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DJELOVANJE SOLI TESKIH KOVINA
NA KEMILUMINESCENCIJU LUMINOLA

V. Mikuric¢ié, Ko Cankr 1 Kb WEBER
Zavod za sudsku medicinu i kriminalistibu Medicinskog fakulteta, Zagreb
(Primljeno 3. UII 1969)

Ispitivan je fotoelektri¢nim mjerenjima intenziteta utjecaj sulfata, odnosno
nitrata teskih kovina (Cu, Mn, Fe, Zn, Pb) na kemiluminescenciju luminola
loja je bila aktivirana kalijevim heksacijanoleratom (III). Ustanovljeno je da
navedene tude tvari mogu izazvati efckte inhibicije, kao 1 promocije, ve¢ pre-
ma naravi tvari i pokusnim uvjetima. Pokulano je tumalenje ustanovljenih
utjecaja, a navedeno i praktitno znalenje dobivenih rezultata rada.

Kemiluminescencija luminola (3-aminoftalhidrazida) sve se viSe upo-
trebljava u medicini, toksikologiji i analititkoj kemiji za rjeSavanje
prakti¢nih zadataka, odnosno znanstvenih problema. U tom pogledu mo-
¥e se ovdje spomenuti dokazivanje krvnih mrlja (1), razlikovanje poje-
dinih vrsia hemoglobina, kao $to je fetalni hemoglobin (2) i hemoglobin
matke (3), odredivanje organofosfornih otrova, narodito nervnih otrova
i insekticida (4), odredivanje vodikova peroksida (5), te primjena lumi-
nolske reakcije u kemijskoj dozimetriji radioaktivnog zralenja (6). Bu-
dudi da se kemiluminescencija luminola osniva na prili¢no zamr$enoj
oksidacionoj reakciji koja je lako pristupacna utjecajima tudih tvari (7),
mose biti narotito korisno za navedene primjene ove luminescencije ispi-
tivati utjecaj raznih tvari na njezin tok, pogotovo ako se radi o tvarima
kojima pripada izrazita fizikalno-kemijska aktivnost. U tom smislu smo
eksperimentalno ispitivali djelovanje soli tetkih kovina na kemilumi-
nescenciju luminola, koja je bila aktivirana kalijevim heksacijanofera-
tom (I1I). Izabrane su soli teskih kovina koje zauzimaju mjesta po sre-
dini reda napetosti i kojima ne pripadaju ekstremno pozitivne, odnosno
negativne vrijednosti redokspotencijala. Osim olova metali upotrijeblje-
nih soli spadaju u grupu prijelaznih elemenata, a bilo je za otekivati, da
¢e upravo takve tvari djelovati izrazito na kemiluminescenciju luminola.
Dajemo kratak prikaz dobivenih rezultata s pokusajem njihove inter-
pretacije.
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METODE RADA

Upotrebljavali smo dvije natelno razlitite reakcione otopine (reagen-
sije) luminola. Prva je sadrfavala pored luminola i natrijeve luZine
samo jo$ aktivator (KyFe[CNJg), a druga pored tih komponenata jo§ i
vodikov peroksid. Potonja tvar igra ulogu donora kisika koji vrsi oksi-
daciju (zapravo dehidrogenizaciju), nakon inicijalnog djelovanja akti-
vatora. U odsutnosti H,0, aktivatoru pripada jo§ i uloga davaoca kisika,
a opcenito je poznato da K;Fe(CN), bas u luZznatim otopinama djeluje
snazno oksidativno. Koncentracije pojedinih reakcionih komponenata
bile su u gotovim reakcionim smjesama ove:

I reagens !l reagens

Luminol 4104+ M Luminol 410+ M

NaOH 45102 M NaOH 45102 M

K;Fe(CN),g 4104 M K FelCN), 410t M
H,0, 1,76.10~2 M

Reakcione smjese priredivane su iz otopina veéih koncentracija prije
pocetka pokusa. Ukupni reakcioni volumen bio je zajedno s otopinom
aktivatora 1 tude tvari (soli telkih kovina) 50 ml, a mjerenjima inten-
ziteta kemiluminescencije poceli smo u trenutku dodavanja otopine ak-
tivatora.

Upotrijebljena mjerna fotoelektritna aparatura opisana je u prija$-
njim publikacijama (8), a daje intenzitetne krivulje kemiluminescencije,
tj. ovisnost intenziteta luminescencije (() o reakcionom vremenu (t).
Maksimum tih krivulja ((m) odgovara maksimalnoj brzini reakcije, te
predstavlja relativnu mjeru za aktivatorsko djelovanje. Promjena vri-
jednosti maksimuma u ovisnosti o koncentraciji dodane tude tvari ilu-
strira utjecaj toga dodatka. Kada se radi o inhibiciji luminolske reakcije,
{j. o gaSenju kemiluminescencije, mo%e se kao mjerilo toga efekta uzi-
mati polovitna inhibitorska koncentracija (c1/2). To je ona molarna
koncentracija dodane tvari koja intenzitet smanjuje na polovinu prvo-
bitne vrijednosti (vrijednosti bez dodatka). Radi li se o poveéavanju in-
tenziteta luminescencije djelovanjem dodatka, tj. o promotorskom efek-
tu, moZe se taj utjecaj kvantitativno izraziti onom koncentracijom do-
datka koja povisuje intenzitet na dvostruku vrijednost prvobitne (c,).
Pri grafitkom prikazivanju rezultata u ovom radu intenzitet kemilumi-
nescencije () izraZzava se u postocima intenziteta reakcione smjese bez
dodatka (¢ = 100). To vrijedi i za ®m. Ploha ispod intenzitetne kri-
vulje (integral krivulja) daje relativnu vrijednost za zbroj svjetla (L),
tj. za ukupnu koli¢inu emitiranog svjetla.

U ovom radu upotrijebljene kemikalije bile su p. a. preparati, a lu-
minol je nabavljen od tvrtke »Fluka« A. G., Buchs, Svicarska.
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REZULTATI RADA

Kao tudi dodaci &ji se utjecaj ispitivao, upotrijebljene su soli teskih
kovina: bakra, mangana, %eljeza, olova, kao i cinka. Radeno je sa solima
kovina u dvovaljanom obliku, a uzeti su lako topivi sulfati, osim pri radu
s olovom koji je primijenjen kao nitrat s obzirom na njegovu topivost
u vodi. Dajemo pregled rezultata dobivenih s pojedinim solima.

Bakreni sulfat, CuSO,

Ovaj spoj djeluje preterno kao gasilo (inhibitor) kemiluminescencije.
Samo u malim koncentracijama, ispod 4.10~7 M dolazi u prisutnosti vo-
dikova peroksida (reagens 11) do slabog poviSenja intenziteta kemilumi-
nescencije (vidi sliku 1). Polovi¢ne inhibitorske koncentracije (cY2 =

100
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s = ‘s
4.10 c s1w0° M
S1. 1. Ovisnost maksimalne jakosti kemiluminescencije (m) o koncentraciji (c) do-

danog bakrenog sulfata. 1. reakciona otopina s H,0,, 2. bez H,0,

210

3,8.10~% M za reakcionu smjesu bez H,O,, te ¢ 1/5=4.4.10—% M u prisut-
nosti H,0,) medusobno se ne razlikuju bitno pa se vjerojatno radi o
istom mehanizmu utjecaja. ¢ }/2 — vrijednosti su prili¢no niske ali su ipak
znatno iznad vrijednosti topivosti Cu(OH), u vodi (3.1077 M), a dakako
i u luzini, pa bi mogli zbog toga smatrati da se radi o heterogenoj in-
hibiciji, uzrokovanoj slabim talogom ili koloidnom suspenzijom hidrok-
sida bakra. Ta inhibicija mogla bi biti jo$ i uzrokovana u manjoj mjeri
optikim efektima, npr. djelovanjem unutarnjeg filtra uslijed apsorpcije
svjetla luminescencije u koloidnim Cesticama Cu (OH), u reakcionoj oto-
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pini. Promotorsko djelovanje poviSenja intenziteta bakrenog sulfata za-
ista je malo (ispod 10%), pa se i tefko mo¥e pripisati nekom naro&itom
mehanizmu. Bitno je svakako, da postoji gasenje kemiluminescencije u
vrlo malim koncentracijama spojeva bakra, pa bi zbog toga mogli i
tragovi bakra smanjiti intenzitet i time utjecati na rezultate luminofoto-
metrijskih mjerenja za analititke ili znanstvene svrhe.

Manganov sulfat, MnSO,

Inhibitorsko djelovanje mangansulfata na luminolsku reakciju znatno
je manje (slika 2), pa su c!/2 — vrijednosti oko 100 puta vece (7.10—4 M
u odsutnosti 1 8,83.10—* u prisutnosti H,0,), nego li odgovarajuée vri-
jednosti za CuSO,. Promotorsko djelovanje se u ovom slucaju javlja u

1801

100]

sor

1 3 s, < 7165 M

SL 2. Ovisnost maksimalne jakosti kemiluminescencije o koncentraciji (c) dodanog
manganovog sulfata. 1. reakciona otopina bex H,0:, 2. s H:0,

odsutnosti H,0,, ali znatno je izrazitije i doseze vrijednost preko 50%.
Mogli bi smatrati da se pri radu s mangansulfatom stvara u reakcionoj
smjesi utjecajem oksidativne sposobnosti aktivatora neki jon viSeg oksi-
dacionog stepena mangana, koji vrlo dobro aktivira luminescenciju. Taj
bi se proces zbivao samo uz male koncentracije mangana, naime ispod
4.107* M, a u veéim koncentracijama prevladava inhibicija utjecajem
dvovalentnog oblika mangana. S tim u vezi znacajno je spomenuti da
mangandioksid (MnO,) vrlo dobro aktivira kemiluminescenciju lumi-
nola (9).
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Zeljezni sulfat, FeSO,

Ovaj spoj djeluje takoder pretezno inhibitorski na kemiluminescen-
ciju luminola, u kvantitativnom pogledu po prilici isto kao MnSO,. U
odsutnosti H,O, daje u koncentracionom podruéju do 2.10™* M slabi
promotorski efekt (do 22%). Polovi¢na koncentracija inhibicije ima u
odsutnosti H,O, (reagens I) vrijednost ¢!/o= 6,08.10=* M, a u prisutno-
sti toga spoja */s= 6.10~* M (za reagens II).

Usporedivanjem djelovanja sulfata bakra, mangana i Zeljeza moZe se
ustanoviti da ovi spojevi, zapravo hidroksidi ovih kovina, djeluju pre-
tezno inhibitorski na luminolsku reakciju, pri ¢emu bakru pripadaju naj-
snazniji inhibitorski efekti.

Cinkov sulfat, ZnSO,

U odsutnosti H,O, (reagens I) ovaj spoj djeluje najprije u koncen-
tracijama do 1,6.102 M slabo promotorski, pa daljnjim porastom kon-
centracije snaZno inhibitorski. Skoro blokira reakciju, odnosno totalno
ugasi luminescenciju. Broj¢ane vrijednosti ovih utjecaja daju nepravilne
krivulje s viSe maksimuma koje se ne mogu pripisati jednostavnim i pre-
glednim kineti¢kim zbivanjima. Polovi¢na koncentracija inhibicije ima
vrijednost c¢!/;= 1,8.10—2 M. Radi se dakle o znatno slabijoj inhibiciji,
nego li kod primjene navedenih soli teskih kovina.

U prisutnosti H,O, (reagens II) dodatak ZnSO, reakcionoj smjesi
daje najprije slabu inhibiciju, pa iznad koncentracije od po prilici
1.102 M javlja se vrlo snazna i izrazita promocija. Maksimalna jakost
kemiluminescencije (()m) povisuje se utjecajem ZnSO, i do peterostru-
ke vrijednosti prvobitne jakosti bez tudeg dodatka (vidi sliku 3). Kon-
centraciono podrudje ovog promotorskog djelovanja medutim je vrlo
usko i1 obuhvati koncentracioni raspon od po prilici 1,6.102 M do
2,2.102 M, a u veim koncentracijama dodatak ZnSO, snaZno inhjbira
(gasi) kemiluminescenciju.

Navedeno zamr$eno djelovanje ZnSO, na luminolsku reakciju mogli
bi povezati s razli¢itim oblicima cinka u luZnatim otopinama. Kako je
poznato cink stvara cinkate &iji je sastav ovisan u raznim faktorima, na-
rotito u koncentraciji samog cinka i luzine. Poznati su npr. ovi oblici u
lu¥natim otopinama: Zn(OH)*, Zn(OH),, Zn(OH)3~ Izgleda da samo
jedan od tih ili sliénih molekularnih (ionskih) oblika djeluje promotorski
na kemiluminescenciju, a upravo taj je oblik postojan u upotrijebljenom
reagensu luminola samo u uskom podruéju koncentracije cinka.

Olovni nitrat, Pb(NOj;),

U prisutnosti H,O, (reagens II) olovni nitrat djeluje kao gasilo kemi-
luminescencije. Slika 4 prikazuje niz intenzitetnih krivulja kemilumine-
scencije bez Pb(NQ,), (kriv. 1), kao i za kemiluminescenciju u prisutno-
sti toga spoja u razlititim koncentracijama (kriv. 2-6). Vidi se da se
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SL. 8. Quisnost maksimalne jakosti kemiluminescencije (@m) o koncentraciji olovnog
nitrata (c)

luminescencija znatno smanjuje porastom koncentracije dodatka. Po-
lovi¢na koncentracija gaenja (inhibicije) je c!/p= 2,16.10~% M, pa se
vidi da olovni nitrat po prilici jednako ili nesto jate inhibira luminolsku
reakciju nego li sulfat mangana, odnosno #eljeza.
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§1. 4. Uremenske krivulje intenziteta kemiluminescencije () za razlifite koncentracije
olovnog nitrata. 1. bez Pb(NOy),, 2. 4.10— M, 3. 6.10— M, 4. 1,3.10— M, 5. 2.10— M
i 6. 2,8.10— M Pb(NO,),. Reakcione otopine s Hy0,

Kada se medutim radi s reagensom I, dakle bez H,0,, olovni nitrat
yrlo znatajno povisuje maksimalnu jakost luminescencije, u odnosu
1:81,4 (vidi sliku 5). Taj odnos vrijedi za maksimalno povisenje i od-
nosi se na koncentraciju Pb(NQO,), od 1,3.10~2 M. Kada se koncentracija




289 V. Mixvuricéié, K. Canxkr, K. WeBER

dodatne tvari dalje povisuje promotorski efekt se smanjuje. Povisenje
maksimalne jakosti luminescencije praéeno je smanjenjem zbroja svjetla
(L). Za reakcionu otopinu bez Pb(NO,), (kriv. 1 na slici 5) dobiveno je
L = 4040, a za optimalnu koncentraciju dodatka (kriv. 8 na slici 5)

135+

100T

501

10 4

10 20 30 40 50 See 60

X

SL 5. Uremenske krivulje intenziteta kemiluminescencije (D) za razli¢ite koncentracije
olovnog nitrata. 1. bez Pb(NO,),, 2. 6.10—3 M, 3. 1,3.10—2 M, 4. 1.4.10—2 M
i 5. 1,5.10=2 M Pb(NOQy),. Reakcione otopine bez H,0,

L = 2370. To znati da olovo ne daje novu aktivaciju jer smanjuje ukup-
nu kolitinu emitiranog svjetla, nego zaista samo promovira aktivatorsko
djelovanje heksacijanoferata (III), tj. povetava brzinu aktivatorskog
djelovanja. Ova poveéana brzina djelovanja medutim br¥e »istrofic
aktivator, dakle ga inaktivira vjerojatno stvaranjem reduciranog oblika.
Lako se moZe naime ustanoviti da heksacijanoferat (II) ne djeluje akti-
vatorski na luminolsku reakciju.

DISKUSIJA REZULTATA

Upotrijebljene soli teikih kovina stvaraju u luznatoj otopini luminol-
skog reagensa (pH = 12,5) prakticki trenutaéno odgovarajuée hidroksi-
de, koji se — ve¢ prema koncentraciji — taloZe ili stvaraju koloidni sistem
(hidrosol). Jedan dio hidroksida se dakako otopi, a koncentracija kovin-
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skog iona u otopini ovisna je o vrijednosti topivosti dotitnog hidreksida.
Inhibitorski mo¥e djelovati otopljeni dio hidroksida, dakle kovinski ion,
a poznato je da kationi te$kih kovina zaista i mogu dati inhibitorske
cfekte. U konkretnim slutajevima koncentracija kovinskih iona u oto-
pini reagensa vrlo je mala u usporedbi s polovi¢nim koncentracijama
inhibicije navedenim solima (vidi tablicu 1). U tablici su navedene i vri-

Tablica 1

Polovitne koncentracije galenja (inhibicije) kemiluminescencije

ChuM | i
| opljivost
Spoj teske kovine hidroksida u vodi
[Fe(CN);]’— [Fe(CN),J'— | M
bez H,0, + H,O, |
| |
CuSO, 3,80.10—* 4,40.10—* | 3.10—7
MnSO, 7,00.10—4 38310~ | 2,14.10—
FeSO, 6,08.10— 6,00.10— | 1,06.10—3
ZnSO0, 1,30.10—2 2,50.10—2 | 2,60.10—°
Pb(NO,), = 2,16.10— 4,0.10—4

jednosti za topivost hidroksida doti¢nih kovina u vodi, medutim u luzna-
{im otopinama topivost se jo znatno smanjuje u nekim sluéajevima i do
1 10—13 M. Kod metalnih iona (Mn, Fe, Pb) koji se u luznatoj otopini u
prisustnosti vodikova peroksida oksidiraju, polovine koncentracije ga-
Senja nesto su manje nego kod neoksidiranog oblika, dok je koncentra-
cija kovinskih iona u otopini znatajno manja. To znati da inhibicija ne
mo¥e biti uzrokovana samo otopljenim dijelom kovinskih hidroksida.
Smatramo da bi veé spomenuti optiéki efekt mogao takoder samo djelo-
mi¢no uzrokovati eksperimentalno ustanovljeno galenje luminescencije.
Iznimku u tom pogledu ¢ine velike koncentracije, npr. 2,7.10~2 M olov-
nog nitrata, koje uslijed gustog taloga u reakcionoj otopini prakticki
potpuno ugase luminescenciju. Izmedu ovog snaznog optitkog efekta i
veoma slabog efekta otopljenog dijela hidroksida mogla bi postojati i
heterogena inhibicija djelovanjem koloidnih Cestica hidroksida. To se
medutim ne mo¥e sasvim sigurno dokazati eksperimentalno.

Sto se tite praktitkog znalenja rezultata ovog rada, moze se ustano-
viti, da kod primjene luminolske kemiluminescencije u analitici ili u
istradivalatkom radu treba briZljivo izbjegavati prisutnost spojeva tes-
kih kovina u uzorku (objektu) rada. Krvne mrlje s metalnih podloga
mogu dati druge rezultate — barem u kvantitativnom pogledu — nego li
mrlje koje nisu bile u dodiru s kovinama. Organofosforni insekticidi
mogli bi takoder biti onedid¢eni kovinskim spojevima, kao i uzorci hrane
ili drugog materijala u kojima se odreduju insekticidi. Takvi uzorci ¢e
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takoder dati druge rezultate s luminolskom reakcijom. Jo§ se moZe spo-
menuti da olovo u krvi ili u drugom biolo§kom materijalu otito neée
utjecati na luminolsku kemiluminescenciju, jer spojevi ove kovine dje-
luju inhibitorski odnosno promotorski tek u znatno veéim koncentraci-
jama. Eventualno dokazivanje ili odredivanje olova u mokraéi lumi-
nolskom reakcijom ne dolazi u obzir i zbog toga jer normalna mokraca
razmjerno jako gasi kemiluminescenciju.
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Summary

THE ACTION OF HEAVY METAL SALTS ON THE CHEMILUMINESCENCE
OF LUMINOL

The action of heavy metal salts (Cu, Mn, Fe, Zn, Pb) upon the chemiluminescence
of luminol was studied. Hexacyanoferrate (IIT) was used as catalyst and the reaction
mixture was applied both with and without hydrogen peroxide.

The copper ion was found to inhibit chemiluminescence, but in lower concentra-
tions in the presence of hydrogen peroxide it produced a moderate enhancing effect.

The ions of manganese, iron and lead in lower concentrations enhanced the reaction
in the absence of H,0,, but in higher concentrations their action proved inhibitory.
With H,O, present these ions exhibited a quenching effect upon the chemiluminescence
of luminol.

In a reaction mixture which did not contain H,0, the zinc ion in lower concen-
trations moderately enhanced the maximal intensity, but in higher concentrations it
produced a quenching effect.

In the presence of H,0, the zinc ion distinctly showed its enhancing activity in a
rather limited range of concentrations.

The most intense inhibition was produced by the ion of copper and the least intense
by the zinc ion.

The results are discussed and their practical aspects are dealt with.

Instigute of Forensic Medicine,
Medical Faculty, University of Zagreb,
Zagreb Received for publication July 8, 1969



