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U razvoju lijekova va no je izabrati najprimjerenikristalnu formu aktivne tvari. Tvari, koje
su stabilne samo u odenom pH podryu, predstavljaju izazov za razvoj formulacije.
Istra ivana molekula omeprazol spada u skupinu @iegdijekova koji su inhibitori protonske
pumpe u ljudskom organizmu, a njihovo je glavnoljelpe sna no i dugotrajno smanjenje
stvaranja eluane kiseline. Za prazole je poznato, da su osjetip degradaciju u kiselom
okru enju. Zato se u formulaciji stabiliziraju alkém dodacima ili se daju u obliku banih
soli. Priprava i karakterizacija bamih soli je potrebna u slaju izravne uporabe u
formulaciji, odnosno i za pranje mogueg zasoljavanja slobodne molekule. Za potrebe
istra ivanja sintetizirane su soli omeprazola iz ugke alkalijskih (Li, Na, K) i
zemnoalkalijskih metala (Mg, Ca). Istraena su kikalno-kemijska svojstva pet soli,
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§1. Uvod 1

§1. UVOD

U razvoju lijekova va no je izabrati najprimjereunikristalnu formu aktivne tvari. Ve&nom su
osnovne opcije uporaba slobodne baze, kiselineali. Tvari, koje su stabilne samo u
odre enom pH podryu, predstavljaju izazov za razvoj formulacije. @@azole je poznato, da
degradiraju u kiselom okru enju. Zato se u formijlagtabiliziraju alkalnim dodacima ili se
daju u obliku bazinih soli! Priprava i potpuna karakterizacija bagh soli je potrebna u
slu aju izravne uporabe u formulaciji, odnosno i za prge mogueg zasoljavanja slobodne
molekule. Za potrebe istra ivanja sintetizirag@ se soli omeprazola s metalima iz skupine
alkalijskih (Li, Na, K) i zemnoalkalijskih metaldg, Ca). Istra it e se i fizikalno-kemijska
svojstva koriste analiti ke metode Ramanova i infracrvena spektroskopijawwi€rovom
transformacijom te mikrospektroskopija, analizaeranopostolju/Raman, dinankia sorpcija
vlage/Raman, NMR (nuklearna magnetska rezonanci®PD (engl. X-Ray powder
diffraction—difrakcija rentgenskih zraka na polikristalnom tkzg, TGA (termogravimetrijska
analiza), DSC (engl. Diferencial scanning calorimetry diferencijalna pretra na
kalorimetrija). Cilj je potpuna spektroskopska kdesizacija spomenutih soli, a bite
istra ene i kemijske veze s obzirom na uporabljation pomou spektroskopskih podataka,
to nije promjene na NH vezi benzimidazolnog prstena koje slijede zbogrdmnacije i
blizine iona alkalijskih odnosno zemnoalkalijskiletala.

Spoj 5-metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-piridiymetil]sulfinil]-1 H-benzimidazol
(u daljnjem tekstu omeprazol ili OMP) je inhibiforotonske pumpe na na da ireverzibilno
blokira enzimski sustav vodik/kalij adenozintrifatize (H/K*—ATPaze) eluane parijetalne
stanice. Spoj se koristi u uvjetima gdje inhibiagéu ivanja elu ane kiseline mo e biti od
koristi, uklju uju i sapiracijske sindrome, dispepsiju, bolest pewty ira, Zollinger-
Ellisonov sindrom i drug.U pripravi gotovih oblika (formulaciji) koriste spak razni
stabilizatori kako bi se sprijga kemijska reakcija pomaih tvari i omeprazola. Pri tome
postoji teoretska mogunost presoljavanja. Ovim istra ivanjem eljela selkjazati mogunost
pra enja tog efekta infracrvenom i Ramanovom spektrpgtim. Tehnike, infracrvena
spektroskopija s Fourierovom transformacijom, difiga rentgenskih zraka na praskastom

uzorku te nuklearna magnetska rezonancija koriS&neprimarno za identifikaciju soli
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§ 1. Uvod 2

omeprazola (usporedba sa literaturnim podacima)daljlg infracrvena i Ramanova
spektroskopija bite koriStene za asignaciju karakteristh vrpci karakteristinih za pojedinu
sol. Prije svega to se odnosi na veze karaktamstza benzimidazolni prsten (NH, C=C N i
S C=N) te S=0 vezu koja je most izme benzimidazolnog prstena na kojem se daga
promjene i ostatka molekufé:®

U farmaceutskoj industriji od presudne je va nagspolaganje stabilnim proizvodom
odre ene topljivosti i bioraspolo ljivosti. Pripravom koaktivne tvari (u ovom sluaju
omeprazola) moge je utjecati na stabilnost i topljivost/biorasphieost. S obzirom na
postojanje stereokemijskog centra omeprazol poksé@R i Sizomer, pri emu oba pokazuju
aktivnost, ali seS izomer metabolizira sporije i reproducibilnije Stezultira produ enim
djelovanjem S-omeprazola (njegova se koncentracija kroz du gemre odrava u krvif
Omeprazol, organska molekula koja iskazuje kisetgssva (benzimidazolni dio), prana je
pri razli itim uvjetima temperature i vlage (fizikalnim paratnma kojima je sama aktivna
tvar najviSe izlo ena), a primarna tehnika pFaja bila je vibracijska spektroskopija. Osim u
razumijevanju stabilnosti pripravljenih spojeva pomn razli itih spektroskopskih tehnika,
potpuna karakterizacija vibracijskih spektara ttabhi pomoi u razumijevanju procesa
nastajanja soli te dati odgovor na to Sto se daga molekulom omeprazola prilikom

nastajanja soli.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Prazoli inhibitori protonske pumpe

Prazoli su kemijski spojevi koji spadaju u skupinhibitora protonske pumpe (engkoton
pump inhibitors, PPI) ije je glavno obilje je smanjenje proizvodnje/knja elu ane
kiseline. Ta skupina lijekova koristi se za ligmje brojnih bolesti i stanja organizma kao Sto
su sindrom kisele aspiracije, dispepsiju, bolegitippog ira, Zollinger-Ellisonov sindrom,
kao dio terapije u lijeenju Helycobacter pylorii druge. Potreba za sintezom i primjenom
takvih lijekova intenzivirala se 60-ih godina dvadtg stoljea, zbog elje da se umanje vrlo
neugodne tegobe prouzeme pojaanim lu enjem elu ane kiseline, od kojih su kardialgija
(garavica) i peptini ir naju estalije meu stanovniStvom. TadaSnja terapija pepdg ira
uklju ivala je primjenu antacida kako bi se neutralizismviSak eluane kiseline, no to je
bila samo privremena mjera i operacija je bilanedirajno rjeSenje uz sve posljedice koje
nosi sa sobom.

Razvojni put prazola zapmje krajem €2-ih godina kada joS detaljan biokskiiput
lu enja elu ane kiseline iz parijetalnih stanica nije bio pdzre danas je objaSnjen do
zadnjeg detalja. Prvi komercijalno primjenjeni sp@) je cimetidin (patentiran kasnih 70-ih
godina), no njegova mana bila je kratko vrijemelaljjanja. Paralelno zapmje ,projekt
omeprazol“ koji je kao ishodiSte istra vanja imgaog 2-(piridin-2-il)etantioamid (u daljnjem
tekstu CMN131), koji zbog svoje toksiosti nije bio primjenjiv. Nastavkom istra ivanja
sintetiziran  je  antisekretorni  benzimidazolni  spoj2-((piridin-2-ilmetil)tio)-1H-
benzof]imidazol (u daljnjem tekstu H 124/26), koji nijéoltoksi an, no zbog patenta koji je
postojao za taj spoj u lijjenju tuberkuloze, iskoriSten je njegov metabolijoS boljim
antisekrecijskim djelovanjem, koji je nazvan timapol (H 83/69% Daljnja toksikoloska
istraivanja na tom spoju otkrila su da timopraamstorkuje proSirenje Stitnja (tiroidne
lijiezde), pa je sintetiziran pikoprazol koji nijenao tih nuspojava.Razvojem biokemijskih
istra ivanja na novo otkrivenoj protonskoj pumpi (K*—ATPaza), objavljeni su radovi u
kojima je pokazano da je aktivacija protonske pumpekrecijskim membranama parijetalne
stanice konani korak u izluivanju kiseline!®** Ta injenica u kombinaciji sa znanjem o

djelovanju benzimidazolnih spojeva na spreanje sekrecije elane kiseline potakla je
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§ 2. Literaturni pregled 4

daljnji razvoj tijekom kojeg je i potveno da supstituirani benzimidazolni spojevi intahir
lu enje eluane kiseline blokiraju H'/K*—ATPazu*?*'® Pristupilo se "optimizaciji"
molekule pikoprazola. Budu da se slabe baze akumuliraju u kiselom dijeluijg@@ine
stanice blizu protonske pumpe, dodavani si sugstitina piridinski dio molekule kako bi se
postigla viSa pK vrijednosti i time maksimizirala akumulacija unutaarijetelne stanice. U
kona nici to je rezultaralo spojem koji je nazvan omeptaRazvojni put prazola od spoja
CMN131 do omeprazola, a opisan u prethodnom teks#ii ki je reprezentiran preko

strukturnih formula sintetiziranih spojeva na slici

L )
/

N/ NH.
[CMN 131] [H 124/26] (1973)
| e (|:| CO,CH,
_ I\ NN\
O @@ 952004
H/ CHs
Timoprazol [H 83/69] (2974) Pikoprazol [H 149/94] (1976)
) %j@ l*@ .
Omeprazol [H 168/68] (1979) Esomeprazol (1983)

Slika 1. Razvojni put inhibitora protonske punfpe.

elja za poboljSavanjem rezultata lijenja rezultirala je daljnjim istra ivanjima na paima
pa je otkriveno da optki izomer omeprazola — esomeprazol ima joS boktodanje kao PPI
(opisano u poglavlju 2.2., stranica 10), a do danapatentirani i u komercijalnu uporabu

stavljeni joS i lansoprazol, deksalansoprazol, gamaizol, rabeprazol i ilaprazol za lignje
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sli nih bolesti. Istraivanje u svrhu ispitivanja iakovitosti pojedinih od predhodno
navedenih lijekova objavili su P. Miner i suradfifdiestirajui 34 pacijenta razlite ivotne
dobi sa simptomima bolesti gastroesofagalnog refluka koji su bili negativni na
Helycobacter pylori Na njima su ispitivali djelovanje esomeprazolameprazola,
lanzoprazola, rabeprazola i pantoprazola kroz paadCil;j istra ivanja je bio otkriti, koji e
od navedenih lijekova najdu e zadr ati intragast pH vrijednost iznad 4. Studijom je
utvr eno da znajno du e djelovanje u odr avanju pH vrijednostianesomeprazol (14 sati),
dok su rabeprazol (12,1 sat), omeprazol (11,8,datizoprazol (11,5 sati) i pantoprazol (10,1
sat) imali redom slabije djelovanje. Razlog za takezultate nalaze u jasnoj vezi izrae
stupnja izlo enosti esofagelnoj kiselini lienjem erozivnog esofagitisa® s obzirom da
esomeprazol ima inkovitiju farmakodinamiku potiskivanja kiseline aastalih ispitivnih
inhibitora protonske pumpe.

Sli no, ali joS opse nije istra ivanje na 274 pacijeadest godina kasnije, opisao je u
svojem radu Ri-Nan Zherld,gdje je usporévana je uinkovitost omeprazola, lanzoprazola,
pantoprazola te esomeprazola u Heju simptoma bolesti gastroesofagenalnog refluksa
(GERDY"?! odnosno kardialgije. Po analizi rezultata zaldjuwo je, da je esomeprazol
u inkovitiji u suzbijanju simptoma kardialgiie od ad tri ispitivana prazola, pogotovo
primjenom kroz du i period (nekoliko tjedana), rorazlike u uinkovitosti nisu bile izra ene
u tolikoj mjeri da bi dovele u pitanje daljnju prjemu terapije omeprazolom, pantoprazolom
ili lanzoprazolom. Slina istra ivanja proveli su i neki drugi znastveniai jedno opse no

istra ivanje na opisanu temu potpisuje S. J. Edwasa suradnicim®.
2.1.1. Mehanizam djelovanja inhibitora protonske pumpe

elu ana kiselina je zaslu na za razgradnju hrane ucelwali prevelika koliina izlu ivanja
iste mo e uzrokovati kardialgiju. Smanjivanje kofie kiseline u elucu mo e smanjiti
vjerojatnost nastanka kardialgije. Na edunoj stijenci postoje milijuni gastkih jama iz
kojih se izluuje elu ana kiselina. Stanice koje se nalaze na gdsijrijami su mukozne
stanice koje izluwju sluz, G stanice koje izluje gastrin (peptidni hormon) i parijetalne
stanice (stanice elwanog epitela) koje izlwju klorovodi nu kiselinu. Protonska pumpa

prisutna u parijetalnim stanicama je odgovorna Za ivanje kiseline i locirana je na
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luminalnoj strani parijetalne stanice, a ulogaj@jda aktivho prenosi protone (s ATP-a) u
elu ani lumen, dok kalij prenosi nazad u parietalnmistauz hidrolizu ATP-&2

PPI su lijekovi koji spreavaju mnogo aktivnih protonskih pumpi u proizvodejiu ane
kiseline. Lijek se ireverzibilno ve e na protonsgumpu spreavaju i aktivni prijenos protona
odnosno njihovo vezanje (slika 2). To posljedi uzrokuje smanjeno lenje elu ane

kiseline iz eluca®

/ Jednjak Protonska
pumpa u

membrani

parijetalnih
stanica

eludac

Slika 2. Mehanizam djelovanja inhibitora protongkenpe u organizmtf.

U slu aju inhibitora protonske pumpe omeprazola djelowargpoinje tek prelaskom tog
spoja u aktivni oblik u kiselom okru enju. On jeabl baza i speciino se koncentrira u
kiselim sekrecijskim kanalikulama parietalne stanigdje se aktivira proscesom protonske
katalize kako bi nastao sulfenanifdTaj nastali sulfenamid ve e se kovalentno sa dilfiim
skupinama cisteinskih ostataka u vanjskostasmn okolisu HK'—ATPaze (Cys 813) te tako
inhibira njezinu aktivnost® Na slici 3 prikazan je nin aktivacije i djelovanje molekule

omeprazola u parijetalnoj stanici.
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Slika 3. Aktivacija i djelovanje molekule omeprazal parijetalnoj stanié’

2.2. Omeprazol

Istraivana molekula 5-metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5veetil-2-piridinil)metil]sulfinil]-1 H-
benzimidazol (omeprazol) spada u skupinu prazajekdva koji su inhibitori protonske
pumpe u ljudskom organizmu. Njihovo je glavno abj§ sna no i dugotrajno smanjenje
stvaranja eluane kiseline. Inhibitori protonske pumpe su m@&ajprodavanijim lijekovima
u svijetu, a prvi meu njima je omeprazol koji je na listi esencijalnifekova Svjetske
zdrastvene organizacifeDetaljan opis djelovanja inhibitora protonske pemmalazi se u
poglavlju 2.1.1.

Omeprazol se mo e davati oralno kao baza ili mageea sol, odnosno intravenozno
u obliku natrijeve soli. Oralna primjena ovog liggknogua je preko tableta ili kapsula koje
sadr e pelete — male kuglice reda vele najeS e oko 1000 um, sastavljene iz 8me jezgre
koja je oblo ena s nekoliko slojeva; sloj koji sadaktivnu tvar, zastitni sloj te vanjski sloj,
Sto omoguuje postepeno otpustanje lijeka u organizam.

Postoji vise puteva sinteze omepraZdld no meu najcitiranijima je priprava
omeprazola objavljena u patentu iz 1986. godingy lsai objavili Brandstorm i LamriTt.

Reakcija sinteze prikazana je na slici 4.
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Slika 4. Sinteza molekule omeprazola objavljenatemtu US 4,620,008.
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Reakcija se sastoji od deset koraka, a zapm iz 2,3,5-trimetilpirdina (1), koji se oksidira
vodikovim peroksidom u octenoj kiselini dajuN-oksid (2). Slijedi nitriranje koristé smjesu
sumporne i dusShe kiseline kojom nastaje 4-nitro derivat (3). Nigkupina se zatim uklanja
hidroksimetilacijom daju me uprodukt (4). Dodavanjem anhidrida octene kiseforenira
se esterski derivat (5), a u Sestom koraku konstenake baze nastaje alkohoija se
hidorksilna skupina potom zamjenjuje kloridom kteis tionil-klorid. Tako nastaje
2-klorometil-4-metoksi-2,3,5-trimetilpiridin (7). &jnjom reakcijom sa benzimidazolom (8)
klor izlazi iz spoja, pa nastaje spoj (9), kojiimainom koraku oksidacijom tioeterske skupine
pomo u vodikovog peroksida daje omeprazol (10).

Molekula omeprazola sastoji se od tri glavna dijelaenzimidazolnog prstena,
premosuju e sulfoksidne skupine i piridinskog dijela. Naddjiéan utjecaj imaju i metoksi
skupine, pa je tako benzimidazolni dio na jednomopgu supstituiran metoksidnom
skupinom, dok je piridinski dio supstituiran jednonetoksidnom i dvije metilne skupifi@.

Benzimidazoli su spojevi va ni zbog svoje komerkigi farmaceutske primjene budu
pokazuju farmakoloSku aktivnost. Osnova benzimitkazeu Sesterdani benzenski i
peterolani imidazolni prsten na kojemu je prisutna HN skupina koja je prikladna za
odcjepljivanje protona pa tako nastaju soli, a brovkonkretnom slwaju soli omeprazol&

U Ramanovim spektrima vrpce koje karakterizirajuawp N H skupinu na omeprazolu
opaene su na 1514 cthu infracrvenom spektru, odnosno na 1510 tm Ramanovom
spektru. Benzimidazol kao dio molekule omeprazefalighije je opisan u poglavlju 4.2.2.

Sulfoksidna skupina je pak osnova sulfoksidnog moatona je ujedno i stereokemijski
centar molekule pa omeprazol postoji kaa S izomer (slika 5) pri emu oba pokazuju
aktivnost, ali seS izomer metabolizira sporije i reproducibilnije Stezultira produ enim
djelovanjem S-omeprazola (njegova je koncentracija kroz du eewne odrana u Kkrvi).
Omeprazol je racemat — smjesa oba enantiomerajerwrh : 1 i uglavhom se kao takav

ugra uje u komercijalne proizvode (tablete i prije svegiete (kapsulef).
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Slika 5.Ri Senantiomeri omeprazola.

Someprazol, s obzirom na svoje karakteristike, takge pogodan za koriStenje u ralm
oblicima lijekova. isto a istogaS-omeprazola iznosi i do 99 %. Zanimljivo je spom&mnu
to, da je tijekom istra ivanja i uspor&vanja rezultata otkriveno dR-izomer omeprazola
bolje djeluje na Stakores-izomer omeprazola na ljude, dok je na psima zabilj jednako
vrijedan uinak3®

Piridin je kemijski spoj strukturno povezan sa lmmam, ali je jedan C atom iz
Sesterolanog prstena zamijenjen duSikovim atomom. Farn@#al je aktivan, a u
farmaceutskoj industriji esto se koristi kao prekursor zbog svoje aktivhdgiiidinski dio

omeprazolaini piridin supstituiran s dvije metilne i jednometoksidnom skupinoni.®

2.3. Kristalna struktura omeprazola

Godine 1989, rijeSena je i objavljena kristalnailgura omprazold® U tom radu, Ohishi je
sa suradnicima zakljip, da omeprazol kristalizira u triklinskom sustavRiridin i

benzimidazol su povezani preko metilsulfoksidne pgrutrans-konformacija) u gotovo
potpuno koplanarnoj orijentaciji (slika 6). Nadalgh/ije centrosimetrno povezane molekule

tvore cikli ki dimer intermolekulskim NH---O vodikovim vezama, a ti dimeri se dr e skupa
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van der Waalsovim kontaktima izme susjednih aromatskih prstena u kristalnoj stnuktu
(slika 7).

Slika 6. Struktura molekule omeprazola, gledanamt@na piridinski prsten.
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(A)

(B)

Slika 7. (A) cikli ka dimerna struktura formirana preko it --O me umolekulskih
vodikovih veza reprezentirana t@stim linijama. (B) preklapajina in me u susjednim

aromatskim prstenovima.
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2.4. Natrijeva sol omeprazol:

Spoj  5-metoksi-2-R9-[(4-metoksi-3,5-dimetil-Qairidinil)metil]sulfinil] -1H-benzimidazol
natrij (u daljnjemtekstu natrijeva sol omeprazola ili OI-Na, slika § je najbolje istra ena sc
omeprazola ponajprije u svrhu ispitivanja mogypoboljSane topljivosti, bioraspolo ivo i
stabilnosti s obzirom da je poznato kako omepraaspada pod utjecim svjetlosti i
44,4546

temperaturé?** Ta sol je bijeli higorskopni prah topliv u vodi &tanol.

U komercijalnoj je upotrebi i daje se intravenoz

Slika 8. Predlo enatsukturna brmula natrijeve soli omeprazoionohidrat.”

U literaturnim navodima (prije svega patentima)jistia je poznato Sest formi natrijeve <
(A, B, C, D, E, F) te kristalniolvat®’****Naj e e i najbolje definirane su forme A i

Forma A je smjesa kristalnih formi i amorfnog maéda. Jedna od kristalnih formi ite

smjese (forma A) je hidratjednom ili dvije molekule vode, (kojih je jedna sna no vezar
u kristalnu strukturu, dok se druga lagano odstrangySenjem. Tako osuSena tvar sa
jednu snano vezanu molekulu v¢ vrlo je higroskopna te brzo sorbira vodu pod
standardnim uetima. Forma B je kristalna forma koja u usporestbnestabilnom forom A

ima bolja svojstva prije svega termodinanki je stabilnija i pravi je monohidrat. Uz to je
nehigroskopna &to jeini pogodnom za industrijsku primje.*” Najdetaljnije istra ivanje
(fizikalnu karakterizaciju) natrijeve soli otprazola i usporedbu sa polaznim spoj
(omeprazol) objavio je F. S. Murakami sa suradna.> U radu je istra ena karakterizaci
omeprazola (OMPY vrstom stanj, natrijeve soli omeprazola (OMRa) te dehidratiziran
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soli omeprazola (DOMP-Na) korisie tehnike termike analize (TGA/DTG i DSC),
infracrvenu difuznu refleksiju (DRIFT), skeniraju elektronsku mikroskopiju (SEM) te
rentgensku strukturnu analizu na praskastom uzEfRPD), kojima je uoeno da natrijeva
sol omeprazola egzistira kao monohidrat te da igei tki razli ito ponasa od bazie forme
omeprazola.'H NMR spektroskopskom analizom u istom radu obgsmjje da zbog
kristalne vode u natrijevoj soli nastaju jake mmnolekulske sile koje daju izrazitosrstu
strukturu kristalnoj reSetki. Dehidratacijom seuktura poruSi i nastaje amorf. Nadalje
ispitana je i stabilnosti omeprazola, OMP-Na i DOMR koristei neizotermalnu kinetku
analizu-Ozawinu metodi’>* Uo eno je da je omeprazol u obliku soli stabilniji ol
bazi ne forme. U konanici predloena je i kristalna struktura hidrata tmave soli
omeprazola, temeljena na rijeSenoj kristalnoj strilomeprazold®>?1z predlo ene strukture
(slika 8) je vidljivo da je jedna molekula vode @ea je vodikovim vezama preko duSika na
imidazolnom prstenu ((C=)N---HD) i sulfoksidnom grupom (S=0O---H) jedne molekule
natrijeve soli omeprazola, te 8---O interakcijom (povremeno se opisuje kao shatidikova
veza) pripisanu atomu C8 (8---0) druge molekule natrijeve soli omeprazolaiftarakcija
prema opisanom istra ivanju stabilizira sol. Sukiadsaznanjima u predstogm istra ivanju
karakterizacijom Ramanovih i infracrvenih spektat@kva se interakcija ini manje
vjerojatnom. Asignacija karakteristiih vrpci trebala bi ponuditi vjerojatnije rjeSenje
interakcija. Osnovna je pretpostavka da je vienjg@t da je veza ostvarena s kationom (u
ovom konkretnom slwaju govori se o ionu natrija).

Vrlo zanimljivo istra ivanje stabilnostR i Sizomera natrijeve soli omeprazola u usporedbi
s osnovnim oblikomR i S izomera omeprazola objavio je 2006. godine N. Mark sa
suradnicima® Koristei DSC metodu zakljio je da su oba izomera natrijeve soli
omeprazola termki stabilnija (taljenjeS izomera na 227 °C R izomera na 229 °C) od
neutralne forme omeprazola koji se tali na 153°t>°

S tim u vezi va no je spomenuti i istra ivanje obj@no u sklopu patenta US 4,738,974,
a u kojem je izmeu ostalog usporévana stabilnost omeprazola nasuprot natrijevaj €xba
spoja pohranjena su na Sest mjeseci na uvjete €3V 80 % relativhe viage. Po isteku
zadanog vremenskog perioda izmjerena je razinaadmsy produkta prisutnog u svakom
pojedinom spoju, a izraeno u postocima je izno$l& za omeprazol i samo 0,4 % za
natrijevu sol. 1z tih rezultata taker se povlae zakljuci o boljoj stabilnosti natrijeve soli

omeprazola nasuprot osnovnom obliku omeprazola.
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2.5. Magnezijeva sol omeprazola

Spoj  5-metoksi-2-R9-[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-piridinil)metil]sulfidi-1H-benzimidazol
magnezij (u daljnjem tekstu magnezijeva sol omegeadi OMP-Mg, slika 9) je jedina sol
koja se za sada komercijalno primjenjujevistom oralnom obliku, a nalazimo ju u tabletama

I kapsulama.

/\\/
///@
N 7
7N

/
e
\ /

Slika 9. Strukturna formula diomeprazol magnezija.

U literaturi je slabo istra ena pa tako nalazimé teekoliko patenata u kojima je opisana
priprava te djelomina fizikalna karkterizacija kristalne forme i amatf°"*® Pripravijena
magnezijeva sol omeprazola kristalizira kao mageezomeprazolat dihidrat sa dvije
kristalno vezane vode. Magnezijevu sol omeprazalbkau krhki kristali zbog kojih je
proizvodnja industrijskih razmjera donekle nepowvai®®°ali je sama sol vrlo stabilna pa je s

te strane njeno koriStenje komercijalno opravdaisplativo.
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2.6. Kalijeva, kalcijeva i litijeva sol omeprazola

Gotovo u potpunosti neistra ene su kalijeva, litgete kalcijeva sol omeprazola u smislu
fiziklalno-kemijske karakterizacije (tehnike, formstabilnost, usporedba sa omeprazolom
itd.). U literaturi nalazimo tek informaciju o prgwi i to ki taliSta za kalijevu sol, a litijeva
sol je pored toga okarakterizirana i NMR tehnik¥nKalcijeva sol je u usporedbi sa
kalijevom i litjevom nesSto bolje okarakterizirasamo sa stanoviSta uporabljenih tehnika jer
nalazimo uz informacije o pripravi, tki taliSta te NMR-u joS i XPRD te ternke metode
(DSC i TGA)M®!

2.7. Fizikalne osnove molekulskih vibracija

Molekule se sastoje od atoma koji imaju odneu masu i povezani su elasim vezama.
Zbog toga mogu izvoditi periodka gibanja i imaju vibracijske stupnjeve slobodea S
gibanja atoma u molekuli, gledano relativno mmesobom su superpozicije takozvanih
normalnih vibracija, u kojima svi atomi vibriraju istoj fazi i normalnom frekvencijom, a
razli itim amplitudama. Njihove su amplitude opisane nalmm koordinatama. ViSeatomne
molekule sN atoma posjeduju -6 normalnih vibracija (linearne imajuN35), koje
definiraju njihove vibracijske spektre. Ti spekbvise o masama atoma, geometrijskom
rasporedu i snazi kemijskih veza. Energija molelggesastoji djelomno od translacijske,
rotacijske, vibracijske, a djelommo i od elektronske energije. Ako prime energijulekule
se pobuuju u vibracijsko gibanje. Vibracijska energijakeantizirana i mo e poprimiti samo
to no odre ene vrijednosti koje se opisuju kvantnim brojevima.

Opis molekulskog gibanja nije mogu opisati samo klashom mehanikom, ve se
proSiruje kvantnom mehanikom. Zato se uvode odgguae matematike veli ine koje se
nazivaju kvantnomeharki operatori, a koji djeluju na funkcije stanja pravanog modela.

Operator koji odgovara ukupnoj energiji sustavardglkineti ke i potencijalne energije)

naziva se hamiltonijan, odnosno Hamiltonov opera&)r

H=T+V. (1)
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Vremenski neovisna (stacionarna), energijska stagleog kvantno meharkog sustava
dobivaju se kao rjeSenja jednad be vlastitih vijedti tog operatora,

H =E . (2)
To je upravo sa eti oblik Schrodingerove jednad pepisane sistemu u kojoj je vlastita

funkcija, a E pripadajua vlastita vrijednost energije sustava. Za jednedinijski i

jedno esti ni sustav Schrodingerova jednad ba potom glasi

T W=k (4. )

" 2m %2

Funkcija koja opisuje realnu vjerojatnost nala epjeeko cijelog prostora opisana je sa

zadovoljava uvjet normiranja
* d =1, 4)

Za diskretna energijska stanju jednodimezijskogriwer kog oscilatora dobiva se rezultat:
1
E, =hc n+5, =0,1,2,3.... (5)

je vibracijski kvantni broj, koji poprima sve ptigne vrijednsti ukljuuju i i nulu (za
osnhovno stanje sustava). Uvijek su dopusSteni satne eni prijelazi, odnosno =+ 1. To
su tzv.izborna pravilakoja se daju izvesti iz vremenski ovisne Schrodinge jednad be
koja opisuje meudjelovanje oscilatora i elektromagnetskog erga.

S druge strane, rotacijska enerdgijese klasino mehaniki prikazuje kao

E ==| 2 (6)
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gdje jel moment inercije, a kutna brzina, no i u ovom slaju prosirujemo opis sa

kvantnom mehanikom pa vrijede sljedajeSenja Schrodingerove jednan be

2
E =D

T8 2

JU+1)uzJ=0,1,2.. (7)

gdje jeJd rotacijski kvantni broj.
S obzirom, da za promjenu rotacijskog kvantnog arefijedi izborno pravilo u
infracrvenoj spektroskopijiJ = £ 1 ili 0, razliku meu rotacijskim termovima (E) slijede i

jednadbu E=h =hc mo emo opisati kao

F =2B@J +1) (8)

h
gdje jeB rotacijska konstant® = 3 2q| izra ena u valnim brojevima crh

2.8. Sekularna determinanta

Frekvencije i normalni modovi vibriranja mogu lptiedstavljeni/izraunani i matematki. Za
te raune potrebno je imati saznanja o interatomskimnaladuinama veza i kuteva
molekule.

eli li se izraziti odstupanja od ravnote nog polaja za viSeatomnu molekulu ddatoma
sustav se opisuje skupovima koordingtaY,, Z; za atom 1Xj, Y2, Z, za atom 2Xy, Yn, 2N
za atomN, ili op enitije g1, O, O, ..., Osn. Koordinateq; gdje jei = 1, 2, 3, ..., B se mogu
koristiti kako bi se izrazila potencijalna/)( i kineti ka energija ). Prikladni izrazi za

potencijalnu i kinetiku energiju su stoga

3N 3N 3N 3N

V= faq; i 2T = My aq; ©)

i=1 j=1 i=1 j=1
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gdje jegzapravo d/dt, aq; i g; sui-ta ij-ta koordinata koje nisu nu no jednake zaioglu aj
(i=jilii j).fj su konstante sile,ra; su funkcije atomskih masa.

Newtonove jednad be kretanja mogu biti zapisanegrangeovom obliku,

d 97 v _, (10)
dt fq; fla;
3N 3N
mag, + £, =0 (11)
j=1 j=1
ﬂv 3N ﬂT 3N d ﬂT 3N
ﬂQi j=1 ”qj ﬂqi j=1 uq] dt ﬂqi j=1 ”qj
Generalno rjeSenje zé&N3ednad be je potom
q; = A sin(\/_t+ ), (13)
gdje je NEEY. , a ta je jednad ba karakteristia za jednostavno harmoko gibanje.

U kona nici se sekularne jednad be opisuju preko jednaedbl) kao

(fn' m, )A1+(f12' m, )A2+)))+(f1,3N - m1,3N )ABN =0
(le' My, )A1+(f22' m,, )Az +x+(f2,3N - Myay )AsN =0

X X X X

(fSN,l' mSN,l )A1+(f3N,2 - m3N,2 )Az +x+(f3N,3N - m3N,3N )ABN =0

(14)

Ovaj skup linearnih homogenih jednand bi ima rjg&erazli ita od nule za vrijednosthA
samo za odresne vrijednosti . One mogu biti pronane koristei olakotnu okolnost da
determinanta vrijednosfi mora biti jednaka nuli.

2.9. Infracrvena i Ramanova spektroskopija

Elektromagnetsko zranje sastoji od izmjenjivog elektnog i magnetskog polja. Prema
kvantnoj teoriji, zraenje se iz izvora emitira u fotonima (diskretnindifgcama) pri emu su

energija fotona i frekvencija korelirane izrazom,
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E=h (15)

pri emu jeh Planckova konstanta, drekvencija fotona.

Fotoni odreene energije mogu biti apsorbirani (ili emitiraro)l strane molekule Sto
rezultira predajom energije. Kod apsorpcijske smakiopije to rezultira pobuvanjem
molekule iz osnovnog u pobeno stanje, priemu se govori 0 promjeni rotacijskg4),

vibracijske E.ip) ili elektronske energijeE) pri emu je promjena dana izrazom,
E=h =hc™ (16)

gdje oznakapredstavlja valni broj fotona.

Prilikom apsorpcije fotona, promjena energije jeipena. Prema Born-Oppenheimerovoj
aproksimaciji, energija molekule se mo e rastawitibroj elektronske, vibracijske i rotacijske
energije

ET = EeI + Evib + Erot (17)
Ramanova i infracrvena spektroskopija kod tvariwstom i tekuem stanju detektiraju
promjenu uE,j,, dok e kod tvari u plinovitom stanju detektirati promgen vibracijskoj i
rotacijskoj energiji Evip + Eror).

Vibracijska spektroskopija uvelike se oslanja narkmo mehanku teoriju harmoninog

oscilatora, ija je potencijalna energija molekule sastavljedalga atoma dana izrazom
1, 5
V(x)= > kx (18)

Krivulja potencijalne energije takvog sustava jenKcija udaljenostix izme u masa i
predstavlja parabolu (slika 10). Minimum parabaofaai za vrijednosix,, Sto predstavlja
ravnote nu udaljenost dva atoma. Konstanta sile knjera zakrivljenosti potencijalne jame u

blizini xe. Molekule raspola u samo s kvantiziranim energetskianjima, stoga je vibracijska
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energija diskretna velina. Pri odre enim uvjetima, molekule mogu prelaziti iz jedr

energetskog stanjadrugo, Sto se upravo mjeri spektroskopskim metoc

Xeg

Slika 10. Potencijalnanergija u odnosu na ramolekularnu udaljenosX, za diatomski

harmoni ki oscilator.

Kada se govori o infracrvenspektroskopiji, najes e se to odnosi na podre valnih brojeva
od 4000 do 400 cm, pri emu je odnos izme! intenzitet propustenog infracrven zra enja
i koncentracije analita dan Lamb-Beerovim zakonom.

Dvije najva nije komponente zopisivanje procesa apsorpcijfracrvenoy zra enja su
frekvencija zraenja i dipolni moment molekul Uvjet da bi doSlo do apsorpcije enreg
upadnog zraenja jesppromjena u dipolnom momentu moleki

Dipolni moment, , (dika 11) je funkcija mgnitude atomskih nabo e i njihovih

polo ajar;,

= &r. (19)

Interakcija infracrvenog zranja ¢ vibriraju om molekulom je mogwa samo ako elektmi
vektor zraenja polja oscilirastom frekvencijom kao i molekulski dipolni momeiibracija

je aktivna u infracrvenm podruju samo ako se molekuli dipolni moment mijenja u
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ovisnosti o0 normalnoj vibraciji koja se definiradkkombinacija promjena u polo ajima atoma

u molekuli,

m
T,

10 (20)

gdje jepn molekulski dipolni moment, g je normalna koordinata koja opisuje gibanje atoma

tijekom normalne vibracije izvan njihovih ravnotépolo aja.

VIjEME  mmmp

/'

Sile generirane _
elektromanetskim Dipol

poljem

Jedan
protonski
ciklus

Slika 11. Oscilirajue elektromagnetsko polje stvara oscilirgusuprotno usmjerene sile na
pozitivne i negativhe naboje molekularnog dipolgdhi razmak oscilira istom
frekvencijom kao i upadni foton.

Ramanova spektroskopija temelji se na sasvim drugrmcipima. Fenomen rasprsenja
svjetlosti mo e se opisati kao zmenje koje nastaje ured prijelaza mevibracijskim stanjima
dipola induciranog vanjskim elektromagnetskim poljeSvjetlom rasprSeni fotoni sadr e

uglavnom dominantno Rayleighovo i vrlo malu kolu Ramanove rasprSene svjetlosti. Kada
se vanjsko elektrno poljeE , primijeni na molekulu, elektroni i jezgre reagir&retanjem u
suprotnim smjerovima sukladno Columbovom zakonimigrnjeno vanjsko elektrno polje

stoga inducira dipolni moment u molekuli. Inducirani dipolni moment ovisi o flgkilnsti
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elektrona i jezgre pojedine molekule, a opisan g&afizbilnoSu . Sve dok primijenjeno
vanjsko elektrino polje nije prejako, inducirani dipolni momentlijgearno proporcionalan s
primijenjenim elektrinim poljem. Ovisno o simetriji molekule, ako se nm primjeni

vanjsko elektrino polje i generirani inducirani dipolni moment insi smjer kao i vanjsko

elektri no polje govorimo o izotropnim molekulama. Za taj aj vrijede sljedee jednad be:

= E = E = E (21)

Vektor elektrinog polja je u gornjem slaju rastavlen u komponente Kartezijevih
koordinata. U tom slwju je polarizabilnost jednaka u svim smjerovima.

U drugom sluaju mogue je da inducirani dipolni moment nije paralelan ugsdnim
vanjskim elektrinim poljem, odnosno da je polarizabilnostazli ita ux, yi zsmjerovima. U
tom sluaju komponenta vanjskog elektmbg poljaEx inducira dipol ux smjeru, ali mo e
imati i komponente y tez smjeru. Tako vrijedi i za ostale komponente:

x —  xEx Ky -y szz
y = yxX—x yy—y yZEZ (22)
2= xEx zy—y zzEz

Takav sistem koeficijenata koji opisuje linearnzwézme u vektora ( i E ) oznaava se kao

tenzor pa je tako i polarizabilnost tenzor, Stonsagtematikim rje nikom objasSnjava kao
geometrijski objekt koji opisuje linearnu povezniame u geometrijskih vektora, skalara i
drugih tenzora

= E. (23)

Iz prethodno navedenoga slijedi, da je polarizatstrmjera kojom se lakom elektronski
oblak oko molekule mo e deformirati.

No, bitna je injenica da molekulama polarizabilnost nije konstajer neke vibracije i
rotacije utjeu na nju pa se mijenja. U dvoatomnoj molekuli se tijekom vibracipblik iste

mijenja (stiskanje i produ ivanje). Taj elektronstiblak nije isti u ekstremima te dolazi do
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promjene u polarizabilnosti. Za mala premjeStargéangzabilnost se mo e proSiriti prema

izrazu

fa
= +—Qq+... (24)
0 1q q

gdje je sa ,0znaena ravnote na polarizabilnosy,je normalna koordinata, a/ q je brzina

promjene polarizabilnosti u odnosu q&mjeren pri ravnote noj konfiguraciji.

Ve ina tih rasprSenih fotona ima u potpunosti istinuadluljinu kao i ulazni fotoni i ta se
pojava naziva Rayleighovo rasprsenje, no jedan tmalj (obino 1 od 10) rasprienog
zraenja ima valnu duljinu pomaknutu. Ti fotoni e ili manje enregije nazivaju se
Ramanovo rasprSenje. iea Ramanovo rasprSenih fotona ima energiju ponmakptema
ve im valnim du inama (Stokesov pomak), a manji diceggju pomaknutu prema manjim
valnim du inama (anti-Stokesov pomak) jer samo rkole koje su vibracijski pobwene prije

Zra enja mogu sudjeovati u anti-Stokesovom pomakuka 41P.

Virtualno
energetska
stanja

Vibracijska
energetska
stanja

4

Infracrvena Rayleighovo Stokesovo Anti-Stokesovo
apsorpcija  rasprSenje Ramanovo Ramanovo
rasprsenje rasprsenje

Slika 12. Dijagrami energetskih nivoa nivoa Rayh&igog, Stokesovog i anti-Stokesovog

rasprsenja.

S druge strane infracrveno zeaje je apsorbirano od strane molekule i pretvoreroergiju

molekulske vibracije. U infracrvenoj spektroskopijnolekula je izlo ena infracrvenom
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zraenju te kada se zrana energija podudara sa speaifin molekulskim vibracijama —
dolazi do apsorpcije.

2.10. Vibracije viSeatomnih molekula

Apsorpcija infracrvenog zranja dogaa se stoga Sto postoje stanja molekule takva da su
razlike njihovih energija u podriu energija infracrvenog izvora. Ta molekulska gan
opisana su valnom funkcijom koja je rjeSenje vihskog hamiltonijana molekule, a u njemu
su obuhvaena istezanja kovalentnih veza i savijanja kutevenalekuli. Kao Sto je ve
spomenuto, viSeatomne molekule imaju oére broj vibracijskih stupnjeva slobode koji je
definiran kao Bl-6 za nelinearne, odnosnoN-3 za linearne molekule, premuN oznaava
broj atoma u molekuli. Molekulald atoma ima Bl stupnjeva slobode, od kojih 6 odgovaraju
translacijama i rotacijama molekule. 1z rjeSenjajdrvibracija neke molekule, koji se mogu
pobuditi, a koji se izraunao na gore navedeni & dobiva se bropormalnih vibracijskih
modova U svakom normalnom modu vibracije, svi atomi ulekali vibriraju istom
frekvencijom i svi atomi prolaze kroz svoje ravnog polo aje simultano. Relativne
vibracijske amplitude pojedinih atoma mogu bitilrate u veliini i smjeru, ali se centar
gravitacije ne mie i molekula ne rotira. Ako su sile koje dr e malék na okupu linearne
funkcije izmjeStanja jezgri iz ravnote nih konfiqaoija, tada e molekulske vibracije biti
harmonine. S obzirom na ta saznanja mogye pronai broj i opisati naine vibriranje
pojedinih molekula i/ili fragmenata odnosno skupmamolekulama. Na slici 13 opisani su
mogu i na ini vibriranja, a podjeljeni su na nekoliko skupirfasnovna podjela je na istezne
vibracije i deformacije kuta.

Promjena duine veze odnosno istezamgag]. "stretching) mo e biti simetrino i
asimetrino ,s a deformacija (promjena) kutangl. "bending) veze ukljuuje stri enje
(engl. "scissoring)' i torzijske vibracije. Potonje su klenje, odnosno neravninska njihajna
vibracija wg (engl. wagging, zibanje, odnosno ravninska njihajna vibracijaengl. rocking
te uvojna vibracijaw (engl. twisting.®?

Pri opisu normalnih modova vibracije bitno je spomn i pojam stupnja degeneracije
Naime, sadri li neka molekula primjerice dvije deiacijske vibracije koje se opisuju

dvjema prostornim koordinatama, a sa pogledaaavibriranja opa a se stri enje i klanje,
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kojima za troatomnu linearnu molekulu smjer gibaizjazi pod kutem od 90° iz ravnine
papira, odnosno u ravnini papira, jasno je dad&viencije imaju istu vrijednosti. Vibracije
iste frekvencije su prema tongegeneriranea za prethodno opisani primjer proizlazi pojam

dvostruko degenerirane vibracije

Slika 13. Istezne i deformacijske vibracije viSeat@ molekule.

2.11. Grupne vibracije

Kao Sto je prethodno opisano svaka molekula ovienbroju atoma ima odren broj
normalnih modova vibracija koje se ovisno o aktsth@promjena dipola/polarizabilnosti)
manifestiraju preko specifiih vrpci u spektrima. Asignacija vrpci predstavijapisivanje
odre enog normalnog moda vibracije pojedinom opa eonragijskom prijelazu. Empirijski
je uo ena pojava vrpci u vibracijskim spektrima molekslpodudarnim kemijskim grupama
atoma (npr. C=0, CHjs itd). Zbog toga se govori grupnim vibracijama Postoje stoga
osnovne podjele na podifa grupnih vibracija primjerice u infracrvenom/Ram&om

spektru — slika 14. Prepoznaju se spegdipodruja za jednostruke, dvostruke i trostruke CC
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veze, zatim podrya specifina za ( X istezanja koja su pomaknuta prema niim valr

brojevima itd.

slobodni O-H
v (0O-H)
v(CH),,
v(C-C)
v (NH,)
Vi
>-H)
v(5z0)
8 (C-H i CH;)
v (S-C)
5 (C:C)amm
4000 3500 300( 1000 500

Slika 14. Prikaz pojedinibgsorpcijskih frekvencija u infavenom podruyu za omeprazol.

2.12. Simetrija

Molekulska simetrija pomae u shvanju molekulske strukture, kemijskih te fikih
svojstava. U vibracijskoj spektroskopiji je sebno vana jer kod viSeatomnih moleki
postoje simetrijska svojstva koodre uju aktivnost u Ramanovominfracrvenomspektru.
Gledajui simetrijske elemente mckule bitne su one operacije koje molekulsku struk
prevode samu u sebe skup svih operacija pridru enih jednoj molekulini grupu. U
vibracijskoj spektroskopijse govori o takozvanim grupa to ke jer najmanje jedna t&a u
molekuli ostaje nepokretna (centimasg. Simetrija neke molekuleopisuje se preko

simetrijskih elemenata i operac opisanih u tablici 1:
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Tablica 1. Simetrijske operacije i elementi simetri

Simetrijska operacija Simetrijski element
Refleksija u ravnini Refleksija |
Zakret oko osi za 3601/ Rotacija(Cy)

Zakret oko osi za 3601/
pa refleksija u ravnini | Rotacijsko-refleksijska 0s()

okomitoj na os

Centar inverzije Centar inverzijé (

Bez promjene IdentiteE]

Jedan od primjera grupe te@ je i G, kojoj pripada primjerice molekula amonijaka kada n
bi postojala inverzija (NB). Vibracijske forme koje se opa aju u ovom sju, zapisuju se u
tablici karaktera (tablica 2) koja redom sadr idteibilne reprezentacije (retci), dok su stupci
rezervirani za klase simetrije. Rezultat simetgjsiperacije na koordinate mogu biti opet iste
koordinate pomno ene s karakterom transformacijedjjednostavnijim sluajevima npr. +1

ili =1), ili se grupe koordinata transformiraju jihove linearne kombinacije. Uz translacije i
rotacije opisan je i tenzor polarizabilnost{rastavljen na komponente). Osim toga translacija
(Txy,2) se transformira kao i Kartezijeve koordinateyxz) odnosno dipolni moment(ji,).

Tim saznanjima omogeno je prepoznati infracrvenu odnosno Ramanovwabst, a s tim u
vezi i koji je vibracijski prijelaz dopusSten u iaftrvenom (komponenta dipolnog momenta), a

koji u Ramanovom spektru.

Tablica 2. Tablica karaktera za,&o kinu grupu.

translacije,
E|2C5(2)|3 v i
rotacije
A]_ 1 1 1 Tz XX+ yys 2z
Asll 1 1 R,
E 2 1 O (TX’ TY) (RX’ RY) ( XXy, XY)( Yz, XZ)
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Izborna pravila z&3, su:
infracrveno — A, E, AixA,, (A2)" (n neparno)
Raman — A, E, A" (n parno), ExE

Dodatno je va no spomenuti i spectfio pravilo vezano uz infracrvenu/Ramanovu aktivnost
a koja se tie molekula koje posjeduju centar inverzije, kao g@aona primjer molekula
acetilena. U takvim molekulama refleksija bilo kégeke kroz centar ima identiu to ku na
drugoj strani. Za takve molekule vrijedi takozvamadatnopravilo uzajamne iskljuvosti,
koje ka e da za molekule s centrom inverzije onleratije koje su aktivne u Ramanovom
spektru ne mogu istovremeno biti aktivhe u infrecrem spektru i obratno, a to znaa se

spektri meusobno iskljuuju.

2.13. Tehnike snimanja Ramanovih i infracrvenih spektara

Od konstrukcije prvih Ramanovih i infracrvenih speknetara ovjekova saznanja i sama
tehnologija je bitno uznapredovala, te su se tipekgodina razvile razlite tehnike u
Ramanovoj i infracrvenoj spektroskopiji, koie dar@asoguuju snimanje razlitih tipova
uzoraka te pru aju informacije koje u pecima nije bilo mogue prikupiti. Va nije tehnike
opisane su u narednim podpoglavljima (2.13.1. d8.2. — Ramanove tehnike i 2.13.5. do
2.13.8. — infracrvene tehnike) izuzev mikrospektopskih tehnika, koje su se razvile zadnjih
dvadesetak, a detaljno su opisane u poglavlju 2.15.

2.13.1Ramanova spektroskopija

U danasnje vrijeme v@a labratorija koristi interferometarske ili dispggne Ramanove
spektrometre. Prvi tip koristi za polbuanje jedan laser, obno valne duljine 1064 nm i
sistem na bazi interferometra koji transformiraentitet signala iz prostorne u frekvencijsku
domenu, tj koristi program na bazi Fourierove tfarmeacije za kreiranje spektra. Drugi pak
spektrometar koristi difrakcijsku reSetku kako bi msprSila svjetlost odbijena od uzorka i
zatim detektirala na viSekanalnom detektoru kao j&tmpr. CCD (engl.charge coupled

devicg. Disperzivni Ramanov spektrometar ima mamgust koristiti viSestruke lasere valnih
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duljina iz vidljivog dijela spektra (npr. 532 nm3®% nm, 785 nm). Svaki od ova dva tipa
instrumenata ima svoje prednosti i nedostatke, @apmema zahtjevima i potrebama
istra ivanja odluuje za pojedini tip instumenta. Tako je primjerigavna prednost FT
Ramanovog spektrometra ta, Sto smanjuje fluoregeneorka zbog vee valne duljine koja
se Kkoristi za pobuvanje (1064 nm). Disperzivni Ramanov spektromgtak osim Sto
omogu uje koriStenje visestrukih valnih duljina odlikujge i pojaanom osjetljivosu,
kontroli dubine prodiranja u uzorak te prostornziudjivost oko 1 pum.

Prikladno je spomenuti, da se eksperimentalno uagluinstrumenata koji koriste CCD
detektor, umjesto mjeranja shage izravno intenzi@sprSenog zranja, izraava u
jedinicama cts (engktountg, a to je broj detektiranih fotona odene frekvencije ili valnog

broja, koji padne na detektor u zadanoj jedinienrena (nags e u 1 sekundi).

2.13.2Koherentna anti-Stokesova Ramanova spektroskopija

Koherentna anti-Stokesova Ramanova spektroskopi@l.(Coherent anti-Stokes Raman
spectroscopy CARS) je metoda vibracijske spektroskopije, kagakoristi primarno u kemiji

i fizici te srodnim poljima. Glavna eksperimentalp@dnost metode CARS le i u stvaranju
sha nog signala, dok je istovremeno metodk | do devet redova velne manje osjetljiva na
fluorescenciju nego u slaju spontanog rasprSenja. CARS Koristi viSestrubinie za
molekulske vibracije i stvara koherentni signajeéezbog toga signal viSestruko sna niji. Tri
laserske frekvencije interagiraju rezonantno saifippom molekulskom vibracijom. To su
frekvencija pumpe ,, Stokesova frekvencijas te frekvencija probe ,. CARS signali se
stvaraju prikraim valnim duljinama od ekscitiranih (anti-Stokedvasajui koherentni

opti ki signal ( pr+ p 9.

2.13.3Rezonantna Ramanova spektroskopija (RRS)

Rezonancija se javlja u Ramanovoj spektroskopilieki@ energija fotona pobuju e laserske
zrake otprilike jednaka energiji elektronskog gapa izmeu osnovnog i nekog pobeanog
elektronskog stanja. Moga je identificirati dva Siroka tipa rezonantnog keée-
predrezonantni Ramanov efekt (pre-RRE) i rigordzamanov efekt (RRE). Tipno se pre-
RRE opa a kada frekvencija pobenog zraenja upada unutar krila viSe ili ni e frekvencije,

ali ne i unutar promatrane vibracijske strukturekalonske apsorpcijske vrpce koja je
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uklju ena u proces Ramanovog rasprSenja. Uaglukada frekvencija pobenog zraenja
pada unutar promatrane vibracijske strukture, om®aRRE. Intenziteti Ramanovih vrpci
povezanih sa totalno simetnim vibracijskim modovima i koji su snano povezasa
elektronskim pobuenim stanjem, mogu biti pojani do faktora 19 Zbog tog pojaanja je
RRS primamljiv kemiarima, biokemiarima, biolozima te fiziarima. Tehnika se koristila do
sada za najraziitija istraivanja od primjerice jodove pare, prekmonokristala GaAs,

hemskih proteina u otopini itd.
2.13.4Povrsinski pojaano Ramanovo rasprsenje

Povrsinski pojaano Ramanovo rasprSenje (en§urface enhanced Raman scattering
SERS])e tehnika koja premogje poznati nedostatak Ramanovog rasprsenja,eadorp ena
slabost rasprsenja. Ti faktori pogaja mogu biti i do 18— 10", 3to je dovoljno za detekciju
spektra ak i pojedine molekule. SERS je primjenjiv u brajngranama prirodnih znanosti
(primjerice za odreivanje materijala u tragovima, biotehnologiji @hetrija), prehrambenoj
industriji i dr.). Pojaanje se odvija na povrSini metalnih nanostrukt@amolekule se
apsorbiraju na povrSinu koja je podlo na paaju. Uglavno se koriste metali kao srebro i
zlato, no u novije vrijeme koriste se i drugi megbput bakra, platine i aluminija. Va na
prednost SERS tehnike lei taker i u minimizaciji flurescencije u neposrednojziii
metalne povrSine kod prijenosa energije s molekidemetal. Posto je tan mehanizam
poja anja joS uvijek nepoznanica, razlikujemo dvije iteorkoje objaSnjavaju dotni
fenomen. To su: elektromagnetski mehanizam i melaamiprijenosa naboja. Prva teorija se
oslanja na pretpostavku da adsorbirana molekuka a$ e polje nego u slaju da je jako
udaljena od povrSine, dok je u drugoj polarizalsino perturbirana interakcijama adsorbata

sa povrsinom.
2.13.5Transmisijska infracrvena spektroskopija

Transmisijska infracrvena spektroskopija slovi zmavnu tehniku snimanja u infracrveno;j
spektroskopiji. Mogue je snimati krute, teke te uzorke u plinovitom stanju. Osnovni
princip ove tehnike je snimanje na u podw valnih brojeva 4000 — 400 ¢t Na

frekvencijama na kojima dolazi do apsorpcije erga javljaju se apsorpcijski maksimumi,
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koji odgovaraju pojedinim enregijama veza. Ratdi vipce u spektru odgovaraju ragim
vibracijama u molekuli, a mogu biti valentne (simeate i asimetrine) i deformacijske
(promjene kuta kemijske veze). Kruti se uzorci mipaju preSanjem u KBr pastile mala

koli ina analizirane tvari se pomijeSa sa kalijevim hidom i preSa u pastile.

2.13.6Difuzna reflektancija

Difuzna reflektancija (engIDiffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spescopy
DRIFT) je tehnika infracrvene spektroskopije ko leoristi na praskastim uzorcima bez
prethodne priprave. DRIFTelija reflektira zraenje na praSkasti uzorak i prikuplja energiju
reflektiranu natrag preko Sirokog kuta. Difuzno pi@eno svjetlo mo e biti prikupljeno
izravno sa materijala uasici za uzorak, ili prikupljeno sa materijala lebeii abrazivni
jastui za uzorkovanje. Rezultantni spektar je prikazarefleksiji, a kako bi se mogau

usporeivati sa apsorpcijskim spektrima mora se upotrijgfubelka Munk transformacija.

2.13.7 Atenuirana ukupna refleksija

Atenuirana ukupna refleksija (enghttenuated total reflection ATR) je spektroskopska
tehnika koja omoguwije da se uzorci (praskasti ili tekpanaliziraju izravno bez prethodne
priprave. Mjere se promjene koje se javljaju u potp unutrasnje reflektiranoj infracrvenoj
zraci kada zraka de u kontakt s uzorkom. Infracrvena zraka je usmjgnea optiki gusti
kristal visokog indeksa loma pod odemim kutem. Ta unutarnja reflektancija stvara
kratkotrajan val koji se Siri iza povrSine krigtall uzorak koji je u izravhom kontaktu sa
kristalom. Taj val prodire tek nekoliko mikrona ipavrSine kristala u uzorak stoga je dobar
kontakt kristala sa povrSinom uzorka od izrazitog aja. U regijama infracrvenog spektra
gdje uzorak apsorbira energiju va biti smanjenog intenziteta ili promijenjen. Snearg
enrgija sa svakog vala viase nazad u infracrvenu zraku, koja izlazi na ainuggraju kristala

I proslje uje se u detektor na infracrvenom spektrometru.
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2.13.8Zrcalna refleksija

Zrcalna refleksija (engSpecular reflectionje nedestruktivna spektroskopska tehnika koja je
definirana kao svjetlost, koja je reflektirana datke povrSine (npr. zrcalo) pod komam
kutom te se potom snima spektar. Glatka povrSinea@xa, da su kutevi loma i upadni

kutevi jednaki, pa reflektirana zraka zadr ava piziacijske karakteristike upadne zrake.

2.14. Podru ja primjene spektroskopije

Spektroskopija je skup metoda, koja se bazira terakciji elektromagnetskog zmnja s
materijom, te je Siroko primijenjiva u nizu podja ljudskog djelovanja zbog svoje brzine,
osjetljivosti i informacija koje prua snimljeni gitar. Od svojih zataka mnogo je
napredovala pa danas postoji i pogeuspektroskopije imena mikrospektroskopija koja
omoguuje analize uzoraka mikronske vdétie. Podruja na kojima je spektroskopija,
odnosno mikrospektroskopija jedna od temeljnih matanalize su:

farmacija — analiza sastava raitlh vrsta vrstih farmaceutskih oblika (provjera

vlastitih proizvoda distribucija i veliina estica, identifikacija pojedinih

komponenata u tabletama, polimorfija, pravanje konkurentskih komercijalnih

proizvoda, potvrivanje krivotvorenih lijekovaf

forenzika — identifikacija opojnih tvari u tragovam provjeravanjeisto e istihf*

arheologija, restauracija, kultura — otkrivanje kskog sastava boje na slikaffia

biologija i medicina — prowavanje i analiza tumorom zahwmog tkiva)’ pra enje

djelovanja lijeka na ciljanu skupinu stanica odresptpuStanja u organizmu te

prou avanje proteirfa

autoindustrija — analiza autolakdva

kemija materijala — proavanije ugljikovih nanocije¥

geologija i mineralogija — analiza sastava geolo&kilika (stijene, kristali, mineralp)

Upravo na primjeru uporabe mikrospektroskopskihniled u farmaceutskoj industriji
iskazuje se njena neizostavna vrijednost. Krutnfezeutski pripravci, bile to tablete, pelete ili
prasci osim aktivne tvari (aktivne kemikalije kage koriste u proizvodnji lijekova) sadr e i

razli ite pomo ne tvari kao $to su boje, punila, veziva®@d neizmjerne je va nosti da su te
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komponente zajedno homogene, stabilne, axre topljivosti i isto e budui da ih se unosi
u ljudski organizam. Stoga je provjera i kontroila $vojstava izrazito bitna, a poma

provjeri omoguava mikrospektroskopija.

2.15. Mikrospektroskopija

Ramanova i infracrvena mikrospektroskopija imajuinvaulogu u razvoju novih tehnologija
materijala, analizi mikro povrSina te razumijevampeli itih bioloSkih procesa. Prednosti
koriStenja takvih tehnika u analizi, odra avaju sdéome Sto je potrebna vrlo mala katia
uzorka za analizu (dovoljna je i samo jedrestica), bez, odnosno s vrlo malo priprave,
vrijeme analize je kratko (mjeri se ve milisekundama), a metode su nedestruktivne. Osim
toga vibracijska se spektroskopija kao uspjeSnaodaetve dugi niz godina koristi u
analiti koj kemiji farmacetske industrije vemom za mapiranje krutih uzoraka tableta, peleta
(malih kuglica prosjenog promjera oko 1000 m), farmaceutskih praSaka i suspenzija,

odre ivanje polimorfije i morfologije, te za ternka istra ivanja®’®®"®

2.15.1Mapiranje

Mapiranje je osnovna funkcija Ramanovog mikrosk&pa,sastoji se od snimanja mnostva
spektara odnosno mre e spektara, gdje svakkat@znaava mjesto gdjee biti snimljen
Ramanov spektar na povrSini od interesa. Buglel promjer laserske zrake 1 do n, a
najmanji korak, odnosno pomak mikroskopa eaje 1 m, nije teSko zakljuti da se ovim
postupkom dobiva detaljna kvalitativna, a u oémom pogledu i kvantitativna "slika"
analizirane povrsine.

PoSto svaka komponenta u formulaciji (proces u rkojge razliite kemijske tvari,
uklju uju i i aktivnu tvar (lijek) mijeSaju zajedno kako ke proizveo konaan farmaceutski
(medicinski) proizvod) ima svoj karakterisan spektar, identifikaciju komponenti na
analiziranom (mapiranom) podiju mogu e je obaviti iskustvom, knji nicama spektara ili
pak asignacijom vrpci (englpeal. Nakon identifikacije slijedi utvivanje raspodjele
komponenatd’

Raspodjela odnosno homogenost tvari u tabletirgzito va na zbog pravilnog doziranja

lijeka. Nehomogena tableta mo e sadr avati bitnonjeaaktivne tvari od propisane doze i

Tomislav Vrbanec Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 35

samim time pacijent uzimanjem takve tableteenpostii eljeni u inak. Osim toga mnogi
farmaceutski pripravci (tablete) se ne uzimajuleigdjednom, veih je ovisno o potrebama
pacijenta potrebno prepoloviti i uzeti u dvije doze

Integriranjem povrSine ispod karakteriste vrpce dobit e se uvid u raspodjelu pojedine
komponente u analiziranom uzorku — princip topasjtafkart€’®’® Mogu je i skupni prikaz
analiziranih komponenata, kojim se lakSe vizuaighvaa stanje u analiziranom uzorku.
(slika 15 — skupna slika pet vidljivih komponenti formulacije na mapiranom podju
veli ine 2000 m x 1500 um, korak 1m). U tom konkretnom primjeru prikazan je pokus
mapiranja na prerezu tablete komercijalnog uzolkalike dobivamo informacije o sastavu

(identifikacija), raspodjeli i velini estica pojedinih komponenata.

Slika 15. Grafiki prikaz raspodjele aktivne tvari (zelena bojdpumulaciji (laktoza
monohidrat crvena boja, mikrokristalinha celuloza uta boja, Skrob rui asta boja,

magnezijev stearat svijetloplava boja).

2.15.2Polimorfija i morfologija
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Upotreba odgovarajeg polimorfnog/amorfnog oblika aktivne tvari nu f@zbog injenice
Sto razliite kristalne forme imaju raziitu topljivost i stabilnost®®*#*QOvi faktori izuzetno su
bitni jer je od presudne va nosti postpravovremeno otpusStanje aktivne tvari u organizmu
pacijenta i tako dobiti najbolji unak u lije enju. Stabilnije kristalne forme u testnim uvjetima
poviSene vlage i temperature te e prelaze u druglemprfne oblike te su time shodno i
po eljnije za upotrebu.

Osim prethodno navedenih faktora, bitno je i glediS pravne strane jer proiz\ei
razli itim patentima Stite odnosno brane upotrebu aglméh polimorfnih formi pa upotreba
takvih Sti enih formi mo e dovesti do sudskih tu bi koje u kngem slu aju mogu uzrokovati
povla enje lijeka s triSta Sto zna veliki financijski gubitak. Jedan od primjera jdu ba
kompanije Pfizer protiv TEVE iz godine 2006., zdagenja patenta za antibiotik Zithromax,
odnosno uporabe patentom zadtie forme azitromicin seskvihidrata.

Morfologija, odnosno velina (iz slike 15 je mogwe zakljuiti da je veliina estica
aktivne tvari od 100 m do 300 um) te oblikestica jednako je va anmbenik stabilnosti jer
tako er utjee na topljivost aktivne tvari. Manjeestice imaju veu topljivost zbog vee
aktivne povrsine koja je izlo ena otapdfLOblik estica bitan je pak s tehnoloSke strane jer o
njemu ovisi nain tabletiranja. Na primjer, poznato je da se eatice koje su Stapstog
oblika ne mo e primijeniti direktno tabletiranjeki@avna tvar i pomone tvari homogeniziraju
se u mjeSau zajedno i potom se na presi za tablete preSaopisane doz&) zbog slabih
proto nih svojstava prilikom procesa tabletiranja, tako s u tom slwaju mora pribjei

drugim oblicima tabletiranja kao 5to su suha i mh granulacija, predtabletiranje i dr.
2.15.3Analiza na termopostolju

Kontrolirano zagrijavanje/hlanje (temperaturno podije od 196 °C do 600 °C) praskastih
uzoraka i istovremeno snimanje Ramanovih spekitih, imogue je izvesti analizom na
termopostoljtP®®’ Pra enje prijelaza jednog kristalnog stanja u drugoigenjem, odnosno
shi enjem temperature, taljenjem i u kon#&i raspadom uzorka zngno je u razumijevanju
termi ke stabilnostf® a mogunost usporedbe rezultata s terkiin metodama (TGA, DSC)
daje dodatnu sigurnost i potvrdu ispravnosti re#altDodatnu korist ove metode agamo
pri identifikaciji metastabilnih formi koje druginmtehnikama na sobnoj temperaturi nije

mogu e okarakterizirati. Jedno takvo reprezentativhaaistanje proveli su Szelagiewicz i
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suradnici®® karakterizirajui in situ promjene polimorfnih formi paracetamola i luferona.
Paracetamol je dobro opisana molekula poznatihif@tri i Ill) koje su u ovom istra ivanju
osim klasinih tehnika dodatno okarakterizirane sa morfoloSktanovista kombiniraju
tehnike analize na termopostolju sa Ramanovom rsikapeijom. Uoena je jasha poveznica
izme u morfologije (optika mikroskopija) i promjene faza (Ramanovi spekpigcizno
definiranim termikim ciklusima. S druge strane polimorfizam molekllé&rnurona je po
prvi puta detaljno istraen i opisan u ovom radwpekltroskopski su opisane stabilne i
metastabilne forme lufernurona (imenovane od A Jok@istei jednako kao i u slaju
paracetamola precizno definirane terke cikluse kombinacijom tehnika analize na
termopostolju sa Ramanovom mikroskopijg@sim farmaceutskih uzorakasta je primjena
ove tehnike i u geoloSkim istraivanjima za opisij@ svojstava razlitih prirodnih

minerala®® °’

2.15.4.Dinami ka sorpcija vlage

Kontrolirano vla enje/susenje uzorka (0 — 90 % REj)odi se DVS €ngl. Dynamic vapour
sorption) analizom’®°° Mogu e je i simultano snimanje Ramanovih spektara tijeldjelog
procesa ako je na insturument integrirana i Ramarsnnda (nag$e 785 nm)®° Tom
metodom prati se higroskopnost i stabilnost anmaliwg praska, kapsula (pelete) ili tableta u
ovisnosti 0 promjeni mase. Analizom snimljenih Ramah spektara moge je uoiti
nastajanje odnosno nestajanje hidratnih ili ambrfformi te prelaska faza. Upravo je
razumijevanje higroskopnosti uzorka uz terkoi stabilnost drugi temeljni faktor u procesu
stvaranja novog lijeka u farmaceutskoj industgjlje je uporaba metode dinahke sorpcije
vlage i najrasirenija’* %’

Primjerice, istra ivanje n&-bupivancin hidrokloridu (lokalni anestetik amidntyga), koje
se bavilo solid-state karakterizacijom njegovaetiri polimorfa (A°, B, C i D) te jednog
monohidrata, osim spektroskopskih (infracrvena mB@a), Rentgen (XRPD) te osnovnih
termi kih tehnika (DSC, TGA), koristilo je za karakteggu izme u ostalog i metodu
dinami ke sorpcije vlage. Upotreba te metode omdguje bolje razumijevanje ponasanja
(stabilnosti) pojedinih formi u ovisnosti o postotilage kojem je uzorak bio izlo en. Forme
A° i D pokazale su jednako ponasSanje te su prelazhidratnu formu tek pri 90 % vlazi (vrlo
stabilne forme), te u dehidratizirani oblik pri 0 ¥tage. Poetak ciklusa sa formom C

uklju ivao je prvo prelazak u fromu A° te potom u hidréémeljem prije svega upotrebe
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metode dinamke sorpcije vlage, zakljui su da bupivancin hidroklorid pokazuje
kompleksno polimorfno ponasanje, te da undtone Sto se taj spoj primjenju je kao vodena
otopina, svojstva okarakterizirasalid-stateistra ivanjem ne smiju biti zanemarena. To se
poglavito odnosi na kemijsku stabilnost osnovnogjafu praskastom obliku), odnosire

bulk svojstvima (fizikalna svojstva praska u proizvodhit
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Priprava uzoraka
3.1.1. Polazni spojevi

Natrijev hidroksid, p.a. Sigma-Aldrich
Kalijev hidroksid, p.a., Sigma-Aldrich

Litijev hidroksid, p.a., Sigma-Aldrich
Metilen-klorid, p.a., Merck

Etanol, p.a., Sigma-Aldrich

Etil-acetat, p.a., Sigma-Aldrich

Dietil-eter p.a., Sigma-Aldrich

Bezvodni kalcijev klorid, p.a., Sigma-Aldrich

Bezvodni magnezijev klorid, p.a., Sigma-Aldrich

Kao osnovni polazni spoj za pripravu soli koriStgn omeprazol (Shouguang Fukang
Pharmaceutical). Za pripravu kalcijeve soli omeplaz(OMP-Ca) i magnezijeve soli
omeprazola (OMP-Mg), kao polazni spoj koriStengpjethodno sintetizirana natrijeva sol
omeprazola (OMP-Na). U svrhu dodatnih istra ivaljariSten je i benzimidazol (Sigma-
Aldrich) 98%.

Sve navedene tvari koriStene su bez dodatnogi$evanja osim OMP-Na koji je

dodatno proiS en ispiranjem etil-acetatom na Blchnerovom lijepkukristalizaciji.

3.1.2. Priprava soli omeprazola

Soli omeprazola sintetizirane su koristgpostupke priprave iz viSe literaturnih izvora
(uglavnom patentnih prijavaj-%219°11%oli su sintetizirane sljedien redoslijedom: OMP-
Na, OMP-K i OMP-Li, a kao polazni spoj koriStengmeprazol. Potom su sintetizirane joS i
OMP-Ca te OMP-Mg zaiju sintezu je koriStena ranije sintetizirana rjatra sol omeprazola.
Sinteza alkalijskih soli omeprazola (Na, K i Likla je sli nim postupkom. Natrijeva sol

omeprazola sintetizirana je reakcijom omeprazola @) koji je dodan u vodenu otopinu
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natrijevog hidroksida (1,16 g u 25 mL) u tikvicuraglog dna. Nakon sna nog petominutnog
mijeSanja na magnetnoj mijeSalici dodan je metkkmid (50 mL) te je mijeSanje nastavljeno
sljedeih 15 minuta. Po zavrSetku mijeSanja, faze su raje u lijevku za odjeljivanje, a
vodeni dio je joS jednom ispran s dodatnom kobm metilen-klorida (50 mL) te filtriran i
uparen do suhe tvari u tikvici okruglog dna na vafgoru uz smanjen tlak i temperaturu
vodene kupelji od 35 °C. U tikvicu je potom dodafbmL etil-acetata te je smjesa mijeSana
u vodenoj kupelji na magnetskoj mijeSalici pod ukfom (77 °C) daljnjih 30 minuta. Poslije
hla enja smjesa je stajala preko npri sobnoj temperaturi te je potom profiltriranesprana

s dodatnih 20 mL etil-acetata. Kristalna tvar lgjbbje koja je ostala na filter-papiru suSena je
u susioniku na 40 °C pod vakuumom 24 sata. Masatakrodukta iznosila je 9,07 g, Sto
odgovara iskoriStenju od 85 %. Potom je snimljefraltogram praha i usporen s
literaturnim podacima te je potwen nastanak natrijeve soli omeprazola.

Kalijeva sol omeprazola sintetizirana je reakcijameprazola (10 g) koji je dodan u
vodenu otopinu KOH (1,69 g u 60 mL) u tikvicu oklogydna. Nakon sna nog petominutnog
mijeSanja na magnetnoj mijesalici dodan je metkiamid (50 mL) te je mijeSanje nastavljeno
sljedeih 15 minuta. Po zavrSetku mijeSanja, faze su raje u lijevku za odjeljivanje, a
vodeni dio je joS jednom ispran s dodatnom kobm metilen-klorida (50 mL) te filtriran i
uparen do suhe tvari u tikvici okruglog dna uz sppartlak i temperaturu vodene kupelji od
35 °C. U tikvicu je potom dodano 70 mL etil-acetstge smjesa mijeSana u vodenoj kupelji
na magnetskoj mijeSalici s povratnim hladilom (%@ daljnjih 30 minuta. Poslije hlanja
smjesa je stajala preko nopri sobnoj temperaturi te je potom profiltriramdsprana sa
dodatnih 20 mL etil-acetata. Kristalna tvar bijblge koja je ostala na filter-papiru susena je
u susioniku na 40 °C pod vakuumom 24 sata. Masatprodukta iznosila je 9,13 g, Sto
odgovara iskoristenju od 87 %. Potom je snimljenRIpektar te je potven nastanak soli.
Od literaturnih podataka prethodno je poznata edhtiSte.

Litijeva sol omeprazola sintetizirana je reakcijomeprazola (3 g) koji je dodan u vodenu
otopinu LIOH (0,207 g u 40 mL) u tikvicu okruglogha Nakon sna nog petominutnog
mijeSanja na magnetnoj mijesalici dodan je metkimid (25 mL) te je mijeSanje nastavljeno
sljedeih 15 minuta. Po zavrSetku mijeSanja, faze su rajie u lijevku za odjeljivanje, a
vodeni dio je joS jednom ispran s dodatnom kobm metilen-klorida (25 mL) te filtriran i
uparen do suhe tvari u tikvici okruglog dna na vafgoru uz smanjen tlak i temperaturu

vodene kupelji od 35 °C. U tikvicu je potom dodalbmL etil-acetata te je smjesa mijeSana
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u vodenoj kupelji na magnetskoj mijeSalici pod ukfom (77 °C) daljnjih 30 minuta. Poslije
hla enja smjesa je stajala preko npri sobnoj temperaturi te je potom profiltriransprana

s dodatnih 20 mL etil-acetata. Kristalna tvar lgijbbje koja je ostala na filter-papiru susSena je
u susioniku na 40 °C pod vakuumom 24 sata. Masetpkrodukta iznosila je 2,29 g, Sto
odgovara iskoristenju od 74 %. Potom je snimljen Rigpektar i uspor@n s literaturnim
podacima te je potven nastanak litjeve soli omeprazola.

Zemnoalkalijske soli omeprazola (Mg i Ca) pripravi¢ su koristeé kao polazni spoj
natrijevu sol omeprazola sintetiziranu ranije opisapostupkom (stranice 39 i 40). Bezvodni
kalcijev klorid (1,16 g) otopljen je u destiliranepdi (20 mL) i potom dodan uz dokapavanje
u vodenu otopinu natrijeve soli omeprazola (3 gOun2L) u tikvicu s okruglim dnom, i
sha no mijeSanje na magnetnoj mijeSalici. MijeSajgenastavljeno daljnjih 60 minuta pri
sobnoj temperaturi te je potom talog profiltriramspran s dodatnom kolhom destilirane
vode. Kristalna tvar bijele boje koja je ostalafilt@r-papiru suSena je u susioniku na 40 °C
pod vakuumom 24 sata. Masa takvog produkta izn@si2al6 g, Sto odgovara iskoristenju od
68 %. Potom je snimljen difraktogram praha i usperes literaturnim podacima te je
potvr en nastanak soli kalcijev omeprazolat dihidfdt°

Magnezijeva sol omeprazola je sintetizirana tako j&t bezvodni magnezijev klorid
heksahidrat (2,12 g) otopljen u destiliranoj vo&0 (mL) i potom dodan uz dokapavanje u
vodenu otopinu natrijeve soli omeprazola (3 g w80 u tikvicu s okruglim dnom, i sna no
mijeSanje na magnetnoj mijeSalici. MijeSanje jetadgeno daljnjih 60 minuta pri sobnoj
temperaturi te je potom talog profiltriran i ispraa dodatnom kolinom destilirane vode.
Kristalna tvar bijele boje koja je ostala na fil{gapiru suSena je u susioniku na 40 °C pod
vakuumom 24 sata. Potom je snimljen difraktogramhpri usporeen s literaturnim
podacima te je potven nastanak soli magnezijev omeprazolat dihidkasa takvog

produkta iznosila je 2,27 g, $to odgovara iskonifted 74 %6:°°*1°
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3.2. Nuklearna magnetska rezonancija

NMR spektri vrstih uzoraka snimljeni su pomo spektrometra NMR System 600 MHz,
proizvo a a Agilent technologies, s upotrebom sonde "NM Deuf#sonance HX MAS"
(Sirina rotora 3,2 mm). Larmorove frekvencije ugdjii protona bile su 150,78 MHz i
599,57 MHz. Kemijski pomaci protona i ugljika ode®i su prema sekundarnim referentnim
signalima vanjskog standarda admantana, za protoid,85 ppm, a za ugljik = 38,3 ppm.
Frekvencija vrtnje uzoraka u mjerenjimtel NMR spektara bila je 20 kHz, dok je pri
mjerenjima®*C NMR spektara iznosila 16 kHz.

Protonski spektri su bili snimani pomo pulsnog slijeda, uz duinu odgode 5 s me
pojedinim eksperimentima u 16 ponavljanja.

Ugljikovi spektri su bili snimani uporabom standaog pulsnog slijeda CP-MAS s
rasprezanjem protona tijekom prikupljanja podatakadu inu odgode 5 s me pojedinim
eksperimentima, od 350 do 760 ponavljanja.

NMR spektri tekuih uzoraka snimljeni su na spektrometru DD2 300 MNKIR,
proizvo a a Agilent technologies, upotrebom sonde promjerami opremljene s
gradijentima. Spektri su snimani pri temperaturi’€5 Kemijski pomaci protona su odemni
u odnosu na tetrametilsilan, TMS.

Spektralno podrye od 5,0 kHz, uz duinu odgode od 10 s me pojedinim

eksperimentima i 64 ponavljanja.

3.3. Difrakcija rentgenskog zra enja na praskastim uzorcima

Mjerenja difrakcijskih intenziteta istraivanih umika izvedena su na rentgenskom
difraktometru za prasSkaste (ili polikristalne) uzer PHILIPS X'Pert PRO, Panalytical
opremljenom s detektorom X'celerator. Kao izvor erga koriStena je rentgenska cijev s
bakrenom anodonK = 1,54 A. Ureajem se upravljalo programskim paketom Data
Collector 4.0a. Obrada prikupljenih podataka izvedge programskim paketom Highscore
plus 3.0e.

Snimanja svih uzoraka provedena su u pgdr@ od 3° do 32,5° vrijeme integracije

iznosilo je 100 s, a korak je bio 0,033°.
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Difraktogrami su usporavani s literaturnim podacima korisieprogramski paket za
digitalizaciju pod imenom WINDIG 2.5.

3.4. Vibracijska spektroskopija

Spektroskopska mjerenja istra ivanih uzoraka izvedsu pomau nekoliko spektroskopskih
tehnika. Uporabljene su Ramanova spektroskopijamdd@va mikrospektroskopija,
infracrvena spektroskopija te infracrvena mikrogpekopija. Ramanova tehnika je koriStena

kao dodatna metoda u pemju termikih istra ivanja i DVS analizi.

3.4.1. Ramanova spektroskopija

Ramanovi spektri omeprazola i pripadaju soli snimljeni su poma Ramanovog
spektrometra (Ram Il modul) Vertex 80, proizaca BRUKER, opremljenog laserom koji
emitira zraenje pri 1064 nm te Ln-Ge diodnim detektorom. Spekti snimani pri snazi
lasera 300 mW, u spektralnom podww3600 32 cm™uz razluivanje od 4 cm'. Spektar je
rezultat uprosjavanja 128 snimaka i primjene Blackman-Harris apadijske funkcije.
Ure aj za rad Kkoristi programski paket OPuS 6.5 kojik@@isten i za obradu snimljenih

Ramanovih spektara analiziranih praskastih uzooakeprazola i njegovih soli.

3.4.2. Ramanova mikroskopija

Brzo testiranje i temperaturno ovisna (ertglt-stage analiza provedeni su na Ramanovom
mikroskopu Senterra, proizva a BRUKER, opremljenog internim laserima valnih thd
785 nm i 532 nm te CCD detektorom. Za snimanje ¢gogenih Ramanovih spektara na
Ramanovom mikroskopu koristen je laser pri 785 simage 100 mW, objektiv dugog dometa
pove anja 20 te Sirinu pukotine 501000 pm. Spektri su snimani u podw 1800 440 cm™,
uz razluivanje 3-5 crit, pri emu je vrijeme integracije bilo 10 s, s 2 uprosjanja
(koadicije). Ureaj za rad koristi paket OPUS 6.5 koji je koriStemai obradu snimljenih
Ramanovih spektara analiziranih praskastih uzooakeprazola i njegovih soli.

Mapiranja uzoraka prereza pelete i binarnih sm{@s#/OMP-Na obavljena su korisie
Ramanov mikroskop Alpha500, proizva WITec, opremljen s vanjskim laserima valnih
duljina 785 nm i 532 nm te CCD detektorom. Pri mamu uzoraka spektri su snimani s
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objektivom dugog dometa powanja 20, nakon pobude laserom pri 785 nm, snage 86 mW, u
podruju 1800 60 cm™ i razlu ivanje 3-5 cm’. Vrijeme integracije je bilo 0,11 s, s 1
uprosjeivanjem (koadicijom). Veliine mapiranih podrga za pokuse opisane u poglavlju
4.6., iznosile su redom 80800 um uz korak od 2 um za prerez pelete, a” 250 pm i
500 250 um uz korak od 5 odnosno 10 um za analizu binamjesa. Ureaj za rad Kkoristi
paket WITec Control 1.58, a za obradu pojednila Ramanovih spektara odnosno kemijskih

slika koristi se programski paket WiTec Project®2.1

3.4.3. Fourier transformiran infracrvena spektroskopija

Mjerenja infracrvenih spektara uzoraka omepraz@iapadajuih soli, pripravljenih u obliku
KBr pastila, izvedena su pomo infracrvenog spektrometra, Vertex 70, proiza@
BRUKER, opremljenim s DLaTGS detektorom. Snimljspektri rezultat su uprosj@anja
32 snimke u spektralnom podju 7000 400 cm™ uz razluivanje od 4 crit. Ure aj za rad

koristi programski paket OPUS 6.5.
3.4.4. Fourier transformirana infracrvena mikroskopija

Brza testiranja paralelno s Ramanovom mikroskopijogena su poma komplementarne
tehnike infracrvene mikroskopije, koriste infracrveni mikroskop Hyperion 3000,
proizvo a a BRUKER, koji je povezan s infracrvenim spektroroet Vertex 70. Mikroskop
je opremljen s iva kadmij telurid (MCT) detektoromserijskim detektorima u ariSnoj
ravnini (FPA). Za brzo snimanje pojediméh spektara na infracrvenom mikroskopu koristen
je ATR objektiv s poveanjem od 20 te MCT detektor. Svaki spektar, i pozadine i uagrk
prosjek je 100 snimaka u podju 7000-400 cit i razlu ivanje 3-5 crt. Ure aj za rad
koristi programski paket OPUS 6.5.
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3.5. Termi ka istra ivanja
3.5.1. Diferencijalna pretra na kalorimetrija

Pokusi diferencijalne pretrane kalorimetrije vrgensu diferencijalno-pretra nim
kalorimetrom MettlerToledo DSC1, u struji dudikarqwk 40 mL min'). Uzorci su
analizirani u aluminijskim posudicama s probuSeroklopcem (takoer od aluminija)
zapremnine 40 pL. Uzorci omeperazola i njegovihi galgrijavani su u temperaturnom
rasponu od 26C do 200°C, uz brzinu zagrijavanja od £& min*. Za prikupljanje podataka

I njihovu obradu rabljenje programski paket Staoévgare 11.00.
3.5.2. Termogravimetrijska analiza

Pokusi termogravimetrijske analize izvedeni surimsentom MettlerToledo TGA/DSC1.
Uzorci su analizirani u aluminijskim posudicama mhusenim poklopcem (taker od
aluminija) zapremnine 100 pL. Uzorci omeprazola jegovih soli zagrijavani su u
temperaturnom rasponu od sobne temperature do °C80uz brzinu zagrijavanja od
10°C min'*. Za prikupljanje podataka i njihovu obradu rabljenprogramski paket Stare
Software 11.00.

3.5.3. Temperaturno ovisna analiza

Za praenje promjena u uzorku tijekom zagrijavanja konsteje kombinacija tehnika
temperaturno ovisne analize i Ramanove mikroskppijgano postolje bilo je montirano na
Ramanov mikroskop Senterra. OsmiSljeni su ekspertime kojima su osnovni uvjeti
snimanja na sistemu Linkam FTIR600, koji obulevarijano postolje (temperaturni raspon
od 196 °C do 600 °C), pumpu za hémje tekuim dusSikom (LNP —engl. Liquid nitrogen
pump do maksimalne temperature 0d96 °C i ureaj za kontrolu temperature TP94
(odre ivanje brzine, koraka i konae temperature) proizva a Linksys, bili zagrijavanje
uzorka od 25 °C do 200 °C, brzinom od 10 °C Thirbez vremena potrebnog za
uravnote enje na odrenoj temperaturi prije snimanja spektra. Ramanpeksi snimani su
pri sliedeim uvjetima: laser pri 785 nm, snaga lasera 100 rp@druje 1800 440 cm?,

razlu ivanje 3-5 cm’, objektiv kratkog dometa povenja 20 te Sirina pukotine
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50" 1000 um. Vrijeme integracije je bilo 2 s, sa jednuprosjeivanjem (koadicijom). Za
prikupljanje podataka i kasniju obradu koriStenpgramski paket OPUS 6.5, odnosno
njegov podprogram Protein dynamics.

3.5.4. Mjerenja dinamine sorpcije vlage

Mjerenja sorpcije vlage istra ivanih uzoraka izvedesu na instrumentu Projekt Messtechnik
SPS 1y, opremljenim sa mikro vagom tvrtke Mettlée@lo, a zaonline pra enje moguih
promjena praskastih uzoraka koriStena je sonda PRADe KaiserOptics, montirana na
sistem Kaiser PhAT Raman Spectrometer RXN1. Spsktsnimani nakon pobude laserom
pri 785 nm, snage 260 mW, u spektralnom pojdri856 150 cm’, uz razluivanje od

4 cn™. Vrijeme integracije je bilo 10 s, sa 2 uprosjanja (koadicije). Jedan ciklus vaganja
trajao je 15 minuta nakonega je slijedila faza uravnote ivanja ovisno o bisti viage.
Uzorak se uravnote ivao na odenom stupnju vla nosti sve dok promjena mase nija b
ve a od 0,002 % u 30 min. Ciklusi su osmisljeni naimaa su prvo uzorci pod kontroliranim
uvjetima osuseni s 40 % do 0 % vlage, potom suremei vlagom u pravilnim vremenskim
periodima i uravnote enjem od 10 % do 90 %, te etom opet posuseni pod istim uvjetima
na 0 % vlage. Za prikupljanje spektroskopskih pakiati kasniju obradu koriSten je
programski paket MatLab, odnosno njegovi podprogrdologram v4.1 i HoloPro v3.1 za
snimanje te HoloReact v7.1. za obradu prikupljepddataka. Za rad i obradu podataka
gravimetrijskih mjerenja uporabljen je programséket SPS 3.0.18 te Microsoft Excell 2007,
koji radi u sustavu Windows XP.

3.6. Teoretski ra un VASP

Izra un vibracijskog spektra omeprazola temeljen je eariji gustoe funkcionala i
implementiran Wienna ab initio simulation packageVASP*2VASP izvodi iterativno
rjeSenje Kohn-Shamovih jednad bi u bazi ravninsk#tova pri emu je interakcija valentnih
elektrona sa ionskim jezgrama opisana sa formalmmuarojector-augumented wave
(PAW).**? Cut-off vrijednost energije namjestena je na 500 eV. Edelska razmjena i
korelacija su opisane gradijentomspravljeninh PBE funkcionala, koje su predloMerdew i

suradnici'* Ciklus samodosljednosti je zavren kada su se n&umergije u sliedem
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koraku promijenile za manje od 1@V po eliji. Integracije Brillouinovih zona su izvedene
na Monkhorst-Packovim mre anmta’

Parametri jedinine elije omeprazola koriSteni su iZrystallography Open Database
(COD id 7101903}° Odgovarajua triklinska kristalnaelija (P1), (a=9,701 A;b=10,259 A;
c=10,694 A; =91,720° =112,117° =115,642°) sadr i dvije molekularne jedinice. Rtim
pozicijama atoma minimizirana je energija uporaladgoritma konjugiranog gradijenta, te su
potom minimizirani ostaci izravnom inverzijom urigvni podprostor (RMM-DIIS) dok
nije postignut kriterij zaustavljanja za sifemax<10° eV/A.

Vibracijska gustoa stanja (vDOS) dobivena je kao distribucija vistivrijednosti
dinami ke matrice formirane iz matrice konstante sile ugum u obzir periodike granine
uvjete. Elementi matrice konstantne sile, odre su kao prve derivacije sila induciranih
malim ionskim pomacima, izranati prema Hellmann-Feynmanovom teoremu pamo
metode konanih razlika®'®

Opisivanje vibracijskoga spektra bilo je olakSamojgciranjem ukupnog vDOSa( ), u
parcijalni dvoatomski vDOSJyond ) KOji je povezan sa isteznom vibracijom dane kekeij
veze u molekuli, tako Sto se odredila prikladnatreha te ina, Wpond ), 0dgovarajueg
atomskog para preko cijele molekule za opisanivieekijski nain, goond )= Woond ) 9( ).
Dinami ka matrica vlastitih vektora sadr i informacije ojpdinim atomskim premjeStanjima
u zadanam vibracijskom nau, pa raunamo gwond ) dijeljenjem sume kvadrata
premjeStanja uzdu jedinhog smjera vezee, = (r,, - r,,)/ |r., - T,,|, iZme u atoma al i a2

a1~

kvadratom vlastitog vektora,

et ) +eod( )

d( )

Wbond( ) =

a
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Tablica 3. Tehnike i metode opisane za pripravuamdla i soli omeprazola.

POSTUPAK
SPOJ PRIPRAVE KARAKTERIZACIJA ISTRA IVANI
PATENT SPOJ
XRPD
US 7,553,856 B2 Kristalna struktura Komerciialno
Omeprazol Omeprazole, Al Badr FTIR dostu aJn
(forme A, B, C) uv P
NMR
DSC
US 6,207,188 |>:<$III?QD Pripravljen po
Natrijeva sol US 2004/0224987 A [ at‘;ntu’ P
omeprazola US 2009/0221646 Al TGA 8 124 495 B1
(forma A) US 2006/0160783 Al NMR
0124 495 B1 o
TaliSte
Taliste Pripravljen po
Kalijeva sol patentu
omeprazola 012449581 0124 495 B1
NMR Pripravljen po
Litijeva sol Taliste patentu
omeprazola 012449581 0124 495 B1
XRPD Pripravljen po
Magnezijeva sol | WO 01/87831 A2 FTIR patentu
omeprazola 0124 495 B1 Taliste 0124 495 B1
XRPD o
TGA Pripravljen po
Kalcijeva sol US 2006/0160783 Al DSC patentu
omeprazola 0124 495 B1 NMR 0124 495 B1
TaliSte
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava soli omeprazola

U ovom poglavlju opisane su metode vibracijske i RIpektroskopije, metoda difrakcije
rentgenskog zr&nja na polikristalnim uzorcima te terrké metode koje su zajedno poslu ile
za identifikaciju i karakterizaciju pripravljenilpsjeva te za asignaciju karakterisih vrpci

omeprazola i njegovih soli.
4.1.1. Difrakcija rentgenskog zraenja na praSkastim uzorcima

Sve pripravljene soli prvo smo analizirali metod¥RPD jer su literaturni podaci (patenti) za
potvrdu pojedinanih soli bili najpotpuniji. Na taj nan smo snimanjem difraktograma
uzoraka i usporedbom sa digitaliziranim (progranNW®IG 2.5) difraktogramima iz patenata
US 7,553,856 B2, US 6,207,188 B1, WO 01/87831 A2S 2006/0160783 Al potvrdili

podudaranje sa omeprazolom (OMBIlika 21) te nastanak OMP-Na, OMP-Mg i OMP-
Ca.1'47'1°8'1°9

Slika 16. Usporedba difraktograma pripravljene ONi#@{crvena boja) i digitaliziranog
difraktograma iz patenta US 6,207,188 B1 (plava)oj
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Na slici 16 prikazana je usporedba pripravljene GN& i digitaliziranog difraktograma
OMP-Na (forma A) iz patenta US 7,553,856'Bqsvi signali se podudaraju). Difraktogram
uzorka pripravljene soli se u potpunosti sla e gitdiiziranim difraktogramom OMP-Na.
Sirina signala je razlita zbog slabe kvalitete digitaliziranog difraktagra OMP-Na. Manje
razlike su vidljive samo u intenzitetima pojedindn karakteristinih signala. Te razlike mogu
proizlaziti iz preferirane orijentacije kristaldiizrnatosti uzorka.

Na jednak nan usporeivane su i OMP-Ca (slika 17) te OMP-Mg (slika 1B)i analizi
OMP-Ca opa en je i dodatan niskointenzitetni signal polo aju 2 29,4° koji je pripisan
ne isto ama u finalnom uzorku soliS obzirom, da u literaturnim podacima ne postoje
difraktogrami OMP-Li (slika 19) i OMP-K (slika 20pjihova XRPD analiza u ovom radu
predstavlja prvi literaturni opis i osnova je zdjmja istra ivanja.

Popis deset najintenzivnijh signala pripravljenibli sorikazan je redom za OMP-Ca
(tablicad4), OMP-Mg (tablica 5), OMP-Li (tablica 8 OMP-K (tablica 7).
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Slika 17. Difraktogram pripravljene soli OMP-Ca.

Tablica 4. Deset najintenzivnijih signala iz diftagrama pripravljene soli OMP-Ca.

2 /° Intenzitet
5,6 100,0
14,2 13,2
12,2 12,0
15,4 11,2
22,7 9,7
15,8 9,4
25,3 9,4
24,3 8,0
12,6 7,2
10,6 7,0
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Slika 18. Difraktogram pripravljene soli OMP-Mg.

Tablica 5. Deset najintenzivnijih signala iz diftagrama pripravljene soli OMP-Mg.

2 /° Intenzitet

5,1 100,0
12,2 38,1
16,3 21,3
25,0 17,2
12,5 16,0
22,8 13,9
21,7 10,0
14,4 8,2

24,1 7,6

13,6 7,2
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Slika 19. Difraktogram pripravljene soli OMP-Li.

Tablica 6. Deset najintenzivnijih signala iz difteagrama pripravljene soli OMP-Li.

2 /° Intenzitet
6,3 100,0
11,5 54,0
20,1 39,5
12,7 36,2
22,7 33,8
25,3 25,3
26,6 24,9
16,4 22,9
6,9 22,4
12,2 21,9
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Slika 20. Difraktogram pripravljene soli OMP-K.

Tablica 7. Deset najintenzivnijih signala iz diftagrama pripravljene soli OMP-K.

2 /° Intenzitet
5,2 100,0
16,0 22,4
11,9 7,6
13,4 7,0
24,1 5,5
15,6 5,0
20,7 4,5
22,9 3,4
25,0 3,4
22,5 3,2
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Slika 21. Difraktogram polaznog spoja omeprazola.

4.1.2. Nuklearna magnetska rezonancija

Jednako kao i u slaju analize XRPD metodom snimljeni su NMR spektiM© i
pripravljenih soli. Prvo su snimafH MAS i *C CP-MAS NMR spektri vrstih uzoraka.
Usporedbom protonskiftH MAS NMR spektara vrstih uzoraka OMP i svih ostalih
pripravljenih soli opa eno je da uzorak omeprazsedalr i signal na 13,5 ppm, koji pripada
protonu u vodikovoj vezi (slika 23). To se odnoaiproton na duSiku N1 (slika 22). U uzorku
OMP-Na (slika 24), kao i u svim ostalim uzorcimgpavljenih soli nisu opa eni signali koji
bi ukazivali na prisutnost protona u vodikovim vewa(izostanak signala nal3,5 ppm). To

govori, da je kod tih uzoraka doslo do odvajanat@na na dusiku N1.
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OCH; 18

4 5

Slika 22. Prikaz strukture 6-metoksi-omeprazola.

Slika 23. PrikazH MAS spektra OMP.

Slika 24. PrikazH MAS spektra OMP-Na.

Usporedbom protonskifi®C CP-MAS NMR spektaravrstih uzoraka OMP i svih ostalih
pripravljenih soli opa eno je da uzorak omepraz@aP) sadr i signal na 92,0 ppm, koji
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pripada ugljikovom atomu C7 (slika 25). Spektar niao OMP asigniran je poma
literaturnih podataka (tablica 8).Snimljeni**C CP-MAS NMR spektar OMP uspomn je i
s radom u kojem je prana zadnja faza sinteze omeprazoidine spektroskopskim
tehnikama, te je u@na skladnost rezultat® Spektar na slici 25 odgovara tautomernom

obliku 6-metoksi-omeprazola.

Tablica 8. Vrijednostt*C i >N NMR signala omeprazolovih tautomera 6-metoksii (1)
5-metoksi (2) u THF- te**C i >N CPMAS NMR signala uzorka omeprazdla.

Atom 1 2 CPMAS® CPMASP
[o7) 155,4 153,5 156,6 156,6
C3a 146,0 140,2 136,9 136,9
C4 101,1 121,6 91,6 120,6
C5 157,4 114,2 156,6 111,8
C6 115,3 158,2 111,8 156,6
c7 113,1 94,0 120,6 91,6
C7a 129,9 136,5 136,9 136,9
Cs8 61,9 61,6 57,6 57,6
C9 151,5 151,4 150,4 150,4
C10 128,4 128,2 126,0 126,0
Ci1 164,6 164,6 163,9 163,9
C12 127,1 127,1 126,0 126,0
C13 150,2 150,2 150,4 150,4
C15 11,6 11,5 9,0 9,0
C16 13,5 13,5 12,2 12,2
Cc17 60,1 60,0 57,6 57,6
c1s8 55,4 55,5 57,6 57,6
N1 233,9 233,0 228,5 228,5
N3 / / 117,4 117,4
N14 74,0 74,0 74,0 74,0

3 0znaen kao tautomet; ® oznaen kao tautomez.
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Pri svim ostalim uzorcima soli taj je signal opaleine vrijednosti 98 ppm. To govori, da je
kod tih uzoraka doSlo do odrenih promjena u blizini ugljikovog atoma C7. Najggtnije
je doslo do odvajanja protona na duSikovom atomiftaldlica 9).

U spektru uzorka OMP-Ca (slika 25) opa en jeivaroj signala, koji bi mogli ukazivati

na prisutnost razlitih soli omeprazola u ispitivanom uzorku OMP-Ca.

OMP

OMP-Na

OMP-K

OMP-Li

OMP-Mg

OMP-Ca

Slika 25. Usporedba protonsiifC CP-MAS NMR spektaravrstih uzoraka OMP i svih
pripravljenih soli.

Razlike u podruyu od 45 65 ppm odnosno cijepanje jednog Sirokog vrha prsy u
omeprazolovoj molekuli na dva ili viSe u solima @rezola, pripisujemo promjeni okoline
ugljikovih atoma C8, C17 i C18 prilikom formirangali dolaskom kationa u blizinu molekule
te time i deformaciju molekule. Shi rezultati, uz prethodno navedene atomeamvaju se i
pri atomima 2, 3a, 7a, 10 i 1¥
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Tablica 9. VrijednosttC NMR signala omeprazola i pripravljenih soli, mpesifi nim

ugljikovim atomima.

C atom OMP | OMP-Na | OMP-K |OMP-Li OMP-Mg | OMP-Ca
C15 8,955 10,433 11,789 11,607 119 11,091
Cl6 12,599 | 12,336 13,338 14,4 13,004 13,54
C8,C17,C18 57,81 | 53,751 52,78 53,347 52,54\ 52,38

/ 58,478 59,217 60,229 58,792 54,713
/ 60,735 / / / 60,047
/ / / / / 61,788
C7 92,019 | 99,023 98,396 97,161 97,212 96,594
/ / / / / 98,669
C5 112,94 | 111,31 108,385 113,213 109,306 110,288
114,6 117,079 117,525 116,776 111,695
C4 121,846 125,105 | 124,316 126,816 124,437y 116,604
C10, C12 125,996127,413 | 126,937 129,488 127,95 125,824
/ / / / / 127,555
/ / / / / 128,982
C3a, C7a 135,996139,295 | 139,407 139,619 137,2 137,666
139,437
C9, C13 150,12%147,332 | 146,421 147,18 141,84¢ 144,558
/ 150,712 | 149,022 / 147,149 146,593
/ 154,295 | 150,591 / 149,457 147,777
/ / / / / 149,467
/ / / / 151,289
C2, C6 158,05| 158,242 | 153,323 155,479 153,667 233,6
/ / / 157,179 156,592| 157,858
Cl1 164,406 164,507 | 163,05 165,286 164,011 159,902
/ / 164,123 / / 164,224

4.1.3. Termogravimetrijska analiza

Termi ka mjerenja zap@ta su uporabom termogravimetrijske analize i dieijalne
pretra ne kalorimetrije u svrhu karakterizacije ipobrfije. Termogravimetrijska analiza
omeprazola ne pripisuje gubitak mase koji bi se aoogripisati gubitku otapala Sto nije bio
slu aj kod pripravljenih soli (slika 26). Svaka formagpavljenih soli omeprazola pokazala je
gubitke mase u skladu sa izlaskom kristalne ifdviSinsko vezane (adsorbirane) vode. U
kalijevoj soli omeprazola uen je gubitak mase u jednom koraku od 100 °C do°CrKoji je

u skladu sa gubitkom jedne molekule vode. U nafoijesoli uo en je gubitak mase u dva
koraka, od 85 °C do 110 °C i od 120 °C do 160 @, 6 u skladu sa gubitkom dvije

molekule vode te u skladu sa literaturnim navodimaojima je opisana izme ostalih
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mogu ih formi i nestabilna forma A, koja je u obliku dilnata detaljnije opisana u poglavlju
2.4 834445479853 ) magnezijevoj soli uen je gubitak mase taker u dva koraka, od 85 °C do
105 °Ciod 135 °C do 170 °C Sto je u skladu satlgain dvije molekule vode, a u literaturi
je opisan nastanak diomeprazol magnezij dihidtata.kalcijevoj soli uoen je kontinuiran

gubitak mase, od 40 °C do 150 °C (sukladno gubitkumolekule vode), dok litijeva sol
kontinuirani gubitak mase pokazuje od 70 °C do 260(sukladno gubitku tri molekule

vode).

Slika 26. Prikaz termogravimetrijskih krivulja onrapola (crvena boja) i svih 5 pripravljenih
soli (OMP-K ljubi asta boja, OMP-Na plava boja, OMP-Mg rasta boja, OMP-Li zelena
boja, OMP-Ca crna boja).

Analizom svake pojedine termogravimetrijske krieujaklju ujemo da su sve pripravljene

soli omeprazola u hidratnoj formi.
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4.1.4. Diferencijalna pretra na kalorimetrija (DSC)

DSC mjerenja omeprazola i pripraviljenih soli pokazsu sljedee karakteristike (slika 27):
Omeprazol pokazuje samo jedan fazni prijelaz p©® P& nakon koje nastupa raspad,
magnezijeva sol omeprazola pokazuje dva faznalgzge(pri 100 °C i 170 °C) nakon kojih
nastupa raspad. Natrijeva sol omeprazola pokaagdarzna prijelaza (pri 100 °C i 150 °C)
nakon kojih nastupa raspad, 5to je usporedivo bavelmom termogravimetrijskom krivuljom

i literaturnim navodim@& za natrijevu sol forme A. Kalijeva sol sadr i jedéazni prijelaz pri
145 °C nakon koje nastupa raspad, litijeva sol aamypa tri fazna prijelaza (pri 100 °C, 110
°C i 125 °C) nakon kojih nastupa raspad, i kal@ewel omeprazola tri fazna prijelaza (pri 58
°C, 90 °C i 100 °C) nakon kojih nastupa raspad.ndalkom analizom rezultata TGA i DSC
tehnika pripravljenih soli i usporedbom sa literaim podacima pokazatemo u kojim

hidratnim oblicima postoje pripravljene soli.

Slika 27. Prikaz DSC krivulja omeprazola (crvengposvih 5 pripravljenih soli (OMP-K
ljubi asta boja, OMP-Na plava boja, OMP-Mg rasta boja, OMP-Li zelena boja, OMP-Ca
crna boja).

Tomislav Vrbanec Doktorska disertacija



8§ 4. Rezultati i rasprava 62

Na slici 27 prikazana je apsolutna skala koja gpisazlike u intenzitetu toplinskog toka
(oznaeno podruje toplinskog toka u rasponu 5 mW — krivulje su maknute zbog
preglednosti).

Usporedbom rezultata dobivenih terkim tehnikama TGA i DSC vidljivo je dobro
slaganje temperaturnih podja u kojima se dogaju promjene na analiziranim uzorcima.
Dobiveni rezultati poslu ili su kao dobra osnova daljnja spektroskopska istra ivanja prije
svega za DVS i hot-stage analize u kombinacijnssitu Ramanovom spektroskopijom kako
bi se opisale/objasnile strukturne promjene u pkifpenim spojevima koje nastaju
promjenom vlage odnosno temperature, kijh parametara u farmaceutskoj industriji.

Gledajui TGA/MS i DSC rezultate povla se zakljuak da su soli termki neSto
stabilnije. Raspad TGA/MS je detektiran pri viSiemperaturama u odnosu na osnovni Spoj
omeprazol. To potviuju i DSC krivulje iz kojih je vidljiv raspad solpri 20 °C viSi

temperaturi.
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4.2. Vibracijska spektroskopija omeprazola i njegovih sd

Ramanovi i infracrveni spektri analizirani su pomoprogramskog paketa OPUS - pri

korekciji bazne linije i izglaivanja spektara te oznavanje karakteristnih vrpci.

4.2.1. Asignacija vibracijskih spektara omeprazola

Zbog preglednosti asignacije, molekulu omeprazalaifelit emo na etiri dijela. Prvi dio
predstavlja supstituirani piridinski prsten, drimginzimidazolni dio, a tre predstavlja most

koji ini C-SO-C skupina. etvrti dio predstavljaju metoksi skupine.

4.2.1.1. Karakteristi ne vibracije supstituiranog piridinskog prstena

U benzenskom su prstenu sve CC veze ekvivaleneaaisu 1,5. Zbog te jednakosti i visoke
simetrije vibracije pojedinih CC skupina su snapavezane. Zato je najbolji na obraditi
benzenski prsten kao cjelinu i upotrijebiti prisle stojne valove. Colthrdff je upotrijebio za
opis vibracija u obrw mehaniki model stojnih valova, gdjevorne to ke oznaavaju atome

koji miruju.

Slika 28. Kvadratna (gore) i polukru na (dolje)agnha vibriranja benzena.
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Pri kvadrantnom vibriranju, vorne crte dijele povrSinu benzena nretiri kvadranta, gdje
etiri CC para vibriraju iz faze. Sho je i u sluaju polukru nog isteznog vibriranja, samo Sto
u tom primjeru imamo samo dvije poluravnine gdjgedZC skupine vibriraju iz faze.

Svaka vibracija je dvostruko degenerirana. Oznal@esistavlja rastezanje, a C stezanje
veza (slika 28). Kod supstituiranih benzena apraksimo naine vibriranja tako da vodikove
atome zamijenimo sa mirujum supstituentima.

Na ini vibriranja u piridinskoj molekuli su vrlo slhi onima u benzenu. Za
monosupstituirani primjer piridina vibracije su sane u tablici 10. Na slici 29 prikazan je

grafi ki prikaz normalnog vibriranja molekule benzena.
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