ΠΡΟΒΛΗΜΑ 2


	Οι αλδεύδες μπορούν να προσδιοριστούν με την τεχνική της φασματοφωτομετρίας ατομικής απορρόφησης έμμεσα. Για το σκοπό αυτό η αλδεύδη οξειδώνεται με ιόντα [Ag(NH3)2]+ (αντιδραστήριο Tollen) σύμφωνα με την αντίδραση


� EMBED Equation.2  ��� 	 �      � EMBED Equation.2  ���


Ο παραγόμενος μεταλλικός Αg διαχωρίζεται και διαλύεται σε ΗΝΟ3 και προσδιορίζεται με την τεχνική της ατομικής απορροφήσεως με φλόγα ακετυλενίου - αέρα, σε μήκος κύματος 328,1 nm. H καμπύλη αναφοράς για τον προσδιορισμό του αργύρου καλύπτει την περιοχή 2,00-20,00 ppm. Εάν τα δείγματα της αλδεύδης, αραιώνονται σε 50,0 mL, ποια είναι η περιοχή ποσοτήτων αλδεύδης  σε (μmol), η οποία μπορεί να προσδιοριστεί με την παραπάνω καμπύλη αναφοράς ; 





ΛΥΣΗ


Αφού η καμπύλη αναφοράς καλύπτει την περιοχή 2,00-20,0 ppm Αg έπεται ότι η ποσότητα του Αg στα 50 mL  πρέπει να βρίσκεται μεταξύ των ορίων :


� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation  ���





δηλαδή στην περιοχή 0,927-9,27 μmol Ag. Από την αντίδραση φαίνεται ότι 1 μmol αλδεύδης ( 2 μmol Ag. Άρα η περιοχή των ποσοτήτων της αλδεύδης θα είναι από 0,927/2 έως 9,27/2 μmol αλδεύδης δηλαδή 0,464 - 4,64 μmol.





Η φασματοφωτομετρία ατομικής απορρόφησης είναι τεχνική επιλογής για τον προσδιορισμό μεγάλου αριθμού μετάλλων σε χαμηλές συγκεντρώσεις (όριο ανίχνευσης: Mg 0,1 ppb, Cu 1 ppb, Fe 3 ppb, Sn 0,1 ppm) και σε μεγάλη ποικιλία δειγμάτων. Η τεχνική αυτή χρησιμοποιείται  και για τον έμμεσo προσδιορισμό ανιόντων και ουσιών που αντιδρούν με μεταλλοιόντα. Η τεχνική αυτή δε χρησιμοποιείται μόνο για προσδιορισμό ιχνοστοιχείων μετάλλων (trace metals, μετάλλων τα οποία βρίσκονται σε συγκεντρώσεις έως 1000 ppm ή 0,1% κ.β.) αλλά και για προσδιορισμό κύριων συστατικών δειγμάτων τα οποία βρίσκονται σε συγκεντρώσεις μέχρι και 90% κ.β.. Στην περίπτωση αυτή πριν τη μέτρηση γίνεται κατάλληλη αραίωση του δείγματος ώστε η συγκέντρωσή του να βρεθεί μέσα στα όρια της καμπύλης αναφοράς. Π.χ. o σίδηρος σε επικασιττερωμένα κουτιά κονσέρβας βρίσκεται σε περιεκτικότητα ~90% κ.β. και η γραμμική περιοχή της καμπύλης αναφοράς είναι από 30-300 ppb. Αν χρησιμοποιήσουμε δείγμα βάρους 1 g και το διαλύσουμε με χρήση οξέων σε 1 L  νερού τότε η συγκέντρωση του σιδήρου γίνεται ~900 ppm ή 900.000 ppb. Για να έλθει η συγκέντρωση αυτή στη γραμμική περιοχή της καμπύλης αναφοράς χρειάζεται αραίωση 1:9.000. Η αραίωση αυτή είναι τόσο μεγάλη ώστε απαιτούνται δύο διαδοχικές αραιώσεις για να γίνει με ικανοποιητική ακρίβεια με τα υάλινα σκεύη που συνήθως υπάρχουν στο εργαστήριο. Οι αραιώσεις αυτές, παρόλο που είναι επιπλέον στάδια στην αναλυτική μέθοδο πετυχαίνουν την αραίωση των συστατικών του δείγματος που πιθανώς παρεμποδίζουν και εξαλείφουν φαινόμενα μήτρας. Για το λόγο αυτό όταν υπάρχει δυνατότητα επιλέγουμε την πιο ευαίσθητη μέθοδο για τον προσδιορισμό, διότι οι αραιώσεις που απαιτούνται  μειώνουν τις παρεμποδίσεις.


�
ΠΡΟΒΛΗΜΑ 3


	Κατά την ανάλυση ασκορβικού οξέος (βιταμίνης C) δύο παρτίδων χυμού πορτοκαλιού με την ίδια αναλυτική μέθοδο και τον ίδιο αναλυτή, πάρθηκαν τα παρακάτω αποτελέσματα :


Χi1 (mg/100 g) : 39,5	 40,1        39,7	   40,5        39,7


Χi2 (mg/100 g) : 40,0	 41,0        40,7	   40,2        40,5        40,6


Να εξεταστεί αν οι δύο παρτίδες διαφέρουν ως προς την περιεκτικότητα τους σε ασκορβικό οξύ, για στάθμη εμπιστοσύνης 99%.





ΛΥΣΗ


Το ζητούμενο είναι η σύγκριση δύο μέσων τιμών με το κριτήριο t (t-test). Πρώτα υπολογίζονται οι μέσες τιμές και οι τυπικές αποκλίσεις :


Παρτίδα 1


Ν1 = 5,  � EMBED Equation.2  ���= 39,9 mg/ 100 g


� EMBED Equation.2  ���=0,4 mg/100g


Παρτίδα 2


Ν2 = 6,  � EMBED Equation.2  ���= 40,5 mg/ 100 g


� EMBED Equation.2  ���=0,36 mg/100 g


Η τυπική απόκλιση του συνόλου των δεδομένων (s1-2) είναι :


� EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ���=0,38 mg/100 g


και η πειραματική τιμή του t είναι : 


� EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ���= 2,607





Τιμές του t


�
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�
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από τον πίνακα τιμών t βρίσκεται ότι για 5 + 6 - 2 = 9 βαθμούς ελευθερίας και στάθμη εμπιστοσύνης 99% η τιμή του tθεωρ=3,250. Επειδή tπειρ<tθεωρ οι δύο παρτίδες χυμού θεωρούνται ισοδύναμες ως προς την περιεκτικότητά τους σε ασκορβικό οξύ.





�Η μέθοδος σύγκρισης δύο μέσων πειραματικών τιμών (δοκιμασία t) χρησιμοποιείται για σύγκριση αποτελεσμάτων από δύο διαφορετικές μεθόδους ή από δύο άτομα ή από το ίδιο άτομο αλλά με διαφορετικές τεχνικές. Παρόμοια σύγκριση γίνεται για να καθοριστεί εάν δύο συγκεντρώσεις ταυτίζονται ή διαφέρουν. Η δοκιμασία t είναι μια από τις δοκιμασίες σημαντικότητας με τις οποίες δίνεται απάντηση στο ερώτημα της ύπαρξης ή μη σημαντικής διαφοράς μεταξύ δύο τιμών. Αυτό γίνεται με τη μηδενική υπόθεση, δηλαδή τη δοκιμαστική υπόθεση ότι δεν υπάρχει διαφορά μεταξύ των δύο τιμών και τον έλεγχό της. Για το σκοπό αυτό συγκρίνονται οι δύο τιμές με τη βοήθεια της δοκιμασίας t. Αν βρεθεί tπειρ.( tθεωρ τότε ισχύει η μηδενική υπόθεση δηλ. οι τιμές δε διαφέρουν. Αν βρεθεί ότι tπειρ.> tθεωρ τότε οι τιμές είναι διαφορετικές. Η δοκιμασία αυτή χρησιμοποιείται και για σύγκριση της πειραματικής μέσης τιμής με την αληθινή (μ), δηλαδή είναι δοκιμασία για εκτίμηση της ύπαρξης συστηματικού σφάλματος στην μέθοδο (εκτίμηση της ακρίβειας της μεθόδου). Η δοκιμασία αυτή γίνεται ως εξής: αναλύεται πολλαπλές φορές (περισσότερες από τέσσερες) ένα πρότυπο δείγμα αναφοράς (standard reference material), για το οποίο η τιμή της περιεκτικότητας θεωρείται ως η αληθής (μ). Πρότυπα δείγματα αναφοράς με πιστοποιητικό ανάλυσης προμηθεύει το National Institute of Standards and Technology (NIST) των Η.Π.Α., που είναι γνωστό και με την προηγούμενη ονομασία του (National Beureut of Standard, NBA) και υπάγεται στο Υπουργείο Εμπορίου των Η.Π.Α.. Μεταξύ των δειγμάτων που διατίθενται είναι πρότυπα δείγματα ασβεστίου σε λυοφιλιοποιημένο γάλα, αλεύρι από σιτάρι, αλεύρι από ρύζι, βοδινό κρέας και κρέας στρειδιού. Η ύπαρξη προτύπων παρασκευασμένων σε διάφορα είδη δειγμάτων είναι απαραίτητη διότι σε όλες τις αναλυτικές μεθόδους η τιμή της αναλυτικής παραμέτρου εξαρτάται όχι μόνο από τη συγκέντρωση του προσδιοριζόμενου συστατικού αλλά και από το είδος του δείγματος (φαινόμενα μήτρας, matrix effects). Για το λόγο αυτό για τον έλεγχο ακρίβειας ποτενσιομετρικής μεθόδου προσδιορισμού ασβεστίου σε γάλα είναι κατάλληλο το πρότυπο που είναι κατασκευασμένο σε γάλα.


�
ΠΡΟΒΛΗΜΑ 4


Διάλυμα καθαρής ουσίας fenthion (οργανοφωσφωρικό εντομοκτόνο, C10H15O3PS2) 2,86 ( 10-4 Μ, έχει απορρόφηση 0,572 σε κανονικό εξάνιο. 0,1358 g εμπορικού σκευάσματος μετά από απομάκρυνση του τολουόλιου που χρησιμοποιείται ως διαλύτης διαλύονται σε 100,0 mL κανονικoύ εξανίου. Από το διάλυμα αυτό λαμβάνεται 1,00 mL και αραιώνονται μέχρι τα 10,0 mL. Η απορρόφηση του διαλύματος που προκύπτει είναι 0,362. Οι μετρήσεις και των δύο διαλυμάτων γίνονται σε μήκος κύματος 284 nm με κυψελίδα πάχους 1,00 cm. Να υπολογιστεί η εκατοστιαία περιεκτικότητα του σκευάσματος σε fenthion.





ΛΥΣΗ 


Ο νόμος του Beer είναι:


� EMBED Equation  ���


όπου Α η απορρόφηση, Τ η διαπερατότητα, Ρο η ισχύς της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, Ρ η ισχύς της εξερχόμενης από το διάλυμα ακτινοβολίας, α η απορροφητικότητα, ε η μοριακή απορροφητικότητα, η οποία συνδέεται με την απορροφητικότητα α μέσω της σχέσης ε=αMB, b το μήκος της διαδρομής που διανύθηκε μέσα στο διάλυμα (εσωτερική απόσταση των τοιχωμάτων της κυψελίδας).


Από τα δεδομένα για το διάλυμα της καθαρής ουσίας υπολογίζεται το ε :


0,572=ε ( 1,00 ( 2,86 ( 10-4 ( ε = 2000 � EMBED Equation.2  ���


Για το διάλυμα του σκευάσματος ο νόμος του Beer γράφεται :


� EMBED Equation.2  ���


� EMBED Equation.2  ���( C = 2,21 ( 10-4 mol L-1


MB C10H15O3PS2 = 278,3 και το σκεύασμα περιέχει 


� EMBED Equation  ���κ.β. fenthion


�
ΠΡΟΒΛΗΜΑ 5


Κατά το φασματοφωτομετρικό προσδιορισμό γλυκόζης σε χυμό πορτοκαλιού με τη μέθοδο της οξειδάσης της φρουκτόζης - υπεροξειδάσης το άγνωστο δείγμα μετά την επώαση δίνει απορρόφηση Α1=0,315 στα 510 nm. Σε όγκο V1=5,00 mL του έγχρωμου (κόκκινου) αυτού διαλύματος προστίθονται V2=0,050 mL προτύπου διαλύματος φρουκτόζης συγκέντρωσης Cs=1,000 Μ. Το διάλυμα που προκύπτει αφήνεται σε θερμοκρασία 37ο επί 15 min ώστε να ολοκληρωθεί η αντίδραση και ακολούθως μετράται η απορρόφηση που βρίσκεται A2=0,375. Nα δειχτεί ότι ισχύει η παρακάτω σχέση και να υπολογιστεί η συγκέντρωση της γλυκόζης στο πρώτο διάλυμα (Cu). 


� EMBED Equation  ���





ΛΥΣΗ


Πρώτο διάλυμα


Σύμφωνα με το νόμο του Beer :             Α1 = εbCU


Πρώτο διάλυμα μετά την προσθήκη μικρού όγκου προτύπου διαλύματος


Η συγκέντρωση του αγνώστου μετά την προσθήκη γίνεται : 


� EMBED Equation.2  ���


και σύμφωνα με το νόμο του Beer : 


� EMBED Equation.2  ���


διαιρώντας κατά μέλη τις σχέσεις με τις δύο απορροφήσεις : 


� EMBED Equation.2  ��� (  � EMBED Equation.2  ��� ( � EMBED Equation.2  ��� ( � EMBED Equation.2  ��� ( � EMBED Equation.2  ���


( � EMBED Equation.2  ���


Αν V2 (( V1 δηλαδή αν ο όγκος του προτύπου διαλύματος είναι πολύ μικρότερος από τον αρχικό όγκο τότε V2 + V1 ( V1 και η παραπάνω σχέση γίνεται*:


� EMBED Equation.2  ���   όπου � EMBED Equation.2  ��� 


όπου ΔC είναι η μεταβολή της συγκέντρωσης του διαλύματος με την προσθήκη του πρότυπου διαλύματος.


Με αντικατάσταση στον τύπο :


 � EMBED Equation.2  ���= 0,0494 M = 49,4 mM


Επειδή V2=0,050 mL << V1=5,00 mL είναι δυνατόν να χρησιμοποιήσουμε τον παραπάνω τύπο στην απλοποιημένη του μορφή :


� EMBED Equation.2  ��� ( � EMBED Equation.2  ���= � EMBED Equation.2  ���= 0,0525 M = 52,5 mM


Βλέπουμε ότι με τον απλοποιημένο τύπο έχουμε σφάλμα (52,5-49,4)/49,4= +6,3 %.





*Κατά την πρακτική εφαρμογή της τεχνικής αυτής, η οποία ονομάζεται τεχνική προσθήκης γνωστής ποσότητας (standard addition technique) χρησιμοποιούμε πυκνό πρότυπο διάλυμα (100 - 1000 φορές πυκνότερο από την αναμενόμενη συγκέντρωση του δείγματος) ώστε να απαιτείται προσθήκη όγκου προτύπου 100 - 1000 φορές μικρότερου από τον όγκο του δείγματος. Αυτό γίνεται όχι μόνο για απλοποίηση των υπολογισμών αλλά και για να διατηρηθεί η ίδια μήτρα (matrix) και στις δύο μετρήσεις ώστε τα φαινόμενα μήτρας να αλληλοεξουδετερωθούν. Αν χρησιμοποιηθεί μεγάλος όγκος προτύπου, το δείγμα θα αραιωθεί και η μήτρα θα αλλάξει στη 2η μέτρηση. Με τον τρόπο αυτό αντιμετωπίζεται μερικώς το πρόβλημα παρασκευής προτύπων διαλυμάτων παρόμοιας σύστασης με των δειγμάτων, αφού το πρότυπο το παρασκευάζουμε “μέσα” στο άγνωστο. Αν στον τύπο που αποδείχτηκε, αντικατασταθεί η απορρόφηση A με την αναλυτική παράμετρο, η ισχύς του επεκτείνεται σε κάθε αναλυτική μέθοδο που η συγκέντρωση είναι ανάλογη με την αναλυτική παράμετρο (π.χ. φθορισμομετρία, αμπερομετρία κ.λ.π.). Στην περίπτωση που ο λογάριθμος της συγκέντρωσης είναι ανάλογος με την αναλυτική παράμετρο (π.χ. ποτενσιομετρία, ψευδογκομετρήσεις FIA κ.λ.π.) ισχύει διαφορετική σχέση. Σε τροποποίηση της μεθόδου αυτής, γίνονται πολλαπλές προσθήκες προτύπου διαλύματος για μεγαλύτερη ακρίβεια και τα αποτελέσματα επεξεργάζονται με γραφική μέθοδο ή με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων. Κατά την εφαρμογή της τεχνικής προσθήκης γνωστών ποσοτήτων οι συγκεντρώσεις όλων των δ/των (προτύπων και αγνώστου) πρέπει να βρίσκονται στην περιοχή ισχύος του νόμου του Beer, ή γενικότερα στη γραμμική περιοχή της σχέσης συγκέντρωση - αναλυτική παράμετρος. 


Η απορρόφηση όπως σε όλες τις φασματοφωτομετρικές τεχνικές καλό είναι να κυμαίνεται από 0,1-1 για μείωση του φωτομετρικού σφάλματος. Φωτομετρικό σφάλμα είναι το σφάλμα στο προσδιορισμό της συγκέντρωσης που οφείλεται στο σφάλμα ανάγνωσης της κλίμακας διαπερατότητας του φασματο-φωτομέτρου, το οποίο συνήθως είναι σταθερό και ίσο με το εύρος της βελόνας του οργάνου ή το πάχος της γραμμής του καταγραφήματος.
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