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ВСТУП
Курс аналітичної хімії для студентів університетів включає якісний та кількісний аналіз. Якісний аналіз, який завжди передує кількісному, методично готує студентів до грамотного і вмілого виконання систематичного аналізу, починаючи з простіших речовин і закінчуючи аналізом складних сумішей. Знання якісного аналізу, тим не менше, в більшості випадків не дозволяє відповісти на питання, які постають уже при виконанні курсових робіт. Тим більше, недостатні вони для спеціалістів-практиків і науковців. 
Тому дуже важливим є вивчення теоретичних питань, які є базовими в методах аналітичної хімії. Студенти починають осягати ці знання і здобувати необхідні практичні навики при вивченні хімічних методів кількісного аналізу, розглянутого в попередньому семестрі. Вивчаючи теоретичні положення і знайомлячись з порядком розв'язку типових задач та розрахунків до відповідної теми, студенти готуються до самостійного осмислення і знаходження найбільш раціональних способів виконання запланованих робіт.
Знання класичних хімічних методів кількісного аналізу дає змогу повною мірою оцінити надійність і відтворюваність результатів, одержаних з їх використанням. Разом з тим, враховуючи складність і тривалість проведення хімічних аналізів, підводить до розуміння необхідності пошуку більш простих і раціональних підходів з метою економії сил і часу. Тим більше, що керування сучасними технологічними процесами дуже часто здійснюється за відповідними програмами комп'ютерами, команди і дії яких не можуть бути адекватними до змін без наявності надійних аналітичних сигналів від керованих об'єктів.
Одержання таких характеристик щодо швидкоплинних хімічних процесів можливе лише фізичними або фізико-хімічними методами. Ці дві групи методів, що об'єднані під більш загальною назвою інструментальних методів, базуються на вимірюванні приладами якоїсь фізичної характеристики, безпосередньо зв'язаної з природою частинок речовини і їх концентрацією в речовині (інтенсивність радіоактивного випромінювання, випромінювання світла і т.п.)  або вимірюванні змін фізичних властивостей системи, що мають місце внаслідок протікання хімічних або електрохімічних реакцій (коефіцієнта заломлення, поглинання світла, електропровідності та ін.). 
Інтенсивність фізичного сигналу дуже часто має прямопропорційну залежність від концентрації компонента, що визначається, і тоді це прямі методи. Якщо ж зміна властивостей системи використовується лише для визначення моменту закінчення реакції між речовиною-аналітом і реагентом, то ми маємо справу з непрямими (опосередкованими) методами.
Часто взагалі буває важко розділити методи на прямі і непрямі, фізико-хімічні і фізичні, такий поділ швидше умовний. Наприклад, вимірювання електропровідності розчину (кондуктометрія) можливе без проведення хімічної реакції і є чисто фізичним методом, тоді як визначення зміни електропровідності розчину при титруванні кислоти лугом чи навпаки (кондуктометричне титрування) належить до фізико-хімічних методів.
Залежно від того, яке фізичне явище лежить в їх основі, фізико-хімічні методи поділяються на такі основні групи:

1. Спектроскопічні методи – ґрунтуються на вимірюванні різних ефектів при взаємодії речовини з електромагнітним випромінюванням – поглинання монохроматичного випромінювання, заломлення світла, випромінювання збуджених атомів, тощо, і включає методи молекулярно-абсорбційної спектроскопії, атомно-емісійної спектроскопії, атомно-абсорбційної спектроскопії, інфрачервоної спектроскопії,  люмінесценції, рефрактометрії, нефелометрії і турбідиметрії та інші методи. Ця група методів є найбільш чисельною і найважливішою за практичним значенням.

2. Хроматографічні методи – основані на вибірковому поглинанні  окремих компонентів аналізованої суміші різними сорбентами у динамічних умовах. Відомо, що в даний час за допомогою хроматографії виконується близько 60 % всіх аналізів. Сюди входять методи газової і газорідинної хроматографії, рідинна розподільна, тонкошарова, йонообмінна та інші види хроматографії.

3. Електрохімічні методи – грунтуються на вимірюванні електричних властивостей досліджуваної системи (електричної провідності, потенціалу, сили струму та інші) і включають методи кондуктометрії, потенціометрії, вольтамперометрії, кулонометрії, електрогравіметрії. 

4. Радіометричні методи аналізу основані на вимірюванні випромінювання радіоактивних елементів.
5. Мас-спектрометричні методи аналізу грунтуються на  ідентифікації стабільних і радіоактивних ізотопів елементів у відповідності з різницею у їх масі. 

Крім методів, в яких використовуються прилади, що грунтуються на одному принципі, існують методи, в яких використовуються різні принципи для одержання аналітичного сигналу. Такі методи називаються гібридними. Наприклад, в хромато-мас-спектрометрії поєднюються хроматографія і мас-спектрометрія.

Інтенсивний розвиток і впровадження фізико-хімічних методів (ФХМ) зумовлені, зокрема:

·   їх високою чутливістю. Сучасні ФХМА дають змогу визначати мікродомішки (спектральний до 10-4 % , спектрофотометричні – до 10-6 %, люмінесцентний – навіть до 10-8-10-10 %), тоді як традиційні хімічні методи дозволяють визначати лише макродомішки (гравіметричний – до 10-2 %, титриметричний – 10-1 %);
·   можливістю аналізу в мікрооб'ємі, часто в 1-2 мм2;
·   експресністю. Наприклад, 6-7 елементів в сталях можна визначити за 10-15 хв, тоді як класичним методом на це затрачають 2-3 год;
·   універсальністю, що дає змогу одночасно визначати з однієї проби декілька елементів;
·   можливістю автоматизування процесу аналізу і здійснення його з використанням ЕОМ, застосовуючи датчики, здатні перетворювати фізичні величини, що вимірюються, в електричний сигнал.
·   одержання даних на значних відстанях.
В даних методичних вказівках описані лабораторні роботи, виконання яких дозволить студентам отримати певні навики в проведенні точного аналітичного експерименту і обробці експериментальних даних для формування навичок самостійної роботи хіміка-аналітика. 
Теоретична частина роботи містить відповідний теоретичний матеріал і опрацьовується студентами, в основному, самостійно. Практична частина включає лабораторні роботи, при виконанні яких студент ознайомлюється з апаратурою, технікою виконання аналізу. Особлива увага приділяється описанню техніки хімічного експерименту, розгляду умов проведення реакцій, методикам визначення, правилам та способам розрахунків. 

До цього посібника включено достатнє число робіт, що дає змогу майбутнім спеціалістам одержати всебічну підготовку, необхідну для їх діяльності як хіміків-практиків, так і науковців чи викладачів. 
Одержані теоретичні знання і практичні навики дозволяють їм успішно оволодіти при необхідності і іншими методами аналізу.

Практикум складений у відповідності до програми з дисципліни «Фізико-хімічні методи аналізу» для студентів спеціальності 102 – «Хімія».

Він містить 6 розділів, до кожного з яких є коротка теоретична частина та методики виконання лабораторних робіт. Кожна методична розробка розпочинається з назви теми і формулювання мети заняття, містить розділ з плануванням самостійної позааудиторної роботи студентів з використанням лекційного матеріалу та рекомендованої літератури. Для перевірки рівня позааудиторної підготовки подані контрольні питання, на які студент повинен дати конкретні відповіді. 
У процесі вивчення аналітичної хімії повинні бути поставлені та успішно вирішені конкретні завдання для засвоєння студентами якісного і кількісного фізико-хімічного аналізу. 
При вивченні фізико-хімічних методів аналізу студенти повинні знати:
1. Предмет і завдання аналітичної хімії, перспективи її розвитку. Значення аналітичної хімії та інструментальних методів аналізу для практичної діяльності фахівців-хіміків.

2. Теоретичні основи титриметричного та гравіметричного аналізу. Хіміко-аналітичні властивості сполук в залежності від положення відповідних елементів у періодичній системі. 

3. Основні положення теорії сильних та слабких електролітів. 

4. Закон діючих мас та його використання для інтерпретації рівноваги в системі осад-насичений розчин, кислотно-основної рівноваги, рівноваги процесів комплексоутворення, протікання оксидаційно-відновних процесів.

5. Теоретичні основи виділення, розділення, концентрування, осадження, екстракції, хроматографії та використання їх в аналізі.

6. Основи спектроскопічних методів аналізу (фотоколориметрії, спектрофотометрії, флуорометрії, турбідиметрії, нефелометрії, рефрактометрії, поляриметрії).

7. Основи хроматографічних методів аналізу (якісний  кількісний газохроматографічний аналіз, тонкошарова хроматографія, іонообмінна хроматографія). 

8. Основи електрохімічних методів аналізу (потенціометричне і кондуктометричне титрування, амперметричний аналіз, полярографія, кулонометрія). 

9. Загальні принципи сучасних методів інструментального аналізу: мас-спектрометрії та радіометрії.

10. Основи теорії помилок і способи статистичної обробки результатів проведеного аналізу.

11. Загальні правила роботи і техніки безпеки в хімічній лабораторії, надання першої допомоги при нещасних випадках.

Студенти повинні вміти:
1. Виконувати основні прийоми роботи в хіміко-аналітичній лабораторії: мити хімічний посуд, працювати з нагрівальними приладами (газові пальники, водяні нагрівачі), з центрифугою, мікроскопом. Проводити нагрівання, випаровування, прожарювання, осадження, декантацію, промивання.

2. Працювати з концентрованими кислотами та лугами, з органічними розчинниками та отруйними речовинами.

3. Використовувати методи екстракції та хроматографії в якісному аналізі.

4. Користуватись мірним посудом і проводити його калібрування та градуювання.

5. Володіти технікою виконання всіх операцій титриметричного, гравіметричного та інструментальних методів аналізу.

6. Готувати титранти та проводити стандартизацію розчинів.

7. Працювати з приладами: аналітичними вагами, фотоколориметром, спектрофотометром, поляриметром, рефрактометром, кондуктометром, газовим хроматографом та іншими.

8. Проводити статистичну обробку результатів аналізу.

9. Оформляти результати лабораторної роботи у вигляді звіту, використовуючи при цьому необхідну довідкову та навчальну літературу.

10. Розв’язувати розрахункові та ситуаційні задачі з відповідних розділів кількісного аналізу.

11. Дотримуватися правил техніки безпеки та надавати першу допомогу при нещасних випадках в лабораторії аналітичної хімії.

РОЗДІЛ 1. ОСНОВНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ 
ДО ВИКОНАННЯ АНАЛІЗУ

1.1. Загальні методичні вказівки з підготовки до лабораторних занять
Приступаючи до лабораторної роботи, студент повинен пам'ятати, що успішне виконання аналізу залежить від:

· розуміння мети роботи і ознайомлення з теорією питання;

· ретельного і уважного виконання всіх операцій та точного дотримання умов проведення реакцій;

· дотримання чистоти і порядку та чіткого виконання правил техніки безпеки. Навіть невеликі забруднення посуду або реактивів можуть значно спотворити отримані дані.


Лабораторні роботи виконуються студентами індивідуально і самостійно під контролем викладача. 

Для самостійного виконання студентами лабораторних робіт розроблені алгоритми, що описують послідовність хімічних експериментів, які необхідно провести. 
Приступаючи до виконання роботи, студент повинен уважно прочитати її опис і відповідно до нього підготувати необхідний прилад, посуд та реактиви, розташувавши їх так, щоб зручно було ними користуватися.
Студент повинен провести дослідження, написати рівняння хімічних реакцій, описати спостереження в ході реакцій, обміркувати їх та написати висновки. Необхідно знати принципи методів аналізу і вміти писати рівняння хімічних реакцій, які лежать в основі цих принципів. Якщо рівняння реакцій відсутні в методичних посібниках, їх потрібно знайти в підручниках. 

У кінці кожного заняття,  після того як студент виконав передбачений об’єм практичних робіт, набув практичних навиків з даної теми, відповів на теоретичні питання теми, оформив звіт з результатами виконаної роботи,  проводиться захист лабораторної роботи.
1.1.1. Самостійна робота на занятті:

1)  обговорення основних питань, корекція вихідного рівня знань; 
2)  виконання тестових або індивідуальних завдань (перевірка домашньої    самопідготовки); 

3)  виконання лабораторної роботи;

4)  обговорення та математична обробка результатів експерименту;

5)  обговорення висновків та оформлення звіту (захист лабораторної роботи).

1.1.2. Порядок виконання лабораторних робіт:

1. Опрацювати перед виконанням лабораторної роботи рекомендовану літературу і скласти відповідний запис, який включає короткі теоретичні відомості, характеристику обладнання, приладів, методику виконання аналізу, хімізм процесу. Зрозуміти мету роботи і методику її виконання. 

2. Ознайомитися з інструкцією з техніки безпеки при роботі в лабораторії.

3. Захистити перед виконанням лабораторної роботи практичну частину даної роботи – отримати “допуск”, який передбачає знання апаратури, хімізму процесу і, особливо, методики виконання аналізу.

4. Приготувати у чіткій відповідності з методикою необхідні прилади, матеріали, реактиви і посуд. Все зайве слід прибрати на полиці або в ящики стола.
5. Отримати у викладача дозвіл на включення приладу. 

6. Вимкнути по закінченню роботи прилад, привести в порядок  і здати робоче місце лаборанту – використані розчини і реактиви, що стали непотрібними, виливають за вказівкою лаборанта, посуд миють і прибирають на місце, де він повинен зберігатися. 

7. Скласти після виконання лабораторної роботи звіт про виконану роботу: записати експериментальні дані, провести їх обробку, навести графіки на міліметровому папері, або в Еxcel зробити висновки. 

8. Захистити виконані та оформлені роботи разом з відповідними теоретичними питаннями перед викладачем.
1.1.3. Запитання для допуску до лабораторної роботи:

1. Пояснити, в чому полягає зміст роботи.
2. Визначити, що є аналітичним сигналом.
3. Описати фізичні та хімічні взаємодії, які лежать в основі методу.
4. Описати передбачувану залежність функції, що реєструється від концентрації (об’єму розчину) реагента.
5. Пояснити принцип роботи вимірювального приладу, назвати його основні вузли.
6. Пояснити порядок підготовки розчинів та аналізованих сумішей.
7. Викласти послідовність операцій при проведенні вимірів на приладі.
1.1.4. Оформлення звітів лабораторних занять

Всі лабораторні роботи з фізико-хімічних методів аналізу студенти виконують індивідуально. Кожне лабораторне заняття оформляється студентом у вигляді звіту, в який в кінці заняття вносяться результати виконання завдань. 
При підготовці до лабораторного заняття студентові необхідно вивчити теоретичний матеріал та підготувати звіт, який включає в себе виконане домашнє завдання та опис результатів практичної роботи в лабораторії аналітичної хімії. 

Для офорлення звітів лабораторних робіт використовують папір формату А-4 і відповідну папку, титульну сторінку оформляють за зразком:
Звіти

з лабораторних занять 

студента(ки) ІI-го курсу  групи__________

Факультет природничих наук

________________________________

(прізвище, ім’я, по батькові)

У кінці кожного заняття, після того як студент виконав передбачений об’єм практичних робіт, набув практичних навиків з даної теми, відповів на теоретичні питання теми і оформив звіт з результатами виконаної роботи,  проводиться захист лабораторної роботи.

1.2. Основні правила техніки безпеки в лабораторії аналітичної хімії
1.2.1. Загальні правила


Студенти повинні знати і виконувати наступні правила.

1. Утримувати закріплене робоче місце в чистоті та порядку. 
2. Після закінчення роботи черговий приймає робоче місце і здає викладачеві або лаборанту. 
3. Зберігати тишу. Забороняється приймати їжу. 
4. Приступати до виконання завдання лише тоді, коли чітко з'ясовані його цілі і завдання, обдумані окремі етапи проведення експерименту і на робочому місці є все необхідне для роботи. 
5. Для виконання практичної роботи необхідні чіткість, зібраність, увага і гранична акуратність. 
6. Реактивами користуватися наступним чином: суху речовину брати шпателем, рідкі реактиви – крапельницею; наливаючи розчин з склянки, тримати склянку етикеткою до долоні (щоб краплі розчину не пошкодили напис); надлишок взятого речовини не зсипати і не зливати назад, а видаляти в спеціальну склянку або злив; всі роботи з шкідливими речовинами проводити у витяжній шафі; залишки неагресивних реактивів і продукти їх взаємодії після розведення виливати (рідкі) в каналізацію або викидати (тверді) у відведені місця. 
7. Працювати в халаті, після закінчення роботи ретельно вимити руки. 
8. Спостереження і висновки заносити в робочий журнал, записи вести так, щоб вони коротко і логічно описували роботу, використовувані прилади і реактиви, що використовувались. Робота повинна мати заголовок (тема практичної роботи) і дату, слід привести рівняння реакцій, необхідні формули і розрахунки (із зазначенням одиниць виміру), написати висновки. 
9. Дотримуватися максимальної обережності, всі експерименти з токсичними і летючими речовинами, випарювання розчинів проводити тільки у витяжній шафі. 
10. Не нахилятися над посудиною з киплячою рідиною, пробірку, що нагрівається, тримати отвором в сторону від себе і сусіда, щоб уникнути викиду рідини, прогрівати весь вміст пробірки. 
11. Нюхати, не вдихаючи пари на повні груди, а спрямовуючи до себе плавним рухом долоні. 
12. Роботу з кислотами і лугами проводити,наливаючи їх розчини в пробірку на відстані від себе, не допускати попадання агресивних речовин на одяг, обличчя і руки. 
13. При роботі з невідомими або недостатньо вивченими речовинами проявляти підвищену обережність. Ні в якому разі не можна пробувати речовину на смак. 
14. Необхідно негайно прибирати все пролите, розбите і перекинуте на столах і на підлозі. При проливанні кислоти на підлогу це місце засипати піском, зібрати його і винести, вимити цю ділянку підлоги розчином соди. 15. Не можна набирати ротом за допомогою піпетки отруйні та їдкі рідини, слід користуватися гумовою грушею або піпеткою. 
16. Забороняється працювати з легкозаймистими речовинами поблизу вогню. 
17. Для подрібнення сухих лугів слід надягати захисні окуляри. Брати твердий луг тільки пінцетом або щипцями. 
18. Не використовувати для експерименту речовини з склянок і банок без етикеток і з нерозбірливими написами. 
19. При приготуванні розчинів сульфатної кислоти слід лити кислоту у воду, а не навпаки (внаслідок сильного місцевого розігрівання можливе розбризкування концентрованої кислоти). Користуватися товстостінною склянкою або фарфоровим посудом. 
20. Забороняється брати речовини з лабораторії додому.
21. З метою протипожежної безпеки необхідно вміти користуватися азбестом, піском і вогнегасником. 
22. При необхідності вміти користуватися вмістом аптечки, відповідно до наведеної нижче інструкції надати першу допомогу при опіках і отруєннях. 
23. До роботи в практикумі допускаються студенти, які засвоїли наведені вище правила і правильно відповіли на контрольні питання викладача з техніки безпеки.
1.2.2. Робота з кислотами і лугами

1. При роботі з концентрованими кислотами й лугами необхідно обережно поводитися з ними і слідкувати за тим, щоб вони не попали на шкіру чи одяг.

2. При розбавленні концентрованої сульфатної кислоти необхідно обережно доливати кислоту до води, а не навпаки.

3. При переливанні великих кількостей концентрованих кислот і розчинів лугів необхідно:

а) одягнути гумові рукавиці, фартух і захисні окуляри або захисний щиток;

б) поміщені в кошики балони з рідинами необхідно встановити на підставку, а потім повільно нахиляти і переливати ці розчини через лійки у відповідний посуд;

в) категорично забороняється втягувати ротом через піпетки розчини кислот і лугів;

г) тверді луги слід набирати пінцетом (великі куски) або шпателем при захищеному окулярами чи щитками обличчі.

1.2.3. Робота зі шкідливими та токсичними речовинами

При роботі зі шкідливими чи токсичними речовинами (ціаніди, солі Барію, Меркурію, Плюмбуму, Арсену, Купруму, металічна ртуть, гідроген сульфід тощо) необхідно дотримуватись наступних правил:

а) слідкувати за тим, щоб шкідливі чи отруйні речовини не попали в організм через шлунково-кишковий тракт, тому забороняється їсти в лабораторії. Після роботи в лабораторії з названими речовинами необхідно добре помити руки;

б) посуд з ртуттю або заповнені нею прилади необхідно встановити на спеціальні підставки, щоб під час пошкодження приладів основна маса отрути попадала на підставку, а не на робочий стіл чи підлогу. Пролиту ртуть слід швидко і акуратно зібрати за допомогою мідної лопатки або вакуум-шлангу. Робота з ртуттю дозволяється лише в спеціальних приміщеннях. Особи, які працюють з ртуттю, повинні познайомитися з відповідними інструкціями.

1.2.4. Робота з горючими речовинами і речовинами, які легко спалахують
1. При роботі з діетиловим етером, спиртами, бензолом, ацетоном та іншими горючими речовинами, нагрівати їх необхідно у водяній лазні в колбах зі зворотними холодильниками.

2. При роботі з цими речовинами не можна доливати їх до суміші реагуючих речовин з балонів великих розмірів. Необхідну кількість цих речовин або їхніх розчинів слід наливати в чисту пробірку або невелику колбочку, а потім з них рідини доливати до досліджуваного розчину. Цього вимагають правила безпечної роботи з горючими речовинами, що знаходяться в балонах великих розмірів.

3. Перед початком роботи з горючими речовинами необхідно загасити пальники, які знаходяться близько до приладів, де містяться (або містилися) легкозаймисті речовини.

4. Не можна зберігати горючі, легкоспалахуючі та леткі речовини і  працювати з ними близько до вогню або сильно нагрітих електричних приладів (термостатів, електроплиток тощо). 

5. Лужні та лужноземельні метали (крім магнію) слід зберігати під шаром вільного від вологи гасу. При роботі з металічними калієм або натрієм необхідно не допускати їхнього контакту з водою. Після роботи з ними залишки цих металів необхідно перенести в спеціально відведені для цього посудини. Не можна викидати натрій і калій у раковину або посуд, призначений для інших рідин.

1.2.5. Основні правила роботи з електроприладами
1. Без дозволу викладача студенти не повинні проводити інші експерименти самостійно і категорично забороняється демонстрація електроприладів на людині.

2. Підключати прилади до електромережі та користуватися ними тільки з дозволу або  в присутності викладача.

3. При вивченні теми користуватися тільки справними електроприладами. Кожен  прилад під час роботи повинен мати заземлення.

4. При роботі з ртутно-кварцевими лампочками очі захищати окулярами. Не торкатися окулярами нагрітих приладів, щоб уникнути опіків.

5. При роботі з електроприладами, приборами необхідно слідкувати за не пошкодженням проводів, штепсельної вилки і розетки, не допускати попадання  води в нагрівальний елемент.

6. Дозволяється працювати тільки з справними приладами та інструментами.

7. Забороняється розбирати прилади.
8. При виникненні яких-небудь несправностей в роботі приладів, обладнання відразу їх виключити і повідомити про це викладача.

1.2.6. Надання першої допомоги при нещасних випадках

1. При попаданні на шкіру кислот це місце слід промити великою кількістю проточної води, а потім розчином натрій гідрокарбонату (харчової соди).

2. При попаданні на шкіру концентрованих розчинів лугів це місце слід промити великою кількістю протічної води, а потім розчином ацетатної кислоти.

3. При попаданні в очі кислот, лугів чи інших хімічних речовин необхідно промити очі великою кількістю протічної води, а потім для нейтралізації кислот і лугів закапати розчином натрій гідрокарбонату або борної кислоти відповідно.

4. При отруєннях парами хлору, брому, оксидами Нітрогену потерпілому необхідно дати вдихати пари розбавленого розчину амоніаку, випити молоко і викликати швидку допомогу.

5. При опіках тіла слід негайно промити місце опіку 10%-вим розчином калій перманганату і покласти на пошкоджене місце компрес зі спиртового розчину таніну або змазати його маззю проти опіків.

6. При порізах рану слід обробити спиртовим розчином йоду і перев’язати.

7. Після надання першої допомоги потерпілому його необхідно негайно відправити до лікарні.
1.3. Статистична обробка результатів аналізу
Мета всіх аналітичних досліджень – знаходження результатів, найбільш близьких до істинного вмісту речовини у пробі. 
Будь-яке вимірювання має свою певну похибку, пов’язану з точністю вимірювальної апаратури і особливостями методу. Крім того, при виконанні аналізу виникають похибки, зв’язані з окремими операціями (розчинення, розбавлення до певного об’єму, перенесення речовини тощо). Все це призводить до того, що одержаний експериментально кількісний результат відрізняється від істинного значення на деяку величину, так звану похибкою аналізу.
Статистична обробка результатів фотометричного визначення є обов’язковою. Зазвичай проводять 3 чи 4 паралельних фотометричних вимірювання.Через наявність систематичної та (або) випадкової похибок результати окремих вимірювань, як правило, завжди відрізняються одне від одного.

Визначення величини похибки є необхідним завданням, оскільки результати аналізу, виконаного з невідомим ступенем надійності, не мають практичної цінності. Для визначення достовірності результату аналізу отримані дані обробляють з використанням методів математичної

статистики.

При проведенні  кількісного аналізу важливе місце належить його відтворюваності і правильності (достовірності), які тісно пов’язані з метрологічними параметрами хімічних реакцій, аналітичних приладів і вимірювачів. 
Відтворюваність аналізу – це якість аналізу, яка відображає близькість один до одного одержаних результатів аналіз, зумовлюється випадковими похибками. 

Правильність визначення відображає ступінь близькості одержаного результату аналізу до дійсного значення, наприклад, істинного вмісту речовини в аналізованому зразку, зумовлюється систематичними похибками.

Для статистичної обробки необхідно визначити ряд метрологічних характеристик: 

·  середнє арифметичне хс.;

·  стандартне відхилення результатів S – цей критерій найчастіше використовують для оцінки відтворюваності методу аналізу, характеризує розсіювання результатів відносно середнього


[image: image3.wmf]1

2

-

S

=

n

d

S

i

,

де di= хс. – хi;
· інтервал надійності  значень визначуваної величини або довірчий інтервал – інтервал, в якому з заданою довірчою ймовірністю α знаходиться істинне значення визначуваної величини – знаходять як
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ε – похибка середнього результату аналізу;
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 – критерій Стьюдента,  який знаходять  за таблицями  для  вибраних значень α і (n-1);

α – довірча ймовірність, відповідність експериментального значення істинній величині. В аналітичній практиці зазвичай  її приймають за 0,95;

(n-1) – число ступенів свободи експерименту (число паралельних вимірювань мінус одиниця).

·  відносну похибку середнього результату (правильність результатів аналізу):
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Таблиця 1

Значення коефіцієнтів Стьюдента (t) для довірчої ймовірності 0,95
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РОЗДІЛ 2. ФОТОМЕТРИЧНІ МЕТОДИ АНАЛІЗУ
2.1. Загальна характеристика абсорбційних спектроскопічних методів

Методи аналізу, які ґрунтуються на поглинанні світлової енерґії атомами і молекулами речовин, що аналізуються, об’єднуються в загальну групу абсорбційних спектроскопічних (оптичних) методів. Ці методи мають широке застосування як на промислових підприємствах, так і в науково-дослідних лабораторіях.

Молекули і атоми речовин при поглинанні переходять в новий енерґетично-збуджений стан. Надлишкова енерґія атомів і молекул в одних випадках витрачається на підвищення їх електронної, обертальної або коливальної енергії, в інших — виділяється у вигляді вторинного випромінювання або витрачається на фотохімічні реакції. 

Залежно від виду  поглинаючих частинок і від способу трансформування надлишкової енерґії збудження розрізняють:

1. Атомно-абсорбційний аналіз, який ґрунтується на поглинанні світлової енерґії атомами аналізованої речовини.

2. Молекулярно-абсорбційний аналіз, який ґрунтується на поглинанні світла молекулами речовини або складними йонами в оптичному діапазоні ЕВ – ультрафіолетовій, видимій та інфрачервоній областях спектра – спектрофотометрія, фотоколориметрія, ІЧ-спектроскопія. В практичній аналітичній хімії зазвичай фотометричними методами аналізу або фотометрією називають перші два методи, а ІЧ-спектроскопію розглядають окремо, на відміну від прикладної фізики. 
3. Турбідиметрія та нефелометрія – ґрунтуються на поглинанні та розсіюванні світла диспергованими частинками аналізованої речовини. 

4. Люмінесцентний аналіз – ґрунтується на вимірюванні вторинного випромінювання, яке виникає в результаті виділення надлишку енерґії збудженими молекулами аналізованої речовини.

Методи молекулярно-абсорбційної спектроскопіії, особливо у видимій області електромагнітного спектру, – одні з тих методів, що найбільш часто використовуються в аналітичній практиці через такі їх важливі характеристики, як: 
а) широкий асортимент фотометричних реагентів (на сьогодні розроблено величезну кількість методик для визначення переважної більшості металів, неметалів, а також ряду органічних сполук); 
б) висока чутливість (можливість визначення сполук на рівні n.10–7 моль/л) та вибірковість визначення; 
в) задовільна точність визначення мікрокомпонентів (відносна похибка аналізу зазвичай не перевищує 1–3 %); 
г) відносно не висока вартість обладнання та простота у виконанні; 
д) можливість автоматизації вимірювань для безперервного контролю технологічних процесів, забруднення повітря та води тощо.
2.1.1. Основи фотометричних методів аналізу

У фотометричних методах використовують явище вибіркового поглинання світла молекулами досліджуваної речовини. 
Молекули під впливом світла (електромагнітного випромінювання в інтервалі довжин хвиль 10-11–10-4 м) поглинають світлові хвилі і переходять у збуджений стан. 

Здатність поглинати (абсорбувати) світло пе​редусім залежить від природи речовини та концентрації, і може бути використана для її якісної і кількісної ідентифікації.

В результаті поглинання світла молекула переходить із основного стану з мінімальною енерґією (Е1) в більш високий енерґетичний стан (Е2). Енерґія збудження розподіляється по окремих енерґетичних рівнях молекули, перетворюючись в теплову.

Фотометрія досліджує сигнали, пов'язані із збудженням електронної системи молекули. Електронні переходи, викликані поглинанням строго певних квантів світлової енерґії, характеризуються появою строго певних смуг поглинання в електронних спектрах поглинаючих молекул. Причому поглинання світла відбувається тільки в тих випадках, коли енерґія кванта співпадає з різницею енерґій (ΔЕ) між квантованими енерґетичними рівнями в кінцевому (Е2) і початковому (Е1) станах поглинаючої молекули:

hν = ΔЕ = Е2 – Е1                             
                  

де h – постійна Планка (h = 6,625(10–34 Дж(с), ν – частота випромінювання, що поглинається, яка визначається енерґією поглиненого кванта. 

Спектри поглинання молекул складаються із сукупності більш або менш розмитих смуг поглинання. Причина розмивання полягає в тому, що електронні та коливальні рівні розщеплюються на підрівні і поглинання електромагнітного випромінювання супроводжується появою в спектрі великої кількості близько розташованих ліній, які зливаються в смугу поглинання. Природа смуг поглинання в ультрафіолетовій (10-380 нм) і видимій (380-760 нм) областях спектра однакова і пов’язана з числом і положенням електронів в молекулах та йонах, а в інфрачервоній області (760-106 нм) – з коливанням атомів в молекулах.

Спектр поглинання зображають у вигляді графічної залежності поглинальної здатності А (оптичної густини) або молярного коефіцієнта поглинання ελ, чи пропускання Т від частоти ν або довжини хвилі λ (рис. 1, 2).

 Для аналізу найважливішими є такі характеристики спектра: форма смуги поглинання, положення смуги за шкалою довжин хвиль чи частот, кількість максимумів та висота. Частота при мінімумі пропускання (ν1, ν2) або довжина хвилі при максимумі поглинання (λ1, λ2) є параметрами для якісного аналізу (рис. 1, 2), а залежність інтенсивності смуг поглинання або оптичної густини від концентрації використовують для кількісного аналізу.
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Складність спектра поглинання визначається будовою молекули та її оточення (розчинник, сторонні молекули, іони). 
При зберіганні основного закону світлопоглинання в широкому інтервалі довжин хвиль спектри поглинання речовини в координатах А–λ (А–ν) мають однакову форму незалежно від товщини поглинаючого шару l чи концентрації речовини С (рис. 3, а) і характеризуються збереженням максимумів смуг поглинання при одних і тих самих довжинах хвиль (частотах).
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Рис.3. Спектри поглинання розчинів різної концентрації, які  підпорядковуються основному закону світлопоглиннання, в координатах А–λ (а) і ελ–λ (б); С1<С2<С3<С4

Серії кривих А=f(λ) чи А=f(ν), які відповідають різним значенням С i l, буде відповідати одна крива ελ= f(λ) або ελ=f(ν) (рис. 3, б).

2.1.2. Основний закон світлопоглинання


При проходженні світла через шар світлопоглинаючої речовини внаслідок поглинання інтенсивність випромінювання зменшується, і тим більше, чим більша концентрація речовини.     
Залежність інтенсивності І монохроматичного світла, що пройшло через шар забарвленого розчину, від інтенсивності Іо падаючого світла, концентрації забарвленої речовини С і товщини поглинаючого шару розчину l визначається об’єднаним законом Бугера-Ламберта-Бера, який є основним законом світлопоглинання і лежить в основі фотометричних методів аналізу:

І = Іо(10–kl                                                           (1)

де k – коефіцієнт світлопоглинання, який залежить від природи речовини, концентрації речовини, температури, природи розчинника і довжини хвилі падаючого світла. 

Якщо концентрація виражена в молях на літр, а l в сантиметрах, то k називають молярним коефіцієнтом світлопоглинання і позначають ελ.

Рівняння (1) в цьому випадку буде мати вигляд:

      І=Іо(10
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Молярний коефіцієнт поглинання ελ характеризує внутрішні властивості речовини і є найважливішою її оптичною характеристикою, також він визначає чутливість фотометричної реакції і методу.  Коефіцієнт ελ є сталим для даної речовини і не залежить від концентрації розчину, товщини поглинаючого шару, інтенсивності падаючого світла, але залежить від довжини хвилі падаючого світла. 


Після логарифмування виразу (2) одержимо:






       lg
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Величина lg
[image: image12.wmf]I

I

o

 називається оптичною густиною (світлопоглинанням, абсорбційністю) і позначається літерою А (D). Рівняння (3) в цьому випадку приймає вигляд:






         А = ελ(C(l 



                  (4)

і читається: оптична густина прямо пропорційна молярному коефіцієнту світлопоглинання, концентрації поглинаючої речовини і товщині шару розчину.


Частку поглинутого світла характеризує пропускання Т (прозорість, трансмісія):






 Т = 
[image: image13.wmf]0

I

I

= 10
[image: image14.wmf]l

C

ε

λ

-

      (Т(1)                                  (5)

    Відсотковий вираз пропускання Т зазвичай прийнято називати коефіцієнтом пропускання: 

                                               Т,% = Т(100.                                     

Для серії розчинів із змінною концентрацією поглинаючої речовини і l=const залежність А=f(с) лінійна при умові виконанні основного закону світлопоглинання.  Критерієм його виконання є постійність k. В цьому випадку залежність оптичної густини А від концентрації С речовини графічно зображається прямою лінією, яка проходить через початок координат (рис.4): 
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Рис.4. Залежність оптичної густини розчину від його концентрації

Закон Бугера-Ламберта-Бера зберігається при таких основних умовах: 

· пучок падаючого світла є монохроматичним і паралельним;  

· показник заломлення середовища і температура змінюються мало;

· світло поглинають частинки одного виду. 

Якщо умови збереження закону Бугера-Ламберта-Бера не зберігаються і в розчині протікає дисоціація частинок, гідроліз, полімеризація, змінюється температура, показник заломлення, то спостерігається відхилення від лінійної залежності.

Важливо враховувати, що основний закон світлопоглинання справедливий до певної межі концентрацій. Величина концентрації, при якій наступає помітне відхилення від закону Бугера-Ламберта-Бера, залежить від природи поглинаючої речовини, монохроматичності світлового потоку, точності вимірювань і присутності сторонніх речовин (електролітів), здатних впливати на молекули або забарвлені комплекси, змінюючи інтенсивність забарвлення і світлопоглинання. 
Відхилення від основного закону фотометрії спостерігається також при розведенні розчинів, особливо розчинів нестійких забарвлених сполук. Наприклад, для 0,1 М розчину роданідного комплексу заліза розведення в два рази призводить до відхилення від закону Бугера-Ламберта-Бера на 2-3%, в той час, як для 0,1 М розчину стійкого саліцилатного комплексу заліза відхилень не спостерігається навіть при розведенні в 500 разів.
2.2. Практика фотометрії

Основна сфера застосування фотометрії – кількісний аналіз. Ідентифікація речовин за їх молекулярними спектрами поглинання у УФ- і видимій області має досить обмежене застосування. 

Метод широко використовують для кількісного аналізу одно- і багатокомпонентних розчинів неорганічних і органічних речовин, вимірюючи оптичну густину при вибраній довжині хвилі у видимій області спектру. 
Фотометричне визначення речовин (іонів) у розчинах складається з таких основних етапів:
1. Проведення фотометричної реакції, мета якої – переведення досліджуваного компоненту в забарвлену речовину, що поглинає електромагнітне випромінювання певної довжини хвилі. Для цього до розчину компоненту, який визначають, додають певний реагент, що утворює з компонентом забарвлену речовину (за хімічною природою, як правило, це або комплексна сполука, або продукт окисно-відновної реакції).

2. Вимірювання інтенсивності поглинання електромагнітного випромінювання (світлопоглинання) забарвленим розчином.

Вимірювання світлопоглинання можна виконати різними методами:
а) колориметричний метод базується на візуальному порівнянні кольору (інтенсивності забарвлення) розчину, що досліджують, з кольором (інтенсивністю забарвлення) серії стандартних розчинів з відомою концентрацією. При цьому забарвлений розчин поглинає суцільне випромінювання немонохроматичної видимої ділянки спектру;
б) фотоколориметричний метод базується на вимірюванні інтенсивності світлопоглинання забарвленим розчином видимої частини спектру за допомогою приладів  із спрощеним способом монохроматизації (монохроматорами є світлофільтри, які здатні вибірково пропускати випромінювання досить вузької ділянки спектру 
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в) спектрофотометричний метод базується на вимірюванні інтенсивності поглинання монохроматичного світла в УФ-, видимому чи ІЧ-діапазонах спектру за допомогою спектрофотометрів – приладів з використанням монохроматорів, які дають більш високий ступінь монохроматизації (
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2.2.1. Фотометричні реактиви і реакції


У фотометричному аналізі вміст речовини визначається за світлопоглинанням  її забарвленого  розчину. 

Інтенсивно забарвлені речовини добре поглинають світло і мають інтенсивні смуги поглинання в спектрі поглинання у видимій області спектру (ελ таких речовин > 103 л∙моль-1∙см-1), їх визначають за власним поглинанням (наприклад, аквакомплекси рідкоземельних елементів). Оскільки фотометричні методи використовуються для аналізу малих концентрацій, а переважна більшість речовин у розбавлених розчинах безбарвна або слабозабарвлена, то для проведення фотометричних вимірювань у видимій області спектра необхідно речовини, що визначаються, перевести в інтенсивніше забарвлені сполуки.
При визначенні речовин, що не володіють власним світлопоглинанням  в цій ділянці спектру, а також мають слабоінтенсивні смуги поглинання, використовують хімічні реакції, що супроводжуються утворенням світлопоглинаючих сполук. 


З цією метою використовують неорганічні і органічні речовини –  фотометричні реактиви –, які в строго певних умовах утворюють з досліджуваною речовиною стійкі забарвлені сполуки. Їх і фотометрують (вимірюють світлопоглинання). 

При визначенні неорганічних речовин найчастіше використовують реакції комплексоутворення з неорганічними і, особливо, з органічними реагентами. При визначенні органічних речовин зазвичай вдаються до реакцій синтезу інтенсивно забарвлених сполук (азосполук, поліметинових і хінонімінових барвників і інш.). 

Фотометричні реакції повинні протікати швидко, вибірково, кількісно. Їх проводять в умовах – рН розчину, концентрації реагентів, тривалість реакції, температура –, що забезпечують повноту перетворення аналіту. 

Крім того, світлопоглинання речовин, утворених в результаті фотометричної реакції, повинно підпорядковуватися основному закону світлопоглинання в широкому інтервалі концентрацій аналіту і бути постійним у часі. 


При виборі  фотометричної реакції основну увагу приділяють таким характеристикам, як чутливість і селективність визначення. 

2.2.2. Умови фотометричних визначень


Фотометричний аналіз необхідно провести при оптимальних умовах, що забезпечують повноту утворення забарвленої аналітичної форми в розчині і відсутність або мінімізацію відхилень від закону Бугера-Ламберта-Бера.
Фотометричні вимірювання слід виконувати в інтервалі значень А=0,1(0,8, тоді вони мають мінімальну похибку. Якщо ж А виходить за вказані межі, необхідно використати кювети з більшою або меншою товщиною поглинаючого шару. 
Фотометрування розчину проводять лише тоді, коли величина А не змінюється в часі.

1. Вибір світлофільтра.
При вимірюванні світлопоглинання аналіту надзвичайно важливим є правильний вибір світлофільтру. 
При фотометричному аналізі вимірювання проводять у тій області спектру, в якій поглинання світла речовиною, яка визначається, максимальне. 
Кожен світлофільтр має власну криву пропускання 
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(рис.5) і характеризується двома сталими для кожного світлофільтру параметрами (вказуються в паспорті світлофільтру): а) 
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Рис.5. Спектр пропускання світофільтра.

Кожна речовина характеризується своїм спектром поглинання А=f(λ) (рис. 6.) Положення максимуму спектру поглинання (λmax), характер і вид спектру є важливими оптичними характеристиками речовини. У забарвлених речовин λmax лежить у видимій частині спектру.
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Рис.6. Спектр поглинання розчину.

Принцип вибору світлофільтра:  вибирається той світлофільтр, при якому спостерігається максимальне світлопоглинання розчином речовини, тобто максимум поглинання розчину А повинен відповідати максимуму пропускання Т (мінімуму поглинання А) світла ж довжини хвилі світлофільтром (рис.7).
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Рис.7. Спектр поглинання: 1 – фотометричного розчину; 2 – світлофільтру.
Іншими словами, світлофільтр повинен поглинати із світлового потоку ті промені, які не поглинає розчин. 
Практично для підбору фільтру вимірюють оптичну густину стандартного розчину з найбільшою концентрацією на всіх світлофільтрах, що є в комплекті приладу. Визначення проводять з тим світлофільтром, який показує максимальну чутливість приладу.
 Орієнтовно можна підбирати світлофільтри, користуючись таблицею залежності кольору світлофільтра від довжини хвиль світлового випромінювання:

	Колір

розчину
	Колір

світлофільтру
	Довжини хвиль, нм
	Колір

розчину
	Колір

світлофільтру
	Довжини хвиль, нм

	Жовто-зелений
Жовтий

Оранжевий

Червоний

Пурпуровий
	Фіолетовий 
Синій

Зелено-синій 
Синьо-зелений 
Зелений
	400-450 
450-480 
480-490 
490-500 
500-560
	Фіолетовий

Синій

Зелено-синій
Синьо-зелений
Зелений
	Жовто-зелений
Жовтий

Оранжевий

Червоний

Пурпуровий
	560-575 
575-590 
590-625 
625-750 
750-825



2. Вибір кювети. 

У процесі вимірювання обидва розчини – досліджуваний і розчин порівняння – вміщують у спеціальні посудини з плоскопаралельними стінками – кювети. 

Комплект для фотоколориметра включає 7 пар кювет з різними віддалями між гранями (l): 50, 30, 20,10, 5, 3, 1 мм. Об'єм кювет від 0,5 до 20 см3.


Вони виготовлені з прозорого матеріалу – кварцу (придатного для вимірювань в УФ і видимій областях спектру) або скла (при вимірах у видимій області спектра). Кювети мають однакову форму і володіють однаковим пропусканням у всій спектральній області. Оптична густина зростає із збільшен​ням товщини шару рідини, а це своєю чергою підвищує чутливість визначення за інших рівних умов. Проте збільшення товщини шару посилює втрату інтенсивності світлового потоку внаслідок розсіяння світла, особливо під час роботи з розчинами. Тому кювети з товщи​ною шару понад 5 см для фотометрії розчинів звичайно не викорис​товують.
Розчин наливати до мітки на кюветі. 
Попередній вибір кювети можна здійснити візуально. Якщо розчин інтенсивно забарвлений, то використовують кювету малої довжини (10-20 мм). Для слабозабарвлених розчинів рекомендовано використовувати кювети з великою робочою довжиною (30-50 мм).

Поверхні кювет повинні бути чистими, без плям. Перед тим, як вставити кювету в гніздо приладу, необхідно протерти її фільтрувальним папером.

Виміряна для стандартного розчину оптична густина не повинна перебільшувати 1, бо пропорційна залежність існує лише в межах від 0 до 1. З цією метою і вимірюють абсорбційність стандартного розчину з найбільшою концентрацією в кюветах різної робочої довжини.

3. Розчин порівняння. 


Світлопоглинання  розчину досліджуваної речовини зазвичай вимірюють відносно розчину порівняння, поглинання якого умовно приймають рівним нулю. Розчином  порівняння може бути:

·  або чистий розчинник; 
·  так званий холостий розчин (тобто розчин, який піддався такій самій обробці і містить всі компоненти досліджуваного розчину за винятком речовини, яку треба визначити); 
·  забарвлений розчин речовини, що визначається, з концентрацією, близькою до концентрації досліджуваного розчину. 

Важливо, щоб умови приготування (порядок додавання реагентів, їх кількості, рН розчину і т.д.) і вимірювання світлопоглинання (світлофільтр або довжина хвилі, товщина кювети) досліджуваних, холостих і стандартних розчинів були строго ідентичними.

2.2.3. Схема фотометричного визначення


Схема будь-якого способу фотометричного визначення включає кілька етапів:


1. Переведення аналізованого зразка в розчин і відділення (у разі необхідності) заважаючих компонентів.


2. Проведення фотометричної реакції (якщо речовина-аналіт володіє інтенсивним селективним поглинанням, то необхідність у проведенні фотометричної реакції відпадає).


3. Вимірювання світлопоглинання розчину, отриманого в результаті проведення фотометричної реакції (або розчину аналізованого зразка, якщо фотометрична реакція не проводилася), при цьому фотометровані розчини повинні бути істинними у всьому діапазоні визначуваних концентрацій.


4. Розрахунок змісту визначуваної речовини в аналізованому зразку і його метрологічна оцінка.


Кожен з названих етапів однаково важливий, тому що від правильності виконання всіх операцій на тому чи іншому етапі і врахування всіх факторів, що впливають на точність фотометричного визначення, залежить кінцевий результат. 

2.3. Методи кількісного визначення речовин у фотометрії

Основні методичні прийоми, які використовуються у фізико-хімічних методах аналізу – це метод прямих вимірів і метод титрування (непрямий метод).

В прямих методах використовується залежність фізико-хімічної властивості речовини – аналітичного сигналу – від природи речовини, що аналізується і її концентрації. 

Найбільшого поширення у фотометрії отримали наступні методи прямого кількісного визначення з допомогою фізико-хімічних вимірів:

1) метод калібрувального графіка;

2) метод порівняння;

3) метод добавок;

4) метод визначення концентрації за середнім значенням молярного коефіцієнта поглинання;

5) диференційний фотометричний метод (різницева фотометрія).
Дані методи ґрунтуються на використанні стандартних зразків чи стандартних розчинів.

Непрямий фотометричний метод – фотометричне титрування – характеризується високою чутливістю, селективністю, експресністю, об’єктивністю, можливістю автоматизації і комп’ютеризації процесу аналізу. Все це зумовлює широке використання даного методу в аналітичній практиці.

2.3.1. Метод калібрувального графіка


Готують серію стандартних розчинів (5-8) різних концентрацій речовини-аналіту, які переводять у забарвлену форму і фотометрують. Інтервал концентрацій вибирають такий, щоб зберігалась лінійна залежність між оптичною густиною і концентрацією (тобто не порушувався основний закон світлопоглинання). 

Будують графік залежності оптичної густини А від концентрації С. 

Для аналізу беруть такий об’єм досліджуваного розчину речовини-аналіту, щоб його оптична густина після проведення реакції з фотометричним реактивом і розбавлення в мірній колбі відповідала приблизно середині калібрувальної кривої. За виміряною величиною Ах з графіка знаходять концентрацію Сх (рис.8).


[image: image23.wmf] 

 

C

 

À

 

C

1

 

C

2

 

C

3

 

C

x

 

À

1

 

À

x

 

À

2

 

À

3

 



Рис.8. Залежність оптичної густини А розчину речовини від концентрації С розчину речовини (калібрувальний графік)


Метод використовується переважно при проведенні серійних фотометричних аналізів розчинів, однотипних за хімічним складом.

2.3.2. Метод порівняння


Ґрунтується на порівнянні оптичних густин стандартного та досліджуваного розчинів.


Аліквотну частину досліджуваного розчину переводять в забарвлений розчин і вимірюють оптичну густину Ах (Dх). Це ж роблять для одного або двох стандартних розчинів, концентрації яких С1 і С2 повинні бути близькими до концентрації досліджуваного розчину. Вимірювання проводять в тих же кюветах. 


Концентрацію досліджуваного розчину Сх знаходять на основі пропорційності між концентраціями і оптичними густинами: 

Ах/Аст = Сх/Сст                    Сх = Сст( Ах/Аст

У випадку використання двох стандартних розчинів (необхідно, щоб С1 < Cx < C2), концентрацію досліджуваного розчину розраховують за формулою:
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             Сх = С1 + (С2 – С1)((Ах – А1)/(А2 – А1)

Масу визначуваної речовини в досліджуваному розчині (mx, мг) обчислюють за формулою:

mx = Сх(Vx(Vзаг. /Vа
де  Сх – знайдена концентрація досліджуваного розчину, мг/мл; Vзаг. – загальний об’єм досліджуваного розчину, мл; Vа – об’єм досліджуваного розчину (аліквотна частина), взятого для приготування забарвленого розчину, мл; Vх – об’єм забарвленого досліджуваного розчину (місткість мірної колби), мл.

2.3.3. Метод добавок

Цей метод є різновидністю методу порівняння. Визначення концентрації розчину методом добавок ґрунтується на порівнянні оптичної густини досліджуваного розчину і цього ж розчину з добавкою відомої кількості визначуваної речовини. 

Метод добавок переважно використовують для спрощення роботи, для усунення шкідливого впливу сторонніх домішок. Метод добавок дозволяє одержувати достатньо точні результати при концентраціях речовин, які лежать на межі виявлення. Цей метод дозволяє створити однакові умови для фотометрування забарвленого досліджуваного розчину і забарвленого досліджуваного розчину з добавкою еталонного розчину, тому його доречно використовувати для визначення малих кількостей різноманітних елементів у присутності великих кількостей сторонніх речовин.
Добавки слід брати в таких кількостях, щоб зміна оптичної густини не була меншою 0,1. Із пропорційності між концентраціями розчинів і оптичними густинами при постійній товщині шару виходить:

Ах /Ах+д = Сх /(Сх + Сд)

звідки:

Сх = Сд ( Ах/(Ах+д – Ах),

де Ах і Ах+д – оптичні густини досліджуваного розчину без добавки і з добавкою; Сх і Сд – концентрація досліджуваного розчину і концентрація добавки в забарвленому розчині.


Концентрація добавки в забарвленому розчині Сд зв’язана з концентрацією вихідного розчину добавки Сет співвідношенням:

Сд = Сет(Vд /Vх+д
де Vд – об’єм розчину добавки; Vх+д – об’єм забарвленого досліджуваного розчину з добавкою (місткість мірної колби).


Враховуючи розбавлення досліджуваного розчину і виражаючи концентрацію добавки в ньому Сд через Сет, знаходять вміст (mx, мг) визначуваної речовини в розчині:

mx = Vх ( Ах ( Сст ( Vд ( Vзаг /[(Ах+д – Ах) ( V1 ( Vх+д]

де Vх – об’єм забарвленого досліджуваного розчину без добавки, мл; Vд – об’єм розчину добавки, мл; Vзаг – загальний об’єм досліджуваного розчину, мл; V1 – об’єм аліквотної частини досліджуваного розчину, взятої для приготування забарвленого розчину, мл; Vх+д – об’єм забарвленого досліджуваного розчину з добавкою, мл.


Якщо досліджуваний забарвлений розчин і досліджуваний забарвлений розчин з добавкою готують в однакових мірних колбах, то їх об’єми однакові і попереднє рівняння можна спростити:

mx = Ах ( Сет ( Vд ( Vзаг /[(Ах+д – Ах)( V1]     або    

mx = mд ( Ах ( Vзаг /[(Ах+д – Ах) ( V1]  

де mд – вміст в розчині добавленої речовини, мг.


Визначення невідомої концентрації можна здійснити і графічним способом, тільки в цьому випадку потрібно фотометрувати по черзі три розчини — розчин без добавки і два розчини з різними по величині добавками а1 і а2.  Відкласти значення оптичної густини на графіку і через ці три точки провести пряму, продовживши її до перетину з віссю абсцис (рис.9). 
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Рис.9. Калібрувальний графік для визначення концентрації речовини методом добавок


Відрізок на осі абсцис від початку координат до точки перетину з продовженням прямої графіка буде виражати невідому концентрацію досліджуваного розчину Сх.
2.3.4. Диференційний фотометричний метод (різницева фотометрія)


Фотометричні визначення зазвичай дають добрі результати при визначенні малих концентрацій забарвлених речовин в розчині. Пр. аналізі в промислових умовах (сплавів, концентратів, руд, солей, шлаків і ін.) необхідно визначати елементи при їх високому вмісті. 

Диференційний метод (різницева фотометрія) використовують для підвищення точності аналізу і відтворюваності результатів аналізу при визначенні великих кількостей речовин (Ах >> 1), а також для усунення впливу сторонніх компонентів і виключення  поглинання реактивом. Цей метод, на відміну від інших, можна використовувати також і у випадках, коли через велику концентрацію розчиненої речовини порушується основний закон світлопоглинання, а також, якщо значення оптичних густин виходять за межі шкали приладу, а розбавлення аналізованого розчину небажане. 


Суть методу полягає в тому, що оптичні густини досліджуваного і стандартного забарвлених розчинів вимірюються не по відношенню до чистого розчинника, а по відношенню до забарвленого розчину визначуваного елемента з концентрацією Со, близькою до концентрації досліджуваного розчину Сх. 


Можливі два варіанти: 1) Со < Сх і 2) Со > Сх. У  першому випадку оптичні густини досліджуваного і стандартного розчинів вимірюють відносно розчину порівняння Со. Виміряні оптичні густини рівні різниці оптичних густин фотометрованих розчинів і розчину порівняння і є пропорційними різницями концентрацій:

А′х = Ах – Ао = [image: image28.png]
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Звідки

А'х / А'ст = (Сх – Со)/(Сст – Со)

Сх = Со + А'х · (Сст – Со)/ А'ст
або

Сх = Со + F(А'х
Тут відношення (Сст – Со)/А'ст (зворотній кутовий коефіцієнт калібрувального графіка) називають фактором перерахунку F. Для певного інтервалу концентрацій досліджуваного розчину він є постійною величиною.


У випадку, коли Со>Сх, користуються зворотнім порядком вимірювань: досліджуваний розчин (Сх) і розчин з концентрацією Со використовують у ролі розчинів порівняння і відносно них вимірюють оптичну густину стандартного розчину. В цьому випадку А'х = Ао – Ах і А'ст = Ао – Аст. Концентрацію Сх досліджуваного розчину обчислюють за формулою:

Сх = Со – F ( Ах
де F = (Со – Сст)/ А'ст.
Поєднання прямого (Со>Cx) і зворотнього (Со<Сх) порядків вимірювань в диференційному методі називають двостороннім диференціюванням.

В обох випадках концентрацію Сх можна визначати за допомогою калібрувального графіка, але для цього треба мати серію стандартних розчинів з концентраціями більшими (перший варіант) або меншими (другий варіант), ніж концентрація Со.

2.3.5. Метод визначення концентрації за середнім значенням молярного коефіцієнта поглинання

Цей метод є різновидністю методу порівняння. Готують досліджуваний і декілька стандартних забарвлених розчинів, вимірюють значення їх оптичної густини. За даними, одержаними для стандартних розчинів, розраховують середнє значення коефіцієнта світлопоглинання:
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Знаючи значення оптичної густини досліджуваного забарвленого розчину (Ах) і середнього молярного коефіцієнта світлопоглинання ([image: image34.png]


), знаходять невідому концентрацію (Сх, моль/л) досліджуваного забарвленого розчину і загальний вміст в розчині визначуваної речовини (mх, мг):

Сх = Ах /([image: image36.png]
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де Vx – об’єм забарвленого досліджуваного розчину, мл; Vзаг – загальний об’єм досліджуваного розчину, мл; М – молярна маса визначуваної речовини (йона); V1 – об’єм досліджуваного розчину (аліквотна частина), взятого для приготування забарвленого розчину, мл.

2.3.6. Фотометричне титрування


Фотометричне титрування ґрунтується на реєстрації зміни оптичної густини або пропускання досліджуваного розчину від об’єму добавленого титранту. Проводять титрування в кюветі спектрофотометра або фотоколориметра, попередньо підібравши оптимальну довжину хвилі (або світлофільтр). Після додавання з бюретки кожної порції титранту проводять фотометричне визначення. У конструкції звичайних фотометрів для цього вносять зміни – в світловий потік поміщають посудину для титрування, що має перемішуючий пристрій, і опускають в нього кінчик бюретки.
За результатами цих вимірювань в координатах А = ((V) будують криву титрування, по її перегину або стрибку знаходять кінцеву точку титрування і розраховують масу визначуваної речовини:

m = C ( V ( f ( M/ 1000
де С — концентрація титранта, моль/л; V — витрата титранта, мл; f — фактор еквівалентності; M — молярна маса речовини.

2.4. Прилади фотометричного аналізу

Для вимірювання світлопоглинання використовують абсорбційні прилади двох класів: 

· фотоелектроколориметри (з грубою монохроматизацією світлового потоку), що поглинають світло у видимій частині спектру;

·  спектрофотометри (з тоншою монохроматизацією світлового потоку), що поглинають у УФ, видимій  і ІЧ частинах спектру.

Ці прилади мають схожу конструкцію і відрізняються тільки способом монохроматизації. Головними конструктивними вузлами цих приладів є:

1. Джерело випромінювання. Залежно від робочого діапазону приладів і цілей дослідження найчастіше використовують такі джерела випромінювання:

а) лампа розжарювання – дає світловий потік із суцільним спектром випромінювання в діапазоні хвиль 350-1000 нм;

б) воднева лампа – застосовується в діапазоні хвиль 220-350 нм.

2. Система лінз, дзеркал, діафрагм – потрібні для створення паралельності потоку випромінювання.

3. Монохроматор – пристрій для вибіркового виділення потоку світла певної довжини хвилі (монохроматизація). У фотоелектроколориметрах для монохроматизації використовують скляні абсорбційні світлофільтри, що здатні вибірково пропускати випромінювання досить вузької ділянки спектру 
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4. Оптика. При роботі у видимій і ближній ІЧ частинах спектру всі оптичні деталі й кювети скляні. При роботі в УФ частині спектру застосовують кварцеву оптику і кювети.


5. Фотоелемент (приймач випромінювання) – використовується для перетворення енергії світла в електричну енергію. Це, зокрема, металічна пластина, на яку напиляють шар напівпровідника (селен, арґентум сульфід). Потік світла, що падає на фотоелемент, збуджує в ньому електричний струм (фотострум). Сила фотоструму пропорційна інтенсивності потоку світла.   

 
6. Прилад-індикатор (міліамперметр) – для реєстрації фотоструму. Шкала міліамперметра градуйована в одиницях пропускання Т і оптичної густини А.


Вимірювання пропускання Т абсорбційними приладами грунтується на порівнянні сигналу від розчину, що досліджується, з сигналом від розчину, світлопоглинання якого дорівнює нулю (розчин порівняння).


Залежності від способу вимірювання розрізняють одно- і двопроменеві прилади.

На рис.10 наведена принципова оптична схема однопроменевого фотоелектроколориметра ЛМФ-72.

                                                  1      2    3    4     5        6    
                                                  ((0(((((((((
Рис.10. Оптична схема фотоелектроколориметра ЛМФ-72М:  1 – джерело світла, 2 – система лінз, дзеркал і діафрагм( 3 – світлофільтр( 4 – кювета( 5 – фотоелемент( 6 – прилад-індикатор (міліамперметр).

Спектрофотометричний метод порівняно з фотоколориметричним має переваги в чутливості і точності визначення, якщо фотометрована сполука володіє вузькими смугами поглинання. При фотометруванні сполук, що мають широкосмугові спектри, спектрофотометричний метод не має переваг перед фотоколориметричним методом. Спектрофотометрією проводять і якісний, і кількісний аналіз зразка, фотометрією – лише кількісний аналіз.
2.4.1. Загальна характеристика фотоелектроколориметра КФК-2

Фотоелектроколориметри використовуються для вимірювання коефіцієнта пропускання (Т) або оптичної густини (А) в діапазоні 315-980 нм і визначення концентрації речовин у розчині фотометричними методами. 

Ці прилади забезпечують вимірювання коефіцієнта пропускання від 100 до 5% і оптичної густини від 0 до 1,3. Ділянка шкали пропускання з 5% до 0 і оптичної густини з 1,3 до 3 служить для приблизних вимірювань. 

Колориметри застосовуються на підприємствах водопостачання, в металургійній, хімічній, харчовій промисловості, в сільському господарстві в медицині та інших галузях народного господарства.
Колориметр фотоелектричний концентраційний КФК-2 вимірює у діапазоні хвиль 315-980 нм коефіцієнти пропускання і оптичну густину розчинів та прозорих твердих тіл. Колориметр дозволяє проводити вимірювання коефіцієнтів пропускання розсіювальних суспензій, емульсій, колоїдних розчинів, прозорих твердих тіл, а також активності розчинів.  
Принцип дії колориметра ґрунтується на почерговому вимірюванні світлового потоку І0, який проник через розчинник чи контрольний розчин, та потоку І, який проник через дослідний розчин. Коефіцієнт пропускання визначається як відношення цих потоків:
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На фотоелектроколориметрі це відношення визначається таким чином:

1. Спочатку до світлового потоку поміщають кювету з розчинником або холостим розчином.

2. Змінюванням чутливості колориметра домагаються, щоб відлік по шкалі коефіцієнтів пропускання колориметра дорівнював 100 поділкам. Отже, умовно приймається, що коефіцієнт пропускання розчинника дорівнює 100%.

3. Далі перед світловим потоком поміщають кювету з досліджуваним розчином. Показ приладу по шкалі Т дорівнює коефіцієнту пропускання в %, а по шкалі А – оптичній густині цього розчину.

2.4.2. Будова фотоелектроколориметра КФК-2

Колориметр складається з двох блоків: оптичного (колориметричного) і блока живлення. Блок живлення по направляючим встановлюється до оптичного і електрично з'єднується з ним через роз’єм. 


До складу оптичної схеми колориметра входять: лампа, оптичний вузол для фокусування випромінювання лампи, кольорові світлофільтри для виділення вузьких ділянок спектра із суцільного спектра випромінювання лампи (увесь спектральний діапазон роботи колориметра від 315 до 980 нм за їх допомогою розбили на 11 інтервалів), кювети з розчином, пластинка, котра розділяє потік випромінювання на два: 10% його спрямовується на фотодіод і 90% – на фотоелемент.


Електрична схема колориметра складається з перетворювачів світлового випромінювання в електричні сигнали (фотоприймачів – фотодіода ФД-24К і фотоелемента Ф-26), посилювача постійного струму, стабілізаторів напруги. Фотоприймачі і посилювач з перемикачем фотоприймачів розміщені в оптичному блоці, а стабілізатори і джерело напруги – в блоці живлення. 


Потік випромінювання, який проходить через дослідний розчин, діє одночасно на фотодіод і фотоелемент. Вхід посилювача постійного струму підключається до одного з фотоприймачів в залежності від спектрального діапазону. Струм фотоприймача, який підключено, посилюється і подається на вимірювальний прилад, показ якого пропорційний потоку випромінювання, що пройшов через дослідний розчин. 
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Рис.11. Оптична схема КФК-2.

Промінь світла від освітлювача (1) через конденсор (2), діафрагму (3) і світлофільтр (4) падає на кювету (5) з досліджуваним розчином, після чого розділяється на два промені напівдзеркальною пластинкою (6). Один промінь з інтенсивністю І1=0,9 Іо падає на фотоелемент (9), а інший з інтенсивністю І2=0,1 Іо падає на більш чутливий фотодіод (8). Фотоелемент або фотодіод працюють неодночасно. В положеннях 3, 2, 1, позначених чорним кольором, працює фотоелемент, а в положеннях 1, 2, 3, позначених червоним кольором, працює фотодіод. Напруга, яка виникає в фотоелементі або фотодіоді, підсилюється і подається на мікроамперметр, шкала якого градуйована в одиницях оптичної густини А і коефіцієнта пропускання Т зі своїм світлофільтром. 

2.4.3. Підготовка до роботи на фотоелектроколориметрі КФК-2
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Рис. 12.  Загальний вигляд фотоелектроколориметра КФК-2.

1–мікроамперметр, 2–лампа накалювання, 3–ручка для введення світлофільтрів, 4–перемикач кювет, 5–перемикач фотоприймача, 6–ручка «установка 100 грубо», 7–ручка «установка 100 точно», 8–кришка кюветного відділення. 
1. Ознайомитися з частинами і усіма ручками приладу КФК-2.
2. Включити прилад в електромережу з напругою 220 В за 25–30 хв до початку вимірювань. Кюветне відділення при цьому повинно бути відкритим (при цьому шторка перед фотоприймачами перекриває світловий потік).

3. Перемикачем (3) поставити відповідний світлофільтр.

4. Встановити мінімальну чутливість колориметра. Для цього ручку “Установка 100 точно” необхідно встановити в положення 1, ручку ”Установка 100 грубо” – в крайнє ліве положення. 

5. Перед вимірами і при переключенні фотоприймачів перевірити установку стрілки колориметра на 0 за шкалою коефіцієнтів пропускання при відкритому кюветному відділенні. При зміщенні стрілки від нульового положення, її підводять до 0 за допомогою потенціометра ”Нуль”, виведеного під шліц.

6. В одну з кювет налити до мітки досліджуваний, в іншу кювету – контрольний розчин для порівняння. Протерти бокові стінки
кювет чистою ганчіркою. Помістити кювети у кюветне відділення.

7. Закрити кюветне відділення. Посунути кювету з контрольним розчином під промінь.

8. Ручками (6) і (7) встановити стрілку мікроамперметра по шкалі Т на поділку "100".

9. Ручкою (4) посунути під промінь кювету з розчином.

10. Зробити відлік по шкалі А. Точність – соті долі.

2.5. Загальні вказівки до виконання лабораторної роботи
1. Чітко дотримуйтесь методики приготування розчинів, бо рекомендовані умови отримання фотометрованих сполук (кислотність розчинів, концентрації реагентів, порядок їх додавання і т. п.) оптимізовані. При приготуванні розчинів об’єми стандартного розчину визначуваної речовини і досліджуваних розчинів слід відмірювати з максимальною точністю (бюреткою, піпеткою). Остаточні об’єми розчинів повинні бути однаковими, тому їх слід готувати в мірних колбах. Стандартні і досліджувані розчини бажано готувати в один час.

2. Кювети, призначені для вимірювання поглинання розчинів, повинні бути ретельно очищені. Їх промивають дистильованою водою і насухо витирають зовні шматочками фільтрувального паперу. Перед заповненням кювету обполіскують невеликою порцією розчину, що аналізується, щоб уникнути його розбавлення. Заповнюють кювету до такого рівня, щоб світловий потік повністю проходив через шар розчину (тобто не нижче мітки, зазначеної на кюветі).

3. Кювети слід встановлювати в кюветне відділення спектрального приладу завжди в строго певне положення, щоб уникнути похибок, пов'язаних з відбиттям і розсіюванням світлового потоку. Для установки кювет в кюветне відділення використовують спеціальний кюветотримач. Кюветотримач кріпиться на рухомий каретці. Переміщуючи каретку, в світловий потік поступово вводять кювети з розчином порівняння і вимірюваними (стандартним і досліджуваним) розчинами. Слід уникати витікання розчину з кювети на її зовнішні стінки, так як, по-перше, це позначається на прозорості кювети, а по-друге, викликає корозію кюветотримача і кюветного відділення.

4. Включити прилад за 25 хв до початку вимірювань. Відлік по вимірювальній шкалі приладу необхідно зробити кілька разів, повторивши процедуру налаштування шкали до отримання відтворюваних результатів. Іноді корисно повторно наповнити кювету і провести вимір знову. Відлік по вимірювальній шкалі необхідно проводити з точністю, що вказана в паспорті приладу – 0,01 одиниці A в разі фотометрів.

5.  По закінченні роботи необхідно вимкнути прилад, вимити кювети і використаний мірний посуд, привести в порядок робоче місце.

ЛАБОРАТОРНА РОБОТА №1. Фотоколориметричне визначення вмісту Купруму(ІІ)  в розчині купрум сульфату


1. ТЕМА:
фотоколориметричний метод кількісного аналізу. Фотоколориметричне визначення вмісту йонів речовини в розчині її солі.


2. МЕТА: знаходження оптимальних умов фотоколориметричного визначення, визначення концентрації речовини в розчині методом калібрувального графіку. 

3.  ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Класифікація абсорбційних спектроскопічних методів аналізу.

2. Спектр електромагнітного випромінювання: яку область довжин хвиль він охоплює; які довжини хвиль відповідають мікрохвильовій, ІЧ-, видимій та УФ-областям спектру?

3. Закон Бугера-Ламберта-Бера. Фізичний зміст величин, що входять в нього. 
4. Суть методу фотоколориметрії.

5. Можливості фотоколориметричного методу аналізу.

4. ЗМІСТ РОБОТИ

В основі методу лежить утворення комплексної сполуки йонів Купруму(ІІ) з амоніаком, яка має інтенсивне синьо-фіолетове забарвлення. 

В залежності від концентрації амоніаку, в розчині можуть утворюватися комплексні йони від купрум моноамоніакату [Cu(NH3)]2+ до купрум  тетраамоніакату [Cu(NH3)4]2+. Для аналітичних визначень необхідно вибрати таку концентрацію амоніаку, при якій в розчині буде переважати один з комплексів. Так, наприклад, при lg [NH3] = 1 в розчині буде переважати форма [Cu(NH3)4]2+ з максимумом поглинання при λ=640 нм і ελ=1∙102. Низьке значення молярного коефіцієнта поглинання дає можливість визначити достатньо високі концентрації йонів Купруму.

Дане фотоколориметричне визначення ґрунтується на реакції:
Сu2+ + 4NH3·H2O = [Сu(NH3)4]2+ + 4Н2О
        Комплексний іон [Сu(NH3)4]2+ має інтенсивне синьо-фіолетове забарвлення. 
Визначенню купрум амоніакату перешкоджають йони, які утворюють забарвлені амоніакати (наприклад, Со2+, Ni2+), або важкорозчинні гідроксиди (Fe2+, Pb2+, Al3+). Для маскування цих йонів використовують маскуючі комплексоутворювачі.

4.1. Методика проведення визначень
1. Приготувати еталонний  розчин купрум(ІІ) сульфату з ТCu2+=1мг/мл. 
2. Приготувати серію стандартних розчинів купрум(ІІ) сульфату.
3. Виміряти оптичні густини стандартних розчинів і побудувати за отриманими значеннями калібрувальний графік (по горизонтальній осі треба відкладати концентрації, а по вертикальній – відповідні оптичні густини).

4.  Виміряти оптичну густину досліджуваного розчину купрум(ІІ) сульфату і визначити за калібрувальним графіком його концентрацію.

4.1.1. Приготування еталонного розчину купрум сульфату
Еталонний розчин купрум сульфату використовують для приготування серії стандартних розчинів купрум сульфату. 

Розраховують необхідну кількість хімічно чистого кристалогідрату купрум сульфату для приготування еталонного розчину Cu2+ з Т=1 мг/мл. 

На аналітичній вазі зважують розраховану кількість СuSO4·5Н2O. Кількісно переносять наважку в мірну колбу на 1 л, розчиняють в невеликій кількості дистильованої води, додають 5 мл концентрованої Н2SO4 (ρ=1,84 г/мл) і доводять дистильованою водою до мітки.

4.1.2. Приготування серії стандартних розчинів
Для побудови калібрувального графіка готують 6 стандартних розчинів,  використовуючи набір конічних колб за числом запланованих вимірювань.
Спочатку готують розчин максимальної концентрації. Для цього в мірну колбу на 50 мл відбирають 25 мл еталонного розчину, додають 10 мл розведеного (1:3) розчину NH3·H2O, доводять водою до мітки, перемішують і переливають в конічну колбу. 

В тій ж мірній колбі готують поступово і решту розчинів, додаючи піпетками відповідно 20,0; 15,0; 10,0: 5,0; 2,5 мл еталонного розчину і по 10,0 мл розведеного (1:3) розчину амоніаку, доводячи водою до мітки, перемішуючи та переливаючи в конічні колби.
4.1.3. Вибір світлофільтру і кювети
Для вибору світлофільтра розчин, який має найінтенсивніше забарвлення, фотометрують відносно розчину порівняння зі всіма світлофільтрами по черзі (крім № 1 і 2) і у всіх кюветах. Розчином порівняння є дистильована вода. Результати вимірювань записують в таблицю:
	№ світлофільтра
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	l=1

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=3

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=5

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	



Для роботи вибирають світлофільтр, якому відповідає найбільше значення оптичної густини при найбільшій чутливості приладу (але не більше 0,8-0,9).
Для подальшої роботи використовують світлофільтр і кювету, які відповідають найбільшому світлопоглинанню вимірюваного розчину. 

 4.1.4. Побудова калібрувального графіку
З вибраним світлофільтром фотометрують всі стандартні розчини відносно розчину порівняння. 

Для   кожного  розчину   вимірюють  оптичну густину   4   рази,   знаходять  середнє значення і дані вносять в таблицю: 
	№ з/п
	Вміст Сu2+ в 1 мл  розчину, мг
	Оптичні густини при вимірюваннях
	Середнє значення

	
	
	1
	2
	3
	4
	

	1.

2.

3.

4.

5.

6.
	
	
	
	
	
	


Використовуючи дані таблиці, на міліметровому папері будують калібрувальний  графік,  відкладаючи  на осі абсцис  концентрацію  в  мг/мл, а на  осі ординат – оптичну  густину. 



Рис.13. Залежність оптичної густини розчину від його концентрації

Цей графік  використовують для визначення  Сu2+ в досліджуваних розчинах.
4.2. Визначення вмісту Сu2+  в досліджуваному  розчині
Від досліджуваного розчину, виданого викладачем, відбирають піпеткою 10 мл, переносять в мірну колбу на 50 мл, додають 10 мл розведеного розчину амоніаку, доливають до мітки водою, перемішують, заповнюють кювету до необхідного рівня і фотометрують. 

Одержані дані оптичної густини наносять на калібрувальний графік і визначають концентрацію досліджуваного розчину купрум сульфату. 
4.3. Статистична обробка результатів аналізу
Визначити інтервал надійності значень визначуваної величини і відносну похибку середнього результату даного методу.

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ
1. Що відбувається з поглинутою молекулами енергією ЕВ?

2. Поясніть різницю між коефіцієнтом світлопоглинання k і молярним коефіцієнтом світлопоглинання ελ. Що вони характеризують?

3. Як ще називають оптичну густину? Чому вона дорівнює? 

4. Як оптична густина залежить від концентрації речовини та товщини поглинаючого шару розчину?

5. Як зображують графічно спектр поглинання?

6. Які речовини краще поглинають світло – інтенсивно забарвлені чи слабо забарвлені?

7. Для чого проводять фотометричні реакції? 

8. Які прилади використовують для вимірювання світлопоглинання? Чим вони відрізняються?
9. При визначенні Мангану у вигляді перманганату оптична густина розчину, що містить в 100 мл 0,12 мг Мангану, становила 0,152. Вимірювали її при 525 нм в кюветі з товщиною шару 3 см. Обрахуйте   значення молярного коефіцієнту світлопоглинання.

10. Пропускання розчину, який містить комплекс Кальцію з реагентом арсеназо і, виміряне при 565 нм в кюветі товщиною 1 см, складає 80 %. Скільки  міліграмів Кальцію міститься в 1 л розчину, якщо молярний коефіцієнт світлопоглинання цього комплексу за даної довжини хвилі рівний 8,0∙103? 
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА №2. Фотоколориметричне визначення 

фосфору (ортофосфатів) у вигляді фосфатомолібденованадієвої гетерополікислоти


1. ТЕМА:
фотоколориметричний метод кількісного аналізу. Фотоколориметричне визначення вмісту йонів речовини в розчині її солі.


2. МЕТА: знаходження оптимальних умов фотоколориметричного визначення, визначення концентрації речовини в розчині методом калібрувального графіку. 

3.  ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Сформулюйте основний закон світлопоглинання і запишіть для нього математичний вираз у степеневому і лінійному вигляді. 

2. Способи монохроматизації світла у фотометрії.

3. Методи визначення концентрації досліджуваної речовини в фотоколориметрії.

4. Будова фотоколориметра й принцип його роботи.

5. Практичне значення методу фотоколориметрії.

4. ЗМІСТ РОБОТИ

В основі методу лежить переведення ортофосфатів у фосфатомолібденованадієву гетерополікислоту, яка володіє інтенсивним жовтим забарвленням:
КH2PO4 + 11 (NH4)2MoO4 + NH4VO3 + 24 HNO3 ↔ H4[PMo11VO40] +            + 23 NH4NO3 + КNO3 + 11H2O 
        В цьому складному процесі можливе утворення двох модифікацій гетерополікислоти – α- і β-форм, природа яких остаточно не визначена. Вирішальним фактором, який впливає на утворення цих форм, є ступінь полімеризації вихідного молібдату.  В утвореній гетерополікислоті мольні співвідношення Фосфору, Ванадію і Молібдену Р:V:Мо = 1:1:11.

Вихід аналітичної форми залежить від кислотності розчину, концентрації використовуваних розчинів і часу перебігу реакції.  Оптимальні умови наступні: кислотність розчину рН=0,5-1,0 за HNO3 при концентрації  Молібдену  0,02-0,05 М, Ванадію – 1,0-4,0 М.


Визначення Фосфору у вигляді фосфатомолібденованадієвої гетерополікислоти має ряд переваг у порівнянні з поширеним методом визначення Фосфору у вигляді фосфатомолібденової гетерополікислоти складу Н3[РМо12О40] ∙ nН2О. 

Фосфатомолібденованадієва гетерополікислота достатньо стійка в більш широкому інтервалі кислотності розчину, інтенсивність забарвлення зберігається впродовж тривалого часу. Забарвлення цієї гетерополікислоти пояснюють електронним переходом з перенесенням заряду. Максимум смуги поглинання знаходиться в ультрафіолетовій області спектру. Молярний коефіцієнт поглинання ε при λ=375 нм рівний 2∙104. У видимій області при λ=400 нм  ε=2,5∙103, при цьому межа виявлення вища, ніж у ультрафіолетовій області. 

Метод широко використовують для визначення Фосфору в легованих сталях, металах, силікатних породах і інших матеріалах.

Здатність до утворення потрійних гетерополікомплексів зустрічається у обмеженого числа елементів, що сприяє покращенню вибірковості даної реакції. Найбільш часто Фосфор у природних об’єктах зустрічається з Арсеном і Силіцієм, які також утворюють разом гетерополікислоти. Однак умови утворення гетерополікислоти цих елементів і стійкість їх модифікацій відрізняються. Наприклад, гетерополікислота Арсену утворюється в 0,6-0,9 М розчині мінеральної кислоти, силіційгетерополікислота – в слабокислому розчині (рН=1,5-2,0 і рН-3,0-4,0 відповідно). Молібденова гетерополікислота завжди утворюється в α-формі, яка при рН=1,0 переходить в більш стійку β-форму. У випадку силіцію  реакційно здатною є тільки його мономерна форма – силікат-йони.

 Різниця стійкості гетерополікислот використовується при визначенні цих елементів у суміші. Для розділення  і концентрування гетерополікислот застосовують екстракцію їх органічними  розчинниками, молекули яких мають електронодонорні атоми Нітрогену чи Оксигену (кетони, спирти, аміни), що дозволяє визначити менші, ніж у звичайній фотометрії, кількості Фосфору.

4.1. Методика проведення визначень
1. Приготувати еталонний  розчин калій дигідрофосфату, який містить 0,1 мг/мл  Р5+.
2. Приготувати серію стандартних розчинів калій дигідрофосфату.
3. Виміряти оптичні густини стандартних розчинів і побудувати за отриманими значеннями калібрувальний графік.

4.  Виміряти оптичну густину досліджуваного розчину калій дигідрофосфату і визначити за калібрувальним графіком його концентрацію.

4.1.1. Приготування еталонного розчину калій дигідрофосфату
Еталонний розчин калій дигідрофосфату використовують для приготування серії стандартних розчинів калій дигідрофосфату. Еталонний розчин калій дигідрофосфату має містити 0,1 мг  Р5+ в 1 мл розчину.

Розраховують необхідну кількість хімічно чистого калій дигідрофосфату для приготування еталонного розчину Р5+ з Т=0,1 мг/мл. 

На аналітичній вазі зважують розраховану кількість калій дигідрофосфату. Кількісно переносять наважку в мірну колбу на 1 л, розчиняють в невеликій кількості дистильованої води і доводять дистильованою водою до мітки.

4.1.2. Приготування серії стандартних розчинів
Для побудови калібрувального графіка готують 5 стандартних розчинів, які містять 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 і 1,0 мг фосфору в 50 мл розчину. Для цього в 5 мірних колб на 50 мл вносять об’єм еталонного розчину, який містить 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 і 1 мг фосфору – 2, 4, 6, 8, і 10 мл еталонного розчину відповідно.
В кожну колбу додають 10 мл 1,25 М нітратної кислоти, 10 мл 0,25%-го розчину амоній метаванадату і 10 мл 10%-го розчину амоній молібдату, перемішуючи розчини після введення кожного реагенту. Об’єми всіх розчинів доводять до 50 мл дистильованою водою і перемішують. Поглинання отриманих розчинів вимірюють не менше, ніж через 30 хв після їх приготування. 

Розчин порівняння містить передбачені методикою кількості всіх компонентів, за виключенням еталонного розчину солі Фосфору.

4.1.3. Вибір світлофільтру і кювети 

Для вибору світлофільтра розчин, який має найінтенсивніше забарвлення, фотометрують відносно розчину порівняння зі всіма світлофільтрами по черзі (крім № 1 і 2) і у всіх кюветах. Результати вимірювань записують в таблицю:
	№ світлофільтра
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	l=1

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=3

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=5

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	



Для роботи вибирають світлофільтр, якому відповідає найбільше значення оптичної густини при найбільшій чутливості приладу (але не більше 0,8-0,9).
Для подальшої роботи використовують світлофільтр і кювету, які відповідають найбільшому світлопоглинанню вимірюваного розчину. 

4.1.4. Побудова калібрувального графіку
З вибраним світлофільтром фотометрують всі стандартні розчини відносно розчину порівняння. Для   кожного  розчину   вимірюють  оптичну густину   4   рази,   знаходять  середнє значення і дані вносять в таблицю: 

	Вміст Р5+ в 1 мл  розчину, мг
	Оптичні густини при вимірюваннях
	Середнє значення

	
	1
	2
	3
	4
	

	1

0,8

0,6

0,4

0,2
	
	
	
	
	


Використовуючи дані таблиці, на міліметровому папері будують калібрувальний  графік,  відкладаючи  на осі абсцис  концентрацію  в  мг/мл, а на  осі ординат – оптичну  густину. Цей графік  використовують для визначення  Р5+ в досліджуваних розчинах. 


Рис.14. Залежність оптичної густини розчину від його концентрації

4.2. Визначення вмісту Р5+  в досліджуваному  розчині
До досліджуваного розчину, виданого викладачем, додають 10 мл 1,25 М нітратної кислоти, 10 мл 0,25%-го розчину амоній метаванадату і 10 мл 10%-го розчину амоній молібдату, перемішуючи розчини після введення кожного реагенту. Об’єм розчину доводять до 50 мл дистильованою водою і ретельно перемішують. Через 30 хв приготовлений розчин фотометрують відносно розчину порівняння. Вимірювання повторюють 5 раз і, користуючись калібрувальним графіком, знаходять вміст фосфору в контрольному розчині.
4.3. Статистична обробка результатів аналізу

Визначити інтервал надійності значень визначуваної величини і відносну похибку середнього результату даного методу.

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ
1. Як використовують в аналітичній практиці спектр поглинання? 

2. Чи є фотометричні методи відносними фізико-хімічними методами? Поясніть чому.
3. Чи буде зберігатися лінійна залежність оптичної густини від концентрації у випадку, якщо:

а) при розбавленні розчину відбувається гідроліз визначуваної речовини;

б) при розбавленні розчину склад досліджуваної речовини не змінюється?
4. Для чого використовуються фотометричні реактиви?

5. Що є найчастіше джерелом випромінювання в приладах, що вимірюють світлопоглинання?

6. Як визначити максимум світлопоглинання? 
7. В якому інтервалі значень оптичної густини рекомендується працювати у фотоколориметричному методі?
8. Що таке розчин порівняння? Яке його призначення?
9. Знайдіть товщину поглинаючого шару для фотометрування забарвленого розчину Феруму з молярним коефіцієнтом світлопоглинання 4∙103 л/(моль∙см) при концентрації Феруму 2 мг в 50 мл розчину. Оптимальне значення оптичної густини 0,43. 

10. Іон Феруму(ІІ) утворює з фенантроліном комплекс червоного кольору з молярним коефіцієнтом світлопоглинання 1∙104 л/(моль∙см). Розрахуйте значення оптичної густини розчину з концентрацією Fe2+ 1,87∙10-5 моль/л, якщо товщина кювети 5 см.
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА №3. Фотоколориметричне кількісне визначення Феруму(ІІІ) методом добавок


1. ТЕМА:
фотоколориметричний метод кількісного аналізу. Фотоколориметричне визначення вмісту йонів речовини в різних об’єктах.


2. МЕТА: знаходження оптимальних умов фотоколориметричного визначення, визначення концентрації речовини в розчині методом добавок. 

3.  ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Умови застосування закону Бугера-Ламберта-Бера. Відхилення від закону. 

2. Молярні та питомі коефіцієнти поглинання та їх фізичний зміст. 

3. Вимоги до реакцій, які використовуються в фотометричному аналізі для утворення забарвлених розчинів.

4. Оптимальні умови фотоколориметричних визначень. 

5. Апаратура, що застосовується у фотоколориметричному методі аналізу. Принципова схема цих приладів.

4. ТЕОРЕТИЧНІ ВІДОМОСТІ
Метод добавок створює однакові умови при фотометруванні досліджуваного і стандартного розчину, і дозволяє зменшити вплив домішок на результати аналізу. Тому в даній роботі при визначенні Феруму(ІІІ) у формі трисульфосаліцилату використовується метод добавок, який дозволяє виключити вплив інших катіонів на результат аналізу. 

В цьому методі спочатку вимірюється оптична густина досліджуваного розчину Ах, далі в пробу вноситься певний об’єм еталонного розчину, який містить відому кількість Феруму (ІІІ), і знову вимірюється оптична густина Ах+а.
Концентрація Феруму (ІІІ) визначається за формулою:


[image: image42.wmf]
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де Сх – невідома концентрація феруму (ІІІ) в досліджуваному забарвленому розчині; Сд – концентрація добавки в досліджуваному розчині  (з розрахунку тільки доданого об’єму еталонного розчину). 

Сд зв’язана з концентрацією еталонного розчину добавки (Сет) співвідношенням
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де Vд – об’єм розчину добавки, Vх+д – об’єм забарвленого досліджуваного розчину з добавкою (місткість мірної колби), мл. 

При графічному визначенні концентрації речовини, що аналізується, в три однакові мірні колби вносять аліквотні частини досліджуваного розчину, в другу колбу додають а1 еталонного розчину, в третю – а2 еталонного розчину. 
У всі три колби додають необхідні реагенти і вимірюють оптичні густини Ах, 
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 Далі будують графік залежності оптичної густини від концентрації: через отримані три точки Ах,
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проводять пряму лінію до перетинання її з продовженням осі абсцис в точці Сх (рис.15).
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Рис.15. Калібрувальний графік для визначення концентрації речовини методом добавок

5. ЗМІСТ РОБОТИ

Сульфосаліцилова кислота (2-оксі-5-сульфобензойна кислота) утворює з йонами Феруму(ІІІ) ряд забарвлених внутрішньокомплексних сполук, будова яких залежить від концентрації йонів Гідрогену. 
У кислому середовищі в інтервалі рН=1,8-2,5 утворюється комплекс ферум моносульфосаліцилату [FeSSal]o червонофіолетового кольору, при рН=4-8 домінує комплексний аніон ферум дисульфосаліцилату [Fe(SSal)2]3– червонобурого кольору, а в інтервалі рН=8-11 утворюється ферум трисульфосаліцилат [Fe(SSal)3]6– жовтого кольору.


Спектри всіх трьох комплексів значно відрізняються між собою, тому необхідно дотримуватися певної кислотності розчину.

При рН 8-11 утворюється забарвлена комплексна сполука ферум(ІІІ) трисульфосаліцилат жовтого кольору. Як об’єкт дослідження беруть будь-який будівельний матеріал, який містить залізо (силікатна цегла, облицювальна керамічна плитка і т.д.).
[image: image50.emf]
Будівельні матеріали виготовляють із природних матеріалів. В їх склад, крім Заліза, входять і інші елементи, які можуть утворювати з сульфосаліциловою кислотою комплексні сполуки. 

В даній роботі визначення Феруму (ІІІ) рекомендується проводити при рН=8-11, вимірюючи оптичну густину трисульфосаліцилатного комплексу.
5.1. Методика проведення визначень
1. Приготувати еталонний  розчин Феруму (ІІІ), який містить 0,1 мг/мл  Fe3+. 
2. Приготувати досліджуваний розчин (із наважки будівельного матеріалу).
3. Приготувати забарвлений досліджуваний розчин і стандартні розчини. 

4. Визначити оптичні густини Ах,
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забарвлених розчинів.

5. Визначити концентрацію досліджуваного розчину, скориставшись  формулами (1) та (2) і за калібрувальним графіком методом добавок. 

6. Розрахувати вміст визначуваної речовини (mx, мг) в досліджуваному розчині за формулою (3).

5.1.1. Приготування досліджуваного розчину
Наважку силікатної цегли масою 1-2 г, попередньо висушену в сушильній шафі при 105-110 ͦ С, вміщують в термостійку склянку, приливають 30 мл 10%-вого розчину хлоридної кислоти і кип’ятять 4-5 хв. Вміст склянки через лійку з фільтром переносять в мірну колбу місткістю 250 мл. Фільтр і склянку ретельно промивають дистильованою водою, збираючи промивні води в мірній колбі. Об’єм розчину доводять до мітки дистильованою водою.

5.1.2. Приготування еталонного розчину Fe3+
В 1 мл розчину має бути 0,1 мг Fe3+. 
На аналітичній вазі зважують розраховану кількість невивітреного залізоамонійного галуну NH4Fe(SO4)2. Кількісно переносять наважку в колбу, розчиняють в дистильованій воді, доливають 5 мл концентрованої Н2SO4 (ρ=1,84 г/см3), і доводять дистильованою водою до мітки 1 л. 

5.1.3. Приготування досліджуваного забарвленого і стандартних розчинів
Піпеткою відбирають по 3 мл досліджуваного розчину і вміщують в три мірні колби місткістю 100 мл. У другу колбу приливають 2,5 мл еталонного розчину, в третю – 5 мл еталонного розчину. Далі в кожну із трьох колб приливають по 5 мл розчину амоніаку і по 5 мл розчину сульфосаліцилової кислоти. Заповнюють колби до мітки дистильованою водою і ретельно перемішують. 
В четвертій колбі готують розчин порівняння – додають по 5 мл розчину амоніаку і сульфосаліцилової кислоти. Дистильованою водою доводять об’єм розчину в колбі до мітки.

5.1.4. Вибір світлофільтру і кювети
Для вибору світлофільтра розчин, який має найінтенсивніше забарвлення, фотометрують відносно розчину порівняння зі всіма світлофільтрами по черзі (крім № 1 і 2) і у всіх кюветах. Результати вимірювань записують в таблицю:

	№ світлофільтра
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	l=1

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=3

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=5

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	



Для роботи вибирають світлофільтр, якому відповідає найбільше значення оптичної густини при найбільшій чутливості приладу (але не більше 0,8-0,9).
Для подальшої роботи використовують світлофільтр і кювету, які відповідають найбільшому світлопоглинанню вимірюваного розчину. 
5.1.5. Побудова калібрувального графіку
З допомогою фотоелектроколориметра визначають оптичні густини перших трьох розчинів відносно четвертого, використовуючи вибраний світлофільтр. 
Для   кожного  розчину   вимірюють  оптичну густину   3-4  рази, знаходять  середнє значення і дані вносять в таблицю:
	Концентрації

Fe3+  в досліджуваних розчинах
	Оптичні густини при вимірюваннях
	Середнє значення

А

	
	1
	2
	3
	4
	

	Сх 
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Будують графік залежності оптичної густини від концентрації: через отримані три точки Ах, 
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проводять пряму лінію до перетинання її з продовженням осі абсцис в точці Сх (рис.15)

5.2. Визначення вмісту Fe3+ 
Вміст Феруму (ІІІ) mx в мг в розчині розраховують з врахуванням розбавлення:
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де Vх – об’єм забарвленого досліджуваного розчину, мл; Vзаг – загальний об’єм досліджуваного розчину, мл; V1 – об’єм аліквотної частини досліджуваного розчину, взятої для приготування забарвленого розчину, мл; Сх – знайдена концентрація Феруму (ІІІ) в досліджуваному забарвленому розчині, мг/мл (за способом 1 або 2).

Спосіб 1. За одержаними даними оптичних густин Ах, 
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будують калібрувальний графік (рис.1), і за одержаною лінійною залежністю визначають концентрацію досліджуваного розчину Сх. 

Спосіб 2. Для визначення концентрації  Феруму(ІІІ) Сх в досліджуваному розчині використовуються формули:
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                                   (2)

де Сх – невідома концентрація Феруму (ІІІ) в досліджуваному забарвленому розчині; Сд – концентрація добавки в досліджуваному розчині  (з розрахунку тільки доданого об’єму еталонного розчину). 

Сд зв’язана з концентрацією еталонного розчину (Сет) співвідношенням
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де Vд – об’єм розчину добавки, Vх+д – об’єм забарвленого досліджуваного розчину з добавкою (місткість мірної колби), мл. 

5.3. Статистична обробка результатів аналізу

Визначити інтервал надійності значень визначуваної величини і відносну похибку середнього результату даного методу.

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ
1. Дія яких факторів може призвести до порушення лінійної залежності оптичної густини від концентрації розчину?

2. Що називається спектром поглинання речовини і в яких координатах його можна представити?

3. При яких умовах  визначення використовується метод добавок. Які його переваги?

4. Поясніть суть методу добавок. 

5. Як розраховується концентрація визначуваної речовини цим методом з допомогою графіка?

6. Що означає властивість адитивності оптичної густини?

7. Яким є оптимальний діапазон вимірюваних оптичних густин? 

8. Яким чином можна збільшити, зменшити оптичну густину? 

9. Наважка забрудненого хлориду міді 0,2 г переведена в мірну колбу ємкістю 100 мл. До 1 мл цього розчину додали надлишок аміаку і воду до 50 мл. Оптична густина цього розчину, виміряна в кюветі з товщиною шару 2 см виявилась 0,62. Молярний коефіцієнт світлопоглинання аміакату міді (II) рівний 620. Визначте процентний вміст міді в препараті.

10. При визначенні титану методом добавок наважку сталі масою 0,5 г розчинили, об'єм розчину довели до 50,0 мл. Потім аліквоти розчину по 20,0 мл відібрали у дві мірні колби на 50 мл. В одну з них додали наважку солі титану, що містить 0,0010 г Ti. В обидві колби додали пероксид водню та об’єми довели до мітки. Обчислити відсотковий вміст Титану в сталі, якщо при фотометруванні розчинів отримані наступні результати: Аx =0,22, Аx+ет.= 0,44. 
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА №4. Фотоколориметричне кількісне визначення Ніколу методом добавок


1. ТЕМА:
фотоколориметричний метод кількісного аналізу. Фотоколориметричне визначення вмісту йонів речовини в різних об’єктах.


2. МЕТА: знаходження оптимальних умов фотоколориметричного визначення, визначення концентрації речовини в розчині методом добавок. 

3.  ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Визначення і класифікація фотометричних методів аналізу. 

2. Основні типи реакцій, які використовують у фотометричному методі аналізу.
3. Методи визначення концентрації досліджуваної речовини в фотоколориметрії.
4. Суть методу добавок.
5. Основи диференційного фотометричного методу (різницева фотометрія).
4. ЗМІСТ РОБОТИ

Визначення мікрокількостей Ніколу ґрунтується на реакції утворення в лужному середовищі забарвленої в малиново-червоний колір внутрішньокомплексної сполуки Ніколу з диметилгліоксимом (реактивом Чугаєва) і окиснювачем. Природа утвореної сполуки не зовсім вияснена, при взаємодії нікелю з диметилгліоксимом утворюється нікель диметилгліоксимат: 

[image: image63.emf]

Для підлужнення розчину можна використати розчини NaOH, KOH чи аміаку. Як окисники придатні амоній і бром персульфати, але з амоній персульфатом працювати зручніше.


Продукт окиснення, який утворює з Ніколом яскравозабарвлену сполуку, нестійкий, тому окиснювач, а далі і луг необхідно додавати останніми до приготовлених сумішей розчинів Ніколу з диметилгліоксимом. Значний надлишок сильного окиснювача руйнує утворену сполуку. Розчин забарвленого комплексу має максимум поглинання в області 450-500 нм, ε=13000. 

Нікол може бути визначений даним методом в сталях в присутності Ванадію, Молібдена. Вольфрам, Хром і Титан можуть бути наявними в кількості до 18 %. Заважають Купрум, Кобальт і всі елементи, йони яких дають осади гідроксидів в лужному середовищі. 

4.1. Методика проведення визначень
1. Приготувати еталонний  розчин Ніколу, який містить 0,1 мг/мл  Ni2+. 

2. Приготувати забарвлений досліджуваний розчин і стандартні розчини. 

1. Визначити оптичні густини Ах,
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забарвлених розчинів.

2. Визначити концентрацію досліджуваного розчину, скориставшись  формулами (1) та (2) і за калібрувальним графіком методом добавок. 

3. Розрахувати вміст визначуваної речовини (mx, мг) в досліджуваному розчині за формулою (3).

4.1.1. Приготування еталонного розчину Ni2+
Еталонний розчин має містити 0,1 мг  Ni2+ в 1 мл розчину.

Розраховують необхідну кількість хімічно чистого нікель хлориду, зважують розраховану кількість солі на аналітичній вазі. Кількісно переносять наважку в мірну колбу на 100 мл, розчиняють в невеликій кількості 0,5 н розчину  HNO3 і доводять 0,5 н HNO3 до мітки. 
4.1.2. Приготування досліджуваного забарвленого і стандартних розчинів
Одержаний від викладача розчин з невідомою концентрацією Ніколу розводять в мірній колбі на 50 мл дистильованою водою до мітки і добре перемішують. Піпеткою відбирають по 2 мл виданого викладачем досліджуваного розчину, і вміщують в три мірні колби місткістю 50 мл. Готують два стандартні розчини: у другу колбу приливають 0,5 мл еталонного розчину, в третю – 1,0 мл еталонного розчину. 
Далі в кожну із трьох колб приливають по 2,5 мл розчинів диметилгліоксиму, свіжоприготовленого амоній персульфату і лугу. Дають постояти 2-3 хв, заповнюють колби дистильованою водою до мітки і ретельно перемішують. 


4.1.3. Вибір світлофільтру і кювети 

Для вибору світлофільтра розчин, який має найінтенсивніше забарвлення, фотометрують відносно розчину порівняння зі всіма світлофільтрами по черзі (крім № 1 і 2) і у всіх кюветах. Результати вимірювань записують в таблицю:

	№ світлофільтра
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	l=1

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=3

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=5

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	


Для роботи вибирають світлофільтр, якому відповідає найбільше значення оптичної густини при найбільшій чутливості приладу (але не більше 0,8-0,9).
Для подальшої роботи використовують світлофільтр і кювету, які відповідають найбільшому світлопоглинанню вимірюваного розчину. 
4.1.4. Побудова калібрувального графіку

Через 5 хв з допомогою фотоелектроколориметра визначають оптичні густини для кожного  розчину  4  рази, знаходять  середнє значення і дані вносять в таблицю. Розчин порівняння – дистильована вода. 
	Концентрації

Ni2+  в досліджуваних розчинах
	Оптичні густини при вимірюваннях
	Середнє значення

А

	
	1
	2
	3
	4
	

	Сх 

[image: image66.wmf]1

a

C



[image: image67.wmf]2

a

C


	
	
	
	
	


Будують графік залежності оптичної густини від концентрації: через отримані три точки Ах, 
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проводять пряму лінію до перетинання її з продовженням осі абсцис в точці Сх (рис.15)
4.2. Визначення вмісту Ni2+
Вміст Ніколу mx в мг в розчині розраховують з врахуванням розбавлення:


[image: image70.wmf],

.

1

заг

x

x

x

V

V

V

C

m

×

×

=




                           (1)

де Vх – об’єм забарвленого досліджуваного розчину, мл; Vзаг – загальний об’єм досліджуваного розчину, мл; V1 – об’єм аліквотної частини досліджуваного розчину, взятої для приготування забарвленого розчину, мл; Сх – знайдена концентрація Ніколу в досліджуваному забарвленому розчині, мг/мл (за способом 1 або 2).

Спосіб 1. За одержаними даними оптичних густин Ах, 
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будують калібрувальний графік (рис.1), і за одержаною лінійною залежністю визначають концентрацію досліджуваного розчину Сх. 

Спосіб 2.  Для визначення концентрації  Ніколу Сх в досліджуваному розчині використовуються формули:
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де Сх – невідома концентрація Ніколу в досліджуваному забарвленому розчині; Сд – концентрація добавки в досліджуваному розчині  (з розрахунку тільки доданого об’єму еталонного розчину). 

Сд зв’язана з концентрацією еталонного розчину (Сет) співвідношенням
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де Vд – об’єм розчину добавки, Vх+д – об’єм забарвленого досліджуваного розчину з добавкою (місткість мірної колби), мл. 

4.3. Статистична обробка результатів аналізу

Визначити інтервал надійності значень визначуваної величини і відносну похибку середнього результату даного методу.

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ
1. Які способи визначення концентрацій застосовують при фотометричних визначеннях? В яких випадках вибирають той чи інший спосіб?
2. Назвіть фотометричний реактив (фотометричні реактиви) і наведіть фотометричну реакцію даного фотоелектроколориметричного визначення. 

3. Керуючись чим вибирають розмір кювети?

4. Назвіть кількість і методику приготування стандартних розчинів  в даній лабораторній роботі.

5. Наведіть формулу для визначення концентрації добавки в досліджуваному розчині в методі добавок. 

6. Наведіть формулу для визначення концентрації Сх в досліджуваному розчині і поясніть, які величини входять в цю формулу. 
7. Наведіть методику графічного визначення концентрації досліджуваної речовини методом добавок. Намалюйте  графік в загальному вигляді і вкажіть на графіку концентрацію досліджуваного розчину.
8. Наведіть формулу для визначення вмісту нікелю Ni2+ в мг (mx) в розчині з врахуванням розбавлення і поясніть, які величини входять в цю формулу.
9. Для визначення Ніколу у сплаві на основі міді використали реакцію Ni(II) з диметилгліоксимом на фоні пірофосфату (рН ~ 10) в присутності пероксимоносульфатної кислоти. Аналіз виконали способом добавок. З наважки сплаву 0,5 г отримали 100,0 мл досліджуваного розчину. До аліквотної частини в 10,0 мл розчину додали 0,2 мл стандартного розчину з ТNi = 0,01 мг/мл, а розчини довели до об’єму 25,0 мл. Після виконання фотометричної реакції одержали значення оптичної густини червоної сполуки 0,20 (l = 30 мм).  Оптична густина досліджуваного розчину без добавки становить 0,12. Обчислити вміст Ніколу в сплаві (%). 
10. Наважку сталі масою 1,1000 г розчинили і довели об’єм розчину до 100 мл. У дві колби на 100 мл відібрали аліквоти по 15 мл цього розчину. В одну з колб додали стандартний розчин, що вміщує 0,0015 г Молібдену, та необхідні реактиви і довели об’єм розчину до 100 мл. Після фотометрування обох розчинів отримали результати: Ах=0,220 і Ах+ст.=0,315. Розрахуйте масову частку  Молібдену в сталі.

РОЗДІЛ 3. НЕФЕЛОМЕТРИЧНИЙ І ТУРБІДИМЕТРИЧНИЙ МЕТОДИ АНАЛІЗУ 
3.1. Поняття про дисперсні системи
Фотоелектроколориметри можуть використовуватися для хімічного аналізу не тільки в молекулярно-абсорбційному методі, а і в методах, які грунтуються на поглинанні або розсіюванні світлового потоку дисперсними частинками.

Дисперсною називається система, в якій дрібні частинки з розвиненою поверхнею (кристали, краплі, бульбашки) однієї або кількох речовин (дисперсної фази) рівномірно розподілені між частинками іншої суцільної фази (дисперсійного середовища). Приклади дисперсних систем: дим, пил (Т/Г), туман (Р/Г), мильна піна  (Г/Р), сира нафта, майонез (Р/Р, емульсії), гідроксиди металів, мул (Т/Р, суспензії), пінопласти (Г/Т). Необхідною умовою утворення дисперсної системи є обмежена розчинність дисперсної фази у дисперсійному середовищі. 

Процес подрібнення називається диспергуванням, а міра подрібненості речовин в дисперсних системах – дисперсністю. Високодисперсні системи із розміром частинок дисперсної фази d=10-7–10-9 м відносять до ультрамікрогетерогенних або  істинно-колоїдних,  системи із розміром частинок дисперсної фази d=10-5-10-7 м відносять до мікрогетерогенних (тонкодисперсних) – суспензії, емульсії.

Відносно стійкі дисперсні системи дають реакції SO42– з Ва2+; Сl– з Аg+; С2О42– з Са2+ та деякі інші.

3.2. Загальна характеристика нефелометрії і турбідиметрії
При проходженні світла через дисперсні системи спостерігається розсіювання або поглинання світла твердими частинками. Це явище покладено в основу нефелометрї та турбідиметрії.

Основні вимоги до реакцій, які використовуються в цих методах: 

1) продукт реакцій повинен бути практично нерозчинним; 

2) продукт реакцій повинен знаходитись не у вигляді осаду, а у вигляді суспензії; 

3) суспензія повинна бути стійкою в часі.


Нефелометрія грунтується на вимірюванні інтенсивності світлового потоку, розсіяного частинками суспензії переведеного у малорозчинну сполуку визначуваного компонента. Інтенсивність розсіяного світлового потоку згідно із законом Релея пов'язана з рядом факторів рівнянням:
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де Ір, І0 – інтенсивність розсіяного і падаючого світлових потоків; n i  n1 –коефіцієнти заломлення середовища і завислих частинок; N – загальне число частинок; V – об'єм частинок; λ – довжина хвилі падаючого світла; R – відстань від детектора; β – кут між напрямом падаючого і розсіяного світла.


При постійності умов проведення реакції загальне число частинок (N) пропорційне концентрації визначуваної речовини С. Всі вимірювання проводять при певних значеннях I0, F, V, R, β. Об'єднуючи їх в одну константу, можна записати:

Ir = K·C
Закономірності, виражені рівнянням Релея, перестають діяти, якщо розміри частинок наближаються до довжини хвилі падаючого світла. Кількісний аналіз проводять методом абсолютного калібрування за залежністю інтенсивності розсіяного світла від концентрації, тобто калібрувальний графік будується в координатах Ір = ((C). 

Для нефелометричних вимірювань приймач світла розташовують перпендикулярно до напрямку падаючого світлового потоку (β = 90о). Прилади, які мають два фотоелементи і розташовані: один вдовж падаючого світла, другий – перпендикулярно йому, називаються фотоколориметрами-нефелометрами. Також використовують  спеціалізовані спектрофотометри для вимірів інтенсивності розсіяного світла під кутом до напрямку падаючого на розчин світлового потоку.
Турбідиметрія грунтується на вимірюванні інтенсивності світлового потоку, поглинутого частинками суспензії переведеного у малорозчинну сполуку визначуваного компонента.  Внаслідок поглинання і розсіювання інтенсивність падаючого світлового потоку зменшується і визначається рівнянням:
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де Іо, Іn ― інтенсивності падаючого світлового потоку і потоку, що пройшов через суспензію; К, α ― константи, які залежать від природи суспензії і методу вимірювання; С, d ― концентрація і середній діаметр поглинаючих частинок; l ― товщина поглинаючого шару суспензії; λ ― довжина хвилі падаючого світла.
Приготування суспензій з стандартних і вимірюваних розчинів проводять в однакових умовах і для вимірювань їх послідовно вміщають в одну кювету. При цьому значення K, d, λ i α мають певні величини, які можуть бути об'єднані в одну константу: 
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Це рівняння має вигляд аналогічний рівнянню Бугера-Ламберта-Бера, де k'- емпірична константа – молярний коефіцієнт каламутності розчину, А – оптична густина; С – концентрація; l – товщина поглинаючого шару дисперсної системи. 

k' – молярний коефіцієнт каламутності –  рівний оптичній густині 1 М суспензії нерозчинної речовини, виміряній в шарі товщиною 1 см. 

У турбідиметричному методі калібрувальний графік будується в координатах А=((C). Виміри проводять з допомогою фотоелектроколориметрів за аналогічною фотометричній методикою.
Як видно із наведених вище рівнянь, інтенсивність розсіяного чи поглиненого світла в значній мірі залежить від розміру частинок дисперсної системи. Цей розмір, в свою чергу, визначається кислотністю середовища, порядком зливання розчинів, температурою розчину, присутністю посторонніх речовин. При використанні турбідиметричного і нефелометричного аналізу необхідно враховувати, що на результати вимірів впливають наступні фактори: 
· концентрація йонів, що утворюють осад; 
· порядок змішування розчинів; 
· швидкість змішування розчинів; 
· температура розчинів; 
· стабільність суспензії. 
Тому в процесі виконання роботи необхідно ретельно виконувати всі умови робочої методики. 

Для запобігання коагуляції (зменшення дисперсності системи за рахунок укрупнення частинок дисперсної фази (злипання в більші агрегати)) частинок і збільшення стійкості в суспензії часто додають захисний колоїд, наприклад, желатин, крохмал і ін. Механізм їх захисної дії такий: молекули ВМС мають великі розміри, значні сольватні оболонки і тому, адсорбуючись на поверхні частинок, утворюють адсорбційно-сольватні шари значної товщини і густини, які є механічним бар’єром, що перешкоджає коагуляції.


Перевагою нефелометричних і турбідиметричних методів є їх висока чутливість, що є особливо цінним у випадку визначення елементів, у яких не спостерігається кольорових реакцій. Однак похибки визначень дещо більші, ніж в фотоколориметричних методах, що зв’язане з труднощами в отриманні суспензій з однаковими розмірами частинок, стабільністю за часом і т.п. Тому турбідиметричний аналіз використовують тільки для визначення тих іонів, для яких не існує задовільних колориметричних методів. Кількісний аналіз за калібрувальним графіком характеризується значною відносною похибкою (10-15 %) і недостатньою відтворюваністю.  
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА №5. Турбідиметричне визначення сульфат-йонів у природних водах

1. ТЕМА:
турбідиметричний метод кількісного аналізу. Турбідиметричне визначення вмісту йонів речовини в різних об’єктах.


2. МЕТА: оволодіти турбідиметричним методом як одним із спектроскопічних абсорбційних методів кількісного аналізу дисперсних систем. Знаходження оптимальних умов турбідиметричного визначення, визначення концентрації речовини в розчині методом калібрувального графіка.

3.  ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1.  Основні поняття про дисперсні системи.

2.  Суть турбідиметричного і нефелометричного методів аналізу.  Відмінність турбідиметрії від нефелометрії.

3.  Основний закон світлорозсіювання. Охарактеризуйте величини, які входять в це рівняння.

4.  Оптимальні умови нефелометричних та турбідиметричних визначень.  Фактори впливу на тубідиметричне і нефелометричного вимірювання. 

5.  Практичне значення методів нефелометрії та турбідиметрії.
5. ЗМІСТ РОБОТИ

Для визначення концентрації сульфат-йонів у природній воді використовують реакцію утворення дисперсної системи малорозчинного в кислих розчинах барій сульфату (ДР = 1,1∙10–10):

SO
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  +  Ва2+  (  BaSO4↓
Для забезпечення вибірковості визначення сульфатів відносно карбонатів, фосфатів, хроматів реакцію проводять в кислому середовищі. Для одержання колоїдної суспензії BaSO4, розбавлений розчин сульфату, до якого додають натрій хлорид і хлоридну кислоту, збовтують з надлишком кристалічного барій хлориду.

Кількість і величина зерен кристалічного барій хлориду, а також інтенсивність і час перемішування повинні бути однаковими як для еталонів, так і для досліджуваних зразків.

Для збільшення стійкості суспензії в розчин рекомендується додавати захисний колоїд (кондиціонуючий розчин), наприклад, желатин, пептизуючий аґент йонного характеру або гліцерин. 
5.1. Методика проведення визначень
1. Приготувати еталонний розчин К2SO4, що містить 0,05 мг/мл SO
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, і кондиціонуючий розчин.
2. Приготувати серію стандартних розчинів калій сульфату.
3. Визначити оптичні густини стандартних розчинів і побудувати за ними  калібрувальний графік.

4. Приготувати досліджувані розчини, виміряти оптичну густину цих розчинів і визначити їх концентрацію, скориставшись калібрувальним графіком.

5.1.1. Приготування еталонного розчину К2SO4, що містить 0,05 мг/мл SO
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Для проведення визначень необхідно спочатку приготувати еталонний розчин К2SO4, що містить 0,05 мг/мл SO
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. На аналітичній вазі зважують розраховану кількість прожареного К2SO4. Кількісно переносять наважку в мірну колбу на 1 л.  Розчиняють в дистильованій воді, доводячи водою об'єм розчину до мітки. В 1 мл розчину є 0,05 мг SO
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5.1.2. Приготування кондиціонуючого розчину
60 г NaCl розчиняють в 200 мл дистильованої води в мірній колбі на 500 мл, додають 5 мл концентрованої HCl, 250 мл гліцерину і доводять об'єм дистильованою водою до мітки.

5.1.3. Приготування серії стандартних розчинів і визначення їх оптичної густини
В склянку № 1 піпеткою вносять 50 мл дистильованої води (розчин порівняння). 
Для приготування cтандартних розчинів в мірну колбу на 50 мл по черзі вносять з бюретки відповідно 5, 10, 15, 20 і 25 мл розчину К2SO4, доводять кожен раз об'єм водою до риски, перемішують і виливають в склянки №2, 3, 4, 5, 6. У кожну склянку (в тому числі і з дистильованою водою) додають піпеткою по 10 мл кондиціонуючого розчину і вносять по 0,3 г барій хлориду. Скляною паличкою енерґійно перемішують вміст склянок протягом 1 хв. Через 4 хв повторюють перемішування протягом 15 с. 

5.1.4. Вибір світлофільтру і кювети 

Для вибору світлофільтра розчин, який має найінтенсивніше забарвлення, фотометрують відносно розчину порівняння зі всіма світлофільтрами по черзі (крім № 1 і 2) і у всіх кюветах. Результати вимірювань записують в таблицю:

	№ світлофільтра
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	l=1

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=3

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	

	l=5

	А, оптична густина
	
	
	
	
	
	
	



Для роботи вибирають світлофільтр, якому відповідає найбільше значення оптичної густини при найбільшій чутливості приладу (але не більше 0,8-0,9).
Для подальшої роботи використовують світлофільтр і кювету, які відповідають найбільшому світлопоглинанню вимірюваного розчину. 
Вимірюють оптичні густини стандартних розчинів, повторюючи вимірювання для кожного з них не менше 3 разів.

5.1.5. Приготування досліджуваних розчинів  та визначення їх оптичної густини
В якості досліджуваного розчину беруть водопровідну воду, попередньо розбавляючи її. 

Для цього в мірну колбу на 250 мл (№ 1) вносять піпеткою 50 мл водопровідної води, а в іншу мірну колбу на 250 мл (№ 2) – 100 мл водопровідної води, доводячи дистильованою водою вміст кожної колби до риски. 
Після перемішування з колби № 1 (розбавлення 250/50=5 разів) переносять піпеткою 50 мл розчину в склянку № 7, а з колби № 2 (розбавлення 250/100=2,5 разів) – 50 мл в склянку № 8. Додають в склянки по 10 мл кондиціонуючого розчину і по 0,3 г барій хлориду, перемішують протягом 1 хв. 
Після 4 хвилинної перерви перемішування повторюють протягом 15 с і вимірюють оптичну густину, користуючись тими самими кюветами і світлофільтром, що й для серії стандартних розчинів. Вимірювання повторюють не менше 3 разів.

5.1.6. Побудова калібрувального графіку
Вихідні дані і результати вимірювань заносять в таблицю:
	№ склянки
	Об'єм розчину К2SO4, мл
	Вміст SO
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   в розчині, мг
	Товщина кювети l, см
	А1
	А2
	А3
	Асер.

	1

...
	
	
	
	
	
	
	


5.2. Визначення вмісту SO
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На міліметровому папері будують калібрувальний графік в координатах: оптична густина – вміст SO
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, мг/50 мл. За графіком знаходять вміст SO
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 в розбавленій водопровідній воді (Х1 і Х2). Результат аналізу виражають в мг SO
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/л нерозбавленої води, враховуючи для цього кратність розбавлення. Після закінчення роботи вимикають електроживлення приладу, миють кювети і колби.

5.3. Статистична обробка результатів аналізу
Визначити інтервал надійності значень визначуваної величини і відносну похибку середнього результату даного методу.


КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ
1. Наведіть визначення і приклади дисперсної системи. Розміри дисперсних частинок.

2. Суть турбідиметричного методу аналізу. Рівняння залежності поглинання світлової енергії дисперсною системою від її концентрації.  
3. Яка точність вимірів розглянутих методів? 
4. Які умови необхідно зберігати для забезпечення проведення турбідиметричних визначень?

5. Які прилади використовують для проведення нефелометричного і турбідиметричного аналізу? Охарактеризуйте принцип їх дії.

6. З якою метою при приготуванні суспензій використовують стабілізуючі агенти?
7. Фактори впливу на результати турбідиметричних вимірів.

8. Які і з якою метою при приготуванні суспензії використовують стабілізуючі агенти в даній лабораторній роботі? Механізм їх дії.
9. Як враховується розбавлення досліджуваних розчинів при одержанні необхідних результатів? 

10. Оптична густина розчину ферум(III) трисульфосаліцилату, виміряна при довжині хвилі 433 нм в кюветі з товщиною шару 2 см, дорівнює 0,276. Для реакції було взято 4 см3 4,3∙10-5 М розчину солі Феруму і фотометрична реакція була проведена в колбі об’ємом 50 см3. Обчислити значення молярного коефіцієнту поглинання розчину в цих умовах.

РОЗДІЛ 4. РЕФРАКТОМЕТРИЧНИЙ МЕТОД АНАЛІЗУ
4.1. Загальна характеристика методу

Рефракція – це явище заломлення променя світла на межі розділу двох середовищ, які різняться оптичною густиною. Явище заломлення світла, або рефракція променя світла, відбувається тоді, коли промінь світла, направлений під нахилом до площини розділу двох середовищ, переходить з одного середовища в інше (швидкість поширення світла в цих середовищах не однакова). Кількісно рефракцію оцінюють за кутом чи показником заломлення. 

Кожна речовина в твердому або розчиненому стані складається з певних частинок (молекул, іонів), які в різній мірі перешкоджають проходженню світла, тому при певних сталих умовах показник заломлення для кожної речовини – своя постійна величина. Показник заломлення при сталих умовах пов'язаний прямопропорційною залежністю з концентрацією розчину речовини, тому його вимірювання широко використовується в кількісному аналізі. 
Рефрактометричний метод аналізу – це метод, який ґрунтується на залежності кута або показника заломлення світла від складу досліджуваної системи. 


В рефрактометрії вимірюють відносні показники заломлення речовин.

При падінні променя світла на межу розподілу двох прозорих середовищ відбувається часткове відбиття світла від поверхні розподілу і часткове поширення світла в іншому середовищі (рис.16).



1 середовище
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                                                  2 середовище 
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Рис. 16. Заломлення світла на межі двох середовищ

Напрям поширення променя світла в другому середовищі змінюється відповідно до закону заломлення:
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 – відносний показник заломлення другого середовища по відношенню до першого( 
[image: image93.wmf]a

- кут падіння( 
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- кут заломлення.


Показник заломлення середовища по відношенню до вакууму має назву абсолютного показника заломлення. Згідно з хвильовою  теорією світла він дорівнює відношенню швидкості світла у вакуумі (
[image: image95.wmf]0
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) до швидкості світла в іншому середовищі (V): 
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Світло як електромагнітне випромінювання при проходженні крізь будь- яке середовище взаємодіє з частками речовини і змінює свою швидкість (найбільша швидкість світла у вакуумі = 3·1010 см/с).

Відносний показник заломлення – це відношення швидкостей поширення світла у двох різних середовищах:
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або з урахуванням наведеного рівняння, відношення абсолютних показників заломлення двох середовищ:
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На практиці вимірюють відносний показник заломлення рідких і твердих речовин по відношенню до повітря:
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Таким чином, відносний показник заломлення, який вимірюють по відношенню до повітря, називають просто показником заломлення і позначають літерою 
[image: image103.wmf]n

. 

Показник заломлення залежить від природи речовини, довжини хвилі падаючого світла,  температури, концентрації (для розчинів) і тиску (для газів). 
Залежність показника заломлення від природи речовини характеризується молярною рефракцією (RM):
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де n – показник заломлення світла; ρ – густина речовини, г/см3; М – молярна маса речовини, г/моль.

На основі експериментального дослідження молярної рефракції і довідкових даних про атомні рефракції можна встановити будову молекули.

Залежність 
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 від концентрації розчину має вигляд лінійного рівняння:
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 –  показник заломлення чистого розчинника( 
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  –  концентрація розчину(

[image: image109.wmf]k

 – емпіричний коефіцієнт.

Залежність показника заломлення від довжини хвилі падаючого світла називається дисперсією. Зазвичай, мірою дисперсії вважають різницю показників заломлення при двох довжинах хвиль. Тому вимірювання проводять при монохроматичному світлі й постійній температурі, що вказуються у вигляді індексів. Наприклад, символ 
[image: image110.wmf]25
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 означає показник заломлення при 250 С для блакитної лінії кадмію з довжиною хвилі (= 480 нм. Замість довжини хвилі частіше користуються літерним позначенням: 
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, де D – лінія натрію ((=589 нм) , С – лінія водню ((=656 нм), тощо.  На практиці користуються жовтою лінією спектру натрію 
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.

У разі збільшення довжини хвилі й температури показник заломлення зменшується. Зменшення 
[image: image114.wmf]n

 при зростанні температури зумовлено зменшенням густини розчину. Для забезпечення постійної температури при визначенні показника заломлення рефрактометри обладнані пристроями для термостатування.

Переваги рефрактометричного методу: висока швидкість, технічна простота і точність вимірювання показника заломлення, незначні витрати речовин і реактивів.
Показник заломлення належить до числа небагатьох констант, які можна виміряти з дуже високою точністю і малою затратою часу, володіючи тільки невеликою кількістю речовини. Рефрактометри дозволяють визначити показник заломлення з точністю до 0,01%, і для цього потрібно всього 0,05-0,5 г речовини, а вся процедура вимірів зводиться до відрахунку за шкалою.

Практично показник заломлення визначають у видимій частині спектру за допомогою приладу рефрактометра. Найчастіше використовують рефрактометри типу Аббе, який вимірює граничні кути заломлення і повного внутрішнього відбиття. Вимірюють показник заломлення від 1,3 до 1,7. 

4.2. Характеристика рефрактометра РПЛ-4

У лабораторному практикумі для вимірювання показника заломлення використовують рефрактометр лабораторний РПЛ–4 типу Аббе. Рефрактометр призначений для вимірювання показників заломлення n рідких і твердих (прозоре скло, кристали, полімери)   речовин і масової частки сахарози в хімічно чистих розчинах сахарози у воді. Рефрактометр може використовуватись для визначення масової частки сухих речовин в різних розчинах, які містять сахарозу і інші добавки, але основною речовиною в яких є сахароза.

Рефрактометр використовується для контролю технологічних процесів на підприємствах харчової, фармацевтичної, хімічної і інших галузей промисловості, а також для контролю якості харчових продуктів.
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Рис.17. Зовнішній вигляд рефрактометра РПЛ-4.
1–освітлювач, 2–світлофільтр, 3–ширма, 4–шарнір, 5–термометр, 6–пробка, 7–шкала, 8–ручка окуляра, 9–окуляр, 10–ручка дисперсійного компенсатора, 11–корпус, 12–колонка, 13–вилка роз’єму, 14–гайка, 15–основа, 16–дно.


Принципова схема рефрактометра типу Аббе наведена на рис.18:
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Рис.18. Принципова схема рефрактометра Аббе:

1–дзеркало( 2–освітлювальна призма; 4–вимірювальна призма( 3– досліджувана речовина( 5–зорова трубка( 6–призма Амічі( 7–шкала рефрактометра( 8–лінза окуляра.


Головною частиною рефрактометра є дві прямокутні призми, стулені діагональними площинами (2,4). Після проходження крізь верхню освітлювальну призму 2 світло попадає в досліджуваний розчин (3) і на межі поділу між розчином і гранню нижньої вимірювальної призми (4) (на неї наносять досліджуваний розчин) заломлюється (промінь I на рис.18). Поверхня освітлювальної призми  зроблена матовою для розсіювання світла. Потім заломлений промінь попадає до зорової трубки (5), де знаходиться система лінз і компенсатор дисперсії, який складається із двох призм Амічі (6), що можуть обертатися навколо загальної осі в протилежних напрямах. Освітлення проводиться білим (немонохроматичним) світлом. Призма Амічі склеєна з трьох частин, підібраних таким чином (різний сорт скла), що тільки жовті промені не змінюють напряму, коли проходять крізь призму. Тому показник заломлення відносять до жовтої лінії натрію D. Якщо біле світло проходить крізь компенсатор при положенні призм I (рис. 19), воно розкладеться у спектр, а при положенні призм II – залишиться не розкладеним і знову збереться у білий промінь, напрям якого буде тотожним напряму жовтого променя.    
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Рис.19. Схема двох крайніх положень призм компенсатора.

Кут нахилу призми відносно дзеркала змінюють доти, поки межа поділу темної і світлої половин не буде встановлена точно на перехресті окуляра (8). Значення показника заломлення знімають за шкалою (7).


Принцип визначення показників заломлення в рефрактометрії грунтується на вимірюванні граничних кутів заломлення і повного внутрішнього відбивання.
4.2.1. Використання методу граничного кута при вимірюванні показника заломлення 

Визначити показник заломлення на приладі можна як у прохідному (для прозорих речовин), так і у відбитому (для прозорих і непрозорих речовин) світлі. Відповідно, при вимірах використовуються два методи: метод граничного кута заломлення і метод граничного кута повного внутрішнього відбивання.

В рефрактометрі рпл−4 показники заломлення прозорих розчинів визначаються методом граничного кута заломлення.  Основною частиною рефрактометра є дві призми А і В (рис. 19), які виготовлені із скла, що має назву флінт. 
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Рис.20. Проходження променя світла через призми  в рефрактометрі рпл−4 при визначеннях методом граничного кута заломлення.
Призма В з добре відполірованою гранню є вимірювальною, а призма А – освітлювальною. Грань А1–А2, що повернута до призми В, є матовою. Вузький проміжок (~0,1 мм) між призмами заповнюється досліджуваним розчином.

Промені світла, що падають на призму А, переходять у шар розчину під різними можливими кутами (від 00 до 900), попадаючи на межу розділу між розчином та призмою В також під кутами від 00 до 900. Показник заломлення скла nc призми В більший від показника заломлення np досліджуваного розчину, а тому в призмі В заломлені промені будуть розповсюджуватись під кутами від 00 аж до граничного кута αгр.. Далі промені виходять з призми 
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 у повітря, зазнавши ще одного заломлення. На рис. 20 показано крайній промінь К–О–М–Е, що відповідає граничному куту αгр.. Якщо на шляху цього променя поставити зорову трубу, то в її окулярі побачимо поле зору, яке поділено променем на світлу і темну зони. Кут β виходу променя К–О–М–Е з призми 
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 залежить від показників заломлення  розчину np і скла – nc, а також і від заломлюючого кута φ (близько 60º) призми. Із співвідношень, які випливають із законів заломлення променів,  можна отримати формулу:
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З формули видно, що за відомими значеннями кута β і показника заломлення  скла nc можна визначити показник заломлення  розчину np. Також за цією формулою градуюють шкалу відліків np та С рефрактометра.

Користуючись рефрактометром обчислень робити не потрібно, а лише необхідно тільки навести зорову трубу рефрактометра так, щоб три риски (- - -), які видно в її окулярі, збігались з межею між темною та світлою зонами поля зору. Після цього роблять відлік показника заломлення розчину за шкалою, яку видно через окуляр зорової труби.

4.2.2. Підготовка приладу до роботи

Перевірка і встановлення нуля (юстування приладу). 

1. Юстування  проводять за дистильованою водою. Для цього знімають ширму з вікна верхньої камери, вікно нижньої камери залишається закритим. Відкривають верхню кришку камери, встановлюють освітлювальну призму горизонтально, обережно протирають обидві призми спиртом і після повного його випарування наносять декілька крапель дистильованої води на вимірювальну призму. Закривають камеру. Вода повинна повністю заповнити проміжок між освітлюваною і вимірювальною призмами. 

2. Встановлюють освітлювач таким чином, щоб поле зору було повністю освітлене, повертаючи освітлювач. 

3. Cфокусовують окуляр повертанням гайки окуляра на максимальну для очей різкість межі світлотіні, штрихів шкали і штрихів сітки. 

4. Забирають забарвленість межі світлотіні, повертаючи ручку дисперсійного компенсатора 10.

5. Отримують максимальну контрастність межі світлотіні, опускаючи чи піднімаючи освітлювач.

6. Суміщають межу світлотіні з візир-штрихами сітки, переміщуючи окуляр ручки 8 вздовж шкали. Якщо при цьому межі світлотіні проходить через ділення “1,333” шкали показників заломлення і через ділення “0%” шкали процентів, нуль встановлено правильно.

Впродовж відповідальних визначень потрібно періодично перевіряти положення нульової точки рефрактометра!
4.2.3. Вимірювання показника заломлення

1. Відкривають камеру, встановлюють горизонтально освітлювальну призму, протирають вимірювальну призму спиртом, витримують до повного його випаровування  і наносять оплавленою скляною паличкою декілька крапель досліджуваного розчину. Акуратно закривають камеру. Речовина повинна повністю заповнити проміжок між освітлюваною і вимірювальною призмами. 
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2. Вимірювання показників заломлення прозорих розчинів проводять аналогічно вимірюванню показника заломлення дистильованої води при юстуванні приладу. Середнє арифметичне значень 3 вимірів є кінцевим результатом вимірів.                                

Розрахунок концентрацій речовини за показником заломлення проводять наступними методами: 
·  за калібрувальним графіком; 
·  за таблицями; 
·  за рефрактометричним фактором. 
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА №6. Рефрактометричне визначення складу водного розчину етанолу
1. ТЕМА:
рефрактометричний метод кількісного аналізу. Рефрактометричне визначення складу бінарного розчину.

2. МЕТА: оволодіти прийомами визначення концентрації розчиненої речовини рефрактометричним методом.
3. ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Суть рефрактометричного методу аналізу, його переваги і недоліки.. 

2. Показник заломлення, його фізичний зміст. Абсолютний і відносний показники заломлення.

3. Якісний і кількісний аналіз речовин у рефрактометрії.

4. Принципова схема приладу для вимірювання показника заломлення.

5. Методика вимірювання показника заломлення рефрактометричним методом.

4. ЗМІСТ РОБОТИ
4.1. Визначення складу водних розчинів етанолу методом калібрувального графіку
4.1.1. Методика проведення визначення
1. Приготувати серію стандартних розчинів для побудови калібрувального графіка та визначити показник заломлення цих розчинів.  

2. Побудувати калібрувальний графік, використавши дані п.1 (по горизонтальній осі треба відкладати концентрації, а по вертикальній – відповідні показники заломлення).

3. Приготувати досліджувані розчини, виміряти показники заломлення цих розчинів і визначити їх концентрацію, скориставшись калібрувальним графіком.
4.1.2. Приготування серії стандартних розчинів і визначення їх показника заломлення
Готують стандартні водні розчини етанолу в співвідношеннях, вказаних в табл.1, відмірюючи із точних бюреток у пробірки з притертими пробками об'єми цих рідин:

Таблиця 1.
Об’ємні співвідношення етанолу і води 

для приготування стандартних розчинів

	Етанол, мл
	Вода, мл
	Етанол, мл
	Вода, мл

	1,0
	9,0
	6,0
	4,0

	2,0
	8,0
	7,0
	3,0

	3,0
	7,0
	8,0
	2,0

	4,0
	6,0
	9,0
	1,0

	5,0
	5,0
	
	


Розчини ретельно перемішують. Вимірюють показники заломлення етанолу і води, а також кожної суміші. Отримані  дані заносять в таблицю 2. 
Таблиця 2.

Результати вимірювання показника заломлення

стандартних розчинів  етанол-вода

	№ суміші

етанол-вода
	Об’ємна частка етанолу, 

%
	Показник заломлення

	
	
	n1
	n2
	n3
	nсер.

	вода
	0
	
	
	
	

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	

	етанол
	
	
	
	
	


4.1.3. Визначення вмісту етанолу в досліджуваних розчинах невідомої концентрації
За даними таблиці 2 на міліметровому папері будують калібрувальний графік в координатах: показник заломлення – об’ємна частка етанолу, %. За графіком знаходять вміст спирту в досліджуваному розчині. 

Паралельно визначають густину спирту в досліджуваній суміші за допомогою аерометра і за таблицями значень залежності густини розчину від концентрації спирту знаходять концентрацію спирту в розчині та порівнюють дані.

4.2. Визначення вмісту спирту в розчинах за табличними даними
Для багатьох речовин складені таблиці, в яких наведені показники заломлення розчинів з відомою концентрацією. 
Одну краплю досліджуваного розчину наносять на нижню призму рефрактометра і вимірюють показник заломлення. Вимірювання проводять три рази і розраховують середньоарифметичне значення показника заломлення. Вміст етанолу знаходять за таблицею:

Таблиця 3 

Показники заломлення водних розчинів етилового спирту при 20ºС

	Вміст етанолу, мас. %
	nD20
	Вміст етанолу, 

мас. %
	nD20
	Вміст етанолу, мас. %
	nD20

	0
	1,33297
	35
	1,35594
	70
	1,36455

	5
	1,33616
	40
	1,35800
	75
	1,36482

	10
	1,33962
	45
	1,35973
	80
	1,36489

	15
	1,34326
	50
	1,36117
	85
	1,36471

	20
	1,34695
	55
	1,36233
	90
	1,36419

	25
	1,35044
	60
	1,36328
	95
	1,36310

	30
	1,35349
	65
	1,36402
	100
	1,36130




Найчастіше показник заломлення визначають при 20°С. Якщо температура відрізняється від 20°С, то вносять поправку за такою формулою: 

nt = n20° + (20 – t) · 0,0002
де t – температура, при якій проводиться вимірювання.

Після закінчення роботи вимикають електроживлення приладу, миють посуд.

        4.3. Визначення концентрації етанолу в водному розчині за рефрактометричним фактором
4.3.1. Методика проведення визначення 


1. Приготувати два стандартні розчини етанолу відомої концентрації, виміряти показники заломлення експериментально або знайти їх показники заломлення в таблиці, і визначити за відповідною формулою рефрактометричний фактор F.  


2. Виміряти показник заломлення досліджуваного розчину етанолу невідомої концентрації.


3. Розрахувати концентрацію етанолу в досліджуваному розчині за відповідною формулою.

4.3.2.  Приготування стандартних розчинів етанолу
В пробірках готують два стандартні водні розчини етанолу з концентраціями, які різняться на 2 %. Розчини ретельно перемішують і вимірюють їх показники заломлення. 

За формулою визначають рефрактометричний фактор (фактор приросту):
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де n1 і n2 – показники заломлення стандартних розчинів, 

ω1 і  ω2 – відсоткові  концентрації стандартних розчинів.

4.3.3. Визначення концентрації етанолу в розчині невідомої концентрації
Вимірюють показник заломлення досліджуваного водного розчину етанолу невідомої концентрації.

Для розрахунку концентрації використовують формулу:
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де    n1 – показник заломлення розчину, 

n0 – показник заломлення чистого розчинника,

F – рефрактометричний фактор, який показує зміну показника заломлення при збільшенні концентрації на 1 % (2%). 

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ
1.  Назвіть основні завдання, які може вирішувати  рефрактометричний метод.
2.  В чому полягає явище рефракції?

3.  Що характеризує молярна рефракція?

4.  Що таке дисперсія?

5.  Що таке показник заломлення? Від чого він залежить?

6.  Наведіть визначення поняття і відповідні формули для абсолютного і відносного показника заломлення. По відношенню до якого середовища вимірюють показник заломлення на практиці?

7.  Наведіть залежність показника заломлення розчину від його концентрації.

8.  Назвіть складові частини рефрактометра РХЛ-4 і їхню роль.
9.  Визначити концентрацію розчину глюкози (в %), якщо відомо, що показник заломлення даного розчину дорівнює 1,3557, F = 0,00142, а показник заломлення розчинника дорівнює 1,3330.
10.   Знайти концентрацію розчину ізопропілового спирту у воді, якщо показник заломлення досліджуваного розчину рівний n = 1,3050, а показник заломлення води n0 = 1,3330. Величина фактора приросту, визначена експериментально, рівна F = 0,0022%-1.

ЛАБОРАТОРНА РОБОТА №7. Екстракційно-рефрактометричне визначення нафтопродуктів у воді 

1. ТЕМА:
екстракційно-рефрактометричний метод визначення концентрації речовини у воді  
2. МЕТА: оволодіти прийомами визначення концентрації розчиненої речовини екстракційно-рефрактометричним методом 
3. ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Теоретичні основи рефрактометричного методу аналізу.
2. Суть явища екстракції.  Формула коефіцієнту розподілу. Закон розподілу Нернста.

3. Можливості рефрактометричного методу аналізу.
4. Оптимальні умови рефрактометричних визначень. 
5. Характеристика нафтопродуктів як забруднювальних речовин.

4. ТЕОРЕТИЧНІ ВІДОМОСТІ
4.1. Загальна характеристика методу 


При аналізі вод широко використовуються лабораторні методики, які реалізуються на приладах універсального призначення. 

Екстракційно-рефрактометричний метод визначення масел і нафтопродуктів у воді ґрунтується на екстракції цих речовин із води гексаном і вимірюванні показника заломлення отриманої гексанової витяжки. Очевидно, що показник заломлення гексанової витяжки більше показника заломлення чистого гексану. Особливо підвищується він у присутності ароматичних вуглеводнів (на 5-20%).  

Екстракція. Якщо у систему із двох рідин, які не змішуються, внести речовину, яка розчиняється в обох рідинах (розчинність у яких різна), то з часом ця речовина розподілиться між двома розчинниками так, що співвідношення її рівноважних концентрацій в обох фазах С1 і С2 буде величиною сталою. Це положення було сформульоване Нернстом і відоме як закон розподілу Нернста:
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Величину kрозп називають коефіцієнтом розподілу. На законі розподілу ґрунтується екстракція (екстрагування) – процес вилучення із розчину одного або кількох розчинених компонентів за допомогою іншого розчинника. 


Екстрагування відбуватиметься тим повніше, чим більший коефіцієнт розподілу відносно взятого розчинника. Як правило, його проводять багаторазово, використовуючи невеликі порції розчинника. 

4.2. Нафта і нафтопродукти як забруднюючі речовини
Нафта і нафтопродукти (НП) – найбільш розповсюджені забруднюючіі речовини. У природних умовах до Світового океану їх надходить від 0,2 до 2 млн. т на рік. Найбільша шкода наноситься морським екосистемам морськими перевезення. Танкерами перевозиться щорічно близько 2 млрд. т нафти і НП. Під час аварій, коли розливається до 40-50 тис. т, уражаються поверхні площею близько 100 км2. Внаслідок аварій та витоків до Світового океану надходить 5-10 млн. т НП на рік, тобто набагато більше, ніж у природних умовах. Нафта і НП негативно впливають на морські біоценози, тому що їх плівки порушують обмін енергією, теплом, вологою й газами між океаном і атмосферою, а також впливають на фізико-хімічні і гідробіологічні умови, на клімат Землі, на баланс кисню в атмосфері. Потрапляючи в морське середовище, нафта розтікається у вигляді плівки, утворює плями різної потужності. На початку існування нафтових плям велике значення має процес випаровування вуглеводнів: за 12 годин випаровується до 25% легких фракцій нафти, при 15ºС води всі вуглеводні до С15 випаровуються за 10 діб.

Нафтопродукти також забруднюють поверхневі води. На хімічних виробництвах, що  переробляють нафтопродукти, часто  створюються труднощі з нейтралізацією рідких відходів виробництва – води, забрудненої нафтопродуктами. Через це значну кількість їх зливають в органічну каналізацію, утруднюючи процес очищення стічних вод в очисних цехах. Багато  нафтопродуктів потрапляє в природні водоймища, що призводить до порушення екологічної рівноваги і забруднення навколишнього середовища – гідросфери Землі. Нафтопродукти, навіть в мізерних кількостях (0,01-0,0001%), дуже забруднють питтєву воду і унеможливлюють вживання її  людиною.

Нафта і продукти її переробки – це складні суміші низько-і високомолекулярних органічних сполук таких, як аліфатичні та ароматичні вуглеводні, ненасичені гетероциклічні сполуки, смоли, асфальтени тощо. Поняття ”нафтопродукти” умовно обмежують вуглеводневою фракцією, яка становить 70-90% від суми усіх речовин, що є в нафті і продуктах її переробки. Вуглеводні, що містяться в нафтопродуктах, неполярні або малополярні речовини, і тому можуть бути екстраговані з води гексаном або петролейним ефіром. Інші складові частини сирої нафти (нафтенові кислоти, феноли тощо) не екстрагуються гексаном чи петролейним ефіром, визначаються окремо і не включаються в поняття ”вміст нафтопродуктів”.

Мінеральне масло (мінеральна олива) – це рідкі суміші  висококиплячих (tкип.=300-600ºС) вуглеводнів, в основному алкілнафтенових і алкілароматичних. Мінеральне масло отримують з мазуту – маслянистого залишку нафти після відбирання з неї світлих дистилятів (бензину, гасу, газойлю) – вакуумною перегонкою при   400-450ºС з наступним рафінуванням. Використовується в техніці як мастильний, електроізоляційний, консерваційний матеріал.

4.3. Підготовка приладу до роботи
 
Перевірка і встановлення нуля (юстування приладу). 

1. Юстування  проводять за дистильованою водою. Для цього знімають ширму з вікна верхньої камери, вікно нижньої камери залишається закритим. Головною частиною рефрактометра є дві прямокутні призми, стулені діагональними площинами – освітлювальна і вимірювальна, які мають показник заломлення no більший, ніж показник досліджуваних речовини n. Відкривають верхню кришку камери, встановлюють освітлювальну призму горизонтально, обережно протирають вимірювальну призму спиртом і після повного його випарування наносять скляною оплавленою паличкою декілька крапель дистильованої води. Закривають камеру. Вода повинна повністю заповнити проміжок між освітлювальною і вимірювальною призмами. 

2. Встановлюють освітлювач таким чином, щоб поле зору було повністю освітлене, повертаючи освітлювач. 

3. Фокусують окуляр повертанням гайки окуляра на максимальну для очей різкість межі світлотіні, штрихів шкали і штрихів сітки. 

4. Забирають забарвленість межі світлотіні (розкладання білого променя на складові частини спектра), повертаючи ручку дисперсійного компенсатора 10 (рис.16). 

5. Отримують максимальну контрастність межі світлотіні, опускаючи чи піднімаючи освітлювач.

6. Суміщають межу світлотіні з візир-штрихами сітки, переміщуючи окуляр ручки 8 вздовж шкали. Якщо при цьому межі світлотіні проходить через ділення “1,333” шкали показників заломлення і через ділення “0%” шкали процентів, нуль встановлено правильно.

4.4. Вимірювання показника заломлення

1. Відкривають камеру, встановлюють горизонтально освітлювальну призму, обережно протирають вимірювальну призму спиртом і після повного його випарування наносять оплавленою скляною паличкою декілька крапель досліджуваного розчину. Акуратно закривають камеру. Речовина повинна повністю заповнити проміжок між освітлюваною і вимірювальною призмами. 
[image: image126.wmf]

 EMBED Equation.DSMT4 [image: image127.wmf]


2. Вимірювання показників заломлення прозорих розчинів проводять аналогічно вимірюванню показника заломлення дистильованої води при юстуванні приладу. Середнє арифметичне значень 3 вимірів є кінцевим результатом вимірів.                         

Розрахунок концентрацій речовини за показником заломлення проводять за калібрувальним графіком. 

5. ЗМІСТ РОБОТИ
 
5.1. Визначення концентрації нафтопродукту у воді екстракційно-рефрактометричним методом
5.1.1. Методика проведення визначення 

1. Приготувати стандартні розчини з відомою масою нафтопродукту у воді. Провести екстракцію нафтопродукту з води гексаном. Виміряти показник заломлення стандартних гексанових розчинів нафтопродукту і побудувати калібрувальний графік.

2. Провести екстрагування нафтопродукту із досліджуваної води і виміряти показник заломлення гексанового розчину нафтопродукту.

3. Визначити вміст нафтопродукту в досліджуваній воді за допомогою калібрувального графіка. 
4. Розрахувати концентрацію нафтопродукту у досліджуваній воді (у мг/л).

5.1.2. Приготування і екстракція стандартних розчинів
У 5 пробірок місткістю 50 мл наливають по 25 мл дистильованої води,  до кожної пробірки додають певну кількість нафтопродукту (масла, гасу) (5, 10, 20, 30, 40 крапель). Розраховують масу нафтопродукту в кожній пробірці (для цього необхідно визначити масу однієї краплі). Пробірки затискають пробками і вміст збовтують протягом 10 хв. Далі проводять екстракцію нафтопродукту з води гексаном – для цього до кожної пробірки додають по 5 мл гексану і знову збовтують 5 хв. 

При збовтуванні пробірок потрібно обережно поводитися з пробкою, притримувати її силоміць, щоб уникнути довільного викиду пробки парою органічних речовин, тиск якої при збовтуванні рідин зростає! Для зменшення тиску впродовж збовтування час від часу пробірку потрібно відкривати.
По закінченні збовтування пробірки залишають на 30 хв у стані спокою з метою досягнення повного розшарування рідин. Необхідно обов’язково використовувати високі ємкості для чіткого розділення гексанового і водного шару! Впродовж цього часу пробірки повинні бути щільно закритими, щоб уникнути випаровування гексану. Потім піпеткою з верхнього органічного шару кожної пробірки відбирають пробу, вміщують її у рефрактометр і вимірюють показник заломлення. Результати занотовують до таблиці:

	№ пробірки
	Кількість крапель нафтопродукту
	Маса однієї

краплі нафтопродукту 
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	Загальна маса нафтопродукту в пробірці, 
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За даними таблиці будують калібрувальний графік у координатах 
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5.1.3. Екстрагування нафтопродукту із досліджуваної води і визначення його показника заломлення
У пробірку на 50 мл наливають 25 мл досліджуваної води, додають 5 мл гексану і збовтують 5 хв. Далі для розшарування рідин пробірку витримують у стані спокою 30 хв (пробірка повинна бути щільно закритою). Після цього піпеткою відбирають декілька крапель гексанового розчину нафтопродукту і вимірюють його показник заломлення 
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5.1.4. Визначення маси однієї краплі нафтопродукту 

Для визначення маси однієї краплі нафтопродукту необхідно виміряти на аналітичних вагах масу декількох десятків крапель нафтопродукту і поділити виміряну масу крапель на їх кількість.

5.1.5. Визначення вмісту нафтопродукту в досліджуваній воді

Вміст нафтопродуктів 
[image: image134.wmf]H

m

 (мг) у пробі води визначають за допомогою калібрувального графіка (рис.20).
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Рис.20. Калібрувальний графік для визначення маси (
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, мг) нафтопродуктів у воді за даними рефрактометричного аналізу. 

Вміст нафтопродуктів СХ (у мг/л) у досліджуваній воді розраховують за формулою: 
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– маса нафтопродуктів у досліджуваній воді, мг(
      V – об’єм проби досліджуваної води, мл.

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ

1. Поясніть зв’язок показника заломлення з природою і концентрацією речовини.
2. Що називається екстракцією і коефіцієнтом розподілу? 

3. Сформулюйте закон розподілу Нернста і наведіть відповідну формулу.

4. Назвіть склад сирої нафти і визначіть поняття ”нафтопродукти”, ”мінеральне масло”, ”гас”. Наведіть загальні формули вуглеводнів, що входять у склад мінеральних масел.

5. Наведіть визначення терміну “мінеральне масло”. Одержання і області використання мінеральної оливи.

6.   Масштаби забруднення нафтопродуктами навколишнього середовища.

7. Дайте визначення понять “нафта і продукти  її переробки” і “нафтоподукти”.
8. Розрахувати молярну рефракцію хлороформу (CHCl3), якщо його показник заломлення nД20°=1,4456, густина ρ20°=1,4891 г/см3, М=119,38 г/моль.
9. Зважаючи, що між концентрацією розчину і показником заломлення існує лінійна залежність, розрахуйте молярну концентрацію хлориду натрію у воді, якщо відомо, що для стандартного 6%-ного розчину NaCl 
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=1,3330, для досліджуваного розчину 
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=1,3382. Густина досліджуваного розчину 1,07 г/см3. 
10. Зважаючи, що між концентрацією розчину і показником заломлення існує лінійна залежність, розрахуйте молярну концентрацію етиленгліколю у воді, якщо відомо, що для стандартного 50%-вого розчину етиленгліколю 
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=1,3330, для досліджуваного розчину 
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=1,3546. Густина стандартного і досліджуваного розчину умовно приймається однаковою і становить 1,05 г/см3. 

РОЗДІЛ 5. ХРОМАТОГРАФІЧНІ МЕТОДИ АНАЛІЗУ

5.1. Загальні відомості про хроматографію
Хроматографія – це велика область фізико-хімічних методів аналізу, яка поєднує в собі як способи концентрування і розділення, так і способи ідентифікації та кількісного визначення різноманітних речовин.

Ні один аналітичний метод не може конкурувати з хроматографією за універсальністю застосування і ефективністю розділення найскладніших багатокомпонентних сумішей – дозволяють провести аналіз складних неорганічних та органічних речовин з молекулярною масою від 1 до 106, що перебувають у газуватому, рідкому і навіть твердому агрегатному стані.
Застосування хроматографічних методів для розділення білків мало величезний вплив на розвиток сучасної біохімії, фармацевтики, криміналістики, терапевтичного моніторингу у зв'язку із зростанням нелегального вживання наркотиків, ідентифікації антибіотиків, допінг-контролю, аналізу найбільш важливих класів пестицидів. Хроматографічні методи на сучасному етапі використовуються спеціалістами в різноманітних сферах науки та промисловості, зокрема, в таких як медицина, біологія, фізика, геологія, біотехнологія, хімічна та фармацевтична промисловість тощо. Це один із найважливіших аналітичних методів.
Всі сучасні хроматографічні методи володіють рядом загальних, причому дуже суттєвих рис:

1) хроматографія – це динамічний процес;

2) в будь-якому із варіантів хроматографічного методу обов’язкова наявність двофазової системи;

3) в основі всіх хроматографічних методів лежить процес встановлення рівноваги між нерухомою і рухомою фазами; 

4) висока роздільна здатність процесу розділення;

5) м'які умови розділення.

Хроматографічні методи аналізу класифікуються за такими ознаками:

· за агрегатним станом рухомої фази – газова або рідинна;

· за механізмом розділення – адсорбційна, розподільча, іонообмінна, осадова;

· за способом переміщення компонентів проби відносно сорбенту – елюентна, фронтальна, витиснювальна хроматографія;

· за способом апаратурного оформлення процесу – колонкова (насадкова, капілярна), площинна (паперова і тонкошарова).

Запропонував хроматографію російський ботанік M.C. Цвєт. В колонці, заповненій CaCO3, він розділяв пігменти рослин. Рухомою фазою служив діетиловий ефір. Саме цим методом він виявив, що в екстракті зеленого листя міститься 2 хлорофіли, 4 ксантофіли і каротин.
Згідно класифікації хроматографічних методів за апаратурним оформленням в найпоширенішій – колонковій – хроматографії нерухомою (стаціонарною) фазою служить тверда речовина (сорбент) або плівка рідини, нанесена на тверду речовину; рухомою фазою – рідина або газ. Їх зазвичай поміщають в скляну або металеву трубку, що називають колонкою. Рухому фазу, що вводиться в шар нерухомої фази, називають елюентом, а рухому фазу, що виходить з колонки і містить розділені компоненти, – елюатом. 
Компоненти аналізованої суміші (сорбат) разом з рухомою фазою пересуваються уздовж стаціонарної фази. B залежності від сили взаємодії з поверхнею сорбенту (за яким-небудь механізмом) компоненти переміщаються уздовж колонки з різною швидкістю. Одні компоненти залишаються у верхньому шарі сорбенту, інші, з меншим ступенем взаємодії з сорбентом, знаходяться в нижній частині колонки, деякі покидають колонку разом з рухомою фазою. Таким чином компоненти розділяються. 

Найширшого розповсюдження набула газова хроматографія з використанням процесу адсорбції на твердих пористих речовинах (силікагелях, цеолітах, активованому вугіллі, полімерах) або абсорбції на поверхні рідини. В першому випадку хроматографія називається газо-адсорбційною, в другому – газорідинною. Як правило, розділення відбувається в колонках з внутрішнім діаметром 3-4 мм, довжиною 1-10 м, заповнених дрібними зернами адсорбенту діаметром 0,1-0,5 мм або пористим твердим носієм, на поверхню якого нанесений шар рідкого абсорбенту. Інколи абсорбент наносять на стінку довгої (20-100 м) капілярної трубки  з внутрішнім діаметром 0,2-0,5 мм. В цьому випадку хроматографія називається капілярною. 

Отже, розділення компонентів суміші в хроматографічній колонці зумовлене їх різним утримуванням у нерухомій фазі. Молекули утримуються в результаті дії міжмолекулярних сил притягання або так званих сил Ван-дер-Ваальса, які мають електростатичну природу та виникають між сорбентом і сорбатом. 

Прилади, за допомогою яких виконується колонкове хроматографічне розділення сумішей і їх аналіз, називаються хроматографами. В залежності від агрегатного стану рухомої фази вони поділяються на газові та рідинні.
5.2. Хроматограма та її характеристики 
Газові хроматографи дають можливість фіксувати сигнал, який залежить від складу елюента на виході з колонки, зокрема на рухомій паперовій стрічці. На діаграмі фіксується сигнал детектора від моменту введення проби до виходу останнього компонента проби.

У сучасній хроматографії хроматограма – це графік залежності величини аналітичного сигналу (чи концентрації речовини/речовин) від об'єму рухомої фази або часу проведення аналізу. 

Система координат для хроматограми така: 

· по осі абсцис відкладають 

·  в основному об’єм газу-носія в мл, що проходить через колонку; 

·  або при постійній його швидкості – час досліду у хв, пропорційний об’єму газу;
·  або відповідний їм відрізок на хроматограмі  відстань утримування в см; 

· по осі ординат – зміну концентрації компонента, що хроматографується по виходу його з колонки.

Хроматограма може містити одну і більше кривих елюювання окремих компонентів (залежно від складу суміші). Криві елюювання ще називають хроматографічними піками. 

На рис.21 зображено криву елюювання одного компонента. При відсутності проби через колонку проходить тільки газ-носій і реєстратор настроюється таким чином, що перо самописця виписує пряму лінію АВ, паралельну краю діаграми. Ця пряма називається базовою лінією. 

Після введення за допомогою дозатора порції аналізованої суміші в т. А, вона проходить крізь шар нерухомої фази. 

Якщо компоненти суміші мають різні сорбційні властивості, вони просуваються вздовж колонки з різними швидкостями і через деякий час з колонки будуть виходити бінарні суміші газу-носія з розділеними компонентами суміші. 

Зміна складу газу викличе відхилення пера самописця від базової лінії, і вихід компонентів буде зафіксовано у вигляді хроматографічних піків, величина яких  пропорційна концентрації цього компоненту. Таким чином фіксується ряд піків, число яких дорівнює кількості компонентів суміші. 

За результатами вимірювання параметрів хроматографічних піків здійснюється якісний та кількісний аналіз сумішей речовин.
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Рис.21. Хроматограма та її характеристики.

Хроматограма є двомірним сигналом у елюентних методах аналізу, який має такі параметри:

1. Параметри утримування інертного компонента. 

Так як колонка має незаповнений адсорбентом простір, то для точного визначення часу і об’єму утримування компонента суміші необхідно враховувати час і об’єм утримування компонента, коли він перебуває тільки у вільному, незаповненому просторі колонки. 
Для цього в пробу спеціально додається речовина, яка як і рухома фаза не має здатності сорбуватися в нерухому фазу – інертний компонент, наприклад, коли газом-носієм є азот,  то додають гелій.

а) час утримування інертного компонента (to) (вільний час, мертвий час)  – час, який інертний компонент проходить від моменту введення проби до виходу максимуму концентрації (АА'). В цьому випадку речовина рухається із швидкістю газу-носія і проходить об'єм колонки, вільний від нерухомої фази:

t0 = V0/ω ,





 

де V0 – вільний об'єм колонки;

ω – об'ємна швидкість газу-носія, мл/с. 
Час утримування (t0) вимірюють секундоміром від моменту введення проби до виходу максимуму піка.

t0 залежить від конструктивних особливостей хроматографічної колонки – її розмірів та щільності упакування сорбенту, через це в колонках з однаковим сорбентом, але з різним ступенем щільності його упакування вільний час може бути різним. 
б) об'єм утримування інертного компонента (вільний об’єм колонки) – об'єм газу-носія, який проходить крізь колонку від моменту введення проби до виходу максимуму концентрації):

V0 = t0∙ ω . 





 

Зазвичай вільний об'єм колонки розраховують за цією формулою, вимірявши ω та t0. Величину ω вимірюють, під'єднуючи пінний витратомір до виходу елюату з детектора. 
2. Параметри утримування компонента суміші.

а) час утримування компонента (tr) – час, який проходить від моменту введення проби до моменту виходу максимуму концентрації компонента (відрізок АC в координатах С – t, хв). В цьому випадку речовина повинна пройти не тільки вільний об'єм колонки, але і частину об'єму нерухомої фази, в якій вона сорбується. 
Цей період часу складається з часу t0 перебування молекул сорбату у вільному, незаповненому сорбентом об'ємі колонки (відрізок AА') та з часу t´r, впродовж якого молекули сорбату знаходяться в сорбованому стані (відрізок А'C). 
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Цей об'єм пропорційний об'єму нерухомої фази (sorbent) VS і коефіцієнту Генрі компонента K:
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Величина tr залежить від t0, а, отже, і від конструктивних особливостей хроматографічної колонки, через це в колонках з однаковим сорбентом, але з різним ступенем щільності його упакування tr, як і t0, може бути різним. 
Тому справжню адсорбційну здатність даної колонки, від якої залежить швидкість просування речовини, характеризують так званим виправленим часом утримування t'r:
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б) об'єм утримування компонента (Vr) – об'єм газу-носія, який проходить через колонку від моменту введення проби до виходу максимуму концентрації компонента (відрізок АC в координатах С – V, мл):
Vr = tr∙ω
Виправлений об'єм утримування:
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в) величина t'r залежить також від маси адсорбенту (m, г) та температури (t, °С). Тому більш універсальною характеристикою швидкості руху адсорбату вздовж колонки за певної швидкості потоку рухомої фази є питомий об'єм утримування (Vпит) – виправлений об'єм утримування,  віднесений до маси сорбенту m:
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де де m – маса сорбента, 

ρ – густина сорбента, 

T  – температура колонки. 
Vпит. ≈ K, тобто коефіцієнт Генрі  характеризує величину утримування сорбату одиницею об’єму нерухомої фази. Тому величина Vпит – фізико-хімічна константа, яка залежить тільки від властивостей речовини, сорбента і температури та не залежить від концентрації речовини і маси сорбенту.

Практично на хроматограмі вимірюють такі параметри утримування: відстань утримування lr (мм) для кожного компонента досліджуваної суміші і несорбованого газу l0 (мм). 

Якщо відома швидкість руху діаграмної стрічки (U, мм/с) та витрата газу-носія (ω, мл/с), то можна порахувати час (tr, c) і об’єм (Vr, мл) утримування:
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Як сказано вище, параметри утримування залежать не тільки від характеристики колонки та умов хроматографування, але і від конструкції хроматографа: величин так званих мертвих об’ємів – з’єднуючих ліній між дозатором і колонками, між колонками і детектором. Параметри утримування інертного компонента (V0, t0, l0) дають можливість оцінити величину мертвих об’ємів. 

Тому обчислюють і використовують для якісного аналізу виправлені параметри утримування (Vr´, tr´, lr´), які не залежать від конструкції хроматографа:
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5.3. Особливості газової хроматографії 
Поняття газової хроматографії об'єднує всі варіанти, в яких рухомою фазою є гази або речовини в газуватому стані. 

Газова хроматографія є одним із найефективніших і найпоширеніших аналітичних методів розділення та визначення хімічних сполук.  За допомогою газової хроматографії виконується біля 50 % всіх хроматографічних аналізів. Він є універсальним методом аналізу, який дає змогу розділяти й кількісно визначати різні суміші, включаючи низькокиплячі газуваті сполуки та суміші рідких і твердих речовин. Широко використовують для речовин, які можуть перебувати в газо- або пароподібному стані за температури до 300-400 °С, особливо органічних. Цим вимогам відповідає близько 5% відомих органічних сполук, але саме ці сполуки складають 70-80% сполук, які використовує людина в сфері виробництва і побуту.
В газовій хроматографії зразок переводять в газоподібний стан і він розподіляється між нерухомою фазою і рухомою фазою, в якості якої використовують газ-носій. Розділення досягається за рахунок встановлення рівноваги газоподібних речовин між газом-носієм і нерухомою фазою. При цьому розподіл молекул речовини між нерухомою фазою сорбенту та газуватою рухомою фазою може ґрунтуватися:

·  на їx адсорбції на поверхні твердого сорбенту  – в газоадсорбційній хроматографії. Адсорбція може бути зумовлена ​​неспецифічними (орієнтаційними, індукційними і дисперсійними) та специфічними взаємодіями (комплексоутворенням, або  утворенням водневого зв'язку) і залежить від природи адсорбенту та сорбату;

·  розчиненні в рідкій нерухомій фазі, закріпленій на пористому твердому носії – в газорідинний хроматографії.

В аналітичній практиці газорідинну хроматографію використовують значно частіше, ніж газоадсорбційну. Це зумовлено надзвичайно широким асортиментом рідких нерухомих фаз з урахуванням не тільки їх полярності, а й також хімічної природи. До того ж ізотерми сорбції при розділенні речовин у системі фаз "рідка-газова" є прямолінійними у ширшому інтервалі концентрацій, ніж у системі фаз "тверда - газова".

Рівновага в газовій фазі встановлюється швидко, тому ефективність є достатньо високою. 
Існує багато різних рухомих фаз, однак найважливішим в газовій хроматографії є вибір природи нерухомої фази. 
Адсорбенти мають виявляти такі основні властивості:

· хімічну інертність відносно компонентів суміші і рухомої фази;

· відсутність каталітичної активності;

· селективність;

· механічну стійкість;

· лінійність ізотерми адсорбції, що забезпечує сталість утримуваного об'єму за різних концентрацій адсорбату;

· доступність.

Для правильного вибору нерухомої фази в газорідинній хроматографії необхідно керуватися такими правилами:

1. Сили взаємодії компонентів з розчинником, який використовується в якості нерухомої фази, повинні діяти селективно, тобто вибірково. Важливе значення при виборі нерухомої фази мають полярність розчинника, здатність хімічно взаємодіяти з компонентами суміші чи утворювати водневі зв’язки і деякі інші. 

2. Рідка фаза повинна бути малолеткою і не розкладатися при робочій температурі колонки.

3. Мають бути виключені необоротні реакції між речовиною рідкої фази і компонентами суміші, що аналізується, а також твердим носієм і газом-носієм.

Більшість умов проведення хроматографічних розділень були підібрані дослідним шляхом, зараз цю інформацію можна отримати з баз даних. 

Успішне використання газової хроматографії пояснюється її значними перевагами перед іншими методами аналізу:

1. Передусім газовій хроматографії притаманна висока роздільна здатність, зумовлена можливістю використання капілярних колонок довжиною до декількох десятків і сотень метрів і діаметром 0,2-1 мм, 

2. Можливість проведення аналізу як в ізотермічному, так і в програмованому термічному режимах.

3. Використання щільно упакованих набивних колонок малого діаметру, а також капілярних колонок із тонким шаром нерухомої рідкої фази, тобто невеликих об'ємів Vа  і V0 (об'єми відповідно нерухомої і рухомої (вільний об'єм колонки) фаз) значно прискорює аналіз. За експресністю аналізу багатокомпонентних сумішей газова хроматографія поза конкуренцією. Наприклад, жодним іншим методом неможливо протягом 1 год проаналізувати нафтопродукти, що складаються з багатьох десятків компонентів. 

4. Висока чутливість газохроматографічного аналізу (10-9-10-12 г/см3). 

5. Мала кількість проби для аналізу (0,1 мг і менше).
6. Хороша відносна точність (0,1-1 %). 
7. Можливість автоматизації і безпосереднього контролю складу технологічних потоків.
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА  № 8. Вивчення роботи хроматографа “Цвет-100” 

1. ТЕМА: технічні характеристики, будова  і принцип роботи газового хроматографа “Цвет-100”. 

2. МЕТА: вивчити  якісні характеристики хроматограми елюентного виду, технічні характеристики, схему та принцип роботи газового хроматографа “Цвет-100” і його блоків.

3. ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Особливості хроматографічних методів аналізу.

2. Застосування хроматографічних методів аналізу.

3. Принципи детектування в газовій хроматографії. 

4. Принципова схема газового хроматографа.

5. Прицип дії полум’яно-іонізаційного детектора, катарометра.

4. ТЕОРЕТИЧІ ВІДОМОСТІ 

4.1. Принципова схема газового хроматографа
Кожен газовий хроматограф складається з таких блоків (рис.22):

1. Джерело газу-носія (1). Призначення – постачання, очищення, регулювання та вимірю​вання витрати газу-носія (елюента).

2. Дозатор проби (2). Призначення - введення в потік газу-носія порції суміші для аналізу. Суміш може бути газоподібна, рідка або тверда. В двох останніх випадках вона повинна пере​водитися в пароподібний стан перед змішуванням з газом-носієм за допомогою електронагріву. 
3. Хроматографічні колонки (3). Призначення – розділення багатокомпонентної суміші на бінарні суміші газу-носія з розділеними компонентами аналізованої суміші.  Колонки характеризуються наступними параметрами:
l – довжина колонки чи довжина шару сорбента, см; 

S – площа поперечного перерізу, см2, 

χ – частка вільного об’єму колонки (об’єм, що аймає газ-носій і об’єм пор твердої фази);  

χ1 – частка об’єму, який займає сорбент (рідка фаза для газорідинної хроматографії і тверда фаза  – для газоадсорбційної); 

Vр. – об’єм нерухомої рідкої фази, см3, Vр=χ1 ·l ·S; 

V0 – об’єм газової фази, см3, V0.= χ ·l ·S;

Vа. – об’єм твердого носія (адсорбента), см3. 

Інколи розділення компонентів повинно проходити при підвищених температурах. У цьому випадку блок хроматографічних колонок комплектується системою термостатування (6). 
4. Детектор (4) - пристрій, який перетворює склад суміші, що поступає в нього з хроматографічної колонки, в переважно електричний сигнал. Встановлюється безпосередньо на виході газу з колонки і дозволяє зафіксувати зміну концентрації чи потоку речовини суміші в міру його вимивання з колонки (диференціальний детектор) або загальну кількість компонентів, що вимиваються (інтегральний детектор). Блок детекторів також обладнується термостатом.

5. Реєстратор (5). Призначення – записувати сигнал детектора у графічному чи цифровому вигляді.

Для виконання газохроматографічного аналізу хроматограф спочатку виводять на сталий режим роботи, створенням сталої швидкості подачі газу-носія в колонку, певної її температури, а також стабільності подачі необхідних газів у детектор. Потім за допомогою шприца вводять пробу. При цьому температура дозатора-випарника має забезпечувати практично миттєвий перехід проби з рідкого стану в пароподібний. 
При проходженні газу-носія крізь колонку компоненти проби у вигляді окремих зон потрапляють в елюат і на екрані комп'ютера реєструються відповідні криві елюювання. Якісний і кількісний аналіз виконують на основі кривих елюювання.
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Рис.22. Принципова схема газового хроматографа.

4.1.1. Матеріал, розміри і форма колонок 

Матеріал колонок має бути інертний до речовин, з яких складається проба. Найчастіше їх виготовляють з нержавіючої сталі, міді, алюмінію, латуні, скла, кварца і тефлона. 
Хроматографічні колонки різних довжин і діаметрів (рис. 23) виготовляють із матеріалів, які не взаємодіють з газом-носієм і компонентами проби. Наповнюють колонки твердими адсорбентами або нерухомими рідкими фазами, адсорбованими на твердих носіях, у заводських умовах із забезпеченням максимальної щільності й рівномірності їх упакування. Колонки застосовують набивні аналітичні (довжиною 20 см-20 м, внутрішнім діаметром 3-6 мм, кількістю теоретичних тарілок 500-20 000) і препаративні (довжиною 1-20 м, внутрішнім діаметром 10-100 мм, кількістю теоретичних тарілок 500-10 000), капілярні (довжиною 20-150 м, внутрішнім діаметром 0,25-0,5 мм, кількістю теоретичних тарілок до 1000000). Довжина колонки повинна бути такою, щоб забезпечити необхідне розділення компонентів, і вибирається експериментально. В основному буває достатньо 1-3 м. Термостат колонок може підтримувати температуру від -60 до 450 °C і змінювати її при програмуванні зі швидкістю 1-120 °С/хв.
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Рис.23. Газохроматографічні колонки: а – U-подібна; б – W-подібна; в – спіральна; г – плоскоспіральна.

Зручною формою хроматографічної колонки є спіральна, бо дозволяє найкомпактніше розмістити її у термостаті. Однак треба мати на увазі, що для досягнення високої ефективності, діаметр спіралі не повинен бути меншим певної величини, яка пов’язана з внутрішнім діаметром колонки :
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. Діаметр зерен нерухомої фази повинен бути в 8-10 разів менший ніж діаметр колонки.
Спіральні колонки при заповненні сорбентом для однорідності упаковки рекомендується випрямляти.

4.1.2. Детектор

Одним із найважливіших блоків хроматографічної колонки є детектор – прилад, функція якого полягає в безперервній фіксації залежності концентрації, потоку чи кількості речовини на виході з колонки від часу.


Найпоширенішою є класифікація детекторів на 2 типи:


1. Диференційні  – передають миттєво значення концентрації чи потоку в часі. Їх поділяють в свою чергу на:

а) потокові – фіксують добуток концентрації на швидкість потоку. Потокові детектори є деструктивними, молекули в них реагують і перетворюються на іони. Сигнал детектора пропорційний кількості молекул, яка досягла вимірювального елемента детектора за одиницю часу. Межа визначення виражається в одиницях маса/час (г/с);

б) концентраційні – фіксують зміну концентрації на виході з колонки. Концентраційні детектори не деструктивні, їх сигнал пропорційний концентрації речовини в детекторі. Межа визначення виражається в одиницях маса/об'єм (г/дм3, г/см3).

2. Інтегральні – сумують кількість речовини за певний проміжок часу, передають загальну кількість речовини, що пройшла через детектор. 


Детектор призначений для безперервного визначення концентрації речовин в елюаті, шляхом вимірювання певного фізико-хімічного або фізичного параметра, пропорційного концентрації речовини. Від детектора залежить чутливість і точність виконаного за допомогою газового хроматографа аналізу. 

На сьогодні для газової хроматографії запропоновано понад 50 типів детекторів, різних за принципом дії, чутливістю і практичним призначенням детектори. Розглянемо найважливіші типи детекторів.


В детектор поступають бінарні суміші компонентів проби з газом-носієм, тому принцип детектування може грунтуватися на вимірюванні будь-якої фізичної властивості компонентів, яка відмінна від властивостей газу-носія, або специфічних властивостей речовин. 


У газовій хроматографії використовуються такі основні принципи детектування:

1. Залежність теплопровідності газової суміші від її складу (детектор за теплопровідністю).

2. Тепловий ефект спалювання горючих компонентів на нагрітій до високої температури платиновій нитці (термохімічний детектор).

3. Іонізація органічних сполук у полум'ї водневого пальника (полум'яно-іонізаційний детектор).

4. Іонізація органічних сполук під дією зіткнення з метастабільними атомами аргону, які утворюються від впливу радіоактивного β-випромінювання (аргоновий детектор).

5. Захоплення електронів молекулами органічних сполук (детектор за захопленням електронів).

6. Зменшення іонізації полум'я з атомами лужних металів у присутності фосфор- і галогеновмісних сполук (термоіонний детектор).

7. Залежність густини газової суміші від її складу (детектор за густиною).

8. Специфічне випромінювання фосфор- і сірковмісних сполук у полум'ї водню (полум'яно-фотометричний детектор).

9. Залежність перепаду тиску на діафрагмі від складу газової суміші (діафрагмовий детектор).

Крім цих методів, постійно розробляються нові принципи детектування для забезпечення більшої чутливості аналізу. 
Найбільш розповсюдженими детекторами є детектори за теплопровідністю і полум'яно-іонізаційні детектори.

Детектор за теплопровідністю (ДТП) – катарометр, диференційний концентраційний детектор. Принцип дії детектора грунтується на тому, що нагріте тіло втрачає тепло зі швидкістю, яка залежить від теплопровідності оточуючого газу. Тому швидкість  теплопередачі може використовуватись для визначення складу газу. 

Теплопровідність суміші газів є адитивною функцією і сигнал детектора залежить від різниці теплопровідностей газу-носія і компонента суміші. Для збільшення чутливості як гази-носії використовують He або H2, які мають найбільшу теплопровідність і найбільш відрізняються за коефіцієнтом теплопровідності від компонентів суміші. 

Основними елементами комірки по теплопровідності в катарометрі є металічна нитка (W, Pt), згорнута в спіраль і розміщена всередині камери детектора в металічному блоці. Катарометр має 2 камери: через одну (камеру порівняння) пропускають чистий газ-носій, через другу  (вимірювальну) – газ, що виходить з колонки. При однакових складах газів в камерах сигнал на клемах самописця дорівнює 0 і самописець пише базову лінію. При зміні складу газу змінюється характер тепловіддачі нагрітої нитки камери, внаслідок чого змінюється опір відповідного плеча моста. В результаті електрична рівновага моста порушується і на клемах самописця виникає різниця потенціалів, яка реєструється самописцем. Катарометр  особливо часто використовується при аналізі газоподібних сумішей чи інертних газів.

Цей детектор відрізняється простотою конструкції, надійністю і має достатню чутливість (10-3 % об. за пропаном при використанні Не як газу-носія). Недоліком детектора є можливість корозії матеріалу провідника при підвищених температурах.
Полум'яно-іонізаційний детектор (ПІД)

Більшість органічних сполук здатні іонізувати в полум’ї, утворюючи, в основному, катіони. Робота ПІД основана на тому, що органічні речовини, попадаючи в полум’я водневого пальника, іонізуються, внаслідок чого в камері детектора, який є одночасно іонізаційною камерою, виникає струм іонізації, сила якого пропорційна кількості заряджених частин. На виході з хроматографічної колонки суміш проходить крізь пальник і згоряє в атмосфері повітря між двома металічними електродами. До електродів прикладається постійна напруга 40-300 В. Якщо з колонки виходить тільки газ-носій (Не, N2), полум'я слабко іонізоване і між електродами проходить струм порядка 10-14 А. При попаданні з колонки в полум'я органічних сполук, вони іонізують​ся, внаслідок чого між електродами проходить струм іонізації, сила якого досягає 10-10-10-8 А. Іонізаційний струм пропорційний кількості заряджених частинок, а значить і концентрації органічних сполук. 
Висока чутливість ПІД (10-4-10-5 %) зробили його найрозповсюдженішим детектором для визначення мікродомішок і для роботи з капілярними колонками. Чутливість ПІД пропорційна кількості атомів Карбону в молекулі вуглеводню. Недоліком ПІД є нечутливість його до неорганічних сполук, таких як повітря, оксиди Карбону, Сульфуру, Нітрогену, Фосфору, Н2S, H2O, і деяких органічних сполук з карбоксильними чи карбонільними групами – CH2O, HCOOH.

5.  ЗМІСТ роботи

5.1. Призначення
Хроматограф лабораторний “Цвет-100” призначений для якісного та кількісного аналізу рідких та газоподібних органічних та неорганічних речовин з температурою кипіння до +450 0С. При використанні додаткового обладнання забезпечує збагачення та піроліз речовин, що аналізуються.

5.2. Технічні характеристики
5.2.1. Газове живлення хроматографа лабораторного “Цвет-100” здійснюється від джерел водню (1,2-2,0 кгс\см2), повітря(2,5кгс\см2 ) та в якості газа-носія,  при роботі з детектором іонізації в полум’ї, термоіонним детектором і детектором теплопровідності використовуються інертні гази - азот, аргон, гелій або вуглекислий газ (3,5-4кг\см2 ). Повітря повинно містити не більше 4,8г\м3 вологи, масла - 3,0 мг\м3, пилу не більше 4 мг\м3. 

5.2.2. В хроматографі використовуються стальні, скляні та фторопластові набивні (насадочні) колонки з довжиною 1-3 м, стальні і скляні мікроколонки довжиною 1-2 м, або капілярні колонки  довжиною 50 м.

5.2.3. Система термостатування колонок і детектора забезпечує установку температури від +50 до +400 0С з похибкою +3-5 0С, а також лінійне програмування температури зі швидкістю 1-320 С\хв з похибкою на більше 10%. Похибка термостатування проб  - не більше 0,2 0С. 

5.2.4. В хроматографах серії “Цвет-100” використовуються п’ять систем  детекторів:

1 - детектор іонізації в полумї (ДІП),

2 - термоіонний детектор (ДТІ),

3 - детектор по теплопровідності (ДТП),

4 - детектор густини (ДГ),

5-детектор постійної швидкості рекомбінації (ДПР).

Можливе одночасне використання двох детекторів.

5.2.5. Час виходу на робочий режим на ДІП не перевищує 1,5 год, а при роботі на інших детекторах –2 год.

5.2.6. Дрейф нульової лінії  і рівень флуктаційних перешкод  не перевищує 3% в ізотермічному режимі або 0,5% при програмуванні температури.

5.2.7. Границі допустимої похибки в контрольній пробі речовини  - 15-25% в інтервалі введеної кількості речовини 3·10-6  мг – 1,2·10-3 мг.

5.2.8. Коефіцієнт перетворення-чутливості по ДІП – 1·107см·с\мг, по ДТІ – 5·107см·с\мг, по ДПР – 5·108см·с\мг, по ДТП – 2·104см·с\мг, по  ДП –2,5·103см·с\мг.

5.2.9. Випадкова похибка хроматографа при вимірі висоти та площі піків інтегратором  – 1-5%.

5.2.10. Випадкова. похибка хроматографа при вимірі часу виходу і витримки компонентів –1%.

5.2.11.  Найбільше значення  маси речовини, що визначається:     ДІП – 5·10-2 мг, ДТІ – 7·105 мг, ДПР – 5·10-7 мг, ДТП – 0,2 мг, ДП – 0,1 мг.
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5.3. Будова  і принцип роботи газо-рідинного хроматографа “Цвет-100”
5.3.1. Дія пристрою основана на використанні методів газо-адсорбційної і газо-рідинної хроматографії на набивних і капілярних колонках в ізотермічному режимі і режимі лінійного програмування температури.

5.3.2. Хроматографи складаються із окремих блоків, конструкційно не зв’язаних між собою. Функціональні зв’язки між блоками (газові і електричні) хроматографів всіх моделей показані на загальній схемі (рис.25).

5.3.3. Взаємодія блоків при роботі хроматографа здійснюється наступним чином:

а) за допомогою блока підготовки газів БПГ-37 (ППР-1) здійснюється встановлення, регулювання і стабілізація витрати газу-носія через хроматографічні колонки (функціональний звязок БПГ-37–ТК-15), регулювання і стабілізація порівнюючого потоку детектора ДП у всіх моделях, які мають цей детектор, і продувного потоку детектора ДПР в хроматографах моделей 109, 110 (функціональний зв’язок БПГ-37–ТД-16);

       б) блок підготовки газів БПГ–48 використовується для продувки детектора ДПР, для встановлення, регулювання і стабілізації розходу газу-носія через колонку в деяких моделях, які не мають режиму програмування температури колонок (функціональний зв’язок БПГ-48– ТД-16  і  БПГ-48 – ТК-15);

       в) за допомогою підготовки блоку газів БПГ-38 (БПВВ-1) здійснюється живлення воднем і повітрям комірок детекторів ДІП і ДТІ (функціональний зв’язок БПГ-38 – ТК-15);

       г) регуляторами температури РТ-09 і РТ-17 здійснюється встановлення і автоматична стабілізація необхідної температури в термостатах колонки і детекторів (функціональні зв’язки РТ-09 – ТК-15 і РТ-17 – ТК-16);

      д) програматором температури ПТ-05 через терморегулятор РТ-09 здійснюється задання швидкості програмування температури колонок, задання початкової і кінцевої температур програмування, повернення завдання початкової температури після закінчення програми (функціональний зв’язок ПТ-05 – РТ – ТК-15);

     е) за допомогою блоку живлення катарометра і густиноміра БПК-20 здійснюється живлення детектора ДТП (або ДП) стабілізованою напругою постійного струму, встановлення необхідних меж вимірювання сигналу детектора, видача сигналу на електронний автоматичний потенціометр КСП-4  (функціональні звязки БПК-20 – ТД-16, БПК-20 – БР – ТД-16 і БПК-20 – КСП-4);

       ж) блок стабілізованих джерел живлення іонізаційних детекторів і контролю температур БПД-19, крім основних функцій живлення детекторів ДІП, ДТІ, ДПР постійною напругою біля 300 В і контролю температури в термостатах та випарнику, виконує функції регулятора температури випарника – встановлення і автоматичну стабілізацію температури (функціональні зв’язки БПД-19 – ТК-15 і БПД-19 - ВБ – ТД-16);

      з) вимірювач малих струмів ІМТ-05 використовується для підсилення і вимірювання сигналів іонізаційних детекторів ДІП, ДТІ, ДПР і видачі сигналів на електронний автоматичний потенціометр КСП–4 (функціональні зв’язки ІМТ-05 – ТК-15, ІМТ-05 – ВБ  і  ІМТ-05 – КСП - 4).

5.4. Облаштування і робота блоків хроматографа “Цвет-100”
5.4.1. Облаштування і робота блоків хроматографів наводяться в технічному описі блоків, які входять в комплекти документації хроматографів.

5.4.2. Всі детектори, які застосовуються, мають особистий технічний опис і інструкцію по експлуатації, якими потрібно користуватися при вивченні і експлуатації приладу.

5.4.3. Запис сигналів детектора здійснюється за допомогою електронного автоматичного потенціометра типу КСП-4 зі шкалою 1 мВ або 10 мВ. При цьому з метою забезпечення можливості роботи з будь-яким детектором вимірювальна схема потенціометра зі шкалою 10 мВ змінена таким чином, що можлива робота на двох шкалах: 10 мВ (стандартна) і 2 мВ (додаткова). Шкала 10 мВ може використовуватись при роботі з будь-яким детектором, шкала 2 мВ використовується тільки при роботі з катарометром і густиноміром. Переключення шкал здійснюється тумблером, розміщеним зверху на висувній рамі потенціометра і оснащеним відповідним маркуванням положення. Після кожного переключення необхідно провести регулювання підсилення у відповідності з інструкцією на КПС. 
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Рис.25. Функціональні звязки між блоками (газові і електричні) всіх моделей на прикладі загальної схеми хроматографа серії “Цвет-100”
Експлуатація автоматичного електронного потенціометра повинна проводитися у відповідності з інструкцією заводу-виробника КСП.

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ
1. У чому унікальність хроматографії? Хто і коли запропонував хроматографічний аналіз?

2. Розкрийте суть хроматографічного розділення.  

3. Характерні особливості хроматографічних методів.

4. За якими принципами класифікують хроматографічні методи?
5. Основні елементарні акти процесів хроматографічного розділення.

6. Наведіть принципову схему газового хроматографа і назвіть функції основних його блоків.

7. Матеріал, розміри і форма хроматографічних колонок. Якими параметрами характеризуються хроматографічні колонки?

8. Два сусідніх піки, отримані при хроматографуванні на колонці з об'ємом нерухомої фази рівним 2 мл, мають значення об'ємів утримання відповідно 10,8 і 13,2. Розрахуйте значення об’єму утримання для кожного піка, отриманого на колонці з об'ємом нерухомої фази рівним 1 мл. Для обох колонок об’єм  рухомої фази (вільний об’єм колонки) – 1,8 мл.

9. Чому буде рівне значення коефіцієнту Генрі для розчиненої речовини в системі, у якої коефіцієнт утримування становить 0,1, об’єм сорбента становить 0,5 мл, об’єм утримування газу-носія – 2 мл?
10. Швидкість потоку газу-носія водню складає 30 см3/хв. Визначити об’єм утримання і виправлений об’єм утримання пропану на даній колонці, якщо час утримання водню 40 с, пропану – 6 хв. Водень на даній колонці практично не сорбується.
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА №9. Якісний і кількісний газохроматографічний аналіз
1. ТЕМА: хроматографічні методи якісного і кількісного аналізу.
   2. МЕТА: вивчити  якісні та кількісні характеристики хроматограми і освоїти основні методи якісного і кількісного хроматографічного аналізу.
3.  ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Методи якісного хроматографічного аналізу.

2.   Відносні (непрямі) методи кількісного аналізу.

3. Принцип методу абсолютного калібрування, його переваги і недоліки.

4. Принцип методу внутрішньої нормалізації, його переваги і недоліки.
5. Суть методу внутрішнього стандарту.

4. ТЕОРЕТИЧНІ ВІДОМОСТІ

4.1. Якісний хроматографічний аналіз
Функція хроматографічної колонки зводиться до розділення складної суміші на бінарні суміші індивідуальних компонентів з газом-носієм. Встановлення якісного і кількісного складу суміші виконується на основі хроматограми за межами колонки з використанням різних методів.

4.1.1.  Якісний аналіз за допомогою еталонів

Найчастіше використовують ідентифікацію за допомогою еталонів та ідентифікацію з використанням довідникових даних. 

Згідно з першим методом ідентифікацію можна проводити двома прийомами. 

У разі першого прийому параметри утримування кожного піка хроматограми досліджуваної суміші порівнюють із параметрами піків речовин-еталонів, хроматограми яких отримують окремо при тих же умовах хроматографування. Як еталони беруть речовини, присутність яких передбачається у складі досліджуваної суміші. Відсутність серед параметрів утримування піків суміші параметрів утримування чистої речовини однозначно свідчить про відсутність цієї речовини в суміші. Наявність в хроматограмі суміші піка з параметром утримування, який має пік якоїсь чистої речовини, може свідчити про можливість наявності цієї речовини в суміші, але не виключена наявність іншої речовини з рівним або близьким параметром утримування.
У разі другого прийому речовину-еталон вводять у досліджувану суміш. Якщо висота відповідного піка збільшується, а він не розширюється, то природа визначуваного компонента ідентична речовині-еталону. Якщо ж на хроматограмі досліджуваної суміші спостерігається зміна ширини на половині висоти піка або виникає новий пік, то введено еталон іншої природи. 

Для підтвердження наявності чи відсутності досліджуваного компонента у суміші аналіз проводять не на одній колонці (або тонкошаровій пластинці), а на трьох колонках, заповнених сорбентами з різною полярністю. Якщо на всіх трьох сорбентах підтверджуються отримані результати, то це вже досить переконливо засвідчує наявність саме цього компонента у суміші.

Еталонний метод ідентифікації речовини часто застосовують у хімічній технології, фармацевтиці, коли треба перевірити чистоту розчинника, підтвердити достеменність сировини, визначити наявність одного-двох компонентів у складній суміші.
4.1.2. Якісний аналіз за допомогою довідникових даних. Індекси Ковача
 За другим методом речовини найчастіше ідентифікують за такими показниками:

·  відносний об'єм утримування або відносний час утримування;

·  індекс утримування Ковача.
За першого варіанту в однакових умовах отримують дві хроматограми – досліджуваної суміші і стандарту. Оскільки параметри утримування залежать не тільки від характеру речовини, а й від конструктивних особливостей і режиму роботи хроматографа, то для якісного аналізу використовуються не абсолютні, а відносні параметри утримування. Це дозволяє в значній мірі виключити дію випадкових факторів, наприклад, коливання температури.  При цьому виправлений об’єм утримування V'r  або виправлений час утримування t'r відносять до виправленого об’єму утримування V'ст. або виправленого часу утримування t'ст. речовини, прийнятої за стандарт.  Це може бути, наприклад, нонан – один стандарт для всіх розділюваних речовин або окремі представники для різних класів розділюваних сполук, наприклад, пентан – для гомологічного ряду алканів, масляна кислота – для класу жирних кислот. 
Обчислені відносні часи утримування окремих компонентів порівнюють із табличними даними, здобутими за тих самих умов (однакові адсорбент і температура колонки), і  за результатами порівняння роблять висновок про якісний склад аналізованої проби.
Значно зручнішими для ідентифікації речовин виявилися індекси утримування, введені чеським вченим Ковачем. 
Експериментально було встановлено, що в разі елюювання гомологічного ряду насичених ациклічних вуглеводнів (алканів) спостерігається лінійна залежність між виправленим часом утримання t'r (виправленим об’ємом утримання V'r) та числом атомів Карбону в молекулах алканів. Запропоновано вважати, що для алканів індекс утримування дорівнює числу атомів Карбону в молекулі алкану, помноженому на коефіцієнт 100. Наприклад, індекси утримування метану, етану, пропану тощо дорівнюють відповідно 100, 200, 300 і т. д. 

За системою Ковача будь-якій сполуці ставиться у відповідність гіпотетичний вуглеводень нормальної будови, що має аналогічні хроматографічні властивості і містить деяке проміжне число атомів Карбону. Індекс утримування Ковача для невідомої речовини х обчислюють за формулою:
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де z ​ – число атомів Карбону в молекулі алкану, t'r,z та  t'r,(z+1) – виправлений час утримування алканів з відповідним числом атомів Карбону,  t'r – виправлений час утримування невідомої речовини х.
Вибирають таке z, щоб пік речовини виходив між піками нормальних вуглеводнів з z i z+1 атомами Карбону. 

Індекси Ковача, одержані при хроматографуванні різних речовин на певних нерухомих фазах і при певних температурах, наведені у довідниках. Співпадання визначених індексів утримування невідомої речовини з табличними даними для відомих речовин дозволяє провести їх ідентифікацію. Для більшої надійності якісного аналізу проводять порівняння індексів Ковача, одержаних на різних за полярністю нерухомих фазах. 

На основі експериментальних даних можна говорити про наступні властивості індексів утримування:

1. При переході від одного члена гомологічного ряду до іншого в будь-якому гомологічному ряді індекс утримування збільшується близько на 100 одиниць.

2. Речовини, близькі за будовою, при введенні в їх молекули однакових функціональних груп збільшують індекс утримування приблизно на одну й ту ж величину. 

3. Для неполярної нерухомої фази різниця значень індексів утримування ∆І двох ізомерних сполук приблизно дорівнює різниці їх температур кипіння, помноженої на 5, тобто ∆І≈5·∆Ткип.
4. Різниця індексів утримування двох речовин А і В, отриманих на одній і тій ж нерухомій фазі і при однаковій температурі – ∆ІАВ –  відображає вплив структурних відмінностей чи функціональних груп цих сполук, і називається гомоморфним фактором. Речовини називаються гомоморфними по відношенню одна до другої, якщо їх молекули відрізняються одним чи двома структурними елементами: н-парафіни, наприклад, гомоморфні їх функціональним похідним (спиртам, галогенопохідним).

Перевага індексів Ковача в тому, що вони мають адитивні властивості відносно будови досліджуваної речовини, їх можна отримати шляхом складання структурних інкрементів індексів утримування:
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де ni – кількість структурних груп в молекулі речовини,

Ii – структурний інкремент індекса утримування, можна знайти за різницею гомоморфних факторів при полярній і неполярній нерухомій фазі. 

Користуючись  цими властивостями індексів утримування можна легко ідентифікувати компоненти суміші, розрахувати гомоморфний фактор, перевірити кореляцію індексів утримування з будовою молекули (числом вуглеводневих атомів в молекулах гомологів) чи фізико-хімічними властивостями відповідних сполук (температурами кипіння, молекулярними масами і т.д.).

Російський вчений М.С.Вігдергауз запропонував для якісного аналізу використовувати лінійні індекси утримування:
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Вони визначаються із відношень відстаней між ординатами максимумів відповідних піків. Індекс утримування метану становить 1, етану – 2, пропану – 3 і т.д. Індекси Вігдергауза використовуються так само, як і індекси Ковача. 

Існують й інші методи ідентифікації. У разі відсутності індексів утримування у довідниковій літературі, хроматограф можна використовувати для виділення невідомої речовини у чистому вигляді з елюату під час виходу хроматографічного піка з наступним дослідженням її за допомогою інших фізико-хімічних чи хімічних методів аналізу. Великі можливості для якісного аналізу має гібридний метод хроматографічного розділення з використанням ІЧ- або мас-спектрального детектування. Ефективним є поєднання рідинного хроматографа зі спектрофотометричним детектором, який дає змогу записувати спектри поглинання компонентів досліджуваної суміші. Отримані спектри порівнюють з наявними у каталогах або пам'яті комп'ютера і на цій підставі ідентифікують компоненти суміші. 
Із всіх можливих методів ідентифікації суміші отримали розповсюдження тільки ті, які, володіючи високою чутливістю, потребують дуже малих кількостей речовини для аналізу. 

4.2. Кількісний хроматографічний аналіз
Основою кількісного аналізу є залежність між кількісними характеристиками хроматогра​фічних піків та концентрацією або кількістю речовини, яка введена в хроматограф. 

Кількісними параметрами хроматографічного піку (Р) є:

1)  h – висота піку, яка дорівнює величині перпендикуляру, опущеного з вершини піку на базову лінію;

2)  S – площа піку, тобто площа фігури, обмеженої контуром піку і продовженням нульової (базової) лінії. Площа піку приблизно дорівнює площі рівнобедреного трикутника і обчислюється як добуток висоти на ширину піку, виміряну на рівні половини його висоти:
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3) h·tr та h·lr – добуток висоти h на час утримування  tr відповідного компонента або на пропорційну йому відстань lr на хроматограмі від моменту введення проби до реєстрації максимуму піку. 

Вибір того чи іншого параметра найчастіше визначається видом хроматографічних піків. Найточніші результати отримують при використанні як кількісного параметру площі хроматографічного піка, оскільки площі піків найменше залежать від умов експерименту. 

Якщо піки на хроматограмі мають однакову ширину, замість площ в кількісному аналізі можна використовувати висоти піків h. Висоту піків виміряти просто і швидше. Для вимі​рювання ж площі піків необхідно застосовувати спеціальні засоби (планіметр) або реєстратори з інтеграто​рами, але залежність площі піків від маси речовини має більший діапазон лінійного зв’язку, ніж висота, і вимір площі дає більшу точність. 

Аналізуючи суміші однотипних сполук, для яких ефективність колонки однакова, або використовуючи для аналізу не повністю розділені хроматографічні піки, можна використовувати  в якості сигналу добуток висоти на час утримування tr відповідного компонента або на пропорційну йому відстань lr на хроматограмі від моменту введення проби до реєстрації максимуму піку, тобто, h∙tr або h·lr. 

Висоту піка h, добутки h∙tr та h·lr не застосовують при визначенні кількості речовини за допомогою потокового детектора, а також при незадовільному контролі швидкості потоку газу-носія.

При певних умовах роботи детектора спостерігається лінійна залежність між кількісними параметрами (Р) та кількістю речовини в пробі:
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де k – коефіцієнт пропорційності, який залежить від чутливості детектора до різних коефіцієнтів аналізованої проби;
gi – кількість і-того компоненту, введеного в хроматограф з пробою.

Якщо у хроматограф вводити кожен раз абсолютно однакову кількість проби, то кількість кожного компонента буде пропорційною концентрації (Сі) цього компонента в суміші, тобто:
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Метод кількісного аналізу, який використовує цю залежність, називається методом абсолют​ного калібрування і застосовується для аналізу сумішей газоподібних речовин, оскільки хроматографи обладнані дозаторами, які дозволяють вводити однакові об’єми газової проби. 

При аналізі сумішей рідин чи твердих зразків, коли практично неможливо ввести двічі однакову кількість проби мікрошприцем, використовують непрямі (відносні) методи калібрування: метод внутрішньої нормалізації і метод внутрішнього стандарту.

4.2.1.  Метод абсолют​ного калібрування
Метод абсолютного калібрування полягає в використанні залежності однієї з кількісних характеристик хроматографічного піку (висоти, площі чи добутку висоти на час утримування) від кількості аналізованої речовини, введеної з пробою в хроматограф. 
В рамках методу абсолютного калібрування можливі різні варіанти, однак найчастіше використовують: 
1) визначення за графічною залежністю; 
2) визначення із застосуванням калібрувальних коефіцієнтів. 

 Перший варіант полягає у приготуванні штучних газових сумішей з відомою концентрацією аналізованого компонента і побудові графічної залежності кількісного параметру хроматографічного піку (Р) від концентрації (С) при постійній величині проби за результатами їх хроматографування. Далі визначають характеристики піку речовини в суміші, що аналізується, і за графічною залежністю знаходять концентрацію аналізованої речовини. 

Хроматографісти зазвичай використовують другий варіант. Коли залежність сигналу детектора від концентрації лінійна і проходить через початок координат, можна розрахувати калібрувальний коефіцієнт (k) при хроматографуванні суміші відомого складу безпосередньо перед аналізом досліджуваної суміші:
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де Рі – висота або площа піку при хроматографуванні калібрувальної суміші з концентрацією Сі для визначуваного і-того компоненту.

Невідому концентрацію компонента можна визначити за формулою:
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Найважливішими вимогами до виконання кількісного аналізу за методом абсолютного калібрування є точність і відтворення дозування проби та дотримання постійності умов хрома​тографування при калібруванні приладу і при аналізі. Тому найчастіше метод використо​вується для визначення складу газових сумішей, де дозування здійснюється краном-дозатором, який забезпечує дотримання вказаних умов.

Цей простий і точний метод є основним методом визначення мікродомішок. Крім того, цей метод не вимагає розділення всіх компонентів суміші і обмежується лишень тими, визначення яких необхідне в конкретному випадку.

Порядок виконання аналізу. Вводять приготовану калібрувальну суміш в хроматограф за допомогою газового крана-дозатора і записують хроматограму. Цю операцію повторюють три рази. Потім готують другу калібрувальну суміш шляхом розбавлення початкової, обчислюють її концентрацію і також хроматографують її три рази. Операції розбавлення сумішей і їх хроматографування повторюють 2-3 рази.

За даними будують калібрувальний графік залежності (hсер) від (С). Якщо калібрувальний графік буде прямою, яка проходить через початок координат, то для кожного компонента суміші розраховують калібрувальний коефіцієнт за формулою 
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 і розраховують похибку у визначенні k. Таким чином знаходять значення калібрувального коефіцієнту:
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Далі у хроматограф вводять аналізовану суміш і записують хроматограми, повторюючи цю процедуру тричі. Після закінчення хроматографування проводять вимірювання висот піків (hi) аналізованих компонентів в усіх сумішах. 

Концентрації компонентів суміші розраховують, використовуючи середні значення калібрувальних коефіцієнтів. Паралельно визначають концентрації компонентів за допомогою калібрувального графіка.

3.2.2. Метод внутрішньої нормалізації
Цей метод використовується за умови, коли всі компоненти аналізованої проби розділяються, потрапляють в детектор і дають там електричний сигнал. У методі сума площ всіх хроматографічних піків аналізованої суміші прирівнюється до 100% і за величинами площ окремих компонентів визначають їх відсотковий вміст у аналізованій суміші. Таким чином, цей метод дозволяє встановити лише відносний вміст компонентів в суміші. 
Сума концентрацій всіх компонентів проби дорівнює 100 %. Для n-компонентної суміші можна записати:
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З врахуванням рівняння  
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 , одержимо:
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Концентрація і-того компоненту визначається за формулою:
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Розділивши чисельник і знаменник дробу на калібрувальний коефіцієнт однієї з речовин, яку приймають за стандарт, одержимо:
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Множники перед величиною піків окремих компонентів називаються нормувальними. Вони відображають різну чутливість детектора до цих речовин в порівнянні зі стандартом, тобто:
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Нормувальний множник речовини, вибраної як стандарт, дорівнює 1.

Концентрацію будь-якого компонента аналізованої суміші визначають за формулою:
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Нормувальні множники речовин відносно стандартної речовини знаходять експериментально, хроматографуючи штучні суміші з відомими концентраціями компонентів, за формулою:
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Перевага методу внутрішньої нормалізації полягає у виключенні необхідності точного дозування проби. Недоліком методу є те, що всі компоненти суміші повинні розділятися, і для них всіх треба визначити нормувальні множники.

Порядок виконання аналізу. Для встановлення кількісного складу досліджуваної суміші готують з чистих індивідуальних речовин калібрувальну суміш. Для цього зважують на аналітичних вагах чисту і суху баночку з корком. По черзі вносять у неї визначену викладачем кількість індивідуальних речовин, зважуючи її після кожного додавання. Загальний об’єм суміші не повинен перевищувати 1 – 1,5 мл. Далі розраховують процентний вміст калібрувальної суміші і три рази вводять проби об’ємом 2-3 мкл у хроматограф, фіксуючи хроматограми. 

Для розрахунку нормувальних множників (f) один з компонентів суміші за вказівкою викладача приймають як стандартний, для якого f=1. Для всіх інших компонентів нормувальні множники розраховують за формулою:
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Кількісну характеристику хроматографічного піку Р (висоту чи площу) приймають за вказівкою викладача. Для розрахунку вмісту компонентів у досліджуваній суміші використовують формулу:
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4.2.3. Метод внутрішнього стандарту
Метод внутрішнього стандарту використовується у тих випадках, коли неможливо зафіксувати піки всіх компонентів при допомозі хроматографа (наприклад, коли використовується селективний детектор) або немає необхідності визначати концентрації всіх компонентів суміші. Метод дає правильні результати навіть при аналізі проб, які випаровуються тільки частково.

Цей метод передбачає додавання до визначеної кількості gсум аналізованої суміші  відомої кількості gст внутрішнього стандарту (мітки) – речовини, яка не міститься в досліджуваному зразку. В якості внутрішнього стандарту вибирають речовину, близьку за фізико-хімічними властивостями (структура, леткість) до компонентів суміші, абсолютно інертну, добре змішувану з пробою, без домішок (максимум 1-2%).  Після хроматографування вимірюють параметри піків аналізованого компоненту і стандартної речовини. 

Принцип методу полягає у співставленні деякого параметру хроматографічного піку Рх (площі, висоти піку чи добутку висоти на час утримання) визначуваного компоненту  з аналогічним параметром Рст. іншої сполуки (мітки), яка додається у відомій кількості до проби.

Концентрацію компонентів в аналізованій пробі знаходять за формулою:
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,

ki – калібрувальний множник для визначуваної сполуки відносно речовини внутрішнього стандарту;

gxст, gxсум – маси стандартної речовини та аналізованої проби, зважені і змішані перед виконанням аналізу.

Метод внутрішнього стандарту має переваги перед двома попередніми, тому що при його використанні немає необхідності у визначенні повного складу суміші і результати аналізу не залежать від величини проби. Але він потребує виконання допоміжних операцій з підбору і додавання стандартної речовини.

Порядок виконання аналізу. В окремій посудині готують калібрувальну суміш, яка складається з окремого компонента досліджуваної суміші і речовини-стандарту. 2-3 мкл цієї суміші тричі вводять в хроматограф і фіксують її хроматограми. Калібрувальну суміш готують для кожного компонента досліджуваної суміші. Результати вимірювань записують у таблицю:
	Калібрувальна суміш
	Досліджувана суміш

	gст
	
	gxст
	

	gі
	
	gxсум
	

	Pi
	
	Pix
	

	Pст
	
	Pxст
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КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ

1. Нарисуйте хроматограму. На основі яких параметрів проводиться якісний аналіз?

2. Які речовини служать зразками порівняння при визначенні індексів Ковача?

3. Використання логарифмічних індексів Ковача в хроматографічному аналізі.

4. Кількісні параметри хроматографічного піку.

5. Виправлені параметри утримування. Наведіть відповідні формули.

6. Варіанти методу абсолютного калібрування.
7. Суть і знаходження нормувального множника компонента аналізованої суміші.

8. Вимоги до внутрішнього стандарту (мітки).
9. За хроматограмою проби, яка містить вторинні аміни, необхідно ідентифікувати сполуку, пік якої має виправлений  час утримування      358 с. В даних умовах н-гептан має виправлений час утримування 348 с, н-октан – 372 с. Нерухома фаза – сквалан. Температура термостата колонок – 100˚С. Значення індексів Ковача для ряду вторинних амінів: ді-ізо-пропіламін – 644, ди-н-пропіламін – 746, ди-втор-бутиламін – 837, ді-ізо-бутиламін – 850. Визначте, який із цих амінів повинен знаходитися в пробі.

10. Визначити масову частку (%) бутану  в  газовій  суміші  методом внутрішньої нормалізації за наступними даними:

компонент:      пропан        бутан        пентан        циклогексан

S, мм2                 175             203             182                 35

k                         0,68            0,68            0,69                0,85

ЛАБОРАТОРНА РОБОТА 10. Розділення та ідентифікація амінокислот методом хроматографії в тонкому шарі
1. ТЕМА: якісний і кількісний хроматографічний аналіз.
2. МЕТА: оволодіти прийомами розділення та якісного аналізу сумішей речовин методом тонкошарової хроматографії.

3. ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Класифікація хроматографічних методів за агрегатним станом фаз.

2. Механізм розділення компонентів суміші в тонкошаровій хроматографії.

3. Адсорбенти і рідкі нерухомі фази, які використовуються у тонкошаровій хроматографії.

4. Суть висхідної, низхідної, кругової та двовимірної тонкошарової хроматографії. 
5. Якісні і кількісні параметри хроматограми в тонкошаровій хроматографії. 
4. ТЕОРЕТИЧНІ ВІДОМОСТІ

4.1. Загальна характеристика методу

У 1938 р. радянські вчені, співробітники Українського інституту експериментальної фармації М.А.Ізмайлов і М.С. Шрайбер розробили метод тонкошарової хроматографії (ТШХ). Значного поширення метод набув завдяки працям німецького професора Е. Шталя. 

Тонкошарова хроматографія  (як і  хроматографія на папері) належить до площинної (планарної) хроматографії. 

В тонкошаровій хроматографії розділення речовин відбувається в тонкому шарі тонкодисперсного сорбенту, нанесеному на скляну або іншу пластинку, який одночасно може бути носієм нерухомої рідкої фази. Очевидно, що цими методами можна розділити тільки ті речовини, які розчиняються в рідкій рухомій фазі, й неможливо розділити газові суміші. 

У площинній хроматографії рухома рідка фаза пересувається уздовж тонкого шару твердої або рідкої нерухомої фази під дією капілярних сил, і з різною швидкістю  переносить компоненти суміші, що приводить до їх просторового розділення. Тому її різновиди близькі між собою за технікою виконання аналізу і в них застосовується аналогічна апаратура. 

У тонкошаровій хроматографії розділення речовин ґрунтується на їx розподілі в системі тверда нерухома фаза (адсорбент) – рідка рухома фаза (розчинник) або в системі твердий носій – рідка нерухома фаз – рідка рухома фаза. У першому випадку закономірності розподілу практично аналогічні рідинній адсорбційній хроматографії, у другому – рідинній розподільній. В органічному аналізі найпоширенішою є адсорбційна ТШХ.

Основним недоліком площинної хроматографії порівняно з колонковою є практична неможливість застосування довгих шарів сорбенту – стандартні пластинки для тонкошарової хроматографії мають довжину 20 см, а в хроматографії на папері довжина паперової смуги не перевищує 30-40 см. Це може виявитися недостатнім для повного розділення речовин за малої селективності сорбції.

Однак перевагою площинної хроматографії перед рідинною колонковою (крім капілярної) є швидше розділення, що зумовлено незначним вільним об'ємом рухомої фази Vо та об'ємом сорбенту Vs. 

Найчастіше TШX використовують у хімічному синтезі та фармацевтиці для підтвердження ідентичності речовин. 

4.2. Техніка проведення аналізу

За технікою виконання аналізу розрізняють такі різновиди тонкошарової хроматографії: одновимірна й двовимірна, висхідна або низхідна, кругова.
Розглянемо схему розділення двох речовин методом одновимірної висхідної хроматографії. Найперше на нижню частину тонкого шару сорбенту (лінію старту) наносять мікропіпеткою, мікрошприцем або скляним капіляром певний об'єм розчину, що аналізується. При цьому бажано отримати на сорбенті пляму оптимального діаметра (3-5 мм). Для цього після нанесення кожної невеликої порції досліджуваного розчину треба висушувати пляму, яка утворюється на сорбенті. Чим менша площа стартової плями, тим менш розмитою буде зона речовини після хроматографування, і не буде перекривання плям різних речовин. Однак занадто малі проби можуть бути малопомітними при проявленні. Досліджуваний розчин наносять на відстані 1 см від кінця смуги (пластинки з сорбентом) і переносять пластинку в камеру для хроматографування, в якій знаходиться розчинник (рухома фаза). Нанесення проби є лімітуючою стадією проведення аналізу у площинній хроматографії. Кінець пластинки з сорбентом занурюють у розчин так, щоб лінія старту була вище за рівень рідини. Розчинник пересувається під дією капілярних сил знизу вверх уздовж шару сорбенту і промиває його. Компоненти суміші пересуваються на різну відстань від лінії старту, залежно від їх сорбційної здатності на даному сорбенті та розчинності в рухомій фазі. Пластинку виймають, сушать і виявляють плями.

В низхідній  хроматографії розчинник пересувається зверху вниз під дією і капілярних сил, і гравітаційних сил. 

В круговій хроматографії в центр горизонтально встановлено пластинки вносять краплю досліджуваної суміші і безперервно подають розчинник, який під дією капілярних сил рухається в радіальному напрямку від центра. Компоненти суміші розподіляються в шарі у вигляді концентричних кілець. 

Ефективність розділення багатокомпонентних сумішей можна підвищити, скориставшись методом двовимірної висхідної хроматографії. Суть методу полягає в тому, що спочатку отримують звичайну хроматограму на квадратній тонкошаровій пластинці за допомогою рухомої фази певного складу. Потім пластину повертають на 90° і проводять подальше розділення, інколи використовуючи інший розчинник.
Камера для хроматографування – це посудина з інертного прозорого матеріалу з щільно припасованою кришкою. Для насичення атмосфери парою рухомої фази стінки камери вистилають фільтрувальним папером, наливають рухому фазу, закривають кришкою і витримують впродовж 1 год при 20-25 °С. Насичення необхідне для того, щоб змішані рухомі фази не розшаровувались під час хроматографування, а час елюювання був меншим, щоб усунути крайовий ефект, тобто випаровування рухомої фази з країв пластинки, внаслідок чого речовини по краях пластинки просуваються далі, ніж у центрі. 

У площинній хроматографії хроматограмою називають наочне зображення результатів розділення компонентів.

Адсорбент для тонкошарової адсорбційної хроматографії використовують у вигляді частинок діаметром 11-40 мкм і закріплюють у вигляді тонкого шару (200-300 мкм) на інертній підкладці: алюмінієвій фользі, скляній або пластмасовій пластинці. Зазвичай використовують пластинки довжиною 10-20 см і шириною 4-20 см. У тонкошаровій хроматографії використовують такі ж самі адсорбенти і рідкі нерухомі фази, що й у колонковій хроматографії для молекулярного розподілу і для іонного обміну, наприклад, такі адсорбенти як силікагелі, алюміній оксид, цеоліти,  активоване вугілля, кізельгур. Як рідкі нерухомі фази використовують: алкілові ефіри двоосновних органічних кислот (фталевої, себацинової, адипінової), полігліколі, ефіри полігліколів, високомолекулярні вуглеводні (сквалани, апієзони).
Розчинник (рухому фазу) обирають з урахуванням полярності адсорбенту й компонентів суміші, яка аналізується. До вимог до рухомої фази додається леткість, тому що рухома фаза має швидко випаровуватись після розділення для подальшого проведення аналізу. Часто використовують суміші розчинників, наприклад, при хроматографуванні амінокислот – суміш н-бутанолу з оцтовою кислотою і водою.

4.3.  Хроматографічні характеристики у ТШХ

Відносну швидкість переміщення речовини в тонкому шарі сорбенту характеризують коефіцієнтом рухливості Rf, який дорівнює відношенню відстані l, що пройшла зона речовини, до відстані L, яку пройшла рухома фаза (розчинник) за певний час:
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Рис.26.  Хроматограма 3 свідків і суміші трьох речовин

Очевидно, що 0<Rf<1.

За сталих умов проведення хроматографічного аналізу величина Rf є якісною характеристикою даної речовини і не залежить від її концентрації та наявності у розчині інших речовин. 
Якщо Rf=1, то К=0, тобто речовина не сорбується на даному сорбенті й рухається разом із фронтом розчинника. Якщо  Rf=0, то К→∞  і речовина практично не рухається під дією розчинника. 

Селективність розділення двох речовин можна обчислити за формулою:
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Вважають, що повне розділення двох речовин методом тонкошарової хроматографії відбувається, якщо Rf1-Rf2 = ΔRf≥0,1 (довжина пробігу рухомої фази 10 см). Такі значення Rf свідчать про повне розділення у разі, коли вдається отримати на хроматограмі круглі плями невеликих розмірів. Це можливо за ретельного проведення аналізу органічних речовин, гідратованих (сольватованих) катіонів і аніонів, а також стійких комплексних сполук, які практично не дисоціюють.

Величини Rf, не залежать від тривалості хроматографування.

4.4. Якісний і кількісний аналіз у ТШХ

Після розділення речовин їх ідентифікують. Найзагальніший підхід ґрунтується на значеннях  Rf. При дотриманні строго фіксованих стандартних умов (розмір пластини, товщина шару сорбенту, об’єм проби, довжина шляху фронту розчинника і інші фактори) отримують відтворювані значення Rf компонентів аналізованої суміші, які можна використовувати для порівняння з табличними даними, отриманими в тих самих умовах досліду. 

Найнадійнішим є метод свідків, коли на стартову лінію рядом з пробою наносяться індивідуальні речовини (свідки), які відповідають передбачуваним компонентам суміші. Вплив різних факторів на всі речовини буде однаковим, тому співпадання Rf  компонента проби і одного із свідків дає підставу для утотожнення речовин з  врахуванням можливих накладок. Неспівпадання Rf інтерпретується більш однозначно: воно вказує на відсутність в пробі відповідного компонента. 

Якщо речовини безбарвні, їх проявляють обробкою хроматограми відповідним реагентом, що утворює з компонентами суміші забарвлені або люмінесціюючі сполуки. 

Проводити кількісне визначення можна візуально, порівнюючи або вимірюючи на спеціальному приладі інтенсивності забарвлення компонентів суміші та стандартної шкали, отриманої на тій самій хроматограмі. Візуально можна виявити близько 1-10 мг речовини з відтворюваністю 10-30%. Для кількісного вимірювання готують і наносять на пластинку не менше трьох розчинів порівняння, концентрації яких охоплюють очікуване значення концентрації у досліджуваному розчині. 

Хроматограму можна також розрізати на окремі шматки, у кожному з яких знаходиться одна речовина, десорбувати їх певним розчинником, і визначати концентрацію будь-яким методом.

5. ЗМІСТ РОБОТИ
Розділення амінокислот проводиться методом одновимірної висхідної хроматографії.

 
5.1. Приготування  елюента і підготовка камери для ТШХ
Висхідне хроматографування проводять в спеціальних камерах для ТШХ або будь-якому скляному посуді,  що герметично закривається і має плоске дно. На дно камери наливають рухливу фазу – елюент. Елюентом в даній роботі є суміш н-бутанол – вода – оцтова кислота у співвідношенні 4:5:1. Рухливу фазу готують в камері змішанням 20 мл н-бутанолу, 25 мл води і 5 мл оцтової кислоти. Висота шару елюента в камері повинна бути ~ 0,5 см. Камера з елюентом, щільно закрита кришкою, повинна деякий час постояти, щоб простір наситився парами елюента – це прискорює процес хроматографування.

5.2. Приготування  стандартних розчинів амінокислот
Готують стандартні розчини амінокислот – аланіну, лейцину і валіну – з концентрацією 1  мг/мл.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

Для цього наважку амінокислоти масою 0,0250 г зважують на аналітичних вагах і  кількісно переносять в мірну колбу ємністю 25,00 мл.  Об'єм розчину доводять дистильованою водою до мітки і ретельно перемішують.

5.3. Підготовка пластинки для ТШХ
Пластину для ТШХ кладуть на стіл і простим олівцем легко, без натиску, на уявній, перпендикулярній до краю пластинки лінії старту, намічають 4 точки, однаково віддалені один від одного і від країв пластини. Бажано, щоб відстань між точками було не менше 1,5 см.

5.4. Нанесення проб на пластину
У намічені точки капіляром наносять приготовлені розчини в наступному порядку: у першу, другу і третю точки наносять стандартні розчини амінокислот (свідки), у четверту точку наносять суміш амінокислот. Нанесення проб проводять легким дотиком капіляра до точки на пластині. Діаметр плями повинен бути від 0,5 до 0,6 см. Коли всі 4 проби будуть нанесені, а плями висохнуть – пластина готова для проведення хроматографування.

5.5. Проведення хроматографування
Пластину з нанесеними пробами вміщують в хімічну склянку так, щоб лінія старту з нанесеними плямами була вище рівня елюента. Склянку закривають чашкою Петрі і чекають, коли елюент підніметься на 2/3 висоти пластини. Хроматограму виймають з камери, зазначивши олівцем висоту підйому фронту елюента, і сушать на повітрі.

5.6. Проявлення хроматограми
Для проявлення зон компонентів хроматограму обробляють реагентом за допомогою пульверизатора. Детектуючим реагентом для визначених речовин є 0,5%-вий розчин нінгідрину в ацетоні. Утворення забарвленої речовини при взаємодії α-амінокислот з нінгідрином описується рівняннями:
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                                                                                          забарвлена форма

Утворена сполука завдяки наявності спряжених подвійних зв’язків забарвлена в інтенсивний колір. Після обробки пластину сушать впродовж 5 хвилин в термостаті при температурі 100-105ºС. Зони аналізованих речовин і домішок проявляються у вигляді кольорових плям.

5.7. Якісний аналіз хроматограм
Проводять якісний аналіз хроматограм, тобто ідентифікують амінокислоти за величиною Rf. Коефіцієнт рухливості Rf всіх проявлених зон на хроматограмі розраховують за формулою
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 як відношення висоти підйому зони компонента l (відстань від лінії старту до центру плями) до висоти підйому фронту елюента L (відстань від лінії старту до лінії фронту) (рис. 26).

5.8. Результати експерименту 
Результати експерименту оформлюють у вигляді таблиці:

Визначення амінокислотного складу суміші

	Амінокислоти
	l, см
	L, см
	Rf
	Наявність компонентів (+/-)

	
	інд. 
комп.
	суміш
	інд. комп.
	суміш
	інд. комп.
	суміш
	

	Амінокислота 1
	
	-
	
	-
	
	-
	

	Амінокислота 2
	
	-
	
	-
	
	-
	

	Амінокислота 3
	
	-
	
	-
	
	-
	

	Компонент 1
	-
	
	-
	
	-
	
	

	Компонент 2
	-
	
	-
	
	-
	
	

	Компонент 3
	-
	
	-
	
	-
	
	


На основі отриманих даних роблять висновок про склад досліджуваної суміші.

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ

1. Які різновиди хроматографічного аналізу належать до площинної (планарної) хроматографії?

2. Які переваги та недоліки площинної хроматографії порівняно з колонковою хроматографією?

3. Як пояснюється самочинне просування рухомої фази вздовж шару сорбенту?

4. В якому агрегатному стані може бути НФ і РФ у ТШХ?

5. Назвіть основну якісну характеристику речовини, розділеної і проаналізованої методом тонкошарової хроматографії. Як її визначають за хроматограмою?

6. Яким показником характеризується швидкість переміщення речовини в тонкому шарі сорбенту? 

7. Чи залежить величина Rf, від тривалості хроматографування? А від концентрації?

8. Як проводять ідентифікацію речовин (якісний аналіз) у площинній хроматографії? 
9. Чи можна проводити в ТШХ кількісний аналіз за отриманою хроматограмою? Яким чином?

10. При ідентифікації амінокислот в концентраті з білкового гідролізату фронт розчинника (суміш н-бутанолу, оцтової кислоти і води) перемістився від лінії старту на хроматографічній пластинці на 55 мм. Після обробки хроматограми розчином нінгідрину отримали три кольорові плями, віддалені від стартової лінії на 20, 25 і 45 мм. У ідентичних умовах хроматографували розчини амінокислот і отримали наступні коефіцієнти рухливості:
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Які амінокислоти містяться в концентраті з білкового гідролізату?

ЛАБОРАТОРНА РОБОТА 11. Визначення вмісту натрій хлориду у вершковому маслі методом іонообмінної хроматографії з катіонітом
1. ТЕМА: якісний і кількісний хроматографічний аналіз. Визначення вмісту речовин у розчинах методом іонообмінної хроматографії.
2. МЕТА: оволодіти прийомами виділення і кількісного аналізу компонентів розчинів речовин  методом іонообмінної хроматографії.
3. ЗАВДАННЯ        ДЛЯ     САМОСТІЙНОЇ  ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1. Принципова відмінність молекулярної та іонообмінної хроматографії. Від яких факторів залежить стан рівноваги іонного обміну?

2. Принцип іонообмінної хроматографія. 

3. Основні фактори, які впливають на сорбцію іонів (величина заряду, радіус гідратованого іону, енергія гідратації, здатність до набухання) та приклади їх впливу на селективність сорбції.
4. Найпоширеніші неорганічні та органічні іонообмінні сорбенти.

5. Способи заповнення колонки іонітом.

4. ТЕОРЕТИЧНІ ВІДОМОСТІ

4.1. Загальна характеристика методу
В основі іонообмінної хроматографії лежить зворотній стехіометричний обмін іонів, що містяться в розчині, на рухливі іони речовин, званих іонообмінниками  або іонітами. Розділення суміші іонів, що містяться в розчині, грунтується на різній здатності їх до обміну з іонами іоніту. 

Синтетичні органічні іонообмінники за знаком заряду іонів, які обмінюються, діляться на дві групи: на катіоніти і аніоніти (існують також амфотерні іоніти – амфоліти, здатні здійснювати одночасний обмін катіонів та аніонов). 

До першої групи відносяться речовини, що мають властивості кислот. Вони представляють собою продукти полімеризації стиролу або конденсації фенолу і його похідних з формальдегідом. У результаті спеціальної обробки до їх складу вводяться активні кислотні групи:            -SО3H, -CH2SО3H, -СООН, -ОН та інші. Внаслідок того, що активні групи структурно пов'язані з органічним скелетом, вони не можуть переходити в розчин. Рухливими є тільки водневі іони цих груп або катіони, які їх замінюють. 

Другу групу утворюють речовини, які мають властивості основ, здатні до обміну аніонів; це властивість визначається присутністю в них амінних або імінних груп. 

Процеси обміну і регенерації іонообмінників можуть бути виражені наступними рівняннями:

катіоніти

nRH + Men+ ↔ RnMe + nH+ (обмін)

RnMe + nH+ ↔ nRH + Men+ (регенерація)

де RH – катіоніт в водневій формі, Me – катіони,
аніоніти

nR'OH + Ann- ↔  R'nAn + nOH - (обмін)
R'nAn + nOH ↔ nR'OH + Ann- (регенерація)
де R'OH – аніоніт в гідроксильній формі, An – аніони.

Іонообмінний процес можна розглядати як гетерогенну хімічну реакцію між активними групами іонообмінника і іонами розчину, що протікає відповідно до закону дії мас. 

Іонообмінні речовини, які застосовуються в хімічному аналізі, повинні задовольняти ряд вимог: бути хімічностійкими в різних середовищах, механічно міцними в сухому і особливо в набряклому стані, володіти великою поглинальною здатністю, володіти повною оборотністю процесів обміну. 

Іонообмінна здатність залежить від рН середовища, концентрації розчину, який хроматографується, природи іонів, які поглинаються та інших факторів. 
Іонообмінний хроматографічний аналіз не вимагає складної апаратури, і дозволяє розділяти й аналізувати суміші іонів з близькими властивостями.

4.2. Техніка проведення хроматографічного аналізу
Основним приладом для проведення  колонкової хроматографії є хроматографічна колонка, яка складається з скляного або металевого циліндра, заповненого порошкоподібним або волоконним матеріалом, сорбентом або носієм. Розмір колонки залежить від якості вихідних речовин, що підлягають хроматографуванню. Для мікроаналізу використовуються хроматографічні колонки діаметром 1-2 мм і висотою кілька сантиметрів. Для промислових цілей споруджуються хроматографічні колонки висотою кілька метрів і діаметром до одного метра.

Заповнення колонки пористим матеріалом є важливою операцією. Від величини зерен сорбенту або носія і щільності його упаковки залежить швидкість фільтрації і степінь поглинання аналізованої суміші в колонці. Для заповнення хроматографічних колонок використовується сорбент певного гранулометричного складу. Більші зерна сорбенту подрібнюються, дрібна фракція видаляється шляхом просіювання сорбенту через набір сит. 

Колонку можна заповнювати порошкоподібним матеріалом у сухому вигляді або у вигляді суспензії в якійсь рідині.

 Спосіб заповнення трубки сухим пористим матеріалом має ряд недоліків. Так, наприклад, при фільтрації рідини через сухий матеріал в його порах залишається значна кількість бульбашок повітря, які знижують "робочу поверхню" пористого матеріалу і порушують режим потоку рідини. Істотним недоліком сухого методу є те, що багато сорбентів і носіїв, які застосовуються в хроматографічному аналізі, мають здатність до набухання, що призводить до постійної зміни багатьох параметрів, які характеризують режим роботи колонки. Іноді набряклий матеріал настільки щільно заповнює всі пори, що фільтрація рідини припиняється. У деяких випадках розвивається надзвичайно сильне набухання, що приводить до розриву колонки. Щоб усунути ці недоліки, колонку заповнюють сорбентом у вигляді суспензії. Для видалення бульбашок повітря  суспензію нагрівають до 70-80ºС.

При роботі з набухаючими матеріалами приготовлену суспензію необхідно витримати в розчині впродовж  1-2 діб, перш ніж вносити її в колонку, оскільки процес набухання відбувається іноді дуже повільно.

Іоніти, які  використовуються в хроматографічному аналізі, вимагають попередньої обробки. Отримані синтетичним шляхом, вони можуть бути забруднені продукти реакційного середовища, різного роду іонами і розчинними низькомолекулярними компонентами. Промивання зерен іоніту проводять розчином хлоридної кислоти (1:1) до повного видалення іонів Феруму, потім водою до нейтрального середовища. Відмивання сорбенту зручніше проводити динамічним методом в адсорбційних колонках при мінімальній швидкості руху промивного розчину. 

Очищений таким чином іоніт переводять в певну іоногенну форму, наприклад, в H+-форму для катіонів і в OH--форму для аніонітів.  Для переводу в H+-форму катіоніти в тій же колонці промивають 5-6%-вим розчином хлоридної  кислоти до припинення зміни кислотності фільтрату, а потім дистильованою водою до нейтральної реакції промивних вод.

5. ЗМІСТ РОБОТИ
Метод грунтується на виділенні натрій хлориду з молочних продуктів і визначенні його в катінообмінній колонці.


5.1. Підготовка хроматографічної колонки

15 г катіоніту КУ-2 (в перерахунку на безводний катіоніт), зваженого з похибкою не більше 0,1 г, вміщують на 24 год в хімічну склянку з дистильованою водою. Набряклий катіоніт разом з водою через лійку переносять у скляну трубку завдовжки 700-800 мм з внутрішнім діаметром 12-15 мм або в бюретку місткістю 25 см3, на дно яких кладуть скляну вату або інший пористий матеріал (рис. 27). Частинки катіоніта мають щільно прилягати одна до одної, контакт катіоніта з повітрям неприпустимий.

Через колонку пропускають, регулюючи за допомогою крана, 100 см3 розчину хлоридної  кислоти (70 г/дм3) зі швидкістю 1 крапля в секунду. Потім катіоніт промивають з тією ж швидкістю дистильованою водою до нейтральної реакції за метиловим оранжевим. Кожну наступну порцію рідини необхідно доливати, як тільки рівень її у колонці досягне верхнього краю катіоніту. Необхідно стежити, щоб меніск рідини ніколи не опускався нижче верхнього краю катіоніту.

Рис.27. Хроматографічна колонка з катіоном КУ-2: 1 – проба (елюент), 2 – катіоніт, 3 – скляна вата, 4 – елюат

5.2. Регенерування хроматографічної колонки

Між двома процесами регенерації допускається досліджувати 20 проб сиру, бринзи, сирних виробів або 100 проб вершкового масла. 


Іонообмінну колонку регенерують пропусканням через неї 50 см3 розчину хлоридної кислоти (50 г/дм3) зі швидкістю 2-3 краплі в секунду, з наступним промиванням дистильованою водою з тією ж швидкістю до нейтральної реакції за метиловим оранжевим. У разі меншого числа визначень колонку слід регенерувати щодня. 


5.3. Перевірка хроматографічної колонки

Придатність катіоніту для проведення аналізу перевіряють періодично, пропускаючи через катіонообмінну колонку 5 см3 розчину натрій хлориду, з наступним промиванням катіоніту дистильованою водою в кількості 50 см3. Фільтрат разом з промивними водами титрують розчином натрій гідроксиду. Об’єм натрій гідроксиду, який  пішов на титрування, може відрізнятися не більше ніж на 0,2 см3 від взятих 5 см3 розчину натрій хлориду.


5.4. Проведення хроматографування

Для виділення натрій хлориду зважують 5 г вершкового масла з похибкою не більше 0,01 г в склянці місткістю 100 см3. Потім піпеткою додають у склянку 50 см3 дистильованої води. Вміст склянки нагрівають до розплавлення вершкового масла, ретельно перемішують і залишають у спокої до підняття жиру наверх і його застигання. При необхідності охолодження склянку після підняття наверх шару жиру вміщають в холодну дистильовану воду.


Скляною паличкою роблять у шарі вершкового масла отвір, через який піпеткою відбирають 10 см3 витяжки, переносять у колонку і фільтрують зі швидкістю 3-4 краплі в секунду. З тією ж швидкістю колонку промивають 50 см3 дистильованої води. 


Фільтрат разом з промивними водами титрують розчином 0,1 н натрій гідроксиду в присутності 2-3 крапель метилового оранжевого до отримання солом'яно-жовтого кольору.


Масову частку натрій хлориду  обчислюють за формулою:

Х = V ∙ К ∙0,585,

де V – об'єм 0,1 н розчину натрію гідроксиду, витрачений на титрування, см3;

К – коефіцієнт поправки до 0,1 н розчину натрій гідроксиду;

0,585 – титр розчину натрій гідроксиду за  натрій хлоридом, помножений на 100 і поділений на величину маси наважки продукту.


За остаточний результат аналізу приймають середнє арифметичне результатів двох паралельних визначень, допустимі розбіжності між якими не повинні перевищувати для вершкового масла 0,1%.

КОНТРОЛЬНІ ЗАПИТАННЯ

1. У чому суть іонообмінної хроматографії? 

2. Яка мета використання іонообмінної хроматографії в аналітичній хімії?

3. Дайте визначення поняттям “катіоніт” і “аніоніт”. Які функціональні групи вони містять?

4. Що з себе представляють амфотерні іоніти – амфоліти?

5. Від яких факторів залежить іонообмінна здатність іонітів? 

6. Якими показниками характеризують іонообмінну ємність іонітів і якими способами її визначають? 
7. Напишіть реакції обміну і регенерації катіонітів і аніонітів в загальному вигляді і для даного визначення.

8. Яка будова катіоніту КУ-2? Як відбуваються процеси обміну і регенерації катіоніту КУ-2? 

9. Які іоніти називають моно-, а які – поліфункціональними? Які з них найчастіше використовують в аналізі і чому?

10. Які переваги і недоліки іонообмінної хроматографії?

РОЗДІЛ 6. ЕЛЕКТРОХІМІЧНІ МЕТОДИ АНАЛІЗУ
Електрохімічні методи аналізу грунтуються на використанні залежності електричних параметрів електролітичної комірки від концентрації, природи та структури речовини, що бере участь в електродній (електрохімічній) реакції або в електрохімічному переносі зарядів між електродами. Електролітична комірка є електрохімічною системою, яка складається з електродів та електроліту, що контактують між собою.

За рекомендаціями ІЮПАК електрохімічні методи аналізу можна розділити на:

1. Методи, які грунтуються на перебігу електродних реакцій при відсутності електричного струму (потенціометрія).

2. Методи, які грунтуються на перебігу електродних реакцій при проходженні електричного струму крізь розчин електроліту (вольтамперометрія, кулонометрія, електрогравіметрія).

3. Методи, які не пов'язані з протіканням електродної реакції, а лише з електричними явищами в розчині (кондуктометрія, діелькометрія і інші).

Електричні параметри (сила струму, напруга, електричний опір) можуть служити аналітичними сигналами при прямих вимірах "сигнал-склад" або для індикації кінцевої точки титрування в непрямих методах.

6.1. Теоретичні основи потенціометрії
Потенціометрія – це електрохімічний метод визначення концентрації речовин і різних фізико-хімічних величин, який ґрунтується на вимірюванні потенціалу електродів – одного з головних електрохімічних параметрів. 

Це один із найпростіших електрохімічних методів. Передусім він використовується для визначення рН розчинів, а також для встановлення йонного складу біологічних речовин.

Усі електрохімічні рівноваги ґрунтуються на перетвореннях у гетерогенних системах за участю частинок – носіїв заряду. На межі розділу фаз (метал–розчин) відбувається електроно- або йонообмінний процес, що веде до виникнення електродного потенціалу, який є функцією активності йонів в розчині.


Система, яка складається з металу і розчину, який містить йони цього металу, називається півелементом або електродом. Між твердою фазою (металом) і розчином усталюється рівновага:

Ме0  ↔ Меn+ + nē

Величина електродного потенціалу, яка виникла на границі метал-розчин, називається рівноважним потенціалом. 

Залежність рівноважного потенціалу електрода від активності (концентрації) досліджуваного іону металу в розчині лежить в основі потенціометричних методів аналізу. Ця залежність виражається рівнянням Нернста:
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 – потенціал металічного електрода при даній концентрації йонів металу  в розчині, 
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 – потенціал цього ж електрода в розчині з концентрацією йонів, рівній одиниці (стандартний потенціал),

СМе – концентрація йонів металу,

R – газова стала,

Т – абсолютна температура,

F – число Фарадея,

n – заряд йонів металу. 

Стандартні потенціали металічних електродів φ0 можна знайти в довідниковій літературі. 

Для концентрованих розчинів і розчинів сильних електролітів концентрацію йонів металів СМе  в рівнянні Нернста замінюють активністю йонів металу а. Активність а (активна концентрація) зв’язана з концентрацією С через величину коефіцієнта активності γ співвідношенням

а = γ∙С.


В розбавлених розчинах ефектом взаємодії між протилежно зарядженими іонами (його відображає коефіцієнт активності γ) можна знехтувати і рахувати  а = С.

6.2. Методика проведення потенціометричних вимірів
В потенціометрії за методикою проведення аналізу розрізняють прямий і непрямий метод.

6.2.1. Пряма потенціометрія
Пряма потенціометрія (іонометрія) – вимірювання потенціалу електрода як функції активності (концентрації) компонента, що визначається. 

Пряма потенціометрія (іонометрія) ґрунтується на застосуванні рівняння Нернста для знаходження концентрації учасника електродної реакції за потенціалом відповідного електрода[image: image197.png]P



 або виміряній електрорушійній силі Е гальванічного елемента. 

В розчин, який досліджується, занурюють відповідний вимірювальний електрод і вимірюють його потенціал відносно електрода порівняння. 

Також використовують графічний метод прямої потенціометрії: за калібрувальним графіком, побудованим в координатах Е–рС (С – концентрація стандартних розчинів йона, який визначають), знаходять концентрацію йона у розчині, що аналізують.
Метод прямої потенціометрії має ряд переваг:

1. В процесі вимірювання склад розчину не змінюється.

2. Достатньо велика чутливість (10-6-10-7 М).

3. Дуже малий об'єм досліджуваного розчину.

4. Результати аналізу можна реєструвати автоматично.

До недоліків метода можна віднести те, що для аналізу на вміст певного іона, необхідно мати відповідний індикаторний електрод з достатніми коефіцієнтами селективності по відношенню до сторонніх іонів у розчині, який аналізують. Слід мати на увазі, що точність вимірювання pС не перевищує 0,01 одиниці, тобто похибка у вимірюванні концентрації перевищує 2% відносних. Рівновага у розбавлених розчинах встановлюється повільно, що збільшує час вимірювань.
6.2.2. Потенціометричне титрування
Потенціометричне титрування – вимірювання потенціалу електрода як функції об’єму реагенту, доданого до проби.
Суть потенціометричного титрування полягає в тому, що в досліджуваний розчин вміщують гальванічний елемент, який складається з електроду порівняння і індикаторного електроду, і титрують розчин, визначаючи  електрорушійну силу гальванічного елемента в процесі титрування. Говорячи про електрорушійну силу (ЕРС, Е) гальванічного елемента, тобто різницю потенціалів індикаторного електрода і електрода порівняння,  мають на увазі потенціал індикаторного електрода.

Спосіб потенціометричного титрування багато в чому нагадує способи роботи при класичному об'ємному аналізі. Різниця полягає в тому, що після додавання кожної порції титранта вимірюють електродний потенціал. Потенціал індикаторного електрода залежить від концентрації тих іонів, які визначають потенціал. Якщо при титруванні в результаті певної реакції концентрація цих іонів зменшується, то зміниться і потенціал. Це відбувається швидко, але не миттєво, і після додавання кожної порції робочого розчину необхідно інтенсивно перемішувати досліджуваний розчин впродовж деякого часу помішуючи, оскільки концентрація іонів у всьому розчині повинна бути однаковою, після чого почати вимірювання електродного потенціалу. 

Найбільша зміна потенціалу відбудеться в момент повного зв'язування іонів, які визначають потенціал, тобто в точці еквівалентності. Таким чином, електродний потенціал слугує в даному випадку індикатором в процесі титрування.

Найчастіше в методі потенціометричному титруванні використовуються наступні реакції: реакції кислотно-основної взаємодії (супроводжуються переносом протона), окислення-відновлення (супроводжуються обміном електронами), осадження, нейтралізації. 
Для потенціометричного титрування можуть використовуватися всі реакції, які задо​вольняють вимогам, які ставляться до реакцій титрування, крім вимоги наявності індикатора. Реакції, які використовуються при потенціометричному титруванні, повинні бути строго стехіометричними, проходити з великою швидкістю і тільки в одному напрямі, а в точці еквівалентності повинна відбуватись зміна потенціалу індикаторного електрода (стрибок потенціалу).

При потенціометричному титруванні (як і при будь-якому титруванні) необхідно визначити кількість титранту, яка хімічно еквівалентна кількості визначуваної речовини, тобто знайти точку еквівалентності. Точку еквівалентності знаходять за різкою зміною (стрибком) потенціалу індикаторного електрода. На початку титрування, навіть при додаванні великої порції титранту потенціал несуттєво змінюється. По мірі наближення до точки еквівалентності кожна порція титранту викликає все більшу різницю потенціалу (рН). Максимальна зміна потенціалу (рН) відбувається в точці еквівалентності. 
У ході титрування вимірюють і записують Е комірки (рН розчину) після додавання кожного певного об’єму титранту. Результати титрування вносять до таблиці, і далі будують криву потенціометричного титрування. Крива потенціометричного титрування необхідна для визначення точки еквівалентності та кількості використаного титранту. 

Для побудови інтегральної кривої титрування на осі абсцис відкладають об'єм титранту, який додається (в мілілітрах), на осі ординат – електродний потенціал (в мілівольтах) або рН (рис.27, а). В точці еквівалентності плавний характер кривої змінюється. В залежності від значення стрибка потенціалу на кривій з'являється нерівність (при невеликому стрибку), або ступінь. Вертикальна ділянка кривої досить чітко вказує на точку еквівалентності. Максимум цієї кривої буде відповідати точці еквівалентності. Відрізок осі абсцис від нуля до точки, який означає стрибок потенціалу, відповідає об'єму титранту, який витрачений на титрування до точки еквівалентності. Для звичайних технічних аналізів точність цього графічного прийому цілком достатня.           
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Рис.27. Криві потенціометричного титрування: а – інтегральна крива титрування; б – диференційна крива титрування.

Для складніших аналізів і більш точного знаходження точки еквівалентності будують диференціальну криву потенціометричного титрування. На осі абсцис відкладають об'єм титранту (в мілілітрах), на осі ординат – відношення ΔE/ΔV
[image: image201.wmf]((рН/ (V) (де ΔV - об'єм чергової порції титранту; ΔЕ ((рН) – зміна потенціалу (рН), викликана додаванням цієї порції титранту) (рис.27, б). 
Вибір індикаторного електроду при потенціометричному титруванні визначається типом реакції, що протікає при титруванні, і природою присутніх в розчині іонів. 
У методi кислотно-основного титрування (протолітометрія) як iндикаторний найчастiше використовують скляний електрод. 
У потенціометричних методах осадження (седиметрія) використовують металеві або мембранні електроди, чутливі до визначуваного іона або іона-осаджувача. 
Для окисно-відновного потенціометричного титрування (редоксометрія) як індикаторні використовують індиферентні електроди, найчастіше – платиновий електрод.

Головні переваги методу потенцiометричного титрування:

· висока точнiсть (вища, ніж прямої потенціометрії), чутливiсть, можливiсть проводити визначення у розведеніших розчинах, нiж це дають змогу вiзуальнi iндикаторнi методи;

· можливiсть визначення кiлькох речовин в одному розчинi без попереднього роздiлення;

· титрування у каламутних i забарвлених середовищах;

· розширення ділянки практичного застосування методу з використанням неводних розчинникiв (можна визначити вмiст компонентiв, які у водних розчинах роздiльно не титруються, провести аналiз речовин, які є нерозчиннi або розкладаються у водi);

· можливiсть автоматизації процесу титрування (промисловiсть випускає декiлька типiв автотитраторiв, що використовують потенцiометричнi датчики).

Недолiки потенцiометричного титрування:

· не завжди швидко усталюється потенцiал індикаторного електрода пiсля додавання титранту;

· необхiднiсть порівняно великої кількості точок вiдлiку потенцiалу для побудови кривих титрування.

Розрахунок концентрації аналізу здійснюють як у звичайному титриметричному методі аналізу за законом еквівалентності. 

6.3. Визначення водневого показника рН за допомогою рН-метра
6.3.1. Поняття рН

Кількісною мірою кислотності середовища, тобто вмісту в розчині іонів Гідрогену, є величина
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Це суто теоретична величина, бо експериментально визначити активність окремого іону а неможливо. 


Експериментально визначають тільки так зване “робоче значення рН”:
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Робоча шкала рН ґрунтується на використанні загальноприйнятих значень рН ряду стандартних розчинів відомого складу, виміряних в комірці Гарнеда. Поняття “робочий” рН означає, що електрохімічно визначене рН не зовсім рівне значенню, яке визначається активністю йонів Гідрогену, а скоріш є результатом застосування загальноприйнятої процедури. Визначення “робоче значення рН” прийняте ІЮПАК і аналогічними організаціями в інших країнах.
 
рН називають водневим показником. Він характеризує концентрацію іонів Гідрогену і чисельно дорівнює негативному десятковому логарифму цієї концентрації (в моль/л).

Відповідно, [Н +] можна виразити через рН:

[Н+] = 10-pH.
При 22°С:

· у нейтральному середовищі рН = 7, 

·  в кислому – рН < 7, 

·  в лужному – рН>7. 

6.3.2. Прилади потенціометричного аналізу 

Найпоширенішими приладами для вимірювання потенціалу електрохімічної комірки є іономіри. Вони в комплекті з відповідним іонселективним електродом можуть безпосередньо визначати величину рХ – негативний логарифм активності іону Х. 

Якщо іономіри призначені для вимірювання активності тільки іонів Гідрогену, то прилад називається рН-метром.

6.3.3. Вимірювання рН

На практиці визначення для рН треба скласти гальванічний елемент ГЕ (електрохімічну комірку), яка складається з індикаторного електрода, потенціал якого залежить від концентрації іонів Гідрогену в розчині, і електрода порівняння, який має сталий і добре відтворюваний потенціал. Гальванічний елемент є вимірювальним елементом приладу рН-метра.

Якщо до гальванічного елемента під’єднати потенціометр, то можна виміряти різницю потенціалів електродів, тобто загальну напругу на електродах комірки. Ця різниця потенціалів дорівнює електрорушійній силі ЕРС (Е) комірки.

Отже, в досліджуваний розчин занурюють відповідний вимірювальний електрод і вимірюють його потенціал відносно електрода порівняння (потенціал ізольованого (одного) електрода визначити неможливо, можна виміряти тільки різницю двох електродних потенціалів). Далі застосовують рівняння Нернста для знаходження концентрації Н+ за знайденим потенціалом вимірювального електрода або виміряною електрорушійною силою Е гальванічного елемента.

6.3.4. ГЕ із скляним електродом для вимірювання рН

На цей час найбільш поширеним електродом порівняння для складання гальванічного елемента при вимірюванні рН є хлоросрібний електрод, а індикаторним – скляний іон-селективний електрод.

Скляний іон-селективний електрод виготовляють із спеціального сорту електропровідного скла у вигляді скляної кульки з порожниною, заповненою розчином НCl концентрацією 0,1 моль/л. 

У цей розчин занурено допоміжний хлоросрібний електрод, що виконує роль зовнішнього виводу скляного електрода для його підключення до однієї з клем приладу, що вимірює значення електродного потенціалу (рис.28):
	
[image: image205.png]



         Рис. 28. Скляний електрод
	1 – внутрішній((допоміжний хлор-срібний електрод
2 –  0,1 М розчин НCl
3 – cкляна мембрана (кулька)
4 – розчин, що досліджується на вміст іонів Н+



Принцип дії такого електрода заснований на тому, що катіони (Kt+) Na+, K+, Li+, які містяться у структурі скла, здатні до обміну з катіонами зовнішнього розчину, тоді як аніони скла міцно зв΄язані з його структурою, і до обміну з іонами розчину не здатні. 



Для скляного електрода з водневою функцією (з лінійною залежністю від рН) селективність до іонів Гідрогену ґрунтується на рівновазі обміну катіонів лужних металів скла на катіони Гідрогену досліджуваного розчину:
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Для надання скляному електроду здатності до рівноваги за вищенаведеним рівнянням кульку скляного електрода занурюють спочатку в дистильовану воду, де витримують кілька годин (стадія гідратації скла), а потім – на 2-3 доби в 0,1 М розчин HCl. Після цього скляний електрод здобуває потрібну водневу функцію, а саме, потенціал такого електрода лінійно залежить від показника активності іонів водню зовнішнього розчину, тобто значення рН:
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 – потенціал скляного електрода (стрибок потенціалу, що виникає на межі фаз скло-зовнішній розчин), В;
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 – певна стала, В, зумовлена сортом скла і типом внутрішнього електрода;
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 – крутизна електродної функції, так звана стала Нернста.      
[image: image214.wmf]q

=0,059 В. Це означає, що зміна рН розчину на одиницю при температурі 25 ˚С  викликає зміну потенціалу комірки на 0,059 В. 


Останні 3 рівняння  – це рівняння прямих у координатах 
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 або від рН. Межа значень рН, де витримується така лінійна залежність, зумовлена сортом скла. 

У сильнокислих і сильнолужних розчинах спостерігається відхилення від лінійної залежності (електрод не має водневої функції) (рис. 29). 
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      Рис. 29. Залежність Е від рН.
	



Схема гальванічного елемента для потенціометричних вимірювань із скляним електродом має вигляд 
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Електрорушійна сила такого елемента (Е) визначається як різниця потенціалів хлорсрібного 
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де cоnst – константа, яка включає потенціали зовнішнього і внутрішнього електродів порівняння, потенціал, зумовлений  рН внутрішнього розчину скляного електрода і потенціал асиметрії (невеликий потенціал, який залежить від таких факторів як неоднорідність скляної мембрани, механічний і хімічний вплив на зовнішню поверхню мембрани, ступінь її гідратації).
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА 12. Вимірювання  рН водних розчинів 

методом іонометрії
1. ТЕМА: потенціометричний метод аналізу. 
2. МЕТА: освоїти методику роботи на рН-метрі, методику прямих потенціометричних визначень. Визначити методом  іонометрії рН буферних розчинів і грунтової витяжки. 
3. ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ
1. Теоретичне обґрунтування потенціометричного методу.

2. Визначення понять “електрод”,  “електродний потенціал”.
3. Механізм виникнення стрибка потенціалу на межі скло – розчин. 
4. Схема гальванічного елемента, що застосовується для вимірювання рН.

5. Активна і пасивна кислотність грунту.

4. ТЕОРЕТИЧНІ ВІДОМОСТІ

4.1. Характеристика рН-метра рН-150МІ
рН-метр рН-150МІ призначений для вимірювання ЕРС електродної системи, показника активності іонів Гідрогену рН, і температури t водних розчинів та безпосереднього вимірювання рН м’яса і м’ясопродуктів.

Прилад складається з перетворювача, блоку живлення, термодатчика і комбінованого електрода. 

Комбінований електрод має скляний корпус діаметром 12 мм. В нижній частині встановлена робоча мембрана, чутлива до іонів водню, яка являє собою кульку зі спеціального скла. Комбінований електрод містить вбудований хлоросрібний електрод порівняння і керамічний електролітичний ключ для контакту електроліта і досліджуваного розчину. 

Прилад має наступні режими роботи:

· «Измерение» – основний режим роботи;

· «НАСТРОЙКА» – калібрування приладу (сукупність операцій по доведенню похибки вимірювань pH-метра до нормованих значень);

· «НАСТРОЙКА pXi» – калібрування приладу з уточненням координат ізопотенціальної точки;

· «КОНТРОЛЬ» – контроль та редагування параметрів електродної системи.

4.1.1. Підготовка рН-метра до роботи


1. Підключити комбінований електрод до гнізда на задній стінці приладу – у гніздо "Изм." Електрод занурити в досліджуваний розчин, попередньо промивши його дистильованою водою.

2. Термодатчик закріпити в штативі і підключити до гнізда ”ТД”.

3. Натиснути кнопку вмикання приладу [image: image224.emf] і утримувати її впродовж 1-2 сек. Для вимикання приладу слід натиснути ту ж кнопку.

4. При включенні на дисплеї короткочасно висвічується номер версії програмного забезпечення приладу, наприклад «v1.09», після чого прилад переходить в режим вимірів у тих одиницях, які були встановлені при попередньому його вимиканні. 

[image: image225.emf]
5. У полі режимів роботи на дисплеї висвічується знак «Измерение». На основному цифровому полі дисплея відображаються результати поточного вимірювання.

4.1.2. Калібрування рН-метра рН-151МІ

Щоб усунути вплив потенціалу асиметрії на вимірювання рН, проводять калібрування електродів за стандартними буферними розчинами. 

Калібрування – комплекс дій, що проводяться під час регулювання та періодичного підтвердження калібрувальних характеристик  контрольно-вимірювального приладу чи системи вимірювання.
Калібрування приладу повинно проводитися за калібрувальними розчинами, у якості яких рекомендується застосовувати робочі еталони pH із значеннями pH25º: 1,65, 4,01, 6,86, 9,18, 12,43. Температурна залежність значень pH цих розчинів закладена в пам'ять приладу. Тому при використанні зазначених розчинів прилад у процесі калібрування автоматично визначає вибраний розчин і виводить його значення на дисплей. Це дозволяє спростити і прискорити процес проведення калібрування. 

Треба використовувати щонайменше два стандартні розчини, які перекриватимуть весь діапазон вимірюваних рН. Найчастіше калібрування виконують за нейтральним фосфатним буфером з рН 6,86, а другий буфер вибирають у кислій або лужній ділянці, залежно від потрібного діапазону рН.
Робочі еталони для «pH-метрії» випускаються у вигляді стандарт-титрів. Допускається застосування калібрувальних розчинів з іншими значеннями pH. Однак у цьому випадку користувачеві доведеться вводити їх значення pH вручну. 

При виборі калібрувальних розчинів рекомендується притримуватися такого принципу, щоб їх значення pH охоплювали діапазон pH аналізованих розчинів. Різниця у значеннях pH у калібрувальних розчинів повинна бути не менше одиниці. Температура калібрувальних розчинів повинна бути однаковою (± 2оС) і постійною. Для зниження похибки вимірювань рекомендується калібрування здійснювати при температурі близькій до температури аналізованих розчинів. 

Не слід проводити калібрування приладів за розчинами, приготованими з  випадкових реактивів невідомої кваліфікації, тому що при цьому можливі значні помилки у значенні pH приготованих розчинів. Слід мати на увазі, що при багаторазовому використанні однієї і тієї ж порції розчину може відбутися зміна його pH за рахунок внесення випадкових домішок. Тому не рекомендується повторне використання розчинів при калібруванні приладу.

Калібрування за двома розчинами (режим «НАСТРОЙКА»)

1. Перехід в режим «НАСТРОЙКА»

Кнопкою ВИБІР слід встановити режим вимірювань «pH».

Натискаючи на кнопку РЕЖИМ, вибрати режим «НАСТРОЙКА». При цьому знак «НАСТРОЙКА» на дисплеї починає блимати, а на основному і додаткових цифровому полі дисплея зберігаються результати поточного вимірювання.

2. Калібрування за першим розчином.

Натиснути кнопку ВВОД. Після цього знак «НАСТРОЙКА» припиняє блимати. На дисплеї блимає значок, який зображає стаканчик з цифрою «1», запрошуючи помістити електродну систему і термодатчик у перший калібрувальний розчин.

Промити електродну систему і термодатчик  дистильованою водою, осушити фільтрувальним папером, помістити їх у перший калібрувальний розчин і натиснути кнопку ВВОД.

Прилад переходить до вимірювання ЕРС електродної системи, про що сигналізує  миготливий знак «ИЗМЕРЕНИЕ». На дисплеї приладу відобража-ється виміряне значення ЕРС електродної системи в першому градуюювальному розчині, а також температура розчину.

Встановлення стабільного значення ЕРС електродної системи прилад визначає автоматично, при цьому лунає звуковий сигнал і зупиняється миготіння знака «ИЗМЕРЕНИЕ». На підставі отриманих даних прилад автоматично визначить найближчий, що відповідає цим даним розчин з переліку робочих еталонів, і виведе на дисплей значення його pH для температури 25ºС.

Для зручності роботи на дисплей приладу виводиться значення pH робочого еталона для 25 ºС (значення, вказане на упаковці стандарт-титру). При розрахунках калібрувальних характеристик прилад автоматично внесе поправку на поточну температуру розчину. Тому при використанні робочих еталонів з pH25о: 1,65, 4,01, 6,86, 9,18, 12,43 не слід вносити цю поправку вручну.

Якщо при використанні одного із зазначених розчинів прилад його неправильно визначив, то це свідчить про помилку чи несправності. У цьому випадку калібрування рекомендується перервати, та продовжити його тільки після усунення причини неполадки.

Для занесення значення pH першого калібрувального розчину в пам'ять приладу слід натиснути кнопку ВВОД.

3. Калібрування за другим розчином.

Прилад запропонує перейти до калібрування за другим розчином. На дисплеї блимає значок, що зображає стаканчик з цифрою «2», запрошуючи помістити електродну систему і термодатчик у другий калібрувальний розчин.

Для продовження калібрування промити електродну систему і термодатчик дистильованої водою, осушити фільтрувальним паперомі помістити їх у другий калібрувальний розчин. Натиснути кнопку ВВОД. Температура другого калібрувального розчину не повинна відрізнятися від температури першого більш ніж на ± 2оС.

Прилад переходить до вимірювання ЕРС електродної системи, про що сигналізує миготливий знак «ИЗМЕРЕНИЕ». На дисплеї приладу відобража-ється виміряне значення ЕРС електродної системи у другому калібрувальному розчині, а також температура розчину. Встановлення стабільного значення ЕРС електродної системи прилад визначає автоматично, при цьому лунає звуковий сигнал і зупиняється блимання знаку «ИЗМЕРЕНИЕ».

На підставі отриманих даних прилад автоматично визначить найближчий, який відповідає цим даним, розчин з переліку робочих еталонів  і виведе на дисплей значення його pH при температурі 25 º С.

Для занесення значення pH другого калібрувального розчину в пам'ять приладу слід натиснути кнопку ENTER.

Далі прилад виведе на дисплей отримане значення крутизни електродної характеристики (у % від теоретичного значення) і автоматично перейде в режим вимірювання. У пам'яті приладу збережеться розраховане значення Ei і крутизни електродної системи.

4.1.3. Відлік показань при вимірюванні рН
1. Після включення приладу автоматично встановлюється режим «Измерение». У полі режимів роботи на дисплеї висвічується знак «Измерение». При необхідності кнопкою ВИБІР [image: image226.emf] слід встановити режим вимірювань «pH». При цьому в правій частині дисплею висвічується символ «pH».

2. Промити електроди та інші застосовувані пристрої (наприклад, тер-модатчик або термометр) дистильованої водою, осушити їх фільтрувальним папером і занурити в розчин, що аналізується. При використанні термодатчика глибина його занурення в розчин, що аналізується, повинна бути не менше 30 мм. 

 3. Після встановлення стабільних показників зчитати результат вимірювання на дисплеї. Зазвичай час встановлення показів не перевищує 3 хв з моменту занурення датчиків в аналізовану середу. Однак при вимірюванні pH в сильнокислих і сильнолужних розчинів, а також при температурах, близьких до 0° С, час встановлення показів може досягати 10 хв.

5. ЗМІСТ РОБОТИ

5.1. Перевірка скляного електрода та калібрування
Для  перевірки скляного електрода та його калібрування складають гальванічний елемент із скляного та хлоросрібного електродів і експериментально виміряють його електрорушійну силу ЕРС (Е) у стандартних буферних розчинах з відомим значенням рН. 

Далі за формулами розраховують рН  буферних розчинів і порівнюють.

Особливість буферних розчинів полягає в тому, що вони здатні залишати сталим рН при їх розведенні або додаванні до них невеликої кількості кислоти або лугу.

5.1.1. Проведення вимірювань електрорушійної сили Е
1. Робочі частини електродів споліскують дистильованою водою. Краплі води з електродів обережно усувають (без тертя) клаптиком фільтрувального паперу. 

2. Електроди занурюють в невелику порцію розчину, що аналізують, виливають її. Для вимірювань заливають свіжу порцію розчину, що має повністю покривати сферичну скляну мембрану (40-60 мл).


3. Вимірюють електрорушійну силу (Еі) у відповідності з вищевказаними вимогами. 


Результати вимірювань Еі стандартних буферних розчинів заносять до таблиці:

	рН буферного розчину рНsi
	1,68
	4,01
	6,86
	9,18

	Еі
	
	
	
	



5.1.2. Розрахунки рН за виміряною електрорушійною силою Е

Параметри E∅ і θ розраховують за методом найменших квадратів. Вимірюючи за двома стандартними буферними розчинами, параметри розраховують за формулами: 

θ = (Е2 – Е1) / (рНs1 – рНs2), 

E∅ = Е1 + θ рНs1.

рН в розчині розраховують з рівняння:

          рН = (E∅ – Еі) / θ.
5.2. Визначення рН грунту
Аналіз водної витяжки є одним із основних прийомів для хімічного дослідження грунтів, а також при вивченні динаміки деяких поживних елементів грунту. Хімічний склад грунту суттєво впливає на його родючість, на його фізичні та біологічні властивості. Грунт складається з різноманітних мінеральних, органічних та органо-мінеральних сполук. Найважливішою складовою частиною грунту є гумус – перегній. Він утворюється з органічних рослинно-тваринних решток, які щорічно потрапляють у грунт і під впливом життєдіяльності мікроорганізмів розкладаються й синтезуються.

Реакція грунту (лужна чи кисла) проявляється при взаємодії його з водою або розчинами солей. Вона визначається співвідношенням водневих і гідроксильних іонів у грунтовому розчині і характеризується показником рН. Якщо рН=7, то реакція нейтральна, при рН більше 7 – лужна, менше – кисла. В грунтах рН коливається в межах від 3,5 (верхові торф'яники) до 8-9 (солончаки і солонці). Оптимальний рН (близько 7) характерний для некарбонатних грунтів. Підвищена кислотність негативно впливає на розвиток рослин і багатьох корисних мікроорганізмів.

Виділяють актуальну (активну) і потенційну кислотність грунту залежно від того, при якій взаємодії вона проявляється і вимірюється.

Актуальна кислотність – кислотність грунтового розчину, грунтової суспензії або водного витягу з грунтів – зумовлена наявністю іонів водню у грунтовому розчині, залежить від наявності в грунтовому розчині вільних кислот, гідролітичних кислих солей, ступеня їх дисоціації. Актуальна кислотність грунту вимірюється при взаємодії грунту з дистильованою водою при розведенні 1:5 або у пасті.

Потенційна кислотність (пасивна, «прихована») – кислотність твердої фази грунту – здатність грунту при взаємодії з розчинами солей вести себе як слабка кислота. Визначається вона властивостями твердої фази грунту, яка зумовлює появу додаткових водневих іонів у розчині при взаємодії з добривами або хімікатами. Характеризує сумарну концентрацію кислот і кислотних агентів, що існують у даному грунті як у дисоційованому, так і не дисоційованому стані. 

Основне природне джерело кислотності грунту – органічні кислоти. Вони утворюються при розкладі рослинних залишків мікроорганізмів без доступу повітря і просочуються в товщу грунту з атмосферною вологою. Кислоти можуть накопичуватися в грунті і від систематичного застосування так званих фізіологічних кислотних добрив (амоній сульфат, амоній хлорид, тощо).
5.2.1. Приготування водної грунтової витяжки 

Проби грунтів мають аналізуватися в природновологому стані. З проби виділяються корені, камені, сторонні включення, потім вона розтирається в порцеляновій ступці і просівається через сито з отворами 0,5 мм, після чого відбирається зразок для хімічного аналізу. 
Відважують на лабораторних вагах наважку грунту 20 г, переносять до конічної колби місткістю 200-250 мл і приливають 100 мл кип’яченої дистильованої води. Колбу закривають пробкою і збовтують вміст 5 хвилин. 
Після цього суспензію фільтрують через складчастий фільтр або з допомогою водоструменевого насосу. 

5.2.2. Проведення вимірів рН грунтової витяжки

1. Перед кожним вимірюванням електроди та склянку треба промити дистильованою водою. Залишки води вилучити фільтрувальним папером. Торкатися руками до вимірювальної частини електродів не можна! До склянки налити досліджуваний розчин, занурити в нього електрод (кулька електрода має бути повністю вкрита рідиною; одночасно треба уникати дотику кульки до стінок і дна склянки). 

2. Виміряти значення рН в грунтовій витяжці. 

3. По закінченні роботи вимкнути прилад з мережі, промити електроди і залишити їх у склянці з дистильованою водою.

Контрольні запитання
1. На якій залежності грунтується пряма потенціометрія?

2. На чому ґрунтується графічний метод прямої потенціометрії?

3. Що таке рН? Виразіть концентрацію йонів Гідрогену через рН.

4. До якого типу електродів відноситься скляний електрод? Які в нього недоліки й переваги?

5. Наведіть рівняння Нернста для визначення Е скляного електроду.
6. Як готують електрод до роботи?

7. У чому сутність калібрування скляного електрода. Чим зумовлена необхідність цієї процедури?
8. Який ГЕ складають (зокрема, у даній лабораторній роботі) для вимірювання рН розчину? Роль відповідних електродів у ГЕ.

9. Наведіть рівняння для визначення рН буферного розчину за виміряними прямою потенціометрією Е (ЕРС) двох буферних розчинів. 

10. Потенціал срібного електрода в розчині солі Аргентуму становить 0,650 В відносно стандартного водневого електрода СВЕ. Розрахувати рівноважну концентрацію іонів Аргентуму та вміст (мкг/мл) їх в розчині, якщо φ0Ag+/Ag =0,799 В.
ЛАБОРАТОРНА РОБОТА 13. Визначення рН і лужності природної води методом потенціометричного титрування

1. ТЕМА: потенціометричний метод аналізу. Потенціометричне титрування.
2. МЕТА: закріпити методику роботи на рН-метрі, визначити потенціометричним титруванням рН і різні види лужності природної води.
3. ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ
1. Аналітичний сигнал потенціометричних методів аналізу.

2. Індикаторні та стандартні електроди. Вимоги до електродів.

3. Вимірювання потенціалів в потенціометрії.

4. Потенціометричне титрування, його можливості.

5. Потенціометричне титрування, основане на реакціях нейтралізації, окиснення-відновлення, осадження, комплексонометрії.

4. ТЕОРЕТИЧНІ ВІДОМОСТІ

4.1. Кислотно-основне титрування

В основі кислотно-основного титрування лежать протолітичні реакції, в результаті яких відбувається зв'язування іонів Н3О+ і ОН- у воду.
У кислотно-основному титруванні в якості індикаторного зазвичай використовують скляний електрод, який, як правило, входить в комплект pH-метрів. 
Потенціометричний метод дозволяє провести кількісне визначення компонентів в суміші кислот, якщо константи дисоціації відрізняються не менш ніж на три порядки. Наприклад, при титруванні суміші, яка містить хлоридну (HCl) і оцтову кислоти, на кривій титрування виявляється два стрибка. Перший свідчить про закінчення титрування HCl, другий стрибок спостерігається при титруванні оцтової кислоти. Також кілька стрибків мають криві титрування багатоосновних кислот, константи дисоціації яких істотно різняться (хромова, фосфатна та ін.).

4.2. Лужність  природної води і механізм її виникнення 
Величина рН є важливим показником кислотності або лужності природних вод. У більшості природних вод концентрація Н+ зумовлена в основному співвідношенням концентрацій вільного карбон (IV) оксиду і йонів гідрокарбонату (рН коливається в межах 4,5-8,3). 

Під лужністю природних або очищених вод розуміють спроможність деяких їхніх компонентів зв’язувати еквівалентну кількість сильних кислот. Лужність обумовлена наявністю у воді гідроксид-іонів і аніонів слабких кислот (карбонатів, гідрокарбонатів, силікатів, боратів, сульфітів, гідросульфітів, сульфідів, гідросульфідів, аніонів гумінових кислот, фосфатів). Лужність більшості природних вод визначається тільки гідрокарбонатами кальцію і магнію, рН цих вод не перевищує 8,3.

Загальна лужність визначається кількістю сильної кислоти, необхідної для повної нейтралізації 1 дм3 води (ммоль/л) до рН=4,4. Зазвичай загальна лужність визначається тільки аніонами OH-, HCO-3, CO2-3 (через незначну концентрацію інших аніонів). Отже, під загальною лужністю води розуміють суму аніонів 
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Аніони, гідролізуючись, утворюють гідроксильні іони OH- :

[image: image230.emf]
В природних водах існує вуглекислотна рівновага
[image: image231.emf]
і рН залежить від співвідношення форм карбонатної кислоти.

При рН<4,4 у воді аналітично визначається тільки вільна карбонатна кислота. При рН 4,4-8,6 у воді в рівноважному стані знаходяться вільна карбонатна кислота й гідрокарбонати. При рН 8,6-12 у воді присутні гідрокарбонати й карбонати. При рН>12 карбонат-іони стають переважаючою формою.
[image: image232.emf]

При рН<9 головним компонентом лужності природних вод є  аніони 
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При рН>9 (залежно від інтервалу рН) компонентами лужності води можуть бути аніони 
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Одночасно всі аніони існувати не можуть внаслідок протікання кислотно-лужної взаємодії:
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Головним джерелом гідрокарбонатних і карбонатних іонів у поверхневих водах є процеси хімічного вивітрювання і розчинення карбонатних порід вапняків, мергелів, доломітів. Значна кількість гідрокарбонатів надходить з атмосферними опадами й грунтовими водами. Карбонатні й гідрокарбонатні іони потрапляють у водойми зі стічними водами підприємств хімічної, силікатної, содової та інших галузей промисловості.

У річкових водах вміст гідрокарбонатних і карбонатних іонів коливається від 30 до 400 мг/дм3. У підземних водах їх вміст помітно зростає – 150…900 мг/дм3.
5. ЗМІСТ РОБОТИ
5.1. Суть і методика визначення лужності природної води. Види лужності природної води
Метод визначення загальної лужності води і її компонентів базується на потенціометричному титруванні проби води 0,01 Н розчином HCl з індикаторним скляним електродом і насиченим хлоросрібним електродом порівняння з реєстрацією всіх стрибків рН. 

Потенціометричному визначенню рН у воді не заважають кольоровість і каламутність води, присутність вільного хлору, окислювачів та відновників, високий вміст солей у пробі.

При проведенні визначення можливе протікання таких реакцій:
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Залежно від наявності того чи іншого компоненту лужності вірогідні різні варіанти титрування. 

1. На кривій титруванні один стрибок:

а) початкове  рН <9 – єдиним компонентом лужності є аніони 
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б) початкове рН>9 – компонентами лужності є аніони 
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2. На кривій титрування два стрибки:

а) якщо V1 =V2 , то компонентами лужності є аніони 
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, які титруються ступінчасто. Для обчислення карбонатної лужності використовують об’єм  
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б) якщо 
[image: image246.wmf]12

VV

>

, то компонентами лужності є аніони 
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Перший стрибок титрування відповідає реакціям (1) і (2) та об’єму 
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Рис.31. Крива потенціометричного титрування.

Для обчислення карбонатної лужності використовують об’єм 
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в) якщо 
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Перший стрибок титрування відповідає реакції:
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другий стрибок титрування:
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Для обчислення карбонатної лужності використовують об’єм 
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Загальну лужність води обчислюють з урахуванням (
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Загальна лужність не входить до числа жорстко обмежених за своїм значенням показників якості води, однак ДержСанПіН України рекомендує так звані показники фізіологічної повноцінності складу води, до яких входить і загальна лужність 0,5-6,5 ммоль-екв/дм3.

Лужність води – важливий показник при проведенні багатьох процесів очистки води, особливо при обробці її коагулянтами, пом’якшенні.

5.2. Визначення лужності води потенціометричним титруванням
5.2.1. Проведення потенціометричного титрування
При визначенні лужності води піпеткою на 10 мл відбирають пробу води і вміщують її в комірку для титрування, додають певний об’єм дистильованої води до позначки, вмикають магнітну мішалку. Спочатку вимірюють рН вихідної води, а далі починають титрувати 0,01 Н розчином 
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, додаючи титрант порціями по 0,2 мл. Після додання кожної порції титранту дають певний час (до 1-2 хв) на повне перемішування і встановлення показання приладу. Виходячи з  початкового рН води, роблять висновки про існування одного чи двох стрибків титрування. Якщо матиме місце два стрибки титрування, то по досягненні першого стрибка, титрування продовжують до отримання другого стрибка і далі до незначної зміни рН. Титрування повторюють до отримання трьох співпадаючих результатів. Дані вимірів занотовують до таблиці:
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5.2.2. Побудова кривих титрування
За даними таблиці будують криві титрування в координатах рН–V і 
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, знаходять точки еквівалентності і визначають об’єми титранту 
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5.2.3. Розрахунок різних видів лужності води
Лужність води розраховують за формулою (загальна формула для визначення всіх видів лужності):
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Контрольні запитання

1. Вимоги до реакцій, які використовуються в потенціометричному титруванні. Основна протолітична реакція кислотно-основного потенціометричного титрування. 
2. Визначення потенціалу у кислотно-основному потенціометричному титруванні. 

3. Типи сполук, концентрацію яких можна визначити кислотно-основним потенціометричним титруванням.

4. Вмістом яких сполук зумовлена лужність води?

5. Що характеризує загальна лужність води?

6. Який метод аналізу використовують при визначенні лужності води?

7. При яких процесах обробки води має значення величина її лужності?
8. Які види лужності води і при яких умовах визначаються в даному дослідженні?
9. Які хімічні реакції протікають на кожній стадії проведеного титрування?
10. Наважку сплаву, що містить Ферум, масою 1,2000 г розчинили, і після відповідної обробки довели об’єм розчину до 50 мл. 10 мл цього розчину відтитрували 0,1н розчином 
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ЛАБОРАТОРНА РОБОТА 14. Визначення концентрацій хлоридної і борної кислот в суміші методом потенціометричного титрування
1. ТЕМА: потенціометричний метод аналізу.
2. МЕТА: визначення кількості НCl і H3BO3 в розчині при спільній  присутності методом кислотно-основного потенціометричного титрування. 
3. ЗАВДАННЯ ДЛЯ САМОСТІЙНОЇ ПОЗААУДИТОРНОЇ РОБОТИ СТУДЕНТІВ

1.  Суть потенціометричного титрування. 
2.  Реакції, що можуть використовуватися в кислотно-основному потенціометричному титруванні.

3.  Розрахунок рН і Е при кислотно-основному потенціометричному титруванні сильних і слабких кислот.
4.  Переваги і недоліки потенціометричного титрування.

5.  Поняття нормальності розчинів.

4. ТЕОРЕТИЧНІ ВІДОМОСТІ

4.1. Розрахунки кислотно-основного титрування
Для потенціометричного титрування можуть використовуватися всі реакції, які задовольняють вимогам, які ставляться до реакцій титрування, крім вимоги наявності індикатора.

Як правило, для кислотно-основного титрування беруть скляний індикаторний електрод, хлоридно-срібний електрод порівняння і вимірюють pH розчину з допомогою pH-метра.

Потенціал індикаторного електрода буде залежати від рН розчину:

E = 0,059·lg[H+] = -0,059·lg(pH).

При титруванні сильної кислоти (Vk0 = 100 мл, Сk0 = 0,1 M) сильною основою (
[image: image276.wmf]0
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= 0,1 M) потенціал до точки еквівалентності обчислюють за формулою:
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Потенціал після точки еквівалентності визначається за рівнянням:
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Стрибок потенціала ΔЕ=Е1–Е2 буде тим більший, чим більші початкові концентрації кислоти і основи. При необхідній точності визначення об’єму точки еквівалентності – 0,1%, стрибок спостерігається при концентраціях 
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більших, ніж 10-4 М.

Складніше визначити стрибок потенціала при титруванні слабких кислот або основ. Розглянемо титрування слабкої кислоти сильною основою. Концентрацію іонів Гідрогену і рН до початку титрування розраховують за відомими формулами:
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Тоді потенціал в початковій точці буде рівний:
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В процесі титрування в розчині утворюється буферна суміш, яка складається із залишку слабкої кислоти та її солі. Для такої суміші рН і, відповідно, Е обчислюють за формулами:
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В точці еквівалентності в розчині присутня сіль слабкої кислоти та сильної основи, яка гідролізує, і рН та Е розраховують за рівняннями:
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Після точки еквівалентності при додаванні сильної основи потенціал визначають так само, як і при титруванні сильної кислоти.
Стрибок потенціала в даному титруванні буде тим більший, чим більша константа іонізації кислоти та її концентрація. На рис. 30 приведені приведені криві потенціометричного титрування кислот різної сили сильною основою.

	
[image: image288.wmf] 

pK=8

 

2

 

1,3

 

3

 

1,2

 

V

1

т.е

.

 

V

2

т.е

.

 

V

лугу

, мл

 

pH

 


	


Рис.30. Криві потенціометричного титрування: 1 – сильна кислота, 2 – слабка кислота, 3 – суміш сильної та слабкої кислот 
Як видно з рисунка, слабких кислот або основ стрибок титрування спостерігається, коли К ≥ 10-8, а рК ≤ 8.

При титруванні суміші кислот або основ різної сили при різниці силових показників pK > 4 спостерігається два стрибки титрування. У цьому випадку можливе визначення двох компонентів в одному розчині без розділення.

5. ЗМІСТ РОБОТИ
Суть методу. Диференціальне визначення НCl і H3BO3 (у присутності гліцерину) грунтується на послідовному потенціометричному титруванні їх   0,1 н. розчином лугу до досягнення pH розчину, які відповідають кінцевим точкам титрування хлоридної та борної кислот. Титрування проводять зі скляним індикаторним електродом і насиченим хлорсрібним електродом порівняння. 

Борну кислоту неможливо відтитрувати безпосередньо внаслідок малого значення константи дисоціації – це дуже слабка кислота. Її константа дисоціації настільки мала (Кд=10-9), що сильна кислота в її присутності практично без ускладнення може бути кількісно відтитрована лугом. По завершенні титрування HCl титрують борну кислоту в присутності гліцерину, з яким борна кислота утворює досить сильну комплексну одноосновну кислоту – гліцероборатну, що має велику константу дисоціації (Кд = 10-5). Завдяки цій властивості борної кислоти вдається провести титрування її суміші з будь-якою сильною кислотою.
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5.1. Стандартизація розчину гідроксиду натрію методом потенціометричного титрування 

Готують приблизно 0,1 н розчин лугу (4,0 г/дм3, зважувати на технічних терезах). Піпеткою відбирають точно 15,00 см3 0,1 н розчину HCl і доливають в комірку для титрування, вміщують в неї електроди, додають дистильованої води, так щоб покрити електроди (близько 60 см3), включають рН-метр і записують покази приладу до початку титрування. Заповнюють бюретку приготованим розчином NaOH і починають титрування, додаючи розчин NaOH порціями по 1,00 см3. Заміряють pH в кожній точці титрування, результати записують у таблицю. При додаванні деякої кількості титранту спостерігається різкий стрибок величини рН (стрибок титрування). Титрування продовжують до тих пір, поки рН розчину стане змінюватися на 0,1-0,2 одиниці рН при додаванні 1 см3 титранту (як правило 5-6 см3 після стрибка титрування).

1. V (НСl) = 15,00 см3
2. C(HCl) = 0,1000 моль/дм3

Таблиця 1.
Побудова кривої титрування 


	V(NaOH)
	pHсер.
	ΔV
	ΔpH
	ΔpH/ΔV

	
	
	
	
	


За даними  табл. 1. побудувати залежність рН – V(титранта) і ΔpH/ΔV – V(титранта). 


[image: image290]
Рис. 31. Хід інтегральної кривої потенціометричного титрування 15 мл 0,1 н хлоридної кислоти 0,1 н розчином натрій гідроксиду.

За максимумом на диференційній кривій визначити точку еквівалентності і еквівалентний об'єм титранту Vекв. Титрування повторюють до отримання 3 паралельних результатів. При повторах титрування в області стрибків рН титрант приливають по 1-2 краплях. Для кожного титрування будують свій графік. Знаходять середній об’єм (Vекв з трьох визначень і розраховують концентрацію лугу з точністю до 4-х значущих цифр:

С(NaOH) = С(HCl)∙V(HCl)/ Vекв.
5.2. Визначення концентрації борної кислоти

Для цього в комірку наливають точно 10,00 см3 досліджуваного розчину H3BO3 (0,1 н розчин H3BO3 (6,1844 г/дм3, зважувати на аналітичних вагах)), доливають 40 см3 дистильованої води, занурюють промиті електроди і мішалку, потім при перемішуванні вимірюють початкове значення pH розчину (pH1). Приливають  5 см3 гліцерину і титрують NaOH до pH 11-12. Повторюють титрування для отримання трьох паралельних результатів. Результати заносять у таблицю, аналогічну табл. 1. Будують криві титрування і визначають еквівалентний об’єм NaOH, розраховують середній об’єм з трьох паралельних результатів і визначають концентрацію борної кислоти з точністю до 4-х значущих цифр:

С(Н3ВО3) = С(NaOH)∙V(NaOH)/ Vекв.

5.3. Визначення концентрацій хлоридної і борної кислот в суміші
5.3.1. Навчальне завдання.  Готують суміш хлоридної та борної кислот (по 10 см3 кожної). Титрують її порціями лугу по 0,5 см3 до початкового pH1 борної кислоти. Цей момент показує, що вся хлоридна кислота відтитрована. На кривій титрування при цьому закінчується перший стрибок титрування. Додають 5 см3 гліцерину і титрують до pH 11-12 і отримання другого, менш різкого стрибка. При цьому титрується борна кислота (рис.2.). Результати заносять у таблицю, аналогічну табл. 1. Будують криві титрування та визначають еквівалентні об’єми  NaOH для хлоридної та борної кислот V1 (NaOH) і V2 (NaOH). При повторах титрування в області стрибків рН титрант приливають по 1-2 краплях. З трьох паралельних результатів розраховують вихідні об’єми хлоридної і борної кислот з точністю до 4-х значущих цифр:

V(HCl) ∙ Сн(HCl) = V1(NaOH) ∙ Сн(NaOH)

V(Н3ВО3) ∙ Сн( Н3ВО3) = V2(NaOH)∙ Сн(NaOH)

[image: image291.emf]
Рис.32. Вид кривої потенціометричного титрування  суміші  хлоридної і борної кислот розчином лугу.

Виходячи з заданого об’єму кислот і результату визначення за даними з серії паралельних вимірів розраховують відносну похибку методу. 

5.3.3. Контрольне завдання
Отримують контрольне завдання і шляхом титрування визначають об’єми кислот відомої концентрації.

Контрольні запитання

1. Як графічно знайти точки еквівалентності у потенціометричному титруванні? 
2. Скільки разів потрібно проводити паралельні титрування, щоб результати вимірювання були достовірними?

3. Які хімічні реакції лежить в основі даного методу визначення концентрацій кислот? До якого типу вони відносяться?

4. Який розчин у цьому методі є стандартним? Як він готується? 
5. На яких вагах береться наважка NaOH для приготування титрованого розчину? 
6. Який мірний посуд використовується для приготування розчинів в даному вимірюванні?

7. Для чого додається гліцерин при титруванні борної кислоти? Напишіть рівняння відповідної реакції.

8. Як розрахувати масу НCl і H3BO3 в задачі?

9. Визначте  ЕРС гальванічного елемента при кімнатній температурі, складеного із цинкового Zn│ZnSO4 і каломельного Hg│Hg2Cl2, KCl електродів. Концентрація ZnSO4 становить 0,1 моль/л, концентрація KCl – 0,2 моль/л. Коефіцієнти активності: f(Zn2+)=0,45, f(Cl-)=0,80. Стандартні електродні потенціали при кімнатній температурі рівні φ0Zn2+/Zn = –0,764 В, φ0Hg/Hg2Cl2, KCl) =0,2682 В.

10.  Розрахуйте потенціал срібного електроду, вміщеного в розчин, який містить 0,2 моль AgNO3 в 500 см3 розчину, відносно насиченого хлорсрібного електроду. Стандартний потенціал пари Ag+/ Ag становить 0,799 В. Потенціал насиченого хлорсрібного електроду становить 0,201 В.

Д О Д А Т К И

Таблиця 1.
Константи дисоціації деяких слабких електролітів при 25°С

	Назва електроліту

	Константа дисоціації

	Нітритна кислота HNO2

	4∙10-4

	Амонію гідроксид NH4OH

	1,8∙10-5

	Форміатна кислота HCOOH

	1,8∙10-4

	Сульфатна кислота H2SO4

	1,2∙10-2(К2)

	Сульфітна кислота H2SO3
	1,6∙10-2(К1) 6,3∙10-8(К2)

	Сульфідна кислота H2S
	6,0∙10-8(К1)    1,0∙10-11(К2)

	Карбонатна кислота H2CO3
	4,5∙10-7(К1)    4,7∙10-11(К2)

	Ацетатна кислота CH3COOH

	1,8∙10-5

	Гіпохлоритна кислота HClO

	5,0∙10-8

	Ортофосфатна кислота H3PO4
	7,5∙10-3(К1) 6,3∙10-8(К2)  1,3∙10-12(К3)

	Фторидна кислота HF

	6,6∙10-4

	Ціанідна кислота HCN

	7,9∙10-10

	Щавелева кислота H2C2O4
	5,4∙10-2(К1)    5,4∙10-5(К2)

	Ортоборатна кислота H3BO3

	5,8∙10-10(К1)

	Бензойна кислота С6Н5СООН

	6,6∙10-5

	Тартратна кислота Н2С4Н4О6
	9,1∙10-4(К1)    4,3∙10-5(К2)

	Силікатна кислота H2SiO3
	2,2∙10-10(К1)   1,6∙10-12(К2)

	Амонію гідроксид NH4OH

	1,76∙10-5

	Гідразин N2H4

	9,3∙10-7

	Гідроксиламін NH2OH

	8,9∙10-9

	Плюмбуму гідроксид Pb(OH)2
	9,55∙10-4(К1)   3,0∙10-8(К2)

	Фенол С6Н5ОН

	1,0∙10-10


Таблиця 2.

Добутки розчинності (ДР) деяких малорозчинних 

у воді сполук при 25°С
	Назва сполуки
	ДР
	Назва сполуки
	ДР

	Аргентум бромід
	5,3∙10-13
	Кадмій гідроксид
	2,9∙10-15

	Аргентум хлорид
	1,8∙10-10
	Кадмій сульфід
	1,6∙10-28

	Аргентум йодид
	8,3∙10-17
	Купрум (II) гідроксид
	8,3∙10-20

	Аргентум хромат
	1,1∙10-12
	Купрум (II) сульфід
	6,3∙10-36

	Аргентум сульфід
	6,3∙10-50
	Плюмбум (II) хлорид
	1,6∙10-5

	Алюміній гідроксид
	1,0∙10-32
	Плюмбум (II) йодид
	1,1∙10-9

	Барій карбонат
	4,0∙10-10
	Плюмбум (II) сульфат
	1,6∙10-8

	Барій оксалат
	1,1∙10-7
	Плюмбум (II) сульфід
	2,5∙10-27

	Барій хромат
	1,2∙10-10
	Плюмбум (II) фосфат
	7,9∙10-43

	Барій сульфат
	8,0∙10-7
	Плюмбум (II) фторид
	2,7∙10-8

	Кальцій фторид
	4,0∙10-11
	Ферум (III) гідроксид
	6,3∙10-38

	Кальцій фосфат 
	2,0∙10-29
	Меркурій (II) сульфід
	4,0∙10-53

	Кальцій карбонат
	3,8∙10-9
	Стронцій карбонат
	1,1∙10-10

	Кальцій оксалат
	2,3∙10-9
	Цинк карбонат
	1,5∙10-11

	Кальцій сульфат
	2,5∙10-5
	Цинк сульфід
	1,6∙10-24


Таблиця 3.

Стандартні електродні потенціали деяких металів у водних розчинах
	Електрод
	Стандартний потенціал, В
	Електрод
	Стандартний потенціал, В

	Li/Li+
	-3,045
	Cd/Cd2+
	-0,401

	K/K+
	-2,925
	Tl/Tl2+
	-0,336

	Ba/Ba2+
	-2,905
	Co/Co2+
	-0,277

	Sr/Sr2+
	-2,890
	Ni/Ni2+
	-0,250

	Ca/Ca2+
	-2,866
	Sn/Sn2+
	-0,136

	Na/Na+
	-2,714
	Pb/Pb2+
	-0,126

	La/La3+
	-2,520
	H2/2H+
	0

	Mg/Mg2+
	-2,363
	Bi/Bi3+
	+0,215

	Th/Th4+
	-1,900
	Cu/Cu2+
	+0,337

	Be/Be2+
	-1,850
	Cu/Cu+
	+0,521

	Al/Al3+
	-1,663
	2Hg/Hg22+
	+0,789

	U/U4+
	-1,500
	Ag/Ag+
	+0,799

	Mn/Mn2+
	-1,179
	Pd/Pd2+
	+0,830

	Zn/Zn2+
	-0,763
	Hg/Hg2+
	+0,854

	Cr/Cr3+
	-0,740
	Pt/Pt2+
	+1,200

	Cr/Cr2+
	-0,560
	Au/Au3+
	+1,500

	Fe/Fe2+
	-0,440
	Au/Au+
	+1,680
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