Cwiczenie 11. Interakcja $wiatta z materia. Spektrofluorymetryczne oznaczanie

zawartosci chininy

Zjawisko emitowania przez niektore zmki chemiczne promieniowania w zakresie
widzialnym, wzbudzonego pod wptywem promieniowanikrétszej diugéci (zazwyczaj
ultrafioletowego) okréane jest mianemfluorescencji. Pod wptywem promieniowania
wzbudzajcego elektrony przechoglzna wyszy poziom energetyczny, a wragajdo
poziomu wyfciowego emituy promieniowanie (promienisty zanik energii). Isfaie
zasadniczo dwa mechanizmy zaniku promienistego.r¥ypadkufluorescencjisamorzutna
emisja promieniowania ustaje w utamku sekundy (0= — 10°s) po ustaniu wzbudzenia
(usunkciu promieniowania wzbudzgjego). Natomiast samorzutna emisja promieniowania
na sposolfosforescencjmaze trwa znacznie dhaszy czas (zwykle kilka sekund, ale znane

sa zwiagzki zdolne do emisjswiatlta nawet przez godziny)Sugeruje toze fluorescencja polega na
natychmiastowej zamianie zaabsorbowanego promiem@w energi ponownie wypromieniowan natomiast

fluorescencja charakteryzuje: $stnieniem stanu prz&jiowego, gdzie zmagazynowany nadmiar energii powoli

jest wypromieniowany.Réznice w mechanizmie obserwowanych pézefloskonale ilustruje

diagram Jabtdskiego(patrz materiaty dodatkowe).
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promieniowania emitowanego majizszy energe (a zatem dhissz dtugasci fali, rys. 1) ng
fotony promieniowania wzbudzgiego. Zjawisko to zaobserwowano po raz pierwsz\8&21
roku i od nazwiska odkrywcy nazwanopezesungciem Stokesalak jak na rys. 1 memy
zaobserwowd ze widmo emisji fluorescencji (zielone) jest przeigte w stosunku do
widma absorpcji (niebieskie) w strorial dtuzszych (efekt batochromowy). Samo widmo
wzbudzania fluorescencji ¢zto pokrywa si z widmem absorpcji.

Urzadzeniem wykorzystywanym do pomiaru fluorescencgt jspektrofluorymetr.
Zawiera on:zrodto swiatta, dwa monochromatory, kongodo ktérej wstawiamy badan
proke i detektor (Ryc. 2). Uktad aparatu jest podobnly ya spektrofotometrze, z dwoma
istotnymi wyptkami. Pierwsz roznica jest obecn& dwoch monochromatoréw - jednego
koniecznego dla wyboru fali wzbudzenia i drugiegiba analizy dtugéci fali swiatta

emitowanego. Po drugie, detektor jest umiejscowigmod latem 90° do promienia



wzbudzagcego. Dz¢ki takiemu uktadowi eliminuje giwptyw swiatta przechodazego przez
problke (rejestruje si tylko swiatto emitowane). Po wzbudzeniu probki, fluoresgan
emitowana jest we wszystkich kierunkach, a pomgarntensywnéci jest maliwy dzigki
fotodiodzie. Zrodtem $wiatta jest najcgiciej lampa ksenonowa, emifigh promieniowanie
w zakresie 200 - 1400 nm. Uktad optyczny kieriygatto do monochromatora wzbudzenia,
gdzie okrélana jest dtugéri fali i wielkos¢ szczeliny przez ktéréwiatto pada na prGb

Z uwagi na faktze chcemy obserwowaemisg swiatta pod lstem kiuwety fluorymetryczne
musz posiadaj czteryscianki boczne przepuszczeg swiatto w takim samym stopniu (nie
mozemy wywaé kuwet z zmatowianymiscianami jak w spektrofotometrze Swiatto
wzbudzajce powoduje przégie elektrondw na wiszy stan energetyczny (zjawisko
absorpcji), a nagpnie ich powrét na stan podstawowy co obserwujemky jemisg swiatta.
Monochromator emisyjny unibwia skierowanieswiatta o okrélonej diugaci do detektora

(fotopowielacza), ktéry generujegar proporcjonalny do intensywéd emitowanegdwiatta.
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Ryc. 2. Schemat budowy/dziatania fluorymetru

Istnieje zalenos¢ migdzy natzeniem fluorescencjil{), a natzeniemswiatta wzbudzonego
(Io) i stezeniem zwazku fluoryzupcego (c), co mzemy zapisé jako:

li=1o K [2 T
gdzie: k - jest wspotczynnikiem fluorescencji

| — grubad¢ warstwy badanego roztworu (grdlddkuwety pomiarowej)



Do wyznaczenia zawada (ilosci) substancji wykazuygej fluorescengj stosuje s
zazwyczajmeto@ krzywej wzorcowejzaleznos¢ intensywndci fluorescencji do skenia
probki). Jest to niezwykle wae w metodach fluorescencyjnych, gaatzenie fluorescencji
zaleey od wielu czynnikow (np.: pH roztworu, temperatumodzaju rozpuszczalnika,
obecndci substancji wygaszagych lub wzmacniagych fluorescengj itp.). Dodatkowo
moze dochodzi tez do zjawiska okrdanego jako wygaszanie steniowe (ryc. 3).
W rozciexczonych roztworach intensywsto fluorescencji jest proporcjonalna dogzgnia
substancji fluoryzujcej. Jednak gdy stenie substancji fluoryzagej przekroczy pewn
granie, intensywné¢ fluorescencji zaczyna male Wynika to najprawdopodobnigj
Z asocjacji casteczkowe] — cteczki mog tworzye dimery i wiksze konglomeraty
czasteczek, co preferuje rozpraszanie energii pdmyi oscylacyjne stopnie swobody. W tych
warunkach zachodzi réwriewtorna 60 -
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Ryc. 3. Zalenos¢ nakzenia fluorescencji od gtenia badanego zwiku

Zjawisko fluorescencji wykorzystywane jest do wykmnia i identyfikacji zwazkow
chemicznych oraz do ich Hoiowego oznaczania. Wykazaujja przede wszystkim zwkki
organiczne zawierage skondensowane pierenie aromatyczne oraz zwKi
metaloorganiczne. Fluorescencyjna analizagakeva stosowana jest w chemii analitycznej
i farmaceutycznej, w toksykologii i w badaniadhodkéw spaywczych, zwlaszcza do
wykrywania zafatszowa

Przed przysipieniem do oznacadluorymetrycznych naley ustalt podstawowe parametry,
do ktorych nalgy:

» Dobranie optymalnej dtugoi fali promieniowania wzbudzagego

* Dobranie optymalnej dtugoi fali promieniowania emitowanego

e Ustalenie dozwolonego zakresgz&h badanej substanciji.



Chinina — lek przeciw malarii i skladnik napojéw orzezwiajacych

Chinina jest alkaloidem chinolinowym, wypujacym w korze drzewa chinowego
(Chinchona succirubrajosmcego w AndachKore tego drzewa zagi sprowadzéaz Peru
do Europy od XVII wieku, jako cudowne lekarstwo Jta¢zka gomczke”. Byt to pierwszy
I przez wiele lat jedyny lek przeciwko zimnicy (radl). Z wzgkdu na swoje dziatanie
znalazt teé zastosowanie w leczeniu innych scharz@isprawnia trawienie, wspomaga
wydzielanie sokéwzotadkowych, tagodzi skurcze gsni, ostabia przewodnictwo nerwowe),
a w ostatnich czasie pochodne chininy bybytestowane jakérodek wspomagagy leczenie
zaka&enia koronawirusem.

Chinina jest trucizaq protoplazmatycza tzn. dziata toksycznie na wszystkie komorki,
wykazupc przy tym liczne dziatania niepgdane. Dziata potajaco na enzymy
oksydoredukcyjne, co prowadzi do wstrzymania oddwid tkankowego, a tym samym do
hamowania czynrigai zyciowych komorek rdinnych i zwierzcych. To widnie te
wiasciwosci powodup, ze skutecznie zwalcza w organizmie cziowieka pygsocze

pierwotniaki z rodzajiPlasmodiumwywotujace malarg.
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Ryc. 4. Wz6r chininy. Chinina jest krystalicznym, ialym proszkiem, stabo rozpuszczalnym

w wodzie, o silnie gorzkim smaku. Z kwasami twosnje, ktére g dobrze rozpuszczalne w wodzie.

Chinina wykazuje dziatanie depresyjne narodkowy uktad nerwowy: dziata
przeciwgoaczkowo (hamuje @odek termoregulacji), przeciwbolowo i uspokaga.
Zmniejsza napicie misni gtadkich, w nagpstwie czego dochodzi do rozszerzenia naczy
krwionasnych i obnkenia cénienia krwi. W matych dawkach uczula ¢sien macicy na
bodzce skurczowe — wt dawniej wykorzystywanajdo wywotania stabej akcji porodowej
(w duzych dawkach mize wywotywa poronienia - wykazuje tewtasciwosci uszkadzajce
ptdd). Naley pamktaé, ze chinina jest zwizkiem toksycznym. Jej nadywanie mae
prowadzé¢ do przewlektego, ostrego zatrucia, ktérego gtdwngimjawami §: zaburzenia



widzenia, omamy stuchowe i zaburzenia rownowagiyjecie duych dawek (powsej 8-15

g doustnie) mze by $miertelne dla dorostego cztowieka. Szczegdlnie teagsowanie
chining wykazuje medycyna komunikacyjna, ze wziyl na charakter wywotywanych przez
nia zaburzé, szczegolnie niebezpiecznych w zawodach, ktére agap skupienia

I koncentracji. Podczas badarzeprowadzonych na ameryiskich pilotach wykryto,ze
dzienna dawka 100 mg chininy, wystarcza do spowaadigv zaburzé réwnowagi, czy
wywotania dezorientacji przestrzennej. U niektorydob po takiej dawce rejestrowano zie
samopoczucie, senfty trudndci w odczytywaniu wskaza na tarczach przysgdow
pilotazowo-nawigacyjnych. Dlatego 2zeamerykaskich pilotow obowizuje zakaz zasiadania
za sterami samolotow przez 72 godziny po wypiciikio, aby wyeliminowa& ewentualne
nastpstwa zwizane z dziataniem chininy zawartej w tym napoju.

Tonik jest spaywany dla swojego wyrafinowanego smaku i dxz@jacych
wihasciwosci. Swoj specyficzny smak z subtelnuty goryczki zawdzicza chininie. Historia
toniku skga czasOw brytyjskiego panowania w Indiach, gd4i;ina powszechnie byla
stosowana jako lekarstwo na gozke, a jej zaywanie chronito przed malarii jej
nawrotami. Chinina w dawkach leczniczydziénnie podawano pacjentom nawet 500-200p) mg
ma jednak mocno gorzki smak, @i Brytyjczycy mieszalig z ginem i dodawali cytryny.
Z czasem napgj ten staksioraz bardziej popularny i w 1858 roku zostat eptawany pod
nazwg tonic. Obecnie toniki zawiergjtak mah ilos¢ chininy, ze napdj ten nie ni@ by
traktowany jako antidotum na malkarimazna méowt jedynie o jej wptywie chininy na smak.
Charakterystyczny smak toniku przyczyng dio popularnéci tego napoju - stanowi sktadnik
wielu drinkow, wérod ktérych pierwsze miejsce zajmuje oczieig gin z tonikiem.

W 1988 r. Gtowny Inspektor Sanitarny Kraju wprowikdakaz sprzedsy w Polsce
napoju tonik z dodatkiem chininy. Zamiast chiningddwano podobny smakowo substytut
goryczki. Obecnie od wielu julat zakaz ten nie obowduje, ale informacjaze chinina
znajduje st w napoju musi b podana na opakowaniu. W Unii Europejskiej za dopzsiry
dawk; uznaje st 7,5 mg/ 100 ml. Sprzedawany w sklepach tonikenoawiera 21 — 83 mg
chlorowodorku chininy w 1 litrze plyrif. Gaszenie pragnienia tonikiem w upalny dzie
moze powodowd, ze przygcie wzgkdnie duych ilosci chininy negatywnie wptynie na
sprawng¢ zawodow pilotéw, kierowcow, operatoréw maszyn, jak rownimmoze wptywa

na stan zdrowia (zwtaszcza kobiet wzgii dzieci).

! Czajkowska A, Bartodziejska B, Gajewska M. Ocena z@éerchlowodorku chininy w napojach bezalkoholowygpu
tonik. Bromat. Chem. Toksykol. 2012: 45(3):433-438

2 Lawson-Wood K, Evans K. Determination of Quinin€lonic Water Using Fluorescence Spectroscopy. REhiier Appl. Note -
Fluoresc. Spectrosc., 201Https://www.perkinelmer.com/lab-solutions/resoufdess/APP_Quinine_in_Tonic_Water 014133 _01.pdf)



Wykonanie éwiczenia:

Celem¢wiczenia jest okrdenie zawartéci chininy w toniku. W tym celu zostanie
wykorzystana bardzo czuta metoda fluorymetrycznka [pporéwnania pomiary zostariez

wykonane z gyciem metody spektrofotometrycznej (pomiar aborfianc

1. Obstuga fluorymetru:

Wtaczanie aparatu:

«  Wiaczy¢ jednostke gtowm — przehcznik z lewej strony, na tylnejcianie aparatu.
Powinien uruchondi sie wentylator lampy. Poniewaw trakcie pracy lampy dochodzi do powstawania
ozonu zaleca siuruchomienie dodatkowego wentylatora w szybie wlanyjnym. W tym celu
podhczy wtyczke zasilacza do gniazdka zasileggo.

* Wiaczy¢ zasilacz lampy (przycisk POWER), a rg@stie po ok. 1 min wcisg
przycisk IGNITE, co spowoduje uruchomienie lampyai obudowie zasilacza zapali
sie dioda LAMP.

*  Wiaczy¢ fotopowielacz — przetznik POWER (z pozycji OFF do pozycji HV)

» Ustawt dlugas¢ fali swiatta wzbudzajcego (EXCITATION WAVELENGTH)

i emitowanego (EMISSION WAVELENGTH) oraz wielk®szczelin (SLIT).

« Po ustawieniu czukei (pokrtto FINE ADJUST) wyzerowa wskazania
fotopowielacza (za pomacpokrtta BLANK ADJUST). Przy zastonitej przestonie
powinien wskazyw&0. Odstongcie przestony, j@i w komorze pomiarowej nie ma proby nie wptywa
na odczytywanm wartasc.

* Wstawit badana prébpdo komory pomiarowej. Komerzakry nakrywl.

* Przy wcknietym przycisku przestony (obok komory pomiarowejstpuje pomiar
fluorescencji — zanotowabdczytal wartasé.

« Pokrtto MULTIPLIER FINE ADJUST shiy do ustawienia skali rejestrowanych
wartcsci. Zbyt duwy sygnat (powyej 100 % skali) mge przyczyné sie do
uszkodzenia fotopowielaczaStandardowo pomiary rozpoczynamy przy —ustawieniu
MULTIPLIER przy 1 (wtedy maksymalna odczytywana teé& na aparacie rownaesil i odczyt
wartasci 45 na skali dolnej (100) oznacza 0,45; a wdrt@4 przy odczytana przy ustawieniu
MULTIPLIER na skali gornej (3) dulzie odpowiad& fluorescencji réwnej 1,4AMozna te wyniki
przemnaac: przy ustawieniu 1 odczytujemy 45, natomiast ptawieniu 3: uzyskamy 135x35))

Wytacznie aparatu:
*  Wytaczy¢ fotopowielacz (przekznik POWER z pozycji HV do OFF)
*  Wytaczy zasilacz lamy (POWER)
* Odczeka ok. 2-5 min, a wystygnie lampa i wyczy¢ jednostk gtowmn
UWAGA: Wytaczenie goacej lampy skraca jejywotnas¢ i moze byt przyczyn jej uszkodzenia.

Wykonanie pomiaréw zawartcsci chininy w napoju typu tonik:
11.1. Pomiar fluorymetryczny

Aby poprawnie dokona pomiaréw korzystamy z substancji wzorcowej, dlarég
uprzednio wyznacza gimaksymala wartas¢ diugasci fali swiatta wzbudzenia (absorpcii)
I emisji. W przypadku chininy wynogzne odpowiednio: diugo fali wzbudzenia 350 nm,
a emisji 450 nm.Nowoczesne spektrofluorymetry wykoaujakie pomiary w sposob automatyczny,




natomiast w starszych wersjach takie pomiary wyk®msig poprzez wykréenie widma wzbudzenia i widma
emisji dla badanej substancji. Po umieszczeniu md@e pomiarowe] okt sk wartagci promieniowania
(E) w zalenosci od dlugdci fali wzbudzenia (absorpcfwiatta), a nagpnie fali emisji. Najpierw zmieniamy
dlugas¢ swiatta wzbudzajcego (stosuc przy tym jeda dlugas¢ swiatta emisji, w przypadku chininy
A=450 nm), a nagpnie zmieniamy diugd $wiatta emitowanego (natomiast diggoswiatta wzbudzajcego
/absorbowanego jest niezmienna i w przypadku okiimynosiA=350 nm). Przykiad tak otrzymanego widma
przedstawiono na ryc. 1 (niebieskigiatto wzbudzajce: Ama=495 nm i zielondwiatto emisji: Apa=520 nm).

Krzywa wzorcowa siarczanu chininy

0 przygotowa wzorcowe roztwory siarczanu chininy @zniach: 1 mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l,
5 mg/l, 10 mg/l,

o Ustawi: - EXCITATATION WAVELENGHT: 350 nm
- EMISSION WAVELENGHT: 450 nm

o Dokona pomiaru fluorescencji roztworow (stoscjta samy kuwet zaczynamy od
stezenia najmniejszego do napitszego).Po wykonanym pomiarze wzorzec wlewamy do tej
prébdéwki z ktérej go pobierdiliny.

o J&li sygnat na detektorze przekracza 100% ptdém MULTIPLER FINE ADJUST ustawi
odpowiedni czutas¢, przekecajac na wysze wartéci: 1 > 3 > 10, co spowoduje odczytywane
wartasci powinny by odpowiednio zwgkszane: 8 lub 10x.

o Narysow& wykres zalenosci fluorescencji od gtenia chininy (krzywa wzorcowa)

Pomiar zawartéci chininy w napoju typu tonik
0 Uprzednio odgazowany napdj typtonic rozcieaiczamy 0,05 M HSO, Naley
przygotowg& minimum 2-3 rozcigczenia: - np. roztwor rozaiezony 1, 20x i 50 razy

Wskazowka: Roztwér 50 razy rozaigzony uzyskamy doda 0,1 ml toniku do 4,9 ml kwasu siarkowego. Tonik
nalezy rozcieiczat kwasem, gdy w srodowisku kwanym fluorescencja chininy ulega wzmocnieniu.

o Zmierzy fluorescengj przygotowanych roztworéw, a naghie z krzywej wzorcowej
odczytd stzenie chininy w badanej prébce. Poniewhadane roztwory zostaty
rozcieaczone trzeba wyliczy zawart@¢ chininy w nierozciaczonym napoju. W tym

celu otrzyman zawart@¢ przemnaamy przez wspotczynnik rozgiezenianp.:

Przyktad: zmierzona warf6é fluorescencji dla roztworu 50 rozcieiczonego wynosita 14 co po
odczytaniu  z krzywej wzorcowej odpowiadazestiu 1,25 mg/l. Uwzgtiniajgc, ze préba zostata
rozcieiczona 50 razy, oznacza® w napoju typu tonik znajdujeesb0 /1,25 mg/l = 62,5 mg/ml chininy

Wyliczy¢ zawartd¢ chininy we wszystkich przygotowanych roztworagioda wartac¢
srednh.

11.2. Pomiar spektrofotometryczny

Korzystapc z spektrofotometru daginego na saléwiczen ustawé ditugas¢ swiatta na 350
nm. Zmierzy wartg¢ absorbancji poszczegoélnych prob wzorcowych (1 — @@ml
chlorowodorku chininy), a naginie absorbangj roztworéw zawierajcych tonik.
Korzystapc z krzywej wzorcowej lub arkusza kalkulacyjnegoc&x(wyznaczanie krzywej
wzorcowe] w arkuszu nmme by wprowadzone przez prowagzgo zajcia) wyznaczy
stezenie chininy w toniku.



