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Φασματοφωτομετρία και 

ο νόμος των Lambert-Beer
σε βιολογικά υλικά 

1. Σκοπός

Στην άσκηση αυτή μελετάται η απορρόφηση ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας στην περιοχή υπεριώδους-ορατού του φάσματος από διαλύματα βιολογικών υλικών (πρωτεϊνες, νουκλεϊκά οξέα) και προσδιορίζεται η συγκέντρωσή τους εφαρμόζοντας το νόμο των Lambert-Beer με τη μέθοδο της φασματοφωτομετρίας.

2. Γενικά

Κατά τη διέλευση ηλεκτρομαγνητικής (Η/Μ) ακτινοβολίας μέσω μιας μοριακής ένωσης παρατηρείται ελάττωση της εντάσεως της λόγω της απορρόφησης ενέργειας, η οποία οφείλεται στις μεταπτώσεις μεταξύ των μοριακών ενεργειακών σταθμών (ηλεκτρονιακών, ταλάντωσης και περιστροφής). Η φασματοσκοπική μελέτη πολλών πολυατομικών μοριακών ενώσεων, ιδιαίτερα οργανικών μορίων, γίνεται σε μορφή διαλύματος όπου η λεπτή υφή των ηλεκτρονικών μεταπτώσεων στην περιοχή του υπεριώδους-ορατού (ultraviolet-visible, UV-VIS) η οποία προέρχεται από τις ενέργειες περιστροφής και ταλάντωσης των μορίων, εξασθενεί λόγω των συγκρούσεων μεταξύ των μορίων καθώς και της αλληλεπίδρασης τους με το διαλυτικό μέσο. Τα μοριακά φάσματα απορρόφησης των διαλυμάτων εμφανίζουν έτσι ζώνες απορρόφησης μεγάλου εύρους που χαρακτηρίζονται από ένα μήκος κύματος λmax όπου η απορρόφηση γίνεται μέγιστη και το οποίο είναι ενδεικτικό της συγκεκριμένης μοριακής ένωσης και της αντίστοιχης μοριακής ενεργειακής δομής. 

Για μια ποσοτική προσέγγιση του φάσματος απορρόφησης, θεωρούμε ένα δοκίμιο διαλύματος μιας μοριακής ένωσης, πάχους d και συγκέντρωσης C, στην επιφάνεια του οποίου προσπίπτει λεπτή μονοχρωματική δέσμη έντασης Ι0. Αν dI είναι η ελάττωση της έντασης της ακτινοβολίας που παρατηρείται κατά τη διαδρομή d, λόγω απορρόφησης από τη διαλυμένη ουσία, η σχετική ελάττωση της έντασης θα είναι dI/I0(-kcd, όπου k μια σταθερά αναλογίας. Ολοκληρώνοντας την προηγούμενη σχέση, προκύπτει ο νόμος που διατυπώθηκε από τους Lambert και Beer,
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όπου ο λόγος Τ(I/I0 (transmittance) καθορίζει το ποσοστό διέλευσης της προσπίπτουσας ακτινοβολίας από το διάλυμα, ο οποίος λαμβάνει τιμές από 0 έως 1. Στην πράξη, χρησιμοποιούμε συνήθως το δεκαδικό λογάριθμο του λόγου I0/I μέσω του οποίου ορίζεται η απορρόφηση Ε (extinction - absorbance) ως
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όπου ε είναι ο μοριακός δεκαδικός συντελεστής απορρόφησης (molar decadic extinction coefficient) ο οποίος έχει διαστάσεις [lt mole-1cm-1 ή Μ-1cm-1] όταν η συγκέντρωση c εκφράζεται σε [Μ(mole/lt] και το πάχος του δοκιμίου, η οπτική διαδρομή γενικότερα, d σε [cm]. Η σχέση (2) αποτελεί τη συνηθέστερη έκφραση του νόμου των Lambert και Beer, από την οποία διαπιστώνεται άμεσα ότι η απορρόφηση Ε εξαρτάται γραμμικά από τη συγκέντρωση του διαλύματος c και από το μήκος της οπτικής διαδρομής d. 
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3. Μέθοδος

Για τη μελέτη της απορρόφησης Η/Μ ακτινοβολίας από βιολογικά διαλύματα θα χρησιμοποιηθεί η μέθοδος της φασματοφωτομετρίας (spectrophotometry). Αυτή η φασματική τεχνική συνίσταται στην απομόνωση μονοχρωματικής ακτινοβολίας από το σύνθετο φάσμα εκπομπής μιας πηγής και τη μέτρηση του ποσοστού της προσπίπτουσας ακτινοβολίας που διήλθε από το μετρούμενο διάλυμα του οποίου μπορεί να γίνει ποσοτική ανάλυση για μικρές συγκεντρώσεις μέσω του νόμου των Lambert και Beer. 

Στο σχήμα 1 παρουσιάζεται ένα απλοποιημένο διάγραμμα της οπτικής διάταξης του φασματοφωτομέτρου που θα χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη της απορρόφησης διαφόρων ουσιών. Η ακτινοβολία που εκπέμπεται από μια λάμπα W (βολφραμίου) διέρχεται αρχικά από μια σχισμή και εισέρχεται στην περιοχή του μονοχρωμάτορα όπου μετατρέπεται σε παράλληλη δέσμη μέσω του κατάλληλου κατόπτρου. Κατόπιν, η δέσμη προσπίπτει σε ένα ανακλαστικό φράγμα περίθλασης, η λειτουργία του οποίου στηρίζεται στην πλήρη ενισχυτική συμβολή των κυμάτων για ένα συγκεκριμένο μήκος κύματος λ (Άσκηση 21, Οπτική Φασματοσκοπία, Εργαστηριακές ασκήσεις Φυσικής, Τόμος 2), και μετατρέπεται σε  μονοχρωματική δέσμη. Η δέσμη αυτή οδηγείται μέσω φίλτρων και ενός τελικού διάφραγματος προς στην περιοχή του δείγματος. Η ένταση της διερχόμενης από το δείγμα μονοχρωματικής ακτινοβολίας μετράται τελικά μέσω ενός φωτοηλεκτρικού ανιχνευτή.
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Σχήμα 1.  Σχηματικό διάγραμμα της οπτικής διάταξης του φασματοφωτομέτρου.

Για την ποσοτική ανάλυση της συγκέντρωσης ενός διαλύματος βιολογικής ουσίας, η οποία απορροφά ισχυρά σε ένα συγκεκριμένο μήκος κύματος, απαιτείται η μέτρηση της απορρόφησης Ε σε σταθερό μήκος κύματος κοντά στην περιοχή ισχυρής απορόφησης για μια σειρά διαλυμάτων γνωστής συγκέντρωσης, η οποία σύμφωνα με το νόμο των Lambert και Beer (3) ακολουθεί γραμμική εξάρτηση. Στην περίπτωση αυτή, από την κλίση της γραφικής παράστασης της απορρόφησης ως συνάρτηση της συγκέντρωσης (Ε vs c) μπορεί να υπολογισθεί ο συντελεστής απορρόφησης ε και να χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης άγνωστων διαλυμάτων της ίδιας βιολογικής ουσίας, λαμβάνοντας πάντα υπόψη τυχόν μεταβολές της οπτικής διαδρομής d.

Η φασματοφωτομετρία μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για την ταυτοποίηση και τον έλεγχο της ποιότητας διαλυμάτων βιολογικών ενώσεων μέσω των κορυφών απορρόφησης που εμφανίζουν οι ενώσεις σε διαφορετικά μήκη κύματος. Στην περίπτωση αυτή, απαιτείται καταγραφή του φάσματος απορρόφησης ως συνάρτηση του μήκους κύματος, Ε(λ), από το οποίο μπορούν να αναγνωρισθούν διαφορετικές ουσίες του διαλύματος, οι οποίες εμφανίζουν μέγιστα απορρόφησης σε διαφορετικά μήκη κύματος και να προσδιορισθεί η συγκέντρωσή τους. Η ίδια τεχνική μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την παρατήρηση της απορρόφησης ενός δείγματος ως συνάρτηση του χρόνου. Η δυνατότητα αυτή βρίσκει άμεση εφαρμογή στην καταγραφή της κινητικής ενζυματικών αντιδράσεων μέσα από την μέτρηση της συγκέντρωσης ενός από τα αντιδρώντα σώματα σε πραγματικό χρόνο.

4. Πειραματική διάταξη 

Η πειραματική διάταξη περιλαμβάνει ένα φασματοφωτόμετρο με το οποίο μπορεί να μετρηθεί η διέλευση και η απορρόφηση διαφόρων δειγμάτων καθώς και ογκομετρικούς σωλήνες και δειγματοφορείς για την παρασκευή και μέτρηση των διαλυμάτων. Τα κύρια τεχνικά χαρακτηριστικά του φασματοφωτομέτρου είναι:

· Πηγή ακτινοβολίας: Λάμπα βολφραμίου-αλογόνου 12 V, 20 W
· Μονοχρωμάτορας: Ολογραφικό φράγμα περίθλασης (1200 γραμμές/mm)

· Περιοχή Η/Μ φάσματος: 325-900 nm
· Φασματικό εύρος ζώνης: (6 nm
· Βαθμονόμηση μήκους κύματος: αυτόματη μετά το άνοιγμα της συσκευής

· Ακρίβεια μήκους κύματος: (2 nm
· Επαναληψιμότητα μήκους κύματος: (1 nm
· Τύπος ανιχνευτή: φωτοδίοδος κρυσταλλικού πυριτίου

· Φωτομετρικό εύρος: -0.3 έως 3.0 Abs, 0.1 έως 200% Τ

· Διάχυτο φως: (0.5% στα 340 nm
· Θόρυβος (600 nm): (0.001 A για απορρόφηση 0 Α και (0.002 A για απορρόφηση 2 Α
 Το φασματοφωτόμετρο διαθέτει επίσης επιλογές για τον αυτόματο έλεγχο μιας κορυφής απορρόφησης ((10 nm), αυτόματο υπολογισμό του λόγου και της διαφοράς απορρόφησης σε δύο διαφορετικά μήκη κύματος καθώς και αυτόματη μέτρηση της απορρόφησης/συγκέντρωσης σε τακτά χρονικά διαστήματα. 

Η πρόσοψη του φασματοφωτομέτρου περιλαμβάνει το πληκτρολόγιο, την οθόνη μετρήσεων/ρυθμίσεων και το θάλαμο των δειγμάτων όπως φαίνεται στο σχήμα 2. Το πληκτρολόγιο περιλαμβάνει οκτώ ανεξάρτητα πλήκτρα: 

1) Wavelength/Peak Check (Μήκος κύματος/έλεγχος κορυφής). Πατώντας τα πλήκτρα +  ή – επιλέγεται το μήκος κύματος λ της μέτρησης. Πατώντας ταυτόχρονα τα πλήκτρα +  και – γίνεται αυτόματος έλεγχος μιας κορυφής απορρόφησης (peak check).

2) Mode (τρόπος μέτρησης). Πατώντας τo αντίστοιχο πλήκτρο επιλέγεται η μέτρηση της απορρόφησης (absorbance), της διέλευσης (transmittance), της συγκέντρωσης (concentration) ή του παράγοντα μετατροπής συγκέντρωσης (concentration factor).

3) Set ref (επίπεδο αναφοράς). Πατώντας τo αντίστοιχο πλήκτρο η απορρόφηση και η διέλευση παίρνουν αυτόματα τις τιμές 0.0000 και 100%.

4) Conc/Factor (συγκέντρωση/παράγοντας μετατροπής). Όταν έχει επιλεχθεί ο τρόπος μέτρησης συγκέντρωσης (concentration mode) ή του παράγοντα μετατροπής συγκέντρωσης (factor mode), πατώντας τα πλήκτρα +  ή – καθορίζεται η συγκέντρωση αναφοράς ενός γνωστού δείγματος ή ο παράγοντας μετατροπής. Πατώντας ταυτόχρονα τα πλήκτρα +  και – καθορίζεται η ακρίβεια της μέτρησης και ειδικότερα ο αριθμός δεκαδικών ψηφίων της μέτρησης (0000., 000.0, 00.00, 0.000 δίνοντας τη δυνατότητα ψηφιακών μετρήσεων στην περιοχή 0.001 έως 9999.

5) Function (επιλογή λειτουργίας). Πατώντας τo αντίστοιχο πλήκτρο επιλέγεται ο τρόπος λειτουργίας. Υπάρχουν δέκα διαφορετικοί τρόποι λειτουργίας που αντιστοιχούν στις ενδείξεις: Fn0 (κανονικός τρόπος λειτουργίας), Fn1 (μέτρηση λόγου), Fn2 (μέτρηση διαφοράς), Fn3- Fn5 (μέτρηση σε διάφορα τακτά χρονικά διαστήματα), Fn6 (ανάλυση υδατικών διαλυμάτων), Fn7 (κενό), Fn8 (εκτύπωση), Fn9 (ρυθμός απαρίθμησης). 

6) Prt/ent (εκτύπωση/enter). Πατώντας τo πλήκτρο αυτό δίνεται εντολή εκτύπωσης σε σειριακό εκτυπωτή που έχει συνδεθεί με τη συσκευή, ενώ κατά την επιλογή μιας λειτουργίας Fn παίζει το ρόλο του πλήκτρου ENTER. 
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Σχήμα 2.  Η συσκευή του φασματοφωτομέτρου.

Στην οθόνη μετρήσεων/ρυθμίσεων του φασματοφωτομέτρου εμφανίζονται τρεις περιοχές (σχήμα 2):

WAVELENGTH nm (μήκος κύματος), όπου απεικονίζεται ψηφιακά το μήκος κύματος λ σε μονάδες nm, όταν έχει επιλεγεί ο κανονικός τρόπος λειτουργίας (Fn0), ενώ στην περίπτωση που έχει επιλεγεί οποιοσδήποτε άλλος τρόπος λειτουργίας εμφανίζεται η αντίστοιχη ένδειξη Fn1-9.

MODE (τρόπος μέτρησης), όπου ανάλογα με την επιλογή του τρόπου μέτρησης στον κανονικό τρόπο λειτουργίας (Fn0) φωτίζεται η αντίστοιχη ένδειξη LED: απορρόφηση (absorbance), διέλευση (transmittance), συγκέντρωση (concentration) ή παράγοντας μετατροπής (factor).

MEASUREMENT/FACTOR, όπου απεικονίζεται η τιμή της μέτρησης στην περίπτωση του κανονικού τρόπου λειτουργίας (Fn0). Στην περίπτωση που έχει επιλεγεί οποιοσδήποτε άλλος τρόπος λειτουργίας (Fn1-9) δίνεται μια σύντομη περιγραφή της αντίστοιχης λειτουργίας. Στην περίπτωση που εμφανίζεται στην περιοχή του μήκους κύματος η ένδειξη Err (λάθος) απεικονίζεται το αντίστοιχο μήνυμα λάθους. 
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