Лабораторная работа 3.
Фотоколориметрия

Цель работы: овладеть методом фотоколориметрии и научиться применять его на практике для оценки качества потребительских товаров.
Цель работы: освоить методы определения сухих веществ и коэффициента преломления различных веществ и продовольственных товаров методом рефрактометрии.
Формирование: 
Знания: правила отбора образцов и особенностей проведения поляриметрического анализа продовольственных товаров.
Умения: проводить стандартный поляриметрический анализ используемого сырья, полуфабрикатов и готовой продукции.
Владения: правилами отбора образцов и методами проведения стандартного поляриметрического анализа продовольственных товаров.
Компетенции: - владение культурой мышления, способность к восприятию информации, обобщению, анализу, постановке  цели и выбору путей её достижения (ОК–1);
- готовность к кооперации с коллегами, работе в коллективе (ОК-4);
- способность использовать знания основных законов естественнонаучных дисциплин для обеспечения качества и безопасности потребительских товаров (ПК-5);
- знание методов идентификации, оценки качества и безопасности товаров и готовностью использовать их для диагностики дефектов, выявления опасной, некачественной, фальсифицированной и контрафактной продукции (ПК-14).
Приборы: Фотоколориметр КФК-3 или ФЭК-56М, весы аналитические.
 Реактивы, лабораторная посуда: стеклянные палочки, мерные стаканы (100 мл), колбы мерные (50 мл), пипетки градуированные на 10см3, 5%-ный раствор роданида калия KSCN,  железо-аммонийные квасцы FeNH4(SO4)2, 12H2O, концентрированная H2SO4 (d=1,54), концентрированная HNO3 (d=1.2), 30%-ный раствор H2O2, аскорбиновая кислота, дистиллированная вода.

Самостоятельная подготовка к занятию: изучите тему лабораторного занятия по литературным источникам (6,7 б) и подготовьте ответы на следующие вопросы:
1. Что такое пропускание?
2. Что такое оптическая плотность?
3. Как связаны между собой пропускание и оптическая плотность?
4. Что такое основное уравнение колориметрии и спектрофотометрии?
5. Что такое спектр поглощения веществ?
6. Какие функции должен выполнять прибор для измерения поглощения?
7. Как различают приборы, измеряющие поглощение, в зависимости от способа монохроматизации?
8. На каком законе основаны методы количественного анализа при измерении поглощаемого излучения?

Основные положения
Основным законом фотометрии является закон Бугера-Ламберта-Бера:

Jt=J0 . 10-εC                                   (1)
где  Jt – интенсивность светового потока после прохождения через раствор;
J0 – интенсивность падающего светового потока;
C- концентрация вещества;

- толщина слоя;
ε – коэффициент, не зависящий от концентрации, молярный коэффициент погашения при C=1.
Преобразуя уравнение (1), можно вывести значение некоторых, широко применяемых в фотоколориметрии, величин.
	Так, отношение интенсивности светового потока, прошедшего через раствор Jt к интенсивности падающего светового потока J0 носит название пропускания или прозрачности и обозначается буквой Т:


Т =  = 10-εC
     Величина Т, отнесенная к толщине слоя в 1 см, называется коэффициентом пропускания.
	Логарифм величины, обратной пропусканию, носит название оптической плотности D:

E = D = lgεCl
	Из этого определения следует, что погашение зависит от концентрации растворенного вещества. Откладывая по оси абсцисс концентрацию, а по оси ординат погашение, получим прямую линию, идущую от начала координат.
	Принцип работы фотоэлектрических приборов состоит в том, что пучок света, прошедший через светофильтр и кювету с раствором, попадает на фотоэлемент, который преобразует световую энергию в электрическую (явление фотоэффекта), а возникающий в цепи ток измеряется гальванометром.
	Порядок измерений: в световой поток помещают кювету с раствором сравнения. Барабан измерительной диафрагмы устанавливают на нуль по шкале оптической плотности. Затем в световой поток помещают кювету с исследуемым раствором и фиксируют по шкале оптическую плотность (D). 
Определение концентрации растворов на фотоколориметрах проводят обычно с помощью калибровочного графика, методом добавок, методом сравнения, реже другими методами.
	В данной работе измерение оптической плотности растворов проводится на фотометре электрическом марки КФК-3 или ФЭК-56М. Они предназначены для измерения коэффициента пропускания и оптической плотности прозрачных окрашенных растворов. Спектральный диапазон работы фотометра от 315 до 990 нм. Пределы измерения: а) коэффициента пропускания – 0,1 – 100%; б) оптической плотности 0-3.
	Источник излучения лампа галогенная. Приемник излучения – фотодиод. Рабочая длина кювет 10,20,30 мм, объем кювет соответственно 5,9,14 мл. 

Задание 1. Фотоколориметрическое определение железа в белых винах
	Метод определения Fe3+ с помощью роданида калия основан на образовании комплекса, имеющего кроваво-красную окраску.
Реакцию проводят в присутствии HNO3 (d=1.2) и 30%-ного раствора H2O2:                      Fe3+ + n(SCN-)→Fe(SCN)n
Ход работы:
1. Приготовление стандартного раствора железо-аммонийных квасцов 
0,8636 г. химически чистых железоаммонийных квасцов FeNH4(SO4)2, 12H2O   растворяют в 500 см3 дистиллированнной воды и переносят в мерную колбу на 1000 см3, куда прибавлено 4см3 H2SO4 (d=1,54) тщательно перемешивают. Полученный раствор содержит 0,1 мг/см3 Fe3+. Далее в мерную колбу на 250 см3 отмеряют пипеткой 50 см3 приготовленного раствора, доводят дистиллированной водой до метки и тщательно перемешивают. Это - раствор № 1 с содержанием ионов  железа 20 мкг в 1 см3.
2.Построение градуированной кривой
	Для построения градуировочного графика в четыре мерные колбы на 100см3 вносят 5, 10, 15, 20 см3 раствора № 1, что соответствует содержанию ионов железа 100, 200, 300, 400 мкг в 100 см3. Прибавляют в каждую колбу по 2 см3 HNO3, по 6 капель 30% Н2О2, по 40 см3 5%-ного раствора KSCN и доводят дистиллированной водой до метки. Спустя 30 минут по завершении химических реакций измеряют оптическую плотность каждого из растворов на приборе КФК-3 с зеленым светофильтром в кюветах с толщиной 10 мм. В одну кювету наливают раствор фона, а в другую кювету - раствор с известным содержанием железа. 	Результаты определения заносят в таблицу 5.

Таблица 4. Результаты измерений

	Взято стандартного раствора №1, см3
	Содержание Fe3+ в измеряемом растворе
	Оптическая
 плотность (D)

	5
	100
	

	10
	200
	

	15
	300
	

	20
	400
	


	
На основании полученных данных строят градуировочную кривую. На оси абсцисс откладывают содержание железа в мкг, а на оси ординат - оптическую плотность (D).
3.Анализ вина
	Для определения содержания железа готовят раствор вина. В мерную колбу на 100 см3 берут 20 см3 вина, 2 см3 HNO3, 6 капель 30% H2O2, 40 см3 40% раствора KSCN и доводят содержимое колбы до метки дистиллированной водой. Затем измеряют оптическую плотность (D)исследуемого вина и по градуировочной кривой определяют содержимое железо в растворе (а).
	Содержание железа в 1 дм3 вина определяют по формуле:


Fе (мкг/дм3) =  = а . 50мкг/см3 =  мг/дм3
Производят не менее трех измерений.
1. Статистическая обработка результатов измерений 
Производят определение доверительного интервала (х) для среднего значения X и интервальных значений Хх.

Задание 2. Определение содержания витамина С (аскорбиновой кислоты) в продуктах методом добавок
Ход работы
1. Готовят раствор стандартной добавки с известной концентрацией. Ампулу с 5%-ным раствором витамина С объемом 1 мл переносят в мерный цилиндр известного объема (например 10мл). Доводят до метки дистиллированной водой, перемешивают. Рассчитывают концентрацию раствора стандартной добавки по формуле вида:
Сст.доб.=Сст. · Vст. / Vцилиндра,
где: Сст. – концентрация стандартного раствора витамина С, мг/%;
       Vст  - объем витамина С взятого для приготовления стандартного раствора добавки, мл;
       Vцилиндра  - объем цилиндра, в котором готовят раствор стандартной добавки, мл.
2. При необходимости экстрагируют витамин С из продукта теплой дистиллированной водой. Водный раствор (экстракт) исследуемого объекта заливают в кювету и помещают в кюветную камеру фотоколориметра. 
3. Подбирают необходимую длину волны для проведения определения. Для этого снимают значения оптической плотности при разных светофильтрах при работе ФЭК или при разных значениях длины волны при работе на КФК в его рабочем диапазоне, начиная с min и заканчивая max, изменяя длину волны на величину выбранного шага (5, 10, 15 или 20 нм). Выбирают светофильтр или длину волны, при  которых значение оптической плотности максимально.
4. Максимальное значение оптической плотности исследуемого раствора записывают.
2. Исследуемый раствор заливают в три пробирки по 5 мл,  в них вносят 2, 3 и 5 мл (или другие удобные для определения объемы) раствора стандартной добавки и рассчитывают концентрацию витамина С после разбавления в исследуемом растворе по формуле:
Сi доб.= Сст. доб. · Vдоб./Vдоб.+Vиссл.,
где  Сст.доб. – концентрация взятого стандартного раствора добавки витамина С, мг%;
	 Vдоб. – объем взятого ратвора стандартной добавки, мл;
	 Vиссл.  – объем исследуемого раствора, в который вводится раствор стандартной добавки, мл.
3. Последовательно снимают значения оптической плотности у исследуемого раствора с разным объемом внесенного раствора стандартной добавки. Значение оптической плотности  записывают в таблицу 5.
4. Рассчитывают содержание витамина С в исследуемом растворе при разных объемах внесенного раствора стандартной добавки по формуле:
Сх,I=Еиссл. · Сi,доб. / Еиссл.+i,доб.  - Еиссл.,
где: Еиссл. – оптическая плотность исследуемого раствора;
       Сi,доб – концентрация раствора стандартной добавки после разбавления в исследуемом растворе, %;
        Еиссл.+i,доб – оптическая плотность исследуемого раствора с добавкой стандартного раствора.





Таблица 5. Значения оптической плотности

	Еиссл.
	Еиссл.+доб.1
	Еиссл.+доб.2
	Еиссл.+доб.3

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	Сх доб. 1
	Сх доб. 2
	Сх доб. 3

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	Свит. с доб. 1
	Свит. с доб. 2
	Свит. с доб. 3

	
	
	
	



5. Рассчитывают среднее по полученным результатам Сх,.
6. Проводят статистическую обработку результатов измерений. Находят 
доверительный интервал (х) для среднего значения X и интервальные значения Хх.

	Задание 3. Определение содержания каротиноидов, хлорофиллов и феофитинов в растительных маслах

Ход работы
1. Снять оптическую плотность (D) масла на фотоколориметре в интервале 400-500 нм (толщина слоя масла в кювете 1 см; шаг длины волны – 10 нм).
2. Построить график зависимости  оптической плотности (D) от длины волны (λ). По оси Х откладывают длины волн, а по оси Y – оптическую плотность масла.
3. Определить максимальное значение оптической плотности 
масла (Dмах).
4. Вычислить содержание каротиноидов в граммах в 100 мл масла в пересчете на β-каротин по формуле:
Х = а · Dмах / 10d · К,
где  Dмах – максимальное значение оптической плотности;
       d – толщина слоя, см;
       К – 250 – коэффициент поглощения чистого β-каротина;
       А – разведение (для чистого масла а = 1).
5. Сине-зеленый хлорофилл а (С55Н72О5N4Mg) и желто-зеленый хлорофилл b (С55Н72О6N4Mg) находятся в соотношении Ха:Хв = 3:1. При действии низкомолекулярных органических кислот атом магния в хлорофилле замещается на два атома водорода. Полученные продукты распада хлорофилла называются феофетин а и b.
	Чтобы определить их концентрации в растительном масле, необходимо снять оптическую плотность (D) растительного масла  при аналитических длинах волн, характерных для поглощения излучения этими веществами в видимой области спектра:
Ха=663,8 нм;   Хb=645,5 нм;   Фа=668,0 нм;   Фb=665,8 нм.
6. Вычислить содержание вышеуказанных веществ в 1 г масла в 
микро граммах:
Ха= 0,38 D645,5 – 23,76 D655,8 + 72,50 D633,8 – 52,34 D6684
Хb= 34.75 D645,5 – 28,83 D655,8 + 18.20 D633,8 – 9,33  D668;
Фа= 3,96 D645,5 – 0,12D655,8 + 59,46 D633,8 + 67,00 D668;
Фb= -40,52 D645,5 + 92,71 D655,8 – 81,78 D633,8 + 38,10 D668
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