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Anotace
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hodnoty pKa. U latek se znamou hodnotou pKa bude provedeno srovnani s tabelovanymi

hodnotami.
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Dissociation constant is one of the most important characteristics of chemical substances.
Determination of dissociation constant by spectrophotometry is one of the best feasible
experimental methods and it is also one of the most specific methods. The aim of the thesis
is to determine the dissociation constants of selected pyridinium derivatives. Measurement
will be performed in solutions during different pH values. The resulting absorption spectra
will be processed by chemometric procedures and pKa values will be calculated. For

substances with the known pKa value will be make comparison with tabulated values.
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1. Uvod

Oximy jsou produkty reakce aldehydu ¢i ketonu s hydroxylaminem. Velky vyznam
maji predevsim jako reaktivatory acetylcholinesterazy inhibované organofosfaty, proto se

pouzivaji jako organofosfatova antidota.

Cilem prace je urcit disociacni konstanty u deseti vybranych oxim(. Méreni bude
probihat v roztocich s rliznymi hodnotami pH, ¢ehoz bude docileno pouzitim tlumivych
roztokl (pufrl). Budou pouzity a nasledné porovnany dvé metody méreni — UV/Vis
spektrofotometrie a pratokova vsttikovaci analyza (FIA). Zpracovani namérenych dat bude
provedeno hard a soft modely. Vypoctené hodnoty pKa budou srovnany s udaji uvedenymi

v literature.



2. Teoreticka cast

2.1. Teorie kyselin a zasad

2.1.1. Arrheniova teorie kyselin a zasad
Podle Arrheniovy teorie je kyselina slouceninou, ktera se ve vodném roztoku
disociuje za vzniku vodikovych kationtl (H*), a zdsada je sloucenina, kterd se disociuje za
vzniku hydroxidovych aniontd (OH"). Sila kyselin a zdsad zavisi na koncentraci vodikovych,
resp. hydroxidovych iont(l v roztoku. Tedy ¢im vice jsou kyseliny a zasady v roztoku
disociované, tim jsou silnéjsi. Pri reakci vodnych roztok( kyseliny a zdsady dochazi
k neutralizaci, jednd se o slouceni vodikovych a hydroxidovych iontd za vzniku molekul vody.
Arrheniova teorie ovSem neobjasfiuje, pro¢ jsou zdsadami i nékteré slouceniny, které

neobsahuji OH-skupinu [1, 3].

2.1.2. Bronstedova teorie kyselin a zasad

Roku 1923 vypracoval dansky chemik Bronsted tzv. protolytickou teorii kyselin a
zasad, ktera definuje kyselinu jako latku schopnou poskytnout proton a zasadu jako latku
schopnou tento proton pfijimat. Existuji i latky, které se mohou chovat jako kyseliny (donory
proton(l) a zaroven jako zasady (akceptory proton(l), oznaCujeme je pojmem amfoterni latky
(typickym prikladem je naptiklad H20). Z Bronstedovy teorie je ziejmé, Ze kyselinami a
zdsadami mohou byt nejen neutrdlni molekuly, ale také nékteré ionty.

Ke kazdé kyseliné existuje i odpovidajici konjugovand zdsada, dohromady tuto dvojici
nazyvame tzv. konjugovany par. Pokud napfiklad plynny chlorovodik rozpoustime ve vodé,
dochazi k acidobazické reakci, kdy HCl odStépuje H*, ktery voda pfijima za vzniku H3O* a CI".
Oxoniovy kation tvofi konjugovanou kyselinu k H20 (zdsada) a chloridovy anion je

konjugovanou zasadou k HCI (kyselina) [1].

HCI + H,0 H.O0  + CI

L konjugovary pcfr}'J
kowjugovary par




2.1.3. Lewisova teorie kyselin a zasad

Bronstedova teorie je do jisté miry omezena, nevztahuje se na tzv. aprotni |atky,
které nejsou schopné poskytnout ani pfijmout proton. Americky chemik Lewis proto vymezil
pojmy kyselina a zdsada obecnéji. Kyselina je podle jeho teorie kazda latka schopna pfijmout
volny elektronovy par jiné latky (je akceptorem), a zasada je naopak latka schopna
elektronovy par poskytnout (je donorem). Tento elektronovy par je sdilen kyselinou a
zasadou ve formé kovalentni vazby.

Aby Lewisova kyselina mohla pfijmout elektronovy par, musi ve své molekule
obsahovat neobsazeny orbital s nizkou energii nebo polarni vazbu k atomu vodiku (muze tak
poskytnout H*, ktery ma neobsazeny orbital 1s). Lewisovymi kyselinami jsou napfiklad H20,
HCI, CH3CH20H, CH3COOH, nékteré kationty (Li*, Mg?*, Br*) nebo slouceniny kovl (AICls, BFs3,
TiCls, ZnCl2) [3].

Lewisova zdsada je kazdda sloucenina s parem nevazebnych elektron(, které zapojuje
do vazby spolu s Lewisovou kyselinou. Jedna se napfiklad o alkoholy, aldehydy, ketony,
karboxylové kyseliny nebo aminy. Nékteré Lewisovy baze obsahuji vice atom( s volnym
elektronovym parem, mohou tedy reagovat na vice mistech. Zpravidla vSak probéhne pouze

ta reakce, ktera ddva vzniknout stabilnéjsSimu produktu [3].

2.1.4. Usanovicova teorie kyselin a zasad

Roku 1939 vyslovil rusky chemik Usanovic teorii kyselina zasad, ktera byla jesté SirSi a
obecnéjsi nez teorie Lewisova. Podle této teorie je kyselina latka schopna poskytnout proton
nebo jakykoliv jiny kationt a vazat elektrony nebo anionty. Zasada je latka schopna
odevzdavat elektrony nebo aniont a vazat proton nebo jiny kationt.

Usanovicova teorie odstranuje nedostatky Lewisovy teorie, podle niz by H2SOa4, HCI
nebo HNO3 nebyly kyselinami, nebot nejsou schopny vazat volny elektronovy par.

Podle Bronsteda vznika reakci kyseliny a zasady nova konjugovana kyselina a
konjugovana zasada. Podle Usanovice je produktem reakce vzdy stl. Naptiklad u reakce H*
s OH vznika voda, kterou podle této teorie povazujeme za sul, coz je velmi nezvyklé. Jako sl
je nejCastéji chapan produkt reakce Arrheniovy kyseliny s Arrheniovou zasadou.

PfestoZe je UsanoviCova teorie nejuniverzalnéjsi, neni pfilis pouZivanou. Chemie

uprednostiuje teorie podle Bronsteda nebo Lewise [2].



2.2. Disociacni konstanta

Jak jiz bylo feceno, podle Bronstedovy teorie je kyselinou kazda latka, kterd poskytuje
proton, H*. Jednotlivé kyseliny se ale v této schopnosti lisi. Silné kyseliny reaguji s vodou
témér Uplné, zatimco slabé kyseliny jen velmi malo. Silu kyseliny HA ve vodném roztoku
uddva tzv. rovnovaina konstanta disociace kyseliny K.

HA+ H,0 < H,O" + A
« _[HOIA],
[HAI[H O]

ProtoZe se rovnovainé konstanty K méfi zpravidla ve zfedénych roztocich, zlistava
koncentrace vody stale konstantni. Je tedy mozné zavést novou veli¢inu, tzv. disociaéni
konstantu kyselosti Kq, ktera je sou¢inem rovnovazné konstanty disociace kyseliny a
rovnovazné aktivity vody.

K, =K .[Hzo]zw
[HA]

Hodnoty Ka se pohybuji v pomérné Sirokém rozmezi od 10%° (u nejsilngjSich kyselin)
po 109 (u nejslabsich kyselin). Proto se v praxi sila kyselin popisuje hodnotami pKa, coz je
zdporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty Ky [3].

pK, =-logK,

Silnéjsi kyseliny maji vy$Si hodnotu Ka a nizsi hodnotu pKa, zatimco slabsi kyseliny maji
nizSi hodnotu Ka a vy$si hodnotu pKa. Pro vodu je hodnota pKa pfi 25°C rovna 15,74, coi je
mozné odvodit nasledujicimi vztahy:

H,O0+H,0 - H,0" +OH"

K = H:0 JIOH ] K. = K.[H,0] < (10 1OH ]
[H.,0] [H,0]

Citatel [H,O"][OH "] se nazyvé iontovy souéin vody, Kw = 1,02 - 104, jmenovatel

[H20] je pfi teploté 25°C roven 55,6. Po dosazeni téchto hodnot ziskdvame:

1,02-10%

. e =183-107 a pK, =15,74 [3].

1 Vzorce slouéeninv hranatych zavorkach oznacujijejich rovnovainé aktivity.
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Dansky chemik Sérensen zaved| roku 1909 pojem vodikovy exponent pH, ktery
definoval jako zaporny dekadicky logaritmus rovnovdzné aktivity oxoniovych kationtu.
pH =—log[H,0"]
Z rovnice pro iontovy soudin vody K, =[H,O"][OH ]=102-10"" je zfejmé, Ze
rovnovazné koncentrace iontl H* a OH musi byt takové, aby se jejich soucin rovnal Kw.

V Cisté vodé je hodnota [H30*] rovna [OH], z ¢ehoz Ize ziskat vztah:

[H,0"]1=[OH 1=410-10™" =10~
pH =—log[107]=7

Tedy pfi neutralni reakci je pH rovno 7.V pfipadé, Ze plati [H30*] > [OH],jepH < 7 a
roztok reaguje kysele. A naopak pokud je [H30*] < [OH], potom pH > 7 a roztok reaguje
zasadite [1].

Podobné jako pH je mozné definovat pOH (zaporny dekadicky logaritmus rovnovazné
aktivity hydroxidovych aniontl) a pKw (zaporny dekadicky logaritmus iontového soucinu
vody).

pOH =—1log[OH ]
pK, =—logK,
Dosazenim téchto vztah( do rovnice iontového soucinu vody je ziskan vztah
pK, = pH + pOH =14,
ze kterého je jasné vidét, ze pH zredénych roztok(l mdze nabyvat hodnoty od 0 do 14. Pokud
je pouzito jiné rozpoustédlo nez voda, bude mit stupnice pH podle hodnoty pK, kde Kr
predstavuje disociacni konstantu pfislusného rozpoustédla, jiny rozsah. Potom je jako

neutralni roztok chdpan ten, jehoz pH je rovno poloviné hodnoty pK: [1, 2].

2.3. Metody stanoveni disociacni konstanty

2.3.1 Potenciometrie
Potenciometrie je elektroanalytickd metoda pouzivana k urCovani sloZeni vzorku,

presnéji ke zjisténi koncentrace daného analytu ve vzorku. Metoda je zaloZzena na méreni
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rozdilu potencialt dvou elektrod, které jsou ponorfeny do zkoumaného roztoku vzorku, tzv.
elektrolytu. Z tohoto rozdilu je potom mozné pfimo uréit koncentraci dané latky [4].

Prvni z elektrod oznacujeme jako mérnou, resp. indikacni a volime ji tak, aby byl jeji
potencial zavisly na koncentraci mérené latky v elektrolytu. Druha elektroda se nazyva
porovnavaci, resp. referentni a jeji potencidl musi byt neménny, nezdvisly na méfeném
roztoku.

Potencial elektrod E |ze popsat tzv. Nernstovou rovnici

E=E° +E.|n&'
z-F a

red
kde E° predstavuje standardni elektrodovy potencial elektrody, z je ndboj iontl a dox, resp.
ared jsou aktivity oxidované, resp. redukované formy iontd v roztoku. Pokud jsou si aktivity

Aox
a

oxidované a redukované formy iontd rovny, tzn. =1, potom je standardni elektrodovy

red
potencial ptimo roven elektrodovému potencidlu E [4].
Jako indika¢ni elektrodu lIze pouzit elektrodu vodikovou, stfibrnou nebo sklenénou.
Referentnimi elektrodami jsou nej¢astéji elektroda kalomelovd nebo argentchloridova.
Vodikova elektroda je tvorena platinovym pliSkem potazenym platinovou cerni, ktery
je zataveny do sklenéného drzaku. K elektrodé je pripojen vodic, ktery potencial elektrody
odvadi do méficiho pfistroje. BEhem méreni je elektroda ¢astecné ponorena do roztoku,
ktery je probubldvan plynnym vodikem pod urcitym tlakem. Na platinové ¢erni dochazi
k disociaci molekularniho vodiku na atomarni.

H, <>2H <>2H" +2e

Podle domluvy je standardni elektrodovy potencidl vodikové elektrody roven nule, proto

nabyva Nernstova rovnice tvaru

E,, =%-In a, =0059-Ina_, =-0,0059-pH (pki teploté 25°)

2

Vodikovou elektrodu lze pouzivat k méfeni pH, protoze jeji potencidl klesa spolu s rostoucim
pH roztoku. U této elektrody se vSak velmi obtizné ustavuje jeji potencial a jeji funkce byva
narusena pritomnosti rusivych latek v méreném roztoku (bilkoviny, katalytické jedy, apod.)
[1, 4].

Argentchloridovou elektrodu tvofi stfibrny dratek nebo pliSek potazeny vrstvickou

AgCl ponofeny do roztoku obsahujiciho ionty Cl-, nej¢astéji se jednd o KCI [4].
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Sklenéna elektroda je nejpouzivané;jsi elektrodou pro méreni pH. Jedna se o tzv.
kombinovanou elektrodu (spojeni indikac¢ni a referentni elektrody) tvorfenou banickou
z tenkosténného specialniho skla (polymerni kiemicitan), kterd je naplnéna roztokem
kyseliny chlorovodikové, do niZ je ponofena argentchloridova elektroda (stfibrny dratek
pokryty vrstvou AgCl). Pfi méfeni se na vnitfnim i vnéjSim povrchu bani¢ky vyménuji kationty
skla za kationty H* z roztoku tak dlouho, dokud neni dosazeno vyménné rovnovahy a vytvori
se elektrodovy potencial. Vnitini potencidl je konstantni (ndplin ma stalé pH), vnéjsi Ize

popsat Nernstovou rovnici
R-T . . Ao
E,, =konst+ ?-In a,. = konst—0,059- pH (pfi teploté 25°C)

Hodnota konstanty je nestdld, méni se spolu se starnutim a pouzivanim elektrody. Jeji
hodnota se urcuje experimentdlné. Sklenéna elektroda se pred zapocetim méreni kalibruje
nékolika tlumivymi roztoky o presné zndmém pH.

Povrch banicky je méfenim opotfebovavan, dochazi k postupnému vyluhovani
kationtl skla. Ke zniceni elektrody miZe dojit mechanickym poskozenim nebo pfi méreni

fluorovodiku ¢i koncentrovanych roztok( hydroxidd [1, 4].

/TIT
—<H,

vnéjsi referentni
elektroda

_______ T ——

"""""" -0 - - - vnitini referentni

- e —— -] \/ - 6 P

TLToIC 5 i elektroda

Obr. 1 Potenciometrické elektrody (zleva vodikova, sklenénd)

Potenciometrii lze v praxi vyuzit ke sledovani pribéhu odmérné analyzy a k uréeni
jejiho bodu ekvivalence. Zavislost potencidlu vhodné zvolené indikaéni elektrody? na

mnozstvi pfidaného odmérného roztoku je znazornéna pomoci potenciometrické titracni

2 Indika&nielektroda jevolena podletypu reakce. U alkalimetrickétitrace pouZivdme indikaénielektrodu
citlivouna pH, u oxida¢né-redukénititrace pouzivame elektrodu redoxni.
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k¥ivky. Ta ma esovity tvar a jeji inflexni bod® odpovidd bodu ekvivalence dané reakce. Tento

bod Ize urcit odhadem (nejstrméjsi skok), graficky nebo vypoctem.

Grafické vysetreni bodu ekvivalence se provadi napfiklad metodou rovnobéznych
tecen: Ke dvéma te¢nam titracni kfivky nalezneme pfimku, ktera je s nimi rovnobézna a lezi
uprostred téchto teCen. Misto, kde protina titracni kfivku, je bodem ekvivalence. Tuto
metodu je mozné provadét, pouze za predpokladu, Ze je kfivka soumérna.

Chceme-li bod ekvivalence ziskat vypoctem, pouZijeme prvni derivaci titracni krivky,

A pH e .
P na spotifebé odmérného roztoku. Bod

, . .. AE

kterou lze ziskat jako zavislost —, resp.
AV

ekvivalence je potom roven maximu prvni derivace [4].

pH ApH
Av

V [ml] V [ml]

Obr. 2 Potenciometricka titra¢ni kfivka a jeji prvni derivace

Pro slabou kyselinu plati vztah K, = % , ze kterého lze Upravou dostat tzv.
Hendersonovu-Hasselbalchovu rovnici:
pH = pK, + IogM
[HA]

Z této rovnice je zfejmé, Ze pokud se rovnovazné koncentrace disociované a nedisociované

formy kyseliny rovnaji, plati pH = pK, [1].

2.3.2 Konduktometrie
Konduktometrie je elektroanalytickou metodou zaloZzenou na méreni elektrického

odporu roztoku elektrolytu (vodice Il. tfidy). Prlichod elektrického proudu elektrolytem

3 Inflexnim bodem je takovy bod, ve kterém se pribéh funkce méni z konkdvniho na konvexni a naopak.
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zplUsobuje jeho rozkladani na ionty, tento proces nazyvame elektrolyza. Pohybem iontd
v elektrickém poli mezi elektrodami (vodice . tfidy) je zprostfedkovan prenos elektrického
proudu.

Elektrony jsou do elektrolytu privadény katodou (zaporné nabita elektroda) a jsou
predavany iontlim a molekuldm roztoku, dochazi k redukci. Elektrony jsou dale odevzdavany
na anodé (kladné nabita elektroda), kde dochazi k oxidaci. Redukce a oxidace vzidy probihaji

soucasné a pocet vyménénych elektron( v obou reakcich je stejny [1, 4].

Obr. 3 Elektrolyza

Schopnost elektrolytu vést elektricky proud vyjadfuje konduktance G (elektricka
vodivost), ktera je prevracenou hodnotou rezistance R (elektricky odpor) a méfi se pomoci
dvou rovnobéznych plochych elektrod. Konduktance je pfimo umérna plose elektrod Sa

nepfimo Umeérna jejich vzdalenosti /

G- :K.%__

1
R :
kde « je tzv. konduktivita (mérna vodivost) a prevracend hodnota poméru S/I se oznacuje
jako odporova konstanta systému K.

Konduktivita je zavisla na teploté a koncentraci elektrolytu, tzn. na mnozstvi iontd
prenadejicich elektricky proud a na rychlosti, s jakou se pohybuji. Casto se misto konduktivity
roztoku o znamé koncentraci ¢ uvadi konduktivita roztoku o jednotkové koncentraci, tzv.
molarni konduktivita (molarni vodivost) A.

A=K
C

A\ je nepfimo Umérna koncentraci roztoku, roste spolu s jeho fedénim. Nejvétsi hodnoty

nabyva pfi nekone¢ném zfedéni roztoku, tuto hodnotu znaéime A°[1, 4].
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U silnych elektrolytll je zavislost molarni konduktivity na koncentraci jen velmi mala.

Oproti tomu u slabych elektrolytl je tato zavislost vyrazna. Pfi velkych koncentracich je slaby

elektrolyt jen velmi malo disociovan a jeho molarni vodivost je proto velmi mald. Spolu

s fedénim je elektrolyt stale vice disociovan a roste tedy i jeho molarni vodivost, kterd

nejvétsi hodnoty dosahuje pfi nekonec¢ném ziedéni. Plati tzv. Arrhenilv vztah
A=a-A°,

kde a je disociacni stupen [1].

Konduktometrii lze v praxi vyuzit k ur€ovani disociacni konstanty slabych
jednosytnych kyselin. Pokud je a disociacni stupen a c koncentrace slabého elektrolytu HA,
pak pro rovnovainé koncentrace plati [H ]=[A"]=c-a a [HA]=c-(1—a). Vztah pro

disociac¢ni konstantu pak mizZeme psat ve tvaru

AZ
C.
K (AO)Z
a A ’
T
ktery lze zapsat ,linearnim” tvaru
1 1 1
AT TR

Disociaéni konstantu Ka lze urcit ze smérnice pfimky, ktera vyjadfuje zévislost — na c-A 4

[1].

1
4 Kazdou p¥imku lze zapsatv obecném tvaru Y = P-X + (. Vtomto pfipadéje Y = X, X=C-A apro

1
Ka '(AO)Z .

smérniciplati P =
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2.3.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je analytickou metodou, ktera
umoznuje separaci a ndslednou detekci slozek kapalné smési latek.

Kapalinovy chromatograf je vybaven vysokotlakym cerpadlem, které zajistuje
kontinudlni pritok a miseni mobilnich (pohyblivych) fazi v nastavitelném poméru. Vzorek
analyzované latky se pomoci davkovace misi s mobilni fazi, kterd jej vnasi na kolonu.
Chromatograficka kolona byva vyrobena ze skla nebo nerezy, ma hladky povrch, musi byt
schopna odolavat vysokym tlakiim a je naplnéna stacionarni (nepohyblivou) fazi, kterou je
nejéastéji silikagel. Dochazi k rozdéleni vzorku na jednotlivé jeho slozky, které postupné
vyhazeji z kolony a jsou snimdny pritokovym detektorem. Vysledek procesu je zaznamendn
ve formé pikd (migracni zény) na ¢asové ose chromatogramu. Piky predstavuji jednotlivé

slozky latky a tloustka pikl jejich koncentraci [4, 5].

Columb |
(Ctationary phase)

Aurtosampler

s Degassing

Solvent (Mobile phase)

Obr. 4 Schéma HPLC (prevzato z [11])

Déleni analyzované latky by mélo probéhnout v co nejkratsim case. U latek, jejichz

slozky maji blizké reten¢ni ¢asy (tj. doba, za kterou projdou kolonou) byva pouzita mobilni

faze, jejiz slozeni se po dobu méreni neméni. Tento zplsob analyzy je tzv. izokraticka eluce.

Nékteré latky vSak obsahuji slozky s kratkymi i dlouhymi retencnimi ¢asy. Méreni téchto
latek by trvalo velmi dlouhou dobu a piky sloZek s dlouhymi retenénimi ¢asy by byly
rozsSifené. Proto je vyhodné pouZit tzv. gradientovou eluci, kdy je k mobilni fazi postupné

pridavano dalsi rozpoustédlo, které urychluje postup pomalejsich slozek [4].
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Signal

% Cas

Obr. 5 Chromatogram (pfevzato z [6])

Mérenou latku Ize identifikovat pomoci jejiho reten€niho faktoru k

T T

m m

T"' _ Tr _Tm

kde Tm je tzv. mrtvy retencni ¢as (retencni ¢as mobilni faze), T, je retenéni ¢as dané latkya T,
je redukovany retencni ¢as (T, =T, =T_).

Retencni faktor jednosytné kyseliny lze zapsat rovnici
K=Xpa Kia + XK,

kde X,,, je molami zlomek kyseliny, X, molarni zlomek anionty, Ky retencni ¢as kyseliny a

kA, retenéni ¢as aniontu. Dale plati nasledujici vztahy:

10 pKa—pH

1
141075

X X _ =———"—
HA AT 101 -pH
OpKa P

Rovnice pro uréeni retencniho faktoru jednosytné kyseliny potom nabyva tvaru:

Kya 107" + k _-107P%
10" +107P%

Disociacni konstanta analyzované latky se stanovi ze zmény retencnich faktoru

v zavislosti na pH mobilni faze. HPLC se jako metody pro uréovani pKa pouziva pouze u

malého mnozstvi latek, jeji vyhodou je, Ze latka nemusi byt dokonale Cistd, necistoty jsou na
koloné oddéleny [6].
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2.3.4. Prutokova vstfikovaci analyza
Priitokova vstfikovaci analyza (FIA) je analyticka metoda zaloZend na vstrikovani

vzorku do nosné kapaliny.

Faze 1 l Vzorek Davkovani

l

Faze 2 Disperze

Faze 3 Detekce / \

l

|

Faze4 Promyti
nosna kapalina

Obr. 6 Pribéh FIA (pfevzato z [10])

Analyzatory FIA analyzy se vyznacuji jednoduchosti. Peristaltické ¢erpadlo Cerpa
nosnou kapalinu, do které je vstfikovacim ventilem nastriknut vzorek tak, aby proudéni
nosné kapaliny bylo co nejméné naruseno. Kromé vzorku je mozné pridavat i potfebnd
¢inidla. Roztok prochazi reaktorem (pfima trubice, reakéni civka, misici komarka, uzlovy
reaktor), kde probiha michani, pfipadné dochazi k reakci vzorku s ¢inidlem. Promichany
roztok vstupuje pratokovou kyvetou do detektoru (napf. AAS, fotometricky, fluorimetricky).
Vsechny ¢asti pfistroje jsou propojeny teflonovymi, popf. polyethylenovymi hadickami
s malym vnitfnim primérem. Vyhodou malého priméru je nizka spotrfeba vzorku a Cinidel,
naopak nevyhodou je mozné ucpani hadicky. Proto je nezbytné vSechny pouzité chemikalie

dikladné prefiltrovat a odvzdusnit vakuem, aby nedochdzelo k tvorbé bublin [9, 10].

vzorek
J\ reaktor
nosny () /\/\/— M— odpad
roztok
;s detektor
peristalticke

Cerpadlo

Obr. 7 Schéma FIA analyzatoru (pfevzato z [10])

Vysledkem analyzy je zaznam popisujici zavislost absorbance na ¢ase. V grafu jsou za

sebou umisténé piky, jejichz vySka h je mirou analytické koncentrace vzorku [10].
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Obr. 8 Zaznam FIA piku (prevzato z [10])

DuleZitou veli¢inou slouzici k popisu koncentra¢niho gradientu je kontrolovana
disperze D. Je dana pomérem pocatecni koncentrace vzorku co a maximalni koncentrace
vzorku prochdzejiciho detektorem cmax. Lze ji rovnéz zapsat pomoci mérené veliciny, kterou

je absorbance pti konstantni vinové délce A:

D= CO — AO
Cmax Amax

Ao predstavuje pocatecni absorbanci vzorku a Amax je maximalni absorbance vzorku po

prichodu detektorem.

Hodnota disperze mize byt ovlivnéna nékolika faktory. Napfiklad objemem
vstrikovaného vzorku (pti dané koncentrace spolu s objemem roste vyska i Sirka piku),
rychlosti proudéni (¢im vétsi rychlost, tim mensi disperze), délkou a tvarem reaktoru (s
rostouci délkou se pik rozSifuje a klesa), atd.

Podle velikosti disperze Ize FIA systémy rozlisit na tfi druhy:

1. Systémy s omezenou disperzi (D < 3) —obvykle jde o pfipady, kdy v priibéhu analyzy
neprobihd zadna chemicka reakce, jedna se pouze o transport vzorku k detektoru.

2. Systémy se stfedni disperzi (3 < D <10) — jedna se o méreni, u kterych pfi stanovovani
dochazi k chemické reakci. VyZzaduji mensi rychlost proudéni a del3i reaktor.

3. Systémy s vysokou disperzi (D > 10) — pouZivaji se u FIA titraci, vyZaduji velmi dlouhé

reaktory, k promichani vzorku s Cinidlem jsou pouzivany michaci kom(rky [9, 10].

20



2.3.5. Molekulova absorpcni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

UV/Vis spektroskopie je analyticka metoda zaloZena na absorpci viditelného a
ultrafialového zareni (oblast 200 — 800 nm) roztoky mérenych latek.

Absorpce zafeni zplsobuje, Ze elektrony prechdzeji ze zakladniho do excita¢niho
stavu, tzn. z nizsi do vyssi energetické hladiny. Takovychto prfechodl existuje celkem Sest, u

UV/Vis zareni jsou vS§ak mozné pouze prechody n - nt* am - mt*.

o*
A A A A
Q2
oo
Q o
LE**A***A*
gl] KR} bl b E]| b
ol BN TR O IO )
cl]l Bl < El bl B
n
18
(0]

Obr. 9 Pfechody elektroni mezi orbitaly

K prechodu mt = m* dochazi u sloucenin, které ve svych molekuldch obsahuji ndsobné
vazby nebo aromatické jadro (C=C, C=C). Pfechod n = m* se vyskytuje u latek, které obsahuiji
ndsobné vazby tvorené alespon jednim atomem s volnym elektronovym parem (C=0, C=S,
N=N), a je nejméné energeticky narocny [4, 6].

Kazda energeticka hladina obsahuje vibracni a rotacni podhladiny. Elektronovy
prechod je zpravidla doprovazen vibra¢nimi a rotacnimi pfechody, jejichZ energie seliSijeno
velmi malé hodnoty. Vysledné spektrum ma tedy charakter absorpéniho pasu, jehoZ energie
AE je rovna rozdilu energii excitovaného a zakladniho stavu elektronu

AE=E,-E, =hv,
kde E; je energie elektronu v excitovaném stavu, E; energie v zakladnim stavu, h Planckova

konstanta a v frekvence zafeni [6].

Spektrofotometr, pristroj uréeny k absorpéni spektralni analyze v oblasti UV/Vis
zareni se sklada z emisniho systému (zdroj zareni), disperzniho systému (monochromator),
absorpéniho prostredi (kyvety s analyzovanym vzorkem a referencni kyveta) a detektoru

zareni.
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Jako zdroj zareni se pouziva wolframova zarovka a deuteriova vybojka, které
produkuji spojité polychromatické zareni v rozsahu 180 — 3 000 nm. Toto zareni vstupuje do
monochromatoru (sestava hranolll nebo mrizek, Stérbin a zrcadel), ktery slouzi k vybéru

zateni o konkrétni vinové délce. Monochromatické zareni prochazi absorpcni kyvetou

vyrobenou ze skla (méreni ve viditelné oblasti) nebo kiemene (méreni v UV oblasti) a proslé

neabsorbované zareni dopada na detektor, kterym je nejéastéji fotonasobic.

Obecné se rozlisuji dva typy spektrofotometrli — jednopaprskové a dvoupaprskové.

Jednopaprskové pristroje jsou jednodussi a levnéjsi. Pfi analyze je nutné provést dvé méreni

— s referenénim a analyzovanym roztokem. Absorpcni spektrum se sestrojuje z hodnot

absorpci, které jsou postupné méreny pfi riznych vinovych délkach [4, 8, 11].

vstupni vystupni

$térbina $térbina
B— — D > PC
zdroj F s
ek monochromator S detektor méFici
zareni absorpéni A
pristroj

kyveta

Obr. 10 Schéma jednopaprskového spektrofotometru

U dvoupaprskovych spektrofotometri dochazi k rozdéleni zareni na dva paprsky, které
prochazeji kyvetami s analyzovanym a referencnim roztokem. Jsou automatické, umozniuji

naraz zmeéfit celé absorpcni spektrum [4, 8].

kyveta
s analyzovanym
roztokem

vstupni
stérbina

= detektor

vystupni
stérbiny

zdroj 2 I
R monochromator
zareni I

s

detektor méFici pristroj

!
1!
i

v

kyveta
s referenénim
roztokem

Obr. 11 Schéma dvoupaprskového spektrofotometru
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UV/Vis spektrofotometrie je kvalitativni i kvantitativni metodou. Nejcastéji se pouziva

k identifikaci, ur€éovani koncentrace a Cistoty latek a k analyze smési.

Kvalitativni analyza je zaloZena na urcovani polohy absorpéniho maxima

v naméreném absorpénim spektru.

0.4 -

Absorbance
o o
N w

©
—

©
o

T T T

250 350 450 550 650 750
Wavelength (nm)

Obr. 12 P¥iklad UV/Vis spektra (pfevzato z [11])

Kvantitativni analyza vychazi z Lambert-Beerova zakona pro zfedéné roztoky
A=g¢g,-l-c,
kde A predstavuje absorbanci, €1 je molarni absorpcni koeficient, / délka kyvety a ¢
koncentrace analyzované latky. Absorbanci Ize rovnéz urcit pomoci transmitance T

T:B A:—IogTzlog&,
D, )

kde @o je svételny tok vstupujici do kyvety se vzorkem a @ svételny tok z kyvety vystupujici
[6, 8].

Koncentraci latky zjistujeme pfi vinové délce jejiho absorpéniho maxima; potom je
podle Lambert-Beerova zdkona absorbance linedrné zavisla na koncentraci analyzované
absorbujici latky

A= f(c)>.
Pokud je v analyzovaném roztoku pfitomno vice absorbujicich latek, je celkova

absorbance rovna souctu absorbanci jednotlivych absorbujicich slozek

A:ZA =§i:gi-ci :

> Molarniabsorpénikoeficientje pro danoulatku a pfislu§nou vinovou délku konstantni. Konstantni je i délka
kyvety [7].
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Pro urceni koncentraci n latek je nutné provést n méreni pti n rznych vinovych délkach a
vyresit soustavu n linedrnich rovnic o n neznamych. Nejprve zméfime absorpcni spektra
Cistych latek a u kazdého zjistime vinovou délku absorpéniho maxima. Pti téchto vinovych
délkach potom provadime analyzu smési.
Pokud napfiklad analyzujeme smés dvou latek M, N a méfeni provadime pfi vinovych
délkach \’, A", dostavame soustavu rovnic
A=, -lc, +&-1-cy
A=g",lcy, +& 7 1cy,
ze které je mozné odvodit vztahy pro vypocet obou koncentraci
A-g7 —-A"&y

,

Cy = ; >, ; ;
R CAVEr-AET-SIVEr-2V

Algy—A-e'y

R CAVEC-ANE-AVEr-SN

Cn

Mnohem jednodussi, ale nepresnéjsi metodou pro stanoveni koncentrace ve smési
latek je méreni absorpcniho spektra pfi vinové délce tzv. isosbestického bodu, coz je bod, ve
kterém se absorpéni kfivky vSech latek protinaji. V pfipadé smési dvou latek M, N maji

rovnice pro vypocet koncentraci tvar

CM _ AIB
2-g),

CN — AIB ,
2-gy

kde Ajs je absorbance isosbestického bodu a eum, resp. en jsou molarni absorpéni koeficienty

latek M, N [4, 7, 8].

2.4. Vyhodnocovani dat

Vyhodnocovani experimentalnich dat Ize provadét dvéma druhy metod:

1. Hard modellingové metody vyzaduji znalost chemického modelu. Jsou vhodné
v pfipadech, kdy je mozné chemicky model stanovit, napfiklad ke studiu chemickych
rovnovah, kdy se model skldda ze stechiometrie ziucastnénych slozek a z hrubého

odhadu rovnovazné konstanty.
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2. Soft modellingové metody pracuji s namérenymi daty bez stanoveni chemického
modelu. Jsou obsahlejsi. Jejich vystupem jsou koncentraéni profily a Cista spektra
jednotlivych slozek probihajici reakce, které jsou potifebné k urceni chemického

modelu a latkovych bilanci. [13, 14]

2.4.1. Vicerozmérna analyza dat
Namérena data se ukladaji do matice D (M x N), kde M je pocet fadkl predstavujici
pocet mérenych hodnot (napf. pH, t, ...) a N je pocet sloupcl, ktery odpovida poctu vinovych
délek, pfi kterych méreni probihalo. Hard a soft modellingové metody urcuji koncentrace a
Cista spektra vSech sloZek systému tak, Ze rozkladaji matici D podle vztahu:
D=C-S" +E,
kde C je matice koncentraci, ST matice Cistych spekter jednotlivych slozek systémua E je

matice rezidui, které predstavuji ndhodné chyby méreni [13, 14].

N X N N
_ = AT, T > _ -
c X
M M M

Obr. 13 Maticovy vztah

Uvedeny vztah Ize vyfeSit metodou stfidajicich se nejmensich ¢tvercd, ktera se snazi
nalézt hodnoty matic C a S" tak, aby co nejpfesnéji odpovidaly datim v pavodni matici D.
Predpoklada se, Ze hodnota matice E se bliZi nule, pak vySe uvedeny vztah nabyva tvar:
D=C-S".
Hodnoty matice C jsou pfedbézné koncentrace a hodnota S' je odhadnuta. Nasledné je
pouzita jedna z omezujicich podminek (napt. absorbance, vidy kladné hodnoty koncentrace).
Tyto hodnoty jsou dosazeny do matice ST a hodnota matice C je dopocitana. Opakované jsou

dosazovany omezujici podminky, ¢imz se navrhovany chemicky model stdle vice zdokonaluje.

25



3. Prakticka cast

3.1. Oximy

Oximy jsou reaktivatory acetylcholinesterazy pouZivané jako protijedy pfi otravé
organofosfaty, které se bézné pouzivaji jako pesticidy, herbicidy nebo chemické zbrané. Pfi
intoxikaci organofosfatovych sloucenin dochdzi k inhibici acetylcholinesterdzy, coz je enzym
nezbytny pro spravnou funkci centralni nervové soustavy savc(, hydrolizuje acetylcholin za
vzniku cholinu a kyseliny octové [12].

Organofosfaty jsou elektrofilni molekuly se schopnosti fosforylovat hydroxylovou
skupinu serinu, ktery se nachazi v aktivnim misté acetylcholinesterazy. Odstupujici skupina
organofosfatu je odStépena a vytvafi s acetylcholinesterazou komplex enzym-inhibitor.
Tento komplex je velmi stabilni a jeho regenerace hydrolyzou probihd velmi pomalu (v fadu
dna). Dasledkem je akumulace a hromadéni acetylcholinu v synaptickych Stérbinach, coz
vede k hyperstimulaci nikotinovych a muskarinovych receptord a dochazi tak k otravé
endogennim acetylcholinem [12].

Oximy zpUsobuji rychlou reaktivaci acetylcholinesterazy, proto se pouZzivaji
organofosfatova antidota. Reakéni mechanismus Gc¢inku oximu je zaloZen na odejmuti
fosforové casti ze serinu v aktivnim misté acetylcholinesterdzy, ¢imz dochazi k jeji opétovné
aktivaci. Jako meziprodukt vznikd komplex enzym-inhibitor-reaktivator, jehoZ rozStépenim
vznika reaktivovany enzym [12].

Tento proces probihd pouze u Cerstvé fosforylované acetylcholinesterazy, u starSich
komplex( enzym-inhibitor neni mozné enzym prostfednictvim oxim(l reaktivovat. Rychlost
starnuti zavisi na druhu organofosfatové slouceniny, tzn. inhibitoru.

Prozatim neexistuje oxim, ktery by byl relativné Gcinny proti vSem druhiim

organofosfatl, teda takovy, ktery by mél univerzalni antidotni ucinek [12].
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Obr. 14 Mechanismus reaktivace acetylcholinesterazy

V rdmci této bakalarské prace byly méfeny hodnoty disociacnich konstant u

ndasledujicich bispyridinovych oximu:

o1

Vzorek Nazev Struktura
K018 trimedoxim HON P o W_L__NoH
2 Br
ICRGD
K027 - O
HON=HC~ 7  2Br Z SCONH,
_~_ CONH,
o |
K048 - /l[jéT/\\//\\/N‘\
! O
HON=HC™ 28Br

OR
R’
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2 CH=NOH
@
K074 - SN NS
O
HON=HC™ 2Br
@/CH:NOH
®
K075 - \@N/\/\/N\
©)
HON=HC™ > 2Br
P
. | N N|®\
K170 methoxim HON. .~ ONF _NOH
2Cl
_ | CONH,
®
K203 - SN
O
HON=HC™ >  2Br
X
K244 pralidoxim EGEANOH
~~ cF
K318 obidoxim HON _ O | A _NOH
2Cl
_NOH
I A S R
K323 asoxim | N O 5 Ne
Z o O
NH»

Tab. 1 Mérené bispyridinové oximy

3.2. Pristrojové vybaveni

Pro spektrofotometrické méreni byl pouzit dvoupaprskovy UV/Vis spektrofotometr

Lambda 25 znacky Perkin Elmer (Waltham, MA, USA).

Wﬂluu|uuuuumnnumnnnu

Obr. 15 Spektrofotometr Lambda 25
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FIA analyza probihala na HPLC chromatogramu Infinity 1260 (Agilent Technologies,

Santa Clara, CA, USA).

Obr. 16 HPLC chromatograf Infinity 1260

3.3. Pouzité materialy a metody

Pouzité chemikalie:

99 % kyselina fosforita (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

oximové vzorky — K018, K027, K048, K074, K075, K170, K203, K244, K315, K325

demineralizovana voda DEMIWA 5 rosa (WATEK, Lede¢ nad Sazavou, Ceska republika)

Kyselina fosforita a hydroxid sodny byly pouZity pro pfipravu dvou zasobnich pufri

s pH 6,00 (pufrl) a pH 8,50 (pufr2). Z téchto dvou pufrd bylo pfipraveno zbylych devét pufr

smichanim v nasledujicich pomérech:

pufrl/pufr2

90/10

80/20

70/30

60/40

50/50

40/60

30/70

20/80

10/90

pH

6,28

6,46

6,61

6,77

6,89

7,06

7,25

7,40

7,72

Tab. 2 Poméry pfipravenych pufri

lontova sila pfipravovanych pufrid byla nastavena tak, aby po smichani s pracovnimi roztoky

vzork(l byla rovna 1.
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Zasobni roztoky vzorkl byly pfipraveny rozpusténim 50 mg pevného vzorku
v odmérnych bankach o objemu 50 ml, které byly po rysku doplnény demineralizovanou
vodou. Roztoky byly ulozeny v chladnicce. Pfed analyzou byly pracovni roztoky pfipraveny ze

zadsobnich roztokll jejich desetinasobnym zifedénim.

Spektrofotometrické méreni bylo provedeno na spektrofotometru Lambda 25 znacky
Perkin Elmer v kiemennych kyvetach SM/Q10 (Exacta + Optech, San Prospero, Italie).
Z pracovnich roztok(l byly pfipraveny sady smésivzork( a pufrli v poméru 1:4. Absorpcni
spektrum bylo u vSech vzork(i méreno v oblasti vinovych délek 210 — 640 nm. Vysledky byly

zaznamenany UV WINLAB softwarem verze 2.85.04 (Perkin EImer, Waltham, MA, USA).

FIA analyza probihala na HPLC chromatogramu Infinity 1260 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) s automatickym ddvkovacem Infinity 1290 (G4226A), kvartérnim
Cerpadlem Infinity 1260 (G1311B), termostatem kolony Infinity 1260 (G1316A) a detektorem
s diodovym polem Infinity 1260 (G4212B). Na rozdil od bézného uskupeni HPLC
chromatografu nebyla pfitomna chromatografickd kolona.

Mobilni faze byla pfipravena smisenim pufru s pH 6,00 (zdsobnik A), pufru s pH 8,50
(zasobnik B) a demineralizované vody (zasobnik C). Cerpadlo bylo nastaveno tak, aby ziskané
mobilni faze byly stejné jako pufry pouZivané u spektrofotometrické metody. Pritok byl
nastaven na 0,5 ml-minL.

Po zaplnéni celého HPLC systému mobilni fazi nasal automaticky davkovac 40 pl
mobilni faze a 10 pl vzorku a desetkrat je promisil. Vzorek byl ndsledné nastfiknut do toku
mobilni faze a detektor zméfil jeho absorpéni spektrum v rozmezi 210 — 640 nm.
Zaznamenavani vysledkl probihalo za pouziti Agilent OpenLab softwaru verze A.01.05
(Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA).

Po kazdém méreni byla pomoci mensiho mnozstvi aktualné pouzivané mobilni faze
zkontrolovdana hodnota pH.

Vysledny chromatogram nevypadal jako béZné chromatogramy kvali chybéjici
chromatografické koloné, obsahoval pouze jednu oblast se signalem. Pro vypocet pak bylo

vybrano absorpcni spektrum ve vrcholu piku —misto s nejvyssiintenzitou a konzistenci.
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Obr. 17 Chromatogram obidoximu ziskany FIA analyzou

K vyhodnocovani dat byl pouZit program MatLab® (MathWorks, Natick, MA) — hard
modellingovy nastroj EQUISPEC a soft modellingovy nastroj MCR-ALS. Hard modellingové
vypocty byly provadény podle nasledujiciho modelu: acidobazickeé titrace, jedna sloucenina
ve dvou formach — jedna disociaéni konstanta, nezahrnuta Zadna pocatecni spektra. Pro soft
modellingové vypocty byla pouZitd tato omezeni: smés dvou sloucenin, hodnoty absorbance

a koncentrace dosahuji vzdy kladnych hodnot.
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4. Vysledky a diskuse

Vsechny vzorky byly zméreny podle vySe popsaného popisu. Namérena spektra, grafy
urcujici pKa a vypoctend spektra vSech oximl jsou umistény v Pfiloze 1. Vysledné hodnoty

pKa jsou zaznamendny v nasledujicich tabulkach:

UV/Vis spektrofotometrie
ALS (soft model) EQUISPEC (hard model) Literatura
smérodatna smérodatna
pKa odchylka pKa odchylka pKa

K018 7,74 0,32 | +129%| 7,79 0,21 +8,4 % | 8,39 [15]; 9,40 [16]
K027 7,56 0,16 £6,2% 7,69 0,11 +4,4% 8,42 [15]
K048 7,83 0,14 +5,6% 7,96 0,16 6,4 % -
K074 7,72 0,08 £3,2% 7,92 0,07 +2,8% 7,95 [17]
K075 7,72 0,14 +57% 7,91 0,13 +52% 7,95 [17]
K170 7,42 0,12 +4,8% 7,48 0,04 +1,6% 8,23 [16]
K203 7,66 0,23 +9,3% 7,21 0,16 +6,4% -
K244 7,47 0,21 +8,2% 7,51 0,14 +5,6% 5,58 [16]
K318 7,69 0,06 +2,2% 7,35 0,30 +8,4 % 8,28 [16]
K323 7,19 0,18 +7,1% 7,23 0,12 +4,8 % | 7,74 [15]; 3,87 [16]

Tab. 3 Hodnoty pKa ziskané UV/Vis spektrofotometrii

FIA analyza
ALS (soft model) EQUISPEC (hard model) Literatura
oK smérodatna oK smérodatna oK
odchylka odchylka

K018 7,76 0,03 +1,3% 7,98 0,02 +0,8% | 8,39[15]; 9,40 [16]
K027 7,74 0,05 +2,1% 7,87 0,04 1,6 % 8,42 [15]
K048 7,82 0,06 £23% 8,08 0,06 +2,4% -
K074 7,78 005 |[+18% | 8,00 003 | +12% 7,95 [17]
K075 7,80 0,04 +1,5% 8,02 0,03 +1,2% 7,95 [17]
K170 7,42 0,09 +3,6% 7,52 0,03 +1,2% 8,23 [16]
K203 7,82 0,11 +4,5% 8,09 0,10 +4,0% -
K244 7,61 0,09 +3,7% 7,74 0,05 +2,0% 5,58 [16]
K318 7,67 0,07 +2,7% 7,82 0,03 16,4 % 8,28 [16]
K323 7,34 0,04 +1,5% 7,42 0,03 +1,2% | 7,74 [15]; 3,87 [16]

Tab. 4 Hodnoty pKa ziskané FIA analyzou
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Prvni zndmé oximové reaktivatory acetylcholinesterazy (K018, K170, K244, K318,
K323) byly zavedeny bez hlubsi analyzy jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Pozdéji byla
vhodna hodnota jejich pKa (vyhovujici pro spravny Gcinek v lidském organismu) uréena mezi
7,5 a 9,5 [18]. Tyto hodnoty plati pro jednu oximovou skupinu v molekule. Nékteré oximové
reaktivatory obsahuji ve svych molekuldch oximové skupiny dvé (K018, K074, K075, K170,
K318) a maji tak dvé hodnoty pKa (pKa1 a pKa2). pKa2 téchto oxim0 jsou uvadény kolem
hodnoty 9 [15, 16]. Pro ucinnou reaktivaci acetylcholinesterazy vSak nemaji vyznam a nebyly
proto této praci studovany.

V tabulkdch 3 a 4 jsou uvedeny vysledné hodnoty pKa stanovovanych oximu a pro
srovnani hodnoty uvadéné v literature. Porovnani namérenych dat s Udaji v literature je
velmi variabilni. U oxim( K074 a KO75 jsou namérené av literature uvadéné hodnoty pKa
velmi blizké. Oproti tomu u oximU K018, K027, K170, K244, K318 a K323 se vysledky od
literatury znacné lisi.

Pfi srovnani obou pouzitych metod je ze zfejmé, Ze FIA analyza vykazuje vysSi
presnost nez UV/Vis analyza — smérodatné odchylky u FIA analyzy jsou mensi nez 5 %,

v pfipadé UV/Vis spektrofotometrie se bliZii k 10 %. Rozdil je zplsoben predevsim lidskym
faktorem pfi pripravé pufri u UV/Vis spektrofotometrie. Rozdily mezi obéma metodami jsou
vSak mensi nez rozdily pfi porovnavani namérenych vysledk( a Gdajl z literatury.

Vyhodou FIA analyzy je Uspora ¢asui materidlu. Na rozdil od UV/Vis
spektrofotometrie, kde je nutné vsechny pufry smichat jednotlivé, u FIA analyzy je
umoznéno automatické smichani dvou pufri v nastavitelném poméru.

Pro tento typ mérené se ukdzalo jako vhodnéjsi pouZivani hard-modellingu, ktery u

obou metod vykazuje mensi smérodatné odchylky.
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5. Zaver

Bylo provedeno méreni pKa u deseti oximovych vzorkl dvéma metodami — UV/Vis
spektrofotometricky a FIA analyzou. Namérené vysledky byly porovnany s udaji z literatury.
U nékterych latek byly obé hodnoty v dobré shodé, u jinych byly rozdilné.

Dale bylo porovnanim vysledk( zjiSténo, Ze obecné je FIA analyza vyhodnéjsi
metodou neZz UV/Vis spektrofotometrie. Vykazovala mensi smérodatné odchylky, vyZadovala
krat$i pracovni dobu a nizsi spotfebu pufri a vzorku. Diky automatizaci doslo navic
k minimalizaci chyb zpUsobenych lidskym faktorem a metoda se stala |épe
reprodukovatelnou.

Nameérena data byla zpracovana hard modellingovym programem EQUISPEC a soft
modellingovym programem MCR-ALS. Vysledky se ukazaly presnéjsi v pfipadé hard
modellingu.

Jako nejvhodnéjsi zplsob méreni se tedy ukazala FIA analyza spolu s pouZitim hard
modellingu —tyto vysledky byly nejptresnéjsi. Jedinou vyjimkou byl obidoxim (K318), u

kterého byl presnéjsi soft modelling.
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Obr. 25 Namérené spektrum oximu K318
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Obr. 26 Uréeni pKa oximu K318 (modra —disociovana forma, ¢ervena —nedisociovana forma)
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Obr. 27 Vypoctené spektrum oximu K318 (modra —disociovana forma, cervend —nedisociovana forma)
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Obr. 28 Namérené spektrum oximu K323

100 v ¥ | !
Bk _
80 \ 4
701 \ A1
60 4
501 A
a0k \\\ 4
301 \ -1
20+ N e
10+ —

% : ; i .

650

pH

85

——pH 6,00
——pH 6,28

pH 6,46
—pH 6,61
——pH 6,77
——pH 6,89
—pH 7,06

pH 7,25
—pH 7,40
——DpH 7,72

pH 8,50

T

1 | | 4 L

L

1

200

250 300 350 400 450 500
pH

550

600

650

Obr. 30 Vypoctené spektrum oximu K244 (modra — disociovana forma, cervena —nedisociovana forma)



