M1. WYZNACZANIE STALEJ SZYBKOSCI | PARAMETROW
TERMODYNAMICZNYCH REAKCJI HYDROLIZY ASPIRYNY

Zagadnienia: Kinetyka reakcji drugiego i pseudopierwszego rzedu. Spektroskopia
absorpcyjna, krzywa kalibracyjna, zaleznos¢ szybkosci reakcji od temperatury (réwnanie
Arrheniusa)

Wstep

Badanie stabilnosci lekéw jest niezwykle waznym aspektem w procesie ich wprowadzana
na rynek oraz ustalania terminéw ich przydatnosci do uzycia. Rozktad substancji
leczniczych moze prowadzi¢ do powstania toksycznych produktéw. Dla wielu lekéw
wyznacza sie tq, - czas, po ktéorym produkt zachowuje 90% wyjSciowej wydajnos$ci
dziatania. Niezwykle istotnym parametrem jest temperatura, w ktérej leki powinny by¢
przechowywane.

W procesie rozpadu aspiryny (kwasu acetylosalicylowego) powstaje kwas salicylowy i
kwas octowy zgodnie z reakcja
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Rysunek M1-1 Reakcja rozpadu kwasu salicylowego

Réwnanie kinetyczne opisujace szybkos¢ zaniku aspiryny moze zostac¢ zapisane:

d[AS]
dt

= k[AS][0H"] (M1-1)

gdzie [AS]| - stezenie aspiryny, [OH™| - stezenie jonoéw hydroksylowych, k - stata
szybkosci, t - czas reakcji

PowyZsze roéwnanie jest reakcjg pierwszego rzedu, moze wiec by¢ opisana catkowa
postacig réwnania kinetycznego dla reakcji rzedu pierwszego:

[éli]](’ = kt (M1-2)
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Réwnanie mozna uzna¢ jako liniowag zaleznos$¢ In(A,/A) w funkcji czasu, gdzie
wspoétczynnik kierunkowy jest statg szybkosci reakciji.

Zmiany stezenia aspiryny mozna mierzy¢ spektrofotometrycznie poprzez pomiar
stezenia produktu rozpadu, ktérym jest kwas salicylowy. Pamietajac, ze z jednego mola
aspiryny powstaje jeden mol kwasu salicylowego, mozna obliczy¢ ile graméw aspiryny
ulegto rozpadowi w okreSlonym czasie. Znajac za$ stezenie poczatkowe mozliwe jest
obliczenie stezenia aspiryny, ktéra pozostata w roztworze po okreslonym czasie.

Wplyw temperatury na szybkos¢ reakcji opisuje rOwnanie Arrheniusa.

Ea
nk=mnA—-— M1-3

k - stata szybkosci reakcji, A - czynnik przedwyktadniczy, E, - energia aktywacji, R - stata
gazowa, T — temperatura

Przeksztatcajgc powyzsze rownanie mozna przeksztatci¢ do postaci:

Eq
k = AeRT (M1-4)

Znajac state szybkosci reakcji w dwéch réznych temperaturach mozliwe jest obliczenie
parametrow Arrheniusa (energii aktywacji i czynnika przedwyktadniczego).

Wykonanie ¢wiczenia

Celem (¢wiczenia jest wyznaczenie statej szybkosci reakcji hydrolizy kwasu
acetylosalicylowego (aspiryny) metoda spektrofotometryczng oraz energii aktywacji i
wspotczynnika temperaturowego.

Cwiczenie sktada sie z dwéch etapéw: (A) Wyznaczenie krzywej wzorcowej i (B)
Pomiaréw wtasciwych.

(A)Wyznaczanie krzywej wzorcowej

e Przygotuj sze$¢ probek o objetosci 5 ml zawierajgcych rézne stezenia kwasu
salicylowego w wodzie. Stezenia powinny mie$ci¢ sie w zakresie od 50 do 500
ug/ml.

e Do kuwety spektrofotometrycznej odmierz 1,5 ml wody, 100 ul odczynnika
Trindera i 400 pl prébki.

e Oblicz stezenie kwasu salicylowego w kuwecie canait

e Po doktadnym zmieszaniu roztworu zmierz jego absorbancje dla dtugosci fali
530 nm.

e Wyniki zanotuj w Tabeli M1-1.
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Tabela M1-1 Wyniki pomiaréw; krzywa wzorcowa dla kwasu salicylowego

¢ [ng/ml]

kaas salicylowy Vwoda Canalit

(B) Pomiary wtasciwe

Przygotuj trzy taznie wodne i ustaw je na temperatury 37,451 55 °C.

Przygotuj wyjSciowy roztwér aspiryny rozpuszczajagc 270 mg kwasu
acetylosalicylowego (aspiryny) w 15 ml wodoroweglanu sodu o stezeniu 12mM.
UWAGA! W czasie rozpuszczania wydziela sie dwutlenek wegla! Prébke nalezy
wiec od czasu do czasu odpowietrzac.

Do kuwety spektrofotometrycznej odmierz 1,8 ml wody i 100 pl odczynnika
Trindera

Przygotuj trzy roztwory do inkubacji mieszajac 3 ml wczes$niej przygotowanego
roztworu aspiryny i 1ml buforu tris-HCl. Natychmiast po sporzadzeniu pobierz
100 pl mieszaniny i przenie$ ja do przygotowanej wcze$niej kuwety zawierajacej
wode i odczynnik Trindera.

Zmieszaj roztwor i zmierz jego absorbancje dla dtugosci fali 530 nm. Wynik zapisz
w tabeli. Zmierzona absorbancja bedzie podstawa do obliczenia stezenia kwasu
salicylowego, a znajac stechiometrie reakcji - poczatkowego stezenia aspiryny w
probce.

Umies$¢ trzy przygotowane roztwory w tazniach i rozpocznij pomiar czasu. Co 10
minut pobieraj 100 ul kazdej probki, przenie$ do kuwety zawierajacej 1,8 ml wody
i 100 pl roztworu Trindera i zmierz absorbancje. Pomiar zakonicz po 90 minutach.
Wynik umie$¢ w Tabeli M1-2.
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Tabela M1-2 Wyniki pomiaréw

Temperatura inkubacji: 37°C

Czas reakcji t A c c c k
[min]
kwasu roztozonej | nieroztozonej | [1/min]
salicylowego | aspiryny | aspiryny
0
10
90

Temperatura inkubacji: 45°C

0

10

90

Temperatura inkubacji: 55°C

0

10

90

Opracowanie wynikow

e Na podstawie danych z cze$ci (A) narysuj zalezno$¢ A = f(c). Do krzywej
kalibracyjnej dopasuj linie prostg i zapisz jej parametry.

e Na podstawie parametréw krzywej kalibracyjnej i danych pomiarowych z czesci
(B) wyznacz stezenie kwasu salicylowego w kazdej zmierzonej probce.

e Dla kazdego punktu pomiarowego oblicz stezenie roztozonej aspiryny i aspiryny,

ktéra nadal zostata w roztworze.

e Dla kazdej temperatury wykresl zalezno$¢ In(A,/A) = f(t), dopasuj linie proste i

wyznacz state szybkoSci. Wynik zapisz w tabeli.

e Korzystajac z rownania Arrheniusa, wyznacz energie aktywacji dla trzech par

temperatur
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