Technika i pomiary

Wstepne badania w celu opracowania nowej metody wzorcowania
czytnikéw mikroptytek w GUM - analiza porownawcza wynikow

Preliminary research for developing the new method of the calibration of
microplate readers in GUM - comparative analysis of the results

Dobrochna Matkowska, Iwona Ostrowska, Jolanta Gebicka, tukasz Litwiniuk (Gtéwny Urzad Miar)

W najblizszych latach Samodzielne Laboratorium Fotometrii i Radiometrii planuje opracowanie metody
pomiarowej i budowe stanowiska pomiarowego do wzorcowania czytnikéw mikroptytek i ich wzorcow
kontrolnych, czyli stworzenie mechanizmdw powigzania wzorca pierwotnego widmowego wspotczynnika
przepuszczania (spektrofotometr Cary 5000) z grupa nowoczesnych przyrzadéw spektrofotometrycznych

- czytnikéw mikroptytek.

In the coming years, it is planned to develop measurement methods and measurement stand for the cali-
bration of microplate readers and control standards thereof i.e. to create mechanisms linking the spectral
transmittance with reference to the primary measurement standard (Cary 5000 spectrophotometer) with
a group of modern spectrophotometric devices - microplate readers.
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Wprowadzenie

Spektrofotometr stuzy do pomiaru wartosci transmi-
tancji — t(A) i/lub absorbancji — D(A) w funkcji dlugosci
fali A. Widmowy wspoétczynnik przepuszczania definiuje
sie jako stosunek energetycznego strumienia widmowego
przepuszczonego do strumienia widmowego padajacego,
natomiast jego gestos¢ optyczna jest odwrotnoscig loga-
rytmu dziesietnego tego stosunku [1].

Prawidtowos$¢ wskazan spektrofotometréw mozna
zbada¢ m.in. za pomoca filtréw optycznych. Filtry optycz-
ne — wzorce odniesienia (kontrolne) maja wyznaczona
transmitancje lub absorbancje przez spektrofotometry
najwyzszego rzedu przy co najmniej kilku dtugosciach
fal [2]. Wzorce wykonane sg roznymi technikami z réz-
nych materiatéw optycznych, np. szklanych, napylanych
lub ciektych.

Czytniki mikroptytek sa to spektrofotometry nowej
generacji, stuzace do pomiaru 7(A) lub D(A) wielu prébek
jednoczes$nie, w szerokim zakresie diugosci fali.
Wykorzystywane sa do pomiaru stezenia: dsDNA, ssDNA
i RNA, biatek oraz pomiaréw kinetycznych. Czytniki
znajduja zastosowanie w diagnostyce in vitro, w kierunku
nietolerancji pokarmowej. Za ich pomoca mozna prowa-
dzi¢ oznaczenia m.in. ELISA [3], cytotoksycznosci,
hormonéw, cytokin i kinaz, dlatego znajduja one

zastosowania w wielu laboratoriach biologicznych, bio-
technologicznych, diagnostycznych i przemystowych.

Celem Glownego Urzedu Miar jest udostepnienie
klientom nowej ustugi, jaka bedzie wzorcowanie spektro-
fotometrow nowej generacji — czytnikow mikroptytek i ich
wzorcow kontrolnych. Planuje sie opracowanie metodyki
pomiarowej i budowe nowego stanowiska. Przedstawione
wyniki sg efektem badan przewidzianych do realizacji we
wstepnej fazie projektu, ktérego ostateczne zakonczenie
zaplanowano na rok 2021.

Czesc¢ eksperymentalna

Zakupione zostaty dwa czytniki mikroptytek. Za po-
moca czytnika, ktory posiada miejsce na kuwete, zmie-
rzono absorbancje réznego typu wzorcéw stosowanych
w Urzedzie, jako wzorce robocze. Wzorce te sa poddawa-
ne ciaglej kontroli metrologiczne;.

Zmierzono réwniez absorbancje wzorcow umieszczo-
nych w specjalnej ptytce, umozliwiajacej jednoczesny
pomiar o$miu filtrow w szerokim zakresie UV-VIS na
dwéch czytnikach mikroptytek. Uzyskane wartosci po-
réwnano z warto$ciami zmierzonymi na wzorcu najwyz-
szego rzedu — wzorcu pierwotnym. Dokonano analizy
otrzymanych wynikéw.
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Aparatura

Zmierzono D(A) dwoch zestawdw wzorcow, stuzacych
jako wzorce kontrolne. Zestaw 4 filtréw neutralnych (sza-
rych) G-250 [4], stuzacych do sprawdzania spektrofoto-
metréw w zakresie VIS o nominalnej transmitancji 10 %,
30%, 50% i 70% w zakresie (410—880) nm oraz zestaw
filtréw napylanych [5], stuzacych do sprawdzania spek-
trofotometréw w zakresie UV-VIS o warto$ci nominalnej
7(A) 3%, 10%, 30 %, 50 % i 90 % w zakresie (235—900) nm.

Wartosci t(A) i D() opisanych zestawéw wzorcow
roboczych wyznaczono za pomoca spektrofotometru fir-
my VARIAN Australia typu Cary 5000. Dane techniczne
spektrofotometru, stuzacego w Gtéwnym Urzedzie Miar
jako wzorzec pierwotny, zestawiono w tab. 1. Wybrane
parametry czytnikow mikroptytek zestawiono w tab. 2.

Tab. 1. Wybrane parametry techniczne spektrofotometru
Cary 5000 [6]

Zakres spektralny (175-3300) nm

UV-VIS: (0,01-5,00) nm

Szczelina spektralna (krok co 0,01)

Podwdjny monochromator
Littrowa 2 x 400 mm

Siatka dyfrakcyjna:
UV-VIS 1200 linii/mm,
(70 x 45) mm,

Monochromator

Detektor: UV-VIS
fotopowielacz (PMT) R928,

Btad dtugosci fali UV-VIS: + 0,08 nm

<0,00007 % T, przy 220 nm
(10 g/L Nal, metodyka ASTM)
<0,00007 % T, przy 370 nm
(50 mg/L NaNO,)

Swiatto rozproszone

Zakres fotometryczny 8,0 Abs (pomiarowy)

+0,00025 Abs

Blad fotometryczny (przy absorbancji 0,3)

Szybkos¢ skanowania UV-Vis: 2000 nm/min (max.)

Tab. 2. Wybrane parametry techniczne czytnikéw
mikroptytek

| Czytnik nr 1 | Czytnik nr 2
Lampa Lampa
Typ zrédta Swiatta | halogenowa ksenl;nowa
6 V/1I0 W
3 filtry:

Ustalanie dtugosci 405 nm, 450 nm,
fali 620 nm
(maks. 8 filtrow)

Monochromator

| Czytnik nr 1 | Czytnik nr 2
Obstugiwane ptytki | 96, 384 ?(G)’Ii?n‘" kuwety
Zakres dhugosci fali 340-850 200-1000
[nm]
Zakres pomiarowy
[Abs] 0-6 0-4
Liniowodé 0-3+2% 0-2,5+2%
(405 nm) (450 nm)
1 % +0,003
+1 % (0-3 Abs) | (0-2 Abs)
Blad pomiaru lub 0,003 Abs (450 nm),
(405 nm) 2% (2-2,5 Abs)
(450 nm)
. . <0,2 % <0,5 % lub
Precyzjapomiaru | 33 Abs) 0,003 Abs
cv (405 nm) (450 nm)

. 96 dotkowej — 96 dotkowej —
S}Zyggosc odezytu | 5 ¢ 384 6 s, 384 dotkowej
Pty dotkowej 13 s 10s

+4°C powyzej +2°C powyzej
tzeil;:sztiglﬁ;rﬁ;ury temp. otoczenia | temp. otoczenia
do 50°C do 45°C
Wyniki

Absorbancje D(A) dziewieciu filtréw z dwdch zesta-
wow: G-250 (G-250-1, G-250-1I, G-250-III, G-250-1V)
oraz 27873 (76372, 77515, 76190, 45839, 75272) zmierzo-
no za pomoca czytnikéw mikroptytek: czytnika nr 1 oraz
czytnika nr 2. Poszczegblne zestawy filtrow umieszczono
w specjalnej ptytce, ktéra umozliwia jednoczesny pomiar
zestawu filtrow, kazdy w dwoch miejscach. Ptytke umiesz-
czono w czytniku nr 1, a nastepnie w czytniku nr 2 i wy-
znaczono D(A) i 1(A) przy wybranych diugosciach fali.
Nastepnie filtry umieszczano kolejno w kuwecie czytnika
nr 2 i mierzono ich D(A) przy wybranych dtugosciach fali.
Kazdy pomiar D(A) na plytce i w kuwecie powtérzono
5 razy. Jako wynik wzieto $rednia arytmetyczng wszyst-
kich pomiaréw dokonanych na poszczegdlnych
aparatach.

Dla zestawu G-250 pomiaréw dokonano przy dtugo-
Sciach fali A/nm: 880; 820; 800; 750; 725; 650; 620; 585;
550; 520; 470; 450; 436; 410; 405, natomiast zestaw filtrow
napylanych 27873 zmierzono przy dtugosciach fali A/nm:
900; 820; 750; 635; 620; 590; 550; 546; 500; 465; 450;
405; 400; 375; 360; 340; 280; 250; 235.

Wyznaczone warto$ci transmitancji i absorbancji po-
réwnano z warto$ciami z aktualnych swiadectw wzorco-
wania wystawionych przez Gléwny Urzad Miar. Dla ze-
stawu wzorcow napylanych dokonano poréwnania z ak-
tualnym certyfikatem wystawionym przez producenta.
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W tab. 31 4 zestawiono wzgledne procentowe odchy-
lenia pomiedzy warto$ciami wyznaczonymi dla t(A) lub
D(}) za pomoca wzorca pierwotnego i czytnika mikropty-

A/nm

Uwzgl.max.r

tek. Odchylenie wyznaczono ze wzoru 1 lub 2. 650 0,84 0,47 0.26 0,00
7—()‘)zmierzone - 7—()‘)Cary 5000 620 0,78 0,51 0,27 0,04

Uwzgl.max.T =100- )
(N Cary 5000 585 0,83 0,49 0,21 0,04
550 0,77 0,54 0,21 0,03
U 100- DN zmierzone — P(Mcary 5000 9 520 0,80 0,64 0,21 0,28

wzgl.max.D — 2
D(Mcary 5000 470 0,82 0,88 0,14 0,26
450 0,75 0,90 0,23 0,27
436 0,63 0,61 0,10 0,20
Tab. 3.,Qdchylenie vyzgle_@ne w procentach pomiedzy 410 078 0.73 0,02 017

wartosciami transmitancji, wyznaczonych za pomoca

spektrofotometru Cary 5000 a czytnikami mikroptytek 405 0,57 0,58 0,02 0,15

dla zestawu G-250 przy wybranych dtugosciach fali.
Wzgledna niepewnos$¢ pomiaru Uygimax W procentach
wyznaczona dla zestawu G-250 zmierzonego

spektrofotometrem Cary 5000. Tab. 4. Odchylenie wzgledne w procentach pomiedzy

wartosciami absorbancji, wyznaczonych za pomoca
spektrofotometru Cary 5000 a certyfikatem producenta
oraz czytnikami mikroptytek dla zestawu wzorcéw

Wi napylanych przy wybranych dtugosciach fali.
Czytnik nr 1 — plytka Wyznaczona wzgledna niepewnos¢ pomiaru Ugimax
w procentach dla zestawu filtrow napylanych

820 -0,07 0,36 0,46 0,58 zmierzonych spektrofotometrem.

750 0,38 0,63 0,52 0,65

620 0,55 0,59 0,28 0,42

550 0,61 0,62 0,23 0,39 Ussgtmaxp

450 2,24 1,72 0,95 0,77 Certyfikat

405 0,00 0,27 -0,60 -0,05 900 0,71 -0,18 -0,69 -0,98 -6,01
Czytnik nr 2 — plytka 635 -0,15 0,06 -0,19 -0,39 -5,46

880 -0,09 0,04 0,04 -0,03 590 -0,15 0,06 -0,19 -0,39 -5,47

820 0,14 0,43 0,37 0,18 546,1 -0,16 0,04 -0,23 -0,36 -5,33

800 0,13 0,24 0,05 -0,10 500 -0,17 0,06 -0,24 -0,34 -5,21

750 0,55 0,75 0,41 0,19 465 -0,19 0,04 -0,26 -0,30 -5,08

725 0,53 0,52 0,15 -0,12 400 -0,21 0,09 -0,24 -0,22 -4,70

650 0,54 0,50 0,11 -0,07 360 -0,17 0,04 -0,42 0,01 -3,92

620 0,47 0,55 0,04 -0,14 340 -0,16 0,14 -0,34 0,16 -3,55

585 0,66 0,61 0,09 -0,04 280 -0,21 0,24 -0,39 0,13 -3,98

550 0,54 0,66 0,05 -0,08 250 -0,19 0,29 -0,38 0,15 -3,47

520 0,48 0,60 -0,07 -0,11 235 -0,18 0,29 -0,42 0,10 -3,52

470 0,75 0,92 -0,12 -0,07 Czytnik nr 1 — ptytka

450 0,00 0,45 -0,30 -0,13 820 -1,26 -1,38 -0,81 -1,74 -8,98

436 0,45 0,69 -0,20 -0,05 750 -1,14 -1,29 -0,82 -1,58 -8,95

410 0,78 0,91 -0,08 0,08 620 -0,90 -1,07 -0,62 -1,35 -9,15

405 0,57 0,76 -0,04 0,08 550 -0,77 -0,98 -0,67 -1,40 -9,04
Czytnik nr 2 — kuweta 450 -0,60 -0,81 -0,65 -1,29 -9,38

880 0,35 0,17 0,25 -0,03 405 -0,54 -0,72 -0,66 -1,34 -9,83

820 0,55 0,54 0,53 0,25 375 -0,56 -0,92 -0,95 -1,72 -11,02

800 0,57 0,31 0,19 -0,03 340 -0,53 -0,99 -1,19 -1,68 -11,61

750 0,71 0,56 0,41 0,16 Czytnik nr 2 — ptytka

725 0,64 0,34 0,16 -0,07 900 | 0,67 | -1,43 | -1,74 | 1,29 | -4,13
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Usizglmax.n
820 -0,09 -1,68 -1,82 1,61 -5,88
750 0,05 -1,69 -1,91 1,71 -6,17
635 0,09 -1,63 -2,02 1,90 -3,40
620 0,12 -1,67 -1,91 1,69 -3,66
590 0,13 -1,64 -2,02 1,95 -3,07
550 0,12 -1,62 -1,91 1,54 -2,71
546 0,16 -1,60 -1,93 1,47 -2,11
500 0,13 -1,61 -2,05 1,54 0,30
465 0,11 -1,61 -2,00 1,57 1,20
450 0,11 -1,61 -1,91 1,20 -0,29
405 0,06 -1,58 -1,93 0,85 -0,58
400 0,02 -1,62 -2,06 1,08 0,58
375 0,01 -1,53 -1,87 0,50 -1,69
360 0,03 -1,59 -2,10 0,83 0,57
340 -0,01 -1,56 -2,05 0,68 -0,57
280 -0,17 -1,44 -2,04 -0,47 -1,82
250 -0,19 -1,37 -2,05 -0,90 -3,41
235 -0,40 -1,22 -2,11 -1,03 -4,20
Czytnik nr 2 — kuweta
900 0,71 -0,03 -0,90 -0,06 -1,59
820 -0,38 -0,19 -1,03 -0,81 -2,17
750 -0,38 -0,23 -1,04 -0,85 -3,09
635 -0,47 -0,30 -1,32 -0,69 -4,63
620 -0,48 -0,49 -1,20 -0,92 -5,49
590 -0,46 -0,50 -1,33 -0,77 -3,99
550 -0,48 -0,54 -1,32 -1,02 -5,72
546 -0,44 -0,52 -1,31 -1,06 -5,72
500 -0,47 -0,59 -1,44 -0,85 -4,53
465 -0,48 -0,64 -1,51 -0,84 -4,49
450 -046 | -0,61 | -1,47 | -1,14 | -6,16
405 -0,51 -0,69 -1,59 -1,19 -5,78
400 -0,52 -0,72 -1,71 -0,89 -4,39
375 -0,63 -0,83 -1,74 -1,37 -5,65
360 -0,56 -0,96 -2,04 -0,83 -3,45
340 -0,49 -0,93 -2,00 -0,76 -3,40
280 -0,60 -1,38 -1,60 -1,03 -3,38
250 -0,31 -1,33 -2,31 -0,88 -2,68
235 -0,43 -1,22 -2,31 -0,94 -3,03

Na rys. 1 i 2 zaprezentowano wzgledne odchylenie
w procentach pomiedzy warto$ciami widmowych wspoét-
czynnikoéw przepuszczania oraz jego gestosci optycznej,
wyznaczonych za pomoca spektrofotometru Cary 5000,
a czytnikami mikroptytek dla wybranych filtrow przy
danej dtugosci fali.
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Rys. 1. Wzgledne odchylenie w procentach pomiedzy warto$ciami
transmitancji, wyznaczonych za pomoca spektrofotometru Cary 5000,
a czytnikami mikroptytek: A — czytnik nr 1 — plytka, o — czytnik
nr 2 — ptytka, @ — czytnik nr 2 — kuweta dla wzorca G-250-III, przy
wybranych dlugosciach fali. Linig przerywang zaznaczono wzgledna
niepewno$¢ pomiaru w procentach dla wybranego wzorca.

Srednie wzgledne odchylenie pomiedzy warto$ciami
transmitancji, zmierzonymi za pomocgq spektrofotometru
Cary 5000 a czytnikami mikroptytek dla zestawu wzor-
cow napylanych jest najnizsze dla pomiaréw dokonanych
za pomoca plytki na czytniku nr 2 i wynosi 1,1 %, naj-
wyzsze dla czytnika nr 1 (ok. 1,6 %). Najnizsza réznice
dla pomiaréw 1(A) dla wzorcéw napylanych zaobserwo-
wano dla wzorca 45839. Wynosi ona 0,3 %, natomiast
najwyzsza dla wzorca 77515 — 2,4 %.

Srednie odchylenie pomiedzy warto$ciami D(A) zmie-
rzonymi za pomoca spektrofotometru Cary 5000, a czyt-
nikami mikroptytek dla zestawu wzorcéw napylanych
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Rys. 2. Wzgledne odchylenie w procentach pomiedzy warto$ciami
gestosci optycznych widmowego wspoétczynnika przepuszczania,
wyznaczonych za pomoca spektrofotometru Cary 5000 a czytnikami
mikroptytek: A — czytnik nr 1 — ptytka, o — czytnik nr 2 — plytka,

e — czytnik nr 2 — kuweta i certyfikatem — O dla wzorca 76372 przy
wybranych dlugosciach fali. Linig przerywang zaznaczono wzgledna
niepewno$¢ pomiaru w procentach dla wybranego wzorca.
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jest najnizsze dla pomiaréw dokonanych za pomoca ptytki
czytnika nr 2 i wynosi 0,9 %, a najwyzsze dla ptytki czyt-
nika nr 1 (ok 2,8 %). Najnizsza roznice dla pomiaréw D(})
dla wzorcéw napylanych zaobserwowano dla wzorca
76372. Wynosi ona 0,4 %, najwyzszg natomiast stwier-
dzono dla wzorca 75272 — 5 %.

Srednia réznica t(A) i D(A) dla zestawu wzorcéw na-
pylanych pomiedzy pomiarami dokonanymi na spektro-
fotometrze najwyzszego rzedu a certyfikatem dostarczo-
nym razem z filtrami wynosi odpowiednio 0,2% i 1 %.

Dla zestawu filtrow szarych G-250 najnizsze $rednie
odchylenie pomiedzy wartosciami t(A) i D(A), zmierzony-
mi za pomocg spektrofotometru Cary 5000, a czytnikami
zaobserwowano dla pomiaréw dokonanych na ptytce
czytnika nr 2: 0,03% i 0,08 %, a najwyzsze dla czytnika
nr 1: 0,5% i 1,3 %. Wszystkie wzorce szare wykazuja do$¢
podobne odchylenie dla wartosci widmowego wspot-
czynnika transmitancji i absorbancji i wahaja sie od 0,2 %
do 0,6 %.

Nie zaobserwowano wyraznego wptywu zakresu diu-
gosci fali na réznice w pomiarach.

Whioski

Przedstawione wyniki sq faza wstepna przewidzia-
nego na najblizsze lata projektu. Badania miaty za zadanie
sprawdzi¢, jak w zalezno$ci od badanego aparatu, dtugosci
fali oraz wzorca ksztattuje sie r6znica pomiedzy warto-
Sciami transmitancji i absorbancji, zmierzonej na spek-
trofotometrze najwyzszego rzedu, a pomiarami uzyska-
nymi z dwéch czytnikéw mikroptytek. Wiekszos$¢ z uzy-
skanych réznic nie przekracza wartosci wzglednych

niepewnos$ci pomiaru uzytych wzorcéw. Przekroczenia,
odnotowane zwlaszcza dla filtrow napylanych, beda
przedmiotem dalszych pomiaréw, w ktérych niezbedne
wydaje sie udoskonalenie warunkéw pomiarowych.
Deklarowane niepewnosci sa wynikiem btedéw, wynika-
jacych m.in. z niedoktadnosci przyrzadu, nieliniowosci
i r6znicy temperatury. Docelowo przewiduje sie wyzna-
czenie dla czytnikow mikroptytek nowego budzetu nie-
pewnosci, ktéry bedzie brat pod uwage dodatkowe para-
metry charakterystyczne dla specyfiki pomiarowej tych
przyrzadow.
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