PAGE  
80

ניסוי מס' 6  - ספקטרופוטומטריה

מבוא
אור הוא קרינה אלקטרומגנטית הנוצרת ע"י תנודות מחזוריות של מטענים חשמליים, לדוגמה אלקטרונים. מכיוון שכך מופיעה האנרגיה המוקרנת בצורת גלים. שדה חשמלי מתנודד ובניצב לו שדה מגנטי מתנודד ושניהם אנכיים לכיוון התקדמות הקרינה. קרינה זו מאופינת ע"י אורך גל 
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 (lambda) שהוא המרחק בין שתי פסגות גל (ראה ציור מספר 1) , (או בין כל שתי נקודות דומות בגל). 
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ציור מספר 1
הגל עובר דרך החלל במהירות האור c 
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 לכן מספר פסגות הגל שעוברות בנקודה מסויימת בחלל בשניה אחת הוא:
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כאשר 
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  היא תדירות של הגל ב-  C.P.S.(Cycle per second)

אור מונוכרומטי הוא אור בעל אורך גל יחיד ואילו אור פוליכרומטי מורכב מתערובת של אורכי גל שונים, בדרך כלל רצף של אורכי גל על פני תחום כל שהוא (אור לבן).  התחום הנראה (ע"י עין האדם) של האור משתרע בין אורכי הגל  380nm(סגול) עד 750nm (אדום)*.

*יחידת האורך המקובלת היום היא הננומטר (nanometer) דהיינו 10-9 מטר. היא הולכת ומחליפה את היחידות הקודמות: המילימיקרון (
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= milimicron) דהיינו 10-7 ס"מ, והאנגסטרום (Å-Angstrom)  דהיינו 10-8  ס"מ.

קרינה אלקטרומגנטית יכולה לעבור אינטרקציה עם חומר. בין השאר אנרגית הקרינה עשויה להקלט  ע"י מולקולות החומר ולהבלע על ידן. בעקבות בליעת האנרגיה חל ערור של המולקולות, כלומר, הן עוברות למצב אנרגטי גבוה יותר מזה שהיו בו בתחילה. בדרך-כלל קיימת אפשרות שבעקבות תהליכים משניים תהפוך האנרגיה הנבלעת בסופו של דבר לאנרגיה תרמית המתפזרת לסביבה ע"י התנגשויות בין המולקולות לבין עצמן. כתוצאה מכך תחזורנה המולקולות לרמה האנרגטית ההתחלתית שלהן.
מולקולות שונות מסוגלות לבלוע אור באורכי גל שונים בהתאם למבנה האלקטרוני שלהן, ספקטרום הבליעה של חומר הוא למעשה רשימת אורכי הגל בהם בולע החומר אנרגיה אלקטרו-מגנטית. מכיוון שלכל חומר ספקטרום בליעה אופייני (ציור מס' 2) הרי הספקטרום משמש  מעין "טביעת אצבעות" שבעזרתה ניתן לעיתים לזהות חומר באופן איכותי. במידה ואפשר למדוד את עצמת הבליעה באורך גל מסוים, במדויק, אפשר גם לערוך ניסויים כמותיים.

במקרה ונדרשת קביעה כמותית, עובדים באורך גל בו הבליעה מירבית, דבר המקנה רגישות מירבית לבדיקה ומקטין את השגיאה הנובעת כתוצאה מסטיות באורך הגל בו עובדים. תלות הבליעה באורך הגל נתונה, כללית, ע" ציור מס' 2. לפי האמור למעלה, עדיף לעבוד באורך הגל 
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 ולא ב- 
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 ואילו 
[image: image12.wmf]0

¹

l

d

dA

 כאשר
[image: image13.wmf]max

l

l

¹

. מכאן, שסטיה מקרית באורך הגל (כתוצאה ממגבלות מכשיריות) תגרום, לסטיה קטנה בעצמת הבליעה באזור 
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 ולסטיות גדולות (חיוביות או שליליות) באיזורים האחרים.
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ציור מספר 2


1. ספקטרום התחום הנראה

למערכות כימיות ועצמים צבועים, כושר סלקטיבי לבליעת אור. השמות אנליזה קולורימטרית או, ספקטרופוטומטרית, מתיחסים למדידות במערכות אלו, כאשר המטרה היא קביעה כמותית של ריכוז המרכיב יוצר הצבע. השמוש העיקרי של השיטה היא לקביעה של כמות זעירה (עקבות) של חומר. בשיטה זו ניתן לקבוע ריכוזים עד לחלקים אחדים למיליון (חל"מ) ואף פחות.*
השלבים העיקריים בקביעה ספקטרופוטומטרית הם:

 -   הכנת תמיסה צבועה מתאימה.

 - מדידת כושר בליעת האור של התמיסה או השוואתה עם תמיסה של אותו חומר בריכוז ידוע (סטנדרט).

כדי שהקביעה תהיה מדויקת צריך  צבע יציב ובעל כושר מספיק לבליעת אור. יש חומרים הצבועים באופן טבעי כמו למשל יוני העל-מנגנט (MnO-4). לחומרים חסרי צבע או בעלי צבע חלש יש להוסיף חומר כרומוגני (יוצר צבע) לקבלת מערכת צבועה מתאימה לקביעה. למשל, בקביעת יוני ברזל, שהם צבועים חלש, יש להוסיף יוני  SCN-או  phenanthroline ortho (שני יוצרי תרכובות אדומות עם יוני ברזל תלת-ערכי ודו ערכי בהתאמה). החומר הכרומוגני חייב להגיב באופן כמותי עם החומר הנבדק.

גורמים נוספים אליהם יש להתייחס במדידות ספקטרופוטומטריות:

א.   רגישות: התמיסה חייבת להיות צבועה חזק. ככל שעוצמת הצבע גדולה יותר ניתן לגלות כמויות זעירות יותר של החומר הנבדק.

ב.   הדירות: גוון ועצמת הצבע חייבים לחזור על עצמם. יש לדעת בדייקנות את השפעת סדר הופעת המגיבים, pH, טמפרטורה, זמן פתוח הצבע ושאר המשתנים.

ג.    יציבות: עצמת הצבע צריכה להשאר קבועה במשך זמן המספיק למדידה.

ד.  ספציפיות: דרוש שפתוח הצבע יעשה רק ע"י המרכיב המבוקש או מרכיב אחר המתיחס אליו בתלות ידועה ומוגדרת.

2. חוקי הבליעה
המשוואה היסודית של ספקטרופוטומטריה היא חוק באר-למברט (Beer-Lambert law).
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כאשר Io היא עוצמת האור המונוכרומטי הפוגע בדוגמא.  It היא עוצמת האור היוצא מן הדוגמא באותו אורך גל, 
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 מקדם הבליעה (שתלוי בסוג המולקולה ובאורך הגל), 
[image: image19.wmf]l

  הוא עובי החומר דרכו עוברת קרן האור,  ו- c הוא הריכוז המולרי של הדוגמא, לוגריטמוס המנה של Io ל- It נקרא בליעה (absorbance) או צפיפות אופטית. הוא נמצא ביחס ישר לריכוז הדוגמא ולעובי שלה. 

*חל''מ=ppm, ((part per million 1 חל''מ = 1 גרם מומס בתוך מיליון גרם ממס

אם מבטאים את c ביחידות של מולריות ו- 
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  בס"מ, אז 
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 נקרא מקדם בליעה מולרי 

(molar extinction coefficient). המנה 
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 נקראת העברה (transmittance) כלומר היא מבטאת את כמות האור שעברה דרך הדוגמא. מסמנים את המנה הזאת ב- T ומבטאים אותה ב- %.
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        (בליעה)

כאשר A הוא הבליעה של הדוגמא. חשוב ביותר במדידות כמותיות שיש יחס ישר בין  Aובין הריכוז.

3. עקרון הפעולה של הספקטרופוטומטר
ספקטרופוטומטר הינו מכשיר המסוגל לספק אור ולמדוד את עוצמתו באורכי גל שונים. 
חלקיו העיקריים של הספקטרופוטומטר מפורטים להלן.התאור הסכמטי שלהם מופיע בציור מספר 3 .
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                                                              ציור מספר 3

1.
מקור האור (למשל מנורת טונגסטן).

2. 
חריץ (slit) - המעביר אלומה צרה של קרינה פוליכרומטית.

3. 
מערכת נפיצה בנויה ממנסרה (prism) או סריג (grating)- שהם סוגים שונים של מונוכרומטורים (monochromators) - רכיבים אופטיים שמפצלים את האור לרכיבי אורך הגל השונים בו.  כידוע, קרן אור הפוגעת במנסרה "נשברת" בעברה מן האויר אל תוך המנסרה. זוית הסטיה תלויה במקדם שבירת האור של החומר. מקדם זה עבור מנסרה עשויה מחומר נתון, תלוי רק באורך הגל הפוגע. כאשר פוגעת קרן אור פוליכרומטית במנסרה או בסריג מוסטים הרכיבים בעלי אורכי הגל השונים בזויות שונות ונוצר ספקטרום.  לעיתים משתמשים במסנני אור להפרדה ראשונית גסה של האור לרכיביו לפני שמעבירים אותו דרך מערכת הנפיצה. 

4. 
מנגנון שבעזרתו ניתן לסובב את המנסרה או הסריג כדי לשנות את אורך הגל של הקרן הפוגעת בחריץ היציאה. 

5. 
חריץ יציאה המעביר אלומה צרה של קרינה מונוכרומטית אל  הדוגמה.

6. 
הדוגמא הנבדקת הנתונה בתוך תא שקוף (קיווטה) לאור הפוגע.

7. 
גלאי המפתח זרם חשמלי יחסי לעצמה של קרן האור העוברת דרך הדוגמא.

8. 
מגבר אלקטרוני.

9.    אמצעי למדידת הזרם המוגבר.

סדר הרכיבים הוא חשוב מלבד זאת שניתן גם למקם את תא המדידה לפני מערכת הנפיצה. 

נוסיף הסבר קצר על חלקי המכשיר שהוזכרו. המקור שבו משתמשים בתחום הנראה של הספקטרום הוא נורת  להט טונגסטן – הלוגן. עצמת הקרינה של נורה כזאת בתחום האולטרה-סגול (U.V.) קטנה ולכן  בתחום מתחת ל- nm 325 משתמשים במנורת דאוטריום. 

במנורה זו נוצרת קשת חשמלית בין שתי אלקטרודות הנמצאות בתוך צינור קוורץ (שקוף לאור U.V.), המכיל מולקולות דאוטריום, D2 ,בלחץ נמוך. מנורה כזאת מספקת קרינה בתחום אורכי גל בין nm 200 ל – nm 400.  במקום מנסרה ניתן להשתמש בסריג. הסריג מפריד את האור הפוליכרומטי לאלומות מונוכרומטיות תוך  שמוש בתופעת ההתאבכות. האור המונוכרומטי בעל אורך גל נתון מכוון אל דוגמא הנמצאת בתוך תא המדידה. התא עשוי מזכוכית רגילה, מקוורץ או מחומר פלסטי (בהתאם לתחום אורכי הגל). האור העובר דרך הדוגמא נופל על הגלאי. הגלאי יכול להיות מסוג PMT (Photo Multiplier Tube) או פוטודיודה (PhotoDiode). עקרון הפעולה של שני הגלאים דומה והוא כולל:
I . שטח המצופה בחומר המשחרר אלקטרונים כאשר אור פוגע בו. 
II. מספר האלקטרונים המשתחררים מפני השטח (זרם חשמלי) פרופורציוני לעוצמת האור הפוגעת בשטח (עוצמת אור = מספר הפוטונים ליחידת זמן ליחידת שטח).  
III. מגבר זרם חשמלי (בגלאי PMT  המגבר הוא חלק אינטגרלי מהגלאי) 
IV. מד זרם חשמלי  

קיימים סוגים שונים של ספקטרופוטומטרים מסחריים, אך לכולם אלמנטים בעלי התפקודים שתוארו לעיל. יש ספקטרופוטומטרים שיכולים במדידה נתונה לבדוק בליעה או העברה באורך גל אחד ואז יש צורך להזיז את השריג ידנית או אלקטרונית לאורך גל אחר. יש ספקטרופוטומטרים המבצעים סריקה על תחום אורכי גל באופן אוטומטי ורציף (ללא עצירה). 

מבדילים בין ספקטרופוטומטר עם קרן יחידה (Single Beam) וקרן כפולה (Double Beam).  במכשיר Single Beam  אלומת האור עוברת מהשריג דרך תא המדידה ופוגעת בגלאי האור.  
במכשיר Double Beam אלומת האור המונוכרומטית היוצאת מהשריג מפוצלת בעזרת מראות לשתי אלומות ולכל אחת מהן דרך אופטית אחרת. אלומה אחת מגיעה לגלאי האור דרך תמיסת הבלנק והיא נקראת Reference Beam, והאלומה השניה מגיעה לגלאי האור דרך הדוגמא הנבדקת Sample Beam.  היתרון של ספקטרופוטומטר Double Beam שבסריקה אחת מקבלים ספקטרום בעוד שבספקטרופוטומטר Single Beam  צריך 2 סריקות על מנת לקבל את אותה תוצאה.  על מנת לקבל ספקטרום נכון ומדויק עלינו לקחת בחשבון ארבעה גורמים עיקריים:
    I. עוצמת האור (מספר הפוטונים) שהמנורה מפיקה איננה קבועה בכל אורכי הגל של

        הספקטרום אותו אנו בודקים.    

II  . הזרם שמפיק גלאי האור תלוי באורך הגל גם אם מספר הפוטונים הפוגעים בו יהיה 

       זהה. * המסקנה מסעיפים 1 ו- 2 היא שחייבים למדוד את היחס It / I0 בכל אחד  

       מאורכי הגל של הספקטרום הנמדד. 

III . התא האופטי בו שמים את תמיסת החומר הנבדק מפזר את האור הפוגע I0 כלומר   

        חלק מהקרינה הפוגעת בדפנות התא האופטי תתפזר ולא תגיע לגלאי. פיזור האור
      תלוי גם הוא באורך הגל.
IV. הממס + רכיבים נוספים בתמיסה הנבדקת מפזרים ו/או בולעים אור בתחום הנבדק  
      ולכן, שוב, פחות אור יגיע לגלאי. כדי לקחת בחשבון הפסדים אלה ב- Io  מכינים תמיסה 

      המכילה את כל הרכיבים של התמיסה הנבדקת חוץ מאשר החומר הנבדק. תמיסה זו   

      נקראת תמיסת בלנק Blank.  במכשיר בעל קרן אחת שמים תא אופטי המכיל את 

      תמיסת  הבלנק ומאפסים כך שהמכשיר יראה 100% העברה או אפס בליעה בכל אחד 

      מאורכי הגל הנמדדים.  במכשיר  Double Beamשמים באחת הדרכים האופטיות 

     (רפרנס  Reference) את התא עם תמיסת הבלנק ובקרן השניה את התמיסה הנבדקת, כך 

      שהמכשיר לוקח בחשבון באופן אוטומטי את ההפסד ב  Ioשגורמים התא האופטי 

      והרכיבים השונים שבתוכו. 
להלן הציורים של שני הדגמים של  הספקטרופוטומטרים המשמשים אתכם בניסוי.

ספקטרופוטומטר מדגם ספקטרוניק 301:
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	1.  דלת תא הדוגמא הנבדקת
	1.  Sample Compartment Door

	2.  מקלדת + יחידת תצוגה
	2.  Keyboard / Display Unit

	3.  מחזיק קיווטה (קיווטה -תא המדידה)
	3.  Single Cuvette Holder

	4.  גלאי אור
	4.  Detector

	5.  דלת להכנסת מבחנה עם הדוגמה
	5.  Test Tube Access Door
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                                                                ציור מספר 5
מהלך הניסוי
הערה: בסמוך לספקטרופוטומטר נמצאות הוראות הפעלה מדויקות עבורו.
מטרה: קביעת ריכוז של חומצה אסקורבית בפרי הדר.

בסביבה חומצית חומצה אסקורבית מחזרת ברזל תלת-ערכי לברזל דו-ערכי.
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הקומפלקס בין ברזל דו-ערכי ואורתו-פננטרולין צבעו כתום. 
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The coupled redox (1) - complexation (2) reaction.

לפי תגובות (1) ו-  (2) הבליעה של התמיסה פרופורציונלית לכמות החומצה האסקורבית.

I הכנת תמיסות לבניית עקומת כיול

מכינים את התמיסות בבקבוקי מדידה של 50 סמ"ק.

	מספר הבקבוק
	1
	2
	3
	4
	5

	נפח * בסמ"ק של תמיסת חומצה  אסקורבית** בריכוז 
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	10
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* השתמש בביורטה.

** הנך מקבל תמיסת חומצה אסקורבית בריכוז M 0.01 ועליך למהול אותה פי מאה כדי לקבל תמיסה בריכוז  
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לתוך כל אחד משבעת הבקבוקים הוסף על ידי משורות את התמיסות הבאות:

1. 10 סמ"ק תמיסת FeCl3 בריכוז 1.10-3M
2. 10 סמ"ק תמיסת בופר עם pH=4.5
3. 5  סמ"ק תמיסת אורטו-פננטרולין בריכוז 0.25%
תמיסת הבופר מורכבת מחומצה אצטית ומלח נתרן שלה ביחס מסויים. תפקיד תמיסת הבופר הינו ייצוב בליעת האור של ה ferroin complex.

לחמשה בקבוקים המכילים תמיסות 1-3 הוסף על ידי הביורטה כמות מתאימה של  תמיסת חומצה אסקורבית בריכוז 1.10-4 לפי הטבלה והוסף מים מזוקקים עד הקו.

תמיסת הבלנק מכילה את המגיבים הרשומים בסעיפים 1-3 ללא תמיסת החומצה האסקורבית. 

ערבב ע"י הפיכת הבקבוק הסגור, (החזק את הפקק ע"י האגודל!) כעשר עד חמש עשרה פעמים. המתן כ- 15 דקות לפתוח הצבע. קבע את אורך הגל של הבליעה המקסימלית באמצעות תמיסת הבלנק והתמיסה הסטנדרטית המרוכזת ביותר אשר הכנת. בתחום אורכי הגל

495-525nm כאשר אתה מבצע מדידה כל 5nm. בכל פעם שמשנים את אורך הגל יש לאפס מחדש את הספקטרופוטומטר בעזרת תמיסת הבלנק. לאורך המדידות השתמש בשתי מבחנות: האחת – לתמיסת הבלנק (קבועה) והשנייה – לתמיסות. רשום את אורך הגל בו הבליעה מקסימלית. באורך גל זה מדוד את הבליעות של התמיסות האחרות. 

לפני כל מדידה שטוף את המבחנה פעמיים בעזרת התמיסה הנבדקת ונגב אותה מבחוץ בנייר מיוחד (נייר טישו). שמור על תמיסת הבלנק בבקבוק הכיול לצורך קביעת הנעלם. 

שרטט עקומת כיול של הבליעה האופטית כנגד ריכוז החומצה האסקורבית.

בעקומה זו תשתמש לקביעת ריכוזי הנעלם.

שמור את התמיסות, שהכנת לבניית עקומת הכיול, על-מנת שתוכל להשוות בין הצבע של תמיסת הנעלם לבין תמיסות אלו (מדוע?).
II קביעת החומצה האסקורבית בנעלם

הכנת הנעלם: סחוט מיץ טרי מהפרי – תפוז, לימון, מנדרינה לתוך כוס יבשה. להכנת תמיסת נעלם מספיקים 1-2 מ"ל מיץ. סנן את המיץ בעזרת נייר סינון + משפך לתוך מבחנה.

הכנס את המיץ המסונן לבקבוק המדידה השביעי המכיל את תמיסות 1-3, השלם עם מים מזוקקים עד לקו. לקביעת ריכוז של חומצה אסקורבית בפרי הדר מספיקה כמות של 0.5 – 1.0 סמ"ק מהתמיסה שהכנת. כמות זו תלויה בפרי. אל תשכח להמתין כ-15 דקות לפיתוח הצבע כמו בסעיף I  (כדאי להשוות את הצבע עם צבע התמיסה שהכנת בסעיף I .גוון הצבע של תמיסת הנעלם חייב להיות בתחום הגוונים של התמיסות בהן השתמשת לקבלת עקומת הכיול). מדוד את הבליעה של תמיסת הנעלם (אל תשכח לאפס את המכשיר בעזרת תמיסת הבלנק). מצא מהו ריכוז הויטמין C בפרי ההדר בו השתמשת על ידי עקומת הכיול לפי ערך הבליעה של התמיסה .

� EMBED Equation.3  ���
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