דו"ח מעבדה בכימיה  - מס' 4

הנושא: ספקטרופוטומטריה

מבוא
שיטת הספקטרופוטומטריה הינה שיטה המנצלת את בליעת קרינה אלקטרומגנטית ע"י חומרים שונים לשם איפיונם וקביעת ריכוזם. כל חומר בולע קרינה בעלת אנרגיה שתשנה את האורביטלים המולקולריים שלו. 

שיטה זו הינה רגישה מאוד, אינה פוגמת בחומר או בריאקציות, וניתן להשתמש בה גם למדידות שווי-משקל וגם למעקב קינטי אחר ריאקציות.

מספר הגדרות פיזיקליות בסיסיות:

קרינה אלקטרומגנטית: תנודות מחזוריות של שדה אלקטרומגנטי.

אור: קרינה אלקטרומגנטית באורכי גל אותם העין האושית (בין השאר) יכולה לקלוט. נע בין 400-700 nm.
אורך גל ((): המרחק בין שתי נקודות זהות בפאזה ובכוון על פני גל. 
מספר גל()): מספר הגלים ב- 1 ס"מ, מבוטא ביחידות של 1/cm.

אמפליטודה: עוצמת הסטייה של השדה האלקטרומגנטי מן הרמה הבסיסית, משתנה באופן מחזורי.

תדירות(():מספר הפעמים בשנייה בה השדה הופך את כוונו, נמדדת ביחידות של

Hertz (Hz)=1 sec-1.

פוטון: לפי עקרון הדואליות של הקרינה האלקטרומגנטית הוא התאור החלקיקי של קרינה זו. אנרגיית הפוטון ניתנת בביטוי:




E=h ( (
(h הוא קבוע פלאנק - 6.62x10-34 Jxsec).

הקשר בין התדירות, אורך הגל והאנרגיה של הפוטון מתקיים דרך מהירות התפשטות האור, c. במשך שנייה אחת מבצע גל האור ( תנודות בכל אחת מהן מתקדם גל האור ב- (. לפיכך מהירות התפשטות הגל היא ( x (.




c=( ( ( 
ממשוואה זו וממשוואת האנרגיה של פוטון נובע ש:




E= h ( c ( 1/( = h ( c ( (
ניתן לעקוב כמותית אחר אור הנבלע ע"י חומר בעזרת מספר גדלים:

בליעה (Absorption) / צפיפות אופטית (Optical Density):

גודל המבטא את היחס בין האור הפוגע והאור העובר, ביחידות לוגריתמיות. אם Io הוא אנרגיית השטף הפוגע ו- I הוא אנרגיית השטף היוצא, היחס בין שניהם מוגדר : 




A= -log I/ Io =log Io/I

הבליעה הינה גודל חסר יחידות. היא נוחה לעבודה מכיוון שאינה תלויה באורך הגל או בעוצמת האור הפוגע אלא רק ביחס שבין האור הנכנס ליוצא.

חוק Beer - Lambert:

עוצמת הבליעה של חומר כלשהו מושפעת מאורך הדרך שעובר האור בתוך החומר ומריכוז החומר. הקשר נתון במשוואה:



A=​(([C](l

[C] - ריכוז החומר, [I] - הדרך האופטית שעבר האור בחומר המוקרן, [(] - מקדם הבליעה המולרי של החומר המוקרן.

מקדם בליעה מולרי (():

עוצמת הבליעה הנמדדת בתמיסה שריכוזה 1M והדרך האופטית של האור בה היא 1 ס"מ. יחידות מקדם הבליעה הן M-1(cm-1. 

עקרון המדידה הספקטרופוטומטרי:
הספקטרופוטומטר מורכב מ- 3 חלקים:

1.  מקור אור: צריך להיות בעל ספקטרום  פליטה רציף ככל האפשר כך שהאנרגיה שלו לא תשתנה באופן חד עם אורך הגל. 

2.  מפזר אור: נעשה ע"י מנסרות או שריג. האור מתפזר בגלל הבדלים קטנים בין מקדמי השבירה של אורכי גל שונים. מפזר האור מוקרן בקרן אור צרה וממוקדת אשר נשברת לקרן מתבדרת אשר אורך הגל שלה משתנה לפי זווית היציאה. קרן מתבדרת זו מופנית אל חריץ צר המאפשר רק לקרניים הנשברות בזווית ספציפית (ולכן גם בעלות אורך גל ספציפי) לצאת לכיוון התמיסה הנמדדת.

3.  יחידת החישה: מורכבת מתא פוטואלקטרי בעל יכולת גבוהה להגברת האור (פוטומולטיפלייר) או מטרנזיסטור הרגיש לאור (פוטודיודה). הזרם החשמלי היוצא מיח' החישה הינו יחסי לעוצמת האור הפוגע בו.

קו הבסיס של המכשיר: קו המציין את השתנות האות החשמלי היוצא מיח' החישה כאשר מפזר האור משנה את אורך הגל המגיע אליו. (כאשר התווך הנמדד אינו בולע). באופן אידיאלי קו זה הוא ישר אולם במציאות הקו מושפע מגורמים שונים ולכן יש לאפסו לפני כל מדידה באופן ידני ע"י איפוס המכשיר במדידת הבליעה של חומר שקוף לחלוטין - מים.
מגבלות המכשיר: 

1.  רוחב הפס (Bandwidth): מקור האור בספקטרופוטומטר פולט אור המכיל את כל תחום הספקטרום הנראה. מפזר האור בורר מתוך כל הספקטרום אלומה צרה ובה פוטונים בעלי אורך גל ספציפי, אולם איתם חודרים בעד לחריץ גם פוטונים בעלי אורך גל קצר וארוך יותר. רוחב הפס מוגדר כ- (( - התחום של אורכי גל העוברים דרך החריץ. ככל שרוחב הפס קטן יותר כך גדל דיוק המדידה ואמינותה.

2.  רווי ורעש ביחידת החישה: ליחידת החישה רעש רקע תמידי וכאשר עוצמת האור פוגע נמוכה, נבלע האות ברעש הרקע והקריאה אינה אמינה. כאשר עוצמת האור הפוגע גבוהה מדי מאבד האות החשמלי היוצא מיחידת החישה את תלותו הליניארית בעוצמה הנקלטת. תופעה זו נקראת רווי. אנו נעבוד בתחום ספציפי (A בין 0.05 ל- 1.5) בו המכשיר אמין.
ניסוי מס' 1: קביעת תחום שיא הבליעה של KMnO4 ושל K2Cr2O7
מטרת הניסוי: מציאת התחום אורכי הגל בו בליעת האור של החומרים KMnO4 ו- 

K2Cr2O7 היא מקסימלית.

מהלך הניסוי: 
1.  הכנו שלוש קיווטות המכילות :

 1) מים

 2) תמיסת KMnO4 0.5mM
 3) תמיסת K2Cr2O7 0.5mM
2.  מדדנו את בליעת החומרים בתחום שבין 350-610nm במרווחים של 20nm עבור כל אחת מן הקיווטות, כאשר הבליעה של המים היוותה את קו הבסיס של המכשיר.

3.  חזרנו על המדידה בתחום שיא הבליעה של כל חומר במרווחים של 5nm. 

תוצאות:

אורך גל (nm)
בליעה של K2Cr2O7


330
1.16


335
1.17


340
1.19


345
1.21


350
1.13
0.89

355
1.09


360
1.13


365
1.17


370
1.15
0.83

390
0.76
0.63

410
0.31
0.42

430
0.23
0.34

450
0.2
0.32

470
0.14
0.39

490
0.07
0.61

510
0.02
0.9

515
0
0.94

520

1.01

525

1.08

530
0
1.07

535

1.03

540

1.04

545

1.02

550
0
0.98

570
0
0.59

590
0
0.19

610
0
0.11

 ראה גרף תחום שיאי הבליעה בעמוד הבא.

ניתוח התוצאות:

1.  שיא הבליעה המתקבל עבור KMnO4 מתקבל באורך גל של 525 nm ושל K2Cr2O7 באורך גל של 345 nm. 

2.  מהגרף ניתן לראות כי באורך הגל של שיא הבליעה של K2Cr2O7 ישנה גם בליעה של KMnO4.

ניסוי מס' 2: מציאת מקדם הבליעה עבור  KMnO4 ושל K2Cr2O7
מטרת הניסוי: חילוץ מקדם הבליעה ממדידת בליאת האור של שני החומרים כפונקציה של ריכוזם.

מהלך הניסוי: 

1.  הכנו תמיסות של K2Cr2O7  ו- KMnO4 בריכוזים הבאים:

 KMnO4: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mM
 K2Cr2O7: 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.4.

2.  עבור כל ריכוז מדדנו את עוצמת הבליעה באורך הגל בו הבליעה היא מירבית עבור החומר הנמדד.

תוצאות:

ריכוז [mM]
בליעה של K2Cr2O7 ((=345nm)
בליעה של  KMnO4 ((=525nm)

0.05
0.23


0.1
0.31
0.27

0.15
0.46


0.2
0.52
0.44

0.3

0.67

0.4
1.03
0.78

 ראה גרף בעמוד הבא.

ניתוח התוצאות:

1.  משיפוע הגרף של כל חומר ניתן לחלץ את מקדם הבליעה שלו, וזאת עפ"י הנוסחא: 

A=( l C




(=(A/(C (l=1cm)

2.  מקדם הבליעה המתקבל עבור K2Cr2O7  הינו 2.67x103 cm-1x M-1.

3.  מקדם הבליעה המתקבל עבור KMnO4 הינו 2.093x103 cm-1x M-1.
ניסוי מס' 3: זיהוי ריכוזים של KMnO4 ושל K2Cr2O7 מתוך תמיסה בה ריכוזיהם אינם ידועים.

מטרת הניסוי: קביעת ריכוזם של K2Cr2O7  ו- KMnO4 מתערובת בה ריכוזם אינו ידוע בעזרת תוצאות הניסויים הקודמים.

מהלך הניסוי: 

1.  קיבלנו תמיסה המכילה תערובת של K2Cr2O7  ו- KMnO4 כאשר ריכוז המומסים והיחס ביניהם אינו ידוע.

2.  מדדנו את עוצמת הבליעה של התמיסה באורכי הגל המאפיינים כל אחד מהחומרים.

3.  חישבנו את ריכוז החומרים. 

תוצאות: 

1. מדידת הבליעה:
( [nm]
בליעה

525
0.46

365
0.98

2. חישוב הריכוזים:

 באורך גל 525nm הבליעה היחידה היא של KMnO4, באורך גל זה אין בליעה של K2Cr2O7.

 לפי הנוסחא A=( l C, נמצא את ריכוזו של KMnO4:




0.46=2.093x103 x 1 x C




C=2.2x10-4 M= 0.22mM
 מהניסויים הקודמים ניתן לראות כי בריכוז של 0.22 mM ובאורך גל של 365nm הבליעה של KMnO4 היא 0.365 (0.83 - 0.5mM ( x=0.365 - 0.22mM).

  הבליעה של K2Cr2O7 היא 0.98-0.365=0.615.

 לפי הנוסחא A=( l C נמצא את ריכוזו של K2Cr2O7: 















C=0.615/2.67x103 =  2.3x10-4M = 0.23mM 

ניתוח התוצאות:

הערכים האמיתיים של הריכוזים בתערובת היו: 

 ריכוז KMnO4: 0.2mM.

 ריכוז K2Cr2O7: 0.3mM.

לגבי KMnO4, הערך שהתקבל בניסוי קרוב לערך האמיתי (סטייה של 10%).

לגבי K2Cr2O7, הערך שהתקבל סוטה ב- 24.4% מן הערך האמיתי.

ניסוי מס' 4: ניתוח ריאקצית חימצון-חיזור בעזרת ספקטרופוטומטריה 
מטרת הניסוי: קביעת הסטוכיומטריה של תהליך חימצון-חיזור בו משתתף היון MnO4-.

מהלך הניסוי: 

1.  לארלנמייר הכנסנו 50 מ"ל KMnO4  0.5mM ו- 2 מ"ל H2SO4 5%.

2.  וידאנו שה- pH קטן מ- 2.

3.  הכנו 5 מבחנות, לכל אחת מהן הכנסנו 5 מ"ל מהתמיסה, וכן מים ו- KNO2  1mM ביחסים הבאים:

מספר מבחנה
H2O [ml]
KNO2 [ml]

1
5
0

2
4
1

3
3
2

4
2
3

5
0
5

3.  בתגובת החמצון-חיזור שתתרחש המחזר הוא NO2- והמחמצן MnO4-.

4.  לאחר 5 דקות מדדנו את הבליעה של כל מבחנה (כמות ה- MnO4- שנותר).

5.  חישבנו את שינויי הבליעה.

6.  שרטטנו גרף של שינויי הבליעה ביחס לכמות ה- NO2- שהוסף.

תוצאות:

מספר מבחנה
בליעה (O.D.)
שינוי הבליעה ((O.D.) 

1
0.477
0

2
0.328
0.149

3
0.315
0.162

4
0.212
0.265

5
0.14
0.337

 ראה גרף בעמוד הבא.

ניתוח התוצאות: 

1.  שיפוע הגרף שהתקבל הוא 0.75. ערך זה מבטא את יחס המקדמים הסטוכיומטריים בריאקציה שהתרחשה. היחס המתקבל הוא 3:4, כלומר על כל 4 מולקולות NO2- מגיבות 3 מולקולות של MNO4-. משוואות התהליך, לפיכך, היא:
(1)  NO2- + H2O(3e- + NO3 + 2H+
(2)  MnO4- + 4e- + 4H+(MnO2- + 2H2O

התגובה הכוללת:



4NO2- + 3MnO4- + 4H+ (4NO3 + 3MnO2- + 2H2O

לפי חצי התגובה הרשומה בחוברת רק שני אלקטרונים נמסרים בתהליך החימצון ע"י ה- NO2- - היינו מצפים לקבל שיפוע של 2/3. 
