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Abstract: Impact of Cu complexes on freshwater ecosystems components. Chronic
effects of Cu(NO3), and Cu(ll) cyanato-complexes with biologically active heterocyclic
imidazole ligands expressed as inhibition of algal growth, chlorophyll a and b contents
in alga Desmodesmus quadricauda have been studied. The accumulation of Cu in alga
cells was also determined. The corresponding ICsq values for growth inhibition varied
in the range of 1.2-3.4 mg Cu/l and in the ranges of 2.4-5.8 mg Cu/l for Chla and 1.7-
7.0 mg Cu/l for Chlpb. The inhibitory orders were: for algal growth and Chlb content:
Cu(NO3), > Cu(NCO),(imidazo-le), >  Cu(NCO),(2-methylimidazole), >
Cu(NCO),(1,2-dimethylimidazole), > Cu(NCO),(2-methylbenzimidazole),; for Chla
content: Cu(NOs), > Cu(NCO),(2-methylbenzimidazole), > Cu(NCO),(1,2-dimethyl-
imidazole), > Cu(NCO),(2-methylimidazole), > Cu(NCO),(imidazole),. For copper
accumulation from cultivation media with tested compounds (1.0 mg Cu/l medium) was
after 15 days cultivation the following rank order arranged (from the highest to the
lowest Cu amount accumulated): Cu(NCO),(imidazole), > Cu(NOj), > Cu(NCO),
(2-methylimidazole), > Cu(NCO),(1,2-dimethylimidazole), > Cu(NCO),(2-methylbenz-
imidazole),.

Kracové slova: Cu(ll) kyano-komplexy, imidazolovy ligand, toxicita,
fotosyntetické pigmenty, akumulacia Cu, Desmodesmus quadricauda

UVvoD

Znecistovanie zivotného prostredia vel'mi vyrazne ovplyviluje nielen
terestrické ale aj sladkovodné ekosystémy. Kontaminacia vod, moze viest' k
vyraznym zmendm Vv ich druhovom zlozeni a nasledne ku znizeniu ich
produkénosti. Riasy, ako organizmy tvoriace zakladny ¢lanok trofickych trovni
vo vodnych ekosystémoch, st medzinarodne akceptované ako organizmy
vhodné na sledovanie potencidlneho rizika chemickych latok vo vodnom
prostredi (Klaine, Lewis 1995; OECD 2002). Antropogénne vstupy medi do
vod sa pozoruju ako v priemyselnych tak aj vidieckych oblastiach. Med’ sa
moéze v prostredi transportovat’ hydrosférou (rieky, podzemné vody), suchou
depoziciou alebo zrazkami (Drever 1997). V doésledku jej intenzivneho
priemyselného vyuzivania, mobility a toxicity sa v sucasnosti stava, aj napriek
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tomu, Ze je biogénnym prvkom takmer pre vSetky formy zivota, velmi
dolezitym kontaminantom. Rozpitie koncentracii medzi jej esecialitou a
toxicitou je malé a uz nepatrné mnozstva medi, mézu mat’ fatalne nasledky na
niektoré vodné organizmy (Bruland et al. 1991). V doésledku stresu s
pritomnosti Cu st niektoré organizmy schopné produkovat bielkoviny a
ligandy, ktoré ju viaZzu a tym znizuju jej toxicitu (Moffett, Brand 1996). Z
hl'adiska kvality vod, ich druhovej divergencie a produkcie je preto dolezité
sledovat’ zdroje a zataze prostredia medou a stanovit jej biodostupnost a
toxicitu pri réznych koncentracidch. Vo vodnom prostredi zavisi toxicita Cu
viac od jej aktivity (alebo ,,voI'nej* koncentracie) ako od celkovej hladiny Cu
pritomnej vo vode (Liideritz et al. 1989).

Vo vodnom prostredi sa med’ prednostne vyskytuje vo forme Cu(Il)
komplexov. Ked’Zze mednaty i6n je vysoko reaktivny vytvara vo vodach stredne
az silno komplexované roztoky a zrazeniny S mnohymi anorganickymi a
organickymi komponentmi a lahko sa sorbuje na povrchu suspendovanych
Castic. Hoci sa vo vodach vyskytuje v najrozmanitejSich formach jej toxicita sa
vztahuje primarne k aktivite mednatého i6nu a snad aj niektorych
hydroxylovych komplexov (Allen, Hansen 1996).

Vyznamnou mierou ku zvySenej koncentracii komplexov medi vo
vodnom prostredi prispievaju aj lieCiva zarad'ované do skupiny antireumatik,
ktorych spotreba neustale narasta. Jednou z heterocyklickych organickych
zlucenin, ktord sa pouziva pri priprave antireumatik na baze medi je imidazol a
bezimidazol. Imidazol ma dva atomy dusika — jeden je slabo kysly, druhy je
zasadity. Benzimidazol je dicyklicky a imidazolovy kruh je pripojeny k
benzénu. Imidazol a jeho derivaty sa vo velkej miere pouzivaji ako
medziprodukty pri syntéze organickych a anorganickych zlucenin vratane
liekov, agrochemikalii, farbiv, fotografickych zluc¢enin, inhibitorov korézie,
epoxidovych vulkanizaénych latok, lepidiel a plastovych modifikatorov
(Kralova et al. 1998; Langer et al. 2004). Do prostredia sa teda mdze dostavat’ z
roéznych antropogénnych ¢innosti. Pre ziadnu zluceninu imidazolového typu nie
su dostupné ani ekotoxikologické udaje ani ich environmentalne dopady.

MATERIAL A METODY

Ako testovaci objekt sa pri sledovani uU¢inkov Cu(Il) kyanatovych
komplexov s heterocyklickym N-donorovym imidazolovym ligandom
pouzivala riasa Desmodesmus quadricauda (TURP.) BREB. kmen Greifswald 15.
Riasy sa kultivovali v kultivatnom médiu podla normy ISO (2004) s pH
hodnotou 7,2 pri konstantnej teplote 22 £2 °C a permanentnom osvetleni s
intenzitou 70 pE/m?s. Podiatona hustota riasovej suspenzie bola 25 000
cenobii/ml (cendbium — Styri bunky spojené do jednej jednotky). Rast riasovej
suspenzie sa stanovoval ako v kontrole tak aj v pritomnosti testovanych
komplexov spektrofotometricky (A = 750 nm) (Spektrofotometer SP-850) kazdé
dva dni (Pastierova et al. 2009). Po 15 dnoch kultivacie sa z buniek rias
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extrahovali do 95 % etanolu fotosyntetické pigmenty — chlorofyl a (Chla) a
chlorofyl b (Chlb) a ich obsah sa stanovoval spektrofotometricky meranim
absorbancie pri 665 a 649 nm. Na vypocet koncentracie chlorofylov v bunkach
rias sa pouzili rovnice (Pastierova et al. 2009):

Chla= 13,70(A655) — 5,76(A549)

Chlb = 25,80(A649) - 7,96(A565) \) pg/ml

Inhibi¢né Gcinky Cu(Il) komplexov a Cu(NQO3), ako porovnavacej latky
sa vyjadrovali ako ICsy hodnoty (nominalne hodnoty, pri ktorych dochadza
k 50 % inhibicii sledovaného parametra) a ich 95 % intervaly spol'ahlivosti (IC).
Na odhad ICsy hodnoty sa pouzila probitova analyza a tieto hodnoty vyjadrujt
intenzitu chronického u¢inku (OECD 2002).

Obsah medi v bunkach rias, ktoré rastli v pritomnosti Cu(II) komplexov
alebo porovnavacej latky sa stanovoval po mineralizacii disperznym
multikanalovym réntgen-fluorescentnym analyzatorom (model Canberra 8100,
U.S.A) s detekénym limitom spolahlivosti pod 1 pg/l, ktory bol prepojeny s
digitdlnym zapisovaCom. Ako referencné materidly sa pouzivali P-ACHK
(esencialne a toxické prvky v zelenych riasach) z Ustavu radioekologia a
aplikovanych radiacnych technik v Kosiciach. Pred mineralizaciou a
stanovenim akumulacie medi v bunkach sa riasy najprv premyli destilovanou
vodou, aby sa z nich odstranila med’ zachytena na ich povrchu. Pri hodnoteni
akumuladcie sa vsetky testované latky pridavali do kultivacného média v
koncentracii ekvivalentnej 10 pug Cu/l a obsah Cu sa prepocital na suchu hmotu
(DW) (Fargasova et al. 1999).

Na hodnotenie inhibi¢nych t¢inkov a akumuldcie Cu v bunkach rias
D. quadricauda sa pouzili ako porovnavacia latka Cu(NO3), - 4H,0O (p.a.)
(MERC Darmstadt, FRG) a Cu(ll) kyanatové komplexy s heterocyklickymi
N-donorovymi imidazolovymi ligandmi — Cu(NCO),(iz),, Cu(NCO),(Meiz),,
Cu(NCO),(Me,iz), a Cu(NCO),(Mebz), (iz = imidazol; Meiz = 2-metylimidazol;
Mejiz = 1,2-dimetylimidazol; Mebz = 2-metylbenzimidazol). Komplexy
Cu(NCO),L, (L je iz, Meiz, Meyz alebo Mebz) maja tetragonalnu
stereochémiu. Obsahuji koordinované molekuly imidazolu alebo jeho derivatov
a anionické NCO’ ligandy. Vsetky imidazolové ligandy st koordinované k
Cu(ll) cez atom dusika a kyandtové aniony sa k Cu(Il) viazané cez N
(Maslejova et al. 1980). Vo vodnych roztokoch je Cu(NOz), pritomné ako
aquakomplex [Cu(H,0)¢]**, NO3™ anién nie je koordinovany. Cu(II) kyanatové
komplexy boli pripravené na Katedre anorganickej chémie, Fakulty chemickej a
potravinarskej technoldgie, STU v Bratislave. Zasobné roztoky testovanych
latok sa pripravovali v DMSO tak, aby vysledna koncentracia DMSO v 50 ml
kultivaéného média bola 0,4 %. Kazda z testovanych latok sa pouzila v 10
koncentraciach, ktoré tvorili geometricky rad v rozsahu od 0,1 do 10 png Cu/l s
hladinou t¢inku od 10 do 90 % inhibicie rastu riasovej suspenzie. Obsah medi v
zasobnych roztokoch sa stanovoval chelatometricky po rozklade latok pomocou
H,S0O, a K;S;05 pred kazdym testom. Analyza prvkov sa robila Flash EA 112
analyzatorom.
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Ucinok kazdej koncentracie sa hodnotil v troch paralelnych stanoveniach
a porovnaval sa s kontrolnou vzorkou s nulovou koncentraciou testovanej latky.
Kontrola sa robila v Siestich opakovaniach.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky testov potvrdili, ze Cu(Il) komplexy inhibovali rast a tvorbu
chlorofylov v riase D. quadricauda slabsie ako Cu(NOj),. Inhibi¢né ucinky
testovanych komplexov vyjadrené ako ICsy hodnoty sa pohybovali v
nasledovnych rozmedziach: pre rast rias od 1,6 [Cu(NCO),(iz),] do 3,4 png Cu/l
[Cu(NCO),(Mebz),], obsah Chla od 3,2 [Cu(NCO),(Mebz),] do 5,8 png Cull
[Cu(NCO),(iz),] a obsah Chlb od 2,1 [Cu(NCO),(iz),] do 7,0 pug Cull
[Cu(NCO),(Mebz),] (graf 1). Na zaklade ICsy hodnét a ich 95 % CI sa daju pre
jednotlivé hodnotené parameter zostavit’ nasledovné zozstupné inhibi¢né rady:
pre inhibiciu rastu rias a obsah Chlb: Cu(NOs), > Cu(NCO)y(iz), >
Cu(NCO0O),(Meiz), > Cu(NCO),(Me,iz), > Cu(NCO),(Mebz),; pre obsah Chla:
Cu(NO;), > Cu(NCO),(Mebz), > Cu(NCO),(Me,iz), > Cu(NCO),(Meiz), >
Cu(NCO),(iz),. Rozdiely v inhibi¢nej aktivite sledovanych Cu(Il) komplexov
boli vicsinou preukazné a ucinky ligandov sa prejavovali vyrazne. Tieto
zistenia popieraju zavery Kralovej et al. (1998) uvadzané pre dva typy Cu(ll)
komplexov, CuX;.H,O a CuX,L, (kde X = flufenamat, mefenamat, niflumat,
naproxenat; L = nikotinamid, N,N-dietyl-nikotinamid, ronikol, kafein, metyl-3-
pyridylkarbamat; y = 1 alebo 2), ked predpoklada, Zze za rast a produkciu
chlorofylu v riase Chlorella vulgaris st zodpovedné predovsetkym Cu(Il) iony.
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Graf 1: 1C5 hodnoty a ich 95% CI (ug Cu/l) pre inhibiciu rastu rias D. quadricauda a
produkciu chlorofylov
Vysvetlivky: Chla — chlorofyl a; Chlb — chlorofyl b; * — preukazné rozdiely
medzi vSetkymi latkami; A — Cu(NO3),.4H,0; B — Cu(NCO),(iz),;; C —
Cu(NCO),(Meiz),; D — Cu(NCO),(Me,iz),; E — Cu(NCO),(Mebz),
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Na zaklade naSich vysledkov sa da usudzovat, Ze spomalenie rastu
riasovej suspenzie a znizenie produkcia chlorofylov v pritomnosti testovanych
Cu(ll) komplexov mbze suvisiet so zmenami v biosyntéze chlorofylu
sposobenej nahradenim iénov Mg®* ionmi Cu®* (Kowalewska et al. 1987),
zmenami Struktiry lipidovych membrane v désledku peroxidacie (Sandmann,
Boger 1980) a zabrzdenim syntézy D; proteinu v PS2 (Vavilin et al. 1995).
Najsilnejsi inhibi¢ny ucinok ako na rast rias tak aj na produkciu chlorofylov
mala v testoch porovnavacia anorganicka latka Cu(NO3),.

Tab. 1: Akumulacia medi z Cu(ll) komplexov s imidazolovymi ligandmi a Cu(NO3), v
bunkéch rias D. quadricauda

Latka A B C D E
ug Cu/mg DW | 98,70* | 105,50 | 61,20* | 34,30* | 24,60*

Vysvetlivky: * — preukazné rozdiely medzi vSetkymi latkami; smerodajna odchylka
6 % a menej; DW — sucha hmotnost’; A — Cu(NOs),.4H,0; B — Cu(NCO),(iz),;
C — Cu(NCO),(Meiz),; D — Cu(NCO),(Me,iz),; E — Cu(NCO)y(Mebz),

Pri porovnani intenzity inhibiéného u¢inku pre rast rias a obsah Chlb s
molekulovou hmotnostou a lipofilitou testovanych latok sa potvrdila nepriama
korelacia, t.j. so zvySovanim molekulovej hmotnosti a lipofility latok sa
znizoval ich inhibi¢ny ucinok. Vysvetlenie pre tieto zistenia poskytuju vysledky
zo stanoveni obsahu Cu naakumulovanej v bunkach rias po 15 diioch kultivacie
(Tab. 1.), ktoré potvrdili, Ze ¢im vysSia bola molekulova hmotnost’ a lipofilita
latok tym slabsia bola penetracia a nasledne aj akumulacia Cu v bunkach
D. quadricauda. Poradie testovanych latok v zavislosti od mnozstva prijatej Cu
Vv bunkach rias bolo Cu(NCO),(iz), > Cu(NQOj), > Cu(NCO),(Meiz), >
Cu(Me,iz), > Cu(Mebz), a obsah Cu(ll) v riasach sa pohyboval v rozpiti od
24,6 [Cu(Mebz),] do 105,5 pg Cu/mg DW [Cu(NCO),(iz),] (tab. 1). Rozdiely v
molekulovej hmotnosti Cu(NCQ),(iz), a Cu(NO3), st vel'mi malé, ¢o poukazuje
aj na takmer rovnaké mnozstvo Cu, ktoré sa z tychto dvoch latok akumulovalo
v bunkach rias. Podobna zavislost’ medzi molekulovou hmotnost’ou, toxicitou,
penetraciou a akumulaciou bola pri riasach potvrdena aj pre iné Cu(Il)
komplexy a Fe(IlI) a Cd(IT) komplexy (Kralova et al. 1998; Ondrejkovicova et
al. 2000; Fargasova, Ondrejkovi¢ova 2002). Akumulaciu medi z testovanych
Cu(Il) komplexov ovplyviiuje sféricka S$truktira komplexu a rozdiely v
aktivnych absorpénych centrach na povrchu bunkovej steny. Na zaklade vyssie
uvadzanych vysledkov sa da konsStatovat, Ze charakter ligandov v Cu(ll)
komplexoch vyrazne ovplyviiuje nielen ich inhibi¢ny G¢inok na rast a produkciu
fotosyntetickych pigmentov ale aj penetraciu a kumulaciu medi v bunkach rias.
Testy potvrdili, Zze vdzba medi na biologicky aktivne ligandy znizuje jej
dostupnost’, ¢o sa nasledne odraza v zvyseni jej ICs alebo LCsy hodnoty (U.S.
EPA 2003). Biodostupnost’ kovov méze byt modifikovana aj kompetitivnymi
interakciami s biologickym ligandom.

V poslednych desatroiach sa venuje znacna pozornost sledovaniu a
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hodnoteniu uc¢inkov toxickych a potencialne toxickych kovov v rozpustnej faze
sledovanim zmeny ich chemickej podstaty alebo Struktiry. Mnohé stopové
prvky, napr. Cd, Cu, Zn, Fe, Se a iné, su schopné vytvarat' s anorganickymi a
organickymi ligandmi alebo komplexa¢nymi Cinidlami komplexy, ktoré st
Casto pritomné v prirodnych vodach (Allen 2002). Mnohé komplexy kovov sa
dostavaju do zivotného prostredia z antropogénnej ¢innosti. K takymto patria aj
v praci testované Cu(Il) komplexy s imidazolovymi ligandmi. To ako budu
biologické ligandy ovplyviiovat’ toxicitu kovov v prirodnych vodach zavisi
nielen od kvality vody a mnozstva anorganickych a organickych ligandov alebo
komplexacnych cinidiel, ktoré vchadzaju s kovmi do interakcii, ale aj od
pritomnej bioty, jej druhového zloZenia a abundancie. Aj ked’ biologicky u¢inok
zavisi od samotného kovu a Struktury v akej je viazany, jeho biodostupnost’
ovplyviiuji ako fyzikalno-chemické vlastnosti prostredia, tak aj intenzita
biologickej aktivity, ktora prostredie vyrazne ovplyviiuje. Pokial ide o
hodnotenie a stanovenie biodostupnosti komplexov kovov, najméa v prirodnych
podmienkach, neexistuji jednoznaéné zavery. V USA bol nedavno do
regulaéného ramca zahrnuty aj Biotic Ligand Model (BLM). BLM je
efektivnym nastrojom na odhad toxicity rozpustenych kovov pomocou
matematicky za¢lenenych interakcii kovov s rozpustnou fazou ligandov. Model
sa vyuziva na predpovedanie $peciacie komplexov a ich naslednych interakcii s
receptorovym miestom organizmu (Allen 2002; U.S. EPA 2003; De
Schamphelaere, Janssen 2004).
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