ניסוי 23 – ספקטרופוטומטריה
מושגים: בליעה (Absorbance), העברה (Transmittance), חוק Beer-Lambert, מבנה הספקטרופוטומטר, קרינה אלקטרומגנטית, תחום האור הנראה.
ספקטרופוטומטריה עוסקת במדידת בליעה של קרינה אלקטרומגנטית כפונקציה של אורך הגל, כאשר הקרינה עוברת דרך תווך כלשהו. בד"כ, המרכיב אשר מתעניינים בו ושהוא אחד הגורמים לבליעה של הקרינה נמצא בתערובת עם חומרים אחרים. אותם חומרי לוואי (לדוגמא: חומצות הדרושות להמסה או למניעת הידרוליזה, חומרים מחמצנים או מחזרים וגם הממס עצמו), עשויים לבלוע קרינה אף הם ויש לקזז את השפעתם. זאת עושים ע"י שימוש בתמיסה המכילה את כל המרכיבים שנמצאים בדוגמא הנבדקת מלבד החומר שאותו רוצים למדוד – תמיסה זאת מכונה תמיסת הבלנק (Blank). 

נגדיר את עוצמת הקרינה אשר יוצאת מתא המדידה שמכיל את תמיסת הבלנק בלבד כ- Po ואת העוצמה אשר יוצאת מתא מדידה המכילה את התמיסה עם החומר הנבדק כ-Ps. על פי חוק Beer-Lambert, היחס Ps/Po המוגדר העברה (T, Transmittance) הוא:  -εbc10= T = Ps/Po והוא תלוי בריכוז, c, במול לליטר, של החומר הבולע, באורך מסלול האור בחומר הבולע, b, בס"מ, ובמקדם הבליעה המולרי ,(molar absorptivity) ε.

כדי לקבל קשר ליניארי עם הריכוז, מגדירים פונקציה חדשה, בליעה (A, absorbance):

A = -logT = log 1/T = log Po/Ps = εbc
יש לזכור כי A, T, ε תלויים באורך הגל בו מבוצעת המדידה.
נגדיר את אחוז האור הנבלע ע"י הדוגמא =  %a  

טווח הערכים אותם יכול לקבל T הוא בין 0 ל-1. אחוז העברה (T%) הוא פשוט 100·T , וטווח הערכים האפשריים נע בין 0 ל- 100%.

כאשר אין בליעת אור כלל Ps = Po ו- A = 0. אם 90% מהאור נבלעים על ידי הדוגמא, כלומר יש 10% העברה ו-Ps = 0.1(Po . A יהיה שווה במקרה זה ל-1. דוגמאות אלו מסוכמות בטבלה 1.

טבלה 1

	Ps/Po       %T        %a          A

	 1           100           0              0

   0.1           10         90              1  

   0.01           1          99              2    


חשוב לשים לב כי בחיבור שני חומרים בולעים: T(1+2) ≠ T1 + T2. כלומר, העברה איננה תכונה אדיטיבית.
לעומת זאת: A(1+2) = A1 + A2    . כמו כן, חשוב לשים לב כי: A ≠ % האור הנבלע ע"י הדוגמא. כאשר נתון לנו % האור הנבלע ע"י הדוגמא (%a) אזי:

%a –   100%=  T%

תאור המכשיר

הספקטרופוטומטר הינו מכשיר למדידת בליעת אור (ראה סכמה 1). אור לבן ממנורה מועבר דרך מונוכרומטור (מבוסס על סריג נפיצה או מנסרה) שבורר תחום צר של אורכי גל ומעבירם דרך סדק צר אל הדוגמא. לאחר שהאור עבר בדוגמא מרחק של b ס"מ וחלקו נבלע הוא מגיע לגלאי אור. מהגלאי יוצא זרם (או מתח) חשמלי אשר גודלו עומד ביחס ישיר לעוצמת האור שפוגע בו. זרם זה מוגבר ולאחר מכן נהפך מסיגנל אנלוגי לקריאה דיגיטלית של %T, A אוc . סיבוב אמצעי הנפיצה – הסריג או המנסרה מאפשר שינוי אורך גל האור במדידת הבליעה.

הספקטרופוטומטר שבידינו מכסה את התחום האופטי מ-nm340 עד ל-  nm750. 

צבעי הספקטרום בתחום הנראה:
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סכמה 1





עבודה עם תאי המדידה

משתמשים בתא אשר חתכו הפנימי הינו ריבוע עם צלע 1 ס"מ. הדיוק של המימד הזה תלוי בסוג התא. אנו נשתמש בתא עשוי חומר פלסטי שיתרונו מחירו הנמוך. לידיעה כללית, תאים העשויים מזכוכית או קוורץ הינם מדויקים יותר אך יחד עם זאת יותר יקרים.

כללי השימוש והטיפול בתאים:
1. לתא אופטי ריבועי ישנן שתי דפנות מחוספסות (שעל אחת מהן מסומן חץ) ושתיים שקופות. יש   להחזיק את התא רק בדפנות המחוספסות.
2. לפני המדידה יש לשטוף את התא בכמה מנות של התמיסה הנבדקת.
3. אם נשארות טיפות של התמיסה על דופן התא החיצונית, יש לספוג אותן בעדינות עם טישו נקי. בדוק שאין סיבי נייר בחוץ או בועות אוויר בפנים התא בחלקו התחתון.
4.   הכנס את התא כך שהדפנות השקופות מופנות לכיוון קרן האור. הקפד בכל פעם להכניס את התא כך   שהחץ המופיע בדופן המחוספסת יימצא באותו הצד. 
5. יש אפשרות להכניס 4 תאים לתוך הספקטרופוטומטר. לעיתים התאים אינם אחידים ועבור אותה תמיסה יתקבלו קריאות שונות. לכן ישנן שתי אפשרויות: לעבוד עם תא אחד או לקחת 2 תאים שבתוכם מים ולבדוק את הקריאה המתקבלת. במידה והקריאות שונות יש להתחשב בכך במדידות בהמשך.

הפעלת המכשיר UNIC2100
1. הדלק את המכשיר בעזרת כפתור המצוי בגב המכשיר.

2. המתן כ-15 דקות לחימום ולהתייצבות המכשיר. הצג יראה 100/546.
3. תבחר ב-“Absorbance” בעזרת כפתור “mode”, וודא כי האור האדום עבור “Absorbance” דלוק.
4. תבחר באורך גל הרצוי בעזרת כפתורי החצים.
5. מלא את התא בתמיסת בלנק עד חצי הגובה. ספוג את טיפות התמיסה על דפנות התא עם נייר טישו.
6. הכנס את התא למכשיר במקום הקרוב אליך מתוך 4 בתי התא. העבר את בית התא בלחיצה עדינה כך שהתא יימצא במסלול האור. וודא כי הקרן עוברת דרך הדפנות השקופות של התא.
7. סגור את המכסה.
8. אפס את המכשיר עם תמיסת הבלנק בעזרת כפתור “100% T/0 ABS” והמתן עד הופעת הקריאה 0.000 על הצג.
9. הכנס בין 1-4 תאים עם דוגמאות שונות. העבר את בית התא כך שהתא הבא עם התמיסה הנבדקת יימצא במסלול האור ורשום את הקריאה שתופיע על הצג. אל תשכח להעביר את בית התא כדי להחליף את הדוגמא ורשום קריאה הבאה.
10. חזור על שלבים 4-9 במקרה של מדידה באורכי גל שונים.
שים לב: בכל שינוי של אורך גל יש לאפס את המכשיר.
הפעלת המכשיר V-1600

1. הדלק את המכשיר בעזרת כפתור המצוי בגב המכשיר.

2. על הצג תוצג ההודעה "Self testing", לאחר בדיקה עצמית תופיע ההודעה:
Minutes, "enter" to step" "warming-up 20. ניתן ללחוץ על enter .

3. תבחר ב-“Photometry” (האופציה הראשונה) ע"י לחיצה על "enter". 
4. תבחר באורך גל הרצוי ע"י לחיצה על כפתור "GOTOλ".
5. מלא את התא בתמיסת בלנק עד חצי הגובה. ספוג את טיפות התמיסה על דפנות התא עם נייר טישו.
6. הכנס את התא למכשיר במקום הקרוב אליך מתוך 4 בתי התא. העבר את בית התא בלחיצה עדינה כך שהתא יימצא במסלול האור. וודא כי הקרן עוברת דרך הדפנות השקופות של התא.
7. סגור את המכסה.
8. אפס את המכשיר עם תמיסת הבלנק בעזרת כפתור "ZERO" והמתן עד הופעת הקריאה 0.000 על הצג.
9. הכנס בין 1-4 תאים עם דוגמאות שונות. העבר את בית התא כך שהתא הבא עם התמיסה הנבדקת יימצא במסלול האור ורשום את הקריאה שתופיע על הצג. אל תשכח להעביר את בית התא כדי להחליף את הדוגמא ורשום קריאה הבאה.
10. חזור על שלבים 4-9 במקרה של מדידה באורכי גל שונים.
שים לב: בכל שינוי של אורך גל יש לאפס את המכשיר.
מהלך עבודה
א.  ספקטרום בתחום הנראה – בדיקה איכותית (במכשיר V-1600)
הכנס בבית התא סרט נייר לבן ברוחב קצת פחות מס"מ. בעזרת הכפתור "GOTOλ" בחר באורך גל 380nm ובדוק שאתה מבחין בצבע סגול על הנייר, אם לא יש להעלות את אורך הגל עד להופעת הצבע הסגול. בהמשך, יש להעלות את אורכי הגל אשר בהם ניתן להבחין בצבעים: כחול, ירוק, צהוב, כתום, אדום. 
רשום את אורך הגל אשר מעבר לו לא ניתן לראות את הצבע האדום. 
רשום בטבלה את טווחי אורכי גל מהספרות המתאימים לכל הצבעים בתחום הנראה והשווה לערכים שהבחנת בהם את הצבעים. 
2. מדידת ספקטרה הבליעה של כרום, קובלט וניקל –חלק איכותי
ברשותך שלוש תמיסות של Cr(NO3)3, NiCl2 ו-CoCl2  בריכוז 0.150M כל אחת. הכן תמיסה של כל אחד מהיונים (סה"כ 3 תמיסות) בבקבוקי מדידה של 50 מ"ל בריכוזים 0.0150M.

1. הכנס בתא אחד את תמיסת הבלנק (מים מזוקקים) ובשלושת התאים הנוספים את תמיסות כרום, קובלט וניקל (כל אחת בריכוז 0.0150M).
2. בחר באורך גל 700 nm, אפס את בליעת המים (100% T/ 0 ABS במכשיר 2100) או (ZERO במכשיר V-1600).
3. משוך בעדינות את הידית עם התאים עד שיישמע קליק – כעת מדוד ורשום בליעה בתא השני. 
4. חזור על פעולת משיכת ידית התאים לתא השלישי והרביעי ורשום ערכי הבליעות המתקבלות עבור כל אחד מיוני כרום, קובלט וניקל.
5. חזור על סעיפים 3-4 ע"י שינוי באורך הגל עד 380 nm בקפיצות של 20nm. בכל שינוי של אורך גל אל תשכח לאפס את המכשיר עם תמיסת הבלנק.
6. בקריאות הבליעה המתקבלות ניתן להבחין בעליות ובירידות בערכי הבליעה עבור כל אחד מהיונים. חזור על מדידת ספקטרום הבליעה (עבור כל יון בתחום שלו, כמובן) בתחום של 20nm בקפיצות של 5nm באזור כל שיא בליעה.
7. בנה על גרף אחד את שלושת העקומות של בליעה (A) כפונקציה של אורך גל (λ) עבור שלושת היונים.
8. מתוך הגרף מצא את אורכי הגל בהם הבליעה הינה מכסימלית עבור כרום, קובלט וניקל.
ג.    הכנת עקומת כיול וקביעת   Co2+בנעלם

1. הכן תמיסות של Co2+ בריכוזים הבאים (השתמש בבקבוקי מדידה של 50 מ"ל):
0.0150M, 0.0300M, 0.0450M, 0.0900M
2. קבל תמיסת נעלם של Co2+. השלם את נפח בקבוק המדידה עד הקו עם מים מזוקקים.
3. העבר את המונוכרומטור לאורך גל בו הבליעה של קובלט מקסימלית (אורך גל זה מצאת בחלק א).
4. הכנס תא את תמיסת הבלנק (מים מזוקקים) ואפס את המכשיר.
5. הכנס תא עם התמיסה המהולה ביותר ומדוד בליעה (0.0150M).
6. החלף את התמיסה בתמיסה הבאה (0.0300M) מדוד ורשום בליעה, ובאותו האופן מדוד את בליעתה של התמיסה השלישית.
7. החלף את אחד התאים בתמיסת נעלם ומדוד את בליעתו. האם בליעתו מצויה בתחום עקומת הכיול? אם כן, רשום את ערך הבליעה. אם לא, מהל את תמיסת הנעלם לריכוז המתאים.
8. בנה עקומת כיול (A כנגד ריכוז) . אל תשכח לכלול את קריאת הבלנק (0,0) בנתונים ובגרף.
9. העבר קו ישר טוב ביותר דרך הנקודות.
10. חשב את מספר מ"ג של קובלט בנעלם מתוך עקומת הכיול.

4. קביעה בו זמנית של שני מרכיבים בתמיסה- מבוא
בתנאים אידיאליים חומרים בתמיסה הבולעים אור אינם משפיעים אחד על תכונות הבליעה של השני. ישנם מקרים, במיוחד בריכוזים נמוכים, שבהם המצב הזה מתקיים.

באותם מקרים בליעת התמיסה בכל אורך גל הינה סכום הערכים של A שהיו מתקבלים עבור כל מרכיב לו היה לבדו בתמיסה באותו ריכוז.

A( = ∑ε (j bc j
כאשר ( מתייחס לאורך גל מסויים ו- j מציין אחד מהמרכיבים. מכיוון שאנו משתמשים באותו תא בכל  המדידות,  אפשר לצרף ε ו-b   לערך k ולרשום:

A( = ∑k(j c j
במקרה של מערכת בעלת שני מרכיבים בולעים, המדידה בשני אורכי גל מאפשרת לנו לכתוב:

(1)



A1 = k11 c1 + k12 c2






(2)



A2 = k21 c1 + k22 c2




באופן עקרוני ניתן למדוד בליעה בשני אורכי גל כלשהם, אך הדיוק המירבי יושג אם נבחר באורכי גל אופטימליים. (ראה הסבר לאורך גל אטופטימלי בהמשך)

הנעלמים במשוואות אלה הם c1 ו- c2 בתנאי שאנחנו יכולים לקבוע מראש את הערכים של k(j (ראה הסבר ל- k(j בהמשך).

אורכי גל אופטימליים

במצב אידיאלי היה אפשר למצוא עבור כל מרכיב אורך גל שבו הAbsorbance שלו מקסימלי וערכי ה-Absorbance של המרכיב השני אפס. למעשה, שני הצורונים בד"כ בולעים במידה זאת או אחרת בכל אורך גל, ומה שניתן לעשות הוא למצוא שני אורכי גל שבהם ההפרש בין ערכי הAbsorbance שלהם הוא גדול ככל האפשר. יש לציין כי ככל שהפרש זה יהיה קטן, השגיאה במדידה צפוייה להיות גדולה יותר.
 k (j
הכנת ארבע עקומות כיול תספק לך את הערכים של k. סדרה של תמיסות בעלות ריכוזים ידועים של חומר מס' 1 נמדדת באורך גל  λ1 וגם  באורך גל   .λ2  מתקבלות שתי עקומות כיול ששיפועיהן k11  ו- k21 .כנ"ל לגבי חומר מס' 2, אשר ממנו אפשר למדוד k12 ו- k22. את תמיסת הנעלם מודדים גם ב- λ1 ו- λ2. .מה שנשאר הוא לפתור שתי משוואות ליניאריות בשני נעלמים ולחשב את שני הנעלמים c1 ו-c2.

 קביעת Cr3+ ו-Ni2+ בתמיסה - מהלך עבודה
בהתבסס על המדידות הספקטרה שבצעת בחלק א' קבע את שני אורכי הגל האופטימליים λ1 ו- λ2 בהם תבצע את המדידות. עבור כל אורך גל (λ1 ו- λ2) בנה עקומת כיול לכל אחד מהיונים ולאחר מכן מדוד את הבליעה של תמיסת הנעלם.
1. לרשותך תמיסות של Cr(NO3)3 ו- NiCl2 בריכוז 0.150M כל אחת. הכן שלוש תמיסות של כל אחד מהיונים (סה"כ 8 תמיסות) בבקבוקי מדידה של 50 מ"ל בריכוזים הבאים: 0.0150M, 0.0300M 0.0450M, ו-0.0900M (השתמש בחלק מהתמיסות אשר הכנת בחלק ב').
2. קבל בקבוק מדידה עם תערובת של ניקל וכרום, מלא את הבקבוק עד לקו עם מים מזוקקים.
3. הכנס למכשיר תא מדידה עם תמיסת בלנק (מים מזוקקים).
9. עבור ל- λ1ואפס את בליעת המים (100% T/ 0 ABS במכשיר 2100) או (ZERO במכשיר V-1600).
4. הכנס לתא בזה אחר זה את התמיסות שהכנת בריכוזים השונים של שני היונים הנבדקים. מדוד לכל
      אחד מהיונים את הבליעה.
5. הכנס את תמיסת הנעלם ומדוד את בליעתו (באורך גל λ1).
6. חזור על סעיפים 3-6 עבור λ2.
7. בנה ארבע עקומות כיול (שתי עקומות כיול לכל יון ב- λ1 ושתי עקומות כיול לכל יון ב- λ2).
8. פתור את שתי המשוואות (1) ו-(2) (עמ' 4) וחשב את הריכוזים של קובלט וניקל.
9. חשב את כמות כרום וניקל במ"ג בנעלם שקיבלת.
פתרון לשאלה הבאה יש להגיש למדריך בבוקר לפני הניסוי  כתנאי מקדים לביצוע ניסוי זה:
נתונות תוצאות של ניסוי לקביעת כמות יוני נחושת וברזל בנעלם. על סמך התוצאות יש לחשב את כמות יוני  הברזל והנחושת במ"ג. הנעלם התקבל בבקבוק מדידה של 250   מ"ל.
	
	Fe(II)
	Cu(II)

	
	Concentration [M]
	Absorbance
	Concentration [M]
	Absorbance

	λ = 380nm
	0.0000
	0.000
	0.0000
	0.000

	
	0.0150
	0.006
	0.0150
	0.076

	
	0.0375
	0.015
	0.0454
	0.240

	
	0.0758
	0.031
	0.0900
	0.412

	λ = 700nm
	0.0000
	0.000
	0.0000
	0.000

	
	0.0150
	0.078
	0.0150
	0.001

	
	0.0375
	0.237
	0.0454
	0.003

	
	0.0758
	0.476
	0.0900
	0.006


מדידות עבור הנעלם:                            
A( λ= 380nm) = 0.147

A(λ = 700nm) = 0.179

תשובות סופיות:  

m(Fe) = 388 mg

m(Cu) = 469 mg
                                            טופס נעלם  ספקטרופוטומטריה
תאריך................................
שם סטודנט..........................                                    

שם המדריך.........................
                                                  קביעת קובלט
מספר נעלם....................

מה כמות ה- Co+2    בנעלם....................................

                                     קביעת ניקל וכרום בתערובת
מספר נעלם.................

מה כמות ה-Ni+2    בנעלם...................................

מה כמות ה-Cr+3    בנעלם..................................
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