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FLUORYMETRIA

Na ¢wiczeniach obowigzuje material zawarty w podrgczniku:

R. Kocjan ,,Chemia analityczna. Podrecznik dla studentow. Analiza
instrumentalna. Tom 27 —

rozdz. 1.4.2 (str. 21-23); 5.6 —5.6.1.1 (str. 102 — 110)

Luminescencja to zjawisko emisji promieniowania elektromagnetycznego, ktora
nastepuje w czasie nie krotszym niz 10" s od chwili zaabsorbowaniu energii przez atomy lub

czasteczki danej substancji.

absorpcja emisja
X+hy =———= X* =——= X + cieplo + hv’

Ze wzgledu na czynnik, ktory wywoluje to promieniowanie, luminescencj¢ dzielimy na:

- fotoluminescencj¢ - wywolana absorpcja fotonéw w zakresie UV-VIS (fluorescencja
i fosforescencja).

- chemiluminescencje - wytworzona w trakcie niektorych reakcji chemicznych

- bioluminescencj¢ - rodzaj chemiluminescencji, wywotana w wyniku procesow
biochemicznych zachodzacych w organizmach zywych np. przez swietliki. Wystepuje
rowniez U wielu bakterii, grzybow, niektorych pierwotniakow oraz organizméw

glebinowych
- elektroluminescencje - powstaje na skutek zderzen czasteczek obdarzonych tadunkiem

elektrycznym z luminoforem
- tryboluminescencj¢ - luminescencja wywotana poprzez tarcie, zginanie, $ciskanie

- rentgenoluminescencje - wywotana promieniowaniem rentgenowskim

- radioluminescencje — §wiecenie pod wplywem promieniowania a, B3, y

- sonoluminescencje - wywotana ultradzwigkami

- termoluminescencje - wywotana przez ogrzewanie substancji, ktora wczesniej zostata

pobudzona przez §wiatlo.



Najbardziej intensywng fluorescencje wykazujg czasteczki 0 ptlaskiej, usztywnionej

strukturze, zawierajgce pierscienie aromatyczne, np. chinolina, indol czy naftalen.
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Najczesciej zwigzkami fluorescencyjnymi sa:

1. Zwiazki aromatyczne 1 heterocykliczne, polimery (np. wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne).
2. Niektore barwniki (np. fluoresceina, rodamina, chlorofil).
3. Zwiazki biologiczne:
a) aromatyczne aminokwasy (np. tyrozyna, tryptofan)
b) zasady nukleinowe (np. cytozyna, uracyl) w DNA i RNA
c¢) niektére witaminy i hormony (np. tiamina, adrenalina).
4. Luminofory nieorganiczne (np. siarczki cynku i kadmu). Charakteryzuje je wysoka
wydajnos¢ §wietlna. Luminofory siarczkowe sg dobrymi elektroluminoforami,

rentgenoluminoforami oraz katodoluminoforami.

Fizyczne podstawy luminescencji

Kazda czasteczka posiada charakterystyczny dla siebie wuklad poziomow
energetycznych — elektronowych, oscylacyjnych i rotacyjnych. W wyniku absorpcji
promieniowania ultrafioletowego lub widzialnego czasteczka przechodzi do jednego ze stanow
wzbudzonych, a nastepnie dazy do osiaggniecia stanu rownowagi, czyli stanu, w ktérym energia
catkowita przyjmuje warto§¢ minimalng (emisja energii). Procesy absorpcji i emisji energii

przedstawia si¢ schematycznie na tzw. diagramie przej$¢ energetycznych Jabtonskiego - ryc. 1.
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Ryc. 1. Diagram Jabtonskiego.

W wiekszosci czasteczek, w stanie podstawowym, elektrony sa sparowane (zajmujg ten
sam orbital a ich spiny sa przeciwne). Jest to tzw. stan singletowy Sp. Absorpcja energii moze
spowodowac przeniesienie elektronu na poziom o wyzszej energii bez zmiany jego spinu
(singletowy stan wzbudzony). Dezaktywacja tego stanu moze nastgpowac na rézne Sposoby.
Czasteczka w stanie wzbudzonym (czas zycia w tym stanie wynosi 10™° - 10 s) moze ulec
bezpromienistej konwersji wewngetrznej (relaksacji oscylacyjnej) z utrata energii oscylacyjnej do
najnizszego poziomu oscylacyjnego S; na wzbudzonym poziomie elektronowym. Wyemitowany
wtedy foton przy przej$ciu z tego stanu do stanu podstawowego Sp ma energi¢ mniejszg niz foton
wzbudzajacy. Widmo emisyjne zwigzane z tym przej$ciem przesunigte jest wiec w strong fal
dhuzszych stosunku do widma absorpcji (tzw. przesunigcie Stokesa), a zjawisko to nazywa sig
zjawiskiem fluorescencji.

Po relaksacji oscylacyjnej, wzbudzona czgsteczka, moze takze wykonaé¢ tzw. przejscie
mig¢dzysystemowe (interkombinacyjne) ze wzbudzonego stanu singletowego do wzbudzonego
stanu tripletowego T; (elektrony nie sa sparowane, ich spiny sg rownolegte) i dopiero pdzniej do
stanu podstawowego Sy. Przej$cie migdzy stanami Ty i Sp, jako stanami o r6znej multipletowosci,
jest tzw. przejsciem wzbronionym, statystycznie mato prawdopodobnym. Czasteczka przez
wzglednie dtugi czas przebywa stanie wzbudzonym (czas zycia czasteczki w stanie trypletowym
jest dhuzszy niz w stanie singletowym i trwa od 10 do 10* s), nastepnie famiac multipletowa
regule wyboru, emituje foton i wraca do podstawowego stanu elektronowego Sy. To zjawisko
nazywamy fosforescencja. Fosforescencja jest zjawiskiem bardziej rozciggnigtym w czasie 1 o

mniejszej intensywnosci niz fluorescencja.



Dla malych stezen substancji natezenie fluorescencji |l jest wprost proporcjonalne do

stezenia substancji:
=K I, a c 1
gdzie:

K - stata aparaturowa
I, - nateZenie promieniowania padajacego (wzbudzajacego)
a - wspotczynnik absorpcji promieniowania wzbudzajacego
C - stezenie substancji oznaczane;j
| - grubos¢ warstwy roztworu

W roztworach rozcienczonych intensywno$¢ fluorescencji jest wigc liniowa funkcja
stezenia luminoforu. Gdy st¢zenie substancji o0znaczanej przekroczy jednak pewng granice,
fluorescencja przestaje by¢ liniowg funkcja stezenia a nawet moze malec. Jest to zjawisko
zwane zjawiskiem gaszenia st¢zeniowego. Thumaczy je teoria asocjacji stezeniowej, ktora
zaklada, ze czasteczki zasocjowane mimo tego, ze pochtaniaja energi¢, nie sa zdolne do jej

emisji. Zjawisko to ilustruje ponizszy wykres — ryc. 2.

REU Sygnat fluorescencji RFU w funkcji stezenia
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Ryc. 2. Zalezno$¢ If w funkcji stezenia chlorowodorku chininy (zakres stezen od 10 do 100

ug/ml zwigzku w 0,1 mol/l H,SO, ). Kuweta I=1 cm.



Uktad pomiarowy

Przyrzady stosowane w pomiarach fluorescencyjnych nosza nazwe fluorymetrow
i spektrofluorymetrow (stuza do otrzymywania pelnych widm fluorescencyjnych). Podstawowy

uktad pomiarowy przedstawia ryc. 3.

Ryc. 3. Schemat fluorymetru.

Fluorymetr zbudowany jest z nast¢pujacych elementow:

1. Zrédlo promieniowania wzbudzajgcego S
- zarowka wolframowa lub lampa wolframowo-halogenowa, stosowane w zakresie §wiatla
widzialnego (400 - 800 nm)
- lampy deuterowe Ilub tukowe lampy ksenonowe, stosowane w zakresie nadfioletu
(200 - 400 nm)

- lasery atomowe, jonowe i barwnikowe.

2. Monochromatory M1 i M2

- pryzmaty i siatki dyfrakcyjne w spektrofluorymetrach

- filtry we fluorymetrach

Stuza one do wyboru wiazki $wiatta o danej dlugosci fali z widma niemonochromatycznego.
Stosowane sa dwa monochromatory (filtry).

Pierwszy (M;) shluzy do wybrania okreslonej dtugosci fali §wiatta padajacego na probke, czyli

Swiatta wzbudzajacego.



Drugi (M) monochromatyzuje $wiatto emitowane przez probke. Umieszczony jest on zwykle za
probka pod katem90° w stosunku do swiatta padajgcego na probke, dochodzi wiec do niego

tylko promieniowanie emitowane a nie wzbudzajace.

3. Probka
Przygotowuje si¢ ja najczg¢sciej w postaci roztworu i umieszcza w kuwecie o grubosci 1 cm.
Jezeli pomiary prowadzimy w zakresie UV uzywamy kuwet kwarcowych, jezeli pracujemy w

zakresie VIS stosujemy kuwety ze szkta lub plastiku.

4. Detektory
Do detekcji promieniowania w zakresie UV-VIS stosuje si¢ fotopowiclacze lub detektory

wielokanatowe typu diode-array.

5. Rejestratory i komputery

Stuza do rejestracji danych i sterowania procesem pomiarowym.

Zastosowanie 1 wlasciwosci metod fluorymetrycznych

Metody fluorymetryczne stosuje si¢ do oznaczania $ladowych ilosci substancji

wykazujacych fluorescencje¢. Zaleta metod fluorymetrycznych jest:

a) mozliwo$¢ oznaczania zwigzkoéw nieorganicznych oraz organicznych

b) duza czulos¢ - jest mozliwe oznaczanie substancji organicznych i nieorganicznych o
stezeniach 0,01 ppm

b) duza precyzja (rozrzut wynikéw nie wigkszy niz +1%)

€) duza doktadnos¢

d) duza selektywno$¢ - np. poprzez mozliwos¢ doboru dhugosci fali promieniowania
wzbudzajacego oraz emitowanego

e) charakteryzuje si¢ 10° - 10* razy nizsza dolng granica wykrywalno$ci niz

spektrofotometria absorpcyjna
f) dopuszczalnos$¢ zastosowania w badaniach biologicznych i biochemicznych
g) mozliwos¢ oznaczania zwigzkoéw niefluoryzujacych przez tworzenie fluoryzujacych

kompleksow



FLUORYMETRYCZNE OZNACZENIE NISKICH STEZEN
CHLOROWODORKU CHININY (M, = 360,9) PRZY UZYCIU
FLUORYMETRU JENWAY 6285

Fluorymetria jest instrumentalng metoda analityczna, ktora wykorzystuje zjawisko
emisji promieniowania fluorescencyjnego do oznaczania ilosciowego sktadnikow. Nalezy do
najczulszych metod instrumentalnej analizy ilo§ciowe;].

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z technika pomiaréw fluorymetrycznych, w
szczegolnosci, pokaz zastosowania tej metody do oznaczania ilosciowego chlorowodorku

chininy w roztworze kwasu siarkowego.

X
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N
X
=
N
Chinina

Chinina jest znang substancja leczniczg o dziataniu przeciwgoraczkowym,
przeciwzapalnym, przeciwbolowym i przeciwmalarycznym, a fluorescencje tego zwigzku
okresla 1 warunkuje obecnos¢ ptaskiego uktadu sprzgzonych wigzan podwojnych pierscienia

chinolinowego.



Dobor kuwet do badan fluorymetrycznych

Do badan fluorymetrycznych musza by¢ stosowane specjalne kuwety spetniajace

nastepujace warunki:

a. Muszg mie¢ przezroczyste wszystkie §cianki boczne — pomiar promieniowania
emisyjnego jest prostopadty do kierunku promieniowania wzbudzajacego.

b. Przepuszczalno$¢ kuwet musi obejmowac zakres dtugosci promieniowania
wzbudzajacego i emitowanego przez badang probke.
Ponizej — ryc. 4, przedstawiono zakresy przepuszczalnosci typowych kuwet

pomiarowych.
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Ryc. 4. Widma absorpcyjne pustych kuwet:

1 — ze specjalnego tworzywa do pomiaréw fluorymetrycznych (kolor niebieski)
2 — ze szkta (kolor czerwony)
3 — kwarcowa (kolor zielony)

8000

Z ryc. 4 wida¢, ze petng przepuszczalnos¢ w zakresie 200 — 800 nm ma tylko kuweta
kwarcowa, kuwety szklana i z tworzywa sg przepuszczalne dla A > 300 nm i tylko w tym

zakresie dtugosci moga by¢ stosowane.



Dobor dlugosci promieniowania wzbudzajacego Aey 1 analitycznego Aem
przy pomiarach fluorymetrycznych

Podstawowym problemem w badaniach fluorymetrycznych jest dobor dtugosci filtrow
pomiarowych: wzbudzajacego Aex Oraz analitycznego_Aem. Wtasciwy ich dobor pozwala na
otrzymanie maksymalnego natgzenia promieniowania emitowanego przez badang probke. Filtr
wzbudzajacy dobiera si¢ na podstawie potozenia maksimum dtugofalowego pasma
absorpcyjnego — dla chininy to Amax = 346 nm — ryc. 5. Filtr analityczny mozna wstepnie dobraé¢
wiedzac, ze jego ,,dtugos¢” jest kilkadziesigt nm wigksza od ,,dlugosci” filtra wzbudzajacego
(promieniowanie emitowane przez probke jest bardziej dlugofalowe od promieniowania

wzbudzajacego).
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Ryc. 5. Widmo roztworu chlorowodorku chininy (¢ =10pg/ml, cm = 2,771x10™ mol/l) w
roztworze H,SO4 0 stezeniu 0,1 mol/l. Kuweta kwarcowa (I=1 cm). Temperatura
t=20° C.
Widmo wykonane na spektrofotometrze UV/VIS Lambda 25 (PerkinElmer).


https://www.google.pl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiHwrDl3r3LAhWKJZoKHdV4D8sQFggfMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.perkinelmer.com%2FCMSResources%2FImages%2F44-74448BRO_LAMBDA.pdf&usg=AFQjCNHnyZnR1KmT6-EFuMgktfxxNUoRlw&sig2=PjD3irN78l9Rfz_MV8s1IQ

Najlepsza i zalecang metodg doboru filtrow jest wykonanie widm 2-D i 3-D na

spektrofluorymetrze. Ryc. 6 i 7 przedstawiajg takie wtasnie widma zarejestrowane dla
chlorowodorku chininy z zaznaczonymi wartosciami Aey 1 Aem (to wspotrzedne potozenia

maksimum najsilniejszego piku emisyjnego).
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Ryc. 6. Widmo 3-D chininy: mieszanina roztworéw: Sml 0,1 pg/ml chlorowodorku chininy
w 0,1 mol/l H,SO,4 i 5 ml H,0. Naosi Y — jednostka RFU (Relative Fluorescence

Unit). Kuweta kwarcowa I=1 cm.

Widmo wykonane na spektrofluorymetrze Hitachi F4500.
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Ryc. 7. Widmo 2-D chininy: mieszanina roztworéw: 5 ml 0,1 pug/ml chlorowodorku
chininy w 0,1 mol/l H,SO,4 i5 ml H,O. Kuweta kwarcowa | = 1 cm.
Widmo wykonane na spektrofluorymetrze Hitachi F4500.
Z otrzymanych widm widac, Ze najsilniejsza emisj¢ promieniowania fluorescencyjnego
otrzymuje si¢ dla pary dhugosci fal: Aex= 340 nm i A= 457nm. Widmo emisyjne zarejestrowane

dla optymalnego wzbudzenia dlugoscia Aex= 340 nm przedstawia ryc. 8 .
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Ryc. 8. Widmo emisyjne roztworu: mieszanina Sml 0,1 pg/ml chlorowodorku chininy w
0,1 mol/l H,SO4 15 ml H,O. Wzbudzenie promieniowaniem o dtugosci Aex= 340
nm. Na osi Y — jednostka RFU. Kuweta kwarcowa I=1 cm.

Widmo wykonane na spektrofluorymetrze Hitachi F4500.
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Przygotowanie roztworow

1. Roztwér odnosnikowy H2SO4 o stezeniu ¢ = 0,1 mol/l i roztwdr podstawowy chlorowodorku

chininy o st¢zeniu ¢ =100 pg/ml w roztworze H,SO4 o stezeniu ¢ = 0,1 mol/l jest

przygotowany przez asystenta.

2. W celu wykonania krzywej wzorcowej, z roztworu podstawowego chlorowodorku chininy o

stezeniu ¢ = 100pg/ml, studenci przygotowujg 10 roztworéw wzorcowych o stezeniach od 1,

2,3 ... do 10 pg/ml. Do rozcienczania uzywany jest roztwor HoSO,4 o stezeniu ¢ = 0,1 mol/l.

3. Roztwory ,,z”” — 0 nieznanym stezeniu chlorowodorku chininy przygotowuje asystent. Nalezy

je rozcienczy¢ do 100 ml za pomoca roztworu H,SO4 0 stgzeniu ¢ = 0,1 mol/I

Wykonanie pomiaréw I; (nat¢zenie fluorescencji) badanych roztwordw

Pomiary sa wykonywane na fluorymetrze Jenway 6285. Jego przedni panel przedstawia

ponizszy rysunek — ryc. 9.

-

EXIT

METHOD 1D 86
NRME QUININE
EXCITATION nm 950
EMISSION nm 5S0
UNITS PEM
RESOLUTION a.01

CRALIBRATION SETUP

7

(ca)

=3

lewy kursor

gomy kursor

prawy kursor

dolny kursor

przycisk Enter

Ryc. 9. Panel pomiarowy fluorymetru Jenway 6285.

Funkcje przyciskow przedstawia ryc. 10.
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1. Goérny kursor Uzywany do nawigacji przez menu, zwiekszania wartosci |
do przesuwania w gore zapisanych wynikow.

2. Dolny kursor Uzywany do nawigacji przez menu, zmniejszania wartosci i
do przesuwania w dot zapisanych wynikow.

3. Lewy kursor Uzywany do nawigacji przez menu i podswietlania wybranej
cyfry podczas ustawien.

4. Prawy kursor Uzywany do nawigacji przez menu i podswietlania wybranej
cyfry podczas ustawien.

5. Przycisk ENTER | Uzywany do akceptowania podswietlonej opcji w menu.

6. Przycisk CAL Rozpoczecie kalibracji z trybu pomiarowego.

7. Przycisk PRINT | Rozpoczecie wydruku z ekranu podgladu lub wydruku
zapisanych wynikéw. Przesytanie danych do portu
szeregowego RS-232.

Ryc. 10. Funkcje przyciskow panelu fluorymetru Jenway 6285.

1. Wiaczy¢ fluorymetr 1 odczeka¢ 15 minut.
2. Z menu glownego przejs¢ do menu MEASURE SETUP wybierajac wezesniej SETUP w menu

glownym. Wyswietlony zostanie ponizszy ekran:

METHOD 1D as
HAME Chlororhwll
EXCITATION nim 428
EMISSION nm 668
UHITS m3sl
RESOLUTION B.81
CALIBRATION SETUP

Przed przeprowadzeniem jakichkolwiek pomiaréw nalezy upewnic sie, ze
zamontowano odpowiedni filtr wzbudzajacy 1 emisyjny.
EXIT — pozwala uzytkownikowi na powrot do poprzedniego menu

METHOD ID — uzywany do nadawania numer6w poszczeg6dlnym metodom

13



NAME - wpisana przez uzytkownika nazwa metody

3. Za pomocg kursoréw po prawej stronie panelu ustawi¢ odpowiednie warto$ci w nm dla filtra
wzbudzajacego (EXCITATION) i analitycznego (EMMISION). Do rejestracji fluorescencji uzy¢
filtréw o najbardziej zblizonych do ustalonych wczesniej dtugosci: wzbudzajacy Aex = 350 nm,

filtr analityczny Aem = 470 nm.

Wybra¢ jedng z mozliwych jednostek pomiarowych: RFU, ppm, U/mL, mU/L, U/L, uM/L,
mM/L, M/L, pg/mL, mg/dL, g/dL, ng/L, ng/L, g/L, %, ppb.

W przeprowadzanym ¢wiczeniu wybrana jednostka jest RFU (Relative Fluorescent Unit).

4. Wroci¢ do menu gtdéwnego po weisnieciu EXIT i po przejsciu w tryb pomiarowy umiescié
probke w uchwycie kuwet w komorze probek, zamknaé pokrywe.

5. Pod$wietli¢ na ekranie opcj¢ READ i1 wcisna¢ przycisk ENTER.

6. W trakcie pomiaru wyswietlany bedzie komunikat ,,Reading...”.

7. Po zakonczeniu pomiaru podana zostanie wartos¢ I+ w jednostkach RFU z

doktadnoscig ustawiong w menu MEASURE SETUP.

8. Wynik pomiaru zapisa¢ lub wydrukowac.

9. Przeprowadzi¢ kolejne pomiary uzywajac opcji READ. Wykona¢ trzy serie pomiarow I dla
roztworéw wzorcowych i otrzymanego zadania. Wyniki zapisa¢ w ponizszej tabeli | i

obliczy¢ wartoéci $rednie ly.
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Lp.

Nat¢zenie promieniowania fluorescencyjnego

Stezenie I+ w jednostkach RFU
(ng/ml)
(Xi)
Wartos¢ $rednia I
| pomiar Il pomiar Il pomiar | w jednostkach RFU
(Yi)
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
11 | Zadanie (2)

Tabela I. Tabela otrzymanych wynikéw I dla roztworéw wzorcowych i zadania.

a. Narysowaé wykres wartoéci l¢ w funkcji stezenia.

b. Na o$ rzednych wykresu nanie$¢ warto$¢ srednig dla zadania 1 odczyta¢ graficznie oznaczang

warto$¢ stezenia dla zadania.

c. Otrzymane wyniki warto$ci $rednich l¢ przenie$é do ponizszej tabeli 2 i wykonaé

odpowiednie obliczenia.
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Lp. Stezenie | Warto$¢ Srednia
(ug/ml) pomiarow w 2 2

(% REU Xi Yi XiYi

(vi)
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Exi = Sy = 2XiYi =

Tabela Il. Tabela obliczeniowa.

Na podstawie wynikow zebranych w tabeli 11, zaktadajac zalezno$é liniowa Y = bX + @,
obliczy¢ wedtug ponizszych wzoréw wartosci wspotczynnika kierunkowego b, wyrazu wolnego

a, oraz bledy tych wspotczynnikow Sp i Sy

NXXY. =2 X2, 1
b= i Ji i i _ = o |
nzx’ —(Zx ) ? n(Zy, Pz x,)
2
S, - n(Zyi—bZXiyi—aZzli) S - leZZXiZ
(n—Z){nZXiZ—(in ) ‘ n
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d. Obliczy¢ granice wykrywalno$ci LOD (Limit of Detection) i granice oznaczalno$ci LOQ

(Limit of Quantification) wg ponizszych wzoréw:

LOD =33 - S./b
LOQ=3-LOD

e. Znajac wspotczynniki a i b oraz warto$¢ $rednig fluorescencji zadania, z odwrocenia funkcji
liniowej y = (bx + a), oblicz zawarto$¢ chlorowodorku chininy w zadaniu. Porownaj wynik z

odczytem graficznym.
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ZADANIE

Wyznaczenie granicy wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci
(LOQ) chlorowodorku chininy metodg spektroskopii UV/VIS

W celu wyznaczenia granicy wykrywalnosci (LOD) 1 oznaczalnosci (LOQ)
chlorowodorku chininy  metoda spektroskopii UV/VIS przygotowano seri¢ roztworow
chlorowodorku chininy o stezeniach z zakresu od 1 do 10 pg/ml, zmienianych skokowo co 1

ug/ml. Zbior tych widm przedstawia ryc. 11.
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Ryc. 11. Zbiér widm chlorowodorku chininy w roztworze H,SO4 0 stezeniu 0,1 mol/l.
Kuweta kwarcowa I=1 cm. Widma wykonane na spektrofotometrze UV/VIS Lambda

25 (PerkinElmer). Wyniki zebrane sg w tabeli 111 .
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Stezenie chininy | Absorbancja roztworu A
Nr widma (ng/ml) ( Amax = 250,14 nm)
0,0 0,003255
1 1,0 0,0878
2 2,0 0,1295
3 3,0 0,2284
4 4,0 0,3088
5 5,0 0,3832
6 6,0 0,4525
7 7,0 0,5335
8 8,0 0,6000
9 9,0 0,6613
10 10,0 0,7352
Tab. 1. Zaleznos¢ absorbancji A (A = 250,14 nm) roztworu chininy w kwasie siarkowym

(c= 0,1 mol/l) w funkcji stezenia chininy. Kuweta kwarcowa I=1 cm.

Wyniki zalezno$ci absorbancji ( A = 250,14 nm) w funkcji stezenia chininy sg

przedstawione na ryc. 12.
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R?=0,9982

o
W
o

o
N
o

0,10
0,00 / T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
stezenie pug/ml

Ryc. 12. Wykres zaleznosci absorbancji A (A = 250,14 nm) roztworu chininy w kwasie

siarkowym ( ¢= 0,1 mol/l) w funkcji steZenia chininy. Kuweta kwarcowa I=1 cm.

Na podstawie wynikow w tabeli 111, analogicznie jak w metodzie fluorymetrycznej,
oblicz LOD i LOQ metoda spektrofotometryczng. Do obliczen wykorzystaj arkusz kalkulacyjny
EXCEL - opis i wizualizacja przyktadowych obliczen dla pomiaréw fluorymetrycznych
przedstawiona jest ponizej. Wyniki poréwnaj z odpowiednimi wynikami uzyskanymi metoda

fluorymetryczna.
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Zastosowanie arkusza EXCEL i funkcji REGLINP do obliczen

1. Wprowadzi¢ do arkusza EXCEL, w postaci dwoch sasiadujacych kolumn, zebrane dane
pomiarowe X; i Y; ( X;— stezenie, Y;- warto$¢ Iy).
2. Obok wprowadzonych danych zaznaczy¢ szes¢ komorek lezacych obok siebie w trzech
wierszach i dwoch kolumnach.
3. Z paska zadan wybra¢c: FORMULY — WIECEJ FUNKCJI —
STATYSTYCZNE — REGLINP
4. W oknie wprowadzania parametréw nalezy poda¢ parametry funkcji.
5. W wierszu znane_y zaznaczy¢ zakres komorek zawierajacych wartosci Y
6. W wierszu znane_x zaznaczy¢ zakres komorek zawierajacych wartosci X;
7. W wierszu STALA wpisa¢ warto$¢ logiczng PRAWDA
8. W wierszu STATYSTYKA wpisa¢ wartos¢ logiczng PRAWDA
9. Po zamknigciu okna wprowadzania parametréw klikna¢ OK
10. Kliknag¢ wskaznikiem myszy na pasek formut znajdujacy si¢ nad arkuszem tak, aby
pojawit si¢ tam 1 zaczal mrugac kursor tekstowy.
11. Trzymajac jednoczes$nie wcisniete Ctrl i Shift weisnaé Enter — w sze$ciu zaznaczonych
komorkach w kroku 2 pojawig si¢ obliczone metoda najmniejszych kwadratoéw wartosci:

b, a, Sh, Sa, R? i Ry —patrz ryc. 13.
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Ryc. 13. Wizualizacja rachunkéw wykonanych w arkuszu kalkulacyjnym EXCEL dla pomiaréw fluorymetrycznych.
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