Bionanostruktury 1 — Laboratorium
Cwiczenie nr 4

Wyznaczanie wspolczynnika podzialu metoda spektrofotometryczng

Wymagane pojecia
Absorbcja, prawo Lamberta-Beera, logP, logD, szereg Hofmeistera.
Aparatura i odczynniki

1. Aparatura: spektrofotometr, wiréwka laboratoryjna.
2. Sprzet:
— cylinder miarowy 50ml,
—rozdzielacze gruszkowe 100ml 3 szt.,
— probowki typu falcon 12 szt.
— kuwety plastikowe 10 szt.,
— pipety miarowe.
3. Odczynniki:
— wodny roztwér barwnika nile blue: 0.1 mg/ml,
— olej stonecznikowy
- 100mM siarczan amonu w 10mM buf. fosforanowym pH2.5
- 100mM siarczan amonu w 10mM buf. boranowym pH9.0

Program ¢wiczenia

1. Przygotowanie mieszanin do wyznaczenia wspotczynnika podziatu i krzywej wzorcowe;.
2. Wykonanie krzywej wzorcowej i oznaczenie absorbancji w badanych roztworach.

3. Wyznaczenie warto$ci logP badanego zwiazku.

Wykonanie ¢wiczenia

1. W 6 probéwkach typu falcon przygotowac 2 serie (pH2,5 i pH9,0) po 3 stezenia roztworu Nile
Blue (A — 0.5 pg/ml, B — 1 pg/ml, C — 1.5 pg/ml, po 20 ml). W razie potrzeby skonsultowaé
obliczenia z prowadzacym. Probki opisa¢. Zmierzy¢ absorbancj¢ probek przy 635nm wzgledem
wody.
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2. Do 6 probowek typu falcon przenies¢ po 20 ml oleju. Probki opisa¢. Do falkonéw dodaé
odpowiednie roztwory przygotowane w punkcie 1.

3. Tak przygotowane probki wytrzasa¢ przez ok. 5 minut, a nast¢pnie zwirowaé przy 5000rpm
przez 10 min.



4. Réwnolegle nalezy przygotowac 2 krzywe wzorcowe (pH2.5 i pH9.0) sktadajace si¢ z minimum
6 roztworéw barwnika. Stezenia powinny by¢ tak dobrane, by przy pomocy krzywej mozna byto
oznaczy¢ stezenie barwnika w fazie wodnej. Wykona¢ pomiary roztwordéw przygotowanych do
wyznaczenia krzywej wzorcowej przy 635nm wzgledem wody. Minimalna objeto$¢ wymagana do
pomiaru spektrofotometrycznego to 3 ml. W razie potrzeby skonsultowa¢ obliczenia z
prowadzacym.

5. Falkony po odwirowaniu postawi¢ w statywie i za pomocg pipet usung¢ z nich olej. Nastgpnie
przenies¢ faze wodng do rozdzielaczy i pozostawi¢ do oddzielenia si¢ resztek oleju.

6. Do osobnych probowek pobra¢ z rozdzielaczy ok. 5 ml z dolnej fazy (odkrgcajac zawor) i
odrzuci¢ (moga zawiera¢ resztki oleju). Nastgpnie z rozdzielacza pobra¢ po 3ml fazy wodnej i
oznaczy¢ ich absorbancje przy 635nm.

Opracowanie wynikow:

1. Sporzadzi¢ krzywe wzorcowe Nile Blue w 2 pH. Wyznaczy¢ parametry dopasowanej funkcji
liniowej wraz z bledami, a takze warto$¢ wspétezynnika korelacji R*.

2. Wykorzystujac krzywa wzorcowa wyznaczy¢ stezenia Nile Blue w wodnych roztworach po
wytrzasaniu z olejem. Obliczy¢ stezenia barwnika w fazie organicznej korzystajac z rownania:

e + Vorgcfrg = Vwcl.pocz

gdzie:
V¥, V' — objetos¢ fazy wodnej, organiczne;.
C%, C”%, C"* — stezenia barwnika w fazie wodnej, organicznej i poczatkowe.
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3. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci ¢”*=f(c") i obliczy¢ logP i logD.

4. Obliczy¢ niepewnos$ci pomiarowe.

5. Jaka rolg petnit w tym doswiadczeniu siarczan amonu? Czy mozna go zastapic¢ inng solg?
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