Arh. hig. rada, 18 (1962) 171

SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVAN]JE
ZAMUCENJA PRI IZVEDBI TIMOL TESTA

DuSaNnka Mikac-DeEvié i K. Wener
Medicinski fakultet Sveutilifta u Zagrebu
(Primljeno 10. VIII 1962)

Izvriena su spektrofotometrijska odredivanja zamuéenja standardnih
otopina barijeva sulfata za Mac Laganov timol test uz primjenu razli-
titih fotometrijskih uredaja. Radeno je aparatima (turbidimetrima),
kojih akceptor zralenja registrira samo paralelno usmjereno svjetlo, kae
i aparatima na kojih receptor zratenja djeluje jo§ i u objektu difuzno
rasprieno svjetlo. Utvrdeno je da se u prvom slutaju dobivaju bolji
i pouzdaniji rezultati. Tindalometrija nije prikladna za izvedbu timel
testa. Utvrdeni su i drugi pokusni uvjeti koji daju optimalne rezultate
kod turbidimetrijske izvedbe timol testa,

Spektralno fotometrijski mjerni postupci praktiéki se pretefno upo-
trebljavaju u apsorpciometriji za mjerenje apsorpcije svjetla odredene
duZine vala u nekim objektima analize, a u svrhu odredivanja koncen-
tracije tvari. Zapravo se mjeri ekstinkcija, djelomi¢no gaSenje svjetla,
koja je uzrokovana apsorpcijom, a predstavlja linearnu funkciju kon-
centracije. Medutim, moZe ekstinkcija biti uzrokovana i raspr§ivanjem
svjetla u mutnim koloidnim sistemima, pa ¢e izmedu zamulenja takvih
sistema (otopina, aerosola i sl.) i njihove ekstinkcije, koja se mjeri
spektrofotometrijski, postojati i jednostavni funkcionalni odnos. Zamu-
¢enje se moZe mjeriti nafelno na dva nadina:

1. mjeri se intenzitet rasprienog svjetla (tindalometrija),

2. mjeri se intenzitet svjetla koje prolazi kroz mjerni uzorak, odno-

sno, mjeri se ekstinkcija toga uzorka (turbidimetrija).

Prvi nalin mjerenja se vige upotrebljava pri rjefavanju znanstvenih
problema, narotito na polju koloidne kemije, a drugi nadin veoma &esto
sluZi za rutinsko odredivanje koncentracije. Turbidimetrija, koja nas

dje jedino zanima, mo¥e na&elno posluziti za odredivanje koncen-
waacije tvari koja stvara koloidno disperznu fazu, ali i za odredivanje
koncentracije tvari koja uzrokuje stvaranje koloidno disperzne faze
neke druge tvari. U jednom i u drugom slutaju se prakti¢ki najviSe radi
na temelju baidarnih krivulja (pravaca), koje predstavljaju grafiki
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prikaz funkcionalnog odnosa turbidimetrijski mjerene ekstinkcije (za-
mucenja) prema koncentraciji tvari koja se koloidno talozi ili koja
uzrokuje koloidno taloZenje tvari kojoj se zamuéenje mjeri.

Pri izvedbi mjerenja zamuéenja (ekstinkcije, optitke gustote) koloidno
disperznih sistema pokazale su se neke teskoce koje su u vezi s upo-
trebljenom aparaturom, a koje su ve¢ dulje bile poznate i proulene pri
odredivanju optitke gustoce razvijenih fotografskih slojeva. Pokazalo
se, naime (1), da postoji razlika u vrijednostima optitke gustoée, koja
je dobivena mjerenjima u paralelno usmjerenom svjetlu (Dp), prema
vrijednostima gustoée u difuznom svietlu (Dd). Buduéi da koloidni
sistemi redovno difuzno rasprie primarno svjetlo koje pada na njih, od
navedenih naéelno razliditih optickih gustoca (Dp i Dd) ¢e se jedna ili
druga pojaviti kao rezultat mjerenja, veé prema principu upotrebljene
fotometrijske aparature. Bitna je pri tom udaljenost izmedu objekta
mijerenja i receptora zrafenja fotometrijske aparature.

Ako na koloidni objekt, npr. zamuéena otopina (hidrosol), pada pa-
ralelno usmjereni snop svjetla (S na slici la), taj objekt (K) ce oslabitt
svjetlo zbog difuznog raspriivanja. Kad se receptor zratenja (A) nalazi
u neposrednoj blizini objekta, na taj receptor ¢e djelovati svjetlo koje
prolazi kroz objekt, ali i jedan dio difuzno rasprienog svjetla. Poradi
djelovanja te komponente svjetla, optika gustota ce biti ne$to uma-
njena. Mjeri se Dd.

Kad se, naprotiv, pod inale jednakim pokusnim uvjetima_akceptor
zratenja (A) nalazi u veloj udaljenosti od koloidnog objekta (K) prema
slici 1b, na akceptor ¢e djelovati samo svjetlo koje paralelno usmjereno
prolazi kroz objekt. Mjeri se Dp, pri ¢emu vrijedi:

Dp > Dd (1)

Ovaj zakljulak se moze formulirati jo¥ na iduéi natin: Ako se inten-
zitet primarnog svjetla oznali sa Jo, intenzitet nepromijenjeno propu-
$tenog svjetla sa Jp, intenzitet difuzno rasprienog svijetla sa T, a
apsorbirano svjetlo sa A, vrijedit ¢e za navedeni prvi slutaj:

a) Jo—A=Jp+T
Fotometrom se mjeri Jp + T. Za drugi slu¢aj, medutim, vrijedi:
) Jo== i =T Jp (3):

a receptor zratenja fotometra registrira u ovom slutaju samo Jp.

Tindalometrijsku aparaturu treba graditi tako, da njezin receptor
zralenja prima samo raspreno svietlo T. Turbidimetrijska aparatura
¢e, naprotiv, biti najbolja ako na njezin receptor zratenja djeluje samo
svjetlo Jp.
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SI. 1. Sheme za princip turbidimetrijske aparature. $ primarno svijetlo, K koloidne
disperzni objekt (otopina), A akceptor zralenja (fotoclemenat, fotostanica, okular
vizuelnog fotometra), T rasprieno (Tyndallovo) svjetlo; a receptor zralenja prima
paralelno usmjereno kao i difuzno rasprieno svjetlo, koje prolazi kroj objekt; &
receptor zralenja prima samo paralelno usmjereno svjetlo, koje prolazi kroz objekt

Kod praktitke izvedbe turbidimetrijskih mjerenja upotrebljavaju se
danas veoma &esto fotoelektri¢ni spektralni fotometri, koji ne ispunja-
vaju naprijed skicirane uvjete, a osim toga daju jo¥ i neke druge gre-
Ske. O tim gre$kama u turbidimetrijskim mjerenjima egzaktno su disku-
tirali L. Heller i R. Tabibian (2), a izradeni su i dodatni uredaji za
komercijalne spektralne fotometre (38), koji te gretke eliminiraju. Bilo
je, medutim, od interesa utvrditi kako se mogu primijeniti obi¢ni komer-
cijalni spektralni fotometri s razli¢itim konstrukcijama, bez posebnih
dodatnih uredaja, pri izvedbi rutinskih turbidimetrijskih mjerenja na
polju medicinsko kemijske analize.

U medicinskoj biokemiji postoje razlititi testovi mjerenja zamucenja
koloidnih otopina. Jedna od vanih metoda za diferenciranje poveéanja
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pojedinih globulinskih frakcija bjelantevina je test timol zamulenja
(4) kao funkcionalna proba za rad jetrene stanice. Djelomi¢no obaranje
bjelantevina provodi se u veronal puferu pH = 7,8 zasi¢enom otopinom
timola, a nastalo zamuéenje usporeduje se prema originalnom postupku
sa 20 standardnih zamulenja otopine barijeva sulfata. Metoda je
kasnije modificirana (5) toliko, da se standardnim uzorcima suspenzije
barijeva sulfata izmjere ekstinkcije fotometrijski, a2 na temelju tako
dobivenog baZdarenog pravca se fotometrijski odreduje za uzorak ana-
lize odgovarajuéa jedinica timol zamuéenja. Ove praktitke jedinice se
kreéu u granicama od 1 do 20. Suvremena modifikacija Mac Laganova
postupka nasla je veliku primjenu, a usvojena je jo§ i kao standardna
metoda Ameritkog drustva klini¢kih kemicara (6).

Metodom izvedbe timol testa zamuéenja nije propisan odgovarajuti
(standardni) aparat, ni optiZki filtar, debljina sloja kivete i sl. Prakticki
je uobitajeno vrSiti mjerenja bilo kojim fotometrom ili spektrofoto-
metrom, vizuelnim ili fotoelektri¢nim spravama, koji djelomitno odgo-
varaju naprijed opisanom nalinu rada a) odnosno b). Zbog toga je
bilo poZeljno izvrsiti veéi broj odredivanja zamulenja standardnih uzo-
raka timol testa uz primicnu $to veéeg broja fotometrijskih uredaja u
svrhu ispitivanja uloge mjerne aparature pri praktitkoj izvedbi toga
testa.

REZULTATI RADA

Prva serija pokusa izvedena je s razliditim spektralnim fotometrima
pod standardnim uslovima, tj. sa crvenim svjetlom (duZina vala 650
mu, odnosno odgovarajuéi crveni filtar) i kivetom s debljinom sloja
od 1 cm. Upotrebljena su dva fotoelektriéna spektralna fotometra s mo-
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JEDINICE THYMOL STANDARDA

Sl. 9. Ekstinkcija (E) standardnih otopina za timol test; 1. Zeiss-Opton spektrofoto-
metar (650 mu), 2. Pulfrichov fotometar (S 61), 8. Labor-fotometar (crveni filtar)
4. Elko II fotometar (S 57) 5. Beckman spektrofotometar (650 mg)
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nokromatorom (Zeiss-Opton i Beckman), dva fotoelektritna fotometra
s filtrima (Labor i Elko II) jedan vizuelni fotometar s filtrima (Pul-
frich). Dobivene rezultate prikazuje graficki slika 2, na kojoj su nani-
jete izmjerene vrijednosti ckstinkcije (E) za svaku standardnu otopinu
(I do 20) timol testa. Jasno se vidi da najbolje rezultate, najstrmiji
pravac, daje Pulfrichov fotometar, a najslabije Labor-fotometar. To
nije u vezi s receptorom zrafenja tih sprava (vizuelni, odnosno foto-
elektriéni aparat), nego s Cinjenicom da je udaljenost izmedu objekta
mjerenja, tj. koloidne zamuéene otopine, 1 receptora zralenja bila naj-
veca upravo pri radu s Pulfrichovim fotometrom, a najmanja pri radu
s Labor-aparatom. U prvom slutaju se prema tome zaista mjeri Dp,
odnosno Jp, a u drugom slu¢aju Dd, odnosno Jp + T.

Tablica 1 daje vrijednosti za udaljenost kiveta sa standardnom oto-
pinom od okulara, odnosno fotoelektriénog receptora zralenja (foto-
stanice ili fotoelementa), za sve fotometre koji su bili upotrebljeni u

Tablica I
Udaljenost (d) receptora zratenja (fotoelementa, fotostanice, okulara) od objekta
(kivete)
Fotometar d
Beckman 1,5
Labor 2
Zeiss (Jena) univerzalni
Elko II
Zeiss-Opton 12
Pulfrich 15

ovom radu. Usporedbom ovih udaljenosti s polozajem baZdarnih pra-
vaca na slici 2 moZe se utvrditi da zaista u tome postoji uska veza
izmedu rezultata mjerenja i konstrukcije fotometra.

Utjecaj udaljenosti objekta od receptora zralenja jo§ vise se istie u
rezultatima mjerenja, koje prikazuje grafitki slika 8. Ovi rezultati su
dobiveni istim fotometrom (univerzalnim spektrofotometrom, Zeiss-
Jena) pod jednakim pokusnim uvjetima. Samo se ba¥darni pravci razli-
kuju metodi¢ki u tome 3to je pravac 1 dobiven mjerenjima kad se kiveta
sa standardnim otopinama nalazila skoro neposredno ispred receptora
zracenja, a pravac 2 se odnosi na mjerenja kad je kiveta bila postav-
ljena ispred monokromatora fotometra, dakle na zaista veliku udalje-
nost od receptora zratenja. Takva mjerenja su moguéa s navedenim
fotometrom, jer je on sastavljen od pojedinih zasebnih dijelova optié-
kog sistema. Baidarni pravac 2 na slici 8 odnosi se, dakle, na turbidi-
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metrijska mjerenja u Cisto paralelnom svietlu (Dp), a pravac na mje-
renja u difuznom svjetlu. BaZdarni pravac 2 znatno je strmiji, a to u

konkretnom slu¢aju znacdi da su mjerenja pouzdanija 1 sigurno se moZe
utvrditi koja jedinica timol testa pripada uzorku analize.
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SI. 8. Ekstinkcija (E) standardnih otopina za timol test; 1. kiveta neposredno ispred
receptora zratenja, 2. kiveta u vetoj udaljenosti od receptora zratenja (ispred mono-

kromatora); Zeiss univerzalni spektrofotometar (650 mu)

Uloga du¥ine vala upotrebljenog svjetla ispitivana je 1 u posebnim
nizovima turbidimetrijskih mjerenja uz primjenu fotoelektri¢nog spek-
trofotometra Zeis--Opton i vizuelnog Pulfrichova fotometra. Prvi apa-

rat

radi s monokromatorom, a drugi s opti¢kim filtrima. Kako se vidi

iz grafitkog prikaza na slici 4., koji se odnosi na strogo monokromatsko
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4. Ovisnost ekstinkcije (E) standardnih otopina timol testa o duZini vala svjetla:

1. 650 mu, 2. 494 mu, 8. 530 mu i 4. 619 mu. Zeiss Opton spektrofotometar,

kiveta 1 cm
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svjetlo, duZina vala upotrebljenog svjetla igra zaista neku ulogu. U
skladu s teorijom, turbidimetrijski utvrdena ekstinkcija raste sa sma-
njenjem duZine vala upotrebljenog svjetla. Utjecaj duzine vala svjetla
medutim nije znatan, a kod praktikog analiti¢kog rada ¢e i jedva igrati
ulogu. Kada se zamutenje mjeri u primjenu opti¢kih filtara, dobiju se
rezultati (vidi sliku 5) koji su skoro neovisni o upotrebljenom filtru,
u odredenim granicama duZine vala.
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SI. 5. Ovisnost ekstinkcije (E) standardnih otopina timol testa o spektraliom pod-
rucju upotrebljenog svjetla; 1. filtar S 61, 2. filtar S 50, 3. filtar S 53; Pulfrich
fotometar, kiveta 1 cm

Pri izvedbi timol testa preporuluje se raditi sa crvenim svjetlom
zbog toga. $to otopine koje su dobivene iz biolotkog materijala &Gesto
pokazuju selektivnu apsorpciju u ljubitastom i plavom spektralnom
podrudju, a nikada u crvenom podruéju. Takva selektivna apsorpcija,
koja je obi¢no uvjetovana prisutno$éu slabo obojenih tudih tvari, moZe
smetati kod fotometriranja uz primjenu plavog ili ljubitastog svjetla, a
ne smeta kad se radi sa crvenim svjetlom. S tim u vezi moZe se na te-
melju ovdje prikazanih pokusa ustvrditi, da se turbidimetrijska mjere-
nja pri izvedbi timol testa mogu provesti uz primjenu crvenog svjetla
(monokromatskog ili filtriranog), a dobiveni rezultati za ekstinkciju
nece biti zbog toga preniski. Rad sa svjetlom plavog ili ljubilastog
spektralnog podrudja ée biti, naprotiv, s obzirom na moguénost spo-
menute selektivne apsorpcije analiznog objekta, ne$to nesiguran.

U daljem nizu pokusa izvriena su mjerenja zamuéenja standardnih
otopina za timol test uz mijenjanja debljine sloja, s kivetama s deblji-
nama sloja od 1, 2 i 3 cm. Pokusi su izvedeni s vizuelnim Pulfrichovim
fotometrom uz primjenu crvenog svjetla (filtar S61), a dobivene rezul-
tate prikazuje grafi¢ki slika 6. Vidi se da debljina sloja igra zaista zna-
tajnu ulogu u tom smislu da se turbidimetrijski mjerena ekstinkcija

(E) znatno povelava u navedenim granicama s porastom debljine sloja.



178 Du$anka Mixkac-Devié 1 K. WeBeRr

To znali, da se preporuuje raditi s veéom debljinom sloja, dakako uz
pretpostavku da se raspolaZe dovoljnom koli¢inom materijala za analizu.
Medutim, i pravac 1 na toj slici moZe priliéno pouzdano posluZiti kao
baZdarni turbidimetrijski pravac, jer taj aparat daje vrijednost za Dp.

Da bi se utvrdilo kako se moze tindalometrija primijeniti pri izvedbi
timol testa, izvr$en je niz pokusa s Aminco fotometrom uz primjenu istih
standardnih otopina barijeva sulfata. Taj fotoelektri¢ni fotometar ve-
like osjetljivosti radi s fotomultiplikatorom, te dopusta izvedbu mjernih
postupaka iz strogo odredenog kuta izmedu smjera primarnog svjetla
i smjera mjerenja. Aparat moze dakle posluZiti kao strogi tindalometar
za rad pod raznim mjernim kutovima. Kad se uzima mjerni kut od 180"
aparat, dakako, radi kao turbidimetar.

JEDINICE THYMOL STANDARDA

81. 6. Ovisnost ekstinkcije (E) standardnih otopina timol testa o debljini sloja; 1.
kiveta od 1 cm, 2. kiveta od 2 cm, 3. kiveta od 3 cm; Pulfrich fotometar (S 61)

U vezi s ovdje prikazanom problematikom vrSena su tindalometrij-
ska mjerenja (mjeri se T) pod mjernim kutovima od 45°, 90° i 135°.
Dobivene rezultate prikazuje graficki slika 7, koja daje ovisnost rela-
tivne jakosti rasprienog svjetla u ovisnosti o jedinici timol standarda
barijeva sulfata. Vidi se da linearni odnos postoji samo za niske jedi-
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Sl. 7. Ovisnost jakosti rasprSenog svjctla o kutu mjerenja; 1. 45° 2. 90° i 3. 135%;
Aminco fotometar; ordinata: relativna jakost rasprienog svjetla, apscisa: jedinice
standardnih otopina timol testa

nice, dakle za malene koncentracije. MoZe se zato kazati da taj nadin
mjerenja dolazi u obzir samo u ograni¢enom podrudju koncentracije,
pa su rezultati zato donekle nesigurni. To se odnosi, dakako, samo na
izvedbu timol testa, za koju tindalometrija oéito nije prikladna.
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ZAKLJUCAK

Za izvedbu Mac Laganova timol testa prikladni su turbidimetrijski
mjerni postupci, kojima se zamuenje definira kao ekstinkcija (optléka
gusto¢a), kojoj je brojéana vrijednost uvjetovana difuznim raspriiva-
njem svjetla u mjernom objektu. Pri izvedbi takvih mjerenja treba
izabrati takav fotomcta.r (vizuelni ili fotoelektri¢ki), kojecga konstruk-
cija uvjetuje veéi prostorni razmak izmedu uzorka analize (kivete) i
receeptora zratenja (fotoelementa, fotostanice, okulara fotometra). Takvi
aparati registriraju samo jakost svjetla koje paralelno usmjereno pro-
lazi kroz objekt mjerenja (Jp), a na njihov receptor zralenja ne utjete
difuzno rasprieno svjetlo (T). Takvim turbidimetrima pripadaju do-
volino strmi bazdarni pravci za izvedbu timol testa.

DuZina vala upotrebljenog svjetla pri izvedbi mjerenja ne igra
znatniju ulogu. Preporuduje se raditi sa crvenim svjetlom. Povelava-
njem debljine sloja u odredenim granicama, povelava se to¢nost odre-
divanja timol jedinica. Tindalometrijska mjerenja se mogu samo ogra-
ni¢eno primijeniti pri izvedbi timol testa.
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Zusammenfassung

DIE SPEKTROPHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DER
TRUBUNG BEI DER AUSFUHRUNG DES THYMOLTESTS

Es wurden spektrophotometrische Bestimmungen der Triibung der Standard-Su-
spensionen von Bariumsulfat fiir den Mac Laganschen Tymoltest, bei Verwendung
von verschiedenen Photometern durchgefithrt. Es wurden Apparate verwendet, die
so konstruiert sind, dass sich das Objekt der Messung (die triibe Losung) unmittelbar
vor dem Strahlungsrezeptor (Photoelement, Photozelle, Okular des visuellen Photo-
meters) befindet, aber auch solche Apparate deren Bau eine grossere Entfernung
zwischen dem Objekt und dem Rezeptor bedingt. Im ersten Falle misst man, wie
niher begriindet wird, ausser dem parallel-gerichtet durchgelassenes Licht (Jp), teil-
weise auch noch das diffus getreute Licht (Tyndall-Licht, T). Im zweiten Falle misst
man nur das parallel durchgelassene Licht. Im ersten Falle spricht man von diffuser
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optischer Dichte (Dd) und im zweiten Falle von paralleler optischer Dichte (Dp),
wobei immer Dd < Dp ist. Reine turbidimetrische Messungen sollen die Extinktion (E
der triben Objekte so bestimmen, dass sie der parallelen Dichte entsprechen.

Bei der Bestimmung der Extinktion der Standard-Suspensionen wurden immer
steilere Eichgeraden erhalten wenn Apparate verwendet wurden die Dp bestimmen.
Dies ist gewohnlich bei visuellen Photometern (Pulfrich Photometer) und bei Appara-
ten der Fall, dic eine Anderung der Entfernung zwischen dem Objekt der Messung
und dem Strahlungsrezeptor ermédglichen (Zeiss Universalspektrophotometer). Es
wurde auch der Einfluss der Wellenlinge des verwendeten Lichtes und der Schicht-
dicke des Messobjektes gepriift. Die Wellenldnge spielt keine grosse Rolle, gréssere
Schichtdicken geben hingegen wesentlich steilere Eichgeraden. Tyndallometrische
Messungen eignen sich nicht zur Ausfithrung des Tymoltestes.

Medizinische Fakultit Eingegangen am 10. VIII. 1962.
der Universitit
Zagreb



