Cwiczenie 7. Wyznaczanie stalej szybkoi oraz parametréw termodynamicznych
reakcji hydrolizy kwasu acetylosalicylowego (aspirgy).

Chemiczna stabilrigé lekow jest wanym terapeutycznym problemem W przypadku
chemicznej niestabildoi leku terapeutyczny efekt nie b by w peini zrealizowany.
Dekompozycja leku ma prowadzi do powstawania toksycznych produktéw, ktére mog
by¢ niebezpieczne dla pacjenta. Koncerny farmaceug/amusz wybiera dawkowanie
i warunki przechowywania takeby maliwa do przygcia (generalnie 90 — 95 % wiekm)
zawartd¢ leku w produkowanych specyfikach, byta obecna wliwym do przygcia czasie.
Hydroliza lekbw mae by istotnym czynnikiem ich niestabiléc. Na przyktad w wyniku
hydrolizy kwasu acetysalicylowego (potocznie nazyago aspirysm, ASA) powstag
produkty: kwas salicylowy i kwas octowy. Reakcjgjdat reakcj drugiego rzdu poniewa
jest zalena nie tylko od stzenia aspiryny, ale #eod pH .

Przy pH = 7,5 wyrzenie na szybki hydrolizy aspiryny mge by zapisane nagbujaco:

M = K[A] [OH ]
dt
gdzie:
[A] - stezenie aspiryny K - stata szybkéci reakcji drugiego rau
[OH] - stezenie jondw hydroksylowych t - czas

Roztwor jest buforowany take stzenie jondw hydroksylowych pozostaje state i wgrase
mozna przedstawiw postaci :
—d[A]

= KCIA

gdzie: C = niezmienioneggenie jonow hydroksylowych

Wobec tego stata drugiegoedu mae by sprowadzona do stale] pierwszegcgdiz
I powyzsze wyraenie sprowadzone do wytenia zapisanego 1ej:
“dIAl A
at Rappl

gdzie: Kapp= K C
Z powyzszego wyraenia wynika,ze rozktad aspiryny w roztworze buforowanym
opH = 7,5 mae by opisany za pomackinetyki reakcji pierwszego ¢du. Reakcja jest
reakcp pierwszego rau i stata szybk&i reakcji zaley od stzenia tylko jednego reagenta -
w tym wypadku aspiryny. Scatkowana forma rownardasnybké¢ reakcji pierwszego ezlu
przedstawia ginastpujaco:
INA=1nA;— Kappt



Roéwnanie to mgna przedstawiw postaci wyraenia na statszybkdci reakcji

A
Kop=2In2e b e
t A, t A
gdzie:
A = ilo§¢ leku pozostajca po czasie t Kapp = pOzorna stata reakcji | ¢du
A, = pocatkowa ilas¢ leku t = czas reakcji

Jest to réwnanie typu: y=mx+bhb
gdzie:
m = nachylenie krzywej b = punkt przewia osi y

Dla hydrolizy aspiryny w buforowanym roztworze (pHS), poflogarytmiczna krzywa
zaleznosci skzenia aspiryny, ktora jeszcze nie ulegta rozkladodiczasu jest liai prost
0 wspotczynniku nachylenia rownym: zig(ryc. 1).
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Ryc 1. Kinetyka degradacji aspiryny.

Eksperymentalnie okfna stata szybkwi reakcji pierwszego gdu (Kipy) moze by
sprowadzona do rzeczywistej statej dla reakcji thog rzdu poprzez wyrzenie:
Kapp= K[OH]

Degradacja aspiryny, zachaga zgodnie z kinetyk reakcji ,pseudo” pierwszego
rzedu w buforowanym roztworze o pH = 7,5 aeoby¢ kontrolowana spektrofotometrycznie
przez pomiar wzrostu gtenia kwasu salicylowego. Jeden mol kwasu salicytipygowstaje
wskutek degradacji jednego mola aspiryny:yWajac stosunku eizaréw casteczkowych



aspiryny do kwasu salicylowego, gemy okréli¢ ilos¢ mg aspiryny ulegagej rozktadowi
przypadajcej na kady mg powstajcego kwasu salicylowego:

180,15 g/mol aspiryny

1 mg kw. salicyl X ---------mmemmmmmmm e =1,304 mg ASA
138, 12 g/mol kw. salicyl

Zatem kady miligram kwasu salicylowego powstaje wskutekrdelgcji 1,304 mg aspiryny.
llos¢ aspiryny w roztworze na pogiku daswiadczenia jest znana (#6 mg w okrélonej
objetosci). Na podstawie iléci utworzonego kwasu salicylowego pemny wyznaczy ile
aspiryny ulegto rozktadowi. Z kolei po okieniu ilos¢ aspiryny, ktora ulegta rozktadowi,
Z rG&znicy mazemy wyznacz§ ilos¢ aspiryny, ktora pozostata nierozéma.

Kiedy powstag nowe leki jest wskazane oktenie stabilnéci leku. Dla wielu lekow
okresla sk wspotczynnik tzw. §o jako czas, w ktorym produkt zachowuje 90 % seigwe]
sity dziatania. Szczegodlnie interestq jest stabiln@& lekow w temperaturze pokojowej.
Wplyw temperatury na pozogrstah szybkdci podaje rownanie Arrheniusa:

Kapp = A o ~EaRT

gdzie:
Kapp= pOzorna stata szybka reakcji R = stata gazowa (1.987 cdlK [mol)
A = wspotczynnik cgstotliwosci T = temperatura’K)

Ea = energia aktywacji reakciji

Réwnanie Arrheniusa nie byt przedstawione w postaci:

— E 1
n =N A - a X
Cco obrazuje graficznie ryc. 2.
01 r Krzywa Arrheniusa

0.0

Kapp [1/ min ]

0.001
0.00304 0.00308 0.00308 0.00310 0.00312 0.00314

1TIK]

Ryc. 2. Krzywa Arrheniusa reakcji hydrolizy kwasetslosalicylowego.



Rozkiad aspiryny w buforowanym roztworze o pH =WS3emperaturze pokojowej
zachodzi powoli. Szybkd tej reakcji jest znacznie gksza w temperaturze 30 i powyzej
tej temperatury. Aby prZpieszy hydrolizg aspiryny - dla zbadania statej szybéiotej
reakcji pomiary bda prowadzone w temperaturach:*€5 50C i 55°C.

Wykonanie:

Odczynniki:

- 90 mg aspiryny (ASA), ktére rozpuszczamy bezxpdnio przedéwiczeniem w 5 ml
wodoroweglanu sodu (12 mM NaHGC{D

- 0,5M. bufortris—HClopH=7,5

- odczynnik Trindera (powinien kygotowy do aycia)
Rozpuci¢ ogrzewagc 40 g HgC} w 850 cni wody. Po ostudzeniu doéld20 cni 1 M. HCI oraz 40g
Fe(NQ); x 9 H,0. Po rozpuszczeniu sofielaza (lll ) uzupeld roztwér wod do obgtosci 1 dnf.
Przygotowany roztwor jest trwaty nieograniczenie.

- roztwér podstawowy kwasu salicylowego (1 mg/ml)
Rozpuci¢ 0,5 g kwasu salicylowego w wodzie, w kolbie miasjw poj. 500 crh Przed uzupetnieniem
roztworu wod doda kilka kropli chloroformu jakosrodka konserwuicego. Roztwér jest trwaly przy
przechowywaniu w lodéwce przez okres 6 niegi

1. Sporadzenie krzywej] wzorcowej kwasu salicylowego

Do pieciu probowek dodakolejno roztwor podstawowego kwasu salicylowegmdy
w objetosciach podanych w tabeli pomij:

Pr. 1(10ug) | Pr. 2(20ug) | Pr. 340pg) | Pr. 4(80ug) | Pr. 5(100 pg)

Kwas salicylowy (ml) 0,25 0,5 1 2 2,5

Woda (ml) 4,75 4,5 4 3 2,5

Nastpnie, po wymieszaniu przygotowa nich proby do odczytu absorbancji. W tym
celu do kiuwet spektofotometru wilgo 75044 H,O, 200 4 przygotowanego roztworu
kwasu salicylowego (z poszczegolnych probowek 1459 50 4 odczynnika Trindera. Za
pomoa mieszadetka wymieszaawartd¢, po czym odczytaabsorbangj (A) przy 530 nm.
Poszczegolne proby powinnyzri¢ sig intensywndcia zabarwienia i zmierzanwartcscia
absorbancji. Nagpnie sporzdzi¢ wykres zaleénosci: A=f (Cyw. salicylowegd. P0OSzCzegO0Ine
préby keda zawieraty kolejno: 10, 20, 40, 80 i 10g kwasu salicylowego w mililitrze.

2. Badanie rozktadu (hydrolizy) kwasu acetylosalicyéme (aspiryny)

Rozpuci¢ przygotowan nawake aspiryny w 5 ml wodorowglanu sodu. Po dodaniu
préb: naleey wymiesza, pamgtajac o tym aby co pewien czas pdpowietrza. W wyniku
wytrzasania powstaje gazowy dwutlenekegla, ktory powodujc wzrost cinienia mae
doprowadzt do wyrzucenia cieczy z probOwkUWAGA: zamkeriej szczelnym korkiem
proboéwki nie nalgy zwraca w kierunku osob przebywaych obok. Wzrost @ienia
w przypadku braku odpowietrzania fespowodowawyrzut cieczy i korka.



Przygotowa 3 mieszaniny inkubacyjne dodej do kadej z nich: 3 c&ci
objetosciowe roztworu ASA (np. 1,5 ml) do jednejegei (np. 0,5 ml) buforu tris — HCI.
Natychmiast po sposdzeniu wymiesza i z kazdej probowki pobra po 50 4, ktora
przenosimy do kuwety zawiesgge] 90044 H.0 i 50 /4 odczynnika Trindera (czas t=0). Na
podstawie pomiarow spektrofotometrycznycih=%30 nm) okr&li¢ skzenie kwasu
salicylowego i ilé¢ roztazonej aspiryny w kadej probie. Z rénicy rozpuszczonej rozionej
ilosci ASA wyliczy¢ stezenie pocatkowe w kadej probie. Probowki zawiergje mieszaniny
ASA z buforem tris-HCI| wstawiamy do inkubacji dah@ wodnych o temperaturze: 45, 50
i 55°C.

Z kazdej mieszaniny (znajdagej st w réznych temperaturach) co 10 minut pohies@ x|
préby i dodawé ja do kiuwety zawieracej 900 x4l H,0 i 50 x| odczynnika Trindera.
Mierzy¢ absorbangj przy 530 nm. Wyniki pomiaréw zestamv tabeli (trzy oddzielne tabela
dla kazdej temperatury).

Czas reakcji | Absorbancja| Stenie kw. | Stezenie ASA| Stezenie ASA Stala
salicyl. roztozonego | pozostatego| szybkdaci
¢ [min] [4g] (ug]l | @x) [ug]| "3k
k [min™]
0 el
10
20
30
40
50
60
Stata szybkéci okreslona jest rbwnaniem: k = 2”fog’log (aa )
- X

Opracowanie wynikow

1. Z krzywej wzorcowej, na podstawie absorbancji, gt&zilosci ug kwasu salicylowego
powstatego w wyniku rozktadu aspiryny i mmo przez 1,3 ustdiilos¢ pg ASA, ktéra
ulegta rozktadowi. Z ranicy miedzy pocatkowym stzeniem aspiryny w czasie
,0” a stezeniem roztaonego ASA po czasie t ustalilos¢ aspiryny ktéra nie ulegta
jeszcze rozktadowi.

" Nie wyliczamy statej szybkei w czasie 0. Potrzebujemy tylko waitdskzenia pocatkowego (a), do
wyliczenia statej szybl&ei reakcji w poszczegélnych czasach.



llo§¢ pozostatej aspiryny w czasie 0 odpowiadgestiu pocatkowemu (a). Natomiast
ilos¢ pozostatej aspiryny w poszczegoélnych czasach odjawstzeniu, ktére pozostato
w prébie (a-x).

Zaktadajc, ze cata aspiryna rozgcita sk w roztworze, to jej gzenie wynosi (C =m/V):
90 mg /5 ml =18 mg/ml.
Tak przygotowan proke nastpnie rozciéczono, zatem gtenie aspiryny nalg wyliczy¢ z
zalenosci GV, = GVa,. Przyktadowo do 1,5 ml roztworu dodano 0,5 ml bbufo
_ 15ml[18mg/ mi = 135mg/ml
L5ml + 05ml)

Do dalszych pomiaréwayto 50l tak przygotowanego roztworu, ktéry finalnie raagizono do
objetosci 1 ml (1000ul). Zatem st¢zenie pocatkowe aspiryny wynosi:

o 5044 135mg ! ml
1000 14

= 0675 my/ml = B75 ugiml

2. Wyniki dla poszczegolnych temperatur zestawitabelach ( w sprawozdaniu powinycby
trzy tabela — dla poszczegolnych temperatur.

Wyznaczy srednp stah szybkdci dla kazdej temperatury — warfoi zapis& pod tabelami.

3. Obliczy¢ energe aktywacji hydrolizy aspiryny i wspotczynnik tempgurowy (Qo)

_k,
Q= K,
2,30:RIT, [T Kk 2,30:RIT, [T
- 12 2 - 12
Ea T2 - T1 [log k1 lub Ea 10 [log QlO

gdzie T, T, odnosi s¢ dotemperatury odpowiedniozszej (1) i wyszej (2), podobnie jak

ki, ko — dosredniej ze statej szybkoi rozktadu w temperaturzezasizej (1) | wyszej (2)



