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ΦΑΣΜΑΤΟΦΩTOΜΕΤΡΙΑ

ΥΠΕΡΙΩΔΟΥΣ-ΟΡΑΤΟΥ (UV-Vis)
ΣΚΟΠΟΣ
Σκοπός της άσκησης είναι η λήψη φασμάτων απορρόφησης υδατικών διαλυμάτων ακετόνης στην περιοχή της υπεριώδους ακτινοβολίας και η επεξεργασία τους με στόχο  τον υπολογισμό της ενέργειας μετάπτωσης, της συγκέντρωσής τους  και της πιθανότητας να συμβεί η μετάπτωση.

ΘΕΩΡΙΑ
Γενικά οι φασματοσκοπικές μέθοδοι χημικής ανάλυσης, όπου ανήκει και η φασματοφωτομετρία UV-VIS, χρησιμοποιούνται ευρύτατα για την επίλυση διαφόρων χημικών προβλημάτων, που σχετίζονται με τη δομή, την κινητική, την ταυτοποίηση, την ποσοτική ανάλυση διαφόρων ενώσεων, κ.α. Τα πλεονεκτήματα αυτών των μεθόδων είναι
· χρησιμοποιούμε μικρή ποσότητα δείγματος

· δεν καταστρέφεται στο τέλος της ανάλυσης

· μεγάλη ακρίβεια και ευαισθησία

· μικρός χρόνος μέτρησης

Οι περισσότερες από τις φασματοφωτομετρικές μεθόδους βασίζονται στην επίδραση κατάλληλης ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας σε μια ουσία, που δεσμεύεται από τα άτομα, ή τα μόρια της ύλης και προκαλεί ηλεκτρονιακές διεγέρσεις, διεγέρσεις πυρήνων, αλλαγές στην περιστροφή και τη δόνηση των μορίων. Στη συνέχεια τα άτομα και τα μόρια επιστρέφουν συνήθως στην αρχική τους κατάσταση, αφού αποβάλλουν το ποσό της ενέργειας που απορρόφησαν. Η καταγραφή της απορρόφησης της  ακτινοβολίας σε συνάρτηση με το μήκος κύματος, ή τη συχνότητα της ακτινοβολίας αποτελεί το φάσμα απορρόφησης, που είναι γραμμικό στα άτομα και ταινίες στα μόρια.

Η απορρόφηση της ακτινοβολίας στην υπεριώδη περιοχή (ενέργεια περίπου 100 Κcal/mole)  προκαλεί μεταβολές ηλεκτρονιακές, δόνησης και περιστροφής. Ο διαχωρισμός των ηλεκτρονιακών και των γειτονικών ταινιών δόνησης και περιστροφής δεν είναι δυνατός, το τελικό αποτέλεσμα είναι η λήψη ευρείων
κορυφών. Στο υπεριώδες διακρίνουμε δύο περιοχές: α) το εγγύς υπεριώδες (400 με 190 nm) και β) το άπω υπεριώδες (190 με 100 nm). Η συνήθης οργανολογία περιορίζεται στο εγγύς υπεριώδες, διότι η απορρόφηση  κάτω από τα 190 nm  α) από το διοξείδιο του πυριτίου (χαλαζία), υλικό από το οποίο είναι κατασκευασμένες τα οπτικά εξαρτήματα (κυψελίδες)  και β) από το ατμοσφαιρικό οξυγόνο, δεν επιτρέπει μετρήσεις στο άπω υπεριώδες. 

Για να πραγματοποιηθεί απορρόφηση ακτινοβολίας, τα φωτόνια που προσκρούουν στο δείγμα πρέπει να έχουν ενέργεια ίση με αυτή που χρειάζεται για να προκληθεί μια κβαντισμένη ενεργειακή μεταβολή. 
Η ενέργεια των ηλεκτρονιακών μεταπτώσεων είναι της τάξης μερικών eV, δίνεται δε από τον τύπο 



Ε = Ε1-Ε2 =  h ∙ν = h∙
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(1)
όπου Ε η ενέργεια, h η σταθερά του Plank,  ν η συχνότητα της ακτινοβολίας και λ το μήκος κύματος. 
Οι ποσοτικές μετρήσεις που δίνει η φασματοφωτομετρία UV-VIS στηρίζεται στο ότι η απορρόφηση της ακτινοβολίας εξαρτάται από την ποσότητα της ουσίας που απορροφά την ακτινοβολία. Η ποσοτική σχέση δίνεται από το νόμο Beer-Lambert. Στο σχήμα 1 απεικονίζεται μια κυψελίδα η οποία περιέχει διάλυμα μιας ουσίας, μέσα από την οποία διέρχεται ακτινοβολία αρχικής έντασης Io και εξέρχεται ακτινοβολία έντασης I.
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Σχήμα1.  Ακτινοβολία διερχόμενη μέσα από κυψελίδα η οποία περιέχει κάποιο διάλυμα χημικής ουσίας.
Σύμφωνα με το νόμο Beer-Lambert ισχύει:




I = Io e-αCl 




(2)
Όπου c η συγκέντρωση του διαλύματος, l η διαδρομή που κάνει η ακτινοβολία μέσα στο διάλυμα και α ο συντελεστής απορρόφησης, ο οποίος εξαρτάται από το μόριο ή ιόν που απορροφά σε ορισμένο διαλύτη  και από τη συχνότητα της ακτινοβολίας. 

Η σχέση (2) μετασχηματίζεται σε λογαριθμική μορφή:




log 
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(3)
Το ε είναι ο μοριακός συντελεστής απορρόφησης (molar absorption coefficient) και συνδέεται με το συντελεστή απορρόφησης α με τη σχέση:




ε = 
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(4)

Το γινόμενο ε C l ονομάζεται απορρόφηση Α, absorbance.




A = ε C l




(5)

O λόγος 
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 ονομάζεται διαπερατότητα Τ.



Τ = 
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(6)

Από τις σχέσεις (3) και (6) ισχύει 




Α = - logΤ




(7)
 Ο νόμος του Beer ισχύει όταν: 1) η προσπίπτουσα ακτινοβολία είναι μονοχρωματική 2) Τα χημικά είδη που απορροφούν δρουν ανεξάρτητα στη διαδικασία απορρόφησης 3) η απορρόφηση συμβαίνει σ’ έναν όγκο ομοιόμορφης διατομής 4) η ενεργειακή υποβάθμιση είναι γρήγορη (όχι φθορισμός). Γενικά ισχύει για αραιά διαλύματα.
Η γραφική απεικόνιση της απορρόφησης ενός διαλύματος σε σχέση με το μήκος κύματος της ακτινοβολίας δίνει το φάσμα απορρόφησης της διαλυμένης ουσίας. 

Το μήκος κύματος στο οποίο παρατηρείται το μεγαλύτερο ποσοστό απορρόφησης, ονομάζεται μήκος κύματος μέγιστης απορρόφησης και συμβολίζεται με λmax. Η τιμή του λmax είναι χαρακτηριστική της ουσίας, άρα μας δίνει ποιοτική πληροφορία. Το εμβαδόν της κορυφής του φάσματος σχετίζεται με τη ποσότητα της ουσίας, άρα δίνει ποσοτική πληροφορία. Στο σχήμα 2 απεικονίζεται ένα χαρακτηριστικό φάσμα απορρόφησης. 
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Σχήμα2 . Χαρακτηριστικό φάσμα απορρόφησης.
Χρήσιμες πληροφορίες μπορεί να πάρει κάποιος και από την απεικόνιση του μοριακού συντελεστή απορρόφησης ε  σε συνάρτηση με το μήκος κύματος (η οποιαδήποτε άλλη έκφρασή του π.χ. συχνότητα ν ή κυματαριθμό 
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ορίζεται από τη σχέση 
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το δε μήκος κύματος και η συχνότητα συνδέονται από το γνωστό τύπο της κυματικής c= λ∙ ν.
Η απόλυτη ένταση μιας κορυφής δίνεται από το εμβαδόν της επιφάνειας κάτω από την κορυφή που απεικονίζεται σε ένα διάγραμμα του ε με τον κυματαριθμό 
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 = 1/λ). Για την απόλυτη ένταση ισχύει 
Ι =  
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(8)

Η απόλυτη ένταση δείχνει την πιθανότητα να συμβεί η μετάπτωση. Η πιθανότητα αυτή εκφράζεται και με την ισχύ ταλαντωτή , που ορίζεται από τον παρακάτω τύπο:

f = 4 ∙ ε0 ∙ln10 ∙ 
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 EMBED Equation.3  [image: image20.wmf]∙  I


(9).
όπου  
ε0:  η διαπερατότητα του κενού (8.854 ∙ 10-12 J-1Cb2 m-1


c: η ταχύτητα του φωτός (3∙108 m/s)


N0: αριθμός του Avogardo (6,023∙1023)


e: το φορτίο του ηλεκτρονίου (1,6 ∙10-19 Cb)


m0: μάζα ηλεκτρονίου (9,109∙ 10-31 Kg)

Για τις πάρα πολύ πιθανές μεταπτώσεις η τιμή του f  τείνει προς τη μονάδα, ενώ για λιγότερο πιθανές είναι μικρότερη της μονάδας. 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ  ΜΕΡΟΣ
Α. Φάσματα ακετόνης-Ποσοτικές μετρήσεις
Η ακετόνη και το νερό είναι άχρωμα υγρά και ως εκ τούτου δεν παρουσιάζουν καμία απορρόφηση στην περιοχή του ορατού (900-400 nm). Οι ουσίες όμως αυτές απορροφούν στην περιοχή του υπεριώδους. Η ακετόνη παρουσιάζει δύο κορυφές στην περιοχή του κοντινού υπεριώδους (400-190 nm) δύο κορυφές στα 270 nm και στα 190 nm. Με το φασματοφωτόμετρο που χρησιμοποιείται στην άσκηση μπορούμε να δούμε την πρώτη κορυφή και ένα μέρος της δεύτερης. Μάλιστα παρατηρείται το φαινόμενο της επικάλυψης κορυφών, κατά το οποίο όταν δύο κορυφές έχουν παραπλήσιο  λmax  η μία κορυφή να καλύπτει μέρος της άλλης και το τελικό αποτέλεσμα είναι η κορυφή με τη διακεκομμένη γραμμή (σχήμα3).  
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Σχήμα 3. Επικάλυψη κορυφών 
Η  επικάλυψη κορυφών μπορεί να συμβεί είτε όταν μια ουσία δίνει περισσότερες από μία κορυφή είτε όταν υπάρχει μίγμα ουσιών. Στην περίπτωση επικάλυψης κορυφών για να πραγματοποιηθεί ποσοτική ανάλυση χρειάζεται να βρεθεί το εμβαδόν κάθε κορυφής χωριστά, δηλαδή χρειάζεται να «ξεχωρίσουμε τις δύο κορυφές». Για τη λύση του προβλήματος υπάρχουν διάφορα υπολογιστικά προγράμματα που δίνουν το εμβαδόν κάθε κορυφής χωριστά (peak fitting). Εμείς το πρόβλημα της αλληλεπικάλυψης των δύο κορυφών της ακετόνης το λύνουμε με πιο πρακτικό τρόπο. Απεικονίζουμε το μισό φάσμα της κορυφής των 270 nm, εκείνο που είναι σαφώς ορισμένο και στη συνέχεια φτιάχνουμε μια καμπύλη συμμετρική ως προς το σημείο της μέγιστης απορρόφησης. 
Ένα άλλο πρόβλημα που παρουσιάζεται είναι ότι από το φάσμα της ακετόνης πρέπει να αφαιρέσουμε το φάσμα που οφείλεται στην απορρόφηση του νερού. Αυτό με τα παλαιότερης τεχνολογίας φασματοφωτόμετρα ήταν μια επίπονη διαδικασία. Με το φασματοφωτόμετρο που θα χρησιμοποιηθεί η αφαίρεση του φάσματος του νερού γίνεται αυτόματα από το όργανο, αρκεί φυσικά να πάρουμε πρώτα το φάσμα του νερού (χωρίς να περιέχει ακετόνη).
Β. Πειραματική διάταξη

Για τη λήψη των φασμάτων θα χρησιμοποιηθεί φασματοφωτόμετρο (ΦΦΜ) Hitachi U-1800 διπλής δέσμης. Το όργανο χρησιμοποιεί σαν φωτεινή πηγή λάμπα βολφραμίου για την ορατή περιοχή (700-400 nm)  και λάμπα δευτερίου για την περιοχή του υπεριώδους. Το συγκεκριμένο όργανο παίρνει μετρήσεις στην περιοχή του εγγύος υπεριώδους (400-190 nm). Για το διαχωρισμό της ακτινοβολίας χρησιμοποιεί φράγμα. Στο σχήμα 4 φαίνεται η αρχή λειτουργίας του ΦΦΜ διπλής δέσμης και στο σχήμα 5 απεικονίζεται το οπτικό σχέδιο του ΦΦΜ. 
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Σχήμα 4. Φασματοφωτόμετρο διπλής δέσμης με περιστρεφόμενους καθρέπτες.
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Σχήμα 5. Οπτικό σχέδιο του ΦΦΜ U-1800. 
Στο σχήμα 6 φαίνεται η πειραματική διάταξη που υπάρχει στο εργαστήριο. 

α)
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β)
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Σχήμα6: α) Φασματοφωτόμετρο UV-Vis, U-1800 β) ο χώρος υποδοχής των δειγμάτων.
Κυψελίδες είναι τα δοχεία μέσα στα οποία τοποθετούνται τα προς ανάλυση διαλύματα.  Οι κυψελίδες κατασκευάζονται από γυαλί για την  περιοχή του ορατού. Για την περιοχή του υπεριώδους χρησιμοποιούνται κυψελίδες χαλαζία (κρυσταλλικό πυρίτιο), επειδή οι προσμίξεις του γυαλιού απορροφούν στην περιοχή του υπεριώδους. Πριν χρησιμοποιηθούν οι κυψελίδες πρέπει να καθαρίζονται. Αν πρόκειται να χρησιμοποιηθούν για διαλύματα οργανικών ουσιών πρέπει να καθαρίζονται με αλκοόλη και αιθέρα. 
Το ΦΦΜ που χρησιμποιείται στην άσκηση διαθέτει τρεις επιλογές λειτουργίας. α)photometry.Αυτός ο τρόπος λειτουργίας αντιστοιχεί στη μέτρηση της απορρόφησης ενός διαλύματος σε μια ορισμένη τιμή μήκους κύματος που επιλέγεται από τον χρήστη β)wavelength scan. Με αυτόν τον τρόπο λειτουργίας λαμβάνεται μια σειρά τιμών απορρόφησης για μια περιοχή τιμών μήκους, δηλαδή λαμβάνεται φάσμα απορρόφησης γ) time scan. Στην περίπτωση αυτή λαμβάνονται τιμές απορρόφησης με το χρόνο σε κάποιο συγκεκριμένο μήκος κύματος. Στη συγκεκριμένη άσκηση θα επιλέξουμε το δεύτερο τρόπο λειτουργίας, δηλαδή θα πάρουμε φάσμα απορρόφησης.
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

· Διατίθενται έτοιμα διαλύματα ακετόνης 0.015Μ, 0.030Μ και 0.045Μ. και τρία διαλύματα ακετόνης με άγνωστη συγκέντρωση.
· Ανοίγουμε το φασματοφωτόμετρο και γράφουμε στην οθόνη ένα μικρό πρόγραμμα εντολών. Επιλέγουμε τον τρόπο λειτουργίας του οργάνου (wavelength scan), αρχική και τελική τιμή μήκους κύματος (340-190 nm), σε τι τύπο θέλουμε τις μετρήσεις, δηλαδή απορρόφηση ή διαπερατότητα (επιλέγουμε απορρόφηση) και ταχύτητα σάρωσης(3600 nm/min).
· Τοποθετούμε μέσα στις κυψελίδες χαλαζία τα διαλύματα και τα τοποθετούμε στις ειδικές υποδοχές του οργάνου.

· Πρώτα τοποθετούμε σε μια κυψελίδα το διαλύτη, δηλαδή το νερό, (τυφλό δείγμα ή δείγμα αναφοράς) και δίνουμε στο όργανο την εντολή “baseline correction” οπότε το ΦΦΜ παίρνει το φάσμα απορρόφησης του νερού και στη συνέχεια αυτόματα το αφαιρεί από τα φάσματα των διαλυμάτων.
· Λαμαβάνουμε τα φάσματα απορρόφησης των διαλυμάτων γνωστής συγκέντρωσης

· Στη συνέχεια λαμαβάνουμε τα φάσματα απορρόφησης των διαλυμάτων άγνωστης συγκέντρωσης.

ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ

 1.  Υπολογισμός της ενέργειας μετάπτωσης
Η ενέργεια μετάπτωσης έχει σχέση με το μήκος κύματος και υπολογίζεται από τη σχέση (1) στο λmax. 
2. Καταγραφή των φασμάτων απορρόφησης των διαλυμάτων γνωστής συγκέντρωσης
Τα φάσματα απορρόφησης να γίνουν με τη βοήθεια κάποιου υπολογιστικού προγράμματος (προτείνεται το Origin).

3. Υπολογισμός του μοριακού συντελεστή απόσβεσης εmax
Από τα φάσματα να υπολογισθεί το λmax και για τα τρία διαλύματα. Η τιμή του λmax θα πρέπει να συμπίπτει. Αν όχι (γιατί συμβαίνει αυτό;) να βρεθεί ο μέσος όρος. Να συγκριθεί η τιμή που βρήκατε με τη βιβλιογραφική. 

4. Καταγραφή των φασμάτων απορρόφησης των διαλυμάτων άγνωστης συγκέντρωσης
Να υπολογίσετε τη συγκέντρωση των διαλυμάτων.

5. Γραφική απεικόνιση του ε σε συνάρτηση με τον κυματαριθμό. 
Για ένα μόνο διάλυμα,  (επιλέξετε εσείς ποιο), να γίνει η γραφική απεικόνιση του ε σε συνάρτηση με τον κυματαριθμό. Οι  τιμές του ε για τα διάφορα μήκη κύματος θα υπολογισθούν με βάση τη σχέση (5).
6. Υπολογισμός της απόλυτης έντασης Ι.
Στη γραφική παράσταση του ερωτήματος 5 να υπολογισθεί το  εμβαδόν που περικλείεται μεταξύ καμπύλης και άξονα χ. Προσοχή! Στην παραπάνω κορυφή υπάρχει η συμμετοχή και της δεύτερης κορυφής της ακετόνης στα 190 nm. Να αφαιρεθεί το εμβαδόν που οφείλεται σε αυτή την κορυφή.

7. Υπολογισμός της ισχύος ταλαντωτή f.
Υπολογίζεται από την εξίσωση (9).
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1. R. Pescok, D. Shiels, T. Cairns and I.Mc. William in “Σύγχρονες Μέθοδοι στην Χημική Ανάλυση» (απόδοση στα Ελληνικά από Σ. Βολιώτη), εκδ. Γ.Α. Πνευματικός, Αθήνα 1980, κεφ.9. 
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ΣΧΗΜΑΤΑ
Σχήμα1: en.wikipedia.org

Σχήμα3,4: Από βιβλιογραφία 1.

Σχήμα 5,6: Από εγχειρίδιο της Πειραματικής συσκευής, HITACHI U-1800 SPECTROPHOTOMETER
Σημείωμα Αδειοδότησης

Το παρόν υλικό διατίθεται με τους όρους της άδειας χρήσης Creative Commons Αναφορά, Απαγόρευση  Εμπορικής Χρήσης,  Απαγόρευση Παραγώγων Έργων. 
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Χρηματοδότηση
· Το παρόν εκπαιδευτικό υλικό έχει αναπτυχθεί στo πλαίσιo του εκπαιδευτικού έργου του διδάσκοντα.

· Το έργο «Ανοικτά Ακαδημαϊκά Μαθήματα στο Πανεπιστήμιο Αθηνών» έχει χρηματοδοτήσει μόνο τη αναδιαμόρφωση του εκπαιδευτικού υλικού. 

· Το έργο υλοποιείται στο πλαίσιο του Επιχειρησιακού Προγράμματος «Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση» και συγχρηματοδοτείται από την Ευρωπαϊκή Ένωση (Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταμείο) και από εθνικούς πόρους.
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