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l. Kinetyka reakcji autokatalitycznych i zegarowych

|.1. Ogolna charakterystyka reakcji zegarowych i autokatalitycznych

Przedmiotem kinetyki chemicznej sa badania szybko$ci i mechanizméw reakcji
chemicznych. Badania takie ujawniaja, iz praktycznie nie ma reakcji, ktore przebiegatyby
wedtug najprostszego mozliwego mechanizmu, czyli jednoetapowo. Nawet reakcje uwazane
do niedawna za jednoetapowe, jak np. synteza jodowodoru z pierwiastkOw, w istocie majg
bardziej ztozony przebieg. Na mechanizmy rzeczywistych reakcji sktada si¢ z reguty
sekwencja elementarnych etapéw o roznej czasteczkowosci i szybkosci.

Ztozone mechanizmy reakcji mogg by¢ zrodlem ich bardzo interesujacych, nietypowych
przebiegéw. Przyktadem moga by¢é roézne reakcje oscylacyjne, charakteryzujace sie¢
niemonotoniczng (periodyczng lub chaotyczng) zmiennos$cia st¢zenia niektorych reagentow w
czasie, a jesli reagenty te sa barwne, przebieg takiej reakcji nabiera szczegdlnie efektownego
charakteru, poprzez spontaniczne zmiany koloru mieszaniny reakcyjnej. Nalezy podkresli¢, ze
— zgodnie z II zasadg termodynamiki - zjawiska takie moga wystepowac tylko poza stanem
rownowagi uktadu. Jesli roztwdr nie jest idealnie mieszany, oscylacyjny przebieg procesu
moze, poprzez sprzezenie kinetyki chemicznej z transportem (dyfuzja) reagentoéw, prowadzi¢
do powstania nierownowagowych struktur przestrzennych lub czasowo-przestrzennych.
Innym przyktadem efektownie przebiegajacych proceso6w chemicznych sa tzw. reakcje
zegarowe. Charakteryzuja si¢ one gwaltowna zmiang stgzen reagentOw po uplywie $cisle
okreslonego czasu, zaleznego od stezen substratow reakcji. Jesli ponadto sktad uktadu
zostanie dobrany tak, aby gwaltowna zmiana st¢zenia wybranego reagenta wigzata si¢ ze
zmiang barwy roztworu, przebieg reakcji zegarowej wyglada szczegélnie efektownie. Na
przyklad, jesli w pewnym momencie, w bezbarwnym roztworze zawierajacym skrobig,
pojawia si¢ elementarny jod (w postaci jonu I3), uklad przyjmuje momentalnie
ciemnoniebieskie zabarwienie.

W mechanizmie niektorych reakcji zegarowych obecne sa etapy autokatalityczne. Etapy takie
wystepuja takze w mechanizmach reakcji oscylacyjnych. Autokataliza jest przejawem
dodatniego chemicznego sprz¢zenia zwrotnego, a przejawem ujemnego sprzezenia zwrotnego

sg procesy autoinhibicyjne.



|.2. Reakcje autokatalityczne

Zgodnie z tym, co powiedziano wyzej, reakcja autokatalityczna jest przyktadem

dodatniego sprzezenia zwrotnego W chemii, co ilustruje schemat na Rys. 1.2.1

Wejscie Wyjscie

Substraty ————g——pp Uktad P Produkty

(+) = autokataliza

(-) = autoinhibicja

Rys. 1.2.1. Ogolny schemat uktadu z dodatnim (+) lub ujemnym (-) sprzezeniem zwrotnym

Schemat ten ma uniwersalne znaczenie dla ilustracji pojecia sprzezenia zwrotnego.
Przedstawiony na nim prostokat mogtby sygnalizowa¢ nie tylko uktad chemiczny, ale np.
wzmacniacz napigcia 1 wtedy Rys. 1.2.1 przedstawialby elektroniczny, tzw. blokowy schemat
wzmacniacza z (dodatnim lub ujemnym) sprzgzeniem zwrotnym.

W  przetozeniu na jezyk typowych poje¢ chemicznych reakcja autokatalityczna
(autoinhibicyjna) oznacza proces, ktorego przebieg jest przyspieszany (opozniany) przez jego
wlasny produkt. Jednym z klasycznych przykladéow procesow autokatalitycznych jest
utlenianie kwasu szczawiowego jonami manganianowymi(VII) w kwasnym (H»SOy)

srodowisku, przebiegajace zgodnie z sumarycznym rOwnaniem:

2 MnOy4 + 6H* + 5 H,C,04 — 2 Mn®* + 10 CO; + 8H,0 (1.2.1)

Jesli mieszanina reakcyjna zawiera poczatkowo wytgcznie rozpuszczone w wodzie substraty,
na odbarwienie roztworu, zwigzane z redukcja jondow MnO,, trzeba do$¢ dlugo czekac.
Obserwujac pelny przebieg tej reakcji dochodzimy do wniosku, ze ulega ona gwattownemu
przyspieszeniu dopiero po uplywie pewnego ,,martwego” czasu, ktory bedziemy nazywac
dalej okresem (lub czasem) indukcji. Okazuje si¢ jednak, ze czas indukcji mozna znacznie

skrocié, jesli do mieszaniny substratow dodamy nieco MnSOy, ktory jest jednym z produktow



reakcji. Czas indukcji bedzie tym krotszy, im wiecej MnSQO, zostanie wprowadzone. Oznacza
to, ze jony Mn?* wywieraja na przebieg rozwazanej tu reakcji dziatanie autokatalityczne.
Mozna zastanawiac sig, jakie jest zrodlo okreslonego (skonczonego) czasu indukcji w probce,
ktora poczatkowo nie zawiera MnSQO4. Skoro poczatkowo w probce nie ma Mn?*, to moze
reakcja utleniania kwasu szczawiowego nie powinna w ogole przebiegac, czyli — formalnie —
jej czas indukcji powinien rozciagac si¢ do nieskonczonosci? Istota sprawy polega jednak na
tym, ze takze w nieobecnosci Mn?* wéréd poczatkowych reagentow, utlenianie kwasu
szczawiowego jonami MnO, przebiega, cho¢ wielokrotnie wolniej. Powoduje to jednak
stopniowy wzrost stezenia jonow Mn?*, ktére w koncu osigga taka warto$¢, ze jony te
wywieraja widoczny efekt autokatalityczny. Gdyby zatem autokatalityczny przebieg
powyzszej reakcji byt jedynym mozliwym, utlenianie bez dodatku MnSQOy, istotnie w ogodle by
nie nastgpito. Tego typu sytuacje nie s jednak raczej spotykane w praktyce.

Nalezy przy tym zwrdci¢ uwage, ze autokataliza nie jest specyficzna dla reakcji z udziatem
jonéw MnOy - np. utlenianie za ich pomoca jonéw Fe?* do Fe** nie wykazuje juz cech
procesu autokatalitycznego, jest bardzo szybkie takze bez dodatku produktow, a zatem czas
indukcji wynosi zero.

Do szczegdlowego mechanizmu utleniania kwasu szczawiowego jonami MnOj4 wrocimy
jeszcze pdznie;j.

Zastanowmy si¢ nad mozliwie prostym i szybkim sposobem sprawdzenia, czy badana
przez nas dowolna reakcja (ktérej produkty moga by¢ czesciowo lub nawet catkowicie
nieznane), ma charakter autokatalityczny. Wystarczy w tym celu uzy¢ roztworu, powstatego
po zakonczeniu tej reakcji, a wigc zawierajgcego jej produkty, jako Srodowiska reakcji
(rozpuszczalnika) dla tych samych substratow w nastepnym eksperymencie. Jesli wykaze on
szybszy przebieg reakcji, mozna sadzi¢, ze wykazuje ona autokatalize 1 wtedy pozostaje
zbadac, ktory z jej produktéw wywiera takie specyficzne dziatanie.

Mozna postawi¢ pytanie, jak zmienia si¢ szybko$¢ reakcji autokatalitycznej w czasie
po pokonaniu przez uktad czasu indukcji. Zalezy to od typu reaktora. Jesli jest on zamknigty,
tzn. substraty zostatly do niego wprowadzone tylko na poczatku reakcji i nie sa pdzniej
uzupehiane, to szybko$¢ reakcji autokatalitycznej musi przej$¢ przez maksimum i w koncu
spas¢ do zera, gdy wyczerpig si¢ substraty. Jesli natomiast reakcja prowadzona jest w
reaktorze przeptywowym, do ktérego stale doptywaja nowe porcje substratow i
odprowadzany jest roztwor zawierajacy produkty, to zagadnienie nieoczekiwanie staje si¢ o
wiele bardziej skomplikowane. Poza powstaniem stanu stacjonarnego moze bowiem

(niekiedy, to zalezy od mechanizmu konkretnej reakcji) wystapi¢ zjawisko bistabilnosci,



polegajace na tym, ze uktad bedzie przybierat — dla danych parametrow kontrolnych — jeden z
dwodch mozliwych stabilnych stanéw stacjonarnych. Stan uktadu przestaje wiec by¢ wtedy
jednoznaczng funkcja jego parametréw kontrolnych, zaczyna za to zaleze¢ od ,,historii”, czyli
od tego, czy aktualne parametry kontrolne (np. szybkos$¢ przeptywu reagentow przez reaktor)
zostaly osiagnigte przez zwigkszenie ich poczatkowo wzglednie niskich wartosci, czy tez
zmniejszenie ich, poczatkowo wzglednie wysokich, wartosci. Tego typu zachowanie uktadu,
mozliwe do wystgpienia jedynie poza stanem roéwnowagi, 0znacza, W pewnym sensie,
przypisanie temu uktadowi pewnej ,,pamieci” (ang. memory effect). Istnienie bistabilno$ci w
pewnym zakresie parametroOw Kontrolnych jest tozsame z wystgpieniem histerezy w
zachowaniu uktadu pod wpltywem cyklicznych zmian tych parametrow. Ide¢ zachowania

bistabilnego i zwigzanej z nim histerezy ilustruje rysunek 1.2.2.
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Rys. 1.2.2. Typowy eksperymentalny przejaw bistabilnosci - zachowanie ukladu (S) moze w
pewnym zakresie parametrow kontrolnych (C1, C,) odpowiadac albo stanom Z1, albo stanom

Zo, w zaleznosci od kierunku zmian C.

Problemem bistabilnosci 1 reaktorow przeptywowych nie bedziemy si¢ dalej zajmowac,
ograniczajac ponizsze rozwazania do zwyktych, zamknigtych reaktorow.
Teoretyczny opis reakcji autokatalitycznej

Najprostszy do teoretycznej analizy jest modelowy proces, ktory moze przebiegad

wytacznie autokatalitycznie. Proces taki mozemy przedstawi¢ prostym schematem:

A——P (1.2.2)



Oczywiscie zapis taki moze oznacza¢ takze zwyklta, nie autokatalityczng reakcje. Jesli jednak
reakcja ta wykazuje autokatalize, to jej szybkosé (V) jest tym wigksza, im wyzsze jest stezenie
produktu P. W najprostszej postaci szybko$¢ ta bedzie proporcjonalna do iloczynu stezen A i
P w pierwszej potedze:

v =K[A][P] (1.2.3)

i taki przypadek rozwazymy w dalszej analizie. Zauwazmy, ze jesli [P] = 0, to reakcja w
ogoble nie przebiega, co jest zgodne z powyzej przyjetym zatozeniem, iz rozwazany proces
przebiega wylacznie na drodze autokatalitycznej. Jest wigc dalej oczywiste, ze nasza
modelowa reakcja moze przebiega¢ tylko pod warunkiem, ze wyjsciowa mieszanina
reakcyjna zawiera¢ bedzie nie tylko substrat o poczatkowym stezeniu [A]o, ale takze pewna
ilo$¢ produktu, o stezeniu [P]o. W trakcie reakcji stezenie produktu bedzie rosnaé, a stezenie
substratu — male¢, przy czym ze stechiometrii (1.2.2) wynika, iz w dowolnym czasie spetniona

bedzie relacja:
[P1=[P], +([Al, —[A] (1.2.4)

Roéwnanie kinetyczne opisujace nastepujacy w takich warunkach zanik substratu A w czasie
przybiera wigc nastepujaca postac:
dA
-IAL_ iagip1 = AT, + AL, ~[A])
t (1.2.5)

Wygodne jest zdefiniowanie nowej zmiennej x, ktora opisuje przyrost stezenia produktu P w

czasie:

x =[P]-[P], =[Al, —[A] (1.2.6)
Wtedy dx/dt = -d[A]/dt i rownanie kinetyczne przyjmuje postac:

dx

o = KOAL, =P, +x) (1.2.7)

Rozwigzanie réwnania (1.2.7) ma postac:

|n([A]°—_Xj _ In([A]O j “k(AL, +[P], X = |n([A]0 J _K't

[P], +x [P], [Pl (1.2.8)

gdzie nowa stala Kk’ jest iloczynem statej szybkosci reakcji k i sumy statych (bo

poczatkowych) stezen substratu 1 produktu:
k' =K([Al, +[P],) (1.2.9)

Rozwigzanie (R8) mozna przeksztatci¢ do postaci x = f(t):



_[AL-e™)

X =
([A]OJe“ +1
[Pl (1.2.10)

Przebieg zaleznosci x=f(t), dla kilku poczatkowych stezen produktu [P]o, pokazuje Rys. 1.2.3.

Z rysunku tego wynikaja nast¢pujace podstawowe cechy przebiegu reakcji autokatalityczne;:

- wspominane wczesniej gwaltowne przyspieszenie reakcji po uplywie czasu indukcji, tym
krotszego, im wigksze jest poczatkowe stezenie produktu: [P]o.

- sigmoidalny ksztalt krzywej przyrostu stezenia produktu P w czasie.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze pochodna dx/dt jest rowna szybkosci reakcji V:

Cdt dt dt (1.2.11)
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Rys. 1.2.3. Krzywe tworzenia produktu w reakcji autokatalitycznej dla réznych poczgtkowych
stezen produktu [P]o

Ksztalt zaleznosci X=f(t) pokazuje zatem, ze pochodna dx/dt, czyli szybkos$¢ reakcji
autokatalitycznej rosnie z czasem od zera do warto$ci maksymalnej, odpowiadajacej
punktowi przegiecia sigmoidy, po czym spada do zera, gdy (asymptotycznie) ustali si¢

stezenie X, poniewaz wyczerpal si¢ substrat A. Taka zalezno$¢ szybkosci reakeji



autokatalitycznej od czasu jest zatem zupeinie inna niz analogiczna zalezno$¢ dla reakcji
,»zWyktej”, charakteryzujacej si¢ monotonicznym spadkiem szybko$ci reakcji w czasie ( z
wylaczeniem niektorych specyficznych przypadkow, takich jak reakcja zerowego rzedu,
ktorej szybko$¢ pozostaje stata — rowna statej szybkosci - az do wyczerpania substratow).

Poréwnujac analizowany tu mechanizm cho¢by z omawiang na poczatku reakcja
utleniania kwasu szczawiowego z jonami MnO, widzimy jednak, ze taki model nie
odpowiada dokladnie tej rzeczywistej sytuacji, poniewaz utlenianie kwasu przebiega
rownolegle, cho¢ znacznie wolniej, na drodze nieautokatalitycznej. Pozyteczne wiec jest
rozwazenie teraz modelowego mechanizmu bardziej odpowiadajgcego tej reakcji, a takze
wielu innym rzeczywistym procesom autokatalitycznym.

Mechanizm taki mozna przedstawi¢ prostym schematem (Rys. 1.2.4):

autokatal.

niekatal.

Rys. 1.2.4. Schemat rownoleglej autokatalitycznej i niekatalitycznej przemiany substratu A w

produkt P.

Odpowiadajace mu roéwnanie kinetyczne, uwzgledniajagce réwnolegly przebieg reakeji

autokatalitycznej — ze statg szybkosci k i nieautokatalitycznej - ze statg szybkosci ko, ma

postac:
_dIA]_ d[P] _
ot APIKIA] (1.2.12)

Poszukamy rozwigzania, zaktadajac poczatkowe stezenie produktu [P]o = 0, skoro obecnos¢ P
nie jest tym razem niezbedna dla rozpoczecia reakcji. Definicja wielkosci X jako przyrostu

stezenia P w czasie upraszcza si¢ zatem do postaci:
x =[A], —[A]=[P] (1.2.13)

1 wyrazone za jej pomocg rownanie (1.2.12) ulega transformacji do rownania:

& _ k(AT ~ )+ ko ([AL, )= K(A], - x)(k—°+ xj
o K (1.2.14)



Dla wyciagniecia stosownych wnioskéw wystarczajgce jest porOwnanie tego réwnania z
réwnaniem (1.2.7), wyprowadzonym dla poprzednio rozwazanego mechanizmu. Ogodlne
matematyczne formy tych rownan sg bowiem takie same:

dx_ k([A], — x)x +k, ([A], - x)=k([A], - x)const + X)

dt (1.2.15)

a zmianie ulegl tylko sens fizyczny statej const, poprzednio réwnej [P]o, a teraz ko/k Zatem
zalezno$¢ x=f(t), bedaca rozwigzaniem (wynikiem catkowania) rownania (1.2.14) bedzie
miata takze sigmoidalng postaé, jak na Rys. 1.2.3, tyle ze czas indukcji bedzie zalezny od
stosunku statych szybkosci ko/k. Logiczne jest, ze im wyzsza jest stala szybko$ci reakcji
nieautokatalitycznej (ko), tym szybciej osiaggnicte zostanie stgzenie produktu P, pozwalajace
na widoczne przyspieszenie reakcji autokatalitycznej, a wigc tym krotszy bedzie czas
indukciji.

Jesli potrafimy mierzy¢ zmiany stezenia produktu P (lub substratu A) w czasie, to
dopasowujac (najlepiej nieliniowg metoda najmniejszych kwadratow) teoretyczng zaleznosé
X(t) do eksperymentalnie wyznaczonego przebiegu Xeksper(t), znajdujemy poszukiwane stale
kinetyczne: k, ko, k’ itd. jako parametry owego dopasowania.

Po tych teoretycznych rozwazaniach powrocimy do rzeczywistej autokatalitycznej
reakcji utleniania kwasu szczawiowego jonami MnOg, aby przyblizy¢ jej mechanizm. Co
prawda niektore szczegdly tego mechanizmu pozostaja jeszcze kwestig dyskusji, ale wydaje
si¢ bardzo prawdopodobne, Ze substancja szybciej niz MnOjs 1 bezposrednio utleniajaca kwas
szczawiowy sa jony Mn*>*. Do ich wytworzenia potrzebne sa jednak jony Mn?*. Dochodzi
wtedy do reakcji dysproporcjonowania, np. wedlug takiego (jednego z mozliwych!)

schematu:

MnO, + 4Mn* + 5nC,0,” + 8H" —— 5[Mn(C,0,),I°*" + 4H,0 (1.2.16)

W obrgbie powstatego zwigzku kompleksowego jony Mn** utleniajg aniony szczawianowe:

2[Mn(C,0,), 1" —— 2Mn** + (2n-1)C,0> + 2CO, (12.17)

Poniewaz reakcja (1.2.17) przebiega wolniej niz (1.2.16), to ona kontroluje szybkos$¢ catego
procesu. Podwojone rownanie (1.2.16), dodanie do pomnozonego przez 5 réwnania (1.2.17)
prowadzi do sumarycznego rownania (1.2.1)

Oba wyzej rozwazane teoretyczne modele reakcji autokatalitycznych nie odpowiadajg
jednak, jako zbyt proste, powyzszemu mechanizmowi. Bardziej realistyczny bedzie w tym
przypadku ponizszy schemat:

Reakcja sumaryczna:



A+B - P+ Q (1.2.18)
Mechanizm autokatalizy:

B+P —>1 (1.2.19)
I+A — 2P +Q (1.2.20)

przy czym (pomijajac wspdtczynniki stechiometryczne 1 konkretne postacie reagentow): A
jest analogiem H,C,04, B - MnOy4 , P - Mn**, Q - CO,, |- Mn**.

Dla innych reakcji mozliwe sg tez inne szczegétowe schematy autoakatalizy.

1.3. Reakcje zegarowe
Zgodnie z podanym na poczatku tego opracowania ogoOlnym opisem reakcji
zegarowej, roznice w przebiegu stezenia produktu (-6w) takiej reakcji, w poréwnaniu z
reakcja ,,zwykla” dobrze oddaje Rys. 1.3.1.
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Rys. 1.3.1. Porownanie zmian stezenia produktow w czasie dla reakcji zwyktej (1) i zegarowej

().

Nie nalezy jednak sadzi¢, ze typowe dla reakcji zegarowej, a nietypowe dla reakcji
zwyklej opoOznienie w tworzeniu produktu musi koniecznie dowodzi¢ niezwykle
skomplikowanego mechanizmu. ,,Tajemnica” takich procesow moze kry¢ si¢ - w duzym
stopniu - w odpowiednio dobranym zestawie reagentow. Zatozmy, ze w pewnej, stosunkowo
wolnej reakcji wydziela sie wolny jod, np. w wyniku utleniania I za pomoca S,0g”:
21"+ $,08” — I + 250,% (1.3.1)

Ponadto w roztworze powinna znajdowac si¢ skrobia oraz pewna ilo$¢ tiosiarczanu
sodu, koniecznie jednak mniejsza niz ta, ktora bytaby potrzebna do zredukowania catej ilosci

jodu, zgodnie z rOwnaniem:
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l, + 2 S,05° — 21 + S,06> (1.3.2)

Dla takiego uktadu stezen reagentéw tworzacy si¢ przez pewien czas elementarny jod
jest usuwany w powyzszej reakcji, ale poniewaz jonow tiosiarczanowych jest mniej niz
podwojona catkowita ilo$¢ wydzielajacego si¢ jodu, w pewnym momencie cata ilo$¢ S,05%
ulega przereagowaniu i1 kazda nastgpna porcja jodu wywoluje powstanie niebieskiego
zabarwienia ze skrobig (w obecno$ci jonéw I). Barwa ta pojawia si¢ gwaltownie, co
wzmacnia efektowny charakter przebiegu reakcji zegarowey.

Odpowiadajacy takiemu wariantowi reakcji zegarowej przyktadowy modelowy

mechanizm mozna przedstawi¢ w postaci uproszczonej sekwencji reakcji:

A+ B i, p (1.3.3)
P + C szybko D (|34)

przy czym [C]o < [P]w, gdzie indeks ,,00” odnosi si¢ do stgzenia po ,,nieskonczenie dlugim
czasie”, a wiec do koncowego stezenia P.

Analogiczny ,,zegarowy” przebieg, cho¢ inny mechanizm, wykazuje reakcja
wykorzystujaca redukcje jonow 103 do I, i dalej do I' za pomocg HSO3". Reakcje redoks z
udziatlem jonow 103" nosza nazwe reakcji Landolta. Niekiedy termin ten rozcigga si¢ na
reakcje redoks z udzialem innych potaczen jodu. Dla celow edukacyjnych reakcje Landolta sg
dzi§ czgsto prowadzone w takich warunkach, aby ich przebieg nabral efektownego,
»zegarowego” charakteru lub miat tez inny, nie mniej pasjonujacy przebieg. Kinetyczna
charakterystyka reakcji Landolta 1 przyktady jej nietypowego przebiegu zostang opisane nizej.
Klasyczna reakcja Landolta

Klasyczna reakcja Landolta przebiega wedtug rownania:

- - powoli - 2- +
10, + 3HSO, —%i, |- 4 3507 + 3H (135)

Zgodnie z oznaczeniem nad strzalka, reakcja ta jest powolna, ale tylko poczatkowo,
gdyz po uptywie okreslonego czasu indukcji ulega ona autokatalitycznemu przyspieszeniu.
Zgodnie z przedstawionymi wyzej wyjasnieniami, jesli reakcja ta ma przebiega¢ na sposob
»zegarowy”’, z gwattowna eksplozja niebieskiej barwy poczatkowo bezbarwnego roztworu, w
probee musi znajdowac si¢ takze skrobia, a poczatkowy uktad stezen substratow nie moze by¢
stechiometryczny, lecz odpowiadac relacji: [1037]o > 1/3X[HSO3]o. Zwré¢my uwage, ze uktad
ten nie wymaga dodania obcej substancji, takiej jak tiosiarczan sodu w poprzednim
przyktadzie. Sumaryczne rownanie reakcji tego nie ujawnia, ale wydzielajacy si¢ poczatkowo
elementarny jod, ktory mogltby spowodowaé powstanie niebieskiego kompleksu I3~ ze

skrobia, jest dalej redukowany przez jony HSOg3, poki caty ich zapas nie zostanie zuzyty.
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Mechanizm reakcji Landolta przedstawia si¢ nastepujaco. Zgodnie z rdéwnaniem
(1.3.5) w uktadzie powoli pojawiajg si¢ jony jodkowe I'. To one powoduja autokatalityczne
przyspieszenie reakcji. Miedzy powstajacymi jonami I” i substratami 103" dochodzi bowiem
do szybkiego oddzialtywania, znanego jako reakcja Dushmana:

51"+ 10, + 6H* 2%, 31, + 3H,0 (1.3.6)

a powstajacy w tym procesie elementarny jod jest praktycznie natychmiast redukowany dalej
przez HSO3 do jonow I':

b.szybko

|, + HSO; + H,0 —b&bke, o 4 502 4 3H* (13.7)

W ten sposdb przebieg reakcji Landolta ulega autokatalitycznemu przyspieszeniu,
poniewaz jej produkt I” otwiera inng, znacznie szybciej biegnaca, droge reakcji. Oczywiscie to
wiasnie niedomiar jonéw HSO3 w stosunku do 103" powoduje, ze elementarny jod przestaje
by¢ w koncu zuzywany w reakcji (1.3.7) 1 wywotuje niebieskie zabarwienie w kompleksie ze
skrobig.

Autokatalityczny charakter tej reakcji mozna zilustrowac jeszcze inaczej. Zauwazmy,
ze sumaryczng reakcje (1.3.5) mozna przedstawi¢ jako sume reakcji Dushmana (1.3.6) i
potrojonej reakcji (1.3.7). Celowo nie skracajagc wystepujacych po obu stronach jonéw I,

otrzymujemy wtedy roOwnanie o postaci:

51" + 10, + 3HSO; —— 61" + 3502 + 3H* (13.8)

Taki zapis reakcji, ktory, w odniesieniu do regut stechiometrii, moglby zosta¢ uznany
za ,,niedokonczony” ze wzgledu na pozostawienie po lewej stronie pozornie zbednych jonow
jodkowych, jest jednak istotny dla pokazania autokatalitycznego mechanizmu reakcji.
Dowodzi on bowiem, ze jony I', bedace — w $wietle rownania (1.3.5) — produktami tej reakcji,
sg rOwniez jej substratami. W kinetyce chemicznej taki zapis réwnania reakcji jest wigc
istotnym zrodtem informacji o jej mechanizmie.

Ten sposob zapisu reakcji autokatalitycznej pomaga rowniez zrozumieé, dlaczego
modelowo autokataliza bywa czesto wyrazana roéwnaniem reakcji o uproszczonej, ale
kluczowej dla tego typu mechanizmu postaci:

A+ X — 2X (1.3.9)

Reakcja Landolta z udzialem 103 i AsOs> jako zrédlo fal chemicznych

Zasadniczy mechanizm tej (takze autokatalitycznej) reakcji jest analogiczny do

przedstawionego wyzej. Sumaryczne rownanie reakcji przedstawia si¢ nastgpujaco:
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10, + 3H,AsO;, —— I' + 3H,AsO,

(1.3.10)
a w jej mechanizmie rozrdznia si¢, jak poprzednio, reakcj¢ Dushmana:
- - + szybko
S+ 10; + 6H® —~—> 3Il, + 3H,0 (13.11)

oraz reakcj¢ analogiczng do (1.3.7), ktéra w tym przypadku okresla si¢ jako reakcje

Roebucka:

l, + HyASO; + H,0 —22%¢ 5 21" 4 H AsO, + 2H" (13.12)

Czasteczkowy zapis H3AsOz i H3zAsO,, w przeciwienstwie do zapisu jonowego dla
analogicznych potaczen z siarka w poprzednio dyskutowanym wariancie reakcji Landolta,
symbolicznie odzwierciedla réznice w kwasowosci odpowiadajacych sobie zwigzkow.
Analogicznie jak dla klasycznej reakcji Landolta, rownanie reakcji Dushmana, dodane do
potrojonego réwnania reakcji Roebucka, prowadzi do rdéwnania ujawniajacego

autokatalityczne dziatanie jonow I :

51" + 10, + 3H,AsO, —> 6" + 3H,AsO, (13.13)

Oczywiscie omawiana tu zmodyfikowana reakcja Landolta, w przypadku niedomiaru H3AsO3
w stosunku do 103", moze w obecnosci skrobi jako wskaznika, ujawni¢ réwniez swoj
zegarowy charakter. Wykazano jednak, ze — w zalezno$ci od poczatkowego stosunku stezen
substratow, moze ona rowniez prowadzi¢ — W niemieszanym roztworze - do powstawania
dwoéch typoéw barwnych stref, poruszajacych si¢ wzdluz reaktora. Zjawiska takie naleza do
grupy fal chemicznych.

Dla zrozumienia warunkéw tworzenia si¢ poszczegdlnych typow fal
chemicznych w omawianej tu reakcji warto najpierw zapozna¢ si¢ ze schematycznym
przebiegiem tej reakcji w jednorodnym, mieszanym uktadzie, w zaleznosci od poczatkowego

stosunku stgzen substratow (Rys. 1.3.2).
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Rys. 1.3.2. Schemat zmian stezenia 1, W reakcji 103+ HzAsOs, W zaleznosci od stosunku stezen
substratow: w przypadku nadmiaru jodanu(V) (u gory) i w przypadku nadmiaru
arsenianu(Ill) (u dotu).

W  przypadku nadmiaru jodanu(V) w stosunku do arsenianu(Ill) oczywistg
konsekwencja jest ostateczne nagromadzenie si¢ w ukltadzie elementarnego jodu, do dalszej
redukeji ktorego nie wystarczyto juz arsenianu(Ill). W przypadku nadmiaru arsenianu(III) jod
co prawda nie moze pozosta¢ w stanie koncowym uktadu, ale — jak wida¢ z dolnego rysunku -
przejsciowo moze si¢ w uktadzie pojawié. Zjawisko takie jest jednak mozliwe tylko pod
warunkiem, ze szybkosci tworzenia 1 destrukcji jodu nie rownowazg si¢, lecz przez pewien
czas szybko$¢ powstawania jodu w reakcji Dushmana jest nieco wigksza niz szybko$¢ jego
destrukcji w reakcji Roebucka. Reakcja Dushmana, poczatkowo powolna, ulega
autokatalitycznemu przyspieszeniu. Z czasem jednak zaczyna brakowac jonow 103", reakcja
Dushmana ulega wigc spowolnieniu, a powstajacy jod jest bardzo szybko usuwany w reakcji
Roebucka.

Zaobserwowanie odpowiadajacych powyzszym przebiegom fal chemicznych
wymaga umieszczenia reagentow tej reakcji w pionowo ustawionej probéwce. Nalezy dobraé
odpowiedni sktad poczatkowy roztworu — stezenia gtownych substratéw, skrobi, a takze pH
(kontrolowane przez odpowiedni bufor HSO4/SO,%). Wazny jest kontakt gornej powierzchni
roztworu z powietrzem (tlenem), a takze jej oswietlenie. Reakcje sa bowiem inicjowane na
powierzchni roztworu najprawdopodobniej dzigki fotochemicznemu utlenianiu jonéw I” do

elementarnego jodu, co — w $wietle schematu reakcji Roebucka — uruchamia autokatalityczne
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przyspieszenie reakcji. Mozliwe warianty rozwoju fal chemicznych w tym uktadzie 1 ich

korelacje z wczesniejszymi wykresami zmian st¢zen jodu w czasie ilustruje rysunek 1.3.3.

1] [12]

Czas Czas

|
|
|
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Rys. 1.3.3. Fale chemiczne w reakcji Landolta: po lewej - w przypadku nadmiaru jodanu(V) -
barwna strefa kompleksu jodu ze skrobig ogarnia stopniowo caly roztwor, po prawej - W

przypadku nadmiaru arsenianu(1ll), wgska barwna obrecz przesuwa si¢ w dot probowki.

Nalezy podkresli¢, ze opisywane tu fale chemiczne s3 zjawiskami
nierbwnowagowymi, uporzagdkowaniami powstajacymi zatem tylko w warunkach dyssypacji
(rozpraszania) energii. W tym sensie stanowig one przyktad wspominanych na poczatku tzw.
czasowo-przestrzennych struktur dyssypatywnych, dla ktorych stan uktadu zmienia si¢ nie

tylko w funkcji czasu, ale takze w funkcji wspoirzednych przestrzennych.

Inne reakcje zegarowe
Zegarowy przebieg reakcji mozna zaobserwowac takze dla utleniania jonow I” do jodu
za pomoca H,0,, z dodatkiem skrobi i Na;S,03, opdzniajacego powstawanie niebieskiej

barwy roztworu. Zasadniczy proces nosi nazwe reakcji Harcourta:

powoli

3 + H,0, —, |4+ 2H,0 (1.3.14)

Innym przykladem jest reakcja formaldehydowa, przebiegajaca miedzy aldehydem
mrowkowym i sktadnikami  buforu  siarczanowego(IV):  siarczanem(IV) i
wodorosiarczanem(lV) sodu, w obecnosci odpowiednika wskaznika pH, np. fenoloftaleiny
lub tymoloftaleiny. Poczatkowo roztwor jest bezbarwny. W wyniku powoli przebiegajacej
reakcji:

HCHO + SO + H,0 —L, HOCH,SO; + OH’ (1.3.15)
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uwalniane sg jony wodorotlenowe, ktére jednak nie od razu wywoluja zmiang barwy
wskaznika, poniewaz — dzigki buforujagcemu dziataniu srodowiska - szybko ulegaja reakcji z
HSOg-:

OH  + HSO, —2%, H,0 + SO¥ (1.3.16)

Dla odpowiednio dobranych proporcji stezen reagentoéw dochodzi jednak do sytuacji,
gdy pojemno$¢ buforu si¢ konczy i wtedy pH gwaltownie wzrasta, wywotujac - np. w

obecno$ci tymoloftaleiny — gwaltowne pojawienie si¢ bigkitnej barwy roztworu.

16



I1. Kinetyka reakcji enzymatycznych

Za kontrole nad prawie wszystkimi procesami biochemicznymi — od szlakow
metabolicznych po translacje 1 transkrypcje¢ materialu genetycznego - odpowiadajg
wyspecjalizowane biokatalizatory zwane enzymami. Chociaz pod wzglgdem chemicznym
przytlaczajaca wigkszo$¢ enzymow to biatka, nalezy podkresli¢, ze specyficzne wiasnos$ci
katalityczne moze mie¢ réwniez kwas rybonukleinowy (RNA). Natomiast w przypadku
konwencjonalnych ,bialkowych” enzyméw bardzo czesto ich aktywne ,,centrum”
katalityczne wykorzystuje niebiatkowa czasteczke (tzw. grupg prostetyczng) zwigzang
kowalencyjnie badz topologicznie z czes$cig biatkowa (apoenzymem). Kompletna, aktywna
katalitycznie czasteczka biatka to tzw. ,,holoenzym”. Dzigki badaniom dyfrakcyjnym i, w
mniejszym stopniu zastosowaniu NMR, mozliwe bylo poznanie doktadnych struktur 3D wielu
enzymOw. Analizujagc te struktury (np. zdeponowane w Protein Data Bank

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) uderza nas dysproporcja migdzy masywna

czasteczka biatka (nawet mate enzymy, jak np. rybonukleaza A, z reguly maja mas¢
czasteczkowa wyzszg od 10 000 daltondow, co odpowiada ok. 100 resztom aminokwasowym),
a matym centrum aktywnym. Czy mamy tu do czynienia z marnotrawieniem biatka i
kodujacego go materiatu genetycznego? Czy enzymy moglyby by¢ mniejsze? Do czego
potrzebna jest biatkowa ,koperta” wokol centrum katalitycznego enzymu? Latwiej bedzie
nam odpowiedzie¢ na te pytania, gdy uswiadomimy sobie, co si¢ dzieje w centrum aktywnym
w trakcie katalizowanej przez enzym reakcji.

W klasycznej teorii katalizy enzymatycznej rozwaza si¢ hipotetyczng reakcje
przemiany substratu S w produkt P:
S—P (1.1.1)
Zatozmy, ze AGs_.p < 0 1 jedynym powodem, dla ktorego reakcja nie zachodzi spontanicznie
z obserwowalng szybkosSciag jest znaczna bariera energetyczna tworzenia si¢ stanu
przejsciowego | z substratu S. Stan | moze reprezentowaé pewng wysokoenergetyczna
konformacje substratu S, ktora zdolna jest do dalszej spontanicznej przemiany w produkt P,
albo z powrotem w substrat S. Otéz w tak zdefiniowanej sytuacji katalityczng aktywnosc¢
enzymu E mozna tlumaczy¢ jego powinowactwem wobec stanu |, faworyzowanym
termodynamicznie powstawaniem kompleksu EI i efektywnym obnizeniem bariery

energetycznej pomigdzy S i P (Rys. 11.1.1):
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Rys. 11.1.1. Utworzenie kompleksu stanu przejsciowego z enzymem (IE) obniza bariere

energetyczng reakcji S — P.

Oczywiscie enzymy, jako typowe katalizatory nie przesuwaja stanu rOwnowagi pomiedzy S i
P, a jedynie przyspieszaja jego osiagnig¢cie. Istnienie kompleksow IE — tzw. kompleksow
enzym-substrat i oznaczanych po prostu jako ,,ES” jest dowiedzione eksperymentalnie:
bardzo czgsto maja one charakterystyczne widma fluorescencji, kompleksy takie udaje sie
réwniez czasami wykrystalizowa¢ 1 precyzyjnie okresli¢, w ktérym miejscu 1 w jaki sposdb
jest wigzany substrat do enzymu. Na poparcie tezy, iz enzymy katalizuja reakcje poprzez
wigzanie i stabilizowanie stanu posredniego pomiedzy S i P istnieje jeszcze jeden ciekawy
dowod. Oto6z organizmy kregowcow produkuja biatka odpornosciowe, tzw. przeciwciala
zdolne do bardzo selektywnego wigzania si¢ 1 tworzenia tzw. kompleksu immunologicznego z
molekutami ,,antygenéw” — najczgéciej obcych, inwazyjnych biatek. Obecnie mozliwe jest
wyprodukowanie in vitro jednorodnych ,,monoklonalnych” przeciwcial na dos¢ dowolng
biomolekutg. Wyobrazmy sobie, ze znajac dokladnie mechanizm reakcji przejscia S w P
mamy rowniez dobre wyobrazenie o ksztalcie i rozktadzie tadunku w stanie | (pomocne tu
moga si¢ okaza¢ np. mechanizmy reakcji w chemii organicznej). Poniewaz sam | jest zbyt
nietrwaty jako ,.cel” dla przeciwcial, mozemy si¢ postuzy¢ jego analogiem strukturalnym:
stabilng czasteczkg bardzo przypominajacg I: i tak np. dla stanu posredniego w reakcji
hydrolizy amidu takim analogiem moze by¢ odpowiedni fosforan organiczny

(http://www.science.uwaterloo.ca/~s5taylor/research/research.ntml).  Okazuje  sie, ze

przeciwciala rozpoznajgce fosforoorganiczny analog stanu przejsciowego reakcji hydrolizy
amidu sg w stanie t¢ reakcje katalizowa¢! Mowimy o tzw. ,,przeciwcialach katalitycznych”
lub abzymach, od fragmentu Fab przeciwcial. Przyktad ten jest jeszcze jednym dowodem na

to, ze mechanizm katalizy enzymatycznej $cisSle wigze si¢ z powstawaniem kompleksu
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enzym-substrat, dla czego warunkiem sine qua non jest oczywiscie ich $ciste dopasowanie
topologiczne i chemiczne. Zatem miejsce aktywne enzymu musi by¢ ,.komplementarne” pod
wzgledem ksztattu i oddziatywan miedzymolekularnych (wigzan wodorowych, oddziatywan
elektrostatycznych, dyspersyjnych, etc.) wobec stanu I. Osiggniecie tego celu czesto wigze sie
z koniecznoscig usuni¢cia konkurenta w tworzeniu wigzan wodorowych pomiedzy substratem
a enzymem, jakim jest woda, albo potrzeba zapewnienia lokalnie niskiej przenikalno$ci
dielektrycznej, przez co rosnie sita oddzialywan kulombowskich. To tylko niektore z
powodow, dla ktorych centra aktywne enzymoéw muszg mie¢ czg¢sto niepolarny charakter.
Wracajac do wczesniej postawionych pytan dotyczacych celowosci dysproporcji miedzy
czasteczka enzymu a jego centrum aktywnym: bardzo czg¢sto jest ona po prostu koniecznoscia
konstrukcyjng dla stworzenia odpowiedniego $rodowiska w miejscu aktywnym enzymu i
stelazu dla stabilnego wigzania stanu |. Oczywiscie mozna sobie wyobrazi¢ wiele
konkurencyjnych przemian S do réznych produktow P, P, ..Pn, ktorym odpowiadalyby
rézne stadia posrednie |y, Iy, ..In. Specyficzne powinowactwo, czy tez ,,dopasowanie” enzymu
E do jednego z tych stanow tlumaczy katalizowanie jednej zdefiniowanej reakcji prowadzacej
do powstania okre$lonego produktu. Inne, nie spokrewnione strukturalnie i genetycznie
enzymy z centrami aktywnymi komplementarnymi wobec innych stanéw |; beda katalizowac
alternatywne reakcje chemiczne.

Fakt, iz kataliza enzymatyczna jest mozliwa tylko dzigki przejsciowemu formowaniu
si¢ kompleksu enzym-substrat ma swoje okreslone implikacje dla kinetyki tego typu reakcji.
Rozwazmy jeszcze raz reakcje
S—P
katalizowang przez enzym E, przechodzaca przez niskoenergetyczny kompleks El, ktory dla

uproszczenia oznaczymy jako ES.

E+S¢« 7 —>ES«—5———%>P+E, (11.1.2)

gdzie ky i k; sa odpowiednio statymi szybkosci tworzenia kompleksu ES i jego rozpadu na
substraty, a k, i Kk, sg stalymi szybko$ci rozpadu ES na produkty, badz ich ,,re-asocjacji” i
odtworzenia ES. Kiedy ten ostatni proces jest zaniedbywalny (co jest uprawnionym
zatozeniem dla reakcji enzymatycznych z réwnowaga znacznie przesuni¢ta w strong

produktow), powyzszy schemat kinetyczny upraszcza si¢ do:

E+S< 7 —>ES—2>P+E (11.1.3)

W warunkach stanu stacjonarnego [ES] jest stale, a szybko$¢ jego powstawania jest rowna

sumarycznej szybkosci rozpadu ES do P, badz do S:
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ki[E] [S] = k.1[ES]+k-[ES] (1.1.4)

a zatem:

[E] {S)/[ES] = (k1 + ko) kq (11.1.5)

lewa strona rownania definiuje czton (k1 + kp)/ ki jako pewng statg. Wielko$¢ ta oznaczana
jako Ky jest nazywana stalg Michaelisa.

[E][SV/[ES] = Km (1.1.6)
Typowej katalizie enzymatycznej odpowiada znaczny molowy nadmiar substratu nad
enzymem, a stezenie substratu w danej chwili jest praktycznie rowne jego stezeniu
poczatkowemu pomniejszonemu o ,,wytworzone” stezenie produktu [P]. W tej skali ilo§¢ S w
kompleksie ES jest zaniedbywalnie niewielka. Z drugiej strony ilo$¢ enzymu zwigzanego w
kompleks z substratem nie jest zaniedbywalng cz¢s$cig catkowitego stezenia enzymu [E]r.

Bezpiecznie jest wigc zapisac:

[E] + [ES] = [E]+ (1.2.7)
a wiec:

Km = ([E]r - [ES])[S)/[ES] (1.1.8)
stad wyrazone [ES]:

[ES] = [EI+S]/([S] + Kw) (1.1.9)
poniewaz efektywna szybko$¢ reakcji enzymatycznej, czyli szybko$¢ powstawania produktu
P jest okre$lona jako:

V = ky-[ES] (1.1.10)
to

V =ko- [E]T[S]/ ([S] + Kwm) (1.1.112)
Najwyzsza mozliwa szybko$¢ reakcji podyktowana tym réwnaniem to

Vinax = K2+ [E]lT (11.1.12)
dla [S]— 0. Ostatecznie:

V = Vimax[S] / ([S] + Kwm) (1.1.13)

Poniewaz jednostka statej Michaelisa jest [mol/dmg], z roOwnania tego wynika wprost jej
dodatkowa, Kinetyczna interpretacja: Ky odpowiada st¢zeniu substratu, przy ktorym szybkosé

reakcji enzymatycznej jest rtowna polowie szybkosci maksymalnej. (Rys. 11.1.2)
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Rys. 11.1.2. Typowy ,, hiperboliczny” przebieg kinetyczny reakcji enzymatycznej i najprostsza

interpretacja statej KM.

To, oczywiScie jest rownowazne wypetnieniu potowy miejsc aktywnych enzymu i [ES]=[E]+
/2. Eksperymentalnie zmierzone Ky enzyméw wahaja si¢ pomiedzy 10, a 107 [mol/dm®] i
zaleza od wszelkich czynnikéw determinujacych wzgledna stabilno§¢ termodynamiczng
kompleksu ES i samego enzymu: temperatury, ci$nienia, pH, sily jonowej (w mniejszym
stopniu), obecnosci czynnikéw denaturujacych itd. Z rownania:
Km = (k1 + ko2)/ ki = [E] [S)/[ES] (1.1.14)
wynika, ze dla k, << k.3 Ky wyraza wprost statg dysocjacji kompleksu enzym substrat i przez
to energi¢ wigzania ES. Drastyczna destabilizacja biatka, np. za sprawa mutacji punktowej,
czegsto prowadzi do radykalnej dysfunkcji katalitycznej, wyrazajacej si¢ spadkiem energii
wigzania enzymu z substratem 1 wzrostem wartosci Ky. Ky w zgrubny sposob okresla gorny
pulap stezen substratu efektywnie konwertowanych przez enzym. Co ciekawe, ta cecha
wydaje si¢ by¢ ‘zaprogramowana’ genetycznie 1 pozostaje w zgodzie z zakresem stezen
substratu ‘oczekiwanych’ przez dany enzym w miejscu jego fizjologicznej funkcji. Ta
empiryczna prawidlowos$¢ pozwala na odgadywanie zakresu st¢zen substratow reakcji
enzymatycznych in vivo w oparciu o wartosci Ky wyznaczone in vitro. Dodatkowym,
praktycznym parametrem pozwalajacym na iloSciowy opis aktywnosci enzymu jest tzw.
,,liczba obrotow” (ang. turnover number) zdefiniowana jako:
Keat = Vmax / [El+ (11.1.15)
a okres$lajaca maksymalng liczbe czasteczek substratu przetworzonych w produkt przez jedna
czasteczke enzymu w jednostce czasu. Dla bardzo efektywnych enzymoéw 1 w optymalnych
warunkach biochemicznych liczba obrotow moze dochodzi¢ do setek tysiecy na sekunde!
Punktem wyjscia dla eksperymentalnego wyznaczania wartosci Ky 1 Vpax Jest

przetworzenie rOwnania:
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V = Vinax[S]/ ([S] + Kwm) (11.1.16)

do postaci:

1/V=1/Vnax+ Ku/! Vimax - 1/[S] (1.1.17)

co pozwala na wykreslenie danych eksperymentalnych: zalezno$ci szybkosci reakeji
enzymatycznej dla kilku roéznych stgzen substratu przy ustalonym st¢zeniu enzymu i
niezmiennych parametrach fizykochemicznych reakcji w postaci linii prostej — tzw.
Lineweaver-Burk double-reciprocal plot. Ekstrapolacja do 1/[S] = 0 (/S/—) i 1/V =0
pozwala na odczytanie wartosci ‘1/Vmax* 1 ~1/Ky” odpowiednio z osi rzednych i odcietych.
Nachylenie linii prostej jest rowne Ky /Vmax. Przetworzenie danych kinetycznych z wykresu

konwencjonalnego (A) na wykres Lineweaver-Burka (B) jest zilustrowane na Rys. 11.1.3.:

A B
A

>

max

Nachylenie = K\,/V .«

Szybkos$¢ reakcji
(Szybkos¢ reakcji)?

=1V,

>
0 (s
= -1/KMX

Stezenie substratu ¢zenie substratu)?!

Rys. 11.1.3. Linearyzacja konwencjonalnego wykresu zaleznosci szybkosci reakcji
enzymatycznej od stezenia substratu metodg Lineweavera-Burka pozwala na tlatwe

wyznaczenie parametrow KM, Vmax.

Nalezy podkresli¢, ze powyzsze rozwazania kinetyczne — tzw. model Michaelisa-Menten nie
maja zastosowania do klasy tzw. enzymow allosterycznych, w ktérych jedna molekuta biatka
ma wiele miejsc aktywnych, a przylaczenie jednej czasteczki substratu zmienia energi¢
oddziatywania enzymu z kazda kolejng jego czasteczka.

Podstawowym zagadnieniem w enzymologii jest regulacja aktywno$ci enzymow.
Aktywno$¢ enzymoOw jest kontrolowana na bardzo wiele sposobéw — poczawszy od
oczywistej kontroli ekspresji samego biatka, po fundamentalne mechanizmy biochemiczne, w
ktorych bardzo czesto muszg bra¢ udzial mniejsze czgsteczki — tzw. kofaktory, np. kwas
adenozynotréjfosforowy, ATP, ktérego egzoenergetyczna dysocjacja po sprzezeniu z

wlasciwym procesem katalitycznym staje czgsto termodynamiczng sila napedowa reakcji
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enzymatycznych. Specyficznym rodzajem regulacji jest inhibicja — czyli spowolnienie badz
nieodwracalne wylaczenie pracy enzymu. Badania nad inhibicja enzymdéw pozwalaja z jedne;j
strony zrozumie¢ mechanizmy ich dziatania i relacj¢ pomiedzy ich stabilno$cia, dynamika na
funkcja biologiczng. Z drugiej za$ strony selektywna inhibicja in vivo enzymow bakteryjnych,
wirusowych czy tez zwigzanych z transformacjag nowotworowg jest wcigz podstawowa
strategiag farmakologiczng w medycynie. Skuteczno§¢ wielu antybiotykdw np. penicyliny
wynika wprost z ich silnych i selektywnych wtasciwosci jako inhibitorow enzymow
niezbednych do zycia 1 rozmnazania si¢ drobnoustrojow chorobotworczych. Ze wzgledu na
mechanizm procesu inhibicji mozna wyr6zni¢ dwa podstawowe jej rodzaje: inhibicje

kompetycyjng (wspotzawodnicza) i nickompetycyjna.

Inhibitor Dysfukcjonalne
kompetycyjny centrum aktywne
A Substrat B @ c j @
7
Inhibitor
niekompetycyjny

Rys. 11.1.4. Swobodny dostep substratu do miejsca aktywnego enzymu (A) moze byc
utrudniony poprzez pojawienie si¢ konkurencji w postaci inhibitora kompetycyjnego (B).
Inhibitor nieckompetycyjny, z kolei, przylgczajqc sie z dala od centrum aktywnego destabilizuje

czgsteczke biatka, bgdz jedynie wylgcza jej funkcje katalityczng

Jak pokazuje Rys. 11.1.4, inhibitor kompetycyjny jest — podobnie jak substrat —
komplementarny pod wzgledem strukturalnym 1 chemicznym do miejsca aktywnego
enzymu(Ryc. 11.1.4. A'i B), przez co wiaze si¢ z nim wypierajagc wlasciwy substrat. Inhibitor
taki nie staje si¢ jednak sam substratem dla enzymu i1 jego przylaczenie nie prowadzi do
alternatywnej reakcji enzymatycznej. Wigzanie inhibitora kompetycyjnego moze miec
charakter kowalencyjny — w takich przypadkach jest niecodwracalne. Jezeli jednak
oddziatywania inhibitor kompetycyjny-enzym majg charakter niekowalencyjny (np.
oddziatywania elektrostatyczne, dyspersyjne), to powstajacy kompleks mozna efektywnie
rozbi¢ zwigkszajac stezenie wilasciwego substratu. Tak wigc typowa cechg odwracalnych

inhibitorow kompetycyjnych jest to, ze ich wptyw na kinetyke reakcji enzymatycznej zanika
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w miar¢ zwigkszania st¢zenia substratu. Ta prawidlowos$¢ nigdy nie jest obserwowana w
przypadku drugiego typu inhibitorbw enzymatycznych — dzialajacych wedtug
niekompetycyjnego mechanizmu (Rys. 11.1.4.C). Molekuty nalezace do tej grupy nie musza
wykazywac¢ jakiegokolwiek podobienstwa chemicznego do substratow, maja za to zdolnos¢
do bardzo silnego, najczg¢$ciej nieodwracalnego laczenia si¢ z enzymem daleko od jego
miejsca aktywnego. Polaczenie takie jest z reguty znacznie mniej specyficzne od inhibicji
kompetycyjnej i czesto sprowadza si¢ do powstania silnego wigzania kowalencyjnego z jakas
reaktywng grupa chemiczng reszty aminokwasowej (np. grupy tiolowej cysteiny).
Konsekwencje tego faktu sg takie iz, pewne inhibitory np. jony metali ciezkich reaktywne
wobec reszt bocznych cysteiny, inhibujg bardzo szerokie spektrum enzymow, co z jednej
strony thumaczy ich toksyczne wlasciwosci — z drugiej zas — ze wzgledu na niespecyficznosé

ich dziatania — wyklucza zastosowania farmakologiczne.
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Rys. 11.1.5. Rozne mechanizmy molekularne inhibicji enzymow majg swoje implikacje
kinetyczne, co pozwala na odroznienie inhibicji kompetycyjnej (A, C) od niekompetycyjnej (B,
D) zarowno uzywajgc klasycznych wykresow kinetycznych (A, B) jak i wykresow
Lineweavera-Burka (C, D)
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Dokowaniu inhibitora niekompetycyjnego na powierzchni enzymu musi towarzyszy¢ pewna
daleko-zasiggowa przemiana strukturalna (np. ,naprezenie” tancuchow biatkowych
okalajacych centrum aktywne) enzymu, ktéra blokuje jego funkcje katalityczng.

Jakkolwiek molekularne scenariusze inhibicji enzymatycznej mogg mie¢ bardzo
skomplikowany, ,,mieszany” przebieg, t¢ dwa opisane graniczne przypadki s3 tatwo —
przynajmniej w wyidealizowanych uktadach modelowych — odréznialne kinetycznie.

Jak juz weze$niej wspomniano, wysokie stezenie prawidtowego substratu jest w stanie
wypluka¢ odwracalny inhibitor kompetycyjny, przez co Vmax nie ulega zmianie, zmienia si¢
natomiast Ky. Odwrotnie jest w przypadku nieodwracalnej inhibicji niekompetycyjnej.
Inhibitor trwale eliminuje cze$¢ molekutl enzymu zmniejszajac jego efektywne stezenie.
Nieinhibowane molekuly zachowuja si¢ normalnie, ale rosnace stezenie substratu nie jest w
stanie reaktywowa¢ enzymu inhibowanego. Zmienia si¢ Vpax, ale stala Michaelisa (Ky)
pozostaje bez zmian. Obserwacje te sg przedstawione na rysunku (Rys. 11.1.5), gdzie obok
konwencjonalnych wykresow zalezno$ci szybkosci reakcji od stezenia substratow (Rys.
11.1.5, A i B) przedstawione sg odpowiadajace im wykresy liniowe Lineweaver-Burka (Rys.
[1.1.5, C, D). Rysunek uwzglednia przypadki inhibicji kompetycyjnej (Rys. 11.1.5, A, C), oraz
niekompetycyjnej (Rys. 11.1.5, B i D). Czarna, nieprzerywang linig zaznaczono przebieg
eksperymentu przeprowadzonego pod nieobecno$¢ inhibitora, podczas gdy linie przerywane i
kropkowane oznaczaja dwa przypadki coraz wyzszych stezen inhibitora.

Badajac zjawiska inhibicji enzymoéw nalezy przede wszystkim bra¢ pod uwage
biatkowa natur¢ enzymdéw 1 ich marginalng — jako biatek wlasnie — stabilno$é
termodynamiczng. To sprawia, ze enzymy mogg by¢ dezaktywowane — z ré6znym stopniem
odwracalnoéci — poprzez zmiang parametrow fizykochemicznych takich jak temperatura,
ci$nienie, pH, etc. Dla kazdego enzymu istnieje pewien zestaw optymalnych wartosci tych
parametrow, dla ktorych katalizowana reakcja przebiega najszybciej. Paradoksalnie, to
optimum katalityczne enzymu nie musi si¢ pokrywaé¢ z optimum jego stabilnosci
termodynamicznej (ale, oczywiscie nie moze tez by¢ oden zbyt daleko). Ta do$¢ nieintuicyjna
obserwacja moze wynikaé np. z dostgpnosci pewnych kofaktorow czy reagentow wylacznie w
warunkach czg¢éciowo destabilizujgcych enzym jako biatko — np. optimum pH dla pepsyny
jest rzedu 1,5-1,6! Inny powod to potrzeba uelastycznienia konformacji biatka do wypelnienia
jego katalitycznej funkcji, uelastycznienia mozliwego w wyniku ograniczonej i lokalnej
destabilizacji struktur Ill-rzedowych. Ta marginalna stabilno$¢ enzymow niejednokrotnie jest
powodem wystapienie nieliniowych zachowan w kinetyce enzymatycznej zwigzanych np. z

inhibicja substratem, badZz powstajacym produktem, albo z sytuacja, w ktoérej produkt reakcji
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enzymatycznej zmienia parametry fizykochemiczne srodowiska pracy enzymu (np. pH) i
przez to wywotuje zmiany jego zachowania jako biokatalizatora. Chociaz z punktu widzenia
fizykochemicznego zjawiska te wylacznie komplikuja ilo$ciowy opis kinetyczny i
termodynamiczny prowadzac do efektow autoinhibicyjnych badz autokatalitycznych, z
punktu widzenia biochemii 1 biofizyki stanowig fascynujaca ilustracj¢ mozliwosci
najprostszej regulacji fizjologicznej na poziomie molekularnym.

Trypsyna (EC 3.4.21.4) jest enzymem proteolitycznym z grupy endopeptydaz
serynowych (w funkcji miejsca aktywnego enzymu kluczowa role odgrywa reszta seryny).
Prekursorem (zymogenem) trypsyny jest trypsynogen — biatko wydzielane przez trzustke¢ do
soku zotadkowego, ktore pod wplywem czeSciowego enzymatycznego nadtrawienia
odszczepia terminalny, 6-aminokwasowy fragment peptydowy przeksztalcajac si¢ w aktywna
forme¢ - trypsyn¢. Miejsce trawienia trypsynogenu na drodze jego przeksztalcenia si¢ w
trypsyne jest rozpoznawane przez m.in. przez enterokinazg, ale, co ciekawe, rOwniez przez

sama trypsyne, dzieki czemu konwersja trypsynogenu do

Trypsyna formy  aktywnej  enzymatycznie  ma  charakter
autokatalityczny. Trypsyna jest endopeptydaza — zamiast
His ser odszczepia¢ kolejne aminokwasy od swobodnego konca

fancucha peptydowego, przecina taki tancuch ‘w $rodku’.
Trypsyna ma w swoim miejscu aktywnym — obok reszty
is ser seryny — naladowang ujemnie reszt¢ kwasu asparaginowego,
7 co decyduje o jej specyficzno$ci  substratowe;j:
hydrolizowane przez enzym sg wigzania peptydowe obok
dodatnio natadowanych aminokwaséw — lizyny i argininy (o
( i ;Ser i ile nie sasiaduja w sekwencji z wprowadzajaca zawade
Vs steryczng proling). W przeciwienstwie do pepsyny, optimum
"o pH tego enzymu lezy blisko pH neutralnego, tj. w obszarze,
@ w ktorym zarO6wno reszty kwasu asparaginowego jak i
i % Se lizyny (argininy) sa natadowane.
Tworzenie przez trypsyne i trawione biatko (peptyd)
kompleksu ES zachodzi wedlug tzw. mechanizmu typu
‘ping-pong’, typowego dla peptydaz serynowych, w ktorym
pomiedzy sekwencyjnie zachodzacymi: (a) odtaczeniem si¢ produktu-I (fragment fancucha z
nowym N-koncem), i (b) odlaczeniem si¢ produktu-II (fragment tancucha z nowym C-

koncem), przejsciowy stan enzym-substrat ~ przylagcza  czasteczk¢  wody.
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I11. Reakcje elektrodowe

Jednym z bardzo waznych dzialow wspoétczesnej kinetyki chemicznej jest kinetyka
reakcji redoks zachodzacych na elektrodach. Zalézmy ogolnie, ze przebiega reakcja redoks:
Ox+e < Red
W procesie tym mozna wyrdzni¢ kilka etapow. Pierwszy z nich to transport substancji
elektroaktywnej na drodze dyfuzji lub konwekcji do powierzchni elektrody, drugi to
przeniesienie elektronu z elektrody do substancji elektroaktywnej, trzeci to odtransportowanie
produktu reakcji na drodze dyfuzji lub konwekcji w glab roztworu.

Catkowita szybko$¢ procesu jest limitowana szybkoscia etapu najwolniejszego. Jezeli wigc
stworzymy warunki pomiaru takie aby, najwolniejszym procesem byl proces przeniesienia
elektronu to zbadamy szybkos¢ reakcji elektrodowej. Gdy najwolniejszym procesem begdzie
proces transportu to zbadamy parametry tego procesu.

W badaniach kinetyki mozemy stosowaé¢ wiele metod, ich przydatno$¢ zalezy jednak od
zakresu minimalnej i maksymalnej szybkos$ci transportu. Dla stosowanych w ¢wiczeniu
metod, te zakresy wynosza:

- metoda woltamperometrii cyklicznej: od 4.8-10 *cm s (dla 1.6 mV s do 1.2:10 * cm s
(dla 100 V s%),

- metoda wirujacej elektrody: od 2+ 10 2 cm s (2 obr/s ) do 1.6:10 2 cm s™ (130 obr/s ).

I11.1. Metoda woltamperometrii cyklicznej

W metodzie woltamperometrii cyklicznej potencjal elektrody badanej zmieniany jest
liniowo w czasie, z szybkoscig v (mV/s), zwang szybkoscig przemiatania, wedlug schematu
pokazanego na Rys. Ill.1.1. Polaryzacje rozpoczyna si¢ od wartosci E|, przy ktorej nie
przebiega zadna reakcja elektrodowa, a mierzony prad jest wylacznie pradem
pojemnosciowym, lpj. Nastepnie, potencjal zmieniany jest do wartos$ci, przy ktorych
zachodzg procesy utleniania lub redukcji, a przy wybranym potencjale Ex nastepuje

odwrocenie kierunku polaryzacji. Po czasie t; potencjat powraca do wartosci poczatkowe;j E;.
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Rys. I.1.1. Pitozebny przebieg zmian potencjatu w czasie w metodzie

chronowoltamperometrii cyklicznej

Przebieg zalezno$ci pradu przeplywajacego w obwodzie elektrycznym od potencjatu
polaryzacji zalezy, migdzy innymi, od szybko$ci procesu przeniesienia tadunku i szybkos$ci
dyfuzji substancji elektroaktywnej (jezeli nie ma transportu konwekcyjnego) do powierzchni
elektrody. W przypadku procesu odwracalnego (wedlug kryteriow kinetyki elektrodowej)
czyli takiego, w ktorym szybko$¢ przeniesienia fadunku przez granice faz jest duzo wigksza
od szybkosci dyfuzji, na krzywej woltamperometrycznej powinny wyksztatci¢ sie piki
utleniania i redukcji.

Skad sie bierze pik?

ZY6zmy, ze w roztworze, w ktorym umieszczona jest elektroda Pt znajduje si¢ tylko forma
utleniona naszego reagenta Ox o st¢zeniu Cox. Na elektrodzie Pt powinna wigc zachodzi¢
nastgpujaca reakcja:

Ox + ne — Red

Jezeli na elektrod¢ narzucimy liniowa i1 bardzo powolng zmiang potencjatu, lub tez
przeprowadzimy pomiar punkt po punkcie (tzn. narzucamy odpowiedni potencjat, czekamy
na ustalenie stanu rownowagi i odczytujemy nat¢zenie pradu), to otrzymamy krzywa i=f(E)

wygladajaca jak krzywa dla stanu stacjonarnego (Rys. 111.1.2. wykres b).
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Rys. WI.1.2. Profile stezen (a) i krzywa woltamperometryczna (b) dla pomiarow

przeprowadzanych w warunkach stacjonarnych

Dzieje si¢ tak dlatego, ze dla warunkéw stanu stacjonarnego stezenie OX, poczynajac od
odlegto$ci J od elektrody jest state i rowne stezeniu formy OX wewnatrz roztworu (“Coy), za
co odpowiedzialna jest naturalna konwekcja (Rys. 111.1.2. wykres a).

Odlegtos¢ 6 rowna jest grubosci warstwy dyfuzyjnej Nernsta, w ktorej dla warunkow
stacjonarnych gradient stezenia reagenta OX (4Cox/d) jest liniowy, za$ stosunek °Col°Cg na
powierzchni elektrody, dany rownaniem Nernsta, jest zalezny od potencjatu.

Im potencjat jest bardziej ujemny (|Ea|> |Ep|> |Ec|> |Ed]), tym stezenie formy OXx przy
powierzchni elektrody jest mniejsze (C,> Cp> C.> Cy). W konsekwencji zwigksza sie¢
gradient stezenia i obserwujemy coraz wigksze nat¢zenie pradu i.

Gdy stezenie substancji OX na powierzchni stanie si¢ rowne 0, gradient stezenia w warstwie
dyfuzyjnej Nernsta przyjmuje wartos¢ maksymalng i warto$¢ pradu i nie moze si¢ juz bardziej
zmienia¢ i na wykresie i=f(E) obserwuje si¢ plateau (Rys. 111.1.2. wykres b). Mierzony prad
jest w tym przypadku pradem granicznym, ijim. Tego typu krzywe rejestrujemy przy bardzo
powolnej zmianie potencjatu lub gdy prowadzimy pomiar ,,punkt po punkcie”.

Jezeli bedziemy zmienia¢ potencjat z wigksza szybkoscia, to warstwa dyfuzyjna Nernsta nie
bedzie miala czasu na relaksacj¢ — na powrdt do stanu rownowagi. Nie bedzie siggata tak

daleko w glab roztworu i profile stgzen w jej obrebie nie beda liniowe (Rys. 111.1.3. wykres a).
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Rys. 11.1.3. Profile stezen (a) i krzywa woltamperometryczna (b) dla pomiarow

przeprowadzanych w warunkach nierownowagowych

W chwili gdy osiggniety zostanie potencjat redukcji formy OX to stezenie OX na powierzchni
elektrody zmaleje (C,)- zgodnie z réwnaniem Nernsta i ustali si¢ gradient st¢zenia (0Cox/0x)a
(krzywa a), w wyniku czego w obwodzie zewnetrznym poptynie prad o natgzeniu i,
proporcjonalnym do gradientu stezenia.

Gradient (0Cox/0x)a odpowiadajacy stezeniu powierzchniowemu (Cj) nie jest staly i bedzie
male¢ na skutek dyfuzji (warstwa Nernsta ulega relaksacji). Jednak potencjat elektrody
zmienia si¢ w sposob liniowy przyjmujac coraz bardziej ujemne wartosci, tak wigc stezenie
powierzchniowe substancji Ox musi si¢ zmniejszac:

(Ca) = (Cp) = (Cc) = (Cy)

a gradient rosng¢:

(0Cox/0x)a — (0Cox/Ox)p — (0Cox/0x)c — (0Cox/0x)d

az do momentu, gdy stezenie powierzchniowe Ox stanie si¢ rowne 0 (Cy), a gradient osiggnie
warto$¢ maksymalng (0Coy/0x)qy.

Nalezy zauwazy¢, ze dla danego potencjalu i odpowiadajgcemu mu stgzeniu Ox na
powierzchni elektrody gradient stezenia w warstwie dyfuzyjnej Nernsta oraz rejestrowany
prad jest wiekszy niz prad rejestrowany w warunkach stanu stacjonarnego.

Po osiagnieciu przez gradient stezenia warto$ci maksymalnej (krzywa d) jego wartos¢

zaczyna si¢ zmniejsza¢ na wskutek dyfuzji (krzywe e i f). Dyfuzja powoduje poszerzenie
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warstwy dyfuzyjnej Nernsta od k do p i do o (Rys. I11.1.3. wykres a). Rejestrowany prad musi
si¢ rowniez zmniejszy¢ i stad na krzywej i=f(E) formuje si¢ pik (Rys. 111.1.3, wykres b).
Gradienty stezen 0Coy/Ox oraz prady beda tym wigksze im szybciej zmieniamy potencjat,
poniewaz im wicksze v tym krotsza skala czasowa eksperymentu i tym mniej czasu na
relaksacje ma warstwa dyfuzyjna Nernsta.

Gdy odwrocimy kierunek polaryzacji, to dla to dla warunkow stanu stacjonarnego krzywe
I=f(E) powinny si¢ pokry¢. Jezeli jednak przemiatamy potencjatem ze znaczng szybkoscig to
w po odwroceniu kierunku polaryzacji na powierzchni elektrody znajduje si¢ znaczna ilos¢
formy Red i ta forma Red jest nadal tworzona, az do momentu osiggniecia potencjatu
formalnego pary Ox/Red. Wtedy forma Red obecna na elektrodzie zaczyna si¢ utleniaé z
powrotem do formy Ox i zaczyna plyngé prad o znaku przeciwnym. W trakcie tych zmian
potencjatu st¢zenie formy Red na powierzchni osigga 0 i dlatego na krzywej i=f(E) przy

przemiataniu powrotnym ksztaltuje si¢ rowniez pik, tak jak przedstawiono na Rys. 111.1.4.

I [A]

[

EIV]

Rys. 11.1.4. Przyktadowy chronowoltamperogram cykliczny dla procesu odwracalnego

Warto$¢ pradu w piku katodowym lub anodowym zalezy od stezenia substancji elektro-
aktywnej w roztworze, C [mol cm™], jej wspotczynnika dyfuzji, D [cm? s?], powierzchni
elektrody A [cm?], liczby przenoszonych elektrondw N oraz szybkosci przemiatania [V s™],
zgodnie z rownaniem Randlesa-Sevc¢ika w przypadku dyfuzji liniowej:

i, =2,69-10°n*?ADY?/"2C (111.1.2)

Na podstawie roznicy potencjatow pikow anodowego (Epa) | katodowego (Epk) oraz stosunku
pradu piku anodowego i1 katodowego mozna okresli¢ czy badany proces jest odwracalny,

quasi-odwracalny, czy tez nicodwracalny.
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Dla proceséw odwracalnych:

1) AEp = Epa - Epc = 59/n [mV]

AE, — roznica potencjatow pikéw pradu anodowego 1 katodowego
2) Ipa/ Ipc=1

Ipa - prad piku anodowego

Ipc - prad piku katodowego

3) ip ~ L2

I, — prad piku

v — szybko$¢ zmian potencjatu

4) Ep nie zalezy od v
Uwaga! Zastanow si¢ nad kryteriami proceséw quasi i nieodwracalnych.

I11.2. Metoda wirujacej elektrody
Szybkos$¢ transportu substancji elektroaktywnej (vj) wzdhuz osi X, w nieobecnosci
transportu konwekcyjnego, jest proporcjonalna do gradientu potencjatu elektrochemicznego i
moze by¢ opisana rOwnaniem:
g =—k X
OX (111.2.1)
gdzie ki jest wspotczynnikiem proporcjonalnosci (ki=Di/RT; Dj jest wspotczynnikiem dyfuzji

sktadnika i). Rozpisujac potencjat elektrochemiczny, przeksztalcamy rownanie (111.2.1) do

postaci:
Ina,
8 =k, (RTM , ; £OP)
OX dx (111.2.2)
Mnozac rownanie (111.2.2) stronami przez stezenie sktadnika i, otrzymujemy:
J; =—k,c,RT ona, _ kiciziFaE
OX dx (111.2.3)

gdzie J; jest strumieniem substancji elektroaktywnej, czyli ilo$cig substancji (wyrazong w
molach) przemieszczajacej si¢ przez ptaszczyzne o powierzchni 1 cm® w ciggu 1 sekundy,
czyli Ji= -dni/dt= c; v;.

Pierwszy z czlonéw réwnania (111.2.3) odpowiada transportowi dyfuzyjnemu, a drugi

transportowi migracyjnemu pod wptywem pola elektrycznego.
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W nieobecnosci gradientu potencjatu rownanie (111.2.3) upraszcza si¢ do postaci :
dlng,

J, =—K,c,RT
ox (111.2.4)

W przypadku roztwordéw rozcienczonych wspotczynnik aktywnosci fi=l i Anfi/ck=0, czyli
anai/ X=adncil .

dinc _1dc
Poniewaz OX  COX  rownanie (111.2.4) zapisujemy w postaci:
J --D, oc,
OX (111.2.5).

Jest to pierwsze prawo dyfuzji, zwane pierwszym prawem Ficka.

Wspolczynnik dyfuzji wyrazany jest w m® s lub cm? s™*. Typowe wartosci wspotezynnika

dyfuzji w roztworach sa rzedu 10° — 10° cm? s™.

W eksperymentach elektrochemicznych strumien substancji elektroaktywnej przeptywajacej

przez powierzchni¢ o przekroju poprzecznym A, w bezposredni sposob wigze si¢ z

natezeniem pradu (i) plyngcego w obwodzie -elektrycznym. Poniewaz liczba moli

przenoszonej substancji moze by¢ wyznaczona z pomiaru tadunku elektrycznego ni=Qi/zjF, to

Ji=(1/ziFA) dQji/dt, czyli Ji=i/ziFA. W ten sposob dochodzimy do réwnania opisujacego prad

dyfuzyjny:

i =zFAD, ai
OX (111.2.6).

W przypadku gdy dyfuzja jest najwolniejszym etapem procesu elektrodowego, stezenie

substancji elektroaktywnej przy powierzchni elektrody w trakcie elektrolizy szybko maleje i

w chwili t; osigga zero, a model warstwy dyfuzyjnej mozna przedstawi¢ w tym przypadku dla

r6éznych czasow tak jak na Rys. 111.2.1:

c

0

Co

Co(x=0)

Rys. 111.2.1. Model dyfuzyjnej warstwy Nernsta
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W przypadku, gdy warstwa dyfuzyjna moze rozrasta¢ si¢ bez ograniczen w glab roztworu,
prad po osiagni¢ciu maksymalnej wartosci (w chwili tp) zaczyna male¢ dla t>t,.

Przy zastosowaniu wirujgcej elektrody dyskowej, przy okre$lonej szybkosci obrotow
elektrody, grubos¢ warstwy dyfuzyjnej jest stata, a gdy stezenie substancji elektroaktywnej

przy elektrodzie staje si¢ rOwne zero, to prad osigga wartos¢ graniczng, Ijim:

0

= zFAD, 060 (11.2.7)

Fim
Grubos¢ warstwy dyfuzyjnej jest okreslona réwnaniem:

5= 1,61 D, M3 v 2 (111.2.8)

przy czym v jest lepkoscig kinematyczng roztworu (v= nlp, gdzie n jest wspotczynnikiem
lepkosci dynamicznej, a p gestoscia roztworu; v=0.01 cm? s dla wody), natomiast @ jest
kotowa szybkoscia obrotow (rad s™), przy czym w=27f , gdzie f jest czestotliwoscia obrotow,
wyrazong w Hz).

Po wstawieniu wyrazenia na grubo$¢ warstwy dyfuzyjnej do rownania (111.2.7) otrzymujemy
réwnanie Levicha, opisujace zwigzek migdzy pradem granicznym a kolowa szybkosciag
obrotow:

iL = 0,62nFAD? 3 V8¢, 02 (111.2.9)

1/2
a)/

Na podstawie przebiegu wykresu i.=f(®“) mozna wnioskowa¢ o charakterze procesu

elektrodowego. Odchylenie zaleznosci i Vs. '’

od linii prostej sugeruje dyfuzyjno-
Kinetyczna kontrole reakcji elektrodowej. Nalezy tez pamigta¢ o tym, ze réwnanie (111.2.8)
odnosi si¢ do laminarnego przeptywu cieczy w poblizu dysku. Aby laminarno$¢ przeptywu
byla spelniona, liczba Reynoldsa, R., okreslona wyrazeniem: Re=r’w/v nie powinna

przekraczaé 10°.
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linia Levicha
1/2

i oc

(01/2

Rys. 111.2.2. Zaleznos¢ natezenia prgdu od szybkosci obrotow elektrody dla procesu o kontroli

mieszanej, kinetyczno-dyfuzyjnej

Dla procesu catkowicie nieodwracalnego (gdy szybko$¢ przeniesienia tadunku jest znacznie
wolniejsza od szybkosci dyfuzji) prad (kinetyczny, ix) jest funkcja stezenia i statej szybkosci
procesu (ki(E)):

ik=NFAC, ’ki(E) (111.2.10)
gdzie ki(E)=ko.exp[-an,F(E-E°’)/RT, gdzie k, — standardowa stata szybkoéci procesu, o —
wspotczynnik przejécia, n, — elektronowo$é procesu, E°” - potencjat standardowy.

Dla bardzo wolnych reakcji elektrodowych natezenie pragdu mierzonego na elektrodzie
wirujacej nie zalezy od szybkos$ci obrotow elektrody.

W przypadku dyfuzyjno-kinetycznej kontroli procesu, parametry kinetyczne reakcji mozna

wyznaczy¢ stosujac rownanie Levicha Koutecky’ego:

1 1 1.6/ 1

= +
H 0 o 2/3 1/2
Jim ZFk,C® zFC"D™" @ (11.2.12)

W tym celu nalezy odczyta¢ z kolejnych krzywych j=f(E) wartosci ggstosci pradow
granicznych jim = ijim/A dla danej kotowej szybkosci obrotow elektrody w (Rys. 111.2.3.

Y2) (Rys. 111.2.3. wykres b). Z nachylenia

wykres a) i wykresli¢ zalezno$¢ 1/jiim = f(1/ o
prostej na wykresie b mozna oszacowa¢ wspdlczynnik dyfuzji substancji elektroaktywnej D.
Z punktu przeciecia ekstrapolowanej krzywej 1/jim = f(1/ o 1/2) z osig rzednych mozna

wyznaczy¢ stalg szybkosci reakcji elektrodowej k.
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Rys. 111.2.3. Przykladowy przebieg zaleznosci woltamperometrycznych dla roznych szybkosci

obrotow elektrody wirujqcej (a) i ilustracja graficzna rownania Levicha-Kouteckiego.

111.3. Potencjal formalny - wyznaczanie

Potencjal elektrodowy dla reakcji redoks:
Ox+e < Red

jest opisany rownaniem Nernsta

ox (11.3.1)

gdzie E? jest potencjalem standardowym, aox, a@req S3 aktywno$ciami formy utlenionej i
zredukowanej. Poniewaz aktywno$¢ jest zdefiniowana iloczynem st¢zenia (C) |
wspotczynnika aktywnosci (f) rownanie (111.3.1) mozna zapisa¢ w postaci:

E=g%+ N |y fo  RT ) Co (111.3.2)
nF f,gy NF  Cgy

Wspotczynnik aktywnosci jest miarg oddzialywan wystepujacych w roztworze, zalezy wiec
od mocy jonowej, solwatacji, asocjacji, itp. Wygodniej jest wiec zapisa¢ rownanie (111.3.2) w
postaci:
E=E?+ﬁln Co (11.3.3)

nF

Red

gdzie E{ jest potencjatem formalnym.
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Potencjaty formalne mozna wyznaczy¢ stosujac metody statyczne lub dynamiczne. W
wigkszosci metod dynamicznych wyznacza si¢ odwracalny potencjat potfali Eqp, ktory jest

zwigzany z potencjalem formalnym zalezno$cia:

1/2
E?=E,, +RTIn( Doy J (111.3.4)

nk D

red

Zaktadajac, ze Dox = Dreg Uzyskujemy EfO = Eip

Praktyczne zastosowanie zaleznosci (111.3.4) jest proste, jezeli badamy proces catkowicie
odwracalny, tzn. najwolniejszym stadium reakcji jest transport substancji do lub od elektrody.
W metodzie woltamperometrii cyklicznej dla procesu kontrolowanego dyfuzja liniowg

substancji elektroaktywnej istnieje zwigzek migdzy E1 1 potencjatem piku E,

RT + dla redukcji
E,=E +11— 111.3.5
e S - dla utleniania ( )
W przypadku procesow quasi — odwracalnych, potencjal Ejp jest rowny Sredniej

arytmetycznej potencjatow pikéw katodowego i anodowego:
B, =(Ex+E;)/2 (111.3.6)

Do wyznaczania E 1, mozna zastosowa¢ rowniez metod¢ wirujacej elektrody dyskowej. W
tym przypadku odwracalny potencjat potfali wyznacza si¢ z ekstrapolacji zalezno$ci

log [i /(ijim — 1)] od potencjatu do wartosci logarytmu = 0. Nachylenie tej zaleznosci powinno
wynosi¢ 2,3 RT/nF. Jezeli nachylenie rézni si¢ znacznie od tej warto$ci to proces mozna

uzna¢ za nieodwracalny.
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Instrukcje wykonania ¢wiczen
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Cwiczenie nr 7/

Kinetyka reakcji zegarowej Landolta.

Wymagania kolokwialne

1.

Roéwnanie kinetyczne 1 rzgdowos¢ reakceji. Charakterystyka reakceji pierwszego i drugiego
rzedu. Metody wyznaczania rzedéw reakcji. Czas potowkowy reakcji. Etap limitujacy
szybko$¢ wieloetapowej reakcji chemicznej. Czasteczkowos¢ etapu reakcyjnego.

Poje¢cie autokatalizy. Przyktady reakcji autokatalitycznych i1 ich mechanizmow.

Pojecie 1 ogolna charakterystyka reakcji zegarowych. Typowe zmiany stezen reagentow w
czasie. Przyklady reakcji zegarowych.

Reakcje Landolta z udziatem jonow jodanowych(V) i arsenianowych(111). Charakterystyka
kinetyczna i chemiczna jej etapéw — reakcji Dushmana i reakcji Roebucka. Autokataliza
w reakcji Landolta. Reakcja Landolta jako zrédto fal chemicznych. Zaleznos$¢ przebiegu
reakcji od ilo$ciowych proporcji substratow. Zarys mechanizmu obserwowanych zjawisk.

Reakcja Landolta migdzy jonami nadsiarczanowymi 1 jodkowymi (reakcja
,hadsiarczanowa’) jako eksperymentalna realizacji reakcji ,,zegarowej”. Sumaryczne
réwnanie reakcji. Detekcja produktow reakcji. Reakcja jodu ze skrobig i jonami

tiosiarczanowymi.

Instrukcja wykonania ¢wiczenia

Cwiczenie polega na badaniu kinetyki reakcji miedzy jonami I' i S,08% z

wykorzystaniem efektu reakcji ,,zegarowej”. Jest to jedna z modyfikacji tzw. reakcji Landolta.

Dla ustalonego stezenia jonow S,06” badany jest wptyw zmiany st¢zenia jonéw I na

szybko$¢ tej reakcji, a nastgpnie w analogiczny sposob badany jest wptyw zmiany st¢zenia

jonéw S,08> przy ustalonym stezeniu I'. Detekcja wydzielanego jodu dokonuje si¢ dzieki

tworzeniu barwnego kompleksu ze skrobig. Na podstawie uzyskanych danych wyznacza si¢

réwnanie kinetyczne i stalg szybkosci tej wersji reakcji Landolta.

Sprzet:

Kolba stozkowa o poj. 250 cm® - 2 szt
Zlewki 0 poj. 100 cm® - 6 szt.
Pipeta jednomiarowa 25,0 cm® - 1 szt.
Pipeta jednomiarowa 10,0 cm® - 2 szt.
Pipeta jednomiarowa 5,0 cm® - 2 szt.
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Pipeta wielomiarowa 25,0 cm® - 3 szt.

Pipeta wielomiarowa 10,0 cm® - 3 szt.
Pipetka-wkraplacz 1 szt
Cylinder miarowy 50 cm? ; 1 szt.
Mieszadto magnetyczne - 1 szt
Mieszadetka 2 szt.
Stoper 1 szt.
Gruszka do pipet - 1 szt
Bibuta filtracyjna

Odczynniki:

0,60 mol/dm? K1 (przechowywany w ciemnosci !)
0,60 mol/dm® (NH.,),S,0s

0,60 mol/dm® KNO4

0,60 mol/dm?® (NH,),SO,

0,30 mol/dm® Na,S,0,

0,10 mol/dm*® EDTA
0,3 % skrobia rozpuszczalna

Woda destylowana w tryskawce

1. Badanie wplywu stezenia jonow I na szybkos¢ reakcji Landolta
W Tabeli 1 zestawione sg objetosci roztwordw reagentdw uzywane w pierwszej serii

eksperymentow kinetycznych.

Tabela 1.

Nr Objetos¢ 0,60 mol/dm® K Objetos¢ 0,60 mol/dm® KNO3
dosw. Vi [em?] Vs [em?]

1 25,0 0

2 20,0 5,0

3 15,0 10,0

4 10,0 15,0

5 5,0 20,0

Kazdy z eksperymentow 1-5 wykonaj wedlug nastepujacego schematu:
a) Do kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm?® odpipetuj kolejno:

V; cm? roztworu K,

V, cm® roztworu KNO3,

10,0 cm® roztworu Na,S,0s,

5,0 cm® roztworu skrobi,
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a nastepnie dodaj odmierzone cylindrem miarowym 35 cm® wody destylowanej i 1-2 krople

roztworu EDTA.

b) Wrzu¢ mieszadetko do kolby, postaw ja na mieszadle magnetycznym i wlacz mieszanie o
umiarkowanej szybkosci

c¢) Do zlewki o poj. 100 cm?® odpipetuj 25,0 cm® roztworu (NH4),S,0s

d) Szybkim ruchem wlej zawartos¢ zlewki do kolby stozkowej, wiaczajac jednoczesnie
stoper ! Zanotuj czas 7 (z doktadno$cig do 1 s), ktory uptynie do chwili zabarwienia
roztworu w kolbie na niebiesko.

2. Badanie wplywu steZenia jonow $,08” na szybkos¢ reakcji Landolta

W Tabeli 2 zestawione s3a objetosci roztwordw reagentdw uzywane w drugiej serii
eksperymentdéw kinetycznych.

Tabela 2.

Nr Objetosé 0,60 mol/dm® (NH4)-S,0s | Objetosé 0,60 mol/dm® (NH,),SO04

Dos$w. Vi [em®] Vs, [em?]

6 25,0 0

7 20,0 50

8 15,0 10,0

9 10,0 15,0

10 5,0 20,0

Kazdy z eksperymentow 6-10 wykonaj wedtug nastepujacego schematu:

a)

b)

Do kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm® odpipetuj kolejno:

25 cm? roztworu KJ,

V, cm? roztworu (NH,),SOs,

10 cm® roztworu Na,S,0s,

5 cm? roztworu skrobi,

a nastepnie dodaj odmierzone cylindrem miarowym 35 cm® wody destylowanej i 1-2
krople roztworu EDTA.

Wrzu¢ mieszadetko do kolby, postaw ja na mieszadle magnetycznym i wlacz mieszanie o

umiarkowanej szybkosci
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c¢) Do zlewki 0 poj. 100 cm® odpipetuj taka objetos¢ roztworu (NH,),S,0s, jaka podana jest
w tabeli 2 (objetosé V1)

d) Szybkim ruchem wlej zawarto$¢ zlewki do kolby stozkowej, wlaczajac jednoczesnie
stoper ! Zanotuj czas r (z doktadnoscig do 1 s), ktory uptynie do chwili zabarwienia

roztworu w kolbie na niebiesko.
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Instrukcja wykonania opisu

1. Napisz sumaryczne rownanie badanej reakcji Landolta

2. Oblicz $rednie szybkosci reakcji (V) w doswiadczeniach 1-10 zdefiniowane jako zmiana
stezenia jonow S,04° W czasie od momentu zmieszania reagentow do wystapienia

niebieskiej barwy (podaj jednostki):
AC

S,0%
V= 23

T
Pokaz przebieg obliczen.

3. Zestaw wyniki doswiadczen i obliczen w nastgpujacej Tabeli:

Nr dosw. | Stezenie poczatkowe Srednia szybkos¢
[mol/dm®] Czas reakcji 7 [s] | reakcji Log v
S,08” I v [mol/(dm® s)]
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4. Oblicz wzgledny ubytek stezenia S,0s” W eksperymentach 1-5 i wzgledny ubytek
stezenia I w eksperymentach 6-10 i odpowiedz na pytanie: czy usprawiedliwione jest
zatozenie o praktycznej statosci stezen tych jondw w odpowiednich seriach do§wiadczen ?

5. Na podstawie wynikow eksperymentéw 1-5 wykonaj wykresy zaleznosci a) szybkosci
reakcji v od stezenia jonow I oraz b) logarytmu tej szybkosci od logarytmu st¢zenia
jonow I'. Na podstawie wynikow eksperymentow 6-10 wykonaj analogiczne wykresy
zalezno$ci szybkos$ci reakcji vV i jej logarytmu od st¢zenia i logarytmu st¢zenia jondw
SN

6. Na podstawie przebiegu wykreso6w wyznacz:

a) czastkowe rzedy reakcji Landolta wzgledem jonow I oraz S,0g”;

b) jej rzad catkowity oraz

C) statg szybkos$ci reakcji Landolta, podajac jej miano.

Poréwnaj otrzymane rzedy czastkowe ze stechiometria sumarycznego réwnania badanej

reakcji 1 wyciagnij stosowne wnioski.

7. Wyjasnij role dodatku KNO3, (NH4),SO,4 i EDTA w badanych roztworach
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Cwiczenie nr 8

Kataliza enzymatyczna.

Wymagania kolokwialne

Na czym polega specyfika katalizy enzymatycznej? Czym sg pod wzgledem chemicznym
enzymy i jakie oddziatywania chemiczne odgrywaja rol¢ w tworzeniu kompleksu enzym-
substrat? Jaka role spelnia apoenzym w funkcji holoenzymu?

Wyprowadzenie i zatozenia kinetyki Michaelisa-Menten. Interpretacje statej Ky i liczby
obrotow enzymu. W jakich warunkach zmienia si¢ Ky, w jakich przypadkach rownania
kinetyczne Michaelisa-Menten nie opisuja poprawnie kinetyki enzymatycznej? Wyznaczanie
eksperymentalne Ky, Vimax 1 Keat.

Charakterystyka porownawcza inhibicji kompetycyjnej i niekompetycyjne;.

Instrukcja wykonania ¢wiczenia
Celem c¢wiczenia jest poznanie specyfiki kinetyki reakcji enzymatycznych na
przyktadzie hydrolizy modelowego substratu peptydowego: N-a-benzylo-L-arginino-4-

nitroanilidu za pomocg trypsyny wyizolowanej z trzustki wotowe;.

Sprzet:

- Termostatowany spektrofotometr, kuwety plastikowe 10 mm

- 2 zlewki 100 ml

- Mikropipety automatyczne 20-200 i 100-1000 mikrolitréw wraz z koricowkami

- Jednorazowe probowki typu eppendorf po 1,5 i 2 ml, jednorazowe zamykane probéwki 50 ml (6 sztuk)

- Tryskawka
Odczynniki:

- ENZYM: Trypsyna z trzustki wolowej z SIGMA: T 1426 (5 mg /éwiczenie)
- SUBSTRAT: N-a-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride z SIGMA: B 3279 (3 mg / ¢wiczenie)
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-INHIBITOR: Fluorek a-toluenosulfonylu z SIGMA: P 7626 (10 pg Iéwiczenie)

;sozF
- Bufor TRIS 50 mM pH 7.6 (40 ml / éwiczenie)
- Dimetylosulfotlenek cz.d.a. (DMSO) (1 ml / éwiczenie)
- Etanol cz.d.a. (1 ml / éwiczenie)
- Woda dejonizowana (1 1/ éwiczenie)

UWAGA: Fluorek a-toluenosulfonylu jest #rujacy — w trakcie pracy z nim naleiy zachowaé wszelkie zasady

bezpieczenstwa, uzywaé rekawic ochronnych i umydé rece po zakonczonym eksperymencie.

1. Spektrofotometryczne monitorowanie kinetyki reakcji enzymatyczne;j.

Odwazke 5 mg trypsyny (gotowa w eppendorfie oznakowanym ,E” — od
prowadzacego ¢wiczenie) nalezy rozpusci¢ w 1 ml 50 mM buforu TRIS pH 7.6 (oznaczy¢
jako roztwor E;). Nastepnie pobra¢ 50 ul Ej, przenie$¢ do czystego eppendorfa i dopetni¢ 950
pl buforu TRIS (roztwor Ey).

Nawazke 3 mg substratu (N-a-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride -
gotowy w eppendorfie oznaczonym literg ,,S” — od prowadzacego ¢wiczenie) nalezy
rozpuscic w 200 upl bezwodnego DMSO (roztwédr S;). Nastegpnie przygotowaé seri¢
rozcienczonych roztwordéw substratu w DMSO (S; do Ss wiacznie) w osobnych probowkach
typu eppendorf biorgc za kazdym razem 30 pl roztworu bardziej stezonego i 70 ul DMSO:
np. S, uzyskuje si¢ rozcienczajac 30 ul S; 70-oma pl czystego DMSO, a S3z 30 ul S, i 70 pl
DMSO.

Przygotowanie probki do pomiaru kinetycznego polega na rozcienczeniu 100 pl
roztworu enzymu E; za pomoca 1.8 ml buforu TRIS, doktadnym wymieszaniu, uzyciu
roztworu TRIS/enzym jako probki odniesienia do wyzerowania absorpcji przy 410 nm
(,L,AUTOZERQO”), a nastgpnie dodaniu — bezposrednio przed uruchomieniem pomiarow
kinetycznych — 30 pl roztworu substratu S,. Pomiary kinetyczne polegaja na $ledzeniu zmian
absorpcji w czasie przy dhugosci fali 410 nm, w temperaturze 37 °C (termostat) przez 360
sekund. Zachodzacej reakcji enzymatycznej (przecigcie wigzania peptydowego w substracie i
uwolnienie intensywnie zottego p-nitro-aminobenzenu) towarzyszy wzrost absorpcji przy 410
nm. Nalezy zatozy¢, ze absorpcja w tym zakresie jest wprost proporcjonalna do stgzenia
produktu reakcji enzymatycznej. Serie pomiarowe nalezy powtdrzy¢ dla kazdego stezenia

substratu (S; do Ss).
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2. Inhibicja trypsyny za pomoca fluorku a-toluenosulfonylu.

Nalezy przygotowaé seri¢ progresywnie rozcienczonych roztwordw inhibitora
(fluorku a-toluenosulfonylu) w wykorzystujac w tym celu otrzymany od prowadzacego
roztwor wyjsciowy (2.5 % fluorek a-toluenosulfonylu w etanolu) i czysty etanol. Wyjsciowy
roztwor inhibitora to I, kolejne roztwory z serii powstaja przez 5-krotne rozcienczanie: w
celu uzyskania I, nalezy rozcienczy¢ 20 ul I3 za pomoca 80 ul etanolu, etc. — do lg wigcznie.
Wszystkie roztwory nalezy sporzadzi¢ w nowych, odpowiednio oznakowanych flamastrem
eppendorfach.

Nastepnie nalezy przygotowac kolejng seri¢ 6 pustych eppendorféw oznakowanych Aj
do As i do kazdego z nich doda¢ po 1 ml buforu TRIS oraz 10 ul roztworu enzymu E; —
wszystkie starannie wymiesza¢. W kolejnym kroku, do kazdego eppendorfa z serii A
zawierajacego trypsyneg, nalezy doda¢ 20 pl roztworu inhibitora z odpowiadajacego mu
numerem eppendorfa serii | (np. 20 ul inhibitora o rozcienczeniu I3 do probki trypsyny As
itd.). Wszystkie probki nalezy starannie wymieszac¢ i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej
przez 5 minut. Po tym czasie nalezy do kazdej probki doda¢ 10 ul roztworu S; wymieszac i
inkubowac¢ catg seri¢ A; do Ag przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nalezy okresli¢
graniczne rozcienczenie inhibitora, przy ktorym pojawia si¢ po tym czasie zélta barwa

swiadczaca o aktywnosci enzymu.

3. Badania wptywu inhibicja trypsyny przez fluorek a-toluenosulfonylu na kinetyke reakcji

proteolizy.

Eksperyment sprowadza si¢ do przeprowadzenia serii pomiaréw kinetycznych
analogicznych do tych opisanych w punkcie 1. ,,Spektrofotometryczne monitorowanie
kinetyki reakcji enzymatycznej”, z tym, ze do kazdej probki zawierajacej enzym (a przed
dodatkiem substratu), nalezy doda¢ 20 pl roztworu etanolowego inhibitora o rozcienczeniu Ip,
okreslonym w punkcie 2. jako ,rozcienczenie graniczne”, inkubowa¢ 1 minut¢ przed
dodatkiem substratu 1 rozpoczeciem pomiarow kinetycznych. Do kazdego eksperymentu
kinetycznego z inhibitorem nalezy stosowaé czysta kuwete spektrofotometryczng. Nalezy
zwrdci¢ uwage na niebezpieczenstwo kontaminacji probek, pipet i sprzetu laboratoryjnego
inhibitorem, co uniemozliwi poprawne przeprowadzenie i interpretacje wynikéw kolejnych

eksperymentow.
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Instrukcja wykonania opisu

1. Sporzadzi¢ wykresy zmian absorpcji czy Asip nm w funkcji czasu dla réznych stgzen
substratu. Odczyta¢ szybkosci reakcji jako nachylenia tych wykreséw. Wyznaczy¢ stalg
Km enzymu.

2. Ustali¢ przyblizong stechiometri¢ wigzania inhibitora przez enzym. Przyblizone masy
molowe: trypsyna — 23 800 g/mol, N-a-benzylo-L-arginino-4-nitroanilid — 435 g/mol,
fluorek a-toluenosulfonylu — 174 g/mol.

3. Czy otrzymane dane kinetyczne (bez i z inhibitorem) pozwalajg stwierdzi¢, wedtug
jakiego mechanizmu fluorek a-toluenosulfonylu inaktywuje trypsyng?

4. Przeprowadzi¢ dyskusj¢ sensu wyznaczania stalej Ky w $wietle mechanizmu ping-pong

dziatania trypsyny, oraz mozliwego wpltywu DMSO i etanolu na enzym.
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Cwiczenie nr 9

Wyznaczanie parametrow procesu elektrodowego reakcji redoks.

Wymagania kolokwialne

Odwracalno$¢, nieodwracalno$¢ reakcji elektrodowych. Roéwnanie Nernsta, potencjat
formalny. Szybkos¢ reakcji elektrodowej, gdy najwolniejszym procesem jest przeniesienie
elektronu — rownanie Volmera — Butlera. Szybkos¢ reakcji, gdy najwolniejszym procesem jest
transport dyfuzyjny — prad dyfuzyjny, graniczny. Podstawy metod woltamperometrii

cyklicznej i1 elektrody wirujace;j.

Instrukcja wykonania ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zastosowanie metod woltamperometrii cyklicznej i wirujacej
elektrody dyskowej do wyznaczenia parametrow proceséw elektrodowych reakcji redoks:
Fe3* +e @ Fe?*
Wyznaczanymi parametrami beda: potencjal formalny, stata szybkosci reakcji oraz
wspotczynniki dyfuzji.
W pomiarach zastosujemy naczynie trojelektrodowe zawierajace elektrode pracujaca — dysk
platynowy o powierzchni geometrycznej 0,0314 cm?, elektrode odniesienia kalomelowa lub
chlorosrebrowa, elektrode¢ pomocnicza — siatke platynowa lub drut platynowy. Elektrode
pracujaca nalezy przed pomiarem oczy$ci¢ na papierze Sciernym, a nastgpnie przeptukac
woda 1 elektrolitem podstawowym. Roztwor do badan bedzie zawierat 5- 10° M Fe**i5-107
M Fe*" M w 1 M HCIO, lub 0,5 M KClI.
W pierwszym etapie nalezy dobra¢ zakresy polaryzacji (bgda one zalezaly od rodzaju
elektrolitu podstawowego), a nastgpnie korzystajac z podanych powyzej informacji nalezy
zaprojektowac przeprowadzenie pomiarow tak, aby mozna bylo stosujgc te dwie metody
wyznaczyc¢:
a) potencjat formalny reakcji: Fe ** +e & Fe?*
b) wspotczynniki dyfuzji jonow Fe ** i Fe*
c) stala szybkosci reakcji: Fe *" + e & Fe®*
W badaniach chronowoltamperometrycznych na pomiary nalezy wykona¢ przy réznych
szybko$ciach przemiatania potencjatem v. Zakres v [V s'l] powinien obejmowac¢ co najmniej

dwa rzedy wielkosci np. od 0,005 do 0,2 [V s™].
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W badaniach na wirujacej elektrodzie dyskowej rejestrujemy krzywe i-E dla 13 roéznych
szybkosci obrotéw elektrody: od 0 do 2300 rpm, stosujac zakres polaryzacji taki sam jak w
woltamperometrii cyklicznej (teraz rejestrujemy krzywa dla potowy cyklu) i szybkosé

przemiatania potencjatem v [ réwna Q005 [V 7]

Literatura

1. A Kisza, Elektrochemia Il, Elektrodyka, WNT, 2001

2. Praca zbiorowa pod redakcjg Z. Galusa, Elektroanalityczne Metody Wyznaczania Statych
Fizykochemicznych. PWN 1979.

3. AJ. Bard, L.R. Faulkner, Electrochemical Methods Fundamentals and Applications, 2™
edition, Wiley&Sons, Inc 2001.

Instrukcja wykonania opisu

Metoda chronowoltamperometrii cyklicznej

1. Z zarejestrowanych krzywych woltamperometrycznych odczytujemy natezenia pradu
pikow anodowych iy | Katodowych iyc oraz potencjaty tychze pikow Epa i Epc dla roznych
szybkos$ci przemiatania v.

2. Sporzadzamy wykres iy ~ o2,

3. Badamy odwracalno$¢ procesu sprawdzajac czy:

a) AEp = Epa - Epc = 59/n [mV]

b) ipal 1pc=1

0) i, ~ L2

d) E; nie zalezy od v

4. Z wykresu i ~ v na podstawie rownania Randlesa-Sevéika wyznaczmy wspotezynniki
dyfuzji jonow Fe ** i Fe®".

5. Po ustaleniu stopnia odwracalnosci reakcji Fe** + e ¢ Fe** wyznaczmy jej potencjat
formalny korzystajac z odpowiednich wzoroéw.

Metoda wirujgcej elektrody dyskowej

1. Z krzywych i-E odczytujemy wartosci pradow granicznych ijim dla réznych szybkosci
obrotow elektrody o i przeliczamy je nall gestosci pradu jjim.
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2. Sporzadzamy wykres 1jim ~ f(w™?), z nachylenia ktérego wyznaczmy wspotezynnik

dyfuzji jonéw Fe?* | a z przeciccia ekstrapolowanej prostej z osia rzednych wyznaczmy

stata szybkosci reakcji Fe ** + e ¢ Fe?*.

W opisie powinny znalez¢ sie:

1) Zarejestrowane krzywe woltamperometryczne

2) Krzywe zarejestrowane na wirujacej elektrodzie dyskowej

3) Dwa zestawy danych w formie tabeli:

a) Dla woltamperometrii cyklicznej:

vV s

ipa [LA]

ipc [LA]

Epa[V]

EPC [V]

0,002

0,02

0,04

0,08

0,12

0,16

0,20

b) Dla metody wirujacego dysku:

flI[rpm]

w[rad s

iim [LA]

jiim [MA cm™]

80

120

240

360

480

600

720

1200

1420

1640

1860

2100

2300

4) Dwa wykresy
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a) i, ~ L2
b) Ujiim~ " 2

5) Wartosci parametrow wyznaczonych ze wspomnianych wykresow:
- potencjat formalny reakcji: Fe 3 + e < Fe?*

- wspolczynniki dyfuzji jonéw Fe i Fe®

- stata szybkosci reakcji: Fe ¥ +e ®Fe®

6) Dyskusja wynikow.
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