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1. TURBIDIMETRIi
1.1.Genel Bilgi

Isin, bulanik haldeki bir ¢ozeltiye gonderilirse seffaf ¢ozeltilerin durumundakine benzer sekilde
dort tiir olay gerceklesir. Yani gelen 1sinin bir kismi yansir, bir kismi sagilir, bir kismi1 absorbe olur
ve bir kismi da gegirilir. Ancak bulanik ¢ozeltilerde bulanikligin miktarina bagli olarak sagilan
isinin miktar1 da fazla olur. Dolayisiyla sagilan 1smin miktar ¢ozeltideki partikiillerin
konsantrasyonuna baglidir. Bu durumda ¢6zeltiden gecen 1s1nin miktari da ¢ozeltideki partikiillerin
konsantrasyonuna bagli olarak azalir. Isinin sa¢ilmasindan dolay1 azalan gegirgenligin 6lciilmesi

tiirbidimetrinin esasini olusturur.

Isiin ¢ozeltideki bir partikiille etkileserek sagilmasi fiziksel bir olaydir. Bu olay sirasinda
partikiiliin elektronlar1 bir yonde kuvvete maruz kalirken ¢ekirdek de zit yonde bir kuvvete maruz
kalir. Partikiil etrafindaki elektronlar, gelen 1sinin elektrik alani ile senkronize olacak sekilde
osilasyon gosterirler. Boylece partikiil {izerinde bir dipol olusur. Bu dipolun siddeti gelen 1s1nin
elektrik alaninin kuvveti ile orantilidir. Bu olusan dipol devamli osilasyon halindedir ve gelen 151n
ile ayn1 “dalga boyunda” ve “her yonde” 1s1ma yapar. Osilasyon halindeki bu dipolden yayimlanan
radyasyona “sacilan 151n” denir. Sagilmaya reaktif katilim hizi, numune konsantrasyonu, karigtirma

hiz1, bekletme siiresi, sicaklik, pH ve iyon siddeti gibi etkenler etki eder.
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151N kaynagi sacilan iginlar

Sekil 1.1. Isinin ¢ozeltideki bir partikiille etkilesmesi sonucu sacilmasi ve gegmesi

Partikiil igeren bir ¢ozelti, tiirbiditesine yani bulanikligina bagl olarak {izerine gonderilen
1s1n1n siddetini azaltir. Sekil 1.1°de 151n kaynagindan gelen 1s1inin partikiille etkilesmesi sonucu bir

kismmnin her yone sagilmast ve bir kisminin da geldigi dogrultuda ge¢mesi temsili olarak



gosterilmistir. Burada Io ¢6zeltiye gonderilen 1s1nmin siddetini, I ise geldigi dogrultuda ¢ozeltiden

gegen 1s1n1n siddetini gostermektedir. Tiirbidite yani bulaniklik Esitlik 1.1°deki gibi ifade edilebilir.
S=log lo/ | = kbc (1.1)

Esitlik 1°de S tiirbiditeyi, b 151n yolunu, ¢ parcacilarin konsantrasyonu gosterirken k bir sabiti temsil
etmektedir. Isin1 absorplayan tiirlerin de ortamda bulunmasi halinde tiirlerin absorpsiyon
yapmadig1 dalga boyunda bulaniklik 6lgiiliir. Baz1 cihazlarda 90°’lik ag¢ida konumlandirilmis bir
dedektorle numuneden sagilan 1smin siddeti de 6lgiilebilir (nefelometrik 6lglim). Isin olarak IR
isinlari kullanilirsa bu 1sinlar ortamdaki bulaniklik yapan tanecikler tarafindan absorplanmadigi

icin bozucu etkisi olmaz.

Tiirbidimetri ile organik tiirler tayin edilebildigi gibi inorganik tiirler de tayin edilebilir.
Sudaki ¢oziniirliigli az olan siilfat, klorlir ve okzalat iyonlar1 tiirbidimetrik yontemle tayin
edilebilir. Kisaca tlirbidimetrinin uygulama alanlar1 arasinda kanda kolesterol, tiitiinde nikotin,

lastikte ¢inko, ilaglarda etken maddelerin tayinleri sayilabilir.
1.2. Deneysel kisim

Kullanilacak cihaz: Tasinabilir mikroislemcili tiirbidimetre
Isin kaynagi: 890 nm 1s1n yayan diyot (IR-LED)

Dalga boyu segicisi: Yok

Dedektor: Silisyum fotosel

Calisma prensibi: Numune ¢6zeltisi tizerine 890 nm’lik 151n génderilir. Numune hiicresine 90°’1ik
acida konumlandirilmis bir dedektérle numuneden sagilan 1simin siddeti Olgiiliir. Cihazdaki
mikroisleci, bu siddeti bulaniklik birimi olarak bilinen FTU (Formazine Turbidity Unit) birimine
doniistiirdiikten sonra ekranda okunur. FTU birimi NTU (Nefelometric Turbidity Unit) olarak da
bilinir. mg/L SiO2 olarak ifade edilen baska bir bulaniklik birimi de Silika Birimi’dir. Bu birimler
arasindaki iliski Esitlik 1.2°de verilmistir.

1FTU=1INTU ve 1FTU=7,5Si0O2(mg/L) (1.2)
Kullanilan cihaz 0-1000 FTU arasinda 6l¢iim yapma 6zelligine sahiptir.

Sekil 1.2 bu deneyde kullanilan cihazin ¢alisma sistemini sematik olarak gostermektedir.
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Sekil 1.2. Tiirbidimetrik 6l¢iim i¢in cihazin bilesenlerinin sematik gdsterimi
Deney 1.1. Musluk suyundaki siilfat miktarinin tiirbidimetrik yontemle tayin edilmesi

Siilfat iyonu dogal sularda fazlaca bulunur. Kaynaklar1 arasinda organik maddelerin aerobik
ortamda ayrigmasi, 6zellikle kiy1 bolgelerinde deniz tuzu, asit yagmurlar1 ve mineraller sayilabilir.
Iegme sularinda 250 mg/L iizerindeki siilfat konsantrasyonlar1 saglik sorunlarina yol acabilir. Ayni
zamanda siilfatlar su sertliginin karbonat olmayan kismini olusturduklarindan su kazanlarinda ve
borularda tortu olusumuna yol agarlar. Siilfat tayini i¢in en yaygin kullanilan yontemler gravimetrik
ve tiirbidimetrik yontemlerdir. Suda bulunan siilfat iyonu, suya Ba*? iyonlarmin eklenmesi ile

asidik kosullarda BaSOg kristalleri olusturur.
S04 (suda) t Ba*? (suda)—> BaSOs (kan)

Cozeltideki kat1 BaSO4 tanecikleri kolloid bir ¢ozelti olusturur. Suda ne kadar ¢ok SO42 iyonu
varsa, Ba® cozeltisi eklenmesinden sonra o kadar fazla bulaniklik olusur. Tirbidimetrik yontem
ile 1-200 mg/L arasi siilfat derisimleri 6lgiilebilir. Ancak 40 mg/L {izerindeki siilfat derisimlerinde,

BaSOg siispansiyonunun stabilitesi azaldigindan, metodun giivenirligi diiser.

Kimyasal madde ve malzemeler: BaClo. 2H202, Na;SOa, gliserin, derisik hidroklorik asit,

izopropil alkol, sodyum kloriir ve saf su.

100 ppm standart siilfat ¢ozeltisi: 0,1479 g susuz NaxSOg saf suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlanir.
Bu ¢dzeltinin 1 L’ si 100 mg (100 ppm) SO4 2 iyonu igerir.

Yardimei (tasiyier) cozelti: Yardimer ¢ozelti gliserin (50mL), konsantre hidroklorik asit (30mL),
300 mL distile su, izopropil alkol (100 mL) ve sodyum kloriir (75gr) den olusan bir ¢ozeltidir.
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Cozeltinin bilesenlerinin yukaridaki sira ile birbirine karistirilmasi gerekmektedir. Bu ¢ozelti

BaSO; kolloidlerinin analiz siiresi boyunca kararli kalmalarini saglar.

Deneyin yapihis

100 ppm’lik standart siilfat ¢ozeltisinden 50 ml’lik balon jojelere 1,5 mL, 2,5 mL, 5 mL, 7,5 mL,

10 mL koyulur. Son iki balon jojeye siilfat ¢ozeltisinden konmaz. Sonra biitiin balon jojelere 0,15

g BaCl,. 2H,0; ve 2 mL tastyici ¢ozelti ilave edilir. Son dort balon joje harig biitiin balon jojelerin

hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlanirken son dort balon jojenden ikisinin hacmi musluk suyu ile

ikisinin hacmi sise suyu ile 50 mL’ye tamamlanir. 2 dak. karistirildiktan sonra her bir balon

jojedeki ¢ozeltiden numune kabina alinarak tiirbidimetri cihazina yerlestirilir ve FTU birimi olarak

bulaniklik okunur. Tablo 1.1°de yapilan 6lglimler igin bir 6rnek gésterilmistir.

Tablo 1.1. Tirbidimetrik siilfat tayinindeki 6l¢iimler ve okunan sinyaller

Cozeltiler 100 ppm standart ~ Toplam Standartlarin son Bulaniklik
stilfat cozelti konsantrasyonu (FTU)
cozeltisinden hacim (ppm)
alman hacim (mL) (mL)

S1 1,5 50 3,0 10,0
S2 2,5 50 5,0 15,2
S3 50 50 10,0 39,4
S4 7,5 50 15,0 45,8
S5 10,0 50 20,0 60,1
S6 12,5 50 25,0 75,8
N1 musluk suyu - 50 - 18,5
N2 musluk suyu - 50 - 17,2
N1 sise suyu - 50 - 10,6
N2 sise suyu - 50 - 11,3

Bu sekilde hazirlanan ilk bes ¢ozelti i¢in okunan sinyal degeri y eksenine ve siilfat derisimleri

x eksenine yazilarak dig kalibrasyon grafigi cizilir (Sekil 1.3). Grafigin dogru denklemi,

bilgisayarda bir grafik programi kullanilarak veya milimetrik kagitta grafik ¢izilerek belirlenir. Son

dort balon jojedeki c¢ozeltilerden ikisi musluk suyunda diger ikisi sise suyundaki siilfat
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konsantrasyonunu belirlemek igin hazirlanmis iki paralel ¢ozeltidirler. Bu ¢6zeltiler i¢in okunan
sinyallerin kalibrasyon denkleminde yerine konarak bulunan konsantrasyonlarin ortalamasi

alinarak sonu¢ mg/mL olarak rapor edilir.
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Sekil 1.3. Tirbidimetrik siilfat tayini i¢in kalibrasyon grafigi ve numune konsantrasyonunun

grafikten bulunmasi
Numunelerdeki siilfat miktarinin hesaplanmasi

Su numunelerindeki siilfat iyonlarinin konsantrasyonu Sekil 1.3’de gosterildigi gibi numune

sinyalinden grafige dikme inilerek oradan da y eksenine dikme inilerek bulunabilir.

Alternatif olarak kalibrasyon denklemi y=2,2565x+2,0157  kullanilarak da siilfat

konsantrasyonu bulunabilir. Ornegin;
N1 (musluk suyu ) i¢in bulunan siilfat konsantrasyonu; Cx=(18,5-2,0157)/2,9565=5,57 mg/L
N2 (musluk suyu ) i¢in bulunan siilfat konsantrasyonu; Cx=(17,2-2,0157)/2,9565=5,14 mg/L

Sonug¢: Igme suyu numunesinde bulunan siilfat konsantrasyonu: (5,57+5,14)/2=5,36 mg/L



2. KUTLE SPEKTROMETRISI
2.1. Genel Bilgi

Kiitle spektrometrisi en eski enstriimental yontemlerden biri olmakla birlikte giiniimiizde uygulama
alam ¢ok giincel olan bir spektroskopik yontemdir. Ozellikle kromatografik sistemlerle
birlestirilmis olarak kullanilir. Bdylece bu sistemlerde ayrilan bilesenlerin teshis edilmesinde

dedektor olarak kullanilir.

Kiitle spektroskopisi ile hem atomik tiirlerin hem de molekiiler tiirlerin kiitlelerinin
belirlenmesi miimkiindiir. Analizi yapilan tiirler atomlarsa “Atomik Kiitle Spektroskopisi”,
molekiillerse “Molekiiler Kiitle Spektroskopisi” olarak adlandirilir. Sonug olarak bu tip ikili
sistemler dedektdr kisminda dnce kullanilan sistemin ismine gore Indiiktif Eslesmis Plazma- Kiitle
Spektrometrisi (ICP-MS) veya Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS) gibi isimler alir.

Bu laboratuarda kullanilacak cihaz bir molekiiler kiitle spektroskopisi cihazi olup LC-MS cihazidir.

Molekiiler kiitle spekrometrisinde cihazin i¢indeki tiim hava pompalar yardimiyla disari
atilir. Sonrasinda buhar haline getirilen numune cihazdaki iyonlasma odasina gonderilir. Iyonlasma
odasinda gaz halindeki molekiilden farkli teknikler uygulanarak ¢ok sayida iyon olusturulur.
Olusan bu iyonlar analizor denen kisimda kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayrilir. Burada m, ytiklii
tanecigin kiitlesini z, tanecigin yiikiinii temsil eder. Bundan yararlanilarak numune teshis ve tayin
edilir. Manyetik alanda m/z oranina goére ayrilan tanecikler dedektor vasitasiyla teshis edilir.

Spektrumda molekiiler iyon pikleri ve temel pikler 6nemli piklerdir. Bu pikler teshiste kullanilirlar.

Uygulanan iyonlastirma tekniklerine gore farkli kiitle spektroskopisi metotlar1 vardir.
Ornegin, gaz halindeki atom veya molekiiller hizlandirilmis elektronlarla ¢arpistirilarak atom veya
molekiilden elektron uzaklagsmasi sonucunda pozitif yiiklii iyonlar olusur. Bu yodntemle iyon
olugturulmasi elektron “impakt yontemi” (EI) olarak adlandirilir. Ancak bu teknik “sert” bir
tekniktir. Olusan molekiiler iyon piki ¢ok yiiksek enerjili oldugundan pargalanir ve spektrumda ¢ok
disiik siddetli goriiliir. Bazen da hi¢ goriilmez. Bu molekiiliin karakterize edilmesi agisindan

dezavantajli bir durumdur. Bu nedenle daha “yumusak™ iyonlastirma teknikleri gelistirilmistir.

Yumusak tekniklerden biri “elektro sprey” teknigi (ES) ile iyonlastirmadir. Bu yontem
bir¢ok organik bilesik ve ila¢ molekiilleri icin molekiiler iyon pikini belirlemede olduk¢a uygun

bir yontemdir. ES teknigi ile iyonlastirma, atmosfer basincinda ve oda sicakliinda



ger¢eklesmektedir. Bu yontemin avantaji biiyiik ve 1s1 ile kolayca parcalanan maddelerin mol
kiitlelerinin  belirlenebilmesidir. ES iyonlagtirma yontemi 6zellikle LC/MS cihazinda

kullanilmaktadir.

Molekiiler iyon piki M* ile gosterilir. Kiitlesi molekiiliin kiitlesine esittir. Omrii fazla ise
siddeti fazla olur. Herhangi bir pik gériilmesi i¢in 107 saniye zamana ihtiyac¢ vardir. Molekiiler
iyon pikinin spektrumda gézlenmesi molekiiliin yapisinin dogrulanmasi agisindan yararhidir. Bazi
maddelerin M* iyonlar1 ¢ok az omiirlii oldugundan siddetleri diisiiktiir. Siddeti en yiiksek olan pike

“temel pik” denir.
Kiitle spektrumlarinda sinyal ekseninde gosterilen iyon piklerinin siddeti iki sekilde verilir.
1.Pikin siddeti / en siddetli pik seklinde yani “iyonun bagil bollugu” olarak.

2.Pikin siddeti / biitiin piklerin toplam siddeti yani “toplam iyonlasma yiizdesi” olarak. Bu gosterim
madde hakkinda daha ¢ok bilgi verir.

MS cihazinin hassaslhigit M* pik siddetlerinin toplam pik siddetine oranidir. Baz1 cihazlar 1/1000

hassasiyete sahiptir.

Element izotoplarinin bulunmas1 sebebiyle spektrumlarinda M+1 ve M+2 piklerine de
rastlanir. Bazi M+1 pikleri ¢arpisma sonucu hidrojen atomunun bir molekiilden digerine
aktarilmasi sonucu olusur. Ancak bu durum madde konsantrasyonun artmasi ile arttigindan izotop

kaynakli M+1 piklerinden ayirt edilebilir.

2.2. Deneysel kisim

Kullanilacak cihaz: LC-MS

Isin kaynagi: Kullanilmaz. Bu nedenle diger spektroskopik cihazlardan farklidir.
Dalga boyu segicisi: Isin kullanilmadigindan gerek yoktur

Dedektor: Dedektor yerine analizor kullanilir

Cihazin calisma prensibi: HPLC kolonundan ¢ikan hareketli faz icindeki analit molekiillerinden
olusan numune ¢ozeltisi cihaza enjekte edilir. Numune buharlastirict kisminda gaz haline gelir.
Gaz halindeki molekiiller elektron sprey (ES) teknigi ile iyonlastirilir. Numunenin ennjeksiyonu

ince bir sprey seklindedir. Enjeksiyonun yapildigi kisimda bir elektrik akimi vardir. Bu akimla
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analit molekiilleri pozitif yliklenmistir. Pozitif yiiklii bu damlaciklarin ¢oziiciisii 1sitilmis bir inert
gaz sayesinde uzaklasir. Damlaciklar kararli halde olmadigindan bir siire sonra parcalanarak pozitif
yiiklii analit iyonlarini olusturur (Sekil 2.1). Bu iyonlarin “analizor” kisminda analiz edilerek sinyal

seklinde kaydedilmesi ile spektrum elde edilir.

Cozicindn J,
buharlasmasi

Analizor

damlaciklan T

Yuksek -
voltaj

Sekil 2.1. ES yontemi ile iyonlastirmanin sematik olarak gosterilisi
Deney 2.1. Organik bir molekiiliin kiitle spektrumunun alinmasi

Organik yap1 karakterizasyonunda molekiiliin sirastyla IR ve 'H ve3C-NMR spektrumlarinin
alinmasmin ardindan kiitle spektrumu kaydedilir. Kiitle spektrumunun alinmasindan Once
maddenin safligindan emin olmak i¢in bu sira takip edilir. Madde saf degilse dogas1 geregi ¢ok
hassas olan kiitle spektroskopisi yontemi ile alinan kiitle spektrumunda gozlenecek piklerin
safsizliklardan m1 yoksa maddenin par¢alanma iiriinlerine ait pikler mi oldugunu ayirt etmek
zorlagir. Bu nedenle maddenin saf oldugundan emin olmak gerekir. Daha sonra Kkiitle
spektrumundaki sinyaller yorumlanarak karakterizasyon yapilir. Bunun igin spektrumda molekiiler

iyon pikinin (M") gozlenmesi yapinin dogrulanmasinda en 6nemli faktordiir.

Kimyasal madde ve malzemeler: Organik madde, organik ¢oziicii, ¢ozeltiyi slizmek igin

membran, numune enjeksiyonu i¢in enjektor

Numune c¢ozeltisi: Spektrumu alinacak organik maddeden uygun miktarda tartilarak yaklagik 1

ng/L (ppb) ¢ozeltisi hazirlanir.

Deneyin yapihisi
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Bu deneyde kullanilan cihaza numune enjeksiyonu HPLC kolonundan degil, elle yapilacaktir.
Numune c¢ozeltisinin icerisinde ¢ok ince de olsa kati partikiillerin kalmig olmasi sistemde
tikanmaya sebep olabileceginden cihaza enjekte edilmeden Once uygun bir membran yardimiyla
stiziilmesi gerekir. Siizme isleminin ardindan gerekirse ¢oziiciiyle seyreltilerek hazirlanan numune
cozeltisi sisteme enjekte edilir. Sonra uygun voltaj uygulanarak spektrum kaydedilir. Daha sonra
spektrumdaki pikler yorumlanarak yapr hakkinda fikir yiiriitiilerek rapor yazilir. Ornek bir kiitle
spektrumu pentan molekiilii igin Sekil 2.2°de verilmistir. Pentan’in mol kiitlesi 72 g/mol olup,
molekiiler iyon pikinin 72°de gozlendigi spektrumdan goriilmektedir. Iyonlasma ve pargalanma

sonucu olusan diger fragmentlere ait sinyaller ve ilgili pikler de spektrumdan goriilmektedir.

100 Pentan 43| CH,CH,CH,
| H.  H
2 o 42
- c.__C
8[} H:_C" “-\.Cf KCH:
=3 Hz
< a0
2 i il CH,CH,CH,CH,CH,"*
0
4] CH,CH,* CH,CH,CH,CH,*
i
29 57
20| CH; a9 72
S | \
D L] T ] | I SRR : I ] ] | ] 1 i |
10 20 30 40 50 60 70
m'z

Sekil 2.2. Pentan’1n kiitle spektrumu
Spektrumun degerlendirilmesi

Numunenin kiitle spektrumunun yorumlanmasi yukarida anlatildig: sekilde yapilir.

3. FLORESANS SPEKTROSKOPISi

3.1. Genel Bilgi

Floresans spektroskopisi molekiiler floresans spektroskopisi ve atomik floresans spektroskopisi

olarak ikiye ayrilir. Enstriimental analiz laboratuarinda uygulanmasi yapilacak olan floresans
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spektroskopisi molekiiler floresans spektroskopisidir. Bazi molekiiller uygun bir 1sinla
uyarildiklarinda belli dalga boylarinda 151n yayarlar. Bu olaya “fotoliimiinesans” denir.
Fotoliiminesansin en ¢ok bilinen sekli “floresans” ve “fosforesans” igimalaridir. Boyle 1gimalari

yapan molekiillerin sayis1 oldukga sinirlidir.

Floresans 1s1mas1 kisa siireli bir 1gtmadir ve uyarici 151n molekiilii uyarmaya devam ettigi
siirece devam eder. Fosforesans 1s1masi ise daha uzun siirelidir ve uyarici 1s1n molekiilii uyarmaya
devam etmedigi halde fosforesans isimasi devam edebilir. Floresans isimasinin incelendigi
spektroskopiye “Floresans Spektroskopisi”, fosforesans 1stmasinin incelendigi spektroskopiye de
“Fosforesans Spektroskopisi” denir. Floresans isimasi singlet halde gergeklesir. Yani uyarilan
elektron spinini degistirmez, esi olan temel haldeki elektronla hala zit spinlidir. Fosforesans ise
triplet halde gerceklesir. Yani uyarilan elektron spinini degistiri, esi olan temel haldeki elektronla

ayni1 spinlidir. Floresans spektroskopisinin uygulama alani fosforesans spektroskopisinden fazladir.

Molekiiler floresansta molekiil, uyarici 1s1nin dalga boyundan daha yiiksek dalga boyunda 1s1n
yayar. Yani daha diisiik enerjide 1s1n yayilmasi s6z konusudur. Molekiil 6nce uyarict 151n1
absorplayarak iist enerji seviyesine ¢ikar. Sonra bir kisin enerjisini 1s51masiz olarak kaybeder, geri
kalan enerjiyi de 1s1n olarak daha uzun dalga boyunda yayar. Aradaki bu farka “stokes kaymasi1”

denir.

Floresans spektrumlarinin en énemli 6zelligi uyaric1 dalga boyundan daha yiiksek dalga
boyunda yani daha diisiik enerjide maksimum emisyonun elde edildigi bir spektrum olmasidir. Bu
farka karsilik olan enerji genellikle molekiiliin floresans 151mas1 yapmadan 6nce bagka molekiillere
carpigsmak suretiyle kaybedilmesi ile agiklanir. Geri kalan enerji de floresans 1g1masi olarak yayilir.
Daha ¢ok yiiksek 7w bagi konjugasyonuna sahip naftalen, antrasen, piren, fenantren ve rodamin gibi
molekiiller floresans 1simasi yaparlar. Ornek olarak fenantrenin absorpsiyon ve floresans

spektrumlar1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Fenantren’in absorpsiyon ve floresans spektrumlari

Floresans spektroskopisi daha c¢ok kantitatif amagli kullanilir. Diger spektroskopik
yontemlerde oldugu gibi standart ¢ozeltilerle yapilan kalibrasyona dayali olarak madde miktari
hesaplanir. Konsantrasyon ile maddenin floresans siddeti arasindaki dogrusal ilskiden faydalanilir.

Beer Kanununa benzer bir esitlik (Esitlik 3.1) bu spektroskopik yontemde de gegerlidir.
F.S=k.c (3.1)

Burada F.§ floresans siddetini, ¢ konsantrasyonu ve k oranti sabitini gosterir. Floresans
spektroskopisinde absorpsiyon spektroskopisindeki gibi gecen 1sinin siddeti degil, yayilan 1sinin
siddeti Olciildiigiinden ve bu siddet de 151n kaynaginin giiciine baglh oldugundan lazerler gibi giiclii

151n kaynaklarinin kullanilmasi cihazin hassasiyetini artirir.
3.2. Deneysel kisim

Kullanilacak cihaz: Spektroflorimetre

Isin kaynagi: Ksenon ark lambasi

Dalga boyu secicisi: Uyarma ve emisyon monokromatorii olmak iizere iki monokromator igerir.
Uyarma monokromatdrii uyarict 1smn1 dalga boylarina ayiran monokromatérdiir. Emisyon

monokromatorii ise yayilan 1sinlart ayiran monokromatdordiir.
Dedektor: Fotocogaltici tiip

Calisma prensibi: Isin kaynagindan gelen UV-vis. 1s1nlar numune iizerine gonderilir. Bunun i¢in

once uyarma monokromatdriinden gecgerler ve burada dalga boylarma ayrilirlar. Cihazin yazilimi
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kullanilarak uyarici 1s1n1n dalga boyu secilir. Bu dalga boyundaki 151n numune ilizerine gonderilir.
Boylece uyarict 1ginla uyarilan molekiil daha uzun dalga boyunda bir 1s1ma yapar. Yayilan bu
1isinlar gelen 151na gore 90°’1lik agida konumlandirilmis bir dedektorde algilanarak spektrum olarak
kaydedilir. Floresans spektrumlari, uyarici 1sinla uyarilan numunenin yaydig: 1sinlarin siddetinin

dalga boyuna kars1 grafige gecirilmesinden elde edilir. Sekil 3.2 bir spektroflorimetre cihazini

sematik olarakk gostermektedir.

slit Isin kaynag

—

Mumune

Dedektor

Sekil 3.2. Bir spektroflorimetrenin sematik olarak gosterilisi
Deney 3.1: Boyama kalemindeki Floresein’in florimetrik tayini

Bu deneyde floresans 6zellik gosteren Sekil 3.3’de agik yapist verilen floresein bilesiginin ticari

boyama kalemlerindeki miktar1 dig kalibrasyon yontemi kullanilarak florimetrik yontemle tayin

edilecektir.

O ONa
0
T
NaO o 0

Sekil 3.3. Tayini yapilacak olan floresein boyasinin yapisi
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Kimyasal madde ve malzemeler: Floresein disodyum tuzu (376 g/mol), NaOH, saf su, lcm 151n

yoluna sahip dort yiizeyi saydam kuvars hiicre

Stok floresein ¢ozeltisi: 37 mg floresein fosfat tamponunda (pH=7) ¢oziilerek 1x10° M stok

¢ozelti hazirlanir. Bundan seyrelterek 1x10° M ara stok ¢ozelti hazirlanr.

Numune ¢ozeltisi: 2.0x10.0 cm 6lgiilerinde bir kagit ticari sar1 boyama kalemi (highlighter) ile
boyandi ve bir beherdeki 100 mL fosfat tamponuna daldirildi. 1 dak. karistirilarak boyanin ¢ozelti
ortamina alinmasi saglanir.

Deneyin yapihis

Floresein ara stok ¢ozeltisinden fosfat tamponuyla seyreltmek suretiyle Tablo 3.1’de verilen
konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltiler hazirlanir. Numune ¢6zeltisi de fosfat tamponuyla 1/20
oraninda seyreltilerek (0,2 mL alip 4 mL’ye tamamlanarak) iki paralel numune (N1, N2) hazirlanir

(Tablo 3.1). Tiim ¢ozeltilerin 408 nm de uyarilarak floresans spektrumlari kaydedilir (Sekil 3.4).

Tablo 3.1. Spektroflorimetrik floresein tayinindeki dl¢iimler ve okunan sinyaller

Cozeltiler 1x10° M stok Toplam Standartlarin son 508 nm deki
floresein cozelti konsantrasyonu (M)  floresans
¢ozeltisinden alinan ~ hacim siddetleri
hacim (mL) (mL)

S1 0,2 4,0 5,0x10® 1448770
S2 0,4 4,0 1,0x10° 1636340
S3 0,8 4,0 2,0x1077 2010730
S4 1,2 4,0 3,0x10”7 2369900
S5 1,6 4,0 4,0x1077 2654100
S6 2,0 4,0 5,010 2991320
N1 - 4,0 - 2048570
N2 - 4,0 - 2075560

Bu sekilde hazirlanan ilk alt1 ¢ozelti i¢in okunan floresans siddetleri y eksenine ve floresein
konsantrasyonlar1 x eksenine yazilarak dis kalibrasyon grafigi ¢izilir (Sekil 3.4). Grafigin dogru

denklemi, bilgisayarda bir grafik programi kullanilarak veya milimetrik kagitta grafik cizilerek
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belirlenir. Son iki balon jojedeki ¢ozeltiler numune ¢ozeltisindeki floresein konsantrasyonunu
belirlemek i¢in hazirlanmis iki paralel ¢ozeltidir. Bu ¢ozeltiler i¢in okunan sinyaller kalibrasyon

denkleminde yerine konarak veya Sekil 3.5’te gosterildigi gibi floresein konsntrasyonu hesaplanir.

3500000 -

numuneler

3000000

2500000

2000000

1500000

Floresans Siddeti

1000000

500000

420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.4. Standart floresein ¢ozeltilerinin ve numunenin floresans spektrumlart ve 6l¢iimlerin

yapildig1 dalga boyu
3,5 -
y=0,3415x+1,3029

3,0 A .
[ R?=0,9979 e ®
] Pty
=~ 25 4 -
= o
% ________________
- I
g 11 e :
@ ]
g 10 i
5 g H Cx
[ :/

0,5 1 1

]
]
0,0 . o . . | |
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
Floresein Konsantrasyonu x 107

Sekil 3.5. Florimetrik floresein tayini i¢in kalibrasyon grafigi ve numune konsantrasyonunun

grafikten bulunmasi

Numunelerdeki floresein miktarmin hesaplanmasi
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Numunedeki floresein konsantrasyonu Sekil 3.5’te gosterildigi gibi numune sinyalinden grafige

dikme inilerek oradan da y eksenine dikme inilerek bulunabilir.

Alternatif olarak kalibrasyon denklemi y=0,3415x+1,3029 kullanilarak da floresein

konsantrasyonu bulunabilir. Ornegin;
NI igin Cx = (2,0485-1,3029)/0,3415=2,18 — Cx=2,18x10" M
N2 i¢in Cx = (2,0756-1,3029)/0,3415=2,26 — Cx=2,26x10" M

Sonug: (2,18x107 + 2,26x107) / 2 = 2,22x107 M
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4. INFRARED SPEKTROSKOPISi
4.1. Genel Bilgi

IR spektroskopisi de “molekiiler spektroskopi” tiirlerinden biridir. Yani 1511 absorplayan tiirler
molekiillerdir.  Molekiillerin absorpladigi 1sinlar ise IR 1sinlaridir. Bu 1sinlarin enerjileri
molekiildeki titresimsel enerji seviyelerine karsilik gelir. Molekiilde ¢cok sayida titresim enerji
seviyesi ve onlara eslik eden rotasyonal enerji seviyeleri bulundugundan IR spektroskopisinde elde
edilen spektrumlar da UV-vis. spektroskopisinde oldugu gibi band seklindedir. Ancak IR
spektrumlarindaki bantlar UV-vis spektrumlarina gore daha ¢ok sayida ve daha ayrintili yapidaki
keskin bantlardan olusur. Bu nedenle UV. Vis. spektrumlar1 kalitatif amagla ¢ok kullanilamazken

IR spektrumlar kalitatif amacli ve yap1 aydinlatilmasinda daha ¢ok kullanilir.

IR spektroskopisi giiniimiizde kantitatif amagla da kullanilmasinin yaninda daha c¢ok
organik molekiillerin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Organik molekiillerin
karakterizasyonlarinin yapilmasinda erime noktasi veya kaynama noktasinin tespit edilmesinden
sonra yapilacak ikinci islem molekiiliin IR spektrumunun alinmasidir. Daha sonra sirastyla ‘H-
NMR, BC-NMR ve kiitle spektrumu almmahdir. Son olarak elementel analiz Slgiimleri
yapilmalidir. Karakterizasyonda ikinci sirada IR spektrumunun alinmasinin en Onemli
nedenlerinden biri cihazin NMR ve kiitle cihazlarima gore daha ucuz olmasi ve spektrumun
alimmasmin daha basit olmasidir. Ciinkii maddenin kati, sivi, ¢Ozelti veya gaz halinde IR

spektrumunu alma sansi vardir.

Kat1 halde IR spektrumlar1 genellikle maddenin KBr ile disk haline getirilmesi ile alinir.
Bunun i¢in dolgu maddesi olarak susuz KBr ile spektrumu alinacak madde belli oranlarda
karistirilarak agat bir havanda iyice ezilip toz haline getirilir. Sonra bu karisimin belli miktar ¢elik
bir disk iizerine yayilir ve baska bir celik disk bu karisimin {izerine konularak iizerine belli bir
basing uygulanir. Bu basing sonucunda iki ¢elik disk arasinda zar gibi seffaf bir disk elde edilir. Bu
seffaf disk celik diskler arasindan dikkatlice alinarak uygun aparata yerlestirilerek 1s1n yolu tizerine
yerlestirilir ve iizerine IR 1511 gonderilerek absorbansi dlgiiliir. Sekil 4.1 bu islemde kullanilan

malzeme ve aparatlar1 gostermektedir.
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Sekil 4.1. KBr ile disk hazirlamada kullanilan aparatlar ve basing uygulama cihazi

IR spektrumlarinda genellikle x ekseninde cm™

cinsinden 151n1n dalga sayisi, y ekseninde
gecen 151n1n siddetiyle ilgili olarak %T (% gegirgenlik) yazilir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Ornek bir IR spektrumu
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Stvilarin IR spektrumu alinirken numuneden bir damla kadar miktar NaCl gibi bir tuzdan
yapilan iki disk arasina ¢ok ince film halinde yayilir ve bu diskler 15in yolu iizerine konularak
spektrum kaydedilir. Destek materyali olarak NaCl disklerinin kullanilmasinin sebebi NaCl’iin IR
isinlarint  gegirmesidir. Boylece NaCl diskinden gegen IR 1sinlari diskler arasinda bulunan

spektrumu alinacak madde ile etkileserek absorbansin 6l¢iilmesi saglanir.

KBr yerine bazan s1vi parafin gibi bir alkan karisimi kullanilabilir. KBr kendisi nem ¢ekici
oldugundan KBr ile alman spektrumlarda OH boélgesinde goriilebilecek pikin KBr’iin su
tutmasindan kaynakli bir OH bandi m1 yoksa maddeye ait fonksiyonel bir OH bandi1 m1 olduguna
karar vermek gerektiginde spektrum bir kez de nujol (sivi parafin) ile alinir. OH bélgesinde pik
yine varsa bunun maddenin kendi yapisindaki bir OH bagina ait oldugu dogrulanir. Ciinkii nujol
nem ¢ekici degildir. OH bodlgesinde bir bant yoksa o zaman KBr’iin nem ¢ekmesine bagl bir band

olduguna karar verilir.

KBr ile spektrum alma tekniginin bir diger dezavantaji baski sirasinda molekiiliin
simetrisinin bozulma olasiligidir. Bu da spektrumun 6zelligini degistirir. Diger bir dezavantaj
bromiiriin molekiiliin yapisina dahil olma olasiligidir. Bazi ligandlar bromiirii baglayabilir. Bu da
spektrumun yapisinin degismesine sebep olur. Bazen de kompleks bilesiklerin yapisindaki bir grup
ile bromiir yer degistirebilir. Bu da hatali spektrum elde edilmesine sebep olur. Bu durumlarda da
nujol kullanilmas1 uygundur. Ancak nujol de alifatik C-H baglar1 bulundurdugundan spektrumun
bu bdlgesinde pik vererek karisikliga sebep olur. Bu durumda maddenin yapisina ve sartlara gore
uygun destek maddesi (nujol veya KBr) kullanilarak spektrum alimmalidir. Cozeltilerin
spektrumlar1 alimirken ¢dzeltiden NaCl diskler arasina bir damla koyup veya yeni cihazlarda
bahsedilen yuvaya konup ¢oziiclisiinii buharlagtirmak suretiyle ayni islemler uygulanabilmektedir.
Gazlarin IR spektrumlarinin alinmasinda ise 6zel numune kaplari ve 151n yolu tizerinde molekiilleri

daha uzun siire tutabilmek icin 6zel diizeneklerle cihaz modifiye edilmistir.

Giliniimiizde bu tekniklerin higbirine ihtiya¢ duymayan bir teknikle IR spektrumlar
alinabilmektedir. Baz1 firmalar bu amagla ATR (attenuated total reflectance) teknigi olan cihazlar
piyasaya siirmiislerdir. Bu cihazlarla kati, sivi, polimer ve akiskan malzemelerin IR spektrumlari
kolaylikla alinmaktadir. Esasen ATR teknigi, yiiksek absorplama 6zelliginden dolay1 diisiik

gecirgenlige sebep olan ve yogun numunelerin IR spektrumlarini almak i¢in idealdir.
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Bu teknik maddenin kalinligindan etkilenmez. Ciinkii IR 1511 ile maddenin etkilesimi
sadece numunenin ylizeyinde belli bir derinlikte gerceklesir yani yiizeysel sekildedir. Numuneden
gecgen 1s1nin siddeti degil, yansiyan 1sinin siddetine bagl olarak gegirgenlik 6l¢iiliir. Bunun i¢in
kullanilan cihazin iist platformunda bir elmas veya germanyum kristal malzeme bulunur. Kristalin
bulundugu kii¢iik yuvaya ¢ok az miktarda numune koyulur ve platformun {izerindeki baski eli ile

uygun bir basing uygulanarak kristalle numune arasinda ideal bir temas olmasi saglanir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. ATR teknigi i¢in kullanilan kristal yilizey ve baski1 kolu

Kristal {izerine belli agida IR 1511 gonderilir. Bu 1s1n kristaldeki yansimadan kaynaklanan
evanesans dalgalarin olusumuna sebep olur ve kristalle temas halindeki maddenin belli bir
derinligine kadar maddeye niifuz eder (Sekil 4.4, sagda). Bu niifuzun derinligi 1sinin gelis agisina,

kristalin yapisina ve 1ginin dalga boyuna baglidir.

numuneye
evanesans dalga nufuz delinligi

kristalle temas

halindeki numune N 1= 1m
- ENE

dedektore IRE
—
\ \ IR 15101 dedektére
ATR kristali

Sekil 4.4. FT-IR ATR teknigi ile olusan evanesans dalga (solda), dalganin numuneye islemesi
(sagda)

IR 151N
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Isinin madde yiizeyinden ilerledigi derinlik genellikle mikron mertebesindedir. Her bir
yansima noktasinda evanesans dalga numuneye isler. Evanesans dalganin enerjisinin bir kismi
numune tarafindan absorplanir ve yansiyan kisim kristalin kars1 ylizeyinden ¢ikarak detektore
yonlendirilir (Sekil 4.4, solda). Dedektor, azaltilmis IR 1sinin1 bir interferogram sinyali olarak

kaydeder, daha sonra bir IR spektrumu olusturmak i¢in kullanir.
4.2. Deneysel kisim

Kullanilacak cihaz: FT-IR ATR spektrofotometresi

Isin kaynagi: Sicak nokta kararlilig1 olan uzun dmiirlii 151n kaynagi
Isin ayiricr: Cok tabakali potasyum bromiir, ya da sezyum iyodiir

Dedektorler: Elektriksel olarak 1sisal kararli hizli gerikazanim détorolanmis triglisin siilfat (FR-

DTGS) ya da lityum tantalat (LiTaO)

Calisma prensibi: Bu deneyde yapis1 bilinmeyen organik bir saf maddenin IR spektrumu alinarak
go6zlenen piklerden molekiiliin yapisi hakkinda yorumlar yapilacaktir. Bunun i¢in ATR sistemi olan
Fourier doniisiimii infrared spektrometre (FT-IR) cihazi kullanilacaktir. Bir FT-IR sadece tek bir
151n yolu icerir. Numune olmadan bir arka plan spektrumu toplanip sonu¢ cihazin bilgisayar
bellegine kaydedilir. Arka plan spektrumu, numunenin spektrumundan c¢ikarilir. Diger IR
tasarimlarina kiyasla, FT-IR cihazlar1 sinyal/giiriiltii oraninin arttirllmasima imkan saglayan

cihazlardir.

Deney 4.1. Bilinmeyen bir organik maddenin IR spektrumunun alinmasi ve yorumlanmasi
Kullanmilacak cihaz: FT-IR spektrofotometresi, FT-IR ATR spektrofotometresi

Kimyasal maddeler ve malzemeler: Yapisi bilinmeyen kati, sivi ve ¢ozelti halindeki organik

bilesikler, uygun organik ¢oziictiler.
Deneyin yapihisi:
Yapist bilinmeyen kati madde bir FT-IR ATR spektrofotometresinin numune yuvasina

yerlestirilerek, baski kolu numune tizerine getirilerek hafif bir baski uygulanir. Baskinin miktar

bilgisayar ekranindaki uyariya gore ayarlanir. Sonra spektrum bilgisayar aracilig ile kaydedilir.
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S1vi maddenin spektrumu da benzer yolla alinir. C6zelti halindeki maddenin IR spektrumu ayni
sekilde alinmadan Once ¢oziiciisii bir kurutma tabancasi ile uzaklagtirilir. Ayn1 numunelerin IR

spektrumlar1 KBr ile tablet olusturularak ve nujol ile pasta yapilarak da alinir.
Spektrumun degerlendirilmesi

Elde edilen spektrumlarin yapilar1 korelasyon tablosu ve frekans tablolar1 kullanilarak molekiiliin
yapisindaki fonksiyonel gruplar belirlenip, yorumlanir. Sonra IR spektrumu alinan maddelerin
deney sorumlusunun verdigi agik yapilardan hangisi olabilecegi konusunda Tablo 4.1 yardimiyla

bir deney raporu hazirlanir.

Tablo 4.1 Bazi fonksiyonel gruplara ait gerilme ve egilme titresimleri tablosu

4000-3000 cm!

3700-3584 orta keskin O-H gerilme alkol serbest

3550-3200 siddetli  yayvan O-H gerilme alkol molekiiler arasi
bagli

3500-3400 orta N-H gerilme primer amin

3400-3300 orta N-H gerilme alifatik primer

3330-3250 amin

3350-3310 orta N-H gerilme sekonder amin

3300-2500 siddetli  yayvan O-H gerilme karboksilik asit ~ genellikle 3000
cm?t iizerine
merkezlenmis

3200-2700 zayif yayvan O-H gerilme alkol molekiil i¢i baglh

3000-2500 cm'*

3333-3267 siddetli  keskin C-H gerilme alkin

3100-3000 orta C-H gerilme alken

3000-2840 orta C-H gerilme alkan

2830-2695 orta C-H gerilme aldehit dublet

2600-2550 zayif S-H gerilme tiyol

2400-2000 cm™?

2349 siddetli O=C=0  gerilme karbondioksit

2275-2250 siddetli  yavan N=C=0  gerilme izosiyanat

2260-2222  zayif CE gerilme nitril

2260-2190 zayif CE gerilme alkin disubstitue

2175-2140  siddetli S-CE gerilme tiyosiyanat

2160-2120  siddetli N=N=N  gerilme azid

2150 C=C=0  gerilme keten

2145-2120  siddetli N=C=N  gerilme karbodiimit

2140-2100 zayif CEC gerilme alkin monosubstitue

2140-1990 siddetli N=C=S gerilme izotiyosiyanat

2000-1900 orta C=C=C  gerilme allen

2000 C=C=N __ gerilme ketenimin

2000-1650 cm™?

2000-1650 zayif C-H egilme aromatik bilesik  overton
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1870-1540 cm?

1818 siddetli C=0 gerilme anhidrit
1750
1815-1785  siddetli C=0 gerilme asit halojentir
1800-1770  siddetli C=0 gerilme konjuge asit
halojeniir
1775 siddetli C=0 gerilme konjuge anhidrit
1720
1770-1780 siddetli C=0 gerilme vinil / fenil ester
1760 siddetli C=0 gerilme karboksilik asit monomer
1750-1735 siddetli C=0 gerilme ester 6-liyeli lakton
1750-1735  siddetli C=0 gerilme d-lakton v: 1770
1745 siddetli C=0 gerilme siklopentanon
1740-1720 siddetli C=0 gerilme aldehit
1730-1715 siddetli C=0 gerilme a,B-doymamis yada formatlar
ester
1725-1705  siddetli C=0 gerilme alifatik keton yada
siklohekzanon,
siklopentenone
1720-1706 siddetli C=0 gerilme karboksilik asit dimer
1710-1680 siddetli C=0 gerilme conjugated acid ~ dimer
1710-1685 siddetli C=0 gerilme konjuge aldehit
1690 siddetli C=0 gerilme primer amit serbest
(birlesmis: 1650)
1690-1640 orta C=N gerilme imin / oksim
1685-1666 siddetli C=0 gerilme konjuge keton
1680 siddetli C=0 gerilme sekonder amit serbest
(birlesmis: 1640)
1680 siddetli C=0 gerilme tersiyer amit serbest
(birlesmis: 1630)
1650 siddetli C=0 gerilme d-laktam v: 1750-1700 B:
1760-1730
1670-1600 cm™?
1678-1668 zayif Cc=C gerilme alken disubstitutue
(trans)
1675-1665 zayif C=C gerilme alken trisubstitue
1675-1665 zayif Cc=C gerilme alken tetrasubstitue
1662-1626 orta c=C gerilme alken disubstitue (cis)
1658-1648 orta Cc=C gerilme alken viniliden
1650-1600 orta c=C gerilme konjuge alken
1650-1580 orta N-H egilme amine
1650-1566 orta Cc=C gerilme siklik alken
1648-1638 siddetli Cc=C gerilme alken monosubstitue
1620-1610 siddetli Cc=C gerilme a,pf-doymamis
keton
1600-1300 cm™
1550 - siddetli N-O gerilme nitro bilesigi
1500
1372-1290
1465 orta C-H egilme alkan metilen grubu
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1375 orta C-H egilme alkan metil grubu
1390-1380 orta C-H egilme aldehit
1385-1380 orta C-H egilme alkan gem dimetil
1370-1365
1400-1000 cm™?
1440-1395 orta O-H egilme karboksilik asit
1420-1330 orta O-H egilme alkol
1415-1380 siddetli S=0 gerilme sulfat
1200-1185
1410-1380 siddetli S=0 gerilme sulfonil klortir
1204-1177
1400-1000 siddetli C-F gerilme Floriir blesigi
1390-1310 orta O-H egilme fenol
1372-1335 siddetli S=0 gerilme sulfonat
1195-1168
1370-1335 siddetli S=0 gerilme sulfonamit
1170-1155
1350-1342  siddetli S=0 gerilme sulfonik asit susuz
1165-1150
1350-1300  siddetli S=0 gerilme sulfon
1160-1120
1342-1266  siddetli C-N gerilme aromatik amin
1310-1250 siddetli C-O gerilme aromatik ester
1275-1200 siddetli C-O gerilme alkil aril eter
1075-1020
1250-1020 orta C-N gerilme amin
1225-1200 siddetli C-O gerilme vinil eter
1075-1020
1210-1163  siddetli C-O gerilme ester
1205-1124  siddetli C-O gerilme tersiyer alkol
1150-1085 siddetli C-O gerilme alifatik eter
1124-1087  siddetli C-O gerilme sekonder alkol
1085-1050 siddetli C-O gerilme primer alkol
1070-1030  siddetli S=0 gerilme sulfoksit
1050-1040 siddetli  yavan CO-O- gerilme anhidrit
CO
1000-650 cm™?
995-985 siddetli c=C egilme alken monosubstitue
915-905
980-960 siddetli Cc=C egilme alken disubstitue
(trans)
895-885 siddetli Cc=C egilme alken viniliden
850-550 siddetli C-Cl stretching  Halojen bilesigi
840-790 orta Cc=C egilme alken trisubstitue
730-665 siddetli c=C egilme alken disubstitue(cis)
690-515 siddetli C-Br gerilme halojen bilesigi
600-500 siddetli C-l gerilme halojen bilesigi
900-700 cm™
880 £ 20 siddetli C-H egilme 1,2,4-trisubstitue

810+ 20



880 + 20
780 + 20
(700 = 20)
810 + 20

780 + 20
(700 = 20)
755 + 20
750 + 20
700 + 20

siddetli

siddetli

siddetli

siddetli
siddetli

C-H

C-H

C-H
C-H

egilme

egilme

egilme

egilme
egilme

1,3-disubstitue

1,4-disubstitue
yada

1,2,3,4-
tetrasubstitue
1,2,3-trisubstitue

1,2-disubstitue
monosubstitue
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5. NUKLEER MANYETIK REZONANS SPEKTROSKOPISI (NMR)
5.1. Genel Bilgi

NMR spektroskopisi organik yapi karakterizasyonunda en ¢ok bilgi edinilen spektroskopik
tekniktir. Kantitatif amacla kullanimdan ¢ok kalitatif amagli ve yapi tayininde kullanilir. Oldukga
pahali bir cihaz kullanimini s6z konusudur. Cihazin manyetik alanin1 saglayan manyetin
sogutulmasi i¢in genellikle s1v1 azot kullanilir. Sistemin verinli ¢aisabilmesi i¢in bu bakimin rutin
olarak yapilmasi gerekir. Bu nedenle zahmetli ve maliyeti yiiksek bir spektroskopik yontemdir.
Ancak sagladig bilgiler diger tekniklerde mevcut olmadigindan 6zellikle organik yap1 tayinleri

i¢in ¢ok onemlidir.

NMR spektrofotometrelerinde 1s1n olarak radyo dalgalari kullanilir. Bu nedenle UV-vis ve
IR spektrofotometrelerine gore daha diistik enerjili 1s1nlara ihtiyag duyar. Bunun sebebi NMR aktif
cekirdeklerin manyetik alandaki presesyon hareketinin olusturdugu frekansin ancak radyo
dalgalarinin enerji seviyelerine karsilik gelmesidir. Her element c¢ekirdegi NMR spektrumu
vermez. NMR spektrumu veren cekirdeklere NMR aktif ¢ekirdekler denir. Bunlardan en ¢ok
faydalanilanlar organik molekiillerin esas elementleri olan karbon’un kiitle numaras1 13 olan
izotopu (*3C) ve hidrojenin kiitle numaras1 1 olan izotopu (*H)’dir. *3C ¢ekirdeginin dogal bollugu
¢ok diisiik oldugundan 3C-NMR spektrumlarim almak, *H-NMR spektrumlarin1 almaktan daha
¢ok zamana ihtiyag duyar. Ciinkii numunedeki *3C atomlarinin sayis1 ¢ok diisiiktiir. Buna karsilik
H ¢ekirdeklerinin dogal bollugu détoryum ve trityuma kiyasla ¢ok yiiksektir. Bu nedenle *H-NMR
spektrumunu almak igin birkag dakika yeterlidir. Oysa *C-NMR spektrumlarini almak igin saatlere

ithtiyag vardir.

NMR spektroskopisi absorpsiyon Olclilmesine dayali bir yontemdir. Numune ¢ozeltisi 6zel bir
ince cam tiip i¢inde manyetik alana birakilir ve iizerine radyo frekansi gonderilir. Bu esnada
numunenin manyetik alandan homojen etkilenmesi i¢in numune tiipii stirekli dondiiriiliir. Manyetik
alanda farkli enerji seviyelerine ayrilan NMR aktif ¢ekirdeklerden diisiik enerjide olanlar radyo
frekansini absorplayarak iist enerji seviyesine gecer. Buna ¢ekirdegin “rezonansa gelmesi” denir.
Bu haldeki ¢ekirdek uygun relaksasyon siiregleri ile alt enerji seviyesine gegerken absorplanan

enerji de geri verilir. Absorplanan 151n enerjisi dedektorde algilanarak NMR piki olarak kaydedilir.
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Cekirdegin rezonans enerjisi Larmor bagintisi ile verilir (Esitlik 5.1) ve belli bir ¢ekirdek i¢in

sabittir.
v=(y. Bo)2n (5.1)

Esitlik 5.1°de v ¢ekirdegin manyetik alandaki rezonans frekansini, y ¢ekirdege ait jiromanyetik
sabiti, ve Bo cihazin manyetik alan siddetini ifade eder. Bu durumda bir ¢ekirdek igin tek bir
rezonans frekansi olmasi beklenir. Ancak molekiildeki NMR aktif cekirdeklerin kimyasal
cevrelerinin farkli olmasi onlarin farkli frekanslarda rezonansa gelmesine sebep olur. Bu da

spektrumda farkli yerlerde piklerin gzlenmesini saglar.

NMR spektrumlar1 aslinda iki sekilde alinabilir. Ya sabit manyetik alan siddetinde frekans
degistirilerek, ya da sabit frekansta alan siddeti degistirilerek c¢ekirdeklerin rezonansa gelmesi
saglanir. BOylece rezonans sartt saglandiginda her bir ¢ekirdek farkli frekanslarda veya alan
siddetlerinde rezonansa gelir ve pik olark kaydedilir. Boylece molekiildeki o6zellikle H ve C
atomlarinin kimyasal ¢evreleri hakkinda bilgi elde edilir. Her bir cihazin sahip oldugu manyetik
alan siddeti ayni olmayabilir. Manyetik alan siddeti yiiksek olan cihazlarla daha ayrintili
spektrumlar elde edilir. Bu nedenle yiiksek manyetik alan siddetine sahip cihazlarla spektrularin

alinmasi tercih edilir. Ancak bdyle cihazlarin fiyatlar1 oldukga yiiksektir.

Cihazlarin manyetik alan siddetlerindeki farka bagli olarak c¢ekirdeklerin rezonans
freakanslarini standardize etmek i¢in kimyasal kayma (6 ppm) 6lgegi kullanilir¢ Spaktrumda x
ekseninde bu dlgege ait rakamlar bulunur. Bu 6lgek H-NMR spektrumlarinda TMS (tetrametil
silan, Si(CHa)s) standardinin 12 esdeger olan protonunun rezonans frekansi ile numunenin ilgili
protonunun rezonans frekansi arasindaki Hz cinsinden farkin cihazin MHz cinsinden frekansina
boliinmesi ile elde edilen rakamlardan olusur. TMS’nin kimyasal kayma degeri 0 ppm olarak kabul
edilmistir. Buna gére 'H-NMR spektrumlarinda kimyasal kayma skalasi 0-17 ppm arasindadir.
Benzer sekilde *C-NMR spektrumlarinda ise 0-250 ppm arasindadir.

TMS’in NMR spektrumlar1 alinmasinda i¢ standart olarak kullanilmasinin nedenleri

sunlardir.
1. Esdeger protonun siddetli bir tek sinyal vermesi

2. Kimyasal reaksiyon yatkinliginin diisiik olmasi
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3. Ucucu olmasi sebebiyle ortamda kolaylikla uzaklastirilabilmesi
4. Bir ¢ok organik bilesigin NMR sinyallerinin TMS’nin NMR sinyallerinin solunda kalmasi

NMR spektrumlari 6zel olarak protonlarin yerine détoryum gecirilmis olan ¢oziiciilerde alinir.
Bunlara dotoro ¢oziiciiler denir. Olduk¢a pahalidirlar. Bazi firmalar TMS’yi i¢inde bulunduran
coziiciileri satarlar. Boylece analizcinin numune tiipii igerisine ayrica TMS ilave etmesine gerek
kalmaz. NMR tiipleri yikanirken kromik asit kullanilmaz. Clinkii paramanyetik safsizlilar kalabilir.
Bu da NMR sinyallerinin genislemesine dolayisiyla yap1 hakkinda ayrintili bilgi veren yarilmalarin
kaybolmasina sebep olur. Bu nedenle tiipler etanol, aseton gibi organik ¢oziiciilerle yikanmalidir.
Oda sicakliginda kurutulmahidir. Etiivde kurutulmalan tiiplerin yapilarinin bozulmasina sebep

olacagindan tercih edilmemelidir.
Kullanilacak cihaz: NMR spektrofotometresi

Kimyasal maddeler ve malzemeler: Yapisi bilinmeyen organik kati numune, TMS igeren dotoro

kloroform veya détoro DMSO

Numune c¢ézeltisi: *H-NMR spektrumunu almak igin yapist bilinmeyen kati maddeden 10 mg
tartilarak 2-3 mL TMS igeren dotoro kloroformda ¢oziiliir. Coziiclinlin fazlasi harcanmamalidir.
Bir cam pamugundan siiziilerek kat1 partikiil kalmissa uzaklastirilarak berrak ¢ozelti hazirlanir.
Ayn1 numunenin daha derisik ¢zeltisi (yaklastk 30 mg/mL) hazirlanarak 3C-NMR spektrumunun

alinmasinda kullanilir.

Deneyin yapilisi: Bir pastor pipeti araciligiyla uygun hacimde (1-2 mL) numune ¢ozeltisi NMR
tiipii icerisine almir. Tlpiin kapagi kapatilarak proba yerlestirilir ve cihaz igerisine birakilir.

Bilgisayar aracilig1 ile yazilim kullanilarak *H-NMR spektrumu kaydedilir.
Spektrumun degerlendirilmesi

Elde edilen spektrumlarin yapilari kimyasal kayma degerleri, pik gruplarindaki yarilmalar ve
piklerin altindaki integral degerleri dikkate alinarak yorumlanacaktir. Bdylece molekiiliin
yapisindaki fonksiyonel gruplar tahmin edilerek bir agik yapr Onerisi yapilacaktir. Sonra deney
sorumlusunun verecegi acik yapilardan hangisi olabilecegi konusunda her bir dgrenciden rapor
hazirlanmasi istenecektir. 'H-NMR spektrumunun yorumlanmasinda, bazi proton tiirlerinin

kimyasal kayma degerlerinin 6zetlendigi Tablo 5.1.’den yararlanilacaktir. Yorumlanan spektrum
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raporda sunulacaktir. Spektrumlarin yorumlanmasinda dikkate alinmayacak olan, bazi ¢oziiciilerin

protonlarina ait kimyasal kaymalar Tablo 5.2°de verilmistir.

Tablo 5.1. Bazi proton tiirlerinin kimyasal kayma degerleri

Proton tiirii Yaklasik Proton tiirii Yaklasik
kimyasal kayma kimyasal kayma
(Ppm) (ppm)
(CH;3),Si (TMS) 0 Cl—CH— 3-4
—CHs 0,9 F—(|3H— 4-4.5
—CH,— 1,3 R—NH, 1,5-4 (degisken)
—C|3H— 1,4 R—OH 2-5 (degisken)
—T:T—CH3 1,7 Ar—OH 4-7 (degisken)
_ﬁ_CHs 2,1 R—T=CH2 47
o) R
2.3 R—C=—CH 5,3
CHs
R R
—Cc=Cc—H 2,4 9y 6,5-8
I—(|)H— 2,5-4 —ﬁ—H 9,0-10
O
Br—CH— 2,5-4 —ﬁ—OH 10-12 (degisken)
o
R—O—CHj, 33

Tablo 5.2. Bazt NMR ¢oziiciilerinin protonlarina ait kimyasal kayma degerleri

Coziicii Protonun Coziicii Protonun
kimyasal kayma kimyasal kayma

Aseton-ds 2,05 Doétoryumoksit 4,80

Asetonitril-ds 1,94 DMSO-ds 2,50

Benzen- de 7,16 Metanol-ds 4,78 - 3,31

Kloroform-d 7,24 Piridin- ds 8,74 - 7,58 -7,22
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6. ULTRAVIYOLE-GORUNUR ALAN SPEKTROSKOPISi
6.1.Genel Bilgi

UV-vis. spektroskopisi daha ¢ok kantitatif amagla kullanilan bir spektroskopik yontemdir. UV ve
goriiniir bolge 1sinlari ile molekiillerin etkilesmesine dayandigindan “molekiiler spektroskopi”
tirlerinden biridir. Bu etkilesim sonucunda molekiillerin bag elektronlar1 uyarilir. Ciinkti UV- vis.
1sinlarinin enerjileri molekiillerin dis tabaka elektronlarinin enerji seviyesindedir. Boylece uygun
enerjiyi alan dis tabaka elektronlari kisa bir siireligine kars1 bag orbitallerine gegerler. Bu olaya
“1s1n1n absorplanmasit” denir. Isinin absorplanmasi sonucunda molekiiliin enerjisi kisa siireligine

artmistir. Ancak bu hal kararl bir hal olmadigindan molekiil tekrar temel hal enerjisine doner.

Molekiil uygun 1s1m1 absorpladiginda bir “elektronik gec¢is” s6z konusu oldugundan bu
spektroskopiye “elektronik spektroskopi” de denir. Molekiiliin yapisinda m baglart veya
ortaklanmamis elektron ¢iftleri bulundugunda alinan spektrumda bu elektronlarin gegislerine
karsilik baz1 absopsiyon bandlari gozlenir. Bu nedenle UV-vis. spektroskopisine “cifte baglar ve
ortaklanmamis elektron ¢ifti spektroskopisi” de denir. Molekiilde ¢ok sayida elektronik enerji
seviyesi ve onlara eslik eden titresimsel ve rotasyonal enerji seviyeleri bulundugundan elde edilen

spektrumlar bandlar seklindedir.

Ozetle; yapilarinda cifte baglar ve ortaklanmamus elektron ¢iftleri bulunduran C=0, C=C,
C=N, CHO, CN, NO: gibi kromofor gruplar tasiyan molekiillerin UV-vis spektrumlar1 bir veya
birden ¢ok absorpsiyon bandi verir. Bu absorpsiyon bandlarindaki absorbanslar 6lgiilerek ilgili
kromofor grubu tasiyan molekiiliin kantitatif tayini yapilabilir. Organik molekiillerin oldugu kadar
inorganik molekiillerin de UV-vis. absorpsiyon spektrumlari alinabilir. Isinin absorplanmast olay1

iki tiir bilesikte de aynidir. Ancak farkl: teorilerle agiklanir.

UV-vis. absorpsiyon spektrumda x ekseninde genellikle dalga boyu (nm olarak), y
ekseninde ise numuneye gonderilen 1s1min absorplanma miktarin1 temsil eden absorbans degeri
bulunur. Isin kaynagindan gelen 1sinmin bir kismi ¢ozeltideki molekiiller tarafindan
absorplandigindan ¢ozeltiden gecen 1s1n1n siddetinde azalma olur. Bu azalma Beer Kanunu ile ifade

edilir. Beer Kanunu Esitlik 6.1 ile gosterilmistir.

A=€bc (6.1)
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Esitlik 6.1’de A absorbans, € absorptivite katsayisi, b 151n yolu ve ¢ ¢6zeltinin konsantrasyonunu
ifade eder. A birimsizdir. b cm olarak verilebilir. ¢ molarite olarak verilmisse € un birimi L.mol

Lem?olur.

Beer Kanunu absorbansin 151 yolu ve ¢o6zeltinin konsantrasyonu ile dogrusal iligkili
oldugunu gosterir. € degeri bilindiginde molekiiliin belli konsantrasyonunun belli 151n yolunda
verecegi absorbans bulunabilir. Bunun tersi de dogrudur. Yani € bilindiginde absorbans 6l¢iilerek
konsantrasyon bulunabilir. Bununla birlikte € degerinin, 6lglimlerin yapildigi anda belirlenmesi
yani kalibrasyon grafiginin numunenin 6l¢iimiiyle ayn1 anda hazirlanmasi gerekir. Ciinkii okunan

absorbans degerleri giin i¢cinde degisebilecegi gibi cihazdan cihaza da farkliliklar gosterebilir.
6.2. Deneysel Kisim

Kullanilacak cihaz: Cift 1s1n demetli UV-Vis. spektrofotometre

Isin kaynagi: UV bolge i¢in dotoryum lamba, goriiniir bolge icin tunsten lamba.
Monokromator: Holografik konkav greyting

Dedektor: Fotodiyot

Calisma prensibi: Cihaz ¢ift 151n demetli bir cihazdir. UV bolge i¢in dotoryum lamba, goriiniir
bolge i¢in tungsten lamba 151n kaynagi olarak kullanilmaktadir. Kaynaktan gelen 151n bir 151n béliicii
yardimiyal iki esit siddete bolliniir ve biri referans ¢ozeltiden digeri numune ¢bzeltisinden gecer.
Gegen 1sinlarin siddetleri Slgiilerek absorbansa c¢evrilir. Cihazin dizayni ve 6lgiim semasi Sekil

6.1°de verilmistir.
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Sekil 6.1. Kullanilan UV-vis spektrofotometresinin semasi
Deney 6.1. Demir (III) Tiyosiyonat Kompleksinin Denge Sabitinin Hesaplanmasi

Fe®" iyonu SCN- iyonu ile asidik ortamda kan kirmizis1 rengindeki FeSCN?* kompleksini verir.

Esitlik 6.1 kompleks olusum dengesini gostermektedir.
Fe3+(aq, ack sar1) + SCN-(aq, renksiz) < FeSCN2+(aq, kan kirmizist) (61)

Bu deneyde Fe®*" iyon kaynagi olarak Fe(NO3)s ¢ozeltisi, SCN™ iyon kaynagi olarak KSCN
cozeltisi hazirlanacaktir. Bir kimyasal tepkimenin denge sabiti, sicakliga ve dengedeki tiim tiirlerin
derisimlerine baglhidir. Tepkimede olusan iiriinlerin denge derisimlerinin, tepkimeye giren tiirlerin
derisimlerine orani denge sabitini verir. FeSCN?" kompleksinin denge sabiti hesaplanmasinda

Esitlik 6.2°deki ifade kullanilir.

_ [FeSCN2+]
b= [Fe3+] [SCN—] (6.2)
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Esitlik 6.2°de yer alan kdseli parantezler, tiiriin dengedeki derisimini ifade etmektedir. Iyon
siddetini, tim karisim ¢ozeltilerinde karsilagtirilir kilmak igin tiim ¢ozeltiler 0.10 M HNOs

¢oOzeltisinde hazirlanir.

Deneyde dikkat edilmesi gereken hususlardan biri, derigimleri tam olarak bilinen bir seri
standart FeSCN?* ¢ozeltileri hazirlanmasidir. Tepkime, denge tepkimesi oldugu igin sistem siirekli
tersinirdir ve tam olarak FeSCN?* kompleks derisimi belirlenemez. Tepkimenin iiriinler yoniine
yani FeSCN?* kompleksi olusum yoniinde ilerlemesi igin sisteme etki edebiliriz. Bu nedenle, Fe®*
iyonu konsantrasyonunu SCN- iyonu konsantrasyonundan gorece olarak ortamda daha fazla
bulundurarak tepkimenin neredeyse tamamlanmasi saglanir ve SCN™ iyonu derisimi denge aninda
neredeyse sifirlanir. Bu durumda, FeSCN?* kompleksi denge derisimi, baslangictaki SCN™ iyonu
derisimine yaklasik olarak esit varsayilir. Bu yaklasimla, her bir standart FeSCN?* kompleksi

derisimi hesaplanir.

Kimyasal maddeler ve malzemeler: Potasyum tiyosiyanat (KSCN), demir (111) nitrat (Fe(NO3)3),
nitrik asit (HNO3), 10, 50, 100 ve 500 ml lik balon joje, 1 mI’lik pipet

0,10 M HNOs ¢ozeltisi: %65 lik d=1.39 g/ml olan HNO3 den 500 ml 0.10 M hazirlmak igin 0,3
ml pipet ile ¢ekilir. 500 ml lik balon joje igerisine bir miktar saf su eklenir, iizerine gekilen asit

ilave edilir ve isaret ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanur.

2 x 101 M Fe(NO3)s stok cozeltisi: Yaklasik 8 g Fe(NOs)s tartilir. 100 ml lik balon jojeye aktarilir

ve 0,1 M HNOzsile isaret ¢izgisine kadar tamamlanur.

2 x 10 M Fe(NO3)s stok ¢ozeltisi: Yaklasik 40 mg Fe(NOs)s tartilir. 50 ml lik balon jojeye

aktarilir ve 0.1 M HNOgile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir.

2 x 10 M KSCN stok ¢ozeltisi: Yaklagik 10 mg KSCN tartilir. 50 ml lik balon jojeye aktarilir ve

0,1 M HNOgiile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir.
Deneyin Yapihisi
1. Kisim

FeSCN?* kompleksinin olusturulmasi, standart c¢ozeltilerinin hazirlanmast ve kalibrasyon

grafiginin olusturulmasi
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4.

5.

6 adet 50 mL lik balon jojeyi S1 den S6 ya kadar etiketleyiniz. Her bir balon jojeye 10 mL
2 x 10 M Fe(NO3)s ¢ozeltisinden eklenir.

[1k balon joje (S1) 0,10 M HNOj3 ¢dzeltisi ile son hacim 50 mL ye tamamlanir. S2 den S6
ya kadar 1, 2, 3, 4, 5 mL artan hacimlerde 2 x 10°M KSCN ¢bzeltisinden eklenir ve isaret
cizgisine kadar 0,10 M HNO3 ¢ozeltisi ile son hacim 50 mL’ye tamamlanir. Cozeltilerin

iyice karigmasi i¢in balon jojeler birkag kez alt iist edilir.

Hazirlanan standart ¢ozeltilerin spektrofotometrik 6l¢timii i¢in, 151k kaynagi dalga boyu 447

nm’ye ayarlanir. Kor (S1) ¢ozeltisi ile cihazda sifirlama yapiniz.
Sirasi ile tiim standart ¢ozeltilerin (S2 den S6 ya kadar) absorbans degerleri okuyunuz.

Hazirladiginiz FeSCN?* komplekslerinin (S2-S6) derisimlerini hesaplaymiz.

Tablo 6.1°de, okunan absorbans &lgiimleri ve hesaplanan FeSCN?* denge derisimi 6rnek olarak

gosterilmistir. Asagida hesaplamalar kisminda FeSCN?* kompleksinin denge derisimi hesabi agik

bir sekilde ifade edilmistir.

Tablo 6.1. FeSCN?" kompleksi standart ¢dzeltilerinin hazirlanmast

Standartlar 2 x 10 M 2x10°M Toplam [FeSCN?'] 447 nm’deki
Fe(NOs)s KSCN cozelti Denge FeSCN?*’in
(mL) (mL) hacim Derigimi absorbans

(mL) (M)

S1 (kor) 10.0 0.0 50.0 0.0 0.0000

S2 10.0 1.0 50.0 4,0x 107 0,0906

S3 10.0 2.0 50.0 8,0 x 10° 0,1890

S4 10.0 3.0 50.0 1,2 x 10° 0,3140

S5 10.0 4.0 50.0 1,6 x 10* 0,4551

S6 10.0 5.0 50.0 2,0 x10* 0,5309
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Hesaplamalar

Ortamdaki tiim SCN- iyonlarmin Fe®* iyonu ile FeSCN?* kompleksini verdigi ve dengedeki
FeSCN?* iyonu derisimi, baslangigtaki SCN~ derisimine esit oldugu varsayilir (SCN- iyonu

siirlayict tepken olarak diistiniiliir).

FeSCN?*’nin denge derisimini bulmak igin baslangictaki SCN™ iyonu derisimi Esitlik 6.3’¢ gore

hesaplanir.
CixVi=Cax V2 (6.3)
C1: 2 x 10 M KSCN stok ¢ozeltisinin derisimi
C.: Hazirlanacak standart ¢ozeltinin derisimi
V1: 2 x 10° M KSCN stok ¢dzeltisinden alinmas1 gereken hacim (mL)
V2: Hazirlanacak standart ¢ozeltinin hacmi (mL)
2x10°Mx 1 mL=C,x50mL
C2 =4 x 10" M (S2 standart FeSCN?* denge derisimi)

Bu yaklagimla deneyde hazirlanan S2, S3, S4, S5 ve S6 FeSCN?* standartlarinin derisimleri

hesaplanir.

Hesaplanan derisimlere karsi elde edilen absorbans degerleri grafige gegirilerek
kalibrasyon grafigi elde edilir. Bunun igin x eksenine FeSCN?* denge derisim degerleri, y eksenine
absorbans degerleri yazilir. Elde edilen grafigin dogru denklemi excel programi kullanilarak veya
elle grafik kagidi kullanilarak hesaplanir. Sekil 6.2°de Tablo 6.1%in verileri kullanilarak 6rnek

kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.
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Absorbans

0,6 -
y=2.866,75x-0,03

0,5 1 R2=0,99
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Standart FeSCN2*¢ozeltilerinin konsantrasyonu, M

Sekil 6.2. FeSCN?" kompleksi igin kalibrasyon grafigi

2. Kisim

Numunelerin hazirlanmast ve FeSCN?* in denge sabitinin hesaplanmasi

2. Kistm FeSCN?*1n denge sabitinin hesaplanmasi i¢in numune hazirlanmasini igerir.

1.

5.

6 adet 10 mL’lik balon joje N1 den N6 ya kadar etiketlenir. 2 x 10° M Fe(NOs)s
cozeltisinden 5 mL ¢ekilip, her bir balon jojeye ilave edilir.

2 x 10 M KSCN ¢ozeltisinden de 1, 2, 3, 4, 5 mL almip, Fe(NO3z)s ¢ozeltisi iizerine ilave
edilir ve son hacim 10 mL olacak sekilde 0,10 M HNOz ile isaret ¢izgisine kadar tamamlanir
(Tablo 6.2) . Cozeltilerin iyice karigsmasi i¢in balon jojeler alt ist edilir.

Kor numune (N1) ile cihazda sifirlama yapilir. Hazirlanan tekrar numunelerinin (N2-N6)
447 nm’de spektrofotometrik olarak absorbans degerleri okunur.

Absorbans degeri kalibrasyon denkleminde yerine konarak FeSCN?" denge derisimi
bulunur. Fe3* ve SCN™1n baslangig derisimleri seyreltme dikkate alinarak hesaplanr.

Tiim numuneler i¢in denge sabiti hesaplanir ve bulunan denge sabitlerinin ortalamasi alinir.

Tablo 6.2°de, okunan absorbans dl¢iimleri ve FeSCN?* hesaplanan denge derisimi 6rnek olarak

gosterilmistir. Asagida hesaplamalar kisminda kalibrasyon dogru denkleminden yararlanarak

FeSCN?* kompleksinin denge derisimi ve Fe®*, SCN nin baslangic derisimlerinin

hesaplanmasi agik bir sekilde gdsterilmistir.
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Tablo 6.2. FeSCN?* kompleksi Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Numuneler 2x10°%M 2x10°M Toplam  Grafigin dogru 447 nm’deki
Fe(NOs);  KSCN cozelti denkleminden FeSCN?*'nin
(mL) (mL) hacim hesaplan absorbansi
(mL) [FeSCN?']
(M)
N1 (kor) 5,0 0,0 10,0 0.0000 0.0000
N2 50 1,0 10,0 7.63x10° 0,1887
N3 5,0 2,0 10,0 1,2 x10* 0,3111
N4 50 3,0 10,0 1,8 x10* 0,5099
N5 50 4,0 10,0 2,4x10% 0,6601
N6 5,0 50 10,0 2,8x10% 0,7708

Hesaplamalar

FeSCN?2* kompleksinin denge sabitinin (B) bulunmasi i¢in sistem dengedeyken Esitlik 6.2’deki

bilesenlerin degerlerinin hesaplanmasi gereklidir. Bu bilesenler; [SCN], [Fe**] ve [FeSCN*?] dir.

FeSCN?"’1n denge derisimi kalibrasyon dogru denkleminden yararlanilarak hesaplanir. Her bir

numunenin 447 nm’de vermis oldugu absorbans degeri kalibrasyon dogru denkleminde yerine

konulur ve FeSCN?* derisimi hesaplanir. SCN” ve Fe*'iin denge derisimleri ise, baslangictaki

derisimlerinden, olusan FeSCN™ kompleksin derisiminin farki kadardir.

N2 i¢in [FeSCN*?], [SCN], [Fe®*] hesaplayacak olursak;

447 nm deki absorbans degeri 0,1887

y = 2.866,75 X - 0,03 (kalibrasyon dogru denklemi)

x = (0,1887+0,03) / 2.866,75 = 7,6288 x10°5 M (dengedeki FeSCN2*)

Dengedeki SCN- derisimi, mol L'* = baslangic SCN" derisimi — dengedeki FeSCN?*

SCNT = [(ImL x (2x10%)) / 10 mL] - 7,6288 x 10°=1,24 x 10* M
[SCNT=[( (

Dengedeki Fe3* derisimi, mol L™ = baslangig SCN" derisimi — dengedeki FeSCN?*

[Fe3*] = [(5 mL x (2x10-%)) / 10 mL] — 7,6288 x 10 = 9,24 x 10* M

(6.4)

(6.5)

(6.6)
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Sonug: Esitlik 6.2 kullanilarak  hesaplanir.

B =(7,6288 x 10°) / [( 9,24 X 10) x ( 1,24 x 104)] = 6,68 x 10*

Bu yaklasimla hazirlanan N2, N3, N4, N5 ve N6 numunelerinin denge sabiti (B) degerleri

hesaplanir ve Tablo 6.3°deki formatta sonuglar rapor edilir.

Tablo 6.3. Denge Sabitinin Hesaplanmasi

Baslangic Denge Derisimleri Bulunan Ortalama B
Derigimleri degerleri degeri

Numuneler | Fe3* SCN- FeSCN?* | Fe3* | SCN°

N2

N3

N4

N5

N6
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7. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISi (HPLC)
7.1. Genel Bilgi

HPLC, “Yiiksek Peformansl Sivi Kromatografisi” teriminin kisaltilmigidir. 1960’larin ortalarina
kadar s1v1 kromatografisi daha ¢ok, diisiik verimli biiyiik kolonlarla yiiriitiilen zahmetli ayirmalar
seklinde uygulanmistir. Ayirma veriminin artirilmasi i¢in kiigiik capli dolgu materyali {izerinden
genellikle ¢oziicii karisgimlart olan hareketli fazin akis1 yiiksek basinct gerektirir. Bu nedenle
yontem daha oOnceleri “yiiksek basingli sivi kromatografisi” (HPLC) olarak adlandirilmastir.
Hareketli fazin s1vi olmasi, kolonun basinda ve sonunda basing farkliliklarinin olusmasina sebep
olmus bu nedenle ayirma verimi ve tekrarlanabilirlik diigmiistlir. Ayirma verimini iyilestirmek i¢in
kolon boyu kisaltilip, tanecik boyutu kiiciiltiilerek bu problemler biiyiik Ol¢iide giderilmistir.
Yaklasik 40 yil once 5-10 um boyutlu tanecikler kullanilarak ayirma islemi ¢ok kisa siirede
gerceklestirilebilmistir. Bundan sonra yontemin adi “yiiksek performansli sivi kromatografisi” diye
degistirilmis ancak kelimelerin bas harfleri ayn1 kaldigindan HPLC olarak kisaltilmaya devam

edilmisgtir.

Sivi ya da kati bir numunenin uygun bir ¢oziicideki ¢ozeltisi cihaza enjekte edilir.
Enjeksiyon, kullanilan cihazin 6zelligine bagl olarak ya elle yapilir veya cihaz otomatik olarak bu
islemi yapar. Bazi cihazlarda ¢ok sayida numune sirasiyla otomatik olarak sistem tarafindan
enjekte edilerek kromatografik isleme tabi tutulur. Hareketli faz ayrilacak olan bilesenlerin
ozelligine bagli olarak uygun bir ¢6ziicii karigimidir. Durgun faz kolon igerisinde bulunur.
Kolonlarin durgun faz bilesimleri farklidir. Bu sekilde satisa sunulan HPLC kolonlarinin ticari
isimleri farklidir. Ayrilacak olan karigimdaki bilesenlerin kimyasal yapilarina bagli olarak uygun
durgun faza sahip kolon secilir. Kolonlarin ¢ikartilip amaca uygun baska kolonlarin takilmasi
miimkiindiir. Karisimdaki bilesenler belli basing altinda hareketli fazla kolon boyunca degisik
hizlarla hareket ederler (Sekil 7.1). Boylece farkli zamanlarda kolonu terk ederek detektore
ulagirlar. Dedektorde bu bilesenlerin bir fiziksel veya kimyasal 6zelligi dl¢iilerek her bir bilesen
i¢in bir sinyal alimr. Ornegin HPLV-UV cihazinda dedektér UV-vis spektrofotometredir ve

maddenin absorbansini dlcer.
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Hareketli Pompa Ota / Kelen % Dedektdr
Faz Sigeleri Grnekleyici / "

Veri
depolayici
ve iglemei

Atk

Sekil 7.1. HPLC sisteminin bilesenleri

HPLC pompasi, sivi kromatografi sisteminin en onemli kisimlarindan bir tanesidir.
Sistemde; ¢oziiclinlin enjektor, kolon ve dedektdr boyunca siirekli sabit akigini saglar. HPLC
analizlerinde kullanilan pompalar; emme basma piston pompalar, siringa pompalar, siringa tipi

pompalar ve sabit basing pompalaridir.

HPLC i¢in ideal bir dedekdr; genis konsantrasyon araliginda, yiiksek duyarliliga, diisiik
giiriiltii seviyesine, bilinen segigilige sahip olmali ve kromatografik ¢oziiniirliige (rezoliisyona)
kotii etki yapmaksizin kolon akintisindaki bilesiklere duyarli olmalidir. Boyle bir dedektor sicaklik
ve basingtaki degismelere de duyarsiz olmalidir. Kullanilacak dedektor sistemi, analizi yapilacak
NUumunenin cinsine uygun olmalidir. En ¢ok kullanilan dedektorler, UV veya goriiniir 15181n
absorbsiyonuna dayanirlar. Ayrica kirilma indisi (RID), floresans (FD) ve kiitle spektrometri

dedektorleri de kullanilir.

HPLC de kullanilan kolonlar genellikle paslanmaz ¢elik olup yiiksek basinglara
dayaniklidir. Genel olarak kullanilan kolonlar 4.5-5.0 mm i¢ ¢apli ve 10-30 cm uzunlugundaki

kolonlardir. Kolon dolgu materyalleri genellikle silika ve aliimina esaslhidir.

HPLC’de kullanilan ¢oziiciiler yiiksek saflikta olmalidir.  Sulu tamponlardan
hidrokarbonlara kadar farkli polaritede c¢oziiciiler ya da c¢oziicii karisimlart kullanilabilir.
Kullanimdan 6nce tiim ¢oziiciilerin gazi sistemdeki pompalar yardimiyla alinmalidir. Aksi takdirde

pompa ve kolanda problemler olusabilir. Piklerin sekillerinde diizensizlikler goriiliir.
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HPLC hem kalitatif hem de kantitatif analiz yapilabilen ve giliniimiizde ¢ok yaygin
kullanilan bir kromatografik sistemdir. Eczacilik, adli tip, ¢evre kimyacilari, ziraatgilerin,
jeologlarin, biyokimyacilarin, botanikgilerin ve daha bir¢ok disiplinin yararlandigi bir yontemdir.
Bu kadar yagin kullanilmasinin bir nedeni de hem inorganik hem de organik tiirlerin analizinin

yapilabilmesine imkan saglamasidir.

HPLC’de kromatografik sartlar yani; enjekte edilen numune hacmi, hareketli fazin
bilesimi, hareketli fazin akis hiz1 gibi faktorler optimize edilerek en iyi ayrim yapilmaya calisilir.
Eluasyon, yani karigimdaki bilesenlerin hareketli fazla siiriiklenmesi islemi “izokratik” ya da
“gradient” olarak gerceklestirilir. Izokratik eliisyonda kolon tek bir bilesimdeki hareketli fazla
yikanirken, gradient eliisyonda belli zaman araliklarinda farkli bilesimdeki hareketli fazla yikama
islemi gergeklestirilir. Gradient eliisyon genellikle daha verimli bir ayirma saglar. Hazirlanan

izokratik veya gradient program cihaza komut verilerek uygulanir.

Kolondaki bilesenlerin enjeksiyonu ile detektdre ulagmasi arasinda gecen siireye
“alikonma siiresi” denir. Her maddenin alikonma siiresi kromatografik sartlara bagli olarak
farklidir. Bu siirelere gore kalitatif tayin yapma imkani1 vardir. “Kromatogram”, alikonma siiresine
kars1 dedektor sinyalinin ¢izilmesi ile olusan bir grafiktir. Bu grafikte her bir bilesen Gauss egrisi
seklinde gozlenir. Bu egrinin altindaki alan yani integral degeri konsantrasyonla iliskilidir. Bu iligki
kullanilarak maddenin miktar1 hesaplanir. Yani kantitatif tayin yapilabilir. Bunun i¢in diger
spektroskopik yontemlerde oldugu gibi konsantrasyona karsi integral degeri grafigi ¢izilerek bir
kalibrasyon grafigi hazirlanir. Sonra konsantrasyonu bilinmeyen madde i¢in ayni kromatografik
sartlar altinda Ol¢im yapilarak bulunan integral degerinden kalibrasyon denklemi kullanilarak

konsantrasyon hesaplanir.

sonra cikan,
once gikan | daha cok
= daha az tutunan
E‘ tutunan B
: A
:‘E
£
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o
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Sekil 7.2. Kolonda ayrilan A ve B gibi iki maddenin kromatogrami
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HPLC ile iki ¢esit ¢calisma sekli vardir. Bunlar normal faz ve ters faz ile calismadir. Normal
fazda durgun faz polar, hareketli faz apolarken ters farzda durum bunun tam tersidir. Glinlimiizde
yapilan HPLC caligsmalar1 daha ¢ok ters fazla yapilmaktadir. Yani hareketli faz olarak, su, etanol,
metanol, THF, asetonitril gibi polar c¢oziiciiler kullanilmaktadir. Benzer Ozelliklere sahip
maddelerin birbiri i¢cinde dagilma 6zelligi yiiksek oldugu i¢in normal fazla yapilan ¢alismalarda
diisiik polariteye sahip analit hareketli fazda ¢ok iyi ¢oziiniir ve kolondan ilk 6nce ¢ikar. Yani boyle
bilesenler polar sabit fazla az etkilestigi i¢in sabit fazda kisa siire tutulur ve hareketli fazla

stiriiklenmeyi tercih eder. Polar analitler i¢in ise durum tam tersidir.

Ters faz kromatografisinde ise durgun faz apolar ve hareketli faz polar niteliktdir. Ters fazl
HPLC’de en yagim kullanilan apolar durgun faz organoklorosilan grubunda oktil (Cg) veya
oktadesil (C1s) hidrokarbon zincirinin yer aldig1 fazlardir. Destek malzemesi olan slikajel (durgun
faz) bazik ortamda hidrolize ugradigindan, hareketli fazin pH’1 7.5 degerini asmamalidir. Bu
sistemde yiiksek polariteye sahip analit kolondan ilk 6nce ¢ikar. Yani polar analit, apolar durgun

fazla az etkilestigi i¢in kolonda kisa siire tutunur.

7.1. Deneysel Kisim
Kullanilacak cihaz: HPLC-DAD-UYV cihazi

Dedektor: UV-vis. spektrofotometre

Calisma prensibi: Ters fazla calisma yapilacaktir. C18 kolonu kullanilacaktir. Mobil Faz A: %50
Asetonitril %50 su, Mobil faz B: Su. Mobil fazlar %2 asetik asit icermektedir. 45 dk. gradient
elisyon uygulanacaktir. 280 nm’de absorbans 6l¢iilecektir. Akis hizi: 0,7 ml/dk.’dir: Enjeksiyon
hacmi: 20 pL, sicaklik 25 °C’dir. Kalitatif amagla standart gallik asidin alikonma zamani ve DAD
dedektorii ile elde edilecek UV-vis. Spektrumu kullanilacaktir. Kantitatif amacgla farklh
konsantrasyonda gallik asit standartlarindan elde edilen kromatogramlardaki pik alanlar

kullanilarak kalibrasyon grafigi hazirlanacaktir.
Deney 7.1. HPLC-DAD-UV ile ¢cayda gallik asitin kalitatif ve kantitatif tayini

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) Sekil 7.3’te agik yapisi verilen bir organik asittir.
Yapisindan da goriildiigi gibi li¢ tane fenolik OH grubu tasiyan bir polifenol bilesigidir.
Polifenoller bitkilerin yapisinda bulunan 6nemli bir bilesik siifidir. Gallik asit diger pekgok
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polifenol bilesiginin bir kismin1 olusturur. Uziim, cay, serbetci otu, mese kabugu ve diger birgok

bitkide bulunur.

Tim fenolik bilesikler gibi gallik asit de hiicrelere zarar verebilen serbest radikalleri
temizleyen kuvvetli bir antioksidan 6zellik gosterir. Gallik asitin, saglikli hiicrelere zarar vermeden

kanserli hiicrelere sitotokisite gosterdigi de bilinmektedir.

Bu deneyde ticari yolla temin edilen siyah ¢ay 6rneklerinde ters faz HPLC ile gallik asidin

kalitatif ve kantitatif tayini yapilacaktir.

O~_OH

HO OH
OH

Sekil 7.3. Gallik asidin molekiil yapisi

Kimyasal madde ve malzemeler:

Mobil faz A: %50 Asetonitril, %50 su (%2 asetik asit)

Mobil faz B: Su (%2 asetik asit)

Cay cozeltisi: Kuru ¢caydan saf su ile ekstraksiyon yoluyla hazirlanacaktir.

Standart gallik asit ¢ozeltisi: Gallik asidin metano:su (%40:%60) karisiminda ¢ozmek suretiyle

hazirlanacaktir.

Deneyin yapihis

On hazirhk

Once mobil faz A ve mobil faz B hazirlanacaktir. Sonra bu mobil fazlar ¢oziicii tanklarma
yerlestirilmeden 6nce 0,45 um gozenekli membrandan siiziilerek igerisinde kalabilecek partiikiil
veya tozlar uzaklastirilacaktir. Kolonun dengeye gelmesi i¢in mobil fazla uygun siire yikanmasi

saglanacaktir.
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Kalitatif tayin

Standart gallik asit ¢ozeltisi (1,0 mM) sisteme enjekte edilecek ve alikonma zamani ve DAD
spektrumu numunedeki ile karsilastirmak tlizere elde edilecektir. Numune de ayni1 sartlarda analize
tabi tutulacaktir.

Kantitatif tayin

Standart gallik asit ¢ozeltilerinden bir seri ¢ozelti (0,1-1,0 mM) hazirlanarak sirayla sisteme enjekte
edilecek ve pik alanlar1 kromatogramdan belirlenecektir. Konsantrasyona karsi ¢izilen pik
alanlarindan elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak numunedeki gallik asit miktar

belirlenecektir.

12000 -
10000 -
8000 -
6000 -

4000 -
y =9,8801x - 97,958

2000 - )
R? = 0,9999
0 I I I I |

0O 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon (mikromolar)

Pik Alan1(280 nm'de)

Sekil 7.4. Gallik asit tayini i¢in hazirlanmis bir kalibrasyon grafigi
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8. ATOMIK ABSORPSIYON SPEKTROSKOPISI (AAS)
8.1. Genel Bilgi

Atomik spektrometri, atomlarin veya elementer iyonlarin 1sinla etkilesimine dayanir. Etkilesim
sirasinda atomik tanecikler absorpsiyon, emisyon ve floresans yapabilirler. Atomik spektrometri
her tiirlii malzeme ve ¢ozeltide ¢ok diisiik seviyelerde bulunabilen metallerin kalitatif ve kantitatif

tayini i¢in kullanilir. Kendi i¢inde 3 kisimda incelenir.

. Atomik absorpsiyon spektrometri
. Atomik emisyon spektrometrisi
. Atomik floresans spektrometrisi

Mor 6tesi — goriiniir bolge atomik spekturumlari elde etmek i¢in, 6nce bir 6rnegin bilesenleri 1s1l
bir islemle gaz halindeki atomlara veya elementer iyonlara dondistiiriiliir. Sonra gaz karisiminin
Absorpsiyon, emisyon veya floresansi bir dedektor yardimu ile dlgiiliir. Burada, 6rnek maddenin

atomik buhar haline doniistiirildiigii isleme “atomlastirma” denir.

Atomik absorpsiyon spektrometri (AAS) metodu, temel haldeki atomun bir 1sin
kaynagindan, atomlastirma ortamina génderilen kendine has 151n demetini kismen absorplamasi ve
geride kalan karakteristik 1g51n demetinin siddetinin azalma derecesini 6l¢gme esasina dayanir.
Olgiimiin gerceklestirildigi cihaz, 151 kaynagi, atomlastirma kismi, monokromatdr, dedektdr ve

yazici olmak {izere bes kisma ayrilir (Sekil 8.1).

Isin Kayna@ Atomlagtirici Monokromatr Dedektdr Kaynt

= poan )

| S— — L

Sekil 8.1. Atomik absorpsiyon spektrometresinin kisimlari

Atomlar temel enerji diizeyinden uyarilmis enerji diizeyine gecerlerken, bu iki enerji diizeyi
arasindaki fark kadar enerjiye esit enerjili 1sinlar1 absorplarlar. Bir atomlastiricida olusan atomlarin

1sinlart absorplamasi, Lambert-Beer yasasina gore gergeklesir. Atomlastirict sistemdeki atomlarin
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iizerine diisen 1s1nlarin siddeti Io ve ¢ikan 1silarinki de I ise, Lambert Beer yasasina gore, bunlar

arasinda Esitlik 8.1°de gosterilen bir iligki vardir.
| =l (8.1)

Buradaki N: 1s1n yolu {izerinde birim hacimdeki atom sayisi, 1 sogurucu ortamin uzunlugu, k:

atomik absorpsiyon katsayisidir.

8.2. Deneysel Kisim

Kullanilacak Cihaz: Atomik absorbsiyon spektrofotometresi
Isik Kaynagi: Oyuk katot lamba

Dalga Boyu Secicisi: Gratting

Dedektor: Yari iletken dedektor

Cihazin Calisma Prensibi: Atomlastirmanin alev igerisinde gergeklestigi, alevli atomik
absorpsiyon spektrometri metodunda bir metalin analizini yapmak i¢in o elementin temel haldeki
atomlarina ayrismasi ve elektromanyetik 151n demetinin yoluna dagilmasi gerekir. Bu amacla
cozelti haline getirilmis Ornek bir kapilerle yakici ve yanic1 gaz karisimiyla birlikte aleve
puskiirtiiliir. Damlacik halindeki 6rnek sis haline gelir ve alevde ¢0Oziisii buharlasir. Tayin
elementinin tuzu gaz halinde iken alevin sicak bolgelerine ulastiginda atomlarina ayrisir (Sekil
8.2). Temel haldeki atom sayist analitin yaptig1 absorpsiyonla orantili oldugundan metallerin

kantitatif analizleri gergeklestirilebilir.

M*

M* lyonizasyon
Uyanlma
) (Isin ve Carpigma
Etkisiyle)
MH, MOH, MO, vs, % M .
H, B « MO, Alevdeki
(Bilegik Olugumu) Olaylar

Ayrnigma
(Isisal ve Kimyasal)

Tuz Molekula MX
Cdzlnenin BuharlasmasnT

MX Codzeltisinin Sisi

T j Sislegtirme

MX Co6zeltisinin Damlaciklan %‘n Odas)
MX Cdzeltisi
Sekil 8.2. Alevde meydana gelen olaylar
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Deney 8.1. Alevli atomik absorpsiyon spektrometri yontemiyle madeni paradaki bakir tayini

Bakir insanlarin ilk kullandiklar1 metal malzemelerden birisidir. Tarihin ilk zamanlarindan
giinlimiize kadar olduk¢a yaygin bir kullanim alanina sahip olmustur. Elektrigi ¢ok iyi iletmesinden
otiirii bakira ihtiya¢ daha da artmistir. Kolay islenebilme, 1s1l iletkenliginin yiiksek olmas1 genis
kullanim alan1 yaratmaktadir. Diger bilinen ¢ok genis kullanim yeri gesitli metallerle alasim
olusturulmasidir. Herhangi bir malzeme igerisindeki ya da alasimlardaki bakir oranini tayin etmek

icin AAS yontemi hizli, pratik ve duyarl bir yontemdir.

Kimyasal madde ve malzemeler: 0,5 M HNOs3, derisik HCI, derisik HNO3z, %30 luk H2O> derisik
HCIO4, voliimetrik beher, polipropilen reaktif siseleri, 10, 5 ve 1 mL lik cam pipet, 250,100 ve 50

mL lik Balon joje.

1000 mg/L Stok bakir (IT) ¢ozeltisi: 0,392 gram CuSQO4.5H20 tuzundan 0,392 g hassas bir sekilde
tartilir ve 0,5 M HNOs ile balon jojede 100 ml ye seyreltilir.

50 mg/L ara stok bakir(Il) ¢ozeltisi: Hazirlanan stok ¢ozeltiden 5 ml alinir ve 0,5M HNOs ile

balon jojede 100 ml ye tamamlanr.

CixVi=Cax V2

Ci: Derisik standardin derisimi

V1: Derisik ¢ozeltiden alinmasi gereken miktar (ml)

C»: Hazirlanacak standart ¢ézeltinin derisimi

V2: Hazirlanacak standart ¢ozeltinin hacmi (ml)

1000 x V1= 50 x 100

V1= 5 ml (1000 mg/l ¢dzeltiden alinmas: gereken miktar)

1 mg/L standart bakir(IT) ¢ozeltisi: Hazirlanan ara stok ¢ozeltiden 1 ml alinir ve 0,5M HNOg ile

balon jojede 50 ml ye tamamlanir.
CixVi=Cax V2

50 x V1=1x50
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Vi=1ml (50 mg/l ¢6zeltiden alinmasi gereken miktar)

3 mg/L standart bakir(l1) ¢ozeltisi: Hazirlanan ara stok ¢6zeltiden 1 ml alinir ve 0,5M HNOs ile

balon jojede 50 ml ye tamamlanir.

CixVi=C2x V2

50 x V1=3 x50

V1= 3 ml (50 mg/1 ¢ozeltiden alinmasi gereken miktar)
Deneyin Yapihisi

Analiz Numunesinin Coziiniirlestirilmesi

Toz haline getirilmis 0,5 g madeni para 6rnegi 100 ml’lik beher igerisinde bir ¢eker ocakta 24 ml
kral suyu ve 2 ml hidrojen peroksit iceren karisimla 1sitict tabla tizerinde 1sitilir. Gaz ¢ikigi sona
erdikten sonra sogutulan karisima 5 damla perklorik asit ilave edilir ve karistirilir. 0,45 pm

g6zenekli membran filitreden siiziiliir ve balon jojede saf su ile 250 ml ye seyreltilir.
Deney Numunesinin Hazirlanmasi ve Olgiim

250 ml ye seyreltilmis analiz numunesinden 1 ml alinarak balon jojede son hacim 100 ml’ye
tamamlanir. Bu ¢6zeltiden alinan 10 ml’lik kistm 100 ml lik balon jojede tekrar 100 ml’ye
seyreltilir. Cihaz acilir ve bakira 6zgili oyuk katot lamba yakilir. 7-10 dakika lambanin 1sinmasi
beklendikten sonra alev yakilir. Aleve saf su (blank ¢dzelti) piiskiirtiilerek 151k absorpsiyonu sifir
olacak sekilde cihaz ayarlanir. Aleve sirasiyla 1 ve 3 mg/L konsantrasyonlarindaki bakir(Il)
standart ¢ozeltileri piiskiirtiiliir. Kapiler tekrar saf suya daldirilarak cihazin bir miktar1 su ¢ekmesi
beklenir. Ardindan hazirlanan deney numunesi (madeni para ¢ozeltisi) cihaza gonderilir ve 6l¢iilen

“absorbans” ya da konsantrasyon degerleri kaydedilir.
Hesaplamalar
Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi ve Bakir Miktarinin Hesaplanmasi

Numune ve standartlarin dlciilen absorbanslar1 asagidaki tabloya kaydedilir. Absorbans degerleri
dikey eksene bu degerleri karsilayan standart bakir ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari yatay eksene
isaretlenerek milimetrik kagit iizerinde veya microsoft excell programinda kalibrasyon egrisi

cizilir. Numune absorbansindan faydalanarak seyreltik 6rnegin derisimi belirlenir.
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Bakir derisimi (mg/L) Absorbans

1

3

Numune

Esitlik 8.2 kullanilarak numunedeki bakir yiizdesi hesaplanir.

Ckalib x SF x 250/1000 x 100
% Cu = / (8.2)

Numune miktari x 1000

Esitlik 8.2°deki Ckaiib: kalibrasyon egrisinden hesaplanan seyreltik numunenin derigimi (mg/L),
SF: seyreltme faktorii olup bu deneyde 1000°dir. Ciinkii 250 ml’lik numune ¢6zeltisinden 1 mL
alinarak balon jojede son hacim 100 mL’ye tamamlandigindan ilk kademede 100 kat, bu ¢ozeltiden
alman 10 ml’lik kisim ikinci kademede 100 ml’lik balon jojede tekrar 100 ml’ye
tamamlandigindan 10 kat, toplamda 1000 kat seyreltilmistir. Numune miktar1 0,5 g’dir.
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9. ALEV EMiSYON SPEKTROSKOPISI
9.1. Genel Bilgi

Atomik emisyon spektrometri yontemi uyarilmis enerji diizeyine ¢ikarilan atomlarin daha
diisiik enerjili diizeylere gecislerinde yaydiklart UV-goriiniir bolge 1simasinin dlglilmesi esasina

dayanir (Sekil 9.1).

Uvanlms Hal Uyanlms Hal L
——a
— 1
Atomik Atomik
Absorpsivon Emisvon
v VvV
Temel hal Temel hal

Sekil 9.1. Atomik absorpsiyon ve emisyon

Atomik emisyon spektrofotometresi, uyarmayr saglayan enerji kaynaginin tiirline gore
isimlendirilir. Ornegi atomlastirmak ve uyarmak icin alevin kullanildig1 yonteme “alev emisyon
spektroskopisi”, elektriksel bosalim ve plazma gibi yiiksek enerji kaynagi kullanilan yonteme ise

“atomik emisyon spektroskopisi” veya “optik emisyon spektroskopisi” denir.

Uyarma kaynag1 olarak propan, biitan karisimi1 kullanildiginda 800-1200 °C’lik sicaklik
saglanir. Bu sicaklik araliginda iyonlasma enerjisi diisiik olan Li, Na, K, Ca, Sr, Ba metalleri
olgiilebilir. Monokromatér yerine optik filtre iceren alkali ve toprak alkali metallerin 6l¢iildigi

yonteme “alev fotometrisi” denir ve Sl¢limiin yapildigi cihaz 4 kisimdan olusur (Sekil 9.2).

Uyarma ——p Filtre ——p|Dedektor
Kismi

44’4’4
Alev

Galvanometre

Sekil 9.2. Alev fotometresinin kisimlari
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9.2. Deneysel Kisim

Kullanilacak Cihaz: Alev fotometre
Uyarma Kaynagi: Alev

Dalga Boyu Segicisi: Filtre
Dedektor: Foto tiip

Calisma Prensibi: Alev fotometresi (flame fotometre) ile analiz icin, alev lizerine ¢ozelti ¢ok
kiiciik damlaciklar halinde (sis seklinde) kapiler aracilig1 ile puskiirtiiliir. Alevin 1s1 etkisiyle
¢ozeltideki madde atomlarinin elektronlari uyarilir ve bu sekilde daha {ist bir enerji seviyesine
cikmis olan kararli olmayan elektronlar daha sonra eski enerji diizeylerine donerken aradaki enerji
farkin1 151k olarak yayarlar. Bu 1sik, ¢ozeltideki madde konsantrasyonuyla orantilidir ve alev

fotometresinde “emisyon siddeti” olarak ol¢iiliir.
Deney 9.1. Alev fotometrisi yontemiyle deniz suyundaki sodyum tayini

Sodyum metali alkali metaller grubuna dahil olup, pek ¢ok dogal iiriinlerin igerisinde yer
almaktadir. Ozellikle tuz formu, NaCl, halinde bulunmaktadir. Viicutta su dengesinin
korunmasinda, besinlerin hiicre duvarindan gecisinde gorev alir. Sodyum bilesikleri suda kolayca
coziliniirler. Suya tuzlu bir tat verdiginden i¢gme sularinda 200 mg/L’den fazla olmas1 istenmez.

Deniz suyunda ortalama 10.000 mg/L NaCl olarak bulunur.

Bu deneyde standart ilave etme yontemi uygulanarak deniz suyunda sodyum miktari

hesaplanacaktir.

Kimyasal Madde ve Malzemeler: Voliimetrik beher, polipropilen reaktif siseleri, 10, 5 ve 1 mL
lik cam pipet, 250,100 ve 50 mL lik balon joje.

1000 mg/L stok sodyum ¢ozeltisi: 140 °C de kurutulmus 0,254 g sodyum kloriir (NaCl) bir miktar

saf suda ¢oziilerek son hacim balon jojede 100 ml’ye tamamlanir.

100 mg/l ara stok sodyum ¢ozeltisi: Hazirlanan sodyum stok ¢ozeltiden 10 ml alinir ve saf su ile

balon jojede 100 ml’ye tamamlanir.

CixVi=Crx V2
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C1: Derisik stok ¢ozeltinin derisimi

V1: Derisik ¢ozeltiden alinmas1 gereken miktar (mL)

C»: Hazirlanacak standart ¢ozeltinin derisimi

V1: Hazirlanacak standart ¢ozeltinin hacmi (mL)

1000 x V1= 100 x 100 - V1= 10 ml (1000 mg/L ¢o6zeltiden alinmas1 gereken miktar)
Deneyin Yapihisi

100 ml deniz suyu 6rnegi 0,45 um gézenekli membran filitreden siiziiliir. Siiziintiiden alinan 5 mL’
lik 6rnek saf su ile balon jojede 250 mL’ye seyreltilir. 4 adet 100 mL’lik balon jojeye hazirlanan
seyreltilmis deniz suyu 6rneginden 5’er mL ilave edilir. Balon jojelerden biri hari¢ digerlerine 100
mg/L ara stok sodyum ¢ozeltisinden sirasiyla 2, 4, 8 mL ilave edilir. Tiim 6l¢ii kaplardaki son
hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlanir. Alev fotometre cihazi ¢alistirilir ve saf su ile sifir ayari
yapilir. 8 mL ara stok sodyum ¢ozeltisinin eklendigi balon jojedeki ¢ozelti ile emisyon siddeti
100’e ayarlanir. Sirasiyla 4 adet 6l¢iilii balon iceriginin emisyon siddetleri okunur. Deney sonunda
Ol¢ii balonlardan 1. veya 2. tekrar okunur, ilk okuma aradaki fark %5 den daha fazla ise islem

tekrarlanir.Hesaplamalar
Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi ve Sodyum Derisiminin Hesaplanmasi

Eklenen standart derisimine kars1 okunan emisyon siddeti degerleri sekildeki gibi grafige gecirilir.
Bu noktalar bir dogru olusturacak sekilde birlestirilip elde edilen dogru derisim eksenini kesecek
sekilde uzatildiginda bulunan nokta 6rnegin seyreltilmis derisimini verir. Bu amagla milimetrik
kagit ya da microsoft excell programi kullanilabilir. Orjinal 6rnek derisimine gegmek i¢in bulunan

deger seyreltme faktorii ile ¢arpilir.
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Emisvon Siddeti

30
No

20

Seyreltik Numune
Derisimi 10 -

! b I I 1

-20 0 20 40
Eklenen (mg/1)

Esitlik 9.1 kullanilarak numunedeki sodyum miktar1 hesaplanir.

C = Cealib X SF (9.2)

Esitlik 91.°deki Ckalib: Standart ekleme metodu ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden hesaplanan
seyreltik numunenin derigimi (mg/l)’dir. SF: Seyreltme faktori=1000’dir. Ciinkii filtreden
stiziilmiis 5 ml deniz suyu 6rnegi saf su ile 250 ml ye seyreltildiginde 50 kat seyreltme yapilmis
olur. Balon jojelere konulan 5 ml 6rnek 100 ml’ye seyreltildiginden 20 kat seyreltme yapilmis olur.
Toplamda iki kademe numune 1000 kat seyreltilir.
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10. X-ISINI SPEKTROSKOPISI

10.1. Genel Bilgi

X-Ismi1 (Rontgen Isini); Bir atomun i¢ elektronlarinin uyarilmasi ve uyarilan elektronlarin temel
hale donerken yaymis olduklari enerjidir. Dalga boylar1 0,01-1 nm araligindadir. Gozle
goriilemezler. Saydam, yarisaydam ve saydam olmayan maddelerden belirli oranlarda gegebilir
ancak metalik kursundan gecemez. Onun igin saglik kuruluslarinda rontgen filmi cekilirken
giydirilen elbiseler kursun igerir.

SFe gibi radyoaktif element veya X-Ismi tiipii gibi bir kaynaktan iiretilmis X-Isin1; bir
atom, molekiil veya iyon tarafindan absorplanabilir, absorplanip tekrar yayilabilir (emisyon,
floresans) veya sagilabilir (difraksiyon). Bu dort durum i¢in X-Isin1 kaynagi kullanilarak dort farkli
Ol¢iim teknigi gelistirilmistir.

Bunlar;

1) X-Isin1 Absorpsiyon Spektroskopisi

2) X-Isin1 Emisyonyon Spektroskopisi

3) X-Isin1 Floresans Spektroskopisi

4) X-lIsin1 Difraksiyon Spektroskopisi’dir.

X-Isim Floresans Spektroskopisi (XRF), uygulamasinda kullanilan {i¢ teknik vardir.

1. Dalga Boyu Ayirmal X- Isinlar1 Floresans Spektoskopisi (WDXRF): Dalga boyu ayirmali
cihazlarda kaynak olarak daima tiipler kullanilir. Bir Coolidge tiipii, temelde, havasi iyice
bosaltilmus bir tiiptiir. Iginde katot olarak ¢alisan bir tungsten flaman ile anot gérevi yapan metalden
yapilmis kalin bir hedef vardir. Anot metali W, Cu, Mo, Cr, Ag, Ni, Co veya Fe olabilir.

2. Enerji Ayirmah X-Isinlar1 Floresans Spektoskopisi (EDXRF): Enerji ayirmali sistemin en
belirgin avantaji basitligi ile, uyarma ve algilama (dedektdr) sistemlerinin hareketli kisimlar
olmayisidir. Dedektor 6rnege ¢ok yakin bir yerde bulundugundan, dedektore gelen enerji, dalga
boyu ayirmali cihazlara kiyasla 100 kat daha fazladir. Bu 6zellikler radyoaktif maddeler veya diisiik
giiclii X-151m1 tiipleri gibi zayif kaynaklarin kullanilmasina olanak verir. Bunlar hem ucuzdur hem
de Ornegi fazla tahrip etmezler.

3. Ayirmasiz teknik (XRF): Floresans 1s1n1 pes pese duran bir ¢ift filtreden gecirilir ve orantilt
ikiz sayicilara gonderilir. Filtrelerden birinin absorbsiyon sinir1 0,54 nm’den hemen 6nce, digerinin

de hemen sonradr. iki sinyal arasindaki fark, elementin konsantrasyonu ile orantilidir.
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X-151n1 "
A dedektor

X-1sinlari G bilgisayar

ORNEK elektronikler

Sekil 10.1. X-Isinlar1 spektroskopisi 6l¢iim semasi

Dedektorler

Ug tip transduser vardir. Bunlar;

1.Gazh dedektorler: "iyonizasyon odalar1", "orantili sayicilar" ve "Geiger tiipleri" olmak tizere
ti¢ tipi vardir. Orantili Sayicilar; ortasinda ince bir iletken tel takilmais silindirik preslenmig bir metal
tiiptiir. Bu tiip kararli bir gazla doludur. Tele pozitif yiiksek voltaj uygulandiginda elektronlar tele
geldikce elektrik akimini arttirir ve 6l¢iilebilir bir sinyal elde edilir.

2. Sintilasyon Sayicilari: Nal kristali icine homojen olarak dagitilmig talyum (T1) elementinden
yapilan preslenmis paletlerdir. Olusan 151k ¢cok kolay harekete gecebilecek elektronlarin bulundugu
katoda ¢arptirilir. Bu elektronlar fotogogalticida hizlandirilir ve dlgiilebilir bir sinyal olustururlar.

3.Yan iletken dedektorler: Uzeri silisyum dioksit kaplanmis lityum, metal alasim (SDD) veya

germanyum detektorlerdir.

10.1 Deneysel Kisim

Kullanilacak Cihaz: Enerji Ayirmali X-Isin1 Floresans Spektrofotometre

Isik Kaynagi: X-Ray Tiip Varian VF-50jPd/S (Pd Anot)

Dalga Boyu Secicisi: Yok

Dedektor: Yar iletken dedektor

Calisma Prensibi: Isik kaynagindan tiretilen X- 151n1, atom tarafindan sogurularak atomun i¢
tabaka elektronlarini uyarir. Bu uyarma sonucu gesitli elektronik gegislerle uyarilmis halden temele
hale donen atom kendisine ait floresans yayimi yapar. Yayimlanan fluoresans siddetinin

Ol¢iilmesine dayanarak numunedeki analit miktar1 hesaplanabilir.

Deney 10: Enerji Ayirmah X-Isin1 Floresans Spektrometri (EDXRF) yontemi ile fuel-oilde
kiikiirt tayini
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Hava kirletici emisyonlarin en yaygin olanlar1 kiikiirtdioksitlerdir. Her yil tonlarca SO2 cesitli
kaynaklardan yayilarak atmosfere karismaktadir. Bu emisyonlarin en énemli boliimii enerji elde
etmek i¢in kullanilan kati1 ve siv1 yakitlarin yakilmasindan meydana gelmektedir. Bu yakitlarin
yapisinda bulunan kiikiirt, yanma ile birlikte oksit formuna doniiserek havaya salinimi gerceklesir.
Atmosferde biriken SO yagmurla beraber topraga karisarak, topragin zayiflamasina ve zirai
verimin diigmesine neden olmaktadir. Ayrica, atmosferdeki nem ile birlesmesi sonucu siilfiirik asit
olusumuna neden olurlar. Bununla beraber, endiistriyel atiklardan 6tiirii topraga ya da gdle inmis
olan civa, kadmiyum ya da aliiminyum asidik nem varliginda ¢oziinerek, besin zinciri ve igme suyu
yoluyla bitki, hayvan ve insana ulasip toksik etkiler yaratmaktadir. Ekosistem {izerinde direk ya da
dolayl1 yonden zararl etkileri olmasi nedeniyle atmosfere yayilan kiikiirt miktarinin kontrol altinda

tutulmas1 6nemlidir. Bu sebeplerle, yakitlardaki kiikiirt oraninin belirlenmesine ihtiya¢ duyulur.

Kimyasal Madde ve Malzemeler: Safligi en az % 99,999 (V/V) olan inert gaz (helyum), kiikiirt
standartlari (%0,50 -%1,0-%1,50-%2,00), en az 3 mm numune derinligi saglayan ve degistirilebilir
X-151m1 gecirgen bir film tabakasi ile donatilmig olan numune kabi, 0,1 mg yaklagimla tartim
yapabilen analitik terazi.

Kiikiirt Standartlari: Kalibrasyonda kullanilacak standartlar, kiikiirtsiiz fuel oil matriksinde;
benzotiyofen (tiyonaften), dibenzotiyofen veya dibutilsiilfiir ilave edilerek hazirlanabilir. Ya da
hazir standartlar kullanilir.

Deneyin Yapihisi

Kiikiirt miktarmi belirlemek i¢in standartlar ve numune, X—1sin1 kaynagindan yayilan bir 151
demeti Oniine yerlestirilir. Numunedeki kiikiirdii uyarma islemi i¢in gerekli olan enerji, bir X-151m1
kaynagindan (radyoaktif 55Fe veya X-Isin tiipili) elde edilebilir. Meydana gelen karakteristik X-
Isinlar1 Olgiiliir ve toplanan sayimlar (floresans emisyonu), numune matriksine benzeyen bir
matrikse sahip belli derisimlerdeki kiikiirt standartlar1 ile olusturulmus kalibrasyon grafiginde

karsilagtirmali olarak okunur.
On Hazirhik

Deney i¢in yapilacak 6n hazirliklar Sekil 10. 2°de adim adim gosterilmistir. Plastik numune kaplari

iki tane silindir ve bir tane kapak olmak {izere toplam ii¢ par¢adan olugmaktadir (1). Baglantil
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parcalar kesilerek ayrilir (2). I¢ kisma girecek parca tabani filmle (Mylar Film) kaplanir (3). Disa
gelen kisim filmi sikistirarak giydirilir (4). Uste kapak kapatilir (5).

Sekil 10.2. Deney i¢in yapilacak 6n hazirliklar

Bu sekilde hazirlanmis bes adet kaba dort adet standart ve 1 adet numune konarak 6lgiimler
yapilir. Numunenin kaptan sizmamasi gerekir. Numune kaplari bir kez kullanilabilir. Tedbir amagh

cihaz1 korumak i¢in numune kabi, hazirlanan ikinci bir kap igerisine yerlestirilerek 6l¢iim alinir.

Kalibrasyon Islemi

Numune Kaplarma hem standartlar (% 0,50; 1,00; 1,50 ve 2,00) hem de numuneden 4’er g
konularak once dort adet standart cihazda okutulur. Cihaz igin tavsiye edilen floresans emisyon
stiresi (sayma siiresi) kullanilarak okuma yapilir. Her bir standart ig¢in alinan floresans emisyonu
degerlerine kars1 % kiikiirt (analit) derisimi grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi ¢izilir. Burada
elde edilen veri dizisinden elle veya bir bilgisayar yardimiyla bagimsiz degisken olarak kiikiirt
muhtevasi ve bagimli degisken olarak da okunan degerler kullanilarak dogrusal regresyon yontemi
kullanilir.

Hesaplamalar

Numunenin kiikiirt derisimi, her bir deney numunesi kismi i¢in hesaplanan veya hesaplama
ozelligine sahip analizorlerden dogrudan okunan ortalama sayim degeri kullanilarak, kalibrasyon
egrisinden bulunur. Hesaplamada bilgisayar kullaniliyor ise, yliklenmis programdan hesaplanmig
deger /degerler dogrudan okunur. Cihaz bir bilgisayara bagli degil ise; dort nokta koordinatlari
kullanilarak ortalamalar yontemi ile dogru denklemi elde edilir. Yatay eksene (x) derisim, dikey
eksene (y) sinyal girilmis ise; numune derigimi i¢in dogru denkleminde y sinyaline karst x
hesaplanabilir. Veya milimetrik kagit kullanarak grafik cizilir, numune i¢in bulunan sinyal
isaretlenip, yatay eksene paralel bir dogru ¢izilerek kalibrasyon egrisi (dogrusu) kestirilip, oradan

yatay eksene dik inilerek derisim bulunur.
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11. GAZ KROMATOGRAFISI (GC)
11.1. Genel Bilgi

Termal kararlilig1 yiiksek, kaynama noktasi diigilk kimyasal bilesenlerin ayrilmasi ve tayininde
kullanilan bir ayirma yontemidir. Kromatografik sistemlerde bilesenler, durgun fazla, hareketli faz
arasinda dagilima ugrar. Gaz kromatogtafisinde hareketli faz, tasiyici bir gaz olup sistem boyunca
stirekli akis devam eder. Gaz ya da sivi 6rnek bilesenleri bir siringa yardimiyla cihazin enjeksiyon
bloguna aktarilir. Burada ornek bilesenlerinin kimyasal degisiklige ugramadigi, termal
kararliliklarint koruduklart bir sicaklikta buharlagtirilir ve tasiyici gaz tarafindan kolona tasinir.
Kolonda 6rnek bilesenleri durgun ve hareketli faz arasinda, bellirli sicakliktaki ¢oziintirliigiine gore
dagilima ugrar. Dagilima ugrayan 6rnek bilesenleri, kaynama noktalar1 ve durgun faz etkilesim
diizeyine gore dedektore farkli zamanlarda ulasirlar ve kromatogramda ayri pikler bigiminde
gozlenirler. Kaynama noktasi diisiik yani bagil buhar basinci yiiksek olan bilesen kromatogramda
ilk gozlenen piktir. Her bir maddenin alikonma siiresi iki faz arasindaki maddenin dagilim
dengesine gore belirlendiginden, bir karisimdaki bilesenlerin kromatogramda ayr1 ayri pik seklinde

goriilebilmesi i¢in, farkli dagilim dengelerine sahip olmalar1 gerekir.
Gaz kromatografisi genelde ii¢ par¢adan olusmustur.

1.Enjektor 2. Kolon 3.Dedektor (Sekil 11.1)

Enjektor
|

zg "\ Kolon R | Dedektsr
K& ﬂ /

Finn

Gaz silindiri

Zaman >

Sekil 11.1. Gaz kromatografisi sisteminin gosterimi
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Gaz kromatografisinde analizi yapilabilen 6rnek bilesenleri s1ivi ya da gaz olabilir. Bununla
birlikte, bazi1 kat1 6rneklere de on bir tepkime uygulanarak tiirevleri olusturulur. Tiirevlendirme ile
bilesenlerin bir ya da daha fazla fonksiyonel grubu degistirilerek benzer bir kimyasal yap1 elde
edilir. Tirevlendirmenin amaci bilesenlerin kaynama noktasi diistiriilerek, ugucu hale getirmek ve
daha yiiksek termal kararlilik saglamaktir. Genelde yiliksek kaynama noktasindan sorumlu olan
hidrojen baglarin1 bir alkil veya silil grubu ile degistirmek kaynama noktasi diigiirebilir. Gaz
kromatografisinde eger 6rnek gaz degilse gaz fazina gegirilir. Hareketli faz bir gazdir. Durgun faz

genellikle tepkime vermeyen, kati lizerine tutturulmus buharlasmayan bir sividir.
Bir maddenin bu yontem ile analizlenebilmesi i¢in;

Bagil buhar basinc1 yiiksek, yani buharlasabilir olmalidir.
Sicaklik ile bozunmay1p, termal kararlilig1 yiiksek olmalidir.
Molekiil agirligr < 400 akb olmalidir.

Gaz fazda stabil olmalidir ve tasiyic1 gazlar ile reaksiyona girmemelidir.

A A

Analiz edilen diger malzemeler ile reaksiyona girmemelidir.
Gaz kromatografisinde analiz edilemeyen maddeler

1. Buhar basinci 1-2 torr’dan daha az ya da kolon sicakliginda bozunan maddeler (polimer ve
proteinler gibi)
2. Analiz i¢in yeterli uguculuguna sahip olmayan, yiiksek kaynama noktasina sahip, iyonik ve

polar bilesikler gibi (sekerler, tuzlar ve aminoasitler gibi)

Bilesenin saf haldeki standardinin kolona enjekte edildigi zaman ile dedektore ulastigi zaman
arasindaki fark, alikonma stirest, tr (Sekil 11.2) dir. Ayni deney ve cihaz kosullar1 altinda alikonma
siiresi bilesenin kendisine 6zgiidiir. Ornek igerisindeki bilesenin analizi ile saf haldeki stadardinin
analizinden elde edilen alikonma siiresi karsilastirilarak, herhangi bir 6rnegin nitel ve nicel
analizini yapmak olasidir. Fakat alikonma siireleri deney kosullar1 degistiginde farklanacag: i¢in,
tek baslarina nitel analiz i¢in gerekli kosullar1 saglamazlar. Ornegin alikonma siireleri ayni olan iki

farkli 6rnekle karsilasmak olasidir.
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Sekil 11.2. Bir gaz kromatogrami 6rnegi

Pik alanlar1 6rnegin derisimi ile orantilidir. Pik alanlarimi cihazin yazilimi kullanilarak
belirlenir. Konsantrasyon ile pik alan1 arasindaki iliskiden madde miktar1 hesaplanir. Olii zaman tm
ornegin kolona yiliklenmesinden hemen sonra gozlenen en kii¢iik pik olup kolonda alikonmadan

hareketli fazla birlikte hizla ilerleyen tiirlere iligkin bir sinyaldir.

Nicel ve nitel analizlerin dogru ve giivenilir olabilmesi i¢in, kullanilan cihazin kosullarinin
iyi optimize edilmesi gereklidir. Bu nedenle, kromatografik analizi yapilacak 6rnegin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerine bagl olarak, uygun kolon, dedektor, firin sicaklik araliklar1 ve 6rnek mikari
baslica optimize edilmesi gereken parametreleri olustururlar. Kolon se¢iminde genelde, 6rnegin
polaritesine yakin kolon segilerek, “benzer sistem benzer sistemde ¢oziiniir” ilkesinden hareketle
bu kosul saglanmaya galisilir veya ozelligi hi¢ bilinmeyen Ornekler igin apolar kolonlardan
baslanarak polar yapili kolonlara dogru deneme yanilma suretiyle uygun kolon saptanmaya

calisilir.

11.2. Deneysel Kisim

Kullanilacak Cihaz: Gaz kromatografisi cihazi (GC)
Kolon: Kapiler Kolon

Hareketli Faz: Helyum

Dedektor: Alev iyonlagsma dedektorii (FID)

61



Calisma Prensibi:

Gaz fazindaki 6rnek bilesenleri, enjektor yardimi ile enjeksiyon bloguna yiiklenir. Hareketli faz
olarak, inert gazlar kullanilir (Bunlarin baslicalar1 argon, helyum, azot ve karbondioksittir). Ornek
bilesenleri hareketli faz tarafindan kolona taginir. Kolonda drnek bilesenleri durgun ve hareketli
faz arasinda, belirli sicakliktaki ¢ozlinlirliigline gore dagilima ugrar. Dagilima ugrayan Ornek
bilesenleri, kaynama noktalar1 ve durgun faz etkilesim diizeyine gore dedektore farkli zamanlarda

ulagirlar ve kromatogramda ayri pikler bi¢iminde gozlenirler.

Deney 11.1. Gaz kromatografi yontemi ile biyodizelde (yag asidi metil esteri, YAME) metanol

tayini

Biyodizel, fosil yakitlarina alternatif bir yenilenebilir enerji kaynagidir. Hayvasal, bitkisel ya da
atik yaglarin potasyum hidroksit ya da sodyum hidroksit varliginda kiigiik molekiil agirligina sahip
metanol veya etanol gibi alkoller ile transesterifikasyon reaksiyonu sonucunda elde edilir. Uzun
zincirli yag asitlerinin metil esteri olarak da tanimlanir. “Biyo” kokii biyolojik esasli oldugunu,
“dizel” kelimesi ise dizel yakit1 oldugunu gosterir. Biyodizel iiretiminde alkol, katalizor olarak
kullanilir ve hayvansal veya bitkisel yaglarin kendi esterlerine tamamen doniistiiriilmesinden emin
olmak icin normal olarak fazla miktarda kullanilir. Uretim sonunda biyodizelin yaninda kalinti
olarak  bulunan alkoliin, ortamdan uzaklastirilmast  gerekmektedir.  Biyodizelden
uzaklastirilamayan alkol alevlenme noktasinin diismesine neden olmaktadir. Ayrica, kalite
standartlar1 geregi biyodizelin, %99 degeri lizerinde saf iiretilmesi istenir. Biyodizel kalitesinin
belirlenmesinden bir¢ok parametre vardir. Yag asidi metil esterinde metanol i¢eriginin belirlenmesi

de bu parametrelerden biridir.

Kimyasal Madde ve Malzemeler : Safligi en az %99.5 (m/m) olan metanol ve 2-propanol (i¢
standart olarak kullanlmak {izere), metanol icerigi %0.001 (m/m)’den az olan referans YAME,
safligl en az %99 (m/m) olan azot, helyum veya hidrojen gazi (tasiyici gaz olarak) 0,1mg
yaklagimla tartim yapilabilen analitik terazi, 20 mL’lik septumlu sise, inert septumlu metal kapak,
10 uL’lik, 0,1 pL dogrulukla 6l¢me yapabilen siringa, Kapagin yerlestirilmesi igin pense, 1 mL, 2
mL ve 5 mL’lik pipet, 10 mL ve 25 mL’lik 6l¢iilii balon.

Kalibrasyon Cozeltileri: Referans YAME igerisinde farkli metanol derigimlerine (kiitlece

%0,5; %0,1 ve %0,01) sahip 25’er mL kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanir.
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Deneyin Yapihisi
Kalibrasyon ve Islem
Her bir kalibrasyon ¢ozeltisi igin tekrarlanmak tizere, herhangi bir kalibrasyon ¢ozeltisinden 5 g +
0,01 g alinarak 20 mL’lik septumlu siseye aktarilir ve siringa yardimi ile 2-propanol (izopropil
alkol, IPA)’den 5 pL alinarak dogrudan sivi faz igerisine enjekte edilir. Enjeksiyon tamamlanir
tamamlanmaz, pense yardimiyla septumlu metal kapak siselerin agzi kapatilir ve karigmanin tam
olmasi i¢in iyice ¢alkalanir. Hazirlanan ¢ozeltiler gaz kromatografi cihazina enjeksiyondan 6nce
60 = 1°C’da 45 dk. siire ile tutulur. En son ayni sicaklikta ayn1 siirede tutulmus siringa ile septumlu
sisenin Uis kismindaki gaz fazindan 500 pL ¢ekilir ve gaz kromatografi cihazina enjeksiyon yapilir.
Islem {i¢ farkli kalibrasyon ¢ozeltisi igin tekrarlanir ve asagidaki Esitlik 11.1°den kalibrasyon
faktori (F: yaklasik 0,7) hesaplanir.

F=(Cm x Si) / (Cix Sm) (11.1)
Burada;
F : Belirlenen kalibrasyon faktorti,
Ci : Numuneye ilave edilen 2-propanol miktari, % (m/m), 5.0 g numune igerisine SuL 2- propanol
ilave edildiyse Ci= %0.0785 (m/m) olur. (dipa= 0,786 g/mol)
Cm: Kalibrasyon ¢ozeltisinin metanol igerigi % (m/m)
Si : 2-propanol’e ait pikin alani

Sm: Metanol’e ait pikin alanidir.

Hesaplama

Ug referans ¢ozelti igin ayr1 ayri elde edilen F faktoriiniin varyasyon katsayisi en fazla %15
olmalidir. Faktor hesaplandiktan sonra gergek numunelere de ayni islemler uygulanarak,

numunedeki metanol igerigi Cm olarak Esitlik 11.2°den hesaplanir.
Cm= (F x Ci X Sm) /'S (112)

Numunedeki metanol miktari, kalibrasyon ¢ozeltilerindeki metanol miktari ile karsilastirilip elde
edilen kalibrasyon faktorlerinden en uygunu kullanilarak da numunedeki metanol miktar
hesaplanabilir. Yani {i¢ ayr1 faktoriin ortalamasi yerine numunedeki metanol igerigi hangi
kalibrasyon ¢ozeltisindeki metanol igerigine yakin ise onun faktdrii kullanilarak Esitlik 11.2°den

Cnm hesaplanur.
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