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עמוד 8 מתוך 8

מבוא לספקטרופוטומטריה

קרינה אלקטרומגנטית מתוארת ע"י תנודות מחזוריות של שדות חשמליים ומגנטיים הנושאים אנרגיה. שדה חשמלי מתנודד ובניצב לו שדה מגנטי מתנודד ושניהם אנכיים לכיוון התקדמות הקרינה. ישנם מספר סוגים של גלים אלקטרומגנטיים: קרינת גמא, קרינת  רנטגן, קרינה אולטרה סגולה, האור הנראה, גלי רדיו וגלי מיקרוגל. תכונות רבות של הקרינה האלקטרומגנטית מתוארות מבחינה מתמטית בצורה נוחה על-ידי גל הסינוס (שהינו פונקציה מחזורית בה משמשים פרמטרים כמו אורך גל, תדירות, מהירות ואמפליטודה). ואכן, הקרינה מאופיינת ע"י שני פרמטרים עיקריים:אורך הגל ותדירותו. אורך הגל 
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 (lambda) הוא המרחק בין שתי פסגות גל (או בין כל שתי נקודות דומות בגל).  (ראה ציור מספר 1a,b) 
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                                               ציור מספר 1a
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                                                 ציור מספר  1b 

ציור 1a מתאר קרן בודדה של קרינה אלקטרומגנטית מקוטבת מישורית. קיטוב מישורי מציין מצב בו כל התנודות של השדות החשמליים נמצאות במישור אחד וכל התנודות של השדות המגנטיים נמצאות במישור אחד המאונך לקודמו. אילו הקרינה אינה מקוטבת מישורית הרי שהשדות החשמליים והמגנטיים שלה יתנודדו במספר אינסופי של מישורים (המאונכים זה לזה).
ציור 1b מציג בצורה דו-ממדית את הרכיב החשמלי של הקרן האלקטרומגנטית המוצגת בציור 1a. על פי רוב אנו מתייחסים רק אל הרכיב החשמלי של הקרינה האלקטרומגנטית מכיוון שהשדה החשמלי אחראי לרוב התופעות המעניינות אותנו, כגון: העברה, החזרה, שבירה ובליעה.
ראוי לציין, שהמרכיב המגנטי של הקרינה האלקטרומגנטית אחראי לבליעת גלי הרדיו במכשיר הNMR .

אורך הגל נמדד ביחידות אורך. יחידת האורך המקובלת היום היא הננומטר: 1nm=10-9m. יחידה זו החליפה את היחידות שהיו מקובלות בעבר. המילימיקרון:  1mµ =10-7cm=10-9m  והאנגסטרום המסומן  Å:  10-8cm  1 Å=.
התחום הנראה לאדם (מתוך כל הספקטרום של הקרינה האלקטרומגנטית) משתרע מ- 380nm (אור סגול) ועד 750nm(אור אדום). כאשר האור מורכב מאורך גל אחד, למשל לייזר, הוא נקרא אור מונוכרומטי. כאשר האור מורכב מאורכי גל שונים הוא נקרא פוליכרומטי. 
בניגוד לתופעות גליות אחרות כמו גלי קול, קרינה אלקטרומגנטית אינה זקוקה למדיום תומך כדי להתקדם ממקום למקום ולכן עוברת בקלות בריק.
הגל האלקטרומגנטי עובר דרך החלל במהירות הקרויה מהירות האור.

מהירות האור מסומנת באות C ושווה ל-  2.9979×108 m/sec . תדירות הגל היא מספר תנודות הגל המתרחשות בשניה אחת התדירות מסומנת באות ν ויחידותיה הן Hz או sec-1. הקשר בין מהירות האור לתדירותו הוא:  
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חשוב להבין שתדירות הקרינה נקבעת על ידי המקור שלה ונשמרת ללא שינוי לעומת זאת, מהירות הקרינה משתנה בהתאם להרכב המדיום בו היא עוברת.
האנרגיה שנושא הגל פרופורציונית לתדירותו. ככל שתדירות הגל גדולה יותר כך האנרגיה שלו גדולה יותר. או לחילופין, ככל שאורך הגל קצר יותר כך אנרגית הגל גדולה יותר.  מכאן שצבע האור (בתחום הנראה)  מספק מידע באשר לאנרגיה שלו.
כאשר קרינה אלקטרומגנטית באה במגע עם חומר, יכולה להתרחש אינטראקציה בינה ובין החומר. בין השאר חלק מאנרגית הקרינה עשויה להיקלט ע"י מולקולות החומר ולהיבלע על ידן.
מולקולות אלו נקראות "מעוררות", כלומר בעקבות בליעת האנרגיה המולקולות עברו למצב אנרגטי גבוה יותר מזה שהיו בו בתחילה. מצב זה אינו יציב ולרוב האנרגיה העודפת שקלטו המולקולות תשתחרר והמולקולות יחזרו למצב היסוד שלהן. שחרור האנרגיה יכול להתרחש על ידי הגברת קצב ההתנגשויות של המולקולות בינן לבין עצמן ומכאן לפליטת אנרגיה תרמית לסביבה.
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 שהספקטרום משמש  מעין "טביעת אצבעות" שבעזרתה ניתן במקרים מסויימים לזהות חומר באופן איכותי. במידה ואפשר למדוד את עצמת הבליעה באורך גל מסוים, במדויק, אפשר גם לערוך ניסויים כמותיים.
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כאשר נדרשת קביעה כמותית, עובדים באורך גל בו הבליעה מרבית, דבר המקנה רגישות מרבית לבדיקה ומקטין את השגיאה הנובעת כתוצאה מסטיות באורך הגל בו עובדים. תלות הבליעה באורך הגל נתונה, בצורה כללית, ע" ציור מס' 2. לפי האמור למעלה, עדיף לעבוד באורך הגל 
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. מכאן, שסטיה מקרית באורך הגל (כתוצאה משגיאת המכשיר) תגרום, לסטיה קטנה בעצמת הבליעה באזור 
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 ולסטיות גדולות (חיוביות או שליליות) באזורים האחרים.

                                                                          ציור מספר 2
1. מדידות ספקטרופוטומטריות בתמיסות צבעוניות.
למערכות כימיות ועצמים צבועים, כושר סלקטיבי לבליעת אור בתחום הנראה. כושר זה, תלוי בריכוזו של המרכיב יוצר הצבע. מטרת המדידה היא קביעה כמותית של ריכוז זה, בעיקר בריכוזים זעירים (עקבות). 

מדידות כאלו נקראות אנליזה קולורימטרית או אנליזה ספקטרופוטומטרית, באנליזה זו ניתן לקבוע ריכוזים עד לחלקים אחדים למיליון (חל"מ) ואף פחות.
חל''מ=ppm, ((part per million. 1 חל''מ = 1 גרם מומס בתוך מיליון גרם תמיסה.
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 הפר-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 (שניהם יוצרים 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 המתייחס אליו בתלות ידועה ומוגדרת.

2. חוקי הבליעה
המשוואה היסודית של הספקטרופוטומטריה היא חוק בר-לאמבר (Beer-Lambert law).
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  כאשר עבור מולקולה מסוימת באורך גל מסוים:

 Io היא עוצמת האור המונוכרומטי הפוגע בדוגמא באורך גל מסוים. 
 It היא עוצמת האור היוצא מן הדוגמא באותו אורך גל .
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 מקדם הבליעה של החומר הנמדד באורך הגל המדובר . 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).
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  הוא הדרך האופטית ז"א עובי החומר דרכו עוברת קרן האור. 
 c הוא הריכוז המולרי של הדוגמא.

 A נקראת הבליעה (absorbance) או הצפיפות האופטית. היא נמצאת ביחס ישר לריכוז הדוגמא ולעובי שלה. 
המנה 
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 נקראת העברה (transmittance) . היא מבטאת את החלק של כמות האור שעבר דרך הדוגמא ולא נבלע בה. בד"כ נוהגים לציין את אחוז ההעברה (ז"א 
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 ). אם נבטא את T באחוזים נקבל את הקשר הבא:
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כאשר A הוא הבליעה של הדוגמא.
T   הוא אחוז ההעברה של הדוגמה.
 העובדה כי קיים יחס ישר בין  Aובין הריכוז, חשובה ביותר במדידות כמותיות.

3. ספקטרופוטומטריה
ספקטרופוטומטר הינו מכשיר המסוגל לספק אור ולמדוד את עוצמתו באורכי גל שונים. חלקיו העיקריים של מכשיר מסוג זה הם (לפי הסדר בו עוברת קרן האור ממקור האור – 
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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 הבנויה ממנסרה (prism) או מסריג (grating). נפיצה היא תופעה פיזיקלית שבה האור נפרד לאורכי הגל המרכיבים אותו(למשל כאשר נוצרת קשת בשמים). תפקידה של מערכת הנפיצה היא ליצור אור בעל אורך גל יחיד, מונוכרומטי. על כן נקראים המנסרה והסריג מונוכרומטורים (monochromators) . קרן אור הפוגעת במנסרה "נשברת" בעברה מן האוויר אל תוך המנסרה, כשזווית הסטייה תלויה במקדם שבירת האור של החומר. מקדם השבירה עבור מנסרה העשויה מחומר נתון, תלוי אך ורק באורך הגל של קרן האור הפוגעת, לכן, כאשר פוגעת קרן אור פוליכרומטית במנסרה מוסטים הרכיבים בעלי אורכי הגל השונים בזויות שונות ונוצר ספקטרום. סריגים משמשים אלטרנטיבה ליצירת אור מונוכרומטי. הסריג מפריד את האור הפוליכרומטי לאלומות מונוכרומטיות תוך  שמוש בתופעת ההתאבכות.  סריג דיפרקציה מורכב מסדרה של חריצים מקבילים בעלי יכולת החזרת אור גבוהה. ניתן להתייחס את החריצים כאל מראות נפרדות אשר האור המוחזר מהן עובר אינטרקציה עם אור המוחזר מחריצים סמוכים ליצירת התאבכות כך שניתן לבחור את אורך הגל שיוחזר מהסריג ויגיע אל הדוגמא על ידי סיבוב הסריג ושינוי זווית הפגיעה המתקבלת בין הקרן הפוגעת לסריג. 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 המגיעה אל חריץ היציאה. 

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

6. 
הדוגמא הנבדקת אשר נמצאת בתוך תא שקוף המאפשר לאור הפוגע לעבור דרכו.

7. 
גלאי המפתח זרם חשמלי היחסי לעוצמה של קרן האור העוברת דרך הדוגמא.

8. 
מגבר אלקטרוני.

9.    אמצעי למדידת הזרם המוגבר.

10. תצוגה דיגיטלית או רשם. 

סדר הרכיבים המתואר לעיל הוא חשוב פרט לכך שישנה אפשרות למקם את תא המדידה לפני מערכת הנפיצה. 

נוסיף הסבר קצר על חלקי המכשיר שהוזכרו. 
מקור האור: המקור שבו משתמשים ליצירת קרינה בתחום הנראה של הספקטרום הוא נורת  להט טונגסטן – הלוגן. עוצמת הקרינה של נורה כזאת בתחום האולטרה-סגול (U.V.) קטנה ולכן למדידות  בתחום אורכי הגל הקצרים מ - nm 325 משתמשים במנורת מימן. 

במנורה  זו נוצרת קשת חשמלית בין שתי אלקטרודות הנמצאות בתוך צינור קוורץ (שקוף לאור U.V.), המכיל מולקולות דויטריום D2 בלחץ נמוך. מנורה כזאת מספקת קרינה בתחום אורכי גל בין nm 200 ל – nm 400.  
תא הדוגמא: אור מונוכרומטי בעל אורך גל נתון מכוון אל דוגמא הנמצאת בתוך תא המדידה. התא עשוי מזכוכית רגילה, מקוורץ או מחומר פלסטי (על מנת להיות שקוף לתחום אורכי הגל הנדרשים למדידה ). 
הגלאי (דטקטור): האור העובר דרך הדוגמא מגיע אל הגלאי, אשר תפקידו להמיר בין עוצמת האור לזרם חשמלי שהינו הפרמטר הנמדד באופן פרקטי. 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 הסריג 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 מהסריג דרך תא המדידה ופוגעת בגלאי האור.  
במכשיר Double Beam אלומת האור המונוכרומטית היוצאת מהסריג 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 שתי סריקות על מנת לקבל את אותה תוצאה. 
 על מנת לקבל ספקטרום נכון ומדויק עלינו לקחת בחשבון ארבעה גורמים עיקריים:
   1. עוצמת האור (מספר הפוטונים) שהמנורה מפיקה איננה קבועה בכל אורכי הגל של

        הספקטרום אותו אנו בודקים.    

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

       זהה. כלומר, נקבל ערכים שונים גם אם עוצמת האור תהיה זהה.

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

     מאורכי הגל של הספקטרום הנמדד. 

3. הגלאי אינו יכול למדוד את כל הקרינה העוברת דרך הדוגמא מכיוון שדפנות התא האופטי המכיל את התמיסה הנבדקת מפזרים חלק מן הקרינה ומונעים ממנה להגיע אל הגלאי. פיזור קרינה זה משתנה אף הוא בהתאם לאורכי הגל המשמשים להקרנת הדוגמא.

4. הממס  ורכיבים נוספים בתמיסה הנבדקת יכולים לפזר ו/או לבלוע אור בתחום
 הנבדק  ולכן פחות אור יגיע לגלאי. 

על מנת שההפסדים  המוזכרים בסעיפים 3 ו- 4 לא יפריעו לנו לבצע מדידות מדוייקות, הרי שבנוסף למדידת הבליעה של התמיסה הנבדקת עלינו למדוד את הבליעה של תמיסה נוספת המכילה את כל הרכיבים של התמיסה הנבדקת מלבד החומר שאת ריכוזו נרצה למדוד. תמיסה זו נקראת תמיסת בלנק, Blank.  במכשיר בעל קרן אחת שמים תא אופטי המכיל את תמיסת  הבלנק , מודדים העברה או בליעה בכל אורכי הגל הנמדדים ומאפסים את תוצאות המדידה כך שהמכשיר יראה 100% העברה או אפס בליעה. במכשיר בעל שתי קרניים,  Double Beam, שמים בדרך אופטית אחת (הרפרנס  Reference) תא עם תמיסת הבלנק ובדרך  השניה תא עם התמיסה הנבדקת, כך המכשיר מתייחס באופן אוטומטי להפסדים ב  Ioשגורמים התא האופטי והרכיבים השונים שבתוכו. 
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