Spektroszkopiai mérési gyakorlat fizikusoknak

1. A mérés célja

A mérés célja az ismerkedés az ultraibolya/ldthaté és a fluoreszcencia spektroszkopiai
modszerekkel. A mérés sordn szorpok és Uiditd italok abszorpcids és emisszids spektrumaét
tanulmanyozzuk valamint azok élelmiszerszinez€k koncentrcidjit €s kinin tartalmat hatarozzuk
meg spektroszkopiai kisérletekkel.

2. A mérés elméleti hattere
Ultraibolya-ldthaté spektroszképia

A kvantummechanika torvényei szerint a molekuldkat felépité elektronok energidja (az
elektronok mozgdsi valamint az elektron-elektron taszitasbdl és az elektron-atommag vonzasbol
szarmazd potencidlis energidk Osszege) nem tetszdleges, csak bizonyos meghatdrozott értékeket
vehet fel. Normdl koriilmények kozott a molekula elektronjai a legalacsonyabb energiaszinten
tartozkodnak, azt mondjuk, hogy a molekula alapéllapotban van. A magasabb energiaszinteket
gerjesztett dllapotoknak nevezziik.

Ha a molekuldt fénnyel sugirozzuk be, és a fény energidja megegyezik valamelyik
gerjesztett dllapot €s az alapéllapot energidjanak a kiilonbségével, a molekula elnyelheti a fényt és
gerjesztett dllapotba keriilhet. Ilyenkor abszorpciérdl beszéliink. Az abszorpcié bekodvetkezésének
valészintisége azonban nem 100%, és fiigg att6l, hogy melyik gerjesztett allapotba keriil a
molekula, azaz mekkora a gerjeszt6 fény energidja (hullimhossza).

A fenti jelenségen alapul a ultraibolya (UV)-lathaté abszorpcids spektroszkopia. Egy UV-
lathaté spektroszkdpiai mérés soran a mintdnkat folytonosan valtozé hullamhosszisagu UV illetve
lathaté fénnyel sugarozzuk be és a fény hulldimhosszanak fiiggvényében vizsgaljuk, hogy a fény
mekkora hdnyaddt nyeli el a minta. Ez utébbi mennyiség jellemzésére leggyakrabban a
abszorbancidt (A) haszndljuk, ami nem mads, mint a mintdra esd fény intenzitdsa (/,) €s a mintan
ateresztett fény intenzitdsa (I) hdnyadosdnak a logaritmusa: A=Ig(//I). Az abszorbanciit a
hullamhossz fiiggvényében dbrdzolva az adott vegyiilet UV-lathat6, mas néven elektrongerjesztési
szinképét (spektrumat) kapjuk. Az UV-lathaté spektroszképidt mind szerkezetvizsgélati, mind
analitikai célokra alkalmazzuk. A vegyiilet UV-lathat6 spektruma alapjan kovetkeztetéseket
vonhatunk le az anyag szerkezetére vonatkozolag, az abszorbancia koncentriciofiiggését
kihasznalva pedig oldatok koncentracidjat hatirozhatjuk meg. Ez utébbi alapja a Lambert-Beer
torvény, mely szerint az abszorbancia egyenesen ardnyos a koncentricioval, A=¢-c:[, ahol ¢ egy
konstans (moldris abszorpcids koefficiens), ¢ a koncentracié €s [ az tthossz, azaz a vizsgalt minta
vastagsdga.

Az UV-lathaté spektrumok mérésére szolgald késziilékek (spektrométerek) koziil az un.
egyutas spektrométerek a legegyszerlibbek. Ilyet fogunk alkalmazni a mérés sordn is (a
késziilékrajzot lasd 1.b. dbra). A szokdsos spektrométerek a 200-1000 nm intervallumban
miikodnek. A gerjesztd fényt elddllitd fényforrds altaldban deutérium és/vagy volfrdim lampa. A
fényforrds altal kibocsatott fényt atvezetjiilk a mintatartéon. A gyakorlatban ez egy iivegbdl vagy
kvarcbdl késziilt kiivetta (egy kis hasdbalaku tartdly), amibe a mérend6 anyagot tartalmazd oldatot
toltjiikk. A mintatarton dtbocsatott fény a monokromaétorra keriil. A monokromator, leggyakrabban



egy optikai rdcs, felbontja a rdesd fényt hullimhosszak szerint. A felbontott fény a detektorra keriil,
amely a fény intenzitdsdval ardnyos elektromos jelet ad a hullimhossz fiiggvényben.

A mérés két 1épésben torténik. Eldszor megmérjiik a mérendd anyagot tartalmazd oldat
spektrumat. A masodik 1épésben csak tiszta olddszert toltiink a kiivettdba és ennek is megmérjiik a
spektrumat. Ezt nevezziikk referencidnak. Mivel az olddszer €s a késziilék optikai elemei is
elnyelhetnek valamennyi fényt, ahhoz, hogy a mérend6 anyag spektrumat megkapjuk, az el6bbi
spektrumbdl kivonjuk a referenciét.

A 200 nm feletti ultraibolya és a lithaté tartomdnyban felvett szinkép segitségével tobb
szerves és szervetlen vegyiiletcsoport is vizsgdlhatd. A szerves anyagok koziil els6sorban a -
kotéssel és kotetlen elektronparral egyardnt rendelkezd (-CO, -CN, -NO, funkcids csoportok)
molekuldk, a ,,laza” nemko6t6 elektront tartalmazé molekuldk (Cl, Br, I, S, Se tartalmu vegyiiletek)
€s a konjugdlt kettds kotéseket tartalmazé molekuldk tanulmédnyozhatok. A szervetlen vegyiiletek
kozott az atmeneti fém-komplexek vizsgdlatdban jatszik fontos szerepet az ultraibolya-lathato
spektroszkdpia. Azok az anyagok viszont, amelyek nem nyelnek el szdmottevéen 200 nm felett, j6
oldészerek a spektrum méréséhez. Ilyenek példaul a telitett szénhidrogének (pl. hexdn), tovabbd a
viz és az etanol.

Fluoreszcencia spektroszkopia

A gerjesztett dllapotba keriilt molekula rovid id6n beliil leadja energidjat és visszakeriil
alapdllapotba. Az energialeadds torténhet fénykibocsatdssal (emisszid) vagy fénykibocsatas nélkiil.
Az ut6bbi esetben a molekula a kornyezetének adja le az energidt, pl. a tobbi molekuldval valé
iitkozések révén. Az esetek tilnyomé tobbségében az emisszié a legalacsonyabb energidju
gerjesztett allapotbdl torténik. Ha a molekula magasabb gerjesztett allapotban volt akkor eldszor
fénykibocsatas nélkiil a legalacsonyabb gerjesztett dllapotba keriil és innen emisszidval tér vissza az
alapdllapotba. Ezt az emissziot, amely a gerjesztést kovetéen dltaldban néhany nanoszekundumon
(10” s) beliil lejatszédik, fluoreszcencidnak nevezziik. A fluoreszcencidn alapulé spektroszkopiai
moddszerek mind a kémiai szerkezetkutatasban, mind a kémiai analizisben alkalmazhatok.

A fluoreszcenciaspektrum mérése sordn a mintdt adott  hullimhosszisagu
(monokromatikus) fénnyel besugdrozzuk és a kibocsétott fény intenzitdsat mérjiik a hullimhossz
fliggvényében. A fluoreszcenciaspektrum felvételére hasznalt késziilékben, a spektrofluoriméterben
(dbrat lasd alabb) tobbnyire xenonldmpa a fényforrds. Fényét optikai raccsal bontjdk fel, amelyet
elforditva a gerjesztd fény hulldmhossza bedllithat6. A minta minden irdnyban bocsit ki fényt
(emittal). A gerjesztd sugdrra merdleges irdnyban a kibocsatott fluoreszcencia-sugarzast lencsével
Osszegyljtik és tjabb optikai raccsal felbontjdk hulldmhossz szerint. A fluoreszcenciaspektrum
mérése sordn a gerjesztd fény hulldmhosszat rogzitik, az emittdlt fény ttjaban elhelyezett racsot
1épésekben elforditjak és az egyes helyzetekben megmérik az emittdlt fény intenzitdsat.

A fluoreszcenciaspektrum vizszintes tengelyén a hulldmhossz olvashat6 le, a fiigg6leges
tengelyen a fluoreszcencia-intenzitdst adjdk meg ,,0nkényes egység’-ben. Az ,.0nkényes egység”
hasznédlatdnak oka, hogy a jel nagysdga késziilékfiiggd, mert az optikai elemek pontos
elrendezésétdl fiigg, hogy a fluoreszcencia sugarzds mekkora része jut a detektorra. Ha
koncentraciét akarunk mérni, kalibricids gorbét kell késziteni, és csak az ugyanazon késziiléken
mért intenzitdsok tekinthet6k 6sszehasonlithaténak.

A fluoreszcencia mérésnek tobb el6nye is van az abszorpcidés méréssel szemben. Egyik
elény a kétszeres szelektivitds. Ha abszorpciés méréssel akarjuk meghatdrozni tobbkomponensii
mintdk osszetételét, sokszor el6fordul, hogy ugyanabban a hullimhossz-tartomdnyban tobb anyag is
elnyel, abszorpcidjukat nem tudjuk szétvdlasztani. A fluoreszcencia-mérés szelektivebb. Egyrészt
azért, mert az elnyelést kovetéen a vegyiileteknek csak egy toredéke ad mérhetd fluoreszcenciit.
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Masrészt azért, mert a fluoreszkdlé komponensek azonos hullimhosszon tortént gerjesztést
kovetéen mds emisszids spektrumot adnak.

A fluoreszcencia mésik el6nye a nagy érzékenység. Az abszorpcids mérésnél a referencia a
minta tavollétében mért fényintenzitds, azt mérjiik, hogy ezt a jelet a minta mennyire gyengiti. A
fluoreszcencia mérésénél a referencia a nulla jel, hiszen, ha nincs fluoreszkdl6 anyag, a detektorra
egyetlen foton sem érkezik. Erzékeny detektorral akdr minden fotont meg lehet szamolni. Ezért a
fluoreszkdlé anyagok kimutathatésdgi koncentracidja 2-3 nagysdgrenddel kisebb, mint a csak
abszorbedl 6ké.

3. A mérés soran hasznalt késziilékek

Agilent 8453 fotodiédasoros spektrofotométer’

l.a. dbra 1.b. abra
A késziilék latképe A késziilék elvi rajza
(a gyarto honlapjarol)

A késziilék két fényforrast tartalmaz. A jobb oldali fényforrds egy deutérium lampa, ami 190
€s kb. 800 nm hulldmhossz kozotti fényt emittdl. A bal oldali ldmpa tn. alacsony zaji volfrdm
lampa, 370 és 1100 nm kozotti mikodési tartomannyal.

A folyadékot tartalmaz6 mintatart6 (kiivetta) a kozépen lathaté hasab, ez dltalaban 1 cm-es
fényuttal rendelkezik és ivegbdl vagy kvarcbdl késziil. Az tivegbdl késziilt kiivettdk az ultraibolya
(UV) tartomdnyban nem hasznalhatédak.

Az abran fekv6 hengerként dbrdzolt rész az optikai rics. Feladata, hogy a 1ampakbdl jovo és
a mintatartén athalad6 fényt felbontsa hulldimhossz szerint. Az igy felbontott fényt szimbolizdlja a
kiszélesedd szivarvany szinegyiittes. Ez a fény keriil az dbra jobb oldalan taldlhat6 fotodiddasorra.

A fotodiddasor 1024 db félvezet6 chipet tartalmaz, ami dtlagosan 0,9 nm-es mintavételezési
intervallumokkal fedi le a késziilék 190-t61 1100 nm-ig terjedd miikodési tartomanyét.
(Megjegyzés: a késziilék alapbedllitdsa szerint 1 nm-es felbontdssal mtikodik!)

A késziilékhez UTP kabelen keresztiil egy szamitogép csatlakozik. A késziiléket az Agilent
ChemStation programmal vezérelhetjiik. Mivel a késziilék alkalmas arra, hogy kinetikai méréseket
is végezziink rajta (id6felbontdsos spektrumok felvétele), fontos, hogy alapiizemmddban hasznaljuk
a mérés soran. Az adatokat a mérés utdin CSV formatumba célszerl exportdlni. (Comma Separated

1 A gyart6 adatlapja: http://www.chem.agilent.com/scripts/PDS.asp?1Page=310
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Value; elérhetd File — Export Selected Data as — CSV)

Perkin Elmer LS 50B fluoriméter’

¥ LS50B Status M= E
File Help
Source Inztiument : LS50-B Detector
Mode: . _ Type:R328
Fluor Firmware : ES Vol -Auto
ExCom_:On Serial Number: 53324 EmCorr_-File
Ex. Mono Em. Mono
At 2E5nm Ex. polariser Em. polarizer Ab435nm
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[]III]J] Filter:open
clear [auto clear
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Sampling Accessory

I ] online J Expert Mode

2.a. dbra 2.b. dbra
A késziilék latképe A késziilék elvi rajza
(a gyart6 honlapjarol)

A késziilék fényforrasa (dbran: Source) egy xenon kisiilési ldmpa, 50 Hz-es frekvencidn 7,3
W-os atlagos energidaval mikodik. (A fényforras teljesitménye a kisiilés sordn 8 us alatt ekvivalens
20 kW-os teljesitménnyel.) A kisiilés impulzusdnak félértékszélessége kisebb 10 ps-ndl. Ez a
fényforras biztositja a gerjesztéshez sziikséges ,.fehér” fényt.

A kibocsatott fény a gerjesztési monokromatoron (dbrdn: Ex. Mono) keresztiil halad at. A
monokromator 200-800 nm kozott miikodik. A monokrométoron dthaladé fény egy gerjesztési
oldali polarizdtoron (4brdan: Ex. poliariser) haladhat at. (A mérés soran nem hasznaljuk).

Ezutdn a fény eljut a mintatartéhoz (4bran: Sampling Accessory), ami egy 1 cm-es
fényuthosszal rendelkezd kétutas folyadék mintatarté (kiivetta).

A kisugarzott fényt a gerjesztd fényre merSlegesen vizsgaljuk. A mintatartébol kiléps
merSleges fényt elGszor egy emisszids oldali polarizdtoron (dbrdn: Em. polariser) haladhat 4t. (A
mérés soran nem haszndljuk). A kibocsdtott fény hullamhosszat a emissziés monokromatorral
(4bran: Em. Mono) hatarozhatjuk meg. A monokromdator 200-900 nm kozott mikodik. A
monokromatorrdl érkezd fényt egy fotoelektronsokszorozé (R928 Red-Sensitive Photomultiplier)
fogadja. (dbran: Detector)

A fluorimétert RS232 porton (soros kapu) keresztiil vezéreljiik a szamitégépre telepitett FL
Winlab szoftver segitségével.

A késziilék maximélis felbontdsa 1 nm, spektrumfelvételi sebessége 10-1500 nm/perc kdzott
véaltozhat. Természetesen a gyorsabb felvétel rosszabb min6ségli spektrumot eredményez.

2 A gyarté adatlapja: http://las.perkinelmer.com/Catalog/default.htm?
CategoryID=LS+50B+Luminescence+Spectrometer



4. A mérés menete

A mérés sordn a mérdcsoport két alcsoportra oszlik, és az egyik alcsoport az elsd, a masik
alcsoport pedig a masodik méréssel kezdi a mérést. A laborid6 felénél az alcsoportok valtanak.
Mindenkit6l egyéni munkat varunk el, ezért az ismeretlenek kivalasztidsandl iigyeljenek arra, hogy
mindenki mds ismeretlent hatarozzon meg!

1. mérés: Szorpok  élelmiszerszinezék  tartalmdnak  meghatdrozdsa  ultraibolya-ldathato
spektrofotométerrel

A mérés alapvetden két részbdl 4ll. Els6 1épésben azt kell meghataroznia, hogy a kivalasztott szorp
melyik élelmiszerszinezéket tartalmazza, masodik 1épésben pedig az adott élelmiszerszinezék

koncentraciéjat a szorpben.

A mérés sordn a kovetkezd élelmiszerszinezékeket hasznéljuk:

. MaxColor Kék (szinez6 anyag: E131)
. MaxColor Zold (szinezd anyag: E102 és E131)
. MaxColor Mélnapiros (szinez6 anyag: E 122)

A méréskor a kovetkezd szorpok élelmiszerszinezék koncentracidja hatdrozand6 meg:

. Fizzi Malna iz szorp

. Fizzi Narancs iz szorp

. Fizzi Fekete afonya iz szorp

. Fizzi Erdei szamdca iz szorp

a) Vilasszon ki egy szorpot! Készitsen beldle 10-50x-es higitast, mert ez esik a fotométerrel

mérhet6 tartomdnyba. A rendelkezésre all6 lombikokat és pipettdkat haszndlja minden higitasi
feladathoz!

b) Meérétarsaival egyeztetett médon mindhdrom étel szinezékbdl készitsenek 1000-2500x-o0s
higit4st, mert ez esik a fotométerrel mérhetd tartoményba.

c) Meérjék le a higitott étel szinezékek és a szorpok spektrumait a fotométerrel (részletek az f)
pontban)! Ezutan hatdrozzdk meg, hogy melyik ételszinezéket taldlja meg a szorpben, és utdna azzal
dolgozzon!

d) Tervezzen meg és készitsen kalibracids oldatsort. Az oldatsor elkészitésének a célja, hogy
lefedje a higitott szorp (ismeretlen) mérési tartomdnyét a lehet6 legjobb eloszlassal.

e) Mérje le a kalibraciés oldatsor és az ismeretlen spektrumait a fotométerrel! Az elkészitett
oldatokat egymds utdn Ontse be a kiivettdba, tegye bele a mintatartoba és mérje le a spektrumokat a
késziilékkel. A mérés sordn a higabb oldatok irdnydbodl haladjanak.
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f) A kiivetta behelyezése utdn a Sampling ablak Sample felirati gombjaval tud mérni. A mért

spektrum képét a Sample Spectra ablakban lathatja, mig a hozza tartoz6 adatokat a Sample Spectra
Table ablakban. Ha végzett, az adatsorokat egyesével jelolje ki (egérrel élljon a tdblazat #
oszlopdban szerepld szamok elé €s a jobbra mutaté fekete nyillal klikkeljen), és egyesével mentse el
az adatait CSV formatumban. (File — Export Selected Data as — CSV). A kapott adatsor harom
oszlopot tartalmaz: hullimhossz (Wavelength, nm), abszorbancia (Absorbance) és standard eltérés
(Stand. Dev.).

g) Otthoni feladat: kalibricids egyenes készitése. Vdlassza ki a szinezékre jellemz$ csucs
maximumahoz tartoz6 hulldimhosszat. Olvassa le a kivélasztott hullimhosszhoz tartozé
abszorbanciaértékeket a kalibraciés oldatokrdl felvett spektrumokrél. Abrazolja egy grafikonon az
abszorbanciaértékeket az oldatok koncentracidjanak a fiiggvényében. Illesszen egyenest a pontokra
(az illesztést célszeri valamilyen szoftverrel végezni, pl. Open Office Calc, Gnuplot, Origin,
Excel’). Az ismeretlenrdl felvett spektrum esetében is hatdrozza meg a kivalasztott hullimhosszhoz
tartoz6 abszorbancidt és a kalibriciés egyenes egyenlete alapjan szdmitsa ki az oldat
koncentracidjat.

Beadandok: a mérés menete, benne leirva az ételszinezék kivalasztasanak a menetét, az ételszinezék
adataival (E szdm, IUPAC név és szerkezeti képlet’, molekulatomeg), a kalibrciés oldatsor
készitésének (higitds) pontos leirdsat, egy kivédlasztott kalibracids oldat és az ismeretlen (szorp)
spektruma a lathat6 tartomédnyban egy grafikonon (!), a kalibracids oldatok koncentracidja és a mért

3 Természetesen haszndlhaté barmilyen segédprogram az egyenesillesztéshez. Nem a részeredményekre, hanem a
végeredményre vagyunk kivancsiak.
4 A szerkezeti képletet nem kell megrajzolni, hanem megkereshetd és letolthetd az Internetrdl is!
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abszorbancia adatok az adott hullimhosszon tdbldzatba foglalva, a grafikon a kalibracids
egyenessel, a kalibracids egyenes egyenlete, a mért ismeretlen koncentrécidja.

2. mérés: Tonik kinintartalmdnak meghatdrozdsa spektrofluoriméterrel

A mérés soran vizsgalhato tonikok a kovetkezdk:

. Schweppes [SW]
. Kinley [KIN]
. Tesco 1 [T1]

. Tesco 2 [T2]

Az uditSkben talalhato kinin abszorpciéos maximuma vizben 347 nm.
Az alcsoport tagjai mas-mds iiditét vizsgdljanak. A kinin torzsoldat koncentraciéja 0,2 mol/dm’,
ami az iiditSk kinin-koncentriciéjdval nagysagrendileg megegyez érték.’

a) Tervezzen meg és készitsen Kalibraciés oldatsort. A kinin erls emissziéja miatt a
torzsoldatot minimum 20-szorosdra kell higitani, hogy mérhet6vé valjon. Célszertien 20 és 100-
szoros higitas kozott kell tobb ismert koncentraciéji mérési pontot kialakitani a kinin térzsoldatbol,
majd az udit6t ugy kell higitani, hogy intenzitdsa a kalibracios skala két végpontja kozé essen. A
rendelkezésre all6 lombikokat €s pipettdkat haszndlja a feladathoz!
b) Mérje le a kalibraciés oldatsorbdl a legtoményebb oldat gerjesztési és emisszios
spektrumat! (A gerjesztési spektrum esetében a gerjeszté fény hullimhosszat valtoztatjuk és ennek
a fiiggvényében mérjiilk az emittdlt fény intenzitdsat. Ezzel a mddszerrel tulajdonképpen az
abszorpcids spektrumhoz hasonlé spektrumot mériink. A gerjesztési spektrum felvételének célja a
gerjesztd fény hulldimhosszdnak a kivalasztdsa. Emisszids spektrum — azaz az igazi fluoreszcencia
spektrum — mérésekor a gerjesztd fény hullimhossza rogzitett és az emittdlt fény intenzitasat
mérjiik az emittdlt fény hullimhosszanak a fiiggvényében.)
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[[l] Fle View Utiites Application Data handing Window Help =18 x|
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L0112020301.5p tesco1, ger] sp
11120203t6.5D tescol

4. dbra
A kinin gerjesztési (kék) és emisszios (lila) spektruma

5 Azegyik Tesco termék (sarga cimkés) egy nagysagrenddel kisebb kinin-tartalmu, mint a térzsoldat!
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c)

El6szor az emisszids spektrumot vegye fel, a gerjesztés hulldimhosszanak 4llitsa be a fent
megadott abszorpciés maximum értékét. A kapott spektrum alapjan allapitsa meg a kinin
emisszios maximumat, majd ezen az értéken detektdlva vegye fel a gerjesztési spektrumot,
¢s allapitsa meg a gerjesztési spektrum maximumanak értékét. Hasonlitsa Ossze, hogy
ez mennyire egyezik az abszorpciés maximum értékével!

Spektrum felvételét az Application — Scan valasztisaval kezdeményezhet. Ne keverje 0ssze
a gerjesztési és az emisszids bedllitdsi ablakokat! A maximum pontos meghatdrozasihoz
haszndlja a felsd ikonsor jobbrdl 5. ikonjat, ami megmutatja a spektrum hulldmhosszét és a
hozz4 tartoz6 intenzitdsat egy adott pontban.

I\‘Scar:(:\FLW]NLAB\MEIHODS\SCMLWI‘H . =] ] [‘\‘SCJI:C:\FLWDILAB\MEIHODS\SCMLHI'H =[Ol x|

File Instrument Help File Instrument Help

Setup parameters Realime options User info Yiew results Setup parameters Realtime optiong User info Wiew results

Excitation| Emission Synch 84 | Synch SE Pre-Scan Excitation | Emission | Synch Synch Pre-5can

Scan Range Parameters Scan Range Parameters

Start (nmJ: End (nm): Emission (nm):
Ex Slit [nm]: Em Slit [nm): E Scan Speed [nm/min):

Start (nm): End (nm): Excitation (nm:

Ex Slit [nm]: Em Slit [nm): Scan Speed [nm/min):

Result Filename: Result Filename:

[kinexd sp | [kinem.sp |

™ Auto increment filenames [~ Auto increment filenames

I ] online J Expert Mode I J online J Expert Mode

5.a. dbra 5.b. dbra
Gerjesztési spektrumfelvétel bedllitasa Emisszids spektrumfelvétel bedllitasa

Figyelje meg, hogy a két ablak bir nagyon hasonlit egymashoz, teljesen mast mér vele! A
gerjesztési spektrumndl arra vagyunk kivancsiak, hogy egy adott emisszids hulldmhosszon
figyelve milyen spektrumot kapunk. Az emisszids spektrumndl viszont arra, hogy egy adott
hulldmhosszon gerjesztve hogyan bocsét ki fényt a kinin! Ennek megfelel6en a gerjesztési
spektrum felvételénél az Excitation gombnak kell benyomva lennie, mig az emissziosnél az
Emission-nak! A Start és End mez&kbe a mérés sordn haszndlni kivant mérési tartomanyt
allitjuk be. Az, hogy melyik monokromatorrdl van sz6, abbél deriil ki, hogy mit mériink. A
gerjesztési ablakban az Emission mez&be, az emisszidés ablakban pedig az Excitation
mezdbe irjuk bele a fixen hagyott monokrométor hullimhosszértékét.

Kiinduldsndl a monokrométorok résszélessége (Slit) 2,5-2,5 nm legyen, mig a felvétel
sebessége 200 nm. Ha a javasolt alapbedllitidsok nem vart eredményt hozndnak, valtoztasson
a résszélességeken. A féjlnév (Result Filename) mezdbe olyan fajlnevet irjon, ami
maximum 8 karakter, egyedi, nem tartalmaz kiilonleges karaktereket (igy €kezetet sem).
Javasolt a két felvett spektrumot hasonléan elnevezni, a fajlnévbe egy kis utaldssal a felvétel
tipusdra (ex — em; ger — em). Ha bedllitotta a paramétereket, a bal felsé sarokban taldlhaté
kozlekedési lampa ikonnal tudja elinditani a mérést. Az igy kapott .sp Kkiterjesztési
adatsorok ASCII formdtumban vannak, amik tartalmaznak egy fejlécet, amiben a felvétel
paraméterei taldlhatéak, majd maga az adatsor (hulldimhossz [nm], intenzitds) egységekben.
Hatdrozza meg a kalibracios oldatokhoz és az iiditohoz tartozé intenzitasokat a fentiek

alapjan meghatarozott maximumndl! Az ehhez sziikséges ablakot a detektor ikon megnyomésaval
kapja meg.



Rgsingle Read: default.mth =10

Setup parameters | User Info

@ Intensity O Polarisation O Ani

Intensity 157,254

[~ Subtract BG:

[~ Apply AutoConc factor: Conc: Unit:
[1.000 [ Measuic AC | [100 |[nMol |

Ezxcitation wavelength [nm] (347 Excitation slit (nm] |2.5
Emission wavelength [nm) Emission slit (nm]
Integration time [s]

Destination filename:  save: (8 continously Clon stop () don't save
‘defaull,txl |

|Method running: Ctrl-5 or click on red light to stop ] online JExpell Mode Il
6. dbra
Intenzitds adott paramétereknél

Beallitdsi paramétereknél haszndlja a b) pontban meghatarozott értéket (tehat a gerjesztési
spektrum maximumdéndl gerjesszen, az emisszids spektrum maximuméndl detektdljon), és
azokat a résszélességeket (slit), amiknél mért. Az integrélds ideje legyen 1 masodperc és az
adatokat ne mentse el! (Viszont irja fel, hogy egy adott oldatndl milyen intenzitdst mért.)
Ne felejtse el minden oldatéat lemérni, és feljegyezni!
d) Otthon: kalibraciés egyenes illesztése az 1. méréshez hasonldan, a meghatarozott
koncentraci6—intenzitds parok alapjan

Beadandok: a mérés pontos menete, a kinin paramétereivel (IUPAC elnevezés, szerkezeti képlet6,
molekulatomeg), lefrva benne a kalibraciés oldatsor elkészitésének pontos modjat (kapott
koncentraciok), a mért gerjesztési és emisszios spektrumok a maximumok jelolésével, a mért
koncentraci6—intenzitds parok tdbldzatosan, a kalibracids egyenes (grafikon, egyenes egyenlete), az
iditd kininkoncentrécidja.

6 A szerkezeti képletet nem kell megrajzolni, hanem megkereshetd és letdlthetd az Internetrdl is!
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