Aromatik Bilesikler: Absorbsiyon bantlar1 molekiiliin yapisina bagl
olarak degisir. Benzen 184, 204 nm'de siddetli E bantlar1 ve 256 nm'de B
bandi olmak iizere ii¢ absorbsiyon bandina sahiptir.

Benzen halkasinda alkil siibstitiisyonu hiperkonjugasyon sonucu
batokromik kaymaya neden olur. Benzen halkasinda alkil grubu varken p-
konumuna ikinci bir alkil grubunun getirilmesi, biiyiik bir batokromik
kaymaya neden olur. Eger benzen halkasina bagl bir heteroatom varsa, bu
atomun ortaklanmamus elektron ¢ifti, halkanin w elektronlar1 mezomerisine
katilir ve benzenin E (Aromatik yapilarin karakteristikleri olan bantlar) ve B
bantlar1 daha uzun dalga boyuna kayar. Fenoliin fenolat haline gegisi E ve B
bantlarinda batokromik kaymaya neden olurken anilinin anilinyuma
doniismesi ise hipsokromik bir kayma yapar. Bunun nedeni olarak,
anilinyum katyonunda azotun ortaklanmamis elektronlar1 asit protonu
tarafindan tutulmus olup, halkanin 7 elektron mezomerisine katilamamasi
gosterilebilir. Doymamis bir grubun benzen halkasina baglanmasi ile B
bandinda (Aromatik veya heteroaromatik molekiillere ait bantlar) kuvvetli
bir batokromik kayma gerceklesir.

Heteroaromatik Bilesikler: Bes iiyeli heteroaromatik bilesiklerin
ultraviyole  spektrumlart1  siklopentadieninkiyle  karsilastirildiginda,
siklopentadien spektrumu ile 200 nm deki kuvvetli dien absorbsiyonu ile 238
nm deki orta siddetli absorbsiyonun furan, pirol ve tiyofende sirasiyla,
furandan tiyofene dogru gidildik¢e daha biiyiik dalga boylarna kaydiklar
gortliir. Alt1 iyeli heteroaromatik bilesiklerden piridinin ultraviyole
spektrumu, 257 ve 270 nm'lerde olmak {izere baslica iki absorbsiyon
maksimumu gosterir. 5 ve 6 iiyeli heteroaromatik bilesiklerin aksine doymus
tirevleri 200 nm den daha uzun dalga boylarinda absorbsiyon yapmazlar.

2.2.9 UV ve Goriiniir Alan Spektroskopisinin Uygulamalari
Kalitatif analizde: Bilinmeyen madde saflastirildiktan sonra UV
spektrumu alinir. Bu spektrum ayni madde i¢in daha Once alinmig

spektrumlarla karsilastirilir. Spektrumlardan hangisine uyarsa bilinmeyen
madde spektrumuna uyan maddedir.
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Saflik kontroliinde: Maddenin ne oldugu biliniyor, saf olup olmadig
arastiriliyorsa, spektrum alindiktan sonra spektrumda beklenmedik piklerin
cikmasi maddenin saf olmadigini ortaya koyar. Spektroskopide kullanilan
coziiciiler de spektrumdaki piklerde belli bir miktar kayma ve yanilmaya
neden olabilirler. Bunun i¢in spektroskopide kullanilacak c¢oziiciilerin,
spektrumu alinacak maddeyi ¢dzmesinin diginda, maddenin absorbsiyon
yaptig1 alanda absorbsiyon yapmamasi ve polar olmamasi gerekir. Ayrica
giris ve ¢ikig araliklarmin da spektruma etkisi vardir. Bunun igin spektrumun
miimkiin oldugunca dar aralikla alinmasi gerekir yoksa spektrumun
karakteristik 6zelligi bozulur.

Kantitatif Analizde: Kantitatif olarak analizi yapilacak madde
biliniyorsa sirasiyla su islemler yapilabilir:

- Madde saflagtirilir.

- Tayinin yapilacagi dalga boyu segilir.

- Tayin sicaklig1 ayarlanir.

- Tayin i¢in uygun ¢oziicli ve pH sec¢imi yapilir.

- Absorbansa karsi konsantrasyon grafigi ¢izilir.

Spektrofotometrik Titrasyonda: Her cesit titrasyon
spektrofotometrik olarak yapilabilir. Absorblanan iginin dalga boyu degeri;

- Hem titre edilen X maddesi, hem de titre eden Y maddesi
absorbsiyon yapmiyor ve meydana gelen XY maddesi absorbsiyon yapiyor
ise egri doniim noktasina kadar diizenli olarak artar, ondan sonra sabit kalir.

- Titre edilen X maddesi, ¢alisilan 6zel dalga boyunda absorbsiyon
yapiyor, titre eden Y maddesi ve ortamda meydana gelen XY maddesi
absorbsiyon yapmiyor ise egri donliim noktasina kadar diiser, sonra sabit
kalir.

- Titre edilen X maddesi ve titre eden Y maddesi absorbsiyon yapiyor,
meydana gelen XY maddesi absorbsiyon yapmiyor ise egri doniim noktasina
kadar diiser, doniim noktasindan sonra tekrar siiratle yiikselir.

Molekiil Agirhg Tayininde: Cok 6zel durumlarda bir maddenin
molekiil agirligi spektrofotometrik olarak tayin edilebilir. Bunun igin

52



0zellikle maddenin absorblama siddetine sahip belli bir fonksiyonel grup
icermesi gerekir.

Asit ve Bazlik Sabitelerinin Tayininde: Tautomerik sistemlerde ve
diger dengelerde, bilesigin iki sekli degisik dalga boylarinda absorbsiyon
yapar ve her birinin kantitatif analizi, denge konsantrasyonlarini ve denge
sabitini verir. Mesela keto ve enol sekillerinde bulunabilen asetoasetat
esterleri i¢in enol sekli konjuge oldugundan, daha yiiksek siddette
absorbsiyon yapar.

Molekiillerin Stereokimyasinin Arastirllmasinda: Bifenillerde
engellenmis déonme UV ile arastirilabilir. Molekiildeki halkalarin aym
diizlemde olusunu ortaya ¢ikaran m-m* gecisi belli bir Amax degerindedir.
Molekiilde orto konumunda biiyilk gruplar varsa ayni diizlemde olus
engellenir ve Amax degeri farklilanir.

Geometrik izomerlerin Konfigiirasyonunun Bulunmasinda:
Geometrik izomerlerde cis sekli daha cok sterik engellenmis, trans sekli
elektron sisteminin ayni diizlemde olus 6zelligini daha kolay kazanmustir.
Dolayisiyla trans sekli daha yiiksek dalga boyunda absorbsiyon yapar ve
molar absorbtivitesi de daha biiyiiktiir.

2.2.10 Tiirev Spektroskopisi

UV Spektroskopisinin son yillarda ¢ok yararlanilan bir uygulamasi
(6zellikle kantitatif amagla) tiirev uygulamasi ile ylriitiilen bi¢imidir. UV-
Visible (Goriiniir) bolgede absorbsiyonu olan bir madde {izerine gonderilen
1sinlarin dalga boylarina karsi, absorbans degerleri grafige gecirilerek tiirev
spektrumu elde edilmektedir. Tiirev spektroskopisinin soziinii ettigimiz
ozelligi kisaca; A=f(X) esitligi ile ifade edilebilir. Burada A absorbansi, X ise
dalga boyunu ifade eder. Absorbans bir anlamda dalga boyunun fonksiyonu
seklindedir. Bu fonksiyonun her bir noktasindaki tiirev; [dA/dA] seklinde
hesaplanir. Eger bu tiirev degerleri dalga boyuna kars1 grafige gegirilecek
olursa, tiirev spektrumu olusur ve bu da 1’den n’e kadar degisik derecelerde
olabilir. Tiirev spektrofotometresi ile yiiriitilen yontemler tiirev
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spektrumlarinin  kullanilmas1 esasina dayanmaktadir. Tiirev egrilerinin
hazirlanmasinda ise matematiksel islemlerden yararlanilmaktadir. Tiirev
caligmalar1 spektrumun egimini bildirmekte ve c¢ok net bir sekilde
spektrumdaki omuz, dirsek olugsumlari, tepe ve biikiilme noktalarini ortaya
koymaktadir. Bu sekilde kesin sonu¢ alinabilmektedir. Ayn1 zamanda
spektrum dogrusundaki bir deformasyonun gozlenmesi ile, numunede bir
yada birka¢ yabanci maddenin bulundugunu saptamak son derece kolay
olmaktadir. Absorbsiyon bantlarinin daha anlasilir olmasi i¢in, diferansiyon
uygulamak, spektrumdaki bantlari inceltmekte ve onlar1 tam olarak
ayristirmaya olanak saglamaktadir. Bu sekilde kompleks bir karigimi
olusturan maddeleri ya da onlara ait bantlar1 ayr1 ayr1 hale getirmek miimkiin
olmaktadir. Sonug¢ olarak, tiirev spektroskopisi uygulamasi ile karigim
numunelerinin spektrumda birbirlerinin i¢ine girerek birbirlerini etkilemesi
onlenmekte ve bu tiir maddelerin de spektroskobik analizlerini yapmak
miimkiin olmaktadir. Sekil 2.2.3'de 1 ile 4. dereceden tiirev spektrumuna ait
bant ornekleri verilmektedir.

A : Ozgiin spektrum
Al : 1. Turev Spektrumu

A2 : 2.Tirev Spektrumu
A3 : 3. Tiirev Spektrumu
A4 : 4. Turev Spektrumu

Sekil 2.2.3. 1. ve 4. Dereceden tiirev spektrumlari
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2.2.11 Tiirev Spektrofotometresinin Kullanim Alanlan

o Kalitatif analizlerde karisim maddelerinin taninmasinda ve saflik
kontrollerinde kolay ve kesin sonuglar vermektedir.

o Kantitatif analizlerde iki bilesigin karisiminda igige girmis bantlarin
ayrilmasma yardimci  olmakta, boylece iki bilesigin birlikte tayinine
olanak vermektedir.

e Siispansiyon gibi bulanik ortamlarda g¢alisirken, higbir ayirma islemine
gerek kalmadan rahatlikla analiz yapilabilmektedir.

e Dogal ya da reaktif ilavesiyle renklendirilmis bir ortamda alinan
spektrumda, bir madde son derece zayif goriinim verse de tiirev
spektroskopisi ile rahatlikla tayin edilebilmektedir.

e Dar bir alana sikismis birden ¢ok maddenin tayinine olanak
vermektedir.

Kullaniminin ¢ok kolay olmasina karsilik, tiirev spektrofotometresinin
maliyeti son derece pahalidir. Ayrica tiirev spektrumlarinda ¢ok sayida uydu
pikler goriiliir. Bu pikler bir karisim ile c¢alisirken bizi baska bilesenlerin
varligima gotiirerek yaniltabilir. Tiirev derecesi arttikca bu cins piklerin
sayist da artacagi icin, bu durum sonugta, yeterince deneyimi olmayan
Kisilerin spektrumlar1 yorumlamasini gii¢lestirmektedir.

2.2.12 Ila¢ Etken Maddelerinin Gériiniir Bolgede Miktar Tayini
Uygulamalar:

Goriliniir bolgede absorpsiyonu olan herhangi bir ilag etken
maddesinin (renkli ya da renklendirilmis madde ¢ozeltisi) miktar tayini,
maddenin belli konsantrasyondaki ¢dzeltisinden, segilen uygun bir dalga
boyunda (400-800 nm arasinda) 1s1k gegirilerek yapilabilir. Bu tayinlerde
Lambert-Beer kanunu gecerlidir.

Secilen dalga boyunda maddenin gosterdigi absorbans o6lgiildiikten
sonra agagida gosterilen yollardan biri izlenerek madde miktar1 hesaplanir:
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e Miktar tayini yapilacak madde, aym kosullarda (dalga boyu, slit
acikligi, tabaka kalinligir ve ¢oziicii) referans standart ile karsilastirilir.
Her ikisinden hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslar1 bosa karsi Ol¢iiliir ve
asagidaki formiilden yararlanilarak madde miktarina gegilir:

Cx Ay

- _ Py
C T A “=A e

Cx : Miktar1 bilinmeyen maddenin konsantrasyonu
Cs : Standart maddenin konsantrasyonu

Ax : Miktar1 bilinmeyen maddenin absorbansi

As : Standart maddenin absorbansi

e Referans standardin degisik konsantrasyonlu ¢ozeltileri hazirlanir ve
bunlarin, se¢ilen dalga boyunda absorbanslari okunur. Konsantrasyon
absis, absorbans ordinat olmak iizere 6l¢ii egrisi (kalibrasyon egrisi)
cizilir. Sonra bilinmeyen ornekten hazirlanan ¢ozeltinin absorbansi
Olciiliir ve ordinatta isaretlenir. Bu noktadan kalibrasyon egrisine bir dik
cikilir, dikin egriyi kestigi noktadan absise dik inilerek madde miktari
bulunur; ylizde saflik miktar1 hesaplanir.

Goriiniir bolgede miktar tayini yonteminin uygulanmasi: Bu béliimde
ornek olarak parasetamol miktar tayini biitlin ayrintilar1 ile verilecek,
laboratuvardaki hesaplamalar bu 6rnegi esas alarak yapilacaktir.

PARASETAMOL TABLETI

300 mg Parasetamol icerdigi bildirilen tabletlerin 20 tanesi toz
edilerek iyice karistirilir. 100 mg dolayinda aktif maddeye esdeger miktarda
tablet tozu tartilir. 50 ml %10’luk HCI ile hidroliz edildikten sonra distile
suyla 100 ml’ye seyreltilen ¢6zeltiden 3 ml’lik bir kistm 100 ml’lik bir balon
jojeye aktarilir. Uzerine 2 ml %10’luk HCl ve 3ml DAB ¢dzeltisi (p-
dimetilaminobenzaldehidin %95°lik etanoldeki %3 liik ¢6zeltisi) ilave edilir.
Karigim, iyice calkalandiktan sonra, 20 dakika oda 1sisinda bekletilir ve
distile suyla 100 ml’ye tamamlanip 444 nm’de bos ¢ozeltiye karsi absorbansi
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Olciiliir. Absorbans 0.51 olduguna gore Once tabletlerdeki, sonra bir
tabletteki aktif madde miktar1 bulunur.

Standart egrinin cizilmesi: Referans standart maddeden 100 mg
dolayinda tam tartilmis bir kisim, yukarida gosterildigi gibi hidroliz edilip
100 ml’ye seyreltilir. Bu ¢ozeltiden 0.5 ml, 1 ml, 2 ml, 3 ml ve 4 ml’lik
kisimlar 100 ml’lik balon jojelere alinip 2’ser ml %10°luk HCI ve 3’er ml
DAB ¢ozeltisi ilave edilir, 20 dakika bekletildikten sonra distile su ile 100
ml’ye seyreltilir ve bos ¢ozeltiye karst 444 nm’deki absorbanslar1 okunur.
Absorbanslar ordinat, konsantrasyonlar absis olmak iizere milimetrik bir
kagida standart egri ¢izilir. Konsantrasyonlar 1 ml’de mcg (ug, mikrogram)
ya da mg olarak hesaplanir ve seyreltmeler i¢in de hesaplar yapilarak her
birinin 1 ml’sindeki madde miktar1 bulunur:

100 ml 100 mg
1ml X

x= 1 mg/ ml (ana ¢ozelti)

1. seyreltme: Ana ¢ozeltiden 0.5 ml alinip reaktif ilavesinden sonra su
ile 100 ml’ye tamamlanir:
100 ml’de 0.5 mg, 1 ml’de 0.005 mg = 5 mcg vardir.

2. seyreltme:Ana ¢ozeltiden 1 ml alinip reaktif ilavesinden sonra su
ile 100 ml’ye tamamlanir:
100 mI’de 1 mg, 1 mlI’de 0.010 mg = 10 mcg vardir.

3. seyreltme: Ana ¢ozeltiden 2 ml alinip reaktif ilavesinden sonra su
ile 100 ml’ye tamamlanir:

100 ml’de 2 mg, 1 ml’de 0.02 mg = 20 mcg vardir.

4. seyreltme: Ana ¢ozeltiden 3 ml alinip reaktif ilavesinden sonra su
ile 100 ml’ye tamamlanir ve x = 30 pg bulunur (5., 6., vb. seyreltmeler).
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Hesaplanan konsantrasyonlar ve bunlara karsilik gelen 444 nm’deki
absorbanslar1 kullanilarak asagidaki standart egri ¢izilir:

03
0.7
06
0.5
0.4
0-3

Q-2

C (ng/ml) A

D s 0.075
10 0.16
20, i 0.38
B0 0.56
B0 0.77

b |

5 10 20 27 0 40 C
meg/mi
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