Wyznaczenie wartosci wspolczynnika van’t Hoffa - Q10

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie wartosci wspotczynnika van’t Hoffa (Q10) dla procesow:
fizycznego (dyfuzja), chemicznego (inwersja sacharozy) i enzymatycznego.

Aby wyliczy¢ wartosci wspodtczynnikow Q10 nalezy wyznaczy¢ doswiadczalnie stosunek
szybkos$ci opisanych nizej trzech proceséw w dwoch temperaturach: pokojowej oraz
pokojowej + 10 K.

Zakres wymaganych wiadomosci:

Zjawisko dyfuz;ji, I 1 II prawo Ficka, §wiatto spolaryzowane, substancje optycznie czynne,
skrecalno$¢ whasciwa, prawo Lamberta Beera, absorbancja (ekstynkcja), szybko$¢ procesu,
inwersja sacharozy, trypsyna (wtasnosci i znaczenie)

Tabela wynikéw pomiardéw

Dyfuzja Inwersja sacharozy Reakcja enzymatyczna
Temperatura A Az O Oso A Ass
[K]
Ty=
Tp+l 0~

Qo AQ1/Q1o Qo AQ1o/Qio Qio AQ1/Qio

Pierwsza czynnoscig jest pomiar temperatury pokojowej T, oraz ustawienie termostatu tazni
wodnej na temperatur¢ wyzsza o 10 stopni (Tp.1)

DYFUZJA
Materiaty:
Roztwér bigkitu bromofenolowego
Roztwor HCI1
Aparatura:
Spekol 11
Laznia wodna
Termometr
Cylinder miarowy
Pipety
Naczynie z przegroda ze spieku szklanego

Obserwacja dyfuzji w temperaturze pokojowe;.
Przebieg ¢wiczenia:
1. Do zlewki z wklejong pionowa przegroda ze spieku szklanego wla¢ do jednej czgsci
(komory)19 ml wody destylowanej a do drugiej komory 20 ml wody destylowane;.




2. Do obu komoér wla¢ po 0,5 ml roztworu biekitu bromofenolowego.

3. Do probowki wla¢ 20 ml wody destylowanej oraz 0,5 ml roztworu btekitu
bromofenolowego. Po wymieszaniu napetni¢ tym roztworem jedng z kuwetek
pomiarowych (okoto 2 ml - bedzie to roztwodr odniesienia w stosunku do ktorego
nalezy kalibrowaé Spekol 11)

4. Do komory zawierajacej 19ml wody doda¢ 1ml roztworu HCI. Od tego momentu
nalezy mierzy¢ czas.

5. Po uptywie 1 minuty (mieszajac roztwor zabarwiony poczatkowo na niebiesko pobraé
2ml roztworu wlaé¢ do kuwetki pomiarowej i odczyta¢ absorbancj¢ dla A= 430 nm
(wzgledem roztworu biekitu bromofenolowego — punkt 3)

UWAGA - przed kazdym pomiarem sprawdzi¢ ustawienie A ze wzgledu na inne
ustawienia konieczne w innych pomiarach.

6. Po dokonaniu pomiaru wla¢ z powrotem pobrane 2ml roztworu do tej samej komory.
Po czasie 3 minut (od momentu wlania HCI) powtdrnie pobra¢ 2 ml roztworu z tej
samej komory i powtorzy¢ pomiar.

Obserwacja dyfuzji w temperaturze pokojowej + 10 stopni.

1. Odmierzy¢ 19 i 20 ml wody destylowanej do dwoch probowek i umiesci¢ je w tazni
wodnej utrzymujacej temperature o 10 stopni wyzszg od temperatury otoczenia.

2. Po 10 minutowej inkubacji powtdrzy¢ czynnos$ci z punktu 1 trzymajac zlewke z
komorami w tazni wodne;.

Uwaga - przygotowany wczesniej roztwor odniesienia biekitu bromofenolowego (p. 3)

przechowywany w temperaturze pokojowej moze by¢ stosowany do pomiarow w

temperaturze o 10 stopni wyzszej (dlaczego?)

Opracowanie wynikow.

Ze wzgledu na prawo Lamberta-Beera warto$¢ parametru Q10 dla badanego procesu
moze by¢ wyrazona za pomocg odpowiednich wartosci ekstynkcji (absorbancji):

_ Al(Tp+10)- A3(Tp+1o)
0% T4 AT

gdzie:
- Ai(Tp:10) — absorbancja po czasie 1 minuty w temperaturze pokojowej (T,)+ 10K,
- As(Tpe10), Ai(T,), As(T,) — absorbancje po 3, 1 1 3 minutach w temperaturach Tp:10, T)

INWERSJA SACHAROZY
Materiaty:
Sacharoza
Roztwér HC1
Aparatura:
Waga
Sacharymetr
LaZnia wodna
Termometr
Cylinder miarowy
Kolby stozkowe
Probowki



Inwersja sacharozy jest reakcjg hydrolizy dwucukru na dwa monocukry: glukoze i fruktoze:

C2H»Op; + HyO = CsH 1206 + CsH 1205

Katalizatorem tej reakcji sa protony. Wszystkie wymienione cukry sa optycznie czynne.
Skrecalnosci wlasciwe wynosza:

Sacharoza 66,5°

glukoza 52,5°

fruktoza -91,9°.
Podczas tej reakcji zmiana kata skrgcania ptaszczyzny polaryzacji §wiatta jest miarg postepu
reakcji.

Przebieg ¢wiczenia:

1. Odwazy¢ 5g sacharozy i rozpusci¢ w 20ml H,0 destylowane;.

2. Po rozpuszczeniu roztwor sacharozy podzieli¢ na dwie rowne objetosci po 10ml (w
opisanych probowkach)

3. Jedng probowke z 10 ml roztworu sacharozy umiesci¢ w tazni wodne;.

4. Do drugiej probéwki z 10ml roztworu sacharozy (w temperaturze pokojowej) dodaé
10 ml HC1 - wymiesza¢ 1 od tego momentu mierzy¢ czas.

5. Tak przygotowany roztwoér przela¢ do jednej z rurek sacharymetru, tak aby nie byto w
niej pecherzykow powietrza. (napetnianie rurki nalezy wczesniej prze¢wiczy¢
napelniajac ja woda).

6. Napetiong prawidlowo rurke sacharymetru roztworem sacharozy nalezy ostroznie
zakreci¢ nakretkami dociskajacymi okragle plytki szklane (z wyczuciem aby nie
uszkodzi¢ ptytek szklanych)

7. Przed umieszczeniem napeknionej rurki do sacharymetru nalezy ja optukac¢ woda i
osuszy¢ recznikiem papierowym.

8. Umiesci¢ rurke w sacharymetrze i odczytywac kat skrecenia ptaszczyzny polaryzacji
$wiatta spolaryzowanego przechodzacego przez rurke z sacharoza po 20 oraz 50
minutach od momentu dodania HCL

9. Po pierwszym pomiarze mozna doda¢ 10 ml HCI (przechowywanego w tazni wodnej)
do drugiej probéwki z 10 ml roztworu sacharozy ( w tazni wodnej)

10. Po wymieszaniu napetni¢ drugg rurke sacharymetru postepujac analogicznie jak
wczesniej (dla kazdej rurki nalezy mierzy¢ czas oddzielnie).

11. Po 20 1 50 minutach od momentu dodania HCI nalezy dokona¢ odczytu kata skrecenia
analogicznie jak w p.8. W czasie migdzy pomiarami rurka ta powinna by¢
umieszczona w tazni wodne;.

Pomiar kata skrecenia plaszczyzny polaryzacji §wiatla za pomocg sacharymetru.

Przed przystapieniem do pomiaru nalezy odpowiednio ustawi¢ lusterko sacharymetru tak aby
dobrze o$wietli¢ pole widzenia obserwowane przez lunete.

Po umieszczeniu w rurce badanego roztworu z substancjg optycznie czynng nalezy obracac
tarcze analizatora o taki kat aby uzyskac¢ rownomierne (jak najstabsze) oswietlenie trzech
czesci obserwowanego przez lunetke pola. Kat skrecenia nalezy odczytaé na skali katowej (20
dziatek dodatnich — na lewo od zera oraz 20 dziatek ujemnych — na prawo do zera).
Postugujac si¢ skalg noniusza dziesietnego mozemy odczyta¢ kat z doktadnoscia do 0,1
stopnia.



Opracowanie wynikow

Kat skregcenia ptaszczyzny polaryzacji $wiatta przechodzacego przez rurke wypetniong
roztworem sacharozy zakwaszonej kwasem solnym jest miarg postepu reakcji inwersji
sacharozy. Zatem parametr Qo dla tej reakcji mozna zapisa¢ w postaci wzoru:

a tl(Tp+10)_ a tZ(Tp+10)
a ll(Tp)_ a ZZ(Tp)

Oy =

gdzie:

- 0u(Tp0) — kat skrecenia plaszczyzny Swiatla przez rozwor sacharozy inkubowanej w tazni
wodnej o temperaturze T, (temperaturze pokojowej + 10K) po czasie t1 od momentu
dodania kwasu solnego

- Op(Tp0), 0u(Ty), 0p(T,) — analogiczne katy skrecenia po czasie (t2,t1 oraz t2) w
temperaturach: T 0 oraz T,

REAKCJA ENZYMATYCZNA

Materiaty:

Trypsyna
BAPNA

N*O"

@ PABNA

HN

<\:_O/7
HN NH
O
— o HN
H-CI

N-ALPHA-BENZOYL-L-ARGININE P-NITROANILIDE HYDROCHLORIDE

TRIS-HCI
HCI1 0,01M

Aparatura:
Spekol 11
Laznia wodna
Pehametr
Termometr
Probowki
Pipety

Przygotowanie roztworu enzymu (sporzadzi¢ §wiezy roztwor).
Odwazy¢ 10mg trypsyny i rozpusci¢ w 10ml 0,01M HCI (przechowywa¢ w probdwce).

Przygotowanie roztworu substratu (trwato$¢ okoto 2 tygodni).
Odwazy¢ 50mg BAPNA i rozpusci¢ w 50 ml wody destylowanej ogrzewajac do ok. 90°C. Po
rozpuszczeniu schtodzi¢ od temperatury pokojowe;.

Przygotowanie buforu TRIS-HCI pH 7,8
1. Odwazy¢ 18,6 g TRIS-HCl i rozpusci¢ w 450 ml wody destylowane;.



2. Doprowadzi¢ do pH 7,8 i uzupetni¢ woda destylowang do 500 ml

Przebieg ¢wiczenia:

1. Przygotowac 5 probowek i oznaczy¢ numerami od 1 do 5.

2. Pobra¢ do cylindra miarowego 15 ml buforu TRIS-HCI. (aby dalej nie pobierac
buforu bezposrednio z butelki).

3. Do probowek nr 112 doda¢ po 3,8 ml buforu TRIS-HCI (pobra¢ z cylindra - p.2) oraz
po 0,2ml roztworu trypsyny.

- probowke nr 1 umiesci¢ w tazni wodnej,

- probdwke nr 2 pozostawi¢ w temperaturze pokojowe;.

4. Do probowek nr 3,4 15 doda¢ po 1,8ml buforu TRIS-HCl oraz po 1,0 ml roztworu
substratu (BAPNA).

- Probéwke nr 3 umiesci¢ w tazni wodne;.

- Do probowki nr 4 doda¢ 0,2 ml wody destylowanej — wymieszac 1 pobra¢ ok.
2ml do kuwety pomiarowej (kuweta odniesienia dla ktorej nalezy kalibrowac
Spekol 11).

- Do probowki nr 5 doda¢ 0,2ml (z probowki nr 2) roztworu trypsyny
przechowywanej w temperaturze pokojowej — od tej pory jest to probéwka z
mieszaning reakcyjna). Energicznie wymieszac i od tego momentu rozpoczaé
pomiar czasu zachodzacej reakcji.

5. Po uplywie 20 minut pobra¢ ok. 2 ml mieszaniny reakcyjnej (enzym+substrat —
probowka nr 5) do kuwety pomiarowej i zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali
A=405nm wzgledem roztworu samego substratu (p. 4)

UWAGA - przed kazdym pomiarem sprawdzi¢ ustawienie A ze wzgledu na inne
ustawienia konieczne w innych pomiarach.

6. Ze wzgledu na to, ze reakcja ta jest prowadzona w temperaturze pokojowej, mozna
pozostawi¢ mieszaning reakcyjng w kuwecie pomiarowej 1 po 35 minutach, od chwili
utworzenia mieszaniny reakcyjnej, powtdrnie zmierzy¢ absorbancje.

Uwaga — kuwety pomiarowe przed uzyciem nalezy przemy¢ strumieniem wody
destylowanej. Uwaga ta nie dotyczy kuwet, w ktorych pozostawiamy roztwory do
dalszych pomiaréw.

Przeprowadzenie reakcji w temperaturze lazni wodnej (T,+10).

1. Postepowac jak wczesniej, dodajac do probowki nr 3 (z substratem) 0,2ml (z
probowki nr 1) roztworu enzymu. Mieszaning reakcyjng (proboéwka nr 3) nalezy takze
umiesci¢ w fazni wodne;j.

2. Pomiary absorbancji mieszaniny reakcyjnej (probowka nr 3) wykonac po uptywie 20 i
35 minut liczac od chwili wymieszania roztworow substratu i enzymu.

3. Ze wzgledu na pomiar absorbancji w temperaturze pokojowej, po kazdym pomiarze
przela¢ zawartos¢ kuwety pomiarowej do probowki nr 3 z mieszaning reakcyjna
przechowywang w lazni wodnej.

Opracowanie wynikow

Wartos$¢ Qo dla tej reakcji mozemy obliczy¢ analogicznie jak dla procesu dyfuzji.



RACHUNEK BLEDOW

We wszystkich wykonanych pomiarach miarg szybkosci badanych proceséw jest zmiana
stezenia dzielona przez czas tej zmiany (co ma sens tylko dla odpowiednio dobranych czasow
dla poszczeg6lnych procesow — Dlaczego?).

Zatem, og6lnie Qo mozna wyrazi¢ za pomocg wWzoru:

A C(T + 10)
- At
QIO A C(Tp)
At
Przyjmujac:
At= At’ oraz takg samg niepewnos$¢ pomiaru obu przedzialdow czasowych tj. A(At) i

A(At’) a takze taka sama niepewno$¢ pomiarowa zmian stezen w obu temperaturach:
A(A(Tp+10))= A(Ac(Ty))

mozna wykazac, ze blad wzgledny wyznaczenia Qo wyraza si¢ rOwnaniem:

89, . I A(b 1)
0, GG (T) S
gdzie

A(At) — to niepewno$¢ pomiarowa przedziatu czasu At
A(Ac(T,)) — to niepewnos$¢ pomiaru réznicy stezen (odpowiednich absorbancji) w
temperaturze pokojowej T,.

Niepewnos$¢ pomiaru stezenia za pomocg Spekola 11.
Mozna przyja¢ dwukrotng réznice wskazan warto$ci absorbancji dla proby odniesienia
przed pomiarem (kalibracja przyrzadu przed pomiarem — powinna si¢ pojawi¢ warto$¢
0.000) oraz bezposrednio po pomiarze probki badane;.

Niepewnos$¢ pomiarowa sacharymetru.

Mozna przyja¢ dwukrotng warto$¢ niepewnosci pojedynczego pomiaru. Niepewnos¢
pojedynczego pomiaru mozna wyznaczy¢ poprzez kilkakrotny pomiar kata skrecenia
tej samej probki roztworu (postep badanej reakcji jest na tyle wolny, Ze mozna go
zaniedbacd) 1 przyjac roznice pomiedzy skrajnymi wartosciami. W przypadku odczytu
identycznych wartosci przyjac¢ 0,1°.

Literatura:
Podstawy biofizyki, podrgcznik dla studentdéw medycyny, red. A. Pilawski, PZWL

Opracowatl dr hab. Krystian Kubica



Zapotrzebowanie odczynnikow na caty semestr (x50)

HCI 22ml x 50=1100ml

Tris-HCI 15ml x 50=750ml

Roztwor BAPNA 3ml/¢wiczenieX4=12ml /tydzien*2=24ml /2 tygodnie
0,01M HCI 10mIx50=500ml
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