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Mozliwosé zastosowania biekitu metylenowego jako sensora do oznaczania
catkowitego potencjatlu antyoksydacyjnego w odniesieniu do rodnikéw
hydroksylowych

Streszczenie: Celem pracy byto wykonanie i poréwnanie widm UV-Vis bfekitu metylenowego otrzymanego w réznych
warunkach doswiadczalnych, a takze zbadanie mozZliwosci jego zastosowania, jako potencjalnego sensora do
oznaczania catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (CPA) metodg fotometryczng, w odniesieniu do rodnikow
hydroksylowych generowanych w reakcji Fentona. W literaturze nie zostata opisana jeszcze metoda fotometryczna
pomiaru CPA odnoszgca sie do mocnych rodnikéw jak np. rodniki hydroksylowe, ktére reagujg nie tylko z mocnymi
antyoksydantami, ale takze i ze stabymi. Roztwér btekitu metylenowego charakteryzuje sie intensywng granatowg barwa,
ktory w wyniki reakcji z rodnikami hydroksylowymi ulega odbarwieniu. Obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej
antyoksydantéw powoduje zatrzymanie odbarwienia roztworu. Wtasciwo$¢ ta zostata wykorzystana do fotometrycznego
oznaczania catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego.

Stowa kluczowe: bfekit metylenowy, antyoksydanty, catkowity potencjat antyoksydacyjny

Possibility of the using methylene blue as a sensor to determine the total
antioxidant potential related to the hydroxyl radicals

Abstract: The aim of the paper was to compare the UV-Vis spectra of methylene blue obtained under different
experimental conditions, and then to investigate the possibility of its use as a potential sensor for the determination of the
total antioxidant potential (TAP) by photometric method, related to the hydroxyl radicals generated in the Fenton reaction.
In the literature, the photometric method of measurement of TAP related to the strong radicals (such as hydroxyl radicals,
which react not only with strong antioxidants, but also with the weak ones), has not been described yet. The methylene
blue solution is characterized by an intense navy blue color which disappears after its reaction with hydroxyl radicals.
Antioxidants retain the discoloration of the solution. This has been used for the photometric determination of the total
antioxidant potential.

Keywords: methylene blue, antioxidants; total antioxidant potential

1. Wstep
(Introduction)

Rodnik hydroksylowy jest najbardziej reaktywng forma tlenu i zarazem najmniej trwatg. Wystepuje w
Sladowych stezeniach w organizmach zywych. Trudno$¢ w oznaczeniu rodnika hydroksylowego polega na
tym, ze nie absorbuje $wiatta ani nie fluoryzuje. Dlatego do oznaczenia rodnika, stosuje sie tak zwang
putapke spinowg. Przyktadowo do ukfadu biologicznego wprowadza sie nietoksyczne lub w bardzo
niewielkim stopniu toksycznosci zwigzki aromatyczne i oznacza sie powstate produkty ich reakcji z rodnikiem
hydroksylowym. W pufapce spinowej stosuje sie takie zwigzki jak np. kwas tereftalowy, fenyloalanine
(naturalnie wystepujgcg) Ilub egzogenng aspiryne. Hydroksylowane produkty mozna rozdzieli¢
chromatograficznie lub przez zastosowanie metody elektroforetycznej. Do oznaczenia produktéw mozemy
stosowac takze metody elektrochemiczne, fluorescencyjnie oraz fotometryczne [1].
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Blekit metylenowy (BM) po raz pierwszy zostat otrzymany w roku 1876 przez Heinricha Caro w
Badische Anilin & Soda Fabrik (BASF) w Ludwigshafen, jako barwnik anilinowy na potrzeby przemystu
tekstylnego. W dalszych badaniach zaobserwowano, Zze bitekit metylenowy wykazuje wiasciwosci
wybarwiania i aktywowania réznych gatunkéw drobnoustrojow, co doprowadzito do testowania barwnikéw
anilinowych na choroby tropikalne. Pierwszy zwigzkiem podawanym ludziom przeciw zimnicy (malarii) byt
btekit metylenowy. Stosowano go takze, jako $rodek antyseptyczny w terapii klinicznej i byt pierwszym
barwnikiem do stosowania terapeutycznego. Przed pojawieniem sie penicyliny i sulfonamidéw w terapiach
stosowano btekit metylenowy i jego pochodne [2, 3].

Btekit metylenowy to organiczny zwigzek chemiczny, pochodna 1,4-tiazyny, barwnik tiazynowy.
Wystepuje w postaci ciemnozielonego lub brunatnego, krystalicznego proszku o wzorze sumarycznym
Ci6H18CINsS. W potgczeniach z chloroformem, metanolem i wodg tworzy roztwory o intensywnie niebieskim
zabarwieniu, w wodzie lub alkoholu, tworzy podwadjne sole. Natomiast w rozpuszczalnikach niepolarnych jest
nierozpuszczalny. Jego czgsteczki majg charakter soli, ktérej organiczny szkielet obdarzony jest tadunkiem
dodatnim, kompensowanym anionem chlorkowym (Rys. 1). Rozmiar czgsteczki wynosi 1.6 x 0.7 nm [4].
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Rys. 1. Wzor strukturalny btekitu metylenowego.
Fig. 1.  Structural formula of methylene blue.

Ostatnie badania donoszg, ze btekit metylenowy moze ulega¢ reakcji addycji czasteczki wody, co
daje nam rozne krystaliczne hydraty. Ze wzgledu na istniejgce silne wigzanie wodorowe pomiedzy biekitem
metylenowym i woda, moze tatwo tworzy¢ kilka stabilnych uwodnionych stanéw krystalicznych za pomocg
réznej zawarto$¢ wody w temperaturze pokojowej i roznej wilgotnosci. Badania wykazaty, ze rézne
krystaliczne formy lekbw mogg wptywac na stabilnos¢, jednorodnosé, aktywnos¢ (skfadnik farmaceutyczny
(API)) i w pewnym stopniu na bezpieczenstwo lekow [3].

Btekit metylenowy, jako wazny barwnik i lek ma kilka r6znych krystalicznych hydratéw. Hydraty BM
mogg przeksztatcaé sie z jednego w drugi przy réznych temperaturach lub wilgotnosciach. Okreslenie tych
hydratéw stanowi spory problem dla tradycyjnych technologii spektroskopowych, takich jak spektroskopia w
podczerwieni (IR) i spektroskopia Ramana ze wzgledu na podobienstwo sktadowych i struktur tych hydratéw.
Bfekit metylenowy moze tagczyé sie ze sobg, tworzac rézne mery. BM w roztworach wodnych przewaznie
tworzy monomery oraz dimery [4].

Kilku badaczy zbadato w zakresie widzialnym widma BM w roztworze wodnym. Zaobserwowali
odstepstwa od prawa Lamberta-Beera, ktére sg wynikiem prawdopodobnego tworzenia sie monomeru,
dimeru i trimeru btekitu metylenowego. Chociaz byto brak bezposrednich dowodéw dotyczgcych doktadnych
struktur tworzgcych sie agregatéw. Badania polarograficzne prowadzone przez dwoéch badaczy McKaya i
Hillsona dostarczyty dowodéw na istnienie trzech réznych form btekitu metylenowego w roztworze wodnym.
Technika chemometryczna, zostata zastosowana w celu zbadania tworzenia komplekséw w roztworze
wodnym. Wyodrebniono profile trzech gatunkéw BM i odkryto, ze jego trimer zawiera jeden atom chloru [3,
4].

Jak juz wspomniano wczesniej btekit metylenowy stosowano jako skitadnik kombinacji lekow
przeciwko malarii. Dane farmakologiczne donosza, ze BM, wykazuje state szybkosci reakcji dla
niekatalizowanej reakcji btekitu metylenowego przy pH = 7,4 z komérkowymi reduktorami, takimi jak
NAD(P)H (k = 4 M1 s1), tioredoksyny (k = 8,5 do 26 M s?), dihydrolipoamid (k = 53 M s?) i wolno
reagujgcym glutationem. Poniewaz reduktazy disiarczkowe sg znaczgacymi celami, ktore atakuje BM,
sporzgdzono testy optyczne dla enzymdw redukujgcych btekit metylenowy kosztem NAD(P)H w warunkach
tlenowych. Produkt leucoMB jest automatycznie utleniony z powrotem do btekitu metylenowego przy pH =7,
ale moze by¢ stabilizowany przez enzymy o pH = 5,0, co czyni go interesujgcym zwigzkiem nadajgcym sie
na lek. Stwierdzono, ze BM jest inhibitorem i substratem cyklotoksycznego substratu reduktaz
disiarczkowych ssakéw i u pierwotniaka Plasmodium falciparum, przy wartosciach kcat w zakresie od
0,03 st do 10 st w temperaturze 25°C. Spektroskopia kinetyczna mutagenizowanej reduktazy glutationowej
wskazuje, ze redukcja BM jest prowadzona przez zredukowang flawine potgczong z enzymem, a nie przez
miejsce aktywne ditiolu Cys58/Cys63. Katalizowana enzymatycznie redukcja BM, a nastepnie automatyczne
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utlenianie produktu leucoMB oznacza, ze btekit metylenowy jest czynnikiem cyklicznym reakcji redoks, ktéra
wytwarza natlenek wodoru kosztem Oz i NAD(P)H w kazdym cyklu, zamieniajgc reduktazy disiarczku
przeciwutleniajgcego w enzymy pro-utleniajgce [5].

Reduktaza disiarczkowa katalizuje redukcje BM przez NADPH. Otrzymany leucoMB, najbardziej
wydajny auto-utleniacz, jest nastepnie utleniany przez O». Z farmakologicznego punktu widzenia, kazdy cykl
reakcji, katalizowany przez zespét enzymow biekitu metylenowego, prowadzi do zuzycia NADPH i Oz oraz
do produkcji RFT, gtéwnie H20:2 [5].

Btekit metylenowy w skali laboratoryjnej otrzymuje sie poprzez reakcje redukcji 4-
nitrodimetyloaniliny. Barwnik ten tatwo ulega redukcji tworzgc bezbarwny roztwér. Btekit metylenowy jest
szeroko stosowany w chemii, biologii oraz w medycynie ze wzgledu na wtasciwos$¢ wybiérczego wybarwiania
niektérych komorek bakterii. Stosowany jest terapeutycznie przy réznego rodzaju nerwobdlach,
reumatyzmie, leczeniu infekcji drég moczowych czy tez methemoglobinemii [2]. Wykazuje dziatanie
antyseptyczne oraz przeciwbakteryjne, a takze stanowi odtrutke przy zatruciach cyjankami oraz czadem.
Wykorzystywany jest rowniez, jako lek w antynowotworowej terapii fotodynamicznej. Btekit metylenowy
stosowany jest takze, jako wskaznik redoks w systemach elektrokatalitycznych. Jego trwate zakotwiczenie
we wnetrzu matryc znajduje zastosowanie w optycznych czujnikach wilgotnoéci, a takze urzgdzeniach
mikroprocesorowych do magazynowania danych. W akwarystyce uzywany, jako lek na rézne choroby ryb.
Ostatnie badania sugerujg, ze btekit metylenowy moze mie¢ korzystne dziatanie w leczeniu choroby
Alzheimera i poprawy pamieci BM znajduje rowniez, jako barwnik stosowanym do barwienia i drukowania
bawetny, jedwabiu itp. [6].

Celem pracy byto wykonanie i poréwnanie widm UV-Vis btekitu metylenowego w ré6znych warunkach
doswiadczalnych, a takze zbadanie mozliwosci jego zastosowania, jako potencjalnego sensora do
oznaczania catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (CPA) metodg fotometryczng w odniesieniu do
rodnikéw hydroksylowych generowanych w reakcji Fentona.

2. Czesc¢ eksperymentalna
(Experimental)

W badaniach uzyto nastepujgcych odczynnikédw chemicznych: diwodoroortofosforan sodu,
wodoroortofosforan sodu, weglan sodu, chlorek potasu, siarczan zelaza (Il), nadtlenek wodoru, bfekit
metylenowy, kwas solny, kwas siarkowy, kwas galusowy — POCh, Gliwice, Polska; metanol (99,9% HPLC
grade), etanol — Sigma - Aldrich, Steinheim, Niemcy woda tréjkrotnie destylowana (otrzymana w
laboratorium z wykorzystaniem aparatu kwarcowego wody, Heraeus Quarzglas, Destamat, Niemcy).

Korzystano réwniez z nastepujgcej aparatury: wysokosprawny chromatograf cieczowy (HPLC) firmy
Knauer (Berlin, Niemcy) (sktadajacy sie z: interfejsu Smartline Manager 5000 z wbudowanym degazerem,
dwuttokowej pompy Smartline 1000 o przeptywie fazy ruchomej w granicach 0,001 — 50 ml/min, kolumny
analitycznej Eurospher 5 C18, 4 x 150 mm, autosamplera Smartline 3800, detektora amperometrycznego
EC3000 (uktad trojelektrodowy: elektroda pracujgca - wegiel szklisty, elektroda pomocnicza - Pt, elektroda
odniesienia - Ag/AgCl), detektora Smartline PDA 2800 z matrycg diodowg DAD (zakres pracy lampy 190-
1020 nm), termostatu kolumn Smartline 4000 z zakresem temperatur 5 + 85°C, komputera z
oprogramowaniem do rejestracji i obrébki danych ClarityChrom).

Pomiary spektrofotometryczne wykonano na spektrofotometrze mikroptytkowym Epoch™ (BioTek
Instruments, Inc. USA) sterowanym za pomocg programu Gen5 (wszystkie pomiary zostaty wykonane z
wykorzystaniem ptytek 96-dotkowych). Korzystano takze z wirdwki laboratoryjnej Centrfuge MPW - 251
(MPW Med. Instruments, Polska), wagi analitycznej (RADWAG, WAA 100/C/1, Radom, Polska) o
doktadnosci 104 g, wagi analitycznej (Sartorius, Werke GmbH, Goéttingen, Niemcy) o doktadnosci 10-¢ g oraz
tazni ultradzwiekowej (Sonorex RK 250H, Bandelin, Niemcy).

W celu wykonania widm UV-Vis w réznych rozpuszczalnikach do probéwek typu Eppendorf
odmierzono za pomocg mikropipety 25 yl roztworu btekitu metylowego (1 mM), a nastepnie do objetosci 1 ml
dodano odpowiednich roztworéw: wody, kwasu siarkowego, buforéow o pH 1, 2 i 7, a takze alkoholi
metylowegdo i etylowego.

Reakcje Fentona przeprowadzono w probdéwkach typu Eppendorf, do ktérej odmierzono za pomocag
mikropipety 25 pl btekitu metylowego (1 mM), 750 pl kwasu siarkowego VI (0,2 M), 200 ul roztworu
siarczanu zelaza Il (0,2 M), 49,5 yl wody destylowanej, a na samym koncu 0,5 pl nadtlenku wodoru (0,3%),
tak aby objetos¢ koncowa wynosita 1 ml. Odczekano 5 minut. Dobierano odpowiednig ilos¢ roztworu H20z,
co odbywato sie na zwiekszeniu dodawanej objetosci nadtlenku wodoru o 0,5 pl i na odjeciu takiej samej
ilosci wody destylowane;.

Reakcje Fentona w obecnosci kwasu galusowego przeprowadzono przez odmierzenie do probéwek
typu Eppendorf za pomocg mikropipety: 750 yl kwasu siarkowego (0,2 M), 50 pl roztworu zelaza Il (0,2 M),
25 pl btekitu metylenowego (1 mM) oraz do kazdej probéwki 5, 10, 20, 30 yl kwasu galusowego (6 mM).
Reakcje prowadzono przez 5 minut. Wszystkie widma spektrofotometryczne wykonano na mikroptytkach,
przez umieszczenie w dotku ptytki 300 pl badanego roztworu.
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3. Wynikiiich dyskusja
(Results and discussion)

Widmo UV-Vis biekitu metylenowego w roztworze kwasu siarkowego VI o stezeniu 0,2 M
przedstawiono na rysunku 2. Widmo to sktada sie z trzech charakterystycznych pasm w zakresie dtugosci
fali $wiatta widzialnego (610 nm, 660 nm oraz 740 nm), z czego najbardziej charakterystyczne sg pasma
absorpcji przy dtugosci fali wynoszacej 610 i 660 nm. Maksimum absorpcji wykazuje pasmo o dtugosci fali
wynoszgcej 660 nm. Roztwér kwasu siarkowego (V1) petnit role buforu.

1,2
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Rys. 2. Widmo UV-Vis btekitu metylenowego (0,025 mM) w roztworze kwasu siarkowego VI o stezeniu 0,2 M.
Fig. 2. UV-Vis spectrum of methylene blue (0.025 mM) in a solution of 0.2 M H2SOa.

Wykonano réwniez widma UV-Vis w roztworze kwasu siarkowego dla réznych stezen BM (od 0,008
do 0,1 mM). Widma te przedstawiono na rysunku 3. Na tych widmach mozna zaobserwowa¢ zmiane
maksimum pasma wraz ze wzrostem stezenia BM. Zaleznos$¢ stezenia BM od absorbanciji, dla trzech
réznych dtugosci fal, przedstawiono na rysunku 4. W petnym zakresie stezen odpowiedz jest liniowa tylko
dla pasm o maksimach absorpcji przy dtugosci fal 610 i 740 nm. Z widm (Rys. 3.) i wykresu 4 wynika, ze w
zakresie stezen BM od 0,008 do 0,06 mM maksimum absorpcji jest przy dtugosci fali réwnej 660 nm,
natomiast powyzej tego stezenia dominujgcym maksimum absorpcji jest pasmo przy dtugosci fali 610 nm.
Dla pasma przy diugosci fali rownej 660 nm tylko w waskim zakresie stezeh jest zachowane prawo
Lamberta-Beera. Powyzej stezenia 0,06 mM BM prawo jest niespetnione. Powodem tego
najprawdopodobniej jest reagowanie ze sobg dwdch lub wiekszej ilosci czgsteczek btekitu metylenowego, co
powoduje tworzenie sie przy wiekszych stezeniach BM jego dimerdw lub trimeréw. Mozemy réwniez zatozyé,
ze czagsteczka btekitu metylenowego reaguje nam z rozpuszczalnikiem tworzgc odpowiednie asocjaty, co by
wyttumaczyto odchylenia od prawa Lamberta-Beera.
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Rys. 3. Widma UV-Vis biekitu metylenowego w kwasie siarkowym VI o stezeniu 0,2 M (w zakresie stezen BM: 0,008 +
0,1 mM).

Fig. 3. UV-Vis spectra of methylene blue in H2SO4 at a concentration of 0.2 M (in the concentration range of MB:
0.008 + 0.1 mM).
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Rys. 4. Wplyw stezenia BM na warto$¢ absorbancji przy dtugosciach fal 610, 660, 740 nm.
Fig. 4. The influence of MB concentration on absorbance value at 610, 660, 740 nm.

Widma UV-VIS btekitu metylenowego w buforach kwasnych (KCI/HCl o pH = 1 oraz KCI/HCI o pH =
2), w buforze fosforanowym o pH = 7 i w wodzie destylowanej przedstawiono na rysunkach 5, 7, 9 i 11.
Stezenie MB w przeprowadzonym eksperymencie bytlo wszedzie takie samo i mieécito sie w granicach od
0,008 do 0,1 mM. Kazdy pomiar zostat przeprowadzony w takich samych warunkach (temperatura pokojowa,
jednakowe objetosci roztworéw w dotkach piytki). Do kazdego widma zostaty sporzadzone krzywe
kalibracyjne (Rys. 6, 8, 10 i 12) obrazujgce zaleznos¢ zmian absorbanciji, pasm przy diugosciach fal 610 nm i
660 nm, od stezenia BM. Z przedstawionych rysunkéw mozemy wywnioskowac¢, ze maksimum absorbcji BM
(dla wiekszych stezen) wystepuje przy ditugosci fali 610 nm. Wyjatek stanowi roztwor biekitu metylenowego
w wodzie, gdzie na widmie obserwujemy dwa charakterystyczne pasma przy dtugosciach fal 610 i 660 nm,
ktérych absorbancja w wysokich stezeniach BM sie zrownuje (Rys. 11). W roztworach tych zanika pasmo
absorpcji BM przy dtugosci fali wynoszacej 740 nm (charakterystyczne w roztworze kwasu siarkowego).
Zauwazalne jest ono nieznacznie takze na widmie BM wykonanym w roztworze buforu KCI/HCl o0 pH = 1
(Rys. 5). Najprawdopodobniej wystepuje tylko w bardzo kwasnych roztworach (niskie pH). Podobnie jak w
roztworze kwasu siarkowego, dla pasma wystepujgcego przy dtugosci fali rownej 660 nm tylko w waskim
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zakresie stezen BM jest zachowane prawo Lamberta-Beera. W roztworach o pH obojetnym (bufor
fosforanowy i woda) prawo Lamberta-Beera zachowane jest tylko w matych stezeniach BM dla obydwu
charakterystycznych pasm absorpcji (Rys. 12).

Absorbancja [A]
" 2
7] ~ (7]

ot

&=
n

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Dlugos¢ fali [nm]

Rys. 5. Widma UV - Vis bfekitu metylenowego w buforze KCI/HCI o pH = 1 (w zakresie stezen BM 0,008 + 0,1 mM).
Fig. 5. UV-Vis spectra of methylene blue in KCI/HCI buffer at pH = 1 (in the concentration range MB 0.008 + 0.1 mM).
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Rys. 6. Wplyw stezenia BM na warto$¢ absorbancji przy dtugosciach fal 610, 660 nm (BM w buforze KCI/HCI o pH = 1).
Fig. 6. The influence of MB concentration on absorbance at 610, 660 nm (MB in KCI/HCI buffer at pH = 1).
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Rys. 7. Widma UV - Vis bfekitu metylenowego w buforze KCI/HCI o pH = 2 (w zakresie stezeh BM 0,008 + 0,1 mM).
Fig. 7. UV-Vis spectra of methylene blue in KCI/HCI buffer at pH = 2 (in the concentration range MB 0.008 + 0.1 mM).
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Rys. 8. Wptyw stezenia BM na warto$¢ absorbanc;ji przy dtugosciach fal 610, 660 nm (BM w buforze KCI/HCI o pH = 2).
Fig. 8. The influence of BM concentration on absorbance at 610, 660 nm (MB in KCI/HCI buffer at pH = 2).
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Rys. 9. Widma UV - Vis BM w buforze NaH2PO4/NazHPO4 o pH = 7 (w zakresie stezen BM 0,008 + 0,1 mM).
Fig. 9. UV-Vis spectra of MB in NaH2PO4/NazHPO4 buffer at pH = 7 (in the concentration range MB 0.008 + 0.1 mM).
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Rys. 10. Wptyw stezenia BM na warto$¢ absorbancji przy dtugosciach fal
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Fig. 10. The influence of MB concentration on absorbance at 610, 660 nm (MB in NaH2PO4/Na2HPO4 buffer at pH = 7).
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Rys. 11. Widma UV - Vis btekitu metylenowego w wodzie destylowanej (w zakresie stezerh BM 0,008 + 0,1 mM).
Fig. 11. UV-Vis spectra of MB in water (in the concentration range MB 0.008 + 0.1 mM).
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Rys. 12. Wptyw stezenia BM na warto$¢ absorbanc;ji przy dtugosciach fal 610, 660 nm (BM w wodzie destylowanej).
Fig. 12. The influence of MB concentration on absorbance at 610, 660 nm (MB in water).

W kolejnym etapie badan zostala przeprowadzona reakcja Fentona, celem generacji rodnikow
hydroksylowych, w obecnosci biekitu metylenowego jako sensora. W wyniku przeprowadzonej reakcji
zaobserwowano catkowite odbarwienie sie roztworu btekitu metylenowego, co zostato zaprezentowane na
rysunku 13. Z widma UV-Vis otrzymanego po przeprowadzonej reakcji, na tle widma btekitu metylenowego w
kwasie siarkowym VI zauwazamy, ze zaszia catkowita degradacja biekitu metylenowego (brak
charakterystycznych pasm absorpcji) w wyniku przeprowadzonej reakcji Fentona. Powodem tego
odbarwienia jest najprawdopodniej atak rodnika hydroksylowego ("OH) na srodkowy pierscieh aromatyczny
btekitu metylenowego, co powoduje jego otwarcie. Rodnik hydroksylowy jest reagentem, zdolnym do
detoksykacji wielu organicznych substratéw przez utlenianie [6] oraz zdolnym do atakowania dowolnej
czagsteczki w ich poblizu w celu zréwnowazenia ich niesparowanej konfiguracji elektronowej. Rodniki
hydroksylowe mogg rozerwa¢ podwadjne wigzania (C = C, N = N), degradowa¢ weglowodory, powodowac
epoksydacje i aromatyczne otwarcie pierscienia, polimeryzacje rodnikowa, tworzenie drugorzedowych
rodnikéw i wiele innych typow reakcji [5, 6]. Na rysunku 14 przedstawiona zostata mozliwa zachodzgca
reakcja miedzy rodnikiem (‘OH), a btekitem metylenowym [5]. Prawdopodobnie reakcje z rodnikami
hydroksylowymi biegng dalej i prowadzg do dalszego rozrywania wigzan i tworzenia nowych produktéw.
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Rys. 13. Widma UV-Vis BM w kwasie siarkowym VI 0,2 M oraz BM (linia czerwona) po przeprowadzonej reakcji Fentona.
Fig. 13. UV-Vis spectra of MB in H2SO4 0.2 M and spectrum MB (red line) after the Fenton reaction.
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Rys. 14. Reakcja btekitu metylenowego z rodnikiem hydrosylowym [5].
Fig. 14. The reaction of methylene blue with a hydroxyl radical [5].

W dalszym etapie badah dobrano odpowiednie stezenie nadtlenku wodoru w przeprowadzane;j
reakcji Fentona. Jak wynika z rysunku 15 dodatek bardzo matej ilosci nadtlentku wodoru (0,5 pl - linia
zielona), powoduje znaczny spadek absrorbancji oraz powoduje czesciowy zanik pasma przy dtugosci fali
610 nm i catkowity zanik pasma przy 740 nm, charakterystycznych dla bfekitu metylenowego. Z
przeprowadzonych doswiadczehn wynika, ze dodatek maksymalnie 4 pl nadtlenku wodoru do mieszaniny

reakcyjnej powoduje catkowite odbarwienie roztworu BM po uptywie ok. 5 minut prowadzenia reakcji
Fentona.
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Rys. 15. Widma UV-Vis BM po reakcji z rodnikami hydroksylowymi. Rézny dodatek 0,3% H202 do mieszaniny reakcyjnej
(0,0-4,0 yl, co 0,5 pl).

Fig. 15. UV-Vis spectra of MB after reaction with hydroxyl radicals. Different addition of 0.3% H20: to the reaction
mixture (0.0 - 4.0 ul, every 0.5 ul).

Dodatek do mieszaniny reakcyjnej kwasu galusowego (GA), zastosowanego jako przyktadowego
antyoksydanta, powoduje zatrzymanie (opdznienie) odbarwiania sie roztworu BM. Przedstawiono to na
rysunku 16. Wieksze stezenie dodawanego kwasu galusowego powoduje, ze rodniki hydroksylowe reagujg
w pierwszej kolejnosci z GA, a dopiero w dalszej kolejnosci z BM. Zaobserwowana wtasciwosé moze byc
podstawg do zastosowania BM jako sensora w oznaczaniu CPA metodg fotometryczng, zaréwno czystych
antyoksydantow, jak réwniez prébek rzeczywistych wykazujgcych potencjalne wtasciwosci antyoksydacyjne.
Zmiany absorbancji mozemy zaobserwowaé na trzech charakterystycznych pasmach wystepujacych na
widmie BM.

Wykonano réwniez chromatogram BM w ukfadzie RP-HPLC z detekcjg fotometryczng na detektorze
DAD. Z chromatogramu wygenerowano rowniez widmo UV-Vis BM (Rys. 17). Daje to mozliwos¢
zastosowania BM jako sensora do oznaczania CPA w odniesieniu do rodnikéw hydroksylowych réwniez
metodg chromatograficzng z detekcjag fotometryczng. Bedzie to przedmiotem dalszych naszych badan.
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Rys. 16. Widma UV-Vis BM po reakcji z rodnikami hydroksylowymi wygenerowanymi w reakcji Fentona z dodatkiem
kwasu galusowego jako antyoksydantu przy réznych stezeniach (linia czerwona — 0,03 mM, linia zielona — 0,06
mM, linia fioletowa — 0,12 mM, linia granatowa — 0,18 mM).

Fig. 16. UV-Vis spectra of MB after reaction with hydroxyl radicals generated in the Fenton reaction with the addition of
gallic acid as antioxidant at various concentrations (red line - 0.03 mM, green line - 0.06 mM, violet line - 0.12
mM, navy blue line — 0.18 mM).
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Rys. 17. Chromatogram oraz widmo UV-Vis BM. Warunki chromatograficzne: kolumna - Eurospher 5 C18, 4 x 150 mm,
faza ruchoma - metanol/woda (90:10, v/v), detektor DAD, predkos$¢ przeptywu — 1 ml/min, temperatura - 20°C.
Fig. 17. Chromatogram and UV-Vis spectrum of MB. Chromatographic conditions: column - Eurospher 5 C18, 4 x 150
mm, mobile phase - methanol/water (90:10, v/v), DAD detector, flow rate - 1 ml/min, temperature - 20°C.

4.  Wnioski
(Conclusions)

W pracy zostaly przeprowadzone badania prowadzace do mozliwego zastosowania btekitu
metylenowego w celu wykorzystania go, jako sensora w metodzie fotometrycznej do badania CPA.
Wykonano szereg widm BM w réznych rozpuszczalnikach i réznym pH. Widmo BM sktada sie z trzech
charakterystycznych pasm w zakresie dtugosci fali Swiatta widzialnego, z czego najbardziej
charakterystyczne sg pasma absorpcji przy dtugosci fali wynoszacej 610 i 660 nm. Maksimum absorpc;ji, dla
matych stezen BM, wykazuje pasmo o dtugosci fali wynoszacej 660 nm. Okazato sie, ze BM moze zostac
zastosowany, jako sensor do badania CPA metodg fotometryczng m.in. w roztworze kwasu siarkowego.
Dobrano doswiadczalnie odpowiednie stezenie nadtlenku wodoru, jako inicjatora powstajgcych w reakgciji
Fentona rodnikéw hydroksylowych. Roztwér BM charakteryzuje sie intensywng granatowg barwg, ktory w
wyniki reakcji z rodnikami hydroksylowymi (generowanymi w reakcji Fentona) ulega odbarwieniu. Obecnosc¢
w mieszaninie reakcyjnej antyoksydantéw (zastosowano kwas galusowy) powoduje zatrzymanie
odbarwienia roztworu. Wiasdciwos¢ ta moze zostaé wykorzystana do fotometrycznego oznaczania CPA.
Przedmiotem dalszych badan bedzie zastosowanie HPLC w tego typu oznaczeniach.
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