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YNTEMN ADI: SPEKTROFOTOMETR

ALETN ADI: SPEKTROFOTOMETRE
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Dteryum (D2) lamba: UV k iin

Tungsten (W) lamba: grnr k iin kullanlr.

Monokromatr: tek bir dalgaboyundaki nn seilmesiiin kullanlr
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zelti iindeki madde miktarn zeltiden geen veyazeltinin tuttuu k
miktarndan faydalanarak lme

ilemine fotometri, bu tip lmde kullanlan cihazlara
dafotometredenir.

Fotometrik lmde, renksiz zeltilerin konsantrasyonu
dallebilir.
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Analiz edilen rnek zerine k demetinin bir ksmn filtreler
kullanarak ayran vegnderen aletler kolorimetreveya fotometreolarak
adlandrlrken, yarklar ya

da prizmalar aracl ile bu seicilii yapan aletler
spektrofotometreolarakadlandrlrlar.

Spektrofotometreler, zelti ierisindeki madde miktarn zeltinin
tuttuuveya geirdii k miktarn lerek tespit etmeye yarayan
cihazlardr.
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SPEKTROFOTOMETRELERN KISIMLARI

Ik Kayna: Sisteme k salayan lambalardr. Ik kaynann sabit
vesrekli kvermesi, enerjisinin bykolmas istenir.

Monokromatr: lm iin k kaynandan gelen polikromatik ktan

monokromatik (belli bir dalga boyuna ait) k elde edilmesini ve
istenendalga boyundaki n numuneye gnderilmesini salayan
sistemdir.Spektrofotometrelerde monokromatr olarak prizmalar
kullanlr.

Diyafram: Mercekler ve ntoplayc optik paralarla belirli
miktarlardaki nngemesinin salandksmdr. Kvete dzgn bir n demeti
gnderilmesinisalar.
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Kvet: Kvet iine lm yaplacak zeltinin konduu kaptr. Kvetler soft
veyaborosilikat cam, kuvars veya plastikten yaplr.

Cam kvetler grnr blgedeki lmler iin kullanlr. Ksa UV dalgalar
iin camkvetler uygun deildir.

Plastik kvetler ucuz olmalarna karlk kullanm srasnda kolayca
izilebilmelerisebebiyle uzun mrl deildir.

.

Cam kvetler ise ucuz ve dayankl olduklariin en ok kullanlan
kvetlerdir.

Kuvars kvetler ideal olmakla birlikte okpahaldr.
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Dedektr: Kvetten gelen nlarn miktarn belirlemeye yarayan ksmdr.
Inenerjisini elektrik enerjisine dntrerek gsterge veya yazcya
aktarr.

Fotometre: Alglad nlar elektrik enerjisine dntrr. nsan gz en
duyarldetektr olmasna karn kantitatif lm yapamaz. Kullanlacak
detektr, btndalga boylarna eit derecede duyarl, k enerjisini
elektrik enerjisinedntrebilmeli ve bunu ksa srede yapabilmeli,
enerji dnmorantlolmal,

dk enerjili nlara duyarl olmal ve lm sabit belirlenerek
zamanladeimemelidir.
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SPEKTROFOTOMETRE ETLER

1- TEK IIN YOLLU SPEKTROFOTOMETRELER2- FT IIN YOLLU
SPEKTROFOTOMETRELER

Tek k yollu spektrofotometrelerde, bileenlerin tm ayn k yoluna
yerletirilmitir.
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ift kyollu spektrofotometrelerde, monokromatrden
kank,eitiddetteiki demete blnerek biri rnee dieri sadece zcnn
bulunduu kaba

gnderilir. kiyeayrlank, iki ayr dedektrle alglanrve dedektrlerde
oluansinyallerin oran llr. Bylece rnekteki geirgenlik deeri srekli
olarakzcnnki ile karlatrlm olur. Burada iki dedektrn tam uyumlu
olmas,yani eitiddettekikile ayn sinyali oluturmas gerekir.


	
7/31/2019 spektroskopi sunum

11/27

SPEKTROFOTOMETRELERN ALIMA PRENSB

Tabakaya gelenk

iddeti: I0

Tabakadankan k

iddeti: I

Homojen birabsorplayc

ortam
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Temel mant,hazrlanan zeltiden belirli spektrumlarda k geirilmesi
ve bunn ne kadarnn zelti
tarafndanabsorblandnbulmasesasnadayanr.

zeltinin ierdii madde miktar ne kadar fazla ise daha fazla n,
zeltitarafndansourulur.

Spektrofotometre, zeltinin iinden geebilen -zelti tarafndan

absorblanmayan- n younluu tespit ederek zelti ieriindeki
arananmaddenin miktarhakknda kantitatif bilgi verir.

rnein, farkl scaklklarda bakterilerin geliiminin gsterilmesi
iin; eitliortamlara braklan bakteriler daha sonra zeltiler iinde
teker tekerspektrofotometre ile lldnde bakterilerin fazla olduu
rnekte daha fazla

absorblanma gzlenecektir.

Dolaysyla bu da bize ortamdaki scaklabal bakteri byme hz ile
ilgili bilgiverir. Sonuta, daha fazla bakteri daha fazla madde
demektir ve bu daabsorbsiyonun daha fazla olmasanlamna gelir.
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Herhangi bir zeltiye gnderilen bir n zelti tarafndan

tutulmasna absorbsiyon (sourma-emilim), n zeltidengemesine ise
transmisyon denir. Ik absorbsiyonu

absorbans (A) veya optik dansite (OD), zeltinin geirme

orantransmittan (T) olarak ifade edilir.


	
7/31/2019 spektroskopi sunum

14/27

LAMBERT BEER KANUNU

Bir zeltiye giren, absorbe edilen ve geen k iddeti arasnda
kantitatif biriliki vardr. Bu iliki Lambert Beer Kanunuile ifade
edilir.

Lambert Beer Kanununa gre; bir zeltinin tuttuu k,
zeltininkonsantrasyonu ile doruorantldr. Yani zeltinin
konsantrasyonu arttka absorbeettiikmiktar da artar.
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Transmittans deerinin 100 ile arplmasndan elde edilen deere

%Transmittans denir. %Transmittans zeltiye giren n yzde

kann zeltiden ktn gsterir.

Transmittans ile absorbans arasnda A = 2 -log % T ilikisi
vardr.
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Spektrofotometrik lmn yapl

Spektrofotometrik lmlerde kr, standart ve

numune olmak zere tp hazrlanr.

Kr,cihazn optik ayarlarnn (sfr ve 100 ayar)yaplmas amacyla
kullanlan zeltidir. Kr zeltisiolarak distile su veya reaktifin
kendisi kullanlr. Bazlmlerde numune kr de kullanlabilir.

Distile su kr,en sk kullanlan krdr; okuma kvetinedistile su
konularak hazrlanr. Daima absorbans deerininsfrlanmas iin
kullanlr.
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Reaktif kr,deneyde kullanlan reaktif ile hazrlanan krdr.Deneyde
birden fazla reaktif varsa birden fazla reaktif kr de

olabilir. Bazen absorbans deerinin sfrlanmas iin, bazen de

distile su krne kar numune gibi kullanlr.Numune kr,deneyde
kullanlan reaktif/numune oranna uygunolarak distile su veya serum
fizyolojik ile numune kartrlarakhazrlanr. Daima distile su veya
reaktif kryle sfrlanm cihazda

numune gibi okutulur.

Numune gibi okutulan reaktif veya numune kr deerleri numune

deerinden karlr.

Standart zelti,aranan maddenin bilinen konsantrasyondaki

zeltisidir.

Numune,iindeki madde miktarn tayin etmek istediimizzeltidir.
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KALBRASYON ERS VE AMACI

Kalibrasyon erisi oluturma aamalar;Standart zelti serileri
hazrlamak,

Standart zelti serilerinin lmn yapmak,

lm deerlerini standartlarn konsantrasyonuna kar grafie
dntrmek,

Elde edilen bu kalibrasyon erisini kullanarak numunedeki aranan
madde

miktar tespit etmektir.
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Kalibrasyon erisi metodunda, nce numunedeki miktar tespit
edilmekistenilen maddenin farkl konsantrasyonlarda standart
zeltileri hazrlanr.

Hazrlanan bu zeltilerin lmleri yaplr. Bir koordinat
dzlemioluturulup elde edilen lm deerlerikonsantrasyonlarna gre
koordinatdzlemine yerletirilir. Konsantrasyonlar ve bunlara ait
okuma deerlerinin

kesimenoktalarbirletirilerekkalibrasyon erisi elde edilir.

Son olarak numunenin lm yaplp lm deeri koordinatdzleminde
iaretlenerek grafikle kesitii noktaya gre numunedeki

aranan madde miktar tespit edilir.
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BSA Konsantrasyonu (mg/mL) Absorbans

0,1 0,054

0,2 0,1098

0,4 0,1985

0,6 0,2827

0,8 0,368

1 0,4548

1,5 0,6356

2 0,8022
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Kalibrasyon erisini izerken (0,0) noktas kullanlmal
m?Kullanlmamal m?

Nedenleri ve aklamalaryla birlikte deve eklenecek...
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VEEEEE.....
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