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Cil prace

Cilem prace bylo aitit funkci erioglaucinu jakoztdinidla na stanoveni hydroxylovych
radikal (lapae hydroxylovych radikail) pri fotochemickych reakcich a otestovani jeho

funkce na vzorcich huminovych latek &dy a rasSelinné vody.



Uvod

Reaktivni oxidani castice hraji neopomenutelnou ulohu firgdnich vodach, kde se
podileji na oxidaci organickych i anorganickych lmment. K reaktivnim oxid@im
¢asticim pat ¢astice obsahujici kyslik, jako naperoxid vodiku (HO,), singletovy kyslik

(*0.), hydroxylovy radikal (HO-), superoxidovy radik&»-" ).

VSechny tyto¢astice vznikaji v povrchovych vodach obsahujiciobpuséné organické
latky a rozpudtny kyslik @i oz&eni slunénim z&enim (VAUGHAN a BLOUGH, 1998;
Rose a WAITE, 2006) a jsou schopny tyto organické latky a dsiiceniny ve vodach

neselektivd oxidovat. Mezi nejtllezitéjSi oxidani castice pitomné ve vodach pat

hydroxylové radikaly.

Dlouhou dobu se ipdpokladalo Ze hydroxylové radikaly vznikaji frpdnich vodach
v podstat jen fotolyzou peroxidu vodiku (zONIK a FULKERSON-BREKKEN, 1998), ale
dalSi prace (ZFIrRiou a TRUE, 1979; AFIROU a BONNEAU, 1987; ZpPa HOIGNER, 1987;
ZELLNER a kol., 1990; MUGHAN a BLouGH, 1998) prokazaly, Ze hydroxylové radikaly
vznikaji v @irodnim prostedi téZz z dugshami a dusitad reakcemi znazogmymi

rovnicemi 1-3.

NO, + hv — NO, + O (1)
NOs + hv — NO, + O (2)
O + H;0 — -OH + OH (3)

Do prokazani podilu dusiani na fotochemickych reakcich vedoucich ke vzniku
hydroxylovych radikdl byla u dusinani uvaZzovana pouze jedind biologicka role ve
vodnich systémech — jakoZto nutrientuedpokladalo se tedy, Ze jejich produkce a
spoteba je dana vyhradrbiologickymi procesy — nitrifikaci podilejici senvorkE NOs,
asimilaci planktonem a bakterialni denitrifikacideeci k ubytku N@ ve vodnim
prostedi (DoJLIDO a BEST, 1993).

Po prokazanidasti dusinani na fotochemické produkci hydroxylovych radik&le z&alo
uvazovat téz o uloze ddsiany produkovanych hydroxylovych radikddti degradaci latek
kontaminujicich girodni vody (BREZONIK a FULKERSON-BREKKEN, 1998). Napklad pro
polychlorované bifenyly (PCB) bylo prokadzano, zelogas rozpadu PCB ve véde
55 000 hodin (informace IUPAC — s mezi detekce @l), coz odpovidaiflizn¢ 6,27
roku. Ri reakci hydroxylovych radikéls PCB vazanymi néastice v pirodnich vodach se
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pohybuje poléas rozpadu PCBadow ve dnech (8DLAK a ANDREN, 1991; BREZONIK a
FULKERSON-BREKKEN, 1998), ovSem jejich odbourani se vyznampomaluje s rostoucim
obsahem chloru v molekule PCBEBAK a ANDREN, 1994; BREZONIK a RULKERSON-
BREKKEN, 1998).

Kochany a Maguire (1994) zjistili, Ze fotodegradadeinolinu (coz je polycyklicka
aromaticka slotenina obsahujici heterocyklus s dusikovym atomeinjg produkovana
pii spalovani fosilnich paliv) se zrychli, kdyZ je dody gidan NaNQ.

Nejobséahlejsi studii o fotolyze ddeani vydali v roce 1987 Zepp a kol.; ve své praci
navrhli model k vypétu koncentrace hydroxylovych radikalh ustdleném stavu —ip

slune&nim svitu za jasné oblohy, a to uptest |éta v povrchové vrshprirodnich vod.

Hydroxylové radikdly mohou byt v igodnich vodach generovany téz tzv. foto-
Fentonovou reakci. Fentonowdnidlo je snés Fé" ionti a peroxidu vodiku, iem?
katalytickym rozkladem peroxidu vodiku ¥ifpmnosti F&" ionti vznikaji hydroxylové
radikaly. Ri foto-Fentono¥ reakci je F& tvoieno fotochemickou reakci z ¥e

(v piitomnosti organickych ligarig které jsou donorem elektronu pro*fe

Protoze hydroxyloveé radikaly jsou vysoce reaktigrjsou tzv. neselektivni — tedy reaguji
se Sirokou Skalou organickych stemin, je jejich dlezitost v roli oxid&niho ¢inidla

Mrivrw s

jejich koncentrace v ustaleném stavu nez reaktiwiitacilové skupig.

Dostupnost hydroxylovych radikélv pfirodnich vodach je ovlivina kron& rychlosti
jejich produkce (Fmo umérné koncentraci dusiténkteré se na ni podileji nejvyznagjih
hlavné piitomnosti lap&i (scavengers) v daném progedi, které naopak koncentraci
hydroxylovych radikal sniZuji (BREZONIK a RULKERSON-BREKKEN, 1998). Na funkci
lapai jsou zalozen&inidla na ngfeni koncentrace hydroxylovych radikalpiicemz

jednim z nich je i erioglaucin.

Erioglaucin je modré barvivo kyselého charaktetwufgurni vzorec viz. obr. 1) s Sirokou
Skélou pouziti — potravitigky, kosmeticky a farmaceutickytpnysl, napiklad k testovani
celistvosti skleanych ampuli (dnk a kol., 1998), ale taktéZz se vyuZiva jako indikato
v analytické chemii a spektrofotometrii, ke spexki@mu barveni biologického materialu
(nap. oocyt hlistic (Nematoda) — Ru-GANG CHEN a kol., 2006), i jako oxidae-redukeni
indikator v analytické chemii (BsNERa KaLous, 2004).



Sumarni vzorec erioglaucinu jesB3sN2NaOsS;, molekulova hmotnost 792,85 g/mol
(JANK a kol., 1998). Erioglaucin ma absoénp maximum v rozsahu vinovych délek 625 -
635 nm, déle $ vinové délce 410, 305 a 160 nmagk a kol., 1998), a absatpi
minimum u 310 nm (14 % maximalni absorbance) amthq13 % maximalni absorbance)
(MoLorT a kol., 2003).

Obr. 1: Strukturni vzorec erioglaucinln(k a kol., 1998).



Materialy a metody

Erioglaucin (sodnats) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich; KNQ p. a., od firmy

Lachema.

Deionizovana ultréista voda byla fipravovana na Z&eni Filtr Premier CDP 6920
(USA).

Izolat huminové kyseliny T15 byl ziskan z Ustavidpi biologie Biol. centra AVR,
jedn& se o huminové kyseliny z vrchnii@piho horizontu.

Voda z raSelinného jezirk@ervené Blato byla poskytnuta Hydrobiologickym Ustav
Biol. centra AWCR.

Zasobni roztok erioglaucinu byl fipraven rozpughim 10,5 mg erioglaucinu v 1l

deionizované vody; zasobni roztok byl uchovavamvepii laboratorni teplat

Pro pokusy s KN@byl nejprve pipraven roztok o koncentraci 2,314*1@ol/l, pro

pokusy fiznymi koncentracemi KN© byly pripraveny jeho roztokyo koncentracich
2-10°mol/l az 8-1G mol/l; vobou pipadech byly roztoky KN@ s erioglaucinem
piipraveny tak, Ze k 3 ml roztakKNO3 byly ptidany 3 ml zasobniho roztoku erioglaucinu.

Ozaovani bylo provagho v kemennych kyvetach ve fotochemickém reaktoru Rayone
Photochemical Chamber Reaktor Model RPR-100, ogszdéampami RPR-3000 A; které
poskytuji zéeni v rozmezi vinovych délek 250 — 350 nm, s marinz&eni u 300 nm.

UV-VIS spektra byla mena na spektrofotometru UV-1601, Shimadzu, ovladané

fidicim softwarem UV-probe.

Pro kinetické zpracovani byly pouZity linearizovangnosy kinetiky prvnihofadu
(rovnice 4) a kinetiky druhéhigiddu (rovnice 5).

In [A] = In [A]o - kt (4)
1/[A]; = kt + 1/[Alo (5)



Vysledky

Erioglaucin absorbuje #&ni v ultrafialové a viditelné oblasti vinovych dkg] ve viditelné

oblasti je vyrazné absaipi maximum u 630 nm (obr. 1).
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Obr. 1: Absorpni spektrum erioglaucinu ve VIS a UV oblasti.

Z obrazku je vidt, Ze roztok erioglaucinu ma intenzivni absmipmaximum pi vinové
délce 630 nm a @avmensi maxima (307 a 408 nm). Roztok erioglauanstabilni (nerni
se absorbance)ippokojové teplat a expozici VIS s#tlu za laboratornich podminek (ve
sklergné nadob).

V praci byla nejprve testovana stabilita chromoferioglaucinu g expozici UV zdeni
(300 nm) ve fotochemickém reaktoru. Vysledek ukear. 2.



Absorbance

550 600 650 700

Vinova délka [nm]

Obr. 2: Stabilita erioglaucinufipozaovani lampami RPR-3000 A: 1 — netesdy
erioglaucin, 2 - erioglaucin oavany 30 minut, 3 - erioglaucin doeany 90 minut.

Celkovy pokles absorbancéi @0 minutovém ozavani je 7,9 %, v ndgfiomnosti latek

tvoricich radikaly je tedy erioglaucin stabilnti ppzarovani sétlem v rozmezi 250

350 nm.

Citlivost erioglaucinu k fitomnosti hydroxylovych radikél byla testovana otavanim

roztoku erioglaucinu siflavkem KNQ, vysledky ngfeni jsou zobrazeny na obr. 3.
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Obr. 3: A - Stabilita erioglaucinutipozarovani v fiitomnosti KNQ (2,3-10° mol/l): 1 -
neozdéeny, 2 - ozéeny 10 minut, 3 - ozény 25 minut, 4 - ozény 40 minut, 5 - ozény
60 minut, 6 - ozé&eny 90 minut, 7 - oZény 120 minut.

B - Zavislost absorbance erioglaucinuiitggmnosti KNQ pii 630 nm na dobozaovani.

Absorgini spektra v jednotlivycitasech ozidni ukazujecast A u obrazku 3, hodnoty
absorbanci v absatpim maximu erioglaucinu {p630 nm) v zavislosti na délozaovani
jsou vyneseny ¥asti B. Zobr. 3 je iegjmé, Ze v fitomnosti NQ ionti dochazi ke
kontinualnimu poklesu absorbance erioglaucinu sodobz#&ovani, pokles absorbance
s¢asem ma exponencialni tvar.

Pro kinetické zpracovani Ubytku erioglaucindasem pi ozaovani v gitomnosti NQ

ionta byla pouzita kinetika prvniho i druhébédu (obr. 4), hodnoty absorbance odpovidaji
vinové délce 630 nm.
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Obr. 4: A - Zavislost firozeného logaritmu absorbance erioglaucinu idemnosti NQ
iontd na dok ozaovani.

B - Revracené hodnoty absorbandeg80 nm véasech oz@vani 0, 10, 25, 40, 60, 90 a
120 minut za fitomnosti NQ' iont.

Pro zpracovani kinetiky podle prvnili@du byl vynesen logaritmus absorbance v zavislosti
na ¢ase oztkovani €ast A obr. 4), pro kinetiku druhéhi@du byla vynesena zavislost

pievracené hodnoty absorbanceiaae ozgovani ¢ast B obr. 4).

V obou gipadech je &&jmé, Ze dochazi k postupnému odklonu od lineagaizého
vynosu, u modelu kinetiky prvnihtadu je odklon patrny jiz u 30 minut dp&ani, u

modelu kinetiky druhéh&du po 40 minutéach ofavani.

Dale byla v praci testovana zavislost Ubytku eaaginu na koncentraciipomnych NQ
ionta pri konstantni dob ozaovani (obr. 5). Pouzité koncentrace KN&e pohybovaly
v rozmezi od 20° mol/l do 810° mol/l, vzorky byly oz#govany 25 minut. Absokmi
spektra jednotlivych vzotkukazujecast A obr. 5, zavislost velikosti poklesu absorleanc

erioglaucinu pi vinové délce 630 nm na koncentraci N@nta ukazujecast B obr. 5.
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Obr. 5: A - Pokles absorbance erioglaucinu v rdzto® fiznych koncentracich KNO
pii konstantni dob ozaovani 25 minut. Koncentrace KNO1 — 210° mol/l, 2 — 510°
mol/l, 3 — 210" mol/l, 4 — 2,510” mol/l, 5 — 510* mol/l, 6 — £10° mol/l, 7 — 210° moll,
8 — 410° mol/l, 9 — 810° mol/l.

B - Zavislost ubytku absorbance A) roztoku erioglaucinuip 630 nm na koncentraci
NOj ionti po 25 minutach ozavani.

Z obrazku 5 je patrné, Ze se zvysSujici se koncenN®; ionti dochazi k ¥tSimu ubytku
erioglaucinu, i koncentraci N@ ionti vy3&i nez 80° mol/l je erioglaucin z&4 (76 %)

po 25 minutach ozavani odbouran.

Vznik hydroxylovych radikal pii ozaovani roztok huminovych latek byl testovan
pomoci roztoku huminové latky T15,figemz po 75 minutdch o#avani poklesla
absorbance erioglaucinu o 18,3 % (obré&t A). Stejnym zjisobem byl ozéovan i
vzorek firodni vody z raselinného jezirkdervené Blato, po 75 minutach daaani

poklesla absorbance erioglaucinu o 25,5 %, vysleadgkni ukazuje obr. 6 ¥asti B.
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Obr. 6: A - Absorpni spektrum erioglaucinu v roztoku T1%ed oz#&ovanim -1, a po 75
minutach ozgovani — 2.

B - Absorgni spektrum erioglaucinu v roztokierveného Blataied oz#ovanim -1, a
po 75 minutach ozavani — 2.

Déale byl v praci testovan vznik hydroxylovych radlik pii ozaovani erioglaucinu
v roztocich huminovych vod gipavkem Zelezitych ioft(10 mg Fe/1 | destilované vody).
Vzorky byly oz&ovany 0, 15 a 75 minut, vysledkyreni ukazuje obr. 7.

0,6 -

550 600 650 700
A[nm] A [nm]

Obr. 7: A - Absorpni spektrum erioglaucinu v roztoku T15 kitpmnosti F&" ionti
s dobou oz@mvani 1 — 0 minut, 2 - 15 minut, 3 - 75 minut.

B - Absorpni spektrum erioglaucinu v roztokGerveného Blata viftomnosti
Fe** ionti s dobou ozEovani 1- 0 minut, 2- 15 minut, 3- 75 minut
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Z obrazku 7 {ast A) je patrné, Ze v roztoku huminové vody TFE¥ ionty vznika takové
mnoZstvi hydroxylovych radik&) Ze byl erioglaucin jiz po 15 minutach éaeani téng
veSkery odbouran - pokles absorbance roztoku o 98/éovzorku vody z raSelinného
jezirka Cerveného Blata s Beionty (obr. 7¢ast B) poklesla absorbance roztoku po 15

minutach ozgovani o 44 %, po 75 minutach éaaani o 61 %.
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Diskuse

V prvni ¢asti experimentalni prace byladgsgna stabilita erioglaucinu nejeiév pusobeni
viditeIného s¥tla pii pokojoveé teplat, ale téz uci ultrafialovému zéeni a i teplotach do
38 °C. Jak je ukazano na obr. 2, je erioglaucihiktaza vSech uvedenych podminek a to i

pii ozaovani UV s¥tlem vinovych délek 250 — 350 nm.

Citlivost erioglaucinu uci hydroxylovym radikakm byla testovana oravanim roztok
obsahujicich dushanové ionty. Dughany se ve vodnych roztocichii pozaeni
UV zarenim rozkladaji za vznikgastic O a NG (VAUGHAN a BLOUGH, 1998), jak je

zobrazeno v rovnici 2.

Castice O pak reakci svodou poskytuje hydroxylovy radikalhgdroxylovy ion —

zobrazeno rovnici 3.

Zobrazkh 3 a 5 je patrné, Ze erioglaucin je odbouravani jezerovan gitomnosti
dusinanovych ioni, a Ze jeho odbouravani je tim rychlej§im vysSi je koncentrace
dusinanovych ioni roztoku.

Zavislost ubytku erioglaucinu négase oz#ovani jsem vyhodnotila jak pomoci kinetiky
prvnihotadu (linearizovany vynosiipozeného logaritmu absorbance ¢ese ozgovani),
tak pomoci kinetiky druhéhiadu (linearizovany vynosigvracené hodnoty absorbance na
case ozeovani). Podle ¢ekavani model kinetiky prvnihi@du nevyhovuje pro tuto reakci.
Model kinetiky druhéhdadu vyhovuje pro prvnichiiplizné 40 minut ozéovani — tedy do
stadia, kdy je pblizn¢ 50 % erioglaucinu odbourano. Hodnota z vynosuariékrychlostni
konstanty je 0,0182 mitmol*dm®.

Kdybychom udlali predpoklad, Ze — po dobu, kdy je vreéak snesi dostatek
erioglaucinu, tedy po dobu prvnich 40 minut reakceznikajici hydroxylové radikaly
nezanikaji zadnymi konkurénimi reakcemi, ale pouze reakci s l&gra (erioglaucinem),
mohli bychom za pouziti schematické rovnice, kaelsiometrie vychozich latek je 1 : 1

(rovnice 6) odhadnout mnozstvi vzniklych hydroxyok radikél v reakni smesi.
erioglaucin +OH — oxidaini produkt erioglaucinu (6)

Takto odhadnuté mnoZstvi erioglaucitini 1,9810° molu ve 3 ml reakni smési. ProtoZe

dusiinanovych ioni je ve 3 ml reaéni smési 3,4710" molu na z&atku reakce, a protoze
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podle rovnic 2 a 3 vznikne z jednoho dumsinového iontu pouze jeden hydroxylovy

radikal, je mozné takovyto jednoduchy model uvatova

Dosud byl erioglaucin vyuzivan jako lapaadikah v prirodnich vodach a tasovych
kulturach (MoLot a kol.), mechanismus jeho oxidace hydroxylovymiikaly ovSem
studovan nebyl. i dostaténé koncentraci erioglaucinu v roztoku (véptenich stadiich
reakce) lze uvazovat, Ze v systému neprobihaji lemkni reakce hydroxylovych radikil
s jinymi substraty¢i rekombinace navzjem, a Z€t3ina vzniklych radikd zreaguje

s erioglaucinem.

Erioglaucin byl v druh&asti prace pouZit k otestovani toho, zda v roztocieou vzork
huminovych latek vznikajiip jejich oz&eni ultrafialovym s¥tlem hydroxylové radikaly.
Jednalo se o vzorek huminové kyseliny extrahovam&tmiho horizontu jody z oblasti
Sumavy a o vzorek huminové vody odebrany zraZaiinCervené Blato. V obou
piipadech byl pozorovan ubytek erioglaucinu, ktery oyl byt potvrzenim vzniku
hydroxylovych radikél pri oz&eni vzorku. Ubytek erioglaucinu nebykili odlisny

v jednotlivych vzorcich — 18 % pro vzorek T55 a%@roCervené Blato.

Pridavek Zelezitych iofit k huminovym roztokm ngl vyrazny efekt v obou ffipadech —
jak ukazuje obr. 7, u vzorkuigni huminové kyseliny byl efekt velmi vyrazny, néhm
15 minutovém oz@vani zcela zmizela absorbance erioglaucinu¢témskery erioglaucin

byl odbouran.

Pro potvrzeni, ze v huminovych vzorcich seitakute&né hydroxyloveé radikaly a Ze jejich
produkce se tak vyrazrevétduje i pridavku FE&" ionti, by bylo potebné pokusy provést
je3t s jinym lap&em nez je erioglaucin. Ubytek erioglaucinusettto vzorcich rize byt
zpasoben i jinymi reakcemi neZz oxidaci hydroxylovymadikdly (nap. oxidaci
singletovym kyslikem, pokud by tento byl zrozgogho kysliku tveéen foto-

senzitivovanou reakci, kde by byly senzitizatorarmmoveé latky).
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Zavwer

Bylo odzkouSeno, Ze erioglaucin je stabilaéMJV zareni az do vinovych délek 250 nm a

Ze se odbourava, tiieli se v systému hydroxylové radikaly.

Kinetiku reakce erioglaucinu s hydroxylovymi radikdze popsat modelem pro reakce

druhéharadu.

Zda se, ze reaki mechanismus reakce erioglaucinu s hydroxylovsadikaly zahrnuje
reaktivni meziprodukty schopnéigpivat k degradaci erioglaucintimz se nadhodnocuje

mnoZstvi vznikajicich hydroxylovych radikal

V roztocich dvou testovanych huminovych latek dodi ozaovani k Gbytku
erioglaucinu; pidavek F&" ionti do reakni smési vedl k zasadnimu zvySeni rychlosti
odbouravani erioglaucinu. Nelze ovSem potvrditpdbouravani erioglaucinu je v tomto

systému skuta¢ zpisobeno hydroxylovymi radikaly.
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