Cwiczenie 11b.

A) Interakcja $wiatla z materia. Absorpcja Swiatla przez molekuly o znaczeniu
biologicznym — widmo absorpcji hemoglobiny i jego zmiany pod wplywem czynnikéw
redukujacych/utleniajacych.

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

mianem spektroskopii. Metody spektroskopowe czesto sg stosowane W badaniach
dotyczacych analizy struktury pewnych zwigzkow, okre$lenia ich ilosci czy okreslania
pewnych wlasciwosci badanych czgsteczek. W wyniku absorpcji $wiatta przez dany zwigzek
chemiczny mozna obserwowaé przejscia elektronowe zachodzace w czasteczkach
(spektroskopia UV-VIS), czy zmiany oscylacji poszczegolnych grup atoméw (spektroskopia
w podczerwieni, IR). Promieniowanie z zakresu nadfioletu i $wiatta widzialnego (10-770 nm)
powoduje bowiem zmiany energii elektrondw walencyjnych, podczas gdy fale dtuzsze (780
nm-500 um, o nizszej energii) przyczyniaja si¢ do zmian energii oscylacyjnej czasteczek.
Poniewaz oko przecigtnego cztowieka reaguje na promieniowanie o dtugosci fali 380-780 nm
(Swiatto widzialne, VIS) skupimy si¢ na omowieniu whasnie tego promieniowania. Ciekawa
wlasciwos$cig $wiatla bialego (ktore zawiera wszystkie dtugos$ci 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 zostang 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 barwe dopetniajaca
skladaja si¢ wszystkie fal, ktore nie zostaty pochlonigte przez roztwor. Przykladowo, jezeli
absorbowane jest $wiatlo o barwie zoltej (jak ma to miejsce w przypadku roztwordéw
zawierajacych jony Cu2+), a inne nie - to roztwor wykazuje niebieskie zabarwienie. Typowe
zestawienie barw dopetniajacych pokazano na Ryc. 1a, gdzie mozemy zaobserwowaé, ze
naprzeciw kolorow o odcieniu zoltego znajduja si¢ odcienie niebieskiego, a naprzeciw
czerwonego - zielono-niebieskie. Dlatego, jezeli popatrzymy na typowe substancje barwne
wystepujace w przyrodzie, jak chociazby chlorofil, ktory odpowiada za zielong barwg lisci to
okaze si¢, ze pochlania on rozne dlugosci fal (r6zne barwy, poza zielong). Na Ryc. 1b
przedstawiono widmo absorpcji chlorofilu (czyli wykres przedstawiajgcy absorpcje swiatla
(A) W zaleznosci od dlugosci fali swietlnej (1)). Kazda substancja ma swoje charakterystyczne
widmo absorpcji, w ktorych wystepuja maksima absorpcyjne dla okreslonej dtugosci §wiatta
(czgstosci promieniowania; v = 1/A). Kazde maksimum absorpcyjne odpowiada przej$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 wigcksza ilo$¢ energii niz ma to miejsce
w przypadku koloru zielonego czy czerwonego (Ryc. 2B).
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Ryc. 1. a) zestawienie barw dopehiajacych; b) widmo przedstawiajace absorpcje (A) poszczegdlnych
dhugosci fal (L) przez chlorofil (roztwor chlorofilu w prawym gornym rogu).
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Ryc. 2. Widmo w obszarze UV/VIS nazywane jest elektronowym widmem absorpcyjnym.

Jak zaznaczono, w przypadku chlorofilu absorbowane s3 glownie zakresy fal
odpowiadajace barwie niebieskiej i czerwonej (Ryc. 1b), a odpowiadajace im kolory
dopetiajace (Ryc. 1a) to: zotty, zotto-pomaranczowy i niebiesko-zielony, co w wyniku ich
nalozenia na siebie pozwoli uzyska¢ odcien barwy zielonej. Trzeba bowiem mie¢
swiadomos¢, ze poprzez odpowiednie mieszanie barw mozemy uzyska¢ niemal kazdy kolor,
0 odpowiednim odcieniu i intensywnosci. Wykorzystuje si¢ to w drukarkach kolorowych,
ktére pomimo tego, ze maja jedynie pojemniki z 3 kolorami, to na wydrukach pozwalaja

uzyska¢ dowolng barwe. Jesli skierujemy $wiatlo biate (zwierajace wszystkie dlugosci fal) na



taki wydruk, to pochtoni¢te zostang te dlugosci fal $wietlnych, ktore stanowig barwe
dopehiajgca do obserwowanej. W przypadku koloru biatego barwa dopelniajaca jest czarna —
czyli substancja absorbujgca wszystkie dtugosci fal $wietlnych ($wiatlo biate) w naszym
odczuciu bedzie czarna. Dlatego tez wyidealizowane ciato fizyczne, ktore catkowicie
pochlania padajace na nie promieniowanie elektromagnetyczne nazywane jest cialem
doskonale czarnym (nie istnieja w rzeczywistosci bowiem zawsze jaka$ nawet niewielka cze$é
promieniowania ulega odbiciu, czy rozproszeniu).

Prawa absorpcji
Jezeli na probke pada promieniowanie elektromagnetyczne ($wiatto) o natezeniu Iy to
cze$¢ tego promieniowania zostanie zaabsorbowana,
a cze$¢ przechodzi przez te probke, co pokazuje rycina

3 (obok). Rejestrujac nat¢zenia promieniowania

-.] padajacego (lp) 1przechodzacego (It) mozemy

— wyznaczy¢ ilo$¢ $wiatla, ktora ulega pochtonigciu
-—;"' c I; przez roztwor (absorbancja, A), lub ktora przeszta
: przez niego (transmitancja, T):
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W pomiarach spektrofotometrycznych znacznie czg$ciej korzysta si¢ z pomiaru
absorbancji. Absorbancja przy danej dlugosci fali zalezy od molowego wspotczynnika
absorpcji (g), grubosci warstwy absorbujgcej (wynoszacej standardowo 1 cm) i stezenia
molowego badanego roztworu. Zalezno$¢ ta matematycznie jest wyrazona przez Prawo
Lamberta-Beera (absorbancja jest wprost proporcjonalna do stezenia roztworu i grubosci

warstwy absorbujacej), co mozemy zapisa¢ Wzorem:

A=¢-l-C
gdzie: A - absorbancja; € — molowy wspolczynnik absorpcji [cm?/mol],
| — grubo$¢ warstwy absorpcyjnej [cm]; C — stezenie badanego roztworu [mol/dm?].

We wzorze Lamberta- Beera pojawia si¢ wspotczynnik proporcjonalnosci (g), ktory
nazywany jest molowym wspélczynnikiem absorpcji. Jest on charakterystyczny dla danej
substancji 1 ma statla warto$¢ przy okreslonej dlugosci fali. Liczbowo przedstawia on
absorbancj¢ wykazywang przez roztwor o stezeniu 1 mol/dm?, przy grubo$ci warstwy 1 cm.

Prawo Lamberta — Beera mozna tez przedstawi¢ w postaci graficznej jako zalezno$é
A= f (c). Bedzie to linia prosta przechodzaca przez poczatek uktadu wspotrzednych (Ryc. 4),
gdzie dla danego st¢zenia zaznaczono odpowiadajaca mu wartos¢ absorbancji.

Prawo Lamberta — Beera odnosi si¢ do przypadku, gdy w roztworze znajduje si¢ jedna
substancja absorbujaca. Jezeli w roztworze bedzie kilka skladnikow, ktore wykazuja

zdolnosci absorpcyjne to oznaczanie spektrofotometryczne mozna wykona¢ poprawnie tylko



Absorbancja

wtedy, gdy spetnione jest prawo addytywnosci absorbancji, wedlug ktorego catkowita
absorbancja (A) jest sumg niezaleznych absorpcji poszczegdlnych sktadnikéw (A1, Ay, ...,
A)): A=A+ A+ ....+ A,. Narycinie 5 pokazano sumaryczne widmo absorbancji
roztworu (A), ktory zawierat 3 substancje barwne, z ktorych kazda pochtaniata Swiatto o innej

dhugosci fali (zaznaczone jako Ay, Az i Ag).
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Ryc. 5. Widmo roztworu
zawierajagcego trzy barwne sktadniki.
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kalibracyjnq. Przygotowuje si¢ serig roztworow o znanych
stezeniach, dla ktorych mierzy si¢ absorbancje i na tej podstawie i 7
wyznacza wykres (prostoliniowy, zaczynajgcy sie w punkcie 0). ulegajq zsumowaniu.
Nastepnie po okresleniu absorbancji roztworu (A,) 0 nieznanym
Stezeniu i na podstawie wykresu mozna wyznaczy¢ stezenie ftej

substancji (C,) w badanej probie.

Pomiar absorbancji
Przy wykonywaniu pomiaréw spektrofotometrycznych nalezy pamigtaé, iz zmierzona
wartos¢ absorbancji jest sumg absorbancji naczynia pomiarowego i umieszczonej w nim

probki. Przed wykonaniem pomiaru absorbancji nalezy wykalibrowaé spektrofotometr

poprzez ustawienie absorbancji na warto$¢ réwna zero, gdy w kuwecie znajduje si¢ odnosnik.
Jako odnosniki stosuje si¢: powietrze; roztwory nie absorbujace przy zadnej z uzywanych
dhugosci fali (roztwory buforowe, woda); roztwory absorbujace, ale nie wchodzace w reakcje
z badang substancjg lub roztwory o znanym st¢zeniu, ktore bedzie si¢ zmieniatlo w wyniku
zachodzacych reakcji. Jezeli wykonuje si¢ widmo absorpcji jakiegos zwiazku, rowniez nalezy
wykona¢ widmo absorpcji odno$nika, a koncowe widmo zwigzku jest to wowczas zmierzone
widmo probki pomniejszone o widmo odnosnika. Jezeli roztwor bedacy odnosnikiem (woda,
bufor) nie zawiera badanej substancji w zadnej z mozliwych form, wowczas uzyskujemy
widmo absolutne, jak ma to miejsce w przedstawionym przyktadzie na ryc. 1b (gdzie jako
odnos$nik zastosowano wode). Mozemy réwniez wykona¢ widmo réznicowe, gdy roztwor

odnos$nika zawiera badang substancje w takim samym st¢zeniu jak roztwor badany.



Przeprowadza si¢ wowczas reakcje w kuwecie z badang substancjg, w wyniku ktorej jej
stezenie zmienia si¢, natomiast w kuwecie z odnosnikiem nie zachodzi zadna reakcja, a zatem
stezenie badanej substancji jest state. W tego rodzaju badaniach widmo absorpcji przedstawia
zmiany absorbancji (A absorbancji) w probie badanej w poréwnaniu do odnos$nika. Oba
sposoby pomiaru absorbancji sg wykorzystywane w laboratoriach do wyznaczania st¢zen czy
tez kinetyki reakcji chemicznych.

Przy wykonywaniu pomiarow spektrofotometrycznych nalezy pamigta¢, ze na
uzyskany wynik absorbancji wptyw ma réwniez materiat, z jakiego wykonana jest kuweta
pomiarowa. Przyczyng tego jest fakt, ze sama kuweta rowniez moze absorbowaé $wiatto.
Jezeli wigzke $wiatta przepuscimy przez pustg kuwete, to po dotarciu do detektora bedzie ona
miata mniejsze nat¢zenie niz wigzka $wiatta padajacego. W zwiazku z tym w zaleznosci od
zakresu dtugosci fali, przy jakiej jest wykonywany pomiar nalezy stosowaé réznego rodzaju
kuwety pomiarowe. Ponizej podano przepuszczalno$¢ $wiatta dla materiatéw, z ktérych
wykonuje si¢ kuwety:

e Kwarc: 170-2600 nm
e Polimetakrylan: 280-800 nm

e Polistyren: 340-800 nm
e Szklo: 334-2500 nm

Réwniez przepuszczalno$¢ $wiatta przez dwie kuwety (wykonanych nawet z tego
samego materialu) moze si¢ istotnie rozni¢. Dlatego nalezy dobiera¢ kuwety
o zblizonej przepuszczalnosci $wiatla lub dokonywa¢ pomiaru absorbancji probki i odno$nika
w tej samej kuwecie doktadnie przemywajac i osuszajac kuwete pomiedzy mierzonymi
probkami. Powinno si¢ tez pamigta¢, aby nie dotyka¢ palcami $cianek kuwety, przez ktore
przechodzi wigzka $wiatta, a w przypadku ich zabrudzenia nalezy je przemy¢ woda

i delikatnie wytrze¢ migkka chusteczka.

Interakcja Swiatla z wybranymi biomolekulami

Spektrofotometria w zakresie nadfioletu (UV) i $wiatta widzialnego (VIS)
z powodzeniem wykorzystywana jest do identyfikacji zwigzkéw organicznych, ktore
absorbuja promieniowanie z zakresu 200-800 nm. Dotyczy to rowniez wielu zwigzkow
W naszym organizmie, ktore dzigki temu, ze absorbujg wybrane zakresy $wiatla petnig role
swoistych barwnikow. Przykladowo skoéra zawiera wiele barwnikéw naturalnych (np.
melanina, hemoglobina) lub tez takich, ktore wprowadzone z zewnatrz przyczyniaja si¢ do
zmiany zabarwienia (np. barwniki tatuazy, korektory kosmetyczne, 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 zewnetrznych (np. promieniowanie ultrafioletowe). Zachodzi ono
w melanocytach — komorkach usytuowanych w warstwie podstawnej naskorka.



W odpowiedzi na rozne bodzce melanina przenoszona jest do bardziej zewnetrznych warstw
naskorka. Pod wptywem promieniowania ultrafioletowego ilos¢ melaniny w skorze zwigksza
sie, co mozemy zaobserwowal poprzez przejSciowg zmian¢ zabarwienia (opalenizng).
Pierwsze i najszybsze przebarwienie skory jest wynikiem dziatania dtugofalowych promieni
UVA (320-400 nm). Za pdzniejszg i trwalg opalenizne¢ odpowiada promieniowanie UVB
(280-320 nm), ktore ze wzgledu na krotsze dhugosci fal (a przez to wigksza czestotliwosé)
niesie ze sobg wigksza energie. Uwaga: duze dawki promieniowania UVB moga doprowadzi¢ do
poparzenia skory objawiajacego si¢ bolesnymi obrzekami i pecherzami. Zwigkszenie ilo§ci melaniny
przyczynia si¢ do zwickszenia absorpcji $wiatta przez co znacznie mniejsze ilosci $witata
bedzie dociera¢ do glebiej potozonych tkanek (najintensywniej pochlaniane jest
promieniowanie UV, ale w mniejszym stopniu takze i fale z zakresu §wiatta widzialnego).
Dlatego im wigcej $§wiatla slonecznego (zawierajacego UV) dociera do skory, tym wigcej
melaniny pojawia si¢ w komorkach naskorka. Komorki naskorka wraz z zawarta w nich
melaning obumierajg i ztuszczajg si¢, co sprawia ze opalenizna po pewnym czasie zanika.

W odroznieniu od wody, krew cechuje si¢ wyjatkowo silnym pochtanianiem fal
0 dlugosciach odpowiadajacych barwie niebieskiej (420-490 nm), zielonej (490-550 nm)
i zottej (565-590 nm). Dominujacg rolg w absorpcji $wiatta przez krew odgrywa hemoglobina
- biatko w ktéorym hemowa grupa prostetyczna polaczona z atomem dwuwartosciowego
zelaza odpowiada za wigzanie tlenu (W warunkach prawidtowych 1 g hemoglobiny moze wigzaé¢ 1,34
cm® tlenu). Na czagsteczke hemoglobiny przypadaja cztery grupy hemu (kazda z nich moze
przytaczy¢ czasteczke tlenu) i cztery globiny (sktadajacej sie z 4 tancuchow: dwoch alfa (o)
i dwoch beta (B)). Hemoglobina wigzaca tlen (oksyhemoglobina, HbO,), gdzie czasteczka
O, jest odwracalnie zwigzana z dwuwartoSciowym zelazem, charakteryzuje si¢
jasnoczerwong barwg i analizowana w spektrofotometrze wykazuje najwigksza absorpcje
przy 414 nm oraz charakterystyczne piki absorpcyjne przy 542 nm i 578 nm (Ryc. 6).
Oddajac tlen dochodzi do zmiany konformacji czasteczki i powstaje hemoglobina
odtlenowana (deoksyhemoglobina, Hb), o barwie czerwonofioletowej i w spektrofotometrze
obserwuje si¢ piki absorpcyjne w zakresie 400-450 nm i przy dtugosci fali rownej 565 nm.

W zaleznosci od przytaczonych ligandow, a takze stanu elektronowego zelaza hemu
obserwuje si¢ rézne widma (barwy) hemoglobiny. Jak wspomniano juz wcze$niej roztwor
hemoglobiny, dzigki zwigzaniu si¢ z tlenem obecnym w powietrzu tlenem ma
charakterystyczng czerwong barwe (oksyhemoglobina), natomiast po oddaniu tlenu
(deoksyhemoglobina) zmienia si¢ na czerwono-fioletowa. Mozna to zaobserwowa¢ dodajac
do takiego roztworu kilku krysztalkéw ditionianu sodu (zachodzi reakcja:
Na,S,04 + O, + H,O0 = NaHSO,4 + NaHS,03), czy borowodorku sodowego (NaBH,). Takze
wiele innych ligandéw (np.: tlenek wegla (CO) czy jon cyjankowy (CN’)) moze by¢
wiazanych przez zelazo w czasteczce hemu, co bedzie przyczynia¢ si¢ do zmiany barwy.
W odréznieniu od tlenu, czy dwutlenku wegla powstajacy addukt hemoglobiny z CO



(karboksyhemoglobina) jest trwaly i nawet w przypadku uzycia Na,S,04 nie obserwuje si¢
zmiany barwy (z czerwonej na brunatng). Roéznice w  widmach absorbcyjnych
karboksyhemoglobiny i oksyhemoglobiny moga by¢ wykorzystywane do wyliczenia st¢zenia
tych form Hb we krwi. W stosowanych metodach analitycznych wykorzystuje si¢ pomiar
przy dhlugosci fali 588 nm 1574 nm, przy ktorych wystepuje najwigksza rdznica
w wartosciach absorbancji tych form Hb.
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Ryc. 6. Widma absorpcyjne oksyhemoglobiny (HbO,) i deoksyhemoglobiny (Hb).

Niektore ligandy moga doprowadza¢ do zmiany stopnia utlenienia tlenu, jak ma to
miejsce pod wpltywem silnych utleniaczy, czy w wyniku reakcji z zelazicyjankiem potasu
(K3Fe(CN)g), czy nadmiarem NaNO,, ktore powoduja przejécie zelaza na 3 stopien utlenienia
i powstaje wtedy methemoglobina (metHb) o charakterystycznej brunatnej barwie. Obecno$é
jonu Fe¥* powoduje, ze taka czgsteczka nie jest w stanie wigzac tlenu i methemoglobina nie
jest zdolna do transportu tego gazu do tkanek. Pod wpltywem jonow CN methemoglobina
przechodzi w trwatg cyjanomethoglobing, z maksimum absorpcji $wiatta przy 540 nm, co
znalazto zastosowanie analityczne do ilosciowego oznaczania hemoglobiny.

Jak pokazano na Ryc. 6 widoczne roznice w widmie hemoglobiny utlenowanej
(oksyhemoglobiny) i nieutlenowanej (deoksyhemoglobina) moga by¢ wykorzystane do
oznaczania stopnia wysycenia hemoglobiny tlenem. Na tej zasadzie dzialajg urzadzenia
nazywane pulsoksymetrami, ktére na podstawie pomiaru absorbcji promieniowania
elektromagnetycznego (czerwonego i podczerwonego) okreslaja 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. 7). Uktad obliczeniowy



pulsoksymetru z calkowitego sygnatu wyodr¢bnia sktadowag zmienng absorpcji przy w/w
dhugosciach fal, opisujgcg absorpcje promieniowania zachodzaca w tetnicy. Pomiar tej
sktadowej umozliwia identyfikacje krwi tetniczej 1 na podstawie zmiany pulsacyjnego
komponentu absorpcji w formie graficznej oblicza warto$¢ tetna. Poniewaz §wiatlo czerwone
jest silniej absorbowane przez deoksyHb, a podczerwone przez oksyHb to na tej podstawie
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Cze$¢ eksperymentalna:
1. Wykonanie widm absorpcyjnych roztworéw zawierajacych hemoglobine

Materiaty 1 odczynniki:

- roztwor hemoglobiny (ok. ~1%, w przypadku wyzszych stezen rozcieficzyé za pomoca 0,9 % NaCl )
- ditionian sodu (Na;S,04)

- zelazicyjanek potasu (heksacyjanozelazian (I11) potasu; Ks[Fe(CN)g C = 0,05 mol/dm?)
- odczynnik Drabkina (zawierajacy: 0,03% Ks[Fe(CN)g], 0,1% NaHCO, 0,005% KCN)

1.1. Rozcienczy¢ przygotowany roztwor hemoglobiny 10x (do 9 ml wody doda¢
1 ml wyjsciowego roztworu hemoglobiny — wymiesza¢. Przygotowa¢ 4 kuwety pomiarowe —
dwie z woda destylowana, jedng zawierajaca roztwor wyjsciowy hemoglobiny oraz kolejng
gdzie wprowadza si¢ ,,roztwor hemoglobiny 10x rozcienczonej”.
Korzystajac z spektrofotometru EImer-Perkin ustawi¢ zakres badania na 360-640 nm. W tym
celu po uruchomieniu programu zarzadzajacego UV WinLab wybieramy metode (okno
METHODS): 190-1100 MSC. Wybdr potwierdzi¢ dwukrotnym kliknigciem na nazwie
metody. Pojawia si¢ okno parametréw metody, gdzie podajemy poczatkowa (Start

wevelenght) i koncowa (end wevelenght) dtugos¢ fali, oraz interwat (data interwal; odstegp
pomiedzy poszczegolnymi pomiarami). Proszg zwroci¢ uwagg, ze najpierw podajemy wyzsza

dhugos¢ fali (jako start), a jako koncowa - nizsza warto$¢ (Co pokazano na rycinie ponizej, po



prawej stronie). Wartos¢ interwatu (Data interval) sugeruje si¢ ustawi¢ na 5 nm (warto$¢ to
moze by¢ zmieniona przez prowadzacego ¢wiczenia — nalezy jednak pamigtaé, Zze im mniejsza warto$¢
interwatu tym dtuzej trwa pomiar).

BS uv winLak
L Ak Fie View Utilties Appication Datahanding Window Help
Fie Wiew Utifties sApplication Databhanding Window Help =

2 — I Start lAwozuol iéé!l lg_l)‘ "ﬁ del
Start Autozero A 2 / i C:\UYWINLAB\METHOD',190-1100.MSC

EUV WinLab [C:LUYWINLAB\METHOD 190-1100.M5C]

Files Start wavelength 800.0] nm Number of cycles : 1
[130-1100.M5C e [300.0]
GLANT.MSC )
UVREPT3.MSC Data interval [10.0] nm
OUTPUT
Autosave : ® On ) OH Ordinate max. : 2,000
Autoprint : ) On ® Off Ordinate min. ; 0.000
Autolist : ) On @ Off List Display : [serial ]
e — End of Run Application: | |
| Method info : IDem scan method shipped with UV Winlab ]

—ACARATLE |

Do komory pomiarowej i referencyjnej spektrofotometru wstawia si¢ dwie kuwety z woda
destylowang (o pojemnosci ok. 1 ml). Po zamknigciu pokrywy wciskamy klawisz START
(zaznaczony czerwong strzatka na obrazie powyzej, po prawej stronie). Pojawia si¢ okno
informacyjne — przypominajace o konieczno$ci wstawienia proby odniesienia — W naszym
przypadku wody (ang. BLANK — tzw. $lepa proba). Po zatwierdzeniu poprzez klikniecie na
OK - aparat przeprowadzi automatyczng kalibracje dla podanego zakresu dilugosci fal
(wyznaczy tzw. lini¢ bazowa). Nastepnie po kalibracji pojawia si¢ komunikat proszacy
0 wstawienie badanej proby (SAMPLE — lub o innej nazwie wyznaczonej przez uzytkownika).

Do uchwytu oznaczonego jako ,,préba” wstawiamy kuwete z roztworem badanej substancji
(hemoglobina). Préba z woda jako odnosnikiem pozostaje w komorze oznaczonej jako
refer”. Zamykamy pokrywe spektrofotometru i zatwierdzamy pomiar proby = wciskamy
OK. Aparat automatycznie dokonuje pomiaru wykreslajgc widmo, ktore bedzie widoczne
w oknie ,,Graph 1” (ryc. obok). Na podstawie wykresoOw nalezy odczyta¢ w jakim zakresie

S uv winLab [C:\UYWINLABMETHOD', 190-1100.M5C]

dhugosci fal absorbuja przypadaja
poszczegolne  piki  absorpcji.

Wyznaczy¢ dhugosci fali (nm),
przy ktorej poszczegdlne piki
wykazuja najwyzsza absorbancje
(A). Mozna skorzysta¢ z funkcji
programu:

Klikajac na ikone

umiejscowiong w  pasku nad

rysunkiem mozemy dopasowaé

odpowiednig skale dla
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wykre§lonego widma. Po kliknieciu na ﬂ i wybraniu opcji ,,Peak” automatycznie zostanie

wyznaczona dilugos¢ fali przy ktérej zwigzek wykazuje maksymalna absorbancje. Po

wybraniu P pojawia si¢ zielona linia, ktorg mozemy przesuwa¢ za pomocg znacznika
myszki 1 ustawi¢ w miejscu gdzie zwigzek wykazuje maksymalng absorbancje. Program
automatycznie wyswietli dlugo$¢ fali i wartos¢ absorbancji, przy ktorej zostat ustawimy
wskaznik (ryc. powyzej)

W przypadku gdy st¢zenie hemoglobiny bedzie bardzo wysokie na widmach moga by¢ niewidoczne
maksymalne warto$ci absorbancji — uzyskuje si¢ piki o dhlugich, ptaskich wierzchotkach (spektrofotometry
rejestruja zazwyczaj aborbancje do wartosci 3-5, poniewaz pomiary prowadzone dla wyzszych wartosci sag mato
doktadne — w takiej sytuacji zaleca si¢ rozcienczenie proby i wykonanie widma dla roztworu rozcienczonego,

gdzie piki powinny mieé¢ charakterystyczng warto§¢ maksymalna, przy jednej/charakterystycznej dlugosci fali).

Po uzyskaniu widma hemoglobiny i zapisaniu wszystkich wartosci pikow nalezy przygotowaé 2 serie
proboéwek. Do pierwszych 3 kuwet wprowadzi¢ roztwor HbO,, a do kolejnych 3 rozcienczony roztwor
HbO, (10x rozcienczony). Do pierwszej pary (wyjsciowy i rozcienczony HbO,) dodaé¢ po kilka
krysztatkow ditionianu sodu (punkt 1.2), do drugiej pary KsFe(CN)s (punkt 1.3), a do trzeciej
odczynnika Drabkina. (punkt 1.4). Widma zarejestrowac dla roztworow rozcienczonych 10x (zwtaszcza
w przypadku, gdy dla roztworu nierozcieficzonego obserwowano plaskie wierzchotki pikéw). Natomiast
w przypadku roztworow wyjsciowych zanotowac zmiang koloru zabarwienia roztworu — jezeli
zmiana jest niewidoczna oznacza, ze wprowadzono zbyt matg ilo$¢ odczynnika.

1.2. Do kuwety z roztworem HbO, doda¢ kilka
krysztatkow (na szpatutce) Na,S,04, wymiesza¢ i zmierzy¢
widmo absorpcji  360-640 nm. Zanotowal rdznice
W porownaniu  do  uzyskanego  wcze$niej  widma
oksyhemoglobiny.

1.3. Do kuwety z roztworem HbO; doda¢ 5-10 pl
0,05 M K3Fe(CN)g wymieszaé, odczeka¢ 3 minuty i dokonac
pomiaru widma absorbancji.

14. Do kuwety z roztworem HbO, doda¢ 5-10 ul odczynnika Drabkina wymieszac,

odczeka¢ 3 minuty i dokona¢ pomiaru widma absorbancji.

Dla kazdego z roztworé6w hemoglobiny wyznaczy¢ przy jakich dtugosciach fali swietlnej
przypadaja maksymalne wartosci poszczegélnych pikow w widmach absorpcyjnych (na
podstawie pomiarow dla roztworu hemoglobiny rozcienczonej). Jaka barwe posiadaja
poszczegblne roztwory? (w roztworach hemoglobiny o wyzszym stgzeniu barwa bedzie lepiej
widoczna)
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Zalamanie $wiatla. Refraktometryczne oznaczanie zwartosci cukréw w syropach lub

bialek w osoczu.

Predkos¢ rozchodzenia si¢ promieni $wietlnych zalezy od gestosci optycznej osrodka
oraz od dlugosci fali promieniowania. Promienie $wietlne padajac pod pewnym katem na
plaszczyzng¢ graniczacych ze sobg dwoch roznych osrodkdéw przezroczystych ulegaja
czesciowo odbiciu, a czgsciowo zatamaniu (Ryc. 10). To ostatnie zjawisko zwigzane jest ze
zmiang predkosci rozchodzenia si¢ promieni §wietlnych w réznych osrodkach.

promien padajgcy promien odbity

Osrodek
optycznie
rzadszy

Osrodek
optycznie
gestszy

promien zatamany

Ryc. 10. Zmiana kierunku promieni §wietlnych na powierzchni granicznej dwoch osrodkow.

Na rysunku tym, kat oo migdzy promieniem padajacym, a prosta prostopadia do ptaszczyzny
rozgraniczajacej dwa osrodki nosi nazwe kata padania. Kat o to kat odbicia, a kat B to kat
zatlamania.

Zgodnie z prawem Snelliusa, stosunek sinusa kata padania do sinusa kata zalamania
jest dla danej pary osrodkow wielkoscig stata, zwang wspotczynnikiem zatamania i réwnag
stosunkowi predkosci Swiatta w obydwu osrodkach. Zaleznos$¢ ta jest okreslona réwnaniem:

sino Vv

Sinp Nyo= v,
w ktorym Ny, jest wspotczynnikiem zalamania osrodka drugiego wzgledem pierwszego, a Vi
I V2 to predkosci $wiatta w obydwu osrodkach. Jezeli zatamanie §wiatta nastgpuje w ten
sposob, ze kat B < a, to osrodek drugi nosi nazweg optycznie gestszego niz pierwszy. Gdy
promien S$wietlny przechodzac z osrodka optycznie rzadszego do gestszego pada na
powierzchnie graniczng pod katem 907, to zatamanie nastgpuje pod katem Bg, ktory
nazywamy katem granicznym. Roéwnanie przedstawione wyzej przyjmie woOwczas
nastepujaca postac:
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_sin90® 1
Y27 sinp sinp

Z zalezno$ci przedstawionej tym rownaniem wynika mozliwo$¢ pomiaru wspotczynnika

zalamania S$wiatla przez zmierzenie warto$ci kata granicznego. W stalej temperaturze
wspolczynnik zalamania Swiatla (n) jest wielkoscig charakterystyczng dla okres$lonej
substancji. Ze wzrostem temperatury warto$ci N malejg. Na warto$§¢ wspotczynnika zalamania
wpltyw ma takze dhugos¢ fali §wiatta — najczesciej stosuje sie Swiatto o dtugosci fali rowne;j
linii D widma emisyjnego sodu (589,3 nm), a wspotczynnik zalamania §wiatta odpowiadajacy
tej dtugosci fali oznacza si¢ symbolem np. Zastosowanie krotszych dlugosci fali powoduje
wzrost n, a przy dtuzszych falach warto$¢ wspdtczynnika zalamania maleje. Dane dotyczace
temperatury i dtugosci fali zaznaczamy przy symbolu wspotczynnika zalamania $wiatla: np?
(z prawej u gory temperatura, u dotu rodzaj swiatta).

Przyrzady stuzace do pomiardw wspoOlczynnika zalamania $wiatta nosza nazwe
refraktometrow. Ich dzialanie oparte jest na =zasadzie pomiaru kata granicznego.
Najpowszechniej uzywanym tego typu aparatem jest refraktometr Abbego, przy pomocy
ktoérego mozna bada¢ wspodtczynniki zatamania cieczy w zakresie od 1,3 do 1,7. Istotng zaleta
refraktometru Abbego jest mozliwos¢ wykonywania pomiarow zarowno w S$wietle
monochromatycznym, jak i biatym (zawierajagcym wszystkie dtugosci fal zakresu widzialnego
— np. $wiatto stoneczne).

Zasadnicza czes$cig refraktometru Abbego sa dwa pryzmaty, pomiedzy ktore
wprowadza si¢ cienkg warstwe badanej cieczy. Odbite od zwierciadla promienie padajg na
pierwszy pryzmat zatamuja si¢ w nim 1 przechodza do cieczy. Stykajaca si¢ z ciecza
powierzchnia pierwszego pryzmatu jest matowa, przez co $wiatlo rozprasza si¢ na tej
powierzchni 1 na ciecz padaja promienie pod wszystkimi mozliwymi katami. Poniewaz ciecz
jest osrodkiem optycznie rzadszym wigc do drugiego pryzmatu przechodzi tylko czg$¢ §wiatla
- promienie padajace pod katem mniejszym lub réwnym katowi granicznemu. Promien
padajacy pod katem granicznym rozdziela przestrzen oswietlong od nieo$wietlonej. Przez
odpowiedni obrot pryzmatow i wlasciwe ich o$wietlenie prowadzi si¢ promienie w ten
sposob, aby granica pola ciemnego i1 jasnego wypadla w $rodku okularu (na skrzyzowaniu
,»nicl pajeczych”, obraz ponizej na ryc. 11). Obrot pryzmatéw zsynchronizowany jest ze skalg
przyrzadu, na ktorej odczytuje si¢ warto§¢ wspoOlczynnika zatamania. Pomiary warto$ci
wspotczynnika zatamania §wiatta wykorzystuje si¢ od celow analitycznych, do identyfikacji
substancji lub badania ich stopnia czystosci.

os$wietlona cze$¢ ..

pola obserwacji ‘

pole obserwacji
w okularze

pryzmaty

odpowiednik
kata granicznego
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Wvykorzystanie pomiarow refraktometrycznych do oznaczania zawartosci cukru/

w roztworach wodnych

Pomiary refraktometryczne znalazty zastosowanie w analizie jako$ciowej i ilo$ciowej,
jak rowniez w celach potwierdzenia struktury danego zwigzku (np. ustalanie réwnowagi
ketonowo-enolowej). Obecnie refraktometry wykorzystuje si¢ w laboratoriach klinicznych,
chemicznych, przemystowych i1 farmaceutycznych. Refraktometry kliniczne umozliwiajg
pomiar cigzaru wlasciwego moczu, st¢zenia biatka w osoczu i surowicy krwi czy catkowitej
zawarto$ci substancji statych w roztworach wodnych. W przemysle spozywczym
i farmaceutycznym stuza do okres§lania zawarto$ci cukrow w syropach i sokach, pomiaru
zawarto$ci etanolu w napojach alkoholowych. W przemysle wykorzystuje si¢ je do oceny
I kontroli jakosci paliw, produktow rafineryjnych, samochodowych ptynéw eksploatacyjnych
(do chtodnic, do spryskiwaczy), emulsji, atramentéw 1 innych srodkéw chemicznych.

Celem tej czegsci ¢wiczenia jest porOwnanie zawarto$ci sacharozy w poszczegodlnych

syropach.

Wykonanie:

1. Odchyli¢ oprawe pryzmatu (goérnego) i oczysci¢ powierzchnie pryzmatow zwitkiem waty
zwilzonym alkoholem.

2. Zakraplaczem umies$ci¢ na powierzchni pryzmatu refraktometrycznego (dolnego) kilka
kropel wody, tak by po przykryciu gérnym pryzmatem cata powierzchnia pomiarowa zostata
pokryta badang cieczg. Nie dotyka¢ palcami powierzchni pomiarowej ani cieczy

3. Zamkna¢ gorny pryzmat i dokona¢ pomiaru wspolczynnika zlamania $wiatta (np).
Obracajac pokrettem z prawej strony przyrzadu ustawi¢ w polu widzenia lini¢ rozgraniczajaca
jasng 1 ciemng cze$¢ obrazu. Na wyswietlaczy ponizej pojawi si¢ wartos¢ wspotczynnika
swiatta. Klikajac klawiszem SELECT mozemy odczyta¢ wartos¢ w skali procentowej (Brix).
Zanotowac obie wartoSci. Przelaczy¢ za pomocg klawisza SELECT ponownie w tryb odczytu np

4. Powtarzajac pkt. 1-3 zmierzy¢ 1 zanotowa¢ wspotczynnik zatamania (npy oraz warto$¢ Brix
dla wszystkich badanych roztworéw (3 syropy i/lub roztwory sacharozy o podanych
stezeniach).

Wyciagnaé wnioski o zawartosci sacharozy w poszczeg6élnych syropach. Jaka jest zalezno$¢
pomigdzy warto$cig wspdlczynnika zalamania $wiatta (lub wartoscia Brix), a zawartoscia

cukru w syropie?



