Fotometria

A mai értelemben vett fotometria meglepden fiatal eljaras. Az elsé fotoelektromos koloriméterek a harmincas
évek derekan jelentek meg, az elsé valodi spektrofotométer, a Beckman DU 1940-ben. A ma klasszikusnak
szamitd Jendrassik-Grof-féle bilirubin meghatarozas, a kiilonb6z0, p-nitrofenolat felszabaduléssal jaroé foszfatdz
meghatdrozasok mérése nem mai értelemben vett fotométerekkel tortént, hanem emberi szem megitélése alapjan,
kiilonb6z6 komparatorok segitségével. Nem tulzds azt mondani, hogy a mai klinikai kémiat a fotometrids
modszerek fejlodése hozta létre.

Az els6, szélesebb korben hasznalt fotométer a jénai Zeiss Miivek Pulfrich-féle Stufenphotometere ("stufo") volt, amelyet
ugyan még vizualisan, szemmel értékeltiink, de mérési elve mar a mai fotométerekére emlékeztetett. A stufonak viszonylag
sziik ateresztési savu iliveg szinszliri és szabatos uthosszu kiivettai voltak (az livegsziir sorozat a maga idejében hi-tech
vivmanynak szamitott, innen szarmazott a késziilék neve: Stufen-, vagyis 1épcsds). Az egyik kiivettdba a vak, a masikba a
mérendd oldat kertilt, egy ldmpa vilagitotta meg mind a két oldalt, a fény pedig egy olyan, okularral megfigyelheté mezdre
vetiilt, amelynek egyik oldala a vak, a masik a mérendd kiivettan atesé fénynek felelt meg. Mindkét fényutat egy-egy,
pontosan szabalyozhat6 feliiletli fényrekesszel lehetett besziikiteni. A mérés soran a vak probanak megfeleld fényrekeszt
addig szlkitettiik, amig vildgossag a mérend6 oldallal azonos nem lett, vagyis az okularban a két oldalt azonos tonustunak
lattuk. Ekkor a fényrekesz tarcsajarol extinkcidegységben, vagy transzparencia szazalékban le lehetett olvasni, mennyi fény
nyelddott el a mérendd oldalon, ahol a fényrekesz teljesen nyitva - 0 extinkcio, illetve 100% transzparencian - allott. A stufo
a mai fotométerekt6l nem annyira a "detektorban" kiilonbozott (a késobbi fényelemek sem voltak sokkal jobbak...), hanem
abban, hogy kiivettdi a mai szemmel tal nagyok voltak, az iivegsziirok elfogadhatatlanul széles savuak, ultraibolya
tartomanyrol pedig sz6 sem lehetett: ott az emberi szem mar felmondja a szolgalatot.

Klinikai kémiai analitikai célra még a hatvanas-hetvenes években is ugyanazokat a miiszereket hasznaltuk, mint
az analitikai kémia mas teriiletein, azota a klinikai fotométerek - kiilondsen a kémiai automatak fotometrias
méréberendezései - épitési elvei valamelyest kiilonvaltak.

Régi, mindennapi tapasztalat, hogy a szines oldatok szinintenzitasa aranyos a benne oldott anyag mennyiségével,
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d rétegben az [, fényintenzitas I-re csdkken, a csokkenés mértéke I/]) lesz. Ha e mogé masik, hasonlo réteget
helyeziink el, az abba belépd fény intenzitasa megfelel az elsé rétegbdl kilépd I-nek, az intenzitdscsokkenés
mértéke pedig azonos lesz az els6 rétegben kialakult csokkenéssel.
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Kovetkezik ebbdl, hogy fényintenzitas alakulasa mértani sorral irhat6 le. A fotometria megalapitojanak Pierre
Bouguernek, ezen 1728-bol szarmazd spekulativ megkdzelitését 30 évvel késdbb Lambert bizonyitotta, és
ontotte korrekt formaba.
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ahol a k& aranyossagi tényezd, d a fényelnyeld réteg vastagsdga. Az /I, hanyadost fényateresztésnek,
transzmittencianak (T) nevezzik.

Korabban szokas volt a transzmisszid helyett a fényelnyelé rétegen athaladds utani fényintenzitast a beesé fény
intenzitasanak szazalékaban kifejezni, régebbi fotométerek skalajan még lathato ilyen beosztas (transzparencia, t).
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Az egynél kisebb értékbdl kovetkezik, hogy logaritmusa negativ szam lesz. A gyakorlati szdmitdsokban
transzmisszio helyett altalaban annak tizes alapu logaritmusat hasznaljuk a negativ eldjel elhagyasaval
(dekadikus abszorbancia, A). A negativ eldjel elhagyasa tobb technikai konnyitésnél, hiszen megvaltozik annak
értelme: a magasabb szamértékli transzparencia nagyobb fényateresztést jelent, a magasabb szamértéki
abszorbancia alacsonyabbat.

A gyakorlat szamara fontos felismerés volt, hogy a fényelnyelés ugyanakkora lesz egy kétszeres, 2d vastagsagu
fényelnyeld rétegben, és akkor, ha a d rétegvastasdg nem valtozik, de az abban fényt elnyeld anyag
koncentracidja kétszer akkora:

2dxc=d x 2c

ami altalanosithato:

nd x ¢ =d x nc.

Az n értéke elméletileg barmekkora lehet. A gyakorlatban ez nem igaz, oldatok esetében csak hig oldatokra lehet
korlatozas nélkiil alkalmazni. Ilyen esetekben érvényes az
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Az abszorbancia (A) alkalmazasaval az oldat fényelnyelése egy igen elegans, jol kezelhet6 képlettel irhato le (a &
aranyossagi tényezot egységnyinek véve):

A=egxcxd

Allando, d rétegvastagsag mellett az ismert fajlagos fényelnyelésii (€) oldott anyag koncentracioja hatarozza meg
az A értéket. Mivel az € empirikusan meghatarozhato, a d ismert (a kiivetta rétegvastagsaga), az A-t pedig
mérjiik, a koncentracio:

A

C:
exd

lesz.

A fotometrias mérés soran nem a d rétegbe belépd és az onnan kilépd fényintenzitast hasonlitjuk 6ssze, hanem
ugyanazon d folyadékrétegbdl kilépd fény intenzitdsat egy olyan minta esetén, amelyben talalhat6 a mérendo
oldott anyag (1) és egy olyan minta esetén, amelyben nem (ez lesz a kvazi [ érték, ami eredetileg a belépd fény
intenzitasat jeloli). E mintat nevezziik referencia- (vonatkoztatasi), vagy "vak" mintanak.

Az ilyen mérés eldnye, hogy az valdban csak és kizarolag a keresett anyag fényelnyelését jellemzi, a kiivetta, az
olddszer stb. fényelnyelését nem vessziik igy figyelembe, vagyis nem okoz zavart a k aranyossagi tényezo
elhagyasa, mint azt az el6z6ekben tettiik.

A fotometrids mérések érzékenysége jelentdsen fokozhato, ha a vizsgalatot nem fehér fényben végezziik, hanem
a fényelnyelés spektralis maximumanal, monokromatikus fényben.

Ilyen esetben lesz az oldatbol kilépd fény intenzitasa a legalacsonyabb a belépd fény intenzitasahoz képest, ami
egyuttal azt is jelenti, hogy a mérés érzékenysége itt lesz a legnagyobb.

Teljesen homogén fényt eld lehet allitani (1ézer, vonalas szinképet szolgaltatd fényforrasok), de ennek az az ara,
hogy nem allithatd elé barmilyen hullamhosszi fény. Folyamatos szinképet szolgaltatd fényforrasok, pl. izzd
lampak fényének egy sziikebb, vagy szélesebb savja a fotometrias mérésekhez elegendéen homogén hullam-
hosszt fénynek tekinthetd.

Ha példaul a 4.1. abran lathato elnyelési spektrumu p-nitrofenolatot (az alkalikus foszfataz reakcio indikatora) a
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teljes hullamhossztartomanynak megfelel, fehér fényben fotometraljuk, kb. 0,01 abszorbancia egység
fényelnyelést mérhetlink. Ha ugyanezt a mérést a maximalis fényelnyelésnek megfeleld, 398-402 nm-es savban
végezzilk, a mért abszorbancia ennek kb. az Otvenszerese lesz, vagyis ennyivel lesz nagyobb a mérés
érzékenysége.

ZERN

hullamhossz, nm

4.1. abra. A p-nitrofenolat fényelnyelése a hullamhossz fiiggvényében (A-abszorbancia)

Nem szabad elfeledkezni arrdl sem, hogy az izzoldmpak fényenergidja nem egyenletesen oszlik meg minden
hulldmhossztartomany kozott, még a magas izzasi hoémérsékletiiek is joval nagyobb fényenergiat bocsatanak ki a hosszabb
hullamhosszakon, mint az analitikai célokra relevans UV-kék-zold sdvokban. Ha a detektor érzékenysége nagyjabol minden
hulldmhosszon azonos, értheté modon inkabb azt a hullamhossztartomanyt érzékeli, ahol sok a fény.

A fotometrids mérések alapvetd dilemmaja, hogy minél sziikebb a méréshez hasznalt hullamhossztartomany,
abszolut értékben annal kisebb lesz a mérendd fénymennyiség: annal érzékenyebb fényérzékeld, annal nagyobb
erbsités sziikséges. Mivel a fotometriasan mért szines anyagok elnyelési maximumai tobbnyire szélesek (ezt
mutatja a kémiailag homogén p-nitrofenolat elnyelési spektruma is), nem érdemes egy hataron tal javitani a
monokromatorok josagat. Gyakorlati célokra +6-8 nm savszélesség boven elegendd. Ilyen savszélességliek az
egyszeril interferencia sziirék, az egy optikai racsot tartalmazo racs- és az egy holografikus tiikrét tartalmazo
holografikus monokromatorok.

A dilemma klinikai kémiaban f6leg a kisebb teljesitményti fényforrassal épitett fotométerek 340 nm-en mérendd
enzimreakcioi (LDH, GOT, GPT, CK) esetében okoz gondot.

Ha a sziird kellden szlik savi, a fotométer az alacsony fénymennyiséget nem képes kezelni, ha széles savi, csak
az egyes enzimreakciokra megadott faktorértékeknél magasabb faktorokkal lehet realis eredményt kapni.

Szerves vegyiiletek elnyelési spektrumai gyakran olyan finom részleteket tartalmaznak, hogy azok kimutatasara
igen finom spektralis felbontasu fotométerek sziikségesek. Ilyen feladatokhoz ma akar 0,1 nm-es savszélességii
spektrofotométert hasznalnak, amelyek monokromatorai két, esetleg tobb optikai racsot tartalmaznak. Ezek
alkalmazasara klinikai laboratoériumi célra nincs sziikség.

A fotométerek hullamhossztartomanya 190 és 850 nm, vagy 320 és 800 nm kozott van (a lathatd fény
hullamhossza: 400-800 nm), vagyis a kiilonbség az, hogy a miszer alkalmas-e rovidhulldmu ultraibolyaban
torténd mérésre.

Gyartasi koltségben igen nagy kiilonbségrél van szo, ugyanis a kozonséges iiveg 360 nm alatt, az emelt
kvarctartalmu iiveg 320 nm alatt nem fényateresztd, az optikai elemeket optikai kvarcbol kell késziteni, ehhez
tarsul a dragabb fényforras és detektor koltsége is.

Miasfeldl, rovidhullamu ultraibolyéba esik a nukleinsavak és nukleotidok (260 nm koriil), az aromds aminosavak
(280 nm koriil) fényelnyelése, igy kutatasi célokra az ilyen fotométer nélkiilozhetetlen.

A masodik dilemma a monokromator szerkezete. A fehér fény felbontasa korabban prizmaval, Gjabban optikai
tilkorre karcolt raccsal, majd a spektrumbdl a hullamhossz kivalasztasa rés segitségével barmilyen hullimhossza
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fény beallitasat lehet6vé teszi, de az ilyen monokromator mindenképpen draga, és mozgo6 alkatrészei miatt
hajlamos elallitédasra.

Sziirésorozattal csak meghatarozott, diszkrét hullamhosszak allithatok be, de még az igen jo szlirésorozatok is
joval olcsobbak az allithaté monokromatoroknal, és nem kell szamolni elallitddassal.

Klinikai kémiai célokra nincs sziikség sokféle hullamhosszra. A nagynyomast higanygézlampaval szerelt
régebbi Eppendorf fotométerekkel, amelyekben a lampa vonalas spektruma folytan maximum 8-10 hullamhossz
volt beallithato, nem fordult el6, hogy a kevés hullimhossz miatt nem lehetett valamely rutinanalizist elvégezni.

A folyamatosan allithatd6 monokromatort ma inkabb azokba az igényes, nagy fotométerekbe szokds épiteni,
amelyek alkalmasak oldatok elnyelési spektrumainak regisztralasara is.

4.3.1. Abszorpcios fotométerek

A fotométerekkel valamilyen oldat, vagy fényszoré feliilet altal elnyelt fény mennyiségét mérjiikk meg. Sziikség
van ehhez egy fényforrasra, a fényt tobbé-kevésbé monokromatikussa tevd monokromatorra, oldat vizsgalata
esetén egy szabatos uthosszu kiivettara és egy fényérzékeldre. A fotométer fobb elemeit a 4.2. dbra mutatja.

A fentieken kiviil természetesen sok egyéb optikai elemet is épitenck a fotométerekbe, ezek jelentsége
elsésorban az, hogy a fényforras fényét erds, vékony, koherens fénysugarba gytijtsék.

A rovidhullamu ultraibolya tartomanyban hasznalhatd spektrofotométerek magas ara jorészt abbol szarmazik,
hogy az 0sszes, ehhez sziikséges lencsét UV-ateresztd, hibatlan optikai kvarcbdl kell kicsiszolni.

___________________ R ELCITEEN @)

fényforras monokromator Ifényrekesz mérokiivetta Il.fényrekesz  fotodetektor

4.2. abra. A fotométer f6 elemei

A fotométerek fényforrasaként hasznalt lampak mindegyikének vannak jo és rossz tulajdonsagai, amelyeket a
4.1. tdblazatban foglalunk 6ssze.

Az tivegballonos izzo lampak a korabbi olcsé fotométerek (Zeiss Spekol 10, Linson stb.) és a spektrofotométerek
hossztthullamu fényforrasa volt. Viszonylag nagy éaramfelvétel mellett mar 400 nm koriil sem volt elég
fényteljesitményiik, és a legalacsonyabb, még hasznalhaté hullimhossz 365 nm volt.



4.J. tablazat. A fotométer fényforrasainak tulajdonsagai

, . uv Mono- : , . o
Feényforras Spektrum teljesitmény romdtor Polikromator | Pontszeriiség |  Koltség
Volfram izz6 | folyamatos leen barmilyen nem le,IZ.Z,O ) alacsony
alacsony szokésos nal jo
i 340 nm- o _— .y :
Halogén izz6 | folyamatos nél i barmilyen barmilyen JO igen magas *
ng'fmyg 0 vonalas 334,‘ nm- csak szlird nem Vlsqu}ylag magas
lampa nél jo szokasos jo
Villano6fény .y Lo T o
(xenon) folyamatos jo barmilyen barmilyen rossz alacsony
Deutérium- . .y A nem viszonylag
limpa folyamatos igen jo barmilyen 70kASOS i6 magas
. . ., . nem viszonylag igen
Xenonldmpa | folyamatos 1gen jo barmilyen s70k4SOS i6 magas ***
Fotodioda csak sAv nines nem nem viszonylag alacson
(LED) szokasos szokasos jo y

* maga a halogén izz6 olcsd, de optikailag pontosan centralt foglalatban igen draga

** avillanofény ugyan draga, de élettartama altalaban meghaladja magaét a miiszerét
*#%  axenon lampa magas lizemkdltségét csekély élettartama okozza

A nagy aramfelvétel miatt ezek a lampak sok hot disszipaltak, altalaban kiilon lampahazban kellett elhelyezni
Oket.

Az alacsony fesziiltségli halogéntoltésii izzok ballonja optikai kvarcbol késziil, az izzoszal hdmérséklete magas,
ez pedig viszonylag magas ultraibolya fénykibocsatast biztosit, legalabbis a klinikai célra igen fontos 340 nm
koriili tartomanyban.

Maga az izz6 olcso és tartdos (> 1000 lizemora), de optikailag megfeleléen pontos foglalatozasit csak nagyobb
szamu lampa kozil lehet kivalasztani, igy ezek rendkiviil dragak. A halogénizzdok apro izzoszéla éles, pontszerii
fényforras, igy egészen kis teljesitményt (10-25 W) izzokkal is megfeleld fényt lehet kapni. A kis teljesitmény
kevés ho termelésével jar, az ilyen izzokat nem is sziikséges kiilon, jol szell6z6 lampahazban elhelyezni,
hasznalatukkal igen kompakt épitésii fotométerek tervezhetok.

A nagynyomasu higanygozlampa vonalas szinképet szolgaltat, igy csak arrol lehet szo, hogy megfeleléen sziik
savu interferenciasziir6kkel e spektrumvonalak fényét hasznaljuk.

Szerencsére a klinikai laboratérium szamara fontos hullimhosszak mindegyikére talalhato Hg-vonal (334, 405,
492, 546, 578, 625 stb. nm), a vonalas szinkép nem koti meg az analitikus kezét.

A szinképvonalak a gyakorlat szamara teljesen monokromatikusnak tekintheték, igy monokromator hibaval sem
kell szdmolni. Az elénydk ellenére sem volt soha altalanos a higany lampak hasznalata fotométer fényforrasként,
foleg a hamburgi Eppendorf gyar alkalmazta dket.

Hasonloképpen a xenon villanofény sem gyakori megoldas, féleg, a Roche Diagnostica Cobas (Bio, Fara, majd
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Mira) késziilékeire jellemzd. Nagy elénye, hogy gyakorlatilag nem kell soha fényforrast cserélni, hatranya, hogy
a villanasok fényereje jelent6sen kiilonbozik egymastol, ez pedig koltséges elektronikai felépitéssel védhetd csak
ki.

A deutériumlampa az ultraibolya spektrofotométerek jellemz6 fényforrasa, elénye, hogy mar 200 nm-nél is igen
intenziv fényt ad. Rutin kinikai kémiai reakcié szempontjabol a rovidhulldmu ultraibolya tartoméanynak nincs
kiilonosebb jelentdsége (egyediil a hiigysav urikdzos bontasa, ami kdzvetleniil, indikatorreakcid nélkiil kovetheto
292 nm-en), ezért a koltséges, nagy energiafogyasztasi deutériumlampakat a klinikai kémidban nem szoktak
hasznélni.

A nagy fényenergiat szolgaltaté xenon lampakat elsésorban, mint fluoriméterek fényforrasait alkalmazzuk. F6
hibajuk, hogy élettartamuk révid, 500-600 lizemora, dragak, igy a fluoriméterek magas lizemkoltsége jorészt a
xenon lampa cserébdl szarmazik.

Kis cél fotométerek fényforrasaként hasznalhato erésfényti fénykibocsatd didda (LED) is. A LED-ek {6 elénye
igen kis teljesitményfelvételiik és hokibocsatasuk, igy akar elemes késziilékek is készitheték. Az ilyen kis
fotométerek optikai tulajdonsagai természetesen rendkiviil szerények.

Kezdetben a fotométereket egyszerli sziirbkkel épitették: vagy fémsokkal anyagukban szinezett tivegsziiroket,
vagy festéksziiroket hasznaltak. A festéksziirokben két livegréteg kozé, zselatinban oldott szerves szinezéket
szaritottak be. A festéksziiréket mar nem hasznaljuk.

Az iivegsziiréket ma inkabb vagoé sziirének alkalmazzak, egy-egy zavar6é hulliamhossztartomany kiiktatasara (pl.
650 nm felett a teljes voros- és infravords spektrum kiszlirésével a hdsugarzas tavoltartasara). Mivel a legjobb
tivegszlirk félértékszélessége (1. alabb) is csak 55-60 nm koriil van, szinszlironek legfeljebb csak kisebb
célfotométerekbe épitik oket.

Szinszlironek ma szinte kizardlag tobb, vékony fémréteg iivegfelilletre g6zolésévei készitett
interferenciasziiroket hasznalunk. Az interferenciaszlird elve az, hogy két, vékonyan fémmel (pl. eziist,
neodimium) g6zolt sik tivegfeliilet kozé vékony, fényateresztd dielektrikum (pl. MgF,) réteget visznek fel.

tivegfeliilet

g0z0lt fémreéteg

MgF

o

g6z61t fémréteg

tivegfeliilet

Az iivegfeliiletre kozel merblegesen beesd fénysugar csak azt a fényt engedi at, amelynek hulldmhossza
megegyezik a két tiikrozo feliilet kozti dielektrikum réteg vastagsagaval, vagy annak valamilyen egészszamu
tobbszorosével.

Ez azt jelenti, hogy pl. egy 340 nm-es interferenciaszlirében a dielektrikum réteg vastagsaga kb. 1/3 mikrométer,
és a szlrd atereszti a 2x340=680 nm-es hulldmhosszi vords fényt is. A gyakorlatban ennél révidebb
hullamhosszl interferenciaszlirét nem készitenek, legalabbis klinikai célra nem, tehat a szoba johetd
felharmonikus hulldmhosszak 680 nm-nél nagyobbak. A zavard vords és infravords fényt egy, az inter-
ferenciasziirével kozos foglalatban 1€vo iiveg vagosziirdvel szokas kiiktatni. Jo gyartastechnoldgia esetén az igy
kapott szinsziir6k maximalis fényateresztése a névleges értéket legalabb 1-2 nm-re megkdzeliti, a savszélességet
jellemzo félértékszélesség nem tobb + 8-10 nm-nél.

A félértékszélesség meghatarozasa spekrofotométeren torténik, Az interferenciasziir6t a mérendd kiivetta helyében
elhelyezve, transzmittancia %-ban vesszilk fel annak 4teresztési spektrumat. A kapott haranggdrbe ateresztési
maximumanak a sziir6 névleges hullamhosszara kell esnie, A maximalis fényateresztés felének megfeleléen a
hullamhossztengellyel parhuzamosan hizott egyenesnek a fényateresztési gorbével alkotott két metszéspontjat a
hullamhossztengelyre vetitjiik, igy a maximum el6tt és mogott kapunk egy-egy hullamhosszértéket, amelyek kiilonbsége
nm-ben adja a sziird félértékszélességét.



Az elsd spektrofotométereket kvarc-, vagy livegprizmaval épitették. A prizmdra bocsatott vékony fénysugarat
prizma felbontotta és egy optikai tiikorre vetitette. A mozgathatd tiikorrél a spektrum egy allithatd szélességii
résre vetiilt. A tliikor mozgatasaval lehetett a spektrum megfelel6 hullamhossztartomanyat a résre vetiteni.

A fotométerek hullamhossztartomanya vagy 190 és 850 nm kozé esik, vagy 320 és 800 nm kozé (a lathato fény
hullamhossza: 400-800 nm), vagyis a kiilonbség az, hogy a miiszer alkalmas-e révidhullimu ultraibolyaban
torténd mérésre. Gyartasi koltségben igen nagy kiilonbségrél van sz9, ugyanis a kozonséges iiveg 360 nm alatt, a
boroszilikat (Pyrex iiveg) 320 nm alatt nem fényateresztd, az optikai elemeket optikai kvarcbol kell késziteni,
ehhez tarsul a dragabb fényforras és detektor koltsége is. Masfel6l, rovidhullami ultraibolyadba esik a
nukleinsavak és nukleotidok (260 nm koriil), az aromas aminosavak (280 nm koriil) fényelnyelése, igy kutatasi
célokra az ilyen fotométer nélkiilozhetetlen. A régi fotométerekhez igen sokféle uthosszu kiivetta tartozott,
jellemzden 5-t61 50 mm-ig. A nagy Uthosszu kiivettak jelentGsége abban volt, hogy a széles savu iliveg- vagy
festéksziirok nem tették lehetévé, hogy kevéssé szines oldatokat megfelelé pontossaggal fotometraljunk, fgy
legegyszeriibb a rétegvastagsag emelése volt. Napjainkra a spektrofotométerekhez szinte kizarolag az 1 cm
szabad uthosszl kiivettadk hasznélatosak.

4.2. tablazat. A kiivettak anyagi mindsége €s a mérési tartomany

Jelzés A kiivetta anyaga Minimalis mérési hullamhossz
G (glass) optikai iiveg 350 nm
S (silicon) emelt 52111kattartalmu 320 nm
liveg
Q (quartz) optikai kvarc 200 nm
mianyag polimetilmetakrilat 300 nm

Az egyszerli optikai Uvegbél késziilt (G) kiivettdk ultraibolya fényateresztése rossz, 400 nm alatt alig
hasznalhatok. Az - igen draga - kvarckiivettdk rutin klinikai célra feleslegesek, mert 340 nm-nél révidebb
hullamhosszti mérésre nincs sziikség. A boroszilikat (Pyrex, S) kiivettak fényateresztése 340 nm-en még
elfogadhato és viszonylag olcsok.

A miianyag kiivetta mindig polimetilmetakrilat (plexi) kiivettat jelent, az {ivegtiszta polisztirol nem engedi at az
ultraibolya fényt. Ma ezek a kiivettak kevesebbe keriilnek, mint a beléjiik t61tott reakcidelegy, pontossaguk pedig
megkdzeliti az tivegkiivettakét (4.2. tablazat).

A mianyag kiivettdk hasznalatanak kérdése elsdsorban kis laboratériumokban végzett enzimaktivitds meghatarozasok
esetében meriil fel. A félautomata klinikai fotométerek (76. o.) fél mikro leszivokiivettdihoz, a szokasos, 30 pl korili
atfolyokiivettakhoz is sziikség van 0,5 ml-es reakcidelegyekre, de szamos - gyakran nehezen kdvethetd - technikai probléma
veszélyét is vallalni kell (pl. az atfolyd kiivettakban konnyen keletkeznek buborékok). Kreatinkinaz mérésekor a félmikro
milanyag kiivetta egyszeri hasznalata esetén is csak a vegyszerkoltség negyedével kell szamolni, ha pedig a kiivettat folyo
vizben elmossék, kioblitik desztillalt vizzel, az legalabb 6-7 alkalommal hasznalhato, igy a kiivettakdltség valoban elhanyagolhato.

1 cm athossz mellett 4ltalaban az alabbi kiivetta méreteket és tipusokat hasznaljuk klinikai laboratériumi célokra:

Standard
Félmikro
Mikro
Félmikro leszivo

A szabvanyos kiilméret betartdsanak két oka van. El6szor is, a klinikai fotométereket az enzimaktivitas mérések
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kedvéért termosztaljuk, és a termosztalt kiivettafészket a j6 hodatadas kedvéért a kiivettanak ki kell tdltenie.
Masrészt a vegyszerkészletek kiséréirataiban megadott faktorok és tajékoztatdé abszorbanciaértékek 1 cm-es
uthosszu kiivettakra érvényesek, igy korabban még az automaték is 1 cm-es kiivettakkal épiiltek.

A polikromatorral (112. o.) szerelt szelektiv automatdkat mindenképpen naponta kalibrald savokkal kell
hitelesiteni, igy az 1 cm-es Uthosszu kiivetta hasznalatanak mar nincs kiilondsebb jelentdsége, ezek kiivettai
altalaban joval kisebbek.

Automatdkban a kisebb kiivettadk alkalmazasanak szamos oka van. Elény6s a miszert minél nagyobb kiivettakoszortival
vagy -szegmensekkel épiteni, azonos helyre tobb kisebb kiivetta fér el, és a mozgatand6 tomeg is kisebb. A ma jellemz6
kiivettatoltés automatak esetében 180-250 pl, ilyen térfogat mellett az 1 cm-es ithosszu kiivetta nehezen tisztithato, vékony
rést jelentene. Végiil, korszerli fényérzékeldk és analdg erdsitdk hasznalataval a révidebb kiivetta alkalmazasa nem jar
szamottevé érzékenységveszteséggel. Mindazonaltal, a rovidebb kiivettdkkal szembeni gyartastechnikai igények
magasabbak. 2 um uthosszhiba 1 cm-nél 0,2%, 4 mm-nél 0,5% hibat jelent. Milanyag kiivettak esetében a hotagulasbol is
szarmazik ennyi eltérés, az automatakat akkor is igen pontosan termosztalni kellene, ha torténetesen enzimmérésre nem is
keriilne sor.

Ma a fotométerekben alapjaban mar csak kétféle fényérzékelét hasznalunk. Az olcsobb fotométerekbe félvezetd
érzékeldt épitenek, az igényes spektrofotométerekbe és automatdkba fényelektron-sokszorozot, a korabban
hasznalt alacsony érzékenységii, rossz linearitdsu detektorok (szelén fényelem, fotocella) ma mar nem
hasznélatosak.

A detektor nagy érzékenysége nem dncél. A nagy érzékenységli detektor spektrofotométerekben rendkiviil szitk
sava (0,1-0,5 nm) mérést tesz lehetdvé, HPLC mérdfejekben és automatiakban pedig igen vékony mérd
fénynyalab hasznalatat, vagyis igen apro kiivetta alkalmazasat.

Még lényegesebb szempont, hogy a mérések egy részében a vak minta fényelnyelése igen magas (pl.
bromkrezolzolddel végzett albumin meghatarozas mérése 590 nm koriil), és ehhez képest kell néha igen kis
abszorbanciaértékeket pontosan meghatarozni.

Az Gjabb kémiai automatakba épitett fotométerek elrendezése nem felel meg a spektrofotométereknek. A mintat
fehér fény vilagitja meg, és a fénybontas a kiivetta uzdn torténik (4.3. abra).

A kiivettabol kilépd fénynyalab egy racsmonokromatorra vetiil, az innen jovo, szineire bontott fény pedig egy,
legtobbszor 256 szegmenses, fotodioda sorra (diode array). Ha a fénybontas az elektromagneses spektrum 330-
tol 780 nm-ig terjedd hullimhosszu szakaszan torténik, ez azt jelenti, hogy egy-egy szegmensre 450:256 = 1,76,
vagyis 2 nm-nél kisebb savszélesség jut.

Az egyes méréprogramokban kijel6lt hullamhosszértékeket a fotodiddasor mezdinek be-kikapcsolasa allitja be,
vagyis a szerkezet ekdzben fizikailag mozgast nem végez.

E polikromatornak nevezett elrendezés hatranya, hogy a fehérfényli megvilagitds hatasara nem-specifikus
fluoreszcencia johet 1étre, ami a mérést zavarja.

I homoru tiikdrracs
fényforras  fényrekesz kiivetta fotodiodasor

4.3. abra. A mai kémiai automatakba épitett fotométerek f6 részei

Ezzel a - gyakorlatban nem tul fontos - hatrannyal szemben az elrendezésnek igen sok elénye van.
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El6szor is, mivel a diddasor maga is kicsi, néhany mme-es, az egész szerkezet igen kompakt formaban épithetd
meg. A hasznalt 1ampa, az alacsonyfesziiltségii halogénizzo teljesitménye nem kell, hogy nagy legyen. Nagyobb
gondot jelent, hogy a halogénizzot foglalatdban kiilonleges pontossaggal kell centrdlni, igy éara a joval
bonyolultabb higanygdz-, vagy xenon-lampakéit is meghaladja.

A hullamhossz valtoztatasakor a szerkezet nem mozog, nem kell annak elallitodasaval szamolni.

A legfontosabb elény, hogy a diddasor folyamatosan "latja" az egész spektrumot, igy a mérendd savémintatol
szarmaz6 harom leggyakoribb zavaro tényezd, az esetleges hemolizis, a magas bilirubin koncentracio (icterus) és
a zavarossag (lipaemia stb., 230. 0.) akkor is jelezhetd, ha az a kezeld figyelmét elkeriilte.

Foleg a hemolizist kell, mint hibalehetéséget szamitasba venni. A vérminta alvadasa, az alvadék retrakcidja, a vérlepény
lecentrifugalasa mindenképpen okoz valamennyi hemolizist (< 1 g/l), és szemre igen nehéz megitélni, mekkora az a
hemolizis, amely az eredményeket mar bizonytalanna teszi.

Polikromatorral a fotometrids méréseket érdemes mindig két hulldmhosszon ("bikromatikusan") végezni: a
szinreakci6 maximalis fényelnyelésénél vagy izobesztikus pontjanal (79. o.), illetve egy, a szinreakcid
szempontjabol kozombods hulldmhosszon. Mivel a mérések a diddasor minden szegmensén azonos idopillanatban
torténnek, a véletlen miiszerhiba (miiszerzaj) az 6sszes mérést azonos értelemben befolyasolja, a kiilonboz6
hullamhosszakon végzett mérések kiilonbsége allandd marad, ¢€s egyuttal kikiiszob6lédnek a minta esetleges
zavarossagabol, a kiivetta megkarcolodasabol, szennyezettségébdl szarmazd kisebb hibak. A polikromator el-
nevezés kissé megtévesztd. Nincs szo valamiféle "sokféle-fényli" fotometrias mérésrél, csupan egy specialis
monokromatorrol. Fotometria mindig 0sszehasonlitdé mérést jelent, a fényelnyelést valamilyen vonatkoztatasi
oldathoz képest mérjiik. A fotométer stabilitasatol fiiggden a miiszert idonként a vonatkoztatasi oldatot (pl. vak
mintat) tartalmazo kiivettara kell nullazni. Igényes fotométereket készitenek ugy, hogy a fényforras fényét
fényoszton keresztiil mindkét, tehat a vak és a mérendod oldatot tartalmazoé kiivettan bocsatjak at, és a kiivettakbol
kilépé fényt alterndloan iranyitjdk a fotodetektorra. Ez az épitési mod ma csak azoknal a fotométereknél
szokasos, amelyekkel folyamatosan valtoztatott hullamhossz mellett elnyelési spektrumot regisztralunk, ilyenkor
ugyanis minden hullamhosszértékhez mas és mas vakérték tartozik. Korabban, amikor a fotométerek
aramkoreinek stabilitasa olyan volt, hogy néhany percnél tovabb nem lehetett dolgozni, mert a miiszert Gjra
kellett allitani, a két fényutas fotométerek igen hasznosak voltak sorozatmérésekhez, ugyanis ilyenkor nem volt
sziikség minden harmadik-negyedik mérés utdn Ujabb nulldzdsra. A mai fényérzékelok, erdsitok és
kompenzécios aramkorok mellett a fotométerek elallitddasa ("drift") minimalis, legfeljebb 0,001 A/ora, emiatt a
koltséges kétutas szerkesztésre egyszerti fotométerekben nincsen sziikség.

Elsésorban mikrotitral6é lemezekben végzett EIA vizsgalatok fotometralasara hasznalt "ELISA-fotométerekben"
torténik az abszorbancia mérése a folyadéktiikdrre meréleges sugarmenettel (4.4. abra).

4.4. abra. A folyadéktiikdrre merdleges sugarmenet ELISA fotométerben

Ezekben a miiszerekben a f6 hibalehet6ség a lemez pontatlan pozicionaldsa, ugyanis a folyadéktiikor homoru, a
kozépponttol vald akar 1 mm-nyi elcsuszas is megvaltoztathatja a rétegvastagsagot.

A vertikalis sugdrmenet hasznalatanak elénye, hogy amennyiben a mérendd vizes oldat parolog, és ezaltal
csokken a rétegvastagsag, ugyanennyivel né abban a szines anyag koncentracidja is, igy az abszorbancia nem,
vagy alig valtozik.



