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A luminometria alkalmazása a klinikai 
laboratóriumban és az orvostudományi 
kutatásokban

I. A luminometria elvi alapjai

Az orvosi — de mondhatjuk egész általánosan úgy 
is, hogy analitikai — laboratóriumokban ma a leg­
gyakrabban használt módszer a fotometria. Az 
utóbbi időben azonban egyre gyakrabban jelent­
keznek olyan feladatok, melyeknél közel azonos 
szerkezetű, tehát csaknem azonos elnyelési szín­
képpel rendelkező anyagok koncentrációját, kell 
egymás mellett meghatároznunk, vagy a fotomet- 
rikus érzékenység nem elegendő a jelenlevő anyag 
koncentrációjának kívánt pontosságú meghatáro­
zásához. Az ilyen problémák megoldásában rend­
szerint hatékony segítséget kínál a luminometria.

Alapelveit tekintve, a módszer több mint fél év­
százados múltra tekint vissza, széles körű gyakor­
lati alkalmazását azonban csak az elektronika 
nagyfokú fejlettsége tette lehetővé.

Ennek a közleménysorozatnak kettős célja van. 
Egyrészt ismertetni kívánja a hazai luminométerek 
fejlesztése kapcsán elért eredményeket, illetve a 
hazai berendezések használatával kapcsolatos ta­
pasztalatokat, másrészt egy rövid általános elvi be­
vezetéssel segítséget kíván nyújtani a laborató­
riumokban dolgozó kollegáknak — e viszonylag új 
módszer fogalmainak megértésében — hiszen mun­
kájuk során egyre sűrűbben találkozhatnak velük.

1. Fizikai alapismeretek
1,1. A  molekulák stacionárius energiaállapotai. 
Átmenetek.

A  molekulafizikai modell szerint a molekulák 
csak meghatározott (diszkrét) energiaállapotokban 
létezhetnek. Szobahőmérsékleten a stabilis mole­
kulák az energiaminimumhoz közeli energiatarta­
lommal rendelkeznek, s azt mondjuk, hogy a mo­
lekulák alapállapotban vannak. Jól definiált (pl. 
foton-) energia közlésével a molekula az A alap­
állapotból A * gerejsztett állapotba vihető. 
Formálisan:

A gerjesztés során a hv energiát az atomokat össze­
kötő egyik legnagyobb energiájú elektron veszi fel 
(egyelektronos gerjesztés), amelynek hatására az 
elektron elhagyja eredeti pályáját, és egy magasabb 
diszkrét energiatartalmú pályára ugrik át. Ezt ne­
vezzük elektronátmenetnek. Az elektromágneses 
sugárzási tér hatására létrejött gerjesztések való­
színűségét a kiválasztási szabályok határozzák 
meg, melyek közül molekulákra a legszigorúbb 
a spintiltás szabálya, amely kimondja, hogy a spin­
változással járó átmenetek tiltottak, azaz a gerjesz­
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tési folyamat alatt nem változik meg a molekulá­
ban levő elektronok spináilapota.

Stabilis molekulákban az atomok nemesgáz kon­
figurációval rendelkeznek, s az atomok között min­
den kötőpályán két ellentett spinű elektron fog­
lal helyet. Az elektronok spinkvantumszámának 
értéke —J/2 vagy -t-J/2 lehet. A spinmultiplicitás, 
amely azt mondja meg, hogy valamely molekula 
hányféle spinállapotban fordulhat elő, a 2S+ 1 kép­
lettel számolható, ahol S a molekula összes elek­
tronjára vonatkoztatott spinkvantumszámok ösz- 
szegének abszolút értékét jelenti. Stabilis moleku­
lákban a — 4 2 és -)- '/2 spinkvantumszámú elektro­
nok száma egyenlő, a multiplicitás: 1 (szinglet); 
szabad gyökökben egy páratlan elektron fordul elő, 
s az ilyen molekulákra számított S érték lL, а 
multiplicitás: 2 (düblet); komplex molekulákban 
előfordulnak olyan fémionok, amelyek belső héjai­
ban több, nem kompenzált spinű elektron is létezik, 
így a multiplicitás lehet még nagyobb is : 3 (triplet); 
4 (kvadruplet) stb. Szinglet alapállapotú moleku­
lák gerjesztésekor a spintiltás szabálya szerint 
nem változik meg a multiplicitás, mert.a gerjesztés­
sel egyidőben nem történik spinátfordulás. Az ilyen 
átmeneteket nevezzük szinglet-szinglet átmenetek­
nek. A jelenségek rövid leírására szimbolikus jelö­
léseket használunk. A szinglet alapállapotot S0-lal, 
az ugyancsak szinglet gerjesztett állapotokat St, 
S2. . .Sn-nel szokás jelölni, aszerint, hogy hányadik 
gerjesztett állapotról van szó. Az átmenetet a meg­
felelő állapotok között nyíllal jelöljük. Például: 
Sj<— S0. (A nemhivatalos megállapodás szerint a 
balra mutató nyíl abszorpciót, a jobbra mutató 
nyíl emissziót jelent.)

Megfelelő körülmények között — tilalmi szabály 
ellenére — a szinglet alapállapotú molekulák ger­
jesztésekor spinátfordulás is történhet. Ekkor a 
molekula gerjesztett állapotának spinmultiplici­
tása: 3 (triplet). A triplet állapotok jelölésére a 
T betű használatos. Elvileg minden szinglet állapot 
mellett létezik egy triplet állapot (azaz minden á t­
menet kombinálódhat spinátfordulással). Az alap­
állapot és a legalsó triplet gerjesztett állapot kö­
zötti abszorpciós átmenet szimbolikus leírása tehát: 
T ,- S 0.

A multiplet állapotok energiatartalma, nagy- 
szimmetriájú molekulában vagy térben azonos, azt 
mondjuk, hogy ezek az állapotok degeneráltak. 
Csökkenő szimmetria esetén a degenerált energia­
szintek felhasadnak, s ekkor a színképben is meg­
nyilvánul a multiplet szerkezet.

Az elektronugrással egyidejűleg gerjesztődhetnek 
különböző molekuláris rezgések (vibrációk) is. 
Az utóbbiak jelölésére a kis (v) betű szolgál, amely­
nek jobb alsó indexével azonosítjuk a rezgéstípust. 
Az ilyen elektronugrást és rezgési átmenetet egy­
idejűleg tartalmazó átmeneteket „vibronic” (az an­
gol vibrational és electronic szavak összevonásából 
keletkezett) átmeneteknek nevezzük.
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Vibronic átmenet pl. az S 1(vc =o)<̂ S0(í>0), amely 
az alapállapot rezgési átmenettel nem kombinált 
tiszta elektronállapotából, abszorpció hatására tör­
ténik, az >S, elektronállapotban egyidejű karbonil- 
rezgés gerjesztéssel. (Lásd az 1. ábrával kapcsola­
tos magyarázatot.) Kondenzált állapotban mindig 
ilyen vibronic átmenetekből épül fel az ultraibolya, 
látható abszorpciós és a lumineszcencia színkép. 
A vibronic színkép finom részletei rendszerint csak 
különleges spektroszkópiai eljárással deríthetők fel 
(gőzszínkép, mélyhőmérsékletű színképvizsgálat 
stb.), mert az egyes átmenetek energiakülönbsége 
kicsi, és színképi sávjaik nagymértékben átfedik 
egymást, így szerkezetnélküli, elmosódott színké­
pet kapunk.

helyezkedő különböző energiafelvevő rendszerek­
nek részletekben átadhatja. Az utóbbi sugárzás- 
menten energia-degradációs folyamatnak nevezik. 
A jelen vizsgálódásunk szempontjából csak a sugár- 
zásos (radiativ) energia-degradációs mechanizmu­
sok érdekesek, melyet összefoglaló névvel lumi­
neszcenciának nevezünk. Az eddig tárgyalt összes 
abszorpciós és emissziós radiativ, továbbá az intra- 
molekuláris sugárzásmentes folyamatok az 1. áb­
rán látható Jablonski-diagram segítségével egyér­
telműen tanulmányozhatók.

A vastag vonalak a „tiszta” (rezgéskombináció- 
tól mentes) elektronállapotokat jelölik, a vékony 
vonalak az alapállapottal kombinálódni képes rez­
gési átmeneteket reprezentálják, míg a vertikális

A E

1. ábra. Stacionárius energia-állapotok közötti átmenetek 
típu sa i sokatomos molekulákban 

Jelmagyarázat. S„ = szinglet-alapállapot; S u S 2. . ,S n 
különböző energiájú szinglet gerjesztett állapotok; T lt 
T t . . . T n különböző energiájú triplet állapotok; A felfelé 
mutató nyilak abszorpciót, a lefelé mutató nyilak 
emissziót, a szaggatott nyilak sugárzásmentes átmenete­
ket jelölnek. (Az azonos inul tipliéi tású állapotok között 
IC, a különböző multiplicitású állapotok között I X ) .

A = abszorpció; F  = fluoreszcencia; P  = foszforeszcencia; 
IR  =  az infravörös színképet létrehozó átmenetek; E = 
energia-különbség skála. (Az alapállapot energia értékét 

zérusnak vesszük.)

Megjegyzés. A vastag vonalak rezgéskombinációtól- 
mentes elektron állapotokat jelentenek. A vékony vona­
lak az elektron állapotokkal kombinálódó normálrezgé­

sek frekvenciái.

Az elektronugrás igen gyorsan, kb. 10~15 sec- 
alatt bekövetkezik. Ugyancsak rövid az A* ger­
jesztett állapot élettartama* is (10~7—10_ ® sec).

A gerjesztés révén felvett energiatöbbletet a mo­
lekula kisugározhatja, vagy a szomszédságában el-

* Élettartamnak nevezzük azt az időt, amely alatt a 
gerjesztett molekulák szárna a kezdeti érték l/e-ed ré­
szére csökken.

nyilak az átmenetek típusait jelzik. A kihúzott 
nyíl a sugárzásos (radiativ), a szaggatott nyíl a 
sugárzásmentes átmenetet jelöli. A felfelé mutató 
nyíl energiafelvételt (abszorpciót), a lefelé mutató 
energia-degradációt (ha radiativ: emissziót) jelent.

A diagram jobb oldalán egy második gerjesztett 
állapotrendszer van feltüntetve, a jobboldalihoz 
képest alacsonyabb értékeknél. Ezek a már emlí­
tett multiplet állapotok, amelyek a gerjesztett ál-
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lapotú elektronok spin átfordulásával jönnek létre.
Az energiacsökkenést a maximális multiplicitás 

elve alapján értelmezhetjük. A spinmultiplicitás 
növekedésével csökken az állapot energiatartalma. 
Ha a molekulát bomlás nélkül, valamely sokadik 
Sre állapotba gerjesztjük, a molekula az 1. ábrán 
IC-vel jelölt, belső energia elvezetéses mechaniz­
mussal (az angol „internal conversion” szavak rö­
vidítése) igen gyorsan (kb. 10 “13 sec alatt) sugárzás 
mentesen elveszíti az első gerjesztett állapot feletti 
energiatartalmát, azaz a gerjesztett molekula Sx ál­
lapotba kerül. Az átmenetek energiakülönbsége 
hővé alakul 8„—»Sĵ  +  cal. Az S, állapot élettartama 
rövid és több egymással versengő, radiativ és su­
gárzásmentes energia-degradációs mechanizmus 
igyekszik a gerjesztő energiát a molekulából eltávo­
lítani. Ezek a következők:

a) Sx—*S0 + hiy, azaz a molekula az első gerjesz­
tett szinglet állapotból hf energia kisugárzásával 
visszatér az alapállapotba. Ezt a radiativ átmene­
tet nevezzük fluoreszcenciának.. A fluoreszcencia le- 
csengési ideje (az az idő, amely alatt az Sx állapotú 
molekulák száma 1/e-ed részére csökken) 10-7— 
—10“ 9 sec közé esik.

b) Sj-^Tj(i;), azaz egy Sx állapotból a gerjesztési 
enegria spinátfordulással átmegy a triplet állapot­
nak az Sj állapothoz legközelebb eső, alacsonyabb 
energiájú vibrációval kombinált nívójára, majd 
belső konverzióval (IC) a rezgéskombinációtól men­
tes Tj tiszta elektron állapotba jut.

Az energiakülönbség hőenergiává (cal) alakul. 
Az Sx—>Tj (v) átmenetet „intersystem crossing”- 
nak nevezzük, s IX-szel jelöljük. Az egész folya­
mat bruttó egyenlete

Sx- ^  Tx (v) Tx+ cal
Az IX  átmenet általában lassú, 10“ e—10“4 sec. 
Vannak azonban olyan körülmények, amelyek az 
átmenet valószínűségét megnövelik. Ilyenek az ol­
datban levő paramágneses ionok (átmeneti fémek, 
ritkaföldfémek, aktinidák, molekuláris oxigén) 
vagy a molekulában, esetleg a környezetében jelen­
levő magas rendszámú atom* (pl. U, I), továbbá a 
mélyhőmérséklet. Az átmenet sebessége ilyenkor 
elérheti a 10~7—10“ ® sec értéket is.

c) Sx—*S0-|-cal (IC) sugárzásmentes átmenet, 
amelynek lecsengési ideje oo és 10“ ® sec között vál­
tozhat. Az energiát ilyen esetekben az intramole- 
kuláris rezgések veszik fel, vagy ütközés révén át­
adódik valamely szomszédos molekulára, s így an-. 
nak kinetikus vagy vibrációs energiájává válik.

d) Tj—>S0 + hv radiativ folyamat, amelynek ré­
vén a T gerjesztett állapot megszűnik. A lecsengési 
idő lényegesen hosszabb, mint az Sx—>S0 esetében: 
10“4—10° sec. Az átmenetet foszforeszcenciának 
nevezzük. A fluoreszcencia fény rezgésszáma na­
gyobb, mint a foszforeszcenciá fényé (v/>vp).
1,2. A  kvantum-hatásfok (Ф)

Analitikai szempontból fontos, hogy a radiativ 
folyamat minél több fotont szolgáltasson a méré-

* A paramágneses ionok a spinpálya kölcsönhatás, a 
rendszámú atomok, az erős magtérhatás révén 

к meg a spinátfordulás valószínűségét.

sekliez. Ha a gerjesztő fotonok mindegyike radi­
ativ úton távozik a gerjesztett molekulából, akkor 
az egyes fotonok — bár veszíthetnek energiájukból 
— darabszáma változatlan marad. A sugárzásmen­
tes energia-degradációs mechanizmusok működése 
következtében az egyes gerjesztett molekulák nem 
szolgáltatnak fotont, s ilyenkor az emittált foto­
nok száma kisebb, mint a gerjesztő fotonok száma. 
A radiativ és sugárzásmentes folyamatok relatív 
arányának kifejezésére definiáljuk a kvantum ha­
tásfokot (Ф).

. emittált fotonok számaФ = ----------------------------------
gerjesztő fotonok száma

Számos olyan adalékanyagot ismerünk, amelyek 
növelik a sugárzásmentes energia-degradációt (ki­
oltó, kvencselő anyagok). Analitikai eljárásoknál 
betöltött szerepükre később még visszatérünk.

A triplet állapot hosszú élettartama alatt na­
gyon hatékonyak lehetnek a „kioltó” (sugárzás- 
mentes energia-eltávolító) mechanizmusok. Emiatt 
a foszforeszcenciá rendesen kis hatásfokú, nehezen 
mérhető, s nagyon érzékeny a miliőre.

1,3. A  színképek
A z  abszorpciós színkép főleg az UV színképtar­

tományban (200—-400 nm között) jelentkezik. 
Kisebb számban találhatók olyan vegyületek is, 
melyek színképe átnyúlik, vagy nagyon kifejezett 
a látható színképtartományban is (pl. színreakciók). 
A színkép rendszerint széles sávokból áll, melyen 
néha finomszerkezetet találunk. A sávokat általá­
ban 1 — 1 elektronugráshoz rendeljük, melyek hosz- 
szuhullámú oldalán lokalizáljuk a tiszta elektron­
ugrás frekvenciáját; míg a sáv többi részét az elek­
tronugrással kombinálódó molekuláris (normál) rez­
géseknek tulajdonítjuk („vibronic” spektrum). 
Ha az elektronugráshoz tartozó részsávok szélesek, 
az átfedések során teljes Összeolvadás jön létre 
(szerkezet nélküli sáv), ha a részsávok keskenyek, 
bizonyos fokú finomszerkezet észlelhető (lásd 2. 
ábra A  görbe).

A fluoreszcencia színkép az abszorpciós színkép 
hosszúhullámú oldalán kezdődik. A „tiszta” elek­
tronugrás helye azonos mindkét színképben*, me-

200 300 Ш  500 nm
2. ábra. Eleklrongerjesztési színkeptípusok (fenantrén) 
A :  abszorpciós színkép; F: fluoreszcencia színkép; F : 
foszforeszcenciá színkép; 1: fluoreszcencia vagy fosz- 
foreszeencia-intenzitás önkényes egységekben; e : mole­

kuláris extinkciós koefficiens

* Itt a Frank—Condon eltolódást zérusnak vesszük. 
További részleteket lásd Hercules idézett könyvében.



lyet rezonancia átmenetnek nevezünk. A rezgéskom­
bináció azonban — szemben az abszorpciós szín­
képpel — csökkenti a részsávok frekvenciáját. 
A fluoreszcencia színkép és az abszorpciós színkép 
első sávja (S,-átmenethez tartozó sáv) jó közelítés­
sel tükörszimmetrikusak, a szimmetriasíkot a rezo­
nancia frekvencia helyére lokalizáljuk. A fluoresz­
cencia színképet a 2. ábra F  görbéje szemlélteti.

A foszforeszcencia színkép — mint azt az energia 
diagramon (1. ábra) láttuk —  a fluoreszcencia szín­
képhez képest jóval kisebb energiák, azaz a hosszú- 
hullámok felé eltolódva jelentkezik. Az első sáv 
„tiszta” elektronugrás, amely ugyancsak az alap­
állapot normálrezgéseivel kombinálódik.* A fosz­
foreszcencia színképet a 2. ábra P görbéje szemlél­
teti.

A hatásfokkal kapcsolatos meggondolásaink alap­
ján világos, hogy ha a gerjesztő fény frekvenciája 
nagyobb, mint a rezonancia frekvenciáé, minden 
gerjesztő fotonból egy S, gerjesztett állapot jön 
létre, amely az adott feltételek mellett meghatá­
rozza a kvantumhatásfokot. Azt mondhatjuk te­
hát, hogy az abszorpciós színkép területén (a rezo­
nancia átmenetnél rövidebb hullámhosszaknál) a 
hatásfok konstans. Ebből nyilvánvaló, hogy az 
emittált fény intenzitása függ az abszorbeált fény 
intenzitásától. A legkedvezőbb gerjesztési feltéte­
lek megkeresésére gerjesztési színkép nyújt biztos 
alapot.

Ekkor konstans fotonszámú gerjesztés mellett 
a gerjesztő fény frekvenciájának (vagy hullám­
hosszának) függvényében vizsgáljuk az emittált 
fény intenzitását, s az abszorpciós színképpel közel 
hasonló lefutású színképet kapunk. Az abszorpciós

* A fluoreszcencia és foszforeszcencia színképben — 
ha van finomszerkezet — a tiszta elektronátmenet és а 
részsávok közötti hullámszám-különbség jó közelítéssel 
azonos.

és gerjesztési színkép eltéréséből következtethe­
tünk a molekulán belüli energia-transzfer mecha­
nizmusokra is. A 2. ábrán Cr-vel jelöltük, szagga­
tottan rajzoltuk a gerjesztési színképet.

2. A lumineszkáló anyagok
A luminometria magától értetődően csak olyan 

rendszerek vizsgálatára alkalmas, melyekben a 
vizsgálandó anyag koncentrációjával arányosan 
(növekvő vagy csökkenő irányban) változik a 
minta lumineszcencia-képessége. Bár szobahőmér­
sékleten, oldatban, a jól lumineszkáló anyagok 
száma nem túlságosan nagy, a vizsgálati feltételek 
alkalmas megválasztásával (közeg, kémiai átala­
kítás, stb.) a legtöbb analitikai feladatnak megta­
lálhatjuk a luminometriás megoldását. Most rövi­
den összefoglaljuk azokat a tapasztalati tényeket, 
amelyek az egyes vegyületcsoportok lumineszcen­
ciájával kapcsolatosan ismeretesek*.

Szerves vegyületek:
Az alifás és aliciklukus szénhidrogének nem mu­

tatnak saját fotolumineszcenciát a látható és UV 
színkép területén.

Az alifás és aliciklikus karbonilvegyületek rend­
szerint látható fényt emittálnak. Mivel abszorpció­
juk 280 nm körül van, valószínű, hogy a gerjesztő 
fény hatására keletkezett fotokémiai bomláster­
mék lumineszkál. Ilyen esetben csak az analitikai 
eljárás igen gondos reprodukálása esetén várha­
tunk megbízható eredményeket.

Az aromás vegyületek mutatják a legkedvezőbb 
emissziós tulajdonságokat, bár a kémiai szerkezet

* Egy molekula lumineszcenciájáért felelős molekula- 
szerkezeti egységet — az abszorpciós spektroszkópiában 
használatos „kromofor” szóképzés analógiájára — 
fluorofornak, foszforofornak vagy általánosabb értelem­
ben luminofornak nevezzük. Itt nem foglalkozunk a szi­
lárd ,,foszforok”-kal, mert ezek lumineszcenciája nem 
molekuláris eredetű.

1. táblázat
Szubsztituenselc hatása az aromás rendszer lumineszcenciájára

Szubsztituens Frekvencia Hatása az emisszió 
intenzitására Ip/If* Megjegyzés

alkil-, szulfo-, alkoxi- _ _ nő _

—OH csökken nő _ pH érzékeny

1 О /X О
 

о
и

csökken • erősen csökken — pH érzékeny

y R1—N H ,;—N <
\  RJ csökken nő ' — pH érzékeny

—NO,; —NO _ teljes kioltás -*• oo _

Oxo- — — -  ~ H-híd felfüggeszti a ha­
tást

—SH csökken csökken _ _

Cl- 1
Halogének Br_ i 

I"
csökken 1 csökken • 1 .  j nő —

*Ip/I/ A foszforeszcencia és fluoreszcencia fényintenzitás hányadosa
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ismeretében nem tudjuk előre megmondani, hogy 
milyen lumineszcencia várható. Ezért, ha lehetsé­
ges, vizsgálandó anyagainkat igyekszünk olyan át­
alakításnak alávetni (gyűrűzárás, aromatizáció, 
aromás vegyület kondenzációja stb.), hogy jól lu­
mineszkáló aromás vegyület keletkezzék.

Az aromás szénhidrogének erősen lumineszkál- 
nak. Minél nagyobb a konjugált rendszer, vagy a 
kondenzált gyűrűk száma, annál hosszabb hul­
lámhosszú fénnyel gerjeszthetők, és az emittált 
színkép karakterisztikusabb, mint az emissziós.

A szubsztitúció döntő módon befolyásolja az aro­
más vegyület lumineszcencia-képességét. A szub­
sztitúcióval kapcsolatos legfontosabb általános 
megállapításokat az 1. táblázatban gyűjtöttük 
össze.

Heterociklikus vegyületek — hasonlóan az aro­
más ketonokhoz — elsősorban foszforeszcenciát 
mutatnak. Nagyon érzékenyek a közegben eset­
legesen jelenlevő elektronakceptorokra.

A szervetlen vegyületek közül az ionok, egyszerű 
homogén felépítésű molekulák, kis atomszámú, 
monodentát ligandokkal képzett komplexvegyüle- 
tek oldatai szobahőmérsékleten nem nemesgáz 
szerkezetű, belső (főleg f) héjjal rendelkező elemek 
(ritkaföldfémek, aktinidák).

A legtöbb fémionnak létezik olyan, rendszerint 
keláttípusú komplexe, amelynek jellegzetes, inten­
zív lumineszcenciája lehetőséget biztosít lumino- 
metriás mikroanalízisre.

3. A lumineszcencia-analitikai eljárások típusai 
és jellegzetes tulajdonságai

Számos olyan biológiai és orvosi szempontból 
fontos anyag ismeretes, amelyek analitikájában — 
az érzékenység és szelektivitás terén — a luminesz­
cencia alkalmazása nagy fejlődést jelentett. Az el­
múlt egy-két évtized kutatási eredményeként épp­
úgy lehetséges ezen az úton szénhidrátokat, lipi- 
deket, fehérjéket, nukleinsavakat és lebontási ter­
mékeiket meghatározni, mint a különböző járulé­
kos tápanyagokat, állati és növényi szervezetre 
ható gyógyszereket és mérgeket, anorganikus io­
nokat stb. (Részleteket lásd Udenfriend idézett 
könyvében és az Analytical Chemistry 1960, 1962, 
1964, 1966, 1968, 1970. évi áprilisi számaiban 
közölt White referátumokban.)
3,1. Reakció típusok

Nem célunk az egyes eljárások ismertetése, de 
szükséges, hogy a gyakorlatban leghasználatosabb 
analitikai eljárások fő típusait áttekintsük. Ezek a 
következők:

a) „Nativ” lumineszcencia mérése. A meghatá­
rozandó anyag saját, erős lumineszcenciáját mér­
jük. Példa erre a szerotonin meghatározása 3 N  
savban. (Á„=350 nm, l e =  540 nm. A szervezet­
ben előforduló többi indolszármazék ilyen körülmé­
nyek kö2ött nem lumineszkál!)

b) Kémiailag indukált lumineszcencia. A vizs­
gálandó anyagot kémiai reakcióval jól luminesz­
káló termékké alakítjuk. Pl. a kortizolnak nincs 
natív lumineszeenciaképessége. Etanol-kénsav ha­
tására ismeretlen szerkezetű, erősen lumineszkáló 
anyag keletkezik belőle (A„ =  470 nm, A„ = 530 nm).

c) Kvencso-luminometriás analízis. Ebben az 
esetben a meghatározandó anyag szelektív kvcn- 
cselője (kioltó anyaga) valamely jól lumineszkáló 
vcgyületnek. Példaként említhetjük az acetont 
amely meghatározható a /З-naftol vizes oldatának 
szelektív kvencselése alapján.

d)  Enzim-kofaktor módszer. Olyan anyagok 
meghatározására használható, amelyek enzimati- 
kus átalakítását a kofaktor lumineszcencia-képes­
ségének megjelenése vagy eltűnése kíséri. E típus 
példája lehet a tejsav meghatározása laktát dehid- 
rogenáz segítségével, amelynél a NAD+—>NADH 
kofaktor átalakulást intenzív fluoreszcencia kíséri.

e) Enzimaktivitás mérése. Az enzimhatás kö­
vetkeztében keletkező vagy elbomló anyagok fény­
kibocsátó-képességének változását mérjük idő­
függvényben. Minthogy a szubsztrat-koncentráció 
nagy az enzim-koncentrációhoz képest, a Michae­
lis—Menten elmélet értelmében a koncentráció, 
s ezzel az emittált fény intenzitása lineárisan vál­
tozik az idő függvényében. Példaként említhetjük 
a /hglukoronidáz aktivitásának mérését, amelynél 
az enzim a gyengén fluoreszkáló umbelliferon-glu- 
kuronidból, az enzim-koncentrációtól függő sebes­
séggel, erősen fluoreszkáló umbelliferont szabadít 
fel. Ezt a reakciótípust a leggyakrabban hidroliti- 
kusan bontó enzimek vizsgálatánál használjuk.

3.2. A módszer érzékenysége
A lumineszcencia-analitikai eljárások nagyon ér­

zékenyek. Általában ppm koncentrációjú anyag 
kényelmesen mérhető. Gyakran találkozunk olyan 
módszerekkel, amelyekkel 10~2—10~3 ppm-nyi 
mennyiségek is mérhetők, s extrém esetben a 
10-4 ppm is elérhető. A rendkívüli esetektől elte­
kintve azt mondhatjuk, hogy a luminometriás 
módszer legalább egy nagyságrenddel érzékenyebb, 
mint a spektrofotometria.

3.3. A szelektivitás
A szokásos analitikai módszerekkel szemben ki­

tűnik a lumineszcencia nagyfokú szelektivitásával. 
A gerjesztési viszonyok nagyfokú variálhatósága, 
az emittált fény színképi jellegzetessége, hatás­
foka, lp/1/  arány, a kioltó anyag iránti specifikus 
érzékenysége mind olyan tényezők, amelyek a sze­
lektivitást nagymértékben növelik.

3.4. A koncentráció és lumineszcencia fényintenzitás 
összefüggése

Adott d  rétegvastagságú küvettában egy C mol/1 
koncentrációjú oldat Г у fluoreszcencia-intenzitása, 
ha megfelelő hullámhosszú, párhuzamos I0 inten­
zitású sugárzással gerjesztjük, amelyre a luminofor 
molekuláris extinkciós koefficienséé, kvantumhatás­
fok pedig, Ф f , a következő egyenlettel írható le: 

Iy =  2,3. 10 Фf . e .С • d,
azaz az I f  lineáris függvénye a luminofor koncent­
rációnak. A meghatározás linearitás-hibája kisebb, 
mint 4%, ha a

• C.d^0,02.
Az lp/1/ érték analitikai eljárásoknál általában 

kicsi, ezért az If-re megadott összefüggés jó köze­
lítéssel a teljes lumineszcenciára is használható.
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A fősz főrészéé ncia színképi komponens analitikai 
felhasználása (foszforimetria) hasonló elvek sze­
rint történik. Az 1 /> összefüggés megegyezik az 
Ijp-re megadottal, csupán két korlátozás van: 
Фр helyett a foszforeszcencia hatásfokot Фр kell 
venni, s a lineáris összefüggés kisebb koncentráció­
tartományra érvényes mint a fluoreszcencia eseté­
ben (íCd^0,05).

3,5. A  kvencselő hatás koncentráció-függése
Ha a kioltó anyag nélküli minta (referens) lumi­

neszcencia intenzitását F0-val jelöljük, akkor C? 
koncentrációjú kioltó (kvencselő) anyag jelenlété­
ben a mért lumineszcencia intenzitás F? • E meny- 
nyiségek közötti összefüggést matematikailag a 
Stern—Volmer törvény írja le, miszerint

ahol а к kioltás valószínűségi állandója (a kalibrá­
ciós görbe meredeksége), míg a fényintenzitások­
ból képzett hányados a kioltás mértékét fejezi ki.

4. Méréstechnikai alapelvek
A luminométereket — attól függően, hogy mi­

lyen optikai felbontórendszerrel készülnek, három 
csoportra oszthatjuk:

1. szűrős készülékek
2. egy-monokromátoros készülékek
3. két-monokromátoros készülékek (spektrolu- 

minométerek)
Mindhárom készüléktípus a 3. ábrán látható 

blokkséma szerint épül fel.
Az egyes készüléktípusok szerkezeti jellegzetes­

ségei és teljesítőképessége az alábbiakban foglal­
ható össze:

4,1. Szűrős készülékek
Fényforrásuk kisteljesítményű (40—100 W kö­

zötti) kis, közepes vagy nagynyomású Hg-lámpa.

A lámpának vonalas színképűnek kell lennie, mert 
csak akkor várható, hogy a viszonylag szélessávú 
M, gerjesztő-szűrő csak a gerjesztő vonalat engedi 
át, és nem jelentkezik nagy háttér az M2-szűrőnél. 
E célra nagyon kedvező tulajdonságokkal rendel­
kezik az OSRAM HQE 40 típusú Hg—Cd-lámpa.

A sugármenet analitikai készülékek mintateré­
ben derékszögű, azaz a, gerjesztés és megfigyelés 
iránya derékszöget zár be, és mivel a luminoforok 
száma kicsi a gerjesztő fotonokéhoz képest, az ol­
daton áthaladó gerjesztő fény az egész rétegvastag­
ságban egyenlő intenzitású lumineszcenciát hoz 
létre. Ebből következik, hogy a lumineszcencia 
fénykihasználás és a gerjesztő fény elimináció de­
rékszögű elrendezésben a legkedvezőbb. Szerkezet­
kutatási célokra használt készülékek mintaterében 
előnyösebben használható a hegyesszögű sugárme­
net. Ekkor ugyanis a luminoforok koncentrációja 
nagyobb, mint a gerjesztő fotonoké, s a mintának 
csak vékony rétege abszorbeál és világít (vagy a 
minta világítása a cellában — rétegvastagság függ­
vényében — erősen csökkenti tendenciát mutat).

Az Mj célszerűen kb. 30% transzmissziójú fém- 
interferencia szűrő.

A használható gerjesztő vonalak: 254*, 313*, 
365, 405, 436 nm. (A csillaggal jelzett hullámhosz- 
szak izolálásához folyadék-szűrőket kell alkalmazni, 
s ügyelni kell arra, hogy minden optikai elem vagy 
reflektáló típusú legyen, vagy transzmissziós típus 
esetén kvarcból készüljön.)

A fényforrás tápáramának kb. 10~4 stabilitá­
súnak kell lennie.

Az M2 fluoreszcencia vágószűrők azt a célt szol­
gálják, hogy a mintán szóródó gerjesztő fényt a 
detektorból kiszűrjék, és ha lehet, minél több 
lumineszcencia fényt engedjenek át. A leghaszná­
latosabbak a Corning és a Schott fluoreszcencia vá­
gószűrők, melyek típusait a 4. ábrán láthatjuk.

A detektor minden készüléktípusban fotomul- 
tiplier. Szűrős készülékeknél 300 nm felett előnyö­
sen használhatók az olcsó RCA 931 A, 200 és 300

3. ábra. A  lumino méterek szerkezeténél' elvi vázlatit
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nm között az 1P21 és 1P28, ill. a nekik megfelelő 
egyéb típusok (pl. EMI 9662), amelyek jól üzeme- 
tethetők 500—1000 V közötti feszültségen. A leg­
fontosabb multiplier-típusok katódérzékenységé- 
nek hullámhosszfüggését az 5. ábrán mutatjuk be.

A berendezés a nagyfeszültség hosszú idejű

ben tud tenni (lumineszcencia színképi differenciáló 
vizsgálatok). Ekkor fényforrásként 200 W-os 
nagynyomású Hg-gőzlámpákat (OSRAM) haszná­
lunk, amelyet interferencia szűrővel monokroma- 
tizálunk. Gerjesztő vonalként használható a 366, 
a 404 és 436 nm-es Hg-vonal. A differenciáló eljá-

r%

4. ábra. Különböző monokromatizáló elemek karakteriszti­
kája

Ü 8Z : üvegszűrő a 365 nm-es Hg vonalra (ugyanilyen 
jellege van az UV-ban használt folyadék szűröknek is.) 
1 F  — interferencia-szűrö a látható színkép tartomány­

ban; VSZ = vágószűrö (a görbétől a rövid hullámok felé 
elnyel, a hosszú hullámok felé átereszt. M, = Monokro- 
mátor keskeny réssel (Beckman monokromátor 0,01 mm 
réssel 400nm-nél) М г = u. az széles réssel (Beckman m ono­

kromátor 0,3 mm-es réssel.)

10“ 4 stabilitását igényli. A fotoáram mérésére ide­
ális kompenzációs elektrométert használni. A lu­
mineszcencia-mérés megkívánja, hogy a fotométer 
a fényintenzitásnak legalább 5 nagyságrendes vál­
tozását tudja mérni. Az érzékenységi határnak el 
kell érnie a 100 pL-t.

5. ábra. Kék és vörösérzékeny multiplierek katódérzékeny- 
sége hullámhosszfüggvényben. Q = kvantumhatásfok

4,2. Egy-monokromátoros készülékek
Kétfélék lehetnek aszerint, hogy a monokromá­

tor az Mx vagy az M2 helyen szerepel-e. Ha az Mt 
monokromátor, akkor a készülék alkalmas kis sáv- 
szélességű gerjesztésre, folytonos színképű fényfor­
rás esetén is. Ilyen esetben célszerű gerjesztési dif­
ferenciálás céljára xenonlámpát használni fényfor­
rásként. Az analitikai luminométerekben rendsze­
rint 150 W-os Hanovia (USA) vagy 160 W-os 
OSRAM (esetleg Tungsram) gyártmányú xenon­
lámpát használunk. A készülék több alkateleme 
megegyezik a szűrős fotométernél ismerteitekkel, 
azzal a különbséggel, hogy itt már célszerű nagyér­
zékenységű, kis zajú, nagyerősítésű speciális multi- 
pliereket használni. Magyarországon e célra a leg­
könnyebben hozzáférhetők az EMI cég gyártmá­
nyai, melyek közül a 6256 S és В kék-, illetve 9684 
В vörösérzékeny látszik a legmegfelelőbbnek.

Ha az M2 egység monokromátor, akkor a készü­
lék finom különbségeket csak az emittált színkép-

rás hatékonyabbá tételére a monokromátort mo­
torikus meghajtással kell ellátni, és a színképet 
kompenzográffal kell regisztrálni. Detektorai 
ugyanazok, mint az előzőnek.

Az egy-monokromátoros készülékekben fény­
áram stabilizálás vagy arányregisztrálás szükséges.

4,3. Spektro-luminométerek
A  spektro-luminométerek elsősorban a kutatás 

eszközei. A gerjesztő és lumineszcencia sugárzás 
monokromátoron halad keresztül, azaz egyesíti az 
egy-monokrámotoros készülékek két típusának tu ­
lajdonságait. Analitikai célra azonban előnyöseb­
bek az egy-monokromátoros készülékek, mivel a 
vágószűrők segítségével a teljes lumineszcencia 
színkép (fluoreszcencia+ foszforencia, vagy fosz- 
foreszcencia) fényintenzitás együtt mérhető.

A 4. ábrán a monokromátorok résfüggvényét is 
felrajzoltuk, s világosan látszik, hogy a teljes lum i­
neszcencia színképet áteresztő sávszélességnél — 
a résfüggvény kisebb meredeksége miatt — a ger­
jesztő vonal nagy „hátteret” eredményez, s ebből 
világos, hogy analitikai célra az egy-monokromá­
toros berendezések a legmegfelelőbbek.

A spektroluminométerek érzékenysége általában 
megegyezik az egy-monokromátoros analitikai be­
rendezésekével, csak itt a felhasználás más irányú. 
Nem a (kimutathatóság) mérhetőség határán aka­
runk koncentrációt meghatározni, hanem színké­
pet akarunk nyerni, sok esetben a lehető legkisebb 
réssel (finomszer kezet-vizsgálatok).

A spektro-luminométerek az előző két típustól 
mindenekelőtt abban különböznek, hogy ezekben 
a mérés teljesen automatikus. A monokromátorok 
frekvencia vagy hullámhossz továbbítása előre 
programozható módon motorikusán történik.

A spektro-luminométerekben Hg- és Xe-lámpát 
egyaránt használhatunk. A teljesítményt gyakran 
megnöveljük (500 W-os Hg- vagy 450—1000 W-os 
Xe-lámpával, az utóbbihoz azonban 50 А-es táp­
áram szükséges).
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Analitikai felhasználású készülékeknél általában 
300 mm fókusztávolságú kollimátor tükörrel ren­
delkező' rács vagy kvarcprizmás monokromátorok 
szükségesek. Szerkezetkutatási célokra használt 
nagyfelbontású monokromátorok kollimátörának 
fókusztávolsága elérheti a 4 —8 m-t is.

A spektro-luminométerek detektor- és mérőrend­
szere általában megegyezik az egy-monokromá- 
toros berendezésekével. Fontos szempont lehet 
azonban a felvételek elkészítésének gyorsasága, 
különösen nagy intenzitású lámpák vagy szilárd 
minták használata esetén, hogy a mérés alatt a 
mintát minél kisebb sugárkárosodás erje. Ilyen eset­
ben oszcilloszkópos vagy képcsöves kijelzéssel, eset 
leg nagysebességű digitális jelrögzítéssel dolgo­
zunk.

A gerjesztési feltételek konstans értéken tartását 
referens detektor biztosítja (arányregisztrálással 
vagy fényáram stabilizálással).

A modern spektro-luminométerek számos adap­
terrel rendelkeznek. Alkalmasak hegyesszögű és 
derékszögű lumineszcencia, gerjesztési és reflexiós 
színkép felvételére, s a nagyobb készülékek (érté­
kük lényegesen meghaladja az 1 millió forintot) 
alkalmasak depolarizációfok, mélyhőmérsékletű 
színképek, forgatóképességi diszperziós görbék fel­
vételére is.

5. Hazai törekvések, eredmények
A hazai kutatás rendkívüli mértékben igényli a 

luminometriás analízisek alkalmazását. Import be­
szerzési nehézségek miatt arra nem lehet gondolni, 
hogy az előzőkben ismertetett készüléktípusokat

a szükséges darabszámban külföldről szerezzük be, 
ezért a felhasználó, elméleti és konstrukciós szak­
emberek társulásával megvizsgáltuk a lumino­
metriás mértéstechnika bevezethetőségének hazai 
feltételeit, s létrehoztuk az egyes műszertípusok 
mintapéldányait.

A készülék esszenciális elemeit, a fényforrásokat, 
detektorokat, felbontó elemeket, melyek a teljes 
berendezés árának 10—20%-át teszik ki, import 
útján szereztük be, míg a szükséges optikai, finom- 
mechanikai és elektronikus egységeket a követel­
mények és lehetőségek célszerű összehangolásával 
házilag hoztuk létre.

A fejlesztési munkánál az ún. „építő modell”- 
elvet alkalmaztuk. Létrehoztunk olyan standard 
részegységeket (tápegységek, detektorrendszer, mé­
rőrendszer stb.), melyek mindegyik készüléktí­
pusban egyaránt használhatók. Ily módon a készü­
lék fejlesztése a felhasználó részéről csak újabb, 
kiegészítő egységek vásárlására korlátozódik.

A következő közleményekben ismertetjük az elő­
zőekben vázolt készüléktípusok hazai megoldásait, 
alkalmazásuk területét és a használatuk során 
szerzett tapasztalatokat.

TOVÁBBKÉPZÉSRE AJÁNLOTT IRODALOM
P. Pringsheim : Fluorescence and Phosphorescence 

Interscience N. Y. 1949. — Th. Förster: Fluorescence or­
ganischer Verbindungen Vanderhoeck und Ruprecht 
Göttingen, 1951. — S. Udenfriend: Fluorescence Assay 
in Biology and Medicine Academic Press N. Y., 1962. — 
D. M. H ercides: Fluorescence and Phosphorescence 
Analysis Interscience N. Y ., 1965. — E. J . Bowen: 
Luminescence in Chemistry Van Nostrand, 1968.
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A luminometria alkalmazása a klinikai 
laboratóriumban és az orvostudományi 
kutatásokban
II. Rutin analitikai luminométer

A szűrős készülékek képezik a luminométer mű­
szercsalád legegyszerűbb tagjait. Felépítésük és 
információszolgáltató képességük tekintetében 
megfelelnek a szűrős fotométereknek és felhaszná­
lásuk fő területe a rutin analitika. Emiatt lényeges, 
hogy a szerkezeti elemek kiképzése könnyű kezel­
hetőséget és nagy üzembiztonságot nyújtson a fel­
használó laboratórium számára.

7. ábra. A rutin analitikai luminométer szerkezeti vázlata 
( Az ábrajelzéseket lásd a szövegben)

Rutin analitikailuminométerünk* szerkezeti váz­
latát az 1. ábra szemlélteti. Az egyes részegységek­
kel kapcsolatos elvi megfontolásokat az I. közle­
ményben [6] foglaltuk össze, ezért most csak a meg­
valósított berendezés és a használata révén szerzett 
tapasztalatok ismertetésére térünk ki. Részlete­
sebben foglalkozunk a mérési módszerekkel, mert 
ezek általános jelentőségűek, de nem elég általá­
nosan ismertek és alkalmazottak.

A készülék leírása
A rutin analitikai luminométer 3 részegységből 

áll: fényforrás-tápegységből, optikai berendezés­
ből (ez lényegében fotométer) és az elektronikus 
mérőrendszerből (2. ábra).

A fényforrás tápegység szolgál az OSRAM HQE-40 
típusú Hg—Cd spektrállámpa egyenáramú táp­
lálására. Stabilitása a hálózat 180 és 240 V feszült­
ségtartományában jobb, mint 2,10~4, hosszú üze­
meltetés esetén is. A lámpa tápárama 0,4 vagy 0,5 A 
átkapcsolhatóan aszerint, hogy a lámpából kie­
sebb vagy nagyobb fény teljesítményt kívánunk 
kivenni. (Megjegyezzük, hogy 0,4 A-rel üzemeltetve 
napi 5 órás átlagüzemet számítva, egy lámpa élet­
tartama meghaladja a 3 évet, míg 0,5 A esetében 
az átlagos élettartam nem nagyobb 1 évnél. Ta­
pasztalataink szerint rövid idejű nagyobb telje­

1 Központi Fizikai Kutató Intézet, Budapest.
2 Tolna Megyei Tanács Ballasa János Kórház Labora­

tóriuma, Szekszárd.
2 Elektrotechnikai KTSZ, Budapest.
* A készülék beszerezhető a MIDÉRT kereskedelmi 

vállalaton keresztül.

sítmény nem károsítja számottevő mértékben a 
lámpát.)

A  fényforrás gerjesztésre alkalmas vonalait a 3. 
ábrán láthatjuk, spektrofotométerrel mérve, detek­
tor és készülék-karakterisztika-korrekció nélkül. 
(Lényegében ugyanilyen érzékenységű és karakte­
risztikájú az itt alkalmazott fotométer is.) A gya­
korlat szempontjából az erősnek látszó vonalak 
közül is csak azok alkalmazhatók gerjesztésre, 
amelyek az ultraibolyába és a látható színkép kék' 
tartományába esnek (blue light). A számításba jövő 
vonalak száma tehát csekély: 365, 404 + 407 és 
436. Kedvező feltételek és nagy detektorérzékeny­
ség esetén a 332 + 313, esetleg a 461 nm-es vonal- 
csoport is felhasználható gerjesztésre. A lámpa 
többi vonala elsősorban spektrofotométer-hitele­
sítésnél használható.

Az optikai sugármenet az 1. ábrán, a berendezés­
fényképe a 2. ábrán látható. Az L lámpa fénye a 
H  Iámpaház B t nyílásán, mint blendén keresztül

2. ábra. A rutin analitikai luminométer fényképe

3. ábra. Az OSRAM  HQE-40 típusú Hg-C'd spcklrál- 
lámpa emissziós színképe egynyaras spektrofotométerrel 
mérve. Detektor : E M I 625G. Kvarcmono к romátor, az absz­
cissza prizmadiszperzió-lineáris. A szaggatottan bejelölt 
ábrák a rutin analitikai luminométerben alkalmazott 

gerjesztő szűrök karakterisztikáját szemléltetik



a T i sikt,ükörro esik, amely a fényt a T 2 leképző 
tükörre vetíti. A fény az Sk  'optikai zár („shutter”)- 
on keresztül, továbbá az J<\ cserélhető filteren 
(optikai szűrőn) át a mintatérbe jut és az S  minta 
közepébe képezi le a lámpa világítótestének éles 
képét. A nem abszorbeált, a az S  mintán áthaladó 
sugár a B 2 nyíláson keresztül a készülék elzárt LA  
terébe jut, ahol a T 3 fekete felületről az ugyancsak 
feketére festett fénylabirint falára eső szórt sugár­
zás maradéktalanul abszorbeálódik.

Az Sh  optikai zár (shutter) elzárja a fényutat, 
vagy teljesen szabaddá teszi azt aszerint, hogy a 
műszer elülső falán levő nikkclezett gombot ütkö­
zésig benyomjuk vagy ütközésig kihúzzuk. Zárt 
shutter esetén a mintatérben tökéletes fénymentes­
ség uralkodik.

A mintában keletkezett szekunder sugárzás 
(fluoreszcencia vagy foszforeszeencia) főleg a fó­
kuszpontból indul ki és a tér minden irányában 
halad. A készülék ebből azokat a kb. 20°-os kúp­
szög alatt érkező sugarakat hasznosítja, amelyek 
a lámpa éles képe és a detektornyílás által határolt 
térfogatban jelen vannak. A szórt gerjesztő sugár­
zás eliminálására szolgálnak a K x mintatartó tár­
csán radiálisán és hexagonálisan elhelyezett Ir, 
la, Is, Ih terelőlemezek.

A mintáknak a detektorral szemben levő olda­
lán a T t homorú tükör foglal helyet, azzal a céllal, 
hogy a detektorral ellenkező irányban haladó suga­
rak egy részét a mintán keresztül az érzékelő felü­
letére vetítse. Ez a tükör csaknem kétszeresére 
emeli a detektált fény mennyiségét (a veszteség 
főleg önabszorpció következménye).

Gerjesztő sugárzás szűrői közül a 365 nm-es vo­
nal izolálására üveg alakú relative széles sávú 
Corning 7—37 vagy 7—60 (esetleg Schott UG-4 jelű) 
szűrőt, míg hosszabb hullámhosszú, látható szín­
képvonalakhoz (405, 436) fém-interferencia szűrő­
ket használunk. A készülék gerjesztő szűrőinek 
transzmissziós karakterisztikái a 3. ábrán látha­
tók.

A D detektorház (lásd 1. ábrán) a mintatér köze­
pén foglal helyet, a benne levő kékérzékeny ROA 
1P21; 931A; EMI 9665 В stb., vagy a beépített 
foglalatba illő vörüsérzékeny RCA 7102 multiplior- 
rel. A két legfontosabb multiplier-típus az RCA

1. ábra. Az НО A 1 P21 és 7102 típusú fotomulliplier 
hullámhossz-érzékenység karakterisztikája. 0, és 0, ordiná­
ták az l 1'21, illetet' 7102 típusú multijdierrek krantum- 

lialás/okát jelent ik

11*21 és az RCA 7102 érzékenység karakteriszti­
káját a 4. ábra mutatja. A detektorház U megvi­
lágító nyílása a készülék hátlapja felé néz, így 
mintacserék során a kívülről bejutó szórt fények 
minimálisra vannak csökkentve. Ezt segítik elő a 
mintatartó tárcsa terelőlemezei is.

А I) detektorház külső felületén szerelték fel a 
6 darab vágószűrő befogadására szolgáló K2 szű­
rőtárcsát, és alatta a 8 minta befogadására alkalmas 
mintatartó tárcsát. Mindkét tárcsa a készülék elülső 
oldalán profilmozgatással tetszőleges arretált hely­
zetbe állítható.

A mintatarlóban különböző méretű és alakú mak­
róul X l X4 cm) és mikro- (pl. 0,5 X l X2 cm-es 
vagy 3 mm átmérőjű, 2 cm magas henger alakú) 
küvetták helyezhetők el.

A készülék 25 X40 mm-es vágószűrői cserélhetők. 
Alkalmasak e célra megfelelő méretre vágott 
Schott vagy Corning szűrők. Az utóbbiak transz- 
missziós adatait az 5. ábrán láthatjuk.

A mérőrendszer nagyfeszültségű tápegységből és 
elektrométerből áll. A nagyfeszültségű tápegység a 
multiplier dinóda-feszültségét szolgáltatja, s folya­
matosan szabályozható 500 és 1300 V között. 
Megjegyezzük, hogy — bár a méréstartomány lehe­
tővé teszi, — a készülékbe beépített multipliereket 
nem célszerű tartós üzemben 1000 V-nál nagyobb 
feszültségen használni, mert könnyen károsodhat­
nak. A nagyfeszültség rövid idejű stabilitása 1000 
V-on jobb mint 5-10~5, a hosszúidejű stabilitása 
normálüzemben egy óv alatt sem rosszabb 10~4-nél. 
Célszerű évenként utánszabályozást kérni.

T%

5. ábra. A luminomélerben alkalmazható ПО UN I NO 
rágószűrök (a szekunder sugárzás izolálására)

Az elektrométer nagy bemonő-impedanciájú 
egyenáramú híd, amelyet analitikai berendezések­
hez, a nagyobb pontosság érdekében kompenzációs 
technikával használunk. E célra gondosan szer­
kesztett, precíziós (0, 1%-os) li neáris helipottal 
kompenzáló áramkört építettünk, így a mérési 
eredményt egy 1000 osztású mikrodial értékeiben 
nyerjük. Használhatjuk a mérőrendszert regisztrá­
lóval vagy digitális konverterrel együtt is. Ekkor a 
hídegyensúlv felborulását mérjük. A mérőrend­
szer ilyen irányú alkalmazásáról a 4. és 5. közle­
ményben számolunk be.

A mérés pontosságára és reprodukálhatóságára 
utaló elektromos paraméterek közül a fotométer 
műszcrbeállítási pontossága a legkisebb érzékeny­
ség esetén is jobb mint .0,1%, azaz 1 mikrodial- 
-osztás. Az elektrométer saját sötétárama (multi­
plier nélkül) 2-10 10 A. A mutatós-műszer érzé­
kenységi': I ni V/osztás (a legkisebb érzékenység
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mellett). A detektálási határ kisebb, mint 1 nA. 
A sötétáram elcsúszása kisebb, mint 0,3 műszerosz- 
tás/óra, 900 V-on mérve.

A mérőrendszer fontos kezelőszerve a háttér­
kompenzációs potenciométer. Nagyon fontos a mé­
rések gyorsaságának és hibaforrásainak csökken­
tése szempontjából, hogy egy relatíve gyengén 
fluoreszkáló, esetleg erősebben szóró minta esetén 
— amikor megfelelő háttérkorrigáló referencia ren­
delkezésre áll — a készülék ,,sötétáramá”-t úgy 
tudjuk eltolni, hogy ezzel a referens anyag háttér- 
értékét maradéktalanul kompenzálhassuk. Ekkor 
a minta mért fénykitérése teljes mértékben a lumi­
neszcenciához rendelhető. A készülék háttér­
kompenzáló képessége felöleli a mérő potenciomé­
ter teljes méréstartományát. (Tehát a mérendő 
fényintenzitással egyenlő háttérintenzitás is kor­
rigálható.)

A mérési eljárás
A mérés alapját a mérőpoteneiométer képezi. 

Három jellegzetes pontját (zero, 1000 és a csúszó­
érintkező) az ÜZEMMÓD kapcsoló illeszti a híd­
hoz, amelyen a megfelelő jelölések: 0 (zero), 
H  (hitelesítés) és M  (mérés). A mérés során minden 
művelettel a mutatós műszert (null-indikátor) a 
megfelelő kezelőszervvel kompenzáljuk zérusra 
(lásd az alábbi pontokat). A mérés egyes lépései a 
következők:

1. A mintákat behelyezzük a mintatartóba (egy­
szerre 8 fér bele) a következő sorrendben:

vak, standard, mérendő minták (1 ...6 ) .
A vak megfelel a gyakorlatban használt foga­

lomnak, tehát minden reagenst tartalmaz, a meg­
határozandó anyagon kívül. A „standard”-tói cél­
szerű, ha megkívánjuk, hogy nagyobb legyen az 
emissziója, mint a legtöményebb mérendő anyagé.*

2. A ,,vak”-ot a fényútba állítjuk, s nyitott shut­
ter mellett az ÜZEM MÓD kapcsoló „0” állásában 
a SÖTÉTÁRAM gombbal a műszert nullázzuk. 
Ez a beállítási mód eltér a spektrofotometrikus 
méréstől és háttérsugárzás korrigálására'Szolgál.

3. A ,,standard”-ot állítjuk a fényútba, az 
ÜZEMMÓD kapcsolót H  (hitelesítés)-re állítjuk, 
majd a műszert az érzékenységszabályozó gombok­
kal (NAGYFESZÜLTSÉG, MUNKAELLENÁL­
LÁS, ÉRZÉKENYSÉG) nullára kompenzáljuk. 
Ezzel a művelettel a „standard” érzékét 1000-re 
állítjuk be.

4. A 2. és 3. pontban leírtakat többször ellenő­
rizzük egy mérési sorozat elején, mert az érzékeny­
ség megváltoztatása a háttérkompenzáció értékét 
is jelentős mértékben megváltoztathatja.

5. Az ÜZEMMÓD kapcsolót M(mérés)-re állít­
juk. Mintát teszünk a fényútba, a műszert a MÉ- 
RŐPOTENOIÓMÉTER-rel nullázzuk és állását 3 
számjegynyi pontossággal leolvassuk.

* Kiolt ásón vizsgálatoknál a „Hitelesítés”-t 0 kon­
centrációjú mérendő anyaggal végezzük. A standard 
koncentrációt pedig közepes értéknek választjuk, oly 
módon, hogy a hozzárendelhető fényintenzitás kb. 500-as 
diai-osztású fotoáramot eredményezzen.

6. Kalibrációs görbe segítségével meghatároz­
zuk a minták koncentrációját.

A vázolt mérési eljárás mellett praktikus jelen­
tősége az alábbi négy módszernek van :

a) Koncentráció-hitelesítéses eljárás:
Alkalmazása esetén mérőhelipoton leolvasott

eredmények közvetlenül a kert.sett koncentráció- 
értékeket adják. Ekkor a „stanöard”-delnem 1000- 
re hitelesítünk a 3. pont szerint, hanem az ÜZEM­
MÓD kapcsoló M(mérés) állásában a MÉRŐHELI- 
POT-on beállítjuk a „standard " tényleges koncent- 
rációértékét, majd az érzékenvségszabályozó gom­
bokkal zérusra kompenzáljuk a nulla-indikátort. 
A 4. pont utasításait végrehajtjuk oly módon, 
hogy a 3. pont helyett az itt közölt koncentráció- 
hitelesítéses eljárást alkalmazzuk. Ezt a módszert 
csak olyan esetekben használhatjuk, ha a megha­
tározási módszer kalibrációs görbéje lineáris.

b) Eljárás kis emissziós értékek meghatározá­
sára:

Ha a mérendő anyag koncentrációja nagyon 
kicsi, a mért emissziós értékek is kicsik és ez na­
gyon pontatlan koncentrációmeghatározást tesz 
lehetővé. A MUNKAELLENÁLLÁSOK precíziós 
értékei lehetőséget biztosítanak nagyobb numeri­
kus értékek leolvasására is. A módszer a követ­
kező : ha a mérési eredmény túl kicsinek bizonyult, 
akkor megbecsüljük, hogy kb. hányszoros értéke 
volna kedvező számunkra mérési eredményként. 
Ennek megfelelően forgatjuk el az óramutató járá­
sával egyező irányba a MUNKAELLPINÁLLÁS 
kapcsolót. Az érzékenységszabályozással a sötét- 
áram értéke is megváltozik, tehát azt utána kell sza­
bályozni a beállított fokozatban a 2. pont szerint. 
A leolvasott mérési értéket osztjuk az érzékenység­
növelés értékével.

c) Eljárás a ,,standard”-nél nagyobb emissziós 
intenzitások mérésére:

A módszer az előbbivel telj s mértékben meg­
egyezik, azzal a különbséggel, hogy a MUNKAEL- 
LÉNÁLLÁS-kapesolót most az óramutató járásá­
val ellenkező irányba kell elforgatnunk, s a végén 
az érzékenység-csökkentés mértékével szoroznunk 
kell.

d) Eljárás nagy (kompenzálhatatlan) háttérsu­
gárzás esetén:

Háttérkompenzácié) helyett sötétáramot kom­
penzálunk. Leolvassuk a „vak” értékét és az elő­
írás szerint mérjük a minták emisszióját. A stan­
dard-dal a műszerkitérést 1000-re állítjuk az erő­
sítő-gombok segítségével (sötétáram ellenőrzés !), 
majd sorban leolvassuk a mintáknak megfelelő 
mikrodial-osztást. A valódi koncentrációt (C) — 
lineáris kalibrációs görbét — feltételezve az alábbi 
összefüggésből nyerjük:

( ,_  m ~ v . c
1000—v

A képletben m a minta, v pedig a háttérsugárzás 
értéke. Mindkettő a mérőpotenciométer mikro- 
dial-osztás értékét jelenti, fí, a standard oldat kon­
cén! rációja.
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1. láblázat

Meghatározandó anyag A minta eredete Gerjesztő
szűrő

Vágó
szűrő Reagens Konc. tart. 

ppm Irodalom

M g........................................ szérum
vizelet

436 510 Oxin 0,1 — 10 tii
Katecholaminok ............... vizelet 405 495 — 0 ,0 1 - [2]

391 0,25
Uroporphyrin ................... vizelet 405 595 — 0,001 — [3]391 0,05
Coproporphyrin................. vizelet 391 595 — 0,001 — [4]405 0,05
Cortisol és Corticosterol . . vizelet 436 550 — 0,001 — m

szérum 0,1

Mérési pontosság, érzékenység
A luminométerektől ugyanolyan mérési pontos­

ságot várunk, mint a transzmissziós fotoméretek- 
től, azaz kedvező mérési feltételek mellett 1% 
abszolút és 0,3% reprodukciós pontosságot.

Az ismertetett berendezés maradéktalanul tel­
jesíti ezt a követelményt. A luminometriában szo­
kásos hitelesítő anyagot, a kinin-szulfátot hasz­
nálva 1 ppm koncentrációban, a mérés a fenti ér­
tékeken belüli eredményeket szolgáltat. Kis kon­
centrációk esetében a pontosság ugyanúgy alakul, 
mint az abszorpciós módszereknél.

Az érzékenység a luminométerek esetében első­
sorban alkatrész kérdés. A multiplier sötétárama, 
erősítése, karakterisztikája, a nagyfeszültség stabi­
litása és értéke, valamint az alkalmazott szűrő­
készlet határozza meg, hogy egy adott feladatot 
milyen feltételek mellett oldhatunk meg. Nem el­
hanyagolható szempont azonban a mintatér geo­
metriájának kialakítása sem, amely a háttérsugár­
zás értékét határozza meg. Az ismertetett beren­
dezésnél bizonyos kompromisszumot kellett ten­
nünk az árcsökkentés érdekében. Olcsó multipliert 
használtunk, üvegszűrőkkel monokromatizáltunk 
(meglehetősen rossz hatásfokkal!). Az érzékenység 
becslésére a következő meggondolással élhetünk: 
a kinin-szulfát 1 ppm koncentrációjú oldatának 
legkedvezőbb mérési feltételét állítjuk be és megál­
lapítjuk, hogy mekkora érzékenység-tartalékkal 
rendelkezünk. Ezzel az értékkel osztva az 1 ppm-et, 
nyerünk egy fiktív kinin-szulfát hat árérzékenység­
koncentráció értéket. Készülékünk esetében ez az 
érték: 3.10-4 ppm. A gyakorlatban 0,01 ppm kon­
centrációt tekinthetjük a mérés alsó határának, 
mert alatta a háttérsugárzás értéke elfedi a tény­
leges mérési információkat.

A készülék laboratóriumi alkalmazása
Az ismertetett készüléket a Szekszárdi Megyei 

Kórház Központi Laboratóriumában állítottuk 
üzembe. Az elmúlt 3 év alatt meghibásodás nélkül 
üzemelt, s a következő méréseket végeztük rajta 
rendszeresen, jó eredménnyel (újabb módszerek 
beállítása folyamatban van).

összefoglalás
Rutin analitikai luminométer szerkezeti felé­

pítését és használatának módját ismertetik a szer­
zők. Fényforrása Hg—Cd lámpa (OSRAM HQE-

40). A gerjesztő vonalakat üveg (360 nin) és fémin­
terferencia (404 +  407, illetve 436 nm) szűrőkkel, 
míg a lumineszcencia fényt 6 db CORNING gyárt­
mányú vágószűrővel izolálják. Detektora RCA 
1P21 típusú fotomultiplier, amelynek dinóda- 
feszültségét egy 2,5 • 10-5 stabilitású nagyfeszült­
ségű tápegység szolgáltatja 500 és 1000 volt között 
folyamatosan. A mérés pontossága: ±0,3%. A ké­
szülék makro- (max. 5 ml) és mikro- (min. 10 pl) 
minták mérésére alkalmas.
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Д-р Й. C S к e, 3. Л а с л о ,  д-р Ш. К о в а ч :  
„Применение люминометрии в клинической лабора­
тории и в научно-исслеОовательскихработах. П. Часть. 
Аналитический люминометр для рутинных работ."

Авторы описывают конструктивное построения и 
методы применения аналитического люминометра для 
рутинных работ. Источником света с л у ж и т  лампа 
Н—С (О РАМ Н Е-40). Резонансные линии получают 
с помощью стеклянных (366 нм.) и металлоинтерфе- 
рентных (404 +  407, или 436 нм.) фильтров, в то время, 
как люминесцентный свет — с помощью ограничитель­
ного фильтра (6 шт.) производства СОР. В качестве де­
тектора использовался фотоумножитель типа динод- 
ное напряжение для которого обеспечивалось высоко­
вольтным стабилизированным (2,5. 10_6) блоком пи­
тания с плавной регулировкой напряжения в пределах 
500 и 1500 в. Точность измерения: ±0,3%. Прибор при­
годен для измерений макро- (макс. 5 мл) и микро- (мин. 
10 мкл) проб.

J. S z ő k e ,  Z. L á s г. 1 ó, S. K o v á c s :  The use 
о/ luminometry in the clinical laboratories and in medical 
research. Bart I I . Luminomelcr for rotUinc analyses

Authors describe the construction and mood of ap­
pliance of a luminometer adopted to the routine labora­
tory work. The light source is provided by a Hg-Cd lamp 
(OSRAM HQE-40). The generating lines are isolated by 
glass (366 nm) and metal interferential filters (404+407 
and 436 nm) respectively while 6 Corning-product cutt­
ing filters serve to the isolation of the luminescence light . 
A photomultiplier Typ RCA 11*21 is applied as a detec­
tor, the dinode voltage of which is supplied by a 2,5 •
. 10-* stability high voltage unit continuously between 
500 and. 1500 Volts. Measuring accuracy is ±0.3 per 
cent.. The instrument suits to the measurements both of 
macro (5 ml maximum) and micro samples (10 pi mini­
mum).
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1)K. SZŐKE JÓZSEF 
Központi Fizikai Kutató 
Intézet
LÁSZLÓ ZOLTÁN 
Elektrotechnikai KTSZ, 
Budapest

A luminometria alkalmazása
a klinikai laboratóriumban
és az orvostudományi kutatásokban
III. Gerjesztési spektrofotométer

E közleménysorozat összefoglaló részében [1] „egy- 
monokromátoros berendezések” cím alatt ismer­
tettük azt a készülékmegoldást, amely egy abszorp­
ciós spektrofotométer monokromátorát használja 
fel a gerjesztő fény monokromatizálására, míg az 
emittált sugárzást vágószűrőkkel mentesíti a szórt 
gerjesztő sugárzástól. Ennek a módszernek az az 
előnye a másik egymonokromátoros megoldással 
(a sperktroluminometriával) szemben, hogy a ger­
jesztési frekvenciát — nagyintenzitású, folytonos 
fényforrás alkalmazása estén — tetszőlegesen vál­
toztathatjuk. Jó (meredek abszorpciós élű) vágó­
szűrőket használva, a lumineszcencia fény (a spek­
trum) legnagyobb része a fotometrikus mérés ren­
delkezésére áll. Kvantitatív analitikai szempontból 
ez a berendezés mindenképpen előnyösebben alkal­
mazható, mint a epektroluminométer, ahol a szűrős 
gerjesztés miatt csak vonalas színképű fényforrást 
használhatunk (tehát elveszik a gerjesztési diffe­
renciálás lehetősége), és a monokromátor alkalma­
zása miatt az emittált sugárzásnak .csak csekély 
része jut a detektorra. Ekkor ugyanis a berendezés 
kellő érzékenységét csak a mérőrendszer fokozott 
teljesítő képességével tudjuk pótolni.

A jelen közleményben ismertetett gerjesztési
spektrofotométert egy Spektromom 201 típusú
spektrofotométer monokromátorához kapcsolt a- 
dapterekkel állítottuk elő (1. ábra). Előnyösen 
alkalmazható az ilyen építőelemekből összeállít­
ható berendezés olyan helyeken, ahol a feladatok 
kis sorozatban, de nagy választékban szükségesek 
a felhasználó részére, mivel az adapterek sokkal 
olcsóbbak, mint a sorozatelemző célkészülékek. 
Termelékenységben is alig maradnak el mögötte, 
s minimális „műszeres szakismeret”-tel biztonsá­
gosan alakíthatjuk át berendezésünket éppen a kí­
vánt méréstípusnak megfelelően.

A készülék felépítése
A készülékhez felhasználható bármely egysuga­

ras spektrofotométer monokromátora. (Spektro­
mom, Beckman DU, Unicam SP 500, Jobin et 
Ivon, C 0-4, Zeiss SPM-2 stb.) Ehhez csatlakozik 
a 2. sz. blokkvázlat szerint egy fényforrás és egy 
mintatér adapter (mindkettő megfelelő tápegysé­
gekkel és mérőegységgel ellátva).

A spektrofotométer eredeti lámpaháza helyén 
foglal helyet a 160 W-os xenon-, vagy 200 W-os 
higanygőz-, rövidívű, nagynyomású fényforrást 
tartalmazó lámpaház. Xenon fényforrásként hasz­
nálható a TUNGSRAM gyártmányú XHP 150, 
amelynél azonban jobb minőségű az OSRAM XBO 
160. Higanygőzlámpákban kicsi a választék. A leg­
jobb tapasztalatokat az OSRAM HBO 200 típusú 
fényforrásokkal szereztük.

:l. ábra. A t/erjeHztcfti .spektrofotométer optikai vázlata

A fényforrások táplálására kifejlesztettünk egy 
univerzális tápegységet (1. ábraj, amely egyaránt 
alkalmas 160 W-os xenonlámpa és 200 W-os hi­
ganygőzlámpa üzemeltetésére. Ez a feladat azért 
nehéz, mert a xenonlámpa esetében 20 V, 8 A 
a higanylámpa esetén 63 V, 3.3 A egyenáramra 
van szükség. A tápegység specialitása a 2. ábrán 
látható a fényintenzitás-szabályozó rendszer: A mo­
nokromátor kilépő rése után elhelyezett T t kvarc­
lemez a gerjesztő fény kis hányadát egy Rhodamin 
G fénykonverteren keresztül [3] RCA 931 A típusú 
multiplierre vetíti és egy elektronikus szabályozó- 
rendszer a fotoáramot a fényforrás tápfeszültségé­
nek változtatásával konstans értéken tartja. A fény­
intenzitás-szabályzó csak a xenonlámpa üzemel­
tetéséhez szükséges, mivel a higanylámpa az 
egyenáram áramstabilizálásával 1%-on belül kon­
stans fény áramot biztosít. Az árainszabálvzó rend­
szer stabilitása +  10% hálózati ingadozás esetén 
nem rosszabb 10 1 * * 4-nél, ami fényintenzitásban né­
hány tized százalék ingadozást jelent. A fénvinten-
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1. ábra. A Spektromom 201-ból kialakított gerjesztési 
spektrofotométer fényképe regisztrálóval összekapcsolva



zitás-szabályzó rendszer hatékonyságát a 3. ábra. 
illusztrálja.

Az ábra alsó részén látható a 10”4 stabilitású 
tápegységgel üzemeltetett xenonlámpa fényinten-

A. ábra. A xcnnnlámpa fényintenzitásának stabilitása. 
A precíziós áramstabilizálorrnl üzemeltetett készülék 
stabilitását az alsó ábra szemlélteti, míy a fényára ni-stabi­
litás hatását a felsó ábra mutatja. M indkét ábrán a kiityrás 

— 2-5% fcszUtlscr/esésnek felel mey

zitás-változása. A felső ábra mutatja a fényintenzi­
tás-változást a fényszabályzó rendszer működése 
esetén.

A lámpaházat (4. ábra) alulról egy jól kiegyen­
súlyozott (rázásmentes) ventillátor hűti, s így a hő­
mérséklet a lámpa környezetében nem emelkedik 
olyan magasra, hogy veszélyeztesse a lámpa műkö-

I. ábra. .1 yerjesztési spektrofotométer adaptereinek 
fényképe burkolat nélkül

dését. Az L  lámpa fénye egy blende szerepét is be­
töltő nyíláson (lásd a 2. ábrát) keresztül jut a T x 
síktükörre, amely kivilágítja a T 2 tükör hasznos 
felületét. (Azt a részét, amely a monokromátor 
kollimátor tükrének kivilágítására szolgál. Az ezen 
kívül eső tükörfelületet le kell takarni, mert a mo- 
nokromátorban ez képezi a szórt sugárzás leg­
főbb forrását. Emiatt minden monokromátor tí­
pusnál a T 2 tükör blendéjét külön meg kell mére­
tezni!) A lámpa ívét a T 2 homorú tükör a monokro­
mátor belépő résére képezi, majd a monokromá- 
toron keresztülhaladva a kilépő résen nyerjük 
a monokroinatizált gerjesztő sugárnyalábot.

A spektrofotométer eredeti mintatartójának 
helyébe van felszerelve a gerjesztési spektrométer 
mintatér és detektor egysége (Lábra). A résen ki­
lépő sugárnyaláb (2. ábra) áthalad a fényintenzi­
tás-szabályzó rendszer féligáteresztő T t kvarcle- 
mezén és kivilágítja, a T 5 homorú tükröt, mely 
a T t síktükrön keresztül az M  mintatartótárcsa 
Mx mérőhelyének (küvettának) a közepére képezi 
le a kilépő rés képét. A gerjesztő fény a mintatar­
tóból kilépve a 7'? homorú tükörre esik, amely 
a gerjesztő sugarat vissza vetíti és leképezi ismét 
az M x mérőhely közepére. (Ez a tükör lényegében 
megfordítja a fény útját. Az M x mintatérbe vissza­
térve jelentős része ismét felhasználódik gerjesz­
tésre, mivel azonban kis koncentrációjú oldatokkal 
dolgozunk, a fényelnyelés távolról sem teljes, ezért 
a sugárzás az ismertetett fénvúton keresztül visz- 
szajut ismét a lámpaházba, s annak :/'8-as homorú 
tükrén ismét megfordul. Ennek az optikai rend­
szernek az az előnye, hogy a fénynek csak nagyon 
kis hányada szóródik a mintatér és detektor egy­
ségben. A zöme új gerjesztésre használódik fel. 
Mérési tapasztalataink szerint ez a megoldás csak­
nem kétszeresére emeli a gerjesztési intenzitást.)

A mintatérben keltett lumineszcencia a tér min­
den irányába sugárzódik, s hatása csak a gerjesz­
tett mintatérből a detektor érzékelő felülete irányá­
ban haladó sugárzásnak van. Ez a teljes emittált 
sugárzásnak nem teszi ki az 1/5-ét. A mintatartó­
nak a detektorral szemben levő oldalán elhelyezett 
T 9 homorú tükör gondoskodik az ez irányban ha­
ladó sugárzásnak a detektor felületére való vetíté­
séről. Ez az elrendezés kb. 30%-kal növeli a rend­
szer fénykihasználását.

A mintatartóból a detektor felé haladó fény 
a cserélhető SZ szűrőn keresztül jut a D detektor 
felületére. Az SZ szűrők az 1. és 2. közleményben 
[1, 2] ismertetett szekunder sugárzás vágószűrői 
(SCHOTT, ILFORD vagy CORNING típusú üveg- 
szűrők). A szűrőcsere, amelynek gyakori váltására 
csak egy módszer beállítása esetén van szükség, 
a mintatér és detektorház fedőlapjának eltávolítá­
sával történik, amely csavarok nélkül patent-mó­
don rögzíthető a műszer alapjához. A minták 
a dobozfedél oldalán elhelyezett tolóajtó elmozdí­
tásával válnak hozzáférhetőkké, ily módon küny- 
nven cserélhetők is.

A detektor fotoárama a MULTIPLIER FOTO- 
MÉTER-be jut (1. ábra), ahol a 2. közlemény­
ben [2] vázolt módon kompenzációs méréstechni­
kával meghatározhatjuk az emittált, relatív fény­
intenzitásokat .



Л készülék alkalmazási területe
A gerjesztési spektrofotométer alkalmas arra, 

hogy a gerjesztési frekvencia függvényében az 
emittáit fény intenzitását, azaz a gerjesztési szín­
képet előállítsa. Ahhoz azonban, hogy valódi ger­
jesztési színképhez jussunk, a gerjesztő fényt 
konstans értéken kell tartanunk. Ez két okból 
nem járható: egyrészt a fényforrásnak — bár foly­
tonos a színképe — számos vonala (5. ábra) 
van, amely szűk tartományban is lényegesen 
megváltoztathatja az emittáit fény intenzitását,

5. ábra. A xenonlámpa emissziós színképe. Az 
ordináta logaritmikus léptékű ( 100-ra normáivá)

másrészt a detektor karakterisztika (6. ábra) jelen­
tős mértékben deformálja a mérési eredményt (ger­
jesztést és emissziót egyaránt).

A gerjesztési színképek vizsgálatánál tehát na­
gyon bonyolult abszorpciós és emissziós folvama-

Qe ff
%

0,5

0,2

6. ábra. A  készülékhez ajánlott detektorok hullámhossz- 
érzékenységi görbéje és célszerű alkalmazási területük. A 
baloldali ordináta a 625GB és a U558B típusú EM I 
multiplierekre érvényes, míg a jobboldali csak a b a s t H 

( infravörös érzékeny) detektorhoz tartozik

tok eredményeként jelenik meg a mérési ered­
mény. A mérésnél uralkodó viszonyokat a 7. 
ábra szemlélteti, amely koproporfirinre és benzpi- 
renre vonatkozó vizsgálataink eredményét tünteti 
fel. Szerepet játszik itt a meglehetősen karakte­
risztikus, sok vonallal tarkított gerjesztő fényfor­
rás emissziós színképe, a mérendő minta elnyelési 
színképe, a közvetlenül mért látszólagos gerjesztési 
színkép, a normál gerjesztési feltételek mellett 
nyerhető valódi gerjesztési színkép, a mért (látszó­
lagos) és korrigált (valódi) lumineszcencia színkép, 
továbbá a monokromátoron kilépő sugárzás félér- 
tékszélessége.

Az analitikai felhasználó szempontjából első­
rendű fontosságú, hogy a készülékkel meghatároz-

7. ábra. a) A benzpiren gerjesztési színképe; b) A koproporfirinlumineszcencia színképe. (Spektrolnminométerrn ké­
szült felvétel.) Mimikét ábrán a kihúzott vonal a korrigált (valódi) színképet ábrázolja, míg a szaggatott vonal a mért

(látszólagos) színképet jelzi
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hassa az opt imális mérési paramétereket. Lényeges 
ez egyrészt azért, hogy a felhasználó érezze azt, 
hogy a műszeren leolvasott értékek valóban mérési 
eredmények, másrészt a felhasználó igyekszik opti­
mális feltételek mellett a legmegbízhatóbb mérési 
információk birtokába jutni. Nézzük meg most, 
hogyan biztosítja mindezt a felhasználó részére 
a gerjesztési spektrofotométer:

a) Vizuális megfigyelés (lehetőleg sötétben vég­
zendő) :

— a mintatér és detektorház tetejét eltávolít­
juk,

— a detektort kiemeljük a helyéről és fekete ru­
hába burkolva félretesszük,

— a monokromátor rését kinyitjuk 1 mm-re,
— a mérendő mintát a fényútba állítjuk,
— a monokromátor 1 ш 11 ám h ossz -dobját a vörös­

től az ultraibolya felé folyamatosan lassan elcsavar­
juk. Közben felülről figyeljük, hogy a küvetfából 
felfelé kiinduló és a küvettán áthaladó sugárzás színe 
azonos-e. Ha különbség mutatkozik, pl. kék színű 
gerjesztés esetén a szórt sugárzás sárgászöld, vagy 
láthatatlan gerjesztés esetén kék színű szórtfény 
jelentkezik, az biztosan lumineszcencia jelenlétére 
utal. Egyértelműen bizonyítja fluoreszcencia jelen­
létét a tömény(cbb) oldatokban a küvetta belépő 
oldalán megjelenő színes fénykúp, amely a küvetta 
belseje felé gyorsan elenyészik.

A vizuális megfigyelés csak gyors tájékozódásra 
használható. Kis lumineszcenciaképesség vagy UV 
lumineszcencia ezzel nem deríthető fel. Mégis a min­
ták viselkedésének megismerése céljából hasznos 
a néhány percet igénylő vizsgálat elvégzése.

b) Az optimális mérési feltételek megválasztása
A feladat lényegében a látszólagos gerjesztési 

színkép meghatározása, amely a következő eljárás­
sal nyerhető:

— spektrofotométerrel megmérjük a vizsgálandó 
minta elnyelési színképét,

-—• ha van elnyelési maximum a színkép hosszú­
hullámú részén, akkor a gerjesztési hullámhosszal 
erre az értékre állunk rá, ha nincs, akkor a színkép 
hosszúhullámú határától kb. 50 mm-rel alacso­
nyabb értékre állítjuk a monokromátort,

— a monokromátor rését 1 mm-re állítjuk,
— a detektor elé beállítjuk a leghosszabb hul­

lámhosszú vágószűrőt,
— megnézzük, hogy van-e erősítésnövelés ha­

tására fénykitérés (a háttér értékét természetesen 
állandóan korrigáljuk),

— fokozatosan rövidebb hullámhosszú vágószű­
rőt teszünk a detektor elé. Ha intenzív fényemisz- 
sziót kapunk, akkor a résértékcsökkentésével 
csökkentjük a háttérszórás értékét. Az alkalmazott 
vágószűrők közül az lehet a legrövidebb hullám- 
hosszú, amelynél a háttérszórás éri ékét még tudjuk 
kompenzálni. (Célszerű sok esetben e helyett a kö­
vetkező magasabb hullámhosszú vágószfírőt vá­
lasztani.),

— igyekszünk a gerjesztő monokromátor rését 
alacsony értékre venni (ideális körülmények között 
ez 0,1 mm-nél nem nagyobb), majd hitelesítés ál­

lásban kb. 5-ös MUNKA ELLENÁLLÁS helyzet­
ben kikompenzáljuk a mérőműszert zéróra,

— a monokromátor hullámhosszát a kívánal­
maknak megfelelő mértékben változtatva az ab­
szorpciós maximum mindkét oldalát végigmérjük. 
A rövid hullámhosszak felé lehetőleg az egész 
méréstartományt átfogjuk. Az így nyert mérési 
eredményeket hullámhossz-függvényben ábrázol­
juk, amit látszólagos gerjesztési színképnek neve­
zünk.

e) Normál gerjesztési színkép előállítása
Spektroszkópiai igényű munkákhoz célszerű 

a gerjesztési színképet normált alakban előállítani. 
(Megjegyezzük, hogy analitikai közleményekben is 
célszerűbb a normált színképet megadni, mert így 
az eredmények a készüléktől függetlenekké vál­
nak.)

A valódi gerjesztési színkép előállításához szük­
ségünk van egy fény-konverterre*, egy nagy hatás­
fokú fluoreszkáló ernyőre, amelynek egy megadott 
hullámhosszérték alatt — legalább 200 mm-ig — 
a kvantumhatásfoka konstans. Ez azt jelenti, 
hogy minden beeső foton azonos valószínűséggel 
alakul át a lumineszcencia színképterület emittált 
fotonjává. Ha fénykonverter anyagkoncentrációja 
olyan nagy, hogy az összes gerjesztő fényt elnyeli, 
akkor az emittált színkép (amelynek relatív 
spektroszkópiai energiaeloszlása változatlan) ará­
nyos a gerjesztő fény intenzitásával.

A mérés az alábbi módszerrel történik:
— a b )  pont szerint beállítjuk az optimális mé­

rési feltételeket,
— a gerjesztő fény intenzitását blendével úgy 

szabályozzuk, hogy a beállított mérési érzékenység­
nél a leghosszabb hullámhosszú abszorpciós maxi­
mum helyén a fénykonverter éppen kikompenzálja 
a műszert nullára.

Ezután hasonlóan, mint ahogy a látszólagos ger­
jesztési színkép mérésénél tettük, megmérjük az 
abszorpciós sáv mindkét oldalán a gerjesztési szín­
képet a következő lépésekben:

— beállítjuk a mérés hullámhosszát,
— a fénykonvertert állítjuk a fényútba. A ger- 

jésztő fény intenzitását, a blende változtatása nél­
kül, érzékenység (és háttér) szabályozással „Hite­
lesítés” állásban zérusra korrigáljuk,

— a mintát tesszük a fényútba. Az előbbi hely­
zethez képest mérésállásban megmérjük az einisz- 
sziós intenzitást. A nyert érték a normál gerjesztési 
színkép. A készüléket használhatjuk időben változó 
lumineszcencia-intenzitások mérésére is (pl. NAD(+> 
— NADH reakció) regisztrálóval közvetlenül össze­
kapcsolva (lásd 1. ábrát).

összefoglalás
Egy gerjesztési színképek vizsgálatára alkalmas 

spektrofotométer adaptert ismertet link, amely egy­
szerűen csatlakoztatható az ismert egysugaras UV 
spektrofotométerekhez. Az adapter két részből áll:

* A készülékhez mellékelt, küvetta alakú fény-kon­
verter az egyik minta helyére kerül a berendezésben.



fényforrásból, amelyben egy 160 W-os xenonlámpa 
foglal helyet a leképező optikával és egy minta­
térből, melyben 8 küvetta befogadására alkalmas 
forgótárosa, valamint egy kis-zajú, nagyérzékeny­
ségű fotomultiplier található a szükséges optikai 
elemekkel.

A gerjesztő fény frekvenciája folyamatosan vál­
toztatható, az emittált fény pedig üveg-vágó­
szűrőkkel izolálható. Megfelelő fénykonverter al­
kalmazásával az adapter gerjesztési spektrumok 
mérésére is alkalmas. Laboratóriumi (főleg klinikai 
laboratóriumi) analitikában előnyösen használható 
keverékek szétválasztás nélküli elemzésére (a ger­
jesztési differenciálás révén).
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Д-р Й о ж е ф  ССке,  З о л т а н  Л а с л о :  При­
менение люминометрии в клинических лабораториях и 
научно-медицинских исследованиях. III. Возбудитель­
ный спектрофотометр

Статья знакомит читателя со спектрофотометричс- 
скнм адаптером, пригодным для проведения исследова­
ния спектров возбуждения. Адаптер может подклю­
чаться к известным однолучевым спектрофотометрам 
УВ. Он состоит из д в у х  частей: из источника света, в

котором установлена ксеноновая лампа мощностью 160 
ватт с копировальной оптикой, и из камеры для образ­
цов, где расположен поворотный диск, вмещающий 8 
кюветок, и высокочувствительный фотомультиплиер 
бесшумного действия с необходимыми оптическими 
элементами. Частота света, вызывающего возбуж­
дение, может плавно меняться, при этом излучае­
мый свет может изолироваться стеклянными режу­
щими фильтрами. При применении соответствующего 
светового конвертера, адаптер пригоден и для замера 
спектров возбуждения. Может весьма успешно при­
меняется в лабораторной аналитике (особенно в клини­
ческой лабораторной аналитике) для анализа смесей 
без их разделения (благодаря дифференцированию воз­
буждения).

J. S i ó k é ,  Z. L á s z l ó :  The use of luminometry 
in  the clinical laboratories and in medical research. Part 
I I I .  Energizing spectrophotometer

It concerns an adapter to the spectrophotometer 
which allows the examination of energizing spectrum 
colours and can be simply attached to a common single­
beam UV spectrophotometer. The adapter consists of 
two parts: the light source comprising a 160 W Xenon- 
lamp as well as the image forming optics and the 
sample space in which a rotation disc housing altogether 
8 test-tubes, a noisless and high sensitive photo-multi­
plier and the necessary components are arranged. Fre­
quency of the energizing light can be varied continu-. 
ously and the emitted light can bo isolated by cut-glass 
filter. By application of an appropriate light-converter 
the adapter suits also to the measurement of energizing 
spectra. Its use is advantageous in laboratories (prima­
rily in clinical laboratories) in the analytics as mixtures 
without separation can be analysed (through energizing 
differentiation).
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