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ENSTRUMENTAL ANALIZ LABARATUVARI CALISMA VE
UYGULAMA ESASLARI

A- GENEL HUSUSLAR

Ogrenciler laboratuarda beyaz dnliikle calismak mecburiyetindedirler.

Ogrencinin yapacag deneye hazir olarak gelip gelmedigini belirlemek amaci ile gérevli 6gretim
elemani tarafindan sozIli sinava tabi tutulur. Sozlide basarili olabilmek igin her deneyin
sonunda yeralan sorulara hazirlkli olarak gelinmesinde yarar vardir.

. Sozliden sonra 6gretim elemaninin gézetiminde deney hazirliklarini yapar. Deneyler grup

halinde yapilacagi icin her 6grencinin deneye katkisina dikkat edilecektir.

Deneyin yapilisinda 6nemli hatasi olan ve laboratuar ¢alisma diizenine uymayan davranislarda
bulunan 6grencilerin o glin yapmakta olduklari deneyleri iptal edilir.

Deneyler streklilik arz ettiginden derslerde oldugu gibi teneffiis verilmez. Ancak ihtiyaci olanlar
deneyin sorumlusu 6gretim elemaninin bilgisi dahilinde teneffis yapabilir.

Yapilan deneyin teorik ve pratik yonlerinin kavranip kavranmadigini belirlemek amaci ile az
sorulu kicuk bir sinav yapilacaktir. Kiiclik sinavlar 6gleden onceki laboratuarlar icin saat
11.00’den 6nce, 6gleden sonraki laboratuarlar igin saat 16.00’dan 6nce yapilamaz.

Deney ile ilgili rapor bir hafta sonraki derse getirilerek dersin basinda ilgili 6gretim Uyesine
teslim edilecektir.

B- CIHAZLARIN KULLANIMI VE BAKIMI

1.

Gorevli 6gretim elemaninin bilgisi disinda cihazlari karistirmak kesinlikle yasaktir. Cihazlar
kullanma talimatnamesine goére calistiriimalidir.

Deney esnasinda kullanilan malzeme ve maddeler mutlaka temiz ve uygun bir sekilde gorevliye
teslim edilmelidir.

Deney yapilan masa, malzeme ve cihaz mutlaka deneyden sonra temizlenmelidir.

LABARATUVAR CALISMALARININ DEGERLENDIRILMESI

S6zIU sinavlarin % 30°u, yazili sinavlarin % 40’1, rapor ve deneysel ¢alisma performansinin %
30°’u il ici basari notu olarak alinacaktir. (Deneysel c¢alisma performansi: Deneylerin
gercgeklestirilmesi esnasinda 6grencinin deneye olan ilgisi veya ilgisizligidir).

. |. Vize notu olarak vize giris tarihinin sonuna kadar olan sire icerisinde yapilan deneylerin

sonuglari verilir. Il. Vize notu olarak da benzer sekilde |. Vizeden sonraki deneyleri kapsar.

Deney ile ilgili sozli ve yazili sinavlar ayni gin yapilacak ancak rapor bir sonraki haftaya
getirilmesi zorunludur. Daha sonra getirenlerinki dikkate alinmayacaktir.

D- DENEY RAPORU

1.

2.

Deneyler grup halinde yapilmakla beraber raporlar her 6grenci tarafindan hazirlanir. Bir baskasi
yerine rapor hazirlanamaz.

Teorik Bilgiler kisminda, genel teorik bilgilere ek olarak deneyin sonunda yeralan sorularin
teorik olanlari da cevaplandirilir.



DENEY RAPORU

Ogrencinin Adi — Soyad:

Numarasi

Bolimi

Gorevli Ogretim Uyesi veya Asistan

DENEYIN AMACI

GENEL BiLGILER

DENEYIN YAPILISI

BULGULAR ve HESAPLAMALAR

SONUCLAR ve TARTISMA

Grup No :
Deneyin Yapildigi Tarih



LABARATUVAR iCiN GEREKLI HAZIRLIK

Ogrenciler, labaratuvara gelirken, yapacagi deneylerle ilgili olarak hazirliklarini yapmalari,
deneyin, teorisi ile ilgili bilgi sahibi olmalari, yapacaklari deneyin yapilisi ile ilgili islem
basamaklarini 6grenmeleri, yapilacak olan deneyler sirasinda, karsilasilabilecek olan aksaklik ve
tehlikelerin ile bunlarin olmalari halinde, yapilacak olan miidahaleleri 6grenmeleri, elde edilen
deney sonuglarini degerlendirecek sekilde hazirlikh gelinmelidir. Labaratuvara, kesinlikle 6nliiksiiz,
ve guvenlik gbzligl olmadan gelinmemelidir.

TEMIZLIK

Calisma alaninizi mutlaka temiz tutunuz. Bu kazalarin 6nlenmesi ve deneylerin daha iyi
ylrimesi icin oldukca 6nemlidir. Calisma masanizda sadece laboratuar kitabinizi ve defterinizi
bulundurunuz. Diger ¢anta ve malzemelerinizi tezgahin lzerine birakmayiniz. Terazi ve deney
cihazlari gibi aletlerin yanini ve kendisini kullanmadan dnce ve sonra mutlaka temizleyiniz.
Laboratuar bitiminde nébetci olan 6grenciler ve asistanlar temizlik kontrolll yapacaklardir.
Temizlik amaci ile her 6grenci mutlaka séylenecek olan malzemeleri getirmek zorundadir.

GENEL GUVENLIK

Laboratuvarda sorumlu herhangi kisi olmadigi taktirde kesinlikle ¢calismak yasaktir. Kapal
sistemleri kesinlikle isitmayiniz. Tp veya balonu isitmak gerektiginde kendinize veya baska birine
dogru tutmayiniz. Belirlenmemis deneyleri yapmayiniz. Radyo, telefon ve benzer ses cihazlarinin
laboratuvarda kullanimi yasaktir. Uzun saclar arkada mutlaka bagh olmali, terlik ve sandalet gibi
giyeceklerin laboratuvarda giyilmesine misaade edilmeyecektir. Kimyasal atik ve kirik cam
malzemeler yaralanmaya neden olacagi icin ¢cope ve lavaboya atilmamali mutlaka asistaninizin
soyleyecegi yere koymalisiniz. Kaban, pardiis6, mont gibi kiyafetlerinizi laboratuvar girisinde
bulunan askiliklara asmaniz gerekmektedir. Daha 6nceden hirsizlik olaylari ile karsilasildigi icin
kiymetli esyalarini mutlaka yaniniza aliniz, laboratuvarda ve diger yerlerde birakmayiniz.

LABARATUAR ONCESiI

Laboratuara gelmeden 6nce deneyin adini, deney 6ncesi bilgileri, mimkiin olan
reaksiyonlari, formiilleri ve deneyde dikkat etmeniz gereken noktalari yaziniz. lyi bir hazirhk
glvenli ve etkili bir labaratuar ¢alismasi icin gereklidir. Bu nedenle her yeni deneye baslarken 6nce
laboratuar giris sinavi yapilacaktir. Hocalariniz tarafindan yeterli bulunmadiginiz takdirde deneye
baslatilmayacaktir. Genel bilgileri kitapta verildigi gibi aynen yazmayiniz. Kendiniz anladiginiz
sekilde 6zet gikartiniz.

LABARATUVAR ESNASINDA

Notlarinizi temin ediniz. Deney esnasinda meydana gelen degisiklikler, gbzlemler, ve
dikkat edilmesi gereken notlari not ediniz? Deney esnasinda sonuglari anlamak ve meydana gelen
ve gelebilecek gozlemlerinizi de detayli bir sekilde not ediniz. Diizgiin bir not tutuldugunda
yaptiginiz ¢alismalari gdrmeniz daha 6gretici olacaktir. Nobetgi grup laboratuvardan ¢gikmadan
temizligini yapmalidir.

BiR SONRAKI HAFTA

Daha 6nceki deneye ait bilgiler tamamlanacaktir. Yeni bir ¢calismaya baslamadan 6nce
asistaniniza bunlar teslim edilecektir. Geg teslim etmeniz halinde deney rapor notunuz olmayacak.
Gegerli bir nedeniniz ve 6zel bir durumunuz olmasi durumunda asistaniniza bunu bildirmeniz
gerekmektedir.



DENEY 1
ATOMIK ABSORPSIYON SPEKTROFOTOMETRESI ILE METAL TAYINiI

DENEYIN AMACI

Cozelti halindeki orneklerde eser halde bulunan metallerin kalitatif ve kantitatif
analizlerinin yapilmasi.

DENEYIN YAPILISI

Alevli atomlastirici kullanilarak kalibrasyon egrisi ve standart ekleme yontemleri ile
ginko tayini.

Atomik absorpsiyon spektrofotometre cihazi agilir. Cinko oyuk katot lambasi takilarak
214 nm’ye ayarlanir ve lambanin isinmasi i¢in 30 dk. beklenir.

Yarik 0.5 nm olacak sekilde ayarlanir.

Ayar egrisi icin dnceden hazirlanan 0.1 ile 1 ppm arasinda alti ayri ¢ézelti (0.1, 0.2,
0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ppm) icin absorbans degerleri okunur. Bilinmeyen 6érnegin de absorbansi
okunarak kalibrasyon egrisinden drnegin konsantrasyonu bulunur.

25 ml lik dort balonjoje’ye 2.0 ml bilinmeyen drnekten konur. 1. balonjoje su ile 25
ml'ye tamamlanir. 2, 3 ve 4. balonjoje’ye 1 ppm'lik standart ¢ézeltiden sira ile 2, 4 ve 8 ml
eklenerek su ile 25 ml'ye tamamlanir.

Bu ¢ozeltilerinden absorbans degerleri okunarak eklenen standart derisimine karsi
okunan absorbans degerleri grafige gecirilir. Dodrunun x ekseninin uzantisinin kestigi
bilinmeyen numunenin derisimine karsilik gelir. Baslangigtaki numunenin kag¢ defa
seyreltildigi vs. dikkate alinarak gerekli diizeltmeler yapilir.

DENEY iLE iLGILi SORULAR
Atomik absorpsiyon spektroskopisinin esasini agiklayarak, aletin semasini giziniz.

Atomik absorpsiyon spektroskopisinde alevde meydana gelen olaylari sematize ederek
aciklayiniz.

Oyuk katot lambasinin galisma prensibini agiklayiniz.

Girisim nedir, AAS’de kag tur girisim vardir, kimyasal girisimi agiklayiniz.



DENEY 2
FT-IR SPEKTROSKOPISI ILE YAPI KARAKTERIZASYONU

DENEYIN AMACI

Herhangi bir saf maddenin IR spektrumunu alip gézlenen bantlardan faydalanarak
yapisinda hangi fonksiyonel gruplarin bulundugunu ve molekil icindeki bag tirlerinin neler
oldugunu anlamaktir.

GENEL BILGILER

infrared spektroskopisi, maddenin infrared isinlarini absorblamasi zerine kurulmus
olan bir spektroskopi dalidir. IR spektroskopisi, daha ¢ok yapi analizinde kullanilir ve ¢ogu
kez elektronik (UV) ve NMR, spektroskopileriyle birlikte uygulanir. Bir maddenin FT-IR
spektrumu UV spektrumlarina gére daha karmasiktir. Bunun nedeni IR isinlari enerijilerinin
molekdullerin titresim enerji seviyelerinde ve molekulde bir¢ok titresim merkezlerinin olmasidir.
IR spektrumu veren maddelere IR aktif maddeler denir. Bunlar yik dagilimi asimetrik olan
dipol molekullerdir. Bir baska ifadeyle N,, O, gibi homontkleer olan molekuller hari¢ batin
molekdller IR isinlarini absorblarlar ve bant verirler. IR spektroskopisinde isinlar dalga
sayllariyla (cm™) verilir. IR spektrumunda genellikle 4000 cm™ ile 400 cm™ araliginda gériilen
bantlar %gecirgenlik veya abrobans’a karsi kaydedilir. IR spektrumunda 4000-1500 cm™
araligina fonksiyonel grup bolgesi, 1500-600 cm™ araligina da parmak izi bolgesi denir. IR
spektrumu degerlendirilirken gelistirilen korelasyon tablolarindan, ¢esitli organik ve inorganik
yapi tayini ile ilgili kaynaklardan yararlanilir.

FT-IR da titregsimler genel olarak iki grupta incelenebilir.
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1. Iki atom arasindaki bag ekseni boyunca yalnizca atomlar arasindaki uzakhgin
degistigi gerilme titresimleri;

a) Asimetrik gerilme, b) Simetrik gerilme
2. Iki bag arasindaki acilardan en az birinin degistigi egilme titresimleri.
a) Makaslama b) Sallanma c) lleri geri egilme d) Bukulme

IR Spektrometresi: Bir IR Spektrometresi 1sik kaynagdi, monokromatdr ve dedektor
olmak Gzere G¢ ana kisimdan olusur.

IR Spektrometrelerinde kaynaktan cikan isinlar kiresel aynalar yardimiyla ikiye
ayrilarak yarisi numuneden oteki yarisi ise referanstan gegcirilir. Referans isini ve
numuneden ¢ikan 1sin monokromatérde dalga boylarina ayrilarak dedektor Gzerine diser ve
elektrik sinyaline geuvrilir.

Numune hazirlama teknikleri: Gaz, sivi, kati veya ¢ozeltinin IR spektrumunu almak
mamkindar

Gazlar: Gazlarin veya kaynama noktasi dusuk sivilarin spektrumlari, numunenin bos
bir hiicreye genlestiriimesi ile alinabilir.

Sivilar ve gozeltiler: Saf sivilar iki gecirgen levha arasina 0.01 mm veya daha ince bir
film halinde sikistirilarak hazirlanir. Bu islem igin 1-10 mg numune yeterlidir ve NaCl, AgCI
gibi levhalar kullanilr.

Cozeltiler ise gecirgen pencereleri olan 0.1-1 mm kalinliktaki hicrelere konur.

Katilar: Kati numuneler KBr disk halinde incelenebilir. KBr diskinin hazinlanmasi igin
0,5-1.0 mg numune agat bir havanda iyice toz haline getirilir. Bunun Uzerine, yaklasik 100
mg toz haline getirilmis kuru KBr konur ve gene iyice ezilerek ince, homojen bir karigim
yapilir. Bu karisimdan uygun miktarda alinarak havasi ¢ekilebilen preste ince seffaf disk
haline getirilir.

DENEYIN YAPILISI

Bilinmeyen organik bir numunenin FT-IR spektrumu kaydedilir ve ortaya ¢ikan FT-IR
bantlarindan organik bilesigin yapisi teshis edilir. Bu amagla, cesitli kaynaklardan, IR
atlaslarindan, bilesikle ilgili varsa diger spektroskopik veriler ve fiziksel o6zelliklerinden
yararlanilabilir.

DENEYLE iLGILI CALISMA SORULARI

1) Infrared Spektroskopisinin (IR) temelini aciklayiniz.

2) Infrared, elektromagnetik spektrumun neresinde yer alir?

3) IR spektroskopisi daha ¢ok hangi alanda kullanilir?

4) N,, O,, Cl, gibi molekuller Infrared spektrumu verirler mi? tartisiniz.

5) IR spektroskopisini NMR spektroskopisi ile kiyasladiginizda avantaj ve
dezavantajlarini tartiginiz.

6) Karbonil grubu tasiyan organik bilesiklerde C=O geriimesi 1640 cm™ ile 1920 cm™
araliinda degismektedir. Ornegdin metil asetattaki C=0O gerilmesi 1774 cm™de bant
verirken, asetamitteki C=0 gerilmesi 1650 cm™de bant vermektedir. Buna gére



C=0 gerilmesinin genis bir araliga yayillmasi ile bantlarin siddetli olmasinin nedenini
yorumlayiniz.

7) IR de numune alma teknikleri nelerdir?

8) Bilinmeyen bir organik maddenin yapisini IR ile nasil karakterize edersiniz?

9) IR spektral bolgeler nelerdir?

10)C =C, C=0, C=N-, C=S baglarinin titresim enerjilerinin buyuklik sirasini yaziniz

11) Siklohekzen, siklopenten, sikloblten ve siklopropen bilegiklerinin formallerini
yazarak C=C titresim frekanslarini karsilastiriniz.

12) Organik bilesiklerden birinin alkol digerinin karboksillik asit oldugunu IR ile nasil
ayirt edersiniz.

13) IR deki bantlarin bazilarinin siddetli, bazilarinin orta siddette bazilarinin da zayif
siddette olmasinin nedenini tartiginiz.

14) IR spektrumunda gorilen bir bandin dalga sayisini nasil belirlersiniz.
15) IR iginlarinin zararli olup olmadigini agiklayiniz.

16) IR’nin ¢calisma prensibi nedir?

17) IR de titresim modelleri nelerdir?

18) IR spektrumundaki baslica boélgeler nelerdir?

19) Numune hazirlarken KBr ve NaCl kullanmanin avantajlari nelerdir?

20) IR 1simasi elektromanyetik spektrumun hangi bolgeleri arasinda yer alir? Kisaca
anlatiniz.

21) Bir moleklliin IR 1sinini absorplayabilmesi igin gerekli sartlar nelerdir? IR 1sinin
absorplanmasi molekilde ne tir fiziksel ve kimyasal degismelere yol acgar?
Aciklayniz.

22) IR Spektroskopisi anorganik maddelerin analizi yapilmaz?

23) Molekiiler titresim hareketleri kaca ayrilir? Agiklayiniz.

24) Hooke kanunu ile titresim frekansi nasil bulunur? Agiklayiniz.

25) 6.IR Spektroskopisinde bant turlerini siniflandirarak kisaca tanimlayiniz.
26) IR’de katl, sivi ve gaz érnekler icin spektrum alma tekniklerini anlatiniz.
27) Bir IR spektrometresinin temel parcalari nelerdir? Kisaca aciklayiniz.
28) IR’de absorpsiyon bolgeleri kaca ayrilir? Kisaca agiklayiniz.

29) IR spektrumunu etkileyen faktorler nelerdir? Kisaca agiklayiniz.

30) IR spektroskopisinin uygulama alanlari hakkinda kisaca bilgi veriniz.



DENEY 3
NMR SPEKTROFOTOMETRESI

NMR yonteminin temeli cekirdedin manyetik 6zelligine dayanir. Bu yontemde isin

enerjisi elektronlar tarafindan degil ¢ekirdek tarafindan absorplanmaktadir.

Atomda bulunan cekirdek kendi ekseni etrafinda bir ddnme hareketi yapar. Cekirdek

pozitif yukll oldugu i¢in ¢ekirdedin sahip oldugu yukte bu dairesel yoriingede hareket eder.
Bu ydringesel hareket elektrik akimi olusturur. Her elektrik akimi ¢evresinde manyetik bir
alan olusturur. Cekirdek kendi ekseni etrafnda déndugu icin acisal momentuma da sahiptir.

Elektronlarda oldugu gibi gekirdeklerde de spin kuantum sayilari vardir. Cekirdegin

spin kuantum sayisi I, gekirdekte bulunan proton ve nétronlarin sayisina gére degismektedir.
Spin kuantum sayisi bir elementin izotoplari icin farkl degerler alir. Cekirdekte bulunan
ndtron ve proton sayisina gore spin kuantum sayilari belirlenemez. Fakat asagidaki kurallarla
aciklanabilir.

1)
2)
3)

4)

1)  Cift-cift cekirdek: Kiitle ve atom numaralari ¢ift olan elementler. *°C, °O érnek
verilebilir. C'un g¢ekirdeginde 6 proton , 6 nétron bulunur . Bu gruba dahil olan tim
izotoplarin spin kuantum sayilari I= O dir.

2) a) Tek —tek cekirdekler: Kutle ve atom numaralar tek olan elementler. Bu
gruptaki elementlerin proton sayilari tek, nétron sayilari cifttir. *H, B, ¥F 3P
izotoplari 6rnek verilebilir. H'in 1 protonunu sifir nétronu vardir. Florun 9 protonu (tek)
ve 10 nétronu (gift)vardir.

b) Tek-cift cekirdekler: Kiitle numaralari tek, atom numaralari ¢ift olan elementler. Bu
gruptaki elementlerin proton sayilari gift, nétron sayilari tektir. **C, 'O ,**S izotoplari
ornek verilebilir. C ‘un 6 protonunu (gift), 7 nétronu (tek) vardir.

2a ve 2b deki elementlerin spin kuantum sayilari 1= 7% ve bunun tek katlardir.
I=1/2, 3/2,5/2,7/12,9/2 ...... gibi

3) Cift-tek ¢ekirdekler: Kuatle numaralan ¢ift, atom numaralan tek olan
elementlerdir. Bu gruptaki izotoplarin nétron ve proton sayilari tektir. ?H(D), '°B, *N,
80 6rnek olarak verilebilir. H'in 1 (tek) protonu ve 1(tek) nétronu bulunmaktadir. Bu
gruptaki elementlerin spin kuantum sayilari tam saylardan olusmaktadir.

NMR spektrofotometresi 4 ana bdlimden olusur.

Kutup uglari arasinda yuksek derecede homojen alan iceren miknatis
Radyo frekans vericisi
Radyo frekans alicisi

Kaydedici
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Ornek (proton igeren herhangibir bilesik) homojen alan icerisine koyulur. Daha
homojen bir alan elde etmek i¢cin numune donduarilir. Manyetik alanda proton farkli enerji
seviyelerine dagilir. Radyo frekans vericisi tarafindan olusturulan degisken alan numune
Uzerine gonderilir. Radyo frekans vericisinin olusturdugu degisken alanin frekansi rezonans
kosulunu sagladigl zaman enerji absorplanir. Boylece kaybolan enerji radyo frekans alicisi
tarafindan Olgulerek kaydedici
tarafinda sinyal olarak
kaydedilir.

Bir NMR spekturumu
bize su bilgileri verebilir:

1) NMR spektrumunda kag
cesit proton oldugunu

2) Sinyal gruplarinin yerleri
protonun turdnu gOsterir
| (aromatik, alifatik, olefinik)

3) Sinyal  gruplarindaki
yariimalar ~ komsu  gruptaki
proton sayisini ve bag 6zelligini
verir.

4) Sicaklik  degistirilerek
molekdldeki bulunan prosesler
belirlenebilir

5)  Sinyal gruplarinin altinda
kalan alanlarin integrasyonu,
protonlarin sayilari hakkinda
bilgi verir.
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Ornek Hazirlama

NMR spektrometresinde standart olarak genellikle tetrametilsilan (TMS) kullanilir. Bu
maddenin standart olarak segilmesinin sebebi ucuz olup aliminin kolay olasi, kimyasal
maddeler ile reaksiyona girmemesi, kaynama noktasinin 15°C oldugundan spektrum
alindiktan sonra numunenin hafif isitiimasi veya ¢ézicinin vakum ile ugurulmasi ile kolayca
ortamdan uzaklagsmasi ve 12 tane esdeger protona sahip oldugundan ¢ok az kullaniminda
bile siddetli sinyal vermesidir.

CW teknigi (degisken dalga) ile calissan NMR cihazlarinda 10-50 mg madde, FT
teknigi (Forier Transform) ile calisan cihazlar i¢in ise 1 mg madde analiz icin yeterlidir.
Numune uygun bir ¢bzucude c¢ozdurulerek sonra icerisinden alinan 0.5 mL c¢oOzelti az
miktarda TMS ile karistirilarak ¢api 5 mm uzunlugu 18 cm olan NMR tiplerine koyulur.
Cozlcude segilirken protonunun olmamasina veya tum proteinlerinin  déteryumla yer
degistirmis olmasina dikkat edilmelidir. Ayrica ¢éziicinin polaritesinin numuneyi ¢ézmeye
uygun olmasi da gerekmektedir. Bu parametreler gbéz 6nine alindigi taktirde CDCI3 bu
yontem icin en iyi ¢bzucudur.

Kullanilan NMR ¢oziiciileri

Proton NMR spektrofotometresinde 6rnek hazirlama sirasinda kullanilan ¢ézicinun
yapisinda bulunan proton (H), alinan spektrumda hatalara neden olacagindan
doterolanmig cozucdler ile caligilmasi zorunludur. Uygulamalarin dogru sonu¢ vermesi ve
yontemin hassasiyeti kullanilan bu déteryumlu bilesikler ile dogrudan iliskilidir.

Merck firmasi tarafindan Uretilen doterolanmis Grunler ylksek saflikta, guvenilir
doterolanma derecesine sahip, icerdigi su miktari son derece disik ve ylksek izotop
zenginligine sahiptir. Bu kimyasallarin igerdikleri su miktari NMR ve Karl Fischer yontemi ile
tespit edilmistir.

Bu ydntemde spektral absorpsiyon ¢izgilerinin kayma degerleri kullanilan ¢éziclye
baghdir.

Bilinmeyen orneklerin analizi refesans maddeler ile karsilastirilirken hem bilinmeyen
ornegin hem de referans maddesinin ayni ¢ézlcu igerisinde hazirlanmis olmasina dikkat
edilmelidir. Farkli ¢ézuculer kullanildiginda ayni maddenin pikleri farkhlik gdéstermektedir.
Etanol buna verilebilecek en guzel ornektir.
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DENEY 4
TERMAL ANALIZ ILE ORGANIK VE INORGANIK MADDE KARAKTERIZASYONU

DENEYIN AMACI

Uygun bir organik ya da inorganik maddenin termogravimetri (TG) ile termal kararlilk
ve agirlik degisimini, Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ile de faz dénlstmlerinin incelenmesi.

GENEL BILGILER

Termal Analiz, numune sicakhdi kontrolli bir sekilde degistirilirken numunenin
herhangi bir fiziksel 6zelliginin (agirlik, absorplanan ya da agida cikan isinin, boyut, iletkenlik,
magnetik 06zellik v.s) sicakligin bir fonksiyonu olarak olcildugu yoéntemleri icerir. Bu
yontemler; DTA (diferensiyal termal Analiz), DSC (Diferansiyel Skanning Kalorimetri), TG
(Termogravimetri), TMA (Termo Mekanik Analiz), STA (Simultanes Termal Analiz), TAM
(Termoakustimetri), ETA (Elektrotermal Analiz) gibi teknikleri kapsamaktadir. Termal analiz
aletleri modular tasarimda TG/DTG/DTA kayitlari; ayni firin, programlayici, yazici sistemi
kullanilarak ayni numune veya farkl deneylerdeki numuneler icin ayni anda egriler elde
edilebilir. Burada kontrolli bir program uygulanmaktadir. Bu nedenle arastirmaci
uygulanacak galisma sartlarini basinda ayarlayabilir. Bunlar; a)dinamik ¢alisma yani degisik
Isitma hizlari, sogutma hizlari (6rnegin 10°C/dk yani dakikada 10°C sicakligi artirma), b)
izotermal (sabit sicaklikta 1sitma) calismadir.

Termal metotlarin uygulanma alanlari:

Termal sabitlerin tayini (erime, kristalizasyon, yumusama sicakligi gibi), faz
donlstmlerinin arastirimasi, yapi dénustmleri, termal kararlilik, termal bozunma, kalite
kontrol-saflik tayini, kalitatif ve kantitatif analiz, maddelerin termal karekterizasyonu,
hidratasyon-solvatasyon ve koordinasyon etkiler, kinetik c¢alismalar, termodinamik
incelemeler gibi olduk¢a yaygin uygulanma alanlarina sahiptir.

Termal Metotlar

a) Termogravimetri Analiz (TGA): Kontrolli isitma programina tabi tutulan bir
numunenin agirhginin sicaklikla degisiminin dl¢uldigu bir tekniktir. Agirlik degisimi W ya da
%agirlk kaybi) zaman ya da sicakligin bir fonksiyonu olarak grafige alinir. Olgim sonucunda
verilerin kagida dokulmuas haline termogram denir.

b) Derivativ Termogravimetri (DTG): TG sonuglarinin zamana veya sicakliga gore
birinci tdrevlerinin alinmasi ile elde edilen egrilere denir. DTG egrilerinde ordinatta, dw/dt,
yani agirlik kayip hizi, apsiste sicaklik bulunur. (tipik bir TG ve DTG egrileri Sekil 1 de
verilmistir).
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Sekil-1 Temsili TG ve DTG egrileri

c) Diferansiyel Termal Analiz (DTA): Isitilan bir 6rnedin referans bir maddeye goére
sicaklik degisiminin (AT) sicaklik veya zamana karsi grafigidir. Ornek ile referans maddesi
arasindaki bir sicaklik farki érnekte bir kimyasal tepkime, faz degisimi veya yapisal degisim
gibi bir olay gerceklestigi zaman gdzlenecektir. Eger bu olayda AH pozitif ise (endotermik
tepkime), ornek sicakhiginin referans maddesinin gerisinde kalacak, AH negatif ise
(ekzotermik tepkime) drnek sicakligi referansinkini asacaktir.

d) Diferansiyel Scanning Kalorimetre (DSC): Isitilan bir 6rnegin referans bir maddeye
gore sicaklik degisimini (AT) ortadan kaldirmak icin gerekli isinin sicaklik veya zamana karsi
grafigidir. DSC de, 6rnek ve referans maddesine ayni sicaklik programi uygulanirken,
ornekte bir degisiklik olmasi halinde, 6érnege veya referansa bir elektrik devre yardimiyla
disaridan is1 eklenerek her ikisinin de ayni sicaklikta kalmasi saglanir. Referans madde
olarak c¢ogunlukla aliminyumoksit, magnezyumoksit gibi verilen 1si ile sadece sicakhgi
yukselen baska hicbir fiziksel ve kimyasal dénisim olmadigi maddeler kullanilir. Temsili bir
DTA ve DSC egrisi Sekil-2 de gosterilmistir.

Ozetle, DTA/DSC yontemleri isitilan veya sogutulan bir numunede ortaya ¢ikan enerji
degisimlerini tespit eder.

Elzotermik davranslar
DTA DSC
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Sekil-2. Sematik olarak gosterilen DSC ve DTA egrileri
DTA ile DSC arasindaki 6nemli farklar:

DSC de numune ve referans maddelerin ayri ayri kendi isiticilari ve kendi sicaklik
sensorleri vardir. Oysa DTA da numune ve referansin her ikisi de ayni kaynaktan
Isitiimaktadir.

DSC’de numune ve referans’a aktarilan isi hizi elektriksel olarak kontrol edilerek her
ikisinin de sicakliklari ayni tutulmaktadir.



e) Termomekanik Analiz (TMA): Sicaklikla boyutlardaki degisimi inceler. Ozellikle
polimer, metal ve camlarin incelemesinde olduk¢a 6nemlidir.

DENEYIN YAPILISI

a) TGA 6l¢ima igin 10 mg CuS0O,4-5H,0, CaC,0,4.H,0, PVC veya bilinmeyen organik
kokenli bir numune 6rnegdi dikkatlice tartihp oda sicakhdindan 500°C ye kadar 10°C/dak.
Hizla azot atmosferinde isitilir.

b) DTA icin 10 mg benzoik asit alinip oda sicakhdindan 300°C ye kadar 20°C/dk
Isitma hizi ile azot attmosferinde isitilir.

DENEY ILE ILGILI CALISMA SORULARI

1) Termal metotlarin uygulama alanlari nelerdir?

2) Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ile Diferensiyal Scannig Calorimetre (DSC)
arasindaki farki aciklayiniz.

3) Termogravimetrik egrileri etkileyen faktorler nelerdir?
4) DSC’nin galisma prensibini agiklayiniz

5) Sicaklik ile 1s1 arasindaki fark nedir?

6) Termogram nedir? Kisaca agiklayiniz.

7) NH;NO3; tamamen bozundugunda 2 mol NH; ve 1 mol H,O'a ayrismaktadir. Béyle
bir bozunmada agirlik azalmasi % kagtir?

8) CaC,0.,.H,O 600°C’'ye kadar iki basamakl bozunma egrisi gostermektedir. ilk
basamak 80-200°C arasinda %12.3 agirlik azalmasi gosterirken, ikinci basamak
380 - 500°C arasinda % 30.1 agirlik azalmasi gdsteriyor. Buna gore, gerekli egriyi
gizerek bozunma mekanizmasini gosteriniz.

9) Simulten teknigi érnekleyerek agiklayiniz.

10) KontrollG 1sitma programina tabi tutulan bir numunenin agirlik degisiminin élguldtgu
bir tekniktir. Bu teknige ne ad verilir?

11) Numune sicakligi ile inert referans madde sicakhdi arasindaki sicaklik farkinin (AT)
sicaklikla veya zamanin bir fonksiyonu olarak olgulen teknige ne ad verilir?

12) Termal analizde bir numunenin analizi nasil yapilir? istediginiz bir teknik lizerinde
aciklayiniz.

13) DTA da Ekzotermik olaylar yukariya dogru uzanan pikler verirken asagiya dogru
Endotermik pikler verir. Numunede meydana gelen olaylarda AT>0 ise ekzotermik,
AT<0 ise endotermik olarak kabul edilmigtir. Buna gére egzotermik ve endotermik
enerji 6lguimlerinin temel mantigi nedir?.

14) Bilinmeyen saf bir kati drnegin ne oldugu arastiriimak isteniyor. Bir arastirmaci
olarak, bdyle bir numuneyi termal analizle nasil karakterize (tanimlar) edersiniz?

15) Termal analizde kullanilan numune kaplari hakkinda bilgi veriniz.

16) Kristal bir maddenin erime sicakhgini, erime isisini, kristalizasyon sicakligini hangi
aletle Olgersiniz. Bu verileri drnek bir termogram Uzerinde gosteriniz.

17) Amorf bir madde ile kristal bir maddeyi termal analizle nasil farklandirirsiniz?

18) CuSO4-5H,0'In TGA termogrami Uzerinde kitle kayiplarini teorik ve deneysel
olarak gosteriniz.



DENEY 5
SPEKTROFOTOMETRE ILE KALITATIF ANALIZ

DENEYIN AMACI

UV gdérunir bolge spektrofotometresi ile karigsim halinde bulunan iyon veya bilesiklerin
kantitatif olarak tayin edilmesi.

GENEL BILGI:

UV goérandr bdlge spektrofotometresi c¢alisma ilkesi: Molekller absorpsiyon
spektroskopisi 110-1100 nm dalga boylari arasindaki 1sigin b 1sin yoluna sahip bir hiicredeki
¢cozeltinin gecirgenliginin (T) veya absorbansinin (A) 6lcimine dayanir. Bu absorpsiyon daha
cok molekullerdeki bag elektronlarinin uyariimasindan kaynaklanir, bunun sonucu olarak
molekduler absorpsiyon spektroskopisi bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda
ve ayni zamanda fonksiyonel gruplari tasiyan bilesiklerin nicel tayininde kullanilir. UV/GB
spektroskopisi ¢cok sayida organik ve inorganik bilesigin analizinde kullaniimaktadir.

UV/GB bolgesindeki gegigler:

7, 6 ve n orbitalleri arasindaki gegisler (organik molekillerde)

d ve f orbitalleri arasindaki gecisler (koordinasyon komplekslerinde)

Yuk aktarim gegisleri (hem organik molekiller ve hem de komplekslerde)
7, ¢ ve n orbitalleri arasindaki gegcisler

Organik bilesiklerde 185 nm den daha disik dalga boylu isinlari absorplayan
gegcisleri incelemek zordur, ¢lnkl vakum UV bdlgesine diser.

Bir organik molekilde absorpsiyona neden olan elektronlar sunlardir;
bag elektronlari ( &= ve o bag orbitallerindeki elektronlar )

Oksijen, kukurt, azot, halojenler gibi atomlarin ¢evresinde bulunan ortaklanmamis
elektron ciftleri ( n bag yapmayan orbitaldeki elektronlar)

Gogu kez, bag yapmayan orbitalin enerji seviyesi, bag ve antibag (karsibag)
orbitallerinin enerji duzeylerinin arasinda yer alr. Sekilde gosterildigi gibi, organik
molekillerde dort tir elektronik gegis olasidir:

o~ ¢*, N> o*, n 2>1*, ve n >n*.

ot Antibag
z* Antibag
Bl %%l k
— | T[] 7
= (-] 2| = =
:::J’ = Bag yapmayan
g Bag

-4 Bag




UV/GB Spektrofotometre kisimlari:
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C'ift 151k yollu UV/GB spektrofotometre

Tek 1s1k yollu spektrofotometrelerde ayni dalga boyunda ¢ézlclye karsi Isik yolu kapatilarak
sifir gegirgenlik ayari ve de isik yolu agilarak %100 gegirgenlik ayari yapilir. Ayni dalga
boyunda analit iceren ¢ozeltinin absorbansi dlgulur.

Cift 1sik yollu cihazlarda her dalga boyu igin ayri ayri 0 ve 100 ayarlari yapmak yerine,
monokromatorden c¢ikan 1sik esit siddete iki demete bolunerek birinin Olgllecek o6rnege
digerinin ¢dzlcunidn bulundugu kaba gdénderilmesiyle ol¢cim sdresi azaltiir. Boylece
ornekteki gecirgenlik degeri surekli olarak ¢ézicundnki ile karsilastiriimis olur.

Isik Kaynaklari UV ve GB de Doéteryum, W, H, Civa buhar ve Xe lambasi gibi surekli 11k
kaynaklari kullanilir. Tungsten (W) lambasi gorindr ve yakin IR arasinda i1sik yayar. Elektrik
akimi ile isitilan tungstenden yayilan isik bir siyah cisim 1simasi olup, 320 nm ile 3000 nm
arasindaki bolgeyi kapsar. UV bdlgede en ¢ok kullanilan (180-380 nm) hidrojen ve déteryum
elektriksel bosalim lambalandir. Dislik basingta (5 mmHg) H, veya D, gazi igeren bu
lambalarda 40 V luk dogru akim uygulanarak elektriksel bosalim elde edilir. Xe ark lambasi
150-700 nm de 1s1k yayar. Civa buhar lambasi her iki bolgede de isima yayar.

Monokromatorler : UV/GB de monokromator olarak prizma veya optik ag kullanilir.
Dedektorler : Dedektdr olarak, fotogogaltici tip veya fotovoltaik tip kullanilir.

Absorplayan Maddelerin Karigimlarinin Analizi Bir ¢ozeltinin verilen bir dalga boyundaki
toplam absorbansi, ¢bzeltide var olan bilesenlerin bireysel absorbanslari toplamina esittir.
S6z konusu bilesenlerin spektrumlari cakigsa bile, bu baginti yardimiyla bir. karisimin
bilesenlerinin her birinin kantitatif tayini mimkin olur. Sekil 'de verilen M ve N; 'nin
spektrumlari incelendiginde, karisiminin absorbansinin sadece bir bilesenden ileri geldigi
higbir dalga boyunun bulunmadigi gorilecektir; su halde M ya da N'in tek bir dlgum ile tayini
imkansizdir. Ancak, karisimin A’ ve A" olarak segilen iki dalga boyundaki absorbanslari
asagidaki gibi ifade edilebilir:



Absorbans

|

|

|

I

Al A'/I
. Dalga boyu —

Iki bilesenli bir karisimin absorpsiyon spektrumu;

dusey Kkesikli cizgilerle. iki bilesenin tavininde en
uygun dalga boylar1 olan A\’ ve \” gosterilmektedir.

DENEYIN YAPILISI

Saf Co(NOj), ve Cr(NOsg); tuzlari kullanilarak her birinin 0.1 M stok c¢oézeltileri
hazirlanir. Bu ¢ozeltiler kullanilarak 10 mL, 0.02 M, 0.04 M, 0.06 M, 0,08 M standart ¢cozeltiler
hazirlanir. Bu standart ¢ozeltilerden herhangi biri kullanilarak her bir bilesene ait maksimum
abropsiyon yaptiklari dalga boyu bulunur (Co*? igin Ay, Cr*igin A, )

Bilinen A; ve A, deg@erlerinde her iki standardin hazirlanmis olan ¢dzeltileri icin,
absorpsiyon degerleri olgllir. Olglilen bu absorpsiyon degerlerinin her biri igin calisma
grafikleri gizilir. Dogrunun egiminden her bilesenin molar absorpsiyon katsayilari belirlenir
(Co*? nin A, icin molar absorpsiyon katsayisi €1, A, icin €11; Cr™ nin A, igin molar absorpsiyon
katsayisi €;, A igin €5).

Numune ¢ozeltisinin A; ve A, deki absorbans degerleri okunur. Asagidaki esitliklerde
yerine konularak Co*? ve Cr*? iyonlarinin konsantrasyonlari bulunur.

)\1 |Q|n Al =g .. CC0+ €. 1. CCr

)\2 |Q|n A2 =&. l. CCr+ €1, . l. CCO

DENEY iLE ILGILI SORULAR

1) Elektronik gecisler hakkinda bilgi veriniz.

2) Molar absorplama katsayisi nedir, dnemini agiklayiniz.

3) Elektronik gegigleri degistiren faktorler nelerdir?

4) UV Spektroskopisinin esasini agiklayarak, cihazin semasini giziniz.
5) UV Spektroskopisinin uygulama alanlari nelerdir?

6) UV Spektroskopisi ile kompleks stokiyometrisi nasil tayin edilir?
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DENEY 6
POTANSIYOMETRI IiLE BAZ OLCUMU
DENEYIN AMACI

Kuvvetli baz, zayif baz ve bu bazlarn karisiminin potansiyometrik titrasyonunu
potansiyel (mV) dl¢iimleriyle izlemek ve baz karisimindaki her bazin miktarini hesaplamaktir.

POTANSIYOMETRI

Potansiyel Olgcimine dayanan analitik metotlar potansiyometrik metotlar veya
potansiyometri olarak adlandirilir. Bir referans elektrot (karsilastirma elektrodu), analit
¢Ozeltisinin bilesiminden bagimsiz sabit elektrot potansiyeline sahip bir yari-hGcredir. Bir
indikator elektrot (¢calisma elektrodu), analit konsantrasyonundaki degisimlerle bilinen
sekilde potansiyeli degisen bir elektrot sistemidir. Potansiyometrik hlcrenin tglnci bileseni
tuz kopriisiidir ve analit ¢ozeltisi ile referans elektrot ¢ozeltisinin bilesenlerinin karismasini

onler.

Titrant hacminin fonksiyonu olarak uygun bir indikator elektrodun potansiyelini lgme
olayl potansiyometrik titrasyon olarak adlandirilir. Bu nicel analiz yonteminde her titrant
eklenmesinden sonra olgllen gerilim degeri eklenen titrant hacmine karsi gecirilerek
potansiyometrik titrasyon egrisi olugturulur. Bu egride donim noktasi egrinin egiminin en

bUyuk oldugu noktadir.

r Dénum noktasi 3 sekilde bulunur:

—

" e Eklenen titrant hacmine karsi degisen potansiyel grafigi
' cGizilerek,
| “ e Eklenen titrant hacmine karsi AE/AV veya ApH/AV grafigi
/ cizilerek (1. Turev)
a’ e Eklenen titrant hacmine karsi A’E/A’V veya A’pH/A?V

,_J grafigi gizilerek (2. Tiirev)

mL titrant

AE/AV NEfAY
veya veya A%pH/AV
ApH/AV ¥a B%pH/

ESDEGERLIK
NOKTASI

. /

ESDEGERLIK NOKTASI v v

DENEYIN YAPILISI: 5 mL CI" iceren numune 50 mL saf su ile seyreltilir. 0.01 M AgNO; ile
titre edilir. Her 0.5 mL titrant ilavesine karsi potansiyeldeki degisme okunarak kaydedilir.

NaCl + AgNO; > NaNOs + AgCl



HESAPLAMALAR: Elde edilen veriler, harcanan titrant hacmine karsilik potansiyel olarak
grafige gegcirilir. Elde edilen grafikten donim noktasi tespit edilir. Buna gdére numunedeki
klorun molaritesi hesaplanir.

SORUMLU OLUNAN KAYNAK KiTAPLAR:

e Enstrumental Analiz Yéntemleri, Prof. Dr. A. YILDIZ; Prof. Dr. O. GENGC; Prof. Dr. S.
BEKTAS

¢ Analitik Kimyanin Temelleri, D. SKOOG; D.M. WEST; J. HOLLER

e Enstrumental Analizin Temelleri, , D. SKOOG:; J. HOLLER; T. NIEMAN

DENEY ILE iLGILI SORULAR

1) Potansiyometrinin esasini agiklayarak bir elektrokimyasal hiicre sekli giziniz.
2) Potansiyometride kullanilan elektrot ¢esitleri hakkinda bilgi veriniz.

3) Potansiyometrik metotlarla yapilan tayinleri kisaca agiklayiniz.

4) Potansiyometrik titrasyonlarda dénim noktasi tayin metotlari nelerdir?

5) Cam elektrotta goérilen hatalar nelerdir, aciklayiniz.

6) Cam elektrotun potansiyeli nasil olusur, agiklayiniz.



DENEY 7
INCE TABAKA - KOLON KROMATOGRAFISI

Kromatografi, bir karisimdaki bilesikleri birbirinden ayirmak ve maddeleri saflastirmak icin
kullanilan bir tekniktir. Cesitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir faz izerinde,
degisik hizlarla hareket etmeleri veya slriklenmeleri esasina dayanir. Kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri birbirine ¢ok yakin bilesiklerden olusan karisimlari ayrimsal kristallendirme veya
ayrimsal damitma gibi yéntemlerle ¢alismak bosa gidecek ¢abalardir, oysa kromatografik

yéntemlerle bunlari timuUyle, kolayca ve kisa sirede ayirma olanagi vardir.

Kromatografi ‘nin Siniflandiriimasi

Ayrilma Uygulama Bigimine Gére Faz Tiplerine Gére
Mekanizmalarina Gére Duzlemsel kromatografi
Adsorpsiyon Kagit kromatografisi SlVlSkron:(attografisi
- . - Ivi-Kati
kromatografisi Ince tabaka kromatografisi (TLC) kromatografisi
Partisyon kromatografisi Kolon kromatografisi Sivi-Sivi
iyon degistirme Gaz kromatografisi (GC) kromatografisi
kromatografisi Yuksek basingl SIvI Gaz kromatografisi
Jel filtrasyon (Molekiler | kromatografisi (HPLC) Gaz-Kati
eleme) kromatografisi kromatografisi
lyon cifti kromatografisi Gaz-Slv! ,
kromatografisi

Afinite kromatografisi

AYRILMA MEKANIZMALARINA GORE
Adsorpsiyon kromatografisi

Katilar yiizeydeki enerijilerini azaltmak igin bagka maddeleri cekerler. iste bu ézellie sahip
katilara "Adsorban" adi verilir. Yabanci maddelerin kati maddelerin ylzeyinde tutulmasi
olayina adsorbsiyon, bundan yararlanarak karigimlarin birbirinden ayrilmasi ydntemine

"Adsorbsiyon Kromatografisi* denir.

Bu tirde ayirma, ¢ok ince gbézenekli bir ylzeyin Uzerinde, saflastirilan maddelerin segici
adsorplanmasina baglidir. Adsorban ylzeyi ile tutunan madde arasinda kimyasal bir bag
olusmaz. Sadece gecici olan fiziksel bir bag meydana gelir. Bu durumda madde adsorban
yuzeyine elektrostatik kuvvetler, dipol-dipol ¢ekimi ve Vander Waals kuvvetleri ile gegici bir

sure igin tutunur.



Adsorbsiyon cesitli faktdrlerden etkilenir. Adsorbanin kimyasal yapisi ve aktivite derecesi ¢cok
Onemlidir. Adsorbsiyon kromatografisi hareketli fazda ¢6zlinmus halde bulunan madde ile
adsorbanin yuzeyinde tutunmus olan maddelerin molekilleri arasinda bir dengenin
saglanmasi esasina gore isler. Ayirma birbirine kargl olan kuvvetlerin etkilesmesi sonucu
meydana gelir. Bunlar hareketli fazdaki surukleyici kuvvet ile hareketsiz fazdaki tutucu
kuvvettir. Ayriimada fazlara bagl faktorler yaninda ayrilmasi istenen maddelere bagl
faktorlerde onemlidir. (Karigimdaki maddelerin konsantrasyonu ve polaritesi gibi) Maddelerin
polariteleri hem hareketli fazdaki struklenme hizini, hem de adsorban yuzeyinde tutunma
derecesini tayin eder. Genel kural olarak polar maddeler polar ¢bztcullerde, apolar maddeler
ise apolar ¢dzlculerde iyi suriklenir. Bir molekulin polaritesi yapisinda bulunan fonksiyonel

gruplarin cinsi, sayisi ve pozisyonuna baghdir.

-Cl, -NH, ve -OH gruplari polariteyi arttirir. -CH, ise azaltir. Adsorptive ve genellikle su

sirayi takip eder;

ideal Bir Adsorban Nasil Olmalidir?

1. Hareketli fazda ¢éziGnmemelidir.

2. Sistemdeki maddelerle kimyasal reaksiyona girmemelidir. Yani inert olmalidir.
3. Partikulleri (pargaciklari) esit buyUklikte olmalidir.

4. Ayrilmasi istenen maddeler ve hareketli faza bagli olarak aktivitesi istenen diizeyde
olmalidir. Eger adsorban c¢ok aktif ise (yani ¢ok az su ihtiva ediyorsa veya
kuvvetli.adsorbanssa) maddenin slrtklenmesi ¢ok yavas olur. Yani madde adsorban

yuzeyine sikica tutunur. Az aktif adsorbanlar da ise tutunma hemen hemen hi¢ olmaz.
5. Beyaz renkli olmalidir.
En Cok Kullanilan Adsorbanlar ve Coziiciiler
En ¢ok kullanilan adsorbanlar sunlardir.
Zayif olanlar: Seker, nisasta, seluloz, talk, kieselguhr ve selit

Orta kuvvette olanlar: Kalsiyum karbonat, kalsiyum fosfat, magnezyum hidroksit, kalsiyum
hidroksit.

Kuvvetli olanlar: Magnezyum silikat, alumina (Al,Os), silikajel (SiO, nH,0), aktif
kémr, aktif magnezyum oksit, kaolin, bentonit, aliminyum silikat

Bir maddenin suruklenme orani belli bir adsorban igin, kullanilan ¢ézlclye (solvan) bagli

olacagindan c¢oézuculer siniflandirilirlar. Cozlcu listesi asagida verilmistir.



Alkanlar (Petrol eteri, APOLAER
hegzan, siklohegzan
vb)
Karbon tetrakloriir CCls
Toluen
Dikolrometan.  dietil | CH2Cl, C2Hs-O-C2Hs e
eter 1u.1'urme Ewmvetd
Kloroform CHCI;
Aseton CH;-(C=0)- CH3
Etil asetat CH;-(C=0)-0O- CH; CH;3
Etil alkol CH;CH>-OH
Metil alkol CH;-OH v
POLAR

Yiiriitiicii hareketli faz olarak kullanilacak olan ¢oziiciilerin 6zellikleri sunlardir:

Adsorbani ¢ozmemelidir

Adesorban ve ayrilacak maddelerle reaksiyon vermemelidir

Ayrilacak maddelerin desorbsiyonu igin iyi bir segiciligi olmalidir

Ayrilacak maddeleri yeteri kadar ¢ézebilmelidir

Ayrimdan sonra kolay uzaklastirilabilmek

olmalidirlar

Toksik olmamali ve ucuz olmalidirlar

Organik bilegiklerin adsorblanma yetenekleri

icin ddsuk kaynama noktasina sahip

Alkanlar R-CH>-CH>-R~ HIZLI YURUME
Alkenler R-CH=CH-R’

Dienler R-CH=CH-CH=CH-R’

Aromatik Bilesikler

Halojeniirler R-CH»>-X (X=F,CLBr.I)

Eterler R-CH;-O-CHy-R’ Artan Adsorblanabilme
Esterler R-(C=0)-O0-R’ Yetenegi
Anmudler R-(C=0)-NRy’

Ketonlar R-(C=0)-R’

Aldehitler R-(C=0)-H

Alkoller R-CH(OH)-R’ v

Aminler R-CH(NR;")-CHx>-R’

Karboksilik Asitler R-(C=0)-OH YAVAS YURUME




Kromatografisinin etkinligi c¢esitli faktérlerin diizgiin ayarlanmasina bagldir. Bu

faktorler soyle siralanabilir.

e Adsorban segimi

e (Cozucunln polaritesi

o Kullanilacak kolonun boyu ve ¢api
e Cozicunln akis hizi

o Kromatografiye uygulanan madde miktari

UYGULAMA BiGiMINE GORE
Duzlemsel kromatografi

Duzlem Uzerine kurulan kromatografide hareketli faz (ortam), ya kapiler olaylarla veya
yercekimi (gravitasyon) kuvvetiyle hareket eder. Bu tlr kromatografilerde sabit faz, ya diiz bir
levha Uzerine muntazam olarak yayilmis 6zel bir madde (silika jel, aliminyum oksit gibi) veya

kagit gibi lifli bir maddedir. Bu iki tir kromatografide kurulan dengeler ve teoriler aynidir.
Kagit kromatografisi

Kagit kromatografisi, 6zellikle ayirmak kiguk miktarlardaki maddeleri ayirmak igin kullanilan,
partisyon kromatografisinin bir ¢esididir. Kagit kromatografisinde bir birinde az ¢ézinen iki
sivi kullanilir. Bunlardan birisi genellikle sudur. Analizi yapilacak sulu maddeden kapiler bir
boruyla alinan bir kisim,sizge¢ kagidinin alt kisminda bir noktaya emdirilir ve orada
kurutulur,bir leke meydana getirilir.Bu leke suyla doyurulmus bir organik ¢ézicl icine
daldinlir.Suyla doyurulmus ¢ozelti kagitta yikselirken beraberinde bu leke igindeki maddeleri
surtkler ve cesitli lekeler meydana gelir.Maddeler renkliyselekeler kolaylikla gorular. Renkli

degilse bir ayiragla ayrilir
ince tabaka kromatografisi (TLC)

ince tabaka kromatografisi (Thin Layer Chromatograpy (TLC)) hizli ayirma ve kiglk
miktardaki maddelerin kalitatif analizi icin ¢ok &nemli bir tekniktir. Bu teknik kolon

kromatografisiyle yakindan ilgilidir.

ince tabaka kromatografisi, kolon kromatogrofisi gibi bir kati — sivi ayirma teknigidir. Bununla
beraber, adsorbent sivi fazin asagi akmasina izin vermez. Bir destek Uzerindeki tabaka
Uzerine kaplanmis adsorbent sivi fazin yukari akmasina sebep verir. En iyi destek bir cam
tabakadir, fakat diger materyaller de kullanilir. ince tabaka adsorbenti tabakanin iizerine

serilir ve kurumasina izin verilir. Kaplanmis ve kurutulmus cam tabakaya ince tabaka denir.



Bir ince tabaka ¢ok az bir ¢oziicl iceren bir kaba dik olarak yerlestirildiginde ¢dzlcu, tabaka

Uzerindeki adsorbentten yukariya dogru gider.

ince tabaka kromatografisinde numune, tatbik edildikten sonra ¢éziictide yiriimesine
izin verilir. Genellikle numune tabakanin altina bir nokta olarak tatbik edilir. Bu teknige
noktalama teknigi denir. Numune kuiiguk bir kapiler pipet ile tabakaya tatbik edilir. Numune ile
dolmus pipet tabakaya degdiginde numune kapilerden akarak tabakaya tasinir ve bir nokta

olusur.

Cozicunun tabakadan yukari dogru hareketiyle, numune sivi fazda sabit duran kati fazdan
ayrilir. Bu islemde ¢ozlclye yiiriitiicii denir. Bu islemde tatbik edilen karisimdaki farkh
komponentler ayrilir. Ayirma, hareket eden faz ile duran faz arasindaki ¢céztinme kabiliyetine

baghdir.

Kolon kromatografisindeki gibi en az polar maddeler polarligi fazla olan maddelerden daha
hizli ilerler. Ayirma karisimdaki her bir komponentin ilerleme hizlarinin farkhihgina baghdir.
Karisimda bir gok madde oldugundan, her maddenin ¢ozunurlik ve adsorptivite dzelliklerini
farkh olmasi yapisindaki farkh gruplara baghdir. Genellikle kati faz polardir ve polar
maddeleri daha kuvvetli baglar. Hareketli sivi faz adsorbentten daha az polardir ve daha az
polar olan ve olmayan maddeleri ¢cok daha kolay ¢oézer. Cozlicl yeter derecede apolar ise

cok polar olan maddeler yavas ilelerken apolar maddeler daha hizli hareket ederler.

ince tabakada yiriitme bittikten sonra ince tabaka tanktan gikarilir ve ¢éziicli ucana
kadar kurumaya birakilir. Tabakadaki orijinal noktalar yariimis ise tabaka noktalarla dikey bir
cizgi olugacaktir. Her bir nokta karisimda bulunan komponente veya bir bilegige karsilik gelir.
Karisimdaki komponentler renkli ise ylritme tamamlandiktan sonra farkli noktalar agikca
gOrulecektir. Bunu yaninda renksiz madde iceren noktalar goriimeyecektir. Nokta
gorulmiyorsa renklendirme metodu kullanarak renklendirme yapilir. ince tabaka ultraviole
Isik altina tutuldugunda noktalar goérulir. Ayni zamanda iyot buharinin kullanimi da c¢ok
yaygindir. iyot acikca gériilen renkli kompleksler vermek icin tabakada adsorblanmis farkli

bilesikler ile reaksiyon verir.
INCE TABAKA LAM VE TABAKALARIN HAZIRLANMASI

Laboratuarda da ince tabaka hazirlanmakla birlikte hazirlama metodlari burada
verilmeyecektir. Cogu imalatgilar, silikajel ya alimina ile 6nceden kaplanmig cam tabakalari
bulundururlar. Bu tip tabakalar pahali fakat devaml kullanilabilir ve ayni zamanda ihtiyag

duyulan 6lgulerde makasla kesilebilmektedir.



INCE TABAKADA NUMUNE TATBIKI
Bir Mikro Pipetin Hazirlanmasi

Ayrilacak numuneyi ince tabakaya tatbik etmek icin bir mikro pipet kullanilir. Bir mikro
pipet kaynama noktasi tayininde kullanilan tlplerden kolaylikla yapilabilir. Kapiler tlp kiguk
bir alev ortasinda isitilir ve yumusayana kadar déndurulir. Tlp yumusadiginda, tipun isitilan
kismi 4 — 5 cm uzunlugunda ince bir tlip olusana kadar iki bastan c¢ekilir. Soguduktan sonra
ege ile kertik olusturulur ve kirilir. iki tane mikro pipet elde edilir. Bunun disinda satinda

alinabilir.

Sekil. Mikro Pipet Hazirlama
Tabakalar1 Spotlama (Lekeleme)

Numuneyi tabakaya tatbik etmek icin, deney tipu veya saat cami gibi kiiglk bir kaba,
1 mg kati numune veya bir damla sivi konarak baslanir. Numune kolay buharlasabilen bir
¢obzicude ¢dzllur. Genellikle aseton ve metilen klorlr uygun ¢éziculerdir. Tarif edildigi gibi
hazirlanan kiglk kapiler pipet ¢dzeltiye batirarak doldurulur. Daha sonra ince tabakaya

alttan yaklasik 1 cm lik bir noktaya hafifge dokunarak bosaltilir

Leke, yuratucl ¢Ozicude ¢oézinmeyecek kadar yukarida olmahdir (yaklagik 1-1.5
cm). Numuneyi tabakaya ¢ok hafif bir bicimde tatbik etmek 6nemlidir. Pipet tabakaya ¢ok
kisa sure dokundurulmalidir. Pipet tabaka Gzerinde uzun sire tutulursa, igindekilerin hepsi
tabakaya yayilacaktir. Halbuki numunenin ¢ok ktguk bir miktari yeterlidir. Numuneyi yavasca
birakmak faydali olur. Bu sekilde yapmak, kapiler tlip tabakadan c¢ekilmeden, ¢dzlclinin
ucmaslyla tabakada kuguk bir leke kalmasina yardimci olur. En kuguk spotla en iyi ayirma
yapilir. Gerek duyulursa, spotlamayi tekrarlayarak ilave madde tabakaya tatbik edilir. spot
kicuk degilse (yaklasik 2 mm capinda) yeni bir tabaka hazirlanmahdir. Kapiler pipeti
yikamak i¢in bir ¢dzlclye tekrar tekrar batiriimasi ve bosaltmak igin kurutma kagidina
dokundurulmasi yeterlidir. Tlc tabakasina g farkl spot tatbik edilebilir. Her spot tabakanin

yaklasik 1 cm yukarida, bir spot tabakanin ortasinda olmak Uzere hepsi duz olarak tatbik



edilmelidir. Dagilma sebebiyle, spotlar tabakada ilerledikce capi artacaktir. Farkh spotlarin
birlesmesinden korunmak igin, bir tek tabakaya Ugten fazla spot konmaz. Cok fazla maddeler

icin daha blyuUk tabakalarla ¢aligiimalidir.

TLC TABAKALARINDA YURUTME
Yiiritme Kabinin Hazirlanmasi

Lamdan yapilimis tcl tabakasi i¢in uygun yaritict kabi vida agdizl bir kavanoz veya

kullanilan tabakaya uygun kapakli cam tank olabilir.
Yuritme kabinin i¢ tarafi, bir parca filtre kagidiyla ¢gizgi ile gésterilmelidir.
ilerlemenin gozlenebilmesi icin kiclk bir aciklik (2-3 cm) birakiimalidir.

Astar doyurulmasindan sonra, 5 mm olana kadar ¢6zicl ylUritme kabina konur, kapagi

kapatilir ve kullanila kadar bir kenara birakilir.
Tlc Tabakasinda Yiritme

ilk 6énce spot ince tabakaya tatbik edilmeli ve ¢oziicl segilmis olmali, daha sonra
tabaka yurtutme icin ylrutme kabina konmalidir. Kabin dibindeki ¢6zlcu seviyesi tabakaya
tatbik edilen spotun Ustiinde olmalidir. ik dnce tabaka dogru bir sekilde konur, yiritme
kabinin kapagi kapatilir ve ilerleme igin beklenir. Bu islem hizli oldugundan dikkatle
izlenmelidir. Cézicl yukari ¢iktikca tabaka goérunebilir sekilde nemlenir. Cézicl kaplamis
ylzeyin bitimine 5 mm kalana kadar ilerlediginde tabaka geri alinmali ve ¢ézicinin durdugu
yer bir kursun kalemle gizilerek belirlenmelidir. Cozucunun kaplanmig ylzeyin sonuna kadar
ilerlemesine izin verilmemelidir. Bu olay olmadan 6nce tabaka geri alinmaldir. Tabaka
kurutulmali, gérinen spotlar kursunkalemle daire igine alinmalidir. Herhangi bir spot

goOrulmuiyorsa renklendirme metoduna ihtiya¢ duyulur.
ince Tabakada Yiiriitiicii (Géziicii) Segimi

Kullanilan yuaritlcu (¢ézicl) secimi ayrilan maddelere baglidir. Tam bir ayirma

yapmadan once birka¢ ¢oztcu denenmelidir. TUm spotlari ¢ézicu ile birlikte yaruten ¢ozicl



cok polardir. Spottaki herhangi bir maddeyi yuritmeyen c¢oézlicl yeterince polar degildir.

Cozucdulerin nisbi polaritesi bir rehber olarak goéz 6nunde bulundurulmalidir.

Kromatografi icin Coziiciiler

Petrol eteri
Siklohekzan
Karbon tetraklortr
Benzen

Kloroform

Metilen klorur

Artan polarlik ve ¢6zme kabiliyetine gore metilen klorlr ve toluen orta polarlikta olan
cbzuculerdir ve genis kullanim alani vardir. Hidrokarbonlar igin uygun olanlar sirasiyla
hekzan, petrol eteri ve toluendir. Hekzan — petrol eteri veya toluen — etrin ¢esitli oranlardaki
karigimlari ile hazirlanan ¢ézticiler bir gok fonksiyonel gruplar icin orta polaritede yuraticuler

olarak kullanilir. Polar maddeler i¢in etil asetat, aseton veya metanol kullanilabilir.

lyi bir ¢6ziicli tahmin etmek igin hizli bir yol, bir tabakaya birkag numune spotu tatbik
etmektir. Spotlar minimum 1 er cm arayla tatbik edilmelidir. Kapiler pipet bir ¢ozicl ile
doldurulur ve spotlarin birine yavasga dokundurulur. Cézicl bir daire iginde disa dogru
genisleyecektir. Cozlcl bir kursun kalemle isaretlenmelidir. Coézicller disariya dogru
genigledikce, spotlarda ortak merkezde halkalar gibi genigleyecektir. Halkalarin farkliligindan

¢b6zucunun uygunluguna tahmini olarak karar verilir.(Sekil 3.2.)

¢ok polar

Sekil. Cozuculeri Test Etmede Konsantre Halka Metodu
Renklendirme Metodu

Tlc ile ayrilan bilegikler renklendirilirse ayirma gorerek takip edildiginden, daha
basarili sonuglar elde edilir. Bununla beraber ¢ok da olmasa bile bilesikler renksizdir. O
zaman ayrilan maddeler bazi reaktiflerle veya ayrilan bilesikleri goérinur yapan bazi
metodlarla renklendirilmelidir. Spotlarin rengini arttiran reaktiflere renklendirme reaktifleri

denir. Spotlari gorinir yapan metodlara renklendirme metodlari denir. Cok sik olarak



kullanilan renklendirme reaktifi iyottur. iyot, cogu organik maddelerle sari veya kahverengi

kompleksler olusturmak icin reaksiyon verir.

Bu renklendirme metodunda yuritilmus ve kurutulmus tlc tabakasi birkag iyot kristali
yuritme kabina konur. Yuritme kabi kapatilir ve bir buhar banyosunda yavasca isitilir.
Yurlitme kabi iyot buhari ile dolar ve spotlar gériinmeye baslar. Spotlar kafi derecede
gOruniyorsa tabaka yuritme kabindan alinir ve spotlar bir kursun kalemle isaretlenir. Spotlar
daima ayni halde kalmazlar. Onlarin gérinimu, iyodun organik maddelerle yaptigi
kompleksin olusumundan ortaya gikar. iyot tabakadan siiblimlestikge spotlar solar. Bundan

dolayi spotlar derhal isaretlenmelidir.

Doymus hidrokarbonlar haric hemen hemen tim bilesikler ve alkil halojentrler iyot ile

kompleks olusturur. Spotlarin yogunluklari mevcut maddenin miktarini tam olarak gostermez.

Renklendirmede ikinci yaygin metot; ultraviole lambasi kullanmaktir. UV 1511 altina, bilesikler
tabakada renkli spotlar gibi gorinur. Bu ¢ok sik olarak bazi bilesiklerin yapisini agiklar.

Cunku bu tir bilesikler, Flirorasans 6zelliginden dolayi uv isik altida ¢cok parlak i1sik yayinlar.
ince Tabakada R. Degeri

ince tabaka kromatografisinde asagidaki sartlara dikkat etmek gerekir.

Coziicu sistemi

Adsorbent

Adsorbent tabakasinin kalinhgi

Spotlanan maddenin nisbi miktari

Yukaridaki sartlara gore hazirlanan tabakada c¢ozucl bilesikten 6nde yuarur. Bilesigin

mesafesinin ¢ézucunun mesafesine oranina R. Degeri denir.

_Ydirliyen maddenin mesafesi
Yriyen ¢Ozuclnin mesafesi

R

Olgme sartlari tamamen belirtildiginde, R. Degeri her hangi bir bilesik igin sabittir ve bilesigin
bir fiziksel 6zelligini gosterir. R degerinin en buyidk ciktigi ¢dzicl yuritme igin en iyi

¢o6zucudir. R. Degerinin hesaplanmasi asagida goérilmektedir.
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Organik Kimyada Bir Cok Kullanim Alani Vardir ***

1. Benzer iki bilesigi tespit etmek

2. Karisimdaki bilesenlerin sayisini belirlemek icin

3. Kolon kromatografisine uygun ¢éztci bulmak igin

4. Kolon kromatografisindeki ayirmayi gézlemek icin

5. Kolonda yapilan bir ayirmanin etkilerini kontrol etmek igin.
6. Reaksiyon surecini izlemek igin

Tdm bu uygulamalarda, ince tabaka kromatografisi ok az madde gerektirdigi igin
avantajlidir. Madde israf edilmez. Bircok renklendirme metotlari ile maddenin bir

mikrograminin ( 10 ~* 49 ) onda birinden daha az miktari ile ¢alisilabilir. Blydk preparatif

tabakalarla ayn1 zamanda 0,2-0,5 g madde ayirmak mumkundur. Tlc nin baglica dezavantaji
buharlasan maddelere uygulanamamasidir. Clinkii bunlar tabakada hemen buharlagir. ince
tabaka kromatografisi benzerligi stpheli bilesikleri tespit etmede kullanilir. Her iki bilegikte
tabakada ayni mesafede yuridyorsa muhtemelen ayni bilesiklerdir. Spotlarin durumu ayni

degilse farkli bilesiklerdir denir. Her iki bilesige ayni tabakada spot yapmak énemlidir.

ince tabaka kromatografisi ile bir numunenin tek bir madde veya karigim olup
olmadigi anlasilabilir. Tek bir madde tek bir spot verir. Diger taraftan bir karigimdaki
komponentlerin sayisi bir karigimda farkli ¢dzlcller demek suretiyle tespit edilebilir.
izomerler gibi gok benzer dzelliklere sahip karigimlari ayirt etmek igin ¢oziicii bulmak zor
olabilir. Basarisiz bir ayirma bir bilesigin saf madde oldugunun ispati degildir. Bir ¢ok bilegik
apolar ¢ézucu ile, tlc tabakasinda tekrar tekrar yuratme ile ayrilabilir. Bu metot da tabaka ile
yurutmeden sonra geri kazanilir ve kurutmaya birakilir. Bir karigimi ayirmak i¢in kolon

kromatografisi diisiiniiliiyorsa, ¢oziicii segimi igin tlc kullanilir. Bir ¢ok ¢ozucu, kolonda



kullanilacak adsorbentle kaplanmis bir tabakada denenebilir. Komponentleri en iyi sekilde

ayiran ¢6ziclyu kolonda kullanmak en iyi olacaktir.

Kolon kromatografisi

Kolon Uzerinde kurulan kromatografilerde yukarida da sdylendigi gibi hareketli faz kolondaki

sabit faz icinden gecerek kolonun altina iner. Kolon kromatografisinin etkinligi cesitli

faktorlerin dlizglin ayarlanmasina baglidir. Bu faktérler sdyle siralanabilir:

- Adsorban secimi

- C6zicunun polaritesi

- Kullanilacak kolonun boyu ve ¢api

- Cézicunun akis hizi

Zamanimizda bu metotla calismalarda sabit faz olarak ince ezilmis kalsiyum

karbonat, aliminyum oksit, talk, silikajel gibi maddeler, hareketli faz olarak da, su, alkol,

aseton, kloroform, nitrobenzen, toluen, benzen gibi ¢dzlculer kullaniimaktadir. Gerek

hareketli, gerekse sabit fazlarin segimi olduk¢ca ampiriktir. Hangi hareketli fazla sabit fazin iyi

sonug¢ verdigi ancak denenerek bulunur. Segilen sabit faz, bir biretin alt kismina pamuk veya

cam pamugu konduktan sonra sikica doldurulur. Ondan sonra kromatogrami yapilacak

maddelerin ¢ozuldugu ¢dzicuyle iyice islatilir ve bir kere daha sabit fazin iyice yerlesmesi

saglanir. Ondan sonra ayrilmasi istenen maddeleri ihtiva eden ¢dzelti kolonun Ustine konur.

Maddelerin yerleri kolonda ayri ayri gorilinceye kadar daha dnceki ¢ozlicuden ilave edilir.

o

? a——Cam YGna

Kiskac

Cesitli maddelerin adsorplayici veya sabit
tabaka Uzerinde adsorplanma dereceleri farkh
oldugundan, kromatogram esnasinda yukardan
asagiya farkli yerlerde toplanirlar. Maddeler farkl
renklerdeyse yerleri kolaylikla tesbit edilir. Renkli
degilseler, kullanilan bir ayira¢ vasitasiyla
renklendirilip veya ultraviyole isinlara tutulup
yerleri tesbit edilir. Ayrilmanin kesin olmadigi, yani
maddelerin kolon Uzerinde birbiri Uzerinde veya
birbirine ¢ok yakin mesafelerde bulundugu
hallerde, tekrar ¢dzelti konarak maddelerin yavas
yavas asagilya inmeleri beklenir. Gene iyi bir
ayirma elde edilememisse, daha polar bir ¢dzlici

kullanilir. Maddeler birbirinden iyice ayrildiktan
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sonra, bunlarin kolon ve adsorplayicidan ayrilmasi saglanir. Kolondan ayirma baslica sdyle

yapilir:

1.

4.

Kolondan uzun zaman ¢6zlci gegirilerek her halka yavas yavas asagida indirilir ve
nihayet adsorplayici fazdan ¢ozelti fazina gecirilir. Bu sekilde her halkay! ihtiva eden
¢ozelti ayri bir kaba alinir. Cozelti buharlastirilarak saf madde elde edilir. Boylece ele
gecen saf madde Uzerinde de bir takim deneyler yapilarak cinsi ve hatta miktar tayin

edilir.

Maddeler renksiz ve renklendiriimeleri mimkuin degilse, o zaman kolondan akan ¢ozelti
belirli araliklarla numarali biylkce tlplerde toplanir. Belirli bir akis hiziyla her tlpte
toplanan ¢dzeltinin kroamatogramdan ka¢ dakika sonra ve ka¢ mi oldugu tesbit edilir.
Bundan sonra tuplerdeki ¢ozuculer buharlastirilarak her tubun igindeki madde Uzerinde
kagit veya ince tabaka kromatografisi yapilir. Netice olarak her tiipte kag madde oldugu
tesbit edilir. Ardarda Ug tlpte toplanan madde ayniysa (e.n ayniysa), bu aralikta saf bir
madde gegiyor demektir. Bundan sonra yapilacak daha buyuk bir ayirmada, o g tlpte
toplanan bir kaba alinir. Ayni sekilde cesitli tupler ve araliklar gézden gegirilir. Bu oldukga
yorucu bir islemdir ve fakat bilinmeyen maddelerin neler oldugunu anlamak igin de tesirli

ve guglu bir iglemdir.

Kolonda, tabakalara ayrilan maddeler renkli veya ultraviyole i1sin altinda renkleniyorsa,
ince ve uzun bir spatul vasitasiyla ilk tabaka gevsetilir ve kolon ters dondurelerek
disariya alinir. Birinci tabaka digsariya alindiktan sonra ayni sekilde ikinci tabaka alinir.
Her tabaka ayri bir kapta toplanir ve daha polar g¢oéziicllerle muamele edilerek ad-

sorplayicidan ¢éziclye alinir.

Alt kismi ince bakir tel ye cam-pamuguyla sarili bir cam kolon ickide meydana gelen
kromatogram, bakir tel alinmak suretiyle kolaylikla disariya ¢ikarilir. Bu tip, bir kolon farkh
adsorplayicilarla da doldurulabilir. Yalniz bu takdirde her iki adsorplayici arasina yuvarlak
kesilmis bir sizge¢ kagidi konur. Bdyle bir dizenek bazan ¢ok daha iyi sonug verir. Daha
da iyi sonu¢ almak icin kolonlar ister bir, isterse birden fazla adsorplayiciyla doldurulsun,
adsorplayici kolon kullanilacak ¢dzlcuyle islatilarak doldurulur ve bu esnada da lastik bir
boruyla kolona vurmak suretiyle hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir. Bu islem iyi bir

kromatogram icin gereklidir.



DENEY 8
YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi (HPLC)

DENEYIN AMACI

Yuksek performansh sivi kromatografisinden yararlanarak bazi organik maddelerin
nicel analizini yapmak.

GENEL BILGILER

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yuksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yonteminde, sabit faz olarak kullanilan pargacik boyutlarinin énemli
Olciide kucultilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz yilizey alani blylr ve béylece
kolonun etkinligi arttiriimis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli
bir hizla gecebilmesi igin bir basing uygulanmasi gerekir. Bu yuksek verimdeki kolonlarin ve
oldukga yuksek basinglarin kullanildigi HPLC, element turlendiriimesinde en yaygin bi¢cimde
uygulanan kromatografi tartudur.

HPLC gunumuizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi, bitki
kimyasi, tarim ve kimya muhendisligini igeren alanlarda ayirma ve analiz i¢in vazgecilmez bir
arag olarak kabul edilmektedir. Bilhassa diger kromatografik tekniklere uygun olmayan
bilesiklerin ayrilmasi ve analizi igin uygundur. Cevre sicakhginda termal olarak kararsiz
bilesikleri ve yuksek polarliktaki bilesikleri herhangi bir turevlendirme olmaksizin ayirabilir ve
analiz edebilir.

HPLC’nin sivi kromatografisinin diger turlerinden Gstunlikleri sunlardir:
HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

Bdyle kolonlarda gercgeklestirilen ayirma, eski yontemlerle elde edilenden ¢ok daha
cesitlidir.

Bu teknik kullanicinin becerisine daha az badimhdir ve tekrarlanabilirlik daha
yuksektir.

Nicel analiz amaglari icin de kullanilabilir.
Analiz slresi ¢ok kisadir.

Duyarlik ¢ok ylksektir, 10 pg lik bir érnek bile, floresans veya elektron yakalama
dedektorleri kullanilarak tayin edilebilir.

Cihazin baslica kisimlari:
« Pompa
% Ornek enjektor
s Kolon
s Dedektor

« Kaydedici



Ornek hazirlanmasi

Kati érnekler: Bir 6rnegi HPLC sistemine vermek igin, bu érnegin, hareketli faz olarak
kullanilan ¢éziiciide ¢dziinmesi gerekir. Ornegdin, metanol/su karisimi bir hareketli fazla ile
analiz yapilacaksa, érnek metanolde, suda veya metanol/su karisiminda ¢ézilmelidir. Eger
ornek bdyle bir ¢éziicide ¢dzlnmuyorsa, diger bir ¢dziclde ¢ézinmeli, fakat bu durumda
kullanilan ¢dziicii kesinlikle hareketli fazla karisabilir olmalidir. Ornek bilesenlerinin, mobil faz
¢odzlciuslinde cokmemesine de dikkat edilmelidir.

Sivi 6rnekler: Sivi 6rneklerde c¢o6zicl, sistem ile uyumluysa, dogrudan enjekte
edilebilir. Eger ornekler istenen ¢dzlcude degillerse veya enjekte edilecek kadar derisik
degillerse, kurutulmahdir veya derigtiriimelidir. Daha sonra hareketli fazda tekrar
¢ozunmelidir.

Orneklerin siiziilmesi: Hareketli faz akisinda azalmaya, geri basincinda artmaya,
kolon veriminde azalmaya ve istenmeyen piklere neden olabilecek ¢d6zliinmeyen maddelerin
kolona girmesini 6nlemek i¢in, 6rnedin enjeksiyondan once stziulmesi tavsiye edilir.

Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonu membranda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserit ve sterol
yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli Urlnlere yikiimasi
reaksiyonudur. Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle, basta lipidler, proteinler ve
nukleik asitler olmak Uzere ylkseltgenebilen tium hlcre elemanlari ile etkilesirler.

Lipid peroksidasyonu c¢ok zararl bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler Greterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Bu
bilesikler ya hicre dizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan diffize
olup hucrenin diger bolumlerine hasari yayarlar. Boylece, bir¢cok hastaliga ve doku hasarina
sebep olurlar. Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma
ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve
hlcre yuzey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran &zelliklerini degistirir.

MDA Analizi

0.3 mL serum oérnegi Uzerine 0.5 M HCIO,den 0.2 mL ilave edilir. Proteinlerin
¢cOkturdlmesinden sonra saf su ilave edilerek toplam hacim 1 mlL'ye tamamlanir. Karigim
4500 devirde 5 dakika santrifijlendikten sonra berrak kisimdan 20 pL dikkatlice alinarak
HPLC'de analizlenir.

Analiz sartlari, 30 mM KH,PO,4 - metanol (% 65 - 35; pH : 4) hareketli fazinda, 254 nm
dalga boyu, Techopak 10y C-18 (25 cm x 3.9 mm) kolonu ve akis hizi 1.5 mL/dak. olarak
belirlenmigtir.
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Ayrilmalari ¢ok gl¢ oldugundan oteki analitik yontemlerle ayrilamayan maddeler
kromatografik metotlarla ayrilir. Bu metotlar genellikle kalitatif ve kantitatif amaglar igin
kullanilir. Kromatografik analiz, analiz edilecek maddenin hareketli bir faz yardimiyla sabit bir
fazin iginden geciriimesine dayanir. Temel bir bakis acgisiyla bu yontemler 4’e ayrilir:

e Sivi kromatografisi

o Gaz kromatografisi

e HPLC

o Superkritik akiskan kromatografisi

Klguk dolgu maddeleriyle doldurulup ylksek basing altinda bir kolonda yapilan kromatografi
turlerine yuksek performans sivi kromatografisi (HPLC) denir.
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DENEYIN YAPILISI:

HPLC cihazi agllarak analize hazirlanir. 2, 4, 6 ve 8 ppm’lik A vitamini standard g¢ozeltileri
hazirlanir. Her biri seyreltikten derisige dogru sirayla cihaza enjekte edilerek élciim alinir. Her
bir 6lcim icin cihazda goruntulenen pikin yuksekligi cetvel ile dlgulerek tabloya kaydedilir:

2ppm ...... cm
4dppm ...... cm
6ppm ...... cm
8ppm ...... cm

Bu veriler ppm cinsinden standart konsantrasyonuna karsilik pik yiksekligi olacak sekilde
grafige gecirilir ve bir dogru elde edilir (Kalibrasyon grafigi). Excel yardimiyla bu dogrunun R?
ve dogru denklemi hesaplanir.

Sonra derigimi bilinmeyen bir A vitamini numunesi cihaza enjekte edilir ve ¢ikan pikin
yiksekligi olctlir. Olcllen bu deger, kalibrasyon grafiginin dogru denkleminde yerine
konarak bilinmeyen konsantrasyon hesaplanir.

SORUMLU OLUNAN KAYNAKLAR:

e Enstrumental Analiz Yontemleri, Prof. Dr. A. YILDIZ; Prof. Dr. O. GENGC; Prof. Dr. S.
BEKTAS
e Enstrumental Analizin Temelleri, , D. SKOOG; J. HOLLER; T. NIEMAN

DENEY iLE ILGILI SORULAR

1) Cihazin temelini ve calisma prensibini agiklayiniz.

2) HPLC kromakografisinde kullanilan sabit ve hareketli fazlar nelerdir.

3) HPLC ile kantitatif analiz nasil yapilir agiklayiniz.

4) HPLC’de herhangi bir analizin nasil yapilacagini ana hatlariyla agiklayiniz.
5) HPLC ile ¢aligirken ¢alisma grafiginin nasil olusturulabilecegini agiklayiniz.
6) HPLC’nin uygulama alanlarini yaziniz.

7) HPLC ile gaz kromatografisini karsilastiriniz.

8) HPLC dedektorleri hakkinda bilgi veriniz.

9) HPLC kolonlari hakkinda bilgi veriniz

10) HPLC ile caligilirken dikkat edilmesi gerekli hususlari agiklayiniz.

11) HPLC nin pargalarini yazarak, UV-dedektort hakkinda bilgi veriniz.

12) HPLC kolon dolgu maddelerinin 6zelliklerini yaziniz.

13) HPLC kolonunda ayirmaya etki eden faktoérleri aciklayiniz.

14) HPLC ile yapilan ¢calismada elde edilen C vitaminin dogru denklemi

15)y = 0.5x + 1.6 R=0.92 olup 10 kat seyreltiimis ornegin pik yuksekligi 0.5 cm ise
ornekteki C vitamini miktarinin ka¢g ppm oldugunu hesaplayiniz.



DENEY 9
GAZ KROMATOGRAFISI

DENEYIN AMACI

Gaz kromatografisi cihazindan faydalanilarak bazi organik maddelerin kalitatif (nitel)
ve kantitatif (nicel) analizini yapmak.

GENEL BILGILER

Gaz kromatografisi, ugucu karigimlarin ayrilmasi ve analizi i¢in buyuk bir kolaylikla
uygulanabilen basit bir tekniktir. Gaz kromatografisi icin az miktarda numune yeterlidir. Bu
metotla karisimlar buyuk bir oranda birbirinden ayrilabilir.

Gaz kromatografisine konan numune igindeki maddeler, azot helyum gibi 6zel bir
gazla sabit faz igcinden surUklenirler. Bu arada numune igindeki gazlar sabit fazla aralarinda
ilgiye gore az veya ¢ok tutulurlar. Tutulma aslinda bir frenlemedir. Bazilari ¢cok bazilari az
frenlenirler. Gazlarin sabit fazla hareketli faz arasinda dagilmalarinda ¢ézinurlik, baglanma
adsorplanma, molekuler ¢ozulebilme gibi olaylar etkili olabilirler.

Her maddenin sabit fazla tutulma orani farklidir. Bazilari az kimileri ise ¢ok tutulurlar.
Fazlar, sicaklik, kolon uzunlugu sabit tutularak ¢esitli maddelerin piklerini ihtiva eden
cetveller yapilir. Bilinmeyen numuneler icindeki maddeler bu cetvellerden yararlanarak analiz
edilirler.

Baslica iki tlr gaz kromatografisi vardir: Bunlar “gaz-sivi dagiima kromatografisi’ ve
“gaz-kati adsorpsiyon kromatografisi”dir. Gaz kromatografisinde kolon sicakligi maddelerin
ayrilabilmesi igin uygun degere ayarlanir. Bir bilesenin kolonda ilerleme hizi o bilesenin
buhar basinciyla orantiidir. En ugucu bilesen en hizli hareket eder ve bdylece daha dusik
buhar basingli diger bilesenlerden ayrilir. Gaz kromatografisinin en énemli pargalarindan biri
de dedektordir. En yaygin kullanilan iki dedektor “alev iyonlagmali dedektor” ve “termal
iletkenlik dedektoéri’dar.

DENEYIN YAPILISI

2.5 pl n-hekzan ve 2.5 pl aseton ayri ayri enjektorle alinir ve 90 °C’de gaz
kromotografisine enjekte edilir. Alikonma stireleri ve olusan pikler kromotogram alinarak
degerlendirilir. Daha sonra diger sartlar sabit kalmak sartiyla sicaklik 60°C’ye ¢ikarilarak
yukaridaki islemler tekrarlanir.

Gaz Kromatografisinin Galigma Sartlan

Dedektor: FID

Kolon: % 30 OVI

Taslyici gaz : 23 ml/dk
Hidrojen gazi : 45 ml/dk
Hava gazi : 450 ml/dk
Sicaklik programi :

Kolon sicakhgi : 50-60°C
Dedektor sicakhgi : 200°C
Enjektor sicakhgi : 200°C
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DENEY iLE ILGILI SORULAR

1) Gaz kromatografisinin temelini ve ¢alisma prensibini aciklayiniz.

2) Gaz kromatografisinde kullanilan sabit ve hareketli fazlar nelerdir?

3) Gaz kromatografisinde kalitatif ve kanditatif analiz nasil yapilir agiklayiniz.
4) Gaz kromatografisinde hangi tur kolon kullanilir?

5) Kolon sicakligi nasil ayarlanir?

6) Gaz kromatografisi cihazinin temel bilesenlerini sematik olarak gdsteriniz
7) Gaz kromatografisi hangi analizlerde kullanilir?

8) Gaz kromatografisinde nitel ve nicel analiz nasil yapilir?

9) Kolana enjeksiyon yapilirken nelere dikkat edilir?

10) Alikonma suresi nedir ve nasil tayin edilir?

11) Gaz kromatografisinde kullanilan detektérler hakkinda bilgi veriniz.



DENEY 10
POLARIMETRI ILE CEVIRME ACISININ TAYiNi

DENEYIN AMACI

Seker gibi optikge aktif maddelerin ¢evirme acilarindan yararlanarak kalitatif ve
kantitatif analizlerin yapilmasi..

DENEYIN YAPILISI

Polarimetri cihazi ile ¢alisirken 6énce cihazin sifir ayarinin yapilmasi gerekir. Bunun
icin numune kabi saf su ile doldurularak teleskopun iki yarim kiresinin aydinliklari
mikrometrik vida kullanilarak esitlenir. Buradan okunan deder cihazin sifir noktasi olarak
kabul edilir (bu degerin sifir olmasi beklenir). Sonra hazirlanan % 5, % 10, % 15, % 20’lik
seker c¢ozeltileri ayri ayri numune kabina konarak cihazdan c¢dzeltilerin gevirme agcilari
okunur. Birinci ¢6zelti cihaza kondugunda iki yarim kurenin aydinliklarinin homojenligi
bozulur. Yarim kurelerin birisi karanlik, digeri aydinlik veya yari karanlik, yari aydinlik olabilir.
iki yarim kurenin aydinliklarinin egit oldugu anda okunan deger o ¢ozeltinin ¢evirme acgisidir.
Diger ¢ozeltilerin gevirme agcilari da ayni sekilde okunduktan sonra tayini yapilacak ¢ozelti
numune tipune konarak gevirme agisi okunur. Kalibrasyon egrisinden yararlanarak tayini
istenen érnegin % Seker miktari bulunur.

Okunan cgevirme agilarindan asagidaki baginti kullanilarak sekerin spesifik ¢evirme
acisi hesaplanir ve literatlr degerleri ile karsilastirilarak kalitatif analiz yapilir.

o : Okunan gevirme agisi L : TUpln dm cinsinden uzunlugu
t : Sicakhk A : Kullanilan 1s1§1n dalga boyu, 589 nm (Sodyumun sari 13131)
DENEYLE iLGILI SORULAR

1) Polarimetri aletinin basit¢e seklini gizerek, temel ¢calisma prensibini anlatiniz.

2) Polarize 1s1k, optikge aktiflik, cevirme agcisi, optikge aktif bilesik, enantiyomer,
rasemik karigim, diastereomer, levo ve dekstro terimlerini tanimlayiniz.

3) Polarimetre ile hangi tur maddelerin analizi yapilir? Agiklayiniz.
4) Polarimetre ile nicel analiz nasil yapilir? Agiklayiniz.

5) Polarize 1sik ile enantiyomerlerin, rasemik karigimlarin ve mezo yapilarin
etkilesimleri nasil olur? Aciklayiniz.

6) Optik ¢cevirmenin buyudkligine etki eden faktorleri siralayiniz

7) Optikge aktiflik gdsteren bir alkol, bir sire asidik bir ¢ézeltide bekletilince optikce
aktifligini kaybeder, sebebini agiklayiniz.

8) Polarize 1sik nasil elde edilir? Aciklayiniz.

9) Konfiglrasyon belirlemede kullanilan D-, L- ve R-, S- ile gevirme y0nlerini gdsteren
d-, |- arasinda nasil bir iliski vardir? Agiklayiniz.

10)Rasem bilesiklerin ayrilmasi (rezollisyon(i) nasil yapilir? Anlatiniz.



