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Stanovenie purinovych baz (II)
Argentometrické stanovenie 6-merkaptopurinu a niektorych inych
purinovych baz vedIa seba

K. LINEK, C. PECIAR, M. FEDORONKO
CSAV, Chemicky vstav Slovenskej akadémie vied, Bratislava

V ramci analytického Stidia purinovych biz sme vypracovali nové metédy
na argentometrické stanovenie 6-merkaptopurinu, ako aj zmesi 6-merkapto-
purin—hypoxantin a 6-merkaptopurin—teofylin za potenciometrickej indikacie
ekvivalentového bodu. 6-Merkaptopurin sa v sidasnej dobe osved¢il pri lieceni
leukémie [1]. Vyraba sa z hypoxantinu p6sobenim sirnika fosforeéného [2, 3];
tymto spésobom vyrobeny 6-merkaptopurin obsahuje ako nedistotu nezreago-
vany hypoxantin.

Na stanovenie samotného 6-merkaptopurinu bola vypracovani metéda
nolarografickd [4, 5], fotometrickd [4], bromatometrickd, jodometrickd [6],
spektrofotometricka {7, 8] a argentometrickd [9]. Argentometrické stanovenie
i zaloZené na tvorbe faZzko rozpustnej striebornej soli, ktora vznika reakeiou
ti-merkaptopurinu s nadbytkom dusi¢nanu strieborného; po odfiltrovani zra-
ze-niny sa nadbytok AgNO; titruje odmernym roztokom rodanidu amdénneho.

Na stanovenie hypoxantinu bola vypracovans metéda spektrofotometricks
{5, 10] a argentometrickd [11]. Pri argentometrickom stanoveni sa zo zmesi
vurinovych baz izoluje hypoxantin vo forme striebornej soli, zrazenina sa roz-
pusti v kyseline dusiénej a iény Ag*t sa titruji roztokom rodanidu aménneho.
PodIa ddajov v literatire hypoxantin rusi argentometrické stanovenie 6-mer-
kaptopurinu, pretoZe sa zriZa sidasne [4, 6]. Hypoxantin a 6-merkaptopurin
vedla seba mozno stanovif spektrofotometricky [12, 13].

Argentometrické stanovenie teofylinu za potenciometrickej indikécie ekvi-
valentového bodu je opisané v pracach [14, 15].

Cielom tejto price bolo vypracovaf rychlu a presni metédu na stanovenie
6-merkaptopurinu a niektorych dal$ich purinovych bz vedla seba; volili sme
argentometrické stanovenie za potenciometrickej indikicie ekvivalentového
bodu.

Experimentilna &asf

Reagencie

6-Merkaptopurin (monohydrét) a hypoxantin potrebnej ¢istoty sme pripravili dvojné-
sobnou krystalizdciou z vody. Cistotu litok sme si overili elementirnou analyzou, spektro-
fotometricky v ultrafialovej oblasti [8] a chromatograficky [16].
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Aparatira

Spektrofotometrické merania sa robili na univerzélnom spektrofotometri Zeiss s kre-
mennou optikou. Na potenciometrické titrédcie sa pouzil ,,Multoscop V‘‘ (Laboratornf
potieby, Praha). Ako indikaénd elektréda sa pouzila strieborné a ako porovnivacia
nasytend kalomelové elektréda. Hodnoty pH sa merali na pH-metri ,,Metrohm 142 E*.

Postup pri stanoveni samotného 6-merkaptopurinu, 6-merkaptopurinu
a hypozantinu vedla seba a 6-merkaptopurinu a teofylinu vedla seba

Argentometricky sme stanovili 6-merkaptopurin v prostredf Na,B,0, za potenciome-
trickej indikdcie ekvivalentového bodu, pri¢om sa na jednu grammolekulu 6-merkapto-
purinu spotrebuji dva gramekvivalenty AgNO,. V prostredf 0,2 N-H,SO, vznikd pri
titrdeii 6-merkaptopurinu potencidlovy skok pri spotrebe jedného ekvivalentu AgNO,
(obr. 1). Ak sme po titrdcii v kyslom prostredi roztok neutralizovali NaOH a pH upravili
tetraboritanom sodnym, vznikol pri titrécii dalsf potencidlovy skok za spotreby druhého
ekvivalentu AgNO, (obr. 2).
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Obr. 1. Priebeh potenciometrickych titraé-

nych kriviek stanovenia 6-merkaptopurinu.

1. v prostredi 0,2 N-H,SO,; 2. v prostredf
Na,B,0,.

Na osi tusediek: ml 0,1 N-AgNO,.
Na osi poradnic: potencidl striebornej
elektr6dy v mV oproti nasytenej
kalomelovej elektréde.

Obr. 2. Priebeh potenciometrickych
titraénych kriviek stanovenia
6-merkaptopurinu.
1. v prostredi 0,2 N-H,SO,;

2. v prostredi Na,B,0,.
----pokles potencidlu po neutralizdcii
kyseliny sirovej a po pridani Na,B,0,.

Na osi usediek: ml 0,1 N-AgNO,.
Na osi poradnic: potencidl striebornej
elektr6dy v mV oproti nasytenej
kalomelovej elektréde.

Pri titrécii hypoxantfnu v prostredf 0,2 ~-H,SO, roztokom AgNO, nevznikd poten-
cidlovy skok. V prostredi Na,B,0, (pH 9) vzniké potencidlovy skok za spotreby 1,76 +
4 0,02 ekvivalentu, ¢o zodpovedd 88 9, teoretickej spotreby AgNO, (obr. 3). Vlastnost
hypoxantinu, Ze pri jeho titrdcii v kyslom prostredf nevznikd potencidlovy skok, sme
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Obr. 3. Priebeh potenciometrickych
200} 2 4 titraénych kriviek stanovenia hypoxantinu.
1. v prostredi 0,2 N-H,SO,;

2. v prostredf Na,B,0,.
100} 9 Na osi tsediek: ml 0,1 N-AgNO,.
1 Na osi poradnic: potencidl striebornej
elektrody v mV oproti nasytenej
0 1 FES, kalomelovej elektréde.

vyuzili na jeho stanovenie v zmesi so 6-merkaptopurinom. V kyslom prostredi sa titruje
prvy ekvivalent, v prostredi Na,B,0, druhy ekvivalent 6-merkaptopurinu a celkovy
hypoxantin. Hypoxantin v zmesi so 6-merkaptopurfnom reaguje takisto ako samotny
za spotreby ca 2 ekvivalentov AgNO, (88 9,). Priebeh potenciometrickej titraénej krivky
stanovenia zmesi 6-merkaptopurfnu a hypoxantinu je obdobny priebehu krivky na
obr. 2.

Pri titrdcii samotného teofylinu v prostredi Na,B,0; odmernym roztokom AgNO,
vzniké potencidlovy skok za spotreby jedného ekvivalentu AgNO,. V prostredi 0,2
N-H,80, je strieborn4 sol teofylinu rozpustnd natolko, Ze pri titrécii nevzniké potencidlovy
skok a tym je mozné stanovit teofylin a 6-merkaptopurin vedla seba. Priebeh titrdcie je
podobny ako pri stanoveni hypoxantinu a 6-merkaptopurinu vedla seba s tym rozdielom,
Ze na tvorbu striebornej soli teofylinu sa spotrebuje jeden ekvivalent AgN Os.

Presnost stanovenia samotného 6-merkaptopurinu, 6-merkaptopurinu a hypoxantinu
vedla seba a 6-merkaptopurinu a teofylinu vedIa seba je + 1 9, pre ndvazky 6-merkapto-
purinu a hypoxantinu v mnoZstve 10 — 30 mg a teofylinu v mnozstve 10 — 50 mg
v 50 ml roztoku.

Hypoxantin a 6-merkaptopurin sme rozpustili v 50 ml 0,2 ~-H,SO, zahriatim na
60—80 °C. Po ochladeni sme roztok titrovali 0,1 N-AgNO, za potenciometrickej indikécie
ekvivalentového bodu. Po titrdcii v kyslom prostredi sme roztok neutralizovali 5 N-NaOH
na fenolftalein, pridali sme 10 ml nasyteného roztoku Na,B,0; a titrovali sme 0,1 N-AgNO,
za vzniku druhého potencidlového skoku; pretoze reakcia prebieha v heterogénnej faze,
je ustalovanie potencidlu v ekvivalentovom bode pomalé. Teplotu titrovaného roztoku
sme podas celej titrdcie udrziavali pri 40—45 °C.

Diskusia

Pci argentometrickom stapnoveni{ 6-merkaptopurinu v kyslom prostredi
vzniké faZko rozpustnd strieborna sol substiticiou vodika merkaptoskupiny
v polohe 6; dékazom toho je skutolnost, Ze strieborné soli purinovych béz,
ktoré vznikli substitiiciou na dusiku (teofylin, teobromin), st v kyslom prostre-
df rozpustné natolko, %e pri titricii nevznikd potencidlovy skok [15, 17]:



Stanovenle purinovych bés (1) 513

SAg

¢

1( \C——NAg

w & dm

v \n7
striebornd sol 6-merkaptopurinu

Podobne sa chové hypoxantin Struktirne velmi blizky 6-merkaptopurinu.
Z hodnét kyslych disociadnych konstdént 6-merkaptopurfnu (pK, = 7,77;
pK, = 10,84) a hypoxantinu (pK, = 8,94; pK, = 12,10) [8] je takisto zrejmsé,
e 6-merkaptopurin méZe disociovat a tym aj tvorif strieborni sol v kyslejgéom
prostredf nez hypoxantin. Hodnota pK, pri hypoxantine zodpoveda disocidcii
proténu pyrimidinového kruhu a hodnota pK, disocidcii proténu imidazolové-
ho kruhu. Pri 6-merkaptopurine nie je zatial poradie disocidcie jednoznaéne
dokézané.

Ak po titracii v kyslom prostredf roztok neutralizujeme, pridime Na,B,0,
a titrujeme dalej roztokom AgNOQ,, vznikne strieborns sol na dusiku v polohe 7.
Otézka polohy atému striebra v imidazolovom kruhu sivisf s otdzkou polohy
proténu, ktory sa mé%e viazat na dusfkoch v polohe 7 a 9, ktoré podla vypoétov
elektrénovej hustoty si rovnocenné [18]. Podla spektroskopickych meran{
v ultrafialovej oblasti nastava v alkalickom prostredi o pH ca 10,77 v ddsled-
ku disocidcie presun proténu z dusika v polohe 7 aZ na kyslik v polohe 6 v siihla-
se s rozdielnou elektronegativitou kyslika a dusfka [19]. Vo vodnych roztokoch
v alkalickej oblasti pH je reaktivra poloha 7 v imidazclovom kruhu a tvoria sa
7-substituované puriny [20]. PretoZe najmenej rozpustné strieborné soli vzni-
kaji v alkalickom prostredi (pH 9 — 11), je pravdepodobnejsia poloha atému
striebra na dusiku v polohe 7 nez na dusiku v polohe 9; definitivne méZe uve-
deny problém rozriesit iba rontgenova Struktirna analyza.

Pri substiticii atému vodika merkaptoskupiny v polohe 6 atémom striebra
vznikne nerozpustné zrazenina a dalSia substitiicia do polohy 7 prebieha
v heterogénnej fize. Pri takychto rakcidch zavisf rychlosf reakcie nielen od
povahy chemického deja, ale stdasne aj od rychlosti, akou sa reakéné zlozky
privadzaji do reakénej oblasti, a od teploty. Pri konstantnej rychlosti mieSa-
nia sa rychlost reakeie v tomto pripade zvySuje s teplotou; z uvedenych dévo-
dov je.vyhodné titrovat pri teplote 40 — 45 °C.

Substiticia atémov vodfka atémami striebra v molekule hypoxantinu pre-
bieha sidasne na dusifkoch v polohe 1 a 7. Vizba atému striebra na dusik
v polohe 1 je zrejma a potvrdzuje ju skutoénost, Ze monohydroxypuriny maji
podla spektroskopickych merani v ultrafialovej a infradervenej oblasti v polo-
he 1 a 6 skupinu —NH—CO— [21].



514 K. Linek, C. Peciar, M. Fedoroiiko

Hypoxantin reaguje v prostredi tetraboritanu sodného s dvoma ekvivalentmi
AgNO;; potencialovy skok vznika preddasne, vysledky st v8ak reprodukova-
teIné a zodpovedaji 88 + 1 9, teoretickej spotreby. Podobny jav sme uz
pozorovali v naSej predchidzajicej prdci pri argzntometrickom stanoveni
zmesi teofylinu a teobrominu, kde celkovd spotreba odmerného &inidla na
titrdciu obidvoch latok bola v prostredi tetraboritanu sodného (pH 9) niZ3ia
o ca 6 %, a v prostredi uhli¢itanu sodného (pH 10) niZ8ia o ca 10 %, [16]. NiZZie
vysledky s zapridinené blizkymi hodnotami sidinov rozpustnosti striebornych
soli teofylinu a teobrominu. Strieborna sol teofylinu vznikd vdzbou atému
striebra s atémom dusika v polohe 7 a strieborna sol teobrominu vidzbou na
dusiku v polohe 1, teda ako pri hypoxantine, iba s tym rozdielom, Ze hypoxan-
tin ma obidve substituovateIné polohy v jednej molekule.

Priebeh titracie zmesi 6-merkaptopurinu a teobrominu je identicky s titra-
‘ciou samotného 6-merkaptopurinu; v kyslom prostredi sa stitruje prvy gram-
ekvivalent a v prostredi Na,B,0, druhy gramekvivalent molekuly 6-merkapto-
purinu. Potencidlovy skok zodpovedajici tvorbe striebornej soli teobrominu
je potladeny, hoci pri titricii samotného teobrominu v prostredi Na,B,0,
'vznika zretelne potencidlovy skok, éo je dal$im d6kazom, Ze na dusiku v polohe
7 sa tvoria menej rozpustné strieborné soli nez na dusiku v polohe 1 [17].

Dalkujeme prof. dr. J. Zijkovi z Karlovej univerzity v Prahe za podnetné pripomienky
k rukopisu a dr. A. Cernému z Vyskumného tstavu pre farmdciu a biochémiu v Prahe
za vzorky hypoxantinu a 6-merkaptopurinu.

Sthrn

Vypracovala sa argentometrickd metéda na stanovenie 6-merkaptopurinu
a hypoxantinu vedla seba a 6-merkaptopurinu a teofylinu vedla seba za po-
tenciometrickej indikécie ekvivalentového bodu. Presnosf stanovenia pre
nivaiky 6-merkaptopurinu a hypoxantinu v mnoZstve 10 — 30 mg a teofy-
linu v mnoZstve 10 — 50 mg v objeme 50 ml je 4 1 9,. Spdsob stanovenia
spodiva v titracii v kyslom (prostredie 0,2 N-H,SO,) a v alkalickom prostredf
{roztok Na,B,0,0 pH ca 9); pri tvorbe striebornej soii na atéme dusfka vzniké
potencialovy skok len v alkalickom prostredi, kym pri tvorbe striebornej soli
na atéme siry i v kyslom i v alkalickom prostredi. Diskutuje sa o polohe atémov
striebra v molekule striebornych solf 6-merkaptopurinu a hypoxantinu.



Stanovenie purinovych bdz (II) 516

ONPEJEJEHME NYPUHOBbLIX OCHOBAHMM (IT)
APTEHTOMETPHYECKOE ONIPENEJEHHUE 6-MEPKAIITOIIYPUHA
1 HEKOTOPLIX JPYIUX NYPUHOBHLIX OCHOBAHUM ITPU NUX COBMECTHOM
NNPUCYTCTBHIH

K. Jlmmek, I. lennap, M. ®enopoBbKO

YCAH, Xmmuyeckrii maCTATYT CiloBamKOH aKajleMEHM Hayk,
Bpatuc:iaBa

Bru1 paspaboTan apreHToMeTpHYeCKHMH MeToJ ompejesieBHA 6-MepKaOTOMypWHA B THIO-
KCAHTHHA TpI COBMECTHOM NPHCYTCTBHH, a TaKKe 6-MepKanTonyprHa B TeoMIMHA IPH COB-
MEeCTHOM NPHCYTCTCBMH, HIpHYeM 3KBHBAIEBTHaA TOYKA YCTAHABJANMBAJACh IOTEHIEOMETDH-
uecklf. ToYHOCTBH OmpejieIeAMA 114 HaBecOK 6-MepKanTomypuMBa M TMIOKCAHTEHA B KOJH-
gectBe 10—30 M2 u TeoduimHa B KosngectBe 10—50 m2 B o0beme 50 ma ABNseTCA paBHOH
+ 1 9%. OcHOBO# METO/IMKH AB/IAeTCA THTPOBaHMe B KAcaol (cpega 0,2 N-H,SO,) m mesognoi
cpeaax (pactBop ¢ pH npndausutenbno 9); npu oOpasoBaHMH coNHE cepedpa Ha aTome a3oTa
MPOMCXOHT MOTeHUMAIbHKIE CKAYOK TOJbKO B IIESIOYHOR cpege, B TO BpeMs, Kak INpH
oOpa3oBanuy cepeOpsHOIl COTH RA aTOMe Cephl KAaK B KMCJIOH, Tak R B mesiouBoli. B padote
TaKie obcyaaeTca pacnosiokeAne aToMoB cepeGpa B MoJjieKyJie cepeGpABLIX cosieil 6-mep-
KanTONYpHHA M TUIOKCAHTHHA.

DIE BESTIMMUNG DER PURINBASEN (IT)
ARGENTOMETRISCHE BESTIMMUNG VON 6-MERKAPTOPURIN
UND ANDERER PURINBASEN NEBENEINANDER

K. Linek, C. Peciar, M. Fedorotiko

CSAYV, Chemisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften,
Bratislava

Es wird eine argentometrische Methode zur gleichzeitigen Bestimmung von 6-Merkap-
topurin und Hypoxantin einerseits, und von 6-Merkaptopurin und Theophylin anderseits,
mit potentiometrischer Indikation des Equivalenzpunktes ausgearbeitet. Bei Einwaagen
des 6-Merkaptopurins und des Hypoxantins von 10—30 mg, des Theophylins von 10—50
mg in das Volumen von 50 ml, betrigt die Genauigkeit der Bestimmung 4+ 1 9. Die
Bestimmung beruht auf einer Titration in saurem (0,2 N-H,SO,) und basischem Medium
(eine Na,B,0, Losung vom pH cca 9). Bei der Bildung des Ag-Salzes an dem Stickstoffa-
tom wird ein Potentialsprung nur im basischen Medium erhalten. Bei Bildung des Ag-Sal-
zes an dem Schwefelatom werden Potentialspriinge sowohl im basischen als auch im sau-
ren Medium beobachtet. In der Arbeit wird auch die Lage der Ag-Atome in den Silbersal-
zen von 6-Merkaptopurin und Hypoxantin diskutiert.
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