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BBepeHue

CnekTpo®OTOMETPUSt BUAVMOTO U yNbTPadMOoNETOBOro Anana3oHa — 9T0 ObICTPbIN
1 HaAeXHbI CNocob NPOKOHTPONMPOBATL KayecTBO obpa3dua. C ee NOMOLLbO
TaK>Ke MOXHO OMpeAennTb yaenbHY aKTUBHOCTb, OLUEHWTb BbIXOZ MOCE OUNCTKM
N NOEHTUOUUMPOBATb PasnyHble GpakLUmmn 6eNKOB UM aMUHOKMCOT.

Benku ¢c aMMHOKMCNOTaMK, CofiepXKalliMMM apoMaTNYeCKoe KOMbLIO B GOKOBOW LIENH,
MOrOLLArOT CBET C AJIMHON BOSIHbI OKOM0 280 HM. 3TO NO3BOIAET ONpeaensTs Mx
KONMYeCTBEHHO ¢ nomMoLpto YO-B/-cnektpodoTomeTpa. CornacHo 3akoHy byrepa —
JlambepTa — bepa (7), 3Hast KO3OOUUMEHT NOrNOLLEHMS GENKOB, CoAepyKaLLMX Takme
AMUHOKMCNOTbI, MOXXHO OMPeAensiTb UX KOHLUEHTPaLMIO B pacTBOpe. Tak Kak 3a4acTyto
L1151 aHanMsa [OCTYMHO OrpaHNYeHHOe KOMYecTBO 6e1Ka, A/151 ero 9aKOHOMUK BaxkHa
BO3MOXXHOCTb BbIMOMHWTb M3MepeHMe MUHUMaNbHOrO 06bemMa Npobbl. MoHbIN cnekTp
nornoLeHms Npobbl MOXET AaTb HEKOTOPYH MHMOPMALIMIO O BO3MOXHbIX MPUMECSIX.

CnekTpodOTOMETP BMAMMOTO 1 yNbTpahronetoBoro gvanasoHa Cary 3500 Multicell
060py0BaH BCTPOEHHbIM He TPeBYHOLLMM PErYIMPOBKMA MHOMOKFOBETHbIM
JepykaTenem, KOTopbI MAeanbHO NOAXOAUT AN BbINONHEHNS KAYECTBEHHOIO

1 KONIMYECTBEHHOIO aHanmaa B KtoBeTax CBepxmManoro o6bema (puc. 1).



Puc. 1. BoicokokonnmmmnposaHHblii nyd YO-BU/-cnektpodotomeTpa Cary 3500
VNMEET LUMPUHY MeHee 1,5 MM. Y3Kuii nyd fienaeT 3ToT CnekTpohOoTOMETP
naeanbHO NMOAXOAALLMM AN Y3KMX KIOBET (TaKMX, KaK NMoKasaHa Ha pUCYHKE).

[aHHoe nccnegoBaHme 4EMOHCTPUPYET npenmytlectea YO-B -
cnekTpodoTomeTpa Cary 3500 Multicell ans kayecTBeHHOrO

1 KONMYECTBEHHOIO aHanmnaa Masblx 06bEMOB PaCTBOPOB 6eska.
B sTOM vccnegoBaHWm MpYMEHSNCS Obl4Mii CbIBOPOTOYHbIN
anb6ymuH (BSA) — LUMPOKO pacnpocTpaHeHHbI 6enKoBblit
CTaHAapT C U3BECTHbIM KOIM®HOULMEHTOM NOMOLEHNS.

3KcnepmmeHTaanaﬂ 4yacCTb

06pasubl

PacTBop ochaTHoro 6ydepa ¢ KoHueHTpaumer 0,01 monb/n,
OOBefeHHbI Ao 3HadeHnsa pH 7,0. cxoaHbi pacTeop BSA ¢

KOHUeHTpauwrern 10 Mr/mn pastaBnsancs A0 KOoHLeHTpauuii 0,75,
1,5,2,25,3,00 1 3,75 mr/mn.

[Nst usMepeHnin NPYMEHSNOCH LECTb KFOBET CBEPXMAasoro
o6bemMa Ha 70 MKJT C OKHOM 2 X 2,5 MM U AJIMHO ONTUYECKOrO
nytv 10 MM (puc. 1). OaHa 13 KIOBET cofiepykana pacTBop
CpaBHEHWS, NSTb OCTasIbHbIX — aHaIM3npyemble pacTBOPbI.
[ns npoBepKM BOCAPON3BOANMOCTH NPUMEHSIIacb
CTaHAapTHas KBapLeBas KloBeTa 06beMoM 3,5 MA1 C ASIVHOM
onTmyeckoro nyt1 10 Mm. B kayecTBe pacTBopa CpaBHEHWS
ncnonbaoBancs pacteop hochaTHoro 6ydepa.

060pyp,OBaHMe U MeToaunKa BbilNMOJIHEHUA 9KCNepUuMeHTa

Bce namepeHmnsa npoBoanInCy Ha cnekTpohoTOMETPE BUAMMOIO
1 ynbTpaduroneToBoro avanasoHa Cary 3500 Multicell.
PerncTtpurpoBancs cnexkTp nornolweHns B aAnanasore ot 250 Ao
350 HM C MHTepBanoM 1 HM 1 yCpedHEHWEM CUrHana B TeveHne
1 c. CucTtema He TpebyeT NpeaBapuTeNbHOR PEryIMPOBKU.

YT06bl NPOAEMOHCTPUPOBATL BOCNPOM3BOANMOCTD,
BbINOMHANOCH 20 NOBTOPHbLIX M3MepeHuit pacTeopa BSA ¢
KOHLeHTpauueit 3,0 Mr/mn B KIOBETE CBEPXMANOro obbemMa
(70 MKR) ¢ pacTBOPOM CpaBHeHUst — hochaTHbIM ByhepHbIM
pPacTBOPOM B aHaNorM4yHoOM KIOBETE CBEPXMAsIoro ob6bema.
JonosHUTeNbHO BbINOMHANM 10 NOBTOPHbIX M3MEPEHNIA TOMO XKE
pacTBOpa B CTaHAaPTHOW KBapLEBOW KIOBETE 06BEMOM 3,5 M
C AnVHOM onTudeckoro nytn 10 Mm. B 8TOM cnyvae B kavecTBe
pacTBOpa CpaBHEHWA MPUMEHsIICA pacTBop GocdaTHOro
6ydepa B UAEHTUYHON KroBeTe. Bece aTu namepeHus
BbIMNOMHANNCH NPW ANIMHE BOMHbI 278 HM C LUMPUHON MOMOCHI
cneKTpa 2 HM U1 yCpelHEHWEM CUrHana B TedeHne 1 c.

Pe3ynbTraThbl

O.quepemeHHoe n3mMepeHune

C nomoubto cnekTpodoTomeTpa Cary 3500 Multicell
OfJHOBpPEMEHHO aHanM3npoBanoch NATb NPob pacTBopa BSA

C O[}HVM PacTBOPOM CPaBHEHMA B KIOBETAxX CBEPXMAsIOro
o6bemMa (OKHO 2 X 2,5 MM C A/IMHOA ONTHUYeckoro nyTi 10 Mm).
[na KoNM4yeCTBEHHOIO aHan3a perncTpmpoBasncs CnexkTp

B AnanasoHe oT 250 Ao 350 HM (puc. 2). 3TV faHHble 3aTem
MCMONb30BaNUCh AN OLUEHKM NIMHENHOCTI Npubopa (CM. pasaen
«JTIMHEeHOCTb B KOBETax CBEPXMasoro 06bemar HIXKE).
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Puc. 2. OqHOBpeMeHHO 3apervcTprpoBaHHble CNEKTPbI MOrOLLEHUS NATH
npo6 BSA B KtoBeTax cBepxmanoro o6bema 70 MK



YucroTta 6enka

OnNTUYeCKyro NNOTHOCTb Ha AMHE BOMHbI 350 HM MOXXHO
NPUMEHSTb 4719 KOIMYECTBEHHOIO OnpeaeneHns npuMecen B
npobe 6enka 1 ANs COOTBETCTBYHOLLER KOPPEKLIMM Pe3ynbTaToB
namepeHns. Kak BUAHO 13 puc. 2, Ha aAnHe BosHbl 350 HM
onTnYecKast MIOTHOCTb BCeX MCCheayeMblx Npob Gblfa paBHOWM
0 eguHNL, NornoLLeHus. Taknm 06pas3omM, KOHLEHTPaLmMst BSA

B 8TUX Npobax B TOYHOCTM NPOMNOPLMOHAIbHA MHTEHCUBHOCTM
MaKCMMyMa M1Ka B CNeKTpe 1 He TpebyeT NonpaBku Ha
COLEP>KaHNe NprUMecen.

JInHelHOCTDb B KIOBETax CBEPXManoro o6bema

MakcruMyM nnka Ha KaXkZoM 13 crnektTpos BSA HaxoanTces

Ha AMHe BOMHbI 278 HM (puc. 2). C nomollbto M0

Cary UV workstation onTuyeckasi N0THOCTb NpyU AIVHE BOSHbI
278 HM 13BJieKanacb M3 CNeKTPOB M OTKJ1aZblBasach Ha
rpadurKe HaNpPOTUB KOHLEHTPaUWKM 6eflka B COOTBETCTBYOLLEN
npo6e (puc. 3). MonyyeHHble AaHHble ABHO CBUAETENBCTBYIOT O
NHeHocTn cuctembl Cary 3500 (puc. 3). TonydeHHble faHHble
OEMOHCTPUPYHOT, YTO CUCTEMA COXPAHSAET NIMHENHOCTb A0
ONTUYECKOM NAOTHOCTM NOPAAKa 2,5 e, NOrNOLLEHNS Aaxke Ans
KIOBET C MasiblM OKHOM M CBEPXMasibiM 06 bEMOM.
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Puc. 3. JinnenHocTb YO-BN-cnektpodoTomeTpa Cary 3500 Multicell Ha
npumepe rpacdurka onTUYECKoW NAOTHOCTY NPO6 C NATHIO Pa3INYHbIMM
KOHUeHTpaunsamun BSA npu annHe BonHbl 278 HM.

BocnpoussogumocTb

[ns [eMOHCTpaLumm BOCMPOU3BOAVMOCTY BbIMOMHANOCH MO
20 NOBTOPHbIX M3MepeHuit Npobbl BSA ¢ KOHLEHTpaLmeit

3,0 Mr/Mn B KtoBeTax cBepxmManoro o6bema 70 MK/ 1 OKHOM
2 X 2,5 MM 1 B CTaHAapTHbIX KoBeTax o6bemMom 3,5 M. nHa
OMTMYECKOro NyTW BCex KtoBeT 6bia paBHa 10 MM. Kak BUAHO
13 puc. 4, Ha BOCMPOM3BOAMMOCTb (CTaHAapPTHOE OTK/IOHEHKE)
N3MEPEHNIN YMEHbBLEHHbI pa3Mep OKHa KKOBET CBEPXMAsIOro
o6bema He BAMsieT. CTaHAapTHOE OTKIOHEHWE MOBTOPHbIX
n3mMepeHnin 6oino pasHbiM 0,00042 Ans KIOBETbI CBEPXMAnoro

o6bema 70 Mk 1 0,00029 gnsa cTaHAapTHOM KIOBETbI 06 HEMOM
3,5 M. CpefiHee 3MepeHHOe 3Ha4YeHe ONTUYECKOW MIOTHOCTH
B KlOBETE CBEpXMaoro ob6bema 66110 paBHbIM 1,863 ea.
nornotleHns. CpefHee n3MepeHHoe 3Ha4YeHme ONTUYECKON
NAOTHOCTW B CTaHapTHOWM KtoBeTe 06beMoM 3,5 M 6b1N10
paBHbIM 1,858 efl. mornolleHns. PasHuua Mexay AByMst
3HaYeHMsAMK He NpeBbILLAET NOrpPeLIHOCTN M3MEPEHNS Nprbopa.
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Puc. 4. OnTnyeckast n10THOCTb 20 MOBTOPHbIX M3MEPEHNIA B KIOBETE
CBepxManoro oovema 70 MK/ B CpaBHEHUM CO CTaHAAPTHOW KIOBETOM
06beEMOM 3,5 M.

KroBeTbl Manoro o6bema, Kak NpaBuio, MMerOT OKHa
YMEHbLLUEHHOrO pasmepa, YTO NMPUBOAUT K CHKEHMIO
CBETOMNPOMYCKaHMA TaknX KIOBET. CHKEHHOE
CBETOMNPOMYCKaHWe NPUBOAMNT K CY>KEHWUIO NIMHENHOMO
[nanasoHa ONTUYECKON MIOTHOCTU U CHKEHMIO
BOCMPOM3BOANMOCTU N3MEPEHUIA. Y3KIMIA CHOKYCUPOBAHHbI
nyy cnektpodoTomeTpa Cary 3500 npakTU4YecKn LenKom
NPOXOAWT Yepe3 Npoby 1 obecrneyrBaeT BOCIPOU3BOANMOCTb He
Xy>Ke, YeM [iN1A CTaHAapTHbIX KIOBET 06bemMoM 3,5 M (puc. 4).

06CY)KJJ,GH ne pe3ysibtatoB

Ecnu nsBecTeH KOaMMUUMEHT NOMMOLLEHNS, TO 3HAYEHNME
OMNTWUYECKOW MIOTHOCTN B MaKCUMYyMe MOMOLLEHMS CNeKTpa
YNbTPadMONeTOBOro 1 BMAVMOrO AnanasoHa no3sonser
onpeaenuTb KOHLEeHTpauuto Npobbl. 415 6bl4bero
CbIBOPOTOYHOMO anbbyMmnHa, KOTOpbI MPUMEHSIICS B 9TOM
ncenefoBaHnmy, KOaMMUUMEHT NOTMOWEHNS XOPOLLO N3BECTEH.
Ecnn KoahdUUMEHT NOrNOLEHNA HEN3BECTEH, €0 MOXKHO
paccymTaTb 13 HaKoHa KannbpoBOYHOM KPMBOM, MOSTyYEHHON
N3MEPEHMEM ONTUYECKOM MTOTHOCTU MHOXECTBA CTaHAaPTHbIX
PacTBOPOB. STOT NMPOLIECC MOXET OTHATb MHOIO BPEMEHN
NPUBECTM K OLLIMOKAM M3MePEHMS], KOTOpble MOIYT OCTaTbCA
He3aMeYeHHbIMM A0 KOHLA 9KCNePUMEHTA.



[nst NOBbILLIEHNST YBEPEHHOCTM B MOMYYEHHbIX pesysibTaTax
aHaNUTUK MOXET BKITHOUMTL B Habop nccneayeMbix Npob
HECKObKO NPO6 C M3BECTHOW KOHLIEHTPaLMEN. 3TW Npobbl
Ha3bIBaArOTCH BHYTPEHHVIMY MPOBEPOYHbBIMM CTaHAapTamu. OaHaKo
B TaKOM Cflydae Npobbl 1 CTaHAAPTbl M3MEPSIFOTCS B pasHble
MOMEHTbI BPEMEHN 1 HE at0T rapaHTumM TOro, YTO NapaMeTpbl

HE N3MEHUNCb MeXIY OTAENbHbIMU N3MepeHnsaMun. Kak
MoKasaHo B jaHHo paboTe (puc. 2), ofHOBPEMEHHOE N3MepeHMe
KanMOpOBOYHbIX CTaHAAPTOB M 06pa3L0B NO3BOMAET CYLLECTBEHHO
CHU3UTb BANSIHME BHELLHNX PaKTOPOB Ha pe3y/bTaTbl M3MEPEHMIA.

Ecnn nsmepsieMble 06pasLibl HeCTabWbHbI, TO
nocrefoBaTeNlbHOE N3MEPEHME BCEX 0OPasLIOB MOXET
MPUBECTM K BO3HUKHOBEHWIO [OMOSHUTENBbHbIX MOrPeLHOCTe
1 OLLIMGOK. [oKa Npo6bl CTOSIT B CTOPOHE, OXMAast CBOEN
o4epean Ha U3MepeHuE, X ONTUYECKast MIOTHOCTb MOXKET
N3MEHUTBLCS. TO MOXKET NMPOU30NTH 13-33 UBMEHEHUS
TemnepaTypbl, U3-3a TOro, YTo 06pa3Libl HAXOAATCS Ha CBETY,
WK 13-3a XMMUYECKNX peaKkLnii B pacTBOPE W NMPUBECTM K
MOSIBIEHWIO CUCTEMATUYECKON MOTrPELLIHOCTU B KONTMYECTBEHHOM
aHanuae. Mamepsst oNTUYECKyo NIOTHOCTb BCEX KIOBET
ofiHoBpemeHHo, YP-BM-cnekTpodoTomeTp Cary 3500 Multicell
WCKJTFOYAET 3TU HeXenaTeslbHble MepeMeHHbIe 1 yBENNYMBAET
HaOEXHOCTb MOMYYEHHbIX PE3YNbTATOB. TO TaKXKe NO3BOSSET
3HaAUMTESIbHO COKPATUTL MPOLOSXKMUTENBHOCTD aHamn3a.

BbiBoAabl

CnekTpo®OoTOMETP BMAMMOrO 1 yAbTPahoneToBoro
avanasora Cary 3500 Multicell npegoctaBnseT HoBble
BO3MOXHOCTW /191 Ka4eCTBEHHOIrO 1 KOMMYECTBEHHOMO
aHanusa 6enKoB. YHMKaNbHbI BCTPOEHHbI HENOABUXKHbIN
MHOIOKIOBETHbIN Aepy)kaTelb 06ecneynBaeT cucteme
MaKCUMabHY NMPOU3BOANTENBHOCTb M BOCMPOW3BOAMMOCTb.
OH No3BONSAET MPOM3BOANTL M3MEPEHWSI BO BCEX BOCEMM
KtOBeTaxX OJHOBPEMEHHO, YTO 3HAUYUTENIbHO CHUXKAET BMAHNE
BCEX HexxenaTeNbHbIX BHELUHWX BO3AENCTBMIA, KOTOPble MOryT
NOBNWSATbL Ha NOCNefoBaTe bHble n3MepeHust. Bce aTo Aenaet
cnekTpohOoTOMETP BUAMMOrO 1 yNbTpadMoNeToBOro AnManasoHa
Cary 3500 Multicell MOLLHOM aHaNUTUYECKOK CUCTEMON.

Jlntepatypa
1. Practical Handbook of Biochemistry and Molecular Biology,
Fasman, D.G., Ed. (1992). CRC Press, Boston.

www.agilent.com/chem/cary3500uv-vis

MHbopMaums B 3TOM JOKYMeHTe MOXET 6bITb U3MeHeHa 6e3
npeaynpexaeHus.
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