


Işığın Absorbsiyona Dayalı 
Spektrofotometrik Teknikler

1. UV (ultra viyole=mor ötesi) ve VIS (visible=görünür 
bölge) spektrofotometrisi

2. Atomik absorbsiyon spektrofotometrisi





İnsan gözü 380-800 nm dalga boyu ışığı görebilir. Bir çözelti 500-580 nm arasındaki ışığı geçirirse
çözelti yeşil görünecektir, diğer dalga boylarındaki ışığı hapsedecektir (absorblayacaktır).
UV: 180-380 nm,
Görünür bölge: 380-800 nm

Çözeltilerin tuttuğu (absorbladığı) ışık miktarının (absorbans, optik dansite) ölçülmesiyle madde
miktarı belirlenebilir. Bu amaçla kullanılan cihazların durumu ve dizayn edilişine göre iki tür
ölçümden bahsedilir: Birincisi dalga boyu seçimi için filtrelerin kullanıldığı fotometri (fotometrik
ölçüm), ikincisi prizmaların kullanıldığı spektrofotometridir (spektrofotometrik ölçüm).
Günümüzde yaygın olarak spektrofotometreler kullanılmaktadır.

Dalga boyu (nm) Bölge ismi Renk

180-320 Kısa ultraviyole Görülemez

320-400 Ultraviole Görülemez

400-440 Görünür Menekşe

440-500 Görünür Mavi

500-580 Görünür Yeşil

580-600 Görünür Sarı

600-620 Görünür Portakal

620-750 Görünür Kırmızı

750-2000 Infrared (İR) Görülemez

ULTRAVİYOLE (UV) VE GÖRÜNÜR BÖLGE (VIS) SPEKTROFOTOMETRİSİ
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Spektrofotometre

Bir çözeltiden geçen veya çözelti tarafından tutulan
(absorblanan) ışık miktarını değerlendirmek için
kullanılan cihazlara spektrofotometre denir.



Genel bir spektrofotometrenin kısımları şunlardır:

• Işık kaynağı

• Dalga boyu ayarlayıcısı (monokromatör)

• Okuma haznesi (küvet, mikroplate)

• Dedektör

• Okuyucu

Işık kaynağından gelen ışık, tek bir yarıktan geçirilerek dalga boyu ayarlayıcısına ulaşır. Dalga 
boyu ayarlayıcısı ile ışığın dalga boyu istenilen dalga boyuna ayarlanıp, tek bir  yarıktan geçirilerek 
içerisinde ölçüm yapılacak örnek bulunan küvete gönderilir. Küvetten geçen ışığın bir kısmı 
çözelti tarafından tutulurken, geri kalan kısmı dedektöre gelir. Dedektör küvetten geçen ışığın 
şiddetini ölçen kısımdır. Buradaki fotosel veya fototüp üzerine düşen ışık elektrik akımına 
dönüştürülür. Bu elektrik akımı, okuyucuda değerlendirilir.

Spektrofotometrenin kısımları

Işık kaynağı olarak genellikle tungsten ampulleri 
kullanılır. 
Küvetler ise değişik şekilli; genellikle 1 cm çapında; 
cam, kuartz veya plastik olabilirler. 



cam

Microplate Reader

kuvars

plastik



Lambert Beer Kanunu

 Bir çözeltiye giren (Io), absorblanan 
ve çıkan ışık (I) şiddeti arasında 
kantitatif bir ilişki vardır. Bu ilişki 
"Lambert Beer Kanunu" ile ifade 
edilir.

(A=log (I0/I )

Lambert-Beer kanununa göre absorbans, 
çözeltideki madde konsantrasyonu ve ışık yolu ile 
doğru orantılıdır.



 Bu kanuna göre absorbans ile çözeltideki madde 
konsantrasyonu ve ışık yolu arasında;

A = a . b . c

 bağıntısı mevcuttur. Burada,

A: Absorbans veya optik dansite

a: Maddenin molar absorbsivite katsayısı (L/mol.cm)

b: Işığın çözeltide aldığı yol-küvet boyu (cm)

c: Madde konsantrasyonu (mol/L) 

 Bu eşitlik konsantrasyona göre düzenlendiğinde aşağıdaki 
şekli alır. 
c= A / a.b 



Spektrofotometrelerde absorbansın yanısıra, istenildiğinde çözeltinin 
ışığı  geçirme oranı da (transmittans, T) ölçülebilir. Transmittans,

T=I/I0 (A=log (I0/I )

şeklinde bir eşitlikle verilir. Transmittans ile absorbans arasında ise

1/T= I0/I   A=log( 1/T)  A = - logT

ilişkisi vardır. Transmittansın 100 ile çarpılmasından elde edilen değere %
transmittans denir. Transmittans, konsantrasyonla logaritmik olarak 
değişir. % transmittans ile A arasındaki  ilişki şu şekildedir:

A=log( 1/T)  A=log( 100/%T)   A = 2-log%T



% T, 0-100 arasında, A ise 0 ile sonsuz arasinda

(matematiksel olarak) değişir. Ancak laboratuvarda 
absorbansın 0-2 arasında değiştiği düşünülecektir.

 %T = 100   A = 2 - log 100 = 0

 %T = 1       A = 2 - log 1     = 2

 %T = 0,1    A = 2 - log 0,1  = 3

 %T = 0,01  A = 2 - log 0,01  = 4



 Çözeltideki madde miktarı absorbans ile doğru orantılıdır . 
Örneğin, konsantrasyonu 0; 1; 2 ve 3 g/dL olan çözeltilerin 
vereceği absorbanslar sırası ile 0; 0,301; 0,602 ve 0,903 
şeklinde olabilir. 

 Oysa aynı çözeltilerin % T'leri sırasıyla 100; 50; 25 ve 12,5'tur

%T-konsantrasyon ve absorbans-konsantrasyon eğrileri



Spektrofotometrik Ölçüm
A- Ölçümün Yapılışı

 Spektrofotometrik ölçüm yapmak için konsantrasyonu 
ölçülecek maddenin çözeltisi ile aynı maddenin 
konsantrasyonu bilinen standart çözeltisi eşit şartlarda 
analiz edilir. Bu amaçla üç basamaklı (I-III) bir işlem 
dizisi gerçekleştirilir. 
 I- Tüplerin hazırlanması

 Kör tüpü,

 Standart tüpü 

 Numune tüpü

 II- Dalga boyu seçimi

 III- Okuma



I- Tüplerin hazırlanması
Kör, standart ve numune olmak üzere üç deney tüpü hazırlanır.
 Kör tüpü: Spektrofotometrede okuma yapmadan önce absorbansı (A) sıfır 

veya % transmittansı (%T) 100'e ayarlamak veya aranan madde hariç, küvet, 
çözücü ve reaktif ile numunedeki diğer maddelerden kaynaklanan non-spesifik 
absorbsiyonların veya transmittansların tespit edilerek analiz ölçümüne 
etkilerini sıfırlamak için hazırlanan tüptür.

Kullanılan materyale göre üç tip kör söz konusudur.
 a. Optik kör: Su, kloroform, alkol gibi sıvıların kullanıldığı tüptür. Renksiz, 

berrak çözeltilerden ve küvetten gelebilecek A veya T hatalarını ortadan 
kaldırmak için kullanılır.

 b. Reaktif körü: Bulanık veya renkli reaktifler kullanıldığında içinde reaktif 
olan tüp olup, reaktifin renginden ve küvetten gelebilecek A veya T hatalarını 
ortadan kaldırmak için kullanılır.

 c. Numune körü: Renkli veya bulanık numunelerin kullanıldığı (bulanık veya 
lipemik serum gibi) çalışmalarda numunenin renginden ve küvetten dolayı 
gelebilecek A veya T hatalarını ortadan kaldırmak için hazırlanan ve sadece 
numune bulunduran tüptür.



 Spektrofotometre optik köre karşı sıfıra ayarlanmışsa 
reaktif körünün absorbansı, standart ve numunenin 
absorbansından çıkarılır. Numune körünün absorbansı ise 
sadece numunenin absorbansından çıkarılarak hesaplama 
yapılır.

 Standart tüpü: İçerisinde aradığımız maddeden bilinen 
miktarda bulunan tüptür veya aranan maddenin (analitin) 
bilinen konsantrasyondaki çözeltisidir.    

 Numune tüpü: Konsantrasyonunu araştırdığımız maddeyi 
içeren tüptür veya içindeki madde miktarını tayin etmek 
istediğimiz çözeltidir.



II- Dalga boyu seçimi

 Spektrofotometrik olarak ölçümü yapılacak olan 
maddeye ait önceden tespit edilmiş, maksimum ışık 
absorbladığı dalga boyu seçilir. Alet bu dalga boyuna 
ayarlanır. 

 Okuma küvetine kör tüpünden bir miktar aktarılarak 
okuma haznesine yerleştirilir. A, sıfır veya T, 100 olacak 
şekilde ayarlanır. 



III- Okuma

 Sırasıyla standart ve numune tüplerinden okuma 
küvetlerine aktarılan çözeltilerin absorbans (A) veya 
transmittansları(T) okunarak kaydedilir.



B- Sonuçların Değerlendirilmesi

Spektrofotometreden okunan A ve T'ler iki şekilde 

değerlendirilir:

 i. Standart (Kalibrasyon) Eğri Yöntemi

 ii. Nokta Standart Yöntemi



i. Standart (Kalibrasyon) Eğri Yöntemi

 Yüksek konsantrasyonda hazırlanmış olan bir 
çözeltiden (stok çözelti) bir seri seyreltme yaparak 
değişik konsantrasyonlarda standart tüpleri hazırlanır. 

 Hazırlanan standart tüplerinin konsantrasyonları, 
numunelerin değerlendirilebileceği aralıkta olmalıdır. 
Bu standart tüpler köre karşı spektrofotometrik olarak 
ölçülür. Konsantrasyona karşı, A veya %T eğrisi çizilir. 
Bu eğriye kalibrasyon (standart) eğrisi denir.

 Aynı şartlarda çalışılan numune tüplerinden elde 
edilen A ve T değerleri, bu eğriden karşılık gelen 
konsantrasyonlar bulunarak değerlendirilir.





ii. Nokta Standart Yöntemi
Tek bir standart tüpü ve paralelinde hazırlanan bir veya daha fazla sayıda numune tüpünde 
reaksiyon tamamlandıktan sonra belirli dalga boyunda okumalar yapılır . 
Standart ve numune tüplerinden elde edilen okumalar karşılaştırmalı değerlendirilir. Bu 
değerlendirme

A= a.b.c

eşitliğinden yararlanarak yapılır. Eşitlik standart ve numune için yazılacak olursa:
Ast  =  a.b.cst

AN =  a.b.cN

olur. a ve b standart ve numune için sabit olduğundan
Ast/AN = Cst / CN

yazılabilir. 
Buradan numunenin konsantrasyonu

CN = A N   . Cst / A st

olur. Burada,
 AN = Numunenin absorbansı
 Ast = Standardın absorbansı
 CN = Numunenin konsantrasyonu 
 Cst = Standardın konsantrasyonu



Standart kullanılmayan durumlarda absorbtivite 

katsayısından faydalanılır.  Absorbtivite katsayısı bir sabit 

olup absorbans veren maddeye spesifiktir (her madde için 

farklıdır, ayırt edici özelliktir)

A= a b c

Bu formülde A cihazla ölçülür, b ışık yolu olup küvetin 

genişliğidir (bu değer genellikle 1 cm’dir) ve a ölçülen 

maddeye özgü sabittir. 



 Enzimatik reaksiyonlarda kinetik okuma yapılır. Burda 
enzimatik reaksiyon devam ederken belli bir zaman 
aralığında birden fazla absorbans  ölçümü yapılır. Birim 
zamandaki absorbans değişiminden enzim aktivitesi 
hesaplanır.

A2 - A1 (ΔA)             106 Toplam hacim

 Enzim aktivitesi (IU\L) =                            x                 x

dk                     ε .b          Numune Hacmi

 ΔA/dk: Dakikadaki absorbans değişimi 

 106 : Molü mikromole çevirme faktörü

 ε          : Molar absorbivite katsayısı

 b          : Işık yolu (cm)

Bir dakikada bir mikromol (μmol) substratı ürüne dönüştüren veya 1 μmol ürün 
oluşturan enzim miktarına internasyonel enzim ünitesi (IU) denir. Enzim aktivitesi, 
U/L (veya mU/L) olarak ifade edilir. 



İlişkili videolar
 http://www.youtube.com/watch?v=pxC6F7bK8CU

 http://www.youtube.com/watch?v=rdY41FPI9iE&featu
re=endscreen&NR=1

 http://www.youtube.com/watch?v=qbCZbP6_j48

 Atomik aa video

 http://www.youtube.com/watch?v=vybFVDzm5Lg
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a. Kalibrasyon Eğrisi Çizilerek Konsantrasyon Belirlenmesi 

 Stok standart çözelti (%100 mg'lık potasyum permanganat, 
KMnO4) ve konsantrasyonları bilinmeyen KMnO4

çözeltileri kullanılarak aşağıdaki tabloya göre tüpler 
hazırlanır:

Çözeltiler  (mL) 

Tüpler

Kör St1 St2 St3 St4

Bilinmeyen 1 

(N1)

Bilinmeyen 2
(N 2)

Standart (% 100 
mg KMnO4) - 2 4 6 8 - -

Distile su 8 6 4 2 - - -

Bilinmeyen 1 - - - - - 8 -

Bilinmeyen 2 - - - - - - 8



 Köre karşı her bir tüpün 410 nm’deki optik dansitesi 
(absorbans) okunur. 

 Konsantrasyonlar apsiste optik dansiteler (absorbans) 
ordinatta olmak üzere standart tüplerin optik 
dansiteleri ve konsantrasyonlarının kesişim noktaları 
birleştirilerek standart eğri çizilir. 

 Daha sonra bilinmeyen tüplerin optik dansitelerine 
karşılık gelen konsantrasyonlar bu eğriden bulunur.



b. Tek Standart Yardımı ile Konsantrasyon Belirlenmesi

 Stok standart çözeltiden (% 100 mg'lık KMnO4) 2 mL 
alınıp üzerine 8 mL distile su ilave edilir (standart 
tüpü). 

 Köre karşı bu standart tüpün ve bilinmeyen çözelti 
bulunan tüpün absorbansları 410 nm'de okunur. 
Numune konsantrasyonu aşağıdaki eşitlikten 
hesaplanır:

CN (%mg) = AN.Cst / Ast


