Cwiczenie 1

Prowadzacy: dr Dariusz Wyrzykowski

Temat: Wyznaczanie parametrow termodynamicznych reakcji chemicznych metodq

izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego

WPROWADZNIE TEORETYCZNE

1. Wstep

2. lzotermiczna kalorymetria miareczkowa

3. Warunki eksperymentu

4. Parametry termodynamiczne reakcji kompleksowania
ZAKRES I CEL CWICZENIA
CZESC LABORATORYJNA



Isothermal Titration Calorimetry

WPROWADZNIE TEORETYCZNE

1. Wstep

Procesom fizycznym i chemicznym towarzysza w wigkszosci przypadkow efekty
energetyczne, dlatego ciepto stanowi uniwersalny wskaznik przemian. Dzial, zajmujacy si¢
metodami pomiaru ilosci ciepta wydzielanego lub pochianianego podczas procesow
fizycznych lub chemicznych nazywamy kalorymetria.

W kalorymetrii, wskaznikiem zmian wlasnosci badanego uktadu jest ciepto, q, ktorego
jednostka w uktadzie SI jest dzul, J. Wciaz jednak w literaturze chemicznej oraz w
oprogramowaniu dofaczanym do kalorymetréw przez producentdw powszechnie uzywana
jednostka ciepta jest kaloria, cal.:

1cal=4,184]

Pomiary kalorymetryczne wykonywane sa w funkcji czasu. Wynikiem pomiaru jest
termogram przedstawiajacy zalezno$¢ zmian mocy, dq/dt, do czasu, t. Jednostka mocy
w uktadzie SI jest wat, W.:

1W=1Js"

W praktyce, pomiary kalorymetryczne, z nielicznymi wyjatkami, prowadzone sa W
warunkach statego cisnienia (atmosferycznego), p, stad tez globalny efekt energetyczny
towarzyszacy badanemu procesowi jest réwny roznicy entalpii AH uktadu w stanie
kofcowym 1 poczatkowym:

AH=H;-Hi=qp (p = const.)

W przypadku procesoOw zachodzacych w stalej temperaturze i przy statym ci$nieniu
(kalorymetria izotermiczna), mozliwo$¢ zajScia procesu samorzutnego okresla warto$é
entalpii swobodnej Gibbsa, AG, zdefiniowanej rOwnaniem:

AG = AH — TAS,
gdzie AS oznacza zmiang entropii uktadu. Z roéwnania wynika, ze w warunkach
izotermicznych o samorzutnos$ci danego procesu decyduje czynnik entalpowy, AH oraz

entropowy, AS.

AG < 0 — proces samorzutny
AG = 0 — stan rGwnowagi

AG > 0 — proces wymuszony
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2. lzotermiczna kalorymetria miareczkowa

Izotermiczna kalorymetria miareczkowa (z ang. Isothermal Titration Calorimetry,
w skrocie ITC) nalezy do metod termoanalitycznych, w ktorej mierzy si¢ efekty energetyczne
towarzyszace procesom zachodzacym w statej temperaturze podczas dodawania do roztworu
zawierajacego substrat roztwor liganda.

Kalorymetr miareczkowy sktada si¢ z dwoch identycznych celek: celki pomiarowej
(ang. sample cell), w ktorej zachodzi reakcja oraz celki odniesienia (ang. reference cell),
wypetnionej woda (rys. 1). Obie celki umieszczone sa symetrycznie wewnatrz tego samego
plaszcza adiabatycznego. Pomigdzy celkami znajduje si¢ czujnik temperatury (Differential

Power Sensor) rejestrujacy roznicg temperatur obu celek (rys. 2).
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Rys. 1. Schemat uktadu miareczkujacego — ITC

Roztwor substratu znajduje si¢ w celce pomiarowej, do ktoérej dodawany jest za
pomoca strzykawki, w ustalonych odstgpach czasu, roztwor liganda. Podczas pomiaru,
obracajaca si¢ z zadana predkoscia igta strzykawki, z odpowiednio wyprofilowana koncowka,
zapewnia ciagle mieszanie reagentow.

Podczas wstrzykiwania roztworu liganda ciepto zostaje uwalniane lub absorbowane, w
zalezno$ci od rodzaju oddziatywania, w ilo$ci proporcjonalnej do liczby moli zwiazanego
liganda. Celka odniesienia utrzymywana jest podczas eksperymentu w statej temperaturze. W
przypadku reakcji endotermicznej temperatura celki pomiarowej jest nizsza od temperatury

celki odniesienia. Sygnat o powstaniu réznicy temperatur przechodzi do uktadu sterujacego
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dodatkowym elementem grzejnym, ktory doprowadza do celki pomiarowej tyle energii, ile
potrzeba do skompensowania réznicy temperatur (rys. 2). W procesie egzotermicznym,
temperatura celki pomiarowej jest wyzsza od temperatury celki odniesienia, a dodatkowy
element grzejny musi skompensowac¢ powstata roéznice, aby temperatury obu naczyn byty w
czasie pomiaru jednakowe. Ciepto odprowadzona lub doprowadzona do celki reakcyjnej (w

zalezno$ci od typu przemiany) odpowiada entalpii przemiany, AH.
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Rys. 2. Pomiar r6znicy temperatur pomigdzy celka reakcyjna a odniesienia

Dane miareczkowania kalorymetrycznego przedstawiane sa na termogramie
zalezno$ci mocy [peal s7] od czasu [min], t = f(dH/dt). Wykres przedstawia seri¢ pikow, ktore
odpowiadaja kolejnym krokom miareczkowania (rys. 3). Kalorymetr polaczony jest z
komputerem, ktérego oprogramowanie umozliwia obliczanie (metoda catkowa) pola piku, a
tym samym wyznaczenie entalpii AH. Powierzchnia piku jest proporcjonalna do efektu
cieplnego przemiany. Wraz z dodatkiem kolejnych porcji titranta wielko$¢ pikéw maleje z
uwagi na malejaca 1los¢ reagentéw bioracych udzial w reakcji. Miareczkowanie prowadzi sig
do momentu, w ktorym wszystkie potencjalne miejsca substratu zdolne do wiazania liganda
zostang wysycone, a na termogramie rejestrowane sa jedynie efekty cieplne zwiazane z

rozcienczaniem dodawanego roztworu liganda.
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Rys. 3. Termogram w metodzie ITC

Przedstawiajac na wykresie wartosci entalpii [kcal mol™ liganda] odpowiadajacych
kolejnym krokom miareczkowania w funkcji stosunku molowego liganda do substratu
[ligand]/[substrat] otrzymujemy krzywa miareczkowania kalorymetrycznego w metodzie ITC,

tzw. izoterm¢ wigzania (rys. 4).
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Rys. 4. Krzywa miareczkowania kalorymetrycznego w metodzie ITC — izoterma wiazania
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Caty eksperyment sterowany jest przez komputer. Uzytkownik wprowadza parametry

eksperymentalne tj.:

- temperatura [°C] — zakres: od 2 °C do 70°C

- liczba kroké6w miareczkowania

- objetos¢ dodawanego titranta [ul] — max. 280 pl

- czas dodawania titranta [s]

- czas pomigdzy kolejnymi krokami miareczkowania [S]
- predkos¢ obrotow mieszadta [rpm]

Do analizy danych ITC wykorzystuje si¢ program komputerowy dotaczony przez
producenta kalorymetru, za pomoca ktorego, dopasowuje si¢ krzywe miareczkowania do
danych eksperymentalnych. Na tej podstawie oblicza sig:

- stechiometrig reakcji (n)
- stala wigzania (Kp)

- entalpig reakcji (AH)

- entropig reakcji (AS)

3. Warunki eksperymentu

Przygotowanie probek

Izotermiczny kalorymetr miareczkowy mierzy cieplo reakcji podczas dodawania
titranta zawierajacego ligand do roztworu substratu umieszczonego w celce pomiarowej. W
trakcie miareczkowania mieszanina reakcyjna utrzymywana jest w statej temperaturze
i1 mieszana z jednakowa predkoscia. Podczas dodawania titranta do roztworu
miareczkowanego generowane sa jednoczesnie dodatkowe efekty energetyczne, inne niz
ciepto wiazania ligand — substrat. W celu prawidtowego przeprowadzenia pomiaru nalezy w
mozliwie jak najwigkszym stopniu zminimalizowaé uboczne efekty cieplne, aby z jak
najwigksza doktadnoscia mierzy¢ ciepto wiazania reagentow.

Dodatkowe efekty energetyczne, nie zwigzane z cieptem wiazania to:

a) cieplo mieszania roztworow liganda i substratu, ktore jest tym wigksze im wigksza sa
roznica wartosci pH, st¢zenia oraz temperatury obu roztworow,
b) ciepto rozcienczania roztworu liganda, ktérego warto§¢ moze by¢ znaczna w sytuacji, gdy

czasteczki liganda sa zdolne przy wyzszych stgzeniach tworzy¢ dimery lub wigksze agregaty.
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Gléwnym czynnikiem zaklocajacym doktadne wyznaczenie entalpii reakcji jest
roznica pH roztworéw liganda i substratu. W celu jego wyeliminowania, w metodzie ITC
state probki rozpuszcza si¢ najczesciej bezposrednio w roztworach buforowych o takim
samym st¢zeniu. Po rozpuszczeniu reagentow sprawdza si¢ pH otrzymanych roztworow.
Jezeli pH roztworu sporzadzonego rozni si¢ od pH roztworu buforowego, w ktorym
rozpuszczono probke, wigeej niz 0,05 jednostki, woéwczas nalezy dopasowaé wartos¢ pH
dodajac do niego niewielka ilo§¢ 1 M NaOH lub 1 M HCI.

Stezenia reagentow dobiera si¢ w zaleznosci od stechiometrii reakcji (n), entalpii
wiazania (AHy) oraz statej wiazania (Ky) (z ang. equilibrium binding constant). W przypadku
silnych oddziatywan stosuje si¢ male stezenia roztworow (0,05 — 1 mM), natomiast stabe
oddzialywania bada si¢ przy duzych stgzeniach reagentow (10 — 100 mM). W praktyce,
stosuje si¢ najczesciej 2,5 - 3-krotny nadmiar odczynnika miareczkujacego, aby upewnic sig,
ze catkowita ilo$¢ substratu przereagowala. Jezeli probka liganda jest stabo rozpuszczalna,
droga lub dysponujemy niewielka jej ilo$cia, wéwczas mozemy wykonaé¢ miareczkowanie

odwrotne, umieszczajac w celce pomiarowej ligand i miareczkuja go roztworem substratu.

Wykonanie pomiarow

W doktadnych pomiarach nalezy uwzgledni¢ udziat wszystkich efektow energetycznych,
rowniez tych nie zwigzanych z cieplem wiazania, ktore towarzyszaca reakcji. W tym celu
przeprowadza si¢ trzy eksperymenty:

1. pomiar ciepta rozcienczania liganda (ArcHi) W tym samym rozpuszczalniku, w

ktérym przygotowano roztwor substratu

2. pomiar ciepla rozcienczania substratu w tym samym rozpuszczalniku, w ktérym byt

rozpuszczony ligand (Arozc Hs)

3. pomiar ciepla mieszania roztworu liganda z roztworem substratu (AmHeksp.)

Nastgpnie, od wyznaczonego ciepta reakcji miareczkowania substratu ligandem nalezy
odja¢ cieplo rozcienczania liganda oraz cieplo rozcienczania substratu. W ten sposob

otrzymuje wartos$¢ entalpii wigzania ligand — substrat (AHp):

AHy, = AmHeksp. = Aroze HL = Arozc Hs
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4. Parametry termodynamiczne reakcji kompleksowania

Wigkszo$¢ reakcji  chemicznych zachodzacych w przyrodzie to reakcje
kompleksowania. Maja one fundamentalne znaczenie w chemii analitycznej, technologii
chemicznej, medycynie oraz w roznorodnych procesach biochemicznych. Metoda
izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego stanowi, w odroéznieniu od innych metod
analitycznych, potezne narz¢dzie do badania reakcji powstawania kompleksoéw, poniewaz
podczas jednego eksperymentu uzyskujemy informacje o stechiometrii powstatego
kompleksu (n), statej tworzenia (Ky), a takze o parametrach termodynamicznych reakcji (AH,
AS, AG). Dane te pozwalaja na opis badanego procesu na poziomie molekularnym. Z tych
powoddéw, metoda ITC znajduje, szczegdlnie w ostatnich latach, szerokie zastosowanie do
badania, miedzy innymi, aktywno$ci biologicznej i farmakologicznej nowych zwiazkow.

Zwiazki kandydujace do roli potencjalnych lekéw musza charakteryzowaé si¢ wysoka
selektywnos$cia, aktywnoscia oraz odpowiednia trwalo$cia termodynamiczna 1 kinetyczna w
polaczeniach z makroczasteczkami biologicznymi. Okreslenie zalezno$ci pomigdzy struktura
a wilasnosciami zwiazku stanowi podstawowy cel w technologii produkcji lekow. Parametrem
optymalizowanym podczas projektowania nowych, biologicznie czynnych zwiazkéw jest
stata tworzenia (wiagzania) — Kp. Dla reakcji rOwnowagowej opisanej rOwnaniem:

NL(ag) + Stag) < LnScaq)
warto$¢ Kp opisuje stan, w ktorym niezwiazane reagenty 1 kompleks pozostaja w
réwnowadze. Dla reakcji przebiegajacej w stosunku molowym 1:1, wyrazenie na stala
trwato$ci przedstawia wzor:
[LS]
7 [us)

Wyrazenie to definiuje stan rdwnowagi, nie informuje jednak o szybkosci z jaka stan

(T = const.)

ten zostal osiagnigty. Duza wartos¢ stalej Ky oznacza, ze stan rbwnowagi przesunigty jest w
strong tworzenia kompleksu, za§ mata warto§¢ oznacza przesunig¢cie stanu réwnowagi w
strong niezwigzanych reagentow. Z tych powodoéw chemiczne modyfikacje struktury
potencjalnych lekow prowadzi si¢ w taki sposob, aby wartos¢ stalej K, danej reakcji byta jak
najwigksza. Poprawia si¢ w ten sposob parametry farmakologiczne i selektywnos$¢ badanych
zwigzkow.

Stata tworzenia (K;,) dostarcza ogolnych informacji o oddzialywaniach wiazacych. Jej
warto$§¢ obejmuje wszystkie efekty wystgpujace podczas wiazania liganda z substratem.

Kazdej reakcji towarzyszy zawsze szereg odrgbnych procesow tj. zmiany w strukturze
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konformacyjnej reagentow, zrywanie i powstawanie wiazan wodorowych, oddziatywania
elektrostatyczne, hydrofobowe oraz zmiany wlasnosci S$rodowiska reakcji. Znajomosc
parametréow termodynamicznych reakcji (AH, AS) pozwala zatem lepiej zrozumie¢ charakter
przemian chemicznych oraz czynniki wplywajace na trwato$¢ powstajacych potaczen, anizeli
znajomo$¢ jedynie wartos$ci statej K.

Jezeli zapiszemy rownanie reakcje, jak poprzednio, w postaci: nLg) + S(ag) = LnS(q),
to ApH tej reakcji jest energia kompleksowania. Trwalo$¢ kompleksu okreslona jest roznica
energii kompleksowania substratu z rozpuszczalnikiem i z ligandem. W wyrazeniach na stale
trwato$Sci pomija si¢ stgzenie rozpuszczalnika, zakladajac, ze st¢zenia reagentow sa na tyle
mate, iz aktywno$¢ rozpuszczalnika pozostaje stala w czasie pomiaru. Warto$¢ entalpii
wigzania (ApH) otrzymuje si¢ W metodzie ITC bezposrednio z eksperymentu, natomiast

warto$¢ energii swobodnej Gibbsa (ApG) oblicza si¢ z rownania:

(=44G)
Kb =@ RT ,

ktére po logarytmowaniu przyjmuje postac:

InK, =- MG
RT
ApG = -RTInKb

Przeprowadzajac eksperyment w wigcej niz w jednej temperaturze uzyskujemy
informacje o zmianie pojemnosci cieplnej (AC,). Pozwala to na obliczenie zmian entalpii
I entropii badanego procesu w funkcji temperatury:

— d(AbH) :T d(AbS) — AbHTz _AbHTl
P dT dT TZ _T]_

AC

Wartos¢ statej wigzania okresla energia swobodna Gibbsa, ktora jest funkcja entalpii 1
entropii tworzenia kompleksu. Wiazaniu liganda z substratem towarzysza zmiany w
oddziatywaniach wewnatrz- 1 migdzyczasteczkowych wszystkich sktadnikow badanego
uktadu, a w tym rowniez czasteczek rozpuszczalnika oraz mogacych tworzy¢ si¢ produktow
posrednich. Efekty te znajduja swoje odzwierciedlenie w warto$ciach entalpii i1 entropii
reakcji, ktorych wzajemna relacja wpltywa na warto$¢ ApG, a tym samym na K.

Czynnik entalpowy zwiazany jest z liczba oraz sila oddzialywan migdzyatomowych w
procesie wiazania. Wzrost sity i1 liczby oddzialywan powoduje uwalnianie wigkszej ilo$ci
ciepta, a wigc ApH przyyjmowac bedzie bardziej ujemne wartosci. Jak wynika z zaleznos$ci
ApG = ApH - TApS, im bardziej ujemna jest warto$¢ entalpii wiazania tym wigksza jest

wartos$¢ statej Ky, a tym samym wzrasta stabilno§¢ termodynamiczna kompleksu.



Isothermal Titration Calorimetry

Podczas tworzenia kompleksu nastepuje zrywanie i tworzenie si¢ duzej liczby wigzan.
Jezeli wiazanie substratu z ligandem przebiega z rGwnoczesnym uwalnianiem z bezposrednie;j
sfery koordynacyjnej substratu wigkszej liczby czasteczek niz liczba przytaczanych ligandow,
wowczas zmiana energii swobodnej silnie zalezy od zmiany entropii, ktorej dodatnia warto$¢
w takiej sytuacji zwigksza sig. Ma to rowniez swoje konsekwencje we wzroscie ujemnej
warto$ci ApG. Czynnik entropowy ma szczegélne znaczenia np. w procesie tworzenia
kompleksow chelatowych, np.:

[M(NH3)6]** + 3H,N-CH,CH,-NH, = [M(en)s]*" + 6NH3

W powyzszej reakcji 3 czasteczki dwukleszczowego liganda etylenodiaminy (en)
wymieniaja 6 czasteczek ligandu NHjz. Zwigkszenie entropii wynika z faktu, ze liczba
czasteczek substratow jest rowna 4, a produktow 7.

Interpretacja termodynamiki reakcji nie jest prosta i nalezy dokonywac jej z duza
ostrozno$cia. Pelne zrozumienie natury powstawania kompleksu wymaga jednak poznania

profilu termodynamicznego reakcji na poziomie molekularnym.

ZAKRES I CEL CWICZENIA

Cwiczenia laboratoryjne adresowane sa dla 0sob pragnacych poglebi¢ swoja wiedze z
zakresu chemii bionieorganicznej oraz pomiaréw fizykochemicznych.

Podczas przeprowadzania eksperymentow student zapozna si¢ z obshluga
izotermicznego kalorymetru miareczkowego, idea pomiaru, a takze z opracowywaniem
wynikow oraz ich interpretacja. Umiejetnosci te pozwola mu na wykorzystanie zdobytej
wiedzy podczas planowania witasnych badan biochemicznych, farmaceutycznych oraz
analitycznych.

Zakres C¢wiczenia obejmuje przeprowadzenie jednego z nizej wymienionych
doswiadczen:

1. Wyznaczanie parametréw termodynamicznych reakcji kompleksowania wybranych

Jonow kwasem etylenodiaminotetraoctowym.

2. Charakterystyka termodynamiczna oddziatywania cytydyno-2-monofosforanu z

rybonukleaza A.

3. Wyznaczanie ciepta dysocjacji stabych kwaséw organicznych.

10
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CZESC LABORATORYJNA

1. Wyznaczanie parametrow termodynamicznych reakcji kompleksowania wybranych

jonow kwasem etylenodiaminotetraoctowym.

Kwas etylenodiaminotetraoctowy, w skrocie EDTA, jest powszechnie stosowanym
kompleksonem [1]. Reaguje on z jonami metalu w stosunku stechiometrycznym 1:1,
niezaleznie od warto$ciowosci metalu [2]. Kompleksy te sa trwate i dobrze rozpuszczalne w
wodzie. Charakterystyka oddzialywan kwasu z jonami dwuwartosciowych metalami stanowi
prosty model pozwalajacy glegbiej wnikna¢ w mechanizm oraz specyficzno$¢ procesu
oddziatywania metali z miejscami koordynacyjnymi ligandu [3]. Z uwagi na rosnace
zainteresowanie mozliwosciami aplikacyjnymi kwasu EDTA oraz jego pochodnymi w
biotechnologii 1 medycynie (jako $rodka terapeutycznego) duze znaczenie poznawcze ma

zrozumienie termodynamicznego procesu chelatacji [4].

Literatura

[1] Y. V. Griko, Biophys. Chem., 79 (1999) 117-127.

[2] S. J. Lippsrd, J. M. Berg, Podstawy chemii bionieorganicznej, PWN W-wa (1998) 34-38.
[3] T. Christensen, i in., J. Am. Chem. Soc., 125 (2003) 7357-7366.

[4] H. Siitari i in., Nature 301 (1983) 258.

Wykonanie pomiarow

Przygotowanie roztworéw buforowych:

Przygotowac roztwor buforowy MES o stezeniu 20 mM i pH réwnym 6 oraz dwa
roztwory buforowe TRIS o stezeniu 20 mM 1 pH réownym 6 1 8. W tym celu rozpusci¢ w
kolbie miarowe o pojemnosci 1 dm?® odpowiednie ilosci sktadnikow, a nastepnie sprawdzi¢ za
pomoca pehametru warto$¢ pH. Do roztworu dodawaé porcjami niewielki ilo$¢ 1 M roztworu
HCI lub NaOH, az do uzyskania wymaganej wartosci pH
Przygotowanie roztworow probek:

Przygotowaé buforowe roztwory soli CaCl,, NiCl, (lub innych wskazanych przez
prowadzacego ¢wiczenia) o stgzeniu rownym 10 mM. W tym celu rozpusci¢ w kolbie
miarowej o pojemnosci 10 cm® obliczona ilosé soli w przygotowanym wczesniej roztworze

buforowym, a nastgpnie sprawdzi¢ pH otrzymanego roztworu. Pobraé 1 cm® tak

11
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sporzadzonego roztworu 1 przenies¢ go do drugiej kolby miarowe o pojemnosci 10 cm®.

Kolbg uzupethi¢ do kreski roztworem buforowym, poczym ponownie sprawdzi¢ wartos¢ pH.
Nalezy pamigtac, aby warto$¢ pH tak sporzadzonego roztworu nie roznita si¢ wigcej niz 0,05
jednostki pH od roztworu buforowego.

Roztwér liganda o stezeniu 10 mM sporzadzi¢ w analogiczny sposob jak opisano
wyzej, rozpuszczajac w kolbce miarowej o pojemnosci 10 cm® odpowiednia ilos¢ kwasu
EDTA w danym roztworze buforowym. Roztwor rozcienczy¢ odpowiednim roztworem
buforowym, aby jego st¢zenie byto rowne 0,1 mM.

Miareczkowanie wykonujemy w kalorymetrze AutolTC firmy MicroCal, Inc.
(Northampton, MA) zgodnie ze wskazowkami prowadzacego ¢wiczenia. Aby wyznaczy¢
stata wiazania K, oraz parametry termodynamiczne reakcji kompleksowania, nalezy
przeprowadzi¢, zachowujac te same warunki pomiaru, dwa eksperymenty:

a) wyznaczy¢ cieplo rozcienczania soli (substratu) w roztworze buforowym nie
zawierajacym liganda,
b) wyznaczy¢ ciepto mieszania roztworu EDTA (liganda) z roztworem substratu.
Pomiar ciepta mieszania roztworu liganda 1 substratu wykonuje si¢ trzykrotnie, a nastgpnie
wprowadza si¢ korekte na ciepto rozcienczania soli.
Do analizy danych miareczkowania wykorzystuje si¢ program komputerowy Origin

(MicroCal Inc) dotaczony do kalorymetru przez producenta.
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2. Charakterystyka termodynamiczna oddzialywania cytydyno-2-monofosforanu z

rybonukleazq A.

Literatura

[1] L. Stryer, J. L. Tymoczko, J. M. Berg, Biochemia, PWN, Warszawa 2005.

[2] 1. Wadso, Standards in isothermal microcalorimetry (IUPAC Technical Report). Pure
App. Chem., 73 (2001) 1625-1639.

Wykonanie pomiarow

Przygotowanie buforu octanowego o stezeniu 50 mM i1 pH 5,5:

Rozpuscié w kolbie miarowej o pojemnosci 2 dm*® 9,814 g soli (ACS grade) w wodzie
dejonizowanej. Nastepnie sporzadzic 500 cm® 50 mM roztworu kwasu octowego
rozpuszczajac w kolbie miarowej 1,431 cm® bezwodnego kwasu octowego.

Bufor octanowy sporzadza si¢ dodajac 50 mM roztwor kwasu octowego do 1,5 dm® 50 mM
roztworu octanu potasu do momentu, w ktorym pH buforu osiagnie wartos¢ 5,5.
Przygotowanie buforu TRIS-HCI o stgzeniu 0,2 M i pH 7:

Rozpusci¢ 2,422 g zasady TRIS w kolbie miarowej o pojemnosci 100 cm® w wodzie
dejonizowanej, a nastgpnie doprowadzi¢ roztwér do pH réwnego 7,0 dodajac porcjami
niewielkie i1los¢ 1 M HCL
Przygotowanie roztworu cytydyno-2-monofosforanu o st¢zenie 2,0 — 2,2 mM:

Rozpusci¢ ok. 10 mg cytydyno-2-monofosforanu w 5,5 cm® 50 mM roztworu octanu
potasu, a nastgpnie doda¢ 5,5 cm® 50 mM roztworu buforowego octanowego o pH 5,5. Aby
uzyska¢ roztwor cytydyno-2-monofosforanu o pH rownym 5,5, nalezy dodawa¢ do niego
porcjami niewielkie ilosci 50 mM roztworu kwasu octowego lub octanu potasu.

Oznaczanie st¢zenie roztworu cytydyno-2-monofosforanu:

Stezenie roztworu wyznacza si¢ metoda spektrofotometryczna. W tym celu 0,5 cm®
badanego roztworu rozciencza si¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 10 cm® 0,2 molowym
roztworem buforu TRIS o pH = 7,0. Nastgpnie wyznacza si¢ warto$¢ absorpcji przy dtugosci
fali 260 nm. Dla molowego wspotczynnika ekstynkeji rownego 7400 [em™ M™] wyznacz si¢

stezenie cytydyno-2-monofosforanu korzystajac ze wzoru:
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A
c=—o1,
el

gdzie:
A — absorpcja przy danej dtugosci fali
€ — molowy wspotczynnik ekstynkcji

| — grubos¢ kuwety

Przygotowanie roztworu rybonukleazy A o st¢zenie ok. 0,06 mM:

Rozpusci¢ ok. 20 mg rybonukleazy A w 20 cm® buforu octanowego o pH = 5,5. Tak
przygotowany roztwoér dializowa¢ dwukrotnie w 500 cm® roztworu buforowego, uzywajac
workéw o wielkosci porow 6-8000 kD. Kazda dializa powinna trwa¢ ok. 3 godzin w
temperaturze ok. 4°C.

Oznaczanie st¢zenie roztworu rybonukleazy A:

Stgzenie roztworu wyznacza si¢ metoda spektrofotometryczna, odczytujac warto$¢
absorpcji przy dtugosci fali 280 nm 1 biorac do obliczen warto$¢ molowego wspotczynnika
ekstynkcji rowna 9800 [cm™ M™]

Miareczkowanie wykonujemy w kalorymetrze AutolTC firmy MicroCal, Inc.
(Northampton, MA) zgodnie ze wskazowkami prowadzacego ¢wiczenia. Aby wyznaczy¢
stala wiazania K, oraz parametry termodynamiczne oddziatywania, nalezy przeprowadzic,
zachowujac te same warunki pomiaru, dwa eksperymenty:

C) wyznaczy¢ ciepto rozcienczania cytydyno-2-monofosforanu (substratu) w roztworze
buforowym nie zawierajacym liganda,
d) wyznaczy¢ ciepto mieszania roztworu rybonukleazy A (liganda) z roztworem
substratu.
Pomiar ciepta mieszania roztworu liganda 1 substratu wykonuje si¢ trzykrotnie, a
nastegpnie wprowadza si¢ korekt¢ na ciepto rozcienczania soli. Do analizy danych
miareczkowania wykorzystuje si¢ program komputerowy Origin (MicroCal Inc) dotaczony do

kalorymetru przez producenta.
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3. Wyznaczanie ciepla dysocjacji stabych kwasow organicznych

Wyznaczenie ciepta dysocjacji mocnego kwasu jest stosunkowo proste i mozna tego
dokona¢ w bezposrednim pomiarze kalorymetrycznym, mierzac ciepto reakcji [1,2]:
HsO" + OH 2 2H,0 Az0p H (cieplo zobojgtnienia)

Z kolei, ciepto dysocjacji stabego kwasu jest trudne do wyznaczenia z bezposrednich
pomiarow kalorymetrycznych. Procesowi temu towarzyszy szereg innych efektow, ktore nie
sa zwiazane z tworzeniem czasteczki wody, tak jak ma to miejsce w przypadku reakcji
zoboje¢tniania mocnego kwasu. Stabe kwasy nie ulegaja w roztworze wodnym catkowitej
dysocjacji i oprocz efektu cieplnego zwiazanego z tworzeniem czasteczki wody, procesowi
temu towarzysza efekty energetyczne zwiazane z dysocjacja kwasu oraz hydratacja jonow
powstajacych podczas dysocjacji.

Mozna przyjaé, ze rdznica ciepet zobojgtniania mocnego i stabego kwasu ta sama
zasada wynika ze zuzywania si¢ czesci energii na dysocjacje stabego kwasu [3]:

Adys.HHA = Azob.Hua + Azob. HHcl

Literatura

[1] I. Wadso, Standards in isothermal microcalorimetry (IUPAC Technical Report). Pure App.
Chem., 73 (2001) 1625-1639.
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Wykonanie pomiarow

Przygotowa¢ 0,5 M roztwdér NaOH oraz 0,1 M roztwory kwasoéw: mroéwkowego,
octowego, chlorooctowego oraz propionowego.

Miareczkowanie wykonujemy w kalorymetrze AutolTC firmy MicroCal, Inc.
(Northampton, MA) zgodnie ze wskazowkami prowadzacego ¢wiczenia. Aby wyznaczy¢
cieplo dysocjacji stabego kwasu nalezy przeprowadzi¢, zachowujac identyczne warunki,
nastgpujace eksperymenty:

a) wyznaczy¢ ciepto rozcienczania kwasu HCI (Arozc. Huci)
b) wyznaczy¢ ciepto reakcji kwasu HC1 zasada NaOH (A zop.Huci)
¢) wyznaczy¢ cieplo rozcienczania stabego kwasu (Arozc. HHa)

d) wyznaczy¢ ciepto reakcji stabego kwasu zasada NaOH (Azop Hua)
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Cieplo dysocjacji stabego kwasu (Agys Hua) oblicz sig na podstawie:
Adys.HHA = Azob.HHA - Arozc..HHA - Azob.HHCI + Aroz.HHCI
Kazdy pomiar nalezy wykona¢ trzykrotnie. Do analizy danych miareczkowania wykorzystuje

si¢ program komputerowy Origin (MicroCal Inc) dotaczony do kalorymetru przez producenta.
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