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O7ZET

 Rumex Pulcher TURI BITKIDEN ANTRAKINON FLI)ESI VE
BITKIDEKI ANTRAKINON MIKTARININ SPEKTROSKOPIK OLARAK
BELIRLENMESI '

Polyganacese familyasina ait bitkiler zengin antrakimon kayna@ olarak
prinmektedir. Bu ¢anismada, bu tamilyaya ait Rumex tuicher bitkisinin tohum ve
koklennden antrakinon safiasrma iglemlert yapilmistir, Bitkimin tohum ve kok
kisimlarina ayri ayri, sirastyla, ekstraksiyon, kolon kromatogratisi, ince tabaka
kromatografist islemiert uygulanmig, tohum kismundan antrakinon elde edilememis, kok
kismindan ise bir antrakinon tiirii olan emodin satlagtirilmistir. Bitkinin kok kismindaki
emodin, glikozit yapisindadir, Bu yiizden, ince tabaka kromatografisi oncesi yapilan
hidroliz islemi, ¢aligma igin dnemlidir.

Antrakinonlanin  bulunduklan materyaldeki varlikiari, verdiklen tamnma
reaksiyonlari ile belirfenebiimektedir. Bu reaksiyonlardan biri ‘de, alkoilii Magnezyum
cozeltisi ile verdikieri remkier olup, Shibata renk reaksiyonlari olarak
adfandiniimaktadsr. Calismamizin temelinin bu reaksiyonun kantitatit’ amaglt kullamhp
kulianilamayacagin test etmek olugturmaktadir.

Calismada UV ~ Vi8S Spekwoiotometresi ile spektroskopik tayinler yapilmigtir.
Bitki kokiinden saflagtiriian emodin, standart gozeluleri hazirlamak igin kullaniinustir.
Spektroskopik sonuglar emodin ile Mg' iyonu arasinda olugtugunu disindigiimiiz
kompleksin varligini dogruiamigtr, Ve bu kompleksin renk siddetinin, antrakinon
konsantrasyonuyla dogru orantilt ofarak degistigi sonuglaria belirlenmigtir.

Dolayisiyla Mg — Emodin kompleksine ait kolorimetrik ¢aligma sonrass ¢izilen
kalibrasyon grafigi yardimiyla, bitkideki emodin miktari, tim igiemierden énce, basit
bir galigmayla belirtenebilmektedir.

2003, 77 sayfa

Anahtar Kenmeler: Antrakinon, Rumex phlcher’, emodin, UV — VIS Spektroskopist,
Kolorimetrik metotlar.



ABSTRACYT

ISOLATION AND QUANTITATIVE DETERMINATION OF
ANTHRAQUINONES FROM RUMEX PULCIIER

Polyponaceac family plants especially Rumex specics are known as rich source
ol anthraquinoncs. Tn this study we have separated Ermodin (1,0,8 tri hydroxy — 3 metyl
anthraquinonc ) from Rumex Pulcher which is grown as a wild plant in tatay region.
Owr work was focensed fo fined an simpled analytical method for quantitative
determination of emodin amount. For this purpose we have used the colour reaction of
emadin whith alcoholic magnezyum acefate ( shibata reaction ),

Bxtraction, Column Chromatography, Thin Layer Chromatography and some
chemical maothods have been used to separate the emodin which is only one of the
anthraquinone that exist in Rumex Pulcher. We have compared the isolated emodin with
standard cmodin ( all the spectral data published ) procured from istanbul University
faculty of pharmacy and have used it to prepare the standard solution nccessary (o draw
the calibration curve, :

The quantitative determination have been made by using UV — VIS
spectrophotometer,

2003,77 pages

Keywords : Anthraquinone, Rumex pulcher, Emodin, UV — VIS Spectroscopy,
Colorimetric Methods.
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ONSOZ

Bilkiler llag sanayiinde model olarak alinan, zaman zaman kallamm alant bulan,
birgok hammaddenin kaynagidir. Antrakinonlar da gesith farmakolojik ozelliklere glahip
ve cok sayida bitkiden izole edilebilen bir organik reaktiftir. Caligmanuzda, Haiay
yresinde yetigen Rumex Pulcher turt bitkidcki a.ntrakinon‘ miktarim belirlemek igin
basit spektroskopik bir yontem gelistirilmesi ve bu ydntem sayesinde izole edilmek
istenen antrakinon miktarinin amaca uygun olup olmadiim kolayca test edebilmek igin
bir yontem gelistiritmesi amaglannugtir.

Bana bu caligmayr yapma olanagmni saglayan, galismanu ilgi ve Ozenle yoneten,
degierli hocam Prof. Dr. Keriman GUNAYDIN® & ( Mustafa Kemal Universitesi, Fen —

Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Bolima), ¢alisma arkadaglarima ve aileme togekkir ederim.
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Bitkiler, var olan dogal kaynaklarin en dnemlilerinden biridir. Basta gida olmak
tizere, giyecek olarak yada tibbi olarak gok degigik kullanim alanlarina sahiptirler ve bu

alanlar her gegen giin gelismektedir. Ornein Botanikgiler bitkileri sistematik yonden

- incelerken, Fezacdar insan saghginda kullanilan ilag yapimmna yonelik, Kimyagerlerse

bitkilerin kimyasal bilegiminin  belirlenmesine  yonelik - yogunlasan  calismalar
yapmuslardir,

Etkin olarak kullanilan ilaglarin geligmesinde dogial drimlerden clde edilen
kimyasal maddeler model alndigmdan, bitki ekstrelerinin kimyasal bilesimlerinin
aragimimast her gegen giin daha da fazla dnem kazanmaktadir. Bir bitkinin kimyasal
bilegimi belirlenebildigi takdirde, ki bu konumda bitkinin kimyasal igeriginin kantitatif
miktart ¢ok oncmlidir, kimya yada cczacilik sanayiinde nerelerde kullamilacag |
konusunda karar verilebifir. |

Bu agidan cle ahwup incelendiginde, ok sayida farmakolojik etkive sahip olan

ve birgok bitkinin yapisinda yer alan Antrakinonlar énemli bir yere sahiptirier.

LI ANTRAKINONLAR
L.L.1 Antrakinondarn Kimyasal Yapst ve OzeHikleri

9, 10 ~ dihidro - 9, 10 divkso antrasen olarak da bilinen antrakinonlar ilk olarak

1835’ de Laurent tarafindan antrasenin oksidasyonu ile ele gegirilmislerdir.

g

Antrasen ~ Agtrakinon



fa

Antrasen tdrevi bilegikler bitkide 3 tipte bulunur. Oksantron, antron ve

antrakinon. Oksantron” un enol gekli antrahidrokinon, antronun enol gekli antranol adim

alir,
OH
. ‘\./ .
red |19 I 2
OH O
0 Antlrahidrokinon Oksantron
Red.
OH
//"\\\\\\ ok s //\\ I//L RN
e red ' ~ y
Antranaol Antron

Bu G¢  tp  arasmda  cn stabil  olanr  antrakinonlardir;  antranol  ve

antrahidrokinantar kolaylikla okside olarak antrakinon haline gegetler.

1869 yilimda Grache tarafindan alizarinin, antrakinonun bir dihidroksi tirevi
oldugunun kesfedilmesinden itibaren, antrakinon ve tirevlert Gzerindeki ¢alismalar
hugtine kadar stirmiistiic ve hala stirmektediv. Antrakinonlar boya tretimi igin temel

mnddedir,



Antrakinonlar fluoresans gostermez. Soluk sary, ignemsi kristaller seklindedir.
286 °C de bozunmadan eriyip, 377 °C de atmosfer basiner altinda kaynarlar,

Antrakinonlar sogukta benzen ve alkolde gok az ¢oziinir, glacial asetik asit veya
nitrobenzen, diklotbenzen gibi yﬁksek kaynama noktasina sahip solventlerden
kristallendirilebilirler.

Antrakinonlar ve tiirevleri derigik silfiril asitle oksonyum tuzlarini olustururlar.
Genel olarak antrakinonlar nispeten inert bilesiklerdir, Isiya ve kimyasal reaktiflere
kargr dayamiklidir.

Kinon yapisina sahip olmalarina ragmeﬂ, kinon bilegiklerinin karakterisitik
reaksiyonlari antrakinonlarda goritlmez yada giicliilde goriliir, |

]

1.1.2. Antrakinonlarin Tarmakolojik Ozellikleri

Antrasen tiirevi bilegiklerden purgatif olarak tesir eden ve eczactlik yoniinden
onemli olan 1, 8 — dihidroksi antrakinon tirevi maddelerdir. Degisik antrakinonlarmn
tesici de farklidir. Ornegin emodol, antrakinonlar icinde en etkili olanidir, Agri kesici

Ozelliklerinin yant sira bakteri ve viriis 6ldiictict dzellikler [e de tarunmaktadir,

H OH

p g '
L s

CH
OH

Emodol




Molekiilde fenol gruplarinm sayist arttikea aktivite de artar. Bir fonolil
tagiyan antrakinonlar etkisiz, iki fenolil

< grup
< grup tagtyan antrakinonlar etkili, t¢ fenolik

grup tagiyan antrakinonlar daha kuvvetlidic. Fenolik gruplar asetillenerek kapatilirsa etk

de azalir,
OH OH
&,L\} JL/,Lj
e /U\w";" N
R { R
P 1
0
T e
RI Rz
Chrysophanol ~ CHy -H
Aloe — emodin - CH,OH - H
Emodin - CH; - OH
Physicon - CH, - QCH;
Rhein - COOH ~-H
o | _

Cizelge 1.1.2.1. Baz Antrakinonlara ait Fonksiyonel Gruplar

Fenolik gruplarin etkisi molekildeki konumuna gore de degismektedic. Fenolik

gruplar a konumunda olursa purgatif tesir de artar.
En  yiksek etki antranollerden  ileri gelir. Bazi  arastirmacilara gore

antrakinonlarin etkisi, bagusak florasy tarafindan antranollere indirgenmesi ile olur,




A

Antranoller antrakinontardan ¢ok daha purgatif maddelerdir, fakat bagisag
tahris edici ozelligi de vardir, '

Buna tlave olarak antranollerin bulanti ve l_msn’m, g,i‘bi yan etkileri olmastna
ragmen, antrakinonlar (ehlikesiz ve bagimlilik olugturmayan maddeler olarak bilinitler
Glikozidik antrakinonlar suda kolayea eriyerek ince bajirsaktan absorbe olur. Kana
pecer, sonta kol bagwsaktan disarn atlular, Boylece alan ilacin hemen hemen
tamami ctkili olur. Bu sebeple, glikozidler, serbest antrakinontardan daha etkilidir

Antrasen tirevi maddelerinde dolayt purgatif olarak kullanslan droglar, ozellikle
Lilinceae, Leguminoceae, polygonaccae ve Rhamnaceae familyalanma ait bitkilerden
clde edilmektedir. .

Droglarda  bu  maddelere  serbest olarak  ancak %02 — 0.8 oraninda
rastlanmalktadir, Fakat polimerlerin orant % 1-7 arasinda defigmeltedir. |

Droglarn depolanmast sirasida, indirgenmig birer antrakinon tivevleri olan
antranol ve antrabidrokinon hava jle temas ettikleri i¢in oksitlenerck antrakinon
olustururlar ve bivylece etken madde alarak antrakinon miktari artar,

Drogun depolanmast sirasinda olan bu  oksidasyon, lemas  yiizeyi  kigiik
yiizeylerde daha gabuktur (ADAM ve ark, 1965).

[, & - dihidroksi antrakinon tirevi maddeler purgatif tesirfidic. Du etki, ilacin
lealin bagn'éak ceperinde peristaltizmi arttrmast surctiyle kendini gdsterir.

Serbest antrakinonlar suda az gozindiklerinden giig absorbe olurlar.

Katartik etkili droglarda ise suda kolay eriyerek ince bagsaktan absorbe ohn
kana geger ve soura kalin bagusaktan atlular, Boylece alman ilacin hemen hemen

tamamt tesiv yiizeyione gelmektedic (TANKER ve T/\N‘M R, 1998).
{.1.3. Renk veaksiyoniar ve i idandirtmalar

Antrakinonlarin NaOH ve Na,CO;y deki goziintiriogy, -OH gruplarmm pozisyonu
konusunda bilgi verir.

f - OM grubu bulunan antrakinonlar Na,COj3 gozeltisinde, 1iim hidroksi
antrakinonlar iso NaOF ¢ozeltisinde gozintrier (ADAM ve arle, 1965).

Ayrica NaOW  pozeltisi ile olusan renklerden - OW gruplannm  duramu

konusunda {ikir edinilebiliv ( Borntracger reaksiyonu)
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Hlidrokst antrakinontar maguezyum asctatla da ¢esithi renkler verirler ( shibata
renk reaksiyoou) (THOMSAN, 1971)

Ortohidroksi gruplart bulunan antrakinonlar, zirkonyum iyonu ile, asit gozeltide
de dayanikh olan kirmzi ~ mor renkli kompleksler vedrler (SHIBATA ve ark, 1950;
BOWIL, 1969)

.

1.2. Koordinasyon Bilesikleri ve Kompleks ()inwm!nm
Bir metal iyonu, bir elekiron verici ( clektron donor ) bilegen ile bag olusturursa
meydana gelen yeni maddeye kompleks veya koordinasyon bilesigi denir. Metal
ivonuyla reaksiyona giren madde de iki veya daha fazla dondr ozellige sahip gruplar
varsa bu durumda reaksiyon somvmda, bir _\’H(’-ﬂ daha fazln halka olugmus olur ki bu
duruinda meydana gelen bilegik gelat bilegigi yada metal selat bilesigi olarak
adlandirtlir. Kompleks veya koordinasyon bilesifi il karakteristik olan, kismen
ayrigmasina ragmen, ¢ozeltideki kararbligidir. Koordivasyon bilesikler: kimyasmmn
gelismesi 18, yiizytla rastlar. .
- Blekiron alan metal ve gelal olugturucu arasmdaki elekiran ciftinin meydana
getirdifgi bajt, metal ve selat olusturucu tabiatma bagli olmakla beraber gencllikle polar
kovalent ozellik tagir, Kompleks ve gelat baglarnt sematik  olarak su  sekilde

gosterebiliriz.

L
|
Mo+ AL e L ML
|
L
L
/|
Moo+ 2L [ ; e Mo |

M: Metal ivonu L: Ligand ( kompleks Olusturucu donor ) L — L Selat olust. donor



Pertyodik sistemin yaklagik olarak biitiin nietallert kompleks veya selat olugtarurlar,
Ay zamanda gok sayida kompleks ve gelat olugturucu bilinmektediv. Bununla beraber
metalle bag olugluran donor alomlan V. ve VI Grubun yaninda Azol, Olsijen ve
Kkiirt elementleridir,

Ligandlar genel olavak su tiplere ayrilirlar
") Rirveyn daha fazla serbest elekliron ¢ifti igerenter ‘

a 1) Mefalden elektron almak igin bog orbitali almayantar 1,0, NHy, B gibi.

a.ii) Melalden 7 clekironu almak igin bog veya bosaltlabilen orbitallere sahip olanfar,
I, CN7, NOy gibi,

a.in) Bog metal orbitallerine verilebilir ilave 70 elektronlarina sahip olanlar, OF, NHy
CI" gibi,

7

b) Serbest elekiron ¢illi bulunmayan fakat © clektronlart bulunanlar, Etilep, benzen

Metalin direkt olarak karbong baglandigt kovalent bilesikler Metal Organik
bilegiklerdiv. Bunlavi ézellikleri l\om pleks ve gelatlardan farklidir

Metal selatfarin kimyusal ve fiziksel dzellikleri normal kompleksler e ayn veya
onfardan yaluiz kalitatit olarak farklidir, Bazsiarr ise temelde farklidik gosteritler . Bu

yiizden selat bilesiklert ayrt bir sinif bilegik olarak mw[mmolldn
L. Selat Bilegilderinin Onemd

Metal selatlarin teorik ve. deneysel galismalgr ile bunlara yakin sahalardalki
degert bugin gcnol olarak kabul edilmistir, Selat olusturucy reaktifler genis oleiide
kalitatif ve kantitatif ¢alismalarda kullanmibmaktadir, Mesela, (’H;}l(;tilgliok,sim, kupfcrmn,
8 — olsi- kinolin ve o — fenantrolin analitik aywma ve coktirmelerde kullamlao e
onemlt bilesiklerdir,

solat baglar {eorisinin ortaya gikimasinda o — o'« dioksiazo bilesikleri ile Krom

ve Alizarin laklon gibi boyar maddeler sahastadaki yeni gelismeler baslangio oldu.




8

Fizyolojik kimyada bitret reaksiyonu, aminoasitlerin air metal tuzlar ve
brenzkatehin ilaglart gelat bilegiklerinin onemini postericler. Klorofil, kan boyar
maddesi ve eytocrom ozellikle hayatsal o]aylm‘d‘a‘ biiytlk ¢nem tagir, Selat boyalan,
mesela phtalocyanin bugiin genig kullanim alant bulmustur,

Son yillarda goziintr selat ozelligine sahip bir stra amino — poli karboksilli
asitler g¢esithi sahalarda kullandmaktadir, Bu wmaddeler tcknikie motal iyonlarinin
uzaklagtirdmasinda  mesela, suyun  sortlifinin - giderilmesinde, Katalitik  etkileri
onlemede, ¢ozeltileri berraklagtrmada kullandmalktadie, Bunlarin en dnemliler EDTA’
win alkali tuzlart ve kondanse fosfor agitleridir.

Asctil aseton” un olugturdugu metal kompleksleri ugueu oluglar ve polar
olmayan ¢ozicilerdeki yiiksek ¢oziniirtiklerinden dolayr metallerin saf olarak elde
edilmesinde gok biiytik onem lagiclar. Iyon defigtiricilere ve ekstraksiyon tekniklerine

bagh olarak gelat olugturucularin dzellikle radyoaktif elementlerin ayrilmasinda

¥

kullanish oldugu gortImiistir
1.2.2. Koordinasyon Bitegiklerinin Olugumu Ve Stabilitesi ( saglamhg )

Koordinasyon bilesikleri, basit olarak direkt koordinasyondan, komplike
elektronik  defiisimlere  kadar uzanan  olas mekanizmalarla meydana * gelebilir -
( SIDGWICK, 1941). Normal bir koordinasyon bilesiiinde merkezi metal ve ligand
atomlar farklt rol oynarlar. ( ABy ) gibi bir kopleksin saglamhjinda ve diger
ozelliklerinde en onemli faktér (A ) merkez atomu veya akseptdriin alom numarass,

valensi ve koordinasyon sayisi ile dondrinn ve ona bagh diger atomlarin tabjatidir,
1.2.2.1. Metal tyonlarimn Ttkisi

Periyodik sistemdeki meta]lérin biytk bir kismi, ozellikle gegis metalleri
kompleks ve selat bilegikleri yapabilirler. Son zamanlarda alkali ve toprak alkali
metallerinin de gelat bilegikleri olugturduklar gorilmisitr. Bir lusmi ¢ok kararl olan bu
bilesikler, ancak kompleks olﬁastumcudun daba saglam baglanabilen selal ligandlar

varhigmda mumkindir,



Cizelge 1.2.2 1.1, de kolay ve bazt hallerde selat olugturabilen metallerin

periyodik sisteme gdre degilum poriilebilir.

Periyod Kolay  selat  olugturan| Az selat olusturan metaller
mctal.lex"
a i [
2 Be, B ~ Li \
3 Mg, Al Si Na
4 Se, Ti, V, Cr, Mn, Je, Co,|I{, Ca
NI, Cu, Zn, Ga, Ge, As
5 Y, Zr, Nb, MO, Te, Ru, Rh, |Rb, S¢
Pd, Ag, Cd, In, Sn, Sb
6 Lantanidler, Hf, Ta, W, Re, | Cs, Ba
Os, Ir, Pt, au, Hg, TI, Pb, Bi
7 Aldtinitler Fr, Ra

Cizelge 1.2.2.1.1. Selat Olugturabilen Bazi Melallerin Periyodik Sisteme Gore Dagihinn

Deneyler kompleks olusturma yatkinlifinm 2 ve 3 degerlikli metallerde en fazla
oldugunu gostermigtic. Bununla beraber diger degertikli metutlerinde saglam kompleks
olusturabildikleri g&rilmistir,

Kompleks bilegiklerinde metal atomunun  koordinasyon sayist  elementin

tabiatina baghdir. Genel olarak, metalin degerligi ne kadar bityiikse koordinasyon sayis

da o kadar yiikselir.
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Bazt elementler i¢in koordinasyon sayiart su sekildedir:

Melal Koordinasyon savist
Na 2

Mg 5]

Ca 6

Al 6

Co 4,56

Cd /

1.2.2.2, Dondyr karakierinin etkisi

Ligand tek atomlu bir dondr de olabiliv, daha biytk bir molekiilde olabilir.
Metalle bag yapan atoma baglt grup veya gruplar, metalle bagm saglamhg) (zerine
dnemli derecede ethi yaparlar. ki veya daba fazla digli selat gruplart metalle bir halka

y
'y

olusturursa, bu durum komplekse bityiik bir stabilite verit (BEKAROGLU, 1972)
1.3, Mor Otesi ve Girtindir Bilge (UV ~ VIS) Spektroskopisi

Mordtest ve goranir bilge spektroskopisi, molekiller tarafindan bu bolgeys ait
radyasyonlarin absorpsiyononu gerektirir ve absorpsiyon sonucu olarak o, x veya u
orbitallerindeki elektronlar diisiik enerji seviyesinden daha yitksek bir enerji seviyesine
gegerler, Elektronik gegisler gergeklegtiginden, bu radyasyonlann absorplanmast sonucu

olusan spektrumlar elekrronik spektrumiar olarak adlandinihir,

Ultraviyole ( UV ) bilge dalgaboyu & = 100 - 380 nm arasinda ve girinir
bolgesi  (VIS) 380 -780 nmarasinda bulunan radyasyonlars icerir,
{nsan gozine renkli goriinen maddelerin absorpsiyon gosterdigi 380 —~ 780 nm

aralizt dnemls bir bolgedir (WADE, 1995).
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Elektronik gegislerde istirak eden enerjiler agagidaki bagints ile hesaplanir:
AE:EQ—E-l'“"l]V:hG/?\.
h=6,62*10" erg.sn ; ¢=2,9979%10"" em /s

VIS bolge igin A =780-380nm E=136,5-75,4Kcal / mol
UV bélge icin - A =380-200nm Ey=754 - 143 Kcal / mol

Radyasyonun cegitli tipleri icin, karsilik gelen dalgaboylarmun siralamast su
sekildedir :
Mikro dalga > IR > VIS > UV

1.3.1. UV ve VIS spektroskopisinde kullanilan dzel ferimlier
1.3.1.1, Kromofor grup

Elektronik spektrum verebilen atom grubu. _
Baslangicta ( O.N.Witt,1876 )} kromofor terimini, doymamig kovalent bagh
gruplar igeren renkli maddeler igin kullandi. ( VIS absorb ) ( chromos=renk,
phoros=tagiyici ) Fakat daha sonra UV spektrumu VIS spektrumun bir devami oldugu
anlagildiginda kromofor terimi UV ve VIS radyasyonlari absorbe eden her bir atom

grubu igin kullaniidi.
1.3.1.2. Auxokrom grup
Doymus bir atom grubu ( -OH, -NH,, ~Cl gibi ) bir kromofor yaninda

bulundugunda, absorbsiyonun gergeklestizi maksimum dalga boyu ( Amax ) ve

maximum siddeti degisir,



L3053, Batokrom kayma ( Karmazya dofia )

Absorbsiyon maksimumu daha biyik dalga boylanna kayar ( digtik uyarma

encrjileri )

1.3.1.4. Hipsokrom kayma ( Maviye dofru )

Absotbsiyon maksimumu digtik dalga boylarma kayar( yiksek uyarma enerjisi )

1.3.1.5. Hipokromik ethi

Absorbsiyon siddeti azalir,

L.3.1.6. Miperkromik etk

Absorpsiyon siddeti artar (WILLIAMS ve ark, 1935).

1.3.2. Elektronik gegiy tiplexi

UV ve VIS radyasyonlarn, organik molekiiller tarafindan absorbsiyonu ile temel
halde bag orbitalinde bulunan elektronlar antibag orbitaline gegerler. o ve m bag
orbitalinde bulunan eclektronlar digmda bag yapmayan n elektronlan da clektronik
“pegislere maruz kaliwlar, Bu elektronlar uyartimalary durwmunda o veya ' antibag

otbitalferine gegebilirler.

G- o - n - g on - et geels tipleri UV ve VIS spekiroskopisine 6zgi

gegisterdir,

A
et A A -0
n - e
yis n-o*
o n-nt
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1321 g-c* gegisleri

Tek bag igeren maddelere dzgudir ve elektronun spini degismez singlet - singlet
exile bir hal $oz konusudur, ( %l) Bu singlet hali spio inversiyonu ile bir triplet hale
dontisebilir, (\’ff\ ’T\ i ,JV %,, ) IFakat temel halden direkt bir uyariima ile triplote
gecis yasaktir,

¢ - o peeist pergeklesmesi igin muazzam enerji gereklidir, ki enerji seviyesi
arastudaki fark buyiktir.

C - Cve C -~ 1 baglatina dzpid bu tip gegisler (80 nm altinda vakum UV
balgesindeki ssiularin absorbsiyonu ile gerceklesiv. Bu balgeye deneysel agidan ulagmak
ok zordur. Diger taraflan yapt hakkmda verdigi bilgiler pek onemli degildir ve

Lo

genellikle daba az incelenen b baolgedir,
1.3.2.2. n - o* gegiglerd

0. §, N, halojen gibi serbest elektron ¢ifti ( bag yapmayan elektronlar ) tastyan
heteroatomlu organik molcekillere dzgidir. Enerjiler daha distiktir, o -~ 6% gegigine
gore daha buvik dalgaboyunda absorbsiyon verirler. Heteroatomun clektronegativitesi

azaldik¢a batokrom kayma gozlenir.
(.3.2.3. 1 - n* pegisleri

nt bag orbitalinde bulunan bir elektron w* antibag orbitaline geger.
Temel halde bag orbitalinde  bulunan  elektron, uyartlnug  halde antibag

orbitalinde bulumar,

Heterojen ¢ift bag C=0, CN, C=S i¢cren molckillere ¢zgudiir. Bag yapmayan n
orbitallerinden bir elektron n* antibag orbitaline gegerek uyartlir. Ornek olatak — C=0
kromofor grubu verilebilir. Bu grupta hem 7t -t* hew de n - 7 pegisiert so7 konusudur

(EGU, 1999). ‘



L3.3. Absorbsiyon handlaviom sinflandinlmas

1.3.3.1. R pandlar

Radikalik v - x*  gegislerinden  dolayr gozledir. CO ve NO, molar

absorbtivitenin degeri dusiikiir, sy < 100, yasak bandlardur.
1.3.3.2. K bandlan

Konjuge ¢ift bag tceren doymamig molekiillerde gozlenir, & yitkscklir

(> 10000)
1.3.3.3. B bandiars

- benzenoidik - aromatik ve hetero aromalik molekiillere dzptdir. Gecis bandlar
seklinde ortaya grkar.( ekstinksiyon diisiikiir )
Benzen 230-270 nm de genis band verir. & 230 dur. Stiren molekiilii Amax 282

nm de B bandinim yanmda( emax 450 ) bir K bandi verir. Amax 244 nm. (&= 12000)
1,3.3.4. 15 bandiar (Ktilenik )

Aromatik molckallere 6zgiidir,3 ¢il bagim verdigi absorbsiyondur,
Bu Iklasile bandlar yanmda, viik hansfer bandlari da meveuttur. Bu bandlar “yiik
transfer komplexlerin® TR spektrumunda gozlenir. Elektron veren bir molekiilden

clektron alan bir molekiite yik transferi soz konusudur. lyod benzen iginde Colgly

kompleksini verir. Yani bir band olusur,



Antrasen ve ‘Tefrasianelen arasindaki yiik transfer kompleksi parlak  yesil

renktedir.( antrasen 1 (elrasianclen )

Y -
FO(CH)LC == C(N)
) (CH),C==c(an),
Antrasen
n H e C (‘ — N
. ! -
- \ /
{\/l\/ /C o C\
| g T— ¢ ==== N

KOMPLEKS

4 CN™ grubu antrasenin clekironlarin gekerler,
Tetrasiancten——P  Lewis asili

Altragen P Lewis baz olarak adlandirdir (MCMURRY, 1996).

L4, KOLORIMETRI VE SPEKTROFOTOMETRI

Kolorimetrik analiz, genellikle kimyada kullandan bir terim olup, temelde,
orlamdaki bazi bilegenlerin konsantrasyon degisimi ile sistemin 1'éﬂginiﬂ degisimidir,
Renk degigimi genellikle, uygun bir reaktifin cklenmesi sonucu renkli bir bilesipin
olusumuyla ya da sistemin bitiimiine ait bir defiisimle meydana gelir. Aym kosullar
altida, maddenin bilinen miktarma yapilan aygulama ile gozlenen renk siddetleri

kargdastwilir,



16

Kolorimetri, maddenin bilinen konsantrasyonu ile  ilgili olarak 1i@im
absorpsiyonunun olgiilmesi yoluyla bir maddenih konsanuﬁsyonunuﬁ saptanmasi olarak
dagtiniilebilir. Gorsel kolorimetride, genelde dogal ya da suni beyaz g1k, stk kaynagt
olarak kullamlir ve kolorimetre olarak isimlendirilen basit cihazda olgiim yapilir,
Fotoelektrik kolorimetre olarak adlanduilan cihazda ise goz yerinfiv fotoelektrik hiicre
alir. Olgim sirasinda, filtreler iginden gegen beyaz 1sifin kargtlastrmaya uygun
dalgaboyu segilerek kullanmlir. Filtre, renkli camun tabaka formunda olup, sadece segilen
spektral bolgedeki 1515t gegirir, Fotometre filtresi adint alir ve kullanddifft cihaza gore
uygulamast deisir. | |

Spektrofotometrik  analizde spektrumun UV bolgesine kadar uzanan,
radyasyonun segilen dalgaboyunu 1 nm den daha az band genigligine sahip kesinlikte
veren bir radyasyon kaynagi kullanilir. Bu uygulama daha komplike olup genellikle
pahali cihazlarda kullanilir,

Gorsel spektrometre, gorsel sisteme sahip bir cihazdir, Spektral bolgenin segilen
dalgaboyunda, radyasyonun iletiminin 1’ﬁi.ktannm olgtilmesi ile = elektromagnetik
radyasyona ait dagilinm belirler. Fotometre iletilen radyasyonun giddet éloimii ile
miktarin fonksiyonunu belirlemek amactyla kuflandan bir ciliazdir, Spektrofotometrede
spektrometre ve fotometre bir arada oldugu zaman, secilen dalgaboyunda, drnekten ve
referans materyalden iletilen radyasyon arasindaki farkin kargilagtirilmas: miimkiin olur.

Kolorimetrik ve spektrofotometrik metotlarin en biiyik avantaji maddelerin gok
kiigiik miktarlarinin belirlenebilmesini saglamasidir, Kolorimetrik metotlarn limiti daha
usttedir, genellikle %1 ya da %2 den daha az miktar varligmin belirlenmesinde
kullanlir. |

Radyasyonun, insan goziiniin duyarlt oldugu 1g:k igeripi, rengin farkhlagmasina
bagli olarak farkli dalgaboyu araliklarma denk gélir. Beyaz 151k titim dalgaboylarindaki

bilegenlerin kangtmidir ve gorintr bolgede 400 —~ 760 nm aralifinm tamamint kaplar,

Ultraviyole <400 nm sar 570 - 590 nm
Viyole 400 - 500 nm Turuncu 590 -620 nm

Mavi 450 - 500 nm Kimizt 620 - 760 nm
Yegsil 500 - 570 nm Infrared  >760 nm

Cizelge 1.4.1. Renkleriri Yaklagrk Dalgaboyu Araltklars



Gorsel algilama, renkli cisme dzgh wigm belli dalgaboyunda absorpsiyonuna
bagl olarak rengin ortaya gikigt ile olur. Diger dalgaboylart maddenin dogasina ve
cismin renginin goz tarafindan algllanmasina bagl olarak ya yansy ya da iletilic. Eger
cisim beyaz porintiyorsa tim  dalgaboylartn  yanswyordur, Eger cisim  siyah.
g(ﬂ'i‘mu yorsaagigin gok kiglik bir kasming yansiiyordur, Eger mavi gorioiyorsa, o renge
ait dalgaboyunu yansitiyor, getisini absorbe ediyordur,

Blektromagnetik radyasyonun visible bolgeye kaymasiyla dnem  kazandi

dustinthir.

Wavelength 2 Frequency o

{melres )
-H 1
“() )'“M‘ dzz(“)u)
— 13 o —
I Picometre ~12 - -7 Gamina
—1{ - 19 rays —
I Angstrom —i0—1° | g L
I Nanometre -9 - 17 X rays
-8 16 . )
-7~ 15 Uliravioler -
1 Micromelre —¢ JYZZ?Z!_I;1 T Visible
S b
~ 4~ 1) : Infrared ———
I Millimetre - 31— oy
9
- — 1)
- ) Hertzion
| Metre 0~ Q waves
Y
|- S
-7
2~ Radio
. = 0 [ Mcgaherte
I Kilometre 3 B waves
4 _ i -
5 - 31 Kilohertz © Audible
= 3 frequencics
A B ST -
(10%) 8~
L.
Ultraviolet ,éy/ ’t? 77 Infrasred

T T ] LI T
[ 2?0 l 250 0 [ 400 500()()()750’ 1500 Wavclength
1600 7 1400 1200 1000 ° 800 600 400 XX Frequency
50000 40000 3000 20060 10000 Wave number

Cizelge 1.4.2. Radyasyonun Cegitli Tipleri Loin Dalgaboyu ve Frekans Yaklagsk

Degerleri, Frekans Araligma Bagl Ses Araliklan:
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yoagmlare ve X osinlarn UV — VIS | IR ve radyo dalgalanna gore daba disik
dalgaboyundadic. Kolorimetri ve spektrofotomelri Visible bolge ve yakin ultraviole
bolge ile ilgilenir.

Elektromagnetik araliklar dalgaboyu, A, olarak ifade edilir. ( pikler arasindaki
uzaklifm dletstdar, genelde em olarak ifade edilir. ) Bir difer onemli ifade dalga

sayisy, v, her e deki dalganin sayisidir, Frekans, v, her saniyedeki dalga sayisidir,

I/ Dalgaboyu = Dalga Sayisi = Frekans / Isik izt

Angstrom = 1 A= 107" m= 10" cm
Nanomelre = | nin= 10 A” = 10" om
Mikrometre = Tpm = 10 AY =10 ‘IJ' cm
Igik hizi= ¢ = 2.99793 x 10 * ms ™

Dalga Sayist = v =1/ A her cn deki dalga

Frekans=v=c/A=3x 10 '"/A lier saniyedeki dalga
1.4.1, Spektrofotometri ve Kolorimetri Teorisi
Ttk homojen ortama digtigi zaman bir kismy yansw, bir lasnu absorbe olur,
gerive kalan kismi da iletilir. Gelen isinn siddeti T, , absorbe olan g 1, , iletilen gin I
ve yanstyan 1sin I olmak tGzere
Jo = L+ 1 + L

Cam hicreler kullamldiginda yanstyan sgik gelen igiga gore % 4 oldugu igin

thmal edilir. Bu durumda

Iy = L+ L 1411
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Lambert ortamm  kalinligt de 1sigin absorpsiyonundaki  degisim {izerine
caligmustir. Daha sonraki uygulamalarda Beer farkh konsantrasyonlardaki cozeltler igin
ayni denemeleri yapmig ve sonuca ulagmistic, Bu yiizden Lambert yasasi ve Beer yasast

birlestirilerek Lambert - Beer yasast olarak kullanilir,
1.4.0.1. Lampert Yasas

Monokromatik 1§tk gegirgen bir ortama verildigi zaman siddetteki azalmanin
orani ile ortamun kalmhigi, g siddetiyle orantilidir. Bu egitlige gore, absorbe eden

ortamin kalinhir aritmetik ofarak arttigt zaman, yayilan ig1gin giddeti tistel olarak azalir.
~dl/dl =kl | 1.4.1.2

A dalgaboyunda gelen 118 siddeti I, ortamin kalinhigt 1, orantt faktorii k, I =1,

da yerine konulup, [ = 0 durumu igin integrasyon yapildiginda

Inlg /1 =kl
veya
It =Ioe“k] 1.4_.1.3

L kalinlifinda absopsiyon ortami tizerine dugen 151gm giddeti Io , iletilen 131§1n

siddeti I ve k absorpsiyon ortami ve dalgaboyuna baglt bir sabit oldugunda,
I = T 107P9 =5, 10 1.4.1.4

Burada K = k / 23026 olup absorpsiyon katsayisi olarak adlandiilir,
Absorpsiyon katsayisi genellikle 191k giddetini 1/ 10 ” una indirgemek igin gerekli olan
kalmhém (1 em ) kargihids olarak bulunur.

Esitlik 1.4.1.4° den,

L/T=01=10"
veya

Kl=1 ve K=1/I
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It / 1o orant ortamin kalmhg I’ ye bagli gelen ik — yansiyan gtk oramdir,

Transmittans olarak adlanduhir,
Ortamin absorpsiyonu A :

A=logly/1, 1.4.1.5
olarak verilir.
Béylece ortam segilen dalgaboyunda gelen 1518 %10 unu iletiyorsa absorbans 1
dir,

1.4.1.2. Beer yasas

Kantitatit analizlerde genellikle cozeltilerle  caligildig dustintldogiinde,
monokromatik gk igin 151k absorpsiyonu ve 151k iletimi, sadece absorpsiyon tabakasimin
kalinhiginmn bir fonksiyonu olarak gorilmemelidir. Beer ¢aligmalarinda, 151k iletimi yada

‘absorpsiyonu tizerine ¢Ozeltideki renkli bilegenin konsantrasyonunun  etkisini
incelemistir. Lambert” in buldugu sgik iletimi ve tabakamn kalnhg arasindaki iligkinin
aynisint g1k iletimi konsantrasyon arasinda bulmustur. ( esitlik 1.4.1.3 ) Monokromatik
isigin yayihminin siddefi, absorbe eden maddenin konsantrasyonu aritmetik olarak

arttigt zaman, Ustel olarak azalr,

=1y " =1, 107098k o j9-Ke 1.4.1.6.
¢ konsantrasyon '

k'veK’: sabitler
(L4.1.4),(1415),(14.16) birlestiriidiginde
I =1y 107 1.4.1.7

veya

log Iy /1 = acl 1.4.1.8
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Bu kalorimetri ve spektrofotometrinin temel egitligidir ve Lambert — Beer yasas:
olarak ifade edilir. a> nin degeri, konsantrasyonun ifade sekline bagl olacaktir, Eger ¢,
mol / dm® ve | cm ise a & semboliiyle gdsterilir ve molar absoptivite yada molar
absorpsiyon katsayist yada molar ekstinksiyon katsayist olarak ifade edilir,

Bu spesifik absorpsiyon katsayisi Es , her kalinlik ( yol uzunlugu ) ve
konsantrasyon linitesindeki absorpsiyon olarak bulunabilir,

Maddenin molekul agulift kesin olarak Dbilinmedifi zaman molekiler
absorpsiyon katsayisinin yazilmast: miimkiin degildir.

E™ o 325 im = 30 gibi gosterilir.

Bu, madde i¢in 325 nm dalgaboyunda, 1 ¢m vyol uvzunlygunda ve %1
konsantrasyonda ( her 100 cm® ¢ozeltide agurliginin % 11 yada 1 gr) bir ¢dzeltinin log
Io / I; degerinin 30 oldugu anlamina gelir.

Absorbaus, A, Transmittans, T, ve molar absorpsiyon katsayis1 arasindaki iligki
su sekilde gosterilir,

A=scl=logly/Ii=log1/T=-logT 1.4.19

Spektrofotometrelerin skalalar1 genellikle Absorbansi ve siklikla aynt zamanda
%T’ 1 direkt olarak okuyacak sekilde kalibre olmustur. Kolorimetrik olgtimler igin I
genellikl_e.saf solvent ile iletilen 151811 siddeti olarak anlagilir yada ¢ozelti igindeki 1g151n
siddett; I; ise, ¢ozeltiden ¢ikan 11810 siddeti yada ¢ozelti ile iletilen igigin siddetidir.

Absorpsiyon katsayist ( yada ekstinksiyon katsayisi } yol weunlugu birimi igin
absorbans : -

K=A/t
veya
=10
Spesifik absorpsiyon katsayist { yada absorbans indeksi ) her yol uzunlugu
birimi ve konsantrasyon birimi igin absorbans:
Es=A/cl
veya
I, =T 10

Molar absorpsiyon katsayis: ( yada molar ekstinksiyon katsayis1 ) 1 em yol
uzunlugu ve 1 mol/dm® konsantrasyon igin spesifik absorpsiyon katsayisidir.

g=A/cl
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1.4.1.2.1, Beer Yasasuun Uygulanmas

Konsantrasyonlart ¢ ve ¢ olan renklj mad.de!erin ki gozeltisi temel alinip, bir
cihaza yerlestirilirse, tabaka kalinlift degisik olsa da kolayca olgiilebilir.
2 tabaka oldugu zaman, renk siddeti:
T =To 101 =y =1, 10 ™2 1.4.1.10
Burada 1 ve 1, , sistem gorsel dengede oldufu zaman, sirasiyla Vc} Ve ¢

konsantrasycnundaki ¢ozeltilerin kolonlarsnin vzunlugy.
Bu kasullar altinda Beer yasast:
1101:12(32 14111

Bir kolorimetre ¢ift amacl kullanilabilir,

a) oy ve cptirleri igin Beer yasasina uygun inceleme amagli 11 esitligine uyarak

b) Bilinen konsantrasyonda ¢ ¢ozeltisi ile bilinmeyen konsantrasyonun c, bir renkli
¢ozeltisinin  kargilagtinlarak ¢, nin  belirlenmesi. Burada, efer kullanilan
konsantrasyon aralift Beer yasasina uyuyorsa ve cihazda gorsel eksiklik yoksa,
1.4.1.11 esitligi gegerli olur,

Spektrofotometre kullamldxgmda bilinen konsantrasyonun ¢ozeltisi ile karg,ila;;txrma‘
yapmak gerekli degildir. Cibaz ile, iletilen 11in siddeti yada daha iyisi 1 / Ip oram
( transmittans ), bir bilinen 1 kalmligt igin direkt olarak bulunur. L ve ¢ Beer yasas;mm
1.4.1.6 esitligine gore ise ¢caligma yapilabilir ve & degeri bulunabilir.

Bilinmeyen ¢dzeltinin konsantrasyonu Cy

Ce=  logly/L
el
Ekstinksiyon katsayisi ( & ) gergekte gelen isigin dalgaboyu, sicaklik ve
kullanilan solventle dogrudan ilgilidir. Genelde, en iyi ¢aligma, ¢dzeltinin maksimum
absorpsiyon { minimum transmittans ) gosterdigi dalgaboyunda galisilarak yapilir.

Boylece maksimum duyarlilik saglanir,




Egit hiicreler i¢in Beer yasast:
C < loglh/L
C x<clogl/T
Yada
C <A

Bu durumda ordinata A ( yada 1/T ) ye karst absise ¢ ( konsantrasyon ) grafige
gegirilirse ¢ = 0 ve A = 0 (T = %100 ) noktasindan gegen bir ditz dogru gozlenir. Bu
kalbrasyon egrisi, ¢ozeltilerin bilinmeyen konsantrasyonlarmi, ayni materyal sonrasi

absorbans olgiimleri ile, belirlemek igin kullanilir,
1.4.1.2.2. Beer yasasindan sapmalar

Beer yasast genellikle, yapi renkli iyon yada konsantrasyon ile degismeyen
¢ozuniir halde renkli elektrolit igermiyorsa konsantrasyonun araliint genis tutar. Renkli
bilesen ile reaksiyon vermeyen elektrolitlerin kiigitk miktarlar, genellikle 13k
absorpsiyonunu etkilemez. Elektrolitlerin buyiik miktarlart maksimum absorpsiyonun
kaymastna neden olur ve boylece ekstinksiyon katsayisiin degeri degisir. Cozeltide
kati- renkli iyonlar, ayrisan ve birlesen yapilar oldugu zaman ¢ozeltideki tiirlerin dogasi
konsantrasyon degisimiyle ¢esitleneceginden genellikle uyugmazliklar gozlenir. Bu

yasa, konsantrasyon degistikce, renkli kati formda farkli komplekslerin olustugu

* durumlarda gecerli degildir.

‘Ayni zamanda monokromatik stk kullamlmadiginda uyusmazliklar olur.

Log o / } yada log T ye kargi konsantrasyon grafigi ¢izildiginde maddenin davranig,

her zaman sifirdan gececek bir dogru geklinde olmalidir.

Beer yasasi kullamulamayan ¢ozeltiler icin kalibrasyon efrisi en iyi bilinen
konsantrasyonda standart serileri kullanilarak hazirlanir. Cihazdan okunan ordinata, 100
em’ de mg, yada 1000 cm’ de mg olarak konsantrasyon absise karst ¢izilir. En hassas
calisma igin, ger¢ek karsilastimaya rastlayacak konsantrasyon aralifiiyla,¢ozelti

konsantrasyon araligs ortiisecek gekilde kalibrasyon egrisi hazirlanmalidir.



1.4.2, Renk Oleiim Metotlarmm Suaflanditmast ve Karsdastialmasy

Kolorimelrik  dlgiimiin en ‘temel prensibi, miktars bilinen maddenin renk
olusumuyla belirlenmesi ve bilinmeyen madde tzerinde ayni kosullarda renk olugumu
saglanarak kargtlastirma yoluyla dlgtim yapimasidie, 2 cozeltinin karsilagtiridmast igin
genellikle 6 wmetottan biri yada daba fazlast kullanidyr, Bger standartlarm serisinin
haztrlanmas: mimkiin degilse, gozelti igin absorbans yada transmittans degeri dlcilerek
molar absorpsiyon katsayisi hesaplamr. Ve bilinmeyen konsantrasyon absorpsiyon
katsayist ile gozlenen A yada T degeri kullanilarak egitlik (12), (13) geregi

hesaplanir,
1.4.2.1. Standart Seriler Metodu

Nessler tiptine konulan tést ¢ozeltisi bilinen hacme tarnamlamr karrstiedur,
Rengi, benzer sekilde hazirlanmis standart gerileriyle kargilagtirir, Bilinen Qézelti ile
renk uyumu saflayan konsanteasyon, bilinmeyen konsantrasyonudur, Bu metodun
dogrulugu, standart scrilerin dogmluguha bagh olup hata oram %% 3 ile %L 8
araligindadir.

Standartlas, tuz gozeltileriyle hazirlanabilir. FeCly sulu HCl de ( sar ),
sulu CoCly ( pembe ),sulu CuSO4 (mavi ), sulu KyCr;07 (turuncu ). Maddenin
betivlenmesinde bilinen miktarlarla standartlar hazirlanir, sonra tamamen. aym kosullar

bilinmeyene uygulanir,

1.4.2.2. Lslestirme Metodu
Standart  ¢bzelti, saptanmak istenen bilesene reaktif ekienerek renk
olugturmasiyla haziclanir. Bilinmeyen ornek ¢ozelti aynr hacme ayarlawr. Bu metodun

dogrulugu Standart seriler metoduna gore daha azdir,
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LA.2.3. Seyreltme Metodu( Tamamlama Metodu )

Ormek ve standart Ozelti ayni boyuttaki cam tiplere konulut. Ve yatay
konumdaki tipler gozlemlenic. Aymi kalinhktaki yatay ¢ozeltiler gozlemlendiginde,
renk siddeti fazla olan daha konsantredir. Tuplerdeki kargtlastuma ¢ozeltilerinin
yiiksekliklerine orantdandimda orijinal ¢ozeltinin konsantrasyonu  bulunur. Bitin

metotlar igerisinde en az hatali olan budur,

1.4.2.4. Dengeleme metodu

Bu metot, tim kolorimetrelerin temelini olusturur. 2 tipte karsilagtitma yapibr
ve bir tipreki stvinu yitksekligi, 2 tipteki dikey renk siddetleri ayni olacak sekilde
ayarlamr. Tiplerden birindeki konsantrasyon bilindiginde, 2 tlipteki sivt yitkseklikleri
kiyaslanarak hesaplama yapilur. |

Cily =Gl

Bu basit oranti ile Beer yasast kullandlabitir ve beyaz 11k yerine monokromatik
gtk kaynag kullambirsa yontemde daha biiyik oranda kesinlil saglanir. Genel bir
yaklagim olarak, ¢ozeltiler kargilastirilicken k(msﬁntrasyonlar arasinda ¢ok  biiyiik
farkliliklar olamamast tercih edilir ve bir deneysel caligmada en fazia dogruluk icin
kalibrasyon efirisi olusturulmaya galighir. Genellikle beyaz 15tk kullanildigindan
yontemin dogrulugu % 7 civarindadir, Dogmlugun artmasy renk filtreleri ile iiretilen

monokromatik gtk kullaniimass ile miiimkiin olur.
1.4.2.5. Fotoelektrik Fotometre Metodu

Bu metotta insan gozii yerini kullamgh foloelektrik hiicreler abie.(C g
siddetinin ve dolayisiyla absorpsiyonun direkt olarak olgilmesi amaciyla kullamilir.)
Cihazlar maddenin renginden bagimsiz olarak 151k absorpsiyonunu dlgen fotoelektrik
hicreler igerir bu sebeple fotoelektrik kolorimetre yada fotometre yada daha iyi bir

adlandirma ile absorpsiyometre olarak isimlendirilir.
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Cihazin niteligi 15tk kaynainmn igerigine baghdir, Cihaz, monokromatik 15182
yakm duyarlih yiksek 1gik filtreleri ( fotoelektrik fotometre filtresi ), ¢ozelti igin cam
hiicre, gozelti ile iletilen radyasyonu algilamak igin fotoelektrik hiicre ve fotelektrik
hiicrenin  yamitint  belirleyecek  bir aygit igerir, Cihaz Oncelikle, bilinen
konsantrasyondaki ¢ozelti serilerini tammlayarak kalibre olur ve kansantrasyonlara
bagl egri olusturur, Kalibrasyon ¢ozeltisinin referanst ve hiicrenin yaniti ile bilinmeyen
¢ozeltinin konsantrasyonu belirlenir.

Bu cihazlar 1 yada 2 fotosel icermesine gore farkhi formlarda kullanilir. Bir
hiicreli tipte 1g1gin absorpsiyonu, saf sol?ent]e gozlenen degerle baglantili olarak, ¢ozelti
ile direkt olarak belirlenir. Tek 151tk kaynagt kullamminda 1gik giddetinin sabitlenmesi
¢ok zordur, fotosellerde yorulma olmast durumunda 1gik siddetinin her degisiminde
dengeyi yeniden kazanmak gereklidir. 2 hiicreli tip, igik kaynaginim iki hiicredeki
siddetinde degisme olmamast konusunda daha givenilirdic, Bu tlrde iki fotosel
mevcuttur, ayni 15:k kaynags ile aydinlatilir ve her birini bir galvanometre ayarlar, Test

¢ozeltisi bir hiicreye saf solvent bir hiicreye yerlestirilerek dlgtim yapilir.
1.4.2.6, Spektrofotometrik Metot

Cozeltide maddenin konsantrasyonunun belirlenimesi igin giphesiz ki en
gitvenilic metottur. Fakat Cok pahahdir, Bir spektrofotometrede, 15180 neredeyse
monokromatik bandlarina sahip ve siirekli kullamima izin veren atitilmig fotoelektrik
fotometre filtresi bulunur, |
Bir spektrofotometrenin temel kisimlart
1) radyant 1s1k kaynag ‘

i) monokromatér: Monokromatik 151k izole eden yada daha dofru segerek xéxk
kaynagindan yaytlan ederjim’n sinrlt bandlarim veren

iii) ¢Ozitcii ve test sirasinda ¢ozeltiler igin cam veya silika hilcreler

iv) cozelti yada solvent iginden gegen enerjinin yayilimini 6lgen yada algilayan bir
aygit (BASSETT ve ark, 1978).
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A3, CINAZLAR

Uliraviyole ve goriiniie bolgede molelkdiler absorbans olgen cihazlarm bazidan
basit ve ucuz olmakla beraber daba karmagik yapii, bilgisayar koutrolli modeller
pahalidir. Cihazlarda bir yada daha {azla sayida o kayunagi, dalgaboyu segici, numune

kabr, 10 transduserler, stnyal islemeileri ve okuma diizenekleti vardit.

LA s kaynag

Moalekiiler absorbans oleimleri igin, genis bir dalgaboyu arali@inda giicii ani

olarak degigmeyen bir stirekli igm kaynafit segilir.

A3 0L Diteryum ve hidrojen Inmbalar

Ultraviyole bolgede doteryum veya diisitk  basingtaki hidrojenin elektriksel -
uyarthmast ile siirekli spektrum elde edilir, Hem hidrojen hem de doteryum lambalan
160 - 375 nm arghfinda strekli spektramiu g veritler.

1.4.3.0.2, Tungsien telli lnmbalar

Garinir bolge igin en yaygin olarak kutlanifan famba tungsten telli lambadir. Bu
l[ambann encrji dagihimu siyah cismin isnmasima benzemektedir. Tungsten telli lamba

350 - 2500 nm araligmda kullanmlabilir.
1.4.3.1.3, Kscnon ok lambalars
Bu lambalarda, ksenon atmosferinden gegen  eleltrik  alamu giddetli g

olugturur, Spektrum 200 - 1000 nm arasinda stceklidir, 500 nm civarmda enyiiksek

siddete ulasu.
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1.4.3.2. Dalgaboyu sceict

Spektroskopik analizletin ¢ogunda bant.adi verilen ve dar, sivekli dalgaboyu
gosteren 1gmlara ihtiyag duyulmaktadr, Dar bant genislikleri, absorbans dlgtimlerinin
duyarhiligum arttioir, segicilik saglar, optik sinyal ile derisim arasinda dogrusal iliski elde

ctmede arantlan dzelliklerden biridir,

1.4.3.2.1. Filtreler

Dalgaboyu segiminde iki tir filtre kullanthr, Girigim filtreleri ve ve absorpsiyon
filtreleri. Absorpsiyon filtreleri spektrumun goriintir bolgesiyle surlandirilmisken,
girisim filtreleri ultraviyole, gdrintr ve infrared bolgeleri i¢in kullanilabilir,

Girisim filtreler, QOl.( dar 19 bantlant elde etmek igin, optik girisim olayma
dayanir.

Absorpsiyon filtreleri, genel olarak girigim filtrelerinden daba ucuz olup géiriinir
baolgedeki bant segimlerinde yaygin olarak kullamtmuslardir, Bu filtreler spektrumun
belirli B(’)Igesini absorplama islevi gc‘jéterirlerv Bant geniglikleri biiyik ve dar bant veren

filtrelerden gegen igm giddeti kesri daha diigtktir.

1.4.3.2.2. Monokromatirier

Birgok spektroskopik yontemde 1ginlarin dalgaboyunu strekli olarak degistirmek
wstenir veya gerekit. Bu iglem spektrum taramast olarak adlandwrilir. Monokromatdrler

spektral taramalart yapabilmek igin tasarlanmig sistemlerdir.

1.4.3.3. Numune kaln

Ultraviyole bolge igin ( 350 nm alb ) kuvars veya erimig silis kullamlarak, 350 —

2000 nmviqin silikat camlarndan yaptlnug olabilir,



1.4.3.4, Ism transduscrleri

Eski spektroskopik cihazlarda dedeklor olarak pgoz, fotofraf plakast veya filmi
kullanthirken, simdi bu dizeneklerin yerini biiytik olgiide 15 enerjisini elektrik

sinyaline ¢eviren transduser sislemleri almugtir,

1.4.3.5. Sinyal islemcileri

Transduserden alinan elekirik sinyalini yiikselten elektronik bir dizenektir,
Sinyali dogru akimdan alternatif akima degigtirebilir, s‘inyalin faz  defiigimini
saglayabilir ve sinyalde istenmeyen bilesenleri yzaklagtirabilir,

_[(olox'iiﬁet.l‘c insan g(jzﬁnﬁn_ dedektor olarak kullamldlgl bir veya daha fazla renk
karstlastirma standarts kullanarak absorpsiyon élgtimlerini yapao cihazdir. Fotometre ise
bir i kaynags, filire ve fotoclekirik transduser ile kayit sisteminden olugan bir
cihazdir. Genelde fotometre denildifinde kolorimetre veya fotoelektrik kolorimetre ima
edilmektedir. Tiltroli fotometreler ticari olarak gorinir ve ultraviyole bolgedeki -
absorpsiyon olgtimleri igin imal edilmiglerdir. Spektrometre, 15m siddetini dalgaboyu ve
frekansin  fonksiyonu olarak belirleyen»ale‘tler'dir. Bazl spektrometrelerin dagitma
modilleri gok kanalli olabilmektedir ve bu y(izdcn iki veya daha fazla frekans aynr anda
incelenebilmektedir. Spektrofotometre, bir gesit spektrometre olup, bir veya daha fazla
otkis shiti  bulundurmaktadur, Bunlarin hemen arkasina  yerlestirilen fotoelektrik,
transduserler, ikt demetin 1gm giibii oratin, absorpsiyon spektroskopide oldugu gibi

dalgaboyunun fonksiyonu olarak belirleyebi]m.e.ktedi'r‘

1,4.4. Cihaz Tipleri
1.4.4.1, Tek sl cihazlar

Tsin kaynags, dalgaboyu segimi igin filte veya monokromatér, 1§in yoluna sira ile

konulacak hitereler, transduser, yikseltici ve sinyal okuma diizenegi igerir.
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Sekil L4411 Tek lyml Cihaz
1.4.4.2. Cilt wsaah cihazlar

Genelde modern fotometre ve spekirofotometreler ¢ift rs;,mlldli: Isin boliict
olarak adlandirlan 'V seklinde bir ayna e olugturulan iki rsmdan birt referans
cozellisinden gegerek transdusere ulagn ve ikinciigmda aym anda numune ¢ozeltisinden
gegerek ikinct bir cgdefer transdusere ulagir. tki transduserin cevaplart yukseltiliv ve
cevaplar orau elektronik olarak oleilir ve okuma cihazinda gosteulir. Elle ¢alistimlan
cihazlarda, olciim ki basamallidir, ilk basamakta sin kesici g keserken, cihaz sifira
ym'nlmm‘, Ikinet Lasamakta, 15in yolu agihr e gegirgenlik veya absorbans, okuna
diizencginden dogrudan okunur, |

Cill iginh cihazlaro gok J(IASU siireli degisimler harig sin giddetindeki sapmalarin
ve trangduser ve yitkselticideki salimnunlarn sonuglara etlkisini dnleme avantajlare vatdir,

Aysica dalgaboyu ile 1sm siddelindeki bityik degisimletin etkisini de onlerfer.

FFoto-
) dedektiie
Relerans ! .
Isin kcsic/i/} hucf,c ' Py B
’ & A’\f\/\b[_r}\/\f\/\» o—— Okunia
— . l ditzenefi
Knyu:lk/ \ . ’ -
O n Filtre veya

SN Iy dcl(';)l;:(“" l‘nmﬂll— ()(B,J()X)
monokipmatir [N &l)(iliic(l ; o ylikseltici - f
) R r
/\yn:\\\/\/\/hl ’/\/W**

Numunc
hileresi

sekil 1.4.4.2.1, Cilt 1sml Cihaz
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La.4.3. Col Jinnall cihiazlar |

Piyasadn goralen en son spektrolotometre tek wmb diyot serili transduserli bir
cihazdir, Bir lambadan ¢tkan gilar duce numune voya' ¢Gzicl kabmdan geger ve sonra
sabit optik agh monokromatdre ulagn. Ayridan igmdar folodiyot traisduserine (lfléCI’. Bu
transduserde bir silikon ¢ip boyunen yerlestirilimis yizleree dogrusal fotodiyot serileri
bulunur. Her bir diyodun giklist farkh bir dalgaboyundaki wsina kargilik gelir ve bu
cevaplar sirayla kaydedilecek. spektrum clde edilir. Elektronik kayit iglemi izl oldugu
i¢in tam spektrury verileri birkag saniyede toplamir. Diyol serili bir cihaz, kinetik
incelemelerde orla hzadaki reaksiyonlarin | ara Orinlerini incelemck igin ve sivi
lkromatagrali kolonu veya kapiler elektroforez kolanundan ¢ikan bilesenlerin kalitatil ve
kantitatif tayininde gok yararlidir,

Fakat dezavantaji ayirma giglerinin suurhy olmast ve yitksek flatlandyr (IK1LIC
ve ark, 1998).

Polikramatik

tgin kanynaf

" serisi

\(/\) Mc"CCk Totodiyot
N

Optik ag
Sclkil 1.4.43 1. Cok Kanalli Cihaz

1.4.5. Xolorimetrik Cabgmalar

L4511 Kolovimetrik ¢aligsmalar haklonda belivfenecek genel nok(nlar

Totoclektrik — hucrelerin - (Filueli - fotometre  yada  absorpsiyometre  yada
spekirofotometre) kullantmina bagh olarak gofu galigmalarda gorsel metotlar ortadan

kallkmigtir,  Boylece  kolorimetrik — galigmalarda  dencysel  hatalar — azaltdnugtir,

Fotoctekirik kolorimetre olaralc adlandirtlan ucuz cihaz her laboraluvarda bulunabilice.
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Spektrofotometrelerin  kullanims spektrumun UV bolgesine kadar uzanan
caligmalart kapsar, boylelikle analistler galismalarinda tek dalgaboyuna baglt kalmak
zorunda kalmazlar.
Maddenin  belirlenmesi i¢in kolorimetrik prosedurﬁn se¢imi gu sebeplere
baglidir: |
a) Bir kolorimetrik metot diigiik konsantrasyonlar igin titrimetrik yada gravimetrik
islemlere gore, daha hizlt ve daha basit gekilde, siklikla daha giivenilir sonuglar
verecektir, | |

b) Kolorimetrik metot siklikla gravimetrik yada titrimetrik prosediriin uygun olmadif
durumlarda kultanilir _

¢) Kolorimetrik prosediirler benzer drneklerin bilesenlerinin bazilarinin rutin analizleri

igin islenti hizlandirdigindan dolay: avantajlidir.

1.4.5.2. Fyi bir kolovimetrik analizin kriterferi

1) Reuk reaksiyonu karakteristik olmali: Cok az reaksiyon belirli maddeler icin
spesifiktir, segicidir. Maddeyle ilgili kuigiik gruplardan kaynaklanan ¢ok renk ortaya .

¢ikar, Diger kompleks formundaki bilesikierin tanimlanmast amaciyla cihazlar

kullanildigi zaman, absorpsiyon seviyelerinin degistirilmesi ve pH kontroli ile

gozlenenin spesifik olmasi igin yaklagiklik ortadan kalkar.

2) Renk ve konsantrasyon orantilt olmalt; Gérsel kolorimetreler icin maddenin
belirlenen konsantrasyonu ile renk siddeti artigun lineer olmast onemlidir. Bu
fotoelektrik cihazlar igin gerekli degildir, rengin cihaz tarafindan okunmast ile
¢ozeltinin konsantrasyonu belitlenir ve kalibrasyon egrisi olusturulur. Diger yandan
agiktir ki, fotoelektrik kolorimetreler kullanildigr zaman Beer yasasinda izlenen sistem
kullanglidir,

3) Rengin kararliligi: Dogru okumaya misait olan, yeterli kararlihikta renlk
uretilmelidir. Reaksiyonlar uygulanabilir, renkler maksimum siire sonraya uzanir,
maksimum rengin periyodu kesin 6lgim yapilabilmesi igin gerekli uzunlukta olmalidir.
Bunun saglanabilmesi icin de diger yapilarin etkisi ve deneysel kosullar ( sicaklik, pH,

hava kararlilig1 vs ) bilinmelidir.
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4) Tekrarlanabilirlik: Kolorimetrik prosediir spesifik deneysel kogullar altinda
tekrarlanabilir sonuglar vermelidir. Bu reaksiyonun stokiyometrik kantitatif kimyasal
degisim sunmasi gerekli degildir.
5) Cozeltinin temizligi: Temiz standartlarla kersilastirma yapiliyorsa gozelti
cOkelekten uzaklagtirilmalidir,
6) Yiksek duyarhilik: Ozellikle gok kiigik miktarlar saptanabildigi zaman renk
reaksiyonlart yitksek duyarhihikta ve avantajhdir. Ayrica reaksiyonun UV den g¢ok
Visible bolgede piicli absorpsiyon yaptnast daha caziptir. UV bolgede diger maddelerin
engelleyici etkileri daha belirgindir..
Cogu kolorimetrik reaksiyonlarin segici karakterine bakildiginda, yapinn
belirlenmesi i¢in spesifik renk reaksiyonu olarak kullanima hazir prosediir kontrolii
onemlidir. Inorganik swadan metotlart ile madde izolasyonu bagarilabilir. Kimyasal
aytrmanin bazi metotlart can stkier ve uzun olabilir. Cok dugik miktarlar icin
disiinildiginde, ¢oziinmeden kayxiaklana kaymlar, agirt doygunluk engelleyicidir.
Her maddenin aynlabilrhesi ve spesifik renk reaksiyonlarinin olusturulabilmesi
igin izlenecek proses
a) Kompleks iyonlarmn yada reaktif olmayan l<dmpleksleri:1 olusumu ile engelleyici
yapilarin etkilerinin yok edilmesi

b) pH ayarlamasi, gogu reaksiyon ptl limitleri ile olugur

¢) Bazen uygun kimyasal uygulamalardan sonra bir organik solventle ekstraksiyon ile
engelleyici maddelerin uzaklagtirimast |

d) Bir organik kompleksin olugumu ile maddenin izolasyonu ve belirlenmesi
mimkiindiir. Sonra bir organik solventle aynlir. Bu metot ( a ) ile birliktedir. Bir
kompleks tyona daénigim ile, coziiniir organik kompleks olusturularak iyon

engellemesi dnlenir,

€) Ucurma ile aymrmajbu metot sinirlt uygulamr. Fakat iyl sonuglar verir. HCI in

verdigi trikloriirden arsenigin destile edilmesi gibi.
f) Civa katot yada kontrollit katot potansiyeli ile elektroliz
g) Fiziksel metotlarin uygulamalar segici absorpsiyon, kromatografik ayirmalar ve

iyon degistirici ayirmalarda kullanilir.



Standart egrilerin bir noktada ayrildig dagtinilebiliv, Filtreli folometre yada
spektrofotometrenin kullantddig; yaygin metotta belirlenccek ho_i‘ bilesen igin standart
efri ( referans yada kalibrasyon efirisi ) olusturma gereksinimi vardir. Bilesenin uygun
miktarlart alinir, rengin gelistirilmesi ve uygun dalgaboyunda iletim yada absorbansin
olgiilmesi igin drnek gozeltisiyle aynt uygulamaya tabi tutulur. Absorbans ( log Io / T )
konsantrasyona karst grafige gegiriliv. Eger Beer yasasi goz ontnde bulundurulursa bir
dofru olusmalidir, Bu dopru aym deneysel kosullar altinda Sgenin gelecekteki
beliclemelerinde de kultanilir, Absorbans konsantrasyonla direkt orantili oldufiu zaman
dogrunun olusturulmast igin sadece birkag nokta gereldidir. Standart efiri araliklarla
olugturulur. Filtreli {fotometre kullantldigfe zaman filteenin ve gtk kaynaginn ozelligi
zamanla degisebilir,

Standart eri ¢izildiginde blank ( kor ) ¢ozeltinin iletiminin belirlenmesi gerekir-
Bu glem 0 konsantrasyonunu verir. Bazt reokli ¢ozeltiler icin iletimin sicaklik
katsayisindan  bahsedilebilir ve bu stcaklik kalibrasyon efrileri olusturulurken

birbirinden gok farkli degildir.
1.4.6. Kolorimetrik Cahsmalar ile ilgiii Uygulamalax
1.4.6.1. Aluminyuni

Aluminyumun  kolorimetrik  belirlenmesinde kullanilan  reaktifler
aurintrikarboksilat ( aluminon ) ve eriokrom siyanin R’ dir, Oldukga iyi sonug
gosterir. PH 5.9 — 6.1 arabginda ortamda demir ve bakir olmamast koguluyla ¢inko,
nikel, mangan ve kadmiyum engellemesi dnemsizdir. Celigin analizinde engelleyici
clementleri ayirmak igin gozelti seliloz kolondan gegirilebilir. Konsantre HCI ve yeni
danutdmig etil metil keton ( 8 1 192 v / v ) kangime ile demir ve diger clementler
ortamdan uzaklagtirlabilir. Aluminyum kolondan ( 1 : 5 v /v ) sulandiniioms HC

gegirilmesi ile drnek hig nikel icermeyecek sekilde elde edilir,



Yontem:

2-70 g araliginda Aluminyum ve serbest engelleyici elementler iceren ¢ozelti
250 ml.lik kaba aktarilir. Uzerine 5 ml Hy0, eklenip iyice karistirlic, PH 6 ya
ayarlanarak uzerine 5 ml eriokrom siyanin R ¢ozeltisi eklenip kanigtirlir. 50 ml tampon
¢0zelti eklenerek, 30 dk sonra 535 nm.de spektrofotometre ile Absorbans okunur. .

Kalibrasyon egrisi 0, 1, 2, 3, 4, 5 ml standart Aluminyum c¢ozeltileri ile hazirlanr.

1.4.6.2, Antimon _ _

Bu prosedur, KI ¢ozeltisinin agirist ile Antimon ( I ) iin Ha804 igindeki
¢ozeltisinin muamele edilmesiyle sari tetraiyodoantimonat ( III ) asit ( HSbly )
olusumunu temel alir.

Visible bolgenin 425 nm si spektrofotometrik dletimlerde kullanilabilir. Daha
hassas 6lgtm igin UV 330 nm kullanilir. Bizmut, bakir, kursun, nikel, ginko, tungsten

ve molibdatin oldukga buyiik miktarlart engelleyicidir,

Yonten: .

100 mlde 0.15 - 1.8 mg Sb igeren ¢ozelti yavasca H,SOs e eklenir,
(1.2- 15M ) 10 mlsi 50 mllik balon jojeye alinir, tzerine 25 ml KI — askorbik asit
reaktifi eklenir. Ve % 25 lik (v / v ) Hz80y4 ile tamamlanir. Karistirilic ve hizlica 425
nm yada 330 nm de Absorbans degérleri oleuliir. Reaktif blank olarak alimir.

Kalibrasy;)n efrisi uygun hacimlerdeki standart antimon cézeltilerine mekle

aynt uygulamalarin yaptlmast ile hazulanan gozeltilerin dlciimleri ile hazirlanr,
1.4.6.3. Berilyum

Alkali kosullar altinda 4 nitrobenzen- azo-arsinol  ile reaksiyonu sonucu
berilyumun eser miktarlarinm spektrofotometrik tayini kolaylikla yapilir, Bu reaktif asil
ortamida saridir, berilyum ile k_n'mxzn—kahve_rengi renk verir. Borik asit tamponu
kullanrlarak ortamin alkalinite simiri ayarlanir, bu sekilde tekrarlanabilirlik artar.
Aluminyum 25 ml.de 240 mg varligimda engelleyicidir. Aluminyumun her molii igin
ortama bir mol fazla NaOH cklenmesi yoluyla etkisi azaltilabilir. Diger elementler ilk

olarak NaOH ile muamele edilerek etkileri onlenir, Fakat berilyumun erken ¢okmesi
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olasidir. Cinkonun etkisi ¢ok azdir. Silfit ile ¢oktiirtilerek ortamdan uzaklagtirilabilir.
Bakir etkisi énemlidir. Cok kiigik miktarlart bile NaOH ¢dzeltisinde ¢ozilir. Bakr,
Nikel, Demir ve Kalsiyumun kigiik miktarlarinm engellemesi EDTA ve trietanol amin
ile kompleks olugumuyla engqllenebilir. |

Yontenm:

Berilyumun notral ¢ozeltisi ( 10 ml de 5-8 pg clement igeren ) 25 ml balona
alinee, 2.8 ml 2 M NaOH eklenie. ( aluminyum miktarina gote daha fazla da olabilir ) 5
ml 0.64 M borik asit ¢ozeltisi ve 6 il boya' cozeltis eklenir ve saf suyla tamamlanr,
iyice katsstirtlir. Tercihen 2 em hiicrede 520 nm de‘Transmittm-xs olgnlir.

Kalibrasyon egrisi olugturulurken 5-8 pg Be icerecek gekilde berilyum stilfat ile
ayni deneysel kosullar gegerli olarak standart gozeltiler hazirlanir.

Boya gozeltisi, 0.025 gr 4 nitro benzen azo orsinol 0.1 M NaOH ile birkag saat

kaynatilarak hazirlanir, kullantimadan once stizilmelidir.

1.4.6.4. Magnezyum

Magiezyum tayininde iki metot yaygin olarak kullanilir. Titan sariss metodu ile
renkli kolloidal suspansiyon yada solokrom siyahi metoduyla kirmizt renkli kompleks

olugumu stz konusudur, 2. Yontem ¢ogu yonden tercih edilir.
1.4.6.4.1. Titan saris1 metodu

Titan sarist ( dehidro tiyo-p- toluidin stifonik asidin sodyum tuzu ) organik boya
varhgimda pH >12 de NaOH ile kumuzi renkli Mg( OH ), ¢Okelegi olugur. 4-5 ppm
altindaki Mg konsantrasyonlarinda oldukea Lararls sﬁspa,nsliyonlar olugur. Hidroksil
amonyum Klorir varligs ile rengin solmast engellenir. Bu reaktif tek bagina iken NaOH

cozeltisinde sari-kahverengi renk verir.
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Metallerin ¢ogu engelleyicidir, kismen alkali hidroksit ¢Ozeltilerinde ¢oziinmez
hidroksitler ( Cd, Ni, Co ) yada N’aOH‘fazlasm“da cozintir hidroksitler ( Al, Zn, Sn )
verirler, Fosfatin oldukea bilyiik miktarlarmda renk kaybolur, kalsiyum magnezyum
rengine yakin giddette renk verir, Kalsiyumdan kaynaklanan hatalar ornek ve standart
cozeltilere aynt miktarda Ca. eklenerek azaltilir,

Yontem:

Demir, Aluminyum, Fosfat gibi sulu amonyak c¢ozeltisinde tamamen coken
engelleyici elementler tamamen yok edilir. Aynt zamanda kafsiyum, amonyum okzalat
¢ozeltisi ile ve diger metaller de uygun ayirma inétotlan ile ortamdan ayrilir. Amonyum
tuzlarint uzaklagtirmak igin siizme ve kurutma islemleri yapilir.ve gokelek birkag damla
seyreltik HCl ile ¢6zilerek balon jojede uygun hacme tamamlanir,

50 ml lik balona 5 ppm yada daha az Mg igerecek sekilde 6rnek ¢ozelti alinir.
Seyreltik NaOH ¢ézeltisi ile notralize edilir. 35 ml su, 1 ml % 5 lik hidroksil amonyum
kloriir ¢ozeltisi ve 1 ml %0.15 lik titan sarist sulu ¢ozeltisi, 5 ml 1 M NaOH cozeltisi
eklenerek balon ¢alkalamr ve saf su ile tamamlanir, karigtirtir, maksimum 535 nm 1§10
veren filtreli fotometre ile renk siddeti olgiilir.

Kalibrasyon egrisi olusturulurken 0, 1, 2, 3, 4, 5, ug Mg igeren standartlar
hazirlantr.  ( saf magnezyum ve seyreltik HCl ile hazirlanir ) Her ¢ozelti ornekle aynt

islemlere tabi tutulur.

1.4.6.4.2. Solokrom Siyaln Metodu

Organik reaktiflerin eklenmesiyle Mg ile g¢ozimir renkli komplekslerin
olugturulmasiyla kolloidal sistemlere 6zgii zorluklardan kurtulunur. Bu reaktiflerden biri
solokrom siyaht Mg ile kirmizs ¢oziinir kompleks olugturur. Bu renk kararh degildir.
Ca, Cu, Mn, Fe, Al, Co, Ni engelleyicidir. PH 10,1 ¢ tamponlanir. 1 Mg iyonuyla tek
kompleks olugur. Kalsiyum magnezyumdan metanol fazlaliginda silfat ¢okelegi halinde

ayrilr,
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Yontem: ‘

100pg dan az Mg igeren, kalsiyum ve diger metallerden temizlenmis, notral
omek ¢ozeltisi 100 ml lik balon jojeye alimir, 25 ml tampon g¢ozelti eklenerek
kanigtintir. 10 ml solokrom siyaht ¢ozeltisi dikkatlice eklenir, karistinihir ve 100 ml ye
tamamlamir. 520 nm de Absorbans, benzer sekilde Mg igerikli hazirlanmig blank
cozeltiye kars1 olgtiliir. (BASSETT ve ark, 1978).

1.4.7. UV ~ VIS Spektrofotometreleri ile Olciim

Potasyum Nitrat ( KNOs ) igin konsantrasyonun ve kalibrasyon egrisinin
belirlenmesi:

Bir inorganik bilesik, érnegin KNOj ornegi, UV bolgesinde absorpsiyon verir ve
elle ayarlanan UV - VIS spektrofotometre kullanilarak gozlemlenir.

Absorbans ve %T yaklasik =1 M KNO; ¢ozeltisinin 240 — 360 nm de 5 nm
aralikla, maksimum ve minimum civarinda daha az araliklarla olciliir. Manual
spektrofotdmetreler A ve %T degerlerinin ikisine bag1 olarak belirler oysa double beam
spektrofotometreler iki degeri bir skalada gosterir. 4

Spektrofotometrik datalar normal durumlarda asagidaki sekillerde sunulur;

Genel prosediir, Absorbansa kargi Dalgaboyu (nm) dur. Grafikten maksimum
absorbansa ( yada minimum transmittansa ) kargi gelen dalgaboyu okunur, kalibrasyon

egrisi hazirlamrken bu dalgaboyunda ol¢iim yapslir.

iki sebeple bu nokta segilir:
1) Bu bolgede iki farkli konsantrasyon arasinda en biyiik farkta Absorbans
gozlenir, boylece konsantrasyon ¢aligmalarinda maksimum duyarliik saglanr.

ii) Dalgaboyunun yavag degisimine kary egride Absorbans en az degisir,

Genel bir kural olmamakla birlikte, hazirlanan ¢ozeltinin derisimi kullanilan
spektrofotometreye bagli olacaktir. Genellikle 0.01 — 0.001 M ¢ozelti en yiksek

absorbans igin uygun konsantrasyondur. Diger konsantrasyonlar bu érnekten seyreltme



yolu ile hazirlamr. Bu _kdnsantrasyonlarda segilen absorbans aralifi 03 -~ 1.5
arasindadir. | | | )

Maddenin  konsantrasyonunun  belirlenmesi  igin  bilesigin  maksimum
absorpsiyonunun dalgaboyu segilir. ( KNO; ig;in 302,5 — 305 nm ) ve segilen
dalgaboyunda maddenin 4 yada 5 konsa,ntrasyox\mhun (2,4,06,8, 10 gr KNO; / dm* )
absorbans: olgiilerek kalibrasyon egrisi olusfurulur. Absorbansa karst konsantrasyon
¢izilir. Eger bilesik Beer yasasina uyumlu lineer kalibrasyon egrisi veriyorsa, dogru
- orjinden  gegecektir. Efer bilinmeyen ¢ozeltinin absorbansi kalibrasyon egrisinde
gozlenirse kansantrasyon belirlenmis olur. |

Eger bilinen bilesik Beer yasasina uyuyorsa molar absorpsiyon katsayist g bir
standart ¢ozeltinin absorbansinim 6lglimiinden hesaplanir. Bilinmeyen konsantrasyonu
aynt  kogsullarda - &lgilen Absorbéns dé{;c:rihden yararlanifarak & deferinin
kullantlmasiyla belirtenir, |

Yontem:

110 °C de 2 ~ 3 saat kuiutulan ve desikatorde sogutulan KNO; tin 10 g / dum?
sulu ¢ozeltisi hazirlanir. 240 — 350 nm arahglndéki %T ve A degefleri hassas bir
spektrofotometre yardimu ile 6lgilir, Datalar gostermenin 3 farkls yolu vardir:

i) Absorbaxisa kars1 dalgaboyu

i1) %T ye kargt dalgaboyu

iii) log & ye karst A |

Egrilerden maksimum absorpsiyonun dalgaboyu ( yada minimum transmittans )
belirlenir.

2,4, 6,8, gr KNO3 / dnt’ icereﬁ orneklerin absorbanst bu dalgaboyunda okunur.
Absorbansa kargt konsantrasyon grafige gegirilir. o

KNO; in bilinmeyen ¢ozeltisinin  absorpsiyonu, kalibrasyon egrisinden

okunarak konsantrasyon belirlenir (BASSETT ve ark, 1978).



2. ONCEKI CALISMALAR

- Antrakinonlar, genellikle Polyganacae familyasi basta olmak iizere birgok

familyaya ait tirlerden izole edilmekiedir,

Rumex tirleriyle ilgili bu giine kadar yapilan ¢alismalarda cok sayida antrakinon

ve tiirevi bilesikler izole edilmistir,

Rumex Japonicus igindeki antrakinon miktars tespit cdilip, elde edilen

antrakinonun hayvanlar Gzerindeki etkisi kargilagtirimigtir (CGHOONG, 1961),

Rumex Crispus ve Rheum palmatum kfﬁkieri su, alkol vcf, cterde ekstrakte edilmisg
ve her iki kokin ckstraktindaki antrakinon, .am:rasex_]. ve antron miktarlart tespit
edilmistir,

Rheun  palmatum ve Rumex Crispus  ekstraktindaki  antrakinon miktar
karsilagtinldiinda Rumex Crispus’ta fazla oldugu anlastlmistir. Farmakolojik etkileri
kargilagtitldiginda Rumex  Crispus’un  Rheum palmatuindan daha etkili oldugu
anlagthmigtir (ARTAS ve MOLFINO, 1962).

Rumex  orientalis  bitkisinden  6-asetil-5-5hidroksi-3~-metoksi-7-metil-1,4-
nallakinon elde edilmis, ayrica bu bitkiden Musizin, Chrysophanol, Emodin, Physicon,

Aloe Emodin ve Stigmastero] gibi antrakinon tirevleri de izole edilmistir (MANIU,
1980). ’

Ug yillik Rumex domesticus, Rumex orientalis, Rumex sanquicnus bitkilerinin
yapraklari ekstrakte edilefek, ince tabaka kromatografisi ve fizikokimyasal metotlar
kullanilarak Chrysophanol, Physicon, Trangula Emodin ve Aloe emodin ayrdmistir
(GRZNAR ve RODO, 1978),

Rumex bastatus’da Rumex Crispus’da oldugu gibi Emodin, Chrysophanol,
Physicon bilesikleri tespit edilmigtic (ALHABAD, 1980),



Ug yulltk Rumex Alpinus’un kok ve sapinda antrakinon tirevlerine rasthanigtr
(BABULKA ve ark, 1982).

Rumex Pulcher ile yapilan ¢ahgroada bitkinin kok kismunda Emodin glikozit
stlfat, Lmodin diglikozit stlfat, emodin glikozit, emodin diantron, Emodin yapilar
tespit edilmigtir. Bitkinin kok Jaismu oda swakhiginda metanolde beldetilmis, sonra

bitkag saat sireyle hidroliz edilerek glikozitler parcalanmus ve ince tabaka

kromatografisi uygulamalan ile emodin tirevieri sallaginlhip, bitkideki emadin miktar

belirlenmigtic (HARBORNE ve MOKHTARI, 1977).

Rumex abysinica tird  bitkinin - kok  lasimlarima  ekstraksiyon,  kolon
Kromatografisi, ince tabaka Kromatografisi islémleri uygulanmig, 1 kg kokin Petrol
Eteri ekstresinden alinan 17 er g’ bk kisumlara bu iglemler uygulandiginda 100 mg

Chrysophanol, 19 mg Physicon ve 0,65 g Bmodin ayolnugtr (MUNAVU ve ark, 1984),

Rumex Maritimus tirii bitkinin 230g’ 1 Petrol Eteri ~ Metanol ( 1 : 1) karigim

ile ekstrakto edilip Petrol Eteri, Etil Asctat, Metanol sirastyla polarliklary arttinilarak

~kolon kromatografising tabi tutulup-  lnce Tabaka Kromatografisi ile saflastirma

yapdigimmda 5 mg 1-8 dihidroksi-3- metil antrakinon ayridnugtir (AHMED ve ark,
[1991). '

Rumex Crispus L. ve Rutmex Gracilescetis tiirt bitkilerde antrakinon tirevlerinin
varligt MgCly ( MeOH ) ¢dzellisi ile tespil edilmis, Ince Tabaka Kromatografisi ile
sallagtirma yapdmig, her tor igin toplam antrakinon miktarlart tespit edilmistir.
R. Crispus’ ta % 2.86, R, Gracilescens’ te % 4 oraninda antrakinon igerigi belirlenmigtir

(DEMIREZER, 1994).

Trichoderma Polysporum G bitki ile caligma .yaptlmg kloroform ckstresine
Kolon Kromatografisi uygulanoug 35 mg 1 hidroksi -3- metil antrakinon, 20 mg 1,8
dihidroksi antrakinon ve 8 mg 1-6-8 trihidroksi ~3- metil antrakinon ( emodin )

saflasticitomstir (DONNELLY ve SHERIDAN, 1936).



42

ICenya’da Rumex tirleri incelendiginde yapilaninda Chrysophanol, physicon ve

emodin belirlenmistic MIMIWO ve RUKUNGA, 1985).

Antrakinon  pigmentlerinin - Kagit  Kromatograli  incelemeleri  yaptlmisg
Chrysophanol, Physicon, Emodin, Alizarin, Tetrahidroksi antrakinon gibi birgok
antrakinon igin Ry defierleri ve tabakadaki renklert belirlenmistir. Tabakalardaki
antrakinonlar idzerine  metanollii  Magnezyum  Asctat  ¢dzeltileri  piskirtiilmis,
antrakinonlardaki hidroksil grubunun konumuna gore reaktifle farkli renkler verdikleri
belirlenmigtir (SHIBATA ve ark, 1950).



3 MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Calismada kullanmilan bitki, halk arasinda kizileik olarak adlandiriimakla beraber,
Gazi  Universitesi  Botanik Profesorii Hayri DUMAN tarafindan  polyganacae
familyasina ait  Runex Pulcher (L.) Lam blarak belirlenmistir. Calisma boyunca
kullantan tim bitki Hatay Mustafa Kemal Universilesi Alahan Kampisit civarindan
toplanmistir. Bitki Nisan — Temmuz aylari araligmda yegil goranimld, tohumlu, iri
yaprakli olup, Temmuz aymdan itibaren r}en'gi bordo — kahverengi ye ddnerek

kurumakta, tolumlar dikensi bir hal alip, yapraklart bizigmektedir.

2 214 (2 e Lt PP
Sekil 3.1, 1 Rumex pulcher’in Genel Gordninu
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Deneyde kullamlan tiim ¢dziiciler Merck’ten satin ahinmus, silikajel olarak
Merck Kieselgel 60 Fys, , hazur aluminyum tabaka olarak gene Merck Kicselgel 60 Fasq
kullaniimistir. o

UV - VIS spektrofotometre olarak ¢rneklerin maksimum absorpsiyon verdikleri
dalgaboyu belirlenirken, spektrum tarama icin SHIMADZU marka 1601 model cift
1ginli spektrofotometre, konsantrasyon galigmalart igin ise SHIMADZU marka 1208
model tek 1ginlt spektrofotometre kullantloustur. C')l'lg;iimler sirasinda 1 em kalinliga sahip
cam hicreler kullanilmigtir. |

pH dlgimleri WTW marka pHmetre kullanilarak yapilmigtir.

Madde yapisinin aydinlatiimasinda TUBITAK Marmara Aragtirma Merkezi’nde
bulunan cihazlar kullanidi. '"H — NMR spektrumlar i¢in Brucker AC-200 Stiper iletken
Magrnetli FT-NMR model cihaz ve ¢dziicii olarak da CDCly, IR spektrumu igin JASCO
FT, IR-5300 model cihaz ve kitle spektrumu igin ise VG-Zabspre GC — MS cihaz

kullandlmisgtir.

3.2. YONTEM

Bu bolimde, Rumex Pulcher kék ve tohumlarindan emodin ayrilmas igin
yapilmig olan ekstraksiyon ve kromatografi'iglemleri ile daba sonrasinda yapilomg olan
spektrofotometrik analizlerle bitkideki emodin miktarin belirlemeye yénelik ¢aligmalar

anlatilacaktir.

3.2.1.Ekstraksiyon ve Kromatografi Islemleri

2001 yilt Temmuz ayinda Alahan Bolgesinden toplanan bitki ornekleri, kok ve
tohum kismui ayr1 ayrn olmak izere, ince toz haline getirilip, havacia kurutularak
ekstraﬁsiyon islemi igin hazirlands.

Yapilan tim ekstraksiyon ve kromatografi islemleri bitkinin kok ve tohum
kisimlarina ayni gekilde uygulandi. Bitki tohum bakimindan ok zengin oldugu igin
calismalara snce tohum kismi incelenerek baglanildi.

Ince toz haline getirilmis 20 g tohum, siizgeg kagdt ile haziulanmig olan kartuga
konularak Soxhlet cihazina yerlestirildi, 250 ml lik balona 200 ml metanol konularak
sicakta 8 saat ekstrakte edildi. Doner buharlastiricida, vakum altinda metanol

uzaklastirilip, koyu kahverengi renkte bir ekstrakt elde edildi.
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Sckil 3.2.1.1. Soxhlet cihazi

Elde edilen metanol ekstresine kolon kromatografisi uygnlandr, Bunun ic¢in
ancelikle doner bubarlagtirierda fazla metanolt vzaklagticilnug olan ckstre yaklagik

kendi miktarmda silikajelle karguiedds, Ceker ocak altinda zaman zaman kanstriarak

kuruyana kadav bekletildi,
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20 em uzunlugunda 1,5 e i cidara sahip ko.lon kullaniidr. Once kolonun en alt
kismina cam pamugu yerlestirildi, Yaklagik kolonun % tinii kaplayacak sekilde, dolgu
maddesi olarak silikajel ( Kieselgel 60 Tasq ), ilave edildi. Dolgu maddesinin st
ylizeyini korumak ve maddeyi daha kolay uygulamak igin ince bir tabaka halinde kum

ilave edildi.

T

Sekil 3.2.1.2. Kromatografi kolonu

Elue edilecck madde konulimadan dnee kolondaki dolgu maddesi ilk kullanslacak
¢Oziictt olan hekzanla her tarafi islanacak sekilde yikandi, Daha sonra silikajelle
karigtindoug olan ¢oziicisi ugurulmug toz haldeki madde ilave edildi. En st kisma
tekiar cok ince bir tabaka halinde kum ilave edildi. Uslten ¢Oziicl ilave edilerek

eluasyon iglemi baslatild.
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11k ¢oziict olarak hekzan kullanildi, daba sonra hekzann polarligy diklormetanta
yavag yavag artirilarak, tamamen diklormetana gegildi. Bu arada kolondan gegen her 10
ml nin géziicist déner bubarlagtitterda ugurulup, balonda kalan az miktardaki
¢oziicliyle almarak, oumaralanmus  kigiik cam gigelere konuldu. Iglem boyunca
goziiciiniin polaritesi yavay yavag arttirilmaya devam edildi, Cozici  siras olarak

Hekzan - Diklormetan ~ Etilasetat — Metanol ~ Su izlendi.

100 diklormetan ' 100 Metano} .
97,5 Diklormetan + 2,5 Etil Asetat 97,5 metanol + 2,5 su
95 Diklormetan + 5 Etil Asetat | 95 metanol -+ 5 su.
92,5 Diklormetan -+ 7,5 Titil Asctat ’ 100 Su

100 Etil Asetat
97,5 Etil Asctat -+ 2,5 metanol
95 Eul Asetat + 5 Metanol

Numarali siselerde toplanmug olan fraksiyonlarin, saf olup olmadiklart ince
tabaka kromatografisiyle kontrol edildi.

10x25 boyutlarinda kugultilen Merck Kiesclgel 60 Tysq hazir aluminyam
plakalar tizerine gelen fraksiyonlar ( ber tabakaya yaklasik L5 er tanc ) swrayla pastcur
pipetiyle ekildi. Biiyiik kromatografi tanklan kullamlarak yiratme islemi yapildi,
Benzer fraksiyonlar biclestirilerek bu sefer 2x5 boyutundaki hazir aluminyum plakalar
tizerine ekilen ﬁ‘ﬁksiyonlar, kigik tanklar kullandarak yiritildd. 2 ve 3’1t halde
solvent karigtmliar kullanildigt halde net bir saflagtnia saglanamadi. |

Bir sonraki denemede gene 20 gr tohum almarak Soxhlet cihaztyla once 8 saat
siireyle hekzan ckstresi alindi. Sonra kartug kurutularak i’lzcrineﬁKIorof‘orn1 ckstresi ve
strastyla Etil Aselat ve Métanol ckstreleri de alindi. Renksiz-sar arast renk gosteren
hekzan ekstresi sonrast Kloroform, Ftil asetat ve metanol ekstreleri igin gittikce

koyulasan kahverengi renk gazlendi.



Cozicisti doner buhatlastircida ugurulan Klbroform Btil Asetal ve Metanol
ckstreleri igerisine gene yaklagik olarak clestrakt mildtarma egdeger silikajel emdirilerek
her ekstreye ayri ayn kolon kmmatograﬂm uygulandi. Gene %2,5 oraninda
polarlagtirma faktori kullamids, ve ¢oziicii polarite artirma swasi olarak Kloroform
ckstresine uygulanan kolon kromatografisi igin Hekzan — Karbontetrakloriir -
Diklormetan - Kloroform - Aseton, FEtil Asetat ekstresine uygulanan kolon
kronmtog,mﬁm igin Hekzan — karbontetrakloriir ~ Kloroform — Ftil Asetat -- Metanol ,
Melanol ekstresine uygulanan kolon kromatografisi igin Hekzan « Kloroform — Aseton—
Metanol ~ Su izlendi. Fraksiyonlar aym gekilde 10° ar ml halinde alimp, ¢oziciisti doner
bubarlagtiricida ugurularak numarali kagitk sigelerde toplandi. Uygulanan ince tabaka
kromatografi ¢ahsmalarinda net bir ayrilma, saflasma gozlenemedi. Fraksiyonlara

alkolli Magnezyum asctat ¢ozeltisi cklendiginde de antrakinonlara ozgii renk

“reaksiyonlart geregi (SHIBATA COLOUR REACTIONS) gozlenmesi gercken pembe

- viyole tonlart gozlenemedi. Bu ¢aliyma sonrasinda Rumex Pulcher tiri bitkinin
tohumlarinda antrakinon tirevlerine rastlanamadifit sdylenebilir.

- Bitkinin tohumlatma uygulanan denemelerin timi yikamp, kurutulmug toz
haldeki kok kismma da uygulandi, Ayni gekilde once Metanol ckstresi alimp kolon
kromatografisi uygulandi. Cesitli polaritelerde' ¢Ozicii sistemleriyle ¢aligtlarak ince
tabaka kromatografi uygulamalart yapidi. Fakat saf madde clde edilemedi.

Hekzan — Kloroform - Etil Asetat - Melanol ekstieleri tst tste alinarak daha
sonta bu ekstrelere uygulanan kolon kromatogralisi ve arkasindan yapilan ince tabaka
kromatografi islemleri de aym sonucu verdi. Fakat kok kismina uygulanan kolon
kromatografisinde elde edilen fraksiyonla,rd alkolli magnezyum asetat ¢ozeltisi
cklendiginde vigne ¢trtigii renk gozlendi. Bu rengi gosteren ffaksiyonlar birlestirildi.

Rumex Pulcher tirii bitkide emodin ve tirevi antrakinoniarin meveudiyeti 1977
yilinda yapuan bir ¢abgmayla belirlendigi igin - oncelikle birlestirilen ﬁaksnyonlarl
glikozit yapisindan kurtarilmak igin 2 M HCI eklenerek geri sogutucu altinda rsitma
yoluyla reflax edildi. Daba sonra 250 ml’lik ayiwma hunisi kullanilarak klorofoim fazma
alindi, Na,SO4 tizerinde kurutma y'ap}l.!d,t ve Kloroform doner buharlastiricida

uzaklagtioldi, antrakinonlar saf olmamakla beraber etanolde ¢Ozitlerek ayrilmis olundu.
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Tekrar ince tabaka kromatografisi islemleri uygulandiginda Hekzan - Etil Asetat —
Asetik Asit ( 15: 4 : 1) sisteminde tek leke halinde, tabaka fizerinde turuncu renkte
gozlenen saf madde elde edildi. ( emodin )

Saflastinlan madde, Istanbul Universitesi eczacilik Fakiiltesi’ nde Prof. Dr.
Gilagtt Topeu tarafindan saflastirilan, tim spektral datalart belirli, saf emodin ile

kargilagtirilarak sonuglar onaylanmis olundu.
3.2.2. Spektroskopik Cahymalar

Oncelikle bitkiden ayrilan antrakinon vapilart ile alkollii metal asetatlar
arasindaki renk deneme kontrolleri yapildi. Demir, Magnezyum, Aluminyum,
Kalsiyum, Kadmiyum, Nikel, Kobalt, Stronsiyum, Kurgun ve Antimon asetatlarin
alkollii cozeltileri hazirlanarak iizerlerine egit miktarda alkolde ¢cOziinmig antrakinon
ornekleri eklendi. Bu denemeler sonrasinda Magnezyum ve Kalsiyum ile hemen
Kadmiyum ile de 2-3 giin igerisinde pembe tonlarinda renk verdigi gozlendi.

Magnezyum ve Kalsiyum toprak alkali metalleri ile ¢aligmalara baglanildu.

Magnezyum ve Kalsiyumun alkolde 0,1 M’hk ¢ozeltileri hazirlandi. Uzerine esit
miktarda antrakinon ¢ozeltisi eklendi. Antrakinon yapisindaki konjugasyon sebebiyle
UV~ VIS bolgede absorpsiyon verecegi igin, Kér ¢Ozelti antrakinon etanol kangim
olarak belirlendi.

Emodinin Kalsiyum ve Magnezyumla olugturdugu kompleksler igin maksimum -
absorpsiyonun gozlendigi dalgaboyu belirlemesi igin Spektrum taramas: SHIMADZU
marka 1601 model ¢ift 1510l UV ~ VIS spektrofotometre kullanilarak 1 em’lik cam
hitcreler ile yapildi. Oncelikle kor ¢ozelti hiicreye konularak, Cihaz 200 — 800 nm
arasindaki tiim dalgaboylarinda bu gézeltinin yaptig: absorpsiyona karss sifirlands, Daha
sonra Mg - antrakinon ve Kalsiyum — Antrakinon kartgimlart hiicrelere konuldu, Once
Mg - Antrakinon kompleksi, sonra Kalsiyum ~ Antrakinon kompleksi olmak tizere bu
iki gozelti igin 200 — 800 nm arasinda spektrum taramasi yapildi.” Magnezyum -
Antrakinon kompleksi 512 nm de kuvvetli bir absorbans verdigi, Kalsiyum -
Antrakinon kompleksinin 517 nm de gosterdigi maksimum absorbansin nispeten daha
zayif oldugu gozlendi.
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Bundan sonraki agamada konsantrasyon galigmalarina baglandi. Konsantrasyon
Tayin galismalart igin SIIMADZU marka 1208 model UV — VIS spektrofotometre
kultantdd

3 metil-1, 6, 8 trihidroksi- antrakinon ( emodin ) standartlar bitki kokiinden
saflastirilan emodin ile hazirlandt,

Oncelikle Magnezyum Asetat ve Kalsiyum Asctata ait 0.1 M, 0.05 M, 0.025 M,
0.0125 M* hk ¢ozeltiler hamrlandn. Uzerlerine 17 er ml saf emodinin etanoldeki
¢Ozeltisinden eklendi. Ve olugan kompleksler igin absorbans degerleri okundu. Kor
¢ozelti olarak gene etanol-antrakinon karigimi kullanildi. Ve okunan absorbans
degerlerinin  Magnezyum ve Kalsiyum konsantrasyonuyla degismedigi gozlendi.
Cozeltilere 17er ml daha antrakinon cozeltisi eklendiginde ozellikle magnezyum asetat
¢ozeltisi igin absorbans degerinde belirgin diizeyde artig saptand. Baylelikle kompleks
olusumunun ortamdaki metal derigiminden onf" antrakinon derigimine bagh oldugu
belirlenmis olundu, | |

Bu sonug izerine Emodine ait alkolde 100 ppm lik ¢ozelti hazirlanarak,
arkasindan seyreltme usulii ile 50 ppm, 25 ppm, 12,5 ppm, 6,25 ppm, 3,125 ppm ve
1,562 ppm’ lik antrakinon ¢ézeltileri ve 0,1 M’lik Magnezyum asetat, 0,1 M’k
Kalsiyum Asetat ¢ézeltileri hazirlandi.

Kalsiyum Asetat ve Emodin arasmdaki kompleks olusturma ve emodin
konsantrasyonuna bagls kalibrasyon efirisi gizme galismalarmda su yol izlendi; |
Hazirlanan Emodin konsantrasyonlarina 'l’ér ml Kalsiyum Asetat ¢ozeltisi eklenerek
( kor ¢ozelti etanol-antrakinon karigimut olmak tzere ) 1 em’ lik hiicrelerde 517 nm de
absorbans degerleri okundu.

Magnezyum Asetatla yapilan galigmalarda ayn yol izlenmis, 100 ppm ile 1,562
ppm arasindaki emodin ¢ozeltilerine ’er ml 0.1 M Magnezyum Asetat ¢ozeltisi
eklenmis ve gene aym sekilde qpektrofotometrede bu defa 512 nm de Absorbans
degerleri okunmugtur.

Emodinin Magnezyumla olugturdufu kompleksin, dogrusal bir kalibrasyon
diyagramt verdigi, dolaymyla bitkideki antrakmon miktarimni belirlemek igin bu
kompleksin kullaniabilecegi go7lend1kten sonra, 1 g kok eterde oda sicakliginda 2 giin

bekletilerek kokteki organik bilesenler etere alindi. 2 M HICI eklenerek su banyosu
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lizerinde birkag saat siireyle hidroliz edildi. Daha sonra aytrma hunisi kullanilarak
organik yapilar CHCly fazina alindi. CHCly kuruluga kadar ugurularak elde edilen sari
renkli ekstrakt 10 ml etanolde ¢ozildi. Uzerine 1 ml 0,1 M Magnezyum Asétat eklenip
512 nm de Absorbans degeri okundu. Okunan Absorbans degerinden kalibrasyon egrisi

kullanilarak 1 g Rumex Pulcher kokiindeki emodin miktarma gegildi.

3.2.3. Emodine Ait pH Denemeleri

Daha 6nce yapilan caligmalar antrakinon tiirevierinin asidik ve bazik ortamda
PH degisimine kars1 renk degigimi gosterdiklerini belirlemigtir. Emodinin bu ézelligine
dair bir ¢aligma yapilmamis olmakla beraber indikator ozelligi gosterip gostermedigi
bilinmemektedir.

Bu amagla yapilan galismada oncelikle hazirlanan emodin cozeltisi bir siizgeg
kagidinin tamamina emdirilerek slizge¢ kaZidina asidik ve bazik ozellikte iki ¢ozelti
damlatiimigtir, BORNTRAGER reaksiyonuna gore a:ntrakinonlér Na, K gibi metallerle
renk verdifinden dolayt bazik gozelti olarak NH; , asidik ¢ozelti olarak da HCI
segilmigtir. Yapilan deneme sonucunda emodinin asidik ortamda sar1, bazik ortamda
pembe renk verdigi belirlenmagtir.,

Daha sonra yapilan g¢aligmada bir seri deney tiipiinde NH; ve HCI in gegitli
oranlarda kangimuni igeren degisik pH larda ¢ozeltiler hazirlanmig, baz zayif karakterli
oldugundan pH kontrolii pH metre kullanilarak yaptlmigtir. Emodin’e ait sart — pembe’
doniim noktast 7 - 8 pH arahiginda gozlenmigtir. Dolayisiyla emodin’in pH 8 noktasinda
aktif bir indikator olabilecegi soylenebilir,



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Rumex Pulcher L. Tari bitki tohumlarina uygulanan ekstraksiyon ve
kromatografi islemleri sonucu net bir saﬂastgrma. saglanamads, Sonrasinda etanollii
Mg ( CH;COO ), gozeltisi ile denenen renk reaksiyonlarinda ( SHIBATA COLOUR
REACTIONS ) antrakinonlara 6¢zgit renkler gozlenemedi. Bu caliymalar sonunda
bitkinin tohum kismunda antrakinon tiirevlerine rastlanmadigi sonucuna ulagilds,

Bitkinin Kokleri tizerinde yapilan ekstraksiyon, kolon kromatografisi islemleri
sonucunda saf antrakinon yapisina ulasilamadi. Fakat etanolliit Mg ( CH3COO ),
gozeltisi ile denenen renk reaksiyonlart sonrasinda gozlenen vigne ¢urigii renk kok
kisminda antrakinon tiirevleri bulundugunu gosterdi. Kolon kromatografisi sonrast renk
reaksiyonlari veren fraksiyonlarm birlegtirilip hidroliz islemine tabi tutulmasi ile
- glikozit yapisinda oldugu tahmin edilen antrakinonlar serbest hale gegirildikten sonra
ince tabaka kromatografisi ile saflastirlan ve silika gel tabaka tizerinde turuncu olarak
gozlenen saf maddenin emodin oldugu belirlendi. Hekzan — Etil Asetat — Asetik Asit
(17 : 4: 1) sistemiyle saflagtirslan maddeye ait Ry degteri 0.28, erime noktast tayini
sonrasinda gozlenen 257 — 258 °C  degerleri, literatiirde emodin igin belirlenmig olan
degerlerle karsilastinldiginda, 'H — NMR, IR ve Kiitle Spektrumlarinin da incelenrﬁesi
ile bu saf maddenin emodin dldugu sonucuna ulagildi,

Emodine ait 'H ~ NMR sinyalleri, IR Absorpsiyon bandlari ve bunlarin
spektrumlart ile Kiitle spektrumu gomldugu glb]dtr

Konum R ‘H»NNm(CDCb)
H-2 7,63
H-4 737
H-5 | 6,98
H-7 6,60
OH - 1 12,65
OH -6 12,33
OH -8 12,12
CH; -3 © 2,45

Cizelge 4.1. Emodine ait 'H — NMR sinyalleri
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Spektroskopik calismalara gegildiginde cesitli metal asetatlarla yapilan renk

denemelerinde emodinin sadece kalsiyum ve magnezyumla spektroskopik incelemeye
uygun renk verdigi gozlendi.

Spektroskopik calismalarda oncelikle sadece emodin igin ve sonrasinda

Kalsiyum ve Magnezyum iyonlarinin Emodin jle olusturdugu kompleks icin maksimum
absorbansa ait dal gaboyu degerleri UV — VIS spektrofotometre ile belirlendi.
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Sekil 4.6. Emodine ait UV Spektrumu
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Sekil 4.8. Ca — Emodin Kompleksine ait UV Spektrumu



60

Yapilan spektroskopik ¢aligmalar sonrasinda kalsiyum — emodin kompleks
yapisimin bitkideki antrakinon miktarint belirlemede yardimer olmadigy gozlendi.
Okunan Absorbans degerleri ve bu degerlere bagh gizilen Abs ~ Kons (Absorbans —
Konsantrasyon) kalibrasyon grafigi goriilduga gibidir. Sonuglar Kalsiyumun bitkideki
antrakinon miktarmi belirlemek igin uygun olmadxgmx‘ gostermektedir. Ciinki
antrakinon derigimleri ile ortama eklenen kalsiyum iyonuyla olugsan kompleks mil;tan

arasinda dogrusal bir oran yoktur, Diizgin bir kalibrasyon egrisine ulagilamamgtir.

Emodin Konsantrasyonlart ( ppm ) Gozlenen Absorbans Degerleri

100 1.456

50 1307

25 0,568

12.5 0.155

6.25 T0.093

3.125 0.088

1.562 0.072

Cizelge 4.2. Emodin-Kalsiyum kompleksine ait gdzlenen Absorbans degerleri

Magnezyum - emodin kompleksine ait ultfa.viyole spektroskopi calismalari
sonucu , kompleksin emodin konsantrasyonuyla orantils sekilde, absorpsiyon siddetinde
artma gosterdigi gdzlenmigtir. Okunan Absorbans degerleri ve bu degerlere bagh ¢izilen
Abs — kons kalibrasyon grafigi gorildugi gibidir. Bu sonuglarla Bitkideki Antrakinon
derigimini belirlemede Magnezyumun uygun metal oldugu goériilmektedir. Antrakinon
miktan il¢ ortama Magnezyum metali verildigi zaman olusan magnezyum-emodin
kompleksi arasinda dogrusal bir oran olustugu, diizgiin bir Abs ~ Kons kalibrasyon
egrisi ¢izilebildigi ve belirlenebilecek antrakinon derigimi igin alt sintrin gozlenebilmig

oldugu sonuglarda goriilmektedir.
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Emodin Konsantrasyontari ( ppm ) Gozlenen Absorbans Degerleri

100 | 0.452

50 0.335

25 0.258

12.5 0.165

25 0.093

3.125 0.043

1.562 0.042

Cizelge 4.3. Emodin-Magnezyum kompleksine ait gozlenen Absorbans degerleri

Herhangi bir saflastirma islemine tabi tutulmadan sadece organik faza alimnip,

hidroliz edilerek glikozit yapilari parcalanan kok ekstresi iizerinde yapilan

spektroskopik islem sonucu absorbans degeri 0,385 nm olarak gozlenmistir. Bu deger

kalibrasyon grafiginde kesistirildiginde yaklagik olarak 75 ppm’ e kargihk gelmektedir.

Bu sonug 1 g kdkte 0.75 mg emodin bulundugunu gostermektedir.

Emodinin indikator 6zelligi incelendiginde pH 8’ de saridan pembeye donen,

indikator ozelligi gosteren bir madde olabilecegi sonucuna ulagildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Polygonaccae familyast, génclliklc kuzey ym'xki‘n;cnin ihman  bolgelerinde
yeligen, otsu, galtms: veya twemalayier bitkilerdir, Dinyada 32 cins ve 300 tirden
fazladur.

Memleketimizde 8 cins ve 70°¢ yakin tirtt vardir. Bu familyaya ait tiirler
ozellikle  antrakinon  (irevieri  bakimmdan zengindir.  Bizim  ¢alismanizda
faydalandigimiz Rumex Pulcher L. by familyaya ait bir tiir olarak teshis edilmis olup,
diger Rumex tirleri gibi nemli yetlerde yetigmektedir. Yillik veya gok yillik yabani bir
bitkidir. |

Rumex tirleri, gegith kisimlarinda gok sayida antrakinon tiirevi igermekte ve bu
ozelliklerinden dolay farmakolojik etkiler gostererck gerel halk arasinda gerekse tibbi
¢aligmalarda kullantlmalktadw, Hayvanlarda miishit etkisi gostermekte, emodin igeren
tirler mantarlara kargt ilag yapuminda kullandmakta, safra soktiriici, atey distriici
etkilerinden faydalantlmaktadic. Ozellikle emodin, antrakinonlar arasmda en kuvvetli
olantdir, Purgatif etki gostermekie ve bu ozelliginden dolayt eczacik agisindan énem
tasimaktadir.

Antrakinonlar polgonacac familyasi diginda Leguminosae, Scrophulariacae ve
Rhamnaccae familyalarina ait gok sayida tirde de bulunmakiadir. Fakat ¢aligmamizda
da gorilddgi gibi varhgm Bortrager Reaksiyony veya Shibata Reaksiyonu gibi
tanmma reaksiyonlari ile belirlemek gok kolay olmasma ragmon saflagticma islemleri
¢ok uzun calisma gerektirmekte, cok fazla kimyasal ve zaman kaybma sebep
olmaktadir.  Bu  sebeple, galigmamizin baglangig  noktas;, ‘bu  tanmma
reaksiyonlarmdan faydalanarak bitkideki antrakinon miktarin ¢ok az kimyasal
ve zaman haveayarak tespit edebilic miyiz?” sorusu olmugtur, Bu dogrultuda
yurittigimiz caligma sonucunda Schibata Reaksiyonlarinda kullamlan  Etanollii
magnezyum ¢ozeltisi ile antrakinonlar arasinda kompleks olugumunu gaozlemlemis ve
bu kompleksten kaynakl‘annn rengin giddetinin ortamdaki antrakinon miktarina bagh
olarak degisim gosterdigini belirlemig olmaktayiz. Ayn zamandé bu ¢aligma siiresince
bitkinin tohum ve kok Josimlart ayry ayri incelenmis, tohum kisminda antrakinona
rastlanamamustir. Kok kismindan spektroskopik galismalarda da kullanilan emodin

saflaghinilmustir. Saflastmlan emodin, spektroskopik galigmalacda  standart  ¢ozelti



hazirlamada kullanilmig, sonrasinda Mg — emodin kompleksine ait bir konsantrasyon —
absorbans kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Bu kalibrasyon egrisi baslangigta sordugumuz
soruyu bityiik oranda yanitlamaktadir.,

[cerisinde emodin olup olmadigs belirlenmek istenen bir materyal, bir organik
solventte ¢oziiliip ( tercihen etanol ) Mg gozeltisiyle renk denemesi yapilarak igerisinde
emodin olup olmadi: tespit edilebilir. Igerisinde emodin oldugu belirlenen materyal,
Mg ¢ozeltisi eklenmis sekilde, Ultraviyole spektrofotometresinde 512 nm de Absorbans
degeri olgtiliip, kalibrasyon grafig kullamlarak. igerdigi emodin miktar: belirlenebilir.
Boylelikle ¢ok az kimyasal ve zaman harcayarak elimizdeki materyalin amacimiza
uygun olup olmadigini belirleyebiliriz. |

Bu yontem diger antrakinon titrevierine de uygulanabilir, caligilmak istenen
antrakinon tiirevi igin maksimum absorbansin gozlendigi dalgaboyu belirlendikten
sonra bu dalgaboyunda antrakinon — Mg kompleksine 0zgl kalibrasyon egrisi ¢izilerek
materyalin antrakinon igerip igermedigi veya igerdigi antrakinon miktarinin amaca
uygun diizeyde olup olmadigi kolayca ve kisa siirede saptanip, ondan sonraki asamada
calismaya bagslanabilir.

Calismamiz kapsaminda yaptigimiz deneme ile tibbi a¢tdan onemli bir yeri olan
emodinin indikator ozelligi de gosterdigi gorilmigtiir, Coziiciisii etanol olarak
belirlenmis olan Emodin, déniim noktast pH 8 olan, bu noktada réngi saridan pembeye

donen bir indikator ofabilir diyebiliriz.
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