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Spektrofotometryczna analiza ludzkiej hemoglobiny

I. WSTEP TEORETYCZNY

Hemoglobina (Hb) jest biatkiem ztozonym z grupy prostetycznej zwanej
hemem (ztaczonej z atomem dwuwartosciowego zelaza) i biatka prostego -
globiny.

Na czasteczke¢ hemoglobiny przypadaja

. globing cztery grupy hemu (kazda z nich moze
przylaczy¢ czasteczke tlenu) i cztery globiny
(sktadajacej si¢ z czterech tancuchoéw: dwoch
alfa i dwoch beta). W kapilarach phuc
hemoglobina wiaze tlen tworzac

oksyhemoglobing (HbO,) (krew tgtnicza,

utlenowana), przy czym czasteczka O, jest

HOOC [ ]l
Oz

odwracalnie Zwiazana z zelazem
dwuwartosciowym. Nastepnie krazac po calym organizmie roznosi tlen do
wszystkich tkanek. W hemoglobinie pod wplywem s$rodkow utleniajacych
dokonuje si¢ zamiana dwuwarto§ciowego jonu zelaza na jon trojwartosciowy,
mocniej wigzacy O, 1 taka posta¢ hemoglobiny nazywa si¢ methemoglobina
(MetHDb).
W warunkach prawidtowych 1 g hemoglobiny moze zwiazaé¢ 1,34 cm’ tlenu.
Proces wiazania tlenu przez hemoglobing, w wyniku ktérego powstaje
oksyhemoglobina nazywa si¢ utlenowaniem. Nie towarzyszy mu zmiana stopnia
utlenienia zelaza hemowego. Wiazaniu tlenu przez hemoglobing towarzyszy
zmiana ksztaltu czasteczki polegajaca na przemieszczeniu poszczegdlnych

podjednostek wzgledem siebie.

Spektroskopia optyczna obejmuje metody badania materii przy uzyciu
promieniowania elektromagnetycznego z zakresu widzialnego, ktore moze by¢ w
danym uktadzie wytwarzane lub moze z ukladem oddziatywaé. Zajmuje si¢ ona
interpretacja widm.

W jednym ze sposobow pomiaréw spektroskopowych, padajace

promieniowanie elektromagnetyczne moze oddzialywacé ze sktadnikami uktadu
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(zwiazki chemiczne, jony, ugrupowania atomow, atomy i inne). Jako wynik tych
oddziatywan moze by¢ obserwowana:

a) absorpcja promieniowania elektromagnetycznego,

b) odbicie,

c) refrakcja,

d) polaryzacja,

e) rozproszenie (zjawisko Ramana) lub wtorna emisja (luminescencja,

fosforescencja czy fluorescencja)

Zjawisko absorpcji stanowi podstawe spektrofotometrii absorpcyjnej w
nadfiolecie 1 zakresie widzialnym. Podstawowe prawo spektrofotometrii
absorpcyjnej to prawo Lamberta-Beera, ktére wyraza si¢ nastgpujaco:

A=&cl
&— molowy wspdlczynnik absorpcji;
¢ — stezenie roztworu;

[ — grubo$¢ warstwy absorpcyjne;.

Prawo mowi o tym, ze absorbancja §wiatla monochromatycznego jest
proporcjonalna do stezenia ¢ roztworu i do grubosci / warstwy absorpcyjne;.

Hemoglobina wystepujaca w formie utlenowanej, jako oksyhemoglobina,
ma barwg jasnoczerwong i badana na spektrofotometrze wykazuje dwa piki
absorpcyjne w zo6ltej 1 zielonej czesci widma (578 nm i 540 nm). Hemoglobina
odtlenowana ma barweg czerwonofioletowa 1 w spektrofotometrze obserwuje si¢
pik adsorpcyjny przy dtugosci fali rownej 565 nm. Methemoglobina ma barwe
brunatng i pochtania §wiatto przy dtugosciach fali A = 631 nm; 576 nm; 540 nm i
500 nm.

Metody spektrofotometryczne stosuje si¢ w widmowe] analizie
chemicznej, przy wyznaczaniu zdolnosci emisyjnej, absorpcyjnej i odbijajacej
cial, badaniu optycznych wtasno$ci powierzchni oraz charakterystyk zrodet

Swiatla.
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II. OPIS BUDOWY STANOWISKA

Spektrofotometr jest urzadzeniem pomiarowym, umozliwiajacym pomiar
transmitancji i/lub absorbancji cial statych, ciektych 1 gazowych w funkcji
dhugosci fali. Ogo6lny schemat blokowy spektrofotometru przedstawia ponizszy

rysunek.
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Schemat blokowy spektrofotometru.

II1. PRZEBIEG CWICZENIA
1. Wiaczy¢ spektrofotometr (przetacznik na tylnym panelu) oraz drukarke.

Odczekac¢ okotolmin, az instrument automatycznie wykona wiasny test.
Wynik testu wydrukuje drukarka.
2. Wykonanie linii bazowe;.
a) nala¢ do kuwety pomiarowej wodg destylowana (ok. 1ml);
b) umiesci¢ kuwete w uchwycie wewnatrz spektrofotometru 1 zamknad

pokrywe pomieszczenia pomiarowego;

UWAGA! Nalezy pamietad, by nie dotyka¢ powierzchni czynnych kuwety
(powierzchnie gladkie).



Spektrofotometryczna analiza ludzkiej hemoglobiny

¢) nacisna¢ przycisk ,,SKAN”. Z widocznego menu na wyswietlaczu,
wybra¢ ,,Baseline Menu”. Zatwierdzi¢ przyciskiem ,,E” (Enter);
d) z nastepnego menu wybrac ,,Store Baseline™.
e) wpisac i zatwierdzi¢ parametry linii bazowe;j.
* Enter Start WL [nm]: 450
* Enter End WL [nm]: 700
* Enter Speed [nm/min]: 600
Linia bazowa moze by¢ wykonana na calym (dostepnym dla
instrumentu) przedziale dhlugosci fali (325 nm+1000 nm) lub na
czgsci tego przedziatu.
f) po wybraniu parametréw nacisnaé przycisk “RUN / PRINT”.

Odczeka¢, az instrument dokona kalibracji linii bazowe;.

W momencie blednego wpisywania parametréw, mozna anulowac
aktualnie wpisywana warto$¢ naciskajac przycisk ,,C” (Cancel). W przypadku
zauwazenia pomytki po zatwierdzeniu wielkosci, lini¢ bazowa nalezy wykonac

od poczatku.

UWAGA !!! Przed wykonaniem dalszej czesci é¢wiczenia nalely koniecznie

zatoZy¢ rekawiczki lateksowe.

3. Obserwacja widm hemoglobiny i jej pochodnych.

A. Oksyhemoglobina.
W wyniku kontaktu hemoglobiny z powietrzem atmosferycznym uzyskuje
si¢ pochodng hemoglobiny - oksyhemoglobing.
a) Wykona¢ 80-krotne rozcienczenie otrzymanego preparatu
oksyhemoglobiny;
b) Umiesci¢ w kuwecie 1ml przygotowanej probki;

c) Kuwete umiesci¢ w pomieszczeniu pomiarowym;
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d) Nacisna¢ kilkakrotnie klawisz ,,SCAN” do momentu pojawienia si¢ menu.

Wybra¢ ,,WL Scan Menu”, a nastgpnie ,,Scan”. Ustawi¢ parametry

pomiaru:
* Enter Start WL [nm]: 450
* Enter End WL [nm]: 700
* Enter Speed [nm/min]: 600
* Enter Scale [nm/cm]: 25
* Enter min Abs: 0.00
e Enter max Abs: 2,00

e) wcisnac przycisk ,,RUN / PRINT*.

W celu obejrzenia catego wykresu na wyswietlaczu uzyj przyciskow
strzatek: lewo 0O,

prawo =;

f) wydrukowa¢ wynik uzywajac przycisku RUN / PRINT.
Rezygnacja z drukowania nastgpuje przez nacis$nigcie przycisku ,,SKAN”, co

powoduje ponowne wyjs$cie do menu.

B. Hemoglobina oraz jej przejscie w kontakcie z tlenem atmosferycznym

w oksyhemoglobing.

a) umiesci¢ w kuwecie 1 ml 80-krotnie rozcienczonego preparatu
oksyhemoglobiny;
b) korzystajac z plastikowego dozownika wsypa¢ do kuwety 1 porcjg

ditioninu sodu (ok. 1,2 mg) 1 wymieszac;

UWAGA ! Nalezy zachowa¢ szczegolng ostroznos$¢ w czasie

pracy z tym odczynnikiem chemicznym.
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c) powtdrzy¢ czynnosci opisane w punktach ¢ + e dla oksyhemoglobiny
(czgs¢ pierwsza ¢wiczenia),

d) w trakcie drukowania wyniku wyja¢ kuwete 1 przez 1 min miesza¢ probke
pipeta;

e) wykonaé nastgpny pomiar widma;

f) powtarza¢ punkt d i e do momentu, az otrzymywane widmo bedzie
przypominato widmo oksyhemoglobiny ( ok. 3 razy)

g) uzyskane wyniki uja¢ w tabeli

Tabela 1

Absorbancja
Czas Numer db. fali \; =554nm | dt. fali 4, = 540nm | dt. fali s = 578nm
pomiaru Pomiaru

C. Methemoglobina.
a) umiesci¢ w kuwecie 1ml 80-krotnie rozcienczonego preparatu
oksyhemoglobiny;
b) poda¢ do kuwety 15ul 0,164% zelazicyjanku potasu i wymieszac;
¢) wykona¢ dla tej probki nastepujace czynnosci:
» pomiar widma tuz po wymieszaniu i wydruk wynikoéw;
» podczas drukowania wykona¢ nast¢pny pomiar widma;
» w celu obserwacji zachodzacych zmian wykona¢ 3 razy pomiary
widma, w krotkich odstgpach czasu;
d) doda¢ do kuwety jedna porcje ditioninu sodu, zamieszac;
e) wydrukowa¢ otrzymane widmo.

f) Uzyskane wyniki zapisa¢ w tabeli:
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Tabela 2.

Absorbancja
Czas Numer dh faliA; = dt. falia, = dh. faliA; = dh. fali g =
pomiaru | pomiaru 500 nm 540 nm 576 nm 630 nm

4. Wykonanie krzywej wzorcowej dla oksyhemoglobiny.

a) rozcienczy¢ oksyhemoglobing: 40; 80; 160; 640; 1280-krotnie ;

Nalezy pamigtac, aby uzyska¢ 1 ml kazdego rozcienczenia.

b) dokona¢ pomiaru widm i odczyta¢ dla kazdego rozcienczenia wartosci

absorbancji dla charakterystycznych pikow.

c) wykona¢ wykres zaleznoSci absorbancji od stezenia preparatu,

wiedzac, ze st¢zenie oksyhemoglobiny wynosi 140 mg / ml.

Tabela 3.

Absorbancja

Rozcienczenie
( krotnos¢ )

Stezenie[mg/ml]

dtugos¢ fali
540 nm

dtugos¢ fali
578 nm

40

80

160

320

640

1280

Nieznane rozcien.

5. Wyznaczenie st¢zenie nieznanej probki zaproponowanej przez

prowadzacego.

pomiarowej spektroskopu,

a. otrzymana probke o nieznanym stezeniu umiesci¢ w kuwecie
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b. zbada¢ widmo probki 1 odczyta¢ z wykresu absorbancje
charakterystycznych pikow,
c. odczyta¢ z wczesniej wykonanej krzywej wzorcowej, wartosci

stezenia dla tej probki.

IV. SPRAWOZDANIE POWINNO ZAWIERAC
1. Krotki wstep teoretyczny.
2. Cel przeprowadzonego ¢wiczenia.
3. Zalaczone wykresy widm absorpcji — uzyskane dla hemoglobiny 1 wszystkich jej
pochodnych.
4. Tabele pomiarowe.
5. Wykresy obrazujace kinetyke zmian stezenia hemoglobiny i
methemoglobiny w badanej probce.
6. Wykres zaleznosci absorbancji oksyhemoglobiny od jej stezenia ( krzywa
WZorcowa).
7. Warto$¢ odczytanego stezenia hemoglobiny w nieznanej probce.

8. Dyskusje¢ i wnioski.

V.PYTANIA KONTROLNE
1. Rola krwi 1 jej sktad.
Budowa hemoglobiny.

Budowa 1 zasada dziatania spektrofotometru.

el A

Zastosowanie spektrofotometrow.
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