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UTICAJ SURFAKTANATA NA PROTOLITI CKE RAVNOTEZE |
[ZOMERIZACIJU ACE INHIBITORA

REZIME

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitane su protdlke ravnoteze i ravnoteza
(2)/(E)-izomerizacije devet ACE inhibitora (kaptoprillazapril, enalapril, fosinopril,
lizinopril, perindopril, ramipril, kvinapril, zofewpril) u micelarnim rastvorima
surfaktanata razlitog naelektrisanja, anjonskog (natrijum-dodecistll SDS),
katjonskog (cetiltrimetilamonijum-bromid, CTAB) i ejonskog (4-
oktilfenolpolietoksilat, TX 100).

ACE inhibitori su lekovi koji inhibiraju angiotenzikonvertujéi enzim i koriste
se u terapiji hipertenzije, &ne insuficijencije i dijabetke nefropatije. PonaSanje
lekova u biosredini moze se razlikovati otkkivanog, ako se predianje zasniva na
fizicko-hemijskim osobinama definisanim iskijuo u vodenom rastvoru. Relevantiji
podaci dobijaju se istrazivanjem u fizioloski¢siim uslovima. Ne postoji jedinstven
model biomembrana vese kao pojednostavljeni simulirgjusistemi koriste micelarni
rastvori surfaktanata.

Na osnovu jonizacionih grupa prisutnih u struktusgpitani ACE inhibitori
predstavljaju kiseline ili amfolite, koji u vodengredini @estvuju u slozenim pH-
zavisnim ravnotezamalkp vrednosti su oddene potenciometrijski, bez i u prisustvu
surfaktanata, na temperaturi 25 °C i konstantnogkoj sili 0,1 M (NacCl). Za obradu
eksperimentalno dobijenih podataka kéeis je kompjuterski program Hyperquad.

Zbog male rastvorljivosti u vodi, bez prisustva faktanata, prakine Kg*
vrednosti fosinoprila odEne su u smeSama metanola i vode, diday) odnosa, alg,
vrednost koja odgovaradisto” vodenoj sredini izraunata je ekstrapolacijom na 0%
metanola. Odrdivanje K, vrednosti fosinoprila u prisustvu surfaktanata/eteno je
na isti n&in kao i za ostala jedinjenja, jer su surfaktamiubilizirajucim efektom

doprineli povéanju rastvorljivosti.



Poreienjem X, vrednosti odréenih bez i u prisustvu surfaktanatateno je da
surfaktanti zn&jno uttu na jonizaciju ACE inhibitora (pomeranj&pvrednosti od -
1,59 do +1,90). Najue uticaj surfaktanti ispoljavaju na jonizaciju kaksilne grupe
(od -0,92 do +1,90), dok anjonski surfaktant SDfoligva najizraZzeniji uticaj na
protoliticke ravnoteze ispitanih jedinjenja (od -0,38 do ®)L,Na osnovu odtenih
pKa vrednosti izréunati su dijagrami raspodele ravnoteznih oblikaitasph ACE
inhibitora u funkciji pH, kao i procenat ravnotéZroblika pri pH vrednostima od
biofarmaceutskog zkaja: 1,2 (pH kisele sredine Zeluca); 4,5 i 6,8 (pHazlcitim
delovima tankog creva); 7,4 (pH krvne plazme). Naovu pomeranjalfy, vrednosti
predlozeni su tipovi interakcija ACE inhibitora isacelama.

Uticaj micelarnih rastvora surfaktanata na ravnot€?)/(E)-izomerizacije pet
ACE inhibitora sa prolinskom peptidnom vezom (epela ramipril, perindopril,
kaptopril i lizinopril) ispitan je primenom reverafiazne téne hromatografije pod
visokim pritiskom Reversed Phase High Performance Liquid ChromatdgyaRP-
HPLC). Definisani su optimalni uslovi za razdvagngdiasteroizomera nakon
uspostavljanja ravnoteze, uziméjw obzir i prisustvo surfaktanata u rastvoru. Riko
su identifikovani na osnovu vremenski zavisnih hatmgrama, dobijenih injektovanjem
uzoraka odmah nakon rastvaranja, kada je prisusano s¢)-diastereoizomer, 1 u
kratkim vremenskim intervalima do uspostavljanjan@eze. Na osnovu smanjivanja
povrSine pika Z)-diastereocizomera tokom vremena, zaldjuo je da krée retenciono
vreme imaju E)-izomeri kaptoprila, enalaprila i perindoprila(d)-izomeri lizinoprila i
ramiprila. U prisustvu anjonskog (SDS) i katjonsk@TAB) surfaktanta u&eno je
zn&ajno pomeranjed)/(E)-ravnoteze enalaprila, ramiprila i perindoprilar&enjem
povrSina pikova u hromatogramima dobijenih bezprisustvu surfaktanata izvrSena je
kvantitativna procena uticaja surfaktanata )& )-ravnotezu.

Da bi se objasnila razlika u redosledu eluirangstiroizomera dva strukturno
slicna jedinjenjima, enalaprila i ramiprila, sprovedene teorijsko ispitivanje
hidrofobnosti Z)- i (E)-diastereocizomera primeno®ensity functional theoryDFT).
Geometrijska optimizacija parov&) i (E)-diastereoizomera izvedena je primenom
B3LYP/6-31G (d,p) metoda u okviru DFT, potuwGaussian 09rograma, a zatim su
molekulski deskriptori optimizovanih struktura izumati primenom ChemBio3D Ultra

13.0 i Dragon programa. Najzfagniji rezultati dobijeni su zaConnolly Solvent-



Excluded VoluméSEV) deskriptor. Vée vrednosti SEV deskriptora, koje ukazuju na
manju hidrofobnu povrSinu, dobijene su zA&)-(amipril i (E)-enalapril, ¢ime je

potvidena suprotnost u redosledu eluiranja izomera @dmjenja.

Klju ¢ne reci: ACE inhibitori, surfaktanti,£)/(E)-diastereoizomerija, protéke

ravnoteze, potenciometrija, Hyperquad, RP-HPLC, DFT
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THE EFFECT OF SURFACTANTS ON PROTOLYTIC EQUILIBRIA AND
ISOMERIZATION OF ACE INHIBITORS

ABSTRACT

In this doctoral dissertation the protolytic equila and the 4)/(E) equilibria of
nine ACE inhibitors (captopril, enalapril, cilazdpdisinopril, perindopril, ramipril,
quinapril and zofenopril) were investigated in nleesolutions of differently charged
surfactants, anionic (sodium dodecyl sulfate — SD8&ationic (cetyltrimethyl
ammonium bromide — CTAB), and nonionic (4-octylpblemolyethoxylate — TX 100).

Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors adeugs applied in the
treatment of hypertension, coronary insufficienayd adiabetic nephropathy. Drug
behavior in a bioenvironment may differ from exmgecif the prediction is based on
physico-chemical properties exclusively definedaqueous solution. More reliable
results are obtained in the studies that includssiplogically similar conditions. There
are no perfect models of biomembranes but micsdartions of surfactants are used as
relatively simple systems that mimic aspects ofdg@al membranes.

Examined ACE inhibitors contain different ionizaldeoups giving them the
properties of acids or ampholytes. In an aqueoudiume ionizable centers participate
in complex pH-dependent equilibrium. ThKjpvalues of the examined compounds in
the absence and in the presence of thé IMDsurfactant (SDS, CTAB, and TX 100)
were determined by potentiometric titration at £5&nd constant ionic strength of 0.1
M (NaCl). Hyperquad computer program was used toutate K, values based on
experimental results.

Because of a slight fosinopril solubility its apgar K, values (K5*) in the
absence of surfactants were determined in diffenesthanol-water mixtures and the
aqueous K, was deduced by extrapolation of th&;p values to zero cosolvent.

Fosinopril titrations in the presence of the sudats were performed by the same



protocol as that used in the case of other exami®€& inhibitors because the
solubilizing effect of the surfactants acted tor@ase the fosinopril solubility.

By comparing the I8, values determined in the absence and presence of
surfactants it has been observed that the surfacsagnificantly affect the ionization of
ACE inhibitors (K, values shift from -1.59 to +1.90). The most proamn effect
surfactants expressed on the ionization of theosatbgroup (from -0.92 to +1.90).
Among the three surfactants employed, anionic stafd SDS expressed the most
conspicuous effect on the shift of acid-base dodiof the examined ACE inhibitors
(from -0.38 to +1.90).

Based on the determine&pvalues distribution diagrams of equilibrium forms
as a function of pH were calculated, as well agpireentage of the equilibrium species
at a pH of biopharmaceutical significance: 1.2 (pHthe acidic environment of the
stomach); 4.5 and 6.8 (pH in different parts of sheall intestine); 7.4 (pH in the blood
plasma). On the basis of the shifts df;pvalues in the presence of the applied
surfactants different ACE inhibitor - micelle indéetions were suggested.

The effect of micellar solutions of surfactants the @)/(E)-equilibria of five
ACE inhibitors with proline peptide bond (enalapmplerindopril, ramipril, captopril,
lisinopril) was analyzed by reversed-phase highfgperance liquid chromatography
(RP-HPLC). Optimal conditions for the separationdastereomers after equilibration
were defined, taking into account the presenceudfastants in solution. The peaks
were identified on the basis of time-dependent miatograms obtained immediately
after dissolving ACE inhibitors in water (only th@)-diastereomer is present in
solution) and later on at time intervals from 26tanin. The peak that was decreasing
during the time was ascribed t@){diastereomer and it was concluded that a shorter
retention time haveH)-isomers of captopril, enalapril and perindopaihd ¢)-isomers
of lisinopril and ramipril. In the presence of amio (SDS), and cationic (CTAB)
surfactant Z)/(E) equilibria of enalapril, ramipril, and perinddpwere significantly
changed. Quantitative estimation of surfactantsatf on Z)/(E) equilibria were made
based on peak area.

With an aim of providing a better insight into tddferences in order of the
diastereomer elutions of enalapril and ramiprilmpounds were subjected to the

Density Functional Theory(DFT) investigation of 4)- and §)-diastereomers



hydrophobicity. Geometry optimizations were perfednat the B3LYP/6-31G (d,p)
level of the DFT using th&aussian 09rogram. Molecular descriptors of optimized
diastereomers were computed using the ChemBio3Ea UB.0 program and Dragon
program and th&€onnolly Solvent-Excluded Voluni8EV) was selected as the most
significant. Larger SEV values point out to lessitophobic surface area obtained for
the @)-ramipril and E)-enalapril and confirm the opposite order of thastereomer

elutions.

Keywords: ACE inhibitors, protolytic equilibria,4)/(E)-diastereoisomerism,
surfactants, potentiometry, Hyperquad, RP-HPLC, DFT

Scientific field: Pharmacy
Narrow scientific field: Pharmaceutical-medical chemistry and structuralyeins
UDK number: 615.225:615.011:371.388(043.3)

543.544(043.3)
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LISTA SKRA CENICA:

ACE - Angiotensin-Converting-Enzynf@ngiotenzin-konvertujti enzim)

AT — Angiotensin Receptdangiotenzinski receptor)

B3LYP - Becke 3-parameter, Lee, Yang and Parr

CE - Capillary Electrophoresigkapilarna elektroforeza)

CIP -Cahn-Ingold—Prelog

cmc -Critical Micelle Concentratior{kriti¢cna micelarna koncentracija)

CTAB - Cetyl Trimethyl Ammonium Bromideetiltrimetilamonijum-bromid)

DFT - Density Functional Theory

HF - Hartree—Fock

HOMO - Highest Occupied Molecular OrbitéhajviSa popunjena molekulska orbitala)

HPLC -High Performance Liquid Chromatograpkgcna hromatografija pod visokim
pritiskom)

LC - Liquid Chromatographytecna hromatografija)

LUMO - Lowest Unoccupied Molecular Orbitéhajniza nepopunjena molekulska

orbitala)

NMR — nuklearna magnetna rezonanca

PCM -Polarizable Continuum Model

QSAR -QuantitativeStructure Activity Relationshifxvantitativni odnosi strukture i
aktivnosti)

RP-HPLC -Reversed Phase High Performance Liquid Chromatdy&@verzno

fazna &ea hromatografija pod visokim pritiskom)

SAR —Structure Activity Relationshifwdnos strukture i aktivnosti)

SDS -Sodium Dodecyl Sulfat@atrijum-dodecil-sulfat)

SEV —Solvent-Excluded Volume

TX 100 — 4-oktilfenol-polietoksilat

UV — spektrofotometrija u ultraljuastoj oblasti



1. UVOD



1.1. Inhibitori angiotenzin konvertuju ¢éeg enzima (ACE inhibitori)

Reverzibilni, kompetitivni inhibitori angiotenzinekivertujkeg enzima
(Angiotensin-converting-enzyme inhibito/ASCE inhibitori) moduliSu aktivnost sistema
renin-angiotenzin-aldosteron, koji ima ulogu u degyi krvnog pritiska u humanom
organizmu. Sistem renin-angiotenzin-aldosteron genfleksan, visoko regulisan put
koji predstavlja sastavni deo regulatornog mehaaizkontrole zapremine Krvi,
elektrolitnog balansa i arterijskog krvnog pritiskéngiotenzin-konvertujéi enzim,
koji ima centralnu ulogu u funkcionisanju ovog eisfh, katalizuje konverziju
angiotenzina Il iz angiotenzina | koji nastaje izndegenog prekursora,
angiotenzinogena (Slika 1). Angiotenzin Il je smaAazokonstriktor koji utie na
periferni otpor, renalnu funkciju i kardiovaskularstrukturu?

Interakcijom ACE inhibitora sa angiotenzin-konvgutim enzimom, spr&va
se poslednja u nizu kaskadnih reakcija sintezeossggina Il i postize dugotrajna

inhibicija njegovog stvaranja (Slika 1.

Angiotenzinogen
« Renin
Angiotenzin I Bradikinin
Angiotenzin
N/ konvertujuci N/
‘ 7N enzim (ACE) 1
Angiotenzin II Inaktivni
fragmenti

N

AT1 AT2
Receptori Receptori

Slika 1. Inhibicija stvaranja angiotenzina Il i degradadiradikinina pod uticajem ACE

inhibitora.

Angiotenzinogen jex-globulin koji sadrzi 452 aminokiseline i kontinairo se
sintetiSe u jetri. Njegovu sintezu stimuliSu brdparmoni, ukljguju¢i glukokortikoide,

tireoidni hormone i angiotenzin Il. Angiotenzinogse konvertuje u angiotenzin | pod



uticajem renina, koji katalizuje hidrolizu veze L&Q - Val 11 na N-terminalnom kraju
angiotenzinogena. Renin je aspartil proteaza kogntrkliSe brzinu stvaranja
angiotenzina Il i predstavlja enzim sa@m speciftno&u od ACE enzima. Stimulacija
oslobatanja renina je hemodinamski strogo kontrolisanajragenim i humoralnim
signalima. Pod uticajem ACE enzima hidrolizuje d®e B - His 9 peptidna veza
angiotenzina | i nastaje oktapeptid angiotenzilthinopeptidaze katalizuju konverziju
angiotenzina 1l u aktivni heptapeptid, angiotenzihh eliminacijom N-terminalne
aminokiseline arginina. Daljom aktivnag karboksipeptidaza, aminopeptidaza i
endopeptidaza nastaju inaktivni peptidni fragmenfPored toga, dejstvom
prolilendopeptidaze na angiotenzin | nastaju hestigi, angiotenzin 1-7.

1.1.1. Ciljno mesto dejstva i farmakoloski efekti AE inhibitora

FizioloSka kontrola aktivnosti ACE enzima je Zagno manja u odnosu nha renin.
ACE enzim se klasifikuje i kao cink metaloproteiagkininaza Il i predstavlja relativho
nespeciitnu dipeptidil karboksipeptidazu. Ovaj enzim katajez hidrolizu supstrata
koji ne sadrze prolin kao pretposlednju aminokiselu peptidnom nizu. Na ovaj ¢éia
se moZe objasnitiinjenica da angiotenzin Il nije supstrat ACE enzifea sadrzi prolin
na pretposlednjem mestu peptidne strukture.

Angiotenzin 1l je dominantni peptid koji se sinB#i u renin-angiotenzin
signalnom putu. Kao snazan vazokonstriktor, angotell poveava ukupni periferni
otpor razléitim mehanizmima: direktnom vazokonstrikcijom, stilacijom oslobdanja
kateholamina i stimulacijom neurotransmisije u f@enom nervnom sistemu. Rezultat
svih ovih aktivnosti je brz presorni odgovor. Anginzin 1l izaziva i spor presorni
odgovor koji dovodi do dugotrajne stabilizacijeesajskog krvnog pritiska. Dugotrajni
efekat je povezan sa regulacijom renalne funkmjeangiotenzin Il direktno poava i
reapsorpciju natrijuma u proksimalnim tubulima ipmmenom renalne hemodinamike,
izaziva oslobdanje aldosterona iz adrenalnog korteksa. @akangiotenzin Il dovodi
do hipertrofije i remodelovanja vaskularnih éanih ¢elija razlcitim hemodinamskim i
nehemodinamskim efektinfa.

Ostali peptidi, angiotenzin Il i angiotenzin 1-mogu doprineti ukupnim

efektima renin-angiotenzinskog puta.



S obzirom na nespedifiost i minimalno kontrolisanu aktivnost, ACE enzin
ukljucen i u bradikininski signalni put. Bradikinin je mapeptid koji izaziva
vazodilataciju, powaava vaskularnu permeabilnost, dovodi do bronhokikege,
stimuliSe sintezu prostaglandina idatina periferne nociceptore, kao medijator bola.
Sliéno angiotenzinu Il, bradikinin nastaje protedkim cepanjem peptida prekursora.
Degradacija bradikinina do inaktivnih peptida jeukat aktivnosti ACE. Na osnovu
toga se moze éeda ACE enzim ne izaziva samo sintezu snaznogkwamtriktora, vé
i inaktivaciju snaznog vazodilatatota.

Sistem renin-angiotenzin-aldosteron ima veoma kekgniu fizioloSku ulogu,
tako da porem@ji u njegovom funkcionisanju doprinose razvoju likath
kardiovaskularnih bolesti. Posledice hiperaktivhastog sistema su hipertenzija i
srtana insuficijencija. PoviSen nivo angiotenzinazidiva hipertenziju brzim i sporim
presornim odgovorom, kao i stimulaciju osldbaja aldosterona, retenciju natrijuma,
poveanje sistemskog vaskularnog otpora, ventrikularipertrofiju i remodelovanije.

Sve ove posledice vode ka progresifisste insuficijencij€.

1.1.2. Otkri¢e i razvoj ACE inhibitora

Jedinjenja koja inhibiraju sintezu ili vezivanjegastenzina Il za AT receptore,
uticu na smanjenje aktivnosti sistema renin-angiotealdosteron. Inhibitori ACE
enzima predstavljaju prvu grupu komercijalno dostbipekova koji moduliSu aktivnost
ovog sistema.’

Fereira je 1965. godine otkrio da otrov juzno-adierizmijeBothtrops jararaca
izaziva znd&ajan pad krvnog pritiska jer sadrzi jedinjenja kgatenciraju dejstvo
bradikinina, Sto je dovedeno u vezu sa no@Xu inhibicije enzimske degradacije
bradikinina® 1z zmijskog otrova izolovan je teprotid, jedinjemeptidne strukture.
vivo uslovima, dejstvo teprotida je trajalo dovoljno gdu da se postigne
antihipertenzivni efekat, ali ovaj peptid nije i§pwao aktivnost nakon oralne primene.
Pretklinicka i klinicka istrazivanja pokazala su da jedinjenja kojabihju aktivnost
ACE imaju potencijalni znsj za terapijsku primenu. Cilj daljih QSAR)(antitative
Structure Activity Relationshjpstudija bila je sinteza jedinjenja sacwe afinitetom i

boljim farmakokineitkim osobinama, ukljguju¢i apsorpciju nakon oralne primene.



Teprotid je posluzio kao vodemolekul (Slika 2), zahvaljugi potencijalno dvostrukoj
aktivnosti, inhibiciji biosinteze snaznog vazokangora - angiotenzina Il i inhibiciji

degradacije snaznog vazodilatatora - bradikifina.
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Slika 2. Razvoj strukture kaptoprila na osnovu peptidéoizanog iz zmijskog otrova.

Studije teprotida o vezi izmda strukture i aktivnosti Structure Activity
Relationship- SAR) doprinele su sintezi manjih peptidnih agalqPhe-Ala-Pro) sa
minimalnim afinitetom za interakciju sa katalkiim centrom ACE enzima. Dipeptid
Sukcinil-Prolin pokazao je ve selektivnost, ali ne i zdajan afinitet prema ACE
enzimu. Karboksilna grupa u strukturi Sukcinil-Fmal zamenjena je sulfhidrilnom
grupom, ¢cime je povéan afinitet za grdenje koordinativhe veze sa jonom cinka.
Rezultat svih strukturnih izmena je sinteza kaptapprvog ACE inhibitora koji je

iIspoljavao aktivhost nakon oralne primene (Slika 2)



1.1.3. Veza izmdu strukture i dejstva ACE inhibitora

Razvoj lekova i klintka istrazivanja oduvek su tesno povezani. MoZeSala
su ACE inhibitori jedna od prvih grupa lekova ksy dizajnirani na osnovu poznavanja
strukture katatikog centra enzimaStructure-Based Drug Desiyi’*? Na osnovu
analogije sa strukturom aktivhog centra karbokdipege, pristupom racionalnog
dizajna sintetisana su jedinjenja koja speéoii inhibiraju aktivhost ACE enzima.
Strukturnim modifikacijama ACE inhibitora postigaufe efikasna antihipertenzivna
aktivnost uz izuzetno nizak nivo sporednih, nehifljefekata i tokshosti’?

Na osnovu hemijske strukture ACE inhibitori se megualeliti u tri podgrupe:

o inhibitori koji sadrze sulfhidrilnu grupu (kaptopri

o dikarboksilatni inhibitori (cilazapril, enalaprillizinopril, ramipril,
perindopril, kvinapril, zofenopril);

o inhibitori koji sadrze fosfinatnu grupu (fosinopril

Kaptopril i fosinopril su, za sada, jedini predstav svoje hemijske
klasifikacije, dok veéina ACE inhibitora pripada grupi dikarboksilata. a&Swova
jedinjenja efikasno blokiraju konverziju angiotemazil u angiotenzin Il izazivagi
slicne farmakoloske i terapijske efekte, a primarnoasikuju u afinitetu za enzim i
farmakokinettkom profilu. Sulfhidrilna grupa u kaptoprilu odgava je za neZeljene
efekte koji nisu ugeni kod ostalih jedinjen;j&:

Inhibitori ACE enzima prirodnog porekla sadrze aokiselinu prolin na C-
terminalnom kraju. Zamenom prolina sa drugim amiselinama sintetisana su
jedinjenja sa manjom aktivn@$, zbogcega je prolin zadrzan u strukturi prvih ACE
inhibitora® Pokazalo se da se aktivnost zadrzava i u prisuséterociklusa viéh od
prolina. Kaptopril, enalapril, lizinopril, fosinopi zofenopril sadrze pirolidinski prsten
prolina, dok su u strukturi ramiprila, perindopriliavinaprila i cilazaprila prisutni
bicikli¢ni sistemi'® Hidrofobni bicikligni sistemi uvedeni su u strukturu sa ciliem da se
povea afinitet vezivanja za hidrofobni dzep u aktivhoamtru enzima, ali osim uticaja
na aktivnost, ovakve strukturne modifikacije dopten su razlkama u
farmakokinetikom profilu i fizicko-hemijskim osobinam¥:*® Ovaj deo strukture
oznaen je kao N-prsten, za koji mora biti vezana kadilok grupa koja imitira C-

terminalnu karboksilnu grupu endogenih ACE supafrat’ Na ovaj nain se



obezbduje rigidnost molekula koja je neophodna da bi ssbdéksilna grupa u
anjonskom obliku, adekvatno orijentisala za inteijak sa protonovanom amino-
kiselinom u strukturi katalitkog centra enzima (Slika 3)?* Sekundarna amino grupa
u strukturi inhibitora, analogna je azotu peptideze ACE supstrafd.Atom cinka
ostvaruje koordinativhu vezu sa peptidnom grupam taj néin stabilizuje negativno
naelektrisan intermedijer koji nastaje hidrolizoneppda na C-terminalom kraju.
Sulfhidrilna (tiolna), karboksilna i fosfinatna gra mogu testvovati u grdenju
koordinativne veze sa cinkom, ptiemu se imitira tranziciono stanje peptidne
hidrolize?** Najveti afinitet prema vezivanju cinka ispoljava sulfiida grupa.
Kaptopril i drugi derivati sa ovom grupom, izaziwapsip na kozi i porendaj ukusa,
mogu formirati dimere i disulfide koji smanjuju lbaspolozivost i doprinose skienju
vremena dejstv® Modifikacije u strukturi izvdene su sa ciliem da se eliminacijom
sulfhidrilne grupe uklone i sporedni efekti kapttgra zadrzi sposobnost helatiranja
cinka, potrebna za inhibitornu aktivnost. Na tafinarazvijena je najuw&a podgrupa
ACE inhibitora — dikarboksilatni analozi (enalaprdilazapril, lizinopril, perindopril,
ramipril, kvinapril, trandolapril, benazeprflj.

Aromatikne i nepolarne aminokiseline u strukturi supstratarofobnim
interakcijama mogu doprineti potenju afiniteta vezivanja za enzim, ali ne ostvaruju

specifttne interakcije sa hidrofobnim dzepom enzfh&.
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Slika 3. Model interakcije sa ACE enzimom na primeru ligpnila.’



Interakcija sa ACE enzimom je stereoselektivna tdcse optimalna aktivnost
postize kada stereohemija inhibitora odgovara skemaiji L-aminokiselina, prisutnih u
fizioloSkim supstratima. Utdeno je daSSSkonfiguracija zadovoljava potrebne
kriterijume i optimalna je za postizanje enzimsieibicije 2>

Esterifikacijom karboksilne i fosfinatne grupe rastpro drug forme lekova,
¢ijom primenom se prevazilazi problem nedovoljneoapsije nakon oralne primene i
poveava bioraspolozivost. Svi ACE inhibitori, izuzev pkaprila i lizinoprila,
predstavljajupro drug oblike iz kojih u procesu bioaktivacije, enzimskdmarolizom
odgovarajdih estarskih grupa, nastaju aktivne forme 8.

Zajedntke strukturne karakteristike svin ACE inhibitora grsustvo amidske
veze i karboksilne grupe, vezane za N-prsten. Uzgmanom, anjonskom obliku,
karboksilna grupa ostvaruje interakciju sa prot@mmm amino grupom arginina u
aktivnom centru enzima. Pored karboksilne, u stnikACE inhibitora prisutne su i
druge grupe koje mogu da jonizuju, kao Sto su glritha, primarna i sekundarna
amino grupa.

S obzirom na prisutne jonizwje grupe, ACE inhibitori predstavljaju kiseline i
amfolite (Slika 4). Fosinopril i zofenopril sadriedan kiseli centar — karboksilnu
grupu. Kaptopril sadrzi dva kisela centra, karbloksii sulfhidrilnu grupu, dok
enalapril, perindopril, cilazapril, kvinapril i rapril, sa jednim kiselim (karboksilna
grupa) i jednim baznim centrom (sekundarna amingp@y predstavljaju amfolite.
Lizinopril je sloZzen amfolit jer sadrZetiri jonizujuta centra, dve karboksilne, primarnu
I sekundarnu amino grupu. Lizinopril je hemijskdiestven ACE inhibitor jer jedini
sadrzi aminokiselinu lizin, za razliku od ostalilijoj strukturi je aminokiselina alanin.
Takade, lizinopril nijepro drugi ne zahteva bioaktivaciju. lako sadgtiri jonizujuca
centra i pripada grupi najhidrofilnijih  ACE inhibita, lizinopril ispoljava
zadovoljavajadu bioraspolozivost (25-30%) i aktivnost nakon oeaprimene. Fiziko-
hemijske osobine doprinose da jonizovane grupeewwiiskog oblika lizinoprila
ostvaruju intramolekulske jonske interakcije, takizeje lek ukupno bez naelektrisanja

$to olaksava prolaz kroz lipidni dvosfGj*
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1.1.4. Diastereoizomerija prolinske peptidne veze @E inhibitora

ACE inhibitori se mogu posmatrati kao dipeptidi ikej svojoj hemijskoj
strukturi sadrze prolinsku peptidnu veZi® Peptidna veza je u osnovi amidska
funkcionalna grupa koja ispoljava delitan karakter dvostruke veze usled rezonantne
stabilizacije, do koje dolazi konjugacijom?sglektrona heteroatoma (N) sa planarnim
n-sistemom (-C=0¥**° Potencijalna dekonjugacija sistema heteroatom- (Myeza —
uglienik — n-veza — heteroatom (O) dovodi do preraspodele kasianja, koja
doprinosi da jednostruka C-N veza postaje rigidndanarna, pricemu se smanjuje

karakter dvostruke veze i omagwa interkonverzija (Slika 5§’
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Slika 5. Mehanizam izomerizacije oko amidske grupe sand&him karakterom

dvostruke vezé?

Rigidnost ne dozvoljava slobodnu rotaciju, ali dskdske energetske barijere,
molekuli ACE inhibitora mogu zauzeti dve termodiné&kn najstabilnije Z)- i (E)-
diastereoizomerne orijentacije (Slika®)'* Sve dok razlika u energiji dva izomera nije
prevelika i energetska barijera interkonverzijee rpyevisoka, izomeri mogu prelaziti iz
jednog oblika u drugi i mogu se analii razdvojiti**** Diastereoizomeri mogu
ispoljavati sterne i elektronske razlike kojecutna inter i intramolekulske interakcije i
izazivaju razlike u njihovim analitkim i farmakokinettkim osobinam&®*° Prolinska
peptidna veza moze imati sustinski gmau aktivnosti ACE inhibitora 1 zato je
neophodno poznavanje molekulskih mehanizama izaa@je i razléitih stabilnosti
odgovarajdih izomera®>® Kao i u sléaju drugih amida, pretpostavlja se da i kod
izomera ACE inhibitora, dipol-dipol interakcije bdatni elektronski efekti favorizuju
konfiguraciju @)-diastereoizomerd.™’
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Za ozngavanje izomera u ovom radu primenjeno je CIP (Chigeld—Prelog)
pravilo prioriteta u odnosu na tercijarni amin pmeke peptidne veze, ptiemu su
karboksilna grupa i karbonilna veza amidske grujjerdisane sa iste strane kag)i
suprotno kodE)-izomera>®*°

Diastereoizomeri imaju razit hidratacioni potencijal u interakcijama sa
molekulima vode, tako da ispitivanje ponaSanja A@kibitora u vodenom rastvoru
ima vaznu ulogu u oddevanju relativnog Z)/(E)-odnosa. Odnos izomera i brzina
izomerizacije u rastvoru, zavise od pH vrednostdsre, jer jonizaciono stanje snazno
utice na elektronsku raspodelu prolinske peptidne vemeze usloviti elektronske

prelaze koji dovode daZj/(E)-interkonverzije>®®’

1.2. Zn&aj poznavanja K, vrednosti lekova

Vecina farmakoloski aktivnih jedinjenja su slabe kiiselili baze, a mnoge od
njih sadrze i kisele i bazne funkcionalne grupeeddgtavljaju amfolite. Kako seKp
definiSe kao negativni logaritam konstante jonigacimoze imati bilo koju vrednost,
opseg mogtih pK, vrednosti lekova je veliki. Miutim, samo na osnovuKp vrednosti
ne moze se zakliti da li je jedinjenje kiselina ili baza, jer mnegslabo kisele
funkcionalne gupe mogu imatKp vrednost véu od 7, dok slabo bazne grupesto
imaju K, vrednost manju od 7. Samo sustinsko ispitivanfazumevanje hemijske
strukture molekula i poznavanje funkcionalnih grupaje mogu da jonizuju,
omoguéava adekvatno predianije kiselinsko-baznog profila leR&.

Stepen jonizacije moze se predvideti na osnovuz@rkoji se izvode iz

Henderson—Hasselbalch-ove jetina:

[deprotonoanoblik l
[protonovaroblik]

pH = pK, +log

Za monoprotine kiseline i baze procenat jonizovanog i nejonsamg oblika,

kao i dijagram raspodele na ode®oj pH vrednosti moZe se iZwmati iz jednaina:

Za slabe kiseline % jonizovan@ oblikazLo_
1+ 1QPKa —PH)

. o 100
Za slabe baze % jonizovan@ obllka——( o
1+ 10 p pK,)
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Na pH vrednosti rastvora koja je jednak&, wrednosti funkcionalne grupe, u
rastvoruce biti zastupljene jednake koncentracije jonizoviamgonizovane forme. Ako
se pH rastvora promeni za jednu pH jedinicu iznkd glabe kiseline, odnosno jednu
pH jedinicu ispod K, slabe baze, procenat jonizovanog oblika porast®Gf6, dok
promena u istom smeru za dve pH jedinic&eautha povéenje jonizacije do 99%.
Izmedu pH i K, postoji logaritamski odnos koji odteje da svaka sleda promena za
jedinicu pH povéava jonizaciju do 99,9%; 99,99% i tako redom. Naocwsl ovakve
relacije smatra se da se proces jonizacije odvpl wpsegu koji odgovara vrednostima
pKa+ 259

U vodenom rastvoru molekuli lekova delitnd i postepeno jonizuju ptemu se
uspostavlja ravnoteza izuhe molekulske i jonizovanih (katjonska, anjonska,
cviterjonska) formi. Kiselinsko-bazni profil lekaefiniSe i njegovu lipofilnost, a samim
tim i rastvorljivost, koja je u direktnoj vezi sa&Kyp vrednostima jonizujih grupa.
Jonizovanu formu leka karakteriSe ¢ae rastvorljivost u vodi, dok nejonizovan,
molekulski oblik ispoljava w&u permeabilnost kroz bioloSke membrane usled inigZe
lipofilnosti. Od Kavrednosti leka i pH telesned®osti na mestu primene zavisi stepen
jonizacije leka sa slabo kiselim ili baznim grupampB vrednost telesnih drosti Siroko
varira, ali najzn&ajniji fizioloSki rastvor je krvna plazméja je normalna pH vrednost
oko 7,4%%6869

Poznavanje I§, vrednosti lekova kandidata u ranim fazama otkiii razvoja,
pruza bolji uvid u osobine jedinjenja koja se ramaja u ovom procesu i omogava
prevazilazenje problema u vezi sa bioraspolofiupSelektivnodu, metabolkkom
stabilnogu i tokstno&u, Sto povéava verovatnéu uspesnosti kogaog ishoda. Od
jonizacionog stanja potencijalnih lekova zaviselitidéie i biofarmaceutske osobine,
farmakokinetiki parametri i interakcije leka sa receptoré.

Stepen jonizacije ute na rastvorljivost lekova i njegovo predanje je
neophodno za optimizaciju eksperimentalnih usloDafinisanje analitikih uslova
razdvajanja lekova koji mogu da jonizuju, primencavremenih metoda dee
hromatografije i kapilarne elektroforeze, zahtewaatke o njihovim K, vrednostima.
U optimizaciji analittkin postupaka potrebno je razmotriti elektroforetgjonasanije,
zadrzavanje na hromatografskoj koloni, uticaj pHedmosti mobilne faze i udela

organske faze na jonizaciju ispitivanih jedinjeffja.
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Za predvdanje biofarmaceutskih karakteristika lekova od fameéntalnog
zn&aja je poznavanje figko-hemijskih parametara farmakoloski aktivnih jedma
kao Sto su K, vrednosti, particioni koeficijent oktanol/voda @) i rastvorljivost, koji
se moraju uzeti u obzir u svakom pristupu u komerasmatra razvoj novih i
unapréenje postojéih farmaceutskih formulacij&

Poznavanje I8, vrednosti lekova je posebno Za@mo kada se ispituje i predia
ponaSanje lekova u uslovima biosredine. Jonizac&taoje utie na brzinu i stepen
oslobatanja leka iz doziranih farmaceutskih oblika u Zalukao i apsorpciju leka u
proksimalnom delu tankog creVaPokazalo se da se kiseline $& prednogu ispod 3
I bazecija je K, iznad 8, apsorbuju u veoma niskom stepenu. Kadazse u obzir
lipoproteinska struktura biomembrana, generalno ogekuje bolja permeabilnost
nejonizovanih i ukupno neutralnih lekova, kod kojé ovaj proces termodinatki
favorizovan u odnosu na jonizovana i naelektrisiuénjenja’® Difuzija lekova kroz
bioloske membrane je veoma slozen bioloski proasdbuhvata mnoge faktore Sto
zna&ajno ograniava generalizaciju predianja ponaSanja leka samo na osnovuéKi

hemijskih osobina definisanih u vodenom rastvoriS.

1.2.1. Metode koje se koriste u odvanju pK, vrednosti

Razvijene su razlite metode koje se mogu primeniti za ativanje K,
vrednosti, kao 5to su potenciometrija, UV-VIS spekitometrija, téna hromatografija
(Liquid Chromatography LC), kapilarna elektroforezaCgpillary Electrophoresis
CE), nuklearna magnetna rezonanca (NMR). Zahvdljwisokom stepenu preciznosti
odretivanja i reproducibilnosti rezultata potenciometijg naje&e korig&ena tehnikd’

Spektroskopske metode su veoma osetljive, Stonihpogodnim za ispitivanje
hemijskih ravnoteZza u rastvoru. Ako ravnoteZzne evrghaju razkite spektralne
karakteristike, moze se izmeriti njihova koncenjead jednostavno odrediti Ky
vrednost. UV-VIS spektrofotometrija se moze printiekod jedinjenja koja su slabo
rastvorljiva u vodi i dostupna u malim k&lhama. Osnovni zahtev je da ispitivano
jedinjenje u strukturi sadrzi hromofore dovoljnoizbl kiselinsko-baznog centra.

Ograntavajuwi faktor primene UV-VIS spektrofotometrije je zahtea uzorkom
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visokog stepenacistoce jer eventualno prisutne distoce cesto interferiraju sa
odretivanjem K, vrednosti ispitivanog jedinjenj&:®®

Alternativu potenciometriji i spektrofotometriji @dstavljaju separacione
tehnike, kapilarna elektrofore?&® i tesna hromatografijd’® kao i nuklearna
magnetna rezonan8a® Ovakve tehnike mogu imati prednost u ispitivanju
protolitickin ravnoteza jedino ako je dostupna samo malaikali supstance
(koncentracija manja od TOM) i ako je potrebno razdvojiti jedinjenja iz ukar
Medutim, precizno odrdivanje mogige je samo pod uslovom da se ravnoteza
uspostavlja dovoljno sporo u odnosu na brzinu pagazdvajanja. U suprothom, ako
je vreme uspostavljanja ravnoteze zanemarljivo mosd na vreme potrebno za
razdvajanje, pojedik@me ravnotezne vrste se ne mogu odvojeno ispitati, se u
hromatogramu ili elektroferogramu dobija samo jeg@nkoji ukazuje na ,proseu”
jonizaciju svih ravnoteznih oblika prisutnih utsisiu. Drugim ré&ima, primenom ovih
tehnika ne mogu se precizno definisati protkiéi ravnoteze jedinjenja sa
brojem preklopljenih procesa jonizacije i odrediK, vrednosti svih jonizacionih

centard.” %1%

1.2.1.1. Potenciometrijsko odrdivanje pK, vrednosti

Potenciometrijsko odtivanje K, vrednosti obuhvata preciznost, jednostavnost
i dostupnost uraja za rutinsku analizu i zasniva se na titracgiorka kiselinom ili
bazom uz kori&nje pH elektrode za pienje toka titracije. Koncentracija ispitivanog
rastvora trebalo bi da bude najmanje 5%Mda bi se detektovale z&gne promene u
obliku titracione krive. U cilju izbegavanja greSkemerenju, natdto u oblasti od
neutralne ka viSim pH vrednostima, potrebno je dtdri pazljivo pripremljene i
standardizovane rastvore bez prisustva ugljen-diaks/rednosti se iztanavaju na
osnovu eksperimentalnih podataka, iz dela potereinjske krive u kome dolazi do
promene oblika, ali ne i skoR&®’

Kao Sto je vé istaknuto, farmakoloski aktivne supstariesto sadrze e broj
kiselih i/ili baznih jonizujéih centaragije pK, vrednosti mogu biti veoma bliske. To
zn&i da se eksperimentalno ne mogu uvek individualmsngatrati svi procesi

jonizacije, vé dolazi do njihovog preklapanja i u rastvoru jeisemeno prisutno vise
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ravnoteznih oblika istog molekula. Za razliku odatis pomenutih metoda, precizna
evaluacija preklopljenih procesa jonizacije mégie samo primenom potenciometrije.

U vodenim rastvorima lekovéesto se dobijaju veoma sloZeni sistefije su
protoliticke ravnoteZe matemaéki definisane kompleksnim sistemom jedima koje je
teSko reSiti. Za prevazilazenje ovog problema nedpb je primeniti kompjuterske
metode, koje od sredine proSlog veka imaju sve&i venaaj] u evaluaciji
eksperimentalno dobijenih potenciometrijskin pollatal osnovi programa je model
ravnoteZe koji se zasniva na zakonu o dejstvu mesinainama hemijske ravnoteze,
ukljuéuju¢i nelinearnu regresionu analizu metodom najmanjédkata.

Analizom potenciometrijskin  podataka u kompjutersko programu
Hyperquad® precizno se mogu odreditikp vrednosti lekova, sa vin brojem
jonizacionih centara bliskih vrednosti. Pored togagaj program pruza mognost
odredivanja kiselinsko-baznih konstanti u slozenim grgtaa koji sadrze viSe molekula
sa jonizujéim centrima. Mogda je i analiza podataka dobijenih iz rastvora lekov

dostupnih u obliku soli sa organskim kiselinamadzama.

1.3. Ispitivanje izomerizacije lekova sa prolinskonpeptidnom vezom
primenom reverzno fazne t&ne hromatografije pod visokim

pritiskom

1.3.1. Osnovni principi RP-HPLC sistema

Tecna hromatografija pod visokim pritiskomHigh Performance Liquid
Chromatography, HPLC) pripada separacionim tehnikama koje ondaggju
razdvajanje jedinjenja iz smeSe, ali i njihovu itif@aciju i kvantifikaciju. Predstavlja
analitcku tehniku koja se svakodnevno primenjuje za anameSe farmakoloski
aktivnih jedinjenja, njihovih n@stocéa i pom&nih supstanci koje ulaze u sastav
doziranih farmaceutskih oblika. Razdvajanje kompate smeSe postize se na osnovu
razlicitog afiniteta jedinjenja prema stacionarnoj i mobj fazi, interakcijama koje se

ostvaruju na dodirnoj povrsini faZa.
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Reverzno fazna tea hromatografijaReversed Phase High Performance Liquid
Chromatography RP-HPLC) izvodi se u hromatografskom sistemu lkajisastoji iz
nepolarne stacionarne i polarne mobilne faze. Bkseatalni uslovi i sastav mobilne
faze podeSavaju se tako da obeizipe raspodelu molekula iz uzorka adsorpcijom na
stacionarnu fazu i desorpcijom u mobilnu fazu, sk se ne uspostavi ravnoteza
izmedu ova dva procesa.

U RP-HPLC sistemu stacionarnu fazu predstavijajundszijalno dostupne
kolone, dobijene razlitim modifikacijama silika gela, u cilju po¢anja hidrofobnosti
(nage&e ugljovodonicima ravnog niza sa osam ili osamnag§enikovih atoma). S
obzirom na lipofilnost velikog broja farmakolosSkitarnih supstanci, interakcije analita
i stacionarne faze su veoma jake tako da voda,pkdarna mobilna faza, ima slabu
eluacionu mé bez dodatka organskog modifikatora. 1z tog razleaggP-HPLC sistemu
se kao mobilna faza koristi smeSa vode ili pufergpslarnim organskim rastvaem
koji se meSa sa vodom i p@ava njenu eluacionu nmio Organski modifikatori koji
nage&e ulaze u sastav mobilnih faza su acetonitril, maEtaetanol, izopropanol,
dioksan i drugi. Acetonitrii omogiava detekciju na nizim talasnim duzinama, ima
sposobnost imitiranja membranskih uslova i manjeigkozan od metanola, dok se
izopropanol koristi sam ili u kombinaciji sa acatalom pri eluiranju velikih ili
hidrofobnih proteind®

1.3.2. Razdvajanje izomera u RP-HPLC sistemu

Za ispitivanje konformacionih i konfiguracijskingmena u strukturi organskih
molekula’® koje se mogu detektovati u viemenskom intervahic@sa razdvajanja, kao
$to su epimerizacij?'% enantiomerizacij&*'%i diastereoizomerizaci}&® %" koriste
se razlite hromatografske metode. Primenom reverzno fé&me hromatografije pod
visokim pritiskom mogée je ispitivanje dinandke ravnoteze izomerizacije jedinjenja
sa prolinskom peptidnom vezom. Promene u konfigjirpeptidne veze, mogu se
ispitivati na razkitim stacionarnim fazama raziiim separacionim pristupima. Sastav i
pH vrednost mobilne faze, temperatura kolone in&zazdvajanja, uti nha dinamiku
ravnoteZzu izméu diastereocizomera i na taj da definiSu njihovu rezoluciju u

odretenom hromatografskom sistemu. Retenciono vreg)ek{tje opisuje zadrzavanje
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analita u koloni, u osnovi zavisi od uspostavljarganoteze procesa raspodele analita
izmeiu mobilne i stacionarne faze. Kod jedinjenja kogltkee jedan izomer konvertuje
u drugi, u hromatografskom sistemu se uspostavgakundarna ravnoteza, tako da
njihova retencija odgovara pr@s®m zadrZzavanju dva izomera. Ako je brzina
interkonverzije spora u odnosu nha brzinu hromafsgo procesa, u dobijenom
hromatogramu mogu se it dva odvojena pika®® U zavisnosti od eksperimentalnih
uslova, ako se interkonverzija u koloni odvija bn koja je poredljiva sa
hromatografskim procesom, dobijene eluacione moffavnoteznih vrstacesto
karakteriSe pojava platoa, cepanje ili Sirenje p&oOvakav izgled hromatograma je
obi¢no nepozeljan, a moze dovesti i do pogreSne irg&pije jer se dodatni pikovi
mogu pripisati eventualno prisutnim dsocama®® Sa druge strane, ako su
eksperimentalni uslovi takvi da pogoduju interkarnjei njena brzina je véa od brzine
procesa razdvajanja, u dobijenom hromatograntawese pojava samo jednog pika.

Diastereoizomerizacija ACE inhibitora je reverznil proces koji se moze
opisati kinetikom prvog redd®**! Brzina ovog procesa je dovoljno spora, u smislu
HPLC vremenske skale, Sto omdégua razdvajanje u RP-HPLC sistemu.
Interkonverzija Z)- i (E)-diastereoizomera u koloni odvija se kao posledicenjene
energetske barijere koja dozvoljava detimi rotaciju oko prolinske peptidne veze.
Ispitivanjem uticaja eksperimentalnih uslova nargaesku barijeru, moze se definisati
RP-HPLC sistem u kome se postize razdvajanje desmmera ili njihovo
istovremeno eluiranje u obliku jednog oStrog pikRazdvajanje 4)- i (E)-
diastereoizomera nekih ACE inhibitora (enalapi#jnlopril i perindopril) uspesno je
izvedeno u RP-HPLC sistenit?*!’ Detaljno je ispitivan uticaj polarnosti rastvéaa
organskih modifikatora, pH, temperature, brzinetgka i jonske jaine na razdvajanje i
kinetiku izomerizacije?®*°

Brzina interkonverzije ACE inhibitora je direktn@gporcionalna temperaturi i
obrnuto proporcionalna pH vrednosti mobilne faza.pBrastom temperature smanjuje
se barijera i interkonverzija se ubrza¥a® Sa druge strane, na vi§im pH vrednostima
mobilne faze, C-N veza ima izrazeniji karakter dudse veze, Sto otezava rotaciju i
poveava njenu energetsku barijeru. Na visokoj temperg80°C) i nizoj pH vrednosti
mobilne faze (pH 2) dobijeni su hromatogrami enalap lizinoprila sa jednim oStrim

pikom 1% Na niskoj temperaturi kolone (4°C) i vi§oj pH vresti mobilne faze (pH 7)
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razdvojeni su Z)- i (E)-diastereoizomeri enalaprifa. Analizom uzoraka na sobnoj
teperaturi udeno je Sirenje i cepanje pikova. Ako je vreme ikb@verzije srazmerno
retencionom vremenu, pri & brzini protoka mobilne faze (4 ml/min) pikovi se

razdvajaju, dok sporiji protok (0,3 ml/min) omdgwa pojavu jedinstvenog pik& ™’

1.4. Ispitivanje fizicko-hemijskih osobina lekova u micelarnim

rastvorima surfaktanata

1.4.1. Micelizacija surfaktanata u vodenom rastvoru

Surfaktanti su povrSinski aktivne materije koje sastoje iz polarnog i
nepolarnog regiona. Polarni deo se @ava i kao glava molekula i moZe biti jonski,
nejonski ili cviterjonski, dok nepolarni deo prealdfa hidrofobni alkil ili arilalkil
ugljovodonéni niz. Pri nizim koncentracijama surfaktanti egizéggu u vodenom
rastvoru u obliku monomera i akumuliraju se na miafaza razlitih lipofilnosti,
smanjujiéi  povrsinski napon rastvord’ Sa porastom koncentracije do kiite
micelarne koncentracijeCtitical Micelle Concentrationcmg, monomeri surfaktanata
se spontano samoorganizuju u agregate koji se mueale (Slika 7). Polarne grupe
formiraju spoljasnji omota micele koji je u kontaktu sa vodom, dok nepolarni
ugljovodongni nizovi ostvaruju hidrofobne interakcije u un@ngosti koja predstavlja
jezgro micele. U osnovi procesa micelizacije jen@eza izméu dva efekta, tendencije
hidrofobnih nizova da izbegnu kontakt sa vodom badih interakcija polarnih ili
naelektrisanih hidrofilnih regiona koje destabijizuovaj proces®* Vrednost cmc
direktno zavisi od prirode hidrofilnih grupa i dogi hidrofobnog niza surfaktanata i
eksponencijalno se smanjuje sa porastom broja nigjeih atoma. Najzn@jniji
faktori koji uticu na oblik i veléinu formiranih agregata su priroda i witia polarne
grupe, duZina hidrofobnog niza, temperatura, pHinost i jonska sila rastvotd Sa
porastom duzine nepolarnog niza, péaxea se hidrofobnost, Sto dovodi do smanjenja
cmc Sa druge stranesmc jonskih surfaktanata je generalno¢aeu pordenju sa
nejonskim surfaktantima. Broj molekula surfaktaniab@ formiraju micelu definiSe se
kao agregacioni broj i koristi se kao parametai bpjisuje veltinu micela. Daljim

porastom koncentracije surfaktanata raste brojlicma micela, ali se broj slobodnih
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monomera surfaktanata ne menja. Rast micela satparakoncentracije surfaktanata
objasSnjava se razitim modelima, kojima je zajed¢ka pretpostavka da je slobodna

energija surfaktanta ¢a u micelama sfernog nego u micelama diskoidnog ili

cilindricnog oblika*?®

hE
Qb

Slika 7. Micelizacija surfaktanata u vodenom rastvoru.

(Izvor slike: http://www.nanowerk.com/news/newsid5B6.php)

1.4.2. Klasifikacija surfaktanata

Na osnovu prirode polarnih grupa, surfaktanti mbu
. Jonski
o] Anjonski — u vodenom rastvoru jonizuju na negativno
naelektrisani anjon surfaktanta i odgovaéakatjon. Primer je natrijum-
dodecilsulfat $odium Dodecyl SulfateSDS)
o] Katjonski — u vodenom rastvoru jonizuju na pozitvn

naelektrisani katjon surfaktanta i odgovatajuanjon. Primer je
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cetiltrimetilamonijum-bromid Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

CTAB)

. Nejonski — u polarnom delu sadrze slobodne —OH a@rup
polioksietilenske lance raZlte duzine i usled toga ne jonizuju u vodenom
rastvoru. Primer je 4-oktilfenolpolietoksilat (Tait X 100, TX 100)

Na Slici 8 prikazane su hemijske strukture SDS, 8TAX 100.

O\\S//O
/\/\/\/\/\/\O/ \O Nat
SDS
T
lil"—CH3 Br
CHs
CTAB
o{\/\ qu
><7<© O
n
TX 100

Slika 8. Hemijske strukture anjonskog (SDS), katjonskog ABY i nejonskog (TX
100) surfaktanta.

1.4.3. Uticaj micelarnih rastvora surfaktanata na nolekulske osobine

farmakoloski aktivnih supstanci

Micele nisu samo organizovani agregati surfaktangga hidrofobne i
elektrostatike interakcije snaznim uticajem odrtgu prirodu razkitih tipova
micelarnih formacijd®***’ S obzirom na amfifilne osobine molekula surfaktana
njihov afinitet prema vodi i nepolarnim organskiastvargima, surfaktanti ispoljavaju
solubilizirajui efekat na jedinjenja koja su slabo rastvorljivaeadi jer omogdavaju
njihovo akumuliranje u vidim koncentracijama u niéceim formacijamd?® Na taj
n&ain, surfaktanti cesto obezh#uju rastvorljivost i povéavaju apsorpciju slabo

rastvorljivih lekova nakon oralne primeff@. Surfaktanti su endogeno prisutni u
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gastrointestinalnom traktu, kao Sto su solinih kiselina, koje su odgovorne za proces
digestije i apsorpcije lipida, ali imaju i vaznuogl u solubilizaciji lipofilnih lekova.
Surfaktanti se koriste i kao ekscipijensi u dozimarfiarmaceutskim oblicima, né&emu

se zasniva jedan od osnovnih tehnoloSkih pristupankse povéava rastvorljivost
lekova slabo rastvorljivin u vodi. Iznad ktitie micelarne koncentracije, u interakciji sa
surfaktantima, slabo rastvorljivi lekovi se moglkanporirati u unutrasnjost micele i,
osim zng@ajnog poveéenja rastvorljivosti, moZze @b do smanjenja slobodne frakcije
leka dostupne za prolaz kroz bioloske membrah&®

Pokazalo se da surfaktanti r&ilhg naelektrisanja mogu posegi, smanijiti ili
ne ispoljavati uticaj na membransku permeabiln$ist,zavisi od molekulskih osobina
ispitivanih lekova. Na hidrofilne lekove koji seabb apsorbuju nakon oralne primene,
surfaktanti mogu uticati tako Sto pa@avaju intestinalnu membransku permeabilnost,
Sto se objaSnjava posenjem paracelularnog transporta i moze indukowvatiemqcijalno
toksikne efekte. Sa druge strane, kod lipofilnih lekogaimzazenom transcelularnom
membranskom permeabilria§ surfaktanti mogu izazvati smanjenje slobodné&dija
leka, a posledho i smanjenje intestinalne permeabilndsti.

Inkorporiranje lekova u micelarne agregate mozeedtwdo promene njihovih
molekulskih osobina. Vazan efekat micelarnih rastye i uticaj na brzinu reakcije, kao
I prirodu nastalih proizvoda. Pokazalo se da miaelegu modifikovati spektralne
parametre jedinjenja, izazvati p@amje intenziteta i pomeranje apsorpcionih
maksimuma?*®**® Osim &to mogu ubrzati ili inhibirati reakcione pese,
eksperimentalno je potden i uticaj surfaktanata na pomeranje protiMiti kiselinsko-
baznih ravnoteza, usled razlih elektrostatikih, hidrofobnih i drugih interakcija u
micelarnom mikrookruZenju u koje se ukijju jonizujwi centri lekovat***>3
Intenzitet efekta i smer pomeranja ravnoteZze, mbgu povezani sa osobinama
surfaktanta i prirodom jonizufeg centra, tako da anjonski surfaktanti sa negativn
naelektrisanom povrSinom micela imajuéivaticaj na promenu K, vrednosti, dok je
jonizacija kiselih grupa osetljivija na prisustvacela, u odnosu na jonizaciju baznih
grupa. Mé@utim, usled sloZenosti interakcija i strukture nkoilea lekova, promene u
slozenim sistemima protokéih ravnoteza nemoge je predvideti i opisati bez
eksperimentalnog ispitivanfa:*°®
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1.4.4. Osobine micelarnih rastvora surfaktanata kasimuliraju éih

sistema bioloSkih membrana

Osobine micela, kao agregacionih formacija surfakia, su dobro poznate i
prowtene na molekulskom nivou, zbo&ega se micelarni rastvori surfaktanata
primenjuju u savremenim istrazivanjima sa cillem al@onaSaju osnovne funkcije
éelijskih membrana>® Bioloske membrane imaju presudan é&@jau organizaciji Zivog
sveta jer reguliSu transport i propustljivost erelwi) i egzogenih jedinjenja i ukuju
se u procese biosinteze, prenosa energije i infaifayaao icelijskog prepoznavanj2°
DugogodiSnja istrazivanja pokazala su da komplessnetrukture i funkcije
biomembrana ne mogu biti prakio reprodukovane jedinstvenim model - sistemom, ali
da se sustinske funkcije, ukduju¢i osmotsku aktivnost, permeabilnost, fluidnost i
mobilnost, mogu pojednostavljeno simulirati. U teh® nafeXe se koriste micelarni
rastvori surfaktanata, upravo zbog mégosti inkorporiranja drugih molekula i

sposobnosti podele prostdfa:*®?

1.4.5. Zn&aj ispitivanja fizi ¢ko-hemijskih osobina lekova u

micelarnim rastvorima surfaktanata

FarmakoloSka aktivnost i biotransformacija lekovadeo slozenih procesa u
biosredini u koje se molekuli lekova uldjuju posredstvom svojih funkcionalnih grupa.
Da bi nakon oralne primene stigao do ciljnog mei#ajtva, lek dolazi u kontak sa
mnogim biomolekulima. PonaSanje lekova u fiziologkiislovima, koje se predia
samo na osnovu figko-hemijskih parametara definisanih iskiyo za vodeni rastvor,
moze se zn@jno razlikovati od &ekivanog jer su fizioloski uslovi ekstremno slozeni
Na aekivane procese jonizacije ili izomerizacije lekayvdizioloSkim uslovima, mogu
uticati i drugi molekuli prisutni u telesnimdeostima i na povrsintelijskih membrana.
Kao Sto je napomenuto, ne postoji idealni maddiskin membrana, koji u potpunosti
odrazava svu njihovu slozenost, ali kao pojedndjstav sistemi, koji ispunjavaju
osnovne funkcije biomembrana, primenjuju se micglaastvori surfaktanatg>'"
Proces micelizacije zasniva se na hidrofobnim, tedskatékim, sternim,Van der

Waalsovim interakcijama i grdenju vodontnih veza. Ovakve interakcije se na
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molekulskom nivou odvijaju i u uslovima biosrediifato su za preddanje bioloSkog
ponaSanja i farmakolosSkih osobina lekova relev@intppdaci koji se dobijaju
ispitivanjem fiztko-hemijskih osobina farmakoloski aktivnih supsianc prisustvu
rastvora surfaktanata. Njihovo prisustvo moZe pmith&@e samo brzinu i proizvode
reakcije, vé i jonizaciju i stereohemifd*™’® u odnosu na one utiene u vodenom
rastvoru. Kiselinsko-bazne ravnoteze lekova ispitilge u prisustvu katjonskih,
anjonskih i nejonskih surfaktanata da bi se preslaigbnizacija u fizioloSkim uslovima.
Od stepena jonizacije u biosredini zavisi rastvgraleka u telesnim tmostima,
apsorpcija iz gastrointestinalnog trakta, transpooz bioloSke membrane i interakcije
sa ciljnim mestom dejstva®®?%

Poznato je da ACE inhibitori ostvaruju stereoselekt interakciju sa enzimom,
ali joS uvek se ne zna da li postoji stereoselekt u interakciji sa hepatiom
esterazom koja katalizuje hidrolizuro drug formi ovih jedinjenjg&® Prowavanjem
interakcija ACE inhibitora sa surfaktantima mogesg€i bolji uvid u mehanizme koji
odreiuju efekte bisredine na fidto-hemijske osobine ovih lekova i njihovo ponaSanje
u fizioloSkim wuslovima. Ispitivanje osobina lekova micelarnim rastvorima
surfaktanata omogava racionalniji dizajn lekova i primenu surfaktenal razvoju

doziranih farmaceutskih oblika kao i predianje njihove efikasnosti i bezbednosti.

1.5. Ispitivanje fiziéko-hemijskih osobina farmakoloski aktivnih

supstanci primenom molekulskog modeliranja

Fizicko-hemijska karakterizacija lekova se zasniva napekmentalnim
odreadivanjima, ali se molekulski parametri sve viSe tigji primenom teorijskih metoda
I molekulskog modeliranja. Razvoj teorijskin metod&unarske hemije omogio je
primenu molekulskog modeliranja u ispitivanju stiwrkih osobina, molekulske
dinamike i termodinamike ispitivanih jedinjenja maditickim sistemima i biosistemima.
Podaci dobijeni molekulskim modeliranjem predsigulj zn&ajnu smernicu u
planiranju eksperimentalnih postupaka i u analizisperimentalno dobijenih
rezultata®®® Metodama molekulskog modeliranja, koje opisuju g&@mje molekula u

stattkim i dinamikim uslovima, mogu se dobiti informacije o:
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» geometriji i obliku molekula (duzZina veze, w@fia uglova i diedralnih
uglova);

* energiji molekula i prelaznim stanjima (5to moZeazéti na razlike u
stabilnosti izomera i brzini odvijanja reakcije);

* hemijskoj reaktivnosti (na osnovu podataka o detl@aimolekula u
kojima je raspordéeno naelektrisanje i potencijalnim elektrofilnim i
nukleofilnim mestima, moze se predvideti na k&gi se n&n odvijati
reakcija sa razitim tipovima elektrofilnih i nukleofilnih molekulga

* IR, UV i NMR spektrima (njihovim izrdunavanjem se moze
pojednostaviti identifikacija nepoznatih molekuf%).

Posebno znmjan za farmaciju je razvoj tehnika molekulskog elodnja koji
je omoguio: izratunavanje fiztko-hemijskin parametara analiziranih jedinjenja,
ispitivanje interakcije liganda sa ragtim biomolekulima, ispitivanje katalitke
aktivnosti enzima, preddanje stabilnosti proteina, definisanje konformadion
promena liganada koje dti na bioloSku aktivnost. Razvoj teorijskih metodajek
analiziraju interakciju liganda i enzima oma@guje odrelivanje mehanizma dejstva i

dizajn novih lekov&>*

1.5.1. Metode molekulskog modeliranja

U molekulskom modeliranju za izZanavanje energije molekula mogu se
koristiti razlicite teorije zasnovane na matenikitn jedna&inama koje opisuju polozaj i
ponaSanje elektrona i jezgara. lzbor metode maoddkgl modeliranja zavisi od
razlicitih faktora, kao Sto su broj podataka, slozenagitivanog sistema i taost
dobijenih rezultata.

Ab initio izratunavanja se zasnivaju n&chrodingerovoj jednd&ini koja
fundamentalno opisuje ponaSanje elektrona u malekajenim reSavanjem se dobijaju
informacije o energiji i talasnoj funkciji koja defSe elektronsku distribuciju i ukazuje
na polarnost molekula. Matim, Schrodingefova jedndina se ne moze egzaktno resiti
za molekul sa viSe od jednog elektrona, Sto zahpevaenu aproksimacije. N&@&e se
koristi Born—Oppenheimeova aproksimacija, koja polazi od pretpostavkesdagezgra
atoma fiksirana u odnosu na elektrone u toku @rora i da je brzina njihovog kretanja
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zanemarljiva u odnosu na brzinu elektrona. Uslegh tgedini konstantni geometrijski
parametri molekula su koordinate jezgra. &a initio metode se moze isiada su
precizne, ali spore i da su pogodne za manje seskenn se sastoje od nekoliko desetina
atoma. Naje&i oblik ab initio prora&una je poméu razlcitih baznih setova (STO-3G,
3-21G, 6-31G) u okvirtHartree—Fock(HF) metode u program@aussian

Empirijski i semiempirijski proréuni se takde zasnivaju na primeni
aproksimativnog reSavanjaSchrodingerove jedndine i HF principima, uz
prilagaiavanje eksperimentalnim podacima, na osnovu pareaeje. Primena
empirijskin parametara omoémva razmatranje efekata elektronske korelacijeuali
viSe aproksimacija, Sto ove metod@i manje preciznim, ali brzim u odnosu ah
initio metode.

Molekulsko-mehartke metode polaze od modela molekula koji se posiato
skup atoma povezanih hemijskim vezama. Ako su pezmeednosti duzZine veza,
uglova izméu njih i energije koja je potrebna za istezanjavijgnje veza, moze se
izratunati energija datog molekula. Geometrija moleladanenja sve dok se ne dobije
geometrijska konfiguracija molekula sa najniZzomepaijalnom energijom u procesu
koji predstavlja geometrijsku optimizaciju molekuRroces optimizacije, u kome se
definiSe ravnotezno stanje, neophodno je prim@ndisvih daljih proré&una kako bi se
obezbedila njihova validnost. Molekulsko-mehide metode su jednostavne, relativho
brze i pogodne za primenu na velikim sistemima kejisastoje i od nekoliko hiljada
atoma?°#2%4

Density functional theorfDFT) metode pripadaju grupi kvantno-melikih
metoda jer se baziraju na aproksimativnom reSavaofuodingerove jedndine koja
ne uzima zn&jno u obzir talasnu funkciju, vese direktno oslanja na teoriju
elektronske gustine. Zbog osobina elektronske geiskoje se jednostavno mogu
matematiki definisati, DFT metode se smatraju Zamom alternativom metodama
koje se zasnivaju isklfivo na talasnoj funkciji, jer je elektronska gustisamo funkcija
poloZaja, koju definiSu tri prostorne koordinate Yx z), kao tri promenljive. Talasna
funkcija molekula san elektrona je funkcija @ promenljive (tri prostorne i jedne koja
opisuje rotaciju) za svaki elektron. Sa druge ®trdmez obzira na broj elektrona u
molekulu, elektronska gustina ostaje samo funkuijgoromenljive. DFT metode se

zasnivaju naHohenberg—Kohiovim teoremama koje ukazuju da ako se odredi
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elektronska gustina, na osnovu nje se mogu prethatlgtura, energija i druge osobine
molekula. Najeka izra&unavanja primenom DFT metoda izvode se na B3LY®uwiv
primenom razlitih baznih setova (STO-3G(d,p)/3-21G(d)/6-31G(H,@FT metode
imaju prednost u odnosu na kvantno-medlemimetode, koje se zasnivaju na talasnoj
funkciji, jer omogudavaju dobijanje rezultata u Kem vremenskom intervalu, na
oshovu manjeg broja podataka, uz zadovoljaiajizsnost i preciznost>> Literaturni
podaci o primeni DFT metoda ukazuju da ne post@tana (bazni set) koja je opSte
prihvatena kao najbolja, jer se za svaku osobinu ispitigamolekula mogu istajedan

ili vise deskriptora koji je bolje determinisu osttalin*® %7

1.5.2. Izratunavanije fizicko-hemijskih parametara farmakoloski

aktivnih supstanci u programu Gaussian pmenom DFT metoda

Programski paket koji se r@Xe koristi za molekulsko modeliranje je
GaussiaA® jer se po broju i raznovrsnosti implementiranittede smatra najbogatijim
paketom za molekulsko modeliranje. U prografaussianintegrisane su razite
molekulsko-mehatike, semiempirijskeab initio i hibridne metodé”® Kao &to je
istaknuto, DFT metode su primarno usmerene na relesku gustinu, a
jednodeterminantna talasna fukcija ima samo pmmoulogu. Za prorn energija
primenom DFT metoda @aussiaru integrisani su radliti korelacijski i hibridni
funkcionalni postupci u kojima se molekul fragméatna grupe atoma, unutar kojih se
proraun izvodi na raztiitim nivoima sloZenosti i preciznosti. Za osnovnumu atoma,
primenjuje se prokain na najviSem nivou slozenosti, dok se za sva&desi grupu
atoma, koja ujedno obuhvata i sve prethodne, moibeepiti manje téna i zahtevna
metoda. Ovakav pristup pogodan je za pemanje biomolekula, u kojima se atomske
interakcije mogu hijerarhijski determinisati. Nakgaometrijske optimizacije struktura,
primenom DFT metoda Gaussianprogramu mogu se danati razltiti molekulski
deskriptori (topoloski, geometrijski, elektronsteymodinamiki, sterni i drugi), kojima
se mogu proceniti anakite osobine i predvideti farmakoloska aktivnost kekd'° 1z
svega navedenog se moze zaltjuda se primenom metoda molekulskog modeliranja
mogu objasniti eksperimentalno dobijeni podaci,ighredvidati osobine i ponaSanje
molekula u eksperimentalno nedostupnim usloviffia.
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2. CILJ RADA
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U literaturi nema potpunih podataka & rednostima ACE inhibitora koje definiSu

jonizaciju u vodenom rastvoru, kao ni podataka @ugavanju protolittkin ravnoteza i

diastereoizomerizacije ovih lekova u prisustvu akidnata. UzevsSi u obzir da se

ocekivane kiselinsko-bazne ravnoteze i ravnoteza &aracije mogu razlikovati u

fizioloSkim uslovima u odnosu na vodeni rastvorp Kaprimenu micelarnih rastvora

surfaktanta kao simulirafih sistema biomembrana, ciljevi ove doktorske dezje su:

Odretivanje K,vrednosti devet ACE inhibitora (kaptopril, cilazépenalapril,
lizinopril, fosinopril, perindopril, ramipril, kviapril i zofenopril) primenom

potenciometrijske titracije.

o Evaluacija preklopljenih kiselinsko-baznih ravna@ezna osnovu

potenciometrijskin podataka, primenom kompjuterskggograma
Hyperquad za iz#navanje K, vrednosti.

Odraiivanje K, vrednosti u sloZzenim sistemima dve komponente
(enalapril-maleat i perindopril-erbumin), kada jeastvoru prisutno vise
supstanci sa jonizugim centrima.

Odreiivanje K, vrednosti, jedinjenja slabo rastvorljivih u vodi,
smeSama vode i odgovarégg organskog rastvaia u razlitim
odnosima, i izréunavanje vrednosti koja odgovara vodenoj sredini

ekstrapolacijom na 0 % organskog rastvara

Potenciometrijsko oddivanje K, vrednosti ACE inhibitora u prisustvu
micelarnih rastvora surfaktanata, anjonskog (SR&)jpnskog (CTAB) i
nejonskog (TX-100)

Procena uticaja micelarnih rastvora surfaktanataratoliticke
ravnoteze definisane u vodenom rastvoru.
Predvdanje tipova interakcija sa micelama raittig naelektrisanja

odgovornih za uticaj na protolite ravnoteze ACE inhibitora.

Ispitivanje uticaja surfaktanata na ravnotezu gedjske izomerizacije ACE

inhibitora sa prolinskom peptidnom vezom.
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o Definisanje optimalnih hromatografskih uslova za zdwjanje
diastereoizomera, nakon uspostavljanja ravnotetastvorima bez i u
prisustvu surfaktanata.

o ldentifikacija pikova i redosleda eluiranja diasieomera.

o Ispitivanje hromatografskog ponaSanja izomera $bmo sltnih
jedinjenja.

o Procena osetljivosti ravnoteze geometrijske izomaeije ACE
inhibitora u prisustvu micelarnih rastvora surfaldt razltitog
naelektrisanja.

= Teorijsko ispitivanje redosleda eluiranjd){ i (E)-diastereoizomera primenom
DFT metoda.

o Geometrijska optimizacijaZ}- i (E)-diastereoizomera ispitanih ACE
inhibitora primenom B3LYP/6-31G (d,p) metoda u akviDensity
Functional Theory{DFT), pom@u Gaussian 09@rograma.

0 lzratunavanje molekulskin deskriptora parova diastemora
primenom ChemBio3D Ultra 13.0 i Dragon programa.

o Procena razlike u hidrofobnosti diasterecizomeraorafivanjem

rezultata eksperimentalne i teorijske studije.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

31



3.1. Oprema

Sistem za titraciju 798 MPT Titrino Metrohm (Hetis&vajcarska) sa
kombinovanom elektrodom (LL unitrode Pt1000, Metrjh

HPLC uretaj Agilent Technologies 1200 Series system (SatdaeaCCA, USA)
binarna pumpa; 20l manuelni injektor Rheodyne; 1100A UV detektor
Kolona Chromolith Performance RP-18e column; 100 xdn6 mm; 2um
(Merck, Darmstadt, Nend&a)

pH metar Radiometer model PHM 240 pH/ION-meter (Baeter,
Kopenhagen, Danska)

Analiticka vaga Sartorius (Sartorius AG, Goettingen, Nekan
Ultrazvueno kupatilo, J.P. Selecta (Barselona, Spanija)

TKA sistem za pré&scavanje vode (Niederelbert, Netka)

Sistem za odrzavanje temperature Polistat CC2 (HNmmaka)

3.2. Hemikalije

Standardi ispitivanih supstanci: kaptopril  H2A-[(29-2-metil-3-
sulfanilpropanoil]pirolidin-2-karboksilna kiselina)ilazapril ((15,99-9-[(29)-
(1-ethoksi-1-okso-4-fenlbutan-2-il)Jamino]-10-oksktahidro- H-piridazino

[1,2-a][1,2]diazepin-1-karboksilna kiselina), enalapribleat ((H)-1-[(29-2-
[[(29)-1-etoksi-1-0kso-4-fenil-2-butillamino]propanoiliplidin-2-karboksilna

kiselina, maleat), fosinopril-natrijum (natrijum&2S)-4-cikloheksil-1-(2-{[2-

metil-1-(propanoiloksi)propoksi](4-fenilbutil)fosfib} acetil)pirolidin-2-
karboksilat), lizinopril-dihidrat  ((3)-1-[(29-6-amino-2-[[(1S)-1-karboksi-3-
fenilpropillamino]heksanoil]pirolidin-2-karboksilna  kiselina, dihidrat),

perindopril-erbumin (terc-butil-amonijum-§B8a5,785)-1-[(29)-2-[[(29-1-
ethoksi-1-okso-2-pent-ilJamino]propanoil]-oktahidiél-indole-2-karboksilna
kiselina), ramipril ((&3a568-1-[(29-2-[[(29-1-etoksi-1-0kso-4-fenil-2-
butillamino]propanoil]oktahidrociklooktahidro-cikpenta[b]pirol-2-karboksilna
kiselina), kvinapril-hidrohlorid ((9-2-[(29-2-{[(29-1-etoksi-1-0kso0-4-
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fenilbutan-2-illJamino}propanoil]-1,2,3,4-tetrahidemhinolin-3-karboksilna
kiselina, hidrohlorid), zofenopril-kalcijum (kalaim-(25,49)-1-((9-3-
(benzoiltio)-2-metilpropanoil)-4-(feniltio)piroliai-2-karboksilat), maleinska
kiselina (g)-1,2-etilen-dikarboksilna kiselina), (dobijeni ddjencije za lekove i
medicinska sredstva Srbije, Beograd, Srbija)

* Natrijum-dodecilsulfat (J.T. Baker, Deventer, Halga)

» Cetiltrimetilamonijum-bromid (Acros Organic, GeBklgija)

e Triton X 100 (Acros Organic, Geel, Belgija)

« Natrijum-hidroksid Titrisof (Merck, Darmstadt, Nentka)

 Hlorovodonina kiselina Titrisdt (Merck, Darmstadt, Nent&a)

» Acetonitril HPLCcistoce (Merck, Darmstadt, Nernilea)

« Standardni rastvor pufera pH 4,005 (RadiometeteMibanne Cedex,
Francuska)

« Standardni rastvor pufera pH 7,000 (RadiometeteMibanne Cedex,
Francuska)

« Standardni rastvor pufera pH 9,180 (RadiometeteMibanne Cedex,
Francuska)

» Kalijum-hidrogenftalat (Merck, Darmstadt, Ne&ka)

* Natrijum-hlorid (Merck, Darmstadt, Nertlea)

* Metanol (Merck, Darmstadt, Nertka)

» Dikalijum-hidrogen fosfat (Merck, Darmstadt, Netka)

* 85 % ortofosforna kiselina (Sigma-Aldrich, SteinheNema&ka)

3.3. R&unarski programi

e Hyperquad software 2008

e OriginPro 8 SRO, MA, SAD, 2007

* Microsoft Office Excel, Microsoft Corporation, SARO03

e ChembDrawUltra 7.0.0, Cambridge Soft Corporation, M6AD, 2002

* Gaussian 09, Revision D.01. Gaussian, Inc., Wdthry CT, SAD, 2009
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» Dragon 6.0 program, Talete srl, DRAGON (SoftwaneNtwlecular Descriptor
Calculation), Version 6.0 — 2010

e Cambridge Soft Corporation. 2012. ChemBio3D URfarsion 13.0 Cambridge,
MA, USA

3.4. Potenciometrijsko odr@ivanje pK, vrednosti ACE inhibitora

3.4.1. Standardizacija rastvora natrijum-hidroksida i hlorovodoni¢ne

kiseline

Za standardizaciju rastvora natrijum-hidroksida i¥®ma je primarna
standardna supstanca kalijum-hidrogenftalat. Kotmaeija standardnog rastvora
natrijum-hidroksida odiena je potenciometrijski, ha osnovu tri nezavisiadje
rastvora kalijum-hidrogenftalata. Standardizovastwar natrijum-hidroksida koré&n

je za standardizaciju rastvora hlorovodo@ kiseline.

3.4.2. Odrdlivanje korekcionog faktora A

Za prergunavanje izmerenih pH vrednosti uyperednosti (pg = -log [H'])
eksperimentalno je odten korekcioni faktor A. Vrednosti korekcionog fakdoA za
vodeni rastvor i smeSe metanol - voda (40%, 45%% 565%), odrdene su titracijom
rastvora HCI (2,51810° M — 2,566<10° M; | = 0,1 M NaCl) standardnim rastvorom
NaOH (0,09920 M - 0,09970 M) (Tabele 11-15 u PulpgNa osnovu izmerenih pH

vrednosti izraunate su pg¢vrednosti primenom relacije p& pH - A.
3.4.3. Priprema micelarnih rastvora surfaktanata
Rastvor anjonskog surfaktamatrijum-dodecilsulfat&koncentracije 0,01 M (0,1

M NacCl): izmereno je 2,8838 g natrijum-dodecilstdfa 5,8440 g natrijum-hlorida,

preneto u odmerni sud od 1000 ml i dopunjeno deratlestilovanom vodom.
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Rastvor katjonskog surfaktanta cetiltrimetilamompbromida koncentracije
0,01 M (0,1 M NaCl): izmereno je 3,6445 g cetiltetitamonijum-bromida i 5,8440 g
natrijum-hlorida, preneto u odmerni sud od 1000 ddpunjeno do crte redestilovanom

vodom.

Rastvor nejonskog surfaktanta 4-oktilfenolpolieitska koncentracije 0,01 M
(0,2 M NaC): izmereno je 6,06 ml 4-oktilfenolpolietoksilata5,8440 g natrijum-

hlorida, preneto u odmerni sud od 1000 ml i dopomjeo crte redestilovanom vodom.
3.4.4. Priprema rastvora za potenciometrijsko odrdivanje pK, vrednosti

Standardni rastvori hlorovodamie kiseline (0,1007 M - 0,1024 M) pripremljeni
su preno$enjem sadrzaja ampule Titfiselodmerni sud od 1000 ml i dopunjavanjem
do crte redestilovanom vodom. Standardni rastvatrijgm-hidroksida (0,09920 M -
0,09970 M) pripremljeni su preno$enjem sadrZajawdenpitrisof’° u odmerni sud od

1000 ml i dopunjavanjem do crte redestilovanom wvod@z ugljen-dioksida.
3.4.5. Potenciometrijsko odrdivanje pK,vrednosti bez i u prisustvu surfaktanata

pKa vrednosti ACE inhibitora oddene su potenciometrijski, bez i u prisustvu
102 M surfaktanata (SDS, CTAB i TX 100). Za merenje kéti&ena je elektroda,
regularno kalibrisana standardnim rastvorima pufetd 4,005; 7,000 i 9,186}
Eksperimentalno je utdeno da dodatak surfaktanata u ispitivanoj konceijtnaema
znaajnog uticaja na pH vrednost pufera (promene surbdnje 0d+0,01 jedinice).

Potenciometrijske titracije izvedene su na tempera?5’C i pri konstantnoj
jonskoj sili 0,1 M (NaCl). U 39 ml rastvora ispiimih ACE inhibitora koncentracije
10° M dodato je 0,5 - 1 ml rastvora HCI (0,2007 M 1t@4 M) i titrovano standardnim
rastvorom NaOH (0,09920 M - 0,09970 M) alikvotimé @02 ml. HCI je dodavana u

titrovane rastvore da bi se suzbila disocijacijebkésilne grupe.
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3.4.6. Potenciometrijsko odrdivanje pK, vrednosti fosinoprila u smeSama

metanol - voda

Jedini izuzetak u odnosu na protokol primenjenuwodenju potenciometrijskih
titracija je odrdivanje [K, vrednosti fosinoprila bez prisustva surfaktandtaog slabe
rastvorljivosti u vodi, i taloZenja supstance utvasu koncentracije I& M nakon
dodatka 1 ml HCI, nije bilo moge direktno odrediti K, vrednost fosinoprila u
odsustvu surfaktanafa®**?** Praktine K, vrednosti (fK.*) odredene su titracijom
fosinoprila u smeSama metanol - voda u tinin odnosima (45% - 55%, m/m).
Ekstrapolacijom [;* vrednosti na 0% metanola, izimata je K, vrednost fosinoprila.

3.5. Ispitivanje uticaja surfaktanata na izomerizagu ACE inhibitora

primenom reverzno fazne t&ne hromatografije

Rastvori 0,200 — 2,000 mg/ml ACE inhibitora sa prekom peptidnom vezom
(kaptopril, enalapril, lizinopril, perindopril i maipril) pripremljeni su rastvaranjem
svake supstance u vodi za HPLC, bez i u prisudivials¢anata (SDS, CTAB, TX-100)

u koncentraciji 0,01 M.

U cilju ispitivanja uticaja surfaktanata na ravriatézomerizacije, svi uzorci su
pripremljeni pod istim uslovima &uvani na sobnoj temperaturi najmanje 1 h, do

uspostavljanja ravnoteze.

Za dobijanje vremenski zavisnih hromatograma, @st\VACE inhibitora
pripremljeni su u vodi za HPLC i analizirani odmahkon rastvaranja, a zatim u
vremenskim intervalima od 2 do 6 minuta.

3.5.1. HPLC sistem
Hromatografska analiza izvedena je nadajpe Agilent Technologies 1200

Series system (Santa Clara, CA, USA), koji sadegazer, binarnu pumpu i detektor.
Svi uzorci su uvdeni u sistem injektovanjem kroz Rheodyne injekcigretlju, u
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zapremini 20ul. Diastereoizomeri ACE inhibitora razdvojeni su kaoni Chromolith
Performance RP-18e (100 mm x 4,6 mm, Merck), potgku 2 ml/min (kaptopril,
lizinopril) ili 4 ml/min (enalapril, perindopril, amipril) i razlcitom sastavu mobilne
faze (acetonitril i 20 mM kalijum-fosfatni pufer pH). Razdvajanja su izvedena na

temperaturi kolone 18°C i signali detektovani Hadaoj duzini 210 nm.

3.6. Optimizacija strukture parova diastereoizomerai izra¢unavanje

molekulskih deskriptora

Prolinska peptidna veza u strukturama ispitivan®EAinhibitora podeSena je u
odgovarajdu (2)- ili (E)-orijentaciju pre geometrijske optimizacije. U skiada
eksperimentalno oddenim K, vrednostima (Ko(COOH)=1,43-3,48 i K4(NH)=5,41-
9,99) oba izomerna oblika svih ispitivanih jedingrpri definisanim hromatografskim
uslovima (fosfatni pufer pH 7), zastupljena su ugtam u obliku anjona.

Geometrijska optimizacija dominantnih jonskih ohblik @)- i (E)-
diastereoizomera ispitivanih ACE inhibitora, izvedge primenom B3LYP/6-31G (d,p)

metod&*>?1®

u okviru Density Functional Theory(DFT), pom@éu Gaussian 09
program&®® Molekulski deskriptori svih parova diastereoizomesptimizovanih u
Gaussian 09programu, izréunati su primenom ChemBio3D Ultra 13'0i Dragon

program&™® Funkcija B3LYP sa baznim setom 6-31G (¥ u vodenom
rastvord*>?*® (Polarizable Continuum ModePCMY*® primenjena je za iztanavanje
energije najviSe popunjene molekulske orbitdtegliest Occupied Molecular Orbital
Energy, HOMO), energije najnize nepopunjene molekulske itald (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital Energy,LUMO), hemijskog potencijala uj,

elektronegativnosti xj, otpornosti na transfer elektronahafdness, ), hemijske

reaktivnosti §oftnessS), indeksa elektrofilnosti«), dipola i naelektrisanja.
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4.1. Ispitivanje uticaja surfaktanata na protoliticke ravnoteze ACE

inhibitora

4.1.1. Odrdlivanje pK, vrednosti ACE inhibitora

S obzirom na jonizujte centre prisutne u hemijskoj strukturi, ispitivekiCE
inhibitori se mogu podeliti na kiseline i amfoli¢8lika 4). Fosinopril i zofenopril sadrze
samo jedan jonizuju centar, terminalnu, prolinsku karboksilnu grupw ivodenom
rastvoru se ponaSaju kao monophod kiseline. Pored karboksilne grupe, kaptopril
sadzi joS jedan kiseli centar, sulfhidrilnu (tiojnfunkcionalnu grupu. Cilazapril,
enalapril, kvinapril, ramipril i perindopril su apiiti sa jednim kiselim (karboksilna
grupa) i jednim baznim (sekundarna amino grupajzjgnéim centrom. Lizinopril je
sloZeni amfolit ucijoj su hemijskoj strukturi prisutn€etiri jonizujute grupe, dve
karboksilne grupe (ozdaene kao proksimalna i terminalna) i dve amino grupe
(primarna i sekundarna).

Usled relativno dobre rastvorljivosti ispitanin  ACHnhibitora (izuzev
fosinoprila), K, vrednosti jonizujigih grupa bilo je mogée odrediti u vodenom
rastvoru, primenom potenciometrijske titracije. ®as ACE inhibitora, koncentracije
10° M, bez i u prisustvu I® M surfaktanata (SDS, CTAB, TX 100), titrovani su
standardnim rastvorom NaOH pri konstantnoj jonstbj(0,1 M NacCl) i temperaturi
25°C. U ispitivane rastvore, pre titracije, dodat gtandardni rastvor HCI u cilju
suzbijanja jonizacije karboksilne grupe i prdeoja svih jonizujgih centara u
protonovanu formu. Odgovardj titracione krive prikazane su na Slikama 9-17.
Eksperimentalni podaci prikazani su u Tabelama4.&-Prilogu.

Koncentracija primenjenih rastvora surfaktanata fglznéajno iznad vrednosti
odgovarajdih kriticnin micelarnih koncentracija, tako da se moze zamgimuticaj

ostalih supstanci prisutnih u rastvoru, na &nti micelarnu koncentraciju.
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Slika 9. Potenciometrijske krive titracije rastvora zofprita bez i u prisustvu TOM

surfaktanata titrovanih standardnim rastvorom NaOD#H0,1 M (NacCl), t = 25 °C.
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Slika 10. Potenciometrijske krive titracije rastvora kapttsp bez i u prisustvu IOM

surfaktanata, titrovanih standardnim rastvorom NaOD#0,1 M (NacCl), t = 25 °C.
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Slika 11 Potenciometrijske krive titracije rastvora cilpza, bez i u prisustvu 7OM

surfaktanata, titrovanih standardnim rastvorom NaOD#0,1 M (NacCl), t = 25 °C.
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Slika 12 Potenciometrijske krive titracije rastvora enalamaleata, bez i u prisustvu
102 M surfaktanata, titrovanih standardnim rastvoroaOMl. | = 0,1 M (NaCl), t=25°C.

41



A

10

NaOH (ml)

Slika 13. Potenciometrijske krive titracije rastvora mal&@kiseline, bez i u prisustvu
10% M surfaktanata, titrovanih standardnim rastvoroaOM. 1=0,1M (NaCl),t=25°C

0.0 0.5 1.0 15 2.0
NaOH (ml)

Slika 14. Potenciometrijske krive titracije rastvora peripdta bez i u prisustvu 1M

surfaktanata, titrovanih standardnim rastvorom NaOD#0,1 M (NacCl), t = 25 °C.
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Slika 15. Potenciometrijske krive titracije rastvora kvinigarbez i u prisustvu IOM
surfaktanata, titrovanih standardnim rastvorom NaOD#0,1 M (NacCl), t = 25 °C.
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Slika 16. Potenciometrijske krive titracije rastvora rani@mrbez i u prisustvu IOM

surfaktanata, titrovanih standardnim rastvorom NaOD#0,1 M (NacCl), t = 25 °C.
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Slika 17. Potenciometrijske krive titracije rastvora lizpmda, bez i u prisustvu 1HM

surfaktanata, titrovanih standardnim rastvorom NaOD#0,1 M (NacCl), t = 25 °C.

Kompjuterski program Hyperquad primenjen je zadarevanje B, vrednosti
na osnovu eksperimentalnih podataka dobijenih ermdmetrijskim titracijama (Slike
37-47 u Prilogu). Pored moguosti evaluacije preklopljenih kiselinsko-baznih
ravnoteZa pojedirgaih supstanci u rastvoru, Hyperquad pruza néogat odrdivanja
pKa vrednosti u kompleksnim sistemima sa vise jedjajéja mogu da jonizujef
Primena ovog programa je oma@ga odralivanje K, vrednosti enalaprila i
perindoprila, na osnovu eksperimentalnih podatakédijenih potenciometrijskom
titracijom rastvora enalapril-maleata i perindojiibumina. U sléaju enalapril-
maleata, K, vrednosti maleinske kiseline, nezavisno ddree pod istim uslovima,

koris¢ene su kao ulazni parametri za &maavanje g, vrednosti enalaprila.
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Fosinopril je ACE inhibitor sa fosfinathom grupom u odnosu na
dikarboksilatne derivate u strukturi sadrzi jedagiljanikov atom viSe u nizu koji
razdvaja prolinski azot i hidrofobni benzenov pnsteOvakvim strukturnim
modifikacijama u razvoju fosfinatnih derivata ACEhibitora postignuta je bolja
aktivnost, ali i véa lipofilnost, tako da fosinopril predstavlja npgfilnije jedinjenje iz
ove grupe lekovéd® Za razliku od ostalih ispitanih jedinjenja, fospmid karakterige
slaba rastvorljivost u vodi koja dovodi do taloZzenj rastvoru koncentracije v,
nakon dodatka rastvora HCI. Zbog slabe rastvodjivotaloZenja u kiseloj sredini, nije
mogute odrediti K, vrednost fosinoprila titracijom vodenog rastvobez prisustva
surfaktanata, primenom protokola koji je definizanostale ACE inhibitore. U takvim
slicajevima, ako se pojava taloga tokom titracije nene@zu obzir, prilikom analize
rezultata dobile bi se vrednosti koje ukazuju néuvkiselost kiselih, kao i manju
baznost baznih funkcionalnih grupa, u odnosu narse [K, vrednosté™® Da bi se
prevazislo ovo ogradénje i odredila K, vrednost koja adekvatno definiSe jonizaciju
fosinoprila u vodi, bilo je potrebno izvesti titigcfosinoprila u smesi vode i organskog
rastvarga razltitog odnosa. Metanol je primenjen kao korastvarger je
rastvorima bez prisustva surfaktanat&, wrednosti fosinoprila (§;*) odredene su
titracijom smeSe vode i metanola u odnosima 40%%% m/m) (Slika 18) i Ka
vrednost, koja odgovaraistom“ vodenom rastvoru, izkanata je ekstrapolacijom na
0% metanola (Tabela 1, Slika 8}Eksperimentalni podaci prikazani su u Tabeli 25 u
Prilogu.

Potenciometrijske titracije rastvora fosinoprila prisustvu surfaktanata
sprovedene su po istom protokolu kao i kod ostagitanih ACE inhibitora, jer je
solubilizirajuti efekat surfaktanata doprineo pdéaeju rastvorljivosti fosinoprila pri
datim uslovima. Titracione krive rastvora fosindgrdobijene u prisustvu surfaktanata,

prikazane su na Slici 20. Eksperimentalni podagigzani su u Tabeli 26 u Prilogu.
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Slika 18. Potenciometrijske krive titracije rastvora fosinbpatrijuma u smesi metanol
— voda 40 % - 55 % (m/m) titrovanog standardnitvoasm NaOH. | = 0,1 M (NaCl), t = 25°C.

Tabela 1. pK, vrednosti fosinoprila potenciometrijski odene u smeSama vode i
metanola u raztitom odnosu. | = 0.1 M (NaCl) and t = 25 °C.

SmesSa metanol - voda % (m/m) Kgp

40 4,60
45 4,66
50 4,74
55 4,81
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Metanol %

Slika 19. Izratunavanje K, vrednosti fosinoprila ekstrapolacijom vrednostieg@nih

potenciometrijski, titracijom smeSa metanol — vd0&b - 55% m/m.

NaOH (ml)

Slika 20. Potenciometrijske krive titracije rastvora fogmnibnatrijuma u prisustvu
102 M surfaktanata titrovanih standardnim rastvoronONa|=0,1 M (NaCl), t=25°C.
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4.1.1.1. X, vrednosti ACE inhibitora odredene bez prisustva

surfaktanata

Potenciometrijski odidene K, vrednosti ACE inhibitora u vodenom rastvoru
prikazane su u Tabeli 2. Z&pkarboksilne grupe (1 i pKaz lizinoprila i pKa; ostalih
ACE inhibitora) odrdene konstante imaju vrednosti u opsegu 1,43 — §Ghzirom na
hemijsku strukturu lizinoprila u kojoj su prisutmiwe karboksilne grupe, terminalna i
proksimalna, Ka1 1,43 moze se pripisati proksimalnoj karbokislnojum sa
izrazenijom kiselo&u. Za K, sekundarne amino grupeKp za cilazapril, enalapril,
kvinapril, perindopril i ramipril, i a3 za lizinopril) dobijene su vrednosti u opsegu 5,40
— 7,20. Najvée K, vrednosti odréene su za primarnu amino grupu lizinoprild&ap
10,90 i sulfhidrilnu grupu kaptoprilakp., 9,99.

Uporedo sa potenciometrijski odenim konstantama, u Tabeli 2 prikazani su i
literaturni  podaci (eksperimentalno odeme | izr&unate K, vrednosti).
Uporeiivanjem se moze zaklfiti da postoji dobro slaganjeKp vrednosti kaptoprila i
enalaprila odréenih u ovom radu sa eksperimentalno ddreém vrednostima iz
literature. Relativho dobro podudaranje postojaiv&inom K, vrednosti izrdunatih
primenom kompjuterskih programa. Mdim, bitno neslaganje konstanti odesih u
ovom doktoratu i izréunatih vrednosti iz literature utieno je kod a1 kaptoprila i

pKa2 cilazaprila (razlike vée od 1 [K - jedinice).
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Tabela 2.pKj, vrednosti ACE inhibitora oddene potenciometrijski u ovom radu i literaturni pod(eksperimentalno odei i izra&unati).

ACE Potenciometrijski podati Literaturni podaci
inhibitori
PKas pPKaz pKaz PKaz PKas PKaz pKaz pKaz reference

Fosinopril 4,03t0,03 4,38 220
3,8 221

Zofenopril 4,46£0,03

Kaptopril 3,5t0,01 9,990,01 451 9,55 220
3,96 10,03 222

Cilazapril 3,37#0,01 6,4%0,01 3,26 4,49 220
3,3 59 221

Enalapril 2,94:0,02 5,4%0,02 3,74 5,15 220
3,8 55 221
2,88 537 223
2,92 542 224
3,08 549 225

Kvinapril 3,12t0.04 5,4@0,01 3,71 512 220
3,3 54 221

Perindopril 3,48:0.02 5,9%0,02 3,78 5,33 220
3,7 5,7 221

Ramipril 3,35t0,02 5,7#0,02 3,74 515 220
3,7 55 221

Lizinopril 1,430,04 3,1%0,01 7,2@0,01 10,9€0,01 1,62 3,66 6,07 10,33 220

2,2 3,8 7,6 105 221
1,46 3,00 7,10 10,78 226
1,68 329 7,0 11,12 225
25 40 67 10, 227

?=0,1 M NaCl, t=25°C; "eksperimentalno oddene vrednosti



4.1.1.2. ,Xyvrednosti ACE inhibitora odredene u prisustvu

surfaktanata

U Tabeli 3 prikazane suKp vrednosti ACE inhibitora oddene u prisustvu
surfaktanata, anjonskog SDS, katjonskog CTAB, ongkog TX 100 u koncentraciji
0,01 M. Takde, u Tabeli 3 prikazane su\pK, vrednosti koje predstavljaju pomeranje
u odnosu na vrednosti odene bez surfaktanata, pod istim uslovima (Tabela 2)
PosmatranjemApK, moZe se zakliti da u prisustvu micela sva tri primenjena
surfaktanta dolazi do promene kiselinsko-baznihskamti koje definiSu jonizaciju ACE
inhibitora u vodenom rastvoru. Uene promene Ky, vrednosti, u opsegu od -1,59 do
+1,90 ukazuju da micelarni rastvori surfaktanataao k simulirajdi  sistemi
biomembrana, utu na pomeranje protolitkih ravnoteza ACE inhibitora.

Uoceno je da je jonizacija karboksilne grupe (-0,92+d¢90) najviSe izmenjena
u prisustvu micela raziitog naelektrisanja.

Generalno posmatrano, od primenjenih surfaktamaj@e’i uticaj na pomeranje
kiselinsko-baznih ravnoteza ispoljava SDS. Pomergikj, vrednosti kréu se u opsegu
od -0,38 (primarna amino grupa lizinoprila) do 1 &arboksilna grupa kvinaprila).
Smanjenja kiselosti karboksilne grupe i péaeja baznosti sekundarne amino grupe
ispitanih  ACE inhibitora (izuzev kaptoprila) mogle bjasniti  elektrostatkim
interakcijama na povrSini negativno naelektrisaBiBDS micela (odbijanje anjona i
priviacenje katjona). Kod kaptoprila SDS dovodi do pi&arga kiselosti obe kisele

funcionalne grupe, karboksilne i sulfhidrilne.
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Tabela 3.pK, vrednosti ACE inhibitora oddene potenciometrijski u prisustvui® surfaktanata.

ACE inhibitor  Kq ApKar  PKa: ApKa: PKa: ApKa: PKas ApKas
SDS

Fosinopril 5,3%0,07

Zofenopril 5,290,09 +0,83

Kaptopril 3,35t0,04 -0,15 9,6#0,03 -0,32

Cilazapril 4,960,04 +1,59 7,120,038 +0,65

Enalapril 4,5%#0,03 +1,63 5,460,02 +0,05

Kvinapril 5,02t0,02 +1,9 6,2#0,02 +0,87

Perindopril 4,7%0,08 +1,27 6,1%0,08 +0,24

Ramipril 5,1&0,02 +1,83 6,0%0,03 +0,24

Lizinopril 3,26:0,06 +1,83 3,820,07 +0,74 7,390,05 +0,19 10,520,02 -0,38
CTAB

Fosinopril 3,1&0,01

Zofenopril 5,2#0,03 +0,81

Kaptopril 3,420,01 -0,01 10,0%0,01 +0,06

Cilazapril 3,1@0,05 -0,27 5,030,05 -1,44

Enalapril 2,990,09 +0,05 5,280,06 -0,13

Kvinapril 3,54t0,07 +0,42 3,81+0,11 -1,59

Perindopril 3,540,04 +0,11 5,630,04 -0,28

Ramipril 3,320,05 +0,04 4,840,05 -0,93

Lizinopril 1,69t0,12 +0,26 3,280,04 +0,13 7,2%0,04 +0,07 11,660,03 +0,70
TX 100

Fosinopril 4,680,02

Zofenopril 5,220,08 +0,76

Kaptopril 3,550,01 +0,05 10,0&0,01 +0,01

Cilazapril 3,4&0,01 +0,09 6,560,01 +0,03

Enalapril 3,2@0,02 +0,26 5,550,01 +0,14

Kvinapril 3,2#0,02 +0,15 5,3&0,02 -0,04

Perindopril 3,320,03 -0,11 5,820,02 -0,02

Ramipril 3,340,01 -0,01 5,880,01 +0,11

Lizinopril 0,51+1,03 -0,92 3,280,01 +0,13 7,24+0,01 +0,04 11,150,01 +0,76
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Negativno naelektrisana povrSina anjonskih micelakselim funkcionalnim
grupama ispitivanih jedinjenja, moze ostvariti nateciju na dva néna. Odbijanje
izmedu negativno naelektrisane povrSine micela i kartbaeg anjona koji nastaje
deprotonovanjem karboksilne grupe, oteZava depostmme i dovodi do smanjenja
kiselosti. Sa druge strane, negativho naelektrisam@nske micele mogu izazvati
stabilizaciju H jona i, u tom sl&aju, stimulisati jonizaciju karboksilne grupe, &a
posledicu ima pou&nje kiselosti i smanjenjekp vrednosti. Da lice se K, vrednost
pove&ati ili smanijiti, odnosno, u kom smeéa se pomeriti protolitka ravnoteza, zavisi
od ukupnog efekta koji preodaje****® Relativno veliko povéanje K. vrednosti
karboksilne grupe ACE inhibitora u prisustvu SDSca ukazuje i na mognoost
obrazovanja intramolekulske vodoéne veze izméu vodonikovog atoma karboksilne
grupe i elektronskog para kiseonika karbonilne grupormiranje intramolekulske
vodonine veze mogie je samo kod Z)-oblika, Sto navodi na zakljak da je
reverzibilna(2)/(E) interkonverzija, koja postoji u vodenom rastv&@E inhibitora, u
prisustvu SDS micela usmerena u pradudifomera.

Baznost sekundarne amino grupe lizinoprila gama je pod uticajem SDS
micela, dok sa druge strane, SDS izaziva smanjeagnosti primarne amino grupe
lizinoprila. Favorizovanje nejonizovanog oblika ogripe, u prisustvu anjonskog SDS
ukazuje na verovatne hidrofobne interakcije unuf@sti micele i lipofilnog
ugljovodontnog niza, koji razdvaja primarnu amino grupu odati& molekula
lizinoprila.

Katjonski surfaktant CTAB nema ztgan uticaj na jonizaciju Kkiselih
funkcionalnih grupa kaptoprila, kao i na jonizacikarboksilne grupe strukturno
najsliénijin enalaprila i ramiprila. Na jonizaciju karbsiknih grupa ostalih ACE
inhibitora CTAB utEe na dva néna, povéava (fosinopril i cilazapril) ili smanjuje
(zofenopril, kvinapril, perindopril, lizinopril) joizaciju. U prisustvu katjonskog
surfaktanta jonizovana anjonska forma karboksilngpg moze ostvariti interakciju sa
pozitivno naelektrisanom povrSinom CTAB micela, pgemu se, stabilizacijom
anjonskog oblika pov&va jonizacija karboksilne gupe, a péarje kiselosti se moze
izmeriti na osnovu smanjenj&pvrednosti. Sa druge strane, kiselost se moze #manj
usled graenja intramolekulske vodaime veze sa kiseonikom karbonilne grupe, Sto

oteZava jonizaciju.
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Promene K, vrednosti karboksilnih grupa u prisustvu CTAB néceavode na
zakljucak da kod fosinoprila i cilazaprila preoglgu priviatne sile izméu suprotnih
naelektrisanja, dok u siaju zofenoprila, kvinaprila, perindoprila i lizinola smanjenju
kiselosti doprinosi gidenje intramolekulske vodatne veze.

lako se u drugim istraZivanjimié@ pokazalo da katjonski surfaktant CTAB
snazno stabilizuje negativno naelektrisane anjoriskee, u ovom skaju, katjonske
micele su pokazale izraZeniji uticaj na jonizacgekundarne amino grupeKjp) u
odnosu na jonizaciju karboksilne grupeK{p ACE inhibitora koji predstavljaju
amfolite. U uslovima odmvanja K,1 vrednosti, odnosno jonizacije karboksilne grupe
na nizim pH vrednostima, amino gupa je dominantnsuma u protonovanom
katjonskom obliku i ukupno naelektrisanje molekjglaeutralno, Sto moZe biti jedan od
razloga izraZenijeg uticaja CTAB micela na jonipae@imino grupe.

U prisustvu CTAB micela smanjuje se baznost sekumalaamino grupe
ispitivanih ACE inhibitora (do -1,59). U interakaipa pozitivno naelektrisane povrSine
katjonskih micela i protonovane amino grupe, donaijni elektrostatike sile odbijanja
koje favorizuju nejonizovani, molekulski oblik ansirgrupe, Sto dovodi do potanja
njene kiselosti. Izuzetak je sekundarna amino giigaoprila ¢ija je kiselost blago
poveana (+0,07). Verovatno je primarna amino grupandprila hidrofobnim
interakcijama izolovana od naelektrisane povrSineeta i njena baznost je paiana
(+0,70).

U slwaju micelarnih rastvora TX 100, &eno pomeranjeky, vrednosti ukazuje
na relativno slab uticaj nejonskog surfaktanta er@izaciju ACE inhibitora, osim na
jonizaciju karboksilne grupe fosinoprila (+0,65)pnjzaciju karboksilne grupe
zofenoprila (+0,76) i jonizaciju primarne amino geulizinoprila (+0,76). Fosinopril i
zofenopril su molekuli sa najizrazenijom lipofildoSmeiu ispitanim ACE inhibitorima
I verovatno je da visoka lipofilnost omagava penetraciju nejonizovane, molekulske
forme leka u unutraSnjost miceléime se mogu objasniti njihove & vrednosti
pomeranja fa U odnosu na ostala jedinjenja. &l&im, ne moZe se pouzdano tvrditi
koja interakcija preoviduje kada je u pitanju smanjenj&f vrednosti proksimalne
karboksilne grupe lizinoprila (-0,92) zbog nepouzakti odréivanja ovog parametra, u
prisustvu TX 100, u jako kiseloj sredini (Tabela 3)
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Smanjenje kiselosti karboksilne grupe ispitanih A@aibitora u prisustvu TX
100 micela ukazuje na dominantne hidrofobne intpaki koje su ukljgeni hidrofobni
delovi molekulske strukture, ali delitmo moZe biti i rezultat formiranja
intermolekulskih vodorinih veza izméu vodonika karboksilne grupe ACE inhibitora i
kiseonikovih atoma polioksietilenskih grupa na @ovr TX 100 micela. Veliki broj
ovih grupa u hidrofilnom, palisadnom sloju nejorsknicela verovatno ute i na
stabilizaciju protonovane primarne amino grupenligrila Sto dovodi do povanja (K,

vrednosti i povéanja baznosti.

4.1.2. Raspodela ravnoteznih oblika ACE inhibitora

Bioraspolozivost leka je u direktnoj korelaciji distribucijom ravnoteznih formi
u biosredini. Mdutim, biodistribucija ravnoteznih oblika leka kopbezbéuju
rastvorljivost na mestu primene, difuzuju kroz bi&ke membrane i interakciju sa
cilinim mestom dejstva, moZe se razlikovati od westi koja se predda samo na
osnovu jonizacije u vodenom rastvoru. Na osnoviempabmetrijski odréenih K,
vrednosti i jedn&na prikazanih u Tabeli 4 iz¢anati su dijagrami raspodele
ravnoteZnih oblika ispitanih ACE inhibitora, bem prisustvu primenjenih surfaktanata
(Slike 21-30). Sa dijagrama se jasno moze videtapsurfaktanata na kiselinsko-bazne

ravnoteze.
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Tabela 4.Jedndine za izrdunavanje procenta ravnoteznih vrsta ACE inhibitofankciji pH.

fosinopril, zofenopril

kaptopril

cilazapril, enalapril, perindopril,

kvinapril, ramipril

lizinopril

x = molska frakcija (%)

~ 100
Xmolekulski — 1+ 10P PR

10000 PKa
njonski — W
100
1 + leH_pKal + lCsz_pKal_pKaZ
10001077 P
1 + 1CpH_pKa1 + 102pH_pKa1_pKa2
lOOD.OZpH_pKal_ PKa2
Xdianjonski = 1+1OpH_pKa1 +102pH—pKa1—pKa2
_ 100

atjonski — 1+leH—PKa1 +102pH_pKa1_pKa2

100[10°" =
iterjonsd 1410PHPKar 41 Q2PH-PKa~PKa
100|:|_02PH—PKa1— PKa2
1+ leH_pKal + 102pH_pKa1_pKa2

Xnolekulski —

Xanjonski =

X

Xanjonski =

_ 100

Xaikationsk = 1+ 1QPHPKa 41 Q2PH-PKa=PKaz 1 3PH-PKa PR ~PKas | q 4PH-PKa~PKas PR as=PKas

B 1000107 P

atonski-oviterionsi 1+ 1QPHPKar 41 Q2PH-PKar=PKaz 4 1 3PH-PKa=PKaa~PKag | q 4PH-PKa~PKay~PKas=PK s

1OODOZPH—PKa1‘pKaz

Keviterjonsi = 1+1QPHPKar 41 Q2PH-PKa=PKaz 4 q 3PH-PKa1=PKao~PKas 4 4 04PH-PKa1~PK oo ~PKas~PKag

100D_03PH—PK31—PK32—PK33
X =

anjonskreviterionski 4 | 4 QPH-PKar 4. 1 02PH-PKa1=PKao 4 03PH-PKar PKaz PKas 4 1 4PH-PKa1=PKao=PRas=PKas

100D_OApH_pKal_pKaZ_pKaGl_pKa‘t
Xdianjonski = 1+ 10PHPKar 41 Q2PH-PKa=PKaz | ] 03PH-PKa1~PKao=PKag  q 4PH=PKa1~PKao ~PKas PR
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Slika 21 Dijagram raspodele ravnoteznih oblika fosinopulafunkciji pH, bez i u

prisustvu surfaktanata.
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—H,0
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——CTAB
——TX 100
0 L 1 L ] ]
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Slika 22. Dijagram raspodele ravnoteznih oblika zofenopuldunkciji pH, bez i u

prisustvu surfaktanata.
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Slika 23 Dijagram raspodele ravnoteznih oblika kaptopulgunkciji pH, bez i u

prisustvu surfaktanata.

100

% 50

14

Slika 24. Dijagram raspodele ravnoteznih oblika cilazapulgunkciji pH, bez i u

prisustvu surfaktanata.
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%50

Slika 25. Dijagram raspodele ravnoteznih oblika enalapualdunkciji pH, bez i u

prisustvu surfaktanata.

100
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Slika 26. Dijagram raspodele ravnoteznih oblika maleinslselkne u funkciji pH, bez i

u prisustvu surfaktanata.
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Slika 27. Dijagram raspodele ravnoteznih oblika kvinaprila funkciji pH, bez

prisustvu surfaktanata.

100

% 50

Slika 28 Dijagram raspodele ravnoteznih oblika lizinopriafunkciji pH, bez i u

prisustvu surfaktanata.
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% 50

Slika 29. Dijagram raspodele ravnoteznih oblika perindapul funkciji pH, bez i u

prisustvu surfaktanata.

100

o 50
SDS

CTAB
TX 100

12 14

Slika 30. Dijagram raspodele ravnoteznih oblika ramiprilafunkciji pH, bez i u

prisustvu surfaktanata.
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Na osnovu [, vrednosti izrdunat je procenat ravnoteznih oblika ACE
inhibitora, bez i u prisustvu micelarnih rastvorafaktanata, pri pH vrednostima od
biofarmaceutskog zgaja (Tabele 5-7). Uslovima u kiseloj sredini Zelaclovara pH
vrednost 1,2; vrednosti 4,5 i 6,8 su analogne usiawu razléitim delovima tankog
creva, dok vrednost 7,4 odgovara krvnoj plazmi.

Pri pH vrednostima 1,2 i 7,4 nije &n zng&ajan uticaj micela na procenat
zastupljenosti ravnoteznih oblika. Méim, izuzetak je lizinopril kod koga se najee
razlika u raspodeli prindeje na pH 1,2 koja odgovara fizioloSkim uslovim&ajima
dolazi do oslobdanja leka iz odgovarajeg farmaceutskog oblika, nakon oralne
primene. Sadrzaj dikatjonske forme lizinoprila sesjuje za 46% u prisustvu TX 100 i
poveava za 36% u prisustvu SDS, dok cviterjonska fonije zastupljena na ovoj pH
vrednosti. Micele ne utu na promenu raspodele lizinoprila na pH vrednos#én® i 6,8
pri kojima dominira cviterjonski oblik. Analogno nfee, moze se potvrditi da je u
uslovima apsorpcije u gastrointestinalnom traktinbpril prostorno orijentisan tako da
interakcija izmdu pozitivno i negativho naelektrisanih grupa obezipe ukupnu
neutralnost molekula. Cviterjonski oblik lizino@jl odgovoran za povoljnu
permeabilnost, @gledno je stabilizovan naelektrisanjima molekula bipnsredini
duodenuma i tankog creva, Sto pdtye dcinjenicu da lizinopril ne zahteva
transformisanje pro drugformu.

Najveli uticaj surfaktanata na promenu raspodele ravndiedsta, prisutan je
na pH 4,5 i 6,8 kod ispitanin ACE inhibitora kojio psadrZzaju jonizujtih grupa
predstavljaju amfolite. Na pH 4,5 SDS ima nd&jvaticaj na porast sadrzaja katjonskih
formi perindoprila za 75% i ramiprila za 76%. Pstim uslovima, na sadrzaj
ravnoteZnih formi kvinaprila SDS d# tako Sto doprinosi po¥anju katjonske forme za
74%, a CTAB smanjenju cviterjonske forme za 69%kola, na pH 4,5 sadrzaj
molekulskog oblika fosinoprila, koji ima samo jedaseli centar, smanjuje se za 57%
pod uticajem CTAB Sto se moze dovesti u vezu sgavj@m usporenom apsorpcijom u

prisustvu hrane, kao i niskom bioraspoloZiso®
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Tabela 5. Procenat ravnoteznih oblika ACE inhibitora koje@stavljaju amfolite na pH vrednostima od biofarendaskog znéaja, bez i u

prisustvu 1¢ M surfaktanata (SDS, CTAB i TX 100). (K, katjonskama; C, cviterjonska forma; A, anjonska forma).

ACE inhibitor

Cilazapril

Enalapril

Perindopril

Kvinapril

Ramipril

HO
SDS
CTAB
TX 100

RO
SDS
CTAB
TX 100

HO
SDS
CTAB
TX 100

HO
SDS
CTAB
TX 100

HO
SDS
CTAB
TX 100

pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8 pH 7,4

K C A K C A K C A K C A
99 1 0 7 92 1 0 32 68 0 11 89
100 O 0 74 26 O 1 67 32 0 34 66
99 1 0 3 75 22 0 2 98 0 0 100
99 1 0 8 91 1 0 33 67 0 11 89
98 2 0 2 87 11 0 4 96 0 1 99
100 O 0 51 44 5 0 4 96 0 1 99
98 2 0 3 83 14 0 3 97 0 1 99
99 1 0 4 88 8 0 5 95 0 1 99
99 1 0 8 88 4 0 11 89 0 3 97
100 O 0 83 17 O 1 29 70 0 10 90
100 O 0 10 84 6 0 6 94 0 2 98
99 1 0 6 90 4 0 11 89 0 3 97
99 1 0 3 86 11 0 4 96 0 1 99
100 O 0 77 23 O 0 23 77 0 7 93
100 O 0 2 17 81 0 0 100 0 0 100
99 1 0 5 84 11 0 4 96 0 1 99
99 1 0 6 89 5 0 9 91 0 2 98
100 O 0 82 17 1 0 14 86 0 4 96
99 1 0 5 65 30 0 1 99 0 0 100
99 1 0 6 90 4 0 11 89 0 3 97
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Tabela6. Procenat ravnoteznih oblika ACE inhibitora kaje@stavljaju kiseline na pH vrednostima od biofacewdskog zné&ja, bez i u
prisustvu 1F M surfaktanata (SDS, CTAB i TX 100). (M, molekuskorma; MA, monoanjonska forma; DA, dianjonskaniar A,

anjonska forma).

pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8 pH 7,4
ACE inhibitor M MA DA M MA DA M MA DA M MA DA
Kaptopril H,0 100 O 0 9 91 0 0 100 O 0 100 O
SDS 99 1 0 7 93 0 0 100 O 0 99 1
CTAB 99 1 0 9 91 0 0 100 O 0 100 O
TX 100 O 0 10 90 0 0 100 O 0 100 O
pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8 pH 7,4
M A M A M A M A
Fosinopril H,0 100 O 62 38 1 99 0 100
SDS 100 O 88 12 4 96 1 99
CTAB 99 1 5 95 0 100 0 100
TX 100 O 60 40 1 99 0 100
Zofenopril H,O 100 O 48 52 0 100 0 100
SDS 100 O 86 14 3 97 1 99
CTAB 100 O 85 15 3 97 1 99
TX 100 O 84 16 3 97 1 99
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Tabela 7. Procenat ravnoteznih oblika lizinoprila na pH wredtima od
biofarmaceutskog z@aja, bez i u prisustvu TOM surfaktanata (SDS, CTAB i TX
100). (DK, dikatjonska forma; KC, katjonsko-cvitmska forma; C, cviterjonska

forma; AC, anjonsko-cviterjonska forma; DA, diangta forma).

pH DK KC C AC DA
1,2 HO 63 37 O 0 0
SDS 99 1 0 0 0
CTAB 76 24 0 0 0
TX 100 17 82 1 0 0
4,5 HO 0 4 9% O 0
SDS 1 20 79 O 0
CTAB 0 6 94 O 0
TX 100 0 6 94 O 0
6,8 HO 0 0 72 28 O
SDS 0 0 80 20 O
CTAB 0 0 75 25 O
TX 100 0 0 73 27 O
7,4 HO 0 0 39 61 O
SDS 0 0 49 51 O
CTAB 0 0 43 57 O
TX 100 0 0 41 59 O
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4.2. Ispitivanje uticaja surfaktanata na ravnotezu(Z)/(E)-izomerizacije
ACE inhibitora

4.2.1. Razdvajanje diastereoizomera

Sa cillem da se ispita uticaj katjonskog, anjonskogjonskog surfaktanta na
ravnotezu Z)/(E)-izomerizacije pet ACE inhibitora (kaptopril, eaptil, perindopril,
ramipril i lizinopril) u vodenom rastvoru, za svakupstancu pripremljeni su rastvori
istih koncentracija, bez i u prisustvu surfaktan@@? M). Surfaktanti su primenjeni u
koncentraciji koja je znmjno iznad krittnhe micelarne koncentracije, tako da se moze
zanemariti uticaj ispitivanih ACE inhibitora manc Nakon ekvilibracije (najmanje 1 h)
rastvori su analizirani primenométee hromatografije u RP-HPLC sistemu. Kod izbora
optimalnih uslova za razdvajanje izomera vodilor&®ina o mogeoj interkonverziji
diastereoizomera u kolonéime bi se naruSilo ravnotezno stanje uspostaviljeno
neposredno pre injektovanja uzoraka u kolonu. N#ows fizicko-hemijskih osobina
ispitivanih  jedinjenja i karakteristika prolinske egtidne veze, podeSeni su
eksperimentalni uslovi u kojima se pdaga energetska barijera rotacije. Temperatura
kolone utée na kinetiku interkonverzije tako Sto se snizenjgemperature
interkonverzija usporava. Iz tog razloga razdvajesy izvedena na temperaturi kolone
koja je niza od sobne temperature (18°C). Brzinerkonverzije moze zavisiti i od pH
vrednosti mobilne faze, koja & na jonizaciono stanje kiselih i baznih centaldizini
amidske veze, a time i na distribuciju elektronanidskoj vezi. Na pH 7 karboksilna
grupa je potpuno jonizovana i néestvuje u grdenju intramolekulske vodotne veze.
Ovakvo jonizaciono stanje izaziva drdga raspodelu elektronske gustine zbigga
prolinska peptidna veza ima izrazeniji karakter stuake veze, Sto otezava rotaciju oko
nje i usporava kinetiku interkonverzije. Dodatnktfar koji se morao uzeti u obzir pri
izboru optimalnih uslova je i prisustvo surfaktanai koloni nakon injektovanja
rastvora ACE inhibitora sa surfaktantima. Bez adbzia malu kotiinu surfaktanata (20
uL 102 M) koji se na ovaj n#in unose u kolonu zajedno sa ispitivanim jedinjexaj
postavljen je uslov da surfaktanti imaju égaetenciono vreme od diastereoizomera. Na

ovaj n&in izbegnut je njihov eventualni uticaj na razdvgga diastereoizomera i

65



omoguena je poredljivost rezultata dobijenih hromatogkam analizom rastvora, sa i
bez surfaktanata.

Zbog svega navedenog, izbor optimalnih uslovaiispija, koji se odnose na
brzinu protoka i sastav mobilne faze, zasnivaoaédabijanju hromatografskog profila
u kome bi zadrzavanje diastereoizomera u kolom Biio krge i prvo se eluirali
surfaktanti, a u sktaju enalapril-maleata i maleatni anjon.

Izborom mobilne faze koja se sastoji iz smeSe fosfaufer pH 7,0 — acetonitril
(Tabela 8) i brzinom protoka od 2 ml/min (kaptopliginopril) ili 4 ml/min (enalapril,
perindopril, ramipril) postignuto je eluiranje saktanata i maleata za priblizno 0,5
minuta, a brzeg diastereocizomera za oko 1 minuk€S31-35). Pikovi surfaktanata i
maleata identifikovani su paralelnim injektovanjeastvora SDS, CTAB, TX-100 i
maleinske kiseline, pripremljenih pod istim usloaijmbez prisustva ispitivanih ACE
inhibitora. (Hromatogrami su prikazani na Slicid®rilogu)

Odgovarajde vrednosti retencionog vremena diastereoizomeraolrila
iznosile su 0,9 i 1,2 minuta. Kod enalaprila, kapila i lizinoprila retenciono vreme
sporijeg diastereoizomera iznosilo je manje odr2ibuta. Bazna linija izmi#u pikova
koji poticu od diastereoizomera enalaprila, kaptoprila inbigrila ukazuje da nema
zn&ajne diastereoizomerne interkonverzije tokom zadmwigm u hromatografskom
sistemu.

U slwaju ramiprila i perindoprila, produzeno zadrZavangporijeg
diastereoizomera u koloni, koje traje viSe od 3utanuslovilo je pojavu platoa izrhe
pikova, usled interkonverzije sporijeg izomera aibBrzi diastereoizomer perindoprila
pojavljuje se u obliku oStrog pika sa retencioninemenom 0,9 minuta, a oko 0,5
minuta kasnije, na hromatogramu se moZeituaona interkonverzije. Na osnovu
vremena pojave platoa, mozZze se zakijuda diastereoizomerizacija u koloni nema
uticaja na povrSinu pika ,brzeg” izomera i da se gsnovu ove povrSine moze
kvantitativno proceniti uticaj surfaktanata na rat@zu E)/(E)-izomerizacije
perindoprila. U skladu sa optimalnim eksperimenialoslovima razdvajanja, koji su
zahtevali kratko retenciono vreme pikova surfaktaria@o i dovoljnu razdvojenost od
pika brzeg izomera, u slaju ramiprila nije bilo mogte izbei pojavu platoa izmdu
pikova diastereoizomera, Sto je uslovilo pribliZzcuantitativnu procenu sadrzajé){ i

(E)-izomera.
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Tabela 8. Sastav mobilne faze koédne za razdvajanje diastereoizomera ACE
inhibitora u RP-HPLC sistemu i retenciono vremeaneoa (1 i 2).

ACE Mobilna faza Retenciono vreme
inhibitori :
min
Fosfatni pufer (20 mM, pH 7,0) - acetonitril, v/v 1 2

Kaptopril 95:5 1,18 2,19
Enalapril 77:23 0,68 1,44
Lizinopril 90:10 1,16 1,37
Perindopril 83:17 0,92 4,73
Ramipril 77:23 1,13 3,43
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Voda SDS
N 2 1 2
2 4 min 0 4 min
TX 100
2
1
0 4 min

Slika 31 Hromatogrami rastvora kaptoprila dobijeni bezgrisustvu surfaktanata SDS,
CTAB i TX-100. (1) i (2), diastereoizomeri kaptdgpti (C), CTAB. Mobilna faza:
fosfatni pufer (20 mM, pH 7,0) — acetonitril (9518y).

M
M
Voda SDS
1
2
0 2 min 2 ‘ min
M, C M
CTAB TX 100
1
2
0 2 min 0 2 min

Slika 32 Hromatogrami rastvora enalaprila dobijeni bezrigsustvu surfaktanata SDS,
CTAB i TX-100. (1) i (2), diastereoizomeri enaldari (M), maleat; (C), CTAB.
Mobilna faza: fosfatni pufer (20 mM, pH 7,0) — aatril (77:23,v/V).
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Voda

0 1 2 ‘ min 0

1
CTAB
1
2

0 1 2 " min 0

1
SDS
2
‘ 2 min
1
TX
2
1 2 min

Slika 33 Hromatogrami rastvora lizinoprila dobijeni beauiprisustvu surfaktanata
SDS, CTAB i TX-100. (1) i (2), diastereoizomeriitinprila; (C), CTAB. Mobilna faza:
fosfatni pufer (20 mM, pH 7,0) — acetonitril (90;10v).

Voda SDS 2
2
1 1
0 2 4 "min 0 2 4 min
TX 100 »
M
0 2 4 " min 0 2 4 min

Slika 34. Hromatogrami rastvora perindoprila dobijeni bea prisustvu surfaktanata
SDS, CTAB i TX-100. (1) i (2), diastereoizomeri peloprila; (C), CTAB. Mobilna
faza: fosfatni pufer (20 mM, pH 7,0) — acetonif@B:17,v/V).
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Voda SDS
1
2
1
2
0 2 4 min () 2 4 min
C
CTAB TX 100
1 1
2
2
0 2 4 min 0 2 4 min

Slika 35. Hromatogrami rastvora ramiprila dobijeni bez inspstvu surfaktanata SDS,
CTAB i TX-100. (1) i (2), diastereoizomeri rami@il (C), CTAB. Mobilna faza:
fosfatni pufer (20 mM, pH 7,0) — acetonitril (77;28Vv).
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4.2.2. ldentifikacija pikova i redosled eluiranja dastereoizomera

Hemijske strukture ispitanin ACE inhibitora sadrz2-5 asimetiinih
ugljenikovih atoma koji predstavljaju hiralne centBvi hiralni centri u kristalnoj formi
ovih jedinjenja zastupljeni su &)(apsolutnoj konfiguraciji koja odgovara geomekup
orijentaciji (Z)-diastereoizomer®>%*®* Na osnovu toga se moZe zakliu da je,
neposredno nakon rastvaranja u vodi, u rastvosufai samoZ)-diastereoizomer i da
se izomerizacijom njegov sadrzaj vremenom smangyje,dok ne dostigne konstantnu
vrednost usled uspostavljani@/(E)-ravnoteze. Zahvaljuji relativno sporom procesu
interkonverzije jednog diastereoizomera u drugysiovima HPLC vremenske skale,
bilo je mogue identifikovati pikove na osnovu hromatograma @obh injektovanjem
uzoraka odmah nakon rastvaranja ACE inhibitora di,va zatim i u vremenskim
intervalima 2-6 minuta (Slika 36). Pikjja se povrSina smanjivala tokom vremena,
ozna&en je kao Z)-diastereoizomer. Na osnhovu toga moglo se z&kljula krate
retenciono vreme imajuEj-izomeri kaptoprila, enalaprila i perindoprila(4)-izomeri
lizinoprila i ramiprila.

Redosled pojavljivanja pikova u hromatogramima Jvgo je razlikom u
lipofilnosti (2)- i (E)-izomera. Diastereoizomer & hidrofobne povrSine ispoljava
izrazeniju lipofilnost i ostvaruje snaznije intecgk sa stacionarnom fazom, zb&ega
se duze zadrzava u koloni. U skladu sa tim, akposenatraju hromatogrami strukturno
slicnih ACE inhibitora enalaprila, perindoprila i ramlp moze se zakljtiti da su ¢)-
izomeri enalaprila i perindoprila lipofilniji od @@varajéih (E)-izomera, dok je u
slicaju ramiprila udéen obrnut redosled eluiranja koji ukazuje na izngaehidrofobnu
povrSinu E)-izomera. Identifikacija pikova izomera enalaprilaramiprila u ovoj
disertaciji u skladu je sa ranije objavljenim padea (enalaprili®i (ramipril)*°®koji su
takade dobijeni upotrebom acetonitrila u mobilnoj fazi.

Hemijska struktura ramiprila sadrzi oktahidro-cixémta[b]pirol po¢emu se
razlikuje u odnosu na enalapril koji sadrzi piralid Bicikli¢ni sistem doprinosi
poveanju lipofilnosti ramiprila, ali utie i na mogte prolin-aromatine
intramolekulske interakcije koje, pored vodare veze, dovode do razlika u stabilizaciji
i lipofilnosti izmeiu diastereoizomera. Obrnut redosled eluiralfp ( (E)-izomera

enalaprila i ramiprila ukazuje na razlike u lipabkti dominantnih diasterecizomera
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ovih jedinjenja. Kako je lipofilnost jedan od kijuih parametara koji definiSe ne samo
farmakokinettko ponasSanje \ei inhibitornu aktivnost leka, ovakvi podaci mogu
posluziti i za poréenje njihovih aktivnosti jer sam@)-izomer ispoljava farmakoloski
efekat usled stereoselektivne interakcije sa enzimo

PovrSine pikova “brzih” izomera ACE inhibitora d@iih na osnovu
separacionih profila nakon uspostavljanja ravnotezeastvoru bez i u prisusvu
surfaktanata prikazane su u Tabeli 9. Na osnovmenski zavisnih hromatograma, kao
izomeri sa krém retencionim vremenom identifikovani siE){izomeri kaptoprila,
enalaprila i perindoprila iZ)-izomeri lizinoprila i ramiprila. U Tabeli 9 je @pedo
prikazano smanjenje ili povanje povrsSine ovih pikova (u %) dobijenih analizom
rastvora sa surfaktantima u odnosu na rastvor bdaksanata. PovrSina pika “brzeg”
izomera uzeta je za procenu uticaja surfaktana{@d)-izomerizaciju jer predstavlja
pribliznije stanje ravnoteze neposredno pre injediga rastvora, obzirom da produzeno

vreme zadrzavanja u koloni p@ava i mogdnost interkonverzije.
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2 M 1
Kaptopril . 2 Enalapril Lizinopril
1
2
30' 30" 30"
10' 10" 10’
6' 6' 6'
2' 2' 2'
0 05  min s i | 1,5 min 0 05 i 15 min
2 1 . 0
Perindopril Ramipril
1 2
J\ 30" /Lso'
ﬁ/\/\_/\; 20" 20’
Y 14' 8
V\/\ 2' 2"
0 1 2 3 4 min 0 | 1 ' 2 ' 3 min

Slika 36. Vremenski zavisni hromatogrami ACE inhibitora@snovu kojih je izvedena identifikacija izomera) (12), diastereoizomeri

ACE inhibitora; (M), maleat. Sastav mobilnih faz&pzan je u Tabeli 8.

\l
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Rezultati u Tabeli 9 pokazuju da nijedan od prireait) surfaktanata nema
zn&ajnog uticaja na ravnotez)((E)-izomerizacije lizinoprila. Lizinopril je ACE
inhibitor sa jedinstvenom strukturom koja je zafjama u dicviterjonskom obliku pri
pH 7 mobilne faze. Dve karboksilne, primarna i selarna amino grupa u jonizovanoj
formi, ostvaruju intramolekulsku interakciju kojose stabilizuje ukupno neutralna
forma leka i kojom se moze objasniti zanemarljiMcajt micela na ravnotezu
izomerizacije.

Kod ostalih ispitivanih ACE inhibitora ovaj uticgg relativno snazan. U odnosu
na rastvor bez surfaktanata, u prisustvu anjon&d§ povrSina pikaH)-izomera se
smanjuje kod enalaprila (59%) i perindoprila (158t odgovara pomeranju ravnoteze
u smeru Z)-izomera. Suprotan efekat SDS ima kod kaptoprilamiprila gde se
ravnoteZza pomera u smert){izomera. Kod kaptoprila ovo pos@nje povrsSine K)-
izomera iznosi 14%. Kod ramiprila smanjenje pawesSpika Z)-izomera u prisustvu
SDS za 43% ukazuje na Ziagno pomeranje ravnoteze u smeru stvardgjazZomera.

Katjonski surfaktant CTAB izaziva pomeranj&)/(E)-ravnoteze enalaprila,
perindoprila i ramiprila u istom smeru kao i SDSaalika je u magnitudi tog uticaja.
PovrSina pika E)-izomera se smanjuje kod enalaprila 18%, perinto@6%, dok je
kod ramiprila povrsinaZ)-izomera u prisustvu CTAB smanjena za 21%. Na otaidu
kaptoprila CTAB nema zrajnog uticaja.

Uticaj nejonskog surfaktanta TX-100 zanemarljiv ked ispitivanih ACE
inhibitora, izuzev kod perindoprila gde se povrS{Exdiastereoizomera povala za
16%.

Kada se posmatra uticaj surfaktanata na struktugiimme ACE inhibitore
enalapril, perindopril i ramiprii moZe se zakiji da SDS ima najw@ uticaj na
ravnoteZu ramiprila i enalaprila, ali u suprotnamesu. Katjonski surfaktant CTAB ima

najvei uticaj na g)/(E)-ravnotezu perindoprila.
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Tabela 9. PovrSine pikova ,brzeg" diastereoizomera ACE iiitoita bez @, ) i u

prisustvu @) surfaktanata (SDS, CTAB, TX-100). U zagradi je&kpziano povéanije ili

smanjenje (%) povrsine pika u prisustvu surfakt@mabdnosu na vodeni rastvor.

P, (—=x100)
PHZO
ACE inhibitor 1zomer "o SDS CTAB TX 100
Kaptopril (E) 5882 6207 (+5) 6222 (+6) 6199 (+5)
Enalapril (E) 555  224,8 (-59) 456,7 (-18) 5534 (-1)
Perindopril (E) 68,93 5867 (-15) 37,2 (-46) 80.3 (+16)
Ramipril (2) 376,6 2155 (-43) 296,7 (-21) 356,7 (-5)
Lizinopril (Z) 3082 3175 (+3) 3198 (+4) 3066 (-1)

Molekuli lekova ostvaruju interakcije sa micelamdeké&rostatékim i
hidrofobnim efektima. Od hidrofobnosti i naelekaimga ispitivanih jedinjenja i
surfaktanata, zavisi tip interakcija koji precilge i ukupan efekat na ravnotezu
izomerizacije*** Ispitani ACE inhibitori su amfoliti ili kiselinea njihovi kiseli i bazni
centri su delimino jonizovani u vodenom rastvoru, tako da hidrofdelovi strukture
mogu biti ukljigeni u elektrostatke interakcije sa naelektrisanom povrSinom micela.
Nasuprot tome, kod jedinjenja koja imaju izrazemijdrofobnu povrsSinu, &ekuje se da
u interakcijama sa micelama hidrofobni efekat inmamthantnu ulogu u odnosu na
elektrostatiki. Pored toga, za razliku od katjonskih (CTAB)janski surfaktanti
(SDS) ostvaruju izrazenije hidrofobne interakcigelskovima,éime se moze objasniti
efekat koji ima SDS na ispitivane ACE inhibitorelgdrofobnim, fenilbutiril estarskim
delom strukture, kao Sto su enalapril i ramiprilogdice je da se ovaj deo molekula
inkorporira u micelu koja hidrofobnim efektima faimuje termodinandki stabilniju
konfiguraciju, pomerajti ravnotezu u smeru izomera sac¢om hidrofobnom

povrSinom. Do konverzije dolazi na povrSini iztnenicele i vode.
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Micele koje formira nejonski surfaktant TX-100 ngmanaelektrisanje, ali
zahvaljujuii prisustvu slobodnih —OH grupa, sadrze polarnirpmski sloj koji je

ukljucen u interakcije sa ispitivanim jedinjenjima.

4.3. Teorijska analiza hidrofobnosti £)- i (E)-diastereocizomera ACE

inhibitora

Da bi se objasnile razlike u redosledu eluiranjastireocizomera i mogu
molekulski mehanizmi retencije, sprovedena je jekai studija. Geometrijska
optimizacija struktura4)- i (E)-diastereoizomera ACE inhibitora pri pH vrednoéti
izvedena je primenom B3LYP/6-31G (d,p) metode uirokensity Functional Theory
(DFT), pom@&u Gaussian 09programa (Slike 49 i 50 u Prilogu). Molekulski
deskriptori svih parova diastereoizomera daraati su primenom ChemBio3D Ultra
13.0 i Dragon programaConnolly Solvent-Excluded Volung8EVY*’ je molekulski
deskriptor koji je izdvojen kao najzéggniji medu izraunatim parametrimaConnolly
Solvent-Excluded Volumgripada sternoj grupi molekulskih deskriptora finige se
kao zapremina prostora iz koje se rast¥aiskljucuje usled prisustva rastvorenog
molekula, odnosno predstavlja rastaramedostupnu zapremifitl: Ovaj parametar se
izratunava kao zapremina unutar kontaktne povrSine mtdekoja je okruzena
povrSinom dostupnom rastvéatai moze se koristiti za opisivanje lipofilno/hiditaih i
geometrijskih osobina molekuf&

Najzna&ajnije razlike u SEV vrednostima dobijene su zaldtirno najsknijia
jedinjenja, enalapril i ramipril (Tabela 10), sa rmltim redosledom eluiranja
diastereoizomera. U svakom paru diastereocizomeakagla i ramiprila, véa vrednost
SEV parametra odgovara izomeru sackraretencionim vremenom koji se prvi eluira
na hromatografskoj koloniZj-ramipril i (E)-enalapril imaju vée SEV vrednosti od
svojih parova, Sto ukazuje na slabije interakcgenglrofobnom povrSinom stacionarne
faze i kao posledica toga, eluiraju se brze u odms E)-diastereocizomer ramiprila

(2)-diastereoizmer enalaprila.
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Tabela 10.Vrednosti Connolly Solvent - Excluded Volume deptora €)/(E)-

enalaprila i ramiprila.

Diastereoizomeri Connolly Solvent - Excluded Volufie
(2)-Enalapril 351,881
(E)-Enalapril 353,001
(2)-Ramipril 397,256
(E)-Ramipril 393,886
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5. ZAKLJU CAK
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= QOdreiene su K, vrednosti devet ACE inhibitora (kaptopril, cilazépenalapril,
fosinopril, lizinopril, ramipril, perindopril, kviapril, zofenopril) metodom
potenciometrijske titracije.

o Primenom kompjuterskog programa Hyperquad za cugravanje Ka
vrednosti ha osnovu potenciometrijskih podatakastigouta je evaluacija
preklopljenih kiselinsko-baznih ravnoteza, a konstasu odréene i u
slozenim sistemima dve komponente (enalapril-maleaperindopril-
erbumin) kada je u rastvoru prisutno viSe supstaagonizujdim grupama.

0 Zbog slabe rastvorljivosti u vodi,Kg vrednost fosinoprila oddena je u
smeSama vode i metanola, u r&gin odnosima, i ekstrapolacijom na 0 %
metanola izréunata je vrednost koja odgovara vodenoj sredini.

0 Za K, karboksilne grupe (.1 i pKaz lizinoprila i pKa ostalih ACE
inhibitora) odréene vrednosti konstanti su u opsegu 1,43 — 4,72.

0 Za K, sekundarne amino grupeKyp za cilazapril, enalapril, kvinapril,
perindopril i ramipril, i K43 za lizinopril) odréene vrednosti konstanti su u
opsegu 5,40 — 7,20.

0 Najvete K, vrednosti dobijene su za primarnu amino grupuntiprila Kas
10,90 i sulfhidrilnu grupu kaptoprilakp. 9,99.

» Potenciometrijski su oddene X, vrednosti devet ACE inhibitora u micelarnim
rastvorima surfaktanata M (anjonskog SDS, katjonskog CTAB i nejonskog TX-
100) i ispitan je uticaj micela ragitog naelektrisanja na protolike ravnoteze ACE
inhibitora.

o U prisustvu micela sva tri primenjena surfaktantéedi do pomeranjaka,
vrednosti koje definiSu jonizaciju ACE inhibitora wodenom rastvoru
(od -1,59 do +1,90), na osnovaga se moze zakljii da micelarni rastvori
surfaktanata, kao modeli biomembrana, ¢aj@o uttu na pomeranje
protolitickih ravnoteZza ACE inhibitora.

o Od prisutnih jonizujaih grupa, jonizacija karboksilne grupe je najviSe
izmenjena u prisustvu micela raziog naelektrisanja (od -0,92 do +1,90),
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Sto ukazuje na favorizovanje intramolekulskih iateija i formiranje
intramolekulske vodogine veze.

o Anjonski surfaktant SDS ispoljava naveuticaj na pomeranje kiselinsko-
baznih ravnoteza ACE inhibitora (od -0,38 do +1,20pg dominantnih
elektrostatikih interakcija na povrsini micela.

o Na osnovu pomeranjaKp vrednosti u prisustvu micelarnih rastvora
surfaktanata, izvedeni su zakigi o tipovima interakcija ACE inhibitora i
micela. Suprotna naelektrisanja joniztifukiselih i baznih grupa, delifmo
preklopljene kiselinsko-bazne ravnoteze, kao i mabdna )/(E)
interkonverzija u vodenom rastvoru, ukazuju na ahez elektrostatke i
hidrofobne, inter- i intramolekulske interakcijgrisustvu micela.

o Podaci o pomeranju protoliiih ravnoteza ACE inhibitora u prisustvu
micela kao simulirajéih sistema biomembrana mogu doprineti boljoj

proceni biofarmaceutskog i farmakokird&tng ponasanja ovih lekova.

Primenom reverzno-fazne ¢tee hromatografije ispitana je osetljivost ravnoteze
(2)/(E)-izomerizacije pet ACE inhibitora sa prolinskomppdnom vezom na
promene okruzenja u rastvoru nastalog formiranjeicela anjonskih, katjonskih i

nejonskih surfaktanata.

o Utvrdeni su optimalni hromatografski uslovi za razdv@gan
diastereoizomera, nakon uspostavljanja ravnotetastvorima bez i u
prisustvu surfaktanata. Pikovi su identifikovani asnovu vremenski-
zavisnih hromatograma i tene su razlike u redosledu eluiranja izomera
strukturno sknih jedinjenja, enalaprila i ramiprila.

o Dobijeni rezultati jasno ukazuju da izomeri pojedimo stupaju u
interakciju sa micelama i da posl&do dolazi do pomeranja ravnoteze u
rastvoru izméu (2)- i (E)-diastereoizomera.

o U prisustvu anjonskog surfaktanta SDS¢em je najvée pomeranje
ravnoteze izmé&u (2)- i (E)-diasterecizomera strukturno d&lih
jedinjenja, kao Sto su enalapril, ramipril i pempdil, ali u suprotnom

smeru.
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o Katjonski surfaktant CTAB ispoljava najée uticaj na ravnotezu
izomerizacije perindoprila, dok nejonski surfaktaiiX-100 nema

znaajnog uticaja na izomerizaciju ispitanih jedinjenja

= Sprovedena je teorijska studija da bi se objagaidike u redosledu eluiranja

diastereoizomera.

0 Molekulski deskriptori svih parova diastereoizomemacunati su
primenom ChemBio3D Ultra 13.0 i Dragon programaajznaajniji
rezultati dobijeni su zaConnolly Solvent-Excluded VolumEV)
deskriptor.

o Vrednosti SEV potvrdile su potpuno suprotno hrorgedtsko ponasanje
enalaprila i ramiprila, strukturno najlijih jedinjenja sa obrnutim
redosledom eluiranja diastereoizomera¢&/erednosti ovog deskriptora,
koje ukazuju na slabije interakcije sa stacionarfianom, dobijene su za
(2)-diastereoizomer ramiprila Ej-diasterecizomer enalaprila, Sto je u
skladu sa eksperimentalno dobijenim rezultatima.

0 Moze se zakljtiti da postoji zn&ajna razlika u hidrofobnoj povrsini i
lipofilnosti izmedu diastereocizomera, koja omdgwa razdvajanje u

hromatografskom HPLC sistemu.
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PRILOG A: Eksperimentalni podaci

Tabela 11 Odretivanje korekcionog faktora A potenciometrijskonrddijom rastvora
jonske sile 0,1 M NaCl (V=40 ml, temperatura 25,°k®)me je dodat 1 ml standardnog
rastvora 0,1007 M HCI, standardnim rastvorom Na©#0(09920 M).

mi pH
NaOH proba 1 proba 2

0,00 2,89 2,66
0,02 2,90 2,67
0,04 2,91 2,68
0,06 2,92 2,69
0,08 2,93 2,70
0,10 2,94 2,71
0,12 2,95 2,72
0,14 2,96 2,73
0,16 2,97 2,74
0,18 2,98 2,75
0,20 2,99 2,76
0,22 3,00 2,77
0,24 3,01 2,78
0,26 3,02 2,79
0,28 3,03 2,80
0,30 3,05 2,82
0,32 3,06 2,83
0,34 3,07 2,84
0,36 3,08 2,85
0,38 3,10 2,87
0,40 3,11 2,88
0,42 3,13 2,90
0,44 3,14 2,91
0,46 3,16 2,93
0,48 3,17 2,94
0,50 3,19 2,96
0,52 3,21 2,98
0,54 3,23 2,99
0,56 3,25 3,01
0,58 3,27 3,03
0,60 3,29 3,05
0,62 3,31 3,07
0,64 3,33 3,10
0,66 3,36 3,12
0,68 3,39 3,15
0,70 3,41 3,17
0,72 3,44 3,20
0,74 3,48 3,23
0,76 3,51 3,27
0,78 3,55 3,30
0,80 3,59 3,34
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Tabela 11 nastavak

mi pH
NaOH proba 1 proba 2

0,82 3,63 3,39
0,84 3,68 3,44
0,86 3,74 3,49
0,88 3,81 3,55
0,90 3,88 3,62
0,92 3,98 3,71
0,94 4,10 3,81
0,96 4,27 3,96
0,98 4,53 4,17
1,00 5,16 4,56
1,02 5,87 5,22
1,04 7,46 6,06
1,06 9,16 7,38
1,08 9,53 8,83
1,10 9,71 9,76
1,12 9,83 10,12
1,14 9,94 10,23
1,16 10,02 10,31
1,18 10,09 10,38
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Tabela 12. Odreafivanje korekcionog faktora A potenciometrijskonradijom smeSe
metanol - voda (40:60 w/w), kojoj je dodat 1 mingtardnog rastvora 0,1007 M HCI,
standardnim rastvorom NaOH (c=0,09920 M). (V=40 johska sila 0,1 M NacCl,
temperatura 25 °C).

mi pH
NaOH probal proba?2
0,00 2,84 2,84
0,02 2,85 2,85
0,04 2,86 2,86
0,06 2,87 2,87
0,08 2,88 2,88
0,10 2,89 2,89
0,12 2,90 2,89
0,14 2,91 2,90
0,16 2,92 2,91
0,18 2,93 2,93
0,20 2,94 2,94
0,22 2,95 2,95
0,24 2,96 2,96
0,26 2,97 2,97
0,28 2,98 2,98
0,30 3,00 2,99
0,32 3,01 3,01
0,34 3,02 3,02
0,36 3,04 3,03
0,38 3,05 3,05
0,40 3,06 3,06
0,42 3,08 3,07
0,44 3,09 3,09
0,46 3,11 3,11
0,48 3,12 3,12
0,50 3,14 3,14
0,52 3,16 3,15
0,54 3,18 3,17
0,56 3,20 3,19
0,58 3,22 3,21
0,60 3,24 3,23
0,62 3,26 3,26
0,64 3,28 3,28
0,66 3,31 3,30
0,68 3,33 3,33
0,70 3,36 3,36
0,72 3,39 3,38
0,74 3,42 3,42
0,76 3,46 3,45
0,78 3,50 3,49
0,80 3,54 3,53
0,82 3,58 3,57
0,84 3,63 3,62
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Tabela 12 nastavak:

mi pH

NaOH proba 1 proba 2
0,86 3,69 3,68
0,88 3,75 3,74
0,90 3,83 3,82
0,92 3,92 3,01
0,94 4,04 4,02
0,96 4,20 4,17
0,98 4,44 4,39
1,00 4,82 4,74
1,02 5,25 5,15
1,04 5,85 5,70
1,06 6,80 6,56
1,08 7,91 7,67
1,10 9,05 8,83
1,12 9,87 9,72
1,14 10,38 10,31
1,16 10,67 10,64
1,18 10,81 10,80
1,20 10,88 10,87
1,22 10,93 10,92
1,24 10,97 10,96
1,26 11,01 11,00
1,28 11,04 11,04

107



Tabela 13. Odrefivanje korekcionog faktora A potenciometrijskonradijom smesSe
metanol - voda (45:55 w/w), kojoj je dodat 1 mingtardnog rastvora 0,1007 M HCI,
standardnim rastvorom NaOH (c=0,09920 M). (Zaprem¥® ml, jonska sila 0,1 M
NaCl, temperatura 25 °C).

mi pH
NaOH proba 1 proba 2

0,00 2,83 2,83
0,02 2,84 2,84
0,04 2,85 2,85
0,06 2,86 2,86
0,08 2,87 2,87
0,10 2,88 2,88
0,12 2,89 2,89
0,14 2,90 2,90
0,16 2,91 2,91
0,18 2,92 2,92
0,20 2,93 2,93
0,22 2,94 2,94
0,24 2,95 2,95
0,26 2,97 2,97
0,28 2,98 2,98
0,30 2,99 2,99
0,32 3,00 3,00
0,34 3,02 3,02
0,36 3,03 3,03
0,38 3,04 3,04
0,40 3,06 3,06
0,42 3,07 3,07
0,44 3,09 3,09
0,46 3,10 3,10
0,48 3,12 3,12
0,50 3,13 3,13
0,52 3,15 3,15
0,54 3,17 3,17
0,56 3,19 3,19
0,58 3,21 3,21
0,60 3,23 3,23
0,62 3,25 3,25
0,64 3,27 3,27
0,66 3,30 3,30
0,68 3,32 3,32
0,70 3,35 3,35
0,72 3,38 3,38
0,74 3,41 3,41
0,76 3,44 3,44
0,78 3,48 3,48
0,80 3,52 3,52
0,82 3,57 3,57
0,84 3,61 3,61
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Tabela 13 nastavak

mi pH

NaOH proba 1 proba 2
0,86 3,67 3,67
0,88 3,73 3,73
0,90 3,80 3,80
0,92 3,89 3,89
0,94 4,00 4,00
0,96 4,15 4,15
0,98 4,36 4,36
1,00 4,68 4,68
1,02 5,12 5,12
1,04 5,66 5,66
1,06 6,52 6,52
1,08 7,66 7,66
1,10 8,80 8,80
1,12 9,70 9,70
1,14 10,26 10,26
1,16 10,55 10,55
1,18 10,70 10,70
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Tabela 14. Odrefivanje korekcionog faktora A potenciometrijskonradijom smesSe
metanol - voda (50:50 m/m), kojoj je dodat 1 minstardnog rastvora 0,1007 M HCI,
standardnim rastvorom NaOH (c=0,09920 M). (Zaprem¥® ml, jonska sila 0,1 M
NaCl, temperatura 25 °C).

mi pH
NaOH proba 1 proba 2

0,00 2,85 2,85
0,02 2,86 2,86
0,04 2,87 2,87
0,06 2,88 2,88
0,08 2,89 2,89
0,10 2,90 2,90
0,12 2,91 2,91
0,14 2,92 2,92
0,16 2,93 2,93
0,18 2,94 2,94
0,20 2,95 2,95
0,22 2,96 2,96
0,24 2,97 2,97
0,26 2,98 2,98
0,28 2,99 3,00
0,30 3,01 3,01
0,32 3,02 3,02
0,34 3,03 3,03
0,36 3,05 3,05
0,38 3,06 3,06
0,40 3,07 3,07
0,42 3,09 3,09
0,44 3,10 3,10
0,46 3,12 3,12
0,48 3,13 3,14
0,50 3,15 3,15
0,52 3,17 3,17
0,54 3,19 3,19
0,56 3,21 3,21
0,58 3,23 3,23
0,60 3,25 3,25
0,62 3,27 3,27
0,64 3,29 3,29
0,66 3,32 3,32
0,68 3,34 3,34
0,70 3,37 3,37
0,72 3,40 3,40
0,74 3,43 3,43
0,76 3,46 3,46
0,78 3,50 3,50
0,80 3,54 3,54
0,82 3,59 3,59
0,84 3,63 3,64
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Tabela 14 nastavak

mi pH

NaOH probal proba 2
0,86 3,69 3,69
0,88 3,75 3,75
0,90 3,83 3,83
0,92 3,91 3,92
0,94 4,03 4,02
0,96 4,17 4,17
0,98 4,39 4,39
1,00 4,72 4,72
1,02 5,15 5,15
1,04 5,70 5,70
1,06 6,53 6,56
1,08 7,57 7,59
1,10 8,67 8,67
1,12 9,57 9,58
1,14 10,17 10,14
1,16 10,52 10,49
1,18 10,70 10,69
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Tabela 15. Odrefivanje korekcionog faktora A potenciometrijskonradijom smeSe
metanol - voda (55:45 m/m), kojoj je dodat 1 minstardnog rastvora 0,1007 M HCI,
standardnim rastvorom NaOH (c=0,09920 M). (Zaprem¥® ml, jonska sila 0,1 M
NaCl, temperatura 25 °C).

mi pH
NaOH proba 1 proba 2

0,00 2,90 2,90
0,02 2,91 2,91
0,04 2,92 2,92
0,06 2,93 2,93
0,08 2,94 2,94
0,10 2,95 2,95
0,12 2,96 2,95
0,14 2,97 2,96
0,16 2,98 2,97
0,18 2,99 2,99
0,20 3,00 3,00
0,22 3,01 3,01
0,24 3,03 3,02
0,26 3,04 3,03
0,28 3,05 3,04
0,30 3,06 3,06
0,32 3,07 3,07
0,34 3,09 3,08
0,36 3,10 3,09
0,38 3,11 3,11
0,40 3,13 3,12
0,42 3,14 3,14
0,44 3,16 3,15
0,46 3,17 3,17
0,48 3,19 3,18
0,50 3,21 3,20
0,52 3,22 3,22
0,54 3,24 3,24
0,56 3,26 3,26
0,58 3,28 3,28
0,60 3,30 3,30
0,62 3,32 3,32
0,64 3,35 3,34
0,66 3,37 3,37
0,68 3,40 3,39
0,70 3,42 3,42
0,72 3,45 3,45
0,74 3,49 3,48
0,76 3,52 3,52
0,78 3,56 3,56
0,80 3,60 3,60
0,82 3,64 3,64
0,84 3,69 3,69

112



Tabela 15 nastavak

mi pH

NaOH proba 1 proba 2
0,86 3,75 3,75
0,88 3,81 3,81
0,90 3,89 3,89
0,92 3,98 3,98
0,94 4,09 4,09
0,96 4,24 4,24
0,98 4,46 4,46
1,00 4,79 4,80
1,02 5,21 5,22
1,04 5,75 5,76
1,06 6,56 6,56
1,08 7,61 7,58
1,10 8,70 8,63
1,12 9,63 9,52
1,14 10,27 10,15
1,16 10,65 10,54
1,18 10,84 10,78
1,2 10,929 10,91
1,22 10,984 10,99
1,24 11,028 11,04
1,26 11,068 11,08
1,28 11,104 11,08
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Tabela 16. Potenciometrijska titracija rastvora zofenoprildfama (c=10° M, V=40
ml), kome je dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1dOACI, standardnim rastvorom
NaOH (c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska@ilaM NaCl.

NaOH H.0O SDS CTAB TX 100
mi pH
probal proba2 probal proba2 probal proba2 nmbal

0,00 2,90 2,88 2,95 2,98 2,74 2,72 2,93
0,02 2,92 2,90 2,97 2,98 2,75 2,74 2,95
0,04 2,93 2,92 2,99 2,99 2,77 2,75 2,97
0,06 2,95 2,93 3,01 3,01 2,78 2,76 2,99
0,08 2,97 2,95 3,03 3,02 2,79 2,77 3,02
0,10 2,99 2,97 3,05 3,04 2,80 2,79 3,04
0,12 3,00 2,99 3,07 3,06 2,82 2,80 3,06
0,14 3,02 3,00 3,09 3,08 2,83 2,81 3,09
0,16 3,04 3,03 3,12 3,10 2,85 2,82 3,12
0,18 3,06 3,05 3,14 3,13 2,86 2,84 3,15
0,20 3,08 3,07 3,17 3,16 2,88 2,85 3,18
0,22 3,11 3,09 3,20 3,18 2,90 2,87 3,21
0,24 3,13 3,11 3,23 3,21 2,91 2,89 3,25
0,26 3,16 3,14 3,27 3,25 2,93 2,90 3,29
0,28 3,18 3,17 3,30 3,28 2,95 2,92 3,33
0,30 3,21 3,19 3,34 3,32 2,97 2,94 3,37
0,32 3,24 3,22 3,39 3,36 2,98 2,95 3,42
0,34 3,27 3,25 3,44 3,40 3,00 2,97 3,47
0,36 3,30 3,28 3,49 3,45 3,02 2,99 3,52
0,38 3,34 3,32 3,55 3,51 3,04 3,01 3,59
0,40 3,38 3,35 3,62 3,57 3,06 3,03 3,65
0,42 3,42 3,39 3,69 3,64 3,08 3,05 3,72
0,44 3,46 3,43 3,77 3,72 3,11 3,07 3,80
0,46 3,50 3,48 3,86 3,80 3,13 3,10 3,87
0,48 3,55 3,52 3,96 3,90 3,15 3,12 3,95
0,50 3,60 3,57 4,06 4,00 3,18 3,14 4,03
0,52 3,65 3,62 4,16 4,10 3,20 3,17 4,12
0,54 3,70 3,68 4,26 4,20 3,23 3,19 4,20
0,56 3,76 3,73 4,36 4,31 3,26 3,22 4,28
0,58 3,82 3,79 4,45 4,40 3,28 3,25 4,35
0,60 3,88 3,85 4,54 4,50 3,31 3,28 4,43
0,62 3,94 3,91 4,63 4,58 3,34 3,31 4,51
0,64 4,00 3,98 4,71 4,67 3,37 3,34 4,58
0,66 4,07 4,04 4,79 4,75 3,41 3,38 4,66
0,68 4,13 4,11 4,87 4,83 3,44 3,41 4,73
0,70 4,19 4,17 4,94 4,91 3,48 3,45 4,81
0,72 4,26 4,23 5,02 4,99 3,52 3,49 4,89
0,74 4,32 4,30 5,10 5,07 3,56 3,53 4,97
0,76 4,38 4,37 5,18 5,15 3,61 3,58 5,06
0,78 4,45 4,44 5,27 5,24 3,66 3,63 5,15
0,80 4,52 4,51 5,35 5,32 3,71 3,68 5,26
0,82 4,59 4,58 5,44 5,41 3,77 3,74 5,36
0,84 4,67 4,66 5,54 5,51 3,83 3,80 5,49
0,86 4,75 4,74 5,64 5,61 3,90 3,88 5,62

114



Tabela 16 nastavak:

NaOH H-0 SDS CTAB TX 100

mi pH
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal

0,88 4,84 4,83 5,76 5,73 3,98 3,96 5,78
0,90 4,93 4,93 5,89 5,85 4,07 4,05 5,94
0,92 5,04 5,05 6,04 5,99 4,19 4,18 6,10
0,94 5,17 5,18 6,22 6,16 4,33 4,33 6,26
0,96 5,33 5,36 6,46 6,40 4,53 4,55 6,43
0,98 5,53 5,59 7,19 7,05 4,84 4,92 6,62
1,00 5,77 5,85 8,38 8,10 5,31 5,49 6,87
1,02 6,06 6,18 9,46 9,20 5,86 6,20 7,45
1,04 6,73 6,93 9,85 9,78 6,80 7,40 8,34
1,06 7,64 7,91 10,01 10,00 8,02 8,83 9,22
1,08 8,71 9,03 10,12 10,11 9,20 9,69 9,74
1,10 9,55 9,79 10,21 10,20 9,87 9,98 9,95
1,12 10,03 10,16 10,28 10,27 10,13 10,11 10,07
1,14 10,28 10,33 10,35 10,34 10,24 10,21 10,16
1,16 10,40 10,41 10,41 10,36 10,33 10,29 10,24
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Tabela 17. Potenciometrijska titracija rastvora kaptoprilaX6>M, V=40 ml), kome je
dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1007 M HCI, stedidm rastvorom NaOH

(c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska silaNd,NaCl.

NaOH pH
ml H,0 SDS 10 M CTAB 102 M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,00 2,62 2,63 2,53 2,56 2,60 2,62 2,61 2,62
0,02 2,63 2,64 2,54 2,57 2,61 2,63 2,62 2,62
0,04 2,63 2,64 2,55 2,57 2,62 2,64 2,63 2,63
0,06 2,64 2,65 2,56 2,58 2,63 2,65 2,63 2,64
0,08 2,65 2,66 2,57 2,59 2,64 2,66 2,64 2,65
0,10 2,66 2,67 2,58 2,60 2,65 2,66 2,65 2,66
0,12 2,66 2,67 2,58 2,61 2,65 2,67 2,66 2,66
0,14 2,67 2,68 2,59 2,61 2,66 2,68 2,67 2,67
0,16 2,68 2,69 2,60 2,62 2,67 2,69 2,68 2,68
0,18 2,69 2,70 2,61 2,63 2,68 2,70 2,69 2,69
0,20 2,70 2,71 2,62 2,64 2,69 2,70 2,69 2,70
0,22 2,71 2,72 2,63 2,65 2,70 2,71 2,70 2,71
0,24 2,72 2,72 2,64 2,66 2,71 2,72 2,71 2,72
0,26 2,72 2,73 2,65 2,66 2,72 2,73 2,72 2,73
0,28 2,73 2,74 2,66 2,67 2,72 2,74 2,73 2,73
0,30 2,74 2,75 2,67 2,68 2,73 2,75 2,74 2,74
0,32 2,75 2,76 2,68 2,69 2,74 2,76 2,75 2,75
0,34 2,76 2,77 2,69 2,70 2,75 2,77 2,76 2,76
0,36 2,77 2,78 2,70 2,71 2,76 2,78 2,77 2,77
0,38 2,78 2,79 2,71 2,73 2,77 2,79 2,78 2,78
0,40 2,79 2,80 2,72 2,74 2,78 2,80 2,79 2,79
0,42 2,80 2,81 2,73 2,75 2,79 2,81 2,80 2,81
0,44 2,81 2,82 2,74 2,76 2,80 2,82 2,81 2,82
0,46 2,82 2,83 2,76 2,77 2,81 2,83 2,82 2,83
0,48 2,83 2,84 2,77 2,78 2,82 2,84 2,83 2,84
0,50 2,84 2,85 2,78 2,79 2,84 2,85 2,85 2,85
0,52 2,85 2,86 2,79 2,80 2,85 2,86 2,86 2,86
0,54 2,86 2,87 2,80 2,82 2,86 2,87 2,87 2,87
0,56 2,87 2,88 2,81 2,83 2,87 2,88 2,88 2,88
0,58 2,89 2,90 2,83 2,84 2,88 2,89 2,89 2,90
0,60 2,90 2,91 2,84 2,85 2,89 2,91 2,90 2,91
0,62 2,91 2,92 2,85 2,86 2,90 2,92 2,92 2,92
0,64 2,92 2,93 2,86 2,87 2,92 2,93 2,93 2,93
0,66 2,94 2,94 2,88 2,89 2,93 2,94 2,94 2,95
0,68 2,95 2,96 2,89 2,91 2,94 2,96 2,96 2,96
0,70 2,96 2,97 2,90 2,92 2,95 2,97 2,97 2,97
0,72 2,97 2,98 2,92 2,93 2,97 2,98 2,98 2,99
0,74 2,99 3,00 2,93 2,95 2,98 3,00 3,00 3,00
0,76 3,00 3,01 2,95 2,96 2,99 3,01 3,01 3,02
0,78 3,02 3,03 2,96 2,97 3,01 3,03 3,03 3,03
0,80 3,03 3,04 2,98 2,99 3,02 3,04 3,04 3,05
0,82 3,04 3,05 2,99 3,01 3,04 3,05 3,06 3,06
0,84 3,06 3,07 3,01 3,02 3,05 3,07 3,07 3,08
0,86 3,08 3,08 3,03 3,04 3,07 3,08 3,09 3,10
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Tabela 17 nastavak

NaOH pH
mi H,0 SDS 1G M CTAB 10?M TX 100 10> M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal prba?2

0,88 3,09 3,10 3,04 3,05 3,08 3,10 3,11 3,11
0,90 3,11 3,12 3,06 3,07 3,10 3,12 3,12 3,13
0,92 3,12 3,13 3,08 3,09 3,11 3,13 3,14 3,15
0,94 3,14 3,15 3,10 3,11 3,13 3,15 3,16 3,16
0,96 3,16 3,17 3,11 3,13 3,15 3,16 3,18 3,18
0,98 3,17 3,18 3,13 3,15 3,17 3,18 3,19 3,20
1,00 3,19 3,20 3,15 3,16 3,18 3,20 3,21 3,22
1,02 3,21 3,22 3,17 3,18 3,20 3,22 3,23 3,24
1,04 3,23 3,24 3,19 3,20 3,22 3,24 3,25 3,26
1,06 3,24 3,26 3,21 3,23 3,23 3,26 3,27 3,28
1,08 3,26 3,27 3,23 3,25 3,25 3,27 3,29 3,30
1,10 3,28 3,29 3,25 3,27 3,27 3,30 3,31 3,32
1,12 3,30 3,31 3,27 3,29 3,29 3,32 3,33 3,34
1,14 3,32 3,33 3,29 3,31 3,31 3,34 3,35 3,36
1,16 3,34 3,35 3,31 3,33 3,33 3,36 3,37 3,38
1,18 3,36 3,38 3,33 3,35 3,35 3,38 3,39 3,40
1,20 3,39 3,40 3,35 3,38 3,37 3,40 3,42 3,43
1,22 3,41 3,42 3,37 3,40 3,39 3,42 3,44 3,45
1,24 3,43 3,44 3,40 3,42 3,42 3,44 3,46 3,47
1,26 3,45 3,46 3,42 3,45 3,44 3,46 3,48 3,49
1,28 3,47 3,48 3,44 3,47 3,46 3,49 3,51 3,52
1,30 3,49 3,51 3,47 3,50 3,48 3,51 3,53 3,54
1,32 3,52 3,53 3,49 3,52 3,50 3,54 3,56 3,57
1,34 3,54 3,55 3,52 3,55 3,53 3,56 3,58 3,59
1,36 3,57 3,58 3,54 3,57 3,55 3,59 3,61 3,62
1,38 3,59 3,60 3,57 3,60 3,58 3,61 3,63 3,65
1,40 3,62 3,63 3,59 3,63 3,60 3,64 3,66 3,67
1,42 3,64 3,66 3,62 3,66 3,63 3,67 3,69 3,70
1,44 3,67 3,68 3,65 3,69 3,65 3,69 3,72 3,73
1,46 3,70 3,71 3,68 3,72 3,68 3,72 3,75 3,76
1,48 3,73 3,74 3,71 3,75 3,71 3,75 3,78 3,79
1,50 3,76 3,77 3,74 3,78 3,74 3,78 3,81 3,83
1,52 3,79 3,80 3,77 3,82 3,77 3,81 3,84 3,86
1,54 3,82 3,83 3,80 3,86 3,80 3,84 3,88 3,89
1,56 3,85 3,86 3,83 3,90 3,83 3,88 3,01 3,93
1,58 3,88 3,89 3,87 3,94 3,86 3,01 3,95 3,97
1,60 3,92 3,93 3,01 3,98 3,89 3,95 3,99 4,00
1,62 3,95 3,97 3,95 4,02 3,93 3,99 4,03 4,05
1,64 3,99 4,00 3,99 4,07 3,97 4,03 4,07 4,09
1,66 4,03 4,04 4,03 4,12 4,01 4,07 4,12 4,14
1,68 4,08 4,09 4,08 4,18 4,05 4,12 4,17 4,19
1,70 4,12 4,14 4,14 4,24 4,09 4,17 4,22 4,24
1,72 4,17 4,19 4,19 4,31 4,14 4,22 4,28 4,31
1,74 4,23 4,24 4,25 4,39 4,20 4,28 4,35 4,37
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Tabela 17 nastavak

NaOH pH
mi H,0 SDS 1G M CTAB 102 M TX 100 10> M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal prba?2

1,76 4,28 4,30 4,32 4,49 4,25 4,34 4,42 4,45
1,78 4,35 4,37 4,40 4,60 4,31 4,42 4,50 4,53
1,80 4,42 4,44 4,49 4,75 4,38 4,50 4,60 4,63
1,82 4,50 4,53 4,61 4,95 4,47 4,60 4,72 4,75
1,84 4,60 4,64 4,75 5,22 4,56 4,72 4,87 4,90
1,86 4,72 4,77 4,95 5,60 4,68 4,87 5,07 5,10
1,88 4,88 4,95 5,22 6,03 4,82 5,07 5,35 5,35
1,90 5,09 5,22 5,61 6,59 5,04 5,35 5,72 5,65
1,92 5,40 5,64 6,07 7,34 5,36 6,01 6,15 5,99
1,94 5,93 6,16 6,69 8,07 5,80 6,53 6,71 6,41
1,96 6,53 6,82 7,47 8,58 6,30 7,24 7,39 6,92
1,98 7,32 7,64 8,21 8,86 6,96 8,05 8,09 7,51
2,00 8,17 8,41 8,66 9,01 7,75 8,64 8,61 8,12
2,02 8,76 8,86 8,88 9,10 8,46 8,97 8,93 8,59
2,04 9,01 9,06 9,00 9,17 8,86 9,13 9,11 8,92
2,06 9,13 9,16 9,08 9,23 9,06 9,22 9,21 9,12
2,08 9,22 9,24 9,15 9,29 9,17 9,29 9,28 9,25
2,10 9,28 9,31 9,21 9,34 9,25 9,36 9,34 9,33
2,12 9,35 9,37 9,27 9,39 9,32 9,41 9,40 9,39
2,14 9,41 9,43 9,32 9,44 9,38 9,46 9,45 9,45
2,16 9,46 9,48 9,37 9,48 9,44 9,51 9,50 9,50
2,18 9,51 9,53 9,41 9,52 9,49 9,56 9,54 9,54
2,20 9,56 9,57 9,45 9,56 9,54 9,61 9,59 9,59
2,22 9,60 9,62 9,49 9,60 9,59 9,65 9,63 9,63
2,24 9,65 9,66 9,53 9,64 9,63 9,69 9,67 9,67
2,26 9,69 9,69 9,57 9,67 9,67 9,72 9,70 9,70
2,28 9,72 9,73 9,61 9,71 9,71 9,73 9,74 9,74
2,30 9,76 9,77 9,64 9,74 9,74 9,77 9,77 9,77
2,32 9,80 9,80 9,67 9,77 9,78 9,80 9,81 9,81
2,34 9,83 9,84 9,71 9,80 9,82 9,84 9,84 9,84
2,36 9,86 9,87 9,74 9,83 9,85 9,87 9,87 9,87
2,38 9,90 9,90 9,77 9,87 9,88 9,90 9,90 9,90
2,40 9,93 9,93 9,80 9,90 9,91 9,94 9,93 9,93
2,42 9,96 9,96 9,83 9,92 9,94 9,97 9,96 9,97
2,44 9,99 9,99 9,85 9,95 9,97 10,00 9,99 9,99
2,46 10,02 10,02 9,88 9,98 10,00 10,03 10,02 10,02
2,48 10,05 10,05 9,91 10,01 10,03 10,06 10,04 10,05
2,50 10,08 10,08 9,94 10,04 10,06 10,09 10,07 10,08
2,52 10,11 10,11 9,97 10,07 10,09 10,12 10,10 10,11
2,54 10,14 10,13 10,00 10,09 10,12 10,15 10,13 410,1
2,56 10,16 10,16 10,02 10,12 10,15 10,17 10,15 610,1
2,58 10,19 10,19 10,05 10,15 10,17 10,20 10,18 910,1
2,60 10,22 10,21 10,07 10,17 10,20 10,23 10,20 210,2
2,62 10,24 10,24 10,10 10,20 10,23 10,26 10,23 410,2
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Tabela 17 nastavak

NaOH pH
mi H,O SDS 1 M CTAB 102 M TX 100 10*°M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 probal proa?2

2,64 10,27 10,27 10,13 10,22 10,25 10,29 10,26 610,2
2,66 10,30 10,29 10,15 10,25 10,28 10,31 10,28 910,2
2,68 10,32 10,32 10,18 10,27 10,31 10,34 10,31 110,3
2,70 10,35 10,34 10,20 10,30 10,34 10,37 10,33 410,3
2,72 10,37 10,37 10,22 10,32 10,36 10,40 10,36 710,3
2,74 10,40 10,39 10,25 10,35 10,39 10,42 10,38 010,4
2,76 10,43 10,42 10,27 10,37 10,42 10,45 10,41 210,4
2,78 10,45 10,44 10,30 10,40 10,44 10,47 10,43 510,4
2,80 10,48 10,47 10,32 10,42 10,47 10,50 10,46 710,4
2,82 10,50 10,49 10,35 10,44 10,49 10,53 10,48 010,5
2,84 10,52 10,51 10,37 10,47 10,52 10,55 10,50 210,5
2,86 10,55 10,54 10,40 10,49 10,55 10,57 10,53 410,5
2,88 10,57 10,56 10,42 10,51 10,57 10,60 10,55 710,5
2,90 10,59 10,58 10,44 10,53 10,59 10,62 10,58 910,5
2,92 10,62 10,60 10,47 10,55 10,62 10,65 10,60 110,6
2,94 10,64 10,62 10,49 10,57 10,64 10,67 10,62 410,6
2,96 10,66 10,64 10,51 10,59 10,67 10,69 10,64 610,6
2,98 10,68 10,67 10,53 10,61 10,69 10,71 10,66 810,6
3,00 10,70 10,69 10,55 10,63 10,71 10,74 10,68 010,7
3,02 10,72 10,70 10,57 10,65 10,73 10,76 10,70 210,7
3,04 10,74 10,72 10,59 10,67 10,75 10,78 10,72 410,7
3,06 10,76 10,74 10,61 10,69 10,77 10,80 10,74 610,7
3,08 10,78 10,76 10,63 10,71 10,80 10,82 10,76 810,7
3,10 10,80 10,78 10,65 10,72 10,82 10,84 10,78 010,8
3,12 10,81 10,80 10,67 10,74 10,83 10,86 10,80 110,8
3,14 10,83 10,81 10,69 10,76 10,85 10,87 10,82 310,8
3,16 10,85 10,83 10,70 10,77 10,87 10,89 10,83 510,8
3,18 10,87 10,85 10,72 10,79 10,89 10,91 10,85 710,8
3,20 10,88 10,86 10,74 10,81 10,91 10,93 10,87 810,8
3,22 10,90 10,88 10,75 10,82 10,92 10,94 10,88 010,9
3,24 10,91 10,89 10,77 10,84 10,94 10,96 10,90 110,9
3,26 10,93 10,90 10,78 10,85 10,96 10,97 10,91 310,9
3,28 10,94 10,92 10,80 10,86 10,97 10,99 10,93 410,9
3,30 10,96 10,93 10,81 10,88 10,99 11,00 10,94 610,9
3,32 10,97 10,95 10,83 10,89 11,00 11,02 10,96 710,9
3,34 10,98 10,96 10,84 10,90 11,02 11,03 10,97 810,9
3,36 11,00 10,97 10,86 10,91 11,03 11,05 10,98 011,0
3,38 11,01 10,98 10,87 10,93 11,05 11,06 11,00 111,0
3,40 11,02 11,00 10,88 10,94 11,06 11,07 11,01 211,0
3,42 11,03 11,01 10,90 10,95 11,07 11,08 11,02 311,0
3,44 11,05 11,02 10,91 10,96 11,09 11,10 11,03 311,0
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Tabela 18. Potenciometrijska titracija rastvora cilazaprit=10° M, V=40 ml), kome
je dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1007 M HGinagardnim rastvorom NaOH

(c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska sila 0,1 MNacCl.
NaOH pH
mi H,0 SDS 10°'M CTAB 10? M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 prbal proba?2

0,00 2,87 2,86 2,93 2,90 2,85 2,73 2,84 2,86
0,02 2,88 2,88 2,95 2,92 2,86 2,74 2,86 2,87
0,04 2,89 2,89 2,97 2,94 2,87 2,76 2,87 2,89
0,06 2,90 2,90 2,99 2,96 2,88 2,78 2,89 2,90
0,08 2,92 2,92 3,01 2,98 2,89 2,79 2,90 2,92
0,10 2,93 2,93 3,03 3,00 2,90 2,81 2,92 2,93
0,12 2,94 2,94 3,05 3,03 2,91 2,83 2,93 2,94
0,14 2,96 2,96 3,07 3,05 2,92 2,85 2,95 2,96
0,16 2,97 2,97 3,10 3,07 2,93 2,88 2,97 2,97
0,18 2,99 2,99 3,13 3,10 2,94 2,91 2,98 2,99
0,20 3,00 3,00 3,15 3,13 2,94 2,93 3,00 3,01
0,22 3,02 3,02 3,18 3,16 2,95 2,96 3,02 3,02
0,24 3,03 3,03 3,21 3,19 2,96 2,98 3,03 3,04
0,26 3,05 3,05 3,25 3,22 2,97 3,01 3,05 3,06
0,28 3,07 3,07 3,28 3,26 2,99 3,03 3,07 3,08
0,30 3,08 3,08 3,32 3,30 3,00 3,06 3,09 3,10
0,32 3,10 3,10 3,36 3,34 3,01 3,08 3,11 3,12
0,34 3,12 3,12 3,40 3,38 3,02 3,11 3,13 3,13
0,36 3,14 3,14 3,45 3,43 3,03 3,14 3,15 3,16
0,38 3,16 3,16 3,51 3,49 3,05 3,16 3,17 3,18
0,40 3,18 3,18 3,56 3,54 3,06 3,18 3,19 3,20
0,42 3,20 3,20 3,63 3,61 3,08 3,20 3,22 3,22
0,44 3,22 3,22 3,69 3,67 3,09 3,23 3,24 3,24
0,46 3,24 3,24 3,76 3,75 3,11 3,25 3,27 3,27
0,48 3,27 3,26 3,84 3,82 3,13 3,27 3,29 3,30
0,50 3,29 3,29 3,92 3,90 3,15 3,29 3,32 3,32
0,52 3,31 3,31 4,00 3,98 3,17 3,32 3,35 3,35
0,54 3,34 3,34 4,09 4,06 3,19 3,34 3,37 3,38
0,56 3,37 3,37 4,17 4,15 3,21 3,36 3,40 3,40
0,58 3,39 3,39 4,25 4,23 3,23 3,39 3,43 3,43
0,60 3,42 3,42 4,33 4,31 3,26 3,42 3,47 3,47
0,62 3,45 3,45 4,41 4,39 3,28 3,44 3,50 3,50
0,64 3,48 3,48 4,49 4,46 3,31 3,47 3,53 3,53
0,66 3,52 3,51 4,57 4,54 3,34 3,50 3,57 3,57
0,68 3,55 3,55 4,64 4,61 3,37 3,53 3,61 3,61
0,70 3,59 3,58 4,71 4,68 3,40 3,56 3,65 3,65
0,72 3,63 3,62 4,79 4,75 3,43 3,60 3,69 3,69
0,74 3,67 3,66 4,86 4,83 3,46 3,63 3,74 3,74
0,76 3,71 3,71 4,94 4,90 3,50 3,67 3,79 3,79
0,78 3,76 3,75 5,02 4,98 3,54 3,71 3,84 3,84
0,80 3,81 3,80 5,10 5,06 3,58 3,75 3,90 3,90
0,82 3,86 3,85 5,18 5,14 3,62 3,79 3,96 3,96
0,84 3,92 3,91 5,27 5,22 3,66 3,83 4,03 4,03
0,86 3,98 3,98 5,36 5,31 3,71 3,88 4,11 4,11
0,88 4,06 4,05 5,45 5,41 3,76 3,93 4,20 4,19
0,90 4,14 4,13 5,56 5,51 3,81 3,98 4,31 4,30
0,92 4,24 4,23 5,67 5,61 3,87 4,03 4,43 4,42
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Tabela 18 nastavak

NaOH pH 5 )
ml H,0 SDS 10°M CTAB 10“ M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 prbal proba?2

0,94 4,35 4,34 5,78 5,73 3,92 4,09 4,58 4,56
0,96 4,50 4,49 5,90 5,84 3,98 4,15 4,76 4,73
0,98 4,70 4,68 6,02 5,96 4,05 4,21 4,98 4,93
1,00 4,94 4,91 6,13 6,08 4,11 4,27 5,19 5,13
1,02 5,19 5,16 6,24 6,18 4,18 4,34 5,38 5,32
1,04 5,41 5,38 6,34 6,28 4,25 4,40 5,55 5,49
1,06 5,58 5,56 6,43 6,37 4,32 4,47 5,69 5,63
1,08 5,73 5,71 6,52 6,46 4,39 4,54 5,81 5,76
1,10 5,86 5,83 6,61 6,55 4,46 4,61 5,92 5,87
1,12 5,96 5,94 6,69 6,63 4,53 4,68 6,01 5,98
1,14 6,06 6,04 6,76 6,71 4,60 4,75 6,10 6,07
1,16 6,15 6,13 6,84 6,79 4,67 4,82 6,18 6,15
1,18 6,23 6,21 6,91 6,86 4,75 4,89 6,26 6,23
1,20 6,31 6,29 6,99 6,94 4,82 4,96 6,34 6,31
1,22 6,38 6,37 7,07 7,01 4,90 5,04 6,41 6,38
1,24 6,46 6,44 7,14 7,09 4,97 511 6,49 6,46
1,26 6,53 6,52 7,22 7,17 5,05 5,19 6,56 6,53
1,28 6,61 6,60 7,31 7,25 5,13 5,27 6,64 6,61
1,30 6,69 6,67 7,39 7,34 5,21 5,35 6,71 6,68
1,32 6,77 6,76 7,49 7,44 5,30 5,44 6,79 6,77
1,34 6,86 6,84 7,60 7,54 5,40 5,53 6,88 6,85
1,36 6,95 6,94 7,72 7,67 5,51 5,64 6,98 6,94
1,38 7,05 7,04 7,87 7,81 5,62 5,75 7,09 7,05
1,40 7,17 7,16 8,07 8,01 5,76 5,88 7,21 7,16
1,42 7,32 7,30 8,39 8,34 5,92 6,03 7,36 7,30
1,44 7,49 7,47 9,01 8,96 6,12 6,21 7,55 7,47
1,46 7,74 7,70 9,51 9,46 6,37 6,45 7,83 7,69
1,48 8,31 8,23 9,76 9,72 6,87 6,79 8,51 8,17
1,50 9,32 9,21 9,92 9,88 7,98 7,73 9,45 9,06
1,52 9,84 9,79 10,04 9,99 9,29 9,14 9,92 9,79
1,54 10,03 10,01 10,13 10,09 9,89 9,97 10,11 10,08
1,56 10,16 10,14 10,22 10,17 10,11 10,22 10,24 210,2
1,58 10,25 10,24 10,29 10,24 10,23 10,34 10,35 310,3
1,60 10,33 10,32 10,35 10,30 10,32 10,44 10,43 110,4
1,62 10,40 10,38 10,40 10,35 10,40 10,52 10,50 910,4
1,64 10,46 10,44 10,45 10,40 10,46 10,58 10,56 510,5
1,66 10,51 10,49 10,49 10,44 10,52 10,64 10,61 010,6
1,68 10,56 10,54 10,53 10,48 10,57 10,69 10,66 510,6
1,70 10,60 10,58 10,56 10,52 10,62 10,73 10,70 910,6
1,72 10,64 10,62 10,60 10,55 10,66 10,77 10,74 310,7
1,74 10,67 10,65 10,63 10,58 10,70 10,80 10,78 710,7
1,76 10,70 10,68 10,66 10,61 10,73 10,84 10,81 010,8
1,78 10,73 10,71 10,68 10,64 10,76 10,87 10,84 310,8
1,80 10,76 10,74 10,71 10,66 10,79 10,90 10,87 610,8
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Tabela 19. Potenciometrijska titracija rastvora enalapril-ezh (c=1G M, V=40 ml),
kome je dodato 0,5 ml standardnog rastvora 0,100AH®A, standardnim rastvorom
NaOH (c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska@ilaM NaCl.

NaOH pH
ml H.0 SDS 10 M CTAB 10° M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,00 3,29 3,30 3,87 3,85 3,24 3,25 3,31 3,30
0,02 3,31 3,32 3,93 3,91 3,27 3,28 3,34 3,33
0,04 3,34 3,35 3,99 3,97 3,30 3,31 3,37 3,36
0,06 3,37 3,38 4,05 4,03 3,33 3,34 3,40 3,39
0,08 3,40 3,41 4,11 4,10 3,36 3,37 3,44 3,42
0,10 3,42 3,44 4,17 4,16 3,39 3,40 3,47 3,46
0,12 3,46 3,47 4,23 4,22 3,42 3,43 3,51 3,50
0,14 3,49 3,51 4,29 4,28 3,45 3,46 3,55 3,53
0,16 3,52 3,55 4,35 4,34 3,49 3,49 3,59 3,58
0,18 3,56 3,59 4,41 4,40 3,53 3,53 3,64 3,62
0,20 3,60 3,63 4,47 4,46 3,57 3,57 3,69 3,67
0,22 3,65 3,68 4,52 4,52 3,61 3,62 3,74 3,73
0,24 3,70 3,73 4,58 4,59 3,66 3,66 3,81 3,79
0,26 3,75 3,79 4,64 4,65 3,71 3,71 3,87 3,86
0,28 3,80 3,85 4,70 4,70 3,77 3,76 3,95 3,93
0,30 3,87 3,92 4,76 4,76 3,83 3,82 4,04 4,02
0,32 3,94 4,00 4,81 4,82 3,89 3,88 4,13 4,11
0,34 4,01 4,09 4,86 4,87 3,96 3,95 4,23 4,21
0,36 4,10 4,19 4,92 4,93 4,03 4,02 4,33 4,32
0,38 4,20 4,30 4,97 4,98 4,11 4,10 4,44 4,43
0,40 4,31 4,42 5,03 5,04 4,20 4,17 4,55 4,54
0,42 4,42 4,54 5,08 5,09 4,28 4,26 4,65 4,64
0,44 4,53 4,65 5,13 5,14 4,37 4,34 4,74 4,73
0,46 4,63 4,75 5,17 5,19 4,45 4,42 4,82 4,82
0,48 4,73 4,85 5,22 5,24 4,53 4,50 4,90 4,90
0,50 4,82 4,93 5,26 5,28 4,61 4,58 4,98 4,97
0,52 4,90 5,01 5,31 5,32 4,69 4,66 5,04 5,04
0,54 4,98 5,08 5,35 5,37 4,77 4,74 5,11 5,10
0,56 5,05 5,15 5,39 5,41 4,84 4,81 5,17 5,16
0,58 5,12 5,21 5,43 5,45 4,91 4,88 5,22 5,22
0,60 5,18 5,27 5,47 5,49 4,98 4,95 5,28 5,27
0,62 5,23 5,32 5,51 5,53 5,05 5,02 5,33 5,32
0,64 5,29 5,38 5,55 5,57 5,11 5,09 5,38 5,37
0,66 5,34 5,43 5,59 5,61 5,17 5,15 5,43 5,42
0,68 5,39 5,48 5,63 5,65 5,24 5,22 5,48 5,47
0,70 5,44 5,53 5,66 5,69 5,29 5,28 5,53 5,52
0,72 5,49 5,58 5,70 5,73 5,35 5,34 5,58 5,56
0,74 5,54 5,62 5,74 5,77 5,41 5,40 5,62 5,61
0,76 5,58 5,67 5,78 5,81 5,47 5,46 5,67 5,65
0,78 5,63 5,71 5,81 5,85 5,53 5,52 5,72 5,70
0,80 5,67 5,76 5,85 5,89 5,59 5,58 5,76 5,75
0,82 5,72 5,81 5,88 5,93 5,65 5,63 5,81 5,79
0,84 5,76 5,85 5,92 5,97 5,70 5,69 5,86 5,83
0,86 5,80 5,90 5,96 6,02 5,76 5,75 5,90 5,88
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Tabela 19 nastavak

NaOH pH
ml H,0 SDS 10°M CTAB 10° M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,88 5,85 5,94 6,00 6,06 5,82 5,81 5,95 5,93
0,90 5,89 5,99 6,04 6,11 5,88 5,87 6,00 5,97
0,92 5,94 6,04 6,08 6,15 5,94 5,93 6,05 6,02
0,94 5,98 6,09 6,12 6,20 6,00 5,99 6,11 6,07
0,96 6,03 6,14 6,16 6,26 6,06 6,06 6,16 6,13
0,98 6,08 6,20 6,20 6,31 6,13 6,12 6,22 6,18
1,00 6,13 6,25 6,25 6,38 6,19 6,19 6,28 6,24
1,02 6,18 6,31 6,30 6,44 6,26 6,26 6,35 6,30
1,04 6,24 6,38 6,35 6,52 6,33 6,33 6,42 6,37
1,06 6,29 6,45 6,40 6,60 6,41 6,41 6,51 6,44
1,08 6,35 6,53 6,46 6,69 6,49 6,49 6,60 6,52
1,10 6,42 6,62 6,53 6,80 6,58 6,59 6,70 6,61
1,12 6,49 6,72 6,60 6,93 6,69 6,69 6,82 6,72
1,14 6,58 6,84 6,68 7,10 6,81 6,81 6,97 6,85
1,16 6,67 6,99 6,76 7,33 6,95 6,96 7,17 7,01
1,18 6,77 7,19 6,87 7,72 7,12 7,14 7,44 7,24
1,20 6,90 7,48 6,99 8,67 7,35 7,39 8,04 7,57
1,22 7,06 8,16 7,14 9,46 7,74 7,84 8,99 8,78
1,24 7,28 9,35 7,35 9,73 8,62 8,83 9,72 9,56
1,26 7,61 9,87 7,66 9,88 9,54 9,70 10,01 9,87
1,28 8,48 10,05 8,42 9,99 9,98 10,01 10,14 10,03
1,30 9,52 10,17 9,34 10,09 10,15 10,16 10,24 10,15
1,32 9,93 10,27 9,73 10,17 10,27 10,28 10,32 10,25
1,34 10,10 10,35 9,91 10,23 10,36 10,37 10,39 10,33
1,36 10,22 10,42 10,03 10,29 10,44 10,44 10,45 010,4
1,38 10,31 10,48 10,13 10,34 10,51 10,50 10,50 610,4
1,40 10,39 10,53 10,21 10,39 10,57 10,56 10,55 210,5
1,42 10,45 10,57 10,28 10,43 10,58 10,61 10,59 610,5
1,44 10,51 10,61 10,34 10,47 10,63 10,65 10,62 110,6
1,46 10,56 10,65 10,40 10,50 10,67 10,69 10,66 410,6
1,48 10,60 10,69 10,45 10,54 10,71 10,73 10,69 810,6
1,50 10,64 10,72 10,48 10,56 10,75 10,76 10,72 110,7
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Tabela 20. Potenciometrijska titracija rastvora maleinskeeki® (c=10° M, V=40 ml),
kome je dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1007 M Bt@ndardnim rastvorom NaOH

(c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska sila 0, NACI.

NaOH pH
ml H.0 SDS 10°M CTAB 10° M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,00 2,76 2,74 2,71 2,67 2,73 2,73 2,72 2,71
0,02 2,77 2,75 2,72 2,68 2,74 2,74 2,73 2,73
0,04 2,78 2,77 2,73 2,69 2,75 2,75 2,74 2,74
0,06 2,79 2,78 2,74 2,70 2,76 2,76 2,75 2,75
0,08 2,80 2,79 2,76 2,72 2,77 2,77 2,76 2,76
0,10 2,81 2,80 2,77 2,73 2,78 2,78 2,78 2,77
0,12 2,82 2,81 2,78 2,75 2,79 2,79 2,79 2,78
0,14 2,83 2,83 2,80 2,76 2,81 2,81 2,80 2,79
0,16 2,85 2,84 2,81 2,78 2,82 2,82 2,81 2,80
0,18 2,86 2,85 2,82 2,79 2,83 2,83 2,82 2,82
0,20 2,87 2,87 2,84 2,81 2,84 2,84 2,84 2,83
0,22 2,89 2,88 2,86 2,82 2,86 2,86 2,85 2,84
0,24 2,90 2,89 2,87 2,84 2,87 2,87 2,87 2,86
0,26 2,91 2,91 2,89 2,85 2,88 2,88 2,88 2,87
0,28 2,93 2,92 2,91 2,87 2,90 2,90 2,90 2,89
0,30 2,94 2,94 2,92 2,89 2,91 2,91 2,91 2,90
0,32 2,96 2,95 2,94 2,90 2,93 2,93 2,93 2,92
0,34 2,97 2,97 2,96 2,92 2,94 2,94 2,94 2,94
0,36 2,99 2,98 2,98 2,94 2,96 2,96 2,96 2,95
0,38 3,01 3,00 3,00 2,96 2,98 2,98 2,98 2,97
0,40 3,03 3,02 3,03 2,98 3,00 3,00 3,00 2,99
0,42 3,04 3,04 3,05 3,00 3,01 3,01 3,02 3,01
0,44 3,06 3,06 3,07 3,02 3,03 3,03 3,04 3,03
0,46 3,08 3,08 3,10 3,05 3,05 3,05 3,06 3,05
0,48 3,11 3,10 3,13 3,08 3,07 3,07 3,08 3,07
0,50 3,13 3,12 3,16 3,11 3,10 3,10 3,11 3,09
0,52 3,15 3,14 3,19 3,14 3,12 3,12 3,13 3,12
0,54 3,18 3,17 3,22 3,17 3,14 3,14 3,16 3,15
0,56 3,20 3,19 3,26 3,21 3,17 3,17 3,19 3,17
0,58 3,23 3,22 3,30 3,25 3,20 3,20 3,21 3,20
0,60 3,26 3,25 3,34 3,29 3,23 3,23 3,25 3,23
0,62 3,29 3,28 3,39 3,34 3,26 3,26 3,28 3,27
0,64 3,32 3,31 3,45 3,40 3,29 3,29 3,32 3,30
0,66 3,36 3,35 3,51 3,46 3,33 3,33 3,36 3,35
0,68 3,40 3,39 3,58 3,54 3,37 3,37 3,41 3,39
0,70 3,45 3,43 3,67 3,62 3,41 3,41 3,46 3,44
0,72 3,49 3,48 3,77 3,73 3,46 3,46 3,52 3,49
0,74 3,55 3,53 3,90 3,87 3,52 3,52 3,58 3,55
0,76 3,61 3,59 4,08 4,04 3,58 3,58 3,65 3,63
0,78 3,69 3,66 4,32 4,29 3,66 3,66 3,75 3,71
0,80 3,78 3,74 4,59 4,57 3,75 3,75 3,86 3,81
0,82 3,88 3,84 4,83 4,81 3,86 3,85 3,99 3,94
0,84 4,02 3,97 5,03 5,00 4,00 4,00 4,17 4,10
0,86 4,21 4,13 5,19 5,16 4,21 4,19 4,38 4,30
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Tabela 20 nastavak

NaOH pH
ml H.0 SDS 10°M CTAB 10° M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,88 4,45 4,36 5,32 5,29 4,49 4,47 4,60 4,52
0,90 4,73 4,63 5,44 5,40 4,81 4,80 4,82 4,75
0,92 4,97 4,89 5,55 5,51 5,08 5,07 5,00 4,94
0,94 5,15 5,09 5,65 5,61 5,28 5,28 5,16 511
0,96 5,31 5,25 5,75 5,71 5,44 5,44 5,29 5,25
0,98 5,44 5,38 5,84 5,80 5,57 5,57 5,41 5,37
1,00 5,55 5,49 5,93 5,89 5,69 5,69 5,51 5,47
1,02 5,65 5,59 6,03 5,99 5,79 5,79 5,60 5,57
1,04 5,74 5,69 6,13 6,09 5,89 5,89 5,70 5,67
1,06 5,83 5,78 6,23 6,19 5,97 5,97 5,78 5,75
1,08 5,92 5,87 6,35 6,31 6,06 6,06 5,86 5,84
1,10 6,00 5,95 6,49 6,45 6,15 6,15 5,95 5,92
1,12 6,09 6,04 6,65 6,62 6,23 6,23 6,03 6,01
1,14 6,18 6,13 6,85 6,83 6,32 6,32 6,12 6,09
1,16 6,27 6,22 7,12 7,11 6,42 6,42 6,21 6,18
1,18 6,37 6,31 7,64 7,66 6,52 6,52 6,31 6,28
1,20 6,48 6,42 8,65 8,74 6,63 6,63 6,42 6,38
1,22 6,61 6,54 9,45 9,49 6,75 6,75 6,54 6,50
1,24 6,75 6,69 9,77 9,75 6,89 6,89 6,68 6,64
1,26 6,94 6,86 9,92 9,89 7,06 7,05 6,86 6,81
1,28 7,19 7,10 10,02 9,99 7,28 7,27 7,09 7,03
1,30 7,62 7,48 10,11 10,08 7,60 7,60 7,45 7,37
1,32 8,67 8,35 10,18 10,16 8,44 8,46 8,31 8,19
1,34 9,63 9,44 10,25 10,22 9,50 9,51 9,39 9,35
1,36 9,93 9,85 10,30 10,27 9,96 9,97 9,86 9,80
1,38 10,08 10,03 10,35 10,32 10,14 10,14 10,04 9,99
1,40 10,18 10,16 10,40 10,37 10,26 10,26 10,16 110,1
1,42 10,27 10,26 10,44 10,41 10,36 10,35 10,26 110,2
1,44 10,34 10,34 10,47 10,45 10,44 10,43 10,33 010,3
1,46 10,40 10,41 10,51 10,49 10,51 10,50 10,40 710,3
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Tabela 21. Potenciometrijska titracija rastvora perindopriemina (c=1G M, V=40
ml), kome je dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1OACI, standardnim rastvorom
NaOH (c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska@jlaM NaCl.

NaOH pH
ml H.0 SDS 10°M CTAB10°M  TX 100 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba?2 noba 1
0,00 2,83 2,87 3,04 2,89 2,89 2,90 2,76
0,02 2,85 2,88 3,06 2,90 2,90 2,91 2,77
0,04 2,87 2,89 3,07 2,92 2,92 2,92 2,79
0,06 2,89 2,90 3,08 2,94 2,93 2,93 2,81
0,08 2,90 2,92 3,09 2,96 2,95 2,95 2,82
0,10 2,92 2,93 3,11 2,97 2,96 2,96 2,83
0,12 2,93 2,94 3,12 2,99 2,97 2,97 2,84
0,14 2,95 2,95 3,13 3,01 2,99 2,98 2,86
0,16 2,96 2,97 3,15 3,03 3,00 3,00 2,87
0,18 2,98 2,98 3,17 3,05 3,01 3,01 2,88
0,20 2,99 2,99 3,19 3,07 3,03 3,03 2,89
0,22 3,01 3,00 3,20 3,09 3,04 3,04 2,90
0,24 3,02 3,02 3,22 3,12 3,06 3,06 2,92
0,26 3,04 3,03 3,23 3,14 3,07 3,07 2,93
0,28 3,06 3,05 3,26 3,17 3,09 3,09 2,94
0,30 3,07 3,06 3,28 3,20 3,11 3,10 2,96
0,32 3,09 3,08 3,30 3,23 3,12 3,12 2,97
0,34 3,10 3,10 3,33 3,26 3,14 3,14 2,99
0,36 3,12 3,11 3,36 3,29 3,16 3,15 3,00
0,38 3,14 3,13 3,40 3,33 3,17 3,17 3,02
0,40 3,16 3,15 3,43 3,36 3,19 3,19 3,04
0,42 3,18 3,16 3,47 3,41 3,21 3,21 3,06
0,44 3,19 3,18 3,51 3,45 3,23 3,23 3,08
0,46 3,21 3,20 3,56 3,50 3,25 3,25 3,10
0,48 3,23 3,22 3,61 3,54 3,27 3,27 3,12
0,50 3,26 3,24 3,66 3,60 3,29 3,29 3,14
0,52 3,28 3,26 3,71 3,65 3,31 3,31 3,16
0,54 3,30 3,29 3,77 3,71 3,33 3,34 3,19
0,56 3,32 3,31 3,84 3,77 3,36 3,36 3,21
0,58 3,35 3,33 3,90 3,83 3,38 3,39 3,24
0,60 3,37 3,36 3,97 3,90 3,40 3,42 3,26
0,62 3,40 3,38 4,04 3,97 3,43 3,44 3,29
0,64 3,43 3,41 4,10 4,04 3,46 3,47 3,32
0,66 3,46 3,44 4,18 4,11 3,48 3,50 3,35
0,68 3,48 3,47 4,25 4,18 3,51 3,53 3,38
0,70 3,52 3,50 4,32 4,25 3,54 3,56 3,41
0,72 3,55 3,53 4,39 4,32 3,57 3,60 3,45
0,74 3,58 3,56 4,46 4,39 3,60 3,64 3,48
0,76 3,62 3,60 4,52 4,46 3,64 3,67 3,52
0,78 3,66 3,64 4,59 4,53 3,68 3,71 3,56
0,80 3,70 3,68 4,66 4,60 3,71 3,76 3,60
0,82 3,74 3,72 4,73 4,67 3,75 3,80 3,65
0,84 3,79 3,77 4,79 4,73 3,80 3,85 3,69
0,86 3,84 3,82 4,86 4,80 3,84 3,91 3,74
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Tabela 21 nastavak

NaOH pH
ml H.0 SDS 1M CTAB10°M  TX 100 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba?2 noba 1
0,88 3,89 3,87 4,92 4,87 3,89 3,96 3,80
0,90 3,95 3,93 4,99 4,93 3,94 4,03 3,86
0,92 4,02 4,00 5,05 5,00 4,00 4,10 3,93
0,94 4,09 4,07 5,12 5,06 4,06 4,18 4,00
0,96 4,18 4,15 5,18 5,13 4,13 4,26 4,08
0,98 4,27 4,25 5,24 5,19 4,21 4,36 4,18
1,00 4,37 4,36 5,30 5,25 4,29 4,47 4,28
1,02 4,49 4,48 5,37 5,32 4,37 4,58 4,40
1,04 4,62 4,61 5,43 5,38 4,46 4,70 4,54
1,06 4,76 4,75 5,49 5,44 4,56 4,82 4,67
1,08 4,89 4,89 5,55 5,50 4,66 4,94 4,81
1,10 5,01 5,02 5,61 5,56 4,77 5,05 4,95
1,12 5,13 5,14 5,68 5,63 4,88 5,16 5,08
1,14 5,24 5,25 5,74 5,69 4,99 5,26 5,19
1,16 5,34 5,36 5,81 5,76 5,09 5,35 5,30
1,18 5,44 5,46 5,87 5,82 5,20 5,44 5,41
1,20 5,54 5,56 5,94 5,89 5,30 5,53 5,51
1,22 5,63 5,65 6,00 5,95 5,41 5,62 5,61
1,24 5,72 5,74 6,07 6,02 5,50 5,70 5,70
1,26 5,81 5,83 6,14 6,09 5,60 5,79 5,79
1,28 5,90 5,92 6,22 6,17 5,69 5,88 5,88
1,30 5,98 6,01 6,30 6,25 5,78 5,96 5,98
1,32 6,08 6,10 6,38 6,34 5,87 6,06 6,07
1,34 6,17 6,20 6,47 6,43 5,95 6,15 6,16
1,36 6,27 6,29 6,57 6,53 6,04 6,25 6,26
1,38 6,37 6,39 6,69 6,64 6,13 6,36 6,36
1,40 6,48 6,50 6,82 6,77 6,22 6,47 6,47
1,42 6,60 6,62 6,97 6,93 6,33 6,59 6,58
1,44 6,73 6,75 7,16 7,12 6,45 6,73 6,71
1,46 6,88 6,90 7,44 7,39 6,59 6,89 6,85
1,48 7,06 7,07 8,09 8,04 6,76 7,08 7,01
1,50 7,31 7,31 9,01 8,96 6,99 7,34 7,23
1,52 7,75 7,75 9,54 9,49 7,37 7,86 8,13
1,54 8,60 8,60 9,75 9,70 8,17 8,67 8,98
1,56 9,37 9,36 9,88 9,83 9,13 9,40 9,48
1,58 9,69 9,69 9,98 9,93 9,66 9,76 9,68
1,60 9,85 9,84 10,06 10,02 9,86 9,91 9,81
1,62 9,96 9,95 10,14 10,09 9,99 10,02 9,92
1,64 10,05 10,05 10,20 10,16 10,09 10,10 10,00
1,66 10,13 10,12 10,26 10,21 10,17 10,18 10,08
1,68 10,20 10,19 10,31 10,27 10,24 10,24 10,14
1,70 10,26 10,25 10,35 10,31 10,31 10,30 10,20
1,72 10,31 10,30 10,39 10,36 10,36 10,35 10,25
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Tabela21 nastavak

NaOH pH
ml H.0 SDS 1M CTAB10°M  TX 100 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba?2 noba 1
1,74 10,36 10,35 10,43 10,40 10,42 10,39 10,30
1,76 10,40 10,40 10,47 10,44 10,46 10,43 10,35
1,78 10,45 10,44 10,50 10,47 10,51 10,47 10,39
1,80 10,49 10,48 10,53 10,50 10,54 10,51 10,43
1,82 10,52 10,51 10,56 10,53 10,58 10,55 10,46
1,84 10,55 10,55 10,59 10,56 10,61 10,58 10,50
1,86 10,58 10,58 10,61 10,59 10,64 10,61 10,53
1,88 10,61 10,61 10,64 10,61 10,67 10,64 10,56
1,90 10,64 10,64 10,66 10,64 10,70 10,66 10,59
1,92 10,67 10,67 10,68 10,66 10,73 10,69 10,62
1,94 10,69 10,69 10,71 10,69 10,76 10,72 10,64
1,96 10,72 10,72 10,73 10,71 10,78 10,74 10,66
1,98 10,74 10,74 10,75 10,73 10,81 10,76 10,69
2,00 10,76 10,76 10,77 10,75 10,83 10,78 10,71
2,02 10,78 10,78 10,78 10,77 10,85 10,80 10,73
2,04 10,80 10,80 10,80 10,78 10,87 10,82 10,75
2,06 10,82 10,82 10,82 10,80 10,89 10,84 10,77
2,08 10,84 10,84 10,83 10,82 10,91 10,86 10,79
2,10 10,86 10,86 10,85 10,83 10,93 10,88 10,81
2,12 10,88 10,88 10,86 10,85 10,95 10,90 10,83
2,14 10,90 10,90 10,88 10,87 10,97 10,91 10,85
2,16 10,91 10,92 10,89 10,88 10,99 10,93 10,86
2,18 10,93 10,93 10,91 10,90 11,00 10,95 10,88
2,20 10,94 10,95 10,92 10,91 11,02 10,96 10,90
2,22 10,96 10,96 10,93 10,92 11,03 10,98 10,91
2,24 10,97 10,98 10,95 10,94 11,05 10,99 10,93
2,26 10,99 10,99 10,96 10,95 11,06 11,00 10,94
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Tabela 22. Potenciometrijska titracija rastvora kvinapril-fotilorida (c=10° M, V=40
ml), kome je dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1OACI, standardnim rastvorom

NaOH (c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska@ilaM NaCl.

NaOH pH
mi H,0 SDS 1G M CTAB 102 M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,00 3,25 3,26 4,22 4,19 3,25 3,24 3,33 3,38
0,02 3,27 3,28 4,30 4,28 3,27 3,26 3,36 3,41
0,04 3,30 3,31 4,39 4,36 3,29 3,28 3,39 3,44
0,06 3,32 3,33 4,47 4,44 3,32 3,30 3,42 3,48
0,08 3,35 3,36 4,55 4,51 3,34 3,32 3,45 3,52
0,10 3,38 3,39 4,63 4,59 3,36 3,34 3,48 3,55
0,12 3,41 3,42 4,70 4,66 3,38 3,36 3,51 3,59
0,14 3,44 3,46 4,77 4,73 3,41 3,38 3,55 3,64
0,16 3,48 3,49 4,84 4,79 3,43 3,41 3,59 3,68
0,18 3,51 3,53 4,91 4,86 3,45 3,43 3,63 3,73
0,20 3,55 3,57 4,98 4,93 3,48 3,45 3,67 3,79
0,22 3,59 3,61 5,04 4,99 3,51 3,48 3,72 3,85
0,24 3,64 3,66 5,11 5,06 3,53 3,50 3,76 3,91
0,26 3,69 3,71 5,17 5,12 3,56 3,53 3,82 3,98
0,28 3,74 3,76 5,24 5,18 3,59 3,55 3,87 4,06
0,30 3,80 3,83 5,30 5,25 3,62 3,58 3,93 4,14
0,32 3,86 3,90 5,36 5,31 3,65 3,61 4,00 4,23
0,34 3,93 3,97 5,43 5,37 3,69 3,64 4,07 4,32
0,36 4,01 4,06 5,49 5,44 3,72 3,67 4,15 4,42
0,38 4,10 4,16 5,56 5,50 3,75 3,71 4,23 4,52
0,40 4,21 4,27 5,62 5,56 3,79 3,74 4,32 4,63
0,42 4,32 4,40 5,68 5,63 3,83 3,77 4,41 4,72
0,44 4,44 4,53 5,75 5,69 3,87 3,81 4,51 4,82
0,46 4,56 4,65 5,81 5,76 3,91 3,84 4,60 4,91
0,48 4,68 4,78 5,88 5,82 3,95 3,88 4,69 5,00
0,50 4,79 4,89 5,94 5,89 3,99 3,92 4,78 5,08
0,52 4,89 4,99 6,00 5,95 4,04 3,96 4,87 5,16
0,54 4,99 5,09 6,07 6,02 4,09 4,01 4,94 5,24
0,56 5,08 5,18 6,13 6,08 4,14 4,05 5,02 5,32
0,58 5,16 5,26 6,20 6,15 4,19 4,10 5,09 5,39
0,60 5,24 5,34 6,27 6,22 4,25 4,15 5,17 5,47
0,62 5,32 5,43 6,35 6,29 4,31 4,20 5,24 5,55
0,64 5,39 5,51 6,42 6,37 4,37 4,26 5,31 5,63
0,66 5,47 5,59 6,51 6,44 4,44 4,32 5,37 5,72
0,68 5,54 5,68 6,59 6,53 4,51 4,38 5,44 5,81
0,70 5,62 5,76 6,69 6,62 4,60 4,45 5,51 5,91
0,72 5,70 5,86 6,79 6,72 4,69 4,52 5,58 6,01
0,74 5,79 5,96 6,91 6,83 4,80 4,61 5,66 6,13
0,76 5,88 6,07 7,05 6,95 4,93 4,70 5,74 6,27
0,78 5,98 6,20 7,22 7,10 5,08 4,81 5,82 6,44
0,80 6,09 6,36 7,58 7,30 5,28 4,95 5,91 6,65
0,82 6,21 6,56 8,51 7,82 5,54 511 6,01 7,14
0,84 6,36 6,82 9,42 8,99 5,88 5,33 6,12 8,03
0,86 6,55 7,58 9,84 9,71 6,46 5,66 6,25 9,12
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Tabela22. nastavak:

NaOH pH
ml H,0 SDS 1M CTAB 10% M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,88 6,79 9,05 10,00 9,93 8,70 6,08 6,40 10,06
0,90 7,37 9,85 10,12 10,07 9,92 7,00 6,59 10,23
0,92 8,87 10,08 10,21 10,17 10,20 8,70 6,85 10,33
0,94 9,85 10,20 10,29 10,25 10,33 9,89 7,55 10,41
0,96 10,08 10,29 10,36 10,32 10,44 10,19 8,77 10,48
0,98 10,21 10,37 10,42 10,38 10,52 10,33 9,70 10,54
1,00 10,31 10,44 10,47 10,44 10,59 10,43 10,07 910,5
1,02 10,39 10,50 10,52 10,48 10,64 10,52 10,21 410,6
1,04 10,46 10,54 10,56 10,53 10,69 10,58 10,32 810,6
1,06 10,51 10,59 10,59 10,57 10,74 10,64 10,40 210,7
1,08 10,56 10,63 10,63 10,60 10,78 10,70 10,47 510,7
1,10 10,61 10,63 10,66 10,63 10,81 10,74 10,53 910,7
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Tabela 23. Potenciometrijska titracija rastvora ramiprila 162 M, V=40 ml), kome je
dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1007 M HCI, stedidm rastvorom NaOH
(c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska sila 0, NACI.

NaOH H,O SDS CTAB TX 100
mi pH
probal proba2 proba3 probal proba2 probal mwba2 probal proba?2
0,00 2,88 2,86 2,86 3,04 2,97 2,91 2,90 2,86 2,83
0,02 2,90 2,87 2,87 3,06 2,98 2,92 2,91 2,87 2,84
0,04 2,92 2,88 2,89 3,08 3,00 2,93 2,92 2,89 2,86
0,06 2,93 2,90 2,90 3,11 3,03 2,94 2,94 2,90 2,88
0,08 2,95 2,91 2,91 3,13 3,05 2,96 2,95 2,91 2,89
0,10 2,96 2,92 2,92 3,16 3,07 2,97 2,96 2,93 2,91
0,12 2,97 2,93 2,94 3,18 3,10 2,98 2,97 2,94 2,92
0,14 2,99 2,95 2,95 3,21 3,12 2,99 2,99 2,95 2,94
0,16 3,00 2,96 2,96 3,24 3,15 3,01 3,00 2,97 2,95
0,18 3,02 2,98 2,98 3,28 3,18 3,02 3,01 2,98 2,97
0,20 3,03 2,99 2,99 3,31 3,21 3,04 3,03 3,00 2,99
0,22 3,05 3,01 3,01 3,35 3,24 3,05 3,04 3,02 3,00
0,24 3,07 3,02 3,02 3,39 3,28 3,07 3,06 3,03 3,02
0,26 3,08 3,04 3,04 3,44 3,31 3,08 3,07 3,05 3,04
0,28 3,10 3,05 3,05 3,48 3,36 3,10 3,09 3,07 3,05
0,30 3,12 3,07 3,07 3,53 3,40 3,11 3,10 3,09 3,07
0,32 3,14 3,09 3,09 3,59 3,45 3,13 3,12 3,10 3,09
0,34 3,15 3,10 3,10 3,65 3,50 3,15 3,13 3,12 3,11
0,36 3,17 3,12 3,12 3,72 3,56 3,16 3,15 3,14 3,13
0,38 3,19 3,14 3,14 3,79 3,62 3,18 3,17 3,17 3,15
0,40 3,21 3,16 3,16 3,86 3,69 3,20 3,19 3,19 3,17
0,42 3,23 3,18 3,18 3,95 3,77 3,22 3,20 3,21 3,19
0,44 3,25 3,20 3,20 4,03 3,85 3,24 3,22 3,23 3,22
0,46 3,28 3,22 3,22 4,11 3,94 3,25 3,24 3,25 3,24
0,48 3,30 3,24 3,24 4,20 4,03 3,28 3,26 3,28 3,26
0,50 3,32 3,26 3,27 4,28 4,12 3,30 3,28 3,30 3,29
0,52 3,35 3,29 3,29 4,35 4,20 3,32 3,30 3,33 3,31
0,54 3,38 3,31 3,31 4,43 4,29 3,34 3,33 3,35 3,34
0,56 3,40 3,34 3,34 4,50 4,37 3,36 3,35 3,38 3,37
0,58 3,43 3,36 3,36 4,57 4,45 3,39 3,37 3,41 3,39
0,60 3,46 3,39 3,39 4,63 4,52 3,41 3,40 3,44 3,42
0,62 3,49 3,42 3,42 4,70 4,59 3,44 3,42 3,47 3,46
0,64 3,52 3,45 3,45 4,76 4,66 3,46 3,45 3,50 3,49
0,66 3,55 3,48 3,48 4,81 4,72 3,49 3,48 3,54 3,52
0,68 3,59 3,51 3,51 4,87 4,78 3,52 3,50 3,57 3,56
0,70 3,63 3,54 3,54 4,92 4,84 3,55 3,53 3,61 3,59
0,72 3,66 3,58 3,58 4,98 4,90 3,58 3,56 3,65 3,63
0,74 3,71 3,62 3,62 5,03 4,96 3,61 3,59 3,69 3,68
0,76 3,75 3,66 3,66 5,08 5,01 3,64 3,63 3,74 3,72
0,78 3,80 3,70 3,70 5,13 5,06 3,68 3,66 3,79 3,77
0,80 3,85 3,75 3,75 5,18 511 3,71 3,70 3,84 3,82
0,82 3,01 3,80 3,80 5,22 5,16 3,75 3,73 3,89 3,88
0,84 3,97 3,85 3,85 5,27 5,21 3,79 3,77 3,96 3,94
0,86 4,04 3,91 3,01 5,31 5,26 3,83 3,81 4,02 4,01
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Tabela 23 nastavak:

NaOH H,0 SDS CTAB TX 100
mi pH

probal proba2 proba3 probal proba2 probal mwba?2 probal proba?2
0,88 4,12 3,97 3,98 5,36 5,30 3,88 3,86 4,10 4,08
0,90 4,20 4,04 4,05 5,40 5,35 3,92 3,90 4,18 4,17
0,92 4,30 4,12 4,13 5,44 5,40 3,97 3,95 4,28 4,26
0,94 4,41 4,22 4,22 5,49 5,44 4,02 4,00 4,38 4,36
0,96 4,53 4,32 4,33 5,53 5,49 4,07 4,05 4,49 4,48
0,98 4,65 4,44 4,44 5,57 5,53 4,13 4,11 4,61 4,60
1,00 4,78 4,56 4,57 5,61 5,58 4,19 4,17 4,74 4,72
1,02 4,90 4,69 4,70 5,66 5,62 4,24 4,23 4,86 4,85
1,04 5,01 4,82 4,83 5,70 5,67 4,30 4,29 4,98 4,97
1,06 511 4,95 4,95 5,74 5,72 4,36 4,35 5,09 5,08
1,08 5,21 5,06 5,06 5,78 5,76 4,43 4,41 5,19 5,18
1,10 5,30 5,17 5,17 5,83 5,81 4,49 4,48 5,29 5,29
1,12 5,38 5,26 5,26 5,87 5,86 4,55 4,54 5,38 5,38
1,14 5,46 5,35 5,35 5,92 5,90 4,62 4,61 5,47 5,47
1,16 5,53 5,44 5,43 5,96 5,95 4,68 4,68 5,55 5,56
1,18 5,60 5,52 5,51 6,01 6,00 4,75 4,74 5,63 5,64
1,20 5,67 5,59 5,59 6,05 6,05 4,81 4,81 5,70 5,72
1,22 5,74 5,67 5,67 6,10 6,11 4,88 4,87 5,78 5,80
1,24 5,81 5,74 5,74 6,15 6,17 4,94 4,94 5,85 5,87
1,26 5,88 5,81 5,81 6,21 6,23 5,01 5,01 5,92 5,94
1,28 5,95 5,88 5,89 6,26 6,29 5,08 5,08 5,99 6,02
1,30 6,02 5,96 5,97 6,32 6,36 5,16 5,15 6,06 6,09
1,32 6,09 6,04 6,05 6,38 6,43 5,23 5,23 6,14 6,17
1,34 6,17 6,12 6,13 6,45 6,51 5,32 5,31 6,22 6,25
1,36 6,26 6,20 6,22 6,53 6,61 5,41 5,40 6,30 6,34
1,38 6,35 6,29 6,31 6,61 6,71 5,50 5,49 6,38 6,42
1,40 6,45 6,40 6,42 6,70 6,83 5,61 5,60 6,48 6,53
1,42 6,57 6,51 6,55 6,80 6,97 5,74 5,76 6,59 6,63
1,44 6,70 6,65 6,70 6,92 7,16 5,88 5,90 6,71 6,76
1,46 6,87 6,81 6,89 7,07 7,52 6,06 6,09 6,86 6,91
1,48 7,09 7,03 7,15 7,26 8,49 6,29 6,33 7,04 7,08
1,50 7,49 7,39 7,92 7,66 9,38 6,68 6,79 7,29 7,41
1,52 8,54 8,53 9,20 8,72 9,80 7,65 7,92 7,97 8,12
1,54 9,53 9,63 9,80 9,56 9,97 8,98 9,36 9,10 9,13
1,56 9,89 9,93 9,99 9,87 10,08 9,83 10,02 9,84 9,84
1,58 10,04 10,07 10,11 10,01 10,17 10,20 10,22 010,1 10,14
1,60 10,15 10,17 10,20 10,12 10,24 10,33 10,33 30,2 10,27
1,62 10,24 10,26 10,28 10,20 10,30 10,43 10,42 30,3 10,37
1,64 10,31 10,33 10,34 10,27 10,36 10,51 10,49 210,4 10,44
1,66 10,37 10,39 10,40 10,33 10,41 10,57 10,56 910,4 10,51
1,68 10,43 10,45 10,45 10,39 10,45 10,62 10,61 510,5 10,56
1,70 10,48 10,49 10,49 10,44 10,49 10,67 10,66 00,6 10,62
1,72 10,52 10,54 10,53 10,48 10,53 10,72 10,70 510,6 10,66
1,74 10,56 10,57 10,57 10,52 10,57 10,76 10,74 910,6 10,70
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Tabela 23 nastavak:

NaOH H.0 SDS CTAB TX 100
mi pH
probal proba2 proba3 probal proba2 probal mwba2 probal proba?2
1,76 10,60 10,61 10,60 10,56 10,60 10,79 10,77 310,7 10,74
1,78 10,63 10,64 10,63 10,59 10,62 10,82 10,80 610,7 10,77
1,80 10,66 10,67 10,66 10,62 10,65 10,86 10,83 910,7 10,80
1,82 10,69 10,70 10,69 10,64 10,68 10,88 10,86 210,8 10,83
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Tabela 24. Potenciometrijska titracija rastvora lizinoprikitirata (c=1G M, V=40 ml),
kome je dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1007 M Bt@ndardnim rastvorom NaOH

(c=0,09920 M). Temperatura 25 °C; jonska sila 0, NACI.

NaOH pH
mi H,0 SDS 1M CTAB 102M TX 100 10°M
probal proba2 proba3 probal proba2 probal mba?2 probal proba?2

0,00 2,84 2,84 2,83 3,12 3,18 2,78 2,86 2,84 2,84
0,02 2,85 2,85 2,84 3,14 3,19 2,79 2,87 2,86 2,86
0,04 2,86 2,86 2,86 3,16 3,21 2,80 2,88 2,87 2,87
0,06 2,87 2,87 2,87 3,18 3,23 2,81 2,90 2,88 2,88
0,08 2,88 2,88 2,88 3,20 3,25 2,83 2,91 2,89 2,89
0,10 2,90 2,90 2,89 3,22 3,27 2,84 2,92 2,90 2,91
0,12 2,91 2,91 2,90 3,24 3,29 2,85 2,93 2,92 2,92
0,14 2,92 2,92 2,92 3,26 3,31 2,86 2,95 2,93 2,93
0,16 2,93 2,93 2,93 3,28 3,33 2,88 2,96 2,94 2,95
0,18 2,95 2,95 2,94 3,30 3,35 2,89 2,98 2,96 2,96
0,20 2,96 2,96 2,96 3,32 3,37 2,90 2,99 2,97 2,97
0,22 2,98 2,98 2,97 3,34 3,39 2,92 3,00 2,99 2,99
0,24 2,99 2,99 2,98 3,36 3,41 2,93 3,02 3,00 3,01
0,26 3,00 3,00 3,00 3,38 3,43 2,95 3,03 3,02 3,02
0,28 3,02 3,02 3,01 3,40 3,45 2,96 3,05 3,03 3,04
0,30 3,03 3,04 3,03 3,42 3,47 2,98 3,07 3,05 3,05
0,32 3,05 3,05 3,04 3,44 3,50 3,00 3,08 3,06 3,07
0,34 3,07 3,07 3,06 3,47 3,52 3,01 3,10 3,08 3,09
0,36 3,08 3,08 3,08 3,49 3,54 3,03 3,12 3,10 3,10
0,38 3,10 3,10 3,09 3,51 3,56 3,05 3,14 3,12 3,12
0,40 3,12 3,12 3,11 3,53 3,59 3,07 3,16 3,14 3,14
0,42 3,14 3,14 3,13 3,56 3,61 3,09 3,18 3,16 3,16
0,44 3,16 3,16 3,15 3,58 3,63 3,11 3,20 3,18 3,18
0,46 3,17 3,18 3,17 3,61 3,66 3,13 3,22 3,20 3,20
0,48 3,19 3,20 3,19 3,63 3,68 3,15 3,24 3,22 3,22
0,50 3,22 3,22 3,21 3,66 3,71 3,17 3,26 3,24 3,24
0,52 3,24 3,24 3,23 3,68 3,73 3,19 3,28 3,26 3,27
0,54 3,26 3,26 3,25 3,71 3,76 3,22 3,31 3,29 3,29
0,56 3,28 3,29 3,28 3,74 3,79 3,24 3,33 3,31 3,32
0,58 3,31 3,31 3,30 3,77 3,82 3,27 3,36 3,34 3,35
0,60 3,33 3,34 3,33 3,80 3,85 3,29 3,38 3,37 3,37
0,62 3,36 3,36 3,35 3,83 3,88 3,32 3,41 3,39 3,40
0,64 3,39 3,39 3,38 3,86 3,91 3,35 3,44 3,42 3,43
0,66 3,42 3,42 3,41 3,90 3,95 3,38 3,47 3,46 3,47
0,68 3,45 3,45 3,44 3,93 3,98 3,41 3,50 3,49 3,50
0,70 3,48 3,49 3,48 3,97 4,02 3,45 3,54 3,53 3,54
0,72 3,52 3,52 3,51 4,01 4,06 3,48 3,57 3,56 3,58
0,74 3,55 3,56 3,55 4,06 4,11 3,52 3,61 3,61 3,62
0,76 3,59 3,60 3,59 4,11 4,16 3,56 3,65 3,65 3,66
0,78 3,64 3,64 3,63 4,16 4,21 3,61 3,70 3,70 3,71
0,80 3,68 3,69 3,68 4,22 4,27 3,66 3,75 3,75 3,77
0,82 3,73 3,74 3,73 4,29 4,34 3,71 3,80 3,81 3,83
0,84 3,79 3,80 3,79 4,37 4,42 3,77 3,86 3,88 3,90
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Tabela 24 nastavak

NaOH pH

ml H,0 SDS 10M CTAB 10*M TX 100 10°M
probal proba2 proba3 probal proba2 probal mba2 probal proba?2

0,86 3,85 3,87 3,85 4,46 4,52 3,83 3,93 3,95 3,98
0,88 3,92 3,94 3,92 4,58 4,64 3,91 4,01 4,04 4,07
0,90 4,00 4,03 4,00 4,73 4,80 4,00 4,10 4,14 4,18
0,92 4,10 4,13 4,10 4,95 5,02 4,10 4,21 4,27 4,32
0,94 4,22 4,26 4,23 5,24 5,32 4,24 4,35 4,44 4,50
0,96 4,38 4,45 4,40 5,56 5,64 4,42 4,55 4,67 4,74
0,98 4,63 4,74 4,66 5,86 5,94 4,70 4,86 4,99 5,04
1,00 5,03 5,21 5,11 6,11 6,19 5,10 5,28 5,37 5,37
1,02 5,49 5,63 5,57 6,32 6,37 5,50 5,67 5,73 5,69
1,04 5,86 5,98 5,94 6,47 6,52 5,83 5,99 6,04 5,97
1,06 6,15 6,25 6,23 6,60 6,63 6,11 6,26 6,29 6,22
1,08 6,38 6,45 6,43 6,71 6,73 6,34 6,48 6,49 6,43
1,10 6,55 6,61 6,59 6,80 6,82 6,51 6,65 6,64 6,61
1,12 6,68 6,73 6,72 6,89 6,91 6,64 6,78 6,76 6,74
1,14 6,79 6,83 6,82 6,97 6,98 6,76 6,89 6,86 6,86
1,16 6,89 6,93 6,92 7,05 7,06 6,86 6,98 6,95 6,96
1,18 6,97 7,01 7,00 7,13 7,13 6,94 7,07 7,04 7,04
1,20 7,06 7,09 7,09 7,21 7,20 7,03 7,15 7,12 7,13
1,22 7,14 7,17 7,17 7,29 7,28 7,10 7,23 7,20 7,21
1,24 7,22 7,25 7,25 7,37 7,35 7,18 7,32 7,28 7,29
1,26 7,29 7,33 7,33 7,45 7,43 7,26 7,39 7,36 7,37
1,28 7,37 7,41 7,41 7,54 7,50 7,33 7,47 7,44 7,45
1,30 7,45 7,49 7,49 7,63 7,59 7,41 7,55 7,52 7,53
1,32 7,53 7,58 7,58 7,73 7,68 7,49 7,64 7,60 7,62
1,34 7,62 7,67 7,68 7,85 7,77 7,57 7,73 7,69 7,71
1,36 7,71 7,77 7,78 7,99 7,88 7,66 7,83 7,79 7,80
1,38 7,81 7,87 7,89 8,16 8,01 7,76 7,93 7,90 7,91
1,40 7,93 8,00 8,03 8,40 8,17 7,86 8,05 8,02 8,04
1,42 8,06 8,15 8,19 8,75 8,36 7,98 8,19 8,16 8,18
1,44 8,22 8,35 8,41 9,13 8,65 8,11 8,36 8,34 8,37
1,46 8,43 8,64 8,74 9,39 9,02 8,28 8,59 8,59 8,63
1,48 8,75 9,05 9,17 9,56 9,33 8,50 8,94 8,96 9,02
1,50 9,16 9,41 9,48 9,69 9,54 8,82 9,33 9,35 9,40
1,52 9,48 9,63 9,67 9,79 9,68 9,21 9,63 9,62 9,67
1,54 9,67 9,78 9,81 9,88 9,80 9,52 9,83 9,79 9,84
1,56 9,81 9,89 9,91 9,95 9,89 9,77 9,96 9,91 9,96
1,58 9,92 9,98 10,00 10,02 9,97 9,88 10,06 10,02  ,0510
1,60 10,01 10,06 10,07 10,07 10,04 9,98 10,15 10,10 10,13
1,62 10,08 10,12 10,14 10,12 10,10 10,06 10,22 710,1 10,19
1,64 10,15 10,18 10,19 10,17 10,15 10,13 10,28 30,2 10,25
1,66 10,20 10,24 10,24 10,21 10,20 10,20 10,34 910,2 10,31
1,68 10,26 10,28 10,29 10,25 10,25 10,25 10,39 410,3 10,36
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Tabela 24 nastavak

NaOH pH
ml H.0 SDS 10°M CTAB 10*M TX 100 10°M
probal proba2 proba3 probal proba2 probal mwba2 probal proba?2

1,70 10,30 10,33 10,33 10,29 10,29 10,31 10,44 910,3 10,40
1,72 10,34 10,37 10,37 10,33 10,33 10,36 10,49 310,4 10,44
1,74 10,39 10,41 10,41 10,36 10,36 10,40 10,53 710,4 10,48
1,76 10,42 10,44 10,44 10,39 10,40 10,45 10,57 010,5 10,52
1,78 10,46 10,47 10,48 10,42 10,43 10,49 10,60 4105 10,55
1,80 10,49 10,50 10,51 10,45 10,46 10,53 10,63 710,5 10,58
1,82 10,52 10,53 10,53 10,47 10,49 10,56 10,66 010,6 10,61
1,84 10,55 10,56 10,56 10,50 10,52 10,59 10,69 210,6 10,64
1,86 10,58 10,59 10,59 10,52 10,54 10,62 10,72 510,6 10,66
1,88 10,60 10,61 10,61 10,55 10,57 10,65 10,75 80,6 10,69
1,90 10,63 10,63 10,63 10,57 10,59 10,68 10,78 010,7 10,71
1,92 10,65 10,66 10,66 10,59 10,61 10,71 10,80 210,7 10,73
1,94 10,67 10,68 10,68 10,61 10,64 10,74 10,82 510,7 10,76
1,96 10,69 10,70 10,70 10,63 10,66 10,76 10,85 710,7 10,78
1,98 10,71 10,72 10,72 10,65 10,68 10,78 10,87 910,7 10,80
2,00 10,73 10,74 10,74 10,67 10,70 10,81 10,89 110,8 10,82
2,02 10,75 10,76 10,75 10,68 10,71 10,83 10,91 210,8 10,83
2,04 10,77 10,78 10,77 10,70 10,73 10,85 10,93 40,8 10,85
2,06 10,79 10,79 10,79 10,72 10,75 10,87 10,95 610,8 10,87
2,08 10,81 10,81 10,81 10,74 10,77 10,89 10,97 80,8 10,89
2,10 10,82 10,82 10,82 10,75 10,79 10,91 10,98 910,8 10,90
2,12 10,84 10,84 10,84 10,77 10,80 10,93 11,00 110,9 10,92
2,14 10,85 10,86 10,85 10,78 10,82 10,95 11,02 30,9 10,93
2,16 10,87 10,87 10,87 10,80 10,83 10,96 11,03 410,9 10,95
2,18 10,88 10,88 10,88 10,81 10,84 10,98 11,05 510,9 10,96
2,20 10,90 10,90 10,89 10,82 10,86 11,00 11,07 710,9 10,98
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Tabela 25. Potenciometrijska titracija rastvora fosinopritmjama u smesi metanol —

voda (m/m), (c=18 M, V=40 ml), kome je dodat 1 ml standardnog rasiv@y1024 M

HCI, standardnim rastvorom NaOH (c=0,09970 M). Terafura 25 °C; jonska sila 0,1

M NacCl.
NaOH pH
ml 40% Metanol 45% Metanol 50% Metanol 55% Metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,00 3,07 3,07 3,07 3,07 3,10 3,10 2,90 2,90
0,02 3,08 3,09 3,09 3,08 3,12 3,11 2,91 2,91
0,04 3,10 3,11 3,10 3,10 3,13 3,13 2,92 2,92
0,06 3,12 3,12 3,12 3,12 3,15 3,14 2,93 2,93
0,08 3,13 3,14 3,13 3,13 3,16 3,16 2,94 2,94
0,10 3,15 3,16 3,15 3,15 3,18 3,18 2,95 2,95
0,12 3,17 3,17 3,17 3,17 3,20 3,19 2,96 2,95
0,14 3,18 3,19 3,18 3,18 3,21 3,21 2,97 2,96
0,16 3,20 3,21 3,20 3,20 3,23 3,23 2,98 2,97
0,18 3,22 3,23 3,22 3,22 3,25 3,25 2,99 2,99
0,20 3,24 3,25 3,24 3,24 3,27 3,27 3,00 3,00
0,22 3,26 3,27 3,26 3,26 3,30 3,29 3,01 3,01
0,24 3,29 3,29 3,29 3,29 3,32 3,31 3,03 3,02
0,26 3,31 3,31 3,31 3,31 3,34 3,34 3,04 3,03
0,28 3,33 3,34 3,33 3,33 3,36 3,36 3,05 3,04
0,30 3,36 3,36 3,36 3,36 3,39 3,39 3,06 3,06
0,32 3,38 3,39 3,39 3,38 3,42 3,41 3,07 3,07
0,34 3,41 3,42 3,41 3,41 3,44 3,44 3,09 3,08
0,36 3,44 3,45 3,44 3,44 3,47 3,47 3,10 3,09
0,38 3,47 3,48 3,47 3,47 3,51 3,50 3,11 3,11
0,40 3,50 3,51 3,51 3,50 3,54 3,54 3,13 3,12
0,42 3,54 3,54 3,54 3,54 3,58 3,57 3,14 3,14
0,44 3,57 3,58 3,58 3,58 3,61 3,61 3,16 3,15
0,46 3,61 3,62 3,62 3,61 3,65 3,65 3,17 3,17
0,48 3,65 3,66 3,66 3,65 3,70 3,69 3,19 3,18
0,50 3,69 3,70 3,70 3,70 3,74 3,73 3,21 3,20
0,52 3,73 3,74 3,74 3,74 3,79 3,78 3,22 3,22
0,54 3,77 3,79 3,79 3,79 3,84 3,83 3,24 3,24
0,56 3,82 3,84 3,84 3,84 3,89 3,89 3,26 3,26
0,58 3,87 3,89 3,90 3,89 3,95 3,94 3,28 3,28
0,60 3,92 3,94 3,95 3,95 4,01 4,00 3,30 3,30
0,62 3,98 4,00 4,01 4,01 4,07 4,06 3,32 3,32
0,64 4,04 4,06 4,07 4,07 4,14 4,12 3,35 3,34
0,66 4,09 4,11 4,13 4,13 4,20 4,19 3,37 3,37
0,68 4,15 4,18 4,19 4,19 4,27 4,26 3,40 3,39
0,70 4,21 4,24 4,26 4,25 4,34 4,33 3,42 3,42
0,72 4,28 4,30 4,32 4,32 4,41 4,40 3,45 3,45
0,74 4,34 4,37 4,39 4,39 4,48 4,47 3,49 3,48
0,76 4,41 4,44 4,46 4,45 4,55 4,54 3,52 3,52
0,78 4,48 4,51 4,53 4,53 4,63 4,61 3,56 3,56
0,80 4,55 4,58 4,60 4,60 4,70 4,69 3,60 3,60
0,82 4,62 4,65 4,68 4,67 4,77 4,76 3,64 3,64
0,84 4,70 4,73 4,75 4,75 4,86 4,84 3,69 3,69
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Tabela 25 nastavak

NaOH pH
mi 40% Metanol 45% Metanol 50% Metanol 55% Metanol
probal proba2 probal proba2 probal proba2 mbal proba?2

0,86 4,77 4,82 4,83 4,83 4,94 4,92 3,75 3,75
0,88 4,86 4,90 4,92 4,91 5,02 5,01 3,81 3,81
0,90 4,95 5,00 5,01 5,00 5,12 5,11 3,89 3,89
0,92 5,04 5,10 5,11 5,11 5,22 5,21 3,98 3,98
0,94 5,15 5,22 5,23 5,22 5,34 5,32 4,09 4,09
0,96 5,27 5,35 5,35 5,34 5,47 5,46 4,24 4,24
0,98 5,47 5,51 5,50 5,49 5,62 5,61 4,46 4,46
1,00 5,64 5,80 5,67 5,66 5,80 5,79 4,79 4,80
1,02 5,85 5,99 5,89 5,86 6,01 6,00 5,21 5,22
1,04 6,09 6,27 6,12 6,10 6,27 6,26 5,75 5,76
1,06 6,48 6,78 6,52 6,48 6,71 6,70 6,56 6,56
1,08 7,13 7,52 7,12 7,06 7,33 7,32 7,61 7,58
1,10 7,99 8,37 7,86 7,78 8,04 8,05 8,70 8,63
1,12 8,86 9,15 8,64 8,53 8,78 8,77 9,63 9,52
1,14 9,56 9,77 9,32 9,22 9,43 9,42 10,27 10,15
1,16 10,04 10,18 9,82 9,74 9,90 9,90 10,65 10,54
1,18 10,34 10,42 10,15 10,09 10,21 10,21 10,84 810,7
1,20 10,52 10,58 10,36 10,32 10,42 10,41 10,93 110,9
1,22 10,61 10,64 10,50 10,47 10,55 10,54 10,98 910,9
1,24 10,68 10,70 10,59 10,57 10,63 10,62 11,03 411,0
1,26 10,73 10,75 10,65 10,64 10,69 10,68 11,07 811,0
1,28 10,78 10,80 10,70 10,69 10,73 10,73 11,10 811,0

138



Tabela 26. Potenciometrijska titracija rastvora fosinoprikiijama (c=10° M, V=40
ml), kome je dodat 1 ml standardnog rastvora 0,1d2KICI, standardnim rastvorom
NaOH (c=0,09970 M). Temperatura 25 °C; jonska@ilaM NaCl.

NaOH pH
ml SDS 10°M CTAB 10%M TX 100 10°M
probal proba2 probal proba2 probal proba?2
0,00 2,92 2,90 2,50 2,79 2,90 2,90
0,02 2,93 2,91 2,57 2,80 2,92 2,92
0,04 2,95 2,93 2,62 2,82 2,94 2,93
0,06 2,96 2,95 2,67 2,83 2,95 2,95
0,08 2,98 2,97 2,70 2,84 2,97 2,97
0,10 3,00 2,99 2,74 2,85 2,99 2,99
0,12 3,02 3,01 2,77 2,87 3,01 3,00
0,14 3,04 3,03 2,80 2,88 3,03 3,02
0,16 3,06 3,05 2,82 2,89 3,04 3,04
0,18 3,08 3,07 2,84 2,91 3,07 3,06
0,20 3,10 3,10 2,87 2,92 3,09 3,09
0,22 3,13 3,13 2,89 2,93 3,11 3,11
0,24 3,16 3,15 2,90 2,95 3,14 3,13
0,26 3,18 3,18 2,92 2,96 3,16 3,16
0,28 3,21 3,21 2,94 2,98 3,19 3,18
0,30 3,25 3,25 2,96 2,99 3,22 3,21
0,32 3,28 3,28 2,98 3,01 3,24 3,24
0,34 3,32 3,32 2,99 3,03 3,27 3,27
0,36 3,36 3,36 3,01 3,04 3,31 3,30
0,38 3,40 3,40 3,03 3,06 3,34 3,34
0,40 3,45 3,45 3,05 3,08 3,38 3,37
0,42 3,50 3,50 3,07 3,10 3,42 3,41
0,44 3,55 3,56 3,09 3,12 3,46 3,45
0,46 3,61 3,62 3,11 3,14 3,50 3,49
0,48 3,67 3,68 3,13 3,16 3,55 3,54
0,50 3,74 3,76 3,16 3,18 3,59 3,59
0,52 3,82 3,84 3,18 3,20 3,65 3,63
0,54 3,91 3,92 3,20 3,22 3,70 3,69
0,56 4,00 4,02 3,23 3,25 3,76 3,74
0,58 4,09 4,11 3,25 3,27 3,81 3,80
0,60 4,20 4,22 3,28 3,30 3,87 3,86
0,62 4,30 4,32 3,31 3,33 3,94 3,93
0,64 4,40 4,42 3,34 3,35 4,00 3,99
0,66 4,49 4,52 3,37 3,38 4,07 4,06
0,68 4,59 4,61 3,40 3,41 4,14 4,12
0,70 4,69 4,70 3,43 3,45 4,20 4,19
0,72 4,77 4,79 3,47 3,48 4,27 4,26
0,74 4,87 4,88 3,51 3,52 4,34 4,26
0,76 4,95 4,97 3,55 3,56 4,41 4,28
0,78 5,04 5,06 3,59 3,60 4,48 4,36
0,80 5,13 5,15 3,64 3,65 4,56 4,43
0,82 5,22 5,24 3,69 3,70 4,63 4,50
0,84 5,31 5,33 3,74 3,76 4,71 4,58
0,86 5,40 5,43 3,80 3,82 4,80 4,65
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Tabela 26 nastavak

NaOH pH
ml SDS 10 M CTAB 102 M TX 100 10° M
probal proba2 probal proba2 probal proba?2
0,88 5,50 5,53 3,87 3,89 4,88 4,73
0,90 5,61 5,64 3,95 3,97 4,98 4,81
0,92 5,73 5,76 4,04 4,06 5,08 4,90
0,94 5,86 5,90 4,15 4,17 5,20 4,99
0,96 6,00 6,05 4,29 4,31 5,33 5,09
0,98 6,17 6,23 4,46 4,50 5,49 5,20
1,00 6,36 6,44 4,72 4,76 5,68 5,33
1,02 6,67 6,85 5,10 5,16 5,90 5,47
1,04 7,42 7,75 5,54 5,62 6,16 5,63
1,06 8,57 8,90 6,01 6,14 6,75 5,81
1,08 9,41 9,58 6,80 7,04 7,74 6,04
1,10 9,76 9,81 7,93 8,29 8,90 6,47
1,12 9,91 9,94 9,05 9,33 9,63 7,18
1,14 10,01 10,03 9,69 9,83 9,90 8,14
1,16 10,10 10,11 9,96 10,00 10,01 9,05
1,18 10,17 10,18 10,07 10,10 10,10 9,66
1,20 10,23 10,24 10,16 10,18 10,17 9,97
1,22 10,29 10,30 10,23 10,25 10,23 10,10
1,24 10,34 10,34 10,29 10,30 10,28 10,18
1,26 10,38 10,39 10,34 10,35 10,33 10,24
1,28 10,42 10,43 10,39 10,40 10,38 10,29
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Slika 37. Izratunavanje K, vrednosti kaptoprila na osnovu potenciometrijgkiltlataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata,
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 38. Izratunavanje K, vrednosti cilazaprila na osnovu potenciometrijgbaaataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata,
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 39. Izratunavanje K, vrednosti enalaprila na osnovu potenciometrijgladataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata,
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 40. Izratunavanje K, vrednosti maleinske kiseline na osnovu potencidajakih podataka dobijenih bez i u prisustvu sutéalata, u
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 41 Izratunavanje K, vrednosti lizinoprila na osnovu potenciometrijspibdataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata,
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 42 Izratunavanje K, vrednosti kvinaprila na osnovu potenciometrijsgddataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata,
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 43. Izratunavanje K, vrednosti perindoprila na osnovu potenciometrjgkodataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 44. Izratunavanje K, vrednosti ramiprila na osnovu potenciometrijskddataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata, u

kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 45. Izratunavanje K, vrednosti zofenoprila na osnovu potenciometrijgaldataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata,
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 46. Izratunavanje K, vrednosti fosinoprila na osnovu potenciometrijgiddataka dobijenih u smeSama metanol — voda 0% 5
u kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 47. Izratunavanje K, vrednosti fosinoprila na osnovu potenciometrijgiddataka dobijenih bez i u prisustvu surfaktanata,
kompjuterskom programu Hyperquad
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Slika 48 Reprezentativni hromatogrami dobijeni injektoveanjrastvora pripremljenih
pod istim uslovima bez prisustva ispitivanih ACHilnitora (voda, SDS, CTAB, TX
100). Mobilna faza: fosfatni pufer (20 mM, pH 7;0acetonitril (77:23y/V).
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Slika 49. Geometrijski optimizovane stuktur@){ i (E)-diastereoizomera enalaprila
primenom B3LYP/6-31G (d,p) metoda u okviRensity Functional TheoryDFT),
pomaiu Gaussian 09 programa.

153



Slika 50. Geometrijski optimizovane stuktur&){ i (E)-diastereoizomera ramiprila
primenom B3LYP/6-31G (d,p) metoda u okviRensity Functional TheoryDFT),
pomaiu Gaussian 09 programa.
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ITpunor 1.

H3jasa o ayropcTBy

[Tornucanu-a Mapuja I[Tonosuh

Opoj ynuca 30/10

N3jaBibyjem

J1a je JOKTOpCKa EcepTaliyja ol HacI0BOM

»Y THIA] Cyp(akTanaTa Ha MPOTONMTHYKE PaBHOTEXKe U u3oMepu3anmjy ALIE
uHXubUTOpa“

® pesyJTar CONCTBEHOT HCTPAXKMBAYKOT paa,

® Jla Npe/UIoXeHa IUCepTaluja y UeJMHI HU y JIeIOBUMA Huje Gula IpeuioskeHa

3a J00Hjame OMIIO Koje JIMIUIOME MpeMa CTYIMjCKHM MpOTpaMHMa APYTHX
BHCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

® Jia Cy pE3yJiITaTH KOPEKTHO HAaBECAECHU U

® Jla HECaM KpIIHO/JIa ayTOPCKA MpaBa M KOPHCTHO HMHTEJEKTYalHY CBOjHHY
IpYyTUX JIHUIIA.

ITornuc nokropana

¥ Beorpany, 05.06.2015.
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[Tpunor 2.

U3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje
JOKTOPCKOT pajaa

Wwme u npe3ume ayropa Mapuja [ToroBuh

bpoj ynuca 30/10

Crynunjcku nmporpam ®apmarneyrcka XxeMuja

Hacnos pana ,»YTHIA] cyp(akTaHaTa HA IPOTOJUTHYKE PABHOTENKE U
usomepusanujy ALE naxuburopa‘

Mentop ap ci. ['opnana [Nonosuh, peroBru mpodecop u ap cu. Jlanuna

Ar6aba, pe1oBHH nipodecop

[Tornucanu Mapuja [Tonosuh

H3jaBJbYjeM Jia je IITamMIiana Bep3uja MOT IOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA NIEKTPOHCKO]
BEP3HjH KOjy caM Npejao/ia 3a o6jaBibuBamke Ha oprany JUrHTATHOT PEeno3HTOpH]yMa
YHusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBam jia ce 06jaBe MOjH JIHYHH [OJIAIK BE3aHH 32 T0OHjambe aKaJeMCKOT 3Bamba
AIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U IPE3UME, TOIMHA U MECTO poljerba u 1aTym oabpaHe
pana.

OBu TMYHY MOJAIK MOTY ce 00jaBUTH HA MPEXHHM CTPAHUIIAMA THTUTAIHE
OubIMOTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KATalory U y mybiukanujama Y HUBep3uTeTa y
beorpany.

ITotnuc noxropanma

¥ Beorpany, 05.06.2015.
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[Tpuior 3.

N3jaBa o kopumhemy

Osnamhyjem YHusepsurercky 6ubmuoreky ,,Cerosap Mapkosuh® 1a y Jluraranau
pero3uTopujym YHuBep3uTeTa y beorpany yHece MOjy AOKTOPCKY AMCEPTALH]y MO
HaCJIOBOM:

,»Y THI1aj cypakTaHaTa Ha IPOTOJIUTHIKE PABHOTEXE U u3oMepusaimjy ALIE
uHXuObUTOpa“

KOja je MOje ayTOpCKO JEJIO.

Jucepranyjy ca CBUM IMPHJIO3MMa IIPejao/Jia caM y eJIEKTPOHCKOM (opMaTy OroaHoM
3a TPajHO apXHBHPAILE.

Mojy nokTopcky aucepTaiyjy HoXpameHy y JIMrHTaIHu peno3suTopujyM Y HUBEp3UTETa
y beorpany mory na kopucte cBu Koju IOIITYjy oxpeade caapkaHe y ofabpaHOM THITY
munenne Kpearusne 3ajeanune (Creative Commons) 3a Kojy cam ce 0JuTyurno/a.

1. AyropcTBO

2. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaTHO

@AyTopCTBo — HEKOMepIHjaTHo — 6e3 mpepajie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjATHO —/ICTUTH MO/ HCTUM YCIOBHMA
5. AyropcTBo — 6e3 mpepajie
6. AyTOpCTBO — JAEIHTH NOJ HCTHM YCIIOBHMA

(MonmmMo 112 3a0Kpy’>KHTE €aMo jelHy OX IIeCT MOHYheHHX JIMIEHIH, KpaTak OIHC
JMIEHIH J1aT je Ha MoJIehuHH JIHucTa).

[Tormuc JOKTOpaHaa

V¥ Beorpany, 05.06.2015.
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