Cwiczenie 19K.
Interakcja S$wiatla z materig. Absorpcja Swiatla. Wyznaczanie widm absorpcji
wybranych biomolekul — widmo absorpcji hemoglobiny i jego zmiany pod wplywem

czynnikow redukujacych/utleniajacych.

Czes¢ teoretyczna:
Dzial nauki zajmujacy si¢ badaniem oddzialywan $wiatla z materia okreslany jest

mianem spektroskopii. Metody spektroskopowe czgsto sa stosowane w badaniach
dotyczacych analizy struktury pewnych zwiazkow, okre$lenia ich ilosci czy okreslania
pewnych wlasciwosci badanych czasteczek. W wyniku absorpcji $wiatla przez dana
substancj¢ mozna obserwowaé przejScia elektronowe zachodzace w czasteczkach
(spektroskopia UV-VIS), czy zmiany oscylacji poszczegdlnych grup atomow (spektroskopia
w podczerwieni, IR). Promieniowanie z zakresu nadfioletu i $wiatta widzialnego (10-770 nm)
powoduje bowiem zmiany energii elektrondw walencyjnych, podczas gdy fale dtuzsze (780
nm-500 pum, o nizszej energii) przyczyniaja si¢ do zmian energii oscylacyjnej czasteczek.
Poniewaz oko przecigtnego cztowieka reaguje na promieniowanie o dtugosci fali 380-780 nm
(Swiatto widzialne, VIS) skupimy si¢ na omdéwieniu wiasnie tego promieniowania. Ciekawa
wlasciwos$cia $wiatla bialego (ktore zawiera wszystkie dtugosci fal §wiatta widzialnego), jest
to ze jesli padnie ona na dowolne ciato to czg$¢ tego Swiatla jest odbijana/rozpraszana, a czes¢
pochlaniana. W zaleznosci od tego jakie dlugosci fal $wietlnych zostana zaabsorbowane,
a jakie odbite zalezy obserwowany kolor tego przedmiotu.

Podczas przechodzenia §wiatla bialego przez barwny roztwoér do oczu obserwatora
dociera jedynie barwa dopelniajaca w stosunku do zaabsorbowanej. Na barwg dopelniajaca
skladaja si¢ wszystkie fal, ktore nie zostaty pochlonigte przez roztwoér. Przyktadowo, jezeli
absorbowane jest $wiatlo o barwie zoltej (jak ma to miejsce w przypadku roztwordéw
zawierajacych jony Cu®), a inne nie - to roztwor wykazuje niebieskie zabarwienie. Typowe
zestawienie barw dopetniajacych pokazano na Ryc. la, gdzie mozemy zaobserwowac, ze
naprzeciw kolorow o odcieniu zoltego znajduja si¢ odcienie niebieskiego, a naprzeciw
czerwonego - zielono-niebieskie. Dlatego, jezeli popatrzymy na typowe substancje barwne
wystepujace w przyrodzie, jak chociazby chlorofil, ktory odpowiada za zielong barwg lisci to
okaze sig, ze pochtania on rézne diugosci fal (rézne barwy, poza zielona). Na Ryc. 1b
przedstawiono widmo absorpcji chlorofilu (czyli wykres przedstawiajqcy absorpcje swiatta
(A) W zaleznosci od dlugosci fali swietlnej (4)). Kazda substancja ma swoje charakterystyczne
widmo absorpcji, w ktorych wystepuja maksima absorpcyjne dla okreslonej dtugosci §wiatta
(czgstosci promieniowania; v = 1/L). Kazde maksimum absorpcyjne odpowiada przej$ciu
czasteczki z okre§lonego poziomu energetycznego na wyzszy, co schematycznie
przedstawiono na ryc. 2. Jak mozna zauwazy¢ w kazdej czasteczce rozrézniamy skwantowane
poziomy energetyczne, gdzie na skutek absorpcji energii mozna obserwowaé przejscia na

wyzszy poziom energetyczny. Kazdej barwie mozna przypisa¢ odpowiednie przejscia,



w przypadku koloru niebieskiego absorbowana jest wigksza ilo$¢ energii niz ma to miejsce
w przypadku koloru zielonego czy czerwonego (Ryc. 2B). Jezeli wykonaliby§my wykres
ilosci zaabsorbowanego $wiatta w zalezno$ci od dlugosci fali $wietlnej (A) uzyskamy widmo
absorpcji, ktore ilustruje nam jakie pasma energii sa pochlaniane przez dany zwiazek

W wyniku przepuszczenia przez niego Swiatta.
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Ryc. 1. @) zestawienie barw dopehiajacych; b) widmo przedstawiajace absorpcje (A) poszczegdlnych

dtugosci fal (1) przez chlorofil (roztwor chlorofilu w prawym goérnym rogu).
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Ryc. 2. Widmo w obszarze UV/VIS nazywane jest elektronowym widmem absorpcyjnym?®.

Jak zaznaczono, w przypadku chlorofilu absorbowane sa gltownie zakresy fal
odpowiadajace barwie niebieskiej 1 czerwonej (Ryc. 1b), a odpowiadajace im kolory
dopetiajace (Ryc. 1a) to: zotty, zotto-pomaranczowy i niebiesko-zielony, co w wyniku ich

! Widmo absorpcyjne zwiazku chemicznego jest miara ilosci $wiatta zaabsorbowanego przez ten zwiazek
(absorbancja) w zaleznoéci od dlugoéci fali $wietlnej (A).



natozenia na siebie pozwoli uzyska¢ odcien barwy zielonej. Trzeba bowiem mieé
swiadomos$¢, ze poprzez odpowiednie mieszanie barw mozemy uzyska¢ niemal kazdy kolor,
0 odpowiednim odcieniu i intensywnosci. Wykorzystuje si¢ to w drukarkach kolorowych,
ktore pomimo tego, ze maja jedynie pojemniki z 3 kolorami, to na wydrukach pozwalaja
uzyska¢ dowolng barwe. Jesli skierujemy $wiatlo biate (zwierajace wszystkie dtugosci fal) na
taki wydruk, to pochtonigte zostana te dlugosci fal $Swietlnych, ktére stanowia barwe
dopehiajaca do obserwowanej. W przypadku koloru biatego barwa dopelniajaca jest czarna —
czyli substancja absorbujaca wszystkie dtugosci fal §wietlnych ($wiatlo biate) w naszym
odczuciu bedzie czarna. Dlatego tez wyidealizowane ciato fizyczne, ktore catkowicie
pochtania padajace na nie promieniowanie elektromagnetyczne nazywane jest cialem
doskonale czarnym (nie istnieja w rzeczywisto$ci bowiem zawsze jaka$ nawet niewielka cze$é
promieniowania ulega odbiciu, czy rozproszeniu).

Jedna z przyczyn absorpcji jest obecnos¢ w zwiazku chemicznym grup atomow
zawierajacych elektrony o malych energiach wzbudzenia. Grupy takie, nazywane sa
chromoforami (z grec. — , niosqcy kolor”). Najczesciej sa to pierScienie aromatyczne
(aromatyczny sekstet elektronéw), wigzania wielokrotne (wiazania typu m), czy tez atomy
zawierajace wolne pary elektronowe (tzw. elektrony niewiazace n). Zwiazki zawierajace
elektrony niewiazace (n) i elektrony typu m najczesciej absorbuja $wiatlo w obszarze
nadfioletu. Obok chromoforow w czasteczkach moga znajdowaé si¢ inne grupy atomoéw
okreslane mianem auksochroméw. Wzmacniaja one dzialanie chromoforéow, oraz moga
przesuwa¢ maksimum absorpcji w kierunku fal dtuzszych (tzw. batochromy, np.: -NH,, -OH,
-OR), badz w kierunku fal krotszych (tzw. hipsochromy, np.: — CHs, -CO-, -CgHsCO-).

Efekt dziatania grup chromoforowych na widma absorpcyjne mozemy zademonstrowac
porownujac widma 3 zwiazkow: cykloheksanu, benzenu oraz p-nitrofenolu. Jak widzimy sa
to cykliczne zwiazki zawierajace 6 atomow wegla. Jezeli jednak popatrzymy na ich widma to
zaobserwujemy ze cykloheksan wecale nie absorbuje $wiatta, benzen silnie adsorbuje
w nadfiolecie (200-300 nm), a p-nitrofenol zaréwno w zakresie UV, jak i $wiatla widzialnego.

OH
NO,
cykloheksan benzen p-nitrofenol
Za absorpcj¢ Swiatta w zakresie UV odpowiada obecnos$¢ pierscienia aromatycznego (grupy
chromoforowej), natomiast przytaczenie batochromow (-OH, -NO,) powoduje przesunigcie
w kierunku fal dtuzszych (czyli w zakres $wiatta widzialnego). Na ryc. 4 przedstawiono

widma absorpcyjne fenolu (CgHsOH; pierécien benzenowy z dodatkowa grupe —OH) i
p-nitrofenolu (zawierajacego zarowno grupe —OH i — NOy). Jak wida¢ na rys. fenol pochtania
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dopetniajaca do niebieskiego jest kolor z6lty, dlatego tez zwiazki p-nitrofenolu w srodowisku
alkalicznym wykazuja intensywne zo6lte zabarwienie.

Do innych substancji absorbujacych w zakresie §wiatta widzialnego naleza zwiazki
pierwiastkow bloku d. Cecha tych pierwiastkow jest niecatkowicie zapetnienie podpowtoki d,
w zwiazku z czym elektron z tatwoscia moze by¢ przeniesiony w obrgbie
poziomow energetycznych  podpowtoki d. Warto§¢ energii przejScia  pomigdzy
poziomami d odpowiada energii promieniowania widzialnego (400-800 nm). Dlatego tez
wigkszo$¢ roztworow zwiazkoéw zawierajacych pierwiastki bloku d wykazuje zabarwienie, co
jest wykorzystywane do ich analizy (np. Cu?' - niebieskie, CrOs* - zole, Cr,0/* -
pomaraficzowe, Cr>" - zielone, MnOy - fioletowe, Fe?* - jasnozielone, Fe® - zolte). Przy
catkowicie zapetionej podpowltoce d lub braku na niej elektronow jony proste metali bloku d sa bezbarwne (np.:

bezbarwny Cu* ( natomiast Cu* niebieskie), czy bezbarwny Ti**, w odréznieniu od fioletowego Ti%").

Prawa absorpcji
Jezeli na probke pada promieniowanie elektromagnetyczne
(Swiatlo) o natgzeniu Ip to czg$¢ tego promieniowania zostanie
zaabsorbowana, a czg$¢ przechodzi przez ta probke. Rejestrujac
natezenia promieniowania padajacego (lp) i przechodzacego (I)
mozemy wyznaczy¢ ilo$¢ Swiatta ktéra ulega pochtonigciu przez
roztwor (absorbancja, A), lub ktora przeszta przez niego
(trasmitancja, T): A= Iog|—°: Iogl T= Ir
I T I

Absorbancja przy danej dlugosci fali zalezy od molowego wspotczynnika absorpcji

(g), grubosci warstwy absorbujacej (zwykle 1cm) 1 stezenia badanego roztworu. Zalezno$¢ ta

matematycznie jest wyrazona przez prawo Lamberta-Beera (absorbancja jest wprost

proporcjonalna do stgzenia roztworu 1 grubosci warstwy absorbujacej), co mozemy zapisac:
A=¢-[-C

gdzie: A — absorbancja; € — molowy wspoltczynnik absorpcji [em?/mol],

| — grubo$¢ warstwy absorpcyjnej [cm]; C - stezenie badanego roztworu [mol/dm®].



Absorbancja

We wzorze Lamberta-Beera pojawia si¢ wspotczynnik proporcjonalnosci (g), ktory nazywany
jest molowym wspoélczynnikiem absorpcji. Jest on charakterystyczny dla danej substanciji
i ma stala warto$¢ przy okre$lonej dtugosci fali. Liczbowo przedstawia on absorbancje
wykazywana przez roztwoér o stezeniu 1 mol/dm?, przy grubosci warstwy 1 cm. Znajomos$¢
wartosci molowego wspotczynnika absorpcji pozwala okreslic stezenie roztworu po
oznaczeniu jego absorbancji (ekstynkcji) badz tez wykorzystywac do obliczania

Prawo Lamberta — Beera mozna tez przedstawi¢ w postaci graficznej jako zaleznosé
A= f (¢). Bedzie to linia prosta przechodzaca przez poczatek uktadu wspotrzednych (ryc. 6),

gdzie dla danego stezenia zaznaczono odpowiadajaca mu wartos¢ absorbancji.
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sumaryczne  widmo,  gdzie  poszczegolne
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kalibracyjna. Przygotowuje si¢ serie roztworéw o znanych
stezeniach, dla ktorych mierzy sie absorbancje i na tej podstawie wartosci  absorpcji przy danej dlugosci fali
wyznacza wykres (prostoliniowy, zaczynajqcy sie w punkcie 0). ulegajq zsumowaniu.

Nastepnie po okresleniu absorbancji roztworu (Ay) 0 nieznanym

Stezeniu [ na podstawie wykresu mozna wyznaczy¢ stezenie fej

substancji (Cy) w badanej probie.

Prawo Lamberta — Beera odnosi si¢ do przypadku, gdy w roztworze znajduje si¢ jedna
substancja absorbujaca. Jezeli w roztworze begdzie kilka sktadnikow, ktore wykazuja
zdolnosci absorpcyjne to oznaczanie spektrofotometryczne mozna wykona¢ poprawnie tylko
wtedy, gdy speklione jest prawo addytywno$ci absorbancji, wedlug ktérego catkowita
absorbancja (A) jest suma niezaleznych absorpcji poszczegodlnych sktadnikow (A1, Ao, ...,
A). A=A+ A+ ....+ A,. Narycinie 7 pokazano sumaryczne widmo absorbancji
roztworu (A), ktory zawieral 3 substancje barwne, z ktorych kazda pochtaniata $wiatto o innej

dhugosci fali (zaznaczone jako Ay, Az 1 Ag).

Pomiar absorbancji
Przy wykonywaniu pomiaréw spektrofotometrycznych nalezy pamigtaé, iz zmierzona
warto$¢ absorbancji jest suma absorbancji probki i absorbancji odnosnika. Przed wykonaniem




pomiaru absorbancji nalezy wykalibrowaé spektrofotometr poprzez ustawienie absorbancji na

warto$¢ rowna zero, gdy w kuwecie znajduje si¢ odnosnik. Jako odnosniki stosuje sig:
powietrze; roztwory nie absorbujace przy zadnej z uzywanych dlugosci fali (roztwory
buforowe, woda); roztwory absorbujace, ale nie wchodzace w reakcje z badana substancja lub
roztwory o znanym stg¢zeniu, ktoére bedzie si¢ zmienialo w wyniku zachodzacych reakcji.
Przy wykonywaniu pomiaréw spektrofotometrycznych nalezy pamigta¢, iz na
uzyskany wynik absorbancji wptyw ma réwniez materiat, z jakiego wykonana jest kuweta
pomiarowa. Przyczyna tego jest fakt, sama kuweta rowniez moze absorbowac $wiatto. Jezeli
wiazke §wiatta przepuscimy przez pusta kuwete, to po dotarciu do detektora bgdzie ona miata
mniejsze nat¢zenie niz wiazka Swiatla padajacego. W zwiazku z tym w zaleznos$ci od zakresu
dhugosci fali, przy jakiej jest wykonywany pomiar nalezy odpowiednio dobiera¢ rodzaj
kuwety pomiarowej. Ponizej przedstawiono w jakim zakresie poszczegdlne materiaty, z
ktorych wykonuje sig¢ kuwety, przepuszczaja Swiatlo:
e Polistyren: 340 — 800 nm e Kwarc: 170 — 2600 nm
e Szklo: 334 — 2500 nm e Polimetakrylan: 280 — 800 nm
Réwniez przepuszczalno$¢ $wiatta przez dwie kuwety (wykonanych nawet z tego
samego materialu) moze si¢ istotnie r6zni¢. Dlatego nalezy dobiera¢ kuwety
o zblizonej przepuszczalnosci $wiatla lub dokonywa¢ pomiaru absorbancji probki 1 odno$nika
w tej samej kuwecie doktadnie przemywajac i osuszajac kuwet¢ pomigdzy mierzonymi
probkami. Powinno si¢ tez pamigta¢, aby nie dotyka¢ palcami $cianek kuwety, przez ktore
przechodzi wiazka $wiatta, a w przypadku ich zabrudzenia nalezy je przemy¢ woda

i delikatnie wytrze¢ migkka chusteczka.

Interakcja Swiatla z wybranyvmi biomolekulami

Swiatto wchodzac w interakcj¢ z powierzchnia skéry, moze ulec odbiciu, rozproszeniu

lub absorpcji (pochtanianiu). W skoérze zawarte sa rézne rodzaje barwnikoéw, ktéra moga
odpowiada¢ za pochlanianie $wiatta. Moga nimi by¢ sktadniki naturalne (np. melanina,
hemoglobina) lub by¢ wprowadzone z zewnatrz do organizmu (np. barwniki tatuazy,
sktadniki kremow itp.).

Kolor naszej skory zalezy od ukrwienia i grubosci naskorka, a przede wszystkim od
obecnosci melaniny - naturalnego barwnika skory. Jej nazwa wywodzi si¢ z greckiego
»melas” (Méhava) — co odnosi si¢ okreslenia koloru czarnego, ciemno - brazowego.
Wytwarzanie tego barwnika uzaleznione jest od czynnikow genetycznych i hormonalnych,
oraz czynnikow zewngtrznych (np. promieniowanie ultrafioletowe). Zachodzi one
w melanocytach — komorkach usytuowanych w warstwie podstawnej naskorka.
W odpowiedzi na rozne bodzce melanina przenoszona jest do bardziej zewngtrznych warstw
naskorka. Pod wptywem promieniowania ultrafioletowego ilos¢ melaniny w skorze zwigksza
sig, co mozemy zaobserwowal poprzez przejsciowa zmiang zabarwienia (opalenizng).

Pierwsze i najszybsze przebarwienie skory jest wynikiem dziatania dlugofalowych promieni



UVA (320-400 nm). Za pdzniejsza i trwata opalenizn¢ odpowiada promieniowanie UVB,
(280-320 nm), ktore ze wzgledu na krotsze dlugosci fal (a przez to wigksza czestotliwosé)
niesie ze soba wigksza energi¢. Uwaga: duze dawki promieniowania UVB moga doprowadzi¢ do
poparzenia skory objawiajacego si¢ bolesnymi obrzgkami i pegcherzami. Zwigkszenie ilo$ci melaniny
przyczynia si¢ do zwigkszenia absorpcji $wiatta przez co znacznie mniejsze ilosci $witata
bedzie dociera¢ do glgbiej potozonych tkanek (najintensywniej pochianiane jest
promieniowanie UV, ale w mniejszym stopniu takze i1 fale z zakresu §wiatta widzialnego).
Dlatego im wigcej $wiatla slonecznego (zawierajacego UV) dociera do skory, tym wigcej
melaniny pojawia si¢ w komorkach naskorka. Komorki naskérka wraz z zawarta w nich
melanina obumieraja i ztuszczaja si¢, co sprawia ze opalenizna po pewnym czasie zanika.

Ludzka melanina zawiera eumelaning (brazowo-czarny barwnik) i feomelaning
(czerwono-zotty barwnik), ktore odpowiadaja za absorbcj¢ promieniowanie w zakresie UVA
(320-400 nm), UVB (280-320 nm) oraz w pasmie $wiatta widzialnego. Najnowsze badania
naukowe dowodza, ze $wiatlo widzialne takze moze by¢ szkodliwe dla cztowieka, podobnie
jak promieniowanie UV. Dotyczy to zwlaszcza $wiatta o wysokiej energii (ang. High Energy
Visible Light, HEV) charakteryzujacego si¢ wysoka czestotliwoscia i dlugosci fali 400- 500
nm. Swiatlo to nie powoduje zaczerwienienia skory, jak ma to miejsce podczas absorpcji
promieniowania UV. Skutki dziatania HEV objawiaja sie w pozniejszym czasie, kiedy pod
jego wptywem dochodzi do zwigkszonego powstawania reaktywnych form tlenu (wolnych
rodnikéw). Przyczynia si¢ to do posredniego uszkodzenia DNA oraz aktywacji
metaloproteinaz, a tym samym przedwczesnego starzenia si¢ skory. Uwaza sig, ze moze to
by¢ rowniez powodem powstawania przebarwien i pokrzywek stonecznych.

W produktach kosmetycznych od dawna stosuje si¢ preparaty zawierajace melaning.
Poniewaz sa to zwiazki wielkoczasteczkowe maja one niewielka szansg, aby przenikna¢ w
glab skory i ich dziatanie ogranicza si¢ do warstwy powierzchniowej. Obecnie obserwuje si¢
zwigkszone zainteresowanie przemystu kosmetycznego frakcjonowana melatoning, ktora
znacznie lepiej penetruje naskorek. Filtrujace i antyrodnikowe wlasciwosci takiej melatoniny
sa podkre$lane poprzez umieszczanie dopisku Liposhield® HEV Melanin w nazwie produktu.

W odroznieniu od wody, krew cechuje si¢ wyjatkowo silnym pochtanianiem fal
0 dtugosciach odpowiadajacych barwie niebieskiej (420-490 nm), zielonej (490-550 nm)
I zotte] (565-590 nm). Dominujaca rol¢ w absorpcji $wiatta przez krew odgrywa
hemoglobina. Hemoglobina wystepujaca w formie utlenowanej (oksyhemoglobina, HbO,) ma
barwg jasnoczerwona i badana na spektrofotometrze wykazuje najwigksza absorpcj¢ przy 414
nm oraz charakterystyczne piki absorpcyjne przy 542 nm i 578 nm. Hemoglobina
odtlenowana (Hb) ma barwe czerwonofioletowa i w spektrofotometrze obserwuje si¢ piki
absorpcyjne w zakresie 400-450 nm i przy dtugosci fali réwnej 565 nm (ryc. 8, ponizej).



S0k

S00k 4

400k

300k -

Absorpcia [J.u.)

300 w0 s g0 700
Dlugosc fali 7. [nm]

Zmiany w widmie absorbancji mozna zaobserwowa¢ w roztworze hemoglobiny. W
wyniku kontaktu z powietrzem hemoglobina nasyca si¢ tlenem i mozemy zaobserwowacé, ze
roztwoér przyjmuje charakterystyczna czerwona barwg. W wyniku oddania tlenu
oksyhemoglobina przechodzi w deoksyhemoglobing (hemoglobing odtlenowana) o czym
$wiadczy zmiana barwy na czerwono-fioletowa. Mozna to zaobserwowaé dodajac do
roztworu oksyhemoglobiny kilku krysztatkow ditionianu sodu (zachodzi reakcja: NayS,04 +
O, + H,0 = NaHSO,4 + NaHS,03), czy borowodorku sodowego (NaBH,). Takze wiele innych
zwiazkow/ligandow (np.: tlenek wegla (CO) czy jon cyjankowy (CN')) moze by¢ wiazanych
przez zelazo w czasteczce hemu, co bedzie przyczynia¢ si¢ do zmiany barwy przez
hemoglobing. Przyktadowo w wyniku reakcji z zelazicyjankiem potasu (KsFe(CN)g), czy
nadmiarem NaNO,, dochodzi do zmiany stopnia utlenienia zelaza w czasteczce hemu na +3
stopien utlenienia i powstaje wtedy methemoglobina (metHb) o charakterystycznej brunatnej
barwie. Obecnos$¢ jonu Fe?* powoduje, ze taka czasteczka nie jest w stanie wiaza¢ tlenu
i methemoglobina nie jest zdolna do transportu tego gazu do tkanek. Natomiast pod wpltywem
jonéw CN” methemoglobina przechodzi w trwala cyjanomethoglobing, z maksimum absorpcji
Swiatla przy 540 nm, co wykorzystuje si¢ w analityce do iloSciowego oznaczania
hemoglobiny. Natomiast widoczne roznice w widmie hemoglobiny w zaleznosci od
potaczenia z tlenem, przedstawione na ryc. 8, moga by¢ wykorzystywane do oznaczania
stopnia wysycenia hemoglobiny tlenem. Na tej zasadzie dziataja urzadzenia nazywane
pulsoksymetrami,  ktéore = na  podstawie = pomiaru  absorbcji  promieniowania
elektromagnetycznego (czerwonego 1 podczerwonego) okre§laja stopien wysycenia
hemoglobiny przez tlen. Promieniowanie emitowane przez dwie diody przechodzi przez
palec, gdzie jest absorbowane przez tkanki, skére i krew zylna, idociera do detektora.
Wigkszo$¢ $wiatta jest pochtaniana, a element $wiattoczuly wbudowany w czujnik
pulsoksymetru oblicza procent absorpcji fal o dtugosci 660 nm i 940 nm, co pozwala mu na
tej podstawie wyliczy¢ procent saturacji krwi tlenem (Ryc. 9). Uktad obliczeniowy
pulsoksymetru z calkowitego sygnatu wyodrgbnia sktadowa zmienna absorpcji przy w/w

dlugosciach fal, opisujaca absorpcje promieniowania zachodzaca w tetnicy. Pomiar tej



sktadowej umozliwia identyfikacj¢ krwi tgtniczej 1 na podstawie zmiany pulsacyjnego

komponentu absorpcji w formie graficznej oblicza warto$¢ tetna. Poniewaz $§wiatlo czerwone
jest silniej absorbowane przez deoksyHb (hemoglobina pozbawiona tlenu), a podczerwone
przez oksyHb (hemoglobina utlenowana) to na tej podstawie mozliwe jest wyznaczenie
saturacji Hb tlenem.

Ryc. 9. Réznice w absorpcji swiatla
0 dtugosci fal 660 nm i 940 nm
stanowig podstaweg analizy saturacji

krwi tlenem przez pulsoksymetr

Maolowy wapdbemynnik eslablania, L/ mol-cm)

Cze$¢ eksperymentalna:
1. Sporzadzanie krzywej wzorcowej i jei wyvykorzystanie do oznaczania stezenia
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substancji badanej (substancja badana: p-nitrofenol)

Wykorzystujac wyjsciowy roztwor p-nitrofenolu o stezeniu 10 mM przygotowaé roztwory

wzorcowe 0 nastgpujacych stezeniach: 50; 100; 200; 300 i

poszczegblnych rozcienczen ulatwi ponizsza tabela:

Roztwér Objetosé roztworu V Stezenie p-nitrofenolu
Vho0 [mI]
[ml] C[mM]
A 0,5 ml roztworu wyjsciowego 9,5 0,5
B 0,3 ml roztworu wyjsciowego 9,7 0,3
C 4,0 ml roztworu A 6,0 0,2
D 5,0 ml roztworu C 50 0,1
E 5,0 ml roztworu D 50 0,05

500 puM. Przygotowanie

Nastepnie do czystych proboéwek lub kuwet spektrofotometrycznych odmierzy¢ po 0,5 ml

uprzednio przygotowanych roztworéw wzorcowych. Do wszystkich préb doda¢ po 2 ml 0,1M

r-ru NaOH i wymiesza¢ (w kuwetach za pomoca mieszadetka). P-nitrofenol w $rodowisku

zasadowym tworzy z6tto zabarwiony anion p-nitrofenolanowy. Zmierzy¢ wartos¢ absorbancji

(A) dla poszczegdlnych prob, przy dhugosci fali 415 nm, stosujac wodg jako odnosnik. Z

uzyskanych wynikow wykresli¢ krzywa wzorcowa (zalezno$¢ A = f (¢)).

Analogicznie wykona¢ pomiar absorbancji dla probki o nieznanym st¢zeniu p-nitrofenolu.

Do 0,5 ml roztworu proby o nieznanym stezeniu nalezy doda¢ 2 ml 0,1 M r-ru NaOH,
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wymiesza¢ i zmierzy¢ absorbancje. Na podstawie wcze$niej wykreslonej krzywej wzorcowej
wyznaczy¢ stezenie p-nitrofenolu w badanej probie.

2.Wyznaczanie widm absorpcji i okreslanie maximum absorpcji wybranych biomolekul

Przygotowa¢ roztwory badanych substancji w probowkach z korkiem o objetosci 10 ml.
Substancjami badanymi sa:

Fluoresceina : (roztwor o stezeniu 0,1 - 0,5 mg/ml). Zakres badania 400 — 540 nm.
Melanina (Zakres badania 250 — 800 nm)
0,4 ml roztworu wyjsciowego + 7,6 ml NaOH (3x107 M)
3. Witamina A (Zakres badania 250 — 500 nm)
0,5 ml roztworu wyjsciowego + 3,5 ml DMSO
4. roztwor hemoglobiny (ok. ~1%, w przypadku wyzszych stezen
rozcienczy¢ za pomoca 0,9 % NaCl). Zakres badania 350 — 600
nm
W przypadku hemoglobiny roztwoér wyjsciowy zawierajacy
hemoglobing rozcienczy¢ 10x ido jednej z kuwet pomiarowych
przenies¢ roztwor wyjsciowy, a do drugiej roztwdr rozcienczony.
Wykona¢ widmo roztworu wyjSciowego 1 jezeli okaze sig, ze
warto$¢ absorbancji przy 400 nm przekroczy 3 i uzyskamy pik z
splaszczonym wierzchotkiem (jak zapis wykonany linig ciagta na
wykresie  obok) nalezy przeprowadzi¢ pomiar dla roztworu

rozcienczonego (powinny by¢ widoczne pojedyncze piki, z

wyraznie zaznaczonym szcytem). Zanotowa¢ przy jakich
dhugos$ciach fali $wietlnych pojawiaja piki (widoczne wychylenia od linii bazowej).
Po wykonaniu widma hemoglobiny przygotowa¢ 2 dodatkowe kuwety zawierajace roztwor
hemoglobiny, a nastepnie doda¢:

a) do pierwszej kilka krysztatkow ditionianu sodu — (na czubku szpatutki ok. 2-5 mg)

b) do drugiej 10 ul 0,05 M KsFe(CN)g lub odczynnika Drabkina (szczegoly ustali¢ z

prowadzacym ¢wiczenia) i wymieszac.

Zanotowa¢ roéznice W zmianie barwy roztworow hemoglobiny oraz wykonaé¢ ich widma
absorpcji w zakresie 360-640 nm. Przy jakich wartosciach obserwuje si¢ zanik absorpcji

promieniowania, a przy jakich pojawiaja si¢ nowe piki (pasma) absorbowanego §wiatta.

Widmo badanych substancji wykresli¢ przy pomocy aparatu Elmer Perkin. Po uruchomieniu
programu wybieramy metod¢ (okno METHODS): 190-1100 MSC. Wybor potwierdzi¢

dwukrotnym kliknigciem na nazwie metody. Pojawia si¢ okno parametrow metody, gdzie

podajemy poczatkowa (start wevelenght) i koncowa (end) dlugosc fali, oraz interwat (data
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interwal; odstep pomigdzy poszczegdlnymi pomiarami). Prosze zwrdci¢ uwage, ze najpierw
podajemy wyzsza dtugo$¢ fali (jako start), a jako koncowa - nizsza wartos¢ (Co pokazuje
rycina po prawej stronie):

Fiz ‘iews Utilties application Daka banding  Window Help Fie \View Ublties Appicaton Datahanding Window Help

Start || Autozero | | [ e Setup Stat || Autozero| [Tl 12415 % Setup
—— o]
= SCAN
Files
50-1100.M5C Start wavelength 800.0| nm Number of cycles : E
CAN1_MSLC End wavelength 300.0| nm
VREPT3.M5C Data interval @ nm
OUTPUT
Autosave : ® On O Off Ordinate max. : 2,000/
Autoprint ) On @ Off Ordinate min. : 0,000
Autolist : ) On ® Off List. Display : Serial  v||
Fileinfo End of Run i [ |
Method info : [Demo scan method shipped with UV WinLab |
Scan ‘ Td ‘ Wp l Conc i ou Scan. Inst. Sample I

Poczatkowa i koncowa dtugo$¢ fali, jaka nalezy ustawi¢ podane sa w instrukcji (przy kazdej
substancji) jako zakres badania. Interwal ustawiamy na 5 nm (warto$¢ interwalu moze byc¢
zmieniona przez prowadzacego C¢wiczenia). Po ustawieniu wszystkich warto$ci
I umieszczeniu kuwet z woda (ok. 1 ml) w komorze pomiarowej i referencyjnej
spektrofotometru wciskamy klawisz START (zaznaczony czerwona strzatka na ryc. powyzej,
po prawej stronie)

Pojawia si¢ okno informacyjne - proszace o wstawienie proby odniesienia (ang. BLANK —
tzw. §lepa proba). Po zatwierdzeniu poprzez kliknigcie na OK — aparat przeprowadzi
automatyczng kalibracje dla podanego zakresu dtugosci fal (wyznaczy tzw. lini¢ bazowa).
Nastepnie po kalibracji pojawia si¢ komunikat proszacy o wstawienie badanej proby
(SAMPLE).

Do uchwytu oznaczonego jako ,,proba” wstawiamy kuwete z roztworem badanej substancji.
Proba z woda jako odnosnikiem pozostaje w komorze oznaczonej jako ,refer”. Zamykamy
pokrywe spektrofotometru i wciskamy OK. Aparat automatycznie dokonuje pomiaru
wykreslajac widmo, ktore jest widoczne w oknie ,,Graph 17 (ryc. ponizej). Zwroci¢ uwage w
jakim zakresie dtugosci fal absorbuja poszczeg6lne substancje. Porowna¢ barwe substancji z
zakresem dlugosci fali $wietlnej, przy ktorej obserwuje si¢ najwigksza absorpcje
(pochtanianie) $wiatta. Wyznaczy¢ dlugosci fali (nm), przy ktorej poszczegdlne zwiazki
wykazuja najwyzsza absorbancjg (A).
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S uv winLab [CHUNWINLAB | METHOD' 190-1 100.M5C]

File Wiew Utiities Application  Data handling  Window  Help

[(E———

1,13
14

0

05

A

Klikajac na ikong umiejscowiona w pasku nad rysunkiem mozemy dopasowac

odpowiednia skalg dla wykreslonego widma. Po kliknigciu na ﬂ I wybraniu opcji ,,Peak”
automatycznie zostanie wyznaczona dtugos¢ fali przy ktorej zwiazek wykazuje maksymalna
absorbancje.

Po wybraniu P pojawia si¢ zielona linia, ktora mozemy przesuwac za pomoca znacznika
myszki 1 ustawi¢ w miejscu gdzie zwiazek wykazuje maksymalna absorbancj¢. Program
automatycznie wyswietli dlugo$¢ fali i warto$¢ absorbancji, przy ktorej zostat ustawimy
wskaznik (ryc. powyzej)



