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1. Johdanto

Analyyttinen kemia on tieteenala, joka tutkii ja kehittdd metodeja, laitteita ja strategioita
keraamain tietoa alkuaineista ja yhdisteist, seké niiden luonteesta ajassa ja avaruudessa.*
Silla on lukuisia sovelluksia yhteiskunnassa, esimerkiksi ladketieteellisesséd kéytossa.
Analyyttisen kemian kehittyminen merkitsee paljon my6ds muiden tieteenalojen
kehittymiselle.? Analyyttisista menetelmista (LIITE 1) spektroskopia ja kromatografia ovat
yleisimmin kaytettyja.> Ne molemmat soveltuvat seka kvalitatiiviseen etta kvantitatiiviseen
tutkimukseen. Nakyvan valon spektrometritekniikka on todennékdisesti laajinten kaytetty
analyyttinen tekniikka. Spektroskopian merkittavyytta analyyttisend tekniikkana kuvaa

hyvin myos suuri lukuméaira myonnettyja Nobelin palkintoja.*

Spektrofotometria on yksi vanhimmista analyyttisista tekniikoista ja se jatkaa kehittymistaan
vastatakseen modernin tieteen tarpeita.” Erilaisilla spektrometriaan perustuvilla
analyysilaitteilla, kuten UV-, Vis-, IR-, ja NMR-spektrometreilla on vakiintunut asema
nykyaikaisissa laboratorioissa. Analyysilaitteiden hallinta on oleellista monilla eri
tieteenaloilla ja osaaminen on yhteydessa arkielaman turvallisuuteen.® Lisédksi historian
nékokulmasta uusien analyysimenetelmien kehittdminen on kulkenut rinnan uusien
laiteinnovaatioiden kanssa.® Analyysimenetelmia kehittavan henkilon tulee tietda, mika on
hanen kayttdmansé laitteen toimintaperiaate.'® Liséksi hdnen on osattava verifioida sopivin
analyysimenetelmd, ymmartéa laitteen antaman tuloksen merkitys ja osattava soveltaa

menetelmia laaja-alaisesti.

Taman kandidaatintutkielman tarkoituksena on antaa lyhyt, mutta kattava kokonaiskuva
ensimmaisista spektroskooppisista tutkimuksista keskittyen kuvaamaan spektrofotometrian
historiaa, selittdd nékyvéan valon alueen spektrometrin eli spektrofotometrin toiminnan
perusteet ja toimintaperiaate, sek& antaa esimerkkeja spektrofotometrisestd tutkimuksesta
yhteiskunnassa. Tutkielma on suunnattu opettajille hyédynnettavéksi spektrofotometrian
teoriataustana ja kaytettavaksi innostavien esimerkkien poimimiseen sen nykypaivan
sovelluksista. Tarkemmin on esitetty klorofyllin UV/Vis-spektrin méarittdminen, koska se
soveltuu hyvin myos oppilastyoksi lukiotasolla. Spektroskopia ja aineen rakenteen
madrittdminen on keskeinen siséltd lukion toisella kurssilla uusien lukion
opetussuunnitelman perusteident! (2015) mukaan. Nakyva valo on ainoa sahkémagneettisen
sateilyn muoto, jonka pystymme havaitsemaan paljaalla silmalld, joten se on myds

opiskelijoille tutuin, mutta silti mielenkiintoinen tutkimuskohde.



2. Spektroskopian kehittyminen

2.1.Maaritelmia
Spektroskopia on IUPAC:in mé&aritelmédn mukaan tutkimusala, joka tutkii
séhkdémagneettisen sateilyn vuorovaikutuksia aineen kanssa tai sateilyd jota aine itse
tuottaa.'? Silloin kun tietoa tutkittavasta alkuaineesta ja sen komponenteista keratain
mittaamalla, puhutaan spektrometriasta. Sana “metry” viittaa mittaamiseen ja “spectrum”

kuvaamiseen. Laitetta, joka mittaa sahkdmagneettista spektrié, kutsutaan spektrometriksi.

Spektrometrin edeltéjia ovat olleet spektroskoopit, spektrografit'® ja erilaiset kolorimetrit4.
Spektroskooppi on laite, joka mahdollisti optisen spektrin havaitsemisen ja tutkimisen.'? Sen
kehittyneempi muoto on spektrografi, joka on spektroskoopin ja kameran yhdistelma. Se
pystyy siis tallentamaan valokuvana spektroskoopilla muodostetun spektrin. Kolorimetrien
keksiminen perustui intuitiiviseen oletukseen siitd, ettd saman aineen tummempi liuos on
myo6s konsentraatioltaan suurempi.’* Ensimmaisilla kolorimetreilla verrattiin ~siis
silmamaardaisesti liuosten vérisavyja. Talldin tutkittavan ndyteliuoksen konsentraatio
padteltiin tunnetun liuoksen intensiteettiin vertamaalla. Esimerkiksi Nesslerin putkien

kayttdminen on kolorimetrinen menetelma.

IUPAC?? luokittelee spektrokemialliset menetelmat yleisesti aineessa tapahtuvan energian
siirtymistavan mukaan absorptio-, emissio- ja fluoresenssispektroskopiaksi. Absorptio on
energian vastaanottamista ja emissio energian luovuttamista sateilynd. Fluoresenssi
tarkoittaa emissiota, joka tapahtuu spontaanisti absorption jalkeen. Luokittelu voidaan tehda
myos tutkittavan aineen eli analyytin mukaan joko atomi- tai molekyylispektroskopiaksi.
Liséksi usein kaytetadn aallonpituusalueen tai vuorovaikutuksen mukaista jakoa, kuten
esimerkiksi nékyvan valon (Vis) spektroskopia ja ydinmagneettisen resonanssin (NMR)
spektroskopia.’® Spektroskooppisia tekniikoita kehitetddn jatkuvasti ja niita myos
yhdistelladn muihin analyyttisen kemian tekniikoihin detektoreiksi eli aineiden
tunnistuslaitteiksi. Esimerkiksi kaasukromatografin (GC) detektorina toimii usein
massaspektrometri (GC-MS) ja nestekromatografin (LC) detektorina UV-spektrofotometri
(LC-UV). Spektroskopiaan liittyvastd nimestddn huolimatta massaspektrometriaa ei
kuitenkaan luokitella spektroskopian alalajiksi, koska se perustuu yhdisteiden ja niiden
hajoamistuotteiden tunnistamiseen mm. massan ja varauksen avulla eik& valon absorptioon.

Liitteessé 1 on kuvattuna erilaisia analyyttisia tekniikoita.



Spektrometrit ovat tyypillisesti jaettu ja nimetty sahkdmagneettisen séateilyn alueen mukaan.
(LITE 2) Esimerkiksi IR- ja UV-spektrometri. Nakyvan valon (Vis) ja ultraviolettialueiden
sdhkdémagneettista séteilya mittaavaa laitetta kutsutaan spektrofotometriksi. Nimi viittaa
menetelman perusteisiin eli fotonien energian absorboitumisen tutkimiseen.® Nakyvén valon
alueelle kaytettdva tunnus ”Vis” tulee englanninkielisestd sanasta “visible”.
Spektrofotometrien toimintaa kuvataan tarkemmin kappaleessa 3.2. Spektrofotometrin

rakenne. Spektrometriaan liittyvaa sanastoa on keratty liitteeseen 3.

2.2.Spektroskopian historiaa
Ensimmaiset ihmisten havainnoimat spektrit ovat olleet mitd todennékdisimmin
sateenkaaria.’>!® Ihminen on osannut valmistaa sateenkaarimaisen spektrin jo 1200-luvulta
lahtien.” Esimerkiksi Leonardo da Vinci kuvasi, miten sateenkaaren virit voidaan
muodostaa asettamalla vesilasi sopivalle etdisyydelle ikkunasta. Varhaisimpia kirjotettuja
kuvauksia valon taittumisesta vareiksi prisman l&pi ovat tehneet Della Porta (1593) ja
Descartes (1637). 1600-luvulla vérien syntymista ovat pyrkineet selittdaméan myos Kircher
(1646), Marcus Marchi (1648), M. C. de la Chambre (1650) ja Robert Boyle (1664). Heidan

tutkimuksensa viitoittivat tietd Newtonin tutkimuksille.

Kiinnostuneena vérien alkuperéstd englantilainen Sir Isaac Newton johti auringon valoa
pienen aukon ldpi prismaan, jossa valo taittui heijastaen spektrin pimennetyn huoneen
seindlle.'® Tekemalld mittauksia spektrin véreistd han keksi valon sisdltavan sateita, jotka
taittuvat lavistdessaan prisman kullekin sateelle ominaisessa kulmassa ja muodostavat
spektrin, jossa varit punainen, keltainen, vihred, sininen ja violetti esiintyivat kasvavan
taittumiskulman mukaisessa jarjestyksessd. Heijastaessaan ensimmaisessd prismassa
taittuneet erivariset sateet kulkemaan toisen prisman kautta tietyissa kulmissa, Newton
pystyi myds muuttamaan erivéariset sateet takaisin valkoiseksi valoksi. Tastd han paatteli
valkoisen valon sisaltavan kaikki sateenkaaren vérit. Tdmé& uusi teoria valon luonteesta ja
varien alkuperéasté julkaistiin Philosophical Transactions of the Royal Society -lehdessa
vuonna 1671. Newton oli ensimmainen tutkija, joka kéytti sanaa ”spektrum”, ja joka kuvaili
artikkelissaan valoa hiukkasluonteiseksi.!” Teoriansa perusteella Newton onnistui
selittimadn sateenkaaren syntymisen. Han rakensi sen aikaisia teleskooppeja.l®
Tutkimuksillaan Newton avasi tien spektroskopialle. Huomattavaa on kuitenkin, etta
yleiskasityksestd poiketen Newton ei ollut ensimmainen, joka tutki vdrien taittumista

prisman avulla.t’



Spektroskopian alkuaikoina tutkimuksia tehtiin  my6s liekkikokeina. Luultavasti
ensimmaiset analyyttiset liekkikokeet teki Margraff vuonna 1762.2 Vuonna 1827
brittildinen astronomi, William Herchelin poika, John F. W. Herchel® julkaisi ominaiset
varit natriumin, kaliumkarbonaatin, kalkin, strontiumin, litiumin, magnesiumin,
bariumsulfaatin, kuparin ja raudan suoloille. Lisaksi hén totesi, ettd liekkien avulla
emittoituva spektri olisi hyva keino méarittaa nayte ja jopa kertoa erittéin tarkkoja aineiden
pitoisuuksia.'® Herchelin artikkelin innoittamana H. F. Talbot teki omia kokeitansa, joista
hén paatteli, ettd suolojen vérit ovat perdisin niiden sisaltimista alkuaineista ja yhdisteist. 8
Hé&n ehdottikin, ettd liekkikokeet voisivat olla k&ytanndllisia eri aineiden kvalitatiivisessa
madrittdmisesséd. M. A. Masson rakensi ensimmaisen liekkiemissiospektroskoopin vuonna
1851.2° Eraita nykyaikaisten spektrofotometrien edeltéjia olivat myos erilaiset kolorimetrit,
joissa liuoksen konsentraatio pyrittiin selvittamaan varin vahvuuden perusteella.’* Tallaisia
vérien intensiteettien vertailuun perustuvia menetelmié olivat esimerkiksi vuonna 1845 Carl
Heinen kehittdmé& mineraalivesien bromipitoisuuden maéritys ja 1800-luvun lopulla keksityt

Nesslerin putket ja Jules Duboscqin kehittdma kolorimetri.

Ensimmaiset matemaattiset yhteydet liuoksen vérin ja konsentraation valilla esittivat
toisistaan tietdméatta ranskalainen Pierre Bouguer vuonna 1728 ja saksalainen Johann
Heinrich Lambert vuonna 1769.1* He esittivit, ettd yhta paksut kerrokset samaa ainetta
absorboivat yhtd suuret osat niihin saapuvasta valosta eli valon intensiteetti pienenee
eksponentiaalisesti absorboitavassa aineessa. Vuonna 1852 saksalainen August Beer todisti,
etta teoria on voimassa myos liuoksille ja ettd absorboidun valon intensiteetti riippuu yhté
lailla liuenneen aineen konsentraatiosta kuin valon kulkeman matkan pituudesta.
Ensimmadinen absorptiota mittaava laite oli ns. ”Color comparator” eli virid vertaava laite,
jossa absorbanssin mittaus noudatti Beerin lakia. Nykyaan yhtalo tunnetaan Lambert-Beerin
lakina (1). Yhtald kuvaa naytteen absorbanssia (A), joka kertoo logaritmisen suhteen valon
sateilytehon (P{ ) ja lahetetyn eli alkuperdisen valon sateilytehon (P,) valilld

aallonpituudella A.

0

P
A =logq, (—’1) = &cl, (1)
Py
missa € on molaarinen absorptiokerroin, ¢ on konsentraatio ja [ on valon

liuoksessa kulkema matka.!



Pian Newtonin havaintojen jalkeen hollantilainen matemaatikko ja fyysikko Christian
Huygens esitti teoriansa valon aaltoluonteesta vuonna 1678.%° Han ei kuitenkaan pystynyt
perustelemaan teoriaa uskottavasti, mink& vuoksi kasitys valon hiukkasluonteesta sdilyi
vallitsevana. Vuonna 1801 englantilainen Thomas Young onnistui todistamaan valon
aaltoluonteen keksimiensa valon interferenssin ja kaksoisrakokokeen avulla.?! Kasitys
sateilystda laajeni, kun né&kyvan valon séteilyn ulkopuolella olevat infrapuna- ja
ultraviolettiséteily 16ydettiin 1800-luvun alussa.'® Vuonna 1800 Willian Herschel?? suoritti
kokeita, joissa han mittasi prisman lapi kulkeneen auringonvalon spektrin lampétiloja.
Huomattava lampdtilan nousu tapahtui alueella, joka oli taipunut véhemmaén kuin nakyva
valo. T&lla tavoin han todisti, ettd on olemassa infrapunaséteilyé eli siteilyd “punaisen virin
alapuolella”. Ultravioletti eli “violetin yldpuolella” olevan séteilyn 10ysi saksalainen
fyysikko J. W. Ritter vuonna 18016 altistaessaan valolle herkkaa hopeakloridia spektrin eri
sévyille. Hdmmastyksekseen hopeakloridi tummui eniten alueella, joka taittui violettia varia

enemman.

1800-luvun alussa spektroskopian kehitykseen vaikutti suuresti auringon spektrin
kuvaaminen.!” Auringon spektrin tummat viivat havaitsi ensimméisena englantilainen
tiedemies William H. Wollaston vuonna 1802.1%1"2 Tunnetummin kaytetdan kuitenkin
nimitystd Fraunhoferin viivat, koska saksalainen optikko Joseph von Fraunhofer teki
merkittdvan tyon tutkiessaan ja nimetessaan systemaattisesti auringon spektrin tummia
viivoja vuonna 1814. Suurimmat viivat hédn nimesi A:sta H:hon ja yhteensa han havaitsi noin
500 tummaa viivaa. Vuonna 1868 Anders J. Angstrom maéritti 1000 Fraunhoferin viivaa ja
esitti ne yksikossd 1070 m.2® Tama yksikkd nimettiin keksijansd mukaan. 1 angstrém (A)

on 10 m.

Auringon spektrin tummat viivat ihmetyttivat tiedemiehid, kunnes vuonna 1859 Kirchhoff
ja Bunsen keksivat, etta jokaisella alkuaineella on oma ja ainutlaatuinen spektri.?® Taméan
havainnon perusteella voitiin tulkita auringon spektrin tummien viivojen johtuvan auringon
pinnalla olevista kaasuista. He tunnistivat myods kaksi uutta alkuainetta, jotka ovat cesium
ja rubidium.*® Heidan tutkimustensa innoittamana loydettiin viela muitakin uusia
alkuaineita.’® Merkittavaa spektroskopian kehittymiselle oli heidan tutkimuksensa nakyvan

valon kayttomahdollisuuksista analytiikassa.

Alkuaineiden tunnistaminen nakyvan valon spektrista oli kuitenkin rajallista, koska kéyttssa
ollut Bunsenlamppu pystyi hdyrystamaan vain rajoitetun maaran alkuaineita.'® Sahkoisen

kaarilampun keksiminen mahdollisti alkuaineiden lammittdmisen 5000 °C asteeseen, jolloin
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pystyttiin tutkimaan useampien alkuaineiden spektreja. Tamén kehityksen ansiosta
sveitsilainen J. J. Balmer havaitsi vedyn spektrin vuonna 1885. Tutkiessaan vedyn spektrié
han havaitsi alkuaineiden emittoivan valoa kullekin alkuaineelle ominaisilla
aallonpituuksilla. Taman havainnon perusteella Balmer keksi matemaattisen yhtalon, joka
kuvasi vedyn emittoimia aallonpituuksia (1). Yhtélo tunnetaan keksijansd mukaan nimella

Balmerin sarja.?® Kaavassa n kuvaa vedyn elektronikuoria.
An = Agn®/(n® = 22), )

Muutamaa vuotta myéhemmin ruotsalainen fyysikko Johannes Rydberg muokkasi Balmerin

kaavaa niin, ettd se soveltuu yleisemmille tasolle.?’ Kaava sai muodon

7= Ful(Gs) - (o)l @

missa m, n ovat vedyn elektronikuoria, m,n € Z, m > n. 1 on emittoitu

aallonpituus ja Ry on Rydbergin vakio.

Matemaattisen teorian yhteyttd atomin rakenteeseen ei kuitenkaan osattu vield selittda.
Vuonna 1900 saksalainen fyysikko Max Planck kuvasi valon kvanttiluonteen.?® Planckin
tutkimukset ja Albert Einsteinin selitykset valosdhkoisesté ilmidstd vuonna 1905 seké kaavat
energian kvantittumisesta johtivat Niels Bohrin keksiman atomimallin esittdmiseen vuonna
1913.2923 Tama atomimalli selitti Balmerin sarjojen yhteyden atomin rakenteen ja spektrin
valilla.’® Bohrin mallin mukaan alkuaineelle tunnusomainen spektri syntyy elektronien

liikkeesta eri energiatasojen valilla, jolloin elektroni joko absorboi tai emittoi energiaa.

Absorbanssia mittaavien valokennojen eli ilmaisimien keksiminen edisti ensimmadisten
spektrofotometrien rakentamista 1930-luvulla.’® Tuolloin oli todellinen kiire kehittad
laboratorioteknologiaa. Tekniikat syntyivat toisen maailmansodan tarpeiden myota.?*
Analytiikkaa tarvittiin  sotavarusteisiin tarvittavan kumin syntetisointiin, pommien
valmistamiseen ja laédketieteessd penisilliinin rakenteen maarittdmiseen. Esimerkiksi A-
vitamiinia tarvittiin, koska sen tarkeimman lahteen, kalanmaksan, kuljettamisen Atlantin yli
oli estynyt. Vaihtoehtona pidettiin hain maksaa, mutta ensin piti selvittdd A-vitamiinin
tarkka pitoisuus maksassa. Vuonna 1941 National Technical Laboratories valmisti
ensimmaisen UV-valolla toimivan spektrofotometrin, jolla pystyttiin nopeasti mééarittdmaan
A-vitamiinin kvantitatiivinen pitoisuus. Ensimmaéinen kaupallinen spektrofotometri

valmistui vuonna 1948.12 Spektrometrian kehittymista on kuvattu myos liitteessa 4.



2.3.Spektrofotometrin kehittyminen — makrosta nanoteknologiaan
Spektroskopian hyoddyntdminen spektrofotometrilaitteiden valmistuksessa on kehittynyt
vuosisatojen aikana paljon.”?* Kehitys on havaittavissa analyysitulosten tarkkuudessa®,
automaattisesti suoritettujen operaatioiden maaran kasvussa’ seka laitteiden koon
pienentymisessa. Esimerkiksi vuonna 1666 Newton tarvitsi pelk&staan auringon valon
muodostaman spektrin tutkimiseen kokonaisen huoneen,?® koska hanen spektroskooppinsa
pituus oli raosta linssiin 10-12 jalkaa (3,0-3,7 m), linssista spektriin 10 jalkaa (3,0 m) ja
nain muodostetun spektrin koko oli noin 6 tuumaa (1,8 m).2® Talla hetkella esimerkiksi
Vernier myy spektrofotometria?’, jonka koko on 15 cm x 9 cm x 4 cm eli se on noin tavallisen

voipaketin kokoinen.

Spektrofotometrien yleistymiseen vaikuttivat niiden helppokayttdisyys, nopeus ja tarkkuus,
sek toisen maailmansodan vauhdittama laboratoriokulttuurin muutos?. Esimerkiksi 1900-
luvun alkupuolella A-vitamiinipitoisuuden tutkiminen kesti vallitsevalla menetelmall&
vahintdan kuukauden ja tulokset hyvaksyttiin, miké&li arvot eivat eronneet toisistaan enempaa
kuin 25 %. Spektrofotometrin avulla tutkimus pystyttiin suorittamaan muutamassa
minuutissa 99 % tarkkuudella, lisdksi vield ilman koe-eldinten kéyttéd. Tarkkuuden
kasvamisen mahdollistivat 1930-luvulla kehitetyt valokennot eli detektorit. Ne korvasivat
tutkijan silmén, jonka tarkkuudesta spektrien tutkiminen oli aikaisemmin riippunut.

NyKkyisin detektori on valomonistinputki tai fotodiodirividetektori.

Nykyaikaiset spektrofotometrit koostuvat edelleenkin samoista perusosista kuin mista 1930-
luvun laitteet.>® Kehitysta on viety eteenpain parantelemalla naita perusosia eli séteilyn
lahdetta, monokromaattoria ja vélineita mitata naytteen lapi kulkeneen valon intensiteettia.’
Tarkkuuteen vaikuttavia muutoksia ovat olleet linssien korvaaminen peileilld, lasimaisen
piidioksidioptiikan, deuteriumlamppujen ja wolframi-halogeenilamppujen, sekd hilan
kayttdminen. Peilit osoittautuivat linsseja paremmiksi optisiksi moduuleiksi, koska ne
ehkaisevéat sateilyn monokromaattista poikkeamaa kohdistamalla valoa samaan kohtaan
kaikilla aallonpituuksilla. Luonnollisen kvartsin korvaaminen lasimaisella piidioksidilla
mahdollisti alhaisempien aallonpituusalueiden kéyttamisen. UV-alueelle pééstiin myos
kayttamalla ~ wolframilamppujen  tilalla  deuteriumlamppuja  séteilyn  l&hteend.
Deuteriumlamppujen hyoétynd on ollut myos pitkdikaisyys, séteilyn tasaisuus ja suuri

energia.

Monokromaattorin tarkkuutta voitiin kasvattaa valitsemalla dispersioivaksi vélineeksi

prisman tai filtterin sijaan hila.® Myos naytteeseen padsevan aallonpituusalueen
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pienentdminen lisasi tarkkuutta, mutta samalla se myos pienensi intensiteettid. Tamé
heikensi resoluutiota ja sen vuoksi yleensa paadyttiinkin kayttdmaan analyysiin parhaiten
sopivinta ratkaisua. Varhaisimmissa laitteissa haluttu sateilyn aallonpituus séédettiin késin,
mutta mikroprosessorien keksiminen 1970-luvulla mahdollisti siirtymisen automaattiseen
aallonpituusalueen valintaan, aallonpituudesta toiseen siirtymiseen (engl. scanning) ja
spektrin reaaliaikaiseen piirtdmiseen paperille. Mikroprosessorit ohjelmoitiin séatelemaan
monokromaattorista ulos tulevaa sateilyd ja sen avulla pystyttiin suorittamaan
tiedonkasittelyd. Mikroprosessorien keksiminen ja tietokoneiden kehittyminen mahdollisti
elektronisten nayttopastteiden kayttamisen.” Pian sen jalkeen opittiin  siirtamaan
madritystietoa printterille ja tietokoneisiin. Td&mé& sdasti aikaa ja vahensi virheitd, koska
manuaalista kopioimista ei endd tarvittu. Absorbanssikdyrdn ensimmaisen ja toisen
derivaatan laskeminen on yksi ndista térkeistd tiedon Kkasittelyn operaatioista, jotka
nopeuttavat luotettavan kvantitatiivisen ja kvalitatiivisen analyysin saamista. Niiden avulla
mittauksen resoluutiota voidaan parantaa ja paallekkéiset absorptiopiikit voidaan méaarittaa.
Mikroprosessoreita kaytetddn nykyaankin, esimerkiksi kannykoissamme. 1980-luvulla
monokromaattorin koko kasvoi hiukan, koska kéytettiin suurempia valon ulostuloaukkoja,

jotka mahdollistivat suuremman energian kohdistumisen tutkittavaan aineeseen.®

Tyypillisesti ensimmaisissé spektrofotometreissa kaytettiin ilmaisimina eli detektoreina
vakuumifotoputkia.® Niiden mittausalue rajoittui kuitenkin 340-600 nanometriin. Piisirujen
kayttd vakuumifotoputkissa paransi tunnistettavan signaalialueen leveyttd, tarkkuutta,
nopeutta ja pienensi osien kokoa. Hyvén hinta-laatu-suhteen takaamiseksi alettiin kayttaa
kahta ilmaisinta. Alle 630 nm aallonpituuksille  kaytettiin  kohtuuhintaista
fotomonistinputkea ja yli 630 nm alueille melko herkkid mikrosiruja. Kvalitatiiviseen
analyysiin on historiallisesti ollut paras valinta kaksisdde optiikka, koska siind naytteen
absorbanssia voidaan vertailla samanaikaisesti vertailukohteen kanssa.® Kvantitatiiviseen
analyysiin on kaytetty yksisadeoptiikkaa. Niiden lisaksi on kehitetty jaetun sateen optiikka,
joka toimii kompromissina yksi- ja kaksiséde optiikalle. Laitteiden koon pienenemiseen on
vaikuttanut suuresti fotodiodirivien kéaytto detektoreina (kts. 2.2.4. Detektorit eli ilmaisimet
s.16) Nykyaikaisilla nanospektrofotometreillda pystytddn maarittdméan mikroskooppisten
naytteiden spektrejia nanometrin resoluutiolla.?® Tallaisia ovat esimerkiksi Craic
Technologies:in FLEX™ UV-Vis-NIR mikrospektrofotometri, Thermo Scientific;in?
Nanodrop One/One® ja TITERTEK-BERTHOLD:in® Colibri.



3. Spektrofotometrin toiminta

3.1.Teoreettinen perusta
Spektrofotometrin toiminta perustuu séhkdmagneettisen séteilyn vuorovaikutukseen aineen
kanssa.® Se mittaa kerrallaan joko absorptiota tai emissiota ja laskee mittaustuloksesta
Lambert-Beerin lain avulla tutkittavan aineen absorbanssin (yhtal6 1 s.5) tai transmittanssin
(yhtalo 8 s.13) prosenttiosuuden. Transmittanssi ilmoittaa ndytteen l&pi kulkeneen séteilyn
sateilytehon suhteen naytteen lapi menevaan sateilytehoon. *

3.1.1. Séhkdmagneettinen sateily
Sahkomagneettisella sateilylla tarkoitetaan valon nopeudella kulkevaa sahkdmagneettista
aaltoliiketts, jolla on myos hiukkasten ominaisuuksia.l Sahkomagneettinen sateily on
jatkuvaa lapi koko sdhkomagneettisen spektrin.® (LIITE 2) Tallaista sateilya on esimerkiksi
radioaallot, rontgenséteily ja nakyva valo (Kuva 1).

RADIO- MIKRO- INFRA- NAKKVA ULTRA- RONTGEN- ~ GAMMA-
AALLOT AALLOT PUNA VIOLETTI SATEILY SATEILY

Kuva 1 Sahkomagneettisen sateilyn spektri. > Sateily on jatkuvaa lapi koko spektrin ja se on jaettu osiin aallonpituuksien
mukaan. Nakyvan valon osuus spektristd on huomattavan pieni.

Sahkomagneettista séteilyd kuvataan tyypillisesti aallonpituuden (kuva 2) tai taajuuden
avulla. Eri taajuuden omaava séteily vaikuttaa aineisiin eri tavalla.’® Aallonpituuden (1) ja
taajuuden (v) suhdetta kuvataan yhtalolla (4).2 Aallonpituus on verrannollinen valon

nopeuteen ¢ ~ 31010,

A=7 @
Aallonpituus vaihtelee muutamista mikrometreista muutamiin metreihin.® Sen yksikko on
joko nm tai A = Angstrom. UV-valon aallonpituus on 190 nm-360 nm ja nakyvén valon
aallonpituus 350-700 nm. Monokromaattisella sateilylla tarkoitetaan sateilyd, joka koostuu

vain yhdesté aallonpituudesta.



. Aallonpituus, A

Kuva 2 Sahkomagneettisen sateilyn liiketta kuvataan aaltoliikkeend..® Kahden samassa vaiheessa olevan pisteen vélista
etaisyytta kutsutaan aallonpituudeksi.

Sahkomagneettinen sateily sisaltaa aina tietyn verran energiaa.® Sateilyn energiayksikkoa
kutsutaan fotoniksi eli valohiukkaseksi tai energiakvantiksi. Ne kuvaavat sateilyn
hiukkasluonnetta. Fotonin siséltdma energia (E) on suhteessa sateilyn taajuuteen (v) ja ndin

my0s sen aallonpituuteen (1).

E=hy="= (5)
Kaavassa h on Plankin vakio (h = 6,62 x 1073 Js) ja ¢ on valon nopeus

tyhjossd (c=3 x 108 m/s)

3.1.2. Absorptio ja emissio
Sahkomagneettisen sateilyn vuorovaikutusta, jossa fotoni luovuttaa energiansa aineelle,
kutsutaan absorptioksi.® Esimerkiksi varien niakeminen johtuu aineen absorptiosta ja
komplementtivarin heijastumisesta ihmissilméén. Aineen absorboidessa sateilyd sen
energiatasot virittyvat ylemmalle energiatasolle yhtalon (5) mukaisesti.™® Viritystilat ovat
hetkellisid ja ne palautuvat pian takaisin perustilaan. Virittdytymiseen tarvittu energia
menetetadn usein lampona tai kineettisend energiana molekyylien valisissd tormayksissa.
Emissioksi kutsutaan viritystilan purkautumista sateilyna.*? Kun viritystilan purkautuminen
voidaan havaita valona, kyse on luminesenssista. My6s fluoresenssi ja fosforenssi ovat

luminesenssin muotoja. (LIITE 3)

Aineen virittyminen on mahdollista atomissa tai molekyylissa tapahtuvien kolmen eri
prosessin kautta ja niitd kutsutaan rotaatio- (pyoriminen), vibratio- (vardhdys) ja
elektroniseksi (sahkoéinen) siirtymiksi.® Koska siirtyva energia on kvantittunutta, absorptio
tapahtuu aina siirtymasté ja analyytista riippuen tietyilla energiatasoilla, siirtynytté energiaa
vastaavalla aallonpituusalueella. Vahiten energiaa virittdytymiseen vaatii pyodrimiseen
liittyva siirtymd, jossa molekyylin pyo6rimisenergia virittdd elektronit korkeammalle
energiatasolle. Téllaisia siirtymi& tapahtuu mikroaalto- ja kaukoinfrapuna-alueilla. (LIITE

2) Seuraavaksi vahiten energiaa tarvitaan varahdyssiirtyméaan, jolla tarkoitetaan atomien tai
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atomiryhmien keskindisen véardhtelyn energian kasvua. N&it4 siirtymid tapahtuu lahi- ja
keski-infrapuna-alueilla. Huomattavaa on, ettd varahdyssiirtyman lisaksi tapahtuu aina mygs
pyorimissiirtymé. Eniten energiaa tarvitaan sahkosiirtymiin, joissa valenssielektronien
energiatasot kasvavat fotonin energian verran. Sahkosiirtymié tapahtuu ainoastaan UV- ja
nakyvan valon alueella. Spektrometrien maarittdmé absorptiospektri muodostuu ndiden
siirtymien summasta. Syntyvé absorptiospektri on sitd tarkempi mitd vahemman erilaisia
siirtymid tapahtuu. Mikroaalto- ja kaukoinfrapuna-alueella tapahtuu vain pyorimissiirtymia,
joten absorptiospektri on tasmallinen viivaspektri. L&hi- ja keski-infrapuna-alueella spektri
muodostuu pyorimis- ja varédhdyssiirtymistd, joten spektri koostuu useammista piikeist tai
“verhokdyristd”. N&kyvdn valon alueella tapahtuu sekd pyorimis-, vérahdys- ettd
séhkosiirtymid. Naita siirtymavaihtoehtoja on lukuisia, mista johtuen nakyvan valoalueen

absorptiospektri on loivasti aaltoileva horisontaalinen kuvaaja.

A

E 1

1

A

bV
E
n
: L Elektronaaliset
r energiatasot
g|
i
*

A
A
x
Vl Vibrationaaliset
i Rotaationaaliset energiatasot

E f energiatasot

0

V. T

: =l

Kuva 3 Sahkomagneettisen sateilyn absorboitumisessa tapahtuvat siirtymat kuvattuna energiadiagrammin avulla.® A:
Rotaationaalisia siirtymid.. B: Rotaationaalisia ja vibrationaalisia siirtymid. C: Rotaationaalisia, vibrationaalisia ja
elektronaalisia siirtymia.

Molekyylien elektronien virittdmiseen tarvittava energian on atomin elektronien viritystiloja
suurempi, joten tallaiset spektrit kuvataan usein UV- tai niakyvan valon alueella.’® Kaikki
molekyylit eivat absorboi nakyvéé valoa, vaan absorptio riippuu funktionaalisten ryhmien
ja sidosten lasndolosta.® Absorptioaallonpituus ja sen intensiteetti riippuvat tasta
absorboivasta sidoksesta tai ryhméstd eli kromoforista. Aallonpituus maaraytyy
virittymiseen tarvittavan energian mukaan, mutta intensiteetti on riippuvainen siirtymien
todennakdisyydestd ja viritystilan polaarisuudesta. Molekyyleillda - eli kaksois- ja
kolmoissidokset, sekd n eli valenssielektronikuoren parilliset sitoutumattomat elektronit
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aiheuttavat suuren osan virittdytymisistad. Valenssikuoren elektronit, jotka eivat osallistu
sidoksiin, seké kovalenttisiin yksdissidoksiin osallistuvat o elektronit eivat absorboi UV- ja
nakyvan valon aallonpituusalueilla, koska niiden sisdltdimé energia ei riitd elektronien
virittdmiseen. Normaalisti virittyva elektroni siirtyy molekyylin miehittdmattémalle
hajottavalle orbitaalille, joita ovat i * ja ¢ * -orbitaalit. Tavallisimmat siirtymat ovat m jan
—orbitaaleilta = *-orbitaalille. Siirtymia kuvataan nuolillam — m * jan — m . Alle 200 nm

aallonpituuksilla sitoutumaton n —orbitaali voidaan virittdd myos o * -orbitaalille.

Muutoksia  kromoforien  tyypilliseen  kykyyn absorboida valoa aiheuttavat
analyysiolosuhteet, liuotin, auksokromit ja kromoforit. Auksokromit eivat itse absorboi
valoa, mutta vuorovaikutuksessa kromoforin kanssa ne voivat muuttaa absorptiota tai
absorboitavaa aallonpituutta ylos- tai alaspdin. Punasiirtymd siirtdd absorption
aallonpituusmaksimia  korkeammalle ja sinisiirtyma vastaavasti matalammalle
aallonpituudelle. Hyperkrominen ilmi¢é kasvattaa molaarista absorptiota ja hypokrominen
ilmid véhentdd sitd. Auksokromeja ovat esimerkiksi halogeenit, hydroksyyli- ja
aminoryhmét. Tyypillisimpia kromoforeja ja auksokromeja on taulukoitu liitteessa 5. Pienet
muutokset molekyylin valoon reagoimattomassa osassa eivat vaikuta merkittavasti sen
spektriin. Molekyylissé toisistaan erillaan olevat kromoforit absorboivat valoa itsendisesti ja
sen vaikutus intensiteettiin on additiivinen. Konjugoidut kromoforit aiheuttavat
punasiirtymaé ja intensiteetin kasvua. Mikali tutkittava molekyyli ei aktivoidu valosta, siité

voidaan synteettisesti valmistaa johdannainen tai kompleksi, joka absorboi valoa.

3.1.3. Lambert-Beerin laki
Lambert-Beerin laki on spektrofotometrin toiminnan tirkein yhtdl6.}® Sen mukaan
ideaaliliuoksella on lineaarinen suhde liuenneen aineen konsentraation ja absorbanssin
vélilla, mikali valon kulkema matka aineessa on vakio. Jokaisella aineella on oma
molaarinen absorptiokertoimensa, joka on molekyylille tunnusomainen tietyssé
liuottimessa. Yhtalostd (1) kaytetddn myods nimea Beerin laki tai Beer-Lambert-Bouguerin
laki. Yhtalo kuvaa néytteen absorbanssia (A), joka kertoo logaritmisen suhteen valon
siteilytehon (Py ) ja lahetetyn eli alkuperdisen valon sayteilytehon (P,) valilli

aallonpituudella A.

po
A =logq, (—’1) = &cl, (1)
Py
missa € on molaarinen absorptiokerroin, ¢ on konsentraatio ja [ on valon

liuoksessa kulkema matka.
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Lambert-Beerin laki pétee ainoastaan monokromaattiselle séateilylle ja pienille
konsentraatioille.!  Sateilytenon (P) tilalla on kaytetty myos suuretta intensiteetti (1).8
Intensiteetti kuvaa sateilyn absorboitumista naytteeseen. Téll6in absorbanssille saadaan arvo
jakamalla ndytteeseen tuleva alkuperdinen valon intensiteetti (lo) aallonpituudella A ndytteen

lapi kulkeneen valon intensiteetilla (1).

A =log (170) (6)
IUPAC:in médritelman mukaan séteilyn intensiteetilld tarkoitetaan sateilytehoa kaikilla
aallonpituuksilla muuttumattomalla kulmalla Q.1 Sen yksikko on W sr. Sateilyteho kuvaa
emittoidun, lapi kulkeneen tai absorboidun sateilyn aikaansaaman séhkovirran tehoa.
Sateilytehon SI-yksikko on joule per sekunti (Js™Vtai vatti (W). Lambert-Beerin laki voidaan
esittaa myos yksinkertaisemmassa muodossa, missa €=

a eli molaarinen absorptiokerroin ja I = b eli naytteen lapi valon kulkema matka.®

A = abc @)
My®0s transmittanssi méaaritelld&n naytteen l&pi kulkeneen valon séteilytehon ja néytteeseen

l&hetetyn valon sateilytehon suhteena.

T=2 ®)

0
P

Kun sijoitetaan transmittanssi Lambert-Beerin lakiin (1), huomataan etta transmittanssi ja

absorbanssi ovat toisiinsa nahden logaritmisessa suhteessa.

A= —logT = log% 9)
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3.2.Spektrofotometrin rakenne

Spektrometrien perusosia voidaan hahmottaa viiden eri osan avulla. Ne ovat valon lahde,
monokromaattori, nayte, detektori eli ilmaisin ja tulosten keruu- ja tulostusyksikko eli

tietokone tai digitaalinaytto.

Detektori eli Tietokone tai
Valon ldhde Monokromaattori Nayte . e
ilmaisin digitaalinaytto

Kuva 4 Spektrofotometrin tyypillinen rakenne.®

3.2.1. Séteilyn lahteet
Spektrofotometrin sateilyldhteen tarkein tehtdvd on tuottaa sateilyd (energiaa) halutulla
aallonpituusalueella® ja tasaisella intensiteetilld® koko analyysin ajan. Nakyvan valon
alueella kéytetyin sateilyn lahde on wolframihehkulamppu. Ne tuottavat sahkémagneettista
sateilya aallonpituudelta 320 nmaina 2,5 um asti. Nykyéan kaytetdan kuitenkin enemmaén
hieman Kkalliimpia, mutta kayttoidltdédn huomattavasti pitkéikdisempia volframi-

halogeenilamppuja.

UV-alueilla kaytetyimpia lamppuja ovat vety- ja deuteriumpurkauslamput.® Niiden kaytto
vaatii matalan paineen, sekd jannitteen ja niiden aallonpituusalue on 185-375 nm.
Deuteriumlampulla on kolminkertainen valaisuteho kuin vetylampulla. Lamppujen seindmat

on yleensa tehty kvartsista, koska lasi ei ole UV-séteilylle lapinakyvaa.
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3.2.2. Monokromaattorit
Monokromaattorin  tehtdvdnd on eristdd polykromaattisesta  sateilystd haluttu
monokromaattinen aallonpituusalue eli kimppu siteilyd samalla aallonpituudella.®
Monokromaattoreita on paljon erilaisia, mutta tyypillisimmaét niista ovat prismalla tai hilalla
toimivia. Peilien ja linssien tehtdvd monokromaattorissa on fokusoida séteily prismaan tai
hilaan, jotka dispersoivat eli erottelevat aallonpituudet toisistaan. Té&lloin halutut
aallonpituudet esiintyvat monokromaattisena sateilyna.® Valon ulostuloaukko toimii ei-
toivottujen  aallonpituuksien  suodattajana, mik&d takaa spektrin  puhtauden.
Monokromaattorit ovat usein koteloitu polyn ja muiden kontaminaatioiden estamiseksi.?
Toisinaan  k&ytetddn myds optisia filttereitd joko monokromaattorin tilalla
heikkolaatuisimmissa spektrometreissa tai hilallisissa monokromaattoreissa® estamaan

korkeamman tason sateilya.

Prismallisia monokromaattoreja kaytetdan UV- ja nakyvan valon alueilla, koska ne toimivat
paremmin lyhyemmilla aallonpituuksilla epélineaarisen dispersion takia.® UV-alueilla on
huomattava kayttaa kvartsista tai sulatetusta piidioksidista valmistettua prismaa, koska lasi
absorboi UV-sateilyd. Hilallisia monokromaattoreita voidaan kayttdd koko spektrin
madaritysalueella. Ne ovatkin osittain syrjayttdneet prismalliset monokromaattorit.®
Erityisesti sitd kaytetdan IR-alueella, koska se tuottaa tasaisen dispersion myos pitemmill
aallonpituuksilla. Hiloissa tapahtuva dispersio on riippumaton séteilyn aallonpituudesta,
mutta sen intensiteetti vaihtelee aallonpituuden mukaan. Hiloissa on UV-Vis -alueella
tyypillisesti 15 000-30 000 uurretta per tuuma (2,54 cm) ja ne on péaéllystetty Kiiltavilla
materiaaleilla kuten alumiinilla. Niiden hankala valmistus n&kyy myds hinnassa.
Kopioimalla alkuperdinen hila voidaan valmistaa edullisempia hiloja. Paasaantoisesti

hiloille patee séant6: Mita isompi hila, sitd parempi aallonpituuksien erottelukyky.

3.2.3. Naytetila ja kyvetit
Tyypillisesti UV/Vis-spektrofotometreilla mittaukset tehdéan liuosnaytteista.® Nayteastia on
noin 1 cm leved kyvetti. Se on valmistettu silikamateriaalista, joka ei absorboi tai reflektoi
UV-alueen séteilyd. UV-alueelle kdytetddn yleensd kvartsista tai sulatetusta piidioksidista
valmistettuja kyvettejd ja nakyvén valon alueelle silikaattilasisia tai edullisempia muovisia
kyvetteja.® Kyvettien tulee olla puhtaita, silla esimerkiksi sormenjélkien rasva aiheuttaa
vaéristymid absorptiospektriin. Liséksi kyvettien tulee olla asetettuina kohtisuoraan
saapuvaa sateilyd kohden. Vertailundytteiden tulee olla samansuuntaisesti asetettuna kuin

néytteen. My0s kyvettien tulee olla samanlaisia ominaisuuksiltaan.
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3.2.4. Detektorit eli ilmaisimet
Detektorin  tehtdvd spektrofotometrissa on muuttaa sidhkOmagneettinen  séteily
elektronivirraksi, joka mitataan sahkovirtana tai jannitteena.® Tyypillisimpia UV-Vis -alueen
detektoreita ovat elektroniputket, valomonistinputket, fotodiodit ja fotodiodirivit. Myos

erilaiset detektorit ovat riippuvaisia sateilyn aallonpituudesta.

Elektroniputki on fotoemissiivisen katodin ja anodin yhdistelma.® Sen toiminta perustuu
valosahkdiseen ilmioon. Saapuvan fotonin osuessa katodiin se emittoi elektronin, joka
kulkeutuu jannitteen alaisena anodille. Tdma aiheuttaa sahkdvirran, joka voidaan suurentaa
ja mitata. (kuva 5) Koska fotoemissiivinen pinnoite reagoi eri tavalla riippuen

aallonpituudesta, spektrin eri alueille on omat elektrodinsa eli dynodinsa.

Valomonistinputken ~ toiminta  perustuu my6s  valosahkoiseen  ilmioon.®  Siina
fotoemissiivisen katodin ja anodin valille on asennettu elektrodisarja, jonka tehtdvana on
kasvattaa sahkovirtaa. Elektrodeja kutsutaan dynodeiksi eli elektronin monistajiksi. Fotonin
osuessa fotoemissiiviseen pintaan, katodilta emittoituu primadrinen elektroni, joka
kiihdytetddn kohti dynodia, josta irtoaa sekund&éarisia elektroneja. Yleensd tdma jatkuu
kymmenen kertaa ja lopulta elektronit saapuvat anodille (kuva 5). Valomonistinputki on
elektroniputkea herkempi detektori ja se mahdollistaa pienenpien intensiteettien
mittaamisen, joten spektrofotometrissa pystytdadn kayttdmaan pienempid aukkoja, mika
puolestaan kasvattaa laitteen resoluutiota. UV-Vis -alueelle suosittu valomonistinputki on
nimeltddn 1P28. UV-alueelle on kehitetty myds oma ilmaisin, joka ei reagoi nakyvaan

valoon.

Kvartsi-
tai lasikuori

Anodi Dynodit 1-8

Katodi

Fotonit lkkuna

Vakuumi
Elektronit

Fotonit

Kuva 5 Elektroniputken rakenne sivusta kuvattuna ja valomonistinputken rakenne ylhaalta pain katsottuna..®
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Diodirivi detektorit (diode array detectors, DAD) koostuvat sadoista piifotodiodien sarjoista,
jotka on asennettu vierekkain piikristallille tai -sirulle® (kuva 6). Jokaiseen fotodiodiin on
kytketty oma muistikondensaattori, joka varastoi ja yhdistaa elektronien tuottaman virran.
Muisti luetaan jaksollisella varauksen purkamisella, joka kestdd noin 5-100 ms. Diodirivien
etuna on koko spektrin kuvaaminen kerralla ja laajempi séteilyn vastaanottoalue kuin
valomonistinputkissa. Fotodiodirivi reagoi séateilyyn joka on 190 - 1100 nm eli UV-alueelta
lahi-infrapunaan asti. Lisdksi niiden kvanttinydtysuhde eli ilmaisimen havaitsemien ja
todellisten fotonien suhdeluku on parempi. Digikameroissa kéaytettdvat CCD-kennot

(charge-coupled device) ovat myos eréénlaisia fotodiodirivi ilmaisimia.

Fotodiodi Diodirividetektori
SiO\z.—ikkuna
Anodi (+) Katodi (-) B
® ® o 0O ©) p-tyyppinen Si
—1® "o -
® 0.0
OO ® |0 0 O
Valo
/d
pn-liitosrajapinta
(® Aukko O Elektroni
Eristdva alue

n-tyyppinen Si
Kuva 6 Fotodiodin toiminta perustuu valokvanttien aikaansaamaan varauksen kuljettamiseen pn-liitosrajapinnan lapi,

mika synnyttaa valokvantille verrannollisen sahkovirran.® Diodirivi detektori koostuu useista vierekkain asennetuista
fotodiodeista.

3.2.5. Lukeman ilmoittaminen
Spektrofotometrin  antama ulostulosignaali nakyy lukuarvona joko laitteeseen
sisadnrakennetussa nayttopaneelissa tai siihen liitettavalla tietokoneen nayttoruudulla.’
Useimmissa spektrofotometreissa kaytetddn digitaalisia Led-néyttdja. Detektorin tiedot
vélittyvat naytolle analogisesta signaalilukijasta, tallentimilta tai digitaalisista
jannitemittareista. Mikroprosessorien keksiminen nosti tarvetta kehittdd automaattisia
tiedonkasittelyoperaatioita. Absorbanssin  ja transmittanssin  ilmoittamisen  lisaksi
spektrofotometreilld voidaan suorittaa muuttuvan aallonpituusoperaatioita Kineettisilla
testeilla, absorbanssien suhteiden laskemisella, absorption mittaamisella useammalla
yksittéisella  aallonpituudella  tai halutulla  aallonpituusalueella. Erilaisten
tiedonkasittelyoperaatioiden  avul