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I. A luminometria elvi alapjai

Az orvosi — de mondhatjuk egész altalanosan ugy
is, hogy analitikai — laboratériumokban ma a leg-
gyakrabban hasznalt modszer a fotometria. Az
utébbi idében azonban egyre gyakrabban jelent-
keznek olyan feladatok, melyeknél kdzel azonos
szerkezetd, tehat csaknem azonos elnyelési szin-
egymas mellett meghatdroznunk, vagy a fotomet-
rikus érzékenység nem elegendd a jelenlevé anyag
koncentracidjanak kivant pontossagi meghataro-
zasdhoz. Az ilyen problémak megoldasaban rend-
szerint hatékony segitséget kinal a luminometria.

Alapelveit tekintve, a modszer tébb mint fél év-
szazados multra tekint vissza, széles koér( gyakor-
lati alkalmazéasat azonban csak az elektronika
nagyfoka fejlettsége tette lehet6vé.

Ennek a kbézleménysorozatnak kett6s célja van.
Egyrészt ismertetni kivanja a hazai luminométerek
fejlesztése kapcsan elért eredményeket, illetve a
hazai berendezések hasznalataval kapcsolatos ta-
pasztalatokat, masrészt egy rovid altalanos elvi be-
vezetéssel segitséget kivan nydjtani a laborato-
riumokban dolgoz6 kollegaknak —e viszonylag Uj
madszer fogalmainak megértésében — hiszen mun-
kajuk soran egyre sdribben talalkozhatnak velik.

1. Fizikai alapismeretek

1,1. A molekuldk stacionarius energiadllapotai.

Atmenetek.

A molekulafizikai modell szerint a molekulak
csak meghatarozott (diszkrét) energiaallapotokban
létezhetnek. Szobah&mérsékleten a stabilis mole-
kulak az energiaminimumhoz koézeli energiatarta-
lommal rendelkeznek, s azt mondjuk, hogy a mo-
lekuldk alapallapotban vannak. Jol definialt (pl.
foton-) energia kozlésével a molekula az A alap-
allapotbol A* gerejsztett allapotba vihetd.
Formalisan:

A gerjesztés soran a hv energiat az atomokat ssze-
kotd egyik legnagyobb energidju elektron veszi fel
(egyelektronos gerjesztés), amelynek hatasara az
elektron elhagyja eredeti palyajat, és egy magasabb
diszkrét energiatartalmu palyara ugrik at. Ezt ne-
vezzilk elektrondtmenetnek. Az elektromégneses
sugarzasi tér hatdsara létrejott gerjesztések valo-
szinliségét a Kivalasztasi szabalyok hatarozzak
meg, melyek kozll molekuldkra a legszigorabb
a spintiltas szabalya, amely kimondja, hogy a spin-
valtozassal jaré atmenetek tiltottak, azaz a gerjesz-

1 Koézponti Fizikai Kutaté Intézet, Budapest.

2 Tolna megyei Tanacs Balassa JAnos Korhaz Labo-
ratériuma, Szekszard.

3 Elektrotechnika KTSZ, Budapest,.
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A luminometria alkalmazasa a klinikai
laboratériumban és az orvostudomanyi

tési folyamat alatt nem valtozik meg a molekula-
ban levé elektronok spindilapota.

Stabilis molekuldkban az atomok nemesgéaz kon-
figuracioval rendelkeznek, s az atomok kdzott min-
den kotépalyan két ellentett spinl elektron fog-
lal helyet. Az elektronok spinkvantumszamanak
értéke —J¥2vagy -t-J2lehet. A spinmultiplicitas,
amely azt mondja meg, hogy valamely molekula
h&nyféle spinallapotban fordulhat el6, a 2S+ 1 kép-
lettel szdmolhat6, ahol S a molekula osszes elek-
tronjara vonatkoztatott spinkvantumszamok 6sz-
szegének abszolut értékét jelenti. Stabilis moleku-
lakban a —42és -} '/2spinkvantumszamau elektro-
nok szama egyenl6, a multiplicitas: 1 (szinglet);
szabad gyokokben egy paratlan elektron fordul eld,
s az ilyen molekulakra szamitott S érték IL, a
multiplicitds: 2 (dublet); komplex molekuldkban
eléfordulnak olyan fémionok, amelyek bels6 héjai-
ban tébb, nem kompenzalt spind elektron is létezik,
igy a multiplicitas lehet még nagyobb is: 3 (triplet);
4 (kvadruplet) stb. Szinglet alapéallapotd moleku-
ldk gerjesztésekor a spintiltas szabdlya szerint
nem valtozik meg a multiplicitas, mert.a gerjesztés-
sel egyid6ben nem torténik spinatfordulas. Az ilyen
atmeneteket nevezzik szinglet-szinglet atmenetek-
nek. A jelenségek révid leirasara szimbolikus jelo-
léseket hasznalunk. A szinglet alapallapotot SO-lal,
az ugyancsak szinglet gerjesztett allapotokat St,
S2...Snnel szokas jeldlni, aszerint, hogy hanyadik
gerjesztett allapotrol van sz6. Az &tmenetet a meg-
felel6 allapotok kozott nyillal jeldljuk. Példaul:
Sj<—S0. (A nemhivatalos megéallapodas szerint a
balra mutaté nyil abszorpciét, a jobbra mutaté
nyil emisszi6t jelent.)

Megfelel6 korilmények kozott — tilalmi szabaly
ellenére — a szinglet alapallapotd molekulak ger-
jesztésekor spinatforduléds is torténhet. Ekkor a
molekula gerjesztett allapotanak spinmultiplici-
tasa: 3 (triplet). A triplet allapotok jel6lésére a
T bet(i haszndlatos. Elvileg minden szinglet &llapot
mellett létezik egy triplet allapot (azaz minden &t-
menet kombinalédhat spinatforduléssal). Az alap-
allapot és a legalso triplet gerjesztett allapot ko-
z0Otti abszorpcids atmenet szimbolikus leirdsatehat:
T,-S0

A multiplet allapotok energiatartalma, nagy-
szimmetridja molekuldban vagy térben azonos, azt
mondjuk, hogy ezek az allapotok degeneraltak.
Cstkkend szimmetria esetén a degeneralt energia-
szintek felhasadnak, s ekkor a szinképben is meg-
nyilvanul a multiplet szerkezet.

Az elektronugrassal egyidejlleg gerjeszt6dhetnek
kilénbdzd molekularis rezgések (vibraciok) is.
Az utdbbiak jelolésére a kis (v) bet(i szolgal, amely-
nek jobb als6 indexével azonositjuk a rezgéstipust.
Az ilyen elektronugrast és rezgési atmenetet egy-
idej(ileg tartalmazé atmeneteket ,,vibronic” (az an-
gol vibrational és electronic szavak 6sszevonasabol
keletkezett) atmeneteknek nevezzik.



Vibronic &tmenet pl. az S I(vc =0)4 SO{0), amely
az alapéallapot rezgési atmenettel nem kombinalt
tiszta elektronallapotabdl, abszorpcié hatasara tor-
ténik, az >§ elektronallapotban egyidejd karbonil-
rezgés gerjesztéssel. (Lasd az 1. dbraval kapcsola-
tos magyarazatot.) Kondenzalt allapotban mindig
ilyen vibronic &tmenetekbdl épl fel az ultraibolya,
lathatd abszorpcids és a lumineszcencia szinkép.
A vibronic szinkép finom részletei rendszerint csak
kllénleges spektroszkopiai eljarassal derithet6k fel
(g6zszinkép, mélyhémérsékletd szinképvizsgalat
stb.), mert az egyes atmenetek energiakilénbsége
kicsi, és szinképi savjaik nagymértékben atfedik
egymast, igy szerkezetnélkili, elmosodott szinké-
pet kapunk.

AE

1. &bra. Stacionarius energia-allapotok kozétti atmenetek
tipusai sokatomos molekuldkban
Jelmagyarazat. S,, = szinglet-alapallapot; Su S2..,Sn
kilonboz6 energiaju szinglet gerjesztett allapotok; TIt
Tt...T nkdlonbozo energiaju triplet allapotok; A felfelé
mutatd nyilak abszorpcidt, a lefelé mutatdé nyilak
emissziot, a szaggatott nyilak sugarzdsmentes 4tmenete-
ket jelolnek. (Az azonos inultipliéitasu allapotok kozott
IC, a kilénb6z6 multiplicitasi allapotok kozott 1X).

Az elektronugrés igen gyorsan, kb. 10~15 sec-
alatt bekovetkezik. Ugyancsak révid az A* ger-
jesztett allapot élettartama* is (10~7—10_®sec).

A gerjesztés révén felvett energiatobbletet a mo-
lekula kisugarozhatja, vagy a szomszédsagaban el-

* Elettartamnak nevezziik azt az id6t, amely alatt a
gerjesztett molekulak szarna a kezdeti érték l/e-ed ré-
Szére csokken.

helyezked6 kiilonbdz6 energiafelvevé rendszerek-
nek részletekben atadhatja. Az utébbi sugarzas-
menten energia-degradaciés folyamatnak nevezik.
A jelen vizsgalodasunk szempontjabol csak a sugar-
zasos (radiativ) energia-degradaciés mechanizmu-
sok érdekesek, melyet osszefoglalé névvel lumi-
neszcencianak nevezink. Az eddig targyalt dsszes
abszorpcids és emisszios radiativ, tovabba az intra-
molekularis sugarzasmentes folyamatok az 1. ab-
ran lathat6 Jablonski-diagram segitségével egyér-
telmlen tanulmanyozhatdk.

A vastag vonalak a ,,tiszta” (rezgéskombinacio-
tél mentes) elektronallapotokat jel6lik, a vékony
vonalak az alapallapottal kombinalédni képes rez-
gési atmeneteket reprezentaljak, mig a vertikalis

A =abszorpci6; F =fluoreszcencia; P = foszforeszcencia;

IR = az infravords szinképet létrehozd atmenetek; E =

energia-kiilénbség skala. (Az alapallapot energia értékét
zérusnak vesszik.)

Megjegyzés. A vastag vonalak rezgéskombinaciotol-

mentes elektron allapotokat jelentenek. A vékony vona-

lak az elektron allapotokkal kombinal6dé normalrezgé-
sek frekvencii.

nyilak az &tmenetek tipusait jelzik. A Kkihuzott
nyil a sugarzasos (radiativ), a szaggatott nyil a
sugarzasmentes atmenetet jeloli. A felfelé mutato
nyil energiafelvételt (abszorpcidt), a lefelé mutat6
energia-degradaciot (ha radiativ: emisszidt) jelent.

A diagram jobb oldalan egy masodik gerjesztett
allapotrendszer van feltiintetve, a jobboldalihoz
képest alacsonyabb értékeknél. Ezek a mar emli-
tett multiplet allapotok, amelyek a gerjesztett al-
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lapotu elektronok spinéatfordulasaval jonnek létre.

Az energiacsdkkenést a maximalis multiplicitas
elve alapjan értelmezhetjik. A spinmultiplicitas
novekedésével csokken az allapot energiatartalma.
Ha a molekulat bomlas nélkil, valamely sokadik
Se allapotba gerjesztjik, a molekula az 1. abran
IC-vel jel6lt, bels§ energia elvezetéses mechaniz-
mussal (az angol ,,internal conversion” szavak ro-
viditése) igen gyorsan (kb. 10“13sec alatt) sugarzas
mentesen elvesziti az elsd gerjesztett allapot feletti
energiatartalmat, azaz a gerjesztett molekula Sxal-
lapotba kertl. Az atmenetek energiakilénbsége
hévé alakul 8,—3™+ cal. Az S, allapot élettartama
rovid és tobb egymassal versengd, radiativ és su-
garzasmentes energia-degradaciéos mechanizmus
igyekszik a gerjeszt§ energiat a molekulabdl eltavo-
litani. Ezek a kdvetkez6k:

a) Sx—*S0+ hiy, azaz a molekula az els§ gerjesz-
tett szinglet allapotbdl hf energia kisugarzasaval
visszatér az alapallapotba. Ezt a radiativ atmene-
tet nevezzuk fluoreszcencidnak.. A fluoreszcencia le-
csengési ideje (az az id6, amely alatt az Sxallapoti
molekuldk szdma 1/e-ed részére csokken) 10-7—
—10“9 sec kozé esik.

b) Sj-~Tj(i;), azaz egy Sxallapotbdl a gerjesztési
enegria spinatforduléssal atmegy a triplet allapot-
nak az Sj allapothoz legkozelebb es6, alacsonyabb
energiaju vibracioval kombindlt nivdjara, majd
belsé konverzioval (IC) a rezgéskombinaciétél men-
tes Tj tiszta elektron allapotba jut.

Az energiakllonbség héenergidva (cal) alakul.
Az Sx—Tj (v) atmenetet ,,intersystem crossing”-
nak nevezzik, s 1X-szel jeléljuk. Az egész folya-
mat bruttd egyenlete

Sx- TX (V) Tx+ cal

Az IX &atmenet altaldban lasst, 10“e—10“4 sec.
Vannak azonban olyan kérilmények, amelyek az
atmenet val6szinliségét megnovelik. llyenek az ol-
datban levd paramégneses ionok (atmeneti fémek,
ritkafoldfémek, aktinidak, molekularis oxigén)
vagy a molekuldban, esetleg a kérnyezetében jelen-
levé magas rendszamu atom* (pl. U, 1), tovabbéa a
mélyhémeérséklet. Az atmenet sebessége ilyenkor
elérheti a 10~7—10“®sec értéket is.

€) Sx—*S0-|-cal (IC) sugarzasmentes atmenet,
amelynek lecsengési ideje oo és 10“®sec kozott val-
tozhat. Az energiat ilyen esetekben az intramole-
kularis rezgések veszik fel, vagy Utkdzés révén at-

adddik valamely szomszédos molekulara, s igy an-.

nak Kinetikus vagy vibréacios energiajava valik.
d) Tj—0+ hv radiativ folyamat, amelynek ré-
vén a T gerjesztett allapot megszinik. A lecsengési
idd Iényegesen hosszabb, mint az Sx—S0 esetében:
10“4—10° sec. Az é&tmenetet foszforeszcencidnak
nevezziuk. A fluoreszcencia fény rezgésszama na-
gyobb, mint a foszforeszcencia fényé (v/>vp).

1,2. A kvantum-hatasfok (&)

Analitikai szempontb6l fontos, hogy a radiativ
folyamat minél tébb fotont szolgaltasson a méré-

* A paramagneses ionok a spinpalya kolcsénhatés, a
rendszamu atomok, az er0s magtérhatas révén
K meg a spinatfordulas val6szinliségét.

sekliez. Ha a gerjeszté fotonok mindegyike radi-
ativ aton tavozik a gerjesztett molekulabdl, akkor
az egyes fotonok — bar veszithetnek energiajukbdl
— darabszama valtozatlan marad. A sugarzasmen-
tes energia-degradacidos mechanizmusok m(ikddése
kdvetkeztében az egyes gerjesztett molekulak nem
szolgaltatnak fotont, s ilyenkor az emittélt foto-
nok szama kisebb, mint a gerjeszt§ fotonok szama.
A radiativ és sugarzasmentes folyamatok relativ
aranyanak kifejezésére definialjuk a kvantum ha-
tasfokot (®).
emittalt fotonok szdma

gerjesztd fotonok szdma
Szdmos olyan adalékanyagot ismerunk, amelyek
novelik a sugarzasmentes energia-degradaciot (ki-
oltd, kvencseld anyagok). Analitikai eljarasoknal
betoltott szerepikre késébb még visszatérink.

A triplet allapot hossz( élettartama alatt na-
gyon hatékonyak lehetnek a ,kiolt6” (sugarzas-
mentes energia-eltavolitd) mechanizmusok. Emiatt
a foszforeszcencia rendesen kis hatasfokud, nehezen
mérhet6, s nagyon érzékeny a milire.

1,3. A szinképek

Az abszorpcios szinkép féleg az UV szinképtar-
tomanyban (200—400 nm kozott) jelentkezik.
Kisebb szamban taldlhaték olyan vegyiletek is,
melyek szinképe atnyulik, vagy nagyon kifejezett
alathatd szinképtartomanyban is (pl. szinreakcidk).
A szinkép rendszerint széles savokbdl all, melyen
néha finomszerkezetet talalunk. A savokat altala-
ban 1—1 elektronugrashoz rendeljiik, melyek hosz-
szuhulldmu oldalan lokalizaljuk a tiszta elektron-
ugras frekvencijat; mig asav tébbi részét az elek-
tronugrassal kombinalodé molekularis (normal) rez-
géseknek tulajdonitjuk (,,vibronic” spektrum).
Ha az elektronugrashoz tartozd részsavok szélesek,
az &tfedések soran teljes Osszeolvadas jon létre
(szerkezet nélkili sav), ha a részsavok keskenyek,
bizonyos foku finomszerkezet észlelhet (lasd 2.
abra A gorbe).

A fluoreszcencia szinkép az abszorpcids szinkép
hosszahullamu oldalan kezdédik. A ,,tiszta” elek-
tronugréas helye azonos mindkét szinképben*, me-

200 300 LL 500 nm

2. abra. Eleklrongerjesztési szinkeptipusok (fenantrén)

A: abszorpcios szinkép; F: fluoreszcencia szinkép; F:

foszforeszcencia szinkép; 1: fluoreszcencia vagy fosz-

foreszeencia-intenzitas onkényes egységekben; e: mole-
kularis extinkcids koefficiens

* Itt a Frank—Condon eltolddast zérusnak vessziik.
Tovabbi részleteket lasd Hercules idézett konyvében.



lyet rezonancia atmenetnek neveziink. A rezgéskom-
binaci6 azonban — szemben az abszorpciés szin-
képpel — csokkenti a részsavok frekvenciajat.
A fluoreszcencia szinkép és az abszorpcios szinkép
els6 savja (S,-4&tmenethez tartoz6 sav) jo kozelités-
sel tikdrszimmetrikusak, a szimmetriasikot a rezo-
nancia frekvencia helyére lokalizaljuk. A fluoresz-
cencia szinképet a 2. abra F gorbéje szemlélteti.

A foszforeszcencia szinkép — mint azt az energia
diagramon (1. abra) lattuk — afluoreszcencia szin-
képhez képest joval kisebb energidk, azaz a hosszu-
hulldmok felé eltolédva jelentkezik. Az els6 sav
»tiszta” elektronugras, amely ugyancsak az alap-
allapot normalrezgéseivel kombinalédik.* A fosz-
foreszcencia szinképet a 2. abra P gorbéje szemlél-
teti.

Ahatasfokkal kapcsolatos meggondolasaink alap-
jan vilagos, hogy ha a gerjeszt6 fény frekvencigja
nagyobb, mint a rezonancia frekvenciaé, minden
gerjesztd fotonbdl egy S, gerjesztett allapot jon
létre, amely az adott feltételek mellett meghatéa-
rozza a kvantumhatésfokot. Azt mondhatjuk te-
hat, hogy az abszorpcids szinkép teriletén (a rezo-
nancia atmenetnél révidebb hullamhosszaknal) a
hatasfok konstans. Ebb6l nyilvanvald, hogy az
emittalt fény intenzitasa fligg az abszorbealt fény
intenzitasatol. A legkedvez6bb gerjesztési feltéte-
lek megkeresésére gerjesztési szinkép nyudjt biztos
alapot.

Ekkor konstans fotonszamu gerjesztés mellett
a gerjesztd fény frekvenciajanak (vagy hullam-
hosszanak) fliggvényében vizsgaljuk az emittalt
fény intenzitasat, s az abszorpcios szinképpel kozel
hasonld lefutdsu szinképet kapunk. Az abszorpcios

* A fluoreszcencia és foszforeszcencia szinképben —
ha van finomszerkezet — a tiszta elektronatmenet és a
részsavok kozotti hullamszam-kilonbség jo kozelitéssel
azonos.

és gerjesztési szinkép eltérésébdl kovetkeztethe-
tink a molekulan beluli energia-transzfer mecha-
nizmusokra is. A 2. dbran Cr-vel jeldltuk, szagga-
tottan rajzoltuk a gerjesztési szinképet.

2. A lumineszkal6 anyagok

A luminometria magatél értetédéen csak olyan
rendszerek vizsgalatara alkalmas, melyekben a
vizsgdlandé anyag koncentracidjaval aranyosan
(névekvé vagy csokkend irdanyban) valtozik a
minta lumineszcencia-képessége. Bar szobah6meér-
seékleten, oldatban, a jol lumineszkal6 anyagok
szama nem tulsadgosan nagy, a vizsgalati feltételek
alkalmas megvalasztasaval (kozeg, kémiai atala-
kitas, stb.) a legtobb analitikai feladatnak megta-
lalhatjuk a luminometrias megoldésat. Most rovi-
den dsszefoglaljuk azokat a tapasztalati tényeket,
amelyek az egyes vegyiletcsoportok lumineszcen-
ciajaval kapcsolatosan ismeretesek™.

Szerves vegylletek:

Az alifas és aliciklukus szénhidrogének nem mu-
tatnak sajat fotolumineszcenciat a lathaté és UV
szinkép terdletén.

Az alifas és aliciklikus karbonilvegyiletek rend-
szerint lathato fényt emittalnak. Mivel abszorpcio-
juk 280 nm korul van, valdszind, hogy a gerjesztd
fény hatdsara keletkezett fotokémiai bomlaster-
mék lumineszkal. llyen esetben csak az analitikai
eljards igen gondos reprodukélasa esetén varha-
tunk megbizhatd eredményeket.

Az aromas vegyuletek mutatjak a legkedvez6bb
emisszids tulajdonsagokat, bar a kémiai szerkezet

* Egy molekula lumineszcencidjaért felelés molekula-
szerkezeti egységet — az abszorpcios spektroszkopiaban
hasznalatos ,,kromofor” szoképzés analégiéjéra —
fluorofornak, foszforofornak vagy altalanosabb értelem-
ben luminofornak nevezzik. 1tt nem foglalkozunk a szi-
lard ,,foszforok”-kal, mert ezek lumineszcenciaja nem
molekularis eredetd.

1. tablazat
Szubsztituenselc hatdsa az aromas rendszer lumineszcencijara
; ; Hatésa az emisszi6 ; ;
Szubsztituens Frekvencia intenzitasara Ip/1f* Megjegyzes

alkil-, szulfo-, alkoxi- _ _ né _
—OH csokken né _ pH érzékeny

o
O ><o csokken e erdsen csokken — pH érzékeny

~0O=X
—NH,;—N < R1 csokken né ' — pH érzékeny
\' RJ
—NO,; —NO _ teljes kioltas H o —
Oxo- — — -~ H-hid felfliggeszti a ha-
tast

—SH csokken csokken — —

, Cl- 1
Halogének Br_i csokken 1 csokken . jlné —_

"

*Ip/l/ A foszforeszcencia és fluoreszcencia fényintenzitas hanyadosa
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ismeretében nem tudjuk elére megmondani, hogy
milyen lumineszcencia varhat6. Ezért, ha lehetsé-
ges, vizsgaland6 anyagainkat igyeksziink olyan at-
alakitasnak alavetni (gy(tr(izaras, aromatizéacio,
aromas vegyulet kondenzacidja stb.), hogy jol lu-
mineszkald aroméas vegyulet keletkezzék.

Az aromas szénhidrogének er6sen lumineszkal-
nak. Minél nagyobb a konjugalt rendszer, vagy a
kondenzalt gylrdk szdma, anndl hosszabb hul-
lamhosszd fénnyel gerjeszthet6k, és az emittalt
szinkép karakterisztikusabb, mint az emisszios.

A szubsztiticio dontd modon befolyasolja az aro-
mas vegytlet lumineszcencia-képességét. A szub-
sztitacidval kapcsolatos legfontosabb &ltalanos
megallapitdsokat az 1. tablazatban gy(jtottik
Ossze.

Heterociklikus vegytletek — hasonléan az aro-
mas ketonokhoz — elsésorban foszforeszcenciat
mutatnak. Nagyon érzékenyek a kodzegben eset-
legesen jelenlevd elektronakceptorokra.

A szervetlen vegyuletek koézul az ionok, egyszer(i
homogén felépitésd molekulak, kis atomszamd,
monodentat ligandokkal képzett komplexvegyiile-
tek oldatai szobah6mérsékleten nem nemesgaz
szerkezet(, belsd (f6leg f) héjjal rendelkez6 elemek
(ritkafoldfémek, aktinidak).

A legtobb fémionnak létezik olyan, rendszerint
kelattipust komplexe, amelynek jellegzetes, inten-
ziv lumineszcencidja lehetdséget biztosit lumino-
metrids mikroanalizisre.

3. A lumineszcencia-analitikai eljarasok tipusai
és jellegzetes tulajdonsagai

Szamos olyan biologiai és orvosi szempontbol
fontos anyag ismeretes, amelyek analitikdjaban —
az érzékenység és szelektivitas terén —a luminesz-
cencia alkalmazésa nagy fejlédést jelentett. Az el-
mult egy-két évtized kutatasi eredményeként épp-
ugy lehetséges ezen az Uton szénhidratokat, lipi-
deket, fehérjéket, nukleinsavakat és lebontasi ter-
mékeiket meghatarozni, mint a kulénbdz6 jarulé-
kos tapanyagokat, allati és ndvényi szervezetre
hat6 gyogyszereket és mérgeket, anorganikus io-
nokat stb. (Részleteket lasd Udenfriend idézett
kdnyvében és az Analytical Chemistry 1960, 1962,
1964, 1966, 1968, 1970. évi aprilisi szamaiban
kozolt White referatumokban.)

3,1. Reakcio tipusok

Nem célunk az egyes eljarasok ismertetése, de
szikséges, hogy a gyakorlatban leghasznalatosabb
analitikai eljardsok f6 tipusait attekintsik. Ezek a
kovetkezdk:

a) ,,Nativ” lumineszcencia mérése. A meghata-
rozandd anyag sajat, er6s lumineszcenciajat mér-
juk. Példa erre a szerotonin meghatarozasa 3 N
savban. (A,,=350 nm, le=540 nm. A szervezet-
ben el6forduld tébbi indolszarmazék ilyen kérilme-
nyek ko26tt nem lumineszkal!)

b) Kémiailag indukalt lumineszcencia. A vizs-
galandé anyagot kémiai reakcioval jol luminesz-
kalo termékke alakitjuk. PIl. a kortizolnak nincs
nativ lumineszeenciaképessége. Etanol-kénsav ha-
tasara ismeretlen szerkezetdl, erésen lumineszkald
anyag keletkezik bel6le (A,= 470 nm, A,=530 nm).
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c) Kvencso-luminometrias analizis. Ebben az
esetben a meghatarozand6é anyag szelektiv kvcn-
csel6je (kiolté anyaga) valamely jol lumineszkald
vegyuletnek. Példaként emlithetjik az acetont
amely meghatarozhaté a /3-naftol vizes oldatanak
szelektiv kvencselése alapjan.

d) Enzim-kofaktor mddszer. Olyan anyagok
meghatarozasara hasznalhatd, amelyek enzimati-
kus atalakitasat a kofaktor lumineszcencia-képes-
ségének megjelenése vagy eltlinése kiséri. E tipus
példaja lehet a tejsav meghatarozasa laktat dehid-
rogenadz segitségével, amelynél a NAD+—=NADH
kofaktor &talakulast intenziv fluoreszcencia kiséri.

e) Enzimaktivitds mérése. Az enzimhatds ko-
vetkeztében keletkezd vagy elbomlé anyagok fény-
kibocsato-képességének valtozdsat mérjuk id6-
figgvényben. Minthogy a szubsztrat-koncentracio
nagy az enzim-koncentraciohoz képest, a Michae-
lis—Menten elmélet értelmében a koncentracio,
s ezzel az emittalt fény intenzitasa lineérisan val-
tozik az id6 figgvényében. Példaként emlithetjiuk
a /hglukoronidaz aktivitasanak mérését, amelynél
az enzim a gyengeén fluoreszkald umbelliferon-glu-
kuronidbdl, az enzim-koncentracidtdl fiigg6é sebes-
séggel, erdsen fluoreszkald umbelliferont szabadit
fel. Ezt a reakcidtipust a leggyakrabban hidroliti-
kusan bont6 enzimek vizsgalatdnal hasznaljuk.

3.2. A mddszer érzékenysége

A lumineszcencia-analitikai eljarasok nagyon ér-
zékenyek. Altalaban ppm koncentraci6ju anyag
kényelmesen mérhet6. Gyakran talalkozunk olyan
maddszerekkel, amelyekkel 10~2—10~3 ppm-nyi
mennyiségek is mérhetdk, s extrém esetben a
10-4 ppm is elérhet6. A rendkivili esetektdl elte-
kintve azt mondhatjuk, hogy a luminometrias
modszer legalabb egy nagysagrenddel érzékenyebb,
mint a spektrofotometria.

3.3. A szelektivitas

A szokésos analitikai médszerekkel szemben ki-
tdnik a lumineszcencia nagyfoka szelektivitasaval.
A gerjesztési viszonyok nagyfoku varialhat6saga,
az emittalt fény szinképi jellegzetessége, hatés-
foka, Ip/1/ arany, a kioltd anyag iranti specifikus
érzékenysége mind olyan tényez6k, amelyek a sze-
lektivitast nagymértékben novelik.

3.4. A koncentracid és lumineszcenciafényintenzitas
Osszefliggése

Adott d rétegvastagsagu kivettaban egy C mol/l
koncentracidju oldat Iy fluoreszcencia-intenzitasa,
ha megfelel6 hullamhosszl, parhuzamos 10 inten-
zitasu sugarzassal gerjesztjuk, amelyre a luminofor
molekularis extinkcios koefficienséé, kvantumhatas-
fok pedig, @ f, a kdvetkez6 egyenlettel irhato le:

ly=23. 10df .e.Ced,
azaz az | f linearis fuggvénye a luminofor koncent-
racionak. A meghatarozas linearitas-hibaja kisebb,
mint 4%, ha a
e C.d"0,02.

Az Ip/l/ érték analitikai eljarasoknal altalaban
kicsi, ezért az If-re megadott dsszefiiggés jo koze-
litéssel a teljes lumineszcenciara is hasznalhato.



A f6szférészééncia szinképi komponens analitikai
felhasznaldsa (foszforimetria) hasonlé elvek sze-
rint torténik. Az 15 Osszefliggés megegyezik az
ljp-re megadottal, csupan két korlatozas van:
®p helyett a foszforeszcencia hatasfokot ®p kell
venni, s a linearis dsszefliggés kisebb koncentracio-
tartomanyra érvényes mint a fluoreszcencia eseté-
ben (iCd”~0,05).

3,5. A kvencsel8 hatas koncentracié-fiiggése

Ha a kiolté anyag nélkili minta (referens) lumi-
neszcencia intenzitasat FO-val jeldéljuk, akkor C?
koncentracidju kiolté (kvencsel6) anyag jelenlété-
ben a mért lumineszcencia intenzitas F?*E meny-
nyiségek kozotti osszeflggést matematikailag a
Stern—Volmer térvény irja le, miszerint

ahol a K kioltas val6szinlségi allandéja (a kalibra-
ciés gorbe meredeksége), mig a fényintenzitasok-
bél képzett hanyados a kioltas mértékét fejezi ki.

4. Méréstechnikai alapelvek

A luminométereket — attol fliiggéen, hogy mi-
lyen optikai felbontérendszerrel késziilnek, harom
csoportra oszthatjuk:

1. sz(ir6s készulékek

2. egy-monokromatoros készilékek

3. két-monokromatoros keészllékek (spektrolu-
minométerek)

Mindharom késziléktipus a 3. abran lathaté
blokkséma szerint épuil fel.

Az egyes késziléktipusok szerkezeti jellegzetes-
ségei és teljesit6képessége az aldbbiakban foglal-
hat6 6ssze:

4,1. Sz(ir6s késziilékek
Fényforrasuk kisteljesitmény( (40—100 W ko-
z0tti) kis, kdzepes vagy nagynyomasu Hg-lampa.

A lampéanak vonalas szinkép(inek kell lennie, mert
csak akkor varhato, hogy a viszonylag szélessavu
M gerjeszt6-sz(iré csak a gerjeszté vonalat engedi
at, és nem jelentkezik nagy hattér az M2-sz(ir6nél.
E célra nagyon kedvezd tulajdonsagokkal rendel-
kezik az OSRAM HQE 40 tipusi Hg—Cd-lampa.

A sugarmenet analitikai készlilékek mintateré-
ben derékszogli, azaz g gerjesztés és megfigyelés
iranya derékszoget zar be, és mivel a luminoforok
szama kicsi a gerjesztd fotonokéhoz képest, az ol-
daton athaladd gerjeszt6 fény az egész rétegvastag-
sagban egyenl6 intenzitdsd lumineszcenciat hoz
létre. Ebb6l kovetkezik, hogy a lumineszcencia
fénykihasznéalas és a gerjeszt6 fény eliminacio de-
rékszogi elrendezésben a legkedvez6bb. Szerkezet-
kutatési célokra hasznalt készulékek mintaterében
elénydsebben hasznalhaté a hegyesszogli sugarme-
net. Ekkor ugyanis a luminoforok koncentracidja
nagyobb, mint a gerjeszt§ fotonoké, s a mintanak
csak vékony rétege abszorbedl és vilagit (vagy a
minta vilagitasa a celldban — rétegvastagsag fligg-
vényében — erdsen csokkenti tendenciat mutat).

Az Mj célszerlien kb. 30% transzmisszidjua fém-
interferencia sz(iré.

A hasznalhaté gerjeszt§ vonalak: 254*, 313*,
365, 405, 436 nm. (A csillaggal jelzett hullamhosz-
szak izolalasahoz folyadék-sziréket kell alkalmazni,
s Ugyelni kell arra, hogy minden optikai elem vagy
reflektald tipusu legyen, vagy transzmisszids tipus
esetén kvarcbdl készuljon.)

A fényforras taparamanak kb. 10~4 stabilita-
sunak kell lennie.

Az M2fluoreszcencia vagdsz(irék azt a célt szol-
galjak, hogy a mintan szorédd gerjeszté fényt a
detektorbdl Kiszlirjék, és ha lehet, minél tébb
lumineszcencia fényt engedjenek at. A leghaszna-
latosabbak a Corning és a Schott fluoreszcencia va-
goszlrék, melyek tipusait a 4. &bréan lathatjuk.

A detektor minden készlléktipusban fotomul-
tiplier. Sz(lrés készulékeknél 300 nm felett el6nyo-
sen hasznalhatok az olcs6 RCA 931 A, 200 és 300

3. dbra. A lumino méterek szerkezeténél' elvi vazlatit
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nm kozott az 1P21 és 1P28, ill. a nekik megfeleld
egyéb tipusok (pl. EMI 9662), amelyek jol Gizeme-
tethet6k 500—1000 V kozotti fesziiltségen. A leg-
fontosabb multiplier-tipusok katodérzékenységé-
nek hullamhosszfliggését az 5. 4brdn mutatjuk be.

A berendezés a nagyfesziltség hosszd idejd

%

4. abra. Kilénb6z6 monokromatizalé elemek karakteriszti-

. kaja

U8Z: lvegsziir6 a 365 nm-es Hg vonalra (ugyanilyen
jellege van az UV-ban hasznalt folyadék szliroknek ‘is.)
1F —interferencia-sz(ir6 a lathat6 szinkép tartomany-

10“ 4 stabilitasat igényli. A fotoAram mérésére ide-
alis kompenzacids elektrométert hasznalni. A lu-
mineszcencia-merés megkivanja, hogy a fotométer
a fényintenzitasnak legaldbb 5 nagysagrendes val-
tozasat tudja mérni. Az érzékenységi hatarnak el
kell érnie a 100 pL-t.

5. &bra. Kék és vorosérzékeny multiplierek katédérzékeny-
sége hullamhosszfiiggvényben. Q= kvantumhatasfok

4,2. Egy-monokromatoros készilékek

Kétfélék lehetnek aszerint, hogy a monokroma-
tor az Mxvagy az M2 helyen szerepel-e. Ha az Mt
monokromator, akkor a készulék alkalmas kis sav-
szélességli gerjesztésre, folytonos szinképi fényfor-
réas esetén is. llyen esetben célszer( gerjesztési dif-
ferencialas céljara xenonlampat hasznalni fényfor-
rasként. Az analitikai luminométerekben rendsze-
rint 150 W-os Hanovia (USA) vagy 160 W-o0s
OSRAM (esetleg Tungsram) gyartmanyd xenon-
lampat hasznalunk. A készilék tobb alkateleme
megegyezik a sz(ir6s fotométernél ismerteitekkel,
azzal a kilonbséggel, hogy itt méar célszer(i nagyér-
zékenységd, kiszaju, nagyerdsitésd specialis multi-
pliereket hasznalni. Magyarorszagon e célra a leg-
kdnnyebben hozzaférhet6k az EMI cég gyartma-
nyai, melyek kozil a 6256 S és B kék-, illetve 9684
B vorosérzékeny latszik a legmegfelel6bbnek.

Ha az M2egység monokromator, akkor a készi-
lék finom kilonbségeket csak az emittélt szinkép-
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ben tud tenni (lumineszcencia szinképi differencialo
vizsgélatok). Ekkor fényforrdsként 200 W-os
nagynyomasi Hg-g6zlampékat (OSRAM) haszné-
lunk, amelyet interferencia sz(ir6vel monokroma-
tizalunk. Gerjesztd vonalként hasznalhaté a 366,
a 404 és 436 nm-es Hg-vonal. A differencialé elja-

ban; VSZ = vagosziird (a gorbétél a rovid hullamok felé

elnyel, a hosszu hullamok felé atereszt. M, = Monokro-

mator keskeny réssel (Beckman monokromator 0,01 mm

réssel 400nm-nél) M r= u. azszéles réssel (Beckman mono-
kromator 0,3 mm-es réssel.)

ras hatékonyabba tételére a monokromatort mo-
torikus meghajtassal kell ellatni, és a szinképet
kompenzograffal kell regisztralni. Detektorai
ugyanazok, mint az elézének.

Az egy-monokromatoros késziilékekben fény-
aram stabilizdlas vagy ardnyregisztralas sziikséges.

4,3. Spektro-luminométerek

A spektro-luminométerek elsésorban a kutatas
eszkbzei. A gerjeszt6 és lumineszcencia sugarzas
monokrométoron halad keresztil, azaz egyesiti az
egy-monokramotoros készlilékek két tipusanak tu-
lajdonsagait. Analitikai célra azonban el6nydseb-
bek az egy-monokromatoros készilékek, mivel a
vagoszlrdk segitségével a teljes lumineszcencia
szinkép (fluoreszcencia+ foszforencia, vagy fosz-
foreszcencia) fényintenzitas egyutt mérhetd.

A 4. &bran a monokromatorok résfliggvényét is
felrajzoltuk, s vildgosan latszik, hogy ateljes lumi-
neszcencia szinképet atereszt6 savszélességnél —
a résfliggvény kisebb meredeksége miatt — a ger-
jeszt6 vonal nagy ,,hatteret” eredményez, s ebbdl
vilagos, hogy analitikai célra az egy-monokroma-
toros berendezések a legmegfelel6bbek.

A spektroluminométerek érzékenysége altalaban
megegyezik az egy-monokromatoros analitikai be-
rendezésekével, csak itt a felhasznalas mas iranyu.
Nem a (Kimutathatésag) mérhet6ség hataran aka-
runk koncentraciét meghatarozni, hanem szinké-
pet akarunk nyerni, sok esetben a lehet6 legkisebb
réssel (finomszerkezet-vizsgalatok).

A spektro-luminométerek az el6z6 két tipustol
mindenekeldtt abban kulénbdznek, hogy ezekben
a mérés teljesen automatikus. A monokromatorok
frekvencia vagy hullamhossz tovabbitasa el6re
programozhaté mddon motorikusan torténik.

A spektro-luminométerekben Hg- és Xe-lampat
egyarant hasznalhatunk. A teljesitményt gyakran
megndveljik (500 W-os Hg- vagy 450—1000 W-0s
Xe-lampéval, az utébbihoz azonban 50 A-es tap-
aram szikséges).



Analitikai felhasznalasi készulékeknél altaldban
300 mm fokusztavolsagu kollimator tikorrel ren-
delkez8" racs vagy kvarcprizmas monokromatorok
szikségesek. Szerkezetkutatasi célokra hasznalt
nagyfelbontasi monokromatorok kollimatéranak
fokusztavolsaga elérheti a 4—8 m-t is.

A spektro-luminométerek detektor- és mérérend-
szere altaldban megegyezik az egy-monokroma-
toros berendezésekével. Fontos szempont lehet
azonban a felvételek elkészitésének gyorsasaga,
kaléndésen nagy intenzitdsu lampak vagy szilard
mintak hasznalata esetén, hogy a mérés alatt a
mintat minél kisebb sugarkarosodas erje. llyen eset-
ben oszcilloszk6pos vagy képcsoves kijelzéssel, eset
leg knagysebességl’j digitalis jelrogzitéssel dolgo-
zunk.

A gerjesztési feltételek konstans értéken tartasat
referens detektor biztositja (aranyregisztralassal
vagy fényaram stabilizalassal).

A modern spektro-luminométerek szamos adap-
terrel rendelkeznek. Alkalmasak hegyesszogl és
derékszdégl lumineszcencia, gerjesztési és reflexios
szinkép felvételére, s a nagyobb készllékek (érté-
kik lényegesen meghaladja az 1 millié forintot)
alkalmasak depolarizaciofok, mélyhémérsékletd
szinképek, forgatoképességi diszperzios gorbék fel-
vételére is.

5. Hazai torekvések, eredmények

A hazai kutatas rendkivili mértékben igényli a
luminometrias analizisek alkalmazasat. Import be-
szerzési nehézségek miatt arra nem lehet gondolni,
hogy az el6z6kben ismertetett késziléktipusokat

a szlikséges darabszamban kulféldrél szerezziik be,
ezért a felhasznalo, elméleti és konstrukciés szak-
emberek tarsulasaval megvizsgaltuk a lumino-
metrids mértéstechnika bevezethet6ségének hazai
feltételeit, s létrehoztuk az egyes mdszertipusok
mintapéldanyait.

A készilék esszencialis elemeit, a fényforrasokat,
detektorokat, felbontdé elemeket, melyek a teljes
berendezés aranak 10—20%-at teszik ki, import
Utjan szereztik be, mig a sziikséges optikai, finom-
mechanikai és elektronikus egységeket a kovetel-
mények és lehet6ségek célszer( dsszehangolasaval
hazilag hoztuk létre.

A fejlesztési munkanal az dan. ,,épit6 modell”-
elvet alkalmaztuk. Létrehoztunk olyan standard
részegységeket (tapegységek, detektorrendszer, me-
rérendszer stb.), melyek mindegyik készilékti-
pusban egyarant hasznalhatdk. Ily médon a készi-
lek fejlesztése a felhasznalé részérdl csak Ujabb,
kiegészit6 egységek vasarlasara korlatozddik.

A kodvetkez6 kozleményekben ismertetjik az el6-
z6ekben vazolt késziléktipusok hazai megoldasait,
alkalmazésuk teruletét és a hasznélatuk soran
szerzett tapasztalatokat.
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A luminometria alkalmazasa a klinikai
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LASZLO ZOLTANZ kutatasokban

laboratoriumban és az orvostudomanyi

Il. Rutin analitikai luminométer

A szlir6s készilékek képezik a luminométer mu-
szercsalad legegyszerlbb tagjait. Felépitésik és
informacidszolgaltatd  képességik tekintetében
megfelelnek a sz(irés fotométereknek és felhaszna-
lasuk f6 tertlete a rutin analitika. Emiatt Iényeges,
hogy a szerkezeti elemek kiképzése konny( kezel-
het§séget és nagy Uizembiztonsdgot nyujtson a fel-
hasznalé laboratérium szaméra.

7. dbra. A rutin analitikai luminométer szerkezeti vazlata
(Az abrajelzéseket lasd a szdvegben)

Rutin analitikailuminométeriink* szerkezeti vaz-
latat az 1. abra szemlélteti. Az egyes részegységek-
kel kapcsolatos elvi megfontolasokat az 1. kozle-
ményben [6] foglaltuk 6ssze, ezért most csak a meg-
valésitott berendezés és a hasznélata révén szerzett
tapasztalatok ismertetésére térink ki. Részlete-
sebben foglalkozunk a mérési mddszerekkel, mert
ezek altalanos jelent6ségliek, de nem elég altala-
nosan ismertek és alkalmazottak.

A készllék leirasa

A rutin analitikai luminométer 3 részegységbdl
all: fényforras-tapegységb6l, optikai berendezés-
bél (ez lényegében fotométer) és az elektronikus
mérdrendszerbél (2. abra).

A fényforras tapegységszolgadlaz OSRAM HQE-40
tipusi Hg—Cd spektrallampa egyenaramui tap-
lalésara. Stabilitdsa a hal6zat 180 és 240 V feszult-
ségtartomanyaban jobb, mint 2,10~4, hosszu (ze-
meltetés esetén is. A ldampataparama0,4 vagy 0,5 A
atkapcsolhatéan aszerint, hogy a lampabdl kie-
sebb vagy nagyobb fényteljesitményt kivanunk
kivenni. (Megjegyezzilk, hogy 0,4 A-rel Gzemeltetve
napi 5 0rés atlaglizemet szamitva, egy lampa élet-
tartama meghaladja a 3 évet, mig 0,5 A esetében
az atlagos élettartam nem nagyobb 1 évnél. Ta-
pasztalataink szerint rovid idejd nagyobb telje-

1Kozponti Fizikai Kutatd Intézet, Budapest.

2 Tolna Megyei Tanacs Ballasa Janos Kérhaz Labora-
tériuma, Szekszard.

2 Elektrotechnikai KTSZ, Budapest.

* A készillék beszerezhet§ a MIDERT kereskedelmi
vallalaton keresztil.

sitmény nem Kkarositja szdmottevd mértékben a
lampét.)

A fényforras gerjesztésre alkalmas vonalait a 3.
abran lathatjuk, spektrofotométerrel mérve, detek-
tor és készulék-karakterisztika-korrekcié nélkal.
(Lényegében ugyanilyen érzékenységd és karakte-
risztikaju az itt alkalmazott fotométer is.) A gya-
korlat szempontjabdl az er6snek latszé vonalak
kozul is csak azok alkalmazhatok gerjesztésre,
amelyek az ultraibolydba és a lathatd szinkép kék'
tartomanyéba esnek (blue light). A szamitasba jov6
vonalak szama tehat csekély: 365, 404+ 407 és
436. Kedvez6 feltételek és nagy detektorérzékeny-
ség esetén a 332+ 313, esetleg a 461 nm-es vonal-
csoport is felhasznalhatd gerjesztésre. A lampa
tébbi vonala els6sorban spektrofotométer-hitele-
sitésnél hasznalhato.

Az optikai sugarmenet az 1. 4bran, a berendezés-
fényképe a 2. abran lathat6. Az L lampa fénye a
H lampahaz Bt nyilasan, mint blendén keresztiil

2. &bra. A rutin analitikai luminométer fényképe

3. dbra. Az OSRAM HQE-40 tipusG Hg-C'd spcklral-
lampa emissziés szinképe egynyaras spektrofotométerrel
mérve. Detektor : EM 1 625G. Kvarcmonokromator, az absz-
cissza prizmadiszperzi6-linearis. A szaggatottan bejeldlt
adbrdk a rutin analitikai luminométerben alkalmazott
gerjesztd sz(irok karakterisztikajat szemléltetik



a Ti sikt,ukorro esik, amely a féenyt a T2 leképz6
tikorre vetiti. A fény az Sk ‘optikai zar (,,shutter”)-
on keresztll, tovabba az J<\ cserélhet6 filteren
(optikai sz(irén) at a mintatérbe jut és az S minta
kozepébe képezi le a ldmpa vilagitotestének éles
képét. A nem abszorbedlt, aaz S mintan athalado
sugar a B2nyilason keresztil a készulék elzart LA
terébe jut, ahol a T 3fekete felliletr6l az ugyancsak
feketére festett fénylabirint falara es6 szért sugar-
z&s maradéktalanul abszorbealédik.

Az Sh optikai zar (shutter) elzarja a fényutat,
vagy teljesen szabadda teszi azt aszerint, hogy a
miszer eliils6é falan lev6 nikkclezett gombot Utko-
zésig benyomjuk vagy utkozésig kihlzzuk. Zart
shutter esetén a mintatérben tokeéletes fénymentes-
ség uralkodik.

A mintaban keletkezett szekunder sugarzas
(fluoreszcencia vagy foszforeszeencia) féleg a fo-
kuszpontbdl indul ki és a tér minden iranyéban
halad. A készulék ebbdl azokat a kb. 20°-0s kip-
sz0g alatt érkez6 sugarakat hasznositja, amelyek
a lampa éles képe és a detektornyilas altal hatarolt
térfogatban jelen vannak. A szért gerjeszt6 sugar-
zas eliminalasara szolgalnak a Kx mintatartd tar-
csén radialisan és hexagonalisan elhelyezett Ir,
la, Is, Ih terel6lemezek.

A mintdknak a detektorral szemben lev6 olda-
lan a Tt homoru tukor foglal helyet, azzal a céllal,
hogy a detektorral ellenkezd iranyban halad6 suga-
rak egy részét a mintan keresztil az érzékel6 felu-
letére vetitse. Ez a tukor csaknem kétszeresére
emeli a detektalt fény mennyiségét (a veszteség
féleg onabszorpcié kdvetkezménye).

Gerjesztd sugarzas szlr6i kozil a 365 nm-es vo-
nal izolalasara Gveg alaki relative széles savu
Corning 7—37 vagy 7—=60 (esetleg Schott UG-4 jel()
sz(ir6t, mig hosszabb hullamhosszl, lathato szin-
képvonalakhoz (405, 436) fém-interferencia sz(ir6-
ket hasznalunk. A keészilék gerjeszt§ szlr6inek
transzmissziés karakterisztikdi a 3. abran latha-
tok.

A D detektorhaz (lasd 1. abran) a mintatér koze-
pén foglal helyet, a benne levé kékérzékeny ROA
1P21; 931A; EMI 9665 B stb., vagy a beépitett
foglalatba ill§ vorisérzékeny RCA 7102 multiplior-
rel. A két legfontosabb multiplier-tipus az RCA

1 &bra. Az HOA 1P21 és 7102 tipusu fotomulliplier

hullamhossz-érzékenység karakterisztikaja. 0, és 0, ordina-

tak az 11'21, illetet” 7102 tipusa multijdierrek krantum-
lialas/okat jelentik
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11*21 és az RCA 7102 érzékenység karakteriszti-
kajat a 4. abra mutatja. A detektorhaz U megvi-
lagité nyildsa a készulék hatlapja felé néz, igy
mintacserék sordn a kivulrél bejutd szort fények
minimalisra vannak csokkentve. Ezt segitik el6 a
mintatartd tarcsa terel6lemezei is.

A 1) detektorhaz kils6 feltiletén szerelték fel a
6 darab vagoszlré befogadasara szolgalé K2 szi-
rétarcsat, és alatta a 8 minta befogadéasara alkalmas
mintatart6 tarcsat. Mindkét tarcsa a készilék eliilsé
oldalan profilmozgatéssal tetsz6leges arretalt hely-
zetbe allithatd.

A mintatarléban kilonb6z6 méretd és alaki mak-
réul XI X4 cm) és mikro- (pl. 0,5 X1 X2 cm-es
vagy 3 mm atmérdjli, 2 cm magas henger alakd)
kivettak helyezhet6k el.

A készllék 25 X40 mm-es vagosz(irdi cserélhetok.
Alkalmasak e célra megfeleld6 méretre vagott
Schott vagy Corning sz(irék. Az utébbiak transz-
misszids adatait az 5. abran lathatjuk.

A mérd@rendszer nagyfesziltségl tapegységhdl és
elektrométerbdl all. A nagyfesziltségl tapegység a
multiplier dindda-fesziltségét szolgaltatja, s folya-
matosan szabalyozhato 500 és 1300 V kozott.
Megjegyezziik, hogy — bar a méréstartomany lehe-
tévé teszi, — a készulékbe beépitett multipliereket
nem célszer( tartds Gzemben 1000 V-nal nagyobb
fesziltségen hasznalni, mert kénnyen karosodhat-
nak. A nagyfesziltség rovid ideji stabilitdsa 1000
V-on jobb mint 5-10~5 a hosszuidejd stabilitasa
normaliizemben egy Ov alatt sem rosszabb 10~4-nél.
Célszer(i évenként utanszabalyozast kérni.

T%

5. &bra. A luminomélerben alkalmazhaté MOUN INO
ragoszlirok (a szekunder sugarzas izolalasara)

Az elektrométer nagy bemoné-impedanciaju
egyenaramu hid, amelyet analitikai berendezések-
hez, a nagyobb pontossag érdekében kompenzacios
technikaval hasznalunk. E célra gondosan szer-
kesztett, preciziés (0,1%-0s) linearis helipottal
kompenzalé &ramkért épitettink, igy a mérési
eredményt egy 1000 osztasi mikrodial értékeiben
nyerjik. Hasznalhatjuk a mér6rendszert regisztra-
loval vagy digitalis konverterrel egyutt is. Ekkor a
hidegyensulv felborulasat mérjik. A mér6rend-
szer ilyen iranyu alkalmazasarol a 4. és 5. kozle-
ményben szdmolunk be.

A mérés pontossdgara és reprodukalhatésagara
utald elektromos paraméterek koziil a fotométer
mdszcrbeallitasi pontossaga a legkisebb érzékeny-
ség esetén is jobb mint.0,1%, azaz 1 mikrodial-
-osztas. Az elektrométer sajat sotétarama (multi-
plier nélkdl) 2-10 10 A. A mutatés-m(iszer érzé-
kenységi': 1 niV/osztas (a legkisebb érzékenység



mellett). A detektaldsi hatar kisebb, mint 1 nA.
A sotétaram elcsiszdsa kisebb, mint 0,3 mdszerosz-
tas/ora, 900 V-on mérve.

A mérbrendszer fontos kezel6szerve a hattér-
kompenzacios potenciométer. Nagyon fontos a mé-
rések gyorsasaganak és hibaforrasainak csokken-
tése szempontjabdl, hogy egy relative gyengén
fluoreszkalo, esetleg er6sebben széré minta esetén
— amikor megfelel6 hattérkorrigal6 referencia ren-
delkezésre all — a készilék ,,sotétarama”-t ugy
tudjuk eltolni, hogy ezzel a referens anyag hattér-
értékét maradéktalanul kompenzalhassuk. Ekkor
a minta mért fénykitérése teljes mértékben a lumi-
neszcenciahoz rendelhetd. A készllék hattér-
kompenzalé képessége feldleli a mérd potenciomé-
ter teljes méréstartoményéat. (Tehat a mérendd
fényintenzitassal egyenld hattérintenzitas is kor-
rigalhato.)

A mérési eljaras

A mérés alapjat a mér6poteneiométer képezi
Harom jellegzetes pontjat (zero, 1000 és a csuszo-
érintkez8) az UZEMMOD kapcsol6 illeszti a hid-
hoz, amelyen a megfelel6 jeldlések: 0 (zero),
H (hitelesités) és M (mérés). A mérés soran minden
mivelettel a mutatés muszert (null-indikator) a
megfelel6 kezel6szervvel kompenzaljuk zérusra
(lasd az alabbi pontokat). A mérés egyes lépései a
kovetkez6k:

1. A mintékat behelyezziik a mintatartéba (egy-
szerre 8 fér bele) a kdvetkezd sorrendben:

vak, standard, mérend6 mintak (1...6).

A vak megfelel a gyakorlatban hasznalt foga-
lomnak, tehat minden reagenst tartalmaz, a meg-
hatarozandé anyagon kivil. A ,,standard”-téi cél-
szer(i, ha megkivanjuk, hogy nagyobb legyen az
emisszi6ja, mint a legtéményebb mérend6 anyagé.*

2. A ,,vak”-ot a fénydtba allitjuk, s nyitott shut-
ter mellett az UZEM MOD kapcsol6 ,,0” allasaban
a SOTETARAM gombbal a moiszert nullazzuk.
Ez a beallitdsi mdd eltér a spektrofotometrikus
méreést6l és hattérsugarzas korrigalasara'Szolgal.

3. A ,standard”-ot Allitjuk a fényatba, az
UZEMMOD kapcsolét H (hitelesités)-re allitjuk,
majd a m(iszert az érzékenységszabalyoz6 gombok-
kal (NAGYFESZULTSEG MUNKAELLENAL-
LAS, ERZEKENYSEG) nullara kompenzaéljuk.
Ezzel a m(velettel a ,,standard” érzékét 1000-re
allitjuk be.

4. A 2. és 3. pontban leirtakat tébbszor ellen6-
rizzik egy mérési sorozat elején, mert az érzékeny-
ség megvaltoztatasa a hattérkompenzacio értékét
is jelent6s mértékben megvaltoztathatja.

5. Az UZEMMOD kapcsol6t M(mérés)-re allit-
juk. Mintat teszink a fényutba, a miszert a ME-
ROPOTENOIOMETER-rel nulldzzuk és &llasat 3
szamjegynyi pontossaggal leolvassuk.

* Kioltason vizsgalatoknal a ,,Hitelesités”-t 0 kon-
centracioju mérendé anyaggal végezzilk. A standard
koncentraciot ﬂedlg kdzepes értéknek valaszt f)Uk oly
madon, hogy a hozzarendelhet6 fényintenzitas kb. 500-as
diai- osztasu fotoaramot eredményezzen.
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6. Kalibracioés gorbe segitségével
zuk a mintdk koncentréciojat.

A vazolt mérési eljaras mellett praktikus jelen-
t6sége az aldbbi négy mddszernek van :

a) Koncentracio-hitelesitéses eljaras:

Alkalmazasa esetén mér6helipoton leolvasott
eredmények kozvetleniil a kert.sett koncentracio-
értékeket adjak. Ekkor a,,standard”-delnem 1000-
re hitelesitiink a 3. pont szerint, hanem az UZEM-
MOD kapcsolé M(mérés) allasaban a MEROHELI-
POT-on beédllitjuk a ,,standard ""tényleges koncent-
racidértékét, majd az érzékenvségszabalyoz6 gom-
bokkal zérusra kompenzaljuk a nulla-indikatort.
A 4. pont utasitasait végrehajtjuk oly maodon,
hogy a 3. pont helyett az itt kdzolt koncentrécio-
hitelesitéses eljarast alkalmazzuk. Ezt a mddszert
csak olyan esetekben hasznalhatjuk, ha a megha-
tarozasi moédszer kalibracios gorbéje linearis.

_b) Eljaras kis emisszios eértekek meghataroza-
sara:

Ha a mérend6 anyag koncentracidja nagyon
kicsi, a mért emisszios értékek is kicsik és ez na-
gyon pontatlan koncentraciomeghatarozast tesz
lehet6vé. A MUNKAELLENALLASOK precizids
értékei lehet6séget biztositanak nagyobb numeri-
kus értékek leolvasadsara is. A modszer a kovet-
kez6 : ha a mérési eredmény tal kicsinek bizonyult,
akkor megbecsiljuk, hogy kb. hanyszoros értéke
volna kedvezd szamunkra mérési eredményként
Ennek megfeleloen forgatjuk el az Gramutato jara-
saval egyez6é irdnyba a MUNKAELLPINALLAS
kapcsolot. Az érzékenységszabalyozassal a sotét-
aram értéke is megvaltozik, tehat azt utana kell sza-
balyozni a beallitott fokozatban a 2. pont szerint.
A leolvasott mérési értéket osztjuk az érzékenység-
novelés értékével.

¢) Eljaras a ,standard”-nél nagyobb emissziés
intenzitasok mérésére:

A modszer az elébbivel telj s mértékben meg-
egyezik, azzal a kulénbséggel, hogy a MUNKAEL-
LENALLAS-kapesolot most az 6ramutato jarasa-
val ellenkez6 iranyba kell elforgatnunk, s a végén
az érzékenység-csokkentés mértékével szoroznunk
kell.

d) Eljarés nagy (kompenzélhatatlan) héattérsu-
garzés esetén:

Hattérkompenzéacié) helyett sdtétaramot kom-
penzalunk. Leolvassuk a ,,vak” értékét és az el6-
irds szerint mérjik a mintak emisszigjat. A stan-
dard-dal a mdszerkitérést 1000-re allitjuk az er6-
sit6-gombok segitségével (sotétaram ellen6rzés V),
majd sorban leolvassuk a mintdknak megfeleld
mikrodial-osztast. A valddi koncentraciét (C) —
linearis kalibraciés gorbét — feltételezve az aldbbi
Osszefliggésbdl nyerjik:

(,_ m~v .c
1000—v

A képletben m a minta, v pedig a hattérsugarzas
értéke. Mindkettd a mérbpotenciométer mikro-
dial-osztas értékeét jelenti, fi, a standard oldat kon-
cén! racioja.
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meghataroz-



Meghatarozandé anyag A minta eredete G%?gﬁétﬁ

Y O szérum 436
] vizelet

Katecholaminok ............... vizelet 405

391

Uroporphyrin  ........cccce.... vizelet 405

) ) 391

Coproporphyrin............... vizelet 391

405

Cortisol és Corticosterol vizelet 436
szérum

Mérési pontossag, érzékenység

A luminométerekt6l ugyanolyan mérési pontos-
sagot varunk, mint a transzmisszids fotoméretek-
tél, azaz kedvez6 mérési feltételek mellett 1%
abszolit és 0,3% reprodukcids pontossagot.

Az ismertetett berendezés maradéktalanul tel-
jesiti ezt a kdvetelményt. A luminometridban szo-
kasos hitelesitd anyagot, a kinin-szulfatot hasz-
nalva 1 ppm koncentracioban, a mérés a fenti ér-
tékeken belili eredményeket szolgéaltat. Kis kon-
centraciok esetében a pontossag ugyanugy alakul,
mint az abszorpciés modszereknél.

Az érzékenység a luminométerek esetében els6-
sorban alkatrész kérdés. A multiplier sététarama,
erdsitése, karakterisztikaja, a nagyfesziiltség stabi-
lithsa és értéke, valamint az alkalmazott sz(ir6-
készlet hatdrozza meg, hogy egy adott feladatot
milyen feltételek mellett oldhatunk meg. Nem el-
hanyagolhaté szempont azonban a mintatér geo-
metrigjanak kialakitasa sem, amely a hattérsugar-
zas értékét hatarozza meg. Az ismertetett beren-
dezésnél bizonyos kompromisszumot kellett ten-
nink az arcsdkkentés érdekében. Olcsd multipliert
hasznaltunk, uvegszlirékkel monokromatizaltunk
(meglehet6sen rossz hatasfokkall!). Az érzékenység
becslésére a kovetkezd meggondolassal élhetiink:
a kinin-szulfat 1 ppm koncentracioju oldatanak
legkedvez6bb mérési feltételét allitjuk be és megal-
lapitjuk, hogy mekkora érzékenység-tartalékkal
rendelkeziink. Ezzel az értékkel osztva az 1ppm-et,
nyertnk egy fiktiv kinin-szulfat hatarérzékenység-
koncentracio értéket. Készulékunk esetében ez az
érték: 3.10-4 ppm. A gyakorlatban 0,01 ppm kon-
centraciot tekinthetjik a mérés als6 hataranak,
mert alatta a hattérsugarzas értéke elfedi a tény-
leges méreési informé&ciokat.

A készllék laboratériumi alkalmazasa

Az ismertetett készuléket a Szekszardi Megyei
Korhaz Kozponti Laboratériumaban allitottuk
Uzembe. Az elmult 3 év alatt meghibasodas nélkiil
Uzemelt, s a kovetkezd méréseket végeztik rajta
rendszeresen, jo eredménnyel (Gjabb modszerek
beéllitdsa folyamatban van).

Osszefoglalas

Rutin analitikai luminométer szerkezeti felé-
pitését és hasznélatdnak maddjat ismertetik a szer-
z0k. Fényforrasa Hg—Cd lampa (OSRAM HQE-
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1. lablazat

Véago Konc. tart.

2076 Reagens ppm Irodalom
510 Oxin 0,1—10 tii
495 - 0,01- [2]
595 83(5)

— , 1— 3

595 8’881 o

_ 001 — 4

0,05 [4]

550 - 0,001 — m
01

40). A gerjeszt6 vonalakat tveg (360 nin) és fémin-
terferencia (404 + 407, illetve 436 nm) sz{r6kkel,
mig a lumineszcencia fényt 6 db CORNING gyart-

manyu vagoszlirével izolaljak. Detektora RCA
1P21 tipust fotomultiplier, amelynek dindda-
feszliltségét egy 2,5+10-5 stabilitasu nagyfeszult-
ségl tapegység szolgaltatja 500 és 1000 volt kdzott
folyamatosan. A mérés pontossaga: +0,3%. A ké-
szUlék makro- (max. 5 ml) és mikro- (min. 10 pl)
mintdk mérésére alkalmas.
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O-p W CSke 3. Macno, pgp LW Koeau:
,[1pUMeHeHEe NIOMUHOMETPUM B KNMHWYECKO nabopa-
TOopUK 1 B Hay4Ho-uccneOoBaTenbckuxpaboTax. M. YacTb.
AHanMTUYeCKUiAi NIOMUHOMETP ANt Py TUHHbIX pa6oT."

ABTOPbI ONWCLIBAKOT KOHCTPYKTUBHOE MOCTPOEHNA W
MeTOfbl NMPUMEHEHMS aHaSIMTUYECKOrO JIFOMUHOMETPA 4N
PYTUHHBIX pPaboT. WCTOYHWMKOM CBETA cnyxut JlaMna
H—C (O PAM H E-40). Pe3oHaHCHble IMHAM MOAyYaloT
C MOMOLLBIO CTEKNSAHHbLIX (366 HM.) KU MeTannomHTepde-
PeHTHbIX (404 + 407, nnn 436 HM.) MNLTPOB, B TO BPEMS,
KaK JIIOMVHECLEHTHBIA CBET — C NMOMOLLbIO OrpaHNynTeNb-
Horo mnbTpa (6 WT.) NnpomssoacTBa COP. B KauecTBe fe-
TeKTopa MCMosb30Ba/ICA (HOTOYMHOXWUTENb TUMa AWMHOA-
HOe HanpsbkeHve A5 KOTOPOro 06ecneyvBanocb BbICOKO-
BO/IbTHbIM CTabUNM3MpPoBaHHbIM (2,5. 10_6) 6/10KOM mu-
TaHWA C NJaBHON PerynMpoBKON HaNPsHXXeHUs B npefenax
500 n 1500 B. TouHOCTb M3MepeHus: +0,3%. Mpnbop npu-

rofeH Anst U3MepeHnii Makpo- (Makc. 5 mMn) n MUKPO- (MUH.
10 mkn) npo6.
J. Sz6ke, Z La&asrl1l6 S Kovacs: The use

o/ luminometry in the clinical laboratories and in medical
research. Bart | 1. Luminomelcr for rotUinc analyses

Authors describe the construction and mood of ap-
pliance of a luminometer adopted to the routine labora-
tory work. The Ii%ht 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
macr? (5 ml maximum) and micro samples (10 pi mini-
mum).
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E koézleménysorozat 6sszefoglald részében [1] ,.egy-
monokromatoros berendezések” cim alatt ismer-
tettik azt a készuilékmegoldast, amely egy abszorp-
cios spektrofotométer monokromatorat hasznélja
fel a gerjeszt6 fény monokromatizalasara, mig az
emittalt sugarzast vagoszirokkel mentesiti a szort
gerjesztd sugarzastol. Ennek a modszernek az az
elénye a masik egymonokromatoros megoldassal
(a sperktroluminometriaval) szemben, hogy a ger-
jesztési frekvenciat — nagyintenzitésu, folytonos
fényforras alkalmazasa estén — tetsz6legesen val-
toztathatjuk. J6 (meredek abszorpcids élG) vago-
sz(ir6ket hasznalva, a lumineszcencia fény (a spek-
trum) legnagyobb része a fotometrikus mérés ren-
delkezésére all. Kvantitativ analitikai szempontbdl
ez a berendezés mindenképpen elénydsebben alkal-
mazhaté, mint a epektroluminométer, ahol a sz(ir6s
gerjesztés miatt csak vonalas szinkép(i fényforrast
hasznalhatunk (tehat elveszik a gerjesztési diffe-
rencialas lehet6sége), és a monokromator alkalma-
zasa miatt az emittalt sugarzasnak .csak csekély
része jut a detektorra. Ekkor ugyanis a berendezés
kell§ érzékenységét csak a mérdrendszer fokozott
teljesitd képességével tudjuk pétolni.

1. &bra. A Spektromom 201-bdl kialakitott gerjesztési
spektrofotométer fényképe regisztraléval dsszekapcsolva

A jelen kozleményben ismertetett gerjesztési
spektrofotométert egy Spektromom 201 tipusu
spektrofotométer monokromatordhoz kapcsolt a-
dapterekkel allitottuk el§ (1. abra). Elénydsen
alkalmazhat6o az ilyen épitéelemekbdl oOsszeallit-
hat6 berendezés olyan helyeken, ahol a feladatok
kis sorozatban, de nagy valasztékban sziikségesek
a felhasznalé részére, mivel az adapterek sokkal
olcs6bbak, mint a sorozatelemz6 célkészilékek.
Termelékenységben is alig maradnak el mdogotte,
s minimalis ,,m(szeres szakismeret”-tel biztonsa-
gosan alakithatjuk &t berendezéstinket éppen a ki-
vant méréstipusnak megfelel6en.
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A luminometria alkalmazasa
a klinikai laboratériumban
és az orvostudomanyi kutatasokban

I11. Gerjesztési spektrofotométer

A készilék felépitése

A keészilékhez felhasznalhaté barmely egysuga-
ras spektrofotométer monokromatora. (Spektro-
mom, Beckman DU, Unicam SP 500, Jobin et
lvon, C0-4, Zeiss SPM-2 stb.) Ehhez csatlakozik
a 2. sz. blokkvazlat szerint egy fényforras és egy
mintatér adapter (mindkett§ megfelel§ tapegysé-
gekkel és mérdegységgel ellatva).

A spektrofotométer eredeti lampahaza helyén
foglal helyet a 160 W-os xenon-, vagy 200 W-o0s
higanyg6z-, roévidivli, nagynyomasu fényforrast
tartalmaz6 lampahaz. Xenon fényforrasként hasz-
nalhat6 a TUNGSRAM gyartmanya XHP 150,
amelynél azonban jobb mindségld az OSRAM XBO
160. Higanyg6zlampakban kicsi a valaszték. A leg-
jobb tapasztalatokat az OSRAM HBO 200 tipusu
fényforrasokkal szereztiik.

:l. dbra. A tlerjeHzicfti .spektrofotométer optikai vazlata

A fényforrasok taplalasara kifejlesztettiink egy
univerzalis tdpegységet (1. 4braj, amely egyarant
alkalmas 160 W-os xenonlampa és 200 W-os hi-
ganyg06zlampa lUzemeltetésére. Ez a feladat azért
nehéz, mert a xenonldmpa esetében 20 V, 8 A
a higanylampa esetén 63 V, 3.3 A egyenaramra
van sziikség. A tapegység specialitasa a 2. abran
lathato a fényintenzitas-szabalyozo rendszer: A mo-
nokrométor kilépd rése utan elhelyezett Tt kvarc-
lemez a gerjeszt6 féeny kis hanyadat egy Rhodamin
G fénykonverteren keresztil [3] RCA 931 A tipusu
multiplierre vetiti és egy elektronikus szabalyozdé-
rendszer a fotoaramot a fényforras tapfesziiltségé-
nek valtoztatasaval konstans értéken tartja. A fény-
intenzitas-szabalyz6 csak a xenonldmpa Uzemel-
tetéséhez szukséges, mivel a higanyldmpa az
egyenaram aramstabilizalasaval 1%-on belll kon-
stans fényaramot biztosit. Az arainszabalvz6 rend-
szer stabilitdsa + 10% halézati ingadozas esetén
nem rosszabb 10 #nél, ami fényintenzitasban né-
hany tized szazalék ingadozast jelent. Afénvinten-



zitas-szabalyz6 rendszer hatékonysagat a 3. ébra.
illusztrélja.

Az &bra alsé részén lathaté a 10”4 stabilitasd
tapegyseéggel lGzemeltetett xenonlampa fényinten-

A. dbra. A xcnnnlampa fényintenzitdsdnak stabilitasa.

A preciziés aramstabilizalorrnl Uzemeltetett késziilék

stabilitdsat az als6 abra szemlélteti, miy a fényarani-stabi-

litas hatasat a fels6 abra mutatja. M indkét dbran a kiityras
— 2-5%fcszUtlscr/esésnek felel mey

zitds-valtozasa. A fels6 dbra mutatja a fényintenzi-
tas-valtozast a fényszabalyzé rendszer mikddése
esetén.

A lampahéazat (4. abra) alulrdl egy jol kiegyen-
sulyozott (razasmentes) ventillator hiiti, s igy a h6-
mérséklet a lampa kdrnyezetében nem emelkedik
olyan magasra, hogy veszélyeztesse a lampa muako-

I. dbra. .1 yerjesztési spektrofotométer adaptereinek
fényképe burkolat nélkil

dését. Az L lampa fénye egy blende szerepét is be-
tolté nyilason (lasd a 2. abrat) keresztil jut a Tx
siktikorre, amely kivilagitja a T2 tikor hasznos
feliletét. (Azt a részét, amely a monokromator
kollimétor tikrének Kivilagitasara szolgal. Az ezen
kival es6 tukorfeluletet le kell takarni, mert a mo-
nokromatorban ez képezi a szOrt sugarzas leg-
fébb forrasat. Emiatt minden monokroméator ti-
pusnal a T2tikor blendéjét kilon meg kell mére-
tezni!) A lampaivét a T2homoru tiikér a monokro-
mator belépd résére képezi, majd a monokroma-
toron keresztulhaladva a kilép6 résen nyerjik
a monokroinatizalt gerjeszt6 sugarnyalabot.

A spektrofotométer eredeti mintatartéjanak
helyébe van felszerelve a gerjesztési spektrométer
mintatér és detektor egysége (Labra). A résen Ki-
lIép6 sugarnyalab (2. abra) athalad a fényintenzi-
tas-szabalyzé rendszer féligatereszté Tt kvarcle-
mezén és kivilagitja, a T5 homoru tikrot, mely
a Tt siktukrén keresztil az M mintatartdtarcsa
Mx mér6helyének (kiivettanak) a kozepére képezi
le a kilép6 rés képét. A gerjeszt§ fény a mintatar-
tébol kilépve a 7'? homora tikoérre esik, amely
a gerjeszt6 sugarat visszavetiti és leképezi ismét
az Mx méréhely kozepére. (Ez a tukor lényegében
megforditja a fény utjat. Az M xmintatérbe vissza-
térve jelent8s része ismét felhasznalddik gerjesz-
tésre, mivel azonban kis koncentraci6ju oldatokkal
dolgozunk, a fényelnyelés tavolrol sem teljes, ezért
a sugarzas az ismertetett fénvaton keresztil visz-
szajut ismét a lampahéazba, s annak :/'8as homoru
tikrén ismét megfordul. Ennek az optikai rend-
szernek az az elénye, hogy a fénynek csak nagyon
kis h&nyada szérddik a mintatér és detektor egy-
ségben. A z6me Uj gerjesztésre hasznalodik fel.
Meérési tapasztalataink szerint ez a megoldas csak-
nem kétszeresére emeli a gerjesztési intenzitast.)

A mintatérben keltett lumineszcencia a tér min-
den irdnyaba sugarzodik, s hatdsa csak a gerjesz-
tett mintatérbdl a detektor érzékel6 felllete iranya-
ban haladé sugérzasnak van. Ez a teljes emittalt
sugarzasnak nem teszi ki az 1/5-ét. A mintatartd-
nak a detektorral szemben lev6 oldalan elhelyezett
T9 homoru tukor gondoskodik az ez iranyban ha-
ladé sugarzasnak a detektor feltletére valé vetité-
sérél. Ez az elrendezés kb. 30%-kal néveli a rend-
szer fénykihasznalésat.

A mintatartobdél a detektor felé halad6 fény
a cserélhet6 SZ sz(ir6n keresztil jut a D detektor
felUletére. Az SZ szlir6k az 1. és 2. kozleményben
[1, 2] ismertetett szekunder sugarzas vagosz(iréi
(SCHOTT, ILFORD vagy CORNING tipusu Uveg-
szlir6k). A szlir6csere, amelynek gyakori véaltasara
csak egy modszer beéallitdsa esetén van szilkség,
a mintatér és detektorhéz fed6lapjanak eltavolita-
saval torténik, amely csavarok nélkul patent-moé-
don rogzithet6 a muszer alapjahoz. A mintak
a dobozfedél oldalan elhelyezett toléajté elmozdi-
tasaval valnak hozzaférhet6kké, ily modon kiny-
nven cserélhet6k is.

A detektor fotoarama a MULTIPLIER FOTO-
METER-be jut (1. &bra), ahol a 2. kdzlemény-
ben [2] vazolt mddon kompenzacids méréstechni-
kaval meghatarozhatjuk az emittalt, relativ fény-
intenzitasokat .



N1 készulék alkalmazasi terulete

A gerjesztési spektrofotométer alkalmas arra,
hogy a gerjesztési frekvencia fliggvényében az
emittait fény intenzitasat, azaz a gerjesztési szin-
képet elballitsa. Ahhoz azonban, hogy valddi ger-
jesztési szinképhez jussunk, a gerjeszt§ fényt
konstans értéken kell tartanunk. Ez két okbdl
nem jarhato: egyrészt a fényforrasnak — bar foly-
tonos a szinképe — szamos vonala (5. abra)
van, amely sz(ik tartomanyban is lényegesen
megvaltoztathatja az emittait fény intenzitasat,

5. &bra. A xenonladmpa emissziés szinképe. Az
ordinata logaritmikus lépték({ (100-ra normaiva)

masrészt a detektor karakterisztika (6. abra) jelen-
t6s mértékben deformalja a mérési eredményt (ger-
jesztést és emissziot egyarant).

A gerjesztési szinképek vizsgalatanal tehat na-
gyon bonyolult abszorpcios és emisszios folvama-
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6. &bra. A késziilékhez ajanlott detektorok hullamhossz-
érzékenységi gorbéje és célszer( alkalmazasi teruletik. A
baloldali ordinadta a 625GB és a US558B tipusa EMI
multiplierekre érvényes, mig a jobboldali csak a bastH
(infravords érzékeny) detektorhoz tartozik

tok eredményeként jelenik meg a mérési ered-
mény. A mérésnél uralkodé viszonyokat a 7.
abra szemlélteti, amely koproporfirinre és benzpi-
renre vonatkoz6 vizsgalataink eredményét tinteti
fel. Szerepet jatszik itt a meglehetésen karakte-
risztikus, sok vonallal tarkitott gerjeszté fényfor-
ras emisszios szinképe, a mérendd minta elnyelési
szinképe, a kdzvetlenll mért latszolagos gerjesztési
szinkép, a normal gerjesztési feltételek mellett
nyerhetd valddi gerjesztési szinkép, a mért (latszé-
lagos) és korrigalt (valédi) lumineszcencia szinkép,
tovabba a monokromatoron kilép6 sugarzas félér-
tékszélessége.

Az analitikai felhasznalé szempontjabdl els6-
rend(i fontossagu, hogy a készulékkel meghataroz-

7. dbra. a) A benzpiren gerjesztési szinképe; b) A koproporfirinlumineszcencia szinképe. (Spektrolnminométerrn ké-
sziilt felvétel.) Mimikét abran a kihazott vonal a korrigalt (valédi) szinképet dbrazolja, mig a szaggatott vonal a mért
(latszélagos) szinképet jelzi
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hassa az optimalis mérési paramétereket. Lényeges
ez egyrészt azért, hogy a felhasznald érezze azt,
hogy a mszeren leolvasott értékek valoban mérési
eredmények, masrészt a felhasznald igyekszik opti-
malis feltételek mellett a legmegbizhatobb mérési
informéciék birtokaba jutni. Nézzik meg most,
hogyan biztositja mindezt a felhasznél6 részére
a gerjesztési spektrofotométer:

a) Vizualis megfigyelés (lehetbleg sotétben vég-
zendd) :

— a mintatér és detektorhaz tetejét eltavolit-
juk,

— a detektort kiemeljik a helyérél és fekete ru-
haba burkolva félretesszik,

— a monokromator rését kinyitjuk 1 mm-re,

— a mérendd mintat a fényutba allitjuk,

— a monokromator lwllamhossz-dobjat a voros-
tél az ultraibolya felé folyamatosan lassan elcsavar-
juk. Koézben felulrél figyeljuk, hogy a kivetfabol
felfelé kiindul6 és a klivettan athalado6 sugarzas szine
azonos-e. Ha kulonbség mutatkozik, pl. kék szinl
gerjesztés esetén a szOrt sugarzas sargaszold, vagy
lathatatlan gerjesztés esetén kék szin(i szortfény
jelentkezik, az biztosan lumineszcencia jelenlétére
utal. Egyértelm(ien bizonyitja fluoreszcencia jelen-
létét a tdmény(cbb) oldatokban a kivetta belépé
oldalan megjelen6 szines fénykap, amely a kiivetta
belseje felé gyorsan elenyészik.

A vizudlis megfigyelés csak gyors tajékozddéasra
hasznalhatd. Kis lumineszcenciaképesség vagy UV
lumineszcencia ezzel nem derithet6 fel. Mégis a min-
tak viselkedésének megismerése céljabol hasznos
a néhany percet igényl6 vizsgalat elvégzése.

b) Az optimalis mérési feltételek megvalasztasa

A feladat lényegében a latszélagos gerjesztési
szinkép meghatarozasa, amely a kdvetkez6 eljaras-
sal nyerhet6:

— spektrofotométerrel megmérjik a vizsgalando
minta elnyelési szinképét,

—eha van elnyelési maximum a szinkép hosszu-
hullamu részén, akkor a gerjesztési hullamhosszal
erre az értékre allunk ra, ha nincs, akkor a szinkép
hosszahulldma hataratél kb. 50 mme-rel alacso-
nyabb értékre allitjuk a monokromatort,

— a monokromator rését 1 mm-re allitjuk,

— a detektor elé beéllitjuk a leghosszabb hul-
lamhosszU vagoszirét,

— megnézzik, hogy van-e er@sitésnovelés ha-
tasara fénykitérés (a hattér értékét természetesen
allanddéan korrigaljuk),

— fokozatosan révidebb hullamhosszd vagoszi-
rét tesziink a detektor elé. Ha intenziv fényemisz-
sziot kapunk, akkor a résértékcsokkentésével
csokkentjuk a hattérszoras értékét. Az alkalmazott
vagoszlrék kozul az lehet a legrévidebb hullam-
hossz(, amelynél a hattérszoras éri ékét még tudjuk
kompenzalni. (Célszer(i sok esetben e helyett a ko-
vetkez6 magasabb hulldmhosszi vagoszfir6t va-
lasztani.),

— igyeksziink a gerjesztd monokromator rését
alacsony értékre venni (idealis kortlmények kozott
ez 0,1 mm-nél nem nagyobb), majd hitelesités al-

lasban kb. 5-6s MUNKAELLENALLAS helyzet-
ben kikompenzaljuk a mérémdszert zéréra,

— a monokrométor hulldmhosszat a kivénal-
maknak megfelel6 mértékben valtoztatva az ab-
szorpciés maximum mindkét oldalat végigmérjuk.
A rovid hullamhosszak felé lehetéleg az egész
méréstartomanyt atfogjuk. Az igy nyert mérési
eredményeket hullamhossz-fliggvényben abrazol-
juk,kamit latszolagos gerjesztési szinképnek neve-
ziink.

e) Normal gerjesztési szinkép el6allitasa

Spektroszkopiai igényli munkakhoz célszerl
a gerjesztési szinképet normalt alakban el6allitani.
(Megjegyezzik, hogy analitikai kdzleményekben is
célszer(ibb a normalt szinképet megadni, mert igy
az eredmények a késziléktsl fuggetlenekké val-
nak.)

A valddi gerjesztési szinkép eléallitasahoz szik-
ségunk van egy fény-konverterre*, egy nagy hatas-
fokd fluoreszkald erny6re, amelynek egy megadott
hullamhosszérték alatt — legalabb 200 mm-ig —
a kvantumhatasfoka konstans. Ez azt jelenti,
hogy minden bees6 foton azonos valészintiséggel
alakul &t a lumineszcencia szinképterilet emittalt
fotonjava. Ha fénykonverter anyagkoncentracidja
olyan nagy, hogy az 0sszes gerjeszté fényt elnyeli,
akkor az emittalt szinkép (amelynek relativ
spektroszkdpiai energiaeloszlasa valtozatlan) ara-
nyos a gerjeszt§ fény intenzitasaval.

A mérés az alabbi mddszerrel torténik:

— ab) pont szerint beallitjuk az optimalis mé-
rési feltételeket,

— a gerjeszt6 fény intenzitasat blendével ugy
szabalyozzuk, hogy a beallitott mérési érzékenység-
nél a leghosszabb hulldmhosszd abszorpciés maxi-
mum helyén a fénykonverter éppen kikompenzélja
a mdszert nulléra.

Ezutan hasonl6an, mint ahogy a latszélagos ger-
jesztési szinkép mérésénél tettiik, megmérjik az
abszorpcids sdv mindkét oldalan a gerjesztési szin-
képet a kovetkezd lépésekben:

— beallitjuk a mérés hullamhosszat,

— a fénykonvertert allitjuk a fénydtba. A ger-
jészt6 fény intenzitasat, a blende valtoztatasa nél-
kil, érzékenység (és hattér) szabalyozassal ,,Hite-
lesités™ allasban zérusra korrigaljuk,

— a mintéat tesszik a fényatba. Az elébbi hely-
zethez képest mérésallasban megmérjik az einisz-
szi0s intenzitast. A nyert érték a normal gerjesztési
szinkép. A késziiléket hasznalhatjuk id6ben valtozo
lumineszcencia-intenzitasok mérésére is (pl. NAD(+>
—NADH reakcio) regisztraloval kézvetlentl 6ssze-
kapcsolva (l4sd 1. &brat).

osszefoglalas

Egy gerjesztési szinképek vizsgalatara alkalmas
spektrofotométer adaptert ismertet link, amely egy-
szer(ien csatlakoztathatd az ismert egysugaras UV
spektrofotométerekhez. Az adapter két részbdl all:

* A készilékhez mellékelt, kivetta alaka fény-kon-
verter az egyik minta helyére keril a berendezésben.



fényforrasbdl, amelyben egy 160 W-o0s xenonlampa
foglal helyet a leképez6 optikaval és egy minta-
térbél, melyben 8 kiivetta befogadasara alkalmas
forgdtarosa, valamint egy kis-zaji, nagyérzékeny-
ségl fotomultiplier taladlhatd a sziikséges optikai
elemekkel.

A gerjesztd fény frekvencigja folyamatosan val-
toztathato, az emittalt fény pedig (veg-vago-
szlir6kkel izolalhat6. Megfelel§ fénykonverter al-
kalmazasaval az adapter gerjesztési spektrumok
mérésére is alkalmas. Laboratoriumi (f6leg klinikai
laboratoriumi) analitikaban el6ny6sen hasznalhato
keverékek szétvalasztas nélkili elemzésére (a ger-
jesztési differencidlas révén).
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O-p Noxed CCke, 3onTaH Jlacno: TMpu-
MeHeHVe NOMUHOMETPUMN B KNIMHUYECKMX NlabopaTopuax u
Hay4yHO-MeAMLMHCKUX uccnegosaHusix. Il Bo3byanTens-
HbIli cneKkTpodoTOMeTP

Crarbl 3HaKOMWUT uuTaTens co CreKTpodoToMeTpuUC-
CKHM afilanTepoM, NPUrogHbIM AN NpoBefeHUs uccnefosa-
HUSA CMEKTPOB BO30YXAeHMA. AfanTep MOXEeT MOAK/IO-
YaTbCs K W3BECTHLIM OfHO/YYEBbIM CMEKTPOQOTOMETPAM
YB. OH COCTOUT U3 asyx YacTeii: M3 UCTOYHWMKA CBETA, B

KOTOPOM YCTaHOB/IEHa KCEHOHOBAs JlaMrna MOLLHOCTbHO 160
BaTT C KOMMPOBa/IbHOM OMTUKOM, 1 13 Kamepbl aNnsi obpas-
LIOB, rfie PacrosioeH MOBOPOTHbIA ANCK, BMELLAIOLIMIA 8
KIOBETOK, W BbICOKOUYBCTBUTE/bHbIA (HOTOMY/IbTUM/IMED
GecLLYMHOro [JeiCTBUA € HeobXoAMMbIMU - ONMTUYECKAMM
anemeHTamy. YacToTa CBeTa, BbI3bIBAIOLLENO BO36YX-
[ieHNe, MOXET MJaBHO MeHSITbCSA, MpU 3TOM U3/ydae-
Mblii CBET MOXET W30/IMPOBATLCS CTEK/ISIHHBIMM  Pexy-
wymMm mnbTpamu. Mpy NPUMEHEHUN COOTBETCTBYHOLLIETO
CBETOBOr0 KOHBepTepa, afanTtep NPUrogeH U Ans 3amepa
CMEKTPOB BO36YXAeHUS1. MOoXeT BecbMa YCMEeLIHO Mpu-
MeHsieTCsl B 1a60PaTOPHON aHa/MTIKe (OCOBEHHO B K/MHM-
Yeckoli nabopaToOpHO/ aHa/IMTUKE) /1A aHam3a cMeceld
6e3 ux pasgeneHns (bnarogaps avpepeHUMpPoBaHNIO BO3-
6Y>XaeHUS).

J. Sioké, Z Laszld: The use of luminometry
in the clinical laboratories and in medical research. Part
111. 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 formin(ﬁ 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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