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ALAPFOGALMAK

FENYABSZORPCIO: A fény fotonjainak elnyelédése az anyagban. Atomi szinten az elnyelt foton energidja a kiilsé
elektronok gerjesztésére forditodik.

EXTINKCIO (E), OPTIKAI DENZITAS (OD): Az anyagra merdlegesen beesé (Jo) és a merSlegesen kilépé fényintenzitas
(/) hanyadosanak tizes alapt logaritmusa (1g (Jo/J ).

ABSZORBANCIA (A4): Az anyagra merdlegesen beesé (Jy) és a merdlegesen kilépd fényintenzitas (J) hanyadosanak tizes
alapti logaritmusa (Ig (Jo/J) akkor, ha a fény szorddasabol eredd intenzitascsokkenés elhanyagolhatd és csak
fényabszorpcio 1ép fel.

MOLARIS EXTINKCIOS EGYUTTHATO (&(4)): Az anyag fényelnyelésére jellemz6, hullamhossztél és anyagi

s

(Fliggetlen az anyag vastagsagatol és koncentracidjatol.)

LAMBERT-BEER TORVENY: Hig oldatokra érvényes Osszefiiggés, mely szerint az oldat abszorbancidja ardnyos a
koncentracidval (c) és az anyag vastagsagaval (x): lg (Jo/J) = €(A) ¢ x, ahol az arnyossagi tényez6é a molaris extinkcios
egyltthatd (£(1)).

KOMPLEMENTER SZINEK: Az egymast additiv szinkeveréssel fehér fénnyé kiegészité szinek. Ilyen szinparok pl. a
sarga-kék, a zold-voros, stb. Ha egy anyag egy bizonyos szint elnyel, az anyag visszavert, vagy atesé fényben 1atszé szine
az elnyelt szin komplementere lesz.
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A gyakorlat célja az abszorpcios spektroszkdpia alapelveinek megismerése,

crer

segitsegével.

A biologiai struktiirak megismerésében a feny és az anyag kélcsonhatasanak
vizsgalata nagy jelentosegii. A kélcsonhatas kovetkeztében az anyagra eso fény
intenzitasanak megvaltozasa hasznos informaciot nyujt a kolesénhatasban levo

crer

crer

Ezek egyiittvéve biztositiagk a modszer szeleskori alkalmazadsi lehetéségét a
bioldgidban és az orvosi gyakorlatban.

Az egyik legfontosabb alkalmazasi teriilet a laboratoriumi diagnosztika. A vérben,
vizeletben és egyéb testfolyadékokban kiilonbozd anyagok (pl. gliikoz, koleszterin,

crer

ELMELETI OSSZEFOGLALAS

Egy anyagrétegen athaladoé fénynyalab a fény elnyelddése (abszorpcidja), illetve
szorddasa miatt gyengilil. A gyakorlaton vizsgalt hig oldatoknal a szorodas
elenyész0d, ezért a gyengiilést a fény abszorpcidja okozza (1. abra). Az abszorpcid
mértékének jellemzésére leggyakrabban az abszorbancia (4) mennyiséget
hasznaljuk:

1,70
A=lg 7 1)

ahol Jy az anyagba mer6legesen belépd, J pedig a merdlegesen kilépd fény
intenzitdsa. Ha a vizsgalt oldatban a fényszorddas elhanyagolhato, akkor az
abszorbancia értéke megegyezik az extinkcidval (E), vagy optikai denzitassal
(OD).

Az anyagokat elnyelGképességiik alternativajaként ateresztoképességiikkel is
jellemezhetjiik. Ateresztoképességen, vagy transzmisszios tényezon (7') a

- o0
7= 1100 (%) )

0
hanyadost értjiikk, amit legtobbszor szazalékban adunk meg. Az alabbi tablazat a
fent megismert mennyiségek kozotti dsszefiiggésekre vilagit ra.

abszorp- Jo J Jo/J A=1g(/]) T=J/Jo
cio: (rel. egys) (rel. egys) (%)
nincs 100 100 1 0 100%
kicsi 100 50 2 0,301 50%

kozepes 100 10 10 1 10%
nagy 100 1 100 2 1%

végtelen 100 0 o0 oo 0%

Az abszorpcidé mértéke kiilonbozé hullamhosszakon mas és mas lehet, ezt mutatja
meg az abszorpciés spektrum, ahol az abszorbanciat abrazoljuk a hullamhossz
fliggvényében.

Az atomok, molekulak abszorpcids spektruma Osszefiigg elektronszerkezetiikkel.
A kotott elektronok ugyanis kiilonbozo, jol meghatarozott (kvantalt) energiaju
allapotokban létezhetnek. Ennek megfeleléen azt varjuk, hogy ha az alapallapota
elektronnal pontosan akkora energiat kozliink, ami megfelel valamely magasabb
kotott allapot energiaszintje (E») és az adott alapszint energidja (Ei) kozotti
kiilonbségnek, akkor az elektron gerjesztett allapotba keriil. Igy, ha egy ilyen
atomokbol 4ll6 rendszert ennek az energiakiillonbségnek (E.— Ei) megfeleld
energiaju (frekvencidji, hullamhosszu, szini) fénnyel vilagitunk meg, akkor a
rendszer a fotonok egy részét elnyeli, abszorbealja:

E> — Ei = Efoton = hth%, (3)

ahol (E>— E1) a gerjesztéshez sziikséges energia, Eryon a foton energiaja, 4 a Planck
allando, f'a fény frekvenciaja, A a hullimhossza, c a fénysebesség.
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— fényabszorpcio
light absorption
= Lichtabsorption

Efoton =hf

u gyengitési,
~  abszorpcits

elnyeld anyag egyiitthato

1. abra. A fény elnyelodése az anyagban.

= abszorbancia, extinkcio,
optikai denzitas (OD)

absorbance, extinction,
optical density (OD)
Absorbanz, Extinktion,
optische Dichte (OD)
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3. dbra. A kézegben halado fény intenzi-
tasanak fiiggése a rétegvastagsagtol
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4. abra. Abszorpcios spektrum fiiggése
a) az anyagtol,
b) a vastagsagtol, és a
¢) a koncentraciotol.
d) Az abszorbancia koncentraciofiiggése
(két kiilonbozo hullamhosszon).

A gerjesztés utan a rendszer a kapott tobbletenergiat leadva igyekszik visszakeriilni
az alapallapotba. Ez a folyamat a legtobb esetben sok kis 1épésben torténd
héleadast jelent a kornyezet szamara (relaxacio).

A fentiekben vazolt egyszerii gondolatmenet nem ad valaszt arra, hogy mi az oka
annak, hogy azonos tipusi molekuldk oldatainak abszorpcios spektruma nem az
elméletnek megfeleld, diszkrét fotonenergidknal (hullamhosszaknal) jelentkezo
¢les maximumokbol (vonalakbol) all, hanem jelentésen kiszélesedett ,,savok”
alkotjak. Az sem ad erre kielégitd magyarazatot, ha tudjuk, hogy molekulék esetén
az elektronok energiaallapotait kismértékben megvaltoztatjak a molekula rezgési és
forgasi allapotai.

A kiszélesedés jelensége két tényezOre vezethetd vissza. Az egyik az, hogy a
molekulak valamilyen, olddszerben oldott allapotban (kdrnyezetben, egymashoz
igen kozel) vannak jelen, a masik pedig, hogy a mérések altalaban
szobahdmérsékleten, 290 - 300 K kornyékén torténnek. A kornyezet, azaz az
oldészer molekulainak jelenléte, illetve azok jelentés mértékii hdmozgasa mar
onmagaban is kiszélesedést okoz. Ehhez azonban még hozzajarul az is, hogy az
oldott anyag molekulainak allapotait a kornyezettel (olddszerrel) valod
kolcsonhatasok kis mértékben megvaltoztatjak, tehat a sok-sok molekula nem
azonos, hanem kicsit eltérd energiaval gerjeszthetd (2. abra).

A fényelnyelés mértékét a fényszorodas emlitett elhanyagolasa miatt az altalanos
gyengiilési torvényébdl kiindulva kaphatjuk meg:

J=Joet ™, )

ahol Jy a kozegbe merdlegesen belépd, J a kozegb6l merdlegesen kilépd fény
intenzitasa, 4 az anyag mindségére, illetve a kdlcsonhatd fény hullamhosszara is
jellemzd sugargyengitési egyiitthaté, x pedig az elnyelé réteg vastagsaga (3.
abra).

A (4) dsszefiiggeésbol kifejezhetd a korébban bevezetett abszorbancia:

=1g=0 =1 5
gJ ge-fl-x. (%)

Hig oldatok esetében — ha az adott hullamhossz tartomanyban az oldoszer nem
abszorbeél (étlétsz() mint pl. a lathato tartoményban a viz, vagy az alkohol) au

ey

jobb oldala az alabbiak szerint valaszthatd szét:
lge-y-x=€(A)-c-x, (6)

ahol £(A) az Gn. molaris extinkcids egyiitthaté (roviden extinkcios egyiitthato),
amelynek értéke az anyagra jellem26 médon fiigg a hullémhossztél Megadja az
(Fiiggetlen az anyag vastagsagatol és a koncentraciotol. A molaris jelzd arra utal,
hogy a ¢ koncentraciét M-ban, azaz mol/l-ben mérjiik.) Hig oldatokra érvényes a
Lambert-Beer torvény:

lg%zé‘(l)wﬂx. (7

Abszorpcids spektrumként leggyakrabban az abszorbancia (lg (Jo/J)) hullamhossz
szerinti eloszlasat adjak meg (4. a., b., c. abra). A (7) Osszefiiggés szerint tehat az
oldat abszorbanci{lja fiigg az oldat anyagétél (4. a. abra), arényos az oldat
abszorbanciajat (A) megmérve, az £(A) és az x 1smereteben a koncentracm
meghatarozhatd. Ezt hasznaljdk ki az orvosi laboratériumi diagnosztikdban. A
4. d. abran az egyenesek eltér6 meredekségébdl lathatd, hogy az €(4) minden
hulldmhosszon mas és mas. A koncentracio legpontosabban az abszorpcios
spektrum maximumanak hulldmhosszdn (Amsx a 4. c. dbran) hatérozhaté meg,
ugyanis az chhez tartoz6 egyenes a legmeredekebb (4.d. abra). Ez az un.
kalibraciés gorbe.
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AZ ABSZORPCIOS SPEKTRUM TULAJDONSAGAI ES MERESE

Az 5. é4bran harom kiilonb6z6 anyag azonos koncentracidji és rétegvastagsagu
oldatanak abszorpcios spektrumat mutatjuk be (L, K és M gorbék). Latjuk, hogy a
kiilonbdz6 anyagok kiilonb6zé hulllamhossz-tartomanyokban abszorbealnak és
hogy abszorpcids tartomanyaikban extinkcids egyiitthatoik (£(A1)) 1ényegesen

7o

kiilonboznek egymastdl (a gorbék magassaga eltérd).
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5. abra. Harom kiilonbozd anyag azonos koncentrdcioju és rétegvastagsagu
oldatanak abszorpcios spektruma. Az M jelii oldat annyira szintelen, hogy a
spektrofotométer zajszintje miatt nem mérheto.

Az abszorpciés spektrum maximumanak helyei (egy oldat esetén tobb
maximum is lehetséges!) kapcsolatba hozhatok — a (3) Osszefliggés figyelembe
vételével — a molekulaszerkezetre jellemzo elektrongerjesztési energiakkal.

Ha azonban ugyanazon oldat kiilonb6z6 koncentracioit (c¢) vizsgaljuk, a maximum
nagysaga — azonos rétegvastagsag mellett — az oldat koncentraciojaval egyenes
aranyban valtozik (lasd (7) Osszefiiggés, és a 4.c. abra). Ezt az ardnyossagot
koncentracio-meghatarozasra hasznalhatjuk fel.

a)
"fehér"
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forras 1 g
- rendu fényérzékels
elhajlasi kép detektor
monokromator blokk I:éltsapo @ [ J . ,,
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mono- -y
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optikai racs fény vezérld elektronika,
o forgaté gomb, ill. motor computer Y,

7. abra. Klasszikus (a) és modern (b) abszorpcios spektrofotométer felépitése.

Az abszorpcids spektrumokat abszorpcios spektrométerrel (spektrofotométerrel)
mérjik meg (7.4abra). Az egyszeribb felépitésii spektrométerrel minden
hullamhosszon kiillon mérik a minta és a referencia (olddszer) hullimhossztol
fliggd abszorbancidjat. Korszerlibb berendezések széles (pl. 190 - 900 nm)
hullamhossz tartomanyban automatikusan dolgoznak, amely magéaban foglalja a
lathaton kiviili ultraibolya (UV, 4<400 nm), ill. infravorés (IR, 4> 800 nm)
tartomanyt is. Az Un. kétutas spektrométerek egyidében veszik fel a minta és a
referencia adatait, igy az abszorbancia hullamhosszfiiggvénye a beépitett
szamitogép segitségével azonnal megjelenitheto.
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A szines atlatszd oldatok a lathato
tartomanyban csak meghatarozott
hullamhosszakon nyelnek el. Szemiink az
atengedett  fényt, az elnyelt fény
komplementer szinét érzékeli (pl. a z6ldben
elnyelé oldatot vords szintinek latjuk, a
kékben elnyel6t sarganak; és megforditva). A
szintelen anyagok (pl. viz, alkohol) a teljes
lathato szinképtartomanyban ateresztik a
fényt. A klorofill vorosben és kékben
abszorbedl, igy Osszességében zoldnek latszik
(6. abra).

400 500 600 700
hullamhossz, A (nm)

6. abra. A klorofill abszorpcios spektruma. A
novenyek leveleinek klorofillia a vérosben és
a kékben nyel el, ezért latszik zoldnek.

b)
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(homord, reflektald)
> fényérzékeld
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(CCD chip)
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vezérl6 elektronika, computer

A referencia-oldat mérésére azért van
sziikség, hogy a detektor hullamhossztol
figgd érzékenységét, ill. az oldoszer
esetleges szinességét (hullamhossztol fiiggd
abszorbanciajat) figyelembe vehessiik.



intenzitas

Abszorbancia, A

A spektrofotometriai moddszer alkalmas
komplexek vizsgalatara is. (A komplex
olyan vegyiilet, amelyben a kémiai kotés
létrehozasaban a fémion d elektronpalyai is
részt vesznek.) A biologiai szempontbol
fontos  fehérjék egyik csoportja, a
kromoproteidek  prosztetikus  csoportjai
(koenzimek)  koziill  tobb  (pl. hemin,
citokromok) szerves vegyiiletek (ligandum)
és fémionok komplexe. A fémionok a
szerves vegyiilet elektronszerkezetét
megvaltoztatjak, aminek kovetkeztében a
vegyliletek fényelnyelésében (szinében) és
biologiai funkcidiban is valtozas all be.
Egyarant fontos lehet e komplexek
mennyiségének  (koncentracidjanak)  és
stabilitasanak a meghatarozasa. Ezekre a
kérdésekre is valaszt kaphatunk
spektrofotometriai uton.

A gyakorlaton bemutatjuk az Ames MiniLab
PC  mini-fotométert, amely alkalmas
hemoglobin koncentracié meghatarozasara
teljes vérben, urea, glukdz, bilirubin (felnétt
és Ujsziilott), koleszterin, HDL-koleszterin,
triglicerid ~ koncentracio  meghatarozasara
szérumban vagy plazméaban. Minden esetben
alkalmasan megvalasztott reagenssel vald
reakcio6  utan 546  nm-en  torténd
abszorbanciamérésre  vezetjiik vissza a
koncentracié meghatarozasat.
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8. dbra. A hemoglobin és az oxigénnel

telitett hemoglobin abszorpcios
spektruma.

Fontos  szerepe van a  hemoglobin
fényelnyelésének a napjainkban rohamosan
fejlédo optikai tomografiaban is, amely a
szoveteken  athaladas  kozben — szérodo
infravorés fény intenzitdsanak valtozasai
alapjan hozza létre a képet. Mivel a
hemoglobin  abszorpciéja az infravoros
tartomanyban sokkal jelentdsebb, mint
altalaban a szovetalkotd sejteké, ha vérben
gazdag szoveten halad at a fény, akkor a szort
fény intenzitdsa csokken. Ennek alapjan
lehetdség van pl. az agy oxigén ellatasanak
vizsgalatara, vagy a koponyaban kialakult

hematoma méretének és helyének
meghatarozasara.
i
§ —940 nm
i 660 nm
2
R 1 1 1
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9. dabra. Pulzoximéterrel mert tipikus

regisztratum.

A fentiek alapjan hig szines oldatok koncentracio-meghatirozasat a lathato
tartomanybeli abszorbancia mérésére vezethetjiikk vissza, ami méréstechnikailag
viszonylag egyszerii feladat és a modszer automatizalasra is kivaléan alkalmas.
Ezért az orvosi laboratoriumokban az utdbbi idében arra torekszenek, hogy az
ismeretlen koncentracidju és igen kis extinkcids egyiitthatoji (gyakorlatilag
szintelen) oldatokat alkalmas reagens segitségével nagy extinkcids egyiitthatoju
szines oldatokka alakitsak at. A reagens kelld foloslege esetén a termék
koncentracioja megegyezik az eredetileg meghatarozni kivant koncentracioval. igy
a termékre vonatkozo és eldzetesen felvett koncentracio—abszorbancia kalibraciods
grafikon segitségével az ismeretlen koncentracié spektrofotometriai Uton, az
abszorbancia akar csak egy hulldamhosszon valé megmérésével meghatarozhato.

A MERES MENETE
1. BEMUTATO MERES — PULZOXIMETRIA

Az oxigén felvétel és szallitds szempontjabdl fontos hemoglobin molekula
pulzoximetrias vizsgalata azon alapul, hogy a kiilonb6z6 allapoti hemoglobin
molekulak optikai spektrumai eltéréek (8. abra). Az oxigénnel telitett hemoglobin
(HbO,) abszorbanciaja 650-700 nm-en alacsony, mig 900 nm felett, az infravords
tartomanyban jellemzéen magasabb. Az oxigénnel nem telitett hemoglobin
spektruma (Hb) ezzel ellentétesen fut. A pulzoximetria soran adott hullamhosszi
fénnyel atvilagitunk egy viszonylag vékony testrészt (pl.: ujjbegy vagy fiilcimpa)
¢és a masik oldalon mérjiik a kilépd fény intenzitasat. Ebben a vékony szdvetben az
artérids véren kiviili szovetek fényelnyelését allandonak tekintjiik, igy a kilépd
fény intenzitdsanak valtozdsa az artérids vér mennyiségének valtozasatol fog
fiiggeni. Mivel az artéridas vér mennyisége a szivfrekvencidnak (pulzus)
megfelelden pulzald jelleget mutat, a mért jelen is meg fog jelenni ez a pulzalas (9.
abra). Innen ered az eljaras elnevezése (,,pulzoximetria”) is. (Bizonyos késziilékek
ferdén bees6, majd részben elnyeldd6é ¢és részben szorédd fénynyalabbal
dolgoznak, esetiikben nem sziikséges a kérdéses testrész teljes atvilagitasa.) A mért
abszorbancia a Lambert-Beer torvény alapjan a vizsgalt szovet rétegvastagsagatol
is fligg, ez azonban pontosan nem ismert &és paciensenként eltéré. Annak
érdekében, hogy az oxigénnel telitett hemoglobin  koncentracidjat
meghatarozhassuk, két eltéré hullamhosszusagu fénynyalabot alkalmazunk (pl. 660
nm hulldmhosszii vords és 940 nm hullamhossz infravords). A két eltérd
hullamhosszon mért abszorbanciak aranyabol egy tapasztalati képlet segitségével
kiszamithat6 az oxigénszaturacio.

Az oxigénfelvétel mértékét azonban nem csak a hemoglobin koncentracid
nagysaga hatarozza meg. A hemoglobin molekula hatékony oxigén megkotése
nagymértékben fiigg a hem-csoportokban talalhatd vas ionok oxidacios allapotatol
is. A methemoglobinban talalhatd Fe’* ion példaul nem alkalmas oxigén
megkotésre, igy a fizioldgias funkcid ellatasara sem. A hemoglobin molekulaban
lévé Fe?' ionok is csak akkor képesek az oxigén felvételére, ha a vasionok
megfeleld kotéhelye szabad (deoxyhemoglobin), vagy csak lazadn kotott
ligandumot tartalmaz (CO,). Az erds kovalens kotéssel kapcsolodo ligandumok,
mint példdul a CO molekula, vagy a CN ion a hemoglobin normalis miikodését
megbénitja. Mivel a vas ionok oxidacios szama és kémiai kornyezete a hemoglobin
molekula fénnyel valdé kolcsonhatasat és igy az abszorpcids spektrumat is
moddositja a spektrumok alapjan a vérben talalhatdé hemoglobin tipuséara, az
esetleges patologias elvaltozasokra is felvilagositast kaphatunk.

2. METILENKEK KONCENTRACIOJANAK MEGHATAROZASA

Modellanyagként metilénkék vizes oldatat hasznaljuk. A metilénkék (10. abra)
oldata kék szinli (sargaban nyel el), igen nagy extinkcids egyiitthatoju. A
gyakorlaton ezért nagy higitasban vizsgaljuk az anyagot.

A metilénkék oldat abszorpciés maximumahoz tartozd hullimhossz (Amax)
megallapitdsa céljabol felvessziik az oldatok abszorpciés spektrumait. A
spektrumok felvételét a Thunder Optics spektrofotométer segitségével (11. dbra),
egyénileg végezzik.
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2. A legtdoményebb oldat spektruman leolvassuk ¢€s jegyzOkonyvbe vezetjiik a HiC A | Qf _~CH;,
A=400, 450, 500, 550, 600, 620, 640, 660, 680, 700, 750 és 800 nm N T
hullamhosszakhoz tartozd abszorbanciaértékeket. A leolvasott adatok Cl,HJ CH;
segitségével a jegyzOkonyvben abrazoljuk a metilénkék abszorpciods

Kkt at.
Spekiruma 10. abra. A metilénkek molekula

3. A kapott abszorpcids spektrumokrol leolvassuk a maximumhoz tartozo szerkezete.

hullamhosszat (Amax). Ez minden oldatnal ugyanaz a hullamhossz lesz. A (3)
Osszefiiggés alapjan kiszamitjuk az elektronatmenethez sziikséges atlagos
energiat a Amax felhasznélasaval.

s

s

leolvassuk a Amax hullamhosszon mért abszorbanciat. A kalibracios egyenes
segitségével meghatarozzuk az ismeretlen koncentraciot.

minta
fényforras a kiivettaban detektor

11. dabra. A Thunder Optics spektrofotométer részei.
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