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KULLANILARAK SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLE NO, TAYINi
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Kimya Anabilim Dals
2003, Sayfa: 42

Bu g¢aligmada; 4-(1-Metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol kullanilarak
diazolama metodu ile spektrofotometrik ydntemle NO;™ tayini yapildi. Metodun su drneklerinde
uygulanmast i¢in optimal sartlar belirlendi. Bu amagla yapilan ¢aligmada, asidik ortamda 4-(1-
Metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol ile N-N-dimetil anilin reaksiyonu sonucu azo
boyar maddesi sentezlendi [4-(1-Metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-(p-N-N-dimetilazobenzen)-
1,3-tiyazol]. Elde edilen azo boyar madde, IR, 'H-NMR ve Elementel Analiz kullanarak
karakterize edildi. Olusturulan azo boyar maddenin maksimum absorbans yapti§) dalga boyu
(Amax) 482 nm olarak belirlendi. Standart NO;™ ¢6zeltilerine, oda sicakliginda ayni reaktifler
ilave edilerek asidik ortamda reaksiyon olusturuldu ve optimal sartlar belirlendi. Olugan {iriin
suda ¢dziinmediginden kloroform fazina alindi ve absorbans degerleri belirlendi. Elde edilen
optimal sartlarda NO, i¢in, pH: 2, reaksiyon olusma siiresi; 15 dk., reaktiflerin miktari; 1.5 mL
ve yabanci iyon etkisini gidermek i¢in %1 EDTA degerleri elde edildi. Su orneklerinde tayin

edilen NOy', standart metod olarak tanimlanan Gres Metodu ile kiyaslandi.

Anahtar Kelimeler: Nitrit, Spektrofotometri, Diazolama, Amino tiyazol



ABSTRACT
Master Thesis

SPECTOPHOTOMETRIC DETERMINATION OF NO2- in WATER By 4-(1-METHYL-
1-ARYLCLCLOBUTANE-3-YL)-2-AMINOTHIAZOLE

Fatih POLAT

Firat University,
Graduate School of Natural and Applied Sciences,
Department of Chemistry
2003, Page: 42

In this study, spectrophotometric determination of NO, in water by 4-(1-methyl-1-
arylcyclobutane-3-yl)-2-aminothiazole was realized (performed). Optimum working conditions
of the developed method in the application on water samples were determined and in the
analysis optimized parameters were used. The azo dye, 4-(1-methyl-1-mesitylclclobutane-3-yl)-
2-(p-N,N-dimethylazobenzene)-1,3-thiazol] was synthesized with the reaction of 4-(1-methyl-1-
mesitylciclobutane-3-yl)-2- aminothiazole and N,N-dimethyl aniline in acidic medium.
Obtained azo dye has been characterized by IR, 'H NMR and microanalysis methods. By
scanning the tool, the maximum absorption wavelength of azo dye was found to be 482 nm. All
the determinations were realized at this wavelength throughout the work. Same reactants were
added to NO, standard solutions in acidic medium and necessary optimum working conditions
were adjusted again. Since the resulting product is not soluble in water, it has been extracted
into chloroform and the absorption of the solution was measured from this solution in each case.
The optimum working conditions are pH:2, reaction time: 15 min., t‘he amount of reactant: 1.5
mL, respectively. To eliminate the interferences 1 mL of 1% EDTA solution was added to every
analysis solution. The developed method for NO,  determination in water samples here was
compared to Gres Method which is accepted as standard method for the NO,” determination in

water.

Key Words: Nitrite, Spectrophotometry, diazotization, aminothiazole
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1. GIRIiS

Nitrit ve nitratlarin, dogal sularda ve atmosferde bulunan organik kirlilikleri belirten
onemli maddeler olmasi, ozellikle nitritlerin insan viicudunda bulunan bazi bilegenlerle
reaksiyona girerek oldukga toksik, kanserojen ve mutajenik olan nitréz aminleri olugturmasi ve
kanin akist swrasinda oksihemoglobin’i, methemoglobin’e doniistiirerek, kanda oksijenin
tasinmasina mani olmasi sebeplerinden dolay:, duyarh ve spesifik olarak tayini oldukga
arzulanan bir durum haline gelmistir.

Asidik ortamda nitritler aromatik aminlerle reaksiyona girerek diazonyum tuzu
meydana getirir ve bu diazonyum tuzunun tekrar bir aromatik amin veya bir fenolle kenetlenme
reaksiyonu sonucu renkli azo boyar maddeler meydana gelir ve bu azo boyar maddeler nitrit
iyonunun taninmasinda oldukea sik kullanilir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda farkli yontemlerle yapilan nitrit tayini sularda,
gidalarda [25] ve insan viicut smlan;mda [20,38] ¢ok fazla ¢aligilmaktadir. Nitrit iyonu ile ilgili
literatiirlerde farkli analiz metotlarina rastlanmistir. Bu metotlar arasinda kromatografik [34,19],
spektrofotometrik [7], HPLC [8,24], florimetrik [35], Capiler Zone Elektroforez [3,23], kinetik
[1]. potansiyometrik [17] yontemleri yer almaktadir. Spektrofotometrik yoéntemle nitrit

tayininde literatiirlerde uygulanan ydntem, farkli amin gruplari kullanilarak yapilan iglemlerdir
(12,30].

Bu ¢alismanin amaci; Cukurovali ve ark.[10], tarafindan sentezlenen 4-(1-metil-
1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol maddesi kullanilarak, diazolama yontemi ile
nitrit tayini yapmak ve yontem igin optimal sartlar: belirlemektir.

Call$madé, 4-(1-metil-1-aril siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol asidik ortamda
diazolama reaksiyonuna tabi tutuldu ve olugan diazonyum tuzu N,N-Dimetil anilin ile
kenetlenerek azo boyar maddesi olusturuldu. Elde edilen iriin, IR, 'H-NMR ve
elementel analiz metotlart kullanilarak karakterize edildi. Azo boyar maddenin dalga
boyu taramasi sonucu maksimum absorbsiyon yaptig1 dalga boyu belirlendi. Oda
sicakhginda nitrit ¢ozeltileriyle elde edilen azo boyar madde igin optimal sartlar
belirlendi. Optimal sartlarda elde edilen azo boyar madde suda ¢dziinmediginden,
rnekte ve standartlarda olusan iriin kloroform fazina alindi ve elde edilen kalibrasyon

egrisinden NO;” miktarlar belirlendi.




Tablol.1. Spektrofotometrik NO, tayini igin Yaymlanmis Metodlar.

Kullanilan Reaktif Tayin aralif Dalga boyu  Referans

(mg/L) (Amax)
p-Rosanilin+tNEDH 0.008-0.720 565 Baveja ve Gupta, 1983
PNA-+guaiakol 0.030-0.150 540 Sunitha ve Gupta, 1983
4-Nitroanilin+!-Nafiol 0.020-0.140 610 Baveja ve Gupta, 1981
p-Aminofenil merkaptoasetik asit 0.100-1.600 495 Rathore ve Tarafder, 1989
4-Aminobenzoik asii 0.100-1.300 519 Flamerz ve Bashir, 1981
p-aminoasetofenon+NEDH 0.100-0.800 546 Kaur ve Gupta, 1987
Sulfanilik asit+naftilamin 0.050-1.200 520 Savigki vd. 1963
o-Nitroanilin+1-Aminonaftalen 0.080-0.680 545 Kaveeshwar ve Gupta, 1998
PNA+floroglusinol 0.004-0.040 420 Revanasiddappa vd., 2001
PNA+asetilaseton 0.005-0.140 490 Kupparis vd., 1983
Fosfomolibdenyum mavisi 0.500-2.000 814 Nidal vd., 1999
PNA+EA 0.050-0.600 507 Sreekumar vd., 2003
SA+EAA 0.200-3.000 356 Sreekumar vd., 2003
p-Nitroanilin+a-Naftilamin 0.700 530 Guozhen vd., 1998
1-Naftol +siilfanilik asit 0.020-0.870 418 Satake ve Wang, 1997
stlfanilikasit+!-Naftilamin 4-siilffonat ~ 0.020-0.800 485 Satake ve Wang, 1997
Safranin O 0.0001-3.00 520 Kazemzadeh ve Ensafi, 2001
SA+NEDH 1-50 uM 526 Greenway vd., 1998
SA+1-naftol siilfonikasit 0.002-0.040 543 Wang vd., 1998
Stlfometoksazol+ I -naftolsiilfonikasit 0.002-0.040 532 Wang vd., 1998

NEDH; N-(1-naftil)etilendiamin hidroklorid, PNA; p-Nitroanilin, SA; Sulfanitamid, EAA; Etil

asetoasetat, EA; Etil asetat
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2. GENEL BILGILER

2.1. Nitrit ve Nitratin Kimyasal Ozellikleri

Nitrit tuzlart (AgNO, digindaki biitiin tuzlar) suda ¢oziniir. Nitrat tuzlarinin da hepsi
¢Oziiniir. Yalmzca bazi bazik nitratlar 6zellikle Bi ve Hg’nin bazik tuzlari suda ¢6ziinmez, fakat
kuvvetli asitlerde ¢oziiniirler. Bu 6zelliklerinden dolayr bu iyonlarin taninma reaksiyonlarinda
¢oktiirme islemi kullanilamaz.

Nitrit iyonunun nitrdz asidi (HNO,) dayanikli bir asit degildir, ancak karbonik ve
tiyosiilfiirik asitler gibi nitréz asidi de sulu ortamda dayaniklidir, yani saf halde elde edilmesi
miimkiin degildir, hatta yiiksek sicaklikta sulu ortamda bile bozunur. 0 °C ve onun altindaki
sicakliklarda olduk¢a dayanikhdir. Tuzlarindan agiga c¢ikarilmak istenildiginde azotmonoksit
(NO) ¢ikar ve nitrat (NO;") meydana gelir. Renksiz bir madde olan NO gazi havanin oksijeni ile
birleserek kahverengi bir gaz olan NO, (azotdioksit) gazina doniisiir. Bu nedenle nitrit ¢ozeltisi
asitlendirildigi zaman kahverengi gazlar (NO + NO, karigimi) nitrdz gazlari ¢iktit zamanla

goriiliir. Bozunma iiriinleri oldukga gesitlidir;

2 HNO; NO, + NO + H,0O
3 HNO, NO;"+ H+ +2 NO + H,O

Nitr6z asit zayif bir asit oldugundan sulu ortamda bir miktar hidroliz olur. Fakat bu
hidrolizden meydana gelen OH " diisiik sicakliklarda metal hidroksitlerini ¢ktiirmeye yetmez.

Nitrik asit (HNO;) oldukea giiglii bir asittir, susuz halde iken olduk¢a dayaniksiz bir asit
olmasina ragmen, sulu g¢ézeltide oldukga dayaniklidir. Sudaki % 68°lik ¢o6zeltisi kaynama
noktasi sabit bir ¢ozelti olup derisik nitrik asit olarak bilinir ve kolay kolay hidroliz olmaz,

kaynatildig: zaman bozunuma ugrar, 1sittld1F1 zaman ise degisik sekillerde pargalanir.

4 HNO; 4 NO, +2 H,0 + O,
AgNO; Ag+120;+NO;
2 Pb(NO;)2 2 PbO +4 NO, + O,
2 Cu(NOs;)2 2 CuO +4NO, + O,
2 NaNO; 2 NaNQ, + O,

2 KNO; 2 KNO,; + O,




NIH/NO; N,O +2 H,0O

Asitli ortamda NOj™ iyonu oldukga yiikseltgendir. Altin, platin hari¢ metaller genellikle
nitrik asitte ¢oziiniirler. Yiikseltgenme esnasinda nitrat iyonundan (NO;’) konsantrasyonuna
gbre ya azotdioksit (NO,;) veya azotmonoksit (NO) ¢ikar, (derisik ¢dzeltilerde NO,, seyreltik
¢ozeltilerde NO). Nitrik asit organik maddeler iginde oldukga iyi bir yiikseltgendir. Bazi
hallerde yiikseltgenme patlama seklinde bile olabilir. Bundan dolay! laboratuarda galigirken
alkol iizerine derigik nitrik asit koymak ¢ok tehlikelidir. Nitrik asit nadiren hidrojen g¢ikararak
yiikseltgenme reaksiyonu verir.

Nitrik asidin ii¢ kisum hidroklorik asitle karigimina kral suyu denir. Kral suyu altin,
platin gibi soy metalleri bile kolaylikla ¢6zer. Aslinda kral suyunun yiikseltgenme potansiyeli
nitrik asidinkinden daha biiyiik degildir ama bu karisim ¢ok kuvvetli bir komplekslestiricidir.

Ortamda tegekkiil eden katyonlar, derhal klor iyonlar1 ile sarilarak kompleks haline

doniistiiriiliirler.
Pt + 8 1INO; Pt* +4 NO, + 4 NOy + 4NO
Pt +6ClI [PtCIe]

Alkali ortamda nitrat iyonu zayif bir yiikseltgendir, yalniz ortamda ¢inko, aliiminyum
gibi kuvvetli indirgenler bulunursa amonyaga kadar indirgenir. (Bu reaksiyonu ¢ok kuvvetli
indirgen olan Zn ve Al y0netir).

Nitr6z asit, hem indirgen hem de yiikseltgendir. Su reaksiyonlarda indirgendir ;

2 MnO," + SHNO, + H* 2 Mn*? + 5NO; " + 3H,0
MnO, + 5 HNO, + H* Mn*2 +NO; + H,0

Nitroz asidin yiikseltgenlik tesiri gesitli sekillerde olabilir.
a) NO ‘ya .kadar indirgenir,
b)- N, ‘ye kadar indirgenir,
¢) NH; ‘e kadar indirgenir.

NO ‘ya kadar indirgenmesi asitli ortamda olur.

HNO, + Fe?+H" NO + Fe™ + H,0 (a)
2 HNO, + 21" +2 H' 2NO + [, +2 H,0

N, ‘ye indirgenmesi asitli ortamda +3 yiiklii N ve yilkstiz N, atomlart arasinda olur




2 HNO, + CO(NH,), 2N, +CO, +3 H,O (b)

HNO, + CS(NH,), N,+SCN"+H"*+2 H,0
HNO, + NH,* N, +H*"+2H,0
HNO, + I,N-SO;H ' N, +S0,2+H,0+2H"

Bu reéksiyonlar nitrat iyonu tarafindan verilmez.
NH; ‘e indirgenmesi kalevi ortamda, kuvvetli indirgenlerle olur. Indirgenme +3 yiiklii

ve -3 yiiklii azot atomlari arasinda olur.

NO, +3Zn+5OH" NH; + 3 Zn0O, ™ + H,0 (c)

NO, +2 Al +OH™ + H,O NH; + 2 AlO,”

Bu iki reaksiyon, nitrat iyonu (NO5’) tarafindan da verilir. Nitrit iyonu birinci tip reaksiyonlarda
(a) 1; ikinci tip reaksiyonlarda (b) 3; ti¢iincii tip reaksiyonlarda (c) 6 elektron alir.
Nitrat ve nitrit iyonlarinin redoks reaksiyonlar1 g6z 6niine alindiginda iki durum ortaya
cikar.
a) Nitrat iyonunun nitrite ve nitrit iyonunun azotmonokside indirgenmesi
b) Nitrit iyonunun amonyaga indirgenmesi
Nitrit iyonunun NH;‘e indirgenmesinden yukarida s6z edilmigti, simdi ise NO; / NO, ™
ve NO, "/ NO giftleri incelendiginde
NO; 7/ NO, ~ ¢iftinde azotun oksidasyon sayisi sirasi ile +V ve +III, NO, "/ NO g¢iftinde
ise +I1I ve +II ‘dir. Bu iki sistemin standart potansiyeli birbirine gok yakindir

N03'+2H++26- NO, + H,0 Eq = 10,94 volt D

NO, +2H*+2e" = NO+H0 Eo =+1,00 volt (2)

(1) nolu denklemde goriildiigi gibi, nitrit iyonu indirgen olarak rol oynayabilir, bu
takdirde sagdan sola olan reaksiyon énem kazanir, bu duruma &rnek olarak permanganat ve

klorat gibi kuvvetli yilkseltgenlerle olan reaksiyonlar gosterebiliriz.

5NO, +2MnO, +6H" 5NO; +2Mn*?+3 H,0
3NO, + CIO;” 3NO; +CI”




(1) nolu denklemde soldan saga dogru isleyen reaksiyona drnek olarak nitrat iyonunun

asitli ortamda ¢inko metali ile nitrite indirgenmesini 6rnek olarak verebiliriz.

N03'+Zn+2 H+ N02-+Zn+2 +H20

(2) nolu denkleme gore ise (soldan safia dogru olan reaksiyonda) nitritler yiikseltgendir,

ornekler; asitlendirilmis iyodiir ¢6zeltisinden iyot agiga ¢ikarmasi, demir(ll) iyonunu

yiikseltgemesi.

2NO, +21 +4H"* 2NO + I, + H,0
NO, +Fe™+2H" NO + Fe** + H,0
Fe'? + NO [Fe(NO)]™

Son yazilan reaksiyonun sonunda ¢Ozeltinin kahverengi olmasi demir(Ill) azotmonoksit
kompleksinden ileri gelir. Nitrat iyonu ise bu reaksiyonu ancak derigik siilfiirik asitli ortamda
verir

(1) ve (2) nolu reaksiyonlar: asitli ortamda gelisirler, bu nedenle nitratlar ancak asitli
ortamda yiikseltgen olarak rol oynarlar ve iyodiirii iyoda; H,S ‘i ve siilfiir iyonunu elementel
kiikiirde ; derigik siilliirik asit yaninda benzidini, benzidin mavisi denilen mavi renkli bir iriine,
aym kosullarda demir(ll) iyonunu da demir(lll) iyonuna yiikseltger, kendisi azotmonokside
indirgenir, bu gazv havanm oksijeni ile birleserek kahverengi bir gaz olan NO, ‘yi meydana

getirir.

2NO; +61 +8H* ——= 2NO+31,+4 H,0
2NO; +3 HpS+2HY —> 2NO+3S+4 H,0
NO; +3Fe? +4H" ———> NO+3 Fe" +2 H,0
Fe'?+ NO [Fe(NO)]"™

Son yazdigimiz reaksiyon yukarida da bahsettigimiz gibi nitrat iyonunun taninmasinda
kullanilabilir.

Ayni reaksiyon bazi farmokopelerde borik, komforik, silfiirik asitlerin  bismut
subkarbonat, kirnuzi merkiirioksit ve benzeri bilesiklerin saflik muayenesinde, bunlarda kirlilik
olarak nitrat bulunup bulunmadiginin aranmasinda da kullanthr [32].

FeSO, ve H,SO, ile nitrit yaminda nitrat arayabilmek i¢in &nce nitritin ortamdan

uzaklastinlmasi gerekir, bu amagla lire, siilfanilik asit gibi maddelerden biri kullanilabilir.



Nitrit iyonunun anorganik kalitatif analiz bakimindan en 6nemli kompleksi
(heksanitritokobaltat (I1I) iyonu) [Co(NO,)s]? ‘tiir. Bu kompleksin (iyonun) potasyum
ve amonyumla verdigi  kompleksler (Potasyumsodyumkobalt-IIThekzanitrit,
Amonyumsodyum- kobalt ~III hekzanitrit) K;Na[Co(NO;)e], (NH4);Na[Co(NO,)s] suda
éz ¢dziindiigiinden potasyum iyonunun taninmasinda kullanilirlar.

Nitrat iyonunun analiz bakimindan 6nemli ve dayanikli bir kompleksi bilinmektedir.
Azot monoksit demir(1l) iyonu ile [Fe(NO)]*? kompleks iyonunu yapar, nitrat iyonunun (NO5)
taninmasinda bu kompleksten yararlanilir, Eger nitrat derisik H,SO, ile muamele edilir ve sonra
dikkatlice ve yavasga demir(Il)siilfat ilave edilirse, siilfat asidi ve demir(I[)siilfat ¢ézeltisinin
birlestigi yerde kahverengi bir halka, demir(ll) nitrozil siilfat (FeNOSO,) tesekkiil eder.
Burada 6nce siilfat asidi nitrattan, nitrit asidi tesekkiil ettirir ve sonra HNO; ‘de demir (II) siilfat

tarafindan indirgenerek FENOSO, kompleksini husule getirir.

2 HNO; + 6 FeSO, + 3 HzSO4 " ) Fez(SO4)3 +2NO +4 HO
FeSO, + NO ——> FeNOSO, (Demir (I1) nitrozil stilfat)

2.2. Tiyazoller
Tiyazol, 1,3-azollerden biridir. Piridin kokusunda k.n.: 117 °C olan bir sividir.

Molekiilii olduki;a' kararli, bazli§1 ¢ok zayif olan dogal bir halkadir. Besli halkada bir kiikiirt ve

bir azot atomu 1,3 yerlerinde igeren bilegik tiyaiol, 1,2 yerlerinde igeren bilesik ise izotiyazo!l

adini alir.
4 / QB 4 / \3
5[ 2 5[ {NZ
1 . S,
Tiyazol Izotiyazol

Aromatik karekterdeki bu bilesikierin elektronik yapilar sp’ hibritlesmesi yapan oksijen
atomu yerine, sp’ hibritlesmesi yapan kiikiirt atomu alinmak iizere oksozol ve izoksazol
‘halkalarinin elektronik yapist ile aymidir. Tiyazol ve izotiyazoldeki azot atomu bir
ortaklanmamis elektron gifti icerir. Dihidrrotiyazollere tiyazolinler ve tetrahidrotiyazollere ise
titazolidinler.adi verilir.
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S S S
2 2.Tiyazolin 2 3.Tiyazolin Tiyazolidin

2.2.1. Tiyazollerin Reaksiyonlan

Tiyazol, kimyasal reaksiyonlara karst ¢ok ilgisiz bir bilesiktir. Nitrolama ve siilfolama
reaksiyonlarint bilinen kosullarda vermez, dumanli siilfiirik asitle ancak 350 °C* ta
siiffolanabilir. Brom ile 300 "C gibi yiiksek bir sicaklikta ancak diigiik verimle 2-bromtiyazol
verir. Alkil tiyazoller biraz daha i1liman sartlarda reaksiyon verebilirler. Tiyazol (pKa:2.5),
imidazol (pKa:7.1) ve piridinden (pKa:5.2) ¢cok daha zayif bazik 6zellik gosteren bir bilesiktir.
Ancak tiyazoliin bazikligi oksazolden (pKa:0.8) biraz daha kuvvetlidir.

i ) Alkillenmesi: Tiyazol alkil iyodiir ile N-metilyazolunyum iyodiir verir.

ii) Yiikseltgenmesi: Zayif ve orta yiikseltgenler etkilemez; giiclii yiikseltgenlerie halka
pargalanir.

iii) indirgenmesi: Kimyasal indirgenler etkilemez, katalitik hidrojenlenme ile halka
parcalanir. Tiyazol halkasinin indirgenmis sekilleri tiyazolin ve tiyazolidindir. Tiyazolin

tiyazolidin tiirevleri halka olusturma senteziyle elde edilebilirler.
2.2.2. Tiyazollerin Sentezi
2.2.2.1. a-Halojenokarbonil Bilesiklerinden

a-Halojenokarbonil bilegiklerinin bir tiyoamid ile reaksiyonundan tiyazoller elde edilir.

R,
N ;/ Q
4~ — ———— .
~ x S//C R2 — HX  Rj S)-RZ

-H,0

N—0
il
o

=
i



2.2.2.2. o-Acilketoniardan

a-Agilketonlarin P,Ss ile muamele edilmesinden bir halka kapanmasi sonucu tiyazoller

olusur.

R—C C-R > \
| by " 2 R,

2.2.2.3. Aminotiyazolden Tiyazol Elde Edilmesi

Tiyazol en iyi olarak 2-aminotiyzol‘ iin diazolandirilmas: iizerinde olusan 2-brom

tiyazoliin indirgenmesinden elde edilr.

N N
/ \ +uNo, +H [\ +Br _Zn-Cu__
W= —— ~ N =
-H,0 S CuS0s/0°C " Crycoon

_’N2
2.2.3. Tiyazollerin Onemi

Tiyazol ve tiirevleri bir ¢gok alanda kullanilan kimyasal madde guruplarindan biridir.
Bunlarin 6nemi daha ¢ok ilag olarak kullanilmalarindan kaynaklanmaktadir [36]. Tiyazol ve
tiirevleri herbisidal, antiinflamat6r, antimikrobiyal ve antibakteriyel aktiviteler gosteris. B,
vitamininde ve koenzim kokarboksilazda tiyazol halkasi mevcuttur [6]. Tiyazol gurubu ihtiva

eden ilaglardan bazilarmn ; siilfatiyazol, siiksinoil siilfatiyazol ve ultraseptil’dir.

2.3. Azo Boyar Maddeleri -

Boyarmaddeleri yapisal olarak siniflandirirken, molekiiliin temel yapisi esas alinabildigi
gibi, molekiilin kromojen ve renk verici Ozellikteki kismi da esas kabul edilebilir.
Boyarmaddeleri sentez ve pratik uygulamalarini g6z 6niine alarak su sekilde kimyasal bir
siniflandirmaya tabi tutabiliriz,

1-Azo boyarmaddeleri

2-Nitro ve nitrozo boyarmaddeleri

L W'ESE BERETIR KURTLD
3-Polimetin boyarmaddeleri Bniag e rr s i REET
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4-Aza[18] annulen boyarmaddeleri
5-Arilmetin boyarmaddeleri
6-Karbonil boyarmaddeleri

7-Kiikiirt boyarmaddeleri.

Organik boyarmadelerin en 6nemli sinifim olusturan azo boyarmaddelerinin sayisi,
diger biitiin simiftaki boyar maddelerin toplam sayisina esittir. Kiipe ve kiikiirt boyarmaddeleri
disinda kullanilan boyar maddelerin yapisinda azo grubuna rastlanir. Bunlar, yapilarindaki
kromofor grup olan azo (-N=N-) grubu ile karekterize edilir. Bu gruptaki azot atomlari, sp2
hibritlesmesi ile karbon atomlarina baglanir. Azo grubuna baglanan karbon atomlarindan biri
aromatik (benzen, naftalen ve tiirevleri) veya heterosiklik halka, digeri ise enollesebilen alifatik
zincire bagh bir grub olabilir. Bu nedenle molekiilde en az bir aril grubu bulunur. Azo
boyarmaddelerini genel olarak su sekilde formiillendirilir : Ar-N=N-R. Burada R: Aril,
heteroaril veya enollagabilen alkildir. Alifatik grup igeren azo boyarmaddelerinin renk siddetleri
diisiiktiir. Renk tonlari genig bir spektruma sahip olup haslik 6zellikleri de degisiktir. Dogal
boyarmaddelerin higbirinde azo grubuna rastlanmaz. Bu sinif boyarmaddelerin hepsi sentetik
olarak elde edilirler. Sentezlerinin sulu ¢ozelti iginde ve basit olarak yapilmasi yaninda,
baslangigc maddelerinin sinirsiz olarak degistirilebilmesi ¢ok sayida azo boyarmaddesinin elde
edilebilmesini miimkiin kilar. Azo boyarmaddelerin elde edilmesinde baslica iki ayri ySntem
uygulanabilir. Bunlardan biri azo grubunun olusturulmasina dayanan, digeri ise iizerinde azo

grubu bulunan bilesiklerle yapilan sentezlerdir.
i) Azo grubunun olugturulmasina dayanan sentez yontemleri:
I-Kenetlenme reaksiyonu
2-Aminlere nitro bilegiklerinin katilmasi
3-Nitro bilesiklerinin indirgenmesi
4-Amino bilesiklerinin oksidasyonu
ii) Azo grubu igeren bilesiklerle yapilan sentez yontemleri:
1-Korunmug amino gruplarinin agilmasi

2-Amino azo bilegiklerinin agillenmesi

3-Fenolik hidroksi gruplarinin agillenmesi veya alkillenmesi
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4-Metal-kompleks olusturulmass

Yukarida verilen yontemlerden en 6nemlisi kenetlenme reaksiyonudur. Bunun disindaki

yontemlere ancak azo kenetlenmesinin yapilamadii durumlarda bagvurulur {5].

2.3.1. Azo Kenctlenmesi

Nitroz asit, yani asitli ortamda nitritler, aromatik aminlerle reaksiyona girerek
diazonyum tuzlarmi olustururlar, “diazolandirma” denilen bu reaksiyonda meydana gelen
diazonyum tuzu bir aromatik aminle veya fenolle kenetleme reaksiyonuna sokuldugunda rengi,
komponentierin cinsine gore degisen, bir azo boyar maddesi husule gelir.

Diazonyum tuzlarini hazirlamak igin en genel ydntem bir aromatik aminin sulu mineral

asitteki ¢ozeltisini diigiik sicaklikta sodyum nitritle etkilestirmektir.

NaNO, + HCl ———> HNO, +NaCl

ArNH, —HCL o ANH,. HCI HNED ArN,"CI + 2 H,0

Diazonyum tuzlari, suda ¢oziiniir, eterde ve diger organik ¢oziiciilerde g¢oziinmezler.
Isitildiklari veya kuru olduklari zaman bozunurlar. Bir diazonyum tuzunun sulu g¢dzeltisinin
hazirlanmasini, yani aromatik primer aminin diazolanmasi islemini kisaca sdyle agiklayabiliriz:
Amin, 2.5-3 (¢ogunlukla 2.2) egsdeger miktarda der. HCI veya der. H,SO, bulunan uygun hacim
suda g¢oziiliir, gerekirse isitilir ve buz banyosunda 0-5 °C’de NaNO,;’in (amine egdeger
miktardan %10 faila) sulu ¢ozeltisi damla damla katilir, 8yle ki katma.bittikten 3-4 dk. sonra
reaksiyon ¢dzeltisinden alinan bir 6rnek KI ‘I nigsasta kagidini maviye boyasin, bu ortamda

HNO; nin asirisimin bulundugunu yani reaksiyonun tamamlandigmi gosterir:
2 HNO, + 2 KI + 2HCI —— > 2KCl +[,+2NO +2H,;0

Coken amin hidrokloriir veya bisiilfat diazolama sirasinda berrak bir ¢6zelti vererek

¢oziintir. Toplu reaksiyon:

ArNH,.HCI + NaNO, +2HClI —> AN,'CI" + NaCl + 2},0 +IClI

. YOS BERETI;
BOIANTASYON ngfrwﬁ
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Asidin O.SI-I esdeger miktarda asirt kullanilmasi ile ortam asitli tutulur ki, bu
diazonyum tuzunun kararlihg: icin gereklidir. Aksi halde, nétral ortamda 6rnegin anilinden
hazirlanan diazonyum tuzu, degismemis anilinle reaksiyona girerek diazoaminoazobenzen verir.

Diazonyum tuzlarini iyi verimle olusturmak igin kullanilan asirt nitr6z asit reaksiyon
sonunda iire veya siilfamik asit ile parcalanabilir. Reaksiyon kabi buz banyosu igine oturtularak
sogutulabilir, fakat reaksiyon isisindan dolay: sicaklik artigini 6nlemek igin igine buz parcalar
da atilabilir.

Kenetlenme isleminde ise diazolandirma sirasinda olusan diazonyum tuzlari bir
elektrofilik stibstitiient olarak hareket eder. Kenetleme bileseni ise niikleofil substrattir.

. 2 . s .
Reaksiyon Sy” mekanizmasina gore isler.

+ +/H °
X +Ar-H —> Ar ———> Ar-X +H-B"
~
X
E H E
i O™ /o)
I iy T gy (- T B
T ."u/-"'/

Diazo kenetlenme reaksiyonunun mekanizmasint bir aromatik siibsititasyon
reaksiyonuna da benzetebiliriz. Burada E, bir elektrofilik katyondur (diazonyum katyonu).
diazonyum iyonlar: oldukg¢a zayif eloktrofilik reaktifler olduklarindan ancak -OH, -NH, -NHR
v.b. gibi elektron-dondr substituentler tagityan aromatik bilesikler ile reaksiyon verirler. Bu tiir
bilesikler kenetleme bileseni olarak kullanilirlar. Reaksiyon sirasinda diazonyum tuzu
diazonyum iyonu halinde ; kenetleme bilegenleri ise fenolat anyonu, enolat anyonu ve serbest
amin geklinde olmalidir. Yani diazonyum katyonunun pozitif yiikiinii vé kenetleme bileseninin
negatif yiikiinii arttiran herhangi bir etken kenetleme reaksiyonunu kolaylastirir. Burada
bazikligi arttirmakla niikleofil substratlarin aktivitesi arttinlir., Bu nedenle kenetleme
reaksiyonlary, hem diazo hem de kenetleme bilesenleri igin bir optimum pH alaninda
yapilmalidir. Bu degerler aromatik aminlerde pH = 4-9, enollerde pH = 7-9 ve fenollerde ise pH
= 9 dur. Kuvvetli bazik ortamlarda ise diazonyumdan diazotat anyonu meydana gelir. Optimal
pH degerleri tampon sistemleri ve alkali ile sabit tutulur. Kuvvetli bazik ortamda reaksiyon
geriye doner. Yukarda da gosterildigi gibi reaksiyon, kenetleme biieseninin para yerinde
meydana gelir. Ciinkil substituentler o- ve p- yerine yonelten gruplardir. Molekiilde para yeri

isgal edilmisse kenetlenme orto- yerinde olur.
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2.3.2. Boyarmaddelerinin Onemi Ve Teknolojide Kullanim Yerleri

Cisimlerin. (kumas, elyaf v.b.) renkli hale getirilmesinde uygulanan maddelere
boyarmadde denir. Boyarmaddelerin sentezi 1800° lii yillara dayanmakta olup, daha sonraki
yillarda boyarmadde endiistrisi hizla ilerleyerek sayisiz madde sentez edilmistir. Bugiin bu
endiistri kolu sinir tanimayacak kadar gelismis durumdadir.

Genellikle teknolojide kullanilan boyarmaddeler elyafi boyayabilme kabiliyetine gore
su sekilde siniflandirilirlar.

a) Bazik (katyonik) Boyarmaddeler: Baglica poliakrilonitril, kismen de yiin ve pamuk
elyafin boyanmasinda kullanilirlar,

b) Asid Boyarmaddeler: Bu boyarmaddeler 6zellikle yiin, ipek, poliamid maddelerinin
boyanmasinda kullanilirlar. A

¢) Reaktit Boyarmaddeleri: Selillozik elyafin boyanmasinda kullanilirlar,

d) Kiipe Boyarmaddeleri: Protein elyafin boyanmasinda kullanilirlar.

e) Metal-Kompleks Boyarmaddeleri: Krom kompleksleri daha ¢ok yiin, poliamid, bakir
kompleksleri ise pamuk ve deri boyacihiginda kullaniliriar.

f) Dispersiyon Boyarmaddeleri : Poliester elyafin boyanmasinda kullanilirlar.

Ayrica kagt, deri, gida sanayisi gibi birgok endiistri dalinda da bu boyarmaddelerden siklikla
faydalanihir [ 5].

Tiim bu teknolojik 6zelliklerinden baska Kimyacilar igin boyarmaddeler, yapilarinda
bulundurduklart kromofor gruplardan dolay1 ayri bir 6neme sahiptir. Renk veren kromofor
gruplar sayesinde yeni sentezlenen kimyasal bilesikler spektrofotometre kullanilarak kolaylikla
karakterize edilebilirler. Boylece degisik Ozellige sahip binlerce boyarmadde kolaylikla
sentezienebilir, Ayrica sentezlenen bu boyarmaddelerden yola g¢ikilarak ¢ok sayida kimyasal

reaksiyonun olusup olugmadigi da kontrol edilebilir.
2.4. Nitritlere Ozgii Kenetlenme Reaksiyonu

Nitréz asit, yani asitli ortamda nitritler, aromatik aminlerle reaksiyona girerek
diazonyum tuzlart yaparlar, ”diazolandirma” denilen bu reaksiyonda meydana gelen diazonyum
tuzu bir aromatik aminle veya fenolle kenetleme reaksiyonuna sokuldugunda rengi,
komponentlerin cinsine gore degisen, bir azo boyar maddesi husule gelir. Nitrit iyonunun
taninmasinda bu reaksiyondan faydalanilir, bu maksatla siilfonilik asit ile a-naftilamin karigimi

olan Griess belirteci kullanilir [13]. Asagidaki denklemlerde goriildiigii iizere, sonug da kirmizi

L. VUKSEXGCRETIRN KURULD

FEITIANTASYON MERKET
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renkli bir azo boyar maddesi meydana gelir. Bu reaksiyondan faydalanilarak nitrit iyonu tayin

edilir.

.
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2.5. Nitrit Tayininin Canhlar i¢in Onemi

Nitrik asidin tuzlarina nitratlar denir. Bunlardan dogada bulunan alkali ve toprak alkali
metallerin nitratlarina (KNO;, NaNO;, Ca(NO;), ) 6zel olarak Giihergile adi verilir. Nitrat
tuzlar1 (baz1 bazik nitratlar hari¢) suda kolaylikla ¢6ziinerek NO;™ iyonunu meydana getirirler.
Nitrat iyonu ise daha sonra degisik sekillerde nitrit (NO, ) ve diger azotlu bilesiklere (N-nitrozo
bilegikleri) doniisiirler.

Nitritlerin, dogal sularda ve atmosferde bulunan organik kirlilikleri belirten 6nemli bir
madde olmas: ayrica insan viicudunda bulunan bazi bilesenlerle reaksiyona girerek oldukg¢a
toksik, kanserojen ve mutajenik olan nitréz aminleri olusturmasi ve buna ilave olarak da kanin
akig1 sirasinda oksihemoglobin’i, methemoglobin’e déniistiirerek, kanda oksijenin tasgimmasina
mani olmasi sebeplerinden dolayi, g¢evre ve gida analizlerinde Srnekte bulunan, nitritin, duyarls
ve spesifik olarak tayini oldukg¢a arzulanan bir durum haline gelmistir.

Nitratlar once nitrite ve daha sonra da kanserojen bir madde olan nitr6z amine
doniigiirler. Ayrica et ve tiirevi sarkiiteri iiriinlerinde (salam, sosis v.b.) koruyucu madde olarak
nitratli bilesenler kullanilmakta olup bu uygulama yavas yavas terk edilme egilimindedir. Yine
de bu tiir firiinleri satin alirken oldukga dikkatli olunmasi gerekmektedir. Ayrica bazi biralarda
bulunan nitr6z amin sindirim sistemi kanserine sebep olabilmektedir. Nitritin baz1 reaksiyon
{iriinlerinin (nitr6z aminlerin) yapilan ¢aligmalar sonucunda kansere yol agtif1 ta 1872°1i yillarda
belirlenmistir. Bu nedenle g¢ok uzun bir siiredir gida maddelerine nitrit katilmasi konusu
tartisiimaktadir. 1981-1997 yillar1 arasinda nitrit ile ilgili olarak yapilan biitiin yaymlar ve
bilimsel ¢alismalar Uluslararas1 Bilim Akademisi tarafindan toplanmis ve su sonuglar ortaya
cikmugtrr.

1) Hayvanlar iizerinde yapilan nitrit ile ilgili ¢aligmalar sonucu bulunan bulgulara gére
nitrit direkt olarak kanser yapici bir madde degildir.

2) Insan viicudunda nitrite dSniisen nitrat ne kanserojendir ne de mutajeniktir.
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3) Nitrit igeren gida maddelerinin insan viicuduna alinmasiyla viicuda giren nitrit veya
nirath bilegenler viicutta kanserojen bir madde olan nitr6z aminlere doniigebilirler.

Nitrik asidin tuzu olan nitratlar ilk olarak toprakta bulunan azotun bitkiler tarafindan
alinmasiyla bitkiye gegerler. Bu nedenle nitratlar biitlin meyvelerin, sebzelerin ve tahil
tiriinlerinin  dogal bilesenleridir. Ispanak ve havug gibi sebzelerin koklerinde ve yesil
yapraklarinda % 85 *den daha fazla bir oranda nitrat bulunur. Bu nitrat insan viicudunda normal
fizyolojik pargalanmalar sonucu nitrite doniigiir. Nitratin bilytik bir boliimii via ekstraksiyonu ile
insan viicudundan temizlenir. Nitratin bir kismu ise tiikiiriik bezlerine tasinarak tiikiiriik ile
birlikte salgilanir ve tiikiiriik bezlerinde bulunan bakteriler tarafindan nitrite indirgenerek
yutkunmayla birlikte mideye taginr.

insan viicuduna igme sularindan da nitrat alinabilir. Canlilarin yapisinda bulunan biitiin
aminoasitler ve aminler azotlu organik bilesikler oldugundan ve ayrica biyolojik metabolizma
sirasinda ara iiriin olarak NH; agiga ¢iktigindan suda organik azot bulunmasi o suyun kisa bir
siire 6nce atik sularla kanigtifinin bir gostergesidir. Sudaki organik azot aerobik bakteriler
vasitasiyla once nitrite (NOy') sonra nitrata (NO5") yiikseltgenir. Kirlenme uzun bir zaman 6nce
olmugsa tamamen nitrata yiikseltgenir. Sularda yiiksek oranda NO; diisiik oranda NH;
bulunmasi Kirlenmenin ¢ok 6nceden oldugunu ggsterir. Hem ig¢me sulari hem de sebze, meyve
ve tahi iiriinleri toprakta bulunan nitrat giibrelerinin (KNOs, NaNO;) kullaniimasindan
etkilenebilmektedir.

NO5, NO; ve NH;' ‘dan olusan ¢oziinmils inorganik azot dogal sularda bulunan
esansiyel besinlerdir. inorganik azot fotoplanktonlarin birincil driinleri oldugundan diinyada
okyanus tabakalarinda NO;” ve NO;™ bol miktarda bulunmaktadir. Okyanus ve denizlerde NOy’
ve NO, ‘nin bol miktarda bulunmasi burada yagayan canh tiirleri igin de son derece 6nem
tagimakta ve olayin boyutunu Cevre Kimyas: ve Su Kimyas: alanlarina da tagtmaktadir.
Nitekim baliklar iizerinde yapilan bir ¢aligma sonucu uzun bir dénem 50 ppm’in {izerinde
nitratla etkilestirilen baliklarda zorlukla soluma, bogularak O6lme ve {ireme, bilyiime
kabiliyetlerinde azalma gibi durumlar ortaya ¢ikmigtir [26].

Amerikan Kanser Dernegi’nin 1996°da U.S.A’da yaptigi ¢aligma neticesinde nitritli
(NOy) bilesenlerinin belirli smirlar igerisinde direkt olarak kanser yapmadigi sonucu
belirlenmis, ancak nitritin ayrigma reaksiyonu ile meydana gelen N-nitrozo bilegiklerinin
sindirim sistemi kanserine yol agtig1 belirlenmisgtir.

Titm bu gelismeler neticesinde nitrit kantitatif olarak tayini oldukga 6nemli bir aragtirma

konusu olmustur.
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2.6. Spektrofotometrik Ydontemle Nitrit Tayini Sirasinda Tayini Bozan Etkenler ve

Bunlarin Giderilme Yollar:

Spektrofotometrik ySntemle nitrit tayini, renkli bir azo boyarmadde olusturulmasi
temeli iizerine kuruldugundan dolayi, bu azo boyar maddenin sentezlenmesini engelleyen
faktorler nitrit tayinini de olumsuz etkiler.

Azo boyarmadde sentezlenmesi sirasinda reaksiyon sisindan dolay: bir sicaklik artigs
olur. Sicaklik 5 C nin iistiine ¢iktiginda ortamda bulunan diazonyum tuzu fenole doniiserek azot
gazi gbzlenir. Bunu 6nlemek igin ya reaksiyon kabi buz-tuz banyosu igine oturtularak sogutulur
veya reaksiyon sirasinda ortama buz pargalar: atilarak ortamin sogutulmasi saglanir.

Nitrit tayinini olumsuz etkileyen bir diger faktor ise ortamda bulunabilecek interferans
yapan iyonlarin etkisidir. Azo boyast olusurken deney sartlari altinda ortamda bulunabilecek
Sb"™, Au™, Bi*Y, Fe™, Pb™, Hg'?, Ag' mevcut ise nitritin tayinini olumsuz etkileyebilirler,
ayrica Cu'? diazonyum tuzunun bozulmasini katalizleyebilir ve nitritin diisiik bulunmasimna yol
acgabilir [23]. Bu ve benzeri iyonlarin etkisini aragtirmak amaciyla literatiirlerde farkl ¢ahgmalar
yaptlmustir.

Barzeger ve ark.[4], 0.10 ppm nitrit tayini izerine gesitli iyonlarm etkisini incelemis ve
ortamda bulunan Na', K, WO,*, NOs, CI, SO, CO57%, S,05™ iyonlart miktarmin 5000 ppm ¢
e kadar nitrit tayinini etkilemedigi sonucunu bulmustur yine PO.*, HSO,, CH;COO iyonlarmin:
4000 ppm ‘e kadar tayini etkilemedigi sonunu bulmustur. Ni**, Mn®™ ve Zn®" igin ise bu degerler
2000 ppm olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismada sadece VO3™ ve 105 igin diigiik ppm (3-5
ppm) de interferans etki gézlenmistir.

Hong Wang ve ark.[35], tarafindan yapilan ¢alismada toleresans limiti %5 lik bir hata
olarak tanimlanmis ve bu sartlar altinda hig bir anyonun tayini etkileyecek kadar interferans etki
yapmadig tespit edilmigtir. Bununla beraber N-iz", Co®, Cu¥, Cd¥, Mg*, Fe” Fe** ve Mn®*
gibi gesitli metal iyonlarnin tayini etkiledigi goriilmils, bu etkiyi bertaraf etmek igin ise bu
iyonlar EDTA ile maskelenmistir.

Bizim yaptiimiz ;ah$mada ise orneklerin icerisinde bulunmasi muhtemel olan
gesitli anyon ve katyonlar EDTA tarafindan maskelendikten sonra, Ornekler nitrit ve
nitrat tayinine tabi tutulmustur. Ayrica EDTA nin tayin iizerine etkisi de ayr bir ¢aligma

ile belirlenmistir.



2.7. Nitritlerin Analiz Yontemleri

Nitrit tayini igin bir ¢ok yontem gelistirilmistir. Nitrit tayini igin geligtirilen
yontemlerden en &nemlisi spektrofotometrik tayin teknigidir. Bu tayin metodu bir aromatik
aminin diazolanmas: ve bir azo boyar maddenin olugmasi temeline dayanir. Bu amagla
stilfanilik asit ile o-naftilamin’in karigimi olan Griess Belirteci’nden faydalamlir. Nitrit iyonu
stilfanalik asit ile diazolandirilir ve o-naftilamin’le reaksiyona sokulur. Reaksiyon sonunda

kirmiz1 renkli bir azo boyar madde olugur.

+
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Daha sonra olusan azo boyarmadde 540 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilir
[14]. Kolorimetrik metotlarda Cr (VI) ve organik ¢oziicii materyalleri gibi girisime yol agan bir
¢ok madde tayin i¢in engel tegkil eder. Nitritteki azo grubunun diger bir dezavantaji ise ortamda
Sb”, Au®, Bi”, Fe™, Pb*?, Hg" ve Ag' iyonlar: bulunduu zaman deney sartlari altinda
¢6kelmenin olabilecedi tehlikesidir [23]. Spektrofotometrik tayin teknigi kullanilarak nitrit
iyonu 10 ppb-1 ppm limitlerinde tayin edilebilir.

Spektroflorimetrik metot ile nitritin tayininde, nitrit iyonu gesitli ayiraglar [2,3-
diaminonaftalin, 2,6-diaminopiridin, rezorsinol, 5-aminoflorosin, benzidin, pridoksil-5-fosfat-2-
piridilhidrazon (3.4-hidroksikumarin) ve triptofan ] ile reaksiyona sokulur. Fakat kullanilan bu
ayrraglarin bir ok dezavantaji vardir. Omegin 5-aminoflorosin kullanildiginda zayif pikler
gozlenir. Benzidin toksiktir ve girigim yapma 6zelligine sahiptir. Nitrit i¢in florosant ayiraglarin
en duyarlisi DAN‘dir. 2,3-diaminonaftalin (DAN) nitrit ile reaksiyona sokularak 1-[H]-
naftotriazol olusturulur. DAN kullanilarak yapilan tayin limiti 0,3 ng/ml‘den daha kiigliktiir
[35].

Nitritin spektroflorimetrik metot ile tayininde en ¢ok kullamlan 5,6-diamino-1,3-
naftalin distilfonik asit ile nitrit, reaksiyona sokularak alkali ortamda oldukga siddetli florosant
bilesigi olan 1-[H]-naftotriazol-6,8-disiilfonik asit olusturulur.

SYCR BEREETY
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Olusan bilesik florosant 6zellik gosterdiginden bir spektroflorimetre (R-F-5000
Spektroflorimetre ) ile tayin edilir. Bu metot sayesinde musluk sularindaki nitritin % 98°i, gol
sularindaki nitritin ise % 102°si giivenilir bir sekilde tayin edilebilir [35].

Sulardaki nitrit tayini igin gelistirilen bir bagka metot ise floresans dedektsrlii HPLC
kullanilarak yapilmistir, bu galigmada 4-hidrazin-7-nitrobenzofurozan ile nitrit mineral asitlerin
varliginda reaksiyona sokularak N-metil-4-amino-7-nitrobenzofurozan olusturulur, Meydana
gelen iiriin floresans spektroskopisi ile asetonitrit iginde 537 nm ve 468 nm ‘de max. dalga
boyu verir. Bu yontemde floresans dedektorlii HPLC ile tayin limitleri, mikroplakali floresans
spektroskopisine gore daha diigiik bulunmustur. lyon kromatografisi (IC) nitrat ve nitrit tayini
igin USEPA tarafindan tavsiye edilen bir metottur. Bu analizle nitrat ve nitrit tayini sirasiyia 20
ppb ve 40 ppb tayin limitiyle 5 dakikadan daha az bir zamanda yapilir. Analitik tayin limiti nitrit
ve nitrat igin sirasiyla 0,42-14 ppm ve 0,36-12 ppm ‘dir. Ornek yiiksek konsantrasyonda CI-
iyonu igefdigi zaman (deniz suyu gibi) CI' iyonu nitrit ile girisim yapar. Nitritin nitrata
oksidasyonu asidik sartlar altinda kolonda yapilir. Cd indirgeme kolonu gibi IC metodu da
yiiksek hacimde atik meydana getirir [8].

Dogal sulardaki nitrit tayini i¢in gelistirilen diger bir mctot ise Capiler Zone
Elektroforez (CZE) metodudur. CZE‘nin NO; tayininde direkt ve indirekt olarak kullanildig
bir ¢ok aragtirma vardir. Amran ve ark.[2], nitrat iyonlarini, pH=3 fosfat tamponunda, 4
dakikadan daha az bir ayirma siiresi ile 200 nm‘de direkt olarak tayin etmislerdir. Ramona ve
ark.[32], elektroosmotik akis ySniinii degistiren Nicepak Of Anion BT ile pH=8 de sodyum
kromat elektrot yaninda 254 nm’de anyonlarin ayrilmasini indirekt tayin metodunu kullanarak
yapmiglardir. Ramona ve arkadaslan, elektroosmotik akis yoniinii iyonlarin akig yoniiyle ayni
yonde hareket ettirmek igin sistemin i¢ine yon degistirici ilave etmiglerdir. Shamsi ve Danielson
[28], bir elektrolitteki anyonlarin, organik asitlerin siilfaktanlarin indirekt potansiyometrik tayini
igin naftalin siifonat kullanmistir. PH=8 de elektroosmotik degistirici DETA (Dietilentriamin)
yaninda borat tamponu kullanilarak nitrit tayin limitini 110 ppb bulmuslardir [23].
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Nitrit tayini igin gelistirilmis olan degisik bir metot ise 15 NOy izotoplarindan
yararlanilarak tayinin yapilmasidir. Bu metotta ¢oziinmiis haldeki 15 N nitrit; 15 NOy
izotopuyla 2,4-dinitrofenilhidrazin’in reaksiyona sokulinast sonucu olusan iiriiniin IR

spektrofotometresi ile tayinine dayanir.

. 15- 15- &+
NH N==N=N N=N=N
\ ~
, NH, 15N0 H* -
-
2
F + O,N NO
0O,N NO, O,N NO, 2 2

Reaksiyon sonucu olugan nitro-siibstitile benzazidler IR spektrumunun 2100 cm

bolgesinde karakteristik azot giftlerine bagh olarak asimetrik bir dublet verir [18].
2.8. Ultraviyole ve Goriiniir Bolge Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Atomlarin birbirine yeterince yaklagmast sonucu molekiller olusurken, enerjileri
birbirine esit veya yakin olan benzer atomik orbitallerin Srtitsmesi ile molekiiler orbitaller
ortaya ¢ikar. Molekiildeki elektronlar da bu molekiiler orbitallere Hund kurallarina gére yerlesir.
Diatomik bir molekiilde, her bir atoa ait bir ¢ift orbitalden bir ¢ifi molekiiler orbital olugur.
Bunlardan birisi, enerjisi atom orbitallerinin enerjisinden daha az olan, dolayisiyla molekiilii
olustugu atomlardan daha kararlt kilan “molekiiler bag orbitali” digeri ise, enerjisi atomik
orbitallerden daha fazla olan “molekiiler kargi bag orbitalidir”, Molekiiler orbitaller ¢ ve =
sembolleri ile gosterilir ve karsi bag orbitalini belirtirken, sembollerin {izerine bir yildiz konur.,
o orbitalinin bagka bir o orbitali ile 5rtilsmesinden o ve 6~ molekiiler orbitalleri olusur. Iki py
orbitalinin Srtiismesi ile de bagka bir ¢ift o ve ¢” orbitali olusurken py ve p.orbitalllerinin kendi
tiirleri ile Srtiigmesi sonucu 7 ve 7 sembolleri ile gosterilen molekiiler orbitailer ortaya gikar.
Molekiillerde ayrica baglanmaya katilmayan serbest elektronlarin yerlestigi orbitallere n orbitali
ad1 verilir. n orbitali bag orbitali olmadi: igin, enerjisi bag orebitllerinin enerjisinden bityiiktiir
ve buna ait bir karsi baé orbitali yoktur.

ikiden fazla atomu olan molekiillerde birgok o, m ve n orbitalleri vardir. Bu orbitallerde
bulunan elektronlar, uygun enerjili fotonlari absorplayarak ¢* ve n° orbitallerine gegerler. Cift
bag iceren alifatik bilesikler ile aromatik bilesiklerde en diigiik enerjili gegis n —>1’ gegisidir ve
bu gegisin enerjisi sistemde konjugasyon artik¢a daha uzun dalgaboylarina kayar. Heteroatom
iceren bilesiklerdg ise en uzun dalgaboylarinda g6zlenen gegisler n_s 7 tiirl gegislerdir. Bu

gecislerin siddeti n -%7“ gegislerine oranla daha azdir. n %n' gegislerine molekiildeki
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konjugasyonun artmasinin etkisi de daha azdir ¢iinkil n orbitalinin enerjisi konjugasyon ile
degigmez. Coziiciiniin apolar bir tiirden polar bir tiire degistiriimesi ile n S n gecislerinin
dalgaboyu daha kiiciik degerlere kayar. n elektronlarinin enerjisinin polar bir ¢oziicii ile
etkilesmesi sonucu azalmasma olan etkiye maviye kayma adi verilir. Apolar bir ¢dziiciiniin
yerine polar bir ¢dziicii kullanildiginda = orbitaline gore daha polar olan ©° orbitalinin enerjisi
de, n orbitalinde oldugu kadar olmasa bile, azalir ve bu nedenle 1 s, = gegisi icin daha biiyiik
dalgaboylu yani daha diisiik enerjili fotonlar gerekir.

Bir molekiiliin absorpsiyon bandinin daha uzun dalgaboylarina kaymasina kirmiziya
kayma veya botokromotik etki, daha klsa‘ dalgaboylarina kaymasina maviye kayma veya
hipsokromik etki ad1 verilir. Absorpsiyon bandinin giddetinin azalmas: hipokromik etki, artmasi
ise hiperkromik etki olarak tanimlanir. Bir bilesigin absorplayabilecegi bir foton ile etkilesmesi
sonucu absorpsiyon olaymin mutlaka gergeklesmesi gerekmez. Bazi gegislerin olasihg kiigiik

oldugundan bunlara ait bantlarin siddeti de azdir. Ornegin ketonlardaki 300 nm civarindaki n

' bandi ile benzenin 250 nm yakinlarindaki bandinin siddeti ok azdir. Bir bandin absorpsiyon
siddeti, o bandin dalgaboyu maksimumundaki € degeri ile belirlenir. Molar absorpsiyon

katsayisinin degeri s6z konusu gegisin olasihgi arttikga artar.

Organik molekiillerde ->C-C<- tiirii kromoforlarda o __5, o gegisi, >C=0 tiirii
kromoforlarda © _, 7 ven - n gegisleri, >C=C<tiirii kromoforlarda yine © N T gegisi,
-N<, -O- ve -S- Liirli kromoforlarda ise n —> ¢ gegisi s6z konusudur.

Molekiillerde UV ve goriiniir bolgede 15181n absorpsiyonu ile bir elektron daha yiiksek
enerjili bir orbitale gectigi i¢in bu bolgedeki spektroskopi dalina elektronik spektroskopi de
denilir. Elektronik gegis ile birlikte ayrica titresim ve donme enerji diizeyleri arasindaki
gecislerde oldugundan, molekiillerde absorpsiyon hatti yerine absorpsiyon bantlari gozlenir.
Herhangi bir molekiilde, belli bir dalgaboyu aralifindaki igigin absorpsiyonundan sorumlu olan
fonksiyonel gruba kromofor grup, 15181 absorplamadifi halde kromofor gruplarin absorpladikiar
is1gin dalgaboyunu daha bilyiik degerlere kaydiran ve absorpsiyon katsayisini arttiran gruplara
ise, okzokrom grup adi verilir. Aslinda okzokrom grup olarak adlandinlan gruplar, 15181
absorplayan kromofor grubun elektron yogunlugunu dergistirdiklerinden, bunlarin 15181

kromofor grup ile birlikte absorpladiklar: diigtiniilmelidir.
2.8.1. UV ve Gdriiniir Bolge Absorpsiyon Spektrofotometreleri
Maddenin 15181 absorplamasini incelemek igin kullanilan diizenege absorpsiyon

spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi verilir. Bir spektrofotometre diizenegi

sekil 2.1.> de gorildigiu gibi baslica, 151k kaynagi, dalgaboyu segicisi, 6rnek kabi ve
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dedekttrden olusur. Dedektorde elektrik sinyaline gevrilen optik sinyal, bir kaydedici veya

galvanometre ile dlgiiliir.

sk Dalgaboyu Ornek Kabi Dedektor
Kaynagt | Segicisi LS N

Sekil 2.1. Bir Spektrofotometrenin Temel Bilesenleri

Ana bilesenlere ek olarak spektrofotometrelerde 15181 toplamak, odaklamak, yansitmak,
iki demete bolmek ve ornek tizerine belli bir siddette gondermek amaciyla mercekler, aynalar,
1s1k béliiciileri, ve giris ve ¢ikis araliklar: vardir. Ornek ise, kullanilan dalgaboyu bolgesinde

15181 gegiren maddeden yapilmig 6rnek kaplarina konularak 151k yoluna yerlestirilir.

2.8.1.1. Isik Kaynaklan

UV ve goriiniir bolgede D,, W, H, ve Xe gibi siirekli 151k kaynaklar kullanilir.
Ultraviyole bdlgede en ¢ok kullanilan lambalar, hidrojen ve doteryum elektriksel bosalim
lambalaridir. Bu lambalar, 180 nm ile 380 nm arasinda isik yayar. UV ve goriiniir bdlgenin
tiimiinde (150 nm-720 nm) kullanilabilecek bir baska siddetli ve siirekli 151k kaynagi, Xe ark

lambasidir.
2.8.1.2. Dedektorler

Maddenin 15131 absorplayip absorplamadiini anlamak i¢in, 151k kaynagindan gelen
1gigin giddetinin 6lgtilmesi amaciyla kullanilan bilesene dedektdr adi verilir. UV ve goriiniir
bolgede kullanilabilen ii¢ tiir dedektor vardir. Fotovoltaik dedektorierde 151k absorpsiyonu ile
iletkenlik bandina ¢ikanlan elektronlar, 1sik siddeti ile orantil bir elektrik akimi olugturur.
Fototilp adimi alan ikinci "tir dedektorler de ise alkali metal oksit filmlerden yapilmig
fotokatotlar {lzerine dilsen fotonlar bu yiizeyden elektron koparir ve elektronlar bir anotta
toplanarak elektrik akimma g¢evrilir. Fotogogaltici tiip olarak adlandinlan {igiincii tip
dedektorlerde ise, fotokatot ylizeyinden foton garpmast ile firlatilan elektronlar dinot denilen
yiizeylere dogru elektriksel alanda hizlandirilir ve dinoda ¢arpan her bir elektron, dinot
yiizeyinden 3-5 elektron daha koparir. Bdylece sayilari giderek artan elektronlar en sonunda

bir anotta toplanarak elektrik akimina gevrilir.

BOSUMANIASYUR Gapusidd
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2.8.1.3. Monokromatorler

Absorbansin dlgiilmesi sirasinda, 151k kaynagindan gelen polikromatik igiktan tek bir
dalga boyunda 151k segilerek Srnege gonderilir. Polikromatik 1giktan monokromatik 151k elde
edilmesini gergeklestiren diizenege monokromatdr adi verilir. UV -ve goriiniir bdligede,

monokromator olarak prizmalar kullanilir.
2.8.2. Analitik Uygulamalan

Cesitli kromoforlarin absorbsiyon bantlarinin birbiri ile 6rtiismesi ve absorpsiyon
bantlarinin  genellikle olduk¢a genis olmasi nedeni ile, ultrviyole ve goriiniir bolge
spektroskopisi ile nitel analiz pek yapilamaz. Fakat bu y6ntem nicel analiz i¢in ¢ok uygundur.
Bir maddenin nicel analizinin yapilacag: dalga boyu ve kullanilacak c;éziiciiyﬁ kararlastirmak
igin, oOrnegin absorpsiyon spektrumunu bilmek gerekir. Spektrum incelenerek Beer-Lambert
esitliine uyulan ve maksimum absorbans veren bir dalgaboyu segilir. Cozeltide analizi
yapilacak tiirden bagka tiirlerde bulunuyorsa, bunlarin 15181 absorplamadiklari dalgaboyularinin
segilmesine 6zen gosterilir. Coziiciiniin ve gozeltide bulunan bagka tiirlerin 15131 absorplamadig;,
Beer-Lambert esitligine uyuldugu ve nicel analizin en duyarli bir bigimde yapilabilecegi
dalgaboyu degeri saptandiktan sonra analizi yapilacak maddeyi i¢eren ve derigimleri bilinen bir
dizi standart ¢6zelti ile bu dalgaboyunda A degerleri Slgiiliir. A degerleri, standart ¢ozeltilerin
bilinen degerlerine kars1 grafife gecirilir. Bu dogruya kalibrasyon veya ¢aligma dogrusu adi
verilir. Nicel analiz ¢aligma dogrusunun dogrusal oldugu bélgede yapilir. Derisimi bilinmeyen

ornegin A degeri 6lgiiliir ve galisma dogrusunda bu degere karsi gelen deger saptanir [37].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arac ve Geregler

Calismanin itk asamasinda sentezlenen azo boyar maddesinin karekterizasyonu
esnasinda kullamlan cihazlar : IR spektrumlari igin; Mattson 1000 FT-IR Spectrometer, NMR
spektrumlan igin; 90 MHz Jeol FT-NMR, elementel analiz igin; CMD 750 WPA, max
absorbsiyon yaptigi dalga boyu tespiti igin; Pharmacia LKB-Ulraspec III. UV
spektrofotometresi cihazi kullanildi. Calismanin ikinci asamasi olan, nitrit tayin igin gerekli
optimal sartlarin belirlenmesi ve drneklerdeki nitrit miktarlarinin tespiti i¢in kullanilan cihazlar;
Pharmacia LKB-Ulraspec Ill. UV spektrofotometresi, pH &lgiim ve ayarlamasi igin; pH kagidi
ve pH metre, tartim islemleri i¢in; Gec Evey marka elektronik terazi, Kurutma islemleri igin;
Electro-Mag marka OVIGOC-EL model etiiv, karigtirma ve ¢oktiirme islemleri i¢in; manyetik
kanigtirici, sogutma islemleri igin; buz-tuz banyosu kullanildi. Ayrica c¢aligma sirasinda
degisik bityiikliik ve ebatia; pipet, beher, meziir, balon joje, ekstrasyon balonu, ayirma hunisi

vb. cam malzemeler ile mavi band siizgeg¢ kagidi kullanildi.
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada azo boyar maddesinin sentezi igin, Firat Universitesi Kimya Béliimiinde
Cukurovali ve ark.10], tarafindan sentezlenen 4-(l1-metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-
aminotiyazol kulanildi. Caligma esnasinda N-N-dimetil anilin (Merck), Sodyum hidroksit
(Merck), Sodyum asetat (Merck), Siilfiirik Asit (%98, Merck), buzlu Asetik asit (Merck ),
EDTA (Merck), ticari alkol ve bidestile deiyonize su kullanildi. Kullamlan biitiin kimyasallar
analitik saflikta olup, ¢dziicll olarak spektroskopik saflikta Kloroform (Merck) kullanildi.

Ayrica standart metot olarak da Griess belirtecinden faydalanildi.

3.2.1. Azo Boyar Maddenin Sentezinde Kullanilan Reaktiflerin Hazirlanmasi

Diazolanma Bileseni: Diazolanma bileseni olarak 1.4 mmol 4-(1-metil-1-mezitil siklobiitan-3-
il)-2-aminotiyazol kulanildi. 0.4 gr 4-(1-metil-1-aril siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol, buzlu

asetik asit i¢inde hafif 1sitilarak ¢oziildu.

Kenetleme Bileseni: Kenetleme bilegeni olarak 1.4 mmol sivi N-N-dimetil anilin kullanildi.
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Nitrozil Siilfiirik Asit Cozeltisi: (0.097 gr, 1.4 mmol ) Sodyum nitrit, derigik siilftirik aside (1.5

ml) ilave edildi. 70°C ’ye isitilarak iyice ¢oziinene kadar karistirtldi ve O * C ye sogutuldu.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi: (24 gr) Sodyum hidroksit, 100 mi‘lik bolon joje igerisinde bir
miktar bidestile deiyonize su ile ¢oziildii. 100 ml‘ye tamamlanarak % 24¢liik sodyum hidroksit

stok ¢tzeltisi hazirland:.
3.2.2. Nitit Tayininde Kullamlan Reaktiflerin Hazirlanmasi

0.03 M 4-(1-metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol Stok Cdzeltisi: (0.0429 gr) 4-(1-
metil-1-aril siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol, 50 ml’lik balonjoje igerisinde bir miktar (%70)

asetik asit ile iyice ¢oziilerek, 50 ml ye tamamlandi.

0,03 M N-N-dimetil Anilin Stok Cozeltisi: (0.191 ml) N-N-dimetil anilin, 50 ml’lik balonjoje

igerisinde bir miktar (%70) asetik asit ile iyice ¢6ziilerek, 50 ml ye tamamlandi.

Sodyum Ilidroksit Cézeltisi: (24 gr ) Sodyum hidroksit, 100 mli‘lik bolon joje igerisinde bir
miktar bidestile deiyonize su ile ¢dziildii. 100 ml‘ye tamamlanarak % 24°liik sodyum hidroksit

stok ¢ozeltisi hazirlandi.

EDTA Stok Cozeltisi: (I gr) EDTA, 100 mi‘lik bolon joje igerisinde bir miktar bidestile
deiyonize su ile ¢dziildil. 100 ml¢ ye tamamlanarak % 1 lik EDTA stok ¢dzeltisi hazirlandi.

Standart Nitrit Cozeltisi (1000 mg. L™): (0.150 gr) Sodyum nitrit 100 ml‘lik bolon joje
igerisinde bir miktar bidestile deiyonize su ile goziilerek 100 ml‘ye tamamland:. Ortamdaki
nitrdz asidin serbest kalmasimi onlemek icin ortama sodyum hidroksit peledi ilave edildi.
Bakterilerin bilytimesini engellemek igin spektroskopik saflikta 1 ml kloroform ilave edilerek
sogukda karanlik bir ortamda muhafaza edildi. Calisma sirasinda giinliik olarak stok nitrit

¢6zeltisinden; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8;1 ve 10 (mg.\L") ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi.
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3.2.3. Orneklerin Analize Hazirlanmas

Tayini yapilacak su Orneklerinin (musluk suyu, Karagali suyu, vb.) i¢ine ortamdaki
nitroéz asidin serbest kalmasint 6nlemek ig¢in sodyum hidroksit peledi ilave edildi. Bakterilerin
bilyiimesini engellemek igin ise de spektroskopik saflikta 1ml kloroform ilave edilerek soguk da
karanlik bir ortamda muhafaza edildi. Ornekler analiz edilmeden 6nce mavi band siizgeg

kagidindan gegirilerek kolloidal safsizhiklardan arindirilds.
3.3. Deneysel Kisin

iki asamali olarak planlanan bu g¢alismanin ilk asamasinda, azo boyar madde
sentezlendi, saflaguirildi ve karekterize edildi. Ikinci asamada ise nitrit tayini igin gerekli optimal

sartlar belirlenerek 6rneklerdeki nitrit miktarlars tayin edildi.
3.3.1. Azo Boyar hladdenin Sentezi

0.4 gr 4-(1-metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol (1,4mmol), 10 ml glasiyel
asetik asit igerisinde hafif isitilarak ¢oziildii. Uzerine 2.5 ml derisik siilfiirik asit ilave edilerek
iyice karigtinildi ve oda sicakliina sogutuldu. Hazirlanan bu ¢ozelti, buz-tuz banyosu igerisinde
nitrozil siilfiirik asit ¢6zeltisinden damla damla ilave edilerek 2 saat boyunca diazolanmasi igin
bir manyetik karistirici lizerinde 0°C‘de karigtirildi. Diazolama iglemi sirasinda ortamin sicakligi
bir termometre ile siirekli kontrol edilerek 0° yi gegcmemesi temin edildi. Olusan sarimsi renge
sahip diazonyum tuzunun iizerine buz-tuz banyosu igerisinde 0.178 m! N,N-dimetil anilin ilave
edilerek bu islemden hemen sonra pH % 24’litk sodyum hidroksit ve sodyum asetat ile 2’ye
ayarlandi. Bu sirada sicakhigin 0° yi gecmemesine dikkat edildi. Kenetlenme reaksiyonunun
tamamlanmasi igin | gece sogukda karigtirildi. Olugan kirmizi renkteki azo boyar maddesi mavi
band siizges kagidiyla siiziilerek 1lik ve soguk saf su ile yikandi.Yikama islemi safsizhikiar
gidene kadar devam ettirildi. Daha sonra oda sicaklifinda kendi halinde kurutuldu. Verim % 91.

Uriintin elde reaksiyonu Sema 3.1°de verildi.
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Sema 3.1. Azo Boyar Maddenin Elde Edilme Reaksiyonu
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3.3.2. Nitrit Tayini i¢in Optimal Sartlarm Belirlenmesi

3.3.2.1. Nitrit Tayini I¢in pH’1n Etkisinin Belirlenmesi

1000 ppm‘lik stok nitrit ¢6zeltisinden, 10 ppm’lik (50 ml) nitrit ¢ozeltileri hazirlandi.
Daha sonra 0.03 M 4-(1-metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol stok ¢6zeltisinden ve
derisik siilfiirik asitten 1’er ml ilave edilerek diazolanmasi igin 2 dk. iyice ¢alkalandi. Bu
karigimmin igine 0,03 M N,N-dimetil anilin stok g¢6zeltisinden | ml! ilave edilerek, zaman
gegirmeden % 24’likk sodyum hidroksit ¢6zeltisi ile pH: 2 ye ayarlandi. Kenetlenme igin 15 dk.
beklenildi. Daha sonra bir ekstraksiyon balonu igerisinde toplam 20 ml kloroform ile 4 kez
ekstrakte edilerek, alttaki faz (kloroformda ¢6ziinen kirmizi renkli kisim) bir beher iginde
toplandi. Ayni iglemler pH: 4; pH: 6; pH: 8; pH: 10; pH: 12 i¢inde tekrarlandi. Ayrica igerisinde
nitrit bulunmayan saf su (50 ml) iginde ayni islemler yapilarak kér hazirlandi. UV cihazi A max:
482 nm de kore karsi ayarlanarak, farkli pH larda elde edilen boya ¢ozeltilerinin absorbans
degerleri belirlendi. Farkli pl{’lara karsi bulunan absorbans degerleri grafige gegirildi. Grafik
Sekil 4.4. de verildi.

WSMJ@H BLRRERS
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3.3.2.2. Nitrit Tayini icin Zaman’in Etkisinin Belirlenmesi

1000 ppm ‘lik stok nitrit ¢dzeltisinden, 10 ppm’lik (50 ml) 5 ayn nitrit ¢ozeltisi
hazirlandi. Daha sonra ¢dzeltilerin her birinin igerisine 0.03 M 4-(1-metil-1-mezitil siklobiitan-
3-il)-2-aminotiyazol stok ¢ozeltisinden ve derisik siilfiirik asitten 1’er ml ilave edilerek
diazolanma igin 2 dk. iyice galkalandi. Bu karisimlarin igine 0,03 M N,N-dimetil anilin stok
¢6zeltisinden 1’er ml ilave edilerek, zaman gegirmeden % 24’liikk sodyum hidroksit ¢dzeltisi ile
pH: 2 ye ayarlandi. Kenetlenme igin 2.5 dk; 5 dk; 10 dk; 15 dk; 20 dk. olacak sekilde beklenildi.
Daha sonra kenetlenme zamanlari farkli olan bu 5 ayri boya karigimimin her biri, bir
ekstraksiyon balonu igerisinde toplam 20 ml kloroform ile 4 kez ekstrakte edilerek bir beher

iginde toplandi. Ayrica igerisinde nitrit bulunmayan saf su (50 ml) iginde ayni iglemler yapilarak

kor hazirlandi. UV cihazi A max : 482 nm de kore kars: ayarlanarak, farkhh zamanlarda elde

edilen boya ¢Ozeltilerinin absorbans degerleri belirlendi. Farkli Zaman’a kargi bulunan

absorbans degerleri grafige gegirildi. Grafik Sekil 4.5 de verildi.
3.3.2.3. Nitrit Tayini I¢in Reaktif Miktar1 Etkisinin Belirlenmesi

Nitrit tayini esnasinda ilave edilecek reaktif miktarinin belirlenmesi amaciyla 10 ppm
(50 ml) olacak sekilde 6 ayri nitrit ¢dzeltisi hazirlandi. Bunlarin iizerine diazolama sirasinda
ilave edilen asit miktarlari (1 ml derisik siilfiirik asit) ayn1 kalmak sartiyla, 0.03 M 4-(1-metil-1-
mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol ve 0.03 M N,N-dimetil anilin stok ¢ozeltilerinden 0.3
ml; 0.6 ml; 0.9 ml; | ml; 1.5 ml; 2 ml olacak sekilde ilave edilerek, kenetlenme igin 15 dk.
beklenildi. Daha sonra ekstraksiyon balaonu igerisinde toplam 20 ml kloroform ile 4 kez
ekstrakte edilerek, alttaki fazlar (kloroférmda ¢oziinen kirmizt renkli kisimlar) 6 ayri beher
iginde toplandi. UV cihaz1 A max :482 nm de kore karsi ayarlanarak, farkli-reaktif miktarlarinda
elde edilen boya gozeltilerinin absorbans degerleri belirlendi. Reaktif miktarmna karst bulunan

absorbans degerleri grafige gecirildi. Grafik Sekil 4.6. da verildi.
3.3.2.4. Nitrit Tayinini Bozan iyonlarin EDTA ile Giderilmesi

1000 ppm ‘lik stok nitrit ¢dzeltisinden, 10 ppm’lik (50 ml) iki ayri nitrit gozeltisi
hazirlandi. Birinci ¢6zeltinin igine %1’lik EDTA ¢dzeltisinden 1 mi ilave edilip iyice karigmasi
saglanirken, Ikinci nitrit ¢6zeltisinin i¢ine EDTA ilave edilmedi. Daha sonra her iki ¢dzeltinin
icine de diazolama ve kenetleme igin gerekli olan reaktiflerden (0.03 M 4-(1-metil-1-mezitil

siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol, 0.03 M N,N-dimetil anilin, derigik siilfiirik asit) 1’er ml ilave
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edilerek iyice karigmasi saglandi. Kenetlenme igin 15 dk. beklendikten sonra kloroform ile
ekstrakte edilerek azo boyanin ayrilmasi saglandi. 50 ml’lik i¢erisinde nitrit bulunmayan saf su
orneginin de icerisine %! EDTA ¢ozeltisinden ve reaktiflerden ilave edilerek kér hazirland.
UV cihazi Amax: 482 nm de kore kars: ayarlanarak, EDTA ilave edilen ve edilmeyen iki ayri

¢ozelti i¢in elde edilen boya ¢dzeltilerinin absorbans degerleri bulundu.
3.3.3. Su Orneklerindeki Nitrit Miktarlarinin Tayini
3.3.3.1. Tayinin Yapilisi

Su 6rneklerindeki nitrit miktarlarini tayin edebilmek amactyla ; 1000 ppm stok nitrit
¢ozeltisinden, konsantrasyonu 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; | ppm olacak sekilde standart nitrit ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu ¢6zeltilerin her biri, igine % 1 EDTA (I ml); 0.03 M 4-(1-metil-1-mezitil
siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol (1 ml); derisik siilfiirik asit (1 ml) ; 0.03 M N-N-dimetil anilin
(1 ml) ve pH :2 olacak sekilde % 24’lilk sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek, iyice
karistirildi. Diazolanma ve kenetlenme reaksiyonunun gergeklesmesi igin 15 dk. beklendikten
sonra, olusan azo boya ekstraksiyon balonu iginde toplam 20 ml kloroform ile 4 kez ekstrakte
edilerek ayrildi. Ayni iglemler kor igin de uygulandi. Daha sonra UV cihaz1 482 nm de kére
karsi ayarlanarak, konsantrasyonu farkli nitrit ¢Szeltileri igin absorbans degerleri bulundu.
Sonuglar Tablo 4.8. de verildi.

Analizi yapilacak farkh su 6rnekleri (musluk suyu, Karagali suyu, vb.) gerekli 6n
hazirlik islemlerinden gegirildi. Daha sonra her bir su 6rneginden 50 ml alinarak igine 0,4 ppm
nitrit ¢dzeltisinden 1’er ml ilave edildi ve iyice karigmasi saglandi. Diazolanma ve kenetlenme
reaksiyonlarinin gergeklesmesi icin yukarida anlatilan iglemler aynen tekrarlandi. Elde edilen
boya g¢b6zeltilerinin absorbans degerleri aletten okunarak, konsantrasyonlari, standart nitrit
¢ozeltilerinin  konsantrasyona kargi absorbans degerlerinden faydalanilarak, hesaplandi.

Sonuglar Tablo 4.8. da verildi.
3.3.3.2. Griess Metodu Kullamilarak Orneklerdeki Nitrit Tayini

Bu amagla tayini yapilacak su rneklerine standart metot olan Griess Metodu uygulandi.

Elde edilen nitrit degerleri uygulanan metot ile karsilagtirildi. Sonuglar Tablo 4.10. de verildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Azo Boyar Maddenin Karekterizasyonu

HaC
R

N
A\
\CH3

R: Mezitil

(4-(1-Metil-1-mezitil siklobutan-3-il)-2-(p-N,N-dimetilazobenzen)-1,3-tiyazol)

SV,
N-N-Dimetit anilin

2

4-(1-Metil-1-mezitil sikiobutan-3y!)-2-amin

B

4-(3-Metil-3-mezitiisikiobuta-2yl)-2-(p-N,N-dimetllazobenzen)-1,3-tiyazol
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Sekil 4.1, Azo boyar maddenin IR spektrumu (KBr)
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Tablo 4.1. Azo boyar maddenin IR spektrumu degerlendirmesi

Pik Bolgesi (cm™)

Titresim Tiirti

2960-3000
2923-2854
1606
1518
1485
1445
1311
1144

Alifatik C-H Gerilme Titregimi

Aromatik C-H Gerilme Titresimi

Tiyazol halkasindaki -C=N- Gerilme Titresimi
Alifatik C-H Egilme Titresimi

Zayf -N=N gerilme titresimi

Aromatik C-H Egilme Titresimi

C=C Cift Bag Egilme Titregimi

S-C Gerilme Titregimi

l . .

. " ]

K

Sekil 4.2. Azo boyar maddenin 'H-NMR spektrumu (CDCl;-TMS’ de)

Tablo 4.2. Azo boyar maddenin 'H-NMR spektrumu degerlendirmesi

Sinyal Bélgesi (ppim)

Sinyal Tiirii

6.76
3.53
3.12
2.57
2.12
1.59

Aromatik C-H protonlari
Siklobiitan ipso protonu

Azota bagli metil protonlari
Siklobiitan CH, protonlari

Mezitil de bulunan metil protonlair

Siklobiitana bagli metil protonu
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Tablo 4.3. Azo boyar maddenin Elementel Analiz Sonuglar
()C (H )N %)S )0
Teorik Degerler 71.7 7.17 13.3 7.66 -
Analiz Sonuglar 69.8 6.97 134 6.92 -

=T 778 725 .. 674 Eﬁa 378 ....528_ ....478. .. 425 . ..

Sekil 4.3. Azo boyar maddenin UV-VIS Spektrumu (. max: 482 nm) (1x10™ M kloroformda)

4.2, Nitrit Tayinine pH’in Ekisi

3.3.2.1.” de anlatilan deneysel islemler sonucunda pH: 2 de en yiiksek absorbans 0.752

tespit edildi.

Tablo 4.4, Nitrit Tayinine pH’win Ekisi

pH Absorbans

2.0 0.752

4.0 0.291

6.0 0.221

8.0 0.143 e, £ KUEDLY
10 0.189 N EOEORIANTASYON pEERKEZS
12 0217
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0,80
0,70
0,60
0,50

0,40 .
0,30
0,20
0,10 -
0,00 |~ - e e , e ey R

Absorbans

I R

pH

Sekil 4.4, Nitrit Tayinine pH’in Ekisi

4.3. Nitrit Tayinine Zamamin Etkisi

3.3.2.2. ’de anlatilan deneysel islemler sonucunda kenetlenme reaksiyonunda en iyi

sonug reaksiyon 15 dk. siirdiiriildiigiinde elde edildi.

Tablo 4.5. Nitrit Tayinine Zamanin Etkisi

Zaman (dk.) Absorbans

2.5 0.299
5.0 0.394
10 0.432
15 0.668
20 0.440
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020 |
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0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Absorbans

Zaman (dk)

Sekil 4.5. Nitrit Tayinine Zamanin Etkisi
4.4. Nitrit Tayinine Reaktif Miktarimn Etkisi
3.3.2.3.” de anlatilan deneysel islemler sonucunda reaktif miktar1 1.5 ml olarak belirlendi.

Tablo 4.6. Nitrit Tayinine Reaktif Miktarinin Etkisi

Reaktif Miktari (im)) Absorbans

0.3 0.060
0.6 0.261
0.9 0.269
1.0 0.568
1.5 0.707
2.0 0.643
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Sekil 4.6. Nitrit Tayinine Reaktif Miktarinin Etkisi

4.8, Nitrit Tayinine EDTA’mn Etkisi

3.3.2.4 de anlatilan deneysel islemler sonucunda EDTA ilave edilerek elde edilen azo
boyar maddenin absorbansinin, ilave edilmeden gergeklestirilen azo boyarmadde den daha
yiiksek oldugu belirlendi. Bu degerler, EDTA ilave edilerek: 0.598; EDTA ilave edilmeden:
0.326

4.6. Su Orneklerinde Bulunan Nitrit Miktarlar
Tayini yapilacak su drnekleri 3.2.3.’de anlatilan 6n hazirlik iglemlerinden gegirildikten
sonra, 3.3.3.1.°de anlatilan islemlere tabi tutuldu. Orneklerdeki nitrit miktarlari (mg/L)

cinsinden hesaplandi.

Tablo 4.7. Standart Nitrit Cozeltilerinde Konsantrasyona Karsi Bulunan Absorbans Degerleri

NOy Konsantrasyon (mg/L) Absorbans

0.2 0.045
0.4 0.093
0.6 0.145
0.8 0.180

1.0 0.230

‘i 2 K bMMm,fh.Lﬁ”‘m KURILIY
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0,25 T
y = 0,2285x + 0,0015
0,2 1 R? = 0,9969
£ 0,15 A
€
g
£ 01
0,05 l
0 T D T —T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Nitrit konsantrasyonu (mg/L)

1,2

Sekil 4.7. Standart Nitrit Cozeltileri I¢in Konsantrasyon-Absorbans Kalibrasyon Grafigi

Sekil 4.7 de elde edilen dogru denkleminde;

y =0,2285x + 0,0015

y’ yerine Ornekte bulunan absorbans degerleri konuldugunda, numunedeki toplam NO,

konsantrasyonu elde edilmigtir.

Tablo 4.8. Su Orneklerinde Bulunan Nitrit Miktarlar1

Ornek Ilave Edilen Absorbans Toplam NO,” Numunede Bulunan
NO," (mg/L) (mg/L) NO;" (mg/L)

Musluk Suyu 0.4 0.119+£0.0015 0.516+£0.007 0.116+0.007

Karagalt Suyu 04 0.099+0.0025 0.428+0.011 0,028+0.011

4.7. Standart Metotla Orneklerdeki Nitrit Miktarlarinin Tespiti

Gries belirteci kullanilarak su 6rneklerindeki (Musluk suyu, karagali suyu) nitrit

miktarlar tespit edildi. Sonuglar tablo 4.10. de verildi.
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Tablo 4.9. Standart Gries Metoduyla Konsantrasyona Karg: Bulunan Absorbans Degerleri

Konsantrasyon (mg/L.) Absorbans

0.1 0.020
0.2 0.037
0.4 0.066
0.6 0.110
0.8 0.143
1.0 0.186
0,2
0,18 y =0,1838x - 0,0013
0,16

R? = 0,9966

Absorbans
o

0 L ¥ T T T T
0 0,2 0,4 0.6 0,8 1 1,2

Nitrit konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 4.8. Standart Gries Metodu Igin Elde Edilen Caligma Egrisi

Sekil 4.8. de elde edilen dogru denkleminde;

y=0,1838x~0,0013

y’ yerine &rnekte bulunan absorbans degerleri konuldugunda, numunedeki NO,™ konsantrasyonu
elde edilmistir.

Tablo 4.10. Standart Gries Metodu Kullanilarak Orneklerde Bulunan Nitrit Miktarlar1
Ornek Absorbans Nitrit Miktar1
Musluk Suyu 0.020+0.00170  0.116+0.0038
Karagali Cesme Suyu 0.004+0.00060  0.029+0.0020
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5. TARTISMA

Su kirliligi i¢in olduk¢a 6nemli olan nitrit, sularda azot igeren organik maddenin
biyodegredasyonu sonucu olusur. Canh organizmaya alinan nitrit, bazi bilesenlerle reaksiyona
girip oldukga toksik, kanserojen ve mutajenik olan nitrdzaminlere doniigiir. Suda organik
kirliligin bir belirtisi olan azot, nitrat ve nitrit formlarinda bulunur. Ortamda yeteri kadar oksijen
mevcutsa nitrit nitrata yilkseltgenir ve nitrit miktar1 azalir. Yetersiz oksijen varliinda ise nitrit
miktar1 artar. Toksik ve kanserojen &zellife sahip nitrit iz miktarda bile olsa belirlenmesi
olduk¢a 6nemlidir. Nitrit miktarinin belirlenmesi igin birgok metod ve yontem gelistirilmigtir.
Bunlardan en gok kullantlan ve uygulanani spektrofotometrik yontemle diazolama sonucu nitrit
miktarimin belirlenmesidir. Diazolama igin farkli amin igeren gruplar kullanidnustir, Bunlar
Tablo 1.’ de verilmistir.

Bu aragtirmada sulardaki nitrit miktarinin belirlenmesi i¢in daha 6nce Cukurovali ve
ark.[10], tarafindan sentezlenen 4-(1-metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol
kullamildi. Iki asmada gerceklestirilen ¢alismada, ilk olarak Sema 3.1°de verilen azo
boyar madde sentezlendi. Elde edilen triiniin verimi %91 olarak hesaplanmistir. Ele
edilen driiniin karakterizasyonu igin FT-IR, '"H-NMR ve Elementel Analiz yontemleri
uygulandi. Elde edilen sonuglar; Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Tablo 4.3’ de verilmigtir. Bu
sonuglara gore IR spektrumunda, 3285 ve 3310 cm” deki v(-NH,) piklerinin
kaybolmasi v(-N=N-) yapisinin olustugunu gostermektedir. v(—N=N-) yapisinin
olugtugunu Sekil 4.1 deki IR spektrumunda 1485 cm™ deki zayf pik de
desteklemektedir. Azo boyar maddenin IR spektrum deferlendirilmesi Tablo 1.” de
verilmistir.

Sentezlenen azo boyar maddenin 'H-NMR spektrum (CDCl3-TMS’ de)
degerlendirilmesi Tablo 4.2° de verilmigtir. Bu degerlere gére yapidaki proton sayilar
ile spektrumdan elde edilen integral hesaplandiginda elde edilen proton sayilar
uygunluk gdstermigtir. Yapin olustugunu ise ¢ikis maddesinde var olan tiyazol
halkasindaki 5.44 o(ppm) da goriillen -NH; piklerinin kaybolmas: ile anlaglabilir.
Elementel Analiz sonuglart degerlendirildiginde (Tablo 4.3.), yap: ile uygunluk
gostermektedir. Yapinmin erime noktast 149° C olarak belirlenmigtir. Singh ve
arkadaslartnin [29] amino tiyazol tiirevleri ile yapmus olduklar farkhi azo boyar

maddelerinin de erime noktalar1 70-159° C arasinda degistigini belirtmislerdir.Elde
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edilen azo boyar maddenin rengi koyu kirmizi olup disperse (yayilan, ugusan) yapida
bir boyadir ve suda ¢6ziinmeyip, kloroformda ¢ok iyi ¢oziinmektedir. Uriiniin UV-Vis
Spektrumu Sekil 4.3’ de verilmistir. Goriiniir absorbsiyon spektrumu Amax=482 nm dir.
Ayni sekilde yapisinda mezitilen bulunan amino tiyazol ile N-N-dietil anilin reaksiyonu
sonucu elde edilen azo boyar maddenin de renginin kirmizi ve erime sicakliininl52° C,
goriiniir absorbsiyon spektrumunun Amax=495 nm oldugu bildirmislerdir [29]. Amino
tiyazollerle elde edilen azo boyar maddelerin genellikle kloroformda ¢oziindigi
literatiirlerde bildirilmigtir [21,29].

Calismanin ikinci asamasinda, farkli nitrit standartlarina oda sicaklhiinda 4-(1-
metil-1-aril siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol ile asidik ortamda N-N-Dimetil anilin ilave
edildi ve reaksiyon gergeklestirildi. Elde edilen iiriin suda ¢oztinmediginden kloroform
fazina alindi ve nitrit tayinine uygun olup olmadig: arastirilmistir. Caligmada elde edilen
iirlin i¢in optimal sartlar belirlenmistir. Nitrit tayinine pH 1n etkisi incelenmis ve
sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’ de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére pH; 2° de en
yiiksek absorbans degeri elde edilmistir. pH bazik ortama dogru gittikge abrorbans
degerinin azaldigi belirlenmigtir. Azo boyar maddenin yapisina gbre ortamin pH’sinin
degisebildigi literatiirlerde verilmistir [16,21,29,9,31,11,15,27]. Bu literatiirlerde amino
tiyazolle yapilan azo boyar maddeleri veya olusturulan diazonyum tuzlar stilfirik asit
kullanilarak yapilmigtir.Nitrit tayinine zamanin etkisinin incelenmesi sonucu elde edilen
absorbans degerleri Tablo 4.5 ve Sekil 4.5. de verilmistir. Bu sonuglara gore
reaksiyonun olusmasi igin 15 dakikalik bir bekleme siiresinde maksimum absorbans
elde edilmigtir. Ortama ilave edilen reaktif miktarlarinin nitrit tayinine etkisi
incelendiginde reaktif miktarlarn 1.5 mL oldufgunda maksimum absorpsiyon degerleri
elde edilmigtir. Bu degerler Tablo 4.6 ve Sekil 4.6’ da goriilmektedir. Nitrit tayininde
ortamda bulunan iyonlarin bozucu etkisini gidermek i¢in %1 EDTA ¢ozeltisi
kullaniimistir. EDTA ilave;.etmeden reaksiyon gergeklestirildiginde absorbans degerinin
olduk¢a diisiik oldugu gozlenmigtir. Sreekumar ve ark.[27], ve Revanadissappa ve
ark.[30], da diazolama y6ntemiyle nitrit tayini yaparken EDTA kullanarak bozucu iyon
etkisini gidermislerdir. Optimal sartlarin belirlenmesinde sonucu elde edilen veriler
literatiirlerde elde edilen sonuglarla kiyaslandifinda yapr fakhiligi nedeniyle uyusma

goriitmemistir. Ayrica literatiirlerde diazolama igin kullamlan amin gruplan farkli
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olmast da optimal sartlanin degismesine neden olmaktadir. Amino tiyazol -tiirevi
kullanarak nitrit tayini yapmak literatiirlerde rastlanmamustir.

Elde edilen optimal sartlar farkli su 6rneklerinde denenmis ve standart metod ile
elde edilen degerlerle kiyaslanmigtir. Calismada uygulanan ydntemin sonuglart ile
standart metod sonuglar1 uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak 4-(1-metil-1-mezitil siklobiitan-3-il)-2-aminotiyazol veya daha
farkli amino tiyazol tiirevleri, uygun optimal sartlarda, nitrit ile diazolama reaksiyonu
verdigi ve elde edilen diazonyum yapisi farkli aminlerle veya aromatik yapilarla

kenetleme olusturularak nitrik tayininde uygulanabilir oldugu belirlenmistir.
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