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本教材是在浙江省高等学校化学与化工（医药）教学指导委员会的统一规划和资助下编写的，适用于应用型本科院校生物、环境、食品、药品、化学、化工等相关专业的“分析化学”课程实验教学。本教材共10章，第1章至第3章分别为分析化学实验概论，误差、数据处理及质量保证，样品采集和预处理，主要介绍分析化学实验必备的基础知识；第4章至第9章为化学分析和仪器分析实验，设置了35个实验项目，内容涵盖滴定和重量分析法、光谱分析法、色谱分析法、电化学分析法、MS与其他仪器的联用技术和其他仪器分析方法等，每个实验项目均反映该类分析方法的主要技术特点及选用仪器的主要应用，不同专业和不同层次的学生可以根据实际需要选做；第10章为综合设计性实验，设置了4个实验项目，要求学生综合运用分析化学的实验技术，自行设计实验方案，完成较复杂样品的分析。

本教材的实验设计在强化学生基本的化学分析操作技能和综合设计能力训练的基础上，力求在以下几个方面有所创新：


1.先进性


在基础知识部分增加分析数据质量保证、计量认证以及分析化学实验数据的计算机处理等内容；在实验技术部分压缩化学分析内容，增加仪器分析联用技术实验和综合设计性实验。


2.应用性


结合专业组织实验内容，大部分实验内容与环境、食品、药品、生物等专业有关，这样既有利于教学内容与专业相结合，也便于学生了解分析化学实验与专业的关系，体现培养应用型人才和基础课程为后续专业课程服务的特色。


3.学生主体性


在具体的实验步骤之前给出实验流程，有利于学生从整体上把握实验内容；正文边栏设置延伸内容和思考题；实验中部分内容要求学生查阅资料或计算，督促学生真正做到实验预习，并激发学生的学习兴趣。

参加本书编写的有：总体安排与审核定稿由浙江万里学院应敏负责；第1章由宁波大学郭智勇、王邃编写；第2章由浙江大学宁波理工学院应丽艳编写；第3章由浙江大学郭伟强和浙江万里学院夏静芬编写；第4章由浙江万里学院唐力编写；第5章由浙江万里学院林建原编写，其中实验9由浙江理工大学朱海霖编写，实验11和实验14由郭智勇、王邃编写；第6章由应丽艳编写，其中实验18由郭伟强编写，实验20由浙江理工大学朱海霖编写；第7章由郭智勇、王邃编写；第8章由郭伟强编写，其中实验28由夏静芬编写，实验29和实验30由朱海霖编写；第9章实验31和实验33由夏静芬编写，实验32由郭智勇编写，实验34由郭伟强编写，实验35由朱海霖编写；第10章实验36和实验38由夏静芬编写，实验37由浙江海洋学院欧阳小昆编写，实验39由朱海霖编写。

由于编者学识水平有限，书中错误和不足之处在所难免，恳请读者批评指正。
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第1章　分析化学实验概论




化学是一门以实验为主的科学。分析化学作为化学的一个分支，综合运用多种实验手段、方法和仪器，完成定性、定量、结构和形态分析的任务，从而解决物质体系构成和性质的问题。随着现代科学技术的发展，各个学科门类愈加交叉融合，分析化学已不仅仅为化学学科服务，而是成为整个现代生产、生活和科学研究的基础性学科之一，尤其是环境监测、食品安全、商品检验、工业分析、生物医药、材料测试、地矿勘探等领域，无一不是建立在分析化学实验基础之上的。

1.1　分析化学实验的任务和要求



分析化学实验实践性很强，通过分析化学实验课程的教学，学生不仅应正确掌握分析化学实验的基本知识、实验技能与基本操作，还要对分析化学的重要理论和概念有进一步的验证、巩固和深入理解，更重要的是要培养独立操作、观察记录、分析归纳、撰写报告和解决问题等多方面的能力，培养严谨的工作态度与良好的工作习惯，这也是将来从事包括科学研究在内的任何工作的基本能力和必备素养。

1.1.1　主要教学任务

（1）使学生正确、熟练地掌握分析化学实验的基本操作技能和典型的分析方法，了解常见分析仪器的基本原理和构成、主要参数或实验条件的选择与设定、设备的简单维护和应用。

（2）使学生加深对理论知识的理解和应用，树立准确的“量”的概念，学会正确地选择分析方法和仪器，培养学生运用理论知识指导实验的能力，培养学生敢于质疑、勇于探究的意识。

（3）通过综合设计性实验的训练，使学生在信息资料收集与整理、数据记录与分析、问题提出与证明、观点表达与讨论等方面得到训练，提高其独立思考和工作的能力，培养其创新意识和能力。

（4）培养学生严谨的科学态度、实事求是的工作习惯和一丝不苟的科学作风。

1.1.2　主要教学要求

为了完成上述教学任务，学生必须有正确的学习态度和良好的学习方法，需要做到：

1.实验预习

受到实际教学的客观条件限制（例如大型分析仪器数量少，只能采取轮转方式进行），实验安排与理论课内容常常不能同步进行。在这种情况下，实验预习非常重要。要求学生认真预习实验教材、理论教材和参考资料，明确实验目的与要求，理解实验原理，弄清操作步骤和注意事项，在记录本上拟定好实验方案和操作步骤（对综合性和设计性实验写出设计方案），查阅并记录好相关化学物质的性质和理化常数，拟定好计算公式和数据记录格式，详细阅读仪器使用说明书等。

在此基础上写出简明扼要的预习报告（不要简单照抄！）。具体内容及要求有：

（1）实验目的和要求，实验原理和反应方程式，仪器和装置的名称及性能，溶液的浓度及配制，主要化学物质的理化常数，主要试剂的规格用量，等等。

（2）根据实验内容用自己的语言正确地写出简明的实验步骤，关键之处应加以注明。

（3）根据实验项目的具体内容，设计好相应的数据记录空白表格。

（4）对于难以理解的实验原理和实验步骤（包括安全问题和导致实验失败的因素等），通过查找理论课教材给出尽可能正确的解释。

（5）对于涉及样品采集和前处理的实验，要充分了解相关技术手段和方法。

2.实验过程

（1）实验开始前先清点仪器设备，在实验中遵守仪器使用规范，若有破损或故障，应立即报告教师处理。

（2）实验时应保持肃静，集中精力，认真操作，仔细观察实验，及时并如实地将实验现象、实验数据与分析结果记录在专门的记录本上（不能随意写在纸条或其他地方！）。记录必须做到简明、扼要、字迹整洁（不可随意涂改！）。如果发现实验现象和预期不符或其他问题，应认真检查原因，积极思考问题，如果自己实在难以解释或排除问题，可提请教师帮助妥善处理。

（3）实验时严守操作规程，保证实验安全，做到操作正确无误。严格遵守分析化学实验室规则（详见本章1.2.1分析化学实验室规则）。实验记录交由教师审阅批准后方可离开。

3.实验报告

实验报告不仅是实验全过程的忠实记录，更要通过科学合理的数据分析与计算，以及结果讨论与总结，从而对科学研究过程有更好的认识，最终实现学生综合素质的全面提高。因此，实验结束后，应及时完成实验报告，交指导教师批阅。实验报告应该写得简明扼要，切忌简单照抄教材或讲义中的内容。实验报告一般包括下列几个部分：
[1]

 （1）实验基本信息，包括实验名称、实验日期、实验目的和要求等。

（2）简明的实验原理。

（3）主要实验仪器的类型与型号，主要试剂的规格和产地。

（4）主要实验步骤或主要实验条件和实验现象，尽量用简图、表格，或以化学式、符号等表示。

（5）数据记录和数据处理。要忠于原始记录，不得涂改数据，所列实验数据要符合有效数字的表示方式。表达要简明正确，符合逻辑，有条理性，必要时附上应有的图表。

（6）结果和讨论。根据实验的现象或数据进行分析、解释，得出正确的结论，并进行相关的讨论，或将计算结果与理论值进行比较，分析误差的原因。

（7）解答实验项目后面的思考题或习题。


注释


[1]对实验结果的分析与讨论是实验报告的重要部分，其内容虽无固定模式，但是可涉及诸如对实验原理的进一步深化理解、做好实验的关键、失败的教训及自己的体会、实验现象的分析和解释、结果的误差分析以及对该实验的改进意见等各个方面，以上内容学生可就其中体会较深者讨论一项或几项。











1.2　分析化学实验室基础知识






1.2.1　分析化学实验室规则

进行化学实验会接触许多有一定危险的、具有毒害性的化学试剂和易于损坏的仪器设备，如果不按照使用规则进行操作就可能发生各种事故，因此，人人都必须严格遵守相关规则。

（1）实验室不能穿着拖鞋、短裤或裙子，应穿着白大褂，长发应扎好，不可佩戴隐形眼镜。

（2）准时进入实验室，实验过程中应自始至终保持安静，不得进行任何与实验无关的内容，严格禁止吸烟、饮食和使用手机等。实验过程中一般应站立操作，接触过实验药品后以及离开实验室之前要及时洗手。

（3）熟悉实验室环境，熟悉洗眼器、喷淋装置、电源总闸等安全装置的位置，严格遵守实验室的安全守则、化学实验基本操作规定中的试剂使用方法及安全注意事项。实验室里所有的物品（包括药品、仪器、产品等）不得携出室外。绝对不允许随意混合各种化学药品。用剩的药品、回收的溶剂及各种废弃物均应分别放在指定地点，以免造成环境污染甚至安全事故。

（4）实验过程中要集中精力，不得擅自离开实验岗位，严格按操作规范进行每一步实验，仔细观察实验进行的情况并及时做好记录，尊重实验结果。

（5）虚心听取教师的指导，不得随意改变实验步骤和方法，严格按照教材规定的步骤、仪器及试剂的用量和规格进行实验。若要以新的路线和方法进行实验，应征得教师的同意。实验过程中若出现错误，不能随意结束实验，应积极主动请教教师，找出一个最佳的解决方案。

（6）一切有毒或有刺激性的实验都应在通风橱内进行，万一发生吸入气体中毒事件，应立即将中毒者抬至室外，解开衣领及纽扣，及时送往医院急救。牢记意外事故发生时的处理方法及应变措施。安全用具和急救药品应放置在方便的地方，且不能移作他用。

（7）确保仪器完好无损，正确安装实验装置，严格遵守操作规程。安装和使用各类玻璃器具时，切忌对玻璃仪器的任何部分施加过度的压力或张力，以免导致玻璃破碎而造成割伤。若有仪器损坏或故障，应立即停止使用，并及时报告指导教师。

（8）保持实验室的清洁卫生，实验器材、仪器及药品不能乱丢乱放，遵守公共实验台药品取用的规定。使用的药品、试剂、水、电、气等都应本着节约的原则，不得浪费。水、电、煤气等一经使用完毕就应立即关闭。实验结束后应及时把仪器洗刷干净，把仪器复原，打扫好实验室卫生，整理公用仪器和药品，检查水、电、煤气及门窗等。确认全部处理完毕后报告教师，在教师再次检查确认后方可离开实验室。

1.2.2　分析化学实验用水、试剂规格及使用

1.实验室用水
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在分析化学实验中，水是最常用的溶剂。分析化学实验对水的质量要求较高，除洗涤外的用水最低要求是三级水（蒸馏水、去离子水或其他纯净水）。应根据实验对水质量的要求合理地选用不同规格的纯水（见表1-1）。

表1-1　实验室常用水的级别及主要指标




	指标名称
	一级
	二级
	三级



	pH值范围（25 ℃） 电导率
	—
	—
	5.0～7.5



	（25 ℃）， μS • cm-1
 ≤
	0.1
	1.0
	5.0



	电阻率（25 ℃）， M Ω • cm ≥
	10
	1.0
	0.2



	吸光度（254 nm，1cm光程） ≤
	0.001
	0.01
	—



	二氧化硅，mg • L-1
 ≤
	0.02
	0.05
	—



	用途或特点
	基本上不含溶解或胶态离子杂质及有机质
	可含有微量的无机有机或胶态杂质
	适用于一般实验室工作






2.实验室试剂规格
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化学试剂产品种类众多，有分析试剂、仪器分析专用试剂、指示剂、生化试剂、电子工业专用试剂等，随着科学技术和生产的发展，新的试剂种类还将不断产生，但现在还没有统一的分类标准。一般将化学试剂分为标准试剂、一般试剂、高纯试剂、专用试剂四大类。其中一般试剂又常分为：（1）一级，保证试剂（或称优级纯），纯度最高，适用于最精密的分析研究，绿色标签；（2）二级，分析纯，纯度较高，适用于精确的微量分析，为分析实验室广泛应用，红色标签；（3）三级，化学纯，纯度略低，适用于一般微量分析和要求不高的工业分析和快速分析，蓝色标签；（4）四级，实验试剂，纯度较低但高于工业用试剂，适用于一般的定性检验，棕色或黄色标签；（5）生物试剂，咖啡色或黄色标签。

通常来说试剂等级越高其使用成本越高，在实际工作中，并不是使用的试剂越昂贵越好。根据实验的目的和要求，选择合适等级的试剂是每一位分析工作者必须考虑的事情。总的原则是：在满足实验目的和要求的前提下，尽量选用安全性高、价格便宜、使用量小的试剂。在一般分析工作中，通常使用分析纯试剂即可。

注意：（1）在实际使用中，若见到没有标明级别的试剂一般作为“化学纯”使用，必要时进行提纯处理。（2）生物化学中使用的特殊试剂的纯度表示和普通化学中一般试剂的表示方法不同，例如酶以活力表示、蛋白质类试剂以含量表示。
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3.实验室试剂取用

试剂在使用和存放过程中要保持清洁，防止污染或变质。氧化剂、还原剂必须密封、避光存放。易挥发及低沸点试剂应低温存放，易燃易爆试剂要有安全措施，剧毒试剂和易制毒品及其他国家管控药品要专门保管。试剂标签不清洁或脱落应该及时重新粘好。对于已经无法辨认的药品应按照三废处理要求进行适当处理。

取用试剂药品前，应看清标签。瓶塞应反放在实验台上或置于清洁表面皿上，不可将其横置桌上以免沾污。不能用手接触化学试剂。应根据用量取用试剂，多取的试剂不允许倒回原试剂瓶，可放在指定的容器中供他人使用。取完试剂后，一定要把瓶塞盖严，不能将瓶盖盖错。用后把试剂放回原处，以保持实验台整齐干净。

（1）固体试剂的取用

1）要用清洁、干燥的药匙取试剂。应专匙专用，用过的药匙必须洗净擦干后才能再使用。

2）要求取用一定质量的固体试剂时，可把固体放在干燥的称量纸上称量。具有腐蚀性或易潮解的固体应放在表面皿上或称量瓶内称量。

3）固体的颗粒较大时，可在清洁干燥的研钵中研碎。研钵中所盛固体的量不要超过研钵容量的1/3。

（2）液体试剂的取用

1）从滴瓶或试剂瓶中取用液体试剂时，要用专用滴管，绝不能随意污染。装有药品的滴管不得横置或滴管口向上斜放，以免液体流入滴管的橡皮头中。

2）从细口瓶中取用液体试剂时，手握住试剂瓶上贴标签的一面，逐渐倾斜瓶子，让试剂沿着洁净的试管壁流入试管或沿着洁净的玻璃棒注入烧杯中。注出所需量后，将试剂瓶口在容器壁上靠一下，再逐渐竖起瓶子，以免遗留在瓶口的液滴流到瓶的外壁。

3）在取用不需要准确用量的试剂时，应学会估计取用药品的量。例如：胶头滴管和滴定管的一滴约为0.05mL，估算出用滴管取用液体试剂，1mL大约相当多少滴等。

4）量取体积要求不高时用量筒，要求准确体积时则用移液管。量取液体时，使视线与量筒或移液管内液体的弯月面的最低处保持水平，偏高或偏低都会读不准刻度而造成误差。

1.2.3　分析化学溶液配制及浓度表示

分析化学实验中通常不指明溶剂的溶液即为由蒸馏水配制的水溶液。溶液可划分为两大类：一类为只具有大致浓度的非标准溶液，主要为分析化学实验所用的辅助试剂（如指示剂、沉淀剂、洗涤剂、显色剂等）；一类为有准确浓度的标准溶液。

1.溶液配制

（1）非标准溶液的配制
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非标准溶液的浓度常用比例浓度或百分比浓度表示。视实验要求，用台秤称取合适量的固体试剂或用量筒量取适量的液体试剂，溶于适量水中（注意溶解过程的安全性！），稀释至所需体积，转移入试剂瓶，贴上标签，注明溶液的名称、浓度及配制日期，摇匀备用。

（2）标准溶液的配制

标准溶液主要有两种配制方法：

1）直接法：准确称取一定量的基准试剂，溶解后再定量转移入容量瓶，用水稀释至刻度。根据试剂的质量和容量瓶的体积，即可计算溶液的准确浓度。

2）间接法：只有少数试剂符合基准试剂的要求，所以大部分标准溶液不能用直接法来配制。间接法是先将溶液配成所需的大致浓度，然后用另一基准试剂或标准溶液来测定它的浓度（亦称为标定）。

例如，HCl溶液的浓度可用硼砂作为基准物质进行标定，也可以用标准NaOH溶液来标定。用已知准确浓度的标准溶液来标定，方法简单，但精确度不及用基准试剂标定的高。因为在确定标准溶液浓度时，已存在误差，再进行标定时又引入误差，误差经传递与积累，对结果的影响较大。因此标定应尽可能采用基准试剂。

2.浓度表示

不同试剂的纯度或浓度的表示方法不尽相同，要注意正确理解其含义。分析化学中常用的浓度表示方法有以下几种：

（1）比例浓度

比例浓度（V
 1
 ∶V
 2
 ，或写作V
 1
 +V
 2
 ）亦称体积比浓度，是用浓的（市售原装）液体试剂与溶剂的体积比来表示的浓度。比例浓度中的V
 1
 表示浓试剂的体积，V
 2
 表示溶剂（通常是水）的体积。例如1∶2（或写作1+2）的HCl溶液是由1体积市售浓HCl（约12mol•L-1
 ）和2体积水配制而成。
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（2）百分比浓度

百分比浓度常用于表示定量分析实验中辅助试剂的浓度。常分为：

1）质量—质量百分比浓度（m/m
 %）＝溶质质量（g）/溶液总质量（g）×100。例如，98%（m/m
 ）H2
 SO4
 表示在100g H2
 SO4
 溶液中含有98g H2
 SO4
 。

2）质量—体积百分比浓度（m/V
 %）＝溶质质量（g）/溶液体积（mL）×100。例如，20%（m/V
 ）KI表示在100mL KI溶液中含有20g KI。

3）体积—体积百分比浓度（V/V
 %）＝溶质体积（mL）/溶液体积（mL）×100。例如，10%（V/V
 ）酒精溶液表示100mL溶液中含有10mL酒精和90mL水。

（3）物质的量浓度

物质的量浓度（n•V
 -1
 ）=溶质的摩尔数（mol）/溶液体积（L）。是分析化学中标准溶液浓度的最通用表示法。具体单位也常用mmol•L-1
 ，mmol•mL-1
 等。
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1.2.4　常用玻璃仪器的洗涤和干燥

对于定量分析而言，最重要的是保证分析结果的准确可靠，因此，分析过程的所有环节都要求最大限度地减少各种可能的不利因素。例如：仪器的洗涤是任何化学实验开始前必须保质保量完成的，对于久置变硬不易洗掉的实验残渣和对玻璃仪器有腐蚀作用的废液，一定要在实验后立即清洗干净。

1.常用玻璃仪器

（1）容器类

容器类玻璃仪器包括试管、烧杯、锥形瓶、称量瓶、滴瓶、细口瓶、广口瓶、称量瓶、洗瓶等。
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试管：常温或加热条件下作少量物质反应容器；收集少量气体；离心试管主要用于沉淀分离。

烧杯：常温或加热条件下作大量物质反应容器；配制溶液；水浴用器。

锥形瓶：用于滴定实验，或普通实验中的气体制备或反应容器。

称量瓶：分析天平称量干燥试剂时使用。

滴瓶：用于盛逐滴滴加的试剂，例如指示剂等。

细口瓶：保存液体试剂或溶液。

广口瓶：保存固体试剂。

洗瓶：蒸馏水瓶，冲洗玻璃仪器，用于过滤、定容等。

（2）量器类

量器类玻璃仪器包括量筒、移液管、吸量管、容量瓶、滴定管等。

量筒：用于量取一定体积的液体，对体积的准确性要求不高。

移液管：用于准确移取固定体积的溶液。

吸量管：用于准确移取非固定体积的溶液，又称为分度吸量管或刻度移液管。

容量瓶：用于配制准确浓度的溶液，常与移液管配合使用。

滴定管：在滴定反应中用于准确放出不确定量的液体。滴定管又分为酸式滴定管和碱式滴定管，前者用于量取对橡胶有腐蚀作用的液体，后者用于量取对玻璃有腐蚀作用的液体。

2.常用玻璃仪器的洗涤

通常来说，仪器上的污物包括尘土及不溶性物质、可溶性物质、有机物和油垢等。

（1）容器类玻璃仪器的洗涤

对于容器类玻璃仪器的洗涤，一般步骤如下：

1）去除里面的废物以后，用自来水冲净，再根据污物及器皿本身的化学或物理性质选择水刷洗、去污粉和洗涤剂刷洗、洗液洗、特殊试剂洗涤等。

常用的洗液为铬酸洗液，其配制方法：称取25g工业用或化学纯重铬酸钾置于烧杯中，加50mL水，加热并搅拌，使之溶解，随即在搅动下缓慢沿玻棒加入约450mL工业用浓硫酸，溶液呈现暗红色，冷却后保存于磨口塞密封的玻璃瓶中备用。铬酸洗液具有强氧化性和强酸性，适于洗去无机物和某些有机物。也可以用俗称“王水”的1+3浓硝酸和浓盐酸代替，但由于“王水”需要现用现配，使用不太方便。

部分特殊洗涤剂：①1+2的盐酸—乙醇洗液主要用于洗涤被染色的吸收池、比色管、吸量管等。②1+1盐酸—水可洗去多种金属氧化物及金属离子。③氢氧化钠—乙醇洗液主要用于洗去油污及某些有机物。用它洗涤精密玻璃时，要注意它对玻璃的腐蚀性。④硝酸—氢氟酸洗液能有效地去除器皿表面的金属离子，但腐蚀性很强，不适用于精密量器、容量瓶、吸量管、标准磨口活塞、玻璃砂板漏斗、吸收池及其他光学玻璃等。⑤酸性硫酸亚铁溶液或者双氧水溶液适于洗涤沾有较多固体二氧化锰的器皿。

如果这些洗涤方法仍不理想，可考虑延长浸泡时间、使用浓碱液煮、超声波处理等手段。

2）洗涤之后用自来水冲洗3～4次。

3）再用蒸馏水润洗2～3次备用。

（2）量器类玻璃仪器的洗涤

由于量器类玻璃仪器形状特殊而且容量精确，不宜用刷子机械地摩擦其内壁。通常是用铬酸洗液浸泡内壁后再依次用自来水和纯水洗净，其外壁可用洗衣粉进行刷洗。

1）滴定管的洗涤：先用自来水冲洗，使水流净。酸式滴定管将旋塞关闭，加入约15mL铬酸洗液，双手平托滴定管的两端，不断转动滴定管并向管口倾斜，使洗液流遍全管（注意：管口对准洗液瓶，以免洗液外溢！）可反复操作几次。
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 洗完后，将洗液分别由两端放出，再依次用自来水和纯水洗净。如果滴定管太脏，可将洗液灌满整个滴定管浸泡一段时间，此时，在滴定管下方应放一烧杯，防止洗液流到台面上。碱式滴定管需要用洗液洗涤时，由于铬酸洗液不能直接接触橡皮管，可将碱式滴定管倒立于铬酸洗液中，用负压将洗液小心抽至接近橡皮管处，让洗液浸泡一段时间，再将洗液放回原瓶中，然后用自来水冲洗和用蒸馏水润洗几次。
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2）容量瓶的洗涤：先用自来水冲洗，将自来水倒净，加入约15mL铬酸洗液，盖上瓶塞。转动容量瓶，使洗液流遍内壁，将洗液倒回原瓶，最后依次用自来水和纯水洗净。

3）移液管和吸量管的洗涤：先用自来水冲洗，用洗耳球吹出管中残留的水。然后将移液管插入洗液中，按移液管的操作方法吸入约1/4容积的洗液。用右手食指堵住移液管上口，将移液管横置过来，左手托住没沾洗液的下端，右手食指松开（绝对不能用手指堵住管口！防止洗液腐蚀皮肤造成伤害），平转移液管，使洗液润洗内壁，将洗液分别由两头倒回原瓶。如果移液管太脏，可在移液管上端接一段橡皮管，以洗耳球吸洗液至上口处，以自由夹夹紧橡皮管，使洗液在移液管内浸泡一段时间，拔除橡皮管，倒出洗液于原瓶中，最后依次用自来水和纯水洗净。注意防止洗液进入橡胶管和洗耳球。

判断仪器洗干净的方法：洗净的玻璃器皿应透明并无肉眼可见的污物，可完全被水润湿，倒转之后水将会沿器壁均匀流出，最终内壁上形成一薄层均匀的水膜，而不形成水珠。

3.常用玻璃仪器的干燥

洗净的玻璃仪器如果需要干燥，可根据情况采用以下方法：摆放在洁净的实验台上自然晾干；使用吹风机、红外灯、烘箱、玻璃仪器气流烘干器等干燥。有刻度的容器（主要指容量瓶、滴定管、移液管和吸量管，不包括烧杯及锥形瓶）不能采用加热干燥，若需急用可采用冷风吹干或用少量无水乙醇润洗加速干燥。

1.2.5　分析化学实验室三废处理

分析化学实验室通常仅产生较少的废液、废气和废渣，但涉及复杂体系的样品前处理时，有可能产生较多的毒害性废物。如果直接排出就可能污染周围的空气和水源，损害健康。因此，需要经过一定的处理后，才能排弃。

产生少量有毒气体的实验应在通风橱内进行，使排出的毒气在外面大量空气中稀释，以免污染室内空气。产生毒气量大的实验必须配备吸收和处理装置。例如：二氧化氮、二氧化硫、氯气、硫化氢、氟化氢等酸性气体可用导管通入碱液中，使其大部分吸收后排出。

固体废渣（包括废液处理产生的废渣）、成分复杂的混合溶剂、易燃易爆危险品、放射性物质以及涉及国家管控的剧毒或易制毒品等交由专门机构处置。

下面介绍一些常见废液处理的方法：

（1）普通的废酸/碱液，先用耐酸/碱塑料网纱或玻璃纤维过滤，滤液加碱/酸中和，调pH值至6～8后就可排出。

（2）废铬酸洗液可再加入适量K2
 Cr2
 O7
 加热溶解后继续使用，也可以用高锰酸钾氧化法使其再生：先在110～130℃下将其不断搅拌、加热、浓缩，除去水分后，冷却至室温，缓缓加入高锰酸钾粉末。每1000mL加入10g左右，边加边搅拌直至溶液呈深褐色或微紫色，不要过量。然后直接加热至有三氧化铬出现，停止加热。稍冷，通过玻璃砂芯漏斗过滤，除去沉淀；取滤液冷却后析出的红色三氧化铬沉淀，再加适量硫酸使其溶解即可使用。

（3）氰化物是剧毒物质，含氰废液必须认真处理。对于少量的含氰废液，可先加氢氧化钠调至pH＞10，再加入漂白粉，使之氧化成氰酸盐（毒性降低1000倍），并进一步分解为二氧化碳和氮气。
[10]



（4）含汞盐废液，应先调pH至8～10，然后加适当过量的硫化钠生成硫化汞沉淀，并加硫酸亚铁生成硫化亚铁沉淀，从而吸附硫化汞共沉淀下来。静置后分离，再离心，过滤。清液汞含量降到0.05mg•L-1
 以下可排放。

（5）含重金属离子的废液，最有效和最经济的处理方法是加碱或加硫化钠把重金属离子变成难溶性的氢氧化物和硫化物沉积下来，然后过滤分离。

（6）大量较为纯净的有机溶剂可通过蒸馏/精馏回收利用。

1.2.6　分析化学实验室常见事故的处理

分析化学实验特别着重于“量”的测定，对实验室配置和环境要求很高，其安全性也相对较高。只要严格遵守实验室规则和操作规程，即可有效避免事故。然而“天有不测风云”，预则立，每个参与实验的人员仍需了解常见事故的应急处理方法。

1.创伤
[11]



创伤的伤处不能用手抚摸，也不能用水洗涤。若是玻璃创伤，应先把碎玻璃从伤处挑出。轻伤可涂以紫药水（或红汞、碘酒），小伤口可用创可贴直接处理，或用绷带包扎，情况严重必须送医院处理。

2.烫伤

烫伤时应迅速用大量冷水冲洗，皮肤未破时可涂抹獾油或烫伤膏；皮肤有破损时，可涂些紫药水或1%高锰酸钾溶液。

3.受酸/碱腐蚀致伤

受酸/碱腐蚀致伤时应先用大量清水冲洗，再用饱和碳酸氢钠溶液/饱和硼酸溶液淋洗，最后再用水冲洗。如果溅入眼内，用大量水冲洗后，送医院诊治。

4.触电

发生触电时首先应切断电源，然后在必要时进行人工呼吸。

5.起火

起火后，要立即一面灭火，一面防止火势蔓延（如采取切断电源、移走易燃药品等措施）。灭火要针对起因选用合适的方法和灭火设备：一般的小火用湿布、石棉布和砂子覆盖燃烧物，即可灭火；火势大时可使用泡沫灭火器；但电器设备所引起的火灾，只能使用二氧化碳或四氯化碳灭火器灭火，不能使用泡沫灭火器，以免触电。实验人员衣服着火时，切勿惊慌乱跑，赶快脱下衣服，或用石棉布覆盖着火处；伤势较重者，应立即送医院。


注释


[1]二级水一般由三级水经过超纯水机或在亚沸石英蒸馏器中再次蒸馏得到，也常称作二次水或亚沸水。三级水过去多采用蒸馏（用铜质或玻璃蒸馏装置）的方法制备，故通常称为蒸馏水。蒸馏法设备成本低，操作简单，但能量消耗大，只能除去水中非挥发性杂质，不能完全除去水中溶解的气体杂质。目前多改为离子交换法、电渗析法或反渗透法制备。

[2]1.标准试剂：标准试剂是用于衡量其他（欲测）物质化学量的标准物质。国际纯粹化学与应用化学联合会将标准试剂分为ABCDE五级，我国将相当于国际C级和D级的试剂称为基准试剂。2.高纯试剂：高纯试剂的特点是杂质含量低（比优级纯或基准试剂都低），主体含量一般与优级纯试剂相当，而且规定检测的杂质项目比同种优级纯或基准试剂多1～2倍。3.专用试剂：专用试剂是指具有特殊用途的试剂，例如色谱纯试剂、光谱纯试剂、核磁共振分析用试剂等。

[3]常用固体和液体试剂取用手势举例：
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[4]配制标准溶液用的基准试剂必须：①纯度高，其杂质含量一般不超过0.02%；②物质的组成与化学式完全符合（包括结晶水）；③在一定的条件下，物理、化学性质稳定。

[5]浓度表示法过去常用的还有：ppm表示百万分之一（1/106
 ）份，ppb表示十亿分之一（1/109
 ）份。现在规范的表示方法为：mg/kg（μg/g）和μg/kg，大小与ppm和ppb相同。在痕量或超痕量分析中常用μg/L或ng/L等。

[6]使用玻璃仪器前应认真阅读使用说明和注意事项，特别要注意：①对容器加热的方法要正确，以防损坏仪器或导致安全事故；量器类不可以加热或量取热溶液。②带有磨口玻璃塞的玻璃仪器如容量瓶、试剂瓶、具塞锥形瓶等，以及酸式滴定管的活塞，均各自成套，不能混用。③玻璃仪器一般分棕色、无色两种，对要求避光的试剂，要用棕色容器。④量器类玻璃仪器不可以作为实验容器用于溶解、稀释等操作，也不宜用于长期存放溶液。

[7]分析化学实验室常见玻璃器皿示意图：
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[8]润洗是指“少量多次”的洗涤方式，既节约蒸馏水和试液，又能够保证洗涤效果。所有分析化学实验用到的器皿都必须用蒸馏水润洗后才可以使用，诸如移液管和滴定管等器皿在装入试液前还需要用试液润洗2～3次。

[9]问
 精密量器与普通玻璃器皿在洗涤方法上有什么不同？

[10]此处汞含量标准系参照国家污水综合排放标准GB8978—1996。不同行业或领域的要求有所不同。

[11]实验室急救药箱：红药水，碘酒（3%），獾油或烫伤膏，饱和碳酸氢钠溶液，2%醋酸溶液，5%氨水，饱和硼酸溶液，5%硫酸铜溶液，高锰酸钾晶体，氯化铁溶液（止血剂），消炎粉，甘油，消毒纱布，消毒棉（均放在玻璃瓶内，磨口塞紧），剪刀，氧化锌橡皮膏，棉花棍等。









第2章　误差、数据处理及质量保证




定量分析的任务是准确测量样品中各有关组分的含量，因此必须依据不同的工作要求使分析结果具有相应的准确度。不准确的分析结果会导致产品报废，资源浪费，甚至在科学上得出错误的结论，严重时还可能导致重大事故。但由于在分析过程中受实验室、实验设备、周围环境条件以及人的观察力、测量方法等的限制，实验测量值和真值之间总是存在一定的差异，这个差异即为误差。误差是客观存在的，因此在进行定量测定时，必须对结果进行误差分析和讨论，得出影响实验结果准确度和精密度的主要因素，由此可指导改进实验方案，缩小实验测量值和真值之间的差距，提高实验的准确度和精密度。

2.1　误差和数据处理



2.1.1　误差的相关概念

1.真值和平均值
[1]



真值（μ）是一个变量本身所具有的真实值，它是一个理想的概念，一般是无法得到的。所以在计算误差时，一般用约定真值或相对真值来代替。相对真值是指当高一级标准器的误差仅为低一级的1/3以下时，可认为高一级的标准器表示值为低一级的相对真值，这在仪器校准中经常会涉及。约定真值是一个接近真值的值，它与真值之差可忽略不计。实际测量中以在没有系统误差的情况下足够多次的测量值之平均值作为约定真值。常用的平均值有4种：算术平均、几何平均、均方根平均和对数平均。在科学研究中，数据的分布较多属于正态
[2]

 分布，因此通常采用算术平均[image: ]
 ，其是指在一组n
 个测量值中所有数据之和再除以数据的个数，计算公式如下：
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2.误差的分类

误差分为系统误差和随机误差。
[3]



系统误差又称规律误差。系统误差是由分析过程中某些固定的原因引起的一类误差，它具有重复性、单向性、可测性。误差的重复性即在相同的条件下重复测定时误差会重复出现，使测定结果系统地偏高或偏低，其数值大小也有一定的规律。如果能找出产生误差的原因，并设法测定出其大小，那么系统误差可以通过校正的方法予以减少或者消除。系统误差是定量分析中误差的主要来源。
[4]



随机误差也称为偶然误差和不定误差，是由于在测定过程中一系列有关因素微小的随机波动而形成的具有相互抵偿性的误差。它是在相同条件下多次测量同一量值时，其绝对值和符号无法预计的测量误差。它的特点是大小和方向都不固定，也无法测量或校正。随机误差的性质是随着测定次数的增加，正负误差可以相互抵偿，误差的平均值将逐渐趋向于零，因此多次测量的算术平均值将更接近于真值。

除了系统误差和随机误差外，在分析过程中还会遇到由于过失或差错造成的“过失误差”，如读错刻度、记录和计算错误及加错试剂等。其实这是一种错误，是由于操作者主观责任心不强、工作粗枝大叶、不按操作规程办事等原因造成的。它是完全可以避免的，不在误差讨论之列。

3.误差和准确度

通常用准确度表示分析结果与真值的接近程度。准确度常用绝对误差和相对误差表示。
[5]



绝对误差（E
 ）是测量值x
 （单一测量值或多次测量值的均值）与真值之差。测量结果大于真值时，误差为正，反之为负。


E
 =x-μ


绝对误差无法比较不同测量结果的可靠程度。例如，测量珠穆朗玛峰的高度，假设其绝对误
[6]

 差为±10cm，此时准确程度已经完全可以接受了，但是如果测量一个人的身高，其绝对误差也为±10cm，则其准确程度就无法接受了。

一般来说，相对误差更能反映测量的可信程度。

相对误差（E
 r
 ）为绝对误差与真值的比值（常以百分数表示）。
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在评价一个分析方法的准确度时，除了可以将测定结果与已知准确度的另一方法的测定结果相比较，也可以进行加标回收实验，用加标回收率表示。
[7]



4.偏差和精密度

精密度是指在相同条件下对被测量参数进行多次反复测量，测得值之间的一致（符合）程度。精密度所反映的是测量值的随机误差，它代表着分析方法的稳定性和重现性。精密度可用偏差（d
 ）、平均偏差[image: ]
 、相对平均偏差[image: ]
 ，标准偏差（s
 ）和相对标准偏差（RSD
 ）来衡量。
[8]
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测定精密度好是保证分析结果可靠的先决条件。对于一个理想的分析方法与分析结果，既要求有好的精密度，又要求有好的准确度。

2.1.2　数据处理

1.有效数字

在科学研究过程中，应该用正确的有效数字来表示测量或计算结果。一个有效的测量数据，既要表示测量值的大小，又要表示测量的精确程度。我们把通过直读获得的准确数字叫作可靠数字；把通过估读得到的那部分数字叫作可疑数字；把测量结果中能够反映被测量大小的带有一位存疑数字的全部数字叫有效数字。
[9]



2.有效数字位数的确定

在有效数字中，“0”这个数字是否作为有效数字，应具体分析而定。在数字中间和数字后边的“0”作为普通数字用，都是有效数字，如果在小数点的前面作为定位用，则不是有效数字，如5.108和1.510，就是4位有效数字；0.0518和5.18×10-2
 ，就是3位有效数字。pH、pK或lgc
 等对数值，其有效数字的位数取决于小数部分（尾数）数字
[10]

 的位数，整数部分只代表该数的幂次，如pH=2.85是2位有效数字。当需要在数的末尾加“0”作定位用时，必须采用科学计数法表示。例如，质量为25.0g，若以mg为单位时，则应表示为2.50×104
 mg，若表示为25000mg，就会被误解为5位有效数字。

实验中涉及计量器具、相对分子量等有效数字如下确定：

（1）仪器直接测量值的有效数字位数只与计量器具的最小分度值有关，而与其准确度等级（A级、B级）无关。当最小分度值为次小分度值的0.1或0.2单位时，即最小刻度是0.1
[11]

 或0.2时，读数的有效数字位数达到最小分度的后一位；当最小分度值为次小分度值的0.5单位时，即最小刻度为0.5时，读数的有效数字位数只到最小刻度。

（2）理论真值（如原子价等）、约定真值（如相对分子量、摩尔质量等）、π等常数的有效数字都按照无限位处理。

3.有效数字的修约规则

通常的分析测定过程往往包括几个测量环节，然后根据测量所得数据进行计算，最后求得分析结果。但是各个测量环节的测量精度不一定完全一致，因而几个测量数据的有效数字位数可能也不相同，在计算中要对多余的数字按国标GB/T8170《数字修约规则》进行修约：“四舍六入五留双”，即数据的尾数≤4，舍弃；若尾数≥6，就进入；假如尾数为5，当5后面还有不是零的任何数，必须进一位，如果尾数为零则5前面的数字是偶数就舍弃，5前面的数字是奇数就进位。

4.有效数字的运算规则

（1）加减法

几个数据相加或相减时，它们的和或差的有效数字的保留，应该以小数点后位数最少的数据为准。

（2）乘除法

在乘除法中，积或商的有效数字的保留，应该以有效数字位数最少的为准。

在计算和取舍有效数字位数时，还应注意以下几点：

1）分数和倍数的计算：分数、倍数等的数字视为足够准确，不考虑其有效数字位数，计算结果的有效数字位数，应由其他测量数据来决定。

2）误差和偏差：一般只取一位有效数字，最多取两位有效数字。
[12]



3）定量分析的结果：对于高含量组分（≥10％），要求分析结果为4位有效数字；在中含量组分（1％～10％）范围内，要求有3位有效数字；对于微量组分（＜1％），一般只要求两位有效数字。通常以此为标准，报出分析结果。

5.离群值的取舍

在一组测定值中，有时个别的测定值比其余的测定值明显地偏大或偏小，此值称为离群值。国标GB 4883—2008中对正态样本数据的离群值检验规定如下：如果测量值在剔除水平（a
 *
 =1%）下统计检验为显著的离群值，则称为统计离群值。在检出水平（a
 =5%）下显著（即显著性水平），但在剔除水平下不显著的离群值称为岐离值。在处理数据时，应剔除统计离群值，岐离值是否剔除，则视具体情况而定。离群值的检验方法有多种，当重复测量次数较小时，通常选择格鲁布斯（Grubbs）检验方法，公式为
[13]
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计算出G
 值后，与表2-1中的显著性水平和测量次数相对应的临界值G
 
a，n

 比较，即可判断该测量值是否为岐离值或统计离群值。

表2-1　格鲁布斯检验临界值G
 
a，n
 表
 （n
 为测量次数）




	n
	a
	n
	a



	0.01
	0.05
	0.01
	0.05



	3
	1.15
	1.15
	11
	2.48
	2.24



	4
	1.49
	1.46
	12
	2.55
	2.29



	5
	1.75
	1.67
	13
	2.61
	2.33



	6
	1.94
	1.82
	14
	2.66
	2.37



	7
	2.10
	1.94
	15
	2.70
	2.41



	8
	2.22
	2.03
	16
	2.74
	2.44



	9
	2.32
	2.11
	17
	2.78
	2.47



	10
	2.41
	2.18
	18
	2.82
	2.50







注释


[1]理论真值也称绝对真值，如平面三角形三内角之和恒为180°。

[2]单个测量值x
 
i

 就是对某个物理量，通过一些仪器进行测量得到的结果。

[3]系统误差的例子：仪器零点不准；人员操作习惯；试剂纯度；方法误差等。

[4]虽然单次测量的随机误差没有规律，但多次测量的总体却服从统计规律，因此，通过对测量数据的统计处理，能在理论上估计其对测量结果的影响。

[5]绝对误差有相应的单位，而相对误差没有具体度量的单位，以百分数表示。

[6]加标回收实验：在测定样品的同时，于同一样品的子样中加入一定量的标准物质进行测定，将其测量值扣除样品的测定值，以计算回收率。

加标回收率%=（加标测量值－样品测量值）/加标值×100%

[7]使用便捷的分析方法，精密度较好。结果易重现。另外，精密度也与操作人员的熟练程度及素质有关。

[8]精密度和准确度关系，以打靶为例：
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[9]有效数字的例子：二等温度计最小刻度为0.1℃，我们可以读到0.01℃，如20.05℃，其有效数字为4位，前3位是可靠数字，末位5是可疑数字。

[10]单位转化时，有效数字保持不变，科学记数法和普通数字转化时，也要保持有效数字位数。

[11]仪器的准确度等级是指符合一定的计量要求、使误差保持在规定极限以内的测量仪器的等别、级别。准确度等级通常按约定注以数字或符号（如A、B；一等、二等），并称为等级指标。

[12]剔除水平为检出离群值是否高度离群而指定的统计检验的显著性水平。

显著性水平是指测量值落在置信度范围之外，即具有显著性差异的测量值在随机误差分布中出现的概率（小概率）。公式：a
 =1-P
 式中P
 为置信度（置信水平）。

置信度指在置信区间内包含真值的概率。

[13]离群值的其他检验方法还有三倍标准偏差准则、狄克松检验法、t
 检验法、极差检验法。











2.2　分析化学研究中常用的计算机程序






分析试验需要对大量的实验数据进行分析、合并、分类、统计等处理，根据实验数据进行曲线拟合以及绘制，利用最优化方法研究有关化学平衡的问题或者寻求分析方法的最优化条件，根据实验数据求解有关常数、含量等，所涉及的实验数据量庞大，如果全依靠人工解决，需要大量的重复计算时间且较易出错，而使用计算机则可在较短的时间内准确完成，并得到精度较高的计算结果。在已逐步发展为信息科学的分析化学中借助计算机对大量的实验数据进行采集、存储、分析处理，提高了数据的质量与利用率，并能更充分、准确地表达内含信息。同时，现代分析仪器的发展已跨上了计算机化这一新的台阶。分析仪器和分析过程的计算机化——计算机深入到各种仪器分析领域，通过对分析仪器的工作参数和工作状态的控制、数
[1]

 据的实时采集与处理、测定结果及数据的评价，实现了自动分析，提高了分析结果的准确度和精密度，缩短了分析时间，获得大量的有用信息，极大地提高了分析仪器提供信息的功能，使分析仪器进入到过去传统分析技术无法涉足的许多领域。

利用计算机采集、存储实验数据，并进行高速、高精度的运算，以实现对大量实验数据的分析处理，一般可通过两种途径来实现。其一，使用成熟的应用软件；其二，自主编写应用程序。前者，借助已成功开发并被广泛应用的成熟软件，根据实验所测数据进行分析处理。例如利用Microsoft Excel、Origin进行曲线拟合——由计算机以所输入的实验数据人工或自动地选择软件所提供的数学模型进行拟合。由软件进行数学模型模拟、拟合曲线、绘制图形、得到拟合方程、对拟合结果进行误差分析。如果一时难以找到合适的现成软件来解决问题，则可采用后者自主编程处理数据。首先从分析化学的原理出发，归纳出精确或近似的数学模型、数学公式，然后应用适当的处理方法，最后编写程序输入到计算机加以调试和执行，从而得到正确的结果。

2.2.1　Microsoft Excel软件

Excel是Microsoft公司推出的办公软件Office中的一个重要成员，也是目前最流行的关于电子表格处理的软件之一。它具有强大的计算、分析和图表等功能。Excel中内置的公式和函数可以帮助用户进行复杂的计算。图2-1所示是Excel 2010版本启动后的工作界面。
[2]
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图2-1　Excel 2010版本工作界面图



1.图表

图表泛指可直观展示统计信息属性（时间性、空间性、数量性、相关性、归属性、多样性等），对知识挖掘和信息的直观生动感受起关键作用的图形结构，是一种能很好地将对象属性数据直观、形象地“可视化”的手段。利用Excel软件处理图表的步骤如下：

（1）双击启动Excel软件，进入工作界面；

（2）在单元格内输入相应的实验数据；

（3）选取已输入数据的单元格后，点击Excel的“插入”菜单中的“图表”功能键，选取合适的图形，点击完成；

（4）点击图表，输入如图标名称、纵和横坐标名称和单位、图示等，完成图表各项编辑。

2.线性回归

在统计学中，线性回归是利用称为线性回归方程的最小平方函数对一个或多个自变量和因变量之间的关系进行建模的一种回归分析。这种函数是一个或多个称为回归系数的模型参数的线性组合。只有一个自变量的情况称为简单回归（或称一元回归），大于一个自变量情况的叫作多元回归。处理步骤如下：
[3]



（1）—（2）步如上进行；

（3）选取散点图进行作图；

（4）将鼠标移入图中，选取实验数据点，点击鼠标右键，选择“添加数据线趋势”功能，进入线性回归界面，选择“趋势预测/线性回归”分析类型以及选项中需要输出的数据如公式、判定系数等，按“确定”后，即可在图表上显示回归方程等数据。

（5）点击图表，输入如图标名称、纵和横坐标名称单位、图示等完成图表各项编辑。

3.方差分析

方差分析，又称“变异数分析”或“F检验”，是R.A.Fisher发明的，用于两个及两个以上样本均数差别的显著性检验。由于各种因素的影响，研究所得的数据呈现波动状。造成波动的原因可分成两类：一类是不可控的随机因素；另一类是研究中施加的对结果形成影响的可控因素。方差分析是从观测变量的方差入手，研究诸多控制变量中哪些变量是对观测变量有显著影响的变量。处理步骤如下：

（1）—（2）步如上进行；

（3）点击工具菜单下的“数据分析”（如果没有此功能，则先点击工具菜单下的加载宏，选中“分析工具库”和“分析工具库→VBA函数”，然后按“确定”，进行安装，工具菜单中会增加“数据分析”功能键），输入引用范围和输出单元格，按确定即可出来方差分析数据。

4.其他数据处理

STDEV：估算样本的标准偏差。它不计算文本值和逻辑值（如TRUE和FALSE）。它反映了数据相对于平均值的离散程度。

STDEVA：基于样本估算标准偏差。标准偏差反映数值相对于平均值的离散程度。文本值和逻辑值（如TRUE和FALSE）也将计算在内。

STDEVP：返回整个样本总体的标准偏差。它反映了样本总体相对于平均值的离散程度。

STANDARDIZED：求出样本平均值的正态化值。

2.2.2　Origin软件

Origin软件包含高级扫描绘图、C语言和内置300多个数学函数的NAG数值计算库，是一种化学数据的计算软件。它包含了统计学、信号处理、曲线拟合和峰值分析等高级数据分析工具。由于具有C程序与数值计算和作图等综合功能，该软件适合作为化工和高等教育的化学专业人员从事科研和教学时进行数据处理、分析和计算以及制作高质量图表的工具。图2-2所示是Origin启动后的工作界面。

[image: ]
图2-2　Origin工作界面图



数据处理步骤：

（1）打开Origin，在“Data1”列表的A［X］和B［Y］中输入实验数据；

（2）选取所有实验数据，依次点击“plot”和“Line+Symbol”，出现实验图；

（3）修改坐标标题和标尺范围及间隔，用鼠标左键双击实验草图的“X Axis Title”或“Y Axis Title”，输入横坐标或纵坐标标题，双击坐标上的数字，点击“Scale”，输入标尺范围及间隔；

（4）选择曲线类型、颜色和曲线上实验点的类型、大小，也可标注文字等；

（5）绘图过程完成，直接复制实验曲线图到文档中。

2.2.3　SPSS软件

SPSS软件是一个强大的统计软件，能够进行社会科学、自然科学及商业领域中几乎所有类型的数据分析。SPSS软件不仅包括数据管理、统计分析、图表分析、输出管理等在内的基本统计功能，而且用它处理正交试验设计中的数据，程序简单，分析结果清晰、直观。图2-3所示是SPSS启动后的工作界面。
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图2-3　SPSS工作界面图



1.正交试验

正交试验设计是研究多因素多水平的一种设计方法，它是根据正交性从全面试验中挑选出部分有代表性的点进行试验，这些有代表性的点具备了“均匀分散，齐整可比”的特点，正交试验设计是
[4]

 分式析因设计的主要方法。


【例】
 　本教材实验16气相色谱分离条件的选择和色谱柱性能的评价可以用正交试验方法进行优化选择，用正交法并借助“正交设计助手”软件对气相色谱分离条件的优化选择进行探讨。优化条件有载气流量、进样量、柱温、气化室温度四个，以分离度作为实验评分标准，其因素水平确定为四因素三水平，如表2-2所示。
[5]



表2-2　因素水平表




	因素
	载气流量 mL • min-1

	进样量 μL
	柱箱温度 ℃
	气化室温度 ℃



	水平1
	0.5
	0.2
	40
	150



	水平2
	1.0
	0.5
	60
	200



	水平3
	2.0
	1.0
	80
	250






数据处理步骤：

（1）根据表2-2中的实验要求，打开SPSS程序，按如下步骤操作：选择Data→Orthogonal Design→Generate，弹出“Generate Orthogonal Design”对话框，在“Factor Name”框中输入A，在“Factor Label”中输入“载气流量”；单击“Add”，输入“B.进样量”；然后再点击“Add”，同法依次输入“C.柱箱温度”和“D.气化室温度”。然后选中变量A，点击“Define Values”进入“Generate Design：Define Values”对话框，在“Value”一栏中头三行分别输入1、2、3，即表示A因素有三个水平，在“Label”中，相应地输入0.5、1.0、2.0，再点击“Continue”返回上一级对话框，依此方法完成变量B、C、D的输入，全部因子选定后，点击“Continue”返回上一级对话框，即“Generate Orthogonal Design”对话框，选择“Data file”中的“Replace working data file”，后点击“OK”即完成正交表的设计。

（2）正交表中A、B、C、D四列分别代表四个因素，“STATUS”列就是待考察的评价指标，“CARD”列就是实验序列号。在当前的系统状态“SPSS Data Editor”下，单击表格左下角的“Variable View”，在弹出的视图中将“STATUS”改为“分离度”；将“CARD”改为“试验号”。

（3）然后调整—下顺序并输入相应的待考查的评价指标，即分离度值。为了显示出各个水平所代表的含义，运行View→Value Labels，就得到正交试验表。

（4）利用SPSS软件进行正交试验方差分析，只需用鼠标对“菜单”、“对话框”进行操作，系统就可以给出统计分析的结果，且分析结果准确可靠。具体操作如下：Analyze→General Liner Model→Univariate，在弹出的“Univariate”子窗口中点击“分离度”进入“Dependent Varible”框中，点击载气流量［A］、进样量［B］、柱箱温度［C］、气化室温度［D］进入“Fixed Factor”框中；然后点击“Model”按钮，在弹出的“Univariate：Model”子窗口中点选“Custom”，依次将A、B、C、D加入“Model”框中，并在“Build Term［s］”中选择“Main effect”，点击“Continue”按钮返回；再点击“Options”按钮进入“Univariate：Options”子窗口，并依次将A、B、C、D加入“Display Means for”框中，同时选中“Compare main effects”，然后在“Confidence interval adjustment”中选择LSD（node），然后点击“Continue”按钮退出，最后点击“OK”按钮输出结果。


注释


[1]其他如仪器智能化发展，仪器能根据监测数据智能选择实验条件、储存、调用谱图等，甚至远程控制仪器或者指导人们工作、检查仪器等。

[2]软件版本更新较快，版本较多，软件操作时请根据版本进行适当的调整。

[3]将反映两变量间线性相关关系的统计指标称为相关系数或线性相关系数（相关系数的平方称为判定系数）。Excel中显示的R
 2
 值为判定系数。

[4]析因设计是一种多因素的交叉分组设计。

[5]如果没有软件，也可先确定因素水平后查阅相关正交表格即可获得正交试验表。











【拓展知识】质量保证






分析测量过程中的质量保证是分析监测十分重要的技术工作和管理工作。质量保证和质量控制是一种保证检测数据准确可靠的方法，也是科学管理实验室和监测系统的有效措施，它可以保证数据质量，使分析工作建立在可靠的基础之上。

1.定义和一般概念

（1）质量

质量是指一种产品或服务可满足所表述或所应具备的总体特征和性质。质量不是立即可以实现的，只有在进行一系列广泛测量且符合要求时，才能说达到了质量要求。

（2）质量保证

质量保证是指为了保证产品、生产过程或服务符合质量要求而采取的所有计划和系统的、必要的措施。

（3）质量控制

质量控制是指达到质量要求的操作技术和工作。质量控制包括两个方面：监控生产过程以及为达到质量要求而消除不合格操作的因素。质量保证和质量控制是质量系统的组成部分。

（4）质量系统

质量系统是指实施质量管理的组织结构、职责、方法和资源。

（5）质量管理

质量管理是指决定和实施质量政策的总管理机构。

质量保证应体现在问题与结果之间的所有活动中，这已被越来越多的分析工作者所接受。因此，分析测试工作者的任务不仅局限于在分析实验室的测定，而且还要在提出和解决问题时起关键性的作用。

质量保证是整个监测过程的全面质量管理，包括制订计划、根据需要可能确定检测指标及数据的质量要求、规定相应的分析监测系统等。质量保证取决于计划工作时必须考虑的各种因素，包括：分析测试条件的限制，如人员的专业和能力、实验室和仪器设备的基础条件、现行管理制度和方法、分析方法的认证和检验、标准物质的使用等；或可能与规章的约束有关，如法律要求或经济情况。

2.质量保证对人员的要求

质量保证要求建立健全实验室各级各类检测人员、大型仪器设备操作人员的培训及培训评估制度；建立人员的技术档案，收集有关技术人员的学习经历、资格证书、培训和继续教育情况及考核情况、技能、工作经历、科研、发表论文以及获奖情况记录等资料。人员的专业知识、技术能力以及对工作的态度等都直接影响检验结果的质量。检验人员应具备与其工作相适应的专业理论知识、专业技术能力和操作水平。检验检测结果报告是检验人员完成了整个检验过程的操作后得出的具体数据，并根据数据对整个检验工作做出最终结果或结论后，面向各界社会群体对外出具的报告。对外出具检验结果报告不是检验人员的个人行为。检验结果报告代表的是检测机构的检测能力和水平。

3.质量保证对仪器的要求

实验室应配备进行检测所要求的所有设备，并保证在用仪器设备的性能处于完好和经检定合
[1]

 格的受控状态，满足检测工作的要求，确保检测数据的质量。建立仪器设备使用、维护、核查记录制度，精密、大型仪器设备的操作人员必须获得相关知识和操作技能的培训，经考核持证上岗。建立仪器设备档案管理制度，档案的收集包括仪器设备装备计划、调研论证报告、采购合同、验收记录、仪器出厂合格证、安装调试报告、仪器使用说明书、历年检定校准证书、检定校准结果确认记录、历年仪器使用、维护、核查记录、性能评价和报废处理记录等。仪器设备使用前必须经过检定（自上而下的量值传递过程）、标识、校准（自下而上的量值溯源过程），对检定合格的仪器设备在检定周期内还应对其进行维护和期间核查，确保
[2]

 检测数据符合质量要求。

4.质量保证对实验室的要求

实验室应建立一套比较完整的技术规范与质量体系的管理制度。实验室应根据检测需求来配置相应的设施和对可能影响检测工作的环境因素进行有效的控制、记录，使设施和环境条件满足检测需要，有利于检测的正确实施，并确保实验室设备运行安全和实验室人员的安全。实验室除了配备必需的能源、照明外，应根据实验功能的不同配备相应的实验室设备，并对诸如生物消毒、灰尘、电磁干扰、辐射、湿度、供电、温度、声级和震级等影响检验结果质量的因素进行监测、控制和记录，还应考虑对不相容的检测活动进行有效的隔离；对于有高污染的实验室，应根据工作流程设置污染区、非污染区，并予以明显标识；对影响检测质量和高污染区的实验室应有限制进入的标识。实验室还应考虑对实验产生的废气、废水和废渣（废弃物）进行收集、降解等无害化处理，不允许随便排放和丢弃，以免污染环境和危害健康。实验室的实验用水、器皿、试剂、标准溶液、技术资料、原始记录都必须满足实验的要求。

5.实验室质量控制的要求

质量控制技术包括所有测量过程和统计控制的操作和步骤。质量控制是质量保证的一部分，它包括实验室内部质量控制和外部质量控制两个部分。实验室内部质量控制是实验室自我控制质量的常规程序，它能反映分析质量的稳定性，及时发现分析中的异常情况，随时采取相
[3]

 应的校正措施。实验室外部质量控制通常由省级或国家级检测中心的相关部门组织，各实验室参加能力验证，根据统计数据，对各实验室的数据质量进行独立评价，以便各实验室从中发现自身不足，及时校正，提高监测质量。

分析方法是指检验检测方法（包括检测方法及方法的确认）。实验室应配备产品标准、采（抽）样和检测方法标准，同时，应制定标准收集、受控发放、确认备案、跟踪变更制度。在选择标准方法时，优先采用国家标准、行业标准和地方标准，也可选用客户指定的国际、区域的最新有效标准。通过空白试验、制备标准曲线、精密度试验、加标回收试验和测量结果不确定度分析或实验室间比对、能力验证来评价分析方法。
[4]



实验室质量控制技术包括：

（1）自控

采取四种方式：平行样（反映样品结果的精密度）；空白试验（有助于发现结果的异常值）；加标回收（检查检测数据准确度，消除相同样品的基体效应）；方法对照分析（反映检测结果的精密度与准确度）。

（2）自控及他控

采取三种方式：盲样检测（检查检测数据准确度，消除相同样品基体效应）；标准物比对分析（反映同一批样品检测结果的准确度）；质控图（发现工作中的异常现象，分析结果呈正态分布）。

量值溯源是通过一条具有规定不确定度的不间断的比较链，使测量结果或测量标准的值能够与规定的参考标准（通常是国家计量基准或国际计量基准）联系起来的特性。实验室大部分项目的检验检测结果都是通过检测仪器进行分析并与标准物质比较后获得的，对检验结果有影响的计量仪器设备或计量器具使用前必须经检定/校准合格，若没有有证标准物质可用时，应通过比对试验、能力验证等方式证明量值的正确和溯源。通过对有证标准物质的检测、对保留样品的再检测、仪器比对、实验室间比对或参加能力验证计划等方式，实施对仪器设备、标准物质的
[5]

 期间核查，确保其校准状态的置信度。对在用的检定/校准合格的仪器设备在检定周期内应对其进行维护和进行期间核查，以保证测量的溯源性。检测仪器的技术参数是否满足要求和标准物质的量值是否准确，都直接影响检测结果。为了保证检验检测结果的准确性和有效性，对检测和抽样结果的准确性或有效性有显著影响的所有设备（包括辅助测量设备）应按计划定期进行检定/校准和期间核查，凡对检验结果有影响的计量仪器设备或计量器具使用前必须经检定/校准合格。

能力验证是利用实验室间比对确定实验室的校准、检测能力或检查机构的检测能力。能力验证活动——用于监控实验室能力的任何实验室间比对或测量审核；能力验证计划——为保证实验室在特定检测、测量或校准领域的能力而设计和运作的实验室间比对；测量审核——实验室对被测物品（材料或制品）进行实际测试，将测试结果与参考值进行比较的活动；盲样——交给实验室检测的样品没有公开其特性，以评定实验室在某一特定领域的检测能力；结果评价，不满意结果——通过能力验证活动，利用统计技术或专家公议等技术手段，判定参加者的能力为不满意的结果；可疑结果——通过能力验证活动，利用统计技术或专家公议等技术手段，判定参加者的能力可能出现问题的结果。

总之，实验室相关人员（包括法人、技术负责人、质量负责人、质量监督员）负责对本实验室的检测工作各环节进行有效的监督和管理，并识别、记录、报告和分析，使之得以及时纠正。根据所开展的实验室检测工作的类型和工作量，有计划、有目的地通过空白试验、对比试验、平行样测试、加标回收试验、有证标物的检测、保留样品的再测试、工作曲线的核查、分析样品不同特性的相关性、实验室人员比对和方法的比对、参加实验室间比对或
[6]

 能力验证计划、仪器设备的定期检定或校准以及期间核查等措施，进行实验室质量控制。实验室应当采用统计技术对检测数据和结果进行分析或控制。如一个时期内对某个参数的各次测试结果作统计图（控制图），若出现偏差较大的点或在同一侧出现几个连续递增的偏差点时，就要进行原因分析，找出产生原因的影响因素。当发现这些影响因素可能已发出了错误的报告时，立即追回已发出的错误报告，并进行纠正，必要时采取纠正措施和/或预防措施，以达到质量控制的目的。对质量控制计划的实施情况、适用性、有效性进行评价、总结和评审，使检测结果质量得到不断改进和提高。


注释


[1]量值传递是上一级量值检定部门将自身的量值传递给低于其准确度等级的部门，主要是指国家强制性检定的内容。

[2]量值溯源是通过一条具有规定不确定度的不间断的比较链，使测量结果或测量标准的值能够与规定的参考标准联系起来的一种特性。它要求实验室针对自己检测标准的相关量值，主动地与上一级检定机构取得联系，追溯高于自己准确度（一般遵循1/10或1/3法则）的量值与之比较，确定自己的准确性。

[3]测量不确定度表征合理地赋予被测量之值的分散性。与测量结果相联系的参数称为测量不确定度。

[4]基体效应是指试液基体成分在测定分析时对被测元素响应信号所造成的影响
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[5]期间核查是指为保持对设备校准状态的可信度，在两次检定之间进行的核查，包括设备的期间核查和参考标准器的期间核查。

[6]纠正：为消除已发现的不合格而采取的措施。

纠正措施：为消除已发现不合格的原因而采取的措施。

预防措施：为消除潜在不合格或者趋势发生的原因而采取的措施。









第3章　样品的采集与预处理




分析过程一般包括下列相互关联的环节：样品采集、预处理、测定、数据处理和结果报告，每一个环节都非常重要，其中样品的采集和预处理是分析过程中误差的最大来源，尤为重要。

3.1　样品的采集



为了使分析结果准确可靠，在进行分析测试以前，首先要从大量的分析对象中抽取具有代表性的一部分作为分析样品，即必须使所取样品的组成与分析对象整体的平均组成一致，这是样品采集的基本原则。否则，即使测定的数据再准确也是毫无意义的，甚至可能导致错误的结论。由于实际样品多种多样，样品的采集方法也各不相同，这里仅简单介绍气、液和固三类样品采集的一般方法。
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3.1.1　气体样品的采集

气体样品的采集主要有直接采样法和富集采样法两类。

1.直接采样法

当气体中的待测组分浓度较高，或者分析测试方法灵敏度较高时，可以采用直接采样法。常用的采样容器有注射器、采样袋、采气管和真空瓶等。

2.富集采样法

气体中的待测组分浓度一般都比较低（10-6
 ～10-9
 数量级），直接采样法往往不能满足分析检测限的要求，故需要用富集采样法对气体中的待测组分进行浓缩。富集采样的时间一般比较长，所得的分析结果是在富集采样时间内的平均浓度。常用的方法主要有溶液吸收法、固体吸收法、低温冷凝法及自然沉降法等。

（1）溶液吸收法

溶液吸收法主要用于气体中气态、蒸气态及某些气溶胶样品的采集。采样时，用抽气装置将待测气体以一定流量抽入装有吸收液的吸收管中。采样结束后，倒出吸收液进行测定，根据测得结果及采样体积计算气体中待测组分的浓度。常用的吸收液有水、水溶液以及有机溶剂等。吸收液的选择原则为吸收待测组分速度快、吸收率高，同时便于以后的分析测定。
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（2）固体吸收法

固体吸收法用于采集气溶胶，其作用原理主要是被动吸附。固体吸附剂一般有颗粒状吸附剂和纤维状吸附剂两种。前者有硅胶、素陶瓷等，后者有滤纸、滤膜、脱脂棉、玻璃棉等。硅胶常用的是粗孔及中孔的，这两种硅胶均有物理和化学吸附作用。素陶瓷需用酸或碱除去杂质，并在110～120℃烘干。由于素陶瓷并非多孔性物质，仅能在粗糙表面上吸附，所以采样后洗脱比较容易。采样的滤纸及滤膜要求质密而均匀。采样后通过解吸或溶剂洗脱，使待测组分从吸附材料上释放出来。

（3）低温冷凝法

气体中沸点比较低的气态待测组分，在常温下用固体吸收法富集效果不好，而低温冷凝法则可提高采集效率。低温冷凝法是将U形或蛇形采样管插入冷阱中，当气体流经采样管时，待测组分因冷凝而凝结在采样管的底部。低温冷凝采样法具有效果好、采样量大、利于组分稳定等优点，但空气中的水蒸气、二氧化碳甚至氧气也会同时冷凝下来，在汽化时这些组分也会汽化，增大了气体总体积，从而降低浓缩效果。为此，常在采样管的进气端装上选择性过滤器（内装氯酸镁、碱石棉、氯化钙等），以除去空气中的水蒸气和二氧化碳。

（4）自然沉降法

自然沉降法是利用物质的自然重力、空气动力和浓差扩散作用采集气体中的待测组分，常用于某个单一项目的检测。如用过氧化铅法、碱片法采集气体中的硫化物，以测定气体硫酸盐化速率；用石灰滤纸法采集气体中的微量氟化物，用集尘缸采样法测定灰尘自然沉降量。这种采样方法不需要动力，简单易行，且采样时间长，测定结果能较好地反映气体污染情况。

3.1.2　液体样品的采集

水样是液体样品的最主要形式，此处以水样为例，简要介绍液体样品的采集方法。

水样组成比较均匀，采样也比较容易，在采集时应注意以下两点：（1）采样容器不应污染样品，在取样前应先用被采集样品润洗采样容器。常用的容器材质有硼硅玻璃、石英、聚乙烯和聚四氟乙烯，其中石英和聚四氟乙烯杂质含量少，但价格昂贵，一般常规分析中广泛使用的是聚乙烯和硼硅玻璃材质的容器。（2）在取样过程中要注意勿使待测组分的存在形态和含量发生任何变化。如对于水样pH值、溶解氧、生物需氧量、微生物和余氯等项目的分析，宜于短时间内完成；对于不能尽快分析的水样，则应根据不同分析项目的要求，采取适宜的保存方法。下面介绍几类常见水样的采集方法。
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1.地表水样的采集

采集河、湖表层的水样时，可用桶、瓶等容器直接采取。一般将采样桶（瓶）沉至水面下30～50cm处，再将水样装入桶（瓶）中。

采集河、湖较深处的水样时，应当用水样采集瓶。最简单的方法是用带重锤的采样器沉入水中采集。将采样容器沉降至预定的深度（可从绳子的标度看出），再上提细绳打开瓶塞，待水样充满容器后提起即可。

2.地下水样的采集

采集自来水或具有抽水设备的井水时，应先放水数分钟，将积留在管道内的杂质及陈旧水排空，然后用采样容器接取水样。

没有抽水设备的井水，应该先将提水桶冲洗干净，然后再取出井水装入取样瓶或直接用水样采集瓶采集。

对于自喷泉水，可在涌水口处直接采样。

3.废水水样的采集

由于工业废水的排放量和待测组分的浓度往往随时间起伏较大，所以工业废水的采集较为复杂。采样的方法、次数和时间都应根据分析目的和具体条件而定。共同的原则是所采集的水样必须要有足够的代表性，比较常用的方法是采集平均混合水样或平均比例混合水样。前者是指每隔相同时间采集等量废水样混合而成的水样，适合于废水流量比较稳定的情况；后者是指在废水流量不稳定的情况下，在不同时间依照流量大小按比例采集的混合水样。

3.1.3　固体样品的采集与制备
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固体样品的均匀性要比气体和液体样品差很多，采样和制备的要求也更加严格。

1.固体样品的采集

由于固体样品本身在空间分布上具有较大的不均匀性，所以必须从样品的不同部位、不同深度作多点采样，再均匀混合。

如土壤样品的采集可以采取对角线采样法、梅花形采样法、棋盘式采样法和蛇形采样法。如果只需要一般性地了解土壤受污染情况，可采集0～20cm耕作层土样；如果要了解土壤污染深度，则应按土壤剖面层次分层取样。

2.固体样品的制备

（1）磨碎和过筛

采集固体样品后，需用机械或人工方法把全部样品逐级破碎（磨碎），再通过一定孔径的筛网（过筛）。粉碎过程中，不可随意丢弃难以破碎的粗粒。

（2）缩分

磨细和过筛的样品用“四分法”缩分至足够量，其余样品另装瓶备用。所谓的“四分法”是指将样品于清洁、平整不吸水的板面上堆成圆锥形，每铲物料自圆锥顶端落下，使均匀地沿锥尖散落，不可使圆锥中心错位。反复转堆，至少三次，使其充分混合。然后将圆锥顶端轻轻压平，摊开物料后，用十字板自上压下，分成四等份，取两个对角的等份，重复操作数次，直至样品的质量减至供分析用的数量为止。


注释


[1]水样采集和保存的相关标准

国际标准：

•《水质采样技术指导》（ISO 56672：1982）

•《水质 采样 样品保存和管理技术指导》（ISO 56673：1985）

国内标准：

•《水质 采样方案设计技术规范》（GB 12997—1991）

•《水质 采样技术指导》（GB 12998—1991）

•《水质 采样样品的保存和管理技术规定》（GB 12999—1991）
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3.2　样品的预处理






大多数待测样品的组成相当复杂，并且多数待测组分含量低，存在形态各异，所以在分析测试之前，需要进行适当的预处理，以得到适于测定方法要求的形态、浓度，并消除共存组分的干扰。

不管是何种样品，预处理都必须遵循以下五个基本原则：（1）完整保留待测组分，即在样品预处理过程中，被测组分的损失要小至可以忽略不计；（2）消除干扰因素，将干扰组分减少至不干扰待测组分的测定；（3）防止污染，避免所用试剂和容器引入干扰物；（4）选用合适的浓缩和稀释方法，使待测组分的浓度落在分析方法的最佳浓度范围内；（5）所选的预处理方法应尽可能环保、简便、省时。

3.2.1　无机成分分析的样品预处理方法

大多数无机成分以各种难溶化合物的形式存在于样品中，所以在测定样品中的无机成分时，一般先要将其转化为易于测定的溶液态。常用的方法有稀释法、浸取法、强酸消化法、碱熔法、干灰化法、微波消解法等。

1.稀释法

稀释法即用稀释剂按一定的稀释比将样品稀释后直接测定，是一种最简单的样品预处理方法。如血清样品可用6%正丁醇水溶液或1%硝酸水溶液稀释10倍后用火焰原子吸收法测定
[1]

 其中铜、铁、锌等金属的含量。该法适用于基体组成比较简单、易溶于水或有机溶剂的样品的处理。常用的稀释剂有去离子水、稀酸和有机溶剂。稀释比取决于样品的组成、待测元素的含量和测定方法的检出限。稀释法的优点是分析速度快，避免其他复杂处理方法可能引起的沾污和损失；缺点是可能增加基体干扰，导致灵敏度降低。为了消除基体干扰，可在稀释剂内加入干扰抑制剂或基体改进剂。

2.浸取法

浸取法是使用浸取剂直接提取样品中的某一或某些元素，或元素的某种形态。该方法操作简单，快速，不需完全分解破坏有机物，只需将待测组分定量浸取到溶液中，故所用试剂量比
[2]

 较少，处理过程简单，条件温和，空白值低且造成待测组分损失或污染的可能性小。缺点是浸取法的浸取效率依赖于浸取元素、样品性质、浸取液种类、浸取液浓度、浸取时间以及浸取温度等，并非所有组分都能完全浸出，故对不同试样和待测组分应有不同的浸取要求，并要检查浸取的程度。如用6mol•L-1
 HCl煮沸15min，可定量浸出样品中Ca2+
 、Mg2+
 、K+
 、Na+
 、Mn2+
 、Cu2+
 、Zn2+
 、Fe3+
 、Cr3+
 而不彻底分解有机物。

3.强酸消化法

强酸消化法就是在加热条件下采用强酸将样品中的有机物质氧化、分解，使待测元素形成可溶盐。该方法的优点是可以综合利用不同酸的特性，使绝大多数样品完全、快速分解，适用于大部分试样中无机成分的测定；但强酸消化法试剂消耗量大，溶样时间长，空白值较高，污染环境，且容易造成元素挥发性损失和沾污。如在测试样品中的汞、砷、锑、硒等元素时，就需采用低温消化或回流冷凝法，以防其损失。

强酸消化法中常用的酸有硝酸、盐酸、硫酸、高氯酸、磷酸和氢氟酸等。硝酸兼有酸的作用及强氧化性，溶解能力强，溶解速度快。盐酸具有强酸性，弱还原性，它能分解许多金属活动顺序表排在氢以前的元素，生成可溶性的氯化物。稀硫酸没有氧化性，而热的浓硫酸是一种强氧化剂，具有强脱水能力，能使有机物碳化。另外，硫酸沸点极高（337℃），因而将样品溶液加热至冒三氧化硫白烟，可以除去试样中除磷酸以外的挥发性的盐酸、硝酸、氢氟酸及水等组分。高氯酸是最强含氧酸，热的高氯酸几乎能与所有金属起作用，并能把它们氧化成最高氧化态。但高氯酸与有机物反应容易发生爆炸，使用中必须严格注意。磷酸的酸性强，磷酸根具有一定的络合能力。热的浓磷酸有很强的分解能力，能分解难溶的矿物。氢氟酸对硅、铝、铁具有很强的络合能力，主要用于分解含硅试样，使其生成挥发性硅酸盐。氢氟酸对玻璃腐蚀严重，分解反应需在铂坩埚和聚四氟乙烯容器中进行。

不同的强酸按一定的比例混合制成混酸，混酸往往兼有多种特性，如氧化性、还原性和络合性等，其溶解能力更强，速度更快。如由硝酸和盐酸按1∶3的比例混合配成的王水，反应生成新生态的氯和NOCl，具有强氧化性；而王水中的大量氯离子具有络合作用，从而使王水能溶解金、铂等贵金属和硫化汞等难溶化合物。另外硝酸和高氯酸混合可用于乳类食品、油、鱼和各种谷物食品等的消解；而土壤的消解则往往使用盐酸、硝酸、氢氟酸和高氯酸组成的混酸体系。

4.碱熔法

碱熔法是以碱为熔剂，在高温下熔融分解样品，适合于酸不溶物质的分析。常用的碱熔剂为氢氧化钠、过氧化钠、碳酸钠、氢氧化钾、碳酸钾、硫酸氢钾、焦硫酸钾等或它们的混合熔剂。碱熔法中反应物的浓度和反应温度都很高，因此熔样速度快，熔样完全，特别适合于元素的全分析。但由于碱熔时需加入大量熔剂（一般为试样量的6～12倍），故可能引入较多熔剂本身的离子和其中的杂质；其次，熔融时坩埚材料也会受到熔剂不同程度的腐蚀，使试液中的杂质含量增加；第三，碱熔法需要加热到高温，会使易挥发性组分，如汞、硒、铅、砷、镉等的挥发损失增加。因此，当试样可用其他方法消解时，应尽量避免使用碱熔法。

5.干灰化法

干灰化法是以大气中的氧气为氧化剂，利用高温氧化分解样品中的有机物，剩余灰分用稀酸溶解，作为待测溶液。干灰化法有高温灰化法和低温灰化法两种，高温灰化是在可控温的马弗炉中进行，低温灰化是在低温等离子体发生装置中进行。
[3]



高温灰化法是将样品置于合适材质的坩埚中，蒸发至干并炭化后在高温马弗炉中灼烧使灰化，直至样品中的有机物全部分解成为白色残渣。灰化温度一般控制在500～600℃，部分样品可以提高至800℃；灰化时间一般为2～4h。该方法的优点是设备简单，取样量较大，溶剂用量不多，而且可批量操作。但是在高温状态，极易造成易挥发元素的损失，且会形成酸不溶性混合物，产生滞留损失。因此，如何减少损失，从而提高方法的准确度是高温灰化法所要解决的重要问题。
[4]



低温灰化法又称氧等离子体灰化法，该方法是利用高频电场的作用，使低压的氧激发产生氧等离子体。含原子态氧的等离子气体碰撞灰化室中的有机样品，在低温下使其缓慢氧化，除去有机物质。低温灰化法的灰化温度在30～150℃之间，可有效防止易挥发元素的损失和来自试剂的污染。

6.微波消解法

微波消解法是利用微波作为加热源破坏有机物。即当微波通过试样时，极性分子随微波频率快速变换取向，来回转动，与周围分子相互碰撞摩擦，分子的总能量增加，试样温度急剧上
[5]

 升；同时，试液中的带电粒子在交变电磁场中，受电场力的作用而来回迁移运动，也会与相邻分子撞击，使得试样温度升高。各种分子间的剧烈碰撞、搅动促使消解液与试样更有效地接触，从而使样品迅速分解。

与传统的加热方式相比，微波消解样品的特点是：

（1）加热快、升温高，消解能力强，熔样时间短。传统加热（如电炉、马弗炉）是通过热辐射、对流与热传导传送能量，热是由外向内通过器壁传给试样。微波加热是一种“体加热”，在试样的不同深度，微波所到之处同时产生热效应，这不仅使加热更快速，而且更均匀。另外，这种微波加热的方式，使密闭消解容器内的压力可高达几个至数十个大气压。容器内产生的高压力提高了消解酸的沸点，使溶样温度更高，溶样时间缩短。
[6]
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（2）消耗试剂少，空白值低。微波密闭消解过程中所加的消解酸不会挥发损失，所以不必为保持酸的体积而继续加酸，这不仅节省了试剂，也大大降低了分析空白值，也减少了酸的排放。

（3）避免了挥发损失和样品的玷污，提高了分析的准确度和精密度。采用密闭的消解罐，不仅避免了样品在消解过程中形成的挥发性组分的损失，保证了测量结果的准确性，而且也避免了样品之间的相互污染和外部环境的污染，适于痕量及超纯分析和易挥发元素（如As、Hg）的检测。
[7]



微波消解法的主要操作参数有样品称样量、分解试样所用酸的种类及用量、微波加热的功率与时间三个方面。从安全性来说，称样量要少些好，因为样品量越多、反应速度越快，温度和压力上升也越快，爆炸的危险性越大。通常无机样品称样量为0.2～2g，有机样品为0.1～1g。

3.2.2　有机成分分析的样品预处理方法
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分析有机成分时，样品预处理的主要目的是浓缩富集痕量的待测组分，消除基体干扰，提高方法的选择性、灵敏度和准确度。常用的方法有蒸馏分离法、有机溶剂萃取法、色谱分离法和固相萃取法等。

1.蒸馏分离法

蒸馏是利用液体混合物中各组分沸点不同进行分离，是有机化合物纯化分离最常用的方法。用蒸馏法分离有机混合物时，各组分的沸点必须相差很大（一般在30℃以上才可得到较好的分离效果）。根据不同的要求蒸馏可分为常压蒸馏、减压蒸馏和水蒸气蒸馏等。
[8]



常压蒸馏是在常压下进行的蒸馏，适用于一般液体和低熔点固体的分离。

某些沸点较高的有机化合物在加热至沸点前往往已发生分解、氧化或聚合等情况，所以不能用常压蒸馏，使用减压蒸馏便可避免这种现象的发生。所谓减压蒸馏就是在低于大气压下进行的蒸馏。物质的沸点随压力的降低而下降，当压力降低到1.333～1.999kPa时，有机化合物的沸点可以比其常压下的沸点低80～100℃；当减压蒸馏在1.333～3.333kPa
[9]



进行时，压力每减小0.133kPa，沸点约降低1℃。因此，减压蒸馏对于分离或提纯沸点较高或性质较不稳定的液态有机化合物具有特别重要的意义。实验室通常用水泵或油泵进行减压，水泵所能达到的最低压力为当时室温下水的蒸汽压，如果要获得更高的真空度，就要使用油泵。

水蒸气蒸馏是在难溶或不溶于水的有机物中通入水蒸气或与水一起共热，使有机物随水蒸气一起蒸馏出来。有机物中通入水蒸气后，当总蒸气压与大气压力相等时，液体沸腾，显然混合物的沸点将比其中任何一个组分的沸点都低。在常压下用水蒸气蒸馏时，能在低于100℃的温度下将高沸点组分与水一起被安全地蒸馏出来。因此，水蒸气蒸馏适用于易在沸点发生分解或其他化学变化的高沸点化合物，以及含有大量树脂状或不挥发性杂质的混合物和被较多固体反应物吸附的液体的分离和提纯。而作为被分离提纯的化合物必须具备的条件是不溶或难溶于水，与水长时间共热不发生化学反应，在100℃左右有不低于667Pa的蒸气压。

2.有机溶剂萃取法

利用溶剂从混合物中提取出所需要物质的操作称为萃取，这种溶剂称作萃取剂。根据被萃取物质的状态不同，萃取分为两种：一种是用溶剂从液体混合物中分离物质，称为液—液萃取；另一种是用溶剂从固体混合物中分离所需物质，称为液—固萃取。

（1）液—液萃取法
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液—液萃取是利用物质在两种互不相溶（或微溶）的溶剂中的溶解度或分配比不同进行分离的操作。经过反复多次萃取，可将绝大部分的物质分离出来。

液—液萃取应选用对被萃取物质和杂质在溶解度上差别较大的溶剂作萃取剂，并应使萃取剂和原溶液中的溶剂的比重相差较大以便于分离。为使溶剂回收和浓缩操作易于进行，萃取剂的沸点不宜过高。一般来说提取难溶于水的物质，宜选用非极性的溶剂，如石油醚、苯、环己烷及四氯化碳等；对较易溶于水的物质宜用乙醚或氯仿等；而对易溶于水的物质可选用乙酸乙酯等。最常用的萃取溶剂是乙醚、异丙醚、甲苯、二氯甲烷、石油醚和乙酸乙酯等。

液—液萃取操作是在分液漏斗中进行的，所选用的分液漏斗的容积比溶液体积（被萃取液和萃取剂的总体积）大1～2倍为宜。使用前需先检漏，若漏水或转动不灵活，须重涂真空脂或凡士林。把被萃取溶液连同萃取溶剂放入分液漏斗后振摇，开始时缓慢振摇几次后，就要将漏斗倾斜，活塞端向上，出口朝向无人处，慢慢打开旋塞，以解除振摇时溶剂挥发形成的超压（放气），此操作在用易气化溶剂（如乙醚）时尤为重要。重复振摇和放气直至分液漏
[10]

 斗中的气体空间为溶剂蒸气所饱和且压力保持不变为止。剧烈振摇1～2min，静置使其分层。下层经过分液漏斗旋塞放出，上层经上口倒出。

很多体系（如用二氯甲烷萃取碱性水溶液中的有机化合物时）常会形成乳浊液。此时不能振摇分液漏斗，只能“回旋”分液漏斗。也可加入少量消泡剂（如戊醇）来降低表面张力，也可用食盐将水层饱和或将整个溶液过滤。而最有实用意义的则是让乳浊液放置较长时间。

（2）液—固萃取法

液—固萃取法是用溶剂直接从固体物质中萃取被测组分的方法，常用于从干燥的植物、菌类、海藻类及哺乳动物等物质中提取天然有机化合物，也可用于除去某些固体化合物中的特定杂质。萃取效率取决于混合物中各组分在所选用的溶剂中的溶解度、被萃取物的粒度及与萃取溶剂的接触时间。萃取方法分间歇萃取和连续萃取两类。

[image: ]


间歇萃取是将固体物质和合适的溶剂一起回流（或长期浸取），经一段时间后，固体中的有机化合物逐渐溶于溶剂而被萃取出来。这种方法操作简单但效率低，往往需重复多次（即一段时间后将溶剂与固体物质分离，再用新鲜溶剂同样处理），费时、耗溶剂量大，若在敞开的容器中操作，还需防火并防止有刺激性或有毒气体逸出。故化学实验室中一般不采用。

连续萃取法是用热溶剂对固体物质进行连续萃取的方法，最常用的仪器是索氏提取器。该法是利用溶剂加热回流及虹吸原理，使固体物质每一次都能被纯的溶剂所萃取，效率较高且节约溶剂，但不适用于对大量固体的萃取。索氏提取器由三部分构成，上部是冷凝管，中部是带有虹吸管的抽提筒，下部是烧瓶。萃取前应先将固体物质研细，以增加液体浸溶的表面积，然后将固体物质装入滤纸筒内，再将其置于抽提筒中，内装物不得超过虹吸管。烧瓶内盛溶剂，并与抽提筒相连，抽提筒上端接冷凝管。溶剂沸腾时，蒸气通过侧管上升，被冷凝管冷凝成液体，滴入滤纸筒中。当液面超过虹吸管的最高处时，产生虹吸，萃取液自动流入烧瓶中，萃取出溶于溶剂的部分物质。如此循环多次，把要提取的物质富集于烧瓶内。提取液经浓缩除去溶剂后即得产物。

全自动索氏提取器不仅加热抽提，溶剂回收和冷却三步操作可以全自动进行，而且可以根据试剂沸点和环境温度不同而调节加热温度，提取既快速又简便。

3.色谱分离法

色谱分离法也叫色层法、层析法等，它是样品制备和预处理的重要方法之一，常用的有吸附柱色谱分离法和吸附薄层色谱分离法。

（1）吸附柱色谱分离法

吸附柱色谱是将经活化的吸附剂装在一支玻璃管（或塑料管）中，作为固定相，然后将待分离的样品溶液从柱的顶部加入，再用适当的溶剂作流动相（洗脱剂）进行冲洗（这个操作过程称洗脱）。样品组分分别从吸附剂表面上解脱吸附（解吸、溶解）进入洗脱剂中，随洗脱剂一起向下移动时，又被新的吸附剂重新吸附，随着洗脱剂不断地加入冲洗柱身，柱内就连续不断地进行着吸附、解吸、再吸附、再解吸的过程。由于洗脱剂对不同组分的解吸能力不同，使组分在柱内移动的速度也不相同，吸附弱和溶解度大的组分就容易洗脱下来，移动的距离也就大，当洗脱到一定程度时，组分完全分开。
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为了达到完全分离的目的，必须根据被分离物质的结构和性质特点，选择合适的吸附剂和洗脱剂。

常用的吸附剂有氧化铝、硅胶、氧化镁、碳酸钙和活性炭等。选择吸附剂的原则是与被分离组分及洗脱剂不起化学反应，也不溶解于洗脱剂中；有较大的吸附表面和足够大的吸附能力；颗粒均匀，有一定粒度。

选择溶剂必须考虑到样品各组分的极性和溶解度。如以氧化铝为吸附剂时，溶剂的极性应比被分离样品小一些，溶剂的极性大了，样品就不易被氧化铝吸附。溶剂对样品的溶解度不能太大，否则会影响吸附；溶解度太小会使样品溶液的体积增加，容易使谱带展宽，影响分离效果。溶解样品的溶剂用
[11]

 作洗脱剂不能达到分离目的时，应改用其他洗脱剂。极性大的洗脱剂会减弱样品与氧化铝之间的吸附，容易将样品中的各个组分均被洗脱下来，不能达到分离的目的。因此在洗脱过程中，常使用一系列极性逐渐增大的洗脱剂依次洗脱。为了提高洗脱剂的洗脱能力和分离效果，有时也采用混合洗脱剂。

（2）吸附薄层色谱分离法

吸附薄层色谱是将吸附剂均匀地涂布在玻璃板或其他薄板上形成的薄层作为固定相（层析板或薄层板），以合适的溶剂（展开剂）为流动相，对混合样品进行分离、鉴定和定量的一种
[12]



层析分离技术。借助薄层板的毛细作用，展开剂由下而上移动。当展开剂流经样品时，由于吸附剂对样品中各组分的吸附能力不同，各组分在吸附剂和展开剂之间进行连续不断的吸附、解吸、再吸附、再解吸的过程。易被吸附的组分移动得慢些，较难吸附的组分移动快些。经过一段时间的展开，不同组分在薄层板上形成彼此分开的斑点。

吸附薄层色谱中常用的吸附剂和柱色谱一样，有氧化铝和硅胶等，应用最多的是硅胶。吸附剂的粒度要求比柱色谱的吸附剂粒度要小得多，如果粒度太大，展开时溶剂移动速度太快，分离效果不好；反之，如果粒度太小，展开太慢，得到拖尾而不集中的斑点，分离效果也不好。硅胶是多孔性物质，略具有酸性，能吸附大量的水分。硅胶的活性与含水量有关，当含水量大于17%时，吸附能力极弱，故而涂布好的薄层板须经过活化处理。硅胶薄层的机械性能较差，一般常加黏合剂，故薄层用的硅胶有多种类型：硅胶H不含黏合剂，使用时必须加入适量的黏合剂；硅胶G中加入了10%～15%的煅石膏（CaSO4
 •H2
 O）作黏合剂；硅胶CMC中加入了羧甲基纤维素（CMC）；硅胶HF中加入了荧光物质。
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展开剂的选择也是薄层色谱成败的关键因素。选择展开剂时，主要考虑展开剂的极性和待分离组分在展开剂中的溶解度。展开剂的极性愈强，待分离组分在其中的溶解度愈大，则它对组分的展开能力愈强，即在薄层板上能使该组分移动的距离愈大。展开剂可以是单一溶剂，也可以是混合溶剂。若用混合溶剂，其极性基本上有相加性，即在原来的溶剂中加入另一种
[13]

 极性强的溶剂，使其极性增强。加入的比例愈大，极性增加得愈大；反之，则变弱。

4.固相萃取法
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固相萃取法是在液—固萃取和柱液相色谱技术的基础上发展起来的一种分离萃取技术。该技术主要利用样品流经固体吸附剂时，不同化合物与吸附剂间的吸附与解吸附作用，将液体样品中的目标化合物与样品基底以及干扰化合物分离，再通过洗脱液迅速洗脱，达到分离和富集的效果。固相萃取所需溶剂量较少，具有分离效果好、操作简单、省时、省力、便于自动化等优点。

固相萃取装置的核心是填充了固定相的短色谱柱，柱管材料一般为聚丙烯、聚乙烯、聚四氟乙烯等塑料，也可用玻璃或不锈钢。柱下端有一孔径为20μm的烧结筛板，用以支撑吸附剂（填料）。吸附剂要求对流动相和被富集的化合物呈化学惰性，具有良好的吸附可逆性、较高吸附能力及较快的吸附平衡速度。常用的吸附剂种类繁多，吸附型的有活性炭、硅藻土、硅酸镁、氧化铝等。
[14]

 化学键合型中正相键合基团有腈基、氨基、磺酸基等；反相键合基团有C8、C18、环己基、苯基等；离子交换型基团有季胺基、氨基、苯磺酸基、羧基等。不同类型的吸附剂，适用于不同的吸附对象，其固相萃取的操作方法也略有不同。以C18填料为例，基本操作过程如下：（1）柱活化。先用适当溶剂，如甲醇润湿固相萃取柱，活化填料
[15]

 ，以使固相表面易于和被分析物发生分子间相互作用。同时，可以除去填料中可能存在的杂质。再用适量水或适当的缓冲溶液冲洗小柱，除去过多的溶剂，以便样本与固相表面发生作用。填料未经预处理或未被溶剂润湿，会引起溶质过早穿透，影响回收率。（2）上样。将液态或溶解后的固态样品倒入活化后的固相萃取柱，然后利用抽真空、加压等方法使样品进入吸附剂，弃去废液。（3）除去干扰杂质。在样品进入吸附剂且目标物被吸附后，用中等强度的溶剂，将干扰组分洗脱下来，同时保持目标物仍留在柱上。（4）洗脱目标物。使用强溶剂把保留在吸附剂上的目标物洗脱下来，收集备用。


注释


[1]基体是指分析对象以外的整个样品。因此，在多组分体系中，同一样品的基体对样品中每一分析对象而言是不同的。

[2]Tessier提取法可以提取土壤或底泥等固体中的可交换态、碳酸盐结合态、铁—锰氧化物结合态、有机物结合态和残渣态等，查资料了解Tessier提取法的各种浸提试剂。

[3]样品在用马弗炉灰化前，必须先在电热板上低温炭化至无烟（预灰化），然后移入冷的马弗炉中，缓缓升温至预定温度，否则样品易因燃烧过热而导致金属元素挥发。

[4]问
 氧等离子体低温灰化法与高温灰化法的灰化原理有何不同？

[5]微波是指频率在300MHz～300GHz、波长为100～0.1cm的电磁辐射，微波具有较强的穿透力，是一种特殊的能源。

[6]查资料了解微波消解罐材质及其特性。

[7]问
 微波消解所用酸的种类、用量，微波加热的功率与时间应该如何选择？

[8]装置的安装一般是自下而上，从左到右，要准确端正，横平竖直。无论从正面或侧面观察，全套仪器装置的轴线都要在同一平面内，可概括为四个字，即稳（稳固牢靠）、妥（妥善安装）、端（端正整齐）、正（正确选用和使用仪器）。

[9]
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旋转蒸发仪就是用于在减压条件下连续蒸馏大量易挥发性溶剂的装置。查资料了解旋转蒸发仪的结构及使用方法。
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[10]液相微萃取技术是在液—液萃取的基础上发展起来的，其优点是在萃取过程仅需要极少量的有机溶剂，灵敏度与液—液萃取相当，但对微量或痕量目标物的富集能力远高于液—液萃取。查资料了解液相微萃取的几种常用模式及影响萃取效率的因素。

[11]问
 柱色谱分离中有哪些常用的洗脱剂，如何选择洗脱剂？

[12]国内外已有许多商品化的薄层板出售，但有时还需要自己制作薄层板，查资料了解商品化的薄层板及薄层板的制作方法。
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[13]问
 薄层分离后的样品如何洗脱？

[14]查资料了解商品化的固相萃取柱，并分析影响固相萃取准确度和精密度的因素。

[15]固相微萃取是在固相萃取的基础上发展起来的新型萃取分离技术。该方法无须溶剂，实现了真正意义上的固相萃取，具有良好的重现性，易于实现自动化及与其他分析技术联用。查资料了解商品化固相微萃取装置及常见的不同涂层和厚度的萃取头的应用。











【拓展知识】几种样品预处理新技术







超临界流体萃取法


超临界流体（supercritical fluid）是指处于临界温度和临界压力以上、物理性质介于气体与液体之间的流体。这种流体既有与气体相当的高渗透能力和低的黏度，又兼有与液体相近的密度及对许多物质优良的溶解能力。超临界流体萃取（Supercritical Fluid Extraction，SFE）就是利用超临界条件下的流体作为萃取剂，从样品中萃取出待测组分的分离技术。其本质是利用压力和温度对超临界流体溶解能力的影响而达到萃取分离的目的。CO2
 临界温度和临界压力低（31.06℃，7.39MPa），且具有无色、无味、无毒、易于分离、价廉、易制得高纯气体等特点，是目前最常用的超临界萃取溶剂。

影响超临界流体萃取法的因素主要有萃取压力、萃取温度、萃取时间、流体流量、夹带剂及原料性质等。萃取剂流量一定时，萃取时间越长，萃取效率越高。萃取压力和温度的影响较为复杂。萃取压力高时，超临界流体的溶解能力强，可最大限度地溶解所有成分；压力低时，仅能提取易溶解的成分。在实际应用中，可根据萃取目标物的要求，选择适宜的压力。温度升高时CO2
 的分子间距增大，分子间作用力减小，密度降低，溶解能力相应下降，但同时被萃取物的挥发性增强，分子的热运动加快，分子间缔合的机会增加，从而使溶解能力增大。一般，萃取温度控制在31.5～85℃之间。夹带剂是在溶质和超临界流体的二元体系中加入的第三组分，它能大大改善超临界流体性能，提高溶剂在超临界流体中的溶解度，以及对溶质混合物的选择性萃取。通常具有很好溶解性能的溶剂也往往是很好的夹带剂，如甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯等。原料粒度越小，扩散时间越短，越有利于超临界流体向物料内部迁移，从而增加了传质效果，但物料粉碎过细会增加表面流动阻力，反而不利于萃取。


加速溶剂萃取法


加速溶剂萃取法（Accelerated Solvent Extraction，ASE）是在密闭容器内，在加压（10.3～20.6MPa）、加温（50～200℃）条件下用溶剂萃取固体或半固体的新技术，具有溶剂用量少、操作简单、样品处理时间短、萃取效率高等优点。

AES萃取过程的主要影响因素是温度和压力。萃取温度升高，首先可以使被萃取物的溶解度增大；其次，由范德华力、氢键、被萃取物分子和样品基质活性位置的偶极吸引力等所引起的被萃取物与基质之间的作用力减弱，被萃取物分子的解析动力学过程加速，解析过程所需的活化能减小，使被萃取物能从基质中快速解析并进入溶剂；第三，溶剂和样品基质之间的表面张力降低，使溶剂更好地进入样品基质，有利于被萃取物与溶剂的接触。因此，在一定压力下，升高温度，萃取效率提高。当萃取压力增加时，可以使溶剂在高温下仍保持液态，液体对被萃取物的溶解能力远大于气体对溶质的溶解能力，所以能增加被萃取物的溶解能力。高压下物质的沸点升高，可以保证易挥发性被萃取物质的不挥发。另外，在高压下还可以使溶剂快速充满萃取池。由此，在温度一定时，压力越大，萃取效率越高。AES萃取效率的另一影响因素是静态萃取时间，即在一定的温度和压力下萃取过程持续的时间（一般为10～20min），静态萃取时间越长，萃取效率越高。


超声辅助萃取法


超声波是指频率为20kHz～50MHz左右的声波。与电磁波不同，超声波必须在介质中才能传播。超声辅助萃取法（Ultrasonic-assisted Extraction）就是利用超声波辐射压强产生强烈的空化、机械振动和热等多级效应，增大物质分子运动频率和速度，增加溶剂穿透力，从而加速有效成分的释放、扩散和溶解，促进提取的进行。与常规萃取技术相比，超声萃取不仅可以避免高温、高压对具有热不稳定性的有效成分的破坏，而且可以有效缩短萃取时间，提高萃取效率。

影响超声辅助萃取效率的主要因素是样品的粒度、提取前样品的浸泡时间、提取温度、超声波频率和超声提取时间。一般样品颗粒越细、浸泡时间越长、超声时间越长，提取效率就越高。超声频率和超声温度则需要通过实验确定。









第4章　滴定和重量分析法




化学分析法是依赖于特定的化学反应及其计量关系来对物质进行分析的方法。化学分析法历史悠久，是分析化学的基础，又称为经典分析法，主要包括滴定分析法和重量分析法。

4.1　物质的称量



在定量分析中，为了得到准确的测定结果，必须准确称取试样的质量，称取试样的方法通常有指定质量称量法、差减称量法和直接称量法。

4.1.1　电子天平
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电子天平的工作原理是电磁力平衡原理，它利用电子装置完成电磁力补偿的调节，使物体在重力场中实现力的平衡，或通过电磁力矩的调节，使物体在重力场中实现力矩的平衡。使用电子天平称量时，全量程不用砝码，放上被称物后的几秒钟内即能达到平衡，显示称量结果，因此具有稳定性好、操作简便快速、灵敏度高等特点。另外，电子天平还具有自动校正、累计称量、自动去皮、超载指示等功能，使称量操作更为简便。

使用电子天平时应注意以下几点：

（1）电子天平为精密仪器，操作时要小心，往秤盘里放置物品时手要轻。

（2）秤盘虽是不锈钢做的，但它很易受碱、氧化性酸和氯化物的腐蚀。要尽量避免与上述药品类的接触。当秤盘上掉有物品时，要及时清理干净。

（3）被称物品不要超过天平的称量范围。

（4）要有足够的通电预热时间以使天平趋向稳定。

（5）电子天平使用时要水平放置，且置于遮光避风处。

4.1.2　指定质量称量法

在分析工作中，有时要求准确称取某一指定质量的试样，如用直接法配制标准溶液时，常用指定质量称量法称取基准物质。此法只能用来称取不易吸湿的且不与空气中各种组分发生作用的、性质稳定的粉末状物质，不适用于块状物质的称量。

操作方法如下：使用机械天平称量时，在天平上准确称出容器的重量，然后在天平上增加欲称取质量数的砝码，用药匙盛试样，在容器上方，用食指小心地轻轻弹击药匙柄，使试样徐徐落入容器中，调整试样的量达到指定质量。使用电子天平称量时，先称出容器的准确质量，然后去皮回零，再将被称物逐步加入容器中直至达到所需质量，电子天平稳定即可。

4.1.3　差减称量法
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差减称量法又称减量法，先准确称量样品和称量瓶总质量，然后按规范操作将所需样品“轻敲”入锥形瓶（或烧杯）中，再次准确称量该样品和称量瓶总质量，两次称得的质量之差即为该锥形瓶中试样的质量。当待称量物是易吸水、易氧化、易吸收CO2
 等物质，并需称出多份该试样时，宜选用差减称量法。

使用差减称量法时通常将被称物放在称量瓶中进行称量，其操作步骤如下：在结晶干燥的称量瓶中装入一定量的固体试样，盖上瓶盖，用纸带套住称量瓶，放在天平盘中央，称出其质量；用纸带带出称量瓶，悬在待放容器的上方，使称量瓶向内（身体方向）倾斜，用小纸片隔开，打开称量瓶盖，用盖轻轻敲击瓶口上缘，渐渐倾出样品，当估计倾出的试样接近所需的质量时，边敲击瓶口边将称量瓶慢慢竖起，使沾在瓶口的试样落到容器内或落回称量瓶内，盖上瓶盖，将称量瓶放到天平盘上再次称量。两次称量之差，即是倒入容器内的固体试样的质量。若试样的质量不够，同法重复上述操作；若试样倾倒太多，不可借助药勺将试样取出放回称量瓶中，只能弃去重称。

4.1.4　直接称量法

直接称量法是将称量物放在天平盘上直接称量物体的质量。例如，称量小烧杯的质量、容量器皿校正中称量某容量瓶的质量、重量分析实验中称量某坩埚的质量等，都使用这种称量法。











4.2　滴定分析仪器及其基本操作






滴定管、移液管和容量瓶是常量分析实验中常用的玻璃器皿，它们的正确使用是滴定分析实验最重要的基本操作技术，也是获得准确分析结果的前提。

4.2.1　滴定管

[image: ]


滴定管是在滴定操作中盛装滴定剂溶液的量器。滴定管一般分为两种：一种是酸式滴定管，用于盛放酸类溶液或氧化性溶液，不能盛装碱性溶液，因为碱性溶液会腐蚀玻璃的磨口和活塞；另一种是碱式滴定管，用于盛放碱类溶液，不能盛放氧化性溶液。新型通用型滴定管采用聚四氟乙烯塑料活塞，因其耐酸、耐碱又耐腐蚀，可以放置几乎所有的分析溶液。同时因聚四氟乙烯旋塞有弹性，可通过调节旋塞尾部的螺帽来调节旋塞与旋塞套间的紧密度，故此类滴定管无须涂凡士林。

常量分析的滴定管常用的规格有50mL和25mL，最小刻度为0.1mL，读数可估计到0.01mL。酸式滴定管下端有一个玻璃活塞，用以控制溶液的滴出速度。碱式滴定管的下端有胶管连接带有尖嘴的小玻璃管，胶管内装一个圆玻璃球，用以堵住溶液。使用时，左手拇指和食指捏住玻璃球部位稍上的地方，向一侧挤压胶管，使胶管和玻璃球间形成一条缝隙，溶液即可流出。

滴定管的使用包括洗涤、检漏、涂油、润洗、排气泡、滴定操作、读数等步骤。

1.洗涤

洗涤方法见本书1.2.4。

2.检漏、涂油

酸式滴定管的检漏方法是先关闭活塞，装水至“0”刻度线以上，直立放置约2min，仔细观察刻度线上的液面有否下降、滴定管下端有无水滴滴下或活塞隙缝中有无水渗出，然后将活塞转动180°，再直立放置2min后进行上述观察。如果有漏水现象，应将活塞取出，重新涂凡士林后再使用。活塞涂凡士林的方法是，把滴定管平放在桌面上，取下活塞，将活塞和活塞套用滤纸擦干，用手指沾上少量凡士林，在活塞近把手的一端和活塞套的小口一端抹上薄薄的一层凡士林，涂凡士林时，不要涂得太多，以免活塞孔被堵住，也不要涂得太少，达不到转动灵活和防止漏水的目的。把涂好凡士林的活塞插入槽中，向同一方向转动活塞，直到从外面观察时全部透明为止。
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碱式滴定管使用前应检查橡皮管是否老化、变质。要选择大小适中的玻璃珠，否则会造成漏水或流出溶液困难。

3.润洗、排气泡

滴定前应用少量滴定溶液润洗滴定管三次，每次5～10mL，以保证不影响滴定液的浓度。操作时应将滴定溶液直接倒入滴定管中，一般不得用其他容器（如烧杯、漏斗等）来转移。

滴定管充满滴定溶液后，应检查管的出口下部尖嘴部分是否充满溶液，如果留有气泡，需要将气泡排除。酸式滴定管排除气泡的方法是：右手拿滴定管上部无刻度处，并使滴定管倾斜30°，左手迅速打开活塞，使溶液冲出管口，反复数次，即可达到排除气泡的目的。碱式滴定管排除气泡的方法是：将碱式滴定管垂直的夹在滴定管架上，左手拇指和食指捏住玻璃珠部位，使胶管向上弯曲并捏挤胶管，使溶液从管口喷出，即可排除气泡。

4.滴定操作
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调节滴定管内溶液的弯月面在0.00～1.00mL之间，读好初读数后，将滴定管固定在滴定管架上，滴定管下端插入锥形瓶口下1～2cm处。滴定时左手拇指、食指和中指控制玻璃活塞，转动活塞使溶液滴出，右手持锥形瓶沿顺时针方向做圆周摇动，使溶液混合均匀。

开始滴定时，液体滴出可快一些，但应成滴而不成线，每秒约3～4滴左右，滴定溶液滴入点周围将出现瞬间颜色变化并扩散到全溶液，且随瓶子的摇动很快消失。当瓶子中溶液颜色在摇动时褪去变慢时，说明滴定终点将要到达，这时应改为一滴一滴加入，即加一滴摇几下，再加，再摇。最后控制液滴悬而不落，用锥形瓶内壁将溶液沾下（相当于半滴），用洗瓶冲洗锥形瓶内壁，摇匀，如颜色变化在30s后不再消失，即为终点。

5.读数

为了读数准确，在装满或放出溶液后，等待1～2min，使附在内壁的溶液流下后再调节零点或读数。读数时应将滴定管从滴定架上取下，用右手大拇指和食指捏住滴定管上部无刻度处，使滴定管保持垂直，然后再读数。
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滴定管内的液面呈弯月形，无色和浅色溶液读数时，视线应与弯月面下缘的最低点相切，读取弯月面下缘最低点。深色溶液读数时，视线应与液面两侧的最高点相切，读液面两侧的最高点，注意初读数与终读数需采用同一标准，读数必须读到小数点后第二位。

4.2.2　移液管和吸量管
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移液管和吸量管是用来准确移取一定体积溶液的量器。移液管是一根细长而中间膨大的玻璃管，在管的上端有一环形标线，膨大部分标有它的容积和标定时的温度。常用的移液管有10mL、25mL和50mL等规格。另一种其内径均匀且带有分刻度，通常又称吸量管。吸量管用于移取不同体积的溶液，一般只移取小体积的溶液。常用的吸量管有1mL、2mL、5mL、10mL等规格。移液管使用方法简单介绍如下：

1.洗涤、润洗

洗涤方法见本书1.2.4。

移取溶液前，用滤纸片将洗干净的移液管的尖端内外残留的水吸干，然后用待吸溶液润洗三次。方法是：用洗净并烘干的小烧杯倒出一部分欲移取的溶液，用移液管吸入溶液至刚入膨大部分，立即用右手食指按住管口（不要使溶液回流，以免稀释），将移液管横过来，转动移液管并使溶液布满全管内壁，当溶液流至距上管口2～3cm时，将管直立，使溶液由尖嘴放出，弃去。

2.移取溶液

移取溶液时，右手拇指和中指拿住管颈标线的上部，将移液管管尖插入待吸溶液液面以下约1～2cm处。管尖不要插入太深，以免外壁沾带溶液过多；也不要插入太浅，以免液面下降时吸空。左手拿洗耳球，排除空气后紧按在移液管口上，慢慢松开手指使溶液吸入管内，移液管应随瓶中液面的下降而下降。当液面上升至标线以上时，迅速移去洗耳球，随即用右手食指按住管口，将移液管提离液面，然后使盛液容器倾斜约30°，使其内壁与移液管尖紧贴，稍微放松食指，同时轻轻转动
[1]

 移液管，使液面缓慢下降，直到溶液的弯月面与标线相切时，立即按紧食指使溶液不再流出，并用滤纸将移液管管尖外壁上沾附的溶液迅速拭去。
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移开盛液容器，左手改拿接收溶液的容器，并将接收容器倾斜，使内壁紧贴移液管尖呈30°左右，然后放松右手食指，使溶液自然地沿壁流下，待下降的液面静止后，轻轻转动移液管2～3次，再等待15s，取出移液管。最后尖嘴内余下的少量溶液不必吹入接收容器中，因原来标定移液管体积时，这部分体积不计在其内（如果移液管上标有一个“吹”字，则一定要将尖嘴内余下的少量溶液吹入接收容器中）。

吸量管的使用方法与移液管相同，但移取各个体积的溶液时，均应从0.00mL开始。

4.2.3　容量瓶

容量瓶是一种细颈梨形的平底玻璃瓶，带有磨口玻璃塞或塑料塞，颈上有标度刻线，表示在所指温度（一般为20℃）时，液体充满至标线时的准确容积，常用容量瓶有50mL、100mL、250mL、500mL等规格。配制准确浓度的溶液时要用容量瓶，其使用方法如下：

1.检漏

容量瓶使用前需检查是否漏水。检查方法如下：加自来水至刻度线附近，盖上瓶塞，用食指按住塞子，将瓶倒立2min，用干滤纸片沿瓶口缝隙处检查有无水渗出，如果不漏水，将瓶塞旋转180°，用同法检查，仍不漏水则可使用。为了避免塞子打破或遗失，应用橡皮筋或细绳把塞子系在瓶颈上。

2.洗涤

洗涤方法见本书1.2.4。

3.配制溶液
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将准确称取的固体物质置于小烧杯中，加水或其他溶剂将固体溶解，然后将溶液定量转入容量瓶中。定量转移溶液时，右手拿玻棒，左手拿烧杯，使烧杯嘴紧靠玻璃棒，而玻璃棒则悬空伸入容量瓶口中，棒的下端应靠在瓶颈内壁上，使溶液沿玻璃棒和内壁流入容量瓶中。烧杯中溶液流完后，将烧杯沿玻璃棒轻轻上提，同时将烧杯直立，再将玻璃棒放回烧杯中。用蒸馏水冲洗烧杯几次，洗涤液转入容量瓶中，然后加蒸馏水至容量瓶的三分之二容积时，拿起容量瓶，按同一方向摇动，使溶液初步混匀。继续加水至距离标度刻线约1cm处后，稍停，使附着在瓶颈内壁上的溶液流下，用滴管滴加蒸馏水至弯月面下缘与标线恰好相切。盖上干的瓶塞，用左手食指按住塞子，其余手指拿住瓶颈标线以上部分，右手用指尖托住瓶底，将瓶倒转并摇动，再倒转过来，使气泡上升到顶，如此反复多次，使溶液充分混合均匀。

容量瓶不宜长期存放溶液，应转移到磨口试剂瓶中保存。


注释


[1]利用空气排代原理工作的“微量移液器”已普遍使用于仪器分析、生化分析中的取样和加液。其中可调式微量移液器的移液体积可在一定范围内自由调节，其容量单位为微升级，允许误差在1%～4%之间，重复性在0.5%～2%之间。固定式微量移液器的移液体积不可调，但准确度高于可调式。











4.3　容量器皿的校准






分析实验室常用的玻璃容量仪器如滴定管、移液管、容量瓶等，都具有刻度和标称容量，此标称容量是20℃时以水体积来标定的。合格产品的容量误差应小于或等于国家标准规定的容量允差。但由于不合格产品的流入、温度的变化、试剂的腐蚀等原因，容量器皿的实际容积与它所标称的容积往往不完全相符，甚至其误差超过分析所允许的误差。因此，对于准确度要求较高的分析，必须对量器进行校正，以满足分析测定的要求。

由于玻璃具有热胀冷缩的特性，在不同的温度下容量器皿的体积也有所不同。因此，校准玻璃容量器皿时，必须规定一个共同的温度，这一规定温度值为标准温度。国际上规定玻璃容量器皿的标准温度为20℃，即在校准时都将玻璃容量器皿的容积校准到20℃时的实际容积。容量器皿的校准方法通常有称量法和相对校准法两种。

4.3.1　称量法

滴定管、移液管、容量瓶的实际容积常采用称量法校准。称量法是指在校准室内温度波动小于1℃•h-1
 、所用器皿和水都处于同一室温时，用分析天平称出容量器皿所量入或量出的纯水的质量，然后根据该温度下水的密度，将水的质量换算为容积。由于水的密度和玻璃容器的体积随温度的变化而改变，以及在空气中称量受到空气浮力的影响，因此将任一温度下水的质量换算成容积时必须对下列三点加以校准：（1）校准温度下水的密度；（2）校正温度下玻璃的热膨胀；（3）校正空气浮力对所用称物的影响。为了便于计算，将此三项校正值合并而得一综合换算系数f
 ，表4-1中的数字表示在不同温度下，用纯水充满1标准升（20℃）玻璃容器时，在空气中用黄铜砝码称取的水的质量的0.1％的倒数。

表4-1　在不同温度下纯水体积的综合换算系数f





	　
	t／ ℃
	　
	t／ ℃
	　
	t／ ℃
	　
	t／ ℃



	0
	1.00176
	11
	1.00168
	22
	1.00321
	33
	1.00599



	1
	1.00168
	12
	1.00177
	23
	1.00341
	34
	1.00629



	2
	1.00161
	13
	1.00186
	24
	1.00363
	35
	1.00660



	3
	1.00156
	14
	1.00196
	25
	1.00385
	36
	1.00693



	4
	1.00152
	15
	1.00207
	26
	1.00409
	37
	1.00725



	5
	1.00150
	16
	1.00221
	27
	1.00433
	38
	1.00760



	6
	1.00149
	17
	1.00234
	28
	1.00458
	39
	1.00794



	7
	1.00150
	18
	1.00249
	29
	1.00484
	40
	1.00830



	8
	1.00152
	19
	1.00265
	30
	1.00512
	　
	　



	9
	1.00156
	20
	1.00283
	31
	1.00535
	　
	　



	10
	1.00161
	21
	1.00301
	32
	1.00569
	　
	　






根据综合换算系数f
 即可算出在测定温度下一定质量纯水在20℃时的实际容积为


V
 =f•m


如某支25mL移液管在25℃放出的纯水质量为24.921g，在该温度时综合换算系数f
 =1.00385，移液管在20℃时的实际容积为


V
 ＝1.00385×24.921=25.02（mL）

即该移液管的校准值（20℃）为

ΔV
 =25.02-25.0+0.02（mL）

4.3.2　相对校准法

用一个已校准的玻璃容器间接地校准另一个玻璃容器，称为相对校准法。在滴定分析中，要求确知两种量器之间的比例关系时，可用此法。相对校准法最为常用的是用校准过的移液管来校准容量瓶的容积。如用洗净的25mL移液管吸取蒸馏水，放入洗净沥干的250mL容量瓶内，平行移取10次，观察容量瓶中水的弯月面下缘是否与刻度线相切，若不相切，记下弯月面下缘的位置，再重复实验一次。连续两次实验相符后，用一透明胶带贴在与水的弯月面下缘相切之处，重新标记，以后使用的容量瓶与移液管即可按所标记配套使用。

各种容量仪器均有一定的容积公差（见表4-2、表4-3和表4-4）。容量仪器的操作是否正确是校准成败的关键，不正确操作的校正结果的误差大，甚至可能超过允差或量器本身的误差，因而在校准时务必正确、仔细地进行操作，尽量减小校准误差。

表4-2　移液管的容积公差




	移液管
	吸量管



	容积／mL
	公差／ ± mL
	容积／mL
	公差／ ± mL



	A级
	B级
	A级
	B级



	0．5

1

2

3

4

5

10

15

20

25

50

100
	0.006

0.006

0.006

0.01

0.01

0.01

0.02

0.03

0.03

0.03

0.05

0.08
	0.012

0.012

0.012

0.02

0.02

0.02

0.04

0.06

0.06

0.06

0.10

0.16
	0.1

0.2

0.2 5

0.5

0.6

1

2

5

10

25
	　
	0.005

0.008

0.008

0.01

0.01

0.02

0.02

0.04

0.06

0.10






表4-3　容量瓶的容积公差




	容积／mL
	公差／ ± mL
	容积／mL
	公差／ ± mL



	A级
	B级
	A级
	B级



	5

10

25

50

100
	0.02

0.02

0.03

0.05

0.08
	0.04

0.04

0.06

0.10

0.16
	200

250

500

1000

2000
	0.10

0.12

0.20

0.30

0.50


	0.20

0.24

0.40

0.60

1.00






表4-4　滴定管的容积公差




	容积／mL
	分度／mL
	公差／ ± mL



	A级和精密级
	B级和标准级



	10

25

50

100
	0.05

0.10

0.10

0.20
	0.02

0.03

0.05

0.10


	0.04

0.06

0.10

0.20
















4.4　化学分析法实验






本章包括酸碱滴定法、氧化还原滴定法、配位滴定法、沉淀滴定法和重量分析法共7个实验。实验1和实验2属于酸碱滴定实验，实验3和实验4属于氧化还原滴定实验，实验5属于配位滴定实验，实验6属于沉淀滴定实验，实验7属于重量分析实验。

实验1　工业纯碱的含量分析


一、实验目的


（1）掌握HCl标准溶液的配制和标定方法。

（2）掌握工业纯碱总碱度的测定方法。

（3）理解强酸滴定二元弱碱的滴定过程及指示剂的选择原则。


二、实验原理


浓盐酸易挥发，因此HCl标准溶液只能通过间接法来配制，通常先配制成近似浓度的溶液，再标定其准确浓度。

标定HCl溶液浓度的基准物质有无水碳酸钠和硼砂，因硼砂较易纯化，不易吸湿，性质稳定，摩尔质量也大（M
 r
 ＝381.4），故常用硼砂来标定HCl溶液的浓度。反应式为

[image: ]


反应产物硼酸是弱酸[image: ]
 ，溶液pH值约为5.1，可用甲基红指示滴定终点。
[1]



工业纯碱的主要成分是碳酸钠，其中含少量NaHCO3
 及其他杂质。生产中常用HCl标准溶液测定总碱度来衡量产品的质量。滴定反应为

[image: ]


反应化学计量点的pH值约为3.9，可选指示剂为甲基橙，溶液由黄色变为橙色即为终点。此时，除主要成分Na2
 CO3
 被中和外，试样中的NaHCO3
 也被中和，所以称为总碱度的测定。
[2]



可采用双指示剂法测定纯碱中Na2
 CO3
 和NaHCO3
 的含量，用酚酞和甲基橙分别指示终点，其原理是：Na2
 CO3
 是二元弱碱，第一级和第二级解离产生的OH-
 均可被分步滴定，有两个滴定突跃。Na2
 CO3
 被HCl标准溶液滴定至第一化学计量点时的生成物是NaHCO3
 ，pH≈8.3，选用酚酞作指示剂。滴定反应为
[3]



[image: ]


第一化学计量点后，继续用HCl溶液滴定至第二化学计量点时的生成物为CO2
 和H2
 O，pH≈3.9，选用甲基橙作指示剂。滴定反应为

[image: ]


根据两终点消耗的HCl标准溶液的体积即可计算试样中Na2
 CO3
 和NaHCO3
 的含量。
[4]




三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电子天平。

（2）酸式滴定管、试剂瓶、容量瓶、移液管、锥形瓶、称量瓶、烧杯、滴管、量筒。

2.试剂

（1）工业纯碱。

（2）浓HCl（A.R.）。

（3）甲基红指示剂：0.1g或0.2g指示剂溶于100mL 60％乙醇。

（4）1%酚酞指示剂：1g酚酞溶于100mL 90％乙醇。

（5）0.1%甲基橙指示剂：称取0.1g甲基橙溶于100mL脱盐水中。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图4-1所示。

[image: ]
图4-1　工业纯碱含量分析流程图



2.实验步骤

（1）0.2mol•L-1
 HCl标准溶液的配制和标定

在通风柜中，用洁净量筒量取__________mL浓盐酸，倒入装有一定量蒸馏水的试剂瓶中，再用蒸馏水稀释至__________mL，盖上玻璃塞，充分摇匀，贴上标签备用。

在电子天平上用差减法准确称取__________g（准确至0.1mg）硼砂3份于3个洁净的锥形瓶中，各加蒸馏水约40mL溶解（必要时可用小火加热促溶后再冷却），加2～3滴__________指示剂，用0.2mol•L-1
 HCl溶液滴定，溶液的颜色由__________色变为__________色即为终点，记录所耗用的HCl溶液体积。平行滴定3份，要求各次相对平均偏差≤0.2％。

（2）工业纯碱的总碱度测定

准确称取约2g工业纯碱于小烧杯中，加水少许使其溶解（必要时可稍加热促进溶解），将冷却后的溶液移入250mL容量瓶中，用蒸馏水稀至刻度，摇匀备用。用移液管移取25.00mL上述试液，置于250mL锥形瓶中，加__________指示剂1～2滴，用0.2mol•L-1
 HCl标准溶液滴定至溶液呈__________色，即为终点，记录所耗用的HCl溶液体积。平行滴定3份，要求各次相对平均偏差≤0.2％。

（3）工业纯碱中Na2
 CO3
 和NaHCO3
 的含量测定

用25mL移液管移取步骤（2）中已定容好的工业纯碱溶液，置于洁净的锥形瓶中，加入2滴__________指示剂，用HCl标准溶液滴定至__________，记录HCl标准溶液的用量V
 1
 。然后再加入2滴__________指示剂，继续用HCl标准溶液滴定至溶液由__________色变为__________色，记录又耗用的HCl溶液的体积V
 2
 。平行滴定3份，要求各次相对平均偏差≤0.2％。


五、数据记录和处理


1.0.2mol•L-1
 HCl标准溶液的配制和标定

实验数据记入表4-5中。
[5]



表4-5　硼砂标定HCl溶液的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	倾出前（称量瓶＋基准物质）质量／g
	　
	　
	　



	倾出后（称量瓶＋基准物质）质量／g
	　
	　
	　



	基准物质的质量 m／g
	　
	　
	　



	HCl溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液的耗用体积 V（HCl）／ mL
	　
	　
	　



	c（HCl）／ mol • L-1

	　



	c（HCl）平均值／mol • L-1

	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（95％置信水平时的置信区间）
	　






HCl溶液浓度计算式为

[image: ]


2.工业纯碱的总碱度测定

实验数据记入表4-6中。
[6]



表4-6　工业纯碱的总碱度测定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	工业纯碱质量 m／g
	　



	HCl溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液的耗用体积 V（HCl）／ mL
	　
	　
	　



	w（Na2
 O）％
	　
	　
	　



	w（Na2
 O）％平均值
	　
	　
	　



	相对平均偏差
	　
	　
	　



	标准偏差
	　
	　
	　



	实验结果报告值（95％置信水平时的置信区间）
	　
	　
	　






总碱度以Na2
 O的质量分数计算，公式为

[image: ]


3.工业纯碱中Na2
 CO3
 和NaHCO3
 的含量测定

实验数据记入表4-7中。

表4-7　Na2
 CO3
 和NaHCO3
 的含量测定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	HCl溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液的耗用体积 V1
 （HCl）／ mL
	　
	　
	　



	HCl溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液的耗用体积 V2
 （HCl）／ mL
	　
	　
	　



	w（Na2
 CO3
 ）％
	　
	　
	　



	w（Na2
 CO3
 ）％平均值
	　



	相对平均偏差
	　
	　
	　



	w（NaHCO3
 ）％
	　
	　
	　



	w（NaHCO3
 ）％平均值
	　
	　
	　



	相对平均偏差
	　
	　
	　






Na2
 CO3
 和NaHCO3
 的含量计算式为

[image: ]



六、注意事项与注释


（1）称量要迅速，防止吸潮。取完试剂后，需马上盖好并放入干燥器中。

（2）滴定剂应从试剂瓶中直接倒入滴定管中，不得借用任何容器中转，以免引起溶液浓度改变或污染。

（3）以酚酞指示第一滴定终点时，溶液颜色由红色褪成无色，颜色变化不易准确判断，往往易过量。如果改用变色点为8.3的甲酚红—百里酚蓝混合指示剂，碱式色为紫色，酸式色为黄色，变色点颜色为樱桃色，颜色变化十分明显，可减小终点误差。

（4）在第一滴定终点前，HCl溶液的滴加速度要慢，并要不断摇动锥形瓶，待溶液颜色稳定后再加下一滴，否则，由于锥形瓶内局部HCl浓度过大，将使一部分Na2
 CO3
 被直接滴定成CO2
 ，致使指示剂颜色变化较慢而过量。接近第二滴定终点时，应剧烈摇动锥形瓶，使CO2
 逸出，以防形成CO2
 的过饱和溶液而使终点提前到达。


七、讨论和思考


（1）用硼砂标定HCl溶液浓度时，为什么选用甲基红指示剂？用甲基橙作指示剂是否可行？

（2）用HCl标准溶液滴定纯碱时，取完一份试样溶液就要立即滴定，若在空气中放置一段时间后再滴定，对纯碱组分含量测定结果有什么影响？

（3）如果试样是Na2
 CO3
 和NaOH的混合物，应如何测定其含量？请设计实验并选择合适的指示剂。

实验2　阿司匹林药片中乙酰水杨酸含量的测定


一、实验目的


（1）进一步练习滴定操作。

（2）学习阿司匹林药片中乙酰水杨酸含量的测定方法。


二、实验原理


阿司匹林是最常用的药物之一，其主要成分乙酰水杨酸为有机弱酸[image: ]
 ，分子式为C9
 H8
 O4
 （M
 r
 =180.16），结构为[image: ]
 。
[7]

 乙酰水杨酸微溶于水，易溶于乙醇，在NaOH或Na2
 CO3
 等强碱性溶液中溶解并分解为水杨酸（即邻羟基苯甲酸）盐和乙酸盐。由于它的[image: ]
 较小，可以作为一元酸用NaOH溶液直接滴定。为了防止乙酰基水解，滴定应在10℃以下的中性冷乙醇介质中进行。

直接滴定法适用于乙酰水杨酸纯品的测定，而药片中一般都混有淀粉等不溶物，在冷乙醇中不易溶解完全，此时可以利用上述水解反应，采用反滴定法进行测定。将药片研磨成粉状后加入过量的NaOH标准溶液，加热一定时间使乙酰基水解完全，
[8]

 再用HCl标准溶液回滴过量的NaOH，以酚酞的粉红色刚刚消失为终点。通过HCl和NaOH的体积计算乙酰水杨酸的含量。在这一滴定反应中，总体上是1mol乙酰水杨酸消耗2mol NaOH。

若HCl溶液的浓度准确已知，则可以通过测定V
 （NaOH）/V
 （HCl），以确定NaOH的浓度。注意：测定需要在与测定试样相同的条件下进行，这是由于NaOH溶液在加热过程中会受空气中的CO2
 干扰，造成一定程度的误差，在相同的条件下测定可以基本上扣除这个空白值，提高测定的准确度。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电子天平。

（2）酸式滴定管、称量瓶、烧杯、表面皿、研钵。

2.试剂

（1）阿司匹林药片。

（2）0.1mol•L-1
 HCl标准溶液（需提前标定，已知准确浓度）。

（3）0.1mol•L-1
 NaOH标准溶液：称固体NaOH 4g，用新煮沸并冷却至室温的蒸馏水稀释至1L。

（4）酚酞指示剂：1g酚酞溶于100mL 90％乙醇。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图4-2所示。
[9]



[image: ]
图4-2　乙酰水杨酸含量测定流程图



2.实验步骤

（1）阿司匹林药片中乙酰水杨酸含量的测定

将阿司匹林药片研成粉末后，用减量法称取__________g药粉于锥形瓶中，用移液管准确加入__________mL 0.1mol•L-1
 NaOH标准溶液，塞上橡皮塞，轻摇几下，80～85℃水浴加热15min，其间摇动数次。取出并迅速用流水冷却，加入2～3滴酚酞指示剂，用0.1mol•L-1
 HCl标准溶液滴定至__________为终点，平行测定3次。

（2）NaOH标准溶液与HCl标准溶液体积比测定

用移液管准确移取__________mL NaOH标准溶液于锥形瓶中，加入30mL蒸馏水，在与测定药粉相同的实验条件下进行加热，冷却后用HCl标准溶液滴定至终点，平衡测定3次，计算V
 （NaOH）/V
 （HCl）。


五、数据记录和处理


1.NaOH标准溶液与HCl标准溶液体积比测定

实验数据记入表4-8中。

表4-8　V
 NaOH
 /V
 HCl
 的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	c（HCl）／ mol • L-1

	　



	HCl溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液的耗用体积 V（HCl）／ mL
	　
	　
	　



	V（NaOH）／ V（HCl）
	　
	　
	　



	c（NaOH）／ mol • L-1

	　
	　
	　



	c（NaOH）／ mol • L-1
 平均值
	　
	　
	　



	相对平均偏差
	　
	　
	　



	标准偏差
	　
	　
	　



	95％置信水平时的置信区间
	　
	　
	　






2.阿司匹林药片中乙酰水杨酸含量的测定

实验数据记入表4-9中。

表4-9　乙酰水杨酸含量测定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	倾出前（称量瓶＋药粉）质量／g
	　
	　
	　



	倾出后（称量瓶＋药粉）质量／g
	　
	　
	　



	药粉的质量 m／g
	　
	　
	　



	HCl溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	HCl溶液的耗用体积 V（HCl）／ mL
	　
	　
	　



	w（C9
 H8
 O4
 ）
	　



	w（C9
 H8
 O4
 ）平均值
	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	95％置信水平时的置信区间
	　







w
 （C9
 H8
 O4
 ）计算式为

[image: ]



六、注意事项与注释


用返滴定法测定药片中的乙酰水杨酸含量时，水浴加热15min后，迅速用流水冷却，以防止滴定过程中水杨酸挥发，溶液吸收空气中的CO2
 以及淀粉、糊精等进一步水解。


七、讨论和思考


（1）测定阿司匹林纯品和片剂采用的测定方法有何不同？为什么？

（2）在本实验中，为什么1mol乙酰水杨酸消耗2mol NaOH，而不是3mol NaOH？用HCl标准溶液回滴后的溶液中，水解产物的存在形式是什么？

实验3　水样化学需氧量的测定


一、实验目的


（1）了解水样化学需氧量测定的意义。

（2）掌握氧化还原滴定法测定水样化学需氧量的方法。

（3）继续练习滴定分析的基本操作，了解氧化还原指示剂的变色原理及条件。


二、实验原理


化学需氧量（Chemical Oxygen Demand，COD）是指在一定的条件下采用强氧化剂氧化水样中还原性物质所消耗的氧化剂的量。水中的还原性物质有各种有机物、亚硝酸盐、硫化物、亚铁盐等，但主要是有机物。因此，化学需氧量又往往作为衡量水中有机物质含量的指标。化学需氧量越大，说明水体受有机物的污染越严重。

因加入的氧化剂的种类以及测定条件的不同，化学需氧量测定值也有所不同。
[10]

 应用最普遍的是重铬酸钾氧化法和酸性高锰酸钾氧化法。酸性高锰酸钾法（高锰酸盐指数，CODMn
 ）氧化率较低，但操作比较简便。重铬酸钾法（化学需氧量，CODCr
 ）氧化率高，再现性好。目前，我国普遍采用重铬酸钾法测定水样中有机物的总量。

CODCr
 的测定是在强酸性溶液中，用一定量的重铬酸钾氧化水样中的还原性物质，过量的重铬酸钾以试亚铁灵作指示剂，用硫酸亚铁铵溶液回滴。根据硫酸亚铁铵的用量计算水样中还原性物质消耗氧的量。

酸性重铬酸钾氧化性很强，可氧化大部分有机物，加入硫酸银作催化剂时，直链脂肪族化合物可完全被氧化，而芳香族有机物却不易被氧化。吡啶不被氧化，挥发性直链脂肪族化合物、苯等有机物存在于蒸气相，不能与氧化剂液体接触，氧化不明显。氯离子能被重铬酸盐氧化，并且能与硫酸银作用产生沉淀，影响测定结果，故加热回流前应在水样中加入硫酸汞，使其成为络合物以消除干扰。氯离子含量高于1000mg•L-1
 的样品应先作定量稀释，再行测定。


三、仪器和试剂
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1.仪器

（1）回流装置：带250mL锥形瓶的全玻璃回流装置（如果取样量在30mL以上，则采用500mL锥形瓶的全玻璃回流装置）。

（2）加热装置：变阻电炉。

（3）50mL酸式滴定管。

2.试剂

（1）0.04167mol•L-1
 重铬酸钾标准溶液：称取预先在120℃烘干2h的基准或优级纯重铬酸钾（质量摩尔浓度为294.18g•mol-1
 ）__________g溶于水中，移入__________mL容量瓶，稀释至标线，摇匀。

（2）试亚铁灵指示液：称取1.458g邻菲啰啉（C12
 H8
 N2
 •H2
 O）和0.695g硫酸亚铁（FeSO4
 •7H2
 O）溶于水中，稀释至100mL，贮于棕色滴瓶内。

（3）0.1mol•L-1
 硫酸亚铁铵标准溶液：称取__________g硫酸亚铁铵溶于水中，边搅拌边缓慢加入__________mL浓硫酸，冷却后移入__________mL容量瓶中，加水稀释至标线，摇匀。临用前用重铬酸钾标准溶液标定。

标定方法：准确吸取10.00mL重铬酸钾标准溶液于500mL锥形瓶中，加水稀释至110mL左右，缓慢加入30mL浓硫酸，混匀。
[11]

 冷却后，加入3滴试亚铁灵指示液（约0.15mL），以硫酸亚铁铵溶液滴定，溶液的颜色由__________即为终点。硫酸亚铁铵溶液消耗体积为V
 。

反应方程式为
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（4）硫酸—硫酸银溶液：于500mL浓硫酸中加入5g硫酸银，放置1～2d，不时摇动使其溶解。

（5）硫酸汞：结晶或粉末。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图4-3所示。

[image: ]
图4-3　COD测定流程图



2.实验步骤

（1）样品采集于玻璃瓶中，应尽快分析。如果不能立即测定，需加入硫酸至__________，2～5℃以下保存，保存时间不多于一周。

（2）取20.00mL混合均匀的水样（或适量水样稀释至20.00mL）置于250mL磨口的回流锥形瓶中，准确加入__________mL重铬酸钾标准溶液及数粒洗净的玻璃珠或沸石，连接磨口回流冷凝管，从__________慢慢地加入30mL硫酸—硫酸银溶液，轻轻摇动锥形瓶使溶液混匀，加热回流2h（自__________时计时）。

注：1）对于化学需氧量高的废水样，可先取上述操作所需体积1/10的废水样和试剂，于15mm×150mm硬质玻璃试管中，摇匀，加热后观察是否变成绿色。如溶液显绿色，再适当减
[12]

 少废水取样量，直到溶液不再变绿色为止，从而确定废水样分析时应取用的体积。稀释时，所取废水样量不得少于5mL。如果化学需氧量很高，则废水样应多次逐级稀释。

2）废水中氯离子含量超过30mg•L-1
 时，应先把0.4g硫酸汞加入回流锥形瓶中，再加水样，摇匀。以下操作同上。

（3）冷却至室温后，用90mL水从__________冲洗冷凝管壁，取下锥形瓶。溶液总体积不得少于140mL，否则因酸度太大滴定终点不明显。

（4）溶液再度冷却至室温后，加3滴试亚铁灵指示液，用硫酸亚铁铵标准溶液滴定，溶液的颜色__________即为终点，记录硫酸亚铁铵标准溶液的用量。
[13]



（5）在测定水样的同时，以水样相同体积的重蒸馏水，按同样操作步骤作空白试验。记录滴定空白时硫酸亚铁铵标准溶液的用量。


五、数据记录和处理


1.（NH4
 ）2
 Fe（SO4
 ）2
 •6H2
 O溶液浓度的标定

实验数据记入表4-10中。

表4-10　（NH4
 ）2
 Fe（SO4
 ）2
 •6H2
 O溶液浓度标定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	硫酸亚铁铵溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	硫酸亚铁铵溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	V［（ N H4
 ）2
 Fe（SO4
 ）2
 •6 H2
 O］／ mL
	　
	　
	　



	c［（ N H4
 ）2
 Fe（SO4
 ）2
 •6 H2
 O］／ mol • L-1

	　
	　
	　



	平均值
	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％置信区间）
	　






2.水样COD值的测定

实验数据记入表4-11中。

表4-11　水样COD测定数据记录




	水样
	空白
	　



	硫酸亚铁铵溶液体积终读数／mL
	　
	　



	硫酸亚铁铵溶液体积初读数／mL
	　
	　



	V［（ N H4
 ）2
 Fe（SO4
 ）2
 •6 H2
 O］／ mL
	　
	　



	COD（O2
 ，mg • L-1
 ）
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式中：c
 ——硫酸亚铁铵标准溶液的浓度（mol•L-1
 ）；
[14]




V
 0
 ——滴定空白时硫酸亚铁铵标准溶液用量（mL）；


V
 1
 ——滴定水样时硫酸亚铁铵标准溶液的用量（mL）；


V
 ——水样的体积（mL）；

8——氧（[image: ]
 ）摩尔质量（g•mol-1
 ）。


六、注意事项与注释


（1）使用0.4g硫酸汞络合氯离子的最高量可达40mg，如果取用20.00mL水样，即最高可络合2000mg•L-1
 氯离子浓度的水样。若氯离子浓度较低，亦可少加硫酸汞，保持硫酸汞∶氯离子=10∶1。若出现少量氯化汞沉淀，并不影响测定。

（2）水样取用体积的范围可在10.00～50.00mL，但试剂用量及浓度需按表4-12进行相应调整。

表4-12　水样取用量和试剂用量表




	水样体积 /mL
	0.2500mol•L-1
 K2
 CrO7
 溶液/mL
	H2
 SO4
 - Ag2
 SO4
 溶液/mL
	HgSO4
 /g
	(NH4
 )2
 Fe(SO4
 )2
 /mol•L-1

	滴定前总体积/mL



	10.0
	5.0
	15
	0.2
	0.050
	70



	20.0
	10.0
	30
	0.4
	0.100
	140



	30.0
	15.0
	45
	0.6
	0.150
	210



	40.0
	20.0
	60
	0.8
	0.200
	280



	50.0
	25.0
	75
	1.0
	0.250
	350






（3）对于化学需氧量小于50mg•L-1
 的水样，应改用0.0250mol•L-1
 重铬酸钾标准溶液。回滴时用0.01mol•L-1
 硫酸亚铁铵标准溶液。

（4）水样加热回流后，溶液中重铬酸钾剩余量应以加入量的1/5～4/5为宜。

（5）用邻苯二甲酸氢钾标准溶液检查试剂的质量和操作技术时，由于每克邻苯二甲酸氢钾
[15]

 的理论CODCr
 为1.176g，所以溶解0.4251g邻苯二甲酸氢钾于重蒸馏水中，转入1000mL容量瓶，用重蒸馏水稀释至标线，使之成为500mg•L-1
 的CODCr
 标准溶液。用时新配。

（6）CODCr
 的测定结果应保留三位有效数字。

（7）每次实验时，应对硫酸亚铁铵标准滴定溶液进行标定，室温较高时尤其应注意其浓度的变化。标定方法亦可采用如下操作：于空白试验滴定结束后的溶液中，准确加入10.00mL 0.2500mol•L-1
 重铬酸钾溶液，混匀，然后用硫酸亚铁铵标准溶液进行标定。


七、讨论和思考


（1）高锰酸钾指数和化学需氧量有什么区别，高锰酸钾指数如何测定？

（2）哪些因素影响CODCr
 的测定，如何影响？

（3）查资料说明水样CODCr
 的消化和测定还有哪些方法，比较这些方法的优缺点。

实验4　碘量法测定葡萄糖的含量


一、实验目的


（1）掌握配制和标定Na2
 S2
 O3
 溶液、I2
 溶液的原理和方法。

（2）学习间接碘量法测定葡萄糖含量的方法。


二、实验原理


1.Na2
 S2
 O3
 标准溶液配制和标定原理

结晶Na2
 S2
 O3
 •5H2
 O一般都含有少量的杂质，如S、Na2
 SO3
 、Na2
 SO4
 、Na2
 CO3
 及NaCl等，同时还容易风化和潮解。因此，不能用直接法配制标准溶液。配制时还应注意Na2
 S2
 O3
 溶液易受空气和微生物等的作用而分解，其分解原因有：

（1）与溶解于溶液中的CO2
 的作用。硫代硫酸钠在中性或碱性溶液中较稳定，当pH＜4.6时极不稳定，溶液中含有CO2
 时会促进Na2
 S2
 O3
 分解：

[image: ]


此分解作用一般都在制成溶液后的最初10d内进行，因此新配制的Na2
 S2
 O3
 溶液不能马上标定。

（2）空气的氧化作用：
[16]
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（3）微生物的作用，这是使Na2
 S2
 O3
 分解的主要原因：
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因此，配制Na2
 S2
 O3
 标准溶液，应用新煮沸冷却后的蒸馏水配制溶液，并加入少量Na2
 CO3
 （使其在溶液中的浓度为0.02%）可防止Na2
 S2
 O3
 的分解。此外，日光能促进Na2
 S2
 O3
 溶液的分解，所以Na2
 S2
 O3
 溶液应贮存于棕色试剂瓶中，放置于暗处。经8～14d后再进行标定，长期使用的溶液应定期标定。

标定Na2
 S2
 O3
 溶液的基准物有K2
 Cr2
 O7
 、KIO3
 、KBrO3
 和纯铜等，通常使用K2
 Cr2
 O7
 ，标定时采用间接碘量法。

第一步，K2
 Cr2
 O7
 先与过量的KI反应析出I2
 ：
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在酸度较低时，反应较慢；酸度太高时则KI会被空气氧化成I2
 。故酸度控制在0.6mol•L-1
 左右为宜，在暗处放置5min，使反应完全定量析出的I2
 。

第二步，以淀粉为指示剂，在弱酸性条件下用Na2
 S2
 O3
 标准溶液滴定析出的I2
 ：
[17]
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淀粉应在近终点时加入，其原因是大量存在的I2
 与淀粉结合成很牢固的蓝色吸附配合物，在滴定终点附近滴入的Na2
 S2
 O3
 溶液很难与I2
 —淀粉配合物中的I2
 作用，导致褪色不明显而产生滴定误差。

2.I2
 标准溶液配制和标定原理

碘虽可以通过升华法制得纯试剂，但因其具有挥发性和腐蚀性，故不宜用分析天平直接称量，通常采用间接法配制。

I2
 在水中的溶解度很小（0.0002g•mL-1
 ），且容易挥发，在有大量KI存在时，I2
 与I-
 形成可溶性的I-
 3
 配离子，这样既增大了I2
 在水中的溶解度，同时降低了I2
 的挥发性。

一般采用Na2
 S2
 O3
 标准溶液来标定I2
 溶液的浓度，其反应为
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3.碘量法测定葡萄糖含量原理

I2
 与NaOH作用可生成次碘酸钠（NaIO）。次碘酸钠可将葡萄糖（C6
 H12
 O6
 ）分子中的醛基定量地氧化为羧基。未与葡萄糖作用的次碘酸钠在碱性溶液中歧化生成NaI和NaIO3
 ，当酸化时NaIO3
 又转变成I2
 析出。用Na2
 S2
 O3
 标准溶液滴定析出的I2
 ，从而可计算出葡萄糖的含量。涉及的反应如下：

I2
 与NaOH作用
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C6
 H12
 O6
 和NaIO定量作用
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总反应式
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未与葡萄糖作用的NaIO在碱性溶液中发生歧化反应
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在酸性条件下
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用Na2
 S2
 O3
 滴定析出的I2
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根据相互间的计量关系可以测定出葡萄糖的含量。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电子天平。

（2）碱式滴定管、酸式滴定管、碘量瓶、锥形瓶、称量瓶、烧杯、滴管。

2.试剂

（1）Na2
 S2
 O3
 （s）（A.R.）、I2
 （s）（A.R.）、KI（s）（A.R.）、Na2
 CO3
 （s）（A.R.）、K2
 Cr2
 O7
 （s）（A.R.）。

（2）6mol•L-1
 HCl。

（3）2mol•L-1
 NaOH。

（4）0.5%淀粉溶液：称取0.5g淀粉，加水5mL搅匀后，缓缓倾入100mL沸水中，边加边搅拌，继续煮沸2～3min，放冷，倾取上层清液，即可。

（5）0.05%葡萄糖试样。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图4-4所示。

[image: ]
图4-4　葡萄糖含量测定流程图



2.实验步骤

（1）0.1mol•L-1
 Na2
 S2
 O3
 标准溶液配制和标定
[18]



称取__________g Na2
 S2
 O3
 •5H2
 O置于烧杯中，加入200mL新煮沸的冷却的蒸馏水，待完全溶解后，加入0.1g__________，然后用__________的蒸馏水稀释至__________mL，保存于棕色瓶中，在暗处放置8～14天后标定。

用差减法称取__________g的K2
 Cr2
 O7
 基准试剂3份，分别置于3个250mL的碘量瓶中，分别加入10～20mL蒸馏水使之溶解。加10mL 20% KI溶液、10mL 2mol•L-1
 HCl，充分混合溶解后，盖好塞子，以防止I2
 因挥发而损失。在暗处放置5min，然后加50mL水稀释，用Na2
 S2
 O3
 溶液滴定到溶液呈__________时，加2mL淀粉溶液，继续滴入Na2
 S2
 O3
 溶液直到__________为止。

（2）0.05mol•L-1
 I2
 标准溶液配制和标定

称取__________g碘放于小烧杯中，再称取17g KI，将KI分4～5次放入装有碘的小烧杯中，每次加水5～10mL，用玻璃棒轻轻研磨，使碘逐渐溶解，溶解部分转入棕色试剂瓶中，如此反复直至碘片全部溶解为止。用水多次清洗烧杯并转入试剂瓶中，稀释至__________mL，盖好瓶盖，摇匀，待标定。
[19]



用移液管移取已标定的Na2
 S2
 O3
 标准溶液25mL于锥形瓶中，加水25mL和2mL淀粉溶液，以待标定的碘溶液滴定至溶液呈__________色为终点。记录消耗I2
 标准溶液的体积，平行测定3次。

（3）葡萄糖含量测定

移取25.00mL葡萄糖试液于碘量瓶，准确加入25.00mL I2
 标准溶液。一边摇动，一边缓慢加入2mol•L-1
 NaOH溶液，直至溶液呈__________色。将碘量瓶加塞放置10～15min后，加2mL 6mol•L-1
 HCl使成酸性，立即用Na2
 S2
 O3
 溶液滴定至溶液呈__________色时，加入2mL淀粉指示剂，继续滴定至__________即为终点。平行测定3次。


五、数据记录和处理


1.0.1mol•L-1
 Na2
 S2
 O3
 标准溶液配制和标定

实验数据记入表4-13中。

表4-13　Na2
 S2
 O3
 标定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	倾出前（称量瓶＋基准物质）质量／g
	　
	　
	　



	倾出后（称量瓶＋基准物质）质量／g
	　
	　
	　



	基准物质的质量 m／g
	　
	　
	　



	Na2
 S2
 O3
 溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	Na2
 S2
 O3
 溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	Na2
 S2
 O3
 溶液的耗用体积 V（Na2
 S2
 O3
 ）／ mL
	　
	　
	　



	c（Na2
 S2
 O3
 ）／ mol • L-1

	　
	　
	　



	c（Na2
 S2
 O3
 ）平均值／mol • L-1

	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％置信区间）
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2.0.05mol•L-1
 I2
 标准溶液配制和标定

实验数据记入表4-14中。

表4-14　I2
 标准溶液标定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	I2
 溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	I2
 溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	I2
 溶液的耗用体积 V（I2
 ）／ mL
	　
	　
	　



	c（I2
 ）／ mol • L-1

	　
	　
	　



	c（I2
 ）平均值／mol • L-1

	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％置信区间）
	　







c
 （I2
 ）计算式为
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3.葡萄糖含量测定

实验数据记入表4-15中。
[20]



表4-15　葡萄糖含量测定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	Na2
 S2
 O3
 溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	Na2
 S2
 O3
 溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	耗用 Na2
 S2
 O3
 溶液的体积 V（Na2
 S2
 O3
 ）／ mL
	　
	　
	　



	ρ（C6
 H12
 O6
 ）／ g • L-1

	　
	　
	　



	ρ（C6
 H12
 O6
 ）平均值／g • L-1

	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　






ρ（C6
 H12
 O6
 ）计算式为
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六、注意事项与注释


（1）标定Na2
 S2
 O3
 时，滴定到终点的溶液放置一段时间后可能又变蓝。如果不是很快变蓝，那是因空气中的氧化作用所致。如果很快变蓝，而且不断加深，说明溶液稀释太早，K2
 Cr2
 O7
 和KI的反应在滴定前进行得不完全，必须弃去重做。

（2）葡萄糖含量测定时，NaOH加入的速度不宜过快，否则过量的NaIO来不及氧化C6
 H12
 O6
 而歧化为不与葡萄糖反应的NaIO3
 和NaI，使测定结果偏低，此时的颜色也需仔细观察。


七、讨论和思考


（1）碘量法的误差主要有哪些？如何避免？

（2）用Na2
 S2
 O3
 溶液滴定I2
 溶液和用I2
 溶液滴定Na2
 S2
 O3
 溶液时都是用淀粉指示剂，为什么要在不同时候加入？终点颜色变化有何不同？

（3）葡萄糖含量测定时，若加入NaOH速度过快，会产生什么后果？

实验5　自来水总硬度和钙镁离子含量的测定


一、实验目的


（1）学会EDTA标准溶液的配制和标定方法。

（2）掌握配位滴定法测定水样总硬度和钙、镁离子含量的方法。

（3）了解金属指示剂的变色原理及使用条件


二、实验原理


乙二胺四乙酸二钠盐（简称EDTA）是一种有机络合剂，能与大多数金属离子形成稳定的1∶1螯合物，常用作配位滴定的标准溶液。EDTA标准溶液通常采用间接法配制。用于标定EDTA标准溶液
[21]

 的基准试剂较多，例如Zn、ZnO、CaCO3
 、MgSO4
 •7H2
 O、Cu、Ni、Pb等。通常选用其中与被测组分相同的物质作为基准物，这样标定和测定条件较一致，可减小误差。
[22]



工业中将含有较多钙、镁盐类的水称为硬水，因此，一般常以水中Ca2+
 、Mg2+
 含量来计算硬度。水的硬度是水质的一项重要指标。各种工业用水对硬度有不同的要求。不同国家对水的硬度有不同的定义，如总硬度、碳酸盐硬度（暂时硬度）和非碳酸盐硬度（永久硬度）。我国过去常以德国的硬度标准表示水的硬度，即把1L水中含有相当于10mg CaO定为硬度1度，并常把硬度在8度以下的水称为软水，8度以上的称为硬水。生活用水的总硬度一般不超过25度。近年来推荐使用每升水中含CaCO3
 的质量（mg）来表示水的硬度。

水的总硬度和水中Ca2+
 、Mg2+
 的含量可用配位滴定法测定。用NH3
 -NH4
 Cl缓冲溶液控制pH=10左右，以铬黑T作指示剂，用EDTA标准溶液准确滴定。铬黑T和EDTA都能与Ca2+
 、Mg2+
 形成配合物，其稳定性比较有CaY2-
 ＞MgY2-
 ＞MgIn-
 ＞CaIn-
 。加入的铬黑T先与部分Mg2+
 配位生成MgIn-
 （酒红色）。当滴加EDTA标准溶液时，EDTA先与游离的Ca2+
 配位，其次与Mg2+
 配位，最后夺取MgIn-
 中的Mg2+
 ，使铬黑T游离出来呈纯蓝色而到达指示终点。

若要分别测定Ca2+
 、Mg2+
 的含量，则另取一份水样，加入NaOH，调节溶液到pH=12以上，使Mg2+
 转化为Mg（OH）2
 沉淀而被掩蔽，使用钙指示剂，用EDTA标准溶液滴定到溶液的淡红色变蓝色即为滴定终点。根据EDTA溶液的浓度和耗用的体积计算Ca2+
 的含量，由Ca2+
 、Mg2+
 的总量减去Ca2+
 的量，即为Mg2+
 的量。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电子天平。

（2）酸式滴定管、容量瓶、移液管、聚乙烯塑料瓶、烧杯、量筒、托盘天平、表面皿、玻璃棒。

2.试剂

（1）EDTA（A.R.）、MgSO4
 •7H2
 O（A.R.）。

（2）NH3
 -NH4
 Cl缓冲溶液（pH≈10）：20g NH4
 Cl固体溶于适量水中，加入100mL浓氨水，用水稀至1L，必要时用pH计调节pH值。

（3）10％ NaOH溶液。

（4）铬黑T指示剂，钙指示剂：均与中性盐NaCl以1∶100混合，研匀使用。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图4-5所示。

[image: ]
图4-5　自来水总硬度及Ca2+
 、Mg2+
 含量测定流程图



2.实验步骤
[23]



（1）0.01mol•L-1
 EDTA标准溶液的配制和标定

称取__________g EDTA二钠盐（Na2
 H2
 Y•2H2
 O）于烧杯中，加100mL水溶解（必要时加热和过滤），冷却后转移到聚乙烯塑料瓶中，加纯水稀释至__________mL，充分摇匀备用。

准确称取__________g分析纯MgSO4
 •7H2
 O于洁净的小烧杯中，用适量水溶解后，转入__________mL容量瓶中，加水到刻度，摇匀，计算其准确浓度。

用移液管移取20.00mL Mg2+
 标准溶液于锥形瓶中，加入10mL pH≈10氨性缓冲溶液和约0.01g（绿豆大小）铬黑T指示剂，摇匀，此时溶液呈__________色，用EDTA溶液滴定至__________为终点，记录EDTA溶液的用量，平行测定3次。
[24]



（2）总硬度的测定

用移液管移取水样50.00mL于锥形瓶中（必要时加入3mL1∶2三乙醇胺以掩蔽Fe3+
 、Al3+
 ），加入5mL pH＝10的氨性缓冲溶液，再加入约0.01g（绿豆大小）铬黑T指示剂，摇匀，此时溶液呈__________色，以EDTA标准溶液滴定至__________色，即为终点，记录EDTA溶液的用量。平行测定3次。

（3）Ca2+
 、Mg2+
 含量的测定

另取水样50.00mL，加入5mL 10％NaOH溶液、钙指示剂（约绿豆大小）摇匀，此时溶液呈__________色，用EDTA标准溶液滴定至溶液呈__________色，即为终点，记录EDTA溶液的用量，平行测定3次，此为Ca2+
 、含量。Mg2+
 的含量由Ca2+
 、Mg2+
 的总量与Ca2+
 的量之差计算而得。


五、数据记录和处理


1.0.01mol•L-1
 EDTA标准溶液的配制和标定

实验数据记入表4-16中。

表4-16　EDTA标准溶液标定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	倾出前（称量瓶＋ MgSO4
 •7 H2
 O）质量／g
	　



	倾出后（称量瓶＋ MgSO4
 •7 H2
 O）质量／g
	　



	基准物质（MgSO4
 •7 H2
 O）的质量 m／g
	　



	c（MgSO4
 ）／ mol • L-1

	　



	EDTA溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	EDTA溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	V（EDT A）／ mL
	　
	　
	　



	c（EDTA）／ mol • L-1

	　
	　
	　



	平均值
	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　







c
 （EDTA）计算式为
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2.总硬度的测定

实验数据记入表4-17中。

表4-17　总硬度测定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	EDT A溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	EDT A溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	V1
 （EDT A）／ mL
	　
	　
	　



	总硬度 ρ（CaCO3
 ）／ mg • L-1

	　
	　
	　



	平均值
	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　






ρ（CaCO3
 ）计算式为

[image: ]


3.Ca2+
 、Mg2+
 含量的测定

实验数据记入表4-18中。

表4-18　Ca2+
 、Mg2+
 含量的测定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	EDT A溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	EDT A溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	V2
 （EDT A）／ mL
	　
	　
	　



	Ca2+
 含量 ρ（Ca2+
 ）／ mg • L-1

	　
	　
	　



	ρ（Ca2+
 ）平均值
	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　



	M g2+
 含量 ρ（Mg2+
 ）／ mg • L-1

	　
	　
	　



	平均值
	　
	　
	　



	相对平均偏差
	　
	　
	　



	标准偏差
	　
	　
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　
	　
	　






ρ（Ca2+
 ）计算式为
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ρ（Mg2+
 ）计算式为
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六、注意事项与注释


（1）溶解在水中的钙盐与镁盐的含量可用水的硬度来表示，暂时硬水的硬度称为暂时硬度，永久硬水的硬度称为永久硬度，两者的总和称为总硬度。

（2）为了防止Ca2+
 、Mg2+
 在碱性溶液中沉淀，被测定水样中Ca2+
 、Mg2+
 总量不能超过3.6mmol•L-1
 。水样中加入缓冲溶液后，必须立即滴定，并在5min内完成。在接近滴定终点到达时，每加入一滴EDTA标准溶液时，均应充分振摇，最好每滴间隔2～3s。


七、讨论和思考


（1）EDTA法中，为什么使用Na2
 H2
 Y•2H2
 O而不直接使用EDTA酸？如何配制EDTA标准溶液？

（2）水的硬度测定为什么要在缓冲溶液中进行？如果没有缓冲溶液存在，将会导致什么现象发生？如何确定EDTA滴定金属离子的pH值？

（3）实验中铬黑T和钙指示剂的使用原理和条件各是什么？

实验6　海水中氯离子含量的测定


一、实验目的


（1）学会AgNO3
 和NH4
 SCN标准溶液的配制和标定方法。

（2）掌握用莫尔法和佛尔哈德法测定水样中氯含量的原理和方法。


二、实验原理


1.莫尔法测定氯含量的原理

莫尔法是在中性或弱碱性溶液中，以K2
 CrO4
 为指示剂，用AgNO3
 标准溶液进行滴定。由于AgCl的溶解度比Ag2
 CrO4
 的小，因此溶液中首先析出AgCl沉淀，当AgCl定量沉淀后，过量AgNO3
 溶液即与CrO2-
 4
 离子生成砖红色Ag2
 CrO4
 沉淀，指示终点的到达。反应式如下：
[25]
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滴定最适宜的pH值范围为6.5～10.5，酸度过高，不产生Ag2
 CrO4
 沉淀，酸度过低，则形成Ag2
 O沉淀而影响滴定。

2.佛尔哈德法测定氯含量的原理

在含Cl-
 的酸性试液中，加入一定量过量的Ag+
 标准溶液，定量生成AgCl沉淀后，过量Ag+
 以铁铵矾（NH4
 Fe（SO4
 ）2
 ）作指示剂，用NH4
 SCN标准溶液回滴，当稍过量的SCN-
 与Fe3+
 生成红色配合物使溶液变色时，即为滴定终点。主要反应为
[26]
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指示剂用量大小对滴定有影响，一般控制Fe3+
 浓度为0.015mol•L-1
 为宜。滴定时，控制氢离子浓度为0.1～1mol•L-1
 ，剧烈摇动溶液，并加入硝基苯（有毒）或石油醚保护AgCl沉淀，使其与溶液隔开，防止AgCl沉淀与SCN-
 发生交换反应而消耗滴定剂。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电子天平。

（2）酸式滴定管、移液管、烧杯、量筒、锥形瓶、玻璃棒。

2.试剂
[27]



（1）AgNO3
 （A.R.）、NH4
 SCN（A.R.）、NaCl（基准试剂）。

（2）HNO3
 （1+1）。

（3）5%K2
 CrO4
 指示剂。

（4）40%铁铵矾指示剂：称取50g铁铵矾于研钵中研细，放入盛有100mL蒸馏水的烧杯中，搅拌促进溶解。滴加浓硝酸至溶液褐色消失溶液澄清为止，倒入棕色瓶中，密闭保存于阴暗处。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图4-6和图4-7所示。

[image: ]
图4-6　莫尔法测定氯含量流程图
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图4-7　佛尔哈德法测定氯含量流程图



2.实验步骤
[28]



（1）莫尔法测定氯含量
[29]



1）0.1mol•L-1
 AgNO3
 标准溶液的配制和标定

称取__________g AgNO3
 溶于__________mL不含Cl-
 的蒸馏水中，贮存于带玻璃塞的棕色试剂瓶中，摇匀，置于暗处待标定。

差减法称取基准试剂NaCl__________g，置于锥形瓶中，加50mL不含Cl-
 的蒸馏水溶解，加K2
 CrO4
 指示剂1mL。在充分摇动下，用配好的AgNO3
 溶液滴定至呈砖红色即为终点，平行测定3次。

2）氯含量测定
[30]



准确移取5.00mL海水试样于250mL锥形瓶中，加入蒸馏水20mL、K2
 CrO4
 指示剂1mL，用AgNO3
 标准溶液滴定至呈__________色即为终点，平行测定3次。

（2）佛尔哈德测定氯含量

1）0.1mol•L-1
 NH4
 SCN标准溶液的配制和标定

称取__________g NH4
 SCN溶于__________mL不含氯离子的蒸馏水中，贮存于试剂瓶中，摇匀待标定。

用移液管移取AgNO3
 标准溶液20.00mL于250mL锥形瓶中，加入5mL HNO3
 （1+1），铁铵矾指示剂1.0mL，然后用NH4
 SCN溶液滴定。滴定时，剧烈振摇溶液，当滴至溶液颜色为__________即为终点，平行标定3份。

2）氯含量测定
[31]



准确移取5.00mL海水试样于250mL锥形瓶中，加25mL蒸馏水，5mL HNO3
 （1+1），用滴定管加入AgNO3
 标准溶液至过量5～10mL（加入AgNO3
 溶液时，生成白色AgCl沉淀，接近计量点时，氯化银要凝聚，振荡溶液，再让其静置片刻，使沉淀沉降，然后加入几滴AgNO3
 到清液层，如果不生成沉淀，说明AgNO3
 已过量，这时，再适当加入过量5～10mL AgNO3
 溶液即可）。然后，加入2mL硝基苯，用橡皮塞塞住瓶口，剧烈振荡30s，使AgCl沉淀进入硝基苯层而与溶液隔开。再加入铁铵矾指示剂1.0mL，用NH4
 SCN标准溶液滴至出现__________色，即为终点。平行测定3份。


五、数据记录和处理


1.莫尔法测定氯含量

实验数据记入表4-19中。

表4-19　AgNO3
 标准溶液标定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	倾出前（称量瓶＋ NaCl）质量／g
	　
	　
	　



	倾出后（称量瓶＋ NaCl）质量／g
	　
	　
	　



	基准物质（NaCl）的质量 m／g
	　
	　
	　



	AgNO3
 溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	AgNO3
 溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	V（AgNO3
 ）／ mL
	　
	　
	　



	c（AgNO3
 ）／ mol • L-1

	　



	c（AgNO3
 ）平均值／mol • L-1

	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　







c
 （AgNO3
 ）计算式为
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实验数据记入表4-20中。

表4-20　莫尔法测定氯含量的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	AgNO3
 溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	AgNO3
 溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	V（AgNO3
 ）／ mL
	　
	　
	　



	ρ（Cl-
 ）／ mg • L-1

	　



	ρ（Cl-
 ）平均值／g • L-1

	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　






ρ（Cl-
 ）计算式为
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2.佛尔哈德测定氯含量

实验数据记入表4-21中。

表4-21　NH4
 SCN标准溶液标定的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	AgNO3
 溶液体积初读数／mL
	　
	　
	　



	AgNO3
 溶液体积终读数／mL
	　
	　
	　



	V（AgNO3
 ）／ mL
	　
	　
	　



	c（NH4
 SCN）／ mol • L-1

	　



	c（N H4
 SCN）平均值／mol • L-1

	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　







c
 （NH4
 SCN）计算式为
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实验数据记入表4-22中。

表4-22　佛尔哈德法测定氯含量的数据记录




	测定序号
	1
	2
	3



	过量 V（AgNO3
 ）／ mL
	　



	N H4
 SCN溶液体积初读数／mL
	　



	N H4
 SCN溶液体积终读数／mL
	　



	V（N H4
 SCN）／ mL
	　



	ρ（Cl-
 ）／ mg • L-1

	　



	ρ（Cl-
 ）平均值／g • L-1

	　



	相对平均偏差
	　



	标准偏差
	　



	实验结果报告值（置信水平95％的置信区间）
	　






ρ（Cl-
 ）计算式为
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六、注意事项与注释


（1）实验中含银溶液及沉淀不要丢弃，应收集并回收银。

（2）沉淀滴定中为了减少沉淀对被测离子的吸附，一般滴定的体积大一些为好，故常加水稀释试液。


七、讨论和思考


（1）莫尔法和佛尔哈德法测氯含量时，酸度控制有何不同？为什么？

（2）将沉淀滴定法指示剂的用量与酸碱指示剂、氧化还原指示剂及金属指示剂的用量作比较，并说明其差别的原因。

（3）佛尔哈德法测氯时，为什么要加入硝基苯？因硝基苯有毒，不大适合大批量学生实验，还有何种方法可以替代？

实验7　氯化钡中钡含量的测定


一、实验目的


（1）掌握测定BaCl2
 •2H2
 O中钡的含量的原理和方法。

（2）掌握晶形沉淀的制备、过滤、洗涤、灼烧及至恒重等的基本操作技术。


二、实验原理


重量分析法是根据待测元素或原子基团在特定条件下与其他物质相互作用而生成沉淀，将生成的沉淀经过陈化、烘干等过程处理后，称取其质量，最后根据反应关系计算得出待测元素含量的一种方法。

BaSO4
 重量法，既可以用于测定Ba2+
 含量，也可以用于测定SO2-
 4
 的含量。测定可溶性盐中钡含量时，首先称取一定量的样品，用水溶解，加稀HCl溶液酸化，加热至微沸，在不断搅动下，慢慢地加入稀、热的H2
 SO4
 溶液，Ba2+
 与SO2-
 4
 反应，形成晶形沉淀。沉淀经陈化、过滤、洗涤、烘干、炭化、灰化、灼烧后，以BaSO4
 形式称量，即可求出样品中Ba的含量。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电子天平。

（2）马福炉、瓷坩埚。

（3）玻璃漏斗、定量滤纸（慢速或中速）。

（4）试剂瓶、量筒、烧杯。

2.试剂

（1）BaCl2
 •2H2
 O（A.R.）。

（2）2.0mol•L-1
 HCl溶液。

（3）1.0mol•L-1
 和0.1mol•L-1
 的H2
 SO4
 溶液。

（4）6.0mol•L-1
 HNO3
 溶液。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图4-8所示。
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图4-8　钡含量测定的流程图



2.实验步骤
[32]



（1）称样及沉淀的制备

准确称取两份0.4～0.6g BaCl2
 •2H2
 O试样，分别置于250mL烧杯中，加入约100mL蒸馏水，3mL 2.0mol•L-1
 的HCl溶液搅拌溶解，加热至近沸。
[33]



另取4mL 1.0mol•L-1
 H2
 SO4
 溶液两份于两个100mL烧杯中，加蒸馏水30mL，加热至近沸，趁热将两份__________溶液用胶头滴管逐滴加入到两份热的__________溶液中，并用玻璃棒不断搅拌，直至两份H2
 SO4
 溶液加完为止。待BaSO4
 沉淀下沉后，于上层清液中加入1～2滴
[34]

 0.1mol•L-1
 H2
 SO4
 溶液，仔细观察沉淀是否完全。沉淀完全后，盖上表面皿（切勿将玻璃棒拿出杯外），放置过夜陈化。

（2）沉淀的过滤与洗涤

用慢速或中速滤纸倾泻法过滤。用稀H2
 SO4
 （1mL 1.0mol•L-1
 H2
 SO4
 加100mL水配成）洗涤沉淀3～4次，每次约10mL。然后，将沉淀定量转移到滤纸上，用折叠滤纸时撕下的小片滤纸擦拭杯壁，并将此小片滤纸放于漏斗中，再用稀H2
 SO4
 洗涤4～6次，直至洗涤液中不含Cl-
 为止。

（3）空坩埚的恒重

将两个洁净的瓷坩埚放在__________℃的马福炉中灼烧至恒重，约需__________小时。

（4）沉淀的灼烧和恒重

将折叠的沉淀滤纸包置于已恒重的瓷坩埚中，经烘干、炭化、灰化后在__________℃马福炉中灼烧至恒重，约需__________min。


五、数据记录和处理


实验数据记入表4-23中。

表4-23　氯化钡中钡含量测定的数据记录




	测定序号
	1
	2



	BaCl2
 •2 H2
 O质量／g
	　
	　



	空坩埚质量／g
	　
	　



	坩埚＋ BaCl2
 •2 H2
 O质量／g
	　
	　



	BaSO4
 质量／g
	　
	　



	BaCl2
 •2 H2
 O中 Ba含量／％
	　
	　






Ba含量计算式为
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六、注意事项与注释


（1）反应过程中，Ba2+
 可生成一系列难溶或微溶化合物，如BaCO3
 、BaCrO4
 、BaHPO4
 、BaSO4
 等，其中以BaSO4
 溶解度最小，100mL溶液中，100℃时溶解0.4mg，25℃时仅溶解0.25mg。当过量沉淀剂存在时，溶解度大为减小，一般可以忽略不计。

（2）倾泻法过滤沉淀是化学分析中最常用的方法。其主要操作是用洗涤液少量多次洗涤烧杯中的剩余沉淀，直至沉淀完全转移到滤纸上。少量多次洗涤沉淀，是为了溶解其中的微溶杂质，尽可能提高产物的纯度，也能使沉淀完全转移到滤纸上。

（3）灼烧BaSO4
 沉淀的温度不能超过900℃，否则，BaSO4
 将与炭作用而被还原生成BaS。


七、讨论和思考


（1）为什么要在稀盐酸介质中沉淀BaSO4
 ？

（2）为什么沉淀BaSO4
 时要在热溶液中进行，而在自然冷却后进行过滤？沉淀后为什么要陈化？


注释


[1]问
 若用无水碳酸钠标定盐酸，应选用何种指示剂？

[2]问
 测定总碱度时还可以选择何种指示剂？

[3]问
 两个化学计量点的pH值各是如何计算的？

[4]问
 两终点指示剂的颜色各是如何变化的？

[5]计算式中单位均采用国际单位制。

[6]计算时应注意滴定的量是称样量的1/10。

[7]在直接滴定的过程中需不断摇动锥形瓶以避免局部碱性过大而致水解，滴定操作应迅速进行，不宜久置。

[8]问
 为什么在这一滴定反应中，1mol乙酰水杨酸消耗2mol NaOH？

[9]问
 水浴加热溶液后，如果不能迅速使溶液冷却，会有何影响？

[10]地面水质量标准（GB3838—88）规定：Ⅰ类和Ⅱ类水CODCr
 ≤15，Ⅲ类水CODCr
 ≤20，Ⅳ类水CODCr
 ≤30，Ⅴ类水CODCr
 ≤40。

[11]问
 硫酸亚铁铵为何要进行标定？

[12]问
 加重铬酸钾后溶液显绿色说明了什么？

[13]问
 空白试验的目的是什么？

[14]问
 如何理解COD的计算式？

[15]问
 为什么也可以用该法对硫酸亚铁铵标准溶液进行标定？

[16]为避免微生物的分解作用，可加入少量HgI2
 （10mg•L-1
 ）。

[17]问
 第二步Na2
 S2
 O3
 与I2
 的反应为何要在弱酸性条件下进行？实验中应如何操作？

[18]问
 为何在暗处放置5min？

[19]问
 加NaOH和HCl的作用是什么？

[20]问
 如何理解葡萄糖含量的计算式？

[21]问
 若EDTA用作测定钙、镁离子含量，则应选用何种基准物？

[22]水中所含的钙、镁离子主要是由硫酸盐与碳酸氢盐所组成。水中含有的碳酸氢盐可在加热煮沸时形成碳酸盐使之沉淀而成为软水，这类硬水称为暂时硬水。含有硫酸盐的硬水，虽加热煮沸仍难以软化，则称为永久硬水。永久硬水可用离子交换法予以软化。

[23]指示剂加的量要合适，加多颜色太深，使变色不敏锐，加少则颜色太浅，不好观察。

[24]滴定终点的颜色不是突变，而是渐变过程，需要仔细观察。

[25]如果有NH+
 4
 存在，pH值应保持在6.5～7.2之间。

[26]测定时，能与SCN-
 生成沉淀或生成络合物，或能氧化SCN-
 的物质均有干扰。

[27]HNO3
 （1+1）也写作HNO3
 （1∶1），是指硝酸与水以1比1的体积配制。

[28]问
 AgNO3
 标准溶液应装入何种滴定管？

[29]若水样较混浊，应先过滤。

[30]由于AgSCN沉淀会吸附Ag+
 ，当滴定至溶液呈微红色，剧烈振摇后仍不褪色，才表示达到终点。

[31]加入过量的AgNO3
 标准溶液体积必须是准确数值，这样才能用于计算。

[32]也可将沉淀放在水浴或沙浴上，保温40min，陈化。

[33]问
 如何确定沉淀是否完全？

[34]问
 如何检验洗涤液中不含Cl-
 ？











【拓展知识】非水滴定






非水溶液滴定法即在非水溶剂中进行的滴定分析方法。一些很弱的酸或碱以及某些盐类在水溶液中进行滴定时，没有明显的滴定突跃，难以掌握滴定终点。另外还有一些有机化合物，在水中溶解度很小，因此以水作溶剂的滴定分析受到一定的限制。因此，滴定分析法逐渐采用了各种非水溶剂（包括有机溶剂与不含水的无机溶剂）作为滴定分析的介质。这样不仅能增大有机化合物的溶解度，而且能改变物质的化学性质（例如酸碱性及其强度），使在水介质中不能进行完全的滴定反应能够顺利进行。

非水溶液滴定法除有酸碱滴定外，还有氧化还原滴定、配位滴定及沉淀滴定等。非水溶液滴定的适用范围主要有：


一、有机弱碱


有机弱碱如胺类、生物碱类等，只要其水溶液中的K
 
 b
 ＞10-10
 ，都能在冰醋酸介质中用高氯酸标准溶液进行定量测定。

对K
 
 b
 ＜10-12
 的极弱碱，需使用冰醋酸—醋酐的混合溶液为介质，且随着醋酐用量的增加，滴定范围显著增大。例如咖啡因（K
 
 b
 =4.0×10-14
 ）的滴定突跃随冰醋酸—醋酐（HAc-Ac2
 O）溶剂中醋酐的量增而加大。这是由于醋酐离解生成的醋酐合乙酰离子比冰醋酸中的醋酸合质子的酸性更强，因而在醋酐中咖啡因的表观性更强，有更明显的滴定突跃。


二、有机酸的碱金属盐


由于有机酸的酸性较弱，其共轭碱——有机酸根在冰醋酸中显较强的碱性。只要生成的酸比醋酸合质子的酸性弱，反应就能进行。二者酸强度相差越大，反应进行得越完全。在冰醋酸中以高氯酸标准溶液直接滴定的有机碱金属盐有邻苯二甲酸氢钾、水杨酸钠、醋酸钠、乳酸钠、枸橼酸钠（钾）等。


三、有机碱的氢卤酸盐


大多数有机碱均难溶于水，且不太稳定，故常将有机碱与酸成盐后做药用，其中多数为氢卤酸盐，如盐酸麻黄碱、氢溴酸东莨菪碱等。由于氢卤酸的酸性较强，当用高氯酸滴定时多采用加入过量醋酸汞的冰醋酸溶液，使形成难电离的卤化汞，将氢卤酸盐转化成可测定的醋酸盐，然后用高氯酸滴定，以结晶紫指示终点。









第5章　光谱分析法




5.1　光谱分析法的基本原理



按照电磁辐射和物质相互作用的结果，光谱分析法可分为三种类型，即发射光谱法、吸收光谱法和散射光谱法。

当物质受到光辐射作用时，物质的粒子会选择性地吸收某种频率的辐射能，从低能态M（基态）跃迁到高能态M*
 （激发态），得到吸收光谱。通常表示为
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根据所在的光谱区域和吸收粒子的不同，吸收光谱法主要分为：紫外—可见吸收光谱法、原子吸收光谱法和红外光谱法，此外还有X射线吸收光谱法、激光吸收光谱法及核磁共振波谱法等。各类吸收光谱法的主要特点见表5-1。
[1]



表5-1　各类吸收光谱法的主要特点




	方法名称
	辐射源
	作用物质
	检测信号



	紫外—可见吸收光谱法
	紫外、可见光
	分子外层的电子
	紫外、可见光



	原子吸收光谱法
	紫外、可见光
	气态原子的外层电子
	紫外、可见光



	红外光谱法
	红外光
	分子振动
	吸收后的红外光



	X射线吸收光谱法
	X射线、放射性同位素辐射
	Z>10的重元素原子的内层电子
	吸收后的X射线



	激光吸收光谱法
	激光
	分子
	激光吸收



	核磁共振波谱法
	射频
	原子核磁量子、有机化合物分子的质子等
	磁共振信号






粒子吸收能量后，从低能态跃迁到高能态，处于高能态的粒子不稳定，在短时间内又从高能态跃迁回低能态，并将吸收的能量释放出来，若能量以光子的形式释放出来，则得到发射光谱表示为
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根据光谱所在的区域和激发方法的不同以及待测物质粒子的差别，发射光谱法主要分为原子发射光谱法、原子荧光光谱法和分子荧光光谱法，此外还有磷光光谱法、X射线荧光光谱法及化学发光分析法等。各类发射光谱法的主要特点见表5-2。
[2]



表5-2　各类发射光谱法的主要特点




	方法名称
	辐射源
	作用物质
	检测信号



	X荧光光谱法
	X射线
	原子内层的电子
	特征 X射线（X射线荧光）



	原子发射光谱法
	火焰、电弧、火花、等离子炬等
	气态原子的外层电子
	紫外、可见光



	原子荧光光谱法
	高强度紫外、可见光
	气态原子的外层电子
	原子荧光



	分子荧光光谱法
	紫外、可见光
	分子
	荧光（紫外、可见光）



	磷光光谱法
	紫外、可见光
	分子
	磷光（紫外、可见光）



	化学发光法
	化学能
	分子
	可见光






当物质受到光辐射作用时，如果发生弹性碰撞，没有能量交换，则产生与入射光波长相同的散射光，称为瑞利散射。
[3]

 如果发生弹性碰撞，有能量的变化，则产生与入射光波长不同的散射光，称为拉曼散射，由此获得的光谱称为拉曼散射光谱。拉曼光谱是最为重要的散射光谱。


注释


[1]问
 什么是复合光和单色光？光谱分析中如何获得单色光？

[2]问
 为什么原子光谱是线状的，而分子光谱是带状的？

[3]问
 光谱定性分析方法和定量分析方法有哪些？











5.2　光谱仪器的结构和基本操作






虽然各种光谱法依据的原理不同，但采用各类光谱法的仪器结构却大致相同，基本组成包括光源、单色器、样品池、检测系统、信号显示系统和记录系统。
[1]



在光谱分析中，光源须有足够的输出功率和稳定性。通常所说的连续光源有紫外光源（主要采用氢灯、氘灯或氙灯）、可见光源（常见有钨灯、卤钨灯）和红外光源（硅碳棒、能斯特灯等）等。线光源主要有空心阴极灯、金属蒸气灯（常见的有汞、钠蒸气灯）和激光等。

光学分析仪器中单色器的作用是将复合光分解成按波长顺序排列的单色光，通过改变棱镜或光栅平台可以得到一定波长的单色光或有一定宽度的谱带。
[2]

 单色器由入射光狭缝和出射光狭缝、准直镜以及色散元件组成。其中色散元件是最主要的部件。常用的色散元件有棱镜和光栅，此类仪器称为色散型的仪器。还有一些光学精密仪器，如傅立叶变换红外光谱仪，利用干涉原理制成了干涉型的仪器。

在紫外光和可见光区，分别采用石英和玻璃材料作为样品池。在红外光区，可选择由NaCl或KBr制成样品池的窗口。在原子发射光谱法中，可将样品直接引入光源中。在原子吸收和原子荧光光谱法中，可将样品直接引入原子化器中。
[3]



在光学分析仪器中，用光电转换器件作为检测器，将光信号转变为电信号，检测并记录出来，以进行定性或定量分析。检测器一般分为光电检测器（如硒光电池、真空光电二极管、光电倍增管、半导体检测器和硅二极管阵列检测器等）和热敏检测器（如真空热偶、测热辐射计等）两类。

常见的光谱仪种类繁多。一般的吸收光谱仪和发射光谱仪有：紫外—可见吸收分光光度计、
[4]

 原子吸收光谱仪、红外光谱仪、核磁共振波谱仪、γ射线光谱仪、原子发射光谱仪、原子荧光光谱仪、分子荧光光谱仪和X射线荧光光谱仪等。通常光谱仪的操作需经过专门的指导、培训和学习。基本上是光源发出的光，作用于样品，信号经检测器检测，通过软件进行分析。

20世纪末发展和成熟的数字化、智能化、网络化光谱分析检测技术和光谱仪器，目前已成为光谱技术和光谱仪器持续发展的主要方向。在现代科技、现代化规模产业的持续发展要求下，将会继续发展高精度、多功能的光谱检测仪器和相应的辅助系统，进一步提高仪器测试的稳定性、分析性能、分析速度、灵敏度以及自动化程度，拓宽其应用范围，不断向实用化、小型化、普及化等方面发展。


注释


[1]连续光源是指在较宽波长范围内发射强度平稳的具有连续光谱的光源。紫外光区最常用的是氢灯和氘灯；可见光区最常用的是钨灯和卤钨灯；而红外光谱法常采用的是硅碳棒和能斯特灯作为光源。

[2]单色器是由入射狭缝、透镜、色散元件和出射狭缝组成。常用的色散元件有光栅和棱镜。

[3]试述光电倍增管的工作原理。

[4]比较色散型红外光谱仪和傅立叶变换红外光谱仪结构的异同。











5.3　光谱分析实验项目






本章共有8个实验，实验8至实验11属于原子光谱分析法，前两个为原子发射光谱实验，后两个为原子吸收光谱实验；实验12至实验15属于分子光谱实验，实验12、13、15为分子吸收光谱实验，实验14为分子发射光谱实验。

实验8　ICP-AES测定血清中微量元素铜、铅和锌


一、实验目的


（1）学习电感耦合等离子体发射光谱法的基本原理。

（2）了解电感耦合等离子体的基本结构。

（3）掌握生化样品的处理方法。


二、实验原理


[image: ]


电感耦合等离子体发射光谱法（ICP-AES）是用电感耦合等离子体作为激发光源，光源与雾化器连接在一起，试样中的组分经雾化、蒸发、原子化和激发四个阶段，使待测元素转变为处于激发态的原子，根据处于激发态的待测元素原子回到基态时发射的特征谱线对待测元素进行分析的一种发射光谱法。

等离子体是氩气通过炬管时在高频电场的作用下电离而产生的。它具有很高的温度，样品在等离子体中的激发比较完全。ICP光电直读光谱仪是采用ICP作光源、光电检测器（如光电倍增管、光电二极管阵列检测器等）检测、结合计算机自动控制和数据处理的装置。采用ICP作为光源的发射光谱法具有灵敏度高、选择性好、检出限低、基体干扰小、样品消耗少等优点，主要应用于无机元素的定性及定量分析。


三、仪器和试剂


1.仪器
[1]



（1）光电直读ICP-AES光谱仪。

（2）氩气。

（3）石英坩埚。

（4）容量瓶、烧杯、量筒。

2.试剂

（1）硝酸（G.R.）：盐酸（G.R.）、高氯酸（G.R.）。

（2）1.000mg•mL-1
 铜储备液：称取__________g__________纯铜用少量6mol•L-1
 优级纯硝酸溶液溶解，移入__________mL容量瓶，稀释至刻度，摇匀，备用。按上述方法配制1.000mg•mL-1
 铅储备液。

（3）1.000mg•mL-1
 锌储备液：称取__________g__________纯锌用少量6mol•L-1
 优级纯盐酸溶液溶解，移入__________mL容量瓶，稀释至刻度，摇匀，备用。

（4）二次去离子水。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图5-1所示。
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图5-1　血清中铜、铅、锌含量的测定



2.实验步骤

（1）标准溶液的配制

用吸量管，移取1.000mg•mL-1
 铜储备液__________mL于__________mL容量瓶中，以去离子水稀释至刻度，摇匀。该溶液含铜为100.0μg•mL-1
 。

用上述同样方法配制100.0μg•mL-1
 铅、锌标准溶液。

（2）混合标准溶液配制

1）取1个25mL容量瓶，分别加入100.0μg•mL-1
 铜、铅、锌混合标准溶液__________mL，加入3mL 6mol•L-1
 的硝酸，用去离子水稀释至刻度，摇匀。该溶液含铜、铅、锌浓度均为10.00μg•mL-1
 。

2）分别取4个25mL容量瓶，依次移取上述10.00μg•mL-1
 铜、铅、锌标准混合溶液2.50mL、5.00mL、7.50mL、10.00mL于3个25mL容量瓶中，加入3mL 6mol•L-1
 的硝酸，用去离子水稀释至刻度，摇匀。该溶液均含铜、铅、锌浓度依次为__________μg•mL-1
 、__________μg•mL-1
 、__________μg•mL-1
 、__________μg•mL-1
 的溶液。

（3）样品处理

将冷冻保存的血清样品于室温下解冻。取0.5mL血清样品，置于25mL__________坩埚中，加5mL__________混合酸，在涡旋混匀器上振荡均匀，于电热板上180℃消解，待溶液澄清透明，冷却，
[2]

 加入3mL 6mol•L-1
 的硝酸，用去离子水稀释至25mL，待测。

（4）测定

在相同实验条件下，分别对配制的各系列标准溶液及样品进行测定。

分析线：Cu__________nm，Pb__________nm，Zn__________nm。


五、数据记录和处理


1.绘制标准样品的校准曲线

2.血清中铜、铅、锌标准系列溶液和样品测定

由校准曲线计算血清中铜、铅、锌的含量，计算测定结果的相对平均偏差。

实验结果记入表5-3。

表5-3　混合标准系列溶液和样品测定结果记录




	元素
	强度



	空白
	标样1
	标样2
	标样3
	标样4
	样品



	铜
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	铅
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	锌
	　
	　
	　
	　
	　
	　






3.血清中铜、铅、锌含量的计算

计算公式为
[3]
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式中：ω
 ——血清中铜、铅、锌的含量（μg•mL-1
 ）；

ρ——待测液中铜、铅、锌的质量浓度（μg•mL-1
 ）；


V
 ——样品定容体积（mL）；


V
 1
 ——样品用量（mL）。


六、注意事项与注释


（1）本着节约工作氩气的原则，准备工作完成后再点燃等离子体。

（2）测试结束后，进样系统用去离子水清洗5min。

（3）测定完成后，注意先关闭等离子体光源，然后再关闭氩气。


七、讨论和思考


（1）血清样品通常采用何种方法处理？

（2）影响测定的主要仪器参数有哪些？

（3）ICP-AES法定量分析的依据是什么？

实验9　氢化物—原子荧光光谱法测定海产品中总砷的含量


一、实验目的


（1）学习海产品的湿法消解方法。

（2）掌握氢化物—原子荧光光谱法的工作原理及应用，学会使用原子荧光光谱仪。

（3）学习标准曲线法定量测定总砷的含量。


二、实验原理


砷是一种非金属，广泛分布于自然环境中。砷包括无机砷和有机砷。无机砷如三氧化二砷（As2
 O3
 ），俗称砒霜，毒性很强，而有机砷的毒性较低。在食品卫生指标中，砷被列入重金属范围。海产品中砷化合物的含量较高，严重危害使用者的健康。目前，测定海产品中总砷的常用方法为氢化物—原子荧光光谱法。其原理是采用湿法消解或干灰化消解海产品试样，加入硫脲使五价砷预还原为三价砷，再加入硼氢化钠或硼氢化钾使还原的三价砷生成砷化氢，由氩气载入石英原子化器中分解为原子态砷，在特制砷空心阴极灯的发射光激发下产生原子荧光，其荧光强度在固定条件下与被测液中的砷浓度成正比，用标准曲线法定量。本实验以扇贝组织为试样，经硝酸—硫酸—高氯酸湿法消解，采用氢化物—原子荧光光谱法，用标准曲线法定量测定扇贝组织中总砷的含量。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）AFS-8230型原子荧光光谱仪（北京吉天仪器有限公司）。

（2）电热板。

（3）容量瓶、锥形瓶。

2.试剂

（1）浓硝酸（G.R.）、浓硫酸（G.R.）、高氯酸（G.R.）。

（2）2g•L-1
 氢氧化钠溶液。

（3）100g•L-1
 氢氧化钠溶液。

（4）50g•L-1
 硫脲溶液。

（5）（1+9）硫酸溶液：量取浓硫酸100mL，倒入900mL水中，混匀。

（6）10g•L-1
 硼氢化钠（NaBH4
 ）溶液：称取硼氢化钠__________g，溶于2g•L-1
 氢氧化钠溶液__________mL中，混匀。此溶液在冰箱中可保存10d，取出后应当日使用。

（7）100.0μg•mL-1
 砷标准储备液：精确称取于100℃干燥2h以上的三氧化二砷（As2
 O3
 ）__________g，加100g•L-1
 氢氧化钠10mL溶解，用适量水转入__________mL容量瓶中，加（1+9）硫酸25mL，用水定容至刻度，得到100.0μg•mL-1
 砷标准储备液。

（8）1.00μg•mL-1
 砷标准使用溶液：吸取__________mL砷标准储备液于__________mL容量瓶中，用水稀释至刻度。此溶液应当日配制使用。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图5-1所示。
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图5-2　氢化物—原子荧光光谱法测定扇贝组织中总砷的流程图



2.实验步骤

（1）试样消解

称取扇贝组织__________g（精确至小数点后第二位），置入50～100mL锥形瓶中，平行称取3份试样，同时做1份试剂空白。加浓硝酸20～40mL，浓硫酸2.0mL，摇匀后放置过夜，置于电热板上加热消解。若消解液处理至10mL左右时仍有未分解物质或色泽变深，取下放冷，补加浓硝酸5～10mL，再消解至10mL左右观察，如此反复两三次。注意避免炭化。如果仍不能消解完全，
[4]

 则加入高氯酸1～2mL，继续加热至消解完全后，再持续蒸发至高氯酸的白烟散尽、硫酸的白烟开始冒出。冷却，加水25mL，再蒸发至冒硫酸白烟。冷却，用水将内容物转入25mL容量瓶中，加入50g•L-1
 硫脲2.5mL，
[5]

 补水至刻度并混匀，得到试样溶液和试剂空白溶液。

（2）砷标准系列溶液的制备

取25mL容量瓶6个，依次准确加入1.00μg•mL-1
 砷标准溶液__________、__________、__________、__________、__________、__________mL，各加（1+9）硫酸12.5mL，50g•L-1
 硫脲2.5mL，补加水至刻度，混匀，得到砷浓度为0、2.0、8.0、20.0、80.0、200.0ng•mL-1
 的标准系列溶液。

（3）测定

仪器参考条件：光电倍增管电压400V；砷空心阴极灯电流35mA；原子化器温度820～850℃，高度7mm；氩气流速600mL•min-1
 ；测量方式为荧光强度直读；读数方式为峰面积；读数延迟时间1s；读数时间15s；
[6]

 硼氢化钠溶液加入时间5s；标准溶液或样品溶液加入体积2mL。

测量：开机设定好仪器条件后，预热稳定约20min。进入空白值测量状态，连续用砷浓度为0的标准系列溶液进样，待读数稳定后，按空档键记录下空白值（即让仪器自动扣空白）即可开始测量。先依次测标准系列。标准系列测完后应仔细清洗进样器（或更换一支），并再用砷浓度为0的标准系列溶液测试使读数基本回零后，才能测试样溶液和试剂空白溶液，每测不同的试样前都应清洗进样器，记录荧光强度。根据砷标准系列浓度和荧光强度，绘制标准曲线。


五、数据处理


1.绘制砷标准曲线方程，计算线性相关系数。

2.计算扇贝组织中总砷含量

计算扇贝组织中总砷含的平均值和相对标准偏差（在计算总砷含量时，需将扇贝试样中总砷浓度扣除空白样的总砷浓度），计算结果保留两位有效数字。

总砷含量计算公式：
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式中：X
 ——试样的砷含量（mg•kg-1
 ）；


c
 1
 ——试样被测液的浓度（ng•mL-1
 ）；


c
 0
 ——试剂空白液的浓度（ng•mL-1
 ）；


m
 ——试样的质量（g）。

实验结果记入表5-4。

表5-4　实验数据记录表




	样品
	编号
	浓度／ng • mL-1

	荧光强度



	标准系列
	1
	　
	　



	2
	　
	　



	3
	　
	　



	4
	　
	　



	5
	　
	　



	6
	　
	　



	扇贝试样
	1
	　
	　



	2
	　
	　



	3
	　
	　



	空白样
	1
	　
	　







六、注意事项


（1）氢化物—原子荧光光谱法对所用试剂的纯度有严格要求，实验所用的水、酸、还原剂硼氢化钠及其他试剂必须保证不含或少含被测元素。实验时首选有资质的大厂家的优级纯试剂。

（2）配制的硼氢化钠溶液要含有一定的氢氧化钠以保证溶液的稳定性。建议氢氧化钠的浓度为2～5g•L-1
 ，过低的浓度不能有效防止硼氢化钠分解，过高的浓度则会影响氧化还原反应的总体酸度。


七、讨论和思考


（1）海产品的消解方法有哪几种？各种消解方法的特点是什么？

（2）在湿法消解过程中为什么要用硝酸—硫酸—高氯酸，只用硝酸做湿法消解可以吗？

（3）请写出氢化物—原子荧光光谱法测定总砷所涉及的化学反应方程式。

（4）原子荧光光谱法测定微量元素的原理是什么？

实验10　原子吸收光谱法测定人发中金属元素的含量


一、实验目的


（1）理解原子吸收光谱法的基本原理。

（2）了解原子吸收分光光度计的结构及作用。

（3）学习发样的湿式消化方法，掌握发样中锌、铅含量的测定方法。


二、实验原理


锌是参与人体正常生理代谢必需的微量元素，对维持机体的功能和正常发育具有重要作用。铅是有毒的重金属，影响卟啉代谢，并能
[7]

 干扰铁与卟啉结合，抑制血红蛋白合成酶的活性，同时对人体的免疫系统、消化系统和神经系统均会造成伤害。人发是一种较为理想的活体组织材料，其中的金属元素含量反映人体内金属的积累情况和营养水平。

原子吸收光谱法是基于测量试样所产生的原子蒸气中基态原子对其特征谱线的吸收，从而定量测定元素含量的方法。原子吸收光谱法定量分析的依据是，条件一定时吸光度与溶液浓度呈线性关系。根据这一关系可以用标准曲线法或标准加入法测定人发中金属的含量。

原子吸收光谱法通常为溶液进样，由于发样为固体样品，则应将待测样品转化为溶液，然后测定。对发样的预处理一般采用湿式消化法，以除去有机物基体，再溶样。

本实验可选择火焰原子吸收光谱法和石墨炉原子吸收光谱法分别测定发样中的锌和铅。火焰原子吸收光谱法是利用火焰的热能使试样中待测元素转化为基态原子的分析方法。常用的火焰为空气—乙炔火焰，其绝对分析灵敏度可达10-9
 g，可用于常见的30多种元素的分析。石墨炉原子吸收光谱法是一种无火焰原子化光谱法。它是将石墨炉中的石墨管加热至
[8]

 3000℃左右的高温，使石墨管内试样中的待测元素原子化。该方法将注入的试样几乎完全原子化，克服了火焰原子吸收光谱法原子化效率低的缺陷，绝对分析灵敏度可达10-14
 g，特别适宜低含量试样的测定。石墨炉原子吸收光谱法的测定过程分以下几步：（1）干燥：通入小电流，将试样干燥，除去溶剂；（2）灰化：将试样中复杂的物质分解为简单
[9]

 的化合物或将试样中的基体在原子化阶段之前蒸发，减小因分子吸收引起的背景干扰；（3）原子化：在一定温度下，将待测元素分解成气态原子；（4）清残：升温，使管内遗留的待测元素挥发掉，消除其对下一试样产生的记忆效应。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）原子吸收分光光度计（配置火焰原子化器和石墨炉）。
[10]



（2）锌空心阴极灯、铅空心阴极灯。

（3）乙炔气、氩气、空气压缩机。

（4）电热板。

（5）烘箱。

（6）容量瓶、烧杯、量筒、吸量管。

2.试剂

（1）高氯酸（G.R.）、盐酸（G.R.）、硝酸（G.R.）。

（2）1.000mg•mL-1
 锌储备液：同实验8。

（3）1.000mg•mL-1
 铅储备液：同实验8。

（3）基体改进剂：0.05% PdCl2
 /0.5% Triton-100/0.1% HNO3
 混合溶液。

（4）中性洗涤剂。

（5）发样。

（6）二次去离子水。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图5-3所示。
[11]
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图5-3　发样测定流程图



2.实验步骤

（1）样品处理

1）__________g发样采集于头皮发根0.5～2cm处，剪成1cm左右长度，于250mL烧杯中用中性洗涤剂洗涤，浸泡15min，用蒸馏水洗涤干净，于80℃烘箱烘干，保存于干燥器中备用。

2）准确称取两份__________g处理后发样于50mL烧杯中，加入8mL（3+1）硝酸—高氯酸混合酸，盖上表面皿，
[12]

 于电热板上低温加热，待完全溶解后，取下冷却，加入1mL高氯酸，继续加热至冒白烟，浓缩至1～2mL，得到无色透明或略带黄色的液体，取下冷却至室温，分别用1%硝酸和基体改进剂稀释至100mL容量瓶中，摇匀，待测。同时做空白样。

（2）标准工作溶液配制

1）移取__________mL锌标准储备液于__________mL容量瓶中，用二次去离子水稀释至刻度，摇匀，配制成50.0μg•mL-1
 的锌标准工作溶液。
[13]



2）逐级稀释成1.00μg•mL-1
 的铅标准工作溶液。

3）取5个50mL容量瓶，移取1.00μg•mL-1
 铅标准工作溶液__________、__________、__________、__________、__________mL，配制铅浓度为20.0～200.0μg•L-1
 的系列标准工作溶液，用基体改进剂稀释至刻度，摇匀。

（3）测量

1）按仪器操作方法启动仪器，预热30min。
[14]



2）分别按照锌和铅的测定方法设置仪器工作条件。采用石墨炉原子吸收光谱法测定铅时，需开启冷却水和保护气开关。

3）火焰原子吸收光谱法测定锌

从用1%硝酸稀释的发样中准确吸取5份10.00mL发样溶液，分别置于5个100mL容量瓶中，依次加入50.0μg•mL-1
 的锌标准溶液__________、__________、__________、__________、__________mL，用1%的硝酸稀释至刻度，摇匀，测定其吸光度。

4）石墨炉原子吸收光谱法测定铅

标准溶液和试剂空白测量：由稀至浓测量试剂空白和标准系列溶液，记录其吸光度，取平均测定三次的值。
[15]



未知试样的测定：在相同实验条件下测量用基体改进剂稀释的未知试样三次，取平均值，计算其浓度。


五、数据记录和处理


1.仪器工作条件

实验数据记入表5-5和表5-6中。
[16]



表5-5　火焰原子吸收光谱法测定锌的工作条件




	波长／nm
	灯电流／mA
	狭缝宽度／mm
	燃烧器高度／mm
	乙炔流量／L • min-1

	空气流量／L • min-1




	　
	　
	　
	　
	　
	　






表5-6　石墨炉原子吸收光谱法测定铅的工作条件




	波长／nm
	狭缝宽度／mm
	灯电流／mA
	干燥温度与时间
	灰化温度与时间
	原子化温度与时间
	背景校正



	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　






2.标准加入法测定人发中锌的含量

实验结果记入表5-7。

表5-7　标准加入法测定锌的吸光度




	加入锌的体积／mL
	0.00
	1.00
	2.00
	3.00
	4.00



	加入锌的浓度／ μ g • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　



	吸光度
	　
	　
	　
	　
	　






以吸光度为纵坐标、锌加入的浓度为横坐标，绘制标准加入曲线，延长曲线与横坐标相交，交点与原点之间的距离对应于10.00mL发样溶液中锌的浓度，计算锌的含量（μg•g-1
 ）。

3.铅标准曲线绘制及吸光度测定

实验结果记入表5-8。

表5-8　铅标准工作液配制及吸光度测定




	序号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	样1
	样2
	样3



	标准溶液体积／mL
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	基体改进剂
	稀释



	吸光度／A
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	铅含量／ μ g • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　






以铅标准溶液的吸光度为纵坐标、浓度含量为横坐标绘制标准曲线，由发样的吸光度求出样品中铅的浓度，计算铅的含量（μg•kg-1
 ）：
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式中：ω
 ——发样中铅的质量分数（μg•kg-1
 ）；

ρ——待测液中铅的质量浓度（μg•mL-1
 ）；


V
 ——样品定容体积（mL）；


m
 ——样品用量（kg）。


六、注意事项与注释


（1）仪器需预热30min。

（2）火焰原子吸收分光光度计在点火前须检查排废液管水封圈，如果没水，一定要加水。另外乙炔为易燃易爆气体，必须严格按照操作步骤进行。

（3）采用石墨炉原子吸收法测定铅时，需注意先通载气再接通石墨炉电源，一定要打开冷却水。测定时，为了避免造成污染，进样器不能触到石墨管底部。


七、讨论和思考


（1）影响发样中锌、铅测定准确度的因素有哪些？

（2）简述石墨炉原子吸收光谱法中载气的作用。试述石墨炉原子吸收光谱法操作中主要应注意的关键问题。

（3）查阅相关资料，进一步了解锌和铅与人体健康的关系。

实验11　冷原子吸收分光光度法测定涂料中痕量汞


一、实验目的


（1）了解冷原子吸收分光光度计的基本结构和使用方法。

（2）掌握冷原子吸收分光光度法检测痕量汞的原理和方法技术。


二、实验原理


汞（Hg），俗称水银，是一种在常温下唯一呈液态的银白色金属。汞通常以三种状态存在于自然界中，分别为单质汞、无机汞和有机汞。汞有剧毒，可在人体的器官和组织内积蓄，能与人体内含硫的蛋白质和酶结合，导致器官功能障碍，破坏人体的中枢神经系统，症状通常表现为麻木、颤抖、视力和听力损害等。因此，汞是环境、食品、饮用水、生活用品中有毒有害物质监测的一项重要指标。

汞的测定通常参考国家标准，采用冷原子吸收分光光度法。其原理为：样品经消解后，其中
[17]

 的汞均转化为汞离子；加氯化亚锡将汞离子还原为金属汞，然后用载气（空气或氮气）将金属汞以汞蒸气形式带入冷原子吸收分光光度计的光路中；汞蒸气对波长为253.7nm的特征谱线有最大吸收，并且在一定的浓度范围内，吸光度值与溶液中汞离子浓度成正比，据此可测定溶液中的汞离子浓度，进而求出样品中汞含量。由于汞的沸点很低，在室温下就有较高的蒸气压而实现原子化，这种在较低温度（一般为室温）
[18]

 下进行原子化，并进行原子吸收测定的方法称为冷原子吸收法。另外，在一定温度下，汞在气液两相之间的平衡分配比是常数，故当测定条件一定时，吸光度值不仅与汞蒸气浓度成正比，也与溶液中汞离子浓度成正比。

本实验采用标准曲线法测定涂料中的痕量汞。首先对试样进行消化处理，在加热条件下，用高锰酸钾和过硫酸钾在
[19]

 硫酸—硝酸介质中消解样品，使样品中所含的各种汞化合物全部转化为二价无机汞；然后用盐酸羟胺将过量的氧化剂还原；再在酸性条件下，用氯化亚锡将二价汞还原成金属汞；最后在室温下通入空气或氮气，使金属汞气化，载入冷原子吸收分光光度计，在253.7nm波长处测定吸光度值，用标准曲线法求出试样中汞含量。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）冷原子吸收分光光度计。
[20]



（2）还原反应装置：总容积250mL，具有磨口，带多孔吹气头的玻璃翻泡瓶或是与仪器相匹配的反应装置。

（3）水平往复振荡器。

（4）过滤装置（0.45μm滤膜）。

（5）容量瓶、具塞锥形瓶、吸量管、烧杯。

2.试剂
[21]



（1）汞标准固定液：将0.5g重铬酸钾（K2
 Cr2
 O7
 ）溶于950mL二次水中，再加50mL浓硝酸。

（2）汞标准贮备液：称取在硅胶干燥器中充分干燥的氯化高汞（HgCl2
 ）__________g，用汞标准固定液溶解后，定量转移至__________mL容量瓶中，再用汞标准固定液稀释至标线，摇匀。此溶液浓度为100μg•mL-1
 。

（3）汞标准中间液：吸取汞标准贮备液__________mL于__________mL容量瓶，加汞标准固定液稀释至标线，摇匀。此溶液浓度为10μg•mL-1
 。

（4）汞标准使用液：吸取汞标准中间液__________mL于__________mL容量瓶，加汞标准固定液稀释至标线，摇匀。于室温阴凉处保存，通常可使用3个月。此溶液浓度为0.2μg•mL-1
 。

（5）稀释液：将0.2g重铬酸钾（K2
 Cr2
 O7
 ）溶于900mL二次水中，再加入27.8mL浓硫酸，二次水稀释至1000mL。

（6）5%高锰酸钾（KMnO4
 ）溶液：将__________g KMnO4
 用二次水溶解后，稀释至__________mL，贮存于__________瓶中。

（7）5%过硫酸钾（K2
 S2
 O8
 ）溶液：将__________g K2
 S2
 O8
 溶于二次水中，稀释至__________mL。现配现用。
[22]



（8）20%氯化亚锡（SnCl2
 ）溶液：称取__________g SnCl2
 •2H2
 O于干燥的烧杯中，加入10mL浓盐酸，微热，待完全溶解后，冷却，二次水稀释至__________mL。配制好的溶液中加入几粒锡粒，密塞保存；若含有汞，可通入氮气或空气去除。

（9）20%盐酸羟胺（NH2
 OH•HCl）溶液：称取__________g NH2
 OH•HCl，用二次水溶解后，再稀释至__________mL。该溶液不可久贮。

（10）2mol•L-1
 盐酸溶液：由浓盐酸稀释。

（11）1.8mol•L-1
 硫酸溶液：由浓硫酸稀释。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图5-4所示。

[image: ]
图5-4　汞含量测定流程图



2.实验步骤

（1）涂料样品的预处理
[23]



1）准确称取__________g涂料试样置于250mL具塞锥形瓶中，加入25mL 2mol•L-1
 盐酸溶液和75mL二次水，盖紧瓶塞后固定在水平往复振荡器上，调节振荡频率为每分钟110±10次、振幅为40mm，室温下振荡1h。在振荡过程中有气体产生时，应及时打开瓶塞，释放过度的压力。

2）振荡浸取完成后，静止1h分层，于预先安装好滤膜（孔径0.45μm）的过滤装置上分离固液相并洗涤沉淀。收集全部滤出液，滴加浓硫酸调节滤出液的pH＜2，然后依次加入5mL浓硫酸、5mL浓硝酸、8mL 5%高锰酸钾溶液和8mL 5%过硫酸钾溶液，摇匀，置于沸水浴中在近沸状态下保温1h，若15min内不能保持紫色，则需适量补加高锰酸钾溶液，以使溶液颜色保持紫色。冷却，供分析使用。

（2）标准曲线的绘制
[24]



1）取100mL容量瓶6个，依次加入0、1.00、2.00、3.00、4.00及5.00mL 0.2μg•mL-1
 的汞标准使用液，每个容量瓶中加入汞标准固定液补足至5mL，然后各加入10mL 1.8mol•L-1
 的硫酸、2mL 5%的高锰酸钾溶液，摇匀后放置反应15min。再分别滴加20%的盐酸羟胺溶液直至高锰酸钾溶液褪色，以除去过量的氧化剂。最后加稀释液至标线，摇匀，即得一组浓度分别为__________、__________、__________、__________、__________、__________μg•mL-1
 的系列标准溶液。
[25]



2）启动仪器，进行预热，按照仪器操作使用说明，对仪器参数进行设置。
[26]



3）由稀到浓逐个取100mL系列标准溶液注入还原反应装置中，倒入2mL 20%氯化亚锡溶液，迅速插入吹气头，记录吸光度值。

（3）涂料中汞含量的测定

预处理好的试样在测定前要边摇边滴加20%盐酸羟胺溶液，直至溶液中过剩的高锰酸钾及器壁上的二氧化锰刚好全部褪色为止。稀释液定容至500mL容量瓶中，即得样品溶液。然后移取100mL样品溶液注入还原反应装置中，倒入2mL 20%氯化亚锡溶液，迅速插入吹气头，在与绘制标准曲线同样条件下测定样品溶液的吸光度值。


五、数据记录和处理


1.标准系列溶液的配制及测量

实验结果记入表5-9。

表5-9　系列标准溶液配制方法及测量结果记录




	测定序号
	1
	2
	3
	4
	5
	6



	0.2 μg • mL-1
 汞标准使用液／mL
	0
	1.00
	2.00
	3.00
	4.00
	5.00



	汞标准固定液／mL
	5
	4
	3
	2
	1
	0



	1.8 mol • L-1
 硫酸溶液／mL
	10
	10
	10
	10
	10
	10



	5％高锰酸钾溶液／mL
	2
	2
	2
	2
	2
	2



	20％盐酸羟胺溶液／mL
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	20％氯化亚锡溶液／mL
	2
	2
	2
	2
	2
	2



	吸光度 A
	　
	　
	　
	　
	　
	　






2.涂料中汞含量的测定

以汞浓度为横坐标、吸光度值为纵坐标，绘制吸光度—汞浓度标准曲线，并拟合线性方程。从标准曲线上或拟合方程上求出样品溶液中汞浓度，进而求出涂料中的汞含量。


六、注意事项与注释


（1）温度对测定的灵敏度有影响，当室温低于10℃时不利于汞的挥发，灵敏度较低。并要注意标准溶液及样品溶液温度的一致性。

（2）氯化亚锡溶液的配制烦琐，易沾污玻璃器皿不易清洗，产生的酸雾对人体有害，且必须现用现配。

（3）用盐酸羟胺还原高锰酸钾会产生氯气，必须放置数分钟使氯气挥发，以免干扰汞的测定。

（4）重铬酸钾、汞及其化合物有毒，实验过程中要保持清洁，加强通风，操作人员应佩戴防护器具，避免接触皮肤和衣物；实验中产生的残渣、废液不能随意倾倒，应妥善处理。

（5）汞的测定易受环境中的汞污染，故在测定过程中应保持环境清洁，加强通风。


七、讨论和思考


（1）冷原子吸收分光光度法的理论依据是什么？

（2）实验中高锰酸钾、盐酸羟胺、氯化亚锡的作用是什么？

（3）在使用冷原子吸收分光光度计时应注意哪些问题？

（4）还有哪些方法可以测定汞？

实验12　分光光度计性能检测及K2
 Cr2
 O7
 和KMnO4
 混合物含量的测定


一、实验目的


（1）了解分光光度法性能的检测方法。

（2）掌握分光光度计的基本构造和使用方法。

（3）学习分光光度法测定混合物组分的原理和方法。


二、实验原理


分光光度计性能的好坏对保障测定结果的准确性至关重要。因此，需对仪器进行性能检测，确保测定结果的准确性。

当混合物两组分x
 和y
 吸收光谱相互重叠时，可根据吸光度的加和性，分别在两波长λ
 1
 和λ
 2
 条件下测定混合物x
 和y
 的总吸光度，然后解联立方程求出各自的浓度。
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根据吸收曲线选择测定波长时，不一定要选用每个组分最大的吸收波长，应选择两组分吸收值差别大（Δε
 ）而吸收曲线ε
 值随波长变化率（Δε
 /Δλ
 ）较小的区域内的波长。

根据吸光度的加和性原理，可列方程式求组分x
 和y
 的含量：
[27]
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式中：[image: ]
 分别为组分x
 和y
 在λ
 1
 和λ
 2
 摩尔吸光系数；b
 为比色皿厚度；c
 
x

 和c
 
y

 为组分x
 和y
 的浓度。
[28]




三、仪器和试剂


1.仪器

（1）分光光度计。

（2）比色皿、擦镜纸。

（3）容量瓶、吸量管。
[29]



2.试剂

（1）4.00×10-2
 mol•L-1
 K2
 CrO7
 溶液。

（2）5.00×10-3
 mol•L-1
 KMnO4
 溶液。

（3）0.25mol•L-1
 H2
 SO4
 溶液。

（4）未知浓度的K2
 CrO7
 和KMnO4
 混合液。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图5-5、图5-6所示。

[image: ]
图5-5　紫外—可见分光光度计性能检测测定流程图
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图5-6　混合物组分测定流程图



2.实验步骤

（1）系列标准溶液的配制

取4个50mL容量瓶，分别加入4.00×10-2
 mol•L-1
 K2
 Cr2
 O7
 溶液__________、__________、__________及__________mL，以0.25mol•L-1
 __________溶液稀释至刻度，摇匀，配制成系列标准溶液。同理配制系列KMnO4
 标准溶液。

（2）分光光度法性能的检测

比色皿匹配性测定、波长精度的检测、重复性试验及吸收值准确度考察测定可任选KMnO4
 溶液或K2
 Cr2
 O7
 溶液中的一种进行。

1）比色皿匹配性：将蒸馏水盛于比色皿中，以其中一个为空白，在440nm处测定其他比色皿中溶液的透光率。
[30]



2）波长精度的检测：查阅资料，选择任意浓度的KMnO4
 溶液绘制KMnO4
 溶液的吸收曲线，测得的最大吸收波长应在__________±1nm范围内，则仪器的波长精度符合测定要求。

3）重复性试验：以同一K2
 Cr2
 O7
 溶液连续测定7次吸光度，求极差，若小于__________，则符合要求。

4）吸收值准确度考察：取K2
 C2
 rO7
 溶液在以下波长处测定吸收系数，并与规定的吸收系数进行比较（见表5-10），若在此范围内，则以其吸收值准确度符合要求。
[31]



表5-10　吸收系数对照值




	波长/cm
	235
	257
	313
	350



	吸收系数ε1%
 CM

	123.0～126.0
	142.8～146.2
	47.0～0.3
	105.5～108.5






（3）吸收曲线绘制

取任一浓度步骤配制的K2
 Cr2
 O7
 和KMnO4
 标准溶液，以H2
 SO4
 溶液为参比溶液，在400～600nm波长范围内测定其吸收曲线，并由吸收曲线确定λ1
 和λ2
 。

（4）标准工作曲线的绘制

以H2
 SO4
 溶液为参比溶液，在选定的λ1
 和λ2
 波长下分别测定步骤（1）配制的K2
 Cr2
 O7
 和KMnO4
 标准系列溶液的吸光度，分别绘制两者的标准工作曲线，计算[image: ]
 。

（5）未知试液的测定：取适量体积未知试液，于50mL容量瓶中以H2
 SO4
 溶液定容，分别在λ1
 和λ2
 处测定其吸光度，求其浓度c
 
x

 和c
 
y

 。


五、数据记录和处理


1.分光光度计性能检测数据记录

（1）440nm处比色皿中溶液的透光率。

（2）KMnO4
 溶液的吸收曲线绘制，进行波长精度的检测。

（3）吸光度重复性。

（4）吸收系数测定。

实验结果记入表5-11。

表5-11　K2
 C2
 rO7
 溶液吸收系数的测定




	波长／nm
	235
	257
	313
	350



	吸收系数ε1%
 CM

	　
	　
	　
	　






2.K2
 Cr2
 O7
 和KMnO4
 的含量测定

（1）绘制吸收光谱曲线，确定λ1
 和λ2
 。

（2）分别绘制K2
 Cr2
 O7
 和KMnO4
 在λ1
 和λ2
 下的4条标准曲线，求出[image: ]
 。

（3）解联立方程，求未知试液中K2
 Cr2
 O7
 和KMnO4
 的浓度。


六、注意事项与注释


（1）未测定样品时，应打开仪器暗箱盖，以保护光电管。

（2）要使比色皿中待测溶液与原溶液的浓度保持一致，注意需用原溶液洗涤比色皿2～3次，所盛溶液以比色皿高度4/5为宜。

（3）未知试样与标准溶液的测定条件一致，测定时浓度从低到高依顺序进行。


七、讨论和思考


（1）同种比色皿对透光度的差异对测定有何影响？分光光度计重复性检测有何意义？

（2）分光光度法同时测定两组分混合液时，如何选择吸收波长？

实验13　紫外差值分光光度法测定废水中微量苯酚


一、实验目的


（1）学习紫外差值分光光度法测定苯酚的基本原理。

（2）掌握紫外差值分光光度法测定废水中微量苯酚的分析方法。


二、实验原理


苯酚是重要的工业污染物之一，为水体污染的重要检测指标。

酚类化合物在酸、碱溶液中发生不同的离解，其吸收光谱也发生变化。例如，苯酚在紫外光区有两个特征吸收峰，在酸性或中性溶液中，λ
 max
 为210nm和272nm，碱性溶液中，可形成酚盐，使吸收峰移至波长λ
 max
 为235nm和288nm。在苯酚的差值吸收光谱图上，吸收峰的波长在288nm下，
[32]

 溶液的吸光度随苯酚浓度的变化呈良好的线性关系，遵循比尔定律，ΔA
 =Δεcb
 。这种利用两种溶液中吸收光谱的差异进行测定的方法，称为差值分光光度法。采用紫外分光光度计可进行水中微量苯酚的定量分析。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）紫外分光光度计、石英吸收池。
[33]



（2）容量瓶、吸量管。

2.试剂

（1）0.1mol•L-1
 KOH溶液。

（2）0.100g•L-1
 苯酚溶液。

（3）二次去离子水。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图5-7所示。

[image: ]
图5-7　苯酚含量测定流程图



2.实验步骤

（1）苯酚的标准系列溶液配制

取10个25mL的容量瓶，平均分成两组，分别移取苯酚标准溶液__________、__________、__________、__________、__________mL于两组25mL的容量瓶中，一组用去离子水稀释至刻度作参比，另一组用0.1mol•L-1
 KOH溶液稀释至刻度，按差值分光光度法测定其吸光度。

（2）苯酚的差值吸收光谱绘制

1）任意取（1）中一种溶液，绘制苯酚中性溶液和苯酚碱性溶液的吸收光谱。

2）以__________溶液（0.1mol•L-1
 KOH溶液）为测定液，以等浓度的__________溶液为参比，绘制苯酚在碱性溶液中的差值吸收光谱。

（3）苯酚两种溶液光谱差值测定
[34]

 以（2）绘制的差值吸收光谱中，选择288nm附近最大吸收波长作为测定波长，分组测定苯酚两种溶液的吸光度差值。

（4）未知样品中苯酚含量的测定

取10个25mL容量瓶，平均分成两组，分别加入相同体积的待测溶液，其中一组加去离子水稀释至刻度作参比，另一组加0.1mol•L-1
 KOH溶液稀释至刻度作样品，测定其吸光度差值，计算样品中苯酚的含量。


五、数据记录和处理


1.苯酚的紫外差值吸收光谱图绘制

2.苯酚的标准系列溶液和样品测定

实验结果记入表5-12。
[35]



表5-12　苯酚的标准系列溶液和样品测定




	编号
	1
	2
	3
	4
	5
	样品



	苯酚／mL
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	苯酚的碱性溶液／mL
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	吸光度
	　
	　
	　
	　
	　
	　







六、注意事项与注释


（1）苯环上的第一类取代基羟基属于致活基团，使吸收增强。

（2）样品需用碱性溶液稀释。


七、讨论和思考


（1）试样浓度过大或过小对测定结果有何影响？

（2）产生紫外吸收光谱的电子跃迁类型有哪些？

（3）为什么样品要用碱性溶液稀释？

实验14　荧光分光光度法测定果蔬中的核黄素VB2



一、实验目的


（1）了解荧光分光光度计的工作原理、结构及性能，掌握基本操作。

（2）理解分子荧光分析法的基本原理。

（3）掌握标准曲线法定量分析核黄素VB2
 的基本原理。


二、实验原理


处于基态的荧光分子在吸收特征频率的入射光后，可跃迁至不稳定的激发态，在大约10-12
 秒内经过内转换和振动弛豫过程，回落至第一激发单重态的最低振动能级，再跃迁回至基态各振动能级时，以光辐射的形式释放多余能量，此时发射出来的光称为荧光。其中包含的光吸收和光发射两个过程分别对应此荧光物质的激发光谱和发射光谱。
[36]



在稀溶液中，分子的荧光强度I
 F
 与其浓度c
 存在如下关系：I
 F
 =2.303ФI
 0
 εbc
 ，式中：荧光量子产率Ф是指激发态分子中通过发射荧光而回到基态的分子占全部激发态分子的分数；I
 0
 为入射光强度；ε
 为物质的摩尔吸光系数；b
 为液层厚度。
[37]



当实验条件一定时，除浓度c
 外的其他项可合并为常数k
 ，即荧光强度与荧光物质的浓度呈线性关系：I
 F
 =kc
 ，这是荧光分光光度法定量分析的依据。

核黄素即维生素B2
 （以下简写为VB2
 ），微溶于水，在中性或酸性溶液中加热是稳定的，但在光照和碱性介质中容易被破坏。VB2
 为人体内黄酶类辅基的组成部分（黄酶在生物氧化还原中发生递氢作用），缺乏时，就会影响机体的生物氧化，使代谢发生障碍。其病变多表现为口、眼和外生殖器部位的炎症，如口角炎、唇炎、舌炎、眼结膜炎和阴囊炎等，故VB2
 可用于上述疾病的防治。人体内VB2
 的储存是很有限的，须由每天的饮食提供。一般性食物中的VB2
 含量通常不多，相对较多的有动物内脏、菌藻类食物，以及部分果蔬类食材如菠菜、胡萝卜、橘子、橙、柑等，每天吃400～500g绿叶菜即可满足人体所需。
[38]



黄色的VB2
 溶液在430～480nm蓝光照射下，发出绿色荧光，荧光峰在510～550nm附近。VB2
 在pH=6～7的溶液中荧光强度最大，而且其荧光强度I
 F
 与浓度c
 在一定条件下呈线性关系，因此可以用荧光分光光度法测定其含量。
[39]



对于实际样品分析来说，经过预处理得到的样品溶液常常会含有其他荧光性物质，从而导致背景干扰，影响定量测定的准确性。因此，在最新的国家标准分析方法中，已经逐渐淘汰荧光分光光度计直接测定VB2
 的方法，而改用配备荧光检测器的高效液相色谱分析法，利用色谱的分离功能降低甚至消除干扰。尽管如此，直接荧光分光光度法简单、方便、价廉，在检测要求不是特别高的情况下，采用扣除背景干扰的方式仍然可以得到满意的结果，其基本原理是：VB2
 可被还原成无色的二氢化物，失去荧光活性，此时样品的荧光背景能够被单独测定。


三、仪器和试剂


[image: ]
荧光分光光度计工作原理流程图



1.仪器

（1）组织捣碎机。

（2）离心机。

（3）高压灭菌锅。

（4）荧光分光光度计。

（5）分析天平。

（6）酸度计。

（7）0.45μm微孔水相滤膜。

（8）容量瓶、具塞锥形瓶、量筒、烧杯、移液管等。

2.试剂

（1）盐酸溶液：0.2mol•L-1
 盐酸、盐酸（1+1）。
[40]



（2）4%高锰酸钾溶液。

（3）3%过氧化氢溶液。

（4）10.0μg•mL-1
 的VB2
 标准溶液：准确称取VB2
 （C17
 H20
 N4
 O6
 ，M
 
r

 =376.37）__________mg于100mL烧杯中，加入约50mL蒸馏水，2mL盐酸（1+1），超声溶解后定量转移至__________mL容量瓶中，定容，避光冷藏保存。

（5）其他：连二亚硫酸钠（Na2
 S2
 O4
 ，又称保险粉）或亚硫酸钠（Na2
 SO3
 ）、醋酸钠、氢氧化钠。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图5-8所示。

[image: ]
图5-8　果蔬中VB2
 测定流程图



2.实验步骤

（1）样品采集及制备

由于果蔬样品难以长久保存，故在样品采集后，应尽快进行样品制备与分析。根据具体果蔬种类拟定恰当的制备流程，包括样品的粉碎、过筛、混匀、缩分、低温避光保存等。

以橘子为例，预处理步骤如下：选取具有代表性的样品1000g，去皮，以__________法缩减至200g，放入组织捣碎机匀浆2～3min，于棕色试剂瓶中低温保存备用。

准确称取10g已制备的匀浆样品于250mL具塞锥形瓶中，加入0.2mol•L-1
 盐酸溶液30mL，塞好瓶盖用力振摇，使试样与酸混匀。将锥形瓶放入121～123℃高压灭菌锅中加热30min，取出冷却至室温。用2mol•L-1
 醋酸钠溶液调至pH为4.0～4.5（用精密pH试纸检查，或溴甲酚绿指示剂变为草绿色）。定量转移到100mL容量瓶中定容。用中速定量滤纸过滤，必要时再用0.45μm微孔滤膜过滤。弃去最初的5～10mL滤液，其余滤液收集于100mL锥形瓶中备用。

吸取备用滤液10.00mL分别加入25mL棕色试管A、B中，各加入冰乙酸1.00mL，两管分别在不断摇动下滴加4% KMnO4
 溶液0.5mL，使溶液显紫色，静置2min，
[41]

 再滴加3% H2
 O2
 溶液0.5mL，摇匀，使紫色在10s内褪去，待测。

（2）系列标准溶液的制备

取10.0μg•mL-1
 的VB2
 标准溶液__________、__________、__________、__________、__________mL分别置于50mL容量瓶中，各加入去离子水稀释至刻度，摇匀，待测。

（3）激发光谱和荧光发射光谱的绘制

取上述标准溶液的中间浓度溶液放入石英比色皿，
[42]

 置于荧光分光光度计中测定。设置发射波长为540nm，在__________nm范围内扫描，得到激发光谱，找出最大激发波长λ
 ex
 。设置λ
 ex
 为激发波长，在__________nm范围内扫描，得到荧光发射光谱，找出最大荧光发射波长λ
 em
 。

（4）标准溶液和样品的荧光强度测定

将激发波长固定在最大激发波长λ
 ex
 ，荧光发射波长固定在最大发射波长λ
 em
 ，依次测量上述系列标准VB2
 溶液的荧光强度I
 F
 。以荧光强度I
 F
 为纵坐标、浓度c
 为横坐标，制作标准溶液的I
 F
 -c
 标准曲线。

在同样条件下测定管A、B中样品溶液的荧光强度。

将管A、B中剩余的溶液分别加入连二亚硫酸钠大约15mg，经振荡溶解后再次分别测定荧光
[43]

 强度作为空白。将扣除空白后的荧光强度通过标准曲线计算或查出对应的浓度，并计算出原始样品中VB2
 的含量（mg•kg-1
 ）。


五、数据记录和处理


1.激发光谱和发射光谱

自行设计表格记录激发光谱和发射光谱数据，并同时记录：激发狭缝宽度__________；发射狭缝宽度__________；灵敏度__________。

从上述数据中找出最大激发波长λ
 ex
 __________；最大荧光发射波长λ
 em
 __________。
[44]



2.标准曲线绘制

实验数据记入表5-13。

表5-13　荧光法测定果蔬中VB2
 的标准曲线数据




	样品编号（或浓度）
	1
	2
	3
	4
	5



	荧光强度 IF

	　
	　
	　
	　
	　






激发狭缝宽度__________；发射狭缝宽度__________；灵敏度__________；最大激发波长λ
 ex
 __________；最大荧光发射波长λ
 em
 __________。线性拟合方程____________________；相关系数__________。

3.样品测定结果

实验结果记入表5-14。

表5-14　荧光法测定果蔬中VB2
 的样品测定数据




	　
	样品
	空白



	A
	B
	A
	B



	相对荧光强度 IF

	　
	　
	　
	　



	扣除空白后的 IF

	　
	　
	/
	/



	实际样品浓度
	　
	　
	/
	/



	平均值
	　
	/
	/



	相对平均偏差
	　
	/
	/







六、注意事项与注释


（1）所有操作过程中均应避免强光照射，测试过程尽量减少入射光照射样品的时间，最好控制在10s内。

（2）若加入连二亚硫酸钠时出现浑浊，则需重新试验。

（3）在使用荧光分光光度计测定系列标准溶液的荧光强度时，按浓度从低到高顺序放入测定。


七、讨论和思考


（1）试解释荧光光度法较吸收光度法灵敏度高的原因。

（2）VB2
 在pH=6～7时荧光最强，本实验为何在酸性溶液中测定？

（3）在测试样品时，应注意样品的浓度不能太高，否则由于存在荧光猝灭效应，样品浓度与荧光强度不呈线性关系，造成定量工作出现误差。为什么高浓度常常会导致荧光猝灭？

实验15　红外光谱法测定苯甲酸的结构


一、实验目的


（1）学习溴化钾压片法制备固体样品的红外光谱技术。

（2）掌握采用红外光谱进行化合物的定性分析方法。

（3）掌握红外光谱仪的工作原理和仪器的基本操作。


二、实验原理


红外吸收光谱是反映分子振动形式的光谱。当用一定频率的红外光照射某物质分子时，若该物质分子中某基团的振动频率与其相同，则该物质吸收这一红外光的辐射能量，分子由振动基态跃迁到激发态。检测物质分子对不同波长红外光的吸收程度，可得到该物质的红外光谱。
[45]

 红外吸收光谱法具有特征性强、适用范围宽、操作简便等优点，是有机物结构分析最常用的方法之一。常用的红外区域是中红外（2.5～25μm，波数范围为4000～400cm-1
 ），一般将中红外区分为官能团区（4000～1350cm-1
 ）和指纹区（1350～650cm-1
 ）两个区域来进行解析，经未知光谱图与谱库中标准化合物谱图
[46]

 （或红外光谱图册中的图谱）对比，确定匹配度。
[47]



将苯甲酸固体样品与卤化碱（一般用KBr）混合研磨，压制成透明薄片，于红外光谱仪上进行分析，此方法为固体压片法，得到的红外光谱图为苯甲酸以二分子缔合体形式存在的特征光谱。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）傅立叶变换红外光谱仪。

（2）红外干燥灯。

（3）烘箱。

（4）手压式压片机和压片模具。

（5）分析天平。

（6）玛瑙研钵、镊子、试样勺。

2.试剂

（1）苯甲酸（A.R.）。

（2）溴化钾（光谱纯）。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图5-9所示。
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图5-9　苯甲酸红外光谱测绘流程图



2.实验步骤

（1）仪器准备

按红外光谱仪的操作开机，预热10min，运行红外光谱操作软件，设置仪器工作参数和工作条件。

（2）样品的制备

用吸附溶剂的脱脂棉将玛瑙研钵和模具擦拭干净，晾干备用。取已干燥的苯甲酸样品约__________mg，于玛瑙研钵中充分研磨，在__________灯下，与200倍左右的__________混合研磨。

将研磨细至__________μm左右的混合粉末装入压片模具中，置于压片机上，在10Mpa压力下压片，制成样品晶片进行检测。

（3）红外光谱图的测定

将制备的苯甲酸晶片置于试样窗口，测绘苯甲酸试样的红外光谱，同时进行结构解析。


五、数据记录和处理


1.绘制苯甲酸样品的红外光谱图。

2.苯甲酸样品的图谱解析

将扫描的谱图与已知标准谱图进行对照比较，并找出主要吸收峰的归属。结果记入表5-15。

表5-15　苯甲酸样品的红外光谱测定




	待测样品
	理论值
	实验值



	特征吸收峰／cm-1

	振动类型
	特征吸收峰／cm-1

	振动类型



	苯甲酸
	　
	　
	　
	　







六、注意事项与注释


（1）研磨固体样品时应注意防潮。

（2）严格控制室内湿度和温度在一定指标。

（3）实验完毕后，用溶剂清洗压模，干燥，以备下次使用。


七、讨论和思考


（1）溴化钾压片法对固体试样制片有何要求？

（2）简述化合物产生红外吸收的基本条件。

（3）将样品的红外光谱与标准谱库上查得的红外光谱进行比较。


注释


[1]应按高压钢瓶安全操作规定使用高压氩气钢瓶。

[2]问
 同时分析大量元素样品时，分析线如何选择？

[3]问
 为什么在测定结束后需先关闭等离子体光源再关闭氩气？

[4]问
 加入高氯酸是什么作用？

[5]问
 为什么要蒸发至冒硫酸白烟？

[6]问
 清洗进样器的作用是什么？

[7]查阅相关资料，确定人体发样中锌含量正常值的范围。

[8]问
 火焰原子吸收光谱法和石墨炉原子吸收光谱法测定样品时，哪些条件对分析结果影响最大？

[9]试比较火焰原子吸收光谱法和无火焰原子吸收光谱法的优缺点。

[10]简述空心阴极灯的工作原理。

[11]问
 何谓湿式消化法？能否用干灰化法处理样品？

[12]加热时温度不宜过高，防止溶液暴沸溅出。

[13]问
 为何要逐级稀释？如何逐级稀释？

[14]问
 石墨炉原子吸收光谱法在测定过程中为什么要在不断通入惰性气体的条件下升温？

[15]问
 用纯溶剂调零和用空白溶液调零对测定有什么影响？

[16]在测定仪器最佳工作条件时，每改变一个条件都必须重复调零等步骤。

[17]问
 其他元素可以用冷原子吸收分光光度法测定吗？

[18]问
 如何理解吸光度值与汞蒸气浓度成正比，也就与溶液中汞离子浓度成正比？

[19]问
 盐酸羟胺会还原二价无机汞离子吗？为什么？

[20]实验中涉及的所有玻璃器皿，均应用体积分数50%的HNO3
 溶液浸泡24h以上，再用二次水冲洗干净。

[21]问
 为什么要用汞标准固定液去配制各种标准溶液？

[22]问
 为什么要在配制好的氯化亚锡溶液中加入几粒锡粒？

[23]问
 振荡过程中为什么可能会有气体产生？是什么气体？

[24]务必正确连接管路进口与出口，避免溶液倒吸。

[25]每测定一个样品后，取出吹气头，弃去废液，用水清洗还原反应装置两次，再用稀释液清洗一次，以氧化可能残留的氯化亚锡。

[26]问
 2mL 20%氯化亚锡溶液，应该用刻度吸管还是量筒加入还原反应装置？

[27]问
 本实验如何选定测定波长？

[28]问
 比色皿盛溶液后外壁应用擦镜纸擦净，取放比色皿时应用手捏住比色皿的毛面，切忌不要玷污透光面。

[29]问
 清洗比色皿一般用自来水和蒸馏水洗涤，当其被有机物玷污时怎么洗涤？

[30]问
 本实验采用的酸为H2
 SO4
 ，能否使用HCl、HNO3
 、H3
 PO4
 或其他的酸？

[31]问
 摩尔吸光系数如何用实验方法确定？与哪些影响因素有关？

[32]问
 什么情况下选用差值方法为宜？

[33]试比较单光束分光光度计与双光束分光光度计结构的异同。

[34]测定样品时把苯酚的碱性溶液放在样品光路上，而将其中性溶液放在参比光路上。

[35]问
 何谓致活基团和致钝基团？

[36]问
 磷光与荧光如何区别？激发光谱、荧光光谱、磷光光谱三者之间的波长关系如何？

[37]VB2
 纯品为橘黄色无臭的针状结晶，其结构式为：
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在碱性光照条件下可转换为也能发射荧光的光黄素，结构式如下：

[image: ]


[38]问
 能够产生荧光的分子通常具有什么样的分子结构特征？

[39]VB2
 测定的相关国家标准有：GB 541312—2010食品安全国家标准 婴幼儿食品和乳品中维生素B2
 的测定；GBT 7629—2008谷物中维生素B2
 测定；GBT 14701—2002饲料种维生素B2
 的测定；GBT 9695.28—1991肉与肉制品 维生素B2
 含量测定。

[40]问
 计算称量10mg样品产生的相对误差。在化学分析中通常要求称量样品质量＞0.2g，此处为什么可以仅称取10mg？

[41]荧光从石英池下部通过，所以拿取石英池时，应用手指捏住上部，不能接触下部。清洗样品池后，应先用吸水纸吸干四个面的液滴，再用擦镜纸往同一方向进行轻轻擦拭。

[42]不同来源的实际样品中VB2
 含量和空白值差异可能较大，两次平行测定的相对偏差一般要求：在含量＞50mg•kg-1
 时，应不大于5%；在5～50mg•kg-1
 时，应不大于10%；在＜5mg•kg-1
 时，应不大于15%。必要时可改变称样量和氧化剂加入量。

[43]①在最大波长附近的采样点要密集一些，一般可间隔2～5nm。②根据数据表在坐标纸上作图，观察图谱形状和特点，并找出最大激发和发射波长。③若仪器配有计算机和打印机，可直接将原图粘贴。

[44]问
 影响荧光强度的环境因素有哪些？

[45]问
 红外光谱定量分析的依据是什么？

[46]样品测定时，室内相对湿度需小于65%，室内温度18～20℃。

[47]问
 样品固体试样制备除溴化钾压片法外，还有哪些制备方法？











【拓展实验】流动注射—原子吸收光谱法测定血清中的硒







一、实验目的


（1）学习流动注射分析方法的原理。

（2）掌握流动注射氢化物原子吸收光谱法测定硒的分析方法。


二、实验原理


硒是人体必需的微量元素，具有防癌、抗癌作用，但过量摄入又会对人体造成毒害。近年来的研究表明，硒与心血管疾病、肿瘤以及大骨节病、克山病等地方病有密切关系。因此，测定血液中的硒对一些疾病的诊断和治疗具有实际研究意义。

流动注射（FI）本质是一种进样技术，其显著的特点是具有良好的过程重现性及高度的自动化，将其引入火焰原子吸收光谱法，为原子吸收光谱分析提供了新的进样方法和在线分离富集的有效手段，其优点是试剂用量少、分析速度快、分析范围大大增加。实验方法采用流动注射技术，将试样自动泵入聚四氟乙烯反应管道中，产生氢化物，以载气带入石英管原子化器中进行原子化。其中流动注射分析流路图见图5-10。
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图5-10　流动注射分析流路图



转动图中旋转阀S，系列标准溶液和试样溶液被自动带入泵中，试样溶液以一定体积充满定量进样阀S。之后阀将自动转向送样位置，用1mol•L-1
 盐酸载流与试液在管道a处混合。在混合管道b处，试液与硼氢化钠还原剂混合，
[1]

 进行反应，产生气态的硒化氢。气液混合物在管道内，与一定流量的氩气相遇，经聚四氟乙烯管道后，一起进入气液分离器中，分离出的气态硒化氢被载气带入石英管原子化器中原子化，检测吸光度随时间变化的吸收峰。


三、仪器与试剂


1.仪器

（1）原子吸收分光光度计。

（2）氢化物发生器及其附件。

（3）硒空心阴极灯。

（4）容量瓶、吸量管、烧杯。

2.试剂

（1）1000mg•L-1
 硒标准储备溶液。临时用时，配制成1.00μg•mL-1
 的工作溶液。

（2）0.5%硼氢化钠溶液：称取1g硼氢化钠，0.5g氢氧化钠于250mL塑料瓶中，加水200mL溶解。

（3）硝酸、盐酸、高氯酸、氢氧化钠均为优级纯；二次去离子水。


四、实验步骤


1.试样前处理

吸取0.3mL血清于25mL烧杯中，加入2mL硝酸—高氯酸混合酸（3+1），盖上表面皿，于电热板上低温消解，待试样完全分解至冒白烟，取下烧杯，冷却，加入1mL 2mol•L-1
 盐酸，加热近0.5mL，取下烧杯，冷却，将样品定容于2mL试管，用去离子水稀释至刻度，摇匀，备用。

2.系列标准溶液配制

根据实验内容，配制硒浓度0～50.0μg•L-1
 的系列标准溶液，注意定容时相应的稀释剂的配制。

3.样品测定

将电热石英管原子化器安装在仪器的燃烧头上，调整好光路，调节电热原子化器加热电压，预热30min左右，将还原剂硼氢化钠、试样、载液吸管分别置于相应的溶液中，用空白样品调整仪器基线零点。测定时，按下氢化物发生器启动键，仪器自动吸收还原剂、试样、载液三种溶液，超过设定的吸满时间后发出哨音，哨音停止后，仪器开始按选定的方法读数，同时载液和硼氢化钠开始按调定的速率稳定流动，两种溶液混合后发生反应，生成的气体（氢化物）和废液被进入的载气一同带入气液分离管，分离后的混合气体进入电热石英管原子化器，氢化物被原子化，废液溢流排出，仪器记录吸光度读数，由校正曲线计算样品中硒的含量。


五、实验数据记录和处理


1.标准曲线绘制和样品测定

自行设计表格记录原始数据，并绘制标准曲线，计算相关系数。

2.硒含量的计算

计算公式为
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式中：ω——血清中硒的含量（μg•L-1
 ）；

ρ——待测液中硒的质量浓度（μg•L-1
 ）；


V
 ——样品定容体积（mL）；


V
 1
 ——样品用量（mL）。


六、注意事项与注释


（1）根据具体使用的仪器，给出适宜的石英管加热方式。

（2）测定过程中注意控制载气流量。


七、讨论和思考


（1）试述流动注射氢化物原子吸收光谱法测定硒的实验原理。

（2）简述流动注射分析的优点和适用分析范围。


注释


[1]原子化器的石英管有用电热方式加热的，也有用空气—乙炔焰加热的。









第6章　色谱分析法




6.1　色谱分析法的基本原理



色谱分析法是基于混合物各组分在体系两相中的物理化学性能（如吸附、分配差异等）差异而进行分离和分析的方法。目前已在石油化工、医药卫生、环境科学、能源科学、生命科学、材料科学等诸多领域中广泛应用。

色谱分析法可以从不同角度进行分类，按两相状态分类，色谱分析法分为气相色谱法和液相色谱法。
[1]

 气相色谱法是一种以气体为流动相的柱色谱分离分析方法，它又可分为气—液色谱法和气—固色谱法。气相色谱被广泛应用于相对分子量小的物质的定量分析，但由于进样物质需要气化，因此沸点太高或热稳定性差的物质都难以用气相色谱法进行分析。在全部色谱分析对象中，约20%的物质可用气相色谱法分析。以液体为流动相的色谱分析法为液相色谱法。液相色谱法只要求试样能制成溶液，而不需要汽化，因此不受试样挥发性的限制。液相色谱法具有不破坏样品的特点，高沸点、热稳定性差、强极性、相对分子质量大的有机物原则上都适合用液相色谱法来进行分离、分析。但在实际应用中，如果能用气相色谱法分离的样品一般不用液相色谱法，
[2]

 这是因为气相色谱法更快、更灵敏、更方便，并且耗费更低。

色谱分析方法的优点如下：

（1）高效能

由于色谱柱具有很高的塔板数，填充柱约为几千块•m-1
 ，毛细管柱可高达105
 ～106
 块•m-1
 ，因此在分离多组分复杂混合物时，可以高效地将各个组分分离成单一的色谱峰。

（2）高灵敏度

色谱分析可检出10-11
 ～10-14
 g的物质，在痕量分析中有着非常重要的作用。

（3）高选择性

色谱法对那些性质相似的物质如同系物、烃类异构体等有很好的分离效果。

（4）分析速度快

色谱法，特别是气相色谱法分析速度较快，在很短的时间内（几分钟到几十分钟左右），可以实现多种成分同时分离与定量。

（5）样品用量少

一次分析通常只需数纳升至数微升的溶液样品。

（6）易于自动化

现在的色谱仪器已经可以实现从进样到数据处理的全自动化操作。

色谱分析方法不能直接从色谱图中给出定性结果，而需要与已知物对照保留值，
[3]

 或利用色谱文献数据或其他分析方法配合才能给出定性结果。色谱定量分析的依据是被测组分的质量m
 
i

 与检测器的响应信号（峰高或峰面积）成正比。定量分析方法主要有面积归一化法、内标法、外标法。

色谱法是分析化学中应用最广泛、发展最迅速的研究领域，新技术、新方法层出不穷。主要有：

（1）新固定相的研究

固定相和流动相是色谱法的主角，新固定相的研究不断扩展着色谱法的应用领域，如手性固定相使色谱法能够分离和测定手性化合物；反相固定相没有不可逆吸附，可以简单地分离和测定血浆等生物药品。

（2）检测方法的研究

检测方法也是色谱学研究的热点之一，人们不断更新检测器的灵敏度，使色谱分析能够更灵敏地进行分析。人们还将其他技术与色谱联用，如进行色谱—质谱联用、色谱—红外光谱联用、色谱—紫外联用等，在分离化合物的同时进行化合物的结构测定。

（3）色谱新方法

色谱新方法也是色谱研究热点之一。如高效毛细管电泳法、亲和色谱等是目前研究最多的色谱新方法。


注释


[1]按固定相填装的几何形式分类可分为柱色谱法、纸色谱法和薄层色谱法。根据分离原理分类则可分为吸附色谱法、分配色谱法、离子交换色谱法、凝胶色谱法、亲和色谱法。

[2]还有一种使用超临界流体作为色谱流动相，这一类色谱称为超临界流体色谱（SFC）。超临界流体态是一种介于气体和液体之间的状态，既有气体的高渗透性和迁移速率，又有液体的强溶解能力，产生特殊的分离能力。

[3]保留值是色谱分离过程中的组分在柱内滞留行为的一个指标，它可以用保留时间、保留体积和相对保留值等表示。保留值与分配过程有关，受热力学和动力学因素的控制。相对保留值γ
 is
 又叫选择性因子，指某两个组分的调整保留值之比。











6.2　色谱仪器的结构和基本操作






色谱仪器的名称主要以其依据的色谱法命名，如气相色谱仪、液相色谱仪、凝胶色谱仪等，下面主要介绍气相色谱仪和液相色谱仪的结构和基本操作。

以气体为流动相而设计的色谱分析仪为气相色谱仪，其基本构造见图6-1。
[1]

 气相色谱仪的主要结构包括载气系统、进样系统、分离系统、温度控制系统以及检测系统和数据记录处理系统。色谱系统的“心脏”是分离系统，即色谱柱，选择合适的色谱柱是分析过程中的关键。检测器是检测系统最重要的组成部分，常用的检测器有热导检测器、氢火焰离子化检测器和电子捕获检测器等。

气相色谱仪的工作原理主要是：载气从高压钢瓶经减压阀输出，通过净化器干燥并净化，由调节阀调节流量后，经过进样装置把进入进样器的样品带入色谱柱，样品中的各组分在色谱柱中被分离后，进入检测器转换成相应的响应信号，并记录得到色谱图。

[image: ]
图6-1　气相色谱仪基本构造图



以液体为流动相而设计的色谱分析仪为液相色谱仪，其基本构造见图6-2。液相色谱仪分为五个部分：高压输液系统、进样系统、分离系统、检测系统和数据处理系统，其整体组成类似于气相色谱仪，但是针对其流动相为液体的特点做了很多调整。液相色谱仪的输液泵要求输液量恒定平稳；进样系统要求进样便利、切换严密。由于液体流动相的黏度远远高于气体，
[2]

 为了减低柱压，高效液相色谱仪的色谱柱一般比较粗，长度也远小于气相色谱柱。常见的高效液相色谱检测器有紫外检测器、二极管阵列检测器、荧光检测器、示差检测器等，也有一些特殊选择性的检测器（如蒸发光散射检测器），可用于特定的分析。

[image: ]
图6-2　液相色谱仪基本构造图



液相色谱仪的工作流程主要是：高压泵将贮液罐的溶剂经进样阀送入色谱柱中，然后从检测器的出口流出。当样品从进样阀进入时，流经进样阀的流动相将其带入色谱柱中进行分离，然后以先后顺序进入检测器，记录仪将进入检测器的信号记录下来，得到液相色谱图。

色谱仪器实验时需要将系统按操作规程准备好，然后开机，并设置好参数，待系统稳定后才可进行样品分析。


注释


[1]色谱柱主要有两类：填充柱和毛细管柱。填充柱一般采用不锈钢、玻璃两种材质，内径通常为2～6mm，长度为1～3m。毛细管柱通常为内径0.1～0.5mm，长度25～100m的石英玻璃柱。

[2]市售的用于液相色谱柱的各种微粒填料有以硅胶为基质的键合相、氧化铝、有机胶球（包括离子交换树脂），其粒度一般为3、5、7、10μm范围，超高压液相色谱柱的填料粒度在1.7～3.5μm之间。











6.3　色谱分析法实验






本章设置了6个实验，实验16到实验18为气相色谱法实验，实验19到实验21为液相色谱法实验。实验中涉及填充柱和毛细管柱两类色谱柱，气相色谱检测器有氢火焰离子化检测器和电子捕获检测器，液相色谱实验的检测器有紫外检测器和电导检测器。此外，为了使学生能更全地面了解色谱的应用范围，设置了一项阳离子色谱分析拓展实验。

实验16　气相色谱分离条件的选择和色谱柱性能的评价


一、实验目的


（1）学习色谱的基本操作技术。

（2）体会气相色谱实验条件与分离效果的影响。

（3）掌握色谱柱性能评价指标的测定及计算方法。

（4）学习面积归一化法定量方法。


二、实验原理


气相色谱条件对分离有很大的影响。气相色谱条件是指进行色谱分析时所用的色谱柱类型、柱温、载气种类和载气流速、检测器类型和检测器的温度、进样方式和气化室温度等。色谱分离条件的选择是一个复杂的问题。在实际工作中，常常是选择适当的检测方式后，先确定固定液和色谱柱，然后再优化载气流速和柱温，最终在尽可能短的分析时间内获得满意的分离效果。

色谱柱是色谱仪的核心部件，其分离性能可通过塔板数、选择性因子和分离度进行评价。

有效塔板数N
 是评价色谱柱性能的指标，N
 越大，平衡次数越多，组分与固定相的相互作用力越显著，柱效越高。其计算公式如下：
[1]
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式中：t
 
R

 ′——组分的调整保留时间；


W
 1/2
 ——色谱峰的半峰宽度；


W
 ——色谱峰的峰底宽度。

选择性因子是评价色谱柱选择性的指标，计算公式如下：

[image: ]


要使两组分得到分离，必须使γ
 2，1
 ≠1。γ
 2，1
 与化合物在固定相和流动相中的分配性质、柱温有关，与柱尺寸、流速、填充情况无关。从本质上来说，γ
 2，1
 的大小表示两组分在两相间的平衡分配热力学性质的差异，即分子间相互作用力的差异，γ
 2，1
 越大，柱选择性越好，分离效果越好。

分离度R
 是评价色谱柱分离总效能的指标，两个相邻色谱峰的分离度可以如下计算：

[image: ]


当R
 =0.8、两组分的峰高为1∶1时，两组分被分离的纯净程度为__________。若从两峰的中间（峰谷）切割，则在一个峰内包含另一个组分的5%。

当R
 =1时，两组分被分离的纯净程度为__________。若从两峰的中间（峰谷）切割，则在一个峰内包含另一个组分的2%。

当R
 =1.5时，分离纯净程度可达__________。

因此，可用__________作为相邻两峰已完全分开的指标。


三、仪器与试剂


1.仪器

（1）气相色谱仪（附热导检测器）。

（2）色谱柱：3％邻苯二甲酸二辛酯柱。

（3）微量注射器（10μL）。

2.试剂

（1）丁酮、环己烷、正庚烷、甲苯、乙酸正丁酯均为分析纯。

（2）丁酮、环己烷、正庚烷、甲苯、乙酸正丁酯等体积比混合试样。


四、实验步骤


1.色谱优化条件的选择

（1）按气相色谱仪操作流程进行开机，并设置初始色谱条件。

（2）混合样品的气相色谱分离条件的确定，待优化色谱条件包括柱箱温度、气化室温度、
[2]

 载气流速、进样量（可以选择其中几个条件进行优化）。优化条件可如表6-1所示设计。
[3]



表6-1　优化条件列表




	载气流速／mL • min-1

	进样量／ μ L
	柱箱温度／ ℃
	气化室温度／ ℃



	0.5
	0.2
	40
	150



	1.0
	0.5
	60
	200



	2.0
	1.0
	80
	250






（3）用空气测定死时间。
[4]



2.各色谱峰的定性分析

在最优条件下，分别将各纯物质进样，得到保留时间，并与混合样品中各峰的保留时间比对，进行定性分析。
[5]




五、数据记录和处理


1.各数据和参数记录

记录实验条件优化过程，包括实验条件、分离情况定性描述。记录各种条件下色谱峰的保留时间、半峰宽和峰面积（以表6-2为例）。计算死时间。计算色谱柱有效塔板数、选择性因子、分离度。根据实验结果分析讨论色谱条件对分离的影响或趋势。

表6-2　某条件下色谱实验数据记录和参数表




	序号
	保留时间
	半峰宽
	峰面积
	有效塔板数
	选择性因子
	分离度



	1
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	2
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	3
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	4
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	5
	　
	　
	　
	　
	　
	　






2.用面积归一化法计算各物质的含量。


六、注意事项与注释


（1）使用微量注射器请先润洗2～3遍后取样，注意避免吸取液体段含有气泡，以准确吸取样品。
[6]



（2）实验所用物质的沸点见表6-3。

表6-3　几种有机物的沸点




	物质
	丁酮
	环己烷
	正庚烷
	甲苯
	乙酸正丁酯



	沸点℃
	78
	80.7
	98.5
	110.6
	126.1







七、讨论和思考


（1）载气流速和柱温对分离有哪些影响？实际工作中应如何选择？

（2）影响保留值重现性的因素主要有哪些？用保留时间定性的优缺点是什么？

实验17　气相色谱法测定食品中的六六六、滴滴涕残留量


一、实验目的


（1）加深理解使用电子捕获检测器的原理和应用。

（2）学会气相色谱法外标定量（外标一点法）分析方法。

（3）掌握气相色谱分析前处理方法和仪器的正确操作方法。


二、实验原理


六六六（六氯环己烷，简称HCH）、滴滴涕（二氯二苯基三氯乙烷，简称DDT）为高效广谱有机氯杀虫剂，具有化学性质稳定、易于在生物体内蓄积、对人畜有毒且在环境中残留半衰期长（可达数年之久，最长可达10年）等特点，因此20世纪60年代末被停止生产或禁止使用。同时该类化合物被列为我国食品中农药残留的必须检测品种，
[7]

 食品安全国家标准GB/T 2763—2012食品中农药最大残留限量标准中规定，滴滴涕每日允许摄入量为≤0.01mg•kg-1
 ，六六六每日允许摄入量≤0.005mg•kg-1
 ，同时对再残留量也做出了规定。因氯原子的空间结构不同，六六六有8种同分异构体，分别称为α、β、γ、δ、ε、η、θ和ξ，因苯环上氯原子的相对位置及数量的不同，滴滴涕主要异构体及同系物有o，p′-DDT、p，p′-DDE、p，p′-DDD、p，p′-DDT。
[8]



本实验用石油醚萃取食品中的六六六、滴滴涕，萃取后的萃取液用浓硫酸处理，以消除石油醚萃取过程中同样被萃取的有机磷农药、不饱和烃以及邻苯二甲酸酯等有机化合物（这些物质在ECD也有响应，干扰六六六、滴滴涕的测定）。
[9]

 处理后的石油醚萃取液经水洗、静置分层、脱水后用带有ECD检测器的气相色谱仪测定，最后采取外标一点法检测食品中的六六六、滴滴涕残留量。


三、仪器与试剂


1.仪器

（1）带有电子俘获检测器的气相色谱仪。

（2）色谱柱：DM-5石英弹性毛细管柱，长30m，内径0.32mm，膜厚0.25μm或等效柱（如HP-5、DB-5）。

（3）旋转蒸发器。

（4）振荡器。

（5）N-蒸发器。

（6）匀浆机、离心机、植物样本粉碎机。

（7）100mL玻璃细口瓶、100mL梨形瓶、容量瓶、离心管等。

2.试剂

（1）石油醚（沸程30～60℃或60～90℃。浓缩50倍后，色谱测定无干扰峰。若有干扰，需用全玻璃蒸馏器重新蒸馏）。

（2）浓硫酸（A.R.）、无水硫酸钠（A.R.）、丙酮（A.R.）、正己烷（G.R.）。

（3）1000mg•L-1
 色谱标准物：六六六（主要的几种同分异构体：α-HCH、β-HCH、γ-HCH、δ-HCH）和滴滴涕（主要的几种同分异构体：p，p′-DDE、p，p′-DDT、p，p′-DDD、ο，p′-DDT），纯度均为__________。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图6-3所示。

[image: ]
图6-3　食品中六六六、滴滴涕测定流程图



2.实验步骤

（1）试样制备

谷类制成粉末，其制品制成匀浆；蔬菜、水果及其制品制成匀浆；蛋品去壳制成匀浆；肉品去皮、筋后，切成小块，制成肉糜；鲜乳混匀待用；食用油混匀待用。

（2）提取

1）称取具有代表性的各类食品试样匀浆__________g，加水5mL（视其水分含量加水，使总水量约20mL），加丙酮40mL，振荡30min，加氯化钠6g，摇匀。加石油醚30mL，再振荡30min，静置分层。取上清液35mL经无水硫酸钠脱水，于旋转蒸发器中浓缩至近干，以石油醚定容5mL，加浓硫酸0.5mL净化，振摇0.5min，于3000r/min离心15min。取上清液进行GC分析。

2）称取具有代表性的__________g粉末试样，加石油醚20mL，振荡30min，过滤浓缩，定容至5mL，加0.5mL浓硫酸净化，振摇0.5min，于3000r/min离心15min，取上清液进行GC分析。

3）称取具有代表性的食用油试样__________g，以石油醚溶解于10mL刻度试管中，定容至刻度。加1.0mL浓硫酸净化，振摇0.5min，
[10]

 于3000r/min离心15min，取上清液进行GC分析。

（3）标准溶液的配制

以正己烷为溶剂，用逐级稀释法配制农药混合标准工作液，其中α-HCH、γ-HCH、δ-HCH浓度为0.005mg•L-1
 ，β-HCH、p，p′-DDE浓度为0.01mg•L-1
 ，p，p′-DDT浓度为0.1mg•L-1
 ，p，p′-DDD浓度为0.02mg•L-1
 ，p，p′-DDT浓度为0.05mg•L-1
 。

（4）色谱条件

载气流速：1mL•min-1
 ；柱温：程序升温90℃（1min），40℃•min-1
 至170℃，2.3℃•min-1
 至230℃（17min），最后4℃•min-1
 至280℃（5min）；汽化室温度：280℃；检测室温度：300℃。（针对不同仪器，仪器条件需要优化。）
[11]



（5）定性、定量分析

1）注入一定量（__________μL）样品溶液，样品组分色谱峰出完后，得到样品色谱图，重复进样2～3次。

2）注入相同体积的标准溶液及空白，得到标准溶液色谱图，标准溶液的响应值要接近样品的响应值，重复进行2～3次。


五、数据记录和处理


1.样品中各种农药含量计算

根据标准谱图各组分的保留时间，确定被测试样中出现的组分名称，比较样品和标准使用溶液的色谱峰高（或峰面积），计算样品含量。
[12]



计算公式为
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式中：X
 ——试样中六六六、滴滴涕及其异构体或代谢物的单一含量（mg•kg-1
 ）；


A
 1
 ——各农药组分标准的峰值（峰高或峰面积）；


A
 2
 ——被测定试样各组分的峰值（峰高或峰面积）；


m
 1
 ——单一农药标准溶液的含量（ng）；


m
 2
 ——被测定试样的取样量（g）；


V
 1
 ——被测定试样的稀释体积（mL）；


V
 2
 ——被测定试样的进样体积（μL）。

实验数据记入表6-4。

表6-4　数据记录表




	物质名称
	参数
	标准
	样品



	1
	2
	3
	1
	2
	3



	α‐HCH
	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	γ‐HCH
	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	δ‐HCH
	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	β‐HCH
	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	o，p′‐DDT
	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	p，p′‐DDE
	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　






续表




	物质名称
	参数
	标准
	样品



	1
	2
	3
	1
	2
	3



	p，p′‐DDD
	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	p，p′‐DDT
	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　







六、注意事项与注释


（1）参照仪器操作规程或说明书开启气相色谱仪，使仪器处于工作状态。

（2）在重复条件下获得的两次独立测定结果的绝对值不得超过算术平均值的15%。

（3）石油醚萃取液浓缩至近干，转移至5mL容量瓶的过程中，注意浓缩液尽可能无损转移。


七、讨论和思考


（1）试述试样处理过程中的操作规范对结果的影响。

（2）试述电子捕获检测器的原理和应用。
[13]



实验18　室内空气中TVOC的测定


一、实验目的


（1）学习气体分析的实验原理和基本方法。

（2）了解程序升温气相色谱分析法。

（3）掌握外标法定量（工作曲线法）的方法及操作。


二、实验原理


室内空气的污染源主要是建筑材料、板材、家具、油漆中的氡（放射性物质，有强致癌作用）、苯系物（过量吸入能导致再生障碍性贫血和癌症）、甲醛（对皮肤和黏膜有强烈的刺激，能导致细胞蛋白质变性）、氨（能导致咽喉水肿等，诱发支气管炎症）等。由此可见，室内空气质量已直接影响到了我们的生活。有调查证实，近年来白血病患儿中有60%以上的家庭三年内进行过房屋装修。室内空气污染给社会和国家造成了极大的负担和经济损失。我国建设部制订了《民用建筑工程室内环境污染控制规范》（GB 50325—2001）并于2002年7月起强制执行。该标准规定各类建筑中TVOC不得超过表6-5所给出的限额。

表6-5　各建筑物TVOC的最高允许含量




	建筑物
	TVOC／mg • m-3




	Ⅰ类民用建筑（住宅幼儿园教室等）
	≤0.5



	Ⅱ类民用建筑（办公楼、商场等）
	≤0.6






室内空气样品的采集可利用选择性吸附原理，将气体、液体中的挥发性组分吸附（富集）于填有所选吸附剂（仅检测苯系物时以活性炭为好，检测TVOC时则选Tenax系列为宜）的玻璃管中，采样结束后在采样管两端盖上塑料帽，将其带回实验室。然后选用溶剂淋洗—气相色谱法或直接热解析—气相色谱法进行检测。

溶剂淋洗法是用合适的有机溶剂（通常选0.5或1.0mL CS2
 ）将吸附的样品洗脱下来，然后取一定体积（通常为1μL）的洗脱液进行气相色谱分析，以外标法进行定量分析。洗脱法可以重复进样分析，但在洗脱的同时也对富集的样品进行了高倍数稀释。

热解析法是直接将吸附管置于热解析仪中密闭加热解析，解析完成后切换电磁阀让载气通过吸附管将样品带入气相色谱仪进行分析，同样以外标法进行定量分析。该法将所采集的样品一次性全部进样分析，灵敏度高。

由于大气中的有机化合物种类繁多，各组分的沸点相差悬殊。若在各组分平均沸点的恒定柱温下进行分析，对于分配系数K
 D
 小的低沸点组分，可在很短的时间内以窄而重叠的一组色谱峰流出，给定量分析带来困难。而对于分配系数K
 D
 大的高沸点组分，则将以低灵敏度的宽而扁平的峰流出。只有沸点接近柱温的组分，其流出时间适中并有较高的分离度，才能进行有效的定量分析。借助程序升温技术可以实现良好的分离，获得理想的色谱峰，从而解决上述问题。程序升温技术是在一个分析周期内，让柱温按预设的加热速度随分析时间呈线性（或非线性）增加，这将使样品中的各组分的K
 D
 连续变小（即其在气相中的浓度不断提高），使各组分都在其最佳温度（或称保留温度）下流出，从而获得满意的分离度和相接近的柱效，并缩短了总分析时间。此外，因普通填充柱的分离能力不高，需要和用毛细管色谱柱来提高分离效果。

本实验选用Tenax采样管对被检测区域空气中的有机化合物进行有效的吸附富集，将吸附管带回实验室后采用热解析—气相色谱进行分析，以外标法定量。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）大气采样器（流量为0.2～1L•min-1
 ）。

（2）气相色谱（配FID和50m OV-1毛细管色谱柱）。

（3）Tenax采样管。

（4）热解析仪。

（5）微量注射器（1μL）、容量瓶。

2.试剂

TVOC标准溶液储备液（含苯、甲苯、对-二甲苯、间-二甲苯、邻-二甲苯、苯乙烯、乙苯、乙酸丁酯、十一烷各0.5mg•mL-1
 ，临用时稀释）。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图6-4所示。

[image: ]
图6-4　室内空气中TVOC测定流程图



2.实验步骤

（1）气体样品的采集

将Tenax吸附管在活化器上活化30min（280℃，N2
 20mL•min-1
 ），冷却后在两端套上塑料帽。

在采样地点打开吸附管，用乳胶管与大气采样器连接，以0.5L•min-1
 的速度采集__________L空气。采样后将采样管两端套上塑料帽，记录采样时的温度和大气压力。
[14]



（2）色谱条件

进样口和检测器温度均为250℃，分流比为50∶1。升温程序为：初温50℃，保温5min，然后以5℃•min-1
 的速率升温至250℃，保温5min。

（3）标准曲线的制作

用逐级法将储备液稀释成标准系列，浓度分别为__________、__________、__________、__________mg•mL-1
 。分别取5个标准溶液（连同储备液）__________μL于经活化的空白热解析管上端，在250℃解析10分钟，
[15]

 切换载气进样分析。每个浓度平行3次。

（4）样品分析

拿下样品吸附管两端的塑料帽，将吸附管放入热解析仪中，在同样条件下进行热解析分析。以峰面积A（或峰高h）进行定量计算。标准溶液中不存在的其他峰全部按甲苯计算。同时，以活化过的空白吸附管在同样条件下进行空白试验。


五、数据记录和处理


1.数据记录

实验数据记入表6-6。

2.数据处理
[16]



（1）将采样体积V
 换算成标准状态下的采样体积V
 0
 ，公式如下：
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式中：V
 0
 ——标准状态下的体积（m3
 ）；


T
 0
 ——标准状态下的温度（273K）；


p
 0
 ——标准状态下的压力（101.3kPa）。

（2）以各个浓度标准溶液的平均峰面积A
 （或峰高h
 ）为纵坐标、组分浓度为横坐标作图，并计算回归曲线方程和相关系数。

（3）由回归方程计算出各组分的量，再按下式计算所采空气样品中各组分的含量和TVOC值，并判断所监测区域的空气质量是否合格。
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式中：c
 
i

 ——所采空气样品中i
 组分含量（mg•m-3
 ）；


m
 
i

 ——被测样品中i
 组分的量（μg）；


m
 0
 ——空白样品中i
 组分的量（μg）。

表6-6　数据记录表格




	序号/标样名称　　　　　　
	空白
	标1
	标2
	标3
	标4
	样品



	苯
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	甲苯
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	对‐二甲苯
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	间‐二甲苯
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	邻‐二甲苯
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	苯乙烯
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	乙苯
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	乙酸丁酯
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	十一烷
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　







六、注意事项与注释


（1）采样室外空气空白样品，应与室内空气采集同时进行，地点宜选择室外上风向处。

（2）参照仪器操作规程或说明书开启气相色谱仪，使仪器处于工作状态。

（3）采用分流进样时必须注意分流歧视问题。分流歧视是指在一定分流比条件下，不同样品组分的实际分流比是不同的，这就会造成进入色谱柱的样品组成不同于原来的样品组成，从而影响分析的准确度。


七、讨论和思考


（1）当与挥发性有机化合物有相同或几乎相同保留时间的组分存在时将干扰测定，可采用什么方法将干扰减到最低？

（2）实验中可以根据样品浓度调节分流比，具体该如何匹配？

（3）程序升温的主要优势在哪里？

实验19　反相高效液相色谱法测定水果中的有机酸含量


一、实验目的


（1）了解液相色谱法的仪器性能和操作方法。

（2）了解水果中有机酸（苹果酸、柠檬酸、酒石酸、琥珀酸、延胡索酸、乳酸等）的提取方法。

（3）学习液相流动相的作用和处理。


二、实验原理


水果中相当部分的干物质是有机酸，它往往比许多其他物质更多地决定水果的特殊味道，并在食品营养学中占有重要位置，不同种类的水果中有机酸的种类和含量差别很大，因此在现代食品工业中对有机酸的研究越来越重视和普及。水果中的有机酸主要有维生素C、草酸、酒石酸、L-苹果酸、乳酸、柠檬酸、富马酸、琥珀酸。有机酸的分析方法主要有：酸碱滴定法、薄层色谱法、气相色谱法、离子色谱法及高效液相色谱法等。高效液相色谱法操作简便、准确度高、重现性好，可同时定量测定多种有机酸，现在正逐步成为检测热带水果中有机酸含量的主要分析方法。

本实验采用提取效率高、方法简便的水溶液提取法提取水溶性有机酸，高效液相色谱法对样品进行分离和分析，后采用外标法（标准工作曲线法）定量。


三、仪器与试剂


1.仪器

（1）高效液相色谱仪、色谱柱Zorb-ax Eclipse XDB C18
 柱（4.6mm×250mm，5μm）、紫外检测器。

（2）匀浆机、离心机。

（3）电子天平。

（4）pH计。

（5）溶剂过滤器。

（6）真空泵。

（7）0.45μm微孔滤膜和水相针式过滤头。

（8）10mL具塞离心管（或带盖离心管）。

（9）50μL手动进样针。

2.试剂

（1）超纯水，酒石酸、L-苹果酸、柠檬酸、琥珀酸（丁二酸）对照品，甲醇（色谱纯）、NaH2
 PO4
 •2H2
 O和磷酸为分析纯、市售新鲜果蔬。

（2）配置缓冲溶液：准确称取NaH2
 PO4
 •2H2
 O__________g，分别溶解后倒入__________L容量瓶中定容，得到浓度0.01mol•L-1
 NaH2
 PO4
 溶液；加入适量的浓磷酸，分别配成pH值为2.3的缓冲溶液，经0.45μm水系滤膜过滤后作流动相用。

（3）分别称取适量各有机酸对照品（准确称量0.3～0.4g），分别用缓冲液溶解并定容于100mL容量瓶中，作为有机酸的标准贮备液。使用时各取10.0mL于100mL容量瓶中配制成有机酸的混合标准工作液。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图6-5所示。
[17]



[image: ]
图6-5　水果中有机酸测定流程图



2.实验步骤
[18]



（1）样品提取

选取果蔬，搅碎，匀浆，所得匀浆准确称取3g左右于10mL容量瓶中，加缓冲溶液至满刻度，盖上盖子，剧烈摇匀后，转入离心管于离心机中3000r/min离心15min，待用。
[19]



（2）对照品混合溶液配制

分别移取混合标准工作液__________、__________、__________、__________、__________mL在10mL容量瓶中，并用__________溶液定容，即配制成混合标准溶液的0.2、0.4、0.6、0.8、1.0倍的浓度梯度的系列混合标准溶液。

（3）色谱条件

流动相A（甲醇）：流动相B（0.01mol•L-1
 磷酸二氢钠—磷酸缓冲液）=1∶9；流速为0.8mL•min-1
 ；进样体积为20μL；紫外检测波长为__________nm；柱温为25℃（根据实际情况，可进行条件优化）。

（4）定性分析

定性分析是根据标准谱图各组分的保留时间，确定被测试样中出现的组分名称。

（5）定量分析

1）标准溶液分析

依次注入20μL的经0.45μm水相针式过滤头过滤后的各浓度梯度标准溶液，进样分析得到系列标准溶液色谱图。

2）试样定量分析

取上层清液经0.45μm水相针式过滤头过滤后，注入20μL样品溶液，进样分析得到样品色谱图。


五、数据记录和处理


1.标准曲线绘制

以质量浓度为横坐标、峰高或峰面积为纵坐标，分别绘制各个有机酸的标准曲线，得出线性方程和线性相关系数。实验数据记入表6-7。

表6-7　数据记录表




	序号\标样名称
	空白
	1
	2
	3
	4
	5
	样品



	酒石酸
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	L‐苹果酸
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	柠檬酸
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	琥珀酸
	浓度／mg • mL-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　






2.样品有机酸含量计算

根据待测试样的峰高（或峰面积）按线性方程计算试样中各有机酸的质量浓度，后计算出水果中各有机酸的质量浓度。

水果中各有机酸的含量计算公式如下：
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式中：ω
 ——水果中各有机酸的质量分数（mg•g-1
 ）；


c
 
i

 ——试样中各有机酸的质量浓度（mg•L-1
 ）；


V
 ——试样定容体积（mL）；


m
 ——水果用量（g）。


六、注意事项与注释


（1）参照仪器操作规程或说明书开启液相色谱仪，使仪器处于工作状态。

（2）高效液相色谱法的处理要求较高，一方面要求样品成分尽量简单以消除基体对测定对象的干扰，另一方面对色谱柱的容量、使用寿命等从保护色谱柱的角度要求进柱之前的样品应尽量简单。


七、思考与讨论


（1）实际测试中检测波长如何确定？

（2）试比较外标法中工作曲线法和一点法的优缺点。

（3）比较紫外分光光度计与高效液相色谱仪的优缺点。

实验20　高效液相色谱法测定化妆品中的邻苯二甲酸酯


一、实验目的


（1）学习化妆品中邻苯二甲酸酯类的提取方法。

（2）了解高效液相色谱法的工作原理及应用，学会高效液相色谱仪的使用方法。

（3）学习外标法定量分析方法。


二、实验原理


邻-苯二甲酸酯类（PAEs）是化妆品中常用的添加剂，主要包括邻-苯二甲酸二甲酯（DMP）、邻-苯二甲酸二乙酯（DEP）、邻-苯二甲酸二正丙酯（DPP）、邻-苯二甲酸二正丁酯（DBP）、邻-苯二甲酸二正戊酯（DAP）、邻-苯二甲酸二正己酯（DHP）、邻-苯二甲酸丁基苄酯（BBP）、邻-苯二甲酸二环己酯（DCHP）、邻-苯二甲酸二正辛酯（DOP）和邻-苯二甲酸二异辛酯（DEHP）等。

本实验通过外标标准曲线法定量测定化妆品中10种PAEs的含量。以被测化合物的纯品作为标准样品，配制成一系列已知浓度的标准试样，将标准试样注入HPLC，得到其峰面积。在一定范围内，标准试样的浓度与响应值之间存在较好的线性关系，即W
 =f
 ×A
 ，制成标准曲线。在完全相同的实验条件下，注入未知样品，得到欲测组分的响应值。根据已知的系数f
 ，即可求出欲测组分的浓度。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）Agilent1260型高效液相色谱仪、二极管阵列检测器，检测波长为280nm；C18柱，250mm×4.6mm，5μm。

（2）微量注射器。

（3）超声波清洗器。

（4）电子天平。

（5）滤膜（0.45μm）。

2.试剂

（1）甲醇（色谱纯）、蒸馏水（HPLC级）。

（2）DMP、DEP、DPP、DBP、DAP、DHP、BBP、DCHP、DOP和DEHP标准品。

（3）化妆品样品。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图6-6所示。
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图6-6　邻-苯二甲酸酯测定流程图



2.实验步骤

（1）色谱操作条件

色谱柱：C18 4.6mm×250mm，5μm；检测器：二极管阵列检测器；检测波长：__________nm；流动相：甲醇—水，梯度洗脱，洗脱程序见表6-8；流速：1.0mL•min-1
 ；柱温：25℃；进样体积：5μL。

表6-8　流动相甲醇和水梯度洗脱程序（体积比）




	时间/min
	0
	12
	15
	22
	23
	25



	甲醇∶水
	75∶25
	75∶25
	100∶0
	100∶0
	75∶25
	75∶25






（2）标准曲线的制备

分别精密称取上述10种邻-苯二甲酸酯类化合物标准品各50mg置于同一50mL容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得混合标准储备溶液。移取上述标准储备液__________、__________、__________、__________、__________、__________mL于10mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，配制成浓度为0、100、200、400、600、800mg•L-1
 的系列混合标准溶液。分别取5μL进行HPLC分析。根据标准系列质量浓度和峰面积，绘制标准曲线。

（3）样品溶液的制备

称取__________g化妆品样品，精确至1mg，置于10mL具塞玻璃离心管，加入甲醇稀释至刻度，摇匀，超声提取20min，经0.45μm有机滤膜过滤后，滤液作为待测样品溶液。在设定色谱条件下，对5μL待测样品溶液进行HPLC分析。若样品中待测组分含量过高，用甲醇稀释后测定。根据峰面积，从标准曲线上查得相应组分的浓度。


五、数据记录和处理


1.绘制标样的HPLC图谱，写出标准曲线方程，计算线性相关系数。

2.绘制待测化妆品样品的HPLC图谱。

3.分析待测化妆品中邻苯二甲酸酯类成分

（1）保留时间及组分的成分定性。

（2）含量计算
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式中：ω
 ——化妆品中邻苯二甲酸酯的质量分数（μg•g-1
 ）；

ρ——待测液中邻苯二甲酸酯的质量浓度（mg•L-1
 ）；


V
 ——样品定容体积（mL）；


m
 ——样品用量（g）。

图6-7为10种邻苯二甲酸酯类化合物混合标准溶液参考色谱图。

[image: ]
图6-7　10种邻苯二甲酸酯类化合物混合标准溶液参考色谱图



实验数据记入表6-9。

表6-9　实验数据记录表




	标样编号
	1
	2
	3
	4
	5
	6



	DM P
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	DEP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	DPP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	DBP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	DAP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	DHP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	BBP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	DCHP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	DOP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	DEIP
	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　







六、注意事项


（1）用注射器吸取溶液时，要防止气泡吸入，首先将擦干净并用样品吸洗过的注射器插入样品液面后，反复提拉数次，驱逐气泡，然后缓慢吸液到刻度。

（2）流动相应该先脱气，以免在泵内产生气泡，影响流量的稳定性，如果有大量气泡，泵就无法正常工作。


七、讨论和思考


（1）本次实验的色谱条件是什么？这样的色谱体系属于正相色谱还是反相色谱？

（2）何谓流动相和固定相？

（3）请写出本实验中10种邻-苯二甲酸酯类化合物的分子结构式。

实验21　离子色谱法测定水样中常见阴离子的含量


一、实验目的


（1）学习离子色谱的分析和检测原理。

（2）熟悉离子色谱仪器的性能和基本操作。

（3）掌握F-
 、Cl-
 、NO-
 3
 、Br-
 和SO2-
 4
 等常见离子的分析方法。


二、实验原理


离子色谱是高效液相色谱的一种分析方法，故又称高效离子色谱（HPIC）或现代离子色谱，其与传统离子交换色谱的主要区别是：树脂具有很高的交联度和较低的交换容量，进样体积很小，用柱塞泵输送淋洗液，通常对淋出液进行在线自动连续电导检测。分离的原理是基于离子交换树脂上可离解的离子与流动相中具有相同电荷溶质离子之间进行的可逆交换以及样品中离子型溶质对交换剂亲和力的差别而被分离的，适用于亲水性阴、阳离子的分离。

离子色谱主要用于环境样品的分析，包括地面水、饮用水、雨水、生活污水和工业废水、酸沉降物和大气颗粒物等样品中的阴、阳离子，与微电子工业有关的水和试剂中痕量杂质的分析，另外在食品、卫生、石油化工、地质等领域也有广泛的应用。

本实验采用阴离子交换柱分析无机阴离子。水样进样后，首先与分析柱的离子交换位点之间直接进行离子交换（即被保留在柱上），
[20]

 然后保留在柱上的阴离子被淋洗液（碳酸盐—碳酸氢盐水溶液）中的阴离子置换并被淋洗液洗脱，其中对树脂亲和力弱的阴离子先于对树脂亲和力强的阴离子依次被洗脱，后淋出液经过阴离子抑制柱，碳酸盐、碳酸氢盐被转变成碳酸，使背景电导降低，这样当被分析物离开进入电导池时就有较大的可准确测量的电导信号，通过电导检测器依次输出F-
 、Cl-
 、NO-
 3
 、Br-
 和SO2-
 4
 的电导信号值（峰高或峰面积），通过与标准比较，可作定性和定量分析。


三、仪器与试剂


1.仪器

（1）离子色谱仪（电导检测器）。

（2）阴离子分离柱、阴离子保护柱、阴离子抑制柱。

（3）进样针（5mL或10mL）。

2.试剂
[21]



NaHCO3
 、Na2
 CO3
 、浓硫酸、NaF、NaCl、KBr、KNO3
 、K2
 SO4
 均为分析纯。

（1）淋洗贮备液（c
 （NaHCO3
 ）=0.03mol•L-1
 、c
 （Na2
 CO3
 ）=0.025mol•L-1
 ）：称取__________g碳酸氢钠（NaHCO3
 ）和__________g无水碳酸钠（Na2
 CO3
 ），共溶于少量水中，并用水定容于__________mL。
[22]



（2）淋洗使用液（c
 （NaHCO3
 ）=0.003mol•L-1
 、c
 （Na2
 CO3
 ）=0.0025mol•L-1
 ）：量取200mL淋洗贮备液用水稀释至2000mL。

（3）再生液［c
 （H2
 SO4
 ）=0.0125mol•L-1
 ］：吸取__________mL浓硫酸（ρ=1.84g•mL-1
 ），在不断搅拌下缓慢加入100mL水中，稀释至__________L，贮于聚乙烯瓶中。

（4）氟化物标准贮备溶液（c
 （F-
 ）=1.000mg•mL-1
 ）：称取__________g在干燥器中干燥过的NaF，溶于少量淋洗使用液中，移入__________mL容量瓶，并用淋洗使用液定容，贮于聚乙烯瓶中，冰箱内保存。
[23]



（5）氯化物标准贮备溶液（c
 （Cl-
 ）=1.000mg•mL-1
 ）、溴化物标准贮备溶液（c
 （Br-
 ）=1.000mg•mL-1
 ）、硝酸盐贮备液（c
 （NO-
 3
 ）=1.000mg•mL-1
 ）、硫酸盐贮备液（c
 （SO2-
 4
 ）=1.000mg•mL-1
 ）同上法配制。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图6-8所示。

[image: ]
图6-8　水中常见阴离子测定流程图



2.实验步骤

（1）溶液配制

混合标准使用溶液，分析吸取以配制并放置室温的氟化物、氯化物、溴化物、硝酸盐、硫酸盐标准贮备溶液2.00、24.0、3.20、20.0、24.0mL，用淋洗使用液定容于1000mL容量瓶中。

（2）水样处理

吸取9.00mL水样于10mL具塞比色管中，加1.00mL淋洗贮备液，摇匀，待测。

（3）色谱条件

柱温：室温。

淋洗液流量：2.0mL•min-1
 。

淋洗液浓度：c
 （NaHCO3
 ）=0.003mol•L-1
 、c
 （Na2
 CO3
 ）=0.0025mol•L-1
 。

进样量：100μL。

电导检测器灵敏度：根据待测离子含量设定。

（4）定性分析

用注射器注入1～2mL待测试样，记录色谱图。根据保留时间确定离子种类，出峰顺序为F-
 、Cl-
 、NO-
 3
 、Br-
 、和SO2-
 4
 。

（5）定量分析

外标法测量各离子对应的峰高（或峰面积）。先分别吸取混合标准使用溶液0、2.50、5.00、10.0、25.0、50.0mL于6个100mL容量瓶中，用淋洗使用液定容，后用注射器注入1mL各个浓度的混合标准液和待测试样，得色谱图。


五、数据记录和处理


1.标准曲线绘制

以质量浓度为横坐标、峰高（或峰面积）为纵坐标，分别绘制各个阴离子的标准曲线，得出线性方程和线性相关系数。

2.水样中各种阴离子含量计算

根据待测试样的峰高（或峰面积）按线性方程，计算试样中F-
 、Cl-
 、NO-
 3
 、Br-
 、和SO2-
 4
 的质量浓度，最后计算水样中各阴离子的质量浓度。

实验数据记入表6-10。

表6-10　实验数据记录表




	序号\标样名称　　　　　　
	空白
	1
	2
	3
	4
	5
	样品



	F-

	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	Cl-

	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	NO-
 3

	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	Br-

	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	SO2-
 4

	浓度／mg • L-1

	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	保留时间／min
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	峰面积／mAu
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　






水样中各阴离子质量浓度计算公式如下：
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式中：c
 
i

 为由线性方程求出的试样中各阴离子的质量浓度（mg•L-1
 ）。
[24]




六、注意事项与注释


（1）参照仪器操作规程或说明书开启离子色谱仪，使仪器处于工作状态。

（2）离子交换柱的型号、规格不一样时，色谱条件会有很大的差异。一般商品化的离子色谱柱都附有常见离子的分离条件。如果所用色谱柱与本实验不一致，应参考所用色谱柱的说明书确定分析条件。

（3）不同厂家的仪器，在分析条件的设置及工作站的软件操作方面差异较大，应仔细阅读仪器的操作说明后开始实验。

（4）在样品离子的色谱峰之后往往有一个较大的系统峰，一定要等到系统峰出完后，再进下一个样品。


七、讨论和思考


（1）柱温升高，离子的保留时间是增加还是减小？为什么？

（2）流动相流速增加，离子的保留时间是增加还是减小？为什么？


注释


[1]塔板数是指组分在色谱柱中的固定相和流动相间反复分配平衡的次数。

[2]问
 如何设置初始条件？

[3]不同型号的仪器，优化条件的内容需进行适当的调整。

[4]死时间t
 M
 ：不能被固定相滞留的组分从进样到出现峰最大值所需的时间。

[5]问
 还可以采用什么方法进行定性分析？

[6]问
 如果有气泡该如何解决？

[7]再残留量指一些持久性农药虽已禁用，但还长期存在环境中，从而再次在食品中形成残留，为了控制这类农药残留物对食品的污染而制定其在食品中的残留限量，以每千克食品或农产品中农药残留的毫克数表示（mg•kg-1
 ）

[8]α-HCH结构式
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[9]问
 气相色谱法（ECD）为什么适合六六六、滴滴涕的检测？

[10]问
 配制混合标准工作液浓度的依据是什么？

[11]问
 如果出现标准样品峰高或峰面积和试样的峰高或峰面积相差很大，该如何进行实验？

[12]食品中六六六残留量以α-HCH、β-HCH、γ-HCH、δ-HCH四种异构体总和计，滴滴涕残留量以p，p′-DDT、p，p′-DDD、p，p′-DDE及o，p′-DDT的总和计。

[13]TVOC是Total Volatile Organic Compounds（总挥发性有机物）的缩写。

[14]升温速率也可以是10℃•min-1
 ，以缩短分析时间。

[15]问
 采样后的采样管在热解析时因加热不同时间和解析不同时间，分析测定结果的变化是否会变化？

[16]问
 如果样品的峰面积或峰高不在标准曲线线性范围内，该如何处理？

[17]可根据有机酸含量的高低适当改变匀浆称取量。

[18]问
 为什么用缓冲溶液，不用超纯水提取？

[19]问
 标准混合溶液为什么用缓冲溶液，不用超纯水定容？

[20]问
 针对水样阴离子的检测，离子色谱法最大的优点是什么？

[21]配制溶液时，称样量和体积可以根据实际使用情况进行更改。

[22]问
 称样量和体积如何改变？

[23]（7）、（8）自行设计称样量和定容体积。

[24]问
 公式中为什么要除以0.9？











【拓展实验】啤酒中一价阳离子的定量分析







一、实验目的


（1）进一步熟悉离子色谱仪的操作。

（2）学习淋洗液的选择和淋洗条件优化。

（3）学习用阳离子交换色谱分析一价阳离子的方法。


二、实验原理


离子交换色谱分析主要在含水介质中进行。组分的保留值可用流动相中盐的浓度（或离子强度）和pH来控制，增加盐的浓度导致保留值降低。由于流动相离子与交换树脂相互作用力不同，因此流动相中的离子类型对试样组分的保留值有显著的影响。各种阴离子的滞留次序一般为：柠檬酸根＞SO2-
 4
 ＞草酸根＞I-
 ＞NO3-
 ＞CrO2-
 4
 ＞Br-
 ＞SCN-
 ＞Cl-
 ＞HCOO-
 ＞CH3
 COO-
 ＞OH-
 ＞F-
 ，所以用柠檬酸根洗脱要比用氟离子快。阳离子的滞留次序大致为：Ba2+
 ＞Pb2+
 ＞Ca2+
 ＞Ni2+
 ＞Cd2+
 ＞Cu2+
 ＞Co2+
 ＞Zn2+
 ＞Mg2+
 ＞Ag+
 ＞Cs+
 ＞Rb+
 ＞K+
 ＞NH+
 4
 ＞Na+
 ＞H+
 ＞Li+
 ，但差别不及阴离子明显。对阳离子交换柱，流动相pH增加，使保留值降低，在阴离子交换柱中，情况相反。

食品中通常含Na+
 、NH+
 4
 和K+
 等一价阳离子和Ca2+
 、Mg2+
 等二价阳离子。这些离子可用阳离子交换柱分离。淋洗剂通常是能提供H+
 作淋洗离子的物质（如硝酸、有机酸等）。因为静电相互作用，样品阳离子被交换到填料交换基团上，又被淋洗离子交换进入流动相，这种过程反复进行。与阳离子交换基团作用力小的阳离子在色谱柱中的保留时间短，先流出色谱柱，由此，不同性质的阳离子得到分离。目前已有多种阳离子交换柱能同时分离一价和二价阳离子，但本实验条件下只适合一价阳离子（Li+
 、Na+
 、NH4+
 和K+
 ）的分析。本实验用峰面积外标一点法定量。


三、仪器与试剂


1.仪器

（1）离子色谱仪。

（2）0.45μm水相滤膜。

（3）超声脱气机。

2.试剂

（1）阳离子标准储备溶液：用优级纯硝酸盐分别配制浓度为1000mg•L-1
 的Li+
 、Na+
 、NH+
 4
 、K+
 的储备溶液。

（2）硝酸（5mmol•L-1
 ）：先配制100mmol•L-1
 的浓溶液，然后稀释到5mmol•L-1
 。


四、实验步骤


1.试样准备

啤酒样品：市售啤酒用0.45μm水相滤膜减压过滤，必要时稀释5倍后进样。

2.溶液配制

（1）阳离子工作液：准确吸取一定量的各阳离子储备溶液，并用重蒸去离子水将其稀释成20mg•L-1
 的工作溶液。

（2）混合标准溶液：同时配制4种阳离子的混合标准溶液（各含20mg•L-1
 ）。

3.色谱条件

色谱条件为：阳离子交换柱；流动相为5mmol•L-1
 硝酸，流速1.5mL•min-1
 ，色谱柱温40℃，电导检测器（如果采用抑制型电导检测，可用10mmol•L-1
 NaOH作抑制剂），进样量20μL。

4.进样分析

待基线稳定后，分别吸取Li+
 、Na+
 、NH+
 4
 、K+
 的标准溶液及混合标准溶液、试样，进样分析。


五、实验数据记录和处理


1.定性分析数据记录

根据各离子标准溶液的色谱图，确定混合标准溶液色谱图中各阳离子出峰的顺序，比较混合标准溶液与试样色谱图各出峰的保留时间，确定试样中含有的阳离子。

2.定量分析数据记录

自行设计表格记录原始数据，根据色谱图上混合标准溶液中各阳离子的峰高或峰面积与试样色谱图中各阳离子的峰高或峰面积的比对，计算出试样中各阳离子的质量浓度。


六、注意事项与注释


（1）参照仪器操作规程或说明书开启离子色谱仪，使仪器处于工作状态。

（2）注意电导检测器的输出极性应置于“-”，使得到的色谱峰为正方向的峰。

（3）本分析体系没有系统峰，样品峰一出完即可进下一个样品。


七、讨论和思考


（1）离子色谱分析阳离子有何优点？

（2）如果用本实验中的阳离子交换柱分离二价阳离子（钙和镁），怎样选择流动相？









第7章　电化学分析法




7.1　电化学分析法的基本原理



电化学分析法通常将研究对象作为化学电池（包括原电池和电解池）的一部分，通过测量该电池的某种电化学参数，如电位、电流、电导、电量等，实现对研究对象的表征与测量。
[1]

 根据测量的电化学参数的不同，电化学分析法可以分为电导分析法（测量溶液电导）、电位分析法（测量电池电动势或电极电位）、库仑分析法（测量电解过程中消耗的电量）、电流分析法（测量电解过程中的电流，如测量电流—电位曲线则为伏安法，其中使用滴汞电极的又称为极谱法）、电重量分析法（测量电解出的被测物质量）等。

根据检测原理的不同，电化学分析法可以简单地分为两类：电位检测和恒电位检测。电位检测是一种静态、零电流技术，有关样品组成的信息主要通过测量膜两侧建立起的电位差获得，代表性方法是基于选择性电极的电位分析法。恒电位检测是控制电位技术，是动态、非零电流技术，主要用于研究电极/溶液界面间的电荷转移过程。该方法中，电极电位如同一种电子压力，迫使化学组分获得或者失去电子，迫使电子在电极/溶液界面发生跨越、转移。电极反应过程中的电流大小反映了这种电子跨越、转移的速度快慢，据此可以推测化学组分的电化学活性、含量等。

电化学分析法检测的信号发生于电极/溶液界面上，这一点与许多建立于均相溶液体系的检测方法不同。电化学分析法至少要求两支电极，一支电极对研究对象产生电化学响应，称为指示（工作）电极；另一支电极称为参比电极，该电极的电位固定，与溶液性质无关。

电化学分析法的技术特点主要有如下几个：（1）分析速度快，大多数检测仅需几分钟；（2）灵敏度高，最近的文献表明，有关电化学分析方法的检出限已经达到10-20
 mol•L-1
 ；（3）准确度高，如库仑法，测定误差可达0.001%，可用于测定或校正原子量；（4）需样量少，可低至pL级；（5）测量范围宽，包括中等含量、微量、痕量甚至更低均可；（6）仪器简单、经济、小巧，操作容易，易自动控制；（7）应用范围广，既可测阳离子，也可测阴离子，既可测无机物，也可测有机物、生物分子，既可测电活性物质，也可测非电活性物质；（8）除定性、定量外，对化学机理与历程的研究非常有效；（9）选择性一般，除离子选择性电极法之外，其他电化学分析法的选择性都很差。值得庆幸的是，随着修饰电极的出现，越来越多的具有选择性的化学或生物的结构或物质被应用于电极/溶液界面，使得电化学分析法的选择性大为改观。

电化学分析法未来的发展方向主要包括如下几个方面：（1）更高的灵敏度；（2）更高的选择性；（3）实时、现场、活体检测；（4）仿生化；（5）信息化；（6）微型化；（7）联用技术。


注释


[1]电化学分析法的几个研究热点介绍：

（1）扫描电化学显微镜（SECM）。超微电极浸在含有电化学活性物质的溶液中，其针尖非常靠近工作电极基底表面，记录针尖上的法拉第电流。该针尖电流是电导率、基底的化学物质以及针尖—基底间距的函数。由SECM获得的图像，可以获知基底的电化学和化学活性物质的微观分布以及表面形貌，也可以应用于异相反应动力学研究、局部生物活性研究。

（2）电化学石英晶体微天平（EQCM）。石英晶片夹在两个电极之间，产生感应电场，该石英晶片形成一个机械振动。电极表面发生电化学反应引起的微小质量变化，将使石英晶片的机械振动频率发生微小的变化，据此可以有效地监测各种表面反应。

（3）电化学生物传感器。通常是将生物特异性试剂固载于适当的电极上，该电极可以将生物识别信号转换成电流或电位响应。按照生物识别过程不同可大致分为两类：生物催化型，使用酶、细胞、组织等作为固载的生物组件；生物亲和型，使用抗体、核酸、受体等作为固载的生物组件。

（4）基于离子选择性电极（ISE）的在线、实时、现场、活体检测。











7.2　电化学分析仪器的结构和基本操作






电化学分析仪器基于电化学和电分析化学的原理构建，通过电化学参数的测试获知物质的化学成分、结构和物理化学性质。
[1]



电化学分析仪器种类很多，按照测量的电化学参数可以分为：（1）电导仪；（2）库仑分析仪；（3）电解分析仪；（4）电位分析仪器，如酸度计、离子计、电势滴定仪、计时电位分析仪等；（5）伏安仪，其中采用滴汞电极的伏安仪又称为极谱仪。前四类在仪器结构和设计上比较简单，都有单品商品仪器售卖，价格也很低廉。而伏安仪，因涉及的伏安方法多达30余种，因此在仪器结构和设计上相对比较复杂，目前市场上的电化学工作站实际上就是伏安仪，或者是集成了更多功能的加强版伏安仪。

如图7-1所示，电化学工作站的工作原理如下：计算机发出电位的数字信号，经数模转换成模拟信号控制恒电位仪，在恒电位仪通过辅助电极形成的电场作用下，工作电极/溶液界面发生电极反应，电子发生跨越、转移，形成的电流模拟量经过信号放大后，再经模数转换为数字信号，计算机记录该数字信号，得到电流—电位曲线。电化学工作站内部包括恒电位仪、信号发生器、高速数据采集系统、电势电流信号滤波器、多级信号增益、IR降补偿电路等多个模块，但实际上这些模块都是组装于一个屏蔽箱内，使用者无须关注。

目前常见的电化学工作站有：Princeton Applied Research的EG＆270系列、Bio-Analytical Systems的BAS系列、ZAHNER Elektrik的PG系列、Ecochemie的Autolab系列、上海辰华的CHI系列、天津兰力科的LK系列、武汉科斯特的CS系列等。这些工作站大多功能强大，可以完成多达30余种电化学分析方法和功能，包括循环伏安法、线性扫描伏安法、阶梯波伏安法、Tafel图、计时电流法、计时电量法、差分脉冲伏安法、常规脉冲伏安法、方波伏安法、交流伏安法、二次谐波交流伏安法、电流—时间曲线、差分脉冲电流检测、双差分脉冲电流检测、积分脉冲电流检测、控制电位电解库仑法、流体力学调制伏安法、扫描—阶跃混合方法、多电位阶跃方法、交流阻抗测量、交流阻抗—时间测量、交流阻抗—电位测量、计时电位法、电流扫描计时电位法、多电流阶跃法、电位溶出分析，等等。实验时，只需要将相应电极按照要求连接好，插入待测体系，在配套的软件界面操作即可完成电化学分析实验，非常简单。

[image: ]
图7-1　电化学工作站的仪器结构示意简图



近年来，现代电子技术和微机与电化学方法相结合，通过硬件集成化、软件程序模块化，大大提高了电化学分析仪器的测量精度、速度、准确度、分辨率、数据处理能力，使得高灵敏度、高准确度、高响应速度、成本低廉、可动态在线监测的电化学分析成为可能，满足了各领域日益严苛的监测、检测需求。目前，智能化、微型化、功能集成化、测量控制一体化、仪器联用化和专一化是电化学分析仪器的发展趋势。


注释


[1]电化学分析仪器与其他分析仪器联用，可以取长补短，克服单项技术的某些局限性，提高应用性能，实现对特殊研究对象或体系的高灵敏度、高选择性、高通量检测。

常见的电化学分析仪器与其他分析仪器的联用方法有：

（1）电化学与光谱（如紫外、红外、拉曼、圆二色谱、表面等离子体共振等）联用。

（2）流动注射—电化学检测联用。

（3）液相色谱—电化学检测联用。

（4）毛细管电泳—电化学检测联用。











7.3　电化学分析实验项目






本部分设置电化学分析实验6项，涉及测量的电化学参数包括电位、电导、电量、电流；涉及具体的电化学方法包括直接电位法、电位滴定法、库仑滴定法、电导法、阳极溶出伏安法、循环伏安法。为了了解电化学分析发展动态、追踪学术前沿，设置电化学免疫分析法方面的拓展实验1项。

实验22　氟离子选择性电极法测定茶叶中氟含量


一、实验目的


（1）了解茶叶的预处理方法。

（2）理解氟离子选择性电极的结构、原理和使用注意事项。

（3）掌握氟离子选择性电极测定微量氟的方法。
[1]




二、实验原理


茶叶被誉为三大无酒精饮料（茶叶、咖啡、可可）之首。我国既是茶叶发源地，又是生产、消费和出口大国。随着生活水平提高和环境污染加剧，茶叶质量检测显得愈发重要。由于茶树被认为有富集氟元素的能力，而过量的氟元素会导致氟中毒，因此，茶叶中氟含量是必检项目之一。经典的测定方法是采用氟离子选择性电极法。
[2]



离子选择性电极是一种电化学传感器，其基本组成结构包括：敏感膜、内导体系（内参比电极、内充液）、电极杆、绝缘导线，核心部件是敏感膜。敏感膜的膜电位与溶液中该离子活度的关系符合Nernst公式，是离子选择性电极定量检测的理论基础。氟离子选择电极的敏感膜是掺杂的LaF3
 单晶膜，电极杆内装有0.1mol•L-1
 NaF-0.1mol•L-1
 NaCl内充液，浸有一根Ag-AgCl内参比电极。测定时，氟离子选择电极、饱和甘汞电极（外参比电极）和含氟试液组成下列原电池：Ag|AgCl|NaF（0.1mol•L-1
 ）、NaCl（0.1mol•L-1
 ）|LaF3
 |含氟试液
[3]

 |KCl（饱和）、Hg2
 Cl2
 |Hg。在一定实验条件下，该原电池的电动势与氟离子浓度的对数呈线性关系，可利用标准曲线法进行定量测定。

由于检测目标是浓度，而实际测量的是活度，因此，需要控制溶液的离子强度I
 ，使得活度系数γ
 在测定条件下基本保持不变，以确保浓度与活度之间的换算关系不变；同时，氟离子选择性电极因其自身的结构特性，需要在合适的pH范围内工作；另外，实际样品中往往含有一些干扰离子影响测定结果的准确性。为了一并解决上述问题，实验中加入总离子强度调节缓冲溶液（Total Ionic Strength Adjustment Buffer，TISAB）。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）酸度计、氟离子选择电极、饱和甘汞电极、搅拌器。

（2）容量瓶、烧杯、聚乙烯瓶等。

2.试剂

（1）氟离子标准贮备液：1000μg•mL-1
 （以氟离子计）。称取已干燥过的氟化钠（NaF，M
 
r

 =41.99，120℃烘干4h）纯品__________g，
[4]

 溶解定容至100mL，摇匀，贮存于聚乙烯瓶。

（2）TISAB缓冲溶液：58g氯化钠，57mL冰醋酸，62g醋酸钠和0.3g柠檬酸钠，去离子水溶解定容至1000mL，pH值为5.0～5.5。贮存于聚乙烯瓶中备用。

（3）0.1mol•L-1
 的HClO4
 溶液：市售分析纯
[5]

 70%～72%高氯酸__________mL，用水稀释至250mL。

（4）茶叶样品。按照采样规则，取代表性样品，混合均匀，四分法缩分至20g备用。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图7-2所示。

[image: ]
图7-2　氟离子测定流程图



2.实验步骤

（1）标准溶液系列的配制：取6个50mL容量瓶，按表7-1依次配制。配制时，先加入含氟溶液5.00mL，再加入TISAB溶液、0.1mol•L-1
 的HClO4
 溶液，最后用水定容，充分摇匀，使其最终浓度依次为__________、__________、__________、__________、__________μg•mL-1
 。

注意：标准溶液系列的配制采用逐级稀释的方式，也就是2#
 溶液由1#
 溶液稀释配制而得，3#
 溶液由2#
 溶液稀释配制而得，依此类推。

表7-1　标准溶液系列




	溶液编号
	0＃

	1＃

	2＃

	3＃

	4＃

	5＃




	加入含氟溶液5.00 mL
	－
	贮备液
	1＃
 溶液
	2＃
 溶液
	3＃
 溶液
	4＃
 溶液



	TISAB（mL）
	25
	25
	22.5
	22.5
	22.5
	22.5



	HClO4
 溶液（mL）
	10
	10
	9
	9
	9
	9



	氟浓度（ μ g • mL-1
 ）
	　
	　
	　
	　
	　
	　






（2）氟离子选择性电极的清洗检查：使用前应在去离子水中浸泡1～2h，若电极初用可浸泡1～2天。连接好电路，将两支电极插入去离子水中，搅拌清洗直至电动势（对饱和甘汞电极）在±320mV以上；若小于此值，则更换去离子水，直至电动势在±320mV以上；若无法达到此值，有可能是电极漏水或敏感膜表面沾污，必须重装或作相应清洗。

（3）工作曲线的绘制：将浓度为0.010μg•mL-1
 的氟离子标准溶液倒入干燥的50mL聚乙烯烧杯中，插入洗净的氟离子选择电极和饱和甘汞电极，在磁力搅拌器上搅拌3～4min，读下mV值。冲洗电极、烧杯，由稀到浓完成其余标准溶液的测定。
[6]



（4）准确称取茶叶样品0.5g，转入聚乙烯烧杯中，加入20mL 0.1mol•L-1
 的HClO4
 溶液，开启磁力搅拌器搅拌30min（搅拌速度以没有试液溅出为准，注意保证每次测定的搅拌速度恒定），过滤，滤液待测。

（5）茶叶样品的检测：取（4）所得的滤液10mL，加入25.00mL TISAB溶液后定容至50mL。转移至聚乙烯烧杯中，插入氟离子选择电极和饱和甘汞参比电极，再搅拌3min后读取平衡电动势E
 。平行测定3次。


五、数据记录和处理


1.氟离子工作曲线绘制

按表7-2记录氟离子标准溶液和待测样品溶液的电池电动势。用带编程功能的计算器或计算机软件处理获得pF-E
 关系曲线的线性拟合方程：____________________；相关系数r
 ：__________。
[7]



表7-2　标准溶液系列




	溶液编号
	1＃

	2＃

	3＃

	4＃

	5＃

	样1
	样2
	样3



	氟浓度／ μ g • mL-1

	100.00
	10.00
	1.00
	0.10
	0.010
	　
	　
	　



	pF
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	测得的电动势 E／mV
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　






2.样品中氟离子含量的计算
[8]



计算原茶叶样品中氟离子含量：__________；平均偏差：__________。


六、注意事项与注释


（1）在测定一系列标准溶液后，应将电极清洗至原空白电位值，然后再测定未知试液。

（2）电极内装电解质溶液，为了防止敏感膜内侧附着气泡而使电路不通，在第一次使用前或测量后，可让敏感膜朝下，轻击电极杆去除气泡。

（3）氟离子标准贮备液若需久贮，需要在配制时加入足量TISAB缓冲液。


七、讨论和思考


（1）分析本实验过程中哪些可能的因素会导致结果不准。

（2）测定时试液要按由稀到浓的顺序，这样在转换溶液时电极不必清洗，仅用滤纸吸去附着的溶液即可。但在更换水样溶液之前，电极必须用蒸馏水清洗。请解释如此操作的原因。

实验23　电位滴定法测定食醋的总酸含量和醋酸的解离常数


一、实验目的


（1）了解食品酸度测定的意义。

（2）掌握酸碱滴定测定食醋总酸度的方法。

（3）理解电位滴定法确定滴定终点的原理和数据处理方法。


二、实验原理


食品中的酸不仅作为酸味成分，而且在食品的加工贮运及品质管理等方面被认为是重要的成分。因此，测定食品中的酸度具有十分重要的意义。有机酸影响食品的色、香、味及稳定性；有机酸的种类和含量是判断其质量好坏的一个重要指标；利用有机酸的含量与糖的含量之比，可判断某些果蔬的成熟度。因此，测定食品中酸性物质的种类和含量是评价食品的重要工作之一。
[9]



食醋是重要的调味料，且具有很高的营养保健价值。依据酿造原料和工艺差异，食醋中酸性物质会有较大不同。除醋酸以外，还含有乳酸、葡萄糖酸、琥珀酸、氨基酸等酸性物质。由于分别测定这些酸性物质比较麻烦，也并非总是必要。因此，在实际工作中，常常利用酸碱滴定法测定总酸度——食品中所有酸性成分的总量。

传统的酸碱滴定法采用指示剂（如酚酞、甲基橙等）指示终点，但由于受人眼分辨率、滴定突跃大小、指示剂变色范围、杂质干扰等因素的影响，其应用受到一定限制或者容易产生较大的相对误差。此时，可以选择电位滴定法确定滴定终点。本实验以强碱NaOH作滴定剂，用电位滴定法指示终点测定食醋样品的总酸度，基本原理如下：

酸碱滴定曲线是在滴定过程中，滴定剂加入体积V
 对体系pH值绘制成的pH-V
 曲线，可利用酸碱质子理论通过计算得到，并根据滴定突跃情况选择合适的指示剂确定滴定终点
[10]



。随着酸度计的普及，体系的pH值可由酸度计方便地完成测定，滴定剂体积V
 可由滴定管直接读出。因此，通过实际测定绘制pH-V
 曲线非常简单方便。

利用测绘得到的pH-V
 曲线通过数学手段确定终点体积V
 ep
 主要有三种方式：（1）在pH-V
 的S形曲线上做两条与滴定曲线相切的平行线，两平行线的等分线与曲线的交点为曲线的拐点，对应的体积即为滴定至终点时所需滴定剂的体积V
 ep
 。但如果突跃不明显，误差较大时可改用（2）一阶微商ΔpH/ΔV-V
 曲线，其与曲线最高点对应的体积即为V
 ep
 。但如果滴定曲线的对称性不好，一阶微商ΔpH/ΔV-V
 曲线的最高点只能根据试验点的连线外推得出，误差仍然较大，此时可改用（3）二阶微商Δ2
 pH/ΔV
 2
 -V
 曲线，其与横轴交点对应的体积即为V
 ep
 。

又因为酸度计读出来的pH值实际上是依据Nernst方程，由氢离子选择性电极（通常称为玻璃电极）测量的电极电势经过电路变换得到的。所以滴定过程中的pH-V
 曲线也可以用E
 （mV）-V
 （mL）曲线表示。如果利用数据点直接计算，则一阶微商ΔE
 /ΔV
 中取绝对值最大值得到计量点所在的最小体积区间，二阶微商Δ2
 E
 /ΔV
 2
 中用“内插法”取为0时所对应的体积，即V
 ep
 。“内插法”计算示例如表7-3所示。
[11]



表7-3　内插法计算示例




	滴定体积 V（mL）
	测量电位 E（mV）
	Δ E／ Δ V
	Δ2
 E／ Δ V2




	24.10
	183
	　
	　



	　
	　
	110
	　



	24.20
	194
	　
	2800



	　
	　
	390
	　



	24.30
	233
	　
	4400



	　
	　
	830
	　



	24.40
	316
	　
	－5900



	　
	　
	240
	　



	24.50
	340
	　
	－1300



	　
	　
	110
	　



	24.60
	351
	　
	　






根据计算公式计算如下：

[image: ]


得到终点体积V
 ep
 后即可按照化学反应方程式计算食醋的总酸度。
[12]



如果实际样品为冰醋酸HAc水溶液，上述滴定方法不仅可以测定HAc的准确浓度，而且能够依据化学原理计算出HAc的电离常数K
 a
 。
[13]



HAc在水溶液中电离如下：HAc=H+
 +Ac-
 ，K
 a
 =［H+
 ］［Ac-
 ］/［HAc］。

当滴定分数为50%时，溶液中［HAc］=［Ac-
 ］，此时K
 a
 =［H+
 ］或pK
 a
 =pH。pH-V曲线图中，滴定终点一半体积对应的pH即pK
 a
 ，由此得到HAc的电离常数。

商品化的全自动电位滴定仪，只要按照操作手册输入相关参数，可以直接给出结果。实际上，由指示剂确定终点的化学滴定分析方法大都可以采用电位滴定法确定终点，在例行分析中得到广泛应用。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）磁力搅拌器、酸度计（或离子计、全自动电位滴定仪等）、玻璃电极、饱和甘汞电极。

（2）托盘天平、分析天平。

（3）酸式滴定管、移液管、碱式滴定管、烧杯等。
[14]



2.试剂

（1）食醋样品。

（2）pH校准试剂：pH 4.01、pH 6.86和pH 9.18的标准缓冲溶液。

（3）基准物质：邻苯二甲酸氢钾（C8
 H5
 KO4
 ，M
 
r

 =204.22）

（4）氢氧化钠（NaOH）、冰醋酸（CH3
 COOH）、酚酞指示剂（0.5g酚酞粉末加入95%乙醇直至100mL）。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图7-3所示。

[image: ]
图7-3　食醋总酸度测定和醋酸解离常数测定流程图



2.实验步骤

（1）酸度计准备。常见酸度计的操作要点如下：1）检查酸度计的接线是否完好，接通电源，打开开关，预热30min；2）取下电极上的电极套（注意不要将电极套中的饱和KCl溶液洒出或倒掉），用蒸馏水冲洗电极头部，用滤纸吸干残留水分；3）校准（详见注）；4）取出电极，洗净，吸干水分，将电极浸入样品溶液，搅拌溶液加速平衡，显示稳定后读数。

（2）0.1mol•L-1
 NaOH标准溶液的配制和标定，参考本教材“实验2阿司匹林药片中乙酰水杨酸含量的测定”自行完成。

（3）食醋总酸度的测定：准确移取__________mL已经经过适当稀释后的食醋样品溶液2份于两只100mL烧杯中，加水至约50mL，加入__________指示剂1～2滴，放入搅拌磁子。开动搅拌器，用0.1mol•L-1
 NaOH标准溶液滴定，记录指示剂确定终点的相关数据，同时测量并记录对应的pH及NaOH溶液体积。

（4）醋酸解离常数的测定：量取约5.7mL冰醋酸，加入到1L蒸馏水中，搅拌均匀。1）10.00mL上述HAc溶液2份，加入酚酞指示剂1～2滴，用NaOH滴定到终点，再分别加入10.00mL上述HAc溶液，混合均匀，测定并记录pH值；2）取25.00mL上述HAc溶液2份，参照步骤（3），用电位滴定法测定并计算出滴定终点一半体积和醋酸pK
 a
 。


五、数据记录和处理


1.NaOH标准溶液浓度计算

自行设计数据记录表格。

2.食醋总酸含量和醋酸的解离常数的测定

按表7-4记录食醋总酸含量测定的电位滴定数据。

表7-4　食醋总酸度测定数据记录表




	V／mL
	pH
	ΔV
	ΔpH
	[image: ]
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确定终点体积，计算食醋的总酸含量（以每千克样品中相当于醋酸的克数表示）。

按此表自行设计醋酸的解离常数测定的数据记录表格，并计算醋酸解离常数。


六、注意事项与注释


（1）根据指示剂法确定滴定终点体积V
 ep
 ，设计电位滴定法需要记录的数据点，一般原则：在NaOH加入体积0～2V
 ep
 范围间隔5mL；V
 ep
 ±5mL范围改为间隔2mL；在V
 ep
 ±1mL范围改为间隔0.1mL。

（2）冰醋酸熔点16.7℃，必要时提前用温水浴使之融化。

（3）NaOH标准溶液配制时应注意：1）配制用去离子水应为新鲜煮沸的水，以除去其中的CO2
 ，减少误差；2）配好后应立即进行后续实验，若需长时间保存应转移到试剂瓶并用橡皮塞塞紧，贴好标签。

（4）原始食醋样品及稀释情况均应详细完整记录。可能会有某些特殊食醋样品经过稀释后色度仍然很高，影响指示剂变色的观察。


七、讨论和思考


（1）NaOH标准溶液如果放置太久，会吸收空气中的CO2
 ，用这样的NaOH去测定HAc的含量将有何影响？

（2）在实验步骤（4）的1）中无须记录氢氧化钠的浓度和滴定体积，只需要准确掌握滴定终点即可，为什么？

（3）比较指示剂法和电位滴定法得到的结果，看是否在误差允许的范围内，并比较两种滴定方法的优缺点。

实验24　库仑滴定法测定果珍（或果汁）中维生素C含量


一、实验目的


（1）掌握库仑滴定法的基本原理。

（2）了解通用库仑仪的使用方法。

（3）理解双指示电极安培滴定法指示终点的原理和方法。


二、实验原理


库仑滴定法属于恒电流库仑分析法，是指在恒定的电流下，以100%的电流效率进行电解，以电极反应产物作为滴定剂，借助于电位计指示滴定终点的一种电化学分析法。其测定原理为：根据法拉第电解定律，电解时在电极上生成或消耗的某物质的质量m
 （g）与通过该体系的电量Q
 （C）成正比：
[15]



[image: ]


式中：M
 ——反应物质的摩尔质量（g•mol-1
 ）；


n
 ——电解反应中电子的转移数；


i
 ——恒定电流强度（A）；


t
 ——电解时间（s）；


F
 ——法拉第常数（96485C•mol-1
 ）。

本实验通过电解预先加入果汁中的I-
 离子生成I2
 来测定果汁中维生素C的含量。工作电极上发生的反应为

阳极　　3I-
 →I-
 3
 +2e

阴极　　2H+
 +2e→H2


阳极生成的I2
 在搅拌下能够迅速将维生素C（Vc）氧化成脱氢维生素C（Vc′）：

Vc+I2
 →Vc′+2I-


因此，测定电解生成I2
 的电量即可测定维生素C的质量，进而确定样品中维生素C的含量。

实验确定滴定终点的方法为双指示电极安培滴定法。在库仑池中插入一对铂电极作为指示电极，在两电极上加一微小直流电压（______mV）。在到达计量点前，由于电解生成的I2
 与维生素C完全反应，电解池中只存在Vc、Vc′和I-
 ，而Vc′/Vc是一对不可逆电对，所以指示电极无电流通过。当到达计量点时，电解液中出现了过量的I2
 ，便形成可逆的I2
 /I-
 电对，在指示电极上发生了下列反应：

阳极　　3I-
 →I-
 3
 +2e

阴极　　I-
 3
 +2e→3I-


这时，指示电极上的电流明显增大，指示到达滴定终点。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）KLT-1型通用库仑仪、库仑池、磁力搅拌器。

（2）分析天平。

（3）烧杯（25mL）、移液管（1mL）、容量瓶（50mL）。

2.试剂

（1）果珍（或新鲜果汁）。
[16]



（2）2.0mol•L-1
 的KI溶液。

（3）0.1mol•L-1
 的NaCl溶液。
[17]



（4）0.1mol•L-1
 的盐酸。

（5）蒸馏水。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图7-4所示。

2.实验步骤

（1）试液的配制。准确称取果珍__________g，移入25mL烧杯中，加2mL 0.1mol•L-1
 的盐酸，用0.1mol•L-1
 的NaCl溶液溶解并转入50mL容量瓶，稀释至刻度。果汁无须配制，可直接测定（必要时可用0.45μm微孔滤膜过滤）。
[18]



（2）取3.0mL 2mol•L-1
 的KI溶液和6mL 0.1mol•L-1
 的盐酸于库仑池，加蒸馏水稀释至60mL。移取部分溶液至阴极隔离室，使其液面高于库仑池液面。
[19]



（3）检查仪器各按键是否处于初始状态（释放状态）。打开电源，预热10min。选用指示电极电流法，把指示电极和工作电极插入库仑池的相应插孔内，并夹在相应的电极夹上。将库仑池放在搅拌器上，放入搅拌磁子，选择合适转速，开始搅拌。
[20]



[image: ]
图7-4　维生素C含量测定流程图



（4）按下电流键和上升键，选择“电流上升”法。调节补偿极化电位键至0.3左右，使施加于指示电极间的电压约为150mV。量程选择开关置于10mA档。
[21]



（5）先滴加3～4滴试液于库仑池中，将状态档置于“工作”，按下启动键和电解开关。指示灯熄灭表示电解开始，当电解到达终点时，微安表指示针向右突变，指示灯亮，电解停止。弹起启动键，显示器数值自动消除，这一步起到校正终点的作用。

（6）用移液管准确移取__________mL试液于库仑池中，重新按下启动键和电解开关，进行电解滴定。达到终点后记录库仑仪显示器上的数值，单位为毫库仑。

（7）重复测量3次，取平均值。

（8）实验结束，仪器复原，关闭电源，清洗库仑池和电极。


五、数据记录和处理


1.实验数据记录

3次测定的电量Q
 1
 =__________，Q
 2
 =__________，Q
 3
 =__________。

平均电量[image: ]
 =__________。

2.计算维生素C的含量

（1）计算1mL试液中所含维生素C的质量，单位为mg。

（2）计算果珍（或果汁）样品中的维生素C含量。果珍样品的含量单位为mg/100g，果汁样品的含量单位为mg/100mL。


六、注意事项与注释


（1）维生素C在水溶液中易被溶解氧氧化，但在酸性NaCl溶液中较稳定。

（2）库仑仪应遵循仪器使用说明书的相关要求正确使用，电极正负端不可接反，电解电流不宜过大，电解过程中应保持有效搅拌。

（3）实验中无须重复加KI溶液，因为KI是循环使用的。


七、讨论和思考


（1）请比较库仑滴定法、电位滴定法与化学滴定法的特点、异同点。

（2）实验中碘离子不断再生，那么能否使用浓度极低的KI溶液？

（3）如果在电解过程中KI被空气中的氧气所氧化，将对实验结果产生什么影响？

实验25　直接电导法测定水质纯度


一、实验目的


（1）理解电导分析法的基本原理。

（2）了解电导率仪的结构，掌握电导率仪的使用方法。

（3）掌握直接电导法测定水的电导率并判断水质纯度的方法。


二、实验原理


溶液中的离子在电场作用下能发生定向移动，因此溶液具有导电性，其导电能力的大小称为电导G
 。
[22]

 在一定实验条件下，溶液的电导与所含电解质的量成正比，这种根据溶液电导直接测定溶液中离子浓度的方法称为直接电导法。

电导G
 的测量采用如下方法：将电导电极（含两支平板状铂电极）插入溶液中，测量两个电极之间的电阻R
 ，根据欧姆定律：
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式中：ρ为电阻率；L
 为两电极之间的距离；A
 为电极面积。


R
 的倒数即为电导G
 ；ρ的倒数为电导率κ
 ，其数值表示溶液传导电流的能力。对于给定的电导电极，两支电极之间的距离L
 和电极面积A
 固定不变，因此[image: ]
 是一个固定值，称为电导池常数θ
 ：

[image: ]


测量25℃下KCl标准溶液的电导，查得该标准溶液相应的电导率后，即可求出电导电极的电导池常数θ
 。采用已知电导池常数θ
 的电导电极测出被测溶液的电导G
 后，根据以上公式，即可求得被测溶液的电导率κ
 。
[23]



纯水的理论电导率很小，约为0.055μS•cm-1
 ，但当水中溶有无机盐、酸、碱及有机带电胶体时，它们在水中以离子状态存在，导致水的电导率增加。因此，水的电导率是衡量水质纯度的一个重要指标，水的电导率越小，表示水的纯度越高。锅炉用水、工业废水和实验室常用的蒸馏水、离子交换水、二次亚沸蒸馏水、
[24]

 超纯水等，均可用直接电导法检测水的纯度。普通蒸馏水的电导率约为__________μS•cm-1
 ，离子交换水的电导率约为__________μS•cm-1
 ，二次亚沸蒸馏水的电导率约为__________μS•cm-1
 ，超纯水的电导率可达到约__________μS•cm-1
 ，接近理论值。

值得注意的是，水中细菌、悬浮杂质、某些有机物等非导电性杂质对水质纯度的影响，直接电导法难以测定。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电导率仪。

（2）电导电极（光亮和镀铂黑两种）。
[25]



（3）温度计。

（4）恒温水浴锅。

2.试剂

（1）KCl标准溶液：准确称取预先干燥的KCl固体__________g（105℃下干燥2h），25℃下溶解、定容至1000mL，配制成0.0100mol•L-1
 的KCl标准溶液。取0.0100mol•L-1
 的KCl标准溶液__________mL，稀释，定容至1000mL，即得1.000×10-4
 mol•L-1
 的KCl标准溶液。表7-5给出了在25℃下不同浓度KCl标准溶液的电导率。

表7-5　不同浓度KCl标准溶液的电导率（25℃）




	浓度／mol • L-1

	电导率／mS • m-1

	电导率／ μ S • cm-1




	0.0001
	1.494
	14.94



	0.0005
	7.39
	73.90



	0.001
	14.7
	147.0



	0.005
	71.78
	717.8



	0.01
	141.3
	1413



	0.02
	276.7
	2767



	0.05
	666.8
	6668



	0.1
	1290.0
	12900






（2）水样：自来水；蒸馏水；离子交换水；二次亚沸蒸馏水；超纯水。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图7-5所示。

[image: ]
图7-5　水电导率测定流程图



2.实验步骤

（1）电导率仪的校准：应用标准交流电阻箱或厂方提供的标准电阻箱校准。校准方法按厂方规定进行。
[26]



（2）电导池常数的测定：将镀铂黑电导电极用高纯水清洗三次，再用KCl标准溶液清洗三次，随后浸入恒温的KCl标准溶液中测量电导值，查出25℃下0.0100mol•L-1
 KCl标准溶液的电导率，根据测量结果计算镀铂黑电导电极的电导池常数。同法，采用1.000×10-4
 mol•L-1
 的KCl标准溶液，测定光亮电导电极的电导池常数。

（3）水样电导率的测定。

1）采用__________电导电极测定自来水的电导率。

2）采用__________电导电极测定蒸馏水、离子交换水、二次亚沸蒸馏水、超纯水的电导率。


五、数据记录和处理


1.电导池常数计算

根据25℃下测得的KCl标准溶液的电导G
 ，计算出镀铂黑电导电极、光亮电导电极的电导池常数θ
 。

2.水样电导率计算

计算出所有水样的电导率，单位以μS•cm-1
 表示。由计算结果初步评价水样的质量。


六、注意事项与注释


（1）溶液的电导并不是某一种离子的特性，而是溶液中所有离子电导的总和，因此电导法只能测定离子的总量，而不能鉴别和测定某种离子的含量。

（2）电导的测量应在恒温（25±0.2℃）条件下进行，当室温为其他温度时，实际测得的电导率可通过如下公式换算成25℃时的电导率：
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式中：κ
 为25℃时的电导率；κ
 t
 为t
 ℃时测得的电导率；t
 为实验时的实际温度（℃）。

（3）电导电极要定期维护，先用中性清洗剂清洗或用10%的稀盐酸短暂浸泡，然后用高纯水洗净，以保持表面清洁。


七、讨论和思考


（1）电导率仪的仪器结构和原理是什么？

（2）电导测量中为什么要用交流电，而不用直流电？

（3）电导法在实际应用中有什么局限性？

（4）电导率仪和电极的使用及维护还应注意哪些方面？

（5）测定高纯水电导时，电导随试液在空气中的放置时间增长而增大，为什么？

实验26　阳极溶出伏安法测定水中铅和镉


一、实验目的


（1）掌握阳极溶出伏安法的基本原理。

（2）学习汞膜电极的制备和使用方法。

（3）了解溶出伏安计的使用方法。


二、实验原理


重金属指比重大于4的金属，约有45种，如铅、汞、镉、铜、锌、铁、钴、镍、铬、钒、铌、钽、钛、锰、钨、钼等，一般以天然浓度广泛存在于自然界中，但由于人类对重金属的开采、冶炼、加工及商业制造活动日益增多，造成不少重金属如铅、汞、镉、钴等进入大气、水、土壤中存留、积累和迁移，引起严重的环境污染，再通过食物链进入人体，造成严重危害。随着工业化和城市化进程加速，我国重金属污染之势愈演愈烈，已对生态环境、食品安全、公共卫生和工农业可持续发展构成严重威胁，成为当前最为严重的环境问题之一。

根据现行国家标准，水中重金属离子铅和镉的测定方法主要采用双硫腙分光光度法和原子吸收分光光度法。本实验采用阳极溶出伏安法，
[27]

 其灵敏度高于双硫腙法，与原子吸收法相当。

阳极溶出伏安法是将恒电位电解富集与伏安法测定相结合的一种电化学分析方法。其测定分两个步骤。第一步为“电析”，即在一个恒电位下，将被测离子电解沉积，富集在工作电极
[28]

 （通常为汞膜电极）上并与电极上的汞作用生成汞齐。对给定的金属离子来说，如果搅拌速度恒定，预电解时间固定，则m
 =Kc
 ，即电极的金属量m
 与被测金属离子的浓度c
 成正比。第二步为“溶出”，即在富集结束后，一般静止30s或60s后，在工作电极上施加一个反向电压，由负向正扫描，将汞齐中的金属重新氧化为离子回归溶液中，产生氧化电流，记录电压—电流曲线，即得溶出伏安曲线。曲线呈峰形，__________与溶液中被测离子的浓度成正比，可作为定量分析的依据，__________可作为定性分析的依据。

用标准曲线法或标准加入法均可进行定量测定。标准加入法计算公式为
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式中：c
 
x

 、V
 
x

 、h
 分别为试液中被测组分的浓度、试液的体积和溶出峰的峰高；c
 
s

 、V
 
s

 分别为加入标准溶液的浓度和体积；H
 为试液中加入标准溶液后溶出峰的总高度。

由于加入标准溶液的体积非常小，与试样体积相比可以忽略不计，故公式可以简化为
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阳极溶出伏安法灵敏度很高，能测定10-9
 ～10-7
 mol•L-1
 的金属离子，有时甚至可达10-12
 mol•L-1
 ；也有一定的选择性，可一次连续测定多种金属离子；所用仪器比较简单，操作方便，所以是分析、检测痕量金属离子的一种重要方法。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）溶出伏安计（或电化学工作站）。

（2）电极：玻碳汞膜电极、Ag-AgCl电极、铂电极。

（3）N2
 钢瓶。

（4）电磁搅拌器。

（5）电解杯、吸量管、容量瓶。

2.试剂

（1）Cd2+
 标准溶液（1.0×10–3
 mol•L-1
 ）。
[29]



（2）Pb2+
 标准溶液（1.0×10–3
 mol•L-1
 ）。

（3）HAc-NaAc溶液（pH≈5.6）：905mL 2mol•L-1
 NaAc溶液与95mL 2mol•L-1
 HAc溶液混合均匀。

（4）5.0×10–2
 mol•L-1
 的硝酸汞溶液。

（5）含Cd2+
 和Pb2+
 的水样。

（6）二次亚沸蒸馏水。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图7-6所示。

2.实验步骤

（1）工作电极预处理。将玻碳电极依次用1μm、0.3μm、0.05μm的Al2
 O3
 悬浊液抛光成镜面，然后依次用1∶1硝酸、无水乙醇、水超声洗涤1～2min，备用。

[image: ]
图7-6　水样中Pb2+
 和Cd2+
 浓度测定流程图



（2）在电解杯中加入25mL水和数滴硝酸汞溶液，通N2
 并搅拌5min后，将抛光洗净的玻碳电极插入溶液中作为工作电极，铂电极为辅助电极，控制阴极电位在__________V，继续通N2
 并搅拌，
[30]

 电镀5～10min，制备出玻碳汞膜电极。

（3）打开实验仪器，输入以下实验参数：清洗电位-0.1V，清洗时间60s。起始电位-1.00V，终止电位-0.1V，富集电位-1.00V，搅拌富集时间60s，静止时间30s，电位扫描速率90mV•s-1
 。

（4）分别移取25mL水样和1mL HAc-NaAc溶液至电解杯，将工作电极玻碳汞膜电极、参比电极__________、辅助电极__________插入溶液中，通N2
 10min，然后保持溶液上方处于N2
 气氛下，运行仪器，记录溶出伏安曲线。铅的峰电位约为__________V，镉的峰电位约为__________V。如此重复测定三次。

（5）在电解杯中各加入0.5mL铅和镉的标准溶液，同样重复测定三次，记录溶出伏安曲线。


五、数据记录和处理


1.记录实验条件和参数

（1）清洗电位__________，清洗时间__________。

（2）富集电位__________，富集时间__________。

（3）静止时间__________。

（4）溶出电位范围__________。

（5）Cd2+
 标准溶液浓度c
 
s

 =__________，加入体积V
 
s

 =__________。

（6）Pb2+
 标准溶液浓度c
 
s

 =__________，加入体积V
 
s

 =__________。

（7）水样体积V
 
x

 =__________。

2.镉和铅含量的计算

自行设计表格，处理实验数据，计算Cd2+
 和Pb2+
 的浓度。注意：峰高计算按照三次测量值的平均值。


六、注意事项与注释


（1）汞在常温下较易挥发，吸入其蒸气会引起慢性中毒。汞蒸气的最大安全浓度为0.1mg•m-3
 ，在20℃时，汞的饱和蒸气浓度比安全浓度大100倍左右。为尽量减少汞蒸气在室内积聚，使用汞时要开窗通风。不连续使用汞膜电极时，应把电极上的汞溶解除净后保存。

（2）为了保证检测结果的准确度和精密度，应注意保持实验条件一致，包括电位、富集时间、N2
 流速、溶液搅拌速度等。


七、讨论和思考


（1）对比金属离子富集和溶出的时间，说明为什么阳极溶出伏安法具有较高的灵敏度。

（2）为什么在富集时，必须不停地搅拌溶液？

（3）为什么溶出曲线呈峰形？

（4）实际测量水样中除了铅和镉，往往还含有铜、锌、镍、锰、铬、砷等重金属离子，试问能否用阳极溶出伏安法判定未知水样中含有哪些重金属离子？

实验27　循环伏安法研究电极反应过程


一、实验目的


（1）理解循环伏安法研究电极反应过程的基本原理。

（2）掌握循环伏安法的实验技术，掌握测定峰电流、峰电位等相关电化学参数的方法。

（3）理解扫描速率和溶液浓度对循环伏安曲线形状的影响。


二、实验原理


循环伏安法是一种重要的电化学和电分析化学研究方法，在研究电极反应机理、电极反应过程动力学等方面有着广泛应用。其基本原理是：将对称三角波电压施加到工作电极上，便先后发生还原、氧化两个电极反应过程；当溶液中存在氧化态Ox时，电极上将发生还原反应：Ox+n
 e→Red；反向回扫时，电极表面上生成的还原态Red又发生氧化反应，被氧化成Ox：Red→Ox+n
 e。反之亦然。记录电极反应过程中电流随工作电极电位变化的曲线，即得循环伏安曲线，如图7-7所示。

[image: ]
图7-7　循环伏安图及其中各项电化学参数



循环伏安曲线有两个分支，分别对应于还原峰和氧化峰，很容易直接获得如下电化学参数：还原峰电流i
 pc
 、氧化峰电流i
 pa
 、还原峰电位E
 pc
 、氧化峰电位E
 pa
 ，进而可求得标准电极电位[image: ]
 、峰间距ΔE
 p
 、电子转移数n
 等电化学参数，根据这些参数便可以研究电极反应的性质、机理和电极过程动力学。
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对于可逆体系，氧化峰电流和还原峰电流之比i
 pa
 /i
 pc
 ≈1，峰间距ΔE
 p
 ≈58/n
 mV，理论峰电流，

[image: ]


式中：A
 为电极面积；D
 为扩散系数；v
 为电位扫描速率；c
 为被测物质浓度。
[31]



对于准可逆体系，曲线形状与电极反应的可逆程度有关，一般峰电位随扫描速度的增加而变化，还原峰变负，氧化峰变正，ΔE
 p
 ＞58/n
 mV；根据电极反应性质的不同，i
 pa
 /i
 pc
 的值大于1或是小于1。
[32]

 对于不可逆体系，反扫时不出现峰，峰电位随扫描速度的变化而变化。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电化学工作站。

（2）微型磁力搅拌器。

（3）三电极体系：玻碳圆盘电极、铂丝电极和Ag/AgCl电极（参比液为3mol•L-1
 KCl）。
[33]



2.试剂

（1）K3
 Fe（CN）6
 溶液：2.00×10-2
 mol•L-1
 K3
 Fe（CN）6
 +1mol•L-1
 KCl。
[34]



（2）1mol•L-1
 KCl稀释液。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图7-8所示。

[image: ]
图7-8　循环伏安法研究电极反应过程流程图



2.实验步骤

（1）玻碳圆盘电极的预处理。将玻碳圆盘电极依次用0.3μm、0.05μm的三氧化二铝悬浊液在麂皮上抛光，洗净后依次在无水乙醇和蒸馏水中超声清洗2min，吹干电极表面备用。
[35]



（2）K3
 Fe（CN）6
 溶液的循环伏安曲线。取5mL 2.00×10-2
 mol•L-1
 的K3
 Fe（CN）6
 溶液于10mL小烧杯中，插入玻碳圆盘电极、铂丝电极和Ag/AgCl电极
[36]

 ，通N2
 除O2
 。磁力搅拌2min后停止搅拌，设定扫描速率为25mV•s-1
 、扫描区间为+0.60～-0.20V，启动电位扫描，记录循环伏安曲线。

（3）不同扫描速率下K3
 Fe（CN）6
 溶液的循环伏安曲线。在50～150mV•s-1
 区间设定不同的扫描速率：__________、__________、__________、__________和__________mV•s-1
 ，扫描区间为__________V，分别记录循环伏安曲线。

（4）不同浓度K3
 Fe（CN）6
 溶液的循环伏安曲线。取5个50mL的容量瓶，分别加入0.00、0.50、1.00、2.00、3.00mL的2.00×10-2
 mol•L-1
 K3
 Fe（CN）6
 溶液，
[37]

 用1mol•L-1
 的KCl稀释液定容后，分别配制成浓度为__________、__________、__________、__________、__________mol•L-1
 的K3
 Fe（CN）6
 溶液。设定扫描速率为50mV•s-1
 、扫描区间为+0.60～－0.20V，分别记录不同浓度K3
 Fe（CN）6
 溶液的循环伏安曲线。


五、数据记录和处理


（1）从K3
 Fe（CN）6
 溶液的循环伏安曲线上测定i
 pa
 、i
 pc
 、E
 pa
 、E
 pc
 的值，并将数据记入表7-6和表7-7。

表7-6　不同扫描速率下K3
 Fe（CN）6
 溶液循环伏安曲线的电化学参数




	扫描速率／（ mV • s-1
 ）
	ipa
 ／（ mA）
	ipc
 ／（ mA）
	Epa
 ／（ mV）
	Epc
 ／（ mV）



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　






表7-7　不同浓度下K3
 Fe（CN）6
 溶液循环伏安曲线的电化学参数




	浓度／（ mol • L-1
 ）
	ipa
 ／（ mA）
	ipc
 ／（ mA）
	Epa
 ／（ mV）
	Epc
 ／（ mV）



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　






（2）分别以i
 pa
 和i
 pc
 对[image: ]
 作图，说明峰电流与扫描速率之间的关系。

（3）分别以i
 pa
 和i
 pc
 对c
 作图，说明峰电流与K3
 Fe（CN）6
 浓度之间的关系。

（4）计算i
 pa
 /i
 pc
 和ΔE
 p
 的值，并结合实验过程说明K3
 Fe（CN）6
 在KCl溶液中伏安过程的可逆性。

（5）比较实验测得的峰电流与理论峰电流。


六、注意事项与注释


（1）实验前电极表面必须清洗干净，否则影响循环伏安曲线的形状。
[38]



（2）每次扫描之前，为使电极表面恢复到初始状态，应将溶液搅拌1～2min之后再进行扫描。


七、讨论和思考


（1）根据K3
 Fe（CN）6
 溶液的循环伏安曲线，解释电极上的反应机理。

（2）如何根据循环伏安曲线来判断电极反应过程的可逆性？

（3）扫描速率和浓度对循环伏安曲线有什么影响？


注释


[1]参见中华人民共和国农业部制订的行业推荐标准《茶叶中氟含量测订方法——氟离子选择电极法》（NY/T 838—2004）。我国农业部规定茶叶中氟含量不得超过200mg/kg。

[2]氟中毒的主要表现为氟斑牙和氟骨症。氟斑牙：牙齿畸形、软化、牙釉质失去光泽、变黄；氟骨症：骨骼变厚变软、骨质疏松、容易骨折。适量氟元素能够防止龋齿，增强骨骼，预防骨质疏松症。

[3]问
 Nernst公式的具体表达式及各参数的含义？适用条件是什么？

[4]问
 TISAB的组成是什么？它在测量中各起什么作用？

[5]根据茶叶来源、形状、保存情况等，必要时预先采取干燥、粉碎、筛分等处理。

[6]茶叶中氟离子的提取方法有多种，沸水冲泡法、酸浸提法、碱浸提法、高温灰化法等。其中酸浸提法也有0.1mol•L-1
 高氯酸和0.2mol•L-1
 盐酸两种方案。

[7]测定结果取小数点后一位，取三次平行测定结果的算术平均值为测定结果，任意两次平行测定结果相对偏差不得大于10%。

[8]问
 从工作曲线上可以得到哪些离子选择电极的特征参数？

[9]食品酸度通常包含总酸度、有效酸度、挥发酸度、牛乳酸度等概念。总酸度包括未离解的酸的浓度和已离解的酸的浓度，其大小可借酸碱滴定来测定，故总酸度又称为“可滴定酸度”。食品中总酸度的测定方法可参考GB/T 12456—1990。

[10]复习一阶微商和二阶微商的计算方法，计算和绘图可以用Excel、Origin等软件轻松实现，请自行学习使用数据处理软件实现相关计算。三种曲线示意图如下：

[image: ]


[11]内插法又称插值法。根据未知函数f（x
 ）在某区间内若干点的函数值，作出在该若干点的函数值与f（x
 ）值相等的特定函数来近似原函数f（x
 ），进而可用此特定函数算出该区间内其他各点的原函数f（x
 ）的近似值，这种方法，称为内插法。

[12]问
 指示剂的一般选择原则是什么？在食醋总酸度的测定中，为什么选用酚酞为指示剂？能否用甲基橙或甲基红？

[13]问
 酸度计的工作原理是什么？使用pH电极应该注意哪些事项？

[14]酸度计的一般校准步骤：（1）按［pH/mV］按钮，使仪器进入pH测量状态；（2）测量待测溶液温度，调节［温度］旋钮至测定温度；（3）调节［斜率］旋钮至最大值；（4）将玻璃复合电极放入pH 6.86的缓冲液中，使溶液浸没电极头部的玻璃球，摇匀至读数稳定，调节［定位］旋钮使读数为6.86；（5）取出电极，洗净，吸干水分，放入pH值为4.01或9.18的缓冲液中，摇匀至读数稳定，调节［斜率］旋钮使读数为4.01或9.18；（6）取出电极，洗净，吸干水分，重新校正，直到校准缓冲溶液的测量值不需要调节都可显示正确pH值。

[15]一般认为法拉第常数F为96485.3383±0.0083C•mol-1
 ，此值是由美国国家标准局所依据的电解实验得到的，也被认为最具有权威性。

[16]问
 为什么果汁需用新鲜的？

[17]果汁可直接用来测量。

[18]问
 为什么工作阴极需要被隔离？为什么其液面要高于库仑池液面？

[19]问
 搅拌速度不均匀会对结果产生什么影响？

[20]问
 库仑池中总共有几支电极？其作用各是什么？

[21]问
 为什么需要校正终点？

[22]问
 还有什么基于电导的测定方法？

[23]问
 纯水的理论电导率如何计算？

[24]问
 什么是高纯水？

[25]电导电极有光亮和镀铂黑两种，镀铂黑的目的是增加电极片的有效面积，防止和减弱电极的极化，适宜于测量电导率大的溶液。

[26]每次测量完成后都要用高纯水清洗电极，吸干表面水分之后再进行下次测量。

[27]问
 哪些金属能与汞生成汞齐？

[28]为了使富集部分的量与溶液中的总量之间维持恒定比例关系，实验中富集电位、富集时间、静止时间、扫描速率、电极电位和搅拌速度都应严格保持不变。每次溶出后都要把残余金属“洗净”。

[29]问
 为什么选用HAc-NaAc溶液作为支持电解质？

[30]汞膜电极应保存在水中或插入纯汞中，不宜暴露在空气中。

[31]问
 查阅相关资料，弄清楚i
 p
 、A、D、υ、c
 各自的单位是什么？

[32]问
 对于准可逆体系，i
 p
 与υ、c
 的关系是什么？不可逆体系呢？

[33]问
 什么是三电极体系？本实验中，玻碳圆盘电极、铂丝电极和Ag/AgCl电极分别是三电极体系中的什么电极？

[34]K3
 Fe（CN）6
 溶液中为什么要加入1mol/L KCl？

[35]玻碳电极已成为电化学分析研究中最常用的工作电极，说说它的优点。

[36]问
 为什么要通N2
 除O2
 ？为什么要磁力搅拌2min？为什么磁力搅拌2min后要停止搅拌？

[37]问
 峰电位与浓度有关吗？

[38]问
 是否每次测定一条循环伏安曲线就必须重新抛光、清洗电极？什么情况下需要？











【拓展实验】甲胎蛋白电化学免疫传感器的制备与应用







一、实验目的


（1）理解电化学免疫分析的基本原理。

（2）了解电化学免疫传感器的组装技术及用途。


二、实验原理


甲胎蛋白（α-fetoprotein，AFP）
[1]

 ，是人体胚胎发育早期的一种主要血清蛋白，成人由肝细胞产生，体内含量极微。在大多数原发性肝癌或胚胎性癌患者体内，AFP的含量变化呈现出一定的规律，因此血清中AFP含量的检测对此类病症的诊断具有重要意义。目前，基于抗体—抗原识别检测AFP的方法有很多种，应用较多的主要有：酶联免疫吸附分析法（ELISA）、放射免疫分析法（RIA）、间接血凝法、琼脂双扩散法等。这些方法各自有一定的缺点，包括：需要对抗原抗体进行标记、费用高、有放射性、检测时间较长等。与之相比，电化学免疫传感器将免疫反应的特异性与电化学检测的灵敏性相结合，具有灵敏度高、特异性好、费用低、体积小、易自动化、便于携带等优点。

根据2001年IUPAC对生物传感器的分类标准，电化学免疫传感器是指基于抗原抗体反应的、可进行特异性的定量或半定量分析的自给式集成器件，其中抗原、抗体是分子识别元件，且与电化学传感元件直接接触，并通过传感元件把某种或者某类化学物质的浓度信号转变为相应的电信号。根据所检测电信号的不同，电化学免疫传感器可分为电位型、电流型、电导型和电容型。
[2]



本实验构建的是一种电位型免疫传感器。首先用巯基乙胺将纳米金固定在玻碳电极表面；再用半胱氨酸和戊二醛作交联剂将AFP抗体与纳米金相连，通过纳米金将AFP抗体固载于玻碳电极表面；最后用牛血清蛋白封闭非特异性活性位点，即制备出电位型甲胎蛋白电化学免疫传感器。将该传感器作为指示电极置入含AFP抗原的样品溶液中，AFP抗原便与传感器中包含的AFP抗体发生特异性免疫反应，导致指示电极电位发生变化，根据该指示电极电位变化值即可检测样品溶液中AFP抗原含量。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）电化学工作站。

（2）电位差计（或酸度计）。

（3）电极：玻碳电极、饱和甘汞电极、铂丝电极。

（4）超声清洗仪。

（5）数显超级恒温器。

（6）电子天平。
[3]



2.试剂

（1）甲胎蛋白抗体、甲胎蛋白抗原。

（2）氯金酸（HAuCl4
 ）：配制成0.01%的水溶液。

（3）铁氰化钾和亚铁氰化钾（K3
 Fe（CN）6
 、K4
 Fe（CN）6
 ）。

（5）柠檬酸钠（A.R.）、巯基乙胺（A.R.）、半胱氨酸（A.R.）、戊二醛（A.R.）

（6）牛血清蛋白（BSA）、甘氨酸。
[4]



（7）磷酸盐缓冲溶液（PBS）：0.1mol•L-1
 ，pH=7.0，由Na2
 HPO4
 、KH2
 PO4
 配制，并含0.1mol•L-1
 的KCl。

（8）实验用水为二次亚沸蒸馏水。


四、实验流程和步骤


1.实验流程

实验流程见图7-9。

[image: ]
图7-9　AFP电化学免疫传感器制备流程图



2.实验步骤

（1）纳米金的制备。取0.01%氯金酸溶液100mL，加热至沸腾，充分搅拌下迅速加入3mL 1%柠檬酸钠水溶液，可见溶液很快变蓝，然后继续加热至溶液由蓝色变为橙红色，停止加热，继续搅拌溶液，冷却至室温，即得纳米金溶液。

注意：通过改变柠檬酸钠的用量可以制得不同粒径的纳米金，具体见表7-8。本实验制备的粒径15nm左右（约10～20nm）的纳米金粒子呈球形，且具有很好的单分散性。
[5]



表7-8　柠檬酸钠用量与纳米金粒径的关系




	0.01％氯金酸（mL）
	1％柠檬酸钠（mL）
	纳米金粒径（nm）



	50
	2.00
	10.0



	50
	1.50
	15.0



	50
	1.00
	16.0



	50
	0.75
	24.5



	50
	0.50
	41.0



	50
	0.30
	71.5



	50
	0.21
	97.5



	50
	0.16
	147.0






（2）电极预处理。将玻碳电极依次用1.0、0.3、0.05μm的Al2
 O3
 悬浊液抛光成镜面，抛光后的电极依次用乙醇、1∶1氢氧化钠、1∶1硝酸、水超声清洗干净，氮气吹干电极表面备用。
[6]



（3）免疫传感器的制备
[7]



1）将预处理过的玻碳电极浸入到10% HNO3
 和3% K2
 Cr2
 O7
 混合溶液中，电化学工作站施加+1.5V电压，通电1min。

2）将电极取出，水冲洗干净后，置于0.1mol•L-1
 的巯基乙胺溶液中，在50℃下反应10h，取出，超声清洗。

3）将修饰了巯基乙胺的电极放入纳米金溶液中，置于暗处6h，取出，水冲洗干净。

4）将修饰了纳米金的电极浸入到0.1mol•L-1
 半胱氨酸溶液中4h，取出，水冲洗干净。

5）将4）所得电极置于2.5%戊二醛溶液中，30℃下反应5h，取出，先用乙醇清洗，再用水冲洗干净。
[8]



6）将5）所得电极浸入含0.1mg•mL-1
 AFP抗体的PBS溶液中，4℃下反应12h，取出，水冲洗干净。

7）将表面固载有AFP抗体的电极浸入2.5%的BSA溶液中，37℃保温反应1h，封闭非特异性活性位点，即制备完成电位型AFP电化学免疫传感器。
[9]



（4）各制备步骤的电化学表征。首先以预处理过的玻碳电极为工作电极，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为辅助电极，置于含有5mmol•L-1
 ［Fe（CN）6
 ］3-
 /［Fe（CN）6
 ］4-
 的PBS缓冲溶液（预先通氮气5min除氧）中，用电化学工作站在-0.3～0.7V电位区间、扫速50mV•s-1
 条件下进行循环伏安（CV）扫描，并记录CV曲线。以上1）—7）的制备步骤，每步操作后所得电极均进行一次CV扫描，并记录相应CV曲线。

（5）免疫传感器的响应时间。以饱和甘汞电极为参比电极，将（3）制得的免疫传感器作为指示电极置于PBS溶液中，用电位差计测定指示电极在空白溶液中的电位E
 0
 ，并在搅拌条件下，向溶液中加入一定浓度的AFP抗原，观察电极电位的变化，确定响应达到稳定所需的时间（最优孵育时间）。

（6）免疫传感器的电位响应特性。同上条件，测定指示电极在含2、5、10、20、25、50、60、75、100ng•mL-1
 AFP抗原的PBS溶液中的电极电位E
 1
 ，令ΔE
 =E
 1
 -E
 0
 ，制作ΔE
 和AFP抗原浓度对数logc
 AFP
 之间的工作曲线。

（7）实际样品检测。步骤同上，通过工作曲线定量。

（8）免疫传感器的再生。免疫传感器在使用后，抗原被特异性结合在电极表面的抗体上，通常这种结合比较牢固，需要采用合适的方法洗脱抗原，使免疫传感器再生。本实验中，将使用过的免疫传感器于0.2mol•L-1
 、pH=2.8的甘氨酸—盐酸缓冲溶液中浸泡10分钟，即可使抗原与抗体分离，实现免疫传感器的再生。注意：多次再生之后，电位响应会有所减弱。


五、数据记录和处理


（1）根据［Fe（CN）6
 ］3-
 /［Fe（CN）6
 ］4-
 探针的CV曲线，从峰电位差和峰电流两方面分析免疫传感器在不同制备步骤的电化学活性。

（2）设计表格，自加入AFP抗原起计时，每隔3分钟记录一次电位值，直到两次记录的电位值不再变化或变化很小。以电位值对时间作图，画出曲线，获得电位响应开始持平时的时间t
 ，表明此时免疫反应已经达到了平衡。该时间t
 就是免疫传感器的响应时间。

（3）自行设计表格，记录不同AFP抗原浓度下的响应电位，绘制免疫传感器的工作曲线。

（4）实际样品中AFP抗原浓度。


六、注意事项与注释


（1）抗原或抗体对人体可能是有害的，实验时要注意防护。
[10]



（2）本实验操作步骤多，耗时长，应合理安排实验时间。


七、讨论和思考


（1）理论上，电极表面单位面积固定的抗体量越多，可结合抗原的免疫活性位点就越多，也就越有利于与抗原分子的结合，所得传感器的性能也就越好。那么，电极表面是否可以固定无限多的抗体？其受到什么条件的制约？你能否设计一个实验，测定某一传感器电极表面可固定抗体的最大量？

（2）传感器在多次重复使用后，电位响应会逐渐减弱，请你分析可能的原因。

（3）实际应用中，AFP免疫传感器测定的是血清中AFP含量。而血清中有大量共存物质，为了排除这些共存物质的可能干扰，请你设计一个实验，研究该免疫传感器对AFP是否具有高度选择性。


注释


[1]问
 AFP是一种肿瘤标志物，你还知道哪些肿瘤标志物？

[2]纳米金具有扩大电极比表面积以增大抗体固定量的功能，同时能够提供和自然相似的微环境以保持所固定分子的生物活性，使得大量抗体可以固载于电极表面并很好地保持其生物活性。巯基和纳米金之间存在强烈的化学作用，可以借助巯基化合物自组装将纳米金修饰至基体电极表面。

[3]氯金酸极易吸潮，对金属有强烈的腐蚀性，不能使用金属药匙，避免接触天平托盘。其1%的水溶液在4℃可稳定保存数月。

[4]问
 为什么PBS的pH要等于7.0？

[5]预处理好的电极应迅速用于制备免疫传感器，不宜长时间暴露在空气中。

[6]问
 电极预处理的作用是什么？

[7]问
 步骤1）～7），每步的作用是什么？

[8]问
 制备好的免疫传感器不用时，悬置于PBS溶液上方4℃储存。

[9]问
 ［Fe（CN）6
 ］3-
 /［Fe（CN）6
 ］4-
 电对的作用是什么？

[10]目前，关于膜免疫传感器的电位响应机理主要有两种观点：一种观点认为电位变化服从一级动力学反应，即电位变化与被检测物浓度呈线性关系（动力学理论）；另一种观点认为膜电位主要由膜和溶液的界面产生的表面电位（Donnan电位）决定，即主要与膜电荷密度成正比，电位变化与被测物浓度的对数呈线性关系（荷电膜理论）。









第8章　质谱与其他仪器联用分析法




8.1　质谱分析法的基本原理



质谱分析法（Mass Spectrometry，MS）是一种仪器分析方法。通过进样系统将试样分子或原子导入高真空的离子源中，受电子流轰击，目标物不仅会失去外层电子生成分子离子，且其化学键也可能发生某些有规律的断裂，生成各具特征质量的碎片离子。这些带正电荷的离子经电场加速并准直后进入质量分析器，由于其质量（确切地讲为质荷比——离子质量与电荷之比，m/z
 ）不同，在静电场和磁场中所受到的作用力不同，形成不同的运动轨迹而彼此分离，以合适方法收集并检测这些离子即得到试样的质谱图，依据质谱图的信息可实现相关样品的定性和结构分析（见图8-1）。
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图8-1　咖啡因的标准质谱图（相关解释见实验28）



根据检测的对象不同，质谱法可分为无机质谱、有机质谱、生物质谱和同位素质谱。质谱法本身能对纯物质进行很清晰的鉴定，但对混合物就无能为力了。为此，目前最为突出的是质谱法和其他分析方法的联用，如利用色谱法超强的分离能力，将分离后的样品通过恰当的接口迁移至质谱仪中进行定性和结构鉴别，可以顺利有效地分离鉴别各种化合物。自霍姆斯（J.C.Holmes）和莫雷尔（F.A.Morrell）于1957年首次实现GC-MS分析以来，这一技术得到了迅速的发展。目前，色谱—质谱联用技术已成熟，方法上也有许多改进，GC-MS和HPLC-MS都已是未知复杂样品分析的最主要工具。ICP-MS也进入了实验室普遍使用的时代。
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在这些联用型仪器中，质谱仪其实相当于这些前置仪器的检测器（Mass Selective Detector，MSD）。色谱—质谱联用仪不仅有很高的灵敏度，也因既有色谱的保留参数又有质谱的指纹数据而得到很可靠的结果，同时使用方便，MSD既是通用色谱检测器（全扫描方式）又是选择性检测器（选择离子检测模式），因而其应用十分广泛，并可同时检测尚未完全分离的组分。











8.2　质谱仪的结构






联用系统主要由前置单元（色谱或ICP）、接口装置与质谱单元组成。在前置单元中被分离的组分依次通过接口，接受质谱仪的检测。

8.2.1　质谱单元
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用于联用的质谱仪由离子源、质量分析器及检测器与数据处理系统组成。

1.离子源

离子源的作用是将被分析的化合物分子电离成离子，并使这些离子在系统作用下汇聚成有一定几何形状和一定能量的离子束，然后进入质量分析器被分离。用于色谱—质谱联用系统的离子源主要有电子轰击源和化学电离源等。
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电子轰击源（Electron Impact Ionization，EI）是在高真空中直接用高能电子流轰击样品分子，按一定规律形成一系列的不同质/荷比的离子，随后由推斥电位推出离子源。该离子源电离效率高，仪器结构简单，操作方便，碎片相对较多，可给出化合物的指纹信息，但直接解谱较为困难，目前主要是借助相关质谱谱库直接计算机联机检索。

化学电离源（Chemical Ionization，CI）是在与EI源基本相同的结构空间里添加一定比例的反应气，电子轰击时先电离反应气，而后再与样品分子碰撞产生准分子离子。所得样品的碎片简单，碎片峰的定性价值往往比EI谱强，且容易解读，可作为EI源的补充。

电喷雾电离源（Electrospray Ionization，ESI）为液相色谱—质谱联用接口。样品溶液从毛细管流出时，在电场与辅助气流的作用下喷成雾状的液滴，在加热蒸发溶剂过程中液滴直径减小，其表面电荷密度增加，超过雷利极限时发生“库仑爆炸”，把液滴炸碎，产生带电的更小液滴，此过程不断重复，直到液滴变得足够小，表面电荷形成的电场足够强，最终把样品离子从液滴中解吸出来，形成的样品离子通过锥孔，聚焦透镜等进入系统的质量分析器。ESI不仅是电离源，同时也直接起到了HPLC-MS接口的作用。
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2.质量分析器

质量分析器的作用是将进入的离子按其质荷比大小顺序分开，以进行质谱检测。常用的质量分析器主要有四极杆和离子阱两种，常规台式联用型仪器中通常不配置磁式质量分析器，高级别的仪器可以配置飞行时间质量分析器。

四极杆分析器（简称四级杆）是由四根平行的双曲面形电极组成的。电极分两组，分别加上直流电压和具一定振幅、频率的交变电压。当离子由电极间轴线方向进入电场后，将在极性相反的电极间产生振荡，使较轻的离子撞在正极上，而较重的离子撞在负极杆上，只有质荷比一定的离子才可围绕轴线作有限振幅的稳定振荡运动，并到达接收器。有规律地改变所加电压或频率，就可使不同质荷比的离子依次到达接收器，实现离子的分离。
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四极杆的优点是聚焦一个特定质量离子所需电场可以迅速改变（小于10-3
 S），有利于计算机控制的多离子检测。其扫描速度快，离子流通量大，结构简单，易于操作，是常规质谱仪的一种较理想的质量分析器。其不足是分辨率较低，并且对高质量数的离子有质量歧视效应，所能测量的质量范围也较小，把多个四极杆串联能显著改善这些不足。
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离子阱质量分析器（简称离子阱）由一对环形电极和两个呈双曲面形的端盖电极组成，内部一般充以0.13Pa的氦气，在环形电极上施加合适的电压，可以在阱内形成一个使离子稳定积蓄的空间，然后按一定顺序使离子离开离子阱而到达检测器。

单个离子阱可通过“时间串联”实现多级串联质谱（MS）n
 工作。因为离子阱结构简单，灵敏度比四极杆高10～1000倍，可检测的质量范围大，单电荷已达6000。但其缺点是由于离子在离子阱中停留时间较长而较易发生离子—分子反应，使质谱图与标准图谱有一定差别，重复性较差。

3.检测器

质谱仪的常用检测器有电子倍增管、法拉第杯、平板式微通道板、闪烁计数器等。现代质谱仪用得较多的是电子倍增管，其放大倍数可达105
 ～108
 。永久性地密封于其自身的玻璃真空外壳中，可保护电子倍增器在很宽的动态范围内对正负离子都能保持很高灵敏度、恒定增益和线性，并且使用寿命长达10年。

8.2.2　接口装置

色谱系统是有压系统而质谱系统是超高真空系统（通常在10-3
 ～10-9
 Pa），两者无法直接相关联，需要有一个协调两者压力差的连接装置——接口。接口不仅能进行有效的样品传递并具有良好的重现性，并且应保证前级色谱的分离柱效。现在GC-MS系统的接口主要有开口分流法和直接进样法，而HPLC-MS的接口则有直接接口和电喷雾接口等。

1.GC-MS接口

GC-MS接口的要求是体积小、吸附分解作用弱、样气浓缩能力高。

[image: ]


喷射型分离器是基于在膨胀的超音速喷射气流中，不同相对分子量的气体有不同的扩散率的原理设计的。色谱流出物经第一级喷嘴喷出后，相对分子量小的载气扩散快，因而大部分被真空泵抽走。样品气相对分子量大，扩散慢，继续前进。此时的压强已降至约10Pa，样品气也得到了浓缩。第二次喷射后压强可降至约10-2
 Pa，样气再次被浓缩，然后被送入离子源。

开口分流型接口通过旁路排除过量色谱流出物。气相色谱柱出口端插入接口，正对限流毛细管（用内套管固定），样品的一部分定量引入质谱仪中。外套管充氦气，当色谱柱流量大于质谱仪工作流量时，过多部分随氦气分流流出；当色谱柱流量小于质谱仪工作流量时，外套管中氦气提供补充。该接口适用于毛细管柱。

2.HPLC-MS接口

液相色谱柱后溶剂气化的体积将扩大50～500倍，因而对接口的要求将更高。在30多年的努力中，已经发展了很多种接口，如粒子束接口、热喷雾接口、电喷雾接口等。
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热喷雾接口（TSP）是通过电加热的方式蒸发溶剂，并雾化成荷电气溶胶，经过离子源时继续蒸发和变小，同时也增加了电液滴的场梯度，最终，梯度高达足以使其成为自由离子而从液滴表面放出。然后，这些离子通过取样锥内小孔离开TSP离子源而进入质谱仪。如果分析物本身是电离的或存在着挥发性电解液，则“离子蒸发”效应会大大增强。TSP是一种软电离技术，在谱图中只有分子离子峰，碎片非常少。其重现性也较差，检测灵敏度不够高。

粒子束接口（PB）的工作原理与喷射型分离器基本相近，HPLC流动相和被分析物在常压下借助气动雾化产生气溶胶，而后溶剂被真空系统抽走，分析物小粒子碰撞而分解，蒸发掉残余溶剂而释放出气态待测分子，进入离子源。PB接口适用于不同的流动相，分析范围也比TSP更宽，能分析相对分子量小于1000μ的非极性或中等极性的化合物，能进行农药、除草剂、临床药物、染料等样品的检测。因PB接口分析条件较为稳定，可使用谱库进行检索。

电喷雾接口（ESI）的具体情况见前述，是目前LC-MS的主要接口。











8.3　质谱与其他仪器联用实验






本章共有三个MS与其他仪器联用实验，两个涉及色谱—质谱联用方法，分别是GC-MS定量测定可乐饮料中的咖啡因、HPLC-MS/MS法测定减肥类保健食品中盐酸西布曲明的含量；另一个是光谱—质谱联用方法，即ICP-MS法测定中药材中砷、汞、铅、镉的含量。

实验28　气相色谱—质谱法定量测定可乐饮料中的咖啡因


一、实验目的


（1）了解气相色谱—质谱联用仪的基本结构及其操作方法。

（2）掌握气相色谱—质谱联用的定性和定量分析方法。


二、实验原理


气相色谱法通过待测物的保留时间进行定性，对于复杂样品很难给出准确的鉴定结果。质谱法是将样品分子置于高真空的离子源中，使其受到高速电子流或强电场等作用，失去外层电子而生成分子离子，进而断裂成各种碎片离子，经加速形成离子束，
[1]

 进入质量分析器，再利用电场和磁场的作用使其发生色散，聚焦，获得质谱图，根据质谱图提供的信息进行化合物的结构分析。气质联用（Gas Chromatography Mass Spectrometer，GC-MS）法就是将气相色谱和质谱通过接口连接起来，将复杂化合物分离成单组分之后进入质谱进行成分检测。GC-MS联用仪的结构如图8-2所示。
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图8-2　气相色谱—质谱联用仪结构示意图



质谱数据采集有全扫描（Scan）和选择离子扫描（Selected Ion Monitoring，SIM）两种方式。全扫描是将经色谱分离流出的组分不断进入质谱，质谱连续扫描进行数据采集，每一次扫描得到一张质谱图，
[2]

 将每一张质谱图中所有离子强度相加，得到一个总的离子流强度。以离子强度为纵坐标、时间为横坐标绘制的图为总离子流色谱图（Total Ion Chromatogram，TIC）。通过谱库检索，可以对TIC中的各种组分进行定性分析。选择离子检测跳跃式地扫描化合物的某些特征离子，可有效地去除基质组分的干扰，提高检测灵敏度，多用于定量。
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咖啡因又称咖啡碱，化学名为1，3，7-三甲基黄嘌呤，是可可类食品及饮料、茶叶中含有的甲基嘌呤类生物碱。咖啡因是一种中枢神经兴奋剂，适度地使用有祛除疲劳、兴奋神经的作用，但食用过量对人体有一定的损害。本实验采用乙酸乙酯萃取可乐饮料中的咖啡因，并用气相色谱—质谱法的全扫描方式得到其总离子流色谱图，通过谱库检索对样品中咖啡因进行快速的定性分析；同时用选择离子扫描，标准曲线法对饮料中咖啡因进行定量测定。


三、仪器和试剂


1.仪器
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（1）气质联用仪、色谱工作站、5MS低流失毛细管柱（30.0m×0.25mm×0.25μm）。

（2）自动或手动进样器。

2.试剂

（1）咖啡因标样（纯度＞99.9%）。

（2）乙酸乙酯（A.R.）、无水硫酸镁（A.R.）。

（3）咖啡因标准贮备液：准确称取一定量的咖啡因标准样品，以乙酸乙酯溶解，配制成500mg•L-1
 的咖啡因标准贮备液。

（4）咖啡因标准系列溶液：移取咖啡因标准贮备液，通过逐级稀释，配制成1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0mg•L-1
 不同浓度梯度的标准工作液，以乙酸乙酯定容。

（5）市售可乐饮料。


四、流程和步骤


1.实验流程
[3]



实验流程如图8-3所示。
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图8-3　GC-MS测定可乐饮料中咖啡因流程图



2.实验步骤

（1）开机

1）打开氦气（纯度99.999%以上）瓶开关；打开UPS电源；打开打印机电源；启动联机电脑后打开气相色谱仪电源开关。

2）待气相色谱仪自检完成后，打开质谱仪电源开关。若质谱仪长时间未使用，真空仓侧门已打开，
[4]

 开质谱仪电源时需用手轻按真空仓侧门1min，以利于抽真空。

3）开机约1.5h后打开工作站预热；待开机约2h，检查真空度合格后（__________mTor以下），进入调谐菜单，点击自动调谐，进行调谐。

（2）仪器条件的设置

待调谐完毕，进入仪器操作界面，设置仪器实验条件。

1）色谱条件：5MS低流失毛细管柱；载气为He气，柱流量为1mL•min-1
 ；进样口温度为250℃，不分流进样1μL。GC-MS升温程序如下：

。

2）质谱条件：传输线温度为250℃；EI电离源，电子能量70ev；离子源温度为250℃；接口温度280℃；采集方式：全扫描模式，范围为35～200；定性离子：__________、__________和__________；定量离子为__________。溶剂延迟时间为__________min。

（3）工作曲线的测绘

根据选定的色谱和质谱条件，测定不同浓度梯度的咖啡因标准工作溶液，以浓度为横坐标、峰面积为纵坐标进行直线回归处理。

（4）可乐饮料中咖啡因的提取

1）超声脱气：样品在常温下超声脱气5min。

2）提取与浓缩：移取脱气后的可乐饮料__________mL，加入20mL乙酸乙酯萃取，重复3次。合并萃取液，并于旋转蒸发仪上蒸干乙酸乙酯。准确加入5mL乙酸乙酯溶解残渣。

3）干燥：在浓缩后的可乐样品中加入0.05g的硫酸镁干燥5min，干燥后的样品直接进气质联用仪分析。

（5）样品中咖啡因的定性和定量测定

将处理好的可乐饮料样品，按标准曲线相同的实验条件进样，记录色谱图，重复两次。

用谱库和标样对样品进行定性，确定其保留时间；选择定量离子，用标准曲线法对其进行定量。


五、数据记录和处理


1.咖啡因标样保留时间及峰面积的测定

在Scan模式下，通过谱库确定咖啡因标准工作溶液的保留时间。设定核质比，在SIM模式下，积分得到咖啡因各标样的峰面积，然后填入表8-1中。
[5]



表8-1　咖啡因标准系列保留时间及峰面积




	咖啡因标准系列溶液
	标样1
	标样2
	标样3
	标样4
	标样5
	标样6



	保留时间（min）
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	浓度（mg • L-1
 ）
	1.0
	2.0
	5.0
	10.0
	20.0
	50.0



	峰面积
	　
	　
	　
	　
	　
	　






2.绘制工作曲线

由咖啡因标准工作溶液的峰面积A
 和浓度c
 ，绘制A～c
 工作曲线。

3.样品中咖啡因浓度计算

在Scan模式下，通过谱库确定未知可乐样品中咖啡因的保留时间。设定核质比，在SIM模式下，积分得到待测样品咖啡因的峰面积，并由峰面积在相应的工作曲线上计算其含量。


六、注意事项与注释


（1）必须严格按操作手册规定顺序进行开、关机；仪器通过调谐后才能进行样品分析。

（2）色谱进样时要快，不能使进样针在进样口停留太久，且进样时不能有气泡。

（3）谱库检索结果并非定性分析的唯一方法，匹配度大小只表示可能性大小。


七、讨论和思考


（1）简述气质联用仪的基本结构以及质谱分离的原理。

（2）采用GC-MS定量测定可乐饮料中咖啡因时，有哪些主要误差来源？

（3）除GC-MS法外，也可以采用高效液相色谱法测定饮料中咖啡因的含量，请比较两种咖啡因测定方法的优缺点。

实验29　液相色谱—质谱/质谱法测定减肥类保健食品中盐酸西布曲明的含量


一、实验目的


（1）掌握高效液相色谱—串联质谱联用技术的原理。

（2）掌握高效液相色谱—串联质谱联用仪的基本结构和操作方法。

（3）了解保健食品中违法添加药物的定性和定量测定意义。


二、实验原理


盐酸西布曲明是一种中枢神经抑制剂，具有兴奋、抑食等作用，用于饮食和运动不能控制的肥胖症的治疗。它有可能引起血压升高、心率加快、厌食、失眠、肝功能异常等危害严重的副作用，如果滥用或使用不当会导致不良后果。目前发现在一些减肥类保健食品中非法掺有盐酸西布曲明减肥药，严重危及人们健康。因此，需建立快速、准确、灵敏的分析方法鉴定减肥类保健食品中非法掺入的盐酸西布曲明。

高效液相色谱和串联质谱的在线联用（HPLC-MS/MS）可将液相色谱的分离能力与质谱的定性功能结合起来，实现对复杂混合物分离和准确的定性和定量分析。采用高效液相—串联质谱联用仪测定时，样品溶液首先通过液相色谱将目标物与混合物中的其他成分分开，再通过串联质谱进行定性和定量分析。质谱分析是基于先将物质离子化，再按离子的质荷比分离，然后测量各种离子谱峰的强度而实现分析目的的一种分析方法，其中一级质谱主要给出目标物的相对分子量，二级质谱可看出目标物的部分碎片，可对目标物的结构进行分析。本实验采用HPLC-MS/MS法鉴定减肥类保健食品中非法掺入的盐酸西布曲明。盐酸西布曲明的结构式与在质谱中裂解碎片相对分子量如图8-4所示。

[image: ]
图8-4　盐酸西布曲明的结构式与在质谱中裂解碎片相对分子量




三、仪器和试剂


1.仪器

Finnigan TSQ Quantum Discovery液相色谱—串联质谱联用仪，配有电喷雾离子化源（ESI）、十八烷基硅烷键合硅胶填充柱（C18柱，100mm×2.1mm，5μm）、微量注射器、超声波清洗器。

2.试剂

甲醇（色谱纯）、蒸馏水（HPLC级）、甲酸（分析纯）、盐酸西布曲明标准品、某减肥保健食品。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图8-5所示。
[6]



[image: ]
图8-5　HPLC-MS/MS法测定盐酸西布曲明的流程图



2.实验步骤

（1）配制流动相甲醇—0.1%甲酸溶液（70∶30，体积比），超声波脱气，按仪器操作要求依次打开仪器各单元的电源，打开计算机软件。

（2）设定流动相流速为0.2mL•min-1
 ，色谱柱温为30°C，打开输液泵旁路的开关，抽液，灌注泵，排出流路中的气泡，待基线稳定。

（3）质谱条件：电喷雾离子化源；正离子检测；喷雾电压：3.2kV；鞘气（N2
 ）
[7]

 流速：25au（arbitrary units）；辅助气（N2
 ）流速：10au；毛细管温度：300℃；碰撞能量：18ev（以上参考仪器参数以Finnigan
[8]

 TSQ Quantum Discovery液相色谱—串联质谱联用仪为测试仪器）。

（4）盐酸西布曲明标准溶液的配制

精密称取盐酸西布曲明10.0mg置于100mL容量瓶中，用甲醇定容作为标准储备液，量取适量，用__________稀释制成约10μg•mL-1
 的标准溶液。量取标准溶液，用__________逐级稀释成含盐酸西布曲明为75，__________，__________，__________，__________，
[9]

 1200ng•mL-1
 的标准系列溶液。

（5）样品溶液的配制

取某减肥保健胶囊10粒，将内容物混匀，精密称取相当于2粒的内容物，置于100mL容量瓶中，加甲醇约80mL，超声30min，放冷，用甲醇稀释至刻度，摇匀。取溶液适量，14000r/min离心10min，精密量取上清液1mL置于250mL量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，作为样品溶液。

（6）进样分析

标准系列溶液和样品溶液用0.45μm微孔滤膜过滤后取5μL进样分析，按外标法以峰面积计算含量。定性采用一级全扫描质谱及二级全扫描质谱2种方式，定量采用二级全扫描质谱，盐酸西布曲明m/z 280→MS-MS。


五、数据记录和处理


1.标准样品的色谱图及标准曲线线性方程和线性相关系数

2.盐酸西布曲明的二级全扫描质谱图分析

3.样品中盐酸西布曲明含量的平均值和相对标准偏差

实验数据记入表8-2中。

表8-2　实验数据记录表




	样品
	编号
	浓度（ng • mL-1
 ）
	保留时间（min）
	峰面积



	标准系列
	1
	　
	　
	　



	2
	　
	　
	　



	3
	　
	　
	　



	4
	　
	　
	　



	5
	　
	　
	　



	6
	　
	　
	　



	减肥保健胶囊样品
	1
	　
	　
	　



	2
	　
	　
	　



	3
	　
	　
	　







六、注意事项


（1）流动相使用前需用0.45μm滤膜过滤除去其中的颗粒性杂质和其他物质，流动相过滤后要用超声波脱气，脱气后应该恢复到室温后使用。气泡会致使压力不稳，重现性差，所以HPLC-MS/MS在使用过程中要尽量避免产生气泡。

（2）样品分析完毕，让纯甲醇流动相继续流动10～20min，然后停泵，待柱压降至常压后关掉泵单元电源。其他单元可在停泵后关掉电源。

（3）如果长时间不用仪器，应该将柱子取下用堵头封好保存，注意不能用纯水保存柱子，而应该用有机相（如甲醇等），因为纯水易长霉。


七、讨论和思考


（1）盐酸西布曲明的二级质谱中主要碎片峰有几个？碎片的相对分子量是多少，可能的结构是什么？

（2）为什么标准系列溶液和样品溶液在进样前要用0.45μm微孔滤膜过滤，不过滤可直接进样吗？

实验30　电感耦合等离子体质谱法测定中药材中砷、汞、铅、镉的含量


一、实验目的


（1）学习中药材的微波消解方法。

（2）了解电感耦合等离子体质谱的工作原理及应用。

（3）学习内标法定量测定元素含量。


二、实验原理


传统中药具有取材于天然和副作用小等特点，在我国医疗领域广泛使用。但如果不注意环境保护，就有可能造成中药材和天然药物受到有害元素的严重污染。在倡导绿色产业的今天，对毒性较大的有害元素进行限量控制已经成为国际通用法规的重要规定。电感耦合等离子体质谱法（ICP-MS）具有可同时测定多种元素、灵敏度高、线性范围宽、干扰少等优点。我国在2005版药典中引进ICP-MS作为检测中药砷、汞、铅、镉、铜5种元素的测量方法。ICP-MS由离子源和质谱仪两个主要部分构成，试样溶液经过雾化由载气送入ICP炬焰中，经过蒸发、解离、原子化、电离等过程，转化为带正电荷的离子，经离子采集系统进入质谱仪，质谱仪根据质荷比进行分离。相对于一定的质荷比，质谱积分面积与进入质谱仪中的离子数成正比，即试样中元素浓度与质谱的积分面积成正比，可用标准曲线法定量测定。

内标法是一种常用的定量分析方法，该法通过选择适宜的物质作为待测组分的参比物，定量加到样品中，依据待测组分和参比物在检测器上的响应值之比和参比物加入的量进行定量分析。它克服了采用标准曲线法时每次样品分析时进样条件和仪器条件很难完全相同而引起的定量误差，提高了定量的准确度。本实验以中药材金银花为分析对象，经硝酸—过氧化氢微波消解，采用电感耦合等离子体质谱仪对砷、汞、铅、镉进行内标法定量测定。


三、仪器和试剂


1.仪器

电感耦合等离子体质谱分析仪（Agilent ICP-MS 7500cx）、微波消解炉、聚四氟乙烯密封消解罐、超纯水机、恒温干燥箱（300℃）。

2.试剂

（1）（2+98）硝酸：取20mL电子纯（MOS）
[10]

 硝酸慢慢加入980mL超纯水中。

（2）（1+4）硝酸：取100mL MOS硝酸慢慢加入400mL超纯水中。

（3）30%过氧化氢：MOS试剂。

（4）混合内标储备液（Li、Sc、Ge、Y、In、Tb、Bi）：10.0mg•L-1
 。

（5）内标溶液（Li、Sc、Ge、Y、In、Tb、Bi）1.00mg•L-1
 ：移取混合内标储备液5.00mL于50mL容量瓶中，用（2+98）硝酸稀释至刻度。

（6）砷、铅、汞、镉元素标准储备溶液（100.0μg•mL-1
 ）：可购置于国家标准物质研究中心。

（7）砷、铅、镉元素混合标准溶液（10.00μg•mL-1
 ）：分别移取砷、铅、镉元素标准储备溶液5.00mL于50mL容量瓶中，用（2+98）硝酸稀释至刻度。

（8）汞元素标准溶液（2.0μg•mL-1
 ）：分别移取汞标准储备溶液1.00mL于50mL容量瓶中，用（2+98）硝酸稀释至刻度。

（9）去离子水：电阻率≥18.2MΩ•cm-1
 。

（10）液氩或高纯氩气（纯度≥99.999%），高纯氦气（纯度≥99.999%）。

（11）金银花干品。


四、流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图8-6所示。

[image: ]
图8-5　样品处理流程图



2.实验步骤

（1）试样消解

在实验前，所有玻璃器皿及消化罐均需要以（1+4）硝酸浸泡24h，用蒸馏水反复冲洗，最后用去离子水冲洗干净。

称取金银花试样__________g，将试样置于__________中，加入4mL（2+98）硝酸，浸泡1h，再加入1mL过氧化氢，盖上密封盖，放入微波消解炉中。控制消解温度为120℃时，加热10min，再将微波消解炉的温度调节至160℃，加热20min，消解结束后，冷却，将消化液转移至50mL容量瓶中，
[11]

 用去离子水冲洗消化罐内壁3～5次，将冲洗液转移至容量瓶，用去离子水稀释至刻度，混匀，制备得到样品溶液。

不加金银花试样，取与消化试样相同量的（2+98）硝酸和过氧化
[12]

 氢，按同一试样消解方法做试剂空白溶液。

（2）标准系列的制备

取10.0μg•mL-1
 砷、铅、镉混合标准溶液、2.0μg•mL-1
 汞标准溶液各5.0mL，用（2+98）硝酸稀释至50.0mL，配成混合标准使用液。取此标准使用溶液0.00mL、0.10mL、0.25mL、0.50mL、1.00mL、2.50mL分别置于100mL容量瓶中，用（2+98）硝酸稀释至刻度。

（3）仪器工作条件和测量参数的设定

按照ICP-MS仪器的操作规程，调整仪器工作条件。

雾化室温度：2℃；石英一体化炬管：1.5mm中心通道；取样锥/截取锥：1.0/0.4mm（Ni）锥；高频发射功率：1450W；样品提升速率：0.1r•s-1
 ；采样深度：7.5mm；样品提升量：0.4mL•min-1
 ；载气流速：0.85L•min-1
 ；混合气流量：0.28L•min-1
 ；等离子气流量：15.0L•min-1
 ；辅助气流量1.0L•min-1
 ；氦气流量：5mL•min-1
 。

分析中应用内标溶液（Li、Sc、Ge、Y、In、Tb、Bi）1.00mg•L-1
 ，用内标管在线加入，采用ICP-MS分析方法中内标校正定量分析方法测定。仪器测量参数见表8-3。

表8-3　Agilent ICP-MS 7500cx测量参数




	参数
	
7
 Li
	
89
 Y
	
205
 T l



	轴偏移（amu）
	7.00 ±0.10
	89.00 ±0.10
	205.00 ±0.10



	分辨率（W－10％）
	0.65～0.80＜10％
	0.65～0.80
	0.65～0.80



	灵敏度 cps／ppb（积分时间0.1 s）
	　
	＞1000
	＞1000



	精密度（RSD）
	　
	＜10％
	＜10％



	背景（cps）
	＜30
	＜30
	＜30



	氧化物比值
	　
	CeO／Ce：＜1％
	　



	双电荷比值
	　
	Ce2+
 ／Ce：＜5％
	　






（4）混合标准系列溶液、样品溶液和空白溶液的测定

待仪器稳定后，按顺序依次对混合标准系列溶液、空白溶液和样品溶液进行测定。元素的质荷比及内标元素选择如表8-4所示。

表8-4　元素的质荷比及内标元素选择




	元素的质荷比
	元素
	积分时间／s
	内标元素



	75
	As
	0.3
	Ge72



	111，114
	Cd
	0.1
	In115



	202
	Hg
	1.0
	Bi209



	206，207，208
	Pb
	0.1
	Bi209







五、数据记录和处理


1.As、Cd、Hg、Pb的标准曲线绘制

绘制As、Cd、Hg、Pb的标准曲线图，计算标准曲线方程和线性相关系数。

2.中药材中的As、Cd、Hg、Pb含量计算

计算中药材中的As、Cd、Hg、Pb的平均含量和相对标准偏差。注意在计算As、Cd、Hg、Pb含量时，需将试样中As、Cd、Hg、Pb浓度分别扣除空白样的As、Cd、Hg、Pb浓度，计算结果保留两位有效数字。元素含量计算公式为
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式中：X
 
i

 ——分析试样中的金属元素的含量（mg•kg-1
 ）；


c
 
i

 ——分析试样溶液中被测元素的浓度（扣空白后）（ng•mL-1
 ）；


V
 ——测试溶液的体积（mL）；


F
 ——稀释倍数；


m
 ——分析试样的质量（g）。

实验数据记入表8-5中。

表8-5　实验数据记录表




	样品
	编号
	As
	Cd
	Hg
	Pb



	浓度／ ng • mL-1

	强度／ cps
	浓度／ ng • mL-1

	强度／ cps
	浓度／ ng • mL-1

	强度／ cps
	浓度／ ng • mL-1

	强度／ cps



	标准系列
	1
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	2
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	3
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	4
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	5
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	6
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　






续表




	样品
	编号
	As
	Cd
	Hg
	Pb



	浓度／ ng • mL-1

	强度／ cps
	浓度／ ng • mL-1

	强度／ cps
	浓度／ ng • mL-1

	强度／ cps
	浓度／ ng • mL-1

	强度／ cps



	样品
	1
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	2
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	3
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	空白
	1
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　



	2
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　







六、注意事项


（1）在ICP-MS分析中药材中砷、汞、铅、镉时，必须采用在线或离线内标校正定量分析。为了方便检验仪器性能和操作流程标准化，推荐配置仪器公司专用的内标溶液。

（2）考虑到开关机的成本，每次开机分析样品量应大于50个，如样品量不足可与其他同学一起使用。


七、讨论和思考


（1）在ICP-MS分析中，为什么要采用内标校正分析法？

（2）ICP-MS分析对试剂的纯度要求是什么，对试剂中杂质的限量要求是什么？

（3）ICP-MS测定元素的分析原理是什么？

（4）中药材的消解方法有哪些？各自的特点是什么？


注释


[1]问
 质谱离子源的作用？常见离子源各有什么特点？

[2]问
 选择离子扫描与全扫描有什么不同？选择离子扫描有什么优点和缺点？

[3]问
 质谱仪中所有部分均要处于高度真空的条件下，其作用是什么？如果真空度不够会出现哪些问题？

[4]问
 为什么采用乙酸乙酯作为提取可乐饮料中咖啡因的溶剂，还能选择哪些提取溶剂？

[5]问
 如果在Scan模式下定量测定样品中的咖啡因含量，其结果与SIM模式有何区别？哪一种定量方式更准确？

[6]问
 加入甲醇的作用？

[7]鞘气：用于雾化、去溶剂的气体。

1au=0.3L•min-1
 ，25au=7.5L•min-1
 ，10au=3L•min-1
 。

[8]问
 离心的作用？

[9]问
 一级全扫描质谱的作用和二级质谱的作用？

[10]电子纯（MOS）是高纯试剂的一种分类，主要针对电子元件中使用的化学试剂，又称超净高纯试剂，特点是金属含量极低。

[11]问
 玻璃器皿及消化罐为什么要用硝酸浸泡？

[12]问
 什么是试剂空白？









第9章　其他仪器分析实验




实验31　核磁共振波谱法测定未知物的结构




一、实验目的


（1）了解核磁共振波谱仪的工作原理、基本结构及操作方法。

（2）熟悉获得1
 H-NMR谱图的一般操作程序与技术，作出给定化合物的1
 H-NMR谱图。

（3）掌握简单核磁共振氢谱的解析方法，推断未知物的分子结构。


二、实验原理


利用自旋原子核在外磁场作用下的核自旋能级跃迁所产生的吸收电磁波谱来研究有机化合物结构与组成的分析方法称为核磁共振波谱法，简称NMR。目前，应用最广的是1
 H-NMR谱，
[1]

 其次是13
 C-NMR谱。


1
 H-NMR谱提供的主要信息有化学位移、多重峰的数目、耦合常数和吸收峰的面积等。

化学位移指的是____________________________________________。

例如，乙醇CH3
 CH2
 OH分子中有三组处于不同化学环境的质子：CH3
 中的三个质子、CH2
 中的两个质子和OH中的一个质子，它们在不同的磁场强度下将产生不同的核磁共振，
[2]

 也就是说它们有着不同的化学位移。由于化学环境不同引起氢核化学位移的变化小，只有百万分之十左右，要精确测量其绝对值比较困难，并且在不同强磁场中仪器测量的数据存在一定的差别，故采用相对化学位移来表示，符号为δ
 。大多数质子峰的δ
 在1～10之间。
[3]



[image: ]


自旋核与自旋核间的相互作用称自旋偶合。自旋偶合会使特定核的共振峰发生裂分，从而产生精细结构。如乙醇分子中的CH3
 峰被分裂为三重峰，CH2
 峰被分裂为四重峰。___________________________称为自旋偶合常数，以J
 表示，单位为Hz。J
 值的大小是自旋偶合强度的量度，是物质分子结构的特征，是物质定性和结构分析的重要依据之一。


1
 H-NMR谱中每组峰的强度可用该峰的积分面积来表示，各峰的面积比等于__________。如乙醇分子中CH3
 、CH2
 和OH三个峰面积比为3∶2∶1（见图9-1）。

[image: ]
图9-1　乙醇的高分辨1
 H-NMR谱



核磁共振波谱仪的种类和型号很多，按扫描方式分为连续波核磁共振波谱仪（CW-NMR）和脉冲—傅立叶变换核磁共振波谱仪（PFT-NMR），目前使用较多的是PFT-NMR。

[image: ]


本实验要求学生用脉冲—傅立叶变换核磁共振波谱仪测定未知物的1
 H-NMR谱，并结合样品分子式，推断未知样品结构。


三、仪器和试剂


1.仪器

脉冲—傅立叶变换核磁共振波谱仪、外径5mm的核磁共振样品管。
[4]



2.试剂

（1）参考物：四甲基硅烷（TMS）。

（2）溶剂：氘代氯仿。

（3）结构简单的未知样品。
[5]




四、实验步骤


1.仪器准备

按实验要求，根据仪器操作步骤调节好仪器。

2.试样制备

取__________mg未知样品装入试样管中，以__________mL氘代氯仿溶解，并滴加少量TMS。

3.样品测定

把装有未知样品的氘代氯仿溶液的样管置于探头上测谱。


五、数据记录和处理


将未知样品的1
 H-NMR谱图结果填入表9-1中。

表9-1　未知样品的1
 H-NMR谱图结果记录




	峰号
	δ
	峰分裂数及特征
	峰积分面积



	1
	　
	　
	　



	2
	　
	　
	　



	3
	　
	　
	　






根据表9-1，结合样品分子式，推断未知样品结构。


六、注意事项与注释


（1）严禁将磁性物体（工具、手表、钥匙、手机等）带到强磁体附近，尤其是探头区。

（2）样品管的插入与取出，务必小心谨慎，切忌折断或碰碎在探头中而造成事故。样品管外壁应先擦干净，用量规限定涡轮转子的高度，用以保证试样在磁体发射圈中心位置。


七、讨论和思考


（1）NMR波谱法与IR、UV光谱法相比较有何差异？

（2）NMR波谱仪有哪些主要部件，各自的功能是什么？操作NMR谱仪时应注意哪些事项？

（3）NMR中的化学位移是否随外加磁场而改变？为什么？


注释


[1]问
 物质产生核磁共振的必要条件是什么？

[2]问
 影响化学位移的主要有哪些因素？

[3]ν试样
 和ν标准
 分别表示样品和标准物中氢核的共振频率，ν仪
 为仪器的操作频率。标准物质常用四甲基硅烷（Si（CH3
 ）4
 ，TMS），其位移常数δ
 =0

[4]查资料了解脉冲—傅立叶变换核磁共振波谱仪的结构和主要部件。

[5]问
 用于核磁共振测定的溶剂必须符合什么条件？常用溶剂有哪些？











实验32　X射线粉末衍射法测定二氧化钛晶型







一、实验目的


（1）理解晶体的基本概念和X射线衍射法的基本原理。

（2）了解X射线衍射仪的结构和使用方法。

（3）熟悉物相定性分析方法。
[1]




二、实验原理


X射线衍射法（XRD）是研究物质晶型的主要手段之一。目前，XRD已有很大发展，应用范围日益广泛，可鉴别矿物物相、测定点阵常数和晶胞大小、研究晶体中的残余应力和点阵畸变等，是矿物研究、催化及材料科学中常用的实验手段。按照研究对象的不同，
[2]

 XRD可分为X射线单晶衍射法和X射线粉末衍射法两种。前者的研究对象是单晶体，后者的研究对象则是许多取向随机的小晶体的总和。XRD方法准确度高，分辨能力强。

XRD的检测原理大致如下：晶体具有周期性结构，一个立体的晶体结构，可看成是一些完全相同的原子平面点阵按一定距离d
 （晶面间距）平行排列而成，同时也可以看成是另一些原子平面点阵按另一距离d
 ′平行排列而成。这样一组特定的d
 值表明了晶体的结构特征。结构不同的晶体，其d
 值组绝不相同，所以，通过测定__________可以表征晶体结构。当波长为λ
 的X射线照射到晶体的一族平面点阵时，每一个平面点阵都对X射线产生散射，如图9-2所示。

[image: ]
图9-2　晶体的Bragg衍射



射到相邻两个平面点阵面1、面2上的X射线的光程差为CB+BD，如果面1、面2的间距为d
 ，则CB=BD=d
 sinθ
 ，即X射线在相邻两个点阵平面上的光程差为2d
 sinθ
 。当光程差是波长λ
 的整数倍时会产生衍射现象，由此可得到X射线衍射（或Bragg衍射）。基本公式如下：

2d
 sinθ
 =nλ


式中：θ
 为衍射角或Bragg角，n
 是1，2，3，…等整数。

使用X射线衍射仪，以测得的X射线的衍射强度（I
 ）与最强衍射峰的强度（I
 0
 ）的比值（I/I
 0
 ）为纵坐标、以2θ
 为横坐标，记录的图谱即为X射线衍射图谱。从X射线衍射图谱中获得的衍射峰位置（2θ
 ）、晶面间距（d
 ）、衍射峰强度比（I/I
 0
 ）等信息，直接反映了晶体特定的结构参数。实际上，每一种晶体的X射线衍射图谱如同人的指纹，其衍射峰位置和强度几乎是独一无二的，因此对于单相物质而言，可以把实测数据与已知物相的相应数据进行比较，即可直接定性分析出该单相物质的物相。如果是由多相物质组成的试样，其所得衍射图是所含单相物质衍射图的简单叠加。根据这一原理，就可以方便地从一多相物质衍射图中将各物相分别鉴别出来。

几十年来，国际粉末衍射标准联合会（简称JCPDS）收集世界各国发表的单相结晶物质的X射线粉末衍射图谱，经过审定、整理、汇编成JCPDS粉末衍射卡出版发行。实际工作中，只要获得被测物质的粉末衍射图，再去查对JCPDS卡片（现在JCPDS卡片已改成为PDF卡片），即可得知被测物质的化学式、习惯用名以及有关的各种结晶学数据。因此，这套卡片已成为X射线粉末衍射法进行物相分析必不可少的工具，目前已有人将其编制成数据库，可在计算机上方便地进行查寻。

X射线粉末计数管衍射仪的仪器结构如图9-3所示。测试时，将粉末样品装在测角圆台中心架上，
[3]

 圆台的圆周边装有X射线计数管，以接受来自样品衍射的X射线，并将其转变成电信号后，再进行放大，记录X射线粉末衍射图谱。

[image: ]
图9-3　X射线粉末计数管衍射仪的仪器结构



[image: ]


二氧化钛性质稳定，具有非常高的折射率（n
 =2.4），广泛应用于涂料、搪瓷、塑料、玻璃、纸张涂层和填料、催化剂、印刷油墨和焊剂中。

二氧化钛通常有金红石型、锐钛矿型及板钛矿型三种晶型，其晶型结构及参数分别如下：

金红石（PDF No.21-1276），四方双锥晶型类，一般具有完好的四方柱形或针状晶体，常呈红棕色、红色、黄色或黑色。四方晶系P
 42
 /mnm
 空间群（136号）。晶胞参数：a
 =459pm，c
 =296pm。

锐钛矿（PDF No.21-1272），晶型一般呈锥形、板状、柱状，915℃下转变为金红石。四方晶系I
 41
 /amd
 空间群（141号）。晶胞参数：a
 =379pm，c
 =951pm。

板钛矿（PDF No.29-1360），晶体呈板状、叶片状，呈淡黄、褐到黑色，条痕呈浅黄色、浅灰至褐色。透明或半透明，金刚光泽或半金属光泽。正交晶系Pbca
 空间群（61号）。晶胞参数：a
 =918pm，b
 =545pm，c
 =515pm。


三、仪器和试剂


1.仪器

（1）Bruker D8 Focus X射线粉末衍射仪（Cu靶）。

（2）玛瑙研钵。

（3）样品架。

2.试剂

二氧化钛粉末样品。


四、实验步骤


1.开机
[4]



严格按照顺序开机：开电脑、水冷系统、总电源、稳压器。待系统启动完毕，开启高压，预热20～30min，启动XRD commands。设定工作条件U
 =40kV，I
 =40mA，以Cu靶为辐射线源（λ
 =__________mm）。
[5]



2.装样

取适量样品，用玛瑙研钵将试样研细（约__________目）。取少量粉末均匀地装入样品框。把粉末压紧，压平，使之尽可能均匀。

3.测试
[6]



打开测试软件，设置参数，在相应栏目中设定步长、扫描时间、扫描范围等参数，将扫描范围设定在__________之间。启动X射线探测器开始自测试。待自测试结束后，红色警示灯灭掉，才能开启防护门，放置样品，锁上门，开始测定。
[7]



4.保存数据

待一个样品测试完毕，需要对数据进行保存，点击XRD commands 菜单上save as按钮，把得到的衍射数据保存为**.raw及**.txt格式。

5.关机

按照与开机相反的顺序关机，但要等仪器冷却后再关水冷系统，以免仪器烧坏。


五、数据记录和处理


1.获得衍射图谱

如果电脑上已安装X射线粉末衍射数据处理软件，可以直接打开**.raw文件获得样品的X射线粉末衍射图谱。也可以使用Origin程序打开保存的**.txt文件，同样可以得到样品的X射线粉末衍射图谱。
[8]



2.谱图解析

按照X射线粉末衍射分析软件使用说明，对所得样品谱图进行检索。

3.晶型判定及晶面指标化

根据检索结果对样品图谱进行解析。


六、注意事项与注释


（1）X射线对人体有害，测试过程中请不要靠近X射线粉末衍射仪。

（2）样品量太少时，可以使用微量样品台。

（3）如果在测试过程中发现问题，应及时联系实验教师。

（4）实验室温度应保持在20～25℃左右，如果室温过高或过低，请打开空调待温度稳定后方可开机。

（5）每次实验结束后，应将操作台打扫干净，将产生的废弃物进行处理后方可离开。

（6）实验数据处理可以参照以下格式：

样品名称或编号：____________。

样品为Fe2
 SiV。晶胞参数a
 =b
 =c
 =5.63，α
 =β
 =γ
 =90°，立方晶系。样品的X射线衍射图谱如图9-4所示。各衍射峰对应米勒指数及d
 值见表9-2。

[image: ]
图9-4　Fe2
 SiV样品的X射线衍射图谱



表9-2　Fe2
 SiV样品相关晶体参数




	编号
	晶面指数
	d
	衍射峰角度（2 θ）



	h
	k
	l



	a
	1
	1
	1
	3.2423
	27.416



	b
	2
	0
	0
	2.8086
	31.761



	c
	2
	2
	0
	1.9889
	45.533



	d
	2
	2
	2
	1.6245
	56.582



	e
	4
	0
	0
	1.4081
	66.360



	f
	4
	2
	0
	1.2603
	75.449







七、讨论和思考


（1）简述X射线衍射分析的特点和应用。

（2）简述X射线衍射仪的工作原理。


注释


[1]问
 还有哪些基于X射线的仪器分析方法？

[2]查阅资料，罗列出XRD的主要分析对象。

[3]问
 块状固体可以直接拿来做粉末衍射测试吗？块状固体若直接测试该如何制样？

[4]开关机必须严格按照Bruker D8 Focus X射线粉末衍射仪操作规程进行操作！

[5]衍射平面要与样品架平面处于同一平面。

[6]建议步长为0.02°，扫描时间为0.2s，扫描范围2θ
 =10～80°。

[7]**.raw格式文件可以使用jade软件直接打开，而**.txt文件则可以使用Origin软件绘图。

[8]常用的X射线粉末衍射分析软件有Jade、X’pert Highscore、Pcpdgwin、Search match等，其中最常用的为Jade软件。











实验33　五水硫酸铜的综合热分析







一、实验目的


（1）掌握差示扫描量热分析法、热重分析法的基本原理和分析方法。

（2）了解差示扫描量热—热重同步热分析仪的基本构造，并掌握使用方法。

（3）用差示扫描量热分析法、热重分析法对CuSO4
 •5H2
 O进行综合热分析。


二、实验原理


热分析是指在程序控制温度下，测量物质的物理性能与温度关系的一类技术。常用的热分析方法有热重分析法、差热分析法和差示扫描量热分析法等。
[1]



热重分析法又称热失重法（Thermogravimetry，TG），就是在程序控制温度下，借助热天平，测量试样_____________________的一种热分析技术。由热重法试验记录的曲线称为热重曲线（TG曲线），如图9-5所示，图中横坐标表示温度或时间，纵坐标表示质量。
[2]



[image: ]
图9-5　典型热重曲线



TG曲线上质量基本不变的部分称为平台，如ab和cd；曲线bc表示质量减少，T
 
i

 为失重起始温度，T
 
f

 为失重终止温度，失重率为

[image: ]


式中：W
 0
 为试样起始重量；W
 1
 为失重后试样质量。

根据热重曲线的失重率可以判断试样的热分解机理和分解产物。

差热分析法（Differential Thermal Analysis，DTA）是在温度程序的控制下，测量_________________________________的一种技术。其原理是在相同的加热条件下对试样加热或冷却，若试样中不发生任何热变化，试样的温度和参比物的温度相等，两者温差为零。如果试样在加热或冷却过程中发生熔化、凝固、晶型转变、吸附、脱附等物理转变及分解、化合、氧化还原等化学变化，则必将伴随体系焓的改变，从而产生热效应。若此热效应为吸热效应，试样的温度将滞后于参比物的温度，此时两者的温差不为零，并在DTA曲线上出现一个吸热峰；反之，若试样发生放热效应，则在DTA曲线上出现一个放热峰。

差示扫描量热分析法（Differential Scanning Clorimetry，DSC）也是用参比物和试样进行比较，与差热分析法不同的是，DSC的参比物和试样各自由一个单独的微型加热室加热。当试样按程序升温时，控制系统根据试样和参比物的温差信号来调节加热器的功率输出，使试样和参比物在整个试验过程中始终保持温度一致，所记录的_________________________________曲线，简称DSC曲线，如图9-6所示。曲线的横坐标表示温度（或时间），纵坐标是以样品与参比物间温差为零所需供给的热量。凸起的峰表示吸热效应，热焓增加；反向的峰表示放热效应，热焓减少。差热曲线峰面积（S
 ）的大小正比
[3]

 于试样所产生的热效应（ΔH
 ），即ΔH
 =KS，K
 为比例常数。

[image: ]
图9-6　简单的DSC曲线



将TG、DTA、DSC等各种单功能的热分析仪组装在一起，就变成多功能的综合热分析仪，如DSC-TG、DTA-TG等。

五水硫酸铜（CuSO4
 •5H2
 O）是一种重要的铜盐，它在加热条件下会逐步脱去结晶水，并分解生成
[4]

 CuO和Cu2
 O。不同文献数据相差较大。常见的一种报道是CuSO4
 •5H2
 O样品在加热过程中，共有七个吸收峰，具体的外延起始温度和相应产物如下：（1）48℃，__________；（2）99℃，__________；（3）245℃，__________；（4）685℃，__________；（5）753℃，__________；（6）1032℃，__________；（7）1135℃，__________。

[image: ]


本实验要求学生用差示扫描量热分析法确定CuSO4
 •5H2
 O脱水时的温度，用热重分析法定量分析失水的量，并对实验结果作解释。


三、仪器和试剂


1.仪器

同步热分析仪、Al2
 O3
 坩埚、研钵。

2.试剂

分析纯CuSO4
 •5H2
 O试样，使用前需研磨均匀。
[5]




四、实验步骤


1.仪器准备

实验前，确认载气氮气连接正确，输入压力为0.2MPa。冷却水循环正常，流量不小于2L•min-1
 。
[6]



打开仪器电源，预热25min。打开计算机操作软件，并确认天平处于解锁状态。
[7]



2.样品准备及坩埚放置

准确称取10mg（精度为0.01mg）左右的CuSO4
 •5H2
 O试样放入Al2
 O3
 坩埚中，并以另一个空的Al2
 O3
 坩埚（不装任何物质）为参比。

将样品及参比坩埚置于DSC-TG传感器的坩埚位，样品坩埚位于靠近操作者一端，注意尽量避免传感器晃动。等传感器稳定后，降下加热炉。
[8]



3.实验参数设置及DSC-TG曲线绘制

在软件中设定CuSO4
 •5H2
 O的差热分析条件：载气氮气的气流速率为20mL•min-1
 ；升温速率10℃•min-1
 ；最高温度500℃。

参数设置后，按照升温程序绘制DSC-TG曲线。

重复上述实验，将升温速率改为5℃•min-1
 。


五、数据记录和处理


由软件处理实验数据。

1.CuSO4
 •5H2
 O脱水的差示扫描热分析图谱

由差示扫描热分析曲线，判断各反应是吸热反应还是放热反应，找出各峰的起始温度、峰顶温度和量热值，数据记入表9-3中。

表9-3　CuSO4
 •5H2
 O差热峰的定量数据




	峰号
	峰起始温度（ ℃）
	峰顶温度（ ℃）
	Δ H测定值（kJ • mol-1
 ）
	Δ H文献值（kJ • mol-1
 ）



	　
	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　
	　






2.CuSO4
 •5H2
 O脱水的热重曲线及热重基本特性参数

CuSO4
 •5H2
 O热重基本特性参数见表9-4。

表9-4　CuSO4
 •5H2
 O热重基本特性参数




	失重阶段
	起始失重温度（ ℃）
	失重终止温度（ ℃）
	失重率（％）



	　
	　
	　
	　



	　
	　
	　
	　






（1）根据表9-4，推断每个阶段失去的结晶水数。

（2）由试样称样量和失重率分析五水硫酸铜试样的纯度。

3.由DSC-TG曲线分析CuSO4
 •5H2
 O受热所发生的反应过程及最终产物。


六、注意事项与注释


（1）坩埚一定要清洗干净，否则坩埚不仅影响热导，杂质在受热过程中也会发生物理化学变化，影响实验结果准确性。

（2）试样CuSO4
 •5H2
 O在实验前要仔细研磨。装样时，样品尽量薄而均匀地平铺在坩埚底部，并在桌面轻敲坩埚以保证样品之间有良好的接触。为了提高检测中间产物的灵敏度，应采用少量试样，以得到较好的检测效果。

（3）实验进行过程中，避免碰撞试验台，避免接触仪器的高温表面。实验结束后，待炉体温度降至室温（至少70℃以下），才可取出样品坩埚，关闭冷却水和载气。

（4）从理论上讲，差热曲线峰面积的大小与试样所产生的热效应成正比，将未知试样与已知热效应物质的峰面积相比，就可以求出未知试样的热效应。但实际上，由于样品和参比物之间往往存在着比热、导热系数、粒度、装填紧密程度等的不同，在测定过程中又由于熔化、分解转晶等物理、化学性质的改变，未知物试样和参比试样的比例常数并不相同，所以用它来计算误差较大。


七、讨论和思考


（1）影响DSC和TG曲线的因素分别有哪些？

（2）简述DSC和TG分析技术的应用领域和发展前景。


注释


[1]问
 常用的测温传感器有哪些？其原理分别是什么？

[2]问
 热天平与普通天平的区别是什么？

[3]问
 比较DSC与DTA分析法的异同点。相比DTA，DSC有哪些优点？

[4]CuSO4
 •5H2
 O的脱水方式与其结构有关，试从五水硫酸铜的结构说明其脱水过程。

[5]问
 试样在使用前为什么要进行研磨，一般研磨到什么程度为宜？

[6]问
 载气和冷却水的作用分别是什么？

[7]参比坩埚与样品坩埚材质必须一致。如果试样量较大，必须在参比坩埚中加入参比物α-Al2
 O3
 ，且重量与待测试样接近。

[8]问
 升温速率不同对热分析谱图有哪些影响？为什么？











实验34　元素分析法测定有机化合物组成及分子式







一、实验目的


（1）了解元素分析仪的结构和工作原理；

（2）掌握元素分析测定C、H、N等含量的方法和步骤；

（3）了解元素分析仪测定有机化合物分子式的原理。
[1]




二、实验原理


有机元素分析法可同时对有机的固体、高挥发性和敏感性物质中C、H、N、S等元素的含量进行定量分析测定，在研究有机材料及有机化合物的元素组成等方面具有重要作用，可广泛应用于化学品、纺织品、环境样品和药物产品的组成与结构分析，如精细化工产品、药物、肥料、石油化工产品中的碳、氢、氧、氮等元素含量，从而揭示化合物性质变化，得到测定物质的组成、结构和某些物理特性等有用信息的仪器。

元素分析由以下过程完成测试：将样品直接放在900℃的__________燃烧管中，在定量氧的作用下瞬间燃烧。在稳定的高纯氦气流下，产生的混合气体经过催化剂及金属铜后完成定量转化，即将碳定量氧化成__________，氢则转化为__________，其他元素转化为__________，而干扰成分则__________。然后混合气体进入色谱柱进行分离。按__________的次序流出色谱柱，由热导检测器输出信号，并存储在计算机中，最后由计算机根据输入的样品重量和信号的峰面积进行计算，直接打印出样品中各元素的质量百分含量。


三、仪器和试剂


1.仪器

元素分析仪、天平（百万分之一）、样品架与样品池、氦气瓶、氧气瓶。

2.试剂和材料
[2]

 有机标准物及有机试样、氦气和氧气、装样盒（锡箔）、相应的小工具。


四、实验步骤


1.仪器准备

打开元素分析仪电源预热。

2.样品测试

（1）在百万分之一电子天平上将适量（3.5～5.0mg）的标准样品（1份）和待测样品（3份平行样）分别直接称取到已称重的锡箔小盒中，用镊子把边封好，折叠锡边，把样品中空气排除掉。

（2）把样品放入元素分析仪中，盖上盖子。

（3）按设计好的实验条件和程序自动分析待测样品。

重复以上步骤测完4个样本。
[3]



（4）分析结束，打印数据。

3.关机

仪器降温，退出软件，关闭计算机，关闭仪器电源，最后关闭气源。


五、数据记录和处理


按表9-5进行数据处理和记录。

表9-5　实验数据记录表




	参数
	标准样
	试样1
	试样2
	试样3



	C测得量
	　
	　
	　
	　



	C理论量
	　
	　
	　
	　



	相对偏差
	　
	　
	　
	　



	N测得量
	　
	　
	　
	　



	N理论量
	　
	　
	　
	　



	相对偏差
	　
	　
	　
	　



	H测得量
	　
	　
	　
	　



	H理论量
	　
	　
	　
	　



	相对偏差
	　
	　
	　
	　



	O测得量
	　
	　
	　
	　



	O理论量
	　
	　
	　
	　



	相对偏差
	　
	　
	　
	　



	原子个数比
	　
	　
	　
	　



	确定分子式
	　
	　
	　
	　







六、注意事项


（1）不同操作模式选用的催化剂和还原剂有所不同，要严格按规定设置加热炉温度，否则容易损坏加热炉：CHN（含CN和N）模式的燃烧炉温度在950℃左右，还原炉温度在500℃左右，而CHNS（含CNS和S）模式时则两炉温分别为1150℃和850℃左右。

（2）如果仪器新更换了催化剂或还原剂，则需在实验前对仪器进行检漏。


七、讨论和思考


（1）元素分析仪使用什么检测器？基本原理是什么？

（2）如何求C、H、N的摩尔比？

（3）怎样降低实验的系统误差？

（4）常见有机元素的测定除了仪器法，是否还有其他方法？不同方法各有什么优缺点？


注释


[1]广义来上来讲，市场上目前在售的硫碳分析仪、测汞仪、定氮仪、多元素金属分析仪等都属于元素分析仪的范畴。由于有机元素分析仪开发早、用途广、普及率高，所以在没有特别指明的情况下，均是指本实验中所用的有机元素分析仪。

[2]如果按CHN模式操作则可以选苯胺或其他有机胺化合物。如果增加O模式，可以选乙酰苯胺或对乙酰氨基酚。

[3]不同型号的仪器所要求的实验条件有所不同，需视实验室拥有的设备情况事先设定。











实验35　蚕丝丝素蛋白中的氨基酸分析







一、实验目的


（1）了解氨基酸分析仪的基本原理；

（2）掌握氨基酸分析仪的基本结构和操作方法；

（3）掌握氨基酸分析预处理过程和定量测定方法。


二、实验原理


氨基酸分析仪是进行氨基酸分离、衍生和检测的自动化分析仪器。广泛用于制药、食品、饲料、农业、医学研究等领域。氨基酸分析仪的测定原理是____________________________________________________。__________氨基酸结合力最强、其次为__________氨基酸、__________氨基酸、__________氨基酸结合力最弱。按照氨基酸分析仪设定的洗脱程序，用不同离子强度、pH值的缓冲溶液依次将氨基酸按吸附力的不同洗脱下来，再逐个与另一流路的__________试剂混合，于一定温度下（通常为115～120℃）进行柱后衍生显色反应，形成在570nm有最大吸收的蓝紫色产物（反应方程如图9-7所示）。

[image: ]
图9-7　茚三酮与氨基酸的反应方程式



其中的羟脯氨酸与茚三酮反应生成黄色产物，其最大吸收在440nm。这些有色产物对570nm、440nm光的吸收强度与洗脱出来的各氨基酸的浓度（或含量）之间的关系符合朗伯比耳定律，可与标准氨基酸比较作定性和定量测定。

蚕丝是由丝素蛋白（Silk Fibroin）和丝胶蛋白（Sericin）两部分组成。丝素蛋白约占70%～80%。丝素蛋白富含18种氨基酸（如表9-6所示）、无毒性、与人体具有良好的生物相容性。将丝素蛋白水解后得到的丝素多肽和氨基酸可用于食品、生物医药、人体保健、化妆品等领域。本实验将蚕丝脱胶后用盐酸水解，采用氨基酸分析仪测定各种蚕丝水解氨基酸的含量。
[1]



表9-6丝素蛋白中的氨基酸

[image: ]



三、仪器和试剂


1.仪器

日立L-8900型氨基酸分析仪、色谱柱（阳离子树脂填充，60mm×4.6mm）、微量注射器、真空干燥箱、恒温水浴锅、微孔滤膜（0.45μm）。

2.试剂

蚕茧、透明皂、碳酸钠（分析纯）、苦味酸胭脂红、氨基酸标准溶液、HCl（分析纯）、氨基酸分析仪专用缓冲液和清洗液、去离子水、高纯氮气。


四、实验流程和步骤


1.实验流程

实验流程如图9-8所示。

[image: ]
图9-8　蚕丝丝素蛋白中氨基酸分析的流程图



2.实验步骤

（1）样品蚕丝蛋白提取

称取10g干蚕茧，并剪成小段。将干蚕茧的茧层在100mL 2%透明皂溶液中精炼2次（98℃水浴），每次50min，中间用0.05%碳酸钠溶液和去离子水反复洗净，用0.5%苦味酸胭脂红溶液检验至丝胶脱净为止（用苦味酸胭脂红对脱胶的丝素进行染色时，由于丝胶、丝素对胭脂红吸附能力不同，丝素在碱性溶液中选择性吸附苦味酸分子呈黄色；而当表面有丝胶存在时，因为丝胶具有强的吸附能力，能够同时吸附苦味酸和胭脂红，其红色掩盖了黄色，使得丝胶部分呈现红色），然后再在50℃，用0.05%碳酸钠溶液浸泡20min，用去离子水洗净后，置入50℃恒温干燥箱烘干，得到蚕丝丝素蛋白。

（2）样品蚕丝蛋白水解
[2]



称取1.60～3.20mg蚕丝丝素蛋白，放入水解试管，加入2.0mL的6mol•L-1
 HCl，封闭试管口，将样品放于98℃水浴水解24h，样品完全溶解后，用0.45μm微孔滤膜过滤，得到蚕丝水解氨基酸溶液。

（3）进样分析

根据氨基酸分析仪操作说明配制缓冲液和茚三酮溶液，冲氮气保护，设定缓冲液梯度淋洗程序，取各种氨基酸标准溶液和蚕丝水解氨基酸溶液各10μL进样分析，按外标法以峰面积计算含量。


五、数据记录和处理


记录氨基酸标准溶液分析数据，绘制各氨基酸溶液的标准曲线。按表9-7记录样品溶液的测试数据，由标准曲线计算各氨基酸含量。

表9-7　实验数据记录表




	编号
	氨基酸
	保留时间（min）
	峰面积
	含量（％）



	1
	　
	　
	　
	　



	2
	　
	　
	　
	　







六、注意事项


（1）每种氨基酸分析仪都有其比较合适的进样量，进样浓度有一定范围，样品中氨基酸浓度太大或太小都不适宜，尤其是将高浓度的样品注入仪器中会造成仪器管路堵塞，超量程工作对柱子污染很大。最好在进样分析前将样品稀释至较合适的浓度（0.02～1mmol•L-1
 ）。

（2）在实验中，需按说明书中规定的成分与配方配制淋洗缓冲液，特别是pH值和钠离子浓度一定要严格控制，如果pH值和钠离子浓度控制不当会出现氨基酸出峰提前、错后以及重叠现象。

（3）各种型号的氨基酸分析仪都有柱温要求，在操作上要求柱温达到规定的温度，基线稳定后，方能进行样品的正常分析，否则会出现基线漂移，影响分离效果以及准确定量。

（4）柱后衍生试剂茚三酮容易氧化变质失效，因此茚三酮购入后需妥善保管，特别不能在空气中长时间暴露。在配制茚三酮试剂时应注意要通入足够时间的氮气以排除氧，而且试剂表面应充满氮气保护。茚三酮反应液的好坏直接影响氨基酸出峰面积的大小，影响氨基酸分析的结果。


七、讨论和思考


（1）蚕丝蛋白中各种氨基酸的等电点是多少？在本实验中，蚕丝水解氨基酸的出峰顺序是什么？

（2）水解蛋白质除了酸水解法之外，还有哪些其他方法，各有什么优缺点？

（3）氨基酸分析仪定量分析各种氨基酸的原理是什么？


注释


[1]请按碱性氨基酸、中性氨基酸和酸性氨基酸对表9-6中的氨基酸进行分类。

[2]问
 为什么茚三酮溶液需充氮气保护？









第10章　综合设计性实验




10.1　综合设计性实验概述



10.1.1　综合设计性实验的目的

（1）培养学生查阅书刊及阅读文献资料的能力。

（2）培养学生运用所学知识及有关参考资料设计实际试样分析方案的能力。

（3）在教师指导下，对一些组成复杂的实际样品进行定性、定量分析，培养学生分析、解决问题能力。

10.1.2　综合设计性实验的要求和过程

学生组成研究小组，从本书罗列的综合设计性实验项目中选择一个，根据所查阅的文献资料，自拟分析方案交指导老师审阅并修改后，进行独立的实验工作，写出实验报告，并在班内进行交流。综合设计性实验具体实施过程可如图10-1所示操作。

[image: ]
图10-1　综合设计性实验实施流程



10.1.3　综合设计性实验报告格式


题目：******

实验者：　班级：　学号：

摘要：用哪些分析技术，解决了什么问题

关键词：

1.引言：研究课题的背景，意义

2.实验方法和原理

　2.1理论依据

　2.2实验方法

　　2.2.1实验仪器

　　2.2.2实验试剂

　　2.2.3实验步骤

3.实验结果与分析

　　3.1实验数据与处理

　　3.2实验结果分析与讨论

4.结论

　4.1实验研究结论

　4.2实验心得体会和展望

5.参考文献













10.2　综合设计性实验项目






本章共有4个实验，分别是地表水中污染物的分析、海产品中砷的形态分析、珍珠粉和贝壳粉的鉴别以及奶粉的质量鉴定，学生可根据兴趣和实际实验条件选择。

实验36　地表水中污染物的分析


一、实验背景


水是地球生物赖以生存的物质基础，水资源是维系地球生态环境可持续发展的首要条件之一。随着经济高速发展，城市化进程加快，水资源短缺现象逐渐呈现。更为严重的是，由于人类的生活和生产活动，将大量未经处理或处理不达标的工业废水、生活污水、农业回流水及其他废弃物直接排入环境水体，造成水资源污染，水质恶化，使水资源短缺问题越发严重。地表水是指存在于地壳表面，暴露于大气的水，是河流、冰川、湖泊、沼泽四种水体的总称，亦称“陆地水”，是人类生活用水的重要来源之一。近几年的中国环境状况公报显示，全国地表水污染较重，湖泊富营养化有不断加重的趋势。地表水中的污染物很多，既有有机污染物，又有无机污染物；既有易挥发性污染物，又有难挥发性污染物。此外，还有各种生物和病原微生物。

本实验要求学生测定地表水中的重金属元素，用综合性指标表示水体有机质含量，并用气相色谱—质谱法分析水中的挥发性有机物。


二、设计提示


1.地表水样的采集和保存

水样的采集和保存参照国际和国内相关标准。

2.地表水重金属含量的测定

水样预处理后，可以采用化学分析法测定常量金属元素，如钙、镁；采用火焰原子吸收光谱法分析微量金属元素；采用石墨炉原子吸收光谱法分析痕量金属；若存在汞和砷则适宜采用冷原子吸收光谱法和氢化物原子吸收光谱法分析。

3.有机污染综合指标的测定

目前多以化学需氧量（COD）、生化需氧量（BOD）和总有机碳（TOC）等综合指标表征有机物质含量。对于地表水既可以采用重铬酸钾为氧化剂测定得到CODCr
 ，也可以采用高锰酸钾为氧化剂测定得到CODMn
 ；生化需氧量采用20℃五天培养法测定；TOC采用燃烧氧化—非色散红外吸收法测定。

4.痕量有机成分的分析

地表水中挥发性有机污染物种类繁多，浓度低，可以采用吹扫捕集/气相色谱—质谱联用法定量测定。


三、参考文献


［1］GB 3838—2002 地表水环境质量标准［S］．

［2］GB 5749—2006 生活饮用水卫生标准［S］．

［3］国家环境保护总局《水和废水监测分析方法》编委会编.水和废水监测分析方法.第4版［M］.北京：中国环境科学出版社，2002．

［4］HJ 639—2012，水质 挥发性有机物的测定 吹扫捕集/气相色谱—质谱法［S］.

实验37　海产品中砷的形态分析


一、实验背景


随着工业化进程的加快，沿海水体及水生动植物不同程度地受到污染，其中海产品受到的污染最直接。海产品生物通过对污染物（如汞、砷、铅、镉等）的富集，使人体发生慢性中毒。一般海产品中砷含量较高，这也是人体摄入砷的来源之一，而元素的毒性与元素的存在形态密切相关，以砷化合物的半致死量LD50
 计，其毒性依次为AsH3
 ＞亚砷酸盐As（Ⅲ）＞砷酸盐As（V）＞一甲基砷酸（MMA）＞二甲基砷酸（DMA）＞三甲基砷氧化物（TMAO）＞砷胆碱（AsC）＞砷甜菜碱（AsB），由此可见，不同形态的砷的毒性不同，无机砷的毒性最大，有机砷的毒性较小，而AsB和AsC常被认为是无毒的。因此开展对海产品中砷形态的分析方法研究对充分利用好海产品资源，发展海产品贸易及保障人们身体健康具有重要意义。

本实验要求学生对海产品中砷的形态分析进行详细试验，以寻找更好的砷的形态分析及检测方法。


二、设计提示


1.前处理技术

砷化物的提取是进行砷形态分析的首要条件，单独进行无机砷测定时，常采用强酸（如浓硝酸等）提取；对于要求测定更多不同形态砷化合物的研究，大多采用甲醇∶水（1∶1）体系并结合超声或微波辅助萃取方式进行提取；其他如三氟乙酸溶液、蛋白质提取溶液等也可用于砷化物的提取。不同的检测要求对不同砷形态的要求不同，可根据具体要求选择合适的提取溶剂和提取方式。通过比较不同的样品前处理技术，得出针对海产品砷形态分析相对简单和快捷的方法。

2.分离及纯化技术

测定无机砷，常常需要对砷提取物中的其他形态的砷化合物进行去除操作，该过程直接影响检测的准确性。可以采用的分离方法有：采用活性炭吸附分离有机砷、利用阴离子交换树脂柱进行分离、用填充氨基修饰硅胶涂层磁性纳米颗粒小柱选择性吸附As（V）、减压蒸馏以及乙酸丁酯萃取分离等，比较不同纯化技术对各种形态砷检测结果的影响。

3.检测技术

常用的检测技术有比色法、氢化物发生—原子荧光法（HG-AFS）、离子色谱—氢化物发生原子荧光（IC-HG-AFS）联用技术、高效液相色谱—电感耦合等离子体质谱（HPLC-ICP-MS）联用技术等。


三、参考文献


［1］杨红丽，王镨，朱四喜，等.联用技术在砷形态分析中的应用进展［J］.浙江海洋学院学报（自然科学版），2007，26（1）：65—73．

［2］周彬，刘利亚，李雪春.海带丝中不同形态的砷含量分析［J］.微量元素与健康研究，2005，22（4）：33—34．

［3］滕曼，梁立娜，蔡亚岐，等.离子色谱—氢化物发生原子荧光光谱联用技术在砷形态分析中的应用［J］.分析试验室，2007，26（1）：22—26．

实验38　珍珠粉和贝壳粉的鉴别


一、实验背景


珍珠粉是将珍珠贝壳动物马氏珠母贝、蚌科动物三角帆蚌或褶纹冠蚌等双壳动物受刺激形成的珍珠用物理的方法粉碎磨细而成的粉状物，自古以来就是名贵中药，具有安神定惊、明目消翳、解毒生肌之功效。据现代科学分析，珍珠粉不仅含有丰富的钙元素，而且还含有18种氨基酸，以及多种人体必需的微量元素。正因为珍珠粉具有如此多的功效，目前，以珍珠粉为原料的医药、美容、化妆等新产品不断开发，使珍珠粉的需求量进一步增加。很多不法商人也借机掺杂以获取更高的利益，因此，寻找一种准确、快速的检验和鉴别珍珠粉的方法具有十分重要的现实意义。在珍珠粉中掺杂最多的是将蚌壳用碱去除其表面的角质层研细而成的贝壳粉。

本实验要求学生对两者的化学成分和结构特征进行详细研究，以寻找鉴别珍珠粉和贝壳粉的方法。


二、设计提示


1.化学成分分析

分析珍珠粉和贝壳粉的主要化学成分：（1）EDTA配位滴定法测定两种粉末钙含量；（2）盐酸滴定法测定碳酸根含量；（3）凯氏定氮法测定蛋白质含量；（4）原子吸收光谱法测定微量金属离子含量等。讨论能否利用化学成分的差别区分珍珠粉和贝壳粉。

2.红外光谱分析

珍珠粉和贝壳粉的主要成分是文石型碳酸钙，并含有少量有机质和水分。可以将粉末样品原样进行溴化钾压片后测其红外光谱，判定两者碳酸根面内和面外弯曲振动；对称和反对称伸缩振动的差异。加酸去除珍珠粉和贝壳粉的无机成分碳酸钙，获得两种样品的角壳蛋白，溴化钾压片后分析两者蛋白质红外特征吸收峰的区别。将两种粉末在不同温度热处理后，分析吸附水脱失、碳酸钙晶型转变、有机质和碳酸钙分解后红外光谱的差异。

3.差热和热重分析

通过差热法分析吸收峰位置、峰形和热焓差异研究珍珠粉和贝壳粉受热后结晶水脱离和有机相组分的变化。采用热重分析法测定两种粉末受热过程中不同热分解阶段的失重率等热重基本特性参数，研究两种粉末有机相组分含量的差异。

4.X射线衍射分析

采用X射线衍射，通过测定珍珠粉和贝壳粉最强标志性衍射谱线d
 值和衍射峰强度，比较研究两者存在的碳酸钙晶体结构的区别。


三、参考文献


［1］国家药典委员会.中华人民共和国药典（一部）［M］.北京：化学工业出版社，2005：159—160．

［2］郑笑为，张继，马双成，等.中药材珍珠的X 衍射Fourier 谱研究［J］.药物分析杂质，1999，19（4）：246—251．

［3］梁艳，赵杰，王来.贝壳的傅立叶变换红外光谱和热分析［J］.矿物岩石，2007，27（2）：12—16．

［4］夏静芬，钱国英，陈亮，等.珍珠粉和贝壳粉的化学成分和结构特征分析［J］.化学研究与应用，2010，22（11）：1467—1471．

实验39　奶粉的质量鉴定


一、实验背景


奶粉是牛奶的浓缩物，是重要的营养食品。奶粉种类较多，划分标准也多种多样。市售的大多数奶粉是在普通奶粉基础上，针对特定人群的营养需要进行调制而成的。例如，婴幼儿配方奶粉常常去除大部分饱和脂肪酸，降低部分矿物质含量，并适当增加乳清蛋白、维生素、不饱和脂肪酸、二十二碳六烯酸（DHA，俗称脑黄金）、花生四烯酸（ARA）等营养成分。中老年奶粉则常常添加帮助双歧杆菌增殖的低聚果糖，多种维生素和微量元素，特别是维生素D和钙元素等。

本实验要求学生对奶粉的主要成分和常用的食品添加剂和营养强化剂进行分析测定。


二、设计提示


1.化学分析

采用凯氏定氮法测定蛋白质含量；采用重量分析法测定脂肪和水分的含量；采用酸碱滴定法测定酸度。

2.元素分析

采用原子吸收光谱法测定钙、铁、锌、钠、钾、镁、铜、锰、铅的含量；采用紫外可见分光光谱法测定磷的含量；采用电位滴定测定氯的含量；采用氢化物—原子荧光光谱法测定硒的含量。

3、有机成分分析

采用气相色谱法测定脂肪酸成分、肌醇、碘含量；采用高效液相色谱测定乳糖、蔗糖、维生素A、B1
 、B2
 、B6
 、D、E、K1
 、烟酸、烟酰胺、泛酸、牛磺酸、β-胡萝卜素、苯甲酸、山梨酸的含量；采用荧光光谱法测定维生素C。


三、参考文献


食品安全国家标准GB 5009.5—2010、GB 5413.3—2010、GB 5413.34—2010、GB 5009.3—2010、GB 5413.27—2010、GB 5413.23—2010、GB5413.25—2010、GB 5413.5—2010、GB5413.9—2010、GB 5413.10—2010、GB 5413.11—2010、GB 5413.12—2010、GB 5413.13—2010、GB 5413.15—2010、GB 5413.17—2010、GB 5413.26—2010、GB 5413.35—2010、GB 21703—2010、GB 5413.18—2010、GB 5413.21—2010、GB 5009.12—2010、GB 5413.22—2010、GB 5413.24—2010、GB 5009.93—2010











参考答案







实验1　工业纯碱的含量分析



实验步骤


（1）0.2mol•L-1
 HCl标准溶液的配制和标定　8.3　
 mL浓盐酸，稀释至　500　
 mL（重复三次，每组用量大概为300mL）。


　0.76～0.84　
 g硼砂（按使用25mL滴定管，HCl滴定体积为20mL～22mL，滴定误差小于0.1%，计算称取量），加2～3滴　甲基红　
 指示剂（滴定终点pH为5.1，甲基红的变色范围为4.4～6.2），溶液的颜色由　黄　
 色变为　橙　
 色即为终点。

（2）工业纯碱的总碱度测定

加　甲基橙　
 指示剂（滴定终点pH约为3.9，甲基橙的变色范围为3.1～4.4），滴定至溶液呈　橙　
 色。

（3）工业纯碱中Na2
 CO3
 和NaHCO3
 的含量测定

加入2滴　酚酞　
 指示剂（这一步滴定产物为NaHCO3
 ，滴定终点pH约为8.3，酚酞的变色范围为8.2～10.0），滴定至　红色恰好消失　
 ，再加入　甲基橙　
 指示剂（这一步滴定产物为CO2
 和H2
 O），滴定至溶液由　黄　
 色变为　橙　
 色。


实验2　阿司匹林药片中乙酰水杨酸含量的测定



实验步骤


（1）阿司匹林药片中乙酰水杨酸含量的测定


　0.1　
 g药粉（药片中乙酰水杨酸含量相差较大，本实验按纯品计算），加入　25.00　
 mL 0.1mol•L-1
 NaOH标准溶液（返滴定法，NaOH过量，至少应为乙酰水杨酸含量的3倍以上，且剩余的NaOH用HCl滴定应不少于10mL，以使滴定误差小于0.2%），滴定至　红色刚消失　
 为终点。

（2）NaOH标准溶液与HCl标准溶液体积比测定


　20.00　
 mL NaOH。


实验3　水样化学需氧量的测定



试剂


（1）重铬酸钾　6.1290　
 g溶于水中，移入　500　
 mL容量瓶（重复三次，每组用量大概为100mL）。

（3）　19.8　
 g硫酸亚铁铵，加入　10　
 mL浓硫酸（防止NH+
 4
 和Fe2+
 水解，一般按1L溶液中加20mL换算），移入　500　
 mL容量瓶（重复三次，每组用量大概为250mL）。

溶液颜色由　黄色经蓝绿色至红褐色　
 即为终点。


实验步骤


（1）　pH＜2　（
 酸化降低微生物活性，防止其将少量有机物分解，致使测得COD偏小）。

（2）　10.00　
 mL重铬酸钾（一部分与水样中有机物反应，过量部分以硫酸亚铁铵滴定，滴定体积应不少于10mL），从　冷凝管上口　
 加硫酸—硫酸银溶液（防止低沸点有机物挥发），回流2h（自　开始沸腾　
 计时）。

（3）从　冷凝管上端　
 冲洗冷凝管壁。

（4）　由黄色经蓝绿色至红褐色　
 即为终点。


实验4　碘量法测定葡萄糖的含量



实验步骤


（1）0.1mol•L-1
 Na2
 S2
 O3
 标准溶液配制和标定

称取　13　
 g Na2
 S2
 O3
 •5H2
 O，加入0.1g　Na2
 CO3
 　
 （溶液呈弱碱性，抑制细菌生长），用　新煮沸经冷却　
 的蒸馏水稀释（除去CO2
 和杀死细菌），稀释至　500　
 mL（重复三次，每组用量大概为250mL）。

称取　0.10～0.11　
 g的K2
 Cr2
 O7
 （按照消耗硫代硫酸钠20～22mL左右计算），滴定到溶液呈　浅黄绿色　
 时（接近滴定终点，防止淀粉过早加入吸附碘），　蓝色刚好消失而Cr3+
 绿色出现　
 为止。

（2）0.05mol•L-1
 I2
 标准溶液配制和标定

称取　6.5　
 g碘，稀释至　500　
 mL（重复三次，每组用量大概为150mL）。

滴定至溶液呈　稳定的蓝　
 色为终点。

（3）葡萄糖含量测定

呈　浅黄　
 色。呈　淡黄　
 色，　蓝色消失　
 即为终点。


实验5　自来水总硬度和钙镁离子含量的测定



实验步骤


（1）0.01mol•L-1
 EDTA标准溶液的配制和标定

称取　1.86　
 EDTA二钠盐，稀释至　500　
 mL（重复三次，每组用量大概为150mL）。

称取　0.24～0.26　
 g分析纯MgSO4
 •7H2
 O（按照消耗EDTA 20～22mL左右计算），转入　100　
 mL容量瓶中，加水到刻度（重复三次，每组用量为75mL）。

呈　酒红　
 色，滴定至　纯蓝　
 色为终点。

（2）总硬度的测定

呈　酒红　
 色，滴定至　纯蓝　
 色。

（3）Ca2+
 、Mg2+
 含量的测定

呈　淡红　
 色，滴定至　纯蓝　
 色。


实验6　海水中氯离子含量的测定



实验步骤


（1）莫尔法测定氯含量

称取　8.4　
 g AgNO3
 溶于　500　
 mL蒸馏水（重复三次，每组用量大概为300mL）。

差减法称取基准试剂NaCl　0.12～0.13　
 g（按照消耗AgNO3
 20～22mL左右计算）。


　砖红　
 色即为终点。

（2）佛尔哈德测定氯含量

称取　3.8　
 g NH4
 SCN溶于　500　
 mL蒸馏水（重复三次，每组用量为150mL）。

溶液颜色为　微红色稳定不变时　
 即为终点。

出现　微红　
 色，即为终点。


实验7　氯化钡中钡含量的测定



实验步骤


（1）称样及沉淀的制备

趁热将　H2
 SO4
 　
 溶液逐滴加入到热的　钡盐　
 溶液。

（3）空坩埚的恒重


　800　
 ℃的马福炉中灼烧至恒重，约需　1.5　
 h。

（4）沉淀的灼烧和恒重


　800　
 ℃马福炉中灼烧至恒重，约需　30　
 min。


实验8　ICP-AES测定血清中微量元素铜、铅和锌



试剂


（1）称取　1.0000g　光谱　
 纯铜（经发射光谱法分析、纯度较高的试剂，其杂质含量用光谱分析法已测不出或杂质含量低于某一限度标准）。移入　1000　
 mL容量瓶（标样配制体积太少，称量误差大）。

（2）称取　1.0000　
 g　光谱　
 纯锌，移入　1000　
 mL容量瓶。


实验步骤


（1）标准溶液的配制


　10.00　
 mL于　100　
 mL容量瓶。

（2）混合标准溶液配制


　2.50　
 mL。


　1.00　
 μg•mL-1
 、　2.00　
 μg•mL-1
 、　3.00　
 μg•mL-1
 、　4.00　
 μg•mL-1
 的溶液。

（3）样品处理

置于　石英　
 坩埚中（主成分为二氧化硅，纯度高，耐酸性好，最高使用温度一般不超过1100℃），加　硝酸—高氯酸（3+1）　
 混合酸。

（4）测定

Cu　324.754　
 nm，Pb　216.999　
 nm，Zn　213.856　
 nm。


实验9　氢化物—原子荧光光谱法测定海产品中总砷的含量



试剂


（6）称取硼氢化钠　10.0　
 g，溶于2g•L-1
 氢氧化钠溶液　1000　
 mL。

（7）　0.1320　
 g，加100g•L-1
 氢氧化钠10mL溶解，用适量水转入　1000　
 mL容量瓶。

（8）吸取　1.00　
 mL砷标准储备液于　100　
 mL容量瓶。


实验步骤


（1）试样消解

称取扇贝组织　1～2.5　
 g（我国水产品中砷的最大允许残留量为1mg/kg，按使测定结果落在标准工作曲线范围之内进行估算）。

（2）砷标准系列溶液的制备


　0　
 、　0.05　
 、　0.2　
 、　0.5　
 、　2.0　
 、　5.0　
 mL。


实验10　原子吸收光谱法测定人发中金属元素的含量



实验步骤


（1）样品处理


　3　
 g发样（为测定所需量的2倍以上）。


　1.0　
 g（头发中锌含量为170mg/kg左右，铅含量为10μg/kg左右）。

（2）标准工作溶液配制


　5.00　
 mL锌标准储备液于　100　
 mL容量瓶。


　1.00　
 、　2.00　
 、　5.00　
 、　8.00　
 、　10.00　
 mL（需要设置合理的浓度梯度）。

（3）测量


　0.00　
 、　1.00　
 、　2.00　
 、　3.00　
 、　4.00　
 mL（使试样Zn含量在标准加入曲线加入的Zn含量范围内）。


实验11　冷原子吸收分光光度法测定涂料中痕量汞



试剂


（2）汞标准贮备液：　0.1354　
 g，转移至　1000　
 mL容量瓶。

（3）汞标准中间液：　10　
 mL于　100　
 mL容量瓶。

（4）汞标准使用液：　20　
 mL于　1000　
 mL容量瓶。

（6）5%高锰酸钾溶液：将　5　
 g KMnO4
 ，稀释至　100　
 mL，贮存于　棕色　
 瓶中。

（7）5%过硫酸钾溶液：将　5　
 g K2
 S2
 O8
 溶于二次水中，稀释至　100　
 mL。

（8）20%氯化亚锡溶液：称取　10　
 g SnCl2
 •2H2
 O，二次水稀释至　50　
 mL。

（9）20%盐酸羟胺溶液：称取　20　
 g NH2
 OH•HCl，用二次水溶解后，稀释至　100　
 mL。


实验步骤


（1）涂料样品的预处理

称取　5.0　
 g（涂料汞限量标准为Hg≤60mg/kg）。

（2）标准曲线的绘制


　0　
 、　0.002　
 、　0.004　
 、　0.006　
 、　0.008　
 、　0.01　
 μg•mL-1
 。


实验12　分光光度计性能检测及K2
 Cr2
 O7
 和KMnO4
 混合物含量的测定



实验步骤


（1）系列标准溶液的配制


　1.00　
 、　2.00　
 、　3.00　
 及　4.00　
 mL，　H2
 SO4
 　
 溶液（控制酸度）。

（2）分光光度法性能的检测


　545　
 ±1nm（可根据实际实验测定结果确定），　0.005　
 。


实验13　紫外差值分光光度法测定废水中微量苯酚



实验步骤


（1）苯酚的标准系列溶液配制


　0.50　
 、　1.00　
 、　1.50　
 、　2.00　
 、　2.50　
 mL。

（2）苯酚的紫外差值吸收光谱绘制


　苯酚碱性　
 溶液和　苯酚中性　
 溶液（废水中含有多种有机杂质，干扰苯酚在紫外区的直接测定。如果将苯酚的中性溶液作为参比溶液，测定苯酚碱性溶液的吸收光谱，利用两种光谱的差值光谱，可消除杂质的干扰）。


实验14　荧光分光光度法测定果蔬中的核黄素VB2




试剂


（4）10.0μg•mL-1
 的VB2
 标准溶液：　10　
 mg，定量至　1000　
 mL容量瓶中。


实验步骤


（1）样品采集及制备


　四分　
 法

（2）系列标准溶液的制备

取10.0μg•mL-1
 的VB2
 标准溶液　1.00　
 、　2.00　
 、　3.00　
 、　4.00　
 、　5.00　
 mL分别置于50mL容量瓶。

（3）激发光谱和荧光发射光谱的绘制

设置发射波长为540nm，在　300～500　
 nm范围内扫描，得到激发光谱，找出最大激发波长λ
 ex
 。设置λ
 ex
 为激发波长，在　500～650　
 nm范围内扫描，得到荧光发射光谱，找出最大荧光发射波长λ
 em
 。


实验15　红外光谱法测定苯甲酸的结构



实验步骤


（2）样品的制备

苯甲酸样品约　1～2　
 mg，在　红外灯　
 下（在干燥条件下，防止样品吸水），与200倍左右的　KBr　
 混合研磨（KBr在中红外区没有吸收，用它来压片测定不会对样品信号产生干扰）。

将研磨细至　2.5　μ
 m左右的混合粉末装入压片模具中（中红外区的波长从2.5μm开始，红外压片要求颗粒尽量细小，这样压出来的片才能够光洁而且透明，对光线的透过性好）。


实验16　气相色谱分离条件的选择和色谱柱性能的评价



实验原理



　95%　
 ，　98%　
 ，　99.7%　
 ，　R
 =1.5　
 。


实验17　气相色谱法测定食品中的六六六、滴滴涕残留量



试剂


（3）纯度均为　色谱纯　
 （色谱纯是指进行色谱分析时使用的标准试剂，在色谱条件下只出现指定化合物的峰，不出现杂质峰）。


实验步骤


（2）提取

食品试样匀浆　20　
 g（六六六的再残留限量：0.05mg/kg、滴滴涕的再残留限量：0.1mg/kg，根据后面的处理方法计算食品试样的称取范围）。


　2　
 g粉末试样。

食用油试样　0.5　
 g。

（5）定性、定量分析

注入一定量（　1～10　
 μL）（可以根据信号的强弱选择进样体积）样品溶液。


实验18　室内空气中TVOC的测定



实验步骤


（1）气体样品的采集

以0.5L•min-1
 的速度采集　10　
 L空气。

（3）标准曲线制作

浓度分别为　0.01　
 、　0.05　
 、　0.1　
 、　0.2　
 mg•mL-1
 。分别取5个标准溶液（连同储备液）　1μL　
 于经活化的空白热解吸管上端，在250℃解吸10分钟。


实验19　反相高效液相色谱法测定水果中的有机酸含量



试剂


（2）配置缓冲溶液：称取NaH2
 PO4
 •2H2
 O　1.56　
 g，溶解后倒入　1　
 L容量瓶。


实验步骤


（2）对照品混合溶液配制

分别移取混合标准工作液　2　
 、　4　
 、　6　
 、　8　
 、　10　
 mL在10mL容量瓶中（水果中有机酸的含量一般在0.3%左右，按称取的样品量计算其大致的浓度，然后设计该浓度一定范围内的标准曲线，实际有偏差，则可临时变化标准溶液的浓度），并用　缓冲　
 溶液（尽量与流动相的组成一致，避免基线不稳定）定容。

（3）色谱条件


　214　
 nm（可分别扫描几种有机酸的紫外吸收波谱，然后比较选择出几种有机酸的紫外吸收相对都较强的波长）。


实验20　高效液相色谱法测定化妆品中的邻苯二甲酸酯



实验步骤


（1）色谱操作条件

检测波长：　280　
 nm

（2）标准曲线的制备

移取上述标准储备液　0　
 、　1.0　
 、　2.0　
 、　4.0　
 、　6.0　
 、　8.0　
 mL于10mL容量瓶中。

（3）样品溶液的制备

称取　1.0　
 g化妆品样品。


实验21　离子色谱法测定水样中常见阴离子的含量



试剂


（1）淋洗贮备液：称取　2.52　
 g碳酸氢钠和　2.65　
 g无水碳酸钠，定容于　1000　
 mL。

（3）再生液：吸取　0.69　
 mL浓硫酸，稀释至　1　
 L，贮于聚乙烯瓶中。

（4）氟化物标准贮备溶液：称取　2.210　
 g NaF，移入　1000　
 mL容量瓶。


实验22　氟离子选择性电极法测定茶叶中氟含量



试剂


（1）　0.2210　
 g，溶解定容至100mL。

（3）　2.1　
 mL，用水稀释至250mL。


实验步骤


（1）　100.00　
 、　10.00　
 、　1.00　
 、　0.10　
 、　0.010　
 μg•mL-1
 。


实验23　电位滴定法测定食醋的总酸含量和醋酸的解离常数



实验步骤


（3）移取　25.00　
 mL，加入　酚酞　
 指示剂。


实验24　库仑滴定法测定果珍（或果汁）中维生素C含量



实验原理


（1）在两电极上加一微小直流电压（　50～200　
 mV）。


实验步骤


（1）准确称取果珍　5.00　
 g（视溶解程度而定）。

（2）用移液管准确移取　1.00　
 mL试液于库仑池中（视库仑池大小、样品浓度而定）。


实验25　直接电导法测定水质纯度



实验原理


（1）普通蒸馏水的电导率约为　3～5　
 μS•cm-1
 ，离子交换水的电导率约为　1　
 μS•cm-1
 ，二次亚沸蒸馏水的电导率约为　0.08　
 μS•cm-1
 ，超纯水的电导率可达到约　0.055　
 μS•cm-1
 （查阅资料获取相关数据）。


实验步骤


（1）准确称取预先干燥的KCl固体　0.7455　
 g。

（2）取0.0100mol•L-1
 的KCl标准溶液　10.00　
 mL。

（3）采用　镀铂黑　
 电导电极测定自来水的电导率（高电导率的样品一般使用镀铂黑电导电极）。

（4）采用　光亮　
 电导电极测定蒸馏水、离子交换水、二次亚沸蒸馏水、超纯水的电导率（低电导率的样品一般使用光亮电导电极）。


实验26　阳极溶出伏安法测定水中铅和镉



实验原理


（1）　峰值电流　
 与溶液中被测离子的浓度成正比，可作为定量分析的依据，峰值电位
 可作为定性分析的依据。


实验步骤


（1）控制阴极电位在　-1.0　
 V（根据汞离子的还原电位确定）。

（2）将工作电极玻碳汞膜电极、参比电极　Ag-AgCl电极　
 、辅助电极　铂电极　
 插入溶液中（选择常用的参比电极、辅助电极）。

（3）铅的峰电位约为　-0.4　
 V，镉的峰电位约为　-0.6　
 V（查阅电极电势表可以获得）。


实验27　循环伏安法研究电极反应过程



实验步骤


（3）在50～150mV•s-1
 区间设定不同的扫描速率：　50　
 、　75　
 、　100　
 、　125　
 和　150　
 mV•s-1
 （通常采用等差的方式设置数据点），扫描区间为+0.60～-0.20　
 V（查阅资料可以获取该电对的电位窗口）。

（4）分别配制成浓度为　0　
 、　2.00×10-4
 　
 、　4.00×10-4
 　
 、　8.00×10-4
 　
 、　1.20×10-3
 　
 mol•L-1
 的K3
 Fe（CN）6
 溶液。


实验28　气相色谱—质谱法定量测定可乐饮料中的咖啡因



实验步骤


（1）开机


　50　
 mTor以下（1 Tor=1mmHg=0.133332kPa）。

（2）仪器条件的设置

GC-MS升温程序如下：　起始温度120℃保持2min，以30℃•min-1
 的速度升至200℃保持2min，再以10℃•min-1
 的速度升至240℃保持2min　
 。

定性离子：　67　
 、　109　
 和　194　
 ；定量离子为　109或194　
 。溶剂延迟时间为　6　
 min（待测物出峰之前关闭检测器，避免大量的溶剂可能造成灯丝烧断）。

（4）可乐饮料中咖啡因的提取

可乐饮料　2-5　
 mL（可乐中咖啡因浓度为100mg/L左右）。


实验29　液相色谱—质谱/质谱法测定减肥类保健食品中盐酸西布曲明的含量



实验步骤


（4）盐酸西布曲明标准溶液的配制

用　流动相　
 稀释（可在一定程度上避免溶剂效应，还可提高分离度，增加理论塔板数）。量取标准溶液，用　流动相　
 逐级稀释成含盐酸西布曲明为75，　150　
 ，　300　
 ，　600　
 ，　900　
 ，1200ng•mL-1
 的标准系列溶液（设置合理的浓度梯度）。


实验30　电感耦合等离子体质谱法测定中药材中砷、汞、铅、镉的含量



实验步骤


（1）试样消解

称取金银花试样　0.5～1.0　
 g，将试样置于　聚四氟乙烯消化罐　
 中（耐HF等强酸腐蚀，一般在200℃以下使用）。


实验31　核磁共振波谱法测定未知物的结构



实验原理


化学位移指的是　同一核素由于周围所受的电子环境不同而产生的共振频率的差异　
 。


　自旋偶合产生的多重峰间的距离　
 称为自旋偶合常数


1
 H-NMR谱中每组峰的强度可用该峰的积分面积来表示，各峰的面积比等于　各峰的质子数比　
 。


实验步骤


取　5　
 mg未知样品装入试样管中，以　0.5　
 mL氘代氯仿溶解，并滴加少量TMS（氢谱信号峰比较容易观察，若未知样品溶解性较差，可以适当减少样品量）。


实验32　X射线粉末衍射法测定二氧化钛晶型



实验原理


通过测定　d值组　
 可以表征晶体结构。


实验步骤



λ
 =　0.15406　
 mm。


　200～300　
 目。


　10～80°　
 之间（角度过小会损坏检测器，过大可能会造成射线源和检测器相撞）。


实验33　五水硫酸铜的综合热分析



实验原理


测量试样的　质量随温度（或时间）变化　
 的一种热分析技术。

差热分析法是测量　试样与参比物（一种在测量温度范围内不发生任何热效应的物质）之间的温度差（ΔT）和温度关系　
 的一种技术。


　试样和参比物之间的功率差随温度的变化　
 曲线，简称DSC曲线。

CuSO4
 •5H2
 O样品在加热过程中，共有七个吸收峰，具体的外延起始温度和相应产物如下：（1）　CuSO4
 •3H2
 O　；
 （2）　CuSO4
 •H2
 O　；
 （3）　CuSO4
 　；
 （4）　Cu2
 OSO2
 　；
 （5）　CuO　；
 （6）　Cu2
 O　；
 （7）　液体Cu2
 O　。



实验34　元素分析法测定有机化合物组成及分子式



实验原理



　石英　
 燃烧管，将碳定量氧化成　CO2
 　
 ，氢则转化为　水　
 ，其他元素转化为　相应的无机物　
 ，而干扰成分则　被一系列适当的吸收剂所吸收　
 。然后混合气体进入色谱柱进行分离。按　氮气、二氧化碳和水　
 的次序流出色谱柱。


实验35　蚕丝丝素蛋白中的氨基酸分析



实验原理


氨基酸分析仪的测定原理是　所有氨基酸在酸性条件下都带正电荷，在阳离子交换树脂上被吸附，但由于各种氨基酸组分的结构不同、酸碱性、极性及分子大小不同，因此吸附程度不同　
 。　碱性　
 氨基酸结合力最强、其次为　芳香族　
 氨基酸、　中性　
 氨基酸、　酸性　
 氨基酸结合力最弱。按照氨基酸分析仪设定的洗脱程序，用不同离子强度、pH值的缓冲溶液依次将氨基酸按吸附力的不同洗脱下来，再逐个与另一流路的　茚三酮　
 试剂混合，于一定温度下进行柱后衍生显色反应，形成在570nm有最大吸收的蓝紫色产物。
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