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10.1. WSTEP DO OPRACOWANIA WYNIKOW EKSPERYMENTALNYCH
Niepewnos$¢ pomiarow i rodzaje bledow popelmianych podczas pomiaréw

Kazdy eksperyment naukowy sktada si¢ z szeregu czynnos$ci laboratoryjnych, ktoére
powinno si¢ wykona¢ z nalezyta starannoscig. Bardzo czgsto czynnoscig laboratoryjng jest
pomiar okreslonej wielkosci fizycznej, np. wazenie odczynnika, odmierzanie okreslone]
objetosci cieczy, pomiar pH, absorbancji itp. Pomiarem okresla si¢ zbidér czynnos$ci
wykonanych w celu ustalenia wartosci okreslonej wielkosci fizycznej. Zazwyczaj dokonuje
si¢ tego poprzez porOwnanie mierzonej wartosci z ustalonym wzorcem. Podczas
wykonywama pomiaru moze dojs¢ do popeimema roznego rodzaju blgdow, ktore sprawiaja,
ze zmierzona wartos¢ x wielkosci fizycznej r6zni si¢ od prawdziwej miary Xg. Roznice:

d=x—1x
()

nazywamy bledem bezwzglednym zmierzonej wielkosci fizycznej lub tez bledem
(niepewnoscig) pomiaru. Btad pomiaru mozna tez wyrazi¢ w postaci btedu wzglednego:

6

X0
lub btedu procentowego:

()
— X 100%
X0

Btedy popethiane podczas pomiaru wielkos$ci majg rozne przyczyny. Moga one wynikac z
niedoskonatosci stosowanych przyrzadéw, niewtasciwego ich skalibrowania lub obstugi,
niedoskonatosci zmystow eksperymentatora, czynnikéw losowych (np. skoki napigcia w sieci
elektrycznej). Na odczytywang warto§¢ moga mie¢ wplyw czynniki zewngtrzne, np.
temperatura, wilgotnos¢ powietrza, jakos¢ stosowanych wzorow itp. Wszystko to sprawia, ze
uzyskiwane wyniki oscyluja (sg rozrzucone) wokot pewnej wartosci. Na blad pomiaru moga
si¢ ztozy¢ trzy rodzaje btedoéw: bledy przypadkowe, bledy systematyczne 1 bledy grube:

8 =08, + 8sys + 6,

)

Bledy przypadkowe wynikaja z wplywu czynnikow losowych, niekontrolowanych
przez eksperymentatora, np. skow napiecia w sieci elektrycznej, doktadnosci odczytu wartosci
przez eksperymentatora, drgania podloza itp. Btedy te nie musza si¢ pojawiaé podczas
kazdego pomiaru, lub mogg pojawiac si¢ z r6zng sila. Bledy przypadkowe moga mie¢ rozny
znak, czyli raz powodowac zawyzenie a innym razem zanizenie mierzonej wielkosci
ﬁzycznej Aby zmniejszy¢ wptyw biedow przypadkowych na wynik pomiaru okreslonej
wielkosci fizycznej nie wykonuje si¢ pojedynczego pomiaru lecz wykonuje si¢ seri¢ kilku
pomiardw uzyskujac seri¢ wynikow stanowiacych tzw. probg xi, Xa, ..., Xa (gdzie n to ilos¢
pomiardw). Nastepnie z uzyskanych wynikow oblicza si¢ Srednig arytmetycznq, ktorej
warto$¢ jest najbardziej zblizona do warto$ci prawdziwej.



3)
gdzie x; to kolejny pomiar.
Z kolei wyrazenie:

i=n
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nazywane odchylemem standardowym jest miarg bledu (niepewnosci) pojedynczego
wyniku pomiaru. Natomiast miarg bledu obliczonej Sredniej arytmetycznej jest wyrazenie:

S
Sqg = —F—=

Vn
(3)

Jak wida¢ blad $redniej arytmetycznej maleje wraz ze wzrostem ilosci dokonanych
pomiaréw. Zatem, im wigcej pomiarow, tym Srednia arytmetyczna dokladnlej odpowiada
wartos$ci prawd21wej Zwigkszenie ilosci dokonywanych pomiaréw jest najprostszym
sposobem na doktadniejsze zmierzenie danej wielkos$ci fizycznej i zmniejszeniem wplywu
btedow przypadkowych.

Bledy systematyczne moga wynika¢ z niedoktadnosci przyrzadow pomiarowych, ich
niewtasciwej kalibracji lub obstugi (np. spieszacy si¢ stoper, odczytywania wartosci na
mierniku analogowym (tzw. wskazéwkowym) pod niewlasciwym kontem, niewlasciwe
wyzerowanie spektrofotometru, wytarowanie wagi, itp.). Cechg btgdu systematycznego jest
to, ze si¢ stale powtarza i posiada taki sam znak (tzn. mierzona warto$¢ fizyczna jest stale
zawyzana lub zanizana). Dodawana wartos¢ moze by¢ zawsze taka sama (blad
systematyczny staly) lub by¢ proporcjonalna do mierzonej wartosci (blad systematyczny
zmlenny) Btad systematycznie wptywa na uzyskang wartos$¢ m1erzoneJ wielkosci fizycznej i
nie moze by¢ wyeliminowany poprzez zwigkszenie iloSci pomiaréw. Aby sprawdzié, czy
dany przyrzad lub metoda analityczna jest obarczona bledem systematycznym nalezy
wykona¢ seri¢ kilku — kilkunastu pomiaréw, obliczy¢ $rednig i odchylenie standardowe, a
nastepnie sprawdzi¢, czy obliczona $rednia w sposob istotny statystycznie rdzni si¢ od
wartos$ci prawdziwej. Do sprawdzenia istotnej réznicy stosuje si¢ test t Studenta (zobacz
ponizej).

Bledy grube zazwyczaj sg spowodowane powaznymi biedami lub niestaranno$cig pracy
eksperymentatora lub wadliwym dziataniem urzadzenia pomiarowego. Przyktady takich
btedow to np. nieprawidtowe wilozenie kuwety do spektrofotometru, zte nastawienie pipety
automatycznej (np. odmierzenie 20 pl cieczy zamiast 200 pl) itp. Zazwyczaj wynik
obarczony btedem grubym znaczaco ro6zni si¢ od pozostatych wynikow. Zatem,
najtatwiejszym sposobem na wykrycie btedu grubego jest wykonanie serii kilku-kilkunatu
pomiardéw, uporzadkowanie ich rosngco (lub malejaco) 1 poszukanie wsrod wynikow
skrajnych tzw. wynikow watpliwych (niepewnych lub podejrzanych). Takie wyniki powinno
si¢ odrzuci¢ z analizy. Jednak wynikéw watpliwych nie powinno si¢ odrzuca¢ wedtug
wlasnego uznania. Wyniki skrajne maja duzy wplyw na warto$¢ Sredniej 1 odchylenia
standardowego Uznanie wyniku skrajnego za watpliwy 1 jego odrzucenie moze sig
przyczyni¢ do zafalszowania obliczen 1 uzyskanych wynikow pomiaréw. Opracowano kilka
metod wykrywania wynikoOw niepewnych. Jedng z nich jest zastosowanie okreslonego testu
statystycznego — testu Q Dixona lub testu Grubbsa. Ze wzgledu na prostote najczesciej stosuje
si¢ test O Dixona (opisany ponizej).



Wykrywanie wynikéw watpliwych — test Q Dixona

Czasami si¢ zdarza, ze w uzyskanej serii pomiarow jest jeden lub dwa wyniki, ktorych
wartosci znacznie odblega_]q od pozostatych wynikow. Takie wartosci mogly si¢ pojawic w
wyniku zaistnienia btgdow grubych i powinny zosta¢ odrzucone z dalszych obliczen, jako
wyniki watpliwe. Dlatego tez jedna z pierwszych czynno$ci wykonywanych podczas anahzy
danych eksperymentalnych jest zastosowanie testu statystycznego pozwalajacego wykry¢
1 wyeliminowa¢ wyniki watpliwe. Do tego celu stuzy test O Dixona, ktory sprawdza, czy
wynik skrajny (najmniejszy lub najwiekszy) jest wynikiem watpliwym.

W pierwsze] kolejnosci nalezy uzyskane wyniki uporzagdkowac rosngco, a nast¢pnie
policzy¢ odpowiednie statystyki (tzw. liczby Q):

X2 — X1
Q= R
oraz:
Xn — Xp-1
Qp = R

(6)
gdzie R to tzw. rozstep (r6znica pomigdzy wartoscig najwicksza i najmniejsza):

R = Xpmax — Xmin

— wynik najmniejszy (skrajny)
x, — wynik drugi w kolejnosci

— wynik najwickszy (skrajny)
Xp.1 — Wynik przedostatni.

Wynik uznaje si¢ za watpliwy z okre§lonym prawdopodobienstwem i odrzuca, jezeli
warto$¢ statystyk Q1 Qp Jest wigksza od tabelarycznej tzw. warto$ci krytycznej. Ponizej w
tabeli sa podane wartosci krytyczne pozwalajgce odrzucaé Wyn1k1 watpliwe na poziomie
istotnosci a = 5%. Taki poziom istotno$ci pozwala stwierdzi¢, ze jezeli wartos¢ statystyki O
Jest wigksza od wartosci krytycznej to z prawdopodoblenstwem 95% wynik skrajny jest
wynikiem watpliwym i powinien by¢ wykluczony z dalszych analiz.

Tab. 10.1. Wartosci krytyczne Q, dla testu Dixona. n — ilosé pomiarow (wielkos¢ proby)

N 0r N 0r N 0r
3 0,941 11 0,392 21 0,295
4 0,765 12 0,376 22 0,290
5 0,642 13 0,361 23 0,285
6 0,560 14 0,349 24 0,281
7 0,507 15 0,338 25 0,277
8 0,468 16 0,329 26 0,273
9 0,437 17 0,320 27 0,269
10 0,412 18 0,313 28 0,266
19 0,306 29 0,263
20 0,300 30 0,260




Test t Studenta dla jednej Sredniej

Test t Studenta jest jednym z podstawowych testow statystycznych Stosowany jest on
w celu sprawdzenia, czy pomie¢dzy dwie Srednie arytmetyczne roznig si¢ miedzy sobg w
sposob istotny statystycznie. Istnieje kilka odmian testu t Studenta. Ponizej zostanie
przedstawiony dwustronny test t Studenta o Sredniej arytmetycznej, ktory stuzy do
sprawdzenia, czy obliczona na podstawie proby (zbioru uzyskanych wynikéw) srednia
arytmetyczna istotnie rozni si¢ od wartosci teoretycznej. Zdajac sobie sprawg, Ze studenci nie
posiadaja jeszcze odpowiedniej wiedzy teoretycznej z zakresu statystyki do petnego
zrozumienia idei, zalozen testow statystycznych, test t Studenta zostanie przedstawiony
w duzym uproszczeniu pozwalajagcym jednak na jego prawidlowe zastosowanie 1
wyciggniecie odpowiedniego wniosku.

Test t-Studenta o $redniej arytmetycznej testuje nastepujaca tzw. hipoteze zerowa
1 hipoteze alternatywna:

Ho: p = pyo

Hy:p # po
gdzie p jest wartoscig $rednig z tzw. badanej populacji (w tym przypadku bedzie to zbior
wszystkich mozliwych do uzyskania wynikow). Warto$¢  jest nieznana i jest reprezentowana
przez §rednig ¥z proby wywodzacej si¢ z populacji (w tym przypadku proba jest zbior
wynikow uzyskanych w trakcie eksperymentu). Natomiast po jest spodziewang warto$cia
teoretyczng. W uproszczeniu, test t Studenta o Sredniej arytmetycznej sprawdza, czy
prawdziwa jest hipoteza zerowa (brak istotnej réznicy pomigdzy uzyskana wartoscw} Sredniej
a warto$cig teoretyczng), czy alternatywna (uzyskana wartos¢ Sredniej istotnie rozni sig¢ od
warto$ci teoretycznej). Postgpowanie jest nastepujace:

1) Obliczy¢ s$rednig ¥ 1 odchylenie standardowe s z uzyskanych wynikéw wedtug

wzorow zamieszczonych powyze;j.
2) Obliczyc¢ statystyke testu tq:

|X — uol
s/\Vn

td:

(7)

3) Odczyta¢ wartoscig krytycznq z ponizszej tabeli. Do odczytania wartosci krytycznej
konieczna jest znajomos¢ tzw. liczby stopni swobody df. W przypadku testu t
Studenta o $redniej arytmetycznej wartos¢ df oblicza si¢ ze wzoru:

df =n—-1

4) Poréwnac uzyskang warto$¢ statystyki z odczytang wartoscig krytyczng. Jezeli warto$¢
tq jest mniejsza od wartosci krytycznej uznaje si¢, ze uzyskana $rednia nie rdézni si¢ w
sposOb istotny od wartosci teoretycznej (prawdziwa jest hipoteza zerowa). Jezeli
warto$¢ statystyki tq jest wieksza od wartosci krytycznej uznaje si¢, ze z
prawdopodobiefistwem 100%-a (gdzie o to poziom istotnosci testu) hlpoteza zerowa
jest nieprawdziwa i przyjmuje si¢ hipotez¢ alternatywna, co jest rowne ze
stwierdzeniem, ze uzyskana S$rednia istotnie rozni si¢ od wartos$ci teoretycznej.
Zazwyczaj ustala si¢ warto$¢ a na 5%.



Tab. 10.2. Wartosci krytyczne dla dwustronnego testu t Studenta dla poziomu istotnosci a=5%, df — liczba
stopni swobody

df tier df e

1 12,706 18 2,101
2 4,303 19 2,093
3 3,182 20 2,086
4 2,776 21 2,080
5 2,571 22 2,074
6 2,447 23 2,069
7 2,365 24 2,064
8 2,306 25 2,060
9 2,262 26 2,056
10 2,228 27 2,052
11 2,201 28 2,048
12 2,179 29 2,045
13 2,160 30 2,042
14 2,145 40 2,021
15 2,131 60 2,000
16 2,120 120 1,980
17 2,110 ) 1,960

Kalibracja metody analitycznej

Podstawa wielu eksperymentdw naukowych jest analiza skiadu i stgzenia okreslonych
zwigzkow (analitow) zawartych w badanej probce, ktorg okresla si¢ mianem analizy
chemicznej. Zaleznie od mierzonego parametru analiz¢ chemiczng mozna podzieli¢ na
analiz¢ jakoSciowa (badanie skladu probki) oraz analiz¢ ilociowa (badanie stgzenia
okreslonego zwigzku). Sposob, wedtug ktorego dokonuje si¢ analizy chemicznej nazywa si¢
metoda analityczng. Wiele metod analitycznych to tzw. metody instrumentalne,
wykorzystujace uzycie okreslonego przyrzadu pomiarowego, mierzacego okreslone
wlasciwosei  fizyko-chemiczne badanej probki. Do takich przyrzadéw nalezq m.in.
spektrometr, chromatograf, pH-metr i wiele innych. Metody instrumentalne najczg¢sciej sa
tzw. metodami porownawczymi, czyli takimi, w ktorych mierzony parametr fizyczny (np.
absorbancja) jest funkcja stgzenia okre§lonego zwiazku obecnego w badanej probce. Przed
uzyciem takiej metody nalezy dokonac¢ jej kalibracji.

Kalibracja metody analitycznej to szereg czynnosci, ktore majg na celu precyzyjne
okreslenie zalezno$ci pomiedzy mierzonymi wartosciami wielkosci fizycznej na uzytym
przyrzadzie, a stezeniem okre§lonego zwiazku w probce. Jedng z metod kalibracji jest
sporzadzenie tzw. krzywej Kkalibracyjnej nazywanej réwniez krzywa wzorcows.
Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej zaczyna si¢ od przygotowania szeregu roztworéw
wzorcowych (zazwyczaj 5-8), ktérych stezenia powinny by¢ tak dobrane, aby pokry¢
mozliwie szeroki zakres mozliwych stezen analitu w badanej probce. Nastgpnie dokonuje si¢
pomiardw okreslonej wielkosSci fizycznej (np. absorbancji, przewodnosci roztworu, pH itp.).
Po wykonaniu pomiaréw sporzadza si¢ wykres zaleznosci zmierzonych wartosci wielkosci
fizycznej (08 Y) od stezenia roztworéw wzorcowych (0$ X). Ponizej podany jest przyktadowy
wykres zalezno$ci absorbancji od stezenia biatka w roztworze (Wykres 10.1).
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Wykres 10.1. Zaleinosé absorbancji od st¢ienia biatka

Po sporzadzeniu wykresu mozna zobaczy¢, jaki charakter zaleznosci wystgpuje pomle;dzy
dwiema zmiennymi zaznaczonymi na osiach X i Y. W przyrodzie sa znane rézne typy
zaleznosci (korelacji), ktore ogélnie mozna podzieli¢ na zaleznosci liniowe i nieliniowe.
Znajac typ zalezno$ci pomigdzy dwiema zmiennymi mozna dopasowa¢ odpowiedni model
matematyczny, ktory umozliwi przewidywanie wartoSci jednej zmiennej na podstawie
wartosci drugiej zmlennej W tym przypadku, na podstawie zmierzonej wartosci fizycznej
(absorbancji) mozna obliczy¢ stezenie analitu (biatka) w badanej probee. Proces ustalania
zaleznosci pomigdzy badanymi zmiennymi majgcy na celu przewidywanie wartosci jednej
zmiennej na podstawie warto$ci innych zmiennych okresla si¢ mianem regresji.

Nalezy pami¢taé, aby danej metody analitycznej uzywac¢ do pomiaru stezen analitu tylko
w takim zakresie stezen, dla jakiego zostata przygotowana krzywa kalibracyjna. Nie wiadomo
bowiem, czy ten sam model matematyczny opisuje zaleznos¢ pomigdzy zmiennymi w
zakresie stgzen, ktory nie zostat przebadany. Na przyklad, cz¢sto powyzej okreslonych stgzen
zalezno$¢ pomigdzy ste;zenlem a mlerzonq wielkoscia fizyczna przestaje by¢ liniowa. Z kolei
ponizej dolnej granicy moze si¢ okazaé, ze st¢zenie analitu jest zbyt niskie, aby bylo mozliwe
do wykrycia dang metoda.

Roztwory wzorcowe powinny by¢ przygotowane w taki sam sposob, jak badana probka
(tzn. przy zastosowaniu tych samych rozpuszczalnikéw, lub ich mieszanek, tych samych
ste;zen buforéw 1 innych zwiazkéw pomocniczych), gdyz otoczenie badane; substanql moze
mie¢ wpltyw na warto$¢ mierzonej wielkosci fizycznej. Na przyktad, absorbancja danego
zwigzku moze zaleze¢ od rodzaju rozpuszczalnika, pH roztworu, warunkow
oksydoredukcyjnych itp. To samo dotyczy tzw. §lepej proby lub préby odniesienia, czyli
proby w ktorej stezenie analitu wynosi 0. Stworzenie takiego samego Srodowiska dla
badanych probek, roztwordw wzorcowych i proby odniesienia Jest niezbednym warunkiem
tego, alby uzyskane wyniki byly wiarygodne. Nalezy mie¢ réwniez na uwadze, ze na
mlerzonq warto$¢ wielkoS$ci fizycznej moga mie¢ wptyw inne zwigzki wystepujace w probee,
co moze prowadzi¢ do zafalszowania uzyskiwanych wynikow. Na przykiad, obecnos¢
detergentow, lub zwigzkow redukujqcych w probcee silnie zaktdca lub wrecz uniemozliwia
pomiar stgzenia biatka przy uzyciu wigkszosci metod kolorymetrycznych (np. metody
Bradforda).



ZaleznoSci liniowe i rOwnanie regresji liniowej

W przyrodzie bardzo czgsto wartosci roznych wielkosci fizycznych sa ze sobg powigzane,
czyli skorelowane. Na przyklad, absorbancja roztworu zalezy od jego stezenia, szybkos¢
fotosyntezy zalezy od natezenia Swiatla itp. Istnienie tych korelacji wynika z dziatania
okreslonych praw fizyki. Zalezno$ci pomigdzy roznymi wielkosciami fizycznymi czgsto majg
bardzo zlozony charakter. Jednak w wielu przypadkach w pewnych zakresach wartosci
zaleznos$ci zlozone (nlehmowe) mozna przyblizy¢ (dokona¢ aproksymacji) zalezno$ciami
prostszymi. Jedng z najczesciej stosowanych -aproksymacji jest aproksymacja do zalezno$ci
liniowej. O zaleznosciach liniowych moéwi si¢ wtedy, gdy wartosci dwdch zmiennych
(np. absorbancja i1 stezenie zwigzku) sg do siebie proporcjonalne. Zaleznos¢ liniowa jest
opisywana rownaniem liniowym:

Y=aX+b
(%)

gdzie a 1 b to wspotczynniki rownania liniowego nazywane odpowiednio wspotczynnikiem
kierunkowym i wyrazem wolnym

Roéwnanie prostej liniowej 1 regresja liniowa (sporzadzenie modelu liniowego) sg bardzo
cZgsto wykorzystywane przy sporzadzaniu krzywych kalibracyjnych. Jest to zwigzane z tym,
ze zazwyczaj w pewnym zakresie stgzen mierzona warto$¢ fizyczna jest proporcjonalna do
stezenia badanego zwigzku. Innymi stowy, pomiedzy tymi dwiema zmiennymi istnieje
zalezno$¢ liniowa. W przypadku metody analitycznej wartos¢ wspotczynnika b okresla
wartos¢ mierzonej wielkosci fizycznej dla tzw. proby odniesienia. W wielu przypadkach
wartos¢ wspotczynnika b powinna wynosi¢ 0. Przyktadowo, absorbancja dla proby
odniesienia przy dobrze wyzerowanym spektrofotometrze powinna wynosi¢ 0. Wspoétczynnik
kierunkowy a opisujacy nachylenie krzywej wzorcowej jest jednocze$nie miarg czutosci
metody — im metoda jest czulsza, tym wicksza warto§¢ wspotczynnika a.

Znajac wspolczynniki @ 1 b mozna na podstawie zmierzonej wartosci fizycznej
(np. absorbacji) obliczy¢ stezenie okreslonego zwiagzku (np. biatka) w badanej prébce.
Wspotczynniki @ 1 b mozna obliczy¢ stosujagc metode najmniejszych kwadratow. Ponizej
przedstawione sg odpowiednie wzory:

Ny XY — Nic1 Xi Nie1 Vi

a=
nz 1x - (Z 1x1)2
]
p = 2?=1yi2?1x2_2?1x'2?1xiyi
nz ]_x _(Zl ]_xl)z
(10)

gdzie

n — ilo$¢ sporzadzonych wzorcow

X; — stezenie kolejnego wzorca

yi — zmierzona wartos¢ wielkosci fizycznej

Po obliczeniu wspotczynnikow a i b mozna w tatwy sposob przewidywaé warto$¢ jedne;j
zmiennej znajac warto$¢ drugiej zmiennej. Przyktadowo, po pomiarze absorbancji 4 st¢zenie
analitu ¢ mozna policzy ze wzoru:



(11)

Wykres 10.2 pOIllZG] przedstawia zmierzong zalezno$¢ absorbancji od stezenia biatka
z dopasowanym rownaniem regresji liniowe;j.
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Wykres 10.2. Zaleinosé¢ absorbancji od steienia biatka. Dodano lini¢ rownania regresji liniowej (tzw. linia
trendu) wraz z obliczonymi wspélczynnikami réwnania liniowego i wspélczynnikiem determinacji R’.

Ocena jakosci krzywej kalibracyjnej

Ostatnim etapem kalibracji metody jest ocena jako$ci przygotowanej krzywej. Istnieje
kilka rdéznych parametrow oceny przygotowanej krzywej kalibracyjnej. W idealnym
przypadku wyznaczone eksperymentalnie punkty na wykresie krzywej kalibracyjnej powinny
by¢ potozone na linii wyznaczonej réwnaniem regresji. Jednakze w wyniku bledow
popelnianych podczas sporzadzania krzywej kalibracyjne; czgsto wyznaczone punkty na
krzywej odstaja w mniejszym lub wigkszym stopniu od réwnania regresji. Im wigksze
odstepstwa tym wigkszy btad jest popelniany przy odczytywaniu warto$ci jednej zmiennej
(np. stgzenia biatka) na podstawie wartosci drugiej zmiennej (np. absorbancji). W przypadku
regresji liniowej istnieje kilka sposobow na sprawdzenie jako$ci sporzadzonej krzywej
kalibracyjne;j.

Jednym z parametrow opisujacych jakos¢ krzywej kalibracyjnej dla regresji liniowej jest
wspotczynnik determinacji R°. Wspotczynnik ten jest kwadratem wspdiczynnika korelacji
liniowej R liczonego ze wzoru:

Z l(x yl) (Z =1Xi" Zl 1y1)

R =
J(nzl 22— (S D) E, Y2 — (5, y)?)

(12)



Wspdlezynnik korelacji liniowej R, w jakim stopniu wartosci dwoch cech lub wielkosci
fizycznych sa ze sobg zalezne w sposob liniowy. Zawiera si¢ on w przedziale (-1;1), przy
czym warto$¢ 0 oznacza catkowity brak zaleznosci, warto$¢ 1 oznacza petlng zalezno$¢ prosta,
a warto$¢ -1 oznacza zalezno$¢ odwrotng (korelacje ujemng lub antykorelacj ¢).

Wspotezynnik determinacji wyrazony w procentach jest miarg dopasowama danych
eksperymentalnych do modelu regresp liniowej. J ego wartos$¢ okresla, jaka cze$¢ zmiennoS$ci
jednej zmiennej (np. absorbancji) moze by¢ wyjasniona zmlennosmq drugiej Zmlennej (np.
stgzenia anahtu) Przykladowo warto§¢ R* = 0,99 oznacza, ze 99% zmiennosci jednej
zmiennej moze by¢ wyjasnione zmiennoscia drugleJ zmiennej. 1% to wplyw innych
czynnikéw. W tym przypadku begda to gléwnie btedy p 2pelnlone podczas sporzadzania
krzywej kalibracyjnej. Dla dobrej jakosci krzywej wartos¢ R™ powinna wynosi¢ przynajmniej
0,999.

Innym parametrem okreslajacym jakos¢ krzywej kalibracyjnej jest odchylenie resztkowe
(nazywane rowniez $rednim odchyleniem od prostej), ktore miarg niepewnosci wynikow
w krzywej wzorcowej. Srednie odchylenie jest tym wicksze im wicksza jest odleglosé
eksperymentalnie wyznaczonych punktow na wykresie od punktow teoretycznych
wyznaczonych przez rdownanie regresji liniowej. Oblicza si¢ je ze wzoru:

(13)

gdzie:
g =y;,—ax;—b

Im wigksza wartos¢ Sredniego odchylenia od prostej tym gorsza jakos¢ sporzadzonej
krzywej kalibracyjnej. Stosowanie $redniego odchylenia od pI‘OStC_] do szacowania jakos$ci
krzywej wzorcowej Jest duzo mniej intuicyjne i jest ono uzywane w glownej mierze do
obliczania niepewnosci (btedow) wspodtczynnikow a i b réwnania liniowego:

n 2
n i=1Xi

noyE - (R a)r T Y - (T x0)?

Sqa = S0

(14)

Wartosci s, 1 s, wykorzystuje sie do sprawdzenia, czy warto$ci wspotczynnikow a i b
istotnie ro6znig si¢ od zaktadanych warto$ci teoretycznych (jesli takie istnieja). Najczesciej
sprawdza sig, czy wspotczynnik b istotnie r6zni si¢ od 0.

Btad przypadkowy dla warto$ci zmiennej x (tj. stezenia analitu) odczytywanej przy uzyciu
krzywej kalibracyjnej jest okreslony wzorem:

So |11 O = yr)®
a/m n a* QrL,x?— n-x%

(15)
gdzie
n — ilo$¢ wzorcow;
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m — ilo§¢ pomiaréw dla kazdego wzorca;

y« — Srednia warto$¢ zmierzonej wielkos$ci fizycznej (np. absorbancji) dla wzorcow;

ysr — Srednia wartos$¢ stezenia wzorcow;

yk — Srednia warto$¢ zmierzonej wielkosci fizycznej (np. absorbancji) dla badanej probki.

Ze wzoru (15) wynika, ze btad popelniany przy odczycie stezenia analitu jest:

— proporcjonalny do $redniego odchylenia od prostej regresji. Zatem, im doktadniej
sporzadzona krzywa, tym mniejszy btad wartos$ci stezenia analiltu odczytywanego przy jej

wykorzystaniu;

— odwrotnie proporCJonalny do wspoélczynnika a. Zatem, im czulsza metoda, tym doktadniej
mozna zmierzy¢ stezenie analitu;

— tym mniejszy im wigcej wzorcow uzyto do sporzadzenia krzywej kalibracyjnej;

— tym mniejszy im wigcej razy byla odczytywana warto$¢ wielkosel fizycznej
(np. absorbanc;ji) dla danego st¢zenia wzorca.

— blad odczytywanej wartosci stgzenia analitu zalezy od doboru stezen wzorcowych.
Stezenia wzorcowe powinny by¢ dobrane tak, aby mozliwie rownomiernie pokrywa¢ dany
zakres krzywej WZOrcowej;

— przy réwnomiernie roztozonych stgzeniach wzorcowych najmniejszy blad odczytu
z krzywej kalibracyjnej jest dla wartosci yk lezacej posrodku krzywej kalibracyjnej. Im
warto$¢ mierzonej warto$ci fizycznej dla badanej probki jest blizsza jednemu z koncow
krzywej, tym wickszy blad odczytywanej warto$¢ stezenia analitu.
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10.2. PIPETOWANIE

Pipeta automatyczna jest urzadzeniem, ktore stuzy do precyzyjnego odmierzania
okreslonej objgtosci cieczy. Jest to jedno z najbardziej podstawowych 1 najezgicie)
wykorzystywanych narzgdzi w laboratorium biologii molekularnej i biotechnologii. Wyrézni¢
mozna dwa typy pipet: pipety o stalej objetosci dozowanej cieczy 1 o zmiennej objgtosci
dozowaneJ cieczy (pipety nastawne). Pipety nastawne obecnie sa znacznie popularniejsze

w uzyciu, gdyz umozhwwgq odmierzenie dowolnej objetosci cieczy w obslugiwanym
zakresie. Dwa najwazniejsze elementy pipety to pokretto do ustawiania zadanej objgtosci
(w przypadku pipety nastawnej) oraz tloczek, za pomoca ktorego pobiera si¢ 1 wypuszcza
okreslong objetos¢ cieczy. Pipeta posmda okreslony zakres pipetowanej objetosci
(np. 20-200 ul, 100-1000 pl). Tak wiec, do odmierzenia okreslonej objetosci nalezy dobrad
pipete w odpowiednim zakresie pipetowania. Nalezy przy tym pamigtaé, ze bardziej
precyzyjnie odmierza objgtos¢ przy jej gornym zakresie niz przy dolnym. Jezeli masz do
dyspozyCJl dwie pipety (np. o zakresie 2-20 ul 1 10-100 pl) to do pobrania np. 15 pl cieczy
lepiej uzy¢ pipety o mniejszym zakresie (15 pl jest przy jej gornym zakresie) niz o wigkszym
zakresie (15 pl jest przy jej dolnym zakresie).

Prawidtowe korzystanie z pipety automatycznej nie jest takie proste i1 wymaga pewnej
wprawy 1 znajomosci kilku zasad, bez przestrzegania ktorych odmierzane objgtosci beda
obarczone duzym bigdem. Stan pipety automatycznej i prawidtowos$¢ odmierzanej cieczy
nalezy okresowo sprawdza¢ i w razie potrzeby pipete nalezy kalibrowa¢. Mozna to zrobic
samodzielnie (niczalecane dla  poczatkujacych osdb) lub skorzystaé z  ustug
wyspecjalizowanego serwisu. Ponizej przedstawiono dwa sposoby pipetowania pozwalajace
na prawidlowe pobranie okreslonej objetosci cieczy: pipetowanie proste i odwrotne
(roznicowe). Pipetowanie roznicowe jest zalecany w przypadku pipetowania bardzo matych
objetosci lub w przypadku pipetowania cieczy o zwiekszonej lepkosci.

PIPETOWANIE PROSTE

1. Natoz odpowiednig koncowke.

2. Nacis$nij ttoczek pipety do pierwszego oporu.

3. Zanurz koncéwke pipety pod powierzchni¢ pipetowanej cieczy na glebokos¢ kilku
milimetrow (nie nalezy wktada¢ koncéwki gleboko pod powierzchnig, gdyz po jej
wyjeciu na zewnetrznych $ciankach moze zosta¢ duza ilo$¢ cieczy, ktora znaczaco
zwiekszy niedoktadnos$¢ pipetowania).

Delikatnie zwolnij ttoczek i1 chwilke odczekaj (2 sekundy).

Wyjmij koncowke dotykajac brzegdw naczynia (pozwoli to na tatwe usuni¢cie nadmiaru
cieczy, ktory zgromadzit si¢ na zewnetrznych $ciankach koncowki).

Przenie$ pobrang ciecz do naczynia docelowego i nacisnij tloczek do pierwszego oporu.
Koncowka pipety powinna dotyka¢ §cianki naczynia.

Nacisnij tloczek do drugiego oporu (pozwala na usunigcie resztek cieczy z koncowki
1 wyjmij pipete z naczyma

8. Zwolnij tloczek 1 usun koncowke.

ik

=N o

ZALECENIA DODATKOWE

— Przed wlasciwym pipetowaniem zalecane jest kilkukrotne (3-5 razy) przeptlukanie
koficowki pipetowang ciecza. Jest to szczegdlnie wazne przy pipetowaniu cieczy lepkich i
majacych gestose inng niz woda;

— W miar¢ mozliwosci pipety, koncowki oraz pipetowane ciecze powinny mieé
zrOwnowazone temperatury;

— Pipety uzywaj wytacznie z odpowiednio natozong koncowka;

— Zawsze uzywaj koncoéwek przeznaczonych do danego typu i modelu pipety;
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— Podczas pipetowania pipeta powinna by¢ trzymana pionowo;

— Ciecz pobieraj powolnym, ptynnym ruchem ttoczka. Gwattowne puszczenie ttoczka moze
spowodowa¢ zassanie cieczy do wngtrza pipety i jej nieodwracalne uszkodzenie lub
konieczno$¢ czyszczenia i kalibracji!

— Nigdy nie ktadz pipety z nabrang cieczg poziomo. Ciecz moze wla¢ si¢ do wngtrza pipety!

— Nigdy nie odkladaj pipety na brzegu stotu, tak aby wystawata poza obreb stotu. Taka
pipete mozna przypadkowo straci¢ na ziemig, co moze doprowadzi¢ do jej
nieodwracalnego uszkodzenia!

— Nie trzymaj pipety w re¢ce bez potrzeby. Powoduje to jej niepotrzebne ogrzewanie. Poza
tym taka pipeta moze przypadkowo wypas¢ z rak.

— Nigdy nie nastawiaj obj¢tosci poza wyznaczong skalg, gdyz moze to doprowadzi¢ do
rozkalibrowania pipety lub jej uszkodzenia.

— W przypadku pipetowania lepkich cieczy koficowke z zewnatrz mozna delikatnie wytrze¢
recznikiem papierowym (usunigcie nadmiaru cieczy).

— Nie zanurzaj pipety gleboko w pipetowane;j cieczy, gdyz na zewngtrznych $ciankach moze
gromadzi¢ si¢ dodatkowa porcja cieczy, co zwigksza niedokfadno$¢ pipetowania.

— Pamigtaj o zmianie koncowek przy pipetowaniu réznych odczynnikéw, aby nie
spowodowac ich zanieczyszczenia.

— Pamigtaj, aby podczas dozowania cieczy nie zanurza¢ koncowki (nie dotyczy pipetowania
matych obj e;tos01) W przypadku dozowania matych obj¢tosci (kilkadziesiat mikrolitrow i
mniej) mozna koncodwka pipety dotkng¢ powierzchni cieczy (ale nie zanurza¢ koncowki
gleboko pod powierzchnig).

10.2.1. Nauka prawidlowego i dokladnego pipetowania
Celem ¢wiczenia jest nauka prawidtowego korzystania z nastawnej pipety automatyczne;j.

Postepowanie
Do 5 ependrofek odpipetowac nastgpujace ilosci poszczegolnych barwnikow:

nr proby | oranz G [ul] | blekit bromofenolowy [ul] | ksylenocyjanol [pl]
1 20 100 30
2 50 40 60
3 50 100 —
4 90 — 60
5 80 70 —

W kazdej ependorfce powinno by¢ 150 ul cieczy. Ustaw pipete na taka objetos¢
1 pobierz zawarto$¢ ependorfki. Sprawdz, czy w ependorfce pozostata ciecz, czy tez jej
zabrakto (w koncowce pipety pojawil si¢ babel powietrza). Swoje obserwaCJe skonsultu;
z prowadzacym ¢wiczenia. W przypadku duzych bledéw w pipetowaniu powtorz ¢wiczenie.

Materialy i odczynniki

— Pipeta automatyczna w zakresie 20-200 ul

— Probowki typu Eppendorf 1,5 ml (ependortki)

— Koncowki do pipet

— Roztwory barwnikow: 0,25% Oranz G, 0,25% bftekit bromofenolowy oraz 0,25%
ksylencyjanol
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10.2.2. Sprawdzanie kalibracji pipety automatycznej

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ ze sposobem sprawdzania kalibracji pipety nastawne;.

Postepowanie

1. Ustaw pipete na 100 pl.

2. Dziesig¢ razy dozuj wodg destylowang do zlewki umieszczonej na wadze za kazdym
razem zapisujac mas¢ wody.

3. Powtorz to samo dla objetosci 500 ul i 1000 pl.

Opracowanie wynikow

1. Przelicz mas¢ wody na jej objetos¢ (gestos¢ wody w temp 20°C wynosi 0,9982 g/em’).

2. Dla kazdej serii danych zastosuj test Q-Dixona, aby wyeliminowac ewentualne btedy
grube.

3. Dla kazdego zakresu oblicz:

4. Maksymalny rozrzut

5. Srednig;

6. Odchylenie standardowe (niepewnos¢ pojedynczego pomiaru) i btad standardowy
(niepewnos¢ sredniej 10 pomiarow);

7. Testem t-Studenta sprawdz, czy uzyskane S$rednie istotnie roznig si¢ od wartosci
oczekiwanych (ustawionych wartos$ci pipety).

8. Poréwnaj uzyskane wyniki (maksymalny rozrzut, srednia i odchylenie standardowe) z
wynikami uzyskanymi przez inne grupy i wyciagnij wnioski.

Materialy

Pipeta automatyczna w zakresie 100-1000 pl
Koncowki do pipet

Woda

Naczynie wagowe

Waga

10.2.3. Pomiar gestosci roztworu sacharozy

Celem ¢wiczenia jest nauka pipetowania roztworow o duzej gestosci.

Postepowanie

1. Sporzadz 50 g 40% roztworu sacharozy.

2. Ustaw pipete na 1000 pl.

3. Dziesig¢ razy dozuj roztwor sacharozy do zlewki umieszczonej na wadze za kazdym

razem zapisujac mase roztworu. Do dozowania zastosuj pipetowanie odwrotne. Pamietaj,
aby przez dozowaniem wytrze¢ z zewnatrz koncowke pipety.

Opracowanie wynikow

N

Nhw =

Dla kazdego wyniku oblicz gestos¢ roztworu sacharozy.

Zastosuj test Q-Dixona, aby wyeliminowac¢ ewentualne bledy grube.

Oblicz:

Srednig gestose;

Odchylenie standardowe (niepewnos$¢ pojedynczego wyniku) i1 blad standardowy
(niepewnos¢ sredniej 10 pomiarow);

Testem t-Studenta sprawdz, czy uzyskana $rednia wartos¢ istotnie r6ézni 51% od wartos$ci
oczekiwanej (gestos¢ 40% roztworu sacharozy w 20°C wynosi 1176,48 kg/m”).
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7. Pordéwnaj uzyskane wyniki ($rednia i odchylenie standardowe) z wynikami uzyskanymi
przez inne grupy i wyciggnij wnioski.

Materiaty

— Pipeta automatyczna w zakresie 100-1000 pl
— Koncéwki do pipet

— Woda

— Sacharoza

— Naczynie wagowe

— Waga

— Mieszadlo magnetyczne

Literatura
Szczepaniak W. ,,Metody instrumentalne w analizie chemicznej”. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2002, Rozdzialty 1, 2 1 3.

10.2.4. Wyznaczanie krzywej standardowej zwiazku barwnego metoda najmniejszych
kwadratow

Cwiczenie ma na celu wyznaczenie, metoda najmniejszych kwadratow, krzywej standardowej
dla DCIP (dichlorofenyloindofenol).

Postepowanie
1. W probowkach, na podstawie tabeli, sporzadzi¢ po 10 ml roztworéw DCIP o réznych
stezeniach molowych.

or objetos¢ 100 uM H,0 koﬂcm:ve teoretyczne
préby DCIP [ml] stezenie DCIP
[m] [uM]

1 0,5 9,5 5

2 1,0 9,0 10

3 1,5 8,5 15

4 2,0 8,0 20

5 2,5 7,5 25

6 3,5 6,5 35

7 4,5 5,5 45

8 5,0 5,0 50

9 6,0 4,0 60

10 7,0 3,0 70

2. Przed przystapieniem do pomiardéw nalezy napetni¢ kuwete woda i przy dtugosci fali 600
nm (Aepo) ustawi¢ warto§¢ absorpcji, wskazywang przez spektrofotometr na 0.

3. Z kazdej probowki pobra¢ kolejno do kuwety spektrofotometryczneJ (zaczynajac od
najnizszego stgzenia) po 1,5 ml roztworu i zmierzyé, za pomoca spektrofotometru,
absorpcj¢ przy dlugosci fali 600 nm. Pomiar warto$ci absorpcji nalezy powtorzy¢
pigciokrotnie, po kazdym odczycie kuwete nalezy optuka¢ woda i doktadnie osuszy¢.
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Opracowanie wynikow

1.

2.
3.

Wyniki pomiaréw_nalezy umiesci¢ w tabeli, wiedzac ze ¢ dla DCIP przy A = 600 nm
wynosi 16 100 dm’ /mol cm.

koncowe A zeni
koncowe stezenie
teoretyczne As00 DCIP wyznaczone
zeni i
stezenie na podstawie Agoo

DCIP
[LM] Ar | A2 | A3 | As | As | Agednia [uM]

5
10
15
20
25
35
45
50
60
70

Na podstawie tabeli wykresli¢, na papierze milimetrowym, krzywa dla zalezno$ci $rednie;j
absorpcji przy A = 600 nm (y) od stezenia DCIP (x).

Wyznaczyc metodg najmniejszych kwadratow prosta (krzywa standardowa), podaé
roOwnanie prostej regresji oraz wspdtczynnik korelacji dla zalezno$ci Agoonm = f (mM
DCIP). Umiesci¢ wyznaczong krzywa standardowa na wykresie przygotowanym w
podpunkcie 2. Obliczenia zataczy¢ do sprawozdania.

4. Obliczy¢ odchylenie standardowe dla wyznaczonej krzywej wzorcowe;.

Materialy i odczynniki

100 uM wodny roztwér DCIP (dichlorofenyloindofenol)

10 probowek szklanych

pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 pl

pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

plastikowe kuwety spektrofotometryczne o pojemnosci 1,5 ml
spektrofotometr VIS
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10.2.5. Wykorzystanie metody najmniejszych kwadratow do sporzadzenia krzywej
wzorcowej do oznaczania ilosci bialka metoda Bradforda
Bradford M.M (1976) Anal. Biochem. 72, 248-250

Postepowanie

1.

W probéwkach, na podstawie tabeli, sporzadzi¢ po 9 ml roztwordéw, zawierajacych rézne
ilosci BSA z odczynnikiem Bradforda.

nr ilos¢ roztworu H,O odczynnik Bradforda
proby BSa [u] [mi]
[ud]
1 0 300 2,7
2 15 285
3 30 270
4 45 255 8,7
5 60 240
6 120 180

Przed przystapieniem do pomiaréw nalezy doda¢ do kuwety 3 ml roztworu z probéwki 1
(proba zerowa) 1 przy dtugosci fali 595 nm ustawi¢ wartos¢ absorpcji, wskazywang przez
spektrofotometr, na 0.

. Z kazdej proboéwki pobrac kolejno do kuwety spektrofotometrycznej po 3 ml roztworu (od

probowki nr 2 do nr 6) 1 zmierzy¢, za pomocg spektrofotometru, absorpcj¢ przy dtugosci
fali 595 nm. Pomiar warto$ci absorpcji nalezy powtorzy¢ trzykrotnie, po kazdym odczycie
kuwetg nalezy optuka¢ wodg i doktadnie osuszy¢.

Opracowanie wynikow

1.

)]

Wyniki pomiaréw nalezy umiesci¢ w ponizszej tabeli.

Asos
Ay Ay Az | Agrednia

ng BSA

5
10
15
20
40

Na podstawie tabeli wykresli¢, na papierze milimetrowym, krzywa dla zaleznosci Sredniej
absorpcji przy A = 595 nm (y) od ilosci BSA (x). Uwzgledni¢, ze gdy w mierzonej probie
nie ma biatka, w warunkach naszego doswiadczenia warto$¢ Asosnm =
Wyznaczy¢ metodg najmniejszych kwadratow prostg (krzywa standardowa), podaé
réwnane prostej regresji oraz wspolczynnik korelacji dla zaleznosci Asosym= f (Lg BSA).
Umie$ci¢ wyznaczong krzywa standardowa na wykresie przygotowanym w podpunkcie 2.
Obliczenia zataczy¢ do sprawozdania.
Obliczy¢ odchylenie standardowe dla wyznaczonej krzywej wzorcowe;.
Na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczonej metodg najmniejszych kwadratow
wyznaczy¢ stezenie biatka 1 wyrazi¢ je w mg/ml dla roztworu, ktérego absorpcja przy
A = 595 nm wynosi 0,42. Poréwnac tg warto$¢ z warto$cig wyznaczong graficznie na
podstawie krzywej z punktu 2.
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Materialy i odczynniki

- wodny roztwér BSA o stezeniu 1 mg/ml

- odczynnik Bradforda

- 6 probowek szklanych

- pipeta automatyczna o zakresie od 10 do 100 pl

- pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 pl

- pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

- kuwety spektrofotometryczne plastikowe o pojemnosci 3,5 ml
- spektrofotometr VIS

10.2.6. Rozklad normalny wysokosci pedow i ilosci lisci siewek grochu

Cwiczenie ma na celu wykonanie rozktadu normalnego cech osobniczych dla populacji
siewek grochu.

Postepowanie
1. Zmierzy¢, z doktadnosciag do 1 mm, wysokos¢ pedow 100 losowo wybranych siewek
grochu.

2. Policzy¢ liczbe lisci dla kazdej rosliny z puli losowo wybranej przez prowadzacego.

Opracowanie wynikow

1. Na podstawie zebranych danych wykresli¢, na papierze milimetrowym, krzywa
przedstawiajaca zaleznos¢ liczby roslin o danej wysokosci pedu a wysokoscig pedu.

2. Wykona¢, analogiczny do opisanego w punkcie pierwszym, wykres dla zaleznosci liczby
lisci od liczby roslin posiadajacych dang liczbe lisci.

3. Dla wysokosci pedu i liczby lisci obliczy¢ warto$¢ §redniej populacji ,,u” oraz odchylenia
standardowego populacji ,,6”. Na podstawie tych danych zaznaczy¢ na wykresach z
podpunktoéw 1 i 2 przedziat ufnosci oraz przedzialty krytyczne. Obliczy¢ i wyrazi¢ w %
zmienno$¢ osobniczg dla obu cech w badanej populacji grochu.

Materiaty

- taca z siewkami grochu
- linjjka z doktadnoscig do 1 mm
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10.3. WIROWANIE
10.3.1. Izolacja chloroplastow

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z podstawowymi metodami frakcjonowania komorki
przy uzyciu homogenizacji, wirowania oraz wirowania w gradiencie sacharozy. Podczas
¢wiczenia studenci wyizoluja chloroplasty z lisci groszku 1 sprawdzg ich aktywnos¢.

Postepowanie
Sporzadzanie roztworow

Bufor do homogenizacji (250 ml)
Do 200 ml dejonizowanej wody dodaj:

0,35 M Sorbitol 1595¢

50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 12,5ml 1 M Tris-HCI
5 mM EDTA 2,5ml 0,5M EDTA
0.1% BSA 250 mg

Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikow uzupelnij dejonizowang woda do 250 ml. Przed
uzyciem dodaj 250 pl B-merkaptoetanolu.

Bufor do plukania (150 ml)
Do 80 ml dejonizowanej wody doda;j:

0,35 M Sorbitol 9,57 g
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 7,5ml 1 M Tris-HC1
2,5 mM EDTA 0,75 ml 0,5M EDTA

Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw uzupetnij woda do 150 ml.

52% roztwor sacharozy (100 ml)
Do 50 ml dejonizowanej wody doda;j:

Sacharoza 52¢g
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 5 ml 1 M Tris-HCI
2,5 mM EDTA 0,5 ml 0,5M EDTA

Po rozpuszczeniu wszystkich skladnikow uzupelnij woda do 100 ml. W przypadku
niecatkowitego rozpuszczenia sacharozy zlewke lekko podgrze;.

30% roztwor sacharozy (100 ml)
Do 50 ml dejonizowanej wody doda;j:

Sacharoza 30g
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) S ml 1 M Tris-HCI
2,5 mM EDTA 0,5ml 0,5M EDTA

Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikow uzupetnij woda do 100 ml.

Wszystkie roztwory po sporzadzeniu nalezy schtodzi¢ w lodzie.

Przygotowanie gradientu sacharozy

Do probowki wirowkowej 28 ml nanie$ na dno 10 ml 52% roztworu sacharozy. Nast¢pnie

ostroznie nanie$ 10 ml 30% roztworu sacharozy. Przygotowane gradienty trzymaj w lodzie do
czasu ich uzycia.

19



Preparacja chloroplastow

e e A

1.
12.

13

Z siewek grochu zbierz 50 g mtodych zdrowych lidci.

Liscie umie$¢ w schtodzonym homogenizatorze.

Dodaj 250 ml buforu do homogenizacji i homogenizuj 30s.

Homogenizat przefiltruj przez tetrowa pieluche.

Homogenizat przenie$ do czterech probéwek wirowkowych 60 ml.

Wiruyj przez 5 minut przy 1000g w 4°C.

Zlej supernatant, a osad delikatnie zawie$ pedzelkiem w 5 ml buforu do ptukania.
Zawiesing ostroznie nanie$ na przygotowany gradient sacharozy.

Wiruyj przez 45 minut przy 5500g w 4°C w rotorze horyzontalnym.

. Przyjrzyj si¢ rozmieszczeniu zielonych prazkéw na uzyskanym gradiencie. Uzywajac

pipetki pasterowskiej delikatnie zbierz chloroplasty z granicy faz 52%/30% 1 przenie$ do
nowej probowki wirowkowe;.

Dodaj 15 ml buforu ptuczacego. Zawarto$¢ probowki delikatnie wymieszaj 1 wiruj przez
15 minut przy 1500g w 4°C.

Ostroznie usun supernatant.

. Preparat zawies w 0,5 ml wody destylowane;.

Wyznaczanie widma chlorofilu

1.

2.
3.

Do probowki wlej 6 ml 80% acetonu i zawie§ w nim 30 pl uzyskanego preparatu
chloroplastow.

Po 5 minutach inkubacji zawarto$¢ probowki przefiltruj przez krazek z bibuly filtracyjne;.
Zmierz widmo przygotowanego preparatu w zakresie §wiatta widzialnego.

Opracowanie wynikow

1.

2.
3.

4.

Narysuj schemat gradientu sacharozy po wirowaniu. Opisz, jakie sktadniki komorki
znajdujg si¢ na poszczegolnych poziomach gradientu.

Narysuj widmo chlorofilu i podaj dtugosci fal, przy ktorych wystepuja maksima absorpcji.
Napisz, jaka rol¢ pelnia poszczegolne sktadniki buforow i roztworow uzywanych podczas
preparacji chloroplastow.

Napisz, jakie procesy zachodzg w kolejnych etapach preparacji chloroplastow.

Materialy i odczynniki

Pipety automatyczne

Pipety pasterowskie

Zlewki

Cylindry miarowe

Lejek

Bibula filtracyjna

Kuwety szklane lub kwarcowe
Mieszadta magnetyczne
Koncowki do pipet

Sacharoza

Dwutygodniowe siewki groszku.
Sacharoza

Sorbitol

1 M Tris-HCI, pH 8,0

0,5 M EDTA, pH 8,0

Bufor DCIP (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM sacharoza, 50 mM KCI, 0,5 mM DCIP)
80% aceton
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10.3.2. Otrzymanie preparatu tylakoidow z materialu roslinnego metoda wirowania
réznicowego

Postepowanie

1.
2.

3.

10.

1.

Dwutygodniowe siewki grochu obra¢ dokladnie z liSci. Liscie zwazy¢ i umiesci¢
w homogenizatorze kielichowym.

Na kazde 50 g lisci doda¢ 250 ml zimnego (4°C) buforu A (bufor izotoniczny). Liscie
dobrze zanurzy¢ w buforze i homogemzowac przez 30 s.

Uzyskany homogenat przesaczy¢ przez fizeling lub poczwornie ztozong tetrg¢ do zlewki
umieszczonej w lodzie w celu usunigcia resztek niezhomogenizowanego materiatu
roslinnego.

Z przesaczu pobra¢ 5 ml preparatu (zawierajacego chloroplasty) do probowki, umiescic¢
w lodzie i zachowac¢ do dalszych ¢wiczen.

Uzyskang zawiesing materialu komorkowego przenies¢ do schtodzonych probowek
w1rowkowych 0 pojemnosci 60 ml.

Probowki zrownowazy¢ parami. Tak przygotowany material wirowaé przez 5 minut
w rotorze katowym w temperaturze 4°C przy obrotach zapewniajacych przyspieszenie
rzgdu 1 0000 />xg. W wyniku wirowania uzyskujemy osad chloroplastow oraz supernatant
zawierajacy pozostate elementy komorki.

Supernatant usuwamy a osad chloroplastow zawieszamy bardzo doktadnie w 10 ml
zimnego buforu B (bufor hipotoniczny), uzywajac do tego pedzelka.

Zawieszony osad przenosimy do dwdch czystych probowek wiréwkowych o pojemnosci
60 ml, dodajemy 40 ml buforu B a nastgpnie probowki rownowazymy.

W wyniku 3 minutowej inkubacji nastgpuje pekanie chloroplastow 1 uwalnianie
tylakoidow. Po zréwnowazeniu wirujemy 30 sekund w temp. 4°C przy przyspieszeniu
wynoszacym 1 000[1x[]g.

Ponownie uzyskujemy osad oraz supernatant, ktory delikatnie i ostroznie zlewamy do
czystych probéwek. Probowki rownowazymy uzywajac do tego buforu B 1 wirujemy
kolejny raz w temp. 4°C przy przyspieszeniu wynoszacym 3 00071 x[]g przez 10 minut.
Uzyskany preparat tylakoidow zachowujemy do nastgpnego C¢wiczenia caly czas
trzymajac go w lodzie.

Materialy i odczynniki

dwutygodniowe siewki grochu

bufor A do homogenizacji materiatu roslinnego: 50 mM Tris-HCI pH 7,5 z 0,3 M
sacharozg, 10 mM NaCl

bufor B do przemywania: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5 z 50 mM sacharoza, 10 mM NaCl
probowki wirdéwkowe o pojemnosci 60 ml

pedzel, fizelina lub tetra

roztwory sacharozy o nastgpujacych stezeniach: 10% (w/w), 30% (w/w), 40% (w/w), 60%
(W/w)
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10.3.3. Skokowy gradient gestosci sacharozy

Postepowanie

1. Do trzech zlewek odmierzy¢ po 20 ml roztwordw sacharozy o st¢zeniach 30, 40 1 60%.

2. Za pomocg pipety Pasteur’a nanie§¢ na dno probowki wirowkowej 20 ml roztworu
sacharozy o stezeniu 60% tak aby nie zwilzy¢ §cianek probéwki nad roztworem.

3. Nastepnie na roztwor 60% sacharozy nanie$¢ pipetka 20 ml roztworu 40%. Roztwor
nanosi¢ powoli, aby warstwy sacharozy nie zmieszaty sie¢.

4. Po naniesieniu 40% sacharozy w identyczny sposdb nanosimy 20 ml roztwor 30%
sacharozy (Rys. 10.1).

Rys.10.1. Przygotowany skokowy gradient gestosci sacharozy

Materialy i odczynniki

- roztwory sacharozy o nastepujacych stezeniach: 10% (w/w), 30% (w/w), 40% (w/w), 60%
(W/w)

- pipeta Pasteur’a
- cztery probowki szklane o pojemnosci 80 ml

10.3.4. Ciagly gradient gestosci sacharozy

Postepowanie

1. Do dwoch zlewek przygotowaé po 30 ml roztworéw sacharozy o stezeniach 10% (w/w)
oraz 60% (w/w).

2. Nastepnie roztwory sacharozy wla¢ do dwoch cylindréw naczyn potaczonych w sposob
przedstawiony na schemacie (Rys. 10.2Rys.)

MIESZADLO

Gestos¢ sacharozy:

w temperaturze 4°C:

10% (w/w) =1,0407 g/cm’
60% (w/w) =1,2941 g/cm’

10 %

Gradient

Do probdwki wirdwkowej

Rys. 10.2 Schemat naczyn polgczonych uiywanych do przygotowania cigglego gradientu gestosci

22



3.

4.

5.

W celu uzyskania gradientu wlaczy¢ mieszanie, delikatnie otworzy¢ zawor taczacy
naczynla potaczone, nastgpnie rurke odprowadza_]ch roztwor z naczyn potaczonych
umiesci¢ na dnie probowk1 w1rowkowe_]

Delikatnie otworzy¢ zawor naczyn potaczonych tak aby wyplyw roztworu sacharozy
oscylowat w granicach 1-1,5 ml/min.

Po ustaleniu gradientu probowki przenosi¢ bardzo delikatnie.

Materialy i odczynniki

roztwory sacharozy o nastepujacych stezeniach: 10% (w/w), 60% (W/w)
cztery probowki szklane o pojemnosci 80 ml

naczynia polaczone

mieszadlo

10.3.5. Ciagly gradient gestosci perkolu

Postepowanie

1. Do dwoéch probowek wirowkowych wykonanych z poliweglanu o pojemnosci 30 ml wla¢
25 ml perkolu.

2. Nastepnie w celu uzyskania gradientu perkolu wirowaé¢ w rotorze horyzontalnym przez
60 min przy 10 000xg.

3. W wyniku wirowania otrzymujemy gradient perkolu gotowy do rozdzialu i oczyszczania

chloroplastow.

Materialy i odczynniki

perkol
probowki wirdéwkowe o pojemnosci 30 ml, wykonane z poliwgglanu

10.3.6. Rozdzial preparatu chloroplastow metoda wirowania w gradiencie gestosci

Postepowanie

1.

Na uprzednio przygotowany ciggly gradient gestosci sacharozy lub perkolu (rozdziat
10.3.4 i 10.3.5) nanosimy delikatnie za pomocg pipety 2 ml preparatu chloroplastow,
uzyskanego w doswiadczeniu 11.2.4. Nastepnie probowki po zrownowazeniu parami
umieszczamy w rotorze horyzontalnym i poddajemy wirowaniu w czasie 1 godziny
w temperaturze 4°C z przyspieszeniem wynoszacym 5 000xg.

W wyniku wirowania nastepuje rozdziat preparatu chloroplastow na frakcje zawierajace
odpowiednio:

cale tylakoidy

uszkodzone tylakoidy

btony tylakoidow

agregaty tylakoidow

pozostate zanieczyszczenia
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10.3.7. Rozdzial preparatu tylakoidow metoda wirowania w skokowym gradiencie

gestosci

Postepowanie

1. Na uprzednio przygotowany skokowy gradient gesto$ci sacharozy (rozdzial 10.3.3)
nanosimy delikatnie za pomoca pipety 2 ml preparatu tylakoidow, otrzymanego
w do$wiadczeniu 11.2.4.

2. Nastepnie probowki po zréwnowazeniu parami umieszczamy w rotorze horyzontalnym
i poddajemy wirowaniu w czasie 1 godziny w temperaturze 4°C z przyspieszeniem
wynoszacym 4 000xg.

3. W wyniku wirowania nastepuje rozdziat preparatu tylakoidow na frakcje zawierajace

odpowiednio:

cate tylakoidy

uszkodzone tylakoidy
btony tylakoidow

agregaty tylakoidow
pozostate zanieczyszczenia

Opracowanie wynikow

1.

Przedstawi¢ na schematach wyniki wirowania w gradientach gestosci preparatow
chloroplastow oraz tylakoidow.

2. Okresli¢ wizualnie czystos$¢ oraz jednorodno$¢ kazdej preparacii.
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10.4. POTENCJOMETRIA

10.4.1. Charakterystyka elektrody szklanej

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie zaleznosci sity elektromotorycznej (SEM) od wartosci pH
dla elektrody szklanej zespolonej, znalezienia wspdlczynnika proporcjonalnos$ci
k i porébwnanie go z wartoscig teoretyczna.

Postepowanie

1. W zlewce 100 ml przygotuj 50 ml roztworu wedtug Brittona-Robinsona (0,04 M
CH3COOH, 0,04 M H3PO4, 0,04 M H3BO3);

Zlewke umie$¢ na mieszadle magnetycznym, a w roztworze zanurz elektrod¢ pH-metru.
pH-metr przetagcz w tryb pomiaréw potencjometrycznych [mV].

Do zlewki dodawaj 0,2 M NaOH w porcjach po 5 ml. Po kazdej dodanej porcji odczytaj
1 zapisz warto$¢ SEM. Po dodaniu porcji NaOH nalezy poczeka¢ na ustabilizowanie sig
wskazan elektrody. Pomiary przerwij po dodaniu 8 porcji (fagcznie 40 ml) 0,2 M NaOH).

P

Opracowanie wynikow
1. Sporzadz wykres zaleznosci SEM (0§ y) od pH (0§ x). Wartosci pH dla kolejnych porcji
0,2 M przedstawia ponizsza tabela.

L.p. Objetos¢ 0,2 M NaOH pH
1 5ml 2,21
2 10 ml 3,29
3 15 ml 4,56
4 20 ml 5,72
5 25 ml 6,80
6 30 ml 7,96
7 35 ml 9,15
8 40 ml 10,38

2. Dla obszaru, w ktorym zalezno$¢ jest liniowa wyznacz wspdlczynniki regresji liniowej
(Y = a X + b). Wspdlczynnik a jest poszukiwanym molowym wspotczynnikiem
proporcjonalnosci.

3. Poréwnaj obliczony wspodtczynnik proporcjonalnosci z wartoscig teoretyczng
(k = 2,303 RT/nF dla 25°C ma wartos¢ 59,1 mV). Uzyskany wynik wyraz w %
wartos$ci teoretyczne;.

Materialy i odczynniki

— Pipeta automatyczna

—  pH-metr

— Elektroda szklana zespolona
— Zlewki 100 ml (1 sztuka)

— Cylindry miarowe

— Mieszadlo magnetyczne

— 1 M kwas octowy CH;COOH
— 1 M kwas fosforowy H3PO4
— 0,2 M kwas borowy H3BO3
- 0,2 M NaOH
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10.4.2. Miareczkowanie potencjometryczne aminokwasow

Celem ¢wiczenia jest eksperymentalne wyznaczenie metoda graficzng pl aminokwasu oraz
stalej dysocjacji (pK) jego grupy aminowej oraz grupy bocznej.

Postepowanie

1. Biurete automatyczng napetnij roztworem 0,2 M NaOH.

2. Do zlewki wlej 20 ml 50 mM roztworu histydyny.

3. Zlewke umie$¢ na mieszadle magnetycznym, a w roztworze zanurz elektrod¢ pH-metru.

4. Zapomoca 1 M HCI doprowadz pH roztworu do wartosci ok. 2.

5. Za pomoca biurety automatycznej dodawaj po 0,1 ml 0,2 M NaOH. Po ustabilizowaniu
si¢ wskazania pH-metru odczytaj 1 zapisz wartosc pH. Miareczkowanie kontynuuj do
uzyskania pH o wartosci ok. 12.

Opracowanie wynikow
1. Uzyskane wyniki pomiaré6w umies¢ w tabeli:

nr | 0,2 M NaOH [ml] | wartos¢ pH
1 0 ~2,00
0,1
n ~12

2. Na papierze milimetrowym sporzadz wykres zaleznosci pH (0§ y) od objetosci dodanego
NaOH (oS x).

3. W oparciu o wykonany wykres wyznaczy¢ metoda graficzng wartosci: pl; pK grupy a-

aminowej oraz pK grupy bocznej histydyny.

Poréwnaj uzyskane warto$ci z warto$ciami teoretycznymi.

Napisz réwnanie dysocjacji histydyny.

wnhk

Materialy i odczynniki

— Biureta automatyczna

—  pH-metr

— elektroda szklana zespolona
— Zlewka 100 ml

— Cylindry miarowe

— Mieszadlo magnetyczne

— 50 mM roztwér histydyny
- 1 MHCI

- 0,2 M NaOH
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10.4.3. Wyznaczanie pojemnosci buforowej buforu octanowego.

Celem ¢wiczenia jest eksperymentalne wyznaczenie metodg graficzng maksymalnej wartosci
buforowej buforu octowego i statej dysocjacji pK kwasu octowego.

Postepowanie

1. Biurete automatyczng napetnij roztworem 0,2 M NaOH.

2. Do zlewki wlej 20 ml 0,2 M roztworu buforu octowego.

3. Zlewke¢ umie$¢ na mieszadle magnetycznym, a w roztworze zanurz elektrode pH-metru.

4. Odczytaj warto$¢ pH. Za pomocg biurety automatycznej dodawaj po 0,5 ml 0,2 M NaOH.

Po ustabilizowaniu si¢ wskazania pH-metru odczytaj 1 zapisz wartos¢ pH.
Miareczkowanie kontynuuj do uzyskania pH o wartos$ci ok. 9.

Opracowanie wynikow

1.

3.

Dla kazdej wartosci pH oblicz pojemnos¢ buforowa. Uzyskane wyniki pomiaréw umies¢
w tabeli:

nr | pH | pojemnos¢ buforowa (f)
1

2

n | ~9

Sporzadz wykres zalezno$ci pojemnosci buforowej B (0$ y) od wartosci pH (05§ x).

W oparciu o wykonany wykres wyznaczyc metoda graficzng warto$¢ pK grupy kwasu
octowego oraz maksymalng pojemnos$¢ buforowa buforu octanowego (podaj jego
stezenie).

Poréwnaj uzyskane warto$ci z warto$ciami teoretycznymi.

Materialy i odczynniki

Biureta automatyczna
pH-metr

Elektroda szklana zespolona
Zlewka 100 ml

Cylindry miarowe
Mieszadlo magnetyczne

50 mM kwas octowy

0,2 M NaOH
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10.4.4. Wyznaczanie pojemnosci buforowych dla buforéw o réznych wartosciach pH

Celem ¢wiczenia jest okreslenie zaleznosci pojemnosci buforowej od stosunku stezen
sktadnikow buforu.

Postepowanie

1.
2.

Napetni¢ biurete automatyczng 0,1 M NaOH lub 0,1 M HCI.

Przygotowa¢ w cylindrach miarowych, na podstawie tabeli, po 100 ml buforow
octanowych. Nastepnie sprawdzi¢ pehametrycznie warto$§¢ pH kazdego ze sporzadzonych
buforéw.

bufor 0,2 M 0,2 M pH
CH3COONa | CH3COOH | H,0 (wartosé
nr [ml] [ml] teoretyczna)
1 3,75 46,25 o — 3,6
2 13,25 36,75 i g 4,2
3 24,50 25,50 2° 4,6
4 35,00 15,00 5.3 5,0
5 45,50 4,50 5,6

Przygotowane bufory miareczkowac potencjometrycznie za pomocg 0,1 M HCI lub 0,1 M
NaOH. W tym celu do zlewki, o pojemnosci 50 ml, nalezy pobrac 25 ml danego buforu.
Zlewke z buforem umiesci¢ na mieszadle magnetycznym, zanurzy¢ w buforze elektrode
szklang zespolong i za pomocg biurety automatycznej dodawa¢ po 0,1 ml, 0,1 M NaOH
lub 0,1 M HCI. Po kazdorazowym dodaniu titranta zanotowac wskazania pH-metru.
Pomiar nalezy zakonczy¢, gdy wartos¢ pH buforu zmieni si¢ o jedng jednostke. Pomiar
nalezy powtorzy¢ trzykrotnie dla kazdego buforu.

Opracowanie wynikow

1.

2.
3.
4.

Wyniki pomiardw nalezy umiesci¢ w tabeli:

objetos¢ titranta potrzebna
bufor | do zmiany wartosci pH o jednostke
nr [ml]
Vl V2 V3 Vérednia
1
2
3
4
5

Dla kazdego miareczkowania sporzadzi¢, na papierze milimetrowym wykres zaleznoS$ci
pH () od objetosci dodanego titranta (x).

W oparciu o tabelg policzy¢ pojemnosci buforowe dla badanych buforéw, nastepnie
sporzadzi¢ wykres zalezno$ci pojemnosci buforowej () od pH buforu (x).

Opisa¢ zaobserwowang zalezno$¢ miedzy stosunkiem stezen sktadnikow buforu i jego pH
a pojemnoscia buforowa.
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Materialy i odczynniki

- 0,2 M CH3;COONa

- 0,2M CH;COOH

- 0,1 MHCI

- 0,1 M NaOH

- mieszadto magnetyczne

- biureta automatyczna

- elektroda szklana zespolona
- pH-metr

10.4.5. Wyznaczanie pojemnosci buforowej dla buforow o réoznym stezeniu
Celem ¢wiczenia jest okreslenie zaleznosci pojemnosci buforowej od stezenia buforu.
Postepowanie

1. Napetni¢ biurete automatyczng 0,05 M NaOH lub 0,05 M HCI.

2. Przygotowa¢ w cylindrze miarowym, na podstawie ponizszej tabeli, 100 ml buforu
wyjsciowego A (0,1 M bufor octanowy).

0,1 M 0.1 M .
bufor | CH;COONa | CH;COOH St‘?zeg“’fm"“’we
[ml] [ml] uioru
A 50 50 0.1 M

3. Korzystajac z buforu wyjsciowego A, na podstawie ponizszej tabeli, sporzadzi¢ po 100 ml
buforéow o stezeniu 0,02 M i 0,004 M.

stezenie bufor A
buforu [ml] H;0
0,02 M 20
uzupetni¢ do 100ml
0,004 M 4

4. Przygotowane bufory miareczkowac¢ potencjometrycznie za pomocg 0,05 M HCI lub 0,05
M NaOH. W tym celu do zlewki o pojemnosci 50 ml nalezy pobra¢ 25 ml danego buforu.
Zlewke z buforem umiesci¢ na mieszadle magnetycznym, zanurzy¢ w buforze elektrode
szklang zespolong 1 za pomocg biurety automatycznej dodawac po 0,1 ml, 0,05 M NaOH
lub 0,05 M HCI. Po kazdorazowym dodaniu titranta zanotowa¢ wskazania pH-metru.
Pomiar nalezy zakonczy¢, gdy wartos¢ pH buforu zmieni si¢ o jedng jednostke. Pomiar
nalezy powtorzy¢ trzykrotnie dla kazdego buforu.
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Opracowanie wynikow
1. Wyniki pomiaréw nalezy umiesci¢ w tabeli:

objetos¢ titranta potrzebna

stezenie do zmiany wartosci pH o jednostke
buforu [ml]
Vi \Z} V3 Virednia
0,1 M
0,02 M
0,004 M

2. Dla kazdego miareczkowania sporzadzi¢ na papierze milimetrowym wykres zalezno$ci
pH (¥) od objetosci dodanego titranta (x).

3. W oparciu o tabele policzy¢ pojemnosci buforowe dla badanych buforow.
4. Opisa¢ zaobserwowang zalezno$¢ miedzy stgzeniem buforu a pojemnoscia buforowa.

Materialy i odczynniki
- 0,1 M CH;COONa
- 0,1 M CH;COOH

- 0,05 M HCI
- 0,05 M NaOH

- mieszadto magnetyczne
- biureta automatyczna

- elektroda szklana zespolona

- pH-metr
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10.5. SPEKTROSKOPIA I SPEKTROFLUORYMETRIA

10.5.1. Wyznaczanie molowego wspoltczynnika absorpcji

Celem ¢wiczenia jest eksperymentalne wyznaczenie molowego wspolczynnika absorpcji przy
wykorzystaniu prawa Lamberta-Beera.

Postepowanie

l.
2.

Przygotuj 200 ml 100 uM DCIP (m.cz. DCIP wynosi 268,10 g/mol). [lo$¢ roztworu jest
wystarczajaca dla catej grupy

Przygotuj 10 probowek szklanych i sporzadz w nich po 10 ml roztworéw DCIP o r6znym
stezeniu postugujac si¢ ponizszg tabela:

Nr probowki | 100 uM DCIP [ml] | Woda dejonizowana [ml]
0 0,00 10,00
1 0,25 9,75
2 0,50 9,50
3 0,75 9,25
4 1,00 9,00
5 1,25 8,75
6 1,50 8,50
7 1,75 8,25
8 2,00 8,00
9 2,50 7,50

Zmierz absorbancje¢ przygotowanych roztworéw DCIP przy dtugosci fali 600 nm stosujac
probowke nr 0 jako probe odniesienia. Pomiary zacznij od najnizszych stezen do
najwyzszych. Dla kazdego stezenia wykonaj po trzy pomiary. Po kazdej zmianie stezenia
kuwetg optucz wodg dejonizowang i doktadnie osusz.

Opracowanie wynikow

1.
2.

Policz $rednig absorbancje¢ dla kazdego stezenia DCIP i sporzadZz wykres zalezno$ci
absorbancji od st¢zenia DCIP.

Stosujac metode najmniejszych kwadratow wyznacz wspotczynniki regresji liniowej
(Y = a X + b). Wspdlczynnik a jest poszukiwanym molowym wspdiczynnikiem
absorpcji &.

Ocen jako$¢ sporzadzonej krzywej wyznaczajac wspotczynnik korelacji liniowej
Pearsona r).

Poréwnaj uzyskane wartosci ¢ i r z warto§ciami uzyskanymi przez inne grupy.

Materialy i odczynniki

Spektrofotometr
Kuwety

Pipety automatyczne
Koncowki do pipet
Probowki szklane
Tryskawka

DCIP
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10.5.2. Wyznaczanie stezenia roztworu na podstawie prawa Lamberta-Beera

Cwiczenie ma na celu zapoznanie sie z praktycznym wykorzystaniem prawa Lamberta-Beera
do wyznaczania stezenia substancji w roztworze oraz graficznym obrazem widma w funkcji
stezenia.

Postepowanie
1. Przygotowac 50 ml roztworu DCIP o st¢zeniu 100 pM.

2. W probdéwkach, na podstawie przedstawionej nizej tabeli, sporzadzi¢ po 10 ml roztworéw
DCIP o réznych stgzeniach molowych.

nr proby ilos§¢ 100 uM DCIP H,O
[ml] [ml]

1 0,15 9,85
2 0,30 9,70
3 0,50 9,50
4 0,75 9,25
5 1,00 9,00
6 1,25 8,75
7 1,50 8,50
8 1,75 8,25
9 2,00 8,00
10 2,50 7,50

Czes¢ A

1. Przed przystapieniem do pomiaréw nalezy napetni¢ kuwet¢ woda do objetosci 2/3
iustawi¢ warto$¢ absorpcji przy dlugosci fali 600 nm (Agp), wskazywana przez
spektrofotometr na 0 (zerowanie aparatu).

2. Kolejno pobra¢ do kuwety spektrofotometrycznej, zaczynajac od najnizszego stezenia, po
1,5 ml roztworu z kazdej probowki i zmierzy¢, za pomoca spektrofotometru, absorpcje
przy dlugosci fali 600 nm. Pomiar wartosci absorpcji nalezy powtorzyc trzykrotnie, po
kazdej zmianie stezenia kuwete nalezy oplukaé¢ woda i doktadnie osuszyc.

Opracowanie wym‘ko'w
1. Wyniki pomiaréw nalezy umiescic W tabeli, molowy wspoétczynnik absorpcji dla DCIP —
& przy A = 600 nm wynosi 16 100 dm’ /mol cm.

koncowe A koncowe stezenie
teoretyczne 600 DCIP
stezenie wyznaczone
DCIP A A, A3 | Agrednia| Na podstawie Agoo
[uM] [M]
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2.
3,
4,

Na podstawie tabeli wykresli¢, na papierze milimetrowym, krzywa dla zaleznos$ci st¢zenia
DCIP (x) od absorpcji sredniej przy A = 600 nm (y).

Obliczy¢ odchylenie standardowe dla wyznaczonej krzywej wzorcowej i1 przedstawic je
na wykresie.

Poréwna¢ wyniki teoretyczne z wynikami pomiarowymi, a nastgpnie przeprowadzic
dyskusj¢ bledu zwracajac uwage na dokladnos$¢ i1 blad aparatu oraz bledy wynikajace
z wlasnej pracy.

Czes¢ B

1.

[98)

Przed przystqumem do pomiaréw widm nalezy napeni¢ kuwete woda do objetosci 2/3
1 wyznaczy¢ lini¢ podstawowa dla wartos¢ absorpcji przy dtugosci fali od 300 do 600 nm,
wskazywang przez spektrofotometr na 0 (zerowanie aparatu)

Kolejno pobra¢ do kuwety spektrofotometrycznej, zaczynajqc od najnizszego stezenia, po
1,5 ml roztworu z kazdej proboéwki i wyznaczy¢ widmo absorpcji za pomoca
spektrofotometru przy dlugosciach fali od 300 do 600 nm. Pomiary wykona¢ tak, aby
wszystkie wykresy zaleznosci absorpcji (A) od stezenia mozna bylo przedstawic’ na
jednym wykresie (technika pomiaréw zalezy od posiadanego spektrofotometru).

Pomiary wykona¢ przy kilku czasach odczytu absorpcji (szybkos¢ skanowania widma).
Obliczy¢ stezenia molowe DCIP w poszczegdlnych probowkach na podstawie prawa
Lamberta-Bera.

. Wyznaczy¢ wspolezynnik kalibracji (f), warto$é absorpcji roztworu 1% (A'”) oraz

srednig warto$§¢ wspotczynnika wilasciwego absorpcji (k) dla roztworu DCIP wraz
z odchyleniem standardowym.

Materialy i odczynniki

100 pM DCIP

woda destylowana

10 proboéwek szklanych

pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 pl

pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

kuwety spektrofotometryczne plastikowe o pojemnosci 1,5 ml i drodze optycznej réwnej
I cm

spektrofotometr VIS do pomiaréw punktowych oraz do pomiaréw widma w zakresie od
300 do 800 nm

10.5.3. Wplyw pH oraz potencjalu redoks na parametry spektralne zwigzkéow
chemicznych

10.5.3.1. Wplyw potencjalu redoks na parametry spektralne zwiazkow chemicznych

Cwiczenie ma na celu przedstawienie przyktadow, w jaki sposob zwiazki posiadajace
wiasciwosci oksydo-redukcyjne moga wptywaé na wlasciwosci spektralne zwigzkow
chemicznych.

Postepowanie

1.

Przygotowa¢ po 25 ml nastgpujacych roztworow: 0,5% (w/w) roztwor 2,6
dichlorofluoresceiny, 0,1% (w/w) roztwor manganianu (VII) potasu (nadmanganian
potasu) oraz 1% (w/w) roztwor heksacyjanozelazianu (III) potasu (zelazicyjanek potasu),
100 mM roztwor DCIP.

W probdwkach, na podstawie tabeli sporzadzi¢, po 10 ml r6znych rozcienczen roztworow
wyjsciowych.

33



nr . ilos¢ | H,O
préby odczynnik ] [ml] dodatek
1 2,6 dichlorofluoresceina 5 brak
2 2,6 dichlorofluoresceina 10 40 ul 1 M HC1
3 manganian (VII) potasu 120 brak
100 pl
4 manganian (VII) potasu 150 1% kwasu
- askorbinowego
5 heksacyjanozelazian (I1I) 40 — brak
potasu
6 heksacyjanozelazian (I1I) 30 10/10 Ol?wilsu
potasu askorbinowego
7 DCIP 1000 brak
8 DCIP 1000 10 ul 1 M HCI

3. Przed przystagpieniem do pomiarow nalezy napeli¢ kuwet¢ woda do objetosci 2/3
1 ustawi¢ wartos¢ absorpcji przy dlugosci fali od 300 do 800 nm, wskazywang przez
spektrofotometr na 0 (zerowanie aparatu).

4. Zmierzy¢ za pomoca spektrofotometru absorpcje w zakresie od 300 do 800 nm dla kazdej
przygotowanej proby.

Opracowanie wynikow

1. Opisa¢ za pomoca rownan reakcje chemiczne zachodzace w kazdej z badanych prob.

2. Na podstawie rownan reakcji chemicznych okresli¢ wpltyw dodatku oraz opisa¢ jak
zmienia on parametry spektralne danego odczynnika.

Materialy i odczynniki

- 10 probéwek szklanych

- pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 pl
- pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml

- kuwety spektrofotometryczne plastikowe o pojemnosci 1,5 ml i drodze optycznej rowne;j
l cm

- spektrofotometr VIS do pomiarow widma w zakresie od 300 do 800 nm
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10.5.3.2. Wplyw stopnia utlenienia na wlasnosci spektralne zwiazkéw chemicznych

Celem ¢wiczenia jest pokazanie na przyktadzie cytochromu c, ze wlasciwosci spektralne
zwigzkow chemicznych zalezg od ich stopnia utlenienia. Podczas eksperymentu studenci
przygotuja roztwor cytochromu ¢ w postaci zredukowanej 1 utlenionej oraz sprawdza jak,
stopien utlenienia wptywa na widmo absorpcyjne tego biatka.

Postepowanie
1. Przygotuj 3 czyste probowki szklane, a nastgpnie odmierz do nich roztwory wedhlug
ponizszej tabeli:

ar prob roztwor i jego ilo$¢
proby 1 ml I ml 0,1 ml

1 bufor roztwor cyt. ¢ woda dejonizowana
fosforanowy

2 bufor . .
fosforanowy roztwor cyt. ¢ | roztwor Ki[Fe(CN)g]

3 bufor rOZtWor vt roztwor kwasu
fosforanowy . askorbinowego

3. Odczekaj 10 minut i poréwnaj kolory kazdej z probéwek.
4. Zawartos¢ proboéwek przenie§ do kuwet i zmierz widma w zakresie 390-610 nm.

Opracowanie wynikow

1. Na podstawie sporzadzonych widm absorpcji wyznacz maksima absorpcji dla formy
utlenionej i zredukowanej cytochromu c.

2. Porownaj wszystkie 3 uzyskane widma absorpcyjnej 1 zastandw si¢, czy przygotowany
wyjsciowy roztwor cytochromu ¢ w wigkszym stopniu sktada si¢ z formy utlenionej, czy
zredukowane;j.

Materialy i odczynniki

— Spektrofotometr

— Kuwety

— Pipety automatyczne

— Koncowki do pipet

— Probowki szklane

— Roztwor cytochromu ¢ 0,4 mg/ml

— 0,1 M bufor fosforanowy pH 7,0

— 5 mM roztwor Ks;[Fe(CN)s]

— 10 mM roztwoér kwasu askorbinowego

Literatura

Szczepaniak W. ,Metody instrumentalne w analizie chemicznej”. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2002, Rozdziat 6.1.
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10.5.3.3. Wplyw pH na parametry spektralne zwigzkéw chemicznych

Wersja A

Celem ¢wiczenia jest pokazanie na przykladzie biekitu bromofenolowego, ze wlasciwosci
spektralne zwigzkow chemicznych zaleza od pH. Podczas eksperymentu studenci beda
obserwowaé, w jaki sposob barwa blekitu bromofenolowego zalezy od pH roztworu i zbadaja
widmo absorpcyjne tego zwigzku przy dwoch réznych wartosciach pH.

Postepowanie

1.

Przygotuj 50 ml 0,1 M kwasu cytrynowego i 50 ml 0,2 M Na,HPO, (kazda podgrupa
przygotowuje wlasny roztwor). W 40 ml nalezy rozpusci¢ odpowiednig ilo$¢ kwasu
cytrynowego lub Na,HPOy i uzupetni¢ do 50 ml.

Przygotuj 9 probowek szklanych i sporzadz w nich po 5 ml buforu cytrynianowo-
fosforanowego o roznych warto$ciach pH postugujac sie ponizsza tabela:

pH | 0,1 M kwas cytrynowy [ml] | 0,2 M Na,HPO4 [ml]
2,6 4,45 0,55
3,2 3,75 1,25
3,8 3,20 1,80
4.4 2,80 2,20
5,0 2,40 2,60
5,6 2,10 2,90
6,2 1,70 3,30
6,8 1,15 3,85
7,4 0,45 4,55

Do kazdej probowki dodaj po 50 pul 0,1% roztworu biekitu bromofenolowego i zawarto$é
probowki wymieszaj.

Zaobserwuj, jaki kolor przybrat biekit bromofenolowy w probéwkach o réznych
warto$ciach pH.

Przygotuj 4 kuwety. Do pierwszej wlej 1,5 ml wody, do drugiej 1,5 ml roztworu
z probowki o pH 2,6 (kolor z6tty), do trzeciej 1,5 ml roztworu z proboéwki o pH 7,4 (kolor
fioletowy), a do czwartej roztworu z probowki o kolorze przejsciowym (zanotuj pH).
Ustaw spektrofotometr na dtugos¢ fali A=400 nm i wyzeruj go wzgledem kuwety z woda.
Zmierz i zanotuj absorbancj¢ kuwet nr 2 1 3. Pomiary absorbancji powtarzaj zmniejszajac
za kazdym razem dlugos¢ fali o 20 nm. Pomiary przerwij przy dlugosci fali A=700 nm.

Opracowanie wynikow

1.

Sporzadz wykresy zaleznos$ci absorbancji A (0§ y) od dlugosci fali A (0§ x) dla roztworéw
btekitu bromofenolowego o 1 trzech roznych warto$ciach pH (dane zebrane w punkcie 6).

2. Metoda graficzng wyznacz punkt izozbestyczny bigkitu bromofenolowego, oraz maksima

absorpcji dla jego formy kwasowej 1 zasadowe;.

Materzaly i odczynniki

Spektrofotometr

Kuwety

Pipety automatyczne

Koncéwki do pipet

Probowki szklane

0,1% roztwor biegkitu bromofenolowego

kwas cytrynowy (m.cz. wynosi 192,12 g/mol)
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— wodorofosforam disodu Na,HPOy4 (m.cz. wynosi 141,96 g/mol)

Wersja B

Cwiczenie ma na celu przedstawienie, w jaki sposob pH moze wpltywaé na wihasciwosci
spektralne zwiazkoéw chemicznych, szczegdélnie dla wskaznikéw kwasowo-zasadowych,
ktorych przyktadem jest czerwien fenolowa.

Postepowanie
1. Przygotowa¢ 10 ml 0,1% (w/w) roztworu czerwieni fenolowe;.
2. W probowkach, na podstawie tabeli, sporzadzi¢nastepujace uktady pomiarowe:

o x a0« | Czerwien
N Odezynnik A | 15¢ 1 ogeynnik B | 193¢ | fenolowa | pH
proby [ml] [ml] (]
1 | 50mMNaB:O, | 3 | 01molKOH | 2 150 | 9,97

50 mM Na,B4O; | 425 | 0,1molHCI | 975 | 150 | 9,01
50 mM Na,BsO7 | 2,75 |  0,1molHCI | 225 | 150 | 7,94
66 mM KH,PO; | 2 | 66 mM Na,HPO; | 3 150 | 6,98
66 mM KH,PO4 | 2,5 | 66 mM Na,HPO4 | 2,5 150 | 6,81
66 mM KH,PO, | 3,5 | 66 mM Na,HPO, | 1,5 150 | 6,47
66 mM KH,PO, | 4,5 | 66 mM Na,HPO, | 0,5 150 | 591
0,2M CH;COOH | 1,5 |0,2M CH;COONa| 3.5 150 5,0

0 Q| N N | B WL

3. Przed przystgpieniem do pomiarow nalezy ustawi¢ warto$¢ absorpcji przy dtugosci fali od
300 do 800 nm, wskazywang przez spektrofotometr na 0 (zerowanie aparatu).

4. Zmierzy¢ za pomoca spektrofotometru absorpcje w zakresie od 300 do 800 nm dla kazdej
przygotowanej proby.

Opracowanie wynikow

1. Wyznaczy¢ dtugosci fali, przy jakich krzywe absorpcji tworzg punkty izobestyczne.

2. Wykresl krzywa zaleznos$ci absorbancji przy 615 nm od pH, okresl, w jakim punkcie tej
krzywej potowa zwigzku wystepuje w formie zasadowej a jaka w kwasowe;j.

3. Wyznacz pK dla czerwieni fenolowe;.

Materialy i odczynniki

- czerwien fenolowa

- 0,2 M CH3COONa

- 0,2 M CH;COOH

- 0,1 MKOH

- 0,1 MHCI

- 50 mM Na,;B407

- 66 mM KH2P04

- 66 mM NazHPO4

- 8 probowek szklanych
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10.5.4. Spektrofotometryczna analiza jakoSciowa

pipeta automatyczna o zakresie od 100 do 1 000 pl

pipeta automatyczna o zakresie od 1 do 5 ml
kuwety spektrofotometryczne plastikowe o pojemnosci 4,0 ml i drodze optycznej réwnej

1 cm

spektrofotometr VIS do pomiaréw widma w zakresie od 300 do 800 nm

Cwiczenie ma na celu zapoznanie si¢ z przyktadem spektroskopowej analizy jako$ciowej
zwigzkow chemicznych oraz prawem addytywnosci absorpciji.

Postepowanie
1.

Rl

W probéwkach, na podstawie tabeli, sporzadzi¢ po 10 ml nastepujacych rozcienczen
roztworéw wyjsciowych otrzymanych od prowadzacego ¢wiczenia.

nr odezvanik ilos¢ H,O
proby Y [pl] [m]

1 czern naftalenowa 60

2 2,6 dichlorofluoresceina 10 s

3 rodamina 12 e

4 manganian (VII) potasu 150 S

5 zielen malachitowa 25 =

6 heksacyjanozelazian (III) potasu 50 g

7 tionina 30 2

8§ |DCIP 1000 S

9 octan miedzi (II) 3000

10 indywidualna proba otrzymana od ustali¢ doswiadczalnie

prowadzacego ¢wiczenia rozcienczenie

Do pomiaréw odpipetowywac do kuwety po 1,5 ml roztworu.

Wyzerowac spektrofotometr na wodg.

Zarejestrowa¢ widmo absorpcji kazdej przygotowanej proby w zakresie od 300 do
800 nm.

Opracowanie wynikow

1.

2.

Dla proby indywidualnej zarejestrowaé pomiary w taki sposob,
charakterystyczne maksima absorpcji byty widoczne.

Na podstawie wszystkich zarejestrowanych widm okresli¢ sktad proby indywidualne;.

w probie tej moze znajdowac si¢ takze substancja nieoznaczona spektrofotometrycznie
podczas ¢wiczenia;

dla substancji nieznanej okresli¢ parametry spektralne (maksimum i minimum absorpcji).

aby wszystkie
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10.5.5. Spektrofluorymetria

Cwiczenie ma na celu przedstawienie zalezno$ci pomigdzy widmem absorpcji oraz widmem
fluorescencji oraz w jaki sposdb wyznacza si¢ i co to jest widmo wzbudzenia fluorescenc;ji.

Postepowanie

1.

W probowkach, na podstawie tabeli, sporzadzi¢ po 5 ml nastepujacych rozcienczen
roztworéw wyjsciowych.

nr . ilos¢
proby Odczynnik ] H>O [ml]
1 2,6-dichlorofluoresceina 10
2 2,6-dichlorofluoresceina 150 dopehnié do 5 ml
3 2,6-dichlorofluoresceina 450 p
4 rodamina 20
5 ekstrakt chlorofili z lisci grochu | 2000 dopelnic 80:/0nillcetonem do

Dla prob 1, 4, 5 zarejestrowa¢ widma absorpcji w zakresie od 300 do 800 nm. Pobierajac
do kuwet po 1,5 ml roztworu.

Okresli¢, przy jakiej dtugosci fali zwigzki te posiadajg maksima absorpcji.

Wyznaczy¢ na podstawie widm absorpcji, przy jakiej dlugosci fali nalezy wzbudza¢ dany
zwiazek, aby uzyska¢ maksymalng fluorescencje.

. Zarejestrowa¢ widma fluorescencji w zakresie od 400 do 700 nm dla wszystkich prob

w kuwetach o pojemnosci 2 ml.
Przeprowadzi¢ probg wygaszania fluorescencji w probie 1 dodajac do niej 20 pl IN HCI
1 zarejestrowa¢ widmo fluorescencji.

Opracowanie wynikow

1.

2.
3.

Opisa¢ zaleznos¢ pomiedzy widmem absorpcji i1 fluorescencji, wyznaczy¢ maksimum
fluorescencji, poda¢ prawo, jakie opisuje te zjawisko.

Przedstawi¢ mechanizm wygaszania fluorescencji dla fluoresceiny.

Wyjasni¢, dlaczego natezenie fluorescencji mierzone w tych samych warunkach dla préb
nr 2 1 3 jest nizsze niz dla préby nr 1.

Materialy i odczynniki

0,5% (w/w) roztwor 2,6-dichlorofluoresceiny

acetonowy ekstrakt chlorofilu z lisci grochu

0,25% (w/w) roztwor rodaminy

kuwety do pomiardw spektrofotometrycznych oraz fluorymetrycznych wykonane
z metaakrylu

kuweta kwarcowa

pipeta automatyczna o zakresie od 20 do 200 pl
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