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实验一
臭氧高级氧化技术降解有机污染物
有机污染物在水体中的臭氧联合光化学降解强烈地影响着它们在水中的归宿，因而对水体中有机污染物臭氧联合光化学降解的研究已成为水环境化学的一个重要的研究领域。目前，臭氧联合光降解技术已成为许多难降解有机污染物的有效去除手段。 

水体中有机污染物臭氧联合化学氧化降解规律的研究主要包括两方面的内容。一是研究其降解速率及影响因素；二是研究有机污染物降解产物，包括中间产物的毒性大小。更值得注意的是高级氧化的联合效率和污染物的降解行为并不一定具有相加作用。 
一、实验目的 

测定藏红在臭氧化学降解作用下的降解速度，并求得速率常数。
二、实验原理 

溶于水中的有机污染物，在紫外光的作用下分解，不断产生自由基，除自由基外，水体中还存在有单态氧，使得天然水中的有机污染物不断地被氧化，尤其当水中共存臭氧时，臭氧的强氧化性，能联合化能氧化快速降解污染物。因此，臭氧联合过氧化氢降解是天然水体有机污染物的自净途径之一。 

天然水体中有机污染物的光降解速率为：
-dc/dt＝Kc[Ox] 对上式积分得：ct=c0*exp(-k*t) 
 式中：c0——天然水体中有机物起始浓度； ct——时间为t时测得有机物的浓度； K——得到的衰减曲线的斜率。 

本实验在含藏红的蒸馏水溶液中加入臭氧作为氧化剂，模拟含酚天然水进行臭氧联合光降解实验。藏红的测定是根据藏红水溶液呈红色，在510 nm处有最大吸收。在一定浓度范围内，藏红的浓度与吸光度值成线性关系。
三、仪器和试剂 

1.仪器
可见光分光光度计；高压汞灯，450W。
2.试剂
（1）藏红的标准储备液：1000 mg/L。 

（2）50 mg/L藏红标准中间液：取藏红标准储备液5 mL稀释至100 mL。 
（3）缓冲溶液：称取20 g氯化铵溶于100 mL浓氨水中。 

（4）0.36％过氧化氢溶液：取过氧化氢溶液3.0 mL稀释至250 mL。 

（5）待降解藏红溶液：取1000 mg/L的藏红标准储备液5.0 mL于250 mL容量瓶中，用二次水稀释至刻度，摇匀待用（用前现配）。 
四、实验步骤 

1.标准曲线的绘制 

分别取50 mg/L的藏红标准中间液0、1.00、1.50、2.00和3.00 mL于25 mL比色管中，加少量二次水，然后加入0.5 mL缓冲溶液（在通风条件下进行），最后用二次水定容至25 mL，放置15min后，在分光光度计上，于510nm波长处，用1 cm比色皿，以空白溶液为参比，测量吸光度。以吸光度对浓度作图绘制标准曲线。 

2.O3降解实验 

①将待降解的藏红溶液置于1000 mL三角烧瓶中，接通O3发生器，并密封三角烧瓶，密封口处接出一根连通管，通往屋外，将装置置于光降解仪器中。通入O3后，每隔5 min取一次样，每次取3.0 mL，共取10次样，分别在t＝0、1、5、10、20、40、60、80、100、160 min时取样。分别置于有编号的25 mL比色管中，按照与步骤1相同的方法测定吸光度。 
五、数据处理 

由标准曲线上查得不同时间光降解溶液中苯酚所对应的浓度值，绘制lnc0/c～t关系曲线，求得K值。 
六、思考题 

1.讨论实验过程中出现的现象。 

2.本实验所用紫外灯的光谱有何特征？
实验二
铁盐处理高浓度有机废水

Fenton法即亚铁盐和H2O2的组合，芬顿(Fenton)试剂对有机污染物的化学降解是前景广阔的高级氧化技术，具有反应快、降解完全等优点：
1、了解芬顿试剂氧化降解水中有机污染物（如亚甲基蓝、农药）的原理； 

2、熟悉芬顿试剂的制备、操作过程和影响因素。
一、实验原理： 

过氧化氢与亚铁离子结合形成的芬顿(Fenton)试剂，具有极强的氧化能力，其氧化机理主要是在酸性条件下，利用亚铁离子作为过氧化氢分解的催化剂，反应过程可以生成反应活性极高的羟基自由基，其具有很强的氧化能力。羟基自由基可进一步引发自由基链反应，从而降解大部分有机物，甚至使部分有机质达到矿化。Fenton试剂能通过催化分解产生羟基自由基（HO·）进攻自由分子，并使其氧化成CO2，H2O等无机物质。 

过氧自由基反应的一般过程为:
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反应体系十分复杂，其关键是通过Fe2+在反应中起激发和传递电子的作用，使链反应可以持续进行直至H2O2耗尽。
芬顿试剂降解有机物一般在酸性条件下进行，pH对降解影响大。pH过高时，一是随着pH的升高，H2O2的稳定性降低，高pH会造成H2O2的分解；二是较高的pH对反应（1）的抑制作用，不利于HO•的产生，式（1）是产生HO•的主要反应；三是Fe2+易形成Fe(OH)3胶体或Fe2O3•nH2O无定形沉淀，导致体系的催化活性下降或消失。 

pH过低时，H+是HO•的清除剂：H+ + HO• + Fe2+ = H2O + Fe3+，这也不利于HO•的产生。因Fenton试剂处理的最优PH为3-5，所以取定pH=4来测定。 另外，FeSO4和H2O2的量和配比也会影响芬顿试剂的氧化降解性能。
二、实验目的
通过此实验使学生熟悉过氧化氢-铁盐处理高浓度有机废水的机理、掌握该实验的操作技能，使学生能明确影响过氧化氢-铁盐处理有机废水的因素，并探寻最佳处理方法。并使学生学会有机污染物的降解评价方法等。
三、试剂与仪器
1、亚甲基蓝固体 

2、亚甲基蓝操作液（50 mg/L） 1500mL 
3、30% (w/w) H2O2溶液，密度1.11g/mL 
4、七水硫酸亚铁固体 FeSO4 ．7H2O 
5、NaOH 溶液（1 mol/L） 

6、H2SO4溶液（1 mol/L）  
    分光光度计 每组一台；pH计 一台；比色管 9根每组；烧杯 250ml，5个每组；100ml，1个每组；容量瓶 1000ml一个每组；500ml二个每组 ；玻棒 每组3根；计时器 1个每组；电子天平 每组一台；量筒 100ml 一个每组；各类移液管等 1ml，5ml，10ml各一根每组；搅拌机 2台每组。
四、实验步骤 
1、溶液配制
稀释：把100mg/L的亚甲基蓝储备液稀释2倍至1000mL和500mL（选做部分）容量瓶中，获得50mg/L的亚甲基蓝操作液（自行计算）
2、标准曲线制作 

分别吸取亚甲基蓝操作液（50mg/L）0，0.5，1，2，4，6，8，10，20 mL于50mL的比色管中，定容，获得亚甲基蓝标准溶液；将标准溶液置于光径为1cm的比色皿中，用分光光度计在波长665 nm下测定吸光度； 绘制标准曲线。
3、亚基甲基蓝降解
Fe2+浓度影响 

取4份100mL的亚甲基蓝操作液（50mg/L）到4个烧杯中，调节pH至2~3之间； 4个烧杯中分别加入0g，0.01g，0.05g，0.1g的七水硫酸亚铁固体，搅拌，再分别加入1g的H2O2，并同时开始计时，搅拌；  10分钟、20分钟、30分钟……后，各取样2ml，于665nm波长处比色测定，记录数据。加入2-5ml的H2SO4（1M）溶液去除黄色氢氧化铁的干扰； 找出亚铁离子的最佳投加量。 

H2O2浓度影响 

取4份100mL的亚甲基蓝操作液（50mg/L）到4个烧杯中，调节pH至2~3之间； 4个烧杯中分别加入前面实验得出的最佳投加量的七水硫酸亚铁固体，搅拌，再分别加入0.1g，0.5g，1g，1.5g 的H2O2，搅拌，同时开始计时；10分钟、20分钟、30分钟……后，各取样2ml，于665nm波长处比色测定，记录数据。加入2-5ml的H2SO4（1M）溶液去除黄色氢氧化铁的干扰； 找出H2O2的最佳投加量。

选做部分：
（3）PH

各取废水50 mL于4个烧杯中．加入H202，FeSO 溶液最佳，分别用HCl和NaOH调节pH为2、4、6、8，在室温下置于恒温振荡器上振荡2 h。过滤，取上清液测定其COD氨氮，硫酸根，PH，电导率，计算去除率，根据数据测定浓缩水的最佳PH 

（4）反应时间 

各取废水50 mL于五个烧杯中。分别投加H202 2 mL，FeSO 3 mL，调节pH到最佳，在室温下置于恒温振荡器上搅拌0．5、1、1．5、2、2．5 h，过滤，取上清液测定COD氨氮，硫酸根，PH，电导率，计算去除率，计算最佳反应时间。 

（5）H202的投加方式 

上述最佳反应条件下尝试H202分两次投放，总量不变，取上清液测定COD氨氮，硫酸根，PH，电导率，计算去除率。

（6）温度

最佳条件下，设置温度为20、40、60、80度，测最优温度 

（7）加入催化剂

最佳条件下，加入FeSO4·7H2O， Fe (铁粉，铁屑)，TiO2，活性炭等均有催化剂，寻找最好催化剂，尝试最优催化剂用量。 

（8）UV/Fenton法 

可以考虑在最优条件下，采用紫外或可见光照射

五、计算及数据处理 

 降解率（%）= (1-C1/C0)×100% 其中C0为初始溶液的亚甲基蓝浓度 C1为氧化降解后溶液的亚甲基蓝浓度 

 绘制降解率vs.Fe2+浓度曲线  绘制降解率vs.H2O2浓度曲线 

 绘制降解率vs.起始pH曲线 （选做）
六、思考题 

1、试简述芬顿试剂在污染控制中的适用范围 和应用特点。 

2、试简述芬顿试剂降解亚甲基蓝的基本原理。 

3、影响芬顿试剂降解亚甲基蓝的因素有哪些？ 

实验三
零价铁制备与硝酸盐的处理

一、实验原理

零价铁电负性较大，具有较强的还原性。零价铁可以有效地去除水体中硝酸盐、氯代脂肪烃类, 尤其对氯代烷烃具有较强的降解能力。但是普通铁粉的反应活性比较低，只能部分降解氯代有机化合物，且反应速率较慢，同时由于在铁颗粒表面会形成表面钝化层，导致铁的还原活性随时间下降。纳米铁颗粒因其粒子的直径小，颗粒的比表面积和表面能大，从而具有优越的吸附性能和很高的还原活性。利用纳米颗粒特有的表面效应和小尺寸效应，可以提高零价铁颗粒的反应活性和处理效率。
二、实验目的
通过此实验使学生了解零价铁的制备方法，掌握零价铁的化学还原制备方法，了解制备材料的表征技术，使学生学会零价铁的制备。在实验过程中让学生明白零价铁处理硝酸盐的机理，学生实验中探寻零价铁处理硝酸盐的影响因素，并确定最佳条件。
三、试剂与仪器

    722型分光光度计1台；125W高压汞灯1支；反应器1个；充气泵1个；恒温水浴1套；磁力搅拌器1台；离心机1台；台秤1台；秒表1块；移液管（10mL）2支；500 mL量筒1支；吸耳球；离心管6支。

甲基橙贮备液（1000mg/L）

四、实验步骤 

1. 了解可见光分光光度计的原理与使用方法，参阅有关教材及文献资料。

2. 调整分光光度计零点
打开722型分光光度计电源开关，预热至稳定。调节分光光度计的波长旋钮至462nm。打开比色槽盖，即在光路断开时，调节“0”旋钮，使透光率值为0.取一只1cm比色皿，加入参比溶液蒸馏水，擦干外表面（光学玻璃面应用擦镜纸擦拭），放入比色槽中，确保放蒸馏水的比色皿在光路上，将比色槽盖合上，即光路通时，调节“100”旋钮使透光率值为100%。

3. 零价铁的制备
配制0. 01mol /L 的FeSO4 7H2O 水溶液50 mL , 然后加入一定量乙醇(乙醇:水=1 ∶9 ～ 1 ∶1), 机械搅拌使之充分混合. 配制0. 03 mo l /L 的NaBH4水溶液. 机械搅拌条件下, 将50 mL NaBH4 水溶液迅速添加到50mL FeSO4 7H2O 水溶液中, 继续搅拌数秒钟, 溶液变为黑色时停止搅拌。用磁选法选出。先用蒸馏水充分洗涤3次。然后用丙酮充分洗涤3 次。并保存于丙酮中。
4．硝酸根催化还原 

进行硝酸根催化反应实验时，首先向反应器内加入10mL的1000 mg/L的硝酸根，并加480mL水稀释，配成500mL的20 mg/L的硝酸根溶液，然后加入0.2g纳米零价铁催化剂，搅拌使之悬浮。避光充空气搅拌30min，使硝酸根在催化剂的表面达到吸附/脱附平衡，移取10mL溶液于离心管内，每隔5min移取3mL反应液，经离心分离后，取上清液进行可见分光光度法分析。
5. 硝酸根测定：采用紫外吸光分光光度法法测定硝酸根离子浓度。
采用722型可见分光光度计，通过反应液的吸光度A测定来监测硝酸根的分解效果。在0-20 mg/L范围内，硝酸根溶液浓度与其220nm-2*275 nm值呈极显著的正相关。
五、数据处理

5.1  设计实验数据表，记录温度。A0,A 等数据；硝酸根降解率。
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5.2  采用积分法中的作图法由实验数据确定反应级数。 

根据本实验的原理部分知道，该反应是个表面催化反应，而一般表面催化反应更多的是零级反应；降解硝酸根的反应是一级反应：即ln(1/A)= k1t +常数 

显然，以浓度ln(1/Ａ)对时间t作图：
求得直线的斜率k1=    min-1
计算硝酸根催化降解的半衰期t1/2。
硝酸根降解率计算：η=（c0-c）/c0，其中c0为前降解液浓度，c为降解后的浓度。

由于硝酸根溶液浓度和它的吸光度呈线性关系，所以降解率又可以由吸光度计算，即η=（A0-A）/A0，其中A0为前降解液吸光度，A为降解后吸光度。

绘制η~t的线性关系线
六、思考题 

1、 实验中，为什么用蒸馏水作参比溶液来调节分光光度计的透光率值为100%？一般选择参比溶液的原则是什么？ 

 2、 硝酸根溶液需要准确配制吗？ 

3、 硝酸根催化降解速率与哪些因素有关？ 

实验四
复合污染对土壤尿酶活性影响实验
一、实验原理
土壤中存在各种各样的酶，它们主要来自于土壤中的微生物。土壤酶是一种生物催化剂，土壤中各种各样的生化过程是在这些酶的参与下完成的。土壤酶活性反映了土壤中进行的各种生物化学过程的动向和强度，对土壤肥力的形成和提高以及对土壤生态系统的物质循环具有重要意义。
农药施用后，一部分附着于植物体上，或渗入株体内残留下来，使粮、菜、水果等受到污染；另一部分散落在土壤上（有时则是直接施于土壤中）或蒸发、散逸到空气中，或随雨水及农田排水流入河湖，污染水体和水生生物。农药的残留性是指农药施用后在环境及生物体内残存时间和数量的行为特征，主要取决于农药的降解性能，与农药的物理行为移动性也有一定的关系。农药可通过挥发、扩散、迁移、吸附的降解作用，残留量逐渐降低。农药在土壤环境中残留期的长短，受农药性质、环境条件与施药方式等诸多因素共同影响。
二、实验目的

通过此实验让学生明白复合污染概念与趋势，复合污染的研究方法，土壤污染的表征手段，实验过程中使学生明白尿酶对土壤指标的意义与土壤尿酶的测定方法，实验结果使学生掌握复合污染对土壤尿酶的影响结果。
三、试剂与仪器

仪器：紫外可见分光光度计、搅拌器、离心机、离心管、烘箱
试剂：柠檬酸、氢氧化钾、乙醇、次氯酸钠、尿素、硫酸铵、甲苯、安替比林、磷酸、二乙酰一肟、异丙醇

耗材：50ml离心管、5ml离心管、100ml容量瓶、500ml烧杯、吸水纸、100ml三角烧瓶、250mL三角烧瓶、无水乙醇等
四、实验步骤
1.溶液配制

（1）10%尿素

  用电子天平称取10g尿素，溶于少量蒸馏水，将溶液移至100mL容量瓶，用蒸馏水定容至100mL。

（2） 柠檬酸盐缓冲夜（pH6.7） 

用电子天平分别称取18.4g柠檬酸和14.75g氢氧化钾分别溶于蒸馏水，然后将两溶液合并。合并后用1mol/L氢氧化钠溶液将pH调节到6.7，用水稀释至1000毫升，保存备用。

（3）苯酚钠溶液（1.0mol/L）

①在通风厨内用电子天平称取62.5g苯酚，将苯酚溶于少量乙再加入2ml甲醇和18.5ml丙酮，用乙醇稀释至100ml（A）,存于冰箱中。

②用电子天平准确称取27g氢氧化钠溶于水，用蒸馏水定容至100ml（B）。

③将AB溶液保存于冰箱中。

④使用前将2溶液各20ml混合，用蒸馏水定容至100ml。

（4）次氯酸钠溶液

    原试剂活性氯含量为10%。

    取9ml 原试剂，用水稀释至100ml，此时活性氯的浓度为0.9%,溶液稳定。

（5）氮的标准溶液的配制

   用电子天平精确称取0.4717g硫酸铵溶于水并稀释至1000ml,得到1ml含有0.1mg氮的标准溶液。

2.土样处理

2.1取菜地5-10层土壤三份，一份高温灭菌，一份对照，一份加1mg/L草甘膦。

2.2称取2.5g土样于50ml带盖塑料管中

2.3向塑料管中加入1ml甲苯（以能全部使土样湿润为度），放置15min.

2.4再加入5ml10%尿素和10ml柠檬酸缓冲夜（pH6.7），并仔细混合。

2.5将塑料管盖去掉，用保鲜膜封口，并将保鲜膜上扎孔，以保证土壤微生物进行有氧呼吸。

2.6将塑料管放入37°恒温箱中避光培养24h.

3.氨氮测定

3.1培养结束后，用蒸馏水稀释至刻度，仔细摇荡，将悬液用致密滤纸过滤与三角瓶中。

3.2显色：吸取3ml滤液于50ml容量瓶中，加入10ml蒸馏水，充分振荡，放置20min,用水稀释至刻度，则溶液呈现靛酚蓝色。

3.31h内（靛酚的蓝色在1h内保持稳定）,在分光光度计上用1cm液槽于578nm处进行比色。
五、数据处理
氨氮标准曲线
	稀释倍数
	
	
	
	
	
	

	氨氮浓度
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高温灭菌土样中氨氮浓度

	稀释倍数
	
	
	
	
	
	

	A
	
	
	
	
	
	

	计算氨氮浓度
	
	
	
	
	
	

	计算氨氮浓度*稀释倍数
	
	
	
	
	
	


正常土样中氨氮浓度

	稀释倍数
	
	
	
	
	
	

	A
	
	
	
	
	
	

	计算氨氮浓度
	
	
	
	
	
	

	计算氨氮浓度*稀释倍数
	
	
	
	
	
	


除草剂处理土样中氨氮浓度

	稀释倍数
	
	
	
	
	
	

	A
	
	
	
	
	
	

	计算氨氮浓度
	
	
	
	
	
	

	计算氨氮浓度*稀释倍数
	
	
	
	
	
	


六、思考题 

1.土壤中氨氮含量反映什么？
2.尿酶活性对土壤的意义？
实验五
液液分配-色谱测定水中农药
一、实验原理
萃取是指用一种溶剂把溶质从它的一种溶剂所组成的溶液中提取出来的方法。为了把两种互不相溶的液体分开，常使用分液漏斗进行分液操作。目的是分离一种溶质在互不相溶的溶剂里溶解性不同的液态混合物。起其用可将液态混合物中某种成分提取出来。
二、实验目的

通过此实验使学生了解液液分配萃取液体样品中目标化合物的前处理方法的原理，学会液分配萃取萃取方法及注意事项，掌握液相色谱测定有机磷农药的方法。同时了解环境样品中污染物测定的基本步骤等。
三、试剂与仪器

仪器：液相色谱仪、旋转浓缩仪、抽气泵
试剂与耗材：10mL移液管、洗耳球、100mL分液体漏斗、50mL分液体漏斗、乙腈、正己烷、二氯甲烷、氯化钠、

四、实验步骤
1.溶液配制
配制一定浓度的农药水溶液，将农药标准品吸取一定体积，加入500mL的蒸馏水中，配制农药工作液。
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2.水中农药萃取
a．关闭分液漏斗下活塞，量取30mL水溶液，从上口介入分液漏斗中，再量取20mL有机溶剂，一并加入，盖好上活塞。
b．用右手压住分液漏斗口部,左手握住活塞部分,把分液漏斗倒转过来振荡，使两种液体充分接触，振荡后打开活塞，是漏斗内气体放出。

抹上凡士林检漏，关闭下口，从上口加入溶液，盖上盖子，左手握上口部分，右手握旋钮部分，摇匀，下口朝上，旋钮打开放气，重复操作，到合适的时候，挂在分液铁架台上，打开上口，静置，充分沉降后，打开下口，分出下层液，上层液从上口倒出。
c．将分液漏斗放在铁架台上，静置.
d．待液体分层后，将分液漏斗颈上的玻璃塞打开，或使塞上的凹槽（或小孔）对准漏斗上的小孔，再将分液漏斗下面的活塞拧开，使下层液体慢慢沿烧杯壁而流下.
注意问题：
用分液漏斗前，先检查上、下活塞处是否漏水（液），不漏者才能使用．
分液时，分液漏斗下口尖端要与烧杯内壁接触。 
分液时，下层液体恰好流尽时，即关闭活塞。
分液完毕，上层液体要从分液漏斗上口倒出。

3.浓缩

将混合在一起的萃取液倾倒入浓缩瓶中，浓缩蒸发掉溶剂，并转移定容至5mL容量瓶中，待测。
4.测定
将5mL容量瓶中液体以液相色谱测定，根据标准曲线定量分析。
五、数据处理
水样农药浓度                  
农药水样取样体积                 
萃取溶剂种类                
萃取溶剂体积                
萃取次数                
浓缩体积                
定容体积                
测定峰高                
测定峰面积                
标准曲线                
计算定容后浓度                
计算原水样中浓度                
加标回收率                
六、思考题
1.液液分配原理？

实验六
固相萃取-色谱测定水中农药
一、实验原理
液液分配（LLE）有许多局限性，例如需要大量不互溶溶剂；样品处理步骤复杂；样品回收率和精密度不理想；处理过程中乳液的形成，和溶剂蒸发时产生的样品损失等等。

固相萃取（SPE）主要用于样品分析前的净化或浓缩富集。与传统的液-液萃取相比，由于其采用了高效、高选择性的固定相，能显著减少溶剂用量，简化样品预处理过程，同时所需费用也有所减少，一般来说，固相萃取所需时间为液-液萃取的1/12，费用为液液分配的1/5。固相萃取能用于气相色谱、液相色谱、红外光谱、质谱、核磁、紫外和原子吸收等各种分析方法的样品预处理。正因为固相萃取柱独特的性能，自70年代问世以来，其全球需求量迅速增长。

总的来讲，固相萃取法改进了样本制备技术：

（1）可批量进行；（2）节省时间；（3）减少溶剂使用和废物产生；（4）多种键合固定相选择性；（5）可富集痕量分析物；（6）可消除乳化现象；（7）易于自动化；（8）回收率高、重现性好。

一个固相萃取柱由三部分组成：（l）柱管；（2）烧结垫；（3）固定相。

柱管由血清级的聚丙烯制成，一般做成注射器形状。一些厂家也提供玻璃的柱管。柱管下端有一突出的头，此头的尺寸已标准化，可用于各种不同的固相萃取多管真空装置。

烧结垫除能固定固定相外，也能起一些过滤作用。聚乙烯是常见的烧结垫材料，对于特殊要求也可采用特氟隆或不锈钢片。

固定相是固相萃取柱中最重要的部分。最常见的固相萃取固定相是键合的硅胶材料。一般采用孔径60A不规则形状的40u硅胶微粒作为原材料，然后将各种官能团键合上去。也有一些非硅胶基质的固定相被广泛应用。

其一般操作步骤是：液态或溶解后的固态样品倒入活化过的固相萃取柱，然后利用抽真空、加压或离心等方式使样品进入固定相。为了同时处理多个样品，往往需要一个固相萃取柱多管真空装置。一般来说，固相萃取柱将保留所需要的组分和类似的其他组分，并尽量减少不需要的样品组分的保留。弱保留组分的样品可用一溶剂冲洗掉，然后用另一溶剂把感兴趣的分析物从固定相上洗脱下来。另外，也可让感兴趣的组分（分析物）直接通过固定相而不被保留，同时大部分干扰物质被保留在固定相上，从而得到分离。在多数情况下，使分析物得到保留更有利于样品净化。

固相萃取柱类型
1、 键合相技术（固相分配柱技术）

2、 固相吸附柱技术

在细的、分散的载体（或固定相）表面涂有一层与流动相互不相溶的固定液或化学键合相，当液体流动相流经固定相时，由于有很大的界面，使分析物和提取物在两相间按分配系数分配。

分析物与提取物的分离能力取决于：

1、两相间极性的差异。

2、物质在两相间的亲和力和溶解度。

固定相：涂渍在惰性载体上的液体或化学键合在载体上的各种有机基团。

流动相：与固定相互不相溶的液体。流动相中的样品组分在两相间进行平衡分配，由于样品组分在两相中的相对溶解度不同，以不同的速度流出色谱柱而得到分离。

选择适宜的固定相和流动相，可对非常广泛样品类型进行分离。

目前常用的多为化学键合固定相，是利用化反应的方法，通过化学键把不同极性化合物键合到载体表面。先将硅胶进行酸洗、中和、干燥活化，使其表面保持自由硅醇基，如酯化键合，又如聚合键合固定相：
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R为十八烷基（-C18），辛烷基（-C8），苯基（C6）或C2等，采用极性强的溶剂做流动相，如水、甲醇、乙腈等。R也可以是CN、苯基等基团，采用极性弱的溶剂为流动相。

正相色谱与反相色谱的区别可用下表来说明：
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固定相的分离选择性决定于可被保留组分的保留强度；所以固定相的选择将取决于分析物质和样品溶剂的性质。

分析物的极性与固定相极性非常相似时，可得到分析物的最佳保留，两者极性越相似保留越好，所以要尽量选择极性相似的固定相。正相固定相如CN、Si、NH2 都是极性的，用来保留（萃取）极性物质。而C18、C8、C2、PH等都是反相固定相，用来保留（萃取）非极性分析物。当分析物极性适中时，正、反相固定相都可使用。

固定相的选择还受样品溶剂强度的制约，弱溶剂会增强分析物在吸咐剂上的保留，样品溶剂强度相对该固定相应该较弱。

对于正相和反相来说，组分在固定相上的保留或洗脱直接与溶剂极性有关，溶剂的极性决定溶剂的强度。在洗脱被保留组分时，强溶剂的用量比弱溶剂小。对于正相固定相，溶剂强度随其极性增加而增加。对于反相固定相，溶剂强度随其非极性增加而增加。常用的溶剂有水、甲醇、异丙醇和乙腈，有时也用丙酮和二氯甲烷。
二、实验目的

通过此实验使学生了解固相萃取样品前处理的原理与方法，学会固相萃取仪的使用方法及注意事项，掌握液相色谱测定邻苯二甲酸酯的方法。同时了解环境样品中污染物测定的基本步骤等。
三、试剂与仪器

仪器：液相色谱仪、旋转浓缩仪、抽气泵、固相萃取仪、氮吹仪
试剂与耗材：10mL移液管、洗耳球、乙腈、正己烷、二氯甲烷、氯化钠、甲醇、氮气
四、实验步骤
1.溶液配制

配制一定浓度的农药水溶液，将农药标准品吸取一定体积，加入500mL的蒸馏水中，配制农药工作液。

2. 固相萃取

（1）柱子预处理conditioning（固定相活化）（Column solvation/pre-equilibration）

活化的目的是创造一个与样品溶剂相容的环境并去除柱内所有杂质。通常需要两种溶剂来完成上述任务，第一个溶剂（初溶剂）用于净化固定相，另一个溶剂（终溶剂）用于建立一个合适的固定相环境使样品分析物得到适当的保留。每一活化溶剂用量约为1～2ml/100mg固定相。

终溶剂不应强于样品溶剂，若使用太强的溶剂，将降低回收率。通常采用一个弱于样品溶液的溶剂不会有什么问题。值得注意的是，在活化的过程中和结束时，固定相都不能抽干，因为这将导致填料床出现裂缝，从而得到低的回收率和重现性，样品也没得到应有的净化。如果在活化步骤中出现干裂，所有活化步骤都得重复。

（2）上样load sample（Apply sample）

上样步骤指样品加入到固相萃取柱并迫使样品溶剂通过固定相的过程，这时分析物和一批样品干扰物保留在固定相上。

为了保留分析物，溶解样品的溶剂必须较弱。如果溶剂太强，分析物将不被保留，结果回收率将会很低，这一现象叫穿漏（breakthrough）。尽可能使用最弱的样品溶剂，可以使溶质得到最强的保留或者说最窄的谱带。只要不出现穿漏，允许采用大体积的上样量（0.5～1L）。

有时候固体样品必须用一个很强的溶剂进行萃取，这样的萃取液是不能直接上样的。所以萃取液要用一个弱溶剂稀释以得到一个合适的溶剂总强度进行上样。例如一个土壤样品，采用50%甲醇萃取，得到2ml萃取液，用8ml水稀释，得到10%的甲醇溶液，这样就可以直接上反相固相萃取柱而不存在穿漏问题。

（3）淋洗Rinse（Interference elution）

分析物得到保留后，通常需要淋洗固定相以洗掉不需要的样品组分，淋洗溶剂的洗脱强度是略强于或等于上样溶剂。淋洗溶剂必须尽量地弱以洗调尽量多的干扰组分，但不能强到可以洗脱任何一个分析物的程度。溶剂体积可为0.5～0.8ml/100mg 固定相。

淋洗时不宜使用太强溶剂，太强溶剂会将强保留杂质洗下来。使用太弱溶剂，会使淋洗体积加大。可改为强、弱溶剂混用；但混用或前后使用的溶剂必须互溶。

（4）洗脱Analyte Elution

淋洗过后，将分析物从固定相上洗脱，洗脱溶剂用量一般为0.5～0.8ml/100mg固定相。而溶剂必须进行认真选择，溶剂太强，一些更强保留的不必要组分将被洗出来；溶剂太弱．就需要更多的洗脱液来洗出。
3.测定

将5mL容量瓶中液体以液相色谱测定，根据标准曲线定量分析。
五、数据处理

水样农药浓度                 
农药水样取样体积                 
萃取柱种类                 
萃取柱大小                 
洗涤溶剂种类                

洗涤溶剂体积                
洗脱溶剂种类                

洗脱溶剂体积                
浓缩体积                
定容体积                
测定峰高                
测定峰面积                
标准曲线                
计算定容后浓度                
计算原水样中浓度                
加标回收率                
六、注意事项：
1. 在活化及萃取过程中，不要让萃取柱变干，柱床始终保持湿润。 

2. 固相萃取上样时速度不宜过快，防止待测组分来不及与填料充分作用就从通道流失。 3. 固相萃取柱最好只用一次。因为从严格的意义上来说，很多物质的吸附是不可逆的，一次吸附，无法洗脱，若重复使用，可能影响下一次吸附。 

4. 高效液相色谱在进样时，为保证进样准确，进样时必须多取一些溶液，使溶液完全充满进样环。
七、思考题 

实验依次用10mL甲醇及10mL的纯净水流过淋洗固相萃取小柱，上样后又依次用15%甲醇、纯甲醇流过小柱，请解释各溶剂的作用 ？
实验七
薄层板制备与分离应用

一、薄层层析的基本原理 

把吸附剂（固定相）均匀地铺在一块玻璃板上，将待分离的样品溶液点加在一薄层板的一端，在密闭的容器中用适当的溶剂（流动相）展开，由于吸附剂对不同物质的吸附力大小不同及溶剂对不同物质溶解分配系数不同，当溶剂流过时，各物质在吸附剂和溶剂之间发生连续不断地吸附，解吸附，再吸附，再解吸附。不易被吸附或易被溶剂溶解的物质相对移动得快一些。经过一段时间的展开，不同的物质被彼此分开，最后形成相互分离的斑点。将展开完毕的薄层板从密闭容器中取出后，应用特定的试药或方法将斑点显色，从而达到定性和定量的目的。
二、目的要求 

通过实验进一步理解薄层色谱技术理论，熟悉掌握薄层色谱板的制备和使用方法。
三、实验仪器 

1．薄层涂布器
2．微量注射器
3．薄层点样尺架
4．薄层板展开缸
5．吸引器
6．喷瓶
7．烘烤箱
四、薄层板的制备 

1．玻璃板 

用一块玻璃板涂上很薄的吸附剂，如硅胶或氧化铝等，玻璃板要求薄厚一致，大小相同，表面光滑平整，一般玻璃只要合乎这些要求就可。如果找不到平整均一的，将旧光学照像底片截成同样大小也可以。用前先将玻璃用肥皂和水洗干净，必要时浸泡在清洗液中，然后水洗烤干，用纱布擦光。 

玻璃板大小有各种规格，一般有20×20、20×10、20×5厘米，也有更小的，可根据需要自行设计。宽度要求至少能点开两三个样品，每两点之间相隔至少1.5厘米，玻板长度一般要满足展开10厘米的距离。点样的起点应距底边至少1.5厘米的距离。 

2．吸附剂 

应用最广泛的为硅胶和氧化铝，市场上有专供薄层色谱用的吸附剂，规格分不含粘合剂的硅胶H，氧化铝H和含有粘合剂熟石膏的硅胶G，氧化铝G，如市售硅胶G含13％熟石膏，氧化铝分中性、酸性、碱性三种。吸附剂的粒度范围最好在180－200目之间，太小了流速慢，太大则影响分离效果。如不合要求，应过筛。 

3．薄层板的涂布 

最简单的涂布方法是用两条比玻璃板厚0．25毫米的玻璃条或有机玻璃条（或在同样厚度的玻璃条下粘一层胶布），将玻璃板夹住，把调好的吸附剂浆液平铺在薄层板上，然后用一有机玻璃条或直尺，迅速均匀地向前推进，就象推血片一样，只要推进的速度均匀一致，即可得到薄厚均匀的薄层板，如在一块玻璃板末端再接一块相同的玻璃板，把剩余的装液接过去，可使涂层边缘整齐，厚度一致，吸附剂浆液的加水量和搅拌时间是涂布成败的关键，像12×8平方厘米的玻璃板需要2~3克硅胶G，加4~6毫升水即可，只要技术熟练即能涂成厚薄一致，光滑平整的一块薄层板。不同性质不同批号的吸附剂，加水量和搅拌时间有时可有差异，应根据情况摸出规律。为了达到涂布的各板厚度均匀一致，最好采用涂布器进行薄层的涂布。 

为了增加薄层的牢固性及易于保存，可在涂布过程中加入某些粘合剂以增加薄层的硬度。 

一般采用添加剂羧甲基纤维素钠（CMC—Na），应用方法是取CMC-Na 1克溶于100毫升水中，加热煮沸溶解，按比例与硅胶搅匀，铺板。涂成之后先把玻板放在平面上，室内干固，再对光检查，看是不是均匀，有无气泡，平整光洁度如何，合格的上烤箱110℃加热30分钟进行活化，冷却后贮于干燥器内备用。 

在进行实验时，应尽量可能采用同批号涂布活化的薄层板，以减少因活化不一致引起的Rf值发生差异，目前国内市场已有成品供应，如黄岩化学分析材料厂即有各种类型的薄层板出售。 

五、薄层板的使用 

1．点样 

将样品溶于适当的溶剂中（应尽量避免有水），取微量注射器或玻璃毛细管截齐后，吸取一定量的检样，轻轻接触到薄层上，使样品自动吸到薄层上，点的直径不要超过0.3厘米，一次不能点完，待干后再点，稍有过分就会损伤板面，影响展开后的斑点形状。每两个样点之间相距至少1.5厘米。点样的起点距薄板底边至少1.5厘米，以免样点浸入展开溶剂中，同块薄板上各样点应保持在与底边平行的一条直线上，为控制好点样距离，应用薄层点样尺架。 

2．展开 

根据薄层板大小，自行选用适当玻璃标本缸，长方形，如17×10×6厘米的标本缸可容纳下15×9厘米的玻璃板。采用较大的玻璃缸和玻璃板时，在缸内沿周围缸壁衬一层预先浸有溶剂的滤纸，以便缸内展开溶剂易达到饱和，防止边缘效应（即两边缘的点走得快）和同一物质Rf值不一致现象。 

一般将薄层板斜置展开容器内，密闭。先不使溶剂浸湿薄层板，饱和10~15分钟后再进行展开，展开溶剂沿着薄层板向上移动。对加粘合剂的涂板可以近于垂直的状态进行展开，而对未加粘合剂的薄层板则必须以倾斜状态（15度角）进行展开。为了防止产生“边缘效应”和展开溶剂不饱和现象。还可采用夹心式展开容器，其方法是将薄层板的左右两侧各刮去5~10毫米，垫上条状玻璃或塑料，盖一块与薄层板同样大小的玻璃，用夹子将两边夹好，插入展开溶剂中进行展开，并能取得良好效果。 

3．显色 

薄层展开后，凉干。如含粘合剂，即可直接喷显色剂，使之显色，有的还需经紫外线（254nm）照射后方能显色；对不含粘合剂的薄板，在喷显色剂时应尽量远离薄层板，否则会连吸附剂一起吹掉，应予以注意。 

六、检样的定性定量分析 

1．比移值（Rf）的测定 

当样品的薄板一端被展开，经过毛细管作用流向另一端，样品是按一定的比例分配在固定相与流动相之间。并沿着溶剂流动的方向移动，由于样品中各组分在两相中分配系数不同，各组分的移动速度也不同，经一定距离后使各组分彼此分离。样品各组分移动的速率，亦即分离后在薄层板上的位置与溶剂展开前沿的距离的比值为比移植。 

2．定性分析 

相同的物质Rf值应当是相同的，但因能影响Rf值的因素很多，要想得到与标准物质相同的Rf值，最好在鉴定时，将样品与标准物质点在同一张薄层板上一同展开，根据检样斑点的Rf值与标准样品的Rf值比较，即可确定二者是否相同，但要做到准确的定性，需要两种以上展开溶剂系统所得的Rf值比较判断。 

3．定量分析 
（1）目测比较法 

①用吸附剂（如硅胶G）涂布成厚0.25~0.5毫米，大小20×20厘米的薄层板，110℃活化30分钟，室温冷却。 

②用微量注射器（10微升）在距板底1.5厘米处，将标准样品溶液按1、3、5、7微克自左向右点在起始线上，然后再吸取不同量的检材提取溶液（相同于1、3、5克检材的提取溶液）按次序点在同一板的右侧。 

③选择比移值适中的展开剂（Rf在0.45~0.75之间者）用夹心式展开法或连续薄层展开法。展开距离为10厘米，显色剂要求能使显色后的斑点明显清晰。这样得到的色斑比较集中，重现性好，便于比较。 

④显色后，观察其色斑大小，深浅与已知不同浓度的标准样品系列色斑相比较，粗略定出含量，然后算出检液总体中含量，根据所取检材量，求出百分含量。 

（2）洗脱测定法 

①在制备好的薄层板左端，先点一标准样品点，作为对照定位用，然后根据检材提取溶液的多少，在同一板的右端点成点状或线状。 

②置玻璃缸中展开（如有连续薄层展开仪更好），展开后晾干，再用玻璃板遮住右侧检材部分，仅使对照定位点显色。 

③显色后，根据斑点位置将未显色部分（相当于色斑所在部分）的吸附剂用刮刀刮下或用抽吸法收集起来。 

④将收集的吸附剂置于小层析柱管中，用极性大的溶剂甲醇或乙醇进行洗脱，收集洗脱液并加以浓缩。 

⑤用适当溶剂调整到一定体积，可用紫外分光光度计，在被检物最大吸收波长处进行测定。同时用薄层吸附剂洗脱液作空白吸收值测定。 

如有灵敏度高专属性好的比色反应，还可用比色计测定化合物的含量。上述洗脱液亦可作为气相色谱仪、液相色谱仪分析前的处理液。 
（3）薄层色谱扫描仪测量法 

以洗脱法处理层析色斑，不仅操作麻烦，而且有些待测成分不能定量地洗脱下来。或者在洗脱过程中发生分解，影响测定结果的准确性，最好是采用双波长薄层色谱扫描仪直接定量检测，经电子积分器积分推算出检样中待测物质的含量。其测定方法包括为：①斑点面积测量法；②斑点光密度测量法；③斑点荧光测量法。 

七、实验结果
1薄层板图片

2点样体积

3点样品种类

4展开剂种类

5溶剂移动距离

6各点样品移动距离

7各样品Rf值计算

八、思考题
1.薄层色谱的工作原理？

2. 吸附剂的选取原则？
