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DETERMINAREA SPECTROFOTOMETRICA DIRECTA
A CALCIULUI IONIC CU TETRAMETIL-MUREXID

St. Hobai, T. Goina, M. Rocsin, Maria Fagdrdgan, Eugenia Goina,
Ana lazigian

Interesul pe care practica medicald il manifesta fata de cunoasterea
concentratiei calciului ionic in lichidele biologice ne-a orientat preocupi-
rile spre géasirea unei metode de determinare a acestuia pe care si o pu-
tem oferi laboratoarelor noastre. In ce priveste metodele spectrofotome-
trice literatura de specialitate consemneazad cd dupa citeva incerciri de
folosire in acest scop a murexidului [1, 2], s-a introdus un nou indicator
metalocromic: tetrametil-murexidul (TMM) [3], cu ajutorul cdruia au fost
facute dozari de calciu ionic in plasma [4, 5] si urina [6, 7]. Alegerea aces-
tui indicator se bazeazi pe faptul cid spre deosebire de murexid si de alti
indicatori metalo-cromici, TMM. nuiare §i, proprietatile indicatorilor acido-
bazici, ceea ce il recomanda pentru, dozari in lichide al ciror pH variaza
de la o proba la alta.

Principiul ‘metodet

Datoritd influentei specifice exercitate de ionii de calciu asupra struc-
turii electronice a TMM; acesta isi schimba culoarea. Maximele curbelor
de absorbtie optica ale \solutiilor de-indicator,”in care se adaugi ioni de
calciu, se deplaseazi spre’ lungimi de-undi mai scurte. Deplasarea este
cu atit mai pronuntatd cu\cit cancentratia calciului ionic prezent este mai
mare §i acest fapt sti la baza metodei studiate.

Daca intr-o solutie in care are loc un echilibru chimic intre Ca?* si com-
plecsi ai sdi cu alti compusi (de exemplu biologici), se adaugda TMM, intre
ionii de calciu liberi si indicator se realizeaza un nou echilibru:

TMM~ 4 Calt TMMCat

violet *T= rosu ey
Constanta acestui echilibru, la 20 °C si forta ionica f — 0, este:
[TMMCat]
_—[TMM‘] [Ca?*] = 1320 2)

Intr-o exprimare mai exacti:
a TMMCa*t 3)
(aTMM- )-(a Cah

unde factorii a sint activitatile ionilor participanti la echilibrul (1). Pen-
tru ca perturbatia determinati de echilibrul (1) asupra echilibrului dintre

* Autorii aduc multumiri prof. dr. docent Candin Liteanu de la Universitatea
.Babes-Bolyai“, Cluj-Napoca, prin a carui bunavointa s-a efectuat analiza elementara
a indicatorilor,
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Ca? si compusii biologici, cu care se asociazi, sa fie neglijabili, trebuie
si se calculeze cantitatea de TMM care adiugati unei probe s3 nu asocieze
mai mult de 2 % din calciul ionic prezent in aceasta.

Din (1) rezulta: [Ca?t] = [Ca?t tota1 | — [TMMCat] (4)
[TMM-] = [TMM~4ta] | — [TMMCa*] (5)
Punem conditia: [TMMCa*] = ﬁ [Ca?* total ] O

Inlocuind [TMMCat} din (4) si (5) cu (6), apoi inlocuind [Ca2t] si
[TMM™] din ecuatiile obtinute si [TMMCa*] din (6) in (2) si dind valoarea
[Ca?*iptal | = 1073 M, dupa simplificari rezulta:

[TMM™{ptal ] =3,5-10° M )
La aceasti concentratie de indicator se ajunge daca, de exemplu, la 5 ml
proba se adaugid 0,2 ml solutie TMM 30 mg%. Un gram de TMM este su-
ficient pentru a analiza in acest fel 15 000 de probe.

Pentru ca erorile de masurare ale volumelor de probe si indicator si

nu afecteze rezultatele, citirea extinctiei E se face la doud lungimi de
und&: 1 si 2. Se calculeazi apoi rapoartele Rp = % (8)
Acestea se reprezintd grafic in functie de activitatile corespunzitoare ale
calciului ionic, obtinind astfel eurbaideletalonare. Inlocuind valorile Rp
cu Re = Rp—Rp, unde Ry este-taportul~extinctiilor solutiei lipsita de
calciu, se plaseazd punctul de plecare al curbei in‘originea axelor de coor-
donate.

Dupa cum va rezulta si din curbele de absorbtie optica ale solutiilor
de indicator (fig. nr. 1), in_extinc{ia masurati la /o anumiti lungime de
unda participd ambele forme colorate-ale acestuia.

E=(ATMMCa+ ) [TMMCa*] -+ 4A M~ )-[TMM-]  (9)
unde factorii A sint absorbtiile optice:molare ale celor doua forme. Im-
partind (9) prin [TMM™] si inlocuind-in(3) rezulta, pentru cele doua lun-
gimi de unda:
_ (K-A'TMMCat) (@ ca? ) + (A' TMM- )
(K-A?’TMMCa+ )-(a ca?+ )+ (A2TMM- )
Se vede ci Rp este o funcfie neliniari de a Ca2t+ ceea ce face ca curbele
de etalonare si fie neliniare pe intreg domeniul de concentratie.
Activitatile calciului au fost calculate cu o formuld rezultatd din teo-
ria Debye-Hiickel:

(10)

204Vt

— 11
1+ 197Vt (an

log(a a2+ ) = log [Calt] —

Partea experimentald. Rezultate gi discutii

Intrucit TMM nu se comercializeazi, noi l-am sintetizat pornind de la
50 de grame de cafeind {9, 10]. Aceasta a fost oxidati cu hipoclorit de
sodiu dupa care prin tratare cu clorura stanoasi s-a obtinut tetrametil
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aloxantind. TMM a rezultat prin tratarea acesteia cu carbonat de amoniu.
Dupa mai multe recristaliziri ale TMM din solutii concentrate de clorura
de amoniu au fost obtinute circa 2 grame de substanti uscatid. Ca sub-
stantd de comparatie ne-am folosit de TMM livrat ca mostrd de labora-
toarele CALBIOCHEM, SAN DIEGO, CALIFORNIA, 92112, US.A. In
tabelul de mai jos sint prezentate rezultatele analizei elementare ale celor
doi indicatori&:

Elementul TMM (teoretic) TMM (CALBIOCHEM.) TMM (I.M.F. Tg. Mures)
CY% 42.3 429 41,9
N % 24,7 24.4 23,5
H%, 4.7 5,2 5.0

Analiza spectrofotometrica a indicatorilor a constat in trasarea la un
spectrofotometru Specord UV VIS a curbelor de absorbtie optica ale solu-
tiilor de indicatori (curbele 1 si 1’), ale solutiilor continind fiecare indi-

cator si 10 mg" ,Ca2* (curbele 2
e si 2), respectiv 400 mg",Ca2t
(curbele 3 si 3'; fig. nr. 1).

Din figura rezulta ca curbe-
le corespunzitoare celor doi in-
dicatori se suprapun.

Pentru a obtine curba de
etalonare s-a folosit o serie de
solutii standard de CaCl, de con-
centratii cunoscute ale caror ac-
tivitati au fost calculate cu for-
410 540 nm  mula (11). Ca indicator s-a folo-

Fig. nr. 1 sit TMM sintetizat de noi.
La 5 ml solutie standard au

ol Re fost adaugati 0,2 ml solutie
TMM 30 mg". Extinctiile au
04 fost masurate la un spectrofoto-

metru VSU2-P in cuve de 1 em.
Cele doua lungimi de unda au
04 fost: 470, respectiv 540 nm. S-au
ales astfel deocarece maximele
de absorbtie opticd ale celor
doua foime colorate ale TMM
sint apropiate. Valorile R¢ au
[ost reprezentate grafic in func-
lo,tie de activitatea calciului (fig.
Fig. nr. 2 nr. 2).

02

1 2 aGaZ
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In figura 3 se vede ca TMM Q
nu este un indicator acido-ba- 08} "¢ Murexid
zic, cel putin in intervalul de
pH = 5—9. Pentru aceasta au
fost folosite solutii, avind ace- %6
iasi activitate a calciului ionic,
insd valori ale pH-ului diferite.
In aceasta figura apare si com-
portarea murexidului fatd de J—
aceleasi solutii. 01

Raspunsul TMM la alti
ioni metalici ca Mg?t si Nat
apare ilustrat in figura nr. 4. 1+ A —y
Se vede ci daca Mg?t se gi- 3 ¢ 7 ! y M
seste in concentrafii compara-
bile cu cele ale calciului, el nu
deranjeazd dozarea spectrofoto-
metrici a calciului ionic cu o
TMM. La aceiasi concluzie se ggq| ,°
ajunge in ce priveste Nat. " [c2*
Uneori, mai ales in lichidele
biologice, Nat, se géseste In-.
concentratii incomparabil maij.’
mari, decit cele ale calciului/

In aceste situatii, pentru ca
efectul Na*t asupra raspunsului
indicatorului si nu influenieze
rezultatele, la obtinerea curbei 02 2¢

de etalonare se folosesc solufii -’ Mg
standard, continind NaCl in. a- / NG
ceiasi concentratie cu cea a pro= s a

05

. . TMM

bei. Dacd concentratia NaCl va- 04 0¢ 03 [Me]
riazd mult de la o proba la alta.
concentratia calciului ionic se Fig. nr. 4

calculeazd cu formula (11).

Practic se procedeaza astfel: se ia volumul dorit de probi la care se
adaugd cantitatea de indicator corespunziatoare raportului 5 ml probi/0,2
ml indicator. Se maisoard extinctiile la 470 si 540 nm in cuve de capaci-
tate convenabila, folosind drept martor solutia necunoscutd la care in
locul indicatorului se adauga apa. Se calculeazi valoarea R care se trans-
forma cu ajutorul curbei de etalonare in activitate a calciului. Forta ionica
se calculeazd pe baza concentratiei NaCl din probad care la rindul ei se
poate afla folosind o metoda titrimetricd uzuali. Introducind in formula
(11) activitatea calciului §i forta ionica se afla concentratia calciului ionic.

Un mijloc mai practic de trecere de la activitate la concentratia cal-
ciului ionic l-ar putea constitui o nomogramai bazati pe formula (11).

In concluzie, lucrarea, care reprezinti o prima etapi in elaborarea
unei tehnici de determinare a calciului ionic in lichide biologice, stabi-
leste raportul dintre cantitatea de proba si cea de TMM, astfel Incit indi-

57



catorul si nu perturbe sensibil echilibrele chimice la care participa ionii
de calciu. Evaluarea efectului pH-ului si a altor cationi asupra TMM sin-
tetizat de autori, arata cid acesta nu este un indicator acidobazic, iar Na*
si Mg?* in concentratii mici nu deranjeazi determinarea calciului ionic.
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A METHOD OF DIRECT ASSAY OFTONIC CALCIUM WITH
TETRAMETHYL-MUREXIDE

The paper presenis the results of the first stage of creating a technique for
the direct assay of ionic calcium in biological liquids.

After presenting some data on the purity of tetramethyl-murexide (TMM) syn-
thesized by the authors, the calculation is shown, by which the ratio between the
sample quantity and that of TMM is established in such a way that the indicator
might not interfere considerably with the chemical equilibriums in which the cal-
cium ion participate. It has been found that to 5 ml of solution with a calcium con-
centration near the values in biological liquids 0.2 ml solution of TMM 30 mg%
can be added. The assessment of the pH effect and of other cations upon TMM shows
that this is not an acid-base indicator in the pH interval: 5—9, and Na+ and Mg2t+
in low concentrations do not interfere.



