הוראות עבודה בספקטרופוטומטר(Agilent 8453) 
התחלה:
1) מדליקים את המחשב (והמדפסת, אם מחוברת)

2) מדליקים את הספקטרופוטומטר בלחצן המלבני הלבן שנמצא מצד
    שמאל למטה.

3) מחכים שהנורה (indicator) הימנית תשנה את צבעה מכתום לירוק.

4) בוחרים ב icon : Instrument 1 online  

    נפתח חלון שנקרא: 845xUV-Visible System [1] (online)

5) אם מעוניינים במדידת ספקטרום, בוחרים מתחת ל mode ב- 
   standard    
     לחילופין, אם מעוניינים בקינטיקה בוחרים ב- kinetics.

מדידת ספקטרום בודד:
בניסוי שלנו חלק זה מיועד למדידת הבליעה בזמן אינסופי.
לאחר שבחרנו את האפשרות standard, עוברים אל החלק השמאלי שבמסך ובוחרים מתחת ל Task את האפשרות fixed wavelength .

נכנסים אל setup.

כעת נפתח חלון הנקרא: fixed wavelength(s) parameters 

· בחלון זה ניתן לבחור עד 6 אורכי גל אשר יוצגו, לאחר לקיחת הספקטרום, בנפרד,עם ערכי הבליעה בהם. 
· כמו כן ניתן להכניס את אורכי הגל בהם הבליעה היא אפס,או לבחור באפשרות של none (עדיף כך).
· אם נסמן v עבור המשפט prompt for sample information נוכל להוסיף הערות לגבי הדוגמה.
· יש לבחור את ה data type אנחנו בוחרים ב absorbance
· ב display spectrum יש לבחור באיזה תחום של אורכי גל יוצג הספקטרום.
עריכת קינטיקה: מיועד למדידת תלות הבליעה בזמן.
הולכים אל mode ובוחרים kinetics .

בצד השמאלי של החלון שנפתח ישנם שני חלקים.
בחלק התחתון יש לבחור Sampling: manual 

   Path length: 1 cm                                  

כעת מתמלא גם הצד הימני של המסך.

בחלק השמאלי העליון אשר נקרא: Time & calculation
יש ללחוץ על setup . לחילופין , ניתן ללכת אל methode ולבחור

    Time & calculation . 

    נפתח חלון אשר נקרא Time & calculation parameters
    מה ממלאים בחלון הנ"ל?

· ב Wavelengths : כאן יש לבחור את אורכי הגל אחריהם רוצים לעקוב באופן מיוחד.
· ב background correction : יש לבחור none.
· ב online monitor :יש למלא נתונים לגבי גובה הסקלה בציר הy.
גם עבור ה trace monitor ( מעקב אחר ערכי הבליעה כפונקציה של הזמן באורכי הגל שבחרנו) וגם עבור ה monitor spectra (הספקטרום כולו).
· ב monitor spectra קיימות 2 אפשרויות:
ניתן לבחור ב Last spectrum ואז בכל פעם נראה על המסך את הספקטרום האחרון שנמדד.
ניתן לבחור ב All spectra ואז על המסך יופיעו כל הספקטרא שנמדדו במהלך הקינטיקה.

· ב Timing : יש לרשום כמה זמן תארך הקינטיקה . עבור כהל רגיל יש לבחור Run time  של 800 שניות ואילו עבור כהל מותמר בוחרים 1500 שניות.
· ניתן לרשום מהו ה start time ז"א מתי תתחיל המדידה הראשונה, ניתן להשאיר ריק.
· Cycle time יש לרשום כל כמה זמן תלקח מדידה ( בכל מדידה נמדד כל הספקטרום). בניסוי שלנו נבחר 60 שניות.
· Options ניתן לשנות את משך הזמן שעובר בין מדידה למדידה במהלך הקינטיקה בהתאם לשינויים החלים במהירות התגובה.
· Rate calculation : יש לבחור את סדר הראקציה לפיו יחושב קבוע המהירות. 
למשל: type: first order
     ב Calculation time range from יש לציין עבור איזה טווח
    של זמנים אנחנו מעוניינים שיחושב קבוע המהירות.
  פרמטרים נוספים שניתן לשנות:

הולכים אל Instrument  אשר נמצא בשורה העליונה. 
בוחרים setup spectrophotometer .
Wave length range ניתן לשנות את טווח אורכי הגל בהם אנחנו מעוניינים לקבל מדידות (על פי רוב , עדיף לבחור את כל התחום הקיים בספקטרופוטומטר ז"א 190 עד 1100 ננומטר).

Integration time _____ sec     זהו הזמן בשניות שבו נאסף הסיגנל

 (הסיגנל במקרה זה הוא הבליעה בכל אורכי הגל הנמצאים בתחום הנמדד)
לפני קבלת הספקטרום. הזמן הנ"ל יכול לנוע בין 0.1 ל 25.5 שניות. הארכת זמן האינטגרציה מגדילה את היחס signal/noise מכיוון שהסיגנל נאסף בזמן שממצעים את הרעש. 

יש לשים לב שה minimum cycle time  לא יהיה קצר מזמן האינטגרציה.

Interval____nm מגדיר את המרחק בין הנקודות שיופיעו בספקטרום. המרחק המינימלי הינו 1 ננומטר (בהתאם לרזולוציה של המכשיר).
· מצד ימין למטה,נמצא Method Summary כאן ישנה טבלה המתארת את כל הפרמטרים שניתנו עבור המדידה.
שמירת הנתונים:
באופן אוטומטי עוד לפני המדידה 
מתחת ל Method ניתן לבחור options & information 

כאן ניתן לבצע שמירה אוטומטית. יש לסמן v עבור Autosave data to file_______  יש לרשום את שם הקובץ בו ישמרו נתוני הקינטיקה. נניח שקראנו לקובץ ex1.

על מנת לבחור את המקום בו אנחנו מעוניינים לשמור את הקובץ יש להכנס ל config אשר נמצא בסרגל העליון ושם לבחור path  ו results  ולרשום את מקום השמירה הרצוי. למשל: 
c:\chem32\1\data\students\ 
לאחר שנתנו את השם עבור הקובץ בו ישמרו התוצאות ניתן לראות כי בחלון השמאלי הקרוי time &calculation נרשם save to file: ex1.KD  
שמירה לאחר המדידה בדרך בה ניתן לפתוח את הקובץ בעזרת תוכנת exel:
מסמנים את הקינטיקה או הספקטרום, הולכים אל file ומבקשיםexport selected data to csv format    

נותנים שם מתאים לקובץ התוצאות. 

פתיחת קבצי התוצאות בתוכנת exel:

-פותחים את תכנת הexel .

-בתוך ה exel לוחצים על "open file" , מסמנים all files .

-מוצאים את הקובץ ובוחרים אותו.

- אח"כ לוחצים על next וfinish 
- לבחור tab, comma, space 

- לבסוף לשמור את הקובץ בפורמט exel.

מדידה:

· צריך להכניס תמיסת בלנק וללחוץ על הכפתור Blank.

     מתקבל חלון בו נמצא Last blank spectrum יש להקטין אותו.
· לוחצים מצד שמאל למטה על Time Based Measurements  
נפתחים החלונות הבאים:
time traces בו מתקבלת בליעה כנגד זמן 

Sample spectra בו מתקבלת בליעה כנגד אורך גל

בשני החלונות , על מנת לראות את כל הסקלה מותאמת אוטומטית לערכים יש לעמוד עם הסמן על החלון ולהקיש פעמיים על המקש השמאלי בעכבר.

· מצד שמאל למטה ישנם שני "לחצנים" האחד start והשניabort  .
ברגע שנלחץ על start תתחיל המדידה.
בסיום המדידה לא לשכוח לשמור את הקובץ!!!
הערות כלליות לניסוי אפקט איזוטופי:

· למלא את הקיווטה בעזרת פיפטת פסטר ולא ישירות מהבקבוק כדי להמנע ממצב בו ממלאים אותה יותר מדי ואז יש לשפוך את העודף-דבר הגורם לנו להפסיד חלק גדול יותר מתחילת התגובה.
· ניתן לבצע את הניסוי בטמפ' החדר.
· יש לחכות כ-15 דקות מרגע הדלקת הספקטרופוטומטר ועד להתחלת המדידות.
