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Fluoresans gideti 6lcimuanden yararlanilarak, Aluminyumun Morin ile verdigi

kompleksin fluoresans siddetinin 6lgtlmesi ve derisiminin bulunmasi

Fluoresans ve Fosforesans

Bazi maddelerin ¢bzeltileri UV vey GB isinlarla uyarilinca bunlari absorbe ederek
uyariimis hale gegerler. Isinlama kesilince uyariimis halden temel hale dénerken
Isin yayimlarlar. Isima yapan madde tarafindan yayimlanan 1gin absorblanan
Isindan daha disuk enerijilii oldugundan daha uzun dalga boyuna sahiptir. Isinlama
kesildikten sonra maddenin yayimladigi 1sin kisa émdirlii ise (10°-10® sn) olay
fluoresans, uzun dmdirlii ise (10 sn <) olay fosforesans olur.

Uyarilmalar asagidaki gibi olur.

Temel Singlet Hal—-Uyariimis Singlet Hal—-Fluoresans
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Temel halden uyariimis triplet hale gegis yasaklanmig gegistir.
Fosforesansta isin yayimlamanin uzun strmesinin nedeni spin farkliliklarindan

kaynaklanan diamanyetik ve paramanyetik 6zelliklerdir.
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Fluoresans Siddetini Etkileyen Etmenler
Molekiilsel Yapi: Sibstitie olmamis aromatik bilesiklerde kaynasik halka sayisi ve
kondensasyon derecesi arttik¢a fluoresans siddeti artar. Halojen eklendikce
fluoresans siddeti halojenin atom numarasi ile azalir.
Yapisal esnemezlik(rijidite) molekilde hareket serbestligini azaltici etkiler
fluoresans siddetini arttirir.
Cozgen ve Sicaklik: Gézgen polaritesi fluoresansi etkiler. Viskozite azalirsa
carpisma sayisi ve i¢ dontisim hizi artar, fluoresans siddeti azalir. Ortamda agir
atom iceren ¢éziinen varsa fluoresans siddeti azalir.
Sicaklik artinca carpigsma sayisi ve i¢ dontsim hizi artar. Fluoresans siddeti azalir.
PH Etkisi:PH etkisi ile degisim nedeni asidik yada bazik tirlerin rezonans
formlarinin farkli sayilarda olmasidir.
Coézunmis O Etkisi : Fluoresans siddetini genelde azaltir. Cinki O, ve onun gibi
paramanyetik maddeler uyariimig molekulin singlet halden triplet hale gegisini
kolaylastirir. Bazen de analit O, ile yUkseltgenip fluoresans siddeti azalabilir.
Derigsim EtKkisi:
F = k(lo-1) esitliginde; I —Uyarici 1sin, | —gegen 1sin, k—kuantum verimi ve
F —yayimlanan i1sin siddeti olmak {izere Lambert-Beer yasasindaki | = l,e® degeri

yerine konulup duzenlenirse F = k.2,303.€bc esitligi elde edilir. Sabitlere K dersek

Esitlik F = KC halini alir ve fluoresans siddetinin derisime baghhgi ortaya ¢ikar.

Fluoresasn Jiddeti

Derigim

Fluoresans Siddeti & Derisim egrisinin dogrusalliktan sapma nedeni “6zsogurma”
ve “6zséndiurme” olaylaridir.



DENEYIN
YAPILISI

Ozsogurma: Molekiliin yayimladigi fluoresans isin dedektére ulasincaya kadaryol
alirken diger molekullerle karsilasir ve enerjisinin bir kismi bu molekullerce sogrulur.
YUksek derisimde karsilasilacak molekill sayisi ¢ok olacagi ign fluoresans siddeti
diser. Bu 6zsogurma olarak adlandirilir.

Ozséndiirme: Uyariimis molekdiller birbiriyle ve ¢cdzgen molekiilleri ile etkileserek
enerijilerini 1Isimasiz olarak diger molekullere aktarirlar.Dig dénisim gergeklesir.
Derigim arttik¢a etkilesim artacagi igin fluoresans siddeti azalir.
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Spektrofluorometrenin Temel Komponentleri

Fluoresans 6lciim cihazlarinda diger spektrofotometrik yontemlerden farkli olarak iki
monokromotdr bulunur. Birinci monokromotdr uyarimi yapacak i1ginin gegmesini
saglar. ikinci monokromotér ise uyarilan isina 90° agida bulunur.Ornekten
yayimlanan isin tim dogrultulardadir. En dogru 1sin ise uyarilan isina dik
dogrultuda olandir.Diger isinlar ¢ozelti ve kap duvarlarindan sacilan isindir. ikinci

monokromotér bunu izole eder.

1000 ppm lik Al** stok ¢ézeltisinden 10 ppm 25 ml ara stok hazirlanir.Hazirlanan bu
10 ppm’lik stoktan 25 ml’lik balon jojelere 0; 0,15; 0,3; 0,45; 0,6 ml ilave edilir.
Standartlarin ve érnegin tzerine 0,5 ml Morin, 14 ml etanol ve 5 ml tampon ¢ozelti
eklenir. 30 dk bekletildikten sonra 465 nm de 6l¢iim alinir. Sonuglar ;

Standart Standart Fluoresans F.Siddeti
Hacmi (ml) |Derisimi (ppm) Siddeti Duizeltilmis
0 0 18 0
0,15 0,06 43 25
0,3 0,12 54 36
0,45 0,18 77 59
0,6 0,24 101 83
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Ornegin fluoresans siddeti diizeltiimis olarak 74 -18 = 56 bulunur. Kalibrasyon
grafigi cizersek bu fluoresans siddetine karsilik gelen derisimin 0,166 ppm oldugu
grafikten gorulir. Bu 25 ml'lik érnek ¢bzeltisinin derigimidir. 0,5 ml lik érnek igin
bulacak olursak; C;V,=C,V, den 0,166ppm.25ml = C,.0,5 ml ise C,= 8,3 ppm olur.
Fluoresans siddeti & hacim grafiginde ise bulunan deger 0,415 ml dir. Bu 25 ml
ornek ¢ozeltisinde bulunan standart miktari gibidir. Bunu derigsime cevirirsek;
0,415ml.10ppm = C, ppm . 25ml ise C, = 0,166 ppm bulunur. Bu 25 ml érnek
¢Ozeltisi icindir. Ayni sekilde 0,5 ml érnek igin bulacak olursak;

C4V=C,V, den 0,166ppm.25ml = C,.0,5 ml ise C,= 8,3 ppm bulunur.

0,5 gr bir 6rnek ¢dzilerek 100 ml'ye tamamlaniyor. Alinan 0,5 ml’lik kisma 14 ml
etanol ve 5 ml tampon ve 0,5 ml morin ilave edililerek 25 ml'ye tamamlaniyor. 465
nm’de uyarilarak fluoresans siddeti dl¢tliyor. Bu fluoresans siddeti (deneyde
bulunan) x ise ;

a) AP yiizdesini bulunuz

b) ppm olarak derisimi bulunuz

c) Sonucun Aly(SOy); cinsinden ylzdesini bulunuz

)

d) Sonucun Al,Oj; cinsinden ylzdesini bulunuz

Ornegin bulunan diizeltiimis fluoresans siddeti 56 dir. Kalibrasyon grafiginden bu
deger icin bulunan derisim 0,166 ppm dir. Bu 25 ml érnek ¢6zeltinin derisimidir.
Bu degeri y = 333,33x + 0,6 kalibrasyon grafiginin denkleminde y = 56 degerini
yerine koyarak veya y = 56 i¢in egriyi kestigi noktadan x eksenine dikme cgizerek
bulabiliriz.
Fluoresans siddeti & hacim grafiginden buunan 0,415 degeri ile de ayni derisim
bulunabilir. Bu grafikte bulunan 0,415 ml degeri 25 ml 6rnekte bulunan standart
hacmine benzer bir degerdir. Bunu derisime gevirirsek;
0,415ml.10ppm = C, ppm . 25ml ise C, = 0,166 ppm bulunur. Veya formdille;
Co, = (y ‘bj[ Cs J - (56 ‘0’6J[Ej —0,166ppm bulunur.

m |V 133,33 A 25
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Bu 6rnek ¢ozeltisinin derigimidir. Ayni formiilde Vs (Ornek Cézeltisi Hacmi) yerine
Vs (6rnek hacmi) alinirsa érnegin derigimi bulunabilir.

Alinan 0,5 ml érnegdin derisimini bulursak;

C1V41=C,V, den 0,166ppm.25ml = C,.0,5 ml ise C,= 8,3 ppm bulunur

100 ml 6rnek ¢ozeltisinin derisimi 8,3 ppm dir. (0,5 gr 6rnegin derisimi sonraki sayfada)
1000 ml de 8,3 mg Al**varise

100 ml X

x = 0,83 mg A** vardir. Bu sonug 0,5 gr érnekte 0,83 mg Al** var demektir.
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Yiizdeye gecersek; (0,83 mg / 500mg)x100 = % 0,166 AI**
0,5 gr 6rnekte % 0,166 Al**vardir

0,5 gr =0,0005 kg érnekte 0,83 mg Al**var ise

1 kg X mg

X =1660 ppm olur.

0,5 gr drnekte 1660 ppm Al**vardir

Aly(SOy); cinsinden bulacak olursak; Al,(SOy4); = 342 gr/mol
342 gr/mol Al,(SO,); de 54 gr A** var ise

x ar Al,(SQ,); de 0,83 mg=0,83.10" gr AI** vardir.
x = 0,005257 gr Aly(SO,); bulunur.

Bu; 0,5 gr 6rnekte 0,005257 gr Alx(SO,)s var demektir.
YUzdeye gegersek ; (0,005257 / 0,5) x 100= % 1,05

0,5 gr 6rnekte % 1,05 Al,(SO,); vardir

Al,O; cinsinden bulacak olursak; Al,O; = 102 gr/mol

102 gr/mol Al,O3 de 54 gr AI** varsa

x gr Al,O3 de 0,83 mg=0,83.10° gr A”** vardir.
x =0,001568 gr Al,O3 bulunur.

Bu; 0,5 gr 6rnekte 0,001568 Al,O3 var demektir.

Ylzdeye gecersek ; (0,001568 /0,5)x100= % 3,13

0,5 gr 6rnekte % 3,13 Al,Ozvardir

Fluoresans 6zelligi olmayan Aluminyumun Morin ile olugturdugu kompleksin
fluoresans siddeti élcllerek derisim hesaplanmistir.

Spektrofluorometrenin secimliligin yiksektir. Her bilesik igin bir uyarma digeri yayim
olmak tzere iki spektrum verir.

Ayni dalga boyundaki isini soguran iki molekilden yalniz biri (veya ikisi de)

fluoresans 6zellikte ise fluorometre yardimi ile saptanabilir.

Ancak Fluorimetrik analizlerde de bazi girisimler olabilmektedir. Sagiimalar girisim
nedenlerinden biridir. Hem ¢6zuculer hem de katilar sagilima neden olabilir.
Sacihmlarin olusturdugu en 6nemli sorun spektrofluorometrenin duyarhhiginin
azalmasidir ki bu da fluoresans yardimi ile saptanabilecek en ufak miktari da
sinirlar. Sacilimlar agagidaki kosullarda énemli sorun olabilirler;

1-Fluoresansi saptanacak maddenin ¢ézeltisi bulanik ise

2-Uyaran ve yayimlanan iginlarin dalga boylari biri birine yakin ise

3- Spektrofluorometre ¢ok yliksek bir duyarllikta calistiriliyorsa
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