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Abstrakt:

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biofyziky a fyzikalni chemie

Kandidat: Sarlota Kréilova
Konzultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Nézev diplomové prace: Fyzikaln¢ chemické vlastnosti nové pfipravenych 1é¢iv

V této diplomové praci byly métfeny disociacni konstanty nové pfipravenych
potencialnich 1é¢iv na bazi kyseliny pyrazin-2-karboxylové. K méfeni byly vytipovany
ti1 metody, jejichz instrumentace je dostupnad na katedie biofyziky a fyzikalni chemie;
metoda potenciometricka, metoda spektrofotometricka v UV-VIS oblasti a metoda
extrak¢ni spektrofotometrie.

U vSech latek se podafilo namétit pK hodnoty potenciometricky, zatimco kazda
z optickych metod byla uspés$na pouze jedenkrat. Neni proto mozné provést porovnani
jednotlivych metod.

Spravnost vysledkli dosaZenych potenciometricky je dokumentovana velmi

dobrou shodou namétené a literarni hodnoty pK kyseliny pyrazin-2-karboxylové.



Abstract:

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: Sarlota Kréilova
Consultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.
Title of Thesis: Physico-chemical Properties of Newly Synthetized Drugs

Dissociation constants of some newly synthetized drugs based on pyrazine-2-
carboxylic acid were measured in this diploma thesis. Three methods, having a
sufficient instrumental background in the Department of Biophysics and Physical
Chemistry, were proposed for the measurement, i. e. potentiometric method,
spectrophotometry in UV-VIS region method and extraction spectrophotometry method.

pK values of all studied substances were successfully determined by the
potentiometric method, whilst each of the optic methods gave just one pK result. Hence
a comparison of the three methods is not possible.

Accuracy of the potentometric method results is documented by a very good
agreement of the measured and literary pK values of pyrazine-2-carboxylic acid.



Obsah:

1. ZADANI PRACE ...ttt ssnens 5
2. TEORETICKA CAST ...coviiiiiiiieisiesse e 7
A I e - V.4 | USSR 8
2.1.1 Pyrazin-2-karboxylova kyselina................cccoccvevvivannnann. 8

2.2 POtENCIOMEIIIC ...t 8

2.2.1 Stanoveni ionizacni konstanty potenciometrickou titraci

pomoci sklenéné elektrody ...............cccccuviiniiiiiiiiiiiii e 9
2.2.2 PFIprava roztoRii ...........cocoocoiiiiiiiieiec e 11
2.2.3 Volba koncentrace pro titraCi.........ccccecvveviveiceeieesic e, 11
2.2.4 Odvozeni a vybeér z rovnic pro vypocet pK.............cccevue.n. 12
2.2.5 Obvykle zdroje chyb a jejich odstranéni ................ccc......... 13
2.2.6 Chybné hodnoty kOnstant..............cccccoveiciiiiienicnicninnnns 14
2.2.7 Smésnad rozpoUStEAla ...........ccccoouuiveiiiiiiiiiiiiii e 14

2.3 SPEKIrOfOtOMELIIE ... et 15
2.3.1 Spektrofotometrickeé stanoveni disociacnich konstant........ 16
2.3.2 PUFFY @ FOZLOKY ......oivieiec et 18
2.3.3 Priprava zasobniho roztoku mérené latky .......................... 18
2.3.4 Hledani spekter ionizované a molekuldrni formy............... 18
2.3.5 Volba analytické vIinove délky .............cccccouvoviniiiiiinnnncnne. 19
2.3.6 Predbezné stanoveni priblizné pK, hodnoty..............cc...... 19
2.3.7 Presné stanoveni pKy hodnoty..........ccocooiiiiiiiiniinnnen, 19
2.3.8 Extrakcni spektrofotometrie .............cooeueveiiiiiiinniiinnnnnnnnn 19

3. EXPERIMENTALNI CAST ..ot 21
3.1 Pouzité chemiKalie ..........ccceeviiiiiiiiii e 22
3.2 POUZItE PIISIIOJC...veeveeiiiiiiiiiiiiii e 27
3.3 Priprava jednotlivych roztokill .........cccooiiviiiiiiiii e 28
3.4 Postup stanoveni hodnot pK..........coccoiiiiiiiiii e, 28



3.4.1 Potenciometricke SEANOVERT ...........cuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeianeen 28

3.4.2 Spektrofotometrické Stanoveni...............cccocuvvceniiiininnnnnnn. 29

3.4.3 Extrakcné-spektrofotometrické stanoveni .............cc...co..... 29

4. VYSLEDKOVA CAST ...cviriririirieiinsisssiessssssssssssssessssssssenns 30
AL PK PZK e 32

A2 PKMD L8/ ..ot 35

A3 PKIMD LT it 41

A4 PK MD 24711 s 44

A5 PKIMD 5/ 48

4.6 PKIMD T2/T....ooieieie et 53

A7 PKIMD 7Aoo s 58

A8 PK IMD Xt 62

5. DISKULZE ... snee s 66
6. ZAVER ...ttt 70
7. SEZNAM POUZITE LITERATURY ...oovtiiriiiiririnnssiessessssnenns 72



1. ZADANI PRACE



Hodnota pK je diilezitym hlediskem pro posouzeni sily kyselin a zésad. (Napf.
kyseliny s vy$§imi hodnotami pK jsou slabsi, kdezto kyseliny s niz§imi hodnotami pK
jsou siln€jsi.) Hodnota pK, spolecné¢ s pH prostiedi, ovliviiuje stupenl ionizace 1éCiv,
ktery je rozhodujici pro prostup 1é¢iva ptes biologické membrany. Témito membranami
prostupuji pouze latky v neionizované forme. Jelikoz se pH prostfedi neméni, mizeme
propustnost pies membrany ovlivnit pravé hodnotou disociac¢ni konstanty dané latky.
V ptipadé, Ze je hodnota pK totozna s pH prostiedi, je 1é€ivo z 50 % disociovano, coz je
vyhodné jak pro prinik biologickymi membranami, tak pro vlastni u¢inek 1éc¢iv, kdy je
dilezita ionizovana forma latky.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit hodnoty disocia¢nich konstant novych
potencialnich 1é¢iv ze skupiny derivati pyrazinu ptipravenych na katedie farmaceutické
chemie a kontroly lé¢iv Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Pii zkoumani
fyzikalné chemickych vlastnosti nové nasyntetizovanych latek spolupracuje tato katedra
s katedrou biofyziky a fyzikalni chemie. Soucasti prace je pokus o srovnani tii riiznych
metod stanoveni hodnoty pK; metody potenciometrické, metody spektrofotometrické a

metody extrakéné-spektrofotometrickeé.



2. TEORETICKA CAST



2.1 Pyrazin

Pyrazin (se sumarnim chemickym vzorcem C4HsN;) a jeho derivaty patii
do vyznamné skupiny slou¢enin, jez obsahuji dva heterocyklicky vazané, aromatické
dusiky nahrazujici v Sesticlenném kruhu dva atomy uhliku.

Pyraziny se mohou vyskytovat piirozené (napf. pteridin, fenazin) i jako soucast
xenobiotik. Z pifirozenych latek je to nejCastéji  kyselina pyrazin-aspergilova
(antibakterialni ucinky) produkovana druhem Aspergillus species. Fenazin ma ucinky
antibiotické, diuretické a protinadorové.

Pyraziny vyuzivame pfi syntézach mnohych pesticidl, insekticidt, 1¢kh, barviv,
drog, ale i aromatickych latek a latek uzivanych jako zdkladni suroviny v primyslu.
Tyto latky bohuzel toxicky znecist'uji zivotni prostifedi. Dostavaji se do n¢ho z riznych
splaskd ze zeméd¢€lstvi, z primyslovych i farmaceutickych odpadnich vod.

Pyrazin a jeho derivaty mizeme nalézt i v nékterych potravinach (hrach, je¢men,
brambory, kdva a mnohych dalSich).

Nejcastéjsi metodou syntetické vyroby pyrazinu je Staedel-Rugheimerova

syntéza.
2.1.1 Pyrazin-2-karboxylova kyselina
Pyrazin-2-karboxylova kyselina je metabolitem pyrazinamidu.

Molekulova hmotnost této latky je 124,099 g/mol. Molekularni vzorec této kyseliny je
CsH4N20s.

2.2 Potenciometrie

,Potenciometrie je elektrochemicka analyticka metoda zaloZena na méfeni

rovnovazného napéti (elektromotorického napéti) €lanku, ktery je sloZzen z mérné

(indikacni) a srovnavaci (referentni) elektrody [1].“


http://cs.wikipedia.org/wiki/Elektrochemie
http://cs.wikipedia.org/wiki/Analytick%C3%A1_chemie
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Rovnov%C3%A1%C5%BEn%C3%A9_nap%C4%9Bt%C3%AD&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Elektrochemick%C3%BD_%C4%8Dl%C3%A1nek&action=edit&redlink=1

2.2.1 Stanoveni ionizacni konstanty potenciometrickou titraci pomoci sklenéné

elektrody

Potenciometrie je nejCastéji pouzivanou metodou pro stanoveni ionizacnich
konstant. Historicky vyznamna je pro toto stanoveni vodikova elektroda, na niz je vodik
vratn¢ pfemenovan na vodikové ionty (diky jemné€ rozmélnéné amorfni plating, ktera je

soucasti elektrody).

Reakce na elektrodé:

Hp € 2H" + 2¢ (1)

probihé az do ustanoveni rovnovahy. Vyslednou hodnotu spocitdme dle vzorce:

E=-(RT/F) x In{H"}, 2

kde T znac¢i absolutni teplotu, R univerzalni plynovou konstantu a F Faradayovu
konstantu.

Dnes se vodikové elektrody pouzivaji ziidkakdy. Je to ptedev§im proto, Ze dnes
J1Z nevyhovuji a jsou snadno znicitelné — snadno nevratné€ inaktivovatelné. Také velice
¢asto mohou katalytickou hydrogenaci chemicky zménit métenou latku.

Pro laboratorni méfeni pH hodnot se v soucasnosti pouzivaji téméi vyhradné
sklenéné elektrody. Sklenénd elektroda je tvofena tenkosténnou baiikou vyrobenou
z m&kkého skla specidlné pro toto pouZiti. V roli elektrody srovnavaci se v naprosté
veétsing pripadi setkavame s elektrodou argentochloridovou, vyjimecné, u nékterych
specidlnich méteni, s elektrodou kalomelovou. Ke spravnému urceni pH hodnot je
dilezité pouziti vhodnych elektrod a je tfeba zarucit konstantni teplotu méfenti.

Vztah mezi potencidlem sklenéné elektrody a pH roztoku vyplyva z rovnice:

-log{H"} = pH = (EMN —Eg,)/0,0592  pfi teploté 25°C, ?)



zahrnuje 1 podminky, jeZ mohou prostfednictvim asymetrie zménit potencidly i ostatni
promé&nné. Symbol EMN znaci naméfené elektromotorické napéti ¢lanku. Symbol Egpoy
znaci potencial srovnavaci elektrody.

Dnes je na trhu velkd Skala sklenénych elektrod. Zasadni véci pro pouziti
sklenéné elektrody je spravna ptiprava elektrody pied prvnim méfenim. K tomu je
tteba, aby se na povrchu sklenéné membrany vytvorila gelova difuzni vrstva. Toho se
dosahne ponofenim nové elektrody do vhodného roztoku udaného vyrobcem.
V laboratorni praxi se tento proces nazyva ,rozmdaceni elektrody*“. Potfebna doba
rozmaceni je rovnéz stanovena vyrobcem, byva to jeden nebo vice dni. Tim je zajiSténa
reprodukovatelnost elektrodového potencidlu.

Pted zahajenim titrace musi byt elektrody standardizovany dle pokynil vyrobce
pH-metru. K tomu se pouzivaji referen¢ni roztoky — pufry. Hodnota pH referenéniho
roztoku by méla byt podobna hodnoté¢ pH roztoku v barnice sklenéné elektrody. Napf.
propH 7 je vhodny fosfatovy pufr s hodnotou pH 6,86 (pti 25 °C). Dédle elektrodu
ponofime do referencniho roztoku ftalatu (pfi 25 °C; Gprava na pH 4,00) a nasledné opét
do fosfatového pufru. Tento postup se doporucuje nejméné jednou zopakovat. Timto
postupem je elektroda pripravena pro méieni v kyselé oblasti. Pro méfeni v zasadité
oblasti se ftalatovy pufr nahradi boratovym (pii 25 °C; uprava na pH 9,18). Pro velmi
pfesnd méteni se provadi takzvana tfibodova kalibrace za pouziti vSech tfi zminénych
pufra.

Pokud sklenénou elektrodu nepouzivame, ponotime ji do uchovéavaciho roztoku
podle pokynli vyrobce. Uchovavacim roztokem byva neutralni pufr o vhodné iontoveé
sile.

Tempo ustanoveni rovnovahy (pfi teploté v rozsahu 20-25 °C) zavisi na tloust'ce
skla tvofictho membranu, jeho mnozstvi a typu. Ustanoveni je pomalejsi
u miniaturizovanych elektrod a u elektrod vysoce odolnych. Celkova doba ustanoveni
rovnovahy mezi hodnotami pH 4 az 9,2 nesmi trvat déle nez 8§ minut (pfi téze teploté
roztoku). Pfi teplotach pod 15 °C se odolnost membrany zvySuje (tzn. snizuje se
rychlost ustanoveni rovnovéhy). AvSak za béZznych laboratornich teplot byva ustaveni
rovnovahy obvykle velmi rychlé.

Pro titraci se obvykle pouzivaji kadinky o objemu 50 nebo 100 mililitri.
Pro spravnost vysledkl je dualezité, aby elektroda byla dostatecné ponofena v roztoku.

To znamend, Ze je tieba dbat, aby celd sklenénd membréana byla ponofena do méfeného
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roztoku. V ptipadé¢, ze se pouziva kombinovana elektroda, je nutné, aby byla v méteném
roztoku ponoiena rovnéz diafragma srovnavaci elektrody.

U velmi presnych méfeni je michani zajisténo pomalym proudem dusiku, ktery
je zavadén pod hladinou roztoku. Béhem odecitani hodnot je tfeba tok dusiku zastavit.
Pted pouzitim dusik vycCistime probublanim Fieserovym roztokem (dithioni¢itan sodny,
hydroxid sodny, anthrachinon-2-sulfonat sodny a voda) a vodou.

Celkovy objem roztoku je maly, stejné jako piidavané mnozstvi kyseliny ¢i
zéasady. Teplota se nesmi béhem méfeni ménit (optimalni teplota je 20 nebo 25 °C).

Me¢feni nesmi rusit ani privan, vysoka relativni vlhkost ¢i slunecni osvit [2, 3].

2.2.2 Piiprava roztoku

Je-1i titrantem alkalie (hydroxid draselny ¢i sodny), jsou jeji roztoky vodnymi
roztoky pfipravenymi ve vod¢ prosté oxidu uhli¢itého. Voda prosta kysliku je vhodna
pro titrace snadno oxidujicich latek. Ke snadnéjSimu rozpousténi latek se vyuziva
magnetické michadélko vystavené stdlému magnetickému toku. Elektrody nevkladame
do nadobky diive, nez se veSkerd latka rozpusti. Michani pomoci magnetického
michadélka je nejlepsi alternativou zavadéni plynného dusiku.

Rychlost a snadnost rozpousténi podporuje zvySena teplota. Po rozpusténi latky
upravime teplotu na vychozi hodnotu a ponechame ji ustalit [4]. Je vhodné provadét

méfeni v termostatované nadobce.

2.2.3 Volba koncentrace pro titraci

Doporucend koncentrace je 0,01 mol/l. Pfi této koncentraci byva vliv aktivitnich
koeficient velmi maly. To jiz neplati pro koncentrace desetkrat vétsi, tj 0,10 mol/l, kde
je nutné s aktivitnimi koeficienty pocitat. V nekterych ptipadech se doporucuje provadet
méfeni vSech roztokd pfi téZe iontové sile, které se dosdhne piidavkem chloridu
draselného. Pak je ovSem tfeba pocitat s aktivitnimi koeficienty.

Potenciometrii je vhodné pouzivat do hodnot pK, 11. Pro vyssi hodnoty pK, je

vhodnéjsi vyuZiti spektrofotometrie.
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2.2.4 Odvozeni a vybér z rovnic pro vypocet pK

Lezi-1i pH hodnoty béhem titrace 0,01mol/l roztokem mezi 4 a 10, pro vypocet

postaci pouzit jednoduchych vzorcu.

[A1+[OHT =[K']+[HT] (4)
[A1=[KOH] -[OHT +[H] ()

ProtoZe viechny soli jsou zcela ionizované, [K™] je rovno koncentraci hydroxidu
draselného. [Co] je celkova koncentrace kyseliny, ktera je pfitomna ve dvou formach -
A a HA. Tedy plati:

[Col = [AT + [HA] (6)
Spojenim vzorce 5 a 6 dostaneme novou rovnici:

[HA] = [Co] - [KOH] - [OH] + [H'] ()

[KOH] v rovnicich znac¢i koncentraci roztoku alkalického hydroxidu, kterou ziskame,

pokud v roztoku nebudou zadné piimési.

Odtud ziskame nasledujici rovnosti:

[A] = [KOH] - [OH] pro alkalickou oblast (8)
[A] = [KOH] + [H'] pro kyselou oblast 9
[HA] = [Co] - [KOH] + [OH ] pro alkalickou oblast (10)

Zahrnutim koncentraci hydroxylovych a vodikovych iontii do vypoctu se

------

Obdobné rovnice plati i pro zasady. Lezi-li vysledné hodnoty pK v rozmezi pH

4 a7 10 (pro 0,01mol/l roztok), mizeme koncentrace hydroxylovych a vodikovych

12



iontl ve vypoctech zanedbat. To neplati pro hodnoty pH niz§i nez 4 nebo vyssi nez 10.

Zde vodikové ionty do vypoctu zahrneme.

2.2.5 Obvyklé zdroje chyb a jejich odstranéni

V souboru hodnot pK, je ¢astou chybou jev vzestupného trendu v prab&hu
titrace (plati pfi titraci alkalii). Pfi¢inou vzestupného trendu jsou necistoty, které
zkresluji mnozstvi stanovované latky. Nejbéznéjsi a zaroven nejproblémove;si
necistotou rusici stanoveni je voda. Z tohoto diivodu je nutné, aby vSechny stanovované
latky byly ¢isté a vysusené za stejnych podminek. U navlhlych latek 1ze pouzit funkci

Z jako soucet ¢tyf znamych koncentraci:

Z = [HCI] - [KOH] - [H'] + [OH ] (11)
Z=Co-(1/IKS)ZH ] (12)
Z=Co-(Z/[H]) (13)

C vr o 1: s vy v s TP
Kde K,~ zna¢i disociaéni konstantu v koncentra¢nim vyjadteni.

Vzestupny trend je zplisoben 1 dal§imi jevy - nedostatené rozpusténa latka
v roztoku (pK je nepiesné a nepouzitelné) nebo pftilis rychly proud dusiku. To samé
plati 1 pro klesajici trend pfi titraci kyselinou.

U né&kterych latek dochazi béhem titrace k jejich rozkladu. Nékolik prvnich
odectd mize vykazovat stejné ¢i témét totozné hodnoty pKs ale nasledné dojde k driftu
potencidlu zptisobenému rozkladem latky. Latky snadno podléhajici rozkladu
pusobenim zasad ¢i kyselin se ¢asto rozkladaji jedinou kapkou titra¢niho ¢inidla i
v dobfe michanych roztocich.

Pti hodnotach pH 2 a niz§ich mohou byt ¢asto ziskany chybné zésadité a kyselé
konstanty. Nékdy ma dana latka skute¢né zasadité ¢i kyselé vlastnosti, ale rozptyl

namétfenych hodnot je prili§ velky na to, aby mohl byt ziskan pfijatelny vysledek.

13



2.2.6 Chybné hodnoty konstant

Je-li hodnota pK, vyrazné niz$i nez logaritmus koncentrace méfeného roztoku,
jde tém¢f jisté o chybnou konstantu a titrovana latka v této oblasti nema zadné zasadité
¢i kyselé vlastnosti. Titrujeme-li ¢istou vodu (4,75 ml) kyselinou chlorovodikovou
(0,50 ml), pK,z ma hodnotu ptiblizné 0,62 s absolutni chybou 0,72. Takto ziskany
vysledek se jevi jako absurdni.

Chybné (zasadité 1 kysel¢) konstanty se objevuji 1 pii titraci se sklenénou elektrodou —
pti pH vyssim jak 11. Z tohoto diivodu je tfeba hodnoty pK; vybocujici z rozmezi

2 az 11 vzdy pfijimat s opatrnosti.

2.2.7 Smésnd rozpoustédla

Nekteré latky jsou sice velmi Spatné rozpustné ve vode, ale o to snadnéji se
rozpusti v t€kavém rozpoustédle. V takovém ptipadé€ je vyhodné pouzit pfi stanoveni
disociaéni konstanty smés dvou rozpoustédel, napiiklad ethanolu a vody.

Bylo vypozorovano, ze alkoholy snizuji silu bazi i kyselin. Hall a Sprinkl (1932)
[5] vynaseli kiivky zavislosti hodnot pK; na koncentraci v rozmezi 97 % az 10 %
ethanolu pro 18 aromatickych a alifatickych amint. K¥ivky maji tvar hokejky a
u jednotlivych amint maji odliSné smérnice. Hall a Sprinkl pfisli na to, Ze primérné
snizeni pK, u 50 % ethanolu je 0,54 a Ze nelze provést GispéSnou extrapolaci
na 0 % ethanolu v pfipadech, kdy aminy nejsou dostate¢né rozpustné na to, aby se
rozpustily v 10 % a 20 % ethanolu. Titrace za pouziti 50 % acetonu ukazala, ze snizeni
pK, je v tomto piipadé jesté vétsi a to o 1,5 az 2,5 jednotky [6]! Jesté vetsi snizeni pK,
byla ¢asto pozorovana u titraci v 50 % dioxinu.

Srovnavat silu fady latek je mozné i u latek chemicky nepfibuznych. Pii pouZiti
ethanolu mizeme vypozorovat uréitou anomalii. Methylace v 0 % az v 35 % ethanolu
zvysuje zasaditou intenzitu, kdezto methylace v 50 % az v 65 % ethanolu ji snizuje.
Smési ethanolu a vody ziskame podobné anomalie pK, hodnot u azobarviv [7] a
alifatickych amint. Podobné jevy se vyskytuji i u ztedéného 2-methoxyethanolu a
dimethylformamidu.

Dvé chemicky ptibuzné latky se mohou lisit v liposolubilité. Zde plati zévislost
ApK, (ApK, = rozdil mezi pK, latky ve vodé a pK, téZe latky ve smésném rozpoustédle)

na rozdélovacim koeficientu [8]:
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ApK, = log Dy+ + log Dg -log Dg-+, (14)

kde Dy znazornuje distribu¢ni koeficient latky X mezi dvé rozpoustédla.

Latky vice lipofilni jsou obklopeny obalem molekul rozpoustédla s nizkou dielektrickou

konstantou, ionty jsou obklopeny molekulami vody.

,,Kyseliny se chovaji podobné. Kyselina benzoova je ve vodé ctytikrat silnéjsi
nez kyselina octova, v 20% ethanolu uz jenom dvaapulkrat silnéjsi a v 50% ethanolu
maji kyseliny stejnou silu [9].

Abychom se vyhnuli extrapolaci kfivky ohnuté do tvaru hokejky, pouzijeme

linearni zavislost [10]:

psKa + log [H20] proti 1/D, (15)

kde D je dielektricka konstanta, symbol psK, je zdanliva disocia¢ni konstanta

Vv prosttedi smeésného rozpoustédla.

Takovato extrapolace je uspésna, pokud obsah methanolu nepiesahne 40 %.
Pouzitim spektrometrickych stanoveni ¢i potenciometrickych metod
uzpiisobenych k méteni za nizkych koncentraci se 1ze vyhnout méfenim ve smésnych

rozpoustédlech.

2.3 Spektrofotometrie

,»Spektrofotometrie je stanovovani vlastnosti vzorku, napt. koncentrace urcité
latky v roztoku, na zakladé pohlcovani svétla v riznych vinovych délkach spektra.

Pokud se méfi jen pii jedné vinové délce, metoda se spise oznacuje fotometrie.

Obdobn¢ zatizeni, kterd méfi pfi jedné nebo jen nékolika presné definovanych vinovych

vvvvvv

dokonalejsi pfistroje, které¢ umoziiuji vinovou délku monochromatického svétla

libovolné nastavit, nebo méfit ¢ast absorpcniho spektra v ur¢itém tseku vinovych délek,

se nazyvaji spektrofotometry [11].«
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2.3.1 Spektrofotometrické stanoveni disociacnich konstant

o 24

stanoveni potenciometrické. Vyuziti spektrofotometrie v oblasti viditelného a
ultrafialového zateni je vyhodné pro piili§ nizké a pfili§ vysoké hodnoty pK, (tj. jsou-li
niz8i nez 2 ¢i vyssi nez 11) nebo jsou-li latky Spatné rozpustné. Spektrofotometrické
stanoveni odrazi pomeér neutralnich a ionizovanych molekul v fad€ pufri nepohlcujicich
zéaieni. Nejprve ziskdme spektrum neionizované formy studované latky. Toto spektrum
porovname se spektrem formy ionizované. Pro vypocet pK je vybrana ta vinova délka,
pfi niz je nejveétsi rozdil absorbanci ionizované a neutralni formy. Tato vlnova délka se
oznacuje jako ,,analyticka vlnova délka“.

Pti vypoctech plati zdkon, Ze vysledna absorbance pii urcité vinové délce je
souctem dvou dil¢ich absorbanci: absorbance ionizovanych a absorbance neutralnich

molekul.

A=A+ Ay (16)

Absorbance dil¢ich komponent souvisi sjejich molarni koncentraci ¢ podle
Lambertova-Beerova zakona A = elc, kde & zna¢i molarni absorpéni koeficient dané
komponenty, | optickou drahu, tj. tloustku kyvety.

Koncentrace ionizovanych molekul ve smési je rovna Fic, kde F; znaci frakci ionizace.

F.i=[A]/([A] + [HA]) pro kyseliny 17

Absorbance ionizovanych molekul ve smési je rovna g;Ficl, absorbance neutralnich
molekul je rovna gyFycl. Fy znaci frakci neutralnich molekul, &1 @ ey molarni absorpéni
koeficienty ionizovanych a neutralnich molekul. Nahradime-li vyraz [HA] vyrazem
([H*] x [A]) Ka, plati:

F1 = Ka/ ([H] + Ky) (18)

pro kyseliny
Fu=[HT/([H]+Kd) (19)
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Fi=[HT/([H] +Kd)
pro zéasady
FM = Ka/ ([H+] + Ka)

Je-li pro vS§echna méfeni pouzita stejna opticka draha (kyveta), pak plati:

A= (6‘1 F, + 8|\/|FM) cl
Protoze & = Alcl, plati:
aKa &M [H+]

= + pro kyseliny (a)
[H]+Ks [H]+Ka

EM Ka & [H+]

™
1

+ pro zasady  (b)
[HT+K: [H]+K,

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

PouZijeme-li pro vSechna meéfeni stejné celkové koncentrace, mohou byt

vysledné rovnice (a) a (b) zapsany s pomoci ptisluSnych absorbanci namisto molarnich

absorp¢nich koeficientd.

Existuji dvé formy rovnice — pro kyseliny a zasady.

A -A

pKa=pH+log pro kyseliny
A-Aym
An -A

pKa=pH+log pro zasady
A-A;

(25)

(26)
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2.3.2. Pufry a roztoky

Pufry jsou vodné roztoky branici zméné pH pii piidavku kyseliny nebo zasady ¢i
pii zfedéni. Vhodné jsou pufry s malou absorbanci (napi. kyselina chlorooctova,
fosfore¢na ¢i citronova).

Vodné roztoky latek pro ptipravu pufrii uchovavame pti koncentraci 0,1 mol/l,
pied pouzitim je ziedime na 0,01 mol/l a upravime pH (pomoci kyseliny chlorooctové
nebo N-hydroxidu draselného). Roztoky neuchovavame v nadobach z polyethylenu,
které uvolnuji latky absorbujici svétlo.

Absorpce roztokti se méni se zménou pH. U pH hodnot nizsich nez 2,2 anebo
vysSich nez 11,6 pouzijeme namisto pufrit hydroxid sodny (draselny) ¢i kyselinu
chlorovodikovou pfislusné koncentrace. Voda ma — pii 25 °C — bazické pK, rovno nule
a kyselé ptiblizné 14. Proto voda vykazuje jistou pufracni kapacitu pfi pH nizSim nez

2 a vyS$im nez 12.

2.3.3 Priprava zdsobniho roztoku méiené latky

Zasobni roztoky obvykle piipravujeme o koncentraci 5 x 10 mol/l. V piipadé
problému s rozpustnosti se kyselé slouc¢eniny snadnéji rozpusti v 0,005mol/l hydroxidu
draselném (pfedpokladané pK, je nizs$i nez 10), zasadité slouceniny v 0,005mol/l

kyselin¢ chlorovodikové (pifedpokladané pK;je vyssi nez 4).

2.3.4 Hledani spekter ionizované a molekuldrni formy

U nezndmych kyselin jsou pozadovéna dvé spektra — molekulové a aniontové.
Zasobni roztok ma koncentraci 10 mol/I v 0,01mol/l hydroxidu draselném (pH = 12) a
v 0,0lmol/l kyselin¢ chlorovodikové (pH =2). Absorbanci proméiujeme v celém
rozsahu — tj. od pH 2 po pH 12. Spektrum ziskané v roztoku hydroxidu draselného je
aniontové, spektrum v roztoku kyseliny chlorovodikové je molekulové. Pokud spektrum
neni Cisté, promeiime nezndmou kyselinu znova. Pfi opakovaném meétfeni pouzijeme
0,1mol/l hydroxid draselny (pH = 13) a 0,1mol/l kyselinu chlorovodikovou (pH = 1).
Ob¢ spektra jsou obvykle odlisna. Jen ve vyjimecnych ptipadech je molekulové

spektrum totozné se spektrem aniontovym. [12]
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U méfenych zasaditych vzorkli jsou pozadovéna také dvé spektra. Spektrum
ziskané v roztoku hydroxidu draselného je molekulové, spektrum v roztoku kyseliny

chlorovodikové je kationtové. Postup je obdobny jako u neznamych kyselych vzorkd.

2.3.5 Volba analytické vinové délky

Neexistuje univerzalni vlnova délka. Vlnovou délku nastavime dle ocekavané
absorpce latky. Pii vhodné zvolené vinové délce absorbuje jedna forma maximalné,

ostatni vubec.

2.3.6 Piedbéiné stanoveni piiblizné pK, hodnoty

Pomoci pfipraveného zasobniho roztoku stanovime predbéznou hodnotu pKa.
K tomu pouzijeme pufr s vhodnym pH, tj. takovym, aby v ném neznama latka byla

ionizovana pouze z ¢asti. Hodnotu pK vypoéteme z piislusné rovnice (25 nebo 26).

2.3.7 Pfesné stanoveni pK, hodnoty

K pfesnému stanoveni pK; hodnot vyuZijeme pfedbézné stanovenou hodnotu
pKa. Vybereme fadu sedmi pufri, jejichz pH vychazi z pfedbézné stanovené hodnoty
pKa. Proméfenim spektra ziskdme sedm pK hodnot. Z priméru téchto hodnot

dostaneme vysledné pK,. Jednotlivé hodnoty by se nemély lisit o vice jak 0,06 jednotky.

2.3.8 Extrakéni spektrofotometrie

Extrakéné-spektrofotometricka stanoveni nevyuzivame jenom v analyze 1&€iv
(obecné nizkomolekularnich latek), ale tfeba 1 pii stanoveni bilkovin. Stanoveni
organickych kationtd, resp. anionti, spoc¢iva v tvorbé asociati definovaného slozeni
(vétSinou iontovych partl) s anionty, resp. kationty vhodné zvolenych bazickych ¢i
kyselych barviv ve vodném prosttedi. lonty vytfepeme z vodné faze do organické faze
(nemisici se s vodou). Pti vytfepavani zvolime vhodné pH, které zaruci, Ze stanovovana
latka i barvivo jsou ve vodném prostiedi zcela ionizovany. Do organické faze prejde jen

urcité mnozstvi barevného protiiontu. Toto mnozstvi je (pfi dodrZeni urcitych
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podminek) imérné stanovované latce. Takto celkem snadno stanovime koncentraci
dané latky.

Dnes pouzivany jednoduchy a rychly postup [13] umoziiuje stanovit koncentraci
1 vice latek soucasné za stejnych podminek. Stanoveni provadime ve zkumavkach, které
poté nechdme protiepat na ttepacce a dale ponechame jednotlivé vrstvy ve svislé poloze
dostate¢nou dobu (obvykle 10 — 15 minut) separovat. Nakonec proméiujeme absorbanci
organické vrstvy pomoci spektrofotometru. Pfi méfeni dodrzujeme urcité podminky -
vhodné barvivo a jeho koncentraci ve vod¢, vhodné pH a druh pufru, teplotu, stupen
Cistoty chloroformu, vhodné zkumavky, té€snost uzavieni a délku tfepani.

Tuto metodu lze pouzit i ke stanoveni pK. Stanoveni spo¢iva v naméieni
zavislosti absorbance chloroformového vytrepku na pouzitém pH vodné faze. Tato tzv.
A-pH kiivka ma esovity prubeh a pK se urc¢i jako hodnota pH inflexniho bodu na této
kiivece [14].

20



3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 Pouzité chemikalie

Zakladni udaje o pouzitych derivatech kyseliny pyrazin-2-karboxylové jsou

uvedeny v nasledujici tabulce:

Tab. 1 : Piehled pouzitych derivati kyseliny pyrazin-2-karboxylové.

Systematicky nazev Oznaceni M Molekularni
v pokusech (g/mol) vzorec

kyselina pyrazin-2-karboxylova P2K 124,099 CsHsN20,
6-chloropyrazin-2-karboxylova
kyselina MD 1/11 157,99 CsH3CIN,O;
5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-
karboxylova kyselina MD 24/111 214,05 CoH11CIN,O2
6—(m-tolylamino)pyrazin-2-
karboxylova kyselina MD 18/111 229,09 C1,H11N3z0O5
5-(2-hydroxybenzoyl)pyrazin-2-
karboxylova kyselina MD 5/111 244,05 C1,HgN,0,4
6-((4-methoxyfenyl)thio)pyrazin-
2-karboxylova kyselina MD 72/111 262,04 C1oH1oN>O3S
6-((3-methoxyfenyl)thio)pyrazin-
2-karboxylova kyselina MD 74/111 262,04 C1oH1oN,O3S
3-aminopyrazin-2-karboxylova MD X 244,05 C12HgN204
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V praci byly dale pouzity tyto chemikalie:

e Deionizovana voda ¢isténa reverzni osmozou

e Denaturovany lih (lihovar Hlinsko)

e Kyselina chlorovodikova p. a. (Lachema n.p. Brno, zavod Neratovice)
e Hydroxid sodny p. a. (Lachema n.p. Brno, zavod Neratovice)

e Kyselina borita (Lachema a.s. Neratovice)

e Kyselina fosfore¢na (Lachema n.p. Brno, 0.z. Neratovice)

e Kiyselina octova (Lachema a.s. Neratovice)

e Methylalkohol p. a. (Penta)

e Tetrapenthylamoniumbromid zrum (Fluka)

e Chloroform (Lachema n.p. Brno, 0.z. Neratovice)

Struktura kyseliny pyrazin-2-karboxylové a jejich pouzitych derivatd jsou

znazornény na nasledujicich obréazcich.

OH

L

Obr. 1 : Struktura kyseliny pyrazin-2-karboxylové (P2K)
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6-chloropyrazine-2-carboxylic acid
Log P: 0,24
CLogP: 0.828948

0
Clw _N
\[\ OH
p
N

Chemical Formula: CsH;CIN,O,
Exact Mass: 157,99

Obr. 2 : Struktura 6-chloropyrazin-2-karboxylova kyseliny (MD 1/111)

5-tert-butyl-6-chloropyrazine-2-carboxylic acid
Log P: 2,37
CLogP: 2.65495

O

Cl N
N OH

=
N

Chemical Formlﬂa: C9H11C1N202
Exact Mass: 214,05

Obr.3 : Struktura 5-terc-butyl-6-chlorpyrazin-2-karboxylova kyseliny (MD 24/111)
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6-(m-tolylamino)pyrazine-2-carboxylic acid
Log P: 2,01
CLogP: 3.40089

0
H
N_ _N
=
N
CH,

Chemical Formula: C;,H;;N;0,
Exact Mass: 229,09

Obr. 4 : Struktura 6—(m-tolylamino)pyrazin-2-karboxylova kyseliny (MD 18/111)

5-(2-hydroxybenzoyl)pyrazine-2-carboxylic acid

Log P: 0,58
CLogP: 1.98497
O
N
N OH
=
N
OH O

Chemical Formula: C;,HgN,O,
Exact Mass: 244,05

Obr. 5 : Struktura 5-(2-hydroxybenzoyl)pyrazin-2-karboxylova kyseliny (MD 5/111)
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MD 72/111

/O N\
= OH
S N
O

6-((4-methoxyphenyl)thio)pyrazine-2-carboxylic acid
Chemical Formula: C;,H;(N,O5S
Exact Mass: 262,04
Log P: 2,03
CLogP: 2.80209

Obr. 6 : Struktura 6-((4-methoxyfenyl)thio)pyrazin-2-karboxylova kyseliny (MD 72/111)

MD 74/111

N
ISP
\o S N/ >
O

6-((3-methoxyphenyl)thio)pyrazine-2-carboxylic acid
Chemical Formula: C{,H;,N,05S
Exact Mass: 262,04
Log P: 2,03
CLogP: 2.80209

Obr. 7 : Struktura 6-((3-methoxyfenyl)thio)pyrazin-2-karboxylova kyseliny (MD 74/111)
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3-aminopyrazine-2-carboxylic acid
Log P: -0,75
CLogP: 0.126554

O
N
( fk
=
N NH,
Chemical Formula: C{,HgN,O,
Exact Mass: 244,05

Obr. 8 : Struktura 3-aminopyrazin-2-karboxylové kyseliny (MD X)

3.2 Pouzité pristroje
Béhem méteni byly pouzity nésledujici pristroje:

e Spektrofotometr HP 8453 (Hewlet-Packard)

e Spektrofotometr Spekol (Carl Zeiss, Jena)

e pH-metr inoLab 720 s pH elektrodou Sentix 61 (WTW)

e Laboratorni tfepacka LT-2 (Kavalier Sdzava)

e Magneticka michacka MM4 (Laboratorni pfistroje Praha)

e Digitalni analytické vahy (Sartorius)

Pii méfeni UV-VIS spekter byly pouzivany kiemenné kyvety s optickou drahou 10 mm.
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3.3. Piiprava jednotlivych roztoki

Priprava roztokua derivatu kyseliny pyrazin-2-karboxylové

Navazka piislusného derivatu byla v malé kadince rozpusténa bud’ v destilované
vodé (byla—li v ni rozpustna) ¢i ve smési destilované vody a methanolu tak, aby byl
podil methanolu co nejmensi. Poté se roztok pteplnil do 25 ml banky a doplnil
destilovanou vodou. Navazka byla zvolena tak, aby kone¢na koncentrace roztoku byla
0,01 nebo 0,001 mol/l.

Takto ptipravované roztoky byly nadéale pouzivany k riznym méfenim.

Priprava Brittonova-Robinsonova pufru

Brittontv-Robinsontv pufr je "univerzalnim" pufrem pouzivanym pro rozsah
hodnot pH od 2 az do 12. Tento roztok je tvofen smési kyselin (0,04 mol/l) a ur¢itého
mnozstvi roztoku hydroxidu sodného (0,20 mol/l). Smés kyselin je pfipravena
ze stejnych dila kyseliny borité, fosforeéné a octové. Piiprava Brittonova-Robinsonova
pufru o uréité hodnoté¢ pH spociva ve smichani zminéné smési kyselin s roztokem

hydroxidu sodného v poméru, ktery 1ze vyhledat v tabulkach. [15, 16]

3.4 Postup stanoveni hodnot pK

3.4.1 Potenciometrické stanoveni

Do 25ml kadinky bylo pipetou odméteno 10 ml roztoku vzorku (0,001 mol/l).
K tomuto roztoku byl postupné po 100 ul davkach odméfovanych pipetou piidavan
roztok 0,01mol/l NaOH. Pomoci pH-metru bylo zméfeno pH pivodniho roztoku vzorku
(0,001 mol/l) a nasledné pH tohoto roztoku po kazdém piidavku NaOH. Roztok NaOH
byl pfidavan tak dlouho, dokud nebyl zaznamenan potencidlovy skok. Ze ziskanych

hodnot pH byla pomoci vzorct 27 — 32 vypocitana hodnota pK.
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3.4.2 Spektrofotometrické stanoveni

Pfipravené roztoky se stanovovanou latkou byly 10x ziedény pfimo v kyvetach
(tj. na koncentraci 0,0001 mol/l), 0,2 ml roztoku bylo v kyveté¢ doplnéno 1,8 ml
destilované vody; 0,1 mol/l kyseliny chlorovodikové; 0,1 mol/l hydroxidu draselného ¢i
Brittonova-Robinsonova pufru. Pomoci spektrofotometru byla méfena absorbance
jednotlivych roztoki latek vzdy proti 2 ml destilované vody; 0,1 mol/l kyseliny
chlorovodikové; 0,1 mol/l hydroxidu draselného ¢i Brittonova-Robinsonova pufru.
Z namétenych spekter byly ziskany hodnoty absorbanci pfi analytické vinové délce,

z nichz lze pomoci vzorcu 25 a 26 vypocitat piislusné hodnoty pK.

3.4.3 Extrakcné-spektrofotometrické stanoveni

Ve zkumavce byl smichan 1 ml roztoku meétené latky, 1 ml
tetrapenthylamoniumbromidu, 3 ml pufru (postupné o rizném pH) a 5 ml chloroformu.
Slepy vzorek byl ptipraven obdobng; smichanim 1 ml roztoku latky, 1 ml destilované
vody, 3 ml pufru (opét postupné o rizném pH) a 5 ml chloroformu. Po 20 minutach
trepani byla na spektrofotometru zméfena absorbance chloroformové vrstvy.

Pro zjisténi pK byly pouzity namétfené absorbance roztokd v absorpénim maximu.
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4. VYSLEDKOVA CAST

30



Vzorce pouzité pro vvpocet hodnoty pK 7 potenciometrickvch méreni

ac},A _ bcéH _ -
CHa = — 27) Con = —, = [A7] (28)
[HA] = cya-con (29) [H*] = 10774 (30)

kde cya je celkova koncentrace latky v roztoku, coy je koncentrace pouzitého
hydroxidu. X znazoriiuje celkovy objem pii méteni hodnoty pH, a je pocate¢ni objem, b
ptidavek hydroxidu.
- L2 _ [1a)-[")
pK; = pH +log ] 31) pK, = pH +log e (32)

Extrapolace potenciometrickych méreni na nulovou koncentraci methanolu

K extrapolaci na nulovou koncentraci methanolu byl pouzit vzorec 15
(psKa + log [H20] proti 1/D). Piislusné hodnoty byly vyneseny proti sobé do grafu,
proloZeny spojnici trendl a z analytického tvaru rovnice dopocitano hledané pK.

Hodnota D pro jednotlivé poméry voda/methanol byla vypocitana dle rovnice:
D = x1D1 + x2D», (33)
kde x; je objemovy zlomek vody v rozpoustédle, X, je objemovy zlomek methanolu

v rozpoustédle, D; je dielektrickd konstanta vody a D, je dielektrickd konstanta

methanolu. Za koncentraci vody [H,O] byl dosazen objemovy zlomek X;.

4.1 pK P2K
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Kyselina pyrazin -2-karboxylova je latka rozpustna ve vodé. Pro stanoveni jeji

pK hodnoty proto nebyl pouzit methanol.
V nésledujicich tabulkach jsou uvedeny naméfené hodnoty ptislusnych velicin a

vypocitané hodnoty pK pro kyselinu pyrazin-2-karboxylovou.

Tab. 2 : Nameétfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK P2K

pfi prvnim méteni.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK; hodnoty
2,64 0,00899 0,00096 3,56 0,00229 2,89
2,75 0,00824 0,00176 3,32 0,00178 2,87
2,89 0,00761 0,00243 3,22 0,00129 2,91
3,01 0,00706 0,00301 3,14 0,00098 2,90
3,15 0,00659 0,00352 3,09 0,00071 2,90
3,30 0,00618 0,00396 3,05 0,00050 2,89
3,52 0,00581 0,00434 3,05 0,00030 2,92
3,83 0,00549 0,00469 3,06 0,00015 2,96
4,50 0,00521 0,00500 3,12 0,00003 3,05

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00989 mol/Il Vysledné pK; = 3,18

pH na zacatku pokusu = 2,54 Vysledné pK, = 2,92
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Tab. 3 : Nameétfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK P2K

pfi druhém méfeni.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
2,74 0,00979 0,00104 3,66 0,00182 3,12
2,85 0,00970 0,00207 3,42 0,00141 3,10
2,93 0,00960 0,00307 3,26 0,00117 3,03
3,04 0,00951 0,00406 3,17 0,00091 3,00
3,17 0,00942 0,00502 3,11 0,00068 2,98
3,31 0,00933 0,00597 3,06 0,00049 2,96
3,50 0,00924 0,00690 3,03 0,00032 2,98
3,76 0,00916 0,00781 3,00 0,00017 2,93
4,32 0,00907 0,00871 2,94 0,00005 2,87

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00989 mol/l Vysledné pK; = 3,18

pH na zacatku pokusu = 2,64 Vysledné pK; = 3,00
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Obr. 9 : Spektra P2K.

1) 10x zfedény roztok latky P2K méfeny proti vodé (¢ernd kiivka),

2) roztok latky P2K v HCI 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méfeny proti HCl 0,1 mol/l
(Cervena kiivka),

3) roztok latky P2K v NaOH 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méfeny proti NaOH 0,1 mol/l
(modra kiivka)
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4.2 pK MD 18/111

Latka MD 18/I1I je nerozpustna ve vod¢. Pro stanoveni jeji pK hodnoty byla

pouzita smés vody a methanolu v poméru 17 : 8, tj. 32 % methanolu; 14 : 11, tj. 44 %

methanolu a 11,5 : 13,5, tj. 54 % methanolu.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny namétené hodnoty prislusnych veli¢in a

vypocitané hodnoty pK pro latku MD 18/I11.

Tab. 4 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 18/III

za pouziti 32 % methanolu pfi prvnim méfeni.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,81 0,000968 | 0,000107 4,72 0,000155 4,24
4,08 0,000959 | 0,000213 4,62 0,000083 4,43
4,53 0,000950 0,000316 4,83 0,000030 4,77

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00978 mol/l

pH na zacatku pokusu = 3,61

Vysledné pKy = 4,72

Vysledné pK, = 4,48
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Tab. 5 : Naméfené hodnoty pfislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 18/III

za pouziti 32 % methanolu pfi druhém méteni.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,69 0,000973 | 0,000054 4,92 0,000204 4,13
3,81 0,000968 0,000107 4,72 0,000155 4,24
3,94 0,000964 0,000160 4,64 0,000081 4,34
4,09 0,000959 | 0,000213 4,63 0,000052 4,44
4,28 0,000954 0,000264 4,70 0,000052 4,59
4,57 0,000950 0,000316 4,87 0,000027 4,82

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00978 mol/l Vysledné pK; = 4,75

pH na zacatku pokusu = 3,61 Vysledné pK; = 4,43

Tab. 6 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 18/I11

za pouziti 44 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,64 0,00099 0,00013 4,46 0,000229 3,82
3,78 0,00098 0,00025 4,25 0,000166 391
3,94 0,00097 0,00037 4,15 0,000115 4,22
4,13 0,00096 0,00049 411 0,000074 3,98
4,37 0,00095 0,00061 4,12 0,000043 4,03
4,76 0,00094 0,00072 4,25 0,000017 4,20

koncentrace piivodniho roztoku = 0,00100 mol/l Vysledné pK; = 4,22

pH na zacatku pokusu = 3,55 Vysledné pK; = 4,03
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Tab. 7 : Namétené hodnoty pfislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 18/I1I

za pouziti 54 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,85 0,000821 0,00013 4,58 0,000141 4,16
4,03 0,000813 0,00025 4,38 0,000093 4,17
4,21 0,000805 0,00037 4,28 0,000062 4,15
4,48 0,000797 0,00049 4,28 0,000033 4,20

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00083 mol/l

pH na zacatku pokusu = 3,75

Vysledné pK; = 4,38

Vysledné pK, = 4,17

Extrapolace potenciometrickvch méreni na nulovou koncentraci methanolu

Konc. MeOH pK1 pK2 1/D | log H,O
0,32 4,72 4,481 0,0154| -0,16749
0,44 4,22 4,03| 0,0169| -0,25181
0,54 4,38 4,171 0,0182| -0,32790
1/D pK; + log H,O pK; + log H,O
0,0154 4,55251 4,31251
0,0169 3,96819 3,77819
0,0182 4,05210 3,84210
0,0125
pKi(extr.) = 4,99 | pKy(extr.) = 4,73
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Obr. 10 : Spektra MD 18/111 v rozmezi pH 3 — 9 (fedéni 1 : 9) méfena proti piislusnym

pufram.
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Obr. 11 : Spektra MD 18/I11.

1) 10x zfedény roztok latky MD 18/II1 méfeny proti vodé (¢erna kiivka),

2) roztok latky MD 18/II1 v HCI 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méteny proti HCI 0,1 mol/l
(Cervena kiivka),

3) roztok latky MD 18/II1 v NaOH 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méteny proti NaOH
0,1 mol/l (modra ktivka)
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Obr. 12 : Spektra MD 18/lll v chloroformu méfena metodou extrakéni
spektrofotometrie.

Z hodnot absorbanci pti 345 nm byla pomoci specidlniho programu vytvoieného

na katedre biofyziky a fyzikalni chemie ziskana primérna hodnota pK 4,31.
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4.3 pK MD /111

Latka MD I/11I je rozpustna ve vodé. Pro stanoveni jeji pK hodnoty nebyl pouzit

methanol.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny namétené hodnoty prislusnych veli¢in a

vypocitané hodnoty pK pro latku MD 1/111.

Tab. 8 : Naméiené hodnoty pfislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 1/111

pii prvnim méieni.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,21 0,00108 0,000107 4,17 0,000617 2,90
3,28 0,00107 0,000213 3,88 0,000524 2,93
3,36 0,00106 0,000316 3,73 0,000437 2,97
3,45 0,00105 0,000417 3,63 0,000355 3,01
3,57 0,00104 0,000516 3,58 0,000269 3,08
3,73 0,00103 0,000614 3,56 0,000186 3,19
3,97 0,00102 0,000709 3,61 0,000107 3,37
4,41 0,00101 0,000803 3,82 0,000039 3,71

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00109 mol/l

pH na zacatku pokusu = 3,17

Vysledné pK; = 3,74

Vysledné pK; = 3,15
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Tab. 9 : Namétené hodnoty prislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 1/I1I

pfi druhém meéteni.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,23 0,00108 0,000107 4,18 0,000589 2,97
3,30 0,00107 0,000213 3,90 0,000501 3,00
3,38 0,00106 0,000316 3,75 0,000417 3,03
3,48 0,00105 0,000417 3,66 0,000331 3,09
3,61 0,00104 0,000516 3,62 0,000245 3,17
3,76 0,00103 0,000614 3,59 0,000174 3,25
4,02 0,00102 0,000709 3,66 0,000095 3,45
4,56 0,00101 0,000803 3,97 0,000028 3,89

koncentrace piivodniho roztoku = 0,00109mol/I

pH na zacatku pokusu = 3,17

Vysledné pKj = 3,79

Vysledné pK; = 3,23
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Obr. 13 : Spektra MD 1/111 v chloroformu méfena metodou extrakéni spektrofotometrie.
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4.4 pK MD 24/111

Latka MD 24/III je rozpustna ve vod¢€. Pro stanoveni jeji pK hodnoty nebyl

pouzit methanol.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny namétené hodnoty prislusnych veli¢in a

vypocitané hodnoty pK pro latku MD 24/11I.

Tab.10 : Namé&fené hodnoty ptislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 24/111.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK; hodnoty
3,33 0,00104 0,000107 4,27 0,000468 3,24
3,48 0,00103 0,000213 4,06 0,000331 3,43
3,70 0,00102 0,000316 4,05 0,000200 3,69
4,09 0,00101 0,000417 4,24 0,000081 4,10

koncentrace piivodniho roztoku = 0,00105 mol/I

pH na zacatku pokusu = 3,23

Vysledné pK; = 4,16

Vysledné pK = 3,62
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Obr. 14 : Spektra MD 24/111 v rozmezi pH 2 — 7 (fedéni 1 : 9) méfena proti piislusnym
pufrim.
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Obr. 15 : Spektra MD 24/111.

1) 10x zifedény roztok latky MD 24/II1 méteny proti vod¢ (Cerna kiivka),

2) roztok latky MD 24/I11 v HCI 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méteny proti HCI 0,1 mol/l
(Cervena kiivka),

3) roztok latky MD 24/II1 v NaOH 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méteny proti NaOH
0,1 mol/l (modra ktivka)
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Obr. 16 : Spektra MD 24/l v chloroformu méfena metodou extrakéni

spektrofotometrie.
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4.5 pK MD 5/111

Latka MD 5/II1 je nerozpustnd ve vodé€. Pro stanoveni jeji pK hodnoty byla

pouzita smés vody a methanolu v poméru 17 : 8, tj. 32 % methanolu; 14 : 11, tj. 44 %

methanolu a 11,5 : 13,5, tj. 54 % methanolu.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny namétené hodnoty prislusnych veli¢in a

vypocitané hodnoty pK pro latku MD 5/111.

Tab. 11 : Namétené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 5/I11

za pouziti 32 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,27 0,000942 | 0,000107 4,16 0,000537 2,94
3,34 0,000932 | 0,000213 3,87 0,000457 2,93
3,43 0,000923 0,000316 3,71 0,000372 2,96
3,54 0,000914 | 0,000417 3,62 0,000289 3,01
3,68 0,000906 | 0,000516 3,56 0,000209 3,08
3,87 0,000897 0,000614 3,53 0,000135 3,17
4,18 0,000889 | 0,000709 3,58 0,000066 3,35

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00095 mol/l

pH na zacatku pokusu = 3,20

Vysledné pKy = 3,71

Vysledné pK; = 3,06
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Tab. 12 : Naméfené hodnoty pfislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 5/111

za pouziti 44 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,34 0,00094 0,00013 4,13 0,000457 3,12
3,42 0,00093 0,00025 3,85 0,000380 3,10
3,53 0,00092 0,00037 3,70 0,000295 3,11
3,68 0,00091 0,00049 3,61 0,000209 3,16
3,89 0,00090 0,00061 3,57 0,000129 3,23
4,22 0,00090 0,00072 3,62 0,000060 3,48

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00095 mol/l Vysledné pK; = 3,75

pH na zacatku pokusu = 3,24 Vysledné pK; = 3,20

Tab. 13 : Naméfené hodnoty pftislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 5/I1I

za pouziti 54 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,48 0,000784 0,00013 4,18 0,000331 3,33
3,59 0,000775 0,00025 3,91 0,000257 3,31
3,72 0,000770 0,00037 3,75 0,000191 3,29
3,94 0,000762 0,00049 3,68 0,000115 3,35
4,28 0,000754 0,00061 3,65 0,000052 3,42

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00079 mol/l Vysledné pK; = 3,83

pH na zacatku pokusu = 3,43 Vysledné pK; = 3,34
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Extrapolace potenciometrickych méreni na nulovou koncentraci methanolu

Konc. MeOH pK1 pK2 1/D log H,O
0,32 4,71 3,06/ 0,0154| -0,16749
0,44 3,75 3,20 0,0169| -0,25181
0,54 3,83 3,34 0,0182| -0,32790

1/D pK 1+ log H,O pK; + log H,O

0,0154 3,54251 2,89251

0,0169 3,49819 2,94819

0,0182 3,50210 3,01210

0,0125

pKi(extr.) = 3,58 | pKy(extr.) = 2,77
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Obr. 17 : Spektra MD 5/1I1 v rozmezi pH 3 — 10 (fedéni 1 : 9) méfena proti prislusnym

pufrim.
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Obr. 18 : Spektra MD 5/111.

1) 10x zfedény roztok latky MD 5/III méteny proti vod¢ (Cernd kiivka),

2) roztok latky MD 5/ v HC1 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méfeny proti HCI 0,1 mol/l
(Cervena kiivka),

3) roztok latky MD 5/II1 v NaOH 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méfeny proti NaOH
0,1 mol/l (modra ktivka)
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Obr. 19 : Spektra MD 5/II1 v rozmezi pH 8,3 - 9,5 (fedéni 1 : 9) méfena
proti pfislusnym pufrim.

Z hodnot absorbanci pii 410 nm byla ziskana primérna hodnota pK 9,14. Vypocty byly
provedeny podle vzorce (25).
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4.6 pK MD 72/111

Latka MD 72/11I je nerozpustna ve vod¢€. Pro stanoveni jeji pK hodnoty byla
pouzita sm¢s vody a methanolu v poméru 19,5 : 5,5, tj. 22 % methanolu; 16 : 9, tj. 36 %
methanolu a 13,5 : 11,5, tj. 46 % methanolu.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny naméfené hodnoty ptislusnych veli¢in a

vypocitané hodnoty pK pro latku MD 72/111.

Tab. 14 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 72/I11

za pouziti 22 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,29 0,00106 0,000104 4,25 0,000513 3,15
3,38 0,00105 0,000206 3,99 0,000417 3,22
3,44 0,00104 0,000306 3,82 0,000363 3,18
3,54 0,00103 0,000403 3,73 0,000288 3,23
3,66 0,00102 0,000500 3,68 0,000219 3,28
3,81 0,00101 0,000594 3,66 0,000155 3,35
3,98 0,00100 0,000686 3,64 0,000105 3,40
4,31 0,00099 0,000777 3,75 0,000049 3,61

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00107 mol/l Vysledné pK; = 3,82

pH na zacatku pokusu = 3,22 Vysledné pK; = 3,26
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Tab. 15 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 72/I11

za pouziti 36 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,42 0,00100 0,00013 4,25 0,000380 3,40
3,53 0,00099 0,00025 4,06 0,000295 3,44
3,67 0,00098 0,00037 3,89 0,000214 3,50
3,87 0,00097 0,00049 3,86 0,000135 3,61
4,24 0,00096 0,00061 4,00 0,000058 3,88

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00101 mol/l Vysledné pK; = 4,00

pH na zacatku pokusu = 3,34 Vysledné pK;, = 3,57

Tab. 16 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 72/I11

za pouziti 46 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK; hodnoty
3,54 0,000834 0,00013 4,27 0,000288 3,54
3,68 0,000825 0,00025 4,04 0,000209 3,58
3,88 0,000817 0,00037 3,96 0,000132 3,68
4,13 0,000810 0,00049 3,94 0,000074 3,77
4,57 0,000802 0,00061 4,07 0,000027 4,02

koncentrace piivodniho roztoku = 0,00084 mol/l

pH na zacatku pokusu = 3,49

Vysledné pK; = 4,06

Vysledné pK; = 3,72
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Extrapolace potenciometrickych méreni na nulovou koncentraci methanolu

Konc. MeOH pK1 pK, 1/D log H,O
0,22 3,82 3,26 | 0,014368| -0,10791
0,36 4 3,57| 0,015873| -0,19382
0,46 4,06 3,72| 0,017182| -0,26761
1/D pK; + log H,O pK; + log H,O
0,014368 3,71209 3,15209
0,015873 3,80618 3,37618
0,017182 3,79239 3,45239
0,0125
pKi(extr.) = 3,67 | pKa(extr.) =2,97
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Obr. 20 : Spektra MD 72/1I1 Roztoky v rozmezi pH 2 — 7 (fedéni 1 : 9) méfena

proti ptislusnym pufram.
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Obr. 21 : Spektra MD 72/111.

1) 10x ztedény roztok latky MD 72/II1 méfeny proti vod¢ (Cerna kiivka),

2) roztok latky MD 72/I11 v HC1 0,1 mol/l (v pomé&ru 1 : 9) méfeny proti HCI 0,1 mol/l
(Cervena kiivka),

3) roztok latky MD 72/1I1 v NaOH 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méteny proti NaOH
0,1 mol/l (modra ktivka)
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22

Spektra MD 72/l v chloroformu méfena metodou extrakéni

spektrofotometrie.
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4.7 pK MD 74/111

Latka MD 74/111 je nerozpustna ve vod¢. Pro stanoveni jeji pK hodnoty byla

pouzita smés vody a methanolu v poméru 19 : 6, tj. 24 % methanolu; 16 : 9, tj. 36 %

methanolu a 13,5 : 11,5, tj. 46 % methanolu.

V nésledujicich tabulkach jsou uvedeny naméfené hodnoty pfisluSnych velicin a

vypocitané hodnoty pK pro latku MD 74/111.

Tab. 17 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 74/I11

za pouziti 24 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK; hodnoty
3,35 0,000997 | 0,000104 4,28 0,000447 3,26
3,44 0,000987 0,000206 4,02 0,000636 3,31
3,55 0,000978 0,000306 6,89 0,000282 3,37
3,67 0,000968 | 0,000403 3,82 0,000213 3,43
3,85 0,000959 0,000500 3,81 0,000141 3,55
4,12 0,0000950 | 0,000594 3,90 0,000076 3,74
4,63 0,000941 | 0,000686 4,20 0,000023 4,14

koncentrace plivodniho roztoku = 0,00101 mol/l

pH na zacatku pokusu = 3.28

Vysledné pKy = 3,95

Vysledné pK; = 3,44
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Tab. 18 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 74/I11

za pouziti 36 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,48 0,00100 0,00013 4,31 0,000331 3,55
3,60 0,00099 0,00025 4,07 0,000251 3,59
3,75 0,00098 0,00037 3,97 0,000178 3,68
3,99 0,00097 0,00049 3,98 0,000102 3,80
4,44 0,00096 0,00061 4,20 0,000036 4,13

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00101 mol/l Vysledné pK; = 4,11

pH na zacatku pokusu = 3,40 Vysledné pK; = 3,75

Tab. 19 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD 74/I11

za pouziti 46 % methanolu.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK; hodnoty
3,72 0,000834 0,00013 4,45 0,000191 3,92
3,87 0,000825 0,00025 4,23 0,000135 3,93
4,16 0,000817 0,00037 4,24 0,000070 4,10
4,64 0,000810 0,00049 4,45 0,000023 4,40

koncentrace piivodniho roztoku = 0,00 84 mol/l Vysledné pK; = 4,34

pH na zacatku pokusu = 3,60 Vysledné pK; = 4,09
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Extrapolace potenciometrickych méreni na nulovou koncentraci methanolu

Konc. MeOH pK1 pK, 1/D log H,O
0,24 3,95 3,44| 0,014577| -0,11919
0,36 4,11 3,75| 0,015873| -0,19382
0,46 4,34 4,091 0,017182| -0,26761
1/D pK; + log H,O pK + log H,O
0,014577 3,83081 3,32081
0,015873 3,91618 3,55618
0,017182 4,07239 3,82239
0,012500
pKi(extr.) = 3,63 |pKy(extr.) =292

Owverlaid Sample Spectra
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Obr. 23 : Spektra MD 74/111 v rozmezi pH 2 — 7 (fedéni 1 : 9) méfena proti piislusnym

pufrim.
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Obr. 24 : Spektra MD 74/111.

1) 10x ztedény roztok latky MD 74/II1 méfeny proti vode¢ (Cerna kiivka),

2) roztok latky MD 74/I11 v HCI 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méteny proti HCI 0,1 mol/l
(Cervena kiivka),

3) roztok latky MD 74/II1 v NaOH 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méteny proti NaOH
0,1 mol/l (modra ktivka)
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4.8 pK latky MD X

Latka MD X je rozpustna ve vodé. Pro stanoveni jeji pK hodnoty nebyl pouzit

methanol.
V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny namétené hodnoty prislusnych veli¢in a

vypocitané hodnoty pK pro latku MD X/III.

Tab. 20 : Naméfené hodnoty pfislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD X/III

pii prvnim méieni.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
3,41 0,00105 0,000105 4,36 0,000389 3,46
3,46 0,00104 0,000208 4,06 0,000347 3,40
3,52 0,00103 0,000309 3,89 0,000302 3,36
3,58 0,00102 0,000408 3,76 0,000263 3,30
3,65 0,00101 0,000505 3,65 0,000224 3,24
3,71 0,00100 0,000601 3,53 0,000195 3,12
3,78 0,00099 0,000694 3,41 0,000166 2,96

koncentrace ptivodniho roztoku = 0,00107 mol/l Vysledné pK; = 3,66

pH na zacatku pokusu = 3,36 Vysledné pK, = 3,26
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Tab. 21 : Naméfené hodnoty piislusnych veli¢in a vypocitané hodnoty pK MD X/III

pfi druhém méfeni.

pH hodnoty CHA CoH pK; hodnoty [H'] pK: hodnoty
2,84 0,0103 0,000105 4,83 0,00145 3,59
2,97 0,0102 0,000208 4,65 0,00107 3,81
3,11 0,0101 0,000309 4,61 0,000078 4,03
3,26 0,0100 0,000408 4,63 0,00055 4,23
3,35 0,0099 0,000505 4,62 0,00045 4,32
3,47 0,0099 0,000601 4,66 0,00039 4,42
3,57 0,0098 0,000694 4,69 0,00027 4,53
3,69 0,0097 0,000786 4,74 0,000020 4,63
3,80 0,0096 0,000876 4,80 0,00016 4,71
3,90 0,0095 0,000965 4,85 0,00013 4,79
4,02 0,0094 0,001050 4,92 0,00010 4,88
4,12 0,0093 0,001140 4,97 0,00008 4,94
4,27 0,0092 0,001220 5,09 0,00005 5,07
4,43 0,0092 0,001300 5,21 0,00004 5,20

koncentrace piivodniho roztoku = 0,01045 mol/l

pH na zacatku pokusu = 2,74

Vysledné pK; = 4,81

Vysledné pK, = 4,51
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Obr. 25 : Spektra MD X/I1I.

1) 10x zifedény roztok latky MD X/III méteny proti vodé (¢erna kiivka),

2) roztok latky MD X/III v HCI 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méteny proti HC1 0,1 mol/l
(Cervena kiivka),

3) roztok latky MD X/IIT v NaOH 0,1 mol/l (v poméru 1 : 9) méfeny proti NaOH
0,1 mol/l (modra ktivka)
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Tab. 22 : Piehled ziskanych hodnot pK studovanych latek v§emi pouzitymi metodami.

pKi — pK2 — pK - pK — extrakéni
Latka potenciometrie | potenciometrie | spektrofotometrie | spektrofotometrie

PoK 3,18 2,96

MD /111 3,1 3,19

MD 24/111 416 3,62

MD 18/111 4,99 4,73 4,31

MD 5/111 3,58 2,77 9,14

MD 72/111 3,67 2,97

MD 74/111 3,63 2,92

MD X 4,81 4,51
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5. DISKUZE
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V této diplomové praci byly stanovovany hodnoty disociacnich konstant
kyseliny pyrazin-2-karboxylové a jejich derivati. Ke stanoveni disocia¢nich konstant
byla pouzita pfedevSim  potenciometrie, spektrofotometrie a  extrakcni
spektrofotometrie.

U casti studovanych latek byla problémem jejich rozpustnost ve vode. Pokud se
latka nerozpoustéla ani v horké vodé, bylo nutné rozpustit ji ve smési vody a methanolu.
Cista destilovana voda se jako rozpoustédlo osvédéila jen u étyf latek (P2K, MD /111,
MD 24/111, MD X). U zbylych latek byla jako rozpoustédlo pouzita smés voda/methanol
(MD 18/111, MD 5/111, MD 72/111, MD 74/11I). Méteni zdanlivych disociacnich konstant
ve smési voda/methanol bylo provedeno pfi tfech riznych pomérech slozek této smési.
do 40 % objemovych, bylo nejprve provadéno méfeni piico nejniz§im obsahu
methanolu. Nasledné byl pti méfenich obsah methanolu v rozpoustédle navySovan,
vzdy pfiblizné o 10 %, aby bylo mozno provést extrapolaci na nulovy obsah methanolu.
To vedlo u latky MD 5/111 ke zvySeni hodnoty pK o 1 az 2 %, u latky MD 72/I11 o0 2 az
5 % a u latky MD 74/I1 o 4 az 5%. U latky MD 18/IIl se po prvnim navySeném
ptidavku methanolu hodnota pK snizila o 11 %, u druhého ptidavku se zvysila o 4 %
vzhledem k prvnimu vy$§imu ptidavku methanolu. Lze se domnivat, Ze tento jev u latky
MD 18/1I1 je dusledkem piitomnosti sekundarni aminoskupiny v molekule, protoze
U ostatnich latek tato skupina chybi.

Extrapolované hodnoty pK byly u latek MD 5/III, MD 72/111, MD 74/11I nizsi,
nez pK hodnoty ziskané rozpusténim latek ve smési voda/methanol, u latky MD 18/I11
byly naopak vyssi. K nejvétsimu poklesu pK hodnot doslo u latky MD 74/111 - 0 8 %
(za pouziti vzorce 31) a o 15 % (za pouziti vzorce 32) vzhledem k nejniz§imu obsahu
methanolu. U latek MD 72/III a MD 5/III byl pokles pK hodnot totoZzny — 0 4 %
za pouziti vzorce 31) a 0 9 % (za pouziti vzorce 32). Latka MD 18/I1I se opét vymykala.
Zde doslo k narastu pK hodnot — v obou piipadech o 6 %.

Nalezené disociacni konstanty se pohybuji pfiblizn€ v rozmezi od hodnoty pK 3
po pK 5, coz vede k zavéru, ze se jedna o pomérné silné kyseliny. V nedisociované
form¢ se budou vyskytovat pfi hodnotach pH piiblizn€ 1 — 3. To znamend, ze naptiklad
z prostiedi zaludku by se mohly vstiebavat pomérné dobie. Pfi této ivaze je ovSem
tteba mit na paméti, ze v kyselém prostedi se budou protonovat aminoskupiny u latek

MD 18/1I a MD X, ptipadné¢ dusiky pyrazinového kruhu.
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Acidobazické vlastnosti maji vyznam i pii vazbé lé¢iv na plazmatické bilkoviny.
To, ze se jedna o relativné silné kyseliny, zpisobi, Ze by se mohly relativné siln¢ vazat
na albumin.

Tab. 22 uvadi prehled naméfenych pK hodnot tfemi metodami. U latek, které
nebyly rozpustné v Cisté vodég, tato tabulka uvadi hodnoty extrapolované na nulovy
obsah methanolu v rozpoustédle. Je zni patrné, Ze potenciometricky bylo vzdy
dosazeno vysledku, zatimco extrakéni spektrofotometrie a spektrofotometrie byly
uspesné vzdy jen v jednom piipadé. U potenciometrické metody jsou uvadény vzdy dvé
hodnoty pK pocitané bud jednoduchym (pKj;) nebo piesnéjsim (pK,) vzorcem.
Vzhledem k tomu, ze ob&é hodnoty se vétsinou vyznamné lisi, je za spravnou hodnotu
povazovana pKo.

U latky MD X bylo potenciometrické méfeni provedeno dvakrat. Pii prvnim
méfeni vSak vyslednd pK, hodnota vysla nizsi, nez ptivodni pH roztoku latky MD X,
coz je nelogické. Z tohoto diivodu neni toto méfeni zahrnuto v souhrnnych vysledcich.

Pro latku MD 18/11I byly vysledné hodnoty pK ziskdny pomoci potenciometrie a
extrakéni spektrofotometrie. Hodnota pK plynouci z extrakéni spektrofotometrie je
ponc¢kud nizsi (pK = 4,31) nez hodnota pK ziskand potenciometrickym méfenim
(pK1 =4,99; pK; = 4,73), avSak shodu hodnot ziskanych obéma metodami je mozné
povazovat za dobrou.

U latky MD 5/1II bylo dosazeno hodnot pK dvéma metodami. Zde byly ziskany
zcela odlisné hodnoty. Potenciometrickym métfenim jsme ziskali hodnoty pK; = 3,58 a
pKy = 2,77. Pomoci spektrofotometrie pak hodnotu pK = 9,14. Hodnota ziskana
potenciometricky je pK hodnotou karboxylové skupiny, zatimco spektrofotometricky
ziskana hodnota pK odpovida skupiné fenolové.

Potenciometrickd metoda se podle vysledka této diplomové prace ukazuje jako
obecné pouzitelna, protoze poskytla hodnoty pK u vSech studovanych latek. Obé
optické metody naproti tomu byly pouzitelné jen velmi omezené. V ptfipadé metody
UV-VIS spektrofotometrické nebylo ve vétSin€ piipadii mozné najit analytickou
vlnovou délku, protoZe molekulové a ionizovana forma studovanych 1é¢iv se vyrazné
neliSily ve svych absorpcnich spektrech. Ziskani pK hodnoty fenolové skupiny
v molekule latky MD 5/I11 touto metodou je ovSem piijemnou skute¢nosti.

V piipadé extrakeni spektrofotometrie nebyla ve vétSin€ pfipadi nalezena A-pH
ktivka v takovém priib&hu, ktery by umoznoval vyhodnoceni pK. Je ovSem tfeba mit

na zieteli skutecnost, Ze experimenty byly komplikované;si, nez se ptivodné ocekavalo.
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Nebylo totiz mozné provadét je klasickou zkumavkovou metodou [13], protoze
chloroformova faze absorbovala pfi nizSich vlnovych délkach, na které spektrofotometr
Spekol, vybaveny k métfeni absorbanci ve zkumavkach, jiz nestacil. Proto bylo tieba
chloroformovou fazi ze zkumavek odsat a méfit pomoci spektrofotometru HP 8453
V béznych uzavienych kiemennych kyvetdch. Tyto dodatecné manipulace patrné vnesly
do méfeni vyznamnou chybu. Pozitivni skutecnosti naopak je, ze se podafilo zméfit
hodnotu pK u latky MD 18&/III, ktera byla rozpusténa ve smésném rozpoustédle
methanol/voda.

Jen u jediné latky, kyseliny pyrazin-2-karboxylové, je mozné provést srovnani
hodnoty pK namétené v této praci a jeji literarni hodnoty. Literarni hodnota [17] je 2,91
- coz se velmi dobfe shoduje s hodnotou 2,96 z této prace. Na zakladé této shody je

mozné se domnivat, ze pK hodnoty méfené v této praci jsou dostate¢né spravné.
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6. ZAVER
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Cilem této diplomové prace bylo nalézt hodnoty disociacnich konstant kyseliny
pyrazin-2-karboxylové a jejich derivati za pouziti vody ¢i smési methanol/voda jako
rozpoustédla. U latek nerozpustnych ve vodé byly odzkouseny tfi riizné poméry vody a
methanolu.

U vSech latek se podafilo zméfit hodnoty pK potenciometrickou metodou. Jen
V jednom piipadé byla hodnota pK zjisténa také metodou extrakéni spektrofotometrie a
Vv jednom piipad¢ byla zjisténa hodnota pK jiné funkcni skupiny spektrofotometrii
v UV-VIS oblasti. Vzhledem k témto skute¢nostem nebylo mozné provést kvalitni
porovnani jednotlivych pouzitych metod.

Shoda literarni a naméfené hodnoty pK kyseliny pyrazin-2-karboxylové je
kriteriem spravnosti hodnot pK zjisténych potenciometrickou metodou v této praci.

Nameétfené hodnoty pK budou pfeddny na katedru farmaceutické chemie a
kontroly 1é¢iv, kde budou spolu s dalSimi parametry slouzit k vyhodnoceni postupu

dalsiho vyzkumu studovanych lé€iv.
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