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1. POVZETEK

V raziskovalnem delu smo raziskovali vpliv reakcijskih pogojev na kemiluminiscenco luminola (kot
modelnega reagenta) v vodnem mediju. Kemiluminiscencne reakcije so reakcije pri katerih se sprosc¢a
svetloba. Na svetlobo, ki nastane lahko vplivamo na veC nacinov, ti so bili kljucni dejavnik
raziskovalnega dela. Parametra, ki smo ju raziskovali sta bila temperatura in vsebnost emisijskega
obcCutljivca. Ugotovili smo, da z nizanjem temperature pove€amo €as trajanja emisije svetlobe. Pri visji
temperaturi (nad sobno temperaturo) nekateri reagenti niso termi¢no stabilni in razpadejo ter tako
zmanjSajo nastanek kemiluminiscence. Kot emisijski obcutljivci so se dobro izkazali reagenti naravnega
izvora kot tudi nekateri indikatorji. Vsebnost ob&utljivca na reakcijo je omejena, pri visji masi (mnoZini)
lahko »zadusSi« svetlobo, pri niZji lahko pomaga prenesti vzbujeno stanje in zasveti. Pogoji, ki smo jih
proucevali imajo vedno vecje uporabne vrednosti v medicini, zato to raziskovalno delo sodi v sklop

aplikativnih raziskav.

Kljuéne besede: kemiluminiscenca, luminol, vodikov peroksid, temperatura, indikatorji, naravne

spojine, ob¢utljivec, medicina.
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2. UVOD

Kemiluminiscenca je oddajanje svetlobe zaradi kemijske reakcije pri sobni temperaturi brez prisotnosti
plamena. To je podroCje kemije, ki se vedno bolj razvija [4]. Pozornost je pritegovala ze, odkar je Clovek
poznal kresnicke in druge luminiscenCne organizme v okolju. Organizmi izkoris¢ajo tovrstno svetlobo
za sporazumevanije in obrambo pred napadalci ter izmenjavo informacij s pomocjo bliskov. Organske,
anorganske, predvsem biokemijske reakcije, ki oddajajo svetlobo, delimo na bioluminescencne in
kemiluminiscencne reakcije [6]. Kemiluminiscenéne reakcije lahko v vsakdanjem Zivljenju izkori§¢amo v
medicinske namene (raziskava DNK, tumorjev, kisikovih radikalov v organih itd.). Najbolj prepoznavni
pripomocki, v katerih omenjamo to podroCje, so svetlobne palice, ki sluzijo kot zasilni vir svetlobe na
podrodjih, kjer ni dostopa do elektrike (npr. pod vodo, pri ribarjenju). Kemiluminiscenca v naravi pa se
imenuje bioluminiscenca. Bioluminiscenco opazimo predvsem pri globokomorskih ribah, klobuénjakih,
zuzelkah (kresnica), prisotna pa je tudi pri nekaterih glivah in algah [12]. Pri delovanju bioluminiscence
so kljuénega pomena encimi. Ti encimi se lahko oksidirajo in sprostijo fotone ob pomoci ustreznih

pogojev, pod katerimi reakcija poteka.

Kemiluminiscen¢ne snovi oddajajo svetlobo pri procesu oksidacije, ko reagent razpade (se oksidira) in
se poleg produktov sprosti tudi svetloba. Valovna dolZina in intenzivnost emitirane svetlobe sta odvisni

od reakcijskih pogojev, pod katerimi reakcija poteka [5].

2.1 METODE DELA

Poskusi so bili opravljeni v Solskem laboratoriju. Vso potrebno opremo nam je zagotovila Sola. Vse
poskuse smo opravili za stekleno $ipo. V laboratoriju smo imeli zagotovljena vsa za$Citna sredstva in
smo upostevali predpise za varno delo. Vse odpadke smo zbirali v posebnih posodah, jih po potrebi

nevtralizirali in nato oddali ustreznim pristojnim sluzbam.
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3. TEORETICNI DEL
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3.1 KEMILUMINISCENCA

Kemiluminiscenca je emisija svetlobe pri kemijski reakciji. Znacilna je tako za reakcije v tekoCi kakor
tudi v trdni in plinasti fazi. Literatura [1] opisuje dve glavni vrsti kemiluminiscence: neposredno in
posredno. Neposredno kemiluminiscenco lahko poenostavljeno predstavimo s sploSno reakcijsko

shemo:

A + B — [I]*— Produkti + svetioba

A in B sta reaktanta, [I]* pa je intermediat v vzbujenem stanju. Reakcija med luminolom in vodikovim
peroksidom je primer neposredne kemoluminiscence. V primerih, da vzbujeno stanje reakcijskega
intermediata ni dovolj ucinkovito emisijsko sredstvo, lahko preda energijo neki drugi zvrsti
(senzibilizatorju, F), ki potem izseva energijo. V tem primeru govorimo o posredni (obdutljivéevi)
kemiluminiscenci.

Primer je svetloba, ki jo sevajo aktivirane svetlobne paliice; popularni »modni« dodatek obiskovalcev
diskotek, reverskih zabav in drugih sreCanj mladih. Splodno reakcijsko shemo posredne

kemoluminiscence predstavi spodnji zapis [1].

A+B —[I]*+F — [F]*— F + svetloba

Pri kemiluminiscen¢ni reakciji gre za proizvajanje svetiobe s pomocjo kemijske reakcije. Sam
kemiluminiscenéen proces je nekoliko drugacen od ostalih fotoluminiscenénih procesov, kot sta
fluorescenca in fosforescenca. Fluorescenca je mozna le ob stalnem dotoku energije (sevanje),
fosforescenca traja e nekaj ¢asa po prekinitvi energije (svetloba) [7]. Obstaja e ve¢ luminiscencnih
procesov, ki se razlikujejo glede na vir, ki sprosti svetiobo (npr. trk med trdnimi telesi —

mehanoluminiscenca) [12].
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3.2DETEKCIJA KEMILUMINISCENCNIH REAKCIJ

Kemiluminiscencne reakcije lahko spremljamo na ve¢ nacinov. Prvi izmed njih je merjenje Casa trajanja
svetlobe, drugi doloCanje intenzivnosti nastale svetlobe. V sledecem raziskovalnem delu smo se
osredotoCili na Casovni potek trajanja svetlobe, intenzivnost le-te smo le opazovali. Za ¢asovno

merjenje in opazovanje emisije svetlobe uporabljamo le preproste Stoparice.
Intenziteto svetlobe pri kemiluminiscenénih reakcijah lahko merimo na ve€ razliénih nacinov.

Za merjenje intenzitete svetlobe pri kemiluminiscenénih reakcijah se pogosto uporabljajo razliéni

senzorji, fotodiode in veliko obcutljivejSe fotopomnozevalke [6].

3.3 KEMILUMINISCENCNI REAGENTI

Da lahko kemiluminiscenco opazimo, je potrebno zagotoviti ve¢ dejavnikov. Poglavitni dejavniki so
ustrezni reagenti s primernim strukturnim skeletom, ki zagotavljajo oddajanje emisije svetlobe in jih
razvrstimo v 25 glavnih strukturnih tipov. Raziskave na tem podrocju so intenzivne, kar vodi v nova
znanja o kemiluminiscencnih in aktivnih snoveh. Med kemiluminiscencno najbolj u¢inkovite in
prepoznavne reagente uvrs¢amo hidrazide aromatskih karboksilnih kislin (npr. luminol), derivate

akridina in diaril oksalatne estre [3].

~10 ~
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HIDRAZIDI AROMATSKIH KARBOKSILNIH KISLIN

OSNOVNI TIPI
KEMILUMINISCENCNIH
REAGENTOV

DERIVATI AKRIDINA DIARILOKSALATNI ESTRI

R
l N ‘ . //|
N/ | \ 0%0 \

Shema 1 Prikaz treh osnovnih skeletov analogov kemiluminiscencnih reagentov

3.4 HIDRAZIDI AROMATSKIH KARBOKSILNIH KISLIN — LUMINOL

V raziskovalnem delu smo se ukvarjali s kemiluminiscenco organskih hidrazidov, katerih glavni

predstavnik je luminol. Luminolovo kemiluminiscenco smo uporabljali za modelno reakcijo tovrstnih

spojin.

Po sinteznih metodah lahko pripravimo precej organskih hidrazidov, vendar jih le nekaj izrazito oddaja

svetlobo. Dokazano je bilo, da naj bi bil vsak hidrazid kemiluminiscencen, le da je pri ve€ini spojin

intenziteta oddane svetlobe tako nizka, da jo komaj detektiramo tudi z najobcutljivejSimi napravami. Z

njimi je mogocCe analizirati razliCne ione, spojine in biolosko aktivne substance v zelo majhnih koli¢inah

— manj kot 10-19 mol. Uporaba posega tudi na podrogje kliniéne diagnostike — za doloCanje metabolitov

ter doloCanje virusov (hepatitis C) in razliénih vrst celic (levkociti, maligne celice). Dobro znan in SirSe

uporaben je luminolov test s hemoglobinom (kot obCutljivcem) na podrodju forenzike za odkrivanje

sledov krvi in drugega bioloSkega materiala.

~11~
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Shema 2: Modelni predstavnik hidrazidov aromatskih karboksilnih kislin, luminol, 3-aminoftalhidrazid, ime po
IUPAC-u: 5-amino-2,3-dihidroftalazin-1,4-dion [7]

Luminol med oksidacijo oddaja turkizno modro svetlobo, ki je dobro vidna v zatemnjenih prostorih. Prvi
je kemiluminiscenco luminola opazil kemik Albrecht leta 1928 in takrat so kemiluminiscenco luminola
zaceli tudi intenzivno raziskovati [5].

Oksidacija luminola lahko poteka v proticnem (alkohol, voda) in aprotiénem mediju (DMSO - dimetil
sulfoksid, DMF — dimetil formamid). Mehanizma se v obeh tipih topil precej razlikujeta. V razliénih
topilnih sistemih so potrebni razlicni oksidanti, emisijski spekiri svetlobe se posledi¢no razlikujejo. V
aproti¢nih topilih sta za kemiluminiscenco potrebna le molekularni kisik in mo¢na baza, maksimalna
valovna dolZina emitirane svetlobe je 485 nm. V proti¢nih topilih za oksidacijo potrebujemo mocno
bazo, molekularni kisik ali vodikov peroksid in katalizator, maksimalna valovna dolzina v tem primeru pa

zna$sa priblizno 425 nm. V obeh tipih topil emisijo povzrodi vzbujen aminoftalatni ion.

NH, o)

o

Shema 3: Aminoftalatni ion

Za zaCetek reakcije v vodnih raztopinah potrebujemo superoksidni anion, ki se pojavi pri razpadu
vodikovega peroksida. Raztopina mora biti rahlo bazi¢na, saj pride v nasprotnem primeru do obarjanja
(izloanja) kovinskih hidroksidov. Obarjanje vodi do motnosti raztopine in posledicno manjSe intenzitete

~12 ~
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svetlobe. Pri pH priblizno 9 je emisija svetlobe najvecja. Trajanje emisije svetlobe je odvisno predvsem
od koncentracije oksidanta H.O,. Vecja kot je koncentracija, manj Casa traja, posledicno pa je
intenziteta svetlobe vecja (in obratno). Pomembno vlogo igra tudi katalizator. Najbolj znani in veckrat

uporabljeni katalizatorji so ioni Cu2* in Co?* [5].

NH, o) NH, o]

NH 2 OH o

oksidacija + 2H,0 + N, + svetloba
NH

Shema 4: Reakcijska shema oksidacije luminola v baziénem mediju

Slika 1: Kemiluminiscenca luminola v vodnem mediju

Reakcijo oksidacije luminola lahko izvajamo tudi s pomocjo obcutljivca. ObCutljivec je snov, ki prejme
vzbujeno energijo od vzbujenega stanja, ki nastane ob reakciji. Opazovanje kemiluminiscence s

pomocjo obCutljivca je vizualno zelo zanimivo, saj ob spreminjanju le-tega lahko pripravimo razli¢ne

~13 ~
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barve svetlobe. Najbolj poznani primeri emisijskih obcutljivcev so: hemoglobin, fluorescein, rodamin B
in 6G in drugi [13].

3.5HIPOTEZA

Pred zaCetkom samega dela smo si zadali naslednji hipotezi:

1. Predvidevamo, da se z znizevanjem temperature tako intenziteta kot tudi ¢as kemiluminiscence

luminola povecujeta.

2. Predvidevamo, da lahko kot emisijski obcutljivci kemiluminiscence luminola sodelujejo spojine,

ki s0 izolirane iz naravnih materialov, kot ob¢utljivec pa lahko uporabimo tudi indikatorje.

Te ugotovitve bodo postale zelo uporabne, ko bodo kemiki izvajali zelo pomembne analizne Studije, saj

v ve€ini primerov potrebujejo reakcije, ki oddajajo svetlobo dlje ¢asa.

~14 ~
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4. EKSPERIMENTALNI DEL

~15~
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4.1 UVOD V EKSPERIMENTALNI DEL

Kemiluminiscencno reakcijo luminola v vodnem mediju prikaZe preprost demonstracijski poskus v
osnovnih in srednjih Solah. Ob reakciji opazujemo emisijo svetlobe, ki je lahko razlicnih barv. Vsebina
barve in njene lastnosti so odvisne od reagentov (kemikalij), ki jih vkljuimo v sam eksperiment.

Luminiscencno reakcijo lahko uporabimo v ve¢ vejah naravoslovja — kemiji, biologiji, fiziki in medicini.

Pred samim delom je potrebno o€istiti delovne povrSine. Pri pripravi raztopin pazimo na ¢im vecjo

natan¢nost. Zaradi nevarnih reagentov nosimo za$€itna sredstva in pazimo na lastno varnost.

4.2 UPORABLJENI INVENTAR

- merilne pipete, 10 mL, 4 kom.,
- CaSe, 250 mL, 5 kom.,

- CaSe, 50 mL, 5 kom.,

- merilni valj, 250 mL, 5 kom.,

- tehtnica, Kern 440-47,

- bucka, 1L, 2 kom.,

- spatula za tehtanje, 10 kom.,
- termometer,

- Stoparica.

4.3 REAGENTI

Pripravljeni reagenti so bili shranjeni v steklenih buc¢kah. Reagente smo shranili v hladilniku. Na tak3en

nacin smo zmanj3ali njihov razpad, predvsem luminola in vodikovega peroksida.

~16 ~



Maja Seli¢ Raziskovalno delo

PRIPRAVA REAGENTA IN KATALIZATORJA V PUFRU (A1)

V 1 L merilno bucko 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 pa 0,4 g bakrovega sulfata pentahidrata. Vsebino smo
mesSali toliko Casa, dokler se kemikalije niso popolnoma raztopile. Z destilirano vodo smo

dopolnili do oznake na merilni bucki.

PRIPRAVA OKSIDANTA (A2)

V merilnem valju smo predhodno pripravili 3 razliCne raztopine vodikovega peroksida, in sicer:
0,60 %, 3,0 % in 15,0 %. Za 0,60 % vodikov peroksid smo zmeSali 5 mL H202 (30,0 %) in 250
mL H20. Za 3,0 % vodikov peroksid smo zmeSali 25 mL 30,0 % H202 in 250 mL H20. Za 15,0
% vodikov peroksid smo vzeli 125 mL H202 in 250 mL H20.

4.4 RAZISKAVA STUDIJ VPLIVA TEMPERATURE NA KEMILUMINISCENCO

LUMINOLA

V epruveto odpipetiramo 1 mL raztopine A1, ki smo ji v temi dodali Se 1 mL raztopine A2. Poskuse smo

izvajali tako, da smo raztopino A2 termostatirali na vodni kopeli pri temperaturah 0, 5, 10, 15, 22 °C.

Raztopini A1 in A2 smo tudi izmeni¢no segrevali na 100 °C (A1 na sobni temperaturi + A2 segreta, A2

na sobni temperaturi + A1 segreta, A1 in A2 segreti). V zatemnjenem prostoru raztopini med seboj

zmeSamo ter opazujemo in merimo ¢as.

4.5 RAZISKAVA STUDIJ VPLIVA MODELNEGA OBCUTLJIVCA HEMOGLOBINA

V tem sklopu dela smo v raztopino A1 dodali tri razlicne mase hemoglobina, in sicer 0,1 g, 0,3 gin 0,5

g. Kemiluminiscenco smo sprozili s tremi razlicnimi raztopinami oksidanta.
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Postopek smo ponovili, le da predhodno v raztopino A1 nismo dodali bakrovega sulfata pentahidrata,
temvec le prej omenjene mase hemoglobina. Postopek aktiviranja kemiluminiscence v zatemnjenem

prostoru ostaja enak. Pri reakciji opazujemo emisijo svetlobe in merimo Cas.

4.6 RAZISKAVA STUDIJ VPLIVA REAGENTOV, KI KAZEJO LASTNOSTI
EMISIJSKIH OBCUTLJIVCEV

V raztopino A1 smo dodali razlicne reagente (10 kapljic tekoCih oziroma nozevo konico trdnih), za
katere smo predvidevali lastnost ob¢utljivcev. Raztopina A1 se je ob dodatku le-teh razliéno obarvala. V
zatemnjenem prostoru aktiviramo svetlobo s 15,0 % vodikovim peroksidom in opazujemo emisijo ter

merimo ¢as.
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5. REZULTATI IN DISKUSIJA
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5.1 OPAZANJA

Ko smo izvajali kemiluminiscencne reakcije, se je ob razlicnih pogojih sprostila razlicna intenzivnost
svetlobe, ki je trajala od pogojev do pogojev razliéno. Pri visjem % vodikovega peroksida je bila
intenzivnost emisije svetlobe visja, pri nizji pa obratno.

Po koncani reakciji je bila barva reakcijske raztopine olivno zelena, ki je ¢ez Cas potemnela.

5.2REZULTATI MERITEV

52.1 RAZISKAVA STUDIJ VPLIVA TEMPERATURE NA KEMILUMINISCENCO LUMINOLA

(a) Vpliv nizkih temperatur (ohlajanja) raztopine A2 na kemiluminiscenco luminola

Temperatura raztopine A1 Temperatura raztopine A2 Cas emisije svetlobe (s)
0,6 % (0°C) 622
22°C 3,0% (0 °C) 1918
15,0 % (0 °C) 3681
0,6 % (5 °C) 545
22°C 3,0% (5 °C) 1316
15,0 % (5 °C) 2564
0,6 % (10 °C) 411
22°C 3,0 % (10 °C) 562
15,0 % (10 °C) 907
0,6 % (15 °C) 358
22°C 3,0 % (15 °C) 527
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15,0 % (15 °C) 845
0,6 % (22 °C) 150
22°C 3,0 % (22 °C) 254
15,0 % (22 °C) 563

Tabela 1: Vpliv nizkih temperatur (ohlajanja) raztopine A2 na kemiluminiscenco luminola

Vpliv ohlajanja raztopine A2 na
kemiluminiscenco luminola
4000
3500
3000
2500
& 2000 = T(°C)0,6% H202
1500 mT(°C)3,0% H202
1000 :J T(°C)15,0% H202
500 - —
. ‘ l d =
0 5 10 15 22
T(°C)

Slika 2: Prikaz vpliva nizkih temperatur raztopine A2 na kemiluminiscenco luminola v obliki stolpiénega diagrama

Iz grafa je razvidno, da z nizanjem temperature poveCujemo Cas trajanja emisije svetlobe pri
kemiluminiscenci luminola. Pri vi§ji koncentraciji vodikovega peroksida (oksidanta) in njegovi nizji
temperaturi je Cas trajanja emisije daljSi in bolj intenziven. Z zviSevanjem temperature oksidanta in s
tem koncentracije Cas trajanja emisije pada. Najve¢jo vrednost smo torej opazili pri 0 °C in 15,0 %
raztopini H202 (1 h 1 min 21 s), najnizjo pa pri 22 °C in 0,6 % H202 (2 min 30 s). Znotraj omenjenega
obmodja koncentracij vodikovega peroksida je lepo vidno, kako Cas trajanja emisije pada s

koncentracijo oksidanta.
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(b) Vpliv visjih (segrevanja) temperatur raztopin A1 in A2 na emisijo

kemiluminiscence

A1 (SEGRETO), | Delez (H202) =0,6 % | Delez (H202) = 3,0 % | Delez (H202) = 15,0 % | Cas emisije
T=100 °C svetlobe (s)
segreto segreto segreto
1mL 1mL 1800*
1mL 1mL 1800*
1mL 1mL 1800*

Tabela 2: Prikaz kemiluminiscence med raztopino A1 in A2 (H202) pri temperaturi raztopine A1 100 °C. Oznaka ()

predstavlja dlje ¢asa trajajoco emisijo svetlobe kot okvir merjenja ¢asa (1800 s)

A1 (SEGRETO), | Delez (H20) =0,6 % | Delez (H202) = 3,0 % | Delez (H.0,) = 15,0 % | Cas emisije
T=100 °C svetlobe (s)
segreto segreto segreto
1 mL 1 mL S
1mL 1mL 15
1mL 1 mL 1800*

Tabela 3: Prikaz kemiluminiscence med raztopino A1 in A2 (H.02) pri temperaturi raztopine A1 in A2 100 °C. Oznaka

(*) predstavlja dlje ¢asa trajajoco emisijo svetlobe kot okvir merjenja ¢asa (1800 s).
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A1 ( sobna temperatura), | Delez(H20,) = 0,6 % | Delez(H.02) = 3,0 % | Delez (H.02) =15% | Cas emisije
svetlobe (s)
T=22°C segreto segreto segreto
1mL 1mL 7
1mL 1mL 30
1mL 1mL 1800*

Tabela 4: Prikaz kemiluminiscence med raztopino A1 in A2 (H202) pri sobni temperaturi raztopine A1 in 100°C A2.

Oznaka (*) predstavlja dlje ¢asa trajajoco emisijo svetlobe kot okvir merjenja ¢asa (1800 s)

Vpliv visoke temperature na oksidacijo
luminola v raztopini Cu(2+) ionov

2000
1800
1600 -
1400 -
1200 -
w 1000 -
800
600 -
400 -
200 -

{

——  m0,60%

m3,0%

15,0%

A1 segreta A2 segreta

raztopina

A1in A2 segreta

Slika 3: Prikaz vpliva visokih temperatur raztopine A1 in A2 na kemiluminiscenco luminola v obliki stolpi¢nega

diagrama

~23 ~




Maja Seli¢

Raziskovalno delo

Iz grafa lahko opazimo, da pri visji temperaturi z raztopino A2 dosezemo niZji Cas trajanja reakcije, kar

pripisujemo razpadu vodikovega peroksida (na vodo in kisik). Raztopina A1 ne vsebuje reagentov, ki bi

pri vi§ji temperaturi razpadali, saj so vsi reagenti temperaturno obstojni. Najdalj$i ¢as emisije smo

opazili pri poskusih, kjer smo segrevali raztopino A1, pri vseh koncentracijah vodikovega peroksida (ve¢

kot 30 min). NajkrajSi Cas smo opazili pri segrevanju raztopine A1in A2 (5 s).

5.2.2 RAZISKAVA STUDIJ VPLIVA MODELNEGA OBCUTLJIVCA HEMOGLOBINA

(a) Vpliv hemoglobina na kemiluminiscenco luminola z Cu?* ioni v raztopini A1

Raztopina A1 Hemoglobin Raztopina A2 Cas emisije svetlobe (s)
V (A1) =50 mL m= 0,1g V (H,0; 0,60 %) =50 mL 110

V (A1) =50 mL m= 0,19 V (H.02 3,0 %) =50 mL 1800*

V (A1) =50 mL m= 0,1g V (H;0; 15,0 %) = 50 mL 1800*

V (A1) =50 mL m=03g V (H,0; 0,60 %) =50 mL 1283

V (A1) =50 mL m=03g V (H202 3,0 %) =50 mL 1800*

V (A1) =50 mL m=03g V (H202 15,0 %) = 50 mL 1800*

V (A1) =50 mL m= 059 V (H202 0,60 %) =50 mL 1225

V (A1) =50 mL m=05g V (H202 3,0 %) =50 mL 1800*

V (A1) = 50 mL m= 059 V (H202 15,0 %) = 50 mL 1800*

Tabela 5: Prikaz kemiluminiscence med raztopino A1 in A2 pri sobni temperaturi raztopine. V raztopino A1 smo

poleg ostalih pripadajocih reagentov dodali pripadajoéo maso hemoglobina. Oznaka (*) predstavlja dlje ¢asa

trajajoco emisijo svetlobe kot okvir merjenja ¢asa (1800 s).
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Vpliv kolicine hemoglobina in deleza
vodikovega peroksida na oksidacijo luminola s

Cu(2+) ioni

2000

1500 - |
w
2 1000 - —— m0,6%H202
© 30 % H202

500 1 =150 % H202

0 i

47
mnozina hemoglobina (umol)

Slika 4: Prikaz vpliva koli¢ine hemoglobina (v pmol, prera¢unana masa) in deleza vodikovega peroksida na

oksidacijo luminola s Cu?* ioni

Iz grafa lahko razberemo, da ima hemoglobin v raztopini A1 pomembno vlogo. Pri 3,0 % in 15,0 % raztopini
vodikovega peroksida ne moremo pojasniti odvisnosti, saj je emisija svetlobe trajala ve¢ kot 30 min.
Osredotocimo se lahko le na 0,6 % raztopino. Stolpi¢ki v diagramu nam povedo, da imamo najkraj$o emisijo
svetlobe pri 1,6 umol (1 min 50 s), najdalj$o pri 4,7 umol (21 min 23 s). Raztopina pri 7,8 pmol je dosegala
manjSo vrednost kot predhodna. Vzrok pripisujemo dejstvu, da prevelika koncentracija obCutljivcev

(hemoglobina) 'zadusi' intenziteto emitirane svetlobe in poslediéno zniza tudi €as trajanja emisije.

(b) Vpliv hemoglobina v raztopini A1 brez prisotnosti Cu2* ionov

Raztopina A1, brez Hemoglobin Raztopina A2 Cas emisije svetlobe (s)
Cu?* jonov
V (A1) =50 mL m=0,11g V (H202 0,6 % )=50mL 1800*
V (A1) =50 mL m=01g V (H202 3,0 %) =50 mL 1800*
V (A1) =50 mL m=0,11g V (H202 15,0 %) =50 mL 1800*
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V (A1) =50 mL m=0,3g V (H202 0,6 %) =50 mL 1800*
V (A1) =50 mL m=0,3g V (H202 3,0%)=50mL 1800*
V (A1) =50 mL m=0,3g V (H202 15,0 % ) = 50 mL 1800*
V (A1) =50 mL m=05g V (H202 0,6 % )=50mL 1242
V (A1) =50 mL m=05g V (H202 3,0%)=50mL 1318
V (A1) =50 mL m=05g V (H20215,0 % ) =50 mL 1800*

Tabela 6: Prikaz kemiluminiscence med raztopino A1 in A2 pri sobni temperaturi raztopine. V raztopino A1 smo

poleg ostalih pripadajocih reagentov dodali pripadajo€o maso hemoglobina, nismo pa dodali Cu?* ionov, torej

CuS0:x 5 H20. Oznaka (*) predstavlja dlje éasa trajajoo emisijo svetlobe kot okvir merjenja ¢asa (1800 s).

2000

Vpliv koli¢ina hemoglobina in deleza
vodikovega peroksida na oksidacijo luminola

brez Cu (2+) ioni

1500 -

1000

¢as (s)

500 -

1,60

47

mnozina hemoglobina (umol)

m 0,6 % H202
m 3,0 % H202
15,0 % H202

Slika 5: Prikaz vpliva koliéine hemoglobina (preraunana masa v umol) in deleza vodikovega peroksida na

oksidacijo luminola brez Cu?* ionov.
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Iz grafa je razvidno, da pri 1,6 in 4,7 umol hemoglobina, ne moremo dolociti odvisnosti, saj je emisija trajala
preko naSega okvirja merjenja, kar je za potrebe uporabe kemiluminiscence zelo ugodno. Pri 7,8 umol

hemoglobina opazimo, da z ve€anjem koncentracije oksidanta poveamo tudi ¢as trajanja emisije (in obratno).

5.2.3 RAZISKAVA STUDIJ VPLIVA REAGENTOV, KI KAZEJO LASTNOSTI EMISIJSKIH
OBCUTLJIVCEV

IME REAGENTA BARVA V RAZTOPINI A1 CAS EMISLJE (s)

fenolftalein (1) sinje modra 3600~

fluorescein (2) rumenozelena 3600*
metilensko modrilo (3) temno modra 2
eozin (4) rdeCa 3

klorofil iz robide (5) svetlo modra 3600~

metiloranz (aq) (6) rumena 3600~

klorofil, izoliran iz orjaske svetlo modra 1110

valisnerije (7)

Rubin S (8) temno vijolicna 1800*
cresol rdece (9) temno vijoliéna 2
brillantgriin (10) temno zelena 1800*

lakmusova tinktura (11) svetlo modra 1800*
metiloranZ (12) svetlo oranZna 1800*

Tabela 7: Pregled delovanja izbranih 12 reagentov kot uporabljenih emisijskih obcutljivcev. Oznaka (*) predstavlja

¢as trajanja emisije svetlobe, ki traja Se dlje od izbranega okvirja merjenja.
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Vpliv obéutljivca na oksidacijo luminola v raztopini
Cu(2+) ionov s 15,0 % raztopino vodikovega
peroksida

2000
1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
2 1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -
0 i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
obcutljivec

Slika 6: Prikaz u€inkovitosti uporabljenih reagentov kot emisijskih ob&utljivcev v kemiluminiscenci luminola

Najbolj ucinkoviti reagenti, ki kazejo lastnost emisijskih obCutljivcev so: fenolftalein, fluorescein, klorofil
iz robide in metiloranz(aq). Pri teh emisijskin obCutljivcih traja emisija ve€ kot 1 uro. Ve¢ kot trideset
minut so oddajali svetlobo: rubin S, brillantgrin, lakmusova tinktura in metiloranz. Manj je bil ucinkovit
klorofil, izoliran iz vodne rastline (18 min 30 s). Najmanj pa so bili uinkoviti metilensko modrilo, eozin in

kresol rdece.

~28 ~



Maja Seli¢ Raziskovalno delo

6. ZAKLJUCEK

Pred zacetkom dela smo si postavili dve glavni hipotezi, ki ju glede na pridobljene rezultate potrdimo.

Hipotezi smo v nadaljevanju Se razSirili in izvedli Se ve¢ meritev kemiluminiscence.

Potrdimo lahko, da s spreminjanjem reakcijskih pogojev vplivamo na emisijo svetlobe. Nas cilj je bil
raziskati vpliv temperature na samo reakcijo in pripraviti porocilo o vplivu emisijskih obCutljivcev. Kot

modelna reakcija nam je sluzila oksidacija luminola v bazicnem mediju.

Pri nizki temperaturi, konkretno pri 0 °C, smo opazili najvecjo emisijo svetlobe luminolove
kemiluminiscence. V nadaljevanju smo ugotovili, da z naraS¢anjem temperature pada emisija
kemiluminiscence, kar ni ugoden proces. Pri vi§jih temperaturah se pogosto dogajajo razpadi spojin,
kar pripisujemo kot glavni vzrok nizjim emisijam. Ce pa raztopino oksidanta (vodikovega peroksida)
izpostavimo vi§jim temperaturam, opazimo znatno razliko, termicni razpad. Vodikov peroksid pri visji
temperaturi razpade na vodo in kisik, kar bi lahko v nadaljevanju izkoristili v druge namene

kemiluminiscence, a se ta pogoj tu ni dobro izkazal, zato predlagamo le nizke temperature.

Emisijskih obcutljivcev luminola je dovolj na trgu; nekateri so cenovno nedostopni, zato smo iskali
»pomocC« v naravi. Narava nudi dovolj zivih sistemov (rastlin), v katerih se nahajajo molekule, ki lahko
prevzamejo vlogo emisijskega obCutljivca. Klorofil, izoliran iz robide, je pokazal najvecjo aktivnost
svetlobe. Njegov vpliv na ¢as je bil iziemen. Emisija je segala izven naSega okvirja merjenja, nakar smo
ugotovili, da lahko takSne molekule oddajajo svetlobo ve¢ ur. Komercialno dostopni so tudi indikatoriji.
Ti lepo pospesijo kemiluminiscenco in povzrocijo trajanje, kar nas je iziemno presenetilo. Molekule
indikatorjev so sestavljene iz razli¢nih funkcionalnih skupin in predvsem aromatskih obrocev, ki so tudi

eden izmed poglavitnih razlogov oddajanja svetlobe.

Raziskovalno delo nam je predstavljalo izhodi¢e za uporabo v medicinske aplikacije, kar bi v
nadaljevanju Cez nekaj let Se preizkusili. Ker je v naSem telesu polno zanimivih snovi, ki jih lahko
opazujemo s pomocjo kemiluminiscence, bi Zeleli delo usmeriti v zaznavanje tumorskih oz. rakavih

celic, ki je danes velik problem splodne populacije, saj je obolelih ¢edalje ve€ ljudi. S pomocjo
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tovrstnih pogojev, ki smo jih v tem raziskovalnem delu predstavili in proucili, bi lahko opravljali meritve.

Cilj v medicinskih tehnikah je tudi, da imamo reakcijo, ki traja ¢im dlje.
Okoli nas je polno snovi, za katere sploh ne vemo, da oddajajo svetlobo, pa bi jih morali Se preizkusiti.

Vsak podatek, ki ga pridobimo, je dragocen, zato je e kako pomembno veselje do dela in razmisljanje,

ki vodi v korist ¢loveka.
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8. DODATEK
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8.1 VARNOSTNA OPOZORILA KEMIKALIJ

Ime kemikalije Formula M Piktogram | H-stavki P-stavki CAS
(g/mol)
natrijev karbonat Na2COs 105,99 @ H319 P260-P305+P351- | 497-19-8
(brezvoden) P338
luminol CsH7N302 177,17 <i> H315- | P305+P351-P338- | 521-31-3
H319- P280
H335
natrijev hidrogen NaHCOs 84,01 / / / 144-55-8
karbonat
amonijev karbonat (NH4)2C0O3 x H.0 157,13 @ H302 P330-P301+P312- | 10361-29-2
monohidrat P264
bakrov sulfat CuS04x 5H,0 249,68 @ H315- | P302+P352-P273- | 7758-99-8
pentahidrat H302- | P305+P351+P338
@ H319-
H410
vodikov peroksid H.0, 34,01 @ H318- P280- 7722-84-1
H302- | P305+P351+P338
H315 -P313
hemoglobin Cr3sH1166N8120203S2Fe | 2475,97 / / / /
fluorescein CaoH10Na20s 376,28 / / 518-47-8
(dinatrijeva sol)
klorofil / / / / / /
metiloranz C14H14N3NaO3S 327,34 H301 P310-P309 547-58-0
fenolftalein C20H1404 31 8,33 / / /
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metilensko modrilo C16H1sCIN3S 319,86 @ H315- P261- 61-73-4
H302- | P305+P351+P338
H335-
H39
eosin B ConaBI’zNzNazOQ 580,093 / 548-24-3
bromocresol green C21H14BrsOsS 698,04 / 76-60-8
rubin S CooH17N3Nay0eS3 585,54 /
brillant green Co7H34N204S 482,65 H302- | P305+P351+P338 | 633-03-4
H319
m-cresol purple Ca21H1805S 382,44 / 2303-01-7

Tabela 8 Piktogrami, H in P stavki uporabljenih kemikalij

8.2PRIPRAVA RAZTOPIN

Priprava oksidanta vodikovega peroksida:

p1xVi=p2xV,

Legenda:

V.... prostornina

[V volumski delez

Indeks 1 predstavlja izhodno 30,0 % raztopino vodikovega peroksida, indeks 2 pripravljeno

raztopino vodikovega peroksida po razred¢evanju:

0,60 % H202  p1xVi=p2xVy p1 =p2%x V2 [V1=0,6 x 250 mL/30=5mL
30 % HO2 p1xVi=p2x V2 p1 =p2%Va/V1=3,0x%x250mL/30=25mL
150% H202  pr1xVi=p2x Vs p1 =p2%x V2 [V1=150x% 250 mL /30 =125 mL
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