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SPEKTROFLUORYMETRYCZNE OZNACZANIE
FLUORESCEINY

Kazda czasteczka posiada charakterystyczny dla siebie uklad poziomow

energetycznych: elektronowych, oscylacyjnych 1 rotacyjnych. W wyniku absorpcji
promieniowania ultrafioletowego lub widzialnego czasteczka przechodzi do jednego ze stanéw
wzbudzonych, a nastepnie dazy do osiggniecia stanu rownowagi, czyli stanu, w ktérym energia
catkowita przyjmuje warto§¢ minimalng (emisja energii).
Luminescencja to rodzaj emisji promieniowania elektromagnetycznego, ktéry nastepuje
w czasie nie krotszym niz 107'° s po zaabsorbowaniu energii przez atomy lub czasteczki danej
substancji. Ze wzgledu na czynnik, ktory wywotuje promieniowanie, luminescencj¢ dzielimy
na: fotoluminescencj¢ wywotang absorpcjg fotonow w zakresie UV-VIS (fluorescencja,
fosforescencja), chemiluminescencj¢ wytwarzang w trakcie niektérych reakcji chemicznych,
bioluminescencj¢ wywotywang w wyniku procesow biochemicznych zachodzacych w
organizmach zywych, elektroluminescencj¢ powstajaca na skutek zderzen czasteczek
obdarzonych ladunkiem elektrycznym z luminoforem, tryboluminescencje wywotywang
poprzez tarcie, zginanie, $ciskanie, rentgenoluminescencj¢ wywotywang promieniowaniem
rentgenowskim, radioluminescencje czyli §wiecenie pod wptywem promieniowania a, 3, v,
sonoluminescencje wywolywang ultradzwigkami, termoluminescencje¢ powstajagca podczas
ogrzewania substancji, ktéra wczesniej zostata pobudzona przez §wiatlo.

Metody fluorymetryczne stosuje si¢ do oznaczania $ladowych ilosci substancji
wykazujacych fluorescencje. Zaletg ich jest wysoka czuto$¢ (mozna oznacza¢ zardwno
substancje organiczne, jak i1 nieorganiczne o st¢zeniach 0,01 ppm), precyzja (RSD < 1%),
selektywno$¢ (daja duza mozliwos¢ selekcji poprzez mozliwos¢ doboru dlugosci fali

promieniowania wzbudzajacego oraz emitowanego).

Zasada metody

Fluorymetria to instrumentalna metoda analityczna, ktéra wykorzystuje zjawisko emisji
promieniowania fluorescencyjnego przez czasteczki oznaczanego sktadnika. Pomiar natgzenia
promieniowania fluorescencyjnego emitowanego po odpowiednim wzbudzeniu substancji
oznaczanej jest wykonywany pod katem 90° w stosunku do wigzki $wiatta padajacego na
roztwor. W oznaczeniach iloSciowych wykorzystuje si¢ zalezno$¢ natgzenia promieniowania

fluorescencyjnego od st¢zenia substancji oznaczane;.
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Aparatura

Aparat Specol z przystawka FK.
Odczynniki

Roztwor fluoresceiny o stezeniu Spg/mL.

Roztwor NaOH o stezeniu 0.05 mol/L.

Wykonanie oznaczenia

1. Przvgotowanie roztworow do krzywej kalibracji oraz probki

Do 6 kolbek miarowych pojemnosci 50 mL odmierzy¢ za pomocg pipety:
a.0, 1, 2, 3,4, 5 mL roztworu fluoresceiny

dolaczy¢ probke badana

b. 10 mL 0,05 mol/L roztworu NaOH (roztwor fluoryzuje tylko w srodowisku zasadowym)

¢. dopeti¢ woda destylowang do objetosci 50 mL i1 doktadnie wymieszaé

2. Wykonanie pomiarow

Pomiary nat¢zenia fluorescencji roztworow wzorcowych 1 probki badanej wykonaé

Przy Amax =491 nm

3. Opracowanie wynikow

Przy pomocy pakietu Statistica wyznaczy¢ wspoiczynniki prostej F = f(z) metoda regresji
liniowej:

y=ax+tb «« F=az+b

gdzie:

a — wspotczynnik kierunkowy prostej

b — warto$¢ wyrazu wolnego

x =z — zawartos$¢ fluoresceiny w probee [pg]

y = F — warto$¢ natg¢zenia fluorescencji

W oparciu o rdwnanie prostej F = az +b obliczy¢ zawartos$¢ fluoresceiny w probce badane;.

Wynik poda¢ w [pg/50ml].



