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UV-LATHATO ABSZORPCIOS
SPEKTROFOTOMETRIA

A GYAKORLAT CELJA: Az UV-lathatd abszorpcids spektrofotométer miikodésének
megismerése €s a Lambert-Beer torvény alkalmazasa. Szalicilsav meghatdrozasa egy vizes
oldatban kalibracids egyenes alapjan.

A MERESI MODSZER ALAPELVEI

Az ultraibolya (UV, 200 nm < A < 400 nm) ill. lathato (VIS, 400 nm < A < 800 nm)
fény elnyelésekor (abszorpcidjakor) a molekulak elektroneloszldsa megvaltozik: kotd, lazitd
vagy nemkoto elektronjaik kisebb energidju palyakrol nagyobb energidjuakra ugranak at, azaz
gerjesztddnek. Az ilyen elektronatmenetek tanulmanyozasaval foglalkozo spektroszkopiai
modszert elektrongerjesztési (vagy elektron-) spektroszkopidnak is nevezik. Egy molekula
azon részleteit, amelyekben az elektronatmenetek 1étrejonnek (azaz elnyelik a fényt),
kromoforoknak nevezziik. Azt az energiatartomanyt, amelynél egy adott kromofor elnyel,
elnyelési savnak nevezziik, ennek helye a spektrumban (vagyis a hozza tartozd
elektronatmenet energiaja) elsOsorban a kromofor anyagi mindségétol fligg, de azt a
kromoforral kdlcsonhatasban levé egyéb csoportok is befolyasoljak.

Amikor egy anyag vizes oldatinak fényelnyelését abrazoljuk a besugarzo fény
energidgjanak (hullimhosszanak) fliggvényében, az Un. abszorpcios spektrumot kapjuk. Az
abszorpcids spektrum mind mindségi, mind mennyiségi informaciokat hordoz, emiatt az
analitikai kémia egyik leggyakrabban hasznalt moédszere. Ha besugarzunk egy oldatot egy 7,
intenzitasu, adott hullimhosszisagu (monokromatikus) fénysugarral, annak intenzitasa a fény
abszorpcidja miatt lecsokken I-re. A fényelnyelést egy mértékegység nélkiili mennyiség, az
abszorbancia jellemzi, ami definicid szerint
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Szokds még a fényelnyelést a transzmittancidaval (més szdval transzmisszidval, T) is
jellemezni, amely a minta fényateresztd képességére jellemz0, és az atengedett valamint a
beesd fény intenzitasdnak hanyadosaként szokéas kifejezni (egyes esetekben szdzalékban):
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Tekintsiink egy olyan oldatot, amelyben csak egyfajta fényt abszorbeald anyag van jelen. Az
anyag koncentracidja (c) és az adott A hullamhosszusagu sugarzasra mért abszorbancia (4;)
kozotti Osszefiiggést a Lambert-Beer torvény irja le, amely szerint

A =¢,-c-I

ahol / a rétegvastagsag (ez a mérések tobbségében 1 cm), és ¢, az adott kromoforra jellemzd,
az alkalmazott hulldmhossztdl fliggd mennyiség, az un. molaris abszorbancia, az egységnyi
Lambert-Beer torvény érvényességi hatarain belill az abszorbancia additiv tulajdonsag, amely
a vizsgalt hullamhossznal az egymas mellett el6fordulé komponensek abszorbancidinak
Osszegeként adodik. Tehat egy n darab fényelnyeld komponenst tartalmazé oldatra

n
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ahol g, az i-edik, c¢; koncentracioji komponens molaris abszorbancidja az adott
hulldmhosszndl. Abszorbanciamérés alapjan, a molaris abszorbancia és a rétegvastagsag
ismeretében a Lambert-Beer torvény alkalmazasaval a kromofor koncentracoja kozvetleniil is
meghatarozhato. Fontos megemliteni, hogy a torvény kizarélag hig oldatokra (c < 107> mol/L)
érvényes, toményebb oldatokra csak modositasokkal alkalmazhaté (pl. a torésmutato
valtozasat figyelembe kell venni). Eltéréseket okozhatnak még a torvénytdl a kromofor
kiilonb6zé kémiai reakcioi (pl. Onasszociacid, protonalodasi vagy komplexképzodési
egyensulyok), valamint az olddszercsere is.

Az abszorpcios spektrofotometria gyakorlata. Az abszorpcios spektrofotométerek
legfontosabb alkotoeleme egy olyan fényforrds, amely a teljes mérési (UV vagy VIS)
hullamhossztartoméanyt lefedé folytonos (,,fehér” fényt) sugdroz ki. Ezt a fényt alkalmas
optikai eszkozzel (pl. prizma vagy racs segitségével) Osszetevoire bontjuk, majd egy
kivalasztott hulldimhosszisagii nyaldbjat a mintatartoban elhelyezett mintara iranyitjuk. A
mintaoldatot livegbdl, milanyagbol vagy kvarcbol késziilt edényben (kiivettdban) helyezziik
el. Az UV tartomanyba esd spektrumok felvételéhez sziikséges a kvarckiivetta alkalmazasa,
mert a mas anyagbol késziilt kiivettdk maguk is elnyelik az UV-fényt. A kiivettan
keresztiilhaladdé fénysugarat egy detektorra (fotocella, fotoelektron-sokszorozo) irdnyitjuk,
amely megméri annak intenzitasat.
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Az abszorpcids spektrofotometrias mérés soran a beesd fény intenzitdsat az oldatban
vald abszorpcid mellett a szorodas és visszaverddés is csokkenti. Utobbiaknak a mért jelhez
vald hozzdjaruldsdt a mérés pontossaga érdekében allandd értéken kell tartani vagy
elhanyagolhatova kell tenni. Ezért pl. a mérés sordn tigyelni kell arra, hogy a kiivetta azon
oldalai, amelyen a méréshez hasznalt fénysugar keresztiilhalad, a lehetd legtisztabbak
legyenek. Tovabbi hibaforras, ha az optikai feliiletnek a beesd fénysugarral bezart szdge
mintarol mintdra valtozik (nem 4all fliggélegesen a kiivetta), ami valtozd mértéki
visszaverédést és ezzel a beesé fénysugar intenzitdsaban ingadozasokat okoz. Altalaban
elkeriilend6 még az is, hogy a mérendd oldat csapadékos legyen vagy kolloid részecskék
legyenek benne, ez ugyanis Ugynevezett alapvonaleltoloddst (az abszorpcids spektrum
konstans értékkel valod pozitiv iranyt eltolédasat) eredményezi. Barmely hullamhosszon is
hajtjuk végre a mérést, nem varhatdé, hogy ott kizardlag a célmolekula kromoforjanak
fényelnyelése okozzon csokkenést a beesd fény intenzitdsaban: az oldoszernek és magéanak a
kiivettanak is van valamennyi ,,sajat” elnyelése. Az ezek altal okozott fényveszteséget mindig
korrekcioba kell venni. Ezt egy tigynevezett vakoldat segitségével tessziik meg, amelyben a
kromoforon kiviil minden, a mérendd mintdban is jelenlevd komponens megtalalhat6. Ha a
vakoldat fényelnyelését regisztraljuk €s a mintaoldat fényelnyelésébdl azt levonjuk, akkor az
igy kapott (kiilonbségi) spektrum mar tisztan csak a kromoforra lesz jellemzd, és a kapott (un.
hattérkorrigalt) abszorbancia pedig csak a kromofor koncentraciojatol fog fiiggeni.

Az abszorpcios spektrofotometrids mérések soran a mintaba belépd és abbol kilépd
fény intenzitdsanak aranyat mérjiik. Kis abszorbancidknal a belépd és az ateresztett fény
intenzitasa kozotti kis kiilonbség miatt (I, = I), mig nagy abszorbancidknal az ateresztett fény
intenzitdsanak kicsiny volta miatt (I, =~ 0) jelentdés lehet a mért abszorbancia értékek
pontatlansdga. Korabban, a mechanikus felépitésii spektrofotométerek kordban ezért
elfogadott szabaly volt, hogy a spektrofotometria legmegbizhatobban (kb. 1 relativ %
pontossaggal) akkor hasznalhatd, ha a mért abszorbancidk 0,3 és 0,6 érték kozé esnek. A
modernebb  (elektromos/digitalis)  spektrofotométereknél ugyanez a 0,05<A <2
tartomdnyban is elérhetd. Mindezek miatt tandcsos méréseinket a koncentracidtartomany, a
méréshez hasznalt hulldmhossz vagy a rétegvastagsdg alkalmas megvalasztasaval ugy
megtervezni, hogy a mért abszorbanciaadatok az optimalis tartoményba essenek.

Mennyiségi elemzés. UV-lathaté spektrofotometria alkalmazdsaval csak olyan
anyagok mérhetdk, amelyek a 200 nm < A < 800 nm tartomanyban fényt nyelnek el. Ha a
meghatdrozand6 anyag nem is nyel el fényt, az valamilyen szelektiv reakcioval altalaban
fényelnyelévé tehet. A Fe(H,0)s' ™ aquoionok csak nagyon gyenge fényelnyelést mutatnak a
lathatdo hullamhossztartomanyban, de megfeleléen megvalasztott komplexképzdvel, pl.
szalicilat ionnal, sziness¢ tehetdek. Az ismeretlen oldat koncentracidjanak pontos
meghatarozasahoz eldszor mindig ki kell valasztani egy olyan hullimhosszat, amelyen a
mintanak értékelhetd fényelnyelése van. Ezt a hulldmhosszat altalaban igy valasztjuk meg,
hogy az a célmolekula spektruménak valamelyik abszorpcios maximumaban legyen. Ezt
kovetéen egy kalibrald oldatsorozat (ennek egyes tagjai pontosan ismert koncentracidban
tartalmazzdk a mérendd vegyiiletet) segitségével meghatdrozzuk az abszorbancia
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koncentraciofiiggését. Ennek eredményeként eldall a kalibracios gorbe, amely alakja egyenes,
ameddig a rendszer koveti a Lambert-Beer torvényt. Ezt kovetden az analizdland6 oldat
mérését teljesen azonos modon elvégezziikk, majd a kalibraciés gorbérdl (egyenesrdl)
egyszerien leolvashato az ismeretlen oldat koncentracidja. Az eljards pontossaga numerikus
modszerek szamitdgépes alkalmazasaval (linearis regresszid) nagymértékben novelhetd. A
meghatarozas pontossagat csokkenti, ha a kalibralo- és mintaoldatok hattérabszorbanciéja
jelentdsen eltér, vagy matrixhatds 1ép fel. Ilyen esetekben a standard addiciés modszert
alkalmazhatjuk.

A szalicilsav (C¢HOHCOOH, M= 138,1) a Fe’" ionokkal a pH-t6l és a komponensek
aranyatol fiiggden kiillonbozo Osszetételli komplexeket képez. Fe(Ill) ionok feleslegében
példaul kizarolag egy ibolyaszinii FeL" részecske lesz jelen az oldatban, aminek a 400 — 600
nm tartomdnyban van egy elnyelési maximuma. Ebben a hulldmhossztartoményban sem a
Fe(H,0)s”" aquoionnak, sem a szalicilsavnak nincs jelentés fényelnyelése. Az altalunk
hasznalt koriilmények kozott az abszorpcids spektrum maximuméan mért fényelnyelés 5-
80 mg/dm’ szalicilsav koncentraciotartomanyban koveti a Lambert-Beer torvényt. A Fe(III)
¢s a szalicilsav kozotti reakcié nem pillanatszerii, emiatt a reagensek elegyitését kdvetden
legaldbb 15 percig varni kell, hogy az oldat szine allanddsuljon (ezt kovetéen az mintegy 4
oran at nem valtozik). A szalicilsav vizben kevéss¢ oldodik, ezért a szalicilsav torzsoldatot
1:10 ardnyu etanol — viz elegyben készitjiik el. A tapasztalat szerint az ilyen mértékii
olddszercsere a képzddd komplex abszorpcids spektrumat nem befolyasolja.

SZUKSEGES ANYAGOK, ESZKOZOK ES MUSZEREK

1,00 mg/cm’ koncentraciéji standard szalicilsav oldat 1:10 MeOH-H,O elegyben
kb. 1 m/v%-os FeCl; oldat (s6savra nézve 0,1 M oldat)
desztillalt viz

11 db 100,00 cm’-es mérdlombik (a kalibrald oldatsorozathoz és az ismeretlenhez)
1 db 10 cm’-es osztott pipetta (a kalibralo oldatsorozat készitéséhez)

1 db 20,00 cm’-es hasas pipetta (az ismeretlen oldat kiméréséhez)

1 db 5 cm’-es hasas pipetta (a FeCl; reagens kiméréséhez)

10 db 6sszemért, 1 cm-es milanyag kiivetta kiivettatartoban elhelyezve

3 db 50 cm’-es fézépohar (a pipettazas segitésére)

1 db iivegedény (a kovettak oblitéséhez)

1 db pipettazoé labda

1 db livegtolesér

papirtorld

JENWAY 6105 vagy Spektromom 195D tipusu UV-Vis spektrofotométer
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AZ ELVEGZENDO FELADATOK ES A FELHASZNALANDO MUSZEREK LEIRASA

Elokészités. Eloszor kapcsoljuk be a spektrofotométert a miiszer hatuljan talalhatod
fokapcsoloval, mert a spektrofotométerek fényforrasanak bemelegedéséhez altaldban 30
100,00 cm’-es mér6lombikokba osztott pipettaval olyan térfogatokat mériink be, hogy
szalicilsavra 0,00-0,07 mg/cm’ koncentraciotartomanyban egy hat tagbol allo kalibral6
oldatsorozatot kapjunk. A lombikokba kb. 50 cm® desztillalt vizet toltiink, majd az oldatok
mindegyikéhez méréhengerrel kb. 5cm’ 1 m/v%-os FeCl; oldatot adunk. Ezutan a
lombikokat desztillalt vizzel jelre toltjik, alaposan Osszerdzzuk. A kiadott ismeretlen
szalicilsavtartalmi oldatot kvantitativen bemossuk egy 100,00 cm’-es mérélombikba, majd
desztillalt vizzel jelre toltjiik, alaposan homogenizaljuk. Ebbdl a térzsoldatbdl mérjiink be
20 cm’-es részleteket hasas pipettaval harom 100,00 cm’-es mérSlombikba, és kezeljiik
azokat a kalibral6 oldatsorozatnal leirtak szerint.

A komplex abszorpcios spektrumanak felvétele (csak a Jenway berendezéssel). A
mérési lizemmad kivalasztasara szolgald ,,MODE” kapcsoloval allitsuk a berendezést ,,ABS”
tizemmodra. Ekkor a kijelzén a fényutban levo oldat abszorbancidja fog megjelenni. Toltsiink
szalicilat kalibral6 oldattal, és helyezziik a kiivettakat a kiivettatartoba. Zarjuk a kiivettatarto
fedelét. A recés €li tarcsa kattanastol kattandsig vald forgatdsdval mindig a kivant kiivetta
helyezhet6 a fényutba. Forditsuk a desztillalt vizes kiivettdit a fényutba, és allitsuk a
hulldmhosszat 400 nm-re. Nyomjuk meg a ,,CALIBRATE” gombot. A kijelzén 0,000
abszorbancia fog megjelenni, és ezzel egyrészt meghataroztuk az adott hullamhosszhoz
tartozo Iy értéket, masrészt (technikailag) a hattér abszorbanciat nullara allitottuk be az adott
hullamhosszon. Forditsuk a szalicilat tartalmu kiivettat a fényttba, €s jegyezziik fel a kijelzett
abszorbancia értéket, ez természetesen mar a szalicilatoldat hattérkorrigalt abszorbanciaja.
Allitsuk a mérési hullamhosszat 410 nm-re, a vakoldatot tartalmazo kiivettaval a fényutban
ismét korrigaljunk a hattérre (a ,, CALIBRATE” gomb megnyomésaval) majd ismét mérjiik
meg a szalicilatoldat abszorbancidjat. Folytassuk a méréseket, a hulldmhosszat 10 nm-enként
véaltoztatva 600 nm-ig. Abrazoljuk a hattérkorrigalt abszorbanciat a hullamhossz
figgvényében, és valasszuk ki az abszorpcidos maximum helyét. Ha az idébe belefér, a
gyakorlatvezetd segitségével vegyik fel a komplex spektrumat a teljes lathatod
hulldmhossztartomdnyban  a  laboratériumban  taldlhat6 ~ UNICAM  regisztrald
spektrofotométerrel is.

Ismeretlen szalicilatkoncentraci6 meghatiarozasa a Jenway berendezéssel. A
hullamhosszbeallitoval allitsuk be a mérési hullamhosszat a korabban meghatarozott
abszorpcidés maximumra €s a tovabbiakban ne valtoztassunk a hullamhosszon. Helyezziik el a
kalibralo ill. ismeretlen oldatokat tartalmazo6 kiivettdkat a kiivettatartoban. Eldszor a vak
oldattal a fényttban a ,, CALIBRATE” gomb megnyomasaval végezziik el a hattérkorrekciot.
Ezt kdvetden mérjiilk meg rendre a kalibrdlo oldatok, majd végiil a harom ismeretlen oldat
abszorbancidjat. Ezt a komplett mérési sorozatot még kétszer ismételjiik meg, minden sorozat
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kezdetén elvégezve a hattérkorrekciot. Az egyes kalibrdlo sorozatokra kapott
abszorbanciaértékeket abrazoljuk a szalicildtkoncentracio fliiggvényében méréssorozatonként
Osszesen 3x3 adatot fog eredményezni, amelyet atlagolunk.

A Spektromom 195D tipusi miiszer kezelése. A késziilék kiivettaterének fedelét
nyissuk fel (ennek a fedélnek a nyitott allasdban a fényérzékeldt sotételd véddburkolat
zarddik), ezt a fedelet a mérések sziinetében célszerii nyitva tartani. A lampakivalaszt6 kar (a
késziilék kiivettatér feldli oldalan talalhato ,,LAMPS” felirattal) betolt helyzetében a lathato,
kihtazott helyzetében az ultraibolya tartomanyban miik6dd ldmpa mukodik. A lampak
miikodését az eldlapon a ,,VIS” vagy ,,UV” jelz6izzok igazoljak vissza (az utobbi kb. 1 perc
késleltetéssel). A gyakorlat soran a lathaté fénytartomanyban fog mérni. A
»WAVELENGTH” feliratu hullamhossz allit6 gomb forgatasaval allitjuk be a mérés 530 nm
hulldmhosszat. A mérésmod valasztdé gombot a ,,T%” allasba forgatjuk. A beallitott
hullamhossznak megfeleld fotocellat is ki kell valasztanunk: a lathat6 tartomanyban érzékeny
fotocellat a ,,DETECTORS” felirati kar betolasaval valaszthatjuk ki. Ezutan a kiivettafedél
nyitott allasa mellett a ,,DARK CURRENT” gomb szabalyozasaval a kijelzot nulla értékre
allitjuk, amivel kikompenzaljuk a sététaramot.

A kiivettatartot a mérendd oldatokat tartalmazd kiivettdkkal a kiivettatérbe helyezziik.
Megfigyeljiik, hogy melyik (kiivetta valtd tarcsa) allasndl lesz a fényutban az un.
Osszehasonlitd (,,vak’) oldatot tartalmazdé kiivetta. Az 6sszehasonlito oldatot fényutba allitjuk
¢és lecsukjuk a kiivettahaz fedelét. Ekkor a kiivettan atjuté fény a fotocellara keriil. A
fénynyaldb szélességét az atengedd rés allitdsaval szabalyozhatjuk, azaz a ,SLIT” jeli
gombot Ovatosan elforgatjuk. Igyeksziink olyan résszélességet beallitani, amelynél a kijelzd
100,0-as transzmittanciat mutat. A ,,100T% fine” gombbal finomszabalyzas is lehetséges. A
»100T% fine” gombot célszerli kozépsd allasban vagy annak kozelében tartani. Miutan
beallitottuk a 100%-0s transzmittanciat, a kiivettafedelet tovabbra is zarva tartva, a mérendo
kiivettat juttatjuk a fényuatba és leolvassuk a kijelzén megjelend transzmittancia értéket,
amelybdl az abszorbancia kiszamithat6. Az egyes mérések kozott célszerli a sotétaram és a
100%-os transzmittancia értéket ellendrizni, sziikség esetén 0jbol beallitani, hogy a késziilék
elektromos allapotanak, melegedésének valtozasa minél kisebb hibat okozzon. Az elvégzendd
mérési feladatok megegyeznek a masik miiszerrel kapcsolatban leirtakkal, kivéve, hogy a
Spektromom késziilék felépitésébdl adddoan a spektrum felvételére nem alkalmas.

BENYUJTANDO ADATOK, EREDMENYEK

o A Fe(Ill)-szalicilaté komplex kisérletileg meghatarozott abszorpcids spektruma

e A kalibracios fiiggvények milliméterpapiron dbrazolva

e Az ismeretlen szalicilsav torzsoldat koncentracioja mg/dm’ és mol/dm’ egységekben
¢s a mért eredmény szoérasa

e A komplex moléaris abszorbanciaja az abszorpciés maximum helyén
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KERDESEK ES FELADATOK ONALLO FELKESZULESHEZ

i S

10.

Mi az abszorbancia és a transzmittancia definicidja, és mi a kettd kozotti 6sszefiiggés?
Ismertesse a Lambert-Beer torvényt és nevezze meg a benne szerepld mennyiségeket
¢s dimenzidjukat!

Melyek a Lambert-Beer torvény érvényességének hatarai, soroljon fel eseteket, amikor
a torvénytol eltérések lehetnek!

Definialja az abszorpcids spektrum, az abszorpcids sav €s az abszorpcids maximum
fogalmat!

Melyek az abszorpcios spektrofotométerek legfontosabb részei €s a miiszeres
abszorbancia meghatarozas legfontosabb Iépései?

Mi a hattérkorrekcid, miért van ra sziikség, hogyan torténik?

Milyen abszorbancia tartomanyban mér optimalisan egy spektrofotométer?

Ismertesse a szalicilsav spektrofotometrids meghatarozasanak alapelveit!
Kalium-dikromat oldat molaris abszorbanciaja 410 nm-en 1100 dm’-mol™-cm™
Oldatunk 1,00 dm’-ben 0,0230 gramm kélium-dikromatot tartalmaz. A beérkezé fény
hany szazalékat nyeli el az oldat 1,7 cm vastag rétege?

(a K2Cr,0O7 moéltdmege 294,2 gramm/mol; a helyes megoldas: 28,5%)

Adott egy gyenge sav 0,01 M oldata. Az oldat fényelnyelése a sav protonalt formajara
jellemzd hulldmhosszon 0,015. Becsiiljiik meg, hogy mekkora a K4 és a pH!

(e=1,7 dm’mol"-cm™; 1= 1 cm; a helyes megoldas: Kg= 1,57-10%; pH= 2,93)
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