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Uvod

V situdcii, ked’ vacsina uzivanych lieiv patri medzi
slabé kyseliny alebo zéisady, je acidobézickd disociacna
konstanta pK, veliinou, ktorej znalost je nevyhnutna
pre vyvoj takmer kazdej farmaceuticky aktivnej latky. Jej
hodnota ma vplyv predovSetkym na farmakokinetické
parametre lieiva zavislé na prestupe cez biologické mem-
brany (absorpcia, distribucia a eliminacia), ale i na farma-
kodynamiku a toxicitu, uplatiuje sa pri disolucii lieciva
v traviacom trakte a byva si¢astou QSAR stadii'?.

Pouziva sa niekol’ko spdsobov stanovenia pK,, kto-
rych princip vychddza z merania zmeny fyzikalnych, che-
mickych ¢i spektralnych vlastnosti Studovanych latok
v zavislosti na zmene pH prostredia. Medzi najbeZnejSie
metddy patri  potenciometrickd titrdcia a UV-VIS
spektrofotometria®>. Hoci st presné, ich prevedenie je
limitované potrebou Cistého vzorku, ¢asovou narocnostou,
problémami s citlivostou detekcie a v pripadoch obtiazne
rozpustnych latok®. Novsimi a doposial’ menej &asto vyuzi-
vanymi metédami st kapildrna zoénova elektroforéza
(CZE), vysokou¢innd kvapalinova  chromatografia
na reverznej faze (RP-HPLC) a 'H nuklearna magneticka
rezonancia (‘"H NMR)"™.

Ciel'om tejto prace bolo vyuzit' tri posledne menované
metddy a tri vypoctové programy k stanoveniu pK, Styroch
B-blokatorov a vysledky porovnat’, s cielom vybrat’ meto-
du najvhodnej$iu pre rutinné stanovenie pK, novonasynte-
tizovanych lieciv.

Experimentalne stanovenie pK, metédou CZE spociva
v merani efektivnej elektroforetickej pohyblivosti ako
funkcie pH zékladného elektrolytu v kapilare. Tato zavis-
lost’ ma tvar sigmoidy, z ktorej nasledne urCujeme diso-
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ciatné konstanty ako hodnoty pH v inflexnom bode’”’.

Pri RP-HPLC experimente su hodnoty pK, stanovené
zo sigmoidalnej zavislosti reten¢ného faktoru analytu na
pH mobilnej fazy. Elucnd sila mobilnej fizy sa meni
v zavislosti na jej pH, v dosledku vyssej afinity elektricky
neutralnych foriem analytov k nepoldrnej stacionarnej
faze®'".

Pri stanoveni pK, pomocou 'H NMR je pozorovana
zavislost chemického posunu 'H jadier na meniacej sa
hodnote pH prostredia. Pri tejto zmene dochadza
k ovplyvneniu elektronovej hustoty v susedstve disociova-
telnej skupiny, ovplyvneniu magnetického tienenia
a z toho vyplyvajucej zmene chemického posunu pozoro-

vanych protonov™'!.

Experimentalna cast’
Chemikalie

Metanol pre HPLC (Carlo Erba reagents, Francuz-
sko), NaH,PO,.2 H,0 aNa,HPO,. 12 H,O pre HPLC
(Merck, Nemecko). Univerzalne kalibracné pufry
pre HPLC (Reagecon, irsko). Metanol-d,, D,0, tetrametyl-
silin  (TMS) pre NMR astandardy  [B-blokatorov
(acebutolol, betaxolol, celiprolol, propranolol) (Sigma-
Aldrich, USA), NaOH, HCl aNa,B,0;.10H,0
(Lachema, Ceska republika), trifluéroctovd kyselina
(CFsCOOH) a kalibraéné pufry pre CZE a'HNMR
(WTW, Nemecko). Vsetky uvedené chemikalie boli ziska-
né komercne v analytickej Cistote.

Studované latky

Studovanymi latkami boli 3tyri B-blokatory vo forme
monohydrochloridov, pricom protonizovany je dusik ary-
loxyaminopropanolového skeletu (obr. 1).

Pristroje a pracovné postupy

Metoda kapildarnej zénovej elektroforézy

Elektroforetické merania boli uskuto¢nené na pristroji
Agilent 3D CE (Agilent Technologies, Waldbronn, Ne-
mecko) s detektorom diodového pol'a (DAD). Pouzita bola
nepokryta kremenna kapilara Simplus Capillaries Micro-
Solv (USA) s vnlitornym priemerom 75 pm. Celkova diz-
ka kapilary bola Lc=485cm a dika kapilary
od vstupného konca k detektoru (efektivna) Lp =40 cm.
Kapilara bola kondicionovana nasledujucim spdsobom:
po zapnuti pristroja premyvana 0,1 mol 1" NaOH (4 min),
vodou (10 min) a zakladnym elektrolytom (10 min). Po
kazdom merani vzorky premyvana vodou (2 min)
a zékladnym elektrolytom (3 min). V pripade vel'kého
rozdielu pH pouzitych pufrov bola dizka premyvania pre-
dizena az na 20 min.

Aplikované  bolo  separacné napdtie +20 kV
a elektricky prad sa pohyboval vrozmedzi 20-30 pA.
Teplota termostatu bola udrzovana na 25 £ 0,1 °C. Vzorky
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Obr. 1. Studované latky: acebutolol (a), betaxolol (b), celiprolol (c), propranolol (d)

boli davkované hydrodynamicky tlakom 40 mbar po dobu
2 s a detegované pri vlnovej dizke 200 nm. Zasobné rozto-
ky 3tudovanych latok o koncentracii ¢=7,5-10" mol I""
boli pripravené ich rozpustenim v metanole. Ako marker
elektroosmotického toku bol pouzity metanol pochadzajuci
zo zasobného roztoku analytu. Elektroforetické merania
boli uskutocnené v systéme jedenastich boratovych elek-
trolytov s konstantnou  iénovou  silou 35 mmol "'
v rozmedzi pH 6,30-12,50. Boratovy elektrolyt bol pouzi-
aby v celej sérii merani bola zachovand matricia analytu
a nemenili sa interakcie analyt-pufor. Hodnoty efektivnych
elektroforetickych mobilit ziskané v oblastiach pH vzdia-
lenych od pK, kyseliny boritej (9,27) o viac nez jednotku
pH boli overené porovnanim s hodnotami nameranymi
vpufri MOPS (35mmoll") pre pH nizsie ako 8,2
a fosfatovom pufri (35 mmol I'") pre pH vyssie ako 10,2.
Na vypocet ich zlozenia bol pouZity program Peak
Master'?. U kazdej vzorky bolo meranie v kazdom zaklad-
nom elektrolyte opakované Styri krat.

Na spracovanie a vyhodnotenie vysledkov zazname-
nanych systémom Agilent ChemStation bol pouZity tabul-
kovy procesor SigmaPlot v. 10.0 (San Rafael, USA). pH
tlmivych roztokov bolo kontrolované pH metrom WTW
InoLab pH Level 2 (Ceské republika) s kombinovanou
sklenenou elektrodou SenTix 41 (WTW, CR).

Ked’ze studované latky mali charakter slabych zasad,
bola ich ionizacia =zéavisla na pH prostredia
a experimentalne stanovenie pK, spocivalo v sledovani
rychlosti elektroforetickej migracie v zavislosti na pH za-
kladného elektrolytu. Na zaklade migracného ¢asu $tudo-
vanej latky £y, @ markeru elektroosmotického toku fgor (s)
sa vypocita efektivna elektroforeticka mobilita pegr
m*v's™h podla rovnice:

|

kde Lc je celkova dizka kapilary, Lp je efektivna dizka
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kapilary (m) a U je pouzité napitie (V) (cit.”").

Vzt'ah medzi efektivnou elektroforetickou mobilitou
slabych jednosytnych zasad aich disocia¢nou konstantou
popisuje rovnica:

1
BH" 1+ lopl-l-pKa

2
p‘cff =H ()

kde ppy+ je mobilita plne protonizovanej bazy. Zavislosti
efektivnych elektroforetickych mobilit vzoriek na pH boli
aproximované funkciou vyjadrenou rovnicou (2), ktora
definuje zavislost’ mobility na pH pre jednosytne zasady.
Tvar uvedenej zavislosti efektivnej mobility na pH je iden-
ticky stvarom matematickej funkcie, tzv. Boltzmanovej
sigmoidy. Hodnota pK, =zodpovedda hodnote pH
v inflexnom bode tejto sigmoidalnej krivky'>'.

Metoda vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie

Pre RP-HPLC experiment bol pouzity systém pozos-
tavajuci  z pumpy Merck-Hitachi L-7100 LaChrom
(Francuzsko), UV-VIS detektoru Shimadzu SPD-10A VP
(A = 254 nm) a integratoru Shimadzu C-R8A Chromato-
pac. Pouzita bola kolona ZORBAX Eclipse XBD-C18, 2,1
x 150 mm, s velkostou Castic 5 pm firmy Agilent (USA).
pH bolo merané pH metrom Mettler Toledo MA 235pH/
Ton Analyzer.

Usporiadanie RP-HPLC vyZaduje pritomnost’ orga-
nického rozpustadla v mobilnej faze, obzvlast’ v pripade
vo vode tazko rozpustnych foriem meranych latok®. Mo-
bilnou fazou bola zmes metanolu a fosfatového tlmivého
roztoku o koncentracii 0,05 mol I"'. Objemovy pomer or-
ganickej a vodnej fazy bol 60:40. pH mobilnej fazy sa
pohybovalo v rozmedzi 6,10-9,79. Fosfatovy tlminy roz-
tok bol pouzity aj v oblastiach mimo jeho najvacsiu puf-
racnu kapacitu preto, aby v celej sérii merani bola zacho-
vana matricia analytu anemenili sa interakcie analyt-
pufor. pH mobilnej fdzy bolo merané po zmieSani vodného
pufru a metanolu, pricom elektrodovy systém bol vSak
kalibrovany pomocou beznych vodnych pufrov'’. Prietok
mobilnej fazy kolonou bol 0,25 ml min"'. Déavkovanych
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bolo 5 pl metanolického roztoku vzorky o koncentrécii
5-10* mol I"'. Meranie kazdej latky bolo v kazdej zo est-
nastich mobilnych fiz opakované Styri krat. Teplota pri
merani bola 25 £ 0,1 °C. Markerom mitveho ¢asu bol me-
tanol. Detekcia prebiehala pri vinovej dizke 254 nm.

Retenéné faktory analytu (k) boli vypocitané pomo-
cou vztahu (3), kde g je retencny Cas analytu a ¢, je re-
tenény ¢as markeru mftveho &asu (min)'®.

k= L~
tO

()

Zavislost’ retencnych faktorov slabych jednosytnych
zasad na pH mobilnej fazy ma sigmoidalny priebeh, vyjad-
reny rovnicou (4",

by + ke, 10750
TSI

4

kde kg je retencny faktor zasady v plne deprotonizovanom
stave a kgy+ je retenény faktor plne protonizovanej zasady.

Hodnoty pK, od¢itané ako pH v inflexnom bode sig-
moidy boli vyjadrené vo vodnej $kdle pH (ypK,), preto
museli byt najprv pomocou vztahu (5) prevedené
na hodnoty zohladiiujuce podiel metanolu v hydro-
organickej mobilnej faze (;pK,).

:PK,=;pK, -9 )

Parameter & = 0,1756 je zavisly na obsahu metanolu
v zmesi a bol vypocitany na zaklade empirického vztahu
(6), kde ¢ je objemovy zlomok metanolu v mobilnej
faze™!.
8 =(0,099 —0,11¢%) / (13,150 + 3,519 — 1,35¢°)  (6)

Vysledné hodnoty pK, zodpovedajiice vodnému pro-
strediu (,, pKy) boli zo zmesi rozpustadiel (spK,) vypocéita-
né podla vztahu (7), kde konStanty a; a b, su zavislé
na zloZeni zmesi a faktoroch preferencnej solvatacie funk-
¢nych skupin v $tudovanej molekule'®.

:PK, —b, 7)

a

s

WPk, =

Hodnoty as = 0,9668 a by = — 0,4201 boli vypocitané
s pouzitim vztahov (8) a (9), ktoré st odvodené pre proto-
nizované aminy, kde w je hmotnostny zlomok metanolu
v zmesi'®.
a,=(1-0,077w+0,245w%) / (1 +0,019w + 0,188w?)
by=(~0,577w + 0,608w%) / (1 — 1,588w + 0,615w?)

)
)

Metoda nuklearnej magnetickej rezonancie

NMR spektra pri stanoveni pK, boli zaznamendvané
pomocou spektrometru  Gemini 2000 (Varian, USA)
s operagnou frekvenciou 200 MHz ('H). K vyhodnoteniu
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nameranych spektier bol pouzity software MestReC Lite
4.7.4.0. (Mestrelab, Spanielsko). Hodnoty pH boli merané
pomocou elektrody IS FET pH-mikroelektroda PH46-SS
napojenej na pH meter IQ 240 (IQ Scientific Instruments,
USA).

Pri merani boli pouzité nasledujuce parametre: 90°
pulz, relaxacny Cas 1 s, akviziény ¢as 1,9998 s, pocet ske-
nov 16-128. Meranych bolo 15 mg vzorky rozpustenej
v 0,7 ml zmesi metanol-d, a D,O v objemovom pomere
10:3. Vzorka bola titrovana 0,2moll"' roztokom
CF;COOH a 0,2 mol I"! roztokom NaOH v zmesi metanol-
ds/D,0 (10:3, v/v) a boli zaznamenivané zmeny ppm
v rozmedzi pH 2,00-13,00 pri teplote 21,5 °C. Hodnoty
chemického posunu boli referované na tetrametylsilan ako
vnutorny Standard (0 ppm).

Na zaciatku NMR experimentu bol roztok vzorku
titrovany pomocou CF;COOH do kyslych hodnét pH.
V kazdom nasledujiicom kroku bolo priamo do NMR ky-
vety pridanych 10-50 pl roztoku NaOH, hodnota pH bola
merana pomocou elektrody priamo v kyvete a nasledne
bolo ziskané 'H NMR spektrum. Obvykle 25 opakovani
tohto kroku postacilo k ziskaniu krivky zavislosti chemic-
kého posunu na pH. Vztah medzi pH, pK,, pozorovanymi
chemickymi posunmi 8,,,, posunmi plne protonizovanej
aplne deprotonizovanej formy analytu &y, a . (ppm)
popisuje rovnica:

(10)

6L _6 07
pK, =pH+log——=
_SHL

poz

z ktorej mozno dokazat, ze zavislost' chemického posunu
na pH ma4 tvar titraCnej krivky leZiacej medzi asymptotami
6. ady. sinflexnym bodom vpH=pK, kde
Opoz = (O + Ou)/2. Titratna krivka je symetrickd okolo
inflexného bodu, ¢o znazoriuje obr. 4 a predstavuje jedno-
ducht metddu na urcenie pK,, 3y, a dur (cit.”).

Z dovodu pouzitia zmesi deuterovanych rozpustadiel
bolo nutné hodnoty pK, od¢itané z inflexného bodu sigmo-
idy (ypK.) opit pomocou rovnic (5) a (7) prepocitat’
na prostredie samotnej D,O (ypK,*), priCom parameter
0= 0,1052, a, = 0,9644 a b,= —0,5906. Nasledne bol
uplatneny prevod na nedeuterované prostredie pomocou
vztahu®:

VpK, =0,929"pK," +0,41 (11)

Hodnoty boli zaznamenané a vyhodnotené v progra-
me SigmaPlot v. 11.0 (San Rafael, USA).

Metoda vypoctovych programov

Hodnoty pK, boli tieZ vypocitane pomocou troch
predikénych programov ACD I-Lab (cit.?'), SPARC
(cit.”?) a Marvin 5.8.2 (cit.”*). Uvedené programy pracuji
s roznymi algoritmami vypocétu pK, zluceniny na zaklade
jej Struktury.
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Vysledky a diskusia
Metdda kapilarnej zoénovej elektroforézy

V pripade Studovanych B-blokétorov islo o slabé zésa-
dy, uktorych so stipajucim pH dochadzalo k postupnej
deprotonizacii a ich mobilita preto klesala. Mobilitna kriv-
ka latky vyjadrujica zavislost' efektivnych elektroforetic-
kych mobilit acebutololu na pH zakladného elektrolytu je
znazornena na obr. 2.
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Obr. 2. Krivka zavislosti efektivnej elektroforetickej pohybli-
vosti ([r) acebutololu na pH zakladného vodného elektrolytu;
metanolicky zasobny roztok acebutololu o koncentracii 7-10~ mol I
davkovany hydrodynamicky tlakom 40 mbar po dobu 2 s; separac-
né napitie +20 kV, prad v rozmedzi 20-30 pA; teplota 25 + 0,1 °C;
detekcia pri 200 nm

Hodnoty disociacnych konstant latok, smerodajné
odchylky vyberové a koeficienty determindcie (R?), ktoré
charakterizuju kvalitu preloZenia experimentalnych bodov
sigmoidou, uvadza tab. I.

Metoda vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie

Realizaciou RP-HPLC experimentu bola ziskana sig-
moidalna krivka zavislosti retencnych faktorov analytu na
pH mobilnej fazy (obr. 3). So stipajucim pH sa zvySovali
hodnoty retencnych faktorov, pretoze dochadzalo
k deprotonizacii Studovanych latok, ¢o sa prejavilo zvyse-

Tabulka I
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0.4

8

wpH

(="l 8

Obr. 3. Krivka zavislosti retenénych faktorov (k) acebutololu
na .pH, tj. zdanlivom pH, meranom vzmesnej hydro-
organickej mobilnej fize (metanol/fosfatovy tlmivy roztok
o koncentracii 0,05 mol I''; 60:40, v/v) s pouZitim sklenenej
elektrody kalibrovanej na stupnicu vodnych pufrov; prietok
mobilnej fazy 0,25 mlmin™'; davkovanych 5 pl metanolického
roztoku acebutololu o koncentracii  5-10* mol1™";  teplota
25+ 0,1 °C; detekcia pri 254 nm

nim ich afinity k stacionarnej faze. Tato zavislost' bola
vyhodnotena obdobne ako v pripade metédy CZE. Ziskané
hodnoty (spK,) boli nasledne prepocitané na vodné pro-
stredie (i pKy) a sG uvedené v tab. 1.

Metoda nukledrnej magnetickej rezonancie

Realizaciou 'H NMR experimentu bola ziskana sig-
moidalna krivka zévislosti chemickych posunov vodikov
nachadzajucich sa v blizkosti ionizovatel'nej aminoskupiny
na pH prostredia (obr. 4). U propranololu, acebutololu
a betaxololu boli sledované zmeny chemického posunu
signalov koncovych metylovych skupin isopropylamino-
vého substituentu. Tieto signaly boli vyhodnotené ako
dublet dubletu. U celiprololu bol pozorovany chemicky
posun  singletu  ferc-butylaminového  substituentu.
S rasticim pH dochadzalo k deprotonizacii sekunddrneho
aminu, rastlo magnetické tienenie a chemicky posun vodi-
kov susednych skupin sa postupne posuval k niz§im hod-

Stanovené hodnoty disociacnych konstant experimentalnymi metédami, smerodajné odchylky vyberové a koeficienty de-
terminécie, ktoré charakterizuji kvalitu preloZenia experimentalnych bodov sigmoidou (R?)

Latka pK, (CZE) R’ pK, (HPLC) R’ pK, ('HNMR) R’

Acebutolol 9,27 + 0,09 0,98 9,55+ 0,05 0,98 10,41 0,01 0,99
Betaxolol 9,19+0,11 0,98 9,54 + 0,03 0,99 10,06 + 0,01 0,99
Celiprolol 9,45+ 0,11 0,98 9,79 + 0,06 0,99 10,14 + 0,01 0,99
Propranolol 9,33+0,13 0,98 9,57 + 0,03 0,99 9,96 + 0,01 0,99
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Obr. 4. Zavislost’ chemického posunu (3) proténov acebutolo-
Iu na ypH*, tj. zdanlivom pH, meranom v zmesi metanol-d,/
D,0 (10:3,v/v) spH elektrodou kalibrovanou na stupnicu
vodnych pufrov; 90°pulz, relaxaény cas 1s, akviziény cas
1,9998 s, pocet skenov 16—128; meranych 15 mg vzorky v 0,7 ml
zmesi metanol-dy/D,0 (10:3, v/v); vzorka titrovana CF;COOH
0,2 mol I'" a NaOH 0,2 mol I' v zmesi metanol-dy/D,O (10:3; v/
v); vnitorny Standard TMS (0 ppm); teplota 21,5 °C

notdm ppm. Na konci experimentu existovala pozorovana
latka len vo forme bazy. Ziskané hodnoty pK, po prepocte
na vodné prostredie uvadza tab. 1.

Metdda vypoctového programu ACD I-Lab, SPARC
a Marvin 5.8.2

Hodnoty pK, vypocitané pomocou online programov
spolu s hodnotami vyhladanymi v literatire su uvedené
v tab. II.

Experimentéalne ziskané hodnoty pK, boli porovnané
s hodnotami vygenerovanymi tromi vypoc¢tovymi progra-
mami a referenénymi udajmi z literatary, ich sithrn znazor-
fluje obr. 5.

Laboratorni pfistroje a postupy

V literatire sa obvykle rozlisuju tzv. zdanlivé, zmie-
Sané a termodynamické acidobézické disociané konStanty
s korekciami nameranych p.g a pK, hodnot na konstantni
resp. nulovu iénovu silu vodného prostredia a na referenc-
na teplotu***'. V predlozenej praci prebiehali merania
vo vodnom (CZE), hydro-organickom (RP-HPLC), resp.
deuterovanom hydro-organickom (‘H NMR) prostredi,
pricom pouzité prevody z pH v roztokoch zmesnych hydro
-organickych rozptstadiel na pH vodnych pufrov su zalo-
zené na empiricky odvodenych vztahoch. Ziskané hodnoty
neboli d’alej prepocitané na nulovl i6nova silu vodného
prostredia®”"°. Daldim délezitym faktorom ovplyviiujicim
hodnotu pK, je teplota. V pripade CZE v dosledku Joule-
ovho tepla, ktoré pri prechode prudu elektrickym odporom
vznika, dochadza k ohrevu roztoku vnutri kapilary a tym
ik zvySeniu teploty, ktora ovplyviiuje efektivnu elektrofo-
retickd  pohyblivost®’. Pri zvolenych experimentalnych
podmienkach, kedy neprekrocila hodnota prechadzajiuceho
elektrického pradu 30 pA, mozno predpokladat’, Ze pouzi-
ty systém chladenia kapilary poskytuje dostato¢nu kontro-
Iu teploty a vplyv Jouleovho tepla moéze byt
zanedbany'**'™_ Uréené hodnoty pK, sa viak vztahuju
k danym experimentdlnym podmienkam anie si preto
vSeobecne platnymi charakteristikami acidobazickych
vlastnosti Studovanych latok.

Z porovnania ziskanych hodndt pK, Standardov
B-blokéatorov s hodnotami z literatiry vyplyva, Ze naj-
spravnejsie vysledky poskytli metédy CZE a HPLC
a vypoctové programy ACD I-Lab a Marvin 5.8.2. Vyho-
dou metédy CZE bola moznost’ pracovat’ vo vodnom pro-
stredi bez potreby d’alSieho prepoctu nameranych hodnot
pK,. Odchylka disocia¢nych konstant ziskanych pomocou
NMR mohla byt spésobend komplikovanym prepoctom
zo zmesi deuterovanych rozpustadiel na vodné prostredie.
Napriek tomu sa '"H NMR titracia vyznacovala vysokymi
koeficientmi determinacie (R?), nizkymi smerodajnymi
odchylkami a najmé Casovou nenaro¢nostou experimentu
a napriek odchylkam pK, od d’alsich pouzitych metod
predstavuje po optimalizacii prepoCtov perspektivnu va-
riantu pre rutinné stanovenie disociacnych konstant. Vset-
ky pouzit¢ metddy, s vynimkou vypoctového programu
SPARC a '"H NMR, poskytli hodnoty pK,, ktorych odchyl-
ka od referencnych hodndt neprevysSuje 5 % a osvedcili
k analyze slabych jednosytnych zasad.

Tabulka IT

Disociacné konstanty Studovanych latok vypocitané programom ACD I-Lab, SPARC, Marvin 5.8.2 a hodnoty ziskané z

literatary

Latka ACD SPARC Marvin  pK, Lit. pK. Lit. pKa Lit. pK. Lit.
I-Lab 5.8.2

Acebutolol 9,40 8,96 9,57 9,40 24 9,40 25 9,40 26 9,20 27

Betaxolol 9,43 8,95 9,67 9,40 28 9,34 29 9,38 30 9,50 31

Celiprolol 9,50 8,91 9,66 9,70 25 9,70 32 9,66 33 9,70 34

Propranolol 9,50 8,99 9,67 9,49 35 9,49 27 9,57 36 9,50 37
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Obr. 5. Hodnoty pK, $studovanych B-blokatorov ziskané tromi experimentalnymi, tromi vypoctovymi metodami a referenéné hod-

noty vyhPadané v literatire

Zaver

Boli stanovené disociacné konStanty  Styroch
B-blokatorov. Vyuzité boli metédy CZE, RP-HPLC
a'HNMR, predikcia pK, pomocou on-line programov
a ich vysledky boli porovnané.

Vyhodou pouzitych experimentalnych metod je pre-
dovsetkym potreba len malého mnozstva vzorku bez nut-
nosti jeho dokonalej ¢istoty. Vyhodou CZE bola moznost’
prace vo vodnom prostredi. NMR experiment sa vyznaco-
val vysokou reprodukovatel'nost'ou, jeho nevyhodou, rov-
nako ako v pripade RP-HPLC vs8ak bola nutnost’ pouZitia
zmesi rozpustadiel a z toho vyplyvajuce nasledné prepocty
pK. pre vodné prostredie. Metéda 'H NMR dalej vyzado-
vala o niekol'ko radov viac Studovanej latky nez metdda
RP-HPLC a najmid CZE. Na druhej strane, vyhodou je
moznost Studovat’ latky vo vode obtiaZzne rozpustné.
Z porovnania vyplyva, ze najspravnejSie hodnoty poskytu-
je metéda CZE, HPLC a vypoctové programy ACD I-Lab
a Marvin 5.8.2.

Popisané experimentalne metddy sa osvedcCili ako
alternativa k potenciometrickym a UV-VIS spektrofoto-
metrickym metédam pre stanovenie pK, potencidlnych
lieCiv. V pripade, Ze su latky vo vode rozpustné natol’ko,
aby mohli byt detegované aspoil jednym typom detektoru
(UV-VIS fotometrickym, fluorescenénym alebo univerzal-
nym elektrickym vodivostnym), je najpresnejSou metédou
pre stanovenie pK, CZE prevadzana vo vodnych pufroch.
K hydro-organickym rozpustadlam je nutné obratit’ sa az
v pripade latok vo vode obtiazne rozpustnych, pretoze
prevod pK, hodnét z hydro-organickych médii na vodné
prostredie je zalozeny na empirickych vzt'ahoch, moze byt’
preto zatazeny radou nepresnosti a poskytuje len priblizné
hodnoty pK,.
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The acid-base dissociation constant (pK,) is an im-
portant physicochemical parameter of weakly acid or
weakly basic pharmaceuticals, which influences solubility,
absorption, distribution, metabolism and elimination of
drugs. pK, of four standard B-blockers were firstly deter-
mined by capillary zone electrophoresis (CZE). Method is
based on measurement of the effective electrophoretic
mobility of an ionisable compound in a series of electro-
lyte solutions of various pHs. This dependence was fitted
by a sigmoidal curve, where pK, is the value of pH in the
sigmoid inflection point. Then, pK, was measured by re-
versed-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC) using the sigmoidal dependence of the reten-
tion factor on pH of the mobile phase (methanol/phosphate
buffer), where pK, is the value of pH in the sigmoid inflec-
tion point. Thirdly, determination of pK, using 'H nuclear
magnetic resonance ("H NMR) was based on measurement
of chemical shifts of selected protons of studied substances
as a function of solution pH (methanol-d,/D,0). Values of
pK, obtained for water/methanol mixtures were recalculat-
ed for water medium. Experimentally obtained values of
pK, were compared with values calculated by SPARC,
Marvin 5.8.2 and ACD I-Lab programs and literature
values.



