


Işık Saçılım Teknikleri

• Işık saçılımı, ışığın çözelti içindeki taneciklerle etkileşimi 
sonucu oluşan fiziksel bir olaydır.

• Saçılan ışık, gelen ışık ile aynı frekanstadır.

• Saçılan ışığı ölçme yöntemleri:

1. Türbidimetri

2. Nefelometri

• Bu yöntemler  en iyi özgün proteinlerin ve haptenlerin
immunölçüm yöntemlerinde uygulanır.



Işık saçılımı ile ilgili temel kavramlar

 Tanecik büyüklüğü (küçük  taneciklerden saçılan ışık dalgaları 

aynı fazdadır ve birbirini destekler. Tanecik boyutu <λ/10)

 Dalga boyuna bağımlılık(saçılan ışığın şiddeti dalga boyuna 

bağlıdır)

 Gözlem (dedektör) uzaklığı (Dedektör analitik küvete 

yakın yerleştirildiği zaman daha büyük sinyal elde edilir)

 Gelen ışığın polarizasyonu (arka-plan sinyalini azaltır.) 

 Taneciklerin konsantrasyonu

Is/I0=[4π2(dn/dc)2MCsin2θ]/(Na λ4r2)

Is: saçılan ışık şiddeti

 Taneciklerin moleküler ağırlığı



Türbidimetri
 Türbidimetride, çözeltiye gelen ışık şiddetinde çözeltideki 

partiküllerin neden olduğu saçılmadan dolayı ortaya çıkan 
ışık kaybı ölçülür. Bunun için, absorpsiyonun olmadığı dalga 
boyundaki ışık kullanılır. 

Bulanıklık (türbidite) gelen ışık şiddetinin çözeltiden 
geçerken düşmesine neden olur.

Bu düşüş türbidimetri ile ölçülür.

Türbidimetrik ölçümler
Fotometre ve spektrofotometrelerde
Otomatize klinik kimya analizörlerde yapılır.



Nefelometri

Geçen ışık ile aynı yönde olmayan, dedektöre 
yönlendirilen saçılan veya yansıyan ışık 
enerjisinin ölçülmesidir. 

Genelde gelen ışığa dik(90°) saçılan ışık ölçülür.
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Özellikle düşük konsantrasyondaki antijen-
antikor reaksiyonlarının ölçümünde kullanılır.

 İdeal nefelometrik cihaz, başıboş ışıktan arınmış 
olmalı; dedektörün önündeki çözeltide hiç tanecik 
bulunmadığı zaman, ne ışık saçılımı ne de başka sinyal 
alınmamalıdır.

Nefelometrelerde PM detektörü uyarıcı ışık 
demeti ile uygun açı yapacak şekilde yerleştirilir.

Nefelometrenin florometreden farkı, uyarma ve 
saptama dalga boylarının aynı değere ayarlanmış 
olmasıdır.



Türbidimetre ve Nefelometre Bileşenleri:

1. Işık kaynağı

2. Uyarım optikleri

3. Örnek hücresi

4. Işık saçıcı optik

5. Detektör filtresi

6. Detektör 



 Işık kaynakları olarak; kuartz-halojen lambaları, 
ksenon lambaları ve lazerler kullanılır.

 Lazer ışını, yüksek şiddeti nedeniyle bazı 
nefelometrelerde tercih edilir.



Işık Saçılım Ölçümlerini Kısıtlayan Faktörler

Antijen fazlalığı

Matriks etkileri



Antijen fazlalığı

Antikora antijen eklenirken türbidite artar, sinyal 
maksimum olur ve sonra düşer.

Modern cihazların çoğu antijen fazlalığını 
otomatik olarak gösterir.



Matriks etkileri

Tanecikler, çözgenler ve tüm serum 
makromolekülleri ışık saçarlar.

Lipemik serum (lipoprotein, şilomikron), toz gibi 
büyük tanecikler arka plan girişimlerine neden 
olurlar.











 Türbidimetrinin ve nefelometrinin temeli nedir? Türbidimetrik ve nefelometrik ölçüm nasıl 
olur?

 Kolloidal bir çözelti ile etkileşen ışığın şiddetinde, ışık saçılması nedeniyle, absorpsiyon olayında 
olduğu gibi bir azalma olur ve saçılmadan dolayı ortaya çıkan ışık kaybı, Beer-Lambert eşitliğine 
benzer bir eşitlikle verilir.

 Türbidimetride, kolloidal çözelti ile etkileşen ışık için, spektrofotometride olduğu gibi absorpsiyon
ölçülür.

 Nefelometride, koloidal çözelti ile etkileşen ışık için, ışık saçılması ölçülür. Nefelometride saçılan ışık, 
gelen ışığa göre 90o’lik bir açıdan toplanarak dedektöre ulaşır.



 104) Fluoresans ve fosforesansın temeli nedir? Fluorometrik ölçüm nasıl olur?
 Uyarılmış bir atom veya molekül kararsızdır; fazla enerjisini atarak temel hale dönmek ister. 

Uyarılmış atom veya molekül, temel enerji düzeyine dönerken fazla enerjisinin tümünü veya bir 
kısmını ışık şeklinde atabilir ki bu olaya genel olarak luminesans denir.

 Uyarılma enerjisi bir kimyasal tepkimeden sağlanıyorsa, kemilüminesans
 Uyarılma enerjisi elektrot tepkimesinden sağlanıyorsa, elektrokemilüminesans
 Uyarılma enerjisi ısıtma ile sağlanıyorsa, termolüminesans
 Uyarılma enerjisi atom veya molekülün fotonları absorplaması ile sağlanıyorsa, fotolüminesans

(fluoresans). Fosforesans, fluoresansa göre daha uzun sürelidir.
 Lüminesans spektrofotometrilerde örnekten kaynaklanan lüminesans, genellikle uyaran ışığa göre 

90o’lik bir açıdan toplanarak dedektöre ulaşır.


