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Загальна інформація

Ця програма призначена для математичної обробки серії спектрів забарвленої сполуки з метою визначення її констант кислотності (Ка1, Ка2, ... аж до Ка5) та спектральних характеристик окремих форм кислоти (Н5А, Н4А-, ... А5-).

Програма не вимагає інсталяції та не асоціює себе у реєстрі Windows з жодним типом файлів. Опис файлів:

Ka.exe – основний файл програми

Msvbvm50.dll – файл динамічної бібліотеки Visual Basic 5 (якщо ваша система Windows вже має цей файл, то його можна видалити)

help.doc – текстовий файл Word, який Ви зараз читаєте :-)

data.mdf – файл з вхідними даними (спектрами при різному рН - див. далі)

test.xls – файл Excel з математично змодельованими системами різної складності (різні типи кислот, різні спектри форм, значення Ка). Ці дані можна використовувати для вивчення роботи програми (див. далі).

Вхідні дані. Формат файлу data.mdf
Вхідними даними, з якими працює програма, є спектри розчинів забарвленої речовини при різному рН. Важливо, щоб ці розчини відрізнялись лише за рН, а все решта (концентрація речовини, іонна сила і т.д.) повинно бути однаковим – від цього залежить правильність результатів розрахунку. Ці спектри Ви повинні мати у вигляді числової таблиці такого формату:

	С, моль/л
	pH1
	pH2
	pH3
	pH4
	pH5
	pH6
	.
	pHn

	λ1
	A
	A
	A
	A
	A
	A
	.
	A

	λ2
	A
	A
	A
	A
	A
	A
	.
	A

	λ3
	A
	A
	A
	A
	A
	A
	.
	A

	λ4
	A
	A
	A
	A
	A
	A
	.
	A


.  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .

	λm
	A
	A
	A
	A
	A
	A
	.
	A


де А – оптична густина

рНі – значення рН і-го розчину

С – молярна концентрація речовини у кожному розчині

λі – довжини хвиль.

Отже, перший рядок – це інформація про розчини (їхнє рН та концентрація речовини). Решта таблиці – це спектри, причому у першому стовпчику є значення довжин хвиль, а в інших – оптичної густини.

Діапазон значень рН (рН1 – рНn) повинен охоплювати всі значення рКа досліджуваної речовини. Наприклад, якщо речовина є триосновною кислотою із значеннями рКа 3, 8 і 10, а Ви поміряли спектри лише в діапазоні рН 7–12, то рКа1 буде "загублене" – Ви зможене знайти лише інші дві константи.

Послідовність спектрів має бути (бажано) від найнижчого рН до найвищого. Кількість спектрів (n) – чим більше, тим краще (але не більше 50).

Кількість точок у кожному спектрі (m) не повинно перевищувати 1000. Діапазон довжин хвиль (λ1– λm) повинен охоплювати смуги поглинання всіх форм кислоти. Крайні ділянки спектру, де відсутнє поглинання, бажано видалити – це зменшить тривалість розрахунку. Наприклад, Ви виміряли спектри всіх розчинів в діапазоні λ 350-900 нм і побачили, що при λ>750 поглинання відсутнє (для всіх розчинів). В такому випадку нижню частину таблиці з λ 750-900 нм бажано видалити (зменшити кількість рядків). 

Ось приклад правильно оформленої таблиці* (зверніть увагу на науковий формат чисел:  2.45Е-5 означає 2,45·10-5):

	2.45E-5
	2
	2.5
	3
	3.5
	4
	4.5
	5
	5.5
	6
	6.5
	7
	7.5

	320
	0.067
	0.056
	0.037
	0.017
	0.006
	0.002
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	340
	0.142
	0.118
	0.078
	0.037
	0.013
	0.004
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	360
	0.182
	0.152
	0.101
	0.049
	0.019
	0.007
	0.002
	0
	0
	0
	0
	0

	380
	0.143
	0.122
	0.085
	0.047
	0.025
	0.015
	0.008
	0.004
	0
	0
	0
	0

	400
	0.072
	0.068
	0.062
	0.055
	0.049
	0.04
	0.026
	0.012
	0.004
	0
	0
	0

	420
	0.029
	0.042
	0.065
	0.086
	0.093
	0.081
	0.054
	0.026
	0.009
	0.003
	0
	0

	440
	0.016
	0.036
	0.071
	0.105
	0.117
	0.105
	0.071
	0.035
	0.014
	0.006
	0.002
	0

	460
	0.01
	0.026
	0.055
	0.081
	0.092
	0.085
	0.063
	0.04
	0.025
	0.017
	0.01
	0.005

	480
	0.005
	0.012
	0.026
	0.04
	0.048
	0.054
	0.058
	0.061
	0.059
	0.05
	0.033
	0.016

	500
	0
	0.004
	0.008
	0.014
	0.024
	0.044
	0.077
	0.107
	0.118
	0.104
	0.07
	0.033

	520
	0
	0
	0.002
	0.006
	0.017
	0.044
	0.09
	0.134
	0.15
	0.134
	0.09
	0.044

	540
	0
	0
	0
	0.003
	0.012
	0.033
	0.07
	0.104
	0.118
	0.106
	0.075
	0.041

	560
	0
	0
	0
	0.002
	0.006
	0.016
	0.033
	0.05
	0.058
	0.058
	0.051
	0.043

	580
	0
	0
	0
	0
	0.002
	0.005
	0.01
	0.016
	0.022
	0.032
	0.048
	0.062

	600
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0.002
	0.005
	0.011
	0.026
	0.051
	0.075

	620
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0.002
	0.007
	0.019
	0.039
	0.058

	640
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0.003
	0.009
	0.019
	0.029

	660
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0.003
	0.006
	0.012

	680
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0.002
	0.007

	700
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0.005


* Це математично змодельовані спектри триосновної кислоти Н3А із значеннями рКа 3.0; 5.0 і 7.0. Для економії місця цю табличку спростили – крок по λ збільшили до 20. Реально спектри міряють з меншим кроком – переважно 1-2 нм. Головне, щоб кількість точок у спектрі (к-сть рядків таблиці) не перевищувала 1000. В іншому випадку програма проігнорує надлишкові точки.

Вхідні дані можна вводити у програму двома способами:
Спосіб "копіювати/вставити" (Copy/Paste). Табличка з вхідними даними зберігається у файлі зручної для Вас програми (Excel, Origin, Word тощо – головне, щоб формат цієї таблиці був правильний – див. вище). Ви відкриваєте цей файл, виділяєте всі клітинки цієї таблиці, задаєте команду "Копіювати" (Copy), а потім в нашій програмі – тиснете кнопку "Вставити". Якщо формат таблиці і даних в ній був правильний, то спектри успішно перенесуться у програму. Візуально ви це побачите у лівому вікні (програма виводить виміряні спектри чорним кольором). Спробуйте в такий спосіб переносити дані з нашого файлу test.xls.

Спосіб через файл data.mdf. Табличка з вхідними даними знаходиться у звичайному текстовому файлі data.mdf (він повинен бути у цій же папці, де програма). В цьому випадку для введення даних у програмі слід натиснути кнопку "Витягнути з data.mdf". Цей спосіб теж доволі зручний. Ми радимо зберігати результати кожного експерименту (серію спектрів) в окремій папці жорсткого диску, де окрім всіх необхідних файлів створити також і файл data.mdf (це можна зробити в звичайному блокноті - notebook). Перед розрахунком файл data.mdf слід копіювати у папку з програмою.

Порядок роботи з програмою

(на прикладі H3A з файлу test.xls)
Після внесення у програму вхідних даних необхідно визначитись із типом кислоти, яку Ви досліджуєте – її основністю, а точніше – кількістю ступенів протолізу у заданому діапазоні рН. Зайві Ка слід "обнулити". Наприклад, якщо кислота є триосновною (Н3А), то дві останні константи прирівнюють нулю. Для цього у програмі слід поставити "галочки" у відповідні чекбокси:
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А як же взнати основність кислоти? Зорієнтуватись із цим допоможе графік залежності "dA/dpH - pH" – в ідеалі кількість максимумів і їхнє положення вказує на кількість рКа та їхнє значення:
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Із приведеного вище можна припустити, що досліджувана кислота є триосновною (маємо 3 ступені кислотного протолізу у досліджуваному діапазоні рН і, відповідно, 3 значення рКа). Якщо ж це важко з’ясувати, то можна спробувати виконати розрахунок для всіх типів кислот, починаючи від односновної: НА, Н2А і т.д. На правильний варіант вкаже найкраща відповідність між експериментальними спектрами та розрахованими.

Можна спробувати ще один спосіб – виконувати розрахунок для НА (одне рКа) виділяючи обмежену кількість (3-4) послідовних спектрів (з близьким рН), які мають чітко виражені ізобестичні точки. Так можна знайти кількість рКа та їх приблизні значення:
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У програмі реалізовано три методи розрахунку констант кислотності:
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1. Оптимізація значень рКа. Цей метод полягає у поступовій зміні початкових значень рКа до тих пір, поки не буде знайдено оптимальні їх значення. Критерієм оптимальності є найменше значення s(A) – стандартного відхилення оптичної густини, яке визначається за такою формулою:
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де Ае – експериментально виміряні оптичні густини;

     Ар – розраховані оптичні густини;

       n – загальна кількість точок на всіх спектрах.

Інакше кажучи, критерій оптимальності – це найменша різниця між експери-ментально виміряними спектрами та розрахованими.

Перед запуском розрахунку за цим методом слід спершу вказати початкові значення рКа (у жовтих клітинках). Бажано, щоб вони були близькими до істинних, тому тут теж варто керуватись залежністю "dA/dpH - pH", яка дає можливість оцінити приблизні значення рКа (підведіть курсор миші до максимуму на цій кривій і побачите значення рКа):
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Алгоритм пошуку значень рКа грунтується на авторському методі оптимізації – МОЗ (метод оптимальних змін). Якщо описати одним реченням, то цей метод полягає у пошуку оптимального вектора руху точки з координатами (рКа1, рКа2, ... рКаn) у n-вимірному просторі із поступовим зменшенням "довжини" вектора до необхідної точності значень рКа, яким відповідає точка мінімуму функції s(A). 

2. Автоперебір 1/5. Цей метод грунтується на алгоритмі перебору можливих значень рКа з поступовим звуженням кроку та діапазону пошуку. Початковий діапазон для кожної рКа є 1...13, а початковий крок дорівнює 3 (тобто діапазон розбитий на 5 значень: 1, 4, 7, 10, 13 – звідси і назва методу "1/5"). Коротенький опис алгоритму:

– перебір всіх можливих 5n комбінацій значень рКа та розрахунок функції s(A) для кожної з них;

– вибір оптимальної комбінації (для неї s(A) є найменшим);

– зменшення кроку та діапазону вдвічі. Якщо крок ще не досяг потрібного мінімуму (0,001), то відбувається перехід на перший пункт.

В процесі розрахунку за цим методом програма виводить біжучі значення діапазону пошуку та кроку для кожної рКа:
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3. Ручний перебір. Цей метод дуже подібний до попереднього, однак і діапазон і крок пошуку Ви задає самі (для кожної рКа). Тому, перед запуском розрахунку за цим методом, слід ввести необхідні дані. Наприклад, Ви з’ясували, що приблизні значення рКа (з точністю ±1) є такими: рКа1=3, рКа1=5, рКа1=7 і потрібно їх уточнити до ±0,1. В цьому випадку слід ввести такі вхідні дані:
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	Незалежно від вибраного методу розрахунку ви можете довільно вилучати/залучати до розрахунку спектри та константи. Наприклад Ви хочете спробувати розрахунок без певного спектру/спектрів (він видався сумнівним) – перед запуском розрахунку потрібно зняти відповідну "галочку":
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	Аналогічно вилучаються константи. Наприклад Ви досліджуєте триосновну кислоту Н3А, але значення першої константи добре відоме і Ви не хочете, щоб програма в процесі розрахунку змінювала його. Для цього слід вказати значення рКа та зняти відповідну "галочку":
	
[image: image13.png]





В процесі розрахунку програма виводить біжучі значення рКа, спектри всіх форм кислоти та розраховані спектри вибраних розчинів (можна слідкувати, як ці спектри поступово "наближаються" до експериментальних). Ви можете і достроково припинити розрахунок (натиснувши відповідну кнопку) – при цьому, зрозуміло, одержані результати можуть суттєво відрізнятись від істинних. Після завершення розрахунку програма виводить значення констант (Ка) та їх від’ємних логарифмів із зазначенням надійного діапазону (рКа±ΔрКа), що дає можливість оцінити точність одержаних даних.
Методика експерименту
Вхідними даними для програми є спектри розчинів забарвленої речовини при різному рН. Отже, необхідно приготувати серію розчинів з однаковою концентрацією кислоти, але різним рН. Важливо, щоб ці розчини відрізнялись лише за рН, а все решта (концентрація речовини, іонна сила і т.д.) повинно бути однаковим – від цього залежить правильність результатів розрахунку. Концентрацію кислоти вибирають таким чином, щоб максимальне значення оптичної густини розчину не перевищувало 0,6-0,7 (для максимальної точності експерименту). Для забезпечення однакової іонної сили у кожен розчин вводять індиферентний фоновий електроліт. Ми переважно для цього використовуємо NaCl, концентрація якого в кожному розчині становить 0,1 моль/л. Для забезпечення потрібного рН слід використовувати буфери з різним рН, або універсальну буферну суміш кислот і луг.

Замість серії розчинів можна приготувати лише один розчин значного об’єму з сумішшю кислот універсального буфера і міряти його рН та спектр після кожного додавання лугу. Оскільки ми використовуємо саме другий спосіб, то опишемо його детальніше, крок-за-кроком.

1. У мірну колбу на 250 мл додаємо необхідний об’єм розчину реагента (досліджуваної кислоти), 10 мл розчину суміші кислот для універсального буфера (це розчин, що містить H3PO4, H3BO3 i CH3COOH з концентрацією кожної кислоти 0,5 М), 10 мл 2,5 М NaCl і додаємо дистильованої води до мітки.

2. Ретельно перемішуємо розчин і переливаємо у стакан на 300 мл. У стакан кидаємо магнітик (у тефлоновій оболонці) і ставимо на магнітну мішалку. Занурюємо у розчин електроди рН-метра і вмикаємо мішалку.

3. Вимірюємо і записуємо значення рН розчину.

4. Відбираємо дозатором (3 мл розчину у кювету спектрофотометра. Ми користуємось кюветами 1х1 см (висота 4 см). Якщо у Вас інші кювети, то відбираєте такий об’єм розчину, який необхідний для заповнення кювети.

5. Міряємо спектр розчину з кроком 1-2 нм. Якщо у Вас ручний спектрофо-тометр (не скануючий), то доцільно збільшити крок до 5-10 нм, щоб скоротити час вимірювання.

6. Розчин з кювети переливаємо назад у стакан (бажано максимально кількісно). Кювету не споліскуємо водою!

7. Дозатором додаємо у розчин 0,5 мл розчину 2,5 M NaOH (чи KOH). Переходимо до пункту №3 (поки не дійдемо до рН 12-12,5)

В такий спосіб ми одержимо спектри та рН розчину досліджуваної речовини. Для додаткового підвищення точності доцільно перед заповненням кювети 2-3 рази споліскувати її досліджуваним розчином. Тобто пункт №3 виконувати так: налити 3 мл розчину у кювету і вилити його назад у стакан, налити і вилити, налити і вилити. Так можна усунути похибку, що зумовлена некількісним виливанням попереднього розчину з кювети.

Також бажано врахувати розбавлення розчину внаслідок додавання лугу. Зробити це дуже просто: оптичні густини у другому спектрі помножити на коефіцієнт 250,5/250; у третьому спектрі – на коефіцієнт 251/250; у четвертому – на коефіцієнт 251,5/250 і т.д.

Наш досвід показує, що похибки, зумовлені цими двома факторами, є незначними, однак для максимальної чистоти експерименту все ж бажано їх уникати.

Зрозуміло, що досліджувана речовина повинна бути добре розчинною у воді (у всьому діапазоні рН). 

Приклади з файлу test.xls

Перед використанням програми для обробки експериментальних даних доцільно опанувати її на готових (змодельованих математично) прикладах. Ми підготували такі приклади у файлі test.xls. Переносити дані з цього файлу у програму "SpectroCalc-H5A" дуже просто: виберіть потрібний приклад, виділіть усі кольорові клітинки, виконайте команду "Копировать" (copy), в нашій програмі клацніть кнопку "Вставити" – спектри будуть успішно перенесені у програму. Після цього можна приступати до розрахунку.

Файл test.xls містить приклади кислот різної основності (від триосновних Н3А до п’ятиосновних Н5А), з різним ступенем перекривання спектрів окремих форм кислоти, а також приклади сумішей кислот (щоб продемонструвати неможливість розрахунку, коли є суміш досліджуваних речовин).
Обмеженість програми. Розв’язання "складних систем"

На власному досвіді ми переконались, що доволі часто не вдається виконати математичну обробку експериментальних даних і розрахувати константи кислотності. Зупинимось на можливих причинах:

1. Досліджувана речовина насправді є сумішшю різних речовин. Це доволі поширений випадок. Забарвлені реагенти часто є сумішшю різних ізомерів, що відрізняються як за спектрами, так і за кислотно-основними характеристиками. Можливий також варіант, що реагент є забруднений результатами свого "старіння" (містить продукти окиснення чи якогось іншого перетворення). Можна спробувати очистити речовину перектристалізацією чи іншим відповідним способом.

2. Окремі форми кислоти дуже спектрально подібні, або не поглинають у вимірюваному діапазоні (. Теж доволі поширений випадок. Якщо кислотна група (скажімо -СООН) розташована у молекулі так, що практично не впливає на хромофор, то дисоціація за цією групою не змінюватиме спектр розчину досліджуваної речовини. Це призведе до того, що відповідна Ка буде "загублена" при розрахунку – тобто буде виглядати так, що кислота є менш основною, ніж це є насправді. Такі ж проблеми виникають, коли окремі форми кислоти взагалі не поглинають у вимірюваному діапазоні довжин хвиль.

Насправді це не є "мінусом" нашої програми. Фактично це обмеженість самого методу спектрофотометричного дослідження кислотно-основних рівноваг. Слід про це пам’ятати і завжди брати до уваги результати, одержані іншими методами.

3. Наявність інших (не кислотно-основних) рівноваг у системі. Трапляються випадки, коли в певному діапазоні рН спектри ведуть себе "дивно" і програма не може розрахувати відповідні Ка. Це можна пояснити наявністю інших рівноважних процесів за участю окремих форм кислоти. Зокрема, ми мали труднощі, пов’язані з утворенням безбарвних лактонних форм у деяких трифенілметанових барвниках:
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Крім цього ймовірним є утворення іонних асоціатів між різними формами досліджуваної речовини чи якоїсь таутомерії і т.п.

Виловити "сторонні рівноваги" можна послідовно виконуючи розрахунок у вузькому діапазоні рН (див. розділ "Порядок роботи з програмою", С.4-5) в моделі одноосновної кислоти НА. У тому діапазоні, де виникають такі рівноваги, виникатимуть і труднощі з розрахунком (велике стандартне відхилення s(A) та надійний інтервал (рКа, невідповідність розрахованих спектрів виміряним).

4. Низька стійкість речовини. Окремі реагенти можуть активно взаємодіяти з розчиненим киснем, який завжди присутній у розчині. Наприклад, деякі азобарвники помітно окиснюються розчиненим киснем у лужному середовищі. Ми вперше натрапили на такі труднощі, коли не могли зрозуміти дивну поведінку спектрів  розчину торону у лужному середовищі.

Взагалі, бажано переконатися у стійкості реагента у досліджуваному діапазоні рН. Ми робимо це таким способом. Готуємо декілька розчинів з різним рН від сильнокислого до сильнолужного, міряємо їхні спектри і залишаємо на певний час. Потім знову міряємо спектри і порівнюємо з початковими. Якщо реагент стійкий за таких умов, то не повинно бути змін у спектрах.

Окрім зазначених проблем можуть буті і інші. Згодом ми плануємо удоско-налювати нашу програму, щоб вона могла "виловлювати" сторонні процеси чи рівноваги і навіть розраховувати відповідні константи рівноваги.

Авторські права та умови користування програмою
Усі права на програму "SpectroCalc-H5A" належать її авторам. Дозволяється без обмежень користуватись програмою в наукових дослідженнях чи навчальному процесі у будь-яких наукових чи навчальних закладах будь-якої форми власності.

При публікації результатів (статті, тези, дисертації тощо), повністю чи частково одержаних за допомогою програми "SpectroCalc-H5A", необхідно посилатися на її авторів. Стаття про "SpectroCalc-H5A" опублікована у хімічному журналі  "Методы и объекты химического анализа". Посилання на цю статтю у публікаціях є обов’язковою умовою користування програмою "SpectroCalc-H5A" :

Совин О.Р., Пацай І.О. Програма "SpectroCalc-H5A" для розрахунку констант кислотності на основі спектрофотометричних даних. Методы и объекты химического анализа. 2012, 7(2), 74–80.

Допускається також посилання на веб-сторінку програми: http://www.franko.lviv.ua/faculty/Chem/spectrocalc/index.htm
Ви можете без обмежень копіювати програму на різні комп’ютери, передавати іншим особам, вільно (безкоштовно) поширювати у будь-який спосіб. Однак забороняється продавати програму (самостійно чи в складі пакетів програм), використовувати її без дозволу авторів у комерційних проектах, вносити зміни у файли програми (Ka.exe, Msvbvm50.dll, help.doc, data.mdf, test.xls).

Програма є продуктом категорії "як є" ("as is"), надається без жодних гарантій правильної і коректної роботи. Автори не несуть відповідальності за збитки (прямі чи опосередковані), зумовлені цією програмою.

Ми будемо дуже вдячні Вам за побажання, рекомендації, відгуки, повідомлення про помилки в роботі програми, які можна надсилати електронною поштою на адресу:  i_patsay@franko.lviv.ua
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