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SPEKTROFOTOMETRE
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SPEKTROFOTOMETRELERİN ÇALIŞMA 

PRENSİBİ
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GÖRÜNÜR (VIS) VE ULTRAVİYOLE (UV) ALAN 

SPEKTROFOTOMETRELERİNİN KISIMLARI

 Işın kaynağı

 Işın kaynağından gelen ışınları dalga boylarına göre ayıran cihaz 

 Çözelti ve çözücü koymaya yarayan şeffaf kaplar

 Işın enerjisini elektrik enerjisine dönüştüren dedektör 

 Sinyal cihazı
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IŞIN KAYNAĞI
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IŞIN KAYNAĞINDAN GELEN IŞINLARI 

DALGA BOYLARINA GÖRE AYIRAN CİHAZ :

A= gelen ışın demeti

B= giriş sliti

C=mercek

D=optik ağ veya prizma olabilir

E= mercek 

F=çıkış sliti

G= tek dalga boylu ışın
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Spektrofotometrenin iç görünüşü
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ÖRNEK KAPLARI (KÜVETLER)

(CAM, KUVARS VE TEK KULLANIMLIK NUMUNE 

KAPLARI)
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IŞIN DETEKTÖRLERİ: Işın enerjisini elektrik enerjisine

dönüştüren cihazlara detektör denir.
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SPEKTROMETRE ÇEŞİTLERİ

1) Tek ışın yollu spektrofotometreler
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2) ÇİFT IŞIN YOLLU 
SPEKTROFOTOMETRELER 
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SPEKTROFOTOMETRELERİN ÇALIŞMA 

STABİLİTESİNİ 

ETKİLEYEN FAKTÖRLER

1) Ani sıcaklık değişmeleri

2) Elektrik voltajındaki değişmeler

3) Standart madde tartım ve seyreltme hataları

4) Küvetten kaynaklanan hatalar

5) Spektrofotometrenin kendi aksamından kaynaklanan 

hatalar
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UV/VIS SPEKTROFOTOMETRELERİNİN 

KULLANIM ALANLARI

1- Yapısal analizler

2- Kalitatif analizler

3- Kantitatif analizler

4- Titrimetrik analizler

5- Mikrobiyolojik 

analizler
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Spektroskopik analizlerde kullanılacak çözücülerde 

(solventlerde) şu özellikler aranır:

1.Spektrumu alınacak maddeyi çözmeli,

2. Polar olmamalı,

3. Spektrumu alınacak maddenin absorplama yaptığı alanda 

absorplama yapmamalı ve

4. Çözdüğü maddelerle reaksiyona girmemelidir.
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2) KALİTATİF ANALİZLER

- Karbonhidrat analizleri

- Amino asit, peptid ve protein analizleri,

- Vitamin analizleri,

- İnorganik elementler,

- ADP ve ATP gibi azotlu bileşikler ve

- Toksin ve diğer benzeri analizler
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1)Tayini yapılacak maddeyi saflaştırmak,

2) Tayinin yapılacağı dalga boyunu seçmek,

3) Tayinin sıcaklığını ayarlamak,

4) Tayin için uygun çözücü seçmek ve pH’yı

ayarlamak,

5) Tayin için çalışma grafiğini çizmek
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3) KANTİTATİF ANALİZLER

Kantitatif analiz için ilk şart, tayini yapılacak maddeyi bilmek

gerekir. Bundan sonra bir takım işlemler yapmak gerekir. Bunlar;



Spektrofotometre ile bir maddenin kantitatif analizinin

yapılacağı dalga boyunu kararlaştırmak için,
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Analiz edilecek numunenin,

absorpsiyon spektrumunu bilmek gerekir. Bunun

için, maddenin 1 molar çözeltisinin çeşitli dalga

boylarındaki absorbans değerleri ölçülür. Belli bir

dalga boyundan başlayarak, çeşitli dalga

boylarında absorbans taraması yapılır.

Maksimum absorbans elde edilen dalga boyu,

analiz için seçilir. Örneğin yandaki grafikte, 400-

700 nm arasında absorbans taraması yapılmış,

maksimum absorbans yaklaşık 540 nm de elde

edilmiştir. Sonuç olarak 540 nm dalga boyunda

analiz yapılabilir.

Şekil. Bir örnek için dalga 

boyuna karşılık absorbans 

taramasını gösteren örnek 

bir grafik



Kantitatif analizin en duyarlı bir biçimde

yapılabileceği dalga boyu değeri saptandıktan

sonra analizi yapılacak maddeyi içeren ve

derişimleri bilinen bir dizi standart çözelti ile bu

dalga boyundaki absorbans (A) değerleri

ölçülür.
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Standart çözeltilerin bilinen derişimlerine karşı

Absorbans değerlerini grafiğe geçirmek suretiyle elde

edilen doğruya kalibrasyon doğrusu denir.



KANTİTATİF ANALİZ, KALİBRASYON DOĞRUSUNUN

DOĞRUSAL OLDUĞU BÖLGEDE YAPILIR. DERİŞİMİ

BİLİNMEYEN ÖRNEĞİN A DEĞERİ ÖLÇÜLÜR VE KALİBRASYON

DOĞRUSUNDA BU DEĞERE KARŞILIK GELEN DERİŞİM

SAPTANIR
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4- TİTRİMETRİK ANALİZLER

Özellikle renk dönüşümü olmayan veya indikatörle

hassas olarak titrasyon bitim noktası belirlenemeyen

maddelerin reaksiyonlarının takibi için bu yöntem tercih

edilmektedir.

5- MİKROBİYOLOJİK ANALİZLER

Mikroorganizma hücre süspansiyonlarının oluşturduğu

türbiditenin, ışınların bazı dalga boylarında absorbans

verdiğini ortaya koymuştur.
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UV/Görünür alan spektrofotometresinin üstünlükleri

- Geniş bir kullanım alanına sahip olması

- Yüksek derecede hassasiyet

- Seçicilik kapasitesi

- Doğruluk derecesinin yüksek olması

- Kullanım kolaylığı
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Şekil. Spektrofotometre



KALİBRASYON EĞRİSİ ÇİZME
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REGRASYON EŞİTLİĞİ 

Milimetrik kâğıt metodunun dışında regrasyon eşitliği kullanılarak

da numunenin konsantrasyonu hesaplanmaktadır. Kalibrasyon

eğrisi bilgisayarda oluşturulmuşsa elde edilen grafik otomatik

olarak regrasyon eşitliğini de vereceğinden buradan numunenin

konsantrasyonu hesaplanır. Aksi taktirde önce a (kesim noktası)

ve b (eğim) değerleri hesaplanıp daha sonra x (konsantrasyon)

değeri bulunmalıdır.
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