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Laitteisto ja menetelmd fluoresenssin, sameuden, luminesenssin tai
absorption mittaamiseksi - Anordning och f&rfarande f6r mdtning av

Fig .2

fluorescens, turbiditet, luminescens eller absorption

Tiivistelmy

Laitteisto nestendytteen fluoresenssin, luminesenssin,
sameuden ja absorption mittaamista varten, jossa n#yte on
lierimiisesss, lidpinskyv#ll4 pohjalla varustetussa kyve-
tissd ja valo johdetaan kyvettiin optisten kuitujen avulla
pitkin kyvetin keskiakselia. Laitteistoon kuuluu lisiksi
optinen systeemi, jonka optinen akseli yhtyy kyvetin keski-
akseliin, sek4 valonilmaisin. Olennaista laitteistossa on,
ettd olennaisesti yht4d suuri osuus jokaisesta niytteen ti- 3
lavuusalkiosta lihtevisti valosta ker#itid4in ilmaistavaksi
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kyvetin seinlmien kokonaisheijastuksen avulla optisen sys-
teemin kautta valonilmaisimelle ja ett4 optinen systeemi
kollimoi myds kyvettiin johdettavan valon.

Sammandrag

Anordning f&r matning av fluorescensen, luminescensen,
grumligheten och absorbtionen hos ett vidtskeprov, vari provet
befinner sig L en cylindrisk kuvett med genomskinligt botten
och ljuset ledes till kuvetten medelst optiska fibrer utmed

T

kuvettens mittaxel., Till anordningen hdr dessutom ett optiskt

system, vars optiska axel sammanldper med kuvettens mittaxel, L:i;‘
samt en ljusindikator. Det visentliga i anordningen &r, att en -
visentligen lika stor andel av det ljus som emitteras frdn

varje volymelement i provet uppsamlas f8r indikering med till-

hjdlp av kuvettviggarnas totala reflektion via det optiska sys-

temet till ljusindikatorn och att det optiska systemet dven

kollar det ljus som skall ledas till kuvetten.
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Laitteisto ja menetelmd fluoresenssin, sameuden,

luminesenssin tail absorption mittaamiseksi

Keksintd kohdistuu laitteistoon, jolla voidaan mitata
sekd fluoresenssia, sameutta, luminesenssii ett# absoprtio-
ta nestendytteisti.

Ennestédén tunnetaan useita erilaisia laitteita neste-
néytteen fluoresenssin, sameuden, luminesenssin tai absorp-
tion mittaamiseksi erikseen. Tunnetaan myds joitakin lait-
teita, joissa kaksi tai useampia edellid mainituista toimin-
noista on yhdistetty. T&115in missZ&n mittauksessa ei xui-
tenkaan ole voltu saavuttaa niin hyvii suorituskykyZ kuin
yht& mittausta varten vartavasten suunnitellulla laitteellza.

Té&ssé& yhteydessZ on tunnettua kidyttdid myds hyviksi ky-
vetin sisZist&d kokonaisheijastusta. Esimerkiksi hakemus-
julkaisusta DE 3 122 €9€ tunnetaan laite, jossa valcnside
kulkee vaakasuoraan virtaavaa niytettid tdynni olevan kam-
mion l&pi ja jossa absorbanssia mitataan kokonaisheijastus-
ta hyvéksikdyttden. Téd&ssd laitteessa on erikoista se, etti
mittausastian seinidmin taitekerroin on pienempi kuin mitat-
tavan nesteen, jolloin kokonaisheijastus tapahtuu astian
sisdpinnasta.

Fotometrinen mittaus ndytteen 1lipi pystysuoraa valonsi-
dettZ hyviksikdyttden on tunnettu esimerkiksi patenttijul-
kaisusta FI 57665 ja FI 55093.

Nyt esilld olevan keksinndn tarkoituksena on aikaansaa-
da laite, jonka suorituskyky kaikissa mittauksissa on huip-
puluokkaa ja erityisesti fluorometriassa olennaisesti pa-
rempi kuin tavanomaisilla laitteilla.

Xeksinntn tarkoitus aikaansaadaan natenttivaatimuksissa

esitetyin keinoin. Keksinndn mukaisessa laitteessa tutkittava

ndyte sijaitsee kyvetissd, jonka seinidmidmateriaalin taite-

kerroin on suuremni kuin sek& mitattavan nesteen ettd ympdrdi-

vin viliaineen. Kyvetti on lieridn muotoinen ja sen kahdesta
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lieridn akselia vastaan kohtisuorassa olevasta péé&stid toil-
nen on avoin ja suunnattu ylospiin. Lieridn pohja on lépi-
ndkyvi. Piiosa laitteen optiikasta sijaitsee kyvetin alla.
Vdlitt6mi&sti kyvetin alla on linssisysteemi, johon on jéy-
kidsti kiinnitetty optinen kuitukimppu. Kyvetin keskiakseli,
linssisysteemin optinen akseli ja kuitukimpun p&#n keskiak-
seli yhtyv&dt. Kuitukimpussa on neljd vybShykett&d: pydred
keskivy8hyke, kaksi rengasmaista ulkovybhykettd sekd renges-
mainen vilivydhyke keskivydhykkeen ja ulkovyShykkeiden vé-
lissd. V&livyshyke ei sis#114 optisia kuituja. Keskelld
oleva kKuituvydhyke johtaa valon valonldhteestid kyvetille.
Ulompia kulituvyOhykkeitd kiytetddn kyvetistd tulevan valon
johtamiseen valonilmaisimelle.

Linssisysteemin tehtdvinZ on kollimoida keskivybhyk-
keestZ l1l&htevi valo siten, ettd olennaisesti koko ndyte tu-
lee valaistuksi kyvetin seinien suuntaisilla valons&teillZ.
Linssisysteemin tehtdvidni on myds keridtd kyvetin pohjan
alueelta tiettyd rajakulmaa pienemmissi kulmassa kyvetin
keskiakseliin ndhden lihtevid sdteily ulkovydhykkeisiin.

Edellid mainitun rajakulman on oltava pienempi kuin 61°
kyvetin akselista laskettuna; suurin valonker&dystehokkuus
saavutetaan kulman ollessa 61°.

Keksinndén mukaisen laitteen kaksi tédrkeinti etua ovat
se, ettid nidyte tulee valaistuksi tasaisesti sekd se, ettd
niytteen siteilemistd valosta tulee johdetuksi ilmaisimelle
yhtd suuri osuus ndytteen jokaisesta kohdasta. Fluoromet-
riassa ja nefelometriassa molemmat edut ovat laitteen toi-
minnalle olennaiset. Luminometriassa, jossa nidytettd ei
valaista, valaisun tasaisuudella ei ole merkityst&d. N&is-
sd kolmessa mittaustavassa, ja ennest8dn tunnetulla taval-
la absorptiomittauksessa, ovat siis voimassa tunnetut pys-
tysuoran mittauksen edut: Mittauksen tulos riippuu pelkés-
td4n mitattavan aineen kokonaismi#ristid kyvetissd, eikd ol-
lenkaan liuottimen mi&dr#sti tai mitattavan aineen mahdolli-
sesti tasaisesta poikkeavasta jakaumasta kyvetin pystysuun-
nassa; mittauksen herkkyytti voidaan si8t&8 muuttamalla
nestemiiridd kyvetissi; kts. esim. Suovaniemi, 0., "Perform-
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ance and properties of the Finnpipette Analyzer System",
Proceedings of the Second National Meeting on Biophysics
and Biotechnology in Finland, Kairento, A.L., Riihim&ki, E.
and Tarkka, P., Eds., pp. 183-187 (1976), ja Suovaniemi, O.,
Jirnefelt, J., "Discrete Multichannel Analysis Systems",
International Laboratory, April 1982 (ja American Labora-

tory, June 1982).
Lisdksi keksitty laitteisto soveltuu hyvin myds mikro-

palloihin kiinnittyneen fluoresoivalla aineella merkityn
vasta-aineen mittaukseen.

Seuraavassa esitet&in er#in esimerkinomaisen, kuvien 1
ja 2 mukaisesti toteutetun laitteen toiminta fluorometrias-
sa, luminometriassa, nefelometriassa ja absorptiometriassa.

Mainittu rajakulman arvo perustellaan seuraavasti (ks.
kuva 2): Misti tahansa nesteniytteen osasta yli 51° kul-
massa kyvetin 1 akseliin nihden lihtenyt s&teily poistuu
kyvetist4 sen sivuseinimin 2 kautta. Alle 41° kulmassa ky-
vetin akseliin nihden lihtenyt s&teily kokee kokonaishei-
Jastuksen ja jatkaa etenemistid kyvetin sis#114 suuntakul-
man itseisarvon pysyessi muuttumattomana. Jos nyt 41° kul-
massa liikkuva juuri ja juuri kokonaisheijastunut valonsi-
de tavoittaa kyvetin pohjan 3, niin se Snelliuksen lain mu-
kaisesti muuttaa suuntakulmaansa siten, etti se tasapohjai-
sen kyvetin alapuolisessa ilmatilassa on 61°. Annetut kul-
ma-arvot pitdvit paikkansa kun ndytteen taitekerroin on
1,33. On huomattava, ettd jos kyvetin seinfdmi ja pohja
ovat tasapaksut, ne eivdt vaikuta mainittuihin suuntakul-
miin, vaikka niiden taitekerroin olisikin suurempi kuin
1,33. Jokainen suuntakulma v&1i114 0° ... 61° vastaa tiet-
tyd poikittaista etdisyyttd linssisysteemin polttotasossa 4
olevan kuitukimpun p&4n keskipisteesti.

Fluorometriassa keskimmiistd kuituvybhykettd A pitkin
kulkeva eksitaatiovalo kulkee linssien 5 ja 6 1ldpi ja muo-
dostaa sen jHdlkeen yhdensuuntaisten valonsiteiden kimpun,
Jjoka valaisee kyvetin sisfl116n tasaisesti ja on siten ra-
Jattu, ettd kyvetin pystyseinimit eivit tule valaistuiksi.

Osa eksitaatiovalosta heijastuu takaisin linssien pinnois-
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ta ja kyvetin pohjan sisid- ja ulkopinnasta sekd nesteen va-
paasta pinnasta. Niist#d pinnoista, jotka eksitaatiovalon-
sdde leikkaa kohtisuorasti, se heijastuu takaisin l&ht&koh-
taansa. Koska vybhyke A ei ole pistem&inen valonl&hde, osa
heijastuneesta valosta osuu sen ulkopuolelle. VHlivydhyke
B on suojavydhyke, jonka ulkos&de on esimerkiksi kolme ker-
taa suurempi kuin vydhykkeen A. Ne kohtisuorista pinnoista
heijastuneet siteet, jotka eiv#t osu vyShykkeeseen A, osu-
vat vyS8hykkeeseen B eivitkd joudu siihen kuitukimpun 7
osaan, josta emissio mitataan. Jos nidyte fluoresoi, niin
siitd emittoituu kaikkiin suuntiin valoa, jonka aallonpi-
tuus on suurempi kuin eksitaatiovalon. Kyvetin pystyseind-
mistd tapahtuva kokonaisheijastus aiheuttaa sen, ettd jo-
kainen valons&de, jonka suuntakulma n&ytteen sis&ll&d kyve-
tin akselin alaspdin osoittavasta suunnasta mitattuna on
pienempi kuin Ulo, poistuu ndytteesti kyvetin pohjan 3
kautta. Kun valonsdde siirtyy ndytteestid ilmaan, sen suun-
takulma suurenee siten, ettid sdteen, jonka suuntakulma
ndytteessi on 41°, suuntakulma ilmassa on 61°. Linssit
taittavat kaikki niihin osuvat valons&teet, joiden suunta-
kulma on pienempi kuin 610, kuitukimpun p&dssi olevaan
polttotasoon. Polttotasossa emissiovalo siirtyy ulkovyd-
hykkeissi C ja D oleviin kuituihin ja niitd my6ten valonil-
maisimelle.

Luminometriassa ndyte emittoi valoa kemiallisen reak-
tion vaikutuksesta. Laite kerid emittoituneen valon ja
johtaa sen valonilmaisimelle tdsmidlleen samalla tavalla
kuin fluorometriassa. Ainoa ero on siis se, ett& lumino-
metriassa valonlihde ei ole toiminnassa.

Nefelometriassa mitataan nidytteessd olevien kiinteiden
hiukkasten sirottamaa eli suunnastaan poikkeuttamaa valoa.
Valon lihteenid nefelometriassa kiytetdidn joko samaa valon-
ldhdettd kuin fluorometriassa tai kyvettiin sen keskiakse-
lia pitkin ylh#31tid tulevaa valonsddettd, kuten esim. la-
sersidettd. Jidlkimmiisessd tapauksessa valonsidde osuu ky-
vetin ja linssin 14pi kuljettuaan kuituvybhykkeeseen A. Si-
ronnut valo mitataan vain kuituvydhykettd D kdyttden. Sii-
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hen cosuvat vain ne valonsdteet, joiden sirontakulma on Vi-
1i1l8 o ... Ulo, jossa o mi&rdytyy vydhykkeen D leveydestdi.
Valon p&&sy valonilmaisimelle vybhykkeen C kuituja pitkin
on estettévi.

Absorptiomittauksessa voidaan menetell& kahdella taval-
la: ndytteen l4pi pddsevd valo voidaan mitata joko kyvetin
yl&puolelle sijoitetulla valonilmaisimella tai samalla va-
lonilmaisimella kuin muissakin mittaustavoissa. J&lkimm&i-
sessd tapauksessa kyvetin yl&puolelle on asetettava valoa
heijastava pinta, jonka mieluiten tulisi olla himmeé&n val-
koinen.

Laitteessa voi olla irroitettava kyvetistd ja erillinen
optiikka joka kyvettii varten. Kyvettisylinterien sivu-
seinidt ovat 1lipin&kyv&t tai heijastavat. Valo voidaan ke-
ratd ilmaisimelle myds kokonaan ilman linssejéd, koska myds
optisella kuidulla on oma rajakulmansa, jota suuremmassa
kulmassa tulevat valonsiteet eivit etene kuidussa. Myds
kyvetin pohja, jos se on sopivasti muotoiltu, voi toimia
linssin&.

Laitteessa voli my&s olla toinen, vertailuvalonilmaisin,
jolle valo johdetaan valolihteestd suoraan. T&116in lait-
teessa voi olla valonvaihtaja, joka vaihtaa valonl&hteen
valon kulkemaan vuoroin kyvettiin vievdi ja vuoroin suoraan
vertailuvalonilmaisimelle vievdid valotietd pitkin. Valon-
vaihtaja voi olla kolmiasentoinen, joka ensimmiisessd asen-
nossaan saattaa valonlihteen valon kulkemaan kyvettiin vie-
v84 ja toisessa asennossaan suoraan vertailuvalonilmaisi-
melle viev&di valotietd pitkin sekd kolmannessa asennossaan
estdd valon pidsyn kumpaankin valotiehen. Vuorottelu ta-
pahtuu erityisesti episymmetrisesti ja siten, ettd valon-
l3hteestd kyvettiin vievid valotie on suurimman osan ajasta

auki.
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Patenttivaatimukset

1. Laitteisto nesteniytteen fluoresenssin, luminesens-
sin, sameuden ja absorption mittaamiseksi lieriCmiisessd,
lipindkyvdlld pohjalla varustetussa kyvetissd (1), jonka
seinimimateriaalin (2) taitekerroin on suurempi kuin sekd
mitattavan nesteen etti ympidrdivin vidliaineen ja johon valo
on sovitettu johdettavaksi valonlidhteestd optisten kuitujen
(A) avulla kyvetin keskiakselia pitkin, johon laitteistoon
kuuluu optinen systeemi (5;6), jonka optinen akseli yhtyy

mitattavan kyvetin keskiakseliin, sekd valonilmaisin,

tunnettu siitid, ettd optinen systeemi (5;6) on sovitettu

keriimiin valonilmaisimelle olennaisesti yhtd suuri osuus
jokaisesta ndytteen tilavuusalkiosta l&htevast&d valosta
kyvetin ulkoseinidmist# tapahtuvan kokonaisheijastuksen avulla
ja ettid kyseinen optinen systeemi on sovitettu kollimoimaan
myds kyvettiin johdettavan valonldhteen valo.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laitteisto, t un -
nettu siitd, ettd optinen systeemi (5;6) sijaitsee
kyvetin alapuolella tal osa siitid on sovitettu itse kyvetin
pohjaksi ja ettd optiseen systeemiin on kiinnitetty valon-
lihteestd tulevan kuitukimpun (A) p#4 sekd optisesta sys-
teemisti valonilmaisimeen johtavan kuitukimpun (C;D) pé&i.

3, Patenttivaatimusten 1 tai 2 mukainen laitteisto,
tunnettu siitd, ettd valonilmaisimelle johtava
kuitukimppu (C;D) on sovitettu valonlidhteestd tulevan kuitu-
kimpun (A) ympirille samankeskisesti siten, ettd optisen
systeemin puoleisessa kuitukimppujen yhteisess& pddtetasossa
ne sijaitsevat vidlin p#issi toisistaan siten, ettd niiden
vdliin jd3 rengasvydhyke.

4. Patenttivaatimusten 2 tai 3 mukainen laitteisto,
tunnettu siitid, ettd kuitukimppujen pd&dn ja kyvetin
pohjan vdlissid optisena systeemind (5;6) on kaksi tasokupe-
raa linssiid, joista ensimméisen (6) tasopinta on kiinni
kuitukimppujen yhteisess# p##itetasossa (4) ja toisen (5)
tasopinta on k##nnetty kyvettiin pdin, ensimmdisen linssin
kuperan pinnan kaarevuuskeskipisteen ollessa sen kuitukimpun
(A) piissid, jota mydten valonldhteestd mahdollisesti tuleva

valo kulkee.
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5. Jenkin edellZ olevan patenttivaatimuksen mukainen
laitteisto, t unmnet tu siitd, ettd kyvetin valon-
l&dhteeseen ndhden vastakkaisella puolella on toinen valon-
ilmaisin, jota kdytetdin niytteen absorption mittaukseen.

6. Menetelmi nestendytteen fluoresenssin, luminesens-
sin, sameuden ja absorption mittaamiseksi lieridmidisessi,
ldpindkyv&dlld pohjalla varustetussa kyvetissid (1), Jjonka
seinidmidmateriaalin (2) taitekerroin on suurempi kuin sekd
mitattavan nesteen ettid ympdrodivdn vidliaineen, jossa mene-
telmdssd valo johdetaan kyvettiin optisten kuitujen avulla

kyvetin keskiakselia pitkin, laitteistossa, johon kuuluu

optinen systeemi (5;6), jonka optinen aksell yhtyy mitattavan

kyvetin keskiakseliin, sek& valonilmaisin, t unnettu
siitd, ettZ clennaisesti yhtid suuri osuus Jjokasisesta ndyt-
teen tilavuusalkiosta lidhtevdstZ valosta kerdtiddn ilmalista-
vaksl kyvetin ulkoseindmistd tapahtuvan kokonaisheijastuksen
avulla optisen systeemin (5;6) kautta valonilmaisimelle ja
ettd kyseisen optisen systeemin avulla kollimoidaan myds

kyvettiin johdettavan valonldhteen valo.
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Patentkrav

1. Anldggning fOr mdtning av ett vdtskeprovs fluo-
rescens,luminiscens,grumlighet och adsorbtion i en cy-
lindrisk med genomskinligt botten forsedd kuvett (1),
vars vidggmaterials (2) brytningskoefficient dr storre
&n savidl vdtskans som skall mitas som det omgivande me-
diets och vartill ljuset anordnats att ledas fré&n 1jus-
kdllan med tillhjdlp av optiska fibrer (a) utmed kuvet-
tens mittaxel, till vilken anlédggning hor ett optiskt
system (5;6), vars optiska axel sammanfaller med mitt-
axeln for den kuvett som skall mHtas, samt en 1ljusindi-
kator, k@ nnetecknad didrav, att det optiska
systemet (5;6) anordnats att insamla till 1jusindika-
torn en vdsentligen lika stor andel av det fran varje
volymelement av provet utgdende ljuset med tillhjdlp
av den fridn kuvettens yttervidggar skeende totalreflek-
tionen och att ifrdgavarande optiska system dven anord-
nats att insamla det 1ljus, som fradn ljuskdllan skall le-
das till kuvetten.

2. Anldggning enligt patentkrav 1, k@ n ne -
tecknad didrav, att det optiska systemet (5;6) &r
beldget pd undre sidan om kuvetten eller en del ddrav
anordnats som botten for sjdlva kuvetten och att till

det optiska systemet anslutits &ndan av det fran 1jus-
kdllan kommande fiberknippet (A) samt dndan av det fran
det optiska systemet till 1l jusindikatorn ledande fiber-
knippet (C;D).

3. Anldggning enligt patentkrav 1 eller 2, k & n -
netecknad didrav, att det till 1ljusindikatorn
ledande fiberknippet (C;D) anordnats omkring det fran
1ljuskdllan kommande fiberknippet (A) koncentriskt si,
att fiberknippena i sitt gemensamma gavelplan niarmast
det optiska systemet befinner sig pd ett avstdnd fran

varandra s& att mellan dem ldmnats en ringzon.
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4. Anliggning enligt patentkrav 2 eller 3, k & n -
netecknad dirav, att det optiska systemet(5;6)
mellan fiberknippets dnda och kuvettens botten bestéar av
tvi plankonvexa linser, av vilka den forstas(6) planyta
sitter fast vid fiberknippenas gemensamma gavelplan (4)
och den andras (5) planyta dr viénd mot kuvetten, varvid
bidgmedelpunkten for den forsta linsens konvexa yta be-
finner sig p& &dndan av det fiberknippe (A), utmed vilket
fran 1ljuskdllan eventuellt kommande 1jus fortplantas.

5. Anldggning enligt ndgot av flregiende patent-
krav, k i nneteckmnad dirav, att pd den i flr-
h&llande till ljuskdllan motsutta sidan om kuvetten Er
en andra 1ljusindikator, som anvéndes fdr mdtning av
provets adsorbtion.

6. Forfarande for mdtning av ett vitskeprovs fluo-
rescens, luminiscens, grumlighet och adsorbtion i en
cylindrisk med genomskinligt botten forsedd kuvett (1),
vars viaggmaterials (2) brytningskoefficient &r storre
in sAvil vidtskans som skall mdtas som det omgivande me-
diets, i vilket forfarande 1ljuset ledes till kuvetten
med tillhjdlp av optiska fibrer utmed kuvettens mitt-
axel, i en anldggning, vartill hor ett optiskt system
(5;6), vars optiska axel sammanfaller med mittaxeln for
den kuvett som skall mitas, samt en ljusindikator,
kinnetecknat ddrav, att visentligen lika
stor andel av det fran varje volymelement av provet ut-
giende ljuset insamlas for indikation medelst den tota-
la reflektionen fréan kuvettens yttervidggar via det optis-
ka systemet (5;6) till en ljusindikator och att med ifra-
gavarande optiska system insamlas &ven det 1ljus, som
fran 1ljuskdllan skall ledas till kuvetten.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer

Hakemusjulkaisuja:-Ansdkningspublikationer: Saksan liittotasavalta-
Forbundsrepubliken Tyskland(DE) 3 122 896 (G 01 N 21/03), 1 959 612
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