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1. POVZETEK

Kemiluminiscenca je podro€je, ki se v veliki meri uveljavlja kot aplikacija na podrocju
forenzike, in sicer pri analizi kaznivih dejanj. Pri analizi krvnih sledi sluZi
kemiluminiscenca kot ogrodje tvorbe svetlobe, ki se sprosti iz vira, ki sestavlja vzorec
— hemoglobina in ob pomo¢i drugih reagentov, ki pomagajo proizvesti tako imenovano
vzbujeno stanje. Modelni reagent, ki oddaja svetlobo, je predstavnik hidrazidov
aromatskih karboksilnih kislin, luminol. Kemiluminiscenéno reakcijo izvajamo v
vodnem mediju, kjer je pH 9. V reakcijo lahko uvedemo emisijske obcutljivce, Ki
povzrocijo povecanje emisije svetlobe in podaljSanje ¢asa reakcije, spremenimo lahko
katalizator in uvedemo gostejsi medij. Opisani pogoji so bili osrednji del omenjenega
raziskovalnega dela. Reakcija na trdnem reagentu, ki vsebuje veC istoimenskih
kovinskih atomov (posnjakit, 4 atomi Cu), glede na slabo topnost pove€a emisijo
svetlobe in podaljSa Cas delovanja reakcije. Pomemben prispevek igra tudi vloga
gostejSega sredstva, gela, ki na prehodu z redkejSim (raztopina oksidanta, vodikovega
peroksida) tvori emisijo svetlobe. Ko oksidant prodira v gel, reakcija po€asi poteka in
tvori stabilno stanje ter s tem podaljSa €as. Koliina gela na reakcijo je omejena:
previsok volumski del reakcijo v dolo€enih tipih »zaduSi« in emisija svetlobe ni vidna.
Doprinos omenjenih pogojev predstavlja uvodni primer aplikacij v forenzi¢nih Studijah

za analizo krvi in krvnih madezev v nizkem obmodju.

KLJUCNE BESEDE: kemiluminiscenca, hemoglobin, posnjakit, forenzika, medicina,

kazniva dejanja, krvni madezi.
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2. UVOD

Kemiluminiscenca je podrocje kemije, ki se trenutno Se razvija in dobiva velik pomen
na podrocju kemije ter posega tudi v njeno uporabo v vsakdanjem Zivljenju. V naravi
je bioluminiscenca zelo razSirjen pojav; uporabljajo jo alge, plankton, Zuzelke (tipi¢en
primer so kresnice), globokomorske ribe, mikroorganizmi ter veliko ostalih Zivih bitij za

sporazumevanje in obrambo pred »napadalci« [5].

Kemiluminiscenca je proces proizvajanja elektromagnetnega valovanja v obliki
svetlobe s pomocjo kemijske reakcije. Emisija svetlobe je lahko ultravijoli€na, vidna, ali
v obliki infrardeCega sevanja. Gre za proces, ko eksotermna reakcija proizvaja
molekule v elektronsko vzbujenem stanju. Ko se te molekule vra€ajo v osnovno stanje,
sprostijo fotone (energijo v obliki svetlobe). NajveCkrat se to dogaja v tekocem ali

trdnem agregatnem stanju [5].

Temeljna uporaba, vezana na slednje raziskovalno delo, je uporaba kemiluminiscence

v forenziénih raziskavah.

21 METODE DELA

Poskusi so bili opravljeni v Solskem laboratoriju. Opremo za poskuse je zagotovila
Sola. Vse poskuse smo opravili za stekleno Sipo. V laboratoriju smo imeli zagotovljena
vsa za$Citha sredstva in smo upostevali predpise za varno delo. Vse odpadke smo
zbirali v posebnih posodah, jih po potrebi nevtralizirali in nato oddali pristojnim
sluzbam.

Del naloge, ki je zahteval poglobljene meritve je bil opravljen v sodelovanju s Fakulteto

za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani.
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3.1 FORENZIKA

Potreba po odkrivanju latentnih (zabrisanih) krvnih sledi pri preiskavah kaznivih dejan;
sega ze v zacCetke prejSnjega stoletja. V tem obdobju so bili razviti razlicni testi za
dokazovanje zabrisane krvi. VecCina testov temelji na kataliticni aktivnosti hemoglobina,
ki je sestavni del eritrocitov v Cloveski krvi. Testni niso specifi€ni, saj je hemoglobin
mogoce najti v krvi vseh vretencarjev. Osnova testov je oksidoredukcijska reakcija, v
kateri hemoglobin katalizira oksidacijo spojin, ki v reakciji sodelujejo kot reagenti.
Znacilnost pozitivne reakcije je sprememba v barvi reagenta ali sevanje v dolo¢eni
svetlobi (kemiluminiscenca). Najpogosteje uporabljeni reagent za dokazovanje
zabrisanih krvnih sledi je hidrazid 3-aminoftalne kisline, bolj znan pod imenom luminol.
Ker testi temeljijo na oksidoredukcijski reakciji, lahko ob stiku s spojinami, ki vsebujejo
hemov obro¢€, kot so encimi peroksidaze, ali v prisotnosti oksidirajoCih agensov pride
do napacno pozitivnih rezultatov. Kljub tej slabosti predstavljajo izredno pomembno
orodje za osnovno ugotavljanje prisotnosti krvi v zabrisanih madeZih pri preiskovaniju
krajev kaznivih dejanj. Potrebno je, da forenzi¢ni strokovnjak pri interpretaciji

rezultatov uposteva to slabost [7].

Prvi eksperimenti, pri katerih so uporabili luminol za preliminarno testiranje prisotnosti
krvi v latentnih krvnih sledeh, so bili opravljeni ze leta 1937. Izvedel jih je Walter
Specht z Indtituta za sodno medicino in kriminalistiko v Jeni (Nemcija). Na razli¢ne
podlage, kot so trata, opeke ali kamni, je pljuskal kri. Prisotnost je dokazoval z
luminolom. Test je od takrat dozivel nekaj manjSih modifikacij. Grodsky je leta 1951
pripravil meSanico pudra, ki je vsebovala luminol, natrijev karbonat in natrijev perborat.
Mesanico je bilo potrebno raztopiti v destilirani vodi. Raztopina je postala najpogosteje
uporabljen test za preiskavo krajev kaznivih dejanj z domnevno zabrisanimi krvnimi
madezi. Uporaba natrijevega karbonata ni bila najboljSa, saj je bila reakcija zelo
poCasna in kratkotrajna. Raztopina je bila neobstojna in strupena. Leta 1966 je Weber
naredil novo testno raztopino, ki jo sestavljajo luminol, natrijev ali kalijev hidroksid in
vodikov peroksid. Tako pripravljeno raztopino je bilo potrebno hraniti v hladnem
prostoru, odmaknjeno od direktne svetlobe. Njena obstojnost je bila kratkotrajna (8 ur).
Webrovo kombinacijo spojin danes imenujemo klasi¢ni luminolov test. Ce poprsimo
latentne krvne sledi, nastane modrozelena emisija svetlobe. Izkaze se, da luminol sodi

med tiste spojine, ki oddajo zadovoljivo koli¢ino svetlobe [7].
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V svetu klasi¢ni luminolni test zaradi slabosti, kot so toksi¢nost, nestabilnost, zamudna
priprava, napacno pozitivna reakcija na detergente z belilom (vodikov peroksid), kratek
Cas svetenja (kemiluminiscenca) in popolna zatemnitev prostorov pri izvajanju testa,
izpodrivajo novejSi testi. Ti testi temeljijo na izboljSanih reagentih, katerih osnova je
prav tako luminol, vendar je kemijsko spremenjen, formule so patentno zascitene. Med
najbolj poznanimi testi je BlueStar® Forensic test, ki ga prodajajo v obliki tablet ali
raztopin. lzumitelj novega testa je Loic Blumu z Univerze Claude Bernard v Lyonu
(Francija). BlueStar® Forensic test je namenjen odkrivanju spranih, o€iS€enih in
prostemu ocesu nevidnih krvnih sledi. BlueStar® Forensic test ne vpliva na DNA, saj
jo lahko uporabimo za nadaljnje forenzi¢ne preiskave. Prav tako test ni toksi¢en v
primerjavi s klasiénim luminolnim testom in pozitivno vpliva na doloevanje krvnih

skupin [7].

Opravljenih je bilo Ze nekaj Studij, s katerimi so dokazali prednosti uporabe BlueStar®
Forensic testa v primerjavi s klasi¢nim luminolnim testom. Vecina aplikacij sodi med
razvojne Studije, ki jih je nujno potrebno izvesti v Casu razvoja testa. Na Genetic Prints
Functional Unit of the Nantes University Hospital (CHU) v Franciji so dokazali, da se v
razredCitvi krvne sledi 1:1000 Se nahaja zadostna koli€ina DNA, ki ji lahko dolo€imo
koncentracijo, da je intenzivnost kemiluminiscence veliko vi$ja in traja dlje ¢asa kot pri
klasi€énem luminolu ter da lahko napa¢no pozitivho reakcijo, ali je reakcija BlueStar®
Forensic testa potekla s krvno sledjo ali s katero drugo snovjo, hitro opazimo. V
»Institut de Recherche Criminelle de la Gendemerie Nationale« (IRCGN) na
francoskem nacionalnem obrambnem ministrstvu so izvedli drugo validacijsko Studijo,
s katero so dokazali, da se v razredCitvi krvne sledi 1:1000 Se nahaja zadostna
kolic¢ina DNA, ki jo lahko tipiziramo, kljub temu da je bila krvna sled v 30-ih dneh
vecCkrat naprSena z BlueStar® Forensic testom. V Saint Louisu na Metropolitan Police
Departement so izvedli primerjalno Studijo med BlueStar® Forensic testom in
luminolnim testom. Hoteli so dokazati, kako starost krvne sledi in temperatura vplivata
na potek reakcije ter kako se testa odzoveta, Ce je krvna sled obdelana z belilom.
Budowle s sodelavci iz FBI je dokazal, da BlueStar® Forensic test ne vpliva na
dejanske lastnosti DNA. Namen prikazane Studije je bil dokazati, da BlueStar®
Forensic test v Centru za forenzi¢ne preiskave (Policija, Ministrstvo za notranje
zadeve) da pricakovane rezultate. Validacija metode je namreC postopek dokazovanja

karakteristik zmogljivosti in omejitev metode ter ugotovitev vplivov, ki spreminjajo te
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karakteristike. Validacija metode je postopek preverjanja, da je metoda (test) primerna
za reSevanje doloCenega analiznega problema. V Sloveniji je bil omenjeni test
uporabljen pri prdenju raztopin na vzorce, in sicer v Centru za forenzi¢ne preiskave
(Policija, MNZ) [71].

3.2 KEMILUMINISCENCA

Kemiluminiscenca je oddajanje svetlobe zaradi kemijske reakcije pri sobni temperaturi
brez prisotnosti plamena [1]. Je pojav, pri katerem med eksotermno reakcijo nastane
produkt v elektronsko vzbujenem stanju. Ko se vzburjeni produkt vrada v osnovno
stanje, izseva energijo v obliki fotona (svetloba). NajveCkrat se proces odvija v
tekoCem ali trdnem agregatnem stanju [2]. Podrocje kemiluminiscence delimo na

posredno in neposredno.

Neposredno kemiluminiscenco lahko poenostavljeno prikazemo s sploSno reakcijsko

shemo:

A+ B — [I]*— PRODUKTI + SVETLOBA

A in B sta reaktanta, [I]* je snov v vzbujenem stanju. Reakcija med luminolom in
vodikovim peroksidom je primer neposredne kemiluminiscence.

V primerih, ko vzbujeno stanje snovi ni dovolj u€inkovito emisijsko sredstvo, lahko
preda energijo neki drugi zvrsti (senzibilizatorju, F), ki potem izseva energijo. V tem
primeru govorimo o posredni (obc&utljiv€evi) kemiluminiscenci.

Primer je svetloba, ki jo sevajo aktivirane svetlobne paliCice, popularni »modni«
dodatek obiskovalcev diskotek, zabav in drugih sre¢anj mladih. Splosno reakcijsko

shemo posredne kemiluminiscence predstavi spodniji zapis [12]:

A+B - [I]* + F — [F[*— F + SVETLOBA

~11 ~
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Kemiluminiscenca se je skozi ¢as zelo spreminjala, tako tudi njen pomen in vioga na
posameznih  podrocjih  (kemija, biokemija, medicina, farmacija, biologija,
biotehnologija) [2, 5].

3.3 ZAZNAVANJE KEMILUMINISCENCE

Kemiluminiscen¢ne reakcije lahko spremljamo na ve¢ nacinov. Prvi izmed njih je
merjenje Casa trajanja emisije svetlobe, drugi dolo€anje intenzivnosti nastale svetlobe.
V sledeCem raziskovalnem delu smo se osredotoCili predvsem na Casovni potek
trajanja svetlobe, intenzivnost le-te smo le opazovali. Za ¢asovno merjenje in

opazovanje emisije svetlobe uporabljamo Stoparice.

Intenziteto svetlobe pri kemiluminiscenc¢nih reakcijah lahko merimo na vec razlicnih
nacinov. Za merjenje intenzitete svetlobe pri kemiluminiscenc¢nih reakcijah se pogosto

uporabljajo razli¢ni senzorji, fotodiode in veliko obc&utljivejSe fotopomnozevalke [11].

3.4 LUMINOL

Luminol je reagent, ki med oksidacijo oddaja turkizno modro svetlobo, ki je dobro
vidna v zatemnjenih prostorih. Prvi je kemiluminiscenco luminola opazil kemik Albrecht
leta 1928, od takrat so kemiluminiscenco luminola zaceli tudi intenzivno raziskovati [2].
Oksidacija luminola lahko poteka v proticnem (alkohol, voda) in aproticnem topilu
(DMSO, DMF). Mehanizma se v obeh vrstah topil precej razlikujeta. V razlicnih
topilnih sistemih so potrebni razli¢ni oksidanti, emisijski spektri svetlobe se posledi¢no
razlikujejo. V aproti¢nih topilih sta za kemiluminiscenco potrebna le molekularni kisik in
moc¢na baza. Maksimalna valovna dolzina emitirane svetlobe je 485 nm. V proti¢nih
topilih za oksidacijo potrebujemo moc¢no bazo, molekularni kisik ali vodikov peroksid in
katalizator. Maksimalna valovna dolzina v tem primeru zna$a priblizno 425 nm. V obeh

tipih topil emisijo povzro€i vzbujen aminoftalatni ion [2].
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NH, O
NH 2 OH
oksidacija + 2H0 + N, + svetloba
NH
o o)

Slika 1: Reakcijska shema oksidacije luminola v bazicnem mediju

Trajanje emisije svetlobe je odvisno predvsem od koncentracije vodikovega peroksida
H,O,. Pomembno vilogo igra tudi katalizator. Najpogosteje se uporabljajo ioni Ccu?.
Uporabni so tudi ioni Co®" in [Fe(CN)g]> [6]. Kot vir bakrovih (2+) ionov se najveckrat
uporablja bakrov sulfat pentahidrat, CuSO4 x 5 H,O. Za vir kobalta je primeren
kobaltov triklorid heksahidrat, CoCls x 6 H,0. Vir [Fe(CN)s]>” kompleksov predstavijajo
soli alkalijskih oz. zemeljsko-alkalijskih kovin.

Slika 2: Kemiluminiscenca luminola v vodnem mediju
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3.5 HIPOTEZA

Znano je, da lahko kemiluminiscenco organskih hidrazidov, katerih glavni modelni
predstavnik je luminol, kataliziramo z razli€nimi kovinskimi ioni. Predpostavljamo, da je
mozno pripraviti ustrezne pogoje, ki bodo reakcijo vodili v smer nastanka svetlobe
(vzbujenega stanja). Hipoteti¢no kot osnovne pogoje navajamo izvedbo reakcije v gelu
in reakcijo v sistemu polarno topilo/netopen katalizator. Z obravnavo izbranih pogojev
Zelimo reakcijo aplicirati na analizo prstnih sledi, saj bodo veliko selektivhost dosegali

prav v forenzi¢nih Studijah.

~14 ~



Nik Kajtna Raziskovalno delo

4. EKSPERIMENTALNI DEL
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41 UVOD V EKSPERIMENTALNIDEL

Kemiluminiscenco luminola lahko prikazemo s preprostim demonstracijskim poskusom
v osnovnih in srednjih Solah. Ob reakciji opazujemo emisijo svetlobe, ki je lahko
razlicnih barv (najveckrat znacCilne svetlo modre barve). Barva emisije svetlobe in

njene lastnosti so odvisne od reagentov (kemikalij), ki jih vklju¢imo v sam eksperiment.

Dejstvo, da kemiluminiscenco lahko uporabljamo tudi v forenziki, nas je navdusSilo, da
smo raziskovali v tej smeri. Raziskovali smo predvsem individualizacijo latentnih krvnih
sledi na sploSnem modelu krvi, ki smo jo pripravili ob pomoci ustrezne raztopine
hemoglobina. Ker kri vsebuje Se druge komponente, smo se osredotoCili le na
hemoglobin, saj igra s podrocja kemiluminiscenénih vej vlogo tako katalizatorja kot

emisijskega obcutljivca.

Pred samim delom je delovne povrSine potrebno ocistiti in ociS€ene ohranjati do
konca. Pri tehtanju, dodajanju in meSanju kemikalij je potrebna ¢im vecCja natan¢nost,
saj s tem dosezemo vecjo ponovljivost. Zaradi nevarnih reagentov nosimo zascitna

sredstva in skrbimo za lastno varnost.

4.2 UPORABLJENIINVENTAR

Za izvedbo smo potrebovali naslednji inventar:

merilni valj, 10 mL, 7 kom.,
merilni valj, 50 mL, 5 kom.,
merilni valj, 100 mL, 13 kom.,
merilni valj, 250 mL, 5 kom.,
buca, 250 mL, 5 kom.,

buéa, 1000 mL, 10 kom.,
¢asa, 50 mL, 27 kom.,

¢asa, 100 mL, 1 kom.,

¢asa, 250 mL, 5 kom.,
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¢asa, 500 mL, 3 kom.,

merilna pipeta, 5 mL, 7 kom.,
merilna pipeta, 25 mL, 2 kom.,
epruveta, 58 kom.,

steklene palcke,

filtrirni papir,

Stoparica,

terilnica,

tehtnica,

noz.

4.3 REAGENTI

Predhodno pripravimo dve lo€eni raztopini [1].

PRIPRAVA REAGENTA IN KATALIZATORJA V PUFRU (A1)

V 1 L merilno bu€¢ko smo nalili 500 mL destilirane vode. V vodi smo raztopili 4,0 g
brezvodnega natrijevega karbonata in dodali 0,2 g luminola. MeSali smo tako dolgo,
dokler se nista kemikaliji popolnoma raztopili. V nadaljevanju smo dodali 24,0 g
natrijevega hidrogenkarbonata, 0,5 g amonijevega karbonata monohidrata in 0,4 g
bakrovega sulfata pentahidrata. Vsebino smo mesali toliko ¢asa, dokler se kemikalije

niso popolnoma raztopile. Z destilirano vodo smo dopolnili do oznake na merilni bucki.

PRIPRAVA OKSIDANTA (A2)

V merilnih buc¢kah smo predhodno pripravili 5 razliénih koncentracij vodikovega
peroksida, in sicer: 2 %, 4 %, 6 %, 8 %, 10 % v 100 mL buckah. To so osnovne
raztopine. 50 mL osnovne raztopine smo odpipetirali v 1 L merilno bu€o in z vodo

dopolnili do oznake na merilni buéi (dvojno red¢enje).
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Pri Studiju vpliva oksidanta smo za primerjavo poleg zgornjih raztopin pripravili Se

redCenje 10 mL H20,/1 L, in sicer za vsak posamezni delez posebe;.

Pripravljeni reagenti so bili shranjeni v steklenih buCkah. Te so bile shranjene v
hladilniku. Na takSen naclin smo zmanjSali njihov razpad, predvsem luminola in
vodikovega peroksida. Raztopine vodikovega peroksida smo za vsako serijo meritev

pripravljali sproti, saj v nizkih koncentracijah razpada.

44 OPTIMIZACIJA KEMILUMINISCENCE LUMINOLA S
POMOCJO USTREZNIH RAZTOPIN OKSIDANTA

S pipeto odmerimo 50 mL A1 v 250 mL ¢a$o. V popolnoma zatemnjenem prostoru
raztopini dodamo Se raztopino A2. Meritve izvajamo od najnizZjega do najviSjega
deleza vodikovega peroksida v posameznih ¢aSah. Merimo Cas trajanja emisije

svetlobe.

4.5 UPORABA MODELNIH OBCUTLJIVCEV ZA
KEMILUMINISCENCO

Emisijski ob&utljivci so po osnovi fluorescenéna organska barvila.

S Studijo 4.4 smo dolocali optimalno stanje reakcije, katerega je predstavljal ¢asovni
okvir merjenja. Optimalno stanje dosezemo z 2 % raztopino vodikovega peroksida,

redéenona 1 L.

V 14 epruvet smo odpipetirali 1 mL raztopine A1 in dodali razlicne obdutljivce (1
kapljico teko€in oz. 5 mg snovi v trdnem agregatnem stanju). Raztopina A1 se je ob

dodatku le-teh razlicno obarvala. V popolnoma zatemnjenem prostoru smo svetlobo
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aktivirali z 1 mL raztopine A2 (2 % H20,/1 L) in opazovali emisijo ter merili ¢as.
Uporabljali smo sledeCe obcutljivce: fenolftalein, fluorescein (nov in star), metilensko
modrilo, eozin, hemoglobin — nov, hranjen v hladilniku, in hemoglobin — star, hranjen
na sobni temperaturi, rodamin B, kongo rdece, rubin S, krezol rdece, brillantgrin,

lakmusovo tinkturo in metiloranz.

4.6 KEMILUMINISCENCNA REAKCIJA V GELU

V dvajset 50 mL ¢as smo dodali 2 mL raztopine A1. Nato smo v prvih pet ¢a$ dodali
10 mL gela za pomivanje posode (v nadaljevanju gel) in jih oznacili s Stevilko 1 (prvi
set reakcij). V drugih pet ¢as smo dodali 20 mL gela in jih oznadili s Stevilko 2 (drugi
set reakcij). V tretjih pet ¢a§ smo dodali 10 mL gela in jih oznacili s Stevilko 3 (tretji set
reakcij). V zadnjih pet ¢as pa smo nalili 20 mL gela in jih oznacili s Stevilko 4 (Cetrti set
reakcij). Delo smo nadaljevali v popolno zatemnjenem prostoru, kjer smo pri vsakem
poskusu v vsako ¢aso dali razlicne raztopine A2. Pri prvem in drugem setu reakcij smo

vsebino v ¢asah mesali, pri tretiem in Cetrtem pa ne.

4.7 SINTEZA POSNJAKITA

Zeleli smo pripraviti »novo« snov, ki bo imela ve¢ enakih kovinskih elementov, in sicer
taksnih, za katere je znano, da katalizirajo reakcijo. TakSen material je posnjakit, ki ga

pripravimo po metodah okolju prijazne sinteze [20].

V prvo ¢aso smo zatehtali 5,0 g strtega bakrovega sulfata pentahidrata , v drugo pa
3,0 g natrijevega hidrogenkarbonata. Obe snovi v ¢asi smo raztopili s 100 mL vode.
Raztopini v ¢asi smo dobro mesSali, da smo pripravili homogeni raztopini. Sledi
postopek obarjanja, pri katerem med mesSanjem dodajamo raztopini bakrovega sulfata

pentahidrata raztopino natrijevega hidrogenkarbonata (zato imamo sulfat v vecji ¢asi).
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Med dodajanjem je potrebno intenzivho mesanje s stekleno palcko, da dobimo lepe
kristale, ki se oborijo. Med obarjanjem se pojavi svetlomodra oborina in mehurcki plina
ogljikovega dioksida, CO,. Ko se oborina popolnoma usede, jo preprosto odfiltriramo
skozi naguban filter. Produkt je stabilen, zato ga posuSimo na filter papirju pri sobni

temperaturi. Masa produkta po sintezi znasa 3,2 g.

4.8 KEMILUMINISCENCA LUMINOLA, KATALIZIRANA S
SINTETIZIRANIM POSNJAKITOM

Predhodno smo pripravili raztopino A2 (2 %, dvakrat razred€eno, 50 mL/1 L) in novo

raztopino A1:

V 1 L merilno buc¢ko smo nalili 500 mL destilirane vode. V vodi smo raztopili 4,0 g
brezvodnega natrijevega karbonata in dodali 0,2 g luminola. Me8&ali smo tako dolgo,
dokler se nista kemikaliji popolnoma raztopili. V nadaljevanju smo dodali 24,0 g
natrijevega hidrogenkarbonata in 0,5 g amonijevega karbonata monohidrata. Vsebino
smo mesSali toliko ¢asa, dokler se kemikalije niso popolnoma raztopile. Z destilirano
vodo smo dopolnili do oznake na merilni bu€ki. Tako smo pripravili novo raztopino
Alp.

V vsako izmed buck smo nalili 50 mL A1p in dodali v prvo 0,1 g posnjakita, drugo
0,5 g, tretjo 1,0 g, Cetrto 1,5 g in peto 2,0 g. Vsebino smo mesali 10 min, da se je
raztopina obarvala svetlo modro. V popolnoma zatemnjenem prostoru smo k vsaki
pripadajoCi reakcijski meSanici dodali Se 50 mL 2 % vodikovega peroksida (razred¢en

na 1 L). Opazovali smo emisijo svetlobe in merili Cas.
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49 SIMULACIJA KEMILUMINISCENCE LUMINOLA NA REALNEM
PRIMERU

Ker smo Zeleli pogoje, ki smo jih pripravili tekom raziskovalnega dela, testirati na
realnem primeru, smo v ta namen izvedli Studijo, ki je vsebovala novo pripravljeno
raztopino A1p, sintetiziran posnjakit in hemoglobin ter gel. Oksidant je bil prav tako

vodikov peroksid z optimalnim delezem (50 mL 2 %/1 L).

Pripravimo raztopino za kemiluminiscenco posebej v vsaki ¢asi loCeno in v naslednjem

zaporedju:

prva ¢aSa: 10 mL A1p + 0,1 g posnjakita + 20 mL gela,

druga ¢aSa: 10 mL A1p + 0,1 g posnjakita + 50 mL gela,

tretja ¢asa: 10 mL A1p + 0,1 g posnjakita + 100 mL gela,
Cetrta ¢asa: 10 mL A1p + 0,1 g posnjakita + 0,1 g hemoglobina,
peta ¢asa: 10 mL A1p + 0,1 g hemoglobina.

Vsebine v ¢aSah meSamo 10 min, da se vsi delci posnjakita dobro porazdelijo med gel

in vodno fazo.

Izvedli smo tudi modelni reakciji na filtrirnem papirju, in sicer v naslednjem vrstnem

redu:

prvi filtrirni papir: omoc¢imo z 10 mL A1p, dodamo 0,1 g fino (predhodno)
zdrobljenega posnjakita in poCakamo 10 min, da se filtrirni papir skupaj s
trdnimi delci posnjakita prepoji,

drugi filtrirni papir: omo¢imo z 10 mL A1p, dodamo 0,1 g posnjakita in 0,1 g
hemoglobina ter po€akamo, da se fino zdrobljeni trdni delci skupaj s filtrirnim

papirjem omocijo (¢asovno 10 min).

V popolni temi vsako ¢aso in filtrirna papirja prelijemo z 10 mL raztopine A2 (2 %

H202/50 mL na 1 L) in merimo &as trajanja emisije svetlobe.
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5. REZULTATI IN DISKUSIJA
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51 OPAZANJA

Med izvajanjem kemiluminiscencnih reakcij se je ob razli¢nih pogojih sprostila razlicna
intenzivnost svetlobe, ki je posledi¢no temu primerno trajala. Pri vi§jih koncentracijah

vodikovega peroksida je bila intenzivnost emisije svetlobe visja (in obratno).

Po konc&ani reakciji je bila barva raztopine najveckrat fluorescentno rumeno zelene
barve, ki je ¢ez Cas postopoma potemnela. Jasno je opazeno tudi izhajanje plinastega

dusika, ki nastane kot stranski produkt reakcije.

5.2 REZULTATI MERITEV

Sledi pregled rezultatov, ki smo jih pridobili tekom dela. Oznaka (*) oznacuje trajanje

emisije svetlobe, ki je trajala izven ¢asovnega okvirja merjenja.

5.2.1 OPTIMIZACIJA KEMILUMINISCENCE LUMINOLA S POMOCJO
USTREZNIH RAZTOPIN OKSIDANTA

DELEZ H,0, (%) CAS (s)
2% 360 s
4% 3780 s
6 % 4500 s*
8 % 4500 s*
10 % 4500 s*

Tabela 1: Cas emisije svetlobe v primeru A2a — redéenje 50 mL izbranega

vodikovega peroksidana 1 L.
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DELEZ H,0, (%) CAS (s)
2% 204 s
4% 207 s
6 % 207 s
8 % 306 s
10 % 393 s

Tabela 2: Cas emisije svetlobe v primeru A2b - redéenje 10 mL izbranega

vodikovega peroksida na 1 L.

Vpliv delaza vodikovega peroksida na
luminolovo reakcijo

5000
4500
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3500
—~ 3000

L2
»n 2500

©
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1000
500

0 T T T
2% 4% 6% 8% 10%
delez H,0, (%)

mA2a
uA2b

Graf 1: Vpliv deleza vodikovega peroksida, oksidanta, na €as trajanja emisije svetlobe

|z grafa lahko razberemo, da se €as emisije svetlobe ve€a sorazmerno s koncentracijo
H,0O, do optimalne meje. Ko je meja dosezena, se €as pricne zmanjSevati oz. emisija
svetlobe pada. Najvecjo vrednost smo opazili pri 6 %, 8 % in 10 % raztopini A2a, in
najnizjo pri 2 % raztopini A2b. Iz grafa lahko razberemo, da ima razredCevanje
raztopine odlo€ilno vlogo pri reakciji. Bolj kot je oksidant razred€en, dlje opazimo

emisijo svetlobe.
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5.2.2 UPORABA MODELNIH OBCUTLJIVCEV ZA KEMILUMINISCENCO

IME REAGENTA BARVA YV CAS EMISIJE (s)
RAZTOPINI A1
fenolftalein (1) svetlo vijolicna 540 s
fluorescein (svez) (2) | fluorescentno zelena 258 s
metilensko modrilo (3) temno modra 300 s
eozin (4) rdeCa 267 s
hemoglobin (hladilnik) olivno zelena 669 s
(5)
rodamin B (6) vijoli¢no rdeca 300 s
kongo rdece (7) rdeCa 72s
rubin S (8) vijoliéno rdeca 82s
krezol rdece (9) vijoli¢na 78 s
brillantgriin (10) modro zelena 70s
lakmusova tinktura temno vijoli¢na 180 s
(11)
metiloranz (12) oranzna 122 s
fluorescein (starejSi) rumena 258 s
(13)
hemoglobin (sobna olivno zelena 540 s
temperatura) (14)
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Vpliv obéutljivca na oksidacijo
luminola v raztopini Cu?*ionov
z 2 % raztopino H,0,
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Graf 2: Prikaz ucinkovitosti uporabljenih reagentov kot emisijskih obcutljivcev v

kemiluminiscenci luminola

Najbolj ucinkovit reagent, ki kaze lastnosti emisijskih obcutljivcev, je hemoglobin,
hranjen v hladilniku, ki je edini presegel visoko ¢asovno mejo, 11,15 minut. Malo manj
uCinkovita sta bila fenolftalein in hemoglobin s sobne temperature (oba 9 minut).
Toc¢no 5 minut je emisija trajala pri metilenskem modrilu in rodaminu B. Med dvema in
petimi minutami so bili: eozin (4,45 minut), nov in star fluorescein (oba 4,5 minute),
lakmusova tinktura (3 minute) in metiloranz (2 minuti). Najmanj ucinkoviti so bili: rubin
S, krezol in kongo rdece ter brillantgriin; pri vseh je emisija trajala manj kot dve, a

vseeno veé kot eno minuto.

Opazimo tudi, da starost stabilnih soli (fluorescein v obliki dinatrijeve soli) nima
posebnega vpliva na emisijo svetlobe, saj oba vzorca fluoresceina kazeta isti u€inek in
posledi¢no isti ¢as trajanja emisije svetlobe. Veliko bolj je opazno odstopanje pri
hemoglobinu, saj po nekaj korakih pri sobnih pogojih delno razpada, pri hranjenju na
2-8 °C je razpad ublaZzen. Sorazmerno z razpadom se manj$a tudi ¢as trajanja emisije
svetlobe. Hemogobin je dejansko obcutljiva bioloSka aktivna spojina, zato nas rezultati

niso zelo presenetili, saj smo pricakovali takSen ucinek.
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5.2.3 KEMILUMINISCENCNA REAKCIJA V GELU

V tabelah in diagramu so predstavljeni posamezni seti podatkov glede na vsebnost

uporabljenih snovi pri izvedbi reakcij v gelu.

REAKCIJA | SESTAVA MESANICE CAS (s)
V (A1)=10mL

1 V(2 % H202) =2 mL 960 s
V (gela) = 10 mL
V (A1)=10mL

2 V (4 % H202) =2 mL 2700 s*
V (gela) = 10 mL
V (A1)=10 mL

3 V (6 % H202) =2 mL 2700 s*
V (gela) = 10 mL
V (A1)=10mL

4 V (8 % H202) =2 mL 2700 s*
V (gela) = 10 mL
V (A1)=10mL

5 V (10 % H207) = 2 mL 2700 s*
V (gela) = 10 mL

Tabela 4: Prikaz ¢asa emisije svetlobe v 1. setu reakcij

Iz tabele 4 je razvidno, da je v vecini primerov emisija svetlobe med meSanjem

reakcijske zmesi trajala ve€ kot 2700 sekund (45 minut), kar predstavlja posamezne

ucinkovitosti. Najslabso ucinkovitost prikaze 2 % raztopina HyOo, in sicer le 16 minut.

Trenda nara8€anja oz padanja emisije svetlobe trenutno ne moremo napovedati.

Trenutno nam podatki kazejo princip: kjer je vedji deleZz vodikovega peroksida, emisija

reakcije traja dlje Casa.
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REAKCIJA | SESTAVA MESANICE CAS (s)
V (A1)=10 mL
1 V(2% H202) =2 mL 1500 s
V (gela) =20 mL

V (A1)=10mL
2 V (4 % H202) =2 mL 2520 s
V (gela) = 20 mL

V (A1)=10 mL
3 V (6 % H202) =2 mL 2700 s*
V (gela) = 20 mL

V (A1)=10mL
4 V (8 % H202) =2 mL 2700 s*
V (gela) = 20 mL

V (A1)=10mL
5 V (10% H202) =2 mL 2700 s*
V (gela) = 20 mL

Tabela 5: Prikaz ¢asa emisije svetlobe v 2. setu reakcij

Tabela 5 prikazuje trend narasS€anja v enkrat ve€jem volumnu gela (2:1 volumsko
glede na A1) kot v prejSnjem primeru. Opazen je trend narad€anja Casa delovanja

reakcije glede na delez uporabljenega vodikovega peroksida.

REAKCIJA | SESTAVA MESANICE CAS (s)
V (A1)=10mL
1 V(2 % H202) =2 mL 1770 s
V (gela) = 10 mL

V (A1)=10mL
2 V (4 % H202) =2 mL 2700 s*
V (gela) = 10 mL

V (A1)=10mL
3 V (6 % H202) =2 mL 2700 s*
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V (gela) =10 mL

V (A1) =10 mL

V (gela) = 10 mL

4 V (8 % H202) =2 mL 2700 s*
V (gela) =10 mL
V (A1)=10mL

5 V (10 % H202) =2 mL 2700 s*

Tabela 6: Prikaz ¢asa emisije svetlobe v 3. setu reakcij

Tabela 6 predstavlja odvisnost ¢asa delovanja kemiluminiscence glede na sestavo

reakcijske mesanice, ki je med reakcijo nismo meSali. Tonega trenda trenutno ni

mogocCe predvideti, vendar glede na prejSnje eksperimente velja tudi tukaj, da se

sorazmerno z deleZzem vodikovega peroksida v gelu povecuje €as trajanja reakcije.

REAKCIJA

SESTAVA MESANICE

CAS (s)

V (A1) =10 mL
V (2 % H202) =2mL
V (gela) = 20 mL

1560 s

V (A1)=10mL
V (4 % HzOz) =2mL
V (gela) = 20 mL

2700 s*

V (A1)=10mL
Vv (6 % HzOz) =2mL
V (gela) = 20 mL

2700 s*

V (A1)=10mL
Vv (8 % H202) =2mL
V (gela) =20 mL

2700 s*

V (A1) =10 mL
V (10% H202) =2 mL
V (gela) = 20 mL

2700 s*

Tabela 7: Prikaz ¢asa emisije svetlobe v 4. setu reakcij
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Tabela nam prikazuje, da je v vecini primerov emisija svetlobe trajala ve¢ kot 2700
sekund (45 minut). Najmanj je trajala le pri razred€eni 2 % koncentraciji H>O,, in sicer
le 26 minut. Tudi tukaj smo dokazali, da manjSa kot je koncentracija vodikovega
peroksida, krajsi je ¢as emisije svetlobe (in obratno). V Cetrtem setu reakcij reakcijskih
vsebin nismo mesali, kar daje boljSe rezultate v primerjavi s prvim in z drugim setom.
Razlog pripisujemo dejstvu, da raztopina pocasi prodira v notranjost gela in na poti
pocasi reagira. S tem ima daljSe ¢asovno delovanje.

Vpliv koncentracije oksidanta in koli¢ine gela
na kemiluminiscenco luminola
3000
2500 -
2000 -
O 1. set reakcij
o 1500 - -
8 m 2. set reakcij
1000 - 3. set reakcij
500 - m 4. set reakcij
0 -
2% 4% 6% 8% 10%
koncentracije H,0,

Graf 3: Prikaz ¢asa emisije v prvem, drugem, tretjem in Cetrtem setu reakcij

Iz podatkov v grafu 3 je moc€ razbrati, da je trend glede vpliva gela na posamezno
reakcijo jasno viden (vodikov peroksid ima v tem primeru konstantno koncentracijo).
Znaten vpliv ima mesSanje reakcijske meSanice med samim potekom, s tem prav tako
kolicCina dodanega gela. Vecja kot je vsebnost gela v osnovni raztopini, dlje Casa
reakcija traja; temu primerno je razlog preprost — prehod vodikovega peroksida je
podasen. S tem podaljamo &as. Ce reakcijske me$anice med samim potekom ne
meSamo, pustimo, da oksidant poc€asi prehaja v gel, temu ustrezno kljubuje vsebnost

gela — vec€ kot ga volumsko dodamo, manj ¢asovno ucinkovita je emisija svetlobe.
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Rezultati reakcij z vsebovanim gelom so bili presenetljivi, saj tako dolge emisije
svetlobe v sploSnem glede na pretekle eksperimente in obravnavano literaturo nismo

priCakovali.

5.2.4 SINTEZA POSNJAKITA

Produkt je svetlo modre barve, njegova masa znaSa 3,2 g. Formula imenovanega
minerala je CusSO4(OH)s x H20.

Slika 3: Posuseni posnjakit na filtrirnem papirju

Nastali posnjakit dokazuje rentgenski praskovni difraktogram, katerega smo posneli
kot dokazno karakteristiko. Sintezni produkt vsebuje visok delez kristalinicne faze ter
manjsi delez amorfne faze omenjenega produkta. Dejstvo, da smo se lotili takSne
metode karakterizacije produkta, je v tem, da glede na prebrano literaturo po omenjeni
sintezni poti, katero smo izvajali, nismo dobili vizualno takSnega produkta. Izkoristek
reakcije je nakazoval vrednost preko 100 %, kar ni mozno. V obravnavani literaturi
omenjeni sintezni postopek imenujejo sinteza malahitno zelenega pigmenta (oz.
patine, zelenega volka) bakrovega hidroksid karbonata — CuCO3; x Cu(OH), [20].

Sedaj lahko z gotovostjo trdimo, da smo pripravili posnjakit in ne malahit. Izkoristka

~31~



Nik Kajtna Raziskovalno delo

reakcije Se ne moremo definirati, saj moramo najprej Studij usmeriti v analizo
konkurencénih reakcij (in vpliv dodatnih ionov v raztopini, kot tudi pH, temperature in

podobno) v raztopini, kar v tem primeru presega trenutni nivo znanja.
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Slika 4: Prikaz posnetka praskovnega difraktograma dveh paralelk vzorca

Glede na znane podatke iz knjiznice spojin, ki so poznane, so se podatki produkta

ustrezno ujemali.
Nekaj osnovnih karakteristik prikazuje kartica posnjakita, ki smo ga pridobili:

IME SNOVI: posnjakit, bakrov sulfat hidroksid hidrat
FORMULA: Cu,(SO,)(OH)4(H,0) ali Cu,H;0,,S
RAZVRSTITEV: anorganski mineral
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GOSTOTA (Dx): 3.351 g/cm?®

POGOJI SNEMANJA POSNETKA: bakrova svetloba, CuKa z valovno dolZino
1.5406 nm

5.2.5 KEMILUMINISCENCA LUMINOLA, KATALIZIRANA S SINTETIZIRANIM

POSNJAKITOM
KOLICINA POSNJAKITA | CAS EMISIJE SVETLOBE BARVA EMISIJE
(9) vA1p (s)
0,1 144 s Svetlo modra
0,5 189 s Svetlo modra
1,0 258 s Svetlo modra
1,5 306 s Svetlo modra
2,0 372s Svetlo modra

Tabela 8: Zatehta, ¢as emisije svetlobe in barva svetlobe med kemiluminiscenco luminola,

katalizirano s sintetiziranim posnjakitom

Kemiluminiscenca luminola, katalizirana s
sintetiziranim posnjakitom
in 2 % raztopino H,0,

400
350

300
0 250
@ 200
0 150
100
50
0 T T T T
0,1 0,5 1 1,5 2

koli€¢ina dodanega posnjakita (g)

Graf 4: Vpliv vsebnosti posnjakita (katalizator) na kemiluminiscenco luminola
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Iz grafa opazimo lep trend naras€anja ¢asa emisije svetlobe glede na koli¢ino (maso)
dodanega posnjakita. Reakcija dobro poteCe z veliko koliino katalizatorja. Emisija
nastale svetlobe ima s kvalitativnega stalis€a visoko intenzivnost svetlobe (2 g).
Posnjakit nam je dokazal veliko obetavnost katalize kemiluminiscen¢ne reakcije, kar
ni ni¢ presenetljivega, saj ima v primerjavi s klasiénim bakrovim sulfatom

pentahidratom v strukturi 4 bakrove atome. S tem dvigne nivo delovanja.

5.2.6 SIMULACIJA KEMILUMINISCENCE LUMINOLA NA REALNEM
PRIMERU

REAKCIJSKA MESANICA | CAS EMISIJE SVETLOBE (s) BARVA EMISIJE
SVETLOBE
1. Casa 2100 s svetlo modra
2. CaSa Os svetlo modra
3. Casa Os svetlo modra
4. Ca8a 900 s* vijoli¢éna
5. Casa 900 s* modrozelena
1. filtrirni papir 2100 s* svetlo modra
2. filtrirni papir 1920 s svetlo modra

Tabela 9: Cas emisije svetlobe in barva svetlobe glede na izbrane pogoje
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Prikaz oksidacije luminola
na realnem primeru raziskanih pogojev
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Graf 5: Odvisnost ¢asa trajanja emisije svetlobe kemiluminiscence

na simuliranem realnem primeru

Prvi del eksperimentov (prva, druga in tretja ¢asSa) nam prikaze vpliv vsebnosti
dodanega gela na reakcijo. Povzamemo lahko, da manjSa, kot je njegova vsebnost,
dlje reakcija sveti. Vsebnost gela na reakcijo je omejena, saj pri viSji volumski
vrednosti zadusi reakcijo in ji prepreci vidno emisijo svetlobe. Omenjeni faktor kaze
veliko moznosti aplikacij. Ce reakcijo z 0,1 g dodanega posnjakita izvedemo v gelu,
zopet podaljSamo &as reakcije. Osnovna reakcija brez dodanega gela je trajala 144 s,
v gelu pa 2100 s. Na tem mestu ima ocitho odlo€ilno viogo vloga heterogenega
sistema, saj se posnjakit ne raztopi povsem, ker je slabo topen. Slabo topnost lahko
izkoristimo v dve prednosti, ki imata skupen doprinos. Raztopina sveti malenkost
Sibkeje, obenem se velik del svetlobe siplje na delcih, ki so prosti v gelu. Njuna vsota

predstavi rezultat emisije svetlobe, ki je povsem opravic¢eno visok.

Cetrta in peta meritev trajata preko 900 s. Raztopina 4 nekoliko moc¢neje kot 3, saj je v
njej dvoje katalizatorjev in en obcutljivec. Hemoglobin igra vlogo obcutljivca in
katalizatorja, posnjakit pa le katalizatorja. Doprinos obeh je visok (predvsem Kk

intenzivnosti).
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Prikaz emisije svetlobe na filtrirnem papirju s
simulacijo krvi
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Graf 6: Odvisnost ¢asa trajanja emisije svetlobe kemiluminiscence

na simuliranem realnem primeru

Rezultati kazejo na visoko aktivnost reakcije, v katero je bil vklju€en posnjakit skupaj s
hemoglobinom. Njun efekt reakcije se sesteje in reakcija traja dlje, kot ¢e uporabimo
samo hemoglobin. Vecina emisije se giblje na trdnih prahovih. S tem vidno pokaze
visoko intenzivnost v primerjavi s klasi¢nim hemoglobinom. Aplikativho vrednost na
filtrirnem papirju 1 lahko uporabimo pri analizi krvnega madeza (sledi). Krvni madez bi
oddajal svetlobo 32 min, sama kri nekoliko manj ¢asa (priblizno 192 s). V realnem
primeru, na Kkraju, kjer preiskujemo pravi krvni madez, svetloba v vecini primerov zavisi
od sestave krvi in kontaminacije oz. onesnazenja preiskovanega prostora. V realnosti
je spremenljivk, ki jih moramo ustrezno analizirati oz. pred analizo ustrezno ovrednotiti,

nekoliko vecje Stevilo.
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6. ZAKLJUCEK

Pred zaCetkom dela smo si postavili glavno hipotezo, ki jo glede na pridobljene
rezultate lahko z gotovostjo potrdimo. Hipotezo smo v nadaljevanju Se razsirili in

izvedli Se ve€ meritev in poskusov potencialne uporabe kemiluminiscence v forenziki.

Potrdimo lahko, da tudi pri nizjem delezu H,O, emisija svetlobe traja s ¢asovnega
vidika dolgo. V nizkem obmocju smo reakcije izvajali zaradi vizualnih efektov, boljSega

opazovanja in Casovnega merjenja poteka ter kljub ekoloSki previdnosti.

Emisija svetlobe je trajala v veliko primerih znatno preko 2700 sekund. Glede na
izhodne pogoje si upamo trditi, da smo uvedli pogoje, ki emisijo svetlobe podalj$ajo, in
obenem zmanjsali koncentracije doloCenih nevarnih reagentov (nekaterih se bomo
lotili Se v nadaljevanju). V nadaljevanju se bomo lotili zmanj$anja predvsem bakrovih
zvrsti, saj so okolju manj prijazne, kljub temu da jih najdemo na vsakem koraku

Zivljenja.

Presenetljivo najboljSe rezultate smo pridobili pri reakcijah, ki so potekale v gelu. V
gostem okolju reakcija pote€e poCasneje, zmanjsSa se tudi intenzivnost dolocenih tipov
reakcij, a v vecini so rezultati nadpovpre¢no zadovoljivi glede na trenutne razmere.
Reakcija v gelu je v sploSnem nacelu primerna za luminolove reakcije, saj gostejSe
okolje upoCasni meSanje komponent ter podaljSa ¢as reakcije. Pomemben prispevek
ima tudi vpliv heterogene komponente v gostejSem sredstvu (posnjakit v gelu), saj
poviSa ekonomijo ucinkovitosti reakcije. Tu mislimo predvsem na visoko intenzivnost
svetlobe (sestevek intenzitet svetlobe na trdnih delcih in del v raztopini) in dlje ¢asa

trajajoC proces.

Zanimalo nas je, kako gelsko reakcijo uporabiti na realnem primeru. Vecina
kompleksnih analiznih metod zahteva na tem podrocju, da svetloba traja dlje ¢asa (ne
glede na topilo in vsebnost snovi v reakcijski posodi), kar pomeni, da smo pogojem
zadostili iz ve€ zornih kotov. Velik doprinos ima gel (gel za pomivanje posode), ki je

komercialno dostopen in za rokovanje nezahteven pripomocek.
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Uporabljali smo tudi razlicne emisijske obcutljivce. Na trgu jih je veliko, vendar so
nekateri na Zalost cenovno nedostopni, zato smo iskali cenejSe in tudi takSne, ki so del
vsakdanjega Zivljenja. Primer takSnega emisijskega obcutljivca je hemoglobin, ki je v
nasem poskusu dal najboljSe rezultate. Slednji je primeren za aplikacijo predvsem v
naravnem okolju. Vzporedno z omenjeno serijo poskusov smo opravijali Se
preuCevanje vpliva starosti reagenta oz. nacina shranjevanja (temperatura) na
lastnosti luminiscencne aktivnosti. V ta namen smo uporabljali nov in star fluorescein
(v obliki dinatrijeve soli) ter hemoglobin, shranjen na 2 °C in sobni temperaturi.
Rezultati pokazejo, da stabilne soli obc&utljivcev (fluorescein dinatrijeva sol) nimajo
glede na starost na luminiscenCne meritve prav nobenega vpliva, saj je emisija
svetlobe enaka. Dejstvo smo pri€akovali, saj se fluoresceinu sestava (predvsem
fizi€na) ni vizualno spreminjala. Pri hemoglobinu pokazemo, da shranjevanje vpliva na
omenjene lastnosti. ViSjo emisijo svetlobe smo dosegli s shranjevanjem na nizji
temperaturi, saj smo zmanj3ali njegove razpadne reakcije oz. procese, ki se dogajajo

pri visji temperaturi.

Glede na moznost uporabe bakrovih zvrsti kot katalizatorjev kemiluminiscence
luminola smo se lotili v zaCetnem delu sinteze snovi, ki bo vsebovala ve¢ atomov
bakra, za katero smo predpostavili boljSe delovanje. Po pregledu literature smo
zasnovali sintezo minerala malahitno zelenega, ki ga dandanes vidimo tudi v naravi
(patina, zeleni volk na strehah oz. Zlebovih hi§). Sintezo smo izvedli po hitrem in
enostavnem postopku, ki je za ekologijo sprejemljiv, saj je topilo voda. Navada je, da
se pri sintezah izraCuna izkoristek procesa; presenetilo nas je, saj je le-ta presegal
100 %, kar ni realno. Povezali smo se s Fakulteto za kemijo in kemijsko tehnologijo
Univerze v Ljubljani, kjer smo skupaj z njimi izvedli meritve pradkovnih difraktogramov.
Posnetki difrakcije so nas presenetili glede na izhodno literaturo, saj je po tej recepturi
nastal posnjakit in ne malahit, kot v knjigi navajajo. Reakcija je iz kemijskega staliS¢a
na tem nivoju kompleksna, saj v raztopini delujejo Se konkurenéne reakcije in ni znanih
pogojev, ki bi trenutno opisali stanje, ki ga imamo mi. Ravno iz teh razlogov izkoristka
priprave posnjakita nismo podali. Kemizem tovrstnih procesov je kompleksen, zato bi
Zeleli v nadaljevanju preveriti omenjene pogoje, ki bodo trd oreh in bodo zahtevali
veliko znanja kemije, predvsem reakcij med ioni. Mineral posnjakit je v literaturi dobro

poznan, saj je sorodnik malahita; vizualno je njun izgled razli€en, zato ju na prvi
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pogled lepo lo¢imo. Na osnovi recepture lahko trdimo, da smo po »nesreCi z
zavajajoco literaturo«, ki nas je doletela, pripravili snov po ekolosko bolj sprejemljivem
postopku. Po navadi te reakcije potekajo v nepredusno zaprtih posodah in pri visokih
tlakih — tak8ne naprave imenujemo avtoklavi. V nasem primeru je Slo le za meSanje
dveh izhodnih snovi v vodi (kot topilu). Snov se pri 0 °C obori na dnu in jo filtriramo od
preostanka raztopine. Posnjakit je stabilen, v stiku z zrakom ne razpada in ne tvori
nikakrsnih stranskih reakcij z zrakom. Produkt, katerega smo pridobili s sintezo je bil
popolnoma ¢ist. V pogledu v notranjost prahov je praskovni difraktogram podal

informacijo o visoki vrednosti kristalne in znatnem delezu amorfne faze.

Vodilna misel naloge je uporabna lastnost raziskovalnega dela. Ideja je bila uporabiti
pogoje obravnavane kemiluminiscence v forenziki, ki je danes velik »pomocnik«
sodobnih raziskav na podrocju genetike. Forenzika temelji na preiskavi bioloSkega
gradiva in povezavi z lastnostmi preiskovanega dejanja (npr. umor ali analiza
generacij). Ker je dejstvo fascinantno in pravi primer, kjer lahko povezemo znanje

naravoslovja z vsakdanjim dogodkom, nas je delo res prevzelo.

Simulacijo krvi smo izvedli s hemoglobinom, ki igra na podrocju luminiscence dvojno
vlogo — kot katalizator (saj vsebuje zelezo) in obdutljivec. Samo Studijo smo opazovali
Se primerjalno s posnjakitom. Rezultati pridobljeni na ta princip so nas pozitivho

navdusili in dokonéno smo lahko potrdili $e uporabnost hipoteze.

Gre za uvodni prispevek na tem podroc¢ju, pot do pravega in predvsem novega
postopka je Se dolga in zvita, zato moramo biti pripravljeni tudi na neuspeh. Tudi tega
smo izkusili, kjer dolo¢ene reakcije niso oddajale svetlobe, a smo se iz tega dosti
naudili. Tudi negativen podatek predstavlja del raziskovalnega problema. Pogoiji, ki
smo jih zastavili, so pokazali veliko ucinkovitost, predvsem reakcija v gelu in reakcija
na trdni fazi, kjer nastaja svetloba. Reakcije so hitre in enostavne za rokovanje, kljub
temu reagenti ne predstavljajo visokih stroskov (predvsem gel in posnjakit). Ideja je
povecati intenzivnost svetlobe, ki se sprosti pri reakciji, obenem jo obdrzati dlje ¢asa.
To nam je uspelo tako v raztopini kot na modelnem vzorcu filtrirnega papirja. Filtrirni
papir je predstavljal okolje, kjer je krvni madez, katerega glavni vir je hemoglobin.
Posnjakit je deloval v kombinaciji s hemoglobinom v soZitju, kar pomeni, da oba

prispevata velik delez k emisiji svetlobe.
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Dandanes raziskovalno delo temelji na prakti¢ni aplikaciji oz. uporabi pridobljenega
znanja. V kombinaciji z laboratorijskim delom lahko pridobimo Se dodatne potrditve.
Pridobiti nov podatek na podrocju eksperimentalnega dela je teZek korak, ko ga €lovek
pridobi, ima vir in motivacijo za nadaljnje delo. Delo na luminiscenénem podrocju je
resda tezko, a je vseeno lepo, ko Clovek vidi del kresniCke, ki nas spremlja in spodbuja

pri delu. ...
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8. DODATEK
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8.1 VARNOSTNA OPOZORILA KEMIKALIJ

Ime kemikalije Formula M Piktogram H- P- stavki CAS
(g/mol) stavki
natrijev karbonat Na,COs; 105,99 @ H319 P260- 497-19-8
(brezvoden) P305+P3
51-P338
luminol CsH7N30, 177,17 ® H315- | P305+P3 | 521-31-3
H319- | 51-P338-
H335 P280
natrijev hidrogen NaHCO; 84,01 / / 144-55-8
karbonat
amonijev karbonat | (NH4).CO3 x H,O | 157,13 ® H302 P330- 10361-29-2
monohidrat P301+P3
12-P264
bakrov sulfat CuSQO,4 x 5 H,O 249,68 H315- | P302+P3 | 7758-99-8
pentahidrat ® <i> H302- | 52-P273-
H319- | P305+P3
H410 | 51+P338
vodikov peroksid H.0, 34,01 @@ H318- P280- 7722-84-1
H302- | P305+P3
H315 | 51+P338
-P313
hemoglobin C738H1166Ng120203 | 2475,97
S,Fe
fluorescein CaoH10Naz0s 376,28 / / 518-47-8
dinatrijeva sol
klorofil / / / / /
metiloranz C14H14sN3NaO3S 327,34 H301 P310- 547-58-0
P309
fenolftalein C20H1404 318,33 / /
metilensko modrilo C16H1sCIN3S 319,86 @ H315- P261- 61-73-4
H302- | P305+P3
H335- | 51+P338
H39
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eosin B CaoHeBr2N2Na,Oy | 580,09 / / 548-24-3
bromokrezol C,1H14Br,05S 698,04 / / 76-60-8
zeleno
rubin S Ca0H17N3Na,0S; | 585,54 / /
brillant griin C27H34N204S 482,65 % H302- | P305+P3 | 633-03-4
H319 | 51+P338

Tabela 10: Piktogrami, H- in P-stavki uporabljenih kemikalij

8.2 PRIPRAVA RAZTOPIN OKSIDANTA

Priprava oksidanta vodikovega peroksida:

pP1XVi=p2xV;

Legenda:

V.... prostornina

(o I volumski delez

Indeks 1 predstavlja izhodno 30,0 % raztopino vodikovega peroksida.

Indeks 2 pripravljeno raztopino vodikovega peroksida po razred¢evanju.

2,0 % H>0,
p1xVy=p2xV;

40 % H>0,
p1xVi=p2xVy

6,0 % H>O,
p1xVy=p2xV;

8,0 % H>O,
p1xVy = p2 XV,

10,0 % H»0,
p1xVy=p2xV;

p1 =p2V2 /V1=2,0x100mL/30=6,7 mL

p1 =p2V2/V1=4,0%x100mL/30=13,3 mL

p1 =p2V2 /V1=6,0x 100 mL/30=20,0mL

P1 = P2 Vyo/ V= 8,0 x 100 mL /30 = 26,7 mL

p1 =p2V2/V1=10,0x 100 mL /30 =33,3 mL
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