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ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΟ –ΜΕΤΡΗΣΗ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ
Φασματοφωτόμετρο
Εισαγωγή 

Η ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία είναι δυνατόν να ταξινομηθεί συμφωνά με το μήκος κύματος ή την συχνότητα της. Τα δυο αυτά μεγέθη συνδέονται από την παρακάτω σχέση:

λ*ν=c

όπου λ είναι το μήκος κύματος ,ν η συχνότητα και c η ταχύτητα του φωτός ( 3*1010 cm/s)/. Οι μονάδες μέτρησης του μήκους κύματος είναι συνήθως τα νανόμετρα (nm) όμως χρησιμοποιούνται και τα Angstroms (1Ao=10-10 m,1nm=10-9 m).
Οι διάφορες χημικές ενώσεις αλληλεπιδρούν με την ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία με τέτοιο τρόπο ώστε η ένταση της ακτινοβολίας να ελλατώνεται. Οι επιδράσεις της αλληλεπίδρασης ποικίλουν ανάλογα με  το μήκος κύματος της ακτινοβολίας και την χημική φύση των ενώσεων. Οι αλληλεπιδράσεις των χημικών ενώσεων με την ακτινοβολία ποσοτικοποιούνται συγκρίνοντας την ακτινοβολία που προσπίπτει σε ένα δείγμα και με την ακτινοβολία που αποδίδεται (ή εκπέμπεται ) από το δείγμα. Τέτοιες συγκρίσεις γίνονται με όργανα που ονομάζονται φασματοφωτόμετρα. Απαιτείται κάθε φορά το δείγμα (στη συγκεκριμένη περίπτωση κύτταρα E.coli) να είναι διαλυμένα σε διαλυτή ( στη συγκεκριμένη περίπτωση καθαρό θρεπτικό) που δεν απορροφά στο μήκος κύματος που θα γίνουν οι μετρήσεις
 Τα φασματοφωτόμετρα γενικά αποτελούνται από τα παρακάτω μέρη που το καθένα έχει συγκεκριμένη λειτουργία:

· Πηγή φωτός: Συνήθως χρησιμοποιείται λάμπα με νήμα βολφραμίου , για εκπομπή ακτινοβολίας φωτονίων σε μήκη κύματος από τα 340-940 nm 
· Επιλογέας μήκους κύματος: Επειδή κάθε χημική ένωση αλληλεπιδρά διαφορετικά με την ακτινοβολία όταν αλλάζει το μήκος κύματος είναι επιθυμητό το φως που προσπίπτει στο δείγμα να είναι μονοχρωματικό, δηλαδή να «χρησιμοποιείται» κάθε φορά μία τιμή μήκους κύματος. Πρέπει επομένως να χρησιμοποιηθεί κάποια μέθοδος  ώστε να διαχωριστούν από την πολυχρωματική εκπομπή της λαμπάς η εκπομπή ενός μόνο μήκους κύματος. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιούνται διαθλαστικά πρίσματα που καλούνται μονοχρωμάτορες
· Διάφραγμα με σχισμή: Το φως που διαθλάται από τον μονοχρωματορα, όταν βρεθεί σε μια συγκεκριμένη γωνιά με το φως της λαμπάς , δεν είναι απολύτως μονοχρωματικό, αλλά περιέχει κάποιο εύρος ακτινοβολιών. Ο ρόλος του διαφράγματος το οποίο φέρει σχισμή διέλευσης της ακτινοβολίας είναι να περιορίζει το εύρος αυτό.
· Κυβέττες: Συνήθως χρησιμοποιούνται πλαστικοί σωλήνες διαμέτρου 1cm τετράγωνης κάθετης διατομής και όγκου 0.5-3 ml
· Φωτοκύτταρο ανίχνευσης της ακτινοβολίας: Συσκευή που περιέχει ένα φωτοευαίσθητο υλικό το οποίο εκπέμπει ηλεκτρόνια όταν εκτεθεί στο φως. Τα ηλεκτρόνια εκπέμπονται σε ποσότητα ανάλογη με την ένταση του φωτός. Στην ουσία, το φωτοκύτταρο μετράει ηλεκτρόνια και τα ανάγει σε ακτινοβολία.
Γνωρίζοντας την ένταση της ακτινοβολίας που προσπίπτει στο δείγμα και την ένταση της ακτινοβολίας που διέρχεται, το φωτόμετρο μπορεί να υπολογίσει την απορρόφηση .
Η απορρόφηση του διαλύματος είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της απορροφούσας ουσίας που υπάρχει στο διάλυμα (Νόμος του Beer)
 Ο νόμος του Beer είναι πολύ σημαντικός για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης ουσιών μέσα σε ένα διάλυμα αλλά και για τον προσδιορισμό του αριθμού μικροοργανισμών σε θρεπτικό μια και προβλέπει ότι υπάρχει μια γραμμική συσχέτιση μεταξύ αυτών και της απορρόφησης
Άρα ο καλύτερος τρόπος για να υπολογιστεί φωτομετρικά η συγκέντρωση μιας ουσίας  σε ένα διάλυμα ή ο αριθμός των κυττάρων στο θρεπτικό  είναι να χρησιμοποιηθεί μια πρότυπη καμπύλη.
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

Στόχος της σημερινής άσκησης είναι να μετρήσουμε τον αριθμό των κυττάρων που υπάρχουν σε μια βακτηριακή καλλιέργεια των 200ml η οποία αναπτυσσόταν σε ιδανικές συνθήκες στους 370 C  για 12 ώρες. Τα βακτηρία παρουσιάζουν μέγιστη απορρόφηση στα 600nm
· Προετοιμάζουμε το τυφλό οπού η κυβέττα περιέχει μονό καθαρό θρεπτικό(ή διαλυτή)

· Σε άλλη κυβέττα διοχετεύεται ένα ml από το δείγμα.
Με δεδομένο ότι όταν η απορρόφηση είναι 1 τότε ο αριθμός των κυττάρων είναι 107 κύτταρα /ml κάθε φορά μετράμε την απορρόφηση και με την βοήθεια της πιο πάνω σχέσης μπορούμε να βγάζουμε συμπεράσματα για τον αριθμό των κυττάρων

ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΟΥ ΦΩΤΟΜΕΤΡΟΥ

1. Ανοίγουμε το όργανο από τον διακόπτη παροχής τάσης.
2. Επιλέγουμε το επιθυμητό μήκος κύματος μέσω του κοχλία.
3. Μέσω του πλήκτρου mode επιλέγουμε τη σωστή  λειτουργία (Μέτρηση απορρόφησης) 

4. Περιμένουμε περίπου 20min  να ζεσταθεί το φωτόμετρο (δηλαδή να σταθεροποιηθεί η εκπομπή του φωτός από τις λυχνίες)

5. Χρησιμοποιώντας το τυφλό μηδενίζουμε το όργανο έτσι ώστε το θρεπτικό να έχει μηδενική απορρόφηση.

6. Κατόπιν εισάγουμε το δείγμα (καλλιέργεια) του οποίου τον αριθμό των βακτηριών ψάχνουμε
7. Οι κυβέττες πρέπει να είναι καθαρές και τα δείγματα να μην περιέχουν φυσαλίδες. Η λεία πλευρά πρέπει να είναι πάντα κάθετα στο σημείο που διέρχεται η ακτινοβολία και η πτυχωτή παράλληλα.
8. Αν η τιμή απορρόφησης που πάρουμε είναι μεταξύ 0.1 και 1 τότε μπορούμε με την μέθοδο των τριών να υπολογίσουμε τον αριθμό των βακτηριών (μια και η σχέση αριθμού βακτηριών και απορρόφησης είναι γραμμική με βάση τον νομό Beer)

Π.χ. αν η απορρόφηση είναι  που δείχνει το φωτόμετρο είναι  0.443 τότε λεμέ
Όταν η απορρόφηση είναι                    1          τότε έχω                   107  κύτταρα /ml
Τώρα που η απορρόφηση είναι          0.443                                        x;

Έτσι βρίσκω ποσά κύτταρα έχω σε 1ml καλλιέργεια και στη συνεχεία μπορώ να το ανάγω στα 200ml που είναι ο συνολικός όγκος της καλλιέργειας μου
9. Αν η τιμή είναι μεγαλύτερη από 1 τότε αραιώνουμε το δείγμα 10 φορές (0,9ml θρεπτικό και  0,1 ml καλλιέργεια και στη συνεχεία την απορρόφηση που βρήκαμε  την πολλαπλασιάζουμε )  x10


Εικόνα 1: Αρχή λειτουργίας φωτόμετρου
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Εικόνα 2: Η μέτρηση γίνεται στο μήκος κύματος που παρουσιάζει μέγιστη απορρόφηση το δείγμα
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Εικόνα 3: Οι διαφορετικοί τύποι ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας[image: image3.png]



