6. Stanoveni , kyselé* disocia¢ni konstanty nitrofurantoinu
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Princip metody

Pro disociaci slabych kyselin, mezi nézZ se fadi 1 klasické chemoterapeutikum mocovych cest
nitrofurantoin, tj. 1-[(5-nitrofuran-1-yl)methylenamino]imidazolidin-2,4dion, plati

Hendersonova-Hasselbachova rovnice, kterou l1ze psat ve tvaru

pK,=pH + log ([HAJ[AT]), [1]

kde [HA] je rovnovazna koncentrace nedisociované formy kyseliny a [A"] rovnovazna koncentrace

jeji disociované formy.

Spektrofotometrické stanoveni disociacni konstanty vyzaduje vyrazné zmény absorpéniho
spektra v zavislosti na pH. Jako optimalni vinovou délku pro toto stanoveni volime takovou, pfi niz
je nejvetsi rozdil absorbanci spektra zméteného v siln€ kyselém a silné bazickém roztoku, t.j. mezi
plné disociovanou a pIné€ nedisociovanou formou slouceniny. Zméfime tady absorbanci latky v plné
disociované formé (v nasi uloze v roztoku NaOH o koncentraci 0,01 mol.l"") a ve formé, kde je
disociace zcela potla¢ena (v naSem piipad¢ v roztoku HCI o koncentraci 0,01 mol.I'"). Pro
absorbanci latky plati Lambert-Beertiv zdkon
A=¢cl, [2]
kde A je absorbance, € je molarni absorpcni koeficient, ¢ koncentrace latky a 1 délka vrstvy, kterou
zateni prochdzi, t.j. v praxi Sifka kyvety. Pro absorbanci fenytoinu v plné disociované formé, t.j. v
roztoku silné baze Ize psat

A =g [All=¢, .c.1, [3]
kde c_je celkova koncentrace fenytoinu, protoze veSkera latka je za t€chto podminek disociovana,
tzn. [A’] = c,. Pro absorbanci fenytoinu v pIn€ nedisociované form¢ plati obdobné

A,=g, [HA].1=¢ .c..1,  [4]
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protoze veSkera latka je v nedisociované formé¢, tzn. [HA] =c,.

Zm¢etime déle absorbance sady roztoki nitrofurantoinu s pH odstupiiovanym tak, aby v
nejkyselej$im z nich byla latka prakticky uplné ve formé HA a v nejbazictéjsim téméi zcela ve
formé A". Pokud jsme schopni hodnotu pK, n&jak odhadnout, napt. na zdklad¢ analogii nebo
vypoctem pomoci vhodného programu pro predikei disociac¢nich konstant, méla by hodnota pH
Ciseln€ odpovidajici odhadu pK_ leZet piiblizn€ ve stfedu intervalu pH méfenych roztoku. Pro
absorbanci kazdého takového roztoku plati

A=g, .[A].1+¢,, . [HA].I [5]

Resenim rovnic [2]-[5] dostaneme pro pomér rovnovaznych koncentraci v méfenych
roztocich [HA] / [A]
[HAT/[AT=(A,-A)/(A-A,,) [6]

Dosazenim vztahu [6] do rovnice [1] dostaneme pro hledané pK, vztah

pK,=pH -log {(A, - A)/(A- A, )}[7]]

Postup

1.Ptiprava roztoki

Ze zékladnich roztoki fosfatovych pufrt o koncentraci 0,1 mol.I" a pH 6,6 — 7,8 nafedime sadu
pracovnich roztok® pufrti o koncentraci 0,01 mol.1", na stejnou koncentraci nafedime roztok
kyseliny chlorovodikové a hydroxidu sodného. Piipravime 100,00 ml zakladniho roztoku
nitrofurantoinu v acetonu o koncentraci 0,005 mol.l"". Nitrofurantoin je v roztoku fotolabilni, proto
chranime odmérnou baiiku se zakladnim roztokem pied svétlem hlinikovou folii a pracujeme co
nejrychleji. Do sady 9 odmérnych ban¢€k odpipetujeme po 0,5 ml zékladniho roztoku
nitrofurantoinu a doplnime batiku po rysku ptislusSnym roztokem kyseliny, pufru nebo hydroxidu.
Obdobn¢ piipravime sadu porovnavacich roztoka (,,blanks*), pouze s tim rozdilem, ze
odpipetujeme po 0,5 ml ¢istého acetonu.

2.
Meéieni na jednoduchém UV-VIS spektrofotometru Jenway 6305

Zapneme spektrofotometr vypina¢em vzadu a nechame probéhnout vSechny testy. Zapneme
pocitac, ptihlasime se do Windows a spustime software 63-Zero. V zalozce Concentration-
Method zadame vinovou délku 410 nm a potvrdime Update Instrument. Do prostoru pro kyvetu
vlozime kyvetu naplnénou ptislusnym porovnavacim roztokem a v zalozce Measure klikneme na

Cal to blank. Je-1i v okénku Auto-read jakékoliv Cislo, vymaZeme ho. Pak vyplachneme kyvetu



malym mnozstvim roztoku vzorku a naplnime kyvetu timto roztokem. Kliknutim na Read
zmé&fime absorbanci. Dvojice porovnavaci roztok-vzorek métime zésadné v potadi, jak
jednotliva pH nasleduji po sobé¢, vzestupné nebo sestupné, ale poradi diisledné zachovavame, a
hodnoty absorbance thned zapisujeme. Mezi méfenimi po sobé jdoucich dvojic opakované
proplachujeme kyvetu malym objemem nasledujiciho porovnéavaciho roztoku. Takto postupné
zmétime vSechny roztoky pocinaje roztokem v kyseling, nasleduji jednotliva pH od nejnisiho po
nejvyssi, a kon¢ime roztokem v hydroxidu (nebo opacné, ale disledn¢). Bez dodrZeni poradi
pH se jednak budete téZko orientovat v naméienych hodnotach, ale rovnéz bude vétsi
chyba méreni, zptisobend zménou pH michanim roztokii se zbytky predchoziho. Naméiena

data Ize vymazat pouze zavienim a novym otevienim 63-Zero.
Meéieni na UV-VIS spektrofotometru Hewlett-Packard 8453

Po zapnuti pocitace se po nastartovani Windows objevi policko, pozadujici jméno operatora a heslo.
Zrusime je polozkou Cancel. Jakmile se v dolni list¢ Windows objevi policko Bootup server,

zapneme spektrofotometr. Poklepanim na ikonu HP UV-Visible Chem Station on line spustime

program, ovladajici spektrofotometr. Sledujeme hlaseni v dolni €asti obrazovky. Sviti-li v pravém
dolnim rohu modré policko s napisem busy, pockame s dalsi ¢innosti, az zmizi. V poloZce
Instrument horni nabidky zvolime Lamps a piesvéd¢ime se, neni-li zapnuta deuteriova vybojka,
ktera je zdrojem ultrafialového zafeni, jez pro méteni ve viditelné oblasti nepotiebujeme (u
Deuterium lamp musi byt vybrano OFF). Wolframovou Zarovku zapneme nebo nechdme zapnutou
(Tungsten lamp ON). V polozce Task zvolime Fixed wavelenghts a v nabidce Sefup vepiSeme do
tabulky jedinou vlnovou délku 410 nm. Kliknutim zaSkrtneme poli¢ko Prompt for sample
information. Rozsah zobrazeni spektra Display spectrum zvolime od 370 do 450 nm. Volby

potvrdime tlac¢itkem OK.

Pti vlastnim meéteni vzdy dvakrat vyplachneme kyvetu porovnavacim (slepym) roztokem,
naplnime timto roztokem a umistime do drzéku pfistroje (neni nutné kyvetu zcela zasouvat, Spatné
se pak vyndava) a pritdhneme packou po stran¢ drzaku. Kliknutim na tlacitko Blank zméfime
spektrum slepého roztoku, které se objevi na obrazovce v okné nadepsaném Last blank spectrum.
Stejnym zptisobem zmétime spektrum vzorku, jen klikneme na tlacitko Sample a do policka Name
v okné Sample information, které se nasledné objevi, zapiSeme pH pufru a potvrdime OK. Takto
zmétime absorbance vSech 9 roztokt proti jejich porovnavacim roztokiim. Zvolenim polozky File a
nasledné Print results vytiskneme naméfend spektra a tabulku absorbanci. (Lze pouzit 1 ikonku s
tiskarnou.)

3. Vypocet pKa



Dosazenim do vztahu [7] vypo¢teme hodnoty pK_ pro 7 pufrovanych roztokl a vyslednou hodnotu

pK, ziskdme jako jejich primér.

Ukoly:
1.

2
3.
4

Stanovte pK., disociaciace N-H imidazolidindionového kruhu nitrofurantoinu.
Jaké bude procentualni zastoupeni disociované formy latky v krevni plazmé pii pH = 7,4 ?
Jaké bude procentudlni zastoupeni disociované formy latky v tenkém stteve pii pH = 8,0 ?

K jaké dalsi disociaci mize je$t€ v organismu u nitrofurantoinu dochazet ?



	Princip metody
	Postup

