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Opisana je aparatura za automatsku registraciju jakosti luminescencije.
Aparatura je sastavljena od fotostanice, kompenzacionog pisala i izvora
za ultraljubiasto zralenje, pa je narotito prikladna za registraciju vre-
menskog toka jakosti-kemiluminescencije, fluorescencije i fosforescencije.
Na temelju nekoliko primjera mjerenja, diskutirana je prakti¢ka upo-
trebljivost opisane sprave. '

Od raznih oblika luminescencije u medicini se i biologiji, u okviru
istrazivalackih i prakti¢kih radova, uspje$no primjenjuje fluorescencija
1 kemiluminescencija. Bioluminescencija zasluZuje takoder narotitu pa-
Znju, ne samo u teoretskom pogledu nego jo$ i kao pojava u okviru bio-
loskih i patoloskih procesa uopée, ali se taj oblik luminescencije moze
smatrati kemiluminescencijom u zasebnim uvjetima in vivo. Pri ispiti-
vanju navedenih luminescencija, velik dio rada zauzimaju mjerenja
jakosti (intenziteta) emitiranog svjetla (@), a kad postoji zakonita pro-
mjena te jakosti s vremenom (reakcionim vremenom) vrlo je korisno
mjeriti jo§ i zbroj svjetla (L), koji se definira kao integral vremenske
krivulje promjene jakosti luminescencije.

Jakost luminescencije se danas, dakako, mjeri iskljutivo fotoelektri¢ki
uz primjenu fotoelementa, fotostanice ili fotomultiplikatora u kombina-
ciji s odgovaraju¢im elektri¢nim ili elektroni¢kim mjernim uredajem.
Medutim, opéi tehnitki razvitak takvih mjernih aparata usmjeren je
posljednjih godina prema $to potpunijoj automatizaciji. Aparate s vizu-
elnim ocitavanjem vrijednosti elektri¢nih veli¢ina zamjenjuju instru-
menti u kombinaciji s prikladnim pisa¢ima (recorderima), koji automat-
ski, obi¢no u obliku krivulja, vremenski kontinuirano zapiSu rezultate
mjerenja. Jasno je da se takav opéi razvitak fotoelektri¢ne mjerne
tehnike odrazuje i u konstrukciji suvremenih sprava za mjerenja jakosti
fluorescencije (fluorometri), odnosno jakosti kemiluminescencije (lumino-
fotometri). Automatizacijom takvih sprava redovito se ne postizava di-
rektno veca tatnost mjerenja, ali su rezultati pouzdaniji i objektivniji i
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dobivaju se manje napornim radom. Time je omogufeno da se lakSe
izyr$i velik broj odredivanja, pa se na taj na¢in indirektno dobiva i veca
tatnost prosje¢nih mjerenja.

U ovoj publikaciji prikazuje se aparat za mjerenje jakosti luminescen-
cije s fotoelektriénim receptorom zralenja i automatskim pisatem, koji
se uspje$no upotrebljava u nasem laboratoriju pri radu na polju fluores-
cencije i kemiluminescencije. Za ilustraciju upotrebljivosti tog aparata
naveden je odredeni broj rezultata izvr§enih mjerenja u razli¢itim
uvjetima rada.

PRINCIP APARATAI NJEGOVA KONSTRUKCIJA

Optitki dio aparata postavljen je nalelno na isti nadin kako je opisano
u prijasnjim radnjama (1). Otopina koja luminescira nalazi se u labora-
torijskoj staklenoj ¢asi od 100 ml, ispod koje je postavljen fotoélektri¢ni
receptor zracenja. Svjetlo luminescencije izravno djeluje na taj receptor,
a njegova fotostruja se izravno mjeri, odnosno registrira odgovaraju¢im
uredajem (galvanometrom, odnosno pisatem). Iznad ¢a$e moze biti po-
stavljen izvor monokromatskog (ultraljubitastog) svjetla za izazivanje
luminescencije, ako se radi o mjerenjima jakosti fluorescencije ili fosfo-
rescencije. U takvim se slu¢ajevima odgovarajuéim kombinacijama optic-
kih filtara odijeli primarno svjetlo od sekundarnog svjetla luminescen-
cije. Ako se pak radi o mjerenjima jakosti kemiluminescencije, nije
potreban nikakav izvor primarnog svjetla, jer otopina u ¢asi sama svjetli,
a mjerenja se redovito vre bez primjene opti¢kih filtara.

Kao elektri¢ni mjerni instrumenti upotrijebljeni su kod prije opisanih
fluorometara i luminofotometara (1) osjetljivi zrcalni galvanometri
(osjetljivost: 1.10™® amp/mm), dok je kod aparata za automatsku regi-
straciju intenziteta luminescencije opticki dio sprave kombiniran pisacem
tvrtke C. Zeiss-Jena (Standard-Kompensationsschreiber G1B1). To je
aparat za automatsku registraciju slabe istosmjerne struje. odnosno na-
pona i narotito je prikladan za mjerenje fotostruje fotostanica i folo-
multiplikatora. Pisa¢ daje napon za fotostanicu od U = — 100 V, a ima
pet stepenica osjetljivosti u rasponu od 1 prema 20. Pisa¢ ima
skalu od 0 do 100, a kod radnog otpora od 100 M 2 puni otklon kazaljke
na skali odgovara ovim jakostima fotostruje: 109, 2.10—9, 5.10—2, 10-%
i 2.1078 A, vel prema stepenici osjetljivosti koja se ukopca. Kad je radni
otpor deset puta manji, povetavaju se odgovarajuce struje takoder deset
puta. Duljina skale je 200 mm. Nul-tacka kazaljke moZe se potenciore-
trom kontinuirano postaviti ili pak stepenasto (diskontinuirano) pomak-
nuti. Vrijeme, koje je potrebno da se kazaljka postavi na odgovarajuée
mjesto na skali, koje odgovara jakosti struje fotosprave, je 1 sekunda,
a otkloni se reproduciraju na = 0,1%. To vrijedi i za konstantnost
nul-tacke. .

Kazaljka aparata povezana je sa staklenom posudicom, koja je napu-
njena tintom, a na kojoj se nalazi metalna kapilara (pisaljka). Ta kapi-
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lara se pomile zajedno s kazaljkom aparata u horizontalnom steru.
Kad se registrira fotostruja, kapilara je naslonjena na papir za registra-
ciju 1 nacrta liniju koja odgovara otklonu kazaljke. Taj otklon je pro-
porcionalan jakosti fotostruje

Papir za reglstracqu pomice se na pisacu u vertikalnom smjeru, a br-
zina pomicanja se moze mijenjati u Sirokim gramcama Najmanja brzina
pomicanja papira je 2/3 mm/min., a najve¢a 900 mm/min. Promjena
brzine se vr$i mijenjanjem pruenosmh zupcanika po odredenom sistemu,
pa se izabere ona brzina koja najbolje odgovara pojavi koja se ispituje.
Na dobivenim dijagramima predstavlja apscisa vrijeme registracije,
dakle npr. pri ispitivanju kemiluminescencije reakciono vrijeme lumi-
nescencije. Na ordinati dijagrama registrirana je jakost totostruje u
relativnom- mjerilu, dakle i jakost luminescencije, jer redovito postoji
linearni odnos tih velidina.

Cijelu aparaturu — luminofotometar s automatskom registracijom —
prikazuje shematski slika 1. Izvor svjetla je visokotlatna Zivina svje-
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SI. 1. Luminofotometar s automatskom registracijom
1 izvor svjetla, 2 transformator i prigusnica, 3 i 4 opticki filtri, 5 fotostanica,
6 drveni okvir, 7 ¢aa s reakcionom otopinom, § mjesalica, 9 klip-pipeta, 10
pisa&, 11 skala pisata, 12 papir za registraciju, I8 pisaljka, 14 prikljucak za
pomo¢ni napon fotostanice, 15 anodni prikljuéak fotostanice, 16 uklopka osjetlji-
vosti pisala, 17 i I8 regulacija nul-talke pisaljke na skali, /9 uklopka motora
za pomicanje papira, 20 uklopka cijelog pisaca

-Abb. 1. Luminophotometer mit automatischer Registrierung i
1 Quecksilberlampe als Lichtquelle, 2 Drosseltransformator, 3 und 4 optische
Filter, 5 Photozelle, 6 Einfassung der Photozelle, 7 Becherglas mit der Reak-
tionslésung, 8§ Rithrer, 9 Kolbenpipette, /0 Kompensationsschreiber, 717 Skala des
Schreibes, 12 Registrierpapier, 13 Tintengefass mit Schreibkapillare, 74 Anschluss
fur Hilfsspannung der Photozelle, /5 Anodenanschluss der Zelle, 16 Schalter
der Empfindlichkeit des Schreibers, 17 und I8 Nullpunktsverschiebung, 19
Schalter des Motors der Papierverschiebung, 20 Schalter des Schreibers
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tiljka I s kvarcovim ¥izkom (TEZ-Zagreb) koji je ugraden u balon od
nikal-oksidova stakla. Snaga svjetiljke je 400 W, a ukoplana je na
elektriénu mre#u izmjeniéne struje 220 V preko prigusnice 2. Svjetlo te
svjetiljke prolazi kroz otopinu bakrenog sulfata (10%o) u planparalelnoj
staklenoj posudici 3, te tako pada na otopinu koja se nalazi u ¢asi od
100 ml 7. Otopina bakrenog sulfata sluZi za apsorpciju crvenog svjetla,
koje prolazi djelomi¢no kroz balon svjetiljke. Tako se dobije prakticki
monokromatsko svjetlo Zivine linijske skupine pri duZini vala od 365 nm.
Zuti filtar 4 ispod ¢aSe sluZi za apsorpciju suviska ultraljubicastog svjetla
pri pokusu s fluorescencijom. Taj Zuti filtar natinjen je od Zelatinske
lamele s pikrinskom kiselinom. 8 je mjeSalica, a 9 je klip-pipeta za doda-
vanje komponente reakcione otopine. Zivina svjetiljka se zapali samo
kad se mjeri jakost fluorescencije i fosforescencije. Pri mjerenju kemi- -
luminescencije svjetiljka se ugasi, a pored toga se odstrani i Zuti filtar 4,
jer se kod takvih pokusa ne radi s primarnim ultraljubilastim zratenjem,
pa nije potrebno ni apsorbirati takvo zracenje.

Ispod ¢ade 7 s luminescentnom otopinom nalazi se fotostanica 5, a moze
se nalaziti i fotoelemenat ili fotomultiplikator. Kod nasih pokusa upo-
trijebljena je fotostanica tvrtke C. Zeiss-Jena MGS. Fotostanica, kao i
¢asa, ugradene su u ¢vrsti drveni okvir 6 (pocrnjena hrastovina), a time
aparatura postaje u mehani¢kom pogledu stabilna. Katoda i anoda foto-
stanice povezane su s pisacem 10, koji se nalazi u kovinskom ormari¢u.
Na prednjoj gornjoj strani toga ormari¢a nalazi se ispod staklene za-
Stitne plole skala pisata 11, ploha papira za registraciju 12 i pisaljka
(kazaljka) pisata s kapilarom 13. Papir za registriranje pokreée se preko
kovinskih valjaka, a lezi na glatkoj ravnoj ploci. Iza ove ploce, koja se
moZe odmaknuti, nalaze se zuplanici za mijenjanje brzine pomicanja
papira. Svaki zupcanik ima odredenu brojku, 1 oni se postavljaju na
osovine s oznakama u slovima. Sistem kombinacija tih zuptanika i oso-
vina naveden je uz odgovarajuée brzine u tablici koja je pri¢vr§éena na
samom pisacu. Na donjoj prednjoj strani pisaeva ormari¢a nalaze se
uklopke i kontakti za rad aparata. Fotostanica povezana je s pisacem
preko kontakta 14 1 15. Kontakt 14 daje katodni napon stanici. 16 je
‘uklopka za izabiranje poZeljne i potrebne osjetljivosti sprave. 17 je
potenciometar za kontinuirano ravnanje nul-tatke, a 18 je uklopka za
pomicanje nul-tacke. 19 je uklopka za pomicanje papira, a 20 je konaéno
glavna uklopka pisaca. Pisa¢ ima jo§ i druge uredaje s odgovaraju¢om
armaturom, jer moze biti upotrijebljen jo$ i za druge svrhe, ali to ovdje
nije od interesa. :

MJERNI POSTUPAK

Opisani aparat predstavlja automatizirani luminofotometar srednje
osjetljivosti, a moZe nalelno posluziti za odredivanje pojedinih vrijed-
nosti intenziteta luminescencije (P) kao i za odredivanje vremenskog
toka (promjene) takvih intenziteta. Koordinatni sustav na papiru za regi-
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straciju pisaca daje vremensku funkciju intenziteta luminescencije. Kad
se mjere pojedine vrijednosti intenziteta, grafi¢ki prikaz pokazuje hori-
- zontalne linije, ordinata kojih predstavlja relativnu mjeru za odredeni
intenzitet. Te horizontalne linije, nisu dakako, idealni pravci, jer pi-
saljka aparata za vrijeme registracije nepravilno vibrira gore-dolje i
time zapisuje razne smetnje, koje mijenjaju u odredenim granicama
jakost fotostruje. Sto su te smetnje vele, $to je vedi »Sum« cijelog ure-
daja, to su linije nepravilnije. Opéenito, Sum raste s poveéavanjem
osjetljivosti mjerne sprave i duZine registracije.

Kad se registrira promjena intenziteta luminescencije u ovisnosti o
vremenu, dobiva se krivulja, koja festo polazi s vrijednosti nule inten-
ziteta, postizava odredeni maksimum i s vremenom opet pada do nule
intenziteta, kad se luminescencija potpuno ugasi. Na dijagramu takve
funkcije moZe se odrediti integral krivulie, npr. planimetrijskim mjere-
njima veli¢ine plohe ispod krivulje. Ta s. ploha izrazi, npr., u mm2, a
ona predstavlja relativnu mjeru za zbroj svjetla (L) luminescencije; ta
veli¢ina je definirana kao ukupna energija luminescencijom emitiranog
svjetla. Pri izvodenju pokusa te radnje vriena su odredivanja zbroja
svietla planimetrom tvrtke Reiss (Kompensations-Polarplanimeter 3005).
Rad s tim aparatom je jednostavan, a daje brzo pouzdane rezultate za
zbroj svjetla u mm?.

Rad s opisanim luminofotometrom je najjednostavniji kad se registri-
raju intenzitetne krivulje kemiluminescencije. Postupa se tako, da se
najprije izabere, prema ockivanoj jakosti luminescencije, odgovarajuéa
osjetljivost aparata, a prema brzini i trajanju odredene luminescentne
reakcije, postavlja se na spravi odgovarajuéa brzina pomicanja papira
za registraciju. Luminescentne reakcione smjese redovito imaju vise kom-
ponenata, od kojih je jedna ona koja kona¢no izaziva kemiluminescen-
ciju. To je katalizator ili promotor te reakcije, a pri izvodenju pokusa
se otopina te tvari stavlja u klip-pipetu aparata. Otopina s drugim kom-
ponentama nalazi se u reakcionoj posudici (¢asi), koja se postavi na svoje
mjesto iznad fotostanice. Sad se ukopla osjetljivost pisata i odgovaraju-
¢im’ potenciometrom se naravna nul-tatka kazaljke. Nakon toga se
ukopda uredaj za pomicanje papira za registraciju i nasloni pisaljka na
papir. Pisaljka sada piSe na koordinatni sustav liniju, koja odgovara
nul-tacki intenzitetne krivulje luminescencije. Kad se ta linija nacrta
na razmaku od nekoliko milimetara, moZe se otopina iz klip-pipete uba-
citi u reakcionu posudu uz intenzivno mije$anje nekoliko trenutaka. Time
se izaziva luminescencija, koja se postepeno razvija, a koje jakost regi-
“ strira aparat. Sad se pri¢eka dok se luminescentna reakcija odvije skoro
potpuno do kraja, pa se najprije digne pisaljka s papira, nakon toga se
iskopca osjetljivost, zaustavlja se pomicanje papira, skine se ¢asa s reak-
cionom otopinom s aparata i ¢eona ploha fotostanice se pokriva odgova-
raju¢im crnim kartonom. Cijela opisana operacija se izvede uz slabu
rasvjetu. Ta rasvjeta mora biti izabrana tako, da njezino svjetlo ne dje-
luje aktivno na fotostanicu a. s druge strane, dovoljno jaka da se moZe
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vizuelno pratiti put pisaljke na papiru i da se mogu bez smetnje izvesti
opisane manipulacije.

Kad se registriraju intenziteti fluorescencije ili fosforescencije, postupa
se natelno na isti nadin, samo se prije toga zapali izvor svjetla za izazi-
vanje tih fotoluminescencija. Stalna vremenski nepromjenljiva fluores-
cencija daje registracijom vodoravne linije, a kad se radi o reakcijama
koje daju fluorescentne produkte, npr. o oksidaciji indola (2, 3) ili o oksi-
daciji adrenalina (4), dobivaju se redovito krivulje koje su sli¢ne krivu-
ljama kemiluminescencije. Pri registraciji fosforescencije snima se kri-
vulja podrazivanja luminescencije (porast jakosti fosforescencije djelo-
vanjem svjetla), a nakon toga se registrira opadanje fosforescencije posto
se iskljutilo djelovanje primarnog svjetla. Pri izvodenju takvih pokusa
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31. 2. Spora registracija jakosti fluorescencije pri autoksidaciji leuko-neutralnog crve
nila u otopini
v brzina registracije, S osjetljivost pisata

Abb. 2. Langsame Registrierung der Fluorescenzintensitat wihrend der Autoxydatioi
des Leuko-Neutralrots in Losung
v Geschwindigkeit der Registrierung. S Empfindlichkeit des Schreibers
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koristi se zastor odgovarajuée velidine iz kartona ili pocrnjenog lima za
zasjenjenje objekta koji fosforescira. Taj se zastor nalazi na poletku
pokusa izmedu izvora svjetla i objekta. Pri registraciji krivulje podraZi-
vanja fosfora zastor se makne, a pri registraciji krivulje opadanja fosfo-
rescencije opet se postavi na prijasnje mjesto.

REZULTATI RADA

Za ilustraciju utjecaja upotrijebljene osjetljivosti i duljine vremena
snimanja na »Sum« registracije prikazuje slika 2. krivulju promjene jako-
sti fluorescencije reduciranog bojila neutralnog crvenila za vrijeme
autoksidativne regeneracije. Kad se otopini neutralnog crvenila u vodi
1.10* M dodaje ne$to natrijeva hidrosulfita (Na,S,0;), trenutalno se
stvara bezbojno leukobojilo. Stajanjem na zraku, u toj se otopini poste-
peno autoksidativno penovo stvara neutralno ervenilo, a taj proces oksi-
dacije tece preko meduprodukta koji intenzivno fluorescira Zuto (5).
Fluorescencija se vremenski postepeno razvija, a krivulja na slici 2.
predstavlja registraciju intenziteta te fluorescencije opisanom aparatu-
rom. Krivulja prikazuje samo poletnu fazu autoksidacije, a brzina regi-
stracije bila je 2 mm/min. Cijela krivulja je registrirana u vremenu od
70 minuta. Na slici se jasno vidi da je krivulja na poletku uska i pra-
vilna s malenim varijacijama, a kako se dulje registrira i kako raste
otklon (povecava se ordinata), takoder rastu nepravilnosti, dakle i »§umx.

Na slici 8. prikazane su krivulje registracije kemiluminescencije lumi-
nola, koja je izazvana utjecajem razrijedenih otopina svjeze krvi na
luminolski reagens (6). Za izvedbu pokusa upotrijebljene su dvije razli-
lite koncentracije krvi, a radeno je s luminolskim reagensom u prisut-
nosti natrijeve luzine. Kemiluminescencija luminola je brza reakcija i
traje svega nekoliko minuta. Zato je upotrijebliena kod pokusa brza regi-
stracija s pomicanjem papira od 30 mm/min. Na slici se vidi da su kri-
vulje vrlo pravilne. Odgovarajuée vrijednosti maksimalne jakosti lumi-
nescencije i zbroja svjetla navedene su na slici ispod samih krivulja. Te
vrijednosti mogu posluZiti kao mjerilo za koncentraciju upotrijebljenog
promotora (krvi).

Kao primjer toksikoloske primjene takvih mjerenja prikazuje slika 4.
krivulje kemiluminescencije luminola, koja je izazvana djelovanjem or-
ganofosfornog otrova (pesticida) diptereks (Neguvon, L 13/59, 0,0-dime-
til-2,2,2-triklor-oksietilni ester fosforne kiseline). Luminolski reagens
imao je u izvedbi tih pokusa ove koncentracije reakcionih komponenata:
luminol 1,13.10-% M, trinatrijev fosfat 1,05.10—2 M, natrijev perborat
6,5.103 M i natrijev klorid 1,0 M. Kao otapalo sluzila je samo voda, a
‘reakcioni volumen bio je 50 ml. Krivulje na slici 4. se odnose na kon-
centraciju diptereksa od 1,16.1003 M 1 1,94.1003 M u toj reakcionoj
smjesi. U tim pokusnim uvjetima daju krivulje kemiluminescencije dva
maksimuma, a broj¢ane vrijednosti jednog i drugog intenzitetnog maksi-




: 8 K. WEBER

~N = ¢ -+
B 2
N &N
o bl 1 I ! I 1 s ) | L— 1
Pm=83,8 Pm=522
! min.
v =30mm/min.
Sei2

Sl. 8. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti svjeze kruvi
Kriv. 1 1.10—3 vol. %, kriv. 2 2,5.10—3 vol. % i kriv. 3 4.10—38 vol. % krvi
u otopini. t reakciono vrijeme, @ jakost luminescencije, v brzina registracije,
S osjetljivost pisada

Abb. 8. Chemiluminescenzhurven des Luminols bei Anwesenheit von Blut
Kurve 1 1.10—3 Vol. %, Kurve 2 2,5.10-—3 Vol. % und Kurve 3 4.10—3 Vol. %
Blut in der Losung. t Reaktionszeit, @ Luminescenzintensitit, v Geschwindigkeit
der Registrierung, S Empfindlichkeit des Schreibers
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Sl. 4. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti diptercksa
Kriv. 1 1,16.10—3 M i kriv. 2 1,94.10—3 M

Abb. 4. Chemiluminescenzkurven des Luminols bei Anwesenheit von Dipterex
Kurve 1'1,16.10—3 M und Kurve 2 1,94.10—3 M

muma dovoljno tatno odgovaraju linearnom odnosu s koncentracijom
diptereksa. Takva odredivanja mogu, dakle, na temelju odgovarajucih
bazdarenja dobro posluziti kvantitativnim odredivanjima diptereksa, pa
i drugih organofosfornih otrova.

Organofosforni otrovi se mogu kvantitativno odredivati jo§ i mjere-
njima intenziteta fluorescencije oksidacionih produkata indola pri izvo-
denju tzv. indolske reakcije, na koju ti otrovi djeluju efektorski (7, 8, 3).
Slika 5 prikazuje krivulje registracije intenziteta fluorescencije takvih
reakcija u prisutnosti diptereksa u koncentracijama 0,01%0 i 0,25%. Na
tim se dijagramima mogu ocitati maksimalne vrijednosti relativne jakosti
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SI. 5. Krivulje intenziteta fluorescencije oksidacionih produkata indola za vrijeme
oksidacije, a u prisutnosti diptereksa
Kriv. 1 0,01%0 i kriv. 2 0,025%0

Abb. 5. Intensitatskurven der Fluorescenz der Oxydationsprodukte des Indols wihrend
der Oxydation und bei Anwesenheit von Dipterex
Kurve 1 0,01 und Kurve 2 0,025
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fluorescencije (Pm, maksimum vremenske krivulje intenziteta), a. dobi-
vene vrijednosti predstavljaju mjeru za koncentraciju odredenog orga-
nofosfornog otrova (diptereksa). Krivulja 2 na slici 5 registrirana je uz
vele smetnje, medutim se maksimum ipak moZe otitati dovoljno taéno.

Autoksidacijom adrenalina u luznatim otopinama stvaraju se fluores-'
centni meduprodukti, koji u toku oksidacione reakcije opet nestaju, pa se
fluorescencija ugasi. Ta se fluorescencija meduprodukata iskoriscava za
kvantitativno odredivanje adrenalina u otopinama i u bioloskom mate-
rijalu (4, 9, 10). Ovdje opisana aparatura moze se koristiti 1 za automa-
tizirana mjerenja jakosti fluorescencije adrenalinskih otopina za vrijeme
autoksidacije. Slika 6 prikazuje tri krivulje, koje su dobivene takvim
mjerenjima za adrenalin iz otopine za injekcije. Krivulja 1 na toj slici
odnosi se na koncentraciju adrenalina od 0,001% (50 mikrograma za
izvedbu jednog pokusa) 1 na koncentraciju kalijeve luZzine od 7,5% u
reakcionoj smjesi. Krivulja 2 je dobivena u istim uslovima, ali za kon-
centraciju adrenalina od 0,0005% (25 mikrograma za jedan pokus), a kri-
vulja 8 opet za koncentraciju adrenalina od 0,001%, ali za kalijevu
luZinu od 5%,. Maksimalne jakosti dobivenih fluorescencija (¥m) nave-
dene su na slici. MoZe se kazati da je opisani aparat veoma prikladan
za izvedbu takvih mjerenja. »

Registracija promjena intenziteta luminescencije s vremenom vrlo je
vana pri ispitivanju optickih svojstava fizikalnih fosfora. To su obic¢no
sulfidi zemnoalkalijskih kovina (SrS, BaS) uz dodatak malih koli¢ina
spojeva nckih te$kih kovina (Cu, Bi) i nedto veéih koli¢ina alkalijskih
halogenida (NaCl). Takvi i sli¢ni sistemi pokazuju, nakon odredene me-
hanicke i termicke obrade, pojavu vidljive fosforescencije pri osvjetlja-
vanju ultraljubitastim ili kratkovalnim vidljivim svjetlom. Emisija fosfo-
rescencije ostaje vidljiva i odredeno vrijeme nakon prekida primarnog
osvjetljavanja. Krivulja emisije fosforescencije u ovisnosti o vremenu
pokazuje dva kraka. Prvi koji registrira porast intenziteta odgovara sve
veloj ekscitaciji sistema djelovanjem svjetla, a drugi pokazuje opadanje
intenziteta nakon prekida primarnog obasjavanja. Slika 7. prikazuje tri
takve krivulje fizikalnog komercijalnog fosfora u desticama umjetne
mase. Takve umjetne mase sluZe za preSanje raznih predmeta, npr. u
‘elektroindustriji ili u industriji zatitnih sredstava. Takvi predmeti svjetle
“u mraku jo§ neko vrijeme nakon obasjavanja. Tri krivulje na slici 7.
odgovaraju registracijama jakosti fosforescencije pri upotrebi razlicitih
osjetljivosti pisata aparata. Vidi se da aparat lijepo registrira 1 porast
i pad intenziteta fosforescencije. Iz oblika krivulje fosforescencije, te
njezinom matematskom obradom mogu se stvarati zakljuéci o mehanizmu
luminescencije (11). U konkretnom slu¢aju se otito radi o eksponencijal-
nim funkcijama porasta i pada jakosti luminescencije, a to je karakte-
risti¢no za monomolekularne procese, tj. za ekscitaciju centra fizikalnog
fosfora 1 naknadnu emisiju svjetla, bez eventualnog procesa disocijacije.
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SL. 6. Krivulje intenziteta fluorescencije adrenalina za vrijeme autoksidacije u otopini
za razlicite koncentracije adrenalina i luZine

Abb. 6. Intensititskurven der Fluorescenz des Adrenalins wihrend seiner Autoxyda-
tion in Losung, bei verschiedenen Adrenalin- und Laugenkonzentrationen
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S1. 7. Intenzitetne krivulje fosforescencije, snimljene razlifitim osjetljivosti
Abb. 7. Intensititshurven der Phosbhorescenz, aufgenommen mit verschiede
findlichkeiten des Schreibers ;
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DISKUSIJA I ZAKLJUGAK

Rezultati koji su navedeni u ovoj radnji mogu dobro poslufiti za ilu-
straciju upotrebljivosti prikazanog automatskog luminofotometra za mje-
renje intenziteta luminescencije. Rezultati se odnose na razlitite sisteme
kojih se luminescencija vremenski mijenja. Prednost automatizacije na-
rocito dolazi do izraZaja u slu¢ajevima kad se intenziteti brzo mijenjaju
(slike 3, 4 i 7), jer u takvim slutajevima &esto uopée hije moguée bez
automatizacije vriiti pouzdana odredivanja vremenskih promjena jakosti
luminescencije. Aparat moZe, dakako, posluZiti i za odredivanje kon-
stantnih intenziteta luminescencije. U takvim slu¢ajevima se ne dobivaju
krivulje nego vodoravne linije s odredenom ordinatom (&) koja odgovara
intenzitetu luminescencije. Ali pri izvodenju takvih mjerenja prednost
automatizacije dolazi malo do izraZaja pa se sastoji samo u tome da
rezultatu pripada veéa komponenta objektivnosti, a mjerni postupak daje
dokumenat mjerenja.

Prednost opisanog luminofotometra je jo§ i u tome, §to je njegova
konstrukcija razmjerno jednostavna, ako se ne uzima u obzir konstrukcija
pisaca. Takva jednostavna aparatura vrlo je pregledna i na njoj se lako
nadu uzroci smetnje, odnosno nepravilnosti za vrijeme rada. Dobro je
Sto se moZe mijenjati receptor zradenja ove aparature, tj. $to se fotosta-
nica moZe zamijeniti fotoelementom ili fotomultiplikatorom. Na taj na&in
se moze mijenjati osjetljivost u $irokim granicama. Treba, medutim,
uzimati u obzir da se poveéavanjem osjetljivosti mjerne sprave povecava
1 »Sum«, pa se time postavlja granica pouzdanosti izvrienih mjerenja
intenziteta vrlo slabih luminescencija. Pri radu s opisanim luminofoto-
metrom i kod primjene najveée osjetljivosti (S = 0,1), prema nafem
iskustvu, »Sum« ostaje u granicama koje ne utjetu bitno na pouzdanost
mjernih rezultata.
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Zusammenfassung

AUTOMATISATION DER MESSUNGEN
AUF DEM GEBIET DER LUMINESCENZ

Es wurde eine Messapparatur (Luminophotometer) fir automatische Registrierung
von Intensitit-Zeitkurven verschiedener Luminescenzen in Lésungen beschrieben. Die
Apparatur besteht aus einem photoelektrischen Strahlungsemptanger (Photozelle MGS
von C. Zeiss—Jena) einem Kompensationsschreiber (G1B1 von C. Zeiss-Jena) und
einer Lichtquelle die filtriertes ultraviolettes Licht (2 = 365 nm) ausstrahlt (Abbildung
1). Das Getdss mit der luminescierenden Losung (Becherglas von 100 ml) befindet sich
unmittelbar oberhalb der, Photozelle und der Photostrom den die Luminescenz erzeugt .
wird vom Schreiber aufgezeichnet. Misst man die zeitliche Intensitdtsinderung einer
Chemiluminescenz, so wird die Lichtquelle (UV-Strahler) nicht eingeschaltet, da die
Chemiluminescenz ohne der Einwirkung einer Primirstrahlung zur Ausbildung kommt.
Bei Messungen von Intensititen der Photoluminescenz (Fluorescenz oder Phosphores-
cenz) verwendet man zur Anregung das monochromatische Licht des erwdhnten
Strahlers (Quecksilberhochdrucklampe mit entsprechender Filterkombination). Zur Ver-
minderung der Intensitdt der Luminescenz bei sehr starken Leuchterscheinungen kann
zwischen das Gefédss mit der luminescierenden Losung und der Photozelle eine Iris-
blende oder ein Grauglasfilter angebracht werden.

Der Kompensationsschreiber kann mit 5 verschiedenen Empfindlichkeiten betrieben
werden, die eine Photostromspanne im Verhéltnis 1:20 umlfassen. Die Vorschubge-
schwindigkeit des Registrierpapiers kann in den Grenzen von 2/3 mm pro Minute bis
900 mm pro Minute in vielen Stufen verdndert werden. Dadurch kann man mit dem
Gerit sehr langsam bis zu sehr tasch verlaufende Leuchterscheinungen vermessen. Das
Luminophotometer cignet sich besonders zur Aufnahme von Intensitdt-Zeitkurven der
Chemiluminescenz in Losungen, weiterhin zur Registrierung von Lésungsreaktionen in
derem Verlauf sich fluorescierende Produkte oder Zwischenprodukte bilden, bzw. ver-
schwinden, und schliesslich zur Ausmessung von Intensitdt-Zeitkurven der Phosphores-
cenz.

Als Beispiele der praktischen Anwendung des Gerdtes werden Chemiluminescenz-
kurven des Luminols bei Anwesenheit von Blutlosung (Abbildung 3), bzw. von Dipterex
(Abbildung 4) mitgeteilt. Dipterex ist ein insektizider Phosphorsdure-Ester (Neguvon,
L 18/59. 0,0-Dimethyl-1-hydroxy-2.,2,2-trichlordthyl-phosphonat), das in alkalischer
Losung bei Anwesenheit eines Sauerstoffdonators (H,0,) das Luminol (3-Aminophthal-
hydrazid) zu intensiver Chemiluminescenz anregt. Durch Intensititsmcssungen der
Luminescenz kann dann die Konzentration des Dipterex quantitativ bestimmt werden.

Als Beispiel von Fluorescenzmessungen an Systemen mit veranderlicher Iluorescenz-
intensitit werden Intensitit-Zeitkurven der Indoloxydation (Abbildung 5) und der
Autoxydation des Adrenalins (Abbildung 6) mitgeteilt. Bei beiden Reaktionen bilden
sich fluorescierende Zwischenprodukte, die im weiteren Verlauf der Oxydation wieder
verschwinden. Schliesslich werden noch Intensitidt-Zeitkurven einer phosphorescieren-
den Substanz, die in einen Kunstoff eingebaut wurde, mitgeteilt. Die Kurven wurden
mit verschiedenen Empfindlichkeiten des Schreibers aufgenommen (Abbildung 7).

Dic angefithrten Beispiele sollen zeigen, dass das automatische Luminophotometer
vorteilhaft bei praktischen Messungen von zeitlich verdnderlichen Luminescenzinten-
sititen verwendet werden kann.

Institut fiir medizinische Eingegangen am 26.
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