Rozwigzania zadan kwalifikacyjnych na warsztaty chemiczne na Wydziale Chemii UW

Zadanie 1. (12 pkt)

1. Réwnania reakc;ji: (3 pkt)
HO HO
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Fe®* + EDTAY — FeEDTA

2. Oznaczanie witaminy C (kwasu askorbinowego) polega na utlenianiu analitu za pomocg
jonéw zelaza (III) a nastepnie na odmiareczkowaniu nadmiaru tych jondéw za pomocg EDTA,
ktére najpierw wigze jony zelaza (III), a dopiero w nadmiarze kompleksuje jony zelaza (II)
ze wzgledu na mniejszg stalg trwatosci takiego kompleksu.

Uwzgledniajac stechiometri¢ reakcji witaminy C z jonami zelaza (III) mozna obliczy¢ ilo$¢
witaminy C w poszczegdlnych probkach.

Nwitc = (Crey*Vreany -Cepta*Vepta)l2 = (10 mM * 25 mL - 10 mM * Vepra) / 2 =
125 ].lm0| -5mM * Vepra

Zawarto$¢ witaminy C w poszczeg6lnych probkach wyniesie odpowiednio: 29.0, 24.5, 28.0,
29.5126.5 pmol. (1 (+2) pkt)

Aby obliczy¢ mas¢ witaminy C w litrze soku z cytryny nalezy uwzgledni¢ mas¢ molowa
kwasu askorbinowego oraz objetos¢ probek.

Muic = Nwic * (L L / 0.01 L) * Myic = Nwic * 100 * 176 mg / 1000 pmol =
Nwitc * 17.6 mg/ umol

Po podstawieniu ilo$ci witaminy C oznaczonej w poszczegdlnych probkach do tego rownania
uzyskuje si¢ odpowiednio wartosci 510, 431, 493, 519 i 466 mg/L. (1 (+2) pkt)

Srednia zawarto$é witaminy C w soku z cytryny to 484 mg/L. (1 pkt)

Blad standardowy S$redniej (SEM) wyznacza si¢ znajac odchylenie standardowe, ktore
w naszym przypadku wynosi 14 mg/L, oraz ilos¢ pomiaréw (5).

SEM = o/n'? = 14 mg/L / 2.24 = 3.0 mg/L (4 pkt)
Zadanie 2. (8 pkt)

1,2. W wyniku addycji Michaela nitrometanu do 3-metylocyklopent-2-enonu powstaje
3-metylo-3-(nitrometylo)cyklopentanon (zwigzek X). Obydwa enancjomery narysowano
ponizej i podano ich nazwy. (4 pkt)
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(S)-3-metylo-3-(nitrometylo)cyklopentanon (R)-3-metylo-3-(nitrometylo)cyklopentanon

3. Konfrontacja chromatograméw A 1 B (czasow retencji dla obydwu enancjomerow
w polaczeniu z intensywnosciag pikow) wyraznie wskazuje, ze enancjomer R jest
dominujgcym produktem.

Nadmiar enancjomeryczny opisuje procentowy nadmiar jednego enancjomeru wzgledem
drugiego. Wzgledng ilo$¢ enanacjomeru odczytuje si¢ z intensywnosci piku (pole powierzchni

pod pikiem).

ee = 100%*(n1-nz)/(n1+n2) = 100% * (943055 — 60529) / (943055 + 60529) = 87.9% (4 pkt)
Zadanie 3. (12 pkt)

1. Zgodnie z rownaniem Nernsta, potencjat elektrody szklanej zalezy prostoliniowo od pH.

E = E’-(RT/nF)*In[H"] = E®-(2.303*RT/F)*pH

Regresja linowa potencjatu w zalezno$ci od pH roztworu daje warto$¢ nachylenia -56.5 mV
na jednostke pH. (3 pkt)

Teoretyczne nachylenie krzywej kalibracyjnej wynika z réwnania Nernsta 1 jest rdwne
-2.303*RT/F = -2.303 * 8.315 [J/(mol*K)] * 293 K/ (96485 C/mol) = -58.1 mV (2 pkt)

Procentowa réznica pomiedzy teoretycznym a eksperymentalnym nachyleniem:
A =100%*(st-Se)/st = 100% * [-58.1 mV - (- 56.5 mV)] / (-58.1 mV) = 2.8% (1 pkt)

2. Oczekiwang warto$cia pH dla wody destylowanej jest 7.0. Oczekiwany potencjat
elektrochemiczny takiego roztworu mozna obliczy¢ uzywajac wyznaczong warto$¢
nachylenia krzywej Kkalibracyjnej oraz potencjat standardowy elektrody (E°, wartosé
przecigcia krzywej z osig odcigtych), ktory wynosi 223 mV.

Eo = E%se*pH =223 mV + (-56.5 mV) * 7.0 = - 172 mV

Nie nalezy uzywac potencjatu zmierzonego dla buforu o pH 7.0, gdyz pojedyncza warto$¢ jest
mniej wiarygodna od wartos$ci uzyskanej za pomoca szesciu buforow kalibracyjnych. (3 pkt)

Roéznica pomigdzy potencjatem oczekiwanym a zmierzonym:
A =EgE.=-172mV - (-127 mV) = - 45 mV (1 pkt)

Za pomocg zmierzonego potencjalu wody destylowanej mozna wyznaczy¢ jej pH korzystajac
z rdwnania krzywej kalibracyjne;j.



pH = (E-E%/se = (-127 mV - 223 mV) / (-56.5 mV) = 6.2

Z tego wynika, ze woda destylowana ma pH stabo kwasne zamiast oczekiwanego neutralnego.
Przyczyng takiego zjawiska moze by¢ pochtanianie dwutlenku wegla z powietrza podczas
przechowywania wody destylowanej, co powoduje lekkie zakwaszenie roztworu. (2 pkt)

Zadanie 4. (21 pkt)

1. W wyniku hydrolizy kaprylanu p-nitrofenylowego powstaje kaprylan i p-nitrofenol. (2pkt)
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2. Wyznaczenie st¢zenia enzymu:

ProtParam podaje mas¢ molowa LipA jako 19362 Da (g/mol) i wspotczynnik ekstynkcji
rozwini¢tego biatka (w 6 M roztworze silnej soli chaotropowej, chlorowodorku guanidyny)
przy dtugosci fali 280 nm jako 24410 M™cm™. (2 pkt)

Znajac prawo Lamberta-Beera mozna obliczy¢ st¢zenie molowe enzymu w roztworze uzytym
to oznaczania:

C = Aggo/(e280™1) = 0.757 / (24.41 mM™cm™ * 1.00 cm) = 0.031 mM (2 pkt)

Aby obliczy¢ stgzenie enzymu w roztworze zrodtowym, nalezy uwzgledni¢ rozcienczenie
roztworu wykonane przy pomiarze st¢zenia.

Ce=0.031 mM * (900 puL + 100 uL) / 100 uL = 0.31 mM (1 pkt)
Inaczej wyrazone ste¢zenie:

Cg= Ce*M¢ = 0.31 pmol/mL * 19.362 mg/umol = 6.0 mg/mL (1pkt)
3. Wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji.

Parametry kinetyczne reakcji sg obliczane z uzyciem zalezno$ci szybko$ci reakcji
enzymatycznej od stezenia substratu, w zwigzku z tym nalezy wyznaczy¢ szybkos$¢ reakcji dla
kazdego stezenia substratu. W podanym przypadku nalezy oznaczy¢ szybkos$¢ wzrostu
absorpcji (lub stezenia produktu) w czasie. Zgodnie z prawem Lamberta-Beera, zmiana
absorpcji jest proporcjonalna do zmiany st¢Zenia substancji absorbujacej (w tym przypadku
produktu reakcji, p-nitrofenolu).

Szybko$¢ reakcji wyznacza si¢ dla poczatkowego, prostoliniowego przebiegu reakcji. Nalezy
wizualnie sprawdzi¢ przebieg reakcji i ewentualnie wyeliminowaé punkty lezace w zakresie
nieprostoliniowym. W naszym przypadku begda to wartosci absorpcji powyzej 1-1.1 dla
pomiaréw przy stezeniach substratu od 1.5 mM 1 powyzej. Nastepnie nalezy obliczy¢
szybko$¢ reakcji wyrazong jako nachylenie prostej przedstawiajgcej zmiang absorpcji



w czasie. Warto$ci obliczone za pomocg regresji liniowej dla poszczegdlnych stezen substratu
to: 0.5 mM 0.0688/min, 1.0 mM 0.1035/min, 1.5 mM 0.1244/min, 2.0 mM 0.1413/min oraz
2.5 mM 0.1549 mM. (4 pkt)

Otrzymane dane (szybkos$¢ reakcji wyrazona jako szybko$¢ zmiany absorpcji) w zaleznosci
od stezenia substratu) nalezy uzyé w celu obliczenia stalej Michaelisa 1 szybkosci
maksymalnej. Najbardziej odpowiednia procedura jest regresja nieliniowa do rownania
Michaelisa-Menten, ktora daje szybkos¢ maksymalng 0.225 jednostki absorpcji na minute
i stala Michaelisa 1.17 mM. Mozna takze uzy¢ metod liniowych i po odpowiednim
przeksztatceniu rownania Michaelisa-Menten do postaci liniowej, uzy¢ regresji liniowej do
wyznaczenia parametréow kinetycznych reakcji. Takie podejscie oferuja metody np.
Lineweavera-Burka, Eadie-Hofstee czy Hanesa-Woolfa. W naszym przypadku dajg one
wartosci zblizone do stalych wyznaczonych za pomocg regresji nieliniowej, cho¢ generalnie
te metody sg mniej wiarygodne od regresji nieliniowe;j. (4 pkt)

W celu wyznaczenia szybkoSci maksymalnej, nalezy przeliczy¢ absorpcje na stezenie
wytworzonego produktu. Z prawa Lamberta-Beera wiadomo, ze obydwie wielkosci sa do
siecbie proporcjonalne, a znajac absorpcje 50 uM p-nitrofenolu (produktu reakcji)
w warunkach reakcji mozna obliczy¢ szybko$¢ maksymalna reakcji katalizowanej przez LipA.

Vimax = 0.225 min™ * 50 uM / 0.52 =21.6 pM/min (2 pkt)

Statg katalityczna wiaze szybkos$¢ maksymalng ze stezeniem enzymu. Znajac st¢zenie
zrédtowego roztworu enzymu i jego rozcienczenie podczas przygotowywania mieszaniny
reakcyjnej, mozna policzy¢ konicowe stezenie enzymu w roztworze.

[E]=0.31 mM /(200 * 200 pL /20 puL)=0.155 pM
Stata katalityczna:
Keat = Vimax/[E] = 21.6 pM/min /0.155 uM =139 min™ =2.32s™ (3 pkt)

Zadanie 5. (14 pkt)

1. Kolejno: E, B, D, F, C, G, A. (3.5 pkt)
2. D-ryboza

o

=

H——OH
H——OH
H——OH

o (1 pkt)
3.B (0.5 pkt)

4. Do puryn. (0.5 pkt)



5. Wiazanie fosfoestrowe jest bardziej trwate niz pirofosforanowe. Wynika to z faktu, ze
fosforan (lub pirofosforan) jest duzo lepsza grupa odchodzaca niz jon alkoholanowy,
poniewaz jest stabsza zasada. Z kolei wigzanie pirofosforanowe jest trwalsze od
bezwodnikowego. Trwalo$¢ ta wnika z obecnosci tadunkéw ujemnych na fosforanie
utrudniajacych atak nukleofila (wody, jonu OH") na atom fosforu. W przypadku bezwodnika
atak nast¢puje na obojetny atom wegla. Poza tym podczas ataku na tetraedryczny atom
fosforu powstaje zatloczony sterycznie pi¢ciokoordynacyjny stan przejéciowy (W przypadku
reakcji Sn2). Podczas hydrolizy bezwodnika stan przej$ciowy jest tetraedryczny i w zwigzku
z tym latwiej go wytworzy¢. Pirofosforany sg trwale w roztworze wodnym, a bezwodnki

tatwo hydrolizuja. (3 pkt)

6. GTP jest substratem polimerazy RNA, poniewaz zawiera on reszt¢ D-rybozy, a nie
D-deoksyrybozy. (0.5 pkt)

7.
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(2 pkt)

8. Chromatografia na zelu krzemionkowym jest chromatografiag adsorpcyjna, gdzie faza
stacjonarna jest polarna, a faza mobilna jest niepolarna. W zwigzku z tym zwigzki bardziej
polarne, ktore silniej adsorbujg si¢ na zelu krzemionkowym, begda stabiej wymywane przez
faze ruchoma od zwiazkdéw mniej polarnych. W zwiazku z tym im bardziej polarny zwiazek,
tym mniejszy jego wspolczynnik retencji podczas chromatografii adsorpcyjnej na polarnym
nos$niku. Ze wzgledu na obecno$¢ zjonizowanych grup fosforanowych, GTP jest najbardziej
polarnym zwigzkiem, 5’-guanozynomonofosforan jest mniej polarny od GTP, ale bardziej
polarny od pozostatych zwigzkéw. Guanozyna jest bardziej polarna od guaniny ze wzgledu na
obecnos¢ polarnej reszty cukrowej w czasteczce. Wspotczynnik retencji bedzie rost w szeregu
GMP < 5’-guanozynomonofosforan < guanozyna < guanina. Jednoczesnie im wigksza
polarno$¢ zwigzku tym lepsza jego rozpuszczalnos¢ w wodzie. W zwigzku z tym
rozpuszczalno$¢ w wodzie maleje w szeregu GMP > 5’-guanozynomonofosforan >
guanozyna > guanina. (4 pkt)



