Prineip a moZnosti aplikdeie luminometrie

J.SUBIK — V. SUBIKOVA

Luminometria je velmi citlivd, Specifickd, rychla a perspektivna analytickd
metdda pouzivand v biochémii, mikrobiol6gii, potravinarstve, polnohospo-
ddrstve i v priemysle. Dnes uz komercne vyrabany luminiscentny fotometer
a Standardné ¢inidld umozniuju vyuzit tito metédu tak vo vyskume, ako aj
v rutinnych analyzach [1, 2].

Luminometria je zaloZend na reakeiach, pri ktorych dochddza k vyzarovaniu
svetla. RozliSujeme bioluminiscenciu a chemiluminiscenciu. V prvom pripade
dochddza k vyzarovaniu svetla v zivych organizmoch pri reakcidch katalyzo-
vanych enzymaticky. K takymto organizmom patria niektoré baktérie, morské
riasy, Cervy, korovee, ryby a kazdému velmi dobre zndme svatojdnske musky.
Aj ked sa tento jav uz velmi ddvno pozoroval, jeho chemickd podstata bola
dlho neznama. Za poslednych 30 rokov vSak bola opisand nielen tito, ale aj
13 dalgich bioluminiscentnych reakeil [1-—3]. Chemiluminiscenciu objavili
r. 1877 a odvtedy sa uz oplsalo viac ako 100 takychto reakeii. Prebiehaju
prevazne v organickych systémoch, aj ked st zndme niektoré anorganické
plyny vyvolivajice chemiluminiscenciu. Principom tejto metédy st chemické
reakcie, pri ktorych dochddza k excitécii elektrénu v molekule a k naslednému

vyziareniu svetla po ]eho navrate do povodne] polohy [1, 4] Utinnost foténu
v takychto reakcidch je vSak menej ako 1 9, pietoze vacdina molekul stréca
excitatnt energiu vo forme tepla. Efektivnejdie st bioluminiscenéné redl\ue
kde enzym riadi reakeiu smerom k tvorbe svetla za Géinnosti foténu 10—90 ©

V sticasnosti najpouzivanejsie luminiscenéné merania sa zakladaji na troch
systémoch vyuzivajicich chemiluminiscenciu luminolu, bioluminiscenciu
baktérii a bioluminiscenciu sviatojanskej musky.

Chemiluminiseencia luminolu

Luminol je organicky amin, ktory v pritomnosti peroxidov v alkalickom
prostredi vytvdra modré svetlo. Reakeia je katalyzovand kovmi alebo derivat-
mi heminu
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Utinnost foténu je asi 1 9% a optimdlne pH 10—11. Tuato reakciu katalvzuje
pri neutrdlnom pH aj peroxiddza a oxiddzové enzymy. Citlivost tejto metddy
je menej ako pg (10712 g) peroxidu a 0,1 pg peroxiddzy v 1 ml.

(‘hemiluminiscencia luminolu sa pouzila na automatické merania ghikdzy
v krvi a v modi, na stanovenie kyseliny mocovej, xantinu, aldehydov, amino-
kyselin, stopovych prvkov, hemoglobinu a myoglobinu. Touto reakciou sa
stanovila aj peroxiddza, superoxid dismutdza, oxiddza a kataliza. Reakcia
so znaCenou peroxiddzou a luminolom sa pouzila aj v imunotestoch. Tento
systém sa da pouzif aj na meranie fagocytézy [1, 4—9].

Bioluminiseencia baktérif

Této luminometrickd metéda sa zakladd na tejto reakeii

oxidoreduktiza
NADH 4 H* 4+ FMN ———— NAD+* - FMNH,
luciferaza
FMNH,———— FMN + svetlo (Zpax 495 nm)
RCHO, O,

Utinnost foténu je tu asi 10 9, takze citlivost tohto systému je 10-17 mélov
NADP alebo NADPH. Oxidoreduktdza je $pecifickd k NADH alebo NADPH,
takZe tito metédu mozno pouzit na urcenie vsetkych 150 NADH-$pecifickych,
140 NADPH -8pecifickych, 45 NAD/P/H-$pecifickych enzymov a ich substra-
tov. Systém je citlivy aj na anestetické plyny a toxické litky a moze sa pouzit
ako citlivd metéda na ich stanovenie. Pri mnohych enzymatickych imuno-
reakcidch sa pouziva dehydrogenéza ako znaceny enzym. Tieto analyzy
bakteridlnou bioluminiscenciou st potom ovela citlivejsie a Specifickejsie ako
spektrofotometrické stanovenia.

Bakterialnou bioluminiscenciou mézu byt v jednej vzorke si¢asne stanovené
NAD+ a NADH alebo NADP a NADPH. NAD* a NADP mozno rozlozit
alkalickou extrakciou, NADH a NADPH kyslou extrakciou. NAD* mozno
previest redukciou na NADH vhodnymi enzymami, ako napr. dehydrogendzou
jablénanu. Podobne NADP mozno redukovat na NADPH dehydrogendzou
glukézo-6-fosfatu [1—3, 10—13].
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Bioluminiseencia sviitojanskej musky

Princip tejto reakcie je takyto: molekula ATP reaguje s luciferinom pri
katalytickom tdéinku enzymu luciferdzy za tvorby foténu podla chemickych
reakeif

Mg2+
=}
luciferdza - luciferin - ATP —— luciferdza — luciferin — AMP - PPi

(99
luciferdaza — luciferin — AMP —— luciferaza -+ oxyluciferin - AMP -

+ H,0, -+ svetlo (Z,,ax 562 nm)

Téato reakcia s citlivostou 10-'% mdélov, je najcitlivejSia bioluminiscencna
reakeia. Pri pouziti ¢istych cinidiel je tato reakcia Specificka iba k ATP.

ATP sa v bunke zic: 1stnu]e na mnohych metabolickych reakcidch a tak jej
hladina v bunke je prisne regulovana. Ixazdy typ buniek md relativne kon-
Stantné mnozstvo ATP. Akékolvek zmeny v metabolizme napr. vplyvom stre-
su, inhibitorov, inaktiva¢nych faktorov a pod. sa odrazia na hladine ATP.
Preto mozno tato reakeiu pouzit na meranie mnozstva buniek, na sledovanie
vplyvu inhibitorov alebo stimuldtorov, vplyvu teploty, kyslika, ziarenia,
virusovych alebo bakteridlnych infekecii, antibiotik a pod. na zivé systémy.
Samozrejme, tato reakcia sa dd pouzit aj na meranie vsetkych ATP-$pecific-
kych enzymov a substratov, ktorych je asi 200. NavySe mozno kombinovat
iné enzymové reakcie s ATP-Specifickymi enzymovymi reakciami.

Kvantitativne stanovenie mikrobidlnych buniek (baktérie, kvasinky, huby)
mozno uskutoénit podobne ako pri merani ATP somatickych buniek, iba mikro-
bidlne ATP sa uvolni z bunky s ¢inidlom uvolnujicim nukleotidy. Takto sa dé
stanovit mnozstvo 7iv;’70h mikrobidalnych buniek vo vode, v pode, aktivnom
kale, olejoch, pne mo¢i, dalej sa da stanovit mnozstvo a vitalita erytrocytov,
vitalita spermif, mnozstvo rakov inovych buniek a pod. Okrem kvantitativneho
stanovenia poc¢tu buniek sa tdto metdda da pouzit aj na stanovenie tcinku
dezinfekénych latok, pri cytolyze, titracii virusov, protilatok, antisér, ako aj
pri §tadiu mnohych enzymov a izoenzymov [1—3, 10, 14—22].

Z tohto kratkeho prehl’adu vyplyva, ze luminometria je velmi citlivd a rychla
analvtlcka metGda. Z jej stale castejSieho a SirSieho pouzitia sa da predpokla-
dat, ze ¢oskoro nahradi mnohé zdlhavé a pracne analytické metédy v mikro-
blologu, biochémii, polnohospoddrstve, potravinarstve i v priemysle. Lumi-
niscen¢ny fotometer je jednoduché a nendarotné zariadenie a treba difat, ze
nebude trvat prilis dlho, kym sa objavi aj v nasich laboratéridch.

Sthrn

Praca opisuje principy luminometrickych analytickych metdd a ich vyuzitie
v mikrobioldgii a v priemysle.
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TpuHmun 1 BO3MOMKHOCTH IPHMEHCHI JIOMITHOMET It
PesioMme

Pabora omucsiBaer TP HHITILL JIOMHHOMETPHYCCRIX aHAJIHTHUCCRUX METO/10B 1 1IX IHpH-
HeHue B 311[!(})061[0.’[01'!“[ 1 B IIPOMBIULTEHHOCTH.

Prineiple and application possibilities of luminometry
Summary

The paper describes the principles of luminometric analytical methods and their,
plication in microbiology, biochemistry and industry.
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