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STANOVENIE PURINOVYCH BAZ (I)
STANOVENIE TEOFYLINU A 7-HYDROXYETYLTEOFYLINU
V BEZVODOM PROSTREDI
STANOVENIE BAZICKYCH DISOCIACNYCH KONSTANT
OBIDVOCH LATOK

K. LINEK, C. PECIAR

CSAYV, Chemicky tustav Slovenskej akadémie vied v Bratislave

Teofylin a 7-hydroxyetylteofylin st farmakologicky vyznamné ldtky.
Niektoré lieéiva, napriklad Oxyphyllin, obsahuji obidve tieto litky sddasne.
Pretoze zatial nie je znama metéda na stanovenie obidvoch litok vedla seba,
vypracovali sme metédu na ich stanovenie ako baz titraciou v bezvodom
prostredi. Za tym tdelom sme vopred stanovili bazické disociaéné konstanty
obidvoch latok.

Stanovenim kyslej a béazickej disocia¢nej konstanty teofylinu sa zaoberali
niekolki autori [1—4]. Kysla disocia¢na konstanta K, = 1,62 . 10-° pri 25 °C
sa vypotitala zo stupna hydrolyzy sodnej soli teofylinu, ktory sa stanovil
zmydelnenim octanu metylnatého [1]. Ini autori stanovili tito konStantu
potenciometricky [2] a spektrofotometricky [3, 4].

Na stanovenie teofylinu bolo vypracovanych niekolko metéd, ktorych
prehlad uddvaji J. Bosly [5] a O. Tomiéek [6]. Teofylin ako baza bol
stanoveny neutraliza¢ne v bezvodom prostredi ladovej kyseliny octovej [7, 8],
v dioxéne [9] a v zmesi acetanhydrid—nitrometén [10]. Dal&i autori stanovili
spektrofotometricky teofylin samotny [11, 12], ako aj v zmesi s inymi latkami
[13, 14].

Na stanovenie 7-hydroxyetylteofylinu bola vypracovand kolorimetricks
metdda na zaklade farebnej reakcie s diazotovanou kyselinou sulfanilovou [15].

Experimentalna ¢ast a vysledky

Reagencie

Teofylin DAB V1.

Hydroxyetylteofylin mal b. t. 160—161 °C. Literatura udava b. t. 158—160 °C [16],
resp. 161—163 °C [17].

0,1 x-HCI10, v dioxdne.

Vsetky pouZité chemikélie boli ¢istoty p. a.

Aparatura

Fotometrické merania sa robili na univerzalnom spektrofotometri Zeiss s kremennou
optikou. Na potenciometrické merania sa pouZil ,,Titri' pH Meter* (Orion, Budapest).
Ako indikaé¢nd elektréda sa upotrebila vysokoohmovaé sklend elektroda, resp. strieborné
elektréda. Hodnoty pH pouZitych roztokov sa merali na pH metri Metrohm 142 E.
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Spektrofotometrické stanovenie bdzickych disociaéniyjch konsdtdnt teofylinu
a 7-hydroxyetylteofylinu

Absorpénd krivka teofylinu o pH 6 prechddze maximom pri 272 mp. V prostredi
5 M-H,80, je maximum pri 266 my, pricom hodnota extinkcie pédsa je takmer rovnaké
(obr. 1). Absorpéné krivky v rozmedzi od pH 6 aZ po H, = —2,28 (5 m-H,S0,) prechddza-
jui vidy rovnakymi izosbestickymi bodmi (215 mu a 266 my.), ¢o svedéi o jednostupniovej
protonizécii.

Zévislost extinkcie roztoku teofylinu od hodnét pH, resp. H, pri vinovej dizke 242 my.
je znédzornend na obr. 2. Ako pokradovanie stupnice pH sme pouZili Hammetovu funkeiu
H,, priéom koncentrdciu H,SO, sme stanovili titraéne a vyjadrili v hodnotéch H, pri
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Obr. 1. Absorpéné krivky teofylinu.
Krivka I: v destilovanej vode (pH 6); krivka 2: v 5§ M-H,80, (H, = —2,28). C = 10~¢ m;
hrubka kyvety 0,500 cm.
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Obr. 2. Zavislost extinkeie roztoku teofylinu od hodnét pH, resp. H, pri 242 my.
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25 °C [18]. Z priebehu krivky na obr. 2 sa urdila bazicita teofylinu, ktortt sme vyjadrili
pomocou disocia¢nej konStanty jeho konjugovanej kyseliny. Hodnota pK teofylinu

vyjadrend pomocou H, je 0,5 pri 25 °C.
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Obr. 3. Absorpéné krivky 7-hydroxyetylteofylinu.

Krivka I: v destilovanej vode (pH 6); krivka 2: v 5 M-H,SO, (H, = —2,28). ¢ = 104 m;
hrubka kyvety 0,500 cm.
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Obr. 4. Zavislost extinkcie roztoku 7-hydroxyetylteofylinu od hodnét pH, resp. H,
pri 244 my.
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Ultrafialové spektrum 7-hydroxyetylteofylinu je takmer. totoZné so spektrom teo-
fylinu (obr. 3). Zévislost extinkecie roztoku 7-hydroxyetylteofylinu od hodnét pH, resp.
H, pri 244 mu. je zndzornend na obr. 4. Z priebehu krivky na obr. 4 sme .podobne ako
v pripade teofylinu uréili hodnotu pK. Pre 7-hydroxyetylteofylin hodnota pK = 0,0
pri 25 °C.

Stanovenie teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu v bezvodom prostredi

Teofylin ako bdzu moZno stanovit v prostredi kyseliny octovej kyselinou chloristou
za potenciometrickej indikdcie ekvivalentového bodu pri pouZiti sklenej a kalomelovej
elektrédy [7, 8]. Podla naSich vysledkov sa potencidlovy skok pridanfm acetanhydridu
zvécsuje, ¢o je v sihlase s autormi, ktori v tomto prostredf stanovili niektoré purinové
bézy [19, 20]. LepSie vysledky neZ v acetanhydride sme dosiahli v zmesi acetanhydrid—
—benzén za pouiitia striebornej elektrédy ako indikaénej. Podobne ako teofylin chové sa
i 7-hydroxyetylteofylin a zmes teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu. Pri titrdcii zmesi
teofylinu so 7-hydroxyetylteofylinom vzniké iba jeden potencidlovy skok zodpovedajuici
sume obidvoch bdz (obr. 5 a 6). Nedd sa ani ocakéx a3, Ze by vznikli dva skoky vzhladom
na velmi blizke disocia¢né konstanty obidvoch latok.
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Obr. 5. Priebeh potenciometrickych titra¢nych kriviek (derivadnych) stanovenia zmesi

teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu 0,1 ~n-HCIO, v dioxdne za pouZitia sklenej a kalo-

melovej elektrédy v prostredf: krivka I: 5 9, acetanhydridu v kyseline octovej; krivka 2:

75 9 acetanhydridu v kyseline octovej; krivka 3: 100 9, acetanhydridu; krivka ¢:
30 9 acetanhydridu v benzéne.

Hodnota smernice sa vztahuje na objem 0,1 ml.

Stanovente teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu po _acetyldc'ii.a_cet;mhydridom

7-Acetylteofylin vzniknuty acetyldcisu teofylinu je-slabSou bdzou neZ teofylin, ¢o sa
prejavilo pri titrdcii zmesi teofylinu a 7-acetylteofylinu, pri¢om vznikaji dva potenciglové
skoky, z ktorych prvy zodpovedd teofylinu. Pri titrdcii zmesi 7-hydroxyetylteofylinu
& jeho acetylderivdtu vzniké iba jeden potencidlovy skok, o svedéi o tom, Ze acetyldcia
7-hydroxyetylteofylinu nemé vplyv na jeho bazicitu. Tym sa vytvdra moZnost stanovit
teofylin a 7-hydroxyetylteofylin vedla seba po ich acetyldcii. Pri titrdcii zmesi vznikajt
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dva potencidlové skoky, z ktorych prvy zoidpovedd 7-acetoxyetylteofylinu a druhy
7-acetylteofylinu (obr. 7).

Acetylédcia teofylinu acetanhydridom za varu prebiela velmi rychlo, ked ca 50 mg
teofylinu v 40 ml acetanhydridu sa kvantitativne acetyluje u% poc¢as 5 minut. To sme
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Obr. 6. Ako na obr. 5 8 tou obmenou, Obr. 7. Priebeh potenciometrickej titracnej
Ze namiesto sklenej elektrédy sa po- krivky stanovenia zmesi teofylinu a 7-hydro-
uzila striebornd elektréda ako indi- xyetylteofylinu po acetyldcii acetanhydri-
ka¢nd elektrdda. dom. Indikaénou elektrédou je striebornd

a porovndvacou kalomelové elektréda.

dokdzali tym, Ze po 5 minutovej acetyldcii sme vzniknuty produkt izolovali a potvrdili
jeho identitu elementdrnou analyzou a bodom topenia. Bod topenia ziskanej ldtky bol
157—158 °C. Literatura uddva pre 7-acetylteofylin b. t. 158 °C [21].

Analyza

Pre C,H,,N,0, (M = 222,2)

vypocditané  C = 48,65 9, H = 4,54 9 N == 25,22 9,
zistené C = 48,71 % H = 4,44 9 N = 25,30 %

Dalsin dékazom vzniku acetylderivdtu je vymiznutie pisa NH v oblasti 3400 cin
a vznik pésa acetylskupiny v oblasti 1230 cm~' na infraervenych spektrdch.

Acatyldciou a nasledujuicou titraciou moZno stanovit 20—60 mg teofylinu a 20—100 mg
7-hydroxyetylteofylinu vedla seba v Iubovolnom pomere s chybou -+ 2 9.

Teofylin a 7-hydroxyetylteofylin moZno stanovit vedla seba i tym sposobom, Ze titri-
ciou v nevodnom prostredi kyselinou chloristou moZno stanovit sumu obidvoch béz
(obr. 6), pretoZe acetylédcia tychto latok za laboratérnej teploty prebieha velmi pomaly
a prakticky neprebieha v zmesi acetanhydrid—benzén. Presnost tohto stanovenia je
+ 0,5 9%. Teofylin sa v dalSom ndvazku stanovi argentometricky vedla 7-hydroxyetyl-
teofylinu, ktory stanovenie nerusi [6, 22]. Presnost argentometrického stanovenia
teofylinu za potenciometrickej indikdcie ekvivalentového bodu je + 0,3 9%.

Praktické uskutoénenie titrdcie teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu

A. Zmes teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu v mnoZstve 40—1001ng sa acetyluje
v 40 ml acetanhydridu pri zahrievani na bod varu pod spitnym chladi¢om ca 5 minut.
Reak¢nd zmes sa ochladi na laboratérnu teplotu, preleje do kadiéky a titruje 0,1 x-HCIO,
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v dioxdne. Indikaénou elektrédou je strieborné elektrdda, ktora sa pred pouZitim akti-
vuje ponorenim do roztoku NHOj; zriedeného destilovanou vodou 1:1, do ktorého sa
pridé malé mnozZstvo KNO, [25]. Titruje sa v atmosfére dusika, pricom sa roztok inten-
zivne premieSava elektromagnetickou miesSaékou. Pri titrdcii vznikn dva potencidlové
skoky, z ktorych prvy zodpovedd 7-hydroxyetyltzofylinu a druhy teofylinu. Je potrebné
robit slepy pokus na obsah bazickych ldatok v rozpustadle.

B. Zmes teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu v mnoZstve 40—100 1ng sa za mierneho
zahrievania rozpusti v minimédlnom mnozZstve [adovej kyseliny octovej (0,5—1,0 ml),
pridd sa 12 ml acetanhydridu, 28 ml bezvodého benzénu a titruje sa 0,1 N-HCIO, v atmo-
sfére dusika. Indika¢nou elektrédou je striebornd elektréda zapojend voéi nasytenej
kalomelovej elektréde. Pri titrdcii vznikd jeden potencidlovy skok. ktory zodpoveda sume
teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu.

Teofylin sa stanovi v dalSom ndvazku argentometricky, pricom 7-hydroxyetylteofylin
stanovenie nerusi. OdvéZend ldtka s obsahom 10—50 mg teofylinu sa za mierneho
zahriatia rozpusti v 30 ml destilovanej vody, ochladi sa na laboratérnu teplotu, pridé sa
10 ml nasyteného roztoku Na,B,0, a titruje sa 0,1 N-AgNO, za potenciometrickej indi-
kdcie ekvivalentového bodu. Indikaénou elektrédou je strieborné elektréda zapojend
voc¢i nasytenej kalomelovej elektrdde. ’

Diskusia

Je zname, Ze metylderivity xantinu maji bazicky charakter, ktory im
doddva dusik v polohe 9 v imidazolovom kruhu [8]. D4 sa preto odakavat,
ze acetylaciou sekunddrneho aminu v polohe 7 purinovych baz sa znizi bazicita
dusika v polohe 9 v désledku mezomérneho téinku karbonylovej skupiny.

Tento predpoklad sa potvrdil pri titrécii zmesi teofylinu a 7-acetylteofylinu,
ked na potenciometrickej titra¢nej krivke vznikli dva skoky, z ktorych prvy
zodpoveda teofylinu a druhy 7-acetylteofylinu ako slabSej baze:

o° o -
m_kfa\ el one g;c 3 —"I;Cu—m—f-‘cgo
O 9 L CH.
\hl/ \Nﬂy N 'd
ch e
7-acetylteotylin 7-acetoxyetylteofylin

Acetylacia 7-hydroxyetylteofylinu neovplyviiuje bazicitu dusika v polohe 9.
Rozdielnost vplyvu acetylskupiny na dusik v polohe 9 prostrednictvom dusika
v polohe 7 pri 7-acetylteofyline a 7-acetoxyetylteofyline je zapri¢inend tym,
ze v prvom pripade ide o —M efekt acetylovej skupiny, zatial éo v druhom
pripade o —I efekt acetoxyskupiny, ktory sa v dosledku izolacie dvoma mety-
lénovymi skupinami takmer vobec neprejavuje. Td vlastnost primarnych
a sekunddrnych aminov, zZe acetylaciou sa zniZzuje bazicita, vyuzili pri stano-
veni baz v bezvodom prostredi aj inf autori [23, 24].
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Ako indikaéna elektréda pri‘stanoveni teofylinu a jeho derivatov v prostredi
acetanhydridu sa ndm najlep8ie osvedéila strieborna elektréda za pouZitia
kalomelovej elektrédy ako porovnavacej. Ustalovanie potencidlu je rychle
a potencidlové skoky st vaéSie nez pri elektrédovej dvojici sklend—kalomelova,
[18] a antimdénova—kalomelova [19]. Pri stanoveni zmesi 7-acetylteofylinu
a T-acetoxyetylteofylinu v prostredi acetanhydridu dostali sme dva poten-
cidlové skoky iba pri pouziti elektrédovej dvojice striebornd—kalomelova.

Nami stanovena disociaénd konstanta teofylinu pomocou funkcie H,
(pK = 0,5 pri 25 °C), vyjadrend podla klasickej tedrie K, = 4.10-1%, je
v dobrom sihlase s hodnotou uvedenou v literatire Kp = 1,74 .10-14 pri
25 °C, ktord sa vypoditala zo stupnia hydrolyzy hydrochloridu stanoveného
hydrolyzou octanu metylnatého [1].

Dakujeme in. M. Fedorofikovi, C. Sc., za 4éinni pomoc pri stanoveni disociadnijch
kondtdnt. Zdrover dakujeme M. Pavloviéovej za zhotovenie ultrafialovych spektier a O.
Ki8kovi za pomoc pri experimentdlnych prdcach.

Stdhrn

Spektrofotometricky sa stanovila bazicita teofylinu a 7-hydroxyetylteofylinu
vyjadrend pomocou disociaénych konstant ich konjugovanych kyselin. Takto
sa stanovila hodnota pK = 0,5 pri 25 °C pre teofylin a pK = 0,0 pri 25 °C
pre 7-hydroxyetylteofylin.

Stidasne sa vypracovala metéda na stanovenie teofylinu a 7-hydroxyetyl-
teofylinu zaloZena na titracii kyselinou chloristou v prostredi acetanhydridu
za pouzitia striebornej elektrédy ako indikacnej pri potenciometrickej indikacii
ekvivalentového bodu.

Pred titrdciou sa obidve latky acetyluji, ¢im sa bazicita teofylinu znizi
natolko, Ze na titradnej krivke vznikni dva potencidlové skoky, z ktorych
prvy zodpoveds 7-acetoxyetylteofylinu a druhy 7-acetylteofylinu. Bez acety-
lacie ddvaju obidve latky pri titracii jeden spoloény skok, pretoze ich diso-
ciatné konstanty su blizke.

Teofylin a 7-hydroxyetylteofylin mozno stanovit aj tak, Ze sa najprv stanovi
suma obidvoch biz neutralizaéne v nevodnom prostredi a v dalSom navazku
sa stanovi teofylin argentometricky, priéom 7-hydroxyetylteofylin nerusi.
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OIPEJIEJIEHUE IIYPUHOBBIX OCHOBAHUN (I)
OIIPENEJIEHUE TEOOUJJINHA
A 7-TUOIPOKCUDTUITEOOUIIJINHA B BE3BOJIHOM CPEIE
OINMPENEJIEHUE OCHOBHBIX HOHCTAHT IMCOLIUAIINN
OBOUX BEIECTB

K. JJUHEHR, II. II2ITHAP
UYCAH, Xmmmuecknii unctutyT CiIoBanKoOil akageMun Hayk B Bpatncaase

Bruia omnpegeileHa CcHeKTpoQOTOMETPHYECKMM CIIOCOOOM OCHOBHOCTH TeO(HUIIMHA R
7-THAPOKCHATUIITEO(YHIIINHA BLIPAKEHHAA C IIOMOIIbI0 KOHCTAHT JMCOLMALIMM MX COIl PsIsKeH-
HEIX KACJOT. OTHM ITyTeM OLITa olipexesieHa BeauunHa pH = 0,5 mpu 25° gasa Teoduinua
n pK = 0,0 npu 25° gas 7-rEgpoKCHaTHIITEO PUIIIMHA .

OpaoBpemeHHO OLuT pas3padoTaH MeTOX ONpefeJeHMs Teo(PMIIMHA M 7-TMADOKCHOTHUII-
Teo(MIJIMHA TNOTEHIHMOMEeTPUYECKNM TUTPOBAHMEM XJIODHOH KHCIOTOM B ameTaHIUApHAE.
B KayecTBe MHIMKATODHOTO 3JIEKTPOJa IPUMEHAETCH cepeOpAHLIA 3JIeKTPOJ.

Ilepex THTpanueil obe BellecTBa AIETHIMPYIOTCS, NPH 3TOM OCHOBHOCThL Teo(QuiIMHA
LIOHHKAEeTCA HACTOJLKO, YTO HAa TUTPALMOHHOM KPUBOI NOABIAIOTCA [(BA NOTEHIMAJILHLIX
¢KaYKa, M3 KOTOPBIX NEePBLIH NPHHA;JIEKUT 7-alleTOKCHITUATEOPUINIMHY, BTOPOM 7-aneTuit-
teouuuny. Des aleTMnApoBaHUMA yKasaHHBG BeIecTBa Jal0T OJMH OOIIMiA CKAUOK BCJEH-
cTBMe OIM30CTH UX KOHCTAHT AUCOLMALMH. '

Teoduynue U 7-THAPOKCUITAITEOPUIIME MOMKHO ONPEIeNUThH M TAKUM 00pa3oM: B OHOM
HaBeCcKe onpefesseTcd cyMma oboux ocHoBaHMII HeliTpaiusauueir B 0Ge3BomHOU cpeje,
B IpYTOil TeoPUANUHE OTpe/ieNsieTc APTCHTOMETPUYUCCKH, IIPHUeM TIPUCYTCTBUE 7-THIPOKCH-

aTH/ITeOUIIIMHA He Mellaer.
[MocTynuso B pegaknumo 22. 1. 1962 r.

BESTIMMUNG VON PURINBASEN (I)

BESTIMMUNG VON THEOPHYLLIN UND
7-HYDROXYATHYLTHEOPHYLLIN IN WASSERFREIEM MEDIUM
BESTIMMUNG DER BASISCHEN DISSOZIATIONSKONSTANTEN
BEIDER STOFFE

K. LINEK, C. PECIAR

GSAV, Chemisches Institut an der Slowakischen Akademie der Wissenschaften
in Bratislava

Die Autoren bestimmten spektrophotometrisch die Basizitdt des Theophyllins und
des 7-Hydroxyéathyltheophyllins, ausgedriickt mit Hilfe der Dissoziationskonstanten
deren konjugierten Sduren. Die auf diese Weise ermittelten Werte betragen pK = 0,5
bei 25 °C fiir Theophyllin, und pK = 0,0 bei 25 °C fir 7-Hydroxyé#thyltheophyllin.

Gleichzeitig wurde eine Methode fiir die Bestimmung des Theophyllins und des
7-Hydroxyéthyltheophyllins ausgearbeitet, die auf der Titration mittels Perchlorsdure
im Medium von Acetanhydrid aufgebaut ist, u. zw. unter Verwendung einer Silberelektro-
de als Indikationselektrode, bei potentiometrischer Indikation des Aquivalenzpunkts.
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Vor der Titration werden beide Stoffe acetyliert, wodurch die Basizitdt des Theophyllins
soweit erniedrigt wird, dass auf der Titrationskurve zwei Potentialspriinge entstehen,
von denen der erste dem 7-Acetoxyithyltheophyllin, und der zweite dem 7-Acetyl-
theophyllin entspricht. Ohne einer vorangegangenen Acetylierung geben beide Stoffe
bei der Titration nur einen gemeinsamen Potentialsprung, da deren Dissoziationskonstan-
ten nahe zueinander gelegen sind.

Theophyllin und 7-Hydroxyéathyltheophyllin konnen auch in der Weise bestimmt
werden, dass man zunéchst die Summe der beiden Basen durch Neutralisation in wasser-
freiem Medium ermittelt, und dass man hierauf in einer weiteren Einwaage das Theophyl-
lin argentometrisch ermittelt, wobei das vorhandene 7-Hydroxyathyltheophyllin keinen
storenden Einfluss ausiibt.

In die Redaktion eingelangt den 22. 1. 1962
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