ZESZYTY PROBLEMOWE POSTEPéW NAUK ROLNICZYCH 1984 z. 271

MECHANIZM INDUKOWANEJ SWIATLEM CHEMILUMINESCENCII
T KWASOW HUMINOWYCH

Wiodzimierz Puzyna, Janusz Siawiniski, Danuta Stawiriska
Zaklad Fizyki, Akademia Rolnicza, 71-424 Szczecin, ul. Janosika 8

Zespbl Fizyki, Akademia Rolnicza Poznafh

Chemilumineecencja obserwowana w toku reakcji utleniania gle-
bowej substancji organicznej stanowi zasobne Zrdédio informacji o
szybkoéci, kinetyce i energetyce badanych proceséw [1-6]. Wyste-
powanie chemiluminescencji w nast@pstwie oksydatywnej fotodestruk-
cji kwaséw huminowych (5, 7, 8 ] stwarza mozliwoéé uzyskania dodat-
kowych danych o mechanizmie indukowanych przez swiatio  przemian
tych substancji.

MATERIAL I METODY

Do badarh uzyto handlowych preparatéw kwaséw huminowych (HA):
Fluka AG Busch i ,Gesawy® z laboratorium IUNG Babordéwko, preparat
z czarnoziemu ledno-iagkowego ,Zabdéw" uzyskany metoda ekstrakcji
gleby roztworem 0,1 M Na,P,0, + 0,1 N NaOH wedtug Kononowej  [9]
oraz preparat modelowy otrzymany w wyniku oksydatywnej polimeryza-
cji hydrochinonu z tryptofanem (HT ). Naswietlania roztworéw oraz
pomiary chemiluminescencyjne przeprowadzono w ukiadzie przepiywo-
wym opisanym uprzednio (8] . Sktad spektralny chemiluminescencji
(CL) badano metoda Wasiljewa stosujac zestaw filtréw granicznych
GOST-941-66 [10]. Widma fluorescencji wykonano na spektrofotofluo-
rymetrze Hitachi MPT 4 uwzgledniajac poprawki kompensujace spekt-
ralna charakterystyke czutoéci fotopowielacza. Widma absorpcji UV-
-VIS wykonano za pomoca spektrofotometru Varian-Techtron 635 D.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Roztwory kwasdw huminowych poddane dzialaniu éwiatla wykazuja
Pe przerwaniu naswietlania diugozyciowg luminescencja o czasach
zaniku si@gajacych kilku godzin. Diugi czas zycia, a takze uwydat-
nienie swiecenia po nasyceniu roztworu tlenem, wskazuja na chemi-
czny charakter proceséw prowadzacych do utworzenia molekut w sta-
nie elektronowowzbudzonym. Obserwowana luminescencja ma =zatem
charakter fotoindukowanej chemiluminescencji. Luminescencja bada-
nych preparatéw obserwowana przy najwiekszej szybkosci przepiywu
(0.5 sek. od chwili opuszczenia reaktora do naswietlen) pojawia
si@ praktycznie natychmiast po wlaczeniu $wiatie wzbudzajacego i
osiaga maksimum w ciagu kilku sekund naedwietlania. Dalsze naéwiet-
lanie preparatéw Gesawy, Zabéw i polimeru hydrochinonu z tryptafa~
nem powoduje stopniowy zanik $wiecenia. W przypadku HA  Fluka
obserwuje si@ po przejsciowym spadku swiecenia ponowne jego na-
rastanie az do 4-5 godziny nes$wietlania, po czym nastepuje powtér-
ny, tagodny zanik CL (rys. 1).

Tabela 1

Stale zaniku (k) fotoindukowanej chemiluminescencji
kwaséw huminowych (HA)

Preparat Czas nafgggifgiania ko ‘ ks
HA Fluka 1 104 3,5
4 131 5,5

8 115 -
HA Zabéw 2 110 15,5
5 194 17 ,6

8 217 22

Stezenie roztwordéw: 0,1 mg HA/ml 0.1 N NaOH

ko' kg = state zaniku drugiej i trzeciej sktadowej chemilumi-

nescencji (imp.min)'i/zolo3 obliczome metoda najmnie jszych kwadra-
téow jako wspéiczynniki katowe prostej:

JcL

| Sredni biad kwadratowy z trzech pomiaréw wielkoéci k, przekra-
cza 10% zas$ wartosci k3 20%.

=kt + ¢
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imp/min x 10
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Rys. 1. Zalezno$é natezenia fotoindukowanej chemiluminescencji od

czasu naswietlania., Szybkoéé stacjonarnego przepiywu 3 ml/s, czas

martwy 0,5 sek. Stezenie roztworéw 0,01% w 0,1 N NaOH. 1 - HA Flu=-
ka; 2 - HA Gesawy; 3 - HA Zabéw; 4 - HT

Kinetyka zaniku fotoindukowanej chemiluminescencji

Krzywe zaniku fotoindukowanej luminescencji uzyskuje si@ przez
zatrzymanie cyrkulacji naswietlanego roztworu., Mozliwe jest w ten
sposéb $ledzenie wygasania CL poczawszy od 0,5 sek. po przerwaniu
naswietlania (najkrétszy czas przepompowywania roztworu z reak-
tora do kuwety).

W typowych krzywych zaniku CL preparatow glebowych mozna wy-
réznié co najmniej cztery skladowe. Pierwsza (najszybsza) odzna-
cza sie@ szybkoscia gasnigcia pordwnywalna ze stala czasowa uzywa-
nego rejestratora (ok. 1 sek) - stad brak mozliwosci jej zapisu,
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dwie dnlsze skiadowe -~ sekundowa (2-6 sek) 1 minutowa (1-10 min) w
wigkszosci przypadkéw daja liniowa zaleznos$é:
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Rys. 2. Zanik chemiluminescencji po 1,5 godz naswietlania. A~
- II skiadowa s$wiecenia; B - III skiadowa. 1 - HA Fluka; 2 - HA
Zabéw; 3 - HT .

Charakter czwartej skiadowej o czasie zycia rzedu godzin jest
trudny do okreslenia z powodu matego nat@zenia $wiecenia i nie-
wielkich jego zmian w czasie. Obserwowany zwiazek natezenia che-
miluminescencji z czasem: l | |

1

= kt + ¢
I |

CcL

jest typowy dla reakcji dwuczasteczkowych przebiegajacych przy
réwnych stezeniach obu reagentéw. Zatem mozna sadzié, ze w naj=-

»
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prostszym przypadku wzbudzone czasteczki zwiazane z druga i trze-
cia skladowa krzywej zaniku swiecenia powstaja w wyniku rekombi-
nacji badZz dysmutacji pierwotnych produktéw fotolizy HA.  Wzrost
statych zaniku II i III skiadowej CL w miareg uplywu czasu- naswiet-
lania wiaze si@ prawdopodobnie z degradacyjnym charakterem proce-'
séw fotoutleniania polimeru i moze wyplywaé zaréwno =ze  wzrostu
szybkosci rekombinacji, jak i spadku wydajnosci kwantowej chemi-
luminescencji [8]. |
Krzywe zaniku CL modelowego HA (produktu polimeryzacji hydro-
chinonu z tryptofanem) réznia sie od analogicznych krzywych pre-.
paratéw glebowych brakiem dwéch pierwszych, szybkich sk&adowych.'
Stale zaniku CL preparatu modelowego wykazuje tendencje do spadku
wraz z uptywem czasu naswietlania. Ilustruja to nastgpujace dane:

' E Y
k-10° - (imp.min) 2 19,2 15,6 10,7

Przebieg stalych zaniku moze $wiadczy¢ o przewadze procesow .
sieciowania polimeru nad procesami. rozpadu na mniejsze frégmenty.
Efekt ten moze wypiywaé z faktu, ze hydrochinon jako antyutleniacz
blokuje rozwéj tatcucha degradacyjnych procesdw rodnikowego utle-
niania.

Sktad spektralny fotoindukowanej chemilumineécencji

———

Emisja wszystkich badanych preparatéw Wwystgpuje w zakresie
dtugosci fal 450-700 nm, przy czym mozna zaobserwowaé pewne réz-
nice w sktadzie spektralnym swiecenia poszczegélnych preparatow,
HA Fluka wykazuje maksimum emisji w rejonie 530-570 nm, ponadto
w widmie widoczne sa pasma 470-490 nm oraz 580-610 nm; HA Zabdw
ma maksima emisji w pasmach 500-540 nm, 560-5390 nm oraz 610-660
nm; preparat HT - 470-500 nm i 570-610 nm.

Pordwnujac widma chemiluminescencji z widmami fluorescencji
(FL) mozna stwierdzié wyraZne podobierstwo sktadu spektralnego CL
i widma FL wzbudzanej przy 400 nm w przypadku HA Fluka (rys. 3).

Podobnie fluorescencja wystepuje w tych samych obszarach  wicwa,
w ktérych widoczna jest chemiluminescencja HA Zabéw cho¢ ksztait

\
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Rys. 3. Widma fluorescencji HA Fluka. Dlugosc faii wzbudzajacej
400 nm., Liczby przy krzywych oznaczaja czas naswietlania w godz,
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Rys. 4. Sktad spektralny chemiluminescencji HA Fluka. 1 - 1 godz.

naswietlania, 2 - 3 godz. naswietlania, 3 - 8 godz, naswietlania.

Odlegios¢ znaczka krahcowego od punktu dodwiadczalnego jest miarg
rozrzutu wynikoéw

widma CL jest rézny od widma FL. Najwieksze réznice miQdzy rozkia-
dem widmowym CL i FL wystepuja w przypadku preparatu HT, ktéry nie
wykazuje fluorescencji w dlugofalowej czesci widma mimo  wyraznej
chemiluminescencji w tym zakresie. Na podstawie przedstawionych da-

4
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nych mozna przypuszczaé¢, 2e obserwowana chemiluminescencja jest
ztozeniem bezposredniej emisji wzbudzonych produktéw (PD*) foto-
utleniania polimeru =wariant (a) oraz sensybilizowanej emisji fluo-
ryzujacych chromoforéw - wariant (b) w schemacie: 1

PD + hvy' (a)
h? + O
P Z——Po*\
. P "
PD + P (b)
P + .hv"

gdzie:
P - nie zdegradowany fragment czasteczki polimeru,
PD - produkt degradacji, gwiazdka oznacza stan wzbudzony.
hv' , hv" - rézne czestos$ci emisji w postaci widma CL.,
Chemiluminescencja w zakresie diugofalowym moze by¢ réwniez przy-

pisana dimolom tlenu singletowego 102:

0,), (1Ag 1Ag> ——+.202( 32‘; )+ hy (634 ﬁm)

Tlen w stanie wzbudzonym mégiby powstawa¢ w wyniku przeniesie-
nia energii ze wzbudzonego polimeru:

3 % 3 1 1.

lub w rezultacie dysmutacji rodnikéw nadtlenkowych

1 %

2PCH.00® —» PCHO + PCHZOH + 70, -

2

Wéréd proceséw prowadzacych do diugofalowej emisji nie mozna
réwniez wykluczyé powstawania ekscimerdw i eksciplekséw z udzia-
tem wzbudzonych produktéw fotoutleniania.
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PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki ukazuja zlozony wieloetapowy charakter proce-
sow fotoutleniania kwasdéw huminowych. Obserwowane zrdznicowanie
sktadu spektralnego i kinetyki $wiecenia wskazuja, ze chemilumi-
nescencja moze by¢ uzyta jako selektywna metoda klasyfikacyjna w
stosunku do kwasow huminowych roéznego pochodzenia. W celu stwier-
dzenia na ile roéznice w $wieceniu sa odbiciem szczegdidéw prepara-
tyki, na ile zas$ wiasnosci materialu wyjsciowego konieczne sa dal-
sze badania szerszej gamy preparatéw. Osobnym zagadnieniem jest
kwestia biologicznego znaczenia fotochemicznych przemian substan-
cji humusowych. Mozna przypuszczac, ze zardéwno pierwotne - rodni-
kowe, jak i koficowe - stabilne produkty fotoutleniania HA sa w
stanie wywiera¢ wpiyw na aktywno$¢ mikroorganizméw glebowych, me-
tabolizm roslin, strukture i wlasno$ci humusu. Pierwsze dodwiad-

czenia w tej dziedzinie (11 ,12] przemawiaja za celowos$cia konty-
nuowania tej drogi badawczej.
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B. lysuha, fI, CnaBunbcku, L. CraBMHBCKA

MEXAHI3M UHZYLVPOBAHHOM CBETOM XEMUJOMUHECLEHLIAU
TYMITHOBHX KUCTOT

Pes3awuMe

JonroBpeMeHHAA XeMUJIOMUHECLEHIMA CBA3AHHAA C (QOTOOKWCICHUEM
TYMMHOBHX KUCJIOT OCHApyXRMBaeT NOClNe NpepBadis OOJyYeHHA MHOI'OCTE-
NeHHOe 3aTyXaHue B KOTODPOM OTIMYAETCHA He MeHee Tpex crazufte Bro-
pafd ¥ TPeThA (Pa3a GONBNMHCTBA KPUBHX 38TYyXaHUA MCHONHANT GOPMYLY
KMHE TMKH BTOPOTO pAZa. CNeKTpH XeMUNOMHUHECHEHLUM ¥ (HiIyopeCclUeHINH
CBUZIETENBCTBYDT, UTO HallnZaeMas SMUCCHUA ABNAETCA CIOEEHWEM MPOC-
TOR XeMHNOMUHECLUEHIUM NPOAYKTOB POTOZSrPAZALMM ¥ COHCUOMIM3NPOBAH-
HOI'O CBEYeHUA (HIyopeCcuupyouux xpoModopoB MONMMEDA.

W. Puzyna, J. Stawinski, D. Stawiniska

THE MECHANISM COF LIGHT-INDUCED CHEMILUMINESCENCE
OF HUMIC ACIDS

Summary

Long-lived chemilumineseence induced by photooxidation of hu-
mic acids reveals after irradiation was cut off a multistage de-
cay with at least three components. The second and third compo-
nents of the predominant number of decay curves obey second order
kinetics equation., Chemiluminescence and fluorescence spectra in-
dicate, that observed luminescence is a result of superposition
of direct chemiluminescence of photodegradation products and sen-
eitized emission from fluorescent chromophores.



