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Es wurde die Wirkung von Fremdstoffen (KJ, KBr, KCNS,
Phenol, Resorcin, Hydrochinon und Anilin) auf die Chemilumi-
nescenz des Luminols bei Anwesenheit von fluorescierenden
Farbstoffen (Uranin und Rhodamin B) durch quantitative Mes-
sungen der Luminescenzintensitdt untersucht. Es wurden Inhibitor-
und Promotoreffekte beobachtet. Die Inhibitorwirkungen sind
meistens grossenordnungsmissig gleich bei den Versuchen mit
(Chemofluorescenz) und ohne (Chemiluminescenz) Farbstoffzusatz.
Aus den Versuchsergebnissen lassen sich einige Schliisse beziiglich
des Mechanismus der Inhibition ziehen.

Die intensive blaue Chemiluminescenz, die den alkalischen Losungen des
Luminols bei Anwesenheit von Wasserstoffperoxyd, oder eines anderen
Oxydationsmittels, und eines geeigneten Katalysators (H&min, H&moglobin,
Kaliumeisen(Ill)cyanid u. &.) eigen ist, dndert ihre Farbe bei Zusatz von
fluorescierenden Farbstoffen. Diese Erscheinung, die Chemofluorescenz genannt
wird?, beruht offenbar darauf, dass die gelosten Farbstoffionen das vom
Reaktionsgemisch emittierte blaue Licht der Chemiluminescenz des Luminols
absorbieren und dann in Form ihres eigenen Fluorescenzlichtes wieder emit-
tieren. Der prinzipielle Mechanismus der Chemofluorescenz kann wie folgt
formuliert werden:

LH,+0 —— L+HO+E . .. ... (Q)
LH,+E —— LH* . . . ... ...
LH* — > LH,*hv . . . . ... @3
FAhv —— 5 E* . . . . ... ...
F* — > F4+R . . ... ... 05

In diesen Gleichungen bezeichnen LH, und LH,* die normalen und ange-
regten Molekiile (Ionen) des Luminols, L das Dehydroluminol (Oxydations-
produkt), FF und F* die normalen und angeregten Farbstoffionen, E die
Reaktionsenergie der Chemiluminescenz und hv bzw. hv' die Lichtquanten der
Chemiluminescenz des Luminols bzw. der Fluorescenz des Farbstoffs. Die
Gleichungen (1) bis (3) entsprechen der Chemiluminescenz des Luminols, die
Gleichungen (4) und (5) der Fluorescenz des Farbstoffs und die gesamte
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Reaktionsfolge gibt die Chemofluorescenz wieder. Eine direkte Energieliber-
tragung zwischen den Luminol- und Farbstoffionen, etwa nach der Gleichung:

LH*+F — s LH,+F . . . . . . (32)

erscheint als sehr wenig wahrscheinlich?. Reaktionsgemische des Luminols mit
Uranin ergeben eine griine und mit Rhodamin B eine rétliche Chemofluorescenz.

Als Inhibitoren wirkende Fremdstoffe haben bei einem so komplexen
Reaktionsverlauf mehrere Moglichkeiten, die Reaktionsgeschwindigkeit zu
beeinflussen. Sie konnen auf die anregende Reaktion hemmend wirken, also
die Geschwindigkeit der Teilreakticn (1) oder (2) herabsetzen, weiterhin den
angeregten Luminolmolekiilen einen strahlungslosen Ubergang in den Normal-
zustand ermoglichen, also mit der Teilreaktion (3) in Konkurrenz treten und
schliesslich in prinzipiell gleicher Weise die Anregungsenergie den angeregten
Farbstoffionen entziehen. In allen diesen Fillen ist eine Herabsetzung der
Luminescenzintensitit durch den Fremdstoffzusatz zu erwarten.

In quantitativer Beziehung sind fiir solche Inhibitorwirkungen folgende
Voraussagen moglich. Wirken die Inhibitoren nur auf die anregende Reaktion
[Teilreaktionen (1) und (2)], nicht aber auf die angeregten Molekiile des
Luminols und Farbstoffs, so wird die Chemiluminescenz durch den Fremd-
stoffzusatz in gleichem Ausmass geldscht werden wie die Chemofluorescenz.
Wirken die Inhibitoren aber auch auf die angeregten Molekiile, so ist eine
stiarkere Loschung der Chemofluorescenz als der Chemiluminescenz zu erwarten.
Im zweiten Falle besteht ndmlich die Méglichkeit, dass die Fremdstoffe ausser
den angeregten Luminolmolekiilen auch die angeregten Farbstoffionen
beeintrichtigen. Parallelgehende Messungen der Intensitdt der Chemilumine-
scenz und Chemofluorescenz des Luminols bei Fremdstoffzusatz — die wir
durchfithrten — ergeben also die Moglichkeit, tiber den Mechanismus von
solchen Inhibitorwirkungen Aussagen zu machen. Die Verhiltnisse kompli-
zieren sich noch etwas, wenn ausser den Inhibitorwirkungen auch noch Promo-
torwirkungen durch die zugesetzten Fremdstoffe auftreten. Solche Promotor-
wirkungen dussern sich in einer Erhohung der Intensitét und moglicherweise
auch der Lichtsumme der Luminescenz.

Beziiglich der verwendeten Versuchsmethode und Apparatur verweisen wir auf
die fritheren Mitteilungen. Die Luminolreaktion wurde mit Kaliumeisen(III)hexa-
cyanid als Oxydationsmittel ohne eines anderen Katalysators in alkalischer Losung

(NaOH) durchgefiihrt. Als fluorescierende Stoffe wurden der saure Farbstoff Uranin
und der basische Farbstoff Rhodamin B verwendet.

DIE VERSUCHSERGEBNISSE

Die erhaltenen Versuchsergebnisse werden hier als Kurven mitgeteilt, die
die maximale Luminescenzintensitit (Maximum der Zeit-Intensitdtskurve je
eines Versuches) als Funktion der Fremdstoffkonzentration darstellen. Jede
Versuchsreihe ergab drei Kurven von welchen sich die erste (Kurve 1) auf
die Chemiluminescenz des Luminols ohne Farbstoffzusatz, die zweite (Kurve 2)
auf die Chemofluorescenz bei Anwesenheit von Rhodamin B und die dritte
(Kurve 3) auf die Chemofluorescenz bei Anwesenheit von Uranin bezieht. Die
Konzentration der Farbstoffe betrug meist — wenn nicht anders angefiihrt
— 13X 104 M. Die Reaktionsgemische enthielten immer 4 X 107 M Luminol,
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45X102 M NaOH und 4X10* M Kaliumeisen(Il)hexacyanid. Das Reaktions-
volumen war 50 ml. G bedeutet auf den Abbildungen den relativen Wert der
maximalen Luminescenzintensitdt in Prozenten der gleichen Intensitdt, die:
erhalten wird, wenn das Reaktionsgemisch keinen Fremdstoff enthdlt.
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Abb. 1. Die Wirkung des Anilins auf die Luminescenz. 1 ohne Farbstoff, 2 mit Rhodamin B.-
3 mit Uranin

In der Abb. 1. sind die Loschkurven der Luminescenz dargestellt, die
mit zunehmender Konzentration von Anilin erhalten wurden. Es ist ersicht-
lich, dass die Kurven einen fast identischen Verlauf fir die Chemilumi-
nescenz und die Chemofluorescenz aufweisen. Die Loschung der Luminescenz
ist nicht ausgepragter bei Anwesenheit von fluorescierenden Farbstoffen. Die
gleiche Erscheinung wurde auch bei der Wirkung von Phenol auf die Lu-
minescenz beobachtet (Abb. 2.). In diesem Falle ist die Loschwirkung sogar
wesentlich geringer gegeniiber der Chemofluorescenz (Kurven 2. und 3.) als
der Chemiluminescenz (Kurve 1.) Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit
Resorcin als Inhibitor erhalten (Abb. 3.). Bei Verwendung des Hydro-
chinons als Inhibitor treten stérende Nebenreaktionen auf, die scheinbar mit
der sehr leichten Oxydierbarkeit dieses Stoffes in alkalischer Losung zusam-
menhingen. Immerhin konnte auch fiir Hydrochinon festgestellt werden, dass
es auf die Chemofluorescenz nicht stirker 16schend wirkt als auf die Chemi-
luminescenz.

Die anorganischen Salze KBr, KJ und KCNS, die sonst als gute Inhibitoren
verschiedener chemischer Reaktionen bekannt sind, wirken vorwiegend promo-
torisch auf die Chemiluminescenz des Luminols. Diese Wirkung ist oft auch
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Abb, 3. Die Wirkung des Resorcins auf die Luminescenz. 1 ohne Farbstoff, 2 mit Rhodamin B,
: 3 mit Uranin

Abb. 4. Die Wirkung des KBr auf die Luminescenz 1 ohne Farbstoff, £ mit Rhodamin B 1.10~¢ M,
2a mit Rhodamin B 1.10-%* M, 3 mit Uranin 1.10-¢ M, 3a mit Uranin 1.10-> M
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gegeniiber der Chemofluorescenz zu beobachten, aber gewdhnlich in wesentlich
geringerem Ausmass. Die Abb. 4. zeigt die Abhingigkeit der maximalen
Luminescenzintensitit von der Konzentration des KBr in der Losung. Es ist
ersichtlich, dass die Intensitit der Chemofluorescenz durch den Zusatz von
KBr weniger erh6ht wird, als die Intensitdt der Chemiluminescenz (Kurve 1.).
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Abb. 5. Die Wirkung des KJ auf die Luminescenz. 1 ohne Farbstoff, 2 mit Rhodamin B 1.10~¢ M,
g 2a mit Rhodamin B 1.10-2 M, 3 mit Uranin 1.10~¢ M, 3a mit Uranin 1.10-5 M
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Abb. 6. Die Wirkung des’ KCNS auf die Luminescenz. 1 ohne Farbstoff, 2 mit Rhodamin B
1.10-4 M, 2a mit Rhodamin B 1.10-3 M, 3 mit Uranin 1.10-¢ M, 3a mit Uranin 1.10- M
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Ausserdem ist dieser Promotoreffekt auch von der Konzentration der Farb-
stoffionen abhingig. Je grosser diese Konzentration ist, umso ausgeprigter ist.
der Effekt. Prinzipiell gleiche Ergebnisse wurden auch mit KJ und KCNS
erhalten (Abb. 5. und 6.). In diesen Féillen ist es wesentlich, dass die
Chemofluorescenz mit Uranin als Farbstoff, bei grésserer Farbstoffkonzentra-
tion (Kurven 3.), durch KCNS schwicher, aber durch KJ ausgepréigt geloscht
wird. Die Promotorwirkung, die diese Salze der Chemiluminescenz gegeniiber
verursachen, wird durch den Farbstoffzusatz in eine ausgesprochene Inhibtion
der Chemofluorescenz verwandelt.

Es handelt sich bei der Wirkung der angefiihrten anorganischen Salze
offenbar darum, dass sie die Chemiluminescenz des Luminols intensivieren
(Promotorwirkung), was nur durch Erhéhung-der Geschwindigkeit der anregen-
den Reaktion moglich ist. Diese Wirkung besteht auch bei der Chemofluore-
scenz, sie wird aber sekundér wesentlich herabgesetzt und bei entsprechenden
Versuchsbedingungen in eine ausgeprédgte Inhibitorwirkung (Loschung) ver-
wandelt. Es ist anzunehmen, dass diese sekundire Wirkung in der Loschung
der Fluorescenz des Farbstoffes (Uranins), also in einer Behinderung der Teil-
reaktionen 4. und 5. der angefiihrten Reaktionsfolge, zu suchen ist. Nur das
KJ wirkt in grosserer Konzentration — absteigender Ast der Kurve 1. der
Abb. 5. — auch auf die angeregten Luminolmolekiile (Behinderung der Teil-
reaktionen 2. und 3.).

Zusammenfassend kann man also feststellen, dass die verwendeten organi-
schen Inhibitoren nur auf die anregende Reaktion der Luminescenz hemmend
wirken. Sie sind ohne wesentlichen Einfluss auf die angeregten Molekiile. Den
anorganischen Salzen kommt hingegen der anregenden Reaktion gegeniiber
eine Promotorwirkung und den angeregten Molekiilen gegeniiber eine Inhibitor-
wirkung zu. Letztere dussert sich in einer Loschung der Luminiscenz.
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IZVCD
O luminescenciji luminola. XII. Inhibicija kemofluorescencije luminola
V. Mikuli¢i¢ i K. Weber

Boja kemiluminescencije luminola mijenja se dodavanjem tvari, koje fluoresci-
raju, kao §to su uranin ili rodamin B. Ova pojava, koja je prozvana kemofluorescen-
cija, oCito se osniva na apsorpciji svijetla kemiluminescencije luminola (plava boja) u
molekulama fluorescentne tvari, i na naknadnoj emisiji tako apsorbirane energije
u obliku fluorescencije (zelene, odnosno crvene u prisutnosti uranina, ili rodamina B).

Otopina, koja pokazuje pojavu kemofluorescencije sadrzi podrazene molekule
luminola, kao i fluorescentnih tvari. Inhibitori (tude tvari odredene konstitucije) mogli
bi djelovati na takav sistem u tri smjera: 1. mogu inhibirati luminolsku reakciju,
koja stvara podraZene molekule luminola, 2. mogu desaktivirati podrazene molekule
luminola i 3. mogu desaktivirati podrazene molekule fluorescentne tvari.
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Za istrazivanje takvih pojava vrieni su pokusi o gasenju luminescencije luminola
dodavanjem tudih tvari (KJ, KBr, KCNS, fenola, rezorcina, hidrokinona i anilina)
bez prisutnosti i u prisutnosti fluorescentnih bojila (uranina i rodamina B). Usta-
novljeno je, da pri utjecaju navedenih organskih inhibitora u kvantitativnom pogledu
ne postoji bitna razlika u djelovanju tih tvari na kemiluminescenciju i na kemo-
fluorescenciju luminola. Ta se eksperimentalna Cinjenica moZe tumaciti pretpostav-
kom, da ovi inhibitori djeluju samo na kemijsku reakciju, koja stvara podrazene
(aktivirane) molekule, a ne djeluju na same podrazene molekule (ione).

Gore navedene anorganske soli djeluju na kemiluminescenciju luminola pro-
motorski, t.j. povecéavaju intenzitet luminescencije. U prisutnosti organskih bojila,
kada se dakle radi o kemofluorescenciji, ovo promotorsko djelovanje se smanjuje,
djelomi¢no veoma izrazito. U prisutnosti vec¢ih koncentracija uranina KJ i KCNS
izrazito gase kemofluorescenciju.

Utjecaj anorganskih soli se moze tumaciti pretpostavkom, da ove tvari djeluju
na kemijsku reakciju, koja podrazuje molekule promotorski, a na podrazene molekule
inhibitorski.
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