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U vezi s inhibitorskim djelovanjem oksima na luminolsku reakciju u
prisutnosti organofosfornih otrova. vrSena su mjerenja gaenja fluore-
scencije luminola utjecajem raznih oksima. Ustanovljene su brojéane vri-
jednosti poloviénih koncentracija gaSenja i konstanata gaSemja po hiper-
boli¢noj jednad?bi. Ove vrijednosti su korigirane u pogledu sekundarnih
efekata, kao $to je filtarsko djelovanje na primarno svjetlo i utjecaj
aniona (joda) nekih oksima na luminol. Specijalnim pokusima ustanov-
ljeno je, da oksimi gase fluorescenciju luminola dinamitkim mehanizmom
ga$enja.

U jednoj predhodnoj radnji (1) utvrdeno je, da razni oksimi izrazito
inhibiraju luminolsku reakciju, Cija je kemiluminescencija bila izazvana
utjecajem hemiglobina, odnosno kalijeva zeljeznog (III) heksacijanida.
Inhibicija se manifestira u pravilnom smanjenju jakosti luminescencije
s porastom koncentracije oksima. Rezultatima takvih pokusa pripada
odredeno toksikologko znalenje, budu¢i da s jedne strane kemilumi-
nescenciju luminola mogu izazvati i organofosforni otrovi (2), a s druge
strane oksimi predstavljaju antidote pri otrovanju s organofosfornim pe-
sticidima i nervnim otrovima (3).

Za mehanizam inhibicije luminolske reakcije utjecajem oksima, pa
i drugih inhibitora, postoje nacelno vise moguénosti. Oksimi mogu dje-
lovati inhibitorski na reakciju koja stvara ekscitirane molekule (ione)
luminola, a mogu djelovati i na same ekscitirane molekule. Konaéno
mogu djelovati 1 opticki na cijeli sistem koji luminescira, kao unutarnji
filtri, tj. kao sredstva koja sekundarno optitki apsorbiraju jedan dio
svietla luminescencije. Ta potonja pojava dakako nije nikakva inhibi-
cija, nego listo optitki efekt, koji se moZe ratunski odijeliti od drugih
utjecaja oksima. Sto se tite utjecaja oksima na reakciju, koja stvara
ekscitirane molekule luminola i time zapravo izaziva kemiluminescen-
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ciju, postoje takoder vide mogucnosti djelovanja. Buduéi da se izrazitija
kemiluminescencija luminola javlja samo u prisutnosti kompleksnih spo-
jeva Zeljeza, organofosfornih otrova ili sli¢nih tvari (»katalizatora«, pro-
motora), mogu oksimi stvarati s tim spojevima inaktivne komplekse i
tako inhibirati luminolsku reakciju i gasiti kemiluminescenciju. Oksimi
mogu medutim djelovati inhibitorski i na neku drugu fazu luminolske
reakcije, ¢iji je kineticki mehanizam vanredno zamrien (4) i zato daje
sigurno dobre moguénosti za utjecaj prisutnih tudih tvari na brzinu
s kojom se stvaraju ckscitirane molekule.

U vezi s tim raznim moguénostima djelovanja oksima na kemilumi-
nescenciju luminola, bilo je od interesa ustanoviti, da 1i oksimi mogu
gasiti fluorescenciju luminola, te da li takovo galenje ima kineticki ili
stati¢ki mehanizam (5). Kada se nade kineti¢ki mehanizam gagenja lu-
minolske fluorescencije, moZe se tvrditi da oksimi mogu izravno utje-
cati na ekscitirane molekule luminola. Kada se medutim nade statitki
mehanizam, morat ¢e se zakljuditi, da molekule luminola i oksima mogu
stvarati molekularne agregate (molekularne spojeve), kojima manijka
sposobnost luminesciranja. U jednom i u drugom slu¢aju ée rezultati ta-
kvih ispitivanja — koje smo izveli i koje ¢emo ovdje ukratko prikazati —-
dati_stanoviti uvid u mehanizam inhibitorskog djelovanja oksima na
luminolsku reakciju, te u mehanizam inhibicije s oksimima uopde.

METODE RADA

Luminol (3-aminoftalhidrazid) pokazuje u slabo kiselim otopinama
izrazitu plavu fluorescenciju kod obasjavanja s ultraljubitastim svje-
tlom. Ustanovljeno je (6), da maksimum intenziteta fluorescenciie pri-
pada otopinama sa pr = 4,86, dok otopine &ji je pn manji od 3 ili veé&i
od 7 fluoresciraju veoma slabo. Zbog toga smo mi izveli pokuse o gaSenju
fluorescencije luminola utjecajem oksima u otopinama fosfatnog pufera
sa pn = 4,80. Koncentraciia luminola bila je u svim slu¢ajevima 2.10—
M u gotovoj otopini, koja je sluzila za mjerenje. Koncentracije oksima
smo varirali sistematski, a mierili smo intenzitet fluorescencije za razli-
Cite koncentracije oksima. Radili smo s ovim oksimimas: acetonoksim, ace-
taldoksim, formaldoksim, oksim pirogro¥dane kiseline, diacetilmono-
ksim, izonitrozoaceton, piridin-4-aldoksim, bromid B (piridinium-4-al-
doksim) metil propionat, bromid (piridinium-4-aldoksim) etilacetat, 2-pi-
ridin aldoksim jodometilat, $-piridin aldoksim jodometilat, 1,5-bis (piri-
dinium aldoksim)-pentan dibromid, 4-piridin  aldoksim jodometilat 1
1,4-bis (piridinium aldoksim)-butan dibromid. Osim toga smo ispital:
jos i utjecaj kalijeva bromida i jodida na luminolsku fluorescenciju, jer
su neki od navedenih oksima bromidi, odnosno jodidi.

Za odredivanje mehanizma gafenija fluorescencije upotrebliavali smo
metodu mijerenja fluorescencije na mokrim i suhim adsorbatima na pa-
piru za filtriranje (7). Osim toga smo za istu svrhu vréili i spektrograf-
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ska ispitivanja apsorpcije zasebnih otopina luminola i oksima, te otopina
sa smjesama tih tvari.

Intenzitet fluorescencije luminolskih otopina mjerili smo fotoelektric-
nim fluorometrom, koji je konstruiran spajanjem fotoelektri¢nog dijela
Univerzalnog spektralnog fotometra tvrtke C. Zeiss—Jena s odgovaraju-
éim izvorom ultraljubilastog zralenja (Zivina visokotlatna svjctiljka i
zasebna kombinacija opti¢kih filtara). Taj aparat e biti pobliZe prika-
zan na drugom mjestu. Istom spravom mogli smo odredivati i ekstink-
cione koeficijente na$ih tvari (luminola i oksima) u puferskoj otopini
za duZinu vala od 365 my, tj. za ultraljubitasto svjetlo, koje je sluZilo
za izazivanje fluorescencije. To je bilo zato vaZno, jer neki od upotre-
bljenih oksima daju slabo Zute otopine, djelomiéno apsorbiraju ultra-
ljubitasto svjetlo, pa kod prosudivanja efekata galenja fluorescencije
takvim oksimima bilo je potrebno ovo djelovanje kao unutarnji filtar
ratunski uzimati u obzir.

Intenzitet fluorescencije u prisutnosti oksima izraZavamo uvijek rela-
tivno (u %o-cima) s obzirom na intenzitet luminolske otopine bez oksima
(100%). Kao mjeru za djelotvornost oksima kao gasila, uzimamo polo-
viénu koncentraciju galenja (c1/z), koja je definirana kao ona molarna
koncentracija oksima (gasila, inhibitora), koja smanjuje intenzitet fluo-
rescencije na polovinu (50 %b). Vrijednost za c1/2 se dobije grafitkom
intrapolacijom na krivuljama ga$enja fluorescencije.

REZULTATI RADA

Prije svega je ustanovljeno, da od svih ispitivanih oksima acetaldo-
ksim i acetonoksim nc gase fluorescenciju luminola, dok drugi oksimi
djelomi¢no ve¢ u malenim koncentracijama veoma snaZno gase fluore-
scenciju. Krivulje na slici 1. prikazuju ovisnost intenziteta fluorescen-
cije (@) luminola o koncentraciji (c) oksima pirogroZdane kiseline (kriv.
1), odnosno piridin-4-aldoksima (kriv. 2) u otopini. Vidi se, da se inten-
zitet fluorescencije pravilno smanjuje s porastom koncentracije oksima,
a na tim krivuljama se lako moze odrediti poloviéna koncentracija gase-
nja. Natelno jednaki rezultati (jednaki oblik krivulja gasenja) su dobi-
veni i s drugim oksimima, koji su navedeni s odgovarajuéim vrijedno-
stima poloviénih koncentracija (c!/2) u tablici 1. Potrebno je medutim
odmah naglasiti, da ta polovi¢na koncentracija predstavlja zapravo re-
zultantu viSe utjecaja na fluorescenciju, koja ¢e se morati odijeliti me-
dusobno eksperimentalno i racunski.

U tu svrhu bilo je potrebno prije svega na¢i formalnu jednadZbu po-
jedinih krivulja gadenja fluorescencije. Ovisnost intenziteta fluorescen-
cije o koncentraciji tude tvari, koja gasi fluorescenciju, obi¢no se prika-
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SI. 1. GaSenje fluorescencije luminola u otopinama utjecajem oksima pirogro#dane
kiseline (1) i piridin-4-aldoksima (2). @ intenzitet flurescencije, ¢ koncentracija oksima
Abb. 1. Die Loschung der Flurescenz des Luminols in Losungen durch das Oxim der
Brenztraubensdure (1) und durch das Pyridin-4-aldoksim (2). @ Intensitit der Fluo-
rescenz, ¢ Konzentration des Oxims

Tablica 1
Poloviéne koncentracije (¢,) i konstante (f) gaSenja fluorescencije luminola

u otopinama (pg = 4,80)

{ Oksim S1/s, ’ <’y 3
| {odnosno halogenid) /M]03 p A /2M i

1. |Acetonoksim . ........... = s = g
2. [Acetaldoksim . . v vs s v s == - — ==
3. |Formaldoksim ... ........ 280,0 3,572 3,577 | 296,1
4. |Oksim pirogrozdane kiseline . . . 40.0 25,00 24,63 40,6
5. |Diacetilmonoksim, (DAM) 20,0 50,00 46,50 21,5
6. |Izonitrozoaceton, (MINA) : 185 54,05 43,11 23,2
7. |Piridin-4-aldoksim, (P,A) . . . . . 15,0 66,67 63,67 15,7
8. Bromid £ (piridinium-4-aldoksim)

metil propionat, (PAP-f ester) 14,2 70,42 57,79 17,3
9. |Bromid (piridinium-4-aldoksim)

etilacetat, (PAA-a ester) . . . . 14,2 70,42 41,98 23,82
10. | 2-piridin aldoksim jodometilat,

(P.AM) ... 13,8 7246 | 5748 17.41
11. 3-piridin aldoksim jodometilat,

020997 | O 12,8 78,12 72,26 13,84
12. 11,5-bis (piridinium aldoksim)-

pentan dibromid, (C-5-dioksim) 11,5 87,10 69,36 14,42
13. | 4-piridin aldoksim jodometilat,

(PAM) .. ... ....... .. 11.4 87,72 59,54 16,80
14. |1,4-bis (piridinium aldoksim)

butan dibromid, (C-4-dioksim) 9,8 102,04 78,67 12,71
15. Kalijev jodid ........... 17,5 57,14 e =
16. [Kalijev bromid .......... s st —=
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zuje (8) hiperboli‘nom jednadibom (Stern-Volmerova jednadzba) ovog
oblika:
1
e B e i 1

u kojoj je @, intenzitet fluorescencije bez prisutnosti tude tvari, ¢ je
intenzitet u prisutnosti tude tvari (gasila, oksima) u molarnoj koncen-
traciji ¢, a f je konstanta gaenja, koja je karakteristi¢na za dotitnu
kombinaciju tvari. Buduéi da ova jednadiba ne interpretira uvijek sa-
svim strogo tok krivulje gafenja, upotrebljava se u stanovitim slucaje-
vima jo¥ 1 eksponencialna jednadiba gasenja:

@ =@, e (2)
(k je konstanta gaSenja po eksponencialnoj jednadzbi, ¢ je baza pri-

rodnih logaritama). MoZe se kona¢no jo§ i racunati s kombinacijom hi-
perboli¢ne i eksponencialne jednadzbe:

©o " €~kc

(P—l-i-ﬁc (3)

Hiperbolitna jednadzba (1) zahtjeva linearni odnos izmedu gy/¢ 1 ¢,
a pravac jednadzbe prolazi pri grafitkom prikazivanju kroz jedinicu
ordinate (¢o/¢ = 1). Iz nagiba pravca se moZe izralunati vrijednost
konstante £.

U nadim slutajevima prili¢no dobro su ispunjeni ovi uvjeti, te se
zbog toga moZe smatrati, da za gaSenje luminolske fluorescenciie djelo-
vanjem oksima natelno vrijedi hiperboli¢na jednadzba (1). Veca odstu-
panja nisu ustanovljena ni u jednom slulaju. Slika 2. prikazuje rezul-
tate rada prema gore navedenom nalinu prikazivanja za gasenje lumi-
nolske fluorescencije utjecajem C-5-Dioksima (pravac 1) i izonitrozo-
acetona (pravac 2). Sli¢ne rezultate smo dobili 1 s drugim oksimima. Iz

nagiba pravaca dobivene vrijednosti za konstantu f navedene su takoder
u tablici 1.

Oksimi u vodenim otopinama su redovito vise manje zuto obojeni. Ta
boja je s obzirom na disocijacione i tautomerne ravnoteze oksima (vidi 1)
izrazitija u lu¥natim, a manje izrazita u kiselim otopinama. Svakako po-
stoji u manjoj mjeri i kod pr = 4,8. U pogledu opisanih pokusa o ga-
Senju fluorescencije luminola oksimima to znali, da ¢e oksimi svakako
apsorbirati jedan dio primarnog ultraljubitastog svjetla, koje izaziva
fluorescenciju. Uslijed toga ¢e jedan (manji) dio efekta gasenja flu-
orescencije otpasti na to djelovanje oksima kao »unutarnjeg« filtra toga
ultraljubitastog svjetla. Takovo filtarsko djelovanje medutim nije
»pravo« inhibitorsko djelovanje, nego je (nepoZeljni) optitki efekt, koji
treba ratunski odijeliti od same inhibicije. Da bi to mogli uéiniti bilo




100 JeELxka MaTtkovié, K. WEBER i LJERKA PaLLa

B
g .
T

e -115-102M T mg - 0EW

SL 2. Ovisnost P4/P o koncentraciji oksima (c) za 1,5-bis (piridinium aldoksim)-pentan
dibromid (pravac 1) i za izonitrozoaceton (pravac 2
Abb. 2. Die Abhingigkeit @,/® von der Konzentration des Oxims (c) fiir 1,5 bis (Py-

ridinium-aldoxim)-pentan-d.bromid (Gerade 1) und fir Isonitrosoaceton (Gerade 2)

je potrebno eksperimentalno odrediti ekstinkcioni koeficijent (¢) svih
oksima, kao i luminola, za ono svjetlo (4 = 365 mu) koje je bilo upo-
trebljeno za izazivanje fluorescencije.

Odredivanje ekstinkcionog koeficijenta za navedeno svjetlo izvr$eno
je fluorometrijskim mjerenjima apsorpcije otopina oksima i luminola,
uz primjenu istog ve¢ spomenutog fluorometra. Rezultati tih mjerenja
navedeni su u tablici 2. Vrijednost dekadskog molarnog ekstinkcionog
koeticijenta (&) odredivana je za razlitite koncentracije oksima, pri ¢emu
nisu uvijek dobivene strogo konstantne vrijednosti. To je otito u vezi
s ve¢ spomenutim ravnotezama tih tvari u vodenim otopinama. S tim
u vezi odnose se vrijednosti za ¢ u tablici 2, koje su oznalene s kriZi¢em
(*) na polovitnu koncentraciju gaSenja fluorescencije utjecajem dotié-
nog oksima, dok vrijednosti bez takve oznake vrijede za veéi raspon
koncentracije oko polovi¢ne.

Iz podataka u tablici se prije svega vidi, da luminol neusporedivo
jace apsorbira ultraljubiasto svjetlo s duZinom vala od 365 my, nego ii
bilo koji od ispitivanih oksima. Prema tome ée djelovanje oksima kao
unutarnjeg filtra pri izvedbi pokusa gajenja fluorescencije luminola biti
neznatno, kao i korektura za taj efekt razmjerno malena. Apsorpcija
oksima u smjesi s luminolom u otopini (A, u %o-cima) ratuna se po ovoj
jednadzbi (8):
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Tablica 2

Ekstinkcioni koeficijenti (s za 4 = 365 mu) i pojedinacne apsorpcije (A,) u smjesama
s luminolom pri polovitnoj koncentraciji gaSenja fluorescencije

|
Oksim (odnosno luminol) £ | D,Az.
| u %o-cima
1. | Formaldoksim . ...........ccounn. 0045 | 2,78
2. | Oksim pirogrozdane kiseline . . . . ... .... 0085 | 0.745
3. | Pirid'n-4-aldoksim, (P,A) . . . .« . v o oo 0,682 92.99
4. | Diacetilmonoksim, (DAM) ... ......... 0,809 3,48
5. | 8-piridin aldoksim jodometilat, (P,AM) . . .. 1,500% 411
6. | Izonitrozoaceton, (MINA) . ... ........ 2,635 10,13
7. | Bromid A (piridinium-4-aldoksim) metil pro-
pionat, (PAP-f ester) . . ... ... ... 3005* 8.92
8. | 9-piridin aldoksim jodometilat, (P,AM) . . . . 3,623 10,87
9. | 1.5-bis (piridinium aldoksim)-pentan dibromid,
(C-5-dioksim) . . . .. oo 4,238 10,12
10. | 1,4-bis (niridinium aldoksim)-butan dibromid, i
aie 1 m s e 5920 | 1195
11. | 4-piridin aldoksim jodometilat, (P, AM) . . .. 7.017* ‘ 16,06
12. | Bromid (piridinium-4-aldoksim) etilacetat, |
(PAA-G SSLET) . o s s v e sowtimassnss 7.558% | 20,91
13. | Luminol . . . ... o 2102,06 ‘ -
EoCo —(e1¢sp F eatab)
A, =100 - 1—10 (4)

€161 T €5Co

e, 1 & su u ovoj jednadzbi ekstinkcioni koeficijenti luminola i oksima,
¢t 1 ¢, su odgovarajuce koncentracije iste tvari, a p je debljina sloja
(kivete) pri radu. Za polovi¢ne koncentraciie gaSenia fluorescencije iz-
ratunali smo za sve oksime vriiednosti za A,, pa smo ih takoder uveli
u tablicu 2. Vidi se. da ta poiedinatna apsorpciia ultraljubicastog svie-
tla u oksimima iznosi u ekstremnom sluaju, za PAA —a ester, svega
- nefto preko 20%, dok oko 80% svjetla apsorbira luminol. Za druge
oksime A, ima djelomiéno znatno manje vrijednosti.
Apsorpciia ultraljubilastog svietla u molekulama oksima pri izvedbi
pokusa gadenia fluorescencije mo¥e se ratunski uzeti u obzir modificira-
njem jednad’be (1), koja ¢e time poprimiti ovaj oblik:

. i A, ,
(p - .1 + /3/(: (1a)

# ie u ovom izrazu konstanta galenja fluorescenciie, koja je korigirana
s obzirom na apsorpciju svjetla u molekulama oksima. Kada se racun

provede s polovi¢nom koncentracijom gasenja vrijedit ce:
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SI. 3. Gadenje fluorescencije luminola utjecajem diacetilmonoksima wu otopinama (1),
na mokrom papiru (2) i na suhom papiru (8). @ intenzitet fluorescencije, ¢ koncen-
tracija oksima
Abb. 3. Die Loschung der Fluorescenz des Luminols durch Diacetylmonoxim in Lé-
sungen (1), an feuchten Adsorbaten an Papier (2), an trockenen Adsorbaten an Papier

(3). P Intensitdt der Flurescenz, ¢ Konzentration des Oxims

Tablica 3

Korigirane konstante gaSenja (£;) luminolske fluorescencije utjecajem oksimskih
kationa; odgovarajuée poloviéne koncentracije (c”/z)

Oksim i) ! /2
L. | 2-piridin aldoksim jodometilat, (P,AM) . . . . 0,61 ‘ 1,64
2. | 8-piridin aldoksim jodometilat, (PsAM) . . .. 15,44 0,065
3. | 4-piridin aldoksim jodometilat, (P, AM) . . .. 2,74 ' 0,365
100 — 4, 1
: 50
V= (1b)
Ci/y

Vrijednosti za korigiranu konstantu gaSenja () navedene su takoder
u tablici 1. Vidi se, da je ta korektura djelomi¢no zaista neznatna, a
nesto znatnija je za gafenje luminolske fluorescencije utjecajem oksima:
PAP — § ester, PAA — « ester, P,AM, P,AM, C-5-Dioksim i C-4-
-Dioksima. Po jednadZbi (1) recipro¢na vrijednost konstante daje vri-
jednost s obzirom na apsorpciju ultraljubi¢astog svjetla korigirane polo-
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vi¢ne koncentracije (c¢’w.)gaSenja fluorescencije. Vrijednosti ove veli-
¢ine navedene su takoder u tablici 1.

Korigirane vrijednosti polovi¢ne koncentracije pojedinih oksima
predstavljaju za veéinu ispitivanih oksima prave vrijednosti gaSenja
fluorescencije. To znali, da ove vrijednosti odgovaraju izravnom
utjecaju oksima na ekscitirane molekule luminola. To medutim nije
slutaj kod oksima, koji po kemijskoj konstituciji predstavljaju jodide.
Mo%e se predpostavljati, da takvi oksimi u vodenim otopinama daju
jodov anion uz kation oksima. Taj anion medutim takoder gasi flu-
orescenciju luminola s polovi¢nom koncentracijom, koja je navedena
(za KJ) u tablici 1, pri ¢emu se smatra da kation kalija ne utjete na
fluorescenciju. Gasenje fluorescencije utjecajem takvih »oksimskih jo-
dida« svakako je kompleksna pojava, koja ima tri komponente: 1. gaSenje
uslijed apsorpcije primarnog svjetla (4,), 2. gaSenje uslijed djelovanja
oksimskog kationa na ekscitirane molekule luminola i 3. gaSenje uslijed
djelovanja aniona joda na ekscitirane molekule luminola. Prvi utjecaj
smo veé ratunski korigirali jednadzbom (1a) 1 (1b), a drugi i treéi utje-
caji se mogu medusobno odijeliti jednadzbom gaSenja, koja se odnosi
na sisteme, koji sadrzavaju dvije tude tvari (gasila), a koja ¢e otito
imati ovaj oblik:

. o — 4s
PRt B

(5)

U naem slutaju je B,” korigirana (nepoznata) konstanta gaSenja ka-
tionom oksima, B, je (poznata) konstanta galenja jodidom (vidi tablicu
1). a pored toga je ¢, = ¢. (koncentracija oksimskog jodida). Jasno je.
da se jednadzbom (5) lako moZe izradunati vrijednost f1” za svaki
oksimski kation. Za polovi¢ne koncentracije gasenja ¢e vrijediti:

10‘0 o A2
50 =g
F=8"+8= . (5a)
i nadalje
B = B — B, (5b)

Vrijednosti konstante ga$enja luminolske fluorescencije utjecajem samo
oksimskih kationa nekih jodida, navedene su u tablici 3. Ista tablica
daje jo¥ i polovi¢ne koncentracije galenja za istu pojavu (reciprotne
vrijednosti odgovarajucih konstanata).

Jasno se vidi, da kationi tih oksima razmjerno veoma slabo utjetu na
ekscitirane molekule luminola. Glavni efekt u ovim slulajevima otpada
na jodov anion. Medutim kationu P;AM ipak pripada izrazita sposob-
nost, da izravno gasi luminescenciju luminola.
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Za odredivanje mehanizma galenja fluorescencije dodavanjem tudih
tvari postoje viSe mogucnosti (9), kao $to je odredivanje utjecaja tem-
perature na gaSenje, mjerenje apsorpcionih spektara fluorescentne tvari
u odsutnosti i prisutnosti gasila, odredivanje intenziteta fluorescencije
adsorbata na papiru za filtriranje i mjerenje stepena polarizacije flu-
orescencije u odsutnosti i prisutnosti gasila. Mi smo od navedenih me-
toda upotrebljavali prije svega ispitivanje apsorpcionih spektara lumi-
nolskih otopina. Spektrografskim snimkama na razli¢itim objektima
ustanovili smo, da se apsorpcioni spektar luminola u otopini kod
pr = 4,8 ne mijenja dodavanjem bilo kojeg oksima, navedenih u ta-
blici 1. Taj rezultat govori za predpostavku, da oksimi s luminolom u
navedenim uvjetima rada ne stvaraju molekularne asociate ili agregate,
te prema tome gase luminescenciju luminola po kinetickom mehanizmu.

Da bi sigurno potvrdili ovaj rezultat, izvrsili smo niz paralelnih mje-
renja intenziteta fluorescencije luminola u prisutnosti navedenih oksima
s otopinama, te s mokrim i suhim adsorbatima na papiru za filtranje. Po
prije postavljenoj predpostavci (7) statitkom mehanizmu gadenja flu-
orescencije odgovaraju krivulje gasenja za otopine i adsorbate, koje se
medusobno ne razlikuju bitno, dok kineti¢ki mehanizam ga$enja uvje-
tuje znatno smanjenje gaSenja pri adsorptivhom vezanju objekta, koji
fluorescira na papir. U konkretnim slutajevima mi smo zaista dobili
redovito krivulje gaSenja za adsorbate, koji se bitno razlikuju od odgo-
varaju¢ih krivulja otopina, a pored toga se gaenje i znatno smanjilo
procesom adsorpcije kao i suSenjem takvih adsorbata. Krivulje na slici
3. ilustriraju navedenu pojavu za galenje luminolske fluorescencije dia-
cetilmonoksimom. Nacelno jednake rezultate smo dobili i za gaSenje
s vetinom drugih oksima. Jedino pri gaSenju luminolske fluorescencije
s C-4-1 C-5-Dioksimima nisu bile tako izrazite i velike razlike u krivu-
ljama gaSenja u otopljenom i adsorbiranom stanju. Razlike medutim
ipak postoje i ne bi mogli zakljutiti, da u ovim slu¢ajevima postoji sta-
ticki mehanizam.

Opéenito bi mogli prema tome zakljutiti, da oksimi gase fluorescen-
ciju luminola kinetickim mehanizmom. To znadi, da molekule, odnosno
ioni oksima mogu utjecati na ekscitirane molekule luminola za vrijeme
trajanja ekscitiranog stanja, a kao rezultat toga kinetitkog utjecaja se
degradira energija ekscitacije u toplinu, molekula luminola pak prelazi
iz ckscitiranog stanja u normalno stanje bez emisije svjetla lumi-
nescencije.
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Zusammenfassung

UBER DIE INHIBITORISCHEN EIGENSCHAFTEN
DER OXIME. Il DIE LOSCHUNG DER FLUORESCENZ
DES LUMINOLS DURCH OXIME

Nachdem in einer fritheren Arbeit festgestellt wurde (1), dass verschiedene Oxime
die Chemiluminescenz des Luminols (3- Aminophthalhydrazid), die durch komplexe
Eisenverbindungen, bzw. durch Gifte aus der Gruppe der Organophosphorverbindun-
gen hervorgerufen war, wirksam zu inhibieren vermdgen, war es nun von Interesse
festzustellen, ob die Oxime auch die Fluorescenz des Luminols l16schen. Es wurden in
dieser Richtung Versuche mit Luminollésungen in Phosphatpuffer (py = 4,8) und mit
verschiedenen Oximen, die in der Tabelle 1. verzeichnet sind, durchgefihrt. Die
c.s-Werte in dieser Tabelle geben die Halbwertskonzentration der Loschung (molare
Konzentration des Oxims, die die Fluorescenz zur Hilfte 16scht) an. Die Abbildung 1.
zeigt als Beispiele die Loschkurven fiir zwei Oxime. Die f-Werte in der Tabelle 1.
sind die Werte der Léschkonstanten nach der hyperbolischen Gleichung 1. Dass diese
Gleichung tatsichlich zutrifft, ist aus dem Verlauf der Geraden der Abbildung 2.
ersichtlich, Diese dienten auch zur Berechnung der f-Werte.

Da die Oxime in Losungen teilweise schwach gelb gefdrbt sind und also das primére
ultraviolette Licht hei den Fluorescenzversuchen teilweise absorbieren, war es not-
wendig diese innere Filterwirkung experimentell und rechnerisch zu beriicksichtigen.
Es wurden deshalb die Werte der molaren Extinktionskoeffizienten (¢) der Oxime und
des Luminols fiir 2 = 865 mu fluorometrisch bestimmt (Tabelle 2). Aus den Werten
der Extinktionskoeffizienten wurden die Einzelabsorptionen der Oxime (A,) im Ge-
misch mit dem Luminol in den Ldsungen, die den Halbwertskonzentrationen entspre-
chen, nach der Gleichung (4) berechnet. Mit Hilfe der erhaltenen Werte konnten die
Halbwertskonzentrationen und die Léschkonstanten beziiglich der inneren Filterwir-
kung korrigiert werden (Gleichungen la und 1b; ¢*/2 und f’ in der Tabelle 1.). In
einigen Fillen musste aber auch noch die Wirkung des Anions (Jodion) bertchsichtigt
werden. Dies geschah mit Hilfe der Gleichungen (5), (5a) und (5b). Die so korri-
gierten Werte 7y und ¢*/2 fiir die Kationen der Oximjodide sind in der Tabelle 3.
verzeichnet.
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Mit Hilfe von Bestimmungen der Lichtabsorption der Luminollésungen bei Ab- und
Anwesenheit von Oximen, sowie durch Messungen der Loschkurven der Adsorbate an
Filtrierpapier (7) konnte festgestellt werden (Kurven der Abbildung 3), dass der
Loschung der Luminolfluorescenz durch Oxime ein dynamischer Ldschmechanismus
zukommt.
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