6η ΑΣΚΗΣΗ 
ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΗ – ΧΡΩΜΑΤΟΜΕΤΡΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
Α. ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΙΑ
6.1 Θεωρητικό μέρος

6.1.1 Γενικά
Η φασματοφωτομετρία, ανήκει στις λεγόμενες φυσικές μεθόδους χημικής ανάλυσης, στις μεθόδους δηλαδή που στηρίζονται στη μέτρηση μιας φυσικοχημικής ιδιότητας προκειμένου να προσδιορισθεί το είδος ή η περιεκτικότητα της άγνωστης ουσίας. Άλλες μέθοδοι φυσικής ανάλυσης είναι η φλογοφωτομετρία, η χρωματογραφία, η ατομική απορρόφηση, η pHμετρία, η αγωγιμομετρία, η χρωματομετρική ανάλυση κ.ά.
Τα σημαντικά πλεονεκτήματα των μεθόδων αυτών, όπως η ευκολία και η ταχύτητα μέτρησης, η μικρή ποσότητα απαιτούμενου δείγματος, η ακρίβεια και η ευαισθησία στην ανίχνευση ακόμη και ελαχίστων ιχνών, έχουν εδραιώσει τη θέση τους τα τελευταία χρόνια εκτοπίζοντας σε αρκετούς τομείς τις κλασσικές χημικές μεθόδους. Ειδικότερα η φασματοφωτομετρία είναι η συχνότερα χρησιμοποιούμενη τεχνική στην ποσοτική ανάλυση.
H φασματοσκοπία βασίζεται στην αλληλεπίδραση της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας με την ύλη και αποσκοπεί στον προσδιορισμό του μήκους κύματος της εκπεμπόμενης ή απορροφούμενης ακτινοβολίας κατά τη μετάβαση μορίων ή ατόμων από μια ενεργειακή κατάσταση σε άλλη. Η φωτομετρία μελετά τις ποσοτικές σχέσεις που αναφέρονται στην ένταση της εκπεμπόμενης ή απορροφούμενης ακτινοβολίας καθώς και τους νόμους του φαινομένου της απορρόφησης του φωτός. Επομένως, η φασματοφωτομετρία αποσκοπεί στην εύρεση της κατάλληλης ακτινοβολίας που μπορεί να προκαλέσει διέγερση σε μόρια ή άτομα, δηλαδή αλλαγή της ενεργειακής τους κατάστασης, καθώς και στον καθορισμό του ποσοστού διέλευσης ή απορρόφησης ακτινοβολιών διαφόρων συχνοτήτων. Από τις τιμές του ποσοστού απορρόφησης των ακτινοβολιών διαφορετικού μήκους κύματος από κάποιο δείγμα προκύπτει γραφική παράσταση, η οποία αποτελεί το λεγόμενο φάσμα απορρόφησης του εν λόγω δείγματος.
Η σχέση που συνδέει την ένταση της προσπίπτουσας με την ένταση της εξερχόμενης ακτινοβολίας δίνεται από την εξίσωση Lambert- Beer. Η εξίσωση αυτή στην περίπτωση που η απορροφούσα ουσία βρίσκεται υπό μορφή διαλύματος και προκειμένου περί φωτεινής ακτινοβολίας παίρνει την εξής μορφή:
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όπου I0 και I οι εντάσεις της προσπίπτουσας της εξερχόμενης ακτινοβολίας αντίστοιχα, C η συγκέντρωση της ουσίας στο διάλυμα (mole/L), d το μήκος της διαδρομής της ακτινοβολίας μέσα στο εξεταζόμενο διάλυμα και ε ο ονομαζόμενος μοριακός συντελεστής απορρόφησης που εξαρτάται από το μήκος κύματος της ακτινοβολίας και τη φύση της ουσίας. Η εξίσωση των Lambert- Beer μπορεί να μετασχηματιστεί ως εξής:

[image: image3.wmf]d

C

e

×

×

-

=

10

0

I

I

  

 ή


[image: image4.wmf]d

C

×

×

=

-

e

I

I

0

log


Ο λόγος 
[image: image5.wmf]0

I

I

ονομάζεται διαπερατότητα (Transmitance) και συμβολίζεται με T. O δεκαδικός λογάριθμος του αντίστροφου της διαπερατότητας ονομάζεται οπτική πυκνότητα (Optical Density) και συμβολίζεται με  Α.

                                          
[image: image6.wmf]0

0

logloglog

I

I

AT

II

==-=-

                                       (6.2)

Τελικά η εξίσωση των Lambert- Beer παίρνει τη μορφή
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Η παραπάνω σχέση εκφράζει τη θεμελιώδη αρχή της φασματοφωτομετρίας, δηλαδή ότι η οπτική πυκνότητα Α για μια ακτινοβολία ορισμένου μήκους κύματος και δεδομένο πάχος στοιβάδας διαλύματος l είναι ανάλογη της συγκέντρωσης C του διαλύματος της ουσίας που απορροφά.

6.1.2 Φασματοφωτόμετρα
Τα όργανα που μετρούν το ποσοστό της έντασης της ακτινοβολίας που διέρχεται από το διάλυμα της ουσίας που απορροφά ονομάζονται φασματοφωτόμετρα (Σχήμα 6.1). Από τη μέτρηση αυτή υπολογίζεται η διαπερατότητα ή η οπτική πυκνότητα του διαλύματος. Ένα φασματοφωτόμετρο ορατού – υπεριώδους αποτελείται από την πηγή της ακτινοβολίας που είναι μια λυχνία, τον μονοχρωμάτορα, την κυψελίδα με το εξεταζόμενο διάλυμα, τον ανιχνευτή και τον καταγραφέα. Επειδή η παραγόμενη από τη λυχνία δέσμη φωτός αποτελείται από πολλές ακτινοβολίες διαφόρων μηκών κύματος, με τη βοήθεια ενός πρίσματος ή περιθλαστικού φράγματος ή με συνδυασμό των δύο (μονοχρωμάτορας) αναλύεται η δέσμη φωτός σε μονοχρωματικές (ορισμένου μήκους κύματος) ακτινοβολίες και επιτρέπεται η διέλευση μόνο μιας μονοχρωματικής ακτινοβολίας του επιθυμητού κάθε φορά μήκους κύματος. H μονοχρωματική ακτινοβολία στη συνέχεια περνά από την κυψελίδα που περιέχει το διάλυμα της εξεταζόμενης ουσίας και υφίσταται την ανάλογη απορρόφηση. Οι κυψελίδες μπορεί να είναι από γυαλί για την ορατή ή από χαλαζία για την υπεριώδη περιοχή του φάσματος. Η εξερχόμενη από την κυψελίδα ακτινοβολία προσπίπτει σε ευαίσθητο φωτοκύτταρο, το οποίο βρίσκεται στον ανιχνευτή και μετατρέπει το οπτικό σε ηλεκτρικό σήμα. Η ένταση του σήματος είναι ανάλογη της έντασης της  εξερχόμενης ακτινοβολίας. Στη συνέχεια το  ηλεκτρικό σήμα, αφού ενισχυθεί κατάλληλα, καταγράφεται στον καταγραφέα. 
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Σχήμα 6.1 Φασματοφωτόμετρο
Πρέπει να σημειωθεί ότι  μείωση της έντασης της ακτινοβολίας από I0 σε Ι δεν οφείλεται μόνο στην απορρόφηση από το διάλυμα αλλά και κατά ένα μικρό ποσοστό σε διάφορες απώλειες (ανακλάσεις, σκεδασμοί κ.ά.). Συνεπώς για να έχουμε ακριβή αποτελέσματα πρέπει αρχικά να τοποθετηθεί στην κυψελίδα καθαρός διαλύτης, ο οποίος ονομάζεται δείγμα αναφοράς ή τυφλό δείγμα. Όταν η  ακτινοβολία διέρχεται από το δείγμα αναφοράς ρυθμίζεται η ένδειξη του οργάνου στο 100%. Κατόπιν αντικαθίσταται το τυφλό με το εξεταζόμενο διάλυμα και προκύπτει αμέσως η τιμή της διαπερατότητας επί της εκατό (Ι/Ι0 %) ή της οπτικής πυκνότητας. Με τον τρόπο αυτό λειτουργούν τα φασματοφωτόμετρα απλής δέσμης. 

Η διπλή αυτή εργασία αποφεύγεται με τη χρήση των φασματοφωτόμετρων διπλής δέσμης (Σχήμα 6.2) στα οποία η ακτινοβολία μοιράζεται στα δύο και περνά συγχρόνως και από τις δύο κυψελίδες (του τυφλού και εξεταζόμενου δείγματος), δίνοντας αμέσως την τιμή της διαπερατότητας ή της οπτικής πυκνότητας στην κλίμακα του οργάνου.
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Σχήμα 6.2 Σχηματική παράσταση φασματοφωτόμετρου διπλής δέσμης
6.1.3 Εύρεση του φάσματος και της συγκέντρωσης C του διαλύματος της ουσίας που απορροφά
Για την εύρεση του φάσματος μιας ουσίας σε μορφή διαλύματος βρίσκεται η οπτική πυκνότητα για ακτινοβολίες διαφόρων μηκών κύματος. Στη συνέχεια κατασκευάζεται διάγραμμα μεταβολής της οπτικής πυκνότητας συναρτήσει του μήκους κύματος, το οποίο αποτελεί το φάσμα απορρόφησης της ουσίας στο διάλυμα. Τα χαρακτηριστικά στοιχεία του φάσματος μιας ουσίας στο ορατό – υπεριώδες είναι το μήκος κύματος, στο οποίο εμφανίζεται η μεγαλύτερη απορρόφηση (λmax) και η αντίστοιχη τιμή της οπτικής πυκνότητας (Amax) (Σχήμα 6.2).
 Μετά τον προσδιορισμό του λmax αυτό επιλέγεται στην αντίστοιχη κλίμακα του φασματοφωτόμετρου. Παρασκευάζονται πρότυπα διαλύματα της ουσίας διαφόρων συγκεντρώσεων και βρίσκονται οι τιμές της οπτικής τους πυκνότητας για το συγκεκριμένο μήκος κύματος λmax. Κατόπιν κατασκευάζεται καμπύλη μεταβολής της οπτικής πυκνότητας συναρτήσει της συγκέντρωσης των πρότυπων διαλυμάτων (καμπύλη  αναφοράς). Η καμπύλη είναι ευθεία εάν το διάλυμα της ουσίας ακολουθεί την εξίσωση των Lambert- Beer. Μερικές φορές όμως υπάρχουν αποκλίσεις από το νόμο και δεν προκύπτει ευθεία γραμμή (Σχήμα 6.3).

Κατόπιν μετρείται η οπτική πυκνότητα του  εξεταζόμενου διαλύματος της ουσίας και με τη βοήθεια της καμπύλης αναφοράς υπολογίζεται η άγνωστη συγκέντρωσή του. 
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Σχήμα 6.2 Φάσμα απορρόφησης
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Σχήμα 6.3 Καμπύλη αναφοράς συστήματος που ακολουθεί τον νόμο Lambert – Beer
6.2 Εργαστηριακό μέρος 

Σκοπός της εργαστηριακής άσκησης είναι ο φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός της συγκέντρωσης του μαγγανίου στο χάλυβα. 
Παρασκευάζεται διάλυμα Η3ΡΟ4, ΗΝΟ3 και H2SΟ4 ως εξής: 12 mL  H2SΟ4 πυκνότητας  1,84g/ mL διαλύονται σε 50 mL αποσταγμένου νερού. Το διάλυμα που προκύπτει ψύχεται και ακολούθως προστίθενται 10 mL Η3ΡΟ4 πυκνότητας 1,7 g/ mL και 30 mL ΗΝΟ3 πυκνότητας 1,4 g/ mL.

Σε γυαλί ρολογιού ζυγίζονται 0,1 – 2 g χάλυβα, ο  οποίος τοποθετείται σε κωνική φιάλη των 200 mL. Προστίθενται στη φιάλη 50 mL του παραπάνω  μίγματος των οξέων, οπότε γίνεται η αντίδραση
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και το Μn μετατρέπεται σε ιόν Μn2+  (Μn2+
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). Αφού σταματήσει ο αναβρασμός, θερμαίνεται η φιάλη σε υδρόλουτρο για να διαλυθούν τα ιζήματα (10 λεπτά περίπου). 

Μετά την ψύξη μεταφέρεται το περιεχόμενο της κωνικής σε μια ογκομετρική φιάλη των 200 mL . Αραιώνεται το περιεχόμενο μέχρι την χαραγή με αποσταγμένο νερό. Σ’ ένα δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετούνται 10 mL από το διάλυμα της ογκομετρικής φιάλης, 7 mL διαλύματος 0,1Ν AgNΟ3 και 2 mL διαλύματος (NH4)2S2Ο8 35%. Στη συνέχεια ο σωλήνας θερμαίνεται ήπια στο υδρόλουτρο, οπότε γίνεται η αντίδραση:
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και το Μn2+  μετατρέπεται σε HMnO4 κόκκινου χρώματος. Η θέρμανση συνεχίζεται μέχρι να παρατηρηθεί έκλυση οξυγόνου . Θερμαίνουμε για 30 s ακόμα και ψύχουμε γρήγορα  σε νερό βρύσης. Πρέπει να δοθεί  προσοχή στο χρόνο θέρμανσης διότι αν συνεχισθεί η θέρμανση το HMnO4 αρχίζει να μετατρέπεται σε καστανό ίζημα ΜnO(OH)2. Ο δοκιμαστικός αυτός σωλήνας περιέχει το διάλυμα άγνωστης συγκέντρωσης. 
Παίρνουμε πέντε δοκιμαστικούς σωλήνες και τοποθετούμε στον καθένα 10 mL από το διάλυμα της ογκομετρικής φιάλης. Στον 1ο ,2ο, 3ο και 4ο σωλήνα προσθέτουμε 1, 2, 3 και 4 mL αντίστοιχα διαλύματος 0,1Ν HMnO4 (1 mL 0.1Ν HMnO4 περιέχει 1,1 mg Mn). Τα διαλύματα χρωματίζονται κόκκινα και είναι τα πρότυπα διαλύματα. Το διάλυμα του 5ου σωλήνα θα αποτελεί το τυφλό διάλυμα. Αραιώνουμε με αποσταγμένο νερό τα περιεχόμενα των δοκιμαστικών σωλήνων μέχρι το ίδιο ύψος και τα ανακινούμε. 
Κατόπιν ακολουθούμε τη διαδικασία που περιγράφεται στις παραγράφους 6.1.2 και 6.1.3. Για τον προσδιορισμό του λmax λαμβάνουμε το φάσμα απορρόφησης ενός από τα τέσσερα πρότυπα διαλύματα. Ρυθμίζεται το φασματοφωτόμετρο στο λmax και μετρείται η οπτική πυκνότητα των πρότυπων διαλυμάτων. Κατόπιν κατασκευάζεται η καμπύλη  αναφοράς (οπτική πυκνότητα συναρτήσει της συγκέντρωσης των πρότυπων διαλυμάτων ή της ποσότητας Mn σε mg). Με τη βοήθεια της καμπύλης υπολογίζεται η ποσότητα του Mn που υπάρχει στο εξεταζόμενο διάλυμα (αφού προηγουμένως μετρηθεί η οπτική πυκνότητά του στο λmax).
Από την ποσότητα του χάλυβα και την ποσότητα του Mn που προσδιορίσθηκε υπολογίζεται η % περιεκτικότητα του μαγγανίου στο χάλυβα.
Παράδειγμα: Έστω ότι ζυγίστηκαν 1,6 g χάλυβα περιεκτικότητας σε Mn x%. Ο όγκος του διαλύματος χάλυβα είναι όπως αναφέρεται παραπάνω 200 mL. Από την ποσότητα αυτή λαμβάνονται 10 mL για περαιτέρω επεξεργασία. Στα 1,6g χάλυβα περιέχονται 
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Εναλλακτικά και απλούστερα, αντί της εργαστηριακής άσκησης του φασματοφωτομετρικού προσδιορισμού του μαγγανίου στο χάλυβα μπορεί να πραγματοποιηθεί ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης διαλύματος ΚMnO4, χρησιμοποιώντας ως πρότυπα διαλύματα ΚMnO4 καθορισμένων συγκεντρώσεων και ως τυφλό διάλυμα αποσταγμένο νερό.
Β. ΧΡΩΜΑΤΟΜΕΤΡΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
6.3 Γενικά
Η χρωματομετρική ανάλυση στηρίζεται στην εξάρτηση της έντασης του χρώματος του διαλύματος ενός συστατικού από την περιεκτικότητά του στο διάλυμα και χρησιμοποιείται σε περίπτωση που δεν διαθέτουμε φασματοφωτόμετρο. Κατά τη μέθοδο αυτή το εξεταζόμενο διάλυμα συγκρίνεται οπτικά (με το μάτι) με τη χρωματική κλίμακα μιας σειράς προτύπων διαλυμάτων του ίδιου συστατικού. Στη συνέχεια υπολογίζεται η άγνωστη συγκέντρωσή του με τη βοήθεια της γνωστής συγκέντρωσης του πρότυπου διαλύματος με το οποίο βρέθηκε ότι ταιριάζει χρωματικά.

Το διάλυμα που εξετάζεται πρέπει να έχει έντονο χρώμα, διαφορετικά μετατρέπεται σε έγχρωμο με τη βοήθεια κατάλληλου αντιδραστηρίου.

Κλασσικό παράδειγμα αποτελεί ένα αραιό διάλυμα θειικού χαλκού, CuSO4·5H2O που έχει ασθενές κυανό χρώμα. Με την προσθήκη όμως διαλύματος αμμωνίας αποκτά πολύ έντονο κυανό χρώμα, λόγω σχηματισμού έντονα χρωματισμένου κυανού σύμπλοκου ιόντος:
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6.4 Εργαστηριακό μέρος
Παρασκευάζεται διάλυμα θειϊκού χαλκού (CuSO4·5H2O) ως εξής: Ζυγίζονται 3,927 g CuSO4·5H2O και τοποθετούνται σε ποτήρι ζέσης των 250 mL. Προστίθενται 5 mL πυκνού H2SΟ4 και ποσότητα αποσταγμένου νερού. Το περιεχόμενο του ποτηριού μεταφέρεται σε ογκομετρική φιάλη του 1L και αραιώνεται μέχρι την χαραγή της φιάλης με αποσταγμένο νερό. Το διάλυμα που προκύπτει με τον τρόπο αυτό είναι περιεκτικότητας 1‰ σε ιόντα χαλκού (Cu2+), δηλαδή 1 mL του διαλύματος περιέχει 1 mg χαλκού.
Παρασκευάζονται δέκα πρότυπα διαλύματα Cu2+. Για το σκοπό αυτό 10 δοκιμαστικοί σωλήνες γεμίζονται ο πρώτος με 1 mL ο δεύτερος με 2 mL κ. ο. κ. από το ανωτέρω διάλυμα 1‰ σε Cu2+. 

Στη συνέχεια προσθέτονται σε κάθε δοκιμαστικό σωλήνα σταγόνες διαλύματος αμμωνίας μέχρι να εμφανισθεί κυανό θόλωμα. Ακολουθεί προσθήκη 5 mL διαλύματος αμμωνίας στον κάθε σωλήνα έτσι ώστε η αμμωνία να είναι σε περίσσεια για να παράγεται το μέγιστο του χρώματος.
Σ’ ένα όμοιο δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετούνται 5 mL από το εξεταζόμενο διάλυμα Cu2+ άγνωστης περιεκτικότητας και ακολουθεί η προσθήκη διαλύματος αμμωνίας με τον ίδιο ακριβώς τρόπο. Συνήθως πριν την προσθήκη αμμωνίας προστίθενται δύο σταγόνες πυκνού ΗΝΟ3 και θερμαίνεται το διάλυμα για  ένα λεπτό για την οξείδωση τυχόν υπάρχοντος μονοσθενούς χαλκού (Cu+) σε δισθενή (Cu2+).

Το περιεχόμενο όλων των σωλήνων αραιώνεται με αποσταγμένο νερό μέχρι το ίδιο ύψος και ανακινείται για επιτευχθεί ομοιομορφία χρώματος. 


Συγκρίνεται η ένταση του χρώματος του εξεταζόμενου διαλύματος με τις εντάσεις των χρωμάτων πρότυπων διαλυμάτων. 

Αν το εξεταζόμενο διάλυμα έχει το ίδιο χρώμα με αυτό του 4ου  π. χ. πρότυπου διαλύματος (η σύγκριση του χρώματος γίνεται σε λευκό φόντο), αυτό σημαίνει ότι τα δύο αυτά διαλύματα περιέχουν την ίδια ποσότητα χαλκού, η οποία είναι
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Εφόσον ο όγκος που πάρθηκε από το εξεταζόμενο διάλυμα ήταν 5 mL, η  %  w/v περιεκτικότητά του είναι:               
                                                      4·10-3
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Σε περίπτωση που κανένα από τα πρότυπα διαλύματα δεν ταιριάζει χρωματικά με το εξεταζόμενο διάλυμα τότε παρασκευάζεται καινούρια σειρά πρότυπων διαλυμάτων, (με μεγαλύτερη ή μικρότερη περιεκτικότητα σε χαλκό) ή λαμβάνεται διαφορετικός όγκος εξεταζόμενου διαλύματος.

Ερωτήσεις
· Αναφέρατε τα σημαντικά πλεονεκτήματα της φασματοφωτομετρίας.

· Πως προκύπτει το φάσμα απορρόφησης ενός διαλύματος μιας ουσίας και ποια είναι τα χαρακτηριστικά του στοιχεία.
· Να γραφεί η εξίσωση Lambert- Beer που συνδέει την ένταση της προσπίπτουσας με την ένταση της εξερχόμενης ακτινοβολίας από διάλυμα μιας ουσίας.   
· Tι είναι η διαπερατότητα και τι η οπτική πυκνότητα.                                                     
· Ποια είναι η θεμελιώδης αρχή της φασματοφωτομετρίας που εκφράζεται από τη σχέση 
[image: image21.wmf]ACl

e

=××

.  
· Τι είναι τα φασματοφωτόμετρα; Περιγράψτε συνοπτικά τη λειτουργία του


· Πως προκύπτει η καμπύλη  αναφοράς για την εύρεση της συγκέντρωσης C του διαλύματος της ουσίας που απορροφά;
· Ποιο είναι το μίγμα οξέων που χρησιμοποιείται για τη διαλυτοποίηση του χάλυβα προκειμένου να προσδιορισθεί η περιεκτικότητά του σε Mn;
· Ποια είναι η αρχή στην οποία στηρίζεται η χρωματομετρική ανάλυση;
· Τι θα κάνετε αν το χρώμα του άγνωστου διαλύματος είναι κατά πολύ εντονότερο εκείνου των διαλυμάτων αναφοράς;

	6η Άσκηση  

Φασματομετρική – Χρωματομετρική Ανάλυση

	ΦΥΛΛΟ ΕΡΓΑΣΙΑΣ


Σκοπός: Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός της συγκέντρωσης διαλύματος ΚMnO4.
Όργανα και υλικά :
1. Φασματοφωτόμετρο

2. Γυάλινες κυψελίδες

3. Ογκομετρική φιάλη του 1 L
4. 7 δοκιμαστικοί σωλήνες

5. Σιφώνιο αριθμημένο των 5 mL
6. ΚMnO4
ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΤΟΥ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ
1. Παρασκευάζουμε διάλυμα 1mΜ ΚMnO4 όγκου 1 λίτρου. 

2. Ετοιμάζουμε έξι πρότυπα διαλύματα σε δοκιμαστικούς σωλήνες σύμφωνα με τον πίνακα που ακολουθεί 

	Δοκιμαστικοί σωλήνες
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	mL  KMnO4  1mM
	0
	0,6
	0,9
	1,2
	1,5
	1,8

	mL  H2O
	6
	5,4
	5,1
	4,8
	4,5
	4,2

	Συγκέντρωση διαλύματος, mΜ
	
	
	
	
	
	

	Απορρόφηση διαλύματος
	
	
	
	
	
	


3. Σε 7ο δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετούμε 5mL από το άγνωστης  συγκέντρωσης διάλυμα ΚMnO4. 

4. Υπολογίζουμε τη συγκέντρωση των προτύπων διαλυμάτων. 

5. Με τη βοήθεια του φασματοφωτομέτρου, σε μήκος κύματος λmax= 526nm, μετρούμε την απορρόφηση των παραπάνω διαλυμάτων, όπως επίσης και του διαλύματος άγνωστης συγκέντρωσης.
6. Για να μετρηθεί η απορρόφηση το κάθε διάλυμα τοποθετείται στην κυψελίδα, η οποία έχει προηγουμένως ξεπλυθεί 1-2 φορές με το ίδιο διάλυμα. Σημειώνεται ότι οι κυψελίδες δεν κρατούνται από τις οπτικές επιφάνειες και σκουπίζονται πάντα με μαλακό ύφασμα ή χαρτί πριν τοποθετηθούν στο όργανο.

7. Κατασκευάζουμε την καμπύλη αναφοράς  από την απορρόφηση των πρότυπων διαλυμάτων 
8. Υπολογίζουμε τη συγκέντρωση του άγνωστου διαλύματος από την παραπάνω καμπύλη.

Οδηγίες για τη χρήση του φασματοφωτομέτρου

1. Βάζουμε σε λειτουργία το φασματοφωτόμετρο (On) και περιμένουμε μέχρι να ολοκληρωθεί ο αυτοέλεγχος του.

2. Στο χρόνο αυτό επιλέγουμε και καθαρίζουμε τις κυψελίδες που θα χρησιμοποιήσουμε. Στην περιοχή του ορατού χρησιμοποιούνται κυψελίδες από γυαλί ή πλαστικό. Στο υπεριώδες χρησιμοποιούνται κυψελίδες χαλαζία που δεν απορροφά στην περιοχή αυτή. 

3. Από το μενού που εμφανίζεται στην οθόνη επιλέγουμε με τη βοήθεια του πληκτρολογίου το 1 για τη φωτομετρία.

4. Από το νέο μενού επιλέγουμε τα εξής:

· F1 : T% ή ABS
· Go to WL : μήκος κύματος
· F3  : έναρξη των  μετρήσεων
· Auto Zero: μηδενίζουμε με το δείγμα αναφοράς (καθαρός διαλύτης)
· Start/Stop: μετράμε την απορρόφηση των διαλυμάτων
5. Μετά την ολοκλήρωση των μετρήσεων, με διαδοχικές επιλογές Return και χωρίς να επιλέξουμε την αποθήκευση των μετρήσεων, επιστρέφουμε στο αρχικό μενού, οπότε μπορούμε να διακόψουμε τη λειτουργία (Off) του οργάνου.
Προσοχή

Δεν διακόπτουμε τη λειτουργία του οργάνου όταν:

1. Βρίσκεται στη διαδικασία αυτοελέγχου

2. Σαρώνει μια περιοχή φάσματος
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