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Summary. The main purpose of this research is to study the role of Cyanocobalamin (CNC-
bl) in aquatic ecosystems. The spectrophotometric method was used to determine the inhibition
capacity and the concentration of OH radicals using PNDMA traps. As a result, it was found
that, on the one hand, CNCDbl is a reducing substance and leads to the consumption of oxidative
equivalents, resulting in its oxidation. High inhibition capacity values and low OH radical values
confirmed this. On the other hand, under irradiation, CNCbDI can also act as a sensitizer. It acti-
vely absorbs photons in the UV and visible range, transitions to an excited state, and then trans-
fers the electronic excitation energy to dissolved oxygen in water, forming active species such as
singlet oxygen and superoxide radical anion. In the presence of protons, the superoxide radical
anion is reduced to hydrogen peroxide, which generates OH radicals upon irradiation. From the
obtained results, it can be seen that under the conditions of natural aquatic systems, CNCbI will
not disturb the processes of radical self-purification.
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INTRODUCERE

Cobalamina (Cbl), cunoscuta si sub numele de vitamina B ,, este un nutri-
ent esential care joacd un rol important in diferite procese biologice, ca cofactor in
compozitia a doud enzime metionin-sintaza si L-metilmalonil-CoA-mutaza implicate
in sinteza ADN-lui, precum si in metabolismul acizilor grasi si al aminoacizilor [1].
maduva osoasad, strict necesar pentru sinteza globulelor rosii. Este cel mai abundent
compus al cobaltului in vivo si corpul uman are nevoie de aproximativ 1-2 pg de Cbl
pe zi [1-2].

Cbhl este o molecula organometalica complexd compusa dintr-un nucleu de corind
cu un atom de cobalt central, liganzi axiali, coordinati, inferiori (a-) si superiori (f-) si
o bucli de nucleotide care leagi ligandul axial inferior. in functie de structura ligan-
dului S-axial sunt cunoscute patru tipuri principale ale Cbl: metilcobalamina (MeCbl)
si deoxiadenozilcobalamina (AdoCbl) sunt formele biologic active utilizate de catre
organismele vii in calitate de cofactori in procesele metabolice, iar cianocobalamina
(CNCDI) si hidroxocobalamina (OHCbI) sunt analogi care se folosesc in calitate de
suplimente alimentare.

Reiesind din importanta vitala a Ch/ pentru biota acvatica este foarte important
de monitorizat concentratiile si de determinat mecanismele de transformare a acesteia
in ape. Mai multi factori de mediu influenteaza concentratia si disponibilitatea Ch/ in
apele naturale, precum: lumina, concentratiile de oxigen, pH-ul si temperatura, activi-
tatea biotei acvatice, aporturile fluviale, transparenta apelor, etc. [3]. Principalele surse
de Cbl in apele naturale sunt: productia microbiand, descompunerea materiei organice,
apele de siroire, precum si apele industriale si menajere [1]. Concentratiile Cb/ in ape-
le naturale variaza semnificativ in functie de diferiti factori de mediu, sursele de Cbl si
ecosistemul specific studiat. In general, in oceane, concentratiile de Ch/ sunt scizute si
se Incadreaza in intervalul 1-20 pg/L, iar in zonele de coasta acestea variaza de la 10 la
200 pg/L. In lacuri si rauri concentratiile de Ch/ variazi in limite mai largi si se inca-
dreaza in intervalul 10 - 1000 pg/L. Studiile anterioare au demonstrat ca concentratiile
de Cbl tind sa fie mai mari 1n apele bogate in nutrienti si mai mici in apele sarace in
nutrienti [3].

Prezenta, productia si degradarea Cbl sunt influentate de diversi factori de mediu,
facandu-1 un subiect important de studiu in domeniul ecologic. Desi s-au facut nume-
roase studii cu implicarea Cb/ in organismul uman (concentratii, absorbtie, metabo-
lism, etc.), foarte putine studii sunt axate pe transportul si transformarile acesteia in
ecosistemele acvatice [1-4].

Reiesind din cele expuse anterior, scopul acestei lucrari consta in evaluarea rolu-
lui CNCb! in procesele de autopurificare radicalica a sistemelor acvatice.
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MATERIALE SI METODE
Reactivi si aparate

Substantele utilizate in studiu au fost chimic pure. Cianocobalamina (CNCbI) n
fiole (0,5 mg/mL) de la Balkan Pharmaceuticals; in calitate de catalizator s-a utilizat
CuSO,-5H,0, Chem Lab; peroxidul de hidrogen (35%, Sigma-Aldrich, Germania) ca
oxidant; PNDMA (colorantul 4-nitrozo-N,N-dimetilanilind), Sigma-Aldrich, Germa-
nia, captator de radicali liberi; pH-metru WTW lonlab 720; spectrofotometrul UV-Viz
T80+; lampa policromatica — DRT-400 si Simulatorul Solar Oriel Model 9119X (SS)
echipat cu filtrele Air Mass 0 (AMO) si Air Mass 1.5 Direct (AM1.5D).

Organizarea experimentului

In scopul izolarii si identificarii legitatilor de transformare a CNCh! si identifica-
rii rolului acesteia 1n procesele de autopurificare radicalica in sistemele acvatice, cer-
cetdrile s-au efectuat in conditii de laborator, pe urmatoarele sisteme model: CNCbh/—
PNDMA-H ,O-hv; CNCbl-H,0—-H ,0 —~PNDMA-hv; si CNCbl-H ,0-H 0 ,~Cu(Il)~hv.

Solutiile au fost pregatite folosind apa bidistilata la pH 6,0-6,9, care a fost mo-
nitorizat periodic (inainte si dupd iradiere). Toate experimentele au fost efectuate in
conditii de control al temperaturii, la 25 °C si la agitare continua. Solutiile au fost
mentinute in conditii aerobe, creand conditiile de modelare cat mai apropiate de
cele din sistemele acvatice naturale. Probele, 10 mL — preparate conform modelelor
mentionate mai sus, au fost trecute in pahare de cuart cu pereti subtiri de 100 mL si
supuse iradierii, consecutiv la lampa DRT-400 si la Simulatorul Solar Oriel Model
9119X (SS). Pentru a exclude posibilele interferente, concomitent se iradiaza proba cu
CNCb! in lipsa si in prezenta peroxidului de hidrogen.

Concentratia peroxidului de hidrogen, a solutiei de PNDMA, capacitatea de
inhibitie si concentratia stationara a radicalilor OH au fost determinate cu ajutorul
metodelor spectrofotometrice descrise in [5-7].-

REZULTATE SI DISCUTII

Pentru estimarea capacitatii de autopurificare pe sisteme model, In prezenta
CNCbl, s-au folosit parametrii capacitatea de inhibitie si concentratia radicalilor OH.
La determinarea acestor parametri a fost folosita metoda capcanelor cu PNDMA [7].
Din start, s-a variat concentratia initiala a CNCbh! ((0,5-5)-10° M), iar concentratiile
celorlalti componenti au fost mentinute constante. Sistemele modelate, cu diferite
concentratii de CNCbI, au fost supuse iradierii, initial, cu lampa DRT-400, care emite
radiatii mult mai rigide, comparativ cu SS, respectiv, mult mai usor pot fi determinate
legitatile cinetice. Paralel au fost efectuate aceleasi operatii pentru sistemul model de
comparatie (fard H,0,). Rezultatele practice sunt prezentate in Figura 1.
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Fig. 1. Variatia capacititii de inhibitie si concentratiei radicalilor OH in functie de concentratia CNChl,
[PNDMA]o=const=2,0-10"* M, {H:0:]s=const=1 -10-* M, pH=6,2, t=25 T [date proprii]

Din Figura 1 este evident ca cresterea concentratiei de CNCh! in sistem conduce
la micsorarea valorilor capacitatii de inhibitiei in limita aceluiasi ordin, la ambele surse
de iradiere folosite in studiu. Totodata s-a determinat ca in prezenta CNCh! valorile
capacitatii de inhibitie sunt de ordinul 10° s' pentru sistemul iradiat cu lampa DRT-400
si de ordinul 10° s™! pentru sistemul iradiat cu SS, valori caracteristice apelor poluate si
foarte poluate. Astfel, CNChl, avand proprietati reducatoare conduce la consumul unei
cantitati insemnate de radicali OH, pe de o parte, ceea ce este confirmat prin valori mari
ale capacitdtii de inhibitie si valori mici de radicali OH 1in sistem. lar pe de alta parte,
vitamina contribuie la regenerarea unei cantitati suplimentare de radicali, astfel inten-
sifica procesele de autopurificare a apelor. La fel, s-a stabilit ca valorile capacitatii de
inhibitie, depind foarte mult si de sursa de iradiere, Figura 1, deoarece radicalii OH sunt
generati fortat la degradarea fotolitica a peroxidului de hidrogen si viteza de generare a
lor depinde de spectrul de emisie al lampii folosite. Cele mai mici valori ale capacitatii
de inhibitie, s-au determinat in sistemul iradiat cu lampa DRT-400 ((4,9-1,7)-10° s™),
deoarece aceasta emite o cantitate mare de radiatii rigide, cu energie mai mare si intr-un
domeniu larg de valori (220-600 nm). Iar cele mai mari valori ale capacitatii de inhibitie
au fost determinate in sistemele iradiate cu SS (8,27-2,87)-10° s™!. Aceste valori sunt de
8-16 ori mai mari decat cele obtinute pentru sistemul iradiat cu lampa DRT-400. Aceasta
se explica prin faptul cd SS, emite radiatii similare radiatiilor emise de Soare, respectiv,
filtrele folosite blocheaza trecerea radiatiilor cu lungimi de unda mai mici de 290 nm.

Un alt parametru foarte important folosit la determinarea capacitatii de autopurifi-
care radicalica a apelor naturale este concentratia stationara a radicalilor OH. Ca rezultat
al cercetarilor s-a constatat cd odatd cu cresterea concentratiilor de CNCh/ in sistem,
valorile concentratiilor radicalilor OH cresc si sunt de ordinul 107 M, pentru sistemul
iradiat cu lampa DRT-400 si de ordinul 10-'® M pentru sistemul iradiat cu SS. Rezultatele
obtinute denota faptul ca la concentratii de CNCh! de ordinul 10° M, dupa parametrii
capacitatea de inhibitie si concentratia stationara a radicalilor OH, sistemele acvatice se
vor include 1n categoria apelor poluate si foarte poluate.

617



Conferinta stiinfifica nationald cu participare internationala ,, Integrare prin Cercetare §i Inovare”
dedicata Zilei Internationale a Stiintei pentru Pace si Dezvoltare, 7-8 noiembrie 2024

Pentru a confirma sau infirma faptul cd CNCb! se supune unor transformari in tim-
pul iradierii s-au inregistrat si spectrele de absorbtie a sistemelor model pana si dupa
iradiere, Figura 2.
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A, nm
CNChl ====- CNChI+h
Fig. 2. Spectrele de absorbtie ale CNCh! pana si dupa iradiere: /[CNChI]=5-10"° M, [=1 cm [date
proprii]

Spectrele de absorbtie inregistrate pana si dupa iradiere au evidentiat trei maxime
de absorbtie. Pana la iradiere acestea au fost la 548 nm, 361 nm si 278 nm, iar dupa
iradiere s-a inregistrat o deplasare hipsocroma a maximului de absorbtie de la 548 nm
la 527 nm, ceea ce indica asupra faptului cd CNCbh! a trecut in OHCbI, fapt afirmat si in
literatura de specialitate, Figura 3.

H,N:

Fig. 3. Mecanismul de fototransformare al CNCbhI in OHCb! [8]

Reiesind din cele expuse mai sus se constatd cd CNCh! este un bun captator de
radicali OH, respectiv in prezenta ei, capacitatea de inhibitie ar trebui sa creasca. Pentru
a explica faptul ca rezultatele sunt opuse, s-a studiat literatura de specialitate si s-a ajuns
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la concluzia ca CNChI, in solutii apoase, la iradiere mai actioneaza si ca fotosensibiliza-
tor, astfel contribuie la regenerarea unei cantitati suplimentare de radicali OH, conform

mecanismului descris de ec. 1-6 [2, 4]:

LCNChl — 3CNChI
3CNChl + 0, —» CNCDL + 10,

3CNCbl + 0, » CNCbI'* + 05~

205" + 2H* - H,0, + 0,
Hy0, + 9 — 2°0H

@)
€)
(4)
)
(6)

La iradiere, CNCbI absoarbe fotonii de lumind, in domeniul UV si VIZ si se ex-
cita (ec. 1). Ulterior, din starea excitata singlet, prin mecanisme intersistemice, trece in
starea de excitare triplet CCNCbI) (ec. 2). Apoi, in solutii oxigenate, energia de excitare
electronica este transmisa oxigenului dizolvat din apa, ca rezultat formandu-se particule
active precum oxigenul singlet si anion radicalul superoxid (ec. 3-4). Anion radicalul su-
peroxid in prezenta protonilor se reduce pand la H,O,, care la iradiere genereaza radicali
OH (ec. 5-6).

Pornind de la faptul ca ionii de Cu(Il) joacd un rol important in generarea radica-
lilor OH si respectiv in procesele de autopurificare ale sistemelor acvatice, s-a studiat
influenta CNCbl, in prezenta acestora, asupra proceselor de autopurificarea chimica a
apelor. Valorile capacitatii de inhibitie in prezenta ionilor de Cu(Il) si concentratiile ra-
dicalilor OH sunt prezentate in Figurile 4-5. Initial, in sistemul model cu adaos de ioni
de Cu(Il), s-a variat concentratia initiala a CNCbhI, restul parametrilor mentindndu-se
constanti (Figura 4). Ulterior, pentru a determina influenta ionilor de Cu(II) asupra pro-
cesului s-a variat concentratia initiald a acestora (Figura 5).

Din Figura 4, se observa cé odata cu cresterea concentratiilor de CNCh/ in sistem,
capacitatea de inhibitie scade, iar concentratiile radicalilor OH cresc. Ceea ce confirma
faptul ca ionii de Cu(II) la iradiere, in prezenta H,O,, intensifica procesul de generare a
radicalilor OH.

Sistem model iradiat la S§ Sistem model iradiat la lampa DRT-400
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Fig. 4. Variatia capacititii de inhibitie si concentratiei radicalilor OH in functie de concentratia CNCbI, la
diferite surse de iradiere, [PNDMA]Jo=const=2,0-10-° M, [H:0://=const=I 107> M,
[Cu(Il)Jo=const=1-10-> M, pH=6,2, =25 C [date propriif
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Totusi, ca si in cazurile precedente s-a determinat ca capacitatea de inhibitie si
concentratiile radicalilor OH din sistem depind si de sursa de iradiere. Astfel, pentru
sistemele iradiate la lampa DRT-400 valorile capacitdtii de inhibitie se incadreaza in
intervalul (8,69-2,54)-10° s™!, iar concentratiile radicalilor OH sunt in diapazonul (1,15-
3,93)-10'7 M, valori caracteristice apelor poluate. Iar pentru sistemele iradiate cu SS
valorile capacitatii de inhibitie sunt de 5-10 ori mai mari si se incadreaza in intervalul
(8,87-1,21)-10° 5!, iar concentratiile radicalilor OH sunt de 5-10 ori mai mici (1,13-
8,20)-10'® M. Aceste valori sunt caracteristice apelor poluate si foarte poluate.

Sistem model iradiat la SS Sistem model iradiat la lampa DRT-400
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Fig. 5. Variatia capacititii de inhibitie si concentratiei radicalilor OH in functie de
concentratia ionilor de Cu(ll), la diferite surse de iradiere, [PNDMAJs= const=2,0-10-° M,
[H20:]= const=1-10° M, [CNCbl]s= const=1-10-° M pH=6,2, t=25 C [date propriif

Din Figura 5, s-a stabilit ca la variatia concentratiei ionilor de Cu(Il) in sistem,
valorile capacitatii de inhibitie scad si mai evident, ceea ce inca o datd confirma aportul
considerabil al acestora in procesele de autopurificare a sistemelor acvatice. Ca rezultat
s-a stabilit ca valorile capacitatii de inhibitie obtinute pentru sistemele iradiate la SS,
care emite radiatii similare radiatiilor solare, sunt de ordinul 10° s'!. Tar concentratiile ra-
dicalilor OH de ordinul 10-'® M, valori caracteristice apelor poluate si foarte poluate. Se
confirma inca o data ca ionii de Cu(Il), in sistemele acvatice, joaca rolul de catalizatori
in procesele de autopurificare chimica.

CONCLUZII

Rezultatele cercetarii denota faptul ca in conditiile apelor naturale, CNCb/, primor-
dial va trece in OHCbI, care este cea mai stabila forma dintre toate Cbl cunoscute.

S-a constatat cda CNCbl 1a concentratii de 10-° M, conduce la poluarea ecosistemelor
acvatice, deoarece consuma intens radicalii OH in procesele de fotooxidare si oxida-
re. Astfel, pe de o parte, CNCbhI este o substanta reducatoare si conduce la consumul
echivalentilor oxidativi, ca rezultat oxidandu-se. Pe de altd parte, CNCh/, la iradiere,
poate avea si functia de sensibilizator. Ea absoarbe activ fotonii de lumina in domeniul
UV si VIZ, trece in stare excitata, iar apoi energia de excitare electronica o transmite
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oxigenului dizolvat din apa, ca rezultat formandu-se particule active precum oxigenul
singlet si anion radicalul superoxid.

Reiesind din mecanismul foarte complex si concentratiile foarte mici se poate afir-
ma ca concentratiile CNCh/, in conditiile sistemelor acvatice naturale, nu se vor micsora
evident 1n procesele fotochimice si chimice de oxidare. Dar totusi cascada de reactii
ce decurg in conditiile apelor naturale va influenta in cele din urma degradarea lenta a
CNChl.
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