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1. Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat: Miroslav Suchy
Vedouci diplomové prace: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Ndzev diplomové prace: Fyzikdlné chemické vlastnosti 1éCiv

Testovat fyzikalné chemické vlastnosti molekul je béhem vyvoje novych IéCiv zasadni.
Tyto vlastnosti mGZzou pomoci porozumét nebo predvidat farmakokinetické vlastnosti novych

|éCiv pti zkouSeni in vivo, nebo in vitro.

Jedna z téchto fyzikalné chemickych vlastnosti je disociacni konstanta (pK). Jeji
hodnota udava ,Cislo na stupnici pH, kde je pravé 50% slouceniny v ionizovaném stavu®.
V redlnim pfipadé muizeme podle tohoto Cisla urdit, kde se bude IéCivo v gastrointestinalnim
traktu vstrebavat. V gastrointestinalnim traktu se vstrebavaji pouze léciva s disociacni

konstantou od 3 do 11. Mimo tuto $kdlu se IéCiva nevstiebavaiji.

V této praci predstavuji experimentdlni moznosti méreni disociacni konstanty. Zabyval
jsem se dvéma metodami méreni ve vodeé rozpustnych sloucenin. Prvni metoda byla
spektrofotometrie a druha potenciometricka titrace. Zjistil jsem, Ze potenciometricka titrace je
zakladni metoda, ktera ddva dobré a presné vysledky. Spektrofotometricka metoda byla na
zakladé mych méreni vyhodnocena az jako sekundarni metoda, protoze pti srovnavani
vysledkl s potenciometrickou titraci dala kvalitni vysledek jen pro slouc¢eninu
2-aminobenzimidazol. U pyrazinovych sloucenin s rdznymi funkénimi skupinami se

spektrofotometrickd metoda neosvédcila. Potenciometricka titrace poskytla dobré vysledky.



Disociacni konstanta je ovliviiovana funkénimi skupinami, které molekula obsahuje.
Zkusil jsem porovnat latky s rGznymi funkénimi skupinami na pyrazinovém jadre, aby se
ukazalo, jak ovlivni hodnotu disociaéni konstanty. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o pyrazinové
jadro, byla hodnota disociacnich konstant (pK) u slou¢enin aminopyrazin, karboxypyrazin a
3-amino-2-karboxypyrazin ovlivnéna jen v rdmci jednotek. Diky pyrazinovému jadru a s nim
spojenym elektronovym posunem maji vSechny tfi latky disociacni konstantu v kyselém

rozmezi stupnice pH.



2. Abstract

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: Miroslav Suchy
Supervisor: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Title of Diploma Thesis: Physico-Chemical properties of drugs

To test physico-chemical properties of new molecules is necessary during drug
development. It could be helpful to understand or predict the pharmacokinetic parametres of
a new drug in vivo/in vitro experiments.

One of this parameters is a dissociation constant (pK). Dissociation constant is defined
as ,, Number on pH scale, wherein is just fifty percent of molecule in a ionization condition”. In
real case this number can help us to know where in the gastro-intestinal tract (GIT) the drug
will be absorbed. In GIT only molecules exhibiting pK from 3 to 11 could be absorbed. Out of
this range it is not possible.

In this work | would like to introduce the ways of experimental measurement of pK
values. | was working with two methods to measure the pK values of water-soluble
compounds. The spectrophotometric method and the potentiometric one. | had to find out,
that potentiometric titration is primary method which gets us good and accurate results. Based
on my measurement | evaluated the spectrophotometric method as the secondary method.
Spectrophotometric method gave us good results only for 2-aminobenzimidazole compound.
The spectrophotometric method did not work with the pyrazines compounds with variety of
functional groups. Potentiometric titration gave us good results.

The dissociation constant is affected by functional groups in the molecule. So | also
tried to compare a variety of functional groups on pyrazine heterocyclic to show how a pK
value is changed by introduction of various functional groups. Whereas it was the pyrazine

nucleus was the pK values of compounds aminopyrazine, carboxypyrazine and



3-amino-2-carboxypyrazine affected in small range. All of these three compounds have the pK

value in the acidic range of pH scale. This is due to the electron shift to the pyrazine ring.



3. Uvod

Kazda latka ma své fyzikalné-chemické vlastnosti, které prozrazuji informace o jejim
chovani. Umét tyto parametry zmérit nebo vypocitat ma vyznam pro predikci vlastnosti a
chovani latek. Fyzikalné-chemickych vlastnosti je cela fada. Od teploty tani, pres optickou
otacivost, index lomu, molekulovou hmotnost az po hustotu. Fyzikalné-chemické vlastnosti
dokazi prozradit néco o molekule, ale také s jejich pomoci miZzeme neznamou molekulu

kvalifikovat.

J4 jsem si vybral disociacni konstantu, kterd mi pfijde nejzajimavéjsi z pohledu dal$iho
vyuZiti. Neni to jen Cislo na stupnici pH, které muze slouzit ke kvalitativnimu urcenf latky, ale i

informace, ktera ndm o latce z pohledu distribuce v organismu néco prozrazuje.

Jako cil své diplomové préce jsem si stanovil zkusit zméfit disociacni konstantu u
raznych latek dvéma metodami - UV-VIS spektrofotometrii a potenciometrickou titraci. Snazil
jsem se zjistit, jestli se data namérena riznymi metodami vyznamné odlisuji, nebo jsou stejna a
metody jsou tudiz rovnocenné. V neposledni fadé bylo mym cilem podivat se, co a jak
disocia¢ni konstantu urcité molekuly ovliviiuje. Mnoho vzorka 1éCiv, které na katedru biofyziky
a fyzikalni chemie pfichazeji, je z katedry farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv, kde se zabyvaji
jejich syntézou. Proto jsem se zabyval derivaty pyrazinu, které jsou pouzivany k [écbé
tuberkuldzy. Zkoumal jsem a hodnotil, jak se lisi disocia¢ni konstanta derivatl pyrazinu s

raznymi funkénimi skupinami.



4. Teoreticka Cast

V nasledujici ¢asti prace si povime néco o disociacni konstanté. Objasnime, co to

disociacni konstanta je, k cemu slouZi a jak se vypocita nebo experimentalné zméri.

4.1. Co je to disociacni konstanta?

Disociacni konstanta je dllezity fyzikdlné chemicky parametr pro charakteristiku
molekuly. Uddva hodnotu na stupnici pH, pfi kterém je pravé 50% slouceniny v ionizovaném
stavu.!” To o molekule prozrazuje mnohé z jejich vlastnosti. Je to také hodnota, ktera Fika, jak
snadno je mozné odstépit vodikovy kation, oznacuje se poté pKa. Jestlize molekula odstépuje

hydroxylovy anion, je poté zkratka pKs. Vztah mezi hodnotou pKa a pKs je nésleduijici:!?!
pKa + pKg =14

Cim je hodnota disocia¢ni konstanty vétsi (hodnota Ka nebo Kg), tim jsou vétsi koncentrace

iontd oproti neionizovanym molekuldm, a tim je kyselina nebo zasada siln&;jsi.[?!

Disociacni konstanta vychazi z rovnovazné konstanty disociacni reakce pro slabou

kyselinu:®
HA <> H'+ A

Kde leva strana rovnice predstavuje formu neionizovanou a prava strana rovnice ionizovanou
formu slou€eniny. Reakce ma dynamicky charakter, takze zména pH prostfedi ovlivni jeji
rovnovahu smérem doleva nebo doprava. Hodnota disocia¢ni konstanty prozradi podil
ionizované/neionizované &asti slouceniny v riiznych prosttedich s rozdilnym pH.™ Jak dale
vime, slabé kyseliny nebo zasady nejsou ve vodnych roztocich zcela disociovany, proto je lze
z pohledu termodynamiky vyjadFit vztahem pro rovnovaznou konstantu:®?

_ [H1+[47]
T [HA]

Ka

V Citateli je vyjadfend koncentrace pro disociovanou ¢ast molekuly a ve jmenovateli pro

nedisociovanou (ne celkovou) &ast.!?!
Obdobné rovnice plati i pro slabou zasadu. Disociaéni rovnice ma tvar:'?!

BOH <->B* + OH"

10



Rovnice pro rovnovaznou konstantu ma poté tvar nasledujici:?

_ [B]+[0H]

B [BoH]

Disocia¢ni konstanta je vyznamny parametr u lé¢ivych latek, proto jsem zkoumal latky,

které jsou potencionalni [éCiva, nebo vychozi ¢asti latek pro syntézu IéCiv.

4.2. Vyznam pro lécivo

Znat hodnotu disociaéni konstanty u nové vyvijeného lé¢iva mlzZe znacné pomoci pfi
testovani absorpce Iéciva. JelikoZ lidské télo neni homogenni systém a ma ve svych rGznych
¢astech rlizné hodnoty pH, miZe hodnota disociacni konstanty pomoci s predikci, kde se mize
lé¢ivo vstiebat.!*3 Sdéluje, v které &asti gastrointestinalniho traktu se vstfeba nebo jestli
traktem jen projde a nevstieba se - tudiZz nebude mit systémové ucinky, ale jen lokdlni. To neni
nékdy nezadouci stav, vzhledem k napfiklad cilenému plsobeni v tlustém stievé.3! Poté je
nevstrebatelnost v Zaludku jev Zadouci. Je tfeba zminit, Ze hodnota disocia¢ni konstanty neni
jediny parametr urcujici vstrebatelnost 1éCiva. Zalezi i na dalSich vlastnostech molekuly, jako je

tfeba lipofilita nebo velikost.™

Jak jiz bylo feceno, v rliznych ¢astech téla jsou rizné hodnoty pH a molekula musi mit
urcité vlastnosti pro vstfebavani a naslednou distribuci v organismu. Vstfebavani neboli
pfechod pres membranu, se déje jen u neionizované frakce molekuly. Nasledna distribuce je jiz
ve vodném prostredi, takZe je dobré, kdyz je poté molekula ve formé ionizované. Také mista
pro absorpci v gastrointestindlnim traktu jsou zavisla na pH molekuly. Latky mirné a stfedné
kyselé se vstfebdvaji v Zaludku. Latky mirné zdsadité se vstiebavaji v tenkém strevé. Zde je to
ovlivnéno ionizaci a rozdilnym pH prostredi. Silné zasadité a silné kyselé latky se nevstfebavaiji.

V tabulce & 1 je uveden priklad &sti téla a jejich hodnot pH.[*?!

11



Cast téla Hodnota pH
Plazma (krev) 7,4
Zaludek 1-3
Duodenum 5-6
lleum, tlusté strevo 8
Mo¢ 4-8
Plod 7,3

Tabulka & 1: Hodnoty pH v riiznych édstech téla.?!

Na néasledujicim obrdzku ¢ 1" mazeme vidét pfiklad Ié¢iva s pKa = 3 (napfiklad aspirin)
a jeho chovani pfi prestupu pres membranu. Jak se zméni pomér ionizované a neionizované
frakce molekuly v zavislosti na pH prosttedi, je ukdzano v tabulce ¢. 2, kde jsou hodnoty

procentudlniho zastoupeni neionizované ¢asti molekuly.®

pH Neionizovana ¢ast molekuly
i 2 90 %
:\ H¥+ A pKi=3 3 50 %
4 10%
6
8

v zdvislosti na pH."!

zaludek pH =2 01%
Biologicka membrana 0,001 %
plazma pH = 7,4 Tabulka ¢ 2: lonizace molekuly

HA — H*+ A -

=)

Obrdzek ¢. 1: Prestup léciva pfes membrdnu — Cervené Sipky
naznacuji posun dynamické rovnovdhy v zavislosti na pH. 54

Na obrdzku & 1™ je vidét klasicky pribé&h vstiebdvani molekuly. V kyselém prosttedi
Zaludku je rovnovaha ionizace molekuly posunuta smérem doleva, takie 90% léciva je
v neionizované formé. V této podobé projde pfes membrdanu do krevniho obéhu, kde je pH jiz
neutrdlni. Vzhledem k tomu, Ze molekula lé¢iva ma kysely charakter, je v neutralnim pH skoro
veskeré lécivo disociované, tudiz rozpustné ve vodni fazi a Iépe distribuovano dale. Diky
iontovému charakteru v neutralnim prostredi, nem(ze IéCivo projit pfes membranu zpét do
7aludku, takZe je takto vstfebavano do systémové cirkulace skoro celé. Cast Ié¢iva se pfi
absorpci vidy ztrati, at se jedna o reakci s jinymi latkami nebo rychlejsi posun

v gastrointestinalnim traktu. Proto po peroralnim podani neni biodostupnost lé¢iva 100%.!
12



Zjednodusené fec¢eno: Hodnota disociacni konstanty predpovida, jestli a kde se |éCivo vstreba.

4.3. Metody stanoveni
K uréeni disociacni konstanty slouzi mnoho metod. Vedle téch zakladnich a ¢asto
vyuzivanych, jako je potenciometrické a spektrofotometrické stanoveni, je to i stanoveni

konduktometricky, nuklearni magnetickou rezonanci (NMR) nebo vypo&tem.!

4.3.1. Potenciometricka titrace

Stanoveni pomoci potenciometrické titrace je zakladni metoda. Jednd se o
nejrychlejsi a za pouziti pfistrojd i plné automatizovanou metodu, ktera je velice pfesna i pri
malych koncentracich, okolo 10* mol/l. Takto mala koncentrace zaru€uje i malou spotiebu
daného vzorku, kterého stadi ve vysledku nékolik miligram(.!! Vzorek se pfevede do roztoku a
méri se zména pH po pridavcich kyseliny nebo zasady. Pro lepsi pfedstavu, napfiklad k 10ml
vzorku se pfidava kyselina nebo zédsada po 0,1ml.>® Koncentrace kyseliny nebo zasady, ktera
je vyuZita k titraci jako titracni Cinidlo, je vZdy o jeden fad vyssi nez koncentrace vzorku. Takze
pouziva-li se napriklad roztok vzorku 0,001 mol/l, koncentrace kyseliny nebo zasady je 0,01

mol/L.1®

Celé méreni tedy vypada tak, Ze po zméreni prvotniho pH, se po pfidavcich kyseliny
nebo zasady necha hodnota pH ustalit a hodnoty se zaznamenaji. VSe probiha nejlépe za
stalého michani. U automatizovanych pfistrojd se po skonceni titrace ukaze vysledny graf a
hodnoty. K vyslednému vypoctu disociacni konstanty je potfeba znat hodnoty pH vzorku
béhem titrace, pocatecni objem i se zménou béhem titrace roztoku a pocatecni koncentrace
vzorku a kyseliny nebo zasady.[®! Na vypocet slouZi fada vzorcd, do kterych se postupné

dosazuje. Jednotlivé vysledky se poté dosadi do vzorce, ktery miize mit podobu:>®

[HA]
K = pH + log o2l
pK = pH +log "=

nebo se mliZe pocitat i s koncentraci kationt( vodiku v roztoku, vysledek je poté presnéjsi a

vzorec vypadd nasledovné:>®

[HA]-[H"]

pK =pH + log AT

13



Pro dosazeni do hlavnich vzorci je tfeba uvést nékolik diléich vypoctd, které jsou

zapotiebi. Vyznam pouzitych zkratek je uveden v tabulce & 3.129

Symbol Vyznam
Coox = AxC'HA
HA =
X Con Aktudlni koncentrace titra¢niho ¢&inidla
C'on Pavodni koncentrace titracniho ¢inidla
B*COH ) Chia Aktualni koncentrace latky v roztoku
CoH = = [A] B
C'ha Plvodni koncentrace latky v roztoku
X Celkovy objem roztoku
A Pocatecni objem roztoku
X=A+B
B Pridavek titracniho cinidla
Rozdil koncentraci latky a titracniho cinidla
[HA] Y
Koncentrace neionizované frakce
[HA] = Cua— Con . L. ,
[H] Koncentrace kationt(l vodiku v roztoku
[A] Koncentrace ionizované frakce
[H*] = 10" Tabulka & 3: Vyznam zkratek uZitych pfi vypoctu z potenciometrické titrace.'!

Oba vzorce pro vypocet disociacni konstanty pomoci potenciometrické titrace jsou
zalozZeny na faktu, Ze v pH prostredi které je rovno hodnoté disociacni konstanty slouceniny, je
pravé 50% slouceniny ve stavu ionizovaném a druhych 50% ve stavu neionizovaném (hodnoty
[A] a [HA] ve vzorci). Z toho vyplyva, Ze: dosadime-li do vzorce dvé stejné hodnoty koncentraci,
ziskdme pomeér, ktery je roven jedné. Tento pomér je po zlogaritmovani roven nule (log 1 = 0).

Poté je pK = pH, kdyz je slougenina ionizovand 50:50.1%%

Jestlize hodnoty zjisténého pH pfi titraci a mnoZstvi pfiddvaného titra¢niho cCinidla
vyneseme do grafu, ziskame titracni kfivku, ze které mGzeme vycist pfiblizné hodnoty
disociacni konstanty. Pfiklad titracni kfivky je uveden na grafu ¢. 1. Hodnota disociaéni
konstanty na titracni kfivce neni shodnd s bodem ekvivalence, ktery je pouzivan k vypoctu pfi
stanoveni koncentraci.l”? Hodnota disociaéni konstanty na stupnici pH je v mist&, kde je pravé
50% slouceniny v ionizovaném stavu. Na grafu se tedy vyskytuje v oblasti, nez se zacne titracni
kFivka prudce zvedat.” Takové oblast je oznagena v &erveném ramecku na grafu & 1.
Zjednodus$ené se da urcit jako % vzdalenosti mezi zatatkem titrace a bodem ekvivalence.!?

V bodé ekvivalence je totiz 100% molekuly ionizované a Zadna ze sloucenin, vzorek nebo

titraéni ¢inidlo, neni v nadbytku.”? Obecné Ize tici, Ze bod ekvivalence je pfi acidobazickém

14



stanoveni v okoli pH 7. Pfi titraci silné kyseliny silnou zasadou nebo slabé kyseliny slabou

zasadou je presné 7. Pfi titraci slabé zasady silnou kyselinou je pod bodem 7. P¥i titraci slabé

kyseliny silnou zdsadou je nad bodem 7.7 Na grafu ¢. 1 je tento bod oznaen Zluté, respektive

Zlutym krouzkem.
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Graf ¢. 1: Priklad potenciometrické titracni krivky, oznaceni
disociacni konstanty (Cervené) a polovicni vzddlenost mezi zacdtkem titrace a bodem ekvivalence (zelené).

4.3.2. Spektrofotometrie

, mista vyskytu hodnoty

Alternativni metoda k potenciometrické titraci je UV-VIS spektrofotometrie. Jeji

nejvétsi vyhodou je citlivost. Detekuje vzorky jiz od koncentrace 10 mol/I. Nespornou

vyhodou je potfeba malého mnoZstvi vzorku, ktery je nasledné preveden do roztoku.

Vzhledem k tak malé koncentraci roztoku se vzorek vétsinou bez problému rozpusti ve vodné

fazi. Rozpusténi ve vodé je lepsi pro pozdéjsi méreni absorbance. Zamezi to zkresleni vysledkd,

které by mohlo nastat, kdy? je latka rozpusténa v organickych rozpoustédlech.”

Vlastni méreni se provadi pfi vinovych délkach ultrafialového (UV, 190 - 380 nm) a

viditelného zareni (VIS, 380 - 780 nm). Vysledky méreni pfi vinovych délkach pod 190 nm jsou

jiz ovlivnény okolnimi plyny, takZe i vzduchem kolem kyvety, proto v tomto rozmezi nema

méfeni vyznam. MéFeni v infraderveném zafeni (IC, >780 nm) se také neprovadi.>® Pro méreni

je dllezité pouzit kyvety z kfemenného skla, které zareni UV-VIS neabsorbuji. NepouZiti
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kfemennych kyvet velmi zkresli vysledky, jelikoZ kyvety z optického skla absorbuji skoro

vedkeré UV zareni.l”!

Vzorek je potfeba proméfit pfi riznych hodnotach pH za pouziti vhodnych pufra.
Nékdy je potieba druhé méreni na mensim intervalu pH s mensimi rozdily mezi jednotlivymi
hodnotami pH v okoli hodnoty, ktera se rovna disociacni konstanté. Takovy interval uréime
z prvniho méreni. Stanovovany roztok se vzorkem je nutno méfit proti slepému roztoku, ktery
obsahuje jenom pufr. Tim dostaneme absorpcni kfivky pouze vzorku a ne pufru. Nejvétsi
zména v absorbanci nastdva, kdyz se pH pufru rovna hodnoté pK. Z grafu ur¢ime vinovou
délku, pfi niz se hodnoty absorbance nejvice lisi mezi jednotlivymi hodnotami pH a tyto

hodnoty zaznamendme do vypo&tu pomoci vzorce:>#

A-—-A
A—Ayy

pK = pH + log

Vysvétleni jednotlivych zkratek pouzitych ve vzorci je v tabulce & 4.1%)

Symbol Vyznam
pH pH pufru
Ar Absorbance v zasaditém prostiedi
Ani Absorbance v kyselém prostredi
A Absorbance zkoumané latky

Tabulka & 4: Vyznam zkratek uZitych pfi vypoctu spektrofotometrickou metodou. ¥

Na modelovém prikladu (obrdzek ¢. 2) si mGzeme ukazat jak takové absorpcni kFivky,

pro vzorek pfi rliznych hodnotach pH, na celé skale UV-VIS vypadaiji.
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Obrdizek & 2: Absorpcni kifivky vzorku pri riiznych hodnotdch pH. Cervené je oznacena kfivka pro HCI, éerné
pro HO a modre pro NaOH.

Z grafu uréime vinovou délku, pfi niz se hodnoty absorbance nejvice lisi mezi
jednotlivymi hodnotami pH a tyto hodnoty zaznamendme do vypoétu.”! U modelového
obrdzku ¢. 2 je to pFi vinové délce 241nm. Podle poctu funkénich skupin, které vzorek
obsahuje, mliZze mit vice disociacnich konstant. Poté pristupujeme jednotlivé ke kazdé zméné
v absorbanci zvlast a pocitame kazdou konstantu pK nezavisle na sobé. Mista, kde se vSechny
kFivky protinaji, se nazyvaji isosbestické body.>1% Vyskyt takového mista je dan tim, Ze vzorek

existuje v roztoku ve 2 formdch (ionizovand &st a neionizovand &ast).['%
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5. Experimentalni cast

V nasledujici ¢asti prace se budu zabyvat svym vlastnim mérenim. Vénoval jsem se
predevsim slouceninam pyrazinu s rznymi funkénimi skupinami, abych zjistil, jak skupina
ovliviiuje disociacni konstantu pyrazinu. Poté jsem se vénoval méfeni disociacni konstanty
nékolika léc¢iv. Dvé |éciva jsou odvozena od pyrazinu, jedno je odvozeno od benzimidazolu.
Derivaty pyrazinu jsou potencionalni |éCiva na [éCbu tuberkuldzy. Derivaty benzimidazolu se

pouZivaji jako antihelmintika.l*!

Spektrofotometrickou metodou a potenciometrickou titraci jsem zkoumal a

experimentalné pocital disociacni konstantu u nasledujicich latek:

N COOH N COOH
N NH
[ j/ 2 [ j/ X
/
N/ N/ N NH,
aminopyrazin karboxypyrazin 3-amino-2-karboxypyrazin
Mr = 95,10 Mr = 124,10 Mr = 139,11

0
N 0
X OH
Cl N
N/ \[ X OH
>
OH o) N

6-chlor-2-karboxypyrazin
5-(2-hydroxybenzoyl)-2-karboxypyrazin Mr =157,99

Mr = 244,05
N
/>7NH2
N

2-aminobenzimidazol
Mr = 133,06
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5.1. Pufry

Roztoky, které jsou schopné udrzet stabilni pH. Z chemického pohledu jde o, roztoky
slabych kyselin a jejich soli se silnou zdsadou nebo roztoky slabych zdsad a jejich soli se silnou
kyselinou”.”?! P¥i méteni disociaénich konstant byly pouZity dva réizné pufry k vytvofeni riiznych
hodnot pH. Prvni je BrittonOv-Robinsoniv univerzalni pufr, se kterym se dosahuje rozmezi pH
od 2 do 12. Jedn4 se o zasobni roztok kyseliny fosforecné, borité a octové ve vodé, jehoz pH je
nasledné upraveno urcitym mnozstvim pfidaného hydroxidu sodného. Druhy pufr, ktery byl
pouzit pfi méreni, byl citratovy, ktery ma své rozmezi pH od 3 do 6. Chemicky jde o smés
kyseliny citronové a citratu, michanych v rliznych pomérech pro urcité pH. Mnozstvi kyselé a

zasadité slozky pro dané pH u obou pufr(i jsem &erpal z odborné literatury.?

5.2. Pouzity material pfi méreni

pH metrinoLab 720 (WTW) + kalibraéni TEC pufry (WTW)
Kombinovana elektroda typ Sentix 61 (WTW)

Magneticka michacka (Heidolph) + michadla
Spektrofotometr Agilent HP8453 (Agilent Technologies)
PC s programem UV-Visible ChemStation Software (Agilent Technologies)
Analytické vahy (Sartorius)

MS Excel 2016

Kyvety (Agilent Technologies)

Pipety + Spicky

Laboratorni sklo

Zakladni roztok Brittonova-Robinsonova pufru (pfipraven na katedre biofyziky a fyzikalni
chemie)

Kyselina citronova monohydrat p.a. (Penta)
Kyslina chlorovodikova p.a. (Penta)
Hydroxid sodny p.a. (Penta)

Fenolftalein p.a. (Lachema Brno)
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5.3. Titracni ¢inidla

Pro titraci jsem pouZival kyselinu chlorovodikovou (0,0926 mol/l), ktera pro samotnou
titraci byla vidy 10x zfedéna na koncentraci 0,00926 mol/l. Koncentrace hydroxidu sodného
byla stanovena vzdy v den méreni a je uvedena v kazdé tabulce s vypoctem. Koncentrace
roztoku hydroxidu se pohybovala vidy kolem hodnoty 0,1 mol/l a nasledné byl roztok pro
titraci zfedén 10x na koncentraci cca 0,01 mol/Il. Spravna koncentrace roztoku hydroxidu byla
stanovovana kazdy den titraci kyselinou chlorovodikovou (c = 0,0926 mol/I) na indikator
fenolftalein, ktery je v kyselém prostfedi bezbarvy a v zdsaditém fialovy. Zména barvy
fenolftaleinu je ddna zménou prostorového usporadani molekuly pfi zméné pH z kyselého na

zasadité.[*3!

5.4. Postup

JelikoZ jsou jednotlivé postupy pro méreni velice podobné, bude zde uveden jeden
vseobecny postup a na konci v tabulce ¢. 5 uvedeny navazky a presné koncentrace roztokd

vzorkd.

Pro méreni disociacni konstanty bylo nejprve nutné si prevést latku do roztoku o

koncentraci 0,001 mol/I. Za vyufZiti vzorce:!*#

_ m
“Turv

na vypocet koncentrace jsem zjistil navazku latky pro pfipravu roztoku o objemu 50 ml. Latku
jsem nasypal do odmérné barky, pfidal destilovanou vodou, promichal tak, aby se latka
rozpustila a dolil destilovanou vodou po rysku. 50 ml roztoku staci na potenciometrické i na
spektrofotometrické stanoveni. Zalezi jen na dobé mezi jednotlivymi stanovenimi, proto jsem

roztoky pfipravoval vidy v den méreni nové, kdyz byla delsi casova prodleva.

5.4.1. Potenciometrické méereni

Z odmérné bariky se odebralo 10 ml roztoku do 25 ml kadinky. Nebral jsem kadinku
vétsi, aby pfi titraci byla elektroda dostatecné ponofrena v roztoku, minimalné nad diafragmu
elektrody. Poté nakalibrovanou elektrodou na pH metru zacala samotna titrace. Po ustaleni
prvotniho pH a zaznamenani hodnoty jsem pfidaval pipetou 0,1 ml NaOH (HCl) o pfedem

presné stanovené koncentraci. Hodnoty jsem zaznamenaval az do prechodu do zasaditého
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(kyselého) pH. Titraci jsem provadél vidy 3x pro eliminaci chyb a vysledné hodnoty pH jsem

zpriméroval a zanesl do tabulky s vypocétem.

V kazdé tabulce s vypocétem v kapitole ,Pfehled vysledk(l a diskuze” je uvedena
plvodni koncentrace stanovované latky v roztoku (C'wa), plvodni koncentrace titracniho
¢inidla (C’on), pocatecni mnozstvi stanovované latky (a) a zména koncentrace po pfidavcich
titracniho Cinidla (Cua) a velikost pfidavku titracniho ¢inidla (b) a jeho koncentrace v roztoku
(Con). Také koncentrace vodikovych kationttd v roztoku pfi daném pH ([H*]) a celkovy objem

roztoku (X).

5.4.2. Spektrofotometrické méreni

PFi vypoctech zaloZenych na spektrofotometrickém stanoveni je dlleZité, aby v kazdé
kyveté byla stejna koncentrace zkoumané latky. Koncentrace se nedosazuje do Zadného
vypoctu.! Pfi méfeni jsem pouzil koncentraci 0,0001 mol/l, ktera se mi nejlépe osvéd¢ila, kdyz

jsem zkousel mérit spektra jedné Iatky pfi rGznych koncentracich.

Roztok o koncentraci 0,001 mol/I se jesté 10x ziedil pfimo v kyveté, tj. na koncentraci
0,0001 mol/l, tak, ze se k 0,2 ml vzorku ptidalo 1,8 ml pufru. Méfilo se oproti 2 ml slepého
vzorku, ktery obsahoval pouze pufr. Skala pH je idedlni co nejsirsi, proto jsem ¢asto volil
Britton(iv-RobinsonGv pufr, ktery ma rozpéti pH od 2 do 12.1'? Déle bylo potfeba zmé&Fit
absorpéni kfivky vzorku v kyselém, neutralnim a zdsaditém prostiedi. To znamen3, Ze 0,2 ml
vzorku jsem doplnil 1,8 ml 0,1 mol/I kyseliny chlorovodikové, pro dalsi méreni 1,8 ml 0,1 mol/I
hydroxidu sodného a v poslednim méreni 1,8 ml destilované vody, méfenych zase oproti 2 ml
slepého vzorku. Hodnoty absorbanci z téchto absorpénich kfivek byly poté pouZity do vzorce
pro vypocet. Idedlni bylo poutziti dvou stejnych kyvet pro eliminaci chyb. Volil jsem vzdy dvé
stejné kyvety od jednoho vyrobce, protoze kyvety od rlznych vyrobcl mohou mit odlisné
absorbance a tim mohou zkreslit vysledek méreni. Pomoci spektrofotometru jsem poté zjistil
absorpcni krivky vzorku pfi jednotlivych hodnotach pH. Z grafu jsem urcil vinovou délku, pfi niz
se hodnoty absorbance nejvice lisi mezi jednotlivymi hodnotami pH a tyto hodnoty jsem

zaznamenal do vypoctu.

U vSech experimentl v kapitole ,Pfehled vysledk( a diskuze” byl pouzit Britton(v-
Robinsonlyv pufr pfi stanoveni spektrofotometrickou metodou. Citratovy pufr byl pouzivan pfi
hledani chyb a zkouseni alternativ. BohuZel se ani v jednom pripadé neosvédcil, ale zminku si

v této préci zaslouzi.
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V nasledujici tabulce ¢. 5 jsou uvedeny presné navazky a koncentrace pro jednotlivé

vzorky.
[ Molarni . x
Latka Objem Navazka Koncentrace
hmotnost
Aminopyrazin 95,10 50 ml 0,004755 0,001 mol/I
Karboxypyrazin 124,10 50 ml 0,006205 0,001 mol/I
3-amino-2-
. 139,11 50 ml 0,006955 0,001 mol/I
karboxypyrazin
2-aminobenzimidazol 133,15 50 ml 0,006675 0,001 mol/I
2-aminobenzimidazol 133,15 25 ml 0,001668 0,0005 mol/I
5-(2-hydroxybenzoyl)-2-
(2-hy y _y) 244,05 50 ml 0,012202 0,001 mol/I
karboxypyrazin
6-chlor-2-
. 157,99 50 ml 0,007899 0,001 mol/I
karboxypyrazin

Tabulka ¢. 5: Navdzky a koncentrace pripravovanych roztoki vzorku.
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6. Prehled vysledk( a diskuze

V této casti prace se podivame na zpracovani vysledk. Vypodty budou uvedeny
v tabulce a v nékterych ptipadech dolozeny grafickym zpracovanim. V pfipadé
spektrofotometrického méreni budou k dispozici i spektralni data. Pro vétsi prehled jsem
pfipojil i ndslednou diskuzi nad vysledky do této kapitoly. Diskuze bude vidy na konci odstavce

za vysledkem, bude hodnotit vysledek méreni, jeho spravnost a Uspésnost.

PovaZoval jsem za spravné vynechat pfi vypoctech aritmetického praméru

disociaéni konstanty takové hodnoty pK/pKi/pK,, které byly evidentné odlehlé.

Smérodatné odchylky u vSech vypoctl jsou uvedeny v zavorce za vysledkem. Jsou

znaceny feckym pismenem sigma (o).

6.1. 6-chlor-2-karboxypyrazin
Na této latce jsem se ucil vypocet disociacni konstanty z potenciometrické titrace.
Proto bylo stanoveni disocia¢ni konstanty provedeno pouze na zakladé potenciometrické

titrace a ne spektrofotometrického méreni.

6.1.1. Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace 6-chlor-2-karboxypyrazinu hydroxidem sodnym jsou

uvedeny v tabulce ¢. 6. Titracni kfivka 6-chlor-2-karboxypyrazinu je uvedena na grafu ¢. 2.

Jesté jednou bych rad ptripomnél, Ze v kazdé tabulce pro vypocet disociacni konstanty
z potenciometrické titrace je u vSech latek uvedena: plvodni koncentrace stanovované latky
v roztoku (C'ua), plvodni koncentrace titra¢niho Cinidla (C'on), pocateéni mnozstvi stanovované
latky (a) a zména koncentrace po pfidavcich titra¢niho Cinidla (Cua) a velikost pridavku
titracniho ¢inidla (b) a jeho koncentrace v roztoku (Con). Také koncentrace vodikovych kationt(

v roztoku pti daném pH ([H*]) a celkovy objem roztoku (X).
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6-chlor-2-karboxypyrazin
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Graf ¢. 2: Titracni krivka 6-chlor-2-karboxypyrazinu.

Do konecéného vysledku jsem vzal hodnoty pK,, které byly se zapocitanim koncentrace
vodikovych kationt( presnéjsi. Aritmeticky primér jsem vytvofil ze 7 hodnot pK». Jednalo se o
hodnoty: 2,55; 2,47; 2,55; 2,61; 2,70; 2,83 a 2,95 z vypoctu pK; v tabulce ¢. 6. Vypocital jsem,

v

ze:
pK2= 2,66 (0 = 0,16)

Kterou jsem mohl porovnat s dfive namérenou pK = 3,35 na katedre biofyziky a fyzikalni

chemie.[*!

6.1.2. Zhodnoceni vysledkl

Tuto slouceninu jsem zvolil, protoZze mélo jit o snadny modelovy pfiklad, na kterém
jsem se mél vypocet disociacni konstanty z potenciometrické titrace naucit. Své vysledky jsem
mohl porovnat s jinymi, protoZe na katedre biofyziky a fyzikdIni chemie jiz byla jednou
disociacni konstanta 6-chlor-2-karboxypyrazinu zmérena. Jak je vidét z vysledkd i z grafu,
jednalo se opravdu o modelovy priklad méreni a vypoctu. Kdyz koncentrace hydroxidu
sodného pfi titraci presahla koncentraci 6-chlor-2-karboxypyrazinu neslo jiz vypocitat

disociaéni konstantu. Ve vypoctové tabulce ¢& 6 jsou tyto vypocty oznaceny textem #CiSLO.
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6.2. 5-(2-hydroxybenzoyl)-2-karboxypyrazin

Pro spektrofotometrickou metodu jsem zvolil dalsi slou€eninu, ktera byla jiz na katedre
biofyziky a fyzikalni chemie jednou zmérena. Na této slouceniné 5-(2-hydroxybenzoyl)-2-
karboxypyrazin jsem se ucil vypocet disociacni konstanty spektrofotometrickym stanovenim,

proto nebyla disociacni konstanta experimentalné zmérena potenciometrickou titraci.

6.2.1. Spektrofotometrie

Absorpcni kfivky jsou na obrdzku ¢. 3. Z absorpcnich kfivek jsem urcil misto s nejvétsi
zménou absorbance pfi riznych hodnotach pH. Tato zména nastala pfi vinové délce 412 nm.
Hodnoty absorbanci z vinové délky 412 nm jsem zaznamenal do vypoctové tabulky ¢. 7.

Do grafu ¢. 3 jsem vynesl hodnoty absorbanci pro riizné hodnoty pH a ziskal tak grafickou

zavislost absorbance na hodnoté pH.

Abzorbance (AL

.

L I |
250 200 350 =00 430 00

I
Mfawelength (nmi

Obrdzek ¢. 3: Absorpcni krivky 5-(2-hydroxybenzoyl)-2-karboxypyrazinu.
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Cislo méfeni Ani A- A pH pK pK
1 0,0337 0,318 0,047137 7,75 9,05444737 9,05
2 0,0337 0,318 0,12258 8,72 9,06216496 9,06
3 0,0337 0,318 0,22549 9,68 9,36336272 9,36
4 0,0337 0,318 0,26695 10,04 9,38017409 9,38
5 0,0337 0,318 0,27691 10,91 10,1377547 10,14
6 0,0337 0,318 0,29087 12,18 11,2032295 11,20

Tabulka ¢. 7: Viypocet disociacni konstanty 5-(2-hydroxybenzoyl)-2-karboxypyrazinu spektrofotometrickou
metodou.

5-(2-hydroxybenzoyl)-2-karboxypyrazin

14
12 L]

10 ® ®

pH

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Absorbance

Graf ¢ 3: Grdfické zndzornéni vysledki 5-(2-hydroxybenzoyl)-2-karboxypyrazinu.

Po zobrazeni vypocitanych hodnot jsem udélal aritmeticky prdmeér z prvnich ctyr

hodnot vysledkd pK (9,05; 9,06; 9,36 a 9,38) a zjistil jsem, Ze:
pK = 9,22 (0 = 0,16)

Tento vysledek jsem mohl porovnat s dfive namérenou hodnotou pK = 9,14 z katedry biofyziky

a fyzikalni chemie.*®

6.2.2. Zhodnoceni vysledk

Pro prvni stanoveni disociacni konstanty za pouZiti spektrofotometrického méreni jsem
zvolil 1atku, u které jsem predpokladal minimalni problémy s mérfenim a vypoctem. Jak se
ukazalo, disociacni konstanta latky 5-(2-hydroxybenzoyl)-2-karboxypyrazin vysla

spektrofotometrickym stanovenim opravdu dobre, bez zjevnych problémi béhem méreni. Jiz
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z obrdzku ¢. 3 bylo vidét, Ze absorpcni kfivky davaji pékné udaje. Naslednym vypoctem

v tabulce ¢. 7 a grafickém zpracovani v grafu ¢. 3 jsem se v této domnénce utvrdil. Bylo potieba
si uvédomit, Ze tato disociacni konstanta je pro fenolickou skupinu, nikoliv pro karboxylovou.
Disocia¢ni konstanta pro karboxylovou skupinu by sla lehce vypocitat z potenciometrické

titrace.

6.3. Aminopyrazin

6.3.1. Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace aminopyrazinu hydroxidem sodnym jsou uvedeny
v tabulce ¢. 8. Graficka zavislost zmény pH na pfidaném objemu hydroxidu sodného (titracni

krivka) je uvedena v grafu . 4.
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Graf ¢. 4: Titracni kfivka aminopyrazinu.

Po zobrazeni vypocitanych hodnot pK; a pK; jsem udélal aritmeticky priimér z 5 hodnot
pKz (3,10; 3,12; 3,15; 3,18 a 3,22) z tabulky C. 8, které jsou se zapocitdnim koncentrace

kationtl vodiku presnéjsi, a zjistil jsem, Ze:
pK,=3,15 (0 = 0,04)

Hodnota tabelovaného pK. je 3,1.1'7

6.3.2. Spektrofotometrie

Spektra aminopyrazinu jsou uvedena na obrdzku ¢. 4, na jeho zakladé byla stanovena
nejvétsi zména absorbance pro rizné hodnoty pH pfi vinové délce 316 nm. Vysledky
spektrofotometrickych méfeni jsou uvedeny v tabulce ¢. 9 a nasledné grafické zpracovani

vgrafuc. 5.

30



Absorbance (AU

F
225

|
250

I
275

I
300

|
325

T
350

) I
400 Wifawelength (nm)

Obrdzek C. 4: Absorpcni krivky aminopyrazinu.

Cislo méreni Ani A- A pH pK pK
1 0,31002 | 0,4917 | 0,31003 | 1,69 |5,949283| 5,949
2 0,31002 | 0,4917 | 0,40472 | 3,92 |3,883069| 3,883
3 0,31002 | 0,4917 | 0,35881 | 4,92 |5,355161| 5,355
4 0,31002 | 0,4917 | 0,44097 | 6,10 |5,688159| 5,688
5 0,31002 | 0,4917 | 0,46756 | 7,01 |6,195346| 6,195
6 0,31002 | 0,4917 | 0,50855 | 8,25 #CIsLo! | #CisLo!
7 0,31002 | 0,4917 | 0,5052 9,17 #CisLo! | #CisLo!
8 0,31002 | 0,4917 | 0,46777 | 10,02 |9,200973| 9,201
9 0,31002 | 0,4917 | 0,45191 | 10,71 |10,15782| 10,158
10 0,31002 | 0,4917 | 0,48811 | 11,95 |10,25445| 10,254

Tabulka ¢. 9: Vypocet disociacni konstanty aminopyrazinu spektrofotometrickou metodou.
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Graf ¢. 5: Grafické zndzornéni vysledkid aminopyrazinu.

Z uvedené tabulky ¢. 9 a nejvice z grafu ¢. 5 je patrné, ze spektrofotometrickou metodou jsem

se nedobral Zadného spravného vysledku.

6.3.3. Zhodnoceni vysledk

Pro experimentdlni stanoveni disociacni konstanty potenciometrickou titraci jsem
vzorek musel smichat s ekvimoldrnim mnoZstvim kyseliny chlorovodikové a poté titrovat
hydroxidem sodnym. Bylo potfebné se dostat na nizsi hodnotu pH. Zprvu mé zaujalo, Ze i kdyz
je aminoskupina skupinou bazickou, disociacni konstanta je v rozmezi kyselém. Tento fakt je
dan elektronegativitou dusik(i na pyrazinovém jadre, které odtahnou elektrony z aminoskupiny
a ta se posléze chova jako N-kyselina. Potenciometrickou titraci jsem dostal vysledek, ktery byl
realny a presvédcivy. Po porovnani s odbornou literaturou i relativné pfesny. Hodnoty
disociacni konstanty se jiZ nepocitaji, kdyz koncentrace hydroxidu v roztoku prekroci
koncentraci aminopyrazinu. V tabulce ¢. 8 s vypoctem je tato hranice vidét, kdyz misto hodnot
pK; a pK; je uveden ndpis #CISLO!. Vegkery vzorek je jiz pIné disociovan a hodnota [HA] je
zaporna. Spektrofotometrickou metodou jsem se nedobral Zddného spravného vysledku
disociacni konstanty. Zkousel jsem pocitat i s absorbancemi z vinové délky 231 nm, ale
bezvysledné. Z obrdzku ¢. 4 s absorpcnimi kfivkami to bylo zprvu trochu jasné, jelikoz chybi
isosbesticky bod. Z grafu ¢. 5 to bylo posléze vidét naprosto skvéle, Ze hodnoty nedavaji smysl.

Domnivam se, Ze se mUZe jednat o jistou formu reakce aminopyrazinu s pufrem, nebo

32



pfitomnost chyb a nelistot béhem méfeni, i kdyz jsem se snazil zajistit dokonalé podminky

pro méreni.

6.4. 3-amino-2-karboxypyrazin

6.4.1. Potenciometrie I.

Vysledky potenciometrické titrace 3-amino-2-karboxypyrazinu s ekvimoldrnim
mnozstvim kyseliny chlorovodikové titrované hydroxidem sodnym jsou uvedeny
v tabulce ¢. 10. Na grafu C. 6 je uvedena titracni kiivka 3-amino-2-karboxypyrazinu

s ekvimolarnim mnozstvim kyseliny chlorovodikové.
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Graf ¢. 6: Titracni krivka 3-amino-2-karboxypyrazinu s ekvimoldrnim mnoZstvim kyseliny chlorovodikové.

6.4.2. Potenciometrie Il.

Vysledky potenciometrické titrace 3-amino-2-karboxypyrazinu s ekvimoldrnim
mnozstvim hydroxidu sodného titrované kyselinou chlorovodikovou jsou uvedeny
v tabulce ¢. 11.V grafu ¢. 7 je uvedena titracni kfivka 3-amino-2-karboxypyrazinu

s ekvimolarnim mnozstvim hydroxidu sodného.
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Graf ¢. 7: Titracni kfivka 3-amino-2-karboxypyrazinu s ekvimoldrnim mnozstvim hydroxidu sodného.

Pro vypocet disociaéni konstanty za vyuziti dat z potenciometrické titrace jsem u latky
3-amino-2-karboxypyrazin musel kvili dvéma funkénim skupindm provést dvé titrace. Prvni
titrace probihala s ekvimolarnim mnoZstvim kyseliny chlorovodikové a postupné se titrovalo
hydroxidem sodnym. Z aritmetického priiméru 8 hodnot pK; (3,58; 3,39; 3,26; 3,15; 3,04; 2,92;

2,77 a 2,51) z vypoctové tabulky ¢. 10 vyslo, ze:
pK:=3,08 (0 =0,32)

U druhé titrace latky 3-amino-2-karboxypyrazin s ekvimolarnim mnozZstvim hydroxidu
sodného se postupné titrovalo kyselinou chlorovodikovou. Z aritmetického priiméru 7 hodnot

pK: (5,39; 4,81; 4,38; 3,92; 3,54; 3,12 a 2,22) z vypottové tabulky & 11 vyilo, ze
pK, = 3,91 (o = 0,99)

Odborna literatura uvadi, Ze redlna disociacni konstanta latky 3-amino-2-

karboxypyrazinu je 3,7.1¢

6.4.3. Spektrofotometrie
Na obrdzku C. 5 jsou vidét spektralni kfivky 3-amino-2-karboxypyrazinu. Na zakladé
nejvétsich zmén absorbance, jsem urcil vinovou délku 340 nm, kterou jsem poufZil do vypoctu

v tabulce ¢. 12. Na grafu ¢. 8 je vidét zavislost jednotlivych hodnot absorbance na pH.
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Obrdzek ¢. 5: Absorpcni kfivky 3-amino-2-karboxypyrazinu.

Cislo méfeni Ani A- A pH pK pK
1 0,44168 | 0,62462 | 0,44169 | 1,69 |5,952285| 5,952
2 0,44169 | 0,62462 | 0,53741 | 3,92 |3,879564| 3,880
3 0,44169 | 0,62462 | 0,55111 | 4,92 | 4,74725 | 4,747
4 0,44169 | 0,62462 | 0,55807 | 6,10 | 5,85727 | 5,857
5 0,44169 | 0,62462 | 0,54836 | 7,01 |6,864255| 6,864
6 0,44169 | 0,62462 | 0,63579 | 8,25 | #CisLO! | #CisLO!
7 0,44169 | 0,62462 | 0,55607 | 9,17 |8,947657| 8,948
8 0,44169 | 0,62462 | 0,4799 | 10,02 [10,59835| 10,598
9 0,44169 | 0,62462 | 0,56483 | 10,71 [10,39623| 10,396
10 0,44169 | 0,62462 | 0,49669 | 11,95 |12,31661| 12,317

Tabulka ¢. 12: Viypocet disociacni konstanty 3-amino-2-karboxyparazinu spektrofotometrickou metodou.
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Graf ¢. 8: Grafické zndzornéni vysledki 3-amino-2-karboxypyrazinu.

Z uvedené tabulky ¢. 12 a grafu ¢. 8 je patrné, ze spektrofotometrickou metodou jsem se

nedobral Zadného sprdvného vysledku.

6.4.4. Zhodnoceni vysledk

Diky dvéma funkénim skupinam latky 3-amino-2-karboxypyrazin jsem musel provadét
dvé titrace. Prvni titrace probihala s ekvimoldrnim mnozstvim kyseliny chlorovodikové a bylo
titrovano hydroxidem sodnym, tento postup zarucil vypocet disociacni konstanty pro
karboxylovou funkéni skupinu. Druha titrace s ekvimolarnim mnozstvim hydroxidu sodného
pomoci kyseliny chlorovodikové umoznila vypocet disociacni konstanty pro aminoskupinu.
Dostal jsem tedy dvé hodnoty disociacni konstanty 3,08 a 3,91. Odborna literatura uvadi pouze
jednu hodnotu a to 3,7.1*8 Domnivam se, Ze zde se budou hodnoty disociaénich konstant
trosku prolinat, jelikoZ zjisténé hodnoty pK jsou velmi blizko sebe. Spektrofotometrickou

metodou jsem se nedobral adekvatniho vysledku.
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6.5. Karboxypyrazin

6.5.1. Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace karboxypyrazinu hydroxidem sodnym jsou uvedeny

v tabulce ¢. 13. Grafické zpracovani téchto vysledk( je uvedeno v grafu ¢. 9.
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Graf ¢. 9: Titracni krivka karboxypyrazinu.

Z vypoctové tabulky ¢. 13 jsem aritmetickym primérem prvnich 7 hodnot pK, (2,66;

2,70; 2,75; 2,82; 2,91; 3,05 a 3,22), vypocital, ze:
pK; =2,87 (0 =0,31)

Vypocet hodnot pomoci vzorce na vypocet pK; je se zapocitanim koncentraci kationt(
vodiku presnéjsi, ovsem ne vzdy jde pouzit. Vysledek jsem porovnal s odbornou literaturou,

kterd uvadi, Ze pK karboxypyrazinu je 2,91.0%

6.5.2. Spektrofotometrie

Na obrdzku ¢. 6 jsou vidét absorpéni kfivky karboxypyrazinu pfi rliznych hodnotach pH.
Z tohoto obrdzku ¢. 6 jsem stanovil nejvétsi rozdil absorbanci pfi vinové délce 210 nm. Tyto
hodnoty jsem dosadil do vypoctové tabulky ¢. 14 a zpracoval i ndsledny graf ¢. 10, ktery

ukazuje zavislost absorbance na hodnoté pH.
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Obrdzek ¢. 6: Absorpcni kfivky karboxypyrazinu.

Cislo méfeni Ani A- A pH pK pK
1 0,72768 | 0,18035 | 1,18900 | 1,69 | #CISLO! | #CISLO!
2 0,72768 | 0,18035 | 0,42825 | 3,92 |3,837981| 3,84
3 0,72768 | 0,18035 | 0,48758 | 4,92 |5,027071| 5,03
4 0,72768 | 0,18035 | 0,50655 | 6,10 |6,268836| 6,27
5 0,72768 | 0,18035 | 0,51273 | 7,01 |7,199297| 7,20
6 0,72768 | 0,18035 | 0,63473 | 8,25 | 8,93917 | 8,94
7 0,72768 | 0,18035 | 0,59159 | 9,17 |9,650269| 9,65
8 0,72768 | 0,18035 | 0,52737 | 10,02 |10,25865| 10,26
9 0,72768 | 0,18035 | 0,46681 | 10,71 |10,75064| 10,75
10 0,72768 | 0,18035 | 0,22782 | 11,95 |10,92757| 10,93

Tabulka ¢. 14: Viypocet disociacni konstanty karboxypyrazinu spektrofotometrickou metodou.
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Graf ¢. 10: Grafickd zdvislost absorbance na pH u karboxypyrazinu.

Z uvedené tabulky ¢. 14 a grafu ¢. 10 je patrné, Ze spektrofotometrickou metodou jsem se

nedobral Zadného spravného vysledku.

6.5.3. Zhodnoceni vysledk

Vypocet disociacni konstanty z potenciometrické titrace dal smysluplné vysledky, které
jsem predpokladal. Ve vypoctové tabulce ¢. 14 je vidét, kdy presdhne koncentrace hydroxidu
koncentraci zkoumaného karboxypyrazinu. V tu chvili je karboxypyrazin plné disociovan,
hodnota [HA] je zadporna a misto vysledkd vypoctu pKi a pKs je napis #CISLO!. Disociaéni

konstanta se v tuto chvili jiZz nepocita.

Vypocet disociacni konstanty spektrofotometrickou metodou nebyl Uspésny.

6.6. 2-aminobenzimidazol

6.6.1. Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace 2-aminobenzimidazolu s ekvimolarnim mnoZstvim
kyseliny chlorovodikové titrované hydroxidem sodnym jsou uvedeny v tabulce ¢. 15. Grafické

zpracovani téchto vysledkd je uvedeno v grafu ¢. 11.
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Graf ¢. 11: Titracni kiivka 2-aminobenzimidazolu.

Z vypoctové tabulky ¢. 15 jsem aritmetickym priimérem 8 hodnot pK; (7,49; 7,42; 7,36;
7,32;7,29; 7,26; 7,21 a 7,11), vypocital, ze:

pK> = 7,31 (0=0,11)

JelikoZ je zde zapocitavana koncentrace vodikovych kationtd mald, kvali relativné

velké hodnoté pH, jsou hodnoty pK; a pK; stejné.

6.6.2. Spektrofotometrie

Na obrdzku ¢. 7 jsou vidét absorpéni kfivky 2-aminobenzimidazolu pfi rGznych
hodnotach pH. Z tohoto obrdzku ¢. 7 jsem stanovil nejvétsi rozdil absorbanci pfi vinové délce
241 nm. Tyto hodnoty jsem dosadil do vypoctové tabulky ¢. 16 a zpracoval i ndsledny

graf ¢. 12, ktery ukazuje zavislost absorbance na hodnoté pH.
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Obrdzek ¢. 7: Absorpcni kfivky 2-aminobenzimidazolu.

Cislo méreni Ani A- A pH pK pK
1 0,02970 0,22845 | 0,02524 4,94 | #CisLo! | #CisLo!
2 0,02970 0,22845 | -0,01101 5,49 | #CIsLo! | #CisLO!
3 0,02970 0,22845 | 0,03597 5,99 |7,477127| 7,48
4 0,02970 0,22845 | 0,06127 6,56 |7,283855| 7,28
5 0,02970 0,22845 | 0,09272 6,99 | 7,32317 | 7,32
6 0,02970 0,22845 | 0,19101 7,58 |6,945664| 6,95
7 0,02970 0,22845 | 0,26424 8,13 #CisLo! | #CisLo!
8 0,02970 0,22845 | 0,28475 8,60 | #CISLO! | #CisSLO!
9 0,02970 0,22845 | 0,30941 9,01 #CisLo! | #CisLo!

Tabulka ¢. 16: Vlypocet disociacni konstanty 2-aminobenzimidazolu spektrofotometrickou metodou.
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Graf . 12: Grafické zndzornéni vysledki 2-aminobenzimidazolu.

Z vypoctové tabulky ¢. 16 jsem aritmetickym primérem 3 hodnot pK (7,48; 7,28 a 7,32)

vypocital, Ze:

pK =7,36 (0 =0,08)

6.6.3. Zhodnoceni vysledkl

Poprvé jsem zde dostal vysledky obéma metodami. Navic byly oba vysledky
presvédcivé a stejné. Potenciometricka titrace 2-aminobenzimidazolu musela byt za
pfitomnosti ekvimolarniho mnozZstvi kyseliny chlorovodikové, abych se dostal na pocatecni
hodnotu pH. Poté probihalo jiz vSe podle standardniho postupu. Spektrofotometrické méreni
nevyslo hned napoprvé. Poprvé jsem upravoval rozmezi pH na hodnoty 5 az 9. Podruhé jsem
ménil i pufr z Brittonova-Robinsonova na citratovy. Poté zpét na Brittonlv-Robinson(v pufr,
ale koncentraci lé¢iva jsem zmensil na 0,0005 mol/l. Poté ji jesté 10x zfedil pfimo v kyveté. Po
veskerych zménach jsem se dobral krdsného vysledku, ktery po porovnani s odbornou

literaturou ma jen malou odchylku. Redlnd hodnota pK 2-aminobenzimidazolu je 7,18.12°

6.7. Shrnuti vysledkd

V nasledujici tabulce ¢. 17 jsou shrnuty veskeré ziskané disociacni konstanty a prevzaté

hodnoty disociaénich konstant z jinych zdrojii pro porovnani.[1>16:17:18:19.20]
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Latka pK potenciometricky | pK spektrofotometricky | pK tabelované

Aminopyrazin 3,15 - 3,1
Karboxypyrazin 2,87 - 2,91
3-amino-2- . 3,08/3,91 B, 3,7
karboxypyrazin
2-aminobenzimidazol 7,31 7,36 7,18

5-(2-hydroxybenzoyl)-

. X 9,22 9,14
2-karboxypyrazin
6-chlor-2- ‘ 266 X 335
karboxypyrazin

Tabulka ¢. 17: Vysledky disociacnich konstant u zkoumanych Igtek. Symbolem X je oznacena metoda, kterd
nebyla provddéna, symbolem - je oznacena metoda, kterd nevysia.

RGzné funkéni skupiny na pyrazinovém jadre ovlivni hodnotu disociacni konstanty. Ne
néjak drasticky, ale v ramci jednotek ano. Zkusil bych dokonce tvrdit, Ze vice nez funkéni
skupiny ovliviiuji pyrazinové jadro, ovliviiuje vice pyrazinové jadro funkéni skupiny - diky
elektronovym posunlim na aromatickém kruhu se silné elektronegativnéjsim dusikem oproti
uhliku. | aminoskupina u aminopyrazinu vykazovala kyselou disociaéni konstantu. Veskeré
slou€eniny pyrazinu, u kterych jsem stanovoval disocia¢ni konstantu, jsou stfedné silné
kyseliny (v pfipadé aminopyrazinu stfedné slabé baze). Vypoctena disociacni konstanta pro
latku 5-(2-hydroxybenzoyl)-2-karboxypyrazin spektrofotometrickou metodou je pro fenolickou
skupinu, ne pro karboxylovou skupinu. BohuZel potenciometricka titrace nebyla provedena,
takZe experimentalné vypocitanou hodnotu pro karboxylovou skupinu nemam z mého méreni

k dispozici.

Vysledky, kterych jsem se dobral u pyrazinu s jednou nebo dvéma funkénimi skupinami, mi
pfipadaji spravné, minimalné z pohledu, kdybych mél srovnat jednotlivé Iatky podle sily

kyselosti (sestupné):

1) 6-chlor-2-karboxypyrazin - pK = 2,66 - halogenovy substituent na aromatickém jadre
zvysuje kyselost!"

2) Karboxypyrazin - pK = 2,87

3) Aminopyrazin - pK = 3,15

4) 3-amino-2-karboxypyrazin - pK = 3,08/3,91
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Je zvlastni, ze u tfi latek — aminopyrazin, karboxypyrazin a 3-amino-2-karboxypyrazin — vysly
hodnoty disociacnich konstant pouze z potenciometrické titrace a Zadné méreni nevyslo
spektrofotometrickou metodou (sloucenina 6-chlor-2-karboxypyrazin nebyla
spektrofotometrickou metodou mérena). Jelikoz nevysla ani jedna z téchto sloucenin
spektrofotometrickou metodou, nemyslim si, Ze je chyba v provedeném postupu méreni. Navic
spektrdlni data u vSech téchto tfi Iatek jsou velice podobna, coz se i ocekavalo. Kazdé z téchto
méreni bylo provedeno i s citratovym pufrem, abych zjistil, jestli Iatky s Brittonovym-
Robinsonovym pufrem néjak nereaguiji. Zkusil jsem dosadit i dal$i hodnoty absorbanci pro
potencionalné vyhlizejici vinové délky do vypoctu, tabulky s témito vypocty zde jiz nejsou

uvedeny, protoZe se také nepovedlo dobrat smysluplného vysledku.

U slouceniny 2-aminobenzimidazol jsem dokdzal, Ze obé metody davaji shodné vysledky.
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7. Zavér

Ve své préci jsem se presvédcil, proc je potenciometricka titrace u zkoumdni disociani
konstanty zakladni metoda. Davala mi kvalitni a ptesné vysledky. Spektrofotometrickd metoda
mi z néjakého dlvodu nevysla ani u jednoho ze zkoumanych derivat( pyrazinu s riznou
funkéni skupinou. Mé vysledky tedy potvrzuji jeji roli sekundarni moznosti zkoumani. U latky
2-aminobenzimidazol jsou vysledky obou metod prakticky stejné. Z toho mi plyne, zZe
spektrofotometrickd metoda se obecné neda pouzit na vSechny latky, u kterych je potreba
experimentalné zmérit hodnotu disociacni konstanty. OvSem u latek, u kterych to lze, dava

spolehlivé vysledky, stejné jako potenciometricka titrace.

Z vyse uvedeného jsem usoudil, Ze pro experimentalni zjiSténi disociacni konstanty je
dobré vzdy pouzit potenciometrickou titraci. UV-VIS spektrofotometrii bych volil jako
dopliikovou metodu, ktera bud' vysledek potvrdi, pomUze odhalit dalsi funkéni skupinu (Cili
dalsi disocia¢ni konstantu) nebo Zadny vysledek neposkytne a v tom pripadé na ni samozfejmé

neni bran zretel.

Dale jsem své zkoumani vénoval pyrazinu s rGznymi funkénimi skupinami. Zajimalo
mne, jak kyseld (karboxylova), zasadita (amino) skupina nebo obé skupiny dohromady na
pyrazinu ovlivni pfislusnou disociacni konstantu. Vzhledem k pritomnosti dvou dusikl na
aromatickém kruhu a posunu elektront diky elektronegativité, je hodnota disociacni konstanty
(pK) ovlivnéna jen v rdmci jednotek. OvSsem neustale se drzi na kyselé strané stupnice pH pro

vSechny 3 zkoumané derivaty pyrazinu.
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