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Abstrakt
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Katedra biofyziky a fyzikalni chemie
Autor: Pavla Tomanova

Skolitel: Ing. Viadimir Kubicek, CSc.

Nazev diplomové prace: Fyzikalné chemické viastnosti IéCiv

Ve své praci jsem méfila disociacni konstanty, resp. hodnoty pK, a lipofilitu derivatd dusikatych

heterocykll, které byly pfipraveny na Farmaceutické fakulté UK v Hradci Kralové.

Pro zjisténi hodnoty pK jsem vyuzila dvou metod — potenciometrické titrace a spektrofotometrie.
Potenciometricka titrace témér ve vSech pfipadech pfinesla relativné prfesné vysledky, bohuzel
spektrofotometrické stanoveni pK vzdy reprodukovatelné nebylo. Disociaéni konstanty jsem
porovnavala jak na zakladé pouzité metody, tak i s teoreticky vypocitanou disociaéni konstantou,
kterou jsem ziskala pomoci pocitaového programu ChemDraw Ultra 12.0. Vysledky obou

experimentalnich stanoveni si byly velice podobné a odpovidaly teoretické hodnoté pK.

Lipofilita je dalSi zakladni vlastnosti 1éCiv, ktera se v preklinickych zkouskach stanovuje.
Charakterizuje afinitu léCiva k vodné nebo lipofilni fazi a tim zasadné ovliviiuje ADMET IéCiva
v organizmu. Ke stanoveni lipofility jsem vyuZzila hodnoty kapacitniho faktoru naméfené pomoci
RP-HPLC na koloné Zorbax Eclipse XDB C18 RRHT 4,6 x 50,0 mm; 1,8 uym. Zjisténé kapacitni faktory
latek jsem nasledné porovnala s hodnotou ClogP, kterou vygeneroval pocitaCovy program
ChemDraw Ultra 12.0. Korelace mezi experimentalné zjisténymi kapacitnimi faktory a vypoc€itanymi

hodnotami ClogP byla velice uspokojujici.



Abstract
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Thesis title: Physico-Chemical properties of drugs

This thesis deals with measuring dissociation constants (the pKa value) and the lipophilicity

of nitrogenous heterocycle derivatives produced at the Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové.

Two methods were used to determine the pK value: potentiometric titration and spectrophotometry.
Potentiometric titration almost invariably produced relatively exact results, however the results of pK
value obtained by spectrophotometry were sometimes difficult to replicate. Dissociation constants
were compared on the basis of the method applied, and also with the theoretically determined
dissociation constant calculated by means of the ChemDraw Ultra 12.0 software. The results obtained
by the two experimental methods turned out to be very similar, corresponding to the theoretical pK

value.

Lipophilicity is another essential property of drugs tested in the preclinical stage. It specifies
the aqueous or lipophilic phase affinity of a drug, substantially affecting the drug’s ADMET in organism.
Lipophilicity was determined on the basis of capacity factor value identified by RP-HPLC measurement
using the ZorbaxEclipse XDB C18 RRHT column 4,6 x 50,0 mm; 1,8 ym. The capacity factors
identified were subsequently compared to the ClogP value generated by ChemDraw Ultra 12.0.
The correspondence between the experimentally identified capacity factors and the ClogP values

proved very satisfactory.
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1. Uvod

Jednim z hlavnich poslani farmacie a védy obecné je objevovani a vyvoj novych latek. Snaha vyvijet
nové latky je umocnéna narGstem civilizacnich chorob, rozvojem novych technologii, Sifenim
infekEnich nemoci rezistentnich na stavajici Ié¢bu. V laboratofich se syntetizuje nesc¢etné novych
potencialnich 1é€iv, ale pouze zlomek z nich postupuje do preklinického a zejména klinického
hodnoceni. Tato skute¢nost je dana vysokou finanéni i ¢asovou naroc¢nosti. Latky, které ,opusti

zkumavku®, je proto potfeba peclivé vybirat.

Prvni informace o tom, jak se nasyntetizované léCivo bude chovat v organizmu poskytnou jeho
fyzikalné chemické vlastnosti. Mezi zakladni charakteristiky potenciélnich |éCiv patfi rozpustnost,
hodnota pK, lipofilita, schopnost adsorpce atp. Fyzikalné chemické vlastnosti informuji o zakladnich
udajich potencialniho Ié€iva, jsou schopny predpovédét jeho farmakokinetiku i farmakodynamiku,

popfipadé mohou dat podnét k vyvoji a optimalizaci Iékové formy.

Cilem mé diplomové prace je stanoveni hodnot pK a lipofility (logK) celkem dvanacti latek, pficemz
devét z nich je zkoumano jako potencialni IéCiva. Latky byly pfipraveny na Katedfe farmaceutické
chemie a analyzy FaF a na Katedfe anorganické a organické chemie FaF. Souc¢asti mého vyzkumu
je zarovenn porovnani dvou metod pouzitych pfi méfeni disociaéni konstanty (resp. pK) —

potenciometrické titrace a spektrofotometrické metody.



2. Teoreticka cast

2.1Fyzikalné chemické vlastnosti |€Civ

Molekula IéCiva, které ma vykazovat biologickou aktivitu, musi mit uréitou chemickou strukturu a od ni
se odvijejici fyzikalné chemické vlastnosti. Je potfeba, aby vlastnosti 1éCiv byly v souladu s fyzikalné

chemickym prostfedim organizmu.

Ze strukturniho hlediska Ize rozdélit 1éCiva do dvou skupin. Prvni zahrnuje 1éCiva, u kterych je
stéZejni chemicka struktura (pro vazbu na receptor). Jedna se o tzv. strukturné specifické latky se
specifickym U&inkem na organizmus. Tvofi nejvétsi ¢ast pouzivanych IéCiv. V tomto pfipadé fyzikalné
chemické vlastnosti podstatné ovliviuji farmakokinetiku Ié€iva. Druhou skupinu pfedstavuji latky
strukturné nespecifické. Jejich ucinek neni pfFili§ zavisly na chemické struktufe, ale zakladem
nespecifického ucéinku na organizmus jsou jejich fyzikalné chemické vlastnosti. Pfevazné se jedna

o diuretika, adsorbencia, laxativa, nahrady krevni plazmy atd.

Mezi hlavni fyzikalné chemické vlastnosti, které ovliviiuji biologickou aktivitu léciv patfi:
rozpustnost, lipofilita, acidita/bazicita a schopnost adsorpce. U nékterych 1€Civ je dobré pozorovat také

tékavost, povrchové napéti atd.

Pfi posuzovani fyzikalné chemickych vlastnosti 1&Civ je potfeba uvazovat komplexné, nestaci je
hodnotit samostatné. [1] Z takového tvrzeni vychazi i Lipinského pravidlo péti, podle kterého je
farmakokineticky vyhodné léCivo (pro peroralni podani) splfiujici nasledujici parametry: relativni
molekulova hmotnost mensi nez 500; rozdélovaci koeficient (logP) mensi nez 5 (dnes je spiSe
preferovan logD, ktery bere v Uvahu i ionizovanou formu Ié¢iva); méné nez 5 donora vodikové vazby

a méné nez 10 akceptorl vodikovych vazeb. [2]

Ve své praci se budu vénovat pfevazné acidité/bazicité IéCiv a stanoveni jejich lipofility.



2.2 Acidita a bazicita

2.2.1 Disociac¢ni konstanta

Disocia¢ni konstanta Kp je druhem rovnovazné konstanty. [3] Slabé elektrolyty nejsou ve svém
roztoku zcela disociovany. Disociaéni konstanta charakterizuje rovnovazny stav mezi ionizovanou
a neionizovanou frakci latky v roztoku. [4] Lze ji vyjadfit na zakladé Guldbergova-Waageova zékona
vychéazejiciho z rovnice KA K*+A-, kde KA znaéi nedisociovanou latku, K* kation a A- anion. Hranaté
zavorky ve vzorci znazornuji molarni koncentrace jednotlivych slozek. [5]

_[K1A7
Kp= KAl €y

Z vySe uvedeného vzorce vyplyva, Ze ¢im je vétsi hodnota Kbp, tim je v roztoku vyssi koncentrace

iontl a pfislusna kyselina ¢i baze je silngjsi. [4]

JelikoZz hodnoty disociaCnich konstant slabych kyselina K, a slabych bazi Ky, jsou Fadové velice
nizké, pouziva se pro prehlednégjsi vyjadfeni miry disociace hodnota pK.. Jedna se o zaporny

dekadicky logaritmus disociacni konstanty. [3]

Jelikoz vétSina IéCiv ma charakter slabé kyseliny nebo zasady, je znalost pKa pfi vyvoji novych IéCiv
velice dllezita. Hodnoty pKa se nejéastéji pohybuji v rozmezi 2,0-10,8. Mira ionizace latek nezavisi
samoziejmé jen na pK,, ale i na pH prostfedi. Tento vztah ilustruje Hendersonova-Hasselbalchova

rovnice, kterou lze pouzit pro kyseliny i pro zasady:
Kyseliny pK,=pH+log % )
d
Zésady pK,=pH+ log % ©)
n

Proménna cn vyjadfuje molarni koncentraci nedisociované frakce IéCiva a ca molarni koncentraci
disociované frakce léCiva. Za pfedpokladu, ze hodnoty pKaa pH jsou totozné, je lIécivo ionizovano
pravé z poloviny. [1]

10



Ze vzorce lze téz odvodit obecnou tabulku miry ionizace latek (v procentech) v prostfedi o rizném
pH:

vztah pKa a pH kyseliny HA zasady BH
pKa o 2 jednotky niz8i nez pH 0,99 99
pKa o0 1 jednotku niz8i nez pH 9,1 90,9
pKa = pH 50 50
pKa o 1 jednotku vy$Si nez pH 90,9 9,1
pKa o 2 jednotky vySSi nez pH 99 0,99

Tabulka ¢. 1: Vliv pH prostredi na disociaci latek

PFi snizovani okolniho pH roste podil neionizované formy kyseliny (HA) a sniZuje se koncentrace jeji
ionizované formy (A°). Zasady se chovaji opacéné. Podil nedisociované formy (BH) se pri klesajicim

pH snizuje, podil ionizované formy (BH*) narusta.

pKa< 2 silné kyseliny; konjugované baze nemaji ve vodném prostfedi vyznamny vliv
4 <pKa<6 slabé kyseliny a slabé konjugované baze
8 <pKa<10 velice slabé kyseliny; siln&j$i konjugované baze

pKa> 12 7&dné vyznamné kyselé vlastnosti ve vodném prosttedi, silné konjugované baze

Tabulka €. 2: Distribuce Kyselin a zasad v zavislosti na pK,

Obecné se kyseliny mohou rozdélit na dva zakladni typy: HA (neionizované kyseliny pfechazejici
na ionizované konjugované baze) a BH* (protonované konjugované baze). Nejvyznamnégjsi HA
pouzivané v praxi zahrnuji: anorganické kyseliny (kyselina chlorovodikova, kyselina sirova),
barbituraty, hydantoiny, amidy (sulfonamidy), imidy a karboxylové kyseliny (kyselina salicylova,
aryloctové kyseliny, N-arylantranilové kyseliny...). Nejdllezit&jSi konjugované baze jsou mezi léCivy
protonované aminy. Latky, které obsahuji vice funk&nich skupin (napf. amoxicilin), vykazuji vice

hodnot pKa. Jejich ionizovana forma pak odpovida stavu pfi fyziologickém pH organizmu pH = 7,4. [6]

Slouceniny v ionizované formé& maji vyssi polaritu a s tim souvisejici vy8Si rozpustnost ve vodé.
Kone&na rozpustnost je uréena jak neutralni neionizovanou molekulou, tak i jeji ionizovanou,
podstatné rozpustnéjSi, formou. Slou€eniny v ionizovaném stavu neprostupuji tak snadno
membranami jako neutralni molekuly, které jsou mnohem lipofilngjSi a snadnéji pfechazeji pasivni
difuzi. V8echny tyto faktory pak zasadné ovliviuji absorpci IéCiv, kiera se odehrava pifevazné v tenkém

stfevé. [6]
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2.2.2 Acidita a bazicita léCiv
Jak jiz bylo fe¢eno, vétsina uzivanych léCiv ma charakter slabych zasad, nebo slabych kyselin. Pravé
z toho dlavodu je méfeni disocia¢ni konstanty léCiv velice dlilezité. Znalost tohoto parametru z jisté

¢asti pfedpovi chovani IéCiv pfi riznych hodnotach fyziologického pH.

pKa léCiva ma vliv i na dalSi vlastnosti 1€Civ, jejichZ znalost je nepostradatelna pro spravné uréeni
chovani IéCiva v organizmu. Mezi tyto biofyzikalni vlastnosti patfi v prvni fadé lipofilita, rozpustnost,
vazba na proteiny a jiZ zminéna schopnost penetrace pfes membrany. VSechny tyto parametry maji
pfimy vliv na farmakokinetické vlastnosti IéCiva, tzv. ADMET (absorpce, distribuce, metabolismus,
exkrece, toxicita). Jelikoz jsou vSechny tyto vlastnosti 1€Civ vice i méné zavislé na hodnoté disociacni
konstanty, jeji stanoveni u nové nasyntetizovanych IéCiv je zcela esencialni. Znalost disociacni

konstanty muze navic pomoci optimalizovat Iékovou formu a upravit tak chovani 1é€iva v organizmu.

[7]

Ve vodném prostiedi krve se Sifi rychleji latky ionizované. Naopak pro prestup kapilarni sténou,
hematoencefalickou bariérou (v pfipadé latek pusobicich na CNS) nebo jinou buné€nou membranou
je potfeba, aby bylo IéCivo ve formé neionizované, tzn. ve formé HA nebo BH. [6] Pfechodu
ionizovaného |é¢iva pfes membranu navic brani vyskyt mnoha kladnych a zapornych nabojl

pfitomnych v membrané. [1]

Z vySe popsaného jevu lze zaroven odvodit tzv. ion trapping, tedy vychytavani iontd. LéCivo se
kumuluje na té strané membrany, na které je vice ionizované (v zavislosti na rozdilném pH prostredi —
viz tabulka €. 3) a kde je tedy znesnadnén pfechod pfes membranu. Z tohoto relativné jednoduchého
vztahu lIze urit, kde se bude Ié¢ivo nachazet ve vys$si koncentraci, popfipadé mizeme predpovédét
tendenci prechazet do plodu matky, ¢i do matefského mléka. Disociaéni konstanta tedy pomaha mimo

jiné urcit, zda bude I1é€ivo relativné bezpeéné i pfi podani t€hotnym, &i kojicim Zenam.

Slabé kyselina  HA E} H*+ A" plazma: pH=7,4
VAN

[ Lipidova membrana ]

HA &3 W+ A zaludek: pH=1,4
Obrazek ¢. 1: lon trapping [8]

Pokud podame peroralné lécivo charakteru slabé kyseliny, bude se v prostfedi Zaludku vyskytovat
pfevazné ve formé neionizované, prejde Zaludecni sliznici do krevni plazmy. V plazmé koncentrace
léciva narusta z divodu vyssiho pH. Lécivo se vykytuje hlavné ve formé ionizované a jeho prestup

prfes membrany je znacné omezen.
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Plazma 7,4

Zaludek 1-3

Duodenum 5-6

lleum, tlusté stfevo 8

Miéko 7,0-7,3

Mozkomisni mok 7,3

Mo¢& 4-8

Plod 7,3

Tabulka ¢. 3: Hodnoty pH v organizmu [8]

Jak jiz bylo fe€eno, samotna hodnota pKa jednoznaéné neurci chovani latky. Je potfeba znat i dalsi

fyzikalné chemické vlastnosti. [1]

Pokud bychom chtéli zkoumat rozlozeni disociacnich konstant pouzivanych IéCiv, museli bychom
pracovat s databazemi pKa. K dispozici jich je nékolik, jako je PhysProp (Syracuse Research
Corporation, North Syracuse, USA), Merck Index, Avdeef... Nékteré databaze zohledriuji, zda je
hodnota pKa odvozena od kyseliny nebo zasady. Problémem pfi zpracovavani jizZ namérenych hodnot
je kvalita ziskanych dat, jelikoz méfeni byla provadéna v mnoha laboratofich a nelze tedy zajistit zcela
identické podminky stanoveni. V tomto ohledu by bylo vhodné mit moznost zpétné dohledat pribéh
méfeni, napf. podminky, za kterych byla data stanovovana, pouziti pomocnych rozpoustédel, jakym
zplsobem byly feSeny problémy s rozpousténim, rozkladem Ié¢iv, nedostate¢nou absorpci UV zareni
apod. Jelikoz nejsou naméfené hodnoty pIné reprodukovatelné, nelze zcela jednozna¢né popsat
celkovou distribuci pKa 1éCiv.

Tento fakt podporuje i nékolik provedenych studii, které se zabyvaly pravé distribuci disocia¢nich
konstant léCiv. V nékterych odbornych zdrojich Ize nalézt, ze az 95 % léCiv obsahuje ionizovatelnou
funkéni skupinu, zatimco analyza World Drug Index z roku 1999 ukazala, Ze pfipH 2 az 12 je
ionizovatelnych pouze 62,9 % léciv. Studie, ze které jsou tyto poznatky, provadéla analyzu distribuce
pKa u 582 1é€iv a pouze 65,5 % z nich bylo ionizovatelnych (coZ se od studie z roku 1999 pfili§ nelisi).
Za zminku stoji i vysledky méfeni pKa [éCiv pfechazejicich do CNS. Ve studii se ukazalo, Ze slou¢eniny
s minimalné jednim nabojem o pKa<4 nebo pKa> 10 nejsou schopné projit hematoencefalickou

bariérou pasivni difuzi. VétsSina latek schopnych pfestoupit do CNS vykazovala pKa 6,1-10,2. [7]
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| pfesto, Zze se nékteré zdroje v Udajich tykajicich se distribuce pKalécCiv lisi, vétSina odbornych zdroj
se shoduje na néasledujicim rozdéleni:

Neionizovatelné
latky
5%

Kyseliny
20 %

Zasady
75 %

Graf ¢. 1: Distribuce léciv dle pKa[6]

2.2.3 Potenciometrie

Potenciometrie patfi mezi elektroanalytické metody. Je zaloZzena na méfeni rovnovazného napéti
elektrochemického ¢lanku, ktery se sklada z mérné a referenéni elektrody. Referenéni elektroda byva
spojena s analyzovanym roztokem pomoci solného mustku. [9] JelikoZ se jedna o rovnovaznou

metodu, méfeni se provadi za podminek, kdy ¢lankem neprotéka elektricky proud.

Prakticky Ize vyuzit dvé varianty potenciometrie. Prvnim druhem je potenciometrie pfima. V tomto
pfipadé se stanovuje analyt pfimo z naméfeného napéti. [10] Koncentrace analytu se zjiStuje na
zéakladé stanoveni koncentrace iontl, nejcastéji vodikovych (méfeni pH), nicméné Ize stanovit i jiné
ionty. K tomuto Ucelu slouzi specialni iontové selektivni elektrody (tzv. selektrody). [9] Druhou variantu
tvofi nepfima potenciometrie, potenciometricka titrace. Zde se pozoruje zména napéti &lanku
v zavislosti na mnoZstvi pfidaného odmérného roztoku (analyt se stanovuje podle jeho spotieby). [10]
Graficky Ize vysledek znazornit pomoci titraéni kFivky, kterd udava zavislost elektromotorického napéti
¢lanku na objemu pfidaného odmérného ¢&inidla. [11] Z grafu (popfipadé z namé&fenych dat) je mozné
nasledné vypocitat tzv. bod ekvivalence acidobazickych, srazecich, komplexotvornych &i redoxnich

reakci.

Jak jiz bylo fe€eno, v potenciometrii se vyuziva elektrochemického ¢lanku, ktery se sklada ze dvou
poloclankd — dvou elektrod — mérné (indika¢ni) a srovnavaci (referencni). Potencial mérné elektrody
je zavisly na zméné koncentrace analytu a druh se voli podle typu provadéné titrace. Elektroda
referencni pak ma stalé, neménné napéti. Jeji potencial je nezavisly na slozeni analytu i na jeho

koncentraci.

Sklenéna elektroda je jednou z nejcastéji vyuzivanych indikac¢nich elektrod u neutralizacnich titraci
pfi méfeni pH. Je selektivni pro vodikové ionty. Méfi v rozsahu pH 2-11 a jeji hlavni ¢ast tvofi tenka
membrana ze specialniho sodno-vapenatého skla ve tvaru malé bariky. Uchovava se v destilované

vodé&, aby nedo$lo k vyschnuti membrany. Casté je také vyuZiti kombinované elektrody. V takovém
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pfipadé je do bariky, ktera je naplnéna kyselinou chlorovodikovou, ponofena referenéni elektroda

(nejCastéji argentchloridova). [11] [9] Pravé této elektrody jsem pfi svém méfeni vyuzila.

Pfi vlastni potenciometrii dochazi ke vzajemné vyméné sodnych iontd sklenéné membrany
za protony obsazené v roztoku. Dochazi tedy k hydrolyze sklenéné membrany. Jako vétSina
experimentalnich méfeni mize byt i potenciometricka titrace pomoci kombinované elektrody zatizena
chybou. PfipH > 12 se jedna o chybu alkalickou (sodnou), naopak ve velice kyselém prostfedi
(pH < 1) o chybu kyselou. Namé&fena alkalickd chybna hodnota pH byva niz8i nez realna, naopak
u kyselé chyby Ize pfedpokladat naméreni vyssich hodnot pH. Témto chybam Ize pfedejit vyuzitim
specialniho lithného skla. U sklenéné elektrody mlze byt také pozorovan tzv. asymetricky potencial,
ktery do urcité miry zkresluje vysledky méreni. Pro kazdou elektrodu je asymetricky potencial odliSny
a Casem se snizuje. Uvedené chyby Ize zkorigovat kalibraci pfistroje pomoci standardnich tlumivych
roztoka. [11]

Kalomelovou referenéni elektrodu tvofi rtut pokryta vrstvou suspenze Hg-Cl: (kalomel). Je

ponofena do nasyceného roztoku KCI s krystalky KCI v nadbytku.

Argentchloridova elektroda se sklada ze stfibrného dratku potazeného vrstvickou AgCI
ponofeného do roztoku alkalického chloridu &i kyseliny chlorovodikové nasyceného chloridem

stfibrnym. Jedna se o referenéni elektrodu. [9]

2.2.3.1 Potenciometrické stanoveni disociacni konstanty léciv

Ve své praci vyuzivam méreni pH roztoku vzorku pro zjisténi pK, IéCiva. Vzorce, ze kterych jsem pfi
svém mérfeni vychazela, jsou uvedeny v experimentalni ¢asti mé prace. Je vhodné zminit i moznost
grafického uréeni pKa, z titraéni kfivky. Velice Casto se setkavame s grafickym stanovenim bodu
ekvivalence. Je vSak tfeba podotknout, Ze v acidimetrickych (alkalimetrickych) titracich bod
ekvivalence a hodnota pKa nejsou totozné. Bod ekvivalence se nachazi v misté ukonceni reakce,

kterd b&hem titrace probiha, kyselina nebo zasada je tedy zcela zneutralizovana (100 %). [4]

Bod ekvivalence se pohybuje kolem pH 7. P¥i titraci silné kyseliny nebo zasady je pfesné 7,
v pfipadé, Ze se titruje slaba kyselina, odpovida bod ekvivalence hodnoté pH vétsi néz 7. Pokud se
jedna o titraci slabé z&sady je bod ekvivalence mensi nez 7. Cim je dané kyselina nebo baze slabsi,
tim je bod ekvivalence vice vzdalen od pH 7. [12] V grafu se vyznaduje velice strmym stoupanim
(alkalimetrie) nebo klesanim (acidimetrie). Hodnota pKa je bod, kdy je pravé 50 % latky disociované,
tudiz se na titraéni kfivce vyskytuje pfiblizné v poloviné vzdalenosti mezi pocatkem titrace a bodem
ekvivalence. [4] Pro zjednoduSenou ilustraci jsem vyuzila titracni kfivku jednoho ze vzorkl (LSPJ14),

u kterého jsem pK experimentalné stanovovala:
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Graf ¢.2: Titraéni kfivka latky LSPJ14

Modry kfizek znaci bod ekvivalence (pH = 7), vysledna hodnota pK je znazornéna oranzovym

kiizkem.

2.2.4 Spektrofotometrie

Spektrometrie je druhem optické analytické metody, ktera je zalozena na interakci
elektromagnetického zafeni s analytem. [13] Konkrétné se pozoruje intenzita zafeni, ktera je analytem
absorbovana. Absorpce svétla je zavisla na vinové délce zafeni, na sile vrstvy (Sifka kyvety) a na

koncentraci a struktufe analytu.

PFi absorp&nim méfeni se urCuje tzv. transmitance T. Ta udava podil tokd zafeni (intenzity zafeni)
proSlych mé&rnou kyvetou | a srovnavaci kyvetou lo. [14] Pokud promé&fujeme homogenni vzorek,
muzeme zanedbat rozptyl a odraz svétla, tudiz pokles intenzity zafeni je zplsoben pouze absorpci

samotného vzorku. [15]

T=— (@)

lo

Absorbance A je pak veli€ina, kterd se rovna zapornému dekadickému logaritmu transmitance.

Obé dvé veli€iny jsou bezrozmérné. [14]
A=-logT (5)
Obecné Ize spektrometrické metody rozdélit na zakladé vinové délky, ve které se pohybuiji:

UV spektrofotometrie: 200—400 nm
VIS spektrofotometrie: 400—-760 nm
IR spektrometrie: 0,8—-500 um
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Tyto metody maji vyuziti v kvantitativni i v kvalitativni analyze. Kvantitu vyjadfuje zména intenzity

svétla po prichodu analytem a kvalitu pocet a hodnoty frekvenci ve spektru.

Jelikoz v praktické ¢asti prace vyuzivam metody UV/VIS spektrofotometrie, bude se nasledujici

text vztahovat hlavné k tomuto tématu.

Pfi absorpci svétla v UV a VIS oblasti dochazi k pfeskokim valenénich elektrond a zméné
vibraénich arotaénich stavd molekul. Vysledkem spektrofotometrického méfeni je absorpéni
spektrum. Jedna se o zavislost absorbance (popfipadé transmitance) na vinové délce zareni A. [14]
Z absorpéniho spektra Ize odecist maximum absorpéniho pasu Amax. Jedna absorpéni kfivka mize byt
sloZena i z vice absorpénich pasu a mit tedy vétsi pocet Amax. Toto maximum je vysledkem rozdilu
energii mezi excitovanym a zakladnim stavem. Cim vice energie je potfeba dodat, tim bude hodnota

Amax mensi. [13]

Absorpéni spektra v UV a VIS oblasti se nazyvaji elektronova spektra. Excitace jsou schopny
pfevazné 1 elektrony. Chromofory jsou skupiny s dvojnymi a trojnymi vazbami nebo funkéni skupiny
obsahujici kyslik, dusik i halogeny. Takové skupiny jsou schopné absorbovat zafeni v UV oblasti.
Ve viditelné oblasti je dulezité, aby molekula zahrnovala systém konjugovanych nasobnych vazeb,
coz se projevi zbarvenim. Pokud tomu tak neni, je mozné bezbarvé slouceniny prevést pfesnou

chemickou reakci na barevné, chemicky stalé latky. [13] [14]

Pomoci spektrofotometrie lze provadét kvalitativni i kvantitativni analyzu. Pro stanoveni

koncentrace analytu se vyuziva Lambertdv-Beertv zakon,
A=echb (6)

kde A znaci absorbanci roztoku, € molarni absorp&ni koeficient, ¢ koncentraci latky [mol/l] a b je sila
absorbujici vrstvy v cm. [14] Jak Ize z vySe uvedeného vzorce vycist, absorbance je linearni funkci
koncentrace méfeného roztoku. Pokud proméfujeme fadu vzorkl o rizné koncentraci pfi stalé vinové
délce a stalé hodnoté b, ziskame kalibracni kfivku. V pfipadé, Ze je kalibrace linearni
a reprodukovatelna, provede se linearni regrese a z parametri pfimky se vypocita koncentrace
stanovovaného vzorku. [12] Absorbance se méfi pfi vinové délce maxima absorp&niho pasu proti
slepému vzorku. Aby vysledky byly reprodukovatelné, Ize méfit pouze roztoky o nizké koncentraci.
[13] K nepfesnym vysledkdm mize dojit vlivem zmény molarniho absorpéniho koeficientu
(napf. z davodu disociace, tvorby dimertQ, hydrolyzy, reakce s rozpoustédlem). [12] Pokud méfeny

vzorek obsahuje vice sloZek, které absorbuji svétlo, ma vysledna absorbance aditivni charakter. [15]

V kvalitativni analyze je stéZejni pocet a polohy absorpénich pasl. Pozoruji se jejich minima
a maxima. Pfi porovnavani spekter latek v8ak velice zaleZi na dodrZeni stejnych experimentalnich
podminek. Vyslednou absorpéni kfivku mize zkreslit jiné pH nebo pouziti odliSného rozpoustédla
(methanol, ethanol, voda...). [13] Pro spravnou identifikaci méfené latky, je dulezité, aby se shodovaly
hodnoty maxim a minim, specificka absorbance i absorp&ni poméry méfené pfi dvou riznych vinovych
délkach. S témito pozadavky pro identifikaci nékterych latek se setkdvame velmi &asto i v Ceském
lekopise. [14]
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2.2.4.1 Spektrofotometrické stanoveni disociaéni konstanty IéCiv

UV/VIS spektrofotometrie je velice pfesnou metodou stanoveni pK, a vyuziva se jako alternativa
k potenciometrickeé titraci. Jeji velkou vyhodou je moznost stanoveni méné rozpustnych latek, jelikoz
je zapotiebi pouze nizkd koncentrace vzorku. Pfedpokladem ovSem je, Ze mé&feny vzorek reaguje na
odlisné hodnoty pH zménou absorbance. Toho Ize dosahnout pouze tehdy, pokud se chromofor
nachazi v dostatecné blizkosti ionizované Casti molekuly. Absorp&ni spektrum latky se v zavislosti na
pH méni. Tato zména reflektuje aktualni koncentraci ionizované a neionizované formy v roztoku. [16]
[17] Pokud se v roztoku vzorku ustanovuje rovnovaha mezi ionizovanou a neionizovanou formou
[éCiva, protnou se vSechny absorpéni kfivky v tzv. izosbestickém bodé nachazejicim se v urcité vinové
délce. V tomto bodé plati, Ze hodnoty molarnich absorpénich koeficientll disociované a nedisociované

formy IéCiva jsou totozné. [18]

K ziskani fady roztokll o znamém pH se vyuzivaji pufry. Hodnotu pKa lze vypocitat z absorbanci
naméfenych pfi libovolné vinové délce kromé izosbestického bodu. V praxi je v8ak nejvyhodnég;si
vyuzit vinovou délku, ve které se od sebe absorbance nejvice liSi. Prakticky vzdy se proto pouzivaji
hodnoty absorbanci pfi vinové délce absorpéniho maxima. Tato vinova délka se nazyva analyticka.
[17]

Pro méfeni v UV oblasti se pouzivaji pfevazné kyvety z kiemenného skla. Kyvety z optického skla
vhodné nejsou, jelikoz absorbuji v UV oblasti, jejich pouziti se tedy omezuje na VIS spektrofotometrii.
Dale je mozné v UV oblasti vyuzit jednorazovych kyvet ze specialniho plastového materialu. [19]
PFi méfeni roztoku zkouseného vzorku a pfislusného pufru (slepého vzorku) je nutné pozivat vzdy
dvé stejné kyvety. Pufr se jako slepy vzorek pouziva proto, aby vysledné absorpéni kfivky patfily

pouze vzorku a nebyly naruseny pFitomnosti tlumivého roztoku. [15]
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2.3 Lipofilita

Pojem lipofilita zna¢i schopnost latky pfekonavat organickou a vodnou biofazi, uplatfiuji se pfi tom
v rizném poméru polarni a hydrofobni interakce slou¢eniny s prostfedim. [20] Stejné jako disociaéni
konstanta IéCiv je dulezitou charakteristikou a pfimo ovliviiuje ADMET léciva. Ma tedy velky vliv i na

dal$i vlastnosti I&Civ, jako je rozpustnost, permeabilita, vazba na proteiny a distribuce. [21]

PFi objevovani a vyvoji novych I&Civ je stanoveni lipofility nepostradatelné. Ovliviiuje farmaceuticky,
farmakokineticky i farmakodynamicky profil IéCiva. NejCastéji se lipofilita ur€uje pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC), popfipadé pomaoci tenkovrstvé chromatografie
(TLC). [22]

Ze strukturniho hlediska ma na lipofilitu vliv objem molekuly, polarita, kyselost a bazicita
vodikovych vazeb. Lipofilita vyjadfuje schopnost slouceniny rozdélit se mezi dvé nemisitelné
(nepolarni a polarni) faze. Jako nepolarni faze se v experimentalnich metodach obycejné pouziva
oktanol, jako polarni voda. Lipofilita 1éCiva je nejcastéji charakterizovana logaritmem rozdélovaciho
koeficientu logP (oktanol/voda), popfipadé se mizZzeme setkat s pfesnéjSim vyjadienim lipofility — logD
(viz nize). [21]

Rozdélovaci koeficient P oznacuje pomér koncentrace latky v organické (Corg) @ vodné fazi(cag),
pficemz pH prostfedi odpovida stavu, kdy se latka nachazi v neutralni formé. V praxi se vyuziva
logaritmu rozdélovaciho koeficientu logP.

P = Sorg (7)
Caq

logD zohledriuje okolni pH. Cast slougeniny se tedy miize nachazet v ionizované formé. Vysledna
hodnota zavisi na lipofilité neutralni i ionizované formy Ié€iva. Samoziejmé slou€enina v ionizovaném
stavu chova vy3si afinitu k vodnému, polarnimu prostfedi. Z toho vyplyva, Ze u kyselin bude se
vzrlstajicim pH hodnota logD klesat. Analogicky pro baze plati, ze se vzriistajicim pH, kdy se snizuje

podil ionizované formy, logD vzrista také. [21] [22]

Pro léCiva podavana per os se jevi jako ideédlni rozmezi logP 0-3. Potvrzuji to studie, které
sledovaly vliv rozdélovaciho koeficientu na distribuéni objem IéCiv. Latky s niZ8imi hodnotami logP
jsou polarnéjsi, tudiz hufe prochazeji lipidovou dvouvrstvou. Opakem jsou pak slouceniny lipofilngjsi,
coz determinuje jejich omezenou rozpustnost ve vodném prostiedi. Obé dvé varianty vyrazné snizuji

biodostupnost I€Civ po peroralnim podani. [21]

Aby IéCivo vyvolalo uginek, je vétSinou potfeba, aby alespon z &asti bylo rozpustné ve vodé.
VSechna léCiva, kromé lokalné pusobicich, jsou do mista Uucinku transportovana vodni cestou (obsah
vody v téle je asi 50-60 %). Nicméne pfi zjiStovani rozpustnosti [€Civ je tfeba vychazet z biologického
prostfedi organizmu. Neni vyjimkou, Ze 1é€ivo ve vodé nerozpustné se za fyziologickych vlastnosti
téla rozpustnym stane. Napfiklad I1ze zminit ve vodé nerozpustné bazické latky, které v kyselém
prostfedi Zaludku rozpustné jsou. Vysoka rozpustnost zpUsobuje rychlou absorpci, zaroven vsak
i eliminaci, tudiZz maji takova léCiva pouze kratkodoby ucinek. Naopak velké sniZeni rozpustnosti

ve vodé mulze vést k potlaCeni az uplnému vymizeni uc€inku. Nerozpustnost mize byt v uritych
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pfipadech velice Zadanou vlastnosti. Napf. siran barnaty je mozné diky jeho enormni nerozpustnosti
vyuzivat jako rentgenokontrastni latku i pfes vysokou toxicitu barnatych iontd, které se do organizmu

ale neuvolfuji. [1]

Pro kazdy parametr ADMET je vyhodnéjsi jiné rozmezi logP. Tuto zavislost shrnuje nasledujici

tabulka:
Parametr logP léCiva
Rozpustnost <3
Penetrace -1-5,9
Biodostupnost 0-3
Pranik do CNS > 2
Toxicita >3

Tabulka ¢.4: Vztah mezi logP léCiv a parametry ADMET [23]

Vlastnosti IéCiv vychazejici z hodnoty logD (méfeno za fyziologickych podminek pH 7,4) popisuje
nasledujici text:

logD74 < 1: dobra rozpustnost, $patna absorpce a prlinik hematoencefalickou bariérou, vysoka

clearance ledvinami zpusobena polaritou slou¢enin

1 <logD74 < 3: dobra absorpce z intestinalniho traktu, diky dostate¢né rozpustnosti a zaroven

schopnosti pasivni difuze, metabolizace IéCiv sniZzena z dGvodu nizsi afinity k metabolickym enzymdm

3 <logD7,4 < 5: dobra permeabilita, Spatna rozpustnost, mira absorpce snizena, metabolismus vyssi

v zavislosti na zvySené vazbé na metabolické enzymy

logD74 > 5: biologicka dostupnost velice nizka, distribu¢ni objem velky z ddvodu ukladani latek do
tkani, toxicita zvySena [21]

2.3.1 Zpusoby méfeni lipofility 1&Civ

Experimentélni metody, které se vyuZivaji pro méfeni lipofility 1&€iv, I1ze rozdélit na pfimé (méfime
hodnotu logP) a nepfimé. [22] Vystupem nepfimych méfeni je jiny parametr lipofility, ktery I1ze dat
do zavislosti (vétSinou linearni) s logP. [23] Ve své experimentaini praci jsem vyuZila nepfimé metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie, tudiz se na ni i vice zaméfim. Ostatni metody jsou v textu

nize pouze stru¢né popsany.

2.3.1.1 Primé metody
Extrakéni metoda

Extrakéni metoda je jednou z nejjednodusSich experimentalnich metod pouzivanych ke stanoveni
rozdélovaciho koeficientu. Dochazi zde k extrakci v systému oktanol-voda. [22] AC jsou tato dvé
rozpoustédla vzajemné nemisitelnd, z urcité malé Casti vzajemné rozpustna jsou, a to ma vliv na

presnost dalSiho stanoveni. V 1 | n-oktanolu se rozpusti 2,3 molu vody, coZz ma za nasledek zménu
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polarity oktanolu a jeho nasledné interakce (na urovni H-mstkud). [20] | kdyz organicka rozpoustédia
nemohou zcela nahradit fyziologické prostfedi organizmu, bylo zjiS§téno, zZe oktanol vykazuje jistou
podobnost s molekulami buné€né membrany. Hydroxylové skupiny oktanolu a vody se mohou podilet
na polarnich interakcich léCiva s prostfedim. Z ddvodu rlznych vlastnosti vodikovych vazeb
v membranach i receptorech byla kromé oktanolu pro extrakci v délici nalevce ustanovena jesté dalsi
tfi rozpoustédla. Jedna se o chloroform, cyklohexan a propylenglykoldipelargonat. Oktanol Ize za tato
rozpoustédla pro vypocet logP zaménit, pficemz rozdily logP v téchto jednotlivych systémech se liSi

prevazné z davodu odliSnych interakci na urovni vodikovych vazeb. [22]

Dulezitym pozadavkem je vysoka Cistota zkousSené latky. Pfipadné nedistoty by mohly narusit
mérfeni a vést k nepfesnym vysledkim. V pfipadé spektrofotometrického hodnoceni jsou vysoké
pozadavky na Cistotu kladeny i na rozpoustédla. [20] Dale je nutné, aby vrstvy byly dokonale oddéleny.
| malé mnozstvi oktanolu ve vodné fazi mize obsahovat velké mnozstvi vzorku a vést k nepfesnym
vysledkim. [24]

Nevyhodou mérfeni logP pomoci extrakéni metody je Casova (potfeba dostate¢né dlouhého
tfepani) a pracovni naroCnost a spotfeba organickych rozpoustédel. [22] Extrakéni metoda je
vyuzitelna pro latky s logP -2—4. [20] Problémem méfeni vysoce lipofilnich ¢i naopak hydrofilnich latek

je jejich Spatna rozpustnost, tvorba emulze atd.

Vyvoj v této oblasti sméfuje k miniaturizaci objemu (ze 100 ml az na 1 ml), tedy i ke snizeni objemu
potfebnych rozpoustédel, a k automatizaci. Tyto metody se vyznacuji vysSi reprodukovatelnosti,

pFesnosti, rychlosti, nicméné i financni zatézi. [22]

Potenciometricka titrace

Dalsi pfimou metodou mérfeni logP je potenciometricka titrace. Pozoruje se rozdéleni neutralnich
a ionizovanych latek mezi vodnou a organickou fazi. Je nezbytné méfit lipofilitu 1&Civa pfi rizném pH
prostfedi, z ddvodu predikce chovani léCiva pfi prachodu odliSnymi fyziologickymi kompartmenty
lidského téla. [22]

2.3.1.2 Nepfimé metody

Jak jiz bylo fe¢eno, nejvice uplatfiovanym principem méreni lipofility je rozdéleni latky mezi dvé
nemisitelné faze. Toho Ize prakticky nejlépe docilit pomoci chromatografie. Nejfrekventovanégjsiho
uziti se doCkala HPLC s reverzni fazi. Stacionarni fazi tvofi uhlovodik chemicky vazany na oxid
kfemiCity. Takovato stacionarni faze je podobna struktufe fosfolipidl, pfi€emz oxid kfemicity
i hydrofobni fetézce reprezentuji funk&ni skupiny. Rozsah méfitelného logP neni tak omezeny jako
uextrakéni metody. Preferovanou metodou se stala i zdlvodu dostupnosti, pfesnosti,
reprodukovatelnosti a moznosti automatizace. Oproti pfimym metodam pfipadné necistoty ve vzorku
méfeni neovlivni (jednotlivé slozky se oddéli). Je zapotfebi pouze malého mnozstvi vzorku, ve kterém
jsme schopni zméfit vétsi pocet chemickych sloucenin. Omezenim chromatografie je moznost méfit

pouze slouceniny s podobnymi retenénimi ¢asy (HPLC) nebo retenénimi faktory (TLC), tedy homology
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a blizce pfibuzné slouceniny. Tento problém Ize u HPLC obejit vyuzitim gradientové eluce. [22]
Chromatografické veli€iny, které se pouzivaji pro uréeni lipofility, koreluji s vSeobecné uznavanou

hodnotou lipofility logP. [20]

TLC

Nejvyraznéjsi postaveni v méfeni lipofility sice zastava HPLC, nicméné metoda chromatografie na
tenké vrstvé s reverzni fazi ma také své uplatnéni. [22] Svym uspofadanim je TLC plo$na kapalinova
chromatografie. Sorbent (u reverzni faze nejCastéji modifikovany silikagel) je nanesen na hlinikovou
félii Ci sklenénou desku v rovhomérné vrstvé. Samotné vyvijeni se odehrava v tzv. chromatografické

vaneé, ktera se pred vlastnim vyvijenim necha nasytit parami pouzité mobilni faze. [25]

K uréeni lipofility se vyuzivaji naméfené retenéni faktory Ry, ze kterych se nasledné vypocitaji hodnoty
Rwm. Retenéni faktor R¢ je charakterizovan jako pomér mezi vzdalenosti start — stfed skvrny
a start — ¢elo mobilni faze. Hodnota Rwm vypocitana podle vzorce €. 8 odpovida linearni zavislosti
s vSeobecné uznavanou hodnotou lipofility logP. Rwm je linearné zavisly na koncentraci organického

rozpoustédla, tudiz je extrapolovan na jeho nulovy obsah.
Ru=log ~-1 ©® [22]
f

logP=R,,+konst. (9) [20]

TLC pfi méfeni lipofility vyuziva reverzniho systému, pfiemz stacionarni faze je zastoupena
nejcastéji silikagelem s navazanymi Cis nebo Cs fetézci. Jelikoz vodu jako mobilni fazi pouzit nelze

(retencni Cas je dlouhy), vyuziva se ¢asto smési methanolu, acetonitrilu, dioxanu nebo acetonu.

Vyhodou této metody je rychlost stanoveni, moznost méfeni nékolika vzorkd s Sirokym rozsahem
lipofility najednou. Spotfeba vzorku je v porovnani s pfimymi metodami minimalni (nékolik pl). Zaroven
na né nejsou kladeny vysoké naroky na Cistotu. Dal$im pozitivem je, Ze se jedna o pracovné relativné

snadny proces. [22]

Tuto metodu Ize miniaturizovat. Potom se jedna o tzv. HPTLC (vysokoucinnd chromatografie
na tenké vrstvé). Jejim pouzitim se docili jeSté mensi spotfeby vzorkd a rychlejSiho a efektivnéjsiho

vyvijeni, jelikoz se vyuziva jemnéjSi sorbent. [25]

HPLC
Vysokoucinna kapalinova chromatografie se svym usporadanim fadi mezi kolonové chromatografie
vyuzivajici eluéni zpusob vyvijeni. NejCastéji se setkavame s reverzni fazi, ale normalni usporadani

Ize také pouzit. [26]

HPLC je jednou z nejvice uplathovanych metod v oblasti analyzy IéCiv, coz potvrzuje i jeji Siroké
vyuziti Ceskym |ékopisem. Tato separaéni metoda umoziiuje hodnotit Ié&ivo z kvalitativniho
i z kvantitativniho hlediska. Zaroven se jedna o metodu relativné ¢asové nenaro€nou, kterou Ize navic
zcela automatizovat. Uplatiuje se pfi identifikaci 1é€iv, stanoveni obsahu a pfipadnych necistot.

V méfeni lipofility 1&Civ je taktéZ velice frekventovanou metodou, ehoZ jsem vyuZila ve své praci. Dale
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Ize ziskat pomoci HPLC informace o stabilité 1éCiv (rozkladné produkty), je mozné analyzovat pfirodni
IéCiva z biologického materialu a monitorovat latky v télnich tekutinach a tim i ¢aste¢né sledovat osud
[éCiva v organizmu. Svymi parametry je HPLC srovnatelna s plynovou chromatografii. Ve farmacii se
vSak uplatfiuje ve vétsi mife, jelikoz v plynové chromatografii Ize méfit pouze tékava léc€iva (nebo je

nutné je na té€kava prevést).

Pro spravné provedeni HPLC je dulezité optimalizovat podminky méfeni. Jednotlivé separované
slozky musi pfedstavovat ostré, symetrické, oddélené piky. Kvalitativni analyzu zastava retenéni
(eluéni) €as tr (€as od nastfiku vzorku do kolony k maximalni hodnoté piku), kvantitu pak ur€uje plocha
piku. [14]

HPLC systém je sloZzen z nékolika zdkladnich casti. Patfi mezi né&: rezervoar mobilni faze,
vysokotlaké Cerpadlo a sméSovac¢ (umozniuje smiseni slozek mobilni faze pfed kolonou). Dale je
v systému pfitomny davkova¢ analytu (vétSinou se vyuziva autosampler). Analyt se davkuje
z tzv. vialek. Vzorek je ve formé roztoku rozpustén bud v organické slozce mobilni faze, nebo pfimo
v mobilni fazi. Nastfiknuty vzorek putuje do predkolony, ktera slouzi k odstranéni zbytki matrice
vzorku, a do kolony, kde dochazi k vlastnimu vyvijeni analytu. K detekci se pouzivaji rizné druhy
detektort s pratokovou celou. Ve je fizeno pocitatem, ktery zaroven zaznamenava nameérena data.
(26]

Délka chromatografickych kolon je vétSinou 5—25 cm a jejich vnitfni prdmér se pohybuje v rozmezi
2-5 mm. Nej¢astéjSim materialem pouzivanym na jejich vyrobu je nerezova ocel ¢i sklo. Stacionarni
faze byva vétSinou tvofena silikagelem s chemicky navazanymi radikaly. V pfipadé reverzni faze,
ktera se uplatiiuje i u méfeni lipofility, se jedna o 18 (nebo 8) ¢lenné uhlovodikové zbytky. Pokud
naopak chceme dosahnout stfedni polarity stacionarni faze, voli se radikaly typu -NH2, -CN atd.
Chemicky nepozménény silikagel a oxid hlinity Ize vyuZit téZ jako polarni stacionarni fazi, nicméné

nejsou tak Castymi sorbenty. [14]

Separace analytu mGze probihat 2 zpUsoby eluce. Bud se vyuZije eluce isokraticka, tzn. ze se
sloZzeni mobilni faze po celou dobu vyvijeni neméni, nebo eluce gradientova. K té se pfistupuje, pokud
se stanovuje vzorek s Sirokym rozpétim retencénich ¢asl jednotlivych analytl. Je pro ni typicka
priibézna zména poméru slozek v mobilni fazi. ZvySuje se zastoupeni té slozky, ktera ma vyssi eluéni

ucinnost a tim se zrychluje proces vyvijeni. [26]

Citlivost a selektivitu méfeni z velké €asti ovliviiuje zvoleny detektor soustavy. Nej¢astéjSim typem
jsou spektrofotometrické detektory zalozené na méfeni absorpce elektromagnetického zafeni. Nejvice
je vyuzivan UV detektor, nicméné lIze pouzit i UV-VIS detektory. Mezi dalSi patfi: fluorimetrické,

elektrochemické (voltametrické, polarografické a amperometrické) a refraktometrické detektory. [14]

Uplatnéni RP-HPLC v méreni lipofility léCiv

Pro stanoveni lipofility je RP-HPLC v sou€asnosti jednou z nejuzivanéjSich metod. Jeji uplatnéni
se zacalo rozvijet jiz v 70. letech minulého stoleti. Vyskytuje se zde vSak nékolik zasadnich problémd,

které se béhem vyvoje optimalizuji. Chromatograficky systém s reverzni fazi neposkytne zcela totozny
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model jako soustava oktanol/voda, muize dojit k interakcim na povrchu stacionarni faze (napf. se
silanolovymi skupinami), problémem muze byt také velikost pér sorbentu a pfenositelnost dat mezi
kolonami. Rozsah logP za pouziti izokratické eluce je omezen, stejné tak rozpéti pH neni Siroké kvali
vlastnostem stacionarni faze na bazi oxidu kfemicitého. [24] NejCastéji se vyuzivaji stacionarni faze

s chemicky modifikovanym silikagelem s oktanylovymi &i oktadecylovymi zbytky.

Hodnotu lipofility slou€enin udava tzv. kapacitni faktor, vyjadfeny jako logK. Ten charakterizuje
schopnost retence latky v koloné a jeji miru separace v porovnani s mrtvym retenénim ¢asem. Lze jej
vypocitat z naméfenych reten¢nich ¢asu:

K="Ir10 (10)

to

Ve vzorci €. 10 znadi tr retencni Cas latky a to tzv. mrtvy retenéni ¢as. Jedna se o retenéni €as latky,
ktera se pohybuje stejnou rychlosti jako mobilni faze, tudiz neni kolonou nijak zadrzovana. Jelikoz
mobilni faze pfedstavuje polarni slozku soustavy, budou se hydrofilngjsi latky vyvijet rychleji (kratSi tr)

je hodnota kapacitniho faktoru vyssi, tim je latka kolonou vice zadrZzovana. [26]
logK vykazuje ve vztahu k logP linearni zavislost:
log P =log K +konst. (11) [20]

Pro provedeni extrapolace hodnoty kapacitniho faktoru na nulovy obsah methanolu v mobilni fazi

logkw Ize vyuzit nasledujici vztah,
log k=-Sp+log k,, (12)

kde kw znaci hodnotu kapacitniho faktoru extrapolovanou na &istou vodu, ¢ pfedstavuje objemovou
frakci organického rozpoustédla v mobilni fazi a S udava sklon pfimky linearni regrese. Z divodu
jednoduchosti se nejéast&ji pouziva vztah linearni, ackoli se Ize setkat i s rovnici kvadratickou. Casto
se vS8ak mohou v linearnich grafech vyskytnout urcité odchylky ve vysokych koncentracich
organického rozpoustédla mobilni faze. Hodnoty kw jsou pro rizna organicka rozpoustédla odlisné

(i za dodrzeni stejnych podminek a promérovani totozného analytu). [28]

Jak jiz bylo fe€eno, zavislost logP na logK je linearni. Nejvyssi korelace mezi témito veli¢inami byla
prokazana u logK naméfreného pfi obsahu 40 % methanolu v mobilni fazi, popfipadé u logkw. [29]
Obecné Ize konstatovat, Ze se jako nejvyhodnéj$i organické rozpoustédlo v mobilni fazi jevi methanol.
Na zakladé lipofility analytd se vyuzivaji koncentrace 30-70 %, pokud toto rozmezi neni dodrzeno,
nelze vyuZzit linearni ani kvadratické vztahy. [30] Z hodnoty logkw je moZné pomoci linearni regrese
ziskat pfimo hodnotu logP. Touto problematikou se zabyvaly mnohé studie a data poskytovala velice
dobrou korelaci. Nicméné je zapotiebi pfesné dodrZzeni podminek, za kterych je logkw naméfeno. Aby
se potvrdila linearni zavislost mezi logkw a logP, pfidava se do mobilni faze n-oktanol a poté se

porovnava s vysledky, které se ziskaly méfenim, kde n-oktanol pouzit nebyl. [28]

Nejcastéji se setkdvame s kolonami tvofenymi stacionarni fazi na bazi modifikovaného silikagelu

s uhlovodikovymi fetézci (Cs, Cis). Jednou z nevyhod téchto materialu je jejich nestabilita v alkalickém
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prostfedi. Dal§im nedostatkem je moznost vzniku polarnich interakci (elektrostatické, vodikové) mezi
analytem a silanolovymi skupinami oxidu kfemicitého. Takové interakce pak maji za nasledek
asymetrické piky v chromatogramu. Aby k témto jeviim nedochazelo, mliZze se stacionarni faze chranit
polarnimi funk&nimi skupinami, které zamezuji kontaktu se silanolovymi skupinami. Komeréné

dostupné jsou napf. faze alkylamidové a karbamatové. [22]
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3. Experimentalni Cast

V experimentalni ¢asti se budu zabyvat méfenim fyzikalné chemickych vlastnosti nové
nasyntetizovanych lé€iv z Katedry farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy FaF a z Katedry
anorganické a organické chemie FaF. Kuréeni hodnot pKa jsem vyuZila metod potenciometrie
a spektrofotometrie a k naméreni lipofility Ié¢iv metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie
sreverzni fazi. U potenciometrie jsem musela nékolikrat pouzit extrapola¢ni kfivky z ddvodu
nedostate¢né rozpustnosti latek ve vodé a nutnosti vyuzit pomocného rozpoustédla methanolu. Jako
[éCiva mi poslouZily latky odvozené od pyrazin-2-karboxylové kyseliny (zkoumana jako potencidlni
antituberkulotika) a od chinazolinu a chinoxalinu (potencialni bronchodilatancia). Z davodu vétsi
prehlednosti rozdéluji svou experimentalni praci na dvé ¢asti: stanoveni disociaCni konstanty IéCiv

a stanoveni lipofility [&Civ.

Seznam vzorcy latek vyuZitych v mé experimentalni praci:

Pyrazin-2-karboxylova kyselina LSPJ11 LSPJ12
F
N\ 0 o
N N
= AN N = N
N COOH | | |
LSPJ13 LSPJ14 LSPJ15
NO,
) o J:
(9] \\
N N
E 2 N CF, [ = N N\
N
N7 coom N7 coon [ =
N COOH
LSPJ16 LSPJ17 LSPJ18
N N N
=
NZ N CooH NZ ™ cooH N COOH
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3.1 Stanoveni disociacni konstanty |éCiv

3.1.1 Materialni vybaveni

Pristroje:

e pH metrinoLab 720 (WTW) + kalibracni TEC pufry (WTW)

¢ Kombinovang elektroda typ Sentix 61 (WTW)

o Magneticka michacka (Heidolph) + michadla

e Spektrofotometr Agilent HP8453 (Agilent Technologies) + kyvety (Agilent Technologies)
e Analytické vahy (Sartorius)

PC software:

e UV-Visible ChemStation Software (Agilent Technologies)
e MS Excel 2016

Chemikalie:

e Zakladni roztok Brittonova-Robinsonova pufru
o Kyselina chlorovodikova p.a. (Penta)

e Hydroxid sodny p.a. (Penta)

¢ Fenolftalein p.a. (Lachema Brno)

¢ Methylalkohol p. a. (Penta)

3.1.2 Titracni Cinidla

Pfesna koncentrace roztoku NaOH o pfiblizné koncentraci 0,2 mol/l byla stanovena titraci roztokem
HCI o pfesné znamé koncentraci na fenolftalein. Pfi vlastnim potenciometrickém méfeni jsem
hydroxid zfedila na 0,01 mol/l. Koncentrace byla vzdy vypocitana s pfesnosti na 4 desetinna mista.
Stanoveni presné koncentrace roztoku NaOH bylo provadéno kazdy den pred zahajenim

potenciometrickych méfeni.

3.1.3 Pufry

Pfi spektrofotometrickém méreni byly pro fixaci hodnot pH pouzivany pufry dle Brittona a Robinsona.
Tyto pufry byly pfipravovany smichanim zakladniho roztoku dle Brittona a Robinsona (smés 0,04 mol/l
kyseliny borité, 0,04 mol/l kyseliny fosfore¢né a 0,04 mol/l kyseliny octové) a roztoku NaOH
o koncentraci pfiblizné 0,2 mol/l v ur€itém poméru podle literatury. [31] Pfesné hodnoty pH takto

pfipravenych pufrii jsem zméfila pH-metrem.
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3.1.4 Pfiprava vzorku
Vzorek jsem prevedla do roztoku o koncentraci 0,001 mol/l. K pfipravé jsem vyuzila dvou banék
(objem 10 ml a 25 ml). Na potenciometrii jsem spotfebovala 30 ml roztoku (10 ml na kazdé mérfeni),

zbytek jsem vyuzila na spektrofotometrii. Roztok vzorku byl pfipraven vzdy v €as potfeby.
Pro vypocet navazky (m) jsem vyuzila vzorec,
m=c.M.V (13)

kde c je vysledna koncentrace roztoku (c = 0,001 mol/l), m znaci navazku, M molarni hmotnost

mérené latky a V vysledny objem roztoku (10 nebo 25 ml). [18]

V pfipadé sniZené rozpustnosti ve vodé jsem vzorek ve vodé zahfivala. Pokud ani tato iniciace
nepomohla, pfistoupilo se k pfidavku pfesné zaznamenaného objemu methanolu a dopinéni
destilovanou vodou po rysku, pfi¢emz se pro potenciometrické méfeni vyuzilo nejméné tfi odliSnych

pomérd methanol/voda.

Tabulka navazek jednotlivych latek a objem( v souvislosti s molekulovou hmotnosti latek

a vyslednou pfesnou koncentraci pfipravenych roztoku je uvedena nize.
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Vzorek Molérni hmotnost | Objem [ml] | Navazka[g] | Koncentrace [mol/]
Pyrazin-2-karboxylova kyselina 124,10 25 0,0045 0.0015
10 0,0028 0,0010
LSPJ11 275,24 10 0.0029 0,0010
10 0,0033 0,0010
10 0,0030 0,0010
LSPJ12 291,69 10 0,0027 0,0009
10 0,0032 0,0011
10 0,0031 0,0011
10 0,0033 0,0011
LSPJ13 311,22 10 00034 0,0011
10 0,0032 0,0010
LSPJ14 288,22 10 0,0036 0,0013
25 0,0079 0,0011
LSPJ15 286,29 10 0,0037 0,0013
25 0,0078 0,0011
LSPJ16 277,66 10 0,0029 0,0010
25 0,0066 0,0010
LSPJ17 261,21 10 0,0030 0,0011
25 0,0061 0,0009
LSPJ18 273,25 10 0,0032 0,0012
25 0,0064 0,0009
2-hydroxychinoxalin 147,15 10 0,0023 0,0016
25 0,0036 0,0010
4-hydroxychinazolin 146,15 10 0,0014 0,0010
25 0,0034 0,0009
VNO14 271,39 10 0,0027 0,0010
25 0,0065 0,0010
VN034 323,88 10 0,0032 0,0010
25 0,0087 0,0010

Tabulka ¢. 5: Seznam vzorkd, jejich molekulovych hmotnosti a navazek pro jednotliva méreni
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3.1.5 Postup prace — potenciometrie

Pfed vlastnim méfenim na pH metru inoLab 720 byla provedena jeho kalibrace pomoci kalibraénich
pufrl. Po zkalibrovani pfistroje jsem k roztoku vzorku o objemu 10 ml v 25 ml kadince pfidavala roztok
hydroxidu sodného (popf. kyseliny chlorovodikové) o koncentraci 0,01 mol/l pipetou po 0,1 ml
a po ustaleni hodnoty pH jsem ji zaznamenala. Kadinka o objemu 25 ml zaru€ovala, Ze i pfi pouziti
pouze 10 ml tirovaného roztoku bude elektroda ponofena minimalné nad diafragmu, coz je pro
spravné méfeni nutné. Takto jsem pokraCovala az do pfechodu do zasaditého (kyselého) prostfedi.
Z davodu eliminace chyb jsem méreni provedla celkem tfikrat. Vysledky méfeni jsem pfenesla do
excelovych tabulek a ziskala pKa zkoumané latky, které jsem nasledné zprimérovala. Zavislost pH
na objemu pfidaného hydroxidu (kyseliny) jsem vynesla do grafu. Vysledky méfeni i grafy jsou

uvedeny u jednotlivych latek v kapitole Vysledky a diskuze.

Ve své praci jsem vyuzila k vypoctu pKa dvou vzorcl. Prvni, jednodussi, vypada takto:

[HA]

PKa=pH+logr (14)

Druhy vzorec bere v Uvahu i vodikové ionty pfitomné v roztoku, tudiz je pfesnéjsi:

HAIHH']

pK,=pH+log i,

(15)

Pro dosazeni do jednotlivych vzorcll je vSak tfeba provést nékolik mezivypoétid. Vyznam

proménnych pouzitych ve vzorcich 14-20 je uveden v tabulce €. 6. [4] [32]

Symbol | Vyznam
CHA:A*iHA (16) Con [ Aktualni koncentrace titragniho ¢inidla
Con Puvodni koncentrace titracniho €inidla
—_ B*COH — -
Con= X =[A] (17) Cha Aktualni koncentrace latky v roztoku
C'Ha Puvodni koncentrace latky v roztoku
X=A+B (18)
X Celkovy objem latky v roztoku
[HA1=Cpa-Con (19) A Pocatecni objem roztoku
B PFidavek titraéniho Cinidla
—qPH . - . o e .
[H+]—70p (20) [HA] Rozdil koncentraci latky a titracniho ¢inidla/ koncentrace
neionizované frakce
[H1] Koncentrace kationtt vodiku v roztoku
[A] Koncentrace ionizované frakce

Tabulka €. 6: Vyznam symbolt ze vzorci 14-20 [4] [32]

V pfipadé vzorku, které nebylo mozné rozpustit ve vodé, jsem provedla nejméné tfi méfeni,
pfiCemz roztok vzorku vzdy obsahoval rlizny pomér methanol/voda. Vysledky by byly pfesnéjsi, pokud
by se jednotlivé koncentrace methanolu v roztoku promeéfily vicekrat, nicméné to nebylo mozné kvuli
omezenému mnozstvi latky. Z jednotlivych méfeni byla sestrojena kalibraéni kfivka, ktera mi umoznila

extrapolovat hodnotu pK na 0% koncentraci methanolu v roztoku.
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K extrapolaci jsem vyuzila Yasudy-Shedlovského rovnici,
ap
PKatlogx; =7 +bp  (21)

kde pKa jsou experimentalné naméfené hodnoty, x1 objemovy zlomek vody v rozpoustédle, D je
dielektricka konstanta rozpoustédla a hodnoty ap a bo empiricky zji§téné konstanty. [33] [34] PFi pouziti

této rovnice by koncentrace methanolu v rozpoustédle neméla pfesahovat 40 %. [35]
Hodnota D se pro smésné rozpoustédlo methanol/voda pocita podle nasledujiciho vzorce:
D=X1D1+X2D2 (22)

D1 a D2 jsou dielektrické konstanty vody (D1 = 80,0) a methanolu (D2= 32,7) a X2 zna¢i objemovy
zlomek methanolu v rozpoustédle.

Na zakladé Yasudy-Shedlovského rovnice Ize sestrojit graf. Na osu x se vynese pKatlogx: a na
osu y druha &ast rovnice, é. [33] Na ukazku pfikladam graf vzorku LSPJ12, ktery je také uveden

v kapitole Vysledky a diskuze.

LSPJ12 - pK,
3
(] (9
2,5 \\
2 (6}
y =-376,66x + 7,7321
D 2:
S 15 R?2=0,6141
1
0,5
0

0,0132 0,0134 0,0136 0,0138 0,014 0,0142 0,0144 0,0146 0,0148
pPKa+logx,

Graf ¢. 3: Extrapolace pK:; latky LSPJ12 metodou linearni regrese
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3.1.6 Postup prace — spektrofotometrie

Pro prvni, pouze orientacni, méfeni jsem pouzila ¢tyfi kyvety. Prvni kyveta slouzila pro slepy vzorek,
do dalSich tfi kyvet jsem nanesla mikropipetou 0,2 ml roztoku vzorku o koncentraci 0,001 mol/l, ktery
se nasledné 10x nafedil — v prvnim pfipadé roztokem kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,1 mol/l,
ve druhém c¢istou destilovanou vodou a nakonec roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol/l.
Poté jsem vS8echny tfi vzorky méfila proti slepému roztoku na spektrofotometru Agilent HP8453. Dalsi
mérfeni jsem provedla v mensich intervalech v okoli pH, kde jsem pfedpokladala, Zze se bude
vyskytovat pKj latky. Pro vytvoreni daného pH jsem vyuzila pufr dle Brittona a Robinsona. Roztok
vzorku o urcitém pH (0,2 ml vzorku + 1,8 ml pufru) byl vzdy proméfovan proti slepému roztoku téhoz

pufru. Z diivodu eliminace chyb byly pro jedno méreni pouzity vzdy dvé totozné kyvety.

Kvypoltu pKa vzorku jsem vyuzila hodnoty absorbanci ziskané z programu
UV-Visible ChemStation Software. Absorbance byly naméfeny pfi vinové délce, ve které se od sebe

nejvice lisily.

Disocia¢ni konstantu jsem vypocitala pomoci nasledujiciho vzorce (proménné jsou vysvétleny

v doprovodné tabulce):

PKy=pH+log 35 23)
Symbol Vyznam
pH pH pufru
Ar- Absorbance v zasaditém prostredi
Ay Absorbance v kyselém prostredi
A Absorbance vzorku

Tabulka ¢. 7: Vyznam proménnych ze vzorce €. 23 [15]
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3.2 Stanoveni lipofility 1€Civ

3.2.1 Materialni vybaveni
HPLC systém — Kapalinovy chromatograf Agilent® Series 1200 SL (Agilent Technologies):

e vakuovy mikrodegaser

e binarni erpadlo 1200 SL

e autosampler 1200 SL plus

e termostat autosampleru

e TCC cluster tvofeny dvéma kolonovymi termostaty TCC Infinity 1290 a dvéma
osmipozicovymi deviticestnymi ventily

e detektor s diodovym polem 1200 SL

o fluorescenéni detektor 1200
Chromatograficka kolona:

e Zorbax Eclipse XDB C18 RRHT 4,6 x 50,0 mm; 1,8 um; 600 bar (Agilent Technologies)
Chromatografické podminky:

e slozeni mobilni faze (MF): methanol/voda = 70/30
e pratok MF: 1 ml/min

e teplota kolony: 30 °C

e detekce: UV 210 nm a 270 nm

stanoveni mrtvého retencniho Casu: retenéni ¢as roztoku jodidu draselného
Software:

e Agilent ChemStation, verze B. 04.02.
SloZky mobilnich fazi:

¢ ultradista voda Cisténa reverzni osmozou
e Methanol for gradient elution — CHROMASOLV®, Sigma-Aldrich

3.2.2 Priprava vzorku

Pro méfeni lipofility jsem vyuZila stejnych latek jako v pfedchozi podkapitole Stanoveni disociaéni
konstanty /éciv. Jejich seznam je uveden na poCéatku kapitoly Experimentalni éast. U vzorku
pyrazin-2-karboxylové kyseliny lipofilita stanovovana nebyla. Zkou$enou latku jsem rozpustila

v MF methanol:voda = 70:30 na koncentraci 0,001 mol/I.

3.2.3 Postup prace
Roztoky vzorkd jsem prevedla do vialek a provedla nastfik za vySe popsanych podminek. Hodnotu

lipofility logK jsem vypocitala pomoci vzorce €. 10 uvedeného v teoretické Casti v kapitole Lipofilita.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni disociacni konstanty IéCiv

4.1.1 Potenciometrie

Vysledky pro kazdy vzorek uvadi tabulka zaznamenavajici pribéh titrace jednoho ze tfi mérfeni.
K tabulce je pfilozen odpovidajici graf titracni kfivky (zavislost pH roztoku na objemu pfidaného
hydroxidu sodného/kyseliny chlorovodikové). VSechny vysledné hodnoty pKa jsem zaznamenala do
dalSi tabulky, z které jsem vybrala hodnoty pro vypocet pramérného vysledku. Primérnou hodnotu

pKa doplfiuje smérodatna odchylka oznaena feckym pismenem sigma (o).

Proménné uvadéné v tabulkach charakterizujicich pribéh titrace jsou vysvétleny
vySe (tabulka €. 6). Hodnoty, které byly b&hem celého méfeni konstantni (po¢atecni koncentrace
a objem roztoku vzorku, koncentrace titracniho Cinidla), jsou uvedeny nad pfislusnou tabulkou.
Hodnota pK; oznaduje vysledek vypocteny pomoci vzorce €. 14, hodnota pK> znaci vysledek pomoci
vzorce €. 15. Jelikoz tento vzorec bere v vahu ionty vodiku, ma vy$si vypovidajici hodnotu. Rozhodla
jsem se tedy zavérec¢nou primérnou hodnotu disocia¢ni konstanty pocitat z vysledkd pK.. Pokud
koncentrace titraéniho €inidla pfesahla koncentraci stanovované latky, vypocet nebylo mozné provést.

V tabulce jsou tyto pfipady oznaceny textem #CISLO!.

Latky jsou sefazeny na zakladé struktury. Na konec jsem oddélila latky nerozpustné ve vodé
(LSPJ11 — LSPJ13), u kterych byl pouzit odliSny zpUsob vypoctu.

4.1.2 Spektrofotometrie

Spektrofotometrické méfeni disociacni konstanty doprovazi graf s absorp&nimi kfivkami. Pro vypocet
pKajsem vyuzila vzorec €. 23. Hodnoty, které jsem do vzorce dosadila, jsou vypsany v tabulce pod
grafem. Spektrofotometrii jsem provadéla u kazdého vzorku, nicméné ne vzdy méfeni poskytlo
pouzitelné hodnoty. Takovy stav nastava tehdy, kdyZz se neliSi absorpéni spektra disociované

a nedisociované formy studované latky.

4.1.3 Pyrazin-2-karboxylova kyselina

Tento vzorek jsem vyuzila pouze jako zkuSebni latku pro méfeni hodnoty pKa potenciometrickou
metodou. Latku jsem si vybrala, jelikoZ jeji pKabylo jiZz dfive naméfeno ve stejné laboratofi. Zaroven
jsem predpokladala, Ze pfi méfeni nenastanou Zadné zvlastni problémy (napf. s rozpustnosti).

Spektrofotometrické méfeni u tohoto vzorku provedeno nebylo.

Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace pyrazin-2-karboxylové kyseliny standardizovym odmérnym
roztokem hydroxidu sodného jsou uvedeny v tabulce €. 8. Grafické znazornéni zavislosti pH na

objemu pfidaného hydroxidu vyjadfuje titracni kfivka v grafu & 4. Na rozdil od dalSich
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potenciometrickych stanoveni, zde bylo provedeno jedno méreni, jelikoz se jednalo pouze o zkuSebni

vzorek.
C’on=0,0097 mol/l A=10ml
C’na=0,0015 mol/l X =10+ B [ml]
B
(NaOH [mi]) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,07 | 0,0015 | 0,0000 | 0,0015 | #DELENi_NULOU! 0,0009 2,9173
0,10 3,11 | 0,0014 | 0,0001 | 0,0013 4,2560 0,0008 2,9205
0,20 3,15 | 0,0014 | 0,0002 | 0,0012 3,9627 0,0007 2,9163
0,30 3,20 | 0,0014 | 0,0003 | 0,0011 3,8019 0,0006 2,9345
0,40 3,24 | 0,0014 | 0,0004 | 0,0010 3,6791 0,0006 2,9137
0,50 3,30 | 0,0014 | 0,0005 | 0,0009 3,6008 0,0005 2,9395
0,60 3,36 | 0,0014 | 0,0005 | 0,0008 3,5358 0,0004 2,9514
0,70 3,42 | 0,0014 | 0,0006 | 0,0007 3,4777 0,0004 2,9489
0,80 3,49 | 0,0013 | 0,0007 | 0,0006 3,4317 0,0003 2,9540
0,90 3,57 | 0,0013 | 0,0008 | 0,0005 3,3935 0,0003 2,9610
1,00 3,67 | 0,0013 | 0,0009 | 0,0004 3,3685 0,0002 2,9842
1,10 3,79 | 0,0013 | 0,0010 | 0,0003 3,3501 0,0002 3,0097
1,20 3,94 | 0,0013 | 0,0010 | 0,0003 3,3372 0,0001 3,0366
1,30 4,17 | 0,0013 | 0,0011 | 0,0002 3,3560 6,76E-05 | 3,1113
1,40 458 | 0,0013 | 0,0012 | 0,0001 3,4316 2,63E-05 | 13,2599
1,50 5,72 | 0,0013 | 0,0013 | 0,0000 #CIiSLO! 1,91E-06 | #CiSLO!
1,60 8,95 | 0,0013 | 0,0013 | -0,0001 #CisLO! 1,12E-09 | #CISLO!
1,70 9,80 | 0,0012 | 0,0014 | -0,0002 #CiSLO! 1,58E-10 | #CiSLO!
1,80 10,12 | 0,0012 | 0,0015 | -0,0002 #CisLo! 7,59E-11 | #CISLO!
1,90 10,29 | 0,0012 | 0,0015 | -0,0003 #CisLo! 5,13E-11 | #CISLO!
2,00 10,43 | 0,0012 | 0,0016 | -0,0004 #CiSLO! 3,72E-11 | #CisSLO!
2,10 10,53 | 0,0012 | 0,0017 | -0,0005 #CisLo! 2,95E-11 | #CISLO!
2,20 10,61 | 0,0012 | 0,0017 | -0,0006 #CiSLO! 2,45E-11 | #CisSLO!
2,30 10,69 | 0,0012 | 0,0018 | -0,0006 #CisLo! 2,04E-11 | #CISLO!
2,40 10,74 | 0,0012 | 0,0019 | -0,0007 #CiSLO! 1,82E-11 | #CisSLO!
2,50 10,75 | 0,0012 | 0,0019 | -0,0008 #CiSLO! 1,78E-11 | #CisSLO!

Tabulka ¢. 8: Vysledky potenciometrické titrace pyrazin-2-karboxylové kyseliny
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Graf €. 4: Titradni krivka pyrazin-2-karboxylové kyseliny

Pro vypocet aritmetického priméru pK;jsem pouzila 13 hodnot, které jsem vyznagila v tabulce ¢. 8

Sedé. Vyslo mi, ze:
pK =2,95 (o =0,04)

Zhodnoceni vysledku

Stanoveni pyrazin-2-karboxylové kyseliny jako modelového pfikladu jsem zvolila, jelikoz hodnota
pK jiz na katedfe biofyziky a fyzikalni chemie stanovena byla, méla jsem tudiz moznost hodnoty
porovnat. Zaroven jsem neoCekavala béhem pfipravy vzorku a nasledné potenciometrické titrace
zadné vétsi problémy, coz Ize také vypozorovat z tabulky i grafu. Vysledna hodnota pK = 2,95 se velmi

dobre shoduje s jiz dfive naméfenou hodnotou 2,96. [36]

4.1.4 LSPJ14

Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace latky LSPJ14 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu
sodného jsou uvedeny v tabulce €. 9. Grafické znazornéni zavislosti pH na objemu pfidaného

hydroxidu vyjadfuje graf titraéni kfivky €. 5. Tabulka &. 10 shrnuje vysledky pK ze vSech tfi méfeni.
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C’on=0,0098 mol/l A=10ml

C’na=0,0012 mol/l X =10+ B [ml]
B
(NaoH[m)) | PH Chia Con HA pK1 H pK2

0,00 3,16 | 0,00125 0,00000 0,00125 | #DELENI_NULOU! | 0,000692 | 3,0660
0,10 3,23 | 0,00124 0,00010 0,00114 4,2999 0,000589 | 3,1348
0,20 3,31 | 0,00122 0,00019 0,00103 4,0402 0,00049 | 3,2108
0,30 3,42 | 0,00121 0,00029 0,00093 3,9317 0,00038 | 3,3348
0,40 3,56 | 0,00120 0,00038 0,00082 3,8997 0,000275 | 3,4848
0,50 3,75 | 0,00119 0,00047 0,00072 3,9401 0,000178 | 3,6772
0,60 4,09 | 0,00118 0,00055 0,00062 4,1409 8,13E-05 | 4,0208
0,70 4,79 | 0,00117 0,00064 0,00053 4,7042 1,62E-05 | 4,6798
0,80 6,38 | 0,00116 0,00073 0,00043 6,1532 4,17E-07 | 6,1525
0,90 9,09 | 0,00115 0,00081 0,00034 8,7093 8,13E-10 | 8,7093
1,00 9,86 | 0,00114 0,00089 0,00024 9,2986 1,38E-10 | 9,2986
1,10 10,17 | 0,00113 0,00097 0,00015 9,3705 6,76E-11 | 9,3705
1,20 10,36 | 0,00112 0,00105 0,00007 9,1532 4,37E-11 | 9,1532
1,30 10,50 | 0,00111 0,00113 0,00002 #CisLo! 3,16E-11 | #CiSLO!
1,40 10,61 | 0,00110 0,00120 0,00011 #CisLo! 2,45E-11 | #CiSLO!
1,50 10,69 | 0,00109 0,00128 0,00019 #CisLo! 2,04E-11 | #CiSLO!

Tabulka ¢. 9: Vysledky potenciometrické titrace latky LSPJ14

LSPJ14
12
e ©
10 o © e ©
Q
8
S 6 °
(©)

4 o

o o 0 © 0 °

2

0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Mnozstvi pfidaného NaOH [ml]

Graf €. 5: Titraéni kfivka latky LSPJ14
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Méfeni €. 1 Méfeni €. 2 Méfeni €. 3 Pramér
2,9769 2,9416 3,066 2,99
3,0555 3,0099 3,1348 3,07
3,1865 3,0555 3,2108 3,15
3,3635 3,2117 3,3348 3,30
3,56733 3,3635 3,4848 3,47
3,9006 3,6067 3,6772 3,73
4,2791 3,9269 4,0208 4,08
5,6972 5,0923 4,6798 5,16
8,7125 7,2689 6,1525 7,38
9,1727 9,0925 8,7093 8,99
8,7825 9,2227 9,2986 9,10

Tabulka ¢. 10: Hodnoty pK- latky LSPJ14 a jejich pramér

Z naméfenych hodnot pK, jsem se rozhodla vypocitat aritmeticky primér z 6 vysledku

(v tabulce €.10 zvyraznény Sedé) a vySlo mi, ze:
pK = 3,29 (o = 0,25)

Spektrofotometrie
Absorbance jsem naméfila pfi vinové délce 320 nm. Po zhlédnuti tabulky €. 11 je v8ak patrné,

Ze jsem se nedobrala Zadnych racionalnich vysledku. Grafické znazornéni zde nepfikladam.

Cislo méFeni pH AHi A A pK
1 8,72 2,1875 1,4023 2,0564 8,02
2 8,98 2,1875 1,4023 2,0959 8,10
3 10,35 2,1875 1,4023 2,0116 9,81
4 11,00 2,1875 1,4023 1,9663 10,59
5 11,21 2,1875 1,4023 1,8628 11,06
6 11,47 2,1875 1,4023 1,8350 11,38
7 11,70 2,1875 1,4023 1,6005 12,17

Tabulka ¢. 11: Vypocet pK latky LSPJ14 spektrofotometrickou metodou

Zhodnoceni vysledku

Tento vzorek je, podobné jako ostatni latky z fady LSPJ, derivatem pyrazin-2-karboxylové kyseliny.
Potenciometricky zjist€na hodnota pK (3,29) struktufe latky odpovida. KdyZ se podivame na vzorce
latek LSPJ, zjistime, ze se li§i pouze typem a polohou substituentu na sousednim fenylu
pyrazin-2-karboxylové kyseliny. Jelikoz se neméni substituce v okoli karboxylové funkeni skupiny, Ize
predpokladat, ze hodnoty pKabudou obdobné (coz dokazuji nasledujici vysledky). Vyslednou hodnotu
jsem porovnala s hodnotou pK vypoc¢itanou programem ChemDraw Ultra 12.0, podle kterého se rovna
pKatéto latky 2,23.

Spektrofotometrickym méfenim jsem se nedobrala k pouzitelnym vysledkim.
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4.1.5 LSPJ15

Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace latky LSPJ15 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu
sodného jsou uvedeny v tabulce €. 12. Grafické znazornéni zavislosti pH na objemu pfidaného

hydroxidu vyjadfuje graf titraéni kfivky €. 6. Tabulka &. 13 shrnuje vysledky pK ze vSech tfi méfeni.

C'on=0,0129 A=10ml
C'ua=0,0013 X =10+ B [ml]
B
(NaOH [mi]) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 4,22 0,00129 | 0,00000 | 0,00129 | #DELENi_NULOU! | 6,03E-05 5,5307
0,10 4,42 0,00128 | 0,00010 | 0,00118 5,5075 3,8E-05 5,3493
0,20 4,59 0,00127 | 0,00019 | 0,00108 5,3394 2,57E-05 5,2742
0,30 4,75 0,00125 | 0,00028 | 0,00097 5,2829 1,78E-05 5,2485
0,40 4,91 0,00124 | 0,00038 | 0,00087 5,2733 1,23E-05 5,2530
0,50 5,06 0,00123 | 0,00047 | 0,00077 5,2766 8,71E-06 5,2635
0,60 5,22 0,00122 | 0,00055 | 0,00067 5,3011 6,03E-06 5,2925
0,70 5,35 0,00121 | 0,00064 | 0,00057 5,2996 4,47E-06 5,2931
0,80 5,53 0,00120 | 0,00072 | 0,00047 5,3456 2,95E-06 5,3411
0,90 5,69 0,00119 | 0,00081 | 0,00038 5,3623 2,04E-06 5,3589
1,00 5,99 0,00117 | 0,00089 | 0,00029 5,4995 1,02E-06 5,4975
1,10 6,33 0,00116 | 0,00097 | 0,00020 5,6374 4,68E-07 5,6361
1,20 7,30 0,00115 | 0,00105 | 0,00011 6,3115 5,01E-08 6,3113
1,30 9,18 0,00114 | 0,00112 | 0,00002 7,4321 6,61E-10 7,4321
1,40 9,82 0,00113 | 0,00120 | -0,00007 #CisLo! 1,51E-10 | #CisSLO!
1,50 10,09 | 0,00112 | 0,00127 | -0,00015 #CisLO! 8,136-11 | #CisLo!
1,60 10,27 | 0,00111 | 0,00135 | -0,00023 #CisLo! 5,37E-11 | #CisLO!

Tabulka ¢. 12: Vysledky potenciometrické titrace latky LSPJ15
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Graf ¢. 6: Titracni kfivka latky LSPJ15

Mérfeni €. 1 Méfeni €. 2 Méfeni €. 3 Pramér
5,5307 5,7192 5,7396 5,66
5,3493 5,4456 5,4705 5,42
5,2742 5,3412 5,3412 5,32
5,2485 5,3508 5,3718 5,32
5,253 5,3591 5,3591 5,32
5,2635 5,3718 5,3718 5,34
5,2925 5,3884 5,3783 585
5,2931 5,5004 5,4701 5,42
5,3411 5,5942 5,5942 5,51
5,3589 5,8489 5,7787 5,66
5,4975 6,2834 6,0132 5,93
5,6361 7,3372 6,7471 6,57
6,3113 5,7192 5,7396 5,92
7,4321 5,4456 5,4705 6,12

Tabulka ¢. 13: Hodnoty pK; latky LSPJ15 a jejich pramér

Hodnoty pK: jsou si v tomto méfeni velice blizké, jak Ize také vyCist z tabulky €.13. Do aritmetického

priméru jsem zarfadila 10 vyslednych hodnot, které jsou v tabulce €. 13 oznaceny Sedé.

pK = 5,43 (0 = 0,13)
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Spektrofotometrie
Spektrofotometrické méreni tohoto vzorku nevedlo k vysledku. Absorpéni kfivky latky LSPJ15 se
neprotinaly v Zadném izosbestickém bodé. Vypocet ani grafické znazornéni zde z toho divodu

neuvadim.

Zhodnoceni vysledku

Potenciometricka titrace latky LSPJ15 mi poskytla relativné pfesny vysledek pK = 5,43, ktery se
ov8em velice liSi od hodnoty 2,23 udavané pocitaCovym programem ChemDraw Ultra 12.0. Vy3S3i
experimentalni hodnotu pK Ize zdlvodnit napf. stérickym stinénim kyselé karboxylové funkéni skupiny
navazané na pyrazinu. Na vedlej$§im benzenovém jadre je zaroven pfipojena tercialni aminoskupina,

coz také muze pfispét k vy§§im hodnotam pK.

Spektrofotometrické stanoveni disociaéni konstanty nevedlo k vysledku.

4.1.6 LSPJ16

Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace latky LSPJ16 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu

sodného jsou uvedeny v tabulce €. 14. Grafické znazornéni zavislosti pH na objemu pfidaného

hydroxidu vyjadfuje graf titracni kfivky €. 7. Tabulka &. 15 shrnuje vysledky pK ze vSech tfi méfeni.

C’on=0,0098 mol/l A=10ml
C’na=0,0010 mol/l X =10+ B [ml]
B
(NaOH [mi]) pH Cha CoH HA pKi H* pK2
0,00 3,12 | 0,00095 | 0,00000 | 0,00095 | #DELENi_NULOU! | 0,000759 | 2,5238
0,10 3,18 | 0,00094 | 0,00010 | 0,00084 4,1196 0,000661 | 2,5645
0,20 3,27 | 0,00093 | 0,00019 | 0,00074 3,8556 0,000537 | 2,7146
0,30 3,36 | 0,00092 | 0,00029 | 0,00064 3,7091 0,000437 | 2,8050
0,40 3,51 | 0,00091 | 0,00038 | 0,00054 3,6640 0,000309 | 3,0322
0,50 3,72 | 0,00091 | 0,00047 | 0,00044 3,6933 0,000191 | 3,2973
0,60 4,08 | 0,00090 | 0,00055 | 0,00034 3,8703 8,32E-05 | 3,6887
0,70 5,17 | 0,00089 | 0,00064 | 0,00025 4,7566 6,76E-06 | 4,7400
0,80 6,20 | 0,00088 | 0,00073 | 0,00015 5,5279 6,31E-07 | 5,5257
0,90 8,02 | 0,00087 | 0,00081 | 0,00006 6,9121 9,55E-09 | 6,9121
1,00 9,67 | 0,00086 | 0,00089 | -0,00003 #CisLo! 2,14E-10 | #CisLO!
1,10 10,01 | 0,00086 | 0,00097 | -0,00011 #CisLo! 9,77E-11 | #CiSLO!
1,20 10,21 | 0,00085 | 0,00105 | -0,00020 #CisLo! 6,17E-11 | #CisLoO!
1,30 10,42 | 0,00084 | 0,00113 | -0,00029 #CisLo! 3,8E-11 | #CiSLO!
1,40 10,40 | 0,00083 | 0,00120 | -0,00037 #CisLo! 3,98E-11 | #CisLO!
1,50 10,50 | 0,00083 | 0,00128 | -0,00045 #CisLo! 3,16E-11 | #CisLoO!

Tabulka ¢. 14: Vysledky potenciometrickeé titrace latky LSPJ16
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Graf ¢&. 7: Titraéni krivka latky LSPJ16

Méreni €. 1 Mérfeni €. 2 Mérfeni €. 3 Prameér
2,202 2,5238 2,5812 2,44
2,3045 2,5645 2,6671 2,51
2,4237 2,7146 2,7981 2,65
2,6372 2,8050 2,9117 2,79
2,8035 3,0322 3,0868 2,97
3,0671 3,2973 3,3377 3,23
3,2879 3,6887 3,7175 3,57
3,7601 4,7400 4,8434 4,45
5,0341 5,5257 5,6061 5,39
6,2048 6,9121 7,0621 6,73

Tabulka ¢. 15: Hodnoty pK- latky LSPJ16 a jejich pramér

PFi hodnoceni vysledného pK latky LSPJ16 jsem se rozhodla brat v ivahu 5 Sedé zvyraznénych

hodnot. Primérna hodnota pK je:

pK = 3,04 (0 = 0,33)
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Spektrofotometrie

Latku LSPJ16 jsem méfila dvakrat, jelikoz prvni méfeni bylo zcela neprikazné (absence
izosbestického bodu), druhy pokus jiz vySel lépe. Jak je vSak znazornéno v tabulce €. 16, hodnoty
absorbanci namé&fené pfi vinové délce 389 nm neposkytuji racionalni vysledek. BEhem mé&feni mohlo

dojit k nepfesnému fedéni roztoku, coz by pak mélo za nasledek tyto nejasné hodnoty.

Cislo méfeni pH Ani Al A pK
1 8,30 0,035593 0,35799 0,10602 8,85
2 8,83 0,035593 0,35799 0,17532 8,95
3 9,67 0,035593 0,35799 0,31200 8,89
4 10,04 0,035593 0,35799 0,29931 9,39
5 11,31 0,035593 0,35799 0,29705 10,68

Tabulka ¢. 16: Vypocet pK latky LSPJ16 spektrofotometrickou metodou

Zhodnoceni vysledku

Jiz ze struktury vzorce latky LSPJ16 Ize usoudit, ze bude mit o néco kyselejSi charakter nez latka
predchozi. Dimethylaminovou skupinu na fenylu pfedchozi latky nahradil chlor, ktery na rozdil od
dimethylaminové skupiny elektrony odtahuje. Vysledky potenciometrické titrace tyto Uvahy potvrdily.
Hodnota pK latky LSJ16 je 3,04. Hodnota vypocitana programem ChemDraw Ultra 12.0 je o néco
nizsi, tedy 2,23.

Spektrofotometricka metoda neposkytla pouzitelné vysledky.

4.1.7 LSPJ17

Potenciometrie
Vysledky potenciometrickeé titrace latky LSPJ17 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu

sodného jsou uvedeny v tabulce €. 17. Grafické znazornéni zavislosti pH na objemu pfidaného

hydroxidu vyjadfuje graf titracni kfivky €. 8. Tabulka €. 18 shrnuje vysledky pK vSech tfi méfeni.
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C’on=0,0098 mol/l A=10ml

C’na=0,0012 mol/l X =10+ B [ml]
B
(NaOH [mi]) pH Cha CoH HA pKi H* pK2
0,00 3,07 | 0,00115 | 0,00000 | 0,00115 | #DELENi_NULOU! | 0,000851 | 2,6133
0,10 3,10 | 0,00114 | 0,00010 | 0,00104 4,1302 0,000794 | 2,5405
0,20 3,16 | 0,00113 | 0,00019 | 0,00093 3,8466 0,000692 | 2,5974
0,30 3,22 | 0,00112 | 0,00029 | 0,00083 3,6834 0,000603 | 2,6277
0,40 3,31 | 0,00110 | 0,00038 | 0,00073 3,5955 0,00049 2,7480
0,50 3,43 | 0,00109 | 0,00047 | 0,00063 3,5584 0,000372 | 2,9142
0,60 3,57 | 0,00108 | 0,00055 | 0,00053 3,5492 0,000269 | 3,0685
0,70 3,80 | 0,00107 | 0,00064 | 0,00043 3,6288 0,000158 | 3,3345
0,80 4,13 | 0,00106 | 0,00073 | 0,00034 3,7974 7,41E-05 | 3,6474
0,90 5,85 | 0,00105 | 0,00081 | 0,00024 5,3302 1,41E-06 | 5,3270
1,00 9,24 | 0,00104 | 0,00089 | 0,00015 8,4754 5,75E-10 | 8,4754
1,10 9,98 | 0,00103 | 0,00097 | 0,00006 8,7956 1,05E-10 | 8,7956
1,20 10,29 | 0,00103 | 0,00105 | -0,00002 #CisLo! 5,13E-11 | #CisLO!
1,30 10,44 | 0,00102 | 0,00113 | -0,00011 #CisLo! 3,63E-11 | #CisLO!
1,40 10,57 | 0,00101 | 0,00120 | -0,00020 #CisLo! 2,69E-11 | #CiSLO!
1,50 10,69 | 0,00100 | 0,00128 | -0,00028 #CisLO! 2,04E-11 | #CisLO!
Tabulka ¢. 17: Vysledky potenciometrické titrace latky LSPJ17
LSPJ17
12,00
10,00 o © © ° °
(6]
8,00
L 6,00 (¢
()
4,00 . . )i o e ® ) (6]
2,00
0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60

Mnozstvi pfidaného NaOH [ml]

Graf ¢. 8: Titracni kfivka latky LSPJ17
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Mérfeni €. 1 Méfeni €. 2 Mérfeni €. 3 Pramér
2,3455 2,4844 2,6133 2,48
2,323 2,3230 2,5405 2,40
2,3318 2,3318 2,5974 2,42
2,4844 2,1952 2,6277 2,44
2,552 2,6903 2,7480 2,66
2,7169 2,7909 2,9142 2,81
2,9263 2,8974 3,0685 2,96
3,2117 3,1717 3,3345 3,24
3,8304 4,0201 3,6474 3,83

5,58 5,0768 5,3270 5,33

Tabulka ¢. 18: Hodnoty pK: latky LSPJ17 a jejich prameér

Hodnoty pK», které jsem se rozhodla brat v Uvahu a zapocitat je do kone¢ného priiméru se

pohybuji v rozmezi od 2,5 do 3,0 (zvyraznéno Sedé). Vysledna hodnota pak je:
pK =2,60 (o =0,21)

Spektrofotometrie
Spektrofotometrické méreni tohoto vzorku nebylo mozné vyhodnotit. Absorpéni kfivky latky

LSPJ17 se neprotinaly v izosbestickém bodé. Vypocet ani grafické znazornéni zde nepfikladam.

Zhodnoceni vysledku

Po zhlédnuti vzorce latky LSPJ17 jsem usoudila, Ze se bude pravdépodobné jednat o mirné
kyselejSi latku, nez byla pfedchozi (LSPJ16), coZz mi potvrdila i experimentalné zjiSténa hodnota
pK =2,60. Toto malé zvySeni kyselosti I1ze zd{vodnit zaménou chloru za elektronegativnéjsi fluor
umistény v para poloze na fenylu. JelikoZ je substituce provedena v relativné vzdalené poloze od
hlavni funk&ni skupiny, je jeji vliv obecné maly. Hodnota latky LSPJ17 vypocCitana programem
ChemDraw Ultra 12.0 je 2,23.

Spektrofotometrické stanoveni disociaéni konstanty uspésné nebylo.

4.1.8 LSPJ18

Potenciometrie
Vysledky potenciometrickeé titrace latky LSPJ18 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu

sodného jsou uvedeny v tabulce €. 19. Grafické znazornéni zavislosti pH na objemu pfidaného

hydroxidu vyjadfuje graf titraéni kfivky €. 9. Tabulka &. 20 shrnuje vysledky pK vSech tfi méfeni.
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C’on=0,0098 moll/l A=10ml
C’na=0,0010 mol/l X =10+ B [ml]
2 H C C HA K H* K
(NaOH [ml]) p HA OH pK1 pK2
0,00 3,14 | 0,00094 | 0,00000 | 0,00094 | #DELENi_NULOU! | 0,000724 | 2,6072
0,10 3,20 | 0,00093 | 0,00010 | 0,00083 4,1325 0,000631 | 2,6381
0,20 3,27 | 0,00092 | 0,00019 | 0,00073 3,8475 0,000537 | 2,6843
0,30 3,38 | 0,00091 | 0,00029 | 0,00062 3,7198 0,000417 | 2,8500
0,40 3,565 | 0,00090 | 0,00038 | 0,00052 3,6930 0,000282 | 3,1152
0,50 3,71 | 0,00089 | 0,00047 | 0,00043 3,6700 0,000195 | 3,2522
0,60 3,97 | 0,00088 | 0,00055 | 0,00033 3,7433 0,000107 | 3,4955
0,70 5,43 | 0,00088 | 0,00064 | 0,00023 4,9931 3,72E-06 | 4,9837
0,80 6,45 | 0,00087 | 0,00073 | 0,00014 5,7400 3,55E-07 | 5,7387
0,90 7,66 | 0,00086 | 0,00081 | 0,00005 6,4539 2,19E-08 | 6,4537
1,00 9,45 | 0,00085 | 0,00089 | -0,00004 #CisLoO! 3,55E-10 | #CisLO!
1,10 9,91 | 0,00084 | 0,00097 | -0,00013 #CisLo! 1,236-10 | #CisLO!
1,20 10,08 | 0,00084 | 0,00105 | -0,00021 #CisLo! 8,32E-11 | #GisLo!
1,30 10,28 | 0,00083 | 0,00113 | -0,00030 #CisLo! 5,25E-11 | #CisSLO!
1,40 10,33 | 0,00082 | 0,00120 | -0,00038 #CisLo! 4,68E-11 | #C€isLO!
1,50 10,40 | 0,00081 | 0,00128 | -0,00046 #CisLo! 3,98E-11 | #CisLO!
Tabulka ¢. 19: Vysledky potenciometrické titrace latky LSPJ18
LSPJ18
12,00
10,00 o © o ©
Q
8,00 )
Q
L 6,00 °
4,00 Q
15) o © © °
2,00
0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60

Mnozstvi pfidaného NaOH [ml]

Graf ¢. 9: Titracni kfivka latky LSPJ18
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Méfeni €. 1 Méfeni €. 2 Méfeni €. 3 Primér
2,7342 2,6072 2,6597 2,67
2,7544 2,6381 2,6381 2,68
2,9022 2,6843 2,7289 2,77
3,0085 2,8500 2,8854 2,91
2,9736 3,1152 3,0620 3,05
3,2403 3,2522 3,2943 3,26
3,5067 3,4955 3,6513 3,55
3,8674 4,9837 4,7055 4,52
5,0863 5,7387 5,7588 5,53
5,6540 6,4537 6,2435 6,12

Tabulka ¢. 20: Hodnoty pK: latky LSPJ18 a jejich pramér

Hodnoty pK. se béhem pfidavani hydroxidu sodného postupné zvySovaly, nicméné velky rozdil
hodnot byl zaznamenan az pfi vysSich koncentracich hydroxidu. Z toho divodu jsem zahrnula do

priiméru pouze hodnoty pKp, které jsou oznaceny Sedé.
pK =2,89 (0 =0,21)

Spektrofotometrie

Spektrofotometrické méfeni tohoto vzorku neposkytlo zadné uspokojujici vysledky. Absorpéni
kfivky latky LSPJ18 nevykazovaly izosbesticky bod proto zde vypocet ani grafické znazornéni
nepfikladam.
Zhodnoceni vysledku

Vypodétem disociaéni konstanty latky LSPJ18 jsem pomoci potenciometrické titrace ziskala

hodnotu pK =2,89. Hodnota pK, kterou mi poskytl program ChemDraw Ultra 12.0 je 2,23.

Po porovnani jsou tyto hodnoty velice podobné.

Spektrofotometrickou metodou se mi bohuzel nepodafilo dobrat k zadnym vysledkdm.

4.1.9 2-hydroxychinoxalin

Potenciometrie

Vysledky potenciometrické titrace latky 2-hydroxychinoxalinu standardizovanym odmérnym
roztokem hydroxidu sodného jsou uvedeny v tabulce €. 21. Grafické znazornéni zavislosti pH na
objemu pfidaného hydroxidu vyjadfuje graf titraéni kfivky €. 10. Tabulka &. 22 shrnuje vysledky pK

vSech tfi méreni.
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C'Ha=0,0010 mol/l A=10ml
C’on=0,0112 molll X=10+B [ml]
B
(NaOH [mi]) pH Ca CoH HA pKi H* pK2
0,00 6,80 0,0010 0,0000 0,0010 |#DELENI_NULOU! | 1,58E-07 | 10,5935
0,10 8,05 0,0010 0,0001 0,0009 8,9429 8,91E-09 | 8,9428
0,20 8,58 0,0014 0,0002 0,0012 9,3192 2,63E-09 | 9,3192
0,30 8,86 0,0010 0,0003 0,0006 9,1474 1,38E-09 | 9,1474
0,40 9,00 0,0009 0,0004 0,0005 9,0805 1E-09 9,0805
0,50 9,22 0,0009 0,0005 0,0004 9,1024 6,03E-10 | 9,1024
0,60 9,38 0,0009 0,0006 0,0003 9,0512 4,17E-10 | 9,0512
0,70 9,58 0,0009 0,0007 0,0002 8,9936 2,63E-10 | 8,9936
0,80 9,73 0,0009 0,0008 | 8,43E-05 8,7376 1,86E-10 | 8,7376
0,90 9,95 0,0009 0,0009 | -1,9E-05 #CisLo! 1,12E-10 | #CISLO!
1,00 10,10 | 0,0009 0,0010 -0,0001 #CisLO! 7,94E-11 | #CisLO!
1,10 10,23 | 0,0009 0,0011 -0,0002 #CisLo! 5,89E-11 | #CiSLO!
1,20 10,48 | 0,0009 0,0012 -0,0003 #CisLo! 3,31E-11 | #CisSLO!
1,30 10,52 | 0,0009 0,0013 -0,0004 #CisLo! 3,02E-11 | #CisSLO!
1,40 10,63 | 0,0009 0,0014 -0,0005 #CisLo! 2,34E-11 | #CisSLO!
1,50 10,74 | 0,0009 0,0015 -0,0006 #CisLO! 1,82E-11 | #CISLO!
1,60 10,75 | 0,0008 0,0015 -0,0007 #CisLo! 1,78E-11 | #CISLO!
1,70 10,81 | 0,0008 0,0016 -0,0008 #CIiSLO! 1,55E-11 | #CiSLO!
1,80 10,86 | 0,0008 0,0017 -0,0009 #CisLo! 1,38E-11 | #CiSLO!
Tabulka ¢. 21: Vysledky potenciometrické titrace 2-hydroxychinoxalinu
2-hydroxychinoxalin
12,00
10,00 o © o © ® e o © e o 0 O
oo ® *
8,00 [} e
[ J
L 6,00
4,00
2,00
0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

Mnozstvi pfidaného NaOH [ml]

Graf ¢. 10: Titracni kfivka 2-hydroxychinoxalinu
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Méreni €. 1 | MéFeni €. 2 | Méfeni €. 3| Pramér
10,1101 | 10,5935 | 10,3935 10,37
9,0335 8,9428 8,9828 8.99
8,9792 9,3192 9,2792 9,19
9,1039 9,1474 9,1774 9.14
9,1240 9,0805 9,1005 9,10
9,0990 9,1024 9,0724 9,09
9,1181 9,0512 9,1412 9,10
9,0850 8,9936 8,8536 8,98
9,1053 8,7376 8,7876 8.8

Tabulka ¢. 22: Hodnoty pK: 2-hydroxychinoxalinu a jejich pramér

Po vypocitani aritmetického priiméru z osmi §edé oznacenych hodnot z tabulky ¢. 22 jsem ziskala
vysledek:

pK =9,06 (o =0,10)

Spektrofotometrie

Graf ¢. 11 znazoriuje absorpéni kfivky 2-hydroxychinoxalinu pfi rdznych hodnotach pH.
Absorbance vyuzité pro vypocet jsem naméfila pfi vinové délce 289 nm. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce €. 23.

Absorbance (AU)

=l el sl ame Lot s | ot s R | B = A ] s s s el |

200 250 200 350 400

Graf ¢. 11: Absorpéni kfivky 2-hydroxychinoxalinu
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Cislo méreni pH An A A pK
1 7,96 0,57245 0,2411 0,56936 9,99
2 8,86 0,57245 0,2411 0,46759 9,19
3 9,82 0,57245 0,2411 0,31290 9,26
4 10,80 0,57245 0,2411 0,25636 9,48
5 11,65 0,57245 0,2411 0,25555 10,31

Tabulka ¢. 23: Vypocet pK 2-hydroxychinoxalinu spektrofotometrickou metodou
Po zprimérovani tfi Sedé oznacenych hodnot pK mi vyslo, ze:
pK =9,31 (0 =0,12)

Zhodnoceni vysledku

Vysledky méfeni disociacni konstanty 2-hydroxychinoxalinu byly velmi uspokojivé. Na zakladé
struktury mdzeme usoudit, Ze se jedna o velmi slabou kyselinu (kyselost dodava dusikatému
heterocyklu hydroxylova skupina). Potenciometrickou titraci jsem ziskala relativné pfesnou hodnotu
pK =9,06, spektrofotometrickou metodou jsem se dobrala vysledku 9,31. Program
ChemDraw Ultra 12.0 v tomto pfipadé neposkytl referenéni hodnotu pK. Pro porovnani zde uvadim
pK fenolu, ktera je 9,89. [37]

4.1.10 4-hydroxychinazolin

Potenciometrie

Vysledky potenciometrické titrace 4-hydroxychinazolinu standardizovanym odmérnym roztokem
hydroxidu sodného jsou uvedeny v tabulce €. 24. Grafické znazornéni zavislosti pH na objemu
pfidaného hydroxidu vyjadfuje graf titraCni kfivky €. 12. Tabulka €. 25 shrnuje vysledky pK v&ech tfi

méreni.
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C'na=0,0014 mol/l A=10ml
C’on=0,0097 molll X =10+ B [ml]
B
(NaOH [mi]) pH Ca CoH HA pKi H* pK2
0,00 6,65 0,0014 0 0,0014 Y | 2,24E-07 | 10,4574
0,10 8,45 0,0014 9,6069E-05 0,0013 9,5902 3,55E-09 9,5901
0,20 9,05 0,0014 0,0002 0,0012 9,8610 8,91E-10 9,8610
0,30 9,23 0,0014 0,0003 0,0011 9,8251 5,89E-10 9,8251
0,40 9,40 0,0014 0,0004 0,0010 9,8317 3,98E-10 9,8317
0,50 9,65 0,0014 0,0005 0,0009 9,9426 2,24E-10 9,9426
0,60 9,66 0,0014 0,0005 0,0008 9,8268 2,19E-10 9,8268
0,70 9,78 0,0013 0,0006 0,0007 9,8275 1,66E-10 9,8275
0,80 9,87 0,0013 0,0007 0,0006 9,8000 1,35E-10 9,8000
0,90 9,97 0,0013 0,0008 0,0005 9,7798 1,07E-10 9,7798
1,00 10,02 0,0013 0,0009 0,0004 9,7020 9,55E-11 9,7020
1,10 10,17 0,0013 0,0010 0,0003 9,7094 6,76E-11 9,7094
1,20 10,25 0,0013 0,0010 0,0002 9,6193 5,62E-11 9,6193
1,30 10,37 0,0013 0,0011 0,0002 9,5134 4,27E-11 9,5134
1,40 10,43 0,0013 0,0012 6,88E-05 9,1916 3,72E-11 9,1916
1,50 10,46 0,0012 0,0013 -1,6E-05 | #CisLo! | 3,47E-11 | #CisLO!
1,60 10,51 0,0012 0,0013 -1E-04 #CisLo! 3,09E-11 | #CisLO!
1,70 10,61 0,0012 0,0014 -0,00018 | #CiSLO! | 2,45E-11 | #CiSLO!
1,80 10,68 0,0012 0,0015 -0,00026 | #CisSLO! 2,09E-11 | #CiSLO!
Tabulka ¢. 24: Viysledky potenciometrické titrace 4-hydroxychinazolinu
4-hydroxychinazolin
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0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00

Mnozstvi pfidaného NaOH [ml]

Graf ¢. 12: Titracni krivka 4-hydroxychinazolinu
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Méreni €. 1 | Méfeni €. 2 | MéFeni €. 3| Pramér
10,4574 11,1565 10,1994 10,60
9,5901 9,3186 9,4387 9,45
9,8610 9,7410 9,7010 9,77
9,8251 9,6193 9,5134 9,65
9,8317 9,5664 9,5364 9,64
9,9426 9,5776 9,5276 9,68
9,8268 9,56256 9,5256 9,63
9,8275 9,5457 9,4657 9,61
9,8000 9,4139 9,3839 9,53
9,7798 9,3094 9,2794 9,46
9,7020 9,1010 9,0710 9,29
9,7094 8,5129 8,5329 8,92

Tabulka ¢. 25: Hodnoty pK: 4-hydroxychinazolinu a jejich pramér

Prdmérnou hodnotu pK jsem ziskala ze sedmi vyznacenych hodnot v tabulce. Vyslo mi, Ze:

Spektrofotometrie

Graf &. 13 zobrazuje absorpéni kiivky 4-hydroxychinazolinu pfi rdznych hodnotach pH. Absorbance

jsem nameéfila pfi vinové délce 289 nm. Tyto hodnoty jsem vyuZzila pfi vypoctu disociaéni konstanty

v tabulce ¢. 26.

pK =9,65 (o = 0,07)

22—

5 15—

g -

= ]

= -
=

g ]

2 1-

= -

4 g

a g

05—

|:|_

p—
200

—
250

—
200

B
2350

Graf ¢. 13: Absorpcni krivky 4-hydroxychinazolinu
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Cislo méfeni pH Ani A A pK
1 10,41 0,66091 0,90967 0,76612 10,54
2 10,91 0,66091 0,90967 0,85574 10,35
3 11,36 0,66091 0,90967 0,88833 10,33

Tabulka ¢. 26: Vypocet pK 4-hydroxychinazolinu spektrofotometrickou metodou
Po zprimérovani hodnot pK mi vyslo, ze:
pK =10,41 (o = 0,10)

Zhodnoceni vysledku

Latka se strukturné podoba 2-hydroxychinoxalinu. Rozdil je pouze v poloze OH skupiny a dusiku
na heterocyklickém jadfe. Disociatni konstanta obou latek by méla byt tedy podobna.
Potenciometrickym stanovenim disociacni konstanty jsem ziskala velice pfesnou hodnotu pK 9,65.
Spektrofotometrickou metodou jsem se dostala k hodnoté pK = 10,41 (téz s relativné dobrou
pfesnosti). Pro srovnani bohuzel nebylo mozné ziskat hodnotu vygenerovanou programem

ChemDraw Ultra 12.0. Uvadim zde jako referen¢ni hodnotu pK fenolu — pK = 9,89. [37]

4.1.11 VNO14

Potenciometrie

Vysledky potenciometrické titrace latky VNO14 roztokem kyseliny chlorovodikové o koncentraci
0,0098 mol/l jsou uvedeny v tabulce ¢. 27. Grafické znazornéni zavislosti pH na objemu pfidané
kyseliny chlorovodikové vyjadfuje graf titracni kfivky ¢. 14. Tabulka ¢. 28 shrnuje vysledky pK v§ech

tfi méreni.
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C'Ha=0,0010 mol/l A=10ml
C’on=0,0112 moll/l X =10+ B [ml]

B (HCI[ml]) | pH CoH Cha [OH] pK1 H* pK2
0,00 9,60 | 0,0010 | 0,0000 0,0010 |#DELENI_NULOU!| 2,51189E-10 | 16,1978
0,10 9,42 | 0,0010 | 9,7E-05 | 0,0009 10,3815 3,80189E-10 | 10,3815
0,20 9,31 | 0,0014 | 0,0002 0,0012 10,1160 4,89779E-10 | 10,1160
0,30 9,17 | 0,0010 | 0,0003 0,0007 9,5473 6,76083E-10 | 9,5473
0,40 8,94 | 0,0010 | 0,0004 0,0006 9,1269 1,14815E-09 | 9,1269
0,50 8,75 | 0,0009 | 0,0005 0,0005 8,7630 1,77828E-09 | 8,7630
0,60 8,39 | 0,0009 | 0,0006 0,0004 8,2301 4,0738E-09 8,2301
0,70 7,72 | 0,0009 | 0,0006 0,0003 7,3735 1,90546E-08 | 7,3734
0,80 6,50 | 0,0009 | 0,0007 0,0002 5,9297 3,16228E-07 | 5,9288
0,90 4,66 | 0,0009 | 0,0008 0,0001 3,7671 2,18776E-05 | 3,6525
1,00 3,98 | 0,0009 | 0,0009 | 1,35E-05 2,1613 0,0001 #CisLO!
1,10 3,71 | 0,0009 | 0,0010 | -7,5E-05 #CiSLO! 0,0002 #CiSLO!
1,20 3,52 | 0,0009 | 0,0011 -0,0002 #CIiSLO! 0,0003 #CiSLO!
1,30 3,37 | 0,0009 | 0,0011 -0,0002 #CisLo! 0,0004 #CisLo!
1,40 3,34 | 0,0009 | 0,0012 -0,0003 #CIiSLO! 0,0005 #CiSLO!
1,50 3,27 | 0,0009 | 0,0013 -0,0004 #CiSLO! 0,0005 #CiSLO!
1,60 3,19 | 0,0009 | 0,0014 -0,0005 #CisLo! 0,0006 #CisLo!

Tabulka ¢. 27: Vysledky potenciometrické titrace latky VNO14
VNO14
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Graf ¢. 14: Titracni kfivka latky VNO14

MnoiZstvi pridané HCl [ml]
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Méfeni €. 1 | Mé&feni €. 2 | Mé&feni ¢. 3 Pramér
16,6014 16,3014 16,1978 16,37
10,5133 10,3733 10,3815 10,42
10,1760 10,1660 10,1160 10,15
9,5738 9,5738 9,5473 9,57
9,1196 9,0996 9,1269 9,12
8,7001 8,6901 8,7630 8,72
7,7688 8,0789 8,2301 8,03
6,0575 6,6081 7,3734 6,68
4,5566 4,5775 5,9288 5,02

Tabulka ¢. 28: Hodnoty pK; latky VNO14 a jejich pramér

Jak je z tabulky €. 28 vidét, hodnoty pK; jsou velice riiznorodé. Rozhodla jsem se vychazet ze étyF
Sedé oznacenych hodnot, nicméné pokud se podivame na smérodatnou odchylku nize, jedna se
bohuzel o méné pfesné stanoveni.

pK = 9,81 (0 = 0,51)

Spektrofotometrie

Graf €. 15 znazornuje absorpéni kfivky latky VNO14 pfi riznych hodnotach pH. Pro vypocet jsem
pouzila absorbance naméiené pfi vinové délce 376 nm. Hodnoty absorbanci a vysledky jsou uvedeny
v tabulce €. 29.
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Graf ¢. 15: Absorp¢ni krivky latky VNO14
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Cislo méfeni pH Ani AL A pK
1 8,30 0,047935 0,41385 0,13883 8,78
2 8,83 0,047935 0,41385 0,21035 8,93
3 9,67 0,047935 0,41385 0,36188 8,89
4 10,04 0,047935 0,41385 0,34048 9,44
5 11,31 0,047935 0,41385 0,33772 10,73

Tabulka ¢. 29: Vypocet pK latky VNO14 spektrofotometrickou metodou

Hodnota disociaéni konstanty latky VNO14 je po zprimérovani Sedé oznacenych hodnot:
pK = 8,87 (0 = 0,06)

Zhodnoceni vysledku

Struktura latky VNO14 ma od pohledu charakter baze (zacykleny terciarni dusik na alifatickém
fetézci). Odpovida tomu i chovani latky béhem potenciometrické titrace a spektrofotometrického
méreni. Latku jsem titrovala kyselinou chlorovodikovou a jeji vysledek (9,81) se blizil vygenerované

hodnoté programem ChemDraw Ultra 12.0 (9,14).

Pomoci spektrofotometrické metody jsem ziskala absorpéni kfivky, z kterych jsem vypocitala

hodnotu pK = 8,87. Jednd se o niz8i hodnotu, nicméné rozdil neni tak vyrazny.

4.1.12 VNO34

Potenciometrie
Vysledky potenciometrické titrace latky VN0O34 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu

sodného jsou uvedeny v tabulce €. 30. Grafické znazornéni zavislosti pH na objemu pfidaného

hydroxidu vyjadfuje graf titraéni kfivky &. 16. Tabulka &. 31 shrnuje vysledky pK vSech tfi méfeni.
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C’on=0,01122 mol/l A=10ml
C’na=0,00098 mol/l X =10+ B [ml]
B
(NaOH [mi]) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,22 | 0,0010 0,0000 0,0010 | #DELENi_NULOU! | 0,0006 3,0260
0,10 3,32 | 0,0010 0,0001 0,0009 4,2124 0,0005 | 3,1388
0,20 3,43 | 0,0014 0,0002 0,0012 4,1673 0,0004 | 3,5771
0,30 3,61 | 0,0010 0,0003 0,0006 3,8967 0,0002 3,4401
0,40 3,85 | 0,0010 0,0004 0,0005 3,9297 0,0001 | 3,6686
0,50 451 | 0,0009 0,0005 0,0004 4,3915 0,0000 | 4,3327
0,60 6,73 | 0,0009 0,0006 0,0003 6,3999 1,86E-07 | 6,3995
0,70 8,48 | 0,0009 0,0007 0,0002 7,8916 3,31E-09 | 7,8916
0,80 8,82 | 0,0009 0,0008 0,0001 7,8232 1,51E-09 | 7,8232
0,90 8,98 | 0,0009 0,0009 0,0000 #CisLo! 1,05E-09 | #CIiSLO!
1,00 9,14 | 0,0009 0,0010 | -0,0001 #CisLO! 7,24E-10 | #CisLO!
1,10 9,26 | 0,0009 0,0011 -0,0002 #CisLo! 5,5E-10 | #CISLO!
1,20 9,43 | 0,0009 0,0012 | -0,0003 #CisLo! 3,72E-10 | #CisLO!
1,30 9,66 | 0,0009 0,0013 -0,0004 #CisLo! 2,19E-10 | #CisLO!
1,40 9,88 | 0,0009 0,0014 -0,0005 #CisLO! 1,32E-10 | #CIiSLO!
1,50 10,03 | 0,0009 0,0015 | -0,0006 #CiSLO! 9,33E-11 | #CisLO!
1,60 10,20 | 0,0009 0,0015 -0,0007 #CisLo! 6,31E-11 | #CisLO!
1,70 10,41 | 0,0008 0,0016 | -0,0008 #CiSLO! 3,89E-11 | #CisLO!
Tabulka ¢. 30: Vysledky potenciometrické titrace latky VN034
VNO0O34
12,00
10,00 T | o
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Mnozstvi pfidaného NaOH [ml]

Graf ¢. 16: Titracni kfivka latky VN034
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Méfeni €. 1 | Méfeni €. 2 | Méfeni €. 3 Pramér
3,0260 3,3001 3,3001 3,21
3,1388 3,3077 3,3077 3,25
3,5771 3,6982 3,6982 3.66
3,4401 3,6015 3,6015 3,55
3,6686 3,9328 3,9328 3,84
4,3327 5,3446 5,3446 5,01
6,3995 7,0252 7,0252 6,82
7,8916 8,2359 8,2359 8,12
7,8232 8,2446 8,2446 8,10

Tabulka ¢. 31: Hodnoty pK; latky VNO34 a jejich pramér

Pro vypocet priimérné hodnoty pK. jsem se rozhodla brat v Gvahu pét hodnot zvyraznénych

v tabulce ¢. 31 Sedé. Primérna hodnota je:
pK =3,50 (0 = 0,24)

Spektrofotometrie
Absorpéni kfivky vzorku VNO034 v neutralnim, kyselém a zasaditém prostfedi byly zcela totozné.

Zména pH se v hodnoté absorbanci nijak neprojevila.

Zhodnoceni vysledku

Po zhlédnuti vzorce VNO34 je evidentni, ze samotna latka kysely charakter nema. V roztoku se
vS8ak nachazela ve formé hydrochloridu, ktery zaroven vyhodné zvysil jeji rozpustnost. V roztoku tedy
doslo k protonizaci bazického dusiku piperidinu a latka se vii¢i NaOH, kterym byla nasledné titrovana,
chovala jako kyselina. Hodnota pK = 3,50 tedy odpovida deprotonizaci latky VN034. Hodnota pKa
vygenerovana programem ChemDraw Ultra 12.0 udava &islo 9,66, to se vSak vztahuje k latce bez

navazaného protonu.

Spektrofotometrické mé&feni nebylo mozné pouZit.

4.1.13 LSPJ11

Potenciometrie

PFi pfevadéni vzorku LSPJ11do roztoku jsem zjistila, ze tuto latku (ani po zahfati) nelze rozpustit
ve vodé. Pfistoupila jsem tedy k pfidani malého mnozstvi methanolu. Jak jiz bylo Ffeceno, je tfeba
prepoditat zjisténé hodnoty pK na nulovou koncentraci methanolu v roztoku. Pfipravila jsem tedy tfi
roztoky o koncentraci 0,001 mol/l vzdy s jinym pomérem methanol/voda, ktery ale nepfesahl
koncentraci 40 % methanolu v roztoku. S timto postupem se setkame i u nasledujicich dvou latek
(LSPJ12 a LSPJ13).

NiZe jsou uvedeny tabulky (€. 32, 33, 34) vSech tfi méFeni popisujici pribéh potenciometrické

titrace latky LSPJ11 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu sodného. U kazdé tabulky je
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zaznamenan objem methanolu, ktery byl pouzit pro pfipravu roztoku. Grafy €. 17 a 18 znazorfuji

extrapolaci naméfenych hodnot pK na 0% koncentraci methanolu.

C’na=0,0010 mol/l (platné pro vSechny tabulky) A = 10 ml (platné pro vSechny tabulky)
C’on=0,0097 mol/l (platné pro vSechny tabulky) X =10 + B [ml] (platné pro vSechny tabulky)
B
(NaOH [ml]) pH Cha Con HA pKi H* pK2

0,00 3,18 | 0,0010 | 0,0000 | 0,0010 |#DELENi_NULOU!| 0,0007 2,8656
0,10 3,20 | 0,0010 | 0,0001 | 0,0009 4,1563 0,0006 2,7248
0,20 3,23 | 0,0010 | 0,0002 | 0,0008 3,8344 0,0006 2,5963
0,30 3,28 | 0,0010 | 0,0003 | 0,0007 3,6507 0,0005 2,5276
0,40 3,37 | 0,0009 | 0,0004 | 0,0006 3,5492 0,0004 2,6150
0,50 3,46 | 0,0009 | 0,0005 | 0,0005 3,4638 0,0003 2,6384
0,60 3,54 | 0,0009 | 0,0006 | 0,0004 3,3686 0,0003 2,5404
0,70 3,85 | 0,0009 | 0,0006 | 0,0003 3,4883 0,0001 3,0932
0,80 3,85 | 0,0009 | 0,0007 | 0,0002 3,2573 0,0001 2,5523
0,90 418 | 0,0009 | 0,0008 | 9,35E-05 3,2443 6,61E-05 | 2,6777
1,00 5,10 | 0,0009 | 0,0009 | 3,87E-06 2,7396 7,94E-06 | #CiSLO!
1,10 6,46 | 0,0009 0,0010 | -8,4E-05 #CisLo! 3,47E-07 | #CiSLO!
1,20 7,47 | 0,0009 0,0010 | -0,0002 #CIiSLO! 3,39E-08 | #CISLO!
1,30 8,40 | 0,0009 0,0011 | -0,0003 #CisLo! 3,98E-09 | #CiSLO!
1,40 9,42 | 0,0009 0,0012 | -0,0003 #CiSLO! 3,8E-10 | #CisSLO!
1,50 10,07 | 0,0009 | 0,0013 | -0,0004 #CisLO! 8,51E-11 | #CisLO!

Tabulka ¢. 32: Potenciometricka titrace latky LSPJ11 (2,0 ml methanolu na 10 ml = 20 %)
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B

(NaOH [mi]) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,08 | 0,0010 | 0,0000 | 0,0010 |#DELENi_NULOU!| 0,0008 | 23251
0,10 3,10 | 0,0012 | 0,0001 | 0,0011 4,1537 0,0008 | 2,6222
0,20 3,09 | 0,0012 | 0,0002 | 0,0010 3,8025 0,0008 | 2,3234
0,30 3,20 | 0,0012 | 0,0003 | 0,0009 3,6921 0,0006 | 2,6360
0,40 3,26 | 0,0012 | 0,0004 | 0,0008 3,5779 0,0005 | 2,6540
0,50 3,32 | 0,0011 | 0,0005 | 0,0007 3,4853 0,0005 | 2,6462
0,60 3,40 | 0,0011 | 0,0006 | 0,0006 3,4223 0,0004 | 2,6827
0,70 3,51 | 0,0011 | 0,0006 | 0,0005 3,3905 0,0003 | 2,7764
0,80 3,61 | 0,0011 | 0,0007 | 0,0004 3,3420 0,0002 | 2,7819
0,90 3,74 | 0,0011 | 0,0008 | 0,0003 3,3064 0,0002 | 2,8040
1,00 4,18 | 0,0011 | 0,0009 | 0,0002 3,5448 6,61E-05 | 3,3446
1,10 561 | 0,0011 | 0,0010 | 0,0001 4,6880 2,45E-06 | 4,6776
1,20 6,06 | 0,0011 | 0,0010 | 0,0000 4,4810 8,71E-07 | 4,4667
1,30 7,17 | 0,0011 0,0011 | -0,0001 #CisLo! 6,76E-08 | #CiSLO!
1,40 9,46 | 0,0011 0,0012 | -0,0001 #CisLo! 3,47E-10 | #CiSLO!
1,50 9,99 | 0,0010 | 0,0013 | -0,0002 #CisLO! 1,02E-10 | #CiSLO!

Tabulka ¢. 33: Potenciometricka titrace latky LSPJ11 (2,5 ml methanolu na 10 ml = 25 %)

(NaOﬁ (i) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,24 | 0,0010 0,0000 0,0010 |#DELENI_NULOU!| 0,0006 3,1210
0,10 3,25 | 0,0010 0,0001 0,0009 4,2406 0,0006 3,0155
0,20 3,32 | 0,0010 0,0002 0,0008 3,9628 0,0005 3,0535
0,30 3,39 | 0,0010 0,0003 0,0007 3,8042 0,0004 3,0699
0,40 3,47 | 0,0010 0,0004 0,0006 3,6996 0,0003 3,0910
0,50 3,52 | 0,0010 0,0005 0,0005 3,5835 0,0003 3,0086
0,60 3,65 | 0,0010 0,0006 0,0004 3,5519 0,0002 3,0966
0,70 3,84 | 0,0010 0,0006 0,0003 3,5732 0,0001 3,2494
0,80 3,92 | 0,0010 0,0007 0,0003 3,4620 0,0001 3,1138
0,90 4,59 | 0,0010 0,0008 0,0002 3,8879 2,57E-05 | 3,7982
1,00 5,89 | 0,0010 0,0009 | 6,99E-05 4,7859 1,29E-06 | 4,7772
1,10 7,90 | 0,0009 0,0010 | -1,9E-05 #CisLo! 1,26E-08 | #CISLO!
1,20 9,72 | 0,0009 0,0010 | -0,0001 #CiSLO! 1,91E-10 | #CiSLO!
1,30 10,20 | 0,0009 0,0011 | -0,0002 #CisLo! 6,31E-11 | #CiSLO!
1,40 10,36 | 0,0009 0,0012 | -0,0003 #CiSLO! 4,37E-11 | #CiSLO!
1,50 10,57 | 0,0009 0,0013 | -0,0004 #CisLo! 2,69E-11 | #CiSLO!
1,60 10,62 | 10,0009 0,0013 | -0,0004 #CiSLO! 2,4E-11 | #CisLO!

Tabulka ¢.34: Potenciometricka titrace latky LSPJ11 (3,0 ml methanolu na 10 ml = 30 %)
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Graf €. 17 pro pKi a graf ¢. 18 pro pKa: Extrapolace pK latky LSPJ11 metodou linearni regrese

Po dosazeni do rovnice pfimky z grafli €. 17 a 18 jsem vypoditala, Ze:

pKi1= 3,02
pKz2=1,78
Stale plati, Ze hodnota pK: je diky zapocitani aktivity H* iont( pfesnéjsi. Vyslednou hodnotu pKi

jsem se rozhodla uvést z divodu vyssiho koeficientu determinace (R? = 1) rovnice regresni pfimky.

Spektrofotometrie
Spektrofotometrické meéfeni tohoto vzorku neposkytlo jasné vysledky z diavodu absence

izosbestického bodu. VypocCet ani grafické znazornéni zde nepfikladam.

Zhodnoceni vysledku

JiZ od pohledu Ize ze vzorce latky LSPJ11 vysledovat, Ze se jedna o kyselou latku. Oproti ostatnim
zde zmiflovanym derivatim pyrazin-2-karboxylové kyseliny obsahuje sousedni fenyl v meta poloze
fluor s vyraznymi elektronegativnimi vlastnostmi. Na fenylu je pfidany také methyl, ktery zplsobuje
snizeni rozpustnosti latky ve vodé, proto jsem musela vyuzit odliSny zplisob zpracovani dat. Uvedla
jsem zde vysledky hodnot pK vychazejicich z obou vzorct (€. 14 a 15). Oba vysledky pKa=3,02a 1,78
byly blizko hodnoté vygenerované programem ChemDraw Ultra 12.0 (pKa = 2,18). Jelikoz vSechna

méfeni byla provadéna pouze jednou, Ize urCitou odchylku oekavat.

Spektrofotometrické méfeni disociaCni konstanty nebylo mozné vyhodnotit.
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4.1.14 LSPJ12

Potenciometrie

Latku LSPJ12 (stejné jako predchozi latku LSPJ11) se mi nepodafilo rozpustit ve vodé ani za
zvyseneé teploty. Pfi méfeni latky jsem tedy postupovala obdobné jako u pfedchoziho vzorku. Pro
presnégjsi vysledky jsem zde vyuzila ¢&tyf rlznych koncentraci methanolu v roztoku. Prabéh
potenciometrickych titraci latky LSPJ12 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu sodného

je uveden v tabulkach &. 35, 36, 37, 38. Graf €. 19 doprovazeny rovnici pfimky a koeficientem

determinace R? znazorfiuje extrapolaci hodnoty pK na nulovou koncentraci methanolu v roztoku.

C’na=0,0009; 0,0010; 0,0011; 0,0010 mol/l (dle tabulky) A =10 ml (platné pro vSechny tabulky)

C’on=0,0097 mol/l (platné pro vSechny tabulky)

X =10+ B [ml] (platné pro v§echny tabulky)

(NaOﬁ (i) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,14 0,0009 0,0000 0,0009 |#DELENi_NULOU!| 0,0007 2,5836
0,10 3,19 0,0009 0,0001 0,0008 4,1200 0,0006 2,5621
0,20 3,27 0,0009 0,0002 0,0007 3,8447 0,0005 2,6630
0,30 3,32 0,0009 0,0003 0,0006 3,6566 0,0005 2,5742
0,40 3,41 0,0009 0,0004 0,0005 3,5493 0,0004 2,6307
0,50 3,51 0,0009 0,0005 0,0004 3,4654 0,0003 2,6607
0,60 3,66 0,0009 0,0006 0,0003 3,4274 0,0002 2,7897
0,70 3,92 0,0009 0,0006 0,0002 3,4749 0,0001 3,0756
0,80 4,25 0,0009 0,0007 0,0001 3,5265 5,62E-05 | 3,2628
0,90 5,35 0,0008 0,0008 | 4,57E-05 4,1051 4,47E-06 | 4,0580
1,00 6,26 0,0008 0,0009 | -4,3E-05 #CiSLO! 5,5E-07 | #CISLO!
1,10 6,90 0,0008 0,0010 -0,0001 #CisLO! 1,26E-07 | #CISLO!
1,20 7,38 0,0008 0,0010 | -0,0002 #CiSLO! 4,17E-08 | #CisLO!
1,30 9,47 0,0008 0,0011 -0,0003 #CisLO! 3,39E-10 | #CisLO!
1,40 9,78 0,0008 0,0012 | -0,0004 #CiSLO! 1,66E-10 | #CISLO!

Tabulka ¢. 35: Potenciometricka titrace latky LSPJ12 (1,0 ml methanolu na 10 ml = 10 %)
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B

(NaOH [mi]) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,07 0,0011 0,0000 | 0,0011 | #DELENIi_NULOU! | 0,0009 2,5308
0,10 3,09 0,0011 0,0001 | 0,0010 4,1016 0,0008 2,3794
0,20 3,17 0,0011 0,0002 | 0,0009 3,8360 0,0007 2,5514
0,30 3,24 0,0011 0,0003 | 0,0008 3,6804 0,0006 2,6202
0,40 3,30 0,0011 0,0004 | 0,0007 3,5595 0,0005 2,6113
0,50 3,40 0,0010 0,0005 | 0,0006 3,4983 0,0004 2,7275
0,60 3,50 0,0010 0,0006 | 0,0005 3,4436 0,0003 2,7865
0,70 3,60 0,0010 0,0006 | 0,0004 3,3853 0,0003 2,7891
0,80 3,79 0,0010 0,0007 | 0,0003 3,4014 0,0002 2,9662
0,90 4,17 0,0010 0,0008 | 0,0002 3,5717 6,76E-05 | 3,3604
1,00 5,33 0,0010 0,0009 | 0,0001 4,4337 4,68E-06 | 4,4129
1,10 5,92 0,0010 0,0010 | 0,0000 4,3094 1,2E-06 | 4,2862
1,20 6,94 0,0010 0,0010 | -0,0001 #CisLo! 1,15E-07 | #CiSLO!
1,30 7,25 0,0010 0,0011 | -0,0001 #CisLo! 5,62E-08 | #CISLO!

Tabulka ¢. 36: Potenciometricka titrace latky LSPJ12 (1,5 ml methanolu na 10 ml = 15 %)

B

(NaOH [mi]) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,15 0,0010 0,0000 0,0010 |#DELENI_NULOU! | 0,0007 2,8059
0,10 3,18 0,0010 0,0001 0,0009 4,1607 0,0007 2,7179
0,20 3,23 0,0010 0,0002 0,0008 3,8617 0,0006 2,6971
0,30 3,36 0,0010 0,0003 0,0007 3,7617 0,0004 2,9474
0,40 3,41 0,0010 0,0004 0,0006 3,6252 0,0004 2,8803
0,50 3,63 0,0010 0,0005 0,0005 3,6765 0,0002 3,2357
0,60 3,88 0,0010 0,0006 0,0004 3,7613 0,0001 3,5042
0,70 4,21 0,0010 0,0006 0,0003 3,9170 6,17E-05 | 3,7853
0,80 4,79 0,0010 0,0007 0,0002 4,2960 1,62E-05 | 4,2547
0,90 6,65 0,0009 0,0008 0,0001 5,8903 2,24E-07 | 5,8894
1,00 7,76 0,0009 0,0009 0,0001 6,5120 1,74E-08 | 6,5119
1,10 9,15 0,0009 0,0010 0,0000 #CisLo! 7,08E-10 | #CisSLO!
1,20 9,34 0,0009 0,0010 -0,0001 #CiSLO! 4,57E-10 | #CisSLO!
1,30 10,02 0,0009 0,0011 -0,0002 #CisLo! 9,55E-11 | #CiSLO!
1,40 10,05 0,0009 0,0012 -0,0003 #CiSLO! 8,91E-11 | #CisLO!
1,50 10,24 0,0009 0,0013 -0,0004 #CiSLO! 5,75E-11 | #CisSLO!

Tabulka ¢. 37: Potenciometricka titrace latky LSPJ12 (2,0 ml methanolu na 10 ml = 20 %)
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(NaOﬁ [mi) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,08 0,0011 0,0000 0,0011 | #DELENi_NULOU! | 0,0008 2,5236
0,10 3,10 0,0011 0,0001 0,0010 4,0964 0,0008 2,3586
0,20 3,09 0,0010 0,0002 0,0009 3,7392 0,0008 1,6710
0,30 3,20 0,0010 0,0003 0,0007 3,6215 0,0006 2,3083
0,40 3,26 0,0010 0,0004 0,0006 3,4979 0,0005 2,2854
0,50 3,32 0,0010 0,0005 0,0005 3,3932 0,0005 2,1909
0,60 3,40 0,0010 0,0006 0,0005 3,3136 0,0004 2,1510
0,70 3,51 0,0010 0,0006 0,0004 3,2579 0,0003 2,2097
0,80 3,61 0,0010 0,0007 0,0003 3,1719 0,0002 1,8676
0,90 3,74 0,0010 0,0008 0,0002 3,0684 0,0002 | #CisLO!
1,00 4,18 0,0010 0,0009 0,0001 3,1425 6,61E-05 | 2,3811
1,10 5,61 0,0010 0,0010 0,0000 #CisLo! 2,45E-06 | #CIiSLO!
1,20 6,06 0,0009 0,0010 | -0,0001 #CisLO! 8,71E-07 | #CisLO!
1,30 7,17 0,0009 0,0011 | -0,0002 #CisLO! 6,76E-08 | #CiSLO!
1,40 9,46 0,0009 0,0012 | -0,0003 #CisLO! 3,47E-10 | #CisLO!
1,50 9,99 0,0009 0,0013 -0,0003 #CisLo! 1,02E-10 | #CiSLO!

Tabulka ¢. 38: Potenciometricka titrace latky LSPJ12 (2,5 ml methanolu na 10 ml = 25 %)

LSPJ12 - pK,
3
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S 15 R2=0,6141
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0
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pK+logx,

Graf ¢. 19: Extrapolace pK latky LSPJ12 metodou lineéarni regrese

Po dosazeni do rovnice pfimky, ktera je uvedena v grafu €. 19, jsem ziskala hodnotu pK; latky
LSPJ12:

pK = 3,02
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Spektrofotometrie
Graf €. 20 znazornuje absorpéni kfivky latky LSPJ12 pfi riznych hodnotach pH. Absorbance, které

jsem vyuzila pfi vypoctech v tabulce €. 39 jsou naméfeny pfi vinové délce 272 nm.
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Graf ¢. 20: Absorpcni kfivky latky LSPJ12

Cislo méreni pH Ani A A pK
1 1,00 0,88444 1,00810 0,90990 0,41
2 2,46 0,88444 1,00810 0,96576 2,74
3 3,32 0,88444 1,00810 0,91106 2,76

Tabulka ¢. 39: Vypocet pK latky LSPJ12 spektrofotometrickou metodou
Po zprimérovani Sedé oznacenych vysledkl jsem ziskala hodnotu:
pK = 2,75 (o = 0,01)

Zhodnoceni vysledku

Jak jiz bylo Fe€eno, rozpustnost latky LSPJ12 ve vodé byla nedostate¢na. Napovida tomu i vzorec
latky (methylova skupina na fenylu). Nasledné méfeni disociacni konstanty bylo tedy znesnadnéno
nutnosti extrapolovat disocia¢ni konstantu na 0% koncentraci methanolu v rozpoustédle. Tento krok
mohl vnést do vypoctu mirnou chybu, coz by vysvétlovalo vysledek pK = 3,02. Porovnavaci hodnotou
je pK = 2,06, kterou vypocital program ChemDraw Ultra 12.0.

BlizSiho vysledku jsem se dobrala spektrofotometrickou metodou. Hodnota pK se v tomto pfipadé

rovna 2,75, je vSak tfeba brat v potaz, ze byla ziskana pouze primérem dvou hodnot.
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4.1.15 LSPJ13

Potenciometrie

Latku LSPJ13 (stejné jako dvé pfedchozi latky) se mi nepodafilo rozpustit ve vodé ani po iniciaci
teplem. Pfi méfeni latky jsem tedy postupovala obdobné jako u pfedchozich vzorka. Vysledky
potenciometrickych titraci latky LSPJ13 standardizovanym odmérnym roztokem hydroxidu sodného

jsou uvedeny v tabulkach &. 40, 41, 42. Graf ¢. 21 doprovazeny rovnici pfimky a koeficientem

determinace R? znazorfiuje extrapolaci hodnoty pK na nulovou koncentraci methanolu v roztoku.

C’va = 0,0010; 0,0011; 0,0011 mol/l (dle tabulky)

C’on=0,0097 mol/l (platné pro vSechny tabulky)

A = 10 ml (platné pro v§echny tabulky)

X =10 + B (platné pro vSechny tabulky)

(NaOE| (mi) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,15 | 0,0010 0,0000 0,0010 | #DELENI_NULOU! | 0,0007 2,8055
0,10 3,18 | 0,0010 0,0001 0,0009 4,1605 0,0007 2,7174
0,20 3,24 | 0,0010 0,0002 0,0008 3,8715 0,0006 2,7389
0,30 3,33 | 0,0010 0,0003 0,0007 3,7315 0,0005 2,8468
0,40 3,43 | 0,0010 0,0004 0,0006 3,6450 0,0004 2,9423
0,50 3,52 | 0,0010 0,0005 0,0005 3,5663 0,0003 2,9658
0,60 3,66 | 0,0010 0,0006 0,0004 3,5410 0,0002 3,0750
0,70 3,83 | 0,0010 0,0006 0,0003 3,5366 0,0001 3,1811
0,80 4,23 | 0,0010 0,0007 0,0002 3,7355 5,89E-05 | 3,5735
0,90 5,44 | 0,0009 0,0008 0,0001 4,6794 3,63E-06 | 4,6660
1,00 6,08 | 0,0009 0,0009 | 4,97E-05 4,8297 8,32E-07 | 4,8219
1,10 6,48 | 0,0009 0,0010 | -3,8E-05 #CisLo! 3,31E-07 | #CisLO!
1,20 7,43 | 0,0009 0,0010 | -0,0001 #CiSLO! 3,72E-08 | #CiSLO!
1,30 9,25 | 0,0009 0,0011 -0,0002 #CisLo! 5,62E-10 | #CisLO!
1,40 9,71 | 0,0009 0,0012 | -0,0003 #CiSLO! 1,95E-10 | #CiSLO!
1,50 9,92 | 0,0009 0,0013 | -0,0004 #CiSLO! 1,2E-10 | #CiSLO!

Tabulka ¢. 40: Potenciometricka titrace latky LSPJ13 (0,5 ml methanolu na 10 ml = 5 %)
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B

(NaOH [mi]) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,13 | 0,0011 | 0,0000 | 0,0011 |#DELENIi_NULOU!| 0,0007 2,7638
0,10 3,17 | 0,0010 | 0,0001 | 0,0010 4,1653 0,0007 2,7251
0,20 3,22 | 0,0010 | 0,0002 | 0,0008 3,8680 0,0006 2,7115
0,30 3,28 | 0,0010 | 0,0003 | 0,0007 3,7000 0,0005 2,7169
0,40 3,37 | 0,0010 | 0,0004 | 0,0006 3,6063 0,0004 2,8059
0,50 3,48 | 0,0010 | 0,0005 | 0,0005 3,5513 0,0003 2,9124
0,60 3,70 | 0,0010 | 0,0006 | 0,0004 3,6113 0,0002 3,2221
0,70 3,80 | 0,0010 | 0,0006 | 0,0004 3,5450 0,0002 3,1908
0,80 4,22 | 0,0010 | 0,0007 | 0,0003 3,7781 6,03E-05 | 3,6290
0,90 532 | 0,0010 | 0,0008 | 0,0002 4,6426 4,79E-06 | 4,6275
1,00 6,08 | 0,0010 | 0,0009 | 7,89E-05 5,0302 8,32E-07 | 5,0252
1,10 7,09 | 0,0010 0,0010 | -9,5E-06 #CisLo! 8,13E-08 | #CisLO!
1,20 9,28 | 0,0009 0,0010 | -9,6E-05 #CisLo! 5,25E-10 | #CiSLO!
1,30 9,97 | 0,0009 0,0011 | -0,0002 #CisLo! 1,07E-10 | #CIiSLO!
1,40 10,11 | 0,0009 0,0012 | -0,0003 #CisLo! 7,76E-11 | #CiSLO!
1,50 10,24 | 0,0009 0,0013 | -0,0003 #CisLO! 5,75E-11 | #CiSLO!

Tabulka ¢. 41: Potenciometricka titrace latky LSPJ13 (1,0 ml methanolu na 10 ml = 10 %)

(NaOﬁ [mi) pH Cha Con HA pKi H* pK2
0,00 3,14 | 0,0011 0,0000 0,0011 |#DELENI_NULOU!| 0,0007 2,8459
0,10 3,17 | 0,0011 0,0001 0,0010 4,1796 0,0007 2,7724
0,20 3,26 | 0,0011 0,0002 0,0009 3,9238 0,0005 2,9099
0,30 3,28 | 0,0011 0,0003 0,0008 3,7179 0,0005 2,7744
0,40 3,39 | 0,0011 0,0004 0,0007 3,6466 0,0004 2,9261
0,50 3,54 | 0,0010 0,0005 0,0006 3,6350 0,0003 3,1239
0,60 3,74 | 0,0010 0,0006 0,0005 3,6797 0,0002 3,3486
0,70 3,87 | 0,0010 0,0006 0,0004 3,6505 0,0001 3,3792
0,80 4,33 | 0,0010 0,0007 0,0003 3,9351 4,68E-05 | 3,8315
0,90 5,84 | 0,0010 0,0008 0,0002 5,2326 1,45E-06 | 5,2286
1,00 6,59 | 0,0010 0,0009 0,0001 5,6772 2,57E-07 | 5,6761
1,10 7,45 | 0,0010 0,0010 | 1,95E-05 5,7557 3,55E-08 | 5,7549
1,20 9,12 | 0,0010 0,0010 | -6,8E-05 #CisLo! 7,59E-10 | #CisLO!
1,30 9,88 | 0,0010 0,0011 | -0,0002 #CiSLO! 1,32E-10 | #CisSLO!
1,40 10,17 | 0,0010 0,0012 | -0,0002 #CisLo! 6,76E-11 | #CiSLO!
1,50 10,44 | 0,0010 0,0013 | -0,0003 #CisLo! 3,63E-11 | #CisLO!

Tabulka ¢. 42: Potenciometricka titrace latky LSPJ13 (2,0 ml methanolu na 10 ml = 20 %)
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Graf ¢. 21: Extrapolace pK latky LSPJ13 metodou linearni regrese

Po dosazeni do rovnice pfimky s koeficientem determinace R2= 0,9044 mi vyslo, Ze:
pK =2,76

Spektrofotometrie
Graf &. 22 znazorfiuje absorpéni kfivky latky LSPJ13 pfi rlznych hodnotach pH. Vypocet jsem
provedla ve 2 vinovych délkach (265 nm, 287 nm). Ziskané hodnoty jsem nasledné vyuzila pro

vypocet disociaéni konstanty v tabulkach &. 43 a 44.
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Graf €. 22: Absorpéni krivky latky LSPJ13
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Cislo méfeni pH AHI Al- A pK
1 1,83 1,2731 1,0749 1,2194 2,26
2 2,43 1,2731 1,0749 1,1375 2,09
3 3,23 1,2731 1,0749 1,1022 2,43

Tabulka ¢. 43: Vypocet pK latky LSPJ13 spektrofotometrickou metodou (A = 265 nm)

pK = 2,29 (o = 0,07)

Po zprimérovani hodnot pK naméfenych pfi vinové délce 265 nm mi vyslo, ze

Cislo méreni pH Ani A A pK
1 1,83 0,87018 1,1514 0,95323 2,21
2 2,43 0,87018 1,1514 1,03580 2,27
3 3,23 0,87018 1,1514 1,11610 2,39

Tabulka ¢. 44: Vypocet pK latky LSPJ13 spektrofotometrickou metodou (A = 287 nm)
Po zprimérovani hodnot pK naméfenych pfi vinové délce 287 nm mi vyslo, Ze:
pK =2,26 (0 =0,14)

Zhodnoceni vysledku

Latka LSP13, stejné jako 2 pfedchozi latky, nebyla dostatecné rozpustna ve vodé. Toto chovani
bylo zplisobeno trifluormethylovou skupinou umisténé na fenylu. Pro vyhodnoceni potenciometrické
titrace bylo potfeba vyuzit linearni regrese. Rovnice regresni pfimky byla velice pfesna, jak také

napovida koeficient determinace 0,9044. Po dosazeni do rovnice jsem ziskala hodnotu pK = 2,76.

U spektrofotometrického méfeni jsem se po zhlédnuti absorp&nich kfivek rozhodla vyuzit pro
vypocet hodnoty 2 vinovych délek. Oba vypocty dosahly velice podobného vysledku: pKzes = 2,29
a pKag7 = 2,26. Pfi porovnani experimentalné zjisténych hodnot s programem ChemDraw Ultra 12.0

(pK = 2,23) jsem zjistila, Ze si jsou vSechny hodnoty velice blizké.
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4.2 Stanoveni lipofility [&€iv

Vysledky lipofility méfenych 1é€iv jsou uvedeny v tabulce &. 45. Lipofilita je zde vyjadiena jako
logaritmus kapacitniho faktoru logK, ktery byl vypocitany podle vzorce ¢.10. Hodnota logK byla
nameéfena za pouziti mobilni faze methanol:voda = 70:30. Pro srovnani zde pfikladam i hodnoty
CLogP, které vyjadfuji logaritmus rozdélovaciho koeficientu v systému oktanol/voda vypocitany
pocitatovym programem ChemDraw Ultra 12.0. Z hodnot logK a ClogP jsem sestrojila regresni

pfimku, ktera je uvedena v grafu €. 23.

Vzorek logk ClogP
LSPJ11 -1,5166 0,73
LSPJ12 -1,4075 1,10
LSPJ13 -1,4867 1,65
LSPJ14 -1,5166 0,52
LSPJ15 -1,5166 0,89
LSPJ16 1,4549 -0,88
LSPJ17 0,8849 -1,04
LSPJ18 0,6544 -0,06
2-hydroxychinoxalin -0,3457 1,90
4-hydroxychinazolin -0,4202 1,69
VNO14 0,5421 3,52
VNO034 0,6613 3,88

Tabulka ¢. 45: Porovnani hodnoty logK a ClogP

logK = f(ClogP)

(o) 1,5
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=
o y = -0,0957x - 0,2313
5 S R2=0,0185
-2

ClogP

Graf €. 23: Porovnani hodnoty logK a ClogP

Jak je na prvni pohled zfetelné z grafu €. 23, hodnoty jsou velice rozmanité, tomu nasvédcuje
i koeficient determinace blizici se 0. Z toho dlvodu jsem se rozhodla sestrojit 2 dil¢i grafy, prvni

vychazi z naméfenych dat fady latek LSPJ 11-18 a druhy zaznamenava hodnoty derivatu chinazolinu

a chinoxalinu (2-hydroxychinoxalin, 4-hydroxychinazolin VN014, VNO034).
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logK = f(ClogP)
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Graf €. 24: Porovnani hodnoty logK a ClogP rady latek LSPJ11-18
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Graf ¢. 25: Porovnani hodnoty logK a ClogP latek 2-hydroxychinoxalinu,
4-hydroxychinazolinu, VN014 a VN034

Grafy €. 24 a 25 maji témér linearni charakter, koeficienty determinace to také potvrzu;ji
(R?=0,8576 a 0,9969). Hodnota ClogP slouzi pouze k pfedbéznému ureni realné hodnoty lipofility
logP, tudiz nemusi vzdy zcela odpovidat hodnoté skute¢né. Z porovnani grafu €. 23 s grafy €. 24 a 25
je zfejmé, Ze korelace mezi namérenymi hodnotami logK a vypocitanymi hodnotami ClogP je
smysluplna pouze u fad strukturné podobnych latek.
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5. Shrnuti vysledku

V tabulce €. 46 jsou vypsany vSechny experimentalné zjisténé hodnoty pK studovanych latek a jejich
lipofility. K témto parametriim jsou uvedeny pro porovnani hodnoty, které vygeneroval pocitacovy

program ChemDraw Ultra 12.0, popf. jsou zjistény z jinych zdroji (viz tabulka).

pK Lipofilita
Vzorek Potenciometrie | Spektrofotometrie | Referencni logk ClogP
Pyrazin-2-

karboxylova kyselina 2,95 N 2,96 [36] N N
LSPJ11 3,02/1,78 - 2,18 -1,5166 0,73
LSPJ12 3,02 2,75 2,06 -1,4075 1,10
LSPJ13 2,76 2,29/2,26 2,23 -1,4867 1,65
LSPJ14 3,29 - 2,23 -1,5166 0,52
LSPJ15 5,43 - 2,23 -1,5166 0,89
LSPJ16 3,04 - 2,23 1,4549 -0,88
LSPJ17 2,60 - 2,23 0,8849 -1,04
LSPJ18 2,89 - 2,23 0,6544 -0,06

2-hydroxychinoxalin 9,06 9,31 9,89* [37] | -0,3457 1,90

4-hydroxychinazolin 9,65 10,41 9,89* [37] | -0,4202 1,69
VNO14 9,81 8,87 9,14 0,5421 3,52
VNO034 3,50 - 9,66 0,6613 3,88

Tabulka ¢.46: Vysledky disociacnich konstant a hodnot lipofility zkoumanych latek:

Pismeno ,N“ znaci, Ze metoda provedena nebyla, symbol ,-“ oznacuje metodu, ktera neposkytla

reprezentativni vysledky. ,** je symbolem pro pK fenolu jako referenéni hodnoty

5.1 Stanoveni disociacni konstanty léCiv

Prvnim vzorkem, u kterého jsem méfila pK, byla jiz dfive zkoumana pyrazin-2-karboxylové kyseliny.
Kromeé toho, ze jsem méla moznost porovnat svUj vysledek s naméfenou hodnotou, jednalo se také
0 vychozi slou€eninu pro fadu latek LSPJ 11-18. Tyto vzorky maji spole¢nou karbamoylovou skupinu,
pres kterou je na pyrazinové jadro pfipojen fenyl. Tento objemny substituent m(ze stericky stinit hlavni
karboxylovou skupinu na pyrazinu a tim ji i mirné oslabovat. Rada LSPJ se mezi sebou odliSuje pouze
substituci na fenylu. Nelze tedy pfedpokladat pfFili§ velky vliv téchto funk&nich skupin. Hydrofobni
substituenty vSak maji zasadni vliv na snizenou rozpustnost latky, coZ se nasledné& odrazilo

v odliSnosti postupu prace a vypoctu.

U disociaéni konstanty latek 2-hydroxychinoxalinu, 4-hydroxychinazolinu, VN014 a VN034 jsem
taktéZ nepfedpokladala razantni vykyvy. Na prvni pohled se ostatnim latkam vymykal vzorek VN034.
Potenciometricky naméfena hodnota pK pfipominala o hodné siln&jSi kyselinu, nez byla samotna
struktura. V tomto pfipadé vSak naméfena hodnota pK odpovidala deprotonizaci molekuly, jelikoz se

latka v roztoku vyskytovala ve formé hydrochloridu. Pokud se podivame na struktury latek VNO14
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a VN034 zjistime, Ze latka VNO14 je derivatem 4-hydroxychinazolinu a VNO034 derivatem

2-hydroxychinoxalinu. Jelikoz oba dva derivaty maji na zakladni struktufe navazany fetézec

charakter nez vychozi sloueniny, coz také potvrzuje v pfipadé latky VNO14 experimentalni stanoveni.
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5.2 Stanoveni lipofility 1€Civ

Grafické znazornéni porovnani logK a ClogP fady latek LSPJ neni zcela jednoznacéné. S urditosti Ize
tvrdit, ze mezi latky s ponékud hydrofilnéj§im charakterem patfi vzorky LSPJ16, 17 a 18. Tyto latky
maji na fenylu substituované funkéni skupiny -Cl, -F a methoxyskupinu. Na opacné strané se umistily
lipofilni latky obsahujici substituenty typu methyl a trifluormethyl (LSPJ11, 12, 13). Vysoka hodnota
lipofility je dvodem jejich nizké rozpustnosti ve vodé, coz jsem si potvrdila béhem své experimentalni
teoreticky zjisténého ClogP patfi i LSPJ15, nicméné v praxi se po zahfati rozpoustéla relativné
snadno. U vzorku LSPJ14 byla potfeba k rozpusténi iniciace teplem, na fenylu je substituovan
relativné hydrofilni nitroskupinou. Pfi porovnani hodnot logK vynesenych do grafu je zfetelné, Ze

hodnoty lipofilngjsich latek jsou velice podobné a odliSuje je az srovnani s ClogP.

Vybornou korelaci logK a ClogP pfineslo méfeni derivatd chinazolinu a chinoxalinu, coZ potvrzuje
i linearni charakter grafu ¢&. 25. Mezi nejméné lipofilni latky patfi zakladni struktury
2-hydroxychinoxalin a 4-hydroxychinazolin. Jejich jedinym substituentem je hydroxylova skupina na
heterocyklu, ta podporuje hydrofilni charakter molekuly. Derivaty téchto dvou molekul obsahuiji
hydroxylova skupina, proto je takeé jeji lipofilita nejvy$Si (nenachézela se ve formé hydrochloridu),

nicméneé rozdil s latkou VNO14 neni pfilis velky.
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6. Zaver

Cilem této prace bylo stanovit hodnoty pK a logK dvanacti latek. Devét z nich predstavuje nové

pfipravena potencialni léCiva.

Zakladni metodou pouzitou pro stanoveni pK byla metoda potenciometricka, ktera byla doplnéna
méfenim metodou spektrofotometrickou u téch latek, kde to bylo mozné. Spektrofotometrické méfeni
poskytovalo pouzitelné vysledky pouze u péti z dvanacti zkousenych vzork(. V pfipadech ispésSného
zmeéfeni pK potenciometrickou titraci i spektrofotometrii se vysledky obou metod odliSovaly pouze
minimalné, zaroven i jejich pfesnost byla velice pfizniva. Mé poznatky tedy potvrzuji, ze pfi
experimentalnim stanoveni disociacni konstanty (resp. pK) je potenciometricka titrace metodou
zakladni, protoze je univerzalngjsi. Spektrofotometrii Ize pouzit jako metodu doplrikovou, jelikoz je

aplikovatelna pouze u nékterych latek.

Dale jsem zkoumala vliv vedlejSich funkénich skupin nebo pfipojenych fetézcld na vyslednou
hodnotu pK. Potvrdila se mi teorie, Ze disociatni konstanta se v ramci fady LSPJ zméni pouze

minimalné. Derivaty chinazolinu a chinoxalinu se chovaly obdobné.

Vypocitané hodnoty pK i ClogP je nutné brat s mirnym nadhledem — jedna se o vysledky ziskané
pfispévkovymi metodami, které zanedbavaji nékteré vlivy. Realné méfeni naopak dalsi vnéjsi vlivy,

které pfi méfeni pusobi, zahrnuje.

Pfi stanoveni lipofility jsem vyuzila logaritmu kapacitniho faktoru logK méfeného v prostifedi mobilni
faze (methanol:voda = 70:30). Po pfeneseni v§ech vysledkd do grafu pro porovnani s ClogP jsem
v8ak musela konstatovat, Ze korelace mezi logK a ClogP prakticky neexistuje. Divodem byla
pravdépodobné pfili§ rozdilna struktura latek. Proto jsem vysledky rozdélila do 2 grafu v zavislosti
na struktufe méfenych latek a ziskala jsem témérF linearni charakter zavislosti. Vyborna korelace logK

s ClogP se nejvice projevila u derivatd chinazolinu a chinoxalinu.
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