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INHIBITORSKO DJELOVAN]JE MOKRACGE
NA KEMILUMINESCENCIJU LUMINOL A

Ustanovljeno je, da ljudska kao i zivotinjska mokra¢a veoma izra-
zito ~gasi  kemiluminescenciju luminola, koja je izazvana peroksida-
tivnim djelovanjem hemoglobina (krvi). Galenje je uzrokovano inhi-
bitorskim djelovanjem mokraée na kemijsku reakciju, koja podratuje
luminescenciju. Sposobnost inhibicije luminescencije pripada oito raz-
nim tvarima normalne mokraée, no najdjelotvornija je u tom pogledu
mokra¢na kiselina. Diskutiran je mehanizam ustanovljenog inhibitor-
skog djelovanja i prikazano je znalenje rezultata rada za primjenu
luminolske reakcije u svrhu dokazivanja i odredivanja malih koli¢ina
krvi, odnosno mokraée u biolotkom materijalu.

Kemiluminescentnu reakciju luminola (3-aminoftalhidrazida), koja se
zbiva u alkali¢nim otopinama utjecajem vodikova peroksida, a u pri-
sutnosti izvjesnih kompleksnih spojeva %eljeza kao katalizatora, moZemo
smatrati modelnom reakcijom za peroksidativno, dakle fermentno dje-
lovanje tih Zeljeznih kompleksa. Ulogu supstrata kod ove reakcije igra
sam luminol. na koji kompleksni spoj Zeljeza, kao »peroksidaza«, pre-
nosi kisik vodikova peroksida. U prvim fazama te reakcije, kojoj pri-
pada veoma zamrien reakcioni mehanizam, stvara se adicioni produkt
peroksida luminola i kompleksa zeljeza!, koji se raspada na taj nadin,
da se u daljim fazama reakcije luminol oksidativno razgraduje, a kao
reakcioni meduprodukt te razgradnje pojavljuju se podraZene molekule
(ioni) luminola. Ove podraZene moiekule gube energiju podrazaja emi-
sijom svijetla Juminescencije, a ta emisija je jedan dio reakcione ener-
gije oksidativne razgradnje luminola.

Navedena kemijska reakcija luminola zasluzuje zato naroditu pasnju,
jer je moZemo izvesti s katalizatorima, kojima pripadaju biokemijske i
medicinske uloge prvoga reda, a to su derivati krvne boje hemoglobina,
kao i drugi slicno gradeni heminski proteidi. U vezi s tom ¢injenicom
moZe luminolska reakcija poslu%iti kao sredstvo za istrazivanje kemij-
skog ponasanja navedenih proteida, pa dalje jos i kao reagens za doka-
zivanje, odnosno odredivanje tih spojeva pod zasebnim uvjetima?Z.

Sluze¢i se luminolskom reakcijom za odredivanje hemoglobina, a
ispitujuc¢i djelovanje mokraée na krvnu boju in vitro, ustanovili smo,
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da mokraéa u izrazitoj mjeri gasi kemiluminescenciju luminola, koja je
katalizirana prisutno$éu hemoglobina. Smatrajuéi, da_ovo inhibitorsko
djelovanje mokra¢e na kemiluminescenciju moZe biti znatajno kod
razlititih pokusa, kod kojih se luminolska reakcija primjenjuje u pri-
sutnosti biologkog materijala, istraZivali smo pobliZe tu pojavu, a rezul-
tate rada i njihovo znalenje prikazujemo ovdje u kratkim crtama.

Kemizam luminolske reakcije

Luminol ili 3-aminoftalhidrazid je sintetski organski spoj, kojega su
fizikalno-kemijska svojstva u otopinama zavisna narocito od koncentra-
cije vodikovih iona, dakle od aciditeta otopina. U neutralnim i slabo ki-
selim otopinama luminol ‘luorescira intenzivno modro kod podrazivanja
s dugovalnim ultraljubilastim svijetlom. U alkali¢nim otopinama ne-
staje te fluorescencije, no luminolu pripada sada sposobnost, da utje-
cajem oksidacionih sredstava emitira svijetlo kemiluminescencije u istoj
boji i istog spektralnog sastava. U solnoj kiselini neSto vece koncentra-
cije stvara se kona¢no hidroklorid luminola3, koji ne fluorescira, niti
daje kemiluminescenciju. Luminolu pripada otito karakter amfolita,
koji je uvjetovan tautomernim ravnote’ama u otopinama razli¢itih
aciditeta. Ove ravnotee mo¥emo formulirati na iduéi nacin:
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Samo neutralna molekula laktam-oblika (I) fluorescira, a anion
laktim-oblika (III) s anionom vodikova peroksida stvara peroksid
luminola:

NH,; o NH,
y PALUN N /€O
///\\ // \\\\:\ / \'\ A ¥ ‘
y N 7 N/ 0 N
N (6] NH
< \ 1
NN\ VNl
- co Y O

peroksid luminola

Tako nastali peroksid daje s katalizatorom (na pr. hemoglobinom)
odgovarajuéi adicioni produkt, koji je glavni preduvjet za zbivanje
kemiluminescentne oksidativne razgradnje luminola.

Drugim rije¢ima, u alkali¢nim otopinama luminola, a u prisutnosti
vodikova peroksida, hemin, hemoglobin, ili drugi sli¢no gradeni kom-
pleksni spojevi Zeljeza djeluju tako na luminol, da se pojavi vise ili
manje intenzivna emisija svijetla luminescencije. Izmedu koncentracije
katalizatora ove reakcije (Fe-kompleksa) i intenziteta luminescencije
postoji odredeni funkcionalni odnos. U dovoljno razrijedenim otopi-
nama taj je odnos linearan.

Eksperimentalna metoda

Kod praktitke izvedbe luminolske reakcije redovno se postupa tako,
da se najprije izmije$aju otopine luminola, luZine i vodikova peroksida
u odredenim koncentracijama, pa se toj gotovoj reakcionoj smjesi
dodaje otopina katalizatora. Kemiluminescencija se zbog toga pojavi
skoro trenutatno, njezina jakost brzo postizava maksimalnu vrijednost,
pa se nakon toga postepeno sve viSe gasi i konatno je nestaje. Zbog
promjene jakosti luminescencije u zavisnosti od reakcionog vremena
dolaze u obzir kao metode mjerenja skoro isklju¢ivo fotoelektri¢ne
aparature. Mi smo radili sa selenovim fotoelementom i osjetljivim
zrcalnim galvanometrom, a otklon galvanometra smo otitavali objek-
tivno u odredenim vremenskim razmacima?. Grafi¢kim prikazivanjem
tih otklona u zavisnosti od reakcionog vremena dobiju se krivulje inten-
zitetnog toka luminescencije u relativnim mjerilima, a integral tih kri-
vulja mjera je za zbroj svijetla, t.j. za ukupnu emisiju svijetla za
vrijeme kemijske reakcije.

Za priredivanje reakcionih otopina znatajno je, da se luminol dosta
te¥ko otapa u vodi, a znatno lakie u otopini luzine. Zato je uputno kruti
luminol uvijek otapati u razrijedenoj luZini, odnosno prema potrebi u
otopini natrijeva karbonata. Nase ishodne otopine imale su ove koncen-
tracije: a) NaOH 0,4 mol/l u vodi, b) H202 0,176 mol/l u vodi, ¢) lumi-
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nol 4.10* mol/l u otopini NaOH 0,05 mol/l. Za reakcionu smjesu uzeli
smo po 5 ml od svake navedene otopine i dodali jo$ 30 ml vode, a nepo-
sredno prije pocetka mjerenja jo§ i 5 ml otopine katalizatora. Kona&ni
volumen reakcione smjese bio je dakle 50 ml. Kao katalizatore upo-
trebljavali smo otopine ljudske krvi, odnosno hemina. Razrjedenje krvi
u ishodnoj otopini varirali smo u granicama od 1 : 40.000 do 1 : 200.000,
a koncentracija hemina bila je takoder u ishodnoj otopini 4.10—% mol/l.
Konacne koncentracije u reakcionim smjesama bile su prema tome ove:
NaOH 0,045 mol/l; H202 0,0176 mol/l; luminol 4.10-* mol/l; hemin
4.10~7 mol/l, odnosno krv 1 : 400000 do 1 : 2000000. Mokraéu dodavali
smo reakcionoj otopini u razliéitim kolicinama, no uvijek smo za isti
iznos smanjili koli¢inu vode, tako da je konatni volumen otopine
ostao isti.

Rezultat: rada

Prvi kvantitativni pokusi izvedeni su s reakcionim otopinama lumi-
nola, koje su bile katalizirane otopinom ljudske krvi, a inhibirane mo-
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Sl. 1. Gaienje kemiluminescencije luminola mokratom u prisutnosti razlicitih
koncentracija krvi

Fig. 1. The quenching of chemiluminescence of luminol by urine in the presence
of various amounts of blood

kracom. Slika 1. prikazuje takav niz mjerenja. Krivulje 1 do 5 daju
zavisnost intenziteta luminescencije (G, u relativnom mjerilu) od reak-
cionog vremena (t) za razlilite koncentracije krvi (kriv. 1. 0,00125%
u reakcionoj smjesi; kriv. 2. 0,00150%: kriv. 3. 0,00175%; kriv. 4.
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0,00200%0; kriv. 5. 0,00225%0, a bez prisutnosti mokrace. Ispod svake
od navedenih krivulja nalazi se odgovaraju¢a druga krivulja, koja je
dobivena na isti nacin, ali u prisutnosti 2 vol.”o mokra¢e (1 ml u 50 ml
reakcione smjese). Vidimo, da mokraéa znatno gasi luminescenciju
luminola, i to kod svih upotrebljenih koncentracija krvi po prilici u
istoj mjeri.

Cesto je primijeéeno kod ovih pokusa, da intenzitetna krivulja lumi-
nescencije pokazuje u prisutnosti mokra¢e dva maksimuma (vidi sliku 1).
Ovu pojavu mogli bismo tumatiti pretpostavkom, da se sama inhibi-
torska tvar mokrace za vrijeme kemijske reakcije luminescencije oksi-
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SI. 2. Gasenje kemiluminescencije pri razlicitim koncentracijama mokraée
Fig. 2. The quenching of chemiluminescence at various urine concentration

dativno razgraduje, pa time katalitiko djelovanje hemoglobina u kasni-
jim fazama reakcije dolazi vife do izraZaja i uzrokuje drugi maksi-
mum intenzitetne krivulje. No postoji osim toga jo$ i moguénost, da
mokraéa sadrfava pored inhibitora jo§ i neku tvar, koja u izvjesnoj
mijeri aktivira katalititko djelovanje hemoglobina (efektorno djelovanje
mokraée), a time je uvjetovan neobilan tok krivulje luminescencije u
prisutnosti mokrace.

U drugom nizu pokusa mijenjali smo koncentraciju mokrace u reak-
cionoj smjesi uz konstantne koncentracije krvi. Slika 2. prikazuje
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rezultate takvih pokusa s koncentracijom krvi od 0,00125% u reak-
cionim smjesama. Krivulja 1. na toj slici daje rezultate mjerenja s oto-
pinom bez mokrale, dok su druge krivulje 2. do 6. dobivene s koncen-
tracijama mokrate od 4,0 vol.%; 3,5 vol.%: 2,5 vol.% i 2.0 vol.%.
Takvim i sliénim pokusima ustanovljeno je, da mokraéa normalnog
sastava jo$ primjetljivo gasi kemiluminescenciju luminola, kad se nalazi
u reakcionoj smjesi u koncentraciji od 0,2 vol.%. GaSenje postaje van-

redno izrazito, te skoro potpuno (do 96°0-no), kad se koncentracija
mokraée povisuje na 2 vol.%.
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SL. 3. Inhibicija kemiluminescencije luminola utjecajem mokraée raznih ljudi

Fig. 3. The inhibition of chemiluminescence of luminol by wrine obtained
from different individuals

Rezultate ispitivanja inhibitorskog djelovanja mokraée raznih ljudi
na kemiluminescenciju luminola prikazuju krivulje slike 3. Krivulja 1
na toj slici dobivena je bez prisutnosti mokraée, a druge krivulje odnose
se na reakcione smjese, koje su sadrzavale 2 vol.% mokraée zdravih
muskih, odnosno Zenskih osoba ove starosti: krivulja 2. & 25 g.; 3. 3 35

g:4.840g;5 3 45g: 6.2 27g;7.9 36g; 8.2 26g; 9.9 26g; 10.%
35g;11. 33 g;12. § 5g1i13. & 5 g. Vidimo, da izmedu inhibitorskih
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djelovanja urina pojedinih osoba postoje doduSe neke razlike, ali te
razlike nisu ba§ velike. Izmedu kvantitativnog iznosa inhibitorskog dje-
lovanja mokraée s jedne i spola, odnosno starosti doti¢nih osoba s druge
strane, nije se mogla ustanoviti odredena povezanost.

Pokusi s razli¢itim koncentracijama normalne mokrace izvedeni su
jos s reakcionim smjesama, u kojima je kemiluminescencija bila katali-
zirana prisutno§éu hemina. Dobivene rezultate ovog niza mjerenja pri-
kazuju krivulje na slici 4. Krivulja 1 na toj slici odnosi se na reakcionu
smjesu s heminom (4.10~7 mol/l), ali bez mokrate, dok su krivulje 2 do
7 dobivene u prisutnosti normalne mokrace u ovim koncentracijama:
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4. Inhibicija heminom katalizirane kemilumine-
scencije luminola

Fig. 4. Inhibition of chemiluminiscence of luminol
catalysed by haemine

krivulja 2. 10 vol.% mokrade; 3. 5 vol.%0; 4. 2 vol.%; 5. 1 vol.%; 6.
0,2 vol.% i 7. 0,1 vol.%. Vidimo, da heminom kataliziranu kemilumi-
nescenciju luminola mokraéa inhibira naelno na isti nadin i po prilici
u istoj mjeri kao i reakciju u prisutnosti krvi (hemoglobina).

Daljim pokusima ustanovili smo jo§, da se isparivanjem mokrace
do suhoga i ponovnim otapanjem ostatka isparivanja ne mijenja bitno
inhibitorska sposobnost mokraée prema kemiluminescenciji luminola.
Inhibitori mokraée su prema tome u kemijskom pogledu dosta sta-
bilne tvari.

Da bismo ustanovili, kojim sastavnim dijelovima normalne mokrace
pripada funkcija inhibitora kemiluminescencije, izveli smo cijeli niz
pokusa s glavnim sastavnim tvarima mokraée kao inhibitorima ,a s he-
moglobinom (krvnom otopinom) kao katalizatorom. Ispitivali smo inhi-
bitorsko djelovanje ovih tvari: mokraéevina, mokraéna kiselina, natrijev
klorid, kalcijev klorid, glukoza, aceton, fenol, mlijetna, fosforna,
mravlja, limunska, jantarna, oksalna i askorbinska kiselina, te pepsin
i ksantopterin. Upotrebljene koncentracije tih tvari izabrali smo u gra-
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nicama, u kojima se nalaze u normalnoj ljudskoj mokraéi, pa smo usta-
novili, da u tim koncentracijama jedino mokraéna kiselina inhibira
snazno kemiluminescenciju luminola. Slika 5. prikazuje rezultate jednog
niza pokusa s mokraénom kiselinom kao inhibitorom. Koncentracija
krvi bila je kod tih pokusa 0.00125% u reakcionoj smjesi. Krivulja 1
odnosi se na reakciju bez inhibitora, krivulje 2 i 8 na reakcione smjese,
koje su sadrzavale 2 vol.” normalne mokraée, a krivulje 3 do 7 na
reakcione smjese (od 50 ml), kojima su dodane 1 ml, odnosno 2, 3, 4 i 5
ml otopine mokraéne kiseline 0,19%. Konaéne koncentracije mokraéne
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SL. 5. Inhibicija kemiluminescencije utjecajem
mokracne kiseline

Fig. 5. Inhibition of chemiluminescence by wric acid

kiseline u gotovim reakcionim smjesama bile su prema tome ove: kri-
vulja 3. 0,002%; 4. 0,004%; 5. 0,006%; 6. 0,008% i 7. 0,010%. Iz
rezultata na slici 5. vidimo, da od svih krivulja, koje se odnose na
reakcione smjese s mokraénom kiselinom, po prilici krivulje 6 i 7 odgo-
varaju krivuljama reakcionih smjesa s mokraé¢om (krivulje 2 i 8). Uzi-
mamo li osim ovog rezultata jos u obzir i to, da normalni urin sadryava
manje od 0,10 mokraéne kiseline, dolazimo do zakljucka, da mokrac¢na
kiselina doduse snazno inhibira kemiluminescenciju luminola, no ipak
ukupno inhibitorsko djelovanje nativnog normalnog urina ne mozemo
pripisati samo mokra¢noj kiselini, koja se nalazi u njemu. Ako bismo
pretpostavljali, da bi od svih sastavnih dijelova mokraée samo mokraéna
kiselina djelovala inhibitorski, morale bi krivulje 2 i 8 na slici 5. barem
pribliZzno odgovarati krivulji 3. No jer tome nije tako, olito je, da se
u mokraéi nalaze, pored glavnog inhibitora, t. j. mokra¢ne kiseline. jo§
1 neke druge tvari s manje izrazitim inhibitorskim sposobnostima.
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Postavlja li se pitanje, na koji nalin moze mokra¢na kiselina, ili koja
druga tvar urina, djelovati kao »gasilo« na kemiluminescenciju lumi-
nola, drugim rije¢ima, pita li se za mehanizam inhibitorskog djelovanja
tih tvari, mogu se natelno pretpostavljati ove moguénosti: Urin je zute
boje. te apsorbira u vidljivom spektru pretezno ljubicasto i modro svi-
jetlo, dakle ba¥ onaj dio spekira, koji luminolska reakcija najprije
emitira. Zbog toga moze urin prije svega djelovati kao unutarnji fillar
na svijetlo luminescencije. Taj efekt unutarnjeg filtra sigurno postoji,
no u kvantitativnom pogledu ne moze biti narotito velik, jer je koncen-
tracija mokracde, koja je upotrebljena kod pokusa kemiluminescencije,
bila razmjerno malena. Ta koncentracija od svega 2 vol./0 mokrace u
reakcionoj smjesi ne bi mogla izazvati na opticki natin tako izrazite
efekte gadenja luminescencije, kako smo ih ustanovili kod prikazanih
pokusa.

Druga moguénost tumacenja mehanizma ustanovljenih efekata sastoji
se u pretpostavci, da mokraéna kiselina djeluje kao negativni katalizator
(pravi inhibitor) na kemijsku reakciju, koja podrazuje luminescenciju
luminola. Negativni katalizator usporuje oksidativau razgradnju lumi-
nola. odnosno daje toj razgradnji takav smjer, da se reakciona energija
ove eksoenergetske reakcije u manjoj mjeri pojavi kao svijetlo lumi-
nescencije, a preteno se oslobada kao reakciona toplina. Zbivanje
negativne katalize luminolske reakcije utjecajem tvari mokrace svakako
je dosta vjerojatno, narotito s obzirom na zamrdeni reakcioni mehani-
zam same luminolske reakcije, te s obzirom na osjetljivost te reakcije
prema katalitickim utjecajima raznih tvar uopée. Cini se, da takvoj
negativnoj katalizi pripada najveca uloga kod tumatenja ustanovljenih
i ovdje prikazanih inhibitorskih pojava kemiluminescencije luminola.

Konatno bismo jo¥ mogli pretpostavljati, da inhibitorske tvari mokrade
djeluju na podrazene molekule (ione) luminola neposredno prije emisije
svijetla, a za trajanja podrazenog stanja. To bi znatilo, da inhibitorske
molekule dezaktiviraju podrazene molekule luminola, oduzimaju njima
energiju podrazaja, pretvarajudi tu energiju po nekom odredenom meha-
nizmu (sudarima druge vrste) u toplinu. Tako inhibitori (gasila) spre-
tavaju emisiju podraZajne energije u obliku svijetla luminescencije.
Taj prikazani mehanizam inhibicije luminescencije bio bi naelno ana-
logan pojavi gadenja fluorescencije otopljenih tvari dodavanjem tudih
tvari — gasila.

Da bismo eksperimentalno verificirali ovu posljednju pretpostavku,
izvréili smo nekoliko pokusa galenja fluorescencije luminola utjecajem
urina. Ove pokuse morali smo izvesti u neutralnim, odnosno slabo kise-
lim otopinama, jer lumnol — kako je spomenuto u uvodu — ne fluorescira
u prisutnosti luzina. Ustanovili smo, da normalna mokrada zaista gasi
fluorescenciju luminola, no to je gasenje razmjerno slabo u usporedbi
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s inhibicijom kemiluminescencije. Na slici 6. prikazani

su graficki

rezultati mjerenja ovisnosti intenziteta fluorescencije luminola o kon-

centraciji mokrace u otopini (pr o 4,5)
vulju maksimuma intenziteta

’

kemiluminescencije u zavisnosti od kon-

a slika 7. daje analognu kri-

centracije mokraée. Vidimo, da razmjerno malene koncentracije mo-

kraée (do 4 vol.%)
a na fluorescenciju

skoro potpuno ugase kemiluminescenciju luminola,
i znatno vece koncentracije (do 32 vol.%) djeluju

dosta slabo. Postoji dodufe i vlastita fluorescencija mokrate, koja moze
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dvaju razliéitih uring

Fig. 6. The quenching of [luorescence of luminol

by two different urines

luminola u zavisnosti od koncen-
tracije mokrace

Fig. 7. The quenching of chemi-

luminescence of luminol as a

function of wurine concentration

nesto utjecati na rezultate gasenja fluorescencije luminola i smanjiti
efekt gaSenja; ta je fluorescencija mokraée medutim razmjerno tako
slaba — u usporedbi s fluorescencijom luminola — da kod navedenih

pokusa ne moZe igrati znatniju ulogu.

Uzimajuéi u obzir rezultate prikazanih pokusa, kao i ono, $to je prije
re¢eno o moguéim mehanizmima inhibitorskog djelovanja mokraée na

kemiluminescenciju luminola, mo¥emo zakljutiti ovo:

Kod pokusa o

djelovanju mokrace na kemiluminescenciju luminola djeluju veé¢ veoma

male koncentracije tako izrazito inhibitorski,
ne mogu tumaciti pretpostavkom djelovanja

da se ustanovljeni efekti
mokraée kao unutarnjeg

filtera, niti kao dezaktivatora podrazenih molekula luminola. Takvi
mehanizmi zahtijevaju znatno veée koncentracije mokraée. Mehanizam

gadenja kemiluminescencije luminola sastoji

se naprotiv u tome, da

mokraca djeluje kao pravi negativni katalizator na onu kemijsku reak-
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ciju, koja podrazuje luminescenciju, naime na peroksidativnu raz-
gradnju luminola. Poznato je, da su takve encimatske kemijske reakcije.
odnosno reakcije, koje se po svojim mehanizmima zbivaju analogno

encimatskim procesima (modeli encimskih reakcija)

( | X , redovno veoma
pristupacne negativno katalitickim utjecajima.

600

EaL”

——

x

| |
\

o A!\ I |
| “ ,\ ‘-

H— e,
s

|
\,
|
|

b
200 | \_‘ " 200, x
! N A % \ \
‘ & l 5 = “H " | \
Ve 5 § ! \ 3
\\ \\‘*\ \\‘- .\ \ \‘- z { ..l'\ \
o - 4, - 1.__.

Sl. 8. Inhibicija kemiluminescencije luminola utje-
cajem fenola. Kriv. 1. bez fenola; 2. 0.1% fenola:

SL. 9. Inhibicija kemilumi-
3. 0,05%; 4. 0,01%; 5. 0,005%%

nescencije luminola utjeca-
jem askorbinske  kiseline.
Fig. 8. The inhibition of chemiluminescence of lumi- f)ﬁﬁ;-zbbgg ;f,‘}kozzl;;:iilze i::
nol by phenol. Curve 1) no phenol: 2) 0.1%0 phenol: WA R
3) 0.05%; 4) 0.01%0;

: 5) 0.005% seline; 3.0,01%; 4.0,001%0
Fig. 9. The inhibition of
chemiluminescence of lu-
minol by ascorbic acid.
Curve 1) no ascorbic acid:
2) 0.1%; 3) 0.01%o0;
4) 0.001%

Moze jo$ biti od nekog interesa spomenuti ¢injenicu, da inale opce-
nito dobro poznati inhibitori drugih kemijskih reakcija, kao $to su fenol
i askorbinska kiselina, izrazito inhibiraju i kemiluminescenciju luminola,
ako se primjenjuju u neSto veéim koncentracijama. Slike 8. i 9. prika-

zuju rezultate mjerenja takvih inhibitorskih efekata spomenutih tvari
na kemiluminescenciju luminola.
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Zakljucak

Prikazanim pokusima o inhibitorskom djelovanju mokraée na kemi-
luminescenciju luminola moZe se pripisati izvjesno znacenje za labora-
torijsku praksu na polju primijenjene biologije i medicine. Luminolska
reakcija upotrebljava se naime za kvalitativno dokazivanje hemoglo-
bina, odnosno krvi ili krvnih mrlja na razliénom materijalu, pa ta lumi-
nescencija predstavlja uopce najosjetljiviju i prilicno specifi¢cnu do-
kaznu metodu heminskih derivata, odnosno heminskih proteida. Krvna
otopina u razrjedenju 1:1 milijun daje jo§ veoma jasno huminolsku
reakciju, dok se druge mikroreakcije hemoglobina ne mogu primijeniti
na tako male koncentracije.

Budu¢i da u veoma razrjedenim otopinama hemoglobina redovno
postoji linearni odnos izmedu intenziteta kemiluminescencije luminola
1 koncentracije hemoglobina, dana je moguénost, da se izradi metoda
kvantitativnog odredivanja veoma malenih koli¢ina hemoglobina u bio-
loskom materijalu primjenom ove luminescencije. 'Takva analiti¢ka
metoda mogla bi biti uspjeSna narocito i zato, jer se intenziteti lumi-
nescencije mogu suvremenim fotoelektri¢nim aparatima veoma to¢no
mjeriti. No kod izradbe takvih analitickih metoda bit ¢e potrebno uzi-
mati u obzir inhibitorske efekte na luminolskoj reakciji, koje izazivaju
mokraca ili sli¢ne prirodne tvari, koje mogu biti prisutne u bioloskom
materijalu. Zbog toga moZe biti od koristi poblize poznavanje inhibi-
torskog djelovanja mokraée na kemiluminescenciju luminola.

Kod dokazivanja krvnih mrlja pri sudsko-medicinskim pretragama
moZe prisutnost mokrace takoder znatno smetati 1 eventualno unijeti
izvjesnu nesigurnost u metodu rada. Tu moguénost treba uzimati u
obzir pri prosudivanju rezultata takvih pretraga. S druge strane mogla
bi inhibicija luminolske reakcije utjecajem mokrace posluziti za kvali-
tativno dokazivanje, pa moZda i kvantitativno odredivanje same mo-
kra¢e u bioloskom materijalu, te na mrljama, kojima pripada sudsko-
medicinsko znalenje.

Institut za sudsku medicinu i
kriminalistiku Medicinskog fakultela,

Zagreb
Institut za higijenu rada,
Zagreb
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SUMMARY

THE QUENCHING EFFECT OF URINE ON THE
CHEMILUMINESCENCE OF LUMINOL

The chemiluminescence of luminol (3-aminophtalhydrazine), which appcars in
alcaline solutions in presence of hydrogen peroxide and suitable catalysers (haemo-
globine, haemine, etc.) is strongly inhibited by human and animal urine. The quench-
ing of luminescence may be regarded as a consequence of the inhibiting action of
urine on the chemical reaction which induces the chemiluminescence of luminol.

The quenching effect of urine was studied by measuring the intensity of chemi-
Inminescence as a function of various factors. The following facts were established.
A noticeable quenching effect may be observed at concentrations of urine amounting
to not more than o. 2 vol. %. It is almost complete (960/o) at concentrations of 1-2
vol. %. There is an insignificant differcnce in the quenching power of urine obtained
from different healthy individuals. The drying and subsequent disolution of urine
has no marked influence on its quenching power.

In order to identify the active substances in urine experiments were performed
with several urine constituents such as: urea, uric acid, glucose, acetone, phenol,
lactic, phosphoric, formic, citric, oxalic and ascorbic acids, pepsin and xanthopterin.
The listed substances were added to the reaction mixture in concentrations normally
occuring in urine. Under such conditions uric acid is the only constituent having a
strong quenching effect on the luminescence. Its quenching power is, however, less
than the quenching power of urine. Thus it may be supposed that there are other
factors in urine which influence the inhibition of chemiluminescence of luminol, for
instance the yellow urine dyestuffs, which may act as internal optical filters. In
larger concentrations quenching affects have also been noticed with phenol and
ascorbic acid.

It is believed that these phenomena could be used as basis for the development of
a quick and practical physical-chemical method for detecting urine in various mate-
rials in forensic analyses.

Department of Forensic Medicine and Criminology.
Faculty of Medicine.
Zagreb

Institute of Industrial Hygiene,
Zagreb



