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Sihrn

PouZitim absorpcnej spektroskopie UV/VIS s pyrénom
bola preskiimand micelizcia vybranych kvartérnych amo-
niovych soli odvodenych od heptakainu (latky s pracovnym
oznatenim H22, H26, H27, H29, H34, H37, H + Al
a H + B) vo vodnych prostrediach a derivat H34 v 3 mol/l
etanolovom roztoku pri teplote 25 °C. V homologickom
rade Studovanych bromidov H22, H26, H27 a H29 hodno-
ty cmc exponencidlne zéavisia od poCtu atomov uhlika 7,
v hydrofébnom retazci: In (cmc) = —3,131—0,421nC. Volna
Gibbsova energia prenosu jednej metylénovej skupiny
alkylového retazca z vodnej fizy do vnitra micely
pri teplote 25 °C ma hodnotu (0,421 + 0,034)RT.
Klicové slova: heptakain ¢ kvartérne améniové soli *
kritickd micelova koncentricia ¢ pyrén ¢ sigmoidalna-
Boltzmannova rovnica ¢ alkohol

Summary

Micellization of selected quaternary ammonium com-
pounds derived from heptacaine have been studied by
absorption spectroscopy in the UV/VIS spectral region
with the use of a pyrene probe. The compounds studied
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in the aqueous solution have been marked as H22, H26,
H27, H29, H34, H + Al and H + B and the derivative
marked as H34 was studied in a 3 mol/l ethanol solution
at the temperature of 25 °C. In the homologous series of
the studied bromides H22, H26, H27 and H29, cmc was
observed to be dependent on the number of carbon atoms
n_ in the hydrophobic chain: In (cmc) = -3.131-0.421n,..
The Free Gibbs energy necessary for the transfer of
a methyl group of the alkyl chain from the water phase
to the inner part of the micelle at the temperature of
25 °Cis (-0.421 £ 0.034)RT.

Key words: heptacaine * quaternary ammonium com-
pounds e critical micelle concentration ® pyrene ¢ Boltz-
mann-sigmoidal equation ¢ alcohol

Uvod

Dlhoro¢nym predmetom S$tddia Katedry farmaceutic-
kej chémie Farmaceutickej fakulty Univerzity Komen-
ského v Bratislave st bazické estery substituovanej kyse-
liny fenylkarbdmovej, ktoré preukazuji lokdlne
anestetickd, B-adrenolytickd, antiarytmickd, spazmoly-
tickd, antivirusova ¢ antimikrobidlnu aktivitu?. Cielom
tohto vyskumu bola a je syntéza takych derivatov, ktoré
vykazovali silni biologicku aktivitu, vysoku stabilitu
a ¢o najmensie neZiaduce ucinky ako systémovi toxicitu
¢i drazdivost. Vysledkom tohto rozsiahlého Stidia bol
vyskum a vyvoj Styroch novych origindlnych potencidl-
nych lieciv, a to: pentakainiumchloridu, heptakainium-
chloridu, karbizokainiumchloridu ako lokédlnych aneste-
tik a latky H + B (heptakainiumbenzylchloridu), ktory
okrem lokélnej anestézie vykazoval aj antiarytmické
ucinky.

Molekuly tychto derivatov méji amfifilnd povahu,
kde charakteristicky intermedidrny, spojovaci retazec
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Tab. 1. Studované kvartérne améniové soli odvodené od heptakainu

Latka R X M,

H22 -C,H, Br- 47147 O

H26 -CH,, Br 527,58 T g ©

H27 -CH,, Br- 541,60

H29 -CH, Br- 569,66

H+Al -CH,-CH=CH, Br- 483,48 0

H34 -CH, I 546,52 H

H37 -CH,, I 588,60 O:G

H+B -CH,-CH, ar 533,54 NN
predstavuje  karbamatovd  skupina —-NH-COO-  Pristroje

s najcastejSie dvojuhlikovym retazcom, ktory moze byt
cyklizovany ¢i vetveny. Hydrofébnu Cast tvori substituo-
vané benzénové jadro. Hydrofilnd poldrna hlavicka je
prezentovand kvartérnym dusikom, ktory moZe byt
sucastou heterocyklu.

Vysledkom dvojakej povahy molekuly takychto latok
je, Zze uz v nizkej koncentracii v roztoku preukazuji dva
vyznamné a charakteristické typy sprdvania sa: adsorp-
cia na medzipovrchoch a agregicia v roztoku. Vzniknu-
té koloidné agregaty sa nazyvajd micely a v zavislosti od
tvaru amfifilnej latky a od jej koncentracie v roztoku
nadobudaji rézne podoby.

Akondhle sa dosiahne kritickd micelova koncentricia
(cmc), pri ktorej sa v roztoku zacina formdacie miciel,
dochéddza k mimoriadnym zmendm. Zo zavislosti niekto-
rych fyzikdlno-chemickych vlastnosti od koncentricie
amfifilnej latky je moZné rozlicnymi metédami
a postupmi stanovit hodnotu cmc.

Hodnoty kritickych micelovych koncentricii vybra-
nych derivatov substituovanej kyseliny fenylkarbamove;j
sa determinuji vyuZitim absorpcnej spektroskopie vo UV
oblasti spektra pomocou molekuly pyrénu ako sondy.

Cielom predloZenej prace je Stidium agregacnych
vlastnosti roztokov vybranych kvartérnych amoéniovych
soli odvodenych od heptakainu vo vodnom a pyrénovom
prostredi pri teplote 25 °C.

Pokusna cast

Studované ldatky

Vybrané kvartérne amoéniové soli odvodené od hepta-
kainu boli zosyntetizované podla priace Cizmarika
a spol.>? st uvedené v tabulke (tab. 1). Vetky Studova-
né derivaty st biele kryStalické latky.

Chemikdlie

Pyrén, puriss. p.a., pre fluorescenciu, = 99,0 %, central
CHEM; etanol UV, ~ 96 % (v/v), central CHEM; aqua
purificata.

Spektrofotometer Analytik Jena SPEKOL 1300
(Nemecko); teplomer VARIO THERM MAX; ultrazvu-
kovy kupel Bandelin Sonorex (Nemecko).

Rozpustnost vo vode

Latky H22, H26, H+Al a H+B boli vo vode Tahko roz-
pustné, bromidy H27, H29 mierne rozpustné, jodid H37
tazko rozpustny, zatial ¢o jodid H34 vo vode prakticky
nerozpustny. Preto bola ldtka H34 Studovand v 3 mol/l
etanolovom roztoku. V menej koncentrovanych etanolo-
vych prostrediach sa uvedeny derivat vyzrazal. Pre uve-
denie latky H37 do roztoku bol pouzity ultrazvuk
a zahrievanie do 40 °C opakovane.

Pracovny postup

Priprava pyrénového roztoku

Bol  pripraveny  zdsobny  roztok  pyrénu
s ¢ = 0,0012 mol/l rozpustenim vypoctom zisteného
mnoZstva pyrénu v etanole UV (~ 96% (v/v)) pomocou
ultrazvuku (15 min). Experimentalny 2 pmol/l pyrénovy
roztok sa ziskal zriedenim zdsobného roztoku nasledu;ji-
cim postupom v zdvislosti od objemu meraného roztoku
vzorky: 5 pul pyrénového roztoku do 3 ml roztoku vzor-
ky, 4,2 ul do 2,5 ml, resp. 3,3 pl do 2 ml meraného roz-
toku. Takto nizka koncentricia etanolu vo vzorke nie je
schopnd ovplyvnit spravanie sa surfaktantu v roztoku.

Priprava zdsobnych roztokov vzoriek

Zasobné roztoky Studovanych l4tok sa pripravili roz-
pustenim vypoctom stanoveného mnoZstva latky vo
vode. K meranému zasobnému roztoku sa pridal taky
objem pyrénového zasobného roztoku, aby sa dosiahla
2 umol/l koncentricia pyrénu v roztoku vzorky. Postup-
nym riedenim zasobného roztoku litky boli pripravené
roztoky s niz§imi koncentrdciami vo vhodne zvolenych
intervaloch a to takym spdsobom, aby sa zachovala kon-
centricia pyrénu v meranom roztoku.

Absorpcné spektrum pyrénu
Pyrén preukazuje charakteristické absorpcné spektrum
so silnymi a slabymi pikmi v UV oblasti spektra. Jeho
UV spektrum v podstate vedie k ur€eniu cmc surfaktantu.
Absorpéné spektrum pyrénu ukazuje osem pikov silnych
(s) a slabych (w, angl. weak) pri 232V, 2425 252%, 260¥,
272%, 308%, 320° a 336" nm, ako je znazornené v grafu 1%,
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Graf 1. Priklad absorpénych spektier pyrénu v roznych prost-
rediach?

Vysledky a diskusia

Podla pracovného postupu boli pripravené zasobné
roztoky skimanych derivitov vo vode i etanolovy zasob-
ny roztok pyrénu. Riedenia roztokov sa uskutocnili pria-
mo v meranej kyvete. Pomocou spektrofotometra
SPEKOL 1300 boli merané absorptné spektrd latok
v pritomnosti 2 umol/l pyrénu v rozmedzi vinovych
dizok 200-400 nm pri teplote 25 °C proti zodpovedaju-
cemu porovndvaciemu roztoku.

V absorp¢nych spektrach kazdého nariedeného rozto-
ku Studovanej liatky sa sledovali nezastreté hlavné
pyrénové piky pomocou komeréného programu
WinASPECT a zaznamendvali sa im odpovedajice hod-
noty absorbancii pri danych vinovych dizkach.

Hodnoty kritickych micelovych koncentracii boli sta-
novené zo zavislosti A~ od koncentricie c latky
v roztoku, ktord vykazuje charakateristicky sigmoidalny
priebeh.

V absorpénych spektrach vybranych kvartérnych
amoniovych soli odvodenych od heptakainu vo vodnom
prostredi v pritomnosti pyrénu boli charakteristické
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Graf 2. Zdvislost suctu absorbancii hlavnych pyrénovych
pikov (A, ) od koncentrdcie (c) latky H22 vo vodnom prostredi
pri 25 °C

Vniitorny graf: zavislost absorbancie (A) jednotlivych pyréno-
vych pikov (336 nm a 320 nm) od koncentrdacie $tudovanej
latky

Graf 3. Zdvislost suctu absorbancii hlavnych pyrénovych
pikov (A,) od koncentrdcie (c) latky H + Al vo vodnom prost-
redi pri 25 °C

Vniitorny graf: zavislost absorbancie (A) jednotlivych pyréno-
vych pikov (336 nm a 320 nm) od koncentrdcie Studovanej
latky
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Graf 4. Zavislost sucétu absorbancii hlavnych pyrénovych
pikov (A, ) od koncentrdcie (c) ldtky H + B vo vodnom prostre-
di pri 25 °C

Vnitorny graf: zavislost absorbancie (A) jednotlivych pyréno-
vych pikov (336 nm a 320 nm) od koncentrdcie Studovanej
latky
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Graf 5. Zduvislost suctu absorbancii hlavnych pyrénovych
pikov (A, ) od koncentrdcie latky H34 (c) v 3 mol/l etanolovom
prostredi pri 25 °C

Vniitorny graf: zavislost absorbancie (A) jednotlivych pyréno-
vych pikov (336 nm a 320 nm) od koncentracie Studovanej
latky
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pyrénové piky nezastreté pri vinovych dizkach 336 nm
a 320 nm.

Pre ilustraciu grafy 2 azZ 5 zobrazuju zavislosti suctu
absorbancii vSetkych hlavnych pyrénovych pikov (A, )
od koncentrécie latky (c) v roztoku pri 25 °C a maju cha-
rakteristicky sigmoidalny priebeh so stipajicou tenden-
ciou. Vnuatorné grafy predstavuji zdvislosti absorbancii
(A) jednotlivych pyrénovych pikov od koncentracie lat-
ky.

Hodnoty kritickych micelovych koncentracii boli
determinované zo zavislosti A, ~od koncentracie ¢ sur-
faktantu fitovanim sigmoiddlnou Boltzmannovou funk-
ciou podla nasledujucej rovnice:

(ai - aj)
tot f
1 + e(x—xo)/Ar

kde a, a a st inicidlne a kone¢né (angl. final) asymp-
toty sigmoidy, x ako nezdvisla premennd je koncentrici-
ou surfaktantu, x, je stred sigmoidy a Ax nezavislé roz-
medzie, kde dochddza k nihlej zmene.

Tato funkcia poskytuje dve hodnoty X, a X,, jednu pri
X, a dalSiu pri (x, + 2Ax). Pomer x/Ax je ndvodom pre
rozliSenie, ktord z nich je povaZovana za cmc. Pre amfi-
filné¢ systémy, ktorych (x/Ax) < 10, plati, Ze
X, = cmc = x,,, a pre systémy, kde (x/Ax) 10, zase X, =
cme = (x, + 2Ax)* .

V pripade vodnych roztokov vsetkych Studovanych
derivitov mal pomer xO/Ax hodnotu mensSiu ako 10, teda
hodnota X, sa povaZuje za cmc a nadobtda hodnotu x,.
Determinované hodnoty kritickych micelovych koncen-
tracii vybranych kvartérnych amoéniovych soli odvode-
nych od heptakainu a parametre vSetkych sigmoidalnych
funkcii (pocet fitovanych bodov z, pocet atbmov uhlika
n. v hydrofobnom retazci, hodnoty x,, x, pomer x/x,
koeficient determindcie R?, chi-kvadrat (x?), hodnoty
X, X,) st uvedené v suhrnnej tabulke 2).

V porovnani s hodnotou cmc heptakainiumchloridu

(cmc = 1,97 - 102 mol/l), ktora bola stanovena fluorime-
trickou metédou s pyrénom i 3C NMR spektroskopiou
(ecme = 2,06 - 102 mol/1), boli v8etky hodnoty cmc ski-
manych kvartérnych améniovych soli niZ§ie.

Z tabulky 2 moZno vidiet, Ze determinovana hodnota
cmce zluceniny H+B (X = CI") bola o trochu niZSia ako pri
litke H + Al (X = Br) v dosledku zvySenej lipofility® ”
a pritomnosti CI- ako protiionu™'?. Z tabulky 2 moZno
vidiet, Ze determinovand hodnota cmc zliceniny H + B
bola len o trochu niZsia ako pri litke H + Al

V homologickom rade Studovanych bromidov H22,
H26, H27 a H29 hodnoty cmc exponencidlne zavisia od
poctu atémov uhlika .. v alkylovom retazci'’, resp. hod-
noty In(cmc) zdvisia od n,. linedrne podla vztahu:
(In (cmc) = -3,131-0,421n ). Volnd Gibbsova energia
prenosu jednej metylénovej skupiny alkylového retazca
z vodnej fazy do vnutra micely pri teplote 25 °C méa hod-
notu (0,421 + 0,034)RT podla rovnice:

8AG(CH,) = -BRT,

kde parameter B predstavuje prispevok kazdej metylé-
novej skupiny ku kritickej micelovej koncentrécii a je
smernicou zavislosti In(cmc) od n., R je molova plynova
konStanta a T je termodynamick teplota.

Z tabulky 2 tieZ vyplyva, Ze stanovend hodnota cmc
jodidu H37 je len o mélo vyS$sia ako jeho bromidového
anal6gu, tak ako hovori teéria o miere viazanosti protiio-
nov’ b,

Osobitnym pripadom stanovenia c¢mc pomocou
absorpcnej spektroskopie bol derivat H34 (n. = 4,
X =1Tn). Priprava jeho vodného roztoku bola netspesna,
ako bolo uvedené vySsie, preto sme postupne pripravili
jeho etanolovy roztok. Koncentricia etanolu
v kone¢nom zdsobnom roztoku bola 3 mol/l. V§eobecne
pritomnost etanolu v roztoku zvySuje hodnoty cmc i6no-
vych surfaktantov® 7 1213 a rovnako pritomnost anionu I-
menej podporuje micelizdciu oproti protiibnom Br~
a CI- %%V kone¢nom dosledku bola hodnota cmc jodi-

Tab. 2. Parametre fitovanych funkcii s determinovanymi hodnotami cme vybranych kvartérnych améniovych soli odvodenych od

heptakainu pri 25 °C

Absorpéni spektroskopia Y15/UY pomocou pyrénu

Litka | nc | X | o A | xvax | R 4 I-:.iru |m§:,-u [::1::“
H22 | 2 |Br |30 [1,72107 | 58410° | 255 | 0998 | 3,37.10° | 1,72.107 | 2,89.107 | 1,72.107
H26 | 6 | Br |10 | 4.21.10% | 592107 | 7.11 | 0995 | 1,56.10° | 121.107% | 5.39.107 | 4,21.10°
m27 | 7 | Br| 49 [ 239107 | 705107 | 337 | 0995 | 209107 | 239107 | 381107 | 2,39.10°
29 | 9 | Br | 28 | 868107 | 228107 | 380 00997 | 2.26.10° | 86810 | 1,33.10° | 8,68.107
H+Al Br | 23 | 525107 | 1.87.10° | 2,81 | 0998 | 1,00.10° | 5,25.107 | 8,99.10° | 5,25.10°
H34 | 4 | 1 |30 |1,6410° | 2,00.10% | 818 0995 | 2,87.10° | 1,64.10% | 2,04.10° | 1,64.10°
H37 | 7| T |46 | 2.61.10% | 505.10" | 517 | 0995 | 145107 | 2.61.10° | 3.62.10° | 2,61.10°
m+B | - | €I |35 (511107 | 22010° | 2,32 0999 | 2,33.10° | 511107 | 9,51.107 | 5,11.10°
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Graf 6. Zavislost kritickej micelovej koncentrdcie pentakaini-
umchloridu od koncentrdcie metanolu v jednotlivych rozto-
koch (mol /1)

du H34 niz8ia ako predpokladana cmc = 8,1 - 107> mol/l
pri bromidovom derivéte s n. =4 v homologickom rade
podTa funkcie In(cmc) = -3,131-0,421n,.. Vplyv velkého
mnozstva etanolu ako aditiva na hodnotu cmc skimané-
ho derivatu bol vyrazny. Takyto pokles v hodnotach cmc
vplyvom alkoholu s kriatkym retazcom vo vys3ej kon-
centracii bol pozorovany aj pri pentakainiumchloride
(graf 6) a v roku 2011 podobny priebeh zaznamenali
GaliSinova s kolektivom'>.

Metanol ako organické aditivum triedy 11" zvySuje
hodnotu cme roztoku surfaktantu oproti jeho vodnému
roztoku” 1% 13- 15-10 A g0 zvySujiicou sa koncentriciou
alkoholu v roztoku hodnota cmc eSte stapa'®.

Pri pentakainiumchloride v metanolovych prostre-
diach hodnota cmc stipala s koncentraciou metanolu len
pri 0,2 mol/l a 0,3 mol/l. Pri vy$Sej koncentricii tohto
alkoholu (0,4 mol/l a 0,5 mol/l) hodnota cmc klesala
(graf 6). Podobny priebeh bol pozorovany v praci'®.

Pridavok alkoholu nartsa Struktiru solvatovanej vrstvy
micely (solvatovanej vody na povrchu), alebo prednostne
solvatuje molekuly rozpustenej 14tky. Je zndme, Ze alkohol
s dlh8§im uhlikovym retazcom penetruje do palisidove;j
vrstvy miciel a zniZuje cmc surfaktantu’ 182D, A hoci
v pripade pentakainiumchloridu v metanolovych prostre-
diach ide o alkohol s kratkym uhlikovym retazcom, pred-
pokladame, Ze pri ich vy$3ej koncentracii v roztoku doché-
dza k penetricii do micely, ¢im sa zniZi cmc, a teda sa
podpori schopnost tvorby miciel. Alebo sa pravdepodobne
zacnu tvorit samotné metanolové agregaty, dochadza
k desolvatécii rozpustenej Studovanej latky, cmc preto kles-
ne. Pre potvrdenie tohto deja je vSak potrebné uskutoCnit
dalSie merania s vyuZitim inych experimentalnych technik.

Stret zaujmu: Ziadny.
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