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Optické analytické metody

e Fyzikalni metody, které ziskavaji potrebné informace z
mereni optickych vlastnosti a spekter zkoumanych latek.

e vyuziva interakce analytu se svétlem - optickych
vlastnosti molekul a atomU meérené soustavy

e muze jit o zménu barvy Ci jeji intenzity, luminiscenci,
fluorescenci, zménu optické otacivosti nebo o zménu
rozptylu svétla pri priuchodu vzorkem




Spektrofotometrie-rozdéleni

Podle frekvence elektromagnetického zareni:
UV spektr. — zahrnuje oblast zareni A=190-400 nm

VIS spektr. — oblast viditelIného zareni A=400-800
nm

IC spektr. — oblast IC spekter se déli na blizkou IC
A=800-2000 nm, dalekou IC A=10°> nm




Spektrofotometrie-rozdéleni

Podle typu interakce
elektromagnetického zareni:
 Atomovou absorpcni spektrofotometrii
 Atomovou emisni spektrofotometrii
 Turbidimetrii, nefelometrii

* Luminiscencni metody: fluorimetrie,fosforescence,
chemiluminiscence




Optické metody

jsou zalozeny na vymeéneé energie mezi latkou a zarenim
Svétlo je druhem elektromagnetického zareni
Vlastnosti elektromagnetického zareni - ma dualni charakter

Slozku magnetickou a elektrickou

Vzdalenost mezi dvéma vrcholy vin se nazyva vinova délka- A,
udava se v nm




Elektromagnetické zareni
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Popisujici veliciny
elektromagnetického zareni

e rychlost —c (m/s), ve vakuu 3x108 m/s

e vinova délka - A (nm) /’/M\ﬂ/\\

V=—
A

e Frekvence svételnych vin, kmitocCet (=pocet vin za
sekundu) - V(Hz,s1)




Popisujici veliciny
elektromagnetického zareni

e energie fotonu svetelného zareni €

e Energie fotonu je primo umeérna jeho kmitoctu, h je
Planckova konstanta (6,625x10734 J/s)

E:hv:h£
A

e Energie fotonu je neprimo umérna vinové délce tzn.
ze svetelné zareni o kratsi vinové délce ma vyssi
energii, nez svetlo s delsi vinovou délkou




Elektromagnetické zareni

e Svetlo v UV a VIS oblasti ma kmitocet (pocet vin za s)
1014 -10%° Hz

 Monochromatické - svétlo, které se sklada pouze z
jedné vinové délky

* Polychromatickeé — sklada se z mnoha vinovych délek
(slunecni svétlo, svetlo wolframové zarovky)




Barevnost latek

* Pokud absorbované zareni ma A lezici v oblasti
viditelné casti spektra, latka se jevi lidskému
oku jako barevna

 Ma vzdy barvu doplnkovou k barveé
absorbovaného svetla




Barevnost latek

Absorbovana vinova delka :nm”ana absorbovaneho svetla Barva latky
400-435 ?lutozelena
435480 moda s
480-490 zelenomodr oranzova
490-500 modrozelena Cevend
500-560 zelena
560580 #lutozelen
580595 Fluta
595605 : zelenomodra
505-670 modrozelend




Barevnost latek
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Zakladni veliciny a vztahy pouzivané ve
spektrofotometrii

R

Propustnost (transmitance): 7 =
[0

Mnozstvi svétla urcité vinové délky, které proslo

vzorkem
Kde I, je intenzita svetla vstupujiciho do vzorku a |

je intenzita svetla ze vzorku vystupujiciho




Zakladni veliciny a vztahy pouzivané ve

spektrofotometrii
* Absorbance:
A= log% =—logT

Bezrozmérna velicina, definovana na zaklade
transmitance, udava jaké mnozstvi svétla bylo
pohlceno vzorkem.




Zakladni veliciny a vztahy pouzivané ve
spektrofotometrii

Zakon Lambertuv-Beeruv:

|=1,.10%!c

Intenzita svetelného zareni prochazejici
absorbujicim prostredim klesa exponencialné v
zavislosti na délce absorbujici vrstvy a
koncentraci absorbuijici latky

(Johan Heinrich Lambert, 1728-1777)




Zakon Lambertuv-Beeruv

A, =& lc

» absorbance pri dané vinové délce pfimo umérna
tloustce absorbujici vrstvy [/

» koncentraci absorbujicich ¢astic ve vrstvé ¢

» konstanta Umérnosti pro danou latku a danou
vinovou délku absorbovaného zareni je molarni
absorpcni koeficient g,




Zakladni veliciny a vztahy pouzivané ve
spektrofotometrii

molarni absorpcni koeficient g,: fyzikalni konstanta,
ktera udava jak dana latka pri urcité koncentraci

absorbuje monochromatické zareni urcité vinove
délky

takto Ize zjistit koncentraci latek barevnych, nebo
latek absorbujicich svétlo v UV oblasti

pokud latka v téchto oblastech neabsorbuje, je treba
ji prevést na latku, ktera absorbuje vice

vztah mezi signalem ( absorbanci) a koncentraci se
urcuje kalibrace




Kalibracni zavislost

Praktické vyuziti Lambertova-Beerova zakona
Provedeni:

 zmeérime obvykle 5 standardnich roztoku o znamé
vrustajici koncentraci pri urcité vinové délce

* vsechny roztoky se méri za stejnych experimentalnich
podminek (spektrometr kyveta,pipety,doba
inkubace..)

* blank = slepy pokus, obsahuje vse kromé
stanovované latky




Kalibracni zavislost

Sestrojeni kalibracni krivky

* nameérené hodnoty absorbance
standardl na ose y

* hodnoty koncentrace na ose x

Pokud je zavislost linearni, je
mozné zméerit absorbanci a
vypocitat koncentraci
neznamého vzorku
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Kalibracni zavislost

Vzhledem k tomu, ze pomér
/A je pro mérenou sérii LOL
konstantni pouzivame ho pro

zmerenou seérii jako kalibraéni

faktor, kterym vynasobime Signal
namerené hodnoty absorbance 100
vzorkl o nezname koncentraci
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Limitace Lambertova-Beerova zakona

Odchylka g, pfi vysokych koncentracich (>0,01 mol/I)
vlivem elektrostatickych interakci

Castecny rozptyl svétla na ¢asticich pfitomnych ve
vzorku

Fluorescence nebo fosforescence vzorku
Nedokonale monochromatickeé zareni

Nekoherentni svételné zareni
Nejpresnéjsi vysledky jsou ziskavany v rozsahu
absorbanci 0,2- 2,0 . Od hodnot absorbance >
vyrazné narusta chyba méreni




Spektrofotometrie-rozdéleni

Podle typu interakce
elektromagnetického zareni:

 Atomovou absorpcni spektrofotometrii
 Atomovou emisni spektrofotometrii
 Turbidimetrii, nefelometrii

* Luminiscencni metody: fluorimetrie, fosforescence,
chemiluminiscence




Absorpce vs. emise zareni

Emise zareni: Dodanim energie
(napt. kineticke, tepelné) jsou
castice latka (slozky studovaného
vzorku) prevedeny do vyssiho

energetickeho stavu. Pri zpétnem B i 4 Bl 56
prechodu se energie vyzari ve x l I cctovans
formeé fotonu I

Absorpce zateni: Castice latky _—
absorbuje foton a prejde pritom

do vyssiho energetickeho stavu. Y VYV yianisar

(Navrat zpét do energeticky
nizSiho stavu jiz neni sledovan.)




Atomova absorpcni spektrofotometrie-AAS

e zabyva kvantitativnim hodnocenim zmény intenzity
zareni (obvykle urcité vinové délky) po pruchodu
analytickym prostredim. Pri pruchodu
ektromagnetického zareni z oblasti UV nebo VIS Casti
spektra meérenym roztokem dochazi k absorpci zareni.

* Pristroje, které se pouzivaji k méreni intenzity zareni v
ultrafialové (UV) nebo viditelné (VIS) oblasti spektra se
nazyvaji fotometry nebo spektrofotometry.




Atomova emisni spektrofotometrie

* Pritéto technice se méri emise zareni. K
emisi zareni charakteristické vinové délky
dochazi pri navratu elektronu z
excitovaného stavu (vyvolaného plamenem)
do zakladniho stavu.

* Pristroje, které se pouzivaji k méreni
intenzity emisniho zareni, se nazyvaji emisni
spektrofotometry




Spektrofotometry

* Pristroje, které se pouzivaji k méreni intenzity
zareni v ultrafialové (UV) nebo viditelné (VIS)
oblasti spektra

* Slouzi pro méreni absorpce svetla vzorkem

* Absorbance je mérena pfri ruznych vinovych délkach

Spekkrofotorme




Usporadani spektrofotometru

«Zdroj svetla

*Opticky system: sterbiny, zrcadla, CoCky

‘Monochromator nebo filtr: k vyberu urcite
vinove delky

Absorpcni prostredi: kyveta s merenym
vzorkem

‘DetekcCni systém: zarizeni k méreni
svetelneho zareni, ktere proslo vzorkem

T m 7 ==

Zdroj sterbina vybér vinove delky vzorek cdetektor




Zdroje zareni a jejich pouziti

Wolframova zarovka — méreni absorpce ve
viditelném spektru

Deuteriova (vodikova) vybojka - méreni absorpce v
UV spektru

Xenononova vybojka- méreni absorpce v oblasti VIS
UV spektru

Rtutova vybojka — méreni v oblasti spektra 200-400
nm




Wolframova zarovka — VIS oblast spektra

e Sklenéna banka naplnéna inertnim plynem obsahujici
pary jodu

* Uvnitr je wolframové vlakno, které je zahfivano
stejnosmernym proudem

Tungsten Lamp Emission Spectrum

TE = 3400K

Relative Intensity
Y
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Deuteriova vybojka — UV oblast spektra

* Nizkotlaké, produkuji svétlo o vinové délce
160-360 nm
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Xenonova vybojka — blizka UV oblast nebo IC
oblast spektra

* Vlysokotlaka (pevnéjsi plast), vyboj vznikd mezi
dvéma wolframovymi vlakny, potrebuje intenzivni
chlazeni

Xenon Arc Lamp (XBO0), relativhe hladké spektrum
220nm — 1000nm
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Spektrofotometr - fotometrickeé filtry

e Slouzi k vymezeni urcitého ( co nejuzsiho) pasu
monochromatického svéetla ze spojitého zareni.

e Charakteristikou filtru je tzv. spektralni polosirka

filtru (h, nm) - odpovida intervalu vinovych délek zareni v
poloviné maximalni propustnosti filtru (je odvozena z krivky
propustnosti). Cim je rozsah polositky filtru uzsi, tim je filtr
lepsi.

* Fotometrickeé filtry delime na dveé zakladni skupiny:
barevné absorpcni a interferencni




Spektrofotometr - fotometrické filtry

Spektralni polositka Krivka propustnosti
filtru (h, nm) - odpovida )
, ) ) L Sifka pasma
intervalu vinovych délek zareni
v poloviné maximalni ﬂ ~ Sirka polopasma
propustnosti filtru —
transmitance,je odvozena z O
v. . O

krivky propustnosti). %
Cim je rozsah polositky filtru =
uzsi, tim je filtr lepsi. 2

(©

| -

-

dolni horni vinova délk
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Fotometrické filtry

Barevneé absorpcni filtry - maji nizsi spektralni
cistotu filtrovaného zareni, jejich polosirka je 30-80
nm

* Pevné - skla vyrobena z oxidy kovu, nebo pokryta
vrstvou zelatiny s organickym barvivem

* Kapalne — obvykle kyvety s roztoky anorganickych
soli




Fotometricke filtry-interferencéni filtry

Interferencni filtry vyuzivaji mnohonasobnou
interferenci zareni mezi hranicnimi plochami

VVVVVV

pasma a vyssi pik transmitance (lepsi propustnost)
nez barevné absorpcni filtry. Nejvice rozsireny je
kovovy Fabry-Perotuv filtr.

a, ¢ — polopropustnée vrstvicky

b — vrstva dielektrika o tloust’ce A/2

d, e — kryci vrstvy




Fotometricke filtry-interferencéni filtry

Na zakladni desce je mezi dvéma stribrnymi
polopropustnymi vrstvickami vrstva pruhledného
dielektrika o tloustce A/2, pricemz A odpovida
pozadovaneé vinové délce.

Mnohonasobnymi odrazy od zrcadlovych ploch
filtru a po vicenasobné interferenci dopadajicich
paprsku ruzné vinové délky, vznikaji velmi uzka
maxima s polosirkou 8 — 10 nm. TR




Spektrofotometr - monochromatory

Opticka zarizeni pomoci kterych se ze spektra
polychromatického sveétla mechanicky vymeazi
pouze jeho urCita cast.

Slouzi pro kontinualni vybér ruznych vinovych
délek

Detector

Exit slit

Dispersion dewvice

Entrance slit

o N

Source




Detector

Monochromator E i il

Dispersion device

Entrance slit

o

Source

Monochromator se sklada:
e vstupni Stérbiny
 pomocné optiky (zrcadla, cocky)

e disperzniho prvku - mrizka,hranol
e vystupni stérbiny




Monochromator- vstupni a vystupni stérbina

Vstupni — vymezuje malou cast svételného toku
ze zdroje zareni

Vystupni stérbina — slouzi k vybéru zareni urcité
vinové délky, ¢im je uzsi tim uzsi je Sirka pasma
(bandpass) a vétsi monochromaticénost zareni.

Poloha stérbin je neménitelna, pozadovana vinova
délka se nastavuje primym otacenim disperzniho
prvku.




Monochromator - pomocna optika

Zrcadla - jsou to plochy odrazejici zareni, jsou
potazena obvykle vrstvou hliniku

e Rovinna — nejvice pouzivana

e Duta, kulova, parabolicka

Cocky — opticky zaostfovaci systém

Opticka vlakna — sklenéna, kfemenna

usmernuji transport svéetla ve stisnénych prostorach
(vertikalni fotometry k méreni mikrotitracnich
desticek), maji vetsi svételné ztraty nez zrcadla

Clony — pouzivaji se k omezeni prurezu svazku paprsku, k
odstinéni okrajové oblasti cocek a zrcadel




Disperzni prvek - opticky hranol

rozklada polychromatickeé svétlo na principu lomu
svetla

svetelné paprsky o kratsi vinové délce (modré svéetlo)
se lamou vice nez paprsky s delsi vinovou délkou

Sklenény hranol - pro rozklad svétla ve VIS oblasti
spektra (400-800 nm)

Kremenny hranol — pro UV oblast (do 200 nm)

[




Disperzni prvek — difrakcni reflexni m

pracuje na principu odrazu svétla
Je tvorena soustavou jemnych rovnobéznych
vrypl na sklenéné desticce (nejkvalitnéjsi az 1700 /1

\ L4

Fizka

mm)

Na vybrousenych ploskach mrizky dochazi k slozitym
optickym procesium-odraz, interference svétla, které vedou k
tomu, ze z mrizky vychazi jednotlivé vinové délky pod

rozdilnym uhlem, ktery zavisi na vinové délce zareni
Rozklad zareni je linearni u vsech vinovych délek
Ma lepsi rozliSovaci schopnost nez hranol




bér pozadované vinove délky

Presnym pohybem
disperzniho prvku
monochromatoru je vzniklé
svetelné spektrum
nasmerovano na vystupni
stérbinu tak, aby jim

proslo zareni pozadované
vinové délky




kyveta difrakcni reflexni

A A 4

o — mrizka
letektor

P \ ~ _|svetla
optické A

1| zrcadlo >» /i l\ —



Spektrofotometr - Absorpcni prostredi

Kyveta s merenym vzorkem

Rozdéleni:

e dle velikosti: Makro- (1-2 ml), semimikro-
(<0,5 ml), mikro-(<100 pl)

e dle typu: nalévaci, prutokové

e dle materialu: sklenéné, plastové (akrylatove,
polystyrenové), kremenné (UV oblast)

* automatickych bioch. analyzatorech:
e kyvety na jedno pouziti
e trvalé — po zmeéreni se promyji myci stanici




Absorpcni prostredi spektrofotometru




Spektrofotometr - detekcni systém

Je slozen z detektoru zareni a elektronického
zarizeni pro zpracovani jeho odezvy

Detektory
Zarizeni, které zprostredkovavaji pfeménu energie zareni
na jinou formu — obvykle fotochemickou, elektrickou

* Hradlovy selenovy fotoclanek
* Fotodioda

* Fotonasobic

 Detektor diodového pole




Detektor — hradlovy selenovy fotoclanek

e Sklada se z polopropustné vrstvy stribra nanesené na
vrstve selenu (polovodic) na kovovém podkladé

e Svetelné zareni o vinové délce A dopadajici na
polovodiC pusobi uvolnéni elektronu, které
prechazeji do vrstvicky stribra

* Tim vznika elektricky proud, ktery je proporcionalni
intenzité svételného zareni

Hradlovy selenovy fotoélanek.




Detektor — fotodioda (fotonka)

Pracuje na principu fotoelektrického efektu

e Sklada se z fotosenzitivni katody (obsahuje Ag a
rzné alkalické kovy a jejich oxidy) a anody umisténé
ve vakuu

* Fotokatoda uvolnuje pri ozareni svétlem
elektrony, které jsou pritahovany anodou ¢imz
vznika el. proud, ktery je proporcionalni intenzité
svetelného zareni




Detektor - fotonasobic

Elektrony z fotokatody jsou postupné
pritahovany Kk serii dynod, na ktere je
vlozeno postupne se zvysujici napeti
*Kdyz elektron narazi na dynodu uvolni z ni
mnohem vice elektronu, které jsou
pritahovany k dalsi dynode

*Obsahuje az 10 dynod, z nichz kazda
nasledujici ma az o 50 V vyssi napeti
*Toto vnitrni zesileni signalu umoznuje
prevést i velmi slabé svetelné zareni na
meritelné hodnoty elektrického proudu

10%

Fotonasobic.




Detektor - fotonasobic

Fokusacni elekiroda —
Bod&ni okno X B fotoelektron
24 mm?2
Vakuum
foton )
N 104 Pa
Fmtmkatmdaf Nasobice

\
~  elektront
(dynody)

Anode




Detektor s diodovym polem

* Je tvoren velkych mnozstvim miniaturnich
fotodiod na malé plose desticky, na kterou dopada
svetelné zareni po pruchodu absorpcnim
prostredim a nasledné je rozlozené
monochromatorem na jednotlivé vinove délky

-}:} » Vzorek » M

_—
3




Detektor s diodovym polem

* Rozdil oproti klasickemu spektrofotometru —
monochromator je umistéen az za kyvetou se
vzorkem

* Pouziti : v HPLC (UV/VIS detektor), automaticke
biochemicke analyzatory

« Usnadnuje tzv. bichromatické mereni absorbance

Dietector

Diode Arrawy

Exit slit

Dispersion device

Entrance slit




Kontrola kvality spektrofotometru

Linearita spektrofotometru — schopnost vykazovat
linearni odezvu

* meéreni postupné redeného roztoku o znamé

koncentraci

* Vysledkem je prfimkovy graf zavislosti A (osa y) na c
(0sa x)

 Méreni se provadi pri A - 257, 341, a 630 nm




Kontrola kvality spektrofotometru

Rozptylené svetlo

Svétlo, které muze dopadnout na detektor aniz
by proslo mérenym vzorkem (pr. nedokonalé
odstinéni optického systému spektrofotometru)

e QOveruje se vlozenim neprusvitného bloku do nosice
kyvety a sledovanim odezvy detektoru

Drift signalu
Schopnost detektoru udrzovat konstantni hodnotu
e Sledovani nulové linie




Optickée metody-turbidimetrie,
nefelometrie

Mgr. Jana Gottwaldova




Turbidimetrie a nefelometrie

Patri mezi bézné analytické optické metody

* v klinické biochemii se pouzivaji k stanoveni
velké skupiny bilkovin — tzv. ,,specifickych
proteinu”

* vyuzivaji rozptylu svétla na heterogennich
casticich v koloidnich roztocich a
mikrosuspenzich




Turbidimetrie a nefelometrie

Princip

Rozptyl sveétla na heterogennich cCasticich je
zalozen na Tyndalloveé jevu:

,Rozptylené zareni na casticich ma stejnou
vinovou délku jako zareni dopadajici na koloidni
castice”.

Rozptylené svétlo vychazi z roztoku vsemi smeéry.
(Tyndall, britsky fyzik, 19 st.)




Turbidimetrie a nefelometrie

Tyndalltv jev - dokonaly difuzni rozptyl

* plati pro ¢astice které maji velikost mensi nez 1/10
(pr. IgG-20nm) vinové délky dopadajiciho zareni

» U ¢astice o velikosti vétsi 1/10 — 1 (400-1400nm)
nasobek vinové délky dopadajiciho svetelného zareni
je maximum rozptyleného svéetla smeérovano dopredu
a malo dozadu vzhledem k dopadajicimu zareni —
elipticky rozptyl




Turbidimetrie

Princip je zalozen na méreni prochazejiciho svetla
zeslabeného rozptylem na casticich pri pruchodu
svetelného zareni prostredim s velkymi molekulami
(bilkoviny)

sleduje pokles intenzity zareni prochazejici rozptylujici
vrstvou

Na casticich dochazi k rozptylu zareni a castecné i jeho
absorpci

Zavislost turbidance (odpovida A) na koncentraci
analytu je nelinearni




Turbidimetrie

e K turbidimetrickému méreni zakalu se vyuzivaji
absorpcni fotometry a spektrofotometry -jednoucelové
turbidimetry se dnes v klinické biochemii nevyuzivaji

e mereni se provadi v primém smeéru, v ose svetelného
paprsku

0; M 1Vzorek ( D




Turbidimetrie

mereni stupneé zakalu - turbidity

vyuzivaji se precipitacni reakce mezi antigenem a
protilatkou

Nutno ziskat dostatecné stalou suspenzi mérené
reakéni smeési - k tomuto ucelu se pouzivaji ochranné
koloidy (nejcasteéji polyetylenglykol).




Turbidimetrie

* Na biochemickych analyzatorech dosahuiji
turbidimetrické metody reprodukovatelnost
asi 5%

e Je treba snizit vliv interferujicich latek na
minimum — jakykoliv vliv, ktery zpusobi vznik
castic odlisné velikosti (koncentrace Cinidel,
teplota)

* Hemolyza a ikterus rusi ménée nez pri
nefelometrii




Nefelometrie

e zabyva se mérenim intenzity difuzné rozptyleného svétla

na casticich

e Pro tyto ucely slouzi bud nefelometricky nastavec k
fotometru, u nichz se difuzné rozptylené svétlo sleduje
pod uhlem 90°, nebo jsou vyvinuty specialni pristroje -

nefelometry




Nefelometrie x turbidimetrie
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Nefelometrie

Rozdéleni
dle pouzitého zdroje zareni:

* Laserovy nefelometr
 Konvencni nefelometry




Laserovy nefelometr

Helium neonovy nebo argonovy laser

* Tento zdroj monochromatického svétla je mimoradné
intenzivni a ma vysoky stupen smeéerovosti paprsku

* Rozptylené svétlo se sleduje detektorem nastavenym
pod uhlem 5 az 90° (fotonkou nebo fotonasobicem)




Laserovy nefelometr

LASER = Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation = zesilovani svétla pomoci
stimulované (vynucené) emise zareni

Hlavni soucasti laseru :
* zdroj excitacni energie
* aktivni prostredi

* rezonator




Laser

Hlavni soucasti laseru :

zdroj excitacni energie — budici zdroj pusobici elektricky
vyboj

aktivni prostredi -tj. latka obsahujici oddélené kvantové
energetické hladiny elektront — muze se jednat o plyn
(nebo smés plynu), krystaly, polovodice

rezonator — tvoren dvemi zrcadly:

Koncove s odrazivosti 100%

Vystupni s odrazivosti 99%, tzn. ¢astecné propustné,
umoznujici vyzarovani svetelného paprsku




Konvencni nefelometry

Konvencni nefelometry

e pouzivaji jako svételny zdroj zarovku nebo
xenonovou vybojku

* Monochromator - interferencni filtr.
* Detektor je nastaven pod uhlem 70 az 90°.




Xenonova obloukova lampa

* Poskytuje intenzivni svetelné zareni pomoci
elektrickeho oblouku

« Sklada se z ovalné banky vyrobene z
kfemenneho skla ve ktere jsou proti sobe
umistené katoda a anoda v atmosfere xenonu

* Teplota elektrickeho obloku se pohybuje okolo
6000 °C

* Produkuje vysoce energeticke, spojite zareni
v UV oblasti




Xenonova obloukova lampa




Nefelometrie

Rozdéleni podle typu méreni

e Systém mereni v end point rezimu— po smichani antigenu a
protilatky probéhne méreni po dosazeni rovnovazného stavu -
moznost falesSné negativni (nizka) koncentrace antigenu.
Proto je nutné nastaveni systému tak, aby méreni probihala v
oblasti linearni casti krivky
Meéreni v tomto rezimu je o rad citlivejsi nez turbidimetrie (0,1
mgl)




Nefelometrie

Systém meéreni v end point rezimu

End-point
¥

Buffer Ag Ab

I

Signal

Time

F igure 3. 'Sign_al development as a function of time.
The addition of buffer, antigen (Ag), and antibody (Ab) to the reaction cuvette is

indicated by arrows.




Nefelometrie

Rozdéleni podle typu méreni

Systém mereni v kinetickém rezimu

RATE-reakce je rychlejsi, meéri se prirustek vzniku
precipitatu v pravidelnych ¢asovych
intervalech, po dosazeni rovhovazného stavu
(desitky vterin) se méreni ukoncuje




Nefelometrie

e Systém méreni v kinetickém rezimu

Max. Rate

Buffer Ag Ab

Vo

Rate

T:me i

Figure 4. Reaction velocity (rate ) as a functzon of tzme - | i
The addition of buffer, antigen (Ag ), and antzbody (Ab ) to the reactzon cuvette zs

indicated by arrows.




Prubéh imunoprecipitacni reakce

nadbytek
Ab

nadbytek
Ag

Heidelbergova-
Kendalova krivka:
Oblast ekvivalence
* Oblast nadbytku
protilatky

Zakalove metody:
nefelometrie,
turbidimetrie

* Oblast nadbytku
antigenu

20na
ekvivalence

tvi precipitatu

-

MmMNMoZEs
1

mnozstvi antigen

Ab - protilatka
AG - anti



Limitujici faktory imunochemickych stanoveni

e Limitujici faktor: precipitat se tvori pouze pri
optimalnim mnozstvi antigenu a protilatky,
pri nadbytku neékteré ze slozek se precipitat
zacne rozpoustet.

* tzn. JEDNA HODNOTA KONCENTRACE

PRECIPITATU TAK ODPOVIDA DVEMA

KONCENTRACIM ANTIGENU — moZnost vydani

falesné negativniho vysledku




Imunoprecipitacni krivka podle Heidelberga a
Kendalla

*

- Antigen Excess Zone

1
Measuring Zone —> - Equivalence Zone > |
: (Prozone Effect)
I

Critical Point:

Antigen levels which may
lead to erroneous results
if not properly flagged
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Detekce nadbytku antigenu

Nékolik zpusobu:

e Kontrola pridavkem naredéného antigenu po
probéhnuté imunoprecipotacni reakci — nasleduje
automatické opakovani analyzy s vyssim redénim.

 Pridavek malého mnozstvi vzorku k Cinidlu
pred vlastni reakci — je-li po kratké inkubaci
prekrocen koncentracni prah zjistény pri kalibraci,
vzorek se meri automaticky znovu pri vyssim
redéni




Detekce nadbytku antigenu

1. V pfipadé
zachovani
nadbytku Ab dojde
dalsi tvorbe
imunokomplexu a
narustu intenzity
rozptyleneho svétla

2. Pokud byla
protilatka jiz
spotrebovana,
nevede pridani
dalsiho antigenu k
tvorbe




Imunochemicky systém - IMMAGE 800

* Analyzator vyrobce Beckman Coulter

* vyuziva turbidimetrického a nefelometrického
principu

* Pracuje v kinetickém rezimu - méri zvyseni intenzity
svetla rozptyleného casticemi v kyveté v Case




IMMAGE 800 - reagencni cast

Reagencni karusel pro 24 reag. kazet
Teplota 15°C

4 lahvicky s pufry bez chlazeni

Reag. kazety znacené carovym kodem
Otevreny systém

Softwarova kapacita -50 metod

Kalibracni data- kal. krivka vyrobce ma 8-12 bodd,
provadi se pouze jednobodové ovéreni




Vzorkova cast

* Vzorky ve zkumavkach s car. kodem

* Vzorkovy karusel pro 8 stojanku po 9 vzorcich
redici roztoky pro vzorky

redici segmenty pro redéni vzorku

e Kapacita: 180 testu za hodinu, v sérii lze
provést 12 metod




Reakcni c¢ast

* Reakcni karusel — 39 reak. plastovyc

1 referencni — znama hodnoty rozpty
nastaveni optického systému

* Teplota 37°C
* Optika — zdroje zareni, detektory

n kyvet,




Turbidimetrie

meéreni stupné zakalu (turbidity) — v dusledku
imunoprecipitacni reakce

MEfri se snizeni intenzity svétla pri pruchodu
roztokem castic v kyveté v dusledku rozptylu
svetla

Immage pracuje v kinetickém rezimu —
hodnoti rychlost narustu zakalu v Case

NIPIA= imunoanalyza na casticich v blizké
infracervené oblasti




Turbidimetrie

e Zdroj pro NIPIA: svétlo emitujici dioda —
poskytuje monochromatické zareni A = 940 nm

* Detekce zareni: v primém sméru, v ose
svetelného paprsku zdroje v blizké IR oblasti
(940 nm)

e Vyziti: stanoveni FLC




Nefelometrie

e Zdroj: helium-neonovy laser — dava
monochromatické zareni o A = 670 nm

* Detekce: detektor je umistén v uhlu 90° ke
smeéru laserového paprsku

* Vyuziti: stanoveni specifickych proteinu v séru,
v likvoru a moci




Nefelometrie

e Zdroj: helium-neonovy laser — dava
monochromatické zareni o A = 670 nm

* Detekce: detektor je umistén v uhlu 90° ke
smeéru laserového paprsku

* Vyuziti: stanoveni specifickych proteinu v séru,
v likvoru a moci




Reseni problému s imunoprecipitaéni kfivkou

* Nutno provest takova opatreni, aby nedoslo k omylu
pri odecitani vyssich koncentraci antigenu

 IMMAGE : detekce nadbytku antigenu
pomoci pridavku dalsiho antigenu po ukonceni reakce




Jestlize Pridavek dalsiho antigenu | System IMMAGE...
nenavazana | bude mit za nasledek...
protilatka

Je pritomna |Zvyseni pomerove odezvy |Pouzije k vypoctu
vysledku puvodni
pomerovou odezvu

Neni Zadné zvyseni pomérové Vzorek automaticky

pritomna odezvy zopakuje s vyssim
redenim s testem na
prebytek antigenu

dokud neziska
spravny vysledek




Automatizovany nefelometr BN Pro Spec

Vyrobce: Siemens (drive Dade Behring)
Max. provozni rychlost 180 analyz za hod.
Pracuje v rezimu po vzorcich

K dispozici je vice nez 60 metod

Zdroj svétla: LED dioda (840 nm)

Detektor — kremikova fotodioda je umistéen pod
uhlem 13-24 2




Automatizovany nefelometr BN Pro Spec

* Reagencni disk je temperovan na 82C,v
analyzatoru lze umistit 35 Cinidel

* Reakéni disk: 60 polystyrénovych kyvet pro
opakované pouziti

 Meéreni probiha pri 37 2C
* Délka inkubace je 6-12 min.

* Vzorkova Cast: Ize umistit az 100 vzorku, umoznuje
pouzivat primarni, sekundarni zkumavky a kepy




Nefelometr Array 360

Vyrobce: Beckman Coulter

Meéreni v kinetickém rezimu

Rychlost 40-80 analyz za hod.

Zdroj svétla: halogenova zarovka (400-620 nm)
Detektor:kremikova fotonka

K dispozici asi 60metod

Nevyhoda:pracovni teplota pouze 26,7 °C, velky
mrtvy objem, stabilita kalibrace pouze 14 dni




Nefelometr -

Vyrobce Radim
Zdroj svétla laser (670 nm)
K dispozici 100 metod

Rychlost 150 analyz za hod. (startovaci ¢as 30 min.,
ukoncovaci ¢as 15 min. )

Reagencni cast: 54 pozic pro reagencie, chlazena

ReakEni €ast:120 omyvatelnych kyvet,
temperovanych na 37 2C

Vzorkova c¢ast: pro 80 vzorku




Turbox plus

Jednoduchy manualni nefelometr
Vyrobce: ORION Diagnostica

Lze meérit az 100 vzorku za hodinu
Zdroj svétla je LED dioda (635 nm)
Detektor: 2 fotodiody

Tovarni kalibrace je na magnetické karté




Dékuji za pozornost




