SPETTROFOTOMETRIA:

DETERMINAZIONE DELLO SPETTRO DI ASSORBIMENTO DI UNA SOLUZIONE

Il passaggio di una fascio di radiazioni attraverso una soluzione è accompagnata da un assorbimento di energia. Quando un atomo, uno ione o una molecola assorbe energia luminosa questo fatto può essere dovuto a tre fenomeni:

1. trasmissione degli elettroni da un livello interno ad uno esterno, questo fenomeno richiede assorbimenti di luce nella regione del visibile, dell’ultravioletto o dei raggi x;

2. variazione nelle vibrazioni delle molecole, questo fenomeno richiede assorbimento nella regione del visibile e del vicino infrarosso;

3. variazione nelle rotazioni delle molecole, questo fenomeno richiede assorbimento nella regione  delle micro-onde o del lontano infrarosso.

La spettrofotometria UV/VIS si basa sull’ assorbimento, da parte di molecole, delle radiazioni con lunghezza d’onda compresa tra 10 e 750nm. Questa gamma spettrale viene suddivisa principalmente in tre regioni:

1. UV lontano(10-190nm)

2. UV vicino(190-350nm)

3. visibile (350-750nm)

L’assorbimento nella regione del visibile (350-750nm) è fortemente influenzato dal modo in cui l’elemento che assorbe è combinato con gli altri  nella sostanza in esame.

L’assorbimento può essere descritto riportando in un diagramma la cosiddetta assorbanza in funzione della lunghezza d’onda.

L’assorbanza rappresenta in un certo senso, la quantità di energia luminosa assorbita dalla sostanza. Ad essere precisi, la definizione materiale di assorbenza è la seguente:

A = log T

In cui:

T = trasmitanza 

T = I del solvente / I della soluzione

I = intensità luminosa trasmessa
La curva che si ottiene gravitando l’assorbanza in funzione della lunghezza d’onda si chiama SPETTRO DI ASSORBIMENTO.

Lo spettro di assorbimento risulta un parametro chimico altamente specifico della sostanza per cui può essere utilizzato come identificativo della sostanza stessa.

Spettrofotometri:

Spettrofotometro monoraggio: in uso nella nostra scuola.
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Spettrofotometro doppio raggio: in uso presso i laboratori dell’ERSA.
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COME FUNZIONA UNO SPETTRO FOTOMETRO?

Uno spettro fotometro UV-visibile è capace di generare un fascio di luce UV-visibile monocromatico, di variarne la lunghezza d’onda in modo controllabile, di inviarlo attraverso la soluzione in esame e di misurare l’intensità della radiazione prima e dopo l’attraversamento della soluzione.

Gli spettrofotometri convenzionali possono essere a singolo o a doppio raggio. 

Negli spettrofotometri a raggio singolo, è sempre necessario effettuare una misura di assorbimento non solo solvente (il cosiddetto “bianco”), il cui assorbimento va poi sottratto a quello della soluzione. 

Negli spettrofotometri a raggio doppio, invece, un sistema elettronico esegue il confronto automatico ad ogni lunghezza d’onda dell’assorbimento della soluzione e di quello del solvente,fornendo direttamente la misura “depurata” dal contributo del solvente. Ciò viene realizzato al costo di una maggiore complessità sia dal punto di vista delle parti ottiche, che da quelle meccaniche.
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Nonostante la diversità dei due tipi di strumenti, le parti essenziali che li costituiscono sono in generale le stesse e possono essere schematizzate come mostra nella figura sovrastante:

1. Sorgente luminosa a filamento di tungsteno per visibile o vapori di deuterio per l’UV. La radiazione emessa è policromatica.

2. Sistema di fenditure, fili e lenti per focalizzare, filtrare e indirizzare il fascio di luce in modo opportuno.

3. Monocromatore: dispositivo che, attraversato da un fascio di radiazioni policromatica, lascia uscire (nel caso ideale) solo la componente di una lunghezza d’onda selezionabile.

4. Serie di specchi per direzionare il raggio.

5. Sistema di specchi (detto nel suo complesso “chopper”) che divide il raggio di luce in due raggi di uguale intensità. Questo componente è presente solo negli spettrofotometri a doppio raggio.

6. Alloggiamento per le celle (dette anche “cuvette”)

7. Rilevatore : dispositivo capace di trasformare l’intensità luminosa in un segnale elettrico ad essa proporzionale.

Negli spettrofotometri a raggio singolo c’è un solo alloggiamento per le celle: in questo caso per ogni lunghezza d’onda è necessario determinare l’assorbimento del solvente per sottrarlo a quello del campione in soluzione.

Negli spettrofotometri a doppio raggio ci sono due alloggiamenti:in uno viene posta la cella con il solvente mentre nell’altro viene posta la cella contenente la soluzione da analizzare. Un sistema elettronico esegue il confronto automatico dell’intensità della luce uscente dalle due celle, fornendo in tal modo direttamente l’assorbimento dovuto al solo soluto. 

Le celle (generalmente di sezione quadrata a lato pari a 1 cm) sono costituite in vetro per misure nel visibile o in quarzo per misure nel campo del UV ( il vetro perde infatti la sua trasparenza per lunghezza d’onda inferiori a circa 350nm)

Esperimenti con lo spettro fotometro

· SPETTRO DI ASSORBIMENTO DEL VINO (nero e bianco)
· ANTOCIANI TOTALI (flavonoidi totali)
Esperimento effettuato al Centro pilota per la viticoltura dell’Ersa con il dottor R.Miletti  

· DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE INCOGNITA DI UNA SOLUZIONE DI KMnO4 
Esperimento effettuato all’università di Trieste con il dottor Gabriele Calducci.  







