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	学 时 计 划
	总 学 时
	理论学时
	多媒体教学学时
	习题课
	

	
	64
	64
	62
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	使 用教 材
	名     称
	出 版 社
	出版时间
	获奖情况

	
	仪器分析
	高等教育出版社

（朱明华）
	2000.7
	面向21世纪课程教材

	
	仪器分析
	高等教育出版社

（武汉大学化学系）
	2001.6
	教育部“九五”规划教材

	参

考

书

目
	分析化学（仪器分析部分）
	高等教育出版社

（林树昌等）
	2004.6
	

	
	最新仪器分析技术全书
	化学工业出版社

（〔美〕罗伯特等）
	1990.9
	

	
	仪器分析习题精解
	科学出版社
	2006.7
	

	教

学

要

求
	1．要求掌握的基本知识
仪器分析的概念，仪器的分类及依据，常用仪器的构造及术语。各大类仪器的分析基础知识。

2．要求掌握的基本理论和方法

常用仪器的分析原理及其定性和定量测定的方法。具有根据分析的目的，选择适宜的分析方法的能力。

3．要求掌握的基本技能

常用仪器的调试、分析操作能力。

	教

学

创

新

与

更

新
	教学方案以教材为基础，结合相关参考书及教学课件，并结合其他学校的教学内容以及媒体材料，完成了本课程教学方案编制。

教学以多媒体为主，辅以必要的板书讲解，突出教学内容的形象性及生动性。

	考核方式
	闭卷考试
	成绩计算方法
	期末考试成绩占60%，平时成绩（出勤+作业+期中）占40%


	  授 课 章 目 录
	学时分配
	教学方法与手段
	进度计划

（周次）

	绪论
	2
	多媒体讲授
	1

	第1章 色谱法分离原理
	4
	多媒体讲授
	1、2

	第2章 气相色谱法
	6
	多媒体讲授
	2、3

	第3章 高效液相色谱法
	4
	多媒体讲授
	4

	第4章 电分析化学导论
	2
	多媒体讲授
	5

	第5章 电位分析法
	6
	多媒体讲授
	5、6

	第6章 电解和库仑分析法
	2
	多媒体讲授
	7

	第7章 伏安法和极谱法
	6
	多媒体讲授
	7、8

	第8章 光谱分析法导论
	2
	多媒体讲授
	9

	第9章原子发射光谱法
	4
	多媒体讲授
	9、10

	第10章 原子吸收光谱法
原子荧光光谱法
	4
	多媒体讲授
	10、11

	第11章 紫外一可见分子吸收光谱法
	8
	多媒体讲授
	11、12、13

	第12章 红外吸收光谱法
	4
	多媒体讲授
	13、14

	第13章 核磁共振波谱法
	4
	多媒体讲授
	14、15

	第14章 分子荧光分析
	4
	多媒体讲授
	15、16

	习题课
	2
	多媒体讲授
	16

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


各 章 教 学 实 施 计 划

	授课章名称

绪论

	课时安排
	2

	
	授课时间
	第1周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次要求）：

了解：仪器分析的发展趋势、单色器的分光特征、光谱分析法的仪器结构；
理解：仪器分析的特点和局限性；
掌握：仪器分析的概念，仪器分析方法的分类、光学分析法的基本特性、光学分析法的分类。


	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

绪论

§0-1 分析化学中的仪器方法
                §0-2 仪器分析方法

                §0-3 分析仪器

                §0-4 仪器的主要性能指标（重点）

                §0-5 仪器分析方法的校正（重点）


	讨论、思考题、作业：



	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

《仪器分析》（武汉大学化学系）：第1章、第2章




课 堂 教 学 实 施 计 划

	第   一   课
	教学过程设计：    复习           分钟；授新课   80     分钟

讨 论    5     分钟；其它     5      分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

绪论
§0-1 分析化学中的仪器方法
1、分析化学的任务

       确定物质的化学组成——定性分析

       测量各组成的含量——定量分析

       表征物质的化学结构、构象、形态、能态

              ——结构分析、构象分析、形态分析、能态分析

       表征物质组成、含量、结构、形态、能态的动力学特征——动态分析　　　
　  2、分析方法的分类

       根据测量原理分类    化学分析    Chemical analysis
                           仪器分析   Instrumental analysis

3、仪器分析的定义和特点
          仪器分析是以物质的物理或物理化学性质为基础，探求这些性质在分析过程中所产生分析信号与被分析物质组成的内在关系和规律，进而对其进行定性、定量、形态和结构分析的一类测定方法。

          与化学分析相比，仪器分析具有用样量少、测定快速、灵敏、准确和自动化程度高的显著特点，常用来测定相对含量较低的微量、痕量组分，是分析化学的主要发展方向。

    4、仪器分析的应用及分析化学的发展方向
§0-2 仪器分析方法

光谱分析法

电化学分析法

分离方法（色谱分析法）
其它仪器分析方法（热分析法、放射化学分析法）

§0-3 分析仪器

分析仪器的基本组件：信号发生器、输入换能器或检测器、信号处理器、输出换能器或读出装置 
§0-4 仪器的主要性能指标（重点）

    1、精密度
    2、灵敏度

    3、检出限

    4、校正曲线的线性范围

    5、选择性

§0-5 仪器分析方法的校正（重点）
      工作曲线法（外标法）

      标准加入法（添加法、增量法）

      内标法：是在试样各含量不同的一系列标准试样中，分别加入固定量的纯物质，即内标物。用测得的试样与内标物的响应比（或其函数）在校正曲线上获得对应于试样的浓度（或含量）。内标法实际上是外标法的一种改进。




各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第1章　色谱法分离原理

	课时安排
	4

	
	授课时间
	     第1、2周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：色谱法基本理论，基本色谱分离方程式；
    理解：色谱法基本理论，基本色谱分离方程式；

    掌握：色谱流出曲线及有关术语、分离度、色谱定性和定量分析。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第1章　色谱法分离原理
                    §1-1概述
                    §1-2色谱流出曲线及有关术语（重点）
                    §1-3色谱法基本理论（难点）
　　　　　　　　    §1-4分离度（重点）
                    §1-5基本色谱分离方程式（难点）
                    §1-6色谱定性和定量分析（重点）
  

	讨论、思考题、作业：

作业：《仪器分析》61页： 4、6、16、18、19、20、21、28、31、32


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第十三章

2.《仪器分析》（武汉大学化学系）：第19章



课 堂 教 学 实 施 计 划

	第 二、三 课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   170     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第1章　色谱法分离原理
§1-1概述
相关概念与原理
在色谱法中，将填入玻璃管或不锈钢管内静止不动的一相（固体或液体）称为固定相；自上而下运动的一相（一般是气体或液体）称为流动相 ；装有固定相的管子（玻璃管或不锈钢管）称为色谱柱 。
色谱分类
1. 按两相状态分类
气体为流动相的色谱称为气相色谱（GC）
液体为流动相的色谱称液相色谱（LC）
超临界流体色谱（SFC）。
2.  按分离机理分类
吸附色谱法，分配色谱法，离子交换色谱法，凝胶色谱法或尺寸排阻色谱法，
亲和色谱法
3. 按固定相的外形分类
柱色谱  平板色谱
§1-2色谱流出曲线及有关术语
1.色谱流出曲线和色谱峰
             由检测器输出的电信号强度对时间作图，所得曲线称为色谱流出曲线。曲线上突起部分就是色谱峰。
2.基线
             在实验操作条件下，色谱柱后没有样品组分流出时的流出曲线称为基线，稳定的基线应该是一条水平直线。

3.峰高

             色谱峰顶点与基线之间的垂直距离，以（h）表示。

4.保留值
         （1） 死时间t0
               不被固定相吸附或溶解的物质进入色谱柱时，从进样到出现峰极大值所需的时间称为死时间，它正比于色谱柱的空隙体积

（2） 保留时间tr
             试样从进样到柱后出现峰极大点时所经过的时间，称为保留时间

（3） 调整保留时间tr´
某组分的保留时间扣除死时间后，称为该组分的调整保留时间，即   tr´=  tr ( t0 
（4） 死体积V0
             指色谱柱在填充后，柱管内固定相颗粒间所剩留的空间、色谱仪中管路和连接头间的空间以及检测器的空间的总和。
（5） 保留体积Vr
             指从进样开始到被测组分在柱后出现浓度极大点时所通过的流动相的体积。保留时间与保留体积关系：
                                   Vr= tr Fco
（6） 调整保留体积Vr(
             某组分的保留体积扣除死体积后，称为该组分的调整保留体积。            
                  Vr( = Vr ( V0  =  tr(  Fco 

（7） 相对保留值r2,1

             某组分2的调整保留值与组分1的调整保留值之比，称为相对保留值。
                   r2,1= tr2 ( / tr1´= Vr2( / Vr1(
5.区域宽度
            色谱峰的区域宽度是色谱流出曲线的重要参数之一，用于衡量柱效率及反映色谱操作条件的动力学因素。表示色谱峰区域宽度通常有三种方法。

（1）标准偏差(
            即0.607倍峰高处色谱峰宽的一半。

（2）半峰宽W1/2
            即峰高一半处对应的峰宽。它与标准偏差的关系为

                         W1/2=2.354(
（3）峰底宽度W
            即色谱峰两侧拐点上的切线在基线上截距间的距

§1-3色谱法基本理论
1.分配系数K和分配比k
（1）分配系数K

           分配色谱的分离是基于样品组分在固定相和流动相之间反复多次的分配过程，而吸附色谱的分离是基于反复多次的吸附-脱附过程。这种分离过程经常用样品分子在两相间的分配来描述，而描述这种分配的参数称为分配系数K。
（2）分配比 k

           分配比又称容量因子，它是指在一定温度和压力下，组分在两相间分配达平衡时，分配在固定相和流动相中的质量比。即
             k = 组分在固定相中的质量  /  组分在流动相中的质量 =  ms / mm
（3）分配系数K与分配比 k 的关系
                        K = k . ( 
2.塔板理论
简单地认为：在每一块塔板上，溶质在两相间很快达到分配平衡，然后随着流动相按一个一个塔板的方式向前移动。对于一根长为L的色谱柱，溶质平衡的次数应为：
                              n = L / H
        n称为理论塔板数。与精馏塔一样，色谱柱的柱效随理论塔板数n的增加而增加，随板高H的增大而减小。
           塔板理论指出：
        第一，当溶质在柱中的平衡次数，即理论塔板数n大于50时，可得到基本对称的峰形曲线。在色谱柱中，n值

一般很大，如气相色谱柱的n约为103 -106 ，因而这时的流出曲线可趋近于正态分布曲线。
        第二，当样品进入色谱柱后，只要各组分在两相间的分配系数有微小差异，经过反复多次的分配平衡后，仍可获得良好的分离。

        第三，n与半峰宽及峰底宽的关系式为：

                   n = 5.54(tr / W1/2)2 = 16 (tr / W)2  
式中tr 与W1/2  ( W )应采用同一单位（时间或距离）。从公式可以看出，在tr 一定时，如果色谱峰很窄，则说明n越大，H越小，柱效能越高。
在实际工作中，由公式 n = L / H  和   n = 5.54(tr / W1/2)2 = 16 (tr / W)2               
计算出来的n和H值有时并不能充分地反映色谱柱的分离效能，因为采用tR计算时，没有扣除死时间to， 所以常用有效塔板数n有效表示柱效：
      n有效= 5.54(tr( / W1/2)2 = 16 ( tr( / W)2 
有效板高 ：   H有效 = L / n有效
塔板理论是一种半经验性理论。它用热力学的观点定量说明了溶质在色谱柱中移动的速率，解释了流出曲线的形状，并提出了计算和评价柱效高低的参数。但是，色谱过程不仅受热力学因素的影响，而且还与分子的扩散、传质等动力学因素有关，因此塔板理论只能定性地给出板高的概念，却不能解释板高受哪些因素影响；也不能说明为什么在不同的流速下，可以测得不同的理论塔板数，因而限制了它的应用。
3.速率理论
（1）涡流扩散项 （eddy diffusion）A 
（2） 分子扩散项 （molecular diffusion）B / u （纵向扩散项）
（3）传质阻力项 Cu（气液色谱）
速率理论的要点
（1）被分离组分分子在色谱柱内运行的多路径、浓度梯度所造成的分子扩散及传质阻力使气液两相间的分配平衡不能瞬间达到等因素是造成色谱峰扩展柱效下降的主要原因。
（2）通过选择适当的固定相粒度、载气种类、液膜厚度及载气流速可提高柱效。
（3）速率理论为色谱分离和操作条件的选择提供了理论指导。阐明了流速和柱温对柱效及分离的影响。
     （4）各种因素相互制约，如载气流速增大，分子扩散项的影响减小，使柱效提高，但同时传质阻力项的影响增大，又使柱效下降；柱温升高，有利于传质，但又加剧了分子扩散的影响，选择最佳条件，才能使柱效达到最高。
§1-4分离度
分离度是既能反映柱效率又能反映选择性的指标，称总分离效能指标。分离度又叫分辨率，它定义为相邻两组分色谱峰保留值之差与两组分色谱峰底宽总和之半的比值，即
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§1-5基本色谱分离方程式
色谱分析中，在选择合适的固定相及实验条件时，对于难分离的物质对，由于它们的保留值差别小，可合理的认为：Y1=Y2=Y，k1=k2=k。由式（2-18）得：
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有效理论塔板数表示的色谱分离基本方程：
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§1-6色谱定性和定量分析
1.色谱的定性分析
（1）利用纯物质对照定性
（2）相对保留值法
（3）加入已知物增加峰高法
（4）保留指数定性法
2.定量分析
           定量分析的任务是求出混合样品中各组分的百分含量。色谱定量的依据是，当操作条件一致时，被测组分的质量（或浓度）与检测器给出的响应信号成正比。即：
                                         wi = fi ( Ai                     

        式中wi为被测组分i的质量； Ai为被测组分i的峰面积； fi为被测组分i的校正因子。

（1）峰面积测量方法
峰面积是色谱图提供的基本定量数据，峰面积测量的准确与否直接影响定量结果。对于不同峰形的色谱峰采用不同的测量方法。
a.对称形峰面积的测量—— 峰高乘以半峰宽法

               对称峰的面积  A = 1.065 ( h (
W1/2
b.不对称形峰面积的测量—— 峰高乘平均峰宽法

对于不对称峰的测量如仍用峰高乘以半峰宽，误差就较大，因此采用峰高乘平均峰宽法。
A = 1/2 ( h（W0.15 + W0.85）

式中W0.15 和 W0.85分别为峰高0.15倍和0.85倍处的峰宽。

（2）定量校正因子
a.相对校正因子
b.相对校正因子的表示方法
c.相对校正因子的测定方法
（3）定量计算方法
a. 归一化法
b. 内标法
c.外标法
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	章节题目

第2章　气相色谱法

	课时安排
	6

	
	授课时间
	     第2、3周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：气相色谱检测器，固定相及其选择，毛细管柱气相色谱法；
    理解：气相色谱法的基本原理；

    掌握：色谱分离条件的选择，气相色谱定性和定量分析。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第2章　气相色谱法
                    §2-1气相色谱法概述
                    §2-2 气相色谱法的基本原理

§2-3色谱分离条件的选择（重点）
§2-4固定相及其选择

§2-5气相色谱检测器

§2-6气相色谱定性分析（重点）
§2-7气相色谱定量方法（重点）
§2-8毛细管柱气相色谱法

  

	讨论、思考题、作业：

作业： 61页：1、2、15、23


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第十四章

2.《仪器分析》（武汉大学化学系）：第20章



课 堂 教 学 实 施 计 划

	第 四、五、六课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课  260     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第2章　气相色谱法（GC）
§2-1气相色谱法概述
       色谱法是一种分离技术。
固定相：使混合物中各组分在两相间进行分配，其中不动的一相。

流动相：携带混合物流过此固定相的流体相。

分离原理：依据不同物质在流动相中与固定相的相互作用的不同而产生不同的分配率，经过多次分配而达到混合物的分离的目的。

       色谱法的特点：分离效能高、灵敏度高、分析速度快、应用范围广泛、装置简单，操作方便。

缺点：在缺乏标准样品的情况下，定性分析较困难；对于高沸点，不能气化和热不稳定的物质不能用气相色谱法分离和测定。

§2-2气相色谱法的基本原理
1.气相色谱流程：
              
[image: image1]
1、高压钢瓶  2、减压阀  3、载气净化干燥管  4、针形阀  5、流量剂 
6、压力表    7、进样器  8、色谱柱          9、检测器  10、记录仪

2.气相色谱仪的组成及各部分的作用
(1)载气系统（包括气源、气体净化、气体流速 控制和测 量） 常用的载气，氢气、氮气
(2)进样系统

           包括进样器和汽化室

           微量注射器：0.1，1，5，10，50μL
           汽化室可控制温度为20～400℃
           汽化室的作用是将液体或固体样品瞬间气化为蒸气，并很快被载气带入色谱柱。

(3)分离系统
           色谱柱（心脏部分）、柱箱和恒温控制装置

           填充柱：制备简单，可供使用的单体，固定液，吸附剂繁多，可解决各种分离分析问题。填充柱外形有U型，W型和螺旋型三种，内径均为2～6mm，长度在1～10m之间，通常2～4m。不锈钢，玻璃，聚四氟乙烯。

空心毛细管：分析速度快，内径为0.1～0.5mm，长为50～300m，其外形多为螺旋型，材料，玻璃尼龙，不锈钢。

色谱柱放在恒温箱中：柱恒温箱控温范围一般为15℃至350℃, 程序升温，温度自动控制

(4)检测系统：
           检测器，控温装置

           检测恒温箱中的温度，一般选择与柱温相同或略高于柱温。

(5)记录系统：

           放大器和记录器，数据处理装置。

3．气相色谱分析的理论基础
(1)基本原理
          气固色谱、气液色谱

          气——固色谱中被分离物随着载气的流动，被测组分在吸附剂表面进行吸附，脱附，再吸附，再脱附……这样反复的过程不同物质在色谱柱中的保留时间不同而达到分离的目的。

          气——液色谱中被分离物随着载气的流动，被测组分在固定液中进行溶解，挥发，再溶解，再挥发……的过程，使不同物质在色谱柱中的保留时间不同而达到分离的目的。

在一定温度下，组分在两相之间分配达到平衡时的浓度（g·mL-1）比称为分配系数，以K表示。
          待测组分在固定相和流动相之间发生的吸附，脱附或溶解，挥发的过程叫做分配过程。待测组分在固定相和流动相之间发生的吸附，脱附或溶解，挥发的过程叫做分配过程。
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组分在流动相中的浓度

组分在固定相中的浓度

          
    分配系数K是由组分及固定液的热力学性质决定的，随柱温，柱压变化，与柱中气相、液相的体积无关。
当K=1时，组分在固定相和流动相中浓度相等；

当K>1时，组分在固定相中的浓度大于在流动相中的浓度；

当K<1时，组分在固定相中的浓度小于在流动相中的浓度。

不同物质的分配系数相同时，它们不能分离。色谱柱中不同组分能够分离的先决条件是其分配系数不等。 分配系数K小的组分：在气相中停留时间短，较早流出色谱柱。分配系数大的组分：在气相中的浓度较小，移动速度慢，在柱中停留时间长，较迟流出色谱柱。

      两组分分配系数相差越大，两峰分离的就越好。

(2)气相色谱流出曲线和有关术语： (同13章)

[image: image2]
(3)塔板理论(同13章)
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(4)速率理论(同13章)
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§2-3色谱分离条件的选择

1.载气及其流速的选择


[image: image3]
 曲线的最低点，塔板高度H最小。此时，柱效最高。该点所对应的流速为最佳流速u最佳。u最佳及H最佳可由上式微分求得。
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         实际工作中，为了缩短分析时间，往往使流速稍高于最佳流速。对于填充柱，N2的最佳实用线速度为10～12cm·s-1，H2为15～20cm·s-1。载气流速习惯上用柱前的体积流速（mL·min-1），也可用皂膜流量计在柱后测量。若色谱柱内径3mm，N2流速一般为40～60mL·min-1 H2流速一般为60～90mL·min-1。
2、柱温的选择
柱温：重要的操作变数，直接影响分离效能和分析速度。柱温不能高于固定液的最高温度，否则挥发流失。

柱温选择的原则：在使最难分离的组分能尽可能好的分离前提下，尽可能采取较低的柱温，但以保留的时间为宜，峰形不脱尾为度。
对于高沸点混合物（300～400℃）希望在较低温度下进行（低于沸点100～200℃）分析柱温：重要的操作变数，直接影响分离效能和分析速度 。沸点不太高的混合物（200～300℃）可在中等柱温下进行，固定液质量分数5％～10％柱温比平均沸点低100℃。沸点在100～200℃的混合物，柱温可选在其平均沸点2/3左右，固定液质量分数10～15％。对于气体、气态烃等低沸点混合物，柱温选在其沸点及沸点以上，能在室温50℃以下分析。

          对于沸点范围较宽的试样，宜采用程序升温。

3.进样时间和进样量
         进样时间在一秒以内。时间过长，试样原始宽度变大，半缝宽必将变宽，甚至峰变形。

         进样量一般：液体试样 0.1～5μL
                     气体样 0.1～10mL

             进样量太多，会使几个峰叠在一起，分离不好。进样量太少，含量少的组分因检测器灵敏度不够而不出峰。最大进样量应控制在峰面积或峰高与进样量呈线性关系。

4.气化温度
         进样后要有足够的气化温度，使液体试样迅速气化被载气带入柱中，在得证试样不分解的的情况下，适当提高气化温度对分离及定量有利。气化温度比柱温高30～70℃。

§2-4固定相及其选择
气相色谱分析中，某组分的完全分离取决于色谱柱的效能和选择性，后者取决于固定相的选择性。
1、气固色谱固定相
           气——固色谱法中常用固定相：非极性——活性炭、弱极性——氧化铝
强极性——硅胶

2、气液色谱固定相
（1）担体  载体应是一种化学惰性、多孔型的固体颗粒，它的作用是提供一个大的惰性表面，用以承担固定液，使固定液以薄膜状态分布在其表面上。

气液色谱中所用担体可分为：硅藻土型   红色担体，白色担体

                                              非硅藻土性    氟担体

                                              玻璃微球

                                              高分子多孔微球

（2）固定液
A、对固定液的要求


B、固定液的分离特征
被测组分在固定液中溶解度或分配系数的大小与被测组分和固定液两种分子之间相互作用力的大小有关。分子间作用力
C、固定液的选择
固定液选择——相似相溶原理
3、固定液的性质和用量
固定液的性质对分离是起决定作用的。一般来讲，担体的表面积越大，固定液用量可以越高，允许的进样量也就越多。目前填充色谱柱盛行低固定液含量色谱柱。固定液膜薄柱效能提高，并可缩短分析时间。

         4、担体的性质和粒度
担体的表面结构和孔径分布决定了固定液在担体上的分布以及液相传质和纵向扩散情况。要求担体表面积大表面和孔径分布均匀。

            担体的粒度要求均匀、细小，有利于提高柱效。对3～6mm内径的柱，使用60～80目的担体较为合适。

§2-5气相色谱检测器
检测器：将色谱柱分离后的各组分按其特性及含量转换为相应的电讯号。
          检测器分为：浓度型检测器（concentration sensitive detector）
                          测量的是载气中某组分浓度瞬间的变化，即检测器的响应值成正比。如：热导池检测器、电子捕获检测器

                      质量型检测器（mass flow rate sensitive detector）

                                   测量的是载气中某组分进入检测器的速度变化，即检测器的响应值和单位时间内进入检测器某组分的质量成正比 。如：氢火焰离子化检测器、火焰光度检测器

检测器的性能指标
要求：响应快、灵敏度高、稳定性好、线性范围宽。
1、灵敏度（响应值或应答值）

一定浓度或一定质量的试样进入检测器后，就产生一定的相应信号R。如果以进样量Q对检测器作图，就可得到一直线。
图中直线的斜率就是检测器的灵敏度。


[image: image4]
2、检出限D（detection limit）
检出限也称敏感度。是指检测器恰能产生和噪声相鉴别的信号时，在单位体积或时间需向检测器进入的物质质量（单位为g）
            通常认为恰能鉴别的响应信号重力应等于检测器噪声的3倍。

3、最小检出量Q。（minimum detectable quantity）
指检测器恰能产生和噪声相鉴别的信号时所需进入色谱柱的最小物质量（或最小浓度），以Q。表示。
4、响应时间（response time）
要求检测器能够迅速的和真实的反应通过它的物质的浓度变化情况，即要求相应速度快。检测器体积要小，电路系统的滞后现象尽可能小，一般小于1s，记录仪的全行程时间要（1s）。
5、线性范围（linear range）
指试样量与信号之间保持线性关系的范围，用最大进样量与最小检出量的比值来表示，这个范围越大，越有利于准确定量。
程序升温气相色谱法
 方法概述
对于沸点范围宽的多组分混合物可以采用程序升温方法。即在一个分析周期内，
柱温随时间不断 升高，在程序开始时，柱温较低，低沸点的组分得到分离，中等沸点的组分移动很慢，高沸点的组分 还停留在柱口附近；随着柱温的不断升高，组分由低沸点到高沸点依次得到分离。
一、方法特点 
恒温时最佳柱温的选择：组分沸点范围不宽时用恒温分析。填充柱选择组分的平均沸点左右；毛细管柱选择比组分的平均沸点低
30 ℃左右。 如果样品是宽沸程、多组分混合物（例如香料、  酒类等），常采用程序升温毛细管柱气相色谱法。
图7-1 是恒温分析（IGC ）和程序升温（PTGC ） 的色谱 图比较，（ a ）（b ）是恒温分析， （ a）柱温 较低，恒温45 ℃时低沸点的组分得到分离，高沸点组分的峰出不来。（b ）柱温较高，恒温120 ℃时，低沸点的组分分离不好。（ C ）采用了程序升温方法（30-180）℃，所有组分得到很好分离。
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                   图 7-1 恒温分析和程序升温比较
二、升温方式
升温方式有单阶程序升温（恒温--线性 --恒温）和多阶程序升温。如图7-2所示，单阶程序升温 在低温时分离低沸点的组分，再升温，高温时分离高沸点的组分。
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图 7-2 单阶程序升温和多阶程序升温
三、程序升温与恒温气相色谱法的比较

[image: image7.emf]项目 恒温色谱 

程序升 

温色谱 

样品沸点范围 

峰测量精密度 

检测极限 

样品注射 

固定相 

限于100℃ 

随峰形而变 

随峰形而变 

必须很快 

选择范围广 

80～400℃ 

很小偏差 

很小偏差 

不需快速 

选择范围窄 

 

 
[image: image8.emf]项目 恒温色谱 

程序升 

温色谱 

样品沸点范围 

峰测量精密度 

检测极限 

样品注射 

固定相 

限于100℃ 

随峰形而变 

随峰形而变 

必须很快 

选择范围广 

80～400℃ 

很小偏差 

很小偏差 

不需快速 

选择范围窄 

 


[image: image9.png]C; CoCui Cr2 Cys

Cu
C
T30 03 %%
(a) fE8 150 ¢/min

ke JUUU

0 4 "8 12 16 20 24 28 32 36
(b) BFEFHS0~250T, 8 C/min ™"






[image: image10.png]CCoCi G Cy

Cie
ol
I DB OB B3 %ja%
(a) fE# 150 T t/min

kel L

0 4 8 1216 20 24 28 32 36
. t/min
(b) #FEFE 50 ~250C, 8C/min

7-3 EAPEEA ISR TR FA BRI





[image: image11.png]1. AEy

— 2. 28

BRI 3 1-AE
4 1-TE
5. 1-R8¥
6. Foa
7 1-E8
8, 1-fBY
9. +=iwe

BFFHRT

7-4 EEEEERMATIRFA AR




程序升温原理

一、保留温度
在程序升温中，组分极大点浓度流出色谱柱时的柱温叫保留温度，其重要性相当于恒温中的tR,VR 。 对每一个组分在一定的固定液体系中，
TR 是一个特征数据，即定性数据，不受加热速度、载气流速、柱长和起始温度影响。
1 ．保留温度及其它保留值 线性升温时保留温度T R：
T R=T 0+rt R（ 7-1）
式中，T0 为起始柱温；t 为升温时间；r 为升温速率。 程序升温中某组分的保留时间和保留体积
：
t R = ( T R–T 0 ) / r（7-2 ）
VP = t R F（7-3 ）
程序升温中某组分的保留温度，相当于恒温色谱中保留值的对数，因此，在恒温色谱中保留值的
对数遵守的规律，在程序升温中也成立。
2 ．保留温度与碳数关系
TR= aN + b（7-4 ）
（ 7-4）式中， N 是 碳数
3．保留温度与沸点关系
TR=cTb+dTb      （7-5 ）
（ 7-5）式中， N 是 沸点
例 7-1 ： 在程序升温色谱分析中，已知组分A的保留温度为155.2 0C ，正十二烷为141 0C ，正十 六烷为162 0 C ，问组分A 否正构烷烃？保留指数是多少？
解：TR = an + b
141 = 12 a + b

162 = 16 a + b

a = 5.25

b = 78

155.2 = 5.25n + 78   n = 14.7

所以，不是正构烷烃。
IA = 100n = 100×14.7 = 1470 
二、初期冻结 在程序升温色谱分析中，当一多组分宽沸程混合物进样后，由于起始温度很低，因此，对少数低沸点组分，为最佳柱温，能得到良好的分离。对于大多数组分，这个起始温度是太低了，因为k 值很大，蒸气压很低，大都溶解在固定液里，所以，这些组分的蒸气带（色谱带）的移动速度非常慢，几 乎停在柱入口不动，这种现象是程序升温色谱中所特有的，叫初期冻结。随着柱温的升高，某些组分 的蒸气带便开始以可观的速度移动，柱温越接近保留温度，即越接近出口处，色谱带速度增加的越快。
一般来说，从(T R–30 oC) 到 TR 色谱带通过柱的后半段，TR -30 0 C 时，恰好位于柱子的中央。
TR -30 0C
时色谱带在1/2 L  处； TR -90 0 C 时色谱带在1/8 L  处。 

三、有效柱温
有效柱温是获得一定理论板数和分离度时的特征温度，对两个相邻难分离组分，有效柱温是指实现分离的最佳恒温温度，在此恒温温度下，两组分的分离可达到与程序升温同样的柱效和分离度。
四、程序升温的操作条件的选择
（一）操作条件的选择
1 ．升温方式：同系物用单阶程升；多种复杂组分用多阶程升。
2 ．起始温度：视沸点最低组分而定，不知道时就设在室温。
3 ．终止温度：视沸点最高组分而定，不知道时就设固定液“最高使用温度”
。
4 ．升温速率：起到恒温中T C 的同样作用，选择原则是兼顾分离度和分析时间。对填充柱（φ4 ×2m ）设在3-10 ℃ / 分为宜；对毛细柱（φ0.25 ×30m ） 0.5-4 ℃ /分为宜。
5 ．载气流速：＞Uopt
6 ．柱长：填充柱以1-3m  为宜，毛细管柱以10-30m为宜。
（二） 柱温 的选择
程序升温用于气相色谱。程序升温是改变k 的一种方法。如何选程序升温的柱温Tc ？ 程序升温在分离过程中,柱温是按预定速率
,  随时间呈线性或非线性增加
,以使各组分在最佳柱温下流 出色谱柱。
选择时首先用
Tc 低和Tc高分别进行恒温分析，恒温分析时柱温大概是等于样品沸点的平均温 度；例如有两个组分的混合样,沸点分别为
70 ℃， 90 ℃，则选Tc=80 ℃，汽化室温度和检测器温度要 高于柱温20 ～ 80 ℃，根据Tc 低与Tc 高 ,再确定升温速率与用几阶程序升温。
（三）载气和色谱柱
程序升温要求载气的纯度高；使用耐高温的固定液，例如 SE － 30（ 350 ℃）、OV － 101（ 350 ℃）、
ApiezonL （ 300 ℃）、 OV － 17 （ 300 ℃）、 PEG － 20M （250 ℃）。
应用举例：



各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第3章　高效液相色谱法

	课时安排
	4

	
	授课时间
	     第4周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：高效液相色谱仪器；
    理解：液相色谱分离原理，液相色谱的固定相与流动相；

    掌握：高效液相色谱法主要类型，影响分离的因素和应用。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第3章　高效液相色谱法
                    §3-1高效液相色谱仪器

                    §3-2主要分离类型与原理（重点）
                    §3-3液相色谱的固定相与流动相

　　　　　　　　    §3-4影响分离的因素和高效液相色谱法应用（重点）
  

	讨论、思考题、作业：

思考题：106页：1、3、4、8


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第十五章

2.《仪器分析》（武汉大学化学系）：第21章



课 堂 教 学 实 施 计 划

	第 七、八 课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   170     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第3章　高效液相色谱法（HPLC）
§3-1高效液相色谱仪器
高效液相色谱法的特点：高压、高速、高效、高灵敏度；适用于高沸点、热不稳定、相对分子质量大的有机及生化试样的分离分析。

流程及主要部件：
1.流程
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          2. 主要部件
            (1) 高压泵（恒流、恒压）
            (2)梯度淋洗装置
            (3) 进样装置
            (4) 高效分离柱
            (5) 液相色谱检测器
§3-2主要分离类型与原理
      1.液-固吸附色谱
         固定相：固体吸附剂为，如硅胶、氧化铝等，较常使用的是5～10μm的硅胶吸附剂。

流动相：各种不同极性的一元或多元溶剂。

基本原理：组分在固定相吸附剂上的吸附与解吸；适用于分离相对分子质量中等的油溶性试样，对具有官能团的化合物和异构体有较高选择性。

缺点：非线形等温吸附常引起峰的拖尾。

2.液-液分配色谱
        固定相与流动相均为液体（互不相溶）
基本原理：组分在固定相和流动相上的分配；

流动相：对于亲水性固定液，采用疏水性流动相，即流动相的极性小于固定液的极性（正相），反之，流动相的极性大于固定液的极性（反相）。正相与反相的出峰顺序相反；

固定相：早期涂渍固定液，固定液流失，较少采用；

化学键合固定相：将各种不同基团通过化学反应键合到硅胶（担体）表面的游离羟基上。C-18柱（反相柱）。
3.离子交换色谱
固定相：阴离子离子交换树脂或阳离子离子交换树脂；
流动相：阴离子离子交换树脂作固定相，采用酸性水溶液；阳离子离子交换树脂作固定相，采用碱性水溶液；

基本原理：组分在固定相上发生的反复离子交换反应；组分与离子交换剂之间亲和力的大小与离子半径、电荷、存在形式等有关。亲和力大，保留时间长；

应用：离子及可离解的化合物，氨基酸、核酸等。
4.离子色谱
离子色谱是在20世纪70年代中期发展起来的一种技术，其与离子交换色谱的区别是其采用了特制的、具有极低交换容量的离子交换树脂作为柱填料，并采用淋洗液抑制技术和电导检测器，是测定混合阴离子的有效方法。     
5.离子对色谱
原理：将一种（或多种）与溶质离子电荷相反的离子（对离子或反离子）加到流动相中使其与溶质离子结合形成疏水性离子对化合物，使其能够在两相之间进行分配；

阴离子分离：常采用烷基铵类，如氢氧化四丁基铵或氢氧化十

                      六烷基三甲铵作为对离子；

阳离子分离：常采用烷基磺酸类，如己烷磺酸钠作为对离子；

反相离子对色谱：非极性的疏水固定相(C-18柱)，含有对离子

                             Y+的甲醇-水或乙腈-水作为流动相，试样离 

                             子X-进入流动相后，生成疏水性离子对Y+X -

                             后；在两相间分配。

6.排阻色谱
固定相：凝胶(具有一定大小孔隙分布)；
原理：按分子大小分离。小分子可以扩散到凝胶空隙，由其中通过，出峰最慢；中等分子只能通过部分凝胶空隙，中速通过；而大分子被排斥在外，出峰最快；溶剂分子小，故在最后出峰。全部在死体积前出峰；可对相对分子质量在100-105范围内的化合物按质量分离。

§3-3液相色谱的固定相与流动相

1.液相色谱固定相
（1）液-液分配及离子对分离固定相
          全多孔型担体 表面多孔型担体 化学键合固定相
（2）液-固吸附分离固定相
种类：硅胶、氧化铝、分子筛、聚酰胺等；
结构类型：全多孔型和薄壳型；

粒度：5～10 μm。

（3）离子交换色谱分离固定相
结构类别：薄壳型离子交换树脂，离子交换键合固定相          

          树脂类别：阳离子交换树脂（强酸性、弱酸性），阴离子交换树脂（强碱性、弱碱性）

（4）空间排阻分离固定相
软质凝胶  半硬质凝胶   硬质凝胶
2.液相色谱的流动相
（1）流动相特性
（2）流动相类别
按流动相组成分：单组分和多组分；
按极性分：极性、弱极性、非极性；

按使用方式分：固定组成淋洗和梯度淋洗。

常用溶剂：己烷、四氯化碳、甲苯、乙酸乙酯、乙醇、乙腈、水。

                   采用二元或多元组合溶剂作为流动相可以灵活调节流动相的极性或增加选择性，以改进分离或调整出峰时间。

（3）流动相选择
         在选择溶剂时，溶剂的极性是选择的重要依据。
（4）选择流动相时应注意的问题
§3-4影响分离的因素和高效液相色谱法应用
1.影响分离的因素
（1）影响分离的因素与提高柱效的途径
在高效液相色谱中, 液体的扩散系数仅为气体的万分之一，则速率方程中的分子扩散项B/U较小，H=A+B/u+Cu， 故液相色谱H-u曲线与气相色谱的形状不同，如图所示。

[image: image98.png]



（2）流速
            流速大于0.5 cm/s时,H～u曲线是一段斜率不大的直线。降低流速，柱效提高不是很大。但在实际操作中，流量仍是一个调整分离度和出峰时间的重要可选择参数。
（3）固定相及分离柱
气相色谱中的固定液原则上都可以用于液相色谱，其选用原则与气相色谱一样。但在高效液相色谱中，分离柱的制备是一项技术要求非常高的工作，一般很少自行制备。
2.分离类型选择
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3.HPLC的应用 

（1）环境中有机氯农药残留量分析
   
[image: image12]
固定相：薄壳型硅胶(37 ～50(m)       
        流动相：正己烷

        流    速：1.5 mL/min
        色谱柱：50cm(2.5mm(内径)

        检测器：差示折光检测器
可对水果、蔬菜中的农药残留量进行分析。 
（2）稠环芳烃的分析

[image: image13]
稠环芳烃多为致癌物质。
固定相：十八烷基硅烷化键合相

流动相：20%甲醇-水 ～100%甲醇线性梯度淋洗，2%/min
          流    速：1mL/min

 柱    温：50 ºC

          柱    压：70 (104 Pa 

          检测器：紫外检测器
梯度洗脱
1 简介
通常情况下，液相色谱操作中的流动相组成和比例是恒定的，这种洗脱化合物的方式被称为等度洗脱；但是为了改善分析结果，某些操作需要连续改变流动相中各溶剂组分的比例以连续改变流动相的极性，使每个分析组分都有合适的容量因子k，并使样品种的所有组分可在最短时间内实现最佳分离，这种洗脱方式称为梯度洗脱。
2 梯度洗脱的应用
梯度洗脱可在下列情形中发挥重要作用：
A 在等度下具有较宽k值的多种样品分析。
B 大分子样品分析。
C 样品含有强保留的干扰物，在目标化合物出峰后设置梯度洗脱，将干扰物洗脱出来，以免其影响下一次分析。
D 单组份化合物方法建立时，不知道其洗脱情况，使用梯度洗脱，找出其较优的洗脱条件。
多组分分析时，这些组分往往具有很宽的k值范围。假如使用等度洗脱，这些化合物的k值无法同时落在1~10之间，结果就是，无法同时得到较好的分离度、较短的分离时间、较高的响应值。
图T1、T2、T3是笔者不同条件下分析邻苯二甲酸酯类化合物得到的色谱图。
图T1  (等度，流动相：80%乙腈水溶液)
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图T2 (等度，流动相：100%乙腈)
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图T3 (梯度，0-5 min，乙腈由70%上升到90%，5-10 min乙腈由90%上升到100%，10-18min，乙腈100%)
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其他色谱条件：
色谱柱：Diamonsil C18(2)，250*4.6 mm，5 μm
流速：1.0 ml/min
检测器：UV254 nm
1 邻苯二甲酸二甲酯(DMP)
2 邻苯二甲酸二乙酯(DEP)
3 邻苯二甲酸二正丙酯(DPrP)
4 邻苯二甲酸丁基苄基酯(BBP)
5 邻苯二甲酸二正丁酯(DBP)
6 邻苯二甲酸二戊酯(DPP)
7 邻苯二甲酸二环己酯(DCHP)
8 邻苯二甲酸二己酯(DHP)
9 邻苯二甲酸(2-乙基己基)酯(DEHP)
三种洗脱方式对比
条件
最小分离度
分析时间
灵敏度
等度1(T1)
＞4
＞100 min
1-9，灵敏度逐渐降低，
8和9难以检出

等度2(T2)
＝0.8
11 min
1-9，灵敏度逐渐降低，
均较高
梯度(T3)
＞3
25 min
1-9，灵敏度相差不大，
均较高
由该分析案例可知，在多组分分析时，只要能够选出合适的梯度条件，就能够实现“较好的分离度、较短的分离时间、较高的响应值”。
(2) 样品溶液中同时含有目标化合物和强保留化合物，目标化合物流出后使用梯度洗脱将强保留化合物洗下来，以避免强保留化合物污染色谱柱或在后续的分析中流出干扰分析。
T4 某分析项目末端梯度洗脱以洗掉过剩的衍生试剂(末端梯度：39-40 min，有机相含量由38%升高到80%，保持10 min)
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由T4可以看出，40 min左右，最晚出峰的组分已经被洗下来，然而却把有机相在1 min内由38%升高到80%，目的就是为了洗脱衍生反应剩余的衍生试剂(50 min处的色谱峰)。前面的杂质峰为样品基质中的强保留干扰物，末端的梯度洗脱同样也将其洗了下来，这就避免了这些化合物在随后的分析中缓慢流出造成的基线起伏。
(3)当遇到新的化合物需要分析，我们没有文献可以参考，只能初步圈定分析模式(反相、正相等等)，此时确定不了等度洗脱的流动相组成和比例，只好借助梯度洗脱。
3 梯度洗脱的原理(以反相色谱为例)
梯度洗脱的实质就是，样品随梯度起点的流动相进入色谱柱入口，由于起点流动相中强洗脱溶剂B含量较低，化合物C1(保留性适中)和化合物C2(保留较强)因k值较高而滞留于色谱柱入口附近(几乎未移动)。一段时间后，B增加到一定数值，C1的k值达到足够小(比如小于10)，其在柱中的移动速率明显增大，并且随着B的增加，其移动速率愈加快速，直到tC1时流出色谱柱，被检测器检测到并被记录成色谱峰C1，tC1虽然比等度时的保留时间长很多，但C1的的平均k值却很小，因而色谱峰并未展宽，灵敏度仍处于较高水平。
B持续增加，在随后的某个时间点，C2的k值也降到10以下，C2的移动速率也开始变快，以与C1类似的方式于tC2被洗脱出色谱柱，其平均k值同样很小，色谱峰亦未展宽，灵敏度处于较高水平。
T5 梯度洗脱过程中的峰迁移
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黑色虚线代表B比例的变化(对应左侧上方纵轴)
红色曲线代表化合物k值随流动相改变而发生的变化(对应右侧纵轴)
绿色曲线代表化合物化合物在柱中的位置变化(对应左侧下方纵轴)
紫色曲线为色谱图
4 梯度分离的建立
梯度洗脱可以按下列步骤建立;
A 选择初始条件：色谱柱(类型和规格)、流动相组成、流速、柱温等等
B 根据A的分析结果升高起始流动相中的B%并降低结束流动相中的B%，以去除色谱图中第一个峰出现前的和最后一个峰出现后的无意义时间
C 当峰分离较差或运行时间过长的时候，应通过调整强洗脱溶剂B、B升高速率或使用分段梯度等方式予以解决
D 考察不同仪器对梯度分离的影响。
 (1)选择梯度条件
流动相：选择一种强洗脱溶剂和一种弱洗脱溶剂，反相中常用强洗脱溶剂为乙腈和甲醇，弱洗脱溶剂为水,(由于反相中分离的化合物许多具有解离性，所以水相往往有酸、缓冲盐等，这些不在本讲座讨论范围以内，本讲座提到的水相可能包括纯水、缓冲盐水溶液等，具体事例会明确写出)。正相中常用的强洗脱溶剂为甲基叔丁基醚、异丙醇等，弱洗脱溶剂为正己烷。
流速：对于4.6 mm内径的色谱柱一般把流速设定为1.0~1.5 ml/min，其他内径的色谱柱可以以此标准进行换算；
柱温：如有柱温箱，设定柱温35~45 ºC为宜；
初始变化速率：可以按下面的公式计算确定
[image: image19.jpg]A%B  20F





F为流速，单位为ml/min；Vm为色谱柱死体积，单位为ml；k*为期望的平均保留因子；△%B为强洗脱溶剂的变动值；tG为梯度时间，单位为min。该公式适用于相对分子量处于50~500之间的化合物。对于150*4.6 mm的色谱柱，Vm约为1.2 ml；流速通常设定为1.0 ml/min；k*为5是比较好的选择；因此△%B/tG应为3.3，也就是B的改变速率设定为3.3%是适宜的，当梯度范围为5%-100%，梯度时间可以设为29 min。
梯度范围：为避免峰遗漏，初始梯度范围最好设置为强洗脱溶剂变动范围为5%-100%，在反相中可以把乙腈的变动范围设置在5%-100%，如果是能够耐受纯水的色谱柱，也可以设定在0%-100%。
梯度形状：在初始梯度实验中，梯度可设置成线性(不分段)，在后续的调整中则可以设置分段梯度，每一段梯度的B变动斜率存在差别。
(2)调整强洗脱溶剂B、梯度变化速率或使用分段梯度等方式以优化梯度条件
流动相对选择性起着至关重要的作用，流动相组成或比例的改变均会显著改变分离度，在梯度中亦然。反相模式梯度的初试中，强洗脱溶剂往往选择乙腈，但乙腈只是在某些项目中具有较好的选择性，而另一些项目甲醇或许更合适。乙腈、甲醇洗脱能力相近，但二者的选择性则具有互补性。
T6、T7、T8是PITC柱前衍生-反相液相色谱分析18种氨基酸的色谱图。T6以乙腈作为强洗脱溶剂，丙氨酸和脯氨酸(7和8)分离度不足1.5；T7以甲醇作为强洗脱溶剂，9后面的组分分离很差。上述表明，甲醇对前面一组峰的分离较好，儿乙腈则更适合后面一组峰，因此笔者把甲醇乙腈混合液作为强洗脱溶剂，T8证明这种混合溶剂的确能够将18种天然氨基酸、内标物正亮氨酸以及NH3的的分离度达到2.0以上。
T6 B为80%乙腈水溶液
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T7 B为80%甲醇水溶液
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T8 B为甲醇：乙腈：水=20:60:20
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其他色谱条件
色谱柱：Diamonsil AAA氨基酸分析柱，250*4.6 mm，5 μm；
流动相B：见谱图上方的描述
流动相A：0.05 mol/L乙酸钠水溶液(pH=6.5)
流速：1.0 ml/min
检测器：UV 254 nm
柱温： 35 摄氏度
具体化合物：
1 Asp(天冬氨酸)；2 Glu(谷氨酸)；3 Ser(丝氨酸)；4 Gly(甘氨酸)；5 His(组氨酸)；6 Arg(精氨酸)；7 Thr(苏氨酸)；8 Ala(丙氨酸)；9 Pro(脯氨酸)；10 NH3；11 Tyr(酪氨酸)；12 Val(缬氨酸)；13 Met(蛋氨酸)；14 Cys(胱氨酸)；15 Ile(异亮氨酸)；16 Leu(亮氨酸)；17 Nle(正亮氨酸)；18 Phe(苯丙氨酸)；19 Trp(色氨酸)；20 Lys(赖氨酸)
化合物列表与T8上的峰号严格对应。
梯度变化速率
梯度变化速率与平均保留因子k*是成反比关系的，梯度变化速率降低，k*值增加，并会产生如下结果：其一，各组分间的分离度R提高；其二，色谱峰的区域宽度增加，灵敏度下降；其三，分析时间延长。第一点是积极的，第二、第三点是消极的。所以应在分离度能满足要求的前提下，控制梯度变化速率不要过低。
高效液相色谱法的应用
     高效液相色谱法的应用远远广于气相色谱法。它广泛用于合成化学、石油化学、生命科学、临床化学、药物研究、环境监测、食品检验及法学检验等领域。
一. 在食品分析中的应用
1．食品营养成分分析：蛋白质、氨基酸、糖类、色素、维生素、香料、有机酸（邻苯二甲酸、柠檬酸、苹果酸等）、有机胺、矿物质等；
2．食品添加剂分析：甜味剂、防腐剂、着色剂（合成色素如柠檬黄、苋菜红、靛蓝、胭脂红、日落黄、亮蓝等）、抗氧化剂等；
食品污染物分析：霉菌毒素（黄曲霉毒素、黄杆菌毒素、大肠杆菌毒素等）、微量元素、多环芳烃等。 
二. 在环境分析中的应用
    多环芳烃（特别是稠环芳烃）、农药（如氨基甲酸脂类，反相色谱）残留等。
三. 在生命科学中的应用
    HPLC技术目前已成为生物化学家和医学家在分子水平上研究生命科学、遗传工程、临床化学、分子生物学等必不可少的工具。其在生化领域的应用主要集中于两个方面：
1. 低分子量物质，如氨基酸、有机酸、有机胺、类固醇、卟啉、糖类、维生素等的分离和测定。
2. 高分子量物质，如多肽、核糖核酸、蛋白质和酶（各种胰岛素、激素、细胞色素、干扰素等）的纯化、分离和测定。 

    过去对这些生物大分子的分离主要依赖于等速电泳、经典离子交换色谱等技术，但都有一定的局限性，远远不能满足生物化学研究的需要。因为在生化领域中经常要求从复杂的混合物基质，如培养基、发酵液、体液、组织中对感性趣的物质进行有效而又特异的分离，通常要求检测限达ng级或pg级，或pmol，fmol，并要求重复性好、快速、自动检测；制备分离、回收率高且不失活。在这些方面，HPLC具有明显的优势。 

四. 在医学检验中的应用
    体液中代谢物测定；药代动力学研究；临床药物监测：
 1. 合成药物：抗生素、抗忧郁药物（冬眠灵、氯丙咪嗪、安定、利眠宁、苯巴比妥等）、黄胺类药等。
 2. 天然药物生物碱（吲哚碱、颠茄碱、鸦片碱、强心甙）等
五．在无机分析中的应用
    阳、阴离子的分析等。



各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第4章　电分析化学导论

	课时安排
	2

	
	授课时间
	     第5周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

    理解：化学电池、电极电位、液接电位及其消除、电极极化与超电位；

    掌握：化学电池、电极电位

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第4章　电分析化学导论
                    §4-1概述

                    §4-2化学电池(重点)
                    §4-3电极电位(重点)
                    §4-4液接电位及其消除

　　　　　　　　    §4-5电极极化与超电位
  

	讨论、思考题、作业：

作业： 143页：2
仪器分析（方惠群）p23:1、5、8


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第四章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第九章

3.《仪器分析》（武汉大学化学系）：第15章


	


课 堂 教 学 实 施 计 划

	第   九   课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   80     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第4章　电分析化学导论
§4-1概述
    1.定义
      利用物质的电学及电化学性质来进行分析的方法。
          通常是使待分析的试样溶液构成一化学电池，然后根据所组成电池的某些物理量与其化学量之间的内在联系进行测量。
    2.分类
      按测定方式：
      （1）通过试样的浓度在某一特定实验条件下与化学电池中某些物理量的关系进行测量。
           电极电位、电阻、电量、电流－电压曲线

（2）利用电物理量的突变作为滴定分析中终点的指示——电容量分析法

           电位滴定、电流滴定、电导滴定

      （3）将试样中某一待测组分通过电极反应转化为固相（金属或其氧化物），然后又工作电极上析出的金属或其氧化物的质量来确定改组分的量——电重量分析法
按IUPAC的推荐：
（1）不涉及双电层及电极反应，如电导分析 
（2）涉及双电层，不涉及电极反应，如表面张力及非Faraday阴抗测定 

（3）涉及电极反应，如电位分析、电解分析、库仑分析、极谱和伏安分析 

     3.特点
      （1）分析检测限低；
（2）元素形态分析：如Ce(III)及Ce(IV)分析

（3）产生电信号，可直接测定。仪器简单、便宜

（4）多数情况可以得到化合物的活度而不只是浓度 

（5）可得到许多有用的信息：吸附或化学吸附特性；化学反应的速率常数和平衡常数测定等  

§4-2化学电池
 1.基本概念 
  （1）化学电池定义：化学电池是化学能与电能互相转换的装置。
2．组成化学电池的条件：

1）电极之间以导线相联；

2）电解质溶液间以一定方式保持接触使离子从一方迁移到另一方；

3）发生电极反应或电极上发生电子转移。 

3.电池构成： 
根据能量转换方式亦可分为两类：

     A、原电池(Galvanic or voltaic cell)：

            化学能→电能

     B、电解池(Electrolytic cell)：

            电能→化学能

电池表达式
    (-) 电极a( 溶液(a1)(( 溶液(a2)( 电极b (+)

阳极                           阴极 

E

电池电动势: E = (c - (a+(液接 

当E>0，为原电池；E<0为电解池。 

4.正、负极和阴、阳极的区分
      原电池：
电位高的为正极，电位低的为负极；

电解池：

发生氧化反应的为阳极，发生还原反应的为阴极。  

§4-3电极电位

1.电极电位的产生： 
      金属和溶液化学势不同 → 电子转移 →金属与溶液荷不同电荷 → 双电层 → 电位差 → 产生电极电位 

2.标准电极电位及其测量

      （1） 标准氢电极
（2）电极电位：
      （3）标准电极电位

3．Nernst 方程 
§4-4液接电位及其消除

1.液接电位(Liquid junction potential)的形成
          当两个不同种类或不同浓度的溶液直接接触时，由于浓度梯度或离子扩散使离子在相界面上产生迁移。当这种迁移速率不同时会产生电位差或称产生了液接电位。  
2.液接电位的消除——盐桥(Salt bridge)

盐桥的制作：加入3%琼脂于饱和KCl溶液(4.2M)，加热混合均匀，注入到U形管中，冷却成凝胶，两端以多孔沙芯(porous plug)密封防止电解质溶液间的虹吸而发生反应，但仍形成电池回路。由于K+和Cl-离子的迁移或扩散速率相当，因而液接电位很小。通常为 1~2 mV。  

§4-5电极极化与超电位
由于电池有电流通过时，需克服电池内阻R，因此，实际电池电动势应为： 

               E= (c - (a – iR 

iR称为IR降(Voltage drop)，它使原电池电动势降低，使电解池外加电压增加。当电流i很小时，电极可视为可逆，没有所谓的“极化”现象产生。 
1.电极的极化与去极化 
（1）极化
定义：当有较大电流通过电池时，电极电位完全随外加电压而变化，或者当电极电位改变较大而电流改变较小的现象称为极化。 
影响因素：电极大小和形状、电解质溶液组成、搅拌情况、温度、电流密度、电池中反应物与生成物的物理状态、电极成份。 

（2）去极化

          电极电位不随外加电压变化面变化，或者电极电位改变很小而电流变化很大的现象。
      如饱和甘汞电极为去极化电极。 

2.超电位
定义：由于极化，使实际电位和可逆电位之间存在差异，此差异即为超电位( 。
影响因素：a) 电流密度(，((；  
b) T(，((
c) 电极化学成份不同，(不同；d) 产物是气体的电极，其(大 。




各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第5章　电位分析法

	课时安排
	6

	
	授课时间
	     第5、6周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：电位滴定法的应用；
    理解：电位滴定法的应用和指示电极的选择；

    掌握：电位分析法原理及应用、电位滴定法

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第5章　电位分析法
                    §5-1电位
                    §5-2电位分析法原理及应用(重点)
                    §5-3电位滴定法(重点)
　　　　　　　　    §5-4电位滴定法的应用和指示电极的选择
  

	讨论、思考题、作业：

作业： 147页：2、3、9、10、12、14


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第四章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第十章

3.《仪器分析》（武汉大学化学系）：第16章



课 堂 教 学 实 施 计 划

	第十、十一、十二课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   260     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第5章　电位分析法
§5-1电位
1、电极电位的产生
          两种导体接触时，其界面的两种物质可以是固体-固体，固体-液体及液体-液体。因两相中的化学组成不同，故将在界面处发生物质迁移。若进行迁移的物质带有电荷，则在两相之间产生一个电位差。如锌电极浸入ZnSO4溶液中，铜电极浸入CuSO4溶液中。

   一、膜电位及其产生
膜电位=扩散电位(膜内) + Donnan电位(膜与溶液之间)
1.  扩散电位：
       液液界面或固体膜内，因不同离子之间或离子相同而浓度不同而发生扩散即扩散电位。其中，液液界面之间产生的扩散电位也叫液接电位。
       这类扩散是自由扩散，正负离子可自由通过界面，没有强制性和选择性。
2. Donnan电位：
       选择性渗透膜或离子交换膜，它至少阻止一种离子从一个液相扩散至另一液相或与溶液中的离子发生交换。这样将使两相界面之间电荷分布不均匀——形成双电层——产生电位差——Donnan 电位。
         这类扩散具强制性和选择性。
膜电位φM、Donnan电位φD和扩散电位φd 的 定量关系
当研究物质在相界上达到平衡时，电化学势相等，即：
                              μ*Ⅰ=μ*Ⅱ
2、能斯特公式
          电极电位的大小，不但取决于电极的本质，而且与溶液中离子的浓度，温度等因素有关，对于一个电极来说，其电极反应可以写成：

                        Mn++ne = M
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[image: image23.wmf]+

+

+

+

+

Û

+

s

m

s

m

I

J

J

I


平衡常数为
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根据热力学，膜-溶液界面上离子交换达到平衡的条件是每种离子通过界面的电化学势相等。
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膜电势
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若膜的内参比电极一边的溶液II中只含有I种离子，且浓度保持恒定，则
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        广义能斯特公式

3、电极电位的测量
对消法、参比电极
4、电极的极化
       浓差极化：电极反应中，电极表面附近溶液的浓度和主体溶液浓度发生了差别所引起的。
电化学极化：由某些动力学因素引起的。若电化学反应的某一步反应速度较慢，为 克服反应速度的障碍能垒，需多加一定的电压。这种由反应速度慢所引起的极化称为化学极化或动力学极化。

§5-2电位分析法原理及应用
电位分析法：电化学分析法的重要分支，其实质是通过零电流情况下测得两电极之间的电位差（即所构成原电池的电动势）进行分析测定。
电位分析法包括：     
电位测定法

电位滴定法

1.能斯特方程--电位分析法的依据
电位测定法：根据测量某一电极的电位，再由能斯特方程直接求得待测物质的浓度（活度）。
电位滴定法：根据滴定过程中，某个电极电位的突变来确定滴定终点，从滴定剂的体积和            浓度来计算待测物的含量。
2.电位法测定溶液的pH值
一    pH值的操作定义
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为了实用的方便，采用实用定义来标度溶液的pH值。方法是以氢电极与参比电极组成电池：
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测量标准溶液和未知溶液的电池电动势。
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两式相减
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二    pH标准溶液
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常用标准缓冲溶液
0.05m邻苯二甲酸氢钾        4.004(25℃)

0.025m磷酸二氢钾           6 .863 (25℃)

0.025m磷酸氢二钠
0.01m硼砂                  9 .183 (25℃)

玻璃膜=水化层+干玻璃层+水化层
电极的相=内参比液相+内水化层+干玻璃相+外水化层+试液相
膜电位(M= (外(外部试液与外水化层之间)
                  +(g(外水化层与干玻璃之间)
                   -(g’(干玻璃与内水化层之间)
                   -(内(内水化层与内部试液之间)
设膜内外表面结构相同((g=(g’)，即
上式为pH 值溶液的膜电位表达式或采用玻璃电极进行pH 测定的理论依据！ 
测定pH 值的电池组成表达式为：
Ag (AgCl,[Cl-]=1.0M (([H3O+] =ax (玻璃膜 (([H3O+] =a,[Cl-]=1.0M, AgCl (Ag
玻璃电极特点：
不对称电位：当玻璃膜内外溶液 H+ 浓度或 pH 值相等时，从前述公式可知，(M=0，但实际上(M 不为 0，这说明玻膜内外表面性质是有差异的，如表面的几何形状不同、结构上的微小差异、水化作用的不同等。由此引起的电位差称为不对称电位。其对 pH 测定的影响可通过充分浸泡电极和用标准 pH 缓冲溶液校正的方法加以消除。
                           *pH测定前，为什么 pH 玻璃电极要充分浸泡？
酸差：当用 pH 玻璃电极测定pH<1 的强酸性溶液或高盐度溶液时，电极电位与 pH 之间不呈线性关系，所测定的值比实际的偏高：因为H+ 浓度或盐份高，即溶液离子强度增加，导致 H2O 分子活度下降，即 H3O+ 活度下降，从而使 pH 测定值增加。
碱差或钠差：当测定较强碱性溶液pH值时，玻璃膜除对H+响应，也同时对其它离子如 Na+ 响应。因此pH测定结果偏低。当用Li 玻璃代替Na 玻璃吹制玻璃膜时，pH 测定范围可在1~14之间。
对H+有高度选择性的指示电极，使用范围广，不受氧化剂还原剂、有色、浑浊或胶态溶液的 pH 测定；响应快(达到平衡快)、不沾污试液。
膜太薄，易破损，且不能用于含F- 的溶液；电极阻抗高，须配用高阻抗的测量仪表。
通过改变玻璃膜的结构可制成对K+、Na+、Ag+、Li+ 等响应的电极。
3.离子选择性电极
离子选择性电极(又称膜电极)。
         1976年IUPAC基于膜的特征，推荐将其分为以下几类：

     原电极（primary electrodes）

          晶体膜电极（crystalline membrane electrodes）

                均相膜电极（homogeneous membrane electrodes）

                非均相膜电极(heterogeneous membrane electrodes)

          非晶体膜电极（crystalline membrane electrodes）

                刚性基质电极（rigid matrix electrodes）

                流动载体电极(electrodes with a mobile carrier)

     敏化电极（sensitized electrodes）

          气敏电极（gas sensing electrodes）

          酶电极（enzyme electrodes）

离子选择性电极性能参数： 
（1）Nernst响应、线性范围、检测下限 

         （2）选择性系数(selectivity coefficient) 
（3）响应时间
（4）内阻
4.测量离子浓（活）度的方法
（1）标准曲线法
（2）标准加入法
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5.影响测定的因素
    （1）温度        
（2）电动势测量    

（3）干扰离子
（4）溶液的pH值
（5）被测离子的浓度
（6）响应时间
（7）迟滞效应
§5-3电位滴定法
1.电位滴定法的原理
电位滴定法是一种用电位法确定终点的滴定方法。它也是基于能斯特方程。

2.电位滴定法的结构图：
[image: image103.png]1. RRE 2. MEEHE
3. EALOE 4. AR6





3.电位终点的确定
     （1）绘制E-V曲线
[image: image104.png]V(mL)




（2）绘（△E/ △V)-V曲线法
               
[image: image42]
[image: image105.png]


（3）二级微商法
§5-4电位滴定法的应用和指示电极的选择
在电位滴定中判断终点的方法，比之用指示剂指示终点的方法更客观，许多情况下电位滴定更为准确。
        电位滴定可以用于有色的或浑浊的溶液，某些反应没有适合的指示剂可选用时（非水滴定），可用电位滴定来完成。

应用范围广：
1、酸碱滴定       

指示电极：pH玻璃电极
                           参比电极：甘汞电极                      
2、氧化还原滴定         
 指示电极： 一般为铂电极
                           参比电极：甘汞电极

3、沉淀滴定       
指示电极：根据不同的沉淀反应来采用不同的指示电极。如：硝酸盐标准溶液滴定 卤素 可用银电极做指示电极。                                           

                           参比电极：双盐桥甘汞电极
4、络合电极                  
指示电极：铂电极
                           参比电极：甘汞电极




各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第6章　电解和库仑分析法

	课时安排
	2

	
	授课时间
	     第7周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

    理解：电解分析法、库仑分析的基本原理；
    掌握：电解和库仑分析法的特点及应用。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第6章　电解和库仑分析法
                    §6-1电解分析法

                         6.1.1 电解分析法的基本原理（重点）
                         6.1.2 控制电位电解法（重点）
                         6.1.3 控制电流电解法（重点）
                    §6-2库仑分析法
                         6.2.1 库仑分析的基本原理（重点）
                         6.2.2 恒电位库仑分析法（重点）
                         6.2.3 恒电流库仑分析法（库仑滴定）（重点）
                         6.2.4 库仑滴定的特点及应用 

                         6.2.5 自动库仑分析法

  

	讨论、思考题、作业：

作业：200页：2、3、4、7、8、9


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第六章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第十一章

3.《仪器分析》（武汉大学化学系）：第18章



课 堂 教 学 实 施 计 划

	第 十三 课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   80     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第6章　电解和库仑分析法
§6-1电解分析法
将被测物质通过电解沉积于适当的电极上，并通过称量电极增重的质量求出试样中金属含量的分析方法。这也是一种重量分析法，所以又称为电重量法（electro-gravimetry）。它有时也作为一种分离的手段，方便地除去某些杂质。
1．电解分析法的基本原理
电解是借助于外电源的作用，使电化学反应向着非自发的方向进行。典型的电解过程是在电解池中有一对面积较大的电极如铂，外加直流电压，改变电极电位，使电解质溶液在电极上发生氧化还原反应。
分解电压（decomposition voltage）：
        使某一电解质溶液连续不断地发生电解反应所必需的最小外加电压，称为该电解质的
分解电压。外加电压继续增大，电流达到一极限值，称为极限电流。     
析出电位（depositiong potential）：
为了使某种离子在电极上发生氧化或还原反应，而在阳极或阴极上施加的最小电位称为析出电位。 
2．控制电位电解分析法
当试样溶液中含有两种以上的金属离子时，如果一种金属离子与其他金属离子间的还原电位差足够大，就可以把工作电极的电位控制在某一个数值或某一个小范围内，只使被测金属析出，而其他金属离子留在溶液中，达到分离该金属的目的，通过称量电沉积物，求得该试样中被测金属物质的含量。
           实现对电极电位的控制，需要在电解池中引入参比电极，如甘汞电极，可以通过机械式的自动阴极电位电解装置或电子控制的电位电解仪，将阴极电位控制在设定的数值。
3．控制电流电解分析法
电解分析有时也在控制电流恒定的情况下进行。这时外加电压较高，电解反应的速度较快，但选择性不如控制电位电解法好。往往一种金属离子还未沉淀完全时，第二种金属离子就在电极上析出。加入阳极或阴极去极剂，可以克服选择性差的问题。

§6-2 库仑分析法
1．库仑分析法的基本原理
               以测量电解过程中被测物质在电极上发生电化学反应所消耗的电量为基础的分析方法。它和电解分析不同，被测物质不一定在电极上沉积，但一般要求电流效率为100%。

基本依据：法拉第（Faraday）电解定律—在电解时，电极上发生化学变化的物质的量m与通过电解池的电量Q成正比关系，其数学表达式为：                             
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2．恒电位库仑分析法 
库仑分析方式包括：恒电位库仑分析及恒电流库仑滴定。                           

恒电位库仑分析：

            库仑分析是根据进行电解反应时通过电解池的电量来分析的，因此需要在电解电路中串联一个能精确测量电量的库仑计（coulometer）。
[image: image108.png]


           电解时，控制工作电极的电位保持恒定值 ，100%电流效率。当I 
[image: image43]     0时，电解完全，电量大小用库仑计可以精确测量，则可由法拉第定律计算出该物质的含量。 
3．恒电流库仑分析法（库仑滴定）
恒电流库仑分析法：
            用一恒定强度的电流通过电解池，在电极附近由于电极反应而产生一种试剂，犹如普通滴定分析中的“滴定剂”，这种电生试剂即刻与被测物质起反应，作用完毕后反应终点可由适当的方法确定。通过恒定电流i和电解开始至反应终止所消耗的时间t，可求得电量Q = it，通过法拉第电解定律可求得物质的含量。
4．库仑滴定的特点及应用 
库仑滴定的特点：
1）灵敏度高，准确度好；

2）不需要制备标准溶液，不稳定的滴定剂可以电产生；

3）电流和时间能准确测定。

应用：

           凡能以100%电流效率电解生成试剂，且能迅速而定量地反应的任何物质都可以用这种方法测定。故能用容量分析的各类滴定，如酸碱滴定、氧化还原法滴定、容量沉淀法、

络合滴定等测定的物质都可用库仑滴定测定。
5．自动库仑分析法 



各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第7章　伏安分析法

	课时安排
	6

	
	授课时间
	     第7、8周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：现代极谱；
    理解：干扰电流及消除方法；

    掌握：极谱定性分析、极谱定量分析、干扰电流及消除方法。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第7章　伏安分析法
                    §7-1伏安分析和极谱分析（重点）
                    §7-2极谱定性分析——半波电位
                    §7-3极谱定量分析——扩散电流方程（重点）
　　　　　　　　    §7-4干扰电流及消除方法（重点）
                    §7-5极谱分析的特点及问题
                    §7-6 现代极谱
  

	讨论、思考题、作业：

作业：186页：1、2、3、5、6、7、8、9、14、15


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第五章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第十二章

3.《仪器分析》（武汉大学化学系）：第17章



课 堂 教 学 实 施 计 划

	第 十四、十五、十六 课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   260     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第7章　伏安分析法
§7-1伏安分析和极谱分析

伏安法是以测定电解过程中电流-电压曲线（伏安曲线）为基础的一类电化学分析方法。
通常称以滴汞电极为工作电极的伏安法为极谱分析，也称极谱法。
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          滴汞电极
          在极谱分析中常用滴汞电极（如右图）。它具有如下特点：

1)电极毛细管口处的汞滴很小，易形成浓差极化；

2)汞滴不断滴落，使电极表面不断更新，重复性好。
(受汞滴周期性滴落的影响，汞滴面积的变化使电流呈快速
锯齿性变化)；

3)氢在汞上的超电位较大；

4)金属与汞生成汞齐,降低其析出电位,使碱金属和

碱土金属也可分析。

极谱曲线--极谱波
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§7-2极谱定性分析——半波电位
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γ，k分别为物质的活度系数和扩散系数。
半波电位与被还原离子的浓度无关，是定性分析的依据，可用于还原波，亦可用于氧化波。极谱分析作定性分析实际意义不大。

§7-3极谱定量分析——扩散电流方程
1.扩散电流方程
（1）扩散电流方程又称尤考维奇方程式：
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上式中，除C以外各项因素不变时，极限扩散电流与浓度呈正比。 
（2）扩散电流的影响因素
1）溶液组成的影响
             这体现在Id与扩散系数D1/2成正比上 , D1/2与溶液的组成有关。

2）毛细管特性的影响

              尤考维奇方程表明Id与m2/3，t1/6成正比 ，m,t均为毛细管特性，
 m2/3，t1/6称为毛细管常数。m，t均为汞柱高度的函数，故在具体操作中应保持汞柱高度不变。

3）温度的影响

             在扩散电流方程中除n以外，都受温度的影响。
2.极谱定量方法
（1）极谱定量的基础：
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（2）极谱定量的方法有：
a.直接比较法
            将浓度为Cs的标准溶液及浓度为Cx的未知溶液在同一实验条件下，分别测的极谱波的波高hs及hx由                  
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b.工作曲线法
             配制一系列标准溶液，在相同的实验条件下，进行极谱测定，绘制浓度—波高标准曲线。
c.标准加入法
          设未知溶液体积Vx；浓度cx；极谱图波高hx； 加入的已知溶液体积Vs；浓度cs；极谱图波高hs+x；由扩散电流方程得：
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由以上两式可求得未知液的浓度cx
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§7-4干扰电流及消除方法

1、残余电流及其扣除
2、迁移电流
3、极谱极大
4、氧波
5、氢波
§7-5极谱分析的特点及问题

1．极谱分析的特点
1）灵敏度高；
      2）相对误差小，可与比色法媲美；

      3）分析速度快，在合适的情况下，可同时测定4~5种物质，不必预先分离；
      4）用样量小，有良好的重现性；

      5）适用于同一品种大量试样的分析测定；

      6）应用范围广。

2．经典极谱的不足
      1）灵敏度受到一定的限制，这主要是电容电流造成的。

      2）当试样中含有大量干扰离子时，经典极谱会遇到困难。

 3）分辨能力低，需两种物质的半波电位相差100mV以上。

为解决上述困难，而发展了现代极谱。
§7-6 现代极谱
     1.极谱催化波
     2.单扫描极谱法（示波极谱）
循环伏安法
     3.方波极谱
     4.脉冲极谱
     5.溶出伏安法


各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第8章  光谱分析法导论
	课时安排
	2

	
	授课时间
	     第9周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：波长与能量；
    理解：光谱的产生；

    掌握：光学仪器结构与特点。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第8章 光谱分析法导论
§8-1 电磁辐射的波动性（重点）
                §8-2 辐射的量子力学性质（重点）
                §8-3 光学分析仪器
  

	讨论、思考题、作业：

作业： 仪器分析（方惠群）223页：1、2、7


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第7章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第二章




课 堂 教 学 实 施 计 划

	第   十七  课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   80     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第8章 光谱分析法导论
§8-1 电磁辐射的波动性（重点）
1、电磁辐射的波动性
       不同的电磁波具有不同的波长和频率，波长的倒数称为波数
2、电磁波谱
       将电磁波按其波长（或频率、或能量）次序排列成谱，称为电磁波谱
γ射线→ X 射线→紫外光→可见光→红外光→微波→无线电波
       高能辐射区    γ射线      能量最高，来源于核能级跃迁
                     χ射线      来自内层电子能级的跃迁
       光学光谱区     紫外光     来自原子和分子外层电子能级的跃迁
                      可见光
                      红外光     来自分子振动和转动能级的跃迁
       波谱区         微波       来自分子转动能级及电子自旋能级跃迁
                      无线电波   来自原子核自旋能级的跃迁
 3、电磁波的波动性质 

        散射、折射和反射、干涉、衍射
§8-2 辐射的量子力学性质（重点）
1、电磁波的微粒性
    2、物质的能态
3、辐射的发射
       线光谱、带光谱、连续光谱
4、辐射的吸收
       原子吸收、分子吸收、磁场的诱导吸收、弛豫过程（非辐射弛豫、荧光和磷光弛豫）
§8-3 光学分析仪器
 1、辐射源
                       连续光源、线光源、激光光源、
     2、波长选择器
                       单色器、滤光片 

     3、试样容器
     4、辐射的检测
                       光子检测器、热检测器
     5、信号处理器和读出装置
     6、光学纤维在分析仪器中的应用
     7、傅里叶变换光学测定的原理
 


各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第9章  原子发射光谱法

	课时安排
	4

	
	授课时间
	     第9、10周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：原子发射光谱的激发光源，原子发射光谱仪；
    理解：原子发射光谱的产生；

    掌握：原子发射定性、定量分析方法。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第9章 原子发射光谱法
                §9-1原子发射光谱概述
                §9-2原子发射光谱的产生（难点）
                §9-3原子发射光谱的激发光源
                §9-4原子发射光谱仪
                §9-5定性、定量分析方法（重点）
  

	讨论、思考题、作业：

作业： 224页：1、2、3、4、5、8、9、12 


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第7章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第二章




课 堂 教 学 实 施 计 划

	第十八、十九课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   170     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第9章 原子发射光谱法(AES)
§9-1原子发射光谱概述
1.原子发射光谱法，是利用物质在热激发或电激发下，每种元素的原子或离子发射特征光谱来判断物质的组成，而进行元素的定性与定量分析的方法。
2.原子发射光谱法是光学分析法中产生与发展最早的一种。在近代各种材料的定性、定量分析中，原子发射光谱法发挥了重要作用。特别是新型光源的研制与电子技术的不断更新和应用，使原子发射光谱分析获得了新的发展，成为仪器分析中最重要的方法之一。

3.原子发射光谱分析的优点：（重点）
      ① 具有多元素同时检测能力。可同时测定一个样品中的多种元素。

      ② 分析速度快。若利用光电直读光谱仪，可在几分钟内同时对几十种元素进行定量分析。分析试样不经化学处理，固体、液体样品都可直接测定(电弧火花法）。

③ 检出限低。
         一般光源可达10～0.1mg/mL，

         绝对值可达1～0.01mg。

电感耦合高频等离子体原子发射光谱（ICP-AES）检出限可达ng/mL级。

④准确度较高。一般光源相对误差约为5％~10％，ICP-AES相对误差可达l％以下。

      ⑤试样消耗少。
      ⑥ ICP光源校准曲线线性范围宽可达4～6个数量级。

4．原子发射光谱分析的缺点：
①高含量分析的准确度较差；

②常见的非金属元素如氧、硫、氮、卤素等谱线在远紫外区．一般的光谱仪尚无法检测；

③还有一些非金属元素，如P、Se、Te等，由于其激发电位高，灵敏度较低。
§9-2原子发射光谱的产生
         1.通常情况下，原子处于基态，在激发光作用下，原子获得足够的能量，外层电子由基态跃迁到较高的能级状态即激发态。处于激发态的原子是不稳定的，其寿命小于10-8s，外层电子就从高能级向较低能级或基态跃迁。多余能量以电磁辐射的形式发射出去，这样就得到了发射光谱。原子发射光谱是线状光谱。



	2.处于高能级的电子经过几个中间能级跃迁回到原能级，可产生几种不同波长的光，在光谱中形成几条谱线。一种元素可以产生不同波长的谱线，它们组成该元素的原子光谱。
3．不同元素的电子结构不同，其原子光谱也不同，具有明显的特征。

       4.原子发射光谱法包括了三个主要的过程:

①由光源提供能量使样品蒸发、形成气态原子，并进一步使气态原子激发而产生光辐射；
②将光源发出的复合光经单色器分解成按波长顺序排列的谱线，形成光谱；

③用检测器检测光谱中谱线的波长和强度

§9-3原子发射光谱的激发光源
1.激发光源的基本功能是提供使试样中被测元素原子化和原子激发发光所需要的能量。对激发光源的要求是：灵敏度高，稳定性好，光谱背景小，结构简单，操作安全。
    2.常用的激发光源：
电弧光源（交流电弧、直流电弧）

电火花光源
电感耦合高频等离子体光源（ICP光源）等（重点）
                  几种光源的比较
光  源
蒸发温度
激发温度/K
放电稳定性
应用范围
直流电弧
高
4000～7000
稍差
定性分析，矿物、纯物质、难挥发元素的定量分析
交流电弧
中
4000～7000
较好
试样中低含量组分的定量分析
电火花
低
瞬间10000
好
金属与合金、难激发元素的定量分析
ICP
很高
6000～8000
最好
溶液的定量分析
§9-4原子发射光谱仪
    1、棱镜光谱仪
    2、光栅光谱仪
    3、检测器
           目视法：用眼睛来观测谱线强度

           摄谱法：用感光板记录光谱
光电法：用光电倍增管检测谱线强度。

§9-5定性、定量分析方法（重点）
1.依据：由于待测元素原子的能级结构不同，因此发射谱线的特征不同，据此可对样品进行定性分析；根据待测元素原子的浓度不同，因此发射强度不同，可实现元素的定量测定。

    2．定性分析方法
①几个概念
灵敏线：指各种元素谱线中最容易激发或激发电位较低的谱线；
最后线：当样品中某元素的含量减少时，最后仍能观察到的几条谱线，它是该元素的最灵敏线；
共振线：由激发态直接跃迁至基态时所辐射的谱线；第一共振线：第一激发态 → 基态，最灵敏；

自吸收：发光层四周的蒸气原子，一般比中心原子处于较低的能级，因而当辐射能通过该路程时，将为其自身的原子所吸收，而使谱线中心强度减弱。
        自蚀线：自吸最强的谱线。
 ②分析方法
   a.铁光谱比较法
   b.标准试样比较法
    3.定量分析方法
①光谱定量分析的依据是： I = ACb
I：谱线强度；C：待测元素的浓度；A：常数；

b: 分析线的自吸系数，在ICP-AES中为1。

          ②配制一组有浓度梯度的标准溶液，依次测量标准溶液的强度值，作出标准工作曲线。
            
[image: image44]
测量样品中待测元素的谱线强度值，利用已作出的标准工作曲线，计算出样品中该元素的浓度。
            ③ICP-AES标准溶液配制：
a.多元素的标准溶液，元素之间要注意光谱线的相互干扰，尤其是基体或高含量元素对低含量元素的谱线干扰。
b.所用基准物质要有99.9％以上的纯度。

c.标准溶液中酸的含量与试样溶液中酸的含量要相匹配，两种溶液的粘度、表面张力和密度大致相同。


各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第10章  原子吸收光谱法
  原子荧光光谱法
	课时安排
	4

	
	授课时间
	     第10、11周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：原子吸收分光光度计，原子荧光光谱法，干扰及其抑制；
    理解：原子吸收光谱分析基本原理；

    掌握：原子吸收基本原理，定量分析方法，测定条件的选择，灵敏度、特征浓度及检测极限。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第10章 原子吸收光谱法
                §10-1原子吸收光谱概述
                §10-2基本原理 （难点）
                §10-3原子吸收分光光度计
                §10-4定量分析方法（重点）
                §10-5干扰及其抑制 
§10-6测定条件的选择（重点）
§10-7灵敏度、特征浓度及检测极限 
                §10-8原子荧光光谱法  

	讨论、思考题、作业：

作业： 267页：1、2、3、4、5、8、9、14



	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第八章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第二章




课 堂 教 学 实 施 计 划

	第二十、二十一课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   170     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第10章 原子吸收光谱法（AAS）
§10-1原子吸收光谱概述
原子吸收光谱法是基于被测元素基态原子在蒸气状态对其原子共振辐射的吸收进行元素定量分析的方法。
          基态原子吸收其共振辐射，外层电子由基态跃迁至激发态而产生原子吸收光谱。原子吸收光谱位于光谱的紫外区和可见区。
1.历史：
2.特点：
优点：

（1）灵敏度:火焰原子法，ppm级，有时可达ppb级；石墨炉可达10-9--10-14.

（2）准确度高，可达1－3％。

（3）干扰小，选择性高；

（4）测定范围广，可测70种元素。

不足：多元素同时测定有困难；对非金属及难熔元素的测定尚有困难；对复杂样品分析干扰也较严重。 
§10-2基本原理
1.共振线
       电子从基态跃迁至第一激发态（能量最低的激发态）所吸收的谱线称为共振吸收线，简称共振线。在AAS分析中就是利用处于基态的待测原子蒸气对从光源发射的共振发射线的吸收来进行分析的。 

2.谱线轮廓和谱线变宽
（1）原子吸收定量原理

以频率为(的光通过原子蒸汽，其中一部分光被吸收，使该入射光的光强降低。 

入射频率为(，光强为I0的光通过浓度为c, 光程为L后原子蒸汽后，光强降为IV，则
                          Iv = I0exp(-KvcL) 
  当L一定时, 上式简化为：

A ＝Kc

             此式为AAS的定量分析基本原理。

（2）谱线轮廓 
（3）谱线变宽的因素
1）自然变宽：无外界因素影响时谱线具有的宽度。 
2）Doppler变宽：它与相对于观察者的原子的无规则热运动有关。又称热变宽。 

3）压力变宽：吸收原子与外界气体分子之间的相互碰撞引起的变宽，又称为碰撞变宽。它是由于碰撞使激发态寿命变短所致。外加压力越大，浓度越大，变宽越显著。  

4）场致变宽(field broadening)：包括Stark变宽(电场)和Zeeman 变宽(磁场) 
5）自吸与自蚀：光源中同种气态原子吸收了由阴极发射的共振线所致。与灯电流和待测物浓度有关。 
3.积分吸收与峰值吸收
4.基态原子数与原子吸收定量基础
在通常的原子吸收测定条件下，原子蒸气中基态原子数近似等于总原子数。在原子蒸气中（包括被测元素原子），可能会有基态与激发态存在。根据热力学的原理，在一定温度下达到热平衡时，基态与激发态的原子数的比例遵循Boltzman分布定律。
Nj / N0 = Pj / P0  exp(- E / kT)
Nj与N0 分别为激发态与基态的原子数； Pj / P0为激发态与基态的统计权重，它表示能级的简并度；T为热力学温度； k为Boltzman常数； E为激发能
§10-3原子吸收分光光度计
1.仪器种类和组成
         单光束－结构简单，体积小，价格低，检测限低；易发生零漂移，HCL要预热。

         双光束－零漂移小，HCL不需预热；但不可消除火焰的波动和背景的影响。

         双光束双通道－两个通道可单独使用，可同时测定两个元素。 


[image: image45]
2.光源——空心阴极灯
（1）光源的作用：辐射待测元素的锐线光谱，以作入射光源。锐线光源是发射线半宽度远小于吸收线半宽度的光源。
     （2）对AAS光源的要求：
a.发射稳定的共振线，且为锐线；
b.强度大，没有或只有很小的连续背景；
c.操作方便，寿命长。
（3）空心阴极灯(Hollow Cathode Lamp, HCL) 
组成：阳极(吸气金属)、空心圆筒(使待测原子集中)形阴极(W+待测元素)、低压惰性气体(谱线简单、背景小)。

[image: image46]
3.原子化系统
（1）火焰原子化系统(预混合型和全消耗型)
         包括雾化器、混合室、燃烧器和火焰 
（2）无火焰原子化系统 
高温石墨炉原子化器(Graphite furnace，GF) 

组成：电源、保护气及冷却水、石墨管 
（3）低温原子化方法 
4.光学系统
（1）外光路系统（照明系统）    
使光源发出的共振线能整体地通过被测试样的原子蒸气，并投射到单色器的狭缝上。
（2）单色器 
将待测元素的共振线与邻近的谱线分开   
5.检测系统
（1）检测器    
将单色器分出的光信号进行光电转换   光电倍增管
（2）放大器 
将电压信号放大   
（3）对数变换器    
（4）显示装置
         指示仪表   
§10-4定量分析方法

1.标准曲线法
配制一组含有不同浓度被测元素的标准溶液，在与试样测定完全相同的条件下，按浓度由低到高的顺序测定吸光度值。绘制吸光度对浓度的校准曲线。测定试样的吸光度，在校准曲线上用内插法求出被测元素的含量。
2.标准加入法
分取几份相同量的被测试液，分别加入不同量的被测元素的标准溶液，其中一份不加被测元素的标准溶液，最后稀释至相同体积，使加入的标准溶液浓度为0，CS、 2CS 、3CS… ，然后分别测定它们的吸光度，绘制吸光度对浓度的校准曲线，再将该曲线外推至与浓度轴相交。交点至坐标原点的距离Cx即是被测元素经稀释后的浓度。
§10-5干扰及其抑制
1. 光谱干扰
（1）光谱干扰

非共振线干扰：多谱线元素－－减小狭缝宽度或另选谱线。

非待测元素干扰：充入气体和氧化物的背景干扰－－将HCL反接 

谱线重叠干扰－－选其它分析线 

（2）背景干扰
         主要来自原子化器，包括蒸汽中气态分子对光的吸收(无机酸、气体燃烧等)及高盐度颗粒的散射干扰 

          氘灯背景 校正器

2.物理干扰
试样粘度、表面张力使样品进入火焰的速度或喷雾效率改变所引起的干扰。
可通过配制与试样具有相似组成的标准溶液或标准加入法来克服。 

3.化学干扰
指待测元素 (Analytes ；Target species)与共存元素发生化学反应生成难挥发的化合物所引起的干扰，主要引起原子化效率，使待测元素的吸收值降低。 
消除方法：在标准溶液和待测液中加入消电离剂，释放剂，保护剂，缓冲剂
§10-6测定条件的选择
1. 分析线
           通常选共振线，但不是绝对的。  

       Hg185nm比Hg254nm灵敏50倍。但前者处于真空紫外区，大气和火焰均对其产生吸收；

       此外当待测原子浓度较高时，为避免过度稀释和向试样中引入杂质，可选取次灵敏线！ 

2．空心阴极灯的灯电流
           空心阴极灯的发射特性取决于工作电流。灯电流过小，放电不稳定，光输出的强度小；灯电流过大，发射谱线变宽，导致灵敏度下降，灯寿命缩短。选择灯电流时，应在保持稳定和有合适的光强输出的情况下，尽量选用较低的工作电流。

           一般商品的空极阴极灯都标有允许使用的最大电流与可使用的电流范围，通常选用最大电流的1/2 ～ 2/3为工作电流。实际工作中，最合适的电流应通过实验确定。

       空极阴极灯使用前一般须预热10 ～30 min。
3．原子化条件
（1）火焰原子化法

          火焰的选择与调节是影响原子化效率的重要因素。

           对于低温、中温火焰，适合的元素可使用乙炔-空气火焰；在火焰中易生成难离解的化合物及难溶氧化物的元素，宜用乙炔-氧化亚氮高温火焰；分析线在220nm以下的元素，可选用氢气-空气火焰。

火焰类型选定以后，须调节燃气与助燃气比例，以得到所需特点的火焰。易生成难离解氧化物的元素，用富燃火焰；氧化物不稳定的元素，宜用化学计量火焰或贫燃火焰。合适的燃助比应通过实验确定。
（2）石墨炉原子化法
          石墨炉原子化法要合理选择干燥、灰化、原子化及净化等阶段的温度和时间。
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4．燃烧器高度
           燃烧器高度是控制光源光束通过火焰区域的。由于在火焰区内，自由原子的空间分布不均匀，随火焰条件而变化。因此必须调节燃烧器的高度，使测量光束从自由原子浓度大的区域内通过，可以得到较高的灵敏度。

5．狭缝（slit）宽度

       调节狭缝宽度，可改变光谱带宽，也可改变落在检测器上的光强 

6．进样量
           进样量过小，信号太弱；过大，在火焰原子化法中，对火焰会产生冷却效应；在石墨炉原子化法中，会使除残产生困难。在实际工作中，通过实验测定吸光度值与进样量的变化，选择合适的进样量。

§10-7灵敏度、特征浓度及检测极限 
1．灵敏度及特征浓度
灵敏度：S＝dA/dC

特征浓度：

           能产生1%吸收（即吸光度值为0.0044）信号时所对应的被测元素的浓度。

               C0 = CX×0.0044 / A  （(g.cm-3）

 CX表示待测元素的浓度；A为多次测量的吸光度值。

2．检测极限（检测限）
           以特定的分析方法，以适当的置信水平被检出的最低浓度或最小量。

       在IUPAC的规定中，对各种光学分析法，可测量的最小分析信号以下式确定：
           Xmin = X平均 + KS0
           式中X平均是用空白溶液按同样分析方法多次测量的平均值。S0是空白溶液多次测量的标准偏差；K是置信水平决定的系数。

  原子荧光光谱法（AFS）



各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第11章  紫外一可见分子吸收光谱法

	课时安排
	8

	
	授课时间
	  第11、12、13周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：溶剂对紫外、可见吸收光谱的影响，紫外-可见分光光度计；
    理解：化合物紫外—可见光谱的产生
    掌握：有机化合物的紫外—可见吸收光谱，紫外-可见分光光度法的应用

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第11章　紫外一可见分子吸收光谱法
                §11-1分子吸收光谱（重点）
                §11-2化合物紫外—可见光谱的产生（重点）
                §11-3有机化合物的紫外—可见吸收光谱（重点．难点）
                §11-4溶剂对紫外、可见吸收光谱的影响
                §11-5紫外-可见分光光度计
　　　　　　　　§11-6紫外-可见分光光度法的应用（重点）
  

	讨论、思考题、作业：

作业： 287页：1、2、7、8、9

分析化学 第五版p268思考题：2、3、4、6、7；习题   6、7、11、12



	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第9章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第五章




课 堂 教 学 实 施 计 划

	第二十二~二十五课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   345     分钟

讨 论    10     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□
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    ∆E 约为1~20eV            1.25 ~ 0.06㎛          紫外、可见区(电子)

    ∆E 约为0.5~1eV             25 ~ 1.25㎛            (中)红外区 (振动)

∆E约为10-4~0.05eV        1.25cm~ 25㎛          （远）红外区(转动)
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      分子的能级跃迁是分子总能量的改变。当发生电子能级跃迁时，则同时伴随有振动能级和转动能级的改变，即 “电子光谱”——均改变。
     因此，分子的“电子光谱” 是由许多线光谱聚集在一起的带光谱组成的谱带，称为“带状光谱”。
    由于各种物质分子结构不同 ( 对不同能量的光子有选择性吸收 (  吸收光子后产生的吸收光谱不同 (  利用物质的光谱进行物质分析的依据。
二. 紫外-可见吸收光谱与有机分子结构的关系
（一）电子跃迁的类型
    许多有机化合物能吸收紫外-可见光辐射。有机化合物的紫外-可见吸收光谱主要是由分子中价电子的跃迁而产生的。
    分子中的价电子有：
           成 键 电 子： ( 电子、( 电子（轨道上能量低）
           未成键电子： n 电子（  轨道上能量较低）
     这三类电子都可能吸收一定的能量跃迁到能级较高的反键轨道上去，见 图-3：
[image: image124.png]
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 图2  分子中价电子跃迁示意图

1. ( - (* 跃迁
   (-(*的能量差大(所需能量高(吸收峰在远紫外 ((<150nm)

    饱和烃只有( 、(* 轨道，只能产生( - (*跃迁，例如：
    甲烷 吸收峰在 125nm；乙烷 吸收峰在 135nm ( < 150nm )

  ( 因空气中O2对< 150nm辐射有吸收，定量分析时要求实验室有真空条件，要求一般难达到）
2. (-(* 跃迁
  (-(*能量差较小(所需能量较低(吸收峰紫外区 ((200nm左右)
  不饱和烃类分子中有(电子，也有(* 轨道，能产生(-(*跃迁：CH2=CH2 ,吸收峰  165nm。（吸收系数 ( 大，吸收强度大，属于强吸收）
3. n- (*跃迁
    n- (* 能量较低 ( 收峰紫外区  (( 200nm左右)  （与(-(*接近）
    含有杂原子团如：-OH，-NH2 ，-X，-S 等的有机物分子中除能产生 

(-(* 跃迁外，同时能产生n- ( *跃迁，例如：三甲基胺 (CH3)3N- 的 n- (* 吸收峰在 227 nm， ( 约为900 L/mol·cm ，属于中强吸收。
4. n- (*跃迁
   n- (*能量低 ( 吸收峰 在 近紫外、可见区  (( 200 ~ 700nm)含有杂原子的不饱和基团，如  -C=O，-C(N 等，例如：    丙酮： n- (*跃迁， (max 280nm左右（同时也可产生(-(*跃迁），属于弱吸收， ( < 500 L/mol·cm .

    各种跃迁所需能量大小次序为： ( - (* > n- (* ( (-(* > n- (*

    紫外-可见吸收光谱法在有机化合物中应用主要以：(-(* 、n- (* 为基础。
（二）吸收峰的长移和短移
           长移：吸收峰向长λ 移动的现象，又称 红移；
           短移：吸收峰向短λ移动的现象，又称 紫移；
           增强效应：吸收强度增强的现象；
           减弱效应：吸收强度减弱的现象。
（三）发色团和助色团
    (-(* 、n- (*跃迁都需要有不饱和的官能团以提供 ( 轨道，因此，轨道的存在是有机化合物在紫外-可见区产生吸收的前提条件。
1.发色团：具有 ( 轨道的不饱和官能团称为发色团。
   主要有： -C=O，-N=N-， -N=O， -C(C- 等。 

但是，只有简单双键的化合物生色作用很有限，其有时可能仍在远紫外区，若分子中具有单双键交替的 “共轭大(键” （离域键）时，

如：  丁二稀          CH2=CH—CH=CH2 

    由于大(键中的电子在整个分子平面上运动，活动性增加，使 (与 (* 间的能量差减小，使 (- (* 吸收峰长移，生色作用大大增强。
2. 助色团
    本身不“生色”，但能使生色团生色效应增强的官能团 ——称为助色团
    主要有： – OH、  –NH2、  –SH、 –Cl、 –Br 等 

（具有未成键电子轨道 n 的饱和官能团）
    当这些基团单独存在时一般不吸收紫外-可见区的光辐射。但当它们与具有轨道的生色基团相结合时，将使生色团的吸收波长长移（红移），  且  使吸收强度增强。
（助色团至少要有一对与生色团 ( 电子作用的孤对电子）
（四）溶剂效应（溶剂的极性对吸收带的影响）
           (-(* 跃迁：溶剂的极性(  ( 长移(
三. 吸收光谱
    吸收光谱： 又 称吸收曲线，是以波长（(）为横坐标、吸光度（A）为纵坐标所描绘的图形。
特征： 吸收峰   曲线上比左右相邻处都高的一处；
              (max     吸收程度最大所对应的 (（曲线最大峰处的 (）
               谷      曲线上比左右相邻处都低的一处；
               (min       最低谷所对应的 (；
               肩峰    介于峰与谷之间，形状像肩的弱吸收峰；
             末峰吸收  在吸收光谱短波长端所呈现的强吸收而不呈峰形的部分。
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图3  吸收曲线示意图

定性分析：吸收光谱的特征（形状和 (max ）
定量分析：一般选 (max 测吸收程度（吸光度 A）
( 光的吸收定律
一. Lambert-Beer 定律——光吸收基本定律
      “ Lambert-Beer 定律 ” 是说明物质对单色光吸收的强弱与吸光物质的浓度（c）和 液层厚度 （b）间的关系的定律，是光吸收的基本定律，是紫外-可见光度法定量的基础。
Lambert定律 —— 吸收与液层厚度 （b）间的关系
  Beer 定律 —— 吸收与物质的浓度（c）间的关系
    “ Lambert-Beer 定律 ”可简述如下：
    当一束平行的单色光通过含有均匀的吸光物质的吸收池（或气体、固体）时，光的一部分被溶液吸收，一部分透过溶液，一部分被吸收池表面反射；
设：入射光强度为 I0，吸收光强度为Ia，透过光强度为It，反射光强度为Ir，则它们之间的关系应为：
                 I0 = Ia + It + Ir                                (4)
    若 吸收池的质量和厚度都相同，则 Ir 基本不变，在具体测定操作时 Ir 的影响可互相抵消（与吸光物质的 c及 b 无关）
上式可简化为：           I0 = Ia + It                                    (5)
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实验证明：当一束强度为 I0 的单色光通过浓度为 c、液层厚度为 b 的溶液时，一部分光被溶液中的吸光物质吸收后透过光的强度为  It ，则  它们之间的关系为：
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 称为透光率，用 T % 表示。
               
[image: image54.wmf]0

lg

I

I

t

-

 称为 吸光度，用 A 表示
      则                A = -lgT = K · b ·c                      (7) 

      此即    Lambert-Beer  定律  数学表达式。
    L-B 定律 可表述为：当一束平行的单色光通过溶液时，溶液的吸光度 (A) 与溶液的浓度 (C) 和厚度 (b) 的乘积成正比。它是分光光度法定量分析的依据。
二. 吸光度的加和性
设 某一波长（ ( ）的辐射通过几个相同厚度的不同溶液c1，c2⋯⋯ cn，其透射光强度分别为 I1， I2 ⋯⋯ In，根据吸光度定义：这一吸光体系的总吸光度为   
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而 各溶液的吸光度分别为：
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 吸光度的和为：           
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即  几个（同厚度）溶液的吸光度等于各分层吸光度之和。
    如果溶液中同时含有 n 中吸光物质，只要各组分之间无相互作用（不因共存而改变本身的吸光特性），则：
A = K1C1 b1 + K2C2 b2 + ⋯⋯ KnCn bn = A1 + A2+ ⋯⋯ + An     (10)

应用：①进行光度分析时，试剂或溶剂有吸收，则可由所测的总吸光度 A 中扣除，即 以试剂或溶剂为空白的依据；
      ②测定多组分混合物；
      ③校正干扰。

三. 吸光系数
    Lambert-Beer  定律中的比例系数“K ”的物理意义是：吸光物质在单位浓度、单位厚度时的吸光度。
    一定条件（T、 ( 及溶剂）下， K 是物质的特征常数，是定性的依据。
    K 在标准曲线上为斜率，是定量的依据。常有两种表示方法：
1. 摩尔吸光系数（(）：当 c用 mol/L 、b 用 cm 为单位时，用摩尔吸光系数 (  表示，单位为 L/mol·cm

                    A = ( · b · c                        (11)

     ( 与 b及 c 无关。 (  一般不超过 105 数量级，通常： (  > 104 为强吸收；             ( < 102 为弱吸收； 102 > (  > 104 为中强吸收。
    吸收系数不可能直接用 1 mol/L 浓度的吸光物质测量，一般是由较稀溶液的吸光系数换算得到。
2. 吸光系数
    当 c 用 g /L ，b 用 cm 为单位时，K 用吸光系数 a 表示，单位为 L/g·cm

                     A = a · b · c                      (12)

       ( 与 a 之间的关系为：    ( = M · a                       (13)

      ( ——通常多用于研究分子结构
       a ——多用于测定含量。
四. 引起偏离 Lambert-Beer  定律的因素
    根据 L-B  定律，A与c的关系应是一条通过原点的直线，称为“标准曲线”。但事实上往往容易发生偏离直线的现象而引起误差，尤其是在高浓度时。导致偏离L-B定律的因素主要有：
1. 吸收定律本身的局限性
     事实上， L-B  定律是一个有限的定律，只有在稀溶液中才能成立。由于在高浓度时（通常 C > 0.01mol/L），吸收质点之间的平均距离缩小到一定程度，邻近质点彼此的电荷分布都会相互受到影响，此影响能改变它们对特定辐射的吸收能力，相互影响程度取决于C，因此，此现象可导致 A与 C 线性关系发生偏差。
      此外，        
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             （ n 为折射率）
     只有当 c ( 0.01mol/L（低浓度）时，n 基本不变，才能用( 代替(真 。
2. 化学因素
     溶液中的溶质可因 c 的改变而有离解、缔合、配位以及与溶剂间的作用等原因而发生偏离 L-B 定律的现象。
例：在水溶液中，Cr(Ⅵ)的两种离子存在如下平衡
Cr2O42- + H2O ⇌ 2CrO42- + 2H+
Cr2O42- 、CrO42-  有不同的 A 值，溶液的 A  值是二种离子的 A 之和。但由于随着浓度的改变（稀释）或改变溶液的 pH 值， [Cr2O42- ] /[CrO42-] 会发生变化，使C总与 A总 的关系偏离直线。
消除方法：控制条件。
3. 仪器因素（非单色光的影响）
     L-B 定律的重要前提是“单色光”，即 只有一种波长的光；实际上，真正的单色光却难以得到。由于吸光物质对不同 ( 的光的吸收能力不同（ ( 不同），就导致对的偏离。“单色光”仅是一种理想情况，即使用棱镜或光栅等所得到的“单色光”实际上是有一定波长范围的光谱带，“单色光”的纯度与狭逢宽度有关，狭缝越窄，他所包含的波长范围也越窄。
4. 其它光学因素
（1）散射和反射：浑浊溶液由于散射光和反射光而偏离 L-B

（2）非平行光
( 分光光度计
    紫外-可见分光光度计 是 在紫外可见区可任意选择不同 ( 的光测定吸光度的仪器。
一. 紫外-可见分光光度计的主要部件
 1. 光源：提供入射光的装置；

（1）钨灯或碘钨灯：发射光 ( 范围宽，但紫外区很弱， 通常取此 ( > 350nm 
光为可见区光源
（2）氢灯或氘灯：气体放电发光光源，发射150~400nm的连续光谱，用作紫外区                同时配有： 稳压电源（稳定 I0 ）；光强补偿装置； 聚光镜等。
2. 单色器：将来自光源的光按波长的长短顺序分散为单色光并能随意调节所需波长光的一种装置。
（1）色散元件——把混合光分散为单色光的元件是单色器的关键部分！）
常用的元件有：
    棱镜——由玻璃或石英制成，它对不同( 的光有不同的折射率，将复合光分开
但：光谱疏密不均  长 (  区密，短 (  区疏
光栅——由抛光表面密刻许多平行条痕（槽）而制成，利用光的衍射作用和干扰作用使不同 ( 的光有不同的方向，起到色散作用。（光栅色散后的光谱是均匀分布的）
（2）狭缝——入口狭缝：限制杂散光进入  出口狭缝：使色散后所需 ( 的光通过
（3）准直镜——以狭缝为焦点的聚光镜其作用为：将来自于入口狭缝的发散光变成单色光把来自于色散元件的平行光  聚集于出口狭缝
3. 吸收池：装被测溶液用的无色、透明、耐腐蚀的池皿光学玻璃吸收池——只能用于可见区  石英吸收池——可用于紫外及可见区。
     定量分析时：吸收池应配套（同种溶液测定 ∆A < 0.5%）
4. 检测器：将接受到的光信号转变成电信号的元件。
常用的有：

（1）光电管  一真空管内装有：

一个丝状阳极——用镍制成
              一个半圆筒状阴极——金属制成，凹面涂光敏物质。
国产光电管：紫敏光电管：用锑、铯做阴极，适用范围200~625nm

            红敏光电管：用银、氧化铯作阴极，适用范围625~1000nm

（2）光电倍增管：原理与光电管相似，结构上有差异。
5. 显示器：电表指针、数字显示、荧光屏显示等
           显示方式：A、T(%)、c 等
二. 分光光度计的类型
     常见的可见及紫外-可见分光光度计：
1. 单波长、单光束分光光度计（721、722、752 型等）
     一个单色器；一种波长的单色光；一束单色光。
2. 单波长双光束分光光度计
从一个单色器获取一个波长的单色光用切光器分成二束强度相等的单色光实际测量到的吸光度 A 应为 ∆A ( As- AR) 
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             (14)
式中消去了I0 , 即消除了光源不稳定性引起的 A 值测量误差。
3. 双波长分光光度计
   二个单色器得到二个波长不同的单色光。
    两束波长不同的单色光（(1、(2 ）交替地通过同一试样溶液（同一吸收池）后照射到同一光电倍增管上，最后得到的是溶液对 (1和 (2两束光的吸光度差值 ∆A 即A(1 -A(2 ：
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图4  双波长双光束分光光度计以双波长单光束方式工作时的光学系统图

若用于测定浑浊样品或背景吸收较大的样品时，可提高测定的选择性，用 AS 表示非待测组分的吸光度(背景吸收)则
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    一般情况下：由于(1 与 (2 相差很小，可视为相等（As 一般不受(
的影响，或影响甚微）
     ∴           As（1） =  As（2） 

          因此，通过吸收池后的光强度差为
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该式表明：试样溶液中被测组分的浓度与两个波长(1 和 (2处的吸光度差 ∆A 成比例，这是双波长法的定量依据。 双波长分光光度计不仅可测定多组分混合试样、浑浊试样，而且还可测得导数光谱。

( 定性及定量分析方法
一. 定性分析
    选择合适的溶剂（非极性），使用有足够纯度单色光的分光光度计，在相同的条件下测定相近浓度的待测试样和标准品的溶液的吸收光谱，然后比较二者吸收光谱特征：吸收峰数目及位置、吸收谷及肩峰所在的位置（ ( ）等；分子结构相同的化合物应有完全相同的吸收光谱。
二. 定量分析
（一）单组分定量分析方法
1. 标准曲线法：配制一系列（5~10）个不同c的标准溶液 ，在适当( —— 通常为 (max下，以适当的空白溶液作参比，分别测定A，然后作 A-c 曲线同条件下测定试样溶液吸光度 Ax ，查找对应的 cx 。
2. 直接比较法：已知试样溶液基本组成，配制相同基体、相近浓度的标准溶液，分别测定吸光度A标、A样 

   根据 L-A 定律： A标 = K · b · c标            A样 = K · b · c样 

   则                      
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（二）多组分定量分析
    混合组分的吸收光谱相互重叠的情况不同，测定方法也不相同，常见混合组分吸收光谱相干扰情况有以下三种：
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图5  混合组分吸收光谱的三种相干情况示意图

1.第一种情况：各种吸光物质吸收曲线不相互重叠或很少重叠，则可分别在(1 及 (2 处测定 a  及 b 组分的 c；
2. 第二种情况  部分重叠：先在 (1 处测得 ca  ,再在 (2 处测得混合组分的吸光度 Aa+b ，根据吸收定律加和性：
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即可求得cb。[应先求得 (a((2 ) ，与 (a((2 ) ，并使用相同 b ]

3. 第三种情况:两吸收曲线互相重叠，但服从 L-B 定律
(1) 解方程组法：
     若试样中需要测定两种组分，则选定两个波长(1 及 (2 ，测得试液的吸光度为 A1和 A2，则可解方程组求得组分a、b 的浓度ca、cb ：
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    （在 (1 处）
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    如果混合物含有 n 个组分，可不经分离，在 n 个适当波长处进行 n 次测量，获得 n个吸光度值，然后解 n 个联立方程以求得各组分的浓度。
（2）等吸光度双波长（消去）法
吸收光谱重叠的 d、e 两组分共存，现设法把一种组分(a)的吸光度消去。方法如下：

[image: image129.png]windowREE
/

lightoutput
i



[image: image67.png]20 260 280 300 320 340 A(nm)
A 14-15 —ASRAYRBOEHE
- REERERE N &
(RERSAIEE)




图6  二组分混合物吸收光谱用作图法选择(1、(2（双波长分光光度法）

   选取两个适当的波长(1 和 (2 ，
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使 (1d= (2d ，而
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尽可能大，则用这两个波长(1 和 (2测得混合物溶液吸光度之差 ∆A 应只与 ce 成正比（而与cd无关），直接测得ce ：
   因为     
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   若用 1cm 吸收池
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    若需测定另一组分 d 时，也可用同样方法，选择另一个(1’ 和 (2’ ，先消去的 e 的干扰，直接求cd 

( 光度法显色反应条件和测量条件的选择
一. 影响显色反应的因素及反应条件的选择
（一）显色反应的选择
1. 选择性好：干扰少或易排除；
2. 灵敏度高（S）：尤其是对低含量组分，一般选择  (：104 ~ 105  L/mol·cm

3. 有色化合物稳定、组成恒定
4. 有色化合物与显色剂的颜色差别大
（二）影响显色反应的因素及反应条件
  1. 显色剂的用量
M    +    R    ⇌     MR

 待测组分     显色剂        有色化合物
     在被测组分一定及其它实验条件不变的情况下，分别测得加入不同量显色剂测得A值，作A-cR曲线，常见以下二种情况：
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cR                             cR

图7 吸光度与显色剂加入量的关系                        吸光度与显色剂加入量的关系

(a)                                                   (b)
          在 a 与 b之间任选一点                             严格控制CR

因此，合适的 cR 通过实验确定。
2. 溶液的酸度
(1) 对金属离子存在状态的影响——防止水解，防止沉淀生成 

(2) 对显色剂浓度的影响     H2R  ⇌  2H+ + R2- 

(3) 对显色剂颜色的影响
                           pKa                          pKa
H2R   ⇌   H+  +  HR-   ⇌   2H+  +  R2- 

                           6.9                  12.4
黄                橙                  红
     适宜的 pH 通过实验确定：做 A- pH 曲线（其它条件并不变），从中找出 A 较大且基本不变的某 pH 范围。 

3. 显色时间：各种显色反应得速度不同，反应完全所需时间不同；有些有色化合物在一定的时间内稳定。
选择方法：作 A-t（min） 曲线，选择在 A 较大且稳定的时间内进行。
4. 显色温度：显色反应一般在室温下进行，但反应速度太慢或常温下不易进行的显色反应需要升温或降温。
选择方法：作 A-T （℃）曲线，选择在 A 较大的时间内进行。
5. 溶剂：实验确定——选择合适的溶剂（常为有机溶剂），提高反应的灵敏度及加快反应速度。
二. 分光光度法测量误差及实验条件的选择
（一）测量误差及 A 范围的选择
    任何一台分光光度计都有光度误差 ∆T%，但给定的一台分光光度计， ∆T 基本上是一常数，一般为 (0.002 ~ ( 0.01，但在不同 T 时同样的 ∆T 对应的 ∆A 则不同，所以引起的∆C/C (浓度的相对误差)就不同。
    由 L-B 定律得：        
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  将此式微分得：         
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浓度相对误差为：
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  设 当 ∆T = ( 0.01时 ，不同 T% 时所对应的 ∆c/c 可从相关表查得：
当  T% = 36.8%  即  A = 0.434时， ∆c/c 最小；
      当  T% 在 15-65% 之间  即 A 在0.2 ~ 0.8范围内，∆c/c 较小。
实际测定时：可通过控制溶液的 c 及 b 使 A 在 0.2 ~ 0.8 范围内。
（二）测量波长选择
    一般根据吸收光谱选择 (max 测定——灵敏度高、A 随波长变化小若有干扰，根据“吸收大，干扰小”原则选择( 。

如：3，3’-二氨基联苯（DAB）和 Se 形成配合物 Se-DAB 的最大吸收波长在340nm波长处，DAB也有很强的吸收，在这种情况下，分析波长应选用次大吸收波长420nm，否则测量误差较大。
3. 狭缝宽度
理论上，定性分析采用最小的狭缝宽度，在定量分析中，为避免狭缝太小，出射光太弱而引起信噪比降低，可以将狭缝开大一点。通过测定 A 随狭缝宽度的变化规律，可选择出合适的狭缝宽度。狭缝宽度在某个范围内，A 值恒定，狭缝宽度增大至一定程度时 A 减小，因此：合适的狭缝宽度是  在 吸光度不减小时的最大狭缝宽度。

（三）空白溶液的选择
    空白溶液是用来调节工作零点 即 A=0，T%=100% 的溶液，以消除溶液中其它基体组分以及吸收池和溶剂对入射光的反射和吸收所带来的误差。
    根据情况不同，常用空白溶液有如下选择：
1. 溶剂空白：当溶液中只有待测组分在测定波长下有吸收，而其它组分无吸收时

— 用纯溶剂作空白；
2. 试剂空白：如果显色剂或其它试剂有吸收，而待测试样溶液无吸收

— 则用不加待测组分的其它试剂作空白；
3. 试样空白：如果试样基体有吸收，而显色剂或其它试剂无吸收

— 则用不加显色剂的试样溶液作空白；
4. 平行操作空白：用溶剂代替试样溶液，以与试样完全相同的分析步骤进行平行操作，用所得的溶液作空白。
( 紫外-可见分光光度法应用 

*酸碱指示剂离解常数的测定
      分光光度法可以测定酸碱离解常数，若为一元弱酸，在溶液中的离解反应为：
HB  ⇌  H+  +  B-
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     若测出 [B-] 和 [HB]，就可算出 Ka。测定时，配制出三份不同 pH 的 HB 溶液，一份为强碱性溶液，另一份为强酸性溶液，分别在 B- 和 HB 的吸收峰波长处测定吸光度，由此计算出 B- 和 HB 的摩尔吸光系数。第三份为已知 pH 值的缓冲液，其 pH 值在 pKa 附近，在测得 B- 和 HB 的总吸光度后用双组分测定的方法算出 B- 和 HB 的浓度，即可计算出弱酸的离解常数。
由                   pH = pKa
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可知，当 [B-] 和 [HB] 相等时： pKa = pH 

若以 pH 为横坐标，以某波长处测得的不同 pH 时的 A 为纵坐标作图，得一条 S 形曲线，该曲线的中点所对应的 pH 即为 pK 值。




各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第12章　红外吸收光谱法

	课时安排
	4

	
	授课时间
	     第13、14周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：分子振动方程式及形式、红外分光光度计、试样的制备；
    理解：红外吸收光谱的产生条件、影响基团频率的因素；

    掌握：基团频率和特征吸收峰、红外光谱定性分析、定量分析方法

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第12章　红外吸收光谱法
                    §12-1概述
                    §12-2红外吸收光谱的产生条件（重点）
                    §12-3分子振动方程式及形式
　　　　　　　　    §12-4红外光谱的吸收强度
　　　　　　　　    §12-5基团频率和特征吸收峰（难点）（重点）
　　　　　　　　    §12-6影响基团频率的因素
　　　　　　　　    §12-7红外光谱定性分析（重点）
　　　　　　　　    §12-8红外光谱定量分析
　　　　　　　　    §12-9红外分光光度计
　　　　　　　　    §12-10试样的制备
  

	讨论、思考题、作业：

作业： 323页：1、4、7、8、9、10、11



	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第10章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第六章

3.《仪器分析》（武汉大学化学系）：第10章



课 堂 教 学 实 施 计 划

	第二十六、二十七课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   170     分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第12章　红外吸收光谱法(IR)
§12-1概述
· 　　分子的振动能量比转动能量大，当发生振动能级跃迁时，不可避免地伴随有转动能级的跃迁，所以无法测量纯粹的振动光谱，而只能得到 分子的振动-转动光谱，这种光谱称为红外吸收光谱。红外吸收光谱也是一种分子吸收光谱。

　　　　　当样品受到频率连续变化的红外光照射时，分子吸收了某些频率的辐射，并由其振动或转动运动引起偶极矩的净变化，产生分子振动和转动能级从基态到激发态的跃迁,使相应于这些吸收区域的透射光强度减弱。记录红外光的百分透射比与波数或波长关系曲线，就得到红外光谱。
　　1.红外光区的划分
红外光谱在可见光区和微波光区之间，波长范围约为 0.75 ~ 1000µm，
根据仪器技术和应用不同，习惯上又将红外光区分为三个区：

     　近红外光区（0.75 -2.5µm ），

       中红外光区（2.5 - 25µm ） （4000-400㎝-1） ，

       远红外光区（25 - 1000µm ）。

2.红外光谱法的特点

紫外、可见吸收光谱常用于研究不饱和有机物，特别是具有共轭体系的有机化合物。红外光谱法主要研究在振动中伴随有偶极矩变化的化合物。

 　　　　除了单原子和同核分子如Ne、He、O2、H2等之外，几乎所有的有机化合物在红外光谱区均有吸收。

通常红外吸收带的波长位置与吸收谱带的强度，反映了分子结构上的特点，可以用来鉴定未知物的结构组成或确定其化学基团；
吸收谱带的吸收强度与分子组成或化学基团的含量有关，可用以进行定量分析和纯度鉴定。
§12-2红外吸收光谱的产生条件
      1.辐射光子具有的能量与发生振动跃迁所需的跃迁能量相等
基频峰：分子吸收红外辐射后，由基态振动能级跃迁至第一振动激发态时，所产生的吸收峰。
倍频峰：分子吸收红外辐射后，振动能级由基态跃迁至第二激发态、第三激发态(，所产生的吸收峰。

　　　2．辐射与物质之间有耦合作用
红外跃迁是偶极矩诱导的，即能量转移的机制是通过振动过程所导致的偶极矩的变化和交变的电磁场（红外线）相互作用发生的。
§12-3分子振动方程式及形式
　　　1．双原子分子的振动
2．多原子分子的振动
§12-4红外光谱的吸收强度
红外吸收谱带的强度取决于分子振动时偶极矩的变化，而偶极矩与分子结构的对称性有关。振动的对称性越高，振动中分子偶极矩变化越小，谱带强度也就越弱。一般地，极性较强的基团（如C=0，C-X等）振动，吸收强度较大；极性较弱的基团（如C=C、C-C、N=N等）振动，吸收较弱。
§12-5基团频率和特征吸收峰
组成分子的各种基团，如O-H、N-H、C-H、C=C、C=O和C(C等，都有自己的特定的红外吸收区域，分子的其它部分对其吸收位置影响较小。
    通常把这种能代表基团存在、并有较高强度的吸收谱带称为基团频率，其所在的位置一般又称为特征吸收峰。

1．基团频率区
中红外光谱区可分成4000 ～1350cm-1和1350 ～ 650 cm-1两个区域。
最有分析价值的基团频率在4000 ～1350 cm-1 之间，这一区域称为基团频率区、官　　能团区或特征区。

区内的峰是由伸缩振动产生的吸收带，比较稀疏，容易辨认，常用于鉴定官能团。

2．指纹区
在1350 ～650 cm-1 区域内，除单键的伸缩振动外，还有因变形振动产生的谱带。这种振动与整个分子的结构有关。当分子结构稍有不同时，该区的吸收就有细微的差异，并显示出分子特征。这种情况就像人的指纹一样，因此称为指纹区。
指纹区对于指认结构类似的化合物很有帮助，而且可以作为化合物存在某种基团的旁证。
§12-6影响基团频率的因素
　　　1．内部因素
　　　　　电子效应．氢键的影响．振动耦合．Fermi共振
　　　2．外部因素
§12-7红外光谱定性分析
　　　1．已知物的鉴定
　　　2．未知物结构的测定
　　　　　
确定未知物的不饱和度  

　　　　　  不饱和度是表示有机分子中碳原子的不饱和程度。计算不饱和度(的经验公式为：
                     (=1+n4+(n3-n1)/2
    　　　式中n4、n3、n1分别为分子中所含的四价、三价和一价元素原子的数目。
　　　3．几种标准谱图
§12-8红外光谱定量分析
1．基本原理
2．定量分析方法
§12-9红外分光光度计
      目前主要有两类红外光谱仪：色散型红外光谱仪和Fourier（傅立叶）变换红外光谱仪。
§12-10试样的制备
1．红外光谱法对试样的要求
2．制样的方法



各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第13章  核磁共振波谱法

	课时安排
	4

	
	授课时间
	     第14、15周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：核磁共振分析仪器；
    理解：核磁共振基本原理
    掌握：核磁共振图谱解析

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第13章 核磁共振波谱法
                §13-1概述
                §13-2 核磁共振基本原理（重点）  
                §13-3 核磁共振分析仪器
                §13-4 图谱解析（重点）（难点）
  

	讨论、思考题、作业：

作业： 349页：4、8



	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第11章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第七章




课 堂 教 学 实 施 计 划

	第二十八、二十九课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   170   分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第13章 核磁共振波谱法(NMR)
§13-1概述
    1.一般认识
     NMR是研究原子核对射频辐射(Radio-frequency Radiation)的吸收，它是对各种有机和无机物的成分、结构进行定性分析的最强有力的工具之一，有时亦可进行定量分析 
    在强磁场中，原子核发生能级分裂，当吸收外来电磁辐射(10-9～10-10nm,4～900MHz)时，将发生核能级的跃迁----产生所谓NMR现象。
    与UV-vis和红外光谱法类似，NMR也属于吸收光谱，只是研究的对象是处于强磁场中的原子核对射频辐射的吸收。 
    2.历史

§13-2 核磁共振基本原理
    1.原子核的能级的分裂及描述 
    2.能级分布与弛豫过程
    3.化学位移与自旋-自旋分裂
     化学位移
         现象：在一定的辐射频率下，处于不同化学环境的有机化合物中的质子，产生核磁共振的磁场强度或共振吸收频率不同的现象，称为化学位移。 
         产生原因：分子中的原子核处在核外电子氛围中，电子在外加磁场的的作用下产生次级磁场，该原子核受到了屏蔽。
         表示方法: 于待测物中加一标准物质（如TMS: 四甲基硅烷 ），分别测定待测物和标准物的吸收频率(x和(s，以下式来表示化学位移(： 
         
[image: image81]
      影响化学位移的因素:
1）诱导效应
         2）共轭效应
         3）磁各向异性效应
         4）氢键效应
         5）自旋耦合与自旋分裂 

§13-3 核磁共振分析仪器
     1．分类
·   按磁场来源：永久磁铁、电磁铁、超导磁铁
·   按照射频率：60MHz、90MHz、200MHz…
·   按扫描方式：连续波NMR仪（CW-NMR）和脉冲傅立叶变换NMR仪（PFT-NMR） 

     2.仪器组成

       1、磁铁：产生一个恒定的、均匀的磁场。磁场强度增加，灵敏度增加。
       2、射频振荡器：从一个很稳定的晶体控制的振荡器发生60MHz或100MHz的电磁波以进行氢核的核磁共振测定。

3、射频接受器：接收振荡器发出的电磁波，检出共振吸收。

§13-4图谱解析
      教材338页： 例1，例2，例3




各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第14章　分子荧光分析法

	课时安排
	4

	
	授课时间
	     第15、16周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解：了解磷光分析法的类型；
    理解：熟悉荧光（磷光）分析法的特点及定量测定方法；熟悉荧光、磷光和化学发光分析仪器的结构；
掌握：分子荧光、磷光和化学发光的产生机理；掌握激发光谱和发射光谱特征；荧光与分子结构的关系以及溶液的荧光（磷光）强度影响因素。


	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第14章　分子荧光分析法
                    §14-1分子发光分析概述
                    §14-2荧光和磷光分析基本原理（重点）
                    §14-3荧光和磷光分析仪
                    §14-4 荧光和磷光分析法的特点与应用（重点）
                    §14-5化学发光分析
　　　　　　　　
  

	讨论、思考题、作业：

作业： 356页：3、5、6


	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析》（朱明华）（第四版）：第12章

2.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）：第八章




课 堂 教 学 实 施 计 划

	第三十、三十一课
	教学过程设计：    复习     5      分钟；授新课   170   分钟

讨 论    5     分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课□   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论√   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第14章　分子荧光分析法
基本要点：

1. 理解分子荧光法的基本原理；

2. 掌握分子荧光发射光谱的特征；

3. 了解荧光光谱仪的组成及各部分作用；

4. 掌握分子荧光分析法的定量分析方法及主要应用范围。

发光光谱：物质分子或原子吸收辐射被激发后，电子以无辐射跃迁至第一电子激发态的最低振动能级，再以辐射的方式释放这一部分能量而产生的光谱称为                    荧光、磷光。
    根据物质接受的辐射能量的大小及与辐射作用的质点不同，荧光分析法可分为以下几种：
1. X 射线荧光分析法
    用 X 射线作光源，待测物质的原子受激发后在很短时间内（10-8 s）发射波长在 X  射线范围内的荧光。
2. 原子荧光分析法：
    待测元素的原子蒸气吸收辐射激发后，在很短的时间内（10-8 s），部分将发生辐射跃迁至基态，这种二次辐射即为荧光，根据其波长可进行定性，根据谱线强度进行定量。
    荧光的波长如与激发光相同，称为共振荧光。
    荧光的波长比激发光波长长，称为stokes荧光；若短，称为反stokes荧光。
3. 分子荧光分析法：
    有些物质的多原子分子，在用紫外、可见光（或红外光）照射时，也能发射波长在紫外、可见（红外）区荧光，根据其波长及强度可进行定性和定量分析，这就是通常的（分子）荧光分析法。
( 基本原理
一. 分子荧光的发生过程
（一）分子的激发态——单线激发态和三线激发态

 大多数分子含有偶数电子，在基态时，这些电子成对地存在于各个原子或分子轨道中，成对自旋，方向相反，电子净自旋等于零：S=½+(-½)=0，其多重性  M=2S+1=1 (M 为磁量子数)，因此，分子是抗（反）磁性的，其能级不受外界磁场影响而分裂，

称“单线态”；
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图1  单线基态（A）、单线激发态（B）和三线激发态（C）

    当基态分子的一个成对电子吸收光辐射后，被激发跃迁到能量较高的轨道上，通常它的自旋方向不改变，即ÄS=0，则激发态仍是单线态，即“单线(重)激发态”；
    如果电子在跃迁过程中，还伴随着自旋方向的改变，这时便具有两个自旋不配对的电子，电子净自旋不等于零，而等于1： S=1/2+1/2=1 其多重性： M=2S+1=3

    即分子在磁场中受到影响而产生能级分裂，这种受激态称为“三线(重)激发态”；
“三线激发态” 比 “单线激发态” 能量稍低。但由于电子自旋方向的改变在光谱学上一般是禁阻的，即跃迁几率非常小，只相当于单线态 → 单线态过程的 10-6~10-7。

（二）分子去活化过程及荧光的发生：
    （一个分子的外层电子能级包括 S0（基态）和各激发态S1，S2，…..，T1…..，每个电子能级又包括一系列能量非常接近的振动能级）
    处于激发态的分子不稳定，在较短的时间内可通过不同途径释放多余的能量（辐射或非辐射跃迁）回到激态，这个过程称为“去活化过程”，这些途径为：
1. 振动弛豫：在溶液中，处于激发态的溶质分子与溶剂分子间发生碰撞，把一部分能量以热的形式迅速传递给溶剂分子（环境），在10-11~10-13 秒时间回到同一电子激发态的最低振动能级，这一过程称为振动弛豫。
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图2  分子吸收和发射过程的能级图

2. 内转换：当激发态S2 的较低振动能级与S1 的较高振动能级的能量相当或重叠时，分子有可能从S2 的振动能级以无辐射方式过渡到S1 的能量相等的振动能级上， 这一无辐射过程称为“内转换”。
       （“ 内转换”过程同样也发生在三线激发态的电子能级间）
 3. 外转换：激发态分子与溶剂分子或其他溶质分子相互作用（如碰撞）而以非辐射形式转移掉能量回到基态的过程称“外转换” 。

4.系间跨跃：当电子单线激发态的最低振动能级与电子三线激发态的较高振动能级相重叠时，发生电子自旋状态改变的 S—T 跃迁，这一过程称为 “系间跨跃” 。
    （含有高原子序数的原子如 Br2、I2 的分子中，由于分子轨道相互作用大，此过程最为常见。）
5. 荧光发射：当激发态的分子通过振动驰豫—内转换—振动驰豫到达第一单线激发态的最低振动能级时，第一单线激发态最低振动能级的电子可通过发射辐射（光子）跃回到基态的不同振动能级，此过程称为  “荧光发射”。
    如果荧光几率较高，则发射过程较快，需10-8秒。（它代表荧光的寿命）
由于不同电子激发态（S）的不同振动能级相重叠时，内转换发生速度很快（容易），在10-11~1013秒内完成，所以通过重叠的振动能级发生内转换的几率要比由高激发态发射荧光的几率大的多，因此，尽管使分子激发的波长有短（(1）有长（ (2 ），但发射荧光的波长只有(3（>(1>(2）。

6. 磷光发射：第一电子三线激发态最低振动能级的分子以发射辐射（光子）的形式回到基态的不同振动能级，此过程称为 “磷光发射”。
    （磷光的波长(4较荧光的波长(3稍长，发生过程较慢 约 10-4~10s）
    由于三线态 — 单线态的跃迁是禁阻的，三线态寿命比较长，（10-3~10s 左右），若没其它过程同它竞争时，磷光的发生就有可能；由于三线态寿命较长，因而发生振动弛豫及外转换的几率也高，失去激发能的可能性大，以致在室温条件下很难观察到溶液中的磷光现象。因此，试样采用液氮冷冻降低其它去活化才能观察到某些分子的磷光。
    总之：处于激发态的分子，可以通过上述不同途径回到基态，哪种途径的速度快，哪种途径就优先发生。
    如果—发射荧光使受激分子去活化过程与其他过程相比  较快，则荧光发生几率高，强度大。
    如果—发射荧光使受激分子去活化过程与其他过程相比  较慢，则荧光很弱或不发生。
（三）荧光量子效率：
物质发射荧光的光子数与吸收激发光的光子数的比值。


[image: image84.wmf]吸收激发光的光子数
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     ( 数值在 0~1 之间。他的大小取决于物质分子的化学结构及环境（t0c、pH 、溶剂等）。 

二. 激发光谱与荧光（发射）光谱
1. 激发光谱：将激发荧光的光源用单色器分光，连续改变激发光波长，固定荧光发射波长，测定不同波长激发光下物质溶液发射的荧光强度(F)，作F—(光谱图称激发光谱。
    从激发光谱图上可找到发生荧光强度最强的激发波长(ex，选用 (ex可得到强度最大的荧光。
2. 荧光光谱：选择(ex作激发光源，用另一单色器将物质发射的荧光分光，记录每一波长下的 F，作 F- ( 光谱图称为荧光光谱。
    荧光光谱中荧光强度最强的波长为 (em 。
(ex 与 (em一般为定量分析中所选用的最灵敏的波长。

 三. 荧光与分子结构的关系
 1. 分子结构与荧光
    具有 (、 ( 及 n、 ( 电子共轭结构的分子能吸收紫外和可见辐射而发生 ( -(* 或 n - (* 跃迁，然后在受激分子的去活化过程中发生 (*- (或 (*- n 跃迁而发射荧光。
    发生 ( - (* 跃迁分子，其摩尔吸光系数（å）比  n - (* 跃迁分子的大100—1000倍，它的激发单线态与三线态间的能量差别比 n - (* 的大的多，电子不易形成自旋反转，体系间跨越几率很小，因此， ( - (* 跃迁的分子，发生荧光的量子效率高，速率常数大，荧光也强。 
 所以——只有那些具有 (- ( 共轭双键的分子才能发射较强的荧光；
    ( 电子共轭程度越大，荧光强度就越大（ (ex与 (em长移）大多数含芳香环、杂环的化合物能发出荧光，且 ( 电子共轭越长， ( 越大。
 2. 取代基对分子发射荧光的影响
（1）（苯环上）取代 给电子基团，使 ( 共轭程度升高(荧光强度增加：如–CH3，–NH2 ，–OH ，–OR等。
（2） (苯环上）取代吸电子基团，时荧光强度减弱甚至熄灭：如： ，–COOH ，–CHO， –NO2 ，–N=N–。
（3）高原子序数原子，增加体系间跨越的发生，使荧光减弱甚至熄灭。如：Br，I 。
3. 共面性高的刚性多环不饱和结高的分子有利于荧光的发射。
例如：荧光素呈平面构型，其结构具有刚性，它是强荧光物质；而酚酞分子由于不易保持平面结构，故而不是荧光物质。

( 溶液的荧光强度
一.荧光强度与溶液浓度的关系
    荧光是由物质吸收光能后发射而出，因此，溶液的荧光强度 F 和溶液吸收光能的程度以及物质的荧光频率有关：
                 F ∝（I0-It）→ F = K’（I0-It）                          (2)
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    K’ 为常数，取决于荧光物质的量子效率(，根据L—B定律：
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   所以   F = K’ ( I0-I010-(bc) = K’ I0 ( 1-10-(bc)  = K’ I0 ( 1-e-2.303(bc )   (3)
    将式中 e-2.303(bc 展开，得
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    当 2.303(bC( 0.05 时(浓度很小，溶液较稀时)，上式括号内第一项以后的各项均可忽略不计，所以：    

F = K’I02.303(bc                        （5）
  对于一荧光物质的稀溶液，当 I0 及 b 一定时，
F = K·c                         （6）

     即在低浓度（2.303(bc ( 0.05）时，溶液的荧光强度与荧光物质的浓度呈（线性）正比关系。
二. 定量分析方法
 1. 工作曲线法：
    配制一系列浓度梯度的待测物的标准溶液，同空白溶液，使样经过相同的处理之后分别测定荧光强度：Fs、F0、Fx，然后作（ Fs - F0）— c 曲线，根据（Fx–F0)，从工作曲线上求得待测物的浓度（或含量）。
 2. 直接比较法 ：
    如果荧光物质溶液的工作曲线通过原点，就可选择其线性范围，用直接比较法进行测定：      
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三. 影响荧光强度的外界因素
 1.  激发光源：一般选用(ex 最大
    但对某些易感光、易分解的荧光物质，尽量采用长波长，低 I0 及短时间光照
 2.  温度：大多数分子在温度升高时，分子与分子之间，分子与溶剂分子之间的碰撞频率升高，非辐射能量转移过程升高，( 降低，因此，降低温度，有利于提高 ( 。
 3.  溶液的 pH：带有酸性或碱性环状取代基的芳香组化合物的荧光一般都与 pH 值有关，有些化合物在离子状态时不显荧光。为此，在用荧光强度进行定量测定时，严格控制溶液 pH值是非常重要的。
4. 溶剂：对π
—π共轭的荧光物质
在极性溶剂中，∆E 减小↓→ 跃迁几率升高↑ → (↑（波长长移）

溶剂粘度 ↓ → (↓
5. 内滤：当荧光波长与荧光物质或其它物质的吸收峰相重叠时，将发生自吸收使荧光物质的荧光强度下降，此现象称 “内滤” 。
6. 散射光的影响（溶剂的二种散射）
（1）瑞利散射光：物质（溶剂或其它分子）分子吸收光能后，跃迁到基态的较高振动能级，在极短时间（10-12s）返回到原来的振动能级并发出和原来吸收光相同波长的光，这种光称为瑞利散射光。
（2）拉曼散射光：物质分子吸收光能后，若电子返回到比原来能极稍高（或稍低）的振动能级而发射的光称为拉曼散射光。
    瑞利散射光波长与激发光波长相同，拉曼散射与激发光波长不同，而荧光物质的荧光波长与激发光波长无关，因此可以通过选择适当的激发波长将拉曼散射光与荧光分开。
7. 荧光熄灭剂的影响：
    荧光熄灭：荧光物质分子与溶液中其它物质分子之间作用导致荧光强度降低的现象。
    荧光熄灭剂：引起荧光熄灭的物质。
如：X-，重金属离子、O2  、硝基化物质、重氮化合物等。
    尤其是溶液中的溶解氧能引起几乎所有的荧光物质产生不同程度的荧光熄灭现象，因此，在较严格的荧光实验中必须除O2 。
8. 表面活性剂的影响：提高荧光强度。
( 测量荧光的仪器
    荧光计、荧光分光光度计的基本组成部件：激发光源、样品池、单色器、检测器、显示系统。
1. 激发光源：要比吸收法中光源强度大。
    汞灯：提供线光谱（光源强度随(变化大）
    碘钨灯：提供连续光谱 300~700nm.

    氙灯：提供连续光谱250~700nm，300~400nm 段强度相近。
    激光：发光强度大，能极大地提高荧光分析的灵敏度。
2. 样品池：通常用石英材料制成长方体形（方形），（散射光较少），低温荧光测定时在一样品池外套一个液氮的透明石英真空瓶。
3. 单色器：
荧光计——两个滤光片。
    第一滤光片：在光源与样品池之间，滤去不需要的光让需要的激发光通过。
    第二滤光片：在样品池与检测器之间，滤去溶剂散射光，容器表面散射光，杂质发出的光等，让待测物质发射的荧光通过。
荧光分光光度计——两个光栅（位置同滤光片）单色性好。
4. 检测器：因荧光通常较弱，采用光电倍增管作检测器，灵敏度高。
5. 显示系统：光度表、计算机操作系统等

( 应用与示例
一.无机化合物的荧光分析
     无机化合物除了钠盐等少数例外，一般不显示荧光。但很多金属或非金属离子可以与一有(电子共轭结构的有机化合物形成有荧光的化合物后，用荧光法测定：
 1. 直接分析法：形成配（鳌）合物
    元素：Al、Au、B、Be、Ca、Cd、Cu、Eu、Ga、Ge、Hf、Mg、Nb、Pb、Rh、Ru、S、Se、Sn、Si、Ta (钽)、Th(钍)、Te、W、Zn、Zr 等。
常用有机荧光试剂：8-羟基喹啉，安息香、茜素紫酱R，黄酮醇，二苯乙醇酮等。
二. 有机化合物的荧光分析
   荧光分析法主要应用于有机物、生化物质、药物的测定（200多种）；包括
有机化合物如：多环胺类、萘酚类、吲哚类、多环芳烃、氨基酸、蛋白质等。 

 药物如：吗啡、喹啉类、异喹啉类、麦角碱、麻黄碱 等。 

 维生素如：维生素A、B1、B2、B6、B12、E、C、叶酸 等。
甾体、抗生素、酶、辅酶 等。
 常见荧光试剂：荧胺 → 脂肪族或芳香族伯胺类；
               邻苯二甲醛(OPA) →伯胺类及大多数氨基酸；
               NBD → 伯及仲类氨基酸，尤其是脯氨酸。
三. 基因研究及检测
遗传物质的脱氧核糖酸 (DNA), 自身的荧光效率很低 , 一般条件下几乎检测 不到 DNA 的荧光 .因此 , 常选用某些荧光分子作为探针 , 通过探针标记分子 的荧光变化来研究 DNA 与小分子及药物的作用机理 , 从而探讨致病原因及筛选和设计新的高效低毒药物 。目前 , 典型的荧光探针分子为溴化乙锭 (EB)。此外也使 用 钉的配合物等 .在基因检测方面 , 已逐步使用荧光染料作为 标记物来代替同位素标记 , 从而克服了同位素标记物产生的污染、价格昂贵及难保 存等的不足 。




各 章 教 学 实 施 计 划

	章节题目

第15章 其他仪器分析法及复习


	课时安排
	2

	
	授课时间
	     第16周

	教学目的、要求（分了解、理解、掌握 三个层次）：

了解、理解：其他仪器分析方法；
    掌握：复习本课程中涉及到的基本概念、原理、方法及相关的计算。

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

基本内容： 

第15章　其他仪器分析法及复习
                    §15-1其他仪器分析法
                    §15-2复习及综合习题（重点）
  

	讨论、思考题、作业：



	参考书目（含参考书、文献等）具体内容：

1.《仪器分析习题精解》（胡胜水等）

2.《仪器分析》（武汉大学化学系）




课 堂 教 学 实 施 计 划

	第 三十二 课
	教学过程设计：    复习     45      分钟；授新课   45     分钟

讨 论          分钟；其它            分钟

	授课类型（请打√）：理论课√   讨论课□   实验课□    习题课√   其它□

	教学方式（请打√）：讲授√   讨论□   示教□   指导√    其它□

	教学手段（请打√）：多媒体√   模型□   实物□   挂图□   音像□    其它□

	教学内容（包括基本内容、重点、难点）：

第15章　其他仪器分析方法
§15-1其他仪器分析方法（自学、了解）
     1、X射线光谱法
     2、激光拉曼光谱法

     3、表面分析方法：

电子能谱法、电子显微镜、扫描隧道显微镜和原子力显微镜
     4、分离分析中的新技术：

毛细管气相色谱、超临界流体色谱、毛细管电泳和毛细管电色谱
     5、热分析：
        热重法、差热分析、差示扫描量热法

§15-2复习及综合习题（重点）
      1、复习本课程中涉及到的基本概念、原理、方法及相关的计算
      2、从教材及参考书中选取典型习题进行讲解
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