Anvendelse av synlig/neer-infrargd (VIS/NIR) spektroskopi for
estimering av konsentrasjon av formazan-lgsning

1 Introduksjon

Spektroskopi er studiet av absorpsjon og emisjon av lys fra materie. Teknikken involverer interaksjon pa
atom- og/eller molekylniva med materien, avhengig av energien til det innkommende lyset H Energien
til lyset er stgrre nar det har hgyere frekvens og kortere bglgelengder. Det elektromagnetiske spekteret er
et kontinuerlig spekter som representerer de elektromagnetiske bglgene over et frekvensomrade fra sa lavt
som 1 hertz (Hz) til over 1025 Hz ,. Figurviser spekteret av den elektromagnetiske stralingen med
klassifikasjon basert pa bglgelengden til bglgen. I dette eksperimentet vil vi bruke den synlige og
neer-infrargde delen av spekteret til & analysere en prgve med formazan-lgsning.
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Figure 1: Skjematisk fremstilling av det elektromagnetiske spektrumet H

Infrargd (IR) spektroskopi er en teknikk for a analysere den kjemiske sammensetningen av materialer
basert pa hvordan materialet pavirker infrargd straling. Denne teknikken kan brukes til & bestemme
materialegenskaper og sammensetninger, og dermed identifisere ukjente materialer. Infrargd straling
strekker seg mellom 0,7-1000 wm av spekteret, som vist i figur [I} Det infrarsde omradet er videre delt
inn i neer-infrargd (NIR) med bglgelengder mellom 0,7-2,5 pm), midt-infrargd (MIR) mellom 2,5-25 pm
og fjern-infrargd (FIR) mellom 25-1000 pm. Spektrometeret i dette eksperimentet vil bruke en
NIR-sensor med et deteksjonsomrade for straling pa 0,6-1 pum.

Det finnes to ulike mater a utfore IR-spektroskopi pa: refleksjonsmodus eller transmisjonsmodus, avhengig
av plasseringen av detektoren/sensoren i forhold til stralingskilden, som vist i figur Vi skal bruke
transmisjonsmodus.

!'Nar man nevner begrepet ”lys”, er det ikke begrenset til synlig lys. Det kan vaere hvilken som helst del av det elektro-
magnetiske spekteret med mindre det er spesifisert.



fel

$ Dratectar

Dstactor Datactor

Figure 2: Skjematisk illustrasjon av (a) transmisjon, (b) transmisjon uten prgve, og (c) refleksjonsmoduser for
IR-spektroskopi.

Oppsumert informasjon:

1. Spektralomrade: VIS/NIR-omradet da vi vil bruke nanoA CMOS (Komplementzer Metal-Oksid-
Semiconductor)-sensoren som har et deteksjonsomrade pa 0,6-1pum.

2. Lyskilde: Glgdepere, da den dekker spektralomradet nevnt i (1).

3. Prgve: Formazan opplgst i etanol (forskjellige konsentrasjoner) fordi det absorberer i omradet vi
skal analysere.

4. Spektroskopisk modus: Transmisjonsmodus

2 Teori

2.1 Kirchhoffs og Plancks stralingslov

Nar lys treffer et objekt eller en overflate, vil det bli send tilbake (reflektert), tatt opp (absorbert) eller
ga gjennom (transmittert) som vist i figur (3l Alt lys som ikke blir transmittert eller reflektert, vil bli tatt
opp (absorbert) av objektet. I dette eksperimentet trenger vi to fagbegreper:

e Transmittans (T): forholdet mellom mengde lys som gar gjennom (blir transmittert) og mengde
innfallende lys.

e Absorbans (A): Et mal pa mengde absorbert lys relativt til mengden innfallende lys.

Kirchhoffs stralingslov sier at objektet vil utstrale samme mengde lys som det absorberer. Figur 3
viser en illustrasjon av reflektert, absorbert og transmittert lys.



Figure 3: Tllustrasjon av hva som skjer med innfallende lys (bla pil) nar det treffer et objekt. Den gregnne pila viser
lyset som kommer gjennom objektet, og den rgde pila viser lys som reflekteres av objektet.

Plancks stralingslov beskriver mengden straling som sendes ut fra legemer ved ulike temperaturer. I
figur [ ser vi utstralt effekt fordelt over belgelengdeomradet og med en topp ved en bestemt bglgelengde.
Ved a bruke Wiens forskyvningslov kan vi regne ut den bglgelengden hvor et objekt med temperatur
“T” vil sende ut mest energi. Loven kan uttrykkes som:

3000umK (1)
T

/\maw =

Ved a bruke likning [1, regner vi ut at bglgelengden hvor lysutsendelsen vil vaere maksimal for et legeme
ved 800K er 3,75 pm. Dette stemmer med bglgetoppen i figur (4
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Figure 4: Spektrum som viser utsendt effekt som funksjon av bglgelengde som strales ut fra legemer med forskjellig
temperatur . Den inkluderte formelen kan brukes til a4 regne ut utsendt effekt ved hver bglgelengde. nm er
nanometer[lpm = 1000 nm].



2.2 Absorbans

Vi ser na pa hva vi maler nar vi gjgr transmisjonsspektroskopi. Nar en elektromagnetisk bglge treffer
et materiale (prgven) med intensitet Iy, vil en del av stralingen bli absorbert (tatt opp). Resten vil ga
gjennom prgven og bli malt av detektoren som I (figur [2[a)).

Vi definerer stgrrelsen transmittans(T) som forholdet mellom mengden lys som gar gjennom prgven og
mengden innfallende lys:

T(\) = (2)

Transmittansen er avhengig av bglgelengden til lyset vi sender inn og materialet i prgven.

I spektroskopi brukes oftere storrelsen absorbans(A) for a beskrive mengden av lys som absorberes av
prgven. Absorbans er relatert til transmittans som

AN) = logio(7777) = logio( )- (3)

T(A)
Bruken av logaritmer gjgr tallene enklere a regne med. Fra ligningen ovenfor ser vi at absorbansen er
en funksjon av bglgelengden (A), noe som betyr at prgven absorberer lys ulikt for ulike bglgelengder.
Noen bglgelengder i spekteret fra lyskilden vil absorberes godt, mens andre bglgelengder vil kanskje ikke
absorberes i det hele tatt. Mengden absorbert lys avhenger av prgvens kjemiske sammensetning.

I eksperimentet skal vi bruke et stoff som heter formazan. Formazan er et fargestoff som absorberer
straling ved rundt 600 til 660 nm (se figur .
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Figure 5: Formazan-absorbansspektra i VIS/NIR region.

2.3 Regresjonsanalyse

Regresjon er en nyttig statistisk metode som brukes til & finne en sammenheng mellom to eller flere
uavhengige variabler og en avhengig variabel. Vi vil bruke regresjon til a bestemme en ukjent for-
mazankonsentrasjon.

Forst maler vi absorbansen for en rekke kjente konsentrasjoner. Sa bruker vi lineser regresjon til a lage en
modell for hvordan konsentrasjonen av formazan avhenger av absorbansen. Modellen er en linezer ligning
pa formen y = mz + ¢, hvor ‘y’ er konsentrasjonen av prgven og ‘x’ er absorbansen. Vi vil bruke regresjon
i et digitalt verktgy (Excel/Geogebra) for a finne verdiene for m og c.



I den andre delen av eksperimentet maler vi absorbansen for en ukjent konsentrasjon. Sa setter vi denne
absorbansverdien inn i modellen var for & finne den ukjente konsentrasjonen.

3 Eksperiment

For dette eksperimentet vil vi bruke et spektrometer laget med en glgdelampe og nanoA-sensoren som vist
i figur |§| nedenfor. En Arduino MKR Zero [6] brukes til & motta og lagre verdiene for stralingsintensiteten
sensoren maler. I den folgende delen vil vi se neermere pa hvordan dette gjgres.

Zero board Cuvette as
sample holder

nanoA sensor

Figure 6: Spektrometer med glgdepaere som lyskilde og nanoA sensor.

Eksperimentet er delt inn i to hoveddeler:
1. Utfgre eksperimentet og samle inn data.

2. Dataanalyse: Plotte absorbansspektra, lage regresjonsmodell og og bestemme konsentrasjonen av
den ukjente lgsningen.

3.1 Utfgre eksperimentet og samle inn data

Dere skal fa formazanprgver med forskjellige konsentrasjoner av formazan (0% El, 20%, 40%, 60%, 80%,
og ‘X%’) i etanol som vist i figur Iﬂ Beholderne til formazanprgvene kalles kuvetter. Dere skal male pa
provene med kjent konsentrasjon og pa en formazanlgsning med ukjent konsentrasjon. For a bestemme
absorbansen til en prgve ser vi fra ligning [3| at vi ma vite bakgrunnsintensiten I, altsd mengden lys som
kommer ut fra lyskilden. Derfor skal dere gjore fgrste maling med en tom kuvette. Deretter maler
dere intensiteten I til hver prgve.

20% formazan vil veere 99% etanol



Figure 7: Formazan-prgver av forskjellige konsentrasjoner.

VIKTIG INFORMASJON FOR DERE BEGYNNER:

Formazan kan gi allergiske reaksjoner. Bruk hansker under eksperimentet. Unnga a sole.

Formazan brytes ned av synlig lys. Sa hold provene tildekket hele tiden og ta dem ut bare nar dere ma
sette dem inn i spektrometeret.

Verdiene for lysintensiteten males av spektrometeret. De lagres pa SD-kortet via Arduino-prosessoren
som en CSV-fil (kommaseparerte verdier). Formater (slett alle data pa) SD-kortet fgr du starter
malingene, i tilfelle det er tidligere lagrede data. Filen du oppretter vil enten se ut som figur
eller [9] I de fglgende avsnittene vil vi ga gjennom maleprosessen og dataanalysen i detalj.

Du vil ta tre tekniske replikater for hver prgve, altsd tre malinger for samme prgve. Dette forklares
nedenfor. Fglgende trinn skal fglges:

1.
2.

10.

Plasser den tomme kuvetten i kuvettholderen pa spektrometeret.

Trykk pa knappen for a ta opp spekteret. Dette spekteret vil vaere et bakgrunnsspekter, altsa Iy
(én maling er nok).

Bytt ut den tomme kuvetten med en fylt kuvett. Start med 0% formazanprgven.

Ta tre malinger for hver prgve ved & trykke pa knappen tre ganger. Vent 5 sekunder hver gang
etter at du har trykket pa knappen, for du trykker pa knappen igjen.

Bytt kuvett til prgven med neste konsentrasjon. Gjenta trinn 4 for alle prgvene.

Last ned dataene fra SD-kortet ved hjelp av kortleseren og lagre dem pa datamaskinen. Gi filen
et navn slik at du kan gjenkjenne den senere.

Pa dette tidspunktet har du samlet inn data fra prgvene med kjent konsentrasjon. Na er det pa
tide & gjore det samme for prgven med ukjent konsentrasjon. Be om den.

Formater SD-kortet igjen og plasser det tilbake i spektrometeret.

Utfer trinn 1 til 4, denne gangen kun for den ukjente prgven, og lagre filen som instruert i trinn 6.
Gi denne filen et annet navn.

Til slutt vil vi starte analysen av dataene.



3.2 Dataanalyse: Plotting av absorbansspektra og bestemmelse av ukjent konsen-
trasjon.

Dere skal na ha to filer med maledata som viser intensiteten av lys gjennom prgvene for ulike bglgelengder.
Na skal dere beregne absorbansspektraene for alle prgvene. Hvis Excel-filene dine er normalt satt opp og
ser ut som i figur [§] nedenfor, trenger du ikke & fglge oppskriften i neste avsnitt, men kan ga videre til
avsnittet som heter “Absorbansspektraene”.
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Figure 8: CSV-filstruktur ngdvendig for absorbansberegning.

3.2.1 Oppskrift for & fa lest inn en csv-fil i Excel

Hvis Excel-filen din ser ut som i figur 0] nedenfor, ma du endre pa innstillingene i Excel. Arduino lagrer
dataene i semikolonseparert format. Vi ma fra Excel til a plassere hver verdi i en separat celle.
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Figure 9: Illustrasjon av hvordan data vil se ut i csv-filen.



Fglgende trinn viser hvordan du gjor det:
e Marker alle cellene som inneholder informasjon.
e Velg Data-fanen og deretter alternativet Tekst til kolonner.

e Fglg trinnene som vist i figuren nedenfor som .

e Intensitetsverdiene ved hver bglgelengde vil til slutt bli separert og vises som i figur 77

Absorbansspektrene

La oss kort forklare innholdet i filene sa langt. I figur [8] er den fgrste kolonnen kalt “Button count”.
Den viser antall ganger du har trykket pa knappen. Fgrste gang du trykker pa knappen vil vaere ‘0°, og
dette er bakgrunnsintensiteten Iy ved hver bglgelengde. Deretter vil tallene fra 1 til 18 vaere en for hver
av prgvene, dvs. 6 prgver x 3 replikater hver. Kolonnene til hgyre for disse verdiene er intensitetsverdiene
I for hver av bglgelengdene.

Na skal vi beregne absorbansen. Ut fra definisjonen av absorbans i ligning [3] ma vi dele hver malte
intensitet I med bakgrunnsintensiteten Iy. Som vi ser i figur [§| betyr det at vi skal dele hver av verdiene i
rad nummer 1 til 18 med verdien i rad nummer 0. Fglg disse trinnene for a beregne absorbansspektrene:

1. Kopier cellene i den fgrste kolonnen fra tallene 1 til 18 og lim dem inn nedenfor som vist i figur
nedenfor.
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Figure 11: Absorbansspektraberegning

2. Skriv inn ligningen som vist i figur for a beregne absorbansen av replikat 1 ved 600 nm og trykk
‘Enter’.

3. Dra den lille firkanten nederst til hgyre i denne cellen ned til slutten av kolonnen ved nummer 18
for a kopiere formelen til alle cellene nedover.

4. Velg denne kolonnen og dra den lille firkanten helt til slutten av dataene til hgyre, dvs. til 1000 nm
for & kopiere formelen til alle bglgelengdene. Da skal det se ut som i figur

5. Na har du absorbansspektrene for alle replikatene for alle prgvene.

6. Sa skal du plotte spektrene ved hjelp av Linjediagram under Sett inn-fanen som vist i figur
nedenfor. Velg alle absorbansverdiene du nettopp har beregnet fgr du gar til Sett inn-fanen.

Hver linje i grafen viser verdiene for absorbansen for en bestemt maleserie. Tallene langs x-aksen er
nummerering av verdiene, hvor hvert nummer tilsvarer en bglgelengde. Tre og tre av linjene er for samme
konsentrasjon.
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Figure 12: Velg alternativet merket med rgdt for a plotte spektrene til prgvene.

Regresjonsanalyse

Vi gar na videre til oppgaven med & estimere konsentrasjonen av den ukjente prgven ‘X’. Da velger
vi ut en bestemt bglgelengde som vi vil bruke som utgangspunkt. Det er lurt a velge en bglgelengde
med ”gode” maleresultater, det vil si at alle tallene er forskjellig fra null, og det er en tydelig forskjell
i verdier for de ulike konsentrasjonene. Velg en av bglgelengdene mellom 605 til 625 nm som grunnlag
for regresjonsanalysen. I regnearket betyr det at du skal velge ut en av kolonnene, og bare bruke disse
verdiene videre.

Du kan velge om du vil gjgre regresjonsanalysen i Excel eller Geogebra ut fra hva du er kjent med. Dersom
du ikke vet hvordan du gjennomfgrer en slik analyse, kan du gjgre det i Excel ved & folge oppskriften
nedenfor.

3.2.2 Oppskrift for & bestemme konsentrasjonen av den ukjente prgven i Excel

1. Lag et nytt Excel-ark og opprett en tabell som vist i figur [I3] nedenfor. For kolonnen “Absorbans”,
kopier absorbansverdiene for alle prgver ved bglgelengden du valgte, og lim dem inn i denne kolonnen.
Nar du limer inn, hgyreklikk pa en tom celle og velg Lim inn som verdier.
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Concentration(%) |Absorbance
0] -0.027371519
0] -0.017130374
0] -0.031114697
20 0.1332708
20| 0.162677763
20| 0.15650241
40| 0.309450621
40| 0.280937544
40| 0.292792785
60| 0.447508812
60| 0.444828279
60| 0.420296215
80| 0.557322445
80| 0.517097114
80| 0.500807728
100| 0.581809224
100| 0.625396328
100| 0.589658408

Figure 13: Tabell for konsentrasjon vs absorbans.

. Ga til Data-fanen og velg ‘Dataanalyse’. Hvis du ikke har dette alternativet, skriv “Tillegg” i
spkefeltet, velg “Analyseverktgy” og trykk ‘OK’.

. Velg ‘Regresjon’ og velg kolonnen med absorbansverdier sammen med ‘Absorbans’-cellene som ‘In-
ndata X-omrade’ og konsentrasjonsverdiene sammen med ‘Konsentrasjon’-cellene som ‘Inndata Y-
omrade’, og trykk ‘OK’. Huk av for ‘Etiketter’.

. Et nytt ark vil vises med mange parametere og verdier. Hent verdiene fra kolonnen Koefisienter’
som vist.

Coefficients
Intercept( c) -1.210154249
Absorbance | m) 155058555
Ligningen vi kan danne er
Ukjent konsentrasjon = m*x +c (4)

. Her vil du trenge absorbansverdiene du beregnet for den ukjente prgven.

. Skriv inn absorbansverdiene for ukjent konsentrasjon som x’ i ligning [4] som gir deg konsentrasjonen
av den ukjente prgven.

. Du vil ha tre verdier for konsentrasjonen. Ta gjennomsnittet for a finne din endelige verdi for den
ukjente konsentrasjonen.
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