SPEKTROFOTOMETRIA    UV VIS
Temat:
Spektrofotometryczne oznaczanie stężenia białka oraz jonów żelaza w preparacie farmaceutycznym
Cel ćwiczenia - wykreślenie widma białka zawierającego i niezawierającego aminokwasy aromatyczne, oznaczanie stężenia albuminy i protaminy, wyznaczanie współczynników absorpcji, oznaczenie stężenia żelaza w preparacie farmaceutycznym – „Ascofer” metodą miareczkowania absorpcjometrycznego 

Ze względu na zawartość aminokwasów aromatycznych (fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan) białka wykazują maksimum absorpcji przy 280 nm. Różna liczba aminokwasów aromatycznych w cząsteczce powoduje, że absorbancja przy 280 nm dla równostężeniowych roztworów różnych białek jest różna. Tą metodą oznacza się białka w zakresie stężeń od 0,1 do 1,0 mg/ml, korzystając z wzoru Kalckara:

białko, mg/ml = A280 nm x 1,45
W materiale biologicznym oznaczenie komplikuje obecność substancji absorbujących promieniowanie przy długości fali zbliżonej do białek. Związkami tymi są kwasy nukleinowe. Wykazują one jednak silniejszą absorbancję przy 260 nm niż przy 280 nm. W przypadku występowania obok białek kwasów nukleinowych odczytuje się absorbancję przy 280 i 260 nm. Zawartość białka oblicza się ze wzoru podanego przez Kalckara:

białko, mg/ml = (A280 nm x 1,45) – (A260 nm x 0,74)

Dla roztworów wykazujących opalescencję odczytuje się dodatkowo absorbancję przy 320 nm i stężenie białka oblicza się ze wzoru:

białko, mg/ml = (A280 nm – A320 nm) x 1,45 – (A260 nm  – A320 nm) x 0,74

Stężenie białka  niezawierającego aminokwasów aromatycznych odczytuje się z wykresu kalibracyjnego. Dzięki występowaniu wiązań peptydowych białka absorbują promieniowanie w zakresie 180-225 nm. Do celów analitycznych najczęściej wykonywane są pomiary absorbancji roztworu białek przy 220 nm. Absorbancja przy 220 nm dla równostężeniowych roztworów białek nawet znacznie różniących się składem aminokwasowym jest identyczna. Stężenie białka odczytuje się wówczas z wykresu kalibracyjnego.


Pomiar absorbancji pozwala na odczytanie stężenia oznaczanego związku chemicznego z wykresu kalibracyjnego lub obliczenie z molowego współczynnika absorpcji, procentowego współczynnika absorpcji lub współczynnika kalibracji. Miano i wartość liczbowa współczynnika absorpcji zależy od wyboru jednostek stężenia, długości drogi optycznej i długości fali.


Jeśli znana jest masa molowa substancji stosuje się molowy współczynnik absorpcji (():


                                   A

                                 ( =                     

                                           c x l

c – stężenie substancji wyrażone w molach na litr

l – długość drogi optycznej równa 1 cm

A – absorbancja zmierzona przy analitycznej długości fali

Wyznaczenie eksperymentalne molowego współczynnika absorpcji pozwala obliczyć stężenie substancji w próbce badanej wyrażone w molach na litr.

Jeśli masa molowa substancji nie jest znana, stosuje się procentowy współczynnik absorpcji (a):

                                            A

                                 a =                     

                                         c x l

c – stężenie substancji wyrażone w procentach 

l – długość drogi optycznej równa 1 cm

A – absorbancja zmierzona przy analitycznej długości fali

Wyznaczenie procentowego współczynnika absorpcji pozwala obliczyć stężenie substancji w próbce badanej wyrażone w procentach.


Współczynnik kalibracji (F) wyraża się wzorem:
F = c/A

c– stężenie

A - absorbancja

Ćwiczenie 1 –  widmo roztworu białka

                       zawierającego i niezawierającego

                        aminokwasy aromatyczne
Aparatura
Spektrofotometr dwuwiązkowy Jasco V630
· Wykreślić widmo białka zawierającego aminokwasy aromatyczne (albumina) wobec próby ślepej (0,15 mol/l NaCl)
· Wykreślić widmo białka niezawierającego aminokwasy aromatyczne (protamina) wobec próby ślepej (0,15 mol/l NaCl)
· Wyciągnąć wnioski
Ćwiczenie 2 - stężenie białka zawierającego 

                    i niezawierającego  aminokwasy
                    aromatyczne,   wyznaczanie 

                     współczynników absorpcji,
Aparatura

Spektrofotometr Helios Gamma
Odczynniki

1. 0,15 mol/l roztwór NaCl

2.  Roztwór protaminy – 1 mg/ml w 0,15 mol/l roztworze NaCl
I. Oznaczanie stężenia białka metodą spektrofotometryczną

A. W oparciu o pomiar absorbancji przy 280 (białka zawierające

    aminokwasy aromatyczne)
· Odczytać absorbancję roztworu albuminy (zadanie) przy 280 nm (wobec próby ślepej – 0,15 mol/l NaCl
· Obliczyć stężenie białka korzystając ze wzoru Kalckara 
B. W oparciu o pomiar absorbancji przy 220 nm (białka nie
    zawierające aminokwasy aromatyczne)
1.   
Sporządzić wykres kalibracyjny  roztworu protaminy.
· Przygotować roztwory wzorcowe przez odmierzenie do ponumerowanych probówek po 0,2; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 i 2 ml roztworu podstawowego protaminy i uzupełnienie do 2 ml 0,15 mol/l roztworem NaCl. Otrzymuje się roztwory wzorcowe protaminy o stężeniu 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 i 1 mg/ml.
	L.p.
	Objętość roztworu protaminy
o stężeniu 1 mg/ml 

[ml]
	Objętość roztworu NaCl
o stężeniu 0,15 mol/l 

[ml]

	  1.
	0,2
	1,8

	2.
	0,4
	1,6

	3.
	0,8
	1,2

	4.
	1,2
	0,8

	5.
	1,6
	0,4

	6.
	2,0
	0,0


· Odczytać absorbancję wzorcowych roztworów protaminy przy 220 nm wobec próby kontrolnej zawierającej 0,15 mol/l roztwór NaCl oraz zadania
· Wyniki zestawić w tabeli 
	L.p.
	Stężenie

protaminy, mg/ml
	Absorbancja, 220 nm 

	1.
	0,1
	

	2.
	0,2
	

	3.
	0,4
	

	4.
	0,6
	

	5.
	0,8
	

	6.
	1,0

	

	7.
	zadanie 
	


· Sporządzić wykres zależności absorbancji od stężenia.
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· Zamieścić legendę wykresu kalibracyjnego.

2.  Obliczyć współczynnik kalibracji

· Wyliczyć współczynniki kalibracji dla poszczególnych roztworów protaminy (wykorzystać wartości stężenia i odpowiadające im absorbancje roztworów protaminy przy sporządzaniu wykresu kalibracyjnego).

                                         F = c/A

· Wyliczyć średnią wartość współczynnika kalibracji.
3.   Obliczyć procentowy współczynnik absorpcji 

· Wyliczyć procentowe współczynniki absorpcji dla poszczególnych roztworów protaminy (wykorzystać wartości stężenia i odpowiadające im absorbancje roztworów protaminy przy sporządzaniu wykresu kalibracyjnego), korzystając ze wzoru:

                                                   A

                                     a =                     

                                                 c x l

w którym: c – stężenie substancji wyrażone w procentach 

    l – długość drogi optycznej równa 1 cm

    A – absorbancja zmierzona przy analitycznej długości fali
· Wyliczyć średnią wartość procentowego współczynnika absorpcji.

4.   Oznaczyć stężenie białka w roztworze badanym 
· Z wykresu kalibracyjnego odczytać stężenie białka w próbie badanej 
· Obliczyć stężenie białka w próbie badanej z wyliczonego współczynnika kalibracji i z procentowego współczynnika absorpcji.

5.   Obliczyć błąd bezwzględny i błąd względny pomiaru 

Obliczyć błąd bezwzględny i błąd względny pomiaru z współczynnika kalibracji, procentowego współczynnika absorpcji i wykresu kalibracyjnego.
Błąd bezwzględny ((x) - bezwzględna wartość różnicy między wartością rzeczywistą  (x) a wartością otrzymanego wyniku (xi).

                                     (x = (x – xi (
Błąd względny ((x wzgl.), wyraża stosunek wielkości błędu bezwzględnego ((x) do mierzonej wartości prawdziwej (x).

                         (x
       (x wzgl =                 x 100%     

                          x
Błąd względny jest wartością niemianowaną. Wyrażony w procentach ułatwia porównanie wielkości błędów pomiędzy sobą. 

Ćwiczenie 3 - oznaczanie żelaza w postaci Fe3+ 
                        metodą miareczkowania       

                        spektrofotometrycznego


Miareczkowanie spektrofotometryczne polega na pomiarze absorbancji roztworu, zmieniającej się w trakcie miareczkowania. Obecne w próbce jony Fe3+ tworzą z KSCN w środowisku kwasowym krwistoczerwony kompleks. Podczas miareczkowania roztworem EDTA powstaje znacznie trwalszy, bezbarwny kompleks Fe3+ z EDTA. 

Wykonanie

I. Sprzęt

· Mikrotitrator Cerko Lab System

· Spektrofotometr WPA 

II. Odczynniki

· Roztwór dwusodowej soli kwasu wersenowego (EDTA) -0,005 mol/l
· Roztwór tiocyjanianu potasu (KSCN) -  1%

· Roztwór kwasu siarkowego(VI) (H2SO4) -  0,05 mol/l
· Roztwór nadtlenku wodoru (H2O2) – 3%
· Roztwór preparatu farmaceutycznego zawierający jony Fe3+
III. Przygotowanie roztworów do analizy
· Próba  kontrolna (potrzebna do wykreślenia linii bazowej) -  do probówki o pojemności 10 ml odmierzyć:
· 4 ml wody destylowanej
· 1 ml roztworu H2O2 (3%)
· 0,5 ml roztworu KSCN   (1%) 
· 2 ml roztworu kwasu siarkowego(VI) (0,05 mol/l)
· 0,4 ml roztworu EDTA (0,005 mol/l) 
· i uzupełnić wodą destylowaną do objętości 10 ml i dokładnie wymieszać.
· Próba badana -  
1 tabletkę preparatu farmaceutycznego „Ascofer” utrzeć w moździerzu, ilościowo przenieść do kolby miarowej o poj. 100 ml i uzupełnić do kreski wodą destylowaną. Zawartość kolby dokładnie wymieszać i przesączyć.  Następnie do probówki o pojemności 10 ml odmierzyć: 
· 4 ml przesączu 
· 1 ml roztworu H2O2 (3%)
· 0,5 ml roztworu KSCN (1%) 
· 2 ml roztworu kwasu siarkowego(VI) (0,05 mol/l) 
· uzupełnić wodą destylowaną do objętości 10 ml i dokładnie wymieszać.

IV. Wykonanie pomiarów
1. Uruchomić system do miareczkowania spektrofotometrycznego zgodnie z instrukcją obsługi.

2. Zarejestrować widmo badanej próbki o nieznanym stężeniu jonów Fe3+ i zapisać długość fali, przy której występuje maksimum absorpcji kompleksu Fe-SCN.

3. Przeprowadzić miareczkowanie roztworu próbki zgodnie z instrukcją obsługi.

4. Wydrukować krzywą miareczkowania spektrofotometrycznego.

V. Opracowanie wyników
1. Wyznaczyć graficznie punkt końcowy miareczkowania.

2. Obliczyć zawartość żelaza w próbce otrzymanej do analizy wg wzoru:
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gdzie:
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Fe

X

- zawartość żelaza w preparacie farmaceutycznym [mg]

  CEDTA – stężenie titranta (0,005 mol/l)
  VPR –objętość titranta w punkcie równoważnikowym miareczkowania (l)

  MFe – masa molowa żelaza (55,845 g/mol)

  Df –wspólczynnik rozcieńczenia (2,5)

  Vp – objętość początkowa roztworu preparatu farmaceutycznego (0,1 l)

  V – objętość próbkiużyta do miareczkowania (1,5 x 10-3 l)

3. Wyliczyć błąd względny i błąd bezwzględny, przyjmując jako wartość 

    rzeczywistą zawartość żelaza w 1 tabletce deklarowaną przez producenta
A
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