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Tytut zajec:

Stacjonarna i czasorozdzielcza spektroskopia elektronowa w badaniach czasteczek
biologicznych

Numer zadania: 6

Cel: Czego uczen sie dowie? Jakie umiejetnosci zdobedzie lub rozwinie?

Uczniowie zapoznajg sie ze specyfikg badania czasteczek biologicznych metodami
stacjonarnej i czasorozdzielczej spektroskopii elektronowej (absorpcyjnej i
fluorescencyjnej).

Dowiedzg sie co to jest widmo absorpc;ji i fluorescencji i w jaki sposdb sie je mierzy. Poznajg
zasade dziatania spektrofotometru i spektrofluorymetru. Dowiedzg sie w jaki sposdb mierzy
sie zaniki fluorescencji.

Przekonajg sie, ze w zaleznosci od budowy chemicznej, substancje absorbujg i emitujg
promieniowanie o réznej energii, a wydajnos¢ fluorescencji moze zaleze¢ od srodowiska
(otoczenia) w jakim znajduje sie czgsteczka. Zaobserwujg, ze fluorescencja wybranego
ligandu (np. ryboflawiny) zalezy od tego czy jest w stanie wolnym, czy zwigzany z biatkiem
(aktywnym biologicznie).

Nauczg sie takze obstugi pipet automatycznych. Umiejetno$s¢ tg wykorzystajg
przygotowujgc samodzielnie roztwory do pomiardw.

Zajecia skierowane do uczniow grupy-przedszkelnej /klasy 1-3 liceum (niepotrzebne skreslic).

Czas potrzebny na realizacje scenariusza: 120 min.
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Etapy realizacji zajec (wraz z krétkim opisem):

1. Nauka obstugi pipet automatycznych (zakresy 0,5-10 ul; 10-100 pl, 100-1000 pl)
2. Omoéwienie budowy spektrofotometru oraz zasady pomiaru widm absorpcji

Wyijasnienie uczniom jaka jest rola najwazniejsze elementdéw spektrofotometru:

- lampa halogenowa (Vis) i lampa deuterowa (UV)

- monochromator - komora pomiarowa, w ktérej umieszczamy kuwete z badang prébka
oraz kuwete kontrolng zawierajacg czysty rozpuszczalnik (w tym przypadku wode)

- detektor - komputer sterujgcy pomiarem i rejestrujgcy dane

Omoéwienie pojecia absorbancji bedacej miarg tego jak silnie prébka absorbuje
promieniowanie o danej dtugosci fali.

Wyijasnienie, ze widmo absorpcji prébki to zalezno$¢ absorbancji od dtugosci fali
promieniowania  padajacego na  probke (promieniowania  wychodzacego z
monochromatora).

3. Ustawienie parametrow rejestracji widm absorpcji

Krétkie omoéwienie z uczniami programu obstugujgcego rejestracje widm oraz ustawienie
odpowiednich parametrow.

4. Wykonanie linii bazowej (baseline correction) na kuwetach z woda dla powyiszych
parametrow.

Na tym etapie nalezy wyjasnic¢ uczniom, ze linia bazowa jest robiona po to, by uwzglednic
ewentualne réznice w ukfadzie optycznym spektrofotometru na drodze wigzki Swiatta
przechodzacej przez prébke badang i kontrolng oraz w absorpcji samych kuwet.

5. Pomiar widm absorpcji roztworu ligandu oraz biatka

Uczniowie samodzielnie przygotowujg odpowiednie roztwory do pomiaréw absorpcyjnych
ligandu i biatka. Nastepnie rejestrujg widma absorpcji. Przed wykonaniem widma,
obserwujgc zabarwienie danego roztworu, powinni spréobowaé przewidzie¢, przy jakiej
dtugosci fali powinna wystgpi¢ maksymalna absorpcja przygotowanego przez nich roztworu.

6. Omowienie budowy spektrofluometru oraz zasady pomiaru widm emisji fluorescencji

Woyjasnienie uczniom jaka jest rdznica w budowie spektrofotometru i spektrofluorymetru
(dwa monochromatory — wzbudzenia i emisji, zamiast jednego) oraz omdwienie zasady
dziatania fotopowielacza.

7. Pomiar widm emisji fluorescencji wodnego roztworu ligandu oraz biatka

Uczniowie samodzielnie przygotowujg odpowiednie roztwory do pomiarow widm
fluorescencyjnych.

Na podstawie widma absorpcji ligandu uczniowie wybierajg dtugos¢ fali wzbudzenia
fluorescencji, ustawiajg parametry pomiaru widma i rejestrujg widma fluorescencji
roztwordéw.
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Na podstawie wykonanych widm stwierdzajg, ze wybrany ligand w $rodowisku wodnym
wykazuje wtasciwosci fluorescencyjne, ktére ulegajg zmianie po zwigzaniu z biatkiem.
Przyktadowo wigzanie ryboflawiny przez biatko wigzace ryboflawine wygasza fluorescencje
tego ligandu.

8. Pomiar widm emisji fluorescencji biatka w obecnosci czynnika denaturujacego

Uczniowie samodzielnie przygotowuja roztwor biatka zawierajgcy zwigzek denaturujacy (na
przyktad chlorowodorek guanidyny).

Rejestrujg widmo emisji fluorescencji. Widmo biatka zdenaturowanego wyglada inaczej niz
widmo w biatka rozcienczonego wodg. Dodatkowo moze pojawi¢ sie fluorescencja
charakterystyczna dla uwolnionego ligandu, na przyktad dla ryboflawiny jest to pasmo z
maksimum przy 529 nm.

9. Omoéwienie zasady pomiaru zanikow fluorescencji

Woyjasnienie uczniom zasady pomiaru zaniku fluorescencji oraz omdéwienie najwazniejszych
elementéw uktadu pomiarowego: laser péiprzewodnikowy (482 nm) jako Zrédto
monochromatycznego promieniowania wzbudzajgcego, atenuatory ostabiajgce wigzke
Swiatta laserowego oraz emitowanego (by uzyska¢ warunki zliczania pojedynczych
fotondéw), uktad elektroniczny mierzacy nanosekundowe przedziaty czasu uptywajgcego
pomiedzy sygnatem START (btysk lasera) a STOP (emisja fotonu).

Omowienie funkcji opisujacej zanik natezenia fluorescencji (zanik eksponencjalny) oraz
pojecia czasu zycia fluorescencji (Sredni czas przebywania czgsteczki w stanie wzbudzonym,
czas po ktdrym natezenie poczagtkowe maleje e razy).

Wyjasnienie co to jest funkcja odpowiedzi aparatury (IRF), po co i jak sie ja mierzy
(rozpraszanie na wodnym roztworze krzemionki)

10. Pomiar zaniku fluorescenciji ligandu

Uczniowie samodzielnie przygotowujg roztwoér ligandu do pomiaréw zaniku fluorescencji.
Nastepnie rejestrujg zanik fluorescencji prébki, wybierajgc dtugosé fali emis;ji
odpowiadajgcg maksimum fluorescencji ligandu (ta informacja pochodzi z wczesniej
przeprowadzonych pomiaréw stacjonarnych) oraz profil IRF (nalezy zwrdci¢ uwage uczniéw
na fakt, ze w przypadku profilu IRF dtugos¢ fali emisji jest réwna dtugosci fali wzbudzenia) .

11. Wyznaczenie czasu zaniku fluorescencji ligandu

Uczniowie analizujg uzyskany zanik w programie FluoFit w celu wyznaczenia czasu zycia
stanu wzbudzonego ligandu. Stosujag model monoekspotencjalny z uwzglednieniem IRF
(rekonwolucja) lub bez (tzw. tail-fitting). Przyktadowo, dla ryboflawiny, w obu przypadkach,
wyznaczony czas zaniku fluorescencji wynosi 4.8 ns.
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Spis materiatéw potrzebnych do realizacji scenariusza (z uwzglednieniem
etapow realizacji):

- pipety automatyczne i tipsy — etapy 1, 4-5, 7-8, 10

- spektrofotometr dwuwigzkowy UV-Vis — etapy 2-5

- spektrofluorymetr do pomiardw stacjonarnych — etapy 6-8

- spektrofluorymetr czasorozdzielczy (do pomiaréw zanikéw fluorescencji) — etapy 9-11

- kwarcowe kuwety absorpcyjne o drodze optycznej 1 cm,
objetos¢ pomiarowa 1 ml; 2 szt. — etapy 2-5

- kwarcowa kuweta fluorescencyjna o drodze optycznej 1 cm,
objetos¢ pomiarowa 2,5 ml — etapy 6-10

- woda dejonizowana — etapy 4-5, 7, 10

- 6 M roztwor chlorowodorku guanidyny, pH 7.0 — etap 8

- stezony roztwor ligandu, ktérego fluorescencija zalezy od tego czy jest w stanie wolnym,
czy zwigzany z biatkiem ( np. ryboflawina) — etapy 5, 7, 10

- biatko wigzace ligand (np. wodny roztwoér biatka jaja kurzego),— etapy 5, 7-8

- kolorowe plansze: koto barw i spektrum $wiatta widzialnego, schemat pozioméw
energetycznych czasteczek (diagram Jabtoriskiego)— etapy 2-8

Stowa klucze:

absorpcja, fluorescencja, spektroskopia elektronowa, spektrofotometr, spektrofotometr,
widmo absorpcji i emisji, zaniki fluorescencji, czas zycia fluorescencji

Ciekawostki powigzane z zajeciami:

oko pszczoty jest czute na inny zakres promieniowania elekromagnetycznego niz oko ludzkie
— kosztem czerwieni pszczoty widzg w ultrafiolecie

(50~ WYDZIAL
CEN%EQZCN FIZYKI

UNIWERSYTET
WARSZAWSKI

OBYWATELSKIE]




