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2007-2013 m. Zmogiskyjy istekliy plétros veiksmy programos 2 prioriteto ,,Mokymasis visa gyvenimg*“ VP1-2.2-
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9-12 klasiy bendryjy programy pagrindu (VP1-2.2-SMM-03-V-01-002)“. Projekto vykdytojas — Lietuvos
edukologijos universitetas. Partneriai — Vytauto DidZiojo universitetas ir Siauliy universitetas.

MokyKkliniy chemijos eksperimenty teorija ir praktika. Mokytojo knyga. Vilnius, 2014
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Metodiné priemoné apsvarstyta Lietuvos edukologijos universiteto Gamtos, matematikos ir technologijy fakulteto
Tarybos posédyje 2014-06-17 (protokolo Nr. 22).

Metoding priemong sudaro keturi skyriai. Pirmasis knygos skyrius yra teorinio pobtuidzio, jame iSrySkinamas
pazinimo kompetencijos vaidmuo eksperimentinéje veikloje, nagrinéjamas tyring¢jimu grindZiamas mokymasis,
aktyvieji mokymosi metodai, kurie galéty pajvairinti edukacing praktikg. Antrajame skyriuje aprasSytos
kompiuterizuotos mokymo sistemos, pritaikytos gamtamoksliam ugdymui. Treéiasis mokytojo knygos skyrius yra
praktinio pobudzio, susij¢s su dalyko laboratoriniais darbais. Tyrimai laboratorijoje, konkrecios situacijos analizg,
problemy sprendimas padeda nuo mokymo pereiti prie mokymosi, gamtos mokslus daro patrauklius, o pati mokymosi
procesa jdomesnj ir prasmingesnj. Aprasomos tyrimy metodikos skiriasi tyrimo objektais, veikly apimtimi ir
sudétingumu, todél kiekvienas mokytojas, priklausomai nuo moksleiviy pasirengimo lygio, gali pasirinkti tinkamus
tyrimus. Ketvirtasis knygos skyrius yra praktinio tarpdalykinio pobiidzio. Sioje metodinéje priemonéje aprasytos
metodikos yra iSbandytos pedagogy kvalifikacijos tobulinimo kursuose su gamtos dalyky (biologijos, chemijos, fizikos)
mokytojais. Mokymuose gamtamoksling kompetencijg tobulino per 330 gamtos dalyky mokytojy, mokymy trukmé —

60 val.

Leidinio eksperté — Regina KauSiene.

! Vytauto DidZiojo universitetas
2 Lietuvos edukologijos universitetas
% Siauliy universitetas

© Lietuvos edukologijos universitetas, 2014
© Siauliy universitetas, 2014
ISBN 978-609-95371-9-1 © Vytauto Didziojo universitetas, 2014



V. TARPDALYKINIO TURINIO LABORATORINIAI DARBAI

4.1. BAKTERIJU BUVIMO NUSTATYMAS PAGAL JU GAMINAMU PORFIRINU
SUGERTIES SPEKTRUS

Vidurinis ugdymas. ISpléstinis kursas. 11-12 klasés.

9. Siuolaikiniai tyrimo metodai

Nuostata

Kirybingai ir saugiai tyrinéti gamtos reiskinius.
Esminis gebéjimas

Apibudinti chemijoje taikomus tyrimo metodus.

Gebéjimai Zinios ir supratimas
9.2. Apibudinti medziagy 9.2.5. Pateikti pavyzdziy, kaip fizikiniai medziagy tyrimo
sandaros tyrimo metodus. metodai taikomi praktikoje.

Vidurinis ugdymas. Biologija. I$pléstinis kursas. 11-12 klasés.

1. Metodologiniai biologijos klausimai

Nuostata

Ivairiais metodais tyrinéti biologinius rei$kinius ir procesus.
Esminis gebéjimas

Analizuoti mokslinius metodus ir biologijos atradimy reikSme.

Gebéjimai Zinios ir supratimas

1.3. Taikyti matematikos ir | 1.3.1. Tiksliai atlikti matavimus, apibendrinti ir pateikti
informacijos paieSkos Zinias ir | gautus rezultatus. ApskaiCiuoti procentus, vidurkius,
gebéjimus tyrimy rezultatams | santykius. Uzrasyti gautus rezultatus, apdoroti juos statistikai
apdoroti ir problemoms spresti. ir pavaizduoti naudojantis kompiuterinémis technologijomis.

5. Zmogaus sveikata

Nuostata

Saugoti savo ir kity Zmoniy sveikatg.

Esminis gebéjimas

Paaiskinti aplinkos ir nuo Zmogaus priklausanc¢iy veiksniy jtaka Zmogaus sveikatai.

Gebéjimai Zinios ir supratimas

5.4. Apibudinti, kaip Zmogaus | 5.4.2. Apibudinti bakterijy dauginimuisi jtakos turincius
organizmas  yra  prisitaikes | veiksnius. Nagrin¢jant praktinius pavyzdzius aiSkinti

apsisaugoti nuo zalingo | mikroorganizmy  kultiiry  auginimg ir  panaudojimg
mikroorganizmy poveikio, ir | biotechnologijose.
iSvardyti profilaktikai

naudojamas priemones.

7. Evoliucija ir ekologija

Nuostatos

Suprasti, kad biologing jvairove lemia genai ir aplinka. Suvokti, kad gamta yra vientisa ir darniai
veikianti sistema.

Esminiai gebéjimai

Apibudinti paveldimgjj kintamuma, gamting atrankg ir jos reikSme evoliucijai. Apibudinti
organizmy sisteminimo reik§Sme¢ tyrinéjant gyvaja gamta.

Gebéjimai Zinios ir supratimas
7.2. Paaiskinti, kad naujos rusies | 7.2.1. Apibudinti ra§] kaip visumg individy, kurie gali
atsiradimas  yra  evoliucijos gyventi tam tikromis aplinkos salygomis (riSies
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rezultatas. ekologinéje niSoje), kryZzmintis tarpusavyje ir palikti
vaisingy palikuoniy.

Porfirinai  priklauso heterocikliniy aromatiniy
junginiy klasei. Porfirino molekulés pagrinda sudaro keturi
pirolo Zziedai, sudaryti i§ keturiy anglies ir vieno azoto
atomo, ir tarpusavyje sujungti metino tilteliais. Pavyzdziui,
Kraujo hemo prekursoriaus protoporfirino IX molekule
sudaro tetrapirolinis ziedas, prie kurio Sony prisijunge -
C,Hs (-vinilo), -CHj3 (-metilo), (-CH),COQH (-propionilo)
radikalai (1A pav.). Porfirinai intensyviai sugeria Sviesg
mélynojoje spektringje srityje. Intensyviausia protoporfirino
IX sugerties juosta yra trumpyjy bangy srityje, kurios
smailé lokalizuota ties 400 nm (1B pav.).

Endogeniniai porfirinai sékmingai panaudojami
sveiky ir bakterijy pazeisty audiniy (uzdegimo)
diagnostikai. Pavyzdziui, anaerobinés bakterijos
Propionibacterium acnes gyvena ant gyviiny odos ir
normaliomis sglygomis néra kenksmingos. Taciau kai kurie
bakterijy Stamai odoje sukeldami spuogus taip pat gamina ir
endogeninius porfirinus, daugiausia protoporfirino 1X. o °2f
Spektroskopiniu metodu nustacius porfiriny kiekj odoje, <C o1}
galima jvertinti bakterijy gausa. Didelis bakterijy skaicius 00— e
(daug pgrﬁrinq) rodo, kad vyksta uzdegimas, kurj reikia A,nm
gydyti. ‘SIOS‘ baktengqs néra Vllemntele‘ spuogy priezastis. 1 pav. Protoporfirino IX struktiring
Spuogai atsiranda uzsikimSus riebaly liaukoms bei plauky P ¢ ) .

o .. . C ormulé (A) bei sugerties spektras (B)
m.f:us.ehams. Spupgq atsuadnpq prlezastys‘ gali biiti IVairios: (o= 1 16 10°° mol/l, I = 10 mm tirpinta
minétas aukSC¢iau bakterinis uZkrétimas, genetinés, etanolyje).
hormoninés (paauglystés spuogai), psichologinés (dél
didelio streso ir galbiit priklauso nuo nepilnavertés mitybos.

Gyviino, pavyzdziui kiaulés, odg galima dirbtinai laikyti salygose, tinkamose Sioms
bakterijoms augti. Tokiu biidu iSaugs daug bakterijy, jos gamins daug porfiriny, kuriuos bus galima
aptikti kiaulés odoje, o taip pat ir odos meginio inkubacijos terpéje (toliau — méginio terpéje).

Siame darbe naudodami sugerties spektroskopijos metodika, atliksite tiriamojo audinio —
kiaulés odos — méginio inkubacijos terpés sugerties spektry matavimus.

Porfirino nustatymui tirpale naudojamas fizikinis metodas vadinamas sugerties
spektroskopija. Sviesai sklindant nevisiskai skaidria medziaga, dalis §viesos yra sugeriama, todél
mazéja jos intensyvumas ir keidiasi spektriné sudétis. Sviesos intensyvumas rodo $viesos $altinio
skleidziamg galig j tam tikrg ploto vienetg, o jo matavimo vienetas yra kandela (cd). Jei visy bangos
ilgiy Sviesa sugeriama vienodai, tai tokia sugertis vadinama paprastgja. Paprastoji sugertis nekeicia
Sviesos spektrinés sudéties, taciau keicia jos intensyvuma, kuris, sklindant medziaga, palaispsniui
mazeja. Jei skirtingo bangos ilgio Sviesa sugeriama skirtingai, tada sugertis vadinama atrankigja.
Atrankioji sugertis keiCia Sviesos spektring sudétj. Taip yra todé¢l, kad medziagos atomai ir
molekulés nevienodai sugeria skirtingo bangos ilgio Sviesg. D¢l atrankiosios sugerties balta Sviesa,
pragjusi per medziagos sluoksnj, tampa spalvota. IStyre per medziagg praéjusios Sviesos spektring
sudét], galime nustatyti kokie atomai ir molekulés sudaro medZziaga, kokie procesai vyksta
medziagoje. Toks tyrimo metodas vadinamas optine spektroskopija.

Pagrindinj Sviesos sugert] apraSantj désnj 1729 m. eksperimentiskai nustaté pranciizy
mokslininkas P. Bugeras, o teoriSkai 1760 m. pagrind¢ vokieciy mokslininkas J. Lambertas.

06[
05F

0.4r

03r

pt. t. vnt.

281



1852 m. A. Beras tyrinédamas Sviesos sugert] tirpaluose pastebéjo, kad silpnyjy elektrolity
tirpaly monochromatinés Sviesos sugerties koeficientas yra tiesiog proporcingas tirpalo
koncentracijai:

I =1, ; @)

Cia | yra peréjusios per medziagg Sviesos intensyvumas, kai kritusios Sviesos intensyvumas
buvo Iy, e yra natarinio logaritmo pagrindas, ¢ yra tirpalo koncentracija, k, — molekulinis sugerties
koeficientas, A — $viesos bangos ilgis.

Atvirks¢io dydzio pralaidumo faktoriui deSimtainis logaritmas yra vadinamas medziagos
sluoksnio optiniu tankiu: Atlike matematinius pertvarkymus ir koncentracijos matavimo vienetais
pasirinke mol/l (M), gausime lygt] optiniam tankiui A skaiciuoti:

IgIL:—IgT:g-c-I:A; 2

0

&ia e — molinis sugerties koeficientas [1/ (mol - cm)] arba [M™* cm™].
Galutineé lygtis, naudojama optiniam tankiui A skaiciuoti, yra Si:

A=e-c-l (3)

Prietaisas skirtas Sviesos spektrams
registruoti vadinamas spektrometru. Kiuvets
Standartinio spektrometro, skirto pralaidumo '
spektrams tirti, optiné schema pavaizduota 2
paveiksle. Pagrindiniai tokio spektrometro
komponentai yra: plataus spektro Sviesos
Saltinis, monochromatorius, kiuveté su tiriamu

Monochromatorius

tirpalu ir Sviesos intensyvumo detektorius. _ Prizme
- . . v . Saltinis . (gardele)

Monochromatorius yra skirtas i§ plataus $viesos o

v o . v . . oy o . . PLysys

Saltinio spektro iSskirti reikiamo bangos ilgio X

Sviesg, kuri per galinj plySi nukreipiama |
tiriamg bandinj. Pagrindinis monochromatoriaus
elementas yra prizme arba difrakciné gardelé, kuri iSskleidzia baltg Sviesg | spektra. Sukant prizme
(difrakcine gardele) galima ] i1S¢jimo plyS) nukreipti reikiamo bangos ilgio baltos Sviesos spektro
dalj. Krentancios ] kiuvete ir pragjusios per kiuvete Sviesos intensyvumas, kurio vert¢é rodoma
prietaiso ekrane arba su preitaisu sujungtame

kompiuteryje, registruojamas detektoriumi. 2

paveiksle parodytu spektrometru kiekvienu

laiko momentu registruojamas tik vieno bangos

ilgio Sviesos intensyvumas. Norint uzregistruoti Polichromatorius
visg praéjusios Sviesos spektra, reikia keisti i$
monochromatoriaus iSeinancios Sviesos bangos
ilgj, ir atlikti matavimus i$ eilés keletui bangos Prizme

ilgiy. Spektrometruose, kuriuose detektorius yra m ! (pardeld)
Saltinis

2 pav. Standartinio spektrometro optiné schema.

Kiuvete

fotodiody liniuote, visas spektras registruojamas
i§ karto, kadangi | detektoriaus atskirus
elementus patenka tiriamos Sviesos spektro g pav. Spektrometro su diody liniuote optiné
skirtingo bangos ilgio Sviesa. Spektrometro su  gchema

diody liniuote optiné schema pavaizduota 3

paveiksle.

1&jimo
plviys
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Spektrometrijoje prietaisu matuojamas dydis yra santykis Sviesos intensyvumo |, praéjusio
per kiuvete su tiriamuoju tirpalu, ir Sviesos intensyvumo lg, praé¢jusio per tokig pat kiuvete su
tirpikliu. Iprasta, kad prietaisas perskaiCiuoja gautg verte, pateikdamas rezultatg kaip optinj tankj A.
Toks pakeitimas yra prasmingas, nes, optinis tankis yra adityvus dydis: dviejy tirpaly misinio
optinis tankis lygus sumai kiekvieno misinio optiniy tankiy:

A = AttA; (4)

Laboratorinis darbas atliekamas Il lygmeniu, kaip struktiiruotas tyrinéjimas. Mokiniams
pateikiama nuosekli darbo eiga bei tyrimui atlikti skirty priemoniy sarasas. Remdamiesi iskeltu
tikslu bei dirbdami pagal pateikta darbo apraSa, mokiniai patikrina suformuluota hipotezg.

Eksperimentas atlickamas naudojant kompiutering mokymo sistemg Xplorer GLX (toliau
GLX) bei jutiklj — spektrometra. Mokiniai susipazjsta su spektrometro veikimo principu ir jo
naudojimu. Atlike sugerties spektry matavimus geba jvertinti bakterijy buvima ant odos pavirSiaus.
IS sugerties spektry mokiniai gebés nustatyti porfiriny koncentracijg tiriamajame méginyje.

Kadangi eksperimento rezultatai mokiniams néra i§ anksto zinomi, atsiranda galimybe
diskusijai grupése. Rezultaty analizé ir aptarimas gali biti atlieckami grupelémis po 3—5 mokinius.
Taupant pamokos laika, sitiloma kiekvienai grupelei tirti odos gabaliukus, laikytus skirtingomis
salygomis, o darbo rezultatus aptarti ir apibendrinti bei suformuluoti iSvadas bendrai.

Si laboratorinj darba galima atlikti kaip IV lygmens tyrin¢jima. Jj galima sidlyti kaip
baigiamajj tiriamajj darba arba kaip projektinj darba suformuluojant tyrimo problema.

Tyrimo problema. Kaip nustatyti, ar yra bakterijy ant odos pavirsiaus ir kiek.
Eksperimento tikslas — spektrometru nustatyti, ar yra bakterijy ant odos pavirSiaus.

Tyrimo hipotezé. Oda laikant aplinkoje, tinkamoje bakterijoms augti, bakterijy turéty
iSaugti daugiau negu aplinkoje, nepalankioje bakterijy dauginimuisi.

Laukiami rezultatai:

. ISmoks naudotis spektrometru.

. ISmoks matuoti tirpaly sugerties spektrus.

o Gebés spektrometru iSmatuoti porfiriny koncentracijg méginio inkubacijos terpéje.

. Palygins bakterijy susintetinty porfiriny koncentracija, kai oda laikoma skirtingose
inkubacijos terpése (vandenyje, etanolyje, kosmetiniame valiklyje, NaCl tirpale).

Xplorer GLX;

UV-VIS spektrofotometras ,,Ocean Optics Red Tide USB 650°;
| = 1 cm optinio kelio kiuvetés;
Gyvino (pvz., kiaulés) odos gabaléliai;
Cheminés stiklinés;

Pipeté (1 ml);

Matavimo cilindras (iki 100 ml);
Svarstyklés;

Distiliuotas vanduo;

5, 10, 15 ir 20% NacCl tirpalas;
Kosmetinis odos valiklis;

Etanolis.
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Darbo uzduotys:

1. Paruosti odos méginius.

2.  Odos méginius paveikti i) priemonémis, stabdanciomis bakterijy augimg; ir ii)
distiliuotu vandeniu.

3 Paruosti darbui spektrometra.

4.  ISmokti dirbti su spektrometru, uzregistruoti sugerties spektrus.

5 ISmatuoti visy odos méginiy inkubacijos terpés sugertj praéjus 24-48 val po
inkubacijos.

6.  ISmokti grafiSkai pateikti / atvaizduoti tirty méginiy sugerties spektrus.

7. Grafike atpazinti biologiniy chromofory — tarp jy ir endogeniniy porfiriny — sugerties

juostas.

ISmokti nustatyti endogeniniy porfiriny sugerties maksimumo bangos ilgj.

9.  Palyginti skirtingy odos méginiy inkubacijos terpés sugertj: 1) endogeniniy porfiriny
sugerties intensyvuma; ii) kity endogeniniy chromofory sugerties juosty intensyvuma.

o

1. Odos méginiy paruoSimas.
1.1. Pasigaminkite w(%) =5 %, 10 %, 15 % ir 20 % NaCl (valgomosios druskos) tirpalus.
Procentiné koncentracija W parodo, kiek gramy iStirpusios druskos yra Simte gramy
tirpalo (tirpinio + tirpiklio).

m. ... m. ..
W(%) = —P° «100% = e %100% (5)
m +m

tirpalo tirpinio tirpiklio
Druskos tirpiklis — distiliuotas vanduo. 1 lenteléje pateikiama sausos druskos masé ir
distiliuoto vandens tiris, reikalingas atitinkamam procentinés koncentracijos W tirpalui

pagaminti.
1 lentele
NaCl masé ir distiliuoto vandens tiris, reikalingas tirpalams pagaminti.
w, % Tirpinio (druskos) masé g Tirpiklio (distiliuoto vandens) tiiris, ml
5 5 95
10 10 90
15 15 85
20 20 80
Druskos tirpaly gamyba.

1.1.1. Pasverkite 5 g druskos.

1.1.2. Druska supilkite j 100 ml talpos stikling.

1.1.3. Matavimo cilindru pamatuokite 95 ml distiliuoto vandens ir jpilkite j stikling su
druska.

1.1.4. Stikline lazdele iSmaiSykite stiklinés turinj.

1.1.5. Tokiu pat eiliSkumu pagaminkite ir kitus 10 %, 15 % ir 20 % druskos tirpalus.

1.2. Tiriamaja kiaulés odos dalj supjaustykite j septynis vienodo dydzio (~ 3 x 3 cm? )
meéginius.

1.3. ] pirmg cheming stikling jpilkite 50 ml distiliuoto vandens; j antrg — 50 ml etanolio, |
tre¢ig — 50 ml pasirinkto kosmetikos valiklio, j 4, 5, 6 ir 7-tgja stiklines — atitinkamai
po 50 ml 5 %, 10 %, 15 % ir 20 % NaCl tirpalus. Pazymékite / sunumeruokite
stiklines.

1.4. Odos gabalélius pamerkite ] tirpalg. | kiekvieng stikline jdékite po vieng odos méginj.
Odos méginys turi biiti gerai apsemtas skys¢iu. Méginius laikykite uZsukame inde,
kadangi jis turés specifinj blogg kvapg dél joje esanéiy amoniako dariniy — aminy.

1.5. Odos méginius laikykite 24-48 val. 20-24 °C temperatiiroje.
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1.6. Jei méginiai neskaidriis, juos nufiltruokite. Filtravimui paruoSiama kita stikliné, j kurig
jstatomas piltuvélis su filtravimo popieriumi, sudrékintu ekstrahavimui naudotu
tirpikliu. | paruosta stikling su piltuvéliu pilamas tirpalas.

Aparatiiros sujungimas ir testavimas.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

Sujunkite aparatiira, kaip
pavaizduota 4 paveiksle: jjunkite

GLX paspausdami (©) mygtuka
prietaiso deSin¢je, apacioje. USB
laidu prijunkite spektrometra prie
GLX. Prijunkite maitinimo bloka,
kai GLX programa aptinka Ocean
Optics spektrometra.

GLX reikalauja specialios
licencijos darbui su Ocean Optics
spektrometru. Idiegus licenzija, jos

O . . a e s
4 pav. Spektrometro instaliavimo langas

idiegti kiekvieng karta dirbant su spektrometru nereikia. Licenzija, jraSyta USB
atmintingje, pateikiama kartu su spektrometru. Licenzijos idiegimas: USB atminting,
kurioje jra$ytas licenzijos failas, prijunkite prie GLX; ekrane pasirodys uzrasas ,,Cia
yra Ocean Optics licenzija. Ar norétuméte ja jdiegti?* (There is a license available for
‘Ocean Optics Spectrometer. Would you like to add a license to this GLX?). Sutikdami

spauskite @ Ekrane atsiras zinuté: ,,Sékmingai jdiegta licenzija* (Successfully

added license for Ocean Optics
Spectrometer). Dar kartg

paspauskite @ . Prijungus
spektrometra, jsiziebia Sviesos
Saltinis ir atsiranda instaliavimo

langas (Ocean Optics
Initializing...) (5 pav.). GLX
spektrometra atpazjsta

automatiSkai. Po keliy sekundziy
spektrometras paruostas darbui.
GLX ekrane atsiranda
spektrometro »Nustatymai*
(Analysis Configuration) rezimas
(6 pav.).

Paspauskite varnele ( ®), kai

8:21:06 Akd 0472506 XplorerGlX 3G Do

E”ﬁ@

hWieter Stopwatch

Initizlizing...

Cancel | |

5 pav. Spektrometro Analysis Configuration
rezimas.

pazyméta ,Integravimo laikas* (Integration time) ir nustatykite 15 ms. Paspaudus
varnele dar karta, reikSmé uzfiksuojama.
2.5. Paspauskite varnele, kai pazyméta ,,Vidurkis* (Average) ir nustatykite 5.
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2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

2.11.

2.12.
2.13.

2.14.

42h
Rodykle i desine ( “&*) nueikite |

2207 AM 04725706 XplorerGLY o @ Do
lempg ,,Lempa“ (Lamp). % S
Varnelés pagalba nustatykite, kad I g
pirmose dviejose eilutése 2=
- .. =
parodytos lempos bty jjungtos 2

(ON).

I spektroskopo anga idékite juoda
kiuvete ir paspauskite mygtuka F1,
»ISsaugoti tamsy“ (Save dark)

‘ﬁmmm Lamp |_Time Aquisition |

Integration Time =D

Integration Time Unit IMillisecands

(Pav. 6). Average | 1]
Ipilkite j matavimo kiuvete 1 ml |57 [ 0
tirpiklio (70 % etanolio). Reikia Save Dark | SaveRef | ClearScans | Close

pilti tokio tirpiklio, kuriuo buvo @ @ @

uzpilti odos méginiai.
[Simkite juodg kiuvete ir jdékite 6 pav. Spektrometro ,Nustatymai® (Analysis
kiuvete su etanoliu. Kiuvete reikia ~ Configuration) rezimas.

déti taip, kad skaidri sienelé buty

atkreipta j lempg (Pav. 7).

Siuo atveju §viesos kelio ilgis | yra lygus 1 cm. Jei kiuvete jdétuméte plok$tuma a
atgrezta | lempa, 1 bus lygus 0,5 cm. Atitinkamai gauta optinio tankio verte reikés
padauginti i 2.

Paspauskite F2, ,,Issaugoti atraminj signala“ (Save ref) (Pav. 6).
Paspauskite F4, ,,Uzdaryti* (Close) ir uzdarysite langa.
Mygtukais F1 ir F2 sukalibravote

spektroskopa. Jei matavimy metu

signalo néra ar iSkilo kita

problema, spauskite

HI8valyti (Clear Scan), kad viska
iSvalytumeéte.  Kalibruokite 1§
naujo.

Darbo metu norédami dar kartg
patekti | spektrometro Nustatymus
(Analysis Configuration) rezima:

| +@&

spauskite , atsiras
»Qrafinio atvaizdavimo* langas.

Spauskite ir atidarykite

,Jrankius“ (Tools).
Naudodami rodyklinius klaviSus eikite zemyn ir pasirinkite ,,Spektro analizés

Kiuveté

7 pav. Kiuvetés padétis spektrometre.

konfigtiracija“ (Spectrum Analysis Config) ir spauskite varnele @ .

Meéginiy spektro matavimas

3.1.

3.2.

3.3.

Paspaudus F4, automatiSkai atsiranda grafinio vaizdo (Graph screen) atvaizdavimo
langas. Tai pagrindinis jusy darbo langas, kuriame galésite matuoti tirpaly pralaidumo
spektrus.

Du kartus paspauskite varnele ) ir rodykliy pagalba nustatykite, kad Y asyje rodyty
pralaiduma (Transmission).

Spauskite ® irbus matuojamas spektras.
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3.4. Dar kartg spauskite ® | kad sustabdytuméte matavima.
3.5. Norédami i8didinti dominancia

spektro dalj (400 — 500 nm), 9:28:52 AM 04/25/06 XplorerGLX Y® Do
spauskite F2, reiskiantj ,.Skalé / = INo Datal
patraukti“  (Scale /  Move). B

Ry =

WP £

Rodyklémis () spektra

18didinkite. E Z) WEMinus Dark

3.6. Norédami reikiamg spektro dalj 2 ¥&Absorbance

Lok duri t 2 & Transmission

pastumtt ] e rano .Vl urj, an Tg & W¥Rel, Irradiance
karta spauskite F2 ir rodyklémis ®  Data Properties.. 800 1000
spektrq paStumkite’ kur reikia. AutoScale | S:alefh*:;::.:;'zuﬁn - '|Grapns

3.7. Paspauskite F3, ,Jrankiai* (Tools)

ir iSsirinke ,,Protingi jrankiai*

8 pav. Matavimy rezimo grafinis langas.
(Smart tools), paspauskite varnele @. Atsiras rutuliukas, rodantis X ir Y vertes.

o
Rodyklémis @g%@nueikite ant dominancio spektro smailés (tarkim 415 nm), ir ekrane
matysite optinio tankio verte.

Skirtingy meéginiy optinio tankio vertes uZsiraSykite. Pagal tai galima spresti, kokiomis
salygomis bakterijos auga ir gamina porfirinus, o kokiomis Ztina ir porfiriny negamina.

3.8. ISmatuota sugertis A (matuojama optinio tankio vienetais) turi nevirSyti 1.2. Jei yra
daugiau, méginj reikia skiesti. Tarkim, gavome kad A yra 4. Méginj reikés skiesti 4
kartus: paimti 1 dalj turimo meéginio ir i ji ipilti 3 dalis tirpiklio (etanolio).

4. Rezultaty analizé.

9 paveiksle pateiktos odos méginiy, inkubuoty etanolyje (a) ir vandenyje (b), nuotraukos.
Palyginkime §iy meéginiy terpés sugerties spektrus.

Kiekybiskai palyginus porfiringy koncentracija, gavome, jog porfiriny daugiausia yra
distiliuotame vandenyje, o kosmetiniame valiklyje ar etanolyje- maziau (2 lentel¢). Taip pat
didesnés koncentracijos NaCl tirpale porfiriny
yra maziau nei mazos koncentracijos NaCl
tirpale. Galime teigti, kad porfirinus pagamino
bakterijos, esancios kiaulés odos méginyje.
Todel 1§ spektriniy rezultaty (tikriausiai ir 1§
meéginio kvapo) galime spresti apie didelg
bakterijy koncentracija distiliuotame vandenyje
inkubuotame kiaulés odos meéginyje. Valgomoji
druska taip pat yra priemon¢, apsauganti nuo
bakterijy dauginimosi ir porfiriny gamybos. _
Biitent todél vienas 1§ mésos apdorojimo bidy :
yra jos siidymas.

Pagal spektro formg iSmatuoty odos 9 pav. Odos méginiai, po inkubacijos etanolyje (a) ir

méginiy terpés sugerties spektrai yra panasiis  distiliuotame vandenyje (b).
330-400 nm (UV) ir 600-800 nm (raudonojoje) spektringje srityje. Placias sugerties juostas UV
spektringje srityje galima priskirti odos lipopigmenty ar baltymy sugerc¢iai. Raudonojoje spektringje
srityje odos méginiy terpés sugerties juosty intensyvumas mazéja ir ties 800 nm tampa lygus nuliui.
Taciau palyginus odos méginiy inkubuoty etanolyje (spirite) ir vandenyje sugerti regimojoje
spektringje srityje matyti, kad vandenyje yra iStirpes chromoforas, pasizymintis intensyvia sugerties
juosta ties 415 nm ir silpniau iSreikStomis sugerties juostomis ties 535 ir 571 nm (10 pav.), kurios
priskiriamos kraujo gamybos metu susidarantiems tarpiniams produktams. Galime daryti iSvada,
kad 415 nm bangos ilgio smailé rodo porfiriny buvima tirpale.
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2 lentelé
Odos apdorojimo terpés méginiy spektriniy matavimy rezultatai.

Inkubacijos 1 val. 24 val.
trukmé
Eil. Nr. | Tiriamasis Vizualis ir Sugerties Vizualis ir Sugerties
tirpalas kvapo pokyciai max., kvapo poky¢iai | max., opt.t.vnt
opt.t.vnt.
1. Kosmetikos
valiklis
2. Etanolis
3. Vanduo
4, NaCl, 5 %
5. NaCl, 10 %
6. NaCl, 15 %
7. NaCl, 20 %
Pastebéta, kad vandeninés terpés 12
spektras po odos preparato inkubacijos 415 Tipal sugerts
pasizyméjo didesnémis optinio tankio vertémis - vandens
visame 330-800 nm spektriniame intervale, T 4,
lyginant su etanolio sugertimi. Tai gali buti dél %
dviejy priezasciy: z
o del spartesnio odos méginio 2 L4l
irimo j vandenine terpe pateko daugiau z
endogeniniy chromofory. Cia galioja sugerties SN
adityvumo principas (zr. 4 formulg), t. y. jvairiy oo “““ . .
paminéty endogeniniy chromofory sugerties 400 500 600 700 800
spektrai persikloja, todél suminis optinis tankis %, nm
yra zZymiai didesnis, lyginant su uZregistruotu 10 pav. Tirpaly, gauty po odos méginio inkubacijos
optiniu tankiu etanolio tirpale. etanolyje ir distiliuotame vandenyje, sugerties
. kita priezastis — dél didesnés Spektrai.

biomolekuliy koncentracijos tirpale padid¢ja sklaidos fonas, kai Sviesa sklaido biomolekulés, kuriy
matmenys yra palyginami su Sviesos bangos ilgiu. Tod¢l vandeniné méginio terpé trumpabangeje
spektrinéje srityje iSsklaidys dalj Sviesos, o spektre matysime optinio tankio padidéjima, t. y.
atitinka per méginj praéjusios Sviesos intensyvumo sumazgjimg (zr., 6 formulg) UV spektrinéje
srityje.

UZduotys:

1.  Pagal pateikta pavyzdj apraSykite iSmatuotus spektrus.

2. Nustatykite, kurioje méginio terpéje endogeniniy porfiring koncentracija buvo
didziausia.

3. Interpretuokite gautus spektrinius rezultatus.

4. Oda, kurioje wuzaugo bakterijos, inkubuokite dezinfekcinése priemonése ir
pamatuokite, ar maZz¢ja porfiriny koncentracija odos meéginio terpéje. Uzpildykite
darbo rezultaty lentele.

5. Palyginamuoju biidu, 1§ endogeniniy porfiriny optinio tankio pokyc¢io odos méginio
terpése, nustatykite, kuri dezinfekciné priemoné sunaikino daugiausia bakterijy.

o Padarykite i§vada, kurie odos valikliai / kosmetinés priemonés yra tinkami apsaugai
nuo bakterinio uzdegimo.
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o Ar greitai Zuista bakterijos, odg valant dezinfekcinémis priemonémis?

Klausimai

Atsakymai

1. Kur randami porfirinai?

1.

Porfirinai yra organinés molekulés, Kkurias
savaime gamina gyvunai ir kai kurios bakterijos.
Biina geoporfiriny, kurie randami neapdirbtoje
naftoje, anglyse ar nuosédinése uolienose.
Kraujo hemg sudaro protoporfirino IX (PpIX) ir
gelezies (IT) kompleksas. Sutrikus kraujo hemo
sintezés savireguliaciniams mechanizmams,
audiniy lgstelése gali kauptis porfirininio tipo
endogeniniai fluoroforai. Porfirinus taip pat
galima  sintetinti  laboratorijoje  lasteles

paveikiant pertekliniu aminolevulino riigsSties
kiekiu.

Kokios yra spuogy atsiradimo |2. Spuogy atsiranda dél hormoniniy pakitimy

priezastys? organizme, genetinio polinkio, psichologiniy
priezas¢iy bei dél bakterijy veiklos. Spuogy
kiekiui jtakos gali turéti ir dieta, ,,geryjy“
bakterijy kiekis ir jvairove.

Ar visy chromofory, esanciy |3. Teoriskai, dauguma audiniy chromofory Sviesa

Zmogaus organizme, sugert] galima
uzregistruoti spektrometru?

sugeria UV  spektringje srityje. PraktiSkai
audiniy chromofory uZregistruoti gali ir
nepavykti, jei jy koncentracija maza arba jie yra
giliai organizme, kadangi biologiniai audiniai
stipriai iSsklaido Sviesa. Atliekant biologiniy
audiniy tyrimus yra jprasta matuoti vandeniniy,

labai praskiesty biologiniy audiniy tirpaly
bandiniy chromofory sugertj.

Sviesos sugerties désnis. |4.

PaaiSkinkite Lamberto-Bugero-Bero

désnj.

Kiek karty sumazéja per bandinj |5. SumaZzéja atitinkamai 10, 100 ir 1000 karty.

pra¢jusios monochromatinés Sviesos
intensyvumas, palyginti su
krentancios Sviesos intensyvumu, jei
tirpalo optinis tankisA=1; A =
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4.8. SPEKTROSKOPINIS CHLOROFILO NUSTATYMAS AUGALU EKSTRAKTUOSE

Vidurinis ugdymas. ISpléstinis kursas. 11-12 klasés.

9. Siuolaikiniai tyrimo metodai

Nuostata
Kirybingai ir saugiai tyrinéti gamtos reiskinius.
Esminis gebéjimas
Apibiidinti chemijoje taikomus tyrimo metodus.
Gebéjimai Zinios ir supratimas
9.1. Taikyti jgytas zinias apie | 9.1.2. Paaiskinti, kaip tirpalo spalvos intensyvumas susijes su
medziagos koncentracijg tirpale, | medZiagos koncentracija ir tirpalo sluoksnio storiu.
siejant su koncentracijos
reiSkimo biidais.
9.2. Apibidinti medziagy | 9.2.5. Pateikti pavyzdziy, kaip fizikiniai medZiagy tyrimo
sandaros tyrimo metodus. metodai taikomi praktikoje.

Vidurinis ugdymas. Biologija. Bendrinis kursas. 11-12 klasés.

1. Metodologiniai biologijos klausimai

Nuostata
Ivairiais metodais tyrinéti biologinius rei$kinius ir procesus.
Esminis gebéjimas
Analizuoti mokslinius metodus ir biologijos atradimy reikSme.

Gebéjimai Zinios ir supratimas
1.3. Taikyti matematikos ir | 1.3.1. Tiksliai atlikti matavimus ir apibendrinti gautus
informacijos paieSkos Zinias ir | rezultatus. ApskaiCiuoti procentus, vidurkius, santykius.
gebéjimus tyrimy rezultatams | UzraSyti gautus rezultatus ir pavaizduoti juos naudojantis
apdoroti. kompiuterinémis technologijomis.

2. Lastelé — gyvybés pagrindas

Nuostata
Suvokti lgstele kaip maziausig organizmo dalele, kurioje vyksta gyvybiniai procesai.
Esminis gebéjimas
Suprasti, kad visi organizmai sudaryti i§ lasteliy, paaiskinti lastelése vykstanciy procesy
reik§me gyvybinei organizmo veiklai.

Gebéjimai Zinios ir supratimas
2.1.  Apibudinti  organinius | 2.1.2. Atlikti jvairiy augalinés kilmés maisto produkty
junginius, jeinancius | lasteliy | tyrimus pasirinktai organinei medziagai nustatyti.
sudeti. 2.5.4. Apibudinti fotosintezg kaip augaly lastelése vykstantj
2.5. Apibudinti energijos ir | procesa, kurio metu Sviesos energija vartojama organinéms
medziagy virsmus lasteléje ir | molekuléms sintetinti.
organizme.
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Vidurinis ugdymas. Biologija. ISpléstinis kursas. 11-12 klasés.
1. Metodologiniai biologijos klausimai

Nuostata
Ivairiais metodais tyrinéti biologinius reiSkinius ir procesus.
Esminis gebéjimas
Analizuoti mokslinius metodus ir biologijos atradimy reikSme.

Gebéjimai Zinios ir supratimas
1.3. Taikyti matematikos ir | 1.3.1. Tiksliai atlikti matavimus, apibendrinti ir pateikti
informacijos paieskos Zinias ir | gautusrezultatus.  ApskaiCiuoti  procentus,  vidurkius,
gebéjimus tyrimy rezultatams | santykius. UzraSyti gautus rezultatus, apdoroti juos
apdoroti ir problemoms spresti. statistiSkai ir pavaizduoti naudojantis kompiuterinémis
technologijomis.

2. Lastelé — gyvybés pagrindas

Nuostata
Suvokti lastele kaip maZiausig organizmo dalele, kurioje vyksta gyvybiniai procesai.
Esminis gebéjimas
Suprasti, kad visi organizmai sudaryti i§ lasteliy, paaiskinti lastelése vykstanciy procesuy
reik§me gyvybinei organizmo veiklai.

Gebéjimai Zinios ir supratimas
2.1.  Apibudinti  organinius | 2.1.2. Atlikti jvairiy augalinés kilmés maisto produkty
junginius, jeinancius ] lasteliy | tyrimus pasirinktai organinei medZiagai nustatyti.
sudét]. Paaiskinti Siy organiniy | 2.5.7. Apibudinti fotosinteze¢ kaip augaly lgstelése vykstantj
junginiy ir vandens reikSme¢ | procesa, kurio metu Sviesos energija vartojama organinéms
organizmo gyvybinéms | molekuléms sintetinti.
funkcijoms.
2.5. Paaiskinti energijos ir
medziagy virsmus lgsteléje ir
organizme.

Chlorofilas yra Zalias pigmentas,
randamas augaly ir dumbliy chloroplastuose bei
cianobakterijose. Fotosintezés metu chlorofilas
sugeria saulés spinduliy energija ir pavercia ja
chemine energija. Tokiu budu i§ anglies
dioksido ir vandens gaminami angliavandeniliai,
pvz., cukrus. Kaip Salutinis produktas,
sukuriamas deguonis. Augaly lapuose yra dviejy H H
tipy chlorofilo: chlorofilas a CssH72MgN4Os
(zaliai melsvo atspalvio), kurio struktiiriné
formulé parodyta 1 a paveiksle, ir chlorofilas b
CssH70MgN4Og (zaliai gelsvo atspalvio), kurio
struktiriné formulé parodyta 1 b paveiksle.

Nors chlorofily struktiira yra labai —
sudétinga, vis deélto nesunku pastebéti, kad
pagrindinis jy struktiirinis vienetas yra pirolas.

Tarpusavyje sujungti keturi pirolo Ziedai (I, II,
[Il, 1V ) ir magnio atomas sudaro kiekvienos 4 pav. Chlorofilo a (A) ir chlorofilo b (B)
chlorofilo molekulés branduolj — porfirin0 g yktiirines formules.
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Zieda.

Pagrindinis  biologiniu pozitriu yra »
chlorofilas a, kurio turi visi fotosintezg 453 —— Chlorofilas a
vykdantys organizmai, o pagalbinio chlorofilo b ] — Chlorofilas b
augaluose yra 3-5 kartus maziau. 1401

Chlorofilo molekulés geriausiai sugeria
mélyng (A = 400-470 nm) bei raudong (A = 620-
700 nm) 3$viesa (2 pav.). Zalios $viesos
chlorofilas nesugeria, tod¢l augalai mums
atrodo zali.

IS sugerties spektry galima kokybiskai
nustatyti, kurio tipo chlorofilas vyrauja augale.
Raudonuosius spindulius Siek tiek intensyviau 0-
sugeria chlorofilas a, mélynuosius — chlorofilas
b. Mélynojoje spektro srityje chlorofily
sugerties spektrai persikloja su kity augaliniy
pigmenty, pvz., karotenoidy, sugerties spektru, 5 nay  chiorofilo a ir chlorofilo b tirpaly
todel chlorofily a ir b atskyrimui patogiau dietileteryje sugerties spektrai. € — molinis sugerties
naudoti raudongjg spektro sritj. Kaip matyti i 2 koeficientas, parodantis chlorofilo  molekulés
paveiksle  pateikty  spektry,  dietileteryje  gebéjima sugerti skirtingy bangos ilgiy (L) $viesa.
iStirpinto chlorofilo a sugerties maksimumas Paveikslo apacioje patektas elektromagnetiniy
raudonojoje spektro srityje yra ties 660 nm, 0  bangy spalvy spektras.
chlorofilo b — ties 642 nm.

Chlorofilas vandenyje netirpsta, o veikiamas Sarmais ar rigStimis greitai suyra, todél
chlorofilo iSskyrimui 1§ augaly geriausia naudoti organinius tirpiklius, pvz., acetong, metanolj,
etanolj, dietileterj, chloroforma (trichlormetang). Priklausomai nuo naudojamo tirpiklio, keiCiasi
chlorofilo a ir b sugerties juosty maksimumy padétys (Amax) bei moliniai sugerties koeficientai, kai
Amax (1 lentelg).

120

100

80

e (x10%), cm™ M*

60

40

1 lentelé
Tirpiklio jtaka chlorofilo a ir b sugerciai ilgabangéje spektrinéje srityje.
Chlorofilas a, Chlorofilas b
Tirpiklis Amaxi NM ex10° Mt em? Amaxz NM ex10° Mt em?
Metanolis 665 goo5 = 71,4 | €g50=31,7 652 €652 = 38,6 €65 = 20,2
Dietileteris 660 €660 = 85,3 gea2 = 14,8 642 €642 =57,0 €660 = 5,1
Acetonas 663 €663 = 73,3 €645 = 15,0 645 gea5 = 41,4 €663 = 8,4

Chlorofilui augaly lapy ekstraktuose nustatyti naudojamas fizikinis metodas — sugerties
spektroskopija. Sviesai sklindant nevisidkai skaidria medZiaga, mazéja jos intensyvumas ir keiiasi
spektrin¢ sudétis. Jei visy bangos ilgiy Sviesa sugeriama vienodai, tai tokia sugertis vadinama
paprastgja. Paprastoji sugertis nekeicia Sviesos spektrinés sudéties, taciau kei¢ia jos intensyvuma,
kuris, sklindant medZiaga, palaispsniui mazéja. Jei skirtingo bangos ilgio Sviesa sugeriama
skirtingai, tada sugertis vadinama atrankigja. Atrankioji sugertis kei¢ia Sviesos spektring sudét;.
Taip yra todél, kad medziagos atomai ir molekulés nevienodai sugeria skirtingo bangos ilgio Sviesa.
D¢l atrankiosios sugerties balta Sviesa, pra¢jusi per medziagos sluoksnj, tampa spalvota. IStyre per
medziagg pragjusios Sviesos spektring sudétj, galime nustatyti, kokie atomai ir molekulés sudaro
medziaga, kokie procesai vyksta medziagoje. Toks tyrimo metodas vadinamas optine
spektroskopija.
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Pagrindinj Sviesos sugert] apraSant] désnj 1729 m. eksperimentiskai nustaté pranciizy
mokslininkas P. Bugeras, o teoriskai 1760 m. pagrindé vokieciy mokslininkas J. Lambertas. Pagal §j
désnj Sviesos intensyvumo sumazéjimas, peréjus jai per be galo plong medziagos sluoksnij, yra
tiesiog proporcingas to sluoksnio storiui ir kritusios j §j sluoksnj Sviesos intensyvumui. Kai
medziagos sluoksnio storis | néra be galo plonas, tada pagal Bugero ir Lamberto désnj praéjusios
per medziagos sluoksnj §viesos intensyvumas yra:

I = I,e ¥t (1)

¢ia | yra prag¢jusios per medziagg Sviesos intensyvumas, kai kritusios Sviesos intensyvumas buvo Iy,
e yra natirinio logaritmo pagrindas, 4 — Sviesos bangos ilgis. Proporcingumo koeficientas K; yra
vadinamas monochromatiniu sugerties koeficientu. Jo matavimo vienetas m~! arba cm™L.
K priklauso nuo Sviesos bangos ilgio, medziagos sudéties ir sugerianciy Sviesg atomy ir molekuliy
koncentracijos. Kadangi Sis koeficientas priklauso nuo Sviesos bangos ilgio, skirtingy bangos ilgiy
Sviesa sugeriama nevienodai. GrafiSkai pateikiama $i priklausomybé vadinama sugerties spektru,
kuris suteikia informacija apie medziagos sandarg ir biseng.

Mokslininkas A. Beras 1852 m. tyrinédamas Sviesos sugertj tirpaluose pastebéjo, kad
silpnyjy elektrolity tirpaly monochromatinés Sviesos sugerties koeficientas yra tiesiog proporcingas
tirpalo koncentracijai:

K)l = k,l ' C, (2)

¢ia ¢ yra tirpalo koncentracija, k;— molekulinis sugerties koeficientas. Sujunge formules (1) ir (2),
gauname jungtinj Bugero, Lamberto ir Bero désnj:

I = Ipe~fxet; ®3)

Sugerties koeficientas K; nustatomas i§ formulés (1), iSmatavus medziagos sluoksnio storj |
ir per medziagg praéjusios ir kritusios Sviesos intensyvumy santyki, vadinama medZiagos sluoksnio
pralaidumo faktoriumi:

I K-
T/1=—=€ K)ll. (4)
Io
DazZniausiai pralaidumo faktorius iSreiSkiamas procentais. Atvirk§¢io dydZio pralaidumo
faktoriui deSimtainis logaritmas yra vadinamas medziagos sluoksnio optiniu tankiu:

Ay = lgT—IA =0,4343 - K, - L. (5)

Matyti, kad optinis tankis yra tiesiog proporcingas sugerties koeficientui.

5 lygti yra nepatogu naudoti kokybiniams koncentracijos skai¢iavimams, todé¢l, atlike
matematinius pertvarkymus ir koncentracijos matavimo vienetais pasirinke mol/l (M), gausime lygti
optiniam tankiui A skaiciuoti:

lgllz—lgTzs-c-le; (6)
0

&ia & - molinis sugerties koeficientas [1 / (mol - cm)] arba [M™* cm™].
Optinis tankis yra adityvus dydis: dviejy tirpaly miSinio optinis tankis lygus kiekvieno
tirpalo optiniy tankiy sumai:
Ay = Ay + Ay (7

Kadangi chlorofily sugerties spektrai skiriasi savo forma ir sugerties maksimumy padétimis,
naudojant (6) ir (7) formules galima kiekybiskai nustatyti chlorofilo a ir chlorofilo b koncentracijas
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augaly lapy ekstraktuose. Iverting chlorofily miSinio optinj tankj A ties dviem skirtingais bangy
ilgiais A, ir 4,, galime uzrasyti lyg¢iy sistema:

Ay, =19, 1 l+ ey 0l (8)
Alz = 81‘12 - Cl " l + 82‘12 " C2 - l

ISsprende lygciy sistema (8), sudarome lygtis (9 ir 10) tirpalo sudétyje esanc¢iy komponenciy
koncentracijy ¢, ir ¢, skai¢iavimui.

Ap — &2, C2"1
€ =——"— ©)
81‘11' l
2
: —-A
L Vil (10)
2 = 81,12.82,11_1_8 'll
81,11 2‘12

Norédami uztikrinti didesnj tikslumg A; ir A, turétume parinkti tokius, kuriems esant
chlorofily a ir b misinj sudaran¢iy molekuliy sugertis skirtysi labiausiai.

Kitaip, paprasCiau chlorofilo koncentracija ¢ [pg/ml] galima apskaiciuoti naudojantis
Lichtentaler ir Wellburn formulémis, pateiktomis 2 lenteléje:

2 lentelé
Formulés, naudojamos chlorofilo a ir chlorofilo b koncentracijoms skaiiuoti.
Tirpiklis Chlorofilas a Chlorofilas b
Metanolis Ca= 15,65 Ages — 7,340 Ags3 (ll) Cp= 27,05 Agsz — 11,21 Asgs (12)
Dietileteris Ca= 10,05 A552 — 0,766 A544 (13) Cph= 16,37 A644 — 3,140 Aeez (14)
Acetonas Ca=11,75 Agsr — 2,350 Agass (15) Cp = 18,61 Agss — 3,960 Ageo (16)

Prietaisas, skirtas $viesos spektrams registruoti, vadinamas spektrometru. Standartinio
spektrometro, skirto pralaidumo spektrams tirti, optiné schema pavaizduota 3 paveiksle. Pagrindinai
tokio spektrometro komponentai yra Sie: plataus spektro Sviesos Saltinis, monochromatorius,
kiuveté su tiriamu tirpalu ir Sviesos intensyvumo detektorius. Monochromatorius yra skirtas 1§
plataus Sviesos Saltinio spektro iSskirti reikiamo bangos ilgio Sviesa, kuri per galinj plysj
nukreipiama ] tirlamg bandinj. Pagrindinis monochromatoriaus elementas yra prizmé arba
difrakciné gardelé, kuri iSskleidzia baltg Sviesa ] spektra. Sukant prizme (difrakcing gardelg) galima
1 18¢jimo plys] nukreipti reikiamo bangos ilgio baltos Sviesos spektro dalj. Krintancios ] kiuvete ir
pragjusios per kiuvete Sviesos intensyvumas, kurio verté rodoma prietaiso ekrane arba su prietaisu
sujungtame kompiuteryje, registruojamas detektoriumi. 3 paveiksle parodytu spektrometru
kiekvienu laiko momentu registruojamas tik vieno bangos ilgio S$viesos intensyvumas. Norint
uzregistruoti visg pragjusios Sviesos spektra, reikia keisti 1§ monochromatoriaus iSeinancios §viesos
bangos ilgj ir atlikti matavimus i$ eilés keletui bangos ilgiy. Spektrometruose, kuriuose detektorius
yra fotodiody liniuoté, visas spektras registruojamas i§ karto, kadangi j detektoriaus atskirus
elementus patenka tiriamos Sviesos spektro skirtingo bangos ilgio Sviesa. Spektrometro su diody
lintuote optiné schema pavaizduota 4 paveiksle.
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Laboratorinis darbas atlieckamas 11
lygmeniu, kaip struktGruotas tyringjimas.
Mokiniams pateikiama nuosekli darbo eiga bei
tyrimui  atlikti  skirty priemoniy sgrasas.
Remdamiesi iskeltu tikslu bei dirbdami pagal
pateiktag darbo apraSa, mokiniai susipazijsta su
spektroskopo veikimo principu ir jo naudojimu,
geba paruosti augalinés zaliavos ekstrakta bei
spektroskopu gali eksperimentiskai nustatyti

chlorofilo kiekj augaluose, patikrina
suformuluotg hipoteze.
Eksperimentas atliekamas naudojant

kompiutering mokymo sistemg Explorer GLX
bei spektroskopa, kuriuo nustatoma chlorofilo
koncentracija augaluose.

Kadangi eksperimento rezultatai
mokiniams néra i§ anksto Zzinomi, atsiranda
galimybé¢ diskusijai grupése. Rezultaty analizé ir
aptarimas gali buti atliekami grupelémis po 3-5
mokinius. Sitloma kiekvienai grupelei tirti
skirtingus augalus, o darbo rezultatus aptarti ir
apibendrinti bei suformuluoti iSvadas kartu.

Sj laboratorinj darba galima atlikti kaip
IV lygmens tyringjima. Jj galima sitlyti kaip
baigiamajj tiriamajj darba arba kaip projektinj
darba suformuluojant tyrimo problema.

Kiuvete
Monochromatorius

Detektorius

plysys

Prizme

Saltinis h . V
fejimo
® plviys

(gardele)

3 pav. Standartinio spektrometro optiné schema.

Diodu liniote

Pohchrom:;/\
\%m

Kiuvete

Saltinis m {éjimo
® plyiys

4 pav. Spektrometro su diody liniuote optiné
schema

Tyrimo problema. Naudojant sugerties spektroskopijos metodika atlikti augaly ekstrakty

kiekybing ir kokybing spektrometring analizg.

Eksperimento tikslas — nustatyti chlorofilo (a ir b) koncentracijg augaly ekstraktuose.

Tyrimo hipotezés:

. Chlorofilo koncentracija skirtinguose augaly ekstraktuose yra nevienoda.

o Chlorofilo koncentracija tos pacios ruSies augalo ekstraktuose, kai augalas zalias ir kai
sudzitives / pageltes / nuvytes, yra nevienoda.

o Kuo lapas Zalesnis, tuo jame daugiau chlorofilo.

. Chlorofilo koncentracija tos pacios rusies augalo ekstraktuose priklauso nuo augalo
auginimo salygy (apSvietimo, laistymo, trg§imo, oro temperatiros ir kt.).

Laukiami rezultatai:

. Zinos spektrometro veikimo principa.

. Supras sugerties spektroskopijos metodika.
. ISmoks spektrometrinj chlorofilo koncentracijos nustatymo augaly ekstraktuose

metoda;
o Gebés pasiruosti augaly ekstraktus.

o Suzinos, kurie augalai turi daugiausia chlorofilo.

. Zinos chlorofilo nauda gamtoje.
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. Xplorer GLX;
UV-VIS spektrofotometras ,,Ocean Optics Red Tide USB 650°;

. 1 cm optinio kelio ilgio kiuvetés (jei dirbama su acetoniniais augaly ekstraktais
naudojamos stiklinés kiuvetés, jei su etanoliniais — plastikings);

. Zali augalai;

. Smulkintuvas arba peilis;

. Analizinés svarstyklés

. 70% etanolio tirpalas;

° Gristuvé;

. 25 ml stiklinés ar kiti indai tirpalui laikyti (jei dirbama su acetoniniais augaly
ekstraktais naudojami stikliniai indai, jei su etanoliniais — plastikiniai);

o Matavimo cilindras;

. Piltuvéliai;

. Filtravimo popierius;

o Maistiné plévelé arba parafilmas.

1. Chlorofilo méginiy paruosSimas.
1.1. Isigyti zaliy augaly / surinkti zalius augalus, kuriuos tirsime. Tai gali biiti medZziy lapai
ar spygliai, kambariniy géliy lapai, dziovinti lapai, arbatzolés ir pan.
1.2. Augaly mase susmulkinti smulkintuvu ar smulkiai supjaustyti peiliu.
1.3. Pasverti 2 g smulkintos augaly masés (5 pav.).

5 pav. Susmulkinti dziovinti augalai. 6 pav. Tirpalo filtravimas.

1.4. Meéginj perkelti j gristuve ir dar kartg sutrinti, kol pasidarys vienalyté¢ zalia masé¢. Kad
lengviau susitrinty, galima naudoti Svary smélj (5—10 % meéginio tirio).

1.5. Meéginj supilti | 25 ml stikling, kurioje bandinj ekstrahuosime 70 % etanoliu. Galima
naudoti ir kitus tirpiklius. Naudojant acetona, reikia imti stiklinj indg, nes acetonas
tirpdo kai kuriuos plastikus.
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1.6.

Matavimo cilindru pamatuoti 20 ml etanolio ir jj pilti j stikling ant susmulkintos

augalings zaliavos.

1.7. Supurtyti ir palaikyti vieng parg (kartais papurtant), kad etanolis ekstrahuoty
(iStraukty) chlorofilg i§ augalinés zaliavos.

1.8. Po paros atlickamas filtravimas, t. y. augaliné¢ Zzaliava atskiriama nuo tirpalo.
Filtravimui paruosiama kita stikliné, j kurig jstatomas piltuvélis su filtriniu popieriumi
(6 pav.), sudrékintu ekstrahavimui naudotu tirpikliu. | paruosty filtravimui stikling su
piltuvéliu pilamas tirpalas su augaline zaliava. Norint darbg pagreitinti, stikling su
ekstrahuojama augaline Zzaliava galima laikyti 3 wval. inde su vandeniu, kurio
temperatiira yra 40 ocC.

1.9. Gautg skaidry tirpalg praskiesti 5 kartus etanoliu: j kitg indg jpilti 1 ml tirpalo ir 4 ml
acetono. Skiesti reikia tiek, kad spektrometru pamatuoto optinio tankio A vertés biity
tarp 0,1 ir 1,2. Kuo zalesn¢ tirpalo spalva, tuo daugiau reikia skiesti. Tirpalg skiedziant
10 karty, pilama 1 ml tirpalo ir 9
ml tirpiklio (etanolio): 10 ml / 1ml
= 10 karty. Skiedziant 20 Kkarty,
sumaiSomas 1 ml tirpalo ir 19 ml
tirpiklio: 20 ml / 1 ml = 20 karty.

Skiedziant 7 kartus, maiSoma 1 ml

tirpalo ir 6 ml tirpiklio: 7 ml /1 ml

= 7 Kkartai. Taupant reagentus,

tirpalo ir tirpiklio turj galima

sumazinti 2 kartus, skiedimas

iSlieka toks pat, pvz., skiedziant 20 i

karty, malsoma 0,5 ml tirpalo ir 7 pav Sugertles spektro matav1mo aparatiiros

9,5 ml tirpiklio: 10 ml /0,5 ml = schema. A) Xplorer GLX; B) spektrometras Ocean

20 karty. Optics Red Tide USB 650; C) integruotas Sviesos
Saltinis; D) plastikingé kiuveté; E) USB laidas

2. Aparatiiros sujungimas ir testavimas spektrometro prijungimui prie GLX.

2.1. Sujunkite aparatiira, kaip _
pavaizduota 7 paveiksle: jjunkite GLX paspausdami (©) mygtukg prietaiso desinéje,
apacioje. USB laidu prijunkite spektrometra prie GLX. Prijunkite maitinimo bloka, kai
GLX programa aptinka Ocean Optics spektrometra.

£:21:06 AM 04/25/06  XplorerGLX (3G Do 82217 AM 0871506 XplreralX | 30 Db
7 ol K
2F
Dlg]ts Meter Stopwatch & -

Initizlizing...

Cancel

8 pav. Spektrometro instaliavimo langas.

Integration Time

Integration Time Unit IMilliseconds "]

Average | 1]

Boxcar | |]|
SaveDark | SaveRef | ClearScans | Close

O e w

9 pav. Spektrometro Analysis Configuration rezimas.

2.2. GLX reikalauja specialios licencijos darbui su Ocean Optics spektrometru. Pirmg kartg
idiegus licenzija, jos jdiegti kiekvieng karta dirbant su spektrometru nereikia.
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2.3.
2.4.

2.5.

2.6.
2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

2.11.
2.12.

2.13.
2.14.

2.15.

Licenzija, jraSyta USB atmintin¢je, pateikiama kartu su spektrometru. Licenzijos
Jdiegimas: USB atminting, kurioje jraSytas licenzijos failas, prijunkite prie GLX;
ekrane pasirodys uzrasas ,,There is 1 license available for 'Ocean Optics Spectrometer.

Would you like to add a license to this GLX?*“. Sutikdami spauskite /\_F_;) Ekrane
atsiras zinuté: ,,Successfully added license for Ocean Optics Spectrometer. Dar kartg

paspauskite /\_F_;) :

Prijungus spektrometra, jsiziebia Sviesos Saltinis ir atsiranda instaliavimo langas
(Ocean Optics Initializing...) (8 pav.). GLX spektrometrg atpazjsta automatiskai. Po
keliy sekundziy spektrometras paruostas darbui.

GLX ekrane atsiranda spektrometro Analysis Configuration rezimas (9 pav.).
Paspauskite varnele ( &) kai pazyméta Integaration time ir nustatykite 15 ms.
Paspaudus varnel¢ dar kartg, reikSmé uzfiksuojama.

Paspauskite Varnel@ kai pazyméta Average, ir nustatykite 5.

Rodykle i desing ( Q\o@) nueikite j lempa (Lamp).

Varnele nustatykite, kad pirmose dviejose eilutése parodytos lempos bty jjungtos
(ON).

I spektroskopo angg jdékite juoda kiuvete ir paspauskite mygtukg F1 (Save dark)
(Pav. 9).

Ipilkite } matavimo kiuvet¢ 1 ml tirpiklio (70 % etanolio). Reikia pilti tokio tirpiklio,
kuriuo buvo uzpilta augaliné
zaliava.

ISimkite juoda kiuvete ir jdekite
kiuvete su etanoliu. Kiuvete reikia
déti taip, kad skaidri sienelé biity
atkreipta j lempa (Pav. 10). Siuo
atveju Sviesos kelio ilgis 1 yra
lygus 1 cm. Jei kiuvete jdétuméte
plokStuma a atgrezta i lempa, 1 bus
lygus 0.5 cm. Atitinkamai gauta
optinio  tankio  verte  reikés
padauginti 18§ 2.

Paspauskite F2 (Save ref) (Pav. 9).
Paspauskite F4  (Close) ir
uzdarysite langa. 10 pav. Kiuvetés padétis spektrometre.

Paspaudus F4, atsidaro Time aquisition langas.

Mygtukais F1 ir F2 sukalibravote spektroskopa. Jei matavimy metu signalo néra ar
iskilo kita problema, spauskite <~ (Clear Scan) kad viska i§valytuméte. Kalibruokite
1§ naujo.

Darbo metu norédami dar kartg patekti j spektrometro Analysis Configuration rezima:
Spauskite @+ , atsiras ,,Grafinio atvaizdavimo* langas. Spauskite & atidaryti
Irankiai (Tools) meniu. Naudodami rodyklinius klaviSus eikite Zemyn ir pasirinkite
Spectrum Analysis Config ir spauskite varnele .

Meéginiy spektro matavimas

3.1.

3.2.

Paspaudus F4, automatiskai atsiranda Graph screen atvaizdavimo langas. Tai
pagrindinis jisy darbo langas, kuriame galésite matuoti tirpaly sugerties ir pralaidumo
spektrus.

Du kartus paspauskite varnele 2 ir rodykliy pagalba nustatykite, kad y aSyje rodyty
absorbcija (Absorbance) (Pav. 11).
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3.3. Spauskite ™ ir bus matuojamas spektras.

34. Dar kartg spauskite ®, kad 9:28:52 AM 04/25/06  XplorerGlX @y ® o
sustabdytuméte matavima. _ o

3.5. Norédami iSdidinti dominancia =
spektro  dalj  (400-700 nm), Bl
spauskite ~ F2  (Scale/Move). 2

- 4o
Body.kIe.m IS o spektra W
isdidinkite. Z ¥ absorbance

3.6. Norédami reikiamg spektro dalj 3 WETransmisslan
pastumti j ekrano vidurj, antrg 2 KRel. Irradiance A 75
kartg spauskite .F2 ir ro@yklemls £ Data P""DE”'%S;WE'W
spektrg pastumkite, kur reikia. AutoScale | Scale/Move Tools *|Graphs

3.7. Paspauskite F3 (Tools) ir issirinke 1 : o :

. pav. Matavimy rezimo grafinis langas.
Smart tools, paspauskite varnele .
@ Atsiras rutuliukas, rodantis x ir y vertes. Rodyklémis @Eé’;@ nueikite ant
dominancio spektro smailés (tarkime, 660 nm), ir ekrane matysite optinio tankio vertg
(Siuo atveju chlorofilo A absorbcija).

3.8. Rodyklémis nueikite ant kitos smailés (tarkime, 550 nm) ir taip pat matysite
absorbcijos verte (Siuo atveju chlorofilo B absorbcija).

3.9. Vertes suraSykite i lentele (3 lentele).

3.10. ISmatuota sugertis A (matuojama optinio tankio vienetais) turi nevirSyti 1.2. Jei yra
daugiau, méginj reikia skiesti. Tarkime, gavome kad A yra 3. Méginj reikés skiesti 3
kartus: paimti 1 dalj turimo méginio ir j jj jpilti 2 dalis tirpiklio (etanolio).

3 lentelé
Matavimy duomenys
Augalai Skiedimas Sugerties spektro A (660— | A (642— Chlorofilo
[kartais] maksimumai, [nm] 665 nm), | 652 nm), | koncentracija,
[opt.t.vn | [opt.t.vn pg/ml
t.] t.]
400-500 nm | 600-700 nm a b
srityje srityje
Klevas 100 406; 429; 452 | 660 0,146 0,148 3,58 143
Berzas 100 408 662 0,071 0,056 155 10,48
Eglé 100 406; 429; 452 | 660 0,162 0,023 0,69 |0,18
Liepa 100 406; 429; 452 | 659 0,343 0,106 2,53 |1,03
Dracena 100 406; 429; 452 | 660 0,252 0,075 1,72 |0,75
Pipirmété | 100 429; 452 668
Ugniazol¢ | 100 406; 429; 452 | 660 0,133 0,011 0,22 0,13
Melisa 100 429; 452 667
N N J
Y '
Duomenys Duomenys
kokybinei kiekybinei
miSinio misinio
analizei. analizei.
3.11. Pagal 2 lentel¢je pateiktas formules raskite chlorofilo a ir b koncentracijas. Jei

naudojote etanolj, naudokite formules su metanoliu:
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Tirpiklis Chlorofilas a

Chlorofilas b

Metanolis Ca= 15,65 Ages — 7,340 Ags3

11

Cph= 27,05 Ags3 — 11,21 Ages

(12)

3.12. Gautas chlorofilo koncentracijos vertes dauginkite i§ skiedimy skaiciaus. Gavote

chlorofilo A ir B koncentracijas.

4, Rezultaty analizé

Augaly ekstrakty spektrai pasizyméjo placiomis sugerties juostomis mélynojoje ir
raudonojoje spektrinéje srityje. Visy istirty augaly ekstrakty spektruose galima iSskirti sugerties
juostas budingas chlorofilui a ir chlorofilui b. Chlorofilas a ir chlorofilas b intensyviausiai sugéré
Sviesos spindulius mélynojoje spektringje srityje, sugerties maksimumai lokalizuoti ties 429 nm ir

452 nm (12 pav.).

Mélynojoje ir UV (200-500 nm)
spektrinéje srityje esanti chorofily sugertis
persikloja su kity augaluose esanciy pigmenty,
pvz., karotinoidy, taip pat baltymy, kai kuriy
vitaminy sugertimi. Tai apsunkina spektriniy
duomeny interpretavimg, todél toliau darbe
tirsime augaly ekstrakty sugertj tik raudonojoje
spektrinéje srityje (13 pav.). Priklausomai nuo
panaudoto tirpiklio, chlorofilo a ir chlorofilo b
koncentracijoms nustatyti reikia pritaikyti 11—
16 formules.

IS sugerties

spektry nustatéme, kad

0.4

Klevas
Berzas
Eglé
Liepa
Juka
— Pipirmété
— Ugniazolé
Melisa

0.2 4

D, optinio tankio vienetai

662

==
680 700

A,nm

12 pav. Augaly ekstrakty sugerties spektrai.

daugumos tirty meéginiy sugerties spektro maksimumas yra ties 660+2 nm. Tai reiskia, kad
minétuose augaluose yra zymiai daugiau chlorofilo a nei chlorofilo b, kurio sugerties maksimumas

yra ties 642 nm,
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13 pav. Chlorofilo a ir b koncentracijos nustatymas i$§ augaly ekstrakty sugerties spektry.

IS sugerties spektry jvertinome augaly ekstrakty optinio tankio vertes ties 662 ir 645 nm.
Kadangi pipirmétés ir melisos sugerties maksimumas buvo ties 667-668 nm, todél Siy duomeny
kiekybinei chlorofily miSinio analizei nenaudojome. Priklausomai nuo panaudoto tirpiklio,
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chlorofilo koncentracijos skai¢iavimams galima naudoti 1 lentel¢je pateiktas Amaxi . i Amax2 Vertes
bei jas atitinkancius ¢ duomenis.
Nustatéme, kad daugiausiai chlorofilo a ir b buvo klevo méginyje.

. kurie tirti augalai turi daugiausia chlorofilo, o kurie maziausia;
o kaip priklauso chlorofilo kiekis nuo augalo augimo salygy?

Klausimai Atsakymai
1. Kodél lapas zalias? 1. Augaly lapuose esantis chlorofilas geriausiai
sugeria meélyng bei raudona Sviesa. Zalia $viesa
chlorofilas atspindi, atspindéta Sviesa patenka ] miisy
akis, todél augalai mums atrodo zali.
2. Kodél rudenj lapai keicia spalva? | 2. Rudenj, kai pazeme¢ja aplinkos temperatiira,
sulét¢ja chlorofilo sintezé, o véliau jis visai
nesintetinamas ir lapuose iSnyksta. Tada pamatome
kitus pigmentus — karotenoidus, kurie lapams suteikia
geltong — oranzing spalvas. Karotenoidai lape buvo
visg laika, taciau chlorofilui budinga zalia spalva juos
uzgozg, ir jy nesimaté. Tuo tarpu raudong — purpuring
spalvg lemia Kkiti pigmentai — antocianinai, kurie
pradedami sintetinti tik atéjus rudeniui.
3. Kodél morka yra geltona, o | 3. Morkose, molitiguose ir kituose oranzinés
braské — raudona? spalvos augaluose vyrauja pigmentas karotenoidas,
kuris suteikia biidingg oranzing spalva, braskése,
pomidoruose pagrindinis pigmentas yra raudong
spalva lemiantis antocianinas.
4. Nuo ko priklauso chlorofilo | 4. Chlorofilo kiekis augale priklauso tiek nuo
kiekis augale? augalo rasies, tieck nuo aplinkos salygy. Tos pacios
risies augalas, kai jo augimo aplinkos salygos
(temperatiira, vandens, trasy ar Sviesos kiekis) skiriasi,
turés skirtingg kiekj chlorofilo arba skirtingg
chlorofilo a ir b kiekiy santykj.

S. Kas gal¢jo lemti chlorofilo | 5. Eksperimento metu chlorofilo kiekj labiausiai
koncentracijos nustatyma eksperimento | galéjo jtakoti chlorofilo ekstrakcija. Jei augalas buvo
metu? nepilnai susmulkintas arba per trumpai palaikytas

acetone, ne visas chlorofilas pateko i tirpalg. Jei
pamatuotas optinis tankis yra daugiau nei 1,2, tai taip
pat duos didesnes paklaidas.

6. Ar gyvinams augalai taip pat | 6. Ne. Zalia spalva yra ne augaly savybé, o misy
zali? smegeny savybé suvokti elektromagnetines bangas.
Todél vieni gyviinai pasaul] mato nespalvota, kiti dar
mato raudong spalvg ir panasiai.

7. Ar gyvinai gali turéti chlorofilo? | 7. Taip. Nors daZniausiai gyviinai chlorofilo
neturi, taciau yra iSim¢iy. Kai kurie jiiriniai §liuzai,
besimaitinantys dumbliais, sudaro simbioz¢ su
dumbliy plastidémis. Kai Sliuzai praryja dumblius,
visg dumbliy turinj suvirSkina, i$skyrus chloroplastus,
kurie turi chlorofilo, ir laikinai gamina deguonj. Sis
reiskinys vadinamas kleptoplastija (angl. kleptoplasty)
ir simbiozé¢ gali trukti nuo keliy dieny iki keliy

369




ménesiy. Pavyzdziui, kai Sliuzas Elysia chlorotica
praryja dumblj Vaucheria litorea, simbiozé trunka iki
10 ménesiy, ir jos metu gaminamas deguonis.
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