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1 Uvod

Cilem bakalarské prace je popsat vyznam a stanoveni disociacnich konstant 1€¢iv. VétSina
1é¢iv jsou slabé kyseliny nebo zdsady a jejich acidobazické vlastnosti maji vliv na jejich
farmakokinetiku, farmakodynamiku a zaroven popisuji, jestli se dané 1éCivo za konkrétnich
podminek bude vyskytovat v ionizované ¢i neionizované forme. Disociacni konstanta urcuje
kde a za jakych podminek bude dochazet k absorpci, distribuci a vylucovani z téla, a proto
jejich stanovené hodnoty jsou zadany farmaceutickymi firmami ¢i 1ékafem. Napt. slabé
kyseliny se 1épe adsorbuji v kyselém prostiedi Zaludku, neZ v zasaditém prostiedi stiev.

Nejstarsi, ale stale nejcastéji pouzivanou metodou je potenciometricka titrace [1-7].
Mezi dal$i hojné uzivané metody patii UV/VIS spektrofotometrie [4,7-17], kapalinova
chromatografie [4,18-22], kapilarni elektroforéza [23-28] a NMR [29-32].

V experimentalni ¢asti tato bakalaiska prace ukazuje jako piiklad potenciometrickou

titraci kyseliny acetylsalycilové v organicko-vodném prostiedi.
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2 Teoreticka cast

2.1 Lécivo

Lécivo je latka ¢i smés léCivych latek nebo 1éCivy piipravek. Je uréeno k piiznivému
ovlivitovani zdravi lidi nebo zvifat. LéCivou latkou se rozumi latka piirodniho nebo
syntetického charakteru s farmakologickym uc¢inkem na organismus. V odborné literatuie
nebo ve firemni dokumentaci se lé¢iva latka oznaCuje jako API (Active Pharmaceutical
strukturou. Pouze API podléha zkoumani disociacnich konstant [33]. Kromé API kone¢na
forma Iéku obsahuje jesté dalsi pomocné latky bez vlastniho ucinku, které napomahaji jeji

vyrobé, aplikaci, uchovavani apod. Pro kazdou 1ékovou formu jsou specifické pomocné latky.

2.2 Disocia¢ni konstanta

Pro spravné vysvétleni farmakologickych jevi jako je absorpce, distribuce a eliminace je
Casto pro lékafe tieba znat disocia¢ni konstantu. Je jednou z dulezitych veli¢in slouzici
Kk popisu vlastnosti 1é¢iva a poznatky o jeho pK, jsou vyznamné i pro samotnou vyrobu
lékovych forem. VétSina 1éCiv jsou slabé kyseliny nebo zasady. V zavislosti na pH se mohou
vtéle vyskytovat vionizované <¢i neionizované formé. Ionizované molekuly jsou
hydrofilné;jsi, neionizované molekuly jsou naopak lipofilnéjSi. Neionizované formy sndze
ptechazeji fosfolipidovymi membranami [34]. Vysledkem je, Zze za rovnovazného stavu se
bude lisit celkova (ionizovana + neionizovand) koncentrace latky v riznych kompartmentech
(prostorech). Bazické 1é¢ivo bude koncentrovano v kompartmentu o niz§im pH a naopak.
Disociaéni konstanta je rovnovazna konstanta disocia¢ni reakce HA <> H™ + A, ktera

charakterizuje slozeni reak¢ni smési po dosaZzeni chemické rovnovahy [35].

2.2.1 Makroskopicka konstanta

O makroskopické konstant¢ mluvime piedevsim u latek, které maji jedno centrum schopné
disociace (acidobazicka rovnovaha) a je popsana rovnici:
HA < HT +A” (1)

Disociaéni konstanta K, je definovana vztahem
12



_ 2tfas
K= (2)

f; = X ¥ o (3)

kde a; znaci aktivitu iontu, y; aktivitni koeficient a X; molarni zlomek. Aktivita je veliCina,
ktera popisuje miru interakce iontli v roztoku s okolim. Zavisi na okoli a je dana kovalentnimi
a elektrostatickymi interakcemi. T.zn., ze reaktivita iontu obklopeného molekulami
vyrovnaného rozpoustédla (voda, alkoholy...) bude jina nez u iontu obklopeného protofilnim
rozpoustédlem jako je tfeba kapalny amoniak. Aktivita ionti je zavisla na iontové sile roztoku

dle limitniho Debye-Hiickelova vztahu pro stfedni aktivitni koeficient:

—logy, = Alz.z_IV1, (4)

kde A je tabelovana hodnota zavisla na teploté, z+ a z. znac¢i naboje kationtii a aniontd a | pak

iontovou silu roztoku definovanou vztahem:

[=1%" . €..Z2, (5)

- I=EL L ]
-

kde c; zna¢i molarni koncentraci, zi mocenstvi iontu. Tento vztah lze uzit pouze, je-li hodnota
iontové sily nepfevysuje 0.01. V opacném piipad€ uzijeme rozsifeny Debye-Hiickellv vztah:

. __Alz,z_|NT
logy, = e T CL (6)

kde B znaci tabelovanou hodnotu zavislou na teploté, d efektivni primér iontu a C vysolovaci
konstantu. Pokud je roztok dostate¢né ziedény (¢ < 10° mol-l'l) je mozné aktivitu povazovat
za jednotkovou a disociacni konstantu pak lze vyjadiit pouze s vyuzitim rovnovaznych
koncentraci:

[#*1la”]

KE = [,HH,] : (7)

Zlogaritmovanim rovnice (2) ziskame Henderson-Hasselbachovu rovnici:

pH = pKa + log%. 8)

2.2.2 Mikroskopicka konstanta

V asymetrickych molekulach s minimalné dvéma centry schopnymi disociace, které zaroven
splituji podminku, Ze rozdil mezi pKayn @ pKan+1 neni vétsi nez tii, lze sledovat vyskyt konstant
mikroskopickych. Typickymi zastupci s dvéma centry schopnymi disociace a zaroven télu

vlastnimi jsou a-aminokyseliny.
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Obr. 1 Postupna disociace latky s dvéma centry schopné acidobazické rovnovahy.

Z obrazku 1 je zifejmé, ze mezi HAH a A? se nachazi ¢tyfi mikroskopické konstanty. Napf.
konstanté K, a odpovida vztah:

[H*1HAT]

KE,A = [HaH] (9)

a dle stejného principu lze vypocitat mikroskopické konstanty K, g Kj ¢, Ka p. Mikroskopické
konstanty se dale ptepocitaji na makroskopické Ka a K.
Kr.zi = KEA + KE.E' ’ (10)

Krﬂ = Kﬂf + KED ! (11)

14



2.3 Léc¢ivo v organismu

2.3.1 Transport lé¢iv

Organismus se povazuje za soustavu vzajemné propojenych kompartmentd, ve kterych se
dané latky chovaji zcela specificky. Mezi hlavni kompartmenty fadime krevni plazmu (event.
I krev), intracelularni a extracelularni tekutiny, tukovou tkan. Jednotlivé kompartmenty jsou
od sebe odd¢leny bariérami, které maji pro rizné typy latek rozdilnou propustnost. Témito
bariérami jsou nejcastéji membrany.

Stavba membrany je patrné nejlépe popsana v ramci tzv. mozaikového modelu [33],
ktery fika, Ze je tvofena dvojitou vrstvou fosfolipidl, jenz jsou k sobé poutany hydrofobnimi
interakcemi a proteiny (fungujici jako enzymy, iontové kandly, pumpy, receptory apod.),
které se mohou v ramci jedné vrstvy relativné volné a nahodile pohybovat. Polarni, hydrofilni
skupiny (tzv. ,hlavy”) molekul fosfolipidi sméfuji vné membrany, hydrofobni alkylové

fetézce jsou orientovany do nitra dvojvrstvy [36].

o
el

Obr. 2 Struktura membrany. Lipidova dvojvrstva (1) s integralnimi (2) a perifernimi (3) bilkovinami. Ptiklad
transmembranové integralni bilkoviny (4) vytvafejici kanal v membrané. Na vngjsi strané membrany jsou
vazany sacharidy na bilkoviny (5) a nepolarni ¢asti nékterych lipidi (6). Vnitfni strana membrany byva

zpevnéna vlaknitymi bilkovinami (7). Pfevzato z [33].
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Latky (v€etng 1éCiv) se snazi dostavat dovnitf/vné membrany riiznymi mechanismy. Existuji
¢tyfi hlavni zplisoby piestupu latky pfes membranu, ale pro vétSinu léCivych latek je
podstatna predevsim difuze ptes lipidy (pasivni transport) a transport pomoci prenasecu.
Pasivni transport je fizen koncentratnim spadem a neni tieba dodavat energii, cehoz ve velké
mife vyuzivaji ptedevsim lipofilni latky. Oproti tomu aktivni transport mize probihat i proti
koncentra¢nimu spéadu, ale je nutné dodéavat energii (ATP). Pfechod iontovymi kanalky ma
prakticky vyznam pievazné pii eliminaci latek ledvinami.

Mezi vyznamné transporty fadime téZ pinocytozu. Substance, ktera se musi dostat vné
(exocytoza) nebo dovniti (endocytoza) bariéry se obali latkou, ktera svym slozenim

pfipomind membranu.

T

exocytoza
endocytéza

Obr. 3 Endocytdza a exocytdza - schéma transportu latky (A) pfes membranu. Prevzato z [33].

2.3.2 Osud léciva v organismu

Osud celkové€ ptsobiciho 1é¢iva po jeho podani do organizmu je schematicky znazornén na

obrazku 4.

16



Farmakokineticka faze

w

F 9 - -
Absorpece Distribuce Interakee
5 receptorem

F N ax

~

12 P
N =
:-' b 4 - =
= . ) ) . =
= Disperze Biotransformace Aktivace Stimul =
5 Rozpousténi Metabolismus =
] =
S =
=1 &
= =
- .J:'

Davka Vyludovani | Inaktivace Uéinek
l
Degradace 4

Obr. 4. Schéma farmaceutické, farmakokinetické a farmakodynamické faze 1é¢iva v organismu. Prevzato z [33].

Osud 1é¢iva vorganismu je ftizen fadou komplikovanych procest. Absorpce latky je
charakterizovéana rychlosti, po jakou dobu ji trva opustit misto, do kterého bylo aplikovano.
S absorpci je blizce spjata tzv. biologicka vyuzitelnost [37]. Udava rozsah, ve kterém 1é¢ivo
dosahne systémové cirkulace. Distribuce (rozptyleni) 1é¢iva v organismu je ovlivnéna
vznikem komplexu protein krevni plazmy + 1é¢ivo. Pevnost této vazby vyjadiuje hodnota

rovnovazné konstanty K.

K =-L (13)

CL.CP’

kde c_ ukazuje na rovnovaznou koncentraci volného 1é¢iva, Cp na rovnovaznou koncentraci
volného proteinu a €. p Na rovnovaznou koncentraci komplexu lé¢ivo/protein

Pouze volné 1é¢ivo miize podléhat biotransformaci a eliminaci a pouze nevazané 1é¢ivo
je uginné. Cim vys§i rovnovazna konstanta K, tim vznika vice komplexu 1é¢ivo-protein, a tim
je tieba do téla dodavat vice ucinné latky, aby bylo dosazeno pozadovaného Géinku. Lécivo
ve volné formé je vystaveno mnoha nespecifickym enzymovym reakcim, pii kterych dochazi
Kk jeho biotransformaci (pfeméné) na hydrofilni latky, které jsou poté schopny exkrece
(vylu¢ovani). Metabolicka pfeména muze vést i k inaktivace/deaktivaci G¢inku nebo naopak
k aktivaci. Jsou znamy i piipady, kdy zneSkodné latky pro organismus vznikne diky

biotransformaci latka toxicka (metanol/formaldehyd) [38].
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2.4 Zpusoby podani

Medicina do soucasnosti vyvinula mnoho zptasobu, jak vpravit Iék do organismu (krevniho
fecisté). Volba metody zavisi pfedev§im na aktualnim stavu lécené osoby a vlastnostech

ucinné latky [39].

2.4.1 Enteralni
2.4.1.1 Peroralni podani

Jedna se o nejcastéji uzivanou metodu podani 1éku predevsim proto, Ze je nejekonomictéjsi a
nejpohodIngjsi. Nékterd 1éCiva nelze timto zpiisobem podévat piredevsim pro jejich fyzikdlni
vlastnosti. Lék musi projit pies travici trakt, kde mize dojit k destrukci zalude¢nimi §t'avami
nebo travicimi enzymy. Jestlize se absorpce uskuteCiiuje pasivni cestou, poté je mozné

absorpci podpoftit podanim 1éku v neionizované podobé¢, kdy je latka vice lipofilni.

2.4.1.2 Sublingvalni podani

Pfi sublingvalnim podani 1ék neputuje do traviciho traktu, jelikoz se aplikuje pod jazyk, kde je
vysoce prokrvena sliznice. Vyhodou je rychly ndstup uCinku a po dosazeni potiebné
koncentrace Ize neprodlené ukoncit vstiebavani dalsi uc¢inné latky. Latka, ktera se podava
sublingvalng je napt. nitroglycerin, ktery vykazuje velkou G¢innost, jelikoz v pfitomném pH

neni ionizovan.

2.4.1.3 Rektalni podani

Leécivo je aplikovano do konecniku, odkud dochazi k absorpci do krve. Podéavaji se vétSinou
takové latky, které by se mohli pusobenim Zalude¢nich §tav znehodnotit nebo pacient neni
schopen 1ék poziit (vyvolava zvraceni apod.) & je v bezvédomi. Casto se této aplikace
vyuziva taktéz u déti. Nekteré latky se aplikovat rektdlné nemohou, jelikoz drazdi rektalni

sliznici.
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2.4.2 Parenteralni

2.4.2.1 Inhalace

Inhalace se nejbéznéji pouzivéa pro uklidnéni dychaciho systému (pii zachvatech kasle) nebo
k dosazeni systémového ucinku (anestézie). Plyny vyvolavajici celkovou anestezii se pies

plice dostavaji do krve a piisobi na organismus.

2.4.2.2 Injekéni podéani

Podle mista podani se d¢li na intraven6zni (nitrozilni), intramuskularni (do svalu) a
subkutanni (pod kuzi). U intraven6zniho podani prakticky nedochazi k absorpci a 1é¢ivo ihned
ucinkuje. Tohoto se vyuziva predevS§im u akutnich problému. Léciva olejovitého charakteru,
suspenze, nebo ta 1é¢iva, ktera srazi krevni slozky, se nesmi podavat intravenozn¢. Naopak pii
aplikaci do svalu nebo pod kazi hraje absorpce roli a kromé bariér, které latka musi projit,

hraje dalezitou roli i disperzni systém.

2.4.2.3 Lokalni podani

Lécivo se aplikuje na povrch organismu (ktze, sliznice). Pfedpoklada se, Ze Gi¢inna latka bude
pusobit jen V misté nebo blizkosti podani. Jedna se o rizné o¢ni/ nosni kapky, masté, zasypy,

naplasti.

2.4.2.4 Piipravky s pomalym uvoliovanim

Jedna se o implantaty operativné vpravené pod kiizi nebo specialni naplasti, které kontinualné
uvolnuji ur¢itou koncentraci l1éku do krve.

Mezi specifické aplikace 1éku patii vaginalni podani a poddni mocovou trubici. Tyto
aplikace jsou uzivany predevsim pfi lé€eni lokalnich infekei.

Z farmakodynamického hlediska maji 1éciva specificky a nespecificky ucinek.
U specifického ucinku se API navéze na receptor a vyvold piislusny efekt. Latky, které

po navazani na receptor vyvoldvaji podobné/stejné uclinky endogenni latky, nazyvame
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agonisty. Latky, které brani ucinku endogenniho pilisobeni, nazyvame jejich antagonisty.
Nekteré typy 1é¢iv plisobi nespecificky a jejich ucinek vyplyva pouze z obecnych fyzikalné-

chemickych vlastnosti. Typickymi zastupci jsou inhala¢ni anestetika, antacida a absorbenty.
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3 Instrumentalni metody ke stanoveni disocia¢ni konstanty

V dne$ni dobé existuje mnoho instrumentalnich metod, kterymi lze disociacni konstantu
stanovit. Léciva byvaji vSak prevazné molekuly bazického ¢i kyselého charakteru, které se
cca. 102 mol-I* (napf. potenciometrie) a nizkokoncetracni cca. 10 mol-I* (napf. kapalinova

chromatografie HPLC).

3.1 Predikce disocia¢nich konstant

V soucasné dob¢ se pied samotnym stanovenim disociacnich konstant 1é¢iv provadi tzv.
predikce neboli hruby odhad pKa na zakladé struktury a fyzikélné-chemickych vlastnosti
slouCeniny. Programy jsou zaloZeny na slozitych chemickych vypoctech, které berou v tivahu
tautomerii, hydrataci molekuly, rezonan¢ni struktury a dal$i. Dosazeny vysledek se porovnava
s databazi tabulkovych hodnot experimentalné stanovenycCh latek a vycisli se disociacni
konstanta. Za tim Gc¢elem se uzivaji volné dostupné programy jako PALLAS [40] , MARVIN
[41], SPARC [42] a ADC/LAB [43].

3.2 Potenciometrie

Potenciometrie je instrumentalni analytickd metoda, kterd je zaloZzena na méfeni
rovnovazného napé€ti €lanku, ktery je zpravidla sestaven z mérné a srovnavaci elektrody.
Elektricky potencial indikacni elektrody zavisi na koncentraci sledované latky a potencial
srovnavaci elektrody je stdle stejny. Rovnovazné napéti, které je rozdilem téchto dvou
potenciall, je mirou koncentrace sledované latky [44].

Dnes se v praxi nevyuziva dvou elektrod, ale pfevazné kombinované sklenéné
elektrody. Sklenéna elektroda patii mezi iontové-selektivni elektrody, které jsou vyrobeny z
membran citlivjch na specificky ion. Schopnost sklenéné elektrody indikovat H® se
zjednoduSené vysvétluje tim, Ze sklenénd membrana (vyfouknutd banicka z velmi tenkého
skla) je propustna pouze pro H' ionty. Ve vnitfnim elektrolytu je ponofeny sttibrny dratek

potazeny vrstvickou AgCl. Cim je vétsi kyselost zkoumaného roztoku, tim se dostane vice H'
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iontt dovnitf banicky. lonty CI” membranou neprochdzeji a pro zachovani elektroneutrality
roztoku dochazi k reakci na elektrodé: AgCl(s) + ¢ <« Ag(s) + CI. Jestlize je elektroda
ponoiena do kyselého roztoku tak reakce bude probihat zprava doleva a spotiebuje se vice
elektronti ze stiibrného dratku a elektroda ziska kladnéjsi napéti. Naopak v zasaditém

prostiedi nadbytek C1” bude své elektrony odevzdavat a na elektrodé bude zaporné&jsi napéti.

-

otvor k pinénl elektrolytu srovnavaci elekirody
{(KCI)
srovnavaci argenichloridova alekiroda

vnitfni argentchlioridova elekireda

vnitinl roztok srovnavaci argentchloridové

elektrody

frita srovnavaci elektrody

. vnitfni roztok sklen&né elektrody (HCI)
& —— skienéna membrana

Obr. 5Schéma kombinované sklenéné elektrody. Pfevzato z [44]

Pti ponofeni elektrody do méfeného roztoku vznikd mezi vnéj$i a vnitini stranou sklenéné
membrany potencidlovy rozdil, jehoz velikost je iméra rozdilu pH méfené¢ho a vnitiniho
roztoku. Ponévadz roztok uvniti elektrody je vzdy stejny, zavisi vysledny potencial pouze na
hodnoté pH méfeného roztoku. Rovnice pro vypocet pH vychazi z Nernstovy-Petersonovy
rovnice:

RT 5 Gred

E=E" (14)

1
nF Box

kde E znagi elektrodovy potencial elektrody, E° standardni elektrodovy potencial, R molarni
plynovou konstantu (8,314 J-K*mol™), T teplotu v Kelvinech, n pocet vyménénych
elektront, F Faradayovu konstantu (96485 C:mol™), a aktivitu oxidované & redukované
formy.

Po mirné upravé a dosazeni vznikne vztah, ze kterého z elektrodového potencialu
dopocitam pH:

_ g,314.298
E=0+ 1.56485 lagc:r,H+, (15)
E = —0,05916 pH, (16)

Konec¢na rovnice je platna za standardniho tlaku a teploty. Spolecné s molekulovou absorp¢ni
spektroskopii je potenciometrie nejspolehlivéjsi (pfesnou a spravnou), a proto nejuzivanéjsi

metodou pro stanoveni disociacni konstanty. Principem je potenciometrickd titrace. Ze
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spotieby titratniho cinidla a zméfenych hodnot pH se vyjadii potenciometricka kiivka
(sinoida), ze které se vypocte disociacni konstanta. Potenciometricky nemohou byt stanoveny
extrémné kyselé ¢i  bazické latky, protoze latky Vv takovych oblastech jiz pro
potenciometrickou titraci byvaji nestabilni. Nejvetsi nevyhodou potenciometrické titrace je
nutnost relativné vysoké koncentrace stanovované latky cca 0.01 mol-I™. JelikoZ 1é&iva, API
jsou vétSinou latky hife rozpustné ve vodé, tak se tento problém feSi tzv. Yasuda-
Sheldovskyho metodou [15,45]. Pro vyhodnoceni disocia¢ni konstanty se uziva piedevsim
mezinarodné validovanych programi ESAB2M [46] a HYPERQUAD [47-48].

3.3 Molekulova absorp¢ni spektroskopie

Metoda molekulové absorpéni spektroskopie je zalozena na absorpci elektromagnetického
zateni. Pfi interakci fotond specifické vinové délky s valenéni vrstvou zkoumané latky dojde
k absorpci energie, ktera zpusobi ptechod elektronu ze zakladniho stavu na hladinu excitacni.
Ve spektru poté pozorujeme absorpcni pas s energii odpovidajici rozdilu energii obou stavii
elektronil.

AE=E,—E, =hv, (17)

kde E, ukazuje na energii v excitovaném stavu, E; energii v zakladnim stavu, h Planckovu
konstantu a v frekvenci zafeni. Vnitini energie molekuly je dana souc¢tem tfi druhl energii:
elektronové, vibracni a rotac¢ni. Kazdy elektronovy piechod je doprovazen piechody
vibra¢nimi a rotanimi, jejichz energie se vzajemné lisi o pomérmé malé hodnoty.
RozliSujeme zde Sest zdkladnich prechodi:
1) 6 — c - vyzaduji vysokou energii, pokud molekula obsahuje jednoduché vazby,
V praxi nema vyznam,
2) n— o - pokud molekula obsahuje heteroatomy (O, S, N, X) s volnymi elektronovymi
pary,
3) 1 — - piechod z vazebného do protivazebného orbitalu u vSech nenasycenych
sloucenin (alkeny, alkiny, areny, ketony, karboxylové kyseliny apod.),
4) n — 7 - u slouenin, které obsahuji dvojné nebo trojné vazby, na nichZ se podili
alespon jeden atom s volnym elektronovym parem (-C=0, -C=S),
5) 6 — 7 - symetricky zakdzany,

6) T — o - symetricky zakazany.
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UV-VIS zifeni ma dostateCnou energii fotond, aby excitaci mezi hladinami
zrealizovala. Nelze totiz zabranit tomu, aby se zamezilo energetickym pfechodiim molekuly

do vyssich vibrac¢nich a rota¢nich hladin diky energii fotoni.

excitovana
zakladni
elektronové wibraéni rotacmi
I:I.Iad.i.‘l:l.F |1|ac].i.nf Han:]jnf

Obr. 6 Schéma ptechodu elektronii pti absorpci zafeni molekulou.

Pti kvalitativni analyze hraje vyznamnou roli absorp¢ni spektrum, které je charakteristické
pro kazdou chemickou latku. Pro kvantitativni analyzu je rozhodujici mira absorbance, ktera
je definovana Lambert-Beerovym zakonem:

A=elc, (18)

kde A znaci absorbanci, ¢ molarni absorp¢ni koeficient, | délku kyvety a ¢ koncentraci latky

rotacni hladiny. Absorbance se téz pocita z transmitance:

=2
T=y (19)

kde T znadi transmitanci, @ intenzitu zafeni po vystupu z kyvety, @ intenzitu zafeni pied
vstupem do kyvety. Po nasledném zlogaritmovani transmitance se vy¢isli absorbance

A =logT, (20)
UV/VIS spektrofotometrie méa nespornou vyhodu predevsim Vv tom, Ze latka se mlize meéfit i
Nezbytnou podminkou, kterd musi byt v této metod¢ splnéna, je piitomnost UV- aktivniho
chromoforu v blizkosti mista, kde dochazi k protonacni/disociaéni rovnovaze. Jako
chromofory se oznacuje skupina atomil, které je schopna absorbovat elektromagnetické zafeni

a obsahuje m-elektronovy systém konjugovanych nasobnych vazeb. U 1é¢iv neni vyjimkou, Ze
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se v molekule vyskytuji substituenty s volnym elektronovym parem (-Cl, —OH, -NH, atd.),
kterym fikdme auxochromy. Tyto skupiny atoml nam komplikuji méfeni, protoze pfi
interakci s chromoforem vyvolavaji posun maximalnich vinovych délek k vys$sim. Jelikoz se
nejedna o separacni metodu, tak je nesmirné dilezita Cistota latky.

V praxi se pii stanoveni disocia¢ni konstanty uziva nékolik postupt. K nejjednodussim
patfi stanoveni pfi maximalni vinové délce, kdy API vykazuje nejvétsi absorbanci. Bohuzel
tuto metodu lze pouzit pouze V ptipadé, jestlize se jedna o jednosytnou kyselinu/bazi nebo o
vicesytnou kyselinu se vzdalenymi disocia¢nimi konstantami.

Pokud se jedna o vicesytnou kyselinu/bazi s blizkymi konstantami je vyhodné&jsi
pouzit metodu méfeni pii vice vlnovych délkach. Vyhodnoceni takového méfeni je
samoziejmé slozit&j$i a je potieba pouziti specialnich regresnich programi jako jsou SQUAD
[49] a SPECIFIT/32 [50].

Experimentaln¢ se uzivaji dvé metody titrace tzv. v kyveté ¢i vné kyvety. Pii
provadéni prvni varianty (uvnitf) je titrace provadéna ptimo v kyveté, kdy je do kyvety
vsunutu elektroda minimalni velikosti a roztokem je michdno téZ miniaturnim mechanickym
michadlem.

Pii titraci vné kyvety se titracni Cinidlo pfiddva do API diky automatizovanému
titratoru do tzv. reaktoru, ze kterého je smés piivadéna Cerpadlem do pratoéné kyvety

umisténé ve spektrofotometru [13].
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3.4 Kapilarni elektroforéza

Radime ji mezi elektroforézni metody. Jde separaéni metodu, ktera rozdéluje latky na zakladé
jejich pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Elektroforeticka pohyblivost nabitych
castic je rychlost pohybu v elektrickém poli. Na zacatku separace jsou vSechny cCastice
V jednom misté, ale po spusténi stejnosmérného elektrického proudu se zahdji separace.
Doptedu se dostavaji ty nabité ¢astice, které maji vétsi pohyblivost (Cim mensi a vice nabita

Castice, tak tim ma vétsi pohyblivost). Tim dochazi k jejich oddéleni:
- +
F1 . F2
Obr. 7 Sily puisobici na nabitou ¢astici

Na nabitou ¢astici o naboji pusobi v elektrickém poli o dané intenzité dvé sily:

F, = Q.E, (21)

kde F; ukazuje na elektrickou silu, Q naboj a E intenzitu.
F, =kv, (22)

kde F, znac¢i odporovou silu vnitiniho prostiedi, k koeficient zavisly na tvaru a velikosti
Castice, V rychlost &astice. Na po¢atku méfent je rychlost v nulova. Castice je uvedena silou F;
do pohybu, ale s rostouci rychlosti se zvétSuje i sila F, tak dlouho az se obé¢ sily ptisobici na
¢astici vyrovnaji a nastane stacionarni stav. Pro pohyblivost ¢astice pu poté vychéazi vztah:
=z, (23)
Pokud se méfeni zapocne zkoumanim nenabité molekuly, tak je mobilita nulova, ale diky
rostouci ionizaci se mobilita zvétSuje. V roztocich slabych elektrolytti jsou vedle sebe
disociované (nabité) a nedisociované (nenabité) molekuly. Pro jednosytnou slabou kyselinu
plati:
Bopr = LyXi gy (24)

26



kde znaci uer efektivni mobilitu, X;j podil jednosytné kyseliny ve formé aniontu, ua. i
elektroforetickou mobilitu aniontu. Podil jednosytné kyseliny ve formé aniontu se dopodita

pomoci vztahu:

K
X = ,
[H*]+E,

(25)

Naslednym sloucenim rovnic dostaneme vztah, ze kterého jiz ziskame disocia¢ni konstanty:

pa- 107 PRE

Faff = 1p-rHa gqp-pH (26)

Efektivni mobilita se stanovuje experimentalné ze znalosti celkové délky kapilary, efektivni
délky kapilary (k detektoru), vlozeného napéti, migracniho ¢asu zkoumané latky a markeru.
Jako marker se nej€astéji pouziva metanol.

Kapilarni elektroforéza je dnes oznacovana za nejvyhodnéj$i metodu stanoveni
disocia¢nich konstant malo rozpustnych latek, a proto je ¢asto uzivanou metodou. Nespornou
vyhodou této metody je, ze neni potieba rozpusténi celého mnozstvi zkoumané latky.
Elektroforetickd mobilita se méni s hodnotou pH. Zméfené pohyblivosti zaneseme do grafu
vaci pH elektrolytu. Uvedena zavislost se prolozi sigmoidalni kiivkou a z inflexniho bodu se
ziska hodnota pH, kterd odpovida disocia¢ni konstanté. Kapilarni elektroforézy se vyuziva
hojné i proto, Ze K analyze sta¢i malé mnozstvi vzorku (ng). Koncentrace zkoumané latky je

omezena pouze schopnosti detektoru latku postiehnout. Stejné jako u chromatografie nemusi

byt latka dokonale Cistd, jelikoZ se jedna o separa¢ni metodu.

3.5 Kapalinova chromatografie

Kapalinovéa chromatografie je nejuzivangjsi separa¢ni metoda. Ve vétSing piipadi se pouziva
kolonova chromatografie, kde kolona je izkd trubice naplnéna sorbentem. Mezi malymi
Casticemi sorbentu ve stacionarni fazi v koloné protéka kapalina zvana mobilni faze. Pfi
nejbeéznéjsi eluéni metodé se vzorek vstiikne na zacatek kolony a je undSen pftislusSnou
mobilni fazi do kolony. Tady se latka zdrZuje v zdvislosti na velikosti retence. Velikost

retence ¢i zadrzeni je zéavisla na distribu¢ni konstanté K:

K ===, (27)

Rm

kde K znac¢i distribu¢ni konstantu, ns latkové mnozstvi ve stacionarni fazi, np latkové
mnozstvi v mobilni fazi. Pro zadrzeni latky v kolon¢ je tedy rozhodujici distribucni konstanta

K. Cim vys$$i K, tim se latka vice zadrzuje ve stacionarni fazi a ma vyssi reten¢ni faktor.
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Mobilni faze vystupujici z chromatografu jde do detektoru, ktery na zéklad¢ fyzikalné

chemickych zmén indikuje piitomnost piisluSnych slozek. Tyto zmény se zapisuji do

chromatogramu.
‘©
=
2
%)
I
Tm T, Cas

Obr. 8 Ty,- mrtvy retencni ¢as. Slozka, ktera neni na kolon¢ zadrzovana ma stejny retenéni ¢as jako mobilni faze

a tento Cas se nazyva mrtvy, T,- retenéni Cas. Je to doba, za kterou projede latka (zadrzovand na sorbentu)

kolonou.

Z redukovaného reten¢niho faktoru lze vypocitat reten¢ni faktor k pro danou latku.

= (28)

kde k znaci reten¢ni faktor, T,  redukovany retencni ¢as (rozdil T a Tp) a Ty mrtvy retenéni
cas

Retencni faktory jsou Casto pouzity pro identifikaci latek, jelikoz dana latka ma za urcitych
podminek charakteristicky reten¢ni faktor. Pro jednosytnou kyselinu miizeme retenéni faktor
popsat pomoci rovnice:

k=2xpakys + Xpa-ky (29)

kde Xpa zna¢i molarni zlomek kyseliny, Xa- molarni zlomek aniontu, kya retenéni ¢as kyseliny,

Ka- reten¢ni Cas aniontu. Pro dopo¢itani molarnich zlomka jsou nezbytné vztahy:

10 (pEg-pH)
YHA T qoPRapH) ' (30)
1
Xg- = 1+10(FEa+pHD (31)
Slouc¢enim uvedenych vztahil ziskdme:
L — ka0 PHeg, 1p7PHe 39
- 10-PH 419-PEa (32)

28



Podstatou stanoveni disociacni konstanty pK, latky pomoci kapalinové chromatografie je
sledovani zmény reten¢nich faktora v zavislosti na pH mobilni faze [19,51].

vuci fazim. Kapalinové chromatografie pro stanoveni disociacnich konstant se vyuziva jen pro
malé mnozstvi sloucenin. Vyhodou je, ze latky nemusi byt dokonale ¢isté, jelikoz se pritomné
necistoty rozdéli na zéklad¢ retence ve stacionarni fazi a neni velkym problémem ani horsi
rozpustnost ve vodé. Smérodatné odchylky jsou vétsi nez u bézné pouzivanych metod jako jsou
potenciometrie a spektrofotometrie. Musime proto volit peclivé pH mobilni faze, abychom nasli
co nejpresnéj$i pK, a nedestalibizovali zkoumanou latku ¢i neposkodili kolonu. Metoda neni
vhodna pro latky dobie rozpustné ve vodé a ve vodné-organickych roztocich s nizkym podilem

organického rozpoustédla, protoze dochazi k prodlouzeni reten¢nich ¢asu.

3.6 Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance je moderni analytickd metoda. Jestlize jsou atomova jadra prvki
obsazena v molekule vystavena magnetickému poli S vysokofrekven¢nim zafenim, mohou
absorbovat zafeni urcitych vinovych délek A. Jsou-li atomy soucasti molekuly, pak absorbované
vinové délky A zavisi na charakteru vazby v molekule. Jadra stejnych atomt vazanych jinym
zpiisobem ¢i na jiné pozici v molekule vykazuji absorpci zareni o rtznych frekvencich
(kvalitativni stanoveni typu vazeb). Kazdé jadro daného prvku/atomu vazané stejnym zplisobem
piispiva k absorpci. Dle intenzity absorbovaného zafeni lze stanovit pocet atomi stejného
charakteru tzn. kvantitativni stanoveni.

Radiofrekvenéni zafeni absorbuji pouze atomy s nenulovym magnetickym momentem,
které maji nenulovy jaderny spin I. Radime sem jadra s lichym nukleonovym ¢&islem (soudet
protonil a neutrontl v jadie je lichy). Nejlépe méfitelna jadra jsou takova, ktera spliuji podminku
1=1/2 (*H, 3C, ®N...). Poté se hovoii o *H-NMR, *C-NMR, °>N-NMR spektroskopii.

V praxi je kapalny vzorek umistén mezi poly silného elektromagnetu. Plsobenim
magnetu dochdzi k energetickému oddéleni mezi obéma spinovymi stavy. Vzorek je ozafovan
vysokofrekven¢nimi pulsy — piedavani energie vzorku = excitace a stim spojena nasledna
relaxace. Tato energie je registrovana v zavislosti na ¢ase a je pfevedena na spektrum (intenzita

signalu na frekvenci).
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Vzorek se nachazi v rotujici kyveté. Po zméfeni hodnot Se na osu X NMR spektra nanese
chemicky posun:

§="—"2 (33)

kde J znaci chemicky posun, v naméfenou frekvenci, vy frekvenci odpovidajici standartu, f
frekvenci piistroje. Piepocet zajist'uje stejny chemicky posun na riznych piistrojich. Na osu y je
chemicky posun (kvalita) a intenzita signalu (kvantita). Chemicky posun je vysvétlovan
rozdilnym stinénim jader.

'H-NMR se uZiva pro stanoveni 1é&iv, které se prezentuji jako silné kyseliny a jejich
disociace probiha v rozmezi pH 0-2. Pfi tak nizkém pH je stanoveni pK, ostatnimi metodami jiz
obtizné. Principem je sledovani chemického posunu o V zavislosti na pH. Disociaci molekuly se
méni chemicky posun [29,52]:

pEo-pH
_ _ '5)'-:1—+1|}F e 'SHA
Opmig = Xpga -Oma T %48, =

(34)

1+10PKa-pH >

kde Xpa ukazuje na molarni zlomek kyseliny, Xa- molarni zlomek aniontu, dna chemicky posun
kyseliny, da. chemicky posun aniontu. Pokud se prométi fada vzorkd s ménicim se pH je ziskan

vztah odpovidajici modifikované Henderson-Hasselbachové rovnici:

54 —Bmar
K, = pH + log 3*—"=, (35)

Analyzu jednosytnych kyselin je mozno zjednodusit konstrukci grafu v zavislosti

chemického posunu na pH a z inflexniho bodu pak urcite pK,. Stanoveni disociacnich konstant

vvvvvv
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3.7 DalSi metody

Zminéné a podrobnéji popsané metody jsou nejvyuzivanéjsimi metodami pro stanoveni pKa.
V nedavné minulosti se uzivalo i metod jako molekulova emisni-absorp¢ni fluorescencni
spektroskopie, kolorimetrie, volumetrie, ¢i konduktometrie. Od téchto metod se vV dnes$ni dobé
upousti predev§im diky tomu, ze tyto metody vykazovaly vys$si smérodatnou odchylku a

nedisponovaly Zadnou zietelnou vyhodou oproti metodam dnes uzivanym.

3.7.1 Molekulova emisni-absorp¢ni fluororescencni spektroskopie

Uziva se zfidkakdy ke stanoveni disocia¢nich konstant. Zakladni a nezbytnou podminkou je, aby
zkoumana API vyzatovala sekundarni emisni zafeni (fluorescenci). Podstatou stanoveni je, Ze se

pii riznych hodnotach pH zaznamenavaji jak emisni, tak absorp¢ni spektra stanovované latky.

3.7.2 Kolorimetrie

Je v dané problematice dnes jiz spise metodou historickou. Jedna se o nejstarsi optickou metodu.
Kolorimetrické stanoveni pH je zaloZeno na tom, Ze n&které organické acidobazické indikatory
v urcitych oblastech pH méni svou intenzitu zabarveni. Na kyvetu se poté sviti jednoduchym

fotometrem a z grafu se vyhodnocuje zavislost absorbance na objemu pfidaného titrantu.

3.7.3 Voltametrie

Elektrochemickd metoda zaloZena na méfeni kiivek zévislosti proudu na potencialu pracovni
elektrody pfti elektrolyze analyzovaného roztoku. Pfi méteni se potencial pracovni elektrody méni
s ¢casem podle urcité funkce (pfi stejnosmerné voltametrii nebo polarografii jde o linearni zménu
potencidlu s ¢asem). Indikace ekvivalen¢niho bodu je zaloZena na méfeni zmén intenzity proudu

v zé&vislosti na objemu pfidaného odmérného roztoku pii konstantni hodnoté.
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3.7.4 Konduktometrie

Metoda zalozena na méteni vodivosti elektrolyti. Pii konduktometrické titraci se méii vodivost
elektrolytu v zavislosti na objemu pfidaného titra¢niho ¢inidla. Inflexni bod se projevi vyraznym

zlomem na titraéni kiivce.

3.8 Stanoveni disocia¢ni konstanty pK, ve vodném ¢i smiSeném prostredi.

Idealnim piipadem by bylo, kdyby se vSechny latky rozpoustély ve vodném prostiedi, které je
télu vlastni. Bohuzel tomu tak vzdy neni a nékteré latky jsou 1épe a jiné naopak hiie rozpustné ve
vod¢. Tento fakt nejvice omezuje stanoveni pomoci ovéfenych metod, proto se osvéd¢il postup,
kdy se pK, stanovi v systému voda-organické rozpoustédlo a poté se prepocita na pK, ve vod¢.
Jako organické rozpoustédlo se prevazné uziva metanol.

Na zéklad¢ zkusenosti v prislusné problematice se casto doporucuje nasledujici postup
meteni. Nejdiive se provede kalibrace elektrody pro kazdou smés voda/organické rozpoustédlo,
ktera bude pouzita pro stanoveni pK, Dulezité je, aby se kalibrace provadéla za stejnych
mozné R (hm. % metanolu), pfi kterém se rozpusti zkoumané 1é¢ivo. Stanoveni psK, se provede
nejméné pro 3 rozdilné hodnoty R (idealné 5-6), pficemZ za maximalni hodnotu R se doporucuje
70%. Vhodné koncentrace 1é&iva pro spravné stanoveni se udavaji okolo 1-5 mmol-1™a nezbytné
je taky pouziti inertniho plynu (dusiku, argonu), aby se zabranilo absorpci CO, jako tomu je pii
stanoveni ve vodném prostiedi. Nasledné se ze zmétfenych psK, dopocitda pK, ovéfenymi

metodami.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie a roztoky

Pro piipravu vsSech pouzitych roztokii byla pouzita redestilovand voda odebrana z centralni

iontové upravy. Redestilovana voda vznikla redestilaci neionizované vody.

Kyselina acetylsalicylova (Aspirin, Acylpyrin, Anopyrin) byla dodana spole¢nosti ZENTIVA,
k.s. (Praha). Deklarovana cistota se blizi 98% a byla stanovena pomoci HPLC. Aspirin je
aromatickd karboxylova kyselina, ktera se pouzivd samostatné¢ nebo v kombinacich jako
analgetikum, antipyretikum a antiflogistikum. Vykazuje téz protisrazlivy ucinek, ktery se vyuziva
ke sniZeni rizika vzniku infarktu.

HyC O
=

OTCH3

0

Obr. 9 Strukturni vzorec kyseliny acetylsalycilové

Mezi nezadouci Uc¢inky patii mozny vznik Zalude¢nich viedi, silnéj$i menstruacni krvaceni a pfi
dlouhodobém uzivani v kombinaci s jinymi léky muze vést k chronické nefritidé a naslednému
selhani ledvin. Vzhledem K riziku Reyova syndromu se nedoporucuje podavani détem do 15 let a
t€éhotnym Zenam. Mechanismus spociva v inhibici enzymu cyklooxygenazy (COX), ktery je
Vv organismu zodpovédny za syntézu prostaglandinli a tromboxant.

Aspirin, chemicky kyselina 2-acetoxybenzoova je bila krystalicka latka mirné rozpustna
ve vodé s molekulovou hmotnosti 180, 160 g~l'1a termodynamickou disociacni konstantou pKaT=

3.49 pii 25°C.

Kyselina chlorovodikova, HCI, 1 mol.dm™, byla piipravena fedénim koncentrované kyseliny

chlorovodikové (p.a., Lachema Brno). Standardizace byla vykonana potenciometrickou titraci na
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navazku pevného HgO za ptitomnosti nadbyte¢ného mnozstvi KI a za souc¢asného probublavani
argonem. Standardni roztok HCI byl ¢erpan ze zasobni lahve. Standardizace probihala dle reakci:
HgO + 4 Kl + H,0 2 2 KOH + K3[Hgl4]
KOH + HCI 2 KCI + H,0

Hydroxid draselny, KOH, 1 mol. dm™, byl pfipraven rozpusténim piesné navazky tuhého KOH
(Aldrich chemical Company, USA) v 11 redestilované vody, ktera byla pied pfipravou
probublavana argonem. Roztok KOH byl uchovavan v polyethylenové ldhvi v exikatoru v
argonové atmosféie. Standardizace tohoto roztoku byla provedena potenciometrickou titraci na
standardizovanou kyselinu chlorovodikovou. Pfipraveny roztok byl za stdlého michani a
probubldvani argonem titrovan standardnim roztokem KOH. Standardni roztok KOH byl ¢erpan
ze zasobni lahve. Bod ekvivalence byl stanoven metodou prvni a druhé derivace. Standardizace
probihala podle stejné rovnice, jako pfi standardizaci KOH.

HCI + KOH 2 KCI + H,0O

Chlorid draselny, KC1 (3M) roztok byl pfipraven rozpusténim tuhé latky (p.a., Lachema Brno) v
redestilované vodé. Roztoky byly pouzivany pro nastaveni iontové sily pfi potenciometrickych

titracich latek.

Standardni komer¢ni pufry byly pouZity 3 rtizné komer¢ni pufry pro kalibraci pH metru:
1) roztok ftalanu draselného

2) NaH,PO4 + NaHPO4

3) roztok boraxu + NaOH

Tabulka 1: Zavislost pH komer¢nich pufrii na teploté

T(°C) Pufr ¢. 1 Pufr €. 2 Pufr¢. 3
25 4.006 6.865 9.180
37 4.025 6.841 9.088
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4.2 Pouzité pristroje a jejich parametry
Digitalni analytické vahy Kern 870

Vsechna potiebna vazeni probéhla na analytickych vahach typu Kern 870. Maximalni vazivost:

83g, dilek skutecny: 0,1 mg, dilek ovétitelny: 1mg.

Obr. 10 Digitalni vaha Kern 870

Digitalni pH-metr Hanna 3220

Ma rozsah: -2.00 az 20.00 pH, £ 2000.00 mV, rozsah teplot: -20 az 120 °C, ptesnost pH-metru: +
0.002 pH, = 0.2 mV.

Obr. 11 Digitalni pH-metr Hanna 3220
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Digitalni ultrazvukova lazei DT52 (BANDELIN)

Pro upravu redestilované vody k meétfeni byl pouzivan digitalni ultrazvukova lazen DTS2

(BANDELIN).

Obr. 12 Digitalni pH-metr Hanna 3220

Termostat Julabo ED-5

Pro udrzeni stalé teploty roztoku v duplikatorovém reaktlirku byl pouzit obé¢hovy termostat ED-5

(JULABO) a pro kontrolu teploty roztoku byly pouZity rtutové teploméry.

Obr. 13 Termostat Julabo ED-5
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Sklenéna solvotroda (Solvotrode easyclean Metrohm)

Solvotroda je elektroda vhodna pro méfeni v nevodnych roztocich, kde dava rychlou odezvu a
stabilni vysledky. Kalibrace byla provedena pomoci standardnich pufrt o hodnotach 4.006
(4.024), 6.865 (6.841) 2 9.180 (9.088) pti 25 C a pii 37 C, respektive, v zavorkach.

/\/

Obr. 14 Sklenéna solvotroda

Pistové mikrobyrety

Pro vlastni méfeni byly pouZity mikrobyrety s pistem typu PK1250 (META, Brno), které
umoznily velmi pfesné davkovani roztoktt KOH, HCI. Polyethylenové kapilarni Gsti mikrobyrety

rrrrrr

zabranilo Uniku titracniho ¢inidla pti odecitani pH.

4.3 Postup potenciometrické titrace
Pred zacatkem potenciometrické titrace byla provedena tfibodova kalibrace pH. Ke kalibraci byly
pouzity komeréné dodavané pufry, které byly vytemperovany podle poZzadovanych podminek na
25 °C. Pro vypocet disociacnich konstant je dilezita vlastni kalibrace elektrody, ktera byla
provadéna potenciometrickou titraci roztoku silné kyseliny odmérnym roztokem silné baze.

Zmena pH béhem potenciometrického stanoveni byla sledovana solvotrodou urc¢enou pro meéfeni
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ve smésném prostiedi. Titracni ¢inidlo bylo do titrovaného roztoku zavadéno tenkou kapilarou,
jez byla ponoiena pod hladinu méfeného roztoku v termostatované nadobce (Obr. 15). Titrovany
roztok obsahoval kyselinu chlorovodikovou, organické rozpoustédlo (metanol) a roztok KCI k
nastaveni iontové sily. Mé&feni bylo provadéno v inertni atmosféie argonu z dtvodu eliminace
CO2. Titrace probihala z kyselé do alkalické oblasti Vv riznych pomérech voda-organické
rozpoustédlo. Pfi zpracovani dat byl vyuzit program MS Excel a HYPERQUAD. Stanoveni pK,
aspirinu probihalo obdobn¢ jako kalibrace elektrody, ale v titrovaném roztoku bylo rozpusténo

presné definované mnozstvi IéCiva.

Aﬂi—;fﬁ L Tl
R
& ! Hz0
H0 || & g B
= .
yd ANy N

Obr. 15 Schéma aparatury pouzivané k potenciometrickému méfeni 1é¢iv: (a) kombinovana sklenéna elektroda, (b)
elektrické michadlo, (c¢) rtutovy teplomér, (d) mikrobyreta, ktera je naplnéna roztokem KOH, (e) duplikatorovy

reaktor, (f) hadicka pro ptivod argonu, (g) méfeny roztok 1é¢iva.
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5 Vysledky a diskuze

Kyselina acetylsalicylova patii mezi 1é¢iva vykazujici jednoduchou disociacni rovnovahu. Jeji
disocia¢ni konstanta je dobfe znama a Ize ji proto uzit pro validaci metody potenciometrické
titrace ve vodné-metanolickém prostiedi.

Ke kalibraci solvotrody byly uzity komeréni pufry pro vodné prostiedi o hodnotach 4.006,
6.865 a 9.180 pti 25 °C. Pfed vlastnim méfeni aspirinu pii rizném obsahu metanolu byla
provedena kalibra¢ni titrace kyseliny chlorovodikové hydroxidem draselnym. Ziskané hodnoty

pH byly pomoci multiparametrické rovnice pH= a+ Sp .H+j;[HT]+ jouk,, /[H']

prepocitany na hodnoty koncentracni pcH. Ziskané kalibra¢ni parametry byly uzity k vypoctu
parametri pii titracich 1éciva ve smésném prostiedi. Po kalibracni titraci nasledovala titrace
aspirinu za naprosto shodnych podminek. VSechny roztoky obsahovaly 0.1 M KCI.

Obr. 16 ukazuje na rozdilnost titracnich kiivek aspirinu ve vodném (Obr. 16a) a 50%
MetOH (Obr. 16b) prostfedi. Grafy rezidui vypovidaji o vérohodnosti nalezenych parametra
programem HYPERQUAD. Distribu¢ni diagramy rozli¢én€¢ protonovanych castic ukazuji na
rozdilnost stanovenych konstant. Zatimco ve vodném prostiedi byla stanovena hodnota 3.38,
v 50% MetOH byla stanovena hodnota 4.29 (Tabulka 2). Nelinearni regresi hodnot ziskanych pfi
rizném obsahu metanolu ve smési byla ziskana rovnice y = 0.0199(0.0003) x + 3.3058 (0.0104)
s korelatnim koeficientem r = 0.9994 (Obr. 17). Vychyleni v hodnotach psK, pii 0 % (wt)
MetOH je pravdépodobné zplisobeno sniZenou presnosti hodnot ziskanych méfenim vodného

roztoku aspirinu solvotrodou, jeZ pro toto prostiedi neni primarné uréena.

Tabulka 2: Stanovené smésné disocia¢ni konstanty pti ruznych obsazich metanolu ve smési. V zavorkach jsou

uvedeny smérodatné odchylky v ¢islicich posledniho platného cisla.

R [wt%] (MetOH) 0 10 15 20 30 40 50

PsKa 3.383(1) 3.497(2) 3.607(1) 3.706(1) 3.914(1) 4.119(1) 4.291(1)
Sigma kritérium 0971 171 1162 0787 0423 0883  1.177
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Obr. 16 (a) Potenciometrické titratni kiivka 5.0-10° aspirinu ve vodném prostfedi, (b) Potenciometricka titraéni
kiivka 5.2:10° aspirinu 50% MetOH, (c) Distribuéni diagram rozlién& protonovanych astic aspirinu ve vodném

prostiedi, (d) Distribuéni diagram rozli¢né protonovanych ¢astic aspirinu v 50% MetOH.

0 10 20 30 RI[% 50

Obr. 17 Hodnoty psK, aspirinu ve smési metanol-voda jako funkce hmotnostniho obsahu metanolu.
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6 Zavér

V bakaléiské praci je popsan vyznam a stanoveni disociacnich konstant 1é¢iv. Stanovené hodnoty
disocia¢nich konstant jsou zddany nejen farmaceutickymi firmami, ale i 1€kafi, jelikoz disociacni
konstanta ovliviiuje chovani lé¢iva v organismu a to pfedev§im absorpci, distribuci a eliminaci.
Acidobazické vlastnosti urcuji, zda a za jakych podminek se bude 1é¢ivo vyskytovat v ionizované
(hydrofilni) ¢i neionizované (lipofilni) formé.

Do dne$niho dne bylo uzito pro stanoveni disociacnich konstant jiz mnoho analytickych
instrumentalnich metod. Od ur¢itych metod se jiZ upustilo a jiné byly naopak modifikovany, aby
1épe odpovidaly potiebam v dané problematice. Léciva jsou pievazné slabé kyseliny nebo zasady
vétSinou Spatné rozpustné ve vodé. Pravé rozpustnost spolecné s Cistotou latky jsou jedny
z nejdulezitéjSich parametrt pro spravnou volbu instrumentalni metody pro urceni disociacni
konstanty. Jestlize 1é¢ivo ve vodé nelze rozpustit, neni mozno stanovit disociaéni konstantu ve
vodném prostiedi, ale je nutné nejdiive stanovit disocia¢ni konstantu ve smiSeném prostiedi a
nasledné ji pfepocitat na prostfedi vodné (viz kapitola 5)

Mezi nejvyuzivanéjsi patii stale potenciometricka titrace. Pro metodu je nutnd relativné
vysoka koncentrace stanovované latky cca 107 mol-l* a té7 se neda pouzit pro stanoveni silné
kyselé nebo bazické slouceniny, kde vysledky jiz nadmérné ovliviiuje kyseld/alkalicka chyba
sklenéné membrany. UV/VIS spektrofotometrie jiz patii mezi nizko-koncentra¢ni metody, jelikoz
schopnost detekce disociacni konstanty 1é¢iva je mozno provadéet pii koncentraci cca 107 mol-1™.
Nezbytnou podminkou, ktera musi byt v této metodé splnéna, je pritomnost UV-aktivniho
chromoforu v blizkosti mista, kde dochazi k disocia¢ni rovnovaze. Separaéni metody (kapalinova
chromatografie a kapilarni elektroforéza) jsou vhodné pro stanoveni latek nedokonale Cistych,
nebo Spatné rozpustnych ve vode.

Experimetntalni ¢ast byla zaméfena na stanoveni psK; kyseliny acetylsalycilové pomoci
potenciometrické titrace ve vodné-metanolickém prosttedi. Vychyleni v hodnotach psK, pti 0 %
(wt) MetOH je pravdépodobné zplsobeno sniZzenou piesnosti hodnot ziskanych méfenim

vodného roztoku aspirinu solvotrodou, jez pro toto prostfedi neni primarné urcena.
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