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実験問題

Chemistry and the Quality of Life go Hand in Hand
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−アセチルフェニルアラニンのメチルエステルの酵素による加水分解反応

 

 

ベンジルヒダントインの合成

 

 

錠剤中に含まれる鉄の定量

 

 


解答前の諸注意
· 実験室にいる間は常に安全メガネか、使用の認められた自分のメガネを着用していること。ピペットを使用する際は吸引装置しか使用してはならない。実験室内ではいかなる食物をたべることも厳重に禁止されている。

· 参加者は安全に実験をし、マナーよく振る舞い、実験室内や装置などをきれいに利用するように心がけること。これらのルールを守れない人は減点される可能性がありますので注意すること。安全に関する質問などがある場合には遠慮なく実験補助員に尋ねること。

· 実験室に入ったら、非常口および安全シャワーの位置を確認すること

· 実験を開始する前に、説明書を注意深く読み実験計画や解答用紙の形式などをよく考えること。実験器具の場所なども事前に確認すること。実験を開始するまでに15分間の確認時間が取ってある。

· 開始の合図があるまで実験を開始してはいけません。

· 実験および実験結果の解答用紙への記録のすべてを５時間で完了すること。終了時間の15分前にに合図があります。終了の指示があったら、ただちに作業を終えること。合図があってから5分以内に作業を終えられないと失格となり実験問題の得点は０点となります。

· 実験問題は３つの課題から構成されている。与えられた時間を有効に使うためには、うまく実験計画を立ててから開始することが重要です。３つの実験の内容をよく読んでからおこなうことにより、実験を短時間のうちに手際よく済ますことができるでしょう。

· 解答用紙の正しい位置に氏名、実験台に表示されている受験番号（コード番号）を記入すること。

· すべての解答は、解答欄の枠内に書かなければなりません。枠外に解答を記入しても採点の対象とはならないので注意すること。解答用紙の裏側には何も書いてはいけません。もしも、実験の記録などに紙が必要であったり、解答用紙の交換を希望するときには、実験補助員に申し出てください。

· すべての実験が終了したら、すべての用紙を用意された封筒の中に入れてください。次に封筒に封をして下さい。封印された封筒内にある用紙のみが採点の対象となります。

· 許可があるまでは試験（実験）室を離れてはなりません。離れるときには封印された解答用紙入りの封筒に対する引き替え券を発行します。
· 用意された実験器具および計算機のみを使用すること　

· 周期表のコピーが問題用紙に添付されています。
· 数値を記入する解答の有効数字では実験誤差の評価の規則に従う必要があります。正確に計算できなかった場合には、たとえ実験の操作が正しく行われても、減点の対象となります。

· この試験では５枚の解答用紙があります。
· 英語版の問題用紙がほしい場合には申し出てください。
安全
準備問題集に記載された「安全に関するルール」を正しく守って実験を行なってください。
残ったり、こぼしたりした薬品、ガラス廃棄物の始末
有機物のロ液、洗浄液、およびその他の廃棄物は、廃棄用のビーカーまたは瓶に入れること。

薬品やその他の廃棄物は、適切な廃棄物入れに捨てること。破損したガラスなどは廃棄物入れバケツに入れること。

あと片付け
実験台はウエットティッシュできれいに拭いてください。
テキサスインストルメンツTL-83 プラス計算機の使用法
化学オリンピックでは、次に示す説明だけで十分に使用できます。この計算機は化学オリンピック用にテキサスインストルメンツ社から寄贈されたものです。非常に多くの計算機能が実際には利用できます。これらは説明書に記載されていますが、本日行なう操作は下記のもので十分です。

電源入:
 ‘ON’ボタンを押す
電源切:
 ‘2nd’ ボタンを先におしてから ‘ON’ボタンを押す.

足し算、引き算、掛け算、割り算は通常通りです:

足し算の例:    数値１  +  数値 2  ‘enter’

「かっこ」はテンキーの８と９の上にあるキーを用います

関数のln,  log,  x -1  および  x2  はキーが用意されています.

ex     はまず、 ‘2nd’ をおしてから ‘ln’ を押し、数値を入力してから ‘enter’キーを押してください。
10x  はまず ‘2nd’ を押してから ‘log’ を押し、; 数値を入力してから ‘enter’キーを押してください。.

x   はまず ‘2nd’ を押してから ‘x2’ を押し; 数値を入力してから ‘enter’キーを押してください。
e = 2.71828 の数値を入れるにはまず、 ‘2nd’ を押してから ‘ -:- ’ ボタンを押してください。

=3.14 の数値を入れるには ‘2nd’ を押してから ‘ ^ ’ ボタンを押してください。

一般に、黄色の文字で書かれた関数を使うには最初に ‘2nd’ (黄色ボタン) を押してから使用する関数のボタンを押すことにより計算します。

 ‘clear’ をおせばスクリーンの数値はクリアーされます。
薬品、ガラス器具および実験装置:

[image: image1.wmf] 

Microscale glassware kit
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(b)
クロマトグラフィー管
(c)
温度計アダプター
(d)
温度計接合用器具 

(e)
磁気攪拌子（二個入り）
(f)
吸引漏斗
(g)
二方コック
(h)
蒸留頭部60 mm

(i)
吸引フラスコ 25 mL

(j)
枝分れ管（ト字管）
(k)
ゴムストッパー8 mm 

(l)
ポリエチレン製シリンジ1 mL 

(m)
支持棒つきコネクタ
(n)
遠心分離用試験管15 mL 

(o)
精留塔
(p)
反応用試験管10 x 100 mm

(q)
三角フラスコ10 mL

(r)
長首丸底フラスコ5 mL

(s)
丸底フラスコ5 mL 

(t)
濾過用アダプタ
(u)
テフロン製チューブ1/16”

(v)
ミクロ薬さじ 

Glassware and equipment

砂浴 (砂は別途用意)

1 

三角フラスコ (50 mL)

1

ビュレット(50 mL)

1

ビュレット固定具

1

クランプホルダーとクランプ

2

支持台



2

乳鉢と乳棒


1

ビーカー 100 mL

1

メスシリンダー10 mL 
1

メスフラスコ250 mL

1

メスフラスコ100 mL 

2

ガラス製ロート

1

メスピペット10 mL 

2

ピペット吸引具

1

パスツールピペット

10

パスツールピペット用吸引ゴム

3

薬包紙



20
(天秤の近くに置いてある）
マグネチックスターラー


1

磁気攪拌子



1


ピンセット



1

薬さじ





1

ねじ付きサンプル瓶(大) TLC
用

1

薄層クロマト用ガラスプレート(5 × 10 cm)

4

薄層クロマト用ガラス毛細管（キャピラリ）TLC (サンプル瓶の中)
5

分光光度計測定用セル 1.000 cm 

2

ガラス棒


1

サンプル管




4

ストップウォッチ



1

ジッパー付ビニール袋


2

薬品
 N-アセチルフェニルアラニンメチルエステル(NAcPheOMe)　500 mg (± 1 mg)

(S)-フェニルアラニン (Phe)



500 mg (± 1 mg)

シアン酸ナトリウム(NaOCN)


300 mg

(-キモトリプシン水溶液(0.05% )
10 mL のサンプル瓶, 実験補助員から貰うこと
鉄錠剤（封筒に入っている）


1 pill

メタノール (MeOH)



20 mL

塩酸　(HCl)   4 M


50 mL

水酸化ナトリウム(NaOH)   0.1 M 

70 mL (ファクターの値が問題用紙に記載されている)

水酸化ナトリウム(NaOH)   1 M

3 mL 小さいサンプル瓶
プロピルレッド溶液　(0.02% in ethanol)

3 mL小さいサンプル瓶
緩衝液pH=8



150 mL

塩酸ヒドロキシルアミン水 溶液 (H2NOH.HCl)
10 mL

100 g L-1

1,10-フェナントロリン溶液   1 g L-1

20 mL

ジイソプロピルエーテル


50 mL

アセトン (高純度)



10 mL

TLC 展開液 (2% ギ酸/酢酸エチル)

20 mL

pH-試験紙




4 片
大流量ろ過助剤



5 g

アセトン入り洗瓶 (洗浄用)


250 mL

脱イオン水入り洗瓶
　　　　

500 mL

共通実験器具

清掃用ペーパー
スポンジ
ブラシ
廃棄物入れコンテナ
パラフィルム
共通実験装置
ホットプレート (only in location Zernicke)

超音波洗浄器
真空ポンプ
分光光度計器
天秤
紫外線ランプ
N-アセチルフェニルアラニンのメチルエステルの酵素による加水分解反応
はじめに

α-キモトリプシンは天然型のα-アミノ酸だけを選択的に認識するタンパク質分解酵素であり、エステルの加水分解を行う触媒である。この実験では、N-アセチルフェニルアラニンのメチルエステルＡのラセミ混合物（天然型(Ｓ体)とその鏡像異性体（Ｒ体）の１：１混合物）の加水分解反応（図式）について実験する。
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N-アセチルフェニルアラニンＢの生成速度は、プロピルレッドを指示薬として用い、0.100 M水酸化ナトリウムで滴定することにより追跡することができる。
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   Propyl red (protonated form)

At pH < 5: pink; at pH > 6: yellow


プロピルレッド（プロトン化されたかたち）

ｐＨ＜５でピンク色、ｐＨ＞６で黄色

実験操作

注意：必要な量のα-キモトリプシンは、実験補助員に頼めばサンプル瓶に入れてもらえる。

N-アセチルフェニルアラニンのメチルエステルＡのラセミ混合物［500 mg、正確な質量（±1 mg）は、NacPheOMeと記したサンプル瓶のラベルに示されている。］の全量を50 mLの三角フラスコに移し、メタノール（約2.5 mL）に溶かす。次に、プロピルレッド（0.02％エタノール溶液）を４滴加える。α-キモトリプシン（蒸留水に0.05%溶かした溶液）を10 mL一度に加え反応速度測定の実験を開始する。（同時にストップウオッチを押して反応時間測定を開始する。）

反応混合物がピンク色になったら、すぐに0.100 mol/lの水酸化ナトリウム水溶液を、溶液が黄色になるまで滴下する。溶液がピンク色に戻ったら、フラスコを振り混ぜながら、溶液が黄色になるのに必要十分な量の水酸化ナトリウム水溶液を滴下する（注意：はじめのうちは、色の変化は非常に頻繁に起こる）。およそ５分おきに、ビュレットの液量を記録する。

反応は75分間追跡する。この酵素による触媒反応が進行する様子をわかりやすくするために、消費された水酸化ナトリウムの量(mL)と時間の関係を示すグラフを作る。
第３４回国際化学オリンピック実験課題
解答用紙１
配点 12点
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	配点％
	10
	30
	30
	10
	10
	10


N-アセチルフェニルアラニンのメチルエステルの酵素による加水分解反応
1
反応開始時のN-アセチルフェニルアラニンのメチルエステル（Ａﾗｾﾐ混合物）の量



mg =
   
       mmol

2
時間（分）と水酸化ナトリウムの消費量（mL、精度±0.05 mL）を下の表に記録しなさい。最後の測定は75分後まで行いなさい。.

	時間(分)

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	75

	NaOH (mL)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


3
与えられたグラフ用紙に、消費された水酸化ナトリウムの量(mL)と時間の関係を示すグラフを作りなさい。

ｘ軸は時間（分）：１cmにつき５分

ｙ軸は水酸化ナトリウムの量（mL）１cmにつき1.0 mL
4
実験で消費された水酸化ナトリウムの量は、何mmol単位で計算しなさい。

解答:


計算式:

N-アセチルフェニルアラニンのメチルエステルの酵素による加水分解反応　(つづき)
　　解答用紙２
5
加水分解されたN-アセチルフェニルアラニンのメチルエステルＡの割合をmol%で計算しなさい。

解答:

計算式
6
あなたの実験結果をもっともよく表している説明を下から選び、左の□に印を付けなさい。
· この酵素の触媒作用による加水分解反応ではN-アセチル-(R)-フェニルアラニンが生じ、N-アセチル-(S)-フェニルアラニンのメチルエステルが残る。
· この酵素の触媒作用による加水分解反応では、N-アセチル-(R,S)-フェニルアラニンが生じる
· この酵素の触媒作用による加水分解反応では、N-アセチル-(S)-フェニルアラニンが生じ、N-アセチル-(R)-フェニルアラニンのメチルエステルが残る
· この酵素の触媒活性は、反応が進行するにつれて低下し、最後には消失する.

ベンジルヒダントインの合成　
はじめに

アミノ酸はペプチドやタンパク質の構成単位である。また、アミノ酸を出発原料として医薬品合成などによく用いられている。この実験では天然のS―フェニルアラニンAを二段階の反応によりベンジルヒダントインCへと変換する。Cはさまざまな医薬品の中間体として広く用いられているものである。（Molecular Weight＝分子量）
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実験操作
ステップ 1

（注意！）TLC（薄層クロマトグラフィ）分析用に原料のAを少量残しておくこと（以下参照）。首長丸底フラスコにS―フェニルアラニン A (500 mg, 3 mmol, より正確な内容量が試料瓶のラベルに記載されている), シアン酸ナトリウム酸 (300 mg, 4.6 mmol), 水 (3 mL) と攪拌子を入れる. フラスコを攪拌しながら、１mol/lの水酸化ナトリウムを２滴加える。フラスコに冷却管（精留塔を代用）を取り付け反応混合物を攪拌を続けながら80℃で加熱する（砂浴を用いること）。
重要！

時間内に的確な温度に達し時間を無駄にしないためには、実験を始める前にヒーターの電源を入れておくこと。注意深く、定期的に砂浴の温度を確認しておくこと。

少なくとも30分の間80℃で反応混合物を加熱した後、透明になった溶液を室温まで冷却すし、小さな三角フラスコに注ぐ。反応に用いた丸底フラスコを少量の水で洗い、三角フラスコに加える。溶液をスターラーを用いて攪拌しながら、塩酸 (4 mol／l M)を一滴ずつ加えて酸性にする。（ｐHを３以下にする）。白色の沈殿が生成するので、円滑に攪拌を行なえるように水を加える。

　白色の沈殿を吸引ろ過し、水を流してよく洗う。続いて、少量のジイソプロピルエーテルで２回洗い固体中の水を除く。一種の尿素誘導体である生成物Ｂをろ紙の上に残しておき、少なくとも３分間、吸引を続けできる限り溶媒を除く。

　得られた尿素誘導体のＢも、後にＴＬＣ分析を行うために少量残しておくこと

ステップ２
得られたBを首長丸底フラスコに移し、塩酸　(4 mol／l. 3 mL)を加える。磁気攪拌子を入れ、砂浴上で80℃に加熱しながら攪拌を続けると、透明な均一溶液になる。３０分間反応した後に（沈殿が再び生成する場合もある）反応混合物を室温まで冷却する。得られた沈殿を吸引ろ過、水洗する。最後に少量のジイソプロピルエーテルで洗った後、少なくとも３分間くらい吸引を続け、溶媒を完全に除く。生成物をろ紙上に取り、３０分ほど風乾する。

最終的に得られた生成物Ｃ、その中間体であるＢ、出発原料のＡ（上の注意書きを見よ）を用いてＴＬＣ分析をおこなう。このために、少量の試料それぞれを少量のアセトンに溶かす。これらの溶液をキャピラリー（用意してある極細のガラス管）を用いてＴＬＣプレート上に吸着させる。同じ分析を、２枚のＴＬＣプレートを用いて行う。展開溶媒には２％のギ酸を含む酢酸エチルを用いる。展開の後、ＴＬＣプレートに紫外線ランプを用いることにより分析する。鉛筆を使い、展開を開始した線、溶媒が展開した最上部、および紫外線ランプをあてることにより発色したスポットを、はっきりとわかるように記録する。ＴＬＣ分析の結果を、解答用紙にスケッチして記録する。これらのＲｆ値を計算せよ。最後に、２つの中で良い方のＴＬＣプレートをパラフィルムで包み、ジッパーつきのビニール袋のなかに入れて、置いておくこと。

　最終生成物であるＣは、事前に空の重量を計量した）サンプル瓶（ラベルに空重量を記載）に移し、重量をはかり、収率を計算する。

　試験官が、合成したベンジルヒダントインの品質を調べる。（融点などを自動測定器を用いて調べる）

34th IChO 実験操作



     　　　　　解答用紙３
配点１８点
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	％
	10
	20
	10
	10
	20
	10
	10
	10


ベンジルヒダントインの合成

出発原料 Aの重量を記載せよ(サンプル瓶のラベルを見よ):


mg


空のサンプル瓶の重量を記載せよ: 

　　　　


mg


(サンプル瓶のラベルを見よ: 君の生成物)

1
君の合成した生成物Cの入ったサンプル瓶の重量を記載せよ:

mg

2
得られた ベンジルヒダントイン C の重量:




mg

ベンジルヒダントインCの収率を計算せよ:
答え: 

%

計算式:

3
尿素誘導体ＢのRf 値

答え:

計算:式

4
ベンジルヒダントイン C のRf値

答え:

計算式:

ベンジルヒダントインＣの合成     (つづき)
  解答用紙 4

5
ＴＬＣのスケッチ図を下の枠内に書き写せ
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溶媒の到達した最上部の線も
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6
ＴＬＣ分析により得られる結論を示せ:

化合物 B:

· は純粋な化合物である 

· A　を不純物として含んでいる
· 多数の副生成物を含んでいる
化合物 C: 

· は純粋な化合物である 

· B　を不純物として含んでいる
· A および B　を不純物として含んでいる
· 多数の副生成物を含んでいる
7
ベンジルヒダントインCの性状, 君の生成物として適切なものを記載せよ.

· 白色
· 淡黄色
· ねばねばしている
· 結晶
· 粉末状
8
ベンジルヒダントイン C の融点が、後から試験官により測定されここに記載されます。（何も書かなくてよい）

-
oC

君が分析に用いたTLC プレート (実験操作の項を見よ) を氏名と受験番号（コード番号）を記載した封筒に入れ置いておくこと。
錠剤に含まれる鉄の定量
説明
鉄は酸素を身体のすべてに運搬するヘモグロビン生成に必須の成分である。また多くの代謝反応にきわめて重要な役割を果たしている。鉄分の不足は血液中のヘモグロビン濃度の低下によって生じる貧血症の原因となる。鉄欠乏症は世界でもっともよく見られる無機栄養分の欠乏症である。鉄分不足を減らす一つの方法は鉄分を含む錠剤を服用することである。
実験で使用する錠剤中の有効な成分はフマル酸の鉄（Ⅱ）塩中の二価の鉄イオンである。この二価の有機鉄化合物以外にも、錠剤には成型剤などの化合物が含まれている。フマル酸の構造は次の通りである。 
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フマル酸

二価の鉄イオンは1,10-フェナントロリンとオレンジ色（または赤色）の錯体（化学式［(C12H8N2)3Fe］2+を形成することが知られている。従ってこの錯体の510 nmにおける吸光度（(pH=8)の緩衝液中）の測定は錠剤中の鉄の量を決定する有効な手段です。1,10-フェナントロリンは二価の鉄イオンとしか結合しませんが、二価の鉄イオンは容易に酸化して三価の鉄イオンに変化してしまいます。従って鉄の量を正確に分析するためにはヒドロキシルアミン塩酸塩を加えて三価の鉄を二価の鉄に還元しなくてはなりません。この還元反応を単純化すると次の様な化学反応式になります。
2 NH2OH  +  4 Fe3+ → N2O  +  4 H+  +  H2O  +  4 Fe2+

1,10-ﾌｪﾅﾝﾄﾛﾘﾝ
手順

（電子）天秤を使って錠剤を１mg単位で正確に秤量する。この錠剤を乳鉢を使って注意深く粉末になるまですりつぶした後、全量を100 ｍＬビーカーに移す。そのとき少量の蒸留水を使って中身を完全に移す。4 mol/Ｌの塩酸５ ｍＬ を加える。次にホットプレート上でビーカーの中身をが約６０℃まで加熱する。すると溶液が黄色に変化する。
次にビーカーを超音波洗浄機中で最低５分間振とうする。その時ビーカーは発泡スチロールで固定すること。次に吸引ろ過装置の組み立てを行う。そして吸引ロートのフィルターの上に大流量ろ過補助剤を少量のせ、水を用いて湿らせた後、軽く押さえて圧縮する。懸濁液を吸引ろ過する。大流量ろ過補助剤の層を最後に十分量の蒸留水を加えて洗うこと。ろ過液を２５０ｍＬメスフラスコに注意しながら移し、蒸留水を加えて振り混ぜながら２５０mＬまで希釈する。この溶液から１０mＬをピペットでとり、１００ｍＬのメスフラスコに移す。これに蒸留水を加え中身を振り混ぜながら１００ｍＬまで希釈する。

この溶液から１０ｍｌをピペットで取り別の１００ｍｌメスフラスコに移す。続いて１０ｍＬの1,10-ﾌｪﾅﾝﾄﾛﾘﾝ溶液と１ｍＬﾋﾄﾞﾛｷｼﾙｱﾐﾝ塩酸塩溶液を加える。そして緩衝液(pH=8)で100mＬまで希釈する。
この溶液の510nmにおける吸光度を1.000ｃｍの測定用セルを用いて分光光度計で測定する。この時に水を対照（ブランク）として用いる。.

錠剤中の鉄の量を510nmにおける鉄（Ⅱ）フェナントロリン錯体のモル吸光係数（または分子吸光係数　ε）を基に計算しなさい。510nmにおける鉄（Ⅱ）フェナントロリン錯体のモル吸光係数は11100 （mol/L）-1cm-1.です。 

重要
吸光度の誤差を補正するために、それぞれの分光光度計の上に補正係数が表示されています。鉄錯体溶液の正確な吸光度を得るためには使用した分光光度計の補正係数を実験で得た吸光度にかけなくてはなりません。
第３４回国際化学オリンピック実験問題　　　　　解答用紙５
配点　１０点分
	
	1
	2
	3
	4
	5

	配点％
	15
	40
	20
	10
	15


錠剤中の鉄の定量
1
錠剤の重量








mg

使用した分光光度計の番号
補正係数
2
分光光度計の測定値:

; 補正した吸光度:


AU

3
測定セル中の鉄（Ⅱ）フェナナントロリン錯体の濃度: 


     mmol L-1


計算式:
4
錠剤中の二価の鉄ｲｵﾝの総量:
　　　　





mg
計算式:
5
錠剤中の鉄の重量％を計算しなさい

解答:

計算式:
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