LABORATORIUM FUNKCJONALIZACJI NANOMATERIALOW

Cwiczenie 4b — Reakcja charakterystyczna aminowej grupy funkcyjnej ligandu (v2.0)

1. Celem éwiczenia jest:
» oszacowanie liczby ligandéw przypadajacych na nanokrysztat bazujac na reakcji
charakterystycznej grupy funkcyjnej ligandu i pomiarze widm absorbancji - oznaczenie
kolorymetryczne.

2. Bezpieczenstwo
Przed przystapieniem do wykonywania ¢wiczenia:
a. Upewnij si¢, ze zapoznates$ si¢ z zasadami bezpiecznej pracy w laboratorium
b. Znasz zagrozenia wynikajace z pracy z urzadzeniami laboratoryjnymi oraz
odczynnikami chemicznymi
c. Ubierz:
— fartuch laboratoryjny
— okulary ochronne
— jednorazowe rekawice nitrylowe

3. Odczynniki chemiczne
UWAGA: Unikaj kontaktu fizycznego z nanokrysztatami, gdyz material ten jest

rakotworczy.

— 0,03M roztwor D-penicilaminy (DPA) w DI
—  0,3M roztwor ninhydryny w etanolu (96%)
— NaOH 1M w DI

— DI - woda dejonizowana

— NCs — nanokrysztaly CdS z DPA

Karty charakterystyki substancji chemicznych w jezyku polskim mozna znalez¢ na stronie
producenta/sprzedawcy postugujac si¢ numerem katalogowym:
http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

Z kartami charakterystyki substancji chemicznych nalezy obowigzkowo zaznajomic si¢
przed przystgpieniem do zajec.

4. Aparatura i materialy
—  pipeta automatyczna 100-1000 ul z koncowkami
—  plyta grzejna z blokiem grzejnym
— statyw na fiolki
—  fiolki 4 ml z zakrgtkami X8
— statyw na kuwety
—  kuwety fluorymetryczne PP x11
— stoper
— cienkopis
—  wirowka
—  pipety Pasteura + smoczek
—  spektrofotometr (UV-VIS)
- pH-metr


http://pl.wikipedia.org/wiki/Czynnik_rakotwórczy
http://www.sigmaaldrich.com/poland.html

5.

Pomiary

Uruchomi¢ ptyte grzejng. Nastawic¢ temperature na 95°C.

UWAGA: zachowa¢ ostrozno$¢ z uwagi na goracg powierzchnie

Uruchomi¢ spektrofotometr — szczegdtowa instrukcja znajduje si¢ na stanowisku.

Sprawdzi¢ czy roztwory ninhydryny i DPA sg jednorodne. Jes$li nie, to nalezy je zamieszac
(mozna wykorzysta¢ vortex).

5.1.

Pomiar widm absorbancji ligandu DPA, ninhydryny oraz nanokrysztatow

5.2.

Umiesci¢ 2,0 ml DI w kuwecie fluorymetrycznej (R).
Uzy¢ ta kuwete do pomiaru referencji jasnej na spektrofotometrze.

W drugiej kuwecie fluorymetrycznej umiesci¢ 1,9 ml DI oraz 100 ul roztworu NCs.

W trzeciej kuwecie fluorymetrycznej umies¢ 1,9 ml DI oraz 100 ul roztworu DPA.

W czwartej kuwecie fluorymetrycznej umies¢ 1,9 ml DI oraz 100 ul roztworu ninhydryny.
Wyréwnac stezenie w kuwetach doktadnie mieszajac (np. poprzez kilkukrotne pobranie o
wypuszczenie roztworu do/z pipety).

Zmierzy¢ i zapisa¢ widmo absorbancji roztworow DPA, ninhydryny oraz NCs.

Przela¢ roztwor NCs z kuwety do probodwki 1 wykorzystaé w punkcie 5.3.

Przygotowanie krzywej kalibracji w funkcji stezenia ligandow DPA w roztworze

5.3.

Do 7 fiolek odmierzy¢ pipeta automatyczng odpowiednio: O (referencja); 100, 200, 400,
800, 1400, 2000 ul roztworu DPA. Fiolki podpisac.

Wszystkie probowki uzupetni¢ DI do objetosci 2,0 ml (pipeta).

Nastepnie do kazdej z nich doda¢ 1,0 M roztwdér NaOH, w kolejnosci odpowiednio: 0, 5,
10, 20, 40, 70, 100 ul.

Zawartos¢ fiolki zamieszaé na worteksie (minimalne obroty).

Nastgpnie do kazdej z nich doda¢ 500 ul 0,3 M roztworu ninhydryny.

Zawartos$¢ zamieszaé i ostroznie ogrzewac na W bloku grzewczym przez 15 minut.

W probéwkach mozna zaobserwowaé pojawienie si¢ fioletowoniebieskiego produktu
(purpura Ruhemanna).

Fioli zakrgci¢, umiesci¢ w wiréwce 1 odwirowac 6000 rpm przez 10 sekund.

Zawartos¢ wszystkich probowek przeniesé pipeta Pasteura do kuwet fluorymetrycznych.
Wykonac¢ zdjecie kuwet ustawionych w kolejnosci stezenia ligandu.

Wykona¢ pomiar widm absorbancji roztwordw produktéw reakcji DPA z ninhydryna
(probka z 0 ml DPA stuzy jako referencja jasna).

Wyznaczenie stezenie lisandow DPA w roztworze NCs

6.

Do prébowki zawierajacej NCs doda¢ 50 ul 1,0 M roztworu NaOH.

Zawartos¢ probowki zamiesza¢ na worteksie (minimalne obroty).

Nastepnie doda¢ 500 ul 0,3 M roztworu ninhydryny.

Zawartos$¢ zamieszaé i ostroznie ogrzewac na w bloku grzewczym przez 15 minut.

Pipeta Pasteura przenie$¢ roztwér do kuwety fluorymetrycznej i wykona¢ pomiar widm
absorbancji roztworu (probka z 0 ml DPA stuzy jako referencja jasna).

Opracowanie wynikow — zadania

1. Sporzadzi¢ wykres absorbancji NCs, DPA i ninhydryny. Opisa¢ wystepujace pasma
absorpcji.

2. Na podstawie widma absorbancji nanokrysztatéw CdSe oszacowac ich stezenie w DI.



W tym celu skorzysta¢ z przyblizonego wzoru empirycznego mowiacego, iz molowy
wspotczynnik ekstynkcji dla dlugoscei fali 300 nm wynosi £= 31 700 - d® (cm™ mol* L),
gdzie d — $rednica nanokrysztatow wyrazona w nm, a zalezno$¢ przerwy energetycznej
Eg wyrazonej w eV i $rednicy d wyraza sie:

1
0.89 — 0.36d + 0.22d° [ref. 1].

E,= 174 +

3. Sporzadzi¢ wykres przedstawiajacy widma absorbancji roztworow DPA poddanych
reakcji z ninhydryng. Wyjasni¢ pochodzenia pasma absorpcji przy 570 nm.

4. Na podstawie wykresow sporzadzi¢ krzywa kalibracyjng uzalezniajaca warto$¢
absorbancji przy 570 nm od ilosci (wyrazonej w molach) uzytego DPA.

5. Na sporzadzong krzywa kalibracji nanies¢ warto$¢ absorbancji przy 570 nm dla
roztworu NCs poddanego reakcji z ninhydryna.

6. Z krzywej kalibracji odczytaé stezenie ligandow DPA w roztworze NCs.

7. Oszacowac liczbg ligandow DPA przypadajacych na 1 NCs.
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