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Egyeb molekulaspektroszkopiai modszerek:
turbidimetria, nefelometria, polarimetria,
refraktometria, luminescencia
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Egyéb molekulaspektroszkdpiai modszerek

» turbidimetria: fényszéras
» nefelometria: fényszoras, a beesé fénnyel szoget bezard detektalas

» plazmon rezonancia: kolloidalis méret(i rendszerekben abszorbancia
jellegl fényszdras mérése

» fluoreszcencia: a gerjesztéssel egyidejlileg lejatsz6dd emisszid
detektalasa

» foszforeszcencia: a gerjesztést kovetd emisszio detektalasa
» polarometria: forgatoképesség mérése

> refraktometria; torésmutatd mérése



Turbidimetria, Nefelometria

Kolloid oldatok (1 nm < d <1000 nm, d: reszecskemeret)
fenyszorasanak merésén alapulé modszer.

Kolloid oldatban a fénysugar (l,) egy része elnyel6dik (I), a masik része
szorodik (lg,), mig a maradek (l,) valtozatlanul halad tovabb.

Turbidimetria: az oldat latszolagos abszorbanciajat (turbiditasat), tehat
az oldaton athaladoé feny intenzitasat mérjuk.

Nefelometria: az oldat altal szort fény intenzitasat merjuk,
bees6 fénnyel szoget bezard (70-75°, 90°) detektalas
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Turbidimetria, Nefelometria

» Spektrofotométerrel azonos felépitési késziilék.

> Kiulvettaban kolloid részecskeék.

» Kvantitativ meghatarozas: Lambert Beer torvény alapjan.
A fényintenzitdscsokkenés, illetve a szort fény intenzitdsa a részecskék

szamaval aranyos.
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Turbidimetria, Nefelometria

Turbidimetria alkalmazas:

»  Ba?"meghatarozasa BaSO,-ként

»  fehérjék meghatarozasa testfolyadékban
(immunglobulinok, transzferrin, komplement rendszer
molekulai, akut fazis fehérjék)

»  enzimaktivitas vizsgalata: amildz bontja a kolloid
meretld kemenyitot

»  éldvizek, szennyvizek, lzemanyagok

Nefelometria alkalmazas:

> rutin klinikai laboratoriumi diagnosztika (pl. szérum 0ssz.
IgE anafilaxia esetén)

> sejt- es baktériumtenyéeszetek nbvekedése

» levegb szennyezettsege (fust, kod)

» immunoldgia: antigen-antitest kolcsdnhatas



Turbidimetria és nefelometria

Mindket modszer szolubilis fehérjek vizsgalatara alkalmas, napi rutinban elterjedt.

Vizsgalando antigenre specifikus antitest es az antigen altal letrehozott immunkomplex
fényszorasan alapul mindkét modszer. Napi rutinban is alkalmazott vizsgalatok.
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Turbidimetria: (erzekenyseg:
90 ug/mil) szerumban,
liquorban nagy mennyisegben
jelen levo feherjek vizsgalata.
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Lumineszcencia

A molekula valamilyen uton gerjesztett allapotba jut (a molekulaban lévd
elektronok kozul nehany tobbletenergiara tesz szert), majd amikor elektron
visszaugrik alacsonyabb energiaju allapotba, az energiafelesleg foton,
vagyis feny formajaban tavozik.

Gerjesztées modja szerint:

» fotolumineszcencia: elektromagneses sugarzas (fény) hatasara

» kemilumineszcencia: kémiai reakcié eredményeként

» biolumineszcencia: biokémiai (f6leg enzimatikus) reakcié

eredmenyekeént

LUMINESZCENCIA A TERMESZETBEN




Kemilumineszcencia alkalmazasai

Vérnyomok kimutatasa:

» 1928, H. O. Albrecht: a ver (vastartalmu hemoglobin) jelentés er6sitd
hatassal van a luminol fenykibocsatasara.

helyszinen vegrehajthato
nem szikséges hozza laboreszkdz
kis mennyiségben is kimutathatok a vérfoltok maradvanyai

hemoglobin nem bomlik el a reakcio kdzben, igy a teszt akar t6bbszor is
megismételhetd
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Kemilumineszcencia alkalmazasai

Fényrudak:

> A fénykibocsatas a szerves kemilumineszcens anyag €s az oxidaloszer
(H,O,) kdzotti reakcidban torténik.

> Veészvilagitas, viz alatti vilagitas.
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Fotolumineszcencila

» Fény altali gerjesztést kdvetd sugarzassal
(fényemisszioval) jard relaxaciok.

» A kibocsatott fény kisebb energiaju, vagyis nagyobb
hullamhosszusagu lesz, mint a gerjeszto feny
()\megvilégl'tott < )\kibocsétott)-

» fluoreszcencia: gyors belso atrendez6dést kovetoen

» foszforeszcencia: lassu belsd atrendez6dést kovetden
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Spektrofluorimetria

Szerkezeti felépitése a spektrofotométerhez, és nefelométernez hasonlo
(a fényforras és a detektor merbéleges egymasra), itt a szort fény helyett a

relaxacio soran a (alapallapotba valo visszateres) kibocsatott feny
intenzitasat detektaljuk.
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Spektrofluorimetria

> Fluoreszcencia és foszforeszcencia kis koncentraciok esetén az alabbi
0sszefliggessel irthato le:

I[r=1I-60-¢-c-l
l,: & belépd feny intenzitasa €. molaris abszorbancia
| a minta rétegvastagsaga (uthossz) c. koncentracio
0. kvantumhatasfok; emittalt eés elnyelt fotonok hanyadosa

> Altalaban érzékenyebb és szelektivebb, mint az abszorpcids modszer.



Fluoreszcencia analitikai alkalmazasai

Fluorofor: az az egysége a molekulanak, mely fényemisszoéra képes. Tipikusan konjugalt
elektronokat tartalmazo6 rész (pl: heteroaromas, poliaromas rendszerek).
Egész molekula is lehet fluorofér (fluoreszcein-izotiocianat (FITC), melyet nem

floureszkald molekulahoz (pl. fehérjéhez) kapcsolnak. (Jeldlés)

Protein-FITC

Fehérje molekula jel6lése FITC alkalmazasaval



Fluoreszcencia analitikai alkalmazasai

Alkalmazasi tertlet:
Sejtbiologia, biokemia, molekularis bioldgia, immunoldgia:
> Aramlasi citometridban jelolt sejtek nyomonkovetése.

> Bioldgiailag aktiv molekulak (pl: antitestek is) jelolése lehetdve

teszi specifikus fehérjék vagy sejten belll strukturak
vizsgalatat.

» DNS analizis

LIF:

» Lézer indukalt fluoreszcens (LIF) detektorok nagy muiszeres
eljarasokban (HPLC, CE).

> Erzékenyebb detektalast tesz lehetévé, mint az UV
spektrofotometrias detektorok.



Polarimetria

A monokromatikus fény rezgései a haladasi iranyra mer6leges
minden lehetséges sikban torténnek. llyen fénysugarat
polarizatoron (Nicol prizma) atbocsajtva egyetlen sikban rezgd
sugar haladhat keresztil.

polarsziiri polarsziird
inularizfinr} (analizator)
polarizalatlan
beesh fény

[Imearisan
polarizalt 1ermy



Polarimetria

» Polarizalt fényt optikailag aktiv (kiralis molekulak) elforgatjak.
» Optikai forgatokéepesseg merese adott hullamhosszon.

fényforras A polariméter felépitése
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Polarimetria

Optikai forgatokepesseg fugg a fény hullamhosszatol (A) es a
hémerséklettdl (T).

A forgatas sztge (a) aranyos a fény altal az anyagban megtett
uthosszal (I), oldatoknal aranyos a koncentracioval (c).

a=0,;-C-l

0, az optikailag aktiv anyag fajlagos forgatoképessege adott
hullamhosszon és hdmérsékleten
Altalaban A= 589 nm (natrium D vonala), T=25 °C.



Polarimetria

Alkalmazasi terllet:

» Cukoripar: szacharoz meghatarozas

> Elelmiszer-, gyogyszeripar: keményit6, szteroidok, vitaminok,
aminosavak, antibiotikumok vizsgalata



Refraktometria

Amikor a fénysugar eltéré6 slrlségl anyagok hataran atlép, iranya
megvaltozik = fénytores.

Torésmutatd mérése:

Az atlatsz0 anyagok torésmutatoja refraktométerrel meghatarozhatd. Az
abszolut téresmutatd (n, refraktiv index, Rl) a fény terjedési sebességét

jellemzi az adott kdzegben: y
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c: fénysebesség vakuumban . &
l. kozeg
v: fény sebessége az adott kbzegben 2. kozeg

(n mindig 1-nél nagyobb!)
Relativ torésmutatd: két kbzeg egymashoz viszonyitott
torésmutatoja:

n, vV; Sina

n, v, sinf



Refraktometria, mennyiségi leiras

A torésmutato figg a feny hullamhosszatol (A) és a hémeérséklettdl (T).
Altalaban A = 589 nm, ami a natrium Un. D-vonala és T = 20 vagy 25 °C.
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Refraktometria gyakorlata

Azonositas:} a minta térésmutatéjanak
Tisztasag ellenérzése:} 0sszehasonlitasa ismert n értékekkel

Oldott anyag koncentraciojanak meghatarozasa
kalibracios gorbék segitsegével. ayag ,
vakuum 1

Gazok 0°C-on és [&gkdri nyomason

levegd 1,000293
hélium 1,000036
hidrogén 1,000132
szén-dioxid 1.00045

folyadékok 20 *C-on

Viz 1,333
etanol 1,36
olivaolaj 1,47

szilard anyagok

jég 1,309
mianyagok 1,45-1 65
lvegek 1,45-1.7

Abbé-refraktométer

gyémant 2,42



Refraktometria gyakorlata
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Refraktometria alkalmazasai

» f6leg oldatok, de hasznaljak Gveg vagy dragakovek, akar
diszperz rendszerek vizsgalatara is

» olajok, zsirok, gyantak osszetétele, tisztasaga

» méhészet: méz viztartalma

» bor-, sorkészités: fermentacio soran a maradék cukor- és
eloallitott alkoholtartalom

» tengerbiolégia: sétartalom

» allatorvoslas: vér, vizelet 0sszetétele
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Elektromagneses sugarzasok tipusai
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» Minél nagyobb a frekvencia annal nagyobb az energia.

» Minél nagyobb a hullamhossz annal kisebb az energia.
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Optikal modszerek

Hullamhossz-tartomany

Sugarzas és anyag

Analitikai modszer

kolcsonhatasa
: Maossbauer-
Gamma 0,5 - 10 pm Magétmenetek spektroszképia
0,01 - 10 BelsS
Rontgen (X-ray) ’ . elektrondtmenetek Rontgenspektroszkopia
(ionizécid)
Tévoli ultraibolya 10 - 180
(FUV) nm
Ultraibolya (UV) 180 -390 Vegyerte'ekelektronok Spektrofotometria
nm gerjesztése
Lahato (vIs) | o0~ 7%
nm
Kozeli infravoros | 780 - 1000
(NIR) nm Rezgési és forgasi
Infravorss (IR) 1-30um Atmenefek IR-spektroszkopia
Tavoli infravoros 30 - 300 Foroasi 4 tmenetek
(FIR) um 5
: . 0,3 mm -1 Forgast atmengtek, Mikorhullamu
Mikrohulldmok elektronspin -
m ; spektroszkopia
atmenetek
Réadishullamok 1-300m Magspin atmenetek NMR



Infravords spektroszkopia (IR)

Az UV-VIS fenynel kisebb energiaju, nagyobb hullamhosszusagu
infravorés fény  elnyelése a molekula forgasi és rezgeési
energiajat noveli meg.

E=E, +E,, tE
l—v—}\—Y—/

UV-VIS IR

IR aktiv rezgéseknél a molekula dipélus momentuma valtozik, ez
feltétel, hogy jelet adjon spektrumban (azonos atomokbdl felepuld
2 atomos molekulanak nincs IR spektruma).

Egyedi kotesek — egyedi kotési allandoval jellemezhetb6k — adott
energiaju fotonnal gerjesztheték — minden molekulanak
jellegzetes elnyelése (spektruma) van.

Rezgések tipusai:
> Vegyertek rezgés: kotes mentén a kotéstavolsag valtozasa.

» Deformacios rezgés: a kotésszog valtozasaval jar.

» Csatolt rezgés: hasonlo energiaju rezgések hatnak egymasra.



IR spektrum
Tartomany: 10-12800 cmt (ill. 780 - 10° nm)

kozeli (fényhez) IR: 4000 - 12800 cm
kozép vagy analitikai IR: 400 - 4000 cm-1
tavoli IR: 10 - 400 cm
IR spektrum:
X = hullamszam (v) |
y = transzmittancia (T oo

y = abszorbancia (A)\ |

0 . ¢ T . : . !
4 0003 00020001500100HO06510
c mt

IR sugarzas abszorpciojara is érvényes a Lambert-Beer
torveny.



IR karakterisztikus kotesi és csoportfrekvenciak

A kotesekre jellemzé frekvencia (v) a kétés un. erdallandéjatol
(k) és a kotest letesité atomok redukalt tomegétdl (m) flgg.

1 k
vV =
chwm

Ha az er6allando nagy, azaz erds a kotés
— kétszeres kotések: C=C, C=0, C=N stb.
— haromszoros kotések: C=C, C=N

vagy az egyik alkoto atom tomege sokkal nagyobb (m; >> m,),
mint a masik (C—H, O—-H, N-H, S—H stb.)

akkor az adott kotés rezgesi frekvenciajat csak kis mértékben
befolyasolja a molekula egyéb része.

— ha az adott kdtések/csoportok eléfordulnak a molekulaban,
akkor jellegzetes elnyelesi savok figyelhet6k meg.



IR karakterisztikus kotesi és csoportfrekvenciak

Bizonyos atomcsoportokhoz és kdtésmddokhoz jellemzb
kotesfrekvenciak tartoznak, ezeket karakterisztikus savoknak
nevezzik (kotesmodtol figg, de nem teljesen fliggetlen a
molekula t6bbi részétdl).

Jellemzo kotésfrekvenciak:

Két f6 tartomany:
» 1600-400 cm™: ujjlenyomat tartomany, C-C, C-N, C-O
vegyertékrezgeés

» 4000-1600 cm-L: funkcids csoport tartomany



IR karakterisztikus kotesi és csoportfrekvenciak
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IR alkalmazasa

IR elsésorban kvalitativ informaciot hordoz:

» molekulak funkciés csoportjainak azonositasa, jelenlétik kimutatasa

> U] vegylletek szerkezetének felderitése

> tisztasagvizsgalat

DE altalaban onmagaban nem elegend a molekula azonositasahoz
(+MS, NMR...)

> Molekulak azonositasa soran a megahatarozandd minta
spektrumat tiszta standard anyag azonos korilmeények kozott
felvett spektrumaval hasonlitjak 6ssze.

> Azonositasi, illetve szerkezetvizsgalati celokra tiszta,
szennyez6désmentes es lehetbleg gondosan viztelenitett
minta szikséges; a spektrum mindéségét a minta viztartalma
lenyegesen befolyasolja.

> Spektrum mindéségét a minta elbkészitése, a preparalas
modja is jelentdsen meghatarozza. Gyakran eltéré spektrumot
kapunk a kulonb6z6 modon készilt mintakrol.



IR alkalmazasa
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IR alkalmazasa

Kvantitativ analizis:
Lambert-Beer torveny szerint, A = ecl
(fényelnyelés aranyos a koncentracioval)

Integralabszorbancia: Terlletabszorbancia, altalaban az elnyelési
sav integralt abszorbanciajat hasznaljadk, nem az adott
hullamszamhoz tartoz6 abszorbanciat. Ez jellemz6bb a
savkiszélesedés miatt.



IR spektrofotomeéter felépitése

Elvi felépitése hasonlo az UV-VIS fotometerekével
(f6 reszei. fenyforras, fényfelbontd egység, mintatér, detektor)

. detektor
IR >

III._." l‘ . ‘I .H‘j\:%
O—Noi—— mia —> —

- E’J#

fényforras
fenyfelbonto

jelfeldolgozé
egység .

Fényforras:
W-lampa: kdzeli IR
Globar-ég6: SiC-rad, 500-2500 cm—?
Hg-g6z lampa: tavoli IR



IR spektrofotoméeter, fenyfelbontas, mintak
Fényfelbontd egység:

Korabban: optikai racs, prizma
ezek Un. diszperziés modszerek: egyidejlleg csak egy szlk
hullamhossztartomanyban kepesek merni

Manapsag: Fourier-transzformacios (FT) technika
széles spektralis tartomanyban gyUjt egyidejlleg adatokat

Minta:
Mindharom halmazallapotban vizsgalhatok az anyagok!

» Gazok, folyadékok: alkalihalogenid ablakkal lezart

klvettaban
» Szilard mintakat: KBr-ban pasztillazva, vagy paraffin

olajban (Nujol) szuszpendalva



IR spektrofotomeéter, szilard mintak

KBr pasztilla: nagy nyomason (~600 bar) formazhato, IR-ateresztd, fontos a
homogenitas




IR spektrofotomeéter felépitése, detektorok

Detektor:
> termikus érzeékeldk, pl. termisztor (hd éri megvaltozik
vezetdképessége)

» UV-VIS detektorok elvén m(kod6 fotoelektromos
detektorok a kozeli IR (0,8 um- 30 um) tartomanyban
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