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Tematy scenariuszy realizowanych w trakcie zaj¢é na Pracowni
Biofizycznej dla Uczniow

L. Luminescencja wokot nas

W otaczajacym nas §wiecie czgsto spotykamy si¢ ze zjawiskiem $wiecenia (czyli emisji
promieniowania widzialnego) réznych substancji i obiektow. Z reguty §wiecenie wymaga
rozgrzania $wiecacego obiektu (ognisko, Swieca, zarowka), jednakze zdarzajq si¢ przypadki
emisji $wiatta bez konieczno$ci podgrzewania. Takie "zimne" §wiecenie, spowodowane
réznymi czynnikami, nosi wspolna nazw¢ luminescencji. W trakcie warsztatow dowiemy sig,
jakie moga by¢ przyczyny emisji promieniowania przez rozne substancje i jak mozemy to
zmierzy¢. Wyktad obejmuje nastgpujace zagadnienia: falowa natura §wiatta; absorpcja i
emisja fotonOw przez czasteczki; stany wzbudzone czasteczek; zasada dziatania
spektrofotometru i spektrofluorymetru; koto barw, barwy dopehiajace; zjawisko
fluorescencji, fosforescencji, chemiluminescencji (w tym bioluminescencji), scyntylacji 1
tryboluminencji. Podczas warsztatéw uczniowie beda mogli zaobserwowa¢ fluorescencje,
fosforescencje, chemiluminescencj¢ 1 tryboluminescencj¢ samodzielnie przygotowanych
probek. Ponadto - przy okazji chemiluminescencji zapoznaja si¢ ze stosowang w
kryminalistyce metoda wykrywania §ladow krwi.

I1. Zwiazki i wskazniki pH - czute

Ustalenie warunkoéw, w ktorych mozemy wykonywac eksperymenty, stanowi podstawe
wszystkich badan prowadzonych w obrgbie dziedziny biofizyki. Jednym z najistotniejszych
parametrow, majacych duzy wptyw na przebieg oraz wyniki eksperymentow, jest pH
srodowiska, w ktorym sa one przeprowadzane. Oznacza to, ze wigkszo$¢ zwiazkow,
wykorzystywanych w trakcie eksperymentow, potrzebuje warunkow o odpowiednim dla nich
pH, dlatego tak wazne jest jego precyzyjne ustalenie. Dodatkowo, wiele z tych substancji,
réwniez takich, ktore mozemy znalez¢ w otaczajacym nas Swiecie, jest niezwykle czute na
zmiang pH $rodowiska, w ktorym si¢ znajduja. Zmiana ta moze polega¢ na zmianie barwy,
przyktadem jest kwas salicylowy, ktory pod wplywem alkalizacji staje si¢ barwny. Zmiany
zabarwienia mozemy rowniez obserwowac¢ w postaci zmian widm absorpcji (przesunigcia
maksimum) w spektroskopii UV-Vis. Podczas wyktadu zostanie wprowadzone pojecie pH
oraz sposoby okreslania pH. Uczniowie przypomna sobie podstawowe pojecia zwiazane z
promieniowaniem elektromagnetycznym oraz zapoznaja si¢ z metoda spektroskopii UV-Vis.
W trakcie ¢wiczenia zastosujemy rézne metody okreslania pH: za pomoca papierkow
wskaznikowych, miernika pH, czy wskaznikow syntetycznych i naturalnych zmieniajacych
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barwe w zalezno$ci od pH. Zbadamy réwniez wptyw zmiany pH §rodowiska na zwiazki

organiczne.

III. Jak promieniowanie elektromagnetyczne pozwala sledzié¢ obiekty i1 procesy niewidoczne
dla oka — spektroskopia UV-Vis w badaniach czasteczek biologicznych.

Spektroskopia to nauka o oddzialywaniu promieniowania elektromagnetycznego z materia.
Stuzy do poznawania struktury mikroskopowej materii. W badaniach biofizycznych ogromne
znaczenie odgrywa spektroskopia UV-Vis (ultrafiolet 1 $wiatlo widzialne) Promieniowanie z
tego zakresu moze by¢ pochtaniane (absorbowane), a niekiedy ponownie wy$wiecane
(emitowane) przez elektrony walencyjne czasteczek. Na zajgciach przekonamy sig jak to
zjawisko mozna wykorzysta¢ do badania oddzialywania (tworzenia kompleksu) witaminy
(B2, ryboflawiny) ze specyficznym biatkiem wiazacym ryboflawing (w skrocie RfBP).
Wykorzystamy pewna ciekawa wlasciwos¢ witaminy B2. Otdz rozpuszczona w wodzie i
o$wietlona promieniowaniem z zakresu bliskiego ultrafioletu, wykazuje silne wtasciwosci
fluorescencyjne, ktore traci tworzac kompleks z biatkiem RfBP. Podczas wyktadu zostana
omoOwione nastgpujace zagadnienia: - falowa i korpuskularna natura $wiatla - zjawisko
absorpcji 1 fluorescencji promieniowania elektromagnetycznego - zasada dzialania
spektrofotometru i spektrofluorymetru - oddzialywania biatko-czasteczka Podczas
warsztatow uczniowie zmierza widma absorpcyjne 1 fluorescencyjne samodzielnie
przygotowanych wodnych roztworéw witaminy B2 i ,,biatka” jaja kurzego, ktore zawiera
biatko RfBP. Sprawdza jak zmienia si¢ absorpcja i fluorescencja obu roztworow pod
wptywem dodawania do nich kolejnych porcji stezonej ryboflawiny. Zaobserwuja jaki wptyw
na wlasciwosci spektralne roztworéw ma dodanie mocznika lub innego czynnika
denaturujacego.

IV. Krystalografia rentgenowska czyli jak wyznaczamy struktury przestrzenne biatek

Zajecia beda dotyczyly podstawowej metody wyznaczania struktur makroczasteczek
biologicznych z rozdzielczo$cia atomowa: krystalografii rentgenowskiej. Znajomos$¢ struktur
biatek ludzkich, a takze bakteryjnych i wirusowych, z tak duza doktadnos$cia jest niezbgdna
by zrozumie¢ ich naturalng fizjologiczna funkcje. Pomaga zrozumie¢ procesy zachodzace w
komorkach wszystkich Zzywych organizméw, przyczyny chordb i wspomaga projektowanie
nowych lekéw. Wykorzystujac interferencje 1 dyfrakcje promieniowania rentgenowskiego na
krysztatach czasteczek, mierzy sig obrazy rentgenograficzne krysztatdéw. Na ich podstawie
mozna obliczy¢ rozktad ggstosci elektronowej wykrystalizowanej czasteczki, by nastgpnie
wyznaczy¢ jej strukturg przestrzenna. W czasie wyktadu zostanie wyjasnione w jaki sposob
powstaja obrazy dyfrakcyjne (interferencja i dyfrakcja promieniowania na krysztale) i jak si¢
je analizuje. Rentgenogram to uktad ,,plamek”, w ktorym kazdej z nich przypisuje si¢ liczby,
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ktore charakteryzuja ich rozmiar, intensywnos$¢ oraz ,,miejsce” w ktorym nastapito odbicie

promieniowania. Z tak uzyskanych liczb wylicza si¢ rozktad gestosci elektronowej
wykrystalizowanej czasteczki, a nastgpnie dzigki analizie 1 interpretacji ggstosci elektronowej
wyznacza si¢ strukturg czasteczki z doktadno$cia atomowa. W czasie warsztatow uczniowie
otrzymaja mapg gestosci elektronowej (3D) wybranego biatka i z pomoca prowadzacych oraz
specjalistycznego oprogramowania postaraja si¢ odtworzy¢ strukture jego czasteczki z
gestoscei elektronowej. Warsztaty w calosci beda odbywac si¢ przy komputerze.

V. Spektroskopowe oznaczanie st¢zenia barwnikow w produktach spozywczych

W dzisiejszych czasach dodatek barwnikéw spozywczych do zywno$ci jest tematem
kontrowersyjnym. Niewatpliwie, substancje te sprawiaja, ze produkty staja si¢ bardziej
atrakcyjne dla konsumentow, ale czy sa zdrowe? Naturalne barwniki, pochodzenia ro$linnego,
zwierzgcego czy mineralnego sa powszechnie uznawane za bezpiecznie. Najczgsciej jednak
do zywnosci, zwlaszcza do stodzonych, kolorowych napoi, dodawane sa syntetyczne barwniki
spozywcze, takie jak zolcien spozywcza czy bigkit brylantynowy — w skladzie produktu
mozemy je znalez¢ pod postacia symboli zawierajacych liter¢ E i trzycyfrowa liczbg.
Substancje te, spozywane w duzych ilo$ciach, moga negatywnie wptywac na ludzkie zdrowie:
wywolywac reakcje alergiczne, ataki astmy czy nadpobudliwo$¢. Dla wielu z nich zostato
okreslone dopuszczalne dzienne spozycie.

Podczas wykladu zostang omdwione nastgpujace zagadnienia: falowa natura §wiatla, dlugosci
fali zwiazane z poszczegdlnymi kolorami, absorpcja promieniowania przez substancje
chemiczne, widma absorpcyjne i ich zwiazek z barwa substancji oraz jej stgzeniem, zasada
dziatania spektrofotometru.

W trakcie warsztatow uczniowie przeprowadza pomiary widm absorpcji samodzielnie
przygotowanych roztwor6w wybranego barwnika syntetycznego (zolcieni spozywczej,
biekitu brylantynowego lub czerwieni koszenilowej) o réznych stezeniach. Na tej podstawie
sporzadza krzywa kalibracyjna 1 wyznacza stezenie tego barwnika w produktach
spozywczych zawierajacych badany barwnik.

V1. Analiza zwiazkdéw odpowiedzialnych za barwe lisci - czvli jak powstala chromatografia

Chlorofile nadaja liSciom zielona barwe. W lisciach wystepuja tez inne barwniki, ktoérych
obecno$¢ mozemy zaobserwowac jesienia gdy chlorofile ulegaja rozktadowi. Rozdziatu tych
barwnikéw dokonano po raz pierwszy metoda chromatografii cienkowarstwowe;.

Wyktad obejmuje nastepujace zagadnienia: chromatografia jako technika rozdziatu zwiazkow
chemicznych, oddzialywania kapilarne, hydrofobowe i hydrofilowe, polarno$¢ czasteczek,
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zasady rozdzialu substancji metoda chromatografii cienkowarstwowej, falowa natura §wiatla,

dhugosci fali zwiazane z poszczegdlnymi kolorami, zjawisko absorpcji promieniowania,
widma absorpcyjne 1 ich zwiazek z barwa substancji, barwniki naturalne wystgpujace w
roslinach. Podczas warsztatow uczniowie samodzielnie wyizoluja barwniki z lisci (np. migty),
przeprowadza ich rozdzial metoda chromatografii cienkowarstwowej i zidentyfikuja na
podstawie ich barwy i1 polozenia na chromatogramie. Wykorzystujac spektrofotometr zmierza
widmo absorpcyjne wyizolowanej mieszaniny barwnikéw, a nastgpnie przedyskutuja zwiazek
widma absorpcyjnego z wrazeniami wzrokowymi.
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