Lambert-Beer torvény gyakorlati alkalmazhatosagi tartomanyanak
meghatarozasa

Elméleti alap: Burger Kdlman: Az analitikai kémia alapjai, 2012.

Gyakorlat tipusa: Egyéni.

Gyakorlat célja: A gyakorlat célja megmutatni, hogyan hatarozhat6 meg egy adott spektrofotométeren az
az abszorbancia tartomany, amelyen beliil a késziilék kvantitativ mérésekre alkalmas. Az eljaras megfeleld
véltoztatdsokkal mds molekulaspektroszkdpiai késziilék pontossdgdnak megéllapitdsara is haszndlhato.

1. Bevezetés

A spektrofotometridban a mért jel (vagy a fényintenzitds, vagy az abszorbancia) és a szines anyag koncent-
racidja kozotti kapcsolatot a Lambert—Beer torvény irja le:
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ahol a A index a haszndlt hullamhosszat jeloli, valamint

Al az abszorbancia,
IZ)‘ a beesd fény intenzitasa,
I* a mért mintén 4tjutott fény intenzitdsa,

A

€ a szines anyag moldris abszorbancidja, amely az abszorbancia szamértékével egyezik meg egység-
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nyi moldris koncentrécié és egységnyi kiivettahossz esetén, {gy szokdsos mértékegysége M~ 'em ™!,
c a szines anyag koncentraci6ja és

¢ a kiivetta hossza a fényuit irdnyaban.

Ha nem egy, hanem t6bb szines anyag van a mért mintdban, akkor ezek abszorbancidi dsszegzddnek és a
Lambert-Beer torvény éltalanos alakja lesz érvényes:
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ahol n a szines részecskék szama.!

Az (1) egyenlet azt sugallja, hogy a mérés az la abranak megfelelden torténik. Ez a mérési mddszer a
kiivetta, az oldészer és az oldott szines anyagok egyiittes fényelnyelését méri. A Lambert—Beer torvényben
viszont az €; és c¢; csakis az oldott anyago(ka)t jellemzik. Emiatt a gyakorlatban masképp mériink. Ahogy
az 1b dbra mutatja, a spektrofotométerekben a fénymér6 csak a mintdn mar athaladt fény intenzitasat méri.
Ha a fény ttjaban csak az olddszerrel megtoltott kiivetta van (b ), akkor kapjuk meg Iy értékét, vagyis a hattér

'A tovabbiakban a A-t elhagyjuk az egyszertiség kedvéért, de mindig odaértjiik.
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1. dbra. Az abszorbancia mérésének lehetséges elrendezései. A magyarédzatot 1asd a szovegben.
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2. abra. Spektrofotometrids abszorbanciamérés relativ hibdja az abszorbancia mért értékének fiiggvényében,
az intenzitds 0,1 %-os bizonytalansaga esetén.

elnyelésének kikiiszobolésével mérhetd a kezdeti fényintenzitds. Ha a kiivetta a mérendd oldatot tartalmazza
(b2), akkor a fényintenzitds Ip-hoz viszonyitott csokkenése mar csak a csak az oldott anyag(ok) fényelnyelése
miatt torténhet, igy az (1), illetve a (2) egyenlet alkalmazhat6. Egyfényutas késziilékekben az Iy és I mérése
egymads utan torténik, mig kétfényutas fotométerekben ez torténhet egyszerre is.

1.1. Technikai megfontolasok

A gyakorlatban az abszorbancia mérésének technikai korlatai vannak. A késziilék optikai alkatrészeinek mi-
ndsége mellett a pontossdgot meghatdrozd alkatrész az intenzitdst detektdlé fénymérd. Péld4ul, ha a minta
abszorbancidja 3 lenne, akkor az (1) egyenletébdl kovetkezik az Iy/I = 1000 egyenlség, igy a mintdn étju-
tott fény intenzitdsa csak az ezredrésze a kezdeti intenzitdsnak. Ahhoz, hogy az A = 3 abszorbancia értéket
ugyanolyan pontosan tudjuk mérni, mint pl. az A = 0,5-t, olyan fénymérdre lenne sziikség, ami az Iy fény-
intenzitdst ugyanakkora relativ hibaval tudja mérni, mint az Iy ezredrészét. Ilyen mindségii fénymérdk nem
altalanosan haszndltak a fotométerekben.

A fénymérés pontossdganak figyelembevétele hasonléan torténhet, mint pl. a tomegmérésé. Az nyilvan-
valo, hogy egy taramérleggel 20,00 g-ot €s 0,02 g-ot nem lehet ugyanolyan pontossdggal bemérni. Hasonl6
megfontoldsokbdl kiindulva, de itt nem részletezendd matematikai levezetéssel bebizonyithatd, hogy a mért
intenzitdsbol szdmolt abszorbancia relativ pontossaga a 2. dbranak megfelelden valtozik az abszorbancia
szamértékének fiiggvényében, kb. 0,1 %-os pontossdgu intenzitdsmérés esetén. Pontosabb fénymérd esetén
ez a gorbe lefelé csuszik, pontatlanabb esetén felfelé.

Az abran 1 %-nal fel van tiintetve egy vizszintes vonal is, jelezvén a kvantinativ alkalmazhat6sag hatarat.
A mért abszorbancia abban a tartomanyban haszndlhaté kvantitativ értékeléshez, ahol a gorbe a vizszintes
vonal alatt van. Mivel a spertrofotométerekbe épitett fénymérdk technikai adatai altaldban nem ismertek,
ezért van sziikség a pontos mérésekre hasznalhaté abszorbancia tartomény kisérleti meghatarozdsara.

A fénymérd relativ hibdjdnak intenzitdsfiiggése mellett még két technikai korlét sziikiti a haszndlhat6
abszorbancia tartomdnyt: (/) mind a fényforrds intenzitdsa, (2) mind a fénymérok relativ pontossaga fiigg
a haszndlt fény hullimhosszatdl is. A gyakorlat keretén beliil ezek figyelembevételétdl eltekintiink, mert
egyrészt ezek hatdsa kisebb hullimhossz tartomanyon beliil elhanyagolhat6, méasrészt az djabb spektrofoto-
méterek jelentSs része ezeket automatikusan korrigalja.

A gyakorlat sordn a feladat a kvantitativ célokra hasznélhat6 abszorbanciatartomdny felsd hatdranak meg-
hatdrozéasa az abszorbancia koncentraciéfiiggését mérve.

2. A mérés menete

A Lambert—Beer torvény gyakorlati alkalmazhat6sagi tartomédnydnak meghatdrozasa Ggy torténik, hogy egy
megfeleléen vdlasztott szines anyagbol novekvé koncentraciéju oldatsorozatot készitiink és ezeknek az olda-
toknak megmérjiik az abszorbancidjat. A mért abszorbancidkat a koncentraci6 fiiggvényében dbrazolva egy



origdébdl indul6 egyenest kell kapni abban az abszorbancia tartomdnyban, amelyben a Lambert Beer—torvény
alkalmazhaté. Tul nagy abszorbancia értékeknél a mért pontok ettdl az egyenestdl elhajlanak. Egy atlagos
spektrofotométernél dltaldban a 0—2,5 kozotti abszorbancia értékek elégitik ki a Lambert—Beer torvényt.

A szines anyag kivdlasztdsdndl koriiltekint6nek kell lenni, mert az egyenestdl vald elhajldst nemcsak
a nagy abszorbancia, hanem valamilyen kémiai folyamat ((de)protondlddas, disszocidcid, bomlds, stb.) is
okozhatja. Biztosnak kell lenni abban, hogy a Lambert—Beer torvény az (1) egyenletben megadott formdban
hasznalhat6 és nincs sziikség a (2) egyenletben megadott dltaldnos alakra. A l4thaté hulldimhossz tartomany-
ban miikodd spektrofotométerek esetén jol alkalmazhaté a kdlium-kromat ligos, vagy a kdlium-hexaciano-
ferrat(II) semleges vizes oldata. Ezek az oldatok mind sdrgdk, igy 500 nm-nél kisebb hulldimhosszaknal
hasznalhatok. Ha nagyobb hullimhosszndl akarunk mérni, akkor valamilyen indikator hig vizes oldatat le-
het haszndlni. Az indikédtorok azonban savban és/vagy ligban bomlékonyak lehetnek, rdadasul valtoztatjdk
a sziniiket a pH filiggvényében, ezért a megfeleld pH bedllitasara iigyelni kell. Néhany indikdtor er6sen
adszorbedlddik miianyag feliiletekhez, ezeket csak iivegkiivettdban szabad vizsgélni.

3. A gyakorlat kivitelezése
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A gyakorlat sordn torzsoldatot kell késziteni a kijelolt anyagbo6l. Ebbdl kell higitassal eléallitani egy no-
vekvd koncentracidji oldatsorozatot, majd az oldatok abszorbancidit kell megmérni két hullimhosszon. A
mérésekbdl meg kell dllapitani azt az abszorbancia tartoményt, amelyben a Lambert—Beer torvénynek meg-
felelGen a fotométer kvantitativ mérésekre alkalmas, illetve a két hullaimhosszon ki kell szamitani a molaris
abszorbancidkat. Az elsé hullamhosszat (A;) Ggy kell megvalasztani, hogy a toményebb oldatok abszorban-
cidi varhatéan kiviil essenek a méréstartomanyon. A masik hullimhossz (A,) megvélasztasandl az a cél, hogy
minden oldat abszorbancidja ezen a tartomanyon beliil maradjon.

A gyakorlat kezdetekor a gyakorlatvezeté megadja, hogy (/) melyik vegyiilettel kell dolgozni (K;CrOy,
K3[Fe(CN)g], brom-fenolkék, vagy metilnarancs) €s (2) mennyi legyen a késébb készitendd torzsoldat var-
haté abszorbancidja (5,5 — 6,5). Ha a gyakorlatvezet6 mast nem mond, akkor a vegyiilet a K3[Fe(CN)g]
(vorosvérlugso) és a torzsoldat varhat6 abszorbancidja 6,0.

A kivilasztott vegyiilet felhasznéldsaval 250 cm? oldatot kell késziteni (ez nem a késSbbi torzsoldat!),
melynek koncentriciGja a sk esetén 107> M és az oldat beméréssel készitendd, mig az indikatorok ese-
tén 5- 107> M és a kiadott alapoldatbél higitdssal készitendS. Az oldatok készitésekor a KoCrOy, a brém-
fenolkék €s a metilnarancs oldat tartalmaz még 0,50 g Na,CO3-10H,0O-ot is a sziikséges pH beallitdsahoz,
mig a K3[Fe(CN)g] esetén az oldat a szines anyag egyszerd vizes oldata. A bemérendd tomegek vagy higi-
tando térfogatok szdmoldsdhoz sziikség van a relativ molekulatomegekre a KoCrO4 és K3[Fe(CN)g] esetén
(relativ atomtomegek a Fiiggelékben), illetve az indikatorok rendelkezésre all6 alapoldatainak koncentrici-
Oira, amelyek a kovetkezdk: 0,0015 M brém-fenolkék és 0,003 M metilnarancs esetén.?

Ezt koveten fel kell venni a készitett oldat spektrumat a lathaté fény hullimhossz tartomanyaban (350 —
700 nm). Amenniyben az abrszorbancia kb. 2 alatt marad a teljes tartomanyon, tgy meg kell keresni az
elnyelési maximumhoz tartozé hullimhosszat (A1). A spektrumot a fotométerrdl ki kell menteni, vagy fény-
képet kell késziteni réla, és csatolni kell a jegyz6konyvhoz. Ammennyiben az abszorbancia maximuma 2
feletti, higabb torzsoldattal kell megismételni a miveletet. A készitett oldat koncentracidja, a Aj-on mért
abszorbancia és a gyakorlatvezetd altal megadott varhaté abszorbancia ismeretében ki kell szamitani a mé-
résekhez készitendd torzsoldat koncentraciGjat. Ezutdn 250cm?’ torzsoldatot kell késziteni. A kiilonbozs
szines anyagok torzsoldatidnak készitésekor a fentebb leirtak szerint NayCO3-10H,O hozzédaddsa sziikséges.

A madsodik hullimhosszat (A,) a hallgaténak kell kivélasztania a felvett spektrum segitségével tigy, hogy
azon a kordbbiak szerint készitendd torzsoldat varhaté abszorbancidja 2,5 legyen. Erdemes a masodik hul-
ldamhosszat minél kézelebb vélasztani az els6hoz, de azt a tartomanyt érdemes kihagyni, ahol a spektrumok
nagyon meredeken véltoznak.

Ez utébbi koncentracidkat érdemes ellendrizni az alapoldatok iivegein a gyakorlat megkezdésekor.



Ezutén a mérendd oldatsorozatot a torzsoldat megfelel higitasaval készitjiik el. 250 cm? oldat 4ll ren-
delkezésiinkre, amelybdl a higitasokat készitjiik. Nagyon iigyeljiink a higitdsok sordn, hogy a biirettdbol
kiengedett oldat elég legyen mind a 20 minta elkészitéséhez! Ne pazaroljuk el! A biiretta torzsoldattal va-
16 4tmosdsa is csak néhany cm?® oldattal torténjen, és minden jelre éllitaskor a maradékot ne a hulladékba
tegyiik, hanem egy kiilon, tiszta f6zOpohdrban gyjtsiik, melybdl késébb visszatolthetjiik a biirettdba. Ha
a gyakorlatvezet6 mast nem mond, akkor sorban 1, 2, ..., 20 cm?, biirettdval pontosan kimért torzsoldat
részleteket kell egy 25 cm>-es mérSlombikban jelre toltve higitani és a higitott oldatok abszorbancidjat a két
hulldmhosszon megmérni. Az oldatokat ugyanabban a mérSlombikban készitjiik el® és rogton mérjiik az
abszorbancidkat. Legvégiil a higitatlan torzsoldat abszorbancidit is megmérjiik. A méréseket mindig a leghi-
gabb oldattal kezdjiik és a koncentrdcio novekvd sorrendjében végezziik, mert az esetleges kisérleti hibdk igy
a legkisebbek.

Az abszorbancia mérése a kovetkezd mdédon torténik. El6szor desztilldlt vizzel kb. a 2/3-dig megtoltjitk
a kiivettat, és az els6 hulldamhosszon erre allitjuk be a 0,000 abszorbancia értéket (vagyis ,,nullazzuk™ a ké-
sziiléket).4 Ezutdn az oldat 1,0 — 1,5 cm3-es részleteivel haromszor dtmossuk a Kiivettat, majd azt az oldattal
kb. a 2/3-aig feltdltve megmérjiik az abszorbanciat. Ezutan a spektrofotométert atallitjuk a masodik hul-
ldmhosszra, a kiivettat kimossuk, megint megtoltjiik desztillalt vizzel, és nulldzzuk a késziiléket a masodik
hulldimhosszon. A kiivettat a fentebb leirt médon a mérendd oldattal dtmosva és feltdltve ezen a hullam-
hosszon is megmérjiik az abszorbanciat. A kovetkezd oldat abszorbancidinak mérését kezdhetjiik a méasodik
hullamhosszal, igy ezen a hulldmhosszon nem kell a nullazast gjra végrehajtani. Csak akkor kell djra nul-
14zni, amikor visszatériink az elsé hullimhosszra. Hulldamhossz vdltasakor azonban nem szabad elfelejteni a
nulldzast, mert a 0,000 abszorbancia érték erdsen fiigg a hulldimhossztol a kiivetta és az oldoszer elnyelése
miatt!

Ez a mérési mddszer egyetlen kiivetta haszndlataval teszi lehetové a gyakorlat végrehajtdsat, azonban
sokszor és alaposan kell mosogatni a kiivettat, igy nagy a hibazas lehet6sége. Két kiivetta hasznalata gyor-
sabbd teheti a mérést, amennyiben az egyik kiivetta végig csak desztilldlt vizet tartalmaz és mindig arra
nullazzuk a spektrofotométert a hullimhossz valtdsakor, mig a mérend$ oldatokat csak a mdésik kiivettdba
toltjiik és mérjiik. Ennek a technikdnak a hasznalata esetén azonban korrigdlni kell a mért értékeket a két kii-
vetta abszorbancidja kozotti kiillonbséggel, vagyis az oldatokat tartalmazo kiivetta abszorbancidjat meg kell
mérni 4gy is, hogy desztilldlt vizzel van feltdltve, és az igy mért értéket (Aﬁi'ivetta, illetve Aﬁﬁvetta a két hasz-
nalt hullimhosszon) le kell vonni a tobbi mért abszorbancidbdl. Ezt a kiivettakorrekciés mérést a gyakorlat
elején kell elvégezni, és érdemes a gyakorlat végén is megismételni.

Ha a gyakorlatvezetd mast nem mond és rendelkezésre all két kiivetta, akkor a kétkiivettds mérési tech-
nikdt kell alkalmazni. Amennyiben rendelkezésre all mind miianyag, mind iivegkiivetta, az indikatorokat
érdemes iivegkiivettdban mérni.

Az indikatorok sokszor nehezen moshatdk ki az eszkozokbdl. Ha a gyakorlatot valamelyik indikatorral
hajtottuk végre, akkor a mérések végén a mér6lombikokat, a biirettét, a kiivettat, valamint a hasznélt pipet-
tdkat és f6zOpoharakat mossuk at alaposan 5—6-szor csapvizzel, egyszer oOblitsiink desztillalt vizzel, majd
a rendelkezésre all6 ~1 M mosoliggal is oOblitsiik a4t az eszk6zoket. A mosdlig tobbszor is felhasznalha-
to, igy visszaonthetd a taroléedényébe. Ezek utdn lehet az eszkozoket desztillalt vizzel a szokdsos médon
megtisztitani.

4. A mérési adatok értékelése

1. A mérés koriilményeit, a mért abszorbancidkat, valamint a szines anyag koncentraciéit foglaljuk 6ssze
az 1. tdblazatnak megfelelGen.

A korrigélt abszorbancidkra, valamint a mér6kiivetta abszorbancidjira a hasznalt hulldimhosszakon
természetesen csak akkor van sziikség, ha két kiivettaval tortént a mérés.

3Igy a mérSlombikok térfogatainak esetleges eltérésébdl adédé hibat kikiiszoboljiik.
4A spektrofotométer kezelési titmutatéja a felszerelés része, ebben van leirva, hogyan kell a bedllitisokat végrehajtani.



1. tdblazat. A mért és szamolt adatok 6sszefoglaldsa

p _ . . A . Ao o
szines anyag=..., A = .., A2 = .., ALl e = - - - Akivetta = * - -

. o 3 7»1 7»2 7»1 7»2
VhlgltOtt (cm?) | ¢ (M) Amért Amért korrigélt korrigdlt

2. Az Af;‘ért (vagy kétkiivettds mérés esetén a Aﬁérrigélt) értékeket dbrazoljuk c fiiggvényében. A kapott

gorbe linedris tartomdnyaéra illessziink egy origén dtmend egyenest, és hatdrozzuk meg a szines anyag
moldris abszorbancijat és annak sz6rdsat a A; hullimhosszon (¢*) az (1) egyenlet alapjan (Excel
LIN.ILL. fiiggvénye, Origin, QtiPlot, stb.). A linedris tartomdnytdl a kisérleti pontok dltal meghataro-
zott gorbe a nagyobb abszorbancidkndl tér el jobban, ha egyadltalan eltér. Emiatt, ha a kisérleti pontsor
barmilyen kicsi, de szisztematikus elhajldst mutat, akkor a pontokat a legnagyobb abszorbancitol
kezdve sorban kihagyjuk az illesztésbdl, amig a maradék pontok a szordstdl eltekintve egy egyenesre
nem esnek.

P

3. Az eldz6 pontban leirt feladatot végrehajtjuk a méasodik hulldimhosszon mért adatokkal is.

. A két abra alapjdn megadjuk annak az abszorbancia tartomdnynak a felsé hatarat, amelyen beliil a
hasznélt spektrofotométer kvantitativ mérésre alkalmas a Lambert—Beer torvénynek megfelelden.

. Az altalunk meghatdrozott molaris abszorbancidk értékeit vessiik 0ssze irodalmi értékekkel, és az eset-
legesen jelentds (szordst meghaladd) eltéréseket probaljuk megmagyardzni! Fel kell tiintetni az irodal-
mi adatok forrdsat.



Ellenorzo kérdések

R

Adja meg az abszorbancia és a fényintenzitds kozotti Osszefiiggést!
Adja meg a Lambert—Beer torvényt egy, ill. tobb elnyel6 részecske esetén!
Hogyan kiiszoboljiik ki az oldészer és a kiivetta abszorbancidjat?

Milyen technikai korlatok az okai annak, hogy egy spektrofotométer dltal mért abszorbancia csak egy
adott tartomanyban koveti a Lambert—Beer torvényt?

5. Rajzolja fel, hogyan véltozik az abszorbancia relativ hibaja az abszorbancia fiiggvényében!

6. Hogyan torténhet a Lambert—-Beer torvény gyakorlati alkalmazhatdsdgi tartomdnyanak meghatdroza-

sa?

. Milyen feltételeknek kell megfelelni egy szines anyagnak ahhoz, hogy hasznédlhat6 legyen a gyakorlat

végrehajtdsdhoz?

8. Milyen megfontoldsok alapjan valasztja ki a haszndland6 hulldmhosszakat a gyakorlata elején?

12.

13.

14.

. Milyen el6nyei és hatranyai vannak az egy kiivettat haszndlé6 mérémoédszernek?
10.
11.

Miért és mivel kell kétkiivettds mérés esetén korrigdlni a mért abszorbancidkat?

250 cm? 0,0025M vorosvérlugsé (Ks[Fe(CN)g]) oldat készitéséhez mennyi szilard anyagot kell be-
mérni? A;(C) = 12,01, A;(N) = 14,00, A;(K) = 39,10 és A;(Fe) = 55,85.

A 11. kérdés szerint készitett oldatbdl 1, 5, illetve 10 cm3-t 25 cm’-re higitunk. Adja meg az igy
készitett oldatok koncentracidjat!

420 nm-en 607,7M~'cm~! a kalium-kromat ligos oldatdnak moléris abszorbancidja. Milyen kon-
centracidju torzsoldatot kell késziteniink ahhoz, hogy az oldat varhat6 abszorbancidja 3,0 legyen? A
mérést ¢ = 1 cm fényutat biztosito kiivettdban tervezziik végezni.

500 nm-en 16100 M~ 'ecm~! a metilnarancs ltigos oldatanak moldris abszorbancidja. Hany cm? 0,003 M
koncentréci6ji alapoldatot kell 250 cm>-re higitani ahhoz, hogy a higitott térzsoldat vérhaté abszor-
bancidja 3,0 legyen? A mérést ¢ = 0,5 cm fényutat biztosité kiivettdban tervezziik végezni.



