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ISIGIN SACILMASINA DAYALI
~ ANALIZ TEKNIKLERI




Isik Sagihm Teknikleri

Isik sacilimi, 151810 ¢ozelti icindeki taneciklerle etkilesimi
sonucu olusan fiziksel bir olaydir.

Sacilan 1s1k, gelen 1sik ile ayni frekanstadir.

Sacilan 1s1G1 6lcme yontemleri:
1. Tarbidimetri

5.  Nefelometri

Bu yontemler en iyi 6zgiin proteinlerin ve haptenlerin
immunol¢im yontemlerinde uygulanir.
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— stk sactlimi ile ilgili temel kavramlar

Tanecik bﬁyﬁklﬁgﬁ (kiiciik taneciklerden sagilan 1s1k dalgalar
ayni fazdadir ve birbirini destekler. Tanecik boyutu <A/10)

Dalga boyuna baglmllhk(sagllan 1s181n siddeti dalga boyuna
baghidir)

Gozlem (dedel<t6r) uzakhgl (Dedektér analitik kiivete
yakin yerlestirildigi zaman daha biiytik sinyal elde edilir)

Gelen 15181n polarizasyonu (arka-plan sinyalini azaltir.)

Taneciklerin konsantrasyonu
Is/lo=[4m*(dn/dc)>*MCsinz6]/(Na A4r>)

[s: sacilan 1s1k siddeti

Taneciklerin molekiiler agirlig:
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Turbidimetri = =

e Tiirbidimetride, ¢ozeltiye gelen 1s1k siddetinde cozeltideki
partikiillerin neden oldugu sag¢ilmadan dolay1 ortaya ¢ikan
1s1k kaybi olciliir. Bunun'icin, absorpsiyonun olmadigi dalga
boyundaki 1sik kullanilir.

“»Bulaniklik (tiirbidite) gelen 1s1k siddetinin ¢6zeltiden
gecerken diismesine neden olur.

<+ Bu diisiis tiirbidimetri ile ol¢iiliir.
Tiirbidimetrik ol¢ciimler

“*Fotometre ve spektrofotometrelerde
“+Otomatize klinik kimya analizorlerde yapilir.



Neflelometrr ———— /

“*Gecen 1sik ile ayni yonde olmayan, dedektore
yonlendirilen sac¢ilan veya yansiyan 1sik
enerjisinin olciilmesidir.

“*Genelde gelen 1s18a dik(90°) sagilan 1s1k olciiliir.



turbidimetre

nefelometre




//
R A A P —
.

/

<+ Ozellikle diisiik konsantrasyondaki antijen-
antikor reaksiyonlarinin ol¢iimiinde kullanilir.

% Ideal nefelometrik cihaz, basibos 1siktan arinmis
olmali; dedektoriin oniindeki ¢ozeltide hic tanecik
bulunmadig1 zaman, ne 1s1k sacilimi ne de bagka sinyal
alinmamalidir.

“*Nefelometrelerde PM detektorii uyarici 1sik
demeti ile uygun ac1 yapacak sekilde yerlestirilir.

“*Nefelometrenin florometreden farki, uyarma ve
saptama dalga boylarinin ayni degere ayarlanmais
olmasidir.



Tirbidimetre ve Nefelometre Bilesenleri:
Isik kaynagi
Uyarim optikleri
Ornek hiicresi
Isik sacic1 optik
Detektor filtresi
Detektor



[sik kaynaklar1 olarak; kuartz-halojen lambalars,
ksenon lambalari ve lazerler kullanilir.

Lazer 1s1n1, yliksek siddeti nedeniyle bazi
nefelometrelerde tercih edilir.



Isik Sacilim Olciimlerini Kisitlayan Faktorler

v’ Antijen fazlalig:

v’ Matriks etkileri




Antijen fazlalig:

v'Antikora antijen eklenirken tiirbidite artar, sinyal
maksimum olur ve sonra diiser.

v"Modern cihazlarin ¢cogu antijen fazlaligini
otomatik olarak gosterir.
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Matriks etkileri

v'Tanecikler, ¢ozgenler ve tiim serum
makromolekiilleri 1s1k sacarlar.

v'Lipemik serum (lipoprotein, silomikron), toz gibi
biiytlik tanecikler arka plan girisimlerine neden
olurlar.
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Fotoliiminesans Olciim Sistemi

Fotoliminesans oOlctilmesi icin kullanilan cihazlarin cesitli bilesenleri, ultraviyole
gorlintir bolge fotometreleri veya spektrofotometrelerinde bulunanlarla benzerdir.
Sekil 6.8'de bu bilesenlerin tipik bir dizilisi gdrilmektedir. Hemen hemen biitiin
floresans cihazlarinda gli¢ kaynagindaki dalgalanmalarin etkisini gidermek icin cift-
isinlt optik sistem kullanilir. Numuneden gelen 15112, 6nce floresans uyaracak 1sin-
lar1 geciren fakat floresans emisyonunun dalga boyundaki isinlari disarida tutan ve-
ya sinirlayan bir uyarilma filtresinden veya bir monokromatorden gecer. Floresans
numuneden bitiin yonlere dogru olur, fakat en uygun sekilde floresans uyarma 1si-
nina dik acidan gozlenir; diger acilarda ¢ozeltiden ve hiicre duvarlarindan olusan
sacilma, siddet olcimiunde buyik hatalara sebep olabilir. Yayilan 1sin, dlgme icin
floresanst ayiran ikinci bir filtreden veya monokromatorden gectikten sonra bir de-
dektore ulasir. Referans 1sin demeti ise, 15181n gictini yaklasik olarak floresans isin-
larinkine azaltan bir azalticidan gecer (gli¢c azaltilmasi ekseriya 100 kat veya daha
fazladir). Referans ve numune fotocogaltict tiplerden gelen sinyaller, sonra ¢iktiy
bir metreye veya kaydedici ile gosteren bir fark yiikselticisine gonderilir.




Fotoltiminesans
olciim diizenegdi.

1stk kaynag
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Kemiliiminesans Ol¢iim Sistemi

Kemiliminesans olciim sistemi icin kullanillan aygitlar oldukca basittir. Uygun bir
reaksiyon kabi ve bir fotocogaltici tlipten ibarettir. Fotocogaltici tiip kimyasal reak-
siyon sonucu aciga cikan isinin siddetini artturmak icin kullanilir. Reaksiyon sonu-
cu acgiga c¢ikan 1sin tek dalgaboylu oldugundan dalgaboyu secici aygita (monokra-
mator) gerek yoktur. Zamanin bir fonksiyonu olarak, bir kemiliiminesans deneyin-
den elde edilen tipik sinyal, reaktif ve analitin karistirllmas: tamamlandiginda, hiz-
la en yuksek degere ulasir; ardindan sinyalin daha az veya daha cok tstel bozun-

masi takip eder. Kantitatif analiz icin genellikle sinyal belirli bir zaman icindeki or-
talamasi alinir ve ayni yolla islem gérmiis standartlar ile karsilastirilir, Olctimde sid-
detlerde kullanilir,

Kemiliiminesans yontemleri genellikle ytiksek duyarliliga sahiptir, ctinkii bir fil-
tre veya dalgaboyu secici kullanilmadigindan guirilti oldukca distktiir ve zayif 1s1k
seviyeleri bile kolayca izlenebilir. Dolayisiyla 1sinin zayiflamasi soz konusu degildir.

Ozon, azot oksitler ve ktikurt bilesikleri gibi atmosferik kirleticilerin tayini icin
yliksek duyarlilik ihtiyaci sonucu, gaz bilesenlerinin tayini i¢in kemiliminesans
yontemleri kullanilir. Bu yontemlerin en yaygin kullanilanlarindan biri, azot mo-
noksit tayini icin olandir.




Tirbidimetrinin ve nefelometrinin temeli nedir? Tiirbidimetrik ve nefelometrik 6l¢iim nasil
olur?

Kolloidal bir ¢ozelti ile etkilesen 1s181n siddetinde, 1s1k sacilmasi nedeniyle, absorpsiyon olayinda
oldugu gibi bir azalma olur ve sagilmadan dolay ortaya c¢ikan 1s1k kaybi, Beer-Lambert esitligine
benzer bir esitlikle verilir.

T{iybli"dimetride, kolloidal ¢ozelti ile etkilesen 1sik i¢in, spektrofotometride oldugu gibi absorpsiyon
olcilar.

Nefelometride, koloidal ¢ozelti ile etkilesen 1sik icin, 151k sagilmasi ol¢iiliir. Nefelometride sagilan 1sik,
gelen 1518a gore 9o”lik bir acidan toplanarak dedektore ulasir.

104) Fluoresans ve fosforesansin temeli nedir? Fluorometrik 6l¢iim nasil olur?

Uyarilmis bir atom veya molekiil kararsizdir; fazla enerjisini atarak temel hale donmek ister.
Uyarilmis atom veya molekiil, temel enerji diizeyine donerken fazla enerjisinin tiimiinii veya bir
kismini 1s1k seklinde atabilir ki bu olaya genel olarak luminesans denir.

Uyarilma enerjisi bir kimyasal tepkimeden saglaniyorsa, kemiliiminesans
Uyarilma enerjisi elektrot tepkimesinden saglaniyorsa, elektrokemiliiminesans
Uyarilma enerjisi 1sitma ile saglaniyorsa, termoliiminesans

Uf‘}farllma enerjisi atom veya molekiiliin fotonlar1 absorplamasi ile saglaniyorsa, fotoliiminesans
(fluoresans). Fosforesans, fluoresansa gore daha uzun stirelidir.

Liiminesans spektrofotometrilerde 6rnekten kaynaklanan liiminesans, genellikle uyaran 1s1ga gore
90°lik bir acidan toplanarak dedektore ulasir.



