Cwiczenie nr 20

FLUORESCENCJA BARWNIKOW ORGANICZNYCH I JEJ
ZASTOSOWANIE W ILOSCIOWEJ ANALIZIE LUMINESCENCYJNEJ

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ ze zjawiskiem luminescencji i wykorzystanie go do ilo-
sciowej analizy w praktyce laboratoryjnej. W zwiazku z tym konieczne jest sporzadzenie widma wzbu-
dzeniowego fluorescencji w zakresie widzialnym wodnego roztworu fluoresceiny. Nalezy wykonaé
pomiary nat¢zenia fluorescencji w zaleznosci od dtugosci fali Swiatla wzbudzajacego i na podstawie
otrzymanych danych wykres$li¢ te¢ zalezno$¢. Z wykresu odczytujemy dtugos¢ fali odpowiadajaca mak-
simum nat¢zenia fluorescencji. Otrzymang dtugos$¢ fali odpowiadajacg maksimum fluorescencji wyko-
rzystujemy przy wyznaczaniu nat¢zenia fluorescencji w funkcji stezenia roztworu. Otrzymana krzywa
kalibracji ma zastosowanie przy ilosciowej analizie badanych roztworéw.

Aparatura i roztwory

1. Spektrofotometr typu ,,SPEKOL 11”.
2. Roztwor fluoresceiny.
3. Substancja wygaszajaca fluorescencje.

. Okienko wskaznikowe.
. Klawiatura "rodzaj pomiaru".
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. Klawiatura wprowadzania danych dotyczacych

"I-': I/T omiaru
| -W \_,) P '

rys. Schemat ptyty czotowej ,,SPEKOL 11
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Przebieg ¢wiczenia:

UWAGA'! Po wejSciu na sale przyrzad pomiarowy SPEKOL-11 wigczy¢ do sieci i nacisngé¢
wlacznik sieciowy (6). Po uptywie ok. 20 min przyrzad jest gotowy do pomiarow.

I. Pomiar natezenia fluorescencji w zaleznosci od dlugosci fali wzbudzania.

1. Nala¢ wode destylowana do kuwetki do */, jej wysokosci; wstawi¢ do uchwytu kuwetek (2);
2. Wprowadzi¢ kuwetke w bieg promieni za pomocg uchwytu zmieniacza kuwetek.

Uchwyt zmieniacza kuwetek delikatnie przesunaé¢ w dét, wiozyé kuwetke, obréci¢ uchwyt o 180°
(do oporu), delikatnie podnie$ go do géry do poprzedniego potozenia — powoduje to wprowadzenie
kuwetki w bieg promieni §wiatta wzbudzajacego.

3. Obroci¢ przetacznik przestony §wiatta (1) na pozycje srodkowa (miedzy ,,ON” i ,,OFF” - znak [o]).
4. Ustawi¢ na bebnie (5) dtugos¢ fali 490 nm.

5. Nacisna¢ klawisz FL — przyrzad jest zaprogramowany na pomiar fluorescencji.
Migajq diody nad klawiszami Z-FL MIN i FAKT.

6. Nacisna¢ klawisz Z-FL MIN - nastepuje nastawienie punktu zero dla probki z woda destylowana.
Migajq diody nad klawiszami FAKT i R.

7. Nacisng¢ klawisz FAKT - w okienku (7) obserwujemy wskazanie zapami¢tanej warto$ci czynnika
1.000.

8. Wprowadzi¢ druga kuwetke napetniong do /, jej wysokosci wyjéciowym roztworem fluoresceiny,
na droge promieni monochromatora. Czynnos¢ t¢ wykonujemy jak w pkt.2.

9. Nacisng¢ klawisz FAKT, a po chwili klawisz R.

10. Obracajac bebnem (5) zmienia¢ dtugos¢ fali od 470 do 540 nm, odczytujac co 10 nm w okienku
wskaznikowym (7) warto$¢ nat¢zenia fluorescencji.

Odczyt wykona¢ po okoto 10 sek od wprowadzenia probki w bieg promieni, niezaleznie od wySwie-
tlanych wartosci.

11. Otrzymane wyniki zapisa¢ w tabeli nr 1.

12. Na podstawie danych z tabeli nr 1 wykresli¢ zalezno$¢ nat¢zenia fluorescencji od dlugosci fali
swiatla wzbudzajacego f = f(A) obok widma emisyjnego fluoresceiny (druga strona sprawozdania)
oraz znalez¢ dtugos¢ fali, przy ktorej obserwuje si¢ maksimum natezenia fluorescencji.

I1. Pomiar zaleznosci nat¢zenia fluorescencji roztworu fluoresceiny od jego stezenia.

1. Sporzadzi¢ z wyjsciowego roztworu fluoresceiny 7 prébek o réznych stgzeniach i objetosci 10 ml.

2. Na pipet¢ 3 natozy¢ koncoéwke z pudetka 3, ustawi¢ odpowiednig objeto$¢ na pipecie uzywajac
gbérnego pokretla.

3. Odmierzy¢ pipeta po 1; 2; 3; 4; 6; 8 1 10 ml roztworu wyjsciowego do 7 prébowek, a nastepnie uzu-
petni¢ kazdy z roztworéw woda destylowana do objetosci 10 ml. Zamiesza¢ sporzadzone roztwory
za pomocy szklanej bagietki.

4. Za pomoca bebna (5) ustawi¢ monochromator na dlugo$¢ fali odpowiadajacg maksimum natezenia

fluorescencji odczytanej z wykresu otrzymanego z pomiaréw przeprowadzonych w punkcie 1.
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. Przygotowane roztwory wlewa¢ kolejno do kuwetki pomiarowej (do */, wysokosci), poczawszy od

roztworu o najnizszym st¢zeniu i odczyta¢ warto$ci pomiarowe pojawiajace si¢ w okienku
wskaznikowym (7).

Probki po pomiarze przela¢ ponownie do odpowiednich probowek - beda potrzebne w dalszej
czesci ¢wiczenia.

. Wyniki pomiar6w wpisa¢ do tabeli nr 2.

. Na podstawie wykonanych pomiaréw sporzadzi¢, na papierze milimetrowym, wykres zaleznosci

natezenia fluorescencji w funkcji stezenia roztworu — w ten sposob otrzymamy krzywa kalibracyjna
f=f(c).

. Okresli¢ nieznane st¢zenia roztworOw (o nieznanej wartosci) fluoresceiny C; 1 C,.

. Roztwory w butelkach C; i C, wlewa¢ kolejno do kuwetki pomiarowej i zanotowa¢ pojawiajace si¢

w okienku (7) wskazania.

10. Na podstawie krzywej kalibracji (punkt 7) i odczytanych warto$ci natezenia fluorescencji znalez¢

nieznane st¢zenia roztworow.

III. Pomiar wplywu substancji wygaszajacej fluorescencj¢ na natezenie emisji.

2.

. Na pipete 2 natozy¢ koncowke z pudetka 2, ustawi¢ odpowiednig objeto$é na pipecie uzywajac

gbérnego pokretla.

Do kazdego roztworu sporzadzonego w punkcie II.3 doda¢ za pomoca pipety po 200ul roztworu
jodku potasu (KJ), zamiesza¢ za pomocg bagietki i odczeka¢ 5 minut.

. Przygotowane roztwory wlewa¢ kolejno do kuwetki pomiarowe;j (do */; objetosci), poczawszy od

roztworu o najnizszym st¢zeniu i odczyta¢ warto$ci pomiarowe pojawiajace si¢ w okienku wskazni-
kowym.

. Dane z pomiaréw wpisac do tabeli 3.

Efekt rozciefczenia wynikajacy z powiekszenia objetosci probki jest minimalny 1 zaniedbujemy go.

. Na podstawie otrzymanych wynikéw wykresli¢ zalezno$¢ natgzenia fluorescencji od stezenia roztwo-

ru (na tym samym wykresie z pkt. I1.7) i por6wna¢ z wykresem bez wygaszania.
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Wymagane wiadomosci teoretyczne
1. Zjawisko luminescencji.

2. Mechanizm powstawania zjawiska fluorescencji i fosforescencji — wyjasni¢ w oparciu o diagram
Jabtonskiego.

. Reguta Stokesa.

. Wydajnos$¢ energetyczna i wydajno$¢ kwantowa fluorescencji. Prawo Wawitowa.

. Mechanizmy wygaszania fluorescencji — wygaszanie statyczne i dynamiczne.

. Wykorzystanie zjawiska fluorescencji w analizie ilo§ciowe;.

~N N kW

. Zastosowanie znacznikéw fluorescencyjnych w badaniach transportu przez btony komérkowe oraz proceséw
wewnatrzkomoérkowych (badania spektroskopowe i mikroskopowe). Mikroskopia fluorescencyjna i konfokalna.
8. Zastosowanie zjawiska fluorescencji w diagnostyce nowotwordéw z wykorzystaniem barwnikow.

9. Zjawisko bioluminescencji.
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Podpis prowadzacego ¢wiczenia

I. Pomiar natezenia fluorescencji roztworu fluoresceiny w zaleznosci od dlugosci fali §wiatla
wzbudzajacego (widmo wzbudzenia).

Tabela 1.
Iy

[nm]

Natezenie

460

470

480

490

500

510

520 530

540

fluorescencji

stezenia.

I1. Pomiar zalezno$ci natezenia promieniowania fluorescencji roztworu fluoresceiny od jego

Tabela 2.

Objetosé

Stezenie roztworu wyjsciowego wynosi 1,5 - 10" mol/dm’

roztworu wyjscio-
wego fluoresceiny
w 10 ml roztworu

Stezenie

(ml]

(ml]

(ml]

10
(ml]

G
[mol/dm?]

C,
[mol/dm’]

roztworu
[mol/dm3]

Natezenie
fluorescencji

III. Pomiar natezenia fluorescencji roztworu fluoresceiny z dodatkiem wygaszacza KJ,
w zaleznosci od stezenia fluoresceiny.

Tabela 3.

Objetosé roztworu

wyjsSciowego fluore-

sceiny w 10 ml roz-
tworu

[ml]

[ml]

[ml]

[ml]

[ml]

[ml]

10
[ml]

Stezenie roztworu
[mol/ dm® ]

Natezenie
fluorescencji
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Natezenie fluorescenciji (j.a)

Widmo emisyjne fluoresceiny

460

470

480 490 500 510 520

Dtugosc¢ fali (nm)

530

540
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