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UV-VIS-spektroskopia
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Muu tyokalu...

UV-VIS-spektrometrin toimintaperiaate

UV-VIS-spektrometriassa hyddynnetaan sahkdmagneettisen spektrin ultravioletin ja ndkyvan valon
aallonpituuksia. Tutkittavaan liuoksen kohdistetaan tietyn aallonpituuden omaavaa sateilya, joka
saa atomit tai molekyylit elektronit virittymaan. Laite mittaa, kuinka paljon tutkittavaan aineeseen
absorboituu sateilya ja ilmoittaa tuloksen naytteeseen tulevan sateilyn ja sen lapaisseen sateilyn
voimakkuuden suhteena, transmittanssina.

UV-VIS-spektrometrian yleisimmat tekniikat ovat yksi- ja kaksisadelaitteet. Yksisadelaitteessa
mitataan ensin vertailuliuoksen transmittanssi kaikilla aallonpituuksilla, minka jalkeen mitataan
tutkittavan liuoksen transmittanssi. Kaksisadelaitteessa sade jaetaan kahteen osaan ja
vertailuliuoksen ja tutkittavan liuoksen transmittanssi mitataan samaan aikaan.
Yksisadelaitetekniikka on vanhempi, mutta silti edelleen laajasti kaytdssa oppi- ja
tutkimuslaitoksissa. Tukittavat aineet ovat yleensa liuosmuodossa, mutta transmittanssi voidaan
maarittda myos kaasuille ja kiinteille naytteille.

LIV-VIS-menetelma3i sovelletaan metalli-inneia sisaltavien navtteiden. kaksonissidoksia sisaltavien
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orgaanlsten yhdisteiden ja blologlsten makromolekyylien analysointiin. Molekyylin V|r|ttym|sen
edellytyksend on, etta yhdisteessa on pariton elektroni tai pii-sidoselektroneja. Riittdvan pitka
konjugoitujen kaksoissidosten ketju aiheuttaa absorption nakyvan valon aallonpituusalueella.
Porkkanalle tunnusomainen punertava vari johtuu siitd, etta beetakaroteenimolekyylin ketjussa on
konjugoituneita kaksoissidoksia, jotka aiheuttavat sateilyn absorption nakyvan valon
aallonpituudella. Sopiva funktionaalinen ryhma voi saada mydés suoraketjuisen hiilivetymolekyylin
absorboimaan sateilya UV-alueella.

UV-VIS-spektrometrin rakenne

UV-VIS-spektrometrin padosat ovat valonlahde, monokromaattori, ndytekyvetti, detektori ja
tietokone. Lamppuja on kaksi: toinen ultravioletin ja toinen nakyvan valon aallonpituusalueelle.
UV-lamppu on tyypillisesti deuteriumlamppu ja nakyvan valon lamppu wolframilamppu.
Lamppujen lahettama sateily ohjataan monokromaattorin kautta kyvettiin. Monokromaattorin
jalkeen sateilysta on jaljella ainoastaan mittauksen kannalta olennainen aallonpituus, ja muut on
suodatettu pois. Sateily absorboituu atomeihin tai molekyyleihin. Kyvetin lapaiseman sateilyn
maara rekisterdidaan detektorilla ja tieto lahetetaan tietokoneelle. Mittaustuloksena saatu sateilyn
lapaisevyys on verrannollinen aineen pitoisuuteen liuoksessa. Pitoisuus voidaan laskea Lambert-
Beerin lain avulla.

W-lamppu

Mono- Kyvetti Detektori Tietokone
kromaattori

D,-lamppu

Lampuilta lahtevaa sateilya voidaan muokata erilaisilla linssi-, rako-, prisma- ja
katkojasysteemeilla. Esimerkiksi kaksisadetekniikassa katkojalla ohjataan lampuista saapuva
sateily kahdelle eri reitille, joista toinen kulkee kyvetin 1dpi ja toinen ohittaa sen. Kyvetin ohittava
sateily toimii vertailusateena. Kyvetti on tyypillisesti suorakulmion muotoinen, halkaisijaltaan noin
1 cm:n paksuinen lasista tai muovista valmistettu astia tai koeputki, johon tutkittava liuos on
asetettu. Lasi- ja muovikyvetit lapaisevat vain nakyvan valon aallonpituuksia, joten UV-alueen
mittauksissa kvvettind pitaa kavttaa kvartsista valmistettua kvvettia. Kvvetin lapaissvt sateilv
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ohjataan detektorille, joka vahvistaa sateilyn voimakkuutta ja muuntaa valon sahkosignaaliksi.
Detektorina on laitetyypin mukaan joko valomonistinputki tai diodirividetektori. Vahvistettu
signaali muokataan tietokoneohjelmalla mittausdataksi, joka esitetdan numeroina tai graafisena

kuviona.

UV-VIS-spektrin tulkinta

Detektorin mittaama transmittanssi tulkitaan tietokoneohjelman avulla. Transmittanssin ja
absorbanssin valilla on logaritminen yhteys. Esimerkiksi kun 60 % valosta kulkee naytteen lapi,
transmittanssi on 0,60 ja absorbanssi vastaavasti -log 0,60 = 0,222. Mittausdata voidaan ilmoittaa
transmittanssin sijaan absorboituneen sateilyn maaran ja aallonpituuden tai konsentraation
funktiona.
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Esimerkiksi vedessa olevan raudan pitoisuus voidaan maarittaa UV-VIS-spektrofotometrilla. Ennen
tutkimusta rautaionien annetaan reagoida jonkin sopivan orgaanisen yhdisteen kanssa, kuten
1,10-fenantroliinihydrokloridin tai 5-sulfosalisyylihapon, jolloin muodostuu varillinen
kompleksiyhdiste. Komplekseja vastaavat absorptiomaksimit ovat 424 nm:n ja 510 nm:n kohdalla.

UV-spektrin avulla voidaan saada selville, kuinka paljon yhdisteessa on kaksoissidoksia.

Kaksoissidosten lukumaara ja konjugoituneisuus aiheuttavat seka absorption voimistumisen ettd
sen siirtymisen pidemmille aallonpituuksille.
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UV-VIS-spektrometria voidaan soveltaa myos reaktion edistymisen seurantaan. Taman
edellytyksena on, etta lIahtdaineiden ja tuotteiden spektrit poikkeavat toisistaan. Esimerkiksi
joitakin entsyymikatalysoituja reaktioita tutkitaan talla tekniikalla.

Eri yhdisteilld voi olla varsin saman tyyppiset UV-VIS-spektrit, joten niiden tunnistaminen ja
erottaminen voi olla vaikeaa. Spektrin perusteella voidaan kuitenkin yleensa paatella kohtuullisen

luotettavasti yhdisteen puhtausaste ja eri yhdisteiden ldsna- tai poissaolo naytteessa.
Kvantitatiivisessa analyysissa kaytetaan jotain tiettya aallonpituutta, jolla tutkittavalla yhdisteella
tiedetaan olevan absorptiomaksimi.
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