1. Derinlik esitleme yontemi: Nessler tiipii kullanilir. Konsantrasyonu 6lgiilecek numune,
isaret ¢izgisine dek doldurulur.Konsantrasyonu tayin edilecek maddenin farkli
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanir ve bu standartlar tiiplere ayni seviyede olacak sekilde

konur.

Konsantrasyonu belli ¢ozeltilerden hangisi, numune rengine yakinsa ona uygun
konsantrasyonda oldugu kabul edilerek hesaplanir.

2. Cozelti konsantrasyonunu sabitleyip derinlik degistirme

Mukayese ¢0zeltisinin konsantrasyonu sabit tutulurken,¢ozelti derinligi degistirilir. I,C,=1,C,
esitligi ele gecinceye kadar kiivetler mikrometrik vidalarla indirilip, kaldirilir.

ULTRAVIYOLE (UV) VE GORUNUR BOLGE MOLEKULER ABSORPSIYON
SPEKTROFOTOMETRESI
SPEKTROFOTOMETRE

Temel mantig1, hazirlanan ¢ozeltiden belirli spektrumlarda 151k gegirilmesi ve bu 1smin
ne kadarimnin ¢6zelti tarafindan absorblandigini bulunmasi esasina dayanir.

Cozeltinin icerdigi madde miktar1 ne kadar fazla ise daha fazla 151, ¢6zelti tarafindan
sogurulur.

Spektrofotometre, ¢ozeltinin icinden gecebilen -¢ozelti tarafindan absorblanmayan-
15181 yogunlugu tespit ederek ¢ozelti igerigindeki aranan maddenin miktar1 hakkinda
kantitatif bilgi verir.

Ornegin, farkli sicakliklarda bakterilerin gelisiminin gdsterilmesi i¢in; ¢esitli ortamlara
birakilan bakteriler daha sonra ¢ozeltiler icinde teker teker spektrofotometre ile
Olciildiigiinde bakterilerin fazla oldugu 6rnekte daha fazla absorblanma gozlenecektir.
Dolayisiyla bu da bize ortamdaki sicakliga bagli bakteri biiyiime hizi ile ilgili bilgi
verir. Sonugta, daha fazla bakteri daha fazla madde demektir ve bu da absorbsiyonun
daha fazla olmas1 anlamina gelir.

NITEL VE NICEL ANALIZLER

UV ve goriiniir bolgede spektrofotometrik dl¢timler nitel ve nicel analizde en ¢ok
kullanilan yontemlerden birisidir.

Nitel analiz: Saf maddelerin yapilarinin saptanmasinda fonksiyonel grubun bulunup
bulunmadiginin incelenmesinde bir fonksiyonel grubun bilesikteki yerinin
saptanmasinda kullanilir.

Nicel analiz: Saf bir maddenin ya da bir karisimdaki bilesenlerin derisimlerinin
saptanmasinda kullanilir.

Analiz edilen 6rnek tizerine 151k demetinin bir kismini filtreler kullanarak ayiran ve
gonderen aletler kolorimetre veya fotometre olarak adlandirilirken, yariklar ya da
prizmalar aracilig1 ile bu seciciligi yapan aletler spektrofotometre olarak
adlandirilirlar.

Maddenin 15181 absorplamasini incelemek i¢in kullanilan diizenege absorpsiyon
spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi verilir.

UV-goriiniir alan absorpsiyon 6l¢gme cihazlarinin bashca kisimlar
1- Isima kaynagi

2- Monokromator (Dalga Boyu segicisi )

3- Cozelti ve ¢oziicii koymaya yarayan seffaf kaplar ve



bunlarin yerlestirildigi bolme (Quartz)
4- Isima enerjisini elektrik enerjisine doniistiiren dedektor
5- Dedektorde doniistiiriilen enerjinin degerini gosteren cihazi (151k siddeti & dalga boyu
grafigi, yani spektrum)
=  UV-goriiniir bolgede D2, W, H2, Xe, civa buhar lambas1 gibi siirekli 1s1k kaynaklar1
kullanilir.
Tungsten flaman lambasi, goriiniir ve yakin IR bdlgede (320-3000 nm) 151k yayar.
Tungsten lambasinin i¢inde bir miktar iyot veya brom buhar1 bulunursa lambanin
Oomrii artar ve bu lamba tungsten- halojen lambasi olarak adlandirilir.
Ulraviyole bolgede en ¢ok kullanilan lambalar, hidrojen ve doteryum elektriksel
bosalim lambalaridir. Bu lambalar 180-380 nm arasinda 151k yayar. Daha pahali ve
daha uzun 6miirlii olan D2 lambasinm yaydig1 15181n siddeti H2 lambasima gore ¢ok
daha fazladir.
Xe ark lambasi, UV-goriiniir bolgenin tiimiinde (150-700 nm)
kullanilabilecek siddetli ve siirekli 151k kaynagidir.
Civa buhar lambasi, her iki bélgede 151ma yapabilen bir 151k
kaynagidir; siirekli spektruma ek olarak kesikli hatlar da icerir.
Dalga boyu secicileri (monokromatorler)
» Isik kaynagindan gelen polikromatik 1s1iktan tek bir dalga boyunda monokromatik 151k
elde edilmesini gerceklestiren diizeneklerdir.
= Monokromatér, filtreli fotometrelerde 151k filtresidir; spektrofotometrelerde ise 151k
prizmasidir.
= Ornek iizerine gonderilen 15181n daha monokromatik
olmasini saglamak i¢in bazi spektrofotometrelerde ¢ift monokromator kullanilir.
UV, GB, ve IR i¢in kullanilan monokromatérler olarak
mercekler,
pencereler,
optik ag,
. Prizmalar kullanilmaktadir.
Isik filtreleri
= Camdan yapilmis ve uygun boyalarla boyanmis filtrelerdir. Portatif olup kullanici
istedigi zaman uygun dalga boyundaki filtreyi cihaza takar. Filtrelerin tizerinde
gecirdikleri dalga boyu yazilidir. Filtrenin rengi, 6l¢iim yapilacak ¢ozeltinin rengine
gore segilir; 0rnegin, mavi 15181 tutan (sar1) bir maddenin 6l¢iimiinde sadece mavi 15181
geciren filtre kullanilir.
Isik prizmalan
» Cam veya kuartz olabilir. Ozellikle diisiik UV 1sinlar1 iyi ge¢irmediginden cam prizma
goriiniir bolge icin uygundur. Kuartz prizmalar ise hem UV 1smlarmi iyi gegirir, hem
de goriiniir 151k ve IR’e yakin bdlgelerde ¢alismaya elverislidir. Kuartz prizmalar
pahali spektrofotometrelerde bulunur.
Spektrofotometrelerde dedektor
» Maddenin 15181 absorplayip absorplamadigini anlamak i¢in 151k kaynagindan gelen
151810 siddetinin Olciilmesi amaciyla kullanilan diizenektir. UV-goriiniir bolgede
kullanilabilen iig¢ tiir dedektor vardir.
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1- Fotovoltaik dedektdrler
2- Fototiip
3- Fotogogaltic tiip

Tek 151k yollu spektrofotometreler



= Tek 151k yollu spektrofotometrelerde, bilesenlerin tiimii ayni1 151k yoluna
yerlestirilmistir.
Bu aletin baglica ii¢ ayar diigmesi vardir: Bunlardan biri, alette kullanilan optik ag
veya prizmay1 mekanik olarak dondiirmeyi saglayan diigmedir. Ikinci diigme, 151k
yolunu tamamen kapatarak galvanometre “sifir” gecirgenlik ayarini yapmak i¢indir.
Ucgiincii diigme, 151310 gectigi araligim enini degistirir.

Olgiimiin yapilacag1 dalga boyu birinci diigme ile ayarlandiktan sonra 151k yolu
kapatilarak ikinci diigme ile “sifir” ayar1 yapilir. Daha sonra {igiincii diigme ile 15181n
gectigi araligin eni degistirilerek ve drnek kabinda sadece ¢oziicii kullanilarak
galvanometre 100 degerine getirilir. Sifir ve 100 ayarlar1 her dalga
boyunda yeniden yapilmalidir.
Cift1s1k yollu spektrofotometreler

= Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, monokromatdrden ¢ikan 151k, esit siddette iki
demete boliinerek biri 6rnege digeri sadece ¢oziicliniin bulundugu kaba génderilir.
Ikiye ayrilan 151k, iki ayr1 dedektorle algilanir ve dedektdrlerde olusan sinyallerin orani
olciiliir. Boylece ornekteki gecirgenlik degeri stirekli olarak ¢oziiciiniinki ile
karsilagtirilmis olur. Burada iki dedektoriin tam uyumlu olmasi, yani esit siddetteki
151k ile ayni sinyali olusturmasi gerekir.
Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, tek dedektor kullanilarak da 6lgtim yapmak
miimkiindiir.
Ornekten ve ¢oziiciiden gecen 151k demetleri dedektdr iizerine art arda gelir ve
alternatif tiirden sinyal olusturur. Isik siddetleri esit ise dedektérde herhangi bir sinyal
olusmaz; 6rnek bolmesinden gelen 15181 siddeti absorpsiyon nedeniyle azaldig1 zaman
dedektore gelen sinyal alternatif sinyal olarak algilanir.

= Cift 151k yollu spektrofotometrelerin bir baska tiirii ¢ift dalga boylu
spektrofotometrelerdir. Cift dalga boylu spektrofotometrelerde iki farkli
monokromator vardir; iki farkli dalga boyundaki 151k, donen bir 151k béliicli yardimiyla
ornekle art arda etkilestirilir.
Bulanik ¢ozeltilerde dalga boylarindan biri ¢ozeltideki maddenin absorplayacagi,
digeri ise absorplamayacagi degerlere ayarlanir. Bulanikliktan dolay1 her iki dalga
boyunda ayni miktarda 1s1k kaybi olacagindan iki dalga boyunda yapilan 6l¢iimlerin
farki, sadece 6rnegin absorbansi ile iliskilidir.
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Ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrede 15181 toplamak, odaklamak, yansitmak, iki
demete bolmek, ve 6rnek iizerine belli bir siddette gondermek amaciyla mercekler, aynalar,



151k boliiciileri, giris ve ¢ikis araliklar1 vardir. Ornek, kullanilan dalga boyu bélgesinde 15131
geciren maddeden yapilmis 6rnek kaplarina (kiivet) konularak 151k yoluna yerlestirilir.



