Spektrofotometre’nin calisma prensibi

Incelenecek drnek spektrometre ile fotometre arasina ve kiivet olarak adlandirilan, genellikle
sert plastikten ya da quartz’dan yapilan 6zel tiip icine yerlestirilir. Farkli 6rnekler farkli dalga
boylarmi absorbladiklar1 i¢in dncelikle bu araligin bulunmasi gerekir.

Ornegin DNA’nin bilinen spektrum aralig1 260 nm’dir. DNA miktar1 incelenirken bu
aralik kullanilir. Bu araligin bulunmasi i¢in spektrometre ile tiim araliklarda 6rnege
151 gonderilir. Elde edilen sonuglardan elde edilen grafik incelendiginde incelenen
maddenin hangi aralikta 15181 absorblandig1 anlagilabilir (Grafik 1).

Grafik 1: Grafikte klorofillerin absorblama araliklar1 géziikmektedir. Bilindigi gibi
klorofiller fotosentez i¢in 700 nm dalga boyundaki 15181 sogururlar.

Bu absorbsiyon araligi bulunduktan sonra spektrometre ile bu aralikta 6rnege
monokromatik -belirli bir dalga boyuna ait- bir 151n gonderilir. Spektrofotometreler
gonderdigi 15181 dalga boyuna gore cesitlidir. Gonderilen 151k, kiivet’in i¢indeki
ornekten gectikten sonra fotometreye ulasir. Spektrometre’den gonderilen 151k ile
fotometreye ulagan 151k arasindaki fark bize absorblanma miktarini verir. Absorblanma
terimi absorbans’tir ve Beer-Lambert teoreminden hesaplanir. (Formiil 1)
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Formiil 1: Beer-Lambert Teoreminden absorbans hesabi

Formiilde, A absorbansi, I0 Spektrometre’den gonderilen 151¢1n yogunlugunu, 11 ise
kiivetten gectikten sonraki 15181n yogunlugunu temsil eder

Diyagram 2: Kiivette absorblanma

Spektrofotometre ile yapilan dl¢iimler sonucunda derisim-absorbans grafigi ¢izilebilir
(grafik 2). Burada dikkat edilmesi gereken husus derisim-absorbans fonksiyonunun
belirli bir degere kadar lineer daha sonra da negatif artis gdstererek sabit bir degere
yaklagmasidir. Bunun sebebi ¢ozeltideki madde miktarmin belirli bir seviyeden sonra
15181n gececegi araliklarin molekdiller tarafindan dolmasi, dolayisiyla da maddenin tiim
15181 absorblamasidir.
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. Grafik 2: Ornek bir derisim-absorbans grafigi.
Absorbans degerinin bir siire sonra sabit bir degere yaklastig1 goriilebilir.

»  Olgiimiin yapilmast i¢in dncelikle referans —blank- olarak, i¢inde incelenecek
maddenin olmadig1 bir ¢ozelti hazirlanmasi gerekir. Standart bir referans ¢ézelti, su,
indikatdr ve varsa tampon ¢ozelti icermelidir. Referans ¢ozeltilerin amaci
spektrofotometrenin 6l¢iim degerinin daha hassas olmasini saglamaktir. Referans
cozeltiler ile 6l¢lim yapildiginda spektrofotometrenin dlgegi sifirlanir. (diger bir
deyisle yapilan 6l¢iimiin absorbansinin 0 -%100 gegis- oldugu belirtilir.)

= Ornek ¢ozelti ile referans ¢ozelti arasindaki absorbans farki az oldugundan
spektrofotometre daha kesin sonuglar verecektir. Referans ¢6zeltinin yerine saf su
konulmas1 bu farki ¢ok agacagindan daha az hassas sonuglar verir. Dolayisiyla
spektrofotometre. analizlerinde referans olarak saf su kullanilmaz.

= Referans ¢ozelti, farkli spektrofotometre cesitlerinde farkli olarak kullanilsa da islevi
aynidir.

= Spektrometre ile protein 6l¢iimii yapilabilmesi igin de 6rneklerin dnce belirli
belirtegler ile renklendirilmesi gerekir.

»  Ornegin Bradford belirtecini 6rnek alalim. Bradford ¢dzeltisi protein belirtecidir ve
standart olarak BSA (bovine serum albumin) isaretlemede kullanilir. isaretlendiginde
olusan kompleks 595 nm dalga boyunda 15181 absorblar. Bu dalga boyunda 6lgtimler
yapilir.

Ultraviyole (morotesi) / Goriiniir Bolge
(UV-GB) Spektroskopisi

Calisma ilkesi:

=  Molekiiler absorpsiyon spektroskopisi 160-780 nm dalga boylar1 arasindaki 1s1gm b
151n yoluna sahip bir hiicredeki ¢ozeltinin gegirgenliginin (T) veya absorbansinin (A)
Ol¢limiine dayanir.

= Bu absorpsiyon daha ¢cok molekiillerdeki bag elektronlarinin uyarilmasindan
kaynaklanir; sonug olarak molekiiler absorpsiyon spektroskopisi ile bir molekiildeki
fonksiyonel gruplarm tanimlanmasinda ve ayni1 zamanda fonksiyonel gruplar1 tagiyan
bilesiklerin nicel tayininde kullanilir.

= UV/GB spektroskopisi ¢ok sayida organik ve inorganik bilesigin analizinde
kullanilmaktadir.

UV-goriiniir bolge cihazlar1 200-900 nm arasinda ¢aligir.

N2 ve O2 molekiilleri, 160 ve 200 nm’de absorpsiyon yaptiklar1 i¢in 200 nm altindaki
dalgaboylarinda vakumlu UV cihazlar1 kullanilir.

UV ve goriiniir bolgede kullanilan spektrofotometreler ;



1- Tek 1s1ma demetli spektrofotometreler,
2- Cift 1s1ma demetli spektrofotometreler,

olarak ikiye ayrilir.

Tek 151n yollu ve cift 151n yollu spektrofotometrelerin fark:

Tek 1510 yollu spektrofotometrelerde ayni dalga boyunda ¢oziiciiye karsi 1s1n yolu
kapatilarak sifir gegirgenlik ayar1 ve 151 yolu agilarak %100 gegirgenlik ayar1 yapilir. Veya,
bilgisayar kontrollii cihazlarda ¢dziiciiniin spektrumu alinir ve analitin spektrumundan
cikarilarak, ¢oziicliden kaynaklanan absorbansin girisimi dnlenir.

Cift 1s1n yollu cihazlarda her dalga boyu i¢in ayri ayr1 0 ve 100 ayarlar1 yapmak
yerine, monokromatdrden ¢ikan 151k esit siddete iki demete boliinerek birinin lgiilecek
ornege, digerinin ¢oziiciiniin bulundugu kaba gonderilmesiyle 6l¢iim siiresi azaltilir. Boylece
ornekteki gecirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziiciiniinki ile karsilastirilmis olur.

Isima kaynaginin ozellikleri

1- Enerjisi biiytik olmali

2- Siirekli bir spektrum vermeli

3- Enerjisi sabit olmali

UV bolgede doteryum lambalari kullanilir.

160-360 nm arasindaki biitiin 1s1malar1 verir.

Goriintir bolgede tungsten halojen lambalar ya da ksenon ark lambalar1 kullanilir.
320-2500 nm dalgaboyu araligindaki is1malar1 verir.

Monokromatorler

Monokromatorler spektral taramalar1 yapabilmek i¢in tasarlanmistir.

UV, GB, ve IR i¢in kullanilan monokromatorler olarak

mercekler,

pencereler,

optik ag,

Prizmalar,

kullanilmaktadir.

Baslica ti¢ kistmdan meydana gelir:

» [sima demetinin giris ve ¢ikis araliklar1

= Mercek sistemi

= Dispersiyon sistemleri (prizma veya optik ag)
Optik aglar (grating)
1- Gegirgen optik aglar

How DR

Diiz bir cam veya gecirgen diiz bir levha {izerine esit olarak ¢izilen gecirgen olmayan
cizgilerden olusur.

Gecirgen ve gecirgen olmayan araliklarin birbirine esit ve birka¢ cm boyunca ¢izilmis
olmasi gerekir.

Iyi optik aglar cm’de 6000’e yakin ¢izgi igerir.



2- Yansitma optik aglari

Calisma prensibi gegirgen optik aglarinkine benzerdir.

Parlak ve cilali bir metal yiizeyi esit araliklarla oluklu hale getirilirse yansitmali bir
optik ag elde edilir.

HIGHER ORDERS AND FREE SPECTRAL RANGE

A= d(sina +sinB) /n
Gelis ag1s1 @, sabit kabul edilirse; [ agisinin degerine goére n’in 1,2,3 gibi gesitli
mertebeden degerleri i¢cin degisik dalgaboylar1 elde edilir.



