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§1. Uvod 1

§ 1. UVOD

U danasSnje moderno doba, uporaba farmaceutskilzvada postala je sastavni i gotovo
nezaobilazni dio ljudskog Zivota. Uporaba i potjazistih, prolazi kroz fazu kontinuiranog
rasta vé gotovo cijelo stoljée Sto se izm#u ostalog moze pripisati sve démn hapredcima u
fundamentalnim istrazivanjima, razvoju tehnologi@yaranju novih trziSta te épnitom
porastu zivotnog standarda ljudi. Posl{edi tome raste i cjelokupna farmaceutska industrija
te uz rast etabliranih, pos@va se i broj novih, iako ¥gom geneiikin kompanija na
globalnoj razini. Svaki farmaceutski proizvod nanjgn za ljudsku uporabu podlijeze
rigoroznim zahtjevima regulatornih agencija prveasb s aspekta kvalitete proizvoda te je
cesto specifian za pojedino trziSte. Tako primjerice razlikujerdeije agencije za dva
najvea svjetska trzista, Ameka agencija za hranu i lijekove (endfood and Drug
Administration,FDA) nadlezna za trziSte Sjedinjenih anikith drzava i Europska agencija za
ljekove (engl. European Medicines Agenci¥EMEA) nadlezna za trziSte Europske unije.
Regulatorni zahtjevi agencija, u proteklin su 1@liga postali znatno slozeniji i rigorozniji.
Ova se tvrdnja prvenstveno odnosi na zahtjeve \ezan prikaz potpune kontrole
proizvodnog procesa od strane farmaceutskih korjgarilo da se radi o prijavama vezanim
uz aktivne farmaceutske supstance (emgitive Pharmaceutical IndgredienPl) ili o
gotovim oblicima lijekova (englFinal Dosage Form FDF). Takvi zahtjevi proizlaze iz
koncepta, tzv. kvalitete osigurane dizajnom (ei@lality by DesignQbD), kojeg je prvi
opisao J. M. Juran 1992. godine i koje je FDA paiiny i wivrstio kao svojevrsni standard u
industriji* Koncept QbD u sferi farmaceutske industrije obuéhwitav niz smjernica koje
opisuju ng&ine menadzmenta rizika, strategije kontrole procesaizvodnje, kvalitetno
definiranje kriténih procesnih parametara (endCritical Process ParametersCPP) i
kritickih zn&ajki kvalitete (engl.Critical Quality Attributes CQA), sa svrhom ugdavanja
kvalitete u sam proizvod, primjenom navedenog kpteceijekom istrazivéko-razvojnih
aktivnosti. Temeljni cilj tijekom istrazivdo-razvojnih aktivnosti na jednoj API molekuli je
definirati proizvodni proces koje zadovoljiti odrdene kriterije. Kriteriji na koje se stavlja
najveti fokus svakako su sigurnost pri izvedbi procesapraducibilnost odnosno
konzistentnost izm# proizvodnih serija u smislu prinosa i kvalitetée njegova

ekonoménost. Sigurnost i ekonokmost procesa u nhajf@ mjeri ovise o odabranom
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§ 1. Uvod 2

sintetskom putu, reagensima te uvjetima procesprddecibilnost, iako vezana za navedeno,
U najveoj mjeri ovisi 0 razumijevanju procesa te njegokontroli tijekom provedbe. Cilj je
dakle tijekom istraziv&ko-razvojnog perioda, Sto kvalitetnije opisati pecte definirati
strategiju njegove kontrole tijekom provedbe u pvodnom mijerilu. U tom smislu svoju
primjenu sve viSe nalazi procesna angtdi tehnologija (engl.Process Analytical
Technology,PAT), koja obuhvéa Sirok spektar raziitin analitickin tehnika. Te tehnike
omoguavaju uvid u kemijske i fizikalne promjene u reatn@remenu. lako je od razvoja i
pocetka primjene PAT-a proSlo &eskoro tri desetliga, primjena, barem prema dostupnim
literaturnim podacima, jo$ je uvijek ograena®®* Inicijativa koju 2004. godine predlaZe
FDA u svojem dokumentu o PAT smjernicama za industrtrebala je potaknuti
farmaceutsku industriju na z¥aniju primjenu® No unat@ tome, primjena ni priblizno nije
dosegla razine koje su predane u vrijeme uubenja koncepta iako je ostvaren zamjetan broj
publikacija na temu PAT-a u proteklih 10 godfhiadalje, i dalje postoji mnogo otvorenih
pitanja i problema prilikom primjene. To se prvesesto odnosi na nedovoljnu robusnost PAT
metoda. Manjak robusnostesto je posljedica manjkavih kalibracijskin modelaaspektu
nedovoljno Siroko opisanih procesnih varijacija kaimjerice, varijacija u kotini reagensa i
otapala, temperature, dinaime promjene volumena tijekom mjerenja tepito nedovoljnog
broja kalibracijskih uzoraka.

Jedna od PAT grupa koja je naSla &aiju primjenu u realnim primjerima u
farmaceutskoj industriji, svakako su tehnike viljske spektroskopije (IR i Ramanova
spektroskopija) te UV/Vis spektroskopija. Napretkom tehnologiji opftikih viakana
omoguena je primjena navedenih spektroskopskih tehnikaatenju i kontroli razlgitin
fizikalno-kemijskih promjenan situ preko principain-line i at-line koji ¢e biti podrobnije
objasnjeni u sljed@m poglavljima.

Cilj ovog istrazivanja je na primjeru APl-a Omepokg, razviti metodologiju pkenja i
kontrole procesan situ Doseg istrazivanja obuhvatio je peaje i kvantifikaciju sastava
reakcijske smjese tijekom reakcije priprave Omepleazte préenje tijeka njegove
kristalizacije. Kao tehnika péanja odabrana je Ramanova spektroskopija principoelime,
prvenstveno iz razloga Sto reakcijska smjesa sathdiajan udio vode i 5to Ramanova
spektroskopija daje uvid u kristalizaciju spesiih polimorfnih formi. Navedeni sustav
zajedno s potpunim multivarijatnim kalibracijskinogelom, odabran je iz razloga Sto se uz

glavnu odvija i konsekutivna reakcija nastajanjaétenja pa tako ishod sintetske reakcije
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§1. Uvod 3

direktno utj€¢e na CQA, u ovom staju kemijskucistocu izoliranog produkta te je iz tog
razloga reakciju nuzno zaustaviti uCh@ odregienom omjeru svih komponenti kako bi se
ostvario maksimalni prinosdistoca. U svrhu dobivanja kvantitativnih informacija astavu
smjese, sustave biti kalibriran kemometrijskom tehnikom parcijalmegresije metodom
najmanjin kvadrata (engl.Partial Least Squares RegressiorPLSR) uz pomo€
komplementarnin HPLC (engHigh Performance Liquid Chromatographgnaliza. ZavrSna
metoda kojace ukljwivati obradu sirovih spektra i analizu istih kabbijskim modelom,
omoguiti ¢e da se unutar maksimalno 5 minuta dobije inforfaaci trenutnom sastavu
reakcijske smjese. Iz navedenih razloga, istraivamoze sluziti kao komparativni primjer
pogodnosti koje ovakva metodologija donosi naspstandardnih analitkih tehnikaoff-line
kao Sto je primjerice HPLC analiza uzoraka reakeijsmjese ili analiza seta spektara
izmjerenih tijekom reakcije metodom PCA nakon ekispenta, Sto onemoguje praenje u
realnom vremenu. Nadalje, istrazivanje pokazati kako je, uz adekvatan izbor obrade
spektara i kvalitetan pristup kalibraciji, ovakvuetodologiju mogte primjenjivati i u
sustavima gdje se kroz vrijeme odvija i din&n@ promjena volumena smjese. TédQ biti

¢e pokazan i diskutiran utjecaj polaznih materijgaain kako se efekti koje nose varijacije

u kvaliteti istih, mogu uspjesno anulirati bez agg na kvalitetu cjelokupne metode.

Damir Sahni¢ Doktorska disertacija
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Istrazivanje i razvoj aktivnih farmaceutskih supstanci

Proces razvoja aktivnih farmaceutskih supstand?lffod molekule kandidata do potpuno
implementiranog, industrijskog proizvodnog procgs&ompleksan te ekonomski, vremenski
i strukovno izrazito zahtjevan. Prema pristupu avatpzlikovati dvije grane farmaceutske
industrije koje se bave istrazivanjem i razvojeml-APPrve, tzv. originatorske kompanije,
koje svoje poslovanje baziraju na novim kemijskintitetima (engl.New Chemical Entities,
NCE) odnosno novim molekulama kao lijekovima, i gy genetike kompanije koje te
poznate molekule proizvode i stavljaju na trzisdon isteka patentnih prava originatorskih
kompanija.

Prvi korak u istrazivanju i razvoju NCE-a obuliaasintezu velikog broja molekula kao
potencijalnih novih lijekova¢ime se bave grupe medicinskih kéara. U ovoj fazi, sintezi
molekula pristupa se organsko-sintetskim principosmislu da odabrani sintetski put kao i
reagensi te reakcijski uvjeti sinteze, u sustisunprimjenjivi za uvéanje i implementaciju
postupaka na ¥em mijerilu. Nakon definiranja ciljne molekule iljezine odgovarajte
farmaceutski prihvatljive soli te odgovarégu polimorfne forme, nastupa period razvoja
postupka i procesa u kojem se odabire najefikasiguran, ekoloski prihvatljiv i ekonomski
najisplativiji postupak. Ovaj je dio shn, i u nekim sléajevima, identian pristupu
generékih kompanija kojima je poznata ciljna molekula.n@acke kompanije tijekom ovog
perioda pokuSavaju Bianove sintetske putove, nove soli i/ili polimorfi@me koje bi im
omoguile diferencijaciju od originatorskog proizvoda vemtualni raniji izlazak na trziste.
Taj period u prosjeku traje bilo gdje izthepola i dvije godine, demu ovisi kompleksnost
molekule i broj sintetskih koraka, prije nego Stosfupak postane pogodan za daljnje
uvetanje u industrijsko mjerilo.

Osim gore navedenog, cilj tog perioda je i prikugio viSe krucijalnih saznanja o utjecaju
I meduovisnosti procesnih parametara, kao Sto su npicike i omjeri reagensa i otapala,
temperature i temperaturni profili tijekom procetgavremena zadrzavanja pri pojedinim
koracima, na kemijsku i polimorfndistotu te prinos izoliranog materijala i iskoriStenje
procesa. Gore navedeno je i integrirani dio cjegtmlag QbD koncepta. Kako bi se do

navedenih saznanja doslo u Stockra roku i sa 5to manje uloZenih resursa, odnosko ka
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§ 2. Literaturni pregled 5

se primjenom QbD koncepta doSlo do spoznaja o CRR)A, procesni kendar moze
posegnuti za cijelom lepezom alata koji mu stojegaspolaganju. Jedna od skupina tih alata
su r&unalne tehnike bazirane na statistij analizi. Osim cijelog niza multivarijatnih teiia
analize koje¢e podrobnije biti objaSnjene u narednim poglavljimmatu se skupinu moZze
svrstati i dizajn eksperimenata (enBlesign of Experiment§oE) kao jako bitna i iznimno
prisutna i koriStena tehnika. lako DoE kao statksti tehnika primjenu nalazi u iznimno
velikom broju znanstvenih disciplina, u istrazivanj razvoju APIl-a, prvenstveno ima
funkciju da na temelju predloZenih raspona varijabdhbranih procesnih parametara predlaze
set eksperimenata kojima bi se maksimalno pokmajanca podataka. Nakon provedenih
predlozenih eksperimenata se tada stékistnoze razlditi i determinirati utjecaj procesnih
parametara na Zeljene odgovore (primjerice dosagcije ili udio oneis¢enja) odnosno
odabrani izmjereni ishod i definirati tzv. prosthizajna (englDesign Spade Prostor dizajna

je zapravo prostor raspona procesnih parametageunkje mogte provoditi proces unutar
definiranog dozvoljenog odstupanja zeljenih ishqodikom cega je u obzir uzeta i
meduzavisnost parametara, nesto Sto izostaje prilikiesicnog pristupa mijenjanja samo
jednog procesnog parametra odnosno faktora (€. Variable (Factor) at a TIm@VAT,
OFAT) prilikom definiranja parametarskog prostora. Dmgijecima, prostor dizajna opisuje
odnos procesnih parametara i COA.

-t =]
T AR
}‘ Faktor¥ @ .f/ )
Faktor ¥ |
I/, / .
/l_{ Faktor £ Falktor 7
" 5 & J " I+
@
Faktor Faktor X

Slika 2.1. Shematski prikaz OVAT (lijevo) i DoE siupa (desno) definiranju prostora

dizajna za tri ispitivana paramefta.

Na slici 2.1 shematski je prikazana razlika u retitha OVAT i DoE pristupa. Kocka
prikazuje prostor dizajna za tri varijabilna fakiofparametri procesa). Tako je u ovom

primjeru gdje faktor X ima 4 varijable, faktor Ykiader 4 i faktor Z, 5, jasno da ukoliko se
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zeli u potpunosti istraziti prostor dizajna, nuzeoprovesti 180 eksperimenata primjenom
OVAT principa. Takder, ukoliko postoji méuovisnost parametara, tesSko ju je prepoznati i
opisati. U sldaju DoE pristupa prikazanog na slici, isti se ppoghozZe opisati u svega 18 ili
21 eksperiment (ovisno koliko je replikata centealtatke) uz statistiki odreienu
meduovisnost parametara. Magnost koju DoE pruza u vidu skienja vremenskog perioda
nuzZnog za razvoj, ovime postaje sasvim jasna.

DoE se ne mora nuzno primjenjivati samo na razvoggsaCesto se Koristi i kao alat za
definiranje eksperimenata u svrhu kalibracije njegrrsustava gdje se mjerenja provode
nekom od spektroskopskih tehnika. Sve te tehnijedna mogu potencijalno sluziti kao PAT
tehnike. Jedini pravilan i cjelovit pristup istre@nju i razvoju APIl-a gdje koncept QbD-a
moze u potpunosti dobiti svoju namijenjenu forme,zasigurno kombinacija svih tipova
raspolozivih tehnika gdje god je to magu Poslije, gdje se pokaze potrebnim, metodstu
razvijene tijekom istrazivko razvojnog perioda, mogu se primijeniti u svrhankole

proizvodnih procesa na multitonskim skalama.

2.2. Procesna analittka tehnologija, PAT — inicijativa Americke agencije
za hranu i lijekove

Kao Sto je spomenuto u uvodnom dijelu, PAT kao @pni posljedéno inicijativa primjene
istog, prvi je opisao FDA u svom dokumentu o smpama za industriju iz 2004 godine.
Definiran je kao sustav za dizajn, analizu i kohtrproizvodnje kroz vremenski ovisna
mjerenja krittnih zna&ajki kvalitete i performansa sirovina i procesnimjasa, sa ciljem
osiguranja kvalitete gotovog proizvod@&DA ga takder smatra sastavnim dijelom QbD
koncepta. Glavna nit vodilja je ideja da se primjen PAT tehnika tijekom perioda
istrazivanja i razvoja stekne dovoljno spoznajarocesu kroz definiranje CPP i mjerenje
CQA i da se na taj & kvalitetu proizvoda osigura samim dizajnom pgaePAT tehnike,
ako se to pokaze nuznim, mogu kasnije posluzitid knetode kontrole proizvodnih procesa.
Do danas, opisan je i primijenjen velik broj ralh tehnika kao primjerice ultraz¢ne
tehnike, senzori dielektme konstante, turbidimetrijski, konduktrometrijskfotoakusténi
senzori, tehnika FBRM (englFocused Beam Reflectance Measurejneénhaposljetku
spektroskopija UV/Vis (engUltraviolet/Visiblg, FTIR (engl.Fourier Transformed Infrared
odnosno MIR (engIMid Infrared) i NIR (engl.Near Infrared te Ramanova spektroskopija
(FT i disperzivna). Podtje primjene je iznimno pa se tako navedene tehpik®jenjuju na
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Sirok spektar fizikalno-kemijskih promjena kao Stokemijske reakcije, procesi kristalizacije,
destilacije i suSenja te ostale operacije proizy@dRDF-a kao primjerice granulacija,
ekstruzije, tabletiranj&.U industriji, uzlazni PAT trend je jo§ svakako zagn. Kao &to je
prikazano na slici 2.2, prema publikacijama koje kfjaicne rije¢ imaju PAT i koje su
indeksirane u baaiVeb of Sciengevidljiv je kontinuirani rast u periodu od 20030 @013.

godine®

120

100

80 +

Broj publikacija
8

0 T T T T T T T T T ]
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Godina

Slika 2.2 Broj publikacija godisnje s kfjnom rijetju PAT, indeksiranih u Web of Science
bazi podatak4.

Za aekivati je dace se pozitivni trend nastaviti u narednim godinatdaindustriji je
zasigurno prepoznat potencijal koji primjena PAmaze donijeti, a to se i najbolje vidi po
¢injenici da autori publikacija koje se bave PAT tdikom nafese upravo i dolaze iz

industrije.

2.3. Principi pra ¢enja fizikalno-kemijskih promjena in situ

Izniman i brz tehnoloski napredak prvenstveno yuptdhnologije svjetlovoda i razvoja FT
(engl. Fourier Transformefinstrumenata, omogio je i razvoj novih tehnologija za grenje
fizikalno-kemijskih promjenan situ i omoguio da koncept PAT-a u potpunosti zaZivi u
svojoj hamjeri. Tako se danas takva mjerenja prevam pomo razlicitih tipova sondi koju
su svjetlovodom povezane s mjernim instrumentormo@uxuju brzo mjerenje promjena u
realnom vremenu. Prema mjernom mjestu na kojemalseotmjerenje odvija razlikujemo

nekoliko principa. Prvi je principn-line gdje se mjerenje provodi direktno u kontaktu s
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procesnom smjesom. Primjenjivati se moze u svimaska bilo da se radi o Sarznim ili
kontinuiranim procesima. Drugi je principn-line gdje se mjerenje provodi na uzorku
procesne smjese koja je priviemeno izuzeta iz gh@vemjese kao primjerice zaseban optok
kao Sto je prikazano na slici 2.3. Oba su principaustini ista te oba omo@uju mjerenjein
situ nekom od PAT tehnika. Razlika izthe dvije je cisto predmet prakinosti izvedbe.
Ovdje valja spomenuti i ostala dva PAT principatoasu at-line i off-line. Princip at-line
ukljucuje mjerenje uzorka procesne smjese van samoggaqeédikomcéega se mjerni udaj
nalazi u neposrednoj blizini mjernog sustava. lasdjptku off-line koji ukljucuje sve tipove
mjerenja na uzorcima procesnih smjesa, ali na IpHlagja je dislocirana od mjesta gdje se
odvija proces (npr. kromatografska analiza u latmoija kontrole kvalitete.

Sonda Kroz
vrh reaktora

Optok uzorka

Sonda Kkroz
uredaj za optok
uzorka

r[:}:@g

Sonda Kkroz
stijenku reaktora

Sonda kroz
ispusni ventil

Slika 2.3. Shematski prikaz principaline i on-line®

Kao 5to je prikazano na slici 2.3, vidljivo je da@incipin-line u djelo moze provesti na
tri natina. Prvi, kroz vrh odnosno kapu reaktora ili $lkvice, koji je nage&i prilikom
laboratorijskin mjerenja. Drugi, kroz stijenku réaa, koji nije cest jer naknadnom
primjenom na posto¢e reaktor zahtijeva najinvazivniji zahvat na samogaktoru prilikom

instalacije. | tréi, kroz ispusni ventil, koji je n&g&i pristup prilikom mjerenja u reaktorima
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pilotninh i proizvodnih veliina zbog svoje jednostavnosti primjene. Prinap-line
primjenjuje se uporabom sustava koji omégea optok smjese kroz cjevovod pokraj reaktora
gdje se sonda montira na sustav optoka. Ovaj jpritagiaier jecest u mjerenjima na pilotnoj

I proizvodnoj vel€ini. Na slici 2.4a prikazan je realan primjer kompa Astra-Zeneca gdje
su Ramanovu spektroskopijin-line u kombinaciji sa PLSR kalibracijskim modelom
primijenili u pratenju reakcije aromatske eterifikacije u reaktoru &0 L° Slika 2.4b
prikazuje primjer kompanije Sanofi-Aventis gdje ®amanovu spektroskopijon-line
primijenili u pratenju kristalizacije dihidroartemisinske kiselitfe.

Slika 2.4. Prikaz principa @)-line kroz ispusni ventil reaktora i lon-line preko opténog

cjevovoda pokraj reaktord™

Osim znatnog smanjenja vremena analize, primjerakwlr principa préenjain situ
svakako moze doprinijeti prije svega efikasnostizumijevanju procesa. Nadalje, znatan je i
doprinos u aspektu sigurnosti procesa s obziroraudmetode neinvazivne i nedestruktivne
(kao Sto je to skmj kod principaat-line i off-line) odnosno da ne postoji izuzimanje i
manipulacija uzorkom van procesne smjese. Timensgna smanjuje i mogaost kros-

kontaminacije kao i problematika reprezentativhagbraka.

2.4. Vibracijska spektroskopija

Molekulska vibracijska spektroskopija bazira se ingerakciji infracrvenog zrgenja i
molekula. Procesi promjene molekula prilikom iaterije sa infracrvenim zéanjem mogu
se promatrati u vidu diskretnih (kvantiziranih) sabijskih energetskih nivoa kao Sto je
prikazano na Morseovoj krivulji prikazanoj na sli5. Svaka molekula odnosno veza u

molekuli moze i mora egzistirati u jednom od tihaktiziranih nivoa bilo da se radi o
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osnovnom ili pobdenom stanju. Svaka od veza u molekuli ima svopedshu rezonantnu
frekvenciju vibracije tono odre@iene energije. Interakcijom z@nja i molekula dolazi do
promjene u tom energetskom nivou. Drugimdiijea, veza u molekuke apsorbirati zigenje
samo one frekvencijev) ¢ija energija E) odgovara razlici energije kvantnih energetskih
nivoa, odnosno koja je jednaka rezonantnoj frekiieweze. Te dvije velline meiusobno su

vezane Bohrovom jednadzbom:
E =hv (2.1)

gdje h oznasava Planckovu konstanth € 6,626 x 10**J s). Kao na@e&a mjerna jedinica u
vibracijskoj spektroskopiji koristi se valni broy) koji ozna&ava broj valova u jednom

centimetru i u odnosu je s valnom duljinofi(frekvencijom prema sljeden jednadzbama:

T=1/1=v/c (2.2)

gdjec oznatava brzinu svjetlosti= 299792458 m9).*?

A
E
U max
\ —
1 /4 )
\ /3
\ /
|
v=0

Meduatomska udaljenost ()

Slika 2.5. Morseova krivulja ovisnosti energije eduatomskoj udaljenosti u molekdfi.

Prema tipu interakcije molekule i Zenja, razlikujemo dva tipa molekulske vibracijske
spektroskopije. Prva je apsorpcijska odnosno tr@sigska, ovisno o tome mijeri li se

apsorbirano ili propusteno zenje u rasponu valnih brojeva od 12500 tdo 10 cm’, i nju
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se opgenito naziva infracrvenom spektroskopijom. Drug&gmanova spektroskopija koja se
temelji na efektu rasprSenja Zemja iz monokromatskog izvora gdje pobudnaenge moze
biti razlicite valne duljine. JoS jedna bitna razlika difeiesmdnfracrvenu od Ramanove
spektroskopije. Da bi molekula mogla apsorbirafraarveno zr&enje, prilikom apsorpcije
mora d@éi do promjene u elekithom dipolnom momentu molekule dok kod Ramanove
spektroskopije do rasprSenja svjetlosti dolazijedlipromjene polarizabilnosti. To je jasno
prikazano na primjeru ragitih vibracija linearne molekule COna slici 2.6. Vibracijav;
prikazuje simettino istezanje molekule prilikomiega dolazi do promjene elipsoida
polarizabilnosti. Takvae vibracija dakle biti Raman aktivna, a IR neakdiv® druge strane
vibracije v3 koja prikazuje asimettno istezanje v, koja prikazuje striznu vibraciju van
ravnine uslijed kojih ne dolazi do promjene polabinosti bitice Raman neaktivne, ale
biti IR aktivne s obzirom da dolazi do promjene alipg momenta molekule uslijed

vibracije® U oba sldaja intenzitet signala bitie proporcionalan kalini promjene.

vy O~—c—=0 o0—Cc—o0 Zc*o
V3 o= *o o¥r¥c—=o

- + - + - +
Vs O—C—0 O—C— O

O O

Slika 2.6. Promjena u elipsoidu polarizabilnostiitaracije molekule C@°

Iz navedenih su razloga infracrvena i Ramanovatspsiopija komplementarne tehnike.
To zn&i dace jake vrpce u infracrvenim spektrima biti slabBamanovim i obratno kao Sto

je prikazano na slici 2.7 na primjeru IR i Ramangegpektra benzojeve kiseline.
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Slika 2.7. IR i Ramanov spektar benzojeve kiselte.

Razlkite tehnike infracrvene spektroskopije diferencirgge prema podéu valnih
duljina odnosno valnih brojeva Zenja. Tako razlikujemo blisko infracrveno pogeiod
12500 cm’ do 4000 ci, srednje podrije od 4000 crit do 400 cm' i daleko podrtje od
400 cm* do 10 cm. Infracrvena spektroskopija ®af:e koristi prva dva podtja pa tako
razlikujemo NIR i MIR spektroskopiju dok rasprSesjgetla kod Ramanove spektroskopije
obi¢no upada u MIR podtije bez obzira Sto pobudno Zemje moze biti i unutar vidljivog

podrja.

2.4.1. Ramanova spektroskopija — povijesni pregled i ppnc

Fenomen neelastiog rasprsenja z¢anja prvi je postulirao Smekal 1923. godine, a po p
puta su ga 1928. godine eksperimentalno potvrdifigsor Raman i njegov student Krishnah.
Profesoru Ramanu je 1930. godine dodijeljena Nolzelwagrada za njegovo otbei te je
nova tehnika po njemu i dobila ime. Razvoj samaitehodvijao se dosta sporim tempom
prvenstveno iz razloga teltke prirode. Prvo zbodinjenice da je intenzitet Ramanovog
rasprsenog svijetla iznimno nizak Sto je uzrokowedbke probleme prilikom detekcije. Drugi
veliki problem predstavljala je i fluorescencijeouiza kao posljedica koriStenja lampi Zivinog
luka koje emitiraju svjetlost u vidljivom podfju spektra i uzorkuju i pobudu elektronskih, a
ne samo vibracijskih stanji.Fluorescencija moZe z&gno utjecati na prigu$enje raspréene
svjetlosti. Napredak je ostvaren tek 70-tih goginaslog stoljéa kada je laserska tehnologija
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postala dostupnija. Primjenom laserskogéemnpa kao primarnog izvora zenja u tehnici
Ramanove spektroskopije donekle je rijeSen probferorescencije no pojavio se jedan
sasvim novi koji je pak bio povezan sa problemontekigje. Naime, kako je kvalitetna
detekcija u to vrijeme zahtijevala znatno vrijemespozicije, uzorci su nuzno bili izlozeni
duzim periodima relativho jakog laserskogc¢emga Sto jecesto uzrokovalo degradaciju ili
denaturaciju uzoraka. Najztggniji napredak desio se u proteklih 20 godina. lengentacija
NIR lasera kao izvora z¥anja u sprezi sa FT Raman instrumentnom izvedbaudatdo je
rijeSila problem pojave fluorescencije. Tdko razvoj kompaktnih NIR diodnih lasera kao i
Ng:YAG lasera s jezgrom &vrstom stanju zn@jno je doprinijela smanjenju ukupne véeie
instrumentne izvedbe. Napredak u filterimacerga pospjeSio je akviziciju Ramanovog
rasprSenog zt@nja time Sto je z@ajno smanjena interferencija ostalih prisutnih komgnti
zra&enja. Implementacija detektora sakugdjanaboja (engiCharge Coupled Devig€CD) s
disperzivnim Ramanovim spektrometrima rijeSio je galgodiSnji problem detekcije.
Napredak u tehnologiji svjetlovoda omaégu je pak analize razlitih sustavain situ Cijeli
ovaj niz unaprijdenja, omogtio je da Ramanova spektroskopija doZzivi drataati i

raznoliki skok u primjenf:*®

. f ] Virtualna
stanja
magise diia dpdtd S Lo T ] (et PSS B 1 RN
t Y ¥
Vibracijska
| stanja
3 | y Y Y
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Slika 2.8. Shematski prikaz promjene u energijradiskih stanja uslijed rasprSenja

zrasenjal®

Kao Sto je vé spomenuto, Ramanova spektroskopija temelji seenarenu rasprsenja
zratenja. U apsorpcijskoj vibracijskoj spektroskopotdn zr&enja biti¢e apsorbiran prema
jednadzbi 2.1 odnosno samo ako njegova energijaovanlg energetskoj razlici izrie

osnovnog i pobdenog stanja. Za razliku od apsorpcije, prilikomprdsnja svijetlosti nije

Damir Sahni¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 14

nuzno da zr&enje ima energiju koja odgovara energetskoj razlicato se za Ramanovu
spektroskopiju koristi monokromatsko ¢eaje za pobudu dok kod IR spektroskopije uzorak
pobuiuje odreienim rasponom frekvencija 2enja. RasprSenje zZfenja prilikom sudara
fotona s molekulama mozZe se odviti ekasti i neelastino. Na slikama 2.8 i 2.9 prikazan je
shematski princip rasprsenja. @ je da pri sobnoj temperaturiénea molekula egzistira u
osnovnom vibracijskom stanju no zasigurno ne sverakcijom monokromatskog laserskog
zratenja s molekulom dolazi do pobude u tzv. virtuadtenja koja nisu stvarna vibracijska
stanja vé nastaju uslijed promjene polarizabilnosti vezaciNa fotonace se s molekulom
sudariti elastino odnosno n® dai do izmjene energije, ¥ece rasprseni fotoni imati istu
frekvenciju kao i pobudni. Takvo Zi@nje naziva se Rayleighovo rasprSenje. Jako maji br
fotona (jedan na £81@) ¢e uslijed sudara, izmijeniti energiju s molekuloto f primjer
neelastinog sudara. Ukoliko uslijed sudara foton pobudnagenja preda energiju molekuli,
rasprdeni foton imatte manju frekvenciju od pobudnog (Stokesovo rase$en ukoliko
uslijed sudara molekula preda energiju fotonu, nsesp foton imatice vetu frekvenciju od
pobudnog (anti-Stokesovo rasprsenje).

Anti-Stokesovo rasprienje

Stokesovo rasprienje

Slika 2.9. Shematski prikaz principa Ramanovognssga’

2.4.2. Instrumentne izvedbe Ramanove spektroskopije

Tipi¢ni Raman instrument se sastoji &tiri glavne komponente: laser (kao izvor pobudnog

monokromatskog ztenja), opttki sustav poméu kojeg se vrSi pobuda i prikupljanje

rasprSenog ztgnja (princip svjetlovodom povezane songidija za uzorke ili mikroskopska

izvedba), spektrometar (sustav za separacijenja na pojedine valne duljine) i detektor.
Najéceke upotrebljavani laseri u farmaceutskoj indussui NIR laseri pobude pri 1064

nm (Ng:YAG lasera s jezgromdvrstom stanju) koji se koristi u Ramanovim instruntima
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sa FT spektrometrom i 785 nm (dioda) koja se komstRamanovim instrumentima s
disperzivnim spektrometrom. Tadker postoje UV laseri i laseri u vidljivom podju spektra
no njihova je uporaba limitirana prvenstveno zbogbfema pojave fluorescencije i
degradacije uzorka. Pri odabiru lasera, u obzijavateti dva glavna faktora. Prvi¢ejenica
da efikasnost Ramanovog signala raste Sto je \hlhima laserskog zt#nja manja, a druga
je da Sto je valna duljina laserskog éamja manja, to je v¥a vjerojatnost pojave
interferencije fluorescencije. S aspekta spektromnetzlikujemo FT i disperzivne. FT
spektrometri rasprSeno Zemje razlduju Michaelsenovim interferometrom, a disperzivni
spektrometri pom@ difrakcijskih reSetka. Tehnologija detektora dvige o tehnologiji
spektrometra. Tako su s FT spektrometrima uvijeltesp germanijski ili indij-galij-arsenidni
detektori, a sa disperzivnim spektrometrima, CCinéee. S aspekta robusnosti, disperzivni
instrumenti svakako su superiorniji zbomjenice da sadrze mali broj potnih dijelova i

S druge stran&esta je pojava fluorescencije uzorka zbog valngngupobudnog zrgenja Sto
kod FT instrumenata nije slaj. Primjer utjecaja pobudnog Zemja na kvalitetu Ramanovog
spektra i udio fluorescencije, prikazan je na sBcl0. Tehnika odabirge prema tome

svakako ovisiti 0 svim specifnostima mjernog sustava i podju primjene.

0.6+ A=785 nm
£
7
g
E
= 0.4
=
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g
o
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A=1064 nm
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I
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Slika 2.10. Ramanovi spektri uzorkakolade pri raztiitim valnim duljinama pobudnog

zrasenjal®
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2.4.3. Ramanova spektroskopija-line

Princip in-line na primjerudisperzivne Ramanove spektroskopije prikazan jesliza 2.11.
Mjerenje se provodi uporabom kontaktne sonde kejaranja u reakcijsku smjesu i koja je
svjetlovodom je povezana sa spektrometrom. Na 4gidé2 prikazan je presjek tiie
Ramanove kontaktne sonde. Sonda se sastoji od glko®j se nalazi set opkih segmenata
za filtriranje i usmjeravanje pobudnog laserskogsprsenog zt&nja, i od optikog segmenta
varijabilne duzine koji se uranja u smjesu u kogenalazi dodatna fokusckei nacijem se
vrhu nalazi kristalni prozor n&g&e izraien od safira. Vrh sonde shematski je prikazan na
slici 2.13. Prema dubini penetracije pobudnogiemga u mjerno polje, razlikujemo sonde
kratkog i dugog fokusa. Tako su sonde kratkog fakuemjenjive na turbidne sustave dok su
dugog fokusa prikladnije za mjerenje bistrih ot@pin

. Spektrometar
Laser dioda Difrakcijska

*% | | \ . reetka

Racunalo

m
Ramanova (—)
sonda CCD detektor

Reakcijska
smjesa

Slika 2.11. Shematski prikaz mjerenja disperzivitamanovom spektroskopijom-line.
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Slika 2.12. Shematski prikaz sonde i glave songletsvima laserskog i rasprSenog

zraenjal®
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Slika 2.13. Shematski prikaz vrha Ramanove sorajekgatkim i b) dugim fokusortY,

2.4.4. Primjeri vibracijske spektroskopije kao PAT tehnike
Od svih PAT tehnika, skupina koja je naSla éaaiju primjenu u préenju fizikalno-
kemijskih promjena u farmaceutskoj industriji jesigurno vibracijska spektroskopija. Pri

tome su glavne primijenjene tehnike FTIR, NIR i Remova spektroskopija. Podjea

primjene je raznoliko pa se tako nalazi primjenaratenju kemijskih reakcija®**'8-%°

29-34
a

biotransformacij&/?®  kristalizacija’ liofilizacija,>>  ekstruzijskih  proces&;*’
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homogenizacij& i granulacijskih procesH. Nekoliko je nedavnih primjera koje svakako
valja istaknuti prvenstveno zbog njihova &aja s aspekta primjene na kompleksne kemijske
sustave. Cardoso et al. opisuju primjenu FTIR spskbpije u préenju reakcije pripreme
17-a-Estradiola Mitsunobuovom reakcijom. Udio reakadiskkomponenti kroz vrijeme
procijenjen je na temelju promjena karakte&isth vrpci polaznog materijala, intermedijara i
produkta reakcijé* Hamilton et al. opisuju primjenu FTIR spektroskepi pr@enju reakcije
hidrogenacije, i NIR spektroskopije prilikom zamgeotapala prije kristalizacije produkta.
Pratenje zamjene otapala baziralo se na kvantitatiamglizi udjela metanola uz poo
PLSR kalibracijskog modef&. Csontos et al. opisuju primjenu Ramanove spekongifk u
petlji povratne sprege kao automatske kontrole dig@loksimacije?® Feth et al. takder
opisuju primjenu Ramanove spektroskopije u kontretikcije diastereoselektivne redukcije
na temelju MCR-ALS analize podataka. Hart et al. opisuju primjenu Ramanove
spektroskopije u kontroli heterogene reakcije ansk® eterifikacije na temelju PLSR
kalibracijskog modela i to u pilotnom mijeritli.Kao to je vidljivo iz navedenih primjera,
raspon primjene vibracijske spektroskopije u spgemultivarijatnim metodama statiste

analize kao PAT-a, iznimna je i raznolika.

2.5. Proces kristalizacije
Od svih poznatih metoda gtiecavanja kemijskih spojeva, kristalizacija je u suakslutaju
najefikasnija, najjednostavnija, a Sto sé&e tfarmaceutskih proizvoda i gage koristena
metoda. U farmaceutskoj industriji je od iznimnezmasti jer upravo se tim procesom
ugraiuje kvaliteta u proizvode, bilo da se radi o déavanju spoja, dobivanju odiene
polimorfne forme, morfologije ili raspodjele vé&le ¢estica.

Proces kristalizacije, gledano s termodinamskogalgtta, omogden je promjenom
kemijskog potencijala izndl trenutnog i ravnoteznog stanja. Ucglju kristalizacije kemijski
potencijal prikazan je u vidu koncentracija pa $egova promjenaAu) moze prikazati

sljedeom aproksimacijom:

—\u:m((f_;)g(_;_l:&-

C C

(2.3)
gdje jec trenutna, a* ravnotezna koncentracija (topljivost), odnosnodeoriracija pri kojoj

je otopina zasena pri odréenoj temperaturiS predstavlja omjer prez&sinosti, a relativnhu
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ili apsolutnu prezasenost’® Iz praktiénih razloga prezasenost secefe prikazuje kao

razlika izmelu trenutne i ravnotezne koncentracije prema jedmad?z
Ac=c—c" (2.4)

Na slici 2.14 prikazan je Ostwald-Miersov dijagr&mjim se generalno mogu prikazati
kristalizacijski procesi. Dijagram je baziran nasmosti masene koncentracije o temperaturi
te dijagram karakteriziraju ztiajne krivulje i zone. Prva znajna krivulja je krivulja
topljivosti koja prikazuje ovisnost ravnotezne jouisti o temperaturi, a otopina koja se
nalazi na toj krivulji naziva se zasna otopina. S desne strane te krivulje nalazizge t
stabilna zona. Ako se primjerice kristalizacijskamna nalazi u toj zoni, za nju se kaZze da je
nezastena i u tom sléaju ne moze do do spontane kristalizacije ili kristalizacije amane
dodatkom cjepiva. Lijevo od krivulje topljivostiatazi se metastabilna zona. Kristalizacijska
otopina koja se nalazi u tom podju naziva se prezasna otopina odnosno sadrzi viSe
otopljene tvari od njezine ravnotezne topljivodti.tom podrdju moze déi do spontane
nukleacije, no n&gse se kristalizacija u tom podfu inicira dodatkom cjepiva. Druga
zn&ajna krivulja dijagrama je krivulja prezésnosti kao lijeva granica metastabilne zone.
Lijevo od nje nalazi se tzv. nestabilna zona u kegsigurno dolazi do spontane kristalizacije.

Dva glavna procesa definiraju kristalizacijski pgecPrvi je proces nukleacije gemu
nastaju kristalni nukleusi, a drugi, rast kristaRrimarna nukleacija kao spontani proces
odvija se naje&e u visokim stupnjevima prezésnosti unutar metastabilne zone uz
promjenu Gibbsove energij&). Sto je prezasenost véa, to je proces brzi. Drugi proces je
rast kristala koji je definiran difuzijskim (dolazamolekula otopljene tvari do nukleusa
procesom difuzije) i integracijskim procesom (powet orijentacija molekule i integracija u
prostornu redetkuf. Kao i kod nukleacije proce® biti brzi §to je stupanj prezashosti véi
Sto moze rezultirati inkludiranjem o¥igcenja u kristal. Bitan i nepozeljan proces je i
sekundarna nukleacija do koje mozeidgslijed naglog powsanja prezasenosti, primjerice
naglom promjenom temperature kristalizacijske sejd2osljedica toga je Sirenje krivulje
raspodjele vetine cestica Sto kod farmaceutskih proizvoda moze nepuraltjecati na
formulaciju gotovog oblika. Nukleacija i rast sunkpetitivni procesi pa tako uspjesSna

kristalizacija ovisi prvenstveno o kvalitethom paganju metastabilne zone i kontroli
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trenutne preza&enosti. Kako bi se dobiléisti kristalni spojevi uske raspodjele v@ha

cestica, kristalizaciju u pravilu valja provoditi iglativno niskog prezasnja.

40

Krivulja prezasicenost Metastabilna zona

plel!

Krivulja topljivosti

Nestabilna zona
30 1 (spontana kristalizacija)
Operativna krivulja
kristalizacije

20

Dodatak cjepiva
10

Stabilna zona
(stabilna otopina)

10 2ID BID 4-'D SID EID ?ID SID QID 1L:)D
T/°C
Slika 2.14. Ostwald-Miersov diagram na primjeru aratne soli API-a. Prikazana je i
operativna krivulja kristalizacije uz dodatak cpegpi uz kontrolu stupnja prezésnosti

programiranim hldenjem.

Sarzni kristalizacijski procesi s aspekta stvaramgzasienosti, generalno se provode na
tri natina. Tako razlikujemo kristalizaciju kianjem, ukoncentriravanjem i dodatkom anti-
otapala. Prilikom kristalizacije hd@njem, prezasenje odnosno zadiranje u metastabilnu
zonu stvara se snizavanjem i kontrolom temperatknistalizacijske smjese. Uslijed
kristalizacije ukoncentriravanjem, prezasije se ol#no generira pov@njem koncentracije
pri definiranoj temperaturi. Kontrola se u ovomdsiu moze provoditi finim definiranjem
brzine destilacije otapala odnosno ukoncentriravargri kristalizaciji dodatkom anti-otapala
pti definiranoj temperaturi, prezésnost se generira postupnim smanjenjem topljivosti
odnosno pomicanjem krivulje topljivosti u desnootbm sléaju brzina dodatka anti-otapala
biti ce mehanizam kontrole stupnja prezaspsti. Valja spomenuti i reaktivnhu kristalizaciju
gdje se preza&tnost generira kemijskom reakcijom. U ovu grupudgpa i kiselo-bazne
precipitacije.

Doseg danasSnje znanosti i tehnologije otvorio jegwnost da i kontinuirani

kristalizacijski procesi ntu primjenu u redovnoj proizvodniji kemijskih spojetfaledan od
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n&ina provedbe kontinuiranih kristalizacijskin proaeg uporaba oscilatornih preétoh
reaktora gdje se postize iznimno sla@aje u vremenu procesa po jedinici mase proizvoda.
Postize se i iznimna robusnost sa aspekta kvati@besenog proizvoda. Zbafinjenice da je
uvetanje ovakvih procesa linearno izbjegavaju se probl&oji se pojavljuju prilikom
uvetanja Sarznih kristalizacijskih procesa kao pringernidrodinamiki efekt (razltiti uvjeti
mijeSanja) ili efekt prijenosa topline (uvjetovamjerom volumena kristalizacijske smjese i

efektivhe povrsine prijenosa topline).

2.5.1. Polimorfizam organskih supstanci

Jedan bitan aspekt kristalizacijskih procesa odnmng interesa (sa stajaliSta farmaceutskih
proizvoda mozda i najbitniji) je polimorfizam. Pwolorfizam je svojstvo da jedna tvar moze
egzistirati u viSe raalitih kristalografskih oblika. Polimorfte se razlikovati prvenstveno po
kristalnom sustavu, a sukladno tome po prostorngpig parametrima jeditine celije. Tece

se razlike ogledati pak na cijeli niz ra#ih fizikalnih svojstava kao primjerice topljivgst
taliSte, energije vibracijskih i elektronskih ptgea, stabilnost, higroskopnost, tvéda brojni
drugi*?* Kako ¢e neki od tih parametara utjecati i na bioraspetugti spoja, jasno je zasto je
polimorfizam iznimno vazan za farmaceutsku indpstfrenomen polimorfizma i ndesobne
interkonverzije polimorfnih formi valja promatraprvenstveno kao termodinafki proces.
Termodinamiki najstabilniji polimorf bitice onaj s najnizom Gibbsovom energijom. Prijelaz
jedne forme u drugu pri stalnoj temperaturi deJaggatse uz promjenu Gibbsove energije

prema sljedéoj formuli:
AG=AH-TAS (2.5)

gdje jeH entalpija, T termodinamika temperatura, & entropija. Na slici 2.15 prikazana je

temperaturna ovisnost entalpije i Gibbsove enemgijévije polimorfne forme jednog spoja.
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_ H(forma 2)

e _ H (forma 1)

Energija

™~ G (forma 1)

G (forma 2)

Temperatura
Slika 2.15. Temperaturna ovisnost entalpij¢ i Gibbsove energijeQ) za dvije razkiite

polimorfne forme*?

Kako se temperaturna ovisnost Gibbsovih energghkige za svaku od formi, krivuljée
se u jednoj teki sjeci. Ta se toka zove tokom prijelaza Ttr). Kako su Gibbsove energije za
oba polimorfa u toj téci iste, polimorfme forme nalaze se u ravnotezitpyitemperaturi. 1z
grafa je takder jasno da pri temperaturama viSim gk, forma 2¢e biti stabilnija nego
forma 1, a pri temperaturama nizim ®¢k obratno. Takder, vidljivo je dace prijelaz iz
forme 1 u formu 2 pri temperaturama visSim B biti endoterman. U tai prijelaza gdje su
Gibbsove energije istih vrijednosti, izjediaaanjem jednadzbi Gibbsove energije za dvije

forme dolazi se do sljede korisne jednadzbe:
AHp = TrA Sk (2.6)

Pomdau diferencijalne pretrazne kalorimetrije (enBlifferential Scanning Calorimetry,
DSC) moguge je odrediti entalpiju prijelaza i prema tome &naati i entropiju prijelaza
prema jednadzbi, sve dokle god jéka prijelaza téno odrelena?

2.5.2. Pracenje i kontrola kristalizacijskih procesa situ
Proces kristalizacije moze biti @gen razléitim analitickim tehnikama, a n&<e koriStene
su FTIR, NIR, UV/Vis, Ramanova spektroskopija kaamngeri spektroskopskih tehnika, te

tehnika FBRM. Tehnika odabira temeljite se prvenstveno na cilju koji se Zeli pésti
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prilikom takvog mjerenja. Tako se tehnika FBRM ktiriza odrdivanje veltine i broja
gestica’>*tehnike FTIR, NIR i UV/Vis za oddivanje koncentracije u otopifi,*°a FTIR i
Ramanova spektroskopija za ¢eaje kristalizacije polimorfnih formi®®* Kvantitativno
pracenje provodi se u kombinaciji sa kemometrijskimill@cijskim modelom . Takav model
razvija se kalibracijom sustava gdje se kombinirajultivarijatne statistke metode s
podatcima o primjerice tmoj koncentraciji otopljenog spoja ili doom udjelu pojedine
polimorfne forme*’

Prilikom praenja kristalizacijskih procesa primjerice principamine, viSe faktora mora
biti uzeto u obzir prilikom izvedbe mjerenja kojapgu utjecati na kvalitetu samog mjerenja.
Glavni problem koji se&esto javlja prilikom mjerenja bilo kojom tehnikontipom sonde je
taloZenje spoja na prozoru ili vrhu sonde Sto ugy@kzn&ajne greSke. RjeSenja ovog
problema nema osim figog ciS¢enja sonde. Jedan od faktora koje svakako treba uze
obzir je tip sonde s kojom se provodi mjerenje. A&ailj mjerenja ustanoviti koncentraciju
otopljenog produkta u realnom vremenu tada je, ikkae koristi FTIR ili UV/Vis tehnika,
nuzno Koristiti sonde priguSene totalne reflektgngengl. Attenuated Total Reflectance,
ATR). Navedena tehnika djeluje tako da dolazi doeln jedne refleksije zrake svjetlosti
unutar ATR kristala koji je u kontaktu s mjernim dijem. Takva refleksija uzrokuje pojavu
kratkotrajnog vala zggenja koji ima kratku penetraciju u medij kao Stqp&kazano na slici
2.17. Dubina penetracije vala u medij iznosi od @22 um. Do pojave kratkotrajnog vala
dolazi iskljwivo u sluwaju kada je indeks loma ogitiog materijala od kojeg je iztan vrh
sonde, vé& od mjernog medija. Na primjeru prikazanom naihid 6. vrh sonde gajen je
od kristala safira u obliku prizme gdje dolaznocerge prolazi kroz tri refleksije o bridove
prizme. Materijali od kojih se izdaje vrh sonde nagse su safir i dijamant. A. N. Saleemi u
svojoj je doktorskoj disertaciji prikazao uspje§mimjenu ATR UV/Vis tehnike u ptenju
koncentracije paracetamoia-line prilikom eksperimenata automatizirane kontrole sjap

prezastenosti’?
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Saftrna prizma

Zraka svjetlosti

Slika 2.16. Shematski prikaz safirne prizme na WMiVis sonde i refleksije ztgnja o

bridove prizmé'®
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Slika 2.17. Shematski prikaz refleksije unutar ARistala’®

Ramanova spektroskopija-line, ¢iji je princip razjasnjen u poglaviju 2.4.1, 2.4.2.4.3,
moze biti pogodna za mjerenje spektara i u otopunisuspenziji ovisno o zarisSnoj duljini
svjetlosti koju Iéa sonde fokusira. Tako su sonde kratke zariSnendyhogodne za mjerenja
u suspenziji, a duge za mjerenja u otopinama. Wné&tatkoj zariSnoj duljini, tijekom
mjerenja u suspenziji dolazi do detekcije raspemjmolekule suspendiranog kristalnog
produkta (iako manje nego kod sonda duge ZariStj;melupa je tako mogte razlikovati
otopljeni i iskristalizirani spoj te semikvantitatio odrediti doseg kristalizacije nekog spoja.

Primjena u préenju tane koncentracije otopljenog spoja otezana je pivens zbog
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kompleksnosti spektra te utjecaja udjela suspenitiitzari na prigusSenje signala Ramanovog
rasprSenja. Zbog navedeniiinjenica, Ramanova spektroskopija-line prvenstveno se

primjenjuje za préenje polimorfnih transformacija tijekom kristalizg&og procesa.

10

Ramanov intenzitet

Forma I

500 1000 1500

Valni broj / em!
Slika 2.18. Ramanovi spektri polimorfne forme lj eidgovarajide smjese formorto-

aminobenzojeve kiselimg.

Primjena Ramanove spektroskopije prikazana je wmaeinom primjeru kristalizacije
specifine polimorfne formeorto-aminobenzojeve kiseline uz spregnutu tehniku FBRM
pratenje veltine cestica i ATR UV/Vis za prgenje koncentracije otopljene tvari (u svrhu
kontrole prezagenosti)>° Profesor Zoltan K. Nagy, pionir u razvoju potpuagomatiziranih
tehnika i sustava péanja kristalizacijskin procesa, nazvao je ovakaistpp ,Aktivha
polimorfna povratna kontrola kristalizacijskih pesa“. Operativha krivulja kristalizacije

prikazana je na slici 2.19.
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Slika 2.19. Ostwald-Miersov diagram kontroliranagstalizacijskog procesa polimorfne

forme I, orto-aminobenzojeve kiselin@.

2.6. Metode multivarijatne analize
Metode multivarijatne statiske analize joS zvane i kemometrijske tehnike, previsA
definiciji takoder spadaju u PAY.U danasnje doba napredne tehnologije i néngsti koje
pruza napredak u ragiiim PAT tehnikama, postaju nezaobilazan alat zsistiku analizu
velikog broja razliitih spektroskopskih podataka. Ukoliko se Zele reltstati sve kvalitativne
i kvantitativne informacije o mjernom sustavu pagat ako se radi o izrazito slozenim
sustavima, nuzno je prildejednoj od Sirokog spektra multivarijatnin metoddeke od
zn&ajnijih, koje se redovno koriste za analize spedtopskih podataka, su: analiza glavnih
komponenata (engPrincipal Component AnalysiBCA), viSestruka linearna regresija (engl.
Multiple Linear Regression,MLR), regresija glavnih komponenata (endPrincipal
Component RegresioRCR), parcijalna regresija metodom najmanijih kviad(angl.Partial
Least Square RegressidPl.SR), regresija strojevima s potpornim vektoriraagl. Support
Vector Machine RegressionSVMR), multivarijatna rezolucija krivulja metodom
alternirajuih najmanjih kvadrata (engMultivariate Curve Resolution — Alternating Least
SquaresMCR-ALS).>3>°

Dvije najzn#&ajnije bilinearne tehnike ponio kojih se stvaraju prediktivni kalibracijski

modeli na temelju spektroskopskih podataka su PGRIR**’ Redovno se primjenjuju u
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sprezi s Ramanovom spektroskopijofrte FTIR®%i NIR spektroskopijortf®za praenje i

kvantifikaciju netipénih kemijskih i bioloskih sustava.

2.6.1. Analiza glavnih komponenata — PCA

Analiza glavnih komponenata temelji se na primjénearne algebre. Metodu su razvili
Pearson (1901) i Hotelling (193%)% Pearson ju je okarakterizirao kao ortogonalnualina
projekciju s najmanjom greSkom. Prvenstveno slab knetoda redukcije dimenzionalnosti
podataka kao primjerice mnogobrojni uzorci anatizirnekom od spektroskopskih metoda, i
moZe dati jasan uvid u varijable od¢eg zn&aja>°® Svaki izmjereni uzorak moZe biti
prikazan kao t&ka u viSedimenzionalnom prostoru. Na slici 2.2Kkgzan je sltaj za uzorke

s tri varijable s pridruzenim vektorima X radi lakSprikaza principa u trodimenzionalnom
prostoru no realno taj prostor moze sadrzavatr tipaca zavisnih varijabli kao Sto je slaj s
primjerice jednim Ramanovim spektrom nekog uzorkada svaka valna duljina odnosno

valni broj predstavlja jednu varijablu odnosno dizigu.

Varijabla 3 (X3)

Varijabla 2 (X2)

Varijabla 1 (X1)
Slika 2.20. Princip PCA projekcije u trodimenzijsh@rostoru. Plave tie nalaze se

ispod, a crvene iznad plohe kajime PC1 i PC2 vektoff

Temeljna ideja PCA je sadadaektore u prostoru 3 varijable gdje je udaljenastaeiu

tocaka odnosno disperzija podataka néa€lo se ostvaruje trazenjem linearnih kombinacija
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inicijalnih vrijednosti varijabli koje najviSe doiose varijanci odnosno raaliosti u setu
podataka izmdu tocaka. U matdnom prikazu réun se odvija prema jednadzbi:

X=TP +E (2.7)

gdje je X matrica varijabli,T je matrica faktorskih bodov& je matrica opterenja i E je
matrica greSke odnosno reziduala u ukupnoj varijddebiveni se vektori nazivaju glavnim
svojstvenim vektorima ili glavnim komponentama. ¢&® r@una je iterativan na dm da
prva komponenta (PC1) nosi najviSe informacija athoonajvéi udio opisane varijance.
Sljedea glavha komponenta (PC2) hig ortogonalna prvoj, téa drugoj i tako dalje. Svaka
sljedeta glavna komponenta nosite sve maniji udio ukupne varijance. Svaku od glavnih
komponenata karakterizirajéetiri vrijednosti: faktorski bodovi, optefenja, reziduali

uzoraka i uzorci visokog utjecajar(gl. Leverage val)&®®’

X3 Udaljenost totke od

5re_d1'§ta - faldtorsla bod

Svaka tocka
predstavlja jedan

uzorak |

W™

5,

1
®

I
I
\
®

Tocka srednje

X1 vrijednosti

Slika 2.21. Shematski prikaz zfemja faktorskog bod¥.

Kao Sto je prikazano na slici 2.21, faktorski bodsw udaljenost ke uzorka od ttke
srednje vrijednosti cijelog seta po vektoru glakonenponente. Faktorski bod za jedan uzorak
zapravo opisuje njegovu karakteristiku u vezi sjg@hlama koja imaju zri@jnija opteréenja
za istu glavnu komponentu. Gréfi prikaz faktorskih bodova glavnih komponenti hig
dvodimenzionalna ploha gdje svaka od osi predstaetjnu glavnu komponentu.

Opteréenja opisuju set podataka u smislu doprinosa \arija njihove metusobne

korelacije. Svaka glavna komponenta nosi svoja ref#eja za cijeli set varijabli.
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Geometrijski gledano, optefenje je kosinus kuta iznda varijable i glavne komponente. Sto
je taj kut manji, toée opteréenje biti vée i obratno. S obzirom na funkciju kosinusa,
vrijednosti opteréenja mogu se kretati iznde +1 i -1. Na slici 2.22 shematski je prikazan
odnos varijabli i glavnih komponenti. U ghju varijabli X, i X, koje leZe na vektorima PC1 i
PC2, kosinus kuta bitie jednak 1, Sto zdada je varijabla X u potpunosti opisana prvom
glavhom komponentom, a varijabla Hrugom glavhom komponentom. Kut izdoevarijabli

X1 i Xz iznosi 90°¢iji je kosinus jednak nuli Sto ztiada te varijable nisu ndeisobno u
korelaciji. Kut izmeu varijable > i PC1 véi je od 180° i izméu X3 i PC2 veéi od 90° Sto
zn&i da je varijabla X negativno korelirana s PC1 i PC2. Varijablastoji na sjecistu PC1 i

PC2 pa prema tome nije dobro opisana ni s jednogiaaxhih komponenti.

PC2

i}{:

ll_/"f --EP" Xl
' . &+ PC1
O X

X3

Slika 2.22. Shematski prikaz zZfeaja opteréenja u vidu korelacije varijabli i glavnih

komponentf®

Sljede&i bitan atribut glavnih komponenti su reziduali teda. Kao Sto je prikazano na
slici 2.20, téke u PC1-PC2 prostoru su zapravo ortogonalne peipge@riginalnih vrijednosti
na ravninu. Reziduali svakog uzorka su udaljer®sike téke od ravnine koj&ine glavne
komponente. Predstavljaju ostatak varijance Kejise u PCA modelu nalaziti u matrici
greske. Sto je ta udaljenostéae to ¢e takvi uzorci biti sve losije opisani PCA modelom.
Uzorci s velikim utjecajem, odnosno uzorci koji ijnavisoku leveragevrijednost mogu
znatno utjecati na kvalitetu PCA modelbeverage vrijednost zapravo je euklidijska
udaljenost tdke od ishodiSta po plohi kojtine glavne komponente. Ova dva parametra
mogu poméi u prepoznavanju t@ka koje predstavljaju grame i/ili atipicne vrijednosti.
Takve t@&ke nazivaju seutlieri. Problem koji se ovdje narée je ¢injenica da dvije téke,
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ovisno o raspodieli ukupnog skupa na PC1-PC2 plabigu imati istu euklidijska udaljenost
od ishodista, a ne moraju nuzno obje bittlieri. Zato se umjestteveragevrijednosticexe
koristi Hotellingova T udaljenost jo§ zvana i Mahalanobisova udaljenog ki obzir uzima

korelaciju glavnih komponenaf.

PC1

Totka visoke
vrijednosti reziduala

Tocka visoke
leverage vrijednosti

Slika 2.23. Shematski prikaz zenja reziduala i t&aka s visokim utjecajem na model

(leverag.®®

PCA se koristi u Sirokom spektru disciplina. Od leaa spektroskopskih podataka do
tehnika prepoznavanja lica. U &ju spektroskopskih podataka moze posluziti zajenoc
kvalitete seta spektal8,procjenu trajanja reakcif@, ili kao identifikacijska analiza kao

primjerice diferenciranje vrsta kave na temelju Nifektara®

2.6.2. ViSestruka linearna regresija — MLR

ViSestruka linearna regresija zapravo je univargaregresijska metoda no nuzno ju je
spomenuti s obzirom da je sastavni dio regresgergh komponenti kao Siie biti prikazano

u narednom poglavlju. Osnovni princip metode jereésiga jedne varijablé’ (odziv) na setu
varijabli X (prediktori) prema formuli:

Y=Dbp+b Xy +bXo+ ... +thXc + F (2.8)
gdje sub regresijski koeficijenti, aF greSka. Cilj je n&@ optimalni vektor regresijskih

koeficijenatab uz minimum zbroja kvadratnih pogre$&R&’ U matritnom obliku, izraz

prema kojoj se odvija regresija je sljéde
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b=(X"X)*X"Y (2.9)

Regresija ukljduje operaciju inverzije disperzijske matrié€X). Problemi metode MLR
u spektroskopskoj primjeni su viSestruki. Prvije BILR moze modelirati samo po jednu Y
varijablu. Drugi problem je Sto ¢an ne funkcionira ako je viSe X varijabli nego §éo
uzoraka na kojima se provodi regresija. Prilikorgresije spektroskopskih podataka to je
gotovo uvijek sldaj jer se Zeli modelirati viSe valnih duljina ilij@i spektar. | tréi problem
je nemogdnost modeliranja kolinearnin X varijabli. Kolineanvarijable nisu linearno
nezavisne odnosno ortogonalne. S obzirom da MLRppstavlja da svaka X varijabla nosi
unikatnu informaciju o Y varijabli, Sto kod spekékmpskih podataka&esto nije sldaj, izraz
(X" X)™ time postaje nedefiniran §to dovodi do nepouzdge#enja regresijskih koeficijenata
ili do izostanka rjeSenja u potpunosti. Uvjet za RIfe dakle mogénost da se prediktori
mogu izmjenjivati nezavisno jedan o drugome tijek@aresije.

2.6.3. Regresija glavnih komponenata — PCR

Metoda regresije glavnih komponenata zapravo jetioacija PCA i MLR tehnika. Kako je
MLR metodom teSko modelirati spektroskopske podajg&enije je raditi regresiju korisie
latentne varijable u ovom slaju faktorske bodove glavnih komponenti. Na ovajimdoroj
varijabli odgovaratte broju uzoraka. Prvo se dakle na matrici predéqrkoja je séinjena

od primjerice spektra s pripadéjion valnim duljinama, n&ni PCA ¢ime se reducira
dimenzionalnost i dobivaju latentne varijable. Aatse na&ini MLR na novoj matrici X
sa&injenoj od faktorskih bodova glavnih komponenti&kgu ortogonalne. Time se izbjegava

problem kolinearnosti X varijabff®®’

2.6.4. Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata ESR

Cilj metode PLSR je utvrditi svojstvo sustawa (primjerice odrdene koncentracije) iz
eksperimentalno izmjerenih prediktoda (primjerice spektri uzoraka kojima su odeae
koncentracijey) gdje suXi Y korelirani kalibracijskom funkcijonb prema izrazu:

Y=XDb (2.10)
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RjeSenje gornjeg izraza dano je izrazom 2.9. Zékand metode PCR koja u obzir
uzima samo varijancu matrice prediktofametoda PLS u obzir uzima i varijancu matrice
odzivaY. U svojoj osnovnoj formi PLSR je primjenjiv na jadY varijablu (PLS1) i nije
iterativan. Algoritam se uz manje preinake mozenpeniti i za modeliranje viS& varijabli
(PLS2). Kao i u sléaju metode PCR, PLSR Koristi latentne varijablezlRa je Sto je kod
PCR-a prvi korak dobivanje faktorskih bodova i ogptenja samo iz matrice prediktora
pomaiu PCA dok kod PLSR-a iz¢éan modelnih komponenti odnosno faktora ¢fsti
glavnim komponentama u PCA) uzima u obzi i Y matrice odnosno trazi faktore Xkoji
su relevantni i z&'. Rezultati se prikazuju u vidli U faktorskih bodova P i Q opter€enja.
T faktorski bodovi su zapravo nove koordinatéaka uX prostoru izrdunate na nan da je
uhvaen dio strukture podataka koji najviSe opisujejabdiu Y. Faktorski bodovlJ sumiraju
dio podataka W koji je objasnjen X za dani faktor. Odnos izrde T i U prikazuje odnos
izmedu X i Y za dani faktorP opteréenja prikazuju korelaciju svake varijable s pojedinim
faktorom na isti n&n kao i u metodi PCAQ opteréenja prikazuju direktan odnos iztheY
varijabli i T faktorskih bodova.

Prvi korak metode je kalibracija. Ukoliko se koriBlIPALS (engl. Nonlinear Iterative
Partial Least Squargs dekompozicijski iterativni algoritam prvo se prdea najvei

svojstveni vektordigenvectoy matriceS prema izrazu:

s=X"Y (2.11)

Svojstveni vektor sadrzi informacije o obje matric® njihovoj kovarijanci. Taj se
svojstveni vektor naziva i vektorom tezinskog ogienja te pokazuje na koji &ia ¢e se
racunati T faktorski bodovi iz matricX kako bi se ostvario uvjet ortogonalne dekompoeicij
P i Q opteréenja se nakon togadanaju regresijonT faktorskih bodova. Faktorski bodob
ratunaju se izQ opteréenja. Nakon prve iteracije, dobivene vrijednostuzichaju se iz
matricaX i Y ¢ime se dobivaju matric& i F. Postupak se nastavlja trazenjem sljgae

svojstvenih vektor&' F i tako iterativno sve dok se ne dosegne maksinunkdije:

u =f(t) (2.12)
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Model, slcan PCA modelu, prema kojem se odvija regresijagauie se sljed&m

izrazima:

X=TP' +E (2.13)
Y=UQ +F (2.14)

Rregresijski koeficijenti izréunati prema izrazu 2.9 pokazuju tezinu koja je dana
pojedinoj X varijabli prilikom predviianja odzivaY za svaki od faktord Mijerilo uspjeha
kalibracije PLSR modela promatra se kroz rezidudkziduali se r&unaju na isti nén kao i
kod metode PCA i u ovom sglaju predstavljaju razliku iznde stvarnog i preddienog
odzivaY. Time je zbroj kvadratnih pogreSaka (erfgum of Squared Error§SE), kvadratni
zbroj vrijednosti reziduala. Korijen srednje kvade pogreske procjene (engtoot Mean

Square Error of EstimatiorRMSEE) tada se tana prema izrazu:

1

RMSEE= |——SSE (2.15)

M-

gdje jeM broj kalibracijskih uzoraka, R broj faktora modela. RMSEE dobar je pokazatelj
kvalitete kalibracije. JoS jedan bitan parametaji kkazuje na kvalitetu modela prilikom
kalibracije je koeficijent determinacije,2Rkoji predstavlja postotak varijanceYuodzivima,
reproducirane regresijom. Sto su procijenjeni odziizi stvarnim vrijednostima, odnosno to
faktor za danu komponentu imaévenaaj, to se koeficijent sve vise priblizava 100%.aBit
parametar je i vrijednost utjecaja na model (ehglerage Valug h;, koji pokazuje koliko
uzorak utjeée na PLS model, o kao i kod PCA metode. Vrijednostiuvijek su manje od

1. Suméh; svih uzoraka u modelu bite jednaka broju faktora modela. Kao i kod PCA, PLSR
koristi hy i Mahalanobisovu udaljenost za detekagjutliera odnosno uzoraka koji zéano
utjecu na kvalitetu modela.

Sliedei korak u definiranju kalibracijskog modela je npag validacija uporabom
izracunatih regresijskih koeficijenata. Validacija magehoze se izvrSiti na dva raita
natina. Prvi je validacija iz skupa (endlest Set Validatigngdje se u ukupnom setu uzoraka
(spektara) dio koristi za kalibraciju, a drugi dia validaciju modela. Drugi te je krizna
validacija (engl.Cross Validatioh gdje se iz ukupnog seta uzoraka izuzme jedansi njih,

na ostatku uzoraka se razvije kalibracijski mo@ehakon toga izuzeti uzorak/ci sluze za
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validaciju modela. Postupak je iterativan sve dakuzorci nisu iskorisSteni za validaciju. U
slucaju validacije iz skupa, vrijednost koja pokazujeliko je dobro slaganje modela i
uzoraka koriStenih za validaciju je korijen sredkyadratne pogreSke predanja (englRoot
Mean Square Error of PredictioRMSEP). RMSEP se ¢ana prema jednadzbi:

RMSEP= \/%Z(Differ)z (2.16)

gdje je M broj validacijskih uzoraka, ®iffer je razlika izméu predvdenih i stvarninY
odziva. U sldaju krizne validacije iz skupa, vrijednost koja palje koliko je dobro slaganje
modela i uzoraka koriStenih za validaciju je karijgrednje kvadratne pogresSke prédwia
(engl. Root Mean Square Error of Cross Validati®®RMSECV). RMSECYV se tana na isti
nain kao i RMSEP! U oba sldaja, koeficijent determinacije,?Riti ¢e drugi od pokazatelja
kvalitete validiranog modela. Zadnji i najbitnijokazatelj kvalitete modela je broj faktora,
odnosno PLS vektora nuznih za postizanje minimaimednosti RMSEP ili RMSECYV i

maksimalne vrijednosti ®°

2.6.5. Multivarijatna rezolucija krivulja metodom alterrdjucih najmanijih kvadrata — MCR-
ALS

Multivarijatna rezolucija krivulja moze se definirkao metoda samo-modelirégi analize
smjesa. Analiza MCR-ALS pogodna je za bilo kojutwrsodataka koja predstavlja linearnu
kombinaciju cistih komponenti, dakle moZe se koristiti za analgpektralnih podataka.
Ratun razlaze inicijalnu matricu podataKana matricu koncentracifg i matricu komponenti

S (u slwtaju spektroskopskih podataka, spekistih komponenti) prema shemi prikazanoj na
slici 2.24.
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X C
Slika 2.24. Shematski prikaz razlaganja inicijatnatrice podatakX na matricu

koncentracijeC i matricu komponents. | predstavlja broj uzoraka, N broj komponentd, a
broj X varijabli.®®

Izratun koncentracija i broja komponenti provodi seri@irnim modelom prema izrazu
2.7 kao i u sltaju metode PCA s tim da MCR Kkoristi algoritam altegjucih najmanjih
kvadrata. Razlika naspram metode PCA je da MCHajpe jedinstveno rjeSenje, ali razlaze
komponente i ima fizikalno zdanje (PCA rezultati mogu se smatrati apstraktning.R
bez kinetékog modela nije u stanju dati jedinstveno rjeSdnjeazloga $toX = C S ima
beskondan broj rieSenja. RjeSenje se nalazi u zadavanjededih ogranienja modelu kao
primjerice ne-negativnost iztanatih koncentracija i spektargistih komponenti te
unimodalnost. Dodatno, na ¢Eku se mogu unijeti spektrtistih komponenti ili
koncentracijski profil kao baza inicijalne iteracimodelatime se doprinosi jedinstvenijem

rjieSenju.

2.7. Omeprazol
Omeprazol, 6-metoksi-2-{[(4-metoksi-3,5-dimetilgiim-2-il)metil]sulfinil}-1 H-benzimidazol
kao potentni, selektivni i ireverzibilni inhibitggrotonske pumpe, prvi je komercijalni lijek
tog tipa. Razvila ga je kompanija Astra nakon w8el0 godina intenzivnog istraZzivanja i na
trziste plasirala 1985 godirfé.Indiciran je za lijéenje gastroesofagijalne refluksne bolesti
(GERB), ¢ireva na zelucu i dvanaestniktireva povezanih s Kronovom boées Zollinger-
Ellisonovog sindroma i krvarenja gornjeg gastrastitealnog traktd>"* Koristi se i kao dio
kombinirane terapije antibioticima u lgenju infekcije bakterijonrHelicobacter Pylori™>"®
Djeluje na nain da se ireverzibilno veze na —SH skupinu ciste#itK® ATP-aze i time
blokira sekreciju Zekane kiseling’

Molekula omeprazola egzistira u dva tautomernakabllUjedno molekula omeprazola

sadrzi trikoordinirani sulfinilni atom sumpora Stenai da moZe egzistirati u dva
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enantiomerna oblika kao Sto je prikazano na sliegb2Ukupno dakle valja razlikovatetiri
specije, a to su dva enantiomera od kojih svaki enpdstojati u dva tautomerna oblika.
Komercijalni omeprazol na trziSte se stavlja kawemaat. Literaturno su opisane ftri

polimorfne forme omeprazola, A, B i €

b) 0—
Slika 2.25. Molekulska struktura &){()-omeprazola i b)R)-(+)-omeprazol&*
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Slika 2.26. Molekulska struktura dvaju tautomeragpnazola.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
Prilikom izvedbe eksperimentalnog dijela ovog rddajSteni su sljed# materijali:

* Metanol (min. 99,8%), Kemika.

* Natrijev hidroksid (min. 99%), Kemika.

* Amonijev heptamolibdat tetrahidrat (AHM, min. 99%emika.

* Vodikov peroksid (HO,, min. 30%), Kemika.

* Natrijev tiosulfat pentahidrat (NTS, min. 99,5%)emdika.

* Octena kiselina (HOAc, min. 99,5%), Kemika.

* Natrijev hidroksid (NaOH, min. 99%), Kemika.

* 5-Metoksi-H-benzimidazol-2-tiol (MTX, min. 98%), Telanga i Best Organics.

* 2-(Klorometil)-4-metoksi-3,5-dimetilpiridin hidrokkidna sol (OMP-CI x HCI, min.

98,5%), Changzhou Huaren, Binhai Yiangsu i Yangghéio.

» Klorovodi¢na kiselina (HCI, min. 36%, p.a.), Kemika.

* Aceton (min. 99%), Kemika.

e 2-Aminoetanol (min. 98%), Sigma.

* Acetonitril (p.a.), J. T. Baker.

* Natrijev hidrogenfosfat, bezvodni (p.a.), Kemika.

Cistoca sintetiziranih spojeva odtena je tekéinskom kromatografijom visoke
djelovornosti prema metodi opisanoj u odjeljku 3.izrazena je kao udio povrSine signala u

postotcima.

3.2. Postupak priprave 6-metoksi-2-{[(4-metoksi-3,5-dimglpiridin-2-
il)metil]sulfanil}-1 H-benzimidazola (1)

NaOH (25,90 g, 647,50 mmol) otopljen je u smjesitanela (325 mL) i vode (26 mL).

Dodan je MTX (52,20 g, 289,63 mmol) i smjesa jea$gna do potpunog otapanja. Nadalje je

dodan OMP-CI x HCI (64,00 g, 288,14 mmol) i smjgsaagrijana na temperaturu refluksa.

Nakon 60 minuta mijeSanja pri temperaturi refluksajesa je ohtéena na 40 °C. Dodana je
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voda (150 mL) tijekom 20 min i uz odrzavanje tengpere od 38—42 °C. Zatim je pH smjese
podeSen 10 %-tnom (w/w) vodenom otopinom HCI na 8j8jesa je mijeSana 120 min uz
odrzavanje temperature od 38—-42 °C. Dodan jegdan obrok vode (150 mL) tijekom 90
minuta i uz odrzavanje temperature od 38—42 °Ctdlmsuspenzija mijeSana je joS 480 min
pri 38—42 °C. Suspenzija je zatim ofdma na 22 °C i mijeSana joS 60 min te profiltrirana
preko Buchnerova lijevka. Vlazni produkt opran gessnjesom metanola i vode (1:1, v/v, 200
mL) i joS jednom s vodom (200 mL) te osuSen u vakwusnici pri 50 °C i tlaku od 30 mbara

do konstantne mase. Prinos: 86,87 g. Iskorist&§és. Kromatografskaistoca: 100,0 %.

3.3. Postupak priprave 6-metoksi-2-{[(4-metoksi-3,5-dimglpiridin-2-
il)metil]sulfinil}-1 H-benzimidazola (2)

3.3.1. Prirava spoja2

NaOH (25,90 g, 647,50 mmol) otopljen je u smjesitanela (325 mL) i vode (26 mL).
Dodan je MTX (52,20 g, 289,63 mmol) i smjesa jea$gna do potpunog otapanja. Nadalje je
dodan OMP-CI x HCI (64,00 g, 288,14 mmol) i smjgsaagrijana na temperaturu refluksa.
Nakon 60 minuta mijeSanja pri temperaturi refluksmjesa je ohldena na 20 °C. U
suspenziju spoja kao produkta reakcije, dodana je otopina AHM (178,44 mmol) u vodi
(40 mL). Mehanika mjeSalica namjeStena je na 400 okretaja u mibumjesu je tijekom 90
minuta dodana 6 %-tna (w/w) vodena otopingH(172 mL, 303,44 mmol) uz odrzavanje
temperature od 20-25 °C. Tijekom dodavanja, pHedripst smjese pada s¢ptnih 10,5.
Kada je pH vrijednost dosegnula 9,3, ista je vngst odrzavana tijekom daljnjeg dodatka
H,O, uporabom 40 %-tne (w/w) vodene otopine NaOH. Petuta po zavrSetku dodatka
H2O,, NTS (1,42 g, 5,72 mmol) je dodan kako bi razloguwiSak HO,. Smjesa je mijeSana
narednih 30 min prilikontega dolazi do kristalizacije produkfa pH vrijednost smjese
podeSena je zatim na 9,1 uporabom 20 %-tne (w/vdene otopine HOAc. Smjesa je
mijeSana narednih 3 sata uz kontinuirano odrzavgHjevrijednosti na 9,1 i uz odrzavanje
temperature od 20-25 °C. Zatim je suspenzija pradykofiltrirana preko Blchnerova
lijevka. Vlazni produkt opran je s dva obroka vd@ex 100 mL) i osuSen u vakuum susnici

pri 30 °C i tlaku od 30 mbara do konstantne mageoB: 76,19 g. IskoriStenje: 76,6 %.
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3.3.2. Prekristalizacija spoj&

Spoj2 (10,00 g, 28,95 mmol) suspendiran je u smjesi aee(@75 mL), vode (6,8 mL) i 2-
aminoetanola (320 puL). Smjesa je zagrijana na 52 ifjeSana pri 50-55 °C do potpunog
otapanja. Otopina je profiltrirana na veute je ukoncentrirana na volumen od 90 mL
uparavanjem na rotacijskom upatiuatijekom 15 minuta, prilikomc¢ega dolazi do
kristalizacije produkta. Otopina je zatim ofdma na -7 °C i mijeSana narednih 90 minuta pri
(-5)—(-10) °C. Suspenzija je profiltrirana prekodBiderova lijevka. Vlazni produkt opran je s
dva obroka smjese acetona (10 mL) i 2-aminoetaf@flgiL) i osuSen u vakuum susnici pri
30 °C i tlaku od 30 mbara do konstantne mase. PBri@p70 g. IskoriStenje: 87,0 %.

Kromatografska&isto¢a: 100,0 %.

3.4. Postupak priprave 6-metoksi-2-{[(4-metoksi-3,5-dimglpiridin-2-
il)metil]sulfonil}-1 H-benzimidazola (3)

3.4.1. Prirava spoja3

NaOH (0,40 g, 10,00 mmol) otopljen je u smjesi meta (63 mL) i vode (10 mL). Dodan je
spoj2 (10,00 g, 28,95 mmol) i smjesa je mijeSana doarigp Dodana je otopina AHM (178
mg, 0,14 mmol) u vodi (4 mL). U smjesu je tijeko® rhinuta dodana 6 %-tna (w/w) vodena
otopina HO, (11,7 mL, 20,64 mmol) uz odrzavanje temperature20e25 °C. Smjesa je
mijeSana pri 20-25 °C narednih 180 min. Zatim jdatodrugi obrok 6 %-tne (w/w) vodene
otopine HO; (11,7 mL, 20,64 mmol) tjekom 10 minuta i mijeSafgenastavljeno daljnjih
180 minuta pri 20-25 °C. Tijekom ukupnog periodgesanja pH smjese odrzavan je pri 9,7
uporabom 40 %-tne (w/w) vodene otopine NaOH. Nakeakcije, pH vrijednost smjese
podeSena je na 7,4 uporabom 20 %-tne (w/w) vodesne HOAc. Smjesa je mijeSana 16
sati pri 20-25 °C nakotega je ohldena na 2 °C i mijeSana narednih 180 minuta pri @5
Suspenzija je profiltrirana preko Biichnerova lijavklazni produkt opran je vodom (20 mL)
I osuSen u vakuum susnici pri 40 °C i tlaku od 3fama do konstantne mase. Prinos: 9,93 g.
Iskoristenje: 94,9 %. Kromatografskestoca: 98,0 %.

3.4.2. Prekristalizacija spojeé8
Spoj 3 (1,00 g, 2,77 mmol) otopljen je u acetonu (10 mb)ekom 15 min pri 20-25 °C

dodana je voda (25 mL). Nastala rijetka suspemzijaSana je 120 min pri 20-25 °C a zatim
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je ohlatena na 2 °C i mijeSana narednih 120 min pri 0-5S@penzija je profiltrirana preko
Blchnerova lijevka. Vlazni produkt opran je vodosnniL) i osuSen u vakuum susnici pri 40
°C i tlaku od 30 mbara do konstantne mase. PrirB2) mg. IskoriStenje: 32,0 %.

Kromatografska&istoca: 99,2 %.

3.5. Spektroskopija NMR

Spojevil, 2 i 3 identificirani su'H, **C APT, COSY, HMBC i HSQC spektroskopijom NMR.
Spektri su snimani na Bruker Advance Ill HD spekietru u deuteriranom dimetil-
sulfoksidu (DMSO—g¢) pri 400 MHz. Kemijski pomacid} izrazeni su na ppm (dijelova na

milijun) skali, prema tetrametilsilanu (TMS) kaoutraSnjem standardu.

3.6. Ramanova spektroskopija

Ramanovi spektri snimani su na disperzivnom KOS&i¢kr Optical Systems, Inc., Ann
Arbor, USA) Rxnl Raman spektrometru. Spektrome&aropremljen Invictus laserskom
diodom pobude pri 785 nm, CCD detektorom dblam Peltierovim termoelektmim
¢lankom i ki«istem za sondu koja je sa spektrometrom povezawadddm i sabirnim
svjetlovodima duzine 5 m.

Mjerenja su provéena u obliku jednostrukih akvizicija u podju od 3500 cm' do 100
cm ! sa vrijedno&u ekspozicije u iznosu od 50 s. Snaga lasera tijekaih tipova mjerenja
iznosila je 400 mW osim pri mjerenju spektara sp@jMTX i OMP-CI x HCI kada je snaga
lasera iznosila 100 mW. Mjerenja spektara t#kwzoraka i otopina te mjerenja-line
tijekom reakcija provedena su uporabom kontaktnedsp NIR 18 SHORT, iztkene od
legure hastelloy promjera 1,27 cm i duzine 40 cm, s fokuéola kratke zariSne duljine,
izradenom od safira. Spektri otopina spojela i 3 u smjesi metanola i 10 %-tne vodene
otopine NaOH (70:30, v/v), masene koncentracije 18® mg mLC”, te spektarcistog
metanola, izmjereni su u polipropilenskoj kivetijavenja krutih uzoraka (MTX, OMP-CI x
HCI, AHM, 1, 2 i 3) provedena su uporabom bezkontaktne Ramanove sh@{@-0.4-NIR,

radne udaljenosti od 1 cm.
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3.6.1. Ramanova spektroskopija-line

Mjerenja in-line provadena su u 1 L Optimax (Metler Toledo) reaktoru odienom pH,
temperaturnom i Ramanovom sondom, metia@m mijeSalicom tipa turbina s 4 pera, i
Peltierovim termoelekt&nim clankom poméu kojeg se sadrzaj reaktora grije ili hladi.
Tijekom mjerenja, izlozeni dijelovi reaktora biluszastéeni od okolnog svjetla. Mjerenje
spektara tijekom sintetskih reakcija izvrSeno jenaéin da je prvi spektar snimljen prije
pocetka dodavanja ¥D, te su spektri zatim mjereni tijekom cijelog vremeahadavanja u
intervalima od 5 minuta. Zadnji spektar izmjeren5jeminuta po dodatku NTS-a. Spektri
tijekom kristalizacije produkta mjereni su svakihminuta kroz ukupni period od 3 sata i 15
minuta.

Mjerenja in-line u uv&anom mijerilu provedena su u 7 L pilothom reaktoBiighi)
izradenom od legurehastalloy Reaktor je opremljen pH, temperaturnom i Ramanovo
sondom NIR 18 SHORT, mehg&kom mijeSalicom tipa zakrivljeni impeler s 3 pela,
termostatom pomin kojeg se sadrzaj reaktora grije ili hladi. Mjgeerijekom reakcije

provaiena su na isti @n kao i na 1 L mjerilu.

Mehanicka mijesalica /iujmk za dokapavanje
/ﬁ J

Refluksno hladilo

Temperaturna Sonda ‘ Racunalo
:
= []
L 1
o
Termostat L
[ —] Telaiiediya o ’ Spektrometar
[ |
[ |
 —
— | W X = oo
}\ | ] Ulaz medija

Plast reaktora ﬁ\

Ispusni ventil

Slika 3.1. Shematski prikaz aparature koriStemd&adim priprave spoja i pratenja reakcije

oksidacijein-line.
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Slika 3.2. Prikaz reaktorskih jedinica koriStenénprovaienje reakcija sinteze spdau
mjerilu (a) 1 L (Mettler Toledo Optimax 1001) i (B)L (Btichi).

3.7. Kromatografske analize

Kromatografske analize provedene su takskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(engl. High Performance Liquid ChromatographiiPLC) na instrumentu Agilent 1100
opremljenom s kvarternom pumpom, termostatiraninduiam za automatsko uzorkovanje,
termostatiranim odjeljkom za kromatografsku kolondetektorom s varijabilnim valnim
duzinama (englVariable Wavelenght DetectorWD).

Uzorci su analizirani pri sljedan kromatografskim uvjetima:

* Kromatografska kolona: Waters XBridge C8 (150 mf&mm; 3,5 um)

* Mobilna faza: fosfatni pufer (natrijev dihidrogermosfat; pH 8,0; 10 mM), A,

acetonitril, B
* Diluent: A-B (73:27, vIv)
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Volumen injektiranja: 10 pL

Protok: 1,0 mL mift

Gradijent: A-B (60:40, v/v), 0 min; A-B (20:80, Jiv4 min; A-B (60:40, v/v), 4,7
min; A-B (60:40, v/v), 6—-8 min

Temperatura modula za automatsko uzorkovanje: 5 °C

Temperatura kolone: 25 °C

Valna duzina detektora: 280 nm

Priprema uzoraka figkih smjesa spojeva, 2 i 3 u metanolu i vodi (kao Sto je opisano u

odjeljku 3.8) te uzoraka reakcijskih smjesa tijekamerenja Ramanovom spektroskopijom

in-line, provedena je na tia da je 100 pL reakcijske smjese otopljeno u 20 diluenta.

Obrada kromatograma odena je u programu ChemStation.

3.7.1. Odredivanje linearnog podrga odziva

Tijekom odrdivanja linearnog poddja odziva, pripremljene su otopine spojelja2 i 3

razlicitih masenih koncentracija u diluentu (tablica 3.8pojevi su odvagani u odmjerne

tikvice na analiitkoj ultra-mikro vagi (model: UMX2, Metler Toledo)azrijeieni diluentom

do oznake. Na svakom od pripremljenih uzoraka pieme su tri uzastopne analize.
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Tablica 3.1. Set otopina pripremljenih u svrhu ddranja linearnog podiija kromatografske
metode.

Spoj  Odvaga broj m/mg vimL  y/mg mL™*

1 5,1063 500 0,0102
2 5,2873 50 0,1057
1 3 5,3033 10 0,5303
4 4,9646 5 0,9929
5 9,8817 5 1,9763
1 5,2392 500 0,0105
2 5,1159 50 0,1023
3 5,3615 10 0,5362
2 4 5,1247 5 1,0249
5 7,4395 5 1,4879
6 10,2917 5 2,0583
1 2,7359 500 0,0055
2 5,2674 500 0,0105
’ 3 4,9488 50 0,0990
4 5,1352 10 0,5135

3.8. Kalibracijski eksperimenti

U svrhu razvoja kalibracijskog modela bilo je pbtte pripremiti reprezentativne smjese
spojeval, 2 i 3 koje bi kvalitetno prikazivale realne kemijske pjiene. U tu svrhu koriSteni
su pripremljeni spojevi @vrstom stanju. Pripremane su otopine sva tri spajadno i to u
razlicitim koncentracijskim omjerima. Spojevi su vagara analittkoj semi-mikro vagi
(model: AX205, Mettler Toledo) u polipropilenskojvkti i zatim su otopljeni u smjesi
metanola, vode i 10%-tne vodene otopine NaOH, katiwilog volumena od 1,0 mL. Nakon
Sto je otopinama izmjeren Ramanov spektar, uzotalpime razrijgen je na analitku
koncentraciju (100 pL otopine u 20 mL diluenta) kKai se u kalibracijski set unio i faktor
dinamine promjene volumena smjese odnosno volumnog omjeztanola i vode, dio
uzoraka pripreman je u smjesi kakva bi bila na yiclalodanog HO, (68:32, v/v), a drugi u
omjeru nakon cjelokupne dodane kKole na kraju reakcije (58:42, v/iv). 10%-tna vodena

otopina NaOH dodavana je kako bi se ostvarila gl ista pH vrijednost kao i u reakcijskoj
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smjesi (> 9,3). Pri tom pH su sva tri spoja u ablddgovarajéih natrijevih soli koje su pri

tom pH dobro topive u navedenim omjerima metanelade.

Tablica 3.2. Nepotpuni set kalibracijskih otopimgpemanih u svrhu razvoja PLS

kalibracijskog modela.

y(za HPLC)/

Otopina m/mg V(za otapanje)/pL i
broj mg mt
1 2 3 MeOH HO  NaOHgg, 10% 1 2 3
1 42,94 50,36 6,47 567 264 169 0,21 0,25 0,03
2 2,20 97,67 9,20 567 264 169 0,01 0,49 0,05
3 31,24 64,79 6,67 567 264 169 0,16 0,32 0,03
4 18,83 68,95 14,62 567 264 169 0,09 0,34 0,07
5 51,97 51,56 0,50 567 264 169 0,26 0,26 0,00
6 1,52 96,26 14,90 567 264 169 0,01 0,48 0,07
7 43,19 50,56 20,83 567 264 169 0,22 0,25 0,10
8 19,20 78,15 2,61 567 264 169 0,10 0,39 0,01
9 71,12 17,33 17,90 567 264 169 0,36 0,09 0,09
10 54,25 32,04 14,42 567 264 169 0,27 0,16 0,07
11 49,40 89,20 50,19 655 176 169 0,25 045 0,25
12 157,08 5,36 11,08 655 176 169 0,79 0,03 0,06
13 42,57 75,82 68,15 655 176 169 0,21 0,38 0,34
14 43,94 33,72 102,00 655 176 169 0,22 0,17 0,51
15 58,87 61,95 57,18 655 176 169 0,29 0,31 0,29
16 82,39 82,79 11,28 655 176 169 0,41 0,41 0,06
17 85,98 83,54 9,42 655 176 169 0,43 0,42 0,05
18 15,94 104,15 84,55 655 176 169 0,08 0,52 042

Analizom nepotpunog seta kalibracijskih otopinakaranog u Tablici 3.1., ut@en je

nerazmjer izméu pripremljenog seta te realnih mjerenja tijekorakigje. Iz tog razloga, za

prikupljanje kalibracijskog seta podataka, @@no je Koristiti spektre izmjerene tijekom

reakcija u definiranim vremenskim d&ama i u sprezi sa komplementarnim podacima o

udjelima spojevdl, 2 i 3 dobivenim iz HPLC analizaff-line, izrazenim kao udio povrSine

signala u postotcima (%). KNiajen je set od 6 eksperimenata gdje su u svakom od

eksperimenata varirani parametri, brzina dodatkalitina HO, te dobavlj& polaznog spoja

MTX. Koli¢ina H:O, mijenjana je kako bi se kalibracijsko pod&euproSirilo i na vée udjele

spoja3. Brzina dodavanja mijenjana je kako bi se unidtefazlicitih omjera spojevd, 21 3
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pri istom volumnom omjeru metanola i vode. Od $estedenih eksperimenata, kristalizacija
I izolacija produkta provedena je samo na eksperim&alEksp6 pricemu je kristalizacija

pracenain-line na n&in opisan u odjeljku 3.6.1.

Tablica 3.3. Set eksperimenata provedenih u svemergyanja skupa podataka za razvoj
PLSR kalibracijskog modela.

MTX OMP-CI x HCI
. H20, mol . . .
Eksperiment Kontrolni Kontrolni a t(H202)/min  t(reakcija)/min
Proizvata¢ ] Proizvaiac ] ekv.® (n/n)
broj broj
KalEksp1l Everest 7025052 Changzhou 7055012 0,80 90 95
KalEksp2 Everest 7025052 Changzhou 7055012 1,05 90 95
KalEksp3 Everest 7025052 Jiangsu 7051075 1,05 80 95
KalEksp4 Telanga 7073065 Jiangsu 7051075 1,40 120 120
KalEksp5 Telanga 7045085 Yangcheng 7023055 1,50 150 150
Everest 7025052
KalEksp6 Yangcheng 7023055 1,05 85 95

Telanga 7059085

#molarni omjer HO,: MTX, 1

3.9. Obrada spektara

Predobrada spektara ispitivana je u programima O8pkgtroscopy Suite verzija 7.2 (Bruker
Optik GmbH, Ettlingen, Njem#ka) i Unscrambler X, verzija 10.4 (Camo Software, &Slo,
NorvesSka). S obzirom na poznati interferencijskekef pozadinske fluorescencije kod
instrumenata pobude pri 785 nm, koriStene su tehsilciljem minimiziranja utjecaja tih
efekata na kvalitetu spektara. KoriStene su ¢#elitehnike predobrade spektara, kao
primjerice prva i druga derivacija, korekcija vigekog rasprsenja metodom MSC (engl.
Multiplicative Scattering Correctign razliite tehnike normiranja i korekcije bazne linije te
su rezultat istih m&usobno usporvani. U kon&nici, za predobradu spektan#f-line (kruti
uzorci i otopine) u programu OPUS, koriSten je s#inika u sljedeem redoslijedu.
Odabrano je podtie valnih brojeva od 1600 cthdo 400 cm® (podrusje ,otiska prsta®).
Spektri su prvo normirani vektroskom metodom, apoje bazna linija korigirana uporabom
CRB metode (englConcave Rubber Bahda 256 tdaka bazne linije i u 5 iteracija.

Obrada spektara koji su izmjereni tijekom ekspenata praenih Ramanovom

spektroskopijomn-line i koji su koriSteni za razvoj PLSR kalibracijskagpdela, izvrSena je
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na dva diskretna @ana u podrdju valnih brojeva od 1600 crhdo 400 crit’. Prvi je identkan
onome opisanom za spektodf-line uz dodatnu obradu metodom MSC, a drugiimge
transformacija prvom derivacijom, a potom MSC. Pderivacija ndinjena je metodom
Savitzky-Golay uorabom polinoma drugog stupnja U t&aka bazne linije. Obrada
metodom MSC odabrana je upravo iz razloga Sto zekkqu koristi cijeli set spektara za
razliku od metode SNV (englStandard Normal Variadekoja koristi svaki zasebno jer

konatni cilj je na jedinstven rgn obraditi cjelokupni kalibracijski set podata¥a.

3.10. Multivarijatne analize i razvoj kalibracijskog mode la

3.10.1.Analiza metodom PCA

Obrateni spektri analizirani su multivarijatnom tehnikd®CA u programu The Unscrambler
X, verzija 10.4 (Camo Software AS, Oslo, NorveSkako bi se ocijenila kvaliteta seta
podataka i procijenio doseg reakcije na temeljudikih bodova i procijenile zdajne vrpce
za pojedinu komponentu na temelju opterga. Svi modeli generirani su NIPALS

algoritmom i validirani krizno.

3.10.2.Razvoj kalibracijskog modela metodom PLSR
Obraieni spektri podvrgnuti su regresiji metodom PLSRprogramu OPUS. Validacija
modela néinjena je na dva ®@&na, kriznom validacijom i validacijom iz nezavisngkupa.
Ispitan je i utjecaj tehnika obrade sirovih spektapisanih u poglavlju 3.9 na rezultat
regresije. Tijekom validacije regresijskog modéferativno su mijenjani parametri vélhe i
sastava nezavisnog skupa te broj segmenata kridi@asije. Takder tijekom provedbe
regresijskih analiza iterativno su mijenjana i p@gg valnih brojeva. Tako su u jednom
slicaju na setu spektara koriStenom za kalibracijskiehdodatno uklonjena podia valnih
brojeva u kojima se nalaze karaktetisé vrpce safira (751 cth 578 cm®* i 419 cm?) od
kojih je izraten prozor Ramanove sonde. Nakon uklanjanja naviedepti, za regresijske
analize koristena su sljegepodrdja valnih brojeva:

+ 1600-758 cit

« 741-588 ct

« 571-425cnt
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U drugom sldaju su na uklonjene vrpce safira dodatno uklonjemgce metanola pri
1459 cm?, 1159 cm', 1117 cm® i 1034 cm®. Nakon uklanjanja i vrpci metanola, za
regresijske analize koriStena su sligpodrdja valnih brojeva:

+ 1600-1534 cit

1444-1179 cit
962-757 cm
741-588 ct
571-425 cit
Regresija je prouwtena NIPALS algoritmom. Kriteriji uspjeSnosti modelali su

minimalni RMSEP i RMSECV, Ruvrijednost regresijskih krivulja, broj koristenfaktora u
modelu i kon&no kvaliteta modela pri predikciji udjela spojelia2 i 3 u spektrima koji nisu

bili dio kalibracijskog i validacijskog skupa tijekn regresije.

3.10.3.Analiza metodom MCR-ALS

Obraieni spektri izmjereni tijekom kristalizacije spofa analizirani su multivarijathom

tehnikom MCR-ALS (engl.Multivariate Curve Resolution — Alternating LeaStuares,

MCR-ALS) u programu The Unscrambler. Uvjeti modela analizu spektara tijekom
kristalizacije bili su analiza bez spektara i kamcacija s negativnom vrijednostima.
Dodatno, u analizi spektara tijekom reakcije s&vlje i uvjet unimodalnosti. Osjetljivost na
ciste komponente tijekom analize definirana je n@, 18 maksimalan broj ALS iteracija

definiran je na 200.

3.11. Odredivanje hidrodinami¢kih parametara

Analiza hidrodimanikin parametara mijeSanja za 1 i 7 L reaktore keniét tijekom
eksperimenata, provedena je u programu VisiMix Tlebt verzija 2014, 11 (Visimix Ltd.,

Jerusalem, Israel).
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8§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Sinteza i strukturna karakterizacija spojeva 1, 2 i3

4.1.1. Spojl
Spoj 1 pripremljen je reakcijom spojeva MTX i OMP-CI x HGIsmjesi metanola i vode uz
NaOH kao bazu pri temperaturi refluksa kao Sto riiagano na Slici 4.1. Kristalizacija

produkta postize se korekcijom pH vrijednosti srajaakon reakcije.

o
Hs_</N D/ ~
N
H

Z//g:\gio
- — \

+ MeOH, H,O, NaOH, refluks _ s N
HCl oy, 36% Y

~

o) NH o)
\
[

2 Cl
N
Hcr

Slika 4.1. Reakcijska shema sinteze sfoja

Dodavanjem spoja MTXiI smjesu metanola, vode i NaOH prvo dolazi do depaxije
na atomu sumpora i na benzimidazolnom duSiku gemu nastaje odgovardgjutiolat
(NaxMTX) kao nukleofil u obliku natrijeve soli (slika.2). Nadalje, dodatkom spoja OMP-CI
x HCI u otopinu NaMTX, prvo dolazi do neutralizacij@usSika na piridinskom prstenu OMP-
Cl x HCI s NaOH pricemu nastaje NaCl i OMP-CI te zatim u reakciji nokiiee supstitucije
izmeiu NaMTX i OMP-CI kon&no nastaje natrijska sol sulfidda. Reakcija se vjerojatno
odvija Sy2 mehanizmom nukleofilne supstitucije s obzirompdaanjem C—CI veze u spoju
OMP-Cl gdje je Kklorid izlazna skupina, nastaje abshi primarni karbokation.
Neutralizacijom $HCI, 1a prelazi u sulfid,1. NMR spektri dokazuju nastajanje 6-metoksi-2-
{[(4-metoksi-3,5-dimetilpiridin-2-il)metil]sulfan)-1 H-benzimidazola, 1 kao produkta

reakcije i u skladu su s prethodno publiciranimamicha®**
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Slika 4.2. Prikaz predloZzenog mehanizma nastagpggal.

4.1.2. Spoj2

Sinteza spoj& odvija se u dva sintetska koraka kao Sto je pekazna slici 4.3. Tijekom
priprave spoja2, intermedijarla se ne izolira v& se reakcijska suspenzija podvrgava
sliede€oj reakciji. NMR spektri dokazuju nastajanje 6-nksie2-{[(4-metoksi-3,5-
dimetilpiridin-2-il)metil]sulfinil}-1 H-benzimidazola2 kao produkta reakcije i u skladu su s

prethodno publiciranim podacinfd:®*
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Slika 4.3. Reakcijska shema sinteze sjoja
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U reakciji oksidacije spojdla u spoj 2, nastaje i spoj3 kao produkt konsekutivne
oksidacije2 i u ovom se sléaju smatra ongS¢enjem. S obzirom da je cilj izolirati spgju
Sto v&em prinosu i visokoj kemijskajistodi, time se udio neizreagiranog spdja nastalog
spoja3 na kraju reakcije smatra kidhom zngajkom kvalitete (CQA) s obzirom da definira
prinos i kemijskwistocu 2. Tijekom razvoja postupka, eksperimentalno jeddéxo da udjeli
spojeval i 3 manji od 7,0 % u reakcijskoj smjesi na kraju regkailaju optimalne vrijednosti
iskoriStenja i kemijskeistoce.

Reakcija oksidacije odvija se uz peroksomolibddtmialiticki sustav koji je podrobno
opisan u literaturi kao pouzdan i robustan sustawksidaciju raztitih organskih spojeva,
izmedu ostalog i organskih sulfidd-®® Dodatkom AHM-a u reakcijsku suspenziju sp8ja
prvo dolazi do disocijacije heptamolibdata i namt@ molibdatnog aniona, [Ma{3-
Nadalje, dodatkom vodik peroksida mozec¢iddo nastajanja ragiitih mono- do tetra-
peroksomolibdatnih aniona s tim da oni mogu egaistkao mono- i bi-nuklearni kompleksi.
Kemijska ravnoteza odnosno raspodijela udjela poijedpecija u otopini ovisi 0 molarnoj
koncentraciji molibdena, molarnoj koncentraciji®4 i o pH vrijednosti otopin&®%° Bitno je
napomenuti i da pri luznatom pH dolazi do kompetitig autokatalitkog raspada
peroksomolibdataime se trosi dodatna kéina H0,.>*

U katalitickom sustavu primijenjenom u reakciji oksidacijegmpa dostupnim literaturnim
podacima i prema reakcijskim uvjetima, izvjesno ga je dominantna specija di-
peroksomolibdatni anion, [MoO@(OH)]". Razlog tome je raspon molarne koncentracija
molibdena na peetku i kraju reakcije koji se kée od 0,03 mol dif do 0,02 mol dn, pH
vrijednost reakcijske smjese koja je uvijek izna8l ikoncentracija b, u reakcijskoj smjesi
tijekom reakcije koja je uvijek niska s obzirom ga HO, dodaje kroz vrijeme i gotovo
trenutno se trof’ Zadnja je tvrdnja potdena Ramanovom spektroskopijom gdje u
spektrimain-line izostaje vrpca O—-O istezanja,® molekule pri 875 cnt te praenjem
reakcije HPLC-om gdje je uslijed linearnog dodaaaH;O, tijekom 90 minuta primijéen i
linearan pad koncentracije spdjmdnosno linearan rast koncentracije spgbfslika 4.34). To
potviduje da je reakcija oksidacije spdjau spoj2 brza i da nema akumulacije®, te da je
brzinu reakcije u ovom skaju definirala brzina dodavanja®,. Sto se mehanizma reakcije
tice, prema literaturnim podacima, izvjesno je daa# o bimolekularnoj reakciji iznael
spoja 1 i di-peroksomolibdatnog aniona koja ulkdjye nukleofilni napad sumpora na

peroksidni kisik?®%2
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4.1.3. Spoj3

Sinteza spoj& odvija se jednom sintetskom koraku kao Sto jegad@no na slici 4.4. Sinteza
se moZze naniti na dva ndina. Kao i sinteza spoja no uz dodatak ve koli¢cine HO,, kako

bi sav spop konsekutivnom reakcijom presao u s@pjli kao Sto je n&njeno u sklopu ovog
istrazivanja, iz izoliranog spoj2 uz isti katalittki sustav i skne reakcijske uvjete. Iz
vremena trajanja reakcije (ukupno vise od 6 safi)koli¢cine utroSenog kD, (1,43 molarnih
ekvivalenata naspram spa, mozZe se zaklgiti da je oksidacija spoj& u spoj3 znatno
sporija odnosno da je koeficijent brzine reakcige par redova valine manji od reakcije
oksidacije spojal u spoj 2. Takaier reakciju je bilo potrebno voditi pri viSim pH
vrijednostima nego tijekom sinteze sp@azZbog sporije reakcije do ¥eg izrazaja dolazi
kompetitivna reakcija raspada peroksomolibdatnogneksa, kao Sto je opisano u
prethodnom poglavlju, koji je u ovom shju joS izrazeniji zbog visSih pH vrijednosti. |2ag
razloga, za potpunu oksidaciju sp@ai spoj3 je bila nuzna i znatno v¥a kolicina HO..
NMR  spektri dokazuju nastajanje  6-metoksi-2-{[(4tolesi-3,5-dimetilpiridin-2-
il)metil]sulfonil}-1 H-benzimidazola,3 kao produkta reakcije i u skladu su s prethodno
publiciranim podacim&>%*

7 O/

O
= fe) =
Ny SYN HOAC ), 20% N YN
\ \

Slika 4.4. Reakcijska shema sinteze sg@@oja
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4.1.4. Karakterizacija spojeva, 2 i 3 spektroskopijom NMR

5 4 18

Slika 4.5. Prikaz molekulskih struktura spojdy2 i 3 s numeriranim atomima.

Tablica 4.1 H i *C NMR kemijski pomaci spojevh 2i 3 (DMSO-ds), 400 MHz.

Numeriranje atoma za svaki spoj prikazana je rta4lb.

Atom ! 2 °

Ho/ppm ¥Co/ppm "Ho/ppm ¥Co/ppm Ho/ppm Cé/ppm
1 139,91 138,72 R
2 6,99 94,89 7,10 97,60 7,22 94,15
3 155,76 157,04 157,81
4 6,76 110,88 6,93 113,87 7,01 114,42
5 7,35 118,01 7,54 118,21 7,64 121,23
6 138,44 134,90 136,75
7 12,47 13,43 13,59
8 152,61 153,56 151,82
9 4,65 36,95 4,73 60,52 5,02 60,58
10 154,71 150,11 146,68
11 125,02 126,95 127,62
12 163,91 163,99 163,62
13 125,65 125,98 126,15
14 8,18 149,14 8,19 149,61 8,05 149,22
15 2,27 11,38 2,17 11,58 2,21 11,28
16 3,73 60,26 3,69 60,22 3,69 59,70
17 2,20 13,39 2,20 13,39 2,18 12,86
18 3,77 55,91 3,81 55,97 3,83 55,52

2 nije opazeno
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4.1.5. Ramanovi spektioff-line spojeval, 2i 3
Ramanovi spektroff-line spojeval, 2 i 3 u ¢vrstom stanju, obreni na nadin opisan u
odjeljku 3.9, prikazani su na slikama 4.6, 4.7.8.4Asignacija vrpci karakterigtih za

vibracije pojedinih skupina prikazana je u tabfi@.
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Slika 4.6. Ramanov spektaif-line spojal u ¢vrstom stanju u podeju valnih brojeva od
1600 cm* do 400 crit-
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Slika 4.7. Ramanov spektaff-line spoja2 u ¢vrstom stanju u podeju valnih brojeva od
1600 cm* do 400 crit-
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Slika 4.8. Ramanov spektaff-line spoja3 u ¢vrstom stanju u podiju valnih brojeva od
1600 cm® do 400 cri.

Tablica 4.2. Asignacija karakterigtih Ramanovih vrpci spojevh 2i 3 u &vrstom stanjd>

Skubina i tio vibraci vicm™
upina i tip vibracije
p p | 1 > 3
Istezanje piridinskog i
1592, 1517 1588,1513 1587, 1514

benzimidazolnog prstena

C-H vibracije metilnih i metilenskih 1458, 1438, 1406, 1477, 1431, 1401, 1479, 1431, 1403,

skupina 1386, 1345, 1309 1381, 1355, 1313 1382, 1358, 1312
1288, 1262, 1230, 1271, 1231, 1202, 1269, 1230, 1210,
1189, 1159, 1123 1189, 1159, 1112 1188, 1158, 1110

C-O-Ar istezanje

S=0 istezanje / 1076 1080
Istezanje aromatskog prstena 1003, 965 1009, 962 01,871

C-H aromatsko - deformacija van 886, 842, 789, 761, 896, 842, 795, 768,

834, 800, 752
ravnine 733 750, 729
C-S istezanje 670, 644, 623 654, 620 646, 627

C-O-C savijanje; deformacija 438, 479, 496, 516, 429, 443, 478, 504, 440, 488, 497, 537,

aromatskih prstena u i van ravnine 567, 593 537, 581 568, 598

U Ramanovim spektrima spojeva 2 i 3 u ¢vrstom stanju, najintenzivnije su vrpce u
podriju od 1290 cit do 1110 cm' koje odgovaraju C-O-Ar istezanju veza eterskih
skupina. Slabe vrpce pri 1076 Thu spektru spoj& i 1080 cm* u spektru spoja,
odgovaraju S=0 istezanjf.
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Ramanovi spektroff-line otopina spojevd, 2 i 3 u smjesi metanola i 10 %-tne vodene
otopine NaOH, obideni na nain opisan u odjeljku 3.9, prikazani su na slikafn@, 4.10 i
4.11.

1034
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Slika 4.9. Ramanov spektar otopine spbjasmjesi metanola i 10 %-tne vodene otopine
NaOH u podrgju valnih brojeva od 1600 cthdo 400 crit.
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Slika 4.10. Ramanov spektar otopine spgbjasmjesi metanola i 10 %-tne vodene otopine
NaOH u podrtju valnih brojeva od 1600 cthdo 400 crit.
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Slika 4.11. Ramanov spektar otopine s@jasmjesi metanola i 10 %-tne vodene otopine
NaOH u podrgju valnih brojeva od 1600 cthdo 400 crit.

Zbog zrcalne refleksije o safirni prozor sonde vimsspektrima mjerenim kontaktnom
sondom, dolazi do pojava karakteiisth vrpci safira u spektrima pri 751 eém578 cm® |
419 cm®>® |z Ramanovog spektra otopine spajavidijivo je da se karakteristha vrpca
pri 752 cm® preklapa s vrpcom safira pri 751 €mVrpce pri 1459 crt, 1159 cm?, 1117
cmti 1034 cm® karakteristine su za metanol, $to je vidljivo i iz izmjerenqeektracistog
metanola prikazanog na slici 831z spektara sva tri spoja taler je vidljivo da ne postoje
vrpce u potpunosti speaifie za pojedini spoj veda se u vé&j ili manjoj mjeri mogu
ocekivati preklapanja pojedinih vrpci u spektrimait@a smjesa spojeva i u spektrimdine
tijekom reakcije. To je pogotovo z¥gno za spektre spojevai 3 cije se karakteristne
vrpce gotovo u potpunosti preklapaju. To @nala se kvantifikaciji udjela pojedine
komponente i razvoju kalibracijskog modela ne mpistupiti univarijatno vé iskljucivo uz
poma: analize multivarijatnim tehnikama. No unatimme, u Ramanovim spektrima postoje
karakteristine vrpce koje kvalitativno mogu ukazivati na tije&akcije. Tako primjerice
smanjenje intenziteta vrpca pri 1425¢m351 cm® i 752 cm™ moZe ukazivati na trosenje
spojal reakcijom, dok pow&nje intenziteta vrpci pri 1568 ¢m 1362 cm', 1232 cm'i 733

cm ' moZe ukazivati na nastajanje produkta
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4.2. Praéenje reakcije oksidacije spoja 1 Ramanovom spektré&spijom in-
line

Reakcija oksidacije spojhu spoj2, praena je mjerenjem Ramanovih spektara principom
line, svakih 5 minuta tijekom reakcije u ukupnom tr@jalod 100 minuta. Za reakciju
pripreme spojal u ovom eksperimentu koriStene su sirovine, MoO& Everest kontrolnog
broja 7025052 i OMP-CI x HGdd Changzhou Huaren kontrolnog broja 7055012. 8tlo

spektar koji su izmjereni tijekom reakcije prikagzama slici 4.12 u podtju valnih brojeva

od 1600 cr® do 400 crit* i bez obrade.
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Slika 4.12. Ramanovi spekin-line izmjereni tijekom oksidacije spojau podrw&ju od 1600

cmi ! do 400 criit bez obrade.

Kako bi se prikazao utjecaj pozadinske fluoresgeneiarijabilne snage lasera i efekta
viSestrukog rasprsSenja zemja tijekom reakcije, na slici 4.13 prikazana jerefacija
Ramanovog intenziteta iztanatog prosjgnog spektra (od ukupnih 21) s realnim
intenzitetom pojedinog spektra na setu spektateapainom na slici 4.12. Iz korelacije su
jasno vidljiva dva efekta. Prvi, aditivni koji jeezultat varijacija u snazi lasera tijekom
cjelokupnog vremena mjerenja spektara i koji sereaultate ogleda kao promjena u
Ramanovom intenzitetu bazne linije iztmemjerenja. Drugi je efekt viSestrukog rasprSenja

koji moze biti posljedica razlitog stupnja turbidnosti sustava ili primjerice mjgica plina
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koji su prisutni u otopini uslijed meh&kog mijeSanja. Takier je vidljivo da je efekt

viSestrukog rasprSenja sve izrazeniji kako se réenp nizim valnim brojevima.

Slika 4.13. Korelacija Ramanovog intenziteta ¢arzatog prosjgnog spektra sa realnim

intenzitetima za svaki spektar.

Kako bi se na spektrima korigirali navedeni efekpektri su obrdeni na dva raziita
naina. Prvo, vektorskim normiranjem, korekcijom bazirgje i zatim MSC funkcijom.
Drugi n&in bio je izvod prve derivacije spektara, a zatiB® Rezultati obrada prikazani su
na slikama 4.14 i 4.16. Kvaliteta pojedine obradal@rana je PCA multivarijatnom
metodom te su rezultati prikazani i raspravljesijadeem poglavlju.

Iz Ramanovih spektaran-line izmjerenih tijekom reakcije i obdanih vektorskim
normiranjem, korekijom bazne linije i MSC funkcijonaidljivo je nastajanje novih vrpci.
Vrpce pri 1591 cnt i 1566 cm® karakteristine za spojev@ i 3, rastu u intenzitetu kroz
vrijeme. Jasno raste i intenzitet vrpca pri 1383%citB62 crm' i 730 cm™ karakteristnih za
spoj2 te 1229 crt karakteristina za spojev@ i 3. Vrpcama pri 1425 cm, 1273 cm'i 752
cm* karakterisinim za spojL, jasno se smanjuje intenzitet kroz vrijeme. Vrpdel62 cm
1i 1351 cm® te 752 cm'i 730 cm™ tvore dvije izozbestke tatke pri 1352 cmti 741 cmtu
setu spektara, kao Sto je prikazano na slici 2fava tih toki jasno upduje na kemijsku

ravnotezu izméu spojeval i 2. Zbog vé prije spomenutih preklapanja vrpci sp@asa
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spojem2 kao i zbogéinjenice da spoj& reakcijom u uoldiajenim uvjetima nastaje u udjelu
do 10 %, njegovo nastajanje reakcijom nentege kvalitativnho potvrditi iz spektara-line.

——0min

1273

——5min
——10 min

——15min

1026

——20min
——25min
——30min
——35min

~———40 min

)
~
~
-
\

765

——45min

752
620

——50 min

419

~———55min

650

~———60 min

730

——65min

= 1362

~ 1383
Pt
w1303

70 min

—
—

——75min

80 min

85 min

A \ f i JA ) 90 min
e @ - ML ARN

95 min

=982
(
% 841
—— 578

1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 100 min
viem?

Slika 4.14. Normirani Ramanovi spekimiline oksidacije spojd u podr&ju od 1600 crit do
400 cm™ uz korekciju bazne linije i visestrukog raspréenja
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Slika 4.15. 1zozbestke tatke u Ramanovim spektrima-line oksidacije spoja pri a) 1352
cmtib) 741 cmt,
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Slika 4.16. Prva derivacija Ramanovih spektsiine oksidacije spojd u podruju od 1600
cmi* do 400 cri* uz korekciju visestrukog rasprsenja.

4.3. Analiza Ramanovih spektarain-line metodom PCA

Sirovi i obrateni Ramanovi spektri izmjereni tijekom reakcije idieije analizirani su
metodom PCA s centriranim podacima. Na slici 4.1ikgzan je trend faktorskih bodova

sirovog seta spektara za prvu glavnhu komponentd\PC

300000

200000 1 /\

100000 \/ \/\

. \

-100000 \ /\\
-200000 \V/\/

300000 ey
0 10 20 30 40 S50 60 70 8 90 100
t/min

Slika 4.17. Trend faktorskih bodova PC1 kroz vrigedobiven PCA analizom sirovih
Ramanovih spektaia-line tijekom reakcije.

——PC1 (100 %)

Faktorski bodovi
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Vidljivo je da PC1 opisuje 100 % varijance u poda&ii ne daje zri@jne informacije o
tijeku reakcije. Takav rezultat zasigurno ukazupge muznost obrade spektara. Obradom
spektara vektorskim normiranjem i korekcijom bakinge dobiva se trend faktorskih bodova
prikazan na slici 4.18. lako bi navedene korektigdbale biti dovoljne da isprave i aditivni
efekt i efekt viSestrukog rasprSenja trend faktibrdbodova nakon dodatne korekcije MSC
funkcijom, pokazuje kako je i MSC nuzan kako biws@otpunosti uklonili svi nepozeljni
efekti i ekstrahirale sve informacije o kemijskinmmomjenama tijekom mjerenja. Nakon
potpune obrade vidljivo je da PC1 opisuje 94 %jaace, a PC2 svega 2 %, odnosno da prve

dvije glavne komponente opisuju 96 % varijance dgtcoma.
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Slika 4.18. Trend faktorskih bodova PC1 i PC2 kroeme dobivenih PCA analizom
Ramanovih spektatia-line tijekom reakcije obrdenih vektorskim normiranjem, korekcijom

bazne linije i korekcijom viSestrukog rasprsenja.

Iz faktorskih bodova PC1 vidljivo je da njihov taeikroz vrijeme opisuje tijek reakcije u
smislu smanjenja udjela spojh Pregled PC1 otetenja po pojedinom valnom broju
podupire navedenu tvrdnju s obzirom da sucamea pozitivha optetenja prisutna na
karakteristinim vrpcama spoja pri 1425 cm*, 1351 cm* i 752 cm™* kao &to je prikazano na
slici 4.19. Takder je vidljivo da nakon zavrSetka dodavanjgObli dodatka NTS-a, viSe
nema promjena u vrijednostima faktorskih bodova HCRC2. S obzirom da reakcija
oksidacije zap&inje dok spojl nije u potpunosti we parcijalno otoplijen (zbog njegove
topljivosti u reakcijskoj smjesi pri koncentracijiuobicajenim pH vrijednosti propisanog
postupka priprave) i da je vizualnom metodom dewo da je do potpunog otapanja u
doticnom eksperimentu doslo nakon otprilike 20 minutdad@nja HO,, moze se utvrditi da
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trend faktorskih bodova PC2 prikazuje otapanje adojunat@ niskom udjelu opisane
varijance i prisustvu Suma u PC2 optergima. Isti efekt primijéen je préenjem intenziteta

vrpce pri 1425 cit na setu spektara bez finalne obrade metodom M®@h PO minuta

reakcije, intenzitet vrpce raste nakdega pdinje opadati. Razlog tome je Sto prisutnost

¢estica u sustavu utje na Ramanov intenzitet.

b)
Slika 4.19.
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a) PC1 i b) PC2 optéemja po valnim brojevima dobivenih PCA analizomsku

od 21 Ramanovih spektairaline tijekom reakcije oksidacije ohtanih vektorskim

normiranjem, korekcijom bazne linije i viSestruk@gprsenja.

Ovakva analiza dakle daje kvalitativan dojam oktije zavrSetku reakcije no ne daje

nikakvu informaciju o dosegu i udjelima spojel& i 3 tijekom i na kraju reakcije. Vaznost

poznavanja navedenih omjera prodiskutirana fewprethodnim poglavljima.
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Slika 4.20. Trend faktorskih bodova PC1 i PC2 krome dobivenih PCA analizom prve

derivacije Ramanovih spektaraline tijekom reakcije, korigiranih za viSestruko ragme.

Na slici 4.20 prikazan je trend faktorskih bodovaepderivacije Ramanovih spektara

line bez i uz korekciju viSestrukog rasprsenja. Uspooetls trendom na slici 4.18 vidljivo je

da je obrada normiranjem i korekcija bazne linijm@ kvalitetnije korigira spektre. No nakon

obrade MSC funkcijom u oba se &hja dobiva gotovo iderian trend u smislu da PC1 i PC2

opisuje kemijske i fizikalne promjene tijekom reg&ma isti n&in. No unaté tome, prve

dvije komponente opisuju svega 91 % varijance §ofwje na mogéu pojavu sustavnih

greSaka prilikom koriStenja podataka ateaih na ovaj nan tijekom razvoja kalibracijskog

modela s obzirom da je baza metode PLSR upravodad®@A. Na slici 4.21 prikazana su

opteréenja za prve dvije komponente.
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Slika 4.21. a) PC1 i b) PC2 optéemja po valnim brojevima dobivenih PCA analizomeprv
derivacije skupa od 21 Ramanovih spektarbne tijekom reakcije oksidacije korigiranih za

efekt viSestrukog rasprsenja.

Iz provedenih analiza moZe se zaé&ijuda obje metode obrade uspjeSno korigiraju
aditivne efekte i efekte viSestrukog rasprSenjamdigem varijance koju opisuju glavne
komponente, moze se zakijti da je prva metoda obrade ipak kvalitetnija nwaia tome,
obje metode obrade su koriStene tijekom obrade tamekizmjerenih u kalibracijskim

eksperimentima prije razvoja kalibracijskog modaktodom PLSR.
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4.4. Analiza Ramanovih spektarain-line metodom MCR-ALS

Spektri prikupljeni tijekom reakcije oksidacije $pd analizirani su i metodom MCR-ALS.
Uvjeti analize opisani su u poglavlju 3.10.1. Trekwhcentracijskog profila kroz vrijeme za
dvije MCR komponente prikazan je na slici 4.22atmnati spektricistih MCR komponenti
prikazani su na slici 4.23.
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Slika 4.22. Rezultat MCR-ALS analize Ramanovih sgekin-line tijekom reakcije

oksidacije, prikazan kao vremenski trend konceijslaag profila za MCR komponente 1 2.
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Slika 4.23. Izraunati Ramanovi spektri dvijtistih MCR-ALS komponenta.
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Usporedbom spektara na slici 4.23 sa spektrimairddajstih spojeva na slikama 4.9 i
4.10, vidljivo je da MCR komponenta 2 opisuje spoa MCR komponenta 1, sp®j Na slici
4.22 vidljivo je da MCR komponenta 2 opisuje tijgistajanja spoja na isti n&in kao i PC1
na slici 4.18. Kako je metoda MRC-ALS relativno k@sosjetljivosti, analiza nije uspjeSno
prepoznala i tr&s komponentu, spdd ¢ak ni kada su u analizu kao ga@ni uvjet uneseni
zasebni spektri otopina sva tri spoja u smjesi natai 10%-tne vodene otopine NaOH.
Kako je spoznaja o udjelu spdgau reakcijskoj smjesi od iznimne vaznosti, metodaRAC

ALS u ovome se sliaju moze primijeniti iskljdivo za kvalitativnu analizu dosega reakcije.

4.5. Odredivanje linearnog podrucja i faktora odziva HPLC metode za

praéenje reakcije oksidacije

Otopine pripremljene na tia opisan u poglavlju 3.8.1 i prikazane u tabli8 analizirane su
HPLC metodom opisanom u poglavlju 3.8. Na svakopogremljenih otopina napravljene su
tri uzastopne analize te je iz prasje povrsine pika izeainat faktor odziva (engResponse
Factor, RF) za svaku od koncentracija nainada je prosjéna povrSina od tri uzastopne
analize podijeljena s masenom koncentracijom uzdiezultati su prikazani u tablici 4.3.
Retencijska vremena spojeva tijekom dilvanja linearnog podtija bila su 2,5 min z8, 2,8
min za2 i 4,1 min zal. Reprezentativni kromatogram otopine sva tri spqakazan je na
slici 4.24. Za usporedbu, na istoj je slici prikazaomatogram realne reakcijske smjese na
kraju reakcije tijekom kalibracijskog eksperimedta
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Slika 4.24. Reprezentativni kromatogrami a) otof@pejevas, 2i 1 redom prema

retencijskim vremenima i b) reakcijske smjese raLkreakcije oksidacije.
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Tablica 4.3. Rezultati analiza napravljenih u swoldueiivanja linearnog podiija i faktora
odziva HPLC metode.

Spo OdVéga g mL-? Povrsina signalamAU RE
broj 1 2 3 Prosjé&no

1 0,0102 127,8 128,4 128,1 128,1 12543,33
2 0,1057 1290,6 1292,5 1291,2 1291,4 12212,60

1 3 0,5303 6416,4 6412,1 6414,0 6414,2 12094,67
4 0,9929 11548,2 11558,4 11569,9 11558,8 11641,25
5 1,9763 16261,3 16236,5 163135 16270,4 8232,62
1 0,0105 158,1 157,9 157,8 157,9 15072,28
2 0,1023 1483,5 1486,2 1484.,6 1484.8 14511,29
3 0,5362 7706,1 7703,4 76995 7703,0 14367,25

2 4 1,0249 13842,2 13757,6 13852,7 13817,5 13481,28
5 1,4879 17400,3 17380,2 17370,6 17383,7 11683,38
6 2,0583 20042,0 20197,0 20189,5 20142,8 9785,96
1 0,0055 74,0 73,7 74,2 74,0 13517,79
2 0,0105 143,7 143,5 143,9 143,7 13640,51

3 3 0,0990 1331,3 1330,1 1330,8 1330,7 13445,01
4 0,5135 6822,1 6827,2 6834,6 6828,0 13296,40

Na slici 4.22 prikazane su ovisnosti povrSine sigrmamasenoj koncentraciji te jednadzbe
pravaca. Vidljivo je da je linearno podje odziva detektora za spbjod 0,010 mg mL' do
1,000 mg mLC*, za spoR od 0,001 mg mL* do 1,000 mg mL* i za spoj3 od 0,006 mg mr*
do 0,500 mg mL* koja je ujedno bila i najvi$a ispitivana koncenija s obzirom na realni
raspon koncentracija spofau reakcijskoj smjesi nakon razijganja uzorka na analiku
koncentraciju.

Nakon definiranog koncentracijskog raspona u koj@nodziv detektora linearan,
izracunati su prosjéni faktori odziva za svaki od spojeva. Za sfigyn iznosi 12122,96, za
spoj 2, 14358,02i za spoj3, 13474,93. Ovi RF-ovi koriSteni su kasnije za énaavanje

koncentracija u setu kalibracijskih otopina.
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podije odziva detektora za spojevelap)2i c) 3 s pripadajdim
jednadzbama pravaca.
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4.6. Kalibracija pomo ¢u otopina smjesa spojeva 1,213

U svrhu pripreme kalibracijskog seta podataka zavajp PLSR kalibracijskog modela,
nainjen je probni set od 18 otopina (od ukupno 1Qéhphnih) smjesa spojevia 2 i 3 pri
razlicitim masenim koncentracija i u raglim omjerima otapala préemu su kao granice
raspona uzimane vrijednosti iz realne reakcijskgesen Odvage spojeva te volumeni otapala
za pripremu prikazani su u tablici 3.2. Otopinamaizmjereni Ramanovi spektri te su
izratunate téne masene koncentracije HPLC-om preko faktora edzeko bi se te
vrijednosti mogle koristiti za razvoj kalibracijsfoPLSR modela. Rezultati koncentracija
dobiveni HPLC analizama prikazani su u tablici 45kt izmjerenih Ramanovih spektara
obraienih vektorskim normiranjem, korekcijom bazne E&nij korekcijom viSestrukog

rasprsenja, prikazan je na slici 4.26.

Tablica 4.4. PovrSine signala i iZztanate koncentracije spojetta? i 3 u kalibracijskom setu

od 18 uzoraka.

Otopina Povrsina signalamAU y(uzorak)/mg mL™
broj 1 2 3 1 2 3

1 2563,9 3582,3 4304 42,30 49,90 6,39
2 131,3 6531 596 2,17 90,97 8,85
3 1810 4429 441,6 29,86 61,69 6,55
4 1145,2 4979,7 956,4 18,89 69,36 14,20
5 2962,4 35114 67,9 48,87 4891 1,01
6 68,2 5416,6  769,7 1,13 7545 11,42
7 2382,2 3326,4 1189,9 39,30 46,34 17,66
8 1252,2 6001 230,3 20,66 83,59 3,42
9 4284,9 1280 1109,9 70,69 17,83 16,47
10 2897,3 2022,8 804,3 47,80 28,18 11,94
11 2766 5909,2 29119 45,63 82,31 43,22
12 8557,7 376,8 621,2 141,18 5,25 9,22
13 24149 5005,1 3872,1 39,84 69,72 57,47
14 2474,8 2316,9 5775,3 40,83 32,27 85,72
15 32359 4031,4 31749 53,38 56,16 47,12
16 4570,2 5451,2 691,6 75,40 75,93 10,26
17 4306,8 4961,4 529,1 71,05 69,11 7,85
18 887,8 66924 47193 14,65 93,22 70,05
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Slika 4.26. Obréeni Ramanovi spektri kalibracijskog seta otopina.

Usporedbom spektara na slici 4.26 sa spektrime tijekom reakcije prikazane na slici
4.14, vidljive su odréene razlike izméu dva seta. U kalibracijskom setu tako gotovo u
potpunosti izostaju vrpce pri 1425 ©hi 1351 cm® karakteristine zal. Nadalje vrpce pri
1273 cm* i 1229 cm* znatno se razlikuju u relativnom intenzitetimaardh tijekomin-line
mjerenja pri istim koncentracijama. Razlog tomu mb#i nedostatak katalikog sustava u
ovako pripremljenim otopinama. No unatdome, ndinjen je probni PLSR model na
navedenom setu podataka s relativno dobrim reaulaRMSEP vrijednosti, no prilikom
koriStenja modela za predikciju udjela spojdy& i 3 iz Ramanovih spektara izmjerenih u
realnom reakcijskom sustavu, uteno je da model nije u stanju kvalitetno préawi realni

sustav. Iz navedenih razloga ovaj pristup kalirage dalje razvijan.
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4.7. Kalibracija pomo ¢u Ramanovih spektara izmjerenih tijekom reakcije

Nakon $to je pokazano da se pripremom otopina srhjesi 3 ne moze na&niti kalibracijski
sustav kojice realno opisivati i preddati promjene u reakciji, odéeno je da se kalibracijski
set generira iz spektara i uzoraka tijekom samileciga U tu svrhu néinjen je set od ukupno
Sest kalibracijskih eksperimenata opisan u odjeBk8L i prikazan u tablici 3.2. lako su u
svakom eksperimentu spektri mjereni tijekom cijelogmena trajanja reakcije i paralelno
odredivani tatni udjeli spojeva HPLC analizom, za razvoj kalibjgicog modela koriSteni su
samo spektri nakon potpunog otapanja spbja razloga navedenih u poglaviju 4.3. U
svakom od eksperimenata varirani su parametrinardodatka i kodina HO, te dobavlj&
polaznog spoja MTXkako bi se u kalibracijski set unijelo Sto viSe i\snija te povéala
robusnost modela. Dobawujgolaznog spoja MTXariran je zato Sto je ut@eno da raztite
Sarze polaznog spoja MTXjose najvéu varijaciju u udjelu pozadinske fluorescencije.
Ujedno dva navedena proiziaa trenutno se koriste u redovnoj proizvodnji omepia te
potencijalna metoda ptanja reakcije mora biti u stanju uzeti u obzir vedenu razliku. Na
slici 4.27 su prikazani sirovi Ramanovi spektri [gpdITX, gdje je varijacija u udjelu
pozadinske fluorescencije jasno vidljiva. 1z togloga spektri spoja MTXnjereni su uz
shagu lasera od 100 mW naspram 400 mW pri kojodsaiena sva ostala mjerenja.
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Slika 4.27. Sirovi Ramanovi spektri ragtih Sarzi spoja MTXkoriStenih u kalibracijskim
eksperimentima u pod¢ju od 1700 crit do 150 cri-
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Ramanovi spektri nakon obrade prikazani su na 4li2B. Tu je vidljiva i razlika u
relativnim Ramanovim intenzitetima iz proizvaiaca Everest Organics i Telanga. Ta je
razlika pripisana razlici u udjelu i profilu o&ig¢cenja u MTXkoju svaki od proizvdata nosi.
lako su svi koriSteni materijali prosli sve analidefinirane u internoj ulaznoj specifikaciji
materijala, ¢ito je da mala razlika u udjelu fluoresciréiju organskih molekula, osim
utjecaja na udio pozadinske fluorescencije, u owudaju negativho utge i na odnos
signala i Suma. Iznde krutih spojeva MTX, prikazanih na slici 4.28, Nixa je i vizualna
razlika u stupnja obojenja. Usporedbom sa sliko2v 4takaler je vidljivo da povéanje
stupnja obojenja prati i po¥anje udjela pozadinske fluorescencije u Ramanovoektau. S
obzirom da se sinteza spdgrovodi bez izolacije spoj za @ekivati je dakle bilo d&e se

navedena razlika preslikati i na spektre mjerge&dm reakcije oksidacije spoja

a) .. \
Slika 4.28. Prikaz uzoraka spoja MTX). Everest — 7025052, b) Telanga — 7045085, c)
Telanga — 7059085 i d) Telanga — 7073065
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Slika 4.29. Normirani Ramanovi spektri r&ih Sarzi spoja MTXkoriStenih u

kalibracijskim eksperimentima uz korekciju bazméjéi i u podrgju od 1600 crit do 400

cm L
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Na slici 4.30 prikazani su sirovi Ramanovi spelduspenzije spojd prije paietka
dodavanja KO, za svih 6 kalibracijskin eksperimenata. Vidljiv jazli¢iti udio pozadinske
fluorescencije te razlit intenzitet izméu uzoraka odnosno ra&li omjer signala i Suma u
svakom zasebno. Efekt se moze podijeliti u dvijepgri to na eksperimente koje su
provedeni uporabom spoja MTd Everest Organics (KalEksp 1, 2 i 3) i TelangalBksp
4,51 6). Na slici 4.31 gdje su prikazani isti kppeuz obradu vektorskim normiranjem i uz
korekciju bazne linije ta je razlika u relativniraRanovim intenzitetima joS jasnije vidljiva
te su intenziteti u seriji eksperimenata s MTX edipvodaca Telanga gotovo 3,5 puta maniji

od serije sa proizvdiaem Everest.
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Slika 4.30. Sirovi Ramanovi spektri suspenzije adqgprije dodatka KO, u svih 6
kalibracijskih eksperimenata u podjuiod 1700 crm® do 150 crit.
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Slika 4.31. Normirani Ramanovi spektri suspenzgejal prije dodatka KO, u svih 6

kalibracijskih eksperimenata uz korekciju baznédin podrgju od 1600 ¢t do 400 cri.

U kalibracijskim eksperimentima koristen je i sg@yP-Cl x HClrazlicitih proizvodaca.
U ovom sld¢aju nije zamijéena toliko zn&ajan udio kao ni razlika u pozadinskoj
fluorescenciji kao Sto je bio slaj kod MTX. Nije bilo znatne razlike ni u relativni
Ramanovim intenzitetima nakon obrade spektaraviSgpektri spojeva OMP-Cl x HMoji

su bili koristeni prilikom izvedbe kalibracijskitkeperimenata, prikazani su na slici 4.32.
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Slika 4.32. Sirovi Ramanovi spektri radtih proizvada¢a spoja OMP-CI x HCI koriStenih u
kalibracijskim eksperimentima u podju od 1700 crit do 150 cri.
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4.7.1. Kalibracijski eksperiment 1

U kalibracijskom eksperimentu 1, za reakciju pnipeespojal koriStene su sirovine, MTXd
Everest, kontrolnog broja 7025052 i OMP-CI x Hidl Changzhou Huaren, kontrolnog broja
7055012. U reakciji pripreme spoa koristeno je 0,8 molarnih ekvivalenata®4 naspram
polaznog spoja MTX. bD, dodavan je kontinuiranom brzinom uz pamklipne pumpe
tijekom cijelog vremena trajanja reakcije. Za vmje eksperimenta izmjeren je 21 Ramanov
spektar, a uzorci za HPLC analizu uzimani su svdkiminuta odmah po mjerenju spektra.
Rezultati su prikazani u tablici 4.5. Rezultati HPlanaliza prikazani su kao masene
koncentracije i kao postotni udjeli povrSine signgpojevadl, 2 i 3. Tijek reakcije prikazan je
na slici 4.34. Iz slike je vidljivo da brzina redjeciskljucivo ovisi o brini dodatka kD, s

obzirom da je dodavan linearnom brzinom.

Tablica 4.5. Rezultati HPLC analiza uzoraka tijekalibracijskog eksperimenta 1.

Udio povrSine

Spektar Povrsina signaldmAU y/mg mL™ ]
t/min signala%
broj

1 2 3 1 2 3 1 2 3

1° 0 11186,9 0,0 0,0 184,56 0,00 0,00 100,0 0,0 0,0
3 10 11166,7  937,7 0,0 184,22 13,06 0,00 92,3 7,0,0
5 20 10089,2 2624,9 0,0 166,45 36,56 0,00 79,4 ,6 200,0
7 30 9090,3 3525,8 9,3 149,97 49,11 0,14 72,0 9 270,1
40 79959 5059,6 25,9 131,91 70,48 0,38 61,1,7 380,2
11 50 6207,4 5979,8 54,0 102,41 83,30 0,80 50,B,8 4 0,4
13 60 54454  6531,1 66,8 89,84 90,97 0,99 45,2 ,2 540,6
15 70 4170,2  7437,1 102,9 68,80 103,60 1,53 3568,5 0,9
17 80 34140 78915 130,2 56,32 109,92 1,93 29690 1,1
19 90 26545 92759 2123 43,79 129,21 3,15 21/%.4 1,7
21 100 2369,0 94174 216,9 39,08 131,18 3,22 19785 1,8

 Prekoncentrirani uzorak kao posljedica nehomogemzogkovanja 100 uL suspenzije.
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Slika 4.33. Normirani Ramanovi spekimiline kalibracijskog eksperimentaulpodrju od

1600 cm*do 400 cr' uz korekciju bazne linije i visestrukog rasprienja
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Slika 4.34. Tijek reakcije kalibracijskog eksperimee 1 prikazan kao promjena postotnog

udjela povrSine signala kroz vrijeme.

Obraieni Ramanovi spekti-line prikazani su na slici 4.33. Trend PC1 i PC2 faddtdr
bodova prikazana je na slici 4.35. Kao i u prvorspskimentu opisanom u poglavljima 4.2. i
4.3. do potpunog otapanja spdjaoslo je nakon otprilike 25 minuta dodatkadd odnosno
kad je udio spojd u reakcijskoj smjesi bio iznde 79,4 % i 72,0 %, kao Sto je prikazano u
tablici 4.5. | u ovom skaju PC1 opisuje tijek reakcije u smislu smanjerggela spojal.
Opteréenja po valnim brojevima gotovo su idén@ onim prikazanim na slici 4.19 za
inicijalni eksperiment. PC2 opet dobro opisujepatge spojd u prvih 25 minuta reakcije no
za razliku od eksperimenta opisanog u poglavljy ¢j&dno i djelomino opisuje smanjenje
udjela spojdl Sto je i vidljivo iz PC2 optekenja, prvenstveno za vrpcu pri 1425 cm-1. PC2
opteréenja prikazana su na slici 4.36.
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Kako je tih prvih 25 minuta i za HPLC analize uzonrkna suspenzija, u Tablici 4.5 je
vidljivo da je prvi uzorak van linearnog podja uslijed nehomogenog uzorkovanja. Ujedno
HPLC analizom uzorka suspenzije mjeri se ukupnacika@ spojal, a uslijed mjerenja
Ramanovih spektara u suspenziji dolazi do prigujavaignala. Time se dobiva nerazmjer
izmedu koncentracije dobivene HPLC analizom i Ramanowvgnziteta. Iz tog razloga za
kalibraciju su koriSteni samo spektri wkama 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 i 21 odnosno oni

izmjereni u otopini.
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I o
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3 \
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Slika 4.35. Trend faktorskih bodova PC1 i PC2 kropeme dobivenih PCA analizom

obraienih Ramanovih spektanaline tijekom kalibracijskog eksperimenta 1.
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0,1 e S
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Slika 4.36. PC2 optefenja po valnim brojevima dobivenih PCA analizomskod 21

Ramanovih spektaia-line tijekom kalibracijskog eksperimenta 1.
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4.7.2. Kalibracijski eksperiment 2

U kalibracijskom eksperimentu 2 koriSteno je 1,06lamih ekvivalenata D, naspram
polaznog spoja MTX. bD, dodavan je kroz lijevak za dokapavanje neravnamojer
brzinom tijekom 90 min. Za vrijeme eksperimenta jeman je 21 spektar, a uzorci za HPLC
analizu uzimani su svakih 5 minuta odmah po mjeresgektra. Rezultati su prikazani u
tablici 4.6.

Tablica 4.6. Rezultati HPLC analiza uzoraka tijekialibracijskog eksperimenta 2.

Udio povrsine

Spektar ) Povrsina signaldmAU y/mg mL™ )

broj t/min signala%

1 2 3 1 2 3 1 2 3
11274,9 0,0 0,0 188,04 0,00 0,00 100,0 0,00 O,

2 5 10199,8 12904 0,0 170,11 18,02 0,00 88,8 2 110,0
3 10 9210,8 28417 21,8 153,62 39,67 0,32 76,3 5 23,2
vig 15 10271,2 4176,5 33,9 171,30 5831 0,50 70,9,8 280,2
5 20 7234,2 43933 456 120,65 61,34 0,67 62,0,6 37,4
6 25 68956 54639 821 115,00 76,28 1,20 55,4,9 40,7
7 30 6018,0 5664,7 76,7 100,37 79,09 1,12 51,2,2 48,7
8 35 5897,1 6209,2 98,2 98,35 86,69 1,44 48,3 9 50,8
9 40 5429,7 65414 1044 90,56 91,33 1,53 45,0,2 540,9
10 45 6390,2 9682,3 1931 106,57 135,18 2,82 39,83551,2
17° 50 45479  8527,1 199,6 75,85 119,05 2,92 34,3,2 641,5
12 55 29244 79557 227,2 48,77 111,07 3,32 26/13,6 2,0
13 60 2384,2 8027,3 2687 39,76 112,07 3,93 22(3,2 25
14 65 2008,0 81228 2914 33,49 113,40 4,26 19739 28
15° 70 1568,0 78553 322,0 26,15 109,67 4,71 16,1,6 808,3
16 75 1406,0 84894 3775 23,45 118,552 5,52 1382,6 3,7
17 80 1285,2 8625,0 4158 21,43 120,42 6,08 12885 4,0
18 85 888,5 8416,2 574,8 14,82 117,50 8,40 9,0 ,2 8%,8
19 90 569,2 8927,1 754,2 9,49 124,63 11,03 5,6,1877,4
20 95 437,3 8822,8 786,1 7,29 123,18 11,49 4,4 .8 877,8
21 100 443,0 9068,4 7884 7,39 126,61 11,53 438,08 7,7

& premala ili prevelika povrsina uslijed n&hmg uzorkovanja ili pripreme 100 pL uzorka.

Tijek reakcije prikazan je na slici 4.38. Vidljije da u uzorcima 3, 4, 10, 11 i 15 dolazi

do odstupanja od trendatekivane povrSine signala. To se zatim negativncedsylna
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izracunate masene koncentracije. No efekt &mbdg uzorkovanja ne utje na rezultat izrazen
kao udio povrSine signala s obzirom da se radlativeim odnosima povrsina. 1z tog razloga
u daljnjim eksperimentima HPLC rezultati su izraagaivsamo kao udio povrSine signala u

postotcima te su iste koriStene za razvoj kalilpgkog modela.
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Slika 4.37. Normirani Ramanovi spekitntline kalibracijskog eksperimental2podruju od
1600 cm* do 400 crit* uz korekciju bazne linije i viestrukog rasprsenja
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Slika 4.38. Tijek reakcije kalibracijskog eksperimee 2 prikazan kao promjena postotnog

udjela povrSine signala kroz vrijeme.

U ovom je eksperimentu do potpunog otapanja spo@oSlo nakon otprilike 10-15
minuta dodatka kD, odnosno kada je udio spalau reakcijskoj smjesi bio izndel 76,3 % i
70,9 % kao Sto je prikazano u Tablici 4.6. 1z rgaonavedenih u poglaviju 4.6.1, za
kalibraciju su uzeti spektri izmjereni u otopinirmsno spektri rednih brojeva od 3 do 21. Iz
trenda faktorskih bodova PC1 i PC2 prikazanih na 4L39, vidljivo je da PC1 i u ovom

eksperimentu opisuje nestajanje spbjanat@ manjem udjelu opisane varijance u iznosu od
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89 %. Udio varijance opisane sa PC2 raste, a tikmmpleksnost promjena koju opisuje. Iz
opteréenja PC2 prikazanih na slici 4.40, vidljivo je dajueta opteréenja nosi vrpca pri
1346 cm* karakteristina za spolL i vrpca pri 1235 cit karakteristina za spop. To zn&i

da PC2 djelongino opisuje promjene u udjelu i spdia spoja2. Takaier PC2 u prvih 10

minuta opisuje otapanje spdia
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o1 \
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Slika 4.39. Trend faktorskih bodova PC1 i PC2 kropme dobivenih PCA analizom
obraienih Ramanovih spektanaline tijekom kalibracijskog eksperimenta 2.
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Slika 4.40. PC2 opteéenja po valnim brojevima dobivenih PCA analizomskod 21

Ramanovih spektaia-line tijekom kalibracijskog eksperimenta 2.
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4.7.3. Kalibracijski eksperiment 3

U kalibracijskom eksperimentu 3 koriSteno je 1,06lamih ekvivalenata D, naspram
polaznog spoja MTX. bD, dodavan je kroz lijevak za dokapavanje neravnamojer
brzinom tijekom 80 min. Za vrijeme eksperimenta jeran je 21 Ramanov spektar, a uzorci
za HPLC analizu uzimani su svakih 5 minuta odmahngerenju spektra. Rezultati su
prikazani u tablici 4.7. Tijek reakcije prikazanra slici 4.42. Do potpunog otapanja spbja

doSlo je nakon 15 minuta pa su za kalibraciju uegktri rednih brojeva od 4 do 21.

Tablica 4.7. Rezultati HPLC analiza uzoraka tijekaibracijskog eksperimenta 3.

Udio povrSine

Spektar PovrSina signalamAU )
t/min signalal%
broj
1 2 3 1 2 3

1 9038,1 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
2 7481,1 166,5 0,0 97,8 2,2 0,0
3 10 8963,7 15114 0,0 856 144 0,0
4 15 9657,4 32916 23,3 744 254 0,2
5 20 7751,8 43434 444 63,9 358 04
6 25 6565,0 69653 117,0 48,1 51,0 0,9
7 30 5374,0 7694,2 152,8 40,6 582 1,2
8 35 42423 7191,4 1565 36,6 620 14
9 40 4622,8 8921,0 2215 336 648 1,6
10 45 3804,0 8881,0 2439 294 68,7 1,9
11 50 3042,3 87629 270,0 252 726 2.2
12 55 2571,7 8867,3 300,3 21,9 755 26
13 60 2264,2 93585 357,9 189 78,1 3,0
14 65 1790,7 94912 4198 153 81,1 3,6
15 70 1437,6  9697,0 4925 12,4 834 4.2
16 75 10215 87875 494,6 99 853 438
17 80 825,7 8865,6 552,9 81 865 54
18 85 649,0 8986,8 637,9 6,3 87,5 6,2
19 90 4235 8962,2 756,7 42 884 75
20 95 352,7 8983,0 806,7 35 886 8,0
21 100 338,9 8811,1 786,1 34 887 79
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Slika 4.41. Normirani Ramanovi spekintline kalibracijskog eksperimentawpodruju od

1600 cm* do 400 crit uz korekciju bazne linije i viestrukog rasprsenja
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Slika 4.42. Tijek reakcije kalibracijskog eksperimee 3 prikazan kao promjena postotnog
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Slika 4.43. Trend faktorskih bodova PC1 i PC2 kropme dobivenih PCA analizom
obraienih Ramanovih spektana-line tijekom kalibracijskog eksperimenta 3.
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4.7.4. Kalibracijski eksperiment 4

U kalibracijskom eksperimentu 4 koriSteno je 1,40lamih ekvivalenata D, naspram
polaznog spoja MTX. bD, dodavan je kroz lijevak za dokapavanje neravnamojer
brzinom tijekom 120 min. Mjerenje Ramanovih spektaapdeto je nakon 20 minuta
reakcije. Za vrijeme eksperimenta izmjeren je 2InR@aov spektar, a uzorci za HPLC analizu
uzimani su svakih 5 minuta odmah po mjerenju spelezultati su prikazani u tablici 4.8.
Tijek reakcije prikazan je na slici 4.45. S obzirola je mjerenje zageto nakon 20 minuta
dodatka HO; pri ¢emu je udio spoja ve¢ pao ispod 75 %, odnosno reakcijska smjesa je bila
bistra otopina, za kalibraciju je uzet cijeli skRpmanovih spektara.

Tablica 4.8. Rezultati HPLC analiza uzoraka tijekikatibracijskog eksperimenta 4.

) _ Udio povrSine
Spektar Povrsina signalamAU

t/min signala%
broj
1 2 3 1 2 3

1 20 6788,6 3398,5 26,5 66,5 33,3 0,3
2 25 6160,6 4010,9 37,0 60,3 39,3 04
3 30 5471,1  4809,5 58,1 529 46,5 0,6
4 35 4776,4 5500,4 84,1 46,1 53,1 0,8
5 40 4147,2 6101,3 108,1 40,0 589 1,0
6 45 3511,6 67174 14272 339 648 14
7 50 2900,9 7155,2 180,9 28,3 699 1.8
8 55 2460,3 7602,4 2235 239 739 272
9 60 2068,7 7984,4  265,1 20,0 77,4 26
10 65 1829,2 81346 286,6 17,8 794 238
11 70 1693,2 8301,8 305,9 16,4 80,6 3,0
12 75 1651,5 8339,2 311,2 16,0 80,9 3,0
13 80 1453,2 8406,9 351,1 142 823 34
14 85 1296,8 8647,4 394,7 125 836 38
15 90 12147 8728,3 4024 11,7 84,4 39
16 95 1177,2 8630,8 3955 115 846 39
17 100 910,7 8500,3 574,9 91 851 58
18 105 589,2 7811,9 1154,9 6,2 81,7 121
19 110 390,8 7423,8 1775,7 41 77,4 18,5
20 115 250,7 6702,2 21317 28 73,8 235
21 120 160,9 6362,5 2509,1 1,8 704 27,8
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Slika 4.44. Normirani Ramanovi spekimiline kalibracijskog eksperimentadpodruju od

1600 cm® do 400 crit uz korekciju bazne linije i viSestrukog rasprsenja
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Slika 4.45. Tijek reakcije kalibracijskog ekspermee4 prikazan kao promjena postotnog
udjela povrSine signala kroz vrijeme.
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Slika 4.46. Trend faktorskih bodova PC1 i PC2 kropeme dobivenih PCA analizom
obraienih Ramanovih spektanaline tijekom kalibracijskog eksperimenta 4.
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4.7.5. Kalibracijski eksperiment 5

U kalibracijskom eksperimentu 5 koriSteno je 1,46lamih ekvivalenata 0, naspram
polaznog spoja MTX. bD, dodavan je kroz lijevak za dokapavanje neravnamojer
brzinom tijekom 120 min. Mjerenje Ramanovih spektaiapdeto je nakon 20 minuta
reakcije. Za vrijeme eksperimenta izmjeren je 2dkgqr, a uzorci za HPLC analizu uzimani
su svakih 5 minuta odmah po mjerenju spektra. Razwsu prikazani u tablici 4.9. Za

kalibraciju je, kao i u eksperimentu 4, uzet cighup Ramanovih spektara.

Tablica 4.9. Rezultati HPLC analiza uzoraka tijekalibracijskog eksperimenta 5.

Udio povrSine

Spektar PovrSina signalamAU )
t/min signalal%
broj
1 2 3 1 2 3

1 15 6296,6 4256,1 49,3 59,4 40,1 05
2 20 6607,8 4885,2 58,7 57,2 423 05
3 25 3669,4 66784 167,4 349 635 1,6
4 30 2581,1 7649,1 2524 246 730 24
5 35 2313,0 7863,0 2705 22,1 753 2,6
6 40 2130,1 8193,8 305,6 2000 771 29
7 45 1461,2 81249 559,1 14,4 80,1 55
8 50 864,8 8548,1 7458 85 84,1 73
9 55 554,8 8539,6 851,3 56 859 8,6
10 60 401,14 8357,1 8745 42 868 9.1
11 65 320,9 87350 999,8 32 869 99
12 70 202,2 87044 1138,1 20 86,7 11,3
13 75 161,4 86253 11934 1.6 86,4 12,0
14 80 113,3 8585,2 1304,6 1,1 858 13,0
15 85 72,2 8269,4 13814 0,7 850 1472
16 90 58,4 8369,3 1486,8 06 84,4 150
17 95 48,3 8305,3 1522,0 05 84,1 154
18 100 42,7 8351,7 1551,6 0,4 84,0 156
19 105 31,8 80953 1719,3 03 822 175
20 110 19,6 7521,6 2010,1 02 78,7 21,0
21 115 12,1 6961,0 2362,8 01 746 253
22 120 0,0 6689,5 2597,2 0,0 72,0 28,0
23 125 0,0 64629 2733,7 0,0 70,3 297
24 130 0,0 6726,6 32334 0,0 675 325
25 135 0,0 5844,0 3036,6 0,0 658 342
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Slika 4.47. Normirani Ramanovi spekimiline kalibracijskog eksperimentawbpodrju od

1600 cm* do 400 crit* uz korekciju bazne linije i viestrukog rasprsenja
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Slika 4.48. Tijek reakcije kalibracijskog ekspermee5 prikazan kao promjena postotnog

udjela povrSine signala kroz vrijeme.

0,075

——PC1 (83 %)
——PC2 (10 %)
\ PC3 (4 %)
0,05
=
3 \
30,025
o
[4 /‘\’_—\'\
S °n77 S
4
w
0,025
0,05

20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130
t/min

Slika 4.49. Faktorski bodovi PC1, PC2 i PC3 kragwne dobiveni PCA analizom olir@nih
Ramanovih spektaia-line tijekom kalibracijskog eksperimenta 5.
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Slika 4.50. a) PC1, b) PC2 i c) PC3 opéerga po valnim brojevima dobivenih PCA
analizom Ramanovih spektaraline tijekom kalibracijskog eksperimenta 5.
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Na slici 4.49 prikazan je trend faktorskih bodowagpzve tri glavne komponente. Kako je u
ovom eksperimentu ciljano produciranéveudio spoja3, to se ogledalo na smanjenje
varijance opisane sa PC1l i na péuge varijance opisane sa PC2 i PC3. Op@ga po
valnim brojevima za PC1 gha su kao i za inicijalni eksperimeéifa su PC1 optetenja
prikazana na slici 4.19a osim Sto u ovomaju pozitivno optergnje nosi i vrpca pri 730
cm* karakteristina za spop. To zn&i da PC1 uz troSenje spoja djelomino opisuje i
troSenje spoj& nakon Sto je udio spojapao ispod 1,0 % odnosno nakon 85 minuta reakcije
kao Sto je i vidljivo na slici 4.48. PC2 nosi najaepozitivna opter@nja za vrpce pri 1362
cmti 730 cm?, karakteristine za spop $to znai da dobro opisuje trend udjela sp@jaroz
vrijeme. To je i vidljivo usporedbom HPLC i PC2ndova na slikama 4.48 i 4.49. Kana,
vrpca s najvéim pozitivnim opteréenjem za PC3 je pri 1229 chkarakteristina i za spop

i za spoj3.

4.7.6. Kalibracijski eksperiment 6

U kalibracijskom eksperimentu 6 koriSteno je 1,06lamih ekvivalenata D, naspram
polaznog spoja MTX. kD, dodavan je kroz lijevak za dokapavanje neravnamojer
brzinom tijekom 85 min. Mjerenje Ramanovih spektzaip@eto je nakon 20 minuta reakcije.
Za vrijeme eksperimenta izmjeren je 21 Ramanovtspel uzorci za HPLC analizu uzimani
su svakih 5 minuta odmah po mjerenju spektra. Ratzidu prikazani u tablici 4.10. Tijek
reakcije prikazan je na slici 4.52. Do potpunogpatga spojdl doslo je nakon otprilike 30

minuta pa su za kalibraciju uzeti spektri rednibjéva od 3 do 17.
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Tablica 4.10. Rezultati HPLC analiza uzoraka tijakialibracijskog eksperimenta 6.

Udio povrsine

Spektar ) Povrsina signaldmAU )
broj t/min signala%
1 2 3 1 2 3
1 20 10456,0 1747,1 0,0 85,7 14,3 0,0
2 25 10658,9 2169,8 0,0 83,1 16,9 0,0
3 30 7629,8  2829,9 15,8 728 270 0.2
4 35 6934,9  3409,3 22,6 66,9 329 0.2
5 40 5243,3  4807,7 65,5 51,8 475 0,6
6 45 3099,6 6859,6 176,1 30,6 67,7 17
7 50 2622,8 6717,3 1749 276 706 1.8
8 55 2493,7 75945 2339 242 736 23
9 60 21254 7892,3 2625 20,7 76,8 26
10 65 2019,5 81058 2815 194 779 27
11 70 1871,7 82251 302,6 180 791 29
12 75 1468,7 83853 3813 143 819 37
13 80 1043,8 93744 555,11 95 854 51
14 85 553,5 8812,1 6725 55 878 6,7
15 90 405,4 8881,0 742,1 40 886 74
16 95 356,2 89394 7821 35 887 78
17 100 350,3 8889,4 779,8 35 887 7.8
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Slika 4.51. Normirani Ramanovi spekititline kalibracijskog eksperimentawspodruju od

1600 cm* do 400 crit uz korekciju bazne linije i viestrukog rasprsenja
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Slika 4.52. Tijek reakcije kalibracijskog ekspermee 6 prikazan kao promjena postotnog

udjela povrSine signala kroz vrijeme.
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Slika 4.53. Faktorski bodovi PC1 i PC2 kroz vrijedabivenih PCA analizom obdanih
Ramanovih spektaia-line tijekom kalibracijskog eksperimenta 6.

4.8. Razvoj kalibracijskog modela metodom PLSR

Nakon svih provedenih eksperimenata, za razvopkatijskog modela iskoriSteno je ukupno
105 Ramanovih spektara. Kako se pokazalo d&nnazorkovanja reakcijske smjese i
odraefivanje masene koncentracije uzorka nije pogodnaodaetza komplementarne
vrijednosti zbog velikih mogtih greSaka u uzorkovanju, za matricu odziva priiko

regresijskih analiza, koriSteni su relativni udj@lovrSina signala izrazeni u postotcima.
Kompletni skup spektara olalen je na dva raglita na&ina kao Sto je opisano u odjeljku 3.9.
Ramanovi spektri obdeni vektorskim normiranjem i korekcijom bazne ignalizirani su

metodom PCA kako bi se utvrdila kvaliteta seta dalbvao kalibracijski i validacijski skup

podataka za model. Rezultati raspodjele PC1 i RRifskih bodova, prikazani su na slici
4.54. Vidljivo je da se faktorski bodovi raspodjglj u dva diskretna skupa, a na temelju

opteréenja PCL1 vidljivo je da se takva podjela temeljiraalici u relativnim intenzitetim s
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obzirom da PC1 optetenja zapravo prikazuju srednji spektar dva skup&aV opazeni efekt
povezan je polaznim spojem MTX koji je koriSten ligam provedbe kalibracijskih
eksperimenata. Kao Sto je opisano na&epku odjeljka 4.6, razliti udio fluorescirajdih
organskih on&scenja uzrokovao je razliku u relativnim intenzitetimizmeiu tih
eksperimenata. Cjelokupni skup korigiran je metodd®C. Raspodjela faktorskih bodova
PC1 naspram PC2 te PC2 naspram PC3 nakon korsktgenetodom MSC prikazani su na
slikama 4.55 i 4.56. Vidljivo je da znatno opadaoudarijance objasnjen s PC1 te da PC1,
PC2 i PC3 sada ztajnije opisuju realne kemijske promjene. lako osr@omamjena metode
MSC nije ovakav tip korekcije spektara, u ovomesiseaju pokazala kao iznimno kvalitetno
rjeSenje koje, kao Stée biti prikazano na rezultatima regresije, nije usda kvalitetu

informacija o kemijskim promjenama tijekom reakcije

0,14
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0,1

-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0 0,1 0.2 03 04
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Slika 4.54. Raspodjela PC1 i PC2 faktorskih bodovakup od 105 spektara ofeaih

vektorskim normiranjem i korekciju bazne linije.
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Slika 4.55. Raspodjela PC1 i PC2 faktorskih bodmvakup od 105 spektara uz dodatnu
korekciju metodom MSC.
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Slika 4.56. Raspodjela PC2 i PC3 faktorskih bodmvakup od 105 spektara uz dodatnu
korekciju metodom MSC.

PCA analiza prve derivacije seta podataka uz obradtodom MSC prikazana je na

slikama 4.57 i 4.58.
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Slika 4.57. Raspodjela PC1 i PC2 faktorskih bodawe derivacije skupa od 105 spektara uz
korekciju metodom MSC.
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Slika 4.57. Raspodijela PC2 i PC3 faktorskih bodmve derivacije skupa od 105 spektara uz
korekciju metodom MSC.
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Iteracije regresija metodom PLSRE¢mgene su kako bi se nasla optimalna metoda obrade
spektara, podije valnih brojeva prilikom kalibracije i metoda iddcije modela. U tu svrhu
iterativno su mijenjani parametri: metoda obradegrtje valnih brojeva za kalibraciju, te
validacijska metoda, a u skju validacije iz skupa, optimalan validacijski pkirRezultati su
prikazani u tablicama 4.11 i 4.12. Broj faktorakpdan za svaki model, bio je onaj koji je
davao najnizu vrijednost RMSEP za svaku od kompibn@mjasnjenje oznaka modela pod
generalnom Sifrom x-y-z je sljeés

e X =1a- obrada spektara vektorskim normiranjereékcijom bazne linije.

* x =1 - obrada spektara vektorskim normiranjemekajom bazne linije i
korekcijom viSestrukog rasprsenja.

e X =2a- prva derivacija spektara.

* X =2 - prva derivacija spektara uz korekciju Vviggdsog rasprsenja.

* y=A -validacija iz skupa — dobiven automatskidabirom 50 % uzoraka na temelju
faktorskih bodova PC1 i PC2 komponente (52 kaliska i 53 validacijska) u
programu OPUS.

* y =B - validacija iz skupa — za skup su uzeti ka3 | KalEksp4 (67 kalibracijska i
38 validacijska).

* y=C —validacija iz skupa — za skup su uzeti Kkali2 i KalEksp5 (61 kalibracijska i
44 validacijska).

* y =D - krizna validacija u 21 segment (izostadjazoraka za validaciju modela po
segmentu).

« z =1 - zakalibraciju je koristeno cijelo potjeiod 1600 crm do 400 crit.

e z = 2 — izuzete su vrpce safira, za kalibracijukstistena podrgja: 1600—758 c,
741-588 ciit i 571-425 crit.

* z =3 — model dobiven funkcijom optimizacije u pragiu OPUS koja trazi minimum
vrijednosti RMSEP, mijenjajti pri tome podrdja valnih brojeva za kalibraciju i
validaciju modela.

e z =4 —izuzete su vrpce safira i metanola, zabkadiju su koriStena podtja: 1600—
1534 cm’, 1444-1179 ci, 962—757 ¢, 741-587 ciil, 572-426 cn.

Na slici 4.59 prikazana su PC1 i PC2 raspodjelslagjeve x =1, ay =A, Bi Cte
x=2,ay=ABiC.
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Slika 4.59. Raspodjela PC1 i PC2 faktorskih bodmvanetodu obrade 1 i validacijski skup a)
A, b) Bic) C te metodu obrade 2 i validacijskupkd) A, e) B i f) C.
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Tablica 4.11. Rezultati PLSR modela validiranitskapa.

5 . Mahalanobis-ova
Oznaka R% RMSEP% area Broj faktora

Modela

udaljenost

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
la-A-1 93,72 93,52 95,89 541 4,48 157 630, 0,61 0,73
la-A-2 93,53 93,24 96,00 549 458 155 550, 0,57 0,63
1-A-1 99,80 99,73 99,81 096 091 0,34 10,40,40 0,59
1-A-2 99,80 99,68 99,78 0,97 0,99 0,36 70,20,36 0,52
1-A-3 99,86 99,78 99,80 0,82 0,83 0,35 50,30,33 0,56
1-A-4 99,75 99,63 99,69 1,09 1,08 0,43 00,30,35 0,45
la-B-1 83,09 77,50 84,72 8,02 7,89 2,36 140, 0,15 0,32
la-B-2 78,61 83,36 83,98 9,02 6,78 242 10 ,140 0,37 0,60
1-B-1 99,51 99,55 98,68 1,37 1,11 0,69 40,20,19 0,27
1-B-2 99,64 9945 98,71 1,17 1,24 0,29 80,10,23 0,24
1-B-3 99,87 99,75 99,60 0,72 0,83 0,38 20,20,21 0,43
1-B-4 99,65 99,39 98,74 1,15 1,30 0,68 6 90,10,15 0,31
1-C-1 99,14 99,18 98,58 208 158 111 250, 0,53 0,66
1-C-2 98,80 98,28 99,77 245 228 044 290, 0,38 0,65
1-C-3 99,63 99,68 99,72 1,36 0,99 0,50 80,30,39 0,58
1-C-4 99,21 98,25 99,61 199 230 0,58 90,20,35 0,51
2a-A-1 90,17 89,56 97,29 6,99 6,03 1,19 480, 0,50 0,46
2-A-1 99,64 99,49 99,50 135 1,34 0,551 80,40,43 0,41
2-A-2 99,75 99,59 99,51 1,11 1,19 0,551 60,50,35 0,36
2-A-4 99,70 99,59 99,61 1,23 1,20 0,45 30,40,33 0,37
2-B-1 99,51 9942 98,57 137 1,27 0,72 60,20,23 0,31
2-B-2 99,64 99,29 99,28 1,18 1,40 0,551 70,20,25 0,22
2-B-4 99,84 99,55 98,31 0,78 1,12 0,79 30,20,24 0,23
2-C-1 99,60 99,28 99,62 1,42 1,47 0,57 60,20,53 041
2-C-2 99,64 99,23 99,76 1,34 153 045 30,50,41 0,39
2-C-4 99,70 99,07 99,39 124 168 0,73 70,50,42 0,45

ol o N 00 00 © o ©

N N DM DM OO OO N WO DWW W OO N DA N
oo ~N A DR NN WD W NN PR OO oo o
| =
o O

o N O W W o b OO0 g 0 ©

Za model 1-A-3 podrije valnih brojeva pri kalibraciji bilo je 1600-8%#n™ i 794-592
cm* za spojl, 1600-894 cit i 794-592 ¢t za spoj2 i 1600-592 ¢t za spoj3. Za model
1-B-3 podrudije valnih brojeva pri kalibraciji bilo je 1600-12@81" i 995-592 cm' za spoj
1, 1600—1096 citt, 995-758 crl i 742—588 cm' za spoj2 te 1600—1500 cil, 1399-1197
cmt, 1096—794 cit i 693-592 cmi za spoj3. Za model 1-C-3 podtie valnih brojeva pri
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kalibraciji bilo je 1600—995 ci i 895-693 crt za spojl, 1500-995 cit i 794—-693 cm' za
spoj2 te 1600-1197 cmi 1096—894 cri za spoj3.

Tablica 4.12. Rezultati krizno validiranih PLSR netal

Mahalanobis-ova

Oznaka R%/% RMSECV% area Broj faktora
Modela

udaljenost
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1-D-2 99,56 99,32 99,59 1,43 1,47 0,49 80,10,19 0,26
1-D-4 99,28 99,09 99,46 1,84 1,70 0,56 60,10,18 0,28
2-D-2 99,47 99,11 99,32 1,58 1,68 0,63 00,20,18 0,20
2-D-4 99,49 99,07 99,18 1,56 1,69 0,69 00,20,17 0,19

g o A~ O
A b B~ O
H O 00 0

Usporedbom rezultata u Tablicama 4.11 i 4.12 widljje da metoda obrade spektara
znatno utjée na rezultate modela. Tako i ud&ju metoda obrade 1 i 2, dodatna korekcija
metodom MSC zn@mjno pobolj$ava parametre modela i to prvenstveMSEP i R. Na taj
n&in je iz seta spektara uklonjen utjecaj polaznogenijala na spektre, opisan nacptku
odjeljka 4.7. To je i jasno vidljivo iz raspodjeRC1 | PC2 faktorskih bodova prikazanih na
slikama 4.54 i 4.55. Nadalje, vidljivo je da izbwealidacijske metode takier utjge na
rezultate modela. Optimalne vrijednosti parametacalela dobivene su u ghju B gdje su
kalibracijski eksperimenti 3 i 4 bili odabrani zalidacijski skup. lako su vrijednosti RMSEP
bile manje u sléaju skupa A, modeli dobiveni validacijom iz skup&éistili su viSe faktora
za svaku od komponenata naspram skupa B. Krizndaegh (D) u bilo kojem sltaju se
pokazala kao inferiornija metoda validacije naspranih iz skupova B i A. NajloSiji rezultati
dobivani su validacijom iz skupa C (koriSteni sulilkacijski eksperimenti 2 i 5). Iz
raspodjele PC1 i PC2 faktorskih bodova za tréaja odabira kalibracijskog i validacijskog
skupa podataka i to za obje metode obrade, vidlgvda je raspodjela u skupu B u obje
metode obrade, najbolje pokriva cjelokupno popgruako da sve tike validacijskog skupa
leZe u prostoru koji opisuje kalibracijski skupdfige strane, validacijskede skupa C leze
na rubu ilicak van prostora koji opisuje kalibracijski skupaingm time validacija modela iz
tog skupa implicira ekstrapolaciju vrijednosti kaga van kalibriranog podéa. To se pak
negativno ogleda na potanja vrijednosti RMSEP i smanjenje vrijednosfi &8 povéanje
broja faktora za svaku od komponenata. Skup A jeopdabran automatskom metodom na
temelju PC1 i PC2 faktorskih bodova pak ravnomjguokriva cijelo podrtje raspodjele no

to ne zna nuzno da su za validacijskecke uzete one koje bi opisivale cjelokupno p@égru
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kemijskih promjena tijekom reakcije kao Sto je tslucaju skupova B i C. Iz tog razloga
modeli iz skupa A koristili su u prosjeku viSe falkd za iste vrijednosti RMSEP dobivene
validacijom iz skupa B. Nadalje, vidljivo je i dala@bir podrdja valnih brojeva takder moze

u vetoj ili manjoj mjeri utjecati na kvalitetu modela. aNbSiji rezultati dobiveni su
kalibracijom u cjelokupnom podéu valnih brojeva. Uklanjanjem vrpci safira iz
kalibracijskog podrga u svim sldajevima dolazi do smanjenja broja faktora u modedu
neznatnu promjenu vrijednosti RMSEP ili RMSECV 3. Rakaier, takvi modeli pokazuju
minimum vrijednosti RMSEP i RMSECYV pri navedeninktfarima Sto govori da vrpce safira
negativno utjéu na rezultat regresije. Nadalje, dodatnim uklgejanvrpci metanola vidljivo
je da u svim sléajevima dolazi do povanja vrijednosti RMSEP i RMSECYV vrijednosti za
spoj 3 Sto implicira da ta podtja valnih brojeva nose kvantitativne informacije.ptlog
tome ide icinjenica da vrpca pri 1034 cthnosi zndajan regresijski koeficijent za sp®kao
Sto je prikazano na slici 4.65.

Od svih regresijskih modela, s aspekta vrijednd®tii RMSEP te broja faktora,
optimalnima su se pokazali modeli 1-B-2 i 2-B-2. Bl&kama 4.60 do 4.71 prikazana je
ovisnost vrijednosti RMSEP o broju faktora za svdamponentu i za pojedini model,
regresijske krivulje koje prikazuju korelaciju egnosti udjela spojeva dobivenih HPLC
analizom i vrijednosti izraunatih uporabom modela te na kraju, regresijskifikpenti za
svaku komponentu pojedinog modela.
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Slika 4.60. a) Ovisnost vrijednosti RMSEP o brautbra i b) regresijski pravac validacije
modela 1-B-2 za spdjs 3 faktora.
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Slika 4.61. a) Ovisnost vrijednosti RMSEP o br@ltora i b) regresijski pravac validacije
modela 1-B-2 za sp@ s 4 faktora.
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Slika 4.62. a) Ovisnost vrijednosti RMSEP o br@ltora i b) regresijski pravac validacije
modela 1-B-2 za sp@ s 4 faktora.
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Slika 4.63. Regresijski koeficijenti modela 1-B-3 faktora za spdi.
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Slika 4.64. Regresijski koeficijenti modela 1-B-2 faktora za spd.
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Slika 4.65. Regresijski koeficijenti modela 1-B-2 faktora za spd.
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Iz regresijskih se koeficijenata modela 1-B-2 maakljuiti da svi koeficijenti sa

zn&ajnim pozitivnim vrijednostima odgovaraju karakgitinim vrpcama u spektrima

metanolnih otopina sva tri spoja.
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Slika 4.66. a) Ovisnost vrijednosti RMSEP o br@ltora i b) regresijski pravac validacije

modela 2-B-2 za spdjs 5 faktora.
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Slika 4.67. a) Ovisnost vrijednosti RMSEP o brautbra i b) regresijski pravac validacije

modela 2-B-2 za sp@ s 4 faktora.

30

25

RMSEP%

20

Izracunati udio/%

e 9 1
a) Broj faktora b)

20 25 30
Udio povrSine signal&o

15

Slika 4.68. a) Ovisnost vrijednosti RMSEP o braltbra i b) regresijski pravac validacije

modela 2-B-2 za sp@'s

3 faktora.
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Slika 4.69. Regresijski koeficijenti modela 2-B-8 faktora za spdi.
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Slika 4.70. Regresijski koeficijenti modela 2-B-2 faktora za spd.
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Slika 4.71. Regresijski koeficijenti modela 2-B-3 faktora za spd.

Iz svih navedenih razloga, modeli 1-B-2 i 2-B-2 lswriSteni za daljnju evaluaciju u
smislu efikasnosti pri predikciji udjela spoje¥a2 i 3 na skupu spektara koji nisu bili dio seta
koriStenog za kalibraciju i validaciju modela. Uswhu provedeni su eksperimentiu 1 L i 7
L mjerilu, pr&eniin-line, uz odreivanje udjela spojeva, 2 i 3 koriStenjem oba modela.
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4.9. Praéenje reakcije uporabom PLSR kalibracijskog modela

Aparatura za provedbu probnog eksperimenta nalmjdli 1 L kojim bi se potvrdila kvaliteta
predikcie PLSR modela prikazana je na slici 3.2a #eakciju pripreme3 u ovom
eksperimentu koriStene su sirovine MTpXoizvaiaca Everest, kontrolnog broja 7025052 i
OMP-CI x HCI proizvadaca Changzhou Huaren, kontrolnog broja 7055012. dfwdi
polaznih spojeva kao i otapala opisani su u odjelk3.1. Reakcija je paralelno pema
HPLC-om i Ramanovom spektroskopijamline uz primjenu PLSR modela 1-B-2 i 2-B-2.
Rezultati udjela spojeva, 2 i 3 tijekom reakcije dobiveni HPLC analizama prikazaniu
tablici 4.13, a modelima 1-B-2 i 2-B-2 u tablicil4. Na slici 4.72 je vidljivo da oba modela

kvalitetno izr&unavaju omjeréd, 2i 3 u usporedbi s HPLC rezultatima.

Tablica 4.13. Rezultati HPLC analiza uzoraka tijalkgarobnog eksperimenta u 1 L mjerilu.

Udio povrSine

Jimin Povrsina signaldmAU signalal%
1 2 3 1 2 3
25 7800,1 32142 259 70,7 291 0,2
30 7556,7 4109,2 39,8 646 351 0,3
35 5493,2 43215 50,5 55,7 438 05
40 48475 50414 754 48,6 506 0,8
45 4254,4 55212 929 43,1 559 09

50 3662,1 6084,0 128,0 371 616 1,3
55 31239 66251 168,7 315 668 1,7
60 2722,8 72465 207,6 268 71,2 20
65 20849 73632 2721 21,4 758 28

70 1672,6 79124 331,8 169 798 3.3
75 1200,1 8163,7 427,4 123 834 44
80 789,6 8517,3 5428 80 865 55
85 609,7 8634,3 637,4 6,2 874 65
90 421,9 8596,5 719,0 43 883 74
95 359,6 8702,0 769,7 37 885 7.8
100 352,2 8938,3 817,2 35 884 81
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Tablica 4.14. Rezultati dobiveni analizom Raman®gbkktara, izmjerenih tijekom probnog
eksperimenta u 1 L mjerilu, PLSR modelima 1-B-28-2.

Izra¢unati udio/% Mahalanobis-ova Izra¢unati udio/% Mahalanobis-ova
t/min (1-B-2) udaljenost (1-B-2) (2-B-2) udaljenost (2-B-2)
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
25 705 314 11 0,10 0,16 0,14 67,6 325 00 090, 0,07 0,09
30 646 36,7 1,3 0,0 0,14 0,13 63,2 36,3 05 110, 0,06 0,11
35 540 444 0,6 0,06 0,09 0,08 546 450 04 100, 0,04 0,08
40 50,0 51,1 0,9 0,06 0,08 0,08 489 51,2 0,0 110, 0,04 0,09
45 440 565 11 0,04 0,06 0,05 425 56,8 04 090, 0,04 0,06
50 379 621 13 0,04 0,05 0,06 36,1 630 0,7 130, 0,04 0,08
55 32,7 679 1.2 0,06 0,07 0,08 314 678 0,7 100, 0,03 0,07
60 26,8 728 21 0,09 0,09 0,11 26,2 724 14 080, 0,06 0,05
65 216 775 272 0,06 0,07 0,06 20,7 773 19 050, 0,05 0,03
70 16,6 81,3 31 0,04 0,05 0,04 16,8 804 2,6 030, 0,03 0,02
75 11,6 853 4,3 0,06 0,06 0,06 12,0 84,1 3,9 040, 0,04 0,03
80 8,0 88,1 55 0,07 0,08 0,08 7,9 86,8 5,2 0,06,05 0,04
85 5,7 89,5 6,0 0,06 0,06 0,06 59 88,1 59 0,08,04 0,03
90 4,2 90,0 7,5 0,07 0,07 0,07 43 890 6,6 0,06,06 0,03
95 4,1 89,5 8,2 0,07 0,08 0,09 40 888 71 0,0@,06 0,03
100 41 895 85 0,08 0,08 0,09 32 894 74 80,00,07 0,04
< 1000
00 1 =
e AR
N et

ST ——Spoj 2 (1-B-1)

50,0
v
| /\ Spoj 3 (1-B-1)
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Slika 4.72. Tijek reakcije tijekom probnog ekspegimta u 1 L mjerilu.
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Aparatura za provdenje eksperimenta u useanom mijerilu prikazana je na slici 3.2. Za
reakciju pripreme spojd u ovom eksperimentu koriStene su sirovine, MTX proiaca
Everest kontrolnog broja 7025052 i OMP-CI x H&l Changzhou Huaren kontrolnog broja
7055012. Koristeno je 730,8 g (4,05 mol) polaznpgjad MTX, a sve ostale sirovine
dodavane su u istim omjerima kao u postupku opisangoglavlju 3.3.1. Rezultati udjela
spojeval, 2i 3tijekom reakcije dobiveni modelima 1-B-2 i 2-B-2kazani su u tablici 4.15 i
na slici 4.73. Uzorci za HPLC analizu nisu uziméjgkom cijelog vremena reakcije &e

samo na kraju odnosno odmah po dodatku cjelokuphé&re HO..

Tablica 4.15. Rezultati dobiveni analizom Raman®gbkktara, izmjerenih tijekom probnog

eksperimenta u 7 L mjerilu, PLSR modelima 1-B-2B-2.

Izradunati udio/% Mahalanobis-ova Izra¢unati udio/% Mahalanobis-ova

t/min (1-5-2) udaljenost (1-B-2) (2-3-2) udaljenost (2-B-2)
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
25 745 243 1.2 0,08 0,15 0,14 732 266 08 180, 0,16 0,08
30 69,7 295 0,7 0,07 0,14 0,14 673 326 05 170, 0,16 0,07
35 676 31,8 0,2 0,06 0,14 0,13 650 353 01 170, 0,16 0,06
40 642 349 0,8 0,06 0,13 0,12 626 376 02 150, 0,14 0,05
45 619 373 0,0 0,06 0,16 0,13 59,0 413 03 150, 0,13 0,05
50 56,0 433 0,3 0,06 0,14 0,15 534 470 01 150, 0,13 0,05
55 51,3 483 01 0,06 0,14 0,15 489 516 00 150, 0,213 0,05
60 46,3 53,0 05 0,06 0,13 0,16 438 564 0,2 140,012 0,04
65 406 58,2 0,6 0,07 0,15 0,18 379 621 04 140, 0,13 0,05
70 359 625 08 0,05 0,11 0,13 340 656 0,7 100, 0,09 0,04
75 33,2 652 09 0,06 0,12 0,15 309 683 10 110, 0,10 0,04
80 283 695 15 0,07 0,13 0,15 26,7 722 15 120, 0,11 0,05
85 214 746 33 0,08 0,16 0,20 190 783 29 130,0,12 0,07
90 141 81,3 3,7 0,09 0,17 0,20 12,8 838 3,8 140, 0,12 0,07
95 11,9 829 4,7 0,11 0,18 0,24 9,8 86,0 44 70,10,14 0,08
100 115 830 5,0 0,12 0,19 0,26 9,6 863 44 180, 0,16 0,09
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Slika 4.73. Tijek reakcije tijekom probnog ekspegimta u 7 L mjerilu.

Iz rezultata je vidljivo da obje metode dobro opistijek reakcije. Kod préenja
modelom 2-B-2 u&en je pomak vrijednosti prema viSima za spoprema nizima za spdj,
naspram modela 1-B-2. Nadalje, usporedbom rezullata modela sa rezultatom HPLC
analize u 90. minuti reakcije, vidljivo je da modeiB-2 puno tonije raiuna udjele triju
komponenata. Izeain udjela spoja3 zadovoljavajdi je u sliaju oba modela iako je
spektrima u 95. i 100. minuti u modelu 1-B-2, wlij@st Mahalanobisove udaljenosti van
izraunate grariine vrijednosti modela. Literaturno je poznato déunanje prve derivacije
Ramanovih spektara moze doprijeniti péamju Sum&? Dodatno, iz analize metodom PCA
vidljivo je prve tri komponente na skupu obemom prvom derivacijom opisuju 7% manje
ukupne varijance naspram skupa deraom vektorskim normiranjem i korekcijom bazne
linije Sto moZze biti razlog naruSenguaske mogénosti modela 2-B-2. Iz navedenih razloga
model 1-B-2 odabran je kao preferirani i kao diafne metode za ptanje reakcije.

Iz slike 4.72 je takder vidljivo da unat® koriStenju 1,05 molarnih ekvivalenata®,
reakcija nakon dodatka cjelokupne Kole staje na 11,5 % neizreagiranog spbjarema
modelu 1-B-2. Analizom hidrodinagkih parametara u programu Visimix, uteno je da je
tijekom eksperimenta u uganom mijerilu broj okretaja mijeSala u iznosu od 4B8@etaja u
minuti bio nedovoljan. Izaunati hidrodinamiki parametri za reaktore prikazane na slici 3.2,
prikazani su u tablici 4.16. Unatgoveanju maksimalne energije rasipanja u 7 L reaktoru

kao mjere snage mijeSanja Sto bi ¢ipalo na kvalitetno mijeSanje, vidljiv je porast u
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parametru vremena makromijeSanja od 2,5 puta. & da pri provedbi eksperimenta u 7 L
mjerilu nije doSlo do pravovremenog razmijeSavati®, i NaOH po dodatku u reakcijsku
smjesu. Takva razlika u vrijednostima je najvjenoijauzrok manjka HO- bilo da se radi o
njegovu raspadu s NaOH prije no Sto on reagira diboenskim katalizatorom ili
autokatalittkog raspada peroksomolibdatnog kompleksa prijeto@s reagira sa spojefn
Takav rezultat na kraju reakcije uzrokovao je peamténu kristalizaciju u smislu da je
tijekom kristalizacije spoj& doSlo do pretvaranja produkta prvo u uljnu fazmaam u velike
sfericne aglomerate koji su se vidno lijepili po prozamnde. Samim time, pianje tijeka

kristalizacije tijekom ovog eksperimenta nije hitmgite.

Tablica 4.16. Rezultati tanalne analize hidrodinatikih parametara u programu Visimix za

reaktore prikazane na slici 3.2 pri brojevima okj@mijesala od 400 o mih

Hidrodinami ¢ki parametar Reaktor
Optimax (1 L) Buchi (7 L)
Snaga mijeSanja / W 0,037 0,260
Reynolds-ov broj 17800 35300
Prosj&na brzina cirkulacije / m's 0,011 0,004
Srednje vrijeme cirkulacije / s 10 57
Prosj&na energija rasipanja / W Kg 0,077 0,038
Maksimalna energija rasipanja / Wkg 4,11 28,50
Vrijeme mikromijeSanja /s 3 6
Vrijeme makromijeSanja /s 6 15
Stupanj aksijalne neuniformnosti / % 37,3 37,8
Stupanj radijalne neuniformnosti / % 65,1 72,1

4.10. ZavrSna metoda za pr&enje reakcijein-line

ZavrSna spektroskopska metoda ¢prga reakcije sinteze spoja in situ, sastoji se od
sljedetih segmenata:
* Mjerenje spektra uz ekspoziciju detektora od 5@edkpri snazi lasera od 400 mW.
« Redukcija spektra na podia valnih brojeva od 1600 cthdo 400 cri.
* Normiranje spektra vektorskom metodom.
» Korekcija bazne linije metodom CRB uz 256dka bazne linije i u 5 iteracija.

» Kaorekcija visestrukog rasprsenja metodom MSC.
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* Analiza spektra PLSR modelom 1-B-2.

Usporedbom s publiciranimlancima koji opisuju PLSR modele za ¢eaje reakcija
Ramanovom spektroskopijom-line, ovo je prvi put da je razvijen i opisan PLSR niddsgi
racuna relativne udjele triju komponenti tijekom regde to u Sirokom podrgju omjera kao i
tijekom reakcije u kojoj volumen smjese nikada rknstantan. Hart et al. opisuju PLSR
model za préenje dvije komponente tijekom reakcije eterifikacy fazi gdje je volumen
reakcijske smjese konstantan odnosno tijekom Za@®gji% konverzije. Kalibracija je ¢ana
istim principom odnosno iz spektara izmjerenih kigjgn reakcije i to na 47 izmjerenih
Ramanovih spektara. Taker u navedenom istrazivanju koristen je isti spekigtar kao i u
ovom, te je iz slika spektara vidljiva pojava vrgeaffirnog prozora no autori ne daju nikakav
komentar na dathe vrpce kao ni njihov utjecaj na kvalitetu regsdsdg modela. Nadalje,
autori su koristili razliite kontrolne brojeve od istog proizd@a polaznog spoja i prikazali
njegov utjecaj na pozadinsku fluorescenciju idmé&alibracijskin eksperimentata no to nije
rezultiralo problemom s razltim relativnim intenzitetima e samo udjelom pozadinske
fluorescencije za koji je poznato da se lako mddeniti korekcijom bazne linije¢° U ovome
je istrazivanju pokazano da se metodom MSC mogugikati i izrazeniji efekti u
kalibracijskom setu podataka, kao Sto je razlikaralativnim intenzitetima izmiu
kalibracijskin eksperimenata uzrokovana r&tdin profilom onegis¢enja u polaznim

materijalima od razéitih proizvodaca koji time utj€u na odziv.

4.11. Kristalizacija spoja 2

Kristalizacija spoja2 pratena je Ramanovom spektroskopijamline na kalibracijskom
eksperimentu 6. Kristalizacija je provedena néimapisan u poglavlju 3.3.1. Spekin-line

mjereni su svakih 5 minuta te su ofeai vektorskim normiranjem, korekcijom bazne linije
metodom MSC. Nepotpuni skup Ramanovih spekiarline prikazan je na slici 4.74.

Obraieni spektri su potom analizirani metodom PCA.
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Slika 4.74. Normirani Ramanovi spekiniline izmjereni tijekom kristalizacije produkta u
kalibracijskom eksperimentu 6 u podjwod 1600 cr* do 400 crt uz korekciju bazne linije

i viSestrukog rasprsenja.

Iz Ramanovih spektara-line vidljivo je da kristalizacijom produkta dolazi dmatnih
promjena u smislu nestajanja i nastajanja karakt&nih vrpci. Tako primjerice nestaju vrpce
pri 1362 cm’, 1300 cm' i 1227 cm* dok se paralelno pojavljuju vrpce pri 1355¢m.313
cmt, 1189 cm' i 962 cm?, karakterisine za Ramanov spektar sp@ai ¢vrstom stanju.
Takaier se moze zakljiti da iz reakcijske smjese kristalizira polimorffama B. Polimorfi
A i B se na temelju Ramanovih spektara mogu tdtzlna dva ndina. Prvi je na temelju
karakteristine vrpce pri 1364 cht U sluiaju polimorfa A navedena vrpca izostaje, a u
sluicaju polimorfa B je prisutna. Drugi je na temeljujema relativnih intenziteta vrpci pri 842
cm i 836 cm™. Omjer u iznosu visem od 1 karaktediati je za polimorf B, a manji od 1 za

polimorf A8’ U oba sldaja izmjereni spektri potduju nastanak polimorfa B.
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Slika 4.75. Normirani Ramanovi spekimiline izmjereni tijekom kristalizacije produkta u
kalibracijskom eksperimentu 6 u podjwod 1600 crm* do 400 crt uz korekciju bazne linije

I viSestrukog rasprsenja.
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Slika 4.76. Faktorski bodovi PC1 i PC2 kroz vrijedabivenih PCA analizom oldanih

Ramanovih spektaia-line tijekom kristalizacije spoja u kalibracijskom eksperimentu 6.

Iz trenda faktorskih bodova prikazanom na slici64.vidljivo je da PC1 kvalitetno
opisuje smanjenje koncentracije otopljenog sp®jaPC2 opisuje udio iskristaliziranog
produkta iako je izmi#u 40. i 50. minute primjen oStar pad u vrijednosti faktorskih bodova.
U 30 minuta po dodatku NTS postiZze se stacionatanjes sustava. Tijekom tih 30 minuta
primijecen je i porast pH vrijednosti sustava s 9,3 nasfhfe u skladu s kristalizacijom spoja
2 u neutralnom obliku. Korekcijom pH na 9,1 vidljiy@daljnja kristalizacija spoja. Nakon

15 min mijeSanja sustav opet dolazi u stacionatanjs te je pH ponovno korigiran. OStar
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pad PC2 faktorskin bodova nakon finalne korekcijd moze se objasniti pojavom
sekundarne nukleacije i naglog porasta bragatica. Nakon ukupno 90 min od detka

kristalizacije u sustavu vise nema &aj@ih promjena.
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Slika 4.77. a) PC1 i b) PC2 optéemja po valnim brojevima dobivenih PCA analizom

obratenih Ramanovih spektanaline tijekom kristalizaciju u kalibracijskom eksperinmer6.

Ramanovi spektiin-line analizirani su i metodom MCR-ALS. Rezultat koncanijskog
profila za dvije komponente prikazan je na slici8l. Vidljivo je da MCR komponenta 1
prikazuje smanjenje koncentracije sp@aiz otopine na stian n&in kao i PC1l. MCR
komponenta 2 prikazuje tijek kristalizacije spdaNa slici 4.79 prikazani su iztanati
spektri¢istih komponenti. Usporedbom sa slikama 4.7 i 4vidljivo je da MCR komponente
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1 i 2 prikazuju spektre spofau metanolnoj otopini i, izuzev vrpca metanola ptb@ cm™ i

1034 cm?, u&vrstom stanju.
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Slika 4.78. Rezultat MCR-ALS analize Ramanovih $aekin-line izmjerenih tijekom

kristalizacije spoj&@ nakon reakcije oksidacije, prikazan kao vremeirekid

koncentracijskog profila za MCR komponente 1 i 2.
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Slika 4.79. 1zraunati Ramanovi spektri dvijgistih MCR-ALS komponenti tijekom

kristalizacije spoj& nakon reakcije oksidacije.
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§ 5. ZAKLJU CAK

Ovim je istrazivanjem pokazano kako je sintetskakogu API-a omeprazola mode pratiti
kvantitativno Ramanovom spektroskopijom-line u kombinaciji s prediktivnim PLSR
kalibracijskim modelom. Model tmo izr&unava udjele sve tri reakcijske komponente na
temelju Ramanovih spektara tijekom cijelog trajangakcije unatd cinjenici da sustav
tijekom reakcije prolazi dinar&mu promjenu volumena i da je brzina dodavanja Glsd
tijekom reakcije varijabilna. Pokazano je da jelaoan spektara metodom PCA magu
diskrimimnirati razltite proizvaiate polaznog spojd. Takaier je pokazano kako metoda
obrade spektara MSC moze uspjeSno anulirati efe&tdscirajdin oneiscenja prisutnih u
polaznom materijalu, na priguSenje Ramanovog sagndbkazano je i da metoda PCA u
ovom sl#aju nije pogodna za kvalitativnu procjenu trajamgakcije s obzirom da pri
razlicitim eksperimentalnim uvjetima udio opisane vargarkao i opter&enja po pojedinoj
glavnoj komponenti znatno variraju. Ispitivane sivije razltite metode predobrade spektara
te se metoda obrade vektorskim normiranjem i kaoy@kcbazne linije pokazala uspjesnijom
od prve derivacije. Metoda je tak&r uspjeSno implementirana za kvantitativno¢enge
reakcijein-line u kilolaboratorijskom mijerilu.

Dodatno, Ramanova spektroskopijaine u kombinaciji s MCR-ALS modelom uspjesno
je primijenjena u semikvantitativnom gemju kristalizacije omeprazola kao irusituanalizi

polimorfa koji nastaje kristalizacijom.

Damir Sahni¢ Doktorska disertacija



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola

117

§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

AHM — Amonijev heptamolibdat

ALS —engl.Alternating Least Squares

API — engl.Active Pharmaceutical Indgredient
ATR — engl.Atenuated Total Reflectance

AU — engl.Absorbance Unit

BL — bazna linija

CPP — englCritical Process Parameters

CQA - engl.Critical Quality Attributes

CRB - engl.Concave Rubber Band

EMEA —eng. European Medicines Agency
FDA — engl.Food and Drug Administration
FDF — englFinal Dosage Form

FT — engl.Fourier Transformed

FTIR- engl.Fourier Transformed Infrared

IR — engl.Infrared

MCR — engl.Multivariate Curve Resolution
MIR — engl.Mid Infrared

MLR — engl.Multiple Linear Regression

MSC - englMultiplicative Scaterring Correction
NCE - englNew Chemical Entity

NIPALS — engl.Nonlinear Iterative Partial Least Squares
NIR— engl.Near Infrared

NTS — natrijev tiosulfat

OFAT - engl.One Factor At a Time

OVAT - engl.One Variable At a Time

PC — englPrincipal Component

PCA — englPrincipal Component Analysis
PCR — englPrincipal Component Regression

PLSR — englPartial Least Squares Regression
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QbD — englQuality by Design

RF — englResponse Factor

RMSECV —engl.Root Mean Square Error of Cross Validation
RMSEE —engl.Root Mean Square Error of Estimation
RMSEP -engl.Root Mean Square Error of Prediction
SEE — englSum of Squared Errors

SNV - engl.Standard Normal Variate

SVRM - engl.Support Vector Machine Regression
UV — engl.Ultraviolet

Vis — engl.Visible

VN — vektorsko normiranje

VWD - engl.Variable Wavelenglht Detector
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Slika 8.1. Obrdeni Ramanov spektaiff-line spoja MTX u¢vrstom stanju u podeyu valnih
brojeva od 1700 cmdo 150 cri". Snaga lasera pri mjerenju iznosila je 100 mW.
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Slika 8.2. Obrdeni Ramanov spektaiff-line spoja OMP-CI x HCI @vrstom stanju u
podruEju valnih brojeva od 1700 crhdo 150 crit. Snaga lasera pri mjerenju iznosila je 100
mW.
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Slika 8.3. Obrdeni Ramanov spektarff-line metanola u podtiju valnih brojeva od 1600

cm ! do 400 crii-.
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Slika 8.4. Obrdeni Ramanov spektaif-line spoja AHM uc¢vrstom stanju u podju valnih
brojeva od 1600 cmdo 100 crit.
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Slika 8.6. HMBC spektar spoja
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Slika 8.8. COSY spektar spaia
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Slika 8.9. HMBC spektar spoja
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Slika 8.10. HSQC spektar spda
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Slika 8.12. HMBC spektar spoja
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VWD1 A, Wavelength=2é0 nm (27102015\004-1201.D)
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Slika 8.13. Kromatogram spoja Retencijsko vrijeme: 4,13 min. Kromatografskstoca:
100,0 %.
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (29102015\006-1601.D)
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Slika 8.13. Kromatogram prekristaliziranog spdjdetencijsko vrijeme: 2,89 min.
Kromatografska&istoca: 99,2 %.
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Slika 8.13. Kromatogram sirovog sp@aRetencijsko vrijeme: 2,56 min. Kromatografska
cistoca: 98,0 %.
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Slika 8.13. Kromatogram prekristaliziranog sp8jd&etencijsko vrijeme: 2,64 min.

Kromatografsk&istoca: 99,2 %.
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Slika 8.14. Dijagram korelacije odstupanja regssi vrijednosti od stvarnih vrijednosti

udjela spojdl i stvarne vrijednosti udjela spalana validacijskim uzorcima modela 1-B-2 sa

3 faktora.
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Slika 8.15. Dijagram korelacije odstupanja regsddij vrijednosti od stvarnih vrijednosti
udjela spoj& i stvarne vrijednosti udjela spafana validacijskim uzorcima modela 1-B-2 sa
4 faktora.
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Slika 8.16. Dijagram korelacije odstupanja regsddij vrijednosti od stvarnih vrijednosti
udjela spoja i stvarne vrijednosti udjela spdgana validacijskim uzorcima modela 1-B-2 sa
4 faktora.

Damir Sahni¢ Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak XXV

—
oo

—
(=]

[ TR s T e R |
— =X
M3 =

0.1
0.03 & .

0.08 %i"‘ o @
0.04 L o
= ¢
0.02 5 T ] ?
0 T
4e-5 000014 000029  0.00044  0.0005% 000074  0.00089
Reziduali

[
F

whalanobisova udaljenost

M.

Slika 8.17. Dijagram korelacije Mahalanobisove jafadsti i reziduala validacijskih spektara

modela 1-B-2 za spdj sa 3 faktora.
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Slika 8.18. Dijagram korelacije Mahalanobisove jafadsti i reziduala validacijskih spektara

modela 1-B-2 za sp@ sa 4 faktora.
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Slika 8.19. Dijagram korelacije Mahalanobisove jafadsti i reziduala validacijskih spektara

modela 1-B-2 za sp@ sa 4 faktora.
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§ 9. ZIVOTOPIS

Roden sam 14. ozujka 1985. godine u Zagrebu gdje salnaig@o osnovnu Skolu Josipa
Rai¢ca, a potom IX. gimnaziju. Prirodoslovno-materthtifakultet SvediliSta u Zagrebu,
Kemijski odsjek, smjer dipl. inZ. kemije, upisaons&003. godine. Diplomski rad pod
naslovom ,Sinteza adamantilnih ami@amanozil i O-galaktozil L-serina“ izradio sam u
laboratoriju Zavoda za organsku kemiju pod mentorst prof. dr. sc. Slanke Tomg-
Pisarové i neposrednim vodstvom dr. sc. Rosane RibBliplomirao sam u prosincu 2007.
godine te sam odlikovan Medaljom Kemijskog odsjelazvrstan uspjeh tijekom studija.

Tijekom zadnje dvije godine studija, bio sam stiglish PLIVA-e, te sam po zavrSetku
studija u sijénju 2008. Godine, u PLIVA-i zaposlen u odjelu Rgzpostupaka kemije na
radnom mjestu Suradnika u razvoju. Nakon godinuadada prelazim na poziciju Voditelja
grupe u odjelu Pilotni laboratorij i postrojenjejgdiobivam odgovornost denja projekata u
vidu razvoja i uvéanja novih procesa priprave aktivnih farmaceutsipstanci. Pgetkom
2017. godine promoviran sam u ViSeg voditelja grupedatno na odgovornosti vezane uz
vodenje projekata, dobivam i odgovornost za Laborpiaikristalizacijske procese gdje se
pocinjem intenzivno baviti primjenom tehnika Procesaaliticke tehnologije i naprednih
tehnika upravljanja u kristalizacijskim procesima.

Doktorsku sam disertaciju izradio u Pilothom latorgu odjela Istrazivanje i razvoj,
TAPI Pilot, PLIVA Hrvatska d.o.0. pod mentorstvomop dr. sc. Predraga Novaka.
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