CWICZENIE NR 3
POMIARY SPEKTROFOTOMETRYCZNE

Cel ¢wiczenia
Poznanie podstawowej metody okreSlania biochemicznych parametréw ptyndw
ustrojowych oraz wymagan technicznych stawianych urzadzeniu pomiarowemu.

Ocena wlasciwosci optycznych pltynéw za pomoca spektrofotometru

3.1.1. Skalibrowa¢ urzadzenie Spekol jednorazowo dla wody destylowanej, dla
dtugosci fali A = 350 nm i szeroko$ci widma AX =5 nm.

3.1.2. Sprawdzi¢ wskazania urzadzenia (T — transmisja) przy dtugosci fali L = 350
nm i réznej szeroko$ci widma AX = 3 nm oraz Ax = 15 nm.

3.1.3. Sprawdzi¢ wskazania urzadzenia (T — transmisja) przy szerokosci widma
AL = 5 nm i przy réznych dtugosciach fali A.

3.1.4. Zbada¢ wiasciwosci ptynu X (T — transmisja) o roznym stezeniu przy
szerokosci widma AL = 5 nm i przy réznych dtugosciach fali 1.

3.1.5. Zbadac¢ wtasciwosci réznych ptyndw (T — transmisja) (o réznych barwach)
przy szerokosci widma Al = 5 nm i przy roznych dtugosciach fali A.
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Rys. 1. Barwy ptyndw uzywanych w éwiczeniu

Badanie wplywu cechu urzadzenia na jakos¢ oceny parametréow
optycznych probki

3.2.1. Na podstawie Wytycznych dotyczacych badan biochemicznych ustali¢ warunki
badan ptyndéw ustrojowych za pomocq réznych urzadzen. Poréwnac wyniki
analizy.

3.2.2. Na podstawie ogledzin oceni¢ konstrukcje elektroniczng urzadzenia. Wskazac
charakterystyczne bloki.

3.2.3. Na podstawie ogledzin opisa¢ budowe toru: od zrédta Swiatta do
fotodetektora. Wskaza¢ elementy decydujace o warunkach pomiaru oraz
mogace wptywac na doktadnos$¢ pomiaru.

3.2.4. Zaobserwowac¢ zmiany pasma strumienia Swietlnego przy rdznej szerokosci
wigzki.

3.2.5. Zbadac wiasnosci optyczne kuwety. Dobra¢ odpowiednie warunki pomiaru.

3.2.6. Okresli¢ wiasnosci optyczne wybranego ptynu. Wskaza¢ zrédla bteddw
pomiarowych.



3.2.7. Okresli¢ wtasnosci optyczne réznych ptynéw. Porownac wyniki.
3.2.8. Okresli¢ wiasnosci optyczne ptynu o roznych stezeniach. Poréwnac wyniki.

Czesc 3.3.

Badanie cech fotoodbiornika i ocena ich wpltywu na doktadnos¢ pomiarow
spektrofotometrycznych

3.3.1. Zbadac¢ odpowiedZz wskazanego fotodetektora (fotorezystora i fotodiody) na
oSwietlenie wigzka Swiatta w zakresie 300 nm do 800 nm. Pomiary
przeprowadzi¢ dla réznych szerokosci widma AA.

3.3.2. Poréwna¢ uzyskang charakterystyke z katalogowg charakterystykq
fotorezystora.

3.3.3. Wyznaczy¢ charakterystyke widmowg natezenia zrédta Swiatta. Wyrdznic
charakterystyki dla roznych szerokosci widma AA.

3.3.4. Wyznaczy¢ charakterystyke widmowg fotodiody przy uwzglednieniu
charakterystyki widmowej zrodta Swiatta (wykorzysta¢ dane uzyskane
w punkcie 3.3.3). Porowna¢ wyniki uzyskane dla réznych szerokosci widma
AN,

Aparatura

— spektrofotometr SPEKOL 221,
— multimetr METEX,

— fotorezystor, fotodioda.

Problemy

1. Zasada pomiaréw kolorymetrycznych. Schemat blokowy urzadzenia.

Zrodta btedéw w pomiarach spektrofotometrycznych.

Ocena wtasnosci materiatu biologicznego w Swietle o widmie szerokim i w Swietle
monochromatycznym.

Celowos¢ stosowania mikroprocesora w realizacji spektrofotometru.

Algorytm pracy spektrofotometru, algorytm pracy procesora.

Warunek koniecznosci bardzo dobrej stabilizacji napiecia zasilania.
Charakterystyka fotoodbiornika stosowanego w pomiarach spektrofotometrycz-
nych. Wptyw charakterystyki na doktadno$¢ oceny wtasciwosci optycznych probki
biologicznej.
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Metody spektroskopowe

Metody spektroskopowe obejmujg obszerng grupe analiz chemicznych opartg na



wykorzystaniu  widm emisyjnych lub absorpcyjnych wywotanych przejsciami
energetycznymi w jadrach atomowych lub w powitokach elektronowych atomodw
i czasteczek badanych substancji. W laboratoriach analitycznych najpowszechniej sq
stosowane  spektrofotometry pracujgce w  zakresie Swiatta  widzialnego.
Wykorzystywane jest przy tym wiele technik pomiarowych, ktore zaleza od zakresu
uzytego promieniowania (nadfiolet, Swiatlo widzialne, podczerwien) czy tez rodzaju
widma (emisyjne, absorpcyjne). Istotnymi zagadnieniami technicznymi zwigzanymi
z konstrukcjq spektrofotometréow sg: odpowiednia stabilnoS¢ i charakterystyka
spektralna zrédta Swiatta, parametry detektoréw Swiatla oraz wiasnosci toru
optycznego znajdujacego sie pomiedzy zrodiem Swiatta i detektorem.

Spektrometria absorpcyjna czasteczkowa w zakresie Swiatta widzialnego
i nadfioletowego to analiza wykorzystywana do pomiaru stezen substancji, gtownie
substratéw reakcji biochemicznych przebiegajacych w organizmie i do pomiaru
aktywnosci enzymow.

Analiza jest przeprowadzana przy jednej lub kilku dtugosciach fali. W czasie pomiaru
absorpcje probki mierzonej poréwnuije sie z absorpcjg wzorcowych substanciji.

Inna technika pomiarowa stezenia substancji zawartych w prébce biologicznej
polega na wykorzystaniu kinetyki zmian stezenia substratu lub produktu reakcji
chemicznych, w tym z udziatem enzymdw. SzybkoSC reakcji zalezy od stezenia
mierzonego substratu i statosci szybkosci reakgcji, w tym aktywnosci enzymow.

Spektrofotometria jest stosowana do badania ptyndw ustrojowych (np. krwi
imoczu) i do okreSlania zawartosci réznych produktow (np. glukozy, enzymow,
hormondw itd.). Z badanego ptynu ustrojowego zostajg oddzielone wszystkie state
sktadniki (np. krwinki). Potgczenie badanej probki z odpowiednim dla niej odczynnikiem
chemicznym powoduje reakcje barwng (zmiane natezenia barwy). Niektdre probki bada
sie po okreslonym czasie od momentu potaczenia probki z odczynnikiem (gdy reakcja
barwna dobiegta konca), inne probki (np. badania enzymatyczne) w trakcie trwania
reakcji, okreslajac szybkos¢ przebiegu reakcji barwnej.

Przyrzady do spektrofotometrii umozliwiajq najczesciej pomiar nastepujacych
wielkosci podstawowych:
transmisji:
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ekstynkcji (jest to wielkoS¢ fotometryczna opisujgca ostabienie strumienia
promieniowania monochromatycznego przechodzacego przez osrodek):

E =-log7 =a,bC (2)

koncentracji:
C=F-F (3)

gdzie:

a, — wspotczynnik absorpciji,

b — grubos¢ warstwy absorbujacej,
C - stezenie probki,



I — natezenie promieniowania po przejsciu przez osrodek absorbujacy o stezeniu G
wspotczynniku absorpcji a; i grubosci 4,
Iy — natezenie promieniowania o dtugosci fali A przed przejsciem przez probke,
F — wspdtczynnik umozliwiajacy okreSlenie stezenia, gdy wczesniej zmierzono
ekstynkcje roztworu wzorcowego (o0 znanym stezeniu &).
Na podstawie wyrazenia (1) mozna wyznaczy¢ wzgledny btad pomiaru stezenia G
ktory wyraza sie nastepujacg zaleznosciq:
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Z powyzszego wzoru wynika, ze wartos¢ wyznaczanej transmisji 7 ma decydujacy
wptyw na doktadnos$¢ & wyznaczenia stezenia C(rys. 2).
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Rys. 2. Zaleznos$¢ btedu pomiaru stezenia . od wartosci transmisji 7. Symulacje przeprowadzono dla
btedu pomiaru transmisji 7= 1 %

Przedstawiony wykres wskazuje, ze dla uzyskania minimalnego btedu pomiaru
istotny jest dobor zakresu przepuszczalnosci, w ktorym wykonywany jest pomiar.
Pozostaje to w Scistym zwigzku ze wspdtczynnikiem absorpcji a; badanej substancii
a posrednio z dtugoscia fali A.

Znaczenie parametrow zrodta Swiatta i fotoodbiornika

Prawa absorpcji, ktore stosowne sg w spektrofotometrii, wtedy sg stuszne, gdy do
pomiarow stosuje sie monochromatyczng wigzke S$wiatta. W zwigzku z tym
stosowane sq pryzmaty i siatki dyfrakcyjne oraz odpowiednie szczeliny po to, aby
z widma ciaggtego wycig¢ jak najwezsze pasmo. To jednak wymaga stosowania
bardziej czutego detektora.

Wprawdzie przy odpowiednich zatozeniach przyjmuje sie stusznoS¢ zaleznosci
opisanej formulg (2) to w rzeczywistosci nalezy uwzgledni¢ nie tylko fakt istnienia
niemonochromatycznosci wigzki $wiatta testujgcego, ale takze niedoktadnosc
pomiaru przepuszczalnosci za pomocq fotodetektora, ktérego charakterystyka zawsze



jest nieliniowa (por. rys. 3).
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Rys. 3. Przyktadowa charakterystyka fotodetektora (fotodiody)

Ze wzgledu na to, ze prébka badana jest wigzkq S$wiatta o pewnej szerokosci
spektralnej, totez, ze wzgledu na nieliniowg charakterystyke fotodetektora wyniki
pomiarow beda rézni¢ sie w zaleznosci od AML. Takze z powodu nieliniowosci detektora
niezbedne jest skalibrowanie urzadzenia przy kazdej zmianie dtugosci fali A, przy ktérej
przeprowadzane sg pomiary prébki. Kalibracja ta ma jeszcze jedng zalete: pozwala
uniezalezni¢ sie od zmian natezenia zrddfa Swiatta nie tylko ze wzgledu na jego
charakterystyke spektralng, ale takze ze wzgledu na zalezno$¢ natezenia od zmian
napiecia zasilajacego.

Spekol

Spekol skiada sie z typowego toru spektrofotometrycznego (jednowigzkowego),
uktadu hydrauliki (wymiana prébki), termostatu oraz bloku kontrolno-pomiarowego
zbudowanego w oparciu o mikrokontroler. Blok spektrofotometryczny sklada sie ze
zrédta promieniowania, filtrow, monochromatora, pojemnika na kuwete, fotokomorki
oraz wzmacniacza sygnatowego. Parametrami  bloku s3: dlugosci  fali,
monochromatyczno$¢ wigzki, statoS¢ wzmocnienia w czasie. Modulacje $wiatta
przeprowadza sie w celu wyeliminowania sygnatu zaktdcen. Blok ten jest tradycyjnym
i podstawowym elementem spektroskopii.

Obecnie o0gdlng tendencjq przy konstruowaniu aparatury chemicznej jest
wykorzystanie mikrokontroleréw. Réznorodno$¢ aplikacji sprawia, ze mikroprocesory
stosuje sie w celu automatyzacji pomiaréw, obrébki wyniku, sterowania urzadzeniem
oraz zapamietywania danych do pdzniejszych analiz statystycznych. Spekol posiada
wbudowany mikroprocesor, ktdrego celowos¢ stosowania pojawia sie juz przy kalibracji
(spektroskopia roznicowa).

Zastosowanie spektrofotometru polega na pomiarze natezenia promieniowania
przechodzacego przez preparat, ktdrego absorpcje uwaza sie za zerowg (W niniejszym
przypadku jest to woda destylowana). Zmierzona warto$C zostaje zapamietana,
a nastepnie uwzgledniana przy pozniejszych pomiarach. W drugim etapie badana jest
absorpcja promieniowania przez testowang probke.



Fotodetektor

W badaniach doswiadczalnych przeprowadzanych w niniejszym ¢wiczeniu
zaproponowano dwa fotodetektory. Pierwszym z nich jest fotorezystor RPP 130,
ktdrego charakterystyke spektralng przedstawiono na rys. 4. Drugim elementem jest
fotodioda BPYP30 — element o nieznanej (w ¢wiczeniu) charakterystyce spektralne;.
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Rys. 4. Charakterystyka spektralna fotorezystora RPP 130

Tabela 1. Charakterystyka spektralna fotorezystora RPP 130 (dane liczbowe)

Lp. |A[nm]| 7[%] | A [nm]| 7[%] | X [nm]| 7[%]
1. 400 10 575 94 750 42
2. 425 12 600 98 775 28
3. 450 15 625 100 800 17
4. 475 22 650 95 825 11
5. 500 35 675 84 850 6
6. 525 63 700 70 875 3
7. 550 85 725 56 900 2
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