacija
Kapacitet kolone / 10-100 mg 1-30 mg I-15 pg 1-15 pg
masa analita
Promjer kolone / mm  10-100 9.,4-50 2,0-6,0 2,0-4.6
Promjer Cestica/ um  10-50 5-50 3,5-10,0 1,5-3,0
Temperatura kolone®  ST® ST" 15°C-80°C  20-90 °C
Protok / mL/min 20-100 5-50 1-5 0,2-1,0
Volumen injektiranja do 5 mL do 5 mL 1-100 pL 0,1-20 pL

* ovisno o tipu kromatografa
® ST — sobna temperatura

Najveci operativni tlak tekucinskih kromatografa gotovo 40 godina bio je 400 bara. Kako su
kromatografske tehnike postale neizostavne u gotovo svakoj znanstvenoj disciplini koja
razmatra analizu nekog uzorka, kompleksnost analita i matrica se vrlo brzo povecavala, a
samim time i potreba za sve brzim, efikasnijim 1 selektivnijim metodama. Razvoj analiti¢kih
kolona je krenuo u smjeru manjih Cestica nepokretne faze, ali 1 kra¢ih kolona zbog
ogranienja dostupne instrumentacije.”” Kolone manjih &estica su skra¢ivane kako bi
instrumenti mogli odrZavati radni tlak ispod 400 bara, dok 1997. godine nije predstavljen

kromatograf koji je podrzavao tlak do ekstremnih 4100 bara. Jorgenson i suradnici su prvi
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evaluirali neporozne Cestice promjera 1,5 um u kapilarnim kolonama duljine do 52 cm koje su
uzrokovale deseterostruko poveéanja tlaka.”' Sedam godina kasnije je jedan od glavnih
proizvodaca instrumenata na trziStu, kompanija Waters, u svoju ponudu uvrstila prve
instrumente s radnim tlakom do 1000 bara pod nazivom UPLC (engl. Ultra Performance
Liquid Chromatography). Time primjena visokotlatne tekucinske kromatografije postaje
komercijalna, a drugi proizvodai su za svoje instrumente primorani koristiti nezaSti¢eni
termin UHPLC.”*> Zanimljivo je napomenuti da je krajem devedesetih termin UHPLC
Jorgenson koristio u kontekstu tekucinske kromatografije ultra visokih tlakova (engl. Ultra-
High Pressure Liquid Chromatography).”® Najveéi operativni tlak dostupnih UHPLC
instrumenata varira od 600 do 1400 bara. Usporedo se razvijaju i detektori, jer brzina
prikupljanja podataka mora biti brza zbog sve uzih, usiljenih pikova.”

Primjena analiti¢kih kolona sa sub-mikronskim ¢esticama 1 promjerom 2,1 mm postala je
uobicajena, a to je rezultiralo razvojem kraéih metoda, transferom postoje¢ih analiza s HPLC
na UHPLC kolone, te posljedi¢no smanjenjem potrodnje otapala.’® Ekvivalentno specifi¢ne
HPLC i1 UHPLC metode se u trajanju mogu razlikovati nekoliko desetaka puta i stoga je
tehnika UHPLC izuzetno pogodna za industriju gdje je broj uzoraka velik, a vrijeme analize
nezanemariv faktor.>* Na trZi$tu se danas nalazi velik broj UHPLC kolona razli¢itih tipova
nepokretne faze koje se razlikuju s obzirom na nacin proizvodnje 1 veliCinu Cestica, najvisi
dozvoljen tlak, otpornost na pokretne faze ekstremnih pH vrijednosti i temperaturni raspon.>

Nova generacija teku¢inskih kromatografa temelji se na nanolitarskim protocima pokretne
faze. Sredinom 2017. godine na trZiStu je postojalo desetak nano-LC instrumenata s najvecim
operativnim tlakom u rasponu od 400 bara do najviSe 1000 bara (Easy-nLC 1200 kompanije
Thermo Fisher Scientific, Waters-ov Acquity UPLC M-Class, te Zirconium Ultra Nano-
UHPLC tvrtke Prolab Instruments GmbH).”> Nano-UHPLC instrumenti dizajnirani su na
nacin da cjevcice koje povezuju pojedine dijelove instrumenta minimalno utjeu na Sirenje
pikova. Nano-kromatografske kolone karakterizira unutarnji promjer do 0,1 mm, cestice
promjera do 2 pm 1 protok do 1 pL/min (tablica 4). Nano-, mikro- 1 kapilarne kolone
omogucavaju analizu s manjom koli¢inom uzorka i otapala prilikom odjeljivanja, no
zahtijevaju prikladnu instrumentaciju pa se pribjegava kompromisnim rjeSenjima koja

umanjuju prednosti takvih inovativnih nepokretnih faza.>
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Tablica 4. Pregled kolona tehnike LC s obzirom na unutarnji promjer i protok pokretne

faze.”’

Tip LC kolone Unutarnji promjer kolone Protok pokretne faze
Nano-kolona 75 pum — 100 um 100 nL/min — 1 pl/min
Kapilarna kolona 150 pm — 300 pm 3 uL/min — 10 pL/min
Mikro-kolona 500 pm — I mm 10 pL/min — 100 pL/min
Analiticka kolona I mm-2,1 mm 50 uL/min — 2,0 mL/min

Kod nano-kolona je efekt zagrijavanja uslijed trenja pokretne faze manji, Sto inace dovodi do
radijalnih i longitudinalnih temperaturnih gradijenata duz kromatografske kolone. Radijalni
gradijent se naj¢es¢e uocava kod izotermickih analiza i utjeCe na efikasnost kolone. Efekt
longitudinalnog gradijenta se opaza ukoliko postoji nejednoliko zagrijavanje kolone, no on ne
utjece na efikasnost odjeljivanja ve¢ na selektivnost 1 zadrzavanje analita.

Asberg 1 suradnici su razvili i na primjeru omeprazola validirali relativno jednostavan
postupak koji se sastoji od Cetiri eksperimenta i jednostavnih rac¢unskih operacija koje
omogucavaju predvidanje pomaka vremena zadrzavanja analita do kojih dolazi zbog
spomenutih temperaturnih gradijenata prilikom UHPLC analiza. Uz neke aproksimacije,
faktor vremena zadrzavanja definirali su kao funkciju tlaka i temperature.”®°

Osjetljivost svake kromatografske metode se teoretski moze poboljsati injektiranjem vece
koli¢ine uzorka, ali to vodi smanjenju uc€inkovitosti analize budu¢i da injektirani volumen
ispuni veci dio ukupnog volumena kolone. Zbog malog volumena nano-, mikro- i kapilarnih
kromatografskih kolona, nanoSenje uzorka u §to tanjem, fokusiranom sloju postao je izazov
jer jedino na taj nacin ne dolazi do smanjivanja njihove u¢inkovitosti. Koncentraciju uzorka
moguce je povecati viSestrukim injektiranjem malih volumena i1 hvatanjem uzorka na
dodatnoj koloni veéih Gestica variranjem sastava pokretne faze.” Druga opcija je injektiranje
veceg volumena uzorka te prijekolonsko temperaturno fokusiranje pomocu dodatnog Peltier-
ovog elementa.®

Groskreutz 1 Weber su 2014. godine proveli niz eksperimenata kojima su pokazali kako je
temperaturno fokusiranje vrlo ucinkovito kad se kombinira s odjeljivanjem pri visokim
temperaturama. Razvili su TASF pristup (engl. TASF — temperature-assisted on-column
solute focusing) gdje su ulaz u kolonu duljine 7 mm rapidno ohladili na 5 °C 1 takvu nisku
temperaturu odrzavali 30 do 45 sekundi po injektiranju. Potom je isti dio kolone zagrijan na

temperaturu odjeljivanja (60 °C) ¢ime se nastavila elucija uzorka. Fokusiranje fronte uzorka
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je bilo toliko ucinkovito da se volumen injektiranja mogao povecati za 150% volumena
kolone, a u kombinaciji s dodatnim fokusiranjem pod utjecajem pokretne faze, pikovi su
suZeni gotovo trideset puta.’’

Pretpostavlja se da bi modeliranje utjecaja dodatnih otapala i temperaturnog fokusiranja
omogucilo razvoj jo$ ucinkovitijih analiza i doprinijelo razvoju zasebne tehnike LC c¢ija
osjetljivost bi se temeljila na uvodenju temperaturnog gradijenta na prethodno ukoncentriranu
frontu uzorka, tzv. tehnika CST-GLC (engl. Combined Solvent- and Temperature-
programmed Gradient Liquid Chromatography).®"%*

Imperativ joS brze separacije odredit ¢e buduc¢nost tehnike UHPLC. Brze metode mogu se
razvijati pomoc¢u instrumentacije koja ¢e podrzavati tlak iznad 1400 bara, uz temperaturu
pokretne faze iznad 60 °C, smanjivanjem veliCine cestica nepokretne faze ispod 1,5 um ili
modifikacijom njihove raspodjele ili pak povrSinski poroznim cesticama manjim od 2 pum
(engl. SPPs — Superficially Porous Particles).

Pri tlakovima vi§im od 1200 ili 1400 bara, efekt lokalnog zagrijavanja uslijed povrsinskog
trenja ne moze se zanemariti 1 potrebno je koristiti mikro- ili kapilarne kolone. PoviSenjem
temperature smanjuje se viskoznost pokretne faze, raste difuzijski koeficijent, a pada tlak.
Zbog manjeg tlaka moguce je povecati protok 1/ili koristiti dulju kolonu kako bi se poboljSala
djelotvornost separacije i razlu¢ivanje.”

Najbolji efekt daju temperature u rasponu od 150 °C do 200 °C, no tada u pitanje dolazi
stabilnost uzorka, nepokretne faze i detektora.”> Kompromisno rjesenje za tehniku UHPLC su
temperature do 100 °C, a ve¢ iznad 60 °C je nuzno koristiti aktivne ili pasivne grijace 1
zagrijati pokretnu fazu prije ulaska na kolonu.**

Moze se reci da je veli€ina Cestica obrnuto proporcionalna djelotvornosti kromatografskog
odjeljivanja, no visok tlak kojem doprinose male Cestice je obrnuto proporcionalan kvadratu
ili ¢ak kubu promjera Cestice pri optimalnoj linearnoj brzini pokretne faze. Kolona s
Cesticama promjera 1,0 um bit ¢e oko 70% djelotvornija nego ona s Cesticama promjera 1,7
um, ali tlak mozZe biti ve¢i 1 oko pet puta. Stoga je za sniZzavanje operativnog tlaka nuzno
smanjiti Eestice.®>*® Drugi na&in utjecaja na tlak je bimodalna raspodjela &estica nepokretne
faze, te uklanjanje ,,finih Cestica®, no takve modifikacije ne moraju nuzno pozitivno utjecati
na tlak pa takav pristup valja dodatno istraziti.*®

Usporedbom poroznih i neporoznih Cestica istih dimenzija (manjih od 2 pm) uoceno je da

se uginkovitost odjeljivanja s poroznim &esticama moze poboljiati do 50%.°7-°%
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Moze se zakljuciti da razvoj UHPLC nepokretnih faza i UHPLC instrumentacije ide u

smjeru minijaturizacije i sve ekstremnijih vrijednosti kromatografskih parametara.

2.3.2. Izolacijske tehnike

2.3.2.1. Semi-preparativna tekucinska kromatografija

Semi-preparativna tekucinska kromatografija se najces¢e koristi za izolaciju malih koli¢ina
onecis¢enja (do 30 mg) u svrhu strukturne karakterizacije i identifikacije. Izolacija vecéih
koli¢ina onecis¢enja ili prociS¢avanje glavne komponente provode se pomocu preparativne
kromatografije (tablica 3).

Semi-preparativnu tekuéinsku kromatografiju karakteriziraju nepokretne faze Sireg
unutarnjeg promjera nego kod analitickih kolona, veée Ccestice, veéi protoci, vise
koncentracije uzorka i1 ve¢i volumeni injektiranja (tablica 3). Takoder, pokretne faze su
jednostavnije, najceS¢e samo voda 1 organsko otapalo, bez puferskih otopina, nerijetko s
kiselim ili bazi¢nim modifikatorima. Trajanje jedne analize je Cesto viSe od sat vremena uz
izokratnu eluciju, rjede jednostavne gradijente. Razlog za jednostavnost parametara vezanih
uz pokretnu fazu je visok protok i nezanemariv vremenski period potreban da bi se sastavnice
pokretne faze homogeno izmijeSale. Frakcije se skupljaju ru¢no ili automatski na temelju
zadanih postavki o visini pikova, vremenu elucije ili zadanoj m/z vrijednosti Zeljenog
oneciscenja, ovisno o instrumentu. S obzirom na broj injektiranja, ukupni volumen skupljenih
frakcija mozZe biti 1 nekoliko stotina mililitara koji se upare ili liofiliziraju, kako bi izolirano
onecisc¢enje bilo prikladno za daljnje spektroskopske 1 spektrometrijske analize.

Vise autora opisuje izolaciju oneciS¢enja aktivnih farmaceutskih tvari tehnikom semi-
preparativne tekucéinske kromatografije. Najbolje je koristiti uzorke u kojima se nalazi veca
koli¢ina oneciS¢enja, a ukoliko se radi o degradacijskom oneciS¢enju. uzorke je moguce
dodatno razgraditi. Spominju se razine oneciS¢enja iznad 0,1%, no najcesce se ipak radi o 1%,
uz izostanak informacije o broju provedenih injektiranja. Koncentracije uzoraka su uglavnom
visoke, do 50 mg/mL, a volumeni injektiranja 1 mL ili manji kako bi se smanjio efekt
preopterecenosti kolone.*®"!

Novu semi-preparativnu metodu najjednostavnije je razviti prema metodi HPLC, ukoliko
ista postoji. Uz uvodenje semi-preparativne kolone, potrebno je naciniti i uvecanje protoka i

opterecenosti kolone (volumena injektiranja) prema izrazima 2.1 1 2.2.
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F, d; ‘
F protok pokretne faze kroz ,,kolonu 1
) protok pokretne faze kroz ,,kolonu 2*
d unutarnji promjer ,,kolone 1*
d> unutarnji promjer ,,kolone 2
x, V(kolone
% _ Vikolone), (2.2)
x, V(kolone),
X volumen injektiranja ili masa tvari naneSena na ,,kolonu 1*
X2 volumen injektiranja ili masa tvari naneSena na ,,kolonu 2
V(kolone), volumen ,,kolone 1
V(kolone), volumen ,,kolone 2*

Semi-preparativna kromatografija funkcionira u uvjetima preopterec¢enosti kolone te simetrija
pikova 1 broj teorijskih tavana nisu valjani parametri za procjenu djelotvornosti semi-
preparativne analize. No, svakako je pozeljno da razlika u vremenima eluiranja izmedu
pojedinih komponenata uzorka bude Sto veca, odnosno razlucivanje $to bolje. Ponekad vrlo
dobro razlu¢ivanje HPLC metode nije naruSeno ni u uvjetima povecane koncentracije uzorka.
Razlog lezi u efektu isklju€enja s obzirom na afinitet za aktivna mjesta na semi-preparativnoj

koloni.”?

2.3.2.2. Tehnika SPE

Prva eksperimentalna primjena tehnike SPE opisana je sredinom prosSloga stoljeca, a prva
primjena u analiticke svrhe sredinom sedamdesetih godina. Zacetak tehnike SPE kakva joj je
danas svrha, bio je rad Griffiths i Hortona koji su krajem devedesetih predkolone koristili za
poslijekolonsko ukoncentriravanje analita.”” Predkolona je na po&eku analize kondicionirana
ispiranjem vodom ili teSkom/deuteriranom vodom, a na kraju analize je analit eluiran
deuteriranim otapalom u protocnu ¢eliju NMR. Uoceno je da su S/N vrijednosti (engl. S/N —
signal-to-noise value) spektara NMR obrnuto proporcionalne §irini pika u kromatogramu, $to
je zapravo rezultat ograni¢enog volumena c¢elije NMR 1 mogucnosti da se cijela koli¢ina
analita eluira tim zadanim volumenom. Upravo se tu rodila ideja da se na SPE koloni pohrani
Sto veéa koli¢ina analita, koja bi se kasnije eluirala u odabrani volumen NMR cjev¢ice.’
Ubrzo tehnika SPE postaje atraktivna i vrlo Cesta metoda ekstrakcije analita iz slozenih

matrica uzoraka, uz razne vrste dostupnih punila za koje je uoceno da utjeCu na efikasnost
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ekstrakcije (tablica 5).”7® Koristi se prilikom priprave uzoraka za daljnju analizu raznim
instrumentalnim tehnikama, uklanjaju¢i sloZzene matrice uzoraka hrane, farmaceutskih,
bioloskih i uzoraka iz okolisa.”’

Razvoj tehnike SPE ide u smjeru novih, selektivnijih faza koje se razvijaju specificno za
grupu analita odnosno tip uzoraka. Uvode se novi materijali, razmatra se njihova Skodljivost i
naglasava se potreba jednostavne primjene. Idealan SPE sorbens omoguéio bi brzu i
selektivnu pripremu uzorka, koja bi s minimalnim brojem ekstrakcija omogucila dobru
osjetljivost analiticke procedure.

Kod kromatografskih metoda, SPE se moze primijeniti kao prijekolonska ili
poslijekolonska tehnika, biti vezan izravno (engl. on-line) ili neizravno na analiticki
instrument (engl. off-line).”” Automatizirani SPE sustavi koji se koriste kao prijekolonska ili
poslijekolonska metoda ukoncentriravanja razdvojenih analita, a izravno su vezani na HPLC
instrument, koriste sustav rotirajué¢ih ventila za preusmjeravanje protoka tijekom analize
(slika 6).”® Najeesée postoji i dodatna crpka koja je odgovorna za uvodenje vode ili drugog
slabijeg otapala. Automatizacija je skratila vrijeme priprave uzorka jer se kondicioniranje
nosaca Cvrste faze, ispiranje i elucija analita provode automatski, rizik kontaminacije i/ili
degradacije uzorka je smanjen, SPE kolone se mogu koristiti viSe puta, povecana je tocnost

metode, a ukupna potrosnja otapala je smanjena.’®’>"

SPE kolona

_UZORAK

detektor

. >
............ eProce

kromatografska OTPAD
kolona

FAZA

Slika 6. Shematski prikaz sprege prijekolonske tehnike SPE i kromatografskog sustava.”
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Tablica 5. Pregled tipova sorbensa u SPE nosa¢ima s obzirom na vrstu kromatografije.’®

Vrsta kromatografije

Tip SPE sorbensa

Kromatografija obrnutih faza

Polimerne faze (temeljene na stiren-divinilbenzenu)

hidrofilno-lipofilne faze (Oasis HLB)
N-vinil pirolidon (Strata-X, Phenomenex)
Bond-Elut Plexa (Agilent)

Silikagel na koji se vezu

C18 lanci

C8 lanci

C4 lanci

fenilne grupe

HiSEP (hidrofobne povrsine okruzene hidrofilnom mrezom)
cijano skupine

Kromatografija normalnih faza

Silikagel s cijano, diolnim, amino skupinama; grafenov oksid

lonsko-izmjenjivacka
kromatografija

Silikatni kostur za amino skupine, kvaterne amine s ionima CI’
(LC-SAX), sulfonske kiseline s ionima Na" (LC-SCX),
karboksilne kiseline s ionima Na' (LC-WCX)

Kombinirana separacija (ionsko-
izmjenjivacka i kromatografija
obrnutih faza)

Polimerna struktura kao kostur za

jaki kationski izmjenjivac; slabi kationski izmjenjivac; jaki
anionski izmjenjivac; slabi anionski izmjenjivac¢

modifikacije sulfonskim kiselinama; karboksilnim kiselinama;
kvaternim aminima; sekundarnim aminima

Adsorpcijska kromatografija

Silikagel bez vezanih skupina

Sorbensi bazirani na aluminijevom oksidu (4/umina-A/-B/-C)
Sorbensi bazirani na magnezijevom silikatu (LC-Florisil, Envi-
Florisil)

Sorbensi bazirani na smolama (Envi-Carb P)

Grafitizirane faze (Envi-Carb, Envi-Carb C)

Grafitizirani ugljikov nitrid (g-C;N,)

Kromatografija isklju¢enjem uz
adsorpcijsku kromatografiju;
Adsorpcijska kromatografija uz
ekstrakciju na magnetskoj
&vrstoj fazi®

,.Inteligentni sorbensi* — materijali s ograni¢enim pristupom
(RAMs)*
g-C;N4/Fe;0, kompozitni materijali

Ekstrakcija na magnetskoj
&vrstoj fazi”

Grafen; Grafen/Fe;0, na politiofenskim nanokompozitima;
Grafenov oksid/nanohibridni Fe;Oy4; Fe;04/SiO,/P (MAA-co-
EGDMA); Vodljivi polimeri

Magnetske normalne faze obloZene molekulski tiskanim
polimerima (MIPs)*

lonsko-izmjenjivacka
kromatografija temeljena na
elektrostatskoj sili

Magnetske normalne faze oblozene molekulski tiskanim
polimerima (MIPs)
Molekulski tiskani polimeri (MIPs)*

Afinitetna kromatografija na
imunosorbensima;

Separacija temeljena na molekulskom prepoznavanju
antitijela

lonsko-izmjenjivacka
kromatografija uz ionske
tekucine

Ionske tekucine nanesene na silikagel ili polimerne povrSine

* engl. RAMs —Restrict Access Materials

® engl. magnetic SPE

¢ engl. MIPs — Molecularly Imprinted Polymers
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Nazalost, dostupna literatura potvrduje tezu skupine autora da na ovom podrucju nema
sustavnog razvoja aplikacija, ve¢ se najc¢esce koristi metoda pokusaja i pogreske. Jedan od
mogucih razloga je nerazumijevanje osnovnih fizikalnih principa na kojima se temelji tehnika
SPE. Primjerice, kondicioniranje SPE nosaca ispiranjem vodom ili organskim otapalom je
neizostavan korak, jer se time povecava aktivna povrSina sorbensa i uklanjaju potencijalne
interferiraju¢e vrste. Dva osnovna mehanizma separacije metodom SPE su razdjeljenje i/ili
adsorpcija, dok Andrade-Eiroa i suradnici isticu 1 utjecaj elektronskih 1 elektromagnetskih
interakcija kojima pokusSavaju objasniti neke od nerazjaSnjenih fenomena. Primjerice
vodikove veze, ionske interakcije ili =—m veze mogu biti uzrok visokih vremena zadrzavanja i
poboljsane selektivnosti kod SPE faza koje se baziraju na molekulski tiskanim polimerima
(engl. MIP — Molecularly Imprinted Polymers). Ista grupa autora je takoder postavila
zanimljivu hipotezu o ve¢im vremenima zadrzavanja polarnih analita s obzirom na vecu

razliku dielektri¢nih konstanti pokretne i SPE faze.”®

2.3.3. Strukturna karakterizacija

2.3.3.1. Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR)

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (engl. NMR — Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy) je tehnika kojoj je temelj nuklearna magnetska interakcija, a glavna primjena
identifikacija 1 strukturna analiza organskih 1 anorganskih spojeva te biomolekula.
Spektroskopijom NMR mogu se proucavati atomske jezgre €iji je kvantni broj nuklearnog
spina, / ve¢i od nule, a za analizu organskih i1 biomolekula najzanimljivije su jezgre s I = 7,
kao Sto su lH, 13C, 15N, 19F, 3lp 8083

Od kada je 1938. godine uocen fenomen nuklearne magnetske rezonancije, proslo je
dvadesetak godina proucavanja same fizikalne pojave do otkrica da fina rezonantna
frekvencija atomske jezgre ovisi o njenom okruzenju. Danas je tehnika NMR neizostavna
metoda u mnogim granama industrije, pa tako i u farmaceutskoj industriji, posebice kod
razvoja novih djelatnih tvari. Snaga spektroskopije NMR lezi u mogucénosti evaluacije
razli¢itih molekulskih interakcija nizom komplementarnih eksperimenata, a bez kemijskih
modifikacija uzorka.**™*

Svaku atomsku jezgru karakteriziraju dva kvantna broja, ve¢ spomenuti kvantni broj
nuklearnog spina, / 1 nuklearni magnetski spinski kvantni broj, m; koji opisuje orijentaciju

nuklearnog spina u magnetskom polju, a broj mogucih orijentacija je 2/ + 1.

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 25

Tehnika NMR je u svoj srzi kvantni fenomen, no za tumacenje jednostavnih, vremenski
neovisnih eksperimenata moze posluZiti pristup uobicajen za ostale spektroskopske tehnike.
Za razumijevanje osnovnih pulsnih eksperimenata NMR nuzno je uvesti vektorski model.
Ako atomsku jezgru zamislimo kao mali magnet s pripadaju¢im magnetskim momentom, pod
utjecajem vanjskog magnetskog polja, By u stanju ravnoteze sve promatrane jezgre nekog
spoja (oko 10% jezgri) doprinose stvaranju ukupnog magnetskog polja iste orijentacije kao i
By (engl. bulk magnetization), Sto se moze prikazati vektorom magnetizacije. Ukoliko se
primijeni kratkotrajni radiofrekvencijski puls, vektor magnetizacije je moguce ,,odmaknuti*
od osi z ¢ime dolazi do precesije spinova koja se naziva Larmorova precesija (slika 7), a
karakterizirana je Larmorovom frekvencijom, vi, odnosno umnoSkom Zziromagnetske

konstante, y i vanjskog magnetskog polja, By (jednadzba 2.3).

B
v, = % (2.3)

Spinovi koji precesiraju oko vanjskog magnetskog polja By mogu zauzeti razli¢ita spinska
stanja koja se energijski razlikuju tako da spin orijentiran u smjeru magnetskog polja (stanje
o) posjeduje nizu energiju od onog orijentiranog u suprotnom smjeru (stanje B) (slika 7).
Razlika u energiji dvaju stanja proporcionalna je jakosti primijenjenog vanjskog magnetskog

polja By.

my = -1/2 (stanje o)

my = 1/2 (stanje B)

Slika 7. Spinovi protona u vanjskom magnetskom polju By: precesija spinova (a); orijentacija
spinova (S- sjever, J- jug) (b); ovisnost razlike energije stanja a 1 B o jakosti magnetskog polja

(c).86
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U pulsnom eksperimentu NMR detektira se upravo precesija vektora magnetizacije, buduci da
interakcijom s magnetskim poljem nastaje struja (engl. free induction). Primjenom Fourierove
transformacije (FT) zabiljezeni signal slobodnog opadanja magnetizacije (engl. FID — Free
Induction Decay) se iz vremenske domene prevodi u frekvencijsku.*

Spinske interakcije mogu biti elektricne i magnetske (slika 8). Izmedu jezgara s kvantnim
brojem nuklearnog spina / = Y4 postoje samo magnetske interakcije. Interakcija spina jezgre sa
staticnim vanjskim magnetskim poljem, By naziva se Zeemanovom interakcijom. Arnold i
suradnici su 1951. godine otkrili da kemijski neekvivalentni protoni iste molekule, ovisno o
kemijskom okruzenju tj. drugim atomima/elektronima koji ih okruzuju, mijenjaju
rezonancijsku frekvenciju NMR — efekt koji je nazvan kemijski pomak.”> Upravo je otkrice
kemijskog pomaka postavilo temelj strukturne karakterizacije molekula tehnikom NMR.
Razlikujemo jo$ 1 spregu spin-spin, interakciju izmedu spinova koja cijepa signale NMR, a
koju su uoéili i objasnili Herbert Gutowsky i suradnici 1951. godine.*” Interakcije spin-spin
opisuju se pomocu konstante sprege J koja se izrazava u hertzima (Hz). Informacije koje
pruzaju multipleti signala nastali zbog sprege spin-spin te analiza konstanti sprega J
neizostavan su dio procesa strukturne karakterizacije.

Anizotropne interakcije NMR izmedu spinova jezgara u ¢vrstom stanju rezultiraju Sirokim
rezonantnim linijjama, dok su u otopini, zbog brzog gibanja molekula, takve interakcije
uprosjecene te nastaju spektri NMR visokog razlucivanja. U samim pocecima spektroskopije
NMR postojala su dva pravca prouc¢avanja, NMR Sirokih linija (engl. broad line NMR) koji je
odigrao vaznu ulogu u razvoju teorije NMR i1 omogucio rjeSavanje struktura mnogih krutina,
te NMR visokog razlucivanja. Za snimanje spektara NMR visokog razlu¢ivanja potreban je
vrlo snazan magnet koji daje izuzetno homogeno magnetsko polje, te stabilan elektronicki

sustav koji nece stvarati dodatan sum.*
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Slika 8. Shematski prikaz interakcija spinova.

Buduénost spektroskopije NMR je u minijaturizaciji i sprezi sa separacijskim tehnikama te
drugim detekcijskim metodama. Minijaturizacija spektroskopije NMR se odnosi na upotrebu
planarnih mikro-zavojnica (engl. uCoils) koje nalaze primjenu u medicini, no Fratila i
suradnici su pokazali moguénost njihove upotrebe 1 u analiticke svrhe, kada je dostupna veca
koli¢ina uzorka. Napori su ostvareni u kreiranju vertikalne zavojnice na mikro€ipu ili niza
zavojnica nacinjenih od zlatne Zice s potencijalnom primjenom u kapilarnoj spektroskopiji
NMR.¥# Izdvajanjem metabolomike kao zasebnog pravca istraivanja biologkih problema
Sirokog raspona, od problema u okoliSu do ljudskih bolesti, zbog komplementarnih
informacija koje pruzaju, spektroskopija NMR 1 spektrometrija masa postale su neizostavne
analiticke tehnike. Spektri NMR nude brzu, specificnu informaciju, bez potrebe za
prethodnom separacijom, uz relativno lako kvantificiranje koncentracija metabolita od

1 mol dm™, dok MS omoguc¢ava detekciju femtomolarnih i atomolarnih koligina analita.®

2.3.3.1.1. Jednodimenzijske tehnike NMR
Jednodimenzijski spektri NMR nastaju kao rezultat ovisnosti intenziteta signala o kemijskom

pomaku nastalom indirektnom interakcijom spina i vanjskog magnetskog polja. Spektri 'H
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NMR, *C NMR, "N NMR te drugih NMR aktivnih jezgara pruZaju informacije o strukturi

molekule.

Neke od jednodimenzijskih tehnika NMR su:

'H NMR — omogucuje detekciju i procjenu broja kemijski neekvivalentnih protona;
tehnika '*C NMR izvan rezonancije (engl. off-resonance) — koristila se prije uvodenja
suvremenih viSepulsnih tehnika za odredivanje broja protona vezanih za C atom,;
tehnika APT (engl. Attached Proton Test) — viSepulsna tehnika koja se koristi za
odredivanje multipliciteta heterojezgri;

tehnika INEPT (engl. Intensive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer) — koristi se
za pojacavanje intenziteta signala jezgri s malom Ziromagnetskom konstantom, y (npr.
Be) prijenosom polarizacije s jezgri s velikim y (npr. 'Hi"p);

tehnika DEPT (engl. Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) —
omogucava editiranje spektara heterojezgri (npr. 13C) prema multiplicitetu (odabirom
pulsnog kuta 6) uz pojadavanje signala jezgri s malim y (npr. “C) prijenosom
polarizacije s jezgri s velikim y (npr. 'H i "°F);

tehnika PENDANT (engl. Polarisation Enhancement Nurtured During Attached
Nucleus Testing) — koristi se za pojatavanje signala jezgri s malim y (npr. C)
prijenosom polarizacije s jezgri s velikim y (npr. 'H i "°F), uspjesno i kroz vise veza.
Spektri heterojezgri mogu se editirati prema multiplicitetu te daju informacije 1 o

kvaternim ugljikovim atomima.

2.3.3.1.1.1. Tehnika 'H NMR

Pulsni slijed jednodimenzijske tehnike "H NMR ¢ine period pripreme, tp 1 period detekcije, t,,

a odvaja ih puls od 90° po osi x u trajanju #,. Vrijeme akvizicije, #, je vrijeme u kojem

zavojnica detektira signal 1 najceS¢e je dovoljno (2-4 s) da se FID zabiljezi u cijelosti.

Detektirani signal se pomoc¢u Fourierove transformacije iz vremenske domene prevodi u

frekvencijsku. Opisani slijed se zbog povecanja osjetljivosti tehnike provodi n puta

(slika 9).5'#¢
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n broj ponavljanja pulsnog slijeda

Slika 9. Pulsni slijed tehnike "H NMR.*

Raspon frekvencija u kojem detektiramo signale, odnosno Sirina spektra (engl. spectral width)
kod tehnike "H NMR je uglavnom 10 ppm, rijetko 20 ppm ako se radi o potpuno nepoznatom
spoju.”!

Intenzitet signala u spektrima 'H NMR je moguée izmjeriti i taj proces se naziva
integriranje, a graficki se prikazuje simbolom integrala iznad samog signala. Integral povrSine

signala je proporcionalan broju protona koji doprinose signalu.

2.3.3.1.2. Dvodimenzijske tehnike NMR
Dvodimenzijske tehnike spektroskopije NMR ¢ine periodi pripreme (P) 1 mijeSanja (M), koji
sadrze pulseve ili klastere pulseva konstantne pulsne Sirine, te periodi evolucije (E, #) i
detekcije (D, 1), a rezultat je spektar u vremenskoj domeni koji se u frekvencijsku domenu
prevodi primjenom Fourierove transformacije. Akvizicija podataka ukljucuje ponavljanje
pulsnog slijeda uz povecanje perioda evolucije #; za isti iznos (A1) 1 snimanje FID-a kao
funkcije #, za svaku vrijednost #. Svaki signal opisuje intenzitet u dvije frekvencijske
dimenzije, evolucijskoj, F; 1 detekcijskoj dimenziji, F,. Razlikujemo nekoliko
dvodimenzijskih tehnika NMR:

e COSY (engl. Correlation Spectroscopy) — homonuklearna tehnika koja pruza

informacije o povezanosti protona najceSc¢e kroz dvije ili tri kemijske veze;
e HMQC (engl. Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) — heteronuklearna

tehnika koja pokazuje spregu protona i heteroatoma kroz jednu vezu;
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e HSQC (engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence) — heteronuklearna metoda za
opazanje sprege protona i heteroatoma kroz jednu vezu, no bez sprege izmedu protona
uzduz osi F1;

e HMBC (engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation) — heteronuklearna tehnika
koja pokazuje spregu protona i heteroatoma kroz dvije, tri ili Cetiri veze;

e NOESY (engl. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) — tehnika koja omogucava
uvid u medusobnu udaljenost spinova koji su u dipolnoj sprezi;

e ROESY (engl. Rotating Frame Overhauser Effect Spectroscopy) — sli¢na tehnici

NOESY, osim mjesta nastanka NOE efekta (ravnina xy umjesto osi z).*

Prikaz 2D spektara NMR je najceSce topografski, na nacin da gustoca kontura odgovara

intenzitetu signala.

2.3.3.1.2.1. Tehnika COSY

Homonuklearna dvodimenzijska tehnika COSY je bila prvi provedeni 2D eksperiment, a
danas je to jedna od najviSe koriStenih 2D tehnika NMR buduéi da pruza informacije o
skalarnoj sprezi protona najceS¢e kroz dvije ili tri kemijske veze. U COSY spektru
razlikujemo dijagonalne (engl. diagonal-peak multiplets) 1 izvandijagonalne ili krizne (engl.
cross-peak multiplets) signale. Izvandijagonalni signali se javljaju kad postoji sprega (slika

10).%

a b

Slika 10. Shematski prikaz spektra COSY za dva protona koji se: a) ne sprezu, b) sprezu.*

Pulsni slijed tehnike COSY karakteriziraju dva pulsa od 90° po osi x, a koja razdvaja period

evolucije (¢1) nakon ¢ega slijedi period detekcije magnetizacije ¢, (slika 11).
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Slika 11. Pulsni slijed za tehniku COSY.*

Nakon prvog pulsa od 90° dolazi do prijenosa magnetizacije s osi z na ravninu xy, a drugi
puls omogucava prijenos koherencije i uocCavanje korelacijskih, antifaznih signala izvan
dijagonale, ukoliko postoji spinska sprega (slika 10b). Ako nema sprezanja, opazaju se jedino
dijagonalni, fazni signali (slika 10a). Osi dvodimenzijskog prikaza ¢ine frekvencijske
dimenzije F; i F2.86

Moguce su 1 varijacije pulsnih slijedova, primjerice smanjenjem kuta drugog pulsa za 45°
¢ime je moguce uociti promjenu relativnih intenziteta korelacijskih signala koji ovise o
relativnom predznaku konstante sprege, J (tehnika COSY-45 ).

Uz dva postojeca pulsa, moguce je uvesti i dodatan puls koji se od drugog pulsa odvaja
vrlo kratkim vremenom zadrSke. U tom kratkom periodu dvostruka kvantna koherencija
filtrira sve opazene signale, koji se s tre¢im pulsom konvertiraju nakon cega slijedi detekcija
magnetizacije. Zapravo se radi o smanjenju intenziteta faznih signala i njihovog preklapanja
(tzv. filtriranju), budu¢i da 1 dijagonalni i krizni signali postaju antifazni pa se 1 sama tehnika
naziva DQF COSY (engl. DOF — Double Quantum Filtered). Opisani pulsni slijed se moze

ostvariti faznim cikliranjem ili primjenom gradijenta magnetskog polja.”

2.3.3.1.2.2. Tehnika HMQC
Heteronuklearna dvodimenzijska tehnika HMQC inverzna je tehnika koja daje uvid u spregu
protona i heterojezgri (npr. °C, '°N) kroz jednu vezu. Spektar HMQC prikazuje se tako da se

na osi F2 nalaze kemijski pomaci protona, a na osi F1 kemijski pomaci heterojezgri,
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primjerice jezgri °C, a signali kvaternih ugljikovih atoma nisu prisutni. Jezgre s malim y, kao
$to je °C, detektiraju se indirektno, a time je poveéana osjetljivost mjerenja.

Pulsni slijed tehnike HMQC ¢ine pobuda protona, prvi period odgode z, potom puls od
90°, nakon kojeg dolazi do prijenosa magnetizacije na jezgre '*C, zatim protonski puls od
180° u vremenu evolucije ¢#; uklanja utjecaj protonskih kemijskih pomaka, da bi posljednja
primjena pulsa od 90° na jezgre "°C dala detektirajuéu magnetizaciju, a sprega izmedu
protona i ugljikovih atoma bila refokusirana tijekom drugog perioda odgode 7 (slika 12).
Magnetizacija na protonima se detektira u periodu rasprezanja na jezgrama C.

90°, 180°,

T — - [ X
g =

t
1 .

T period odgode
t period evolucije

Slika 12. Pulsni slijed za tehniku HMQC.*

2.3.3.1.2.3. Tehnika HSQC

Heteronuklearna dvodimenzijska tehnika HSQC pruza uvid u skalarnu spregu kroz jednu vezu
izmedu protona i heterojezgri (npr. °C, '°N). Spektar HSQC prikazuje se na na¢in da os F2
sadrzi protonske kemijske pomake, a na osi F1 nalaze se kemijski pomaci heterojezgri,
primjerice jezgri C.

Tehnika HSQC temelji se na pulsnom slijedu INEPT, odnosno kombinaciji pulsnog
slijeda INEPT tijekom kojeg dolazi do evolucije koherencije od jednog kvanta i inverznog
slijeda INEPT kojim se koherencija prenosi natrag na protonsku domenu (slika 13). Protonski
puls od 180° uklanja utjecaj protonskih kemijskih pomaka tijekom evolucijskog vremena ¢,
a do detekcije magnetizacije dolazi nakon perioda 7z, uz ukljuCeno rasprezajuc¢e polje na

jezgrama B,
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T period odgode
f period evolucije
b period detekcije

Slika 13. Pulsni slijed za tehniku HSQC.®

Mada spektri NMR dobiveni tehnikama HMQC i HSQC daju identi¢ne informacije, valja
istaknuti male razlike koje mogu pomo¢i prilikom odabira tehnike s obzirom na svrhu
eksperimenta. Kod tehnike HSQC radi se o kompleksnijem pulsnom slijedu, Sto rezultira
smanjenjem intenziteta signala kod primjene nehomogenog magnetskog polja ili lose
kalibriranog spektrometra NMR. No, budu¢i da spektri HSQC ne sadrzavaju spregu izmedu

protona duz osi F1, razlu¢ivanje u dimenziji F1 je mnogo bolje nego kod tehnike HMQC.***

2.3.3.1.2.4. Tehnika HMBC

Heteronuklearna dvodimenzijska tehnika HMBC pokazuje korelaciju protona 1 ugljika kroz
dvije, tri ili Cetiri veze, te omogucava povezivanje razli¢itih spinskih sustava i olakSava
strukturnu karakterizaciju. Tehnikom HMBC moguce je uociti korelaciju protona 1 kvaternih
ugljikovih atoma.

Pulsni slijed tehnike HMBC sli¢an je onome tehnike HMQC (slika 12), uz dulji vremenski
period, 7, (period odgode) (30 do 60 ms) tijekom kojeg dolazi do evolucije magnetizacije
protona, a koje omoguéava opaZanje sprege kroz vise veza (slika 14).**®*® NeZeljena
koherencija sprege kroz jednu vezu se uklanja faznim cikliranjem prvog pulsa *C izmedu x i

-x ¢ime dolazi do filtriranja neZeljene magnetizacije.™
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Slika 14. Pulsni slijed za tehniku HMBC.*

Zbog mogucnosti uklanjanja nezeljene koherencije, tehnika HMBC se Cesto koristi kao dio

slozenijih pulsnih slijedova u svrhu filtriranja nezeljenih signala.®

2.3.3.1.3. Krio-tehnologija

Sonda NMR je senzor koji se nalazi u srediStu magneta, a sadrzi zavojnicu ¢ija uloga je
dvojaka — slanje radiofrekventnih pulseva za pobudu uzorka te detekcija emitiranih signala
NMR atomskih jezgara. Krio-sonda sadrzi jo§ i pojacivac signala, a bolju osjetljivost
osigurava hladenje zavojnice i poja¢ivaca signala ¢ime se smanjuje termicki sum.* Povecanje
osjetljivosti minimiziranjem termic¢kog Suma predlozili su jo§ Hoult 1 suradnici 1976. godine
odvajanjem parametara koji utjeCu na signal, odnosno Sum, za razliku od dotadasnjeg
razmatranja jedne veli¢ine — omjera signala i Suma (S/N).”® Jasno su definirali da na signal
utjecu magnetska zavojnica i geometrija uzorka, dok je Sum rezultat utjecaja termickog Suma
nastalog zbog omskog otpora zavojnice. Kovacs i suradnici 2005. godine spominju povecanje
osjetljivosti tri do &etiri puta uporabom krio-sonde.** Povecéana osjetljivost spektroskopije
NMR uvodenjem krio-tehnologije omogucuje snimanje spektara NMR visokog razluc¢ivanja
zamjetno manjih koli¢ina uzoraka i/ili u mnogo kra¢em vremenu. Hladenjem sonde na vrlo
niske temperature termicki Sum se moze smanjiti i do 500%. Ve¢ 1984. godine Styles 1 Soffe
donose opis razvoja krio-sonde kod koje je uzorak sniman na sobnoj temperaturi, ali je
spustanjem temperature sonde s 290 K na 4,3 K teku¢im helijem, Sum sniZen za faktor oko
22.°" Autori kao kljuéne parametre razvoja krio-sondi NMR navode razvoj podupiruéeg

elektroni¢kog sklopa i dizajn magnetske zavojnice §to se pokazalo ispravnim pretpostavkama.
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Danas je dizajn i proizvodnja krio-sondi NMR izuzetno vazan aspekt proizvodnje
instrumentacije NMR te su krio-sonde komercijalno dostupne. Zbog razlike u cijeni, dusik se
koristi za hladenje ceS¢e od helija. Posebna paznja se posvecuje kontroli magnetske
osjetljivosti materijala koji se koriste, te elektronici koja podrzava sustav. Kod spektroskopije
NMR ¢vrstog stanja dodatan zahtjev predstavljaju visoke struje i vrtnja uzorka (u svrhu
uprosjecivanja intermolekulskih interakcija). U slucaju kada je analizu NMR nuzno provoditi
na visokim temperaturama i/ili tlakovima ili kod sprege tehnika (npr. LC-NMR, LC-SPE-
NMR), sonde se dizajniraju ciljano za spektrometar NMR s to¢no odredenom svrhom i finim
prilagodbama koje omoguéuju maksimalnu efikasnost.*****>

Poveéanjem osjetljivosti povecala se i mogucénost primjene spektroskopije NMR, s
naglaskom na metabolomiku i proteomiku. Analiza 1D spektara NMR omogucuje brz probir
na stotine molekula — potencijalnih kandidata za novu djelatnu tvar, dok heteronuklearni 2D
spektri pruzaju informaciju o strukturi biomarkera u sloZzenim uzorcima bioloskih tekuéina.
Tijekom probira kandidata, osnovna evaluacija se provodi pomoé¢u 'H spektara NMR, no to
cesto dovodi do preklapanja i diskutabilnih rjeSenja. Krio-tehnologijom je uveden znatan
napredak, jer je moguée snimati i °C spektre NMR koje karakterizira visi kemijski pomak i
veca disperzija signala, a povecana osjetljivost krio-sonde nadoknaduje manju prirodnu
zastupljenost °C jezgara u usporedbi s protonima.** Spraul i suradnici su, pomoéu krio-sonde
u vezanom sustavu LC-NMR/MS, u uzorku ljudskog urina 4 sata nakon administracije 500
mg paracetamola, identificirali do tada nepoznat metabolit.”> Samo 16 snimaka s
krio-sondom, a bez zaustavljanja protoka, bilo je dovoljno za detekciju novog metabolita, Sto

dodatno argumentira potencijal krio-sondi NMR.

2.3.3.2. Spektrometrija masa (MS)

Spektrometrija masa (MS) je instrumentalna tehnika kojom se moze odrediti elementarni
sastav spoja. Osnovni princip spektrometrije masa je ionizacija organskih ili anorganskih
spojeva pomocu ionskog izvora, razdvajanje iona na temelju omjera mase i1 naboja (m/z)
prolaskom kroz analizator masa te detekcija s obzirom na vrijednost m/z i zastupljenost u
uzorku.”* Spektrometrija masa se najées¢e spreze s tehnikama plinske i tekucinske
kromatografije u vezane sustave GC-MS odnosno LC-MS, §to omogucava identifikaciju

pojedina¢nih sastojaka slozenih smjesa.*’
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Ionizacija ovisi o molekuli analita i vrsti primijenjene ionizacijske tehnike (tablica 6), a
moze se provesti na uzorku koji je prethodno preveden u plinovito stanje ili neposredno iz
otopine. Razvoj metoda ionizacije uzorka izravno iz otopine omogucio je uspjesno
povezivanje tekucinske kromatografije i1 spektrometrije masa, kao S§to je na primjeru
elektrorasprienja prvi opisao Fenn.”*” Elektrorasprienje je Siroko rasprostranjena tehnika
budu¢i da ne diskriminira analit s obzirom na polarnost i hlapivost poput tehnike
termorasprSenja, ve¢ omogucava ionizaciju kemijski vrlo razli¢itth molekula. Do blage
ionizacije pri atmosferskom tlaku dolazi u struji duSika, a moze biti pozitivna 1 negativna s

moguéno§éu nastanka visestruko nabijenih iona §to omoguéava analizu makromolekula.”®*

Tablica 6. Pregled tehnika ionizacije u spektrometriji masa.*

Tehnika ionizacije Kratica i puni naziv na engleskom jeziku

Ionizacija elektronima EI — Electron Ionization

Kemijska ionizacija CI — Chemical Ionization

Ionizacija brzim atomima FAB — Fast Atom Bombardment

Matricom potpomognuta laserska ~MALDI — Matrix Assisted Laser

desorpcija/ionizacija Desorption/lonization

TermorasprSenje TS — Thermospray

lonizacija pri atmosferskom tlaku ~ API— Atmospheric Pressure Ionization
ElektrorasprSenje ESI — Electrospray
Kemijska ionizacija pri APCI — Atmospheric Pressure Chemical lonization
atmosferskom tlaku

Ionizacija poljem FI — Field Ionization

Desorpcija poljem FD — Field Desorption

Neutralne, nehlapive spojeve karakterizira mala vjerojatnost ionizacije, pa se oni mogu
derivatizirati u spojeve koje je lako ionizirati ili su ve¢ nabijeni. Vjerojatnost ionizacije je
moguce povecati 1 vezanjem s kationima metala koordiniranom ionizacijom
elektrorasprienjem (engl. CIS — Coordination Ion Spray).'”® Uz dodatak alkalijskih (Li", Na",
K"), ali i NH4" iona u pokretnu fazu, neutralni spojevi postaju prikladni za detekciju tehnikom
MS. Formiranjem nekovalentnih veza s heteroatomima kao Sto su kisik, dusik, fosfor ili
sumpor, navedeni kationi s organskim molekulama stvaraju komplekse u plinovitoj fazi
spektrometra masa.'”!

Analizator masa je dio spektrometra masa koji razdvaja ione s obzirom na omjer mase i

naboja, a vrsta analizatora ovisi o kombinaciji primijenjenog ionizacijskog izvora i detektora
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(tablica 7). Najée$¢i analizator masa koji se koristi kod vezanog sustava LC-MS je
kvadrupol, sa¢injen od dva para dijagonalno elektri¢ki povezanih elektroda koje neutraliziraju
ione koji ih dotaknu, odnosno propustaju ione stabilne putanje (slika 15). Hoce 1i ion proc¢i
analizator ovisi o njegovoj vrijednosti m/z te primijenjenoj struji i polju. Kvadrupol

omoguéava razdvajanje iona &ija razlika u masi nije manja od 0,5 amu.”’

. . . . . . “- e 99
Tablica 7. Podjela analizatora masa po vrstama, ionskom izvoru i na¢inu razdvajanja iona.

Analizator masa Ionski izvor Nacin razdvajanja iona
Kvadrupol Kontinuirani Elektri¢no polje i propusni filtar
Stupica iona Pulsni Napon i rf polje

Vremena leta Pulsni Vrijeme leta

Sektor Kontinuirani Magnetsko polje

FTMS' Pulsni Frekvencija

1 . . ..
Fourier-transformirana spektrometrija masa

zraka iona

1onski
1zvor
(M, M,, M)

injektor

Slika 15. Presjek kvadrupola.”

Osnovne veli¢ine u spektrometriji masa su razlu¢ivanje, tocnost mjerenja masa, podrucje

mjerenja masa, osjetljivost, granica detekcije i brzina snimanja spektara (tablica 8).”

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled

38

. fwe o 99
Tablica 8. Osnovne veli¢ine u spektrometriji masa.

Velic¢ina Izraz Definicija

Razlucivanje R=m/Am Mjera djelotvornosti odvajanja iona
priblizno istih masa

Toc¢nost ppm =1 0° Am, / My Sposobnost odredivanja molekulske mase

mjerenja masa ¢im bliZe to¢noj masi

Podrucje AMpodrucia = Mgg — Mag Raspon izmedu gornje i donje granice m/z

mjerenja masa

Osjetljivost Stz = Amasa-siruja / (G myz)  Mjera odziva detektora koja se dobiva
analizom odredene koli¢ine analita

Granica Vg > (Vo1 + 304) Najmanja moguca koli¢ina uzorka koju je

detekcije moguce kvalitativno odrediti

Brzina snimanja
spektara

qssnimanja = (dm/ dt)

Mjera brzine snimanja zadanog raspona
masa

m prosjecna molekulska masa na vrhu masenog pika

Am raspon masa na polovici visine masenog pika

Am, razlika izmedu izraCunate i izmjerene molekulske mase
My izmjerena molekulska masa

Mg najveca moguca izmjerena masa (gg — gornja granica)
Mg najmanja moguca izmjerena masa (dg — donja granica)
Amasa-siruja [C] povrsina ispod masenog pika mjerena u vremenu

G visina odziva detektora iona

m,; [ug] masa analiziranog uzorka

Vi izmjereni napon signala za odredeni analit

Vo uprosjeceni napon u zadanom vremenu

Oyl standardna devijacija napona osnovne linije u zadanom vremenu
dm zadano podrucje masa

dt vrijeme potrebno za snimanje zadanog podru¢ja masa

Kod analitickih procedura gdje je detektor spektrometrija masa, Cesto se koriste unutarnji
standardi. Unutarnji standardi sluze kompenzaciji promjena u pripravi uzorka, separaciji na
nepokretnoj fazi, ionizaciji 1 opCenito fluktuacijama u radu instrumenta. U tu svrhu mogu se
koristiti 1 izotopno oznaceni spojevi 1 strukturni analozi analita. Metode s izotopno oznac¢enim
unutarnjim standardom, i to u rasponu '"ciljane* koncentracijske razine analita daju
najpouzdanije rezultate. Zbog uklanjanja velikog broja faktora koji utje€u na nepouzdanost
rezultata, u metodama s izotopno oznacenim unutarnjim standardom moguce je koristiti
kalibraciju samo jednom otopinom.'”

Detekcija spektrometrijom masa pruza dovoljnu osjetljivost i zadovoljavajucu selektivnost

koje je tesko ostvariti drugim detektorima. Spektrometrija masa postala je neizostavnim
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dijelom proteomike, omogucavajuéi identifikaciju proteina pretrazivanjem spektralnih baza

podataka.'®

Identifikacija te prouCavanje interakcija malih organskih molekula te
biofarmaceutika doprinijela je ucestalom koriStenju spektrometrije masa i u farmaceutskoj
industriji. Zbog takve Siroke primjene tehnike i velikog broja proizvodaca spektrometara masa
moguce je, a ujedno i1 nuzno, selektivno odabrati instrument namijenjen za ciljanu skupinu

analiza.”

2.3.4. Vezani sustav LC-NMR

Vezani sustav LC-NMR moze biti dizajniran na nacin da se za vrijeme detekcije
spektroskopijom NMR protok pokretne faze zaustavlja (engl. stopped-flow) ili ne zaustavlja
(engl. on-flow), da se eluat koji sadrzi pik od interesa za vrijeme kromatografske analize
pohranjuje u izdvojenu kapilaru (engl. loop-storage) ili se pak uvodi poslijekolonska
ekstrakcija analita na Cvrstoj fazi (SPE). Stopped-flow dizajn omogucava zaustavljanje
pokretne faze u trenu kada pik od interesa stigne do NMR ¢elije, no istovremeno dolazi do
difuzije ostatka uzorka na kromatografskoj koloni pa ova metoda nije prikladna za
istovremenu analizu viSe komponenata koje valja kromatografski razdvojiti. Kod tehnike
neprekinutog protoka, snimanje spektara NMR se provodi tijekom ¢itave kromatografske
analize 1 nije mogu¢a manipulacija duljinom trajanja eksperimenta NMR za pojedini pik.
Stoga je takva tehnika neprikladna za odredivanje manjih koli¢ina oneciS¢enja. Za analizu
manjih koli¢inu oneciS¢enja prisutnih u istom uzorku najprikladnije su tehnike koje se
zasnivaju na loop-storage 1 SPE metodologiji. Kod izuzimanja dijela eluata i pohrane u
kapilari ili kapilarnoj petlji najceSce se radi o nizu manjih spremnika definiranog volumena,
kao primjerice kod Brukerovog automatskog uzorkivaca BPSU-36 koji sadrzi 36 petlji
volumena 240 pL. Volumen prihvatne petlje definira koli¢inu analita koja ¢e se nac¢i u
spektrometru NMR, a ta koli¢ina opada sa Sirinom kromatografskog pika. Kod primjene SPE
tehnike konac¢na koliCina analita definirana je brojem injektiranja, afinitetom zadrzavanja
analita na &vrstoj fazi, topljivo§éu u deuteriranom otapalu te vrstom &vrste faze (tablica 5).'*

Tokunaga 1 suradnici jasno su povezali jacinu magnetskog polja spektrometra NMR,

vrijeme trajanja eksperimenta 'H NMR i masu one¢iséenja prisutnog u uzorku.'®* !

H spektar
NMR nastao djelovanjem magnetskog polja jacine 18,8 T kroz jedan sat, uz koristenje krio-

sonde, bit ¢e zadovoljavajuci ukoliko je koli¢ina analita oko 1 pg. Za uzorak u kojem je
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nepoznato onecis¢enje prisutno u udjelu 0,1%, a volumen injektiranja kromatografske analize
10 pL, potrebna je visoka koncentracija uzorka (100 mg/mL). Osjetljivost je mogucée povecati
optimizacijom kromatografskih parametara, no tehnika HPLC ima svojih ogranicenja.
Uvodenjem tehnike UHPLC kromatografsko odjeljivanje traje krace, simetrija pikova je
mnogo bolja i1 pikovi su uSiljeniji te je time omoguceno skladiStenje cijele koli¢ine eluiranog
pika u petlji. Dakle, osjetljivost vezanog sustava LC-NMR se moze povecati za oko tri puta
uvodenjem UHPLC metodologije, S§to je izuzetno korisno u sluCajevima kad nema
mogucnosti uvodenja krio-sonde. Tablica 9 pokazuje usporedbu vezanih sustava ovisno o

vrsti tekucinske kromatografije, odnosno sprege sa spektroskopijom NMR.

Tablica 9. Usporedba vezanih sustava LC-NMR, LC-SPE-NMR i UHPLC-NMR.'**

LC-NMR LC-SPE-  UHPLC-

Parametar On-flow Stopped-flow Loop-storage  NMR NMR
Osjetljivost Niska Prosje¢na Prosje¢na Visoka Visoka
ViSestruke analize Moguce Moguée' Moguce Moguce Moguce
Vrijeme LC Uobi¢ajeno  Uobigajeno/dugo”  Uobicajeno Uobicajeno Kratko
analize NMR Uobic¢ajeno  Uobicajeno Uobicajeno Kratko Kratko
Utjecaj polarnosti analita Ne Ne Ne Da Ne
Utjecaj difuzije Ne Da’ Ne Ne Da/Ne*
Dodatna optimizacija Ne Ne Ne Da’ Ne

' Kada se provode eksperimenti NMR za vise kromatografski razdijeljenih pikova, HPLC analizu je
potrebno ponavljati onoliko puta koliko je Zeljenih pikova analita.

* U sluaju vide analita, potrebno je osigurati produljeno trajanje kromatografske analize kako bi se
smanjio difuzijski efekt.

’ Tijekom eksperimenta NMR dolazi do difuzije pikova analita zadrzanih na koloni.

* Kako bi se sprijecila difuzija tijekom eksperimenata NMR, volumen petlje za pohranu bi trebao biti
jednak volumenu NMR protocne celije.

> Optimizacija SPE parametara je nuzna.

U vezanom sustavu LC-NMR neizostavno je koristiti tehnike supresije signala otapala.
Budu¢i da pokretnu fazu u tekuéinskoj kromatografiji ¢ine nedeuterirana otapala, razvijeni su
pulsni slijedovi NMR kao S§to su WET, dvostruka spinska jeka pulsnih gradijenata
(engl. PFG — Pulsed Field Gradients), WATERGATE 1 prezasi¢enje (NOESY tip) koji

otklanjaju ili umanjuju njihove signale zaostale u uzorcima. U protivnom bi signali
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nedeuteriranih otapala ugusili signal analita zbog ograni¢enja koja namece dinamicki raspon,

odnosno omjer najjaceg i najslabijeg signala u spektru NMR.”

2.3.4.1. Vezani sustav LC-SPE-NMR

Upravo mogucnost visestruke ekstrakcije na jednom nosacu omogucuje veéu koncentraciju
izoliranog spoja, ¢cime je umanjen problem niske osjetljivosti spektroskopije NMR i olakSano
snimanje dvodimenzijskih (2D) heteronuklearnih spektara NMR."® Tehnika SPE spregnuta s
teku¢inskom kromatografijom otvara i moguénost koriStenja semi-preparativne umjesto
analiticke kolone, kao §to su naveli Miliauskas i suradnici.'” Veéi kapacitet semi-
preparativne kolone omogucava izolaciju analita nakon samo jednog injektiranja vrlo
koncentrirane otopine uzorka. Usporedbom istih volumena injektiranja nanesenih na
analiticku 1 semi-preparativnu kolonu moze se opaziti bolje razlufivanje na semi-

preparativnoj koloni.

Glavna prednost vezanog sustava LC-SPE-NMR pred tehnikom LC-NMR je moguénost
koriStenja uobicCajenih, nedeuteriranih otapala za kromatografsko razdvajanje. Nakon
ekstrakcije analita na ¢vrstom nosacu, on se susi u struji duSika ¢ime se uklanjaju otapala
koriStena za odjeljivanje na kromatografskoj koloni. Spojevi pohranjeni na nosacima SPE se
potom eluiraju deuteriranim otapalom, pri ¢emu se koriste vrlo male koli¢ine otapala (do 200

puL — ovisno o volumenu cjev¢éice NMR).

S obzirom na pregled recentne literature (tablica 10), tehnika LC-SPE-NMR veliku
primjenu nalazi u strukturnoj karakterizaciji prirodnih spojeva. SloZzena matrica takvih
uzoraka zahtijeva kromatografsko odjeljivanje, a male i1 ogranic¢ene koli€ine analita viSestruka
injektiranja kako bi se na nosa¢u SPE sakupila koli¢ina dovoljna za spektroskopsku analizu.
Primjenom tehnike LC-SPE-NMR identifikacija prirodnih spojeva je uvelike olakSana. Na
podrucju farmaceutike je manji broj radova, Sto je vjerojatno obrnuto proporcionalno
ucestalosti primjene u farmaceutskim tvrtkama s obzirom na resurse kojima industrija

raspolaze te imperativu kompetitivnosti.

Podru¢je primjene tehnike LC-SPE-NMR vrlo je Siroko, a optimizacijom SPE
komponente te daljnjim istraZivanjima u razli¢itim granama znanosti i industrije moZe se
ocekivati da ¢e postati neizostavnom tehnikom u procesu strukturne karakterizacije

nepoznatih spojeva u smjesama.
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Tablica 10. Pregled primjene tehnike LC-SPE-NMR."-"* 10117

Masena konc. ili

Uzorak / masa uzorka / Kolona ;l;)lll‘)bensa Spektrometar Sonda fn;;(rill:]ienl Autor
Analit Vol. inj. / HPLC SPE NMR NMR £MR

Broj injektiranja

Urin nakon 3 mm krio-sonda;
Uzorak imiene Spark HySphere Bruker Avance 3 mm dvokanalna
ljudskog urina / 1; Jaracetamola ; YMC JSphere ODS-H80 R‘;Sin GI}; p 600; krio-sonda; 'HNMR o
metabolit 5 Og pL urina / (250 mm x 2,0 mm; 4,0 pwm) (10 mm x 2 mm: 5-15 um) Bruker Avance 3 mm dvokanalna NOESY !
paracetamola 1_3“ ’ K 500 '"H/"C proto¢na

sonda
Kora biljke 14 mgmL"/ 1812::: gl})lSphere 3 mm LC SET'
Harpagophytum 10 uL/ Merck Superspher® C18 (10 mm x 2 mm; 5-15 pm); Bruker Avance dvokanalna 'H/®C "HNMR  Seger'”
procumbens / viSestruka (250 mm x 2,0 mm; 5,0 pm) HvSphere C18 ’ > 600 sonda
iridoidi injektiranja (1}(; Ill)l m x 2 mm; 7 pm)
. -1 1
Djelatna Ztvar 10 mgmL"/ YMC-Pack ODS-AQ SpaFk HySphere Bruker Avance 3 mm dvokanalna 1? NMR 7
TCH346° / 200 puL/ (50 mm x 4,6 mm: 3,0 um) Resin GP 600 Krio-sonda CNMR Pan
razgradni produkti >300 ’ » U R (10 mm x 2 mm; 10-12 pm) 2D NMR
-1 1
Reakcijska smjesa / 2,5 mg mL a4 Agilent Spark HySphere 3 mm LC SEI 'H NMR
. . ; 12,5 mg mL . Bruker Avance dvokanalna 19 108

poliacetilenski 5 L/ Zorbax Stable Bond C18 Resin GP AV 500 'H/BC prototna FNMR Seger
alkoholi N (150 mm x 4,6 mm; 3,5 ym) (10 mm x 2 mm; 5-15 um) conda 3C NMR
Gomolj biljke B '"HNMR
Corydalis solida / g(3) ng /mL / Phenomenex Synergi Max-RP IS{I:IE gl})lSphere Bruker Avance ?ng;r?zg:okanalna COSY Sturm™
pojedini nepoznati 1 K (150 mm x 4,6 mm; 4,0 pm) (10 mm x 2 mm; 5-15 um) AV 600 krio-sonda HSQC
spojevi ’ K HMBC
Djelatna tvar 1
5-aminosalicilna (l)bSOm% r/nL / Phenomenex Luna C18 gli?grl;ll;ySphere Bruker Avance 3 mm 'H/"°C 'HNMR  Larsen'®
kiselina / M (150 mm x 10,0 mm; 3,0 pm) ] 600 proto¢na sonda

6 (10 mm x 2 mm; 7 um)

razgradni produkti
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Masena konc. ili

Tip

Snimljeni

Uzorak / masa uzorka / Kolona sorbensa Spektrometar Sonda spektri Autor
Analit Vol. inj. / HPLC NMR NMR p
ce e b SPE NMR
Broj injektiranja
Smjesa linearnih 233mg L/ Spark HySphere
alkilbenzensulfonata® / 2 g Phenomenex Prodigy ODS-3 p oy P Bruker AVII 5 mm TCI* '"H NMR . 1,110
. 30 uL/ Resin GP . Schmidt
pojedine molekule (250 mm x 4,6 mm; 5,0 pm) ) 600 krio-sonda COSY
. (10 mm x 2 mm; 5-15 pm)
alkilbenzensulfonata
'H NMR
“CNMR
.. o . 1D NOESY
Korij e biljke . Agilent . Sp a.rk HySphere Bruker Avance 5 mm TCI* COSY 111
Anthriscus sylvestris /  — Zorbax Eclipse XDB C18 Resin GP . Hendrawati
. . 11 500 krio-sonda TOCSY
lignani (150 mm x 4,6 mm; 5,0 pm) (10 mm x 2 mm; 5-15 pm) HSQC
HMBC
2D NOESY
S . Grace Alltima C8
giOdc(;z\i];olzﬂJke 211(;2:11((){; /g (250 mm x 4,6 mm, 5,0 pm); - Spark HySphere Bruker Avance JHNMR
uSZ/m barensis | 30 ul./ Merck LiChrospher 60 Resin GP 500 krio-sonda BCNMR Cao'"”
oiedini alkaloidi 3 H RP-Select-B (10 mm x 2 mm; 10-12 pum) 2D NMR
Poj (250 mm x 4,6 mm; 5,0 pm)
]g;i;roiljrbgﬁ ekirkii / 50 mgmL™"/ Agilent Spark HySphere Bruker DRX 3 mm BBI’ sonda; '"H NMR
edini 1117 epoznati 20 uL/ Zorbax Eclipse XDB C18 Resin GP 400 5 mm dvokanalna "CNMR Xu'"
S;éjevi po 20 (150 mm x 4,6 mm; 5,0 um) (10 mm x 2 mm; 5-15 pm) '"H/"*C sonda 2D NMR
Korijen biljke 244 mgi258mg "H NMR
ekstrakta / Agilent Spark HySphere 4
Taraxacum . . Bruker Avance 1,7 mm TXI 1D NOESY 114
: -/ Zorbax Eclipse XDB C18 Resin GP Kenny
officinale | vigestruka (150 mm x 4,6 mm; 5,0 um) (10 mm x 2 mm; 10-12 pm) 1200 sonda COSY
derivati inozitola yIsesu e -0 L 2,0 ) : H TOCSY
injektiranja
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Masena konec. ili

Uzorak / masa uzorka / Kolona :;fbensa Spektrometar Sonda ssnelkmtll“_l:m Autor
Analit Vol. inj. / HPLC NMR NMR P
s e e SPE NMR
Broj injektiranja
1
HNMR
Kora biljke 04 mgmL" "CNMR
-1 . -
Steganotaenia 14,6 me mL "/ Grace Apollo C18 Sp a‘rk HySphere Bruker DRX 3 mm BBI sonda; DEPT-90 . 115
araliacea | 10 L 120 L./ (250 mm x 4.6 mm, 5,0 um) Resin GP 400 5 mm dvokanalna DEPT-135 Capistrano
rotoflavanon viSestruka ’ U (10 mm x 2 mm; 5-15 pm) 'H/"C sonda COSY
P injektiranja HSQC
HMBC
15mgmL"/
Stabljika biljaka 10 uL/ 1,7 mm TCI "H NMR
Ziziphus viSestruka Phenomenex Luna C18 Bruker Avance krio-sonda; 13
.. S ) _ Spark HySphere ) CNMR
nummularia 1 injektiranja; (150 mm x 4,6 mm; 3,0 um); . I11; 3 mm BBI sonda 116
L K] . Resin GP . COSY Tuenter
Ziziphus 8,4mgmL" / Waters XBridge C18 (10 mm x 2 mm; 5-15 pm) Bruker DRX ili 5 mm HSQC
spina-christi / 20 uL/ (250 mm % 4,6 mm; 5,0 um) ’ 400 dvokanalna HMBC
pojedini alkaloidi viSestruka 'H/"C sonda
injektiranja
-1
E.kst.rakt 0,7 mg mL T "H NMR
divlje jabuke / 13,3mgmL" / Waters Cortex C18 Bruker Avance 13 17
T . - - CNMR Wen
pojedini nepoznati S5uL/ (150 mm x 2,1 mm; 1,6 pm) 111 800
. HSQC
spojevi 20

"inverzna sonda NMR (engl. SEI — Selective Inverse Probe)

? dibenzo[b,floksepin-10-il-metil-N-metil-N-prop-2-inilamin hidrogenmaleat
3 engl. LASs — Linear alkylbenzenesulfonates

* trokanalna inverzna sonda NMR (TCI, TXI)

> §irokopojasna inverzna sonda NMR (engl. BBI — Broad Band Inverse)
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2.3.5. Predvidanje strukture racunalnim metodama

Strukturna karakterizacija je slozen logicki postupak za ¢iju provedbu je potrebno znanje, a
koji olaksava iskustvo. Ponekad znanstvenici evaluacijom istih podataka dolaze do razlicitih
strukturnih rjeSenja, bilo zbog kvalitete podataka (npr. znatna preklapanja u spektrima NMR,
te kompleksne, nepotpune ili pogresne informacije) ili pojedina¢nog pristupa i (pred)znanja.
Ljudsku pogresku je moguce otkriti koriStenjem racunalnih programa za predvidanje strukture
(engl. CASE — Computer-Assisted Structure Elucidation) koje Elyashberg naziva svojevrsnim
poligrafom strukturne karakterizacije i predlaze da predvidanje kemijskih pomaka u 'H i °C
spektrima NMR u svrhu potvrde predloZene strukture postane pravilo, a ne iznimka.''®
Recentna racunalna rjeSenja (npr. SESAMI, LSD, COCON, ACD/Structure Elucidator, CMC-
se, SENECA, CAST/CNMR Structure Elucidator, NMRscape) zahtijevaju unos 1D 1/ili 2D
spektara NMR.'"® Racunalni program na temelju unesenih podataka predlaze sve moguce
strukture, uz to¢no navodenje koriStenih aksioma. Znanstvenici ponekad neutemeljeno ili
nesvjesno primjenjuju odredena pravila i postupak deduktivnog odredivanja strukture Cine
nedovoljno egzaktnim i podloznim gresci.'"”

Jedan od poznatijih primjera pogreSne strukturne karakterizacije na temelju analize
spektara NMR je struktura heksaciklinola. Prvotno su Gréfe i suradnici 2002. godine na
temelju 1D i 2D spektara NMR ('H, °C, DEPT, COSY, HMQC, HMBC, NOESY) te IR

spektra objavili strukturu heksaciklinola koju prikazuje slika 16a.'*

Heksaciklinol je opisan
kao prirodni metabolit prisutan u gljivi Panus Rudis. Potom je 2006. godine LaClair
opovrgnuo inicijalnu strukturu na temelju 39 sintetskih koraka i1 skupa spektroskopskih
podataka koji su se kasnije pokazali manjkavi.'*' Iste godine Rychnovsky izdaje kratko
priop¢enje kojim opovrgava LaClaira na temelju primjene racunalnih metoda i prvotnih
spektroskopski podataka.122 Konaéno, Porco i suradnici objavljuju sintetski put (deset koraka)
do heksaciklinola, spektroskopske podatke koji odgovaraju onima iz 2002. godine te

nedvojbeno potvrduju strukturu (slika 16b) koju je predlozio Rychnovsky, uz napomenu da se

zapravo radi o izolacijskom artefaktu.'>’

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 46

R
=R
o

Slika 16. Prvotno objavljena struktura heksaciklinola (a)'** i toéna, ra¢unalnim metodama
potvrdena struktura heksaciklinola (b).'**'*

Racunalni programi, primjerice ACD/Structure Elucidator, predvidaju moguce strukture na
temelju postojeéih spektara NMR, izradunavaju 'H i °C kemijske pomake za svaku od

124 K emijski

predlozenih struktura i potom usporeduju opazene i racunate kemijske pomake.
pomaci 'H, °C, PN, ”F i *'P jezgara se mogu izradunati koristenjem empirijskih ili kvantno-
mehanickih metoda, koriste¢i neuronske mreze ili HOSE algoritam (engl. Hierarchical
Organisation of Spherical Environments). To€nost predvidenih kemijskih pomaka empirijskih
metoda ovisi o kvaliteti spektara u bazama podataka koje radunalni program koristi (za °C
iznosi oko 1.5 ppm), dok to nije slucaj kod kvantno-mehanic¢kih metoda koje zahtijevaju vise
vremena i ovise o prikladnosti izabranih podataka.'"®

Suvremena spektroskopija NMR je izuzetno mocna analiti¢ka tehnika koja je postala
rutinski alat za identifikaciju 1 strukturnu karakterizaciju molekula. KoriStenje racunalnih
programa za predvidanje strukture upotrebu tehnike NMR moze uvelike olaksati, te je vrlo

vjerojatno da ¢e oni postati uobicajena i neizostavna komponenta programskih rjeSenja samih

spektrometara NMR.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Tehnika UHPLC

Za analizu uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina (I-I1I) koriSten je tekucinski kromatograf
Agilent 1290 Infinity s apsorpcijskim detektorom koji ¢ini niz fotodioda (engl. DAD — Diode
Array Detector) upravljan Empower 2 programskim paketom. S obzirom na moguce razlike u
apsorpciji pojedinih spojeva i glavne komponente, 3-brom-5-(trifluormetil)anilina, evaluirani
su spektri UV pikova od interesa snimljeni u rasponu od 190 nm do 400 nm. Kako bi se
metodom normaliziranja povrS$ina mogla odrediti relativna koli¢ina pojedinog analita, za svaki
uzorak je odabrana valna duljina pri kojoj svi sastojci smjese apsorbiraju na kvalitativno 1
kvantitativno usporediv nacin. KoriStena je komercijalno dostupna analiticka kolona Waters
Acquity UPLC BEH C18 dimenzija 100 mm x 2,1 mm sa sub-mikronskim cesticama od 1,7
um. Temperatura kromatografske kolone bila je 60 °C, a automatskog injektora 15 °C.
Koristene su pokretne faze jednostavnog sastava — voda i acetonitril (CH3CN) u volumnom
omjeru 95:5 (pokretna faza A) te Cisti acetonitril (pokretna faza B). Odvajanje sastojaka
nanesenih na kromatografsku kolonu ostvareno je gradijentnim ispiranjem uz protok pokretne
faze 0,4 mL min™'. Zbog kasno eluirajuéih pikova prisutnih u uzorku III, podetni gradijentni
program (tablica 11) je izmijenjen dodatkom stupnja s visokim udjelom acetonitrila (90%)
produZenog trajanja (tablica 12). Na kolonu je naj¢es¢e injektirano 2 pL. otopine uzorka

masene koncentracije oko 0,16 mg mL™.

Tablica 11. Gradijentni program ispiranja metode UHPLC koriSten za analizu uzoraka I 1 II.

Vrijeme / min Udio pokretne faze B / %
0 40
1,50 60
3,00 60
7,00 95
8,00 40
9,50 40
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Tablica 12. Gradijentni program ispiranja metode UHPLC koriSten za analizu uzorka III.

Vrijeme / min Udio pokretne faze B / %
0 32
5,50 61
6,90 90
9,00 90
9,01 32
10,00 32

3.2. Tehnika semi-preparativne tekuc¢inske kromatografije

Pri izolaciji tri glavna oneciS¢enja prisutna u uzorku I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina koristen
je tekuéinski kromatograf Agilent 1100 s apsorpcijskim detektorom koji ¢ini niz fotodioda.
Instrument je prilagoden provodenju semi-preparativne kromatografije dodatkom vece
kapilarne petlje injektorskom sustavu (5 mL), sustava crpki koje omogucavaju protok do 100
mL min™ i automatiziranog skuplja¢a frakcija. Za radnu valnu duljinu odabrano je 224 nm.
Koristena je komercijalno dostupna semi-preparativna kolona Agilent Zorbax SB C18
dimenzija 250 mm x 21,2 mm sa Cesticama promjera 7 pm. Temperature kromatografske
kolone i automatskog injektora nisu kontrolirane. KoriStene su pokretne faze jednostavnog
sastava — voda kao pokretna faza A i acetonitril kao pokretna faza B. Odvajanje sastojaka
nanesenih na kromatografsku kolonu ostvareno je gradijentnim ispiranjem (tablica 13) uz
protok pokretne faze 20 mL min™'. Na kolonu je injektirano 1500 uL otopine uzorka masene
koncentracije 100 mg mL™. Frakcije su odabirane prema vremenu eluiranja pomoéu

racunalnog programa Agilent ChemStation A.08.03 (tablica 14).
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Tablica 13. Gradijentni program semi-preparativine metode HPLC koriSten za analizu uzorka
L

Vrijeme / min Udio pokretne faze B/ %
0 40
4 48
25 48
26 55
27 70
28 40
30 40

Tablica 14. Parametri automatiziranog skupljaca frakcija.

Vrijeme skupljanja

Vrijeme / min Skupljanje frakcija pojedine frakcije
0,00 Ne -
23,60 Da 0,5
24,80 Ne -
25,15 Da 0,5
26,15 Ne -

3.3. Tehnika LC-SPE

Tehnika LC-SPE je primijenjena pomoc¢u kromatografskog sustava Agilent 1260 Infinity
spregnutog s Bruker Prospekt2 SPE sustavom uz podrSku racunalnog programa Bruker
Daltonics HyStar 3.2. Sustav SPE ¢ine dodatna crpka za nadoknadu protoka, visokotlacni
rezervoar otapala, automatizirani modul za izmjenu SPE kolona te nosa¢ SPE kolona. Valna
duljina UV detektora s nizom fotodioda postavljena je na 224 nm. Koristena je analiticka
HPLC kolona Waters XBridge C18 dimenzija 250 mm x 4,6 mm punjena cesticama veli¢ine
5 um. Temperatura kolone odrzavana je na 50 °C, a injektora na 15 °C. Kao polarna pokretna
faza koriStena je voda (pokretna faza A), a acetonitril kao nepolarna pokretna faza (pokretna
faza B) uz protok 1 mL min™. Zbog spojeva visoke polarnosti prisutnih u uzorku III, po&etni
gradijentni program (tablica 15) je izmijenjen dodatkom stupnja s visokim udjelom
acetonitrila trajanja gotovo 4 minute (tablica 16). Poslijekolonski dodatak vode s protokom od

3 mL min" pobolj$ao je u&inkovitost zadrzavanja izoliranih spojeva na nosagima SPE.
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Injektirano je 10 pL otopina uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina I-III masene
koncentracije oko 150 mg mL™". Koristene su kolone SPE tipa HySphere Resin GP dimenzija

10 mm x 2 mm. Za susenje kolona SPE u trajanju 60 minuta koristen je dusik.

Tablica 15. Gradijentni program ispiranja metode LC-SPE koriSten za analizu uzoraka I i I1.

Vrijeme / min Udio pokretne faze B / %
0 32
35,0 67
35,1 32
40,0 32

Tablica 16. Gradijentni program ispiranja metode LC-SPE koriSten za analizu uzorka III.

Vrijeme / min Udio pokretne faze B / %
0 32
15 61
22,5 90
26,3 90
26,4 32
30,0 32

3.3.1. Optimizacija parametara sustava SPE

U svrhu optimizacije sustava SPE odabrani su parametri za koje se pretpostavilo da utjecu na
efikasnost pohrane 1/ili ekstrakcije s nosata SPE — tip sorbensa, protok poslijekolonskog
dodatka vode, vrsta deuteriranog otapala za eluiranje te tip sonde NMR (tablica 25). Prilikom
istrazivanja svake vrijednosti klju¢nog parametra provedeno je 5 injektiranja uzorka I i

evaluirane su S/N vrijednosti odabranih spojeva (spojevi 1, 2, 31 7).
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Tablica 17. Varijacija klju¢nih parametara sustava SPE.

Tip sorbensa  Protok vode/  Deuterirano

nosaca SPE mL min™ otapalo Sonda NMR
CN 1,0 CDs;CN inverzna BBI sonda
C8 3,0 CD;0OD direktna BBO krio-sonda
C18 4,0
Resin GP'
Resin SH*

"engl. GP — General Purpose
2 engl. SH — Strong Hydrophobic

3.4. Spektroskopija NMR

Spektri NMR snimani su pomoc¢u Bruker Avance III HD 400 MHz Ascend NMR
spektrometra opremljenog s 5 mm direktnom Sirokopojasnom (engl. BBO) krio-sondom
Prodigy sa z-gradijentnom zavojnicom, uz podrsku TopSpin 3.5 programskog paketa.
Prilikom analize uparenih frakcija dobivenih primjenom tehnike semi-preparativne
kromatografije na uzorak I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina koriStena je 5 mm inverzna sonda
(engl. BBI) sa z-gradijentnom zavojnicom. KoriSten je NOESY-tip modula za supresiju
signala otapala. Nakon kromatografskog odjeljivanja i sakupljanja analita na nosa¢ima SPE,
izolirana oneciS¢enja su eluirana deuteriranim acetonitrilom (CD3;CN) u NMR cjevcice
promjera 3 mm. Kako bi se cjev€ice prilagodile ,,spinnerima‘ od 5 mm, koriSteni su dodaci
tipa Match. Svi eksperimenti su provedeni pri temperaturi od 298 K. Za 'H i °C kemijske
pomake kao unutarnji standard koriSten je tetrametilsilan (TMS — Si(CHs)s), a za kemijske
pomake jezgara PF triklorfluormetan (CFCls). Koristeni su pulsni slijedovi dostupni unutar
programskog paketa TopSpin 3.5.

'H spektri NMR snimljeni su sa spektralnom Sirinom od 8013 Hz 1 digitalnim
razluGivanjem od 0,49 Hz po tocki primjenom 128 snimaka po spektru. Za snimanje "°F
spektara NMR primijenjeno je 128 snimaka uz spektralnu Sirinu od 150 kHz 1 digitalno
razlucivanje od 2,29 Hz po tocki. gCOSY spektri snimljeni su uz koriStenje 2048 to¢aka u F2
dimenziji 1 256 inkremenata u F1 dimenziji. Za svaki inkrement primijenjeno je 16 snimaka i
spektralna Sirina od 6394 Hz. Digitalno razlu¢ivanje iznosilo je 6,24 Hz i1 49,95 Hz po tocki u

F2, odnosno F1 dimenziji.

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 52

Za snimanje '"H-">C gHSQC spektara primijenjena su 64 snimka uz spektralnu $irinu od
6394 Hz u F2 i 18112 Hz u F1 dimenziji. Broj to¢aka u F2 dimenziji bio je 2048, a u F1
dimenziji 256. Digitalno razlucivanje iznosilo je 6,24 Hz po tocki u F2 dimenziji te 141,5 Hz
po tocki u F1 dimenziji. 'H-"C gHMBC spektri snimljeni su primjenom 128 snimaka uz
spektralnu Sirinu od 5330 Hz u F2 dimenziji odnosno 22346 Hz u F1 dimenziji. KoriSteno je
2048 tocaka u F2 dimenziji te 256 pomaka u F1 dimenziji. Digitalno razlu¢ivanje bilo je 5,21

1 174,6 Hz po tocki u F2, odnosno F1 dimenziji.

3.4.1. Tehnika supresije signala otapala
Za supresiju signala otapala je upotrijebljen pulsni slijed 1D NOESY koji koristi dva
selektivna pulsa za prezasic¢enje tijekom odgode relaksacije i vremena mijeSanja te dva

gradijentna pulsa za bolju supresiju signala otapala (slika 17).

P18:sp6 ph29=0 P1ph1=0,2 P1ph2=[0,0.] P18:sp6 ph29=0 PO ph3=[0,0..]
ZE PLW 1 PLW 1 Mc
D12 aom 4u 4u 50u D16 du D12 DELTA 4u D16 4u J 30m 4u
Squait L6 (30) ! Go squatocL7 (1) | [
F1 mc 1
PLW 21
2 P16:1 P16:2
1 /A
BLK UNBLK [ [ BLK

z

Slika 17. Pulsni slijed 1D NOESY koriSten za supresiju signala otapala.

Prilikom snimanja spektara COSY koriSten je pulsni slijed za supresiju signala otapala koji
koristi selektivni (meki) puls za prezasi¢enje, gradijentne pulseve za odabir magnetizacije, te
rasprezanje signala °C u F2 domeni tijekom vremena evolucije #; i vremena detekcije #

(slika 18).
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Slika 18. Pulsni slijed koriSten za supresiju signala otapala u spektru COSY.

3.5. Tehnika MS

Analiza pomoc¢u tehnike LC-MS je provedena na UHPLC sustavu Waters Acquity UPLC
I-Class s PDA detektorom (engl. Photodiode Array) spregnutim s Waters Acquity
spektrometrom masa s jednim kvadrupolom (engl. SOD — Single Quadrupole Detector), uz
podrsku Empower 2 raCunalnog sustava. KoriStena je analiticka kolona Waters Acquity UPLC
BEH C18 dimenzija 100 mm x 2,1 mm i veli€ine Cestica od 1,7 um. Temperatura kolone bila
je 60 °C, a automatiziranog uzorkivaca 15 °C. Kao polarna pokretna faza koriStena je voda, a
acetonitril kao nepolarna pokretna faza, uz dodatak mravlje kiseline u volumnom udjelu od
0,1% u obje komponente. Tijekom analize pri protoku pokretne faze od 0,4 mL min™ koristen
je gradijentni program ispiranja (tablica 18). U uzorku III su opazeni kasno eluirajuéi pikovi
te je pocetni gradijent ispiranja izmijenjen dodatkom visokog udjela acetonitrila (tablica 19).
Volumen injektiranja iznosio je od 0,1 pL do 5 pL, ovisno o koncentraciji analita u uzorku.
Spektri masa spojeva izoliranih iz uzoraka I i II su snimljeni uz pozitivhu ionizaciju
elektrorasprSenjem (engl. ESI) i parametre navedene nize (tablica 20), dok je za spojeve
izolirane iz uzorka III koriStena 1 pozitivna 1 negativna ionizacija uz navedene MS parametre

(tablica 21).
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Tablica 18. Gradijentni program LC-MS metode koriSten za analizu spojeva izoliranih iz
uzoraka I'i I

Vrijeme / min Udio pokretne faze B/ %
0 40
1,5 60
3,0 60
7,0 95
8,0 40
9,5 40

Tablica 19. Gradijentni program LC-MS metode koristen za analizu spojeva izoliranih iz
uzorka III.

Vrijeme / min Udio pokretne faze B / %
0 32
5,50 61
6,90 90
11,00 90
11,01 32
12,00 32

Tablica 20. MS parametri LC-MS metode koriStene za analizu spojeva izoliranih iz uzoraka I
1L

Parametar MS Vrijednost
Kapilarni napon 1,00 kV
Desolvatacijska temperatura 200 °C
Temperatura ionizacijskog izvora 80 °C
Desolvatacijski protok dusika 550 Lh"
Protok dusika u izvoru 50 Lh"
Raspon masa (80-800) Da
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Tablica 21. MS parametri LC-MS metode koriStene za analizu spojeva izoliranih iz uzorka
I11.

Parametar MS Vrijednost
Kapilarni napon 3,00 kV
Desolvatacijska temperatura 350 °C
Temperatura ionizacijskog izvora 110 °C
Desolvatacijski protok dusika 700 L h!
Protok dusika u izvoru 50Lh"
Raspon masa (80-1800) Da
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

Onecis€enja prisutna u uzorcima 3-brom-5-(trifluormetil)anilina detektirana su i
kvantificirana nakon kromatografskog odjeljivanja na analiti¢koj koloni tehnikom UHPLC.
Pojedini kromatografski parametri su potom prilagodeni analizi tehnikom HPLC 1 ciljani
spojevi su izolirani tehnikom SPE. Tijekom viSe opetovanih analiza, Zeljena oneciS¢enja su
pohranjena na SPE nosa¢ima i na kraju s njih isprana manjim koli¢inama deuteriranog otapala
u NMR cjev€ice. Tako pripremljenim otopinama snimljeni su 1D te 2D homo- i
heteronuklearni spektri NMR (‘H, "°F, COSY, 'H-"*C HSQC te 'H-"*C HMBC).

U svrhu potpune strukturne identifikacije otopine izoliranih oneciS$¢enja su analizirane i

tehnikom MS.

4.1. Analiza uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina tehnikom UHPLC

Za kromatografsku analizu uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina razvijena je i optimizirana
LC-UV (DAD) metoda temeljena na tehnici UHPLC, analiti¢koj koloni s mikronskim
Cesticama (1,7 um) 1 gradijentnom nacinu elucije kako je opisano u eksperimentalnom dijelu
(tablica 11 i tablica 12). Analizirano je nekoliko razli¢itih uzoraka (uzorci I, II 1 III) koji se
razlikuju prema profilu (slika 19 — slika 21) 1 koli¢ini prisutnih oneciS¢enja (tablica 22 —
tablica 24). Uzorak III je upareni mati¢ni lug koji sadrze karakteristicne, vrlo nepolarne
spojeve. Udio oneciS€enja je racunat kao postotak povrSine kromatografskog pika onecis¢enja

u odnosu na ukupnu povrsinu svih detektiranih pikova.
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Slika 19. UHPLC-UV-DAD kromatogram uzorka I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina (masena
koncentracija, y = 0,16 mg mL™") pri 224 nm.

Tablica 22. Udio oneciS¢enja u uzorku I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina pri 224 nm.

Spoj fr / min' P Udio / %
1 2,581 1,21 0,37
2 2,668 1,26 0,74
3 2,775 1,31 1,33
5+6 1,864 0,87 0,09
7 2,361 1,11 0,11

" tr — ukupno vrijeme zadrzavanja
2 . L. v .
r — relativno vrijeme zadrzavanja
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Slika 20. UHPLC-UV-DAD kromatogram uzorka II 3-brom-5-(trifluormetil)anilina (masena
koncentracija, y = 0,16 mg mL™") pri 224 nm.
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Tablica 23. Udio onecis¢enja u uzorku II 3-brom-5-(trifluormetil)anilina pri 224 nm.

Spoj fr / min r Udio / %
4 1,544 0,70 0,66
6 1,930 0,88 0,28
7 2,438 1,11 0,29
8 2,610 1,19 0,15
0,200
9 11 10
12
— 0,150
<
E
=]
f’,O,lOO*
]
2
<
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Slika 21. UHPLC-UV-DAD kromatogram uzorka III 3-brom-5-(trifluormetil)anilina (masena
koncentracija, y = 3,0 mg mL™") pri 274 nm.

Tablica 24. Udio oneciS¢enja u uzorku IIT 3-brom-5-(trifluormetil)anilina pri 274 nm.

Spoj fr / min r Udio / %
9 7,624 1,87 1,87
10 8,713 2,14 25,28
11 7,915 1,94 3,51
12 7,755 1,90 0,94

4.2. Analiza uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina tehnikom semi-
preparativne tekucinske kromatografije i spektroskopije NMR

Za 1izolaciju tri glavna oneciS¢enja prisutna u uzorku I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina
razvijena je i optimizirana LC-UV metoda temeljena na tehnici HPLC, semi-preparativnoj
koloni, gradijentnom nacinu elucije te uz automatizirano sakupljanje frakcija kako je opisano
u eksperimentalnom dijelu (tablica 13 i tablica 14). Nakon viSestrukih injektiranja prikupljene

frakcije spojeva 1, 2 1 3 su uparene do suha, otopljene u deuteriranom acetonitrilu i analizirane
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tehnikom NMR uz inverznu BBI sondu. 'H (slika 45 i slika 49), COSY (slika 46 i slika 50),
'H-"C HSQC (slika 47 i slika 51) i "H-"C HMBC (slika 48 i slika 52) spektre NMR bilo je

moguce snimiti tek za spojeve 2 1 3 prisutne u uzorku I u udjelu od 0,74% odnosno 1,33%.

4.3. Analiza uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina tehnikom LC-
SPE/NMR

4.3.1. Analiza uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina primjenom sustava LC-SPE

Uzorci I, IT 1 IIT analizirani su primjenom tehnike LC-SPE uz kromatografske parametre kako
je opisano ranije (tablica 15 i tablica 16). Kromatografski parametri ranije koriStene tehnike
UHPLC su prilagodeni HPLC sustavu u svrhu ostvarivanja ekvivalentne kromatografske
slike. Uvedena je HPLC analiticka kolona, temperatura kolone je snizena na 50 °C, a protok
pokretne faze poveéan na 1 mL min”'. Sve navedeno je utjecalo na produljenje ukupnog
vremena analize, ali uz nepromijenjen kromatografski profil oneciS¢enja analiziranih uzoraka
(slika 22). Provedena su opetovana injektiranja uzoraka pripravljenih u visokim
koncentracijama 3-brom-5-(trifluormetil)anilina i odabrane frakcije su automatiziranim
postupkom izdvojene iz eluata nakon silaska s analiti¢ke kolone i prolaska kroz UV detektor.
Vedi udio polarne komponente pokretne faze ostvaren je dodavanjem vode pomocu dodatne
crpke ¢ime je pospjeSeno zadrZavanje spojeva na SPE nosa¢ima. Moguénost viSestruke
ekstrakcije na jednom nosacu posljedi¢no je omogucila ve¢u koncentraciju izoliranog spoja.
Nakon kromatografske analize 1 zadrZavanja frakcija, SPE nosaci su suSeni u struji duSika te
su izolirani 1 ukoncentrirani spojevi s nosaca eluirani malom koli¢inom deuteriranog otapala

izravno u NMR cjevcice.
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Slika 22. HPLC-UV-DAD kromatogram uzorka I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina (masena
koncentracija, y = 300,0 mg mL™") pri 224 nm.

4.3.2. Optimizacija sustava SPE

U svrhu optimizacije sustava SPE varirane su vrijednosti klju¢nih parametara (tablica 17) 1
evaluirane S/N vrijednosti odabranih spojeva 1, 2, 3 i 7 prisutnih u uzorku I nakon 5
injektiranja. Uoceno je da tip nosaa SPE, odnosno sorbensa na kojem dolazi do zadrZzavanja
spoja znatno utjeCe na osjetljivost analize te da su CN 1 C8 nepokretne faze najneprikladnije

vrste nosaca za sva 4 odabrana spoja (tablica 25).

Tablica 25. S/N vrijednosti signala NMR odabranih spojeva na razli¢itim nosa¢ima SPE.

S/N vrijednosti
Spoj
CN C8 C18 Resin GP Resin SH
1 4 26 22 26 32
2 2 45 47 49 59
3 9 91 66 95 103
7 3 12 10 9 14

Utjecaj protoka poslijekolonskog dodatka vode se pokazao kao parametar koji najvise ovisi o
analiziranom spoju, budu¢i da se optimalna vrijednost razlikovala od oneciS¢enja do

oneciscenja (tablica 26).
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Tablica 26. S/N vrijednosti signala NMR odabranih spojeva pri razliitim protocima
poslijekolonskog dodatka vode.

S/N vrijednosti
Spoj
1 mL min? 3 mL min? 4 mL min?
1 15 26 25
2 62 49 45
3 115 95 90
7 11 9 12

Koristena su dva deuterirana otapala, acetonitril-d; i metanol-d4. Za eluiranje spojeva 11 7
ucinkovitijim se pokazao acetonitril-ds, a za spojeve 2 i 3 metanol-d4, no uz male razlike u S/N

vrijednostima (tablica 27), stoga je acetonitril-d; odabran za daljnje eksperimente.

Tablica 27. S/N vrijednosti signala NMR odabranih spojeva eluiranih razli¢itim deuteriranim

otapalom.

S/N vrijednosti
Spoj
CD;CN CD;0D
1 26 18
2 49 53
3 95 101
7 9 6

Direktna BBO krio-sonda NMR je, u usporedbi s inverznom BBI sondom NMR, za

promatrani spoj 7 za sve koriStene kolone SPE dala viSe vrijednosti S/N (tablica 28).

Tablica 28. S/N vrijednosti signala NMR spoja 7 snimljenih razli¢itim sondama NMR.

S/N vrijednosti
Spoj Sonda NMR
CN C8 C18 Resin GP Resin SH
. inverzna BBI sonda 3 12 10 9 14
direktna BBO krio-sonda 5 18 15 15 25

Evaluacijom rezultata optimizacija SPE parametara uoceno je da optimalna vrijednost
parametara varira ovisno o promatranoj molekuli, Sto znaci da bi optimizaciju bilo potrebno

provesti za svako oneciS¢enje od interesa.
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4.3.3. Analiza uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina primjenom spektroskopije NMR

Izolirani spojevi eluirani sa SPE nosaca deuteriranim otapalom preneSeni su u automatizirani
uzorkiva& spektrometra NMR te su snimani 1D 'H i "’F i 2D homonuklearni (COSY) i
heteronuklearni (‘H-">C HSQC, 'H-"*C HMBC) spektri NMR. Na temelju S/N vrijednosti u
'H spektru NMR izoliranog spoja procijenjena je njegova koncentracija, a time i prikladnost
za snimanje 2D spektara. Nakon NMR analiza, otopine spojeva su sacuvane za daljnje

eksperimente.

4.4. Analiza uzoraka 3-brom-5-(trifluormetil)anilina tehnikom MS

U svrhu identifikacije i strukturne karakterizacije onecis¢enja prisutnih u uzorcima 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina, otopine izoliranih spojeva su analizirane 1 tehnikom MS. Originalna
UHPLC metoda je modificirana dodatkom mravlje kiseline kao aditiva kako bi se omogucila
ionizacija analita. Prema vremenima zadrzavanja LC-MS kromatogrami su usporedivi s
izvornom UHPLC metodom. Primjenom vezanog sustava UHPLC-UV-DAD-MS snimljeni
su ESI-MS spektri 1 nainjena je evaluacija izotopnih profila i mogucih fragmentacijskih

puteva.

4.5. Identifikacija i strukturna karakterizacija oneciS¢enja u uzorcima 3-
brom-5-(trifluormetil)anilina

4.5.1. Identifikacija i strukturna karakterizacija spoja 1

Kao najmanje od tri glavna oneciS¢enja koja eluiraju iza glavnog pika u analiziranom uzorku
I moze se opaziti spoj 1 (slika 19), prisutan u udjelu od 0,37% (tablica 22). Spoj eluira na
relativnoj retenciji 1,21 $to ukazuje na manju polarnost u usporedbi s glavnom komponentom
3-brom-5-(trifluormetil)anilinom.

U aromatskom dijelu 'H spektra NMR spoja 1 (slika 55) mogu se opaziti dva singleta pri
7,71 ppm 1 7,12 ppm, §to ukazuje na prisutnost dva protona i posljedi¢no Cetiri supstituenta na
benzenskom prstenu. Dodatno, u 'H spektru NMR se pri 5,18 ppm moZe uo¢iti §irok singlet s
integralom ~ 2 koji vjerojatno pripada protonima amino skupine. U "F spektru NMR
(slika 56) signal opazen pri -61,1 ppm moguce je pripisati trifluormetilnoj skupini spoja 1.
Aromatski protoni pri 7,71 ppm 1 7,12 ppm nisu medusobno u sprezi §to dokazuje 1 izostanak

korelacija u 2D COSY spektru (slika 57), a posljedica je njihovog polozaja na benzenskom
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prstenu, odnosno ukazuje da se dva aromatska protona medusobno nalaze u para-polozaju.
Analizom 2D 'H-"*C HSQC spektra (slika 58) mogu se uotiti korelacije ugljikovih atoma iz
CH skupina 1 izravno vezanih aromatskih protona. Atom ugljika ¢iji kemijski pomak je uocen
pri 119,6 ppm je u korelaciji s protonom pri 7,12 ppm, a ugljikov atom pri 131,8 ppm sa
signalom protona pri 7,71 ppm. U aromatskom dijelu 2D '"H-">C HMBC spektra (slika 23)
mogu se uociti signali kvaternih ugljikovih atoma pri 149,8 ppm, 118,2 ppm i 105,2 ppm.
Aromatski proton pri 7,71 ppm je u korelaciji s kvaternim ugljikovim atomom pri 149,8 ppm
na koji je vezana amino skupina. Oba aromatska protona pokazuju korelacije s kvaternim
atomima ugljika pri 118,2 ppm i1 105,2 ppm. Signali kvaternih atoma ugljika C-5 i atoma
ugljika iz trifluormetilne skupine nisu uo&eni. Asignirane kemijske pomake atoma 'H, "°C i

F spoja 1 prikazuje tablica 29.
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Slika 23. Spektar 2D 'H-">C HMBC NMR spoja 1 u acetonitrilu-ds pri 298 K.

Iz navedenih podataka moze se zakljuciti da je spoj 1 tetrasupstituirani derivat benzena koji

sadrzi amino 1 trifluormetilnu skupinu te dva dodatna supstituenta.
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Tablica 29. 'H, "°C i '°F kemijski pomaci spoja 1 u acetonitrilu-d; pri sobnoj temperaturi.

Atom / o /ppm

Skupina 'H Bc PF
1 149,8

2 118,2

3 7,71 131,8

4 105,2

5 -

6 7,12 119,6

NH; 5,18

CF; - -61,1

Kako bi se provela potpuna identifikacija oneciS¢enja 1, otopina izoliranog spoja je
analizirana 1 tehnikom MS (slika 60). U spektru masa spoja 1 moZze se opaziti izotopna
raspodjela molekulskog iona karakteristicna za molekule s dva atoma broma
(m/z 318:320:322 = 1:2:1), te adukt molekulskog iona i acetonitrila istog profila
[M+CH;CN+H]" (m/z 359:361:363 = 1:2:1). Prema m/z vrijednostima te izotopnoj raspodjeli
mozZe se zakljuciti da su oba dodatna supstituenta na benzenskom prstenu atomi broma.

Evaluacija LC-MS rezultata, asignacija rezonancija u spektrima NMR te analiza
korelacijskih signala u HMBC spektru koji daju informacije o relativnom poloZaju
supstituenata na benzenskom prstenu, omogudili su strukturnu identifikaciju spoja 1
(slika 1).'%

NH,
Br 1
2 6
3 5
4 CF;
Br

Slika 24. PredloZena struktura spoja 1 s oznacenim brojevima atoma.
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4.5.2. Identifikacija i strukturna karakterizacija spoja 2

Spoj 2 moze se opaziti na relativnoj retenciji 1,26 kao srednje od tri glavna onecis¢enja koja
eluiraju iza glavne komponente u analiziranom uzorku I (slika 19) gdje je prisutan u udjelu od
0,74% (tablica 22). Usporedbom vremena elucije 3-brom-5-(trifluormetil)anilina i spoja 2
moze se zakljuciti da je rije¢ o srodnoj, manje polarnoj molekuli.

'H spektar NMR spoja 2 (slika 61) u svom aromatskom dijelu sadrzi dva dubleta pri 7,18
ppm i 7,15 ppm. Izmjerena konstanta sprege kod oba signala iznosi 2,1 Hz S§to ukazuje na
aromatske protone u medusobnom meta-polozaju. Nadalje, izvan aromatskog dijela 'H
spektra NMR moze se opaziti i Sirok singlet pri 5,07 ppm s integralom = 2 za koji se moze
pretpostaviti da pripada protonima amino skupine. U "°F spektru NMR (slika 62) uo&en je
signal pri -63,2 ppm koji se moze pripisati trifluormetilnoj skupini. Za snimanje 2D COSY
(slika 63) spektra koristena je dodatno ukoncentrirana otopina spoja 2, a dodatni signali
opazeni u spektru ukazuju da su u otopini prisutne primjese drugog spoja. Signali u 2D COSY
spektru koji pripadaju spoju 2 potvrduju korelacije dva aromatska protona u meta-polozaju.
Analizom 2D HSQC spektra (slika 64) dobiveni su podaci o protoniranim ugljikovim
atomima pri 121,1 ppm te 118,8 ppm koji su u korelaciji s aromatskim protonima pri 7,18
ppm odnosno 7,15 ppm. Iz 2D HMBC spektra (slika 25) dobiveni su podaci o kemijskim
pomacima kvaternih ugljikovih atoma ¢iji signali su uoceni pri 141,8 ppm, 124,3 ppm, 119,1
ppm 1 103,8 ppm. Aromatski proton pri 7,18 ppm je u korelaciji s kvaternim ugljikovim
atomima pri 141,8 ppm, 119,1 ppm 1 103,8 ppm, a proton pri 7,15 ppm s kvaternim atomima
ugljika pri 124,3 ppm 1 103,8 ppm, te ugljikovim atomom CH skupine pri 121,1 ppm (tablica
30). U 2D HMBC spektru se ne opaza signal kvaternog atoma ugljika iz trifluormetilne

skupine.
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Slika 25. Spektar 2D 'H-">C HMBC NMR spoja 2 u acetonitrilu-ds pri 298 K.

Dobiveni podaci ukazuju da je spoj 2 tetrasupstituirani derivat benzena koji sadrzi amino 1

trifluormetilnu skupinu te jos dva supstituenta.

Tablica 30. 'H, "°C i "°F kemijski pomaci spoja 2 u acetonitrilu-d; pri sobnoj temperaturi.

Atom / o /ppm

Skupina 'H Bc PF
1 141,8

2 103,8

3 124,3

4 7,18 121,1

5 119,1

6 7,15 118,8

NH, 5,07

CFs - -63,2

Kako bi se identificirala dva preostala supstituenta, izolirana smjesa spoja 2 je analizirana i

tehnikom MS (slika 66). Molekulski ion opazen u spektru masa spoja 2 je za 80 veci nego u
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polaznoj molekuli 3-brom-5-(trifluormetil)anilina, a izotopna raspodjela molekulskog iona je
karakteristi¢na za molekule koje sadrze dva atoma broma (m/z 318:320:322 = 1:2:1). Manje
zastupljen adukt molekulskog iona i acetonitrila pokazuje isti profil [M+CH;CN+H]"
(m/z 359:361:363 = 1:2:1). Prema m/z vrijednostima te izotopnoj raspodjeli moze se zakljuciti
da atomi broma ¢ine dva preostala supstituenta na benzenskom prstenu.

Asignacija prikupljenih 1D i 2D spektara NMR te rezultati LC-MS analize omogu¢ili su
identifikaciju supstituenata, odredivanje poloZaja istih na benzenskom prstenu te strukturnu
identifikaciju izoliranog one&iséenja spoja 2 (slika 26).'%

NH,

1 Br

Br CF3

Slika 26. PredloZena struktura spoja 2 s oznacenim brojevima atoma.

4.5.3. Identifikacija i strukturna karakterizacija spoja 3

Spoj 3 eluira na relativnoj retenciji 1,31 kao najvece od tri glavna oneciS¢enja 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina u uzorku 1 (slika 19) s udjelom od 1,33% (tablica 22). Budu¢i da spoj 3,
kao 1 spojevi 1 1 2, eluira iza glavne komponente, moze se zakljuciti da se radi o manje
polarnom oneciS¢enju.

U aromatskom dijelu "H spektra NMR spoja 3 (slika 27) mogu se uo¢iti dva multipleta pri
7,22 — 7,21 ppm 1 7,03 — 7,02 ppm koji odgovaraju signalima dva protona i ukazuju da spoj 3
ima Getiri supstituenta na benzenskom prstenu. Dodatno, u 'H spektru NMR se pri 5,15 ppm
moze opaziti Sirok singlet s integralom = 2 koji vjerojatno pripada protonima amino skupine.
PF spektar NMR (slika 67) sadrzi jedan signal pri -63,8 ppm koji se moze pripisati
trifluormetilnoj skupini. Korelacije u 2D COSY spektru (slika 68) ukazuju da su dva
aromatska protona u meta-polozaju jedan naspram drugog. Detaljnom analizom multipleta u
'H spektru NMR moze se zakljuéiti da se signali aromatskih protona cijepaju u dublete zbog
medusobne meta-sprege, a dubleti se potom potom cijepaju u kvartete zbog sprege s atomima
fluora iz trifluormetilne skupine. Takav uzorak cijepanja signala u 'H spektru NMR spoja 3

ukazuje da su oba aromatska protona susjedna trifluormetilnoj skupini.
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Slika 27. Spektar 'H NMR spoja 3 u acetonitrilu-d; pri 298 K. Umetak prikazuje
karakteristi¢no cijepanje signala aromatskih protona 7,03 — 7,02 ppm u kvartet dubleta zbog
sprege s atomima fluora iz CF; skupine.

Analizom 2D HSQC spektara omogucena je neupitna asignacija protoniranih atoma ugljika, a
iz 2D HMBC spektra je dobivena informacija o kvaternim ugljikovim atomima. U 2D HSQC
spektru spoja 3 (slika 69) prisutna su dva signala koja odgovaraju atomima ugljika CH
skupina. Signal ugljika pri 117,2 ppm je u korelaciji s aromatskih protonom pri 7,22 — 7,21
ppm dok je signal ugljikovog atoma pri 109,9 ppm u korelaciji s aromatskim protonom pri
7,03 — 7,02 ppm. U aromatskom dijelu 2D HMBC spektra (slika 28) mogu se opaziti
korelacije izmedu aromatskog protona pri 7,22 — 7,21 ppm s kvaternim ugljikovim atomima
pri 125,9 ppm 1 113,7 ppm, te ugljikovim atomom CH skupine pri 109,9 ppm. Aromatski
proton pri 7,03 — 7,02 ppm takoder pokazuje korelacije s kvaternim aromatskim atomima
ugljika koji se mogu opaziti pri 125,9 ppm i 113,7 ppm, te dodatno s kvaternim ugljikovima
atomima pri 147,9 ppm, 116,4 ppm 1 115,4 ppm (tablica 31).
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Slika 28. Spektar 2D 'H-">C HMBC NMR spoja 3 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
Gore navedeni podaci ukazuju da je spoj 3 tetrasupstituirani derivat benzena koji sadrzi amino
skupinu, trifluormetilnu skupinu kojoj su susjedna dva aromatska protona, te dva dodatna

supstituenta.

Tablica 31. 'H, "°C i '°F kemijski pomaci spoja 3 u acetonitrilu-d; pri sobnoj temperaturi.

Atom / o /ppm

Skupina 'H e PF
1 147,9

2 113,7

3 115,4

4 7,22 -17,21 117,2

5 125,9

6 7,03 - 7,02 109,9

NH, 5,15

CF; 116,1 -63.8
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Tehnikom MS provedena je potpuna identifikacija spoja 3. U spektru masa analizirane
otopine spoja 3 (slika 71) moze se uociti 1:2:1 izotopna raspodjela molekulskog iona koja
odgovara ionima m/z 318, 320 i 322, a karakteristiCna je za molekule koje sadrze dva atoma
broma. Adukt molekulskog iona i acetonitrila [M+CH3;CN-+H]" (m/z 359:361:363 = 1:2:1)
takoder odgovara tom izotopnom profilu i potvrduje pretpostavku da su dva preostala
supstituenta na benzenskom prstenu upravo atomi broma.

Rezultati dobiveni tehnikom LC-MS, asignacija signala u 1D i1 2D spektrima NMR te
analiza korelacijskih signala u HMBC spektru omogudili su strukturnu identifikaciju
izoliranog oneéid¢enja 3 &iju strukturu prikazuje slika 29.'%

NH,

Br 1

Br CF,

Slika 29. Predlozena struktura spoja 3 s ozna¢enim brojevima atoma.

4.5.4. Identifikacija i strukturna karakterizacija spoja 4
Analizom uzorka II 3-brom-5-(trifluormetil)anilina tehnikom UHPLC (slika 20) na relativnoj
retenciji 0,70 moze se opaziti spoj 4 kao dominantno onecis¢enje u iznosu 0,66% (tablica 23).
Buduc¢i da eluira prije glavne komponente moZe se zakljuciti da se radi o polarnijoj molekuli.
'H spektar NMR spoja 4 (slika 72) u svom aromatskom dijelu sadrzi triplet pri 7,23 ppm
te multiplet pri 6,90 — 6,84 ppm, pri ¢emu je omjer integrala povrSina ispod tripleta 1
multipleta = 1:3. Iz podataka o procijenjenom broju atoma vodika moze se pretpostaviti
prisustvo Cetiri aromatska protona, od kojih se signali tri aromatska protona preklapaju.
Izmjerena konstanta sprege na signalu tripleta iznosi 8,2 Hz i ukazuje na orfo-spregu
aromatskih protona. Izvan aromatskog podru¢ja 'H spektra NMR moZe se opaziti §irok singlet
pri 4,47 ppm koji vierojatno pripada protonima amino skupine. U '°F spektru NMR spoja 4
(slika 73) moze se uociti signal pri -63,4 ppm 1 pripisati trifluormetilnoj skupini. Kako
multiplet u 'H spektru NMR spoja 4 &ne preklopljeni signali tri aromatska protona, daljnja
strukturna karakterizacija bila bi nemoguca bez analize 2D spektara NMR. Korelacije u 2D
COSY spektru (slika 74) pokazuju spregu izmedu signala tripleta i multipleta, to¢nije protona
pri 7,23 ppm i 6,90 ppm, no jo§ korisniji podaci prikupljeni su analizom 2D HSQC spektra. U
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2D HSQC spektru spoja 4 (slika 75) mogu se opaziti korelacije atoma ugljika CH skupina pri
110,2 ppm i 113,0 ppm sa signalima dva aromatska protona iz multipleta, oba pri 6,90 ppm te
ugljikovog atoma pri 117,6 ppm 1 izravno vezanog aromatskog protona pri 6,84 ppm koji se
izdvaja iz multipleta. MoZe se uociti 1 korelacija atoma ugljika CH skupine pri 129,8 ppm s
aromatskim protonom pri 7,23 ppm. U HMBC spektru (slika 30) mogu se uociti dva signala
kvaternih atoma ugljika pri 148,6 ppm i 130,7 ppm koji su u korelaciji s aromatskim
protonom pri 7,23 ppm (tablica 32). Nazalost, u 2D HMBC spektru se ne opaza signal

kvaternog atoma ugljika iz trifluormetilne skupine.
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Slika 30. Spektar 2D 'H-">C HMBC NMR spoja 4 u acetonitrilu-ds pri 298 K.

Na temelju navedenih podataka, moZe se zakljuciti da je spoj 4 disupstituirani derivat benzena

koji sadrZi amino 1 trifluormetilnu skupinu.

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 72

Tablica 32. 'H, "°C i '°F kemijski pomaci spoja 4 u acetonitrilu-d; pri sobnoj temperaturi.

Atom / o/ ppm

Skupina 'H e PF
1 148,6

2 6,90 110,2

3 130,7

4 6,90 113,0

5 7,23 129,8

6 6,84 117,6

NH; 4,47

CF; - -63.,4

MS analiza koristena je kako bi se potvrdila hipoteza o disupstituiranom benzenu i omogucila
identifikacija oneciS¢enja 4. Za razliku od ostalih do sada analiziranih oneciS¢enja, spektar
masa analizirane otopine spoja 4 (slika 77) ne pokazuje izotopnu raspodjelu molekulskog iona
karakteristi¢énu za brom. Molekulski ion mozZe se uociti pri m/z vrijednosti 162, a vidljiv je 1
adukt molekulskog iona i acetonitrila [M+CH3CN+H]" pri m/z vrijednosti 203 ¢ime je
potvrdeno da osim amino i trifluormetilne skupine nema dodatnih supstituenata na
benzenskom prstenu.

Na temelju asigniranih kemijskih pomaka 'H, °C i "F i rezultata LC-MS analize

predloZena je struktura izoliranog spoja 4 (slika 31).

NH,

CF3

Slika 31. PredloZena struktura spoja 4 s oznacenim brojevima atoma.

4.5.5. Identifikacija i strukturna karakterizacija spojeva 5i 6
Na relativnoj retenciji 0,87 (slika 19) u analiziranom uzorku I moZe se uociti ko-elucija
najmanje dva oneciS¢enja u udjelu od 0,09% (tablica 22). Retencijsko vrijeme na kojem

spojevi eluiraju ukazuje na neznatno vecu polarnost u usporedbi s glavnom komponentom, a
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sama ko-elucija na potencijalnu sli¢nost struktura. Na pocetku evaluacije podataka
pretpostavljeno je da su u izoliranoj smjesi prisutna dva onecis¢enja, spoj 5 i spoj 6.

Analiza uzorka II u kojem je prisutan samo spoj 6 (slika 20) u udjelu od 0,28% (tablica
23), omogucila je izdvajanje podataka koji se odnose na spoj 5 iz dobivenih spektara NMR
smjese spojeva izolirane iz uzorka I. Slika 32a prikazuje 'H spektar NMR smjese spojeva 5 i
6 s intenzivnijim signalima spoja 5, te '"H spektar NMR spoja 6 (slika 32b) u kojem je spoj 5

prisutan kao oneciS¢enje, sa signalima vrlo niskog intenziteta.

UV
U § G |

7 6 5 ppm)
Slika 32. Spektri 'H NMR smjese spojeva 51 6 (a) te spoja 6 (b) u acetonitrilu-ds pri 298 K.

U aromatskom dijelu 'H spektra NMR spoja 5 (slika 78) mogu se opaziti tri signala; dublet pri
7,41 ppm, dublet pri 7,03 ppm, te dublet dubleta pri 6,73 ppm kao posljedica prisutnosti tri
aromatska protona Sto ukazuje da spoj 5 ima tri supstituenta na benzenskom prstenu. Takoder,
pri 4,62 ppm u 'H spektru NMR moze se opaziti irok singlet s integralom ~ 2 koji vjerojatno
pripada protonima amino skupine. Signali aromatskih protona spoja 5 pri 7,41 ppm 1 6,73
ppm su pocijepani u dublete s konstantom sprege od 8,7 Hz §to ukazuje na medusobni orto-
polozaj. Signal protona pri 6,73 ppm se dalje cijepa u dublet dubleta meta-spregom s
protonom pri 7,03 ppm s manjom konstantom sprege od 2,7 Hz koja se mozZe uociti kod oba
protona. Analizom aromatskog dijela 'H spektra NMR spoja 6 (slika 79) takoder se mogu
opaziti tri signala; dublet pri 7,41 ppm, dublet pri 6,98 ppm, te dublet dubleta pri 6,64 ppm
koji odgovaraju signalima tri protona i ukazuju da i spoj 6 ima tri supstituenta na benzenskom

prstenu. Dodatno, u 'H spektru NMR spoja 6 moze se uogiti i §irok singlet pri 4,82 ppm &iji

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 74

integral iznosi ~ 2 i za koji se takoder moze pretpostaviti da pripada protonima amino
skupine. Analizom signala pri 6,64 ppm u 'H spektru NMR spoja 6 mozZe se zaklju¢iti da je
signal tog aromatskog protona pocijepan u dublet zbog sprege sa susjednim protonom pri 7,41
ppm u orto-polozaju uz konstantu sprege koja iznosi 8,7 Hz, a dalje se cijepa u dublet dubleta
meta-spregom s protonom opazenim pri 6,98 ppm uz konstantu sprege od 1,9 Hz. Aromatski
proton pri 6,98 ppm se cijepa u dublet s izmjerenom konstantom sprege od 1,9 Hz (meta-
sprega), a signal protona pri 7,41 ppm u dublet uz konstantu sprege od 8,7 Hz.

U "F spektru NMR spojeva 5 i 6 (slika 80) se signali opazeni pri -63,2 ppm i -60,6 ppm
mogu pripisati dvjema trifluormetilnim skupinama. U "F spektru NMR spoja 6 (slika 81) je
uocen intenzivan signal pri -60,6 ppm koji se moze pripisati trifluormetilnoj skupini spoja 6,
Sto zna¢i da signal opazen u PF spektru NMR smjese spojeva pri -63,2 ppm pripada
trifluormetilnoj skupini spoja 5.

Korelacije u 2D COSY spektrima spojeva 5 i 6 (slika 82 i slika 83) potvrduju sprege
opazene u 'H spektrima NMR spojeva 5 i 6. Analizom HSQC spektra dobiveni su podaci o
protoniranim ugljikovim atomima, a u kombinaciji s HMBC spektrom i podaci o kvaternim
ugljikovim atomima. U 2D HSQC spektru spoja 5 (slika 84) opazaju se korelacije izmedu
aromatskog protona pri 7,41 ppm koji je vezan na ugljikov atom pri 135,4 ppm, protona pri
7,03 ppm s ugljikom CH skupine pri 113,2 ppm, te korelacija protona pri 6,73 ppm s atomom
ugljika pri 118,8 ppm. U 2D HSQC spektru spoja 6 (slika 85) prisutna su tri signala koja
odgovaraju korelacijama aromatskih protona i ugljikovih atoma CH skupina. Mogu se opaziti
korelacije izmedu aromatskog protona pri 7,41 ppm s atomom ugljika pri 128,8 ppm, protona
pri 6,98 ppm s ugljikom pri 119,0 pm, te protona pri 6,64 ppm koji je u korelaciji s ugljikovim
atomom pri 111,9 ppm.

Analizom aromatskog dijela 2D HMBC spektra spoja 5 (slika 33a) uoceni su signali
kvaternih ugljikovih atoma pri 152,7 ppm, 120,3 ppm i 103,8 ppm. Moze se opaziti da je
aromatski proton pri 7,41 ppm u korelaciji s kvaternim ugljikovim atomima pri 120,3 1 152,7
ppm, aromatski proton pri 7,03 ppm s atomom ugljika CH skupine pri 118,8 ppm, a proton pri
6,73 ppm je u korelaciji s kvaternim ugljikovim atomom pri 103,8 ppm (tablica 33). U 2D
HMBC spektru spoja 5 se ne opaza signal kvaternog atoma ugljika iz trifluormetilne skupine.
U 2D HMBC spektru spoja 6 (slika 33b) uoceni su signali kvaternih ugljikovih atoma pri
116,0 ppm, 120,2 ppm, 125,7 ppm i 152,5 ppm. Analizom 2D HMBC spektra spoja 6 moZe se

uociti korelacija aromatskog protona pri 7,41 ppm s atomom ugljika CH skupine pri 119,0
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ppm i kvaternim ugljikovim atomima pri 125,7 te 152,5 ppm. Aromatski proton pri 6,98 ppm
je u korelaciji s atomom ugljika pri 111,9 ppm i kvaternim ugljikovim atomima pri 116,0 ppm
1 120,2 ppm, kao i proton pri 6,64 ppm koji pokazuje dodatnu korelaciju s CH atomom ugljika
pri 119,0 ppm (tablica 33).
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Slika 33. Spektri 'H-""C HMBC NMR smjese spojeva 5 i 6 (a) i spoja 6 (b) u acetonitrilu-ds pri
298 K.

Tablica 33. 'H, "°C i "°F kemijski pomaci spojeva 5 i 6 u acetonitrilu-ds pri sobnoj temperaturi.

spoj 5 spoj 6
Atom / o/ ppm o/ ppm
Skupina H Bc PF H Bc P
1 152,7 152,5
2 103,8 6,98 119,0
3 7,41 135,4 125,7
4 6,73 118,8 116,0
5 120,3 7,41 128,8
6 7,03 113,2 6,64 111,9
NH, 4,62 4,82
CF; - -63,2 120,2 -60,6
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Iz navedenih podataka moze se zakljuciti da su oba spoja, spoj 5 i spoj 6 trisupstituirani
derivati benzena koji sadrze amino i trifluormetilnu skupinu.

Kako bi se upotpunili podaci prikupljeni spektroskopijom NMR, za analizu otopina
izolirane smjese spojeva 51 6 i otopine izoliranog spoja 6 koristena je i tehnika MS (slika 87 1
slika 89). Izotopna raspodjela molekulskog iona kromatografskih pikova koji potjecu od
spojeva 5 1 6 karakteristicna je za molekule s jednim atomom broma (m/z 240:242 = 1:1), a
moze se opaziti i adukt molekule i acetonitrila [M+CH;CN+H]" (m/z 281:283 = 1:1), te
najvjerojatnija fragmentacija u vidu eliminacije atoma broma (m/z 240:242 - m/z 161).
Prema m/z vrijednostima te izotopnoj raspodjeli nema razlike izmedu MS spektara spojeva 5 i
6, te glavne komponente 3-brom-5-(trifluormetil)anilina (slika 53) Sto ukazuje na moguénost
regio-izomerije.

Na temelju asigniranih signala u spektrima NMR 1 korelacija u HMBC spektrima koje su
omogucile odredivanje polozaja supstituenata na benzenskom prstenu, te rezultata LC-MS

analize, predlozene su strukture izoliranih oneciS¢enja spojeva 51 6 (slika 34a i b).

NH, NH,
Br. 1 1
2 6 6 2
3 5 5 3
CF
4 3 f CF;
Br
a b

Slika 34. Predlozene strukture spojeva 5 (a) 1 6 (b) s oznacenim brojevima atoma.

4.5.6. Identifikacija i strukturna karakterizacija spoja 7

Tik iza glavnog pika, u repu glavne komponente u analiziranim uzorcima I 1 II se pri
relativnoj retenciji 1.11 moze opaziti spoj 7 (slika 19 1 slika 20). Spoj 7 je u uzorku II prisutan
u udjelu od 0,29% (tablica 23).

U aromatskom dijelu 'H spektra NMR spoja 7 (slika 90) mogu se uoéiti dva dubleta pri
7,18 ppm i 7,03 ppm. Konstanta sprege za oba signala iznosi 2,7 Hz i ukazuje na meta-polozaj
aromatskih protona koji potvrduju i korelacije opazene u 2D COSY spektru (slika 92).
Dodatan, zasjenjeniji signal u 'H spektru NMR nalazi se izvan aromatskog podruéja, pri 4,73

ppm. Radi se o Sirokom singletu s integralom = 2 koji se moZe pripisati protonima amino
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skupine. Signal pri -63,5 ppm koji se moZe uoéiti u '°F spektru NMR (slika 91) vjerojatno
pripada trifluormetilnoj skupini spoja 7. U 2D HSQC spektru (slika 93) mogu se uociti signali
protoniranih ugljikovih atoma CH skupina 1 izravno vezanih aromatskih protona, pa se tako
moze opaziti ugljikov atom pri 113,2 ppm u korelaciji s aromatskim protonom pri 7,03 ppm,
te atom ugljika pri 121,3 ppm koji je u korelaciji s aromatskim protonom pri 7,18 ppm.
Analizom aromatskog dijela 2D HMBC spektra (slika 35), pri 106,0 ppm, 125,5 ppm i 127,9
ppm uoceni su signali koji odgovaraju kvaternim ugljikovim atomima. Nazalost, signal
Cetvrtog kvaternog atoma ugljika na koji je vezana amino skupina nije opazen u 2D HMBC
spektru. Moze se uociti da su oba aromatska protona u korelaciji s kvaternim ugljikovim
atomima pri 125,5 ppm i 106,0 ppm, dok je s kvaternim ugljikovim atomom pri 127,9 ppm u
korelaciji samo aromatski proton pri 7,18 ppm. Nazalost, u 2D HMBC spektru se ne opaza
signal kvaternog atoma ugljika iz trifluormetilne skupine. Kemijske pomake atoma 'H, °C i

"F spoja 7 prikazuje tablica 34.
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Slika 35. Spektar 2D "H-"*C HMBC NMR spoja 7 u acetonitrilu-ds pri 298 K.

Iz priloZzenih podataka proizlazi da je spoj 7 tetrasupstituirani derivat benzena ¢ija su dva

supstituenta amino 1 trifluormetilna skupina.
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Tablica 34. 'H, "°C i "’F kemijski pomaci spoja 7 u acetonitrilu-ds pri sobnoj temperaturi.

Atom / o/ ppm

Skupina 'H e PF
1 -

2 7,03 113,2

3 125,5

4 106,0

5 127,9

6 7,18 121,3

NH; 4,73

CF; - -63,5

Kako bi se identificirala dva preostala supstituenta na benzenskom prstenu, izolirana otopina
spoja 7 nakon kromatografskog odjeljivanja analizirana je i upotrebom tehnike MS (slika 95).
U spektru masa spoja 7 moze se uociti molekulski ion i njegova izotopna raspodjela koji
ukazuju na postojanje dva atoma broma u molekuli (m/z 318:320:322 = 1:2:1). Adukt
molekulskog iona i acetonitrila pokazuje isti izotopni profil [M+CH3;CN+H]
(m/z 359:361:363 = 1:2:1). Prema opazenim m/z vrijednostima te izotopnoj raspodjeli moze se
zakljuciti da su dva preostala supstituenta na benzenskom prstenu atomi broma.

Podaci prikupljeni iz 1D 1 2D spektara NMR, te rezultati analize tehnikom LC-MS dali su
uvid u prirodu supstituenata benzenskog prstena spoja 7 i odredivanje poloZaja istih, te

omogucili strukturnu karakterizaciju izoliranog onecis¢enja 7 (slika 36).

NH,
1
2 6
3 5
Br 2 CF,
Br

Slika 36. PredloZena struktura spoja 7 s oznacenim brojevima atoma.
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4.5.7. Identifikacija i strukturna karakterizacija spoja 8
Spoj 8 u odnosu na glavnu komponentu 3-brom-5-(trifluormetil)anilin eluira na relativnoj
retenciji 1,19 (slika 20), a moze se uociti u uzorku IT u udjelu od 0,15% (tablica 23).

U aromatskom dijelu 'H spektra NMR spoja 8 (slika 96) mogu se opaziti tri singleta pri
8,63 ppm, 8,47 ppm i 8,28 ppm. Omjer integrala povrsina ispod signala opazenih aromatskih
protona iznosi = 1:1:1. Valja istaknuti da se izvan aromatskog podru&ja 'H spektra NMR ne
opazaju nikakvi dodatni signali. Analizom 2D COSY spektra (slika 98) jasno su uocljive
medusobne korelacije sva tri aromatska protona $to ukazuje na medusobne meta-polozaje.
Analizom 2D HSQC spektra spoja 8 (slika 37) mogu se opaziti korelacije atoma ugljika CH
skupine pri 134,5 ppm 1 signala aromatskog protona pri 8,28 ppm, ugljikovog atoma pri 130,3
ppm i aromatskog protona pri 8,63 ppm te atoma ugljika pri 119,8 ppm i1 aromatskog protona

pri 8,47 ppm.

F1 [ppm]

o
T T T T | T T T T
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Slika 37. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 8 u acetonitrilu-ds pri 298 K.

Nazalost, koncentracija spoja 8 u izoliranoj otopini nije bila dovoljna da bi se snimio i 2D
HMBC spektar zbog &ega izostaju podaci o kvaternim ugljikovim atomima spoja 8. U "°F
spektru NMR (slika 97) moguée je uociti signal pri -63,5 ppm koji se moZe pripisati
trifluormetilnoj skupini spoja 8. Kemijske pomake atoma 'H, °C i '°F spoja 8 koje je bilo

moguce asignirati prikazuje tablica 35.
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Navedeni podaci ukazuju da je spoj 8 trisupstituirani derivat benzena koji sadrzi

trifluormetilnu skupinu te tri aromatska protona koji se medusobno nalaze u meta-polozaju.

Tablica 35. 'H, '°C i "°F kemijski pomaci spoja 8 u acetonitrilu-ds pri sobnoj temperaturi.

Atom / o /ppm

Skupina 'H Bc PF
1 -

2 8,63 130,3

3 -

4 8,47 119,8

5 -

6 8,28 134,5

CF; - -63,5

Kako bi se prikupili dodatni podaci potrebni za strukturnu karakterizaciju, otopina izoliranog
spoja 8 analizirana je i tehnikom MS (slika 100). U spektru masa spoja 8 se uocava signal pri
m/z vrijednosti 276:278 te izotopna raspodjela karakteristicna za molekule s jednim atomom
broma (= 1:1), ¢ime je odreden drugi supstituent na benzenskom prstenu. S obzirom na
vrijednost m/z mogué je nastanak iona gubitkom kisika i adicijom natrija, [M-O+Na]". Na
temelju predloZene ionske vrste i slabog intenziteta prilikom pozitivne ionizacije moze se
pretpostaviti da bi tre¢i supstituent benzenskog prstena spoja 8 mogla biti nitro skupina.
Takvu pretpostavku potvrduje poznavanje sintetskog puta koji se koristi prilikom priprave
glavnog spoja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina buduci da posljednji korak ¢ini redukcija nitro
skupine spoja 1-brom-3-nitro-5-(trifluormetil)benzena do amino skupine (slika 54). Toj
hipotezi u prilog ide i izostanak signala amino skupine u "H spektru NMR.

Na temelju informacija dobivenih iz spektara NMR te rezultata analize tehnikom LC-MS
pretpostavljeni su supstituenti 1 njihov polozaj na benzenskom prstenu $to je omogucilo

strukturnu identifikaciju izoliranog onecis¢enja spoja 8 (slika 38).

Miroslava Harc¢a Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 81

B CF
r 6 3

Slika 38. PredloZena struktura spoja 8 s ozna¢enim brojevima atoma.

4.5.8. Identifikacija i strukturna karakterizacija spoja 9

Spoj 9 prvi je od kasno eluiraju¢ih spojeva uocenih u uzorku III 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina. Prema ranije opisanoj metodi UHPLC (tablica 12) spoj 9 eluira na
relativnoj retenciji 1,87 (slika 21) s udjelom od 1,87% (tablica 24). Budu¢i da spoj 9, kao i
spojevi 10, 11 i 12, eluira iza glavne komponente uz znatan udio acetonitrila u pokretnoj fazi,
moze se zakljuciti da se radi o vrlo nepolarnom onecis¢enju.

U 'H spektru NMR spoja 9 (slika 101) mogu se uociti Cetiri singleta pri 7,21 ppm, 7,18
ppm, 7,04 ppm i 7,00 ppm pri &emu je omjer integrala ispod povrsina ~ 1:1:1:1. '°F spektar
NMR (slika 102) sadrzi jedan signal pri -63,6 ppm koji se moze pripisati trifluormetilnoj
skupini. Korelacije u 2D COSY spektru (slika 103) ukazuju na medusobni meta-poloZaj
aromatskih protona pri 7,21 ppm, 7,18 ppm i1 7,04 ppm. Analizom 2D HSQC spektara
omogucena je asignacija protoniranih atoma ugljika, a iz 2D HMBC spektra je dobivena
informacija o kvaternim ugljikovim atomima. U 2D HSQC spektru spoja 9 (slika 39) prisutna
su tri signala koja odgovaraju atomima ugljika CH skupina. Signal ugljika pri 118,6 ppm je u
korelaciji s aromatskim protonom pri 7,21 ppm, signal ugljikovog atoma pri 118,1 ppm s
aromatskim protonom pri 7,18 ppm dok je signal ugljika pri 108,0 ppm u korelaciji s
aromatskim protonom pri 7,04 ppm. Proton pri 7,00 ppm ne pokazuje korelacije u HSQC

spektru Sto bi moglo ukazivati na prisutnost NH skupine.
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Slika 39. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 9 u acetonitrilu-ds pri 298 K.

U 2D HMBC spektru (slika 40) mogu se opaziti korelacije izmedu aromatskog protona pri
7,21 ppm s kvaternim ugljikovim atomima pri 123,4 ppm, 119,2 ppm 1 106,7 ppm. Aromatski
proton pri 7,18 ppm takoder daje korelacije s kvaternim atomima ugljika koji se mogu opaziti
pri 119,2 ppm i 106,7 ppm. Moze se opaziti i korelacija protona pri 7,00 ppm pripisanog NH
skupini s kvaternim atomom ugljika pri 106,7 ppm. Navedene kemijske pomake atoma 'H,

B¢ i F spoja 9 prikazuje tablica 36.
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Slika 40. Spektar 2D 'H-">C HMBC NMR spoja 9 u acetonitrilu-ds pri 298 K.

Gore navedeni podaci ukazuju da spoj 9 sadrzi tri razli¢ita supstituenta na benzenskom

prstenu od Cega jednu trifluormetilnu skupinu, a tri opaZena protona su u medusobnom meta-

polozaju.

Tablica 36. 'H, "°C i "°F kemijski pomaci spoja 9 u acetonitrilu-ds pri sobnoj temperaturi.

Atom / o/ppm

Skupina 'H Bc PF
1 150,1

2 7,04 108,0

3 123,4

4 7,21 118,6

5 119,2

6 7,18 118,1

NH 7,00

CF; 106,7 -63,6
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Kako bi se identificirali preostali supstituenti na benzenskom prstenu spoja 9 koriStena je
tehnika MS. U spektru masa analizirane otopine spoja 9 (slika 105) uz pozitivnu ionizaciju,
moze se uociti 1:2:1 izotopna raspodjela molekulskog iona koja odgovara ionima m/z 477,
479 1 481, a karakteristicna je za molekule koje sadrze dva atoma broma. Opaza se i
najvjerojatnija fragmentacija u vidu eliminacije jednog atoma broma (m/z 398:400 = 1:1) te
dodatan ion, takoder s jednim atomom broma (m/z 239:241 = 1:1). Upravo su spomenuti
fragmenti dali klju¢nu informaciju o potencijalno simetri¢noj, hidrazinskoj strukturi.

Analiza tehnikom LC-MS, te asignacija signala u spektrima NMR uz analizu korelacija u
HMBC spektru na temelju koje su odredeni polozaji supstituenata na benzenskom prstenu,
omogucili su strukturnu identifikaciju izoliranog oneciséenja 9 kao simetri¢ne molekule kako

prikazuje slika 41.

Slika 41. PredloZena struktura spoja 9 s oznac¢enim brojevima atoma.

4.5.9. Identifikacija i strukturna karakterizacija spoja 10

Spoj 10 moze se opaziti na relativnoj retenciji 2,14 kao posljednje od kasno eluiraju¢ih
spojeva uocenih u uzorku III 3-brom-5-(trifluormetil)anilina (slika 21) gdje je prisutan u
znatnom udjelu (tablica 24). Usporedbom vremena izlazenja spojeva 9 i 10, moZe se zakljuciti
da je spoj 10 nepolarnije oneciS¢enje (slika 104).

U aromatskom dijelu 'H spektra NMR spoja 10 (slika 106) mogu se uoéiti tri singleta pri
8,33 ppm, 8,23 ppm i 8,08 ppm s omjerima integrala ~ 1:1:1. "°F spektar NMR sadrzi dva
signala razli¢itih intenziteta pri -63,4 ppm i -63,8 ppm koji se mogu pripisati trifluormetilnim
skupinama (slika 107). Signal veéeg intenziteta pri -63,4 ppm moze se pripisati
trifluormetilnoj skupini spoja 10 dok signal pri -63,8 ppm vjerojatno potjece od oneciS¢enja
prisutnog u uzorku izoliranog spoja 10 &iji signali se opazaju i u 'H spektru NMR. Korelacije
u 2D COSY spektru (slika 108) ukazuju da su aromatski protoni u meta-polozaju jedan
naspram drugog. Analizom 2D HSQC spektra spoja 10 (slika 109) omogucena je neupitna
asignacija protoniranih atoma ugljika, budu¢i da se opazaju tri signala koja odgovaraju

atomima ugljika CH skupina. Signal ugljika pri 129,0 ppm je u korelaciji s aromatskim
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protonom pri 8,33 ppm, signal ugljikovog atoma pri 119,7 ppm u korelaciji s aromatskim
protonom pri 8,23 ppm, a signal ugljika pri 131,3 ppm je u korelaciji s aromatskih protonom
pri 8,08 ppm. 1z 2D HMBC spektra je dobivena informacija o kvaternim ugljikovim atomima.
U aromatskom dijelu 2D HMBC spektra (slika 42) mogu se opaziti korelacije izmedu
aromatskog protona pri 8,33 ppm i kvaternih ugljikovih atoma pri 153,0 ppm, 123,4 ppm i
122,0 ppm, te ugljikovih atoma CH skupina pri 131,3 ppm i 119,7 ppm. Aromatski proton pri
8,23 ppm pokazuje HMBC korelacije s kvaternim aromatskim atomom ugljika koji se moze
opaziti pri 153,0 ppm, te dodatno s ugljikovim atomima CH skupina pri 131,3 ppm 1 129,0
ppm. U spektru takoder postoje korelacije aromatskog protona pri 8,08 ppm s kvaternim
aromatskim atomima ugljika pri 123,4 ppm, 122,0 ppm i 117,6 ppm te ugljikovim atomima
CH skupina pri 129,0 ppm 1 119,7 ppm.
Kemijske pomake atoma 'H, °C i "°F spoja 10 prikazuje tablica 37.
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Slika 42. Spektar 2D "H-"C HMBC NMR spoja 10 u acetonitrilu-d; pri 298 K.

Navedeni podaci ukazuju da spoj 10 sadrzi tri razli¢ita supstituenta na benzenskom prstenu.
Jedan supstituent je trifluormetilna skupina kojoj su susjedna dva aromatska protona, a sva tri

opazena aromatska protona su u medusobnom meta-polozaju.
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Tablica 37. 'H, "°C i "’F kemijski pomaci spoja 10 u acetonitrilu-ds pri sobnoj temperaturi.

Atom / o /ppm

Skupina 'H Bc PF
1 153,0

2 8,33 129,0

3 122,0

4 8,08 131,3

5 123,4

6 8,23 119,7

CF; 117,6 -63.,4

Kako bi se identificirali preostali supstituenti na benzenskom prstenu, izolirana otopina spoja
10 je analizirana i upotrebom tehnike MS. U spektru masa analizirane otopine spoja 10 uz
negativnu ionizaciju (slika 111) mogu se uociti tri skupine signala s 1:2:1 izotopnom
raspodjelom koja je karakteristicna za molekule koje sadrze dva atoma broma. Najvise je
zastupljena molekulska vrsta koja se moze uociti pri m/z 475:477:479, a djelomicno se
preklapa s manje zastupljenim skupinom pri 474:476:478 (slika 112). Pri viSim m/z
vrijednostima opaza se skupina signala pri 489:491:493. Manja osjetljivost pri negativnoj
ionizaciji oteZala je odredivanje molekulskog iona, no moZe se pretpostaviti da dvije opaZene
skupine pri vrijednostima m/z 474:476:478 1 m/z 475:477:479 odgovaraju neutralnoj, odnosno
negativno nabijenoj molekuli, dok je adukt pri m/z 489:491:493 mogao nastati gubitkom
skupine CF3 1 adicijom acetonitrila 1 aniona mravlje kiseline iz pokretne faze. Uoceni signali
MS ukazuju da se radi o molekuli koja sadrzi dva atoma broma te moguce dvije
trifluormetilne skupine.

Evaluacija rezultata dobivenih tehnikom LC-MS, te asignacija signala u spektrima NMR 1
analiza korelacija u HMBC spektru ukazuju da je spoj 10 simetricni azo derivat polaznog

3-brom-5-(trifluormetil)anilina (slika 43).

Slika 43. PredloZena struktura spoja 10 s oznaenim brojevima atoma.
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4.6. Usporedba semi-preparativne tekucinske kromatografije i tehnike
LC-SPE: prednosti vezanog sustava LC-SPE/krio-NMR

U ovom radu su prikazana dva razli¢ita nacina izolacije, semi-preparativna kromatografija i
tehnika LC-SPE, u svrhu strukturne identifikacije nepoznatih onecis¢enja spoja 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina. ~ Semi-preparativnu  kromatografiju  karakterizira  jednostavnija
instrumentacija te moguénost izolacije vece koli¢ine oneciséenja, uz uvjet da je oneciscenje
prisutno u uzorku u prihvatljivoj koli¢ini. No, parametri poput utroska otapala, vremena
trajanja analize, ekoloske prihvatljivosti i zahtjevnosti obrade izoliranih frakcija tehniku LC-
SPE ¢&ine boljim odabirom. Na primjeru izolacije one€iS¢enja prisutnog u uzorku 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina na razini od 0,5% te semi-preparativnih i LC-SPE metoda opisanih
ranije (tablica 13 i tablica 15), nacinjena je usporedba utroSka organske pokretne faze i

vremena potrebnog za izolaciju (tablica 38).

Tablica 38. Usporedba cijene 1 vremena trajanje analize prilikom izolacije 0,5% oneciS¢enja
pomocu semi-preparativne kromatografije 1 tehnike LC-SPE.

. Broj UtroSak CH;CN Cijena CH;CN  Trajanje
Analiza . . . . . . . o
injektiranja po analizi po izolaciji izolacije
semi-prep LC' 30 min 50 I5L 1450 HRK 25h
LC-SPE’ 20 min 15 0,1L 14,5 HRK 4h

"uz protok pokretne faze od 20 mL min™ i volumen injektiranja od 1500 pL

% uz protok pokretne faze od 1 mL min™ i volumen injektiranja od 15 uL

Primjenom tehnike LC-SPE/NMR moguce je izolirati, naciniti strukturnu karakterizaciju 1
identificirati oneciS¢enja na vrlo niskim razinama (< 0,10%). Primjerice, uspjesno
identificirani ko-eluirajuéi spojevi 5 1 6 su u uzorku I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina prisutni
na razini od samo 0.09%. Efikasnost analize ovisi i o optimizaciji SPE parametara te
fizikalno-kemijskim karakteristikama samog oneciS¢enja, s obzirom na zadrzavanje na SPE
koloni te topljivost u deuteriranim otapalima koja se koriste za eluiranje sa SPE nosaca.
Optimizacija SPE parametara je nacinjena usporedbom S/N vrijednosti za spojeve 1, 2, 3 i
7 prisutne u uzorku I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina primjenom razlicitih kolona SPE,
protoka poslijekolonskog dodatka vode, razli¢itih deuteriranih otapala te inverzne BBI sonde
odnosno direktne BBO krio-sonde NMR (tablica 17). Iz rezultata (tablica 25 — tablica 28) se

moze uociti neprikladnost CN skupine nosaca SPE i visokog poslijekolonskog protoka vode
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(4 mL min"). Vrijednosti ostalih istraenih parametara su se pokazale vise ili manje
povoljnima ovisno o promatranom spoju. Primjerice, deuterirani metanol se za spojeve 2 1 3
pokazao kao bolje otapalo za ispiranje SPE nosaca, no razlika S/N vrijednosti u usporedbi s
deuteriranim acetonitrilom nije znatna. Naprotiv, S/N vrijednosti za spoj 1 su primjenom
deuteriranog acetonitrila ve¢e gotovo za 50%. Primjena direktne BBO krio-sonde NMR, u
usporedbi s inverznom BBI sondom NMR, dala je viSe vrijednosti S/N za promatrani spoj 7,
kod svih koristenih vrsta kolona SPE. 1z navedenog se moze zakljuciti da se optimizacija SPE
parametara moze provesti brzo i jednostavno, uz manji broj injektiranja, no kako optimalna
vrijednost parametara ovisi o pojedinom spoju, optimizaciju je potrebno provesti zasebno za
svako onecis¢enje od interesa.

Strukturna karakterizacija oneciS¢enja izoliranih tehnikom LC-SPE provedena je
primjenom spektroskopije NMR te spektrometrije masa. Snimljeni su i analizirani 'H i '°F 1D
te 2D homo- i heteronuklearni spektri NMR (COSY, 'H-"C HSQC, 'H-"C HMBC)
izoliranih oneciS¢enja. Na temelju prikupljenih podataka predloZene su strukture izoliranih
procesnih oneciS¢enja 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 1 10 kako je opisano u poglavlju 4.5 te sumarno

prikazano nize (tablica 39).
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Tablica 39. PredloZene strukture procesnih onecis¢enja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.

Oznaka

. Struktura
spoja

Ime

NH,

Br

CF;

o

Br

NH,

Br

¢

Br CF,
NH,

Br.

%

Br CFs

NH,

O

CF;

NH,

Br.

o

CF3

2,4-dibrom-5-(trifluormetil)anilin

2,5-dibrom-3-(trifluormetil)anilin

2,3-dibrom-5-(trifluormetil)anilin

3-(trifluormetil)anilin

2-brom-5-(trifluormetil)anilin
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Oszpl:)z;l;a Struktura Ime
NH,
6 4-brom-3-(trifluormetil)anilin
CF,
Br
NH,
7 3,4-dibrom-5-(trifluormetil)anilin
Br CF3
Br

Br CF,

FsC

10 N—N

B
Br CF,
B

o

Fa

1-brom-3-nitro-5-
(trifluormetil)benzen

1,2-bis(3-brom-5-
(trifluormetil)fenil)hidrazin

1,2-bis(3-brom-5-
(trifluormetil)fenil)diazen
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§ p

Usporedbom spektara '"H NMR dibrom oneéidéenja 1, 2, 3 i 7 (slika 44) mogu se uo¢iti male
razlike u kemijskim pomacima protona amino skupine, utjecaj atoma broma na kemijske
pomake aromatskih protona te cijepanje uslijed sprege s atomima fluora. Najvec¢i kemijski
pomak promatranih aromatskih protona (7,71 ppm) opaza se kod spoja 1 1 jezgre smjestene
izmedu dva atoma broma (slika 24) koji svojom elektronegativno$¢éu doprinose odsjenjenju,
odnosno gdje prevladava induktivni efekt. Spoj 3 karakterizira kvartet dubleta aromatskog

protona nastao cijepanjem signala zbog utjecaja susjedne trifluormetilne skupine.

S e
| S
N § U\
L )

7 ] 3 [ppm]
Slika 44. Spektri 'H NMR spojeva 1 (a), 2 (b), 3 (¢) 1 7 (d) u acetonitrilu-d; pri 298 K.

PredloZena struktura spoja 4 opisuje desbrom oneciS¢enje, spojevi S i 6 regio-izomere
istrazivane molekule, a spoj 8 je identificiran kao polazni spoj 1-brom-3-nitro-5-
(trifluormetil)benzen prema sintetskom putu priprave 3-brom-5-(trifluormetil)anilina
(slika 103). PredloZene strukture spojeva 9 1 10 su hidrazinski i azo derivat 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina.

Osim navedenih spojeva, iz uzoraka I, II 1 III 3-brom-5-(trifluormetil)anilina, primjenom
tehnike LC-SPE pokusSalo se izolirati jo§ sedam drugih onecis¢enja. Zbog vrlo malih koli¢ina
onecis¢enja u dostupnim uzorcima (< 0,1%) 1 moguce nestabilnosti pojedinih spojeva nije ih
bilo moguce izolirati u koli¢ini koja bi omogucila snimanje 2D spektara NMR, a samim time

asignaciju signala NMR, strukturnu karakterizaciju te identifikaciju nepoznatih spojeva.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog rada detektirana su nepoznata procesna oneciS¢enja prisutna u razli¢itim
uzorcima 3-brom-5-(trifluormetil)anilina, polaznog materijala u sintezi djelatnih tvari.
KoriStena je metoda UHPLC, usporedene su izolacijske tehnike semi-preparativne tekucinske
kromatografije i1 tehnike LC-SPE te je nacinjena strukturna karakterizacija izoliranih
one¢iséenja snimanjem i analizom 1D 'H, "F te 2D homo- i heteronuklearnih spektara NMR
(COSY, 'H-"C HSQC, 'H-"C HMBC), uz mjerenja tehnikom MS u svrhu potvrde
predlozenih strukturnih formula.

Procesna onecis¢enja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina detektirana su tehnikom UHPLC u
tri uzorka, dva uzorka Cistog spoja (uzorci I i IT) te uzorku uparenog mati¢nog luga (uzorak
III). Prilikom analize uzorka III tehnikom UHPLC uoceni su kasno eluirajuéi, nepolarni
spojevi te je izvorni gradijentni program izmijenjen dodatkom visokog udjela acetonitrila u
sastavu pokretne faze. Usporedba izolacijskih metoda nacinjena je na spojevima 1, 2 1 3
uzorka I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina. Tehnika LC-SPE/NMR uspjesno je primijenjena na
spojevima detektiranima u sva tri uzorka i na temelju analize snimljenih spektara NMR 1
dodatnih podataka dobivenih primjenom tehnike MS predloZene su strukture izoliranih
oneciscenja.

Primjenom semi-preparativne tekucinske kromatografije izolirani su spojevi 1, 2 1 3, no
'H, COSY, 'H-"C HSQC i 'H-"C HMBC spektre NMR bilo je moguée snimiti tek za
spojeve 2 1 3 prisutne u uzorku I u udjelu od 0,74% odnosno 1,33%. Time je potvrden ranije
iznesen zakljuak da je uvjet uspjeSne izolacije semi-preparativnom kromatografijom
prihvatljiva koli¢ina oneciS¢enja u uzorku. Za ovdje primijenjenu metodu semi-preparativne
tekucinske kromatografije moze se procijeniti da bi izolacija biti uspjeSna za oneciS¢enja
prisutna u koli¢ini iznad 0,5%. Upravo je na primjeru izolacije oneci§¢enja prisutnog u uzorku
3-brom-5-(trifluormetil)anilina na razini od 0,5% nacinjena usporedba utroSka organske
pokretne faze 1 vremena potrebnog za izolaciju semi-preparativnom 1 LC-SPE metodom
opisanima u ovom radu. Pokazalo se da je za jednu izolaciju kod tehnike LC-SPE potrebno
upotrijebiti sto puta manje acetonitrila nego kod semi-preparativne kromatografije, a ukupno

vrijeme potrebno za izolaciju je krace viSe od Sest puta. Faktor uStede vremena i novca, te
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sveukupni utjecaj potrosnje organskih otapala na okoli§ cine tehniku LC-SPE mnogo

Optimizacija SPE parametara je nacinjena usporedbom S/N vrijednosti za spojeve 1, 2, 3 1
7 prisutne u uzorku I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina primjenom razli¢itih kolona SPE,
protoka poslijekolonskog dodatka vode, razli¢itih deuteriranih otapala te inverzne BBI sonde
NMR odnosno direktne BBO krio-sonde NMR. Evaluacijom rezultata optimizacija SPE
parametara uoceno je da optimalna vrijednost parametara varira ovisno 0 promatranoj
molekuli, $to znaCi da je optimizaciju potrebno provesti za svako oneciS¢enje od interesa.
Direktna BBO krio-sonda NMR je, u usporedbi s inverznom BBI sondom NMR, za sve
koristene kolone SPE dala vise vrijednosti S/N za promatrani spoj 7 i time opravdala primjenu
u vecini eksperimenata LC-SPE/NMR u ovom radu.

Vezani sustav LC-SPE/NMR s krio-sondom uspje$no je primijenjen za brzu izolaciju i
identifikaciju nepoznatih procesnih oneciS¢enja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina iz uzoraka I,
II i III. Onecis¢enja su nakon razdvajanja tekué¢inskom kromatografijom eluirana na nosace
SPE. Opetovanim analizama su koliine spojeva na nosaima umnogostrucene i nakon
suSenja u struji duSika s nosaca eluirane malom koli¢inom deuteriranog otapala. Takvim
otopinama su snimljeni 1D i 2D spektri NMR te spektri MS. Iz aromatskih podrugja 'H
spektara NMR dobivene su informacije o broju 1 okolini aromatskih protona, Siroki singleti
nizih kemijskih pomaka su ukazali na postojanje protona amino skupina, a korelacije u
spektru COSY na medusobne odnose opaZenih aromatskih protona. Na temelju '°F spektara
NMR dokazana je prisutnost trifluormetilne skupine. Analizom 'H-"C HSQC spektra
dobiveni su podaci o protoniranim ugljikovim atomima, a u kombinaciji s analizom 'H-"C
HMBC spektara i podaci o kvaternim ugljikovim atomima te relativnom polozaju
supstituenata na benzenskom prstenu.

Kao rezultat evaluacije spektroskopskih i1 spektrometrijskih mjerenja predloZene su
strukture izoliranih spojeva 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 1 10 (tablica 39). Iz uzorka I 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina izolirani su spojevi 1, 2, 3 1 7, te smjesa spojeva 5 1 6. Iz uzorka II
3-brom-5-(trifluormetil)anilina izolirani su spojevi 4, 6 i 8, a iz uzorka III spojevi 9 i 10.
Budu¢i da je spoj 5 uocen u uzorku I u smjesi sa spojem 6 u udjelu od 0,09%, njegova
struktura je predlozena temeljem izdvajanja podataka koji se odnose na spoj 6 iz spektara
NMR smjese spojeva 5 i1 6. Osim navedenih spojeva, primjenom tehnike LC-SPE pokusalo se

izolirati jo§ sedam drugih oneciS¢enja iz uzoraka I, I i III 3-brom-5-(trifluormetil)anilina, no
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izolirane koli¢ine nisu bile dovoljne da se omoguéi snimanje 2D spektara NMR. Zbog vrlo
malih koli¢ina onecis¢enja u dostupnim uzorcima (< 0,1%) i moguce nestabilnosti pojedinih
spojeva nije ih bilo moguce izolirati u dovoljnoj koli¢ini da se omoguci snimanje 2D spektara
NMR.

Predlozene strukture izoliranih procesnih oneciS¢enja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina
opisuju dibrom onecis¢enja (spojevi 1, 2, 3 1 7), desbrom oneciS¢enje (spoj 4) te regioizomere
istrazivane molekule (spojevi 5 1 6). Prema poznatoj reakciji dobivanja 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina, spoj 8 je 1identificiran kao polazni spoj 1-brom-3-nitro-5-
(trifluormetil)benzen. Predlozene strukture spojeva 9 i 10 su dibenzenski hidrazinski 1 azo
derivat polazne komponente vjerojatno nastali kao nusprodukti reakcije redukcije nitro
skupine 1-brom-3-nitro-5-(trifluormetil)benzena.

Provedeno istrazivanje obuhvatilo je razvoj i primjenu tekuéinske kromatografije i
ekstrakcije na cCvrstoj fazi potpomognute spektroskopijom NMR te tehnikom MS za
identifikaciju 1 odredivanje struktura niskih razina (do 0,09%) oneciS¢enja 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina. Usporedena je ucinkovitost odjeljivanja i izolacije oneciS¢enja semi-
preparativnom tekuc¢inskom kromatografijom te vezanim sustavom LC-SPE. Uspjesna
primjena vezanog sustava LC-SPE/NMR primjer je suvremenog pristupa strukturnoj
karakterizaciji 1 identifikaciji vrlo niskih razina oneciS¢enja. Smatra se da c¢e rezultati
provedenog istrazivanja doprinijeti razvoju brzih 1 ucinkovitijih metoda izolacije 1

identifikacije spojeva u farmaceutskim sirovinama i aktivnim farmaceutskim sastojcima.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

6.1. Popis oznaka izoliranih spojeva

Oznaka

spoja Ime

1 2,4-dibrom-5-(trifluormetil)anilin

2 2,5-dibrom-3-(trifluormetil)anilin

3 2,3-dibrom-5-(trifluormetil)anilin

4 3-(trifluormetil)anilin

5 2-brom-5-(trifluormetil)anilin

6 4-brom-3-(trifluormetil)anilin

7 3.,4-dibrom-5-(trifluormetil)anilin

8 1-brom-3-nitro-5-(trifluormetil)benzen

9 1,2-bis(3-brom-5-(trifluormetil)fenil)hidrazin
10 1,2-bis(3-brom-5-(trifluormetil)fenil)diazen

6.2. Popis kratica

Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv

API Active Pharmaceutical Ingredient  Djelatna tvar / Aktivni
farmaceutski sastojak

APT Attached Proton Test 1D tehnika NMR

BBI Broad Band Inverse Sirokopojasna inverzna
sonda NMR

CASE Computer-Assisted Structure Racunalni program za

Elucidation predvidanje strukture
CE Capillary Electrophoresis Kapilarna elektroforeza
COSY Correlation Spectroscopy Homonuklearna tehnika

NMR
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Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv
D - Period detekcije kod
dvodimenzijskih tehnika
spektroskopije NMR
DAD Diode Array Detector Apsorpcijski detektor s
nizom fotodioda
DEPT Distortionless Enhancement by 1D tehnika NMR
Polarization Transfer
E - Period evolucije kod
dvodimenzijskih tehnika
spektroskopije NMR
ESI Electrospray lonization Ionizacija
elektrorasprSenjem
FDA Food and Drug Administration Americka agencija za
hranu 1 lijekove
FID Free Induction Decay Slobodno opadanje
magnetizacije
FT Fourier transform Fourierova transformacija
GC Gas Chromatography Plinska kromatografija
HMBC Heteronuclear Multiple Bond Heteronuklearna tehnika
Correlation NMR
HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Heteronuklearna tehnika
Coherence NMR
HOSE Hierarchical Organisation of Hijerarhijska organizacija
Spherical Environments memorije
HPLC High Performance Liquid Teku¢inska kromatografija
Chromatography visoke djelotvornosti
HSQC Heteronuclear Single Quantum Heteronuklearna tehnika
Coherence NMR
INEPT Insensitive Nuclei Enhanced by 1D tehnika NMR
Polarization Transfer
IR Infrared Spectroscopy Spektroskopija
infracrvenog zracenja
LC-MS Liquid Chromatography/Mass Tekucinska

Spectrometry

kromatografija/spektrometr
ja masa
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Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv
M - Period mijesanja kod
dvodimenzijskih tehnika
spektroskopije NMR
mlz Mass-to-charge ratio Omjer mase i1 naboja
MIP Molecularly Imprinted Polymer Molekularno utisnuti
polimeri
NOESY Nuclear Overhauser Effect Tehnika NMR
Spectroscopy
NMR Nuclear Magnetic Resonance Spektroskopija nuklearne
magnetske rezonancije
P - Period pripreme kod
dvodimenzijskih tehnika
spektroskopije NMR
PDA Photodiode Array Apsorpcijski detektor s
nizom fotodioda
PENDANT Polarisation Enhancement 1D tehnika NMR
Nurtured During Attached Nucleus
Testing
Q Quadrupole Kvadrupol
QbD Quality by Design Dizajnom osigurana
kvaliteta
ROESY Rotating Frame Overhauser Effect  Tehnika NMR
Spectroscopy
RRT Relative Retention Time Relativno vrijeme
zadrzavanja
SDE Self-Disproportionation of Auto-disproporcioniranje
Enantiomers enantiomera
SEI Selective Inverse Probe Inverzna sonda NMR
SIM Single lon Monitoring Pracenje odabranog iona
SIN Signal-to-Noise value Omjer vrijednosti signala i
Suma
SPE Solid Phase Extraction Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi
SPP Superficially Porous Particles Povrsinski porozne Cestice
R Retention Time Vrijeme zadrZzavanja
TTC Threshold of Toxicological Vrijednost praga
Concern toksikoloSke brige
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Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv

UHPLC Ultra-High Performance Liquid Tekuc¢inska kromatografija
Chromatography ultra visoke djelotvornosti

UPLC Ultra Performance Liquid Tekuc¢inska kromatografija

Chromatography

ultra djelotvornosti
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§8. DODATAK

8.1. Spektri NMR spojeva 2 i 3 izoliranih tehnikom semi-preparativne

tekucinske kromatografije
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Slika 45. Spektar '"H NMR spoja 2 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 46. Spektar 2D COSY NMR spoja 2 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 47. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 2 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 48. Spektar 2D "H-"C HMBC NMR spoja 2 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 49. Spektar "H NMR spoja 3 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 50. Spektar 2D COSY NMR spoja 3 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 51. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 3 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 52. Spektar 2D "H-"C HMBC NMR spoja 3 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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8.2. Rezultati analize 3-brom-5-(trifluormetil)anilina tehnikom MS
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Slika 53. Spektar ESI-MS 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.
8.3. Reakcija dobivanja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina
N02 NOZ NH2
DBDH Fe, H*
—_— —_—
CFs Br CF; Br CF4

Slika 54. Shematski prikaz reakcije dobivanja 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.
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8.4. Identifikacija i strukturna karakterizacija primjenom LC-SPE/krio-

NMR tehnike
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Slika 55. Spektar "H NMR spoja 1 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 56. Spektar '°’F NMR spoja 1 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 57. Spektar 2D COSY NMR spoja 1 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 58. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 1 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 59. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 1 izoliranog iz uzorka I 3-brom-5-

Odziv detektora / AU

(trifluormetil)anilina pri 224 nm.
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Slika 60. Spektar ESI-MS spoja 1 izoliranog iz uzorka I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.
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Slika 61. Spektar '"H NMR spoja 2 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 62. Spektar '°F NMR spoja 2 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 63. Spektar 2D COSY NMR spoja 2 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 64. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 2 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 65. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 2 uz primjese, izoliranog iz uzorka I 3-brom-

S5-(trifluormetil)anilina pri 224 nm, onecis¢enog polaznim 3-brom-5-(trifluormetil)anilinom.
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Slika 66. Spektar ESI-MS spoja 2 izoliranog iz uzorka I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.
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Slika 67. Spektar '°F NMR spoja 3 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 68. Spektar 2D COSY NMR spoja 3 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 69. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 3 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 70. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 3 izoliranog iz uzorka I 3-brom-5-

(trifluormetil)anilina pri 224 nm.
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Slika 71. Spektar ESI-MS spoja 3 izoliranog iz uzorka I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.
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Slika 72. Spektar "H NMR spoja 4 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 73. Spektar '°F NMR spoja 4 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 74. Spektar 2D COSY NMR spoja 4 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 75. Spektar 2D 'H-"*C HSQC NMR spoja 4 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 76. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 4 izoliranog iz uzorka I 3-brom-5-

(trifluormetil)anilina pri 224 nm.
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Slika 77. Spektar ESI-MS spoja 4 izoliranog iz uzorka I 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.
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Slika 78. Spektar 'H NMR smjese spojeva 5 i 6 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 79. Spektar '"H NMR spoja 6 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 80. Spektar '’F NMR smijese spojeva 5 i 6 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 81. Spektar '’F NMR spoja 6 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 82. Spektar 2D COSY NMR smjese spojeva 51 6 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 83. Spektar 2D COSY NMR spoja 6 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 84. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR smjese spojeva 5 i 6 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 85. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 6 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 86. UHPLC-UV-DAD kromatogram smjese spojeva S 1 6 izoliranih iz uzorka I 3-brom-

5-(trifluormetil)anilina pri 224 nm.
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Slika 87. Spektar ESI-MS smjese spojeva 5 1 6 izoliranih iz uzorka I 3-brom-5-

(trifluormetil)anilina.
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Slika 88. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 6 izoliranog iz uzorka II 3-brom-5-

(trifluormetil)anilina pri 224 nm.
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Slika 89. Spektar ESI-MS spoja 6 izoliranog iz uzorka II 3-brom-5-(trifluormetil)anilina.
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Slika 90. Spektar "H NMR spoja 7 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 91. Spektar '’F NMR spoja 7 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 92. Spektar 2D COSY NMR spoja 7 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 93. Spektar 2D 'H-"*C HSQC NMR spoja 7 u acetonitrilu-ds pri 298 K.

1,000+

0,800

= 5

& =N

(=l (=3

= =
I I

Odziv detektora / AU

0,200 J
0,000 S — N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Vrijeme zadrzavanja / min

Slika 94. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 7 izoliranog iz uzorka II 3-brom-5-

(trifluormetil)aniline pri 224 nm.
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Slika 96. Spektar '"H NMR spoja 8 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 97. Spektar '’F NMR spoja 8 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 98. Spektar 2D COSY NMR spoja 8 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 99. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 8 izoliranog iz uzorka II 3-brom-5-

(trifluormetil)aniline pri 224 nm, oneciS¢enog spojem 3.
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Slika 100. Spektar ESI-MS spoja 8.
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Slika 101. Spektar 'H NMR spoja 9 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 102. Spektar '°F NMR spoja 9 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 103. Spektar 2D COSY NMR spoja 9 u acetonitrilu-ds pri 298 K.
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Slika 104. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 9 izoliranog iz uzorka III 3-brom-5-

(trifluormetil)aniline pri 274 nm.
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Slika 105. Spektar ESI-MS spoja 9.

Slika 106. Spektar 'H NMR spoja 10 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 107. Spektar '°F NMR spoja 10 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 108. Spektar 2D COSY NMR spoja 10 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 109. Spektar 2D 'H-">C HSQC NMR spoja 10 u acetonitrilu-d; pri 298 K.
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Slika 110. UHPLC-UV-DAD kromatogram spoja 10 izoliranog iz uzorka III 3-brom-5-

(trifluormetil)aniline pri 274 nm.
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Slika 111. Spektar ESI-MS spoja 10 (uz negativnu ionizaciju).
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Slika 112. Uvecani spektar ESI-MS spoja 10 (uz negativnu ionizaciju).
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