Lab Ke B: Syntes av acetylsalicylsyra med efterfoljande smiltpunkts-
bestiimning samt tunnskiktskromatografi

Del 1: Syntes av acetylsalicylsyra samt bestimning av smiltpunkt

Inledning

Acetylsalicylsyra (aspirin) &r ett av virldens mest anvénda lakemedel och har funnits sedan
1899, da den tyske vetenskapsmannen Dreser forst introducerade det. Han framstillde det ur
salicylsyra, som utvanns ur videvéxter (Salix) . Idag anviinds det framforallt vid forkylningar
och huvudviirk. Det har en smirtstillande, febernedsattande och antiinflammatorisk effekt och
séljs receptfritt under en rad olika namn.

Acetylsalicylsyra (se fig) kan bilda s.k kelatkomplex. Det uppstar o
nér en molekyl kan binda en metalljon pa mer #n ett stille. O+— V4
Ordet kelat kommer fran det grekiska ordet chele som C\ cH
betyder klo. De syreatomer som #r markerade med en asterix 3
i strukturformeln till héger, binder likt en klo kopparjoner, Cu?*,

Vid forkylningar, infektioner och feber &kar halten kopparjoner CO*OH
i blodet medan halten minskar i cellerna. Detta kan ge upphov till .
smértfornimmelser. En del av acetylsalicylsyrans smértlindrande acetylsalicylsyra

effekt uppstar dérfor nir den binder kopparjonerna i blodet och for
dem tillbaka till cellerna.

Acetylsalicylsyra verkar ocksé pa ett annat sétt. Prostaglandiner (PG) &r damhen med
fettsyrakaraktir som bildas naturligt kroppen genom oxidation av fettsyror. De verkar p4 den
plats i kroppen dér de bildas. PG har skiftande funktioner. De har bl.a betydelse for
muskelsammandragningarna under forlossningsarbetet, de paverkar regleringen av det lokala
blodflédet genom att paverka spanningsgraden i blodkérlens véggar.

Vid en lokal inflammation bildas PG och vidgar d4 blodkirlen s att rodnad, svullnad och
vérmedkning uppstar. Samtidigt 6kas sméartimpulserna fran vivnaden. Det forsta steget i
bildningen av PG sker med hjilp av ett enzym (cyklooxygenas). Acetylsalicylsyra verkar
genom att hdmma detta enzym vilket far till foljd att den inflammatoriska reaktionen och
smértan motverkas.

Teori:

Reaktionen mellan salicylsyra och éttiksyraanhydrid r jamforbar med estermekanismen.
Fosforsyra fungerar som katalysator och reaktionen borjar med att en proton fran fosforsyran
sétter sig pd en av syreatomerna i &ttiksyraanhydrid som har en dubbelbindning. Dérefter blir
hydroxylgruppen (-OH) i salicylsyra inblandad.
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Materiel:
E-kolv 100 cm? ev pulvertratt automatpipetter, pasteurpipett, glasstav,
virmeplatta + bagare 400 cm® for att gora 1 ordning ett vattenbad 80-90°C,
isbad, Buchnertratt, filtrerpapper, sugflaska, vattensug, spatlar, ev virmeskap ca 50 °C,
sméltpunktsapparat med tillbehér.

Kemikalier:
Salicylsyra, éttiksyraanhydrid, konc, fosforsyra (85 %)

Utférande:

Blanda 1,0 g salicylsyra, 2,5 cm® attiksyraanhydrid och 3 droppar fosforsyra.

R&r om blandningen kraftigt med glasstav. Véarm dérefter pa vattenbad i ca 10 min.

Tag bort kolven fran vattenbadet. I ett dragskap tillsitts 1 cm> vatten. OBS: Blandningen
kan rdka i hiftig kokning genom virmeutveckling vid snderdelning av 6verskottet
attiksyraanhydrid.

Sedan all anhydrid sénderdelats tillsitts 19 cm® vatten. Genom omrdrning med glasstav startas
kristallisationen. For att fé en s4 fullstindig utfallning som méjligt kyls kolven p3 ett isbad.
Forbered under tiden vattensug, sugflaska och buchnertratt med filtrerpapper. Om utbytet ska
beridknas méste filtrerpapperet vigas forst.

Starta vattensugen och hall lésningen med kristallerna genom biichnertratten. Tvétta
produkten med avjonat vatten tre génger. Avldgsna filtrerpapperet med hjilp av tv4 spatlar.
Lat fallningen torka.( helst lufttorka men man kan &ven torka i virmeskap med ganska lig
virme, ca 50 °C).

Bestdm smaéltpunkten pa din produkt.

Jamfor med tabellvirden pa acetylsalicylsyra (=aspirin).

Forsok skriva mekanismen for reaktionen: se Teori ovan. For fler
ledtrddar se Ke B-boken s 180-181.

Ber#kna dven utbytet.
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Del 2; Att utfora en tunnskiktskromatografi pa huvudviirkspulver och den syntetiserade
acetylsalicylsyran. Som referens anviinds ren acetylsalicylsyra samt salicylsyra.

Teori och principiellt utforande av tunnskiktskromatografi: Lis bifogad stencil

Materiel:
Mortel, smé bigare ( 10 cm® eller 50 cm®), tunnskiktsplattor av kiselgel,
kapillarror 20 4 , plastfolie, 2 bigare 600 cm”®, virmeplatta

Kemikalier:

Acetylsalicylsyra, syntetiserad acetylsalicylsyra, Magnecyl eller Treo, salicylsyra,
etanol (denatuerad fungerar bra), jod

Elueringsmedel (en blandning av 2 volym% konc HAc och 98 volym% etylacetat)

Utforande:
Fyll elueringsmedlet i en bégare till ca 1 cm héjd. Tack 6ver noga med plastfolie.

Preparera fyra olika provlgsningar (smé& méngder/volymer) i de sm4 bégarna enligt f5ljande:
A) ren acetylsalicylsyra l6ses i etanol sa I6sningen blir 1 massprocent

B) syntetiserad acetylsalicylsyra 16ses pa samma sitt

C) En Treo eller Magnecyl mortlas och en del av detta 16ses i etanol s§ att 16sningen
blir 5 massprocent. Tabletterna innehéller bindemedel och detta kommer inta att 15sa sig.

D) ren salicylsyra l6ses som i A) och B).

Applicera de fyra provldsningarna var for sig ett antal ginger pa kiselplattans “startlinje” med
hjalp av fyra olika kapillérror (se bifogad stencil ). Var noga med torkningen emellan. Sitt
ned plattan i bidgaren och tidck med plastfolie. L&t kromatografin pagé ca 15 min.

Tag upp plattan och mérk ut frontlinjen med blyerts. Lat 16sningsmedlet avdunsta.

Framkalla genom att sétta ned plattan i en bagare med ndgra jodkristaller pa botten. Tack med
plastfolie. Véarm forsiktigt till dess att du ser flickar framtriida. Markera dessa med blyerts.
Dra slutsatser av forsoket.

Enkel TLC-apparat



- Pappefskromqfografi och tunnskiktskromatografi

Vid papperskromatografi utnyttjar man att de dmnen, som man vill sepy -~
rera, binds olika starkt till en vitskefas respektive till papperet, som ir en
fast, vattenhaltig cellulosafas. En droppe prov med de 16sta dmnena sitts
ett stycke frin papperets nedre kant, och papperets kant placeras i den
rérliga fasen, eluenten. Blandningens komponenter vandrar lings pappe=
ret tillsammans med vitskefasen, men olika snabbt, beroende pé deras
olika attraktion till den fasta fasen respektive vitskan. For att identifiera
dmnena jimfér man med kinda dmnens kromatogram.

Tunnskiktskromatografi bygger ps samma princip som papperskromato-
grafi, men den fasta komponenten bestir av en beldggning av t ex kiselgel,
pé en platta av glas, plast eller aluminiumfolie. Genom att anbringa

. % mycket smé flackar av analysblandningen och torka dem vl fore eluer-
L ST ingen, det steg d4 man later eluenten sugas upp i plattan, kan man &ka

kinsligheten och avlisbarheten. Tunnskiktskromatografi 4r en av de me
anvinda rutinanalyserna p3 ett modernt laboratorium idag. Vatten

— 3 4 anvinds aldrig som eluent darfér att vattnet 16ser bort beldggningen.
Persilja, morot, réd paprika. Istallet anvinds organiska lsningsmedel med olika polaritet (metanol,

etanol, aceton, etylacetat, toluen, bensin). Flickarna kromatogrammet
gors synliga efter elueringen p4 olika sitt, t ex med ett lémpligt reagens.
i

PRINCIPIELLT UTFORANDE

1. Hall den mobila fasen, 16sningsmedlet, till
nigon cm hojd i kromatografikirlet. Tack
kérlet med urglas s& att luften blir mittad

med mobilfas. Arbeta i dragskép.

2. Vélj ut en TSK-platta, Rita ett tunt blyerts-
streck ca 2 cm frén plattans nedre kant.
Markera med blyerts limpliga punkter att
sétta provldsningar pd. Providsningarna sitts
p& med mikropipett eller med kapillirrér. Ta
rena s&dana for varje prov. Upprepa

péséttningen, med torkning emellan, tills det
har blivit en liten flick med hig koncentra-
tion av provet.

3. Plattan sitts'ned i kromatografikirlet som

tdcks med urglas (se fig.). Forstket avbryts

-efter angiven-tid-eller niir-denrérligafasen——
néstan natt upp till plattans dvrekant. Ta upp
plattan och markera frontens lige.

4. Torka plattan, ev. i véirmeskép och studera
det erhallna kromatogrammet. (Tbland méste
flackarna forst framkallas, t.ex vid separation
av aminosyror). Markera flickarna och’
forsok identifiera dem. .

véatskefront.

mobil fas -

Tunnskiktskromatografi



