SPEKTROFOTOMETRIA

A gyakorlaton bemutatott és alkalmazott Jasco V-770 UV-Vis-NIR spektrofotometridas késziilék a
GINOP-2.3.2-15-2016-00008 projekt keretében, az Europai Unio tamogatdsdval, az Eurdpai
Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval keriilt beszerzésre.

1. A FENYELNYELESROL

A spektroszkopia és azon beliil a spektrofotometria az egyik legelterjedtebb anyagvizsgalati
modszer.  Elterjedtségét elsOsorban a viszonylag egyszeri ¢és konnyen hozzaférhetd
miuszerezettségének koszonheti, hiszen napjainkban mar alig képzelhet6 el olyan laboratérium ahol
ne lenne legalabb egyszeriibb spektrofotométer.

Az elektromégneses sugarzas, legyen sz6 akar a nagy energiaju y—sugarakrdl vagy a kis energidval
rendelkezd radidhullamokrol, kolcsonhatdsba 1éphet az adott anyaggal. Ez a kolcsonhatas
abszorpcion (az elnyelt fény hozza 1étre a gerjesztett allapotot) vagy sugarzason egyarant alapulhat
(emisszid - a gerjesztett atomok bocsatanak ki energiat). Az elektromagneses sugarzas ¢és a
kiilonb6zé anyagi részecskék kolcsonhatdsan alapuld spektroszkopiai modszereket az aldbbi
tablazatban tiintettiik fel:

1. tablazat Spektroszkopiai modszerek.

Hullamhossz-tartomany SUg?rZ?S ¢s anyag Analitikai modszer
kolcsonhatasa
Gamma 0,510 pm Magéatmenetek Mossbauer- spektroszkopia
Rontgen 5 -
g 0,01 -10nm , Belsd elgktr'or} ., Rontgenspektroszkdpia
(X-ray) atmenetek (ionizacio)
Tévoli  ultraibolya
(FUV) 10 -180 nm
Vegyérték-elektronok .

UltraibOIya (UV) 180 — 350 nm gerjesztése SpektrOfOtomet”a
Lahaté (VIS) 350 — 780 nm
Kozeli infravoros

780 — 1000 . .
(NIR) nm Rezgési és forgasi

atmenetek
Infravords (IR) 1-30 um IR-spektroszkopia
Tavoli infravords 30 - 300 um Forgasi atmenetek
(FIR)
. . Forgési atmenetek, . i -
Mikrohulldmok 03mm-—1m . Mikorhulldmu spektroszkopia
elektronspin atmenetek

Rédidhullamok 1-300m Magspin atmenetek NMR
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A fényelnyelés a régebbi megfogalmazas szerint a két Bohr-féle posztulatummal értelmezhetd. Az
atom ill. molekula stacionariusan csak meghatdrozott energiaju allapotokban lehet. Amig a részecske
ezen allapotok egyikében van, fényt nem bocsat Ki és nem nyel el. Fénykibocsatas vagy elnyelés
csak a két staciondrius allapot kozti atmenetnél lehetséges. A kisugarzott vagy elnyelt foton
rezgésszama ¢és a molekula ill. atom két energiadllapota kozotti Osszefliggés az Einstein-féle
ekvivalencia elvben jut kifejezésre:

E1 — E2=hv =hc/A (h - Plank allando, v - frekvencia, A - hullamhossz)

A Bohr-féle elmélet az energia valtozasokat 6nkényesnek latszo posztulatumokkal magyarazta meg.
A késobb kifejlodott kvantummechanikai targyaldasmod jelentésége abban van, hogy az
elektronpalyak kvantalasanak Bohr-féle posztulatumait matematikailag megalapozta.

Az atomok spektruméanal a molekuldk spektruma lényegesen bonyolultabb, mivel ez utobbiak
elektronjai két vagy tobb mag erdterében mozognak. A molekula energiaallapotat az elektronok
energiaallapota (Eer) az atomok rezgési (Ev) ¢s forgasi allapota (Er) egyiitt szabja meg.

h= E,-E,= (Eel,l - Eel,2)+ (Ev,l - Ev,2)+ (Er,l - Er,Z)

A molekuldk haladé mozgdsa nem kvantalt igy ez figyelmen kiviil hagyhat6. A harom fenti
energiaérték koziil az elektron energiavaltozédsa a legnagyobb, nagysagrendileg 1 — 10 eV, azaz 125
nm — 1250 nm hulldmhosszsagu fotonnak felel meg. A rezgési és forgasi energia valtozasanak
megfeleld frekvencia az infravords (1 — 50 pm) ill. a tavoli infravords és mikrohullamua (> 50 pm)
tartomanyba esik. Ezek az energiaértékek nem fiiggetlenek egymastol, az elektron energiavaltozasa
megvaltoztatja a rezgési és forgasi energia értékét is.

Az abszorpcios szinképeket az esetek tilnyomo tobbségében hig oldatban vizsgaljuk. Ez kozeliti
meg legjobban a kolcsonhatdsmentes és igy idealisnak tekinthetd kisnyomasu gaz allapotat. Ilyen
koriilmények kozott folytonos spektrum keletkezik, a kiilonb6zd kolesonhatdsok eredményeként
egymashoz képest igen stlriin elhelyezked6 vonalak 0sszemosddnak. A spektrumban jelentkezd
maximumok egy-egy savrendszernek felelnek meg, kivételes esetekben egyes savok kiilon
maximumként is jelentkezhetnek.

A séavok és savrendszerek helyébdl a vegyiilet ill. kotéstipusokat lehet azonositani, az abszorpcios
kovetkeztetni. Az abszorpcid értékébdl a koncentraciot a Lambert-Beer torvény alapjan lehet
kiszamitani.

Ha I, intenzitasi monokromatikus fénynyalab a kozeg 1 cm vastagsagli rétegén athaladva |
intenzitasra csokken, akkor a Lambert-féle torvény értelmében: I/1o = 10P' vagy mas alakban irva:
B =1/Ilog(lo/1), ahol B a kézeg Bunsen-féle abszorpcios (régebbi szohasznalat szerint extinkcios)
koefficiense; ami annak a rétegvastagsdgnak a reciprok értékével egyenld, amelyen athaladva a
fényintenzitas eredeti értékének tizedrészére csokken. A kifejezésben | a rétegvastagsagot jeloli. Beer
torvénye szerint, ha az oldoszer nem mutat szelektiv abszorpcidt, az abszorpcids koefficiens a
kovetkezd Osszefiiggésben van a koncentracioval: B = ¢-c, ahol € a molaris abszorbancia (extinkcids
koefficiens), ha az | értékét cm-ben, a koncentraciot mol/dm3-ben adjuk meg. A molaris abszorbancia
adott hullamhosszon fiiggetlen a koncentraciotdl és az anyag mindségére jellemzd allando. A fenti
Osszefliggések alapjan a Lambert-Beer torvény a kdvetkezd alaku:

A:Igll—°=s~c~l
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2. A SPEKTROFOTOMETRIAS MODSZEREK

Az egyik legrégebbi fényelnyelésen alapuld analitikai modszer a kolorimetria. A modszer
fényfelbontast nem igényel, a referenciat és a mintat polikromatikus fénnyel vildgitjuk meg. Az
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abszorbealodik a két rétegben. A Lambert-Beer torvény érvényessége esetén a rétegvastagsagok a
koncentracioval forditva aranyosak.

A legegyszeriibb fotometrias modszer esetében fényszlrdvel sziirt, kozelitéleg monokromatikus fény
halad 4t a vizsgalandd oldaton, valamint a tiszta oldoszeren. Az abszorbanciat a két intenzitds
Osszevetésébol kapjuk. Ma mar a legtobb esetben a teljes spektrum felvételére alkalmas
spektrofotométereket hasznalnak.

A spektrofotometria modszerénél a fényt egy monokromdator — prizma vagy racs — segitségével
bonthatjuk szinképére. A monokromatikus fénysugarat az oldaton illetve az oldoszeren engedjiik at,
az athaladt fény intenzitdsat valamilyen detektorral (fotoelektron-sokszorozo, diddasor stb.) mérjiik.
Az abszorpcids spektrumbdl az anyag szerkezetére, az atomok és molekulak sajatsagaira, komplexek
szerkezetére stb. kapunk informéaciot.

Az abszorpcids spektrum felvételét analitikai célbol a kovetkezd szempontok indokoljak:

1. Kvalitativ vizsgalatok:

a) Azonositast végezhetliink a spektrum alapjan. Két anyagot akkor tekintliink azonosnak, ha
abszorpcids szinképiik teljes egészében megegyezik egymassal.

b) A abszorpcidés szinkép alapjan igen egyszerlien eldonthetd egy-egy anyag tisztasaga ill.
szennyezettsége. A szennyezettség meghatarozasanal {tigyelni kell arra, hogy nem minden
szennyezdre egyforma a kimutathatdsadg hatdra. A szennyezd szelektiv abszorpcidjanak a mértéke a
vizsgalt hullimhossz tartomanyban meghatarozza a kimutathatdsag értékét.

2. Kvantitativ vizsgalat:

a) Abszorpcidés mennyiségi meghatarozasok kidolgozasanal igen fontos a mérés hullamhosszdnak
helyes megvalasztasa. Az abszorpcios sdvnak (maximumnak) nem az emelkedd vagy csokkend
szakaszan, hanem a maximumadan kell mérniink. Itt ugyanis a legkisebb a rendszeres hibanak az a
része, amely a hullamhossz pontatlan bedllitasabol €s a résszélesség valtozasabol ered. Kis
valasztunk ki, igy nagyobb érzékenységet érhetliink el. A differencidlspektrofotometria-modszer
esetében viszont ,széles, lapos” maximumot ill. elnyelési savot valasztunk ki a fékomponens
meghatarozasara.

b) Ha tobb anyag keverékébdl valamelyik komponens meghatdrozasa a cél, a zavard hatdsok
kikiiszobolésénél nagy segitségiinkre lehet az egyes komponensek abszorpcids spektruméanak
ismerete.

c) Tobb komponensii rendszer mennyiségi meghatirozasat is elvégezhetjiik az abszorpcios
spektrumok intenzitasanak mérése alapjan. A klasszikus spektrofotometria modszerének relativ
hibgja 1 — 5%, igy els6sorban a kis koncentracioban jelenlevd uUn. nyomszennyezések
meghatdrozasara hasznaljak. Az utobbi iddben kidolgoztak a differencidl spektrofotometria
modszerét, amivel egy nagysagrenddel nagyobb pontossagot lehet elérni. Ez a modszer mar
fokomponensek meghatarozéasara is alkalmas. A médszer relativ hibaja 0,1 — 0,5%.

A spektrofotometria modszerének elénye nagy érzékenysége, nagy pontossadga, rendkiviili
egyszerlisége, gyorsasaga, kis anyagigénye. A modszer altalaban még akkor is alkalmazhato, ha az
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anyag egy adott spektralis terlileten nem mutat szelektiv abszorpciot, mert redukalva, oxidalva, vagy
komplexet képezve vele mar szelektiv abszorpciot mutathat.

A modszer hatranya, hogy hozzavetdlegesen tudnunk kell, mik a meghatarozandé komponensek.
Adott spektrofotometrids modszer alkalmazhatosagat mas analitikai modszerekkel kell ellendrizni.
Igy a spektrofotometria hasznalata akkor elényds, ha sorozatmérésekre alkalmazzuk.

3. A SPEKTROFOTOMETER

A spektrofotométer olyan optikai berendezés, amellyel a gyakorlatilag monokromatikus fény
intenzitasat illetve az intenzitds valtozasat nagy pontossadggal mérni lehet. A spektrofotométereket
tobb szempontbol osztalyozhatjuk. Az egyik felosztds, a mérés hullamhossz tartomanya szerint
ismeriink ultraibolya, lathatd és infravords tartomdnyban mérd spektrofotométereket. A madsik
felosztas, a fényelbontas modja szerint prizmas és racsos spektrofotométereket. Tovabbi felosztas, a
mikodési elv illetve a felépités szerint megkiilonboztetiink egysugaras, kétsugaras, valamint
szakaszosan miikodé és folyamatosan miikddé automatikusan regisztrald spektrofotométereket. A
mindennapi gyakorlatban a leggyakrabban kétsugaras és diddasoros fotométerekkel talalkozhatunk.
A spektrofotométer fO részei:

. sugarforras

° mintatér

° monokromator

° detektor, er6sitd

J kijelz6 rendszer (szamitogép)

A sugérforras a lathato fény tartomanyaban wolfram lampa, az UV tartomanyban altalaban hidrogén
(0jabban deutérium) lampa, az infravords tartomanyban globar izz6 (SiC) vagy Nernst izzo
(ritkafoldfémoxid keverék). Nagyon fontos a flitdaram fesziiltségének stabilitdsa, kiillondsen az
egysugaras késziilékeknél (1asd késobb).

Mintatérként kiilonb6zd hosszisagu (0,1 — 10 cm) és kialakitasa tiveg, kvarc, ritkabban milanyag
kiivettakat hasznalnak. Erdemes megjegyezni, hogy némely milanyagbol késziilt kiivetta egész jo
optikai tulajdonsagokkal rendelkezik (pl. ateresztés) igy alkalmas a kozeli UV-tartomanyban
spektrofotmetrias mérések kivitelezésére (1. abra) mindemellett az ilyen kiivettdk ara tobb
nagysagrendekkel lehet olcsobb (pl. egy j6 mindségli kvarc kiivetta ara 25.000 — 35.000 forint koriil
van, de 100 darab miianyag kiivetta ara mindossze csak 1800 — 2500 forint). Lényeges, hogy a
kiivettak fény utjaba keriilé oldalai egymassal parhuzamosak, a fénynyaldbra merdlegesek legyenek,
egymastol mért tavolsaguk pontosan meghatarozott legyen (a Lambert-Beer torvényben ez utobbi az
uthossz, ).
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1. abra Kiilonb6z6 anyagbol késziilt kiivettak taranszmittanciaja a hulldmhossz fliggvényében.

A monokromator a fényforras dsszetett fényének felbontasara ill. a kivant hullamhosszasagu (kozel)
monokromatikus fény kivalasztasara szolgdl. A prizmas késziilékek a fénytorés hullamhosszfiiggésén
(a prizma a fehér fényt elemeire bontja, a prizma kismértékli forgatasaval elérhetjiik, hogy a kivant
hulldmhosszasagh fény jusson ki a kilépd résen), mig a rdcsos monokroméatorok a diffrakcio ill.
interferencia jelenségén alapulnak. Az optikai racsrol visszaverddd fénysugarak interferencidjanak
kovetkeztében minden hulldmhosszra mas szdgben lesz erdsités, igy a prizmahoz hasonld
szinfelbontast kapunk. A kiilonbség annyi, hogy a raccsal eléallitott spektrum egyenletes 1épéskozii,
mig a prizmandl a felbontds a kék tartomany felé nagyobb, a vords felé kisebb. A kivalasztott
hullamhosszisagu fényt itt is a racs elforditdsaval juttathatjuk a kilépd résre (pl. egészen jo optikai
racs a CD vagy DVD feliilete). A prizmas késziilékek altalaban fényerdsek, de hatranyuk, hogy a
kiilonb6zé hullamhossztartomanyokban a felbontoképességiik nem azonos, igy a mai modern
késziilékekben mar ritkdn hasznaljak. Monokromatikus fény eldallitdsara interferenciasziird is
hasznalhato. Az ilyen szlrd lehet pl. {ivegre parologtatott vékony dielektrikumréteg-rendszer,
amelyen a rétegvastagsagtol fliggd interferencia kovetkeztében sziik hullamhossztartomanyra van
ateresztés a tobbi visszaverddik.

Detektorként fotocellat, fotoelektronsokszorozot, diddasort hasznalhatnak. A fotocellat napjainkban
inkdbb hordozhato vagy egyéb miiszerekhez detektorként kapcsolt spektrofotométerekben
hasznaljak. A fotomultiplierek altaldban széles hulldmhossztartomanyban hasznalhatok, és a
zajszintjiik is kedvezdbb. A diddasoros detektor elénye a gyorsasag és széles tartomanyban érvényes
linearitas. Hatrany viszont a kisebb érzékenység.

3.1 Egysugaras spektrofotométerek

Ezek a késziilékek is alapvetden két tipusra oszthatok: kozvetlen kitérésti és kompenzacios elven
mikodé berendezésekre. A kozvetlen kitérésti egysugaras késziilékeknél (pl. Spekol) a
fényintenzitassal aranyos elektromos jel elektronikus erdsités utan kozvetleniil kertil kijelzésre. A
referencia-oldatot a fényttba helyezve kell nullazni a miiszert (T% = 100, A = 0), majd a mintat
helyezve a fényttba ehhez képest mérjiik a fényintenzitas csokkenését. E késziiléktipus elényei az
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olcsossag, egyszerl felépités, legtobb esetben kis méret, kevés hibaforras. Sorozatelemzésekhez,
gyari, gyartaskozi elemzésekhez jol hasznalhato.

Hatranyai, hogy ¢érzékenyek a tapfesziiltség valtozasara, a sugarforras és a detektor iddbeli
valtozasaira stb.; ezek a hibdk a nullpontstabilitasban, érzékenységben, reprodukalhatosagban,
linearitasban jelentkeznek.

A kompenzéicioval miikddé egysugaras késziilékek az eldbbi késziiléktipus hibdinak jo részét
kikiiszobolik. A detektorbol kikertild elektromos jel egy kompenzacids aramkorre keriil, amelyben az
egyensulyi helyzetet egy nullmiszer jelzi. Itt a mérés a kovetkezd 1épésekbdl all: a mintatarba a
referenciaoldatot helyezziik és a kompenzacios aramkort egyenstlyba hozzuk, ill. ezt egy automata
elektronikus vezérlorendszer végzi. E késziiléktipusok igen pontos mérést tesznek Ilehetdve,
ugyanakkor hasznalatuk kissé nehézkes, kiilondsen tobb hulldmhosszon térténd mérésnél (spektrum
felvétel).

3.2 Kétsugaras spektrofotométerek

A kétsugaras késziilékeknél a sugérforrasbol kilépd fényt két fényutra bontjak fel, amelyekbdl az
egyik a referenciaoldaton, a masik a mintan halad keresztiil (2. 4bra). Igy gyakorlatilag a két
fényintenzitas (lo, 1) azonos iddben hasonlithatd Ossze. Ezzel kikiiszobolddik a tapfesziiltség, az
elektronika, a sugarforras esetleges ingadozasabol szarmazo hiba.

Tikor

J. =
Kilépi rés ﬁ I D
Referencia
Diszperzios
® egyseg

Belepi rés

Fenyforrs Forgoszektor Detekior

Minta

MMonokroma tor

2. abra Hagyomanyos UV-vis késziilék vazlatos rajza (ilyen késziilek példaul a Varian Cary 1E
vagy a Jasco V-770 UV-Vis-NIR spektrofotométer is).

Ritkabban alkalmaznak a fényintenzitds mérésére két detektort, mivel nehéz két teljesen azonos
jellemzokkel rendelkezd érzékelot késziteni. Gyakrabban a mintatér utan a két fényutat egyesitik, és
a fényt egy detektorral alakitjak elektromos jellé. Ezt ugy valositjadk meg, hogy a két fényjel (lo és I)
felvaltva jelenik meg a detektoron, és a feldolgozo elektronika ezt a periodikus jelet demodulalva
képzi az abszorbancia jelet (A = Iglo/l ).

Ehhez a fényfelbontasra altalaban forgdszektort (,.chopper”-t) alkalmaznak (3. abra). gy elérhetd,
hogy megfeleld frekvenciaval hol az egyik, hol a masik fényutba jut a ldmpa fénye. E késziilékek
biztositjdk a lehetdséget az automatizélasra, spektrumok széles hulldmhossztartomanyban torténd
regisztralasara, mert kikiiszobolik az egysugaras késziilékeknél jelentkezd hibak zomét. Az jabb
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tipusoknal szinte mar természetes tartoz€ék a szamitogép, ami gyorsabba €és kényelmesebbé teszi a
méréseket €s az adatfeldolgozast.

tiikor szektor I I
zart szektor

———— nyitott szektor

>

3. abra A forgoszektor (,,chopper”) vazlatos rajza, illetve a detektorba érkez6 fény intenzitasa az id6
fiiggvényében.

3.3 Diédasoros detektorral rendelkez6 spektrofotométerek

A félvezet6 fotodetektorok olcsdbba valasa tette lehetéveé egy 0j spektrofotométer tipus kialakitasat.
Ebben egy (jellemzden 512 vagy 1024 elembdl allo) sor érzékeli a kilépd fényt, amely az un.
polikromatorbol érkezik (4. dbra). Azaz a racs / prizma felbontja a fényt, de nem kell kivalasztani
egy hulldmhosszt, hanem a diddasor, €és a hozza kapcsolt elektronika egyszerre elemezheti a teljes
ateresztési spektrumot. Az ilyen elven miikddé spektrofotométerekben meglehetésen nagy energiaju
fény halad 4t a mintdn ezért konnyen eléfordulhat, hogy a nagy energidju fény fotokémia reakcidkat
indit be amit érdemes szem el6tt tartani. A miiszer nagy elénye viszont a gyorsasaga, ugyanis egy
teljes spektrum felvétele nem tart tovabb 0,5 — 1 masodpercnél (a kétsugaras spektrofotométereknél
ez az id6 a hullamhossztartomany fiiggvényében 60 — 90 masodperc) illetve a mintateret nem kell a

kiils6 fény hatéstol elzarni.
Takarolemexz [: )
Lencse

Wolfram lampa
e g\ 0

Lencse Dentérimmn lampa

Belépd rés @

1024 egy:égbil
allo dioda sox
Racs

4. abra Diddasoros spektrofotométer vazlatos rajza (ilyen késziilék példaul a Hewlett-Packard /
Agilent 8453 spektrofotométer)



4. A SPEKTROFOTOMETRIA FELHASZNALASI TERULETE

A spektrofotometrianak, mint analitikai médszernek igen nagy jelentdsége van mind a szerves, mind
a szervetlen kémiai gyakorlatban.

Elvileg minden olyan anyag vizsgalhatd, amelynek elnyelése van a lathat6, UV (kozeli IR)
tartomanyban. Altalaban érvényes, hogy teljesen ismeretlen Osszetételli vagy tulsiagosan sok
komponensbdl allé mintaknal csak korlatozottan hasznalhatd. Igen sok mintatipusra €s komponensre
dolgoztak ki analitikai eljarast, de szamos esetben az eldkészitdé miveletek bonyolultak és a
paraméterek igen pontos betartasat igénylik. Igy is szdmos esetben 1éphet fel valamilyen zavarohatas,
pl. komplexképzédés, mellékreakcid, nem szelektiv szinreakcio stb. Ugyanakkor éppen ezekre a
paraméterekre vald érzékenység teszi alkalmassa a modszert a kiilonbozd oldategyensulyi,
reakciokinetikai stb. vizsgalatokhoz.

Eltérés a Lambert-Beer torvénytol

A Lambert-Beer torvény hig oldatokra érvényes, a gyakorlatban 102-102 mol/cm3-nél nincs jelentds
eltérés. Toményebb oldatok esetén a torésmutatdé valtozdsa miatt az abszorpcids koefficiens
alland6saga helyett az alabbi kifejezés konstans:

ey
n+2)

ahol a: az abszorpcids koefficiens, n: a torésmutatd

Emellett tomény oldatokban asszociacids és szolvatacios jelenségek is eltérést okozhatnak a
torvénytdl. Hig oldatok esetében is tapasztalhatunk eltérést a Lambert-Beer torvénytdl, ezek fizikai
¢és kémiai okokra vezethetdk vissza.

A fizikai okok koziil a legfontosabb az, hogy a mintaba 1épd fény nem teljesen monokromatikus.
Ekkor a kalibracios gorbe a koncentracid tengely felé hajlik. A résszélesség csokkentésével ezt a
hatast mérsékelhetjiik, de ekkor csokken a detektorra jutdé fénymennyiség is, amelyet az erdsités
novelésével tudunk kompenzalni. Ez viszont egyiitt jar a zajszint novekedésével, igy a mérés
pontossaganak romlasaval.

Kémiai okokra vezethetjiik vissza az eltérést, ha a vizsgalni kivant komponens koncentraciovaltozasa
nem egyenesen aranyos a mérni kivant forma koncentraciovaltozasaval. Azaz, ha az oldatban
asszociacid, disszocidcio, szolvatacid, komplexképzddés stb. megy végbe. Ezenkiviil hatdsa lehet az
olddszer Osszetételének, a pH-nak, a hdmérsékletnek, egyéb matrixanyag koncentracidvaltozasanak.
Jellegzetes példa a gyakorlatban vizsgélt indikator koncentracio meghatarozasa (lasd késobb).
Kiilonboz6 pH-nal a disszocidlt és a disszocidlatlan forma ardnya mdas-mds, igy természetesen
valtozik a spektrum is. A két forma abszorpcids savjanak viszont van egy k6zos pontja, izobesztikus
pont, ahol az abszorpcios koefficiensiik azonos. Itt megvan a lehetdség a pH-t6l (altalanosan, mint
kortilménytdl) fiiggetlen koncentracié meghatarozasra.
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Tobb komponens egymas melletti meghatarozasa

Az elegyek abszorpcids spektruma a komponensek spektrumabol additive tevodik Gssze.
Aéssz‘ = Al + AZ + ...+ An

fgy elvileg lehetdség van legalabb n kiilonbozé hullamhosszon mérve n  komponens
meghatarozasara, mivel

Assz. =e1Cil+excol+ ... +encnl

felirhat6 az 6sszes hulldmhosszon.

Meérve a tiszta komponensek abszorpcidés spektrumat, a koncentracidé ismeretében g1, €2,
abszorpcios koefficiensek minden hullamhosszon szdmolhatok. Igy a keverék minta abszorpcidjabol
egy n ismeretlenes egyenletrendszerrel a koncentraciok szamolhatok. Két komponens esetén (A, B
anyag ¢és A1, A2 hullamhosszakon):

Asssz M) = eappyCal + egpy) Ca |

Asssz 2) = eap2)Cal + egpz) Ca |

5. DERIVATIV SPEKTROFOTOMETRIA

5.1 A modszer elvi alapjai

Mind a hattérkorrekcid, mind az atfedo savok kvalitativ és kvantitativ elemzésre torténd
alkalmazhatosdga szempontjabol az utdbbi évtized legfontosabb fejleménye volt a derivativ
spektrofotometria bevezetése. A moddszer elve (az abszorbancia hullamhossSz szerinti derivalasa)
kordbban is ismert volt, azonban csak a legutobbi években valtak hozzaférhetdvé azok a
spektrofotométerek, amelyek mikroszamitégép segitségével képesek a spektrum felvételével
egyiddben a derivalt spektrumokat is regisztralni.

Az é&bra a része az idealizalt Gauss-gorbe tipusi abszorpcids savot, €s annak 1.-4. derivaltjait
szemlélteti. A b abran az atfedd abszorpcids sav kialakulasat lathatjuk két kiilonbozd intenzitasu
Gauss-gorbe alakt savbol. A ¢ abra pedig ezen Osszetett sav 0.-4. derivaltjait mutatja be.

Mivel a derivalas soran az eredeti fliggvény maximum- ill. minimumbhelyei zér6 értéket vesznek fel,
az inflexiokbol pedig maximum- ill. minimumhelyek lesznek, a derivalt spektrumok sokkal
strukturaltabbak, mint az eredetiek. Az elsd derivaltnak és altalaban a paratlan szdmu derivaltaknak
kisebb a jelentdsége, a gyakorlatban inkabb a masodik és negyedik derivalt spektrumokat hasznaljak,
de van példa magasabb rendii derivaltak alkalmazésara is. A fOcstics a masodik derivaltban negativ, a
negyedikben pozitiv iranyd, és mindkettét a rendiiség novekedtével egyre bonyolultabbd valo
mellékcstcs-rendszer kiséri.
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5. abra Az abszorpcios spektrum derivalasa.

5.2 A médszer elvi alapjai

A derivativ spektrofotometria a hagyoményos spektrofotometridhoz viszonyitva négy teriileten jelent
eldrelépést:

Kvalitativ analizis. A derivativ spektrumok alkalmasak az alap spektrumban mutatkozé minimalis
kiilonbségek kiemelésére. Kiilondsen vonatkozik ez az izolalt aromas gy(riit tartalmazé vegytiletek
finomszerkezetli savjaira.

Monoton hattérspektrum kiejtése a kvantitativ analizisben. A derivalas szabalyaibol kovetkezik,
hogy a konstans hatteret mar az els6 derivalt eliminalja: Amennyiben a hattér linearis fliggvénye a
hulldmhossznak, a masodik derivalt lesz zér6. A negyedik derivalt esetében magasabb rendii
figgvénynek megfelel6 monoton hattér spektrumok is kiejthetdk.

Az egyszerlibb hattérproblémak megoldasara gyakran az elsé derivalt is elegendd, mert rovidebb
hullamhossz tartomanyra vonatkoztatva a hattér kozelitéleg 4allandonak vehetd. A hattér
eliminacionak ez a lehetdsége nemcsak a fényabszorpciobdl, hanem a fényszorasbol eredd hatterekre
is vonatkozik, vagyis a derivativ spektrofotometria opalos oldatok analizisére is alkalmas.

Atfed6 széles sav elimindldsa keskeny sdavval rendelkezé anyag mennyiségi analizise sordn. A
derivativ spektrofotometria egyik alapvetd egyenlete Osszefliggést allapit meg az n-ed rendl
derivativ spektrum savintenzitasa (An), a zérd-rendli spektrum (abszorpcids spektrum) savintenzitasa
(Ao) és savszélessége (W), valamint a derivalt rendiisége (n) k6zott. Az egyenlet azt fejezi ki, hogy a
savszélesség novekedtével a derivalt gorbe savjainak intenzitdsa rohamosan csdkken. Ebbdl
kovetkezik, hogy a derivaléassal a széles és €les savok kozotti kiillonbség nd.



6. abra Széles sav eliminalasa a vele egybeesd keskeny sav (X) mérése soran a 2. és 4. derivalt
spektrumok alkalmazasaval (S = X+Y).

Az é4bran lathatdo S abszorpcids spektrum két pontosan egybeesd, de savszélességben jelentsen
kiilonboz6 X és Y komponensbél all (Wy = 3Wx). Y intenzitdsa mar a 2. derivalt esetében az eredeti
1/7-ére csokken, a 4. derivalt pedig csaknem beleolvad az alapvonalba. Ugyanakkor az X komponens
¢és az ered6 S gorbe derivaltja 2. derivalaskor csaknem, 4. derivalaskor pedig teljesen egybeesik.

Két- vagy tobbkomponensii rendszerek analizise derivativ spektrofotometria és algebrai modszerek
voltukbol kovetkezden szamos pozitiv és negativ maximumbhellyel rendelkeznek. gy konnyen lehet
talalni olyan hulldmhosszakat, ahol a meghatarozni kivant komponens derivalt jele maximalis, a
masiké pedig minimalis. Az algebrai modszerek ismertetése az anyag kereteit meghaladja, az
érdeklddok szamara jo Osszefoglalas talalhato Gordg Sandor: Spektrofotometrias gyogyszeranalizis
c. konyvében (Akadémiai Kiado, Budapest, 1993.).

A magasabb rendii derivaltak felvétele ¢és alkalmazéasa az elonyok mellett szamos nehézséggel is jar.
Egyrészt a derivalds rendiiségének novelésével a jel/zaj arany csokken, masrészt az egyre
bonyolultabba valé mellékmaximum-rendszer zavarhatja a szomszédos csticsok kiértékelését.



12

5.3 A jel a derivativ spektrofotometriaban
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7. abra A derivativ spektrofotometrids jel.

A kvantitativ analizis alapja a derivalt spektrum amplitiddja, amely altalaban egyenesen aranyos a
koncentracidval, ezt azonban 0j mérési feladat beallitasakor mindig ellendrizni kell!
Az amplitadét meghatarozhatjuk:

. a derivalt spektrum zérévonalatol szamitva;
. a sav két kiindulési pontjdban meghuzott alapvonaltol szamitva;
. egy szomszédos maximum és minimum magassaganak kiilonbségeként.

6. GYAKORLAT

A papaverin koncentracidéjanak meghatarozasa vizes oldatban kalibraciés
egyenes segitségével

A papaverin egy Opium-alkaloid, melyet foként érgdrcsok és néha erektilis diszfunkcid kezelésére
haszndlnak. A papaverin szerkezetében ¢€s hatdsdban is jelentésen eltér az Opiatoktdl, hiszen
elsésorban gércsoldd hatdst, ami kozvetleniil a simaizomsejtekre hatva a Ca?*-csatornak gatlasaval
valosul meg reverzibilisen. Hatasara csokken a vérnyomas és fokozodik az agyi keringés. Az
emészto- és a vizeletkivalaszto rendszerben jelentkezd goresos allapotokat egyarant jol oldja.

H;CO

HsCO

8. abra A papaverin-hidroklorid szerkezete
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crer

segitségével, a papaverin aromas rendszerének UV-elnyelése alapjan.

1.0 7

Absz.

270 290 310 330 350 370

Hullamhossz (nm)

9. abra A gyakorlaton elkészitendd oldatsorozat abszorpcios spektrumai (fekete (papaverin
torzsoldat) — 4,04 x 1072 mg/cm?®, kék — kétszeres higitas, 2,02 x 1072 mg/cm?, zéld — 6tszoros
higitas, 8,08 x 103 mg/cm?3, piros — nyolcszoros higitas, 5,05 x 103 mg/cm?3).

A gyakorlat célja: UV-lathatdo abszorpcidos spektrofotométer miltkodésének megismerése és a
Lambert-Beer torvény alkalmazasa. Papaverin koncentraci6 meghatarozasa kalibracios egyenes
alapjan, vizes oldatbol.

Sziikséges anyagok, miiszerek és eszkozok:

- papaverin tdrzsoldat (0,04 mg/cm?, 0,01 M-os HCI-ban)

- HCl-oldat (0,01 M)

- desztillalt viz

- 3 db 10 cm3-es mérélombik (a kalibracids gorbéhez)

- 2 db kvarc kiivetta

- 1db 1-5 cmi-es automata pipetta (vagy 1 db 5,0 cmi-es osztott pipetta a kalibrald oldatsorozat
készitéséhez)

- 2 db 50-100 cmi-es és 1 db 200 cm®-es fé6zépohar a pipettizas eldsegitésére illetve a kiivettak
oblitéséhez

- pumpett (pipettazo labda)

- papirtorld
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10. abra Kalibracids egyenes a papaverin koncentraciéjanak meghatarozasahoz

Feladat:
A kalibral6 oldat sorozat elkészitése és azok illetve az ismeretlen oldat spektrumainak felvétele 270 —

370 nm intervallumban. Ezt kdvetden olvassa le az abszorbancia maximumokhoz (310 nm) tartozo
abszorbancia értékeket a kalibracios egyenes elkészitéséhez (igyekezzen mindig az elnyelési sav
maximuman vagy lehetdség szerint annak kozvetlen kézelében dolgozni).
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Elokészités:

El6szor kapcsoljuk be a spektrofotométert, hiszen annak a munkavégzés eldtt legalabb 30 perccel
mar iizemelnie kell a fényforras iizemi hémérsékletére valé bemelegedéséhez. 10 cm®-es
mérdlombikokba a papaverin torzsoldatbol olyan térfogatokat mérjlink be, hogy 2, 5 és 8-szoros
higitasokat kapjunk. A lombikokat 0,01 M-os HCI oldat felhasznalasaval allitsuk jelre. A higitasok
elkészitését kdvetden vegyiik fol mind az eredeti papaverin torzsoldat, mind pedig a higitott oldatok
abszorbcios spektrumait (4 db. spektrum). Utols6 1épésként vegyiik regisztraljuk az ismeretlen
oldatunk spektrumat is.

Mérés:

Vegyiik fel az elkészitett kalibrald oldatsorozat ¢és az ismeretlen mintak spektrumat 270 — 370
hullimhossz tartomanyban kvarc kiivettakat hasznalva. Vakoldatként 0,01 M-os HCI-oldatot
hasznalunk.

Ertékelés:

Ha pontosan dolgoztunk, a maximumon mért abszorbanciak a koncentracio6 fliggvényében abrazolva
egyenest adnak, amely egyenesr6l az ismeretlen oldat abszorbancidjanak ismeretében
meghatarozhaté annak koncentracidja. A kalibraciés egyenest elkészithetjiik milliméterpapiron vagy
szamitogépes program (pl. excel) segitségével.

Beadand6 eredmények:
e A papaverin abszorpcids spektrumai.
e A kalibracioés egyenes milliméterpapiron vagy programboél kinyomtatva.
e Az ismeretlen oldat papaverin koncentracioja.
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ELLENORZO KERDESEK

1. A molekulaabszorpcio elvi alapjai, spektrumtipusok.

2. A lehetséges molekulapalyék relativ energiaszintjei, &tmenettipusok.

3. Eltolédasok az abszorpcios spektrumban.

4, UV/VIS spektrofotométerek alapegységei, fajtai.

5. Mindségi elemzés.

6. A mennyiségi elemzés alapOsszefiiggése, az ettdl valod eltéréseket befolyasolo tényezok.
7. Tobb komponens egymas melletti meghatarozasa.

8. Differencial spektrofotometria.

9. A derivativ spektrofotometria elvi alapjai.

ZH KERDESEK

1. Adja meg az abszorbancia és a fényintenzitas kozotti osszefliggést!

2. Adja meg a Lambert-Beer torvényt egy elnyeld részecske esetén!

3. Adja meg a Lambert-Beer torvényt tobb elnyeld részecske esetén!

4. Mi a feltétele, hogy két anyag egy oldatbol meghatarozhat6 legyen? Mi ennek a menete?

5. Hogyan kiiszoboljiik ki az oldoszer és a kiivetta abszorbanciajat?

6. Mi az izobesztikus pont és mire utal a jelenléte a spektrumban?

7. Milyen technikai korldtok az okai annak, hogy a Lambert-Beer torvény csak egy adott
tartomanyban érvényes?

8. Milyen feltételeknek kell megfelelni egy szines anyagnak ahhoz, hogy hasznilhat6 legyen a
gyakorlat végrehajtasahoz?

9. Sorolja fel a diddasoros fotométer néhany véarhatéan eldnyos, illetve hatranyos tulajdonsagat a
hagyomanyos fotométerhez képest!

10. Milyen megfontoldsok alapjan valasztja ki a haszndland6 hulldmhosszakat a gyakorlata elején?
11. Milyen eldnyei és hatranyai vannak az egy kiivettat hasznald mérési modszernek?

12. Miért és mivel kell kétkiivettds mérés esetén korrigalni a mért abszorbancidkat?
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SZAMOLASI FELADATOK (MINTAPELDAK)

1. 250 cm?® 0,0025 M vérdsvérlugsé (Ks[Fe(CN)s]) oldat készitéséhez mennyi szilard anyagot kell
bemérni? Ar(C)=12,01, Ar(N)=14,00, Ar(K)=39,10 és Ar(Fe)=55,85. (oldatkészités)

2. A 0,0025 M vorosvérligso (Ks[Fe(CN)s]) oldatbél 1, 5, illetve 10 cm3-t 25 cm3-re higitunk. Adja
3. 420 nm-en 610,2 M 'em™!' a kalium-kromat lagos oldatdnak moléris abszorbancidja. Milyen
koncentracioju térzsoldatot kell késziteniink ahhoz, hogy az oldat varhaté abszorbanciéja 3,0 legyen?
(Szamolas molaris abszorbancia alapjdn)

4. 500 nm-en 16170 M~'cm™! a metilnarancs lugos oldatanak molaris abszorbancidja. Hany cm
0,005 M koncentracioju alapoldatot kell 250 cm3-re higitani ahhoz, hogy a higitott torzsoldat varhaté
abszorbanciaja 3,0 legyen? (Szamolds moldris abszorbancia alapjan, higitdsi feladat)

3
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