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Cwiczenie nr |

Fluorescencja

Celem cwiczenia jest przedstawienie fluorescencji jako jednego ze zjawisk optycznych
wystepujgcych w przyrodzie i jego wykorzystania w badaniach naukowych w biologii.
W ramach éwiczenia zostanie przedstawiona zasada dziatania spektrofluorymetru i zostang
przeprowadzone pomiary widm absorpcyjnych i emisyjnych wybranych fluoroforow w celu
wyznaczenia przesuniecia Stokesa, zbadania wptywu polarnosci rozpuszczalnika na warto$ci
maksimum emisji fluorescencji niektérych fluoroforow oraz zbadania wptywu substancji
wygaszajgcych fluorescencje na intensywnos¢ emis;ji fluorescencji.

I. Oddziatywanie promieniowania elektromagnetycznego z materia.

Przez oddziatywanie promieniowania elektromagnetycznego z materig nalezy rozumiec
pochtanianie energii tego promieniowania podczas absorpcji lub oddanie jej w wyniku emisiji.
Oddziatywanie materia-promieniowanie elektromagnetyczne moze nastgpi¢, gdy zostang
spetnione pewne warunki, wynikajgce z teorii kwantowej. Podstawowym zatozeniem tej teorii
jest obecnos¢ niecigglych (dyskretnych) pozioméw energetycznych atoméw i czasteczek,
pomiedzy ktorymi zachodzg przejscia w wyniku absorpcji lub emisji kwantu.

Energie czgsteczki (Emo) mozna przedstawi¢ jako sume energii zwigzanej z konfiguracjg
elektronéw (Ee), energii oscylacji jgder wokodt potozenia réwnowagi (Eosc) oraz energii
rotacyjnej, wynikajgcej z obrotu czgsteczki wokot osi (Eror):

Emol = Eel + Eosc + Erot

W wyniku absorpcji promieniowania czgsteczka przechodzi do jednego ze standéw
wzbudzonych, a nastepnie powraca do stanu podstawowego w rézny sposéb tracgc energie.
Energia Swietlna zaabsorbowana przez czgsteczke moze by¢ wyemitowana w postaci
fotoluminescenciji, zamieniona na ciepto, przekazana do innej czgsteczki lub zuzyta na reakcje
fotochemiczng lub inne procesy (np. konformacyjne). Fotoluminescencje mozna podzieli¢
na dwa zjawiska: fluorescencje i fosforescencje. Z fluorescencjg mamy do czynienia, gdy
emisja zachodzi w czasie nie dluzszym niz 10 s i odbywa sie bez udziatu stanu trypletowego.
W przypadku fosforescencji czas pomiedzy pochtonieciem energii a jej emisjg jest diuzszy
niz 10® s i w procesie tym wazng role odgrywajg stany trypletowe.

Il. Proces fluorescencji.

Fluorescencja jest wynikiem trzyetapowego procesu zachodzgcego w pewnego typu
czgsteczkach, zwanych fluoroforami lub barwnikami fluorescencyjnymi.

1. Wzbudzenie (ang. excitation).

Czasteczka moze pochtania¢ tylko kwanty $wiatta. Zaleznos¢ absorbancji od dtugosci fali
nazywa sie widmem absorpcyjnym.

2. Stan wzbudzony (ang. excited state).

Czagsteczka znajduje sie w stanie wzbudzonym przez okreslony czas (typowo 1-10
nanosekund). W tym czasie we fluoroforze zachodzg zmiany strukturalne, a ponadto mogg
zachodzi¢ oddziatywania z czgsteczkami otoczenia. Te procesy majg dwie konsekwencje:
a) dochodzi do bezpromienistej utraty czesci energii wzbudzonej czgsteczki (energii
rotacyjnej i oscylacyjnej) — przejscie na poziom zerowy Si. Ten proces jest okreslany
jako wewnetrzna konwersja (ang. internal conversion).

b) nie wszystkie czasteczki wzbudzone mogg powrdci¢ do stanu podstawowego (So)
poprzez emisje fluorescencji.



3. Emisja fluorescencji (ang. emission).

Energia wzbudzenia elektronowego jest najczesciej oddawana w sposdb promienisty. Emisja
nastepuje z zerowego poziomu oscylacyjnego stanu wzbudzonego.

Skutkiem wyzej wymienionych procesoéw jest emisja swiatta 0 mniejszej czestotliwosci niz
Swiatto wzbudzajgce czgsteczke — przesuniecie widma emisyjnego w strone fal diuzszych
w stosunku do widma absorpcyjnego — przesuniecie Stokesa (ang. Stokes shift).
Przesuniecie Stokesa jest kluczowe dla wykorzystania fluorofora w celach analitycznych
— umozliwia odréznienie fotondéw emitowanego swiatta od fotonéw wzbudzajgcych.

Powr6t do stanu podstawowego zachodzi najczesciej na wyzszy poziom oscylacyjny
elektronowego stanu podstawowego, a hastepnie szybko dochodzi do utraty energii i przejscia
do zerowego poziomu oscylacyjnego. Jezeli uktad poziomdéw oscylacyjnych w stanach
podstawowym i wzbudzonym S; jest podobny, to widmo emisji fluorescencji jest
zwierciadlanym odbiciem pasma absorpcyjnego. W przypadku wiekszosci fluoroforow
poziomy oscylacyjne nie sg zaburzone zmiang poziomu elektronowego podczas wzbudzenia.
Dobrym przyktadem jest antracen (Rycina 1). Widmo wzbudzenia tej czgsteczki cechuje sie
trzema szczytami zwigzanymi z tranzycjami z zerowego poziomu oscylacyjnego Sp na wyzsze
poziomy oscylacyjne w stanie wzbudzonym S;. Podczas powrotu do stanu Sp fluorofor moze
znalez¢ sie na dowolnym poziomie oscylacyjnym. Te poziomy oscylacyjne odznaczajg sie
podobnym wzorem do tych wystepujgcych na poziomie wzbudzonym S;. Widmo emisji
charakteryzuje sie wiec takze podobnym wzorem (uktadem szczytéw) jak widmo wzbudzenia,
ale w uktadzie lustrzanym.
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Rycina 1. Widmo wzbudzenia i emisji antracenu.




Proces pochtfaniania energii swietlnej i jej emisji przedstawia schematycznie diagram
Jabtonskiego (Rycina 2).
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Rycina 2. Diagram Jabtonskiego.

Proces fluorescencji jest cykliczny. Jezeli fluorofor nie zostanie nieodwracalnie
uszkodzony w stanie wzbudzonym (tzw. fotowybielanie — ang. photobleaching), ta sama
czgsteczka moze wielokrotnie pochtaniac i emitowac swiatto. Jest to podstawg czutosci technik
fluorescencyjnych.

lll. Intensywnosé¢ procesu fluorescencji.

Intensywnos¢ fluorescenciji zalezy od tych samych parametréw, co absorpcja: zdolnosci
czgsteczki do pochtaniania swiatta wyrazonej molowym wspotczynnikiem absorpcji, dtugosci
optycznej i stezenia fluorofora. Dodatkowymi parametrami sg wydajnos¢ kwantowa emisji
fluorescencji i czas zycia fluorescencji.

Wydajnos¢ kwantowa emisji fluorescenciji to stosunek ilosci kwantéw wyemitowanych
na drodze fluorescencji do ilosci kwantoéw zaabsorbowanych.

Czas zycia fluorescencji to sredni czas, w jakim czgsteczka przebywa w stanie wzbudzonym.
Czas zycia okresla czas, w ktorym fluorofor moze zmieni¢ swoje oddziatywanie z otoczeniem
(oddziatywanie z innymi czgsteczkami, dyfuzja), co ma odzwierciedlenie w widmie emisyjnym.

Intensywno$¢ fluorescencji moze ulec obnizeniu na wiele sposobéw. Proces ten nosi
nazwe wygaszania. Znane sg rézne mechanizmy wygaszania:

a) wygaszanie dynamiczne (ang. collisional quenching) — zachodzi, gdy fluorofor w stanie
wzbudzonym ulegnie dezaktywacji na skutek kontaktu z inng czgsteczkg, nazywang
wygaszaczem (ang. quencher). Proces ten zalezy od wspétczynnika dyfuzji, czyli od lepkosci
srodowiska. Czasteczki nie ulegajg zmianom chemicznym w tym procesie. Dla wygaszenia
dynamicznego spadek intensywnosci fluorescencji jest opisany réwnaniem Sterna-Volmera:

Fo/F=1 + K[Q]
Fo — intensywnos¢ fluorescencji bez wygaszacza; F - intensywno$¢ fluorescencii

Z wygaszaczem; [Q] — stezenie wygaszacza; K — stata Sterna-Volmera — okresla wrazliwosé
fluorofora na wygaszanie wygaszaczem.

Fluorofor schowany w czgsteczce wykazuje o wiele mniejszg wrazliwos¢ na wygaszanie
(niskie wartosci K) niz fluorofor wolny w roztworze lub znajdujgcy sie na powierzchni czgsteczki
(wysokie wartosci K).



Wiele czgsteczek moze by¢ dynamicznymi wygaszaczami. Zaliczaja sie do nich substancje
paramagnetyczne (tlen), halogeny (J°, Br’), aminy, a takze akrylamid. Mechanizm wygaszania
zalezy od pary fluorofor-wygaszacz. Na przyktad wygaszanie indoli przez akrylamid zachodzi
najprawdopodobniej na skutek przeniesienia elektronu z indolu na akrylamid, przy czym
przeniesienie to zachodzi wytgcznie w stanie wzbudzonym fluorofora.

b) wygaszanie statyczne — zachodzi, gdy fluorofor tworzy niefluorescencyjne kompleksy
z wygaszaczem. Proces ten zachodzi w stanie podstawowym i nie zalezy od iloSci zderzen
i lepkosci srodowiska.

Wygaszanie dynamiczne moze dostarczy¢ informacji o dostepnosci fluorofora dla wygaszacza
(Rycina 3).
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Rycina 3. Dostepnos¢ reszt tryptofanu dla wygaszacza.

IV. Wptyw polarnosci srodowiska na fluorescencje.

Potozenie maksimum fluorescencji znacznika zalezy w znacznym stopniu od polarnosci
otoczenia. Ogdlnie: ze wzrostem polarnosci rosnie diugosé fali A.m. Wynika z tego,
ze wartos¢ przesuniecia Stokesa bedzie sie zmieniata wraz ze zmiang polarnosci otoczenia.
Z wartosci przesuniecia Stokesa mozna dzieki temu wnioskowa¢ o polarnosci srodowiska

otaczajgcego fluorofor.



Przez pojecie polarnosci rozumie sie w tym przypadku istnienie w poblizu grupy
fluoryzujacej ruchliwych czgsteczek dipolowych. Przejsciu czgsteczki do stanu wzbudzonego
towarzyszy zmiana jej momentu dipolowego. Zmiana momentu dipolowego czasteczki
znacznika wywotuje polaryzacje powtok elektronowych otaczajgcych znacznik czgsteczek,
przesuniecie indukcyjne ich atomow oraz polaryzacje orientacyjng. Strata energii na te procesy
powoduje przesuniecie maksimum fluorescencji w strone fal dtuzszych. Wartos¢ przesuniecia
zalezy od:

a) roznicy miedzy wartosciami momentu dipolowego czgsteczki w stanie podstawowym
i wzbudzonym,

b) polaryzowalnosci otaczajgcych czasteczek (im wigksza polaryzowalnosc
elektronowa czgsteczek otoczenia, tym wieksze przesuniecie Stokesa),

c) wartosci momentu dipolowego czgsteczek otoczenia (im wiekszy moment dipolowy,
tym wieksze przesuniecie Stokesa),

d) mozliwosci zmiany orientacji momentu dipolowego w czasie trwania stanu
wzbudzonego znacznika (im dtuzszy czas zycia stanu wzbudzonego, tym wieksze
przesuniecie Stokesa).

Przesuniecie Stokesa bedzie wieksze w przypadku znacznikéw o dlugim czasie zycia
stanu wzbudzonego i w Srodowisku o duzej przenikalnosci elektrycznej i matej lepkosci.
Tryptofan jest fluoroforem, ktérego fluorescencja jest bardzo zalezna od polarnosci otoczenia

(Rycina 4).
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Rycina 4. Widma emisyjne reszt tryptofanu, w rézny sposéb wyeksponowanych
do srodowiska.

V. Fluorofory.

Fluorofory dzielg sie na dwie gtébwne klasy: wewnetrzne (wtasciwe; ang. intrinsic)
i zewnetrzne (niewtasciwe; ang. extrinsic).
a) Fluorofory wewnetrzne to takie, ktére wystepujg w stanie naturalnym (np. w biatkach
— grupa indolowa tryptofanu, nukleotydy: NADH, FAD, FMN).
b) Fluorofory zewnetrzne to takie, ktére dodawane sg do prébki nie wykazujgcej

fluorescencji (np. DPH dodawany do bton, ktére same z siebie nie fluoryzujg). Czasami
sg okreslane jako znaczniki fluorescencyjne.



Biatka zawierajg trzy wiasne fluorofory wewnetrzne: reszty tryptofanu, fenyloalaniny
i tyrozyny. Fluorofory te charakteryzujg sie roznymi wartosciami wydajnosci kwantowej, a takze
wartosciami fal wzbudzenia i emisji fluorescencji (Rycina 5).
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Rycina 5. Widma wzbudzenia i emisji aminokwasow aromatycznych.

W praktyce bada sie gtéwnie fluorescencje tryptofanu, poniewaz fluorescencja tyrozyny
jest silnie gaszona, a natezenie fluorescencji fenyloalaniny jest bardzo niskie. Parametry
fluorescencji tryptofanu sg bardzo czute na strukture otoczenia chromoforu, dlatego analiza
ich zmian pod wptywem réznych czynnikdw moze dostarczy¢ informacji na temat oddziatywan
miedzyczagsteczkowych, zmian konformacyjnych makroczgsteczek, itp. Pierscien indolowy Trp
absorbuje swiatto o dtugosci fali ok. 280 nm, emituje Swiatto o dtugosci fali ok. 340 nm. Widmo
emisyjne indolu jest bardzo wrazliwe na polarnos¢ srodowiska. Emisja moze by¢ przesunigta
w strone fal krotszych, jesli Trp jest ukryty we wnetrzu biatka. W przypadku Trp na powierzchni
biatka lub podczas denaturacji biatka emisja jest przesunieta w strone fal dtuzszych.

Fluorofory zewnetrzne mogg by¢ zwigzane z badang prébkg kowalencyjnie lub
niekowalencyjnie. Wiekszo$¢ znacznikbw to czasteczki uzyskane w wyniku syntezy
organicznej, ale mogg by¢ stosowane takze znaczniki pochodzenia naturalnego. Wiekszo$¢é
stosowanych znacznikéw fluorescencyjnych jest pochodnymi fluoresceiny, rodaminy,
kumaryny i Texas red, jednakze jest syntetyzowanych coraz wiecej nowych znacznikéw
fluorescencyjnych o korzystniejszych parametrach (Rycina 6 i Rycina 7).
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VI. Aparatura pomiarowa.

Urzadzenia umozliwiajgce pomiar natezenia fluorescencji najczesciej zawieraja:
a) zrédto promieniowania wzbudzajgcego - najczesciej jest to lampa ksenonowa,
charakteryzujgca sie ciggtym widmem emisyjnym w zakresie 200-900 nm,
b) monochromator promieniowania wzbudzajgcego - umozliwia wyodrebnienie
z wigzki Swiatta dtugosci fali potrzebnej do wzbudzenia fluorofora,
¢) uchwyt prébek,
d) monochromator promieniowania emitowanego — w spektrofluorymetrach
monochromatorami sg siatki dyfrakcyjne z odpowiednimi szczelinami i uktad
mechaniczny stuzacy do zmiany dtugosci fali,
e) swiatltoczuly detektor — najczesciej fotopowielacz.
Swiatto wzbudzajgce przechodzi przez kuwete z prébka. W standardowych spektrofluory-
metrach, kat miedzy wigzkg wzbudzajgcg a mierzong emisjg fluorescencji wynosi 90°,
co pozwala na wyeliminowanie wptywu sSwiatta padajgcego. Schemat spektrofluorymetru
przedstawiono na Rycinie 8.

. A

Rycina 8. Schemat spektrofluorymetru. L — zrédto swiatta; M1, M2 — zwierciadta wkleste; S1, S2, S3, S4
— szczeliny; Sd1 — siatka dyfrakcyjna, stuzgca do monochromatyzacji swiatta wzbudzajgcego; Sd2
— siatka dyfrakcyjna stuzgca do monochromatyzacji Swiatta emitowanego; F — detektor (fotopowielacz),
M — silnik obracajacy siatki dyfrakcyjne; P1, P2 — ptytki polaryzacyjne; K — kuweta.

Za pomocg spektrofluorymetru mozna wykresli¢ dwa rodzaje widm danej substancji:

a) Widma wzbudzenia (ekscytacyjne) — zaleznos¢ natezenia fluorescencji od dtugosci
fali promieniowania wzbudzajgcego dla okreslonej statej dtugosci fali promieniowania
emitowanego (z reguly w maksimum emisji). W tym przypadku pierwsza siatka
dyfrakcyjna (monochromatora promieniowania wzbudzajgcego) jest obracana i na
kuwete z roztworem pada promieniowanie o0 zmieniajgcej sie dtugosci fali. Druga siatka
jest ustawiona na okreslong dtugos¢ fali mierzonego promieniowania fluorescenciji.

b) Widma emisyjne — zalezno$¢ natezenia fluorescencji od dtugosci fali promieniowania
emitowanego przy okreslonej statej dtugosci fali promieniowania wzbudzajgcego.
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Cwiczenie
Wykreslanie widm wzbudzenia i emisji dla roztworéw (a) wolnego tryptofanu,

(b) tryptofanu w albuminie bydlecej (BSA). Wyznaczanie przesuniecia Stokesa
dla tych zwigzkoéw.

BSA zawiera dwie reszty Trp (W134 i W212), obie relatywnie schowane we wnetrzu biatka.

l. Sprzet i aparatura:

o Spektrofluorymetr Perkin Elmer LS 55
o Pipety automatyczne

o Tryskawki z wodg destylowang

o Kuwety pomiarowe

o Rekawiczki

II. Odczynniki:

o Roztwory wyjsciowe analizowanych substancji: NATA (N-acetylotryptofanamid, analog
tryptofanu) (10 mM w 20 mM Hepes, pH=7,5), BSA (0,1 mM w 20 mM Hepes, pH=7,5),
o 20 mM Hepes, pH=7,5

lll. Wykonanie éwiczenia:

A. Pomiar widm wzbudzenia i emisji rozpuszczalnikéw badanych substancji:

1. 20 mM Hepes, pH=7,5 - do kwarcowej kuwety odpipetowaé 1997 ul roztworu.
2. Umiesci¢ kuwete w uchwycie (pozycja 1).
3. Uruchomi¢ spektrofluorymetr, ustawi¢ parametry:
e do rejestracji widma wzbudzenia — Ex. 240 — 310 nm, Em. 350 nm, szczeliny 5 nm,
napiecie na fotopowielaczu: Volt. 775 (éw. 3);
¢ do rejestracji widma emisyjnego — Ex. 295 nm, Em 310-410 nm, szczeliny 5 nm,
napiecie na fotopowielaczu: Volt. 775 (¢w. 4);
4. 20 mM Hepes, pH=7,5 do BSA — odpipetowac 1980 pl roztworu, parametry j.w. z wyjgtkiem
napiecia na fotopowielaczu. W tym przypadku 900 V.
B. Pomiar widm wzbudzenia i emisji badanych substanciji:

NATA — rozcienczenie 800x
1. Do 1997 ul 20 mM Hepes, pH=7,5 dodac¢ 2,5 ul roztworu wyjsciowego, wymieszac.
2. Pomiar widm wykona¢ doktadnie tak samo, jak w przypadku samego rozcienczalnika.

BSA — rozcienczenie 100x
1. Do 1980 pl 20 mM Hepes, pH=7,5 dodac¢ 20 ul roztworu wyjsciowego, wymieszac.
2. Pomiar widm wykona¢ doktadnie tak samo, jak w przypadku samego rozcienczalnika.

C. Analiza wynikow:

1. Odja¢ widma buforéw od odpowiednich widm badanych substancji (opcja Arithmetic,
arithmetic spectra).

2. Wyznaczy¢ dtugosci fal odpowiadajgce maksimom wzbudzenia (Amax€X) i emisji (Amaxem).
3. Obliczy¢ wartosci przesuniecia Stokes’a dla badanych substancji (i je zinterpretowac),

korzystajgc ze wzoru:
AN = Anax€m - Amax€X
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Badanie wygaszania fluorescencji tryptofanu akrylamidem.

l. Sprzet i aparatura:

o Spektrofluorymetr Perkin Elmer LS 55
o Pipety automatyczne

o Tryskawki z wodg destylowang

o Kuwety pomiarowe

o Rekawiczki

II. Odczynniki:

o Roztwory NATA i BSA uzyte do pomiaru widm (poprzednia czes¢ ¢wiczenia)
o 6M roztwdér akrylamidu w wodzie.

UWAGA!!!! AKRYLAMID JEST NEUROTOKSYNA. NALEZY PRACOWAC WYLACZNIE
W REKAWICZKACH!

lll. Wykonanie ¢wiczenia:

A.
1.

»

Wygaszanie tryptofanu w BSA (¢éw. 7)

Wstawi¢ kuwete z roztworem BSA do uchwytu w spektrofluorymetrze, wrzuci¢
do $rodka mieszadetko magnetyczne.

Uruchomi¢ urzadzenie. Ustawi¢ parametry jak do pomiaru widma emisyjnego BSA
(éw. 7), wigczyé mieszanie.

Zmierzy¢ widmo emisyjne bez wygaszacza.

Dodaé pierwszg porcje wygaszacza — 3 pl 6 M akrylamidu i zmierzy¢ widmo emisyjne.
Schemat dodawania zostat przedstawiony w Tabeli 1. Zmierzy¢ widma emisyjne
po dodaniu kolejnych porcji wygaszacza.

Tabela 1. Stezenie akrylamidu w badanych prébach.

Ar proby objeto$¢ dodanego taczna objetos¢ dodanego Ste,ienie. koncowe
wygaszacza (Jl) wygaszacza (ul) akrylamidu (mM)

1 0 0

2 3 3

3 3 6

4 4 10

5 7 17

6 16 33

B. Pomiary wygaszania NATA (éw. 8):

N

NP O oW

Wstawi¢ kuwete z roztworem NATA do uchwytu w spektrofluorymetrze, wrzuci¢ do srodka
mieszadetko magnetyczne.

Uruchomi¢ urzgdzenie. Ustawi¢ parametry jak do pomiaru widma emisyjnego NATA
(éw. 8), wigczyé mieszanie.

Wykonaé¢ pomiary analogicznie do pomiaréw BSA

Analiza wynikéw- wyniki przedstawi¢ w Tabeli 2 3:

Odczyta¢ natezenie fluorescencji dla Amaxem z widma zwigzku bez wygaszacza.

Dla tej samej dtugosci fali odczytaé wartosci natezenia fluorescencji z widm zwigzku
z wygaszaczem oraz dla samego buforu (poprzednia czes¢ ¢wiczenia).

Odja¢ natezenie fluorescencji buforu od wartosci natezenia fluorescencji analizowanych
zZwigzkow.

Obliczy¢ stosunek Fo/F, gdzie Fo - natezenie fluorescencji zwigzku bez wygaszacza,
a F - wartosci natezenia fluorescencji zwigzku z wygaszaczem.

12




Wyniki prosze przedstawi¢ w formie tabeli oraz wykresu przedstawiajacego zaleznosc
stosunku Fo/F od stezenia wygaszacza dla obu badanych zwigzkéw i je zinterpretowac.

Tabela 2. Wyniki pomiaréw wygaszania tryptofanu w BSA.

stezenie . natezenie
numer natezenie ..
oréby Wyg,as.zacza fluorescencii fluo.res.cencp po stosunek Fo/F
w probie (mM) odjeciu buforu
1 0
2
3
4
5
6

Tabela 3. Wyniki pomiarow wygaszania NATA.

stezenie . natezenie
numer natezenie ..
oroby wyg'as.zacza fluorescendj fluqre§cen01| po stosunek Fo/F
w probie (mM) odjeciu buforu

1 0

2

3

4

5

6

Literatura:

1. Praca zbiorowa pod redakcjg Bryszewskiej, M. i Leyko, W. Biofizyka dla biologéow, PWN,

1997;

2. Jozwiak, Z., Bartosz, G. Biofizyka. Wybrane zagadnienia wraz z ¢wiczeniami. PWN,

2008;

3. Lakowicz, J. Principles of fluorescence spectroscopy. Il wydanie. Springer Science,

2006.
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Cwiczenie nr i

Wyznaczanie ilosci ciepta wydzielanego z organizmu cziowieka przy
oddychaniu

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie ilosci ciepta wydzielanego z organizmu cztowieka przy
oddychaniu przy uzyciu kalorymetru.

Kalorymetria - wybrane zagadnienia.

Kalorymetria zajmuje sie metodami pomiaru ciepta wydzielanego badz pochfanianego
w trakcie réznych procesow fizycznych, chemicznych i biologicznych (np. zamiana pracy
na ciepto, ciepto reakcji chemicznych) oraz parametrow charakteryzujgcych termiczne
wiasciwosci ciat (np. ciepto wtasciwe, przewodnosc cieplna).

W trakcie dostarczania lub oddawania energii w postaci ciepta zmienia sie temperatura
ciafa. llos¢ ciepta Q, potrzebng do ogrzania ciata 0 AT mozna obliczy¢ ze wzoru:

Q=m<cy-AT
gdzie: m — masa ciala, cy — ciepto wtasciwe, AT — réznica temperatur
Ciepto witasciwe (c) jest iloscig ciepta potrzebng go ogrzania 1 kg dowolnego ciata
o jeden Kelwin. Jednostkg ciepta wtasciwego jest J - kg - K 1. Ciata state lub ciecze, ktore
pobierajg energie w postaci ciepta nie muszg zwieksza¢ swojej temperatury. Zamiast tego
substancja moze zmieni¢ swoj stan (faze). Przyktadem takiej przemiany fazowej jest topnienie
lodu — zmiana stanu statego na ciekly. llo$¢ energii, ktérg w postaci ciepta nalezy dostarczy¢
1 kg substancji aby ulegta ona przemianie fazowej jest nazywana cieptem przemiany
(cieptem topnienia c:lub cieptem parowania cp):
ct =Q/m
Przy ustalonym ci$nieniu zewnetrznym temperatura podczas topnienia lub parowania nie
zmienia sie (Rycina 1). Jesli przeprowadzamy |6d w pare wodng, to wykres zaleznosci
temperatury od ilosci dostarczonego ciepta dla zachodzgcych proceséw ma nastepujgcy
przebieg:
TIK]

T, ]

373 |

273 |-

T, —

ciepto dostarczone Q_ [J]

Rycina 1. Zalezno$¢ temperatury od ilosci ciepta podczas przeprowadzania lodu w pare
wodng. A — B- podnoszenie temperatury lodu; B — C- topnienie lodu; C — D- podnoszenie
temperatury wody powstatej w procesie topnienia lodu; D — E- parowanie wody; E — F-
podnoszenie temperatury pary wodnej.
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W wyniku przemiany materii w organizmach zywych powstaje ciepto, ktore jest zuzywane
przez organizm na endotermiczne reakcje chemiczne, prace mechaniczng, energie
elektryczng oraz energie fal elektromagnetycznych. Czes$¢ ciepta zostaje odprowadzona na
zewnatrz (m.in. przez oddychanie), dzieki czemu mozliwe jest utrzymanie optymalne;j
temperatury organizmu. Powietrze wdychane ma temperature otoczenia, a zawarta w nim para
wodna jest najczesciej nienasycona. Wewnatrz drég oddechowych, powietrze wraz z zawartg
w nim parg podgrzewa sie do temperatury ciata ludzkiego. Dodatkowo para uzyskuje stan
nasycenia w wyniku parowania wody ze $cian przewodéw oddechowych. Procesy te odbywajg
sie kosztem ciepta pobranego z organizmu. Ciepto wydzielone z organizmu mozna wyznaczy¢
dwiema metodami:

a) Kalorymetria bezposrednia — polega na umieszczeniu cziowieka Iub
zwierzecia w odpowiednio przystosowanym kalorymetrze.

b) Kalorymetria posrednia — polega na badaniu wymiany gazowej, np. przez
doswiadczenie, w ktorym powietrze jest wdychane do kalorymetru
wypetnionego lodem.

Ciepto wydzielone podczas wydychania powietrza Qi jest zuzywane na proces topnienia lodu:
Q1= (Mw[ll] = mw[l]) - ct

mw [I]— masa wody powstata z lodu w kalorymetrze [I] bez wydychania powietrza
mw [II] - masa wody powstata z lodu w kalorymetrze [ll] podczas wydychania powietrza
C: — ciepto topnienia lodu

Q: jest rowne cieptu, jakie stracitby organizm przez oddychanie, gdyby oddychanie odbywato
sie w temperaturze topnienia lodu To = 0°C. Poniewaz do$wiadczenie jest przeprowadzane
w temperaturze pokojowej, ciepto Q wydzielone przez organizm poprzez wydychanie
w temperaturze pokojowej Te mozna obliczy¢ z proporcji:

To—Tp
T¢—T,

Q=20

Tc — temperatura normalna ciata ludzkiego (36,6°C)

Cwiczenie
Wyznaczanie ilosci ciepta wydzielanego z organizmu cztowieka przy oddychaniu

l. Sprzet i aparatura:

o 2 kalorymetry, pojemnik z tworzywa sztucznego na l6d, wgz gumowy
o waga

Il. Materialy i odczynniki:
o lod
lll. Wykonanie ¢wiczenia:

1. Zwazyc¢ puste i wysuszone naczynie wewnetrzne kalorymetréw | i ll.

2. Wypetni¢ pojemnik z tworzywa sztucznego (dziurkowany od spodu) drobno pottuczonym
i mozliwie suchym lodem i umiesci¢ go w naczyniu wewnetrznym kalorymetru |. Catos¢
umiesci¢ w ostonie i szczelnie zamkng¢ pokrywg. W otworze w pokrywie umiesci¢ jatowy
gumowy waz. Kalorymetr pozostawic¢ na 10 minut.

3. Po uptywie 10 minut szybko wyja¢ wewnetrzny pojemnik z tworzywa zawierajgcy 16d,
otrzgsng¢ l6d z nadmiaru wody do naczynia wewnetrznego kalorymetru i umiescié¢
pojemnik w wewnetrznym naczyniu kalorymetru Il. Przez 10 min wydychac powietrze do
kalorymetru Il przez ustnik. Oddech powinien by¢ jak najbardziej zblizony do normalnego
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a cate powietrze powinno zosta¢ wttoczone do kalorymetru. Po skonczeniu wydychania
natychmiast otworzy¢ kalorymetr i wyjg¢ z niego pojemnik wraz z pozostatoscig lodu po
uprzednim otrzgsnieciu z wody.

4. Zwazy¢ naczynia wewnetrzne kalorymetru | wraz z wodg i odejmujgc mase pustego
naczynia obliczy¢ mase wody powstatej ze stopienia lodu pod wptywem ciepta zawartego
w kalorymetrze oraz doptywajgcego z zewnatrz.

5. Zwazy¢ naczynie wewnetrzne kalorymetru Il wraz z wodg i odejmujgc mase pustego
naczynia, obliczy¢ mase wody powstatej podczas wydychania powietrza i skraplania sie
pary wodnej.

IV. Przygotowanie sprawozdania:
1. Wyniki umiesci¢ w Tabeli 1.

Tabela 1. Przedstawienie zbiorcze analizowanych wartosci.

kalorymetr | kalorymetr Il
Mk Mkw My Mk Miw My

mwp TO Tc Tp Ct Ql

3,3g | 0°C | 36,6°C 335 kJ *kg!

my — masa pustego kalorymetru,
Mww — masa kalorymetru z woda,
my — masa wody powstatej w kalorymetrze,

Mwp — Masa wody powstatej na skutek skroplenia sie pary wodnej zawartej w wydychanym
powietrzu,

ct — ciepto topnienia lodu,

Tc — temperatura normalna ciata ludzkiego,

To — temperatura topnienia lodu,

Tp— temperatura pokojowa,

Q.1 - catkowite cieplo stracone przez wydychanie powietrza przy ochtodzeniu sie
do temperatury T = 0°C.

2. Catkowite ciepto Qi stracone przez wydychanie powietrza przy ochtodzeniu sie
do temperatury T = 0°C obliczy¢ ze wzoru:

Q1= (Mu[N] = mu[l]-muwp)c
3. Obliczy¢ ciepto wydychania Q, uwzgledniajgc poprawke wedtug wzoru:
Tc—Tp
Tc—-To
4. ZapisaC obserwacje, zinterpretowac¢ wyniki i wyciggng¢ wnioski.

Q=04

Literatura:

1. Jozwiak, Z., Bartosz, G. Biofizyka. Wybrane zagadnienia wraz z ¢wiczeniami. PWN,
Warszawa, 2005.
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Cwiczenie nr Il

Wyznaczanie entalpii swobodnej reakcji dysocjacji p-nitrofenolu

Celem c¢wiczenia jest poznanie podstawowych poje¢ termodynamiki klasycznej,
sposobu wyznaczania parametrow reakcji chemicznych: stopnia dysocjacji, statej rownowagi
i entalpii swobodnej oraz kolorymetrycznego oznaczania stezenia substancji w roztworze.

I. Wybrane zagadnienia z termodynamiki klasycznej. Entalpia swobodna reakcji
chemicznych.

Termodynamika jest matematycznym opisem ciepta i jego zwigzku z energig
mechaniczng i innymi formami pracy. We wszystkich procesach chemicznych
i biochemicznych energia jest uwalniana albo zuzywana. W ukfadach chemicznych
termodynamika pozwala na okreslenie mozliwosci przeprowadzenia reakcji, jej kierunku oraz
potozenia stanu rownowagi. W termodynamice rozwaza sie zalezno$¢ miedzy uktadem
(reakcjg, procesem, badanym organizmem) a otoczeniem (resztg wszechswiata) (Rycina 1).

oslona termiczna

[ ! il o
O e O O @)
o
o © e © o Oo
o o o o
OO e o OO LI OO © o
0 @ @

ukiad izolowany ukiad zamkniety uktad otwarty
catkowicie odseparowany wymienia wymienia
od otoczenia, nie wymienia z otoczeniem Z otoczeniem
Z nim ani energii, ani masy energie mase i energie

Rycina 1. Ukftady termodynamiczne.

Stan uktadu termodynamicznego mozna opisa¢ za pomocg okreslonej liczby
parametrow zwanych parametrami stanu ukfadu. Parametry stanu uktadu:
a) ekstensywne (np. objeto$¢ i masa) — wartoéci tych parametrow zmieniajg sie
w zaleznosci od ilosci substancji w badanej prébie i sg addytywne;
b) intensywne (np. temperatura, stezenie, cisnienie) — wartosci parametréw nie
zalezg od ilosci substanciji i nie sg addytywne.

Wielkoéci termodynamiczne mozna podzieli¢ na funkcje stanu i funkcje zalezne od drogi:

a) Funkcje stanu (objetos¢, cisnienie, entropia, entalpia, energia wewnetrzna) - ich
wartos¢ zalezy jedynie od stanu uktadu w danym momencie.

b) Funkcje zalezne od drogi (praca, ciepto) - warto$¢ tych wielkosci zalezy od drogi
na ktorej uktad zmienia sie od jednego stanu do drugiego.

Energia wewnetrzna (U) — catkowita iloSC energii niezaleznie od sposobu jej
przechowywania. Energia wewnetrzna jest sumg catkowitej energii kinetycznej i potencjalnej
uktadu, skfadajg sie na nig m. in. oscylacje wewnetrzne czgsteczek, ruchy rotacyjne, energia
jadrowa i elektronowa. Nie jest mozliwe okreslenie jej iloSci bezwzglednej. Mozna okresli¢
jedynie jej zmiany (4U) przy przejsciu uktadu z jednego stanu do drugiego. Energia
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wewnetrzna jest funkcjg stanu i zalezy od innych funkcji stanu, takich jak temperatura,
cisnienie i sktad.

Zgodnie z pierwsza zasadg termodynamiki zmiane catkowitej energii wewnetrznej AU
uktadu mozna opisac¢ jako sume energii oddanej (do otoczenia) lub zyskanej (z otoczenia)
w formie pracy (4AW) i ciepta (4Q). Uktad nie moze stracic¢ lub pozyskac energii w zaden inny
sposob.

AU= AQ + AW

Pierwsza zasada termodynamiki jest konsekwencjg zasady zachowania energii —
energia nie moze powstawac ani znikac¢, energia jest przeksztatcana z jednej formy w druga.
Gdy uktad traci energie do otoczenia, AU ma wartos¢ ujemng. Gdy energia wewnetrzna uktadu
wzrasta, AU ma wartos¢ dodatnig. Energia uktadu izolowanego jest stata.

Najczesciej przekazywang energig w formie pracy jest praca objetosciowa. Przykladem
takiej pracy jest przesuniecie ttoka zamykajgcego cylinder wypetniony gazem, ktéry ulega
rozprezeniu. Gdy na ttok dziata ciSnienie zewnetrzne (p) prace objetosciowg mozna wyrazic¢
wzorem:

W =-paVv

AV - zmiana objetosci podczas rozprezania. Praca ma warto$¢ ujemng poniewaz jest
wykonywana przeciwko otoczeniu.

Przyjete konwencje dotyczace znaku pracy i ciepta

Proces Znak
Praca wykonana przez uktad na otoczeniu -
Praca wykonana przez otoczenie na
uktadzie

Ciepto pochtoniete przez ukfad z otoczenia +
Ciepto oddane przez uktad otoczeniu -

+

W przypadku, tzw. przemiany izochorycznej (Rycina 2) do uktadu jest dostarczane
ciepto, ale nie jest wykonana zadna praca, uktad termodynamiczny zachowuje objetosc (4V =
0, AW=0), wtedy:

4Q = Uz-U1 = 4U
W procesie izochorycznym przyrost energii wewnetrznej AU jest wiec rowny ilosci ciepta
dostarczonego uktadowi.

Podczas przemiany izobarycznej (Rycina 2.) uktad wykonuje prace objetosciowg (p4V),
konieczng do zachowania statego ci$nienia, wtedy:
AQ = Uz-Us + p (V2-V1) = 4U + paVv

W tym przypadku ciepto dostarczone uktadowi jest zuzywane na zwiekszenie jego energii
wewnetrznej o AU oraz na wykonanie pracy objetosciowej pAV. Wyrazenie AU + pAV jest
definiowane jako zmiana entalpii (4H):

AH = AU + pAV

W procesie izobarycznym przyrost entalpii AH jest rowny przyrostowi ciepta AQ.
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Przemiana izochoryczna

Przemiana izobaryczna

Rycina 2. Przemiana izochoryczna i izobaryczna.

Zmiany entalpii mogg dotyczy¢ wielu proceséw chemicznych i fizycznych.

Wielkosé

Entalpia zwigzana z

Przykiad

Entalpia reakcji

okreslong reakcjg chemiczna

Fe.Oz + 3 Zn — 2Fe + 3Zn0O

Entalpia jonizaciji

utrata elektronu przez czgstke
w fazie gazowej

Na(g) — Na*(g) + e(9)

Entalpia parowania

parowaniem substancji

H20(c) — H-0(g)

Entalpia spalania

catkowitym spalaniem substancji

H, + 1/20, — H,O

Entalpia tworzenia

utworzeniem substancji
z pierwiastkéw w ich stanach
standardowych

2Fe + 3S — FesSs

Entalpia rozpuszczania

Rozpuszczaniem substanciji
w okreslonej ilosci rozpuszczalnika

NaCl(s) — Na*(aq) + CI" (aq)

Entalpia sublimacji

Sublimacja substancji

COy(s) — CO2(g)

Z punktu widzenia termodynamiki nie ma réznic miedzy tymi procesami.

W reakcjach chemicznych zmiana entalpii AH (przemiana izobaryczna) lub energii
wewnetrznej uktadu AU (przemiana izochoryczna) jest miarg ciepta reakcji. Reakcja jest
egzotermiczna i uktad oddaje ciepto do otoczenia, gdy 4H <0 lub 4U <0. Reakcja jest
endotermiczna, gdy ukfad pobiera ciepto z otoczenia i AH >0 lub AU >0. Nalezy pamieta¢,
ze znak (-/+) przed 4H lub AU nie stanowi kryterium spontanicznosci (samorzutnosci)

reakcji.

Zmiany entalpii zwigzane z reakcjg zalezg od temperatury oraz od pojemnosci cieplnej

C substratow. Wzrost temperatury substancji jest wprost proporcjonalny do

ilosci

dostarczonego cieptfa : AT~ Q. Pojemnos¢ cieplng mozna wyrazi¢ wzorem:

Q

C:A_T

Dla przemiany izochorycznej (przy statej objetosci):

au

C:ﬁ

Dla przemiany izobarycznej (przy statym cisnieniu):




Pierwsza zasada termodynamiki dotyczy zachowania energii podczas przemian. Nie mowi
nic o tym, czy rzeczywiscie dany proces zajdzie samorzutnie. Odpowiedz na to pytanie jest
mozliwa po wprowadzeniu dwdch dodatkowych pojec: entropii (S) i entalpii swobodnej (G).
Entropia (S) rézni sie od energii tym, ze nie ma zasady jej zachowania. Istniejg dwa rézne
sposoby definiowania zmiany entropii (4S) uktadu:

1) W zaleznoéci od temperatury uktadu i energii, ktérg ukfad absorbuje lub oddaje w postaci
ciepta (definicja termodynamiczna),
w procesie odwracalnym:

_ Qodw
T

Qodw — Ciepto pochtoniete w czasie procesu odwracalnego

a8

w procesie nieodwracalnym:

Q
A8 > F
zgodnie z druga zasada termodynamiki entropia uktadu ro$nie podczas proceséw

nieodwracalnych i pozostaje bez zmian podczas proceséw odwracalnych.

2) Na drodze liczenia mozliwych kombinacji utozenia atoméw lub czgsteczek tworzgcych
uktad jest miarg nieuporzgdkowania uktadu (definicja statystyczna).

Dla kazdego ukladu warto$¢ entropii podaje rownanie Boltzmanna

S= kelnW
ks — stata Boltzmana, W — liczba mozliwych konfiguracji uktadu

Na podstawie tej definicji entropia jest miarg nieuporzadkowania uktadu.

Druga zasada termodynamiki pomaga przewidzie¢, czy dany proces zajdzie samorzutnie.
Korzystajgc z pojecia entropii nalezy jednak bra¢ pod uwage zaréwno uktad jak i jego
otoczenie, co w praktyce nie jest wygodne. Mozna zatozy¢, ze w procesie egzotermicznym
niewielka iloS¢ ciepta tracona przez ukfad i pochtaniana przez otoczenie nie podnosi
temperatury otoczenia. Podobnie, ciepto oddane przez otoczenie do ukfadu nie zmienia
temperatury otoczenia. Poniewaz ciepto utracone przez uktad jest pochtaniane przez
otoczenie:

AHot = -AHup

Zmiana entropii otoczenia (4Sq) wynosi w tym przypadku -AHu/T. A catkowita zmiana entropii
wszechswiata (4Sws;) jest sumg zmian entropii ukfadu i otoczenia:

ASwsz= ASukt ~AHurd T

Aby proces mégt zajs¢ samorzutnie catkowita zmiana entropii nie moze by¢ ujemna, wiec
mozna zapisac:

AS-AHIT 20

bez koniecznosci uwzgledniania oddzielnie entropii uktadu i otoczenia. Po przegrupowaniu
tego réwnania otrzymujemy:
AH- TAS<0

Wyrazenie AH- TAS definiuje entalpie swobodng (energie swobodng Gibbsa) - G
AG = AH- TAS
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Warunki przebiegu reakcji oraz zaleznosé G od znaku zmiany entalpii i entropii:

AH | A4S AG
+ + Dodatnie w niskiej temperaturze, ujemne w wysokiej. W wysokiej temperaturze
samorzutnie zachodzi reakcja w przdd, w niskiej —odwrotnie.
+ i Dodatnie niezaleznie od temperatury. W kazdej temperaturze samorzutnie
zachodzi reakcja odwrotna.
i + Ujemne niezaleznie od temperatury. W kazdej temperaturze samorzutnie

zachodzi reakcja w przod.

Ujemne w niskiej temperaturze, dodatnie w wysokiej. W niskiej temperaturze
samorzutnie zachodzi reakcja w przdd, w wysokiej — odwrotnie.

Efekty cieplne towarzyszace réznym reakcjom chemicznym pordwnuje sie
w standardowych warunkach reakcji: w temperaturze 298,15 K, przy cisnieniu 1 bara (101325
Pa). Wszystkie skfadniki reakcji powinny wystepowaé w stanach standardowych, tzn.
w stezeniu 1 M oznaczona w tych warunkach zmiana entalpii swobodnej jest nazywana
standardowg entalpig swobodng i jest oznaczona AG°.

Entalpia swobodna reakcji jest zwigzana ze statg rownowagi (Keq).

Reakcja odwracalna zachodzgca w izotermicznym ukitadzie zamknietym pod statym
cisnieniem przebiega az do osiggniecia przez uktad stanu rownowagi, charakteryzujgcego sie
minimum entalpii swobodnej. Dla reakcji:

A+BoC+D
statg réwnowagi mozna obliczy¢ ze wzoru:

_ O
“~ (A)(B)

Keq — rzeczywista stata rownowagi termodynamicznej reakcji w temperaturze T K, (A), (B), (C),
(D) — aktywnos¢ sktadnikéw reakcji w stanie réwnowagi w temperaturze T.

Stosujgc zamiast aktywnosci sktadnikow ich stezenia, otrzymuje sie statg rownowagi reakgciji
Ke:
_ lclip]
¢ [4l[B]
gdzie [A], [B], [C], [D] — stezenia molowe sktadnikow. Stata Kc jest rowna Keq tylko dla

roztworOw nieskonczenie rozcienczonych. Stata réwnowagi izotermicznej jest zwigzana
ze zmiang standardowej entalpii swobodnej zgodnie ze wzorem:

AG°= -RT InKeq
R — stata gazowa réwna 8,314 J-K**-mol?, T- temperatura bezwzgledna
Dla reakcji zachodzgcych w roztworach bardzo rozciehczonych:
AG°=-RT InK¢

Znajomos$c¢ AG° reakcji przebiegajgcej w uktadzie zamknietym (T, p = const) pozwala obliczy¢
statg rownowagi reakcji, ale nie stanowi kryterium jej samorzutnosci, jesli cho¢ jeden ze
skfadnikéw wystepuje w stanie niestandardowym. jedynie warto$¢ zmiany catkowitej entalpii
swobodnej AG , uwzgledniajgc niestandardowe warunki panujgce w uktadzie moze dostarczy¢
informacji o samorzutnosci reakgji.

[c][D]
[4][B]

AG = AG° + RTIn

21



Entalpia swobodna reakcji dysocjacji p-nitrofenolu.

W roztworach wodnych p-nitrofenol dysocjuje zgodnie z rownaniem:

on@on — on@pe +

p-nitrofenol dysocjuje catkowicie w srodowisku zasadowym. Czgsteczki niezdysocjowane sg
bezbarwne, a forma anionowa p-nitrofenolu jest koloru zéttego.

Standardowg entalpie swobodng reakcji dysocjacji p-nitrofenolu AG°® mozna wyznaczy¢
z zalezno$ci:

AG°=-RT InK
gdzie R-stata gazowa, T-temperatura, K-stata rownowagi reakcji dysocjacji
Stata réwnowagi (K) dla reakcji dysocjacji p-nitrofenolu wynosi:

[a7)[HY]

[A] — stezenie formy zdysocjowanej; [H'] — stezenie jonow H*; [HA] — stezenie formy
niezdysocjowanej
natomiast stopien dysocjacji (o) p-nitrofenolu:

[A7]

2 - — -
2 «a ]

Poniewaz [C] — poczgtkowe stezenie p-nitrofenolu wynosi:
(3) [€]1= [A7]+ [HA]

stopien dysocjacji mozna przedstawi¢ réwnaniem :
_ _[A7]
@ &= oo

Po przeksztatceniu tego réwnania mozna wyznaczy¢ stezenie formy niezdysocjowanej [HA]:

[A]-alA
(5) [HA] ="
Podstawiajgc wzoér 5 za [HA] do rownania 1, po przeksztatceniu otrzymamy:
H'|a
LY
1—-«a

Do wyznaczenia entalpii swobodnej reakcji dysocjacji p-nitrofenolu konieczna jest wiec
znajomos¢ stezenia jondw wodorowych w roztworze [H*] oraz stopien dysocjacji a tego
zwigzku. Stezenie jondw wodorowych w roztworze mozna obliczy¢ znajac pH roztworu.
Stopieh dysocjacji mozna okresli¢ na podstawie pomiaru absorbanciji (patrz punkt I1.) roztworu
p-nitrofenolu. W tym celu nalezy wyznaczy¢ zalezno$¢ absorbancji od stezenia p-nitrofenolu
w warunkach catkowitej jego dysocjacji. Znajgc absorbancje badanych roztworow, z krzywej
wzorcowej mozna wyznaczy¢ stezenie zdysocjowanej formy p-nitrofenolu.
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II. Kolorymetria.

lloSC substancji w roztworze mozna oznaczy¢ na podstawie zaleznosci miedzy
intensywnoscig zabarwienia roztworu a stezeniem zawartej w nim substancji. Barwa substancji
zalezy od wchtaniania (absorpcji) $wiatta. W czasie przechodzenia swiatta przez dang
substancje obserwator widzi promienie, ktére nie zostaty przez nig zaabsorbowane.
Na przyktad, barwa niebieska roztworu oznacza, ze substancja pochtania swiatlo Zotte.
W roztworach bezbarwnych zaden z rodzajéw promieni widzialnych nie ulega pochtonieciu
przez substancje w roztworze. W trakcie absorpcji Swiatta (czesci widzialnej widma lub
nadfioletu) elektrony w czgsteczce sg przenoszone ze stanu podstawowego do jednego
ze stanow wzbudzonych. Elementami strukturalnymi czgsteczki odpowiedzialnymi za
absorpcje sg grupy chromoforowe — ugrupowania atoméw z wielokrotnymi wigzaniami
nienasyconymi, np. C=0, C=C, C=N. Natezenie $wiatta monochromatycznego
(jednobarwnego) ulega zmniejszeniu tym bardziej im grubsza jest warstwa, przez ktérg
przechodzi $wiatto oraz im wieksze jest stezenie substancji w roztworze.

Gdy wigzka swiatta monochromatycznego o natezeniu lp pada na substancje, czes¢
Swiatta ulega odbiciu i rozproszeniu, czes¢ zostaje pochionieta, a czes¢ przejdzie przez
roztwér (1). Przepuszczalno$¢ promieniowania zwana transmitancjg (T) odpowiada
stosunkowi natezenia swiatta przechodzgcego do natezenia swiatta padajgcego:

T_I
=1

Wartosc log 17,, nazwano absorbancja (A):
A= logIT" = log%

Pomiar stezenia substancji w roztworze wykorzystuje prawo Lamberta — Beera. Zgodnie
z tym prawem absorbancja przy okreslonej dtugosci fali jest proporcjonalna do stezenia
roztworu (c) i grubosci warstwy roztworu (1):

A= k-c'l

k jest wspotczynnikiem absorpcji, ktorego wartos¢ dla danej substancji jest stata przy
okreslonej dtugosci fali (A). Miano wspotczynnika k zalezy od jednostek stezenia i grubosci
warstwy absorbujgcej. Jezeli stezenie wyrazono w mol/l przyjmuje on nazwe molowego
wspotczynnika absorpcji (g). Liczbowo & réwna sie absorbancji roztworu 1-molowego
o grubosci warstwy 1 cm.

W oznaczeniach kolorymetrycznych nalezy stosowac¢ $wiatto o Scisle okreslonej dtugosci
fali — wybrana dtugosc fali powinna by¢ najsilniej absorbowana przez badang substancje.

Krzywa wzorcowa (kalibracyjna) (Rycina 3) przedstawia zalezno$¢ miedzy absorbancja
a stezeniem substancji w préobie. Jezeli roztwor podlega prawu Lambeerta-Beera krzywa
kalibracyjna jest linig prostg przechodzacg przez punkt przeciecia sie osi wspotrzednych.
Stezenie substancji w probie badanej odczytuje sie z krzywej kalibracyjnej przez interpolacje
biorgc pod uwage wartosé absorbanciji tej proby.
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Krzywe wzorcowe:

0,6
05 - dla roztworu stosujgcego sie do prawa
Lamberta-Beera,

8 0,4 1
(8]
g dla roztworu niestosujgcego sie do prawa
< 037 Lamberta-Beera,
3
< 0,2

0,1 -

0
0 2 4 6 8 10 12

stezenie

Rycina 3. Przyktadowe krzywe wzorcowe (kalibracyjne) roztwordw.
Cwiczenie
Wyznaczanie entalpii swobodnej reakcji dysocjacji p-nitrofenolu

l. Sprzet i aparatura:

o spektrofotometr
o zestaw pipet automatycznych

Il. Materialy i odczynniki:

o 10 mM roztwor p-nitrofenolu
o 10 mM roztwor NaOH

o 0,1 M bufory fosforanowe o pH: 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0
o probowki typu Eppendorf

lll. Wykonanie éwiczenia:

1. Wyznaczy¢ krzywg wzorcowg zaleznosci absorbancji roztworu p-nitrofenolu od jego
stezenia w warunkach catkowitej dysocjacji. W tym celu nalezy sporzgdzic serie roztworéw
p-nitrofenolu w 10 mM NaOH (po 1 ml w probéwkach typu Eppendorf) w zakresie stezen
0,05-0,5 mM (0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 i 0,5 mM). Zmierzy¢ absorbancje tych roztworéw przy
dtugosci fali 455 nm dla 3 serii rozcienczen (powtorzen). Wykonac wykres Asss = f([AT]).

2. Przygotowac po 1 ml 0,5 mM roztwordw p-nitrofenolu w buforach fosforanowych o pH: 6,0;
6,5; 7,0; 7,5 i 8,0 rozcienczajgc wyjsciowy 10 mM roztwdr p-nitrofenolu. Sporzgdzi¢ trzy
serie roztworéw oraz zmierzy¢ ich absorbancje.

IV. Przygotowanie sprawozdania:

1. Zapisac obserwacje i wyciggng¢ wnioski.

2. Wykreslic krzywag wzorcowg zaleznosci absorbancji roztworu p-nitrofenolu od jego
stezenia w warunkach catkowitej dysocjacji. Z wykresu Asss = f(JA]) odczytaé stezenie
zdysocjowanej formy p-nitrofenolu w poszczegdlnych buforach i obliczy¢ stopien dysocjacji
dla réznych pH.

Obliczy¢ stezenie jonéw wodorowych w roztworach o réznym pH.
Obliczy¢ wartosci K i AG dla roztworéw o danym pH i wyciggngé wnioski.
Uwaga! Temperature nalezy podac w Kelvinach. Ty = ty¢) + 273,15
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Dane przedstawic¢ w tabeli:

Tabela 1. Przedstawienie zbiorcze analizowanych wartosci.

pH [H] [A] a K AG°

5. Okresli¢ zaleznosé¢ a i AG®od pH.
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Cwiczenie nr IV

Zastosowanie techniki wirowania separacyjnego przy oznaczaniu ilosci
niezdenaturowanego termicznie biatka

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z technikg sedymentacji czgsteczek pod
wptywem sity odsrodkowe;j.

I. Sity dziatajagce na czasteczke w czasie wirowania.

Ruch makroczgsteczek w cieczy zalezy od ich wielkosci, masy i ksztaltu oraz wtasciwosci
samego rozpuszczalnika. Roztwory wodne biatek, kwasow i weglowodandw majg wiekszg
gestos¢ niz woda dzieki czemu mozliwa jest ich analiza i separacja na drodze technik
opierajgcych sie na wirowaniu. W polu grawitacyjnym réznica gestosci jest jednak zbyt mata
zeby dochodzito do sedymentacji makroczgsteczek. Sedymentacja pojawia sie dopiero wtedy,
gdy sity dziatajgce na czgsteczke przewyzszg skierowang przeciwnie site dyfuzji. Wirowanie
wykorzystuje site odsrodkowg, ktéra jest setki lub tysigce razy wigksza niz sita grawitac;ji.
Wiréwki o specjalnej konstrukcji tzw. ultrawiréwki umozliwiajg uzyskanie sit odsrodkowych
nawet 500 000 razy przekraczajgcych site grawitaciji.

Podczas wirowania na czgsteczke biopolimeru w roztworze dziatajg 3 sity (Rycina 1):

e sita odsrodkowa F,

e przeciwnie skierowane: sita wyporu (W) i sita tarcia (T).

W T

F

Rycina 1. Sity dziatajgce na czasteczke podczas wirowania.
Sita odsrodkowa dziatajgca na ciato o masie m w odlegtosci r od osi obrotu, wirujgce
z predkosécig katowg w rowna jest:
F=ma
gdzie a to przyspieszenie dosrodkowe.

Poniewaz przyspieszenie dosrodkowe definiuje wzér:

a=rw?
to:
F = mrw?
lub:
F=Vp w?r

gdzie V — to objetos¢ czgsteczki, p — gestosc¢ czasteczki.

Jak wynika z powyzszych wzoréw, przyspieszenie dosrodkowe czgsteczki rosnie proporcjo-
nalnie do odlegtosci czgsteczki od osi obrotu czyli jest r6zne dla réznych wartosci r.

Na poruszajgca sie wzdtuz promienia obrotu z predkoscig v czgsteczke dziata przeciwnie
skierowana sita tarcia — T. Jest ona wprost proporcjonalna do predkosci czgsteczki v
wzgledem rozpuszczalnika:
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T="Fv

gdzie f — to wspotczynnik tarcia, ktéry zalezy od wielkosci i ksztaltu czgsteczki
oraz temperatury i lepkosci otaczajgcego roztworu, a v — predkos¢ definiowana jako przyrost
drogi w jednostce czasu dr/dt.

W roztworze szybko dochodzi do ustalenia sie stanu rownowagi, w ktéorym sita tarcia
rownowazy site odsrodkowg (pomniejszong o site wyporu) i czgsteczka porusza sie ruchem
jednostajnym.

Il. Stala sedymentacji.
Ruch danej czgsteczki w konkretnym roztworze charakteryzuje wspofczynnik sedymentacii

S:

_ 1 dr

 re?dt
Wspotczynnik sedymentacii wyraza sie w Svedbergach (S), a jednostkg sg sekundy. Przyjeto,
ze 1S=10"1s.
Przeksztatcajgc powyzszy wzér uzyskujemy:

S =virw?=m’/f

gdzie m’ — to masa pozorna, czyli pomniejszona w skutek dziatania sity wyporu, masa
czasteczki, a f — wspotczynnik tarcia.
Predkos¢ sedymentacji danej czgsteczki zalezy od:

o masy czgsteczki - czgsteczka o wiekszej masie sedymentuje szybciej niz czgsteczka
0 mniejszej masie ale tym samym ksztalcie i gestosci,

o ksztaltu czasteczki, poniewaz wplywa na lepkosé i wspdétczynnik tarcia, dlatego
czgsteczki Scisle upakowane sedymentujg szybciej niz czgsteczki o rozwinietej
strukturze,

o gestosci czasteczki - czgsteczki o duzej gestosci sedymentujg szybciej niz czastki
0 mniejszej gestosci,

e Szybkos$¢ sedymentacji zalezy réwniez od gestosci roztworu, odlegtosci od osi
obrotu, temperatury oraz predkosci katowej.

[ll. Wiréwki i rotory.

Wiréwki mozna umownie podzieli¢ ze wzgledu na uzyskiwang liczbe obrotéw na:
a) niskoobrotowe - do 5 000 obr./min,
b) $rednioobrotowe - do 20 000 obr./min,
c) ultrawiréwki - powyzej 20 000 obr./min.
Natomiast ze wzgledu na przeznaczenie, wirdwki mozna podzieli¢ na:

a) analityczne; zwykle majg bardzo duzg liczbe obrotéw i wyposazone sg w uktad
do analizy przemieszczania sie czgsteczek podczas wirowania;
b) preparatywne; przystosowane do wirowania wzglednie duzych objetosci roztwordow.

Wiréwki zaopatrzone sg w uktady termostatujgce a w przypadku ultrawirébwek réwniez
w pompy prozniowe. Analizowane préby umieszcza sie w odpowiednich probdéwkach
wirowniczych, a te z kolei w rotorach, przymocowanych do osi wiréwki.
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Podstawowe typy rotorow to:

a) rotor horyzontalny - pojemniki na probowki sg uchylne, gilzy probéwek wiréwkowych
zawiesza sie na osiach prostopadtych do osi rotora i podczas wirowania ustawiajg sie
wraz z probowkami pod kgtem 90° do osi obrotu. Podczas wirowania czgstki poruszajg
sie wzdtuz promienia obrotu w kierunku dna proboéwki. W miare oddalania sie od goéry
probéwki dziata na nie coraz wieksza sita odsrodkowa.

b) rotor katowy - wykonany jest z jednolitego bloku metalu w ktérym znajdujg sie gniazda
do umieszczenia probowek wirdwkowych. W trakcie wirowania probowki wirowkowe
nie zmieniajg swego potozenia i ustawione sg w stosunku do osi obrotu pod katem
innym niz 90°, najczesciej 30°, 45° lub 60°. Czasteczki poruszajg sie prostopadle
do osi obrotu i osadzajg sie na bocznej scianie probdéwki.

IV. Parametry wirowania.

Parametry wirowania okresla sie jednoznacznie podajgc promien, liczbe obrotéw
wiréwki w jednostce czasu (obroty/minute — stosowany skrét to rpm [ang. revolutions per
minute]) oraz czas i temperature wirowania. Zamiast promienia — r oraz rpm podaje sie
wartos¢ tzw. wzglednej sity odsrodkowej RCF (ang. Relative Centrifugal Force), ktéra jest
wielokrotnoscig przyspieszenia ziemskiego — g. Jest to wielko$¢ niemianowana, podaje sie ile
razy przewyzsza ona przyspieszenie ziemskie np. jako 1000g. RCF mozna swobodnie
zamienia¢ na parametry rpm, nalezy tylko znac odlegtos¢ srodkowej czesci prébki od osi rotora
w cm — czyli r, charakterystyczny dla danego typu rotora.

RCF = 1,118 - 1071 - (rpm)?
RCF =1,118-1075r - v?
gdzie v to liczba obrotéw na minute czyli rpm.
Podczas wirowania osiggane sg bardzo duze sity odsrodkowe — nawet kilkaset razy

wieksze od sity ciezkosci. W trakcie wirowania nalezy wiec bezwzglednie przestrzegac
nastepujgcych zasad:

1. rotory muszg byc¢ starannie wywazone a probowki wraz z prébg nalezy zréwnowazyc,
tak aby znajdujgce sie po przeciwlegtych osiach obrotu miaty identyczng mase,

2. nie nalezy otwiera¢ pokrywy wirowki przed zatrzymaniem sie rotora,

3. nalezy uzywac¢ odpowiednich, dopasowanych do typu rotora i trwatych probowek
do wirowania,

4. wiréwke i rotor po zakonczonym wirowaniu nalezy wyczyscic.
V. Zastosowanie wirowania.

Wirowanie jest metoda, w ktdrej stosowane pole sity odsrodkowej pozwala na rozdzielenie
mieszaniny makroczgsteczek i komorek zawieszonych w roztworze na podstawie ich gestosci.

1. Do oddzielenia od roztworu zawiesiny komoérek Iub agregatow czasteczek
nierozpuszczalnych w danej cieczy stosuje sie wirowanie separacyjne. Po odwirowaniu
na dnie lub Scianach probowki znajdujg sie komorki lub nierozpuszczalny osad np.
agregatow a nad nimi roztwor cieczy.

2. Stosujgc bardzo duze sity odsrodkowe przy uzyciu ultrawirowek, mozna rozdzieli¢
rozpuszczalne w roztworze makroczgsteczki — biatka i kwasy nukleinowe oraz
organelle komorkowe. Jest to tzw. wirowanie sedymentacyjne.
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3. Metoda ultrawirowania jest réwniez jedng z metod do wyznaczania masy
czgsteczkowej biopolimeréw poprzez pomiar szybkosci sedymentacji lub metodg
réwnowagi sedymentacyjne;j.

VI. Wirowanie sedymentacyjne.

W wiréwkach, w ktoérych uzyskuje sie bardzo duze przyspieszenia odsrodkowe dochodzi
do sedymentacji czastek o nawet matych masach. Efektem takiego wirowania jest rozdziat
roztworu na frakcje: w polu sit odsrodkowych makroczgsteczki ulegajg sedymentaciji (jesli ich
gestos¢ jest wieksza od gestosci rozpuszczalnika) lub przeciwnie skierowanej flotacji
(w przypadku biopolimeréw Izejszych).

Do okreslania masy czgsteczkowej stosuje sie dwie techniki sedymentacyjne: pomiar
szybkosci sedymentacji oraz metode rownowagi sedymentacyjnej. W metodzie szybkosci
sedymentacji konieczne jest wytworzenie takiego pola grawitacyjnego, ktére zapewnia
catkowitg sedymentacje badanej substancji i umozliwia wyznaczenie wspotczynnika
sedymentacji. Szybko$¢ sedymentacji makroczgsteczki jest wprost proporcjonalna do jej masy
czasteczkowej ale zalezy rowniez od ksztattu czgsteczki. Umieszczajgc jg w polu
grawitacyjnym 500 000 razy silniejszym od przyciggania ziemskiego obserwuje sie za pomocg
specjalnego uktadu optycznego jej przemieszczanie w kuwecie. Znajgc gestos¢ roztworu,
w ktorym makroczgsteczka sie znajduje mozna obliczy¢ jej V, a nastepnie mase
czasteczkowa, jedli znamy wspotczynnik dyfuzji. Dla czgsteczek globularnych wspoétczynnik
dyfuzji mozna obliczy¢ teoretycznie jednak w wiekszosci przypadkéw wspoétczynnik dyfuzji
wyznacza sie przez wirowanie z mniejszg predkoscig i pomiar, spowodowanej dyfuzjg, zmiany
szerokosci pliku sedymentacyjnego.

Metoda réwnowagi sedymentacyjnej wykorzystuje fakt, ze proces sedymentacii
makroczgsteczek powoduje powstanie gradientu stezenia w roztworze. Po pewnym czasie
wirowania ustala sie stan rownowagi pomiedzy przeciwnie skierowanymi procesami
sedymentacji i dyfuzji, zwany rownowagg sedymentacyjng. Stan réwnowagi sedymentacyjnej
wystepuje przy niewielkiej liczbie obrotéw (zwykle ponizej 20 000 obr./min). W stanie
rownowagi sedymentacyjnej substancja rozpuszczona wypetnia catg kuwete, a jej stezenie
wzrasta od menisku do dna kuwety. Mase czgsteczki wyznacza sie okreslajac jej stezenie
w dwdch miejscach kuwety. Wadg tej metody jest dtugi czas wirowania potrzebny do ustalenia
sie rownowagi od kilkunastu godzin do kilku dni.

VIl. Sedymentacja w gradiencie gestosci.

Do rozdziatu frakcji komdrkowych lub oczyszczania biatek i kwasow nukleinowych stosuje
sie czesto ultrawirowanie w gradiencie gestosci (Rycina 2). W metodzie tej stosuje sie gradient
roztworu, ktéry stabilizuje pasma sedymentacyjne zapobiegajac ich dyfuzji. Substancje
stosowane do tworzenia gradientéw to najczesciej sole (chlorek cezu, mréwczan cezu, chlorek
rubidu), glicerol lub sacharoza. Nie mogg one wykazywac¢ aktywnosci biologicznej wzgledem
rozdzielanych czgsteczek, w przypadku izolacji organelli komérkowych powinny zapewniaé
odpowiednie warunki osmotyczne, muszg by¢ chemicznie czyste i nie mogg absorbowaé
w Swietle UV. Do przygotowania gradientu stosuje sie roztwory o stezeniach od 5 — 60%.
Przygotowanie gradientu liniowego wymaga stosowania odpowiedniego urzgdzenia
zaopatrzonego w regulowane pompy. Gradient skokowy mozna przygotowaé nawarstwiajgc
roztwory o réznej gestosci.
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Rycina 2. Gradient gestosci roztworéow uzywanych podczas ultrawirowania- przyktady.

Na przygotowany gradient nawarstwia sie analizowang mieszanine. W trakcie wirowania
w rotorach horyzontalnych czgsteczki sedymentujg w Kkierunku wzrastajgcego gradientu
gestosci z szybkoscig zalezng od ich masy. Po zakoinczonym wirowaniu roztwér w probowce
rozdziela sie na frakcje o zgdanej objetosci. Najczesciej frakcjonowanie przeprowadza sie
wbijajgc w dno probdwki igte. Uzyskane frakcje poddaje sie analizie.

Do rozdzielania czgsteczek na podstawie roznicy ich gestosci stosuje sie rozdziat
izopykniczny, czyli metode rownowagi gestosci. W tym przypadku nie wytwarza sie gradientu
przed wirowaniem, ale rozdzielane biopolimery zawiesza sie¢ w roztworze chlorku cezu.
W trakcie ultrawirowania pod wptywem duzej sity odsrodkowej chlorek cezu powoli
sedymentuje. Po trwajgcym zazwyczaj kilkadziesigt godzin wirowaniu, stezenie chlorku cezu
wzrasta liniowo od menisku do dna probowki. Jednoczesnie sedymentacji ulegajg
makroczgsteczki rozpuszczone w roztworze chlorku cezu i uktadajg sie w postaci waskich
pasm w tym miejscu probowki, gdzie gestos¢ chlorku cezu rowna jest ich gestosci.

VIIl. W éwiczeniu wykorzystane zostang réwniez zagadnienia z dziedziny kolorymetrii,
w zwigzku z tym obowigzuje réwniez znajomos¢ podstaw teoretycznych z tej dziedziny
dostepnych w instrukcji do éwiczenia nr lll - Wyznaczanie entalpii swobodnej reakcji
dysocjacji p-nitrofenolu (punkt Il — Kolorymetria).
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Cwiczenie

Zastosowanie techniki wirowania separacyjnego przy oznaczaniu ilosci

niezdenaturowanego termicznie biatka

|. Materialy i odczynniki:

O

O O O O O

1 ml roztworu hemoglobiny o stezeniu 20 mg/ml - roztwor nalezy sporzgdzi¢ z nawazki
hemoglobiny

100 ml 0,02 M buforu fosforanowego pH 7
pipety nastawne na 1 ml + koncéowki
pipety szklane na 5110 ml

probéwki typu Eppendorf

2 kolby szklane o pojemnosci 100 ml

Il. Sprzet:

@)

@)

O

O

taznia wodna z regulacjg temperatury (zakres 50 — 100 °C)
Wiréwka Eppendorf MiniSpin

Spektrofotometr + kuwety

Statyw na probowki

lll. Wykonanie éwiczenia:

1.

10.

11.

Do 12 ponumerowanych probowek typu Eppendorf odpipetowa¢ po 0,6 ml buforu
fosforanowego.

Do dwéch kolb odpipetowaé po 15 ml buforu fosforanowego. Do pierwszej kolby dodaé
0,5 ml roztworu hemoglobiny — kolbe pozostawi¢ w temperaturze pokojowe;.

Drugg kolbe z buforem fosforanowym ogrza¢ wstepnie (przez 2 minuty) w tazni
nastawionej ha 56 °C, a nastepnie dodac do niej 0,5 ml roztworu hemoglobiny. Wigczy¢
stoper, zamieszacé i pozostawi¢ w tazni.

Po kolejnych okresach czasu: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 14, 18, 24 i 26 minutach inkubacji pobra¢
do ponumerowanych probéwek typu Eppendorf zawierajagcych 0,6 ml buforu
fosforanowego po 0,6 ml roztworu z kolby trzymanej w 56 °C i umieéci¢ w pojemniku
z lodem.

Do dwdch probéwek typu Eppendorf dodaé po 0,6 ml roztworu hemoglobiny z kolbki
trzymanej w temperaturze pokojowej.

Odwirowac wszystkie proby w wiréwce Eppendorf MiniSpin przy 12 tys. rpm przez 10
minut.

Po zakonczonym wirowaniu przenies¢ 1 ml supernatantu do nowych, odpowiednio
ponumerowanych probéwek typu Eppendorf.

Ponownie odwirowa¢ wszystkie proby w wiréwce Eppendorf MiniSpin przy 12 tys. rpm
przez 10 minut.

Po zakonczonym wirowaniu przenie$¢ 0,9 ml supernatantu do nowych, odpowiednio
ponumerowanych probéwek typu Eppendorf.

Zmierzy¢ absorbancje roztworéw hemoglobiny przy dtugosci fali A = 408 nm, wyniki
umiesci¢ w Tabeli 1.

Zanotowac obserwacje z przebiegu ¢éwiczenia.
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12. Obliczy¢ procent niezdenaturownej hemoglobiny:
P(%) = ﬁ100
Ap
Ai— absorbancja roztworu hemoglobiny inkubowanego w temperaturze 56°C w czasie t.
Ao — absorbancja roztworu hemoglobiny inkubowanej w temperaturze pokojowej (Srednia
z dwoch pomiardw).

Tabela 1. Zalezno$¢ wartosci absorbancji Ases roztworu hemoglobiny od czasu inkubacji
w 56°C.

czas (min) | 1 2 4 6 8 10 14 18 24 26 0 Oy
Asos

13. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci procentu zdenaturowanej termicznie hemoglobiny (P’) od
czasu inkubaciji (t) i zinterpretowa¢ te zaleznosé.

Literatura:

1. Jozwiak Z., Bartosz G. Biofizyka Wybrane zagadnienia wraz z ¢wiczeniami PWN, 2008;

2. Cooper A. Chemia biofizyczna. Wprowadzenie do chemii fizycznej w badaniu
makroczgsteczek PWN, 2010;

3. Slésarek G. Biofizyka molekularna PWN, 2011.
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Cwiczenie nr vV

Wyznaczanie zaleznosci miedzy stezeniem a wspétczynnikiem zatamania
swiatta roztworéw alkoholu etylowego i alkoholu metylowego

Celem ¢wiczenia jest poznanie metody refraktometrycznej jako jednej z optycznych metod
stosowanej do badania zwigzkéw chemicznych, zapoznanie sie z budowg i dziataniem
refraktometru Abbego oraz jego wykorzystanie do wyznaczania stezenia i refrakcji molowej
roztworow alkoholu etylowego i metylowego.

|. Zjawisko odbicia i zatamania swiatla w osrodkach izotropowych.

Osrodek izotropowy wykazuje jednakowe wiasciwosci fizyczne (takie jak: wtasciwoSci
optyczne, rozszerzalnos¢ cieplna, przewodnictwo cieplne i elektryczne oraz sprezystosc)
we wszystkich kierunkach. Ciata moga byc¢ izotropowe pod wzgledem jednych wtasciwosci,
a anizotropowe pod wzgledem innych. Swiatto padajgc na powierzchnie oddzielajgcg dwa
osrodki izotropowe, réznigce sie wlasciwosciami fizycznymi moze ulec: odbiciu, rozproszeniu,
moze zosta¢ pochtoniete lub zatamane. Przy odbiciu od ptaszczyzny kat padania (o) i kat
odbicia () padajgcej wigzki swiatta sg rowne, a promien padajgcy (a1), odbity (a2) oraz linia
(normalna) prostopadta do ptaszczyzny odbijajgcej lezg w jednej ptaszczyznie (Rycinal).

os$rodek 1

osrodek 2

Rycina 1. Zjawisko odbicia i zatamania swiatfa.

Rézne powierzchnie przepuszczajg (a tym samym i odbijajg) réznego rodzaju switato, np.
szklo przepuszcza $wiatto widzialne, a odbija - podczerwone, natomiast napylona na szkto
warstwa srebra (czyli typowe zwierciadto) odbija sSwiatto widzialne. Jesli drugi osrodek jest
nieprzepuszczalny dla swiatta o danej dtugosci fali i nie pochtania go, to teoretycznie cata
wigzka promieni ulega odbiciu. Jest to tzw. zwierciadto idealne. Jesli wigzka promieni
réwnolegtych ulega odbiciu od nieréwnej powierzchni obserwujemy zjawisko rozpraszania
Swiatta (Rycina 2).

Rycina 2. Zjawisko rozpraszania Swiatta.
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Innym zjawiskiem jakie zachodzi na granicy dwéch osrodkdw izotropowych jest zatamanie
Swiatta (Rycina 3). Zwigzane jest ono ze zmiang predkosci rozchodzenia sie promieni
swietlnych w srodowiskach o réznych wiasciwosciach, réznigcych sie gestoscig optyczna.
Zgodnie z prawem Snelliusa, stosunek tych predkosci jest rowny wspoétczynnikowi zatamania
Swiatta i stosunkowi sinusa kata padania (a) do sinusa kata zatamania (p) Swiatta.

al

os$rodek 1

s
osrodek 2

2z

Rycina 3. Zjawisko zatamania $wiatta.

Dla dwoch osrodkow i danego rodzaju promieniowania stosunek sina/sin jest wielkoscig
statg, zalezng do warunkow fizycznych (temperatura, gestos¢), ale niezalezng od kgta padania
promieniowania i nosi nazwe wspotczynnika zatamania lub wspoétczynnika refrakciji:

sina
sinf

n - wzgledny wspofczynnik zatamania osrodka drugiego mierzony wzgledem osrodka
pierwszego.

=n = const

Dla gazéw wyznaczany jest bezwzgledny wspoétczynnik zatamania swiatta N. Podaje
sie go w odniesieniu do prozni tak wiec dla danego materiatu jest rowny stosunkowi predko$ci
Swiatta w prézni (c = 299 792 458 m/s) do predkosci Swiatta w danym materiale (v):

N==°

4
Réznica predkosci swiatta w prozni i w powietrzu jest niewielka, dlatego wartosci N i n sg
bardzo zblizone: N = 1,00027n.

Dla dowolnego osrodka wzgledny wspétczynnik zatamania Swiatta jest odwrotnie
proporcjonalny do predkosci rozchodzenia sie swiatta w tym osrodku:

_v1
T v2

gdzie vi i v2 sg predkosciami swiatta w osrodku | i Il, przy czym promien przechodzi z osrodka
I doll.

n

Osrodek o wigkszym wspoétczynniku zatamania i mniejszej predkosci rozchodzenia sie
Swiatta nazywa sie osrodkiem optycznie gestszym a osrodek o mniejszym wspoétczynniku
zatamania i wiekszej predkosci - osrodkiem optycznie rzadszym.
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Przy przejsciu z osrodka optycznie gestszego do osrodka optycznie rzadszego kat zatamania
jest wiekszy od kata padania (Rycina 4).

a<p
Vi<vV2

optycznie gestszy osrodek 1
/7
optycznie rzadszy oérodek 2

Rycina 4. Zjawisko zatamania $wiatta przy przejsciu z osrodka optycznie gestszego
do osrodka optycznie rzadszego.

Przy przejsciu promieni $wiatta z osrodka o mniejszej gestosci do osrodka o wiekszej gestosci

— kat zatamania jest mniejszy od kata padania (Rycina 5).

a>f
V1>V2

al

optycznie rzadszy osrodek 1
Y/
optycznie gestszy oérodek 2

Rycina 5. Zjawisko zatamania s$wiatta przy przejsciu z osrodka optycznie rzadszego
do osrodka optycznie gestszego.

Wspétczynnik zatamania tego samego osrodka zmienia sie w zaleznosci od: diugosci fali,
temperatury i stezenia badanej substancji:

a) Dtugosé fali — wspotczynnik zatamania maleje wraz ze wzrostem dtugosci fali, co jest
zwigzane z rozng predkoscig rozchodzenia sig fal. Zjawisko nosi nazwe dyspersii, czyli
rozszczepienia swiatta, jest charakterystyczne dla konkretnych substancji i pozwala
na jej identyfikacje. Tzw. dyspersje srednig, czyli réznice wspétczynnikdw zatamania
osrodka dla niebieskiej linii wodoru (486,1 nM) i czerwonej linii wodoru (656,3 nm)
w 15°C przy ci$nieniu 1013,25 hPa mozna mierzy¢é za pomocag refraktometru.
W warunkach laboratoryjnych, do pomiaru wspétczynnika zatamania swiatta gazow,

widma sodowego i zaznacza sie to symbolem np.

b) Temperatura — wzrost temperatury o 1K powoduje na ogét zmniejszenie wartosci
wspotczynnika zatamania od 3,5 x 10“ do 5,5 x 104,
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c) Stezenie substancji badanej — dla cieczy wspotczynnik zatamania swiatta zmienia sie
wraz ze wzrostem ich stezenia. Dla niektorych substancji, np. alkoholu etylowego
zaleznos¢ wspotczynnika zatamania substanciji od jej stezenia ma charakter liniowy
i wéwczas mozna na podstawie krzywej wzorcowej oznaczy¢ stezenie w nieznanej
prébie. Istniejg réwniez gotowe tabele, z ktérych mozna odczytywaé zawartosc
badanego zwigzku, np. biatka w surowicy krwi na podstawie zmierzonego
wspotczynnika refrakcji. Nalezy jednak pamietaC, ze niektore zwigzki, np. alkohol
metylowy nie podlegajg takiej zaleznosci.

Na warto$¢ wspotczynnika zatamania najwiekszy wptyw ma budowa danej substanciji,

a zwlaszcza drgania elektrondéw walencyjnych. Parametrem, ktéry uwzglednia wptyw wigzan
na wielko$¢ wspdtczynnika zatamania $wiatta jest refrakcja molowa Ry, wyrazana w m3/mol

i definiowana wzorem:
R n?—-1\M
M \nz+2)p

gdzie M — masa molowa a p - gesto$¢ w kg/m?.

Refrakcja molowa 2zwigzkéw chemicznych jest wielkoscia addytywna, tzn.
ze refrakcje molowg zwigzku mozna otrzymaé przez zsumowanie refrakcji przypisywanych
poszczegolnym atomom, grupom atomow i charakterystycznym typom wigzan wystepujgcych
w danej czgsteczce (Tabela 1):

gdzie Rw to refrakcja poszczegolnych atoméw, ugrupowan atomowych lub wigzan danej
czgsteczki.

Tabela1. Refrakcje molowe wazniejszych wigzan chemicznych Ry (10° m3mol).

Wiazanie RM (10® m3/mol)
Cc-C 1,30
C=C 4,17
C=C 6,24
C-Br 9,39
C-ClI 6,51
C-F 1,44
C-H 1,68
Cc-O 1,54
C=0 3,32
O-H 1,66
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Kazdy typ wigzania wnosi swoj udziat liczbowy do refrakcji molowej. Dlatego mierzac
refrakcje molowg bezposrednio catej czasteczki i poréwnujac otrzymany wynik z warto$cia,
obliczong teoretycznie na podstawie danych z odpowiednich tabel, mozna wyciggng¢ wnioski
dotyczgce budowy czgsteczki danej substancji. Tzw. egzaltacja refrakcji molowej to réznica
miedzy wartoScig refrakcji obliczong teoretycznie Rwm:, a refrakcjg molowg wyznaczong
doswiadczalnie Rwad:

egzaltacja refrakcji= Rut - Rwd

Wzrost egzaltacji Swiadczy o istnieniu oddziatywan miedzy elektronami poszczegdinych
wigzan, natomiast gdy egzaltacja refrakcji jest bliska zera wigzania sg od siebie niezalezne.

Pomiarow wspotczynnika zatamania swiatta nie wykonuje sie mierzac kata padania
i zatamania, ale wygodniejszg do pomiaru wielko$¢ — kat graniczny @gran.

Il. Kat graniczny i zjawisko catkowitego wewnetrznego odbicia swiatta

Gdy swiatto przechodzi z osrodka optycznie gestszego do osrodka optycznie rzadszego,
kat zatamania promienia swietlnego jest wiekszy od kata padania. Zwiekszanie kagta padania
zwieksza wartos¢ kata zatamania, a gdy kat zatamania osigga 90° promien nie wnika do ||
osrodka, ale slizga sie po jego powierzchni. Takg wartos¢ kata padania, dla ktorej kat
zatamania wynosi 90° nazywamy katem granicznym. Dalsze zwiekszanie kata padania
powoduje odbicie promieni swietlnych na granicy dwoch osrodkoéw pod katem rownym kgtowi
padania (Rycina 6).

a) | b) |
2 s a s
oa=0 ! a>e | B=a
osrodek 1 ! b \/: \ b
S |
osrodek 2 J\
. B= e

Rycina 6. Zatamanie Swiatta: a) o kat graniczny; b) catkowite wewnetrzne odbicie.

Najczesciej stosowane refraktometry Abbego i Pulfricha wykorzystujg pomiar kata
granicznego badanej substancji do wyznaczenia wspoétczynnika zatamania sSwiatta. Kat
graniczny przy ktérym nastepuje zjawisko catkowitego wewnetrznego odbicia jednoznacznie
okresla warto$¢ wspotczynnika n zgodnie ze wzorem:

1
n=
sing

gdzie: ¢ — jest katem granicznym.

Gtéwnym elementem refraktometru jest kostka sktadajgca sie dwéch pryzmatéw o znanych
wspotczynnikach zatamania z ciezkiego szkta (flintu), ustawionych przeciwprostokgtnymi
do siebie, pomiedzy ktére wpuszcza sie krople badanej cieczy. Pryzmat dolny o gtadkiej
powierzchni jest pryzmatem pomiarowym, a pryzmat gorny o matowej powierzchni
— pryzmatem oswietleniowym. Do oswietlenia stosuje sie swiatto biate rozproszone (naturalne
lub sztuczne), ktére kieruje sie na pryzmat oswietlajgcy za pomocg lusterka. Warstwa badanej
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cieczy jest rzadszym optycznie osrodkiem niz pryzmaty, wiec te promienie, ktére padajg pod
katem wiekszym od kata granicznego zostang odbite i nie dotrg do drugiego pryzmatu,
natomiast przedostang sie promienie zatamane. Sposrdd nich, te ktoérych kat padania wynosi
90° zatamujg sie w gornym pryzmacie pod katem granicznym. Efektem tego bedzie pojawienie
sie jasnej i ciemnej czesci pola (Rycina 7). Czes¢ jasng oswietlajg promienie zatamane pod
katem mniejszym od granicznego, a granica miedzy tymi polami odpowiada doktadnie katowi
granicznemu. Obracajgc kostki pryzmatéw przy pomocy pokretta, ustawia sie linie graniczng
obu pot na srodku krzyza widocznego w prawym okularze. W dole pola widzenia okularu
odczytuje sie ze skali wspotczynnik zatamania badanej cieczy (Rycina 7).

Np
P
1,47 1,48
70 75
N
%
Gorna cze$é pola widzenia okularu Dolna czgs¢ pola widzenia okularu
— prawidtowe ustawienie linii granicznej. ~ — Miejsce odczytu wspdtczynnika

zatamania swiatta np i/lub %.
Rycina 7. Obraz widoczny w okularze refraktometru Abbego.

W pryzmatach refraktometru wystepuje zjawisko rozszczepienia swiatta biatego. Wéwczas
linia rozgraniczajgca pole widzenia nie jest ostra tylko barwna i rozmyta. Do likwidacji linii
podziatu wykorzystuje sie dodatkowy uktad dwéch pryzmatéw kompensatora.

Analize refraktometryczng stosuje sie do jakosciowych i ilosciowych analiz substanc;ji:

a) w badaniach klinicznych miedzy innymi do okreslania ciezaru wiasciwego moczu,
koncentracji biatka w osoczu i surowicy krwi oraz catkowitej zawartosci substancji statych
w roztworach wodnych,

b) w kontroli jakosci przy produkcji farmaceutykow, kosmetykow, zywnosci, napojow, paliw,
biopaliw, produktow rafineryjnych, smaréw, emulsji przemystowych i s$rodkéw
chemicznych.

c) w branzy spozywczej uzywa sie ich do pomiaru i kontroli zawartosci cukrow czy stezenia
syropéw.

Poreczne i przenosne refraktometry pozwalajg w szybki sposdb wyznaczaé stosunki ilosciowe

oraz stopien koncentracji rozpuszczalnych w wodzie ptyndw przemystowych, emulsji, smarow

syntetycznych, olejow chiodzaco-smarujgcych (ptynéw obrébkowych).
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Cwiczenie

Wyznaczanie zaleznosci miedzy stezeniem a wspoétczynnikiem zatamania

swiatta roztworéw alkoholu etylowego i alkoholu metylowego.

l. Sprzet i aparatura:

O

O

O

O

refraktometr Abbego

pipety automatyczne na 1000pul + zestaw koncéwek
tryskawki z wodg destylowang

gaza lub bibuta

II. Odczynniki:

O

O

Roztwory etanolu o stezeniach 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, po 5 ml
kazdy

Roztwory metanolu o stezeniach 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% po 5 ml
kazdy

Roztwory etanolu i metanolu o nieznanym stezeniu — 5 ml

lll. Wykonanie ¢wiczenia:

1.
2.

Otworzy¢ refraktometr, ustawi¢ boczne lusterko na zrédto swiatta.

Na matowg $cianke pryzmatu wprowadzi¢ kilka kropel wody destylowanej. Zamkngc¢
pryzmat.

Obserwowac¢ obraz w gérnej czeéci pola widzenia okularu. Przy pomocy mniejszego
pokretta po prawej stronie refraktometru (kompensatora) zlikwidowaé ewentualne
zabarwienie na granicy jasnego i ciemnego pola.

Ustawi¢ przy pomocy duzego pokretta po lewej stronie nie zabarwiong, wyraznie
widoczng granice obu pdl w punkcie przeciecia linii na krzyz.

W dolnej czesci pola widzenia okularu odczytaé na skali wspotczynnik zatamania np
wody destylowanej — powtérzy¢ pomiar 3-krotnie.

Zmierzy¢ wspotczynniki zatamania Swiatta dla roztworow etanolu i metanolu
— na centralng czes¢ pryzmatu gtéwnego nanosi¢ po 500 pl badanych roztwordw
za pomoca pipety automatycznej. Kazdy pomiar powtérzy¢ 3-krotnie. Wyniki pomiaréow
umiesci¢ w Tabeli 2i 3.

UWAGA! Po kazdym pomiarze nalezy wytrze¢ pryzmat refraktometru za pomoca
wacika i przemy¢ dokladnie woda destylowana.

Tabela 2. Wartosci pomiaréw wspétczynnika zatamania swiatta dla roztworéw alkoholu
etylowego o roznym stezeniu.

Wspoétczynnik Stezenie alkoholu etylowego

zalamania Roztwor
swiatta n

0 10% | 20% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% | 80%
badany

Pomiar |

Pomiar Il

Pomiar Il

Srednia
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Tabela 3. Wartosci pomiaréw wspotczynnika zatamania swiatta dla roztworow alkoholu

metylowego o réznym stezeniu.

Wspotczynnik Stezenie alkoholu metylowego

zatamania

swiatla n 0% | 10% | 20% | 30%

40% | 50% | 60%

70%

80%

Roztwor
badany

Pomiar |

Pomiar Il

Pomiar Il

Srednia

IV. Przygotowanie sprawozdania:

1. Uzupetni¢ Tabele 2 3.

2. Wykona¢ wykres zaleznosci n = f(c) dla roztworéw alkoholu etylowego i metylowego

— zinterpretowac obie zaleznosci.

3. Z wykresu odczyta¢ nieznane stezenie alkoholu etylowego i metylowego (roztwor badany).

4. Obliczy¢ refrakcje molowg Ru etanolu dla poszczegdlnych stezen oraz warto$é srednig Rm
i zinterpretowa¢ wyniki. Gestos¢ dla roztworéow etanolu o réznym stezeniu przedstawiono

w Tabeli 4.

_(n2—1) M
M \n2+2

p

gdzie: M- masa molowa etanolu — 46,07 g/mol; p — gestosé.

Tabela 4. Gestosc¢ roztworéw etanolu o roznym stezeniu.

Stezenie etanolu Gestosc¢ [g/cm3]
10% 0,982
20% 0,970
30% 0,955
40% 0,937
50% 0,916
60% 0,893
70% 0,869
80% 0,845

5. Obliczy¢ refrakcje molowg dla etanolu Rv korzystajgc z reguty addytywnosci na podstawie

danych z Tabeli 1.

6. Obliczy¢ egzaltacje refrakcji molowej 30% i 80 % etanolu. Wynik zinterpretowac.
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Cwiczenie nr VI

Badanie stabilnosci hemoglobiny z wykorzystaniem spektrofotometrii
absorpcyjnej

Celem c¢wiczenia jest okredlenie stabilno$ci hemoglobiny w  $rodowisku
o0 réznym stezeniu jondw wodorowych oraz w obecnosci réznych stezen mocznika
i chlorowodorku guanidyny (GuHCI). Jako kryterium stabilnosci nalezy przyja¢ wartosé
absorbancji w pasmie Soreta (405 nm) w roztworze o pH 7.0. Absorbancja w pasmie Soreta
przyjmuje scisle okreslong wartos¢ dla hemoglobiny zawierajgcej niezdenaturowang globine.
Denaturacja biatka powoduje zmiane w oddziatywaniach miedzy hemem a globing, co z kolei
przejawia sie obnizeniem milimolowego wspoétczynnika absorpcji.

Na podstawie pomiaru absorbancji roztworu hemoglobiny przy 405 nm nalezy okresli¢
wartos¢ pH roztworu oraz stezenie mocznika i GuHCI, przy ktérych biatko traci stabilnosc i
ulega denaturacji.

I. Hemoglobinai jej pochodna methemoglobina.

Hemoglobina (Hb), jest chromoproteing zbudowang w 94% z czesci biatkowej, globiny,
i w 6% z grupy prostetycznej zwanej hemem (Ryc. 1), ktéra w swym centrum zawiera atom
dwuwartosciowego zelaza, Fe(ll). Podstawowa strukturg hemu (zelazoporfiryny) jest szkielet
porfirynowy, utworzony z czterech pierscieni pirolowych. Cztery wigzania koordynacyjne
atomu Zzelaza hemowego wigzg sie z 4 azotami pierscieni pirolowych, pigte - z tlenem
(w procesie utleniania), zas széste - wigzanie koordynacyjne stuzy do potgczenia z globina,
poprzez pierscien imidazolowy reszty histydyny.

Z kolei globina, zbudowana jest z czterech tancuchéw polipeptydowych: dwoch alfa
i dwoch beta, réznigcych sie iloscig aminokwaséw. Kazdy z tych fancuchéw potgczony jest
z jedng czgsteczkg hemu.

Hemoglobina stanowi skfadnik krwinek czerwonych, ktéry odgrywa zasadniczg role
w wymianie gazoéw. W warunkach fizjologicznych wystepuje ona czesciowo (0,7-1,7%)
w formie utlenionej, a tym samym nieczynnej, jako methemoglobina. Czynnikami chronigcymi
hemoglobine przed utlenieniem do methemoglobiny s3g: zredukowany NADP, kwas
L-askorbinowy oraz glutation, a takze inne zwigzki zawierajgce grupe sulfhydrylowa.

W kapilarach ptuc hemoglobina wigze tlen tworzgc oksyhemoglobine (HbO,) (krew
tetnicza, utlenowana), przy czym czgsteczka O; jest odwracalnie zwigzana z zelazem
dwuwartosciowym (Fe?*). Czgsteczka hemoglobiny moze przytaczyé 4 czgsteczki tlenu
atmosferycznego, a 1 g hemoglobiny wigze 1,36 ml tlenu. Proces wigzania tlenu przez
hemoglobine prowadzacy do powstania oksyhemoglobiny nazywa sie utlenowaniem. Nie
towarzyszy jemu zmiana stopnia utlenienia zelaza hemowego. Zmienia sie ksztalt czgsteczki
hemoglobiny, co jest efektem przemieszczenia sie poszczegdinych podjednostek wzgledem
siebie. Stopien wysycenia hemoglobiny tlenem zalezy od kilku czynnikéw:

a) cisnienia czasteczkowego tlenu (wraz ze wzrostem cisnienia czgsteczkowego tlenu
we krwi wzrasta wysycenie Hb tlenem),
b) temperatury (wraz ze wzrostem temperatury maleje stopieh wysycenia Hb tlenem,

c) cisnienia czasteczkowego CO, (wraz ze wzrostem CO, maleje wysycenie tlenem
Hb),

d) pH (przy wyzszym pH Hb jest lepiej wysycona tlenem).
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We krwi, w warunkach wysokiego cisnienia czgsteczkowego tlenu, nizszej temperatury niz
w innych tkankach, niskiego cisnienia czgsteczkowego CO. i wyzszego pH prawie 100% Hb
zostaje wysycone tlenem.

W przypadku utlenienia Hb, zelazo hemowe zmienia swoj stopien utlenienia z Fe(ll) do
Fe(lll) z jednoczesnym przytgczeniem czgsteczki H.O. Powstaje wowczas methemoglobina,
ktéra traci zdolno$¢ transportu tlenu i jego uwalniania. Kompleks Fe?* z protoporfiryng nosi
nazwe hemu, natomiast kompleks Fe3* z protoporfiryng to hemina lub hematyna.

a) b)

gz i
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COOH  COOH tooH  CooH

Rycina 1. Struktura hemu i hematyny: a) hem (Fe?*) (barwa jasnoczerwona)/hemoglobina
b) hematyna (Fe®*") (barwa brunatna)/methemoglobina.

Il. Denaturacja biatek.

Terminem tym obejmuje sie zmiany w strukturze przestrzennej, czyli w konformacji
biatka natywnego, ktére prowadza do utraty aktywnosci biologicznej lub innej
indywidualnej cechy charakterystycznej tego biatka przy zachowaniu jego struktury
pierwszorzedowej. Podczas denaturacji zostajg zniszczone wigzania wodorowe,
a w obecnosci odczynnikéw redukujgcych rozszczepieniu ulegajg wigzania disulfidowe.
Denaturacja przewaznie jest procesem nieodwracalnym. Jednak w pewnych wypadkach
moze on ulec cofnieciu np. wtedy, gdy czynnik denaturujgcy dziatat krétko i nie spowodowat
daleko posunietych zmian w strukturze czgsteczki biatka. Przejscie od natywnego,
niskoenergetycznego stanu do formy zdenaturowanej zwigzane jest ze wzrostem
nieuporzadkowania tancucha, a przemianie tej towarzyszy wzrost entropii. Uporzgdkowanie
najblizszych czgsteczek wody wzrasta jednak w wyniku hydratacji grup hydrofobowych
tancuchdéw bocznych, uwolnionych podczas denaturacji. Podczas denaturacji zachodzg
takze zmiany rozpuszczalnosci i przesuniecie punktu izoelektrycznego. Rozwinigcie
tancucha peptydowego moze prowadzi¢ do wzrostu lepkosci, a takze zmian absorpcji
w nadfiolecie. Obserwuje sie rowniez czesto procesy agregacji i wytrgcania, co zwigzane
jest ze zmianami stopnia hydratacji i rozpuszczalnos$ci biatek. Najwazniejszymi czynnikami
fizycznymi wywotujgcymi denaturacje sg: ogrzewanie, silne mieszanie, wytrzgsanie,
naswietlanie promieniowaniem nadfioletowym, rentgenowskim i radioaktywnym lub dziatanie
ultradzwiekami. Z kolei denaturacja chemiczna zachodzi pod wptywem dziatania zwigzkow,
ktére sg zdolne do rozerwania wigzan wodorowych stabilizujgcych przestrzenng strukture
biatek. Do chemicznych czynnikdw denaturujgcych nalezg, m.in. roztwory mocznika
o stezeniu 6-8 mol/dm? lub chlorowodorku guanidyny o stezeniu 4 mol/dm?, roztwory kwaséw
lub zasad (wartos¢ pH ponizej 3 lub powyzej 9), a takze roztwér 1% SDS. Mocznik
i chlorowodorek guanidyny powodujg wybiorcze zrywanie wigzan wodorowych w czgsteczce
biatka, a same tgczac sie z uwolnionymi wigzaniami peptydowymi za pomocg wigzan
wodorowych, zmieniajg rodzimg strukture molekularng biatka.
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lll. Spektroskopia, prawa absorpcji $wiatta.

Spektroskopia optyczna obejmuje metody badania materii przy uzyciu promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu widzialnego, ktére moze by¢ w danym ukfadzie wytwarzane
lub moze z uktadem oddziatywac. Zajmuje sie ona interpretacjg widm. W jednym ze sposobéw
pomiardow spektroskopowych, padajgce promieniowanie elektromagnetyczne moze
oddziatywa¢ ze sktadnikami ukfadu (zwigzki chemiczne, jony, ugrupowania atoméw, atomy
i inne). Jako wynik tych oddziatywan moze by¢ obserwowana:

a) absorpcja promieniowania elektromagnetycznego,

b) odbicie,

c) refrakcja,

d) polaryzacja,

e) rozproszenie (zjawisko Ramana) lub wtérna emisja (luminescencja, fosforescencja
czy fluorescencja).

Zjawisko absorpcji stanowi podstawe spektrofotometrii absorpcyjnej w nadfiolecie
i zakresie widzialnym. Podstawowe prawo spektrofotometrii absorpcyjnej to prawo Lamberta-
Beera, ktore wyraza sie nastepujgco:

A= ¢g,c |

gdzie A, - absorpcja lub absorbancja badanego roztworu przy okreslonej dlugosci fali;
&, - molowy wspotczynnik absorpcji przy okreslonej dtugosci fali, jezeli stezenie roztworu (c)
wyrazone jest w molach/dm?; ¢ - stezenie roztworu; | - grubo$¢ warstwy absorpcyjne;j.

Prawo to moéwi o tym, Zze absorbancja Swiatta monochromatycznego jest proporcjonalna
do stezenia ¢ roztworu i do grubosci | warstwy absorpcyjnej. Z kolei molowy wspétczynnik
absorbancji (¢) mozna zdefiniowa¢ jako absorpcje w warstwie 1 cm roztworu o stezeniu 1
mol/dm3. Prawo Lamberta-Beera odnosi sie do przypadku, gdy w roztworze znajduje sie jedna
substancja absorbujaca. Jezeli w roztworze znajduje sie n roznych substanciji, ktére absorbujg
promieniowanie przy wybranej dtugosci fali i charakteryzujgcych sie stezeniami c,, ¢, Cs ..., Cn
oraz molowymi wspotczynnikami absorpcji €1, €2, €3.., €, to absorbancja tego roztworu jest
réwna sumie absorbancji poszczegdlnych jego skfadnikow:

A=A+ Ay +As+...+ A= gilcy + &lco + glcs +... + gnlen
(prawo addytywnosci absorpcji)
Prawa absorpcji w odniesieniu do roztwordw sg spetniane tylko wtedy, kiedy w tych roztworach

nie zachodzg zadne reakcje miedzy substancjg absorbujgcg a rozpuszczalnikiem oraz miedzy
czgsteczkami substancji absorbujgce;j.

Gdy uktad absorbujgcy spetnia prawo Lamberta-Beera, zalezno$¢ miedzy absorpcjg (A)
i stezeniem roztworu (c) przedstawia linia prosta, przechodzgca przez poczatek uktadu
wspotrzednych (Rycina 2, linia prosta 1). Otrzymanie w wyniku pomiaréw krzywych typu 2 lub
3, wskazuje, ze uktad w danych warunkach pomiarowych nie stosuje sie do prawa Lamberta-
Beera.
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Rycina 2. Krzywe A = f(c) w zaleznosci od stosowania (1) lub niestosowania sie (2 i 3) uktadu
do prawa Lamberta-Beera.

Odstepstwa od tego prawa mogag byé spowodowane albo zmianami chemicznymi
roztworu, zachodzgcymi w miare zmian stezenia, albo warunkami pomiaru wykonanego
za pomocg nieprecyzyjnego przyrzadu. Chemiczne odstepstwa wynikajg z reakcji
przebiegajgcych w roztworze absorbujgcym w miare wzrostu stezenia sktadnika oznaczanego.
Zachodzg wtedy reakcje polimeryzacji lub kondensacji czgsteczek lub jonéw absorbujgcych
(zmienia sie zatem stezenie skladnika), reakcje miedzy jonem (czgsteczkag) absorbujacym
i rozpuszczalnikiem albo w przypadku uktadéw wielosktadnikowych, dodatkowe reakcje
miedzy poszczegolnymi sktadnikami.

Odstepstwa od prawa Lamberta—Beera wynikajgce ze sposobu przeprowadzania pomiaru
absorpcji sg spowodowane stosowaniem nie wystarczajgco monochromatycznego
promieniowania. Wspoiczynnik € zalezy w istotny sposéb od monochromatycznosci
promieniowania, dlatego na og6t pomiary absorpcjometryczne wykonane za pomocg
fotokolorymetrow z filirami sg mniej czute niz pomiary przeprowadzone przy uzyciu
spektrofotometrow, w ktérych wykorzystuje sie bardzo waska, praktycznie monochromatyczng
wigzke promieniowania.

Metody spektrofotometryczne stosuje sie w widmowej analizie chemicznej, przy
wyznaczaniu zdolnosci emisyjnej, absorpcyjnej i odbijajgcej ciat, badaniu optycznych
wlasnosci powierzchni oraz charakterystyk zrodet swiatta.

IV. Spektrofotometry - budowa i zasada dziatania.

Sag to przyrzady, w ktorych intensywnos¢ wigzki Swietlnej wychodzgcej ze szczeliny
monochromatora mierzy sie fotometrycznie w funkcji dtugosci fali. Przyrzady te stuzg gtéwnie
do rejestracji widm absorpcyjnych ciat statych, cieklych i gazowych. Do badania absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego w nadfiolecie i w zakresie widzialnym widma stuzg
spektrofotometry UV-VIS. Ogdiny schemat blokowy spektrofotometru przedstawia ponizszy
rysunek (Rycina 3). Spektrofotometr zbudowany jest ze zrédta promieniowania ciagtego
- lampy wodorowej lub deuterowej dla zakresu UV, wolframowej lub halogenowej dla zakresu
VIS, monochromatora, kuwety pomiarowej, w ktérej umieszczona jest badana probka
w postaci cieklej, detektora promieniowania optycznego (np. fotodiody, fotopowielacza)
oraz miernika. Monochromator zbudowany jest z kolimatoréw (uktadéw przeston stuzgcych
do uzyskania rownolegtej wigzki promieniowania) na wejsciu i wyjsciu oraz pryzmatu lub siatki
dyfrakcyjnej zastosowanych do rozszczepienia swiatta. Po przejsciu przez monochromator
promieniowanie pada na odpowiednio waskg szczeline wyodrebniajgcg pozadany zakres
promieniowania. Obecnie monochromatory wykonuje sie z uzyciem siatki dyfrakcyjnej, uktadu
wybierajgcego odpowiednig dtugos¢ fali. Zatem monochromator jest przyrzadem
rozdzielajgcym widmo ciggte na poszczegdlne sktadniki widma (w monochromatorze
otrzymujemy obraz odpowiadajgcy kolorom teczy).
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zrédio -
promieniowania [ mono ] badany 1 detektor | miernik
| chromator roztwor
ciagtego
lampa deuterowa pryzmat, uchwyt i kuweta fotokomorka, galwanometr
wolframowa siatka dyfrakcyjna fotopowielacz,  mikroprocesor
lub halogenowa fotodioda

Rycina 3. Schemat blokowy spektrofotometru.

Gtownym problem jest otrzymanie swiatta o Scisle okreslonej diugosci fali (barwie).
Problem ten mozna rozwigza¢ stosujgc réznobarwne diody LED (ang. light-emitting diode).
Wadg diod LED jest dos¢ szerokie widmo emisyjne, szerokos¢ potdwkowa widma emisyjnego
typowej diody LED wynosi okoto 25 nm (szerokosé w potowie wysokosci piku). W dobrej klasy
spektrofotometrach fabrycznych, szeroko$¢ widmowa wigzki wynosi obecnie nawet ponizej
0,5 nm. Widma absorpcyjne zdecydowanej wiekszosci zwigzkow majg zwykle szerokosé
potbwkowg na poziomie okoto 50 nm, dzieki czemu mozemy zastosowac zrodfa o szerszym
widmie emisyjnym. Pokrycie catego zakresu Swiatta widzialnego wymaga w tym wypadku
zastosowania wiekszej ilosci diod LED o barwach zmieniajgcych sie od czerwieni do barwy
niebieskiej (ultrafioletu). Takie rozwigzanie ogranicza liczbe mierzonych zwigzkéw, z drugiej
strony wymaga bardzo matych naktadéw finansowych i minimalnej ilosci prac mechanicznych.
Wezsze widmo emisyjne majg lasery pétprzewodnikowe, sg one jednak znacznie drozsze
i posiadajg znacznie mniejszy wybor dtugosci emitowanych fal. Diody LED w zaleznosci
od producenta roznig sie dtugoscig emitowanej fali Swietlnej (barwg), np. czerwien jednego
producenta nie jest rowna czerwieni innego producenta, dzieki czemu mozemy zdobyé
wiekszg ilo$¢ zrédet o réznej diugosci fali. Swiatto widzialne obejmuje zakres od okoto 400 do
700 nm.

Zasada dziatania spektrofotometru na przyktadzie fotometru SPECOL

Fotometr ten jest przeznaczony do pracy w widzialnym zakresie widma. Urzgdzeniem
monochromatyzujgcym w tym przyrzadzie jest siatka dyfrakcyjna. Zrédtem promieniowania
jest lampa wolframowa. Miernik jest wyskalowany w jednostkach ekstynkcji oraz transmisiji.
Promieniowanie wychodzgce ze szczeliny wejsciowej monochromatora jest przez kolimator
kierowane w postaci rownolegtej wigzki na odbiciowg siatke dyfrakcyjng, gdzie zachodzi
rozszczepienie Swiatta. Nastepny kolimator kieruje promienie odbite od siatki na ptaszczyzne
szczeliny wyjsciowej monochromatora. Wybieranie zgdanej diugosci fali odbywa sie przez
obrét siatki (zmiana kata padania) za pomocag odpowiedniego pokretta. Pokretto to jest
wyskalowane w nanometrach (10° m), co pozwala na bezposredni odczyt dtugosci fali. Uktad
pomiarowy zawiera fotoelement selenowy, ktérego fotoprad jest wzmacniany za pomocag
wzmacniacza i rejestrowany przez miernik.

V. Pasma absorpcyjne porfiryn.

Porfiryny charakteryzuje ztozony uktad wigzan sprzezonych. Dzigki temu zwigzki te dobrze
absorbujg swiatto z zakresu widzialnego. Wyr6zni¢ mozna dwa silne pasma absorpciji
(Rycina 4):

a) pasmo Soreta (zakres 380-420 nm),
b) pasmo Q (zakres 500-700 nm; ok. 10 razy stabsze, ztozone z czterech czesci skladowych).
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Rycina 4. Widmo absorpcyjne porfiryn. Hematoporfiryna wykazuje maksimum absorpcji
przy dtugosci fali 405 nm.
Cwiczenie

Badanie stabilnosci hemoglobiny z wykorzystaniem spektrofotometrii
absorpcyjnej. Oznaczanie stabilnosci hemoglobiny w srodowisku kwasnym
oraz
w obecnosci mocznika i chlorowodorku guanidyny

|. Materialy i odczynniki:

o 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,0

o 0,1 M bufor octanowy o pH: 5,0; 4,0; 3,0

o Roztwory mocznika w 0,1 M buforze fosforanowym o stezeniu: 2, 4, 5,6, 7 M
o Roztwory GUHCI w 0,1 M buforze fosforanowym o stezeniu: 1; 1,7; 4, 6 M

o Waodny roztwér hemoglobiny (25 mg/ml)

Il. Sprzet i aparatura:

Plastikowe probowki (15 ml) - 26 sztuk
Koncowki do pipet automatycznych
Spektrofotometr, kuwety

o O O O

Zestaw pipet automatycznych

[ll. Wykonanie éwiczenia:

1. Odpipetowac do probéwek po 2,5 ml roztworéw mocznika i chlorowodorku guanidyny oraz
buforéw o wartosciach pH: od 3, 4, 5 oraz 7, kazdy w 2 powtérzeniach. Roztworu
hemoglobiny dodac¢ do 2,5 ml buforu o pH 7,0, tak aby absorbancja mierzona przy 405 nm
wynosita ok. 1 (Ao)- przewaznie od 50-150 pl. Wartosé A, zanotowaé. Nastepnie dodac
takg samg objetos¢ hemoglobiny do poszczegdinych buforéw, dokladnie wymieszaé
zawartos¢ kazdej probowki i zapisa¢ czas. Sporzadzone roztwory inkubowaé w
temperaturze pokojowej przez 1 godz., a nastepnie zmierzy¢ absorbancje przy 405 nm. W
sposob identyczny wykonac oznaczenie z roztworami mocznika o stezeniach od 2 do 7 M
i GUHCI o stezeniach od 1 do 6 M. Wyniki zestawi¢ w Tabeli 1.

2. Obliczy¢ procent biatka natywnego po 1 godzinie inkubacji, przyjmujac, ze stezenie
natywnych czasteczek hemoglobiny jest proporcjonalne do absorbancji (Tabela 2)
i zinterpretowac¢ wyniki:
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hemoglobina nienatywna (%)= (Ao- A1)/ Ao x 100
gdzie: Ao - absorbancja poczatkowa (zmierzona dla hemoglobiny w $rodowisku
niedenaturujgcym, w buforze o pH 7,0), A:- absorbancja zmierzona po 1 godz. inkubacji.
3. Wykresli¢ zaleznos¢ ilosci natywnej hemoglobiny (%) obliczonej po godzinie inkubacji od
pH, od stezenia mocznika i GUHCI. Odczyta¢ najmniejszg graniczng wartos¢ pH oraz
stezenia mocznika i GuHCI, przy ktérych biatko ulega maksymainej denaturac;ji.

Tabela 1. Pomiary absorbanc;ji przy dtugosci fali 405 nm (Aaos).

BUFOR MOCZNIK CHLOROWODOREK
OCTANOWY : GUANIDYNY
C7AS (oH) STEZENIE MOLOWE [M] ]
INKUBACJI

3.0 4.0 5.0 2 4 5 6 7 1 |17 4 6

60 minut
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Tabela 2. Procent natywnej hemoglobiny w roztworach buforu octanowego, mocznika
i chlorowodorku guanidyny.

Czynnik A ($rednia zdwoch | (Ao- A)/Ao Natywna
i iard hemoglobina
denaturujacy pomiaréw) x100% (%)

Bufor octanowy

pH 3
pH 4
pH 5
Mocznik [M]
2
4
5
6
7

Chlorowodorek
guanidyny [M]
1

1,7
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