Ćwiczenie wstępne

Podstawowe zasady pracy z pipetami automatycznymi

Pipety automatyczne są precyzyjnymi urządzeniami, które pozwalają z niezwykłą dokładnością odmierzać objętości cieczy rzędu dziesiątych części mikrolitra. Większość stosowanych współcześnie pipet to pipety tłokowe, które wytwarzają podciśnienie powyżej zasysanego płynu, pozwalając w ten sposób na uniknięcie jego kontaktu z elementami mechanicznymi. Pipeta jest jednym z najbardziej podstawowych i najczęściej wykorzystywanych narzędzi w laboratorium. Jednak osiąganie wiarygodnych wyników podczas pipetowania zależy w dużej mierze od umiejętności użytkownika. Błędy wynikające ze złego operowania pipetą mogą wpływać istotnie na wyniki badań. Dlatego właściwa technika pipetowania odgrywa ważną rolę w uzyskiwaniu dokładnych i powtarzalnych pomiarów.

Podstawowe wskazówki dotyczące dokładnego pipetowania:
1. Zwilżanie końcówki pipety

Przed pipetowaniem zalecane jest kilkukrotne przepłukanie końcówki pipetowaną cieczą. Jest to szczególnie ważne przy pipetowaniu cieczy lepkich i mających gęstość inną niż woda. 

2. Trzymanie pipety w pozycji pionowej 
Końcówka pipety powinna być zanurzona w próbce pod kątem jak najbliższym pionu, tak aby jej odchylenie nie przekraczało 20 stopni. W przeciwnym razie do końcówki zostanie zassana zbyt duża ilość cieczy, co przekłada się na niedokładność odmierzania. Pozycja pipety jest szczególnie ważna przy dozowaniu małych objętości (<50 μL). Dotykanie boków pojemnika może powodować utratę objętości ze względu na działanie napięcia powierzchniowego. 

3. Zanurzanie końcówki na właściwą głębokość w cieczy 
Pipety o dużej objętości (1-5 ml) należy zanurzyć na głębokość 5-6 mm, natomiast pipety o mniejszej objętości należy zanurzyć w 2-3 mm. Zbyt małe zanurzenie końcówki w cieczy, szczególnie w przypadku pipet o dużej objętości, może prowadzić do zasysania powietrza, natomiast zbyt duże jej zanurzenie może spowodować przywieranie próbek do zewnętrznych ścian końcówki. Nie należy również dotykać końcówką dna pojemnika.

4. Prawidłowe operowanie przyciskiem pipetowania – powolne i płynne 
Zbyt gwałtowne pobieranie cieczy grozi zalaniem wnętrza trzonu pipety oraz powoduje pojawianie się pęcherzy powietrza w końcówce. Stosowanie tej samej siły nacisku na przycisk oraz prędkości podczas pobierania i dozowania każdej próbki pozwala otrzymywać powtarzalne wyniki.

5. Temperatura otoczenia
Większość pipet automatycznych jest skalibrowana do użytku w temperaturze pokojowej. Często badania wykonuje się także w warunkach laboratoryjnych znaczącą różniących się od temperatury otoczenia. W tego typu sytuacjach, mikropipeta może nie dozować dokładnych objętości. Aby rozwiązać ten problem, należy ponownie skalibrować pipetę w panującej temperaturze otoczenia.

6. Wybierz odpowiednią pipetę do dozowanej objętości cieczy
Dokładność i precyzja pipet maleje gdy dozowana objętość zbliża się do minimum, z którym pipeta jest w stanie sobie poradzić. Na przykład, jeżeli chcesz pobrać 15 µl cieczy, najlepszym wyborem byłoby wykorzystanie pipety o maksymalnej objętości 20 µl. Nie należy natomiast w tym przypadku używać pipety 1 ml czy 200 µl. Należy wybrać taką pipetę, aby jej nominalna objętość była nieco większa niż najczęściej stosowana objętość pipetowania.

7. Odpowiednie przechowywanie pipet 
Ciepło dłoni ogrzewa pipetę podczas pipetowania, zakłóca równowagę termiczną, co w konsekwencji wpływa na objętość dozowanej próbki. Należy zatem unikać zbyt długiego przetrzymywania pipety w dłoni, a trakcie przerw w pracy przechowywać je na odpowiednim statywie, pionowo.

8. Zmieniaj końcówki
Przy każdej zmianie cieczy na inną należy wymienić końcówkę pipety na nową. Przed wykonaniem każdego eksperymentu zwróć uwagę czy na końcówce nie ma pozostałości cieczy po poprzednim badaniu.

9. Nierównomierne tempo pipetowania
Poszczególne próbki należy pipetować z zachowaniem równomiernego tempa. Należy unikać pośpiechu na każdym etapie cyklu pipetowania.
10. Kalibracja
Wzorcowanie pipety (kalibracja) to sprawdzenie, czy pipeta pobiera tyle ile powinna. Dokładniej mówiąc, czy wynik pomiaru mieści się w granicach dopuszczalnego błędu. Pipeta, której wskazania wybiegają poza zakres tolerancji, może przyczyniać się do wykonywania fałszywych rozcieńczeń, a w rezultacie do uzyskiwania błędnych wyników analitycznych.
11. Regularnie czyszczenie pipety 
Przed rozpoczęciem czyszczenia należy zawsze zapoznać się z instrukcją obsługi producenta, ponieważ odporność materiałów, z których wykonane są pipety, różni się w zależności od marki. Dokładne wyczyszczenie pipet tłokowych wymaga ich wcześniejszego rozłożenia na części. Części pipet można najczęściej czyścić szmatką zwilżoną wodą destylowaną z dodatkiem łagodnego mydła lub roztworami alkoholu izopropylowego lub etanolu. Należy unikać przedostawania się płynów do wnętrza trzonu, ponieważ  mogłoby to prowadzić do zanieczyszczenia tłoczka i uszczelki. Po wyczyszczeniu należy sprawdzić, czy wskazania pipety mieszczą się w przedziale tolerancji. 

Nigdy 
· Nie nastawiaj objętości poza skalą regulacji pipety. 

· Nie używaj pipety bez poprawnie założonej końcówki. 

· Nie odkładaj pipety z końcówką napełnioną cieczą – ciecz może zalać uszczelnienie tłoka, co spowoduje rozszczelnienie. 

· Nie zwalniaj tłoka gwałtownie podczas napełniania końcówki. 

· Nie zanurzaj korpusu pipety w cieczy dozowanej. 

· Nie spaceruj po laboratorium z napełnioną pipetą. 

Wyróżniamy dwie techniki pipetowania pozwalające na prawidłowe pobranie określonej objętości cieczy: pipetowanie standardowe (proste) i odwrotne (zwane też pipetowaniem różnicowym). Pipetowanie standardowe stosuję się do pobierania wszystkich roztworów wodnych np. rozcieńczone kwasy i zasady, bufory. Jest to metoda najczęściej stosowana w laboratoriach. W przypadku pipetowania cieczy gęstych, lepkich, pieniących lub bardzo małych objętości można zastosować tryb pipetowania odwrotnego.
Pipetowanie standardowe (proste)

1. Ustawić wymaganą objętość pipetowania. Obracać pierścień skali zgodnie z kierunkiem wskazówek zegara, aby zwiększyć objętość lub niezgodnie z tym kierunkiem, aby zmniejszyć objętość pipetowanej cieczy.

2. Założyć odpowiednią końcówkę.

3. Wcisnąć tłok pipety do pierwszego oporu.

4. Zanurzyć końcówkę pipety pionowo 2-3 mm pod powierzchnią pipetowanej cieczy.

5. Zwolnić powoli tłok zapewniając gładki jego przesuw i zassanie cieczy do końcówki.

6. Wyjąć końcówkę dotykając brzegów naczynia (pozwoli to na łatwe usunięcie nadmiaru cieczy, który zgromadził się na zewnętrznych ściankach końcówki).

7. Trzymać w dalszym ciągu pipetę z pobraną cieczą w pionie, umieścić końcówkę z cieczą w naczyniu ( końcówka powinna przylegać do ścianki naczynia) i powoli zwolnić przycisk do pierwszego oporu.

8. Nacisnąć tłok do drugiego oporu (pozwala na usunięcie resztek cieczy z końcówki) i wyjąć pipetę z naczynia.

9. Zrzucić końcówkę. Nacisnąć do oporu przycisk wyrzutnika i usunąć brudną końcówkę z trzonu pipety.

Pipetowanie odwrotne (różnicowe)
1. Nałożyć odpowiednią końcówkę.

2. Nacisnąć tłok pipety do drugiego oporu, a następnie zanurz końcówkę pipety pionowo na głębokość kilku milimetrów pod powierzchnią cieczy.

3. Delikatnie zwolnić tłok pipety.

4. Wyjmij końcówkę z cieczy dotykając brzegów naczynia.

5. Przenieś pobraną ciecz do naczynia docelowego i powoli naciśnij tłok do pierwszego oporu. Część cieczy pozostanie w końcówce.

6. Nie puszczając nacisku na tłok (pierwszy opór) przenieść pipetę do naczynia wyjściowego z dozowaną cieczą i opróżnij końcówkę poprzez dociśnięcie tłoka do drugiego oporu.

7. Zwolnij tłok i usuń końcówkę. 
Ćwiczenie 1: Nauka prawidłowego i dokładnego pipetowania 
Cel ćwiczenia: Celem ćwiczenia jest nauka prawidłowego korzystania z pipety automatycznej (normalne i różnicowe pipetowanie) 

Materiały:

· pipeta automatyczna w zakresie 100-1000 µL
· probówki typu Eppendorf 
· końcówki do pipet 

· roztwór heksacyjanożelazianu (III) potasu o stężeniu 0,01 mol/L
Wykonanie 
1. Wykonać poniższe zadanie stosując technikę „pipetowanie normalne”.
2. Do ependorfa odpipetować 100, 200, 300 µL heksacyjanożelazianu (III) potasu. 
3. W ependorfie powinno być 600 μL cieczy. Aby sprawdzić, czy pipetowanie było dokładne i precyzyjne, nastawić pipetę na taką objętość i ostrożnie pobierać zawartość ependorfa. Sprawdź, czy w ependorfie pozostała ciecz, czy też jej zabrakło (w końcówce pipety pojawił się bąbel powietrza).
4. Powtórz ćwiczenie stosując technikę “ różnicowe odwrotne”
Ćwiczenie 2. Sprawdzanie kalibracji pipety automatycznej. 
Cel ćwiczenia: Celem ćwiczenia jest zapoznanie się ze sposobem sprawdzania kalibracji pipety. 

Precyzja odnosi się do powtarzalności uzyskanych wyników. Dokładność odnosi się do średniej różnicy pomiędzy odmierzoną objętością a objętością zadaną. Sprawdzenie dokładności i precyzji odmierzania objętości za pomocą pipet automatycznych polega na odpipetowaniu określonej objętości wody i pomiarze masy próbki. Ćwiczenie ma na celu określenie jakim błędem obarczone są operacje pobierania różnych objętości cieczy.
Materiały 
· pipety automatyczne
· końcówki do pipet 

· woda 

· zlewka
· waga 

Wykonanie

1. Ustawić pietę na 20 µL - pipeta automatyczna zakres 20-200 µL. Założyć odpowiednią końcówkę.  

2. Ustawić na szalce zlewkę, wytarować wagę.

3. Pobrać pipetą wodę destylowaną (stosując technikę pipetowanie standardowe i pamiętając o wszystkich zasadach poprawnego pipetowania).

4. Do zlewki umieszczonej na wadze dodać odpowiednią objętość wody destylowanej, zapisać masę wodę. Wytarować wagę.

5. Pomiar powtórzyć dziewięć razy dozując wodę destylowaną do zlewki za każdym razem zapisując masę wody.
Opracowanie wyników 
1. Zakładając, że gęstość wody w temperaturze 20o C wynosi 0,9982 g/cm3, 1 ml wody odmierzony za pomocą dokładnej pipety automatycznej powinien odpowiadać masie 0,9982 g wyznaczonej na elektronicznej wadze analitycznej.
2. Dla każdego zakresu obliczyć odchylenie standardowe (SD), względne odchylenie standardowe (RSD) oraz błąd pomiaru.

3. Wyniki zestawić w tabeli.
4. Przedstawić wnioski.
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Ogólne zasady korzystania z elektronicznej wagi analitycznej:

· substancje chemiczne należy umieszczać na szalce wagi tylko w odpowiednich naczyniach wagowych, nigdy bezpośrednio na niej 

· wszelkie zanieczyszczenia powstałe podczas ważenia należy natychmiast usuwać

· podczas ważenia należy pamiętać o zamykaniu drzwiczek wagi ze względu na dużą czułość i silne zaburzenia wskazań przy najmniejszym nawet ruchu powietrza
· próbki powinny mieć temperaturę pokojową, być suche i czyste

· nie wolno umieszczać na wadze przedmiotów o masie większej niż dopuszczalne obciążenie wagi
· przed opuszczeniem stanowiska wagowego należy je uporządkować
· waga powinna być dokładnie wypoziomowana
· odczytywać wyniki jedynie wtedy, gdy waga potwierdzi ich stabilność 
· przed każdym ważeniem należy upewnić się, że na wyświetlaczu widnieje wartość zero 0,000.
· należy zapewnić stabilne źródło zasilania, nie wyłączać wagi z sieci
Instrukcja obsługi wagi WPA Radwag
1. Uruchomić wagę przyciskiem ON/OFF.

2. Otworzyć drzwiczki i umieścić naczynko na szalce, następnie zamknąć drzwiczki i zaczekać, aż wartość ustabilizuje się i na wyświetlaczu pojawi się napis STAB.
3. Nacisnąć przycisk TARE.
4. Otworzyć drzwiczki i dodawać próbkę do momentu osiągnięcia żądanej masy. Następnie zamknąć drzwiczki i zaczekać, aż wartość ustabilizuję się i na wyświetlaczu pojawi się napis STAB ZERO.
5. Zdjąć naczynko wagowe z substancją z szalki, zamknąć szklane drzwi.
6. Nacisnąć przycisk TARE.
7. Wyłączyć wagę przyciskiem ON/OFF.

8. Nie wyłączać wagi z sieci.
9. Jeżeli podczas ważenia waga przełączy się w tryb autokalibracji (na wyświetlaczu pojawi się komunikat „AUTOCAL”, słychać szum pracy mechanizmów), należy zdjąć z szalki naczynko wagowe, zamknąć okienka wagi i odczekać do zakończenia procesu.  
Widmo, wykres kalibracyjny i współczynnik kalibracji
Cel ćwiczenia: Ilościowe oznaczenie związku chemicznego w oparciu o wykres kalibracyjny  i współczynnik kalibracji 
W analizie absorpcjometrycznej w zakresie widzialnym (380-800 nm) bada się roztwory  posiadające barwę własną (analiza bezpośrednia) i roztwory związków chemicznych pierwotnie bezbarwnych, które dają barwę z odpowiednim odczynnikiem (analiza pośrednia). Podstawowym pojęciem w absorpcjometrii jest absorbancja (A). Jej synonimy to: ekstynkcja (E) lub gęstość optyczna (OD). Całkowity zakres absorbancji mieści się w przedziale od zera do nieskończoności. Zakres pomiarowy obejmuje przedział od 0 do 2,0, w tym zakres optymalny od 0,2 do 0,6 i zakres dozwolony od 0,1 do 0,8. Pomiar absorbancji winien odbywać się przy długości fali odpowiadającej maksimum absorbancji oznaczanego związku (analitycznej długości fali λmax). Przy tej długości fali ma miejsce największa różnica absorbancji między roztworami o różnym stężeniu. Przy niewielkich różnicach stężeń, uzyskuje się znaczne różnice ekstynkcji i tym samym czułość pomiaru jest największa. Wywołując reakcję barwną należy ustalić kiedy intensywność zabarwienia osiąga maksimum i jak długo się utrzymuje. Najkorzystniejsza jest sytuacja, gdy maksymalne natężenie zabarwienia pojawia się szybko i utrzymuje się długo.


Aparaty stosowane w absorpcjometrii nazywane są spektrofotometrami, spekolami lub kolorymetrami. W spektrofotometrach mierzy się zmianę natężenia światła monochromatycznego przechodzącego przez badany roztwór znajdujący się w kuwecie pomiarowej. Wyniki pomiaru wyrażane są w jednostkach absorbancji. Główne elementy spektrofotometru to: źródło promieniowania, monochromator/filtr, kuweta pomiarowa, detektor i rejestrator. W zakresie VIS stosuje się kuwety wykonane ze szkła optycznego lub z tworzywa sztucznego. Przed wykonaniem analizy ilościowej należy:

- wybrać analityczną długości fali przy której będą wykonane pomiary

 - wybrać odpowiedni zakres stężeń substancji oznaczanej

 - wybrać metodę pomiaru.
Pomiar absorbancji pozwala na odczytanie stężenia oznaczanego związku chemicznego z wykresu kalibracyjnego lub obliczenie tego stężenia ze współczynnika kalibracji. Wykres kalibracyjny jest graficznym przedstawieniem zależności absorbancji od stężenia substancji wzorcowej. Nachylenie linii prostej wobec osi poziomej (kąt alfa) zależy od grubości warstwy roztworu. Prostoliniowy przebieg tej zależności w badanym zakresie stężeń świadczy o spełnieniu przez układ prawa Lamberta-Beera. W celu wykonania krzywej wzorcowej przygotowuje się zwykle kilka roztworów wzorcowych o wzrastającym stężeniu i mierzy ich absorbancję przy założonej długości fali (λmax). Krzywa wzorcowa może przechodzić lub nie przechodzić przez początek układu współrzędnych. Nie wystarczy jednorazowe sporządzenie krzywej wzorcowej. Zmiany warunków pracy i temperatury, partii odczynników, wskazań przyrządu powodują przesunięcie się krzywej lub zmianę kąta jej nachylenia. W zależności od tego jak duże są te odchylenia, należy każdorazowo sporządzać krzywą w danym dniu pomiarowym. Przed wykonaniem pomiaru absorbancji należy wykalibrować spektrofotometr poprzez ustawienie absorbancji na wartość równą zero, czyli należy wyzerować aparat na próbę kontrolną (ślepą próbę). Próba kontrolna jest wykonana w identycznych warunkach i z tymi samymi odczynnikami co roztwór wzorcowy, lecz bez dodawania substancji wzorcowej. 
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    Legenda:

    siarczan (VI) miedzi (II)     
     metoda: spektrofotometria VIS

    spektrofotometr SP-830

     λ = 750 nm

     l = 1 cm                           

Przykładowa krzywa wzorcowa

Legenda umieszczona na wykresie kalibracyjnym powinna zawierać: nazwę oznaczanej substancji, metodę oznaczenia, nazwę absorpcjometru, długość fali, długość drogi optycznej (l=1 cm - szerokość kuwety)
Współczynnik kalibracji (F) wyraża się wzorem: 

                             F = c/A

w którym: c - stężenie substancji, 

                 A - absorbancja. 
Współczynnik kalibracji wyznacza się dla szeregu (minimum 3) roztworów o znanym stężeniu. Obliczone współczynniki kalibracji dla poszczególnych roztworów wykazują wartość zbliżoną, ale nie identyczną. Dlatego też oblicza się średnią wartość tych współczynników, którą stosuje się w obliczeniach stężenia prób badanych. 
Prawo Lamberta-Beera mówi, że ekstynkcja jest wprost proporcjonalna do stężenia (c) i grubości warstwy (l). Zależność tą ujmuje wzór, który uwzględnia współczynnik ekstynkcji (k):
E= k · c · l
Prawo Lamberta-Beera stosuje się tylko do określonego stężenia i do związków chemicznych, których struktura nie zmienia się ze zmianą stężenia. Są nimi związki chemiczne niedysocjujące i związki całkowicie zdysocjowane oraz związki nie ulegające hydratacji i nie tworzące asocjatów międzycząsteczkowych. Odchylenia od prawa Lamberta-Beera polegają na braku proporcjonalności między przyrostem stężenia a ekstynkcją. Zbyt duże stężenie substancji powoduje niejednakową absorpcję promieniowania przez poszczególne cząsteczki.
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Zależność absorbancji od stężenia
1 – prawo Lamberta-Beera spełnione, 2 i 3 – odchylenia od prawa Lamberta-Beera
Widmo absorpcyjne jest graficznym przedstawieniem zależności absorbancji od długości fali (liczby falowej) promieniowania elektromagnetycznego. Widmo pozwala wyznaczyć analityczną długość fali, użyteczną w pomiarach ilościowych (λmax).
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Rysunek 2. Widmo absorpcji chlorofilu a i b.

sklada sie =z dwoéch pasm

Widmo absorpcji zaréwno chlorofilu a jak i odmiany b.
maksimum absorpcii chlorofilu a wvnosi A okolo 430 i 662 nm.

absorpcii (Rvsunek 2).




Sprzęt i odczynniki
· spektrofotometr VIS
· kuweta 

· próbówki 

· pipety szklane 
· roztwór podstawowy heksacyjanożelazianu (III) potasu o stężeniu 0,01 mol/L 
Przygotowanie roztworów
1. Przygotować roztwory wzorcowe przez odmierzenie do ponumerowanych probówek po: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 3,0; 4,0 mL roztworu podstawowego K3[Fe(CN)6] o stężeniu 0,01 mol/L i uzupełnić wodą do objętości 5 mL. Otrzymuje się roztwory wzorcowe o stężeniu: 0,0002; 0,0004; 0,0006; 0,0008; 0,001; 0,002; 0,004; 0,006; 0,008; 0,01 mol/L. 
	L.p.
	Objętość roztworu podstawowego K3[Fe(CN)6] o stężeniu 0,01 M [mL]
	Objętość wody destylowanej [mL]

	1.
	0,1
	4,9

	2.
	0,2
	4,8

	3.
	0,3
	4,7

	4.
	0,4
	4,6

	5.
	0,5
	4,5

	6.
	1,0
	4,0

	7.
	2,0
	3,0

	8.
	3,0
	2,0

	9.
	4,0
	1,0

	10.
	5
	-


Wyznaczanie analitycznej długości fali

1.
Odczytać absorbancję próby o stężeniu 0,0006 mol/L, a następnie absorbancję próby o stężeniu 0,0008 mol/L, w zakresie długości fali od 380 do 600 nm z przedziałami co 20 nm, zerując aparat po każdej zmianie długości fali wobec próby kontrolnej (woda destylowana).
2. Wyniki zestawić w tabeli (długość fali – absorbancja) i sporządzić wykres zależności absorbancji od długości fali (na jednym wykresie zamieścić wartości dla dwóch stężeń).
	λ [nm]
	0,0006 mol/L K3[Fe(CN)6] Absorbancja
	0,0008 mol/L K3[Fe(CN)6] Absorbancja

	380
	
	

	400
	
	

	420
	
	

	440
	
	

	co 20 nm do 600 nm
	
	


3. 
Wyciągnąć wniosek. Jaka jest analityczna długość fali?
Pomiar absorbancji roztworów wzorcowych i próbki

1.

Odczytać absorbancję (zgodnie z instrukcją obsługi spektrofotometru) wzorcowych roztworów heksacyjanożelazianu (III) potasu oraz absorbancję próby badanej (zadanie) przy analitycznej długości fali (λmax) wobec próby kontrolnej (woda destylowana).
2.
Wyniki zestawić w tabeli:
	L.p.
	Stężenie K3[Fe(CN)6]
C [mol/L]
	Absorbancja

	1.
	0,0002
	

	2.
	0,0004
	

	3.
	0,0006
	

	4.
	0,0008
	

	5.
	0,001
	

	6.
	0,002
	

	7.
	0,004
	

	8.
	0,006
	

	9.
	0,008
	

	10.
	0,01
	

	11.
	zadanie
	


Opracowanie wyników
1. Sporządzić wykres zależności absorbancji od stężenia K3[Fe(CN)6].
2. Ustalić prostoliniowy zakres stężeń.

3. 
Sporządzić wykres w zakresie prostoliniowym zależności absorbancji od stężenia heksacyjanożelazianu (III) potasu.
[image: image9.png]my, [g]— 0,9982-—E - V[em’

Blad pomiaru =

09982 &

£ vlow]



                                  
4. 
Zamieścić legendę wykresu kalibracyjnego legendę (model aparatu, nazwę oznaczanej substancji, długość drogi optycznej, analityczną długość fali).
5. 
Z wykresu kalibracyjnego odczytać stężenie próbki nieznanej (zadanie).
Obliczyć współczynnik kalibracji

1. Wyliczyć współczynniki kalibracji (F) dla poszczególnych roztworów heksacyjanożelazianu (III) potasu (wykorzystać wartości stężenia i odpowiadające im absorbancje roztworów K3[Fe(CN)6] przy sporządzaniu wykresu kalibracyjnego – w zakresie prostoliniowym).
F=c/A

2. Wyliczyć średnią wartość 
[image: image2.wmf]F

 współczynnika kalibracji. 
3. Obliczyć stężenie K3[Fe(CN)6] w badanej próbce korzystając ze wzoru:

                                                   c=
[image: image3.wmf]F

x A
Obliczyć błąd bezwzględny i błąd względny pomiaru

Błąd bezwzględny (Δx) – bezwzględna wartość różnicy między wartością rzeczywistą  (x) a wartością otrzymanego wyniku - zadanie (xi).
                                          Δx=|x-xi|
Błąd względny (Δxwzgl.) – wyraża stosunek wielkości błędu bezwzględnego (Δx) do mierzonej wartości rzeczywistej (x).

                                              [image: image4.png]Axwzgl. = = X 100%




Błąd względny jest wartością niemianowaną. Wyrażony w procentach ułatwia porównywanie wielkości błędów pomiędzy sobą.

Obliczyć błąd bezwzględny i błąd względny pomiaru (stężenie próbki badanej wyliczone ze współczynnika kalibracji).
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