Gli strumenti usati per misurare l’assorbimento di radiazioni da parte di soluzioni sono detti spettrofotometri. In linea di principio uno spettrofotometro è costituito da:

· una sorgente, cioè una lampada che emette radiazioni nell’intervallo spettrale di misura

· un monocromatore, che seleziona le lunghezze d’onda in arrivo dalla sorgente

· un compartimento celle o cuvette, in cui è posto il campione 

· un rivelatore, che misura l’intensità della radiazione

· un elaboratore dati che fornisce i valori delle misure di assorbimento.


[image: image9.png]Absorbance

Absorbance

Wavelength

Concentration




Spettrofotometro a doppio raggio.

SORGENTI

Le lampade possono emettere nel campo spettrale dell’UV o del visibile. Devono emettere in modo continuo senza cali di potenza. Per la regione del visibile si usano lampade a filamento di tungsteno o lampade tungsteno-alogeno che forniscono energie più elevate nell’intervallo 300-400 nm. Per la regione dell’UV si usano lampade a scarica riempite di gas deuterio (D2): il deuterio viene eccitato dalle scariche elettriche prodotte da un arco ed emette uno spettro continuo di radiazioni al di sotto di 400 nm.

MONOCROMATORI

Le lampade emettono radiazioni in tutte le direzioni dello spazio e quindi per ottenere un fascio di luce sottile e ben focalizzato è necessario un sistema ottico costituito da lenti, specchi e fenditure. Il fascio viene poi indirizzato sul monocromatore che scompone la radiazione policromatica (per es. la luce bianca) in bande il più possibile monocromatiche. A seconda del principio fisico su cui si basano, i monocromatori si dividono in:
-filtri, che assorbono una parte delle componenti spettrali della radiazione proveniente dalla sorgente e ne trasmettono una gamma più o meno ampia
-prismi o reticoli che diffrangono la luce policromatica separandola nelle diverse componenti monocromatiche.

CELLE

Le celle o cuvette sono di vario tipo. Normalmente sono a forma di parallelepipedo di sezione quadrata con cammino ottico di 1 cm. Per campioni molto diluiti sono disponibili celle da 4 cm e per campioni molto concentrati ci sono celle con cammino ottico di 1 e 2 mm. Per la regione UV, la cella deve essere di quarzo, mentre per la regione visibile vanno bene sia il vetro che la plastica. Le celle di quarzo possono essere usate anche nel visibile. Ci sono anche microcelle con cammino ottico di 1 cm ma adatte per contenere piccoli volumi di soluzione.

RIVELATORI

Trasformano l’energia radiante in un segnale elettrico. Ci sono vari tipi di rivelatore: 

Fototubi (si basano sull’effetto fotoelettrico)
Un fototubo è un tubo a vuoto costituito da un catodo, detto fotocatodo, di grande area, e da un anodo; gli elettrodi, contenuti in un'ampolla di vetro in cui si è fatto il vuoto spinto, sono sottoposti ad un'elevata differenza di potenziale. Quando i fotoni colpiscono il catodo, costituito di materiale fotoemittente, causano la fuoriuscita di elettroni, i quali, accelerati dal campo elettrico prodotto, si muovono verso l'anodo, posto a potenziale superiore rispetto al catodo. L'area del fotocatodo viene mantenuta la più grande possibile per raccogliere la maggior quantità di luce, mentre l'anodo deve avere una forma tale da ostruire il minimo possibile la raccolta di fotoni da parte del catodo.

La raccolta degli elettroni da parte dell'anodo permette di ottenere una corrente elettrica in uscita dal fototubo, corrente la quale rispecchia il flusso luminoso che colpisce il dispositivo; la relazione che lega le due grandezze è praticamente lineare.  Un semplice circuito utilizzato per rivelare l'intensità luminosa con un fototubo è costituito semplicemente da un resistore posto in serie al dispositivo la cui alimentazione è tipicamente superiore ai 100 V. 
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Fotomoltiplicatori (si basano sull’effetto fotoelettrico)
Sono una variante dei fototubi ma hanno sensibilità maggiore. Gli elettroni emessi dal fotocatodo vengono accelerati da una differenza di potenziale verso una superficie metallica che espelle altri elettroni che a loro volta vengono accelarati verso un'altra superficie metallica. Si ottiene una notevole amplificazione del segnale. Dopo più passaggi si raccolgono gli elettroni sull'anodo.




Gran parte degli spettrofotometri moderni sono a doppio raggio (come nella figura sopra). In essi il raggio uscente dal monocromatore viene sdoppiato: i due raggi ottenuti di intensità I0 (intensità è il numero di fotoni che incidono sul campione nell’unità di tempo) vengono inviati rispettivamente uno al campione e uno al riferimento posti in due cuvette uguali. Il raggio emergente dal riferimento avrà intensità inalterata, dato che non vi è stato assorbimento, mentre il raggio uscente dal campione avrà una intensità I<I0, in quanto una parte della radiazione incidente è stata assorbita. Le due intensità I e I0 raggiungono il dispositivo di lettura che ne effettua il rapporto.

Si definisce trasmittanza e si indica con T il rapporto:

T = I/I0
Si definisce assorbanza e si indica con A:

A = -log T
Sostituendo a T la sua espressione si ricava che:

A = log I0/I
SPETTRO DI ASSORBIMENTO

La misura da parte dello strumento dell’assorbanza al variare della lunghezza d’onda porta ad un grafico che si chiama spettro di assorbimento. Si è già detto che l’assorbimento di radiazioni di energia opportuna è associato con transizioni specifiche di elettroni di valenza nella molecola (da orbitali di legame e di non legame a orbitali di antilegame). Dato che i livelli sono quantizzati, sembrerebbe ovvio aspettarsi che solo la radiazione di lunghezza d’onda corrispondente al E tra i due livelli sia assorbita e che lo spettro di assorbimento sia costituito da linee o righe di larghezza infinitesima. In realtà lo spettro di assorbimento si presenta con la forma di una banda, dovuta a interazioni tra lo stato eccitato e l’ambiente (es. il solvente): inoltre poiché ad ogni stato elettronico sono associati numerosi livelli vibrazionali, quando la molecola passa dallo stato elettronico fondamentale ad uno eccitato, in realtà si promuovono anche transizioni dai livelli vibrazionali associati al livello elettronico fondamentale ai livelli vibrazionali associati al livello elettronico eccitato. Dal momento che lo spettrofotometro non è capace di discriminare a sufficienza fra i diversi tipi di transizione, lo spettro di assorbimento è l’insieme di tutti gli assorbimenti che accompagnano la transizione elettronica ed assume la forma di una banda allargata. 
ESPERIENZA DI LABORATORIO

FORMAZIONE DI COMPLESSI DI NICHEL E DI COBALTO E REGISTRAZIONE DEI LORO SPETTRI DI ASSORBIMENTO.

Procedura.

Si prenda una punta di spatola di Ni(NO3)2 e si sciolga in acqua (circa 10 ml). Si registri lo spettro di assorbimento trovando la max. 

Si divida la soluzione in due porzioni: 

a) si aggiungono alcune gocce di NH3, si osservi il cambiamento di colore e si registri nuovamente lo spettro di assorbimento trovando la nuova max; 

b) si aggiungono alcune gocce di etilendiammina, si osservi il cambiamento di colore e si registri nuovamente lo spettro di assorbimento trovando la nuova max
Sulla base dei tre complessi di nichel e delle relative max, si facciano considerazioni sulla forza dei leganti e sui colori osservati.

Si prenda una punta di spatola di CoCl2 e si sciolga in etanolo (circa 5 ml). Si registri lo spettro di assorbimento trovando la max. 

Si aggiunga H2O si osservi il cambiamento di colore e si registri nuovamente lo spettro di assorbimento trovando la nuova max.

Si divida la soluzione in due porzioni: 

a) si aggiunge HCl e si registri nuovamente lo spettro di assorbimento trovando la nuova max
b) si aggiunga NH3 in eccesso si registri nuovamente lo spettro di assorbimento trovando la nuova max.

Sulla base dei complessi di cobalto ottenuti e delle relative max, si facciano considerazioni sulla forza dei leganti e sui colori osservati. 
LEGGE DI LAMBERT-BEER

Per una radiazione monocromatica, l’assorbanza è direttamente proporzionale alla concentrazione della specie assorbente. Infatti, se una radiazione di una certa frequenza è assorbita da una molecola, più numerose sono le molecole, maggiore sarà l’assorbimento della radiazione di quella frequenza. 

Nello spettrofotometro il campione è contenuto in una cella (o cuvetta) di dimensioni accuratamente note. La distanza percorsa dalla radiazione attraverso la cella è detta cammino ottico (l). 

Pertanto, l’assorbanza è direttamente proporzionale sia alla concentrazione della specie assorbente  c sia al cammino ottico secondo la seguente relazione:






A = log I0/I = cl

è il coefficiente di estinzione molare e la sua unità di misura dipende da quelle di c e di l. Così dato che l’assorbanza è adimensionale, se c è la concentrazione molare di specie assorbente ed l è espresso in cm, l’unità di misura di è M-1 cm-1. Il coefficiente di estinzione molare è una proprietà della specie chimica che assorbe e non dipende dalla concentrazione ma dipende invece dalla lunghezza d’onda della radiazione assorbita.

Sulla base di quanto detto finora, gli spettri di assorbimento di soluzioni di una stessa sostanza in concentrazioni diverse avranno la medesima forma e posizione ma i valori di assorbanza saranno crescenti all’aumentare della concentrazione della specie assorbente.
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Fissato un valore di lunghezza d’onda, la legge di Lambert Beer afferma che c’è una relazione lineare tra A e c. Perciò se si graficano i valori di assorbanza misurati alla stessa lunghezza d’onda in funzione della concentrazione di sostanza che li ha determinati si ottiene una retta passante per l’origine degli assi (in assenza di sostanza assorbente l’assorbanza è nulla).

Y = mx

A= lc

Dal confronto tra le due equazioni si vede che la pendenza della retta m = l e dato che il cammino ottico è solitamente pari a 1 cm, m fornisce il valore numerico di  a quella lunghezza d’onda. Una volta noto  è possibile determinare la concentrazione incognita di una soluzione di quella sostanza da una semplice misura di assorbanza.

ESPERIENZA: 1) DETERMINAZIONE DEL COEFFICIENTE DI ESTINZIONE MOLARE DEL METILARANCIO MEDIANTE RETTA DI TARATURA. 2) DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE DI UNA SOLUZIONE DI METILARANCIO CON METODO SPETTROFOTOMETRICO.

Il metilarancio, noto indicatore acido-base, ha un colore arancio intenso in ambiente acido. Grazie al fatto che assorbe nel visibile e che ha un valore di  elevato, il metilarancio è particolarmente adatto per questa esperienza. Naturalmente, è necessario che in tutte le soluzioni che si devono preparare l’ambiente sia acido; ciò garantisce che il colore e quindi lo spettro di assorbimento non cambino.

Materiali e strumenti:

spettrofotometro uv-visibile a doppio raggio

soluzione madre di metilarancio 1 x 10-4 M in HClO4 2M.

6 matracci tarati di vario volume: 3 da 100 ml, 1 da 50 ml, 1 da 25 ml, e 1 da 10 ml.

Pipette di vetro tarate.

Procedimento:
- Si preparano sei soluzioni diluite di metilarancio nei sei matracci a disposizione utilizzando la soluzione madre 1 x 10-4 M (Miniziale) come soluzione concentrata, seguendo le istruzioni contenute nella tabella. Si preleva con una pipetta graduata adatta il volume di soluzione madre indicato, lo si trasferisce nel matraccio indicato e si porta a volume con acqua.

	Soluzione
	Volume di soluzione 1 x 10-4 M da prelevare (Viniziale)
	Volume del matraccio (Vfinale)
	Concentrazione 
	Assorbanza 

misurata

	1
	2 ml
	10 ml
	
	

	2
	4 ml
	25 ml
	
	

	3
	5 ml
	50 ml
	
	

	4
	5 ml
	100 ml
	
	

	5
	2 ml
	100 ml
	
	

	6
	1 ml
	100 ml
	
	


- Si calcola la molarità delle sei soluzioni diluite così ottenute, tenendo presente che le moli di metilarancio prelevate sono date dal prodotto: Miniziale* Viniziale. Dato che le moli di metilarancio prelevate sono esattamente quelle presenti nella soluzione diluita posso scrivere la seguente uguaglianza:

Miniziale* Viniziale = Mfinale* Vfinale
Da qui si può calcolare Mfinale.

- Si trasferisce in una cuvetta una porzione della soluzione più concentrata tra le sei preparate e si registra lo spettro di assorbimento (tra 400 e 800 nm), utilizzando acqua come riferimento. Dallo spettro ottenuto si individua a quale lunghezza d’onda si ha il massimo di assorbimento e si prende nota.

- Si misura l’assorbanza di tutte le altre soluzioni avendo preventivamente fissato il valore di lunghezza d’onda prescelto e si scrivono i valori misurati in tabella.

- Al computer si mettono in grafico i valori di assorbanza in funzione delle concentrazioni delle soluzioni. Dato che la legge di Lambert-Beer prevede proporzionalità diretta tra A e concentrazione, se si è operato in modo accurato e preciso si ottiene una retta passante per l’origine. Si trovi l’equazione della retta e si determini il valore di . 

- Si prenda la soluzione di metilarancio a concentrazione incognita, se ne misuri l’assorbanza e utilizzando l’equazione della retta di taratura ottenuta si calcoli il valore della concentrazione della soluzione data.

DEVIAZIONI DALLA LEGGE DI LAMBERT-BEER
La legge di Lambert-Beer descrive bene il comportamento in assorbimento di soluzioni diluite, cioè con concentrazione generalmente fino a 0,01 M. Al di là di tale limite si osservano delle deviazioni dalla proporzionalità diretta tra assorbanza e concentrazione. In altre parole, il valore di per una determinata lunghezza d’onda in un determinato solvente può variare al variare di C a causa di numerosi fattori chimici, fisici e strumentali. 

Ad esempio l’indice di rifrazione delle soluzioni cambia con la concentrazione, soprattutto se 
questa è molto elevata e quindi anche il valore di  varia, perché la rifrazione fa cambiare la lunghezza d’onda della radiazione che attraversa la soluzione. Di conseguenza l’assorbanza di soluzioni di diversa concentrazione viene misurata di fatto a lunghezze d’onda diverse e perciò si osserva uno scostamento dalla linearità.
Deviazioni dalla linearità si hanno quando le specie chimiche assorbenti subiscono reazioni di dissociazione o di associazione. In questi casi le nuove sostanze  prodotte possiedono coefficienti di estinzione molari differenti. Le deviazioni dalla legge di Lambert-Beer dipendono quindi dai valori delle costanti di equilibrio di tali reazioni e dai valori dei coefficienti di estinzione molare. Esse vengono indicate come deviazioni chimiche.
La legge di Lambert-Beer si applica solo a misure in luce monocromatica. Nel caso reale degli strumenti usati nella spettroscopia, gli spettrofotometri, non è possibile utilizzare sorgenti realmente monocromatiche. Infatti ogni spettrofotometro è generalmente dotato di una sorgente continua policromatica alla quale viene abbinato un filtro o un reticolo monocromatore che permette di selezionare una banda di lunghezze d’onda più o meno simmetrica intorno alla lunghezza d’onda che deve essere usata. Si verificano allora delle deviazioni dalla legge di Lambert-Beer, che vengono definite deviazioni strumentali, le quali possono essere attenuate con particolari accorgimenti.
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DETERMINAZIONE DELLA STECHIOMETRIA DEL COMPLESSO FERRO-FENANTROLINA MEDIANTE IL METODO DI JOB.
La formazione di un complesso di coordinazione in soluzione è spesso accompagnata dalla comparsa di un colore. Allora, la quantità di complesso formato può essere determinata con misure spettrofotometriche di assorbanza. Per determinare la composizione di un complesso in soluzione si può usare il metodo delle variazioni continue, noto come “Metodo di Job” dal nome di chi lo applicò nel 1928 allo studio di un gran numero di composti di coordinazione.


Il metodo prevede la preparazione di soluzioni madri equimolecolari di metallo e legante: dopo di che si preparano varie miscele di queste due soluzioni in modo che la concentrazione analitica (iniziale) totale di metallo più legante resti costante, mentre il rapporto di cocnetrazione metallo/legante vari di miscela in miscela. In ogni miscela vale quindi:

CM + CL = k

dove CM e CL sono le concentrazioni analitiche del metallo e del legante e k è un valore costante in tutte le miscele preparate. 

Una volta terminata la preparazione di tutte le miscele, si misura l’assorbanza di ognuna ad una adatta e prescelta lunghezza d’onda, dove il complesso formato assorba in modo apprezzabile. Successivamente si riportano in grafico i valori di assorbanza misurati in funzione della frazione molare (x) del metallo o del legante presente nella miscela. I segmenti di retta che si ottengono mostrano un massimo che indica qual è il rapporto metallo/legante esistente nel complesso in soluzione. Ad esempio, un massimo corrispondente al valore 0,5 della frazione molare del legante indica un complesso che contiene metallo e legante in rapporto 1:1; massimi a 0,67 e 0,75 indicano rispettivamente rapporti legante/metallo di 2:1 e di 3:1. 

Si ricorda che la frazione molare del legante, ad esempio, è definita come 

XL = CL / (CL + CM)

e può variare da zero a uno come valore.


Se si fanno misure a una sola lunghezza d’onda è necessario che si formi un solo complesso come specie predominante. Questa condizione può essere verificata facendo la misura a diverse lunghezze d’onda comprese nello spettro di assorbimento del complesso. Se le misure a tutte le lunghezze d’onda danno lo stesso risultato si può concludere che si formi un singolo complesso. Naturalmente il metodo non può mettere in evidenza l’eventuale formazione contemporanea di composti incolori.


In questa esperienza vogliamo determinare la stechiometria del complesso formato dallo ione Fe2+ e dal legante fenantrolina (phen). La reazione di complessazione è la seguente:

Fe2+ + nphen = [Fe(phen)n]2+
Pertanto lo scopo dell’esperienza è quello di determinare n, cioè quante molecole del legante fenantrolina legano lo ione ferroso. 

Procedura:

Si devono preparare le seguenti soluzioni:

1) 250 mL di soluzione di fenantrolina 1 x 10-3 M

2) 500 mL di soluzione di acetato di sodio 2 M

3) 250 ml di soluzione di idrossilammina 3 M

4) 1 L di (NH4)2Fe(SO4)2 1 x 10-3 M (aggiungere 3 mL di H2SO4 concentrato per evitare l’idrolisi del Fe2+)

Mettere le soluzioni in 4 burette da 25 ml. A disposizione si hanno 10 matracci da 100 ml: numerare i matracci con la vetrografica da 1 a 10. In ogni matraccio aggiungere 5 ml di acetato di sodio 2M e 3 ml di idrossilammina 3M.  Poi trasferire esattamente 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 ml di soluzione di Fe2+ seguendo l’ordine numerato dei matracci (da 1 a 10). Infine partendo sempre dal matraccio n° 1 aggiungere 18, 17, 16, 14, 12, 10, 8, 6, 4, 2 ml della soluzione di fenantrolina. All’aggiunta della fenantrolina si formerà il complesso che è colorato di rosso-arancio. Si porta a volume con acqua distillata e si mescolano le soluzioni. Osservando le quantità aggiunte si vede che la somma delle concentrazioni del Fe2+ e della fenantrolina è costante.

Dopo aver terminato la preparazione delle dieci soluzioni, si registra lo spettro di assorbimento del complesso nella regione del visibile e si sceglie la  di massimo assorbimento. Poi lavorando a  fissa si misurano le assorbanze di tutte e dieci le soluzioni.

Quindi si costruisce una tabella del tipo riportato sotto:

	campione
	Fe2+ (ml)
	Phen (ml)
	xL
	A

	1
	2
	18
	
	

	2
	3
	17
	
	

	3
	4
	16
	
	

	4
	ecc
	ecc
	
	

	5
	
	
	
	

	6
	
	
	
	

	7
	
	
	
	

	8
	
	
	
	

	9
	
	
	
	

	10
	
	
	
	


Poi si riportano in grafico i valori di Assorbanza in funzione della frazione molare del legante.

Si otterrà che i dati sperimentali fittano due rette (una con pendenza positiva e l’altra con pendenza negativa). Il punto di intersezione delle due rette corrisponde alla condizione in cui il metallo e il legante sono complessati fra loro: il valore di frazione molare di legante che corrisponde a questo punto consente di individuare la stechiometria del complesso.
DETERMINAZIONE DELLA COSTANTE DI VELOCITA’ E DEL TEMPO DI DIMEZZAMENTO DELLA REAZIONE DI RIDUZIONE DEL METILARANCIO CON CLORURO STANNOSO.

La reazione tra metilarancio e cloruro stannoso è di ossido riduzione: il metilarancio viene ridotto e lo ione stannoso (Sn2+) viene ossidato a ione stannico (Sn4+). La reazione può essere seguita monitorando nel tempo mediante misure di assorbanza il calo della concentrazione del metilarancio nella forma ossidata, dato che è l’unica sostanza colorata. Infatti nella forma ridotta, la rottura della coniugazione è responsabile della perdita del colore.
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L’espressione della velocità di reazione in funzione delle concentrazioni dei reagenti ha la seguente espressione:
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Dove [MeO] è la concentrazione di metilarancio ed x e y sono gli ordini di reazione rispetto agli ioni Sn2+ e Cl- il cui valore non è noto. Tuttavia si osserva che l’ordine di reazione per il metilarancio vale 1, quindi c’è la possibilità di ricadere in una cinetica di primo ordine se si utilizzano concentrazioni di SnCl2 molto più elevate rispetto a quella iniziale di metilarancio. In questo modo durante la cinetica le variazioni delle concentrazioni delle specie Sn2+ e Cl- sono trascurabili (rispetto alla variazione della concentrazione del metilarancio) e le loro concentrazioni possono essere ritenute costanti. Quindi si definisce una nuova costante di velocità k’ detta di pseudo primo ordine:
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In queste condizioni la velocità è proporzionale alla prima potenza della concentrazione del MeO e l’espressione della legge cinetica integrata è la seguente:


Pertanto seguendo la [MeO] nel tempo è possibile ricavare graficamente il valote di k’ e successivamente del tempo di dimezzamento.

PROCEDIMENTO

· Si hanno a disposizione due soluzioni già pronte:

· soluzione 1: è una soluzione acquosa acida, contenente HClO4 e HCl che complessivamente sono 2M.

· soluzione 2: è una soluzione acquosa di metilarancio 1 x 10-4 M in HClO4 2M.

· In un matraccio (o in un bicchiere) si mettono 2 ml della soluzione 2 di metilarancio e 8 ml di acqua. Si trasferisce una porzione della soluzione ottenuta in una cuvetta e si misura l’assorbanza alla max. Utilizzando il valore di  determinato nella esperienza della retta di taratura del metilarancio si calcola ln[MeO]0. 

· Si deve preparare la soluzione 3 di SnCl2 pesando in una navetta 0,564 g di SnCl2*2H2O, trasferendoli in un matraccio da 50 ml e portando a volume con la soluzione 1. Il sale si scioglie bene, poiché l’ambiente acido impedisce allo ione Sn2+ di idrolizzare. Si calcola la molarità della soluzione ottenuta.  
· Cinetica: in un matraccio si mettono 8 ml di soluzione 3 contenente il cloruro stannoso a cui si aggiungono 2 ml di soluzione 2 contenente il metilarancio. Nel momento in cui si aggiunge il metilarancio si fa partire il cronometro e si trasferisce il più velocemente possibile in una cuvetta e si effettuano letture di assorbanza (a max fissa) ogni dieci secondi. Come riferimento si utilizza la soluzione 1.

Si costruisce la seguente tabella di dati:

	tempo (secondi)
	Assorbanza
	[MeO]
	ln[MeO]

	
	
	
	

	
	
	
	


Si mette in grafico ln[MeO] in funzione del tempo e si ricava il valore di k’. Infine si calcola il valore di t1/2.
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A





lunghezza d'onda, nm





A = f (C) 





A  C


A =  * l * C





�





v = - d[MeO]/dt = k[MeO][Sn2+]x[Cl-]y





k’ = k[Sn2+]x[Cl-]y





v = k’[MeO] = - d[MeO]/dt





ln[MeO]t = ln[MeO]0 -kt








