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Isigin Absoer

Spektrofotometrik Teknikler

UV (ultra viyole=mor otesi) ve VIS (visible=goriiniir
bolge) spektrofotometrisi

Atomik absorbsiyon spektrofotometrisi




UV/VIS
SPEKTROFOTOMETRISI




ULTRAVIYOLE (UV) VE GORUNUR BOLGE (VIS) SPEKTROFOTOMETRISI

THE ELECTRO MAGNETIC SPECTRUM
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320-400 Ultraviole Goriilemez

400-440 Gorunur Menekse
440-500 Gorunir Mavi

500-580 Goriunilr Yesil

Frequency
(Hz) 580-600 Gorunur Sari

108 1012 t 1015 1016 1018 1020 620-750 Goranir Kirmizi

750-2000 Infrared (iR) Gériilemez

Insan gozii 380-800 nm dalga boyu 15181 gorebilir. Bir T‘l ozelti 500-580 nm arasindaki 15181 gecirirse
¢ozelti yesil goriinecektir, diger dalga boylarindaki 15181 hapsedecektir (absorblayacaktir).

UV:180-380 nm,
Goritiniir bolge: 380-800 nm

Cozeltilerin tuttugu (absorbladig1) 1s1k miktarinin (absorbans, optik dansite) dl¢iilmesiyle madde
miktari behrlene%ﬂlr Bu ama %a kullanilan cihazlarin durumu ve dizayn edilisine gore iki tar
ol¢imden bahsedilir: Birincisi dalga boyu secimi i¢in filtrelerin kullanildig1 fotometri Ifotometrlk
6lciim), ikincisi prizmalarin kullanildigi spektrofotometridir (spektrofotometrik 6l¢iim)
Guintimiizde yaygin olarak spektrofotometreler kullanilmaktadir.
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Spektrofotometre

Bir ¢ozeltiden gecen veya cozelti tarafindan tutulan
(absorblanan) 1sitk miktarini degerlendirmek igin
kullanilan cihazlara spektrofotometre denir.




Dalga boyu secici
4 v ¢ Dedektor

Bevaz 151k (fotosel)

Giren Cikan I -

IS1K 151k

Isik kaymadn Prizma Ornek kiveti Gisterge

Spektrofotometrenin kisimlari

Genel bir spektrofotometrenin kisimlar1 sunlardir:
Isik | s

e Isik kaynagi olarak genellikle tungsten ampulleri

kullanilir.

Okuma haznesi (kiivet, mikroplate) Kiivetler ise degisik sekilli; genellikle 1 cm ¢apinda;

Dedektor cam, kuartz veya plastik olabilirler.

Dalga boyu ayarlayicisi (monokromator)

Okuyucu

Isik kaynagindan gelen 151k, tek bir yariktan gecirilerek dalga boyu ayarlayicisina ulasir. Dalga
boyu ayarlayicisi ile 15181n dalga boyu istenilen dalga boyuna ayarlanip, tek bir yariktan gecirilerek
icerisinde O0l¢tim yapilacak 6rnek bulunan kiivete gonderilir. Kiivetten gecen 1s181n bir kismi
¢ozelti tarafindan tutulurken, geri kalan kismi dedektore gelir. Dedektor kiivetten gecen 15181n
siddetini o0l¢cen kisimdir. Buradaki fotosel veya fototiip tizerine diisen 151k elektrik akimina
dontsturilir. Bu elektrik akimi, okuyucuda degerlendirilir.







“Lambert Beer Kanunu
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Bir cozeltiye giren (I,), absorblanan
ve ¢ikan 1s1k (I) siddeti arasinda
kantitatif bir iliski vardir. Bu iligki
"Lambert Beer Kanunu' ile ifade
edilir.

(A=log (I,/1)

Lambert-Beer kanununa gore absorbans,
¢ozeltideki madde konsantrasyonu ve 151k yolu ile
dogru orantilidir.



Bu kanuna gore absorbans ile ¢ozeltideki madde
konsantrasyonu ve 1sik yolu arasinda;

A=a.b.c
. |
bagintis1 mevcuttur. Burada, -..
.-—l—-' ¢ a I
A: Absorbans veya optik dansite —

a: Maddenin molar absorbsivite katsayisi (L/mol.cm) ;

b: Isigin ¢ozeltide aldigi yol-kiivet boyu (cm)

c: Madde konsantrasyonu (mol/L)
Bu esitlik konsantrasyona gore diizenlendiginde asagidaki
sekli alir.

c=A/ab
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Spektrofotometrelerde absorbansin yanisira, istenildiginde ¢ozeltinin
15181 gecirme orani da (transmittans, T) Olctlebilir. Transmittans,

T=I/1, (A=log (I,/1)

seklinde bir esitlikle verilir. Transmittans ile absorbans arasinda ise
1/T=1,/1 = A=log(1/T) = A=-logT

iligkisi vardir. Transmittansin 100 ile carpilmasindan elde edilen degere %

transmittans denir. Transmittans, konsantrasyonla logaritmik olarak
degisir. % transmittans ile A arasindaki iligki su sekildedir:

A=log(1/T) = A=log(100/%T) = A =2-log%T
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% T, 0-100 arasinda, A ise o ile sonsuz arasinda

(matematiksel olarak) degisir. Ancak laboratuvarda
absorbansin o-2 arasinda dedistigi dtistintilecektir.
e %T =100 = A=2-log100=0
e %=1 = A=2-log1 =2
e WE=o0;1 —> A=2-logor =3
e %T =0,00=> A=2-logo,01 =4

% Trancmittans

0 i 20 30 40 50 B0 0 a0 a0 104

2015 10 08B OF 06 05 0.4 0.3 02 o n.as 0.00

Absorbans



S s

/' T

Cozeltideki madde miktari absorbans ile dogru orantilidir .
Ornegin, konsantrasyonu o; 1; 2 ve 3 g/dL olan ¢ozeltilerin
verecegi absorbanslar sirasi ile o; 0,301; 0,602 ve 0,903
seklinde olabilir.

Oysa ayni ¢ozeltilerin % T'leri sirasiyla 100; 50; 25 ve 12,5 tur

=T A
100 1.00 -
7SF 0.75
50| 0.50
25 - 0,25 |-
o [l 1 L J | 5 1
1] 1 2 3 0.00 {0 1 2 3
Hi}llﬂiﬂl“l"ﬂﬁyﬂll Hﬂllﬁ'ﬂlltl"ﬂﬁj’l}ll

%T-konsantrasyon ve absorbans-konsantrasyon egrileri
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“Spektrofotometrik Olciim

A- Olciimiin Yapihisi
Spektrofotometrik olciim yapmak i¢in konsantrasyonu
Olctilecek maddenin ¢ozeltisi ile ayn1 maddenin
konsantrasyonu bilinen standart cozeltisi esit sartlarda
analiz edilir. Bu amacla ti¢ basamakl (I-III) bir islem
dizisi gerceklestirilir.
e I- Taplerin hazirlanmasi
- Kor tupu,
» Standart tiipii
« Numune tupu
e II- Dalga boyu secimi
e III- Okuma



I- Tiplerin hazirlanmasi
Kor, standart ve numune olmak tizere ti¢ deney tiipii hazirlanir.

Kor tiipii: Spektrofotometrede okuma yapmadan 6nce absorbansi (A) sifir
veya % transmittansi (%7T) 100'e ayarlamak veya aranan madde haric, kiivet,
¢oziicl ve reaktif ile numunedeki diger maddelerden kaynaklanan non-spesifik
absorbsiyonlarin veya transmittanslarin tespit edilerek analiz 6l¢timiine
etkilerini sifirlamak icin hazirlanan tiptir.

Kullanilan materyale gore ti¢ tip kor soz konusudur.

e a. Optik kor: Su, kloroform, alkol gibi sivilarin kullanildig tiptiir. Renksiz,
berrak ¢ozeltilerden ve kiivetten gelebilecek A veya T hatalarini ortadan
kaldirmak i¢in kullanilir.

e b. Reaktif korii: Bulanik veya renkli reaktifler kullanlldllgmda icinde reaktif
olan tiip olup, reaktifin ren§inden ve kiivetten gelebilecek A veya T hatalarini
ortadan kaldirmak i¢in kullanilir.

e c¢. Numune korii: Renkli veya bulanik numunelerin kullanildigi (bulanik veya
lipemik serum gibi) calismalarda numunenin renginden ve kiivetten dolay1
gelebilecek A veya T hatalarini ortadan kaldirmak icin hazirlanan ve sadece
numune bulunduran tiptir.



Spektrofotometre optik kore karsi sifira ayarlanmissa
reaktif koriuntin absorbansi, standart ve numunenin
absorbansindan cikarilir. Numune koriintin absorbansi ise
sadece numunenin absorbansindan cikarilarak hesaplama
yapilir.

Standart tiipii: Icerisinde aradigimiz maddeden bilinen
miktarda bulunan tiptiir veya aranan maddenin (analitin)
bilinen konsantrasyondaki ¢ozeltisidir.

Numune tiipii: Konsantrasyonunu arastirdigimiz maddeyi
iceren tiiptir veya icindeki madde miktarini tayin etmek
istedigimiz cozeltidir.



II- Dalga boyu secimi
Spektrofotometrik olarak olciimi yapilacak olan
maddeye ait onceden tespit edilmis, maksimum 1sik

absorbladigi dalga boyu secilir. Alet bu dalga boyuna
ayarlanir.

Okuma kiivetine kor ttiptinden bir miktar aktarilarak
okuma haznesine yerlestirilir. A, sifir veya T, 100 olacak
sekilde ayarlanir.



I1I- Okuma

Sirasiyla standart ve numune tiiplerinden okuma
kiivetlerine aktarilan ¢6zeltilerin absorbans (A) veya
transmittanslari(T) okunarak kaydedilir.
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B- Sonuclarin Degerlendirilmesi
Spektrofotometreden okunan A ve T'ler iki sekilde
degerlendirilir:

i. Standart (Kalibrasyon) Egri Yontemi

ii. Nokta Standart Yontemi
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'i. Standart (Kalibrasyon) Egri Yontemi

Yiuksek konsantrasyonda hazirlanmis olan bir
¢ozeltiden (stok ¢ozelti) bir seri seyreltme yaparak
degisik konsantrasyonlarda standart ttipleri hazirlanir.

Hazirlanan standart tiiplerinin konsantrasyonlarsi,
numunelerin degerlendirilebilecegi aralikta olmalidir.
Bu standart tupler kore karsi spektrofotometrik olarak
olculiir. Konsantrasyona karsi, A veya %T egrisi cizilir.
Bu egriye kalibrasyon (standart) egrisi denir.

Ayni sartlarda calisilan numune tiiplerinden elde

edilen A ve T degerleri, bu egriden karsilik gelen
konsantrasyonlar bulunarak degerlendirilir.






ii. Nokta Standart Yontemi

Tek bir standart tlipii ve paralelinde hazirlanan bir veya daha fazla sayida numune tiipiinde
reaksiyon tamamlandiktan sonra belirli dalga boyunda okumalar yapilir .
Standart ve numune tiiplerinden elde edilen okumalar karsilastirmali degerlendirilir. Bu
degerlendirme
A=a.b.c
esitliginden yararlanarak yapilir. Esitlik standart ve numune i¢in yazilacak olursa:
A, = a.b.c,
Ay = a.b.cy
olur. a ve b standart ve numune i¢in sabit oldugundan
Ast/AN = Cst / CN
yazilabilir.
Buradan numunenin konsantrasyonu
CN=1A‘N : Cst/IAst
olur. Burada,
Ay = Numunenin absorbansi
A, = Standardin absorbansi

Cy = Numunenin konsantrasyonu
C,, = Standardin konsantrasyonu




Standart kullanilmayan durumlarda absorbtivite
katsayisindan faydalanilir. Absorbtivite katsayisi bir sabit
olup absorbans veren maddeye spesifiktir (her madde igin
farklidir, ayirt edici 6zelliktir)

A=abc
Bu formiilde A cihazla olcilir, b 1s1k yolu olup kiivetin
genisligidir (bu deger genellikle 1 cm’dir) ve a 6l¢iilen
maddeye 0zgl sabittir.
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Enzimatik reaksiyonlarda kinetik okuma yapilir. Burda
enzimatik reaksiyon devam ederken belli bir zaman
araliginda birden fazla absorbans olctiimii yapilir. Birim
zamandaki absorbans degisiminden enzim aktivitesi
hesaplanir.

—

A,-A (AA) 10° Toplam hacim
Enzim aktivitesi (IU\L) = X X

dk e.b Numune Hacmi

AA/dk: Dakikadaki absorbans degisimi

e 10° :Moli mikromole ¢evirme faktori
° € : Molar absorbivite katsayisi
e b : Isik yolu (cm)

Bir dakikada bir mikromol (pmol) substrati iriine dontistiiren veya 1 pmol tirtin

olusturan enzim miktarina internasyonel enzim tinitesi (IU) denir. Enzim aktivitesi,
U/L (veya mU/L) olarak ifade edilir.



liskili videolar

e http://www.youtube.com/watch ?v=pxC6F7bK8CU

e http://www.youtube.com/watch?v=rdY41FPlgiE&featu
re=endscreen&NR=1

e http://www.youtube.com/watch?v=gbCZbP6 j48
* Atomik aa video

® http://www.youtube.com/watch?v=vybFVDzmsl.g



http://www.youtube.com/watch?v=pxC6F7bK8CU
http://www.youtube.com/watch?v=rdY41FPI9iE&feature=endscreen&NR=1
http://www.youtube.com/watch?v=qbCZbP6_j48
http://www.youtube.com/watch?v=vybFVDzm5Lg

- Deneysel Islem
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a. Kalibrasyon Egrisi Cizilerek Konsantrasyon Belirlenmesi

Stok standart ¢cozelti (%100 mg'lik potasyum permanganat,
KMnO,) ve konsantrasyonlar1 bilinmeyen KMnO,

cozeltileri kullanilarak asagidaki tabloya gore tiipler
hazirlanir:

Tiipler
. Bilinmeyen 1| Bilinmeyen 2

Kér | St; | St, | Stg St, (N )

Cozeltiler (mL) (N,) 2
(o)

MAMaRdB 10 | - | 2| 4 | 6| 8
Distile su 8 6 4 2
Bilinmeyen 1 - - - - - 8
Bilinmeyen 2 - - - _ - i 3




Kore karsi her bir tiiptin 410 nm'deki optik dansitesi
(absorbans) okunur.

Konsantrasyonlar apsiste optik dansiteler (absorbans)
ordinatta olmak tizere standart tiiplerin optik
dansiteleri ve konsantrasyonlarinin kesisim noktalari
birlestirilerek standart egri cizilir.

Daha sonra bilinmeyen tiiplerin optik dansitelerine
karsilik gelen konsantrasyonlar bu egriden bulunur.
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b. Tek Standart Yardimi ile Konsantrasyon Belirlenmesi

Stok standart ¢ozeltiden (% 100 mg'lik KMnO,) 2 mL
alinip tizerine 8 mL distile su ilave edilir (standart
tipi).

Kore karsi bu standart tiipiin ve bilinmeyen cozelti
bulunan tiipiin absorbanslari 410 nm'de okunur.
Numune konsantrasyonu asagidaki esitlikten
hesaplanir:

CN (%mg) = AN’Cst / Ast



