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Halina Kaczmarek
CZESC I. WOLNE RODNIKI W CHEMII
1. Pojecie i rodzaje rodnikéw

Rodniki, wolne rodniki (termin angielski — radicals, free radicals) wedlug definicji
Migdzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC - International Union of Pure
and Applied Chemistry) sa to indywidua chemiczne (atomy lub czasteczki), na przyklad "CHs,
‘SnH;, ‘NO, ‘NO,, CI', H zawierajace niesparowane elektrony, tj. uklady o spinie
elektronowym réznym od 0 (IUPAC Gold Book, http://goldbook.iupac.org/R05066.html).
Najprostszym rodnikiem jest atom wodoru. Stowo ,,rodnik”, pochodzace od tacifiskiego
»radix”, oznaczajacego korzen, funkcjonuje od okoto 200 lat [1-3]. Rodniki maja duzy wptyw
na nasze zycie i zdrowie. Sa obecne w przyrodzie - powstaja w atmosferze ziemskiej pod
wplywem promieniowania stonecznego, podczas proceséw spalania, znajduja si¢ réwniez w
dymie od papieroséw (oszacowana liczba rodnikow w dymie papierosowym z jednego
wydechu wynosi 101

Przyczyniaja si¢ do starzenia organizméw zywych i rozktadu zywnosci ale
wykorzystujemy je tez w wielu syntezach organicznych, np. do produkcji lub modyfikacji
tworzyw sztucznych.

Dawniej powszechnie stosowano termin ,,wolne rodniki” poniewaz ,rodniki” byty
jednoczes$nie synonimem podstawnikéw zwiazanych z czasteczka zwiazku chemicznego za
pomocg wiazan kowalencyjnych. Chciaz zgodnie z zaleceniami nomenklaturowymi, nie jest
konieczne stosowanie okre$lenia ,,wolne” przed stowem ,rodniki”, to jednak w aktualnej
literaturze naukowej funkcjonuja obydwa terminy. Wyraz ,,wolny” uzywa si¢ tez w celu
podkreslenia braku wystgpowania par rodnikowych. Pary rodnikéw (ang. radical pair,
geminate pair) moga wystepowac dzigki efektowi ,.klatki” np. w rozpuszczalnikach.

Atom z niesparowanym elektronem zwany jest centrum rodnikowym lub centrum
aktywnym. W niektorych uktadach rodnikowych np. aromatycznych niesparowany elektron
jest zdelokalizowany, co przyczynia si¢ do jego znacznej trwatosci [4-8].

Rodniki powstaja tatwo ze zwiazkéw chemicznych zawierajacych nietrwate wiazania
kowalencyjne, przyktadem ktérych moga by¢ nadtlenki alkilowe zawierajace stabe
ugrupowanie nadtlenkowe ulegajace pekaniu zaréwno pod wpltywem ciepla jak i Swiatla:

Alub hv

R1—O—O—R2 Rl—O. + RZ—O. (1)

Innymi czynnikami wywolujacymi reakcje tworzenia rodnikOw sa: promieniowanie
radiacyjne, wytadowania elektryczne, ultradzwigki, sity mechaniczne, a takze zwiazki
chemiczne lub biologiczne (np. enzymy).

Rodniki powstajace wskutek homolitycznego rozpadu wiazan chemicznych sg
zazwyczaj bardzo nietrwate i reaktywne (np. rodniki metylowe, fenylowe) ale znane sa tez
uktady o wyjatkowo duzej stabilnosci, np. 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH):
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N—N NO,

O,N
\ / DPPH (2)

Pierwsze wolne rodniki zostaty otrzymane i opisane na przetomie XIX i XX wieku.
Historyczne znaczenie mialo odkrycie wzglednie trwatego rodnika trifenylometanowego
powstajacego w reakcji trifenylochlorometanu ze srebrem metalicznym:

QC—CI + A — > @—% + AgCl

3)
Rodnik trifenylometanowy nie jest strukturg ptaska (pierscienie leza w ptaszczyznach
odchylonych od siebie o ok. 30°). Ze wzgledu na przeszkody steryczne, w reakcji
rekombinacji (dimeryzacji) ulega on jednoczesnie przegrupowaniu.

Rodniki, w ktérych niesparowany elektron zajmuje orbital s lub p sa nazywane
rodnikami typu ¢ lub n. W zaleznosci od rodzaju atomu, na ktérym zlokalizowany jest
elektron, méwimy o rodnikach weglowych, tlenowych lub rodnikach innych pierwiastkéw.
Ogolnie mozna podzieli¢ rodniki na nieorganiczne i organiczne.

Najprostszy rodnik organiczny — metylowy ("CH3) ma budowe ptaska (4), co wynika z
hybrydyzacji sp® atomu wegla, przy czym niezhybrydyzowany orbital 2p, z pojedynczym
elektronem jest prostopadly do plaszczyzny, w ktdrej leza atomy wodoru i wegla [5, 7].
Podstawienie atomu wodoru przez elektroujemny atom (np. chlorowiec) lub grupe
elektronodonorowa (np. -OH, -NH,;) powoduje przeksztalcenie struktury ptaskiej w

piramidalna (5).
~
\ H”\. \ @
6S—H
yeod

Elektron w rodnikach opisywany jest przez pojedynczo zajety orbital molekularny
SOMO (ang. Singly Occupied Molecular Orbital), ktérego energia lezy pomigdzy orbitalami
HOMO (Highest-energy Occupied Molecular Orbital) i LUMO (Lowest-energy Unoccupied
Molecular Orbital).

&)

Rodniki mozna tez podzieli¢ na rodniki o charakterze nukleofilowym i
elektrofilowym. Te wtasciwosci zaleza od oddzialywan z drugim substratem.
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Podstawniki o charakterze elektronoakceptorowym sasiadujace z atomem
rodnikowym obnizaja, podczas gdy podstawniki elektronodonorowe podwyzszaja energi¢
SOMO. Ma to wptyw na oddziatywania z czasteczkami nierodnikowymi drugiego substratu,
czyli jego orbitalami HOMO i LUMO (Rys. 1). Energia rodnikéw elektrofilowych jest blizsza
energii HOMO, stad tworzenie orbitali molekularnych przedstawionych na rys. la. W wyniku
reakcji chemicznej rodnikéw o charakterze nukleofilowym (o wyzszej energii SOMO) z
innymi czgsteczkami dominuja oddziatywania z LUMO (rys. 1b). Ten sam rodnik moze
odgrywac¢ rolg czynnika nukleofilowego lub elektrofilowego w zaleznosci od charakteru
drugiego reagenta. Oddziatywania elektrofilowe i nukleofilowe rodnikéw wzrastaja gdy
energia miedzy odpowiednimi orbitalami maleje [5,7].

(a) oddziatywania elektrofilowe (b) oddziatywania nukleofilowe

—— LUMO / ¥——  LUMO

;
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Rys. 1. Schemat poziom6w energetycznych oraz oddziatywania orbitalu
SOMO i HOMO (a), SOMO i LUMO (b) [5]

~H¥ HOMO

Rodniki maja wlasciwosci paramagnetyczne (niezerowy moment magnetyczny, dzigki
ktéremu zachodzi porzadkowanie si¢ spinéw elektronéw zgodnie z liniami zewngtrznego pola
magnetycznego) w odréznieniu od diamagnetykéw, ktérych wszystkie elektrony sa
sparowane. Przenikalno$¢ magnetyczna (n) paramagnetykéw jest nieco wigksza od jednosci
(w przypadku ferromagnetykéw p >> 1).

Znane sa tez uklady, w ktédrych wystgpuja dwa centra rodnikowe (tj. dwa
niesparowane elektrony), ktére nie reaguja nawzajem ze soba. Nazywane sa birodnikami
(biradicals). W przypadku wystepowania niesparowanych elektronéw w dwoch stanach o
r6znej multipletowosci stosuje si¢ termin dirodnik (diradical).

Odkrycie 1 pierwsze syntezy stabilnych birodnikéw zawdzigczamy Wilhelmowi
Schlenklowi (1879 — 1943, niemiecki chemik) i Mosesowi Gombergowi (1879 — 1943, prof.
University of Michigan, pochodzenia rosyjskiego). Byly to struktury trifenylometanowe (6,
7), nazywane tez weglowodorami Schlenka-Braunsa (Schlenk-Brauns hydrocarbons):
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(6) @)

Inne birodniki o znaczeniu historycznym zostaly zsyntezowane przez Tschitschibabina (8) w
1907r., Yanga (9) w 1960r. i Coppingera (10) w 1962r.

8
®) (10)

Szczegblnym przypadkiem birodnikéw sa karbeny i nitreny.

Karbeny (ang. carbenes) o wzorze ogélnym (CRR, (np. (CH,, :CCl,) sa
czasteczkami, w ktérych atom wegla tworzy dwa wigzania kowalencyjne z sasiednimi
atomami. Sa bardzo reaktywnymi zwiazkami organicznymi (czgsto sa zwiazkami
przejsciowymi, ktére mozna otrzyma¢ w bardzo niskich temperaturach) wystgpujacymi w
stanie singletowym lub trypletowym. Karben w stanie trypletowym jest birodnikiem o
hybrydyzacji sp, natomiast w stanie singletowym - sp.

Znane sa réwniez karbeny cykliczne (np. cykloheksylidenowy), acylowe, iminowe,
winylowe:

R

.
R N R
. N
O L e
(11) 0 (12) Rz R (14)

Przyktadem trwalego trypletowego karbenu jest bis(2,4,6-tribromofenylo)karben,
ktérego wzoér strukturalny przedstawiono ponize;j:

Br Br
BrQéﬁBr
Br Br
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Nitreny (ang. nitrenes, synonimy: aminylenes, aminediyls, imidogens, azenes) :N-H,
:N-R (np. CH3N: metylonitren) sa obojetnymi czasteczkami zawierajacymi jedno wigzanie
kowalencyjne azot-wodor lub azot-wegiel. Podobnie jak karbeny moga wystepowa¢ w stanie
singletowym lub trypletowym.

Innym rodzajem rodnikéw sa uklady obdarzone dodatkowo tadunkiem, czyli
jonorodniki: kationorodniki, anionorodniki (ang. radical ions, radical anions, radical

cations). Przyktadami takich jonorodnikéw moga by¢ kationorodniki benzenu C¢Hg™ lub

anionorodniki benzofenonu (C¢Hs),C-O". Czesto, ale nie zawsze, niesparowany elektron i
tadunek wystepuja przy tym samym atomie.
Wolne rodniki tatwo ulegaja reakcji rekombinacji (radical combination,

colligation), w wyniku ktorej tworzy si¢ wiazanie kowalencyjne np.
.C2H5 + .OH —> C2H5OH (16)

Ta samorzutna reakcja nie wymaga energii i jest kontrolowana dyfuzyjnie. Utrudnieniem w
rekombinacji moga by¢ przeszkody steryczne; mozna ja tez zahamowaé obnizajac
temperaturg (w stanie zamrozonym ruchliwo$¢ czasteczek jest ograniczona).

Innym mechanizmem dezaktywacji rodnikoéw jest dysproporcjonowanie zwiazane z
przeniesieniem atomu wodoru z jednego rodnika na drugi. W przypadku rodnikéw
weglowodorowych prowadzi to do utworzenia alkanu i alkenu:

.C2H5 + .C2H5 —> C2H6 +C2H4 (17)

etan eten

2. Nomenklatura rodnikow

Zalecenia nomenklaturowe (wg recomendacji [UPAC: Revised Nomenclature for
Radicals, Ions, Radical Ions and Related Species, IUPAC Recommendations 1993, RC-81
Radicals,  http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/ions/RC811.html#pl)  opublikowano w
czasopi$mie Pure and Applied Chemistry, 65, 1993, 1375-1455, a wersjg polskojezyczna w
Wiadomosciach Chemicznych (T. Sokotowska, A. Wisniewski, Skorygowana nomenklatura
rodnikéw, jonéw, jonorodnikéw i podobnych indywiduéw chemicznych, Wydawnictwo
Uniwersytetu Wroctawskiego, Wroctaw, 2001).

IUPAC dopuszcza stosowanie nazw zwyczajowych, powszechnie stosowanych w
literaturze naukowej (a takze skréconych i opisowych).

Nazwy rodnikéw zlokalizowanych na atomach wegla, powstatych przez oderwanie
atomu (rodnika) wodoru od czasteczki, pochodza od nazw macierzystych zwigzkow
organicznych z koncéwka -yl, -il np.:

‘CH; — metyl
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CH5;-CH,—CH, - propyl
CH3—éH—CH3 — l-metyletyl, propan-2-yl, izopropyl

H,C-CH

| _
H£ C-CH, cyklobutyl

CszéH winyl
CH,=CH-CH, - allil
CeHs-CH=CH - styryl

Podobnie nazywamy rodniki powstate ze zwiazkéw aromatycznych: fenyl naftyl,
antryl, fenantryl. Inne przyktady: furyl, piridyl, piperidyl, quinolyl, izoquinolyl, tienyl czy
hydrazyl,

56 2
2 & 6 s — [1-bifenyl-3-yl
3

— 1H-fenalen-4-yl

Nazwy rodnikéw, w ktérych wolny elektron znajduje si¢ na atomach innych niz
wegiel, na ogdét réwniez pochodza od nazw wyjSciowych zwiazkéw. Ilustruja to ponizsze
przyktady:

‘NH, —azanyl (bo nazwa systematyczna amoniaku to azan), aminyl

'SH - sulfanyl (zwyczajowo: merkapto)

‘BH, — boranyl

~-O" - oksyl

HO" — hydroksyl

HO," — hydroperoksyl (rodnik nadtlenkowy)

‘PbH3 — plumbyl (bo PbH, — plumban)

*SiH; — silyl (bo SiH4 — silan)

SiH3-SiH-Si; - trisilan-2-yl

CHs-N=N-N- CH; - 1,3-dimetyltriaz-2-en-1-yl
3 2 1

CH3—S—.S(CH3)2 — 1,1,2-trimetyl-disulfan-1-yl
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Ponizej wymieniono nazwy popularnych rodnikéw zawierajacych charakterystyczne
grupy funkcyjne:

CH3—é:O — acetyl, acetylium
‘COOH - karboksyl

«C=0 -karbonyl

R-O" — alkoksyl

CH;-O" — metoksyl

R-0O-O" - alkildioksyl
CH;CO-O0" - acetoksyl
CI-CH,-CO-O" - chloroacetoksyl
OS?:  —sulfinyl

0,S: —sulfonyl

OSe: - seleninyl

‘ClIO - chlorozyl

‘ClO, - chloryl

‘ClO; — perchloryl
Réwniez w przypadku jonorodnikéw, nazwa wywodzi si¢ od obojetnej czasteczki z
odpowiednia koncéwka (-ium, -iumyl), np.:

H,C™* —kation metylu, metylium, karbenium

H,Si* — silaniumyl

[CiH]™ —kation fenylu, benzeniumyl

(CH;);N™ — trimetylammoniumyl, trimetyloazaniumyl
Jonorodniki zawierajace tlen nazywamy:

O™ — anionorodnik tlenku(1-)

O, — anionorodnik ditlenku(1-), anionorodnik ponadtlenkowy

O3~ — anionorodnik tritlenku(1-)

3. Powstawanie rodnikow

Mozna wyrdzni¢ kilka metod otrzymywania wolnych rodnikéw. Najwazniejszymi sa:
metoda termiczna (pirolityczna), radiacyjna, fotochemiczna i elektrochemiczna (tu wolne
rodniki powstaja podczas elektrolizy w poblizu elektrod np. wodér in statu nascendi na
katodzie).

Pod wplywem ogrzewania substancji chemicznych w wysokich temperaturach (rzedu
od kilkutset do kilku tysigcy °C) zachodzi rozktad czasteczek na rodniki lub atomy, ktére w
fazie gazowej znajduja si¢ w rownowadze termodynamicznej z wyjSciowymi czasteczkami.
Dysocjacja homolityczna czasteczek wodoru do atoméw wodoru pod cisnieniem 1 atmosfery
zaczyna si¢ w temperaturze 300°C.

H, — H +H (18)
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Dysocjacja gazowego chlorowodoru zachodzi w temperaturze jeszcze nizszej (nieco powyzej
200°C):
HCl — H +CI’ (19)

Stosunkowo tatwo, bo juz w temperaturze 500-600°C, na atomy dysocjuja tez metale
alkaliczne, co jest wykorzystywane do otrzymywania innych rodnikéw np. organicznych (R")
lub chlorowcéw (X):

Na'+RCl — NaCl+R"  (20)

Na' +X, — NaX+X 21)

Wiele zwiazkéw organicznych rozklada si¢ w temperaturze nieznaczne przekraczajacej
200°C. Jak stwierdzono, czasteczka bromowodoru moze ulega¢ homolizie nawet w
temperaturze pokojowej. Stwierdzono to badajac reakcje przylaczania bromowodoru do
izobutenu. Mechanizm tej addycji jest r6zny w zaleznosci od tego czy reakcja przebiega w
obecnosci nadtlenkow (22, 23), czy bez ich udziatu (24).

HBr — H +Br (22)

Br
Br + :< —_—> \—< + %Br (23)
7 .

bromek izobutylu  bromek tert-butylu
(91%) (6%)

W obecnosci nadtlenkéw, ktore wyjatkowo latwo rozktadaja si¢ inicjujac tancuch
reakcji rodnikowych, dominujacym produktem jest bromek izobutylu. Bez inicjatora
nadtlenkowego mechanizm reakcji zmienia si¢ na jonowy, co prowadzi do powstania gtéwnie
bromku zert-butylu:

HBr_+ E—— )9\ + B — > Br
x_/ (24)

Przebieg tej regioselektywnej reakcji wyjasnit Morris Karasch w latach 30-tych ubieglego
wieku.

Wzbudzanie atoméw w ptomieniu i mozliwos¢ pomiaru intensywno$ci emitowanego
przez nie promieniowania wykorzystuje si¢ w fotometrii ptomieniowej i absorpcyjnej
spektroskopii atomowej (ASA), ktére sa bardzo przydatne w ilo§ciowej analizie réznych
metali.

Fotochemiczna metoda generowania wolnych rodnikéw wiaze si¢ z wzbudzeniem
czasteczek promieniowaniem elektromagnetycznym z zakresu nadfioletu (UV), a czasami
nawet z zakresu widzialnego (Vis). Warunkiem reakcji fotochemicznej jest absorpcja kwantu
promieniowania, co prowadzi do przejscia elektronu ze stanu podstawowego do stanu
wzbudzonego o wyzszej energii (singletowego lub trypletowego). Aby zaszedt rozpad
homolityczny, energia kwantu promieniowania musi by¢ réwna lub przekracza¢ energi¢
dysocjacji wiazania chemicznego (Tabela 1).

9
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Tabela 1. Wartosci energii wybranych wiazan chemicznych [4].

. . Energia . . Energia
Wiazanie X-Y Wiqzania,ng/mol Wiazanie X-Y Wiqzania,ng/mol

H-OH 498 H-Cl1 431
Ph-H 464 H-Br 366
H;C-H 435 CH;—Cl1 349
CH;CH,-H 423 Cl-Cl 243
(CH;),CH-H 410 Br-Br 192
(CH3);C-H 397 I-1 151
H;C-OH 383 HO-OH 213
PhCH,-H 372 H;CO-OCH; 151
H;C—CH; 368 CH;—Cl1 349

Energia promieniowania (E) jest odwrotnie proporcjonalna do dtugosci fali (L), co
wyraza wzor Plancka:

c
E=hv=h— 25
v=ho (25)

gdzie h jest stata Plancka (h = 6,626-10°'T-s = 4,136:10™"° eVs), a v — czestoscia
promieniowania.

Kwanty promieniowania widzialnego niosa energi¢ zdolng do rozerwania
najstabszych wiazan chemicznych (~160-300 kJ/mol), podczas gdy energia promieniowania
UV powoduje rozerwanie rowniez wiazan trwatych (przyktadowo kwant promieniowania o
dtugosci fali 200 nm ma energig ok. 590 kJ/mol).

Nie zawsze energia wzbudzenia jest wykorzystana do rozerwania wiazania
chemicznego z utworzeniem rodnikéw. Wzbudzone czasteczki moga ulega¢ przejsciom
promienistym (fluorescencji, fosforescencji), konwersji wewnetrznej, relaksacji oscylacyjne;j,
czy przeniesieniu energii, ktore nie prowadza do aktéw chemicznych.

Szczeg6lnie podatne na rozktad pod wptywem $wiatta sa chlorowce:

hv .
Cl, — 2Cl (26)

Zaleta metody fotochemicznego generowania rodnikéw jest selektywnos$¢ wzbudzania
okre$lonych chromoforéw w czasteczkach w zaleznosci od ich zdolnos$ci absorpcyjnych.
Najczesciej stosuje si¢ promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu nadfioletu (200-380
nm) wykorzystujac lampy kwarcowe lub lasery emitujace promieniowanie
monochromatyczne o duzej intensywno$ci. Dobor promieniowania o odpowiedniej energii
pozwala na rozerwanie okreslonych wiazan chemicznych.

W przypadku konieczno$ci uzycia promieniowania o niezbyt duzej energii w celu
zapobiegania zbyt gwattownym procesom degradacyjnym zwiazkow organicznych korzystne
jest stosowanie fotosensybilizatoréw (fotouczulaczy). Ich dzialanie polega na zaabsorbowaniu
energii promieniowania i przeniesieniu energii wzbudzenia na czasteczki nieabsorbujace w
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danym zakresie, co pozwala na wywotanie reakcji fotochemicznej w tym zwiazku, podczas
gdy czasteczka fotosensybilizatora wraca do stanu podstawowego bez zmiany struktury
chemicznej [9] .

Przyktadem reakcji sensybilizowanej fotolizy moze by¢ rozktad wodoru lub tlenu
czasteczkowego na atomy pod wptywem par rteci, ktora ulega wzbudzeniu podczas dziatania
promieniowania o dtugosci fali 254 nm:

hv
Hg ——— Hg* (27)
Hg* +H, —Hg +2H (28)
Hg* +0, —Hg +20° (29)

Stabe wiazania chemiczne, podatne na homolizg, oprécz nadtlenkéw organicznych,
zawierajq tez zwiazki azowe (np. 2,2'-dimetylo-2,2'-azodipropiononitryl, AIBN, reakcja 30) i
organometaliczne (np. rt¢cioorganiczne — reakcja 31, 32):

N
AIBN

CN
NC>< /N CN 66-720C 2)\ + N2 (30)

R-Hg-R —— R* + ‘HgR (31)
R-HgH + R° 2C R Hg +HR (32)

Stosowanym dawniej w motoryzacji zwiazkiem metaloorganicznym dostarczajacym
wolnych rodnikéw byl tetraetylotéw, czteroetylek otowiu(IV), (C,Hs)sPb. Ulega on w
podwyzszonej temperaturze (ok. 120°C) rozkladowi z wydzieleniem otowiu metalicznego i
czterech rodnikéw etylowych (33), ktére przyczyniaja si¢ do tagodnego, niewybuchowego
spalania benzyny. Dlatego stosowany byl jako dodatek przeciwstukowy do paliwa
samochodowego. Obecnie jest zastgpowany innymi substancjami nie zawierajacymi otowiu.

(CHs)Pb D, 4'CHs + P (33)

Oprécz homolitycznego pekania stabych wigzan chemicznych mozna wymieni¢ inne
reakcje tworzenia rodnikéw w zwigzkach organicznych. Sa to reakcje odrywania atomoéw
(najczesciej wodoru) przez juz istniejace w Srodowisku reakcyjnym rodniki (np. reakcja 34),
czy przeniesienie elektronu (35):

R-O" + H-Br —> R-OH + Br (34)

R e R
N +e > Y
/
Ry Ry (35)
Réwniez reakcje przylaczania rodnikéw (atoméw) do wigzan podwdjnych prowadza do
tworzenia produktéw rodnikowych (np. przytaczenie atoméw bromu do alkenéw, reakcja 36).
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Br
Br+:<—> \—<

Metoda radiacyjna polega na tworzeniu wolnych rodnikéw, jonéw i czasteczek
wzbudzonych wskutek dziatania na materi¢ wysokoenergetycznego (jonizujacego)
promieniowania elektromagnetycznego X lub v, a takze korpuskularnego [10].

Promieniowanie rentgenowskie (X), o dtugosciach fal w zakresie od 20 do 0,05 A,
powstaje w wyniku oddziatywania szybkich elektronéw z atomami o$rodka (np. wolframu),
przy czym jego energia zalezy zar6wno od energii kinetycznej elektronow oraz rodzaju
atoméw. Zrédtem promieniowania y o dhugosci fal od 1,0 do 0, 01A (energia kwantu > 50
keV) sa naturalne lub sztuczne pierwiastki promieniotwércze, z ktérych najczesciej
stosowany jest izotop kobaltu ®*Co emitujacy kwanty o energii 1,173 i 1,332 MeV. Izotop ten
jest stosowany w technice, medycynie i innych dziedzinach (np. do sterylizacji artykuléw
zywnosciowych). Drugi typ promieniowania jonizujacego to promieniowanie korpuskularne:
o 1 B emitowane przez izotopy promieniotworcze (strumienie jader helu, elektronéw,
protonéw, neutronéw).

Oddziatywanie promieniowania jonizujacego z materia sktada si¢ z trzech etapow:

1. Pierwszym jest bardzo krétki fizyczny proces wymiany energii miedzy czastkami
promieniowania a czasteczkami napromienianego materialu w zderzeniach sprezystych i
niesprezystych (t<10™s);

2. Drugi to etap fizykochemiczny, ktéry polega na wytwarzaniu struktur chemicznych o
réznym stopniu wzbudzenia, jonizacji i rozpadu rodnikowego (t ~10"%s);

3. Etap chemiczny, podczas ktérego zachodzi dyfuzja i reakcje powstalych indywiduéw
chemicznych; moze on trwa¢ znacznie dluzej niz etap 1 1 2 (t ~10®s do kilku dni lub
nawet miesiecy).

(36)

W metodzie radiacyjnej powstaje wiele réznorodnych produktéw. Duza energia
krétkofalowego promieniowania X lub y prowadzi nie tylko do homolitycznej dysocjacji
wigzan chemicznych ale tez do jonizacji czasteczek, ktdéra jest tu procesem dominujacym.
Czas zycia radiacyjnie generowanych czasteczek wzbudzonych, rodnikéw i pierwotnych
jonéw jest bardzo krétki (10"°-10" s). W cieczach polarnych podczas radiolizy powstaja
solwatowane elektrony, ktére wywotuja kolejne wtdérne reakcje.

Badania rodnikéw wytworzonych metoda radiacyjng wymagaja stosowania technik
pozwalajacych na detekcje krdtkozyjacych produktow aktywnych, do ktérych nalezy np.
radioliza impulsowa (opisana w czgsci II).

Do najwazniejszych reakcji radiacyjnych nalezy radioliza wody pod wplywem
promieniowania 7y (reakcje 37-45), zaobserwowana juz przez Mari¢ Curie-Sktodowska.

H,0 + hv > H,O™ + e~ (37)
H,0 + hv > H,0" — H' + OH’ (38)
H,O™" + H,O0 — H;0" + OH" (39)
H,0 +e¢ — H,0 > H + OH~ (40)
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H,0" +e¢” > H,0' > H + OH" (41)
H + OH" — H,0, OH + OH" — H,0, oraz H" + H' — H, (42)
H,0, + OH" — H,0 + HO,' (43)
OH’ + HO," — H,0 + O, (44)
H,0, + HO," — H,0 + O, + OH’ (45)

gdzie H,0O" oznacza wzbudzong czasteczke wody.

Wolne rodniki moga réwniez powstawa¢ pod wptywem ultradzwigkéw. Ta metoda
generowania rodnikéw nosi nazwe sonolizy (ang. sonolysis). Dziatanie ultradzwigkéw na
wode powoduje tworzenie rodnika hydroksylowego (HO"), ponadtlenkowego (HO,") i
atomOow wodoru, ktére szybko rekombinuja. Podczas sonolizy chloroformu dominuje pekanie
wigzania C-Cl. Stwarza to mozliwo$¢ usuwania z roztworOw zanieczyszczen w postaci
zwiazkéw halogenoorganicznych ultradzwigkami.

Zrédtem wielu rodnikéw jest tez plazma, ktéra stanowi mieszaning atomow, jondw,
rodnikéw i jonorodnikéw oraz czasteczek w stanie wzbudzonym [11].

Nalezy doda¢, ze wolne rodniki w réznych substancjach chemicznych moga réwniez
powstawa¢ pod wpltywem sit mechanicznych, ktére prowadza do rozrywania wigzan
chemicznych. Szczegdlnie materialy poddane obrébce mechanicznej takiej jak rozdrabnianie,
mielenie, cigcie, moga zawiera¢ rodniki (gtéwnie na powierzchni), ktére ulegaja dezaktywacji
np. rekombinacji lub reakcji z tlenem atmosferycznym.

4. Trwalo$¢ i charakter rodnikow

Wolne rodniki mozna podzieli¢ na trzy typy:
a) bardzo reaktywne o polowicznych czasach zycia krétszych od 107 s;
b) rodniki stabilne o potowicznych czasach zycia dluzszych od 107 s;
¢) rodniki trwate, persystentne (ang. persistent radicals).

Trwalo$¢ rodnikdw mozna rozwazaé¢ w aspekcie termodynamicznym i kinetycznym.
Stabilno$¢ termodynamiczna jest zalezna od energii potrzebnej do dysocjacji wiazania
chemicznego lub energii wydzielonej w wyniku rekombinacji rodnikéw. Wptyw na nig maja
efekty koniugacji, hiperkoniugacji i mezomeria.

Stabilnos¢ kinetyczna jest uwarunkowana zatloczeniem przestrzennym wokét centrum
rodnikowego.

Im wigksza jest energia pgkajacego wiazania chemicznego, tym wigksza energia
rodnikow 1 wigksza ich niestabilnos¢ (tj. krotszy czas zycia).

P
<

Wzrost energii pgkajacego wiazania

Wozrost trwalosci powstajacego rodnika

»
»

Wzrost czasu zycia rodnika
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Uszeregowanie rodnikéw wg stabilnosci pokrywa si¢ z analogicznym szeregiem
trwalosci karbokationéw.

Energia wiazania C-H zalezy od rzedowosci atoméw wegla. Trzeciorzedowy,
rodnikowy atom wegla jest bardziej stabilny niz drugorzedowy, a ten z kolei jest trwalszy niz
pierwszorzgdowy:

CH, CH, CH;
)\ g )\ g )\ > CH3
CHy” " “CH, CHy” " 'H H " "H
(46) 47) (48) (49)

Wzrost stabilno$ci rodnikéw ze wzrostem rzgdowosci atomu wegla, na ktérym zlokalizowany
jest niesparowany elektron jest wywotany przez coraz wigksze zawady przestrzenne oraz
efekt hiperkoniugacji, czyli oddzialywanie pojedynczo obsadzonego orbitalu p z
sasiadujacymi orbitalami molekularnymi wigzan sigma C-H.

Stabymi wigzaniami chemicznymi sa te, ktore sa skoniugowane z grupami allilowymi
lub benzylowymi, stad wigksza trwato$¢ rodnikéw (50) i (51) w poréwnaniu z rodnikami

alkilowymi:
O
(50) . D

W rodnikach z wigzaniami nienasyconymi obserwuje si¢ stabilizacje spowodowang efektem
rezonansowym:

Natomiast rozktad homolityczny silnych wiazan C-H w alkenach, alkinach i arenach
prowadzi do otrzymania mato stabilnych rodnikéw np. winylowych (53), alkinowych (54),
czy fenylowych (55):

=" (53) = (54) /Q (55)

Obecno$¢ sasiadujacych grup funkcyjnych ostabia wiazanie C-H, co przyczynia si¢ do
stabilizacji tworzacych sig rodnikéw (56-59):

(0] . . .
)J\ /\CEN /\OCZHS /\O
. (56) (57) (58) (539

Réwniez struktura przestrzenna ma duzy wptyw na stabilno$¢ rodnikdw. Zwiazki organiczne
zawierajace duze podstawniki, stanowiace przeszkody steryczne, pozwalaja na uzyskanie
trwalszych, mniej reaktywnych rodnikéw:
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O—Z

H,C” | NCH,
(60) CH; (61)

Rodniki 2,2,6,6-tetrametylo-1-oksopiperydyny, oznaczane skrétem TEMPO (60) oraz ich
pochodne, stabilizowane przez grupy metylowe (61), sa stosowane w syntezie organicznej
oraz kontrolowanej polimeryzacji rodnikowe;.

Rodniki nitroksylowe (R-NO°) sa tez wykorzystywane jako znaczniki spinowe w
spektroskopii EPR. Z efektem sterycznym mamy do czynienia w rodniku
trifenylometanowym, powstajacym w reakcji (3).

5. Przyklady reakcji z udzialem wolnych rodnikow

Reakcje rodnikowe sg reakcjami tancuchowymi, w ktérych mozna wyrézni¢ etap
inicjowania, propagacji (wzrostu lancucha kinetycznego reakcji) 1 terminacji czyli
zakonczenia. Typowymi inicjatorami reakcji wolnorodnikowych sa nadtlenki nieorganiczne i
organiczne (np. H,O,, R-O0O-R), czy zwiazki azowe (np. AIBN).

Wsréd reakcji z udzialem wolnych rodnikéw, ktére prowadza do powstawania
nowych centréw aktywnych nalezy wymieni¢ reakcje addycji (23), fragmentacji,
podstawienia i przegrupowania [1,5,7,12].

Szczegélnym przypadkiem addycji jest wewnatrzczasteczkowe przylaczanie do
wigzan podwdjnych, prowadzace do cyklizacji:

o4

Podstawienie polega na oderwaniu atomu badZz grupy atoméw z czasteczki przez
atakujacy rodnik. Przebieg reakcji zalezy od typu rodnika, co ilustruje ponizsza reakcja
estrow:

R1‘CH2‘E‘O‘CH2‘R2

R RO’
/ \ )
R,-CH-C-O-CH,-R, RI-CHZ—E—O—CH-RZ
+ RH + ROH

Elektrofilowy rodnik alkoksylowy (RO odrywa atom wodoru z grupy alkilowej estru,
natomiast nukleofilowy rodnik alkilowy (R") odrywa atom wodoru z grupy acylowe;.
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Niektére rodniki ulegaja fragmentacji z utworzeniem nowej nierodnikowej czasteczki
i innego rodnika. Z nadtlenku benzoilu powstaja rodniki oksybenzoilowe, ktére nastgpnie
rozpadaja si¢ na rodniki fenylowe i czasteczki ditlenku wegla:

S ﬁ? o
o. _C / 7 /
X c” o7 \©| — 2 \ —> 2 -+ 2CO,
4 N - o - (64)

Trzeciorzgdowy rodnik alkilowy moze ulega¢ fragmentacji z oderwaniem rodnika
metylowego:

HC——0" — c=0 + CHs
Su, H,C

(65)

Powyzsze reakcje (64, 65) sa zaliczane do typu B-pekania wigzania (sasiedniego w stosunku
centrum rodnikowego). Innym typem reakcji jest o-pgkanie wiazania zachodzace np. podczas
rozpadu rodnika acylowego:

R-C=0 —— R+ C=0 (66)

Znane sg tez reakcje przegrupowania prowadzace do izomeryzacji rodnikow. Sa one
efektem reakcji wewnatrzczasteczkowych przebiegajacych czgsto przez przejsciowy stan
cykliczny:

R-(CH,)-CH, —> | | ©° ——> R-CH-(CH),CH, (67

R R
&S — O -

Reakcja fotochemicznego przegrupowania estru o-nitrobenzylowego prowadzi do powstania
kwasu nitroniowego (nitronic acid) o stosunkowo dtugim czasie trwania, ktéry dalej rozktada
si¢ do kwasu karboksylowego i estru:
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R, R, R R R R
\/\C\/O\ / N Q i\C./O\C/ 2 / I\C/O\ /2
Oy e (XY — T —
N=0 @&N-OH -OH
¢e b b
e Rl\C 0 P
\ =
. NE e (T wd,
ared \OH N=0 (69)

Innymi znanymi reakcjami przegrupowania sa reakcje foto-Friesa, ktorym ulegaja
podstawione zwigzki aromatyczne:

b Oyon
Q—O—y?—R { (710)

QE_R

Reakcjami prowadzacymi do zaniku wolnych rodnikéw, tj. utworzenia produktow
diamagnetycznych, sa reakcje rekombinacji (np. 16), dysproporcjonowania (17) lub
przeniesienia pojedynczego elektronu. Terminacje mozna wywota¢ stosujac odpowiednie
inhibitory (np. hydrochinon lub difenyloaming), ktére tatwo reaguja z rodnikami obecnymi w
srodowisku reakcji.

Wigkszos$¢ nietrwatych rodnikéw rekombinuje z bardzo duza szybkoscia (stale
szybkosci w fazie gazowej sa rzedu 10° mol™ 1s-"). W fazie cieklej szybkos¢ rekombinacji
zalezy od dyfuzji rodnikéw. Dysproporcjonowanie jest procesem wolniejszym niz
rekombinacja ale stale szybkosci tego procesu zaleza od struktury rodnikow.

Rodniki moga tez ulega¢ reakcjom redoks z kationami metali d-elektronowych takich
jak Fe**, Cu**, Cr**, Mn’".

. @
R-CH,-CH, + FeCl, — R-CH,-CH, + FeCl, + CT

N

R-CH,-CH,C1 lb R-CH,=CH, + HCI

W powyzszej reakcji zachodzi przeniesienie elektronu z rodnika alkilowego na jon
zelaza(Ill), czego efektem jest powstanie karbokationu i chlorku zelaza(Il). Stabilizacja
karbokationu jest mozliwa wskutek przytaczenia jonu chlorkowego lub oderwania protonu.

Kwasy karboksylowe w obecno$ci soli metali na swoich wyzszych stopniach
utlenienia takich jak Ce**, Pb**, Co™ ulegaja rozktadowi utleniajacemu:
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RCOOH + Me"* RCOO™ + Me"! + H*  (72)

Natomiast aromatyczne sole dizaoniowe (ArN,), aromatyczne (Ar-X) i alifatyczne (R-X)
chlorki czy chloroaminy ulegaja redukc;ji:

AN, + Cut — AN, + Cu* (73)
AN, — = A + N, (74)
Ar-X +¢ — [ArX]T — Ar + X (75)
RX +¢ — R + X (76)
R

't I\R-I
NH-Cl + Tt ——> o H + Cr + T+ (77)

Innym przykladem przeniesienia elektronu (tj. procesu redoks) jest reakcja sodu
metalicznego z ketonem prowadzaca do utworzenia jonorodnika ketylowego:

R, R,

C=0 + Na ——> -C-O" + Nat
R, R,

(78)

W literaturze opisano wiele reakcji wolnorodnikowych, ktérym ulegaja zaréwno
zwiazki nieorganiczne jak i organiczne [4-8]. Wybrane przyklady opisano ponize;j.

6. Nadtlenek wodoru i rodniki hydroksylowe

Nadtlenek wodoru w niewielkich st¢zeniach wystgpuje w naturalnych zbiornikach
wodnych oraz w opadach atmosferycznych [13-15].

H,0, podobnie jak inne nadtlenki zawiera stabe wiazanie chemiczne O-O o energii
ok. 213 kJ/mol, zatem tatwo ulega rozktadowi pod wplywem ciepta i §wiatla.

H,0, — HO  + OH’ (79)

W zalezno$ci od srodowiska i obecnosci innych substancji w uktadzie moga zachodzi¢
wtorne reakcje wywotane przez rodniki hydroksylowe. Proces fotolizy H,O, przebiega
stosunkowo wolno w rozcienczonych roztworach wodnych, co mozna wytlumaczy¢ efektem
klatkowym wywotanym obecnoscia duzej ilo$ci czasteczek rozpuszczalnika otaczajacych
powstajace rodniki, ktdre szybko ulegaja rekombinacji.

Silne wtasciwosci utleniajace stgzonego roztworu (perhydrolu - 30% H,0O;) wynikaja
z jego rozkladu do wody i tlenu atomowego

H,0, — H,0 + O’ (80)
Rozklad nadtlenku wodoru katalizuja metale (srebro, platyna), tlenek manganu(Il) i jony
jodkowe.

Rodniki hydroksylowe inicjuja wiele reakcji w zwiazkach organicznych, sg tez
przyczyna niekorzystnych proceséw w organizmach zywych (starzenie). Moga by¢ réwniez
wykorzystane do utylizacji odpadéw lub przeksztalcania niebezpiecznych zwiazkéw
organicznych w mniej szkodliwe produkty.

18

Projekt wspétfinansowany przez Unie Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI

UNIA EUROPEJSKA
EUROPEISKI
KAPITAL LUDZKI FUNDUSZ SPOLECZNY

Projekt pn. ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”
realizowany w ramach Poddziatania 4.1.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki

Przyktadem wykorzystania rodnikéw HO' jest reakcja z kwasem barbiturowym
(malonylomocznik, nazwa systematyczna: pirymidyn-2,4,6-trion), w wyniku ktérej powstaje
alloksan (ang. [,3-diazinane-2,4,5,6-tetrone) znajdujacy zastosowanie w badaniach
biomedycznych (badanie cukrzycy) [16]. W pierwszym etapie reakcji, rodnik HO" odrywa
atom wodoru z kwasu barbiturowego (81), nastepnie HO ulega przytaczeniu do pierécienia
heterocyklicznego (82). Powstajacy kwas dialurowy ulega utlenieniu tlenem z powietrza dajac
w produktach alloksan i rodnik ponadtlenkowy (83). Obecno$¢ powstajacych w tej reakcji
rodnikéw potwierdzono metoda spektroskopii EPR.

0 0
| H

HN H HN »—H
)\ ¢ OH —— A\ + H.0 81)
0% N7 O Q0 N 0
H H
kwas barbiturowy
0 0
| on
HN g—H HM —H
)\ + OH ——n - (82)
07 N0 0% "N S0
H H
kwas dialurowy
0 4]
OH
0
HN H HNT ~Sy—oH  HN - (33)
)\ "2(.:'3 — | —— + 2'0? +2H
0% "NT o 07 N7 S0 07 N7 7O

H H H

7. Reakcje Fentona

Reakcje z udziatem odczynnika Fentona, czyli reaktywnej mieszaniny jondw
zelaza(Il) z nadtlenkiem wodoru, polegaja na efektywnym utlenianiu zwiazkéw organicznych.
Jest to spowodowane reakcjami rodnika hydroksylowego powstajacego podczas utleniania
jonéw zelaza(Il) do jonéw zelaza(IIl). Oprécz rodnika ‘OH w tej reakcji powstaje tez jon
wodorotlenowy:

H,0, + Fe&* — "OH + OH + Fe** (84)

Potencjat utleniajacy rodnika hydroksylowego jest wysoki (2,7mV), stad jego efektywne
dziatanie utleniajace i szereg reakcji fancuchowych:

'OH + RH —» R’ + H,0 (85)
R + Fe** — R + Fe* (86)
H,0, + Fe** - Fe...O0H*" + H' (87)
Fe...OOH** — HO, + Fe** (88)
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R + 0, > ROO’ (89)
ROO’ + RyYH — ROOH + R, (90)

O wydajnosci reakcji Fentona decyduja zaréwno stgzenia reagentéw i temperatura ale tez
obecno$¢ innych substancji o wlasciwos$ciach utleniajaco-redukujacych.

Analogiczne reakcje, r6zniace si¢ szybkos$cia, zachodza migdzy zwiazkami zelaza(Il) i
wodoronadtlenkami organicznymi ROOH, ktére powstaja m. in. w reakcji (90). Podobne
ztozone reakcje redoks nadtlenkéw (rodnikowo-jonowe) zachodza z jonami innych metali
przejéciowych na nizszych stopniach utlenienia (np. Cu*, Ti**, Cr**, Co™), ktére wystepuja w
roztworach wodnych w formie skompleksowane;j:

ROOH + ML, — RO + OH + M™'L, (91)

gdzie L oznacza ligand.
Nalezy dodac, ze nadtlenek wodoru powstaje w przyrodzie w katalitycznych reakcjach
z tlenem atmosferycznym (92-94), stad rodniki nadtlenkowe odgrywaja duza rolg w

procesach biologicznych. Produktem posrednim jest anionorodnik ponadtlenkowy ()
M"Ly +0; — MLy + Oy (92)
20," + 2H" — H,0, + O, (93)
M™ L, + 0, 2. M™L, + H,0, (94

Odczynnik Fentona stosowany jest w chemii organicznej np. w reakcji utleniania
alkoholi lub rodnikowej substytucji zwigzkéw aromatycznych (przyktadem jest reakcja
otrzymywania fenolu z benzenu) [17, 18].

Fe’*/H,0,
CeHs CsHsOH (95)
Podczas reakcji odczynnika Fentona ze zwiazkami organicznymi wydzielaja si¢ znaczne
ilosci ciepta.

Reakcje utleniania odczynnikiem Fentona wykorzystywane sa w technologiach
oczyszczania $ciekéw przemystowych, unieszkodliwiania pestycydow, destabilizacji
zuzytych emulsji olejowych, usuwania substancji humusowych z wody, a takze jako $rodek
dezynfekujacy w zastosowaniach medycznych. Mozliwy jest rozktad substancji odpornych na
biodegradacje, toksycznych, rakotwoérczych, ktére sa trudne do usunigcia tradycyjnymi
metodami. Odczynnik Fentona jest tez proponowany jako $rodek przyspieszajacy
fotodegradacje odpadéw polimerowych.

8. Halogenowanie weglowodorow

Halogenowanie np. chlorowanie weglowodoréw alifatycznych jest metoda
otrzymywania ich chlorowcopochodnych. Reakcja moze by¢ inicjowana termicznie lub
fotochemicznie i jest procesem lancuchowym. W pierwszym etapie zachodzi homolityczny
rozktad czasteczki chloru na dwa rodnikowe atomy (reakcja inicjowania, 26), ktére nastgpnie
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reaguja z weglowodorem (np. metanem, reakcja 96), a powstajace rodniki inicjuja kolejne
reakcje prowadzace do nowych rodnikow (etap propagacji, reakcje 96-103)

CH., + CI' — CHj5 + HCI (96)
CH; + Cl, — CH5Cl + CI’ (97)
CH;Cl + CI' — CH,CI' + HCI (98)
CH.CI" + Cl, — CH,ClL, + CI’ (99)
CH,Cl, + CI" — CHCL, + HCl (100)
CHCI, + Cl, —» CHCL; + CI' (101)
CHCI; + CI' — CCl5™ + HCI (102)
CCl;5" + Cl, — CCl, + CI’ (103)

Efektem fotochemicznego chlorowania sa pochodne metanu o réznej iloSci atoméw
chloru w czasteczkach. Zakonczenie tego kinetycznego tancucha reakcji jest spowodowane
reakcjami rekombinacji dowolnych rodnikéw, co prowadzi do otrzymywania alkanéw i
chloropochodnych alkanéw (104-106).

CH5 + CI" — CH;5Cl (104)
CH5 + CH;” — C,Hs (105)
CHCL," + CHCl, — CLHC-CHCLitp.  (106)

Podobne reakcje chlorowania zachodza w zwiazkach alicyklicznych (réwniez z
jodem). Natomiast reakcja fotochemicznego chlorowania benzenu prowadzi do powstania
heksachlorocykloheksanu, produktu addycji atoméw chloru do pier§cienia aromatycznego
107).

Cl Cl

Cl”""' ----- -uC] (107)

9. Reakcje w atmosferze

Promieniowanie stoneczne inicjuje rodnikowe reakcje chemiczne gazowych
sktadnikéw atmosfery [19,20]. Sktad atmosfery i energia promieniowania w réznych
warstwach atmosfery zmienia sig, a wigc zmieniaja si¢ tez produkty reakcji fotolizy gazéw i
ich stezenia.

W stratosferze pod wptywem wysokoenergetycznego promieniowania UVC (100-280
nm) z tlenu powstaje ozon:

O, + v > 20 (108)

0, + OO > O3 (109)
W sktad gérnych warstw atmosfery, oprécz tlenu i ozonu wchodza CO,, CO, H,, NOy, SO,,
weglowodory lekkie i ich pochodne. W troposferze znajduja si¢ ponadto zwiazki pochodzenia

biologicznego (np. CHa, CS,, H,S, HCI) oraz zanieczyszczenia wynikajace z dziatalno$ci
cztowieka. Moga one ulega¢ fotolizie lub fotojonizacji dajac rdéznorodne produkty,
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stanowiace reaktywne zanieczyszczenia atmosfery ziemskiej. Energia jonizacji czasteczek jest
na ogot wyzsza od energii homolitycznej dysocjacji wigzan chemicznych.

Najwazniejsze reakcje tego typu przedstawiaja rownania (110-115), z ktérych 3
ostatnie prowadzg do powstania atoméw rodnikowych:

O, + hv — O, +¢ (110)
NO' + hv — NO* +¢ (111)
NO,” + hv — NO," +¢ (112)
NO," + hv — NO" + 0O’ (113)
N, + v - 2N’ (114)
Os + v -0, + O. (115)

Zaréwno rodnikowe atomy, jonorodniki i atomy, badZ czasteczki wzbudzone w
wyniku absorpcji fotonu reaguja z innymi sktadnikami atmosfery. Reakcje opisujace
powstawanie i rozklad ozonu w atmosferze nazywane sa cyklem Chapmana.

Ozon absorbuje promieniowanie ultrafioletowe i stanowi naturalng warstwe¢ ochronng
dla zycia na Ziemi. Jego stgzenie w atmosferze jest zmienne — zalezy od polozenia
geograficznego, strefy klimatycznej i wprowadzonych przez czltowieka zanieczyszczen.
Nadmierny rozklad ozonu prowadzi do naruszenia réwnowagi w ekosystemie. Za rozktad
ozonu odpowiedzialne sa halogenoweglowodory (freony), stosowane dawniej jako ciecze
chlodnicze lub gazy w aerozolach. Sa one bardzo trwale w warunkach ziemskich, jednak po
przedostaniu si¢ do goérnych warstw atmosfery ulegaja fotolizie pod wpltywem
promieniowania UV o duzej energii (A < 220nm). Najszybciej peka wiazanie C-Cl lub C-Br:

CCLF,+ hv — Cl°+ ‘CCIF,  (116)

CBrF; + hv — Br + CF; (117)

Atom chlorowca (X) atakuje ozon, przyczyniajac si¢ do destrukcji warstwy ozonowe;j:
X+03 — XO+ O, (118)
2X0 — 2X + O, (119)

Reakcje maja charakter fancuchowy i biegna tak dlugo az atom X ulegnie dezaktywacji np. w
reakcji z metanem:
X'+ CHy— HX + 'CH; (120)

Inne reakcje zachodzace w atmosferze ilustruja réwnania (121-128):

H +0; —> 0, + HO' (121)
HO +0— 0, + H (122)
HO" + O; — HO, + 0, (123)
HO, + 03 — 20, + HO' (124)
NO' + 03 —» NO, + O, (125)
NO,” +0 - NO" + 0, (126)
ClI' + 03 - CIO" + O, (127)
ClIO" +0—-ClI'+0, (128)
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Rodniki hydroksylowe réwniez odgrywaja duza role w procesach zachodzacych w
przyrodzie. Szybko$¢ ich powstawania zalezy gléwnie od stezenia ozonu i wody oraz
ci$nienia atmosferycznego Nawet jezeli stgzenie produktéw w ww. procesach jest niewielkie,
maja one duzy wpltyw na procesy wtérne z innymi sktadnikami atmosfery.

Zrédtem rodnikéw hydroksylowych powstajacych w reakcji z para wodna moga by¢
atomy tlenu w stanie wzbudzonym (O*):

H,0+0 —2HO (129)

W obecnosci wody, tlenki azotu (II) i (IV) znajduja si¢ w rownowadze z powstajacym
kwasem azotowym (III), ktéry absorbuje promieniowanie o dlugosciach 310-400 nm i ulega
fotolizie:

NO + NO, + HL O &— 2HNO, (130)

HNO, — HO" +NO’ (133)
Podobnym zakresem absorpcji charakteryzuja si¢ estry kwasu azotowego (III), ktére
rozktadaja si¢ na rodniki alkoksylowe i monotlenek azotu:

RONO — RO" + NO' (134)

Gazowy HNOs; i azotany (V) absorbuja promieniowanie o dlugosci fal < 310 nm, ktére
wywotuje ich rozpad:

HNO; — HO™ +NO»’ (135)

RCH,0ONO, — RCH,0" +NO,"  (136)
Z kolei reakcja tlenku azotu (IV) z ozonem prowadzi do powstania rodnika NO; o
stosunkowo dtugim czasie zycia:

N02 + 03 d NO3. + 02 (137)
NO;’ tworzy sie tez w reakcji dysproporcjonowania pentatlenku diazotu:
N,Os — NO;  + NO, (138)

Rodniki NO;" absorbuja promieniowanie widzialne (570-670 nm), pod wplywem ktérego
rozktadaja si¢ bezposrednio gtéwnie na NO; i O (czgSciowo powstaje tez NO i O;). Rodniki
NO;" biora udziat w procesach atmosferycznego utleniania aldehydéw, alkanéw,
weglowodoréw aromatycznych, a takze w analogicznych procesach w hydrosferze.

Wolne rodniki z atmosfery uczestnicza w reakcjach z zanieczyszczeniami tworzacymi
smog. W duzych miastach lub w obszarach przemystowych atmosfera zawiera lotne produkty
spalania bogate w weglowodory i ich pochodne, ktére sa mato aktywne, zatem akumuluja sig
w $rodowisku. Ulegaja one jednak reakcjom utleniania w obecnosci tlenkéw azotu i rodnikéw
HO".

RCH3 + 2NO + 202 — RCHO + 2N02 + HzO (139)

/ -
HO™ + R—<O —> R-C=0 + H,0 (140)
H
: ?
R-C=0 + O, —> R-C-0-O° (141)
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O
Il
R-C-O-O" + NO, —> R-C-0-0-NO, (142)

Gdy R jest podstawnikiem metylowym, w reakcji 142 powstaje azotan peroksyacetalowy,
produkt znaleziony w smogu.

[los$ci metanu wystgpujacego w troposferze sa znaczace, stad produkty jego utleniania
moga wywiera¢ istotny wplyw na otoczenie. Ponizszy schemat (143) ilustruje mechanizm
fotochemicznego utleniania metanu w obecnosci tlenkow azotu, inicjowany rodnikami
hydroksylowymi [19].

Gtéwnym produktem tego cyklu reakcji jest aldehyd mréwkowy (metanal). Tlenki azotu
petnia rolg fotokatalizatora. Rozktad cigzszych weglowodoréw i ich pochodnych przebiega ze
znacznie wigksza szybko$cia niz przedstawione tu utlenianie metanu.

(143)

CH300H <—>— [19]

CH302
HO5 NO

CH3O'
“°2 NJ
HCHO

Rozktad aldehydow (oprocz reakcji 140) moze zachodzi¢ bezposrednio pod wptywem
promieniowania z zakresu bliskiego nadfioletu. Mechanizm reakcji na przyktadzie aldehydu
mréwkowego przedstawia schemat (144).
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HCHO ——> H, + CO s> CO,

bardzo wolno

hv H'+ HCO— H, + CO
H+H—H,

2HCO—2CO +H,

(144)
H® + HCO’ [19]
0,(-c0)
HO; H'+0, ™~ Ho;
HCO® +0,— HO; +CO
HO; +NO— OH' +NO,

OH®

Rozktad aldehydu octowego (etanalu) zalezy od energii promieniowania
elektromagnetycznego (145). Pod wptywem promieniowania o dtugo$ci fali z zakresu 290-
320 nm powstaja gtéwnie rodniki réznego typu; bezposredni rozktad do tlenku wegla i
metanu wymaga promieniowania krétkofalowego (A < 290nm).

G CHO
0>
CH3CHO hv (A.<300 nm) H' + CH3CO’ (145)
ey, [19]
CH, + CO

10. Reakcje polimeryzacji

Jedna z waznych dziedzin przemystowych, w ktérych wykorzystuje si¢ wolne rodniki
jest synteza polimerow stuzacych do otrzymywania powszechnie stosowanych na wielka
skale tworzyw sztucznych. Polimeryzacja addycyjna, podczas ktérej substrat, czyli monomer,
ulega wielokrotnej reakcji przylaczania, moze wprawdzie przebiega¢ nie tylko wedtug
mechanizmu rodnikowego ale i jonowego, jednak ten pierwszy sposéb jest najczescie]
stosowany w praktyce.

Polimeryzacja rodnikowa jest typowa reakcja tancuchowa skladajaca si¢ z etapu
inicjowania, propagacji (wzrostu) i terminacji (zakonczenia) [12, 21]. Monomerami sa
nienasycone zwiazki organiczne (np. etylen, styren, chlorek winylu, metakrylan metylu,
butadien), a inicjatorami — nietrwale nadtlenki organiczne, alifatyczne zwiazki azowe,
nadsiarczan amonu lub potasu, a takze nadtlenek wodoru. Do inicjowania stosuje si¢ tez
uktady redoks: odczynnik Fentona, czy nadsiarczan (146) lub mieszaning nadsiarczanu z
tiosiarczanem (147):
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S,0¢5 — 280, (146)
$,052 +$,09 — SO + SOs  + $:05  (147)
SO, "+H,0 — HSO, + OH (148)

Rozpad inicjatora (I) na rodniki (R.) zachodzi najczeséciej pod wpltywem ciepta
(inicjowanie termiczne) lub pod wplywem promieniowania elektromagnetycznego
(inicjowanie fotochemiczne).

[ Alubhv ot (149)
Po okreslonym okresie indukcji, R przytacza si¢ do wiazania podwodjnego monomeru (M)
tworzac nastgpne centrum rodnikowe:

R + M— R-M (150)
Propagacja, czyli wzrost kinetycznego fancucha polimeryzacji, jest to przytaczanie kolejnych
czasteczek monomeru do rosnacego makrorodnika, co prowadzi do powstania
makroczasteczek o bardzo duzych masach czasteczkowych:

R-M + M- RM-M  itd. (151)
R-M), + M — R-(M)p; (152)

Reakcje polimeryzacji hamuje tlen atmosferyczny, ktéry reaguje zaréwno z rodnikami
inicjujacymi jak i makrorodnikami.

R-(M), +0; — R-(M),-0-O’ (153)

Terminacja jest procesem prostej rekombinacji dowolnych rodnikéw (154-156) lub
dysproporcjonowania makrorodnikéw (157):

2R — RR (154)
2 R-(M), — R-(M)a-R (155)
R +R-(M), — R-(M),-R (156)

2 CH;-(CH,),-CH, —> CH;-(CH,),-CH; + CH;-(CH,), ;-CH=CH,  (157)

Mozliwa jest tez reakcja zakonczenia polimeryzacji rodnikowej wskutek przeniesienia
tancucha kinetycznego na czasteczke inna niz monomer, np. rozpuszczalnik (XS):

2 R-(M), +XS —R-(M), -X+8S (158)

Wszystkie trzy reakcje: inicjowanie, propagacja i terminacja przebiegaja z rdzna
szybkos$cia. Przyjmuje sig, ze w wigkszosci proceséw polimeryzacji rodnikowej, szybkosci
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inicjowania i terminacji sa rowne, stad stezenie rosnacych rodnikéw R—(M)n. jest state. Jest to
tzw. zalozenie stanu stacjonarnego. Jednak w niektérych przypadkach obserwuje si¢ efekt
autokatalityczny polegajacy na znacznym zmniejszeniu szybkosci zakonczania z powodu
wzrostu lepkos$ci ukladu. W rezultacie powoduje to przyspieszenie polimeryzacji. W
roztworach o duzej lepko$ci makrorodniki maja ograniczong ruchliwo$¢, stad trudniej
rekombinuja, podczas gdy mate czasteczki monomeru sa wciaz mobilne i reaktywne.

Ze wzgledu na tworzenie si¢ podczas polimeryzacji makroczasteczek o réznych
dtugosciach, opisujac polimer stosujemy S$rednie cigzary czasteczkowe (np. wagowo lub
liczbowo $rednie: E,ﬁn) lub $rednie stopnie polimeryzacji (DP). Polimer otrzymany w
polimeryzacji rodnikowej charakteryzuje si¢ rozrzutem mas czasteczkowych, czyli
polidyspersja definiowana najczesciej jako M, /M, .

Polimer przewaznie ma strukturg gtowa do ogona (159), ktéra jest uprzywilejowana ze
wzgledu na mozliwo$¢ rezonansu niesparowanego elektronu rosnacego rodnika z
podstawnikiem X oraz z powoddow sterycznych. Nieco rzadziej powstaje konfiguracja gfowa
do gtowy (160), stanowiaca defekt strukturalny.

e 09 b e 10
HHHH HHHH

Budowa polimeru zalezy od ilosci grup funkcyjnych tj. wigzan podwdjnych w
czasteczce monomeru. Jedno wigzanie podwdjne w monomerze prowadzi do powstawania
liniowych czasteczek polimeru, chociaz reakcje przeniesienia fancucha moga by¢ przyczyna
powstawania rozgal¢zien. Polimeryzacja monomeréw wielofunkcyjnych pozwala na
uzyskanie polimeru o bardzo duzym stopniu usieciowania, ktérego wlasciwosci sa odmienne
od polimeru liniowego. Przyktady wielofunkcyjnych monomeréw akrylanowych

przedstawiaja struktury 161-163 [22].
;> /
0
0
0

N N A G

X C e on

~< < W?ﬁ
/

(161) (162) (163)

Polimer usieciowany tworzy trojwymiarowa sie¢ (164), wskutek czego staje si¢
nierozpuszczalny w typowych rozpuszczalnikach. Zachowuje jednak zdolno$¢ do pgcznienia
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dzicki znacznej objgtosci swobodnej. Wskutek sieciowania na ogot wzrasta jego
wytrzymato$¢ mechaniczna i chemiczna, wada jest jednak kruchos¢.

Polimeryzacj¢ rodnikowa mozna prowadzi¢ w masie (tj. bez udzialu rozpuszczalnika),
w roztworze lub emulsji, co szczegétowo opisuja podrgczniki do chemii polimeréw [12,21].

Szczegélnym rodzajem polimeryzacji rodnikowej jest proces inicjowany
fotochemicznie lub radiacyjnie.

Fotoinicjowna polimeryzacja (fotopolimeryzacja) jest procesem bardzo szybkim,
zachodzi w temperaturze pokojowej 1 nie wymaga uzycia rozpuszczalnikow organicznych
szkodliwych dla zdrowia i $rodowiska [24,25]. Fotopolimeryzacja jest stosowana do
otrzymywania powlok ochronnych (utwardzania lakieréw), produkcji elementéw
elektronicznych (fotorezysty), w dentystyce (plomby S$wiatloutwardzalne), w medycynie
(chirurgia).

Wykorzystanie takich proceséw w praktyce wymaga wtasciwego doboru fotoinicjatora
oraz odpowiedniego zrédta promieniowania. Fotoinicjatory mozemy podzieli¢ na [26]:

- o-dysocjujace (ang. o-cleavage) — np. benzoina i jej pochodne, ketony aromatyczne,
aminoketony, ketosulfidy;

- B-dysocjujace (f-cleavage) — ketosulfony, chlorowcopochodne acetofenonu (np.
trichloro-(4-tert-butylo)acetofenon);

- inne, posiadajace w czasteczce stabe wiazania typu C-S, O-O, S-S (np. aromatyczne
nadtlenki 1 nadestry, organiczne sulfoazozwiazki), zwiazki metaloorganiczne
(tytanoceny);

Osobng grupg stanowia inicjatory polimerowe. Sa to inicjatory, w ktérych grupa
$wiatloczuta jest przylaczona do tancucha polimeru. W zaleznosci od budowy grupy
promienioczulej, wolne rodniki powstaja badz to w wyniku dysocjacji homolitycznej, badz w
wyniku przeniesienia atomu wodoru.

Istnieje mozliwos¢ stosowania ztozonych (dwu- lub tréjsktadnikowych) uktadéw
inicjujacych, w sktad ktérych wchodza substancje absorbujace promieniowanie (czg¢sto sa to
barwniki polimetionowe) oraz Kkoinicjatory [27]. Zaleta takich ukladéw jest absorpcja
promieniowania z zakresu widzialnego (o mniejszej energii niz UV), a zatem bardziej
bezpiecznego dla cztowieka.

Radiacyjna polimeryzacja pozwala na otrzymanie zeli o duzym stopniu usieciowania,
ktére znajduja wielorakie zastosowania. Polimer po przekroczeniu dawki zelowania tworzy
sie¢ przestrzenna. Zel powstaje jezeli $rednio jedno wiazanie poprzeczne przypada na
makroczasteczke.
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Przyktadem zastosowania takich sieci polimerowych otrzymywanych metoda
radiacyjnag moga by¢ hydrozele na bazie poli(kwasu akrylowego), poli(alkoholu winylu),
poliwinylopirolidonu, poli(glikolu etylenowego) lub ich mieszanin z polimerami pochodzenia
naturalnego (agar, pektyna, celuloza, skrobia, chityna). Hydrozele otrzymane z wymienionych
polimeréw, dzigki duzej przepuszczalno$ci pary wodnej, stanowia nowa generacje
opatrunkéw na trudnogojace si¢ rany. Radiacyjnie usieciowane polimery s materiatem do
produkcji soczewek kontaktowych, czy implantéw zastgpujacych naturalne organy, ponadto
sg tez stosowane jako matryce do kontrolowanego uwalniania lekéw. Dodatkowo mozliwos¢
radiacyjnego otrzymywania nanoczastek metali (np. srebra) w matrycach (zelach)
polimerowych nadaje im wlasciwosci bakteriobdjcze.

Zaletami technik radiacyjnych jest mozliwos¢ przeprowadzenia reakcji niezaleznie od
temperatury (nawet w temperaturach ponizej 0°C), brak konieczno$ci stosowania
rozpuszczalnikéw organicznych 1 innych substancji (katalizatoréw, stabilizator6w)
zanieczyszczajacych produkt koncowy, rownoczesna sterylizacja.

Twoérca nowoczesnej technologii  produkcji  hydrozelowych opatrunkéw z
wykorzystaniem promieniowania wysokoenergetycznego jest prof. Janusz Rosiak z Instytutu
Techniki Radiacyjnej Politechniki £.6dzkiej [28,29].

W przypadku uzycia do procesu polimeryzacji dwoch (np. A i B) lub trzech réznych
monomeréw otrzymuje si¢ kopolimery lub terpolimery. Do najwazniejszych typéw
kopolimeréw otrzymywanych w procesach rodnikowych mozna zaliczy¢ kopolimery
statystyczne o przypadkowej budowie (165) oraz bardziej uporzadkowane: naprzemienne
(166) i blokowe - zbudowane z dlugich odcinkéw jednego typu meréw (167). Jeszcze inny
typ stanowia kopolimery szczepione (168), w ktérych tancuch gléwny zbudowany jest z
jednego typu meréw (A), a fancuchy boczne zawieraja drugi typ meréw (168).

A-A-B-A-A-B-B-A-B-A-B-B-B-A-A-B-A-A-A (165)

A-B-A-B-A-B-A-B- A-B-A-B-A-B-A-B- A-B (166)

A-A-A-A-A-B-B-B-B-B-B-B- A-A-A-A-A-A (167)

A—A—z?‘—A—A—A—A—A—A—lA—A—A—i—A—A—A—A (168)
R-R R-R-R-R

Szczepienie jest metoda modyfikacji powierzchni polimeréw. Dzigki zaszczepieniu
komonomeru zawierajacego grupy polarne na polimerze hydrofobowym mozna zwigkszy¢
jego hydrofilowos¢ i poprawi¢ wlasciwosci adhezyjne, czy zdolnos¢ do drukowania. Z kolei
szczepienie czasteczkami o duzej hydrofobowosci pozwala na otrzymanie tworzyw
sztucznych (np. widkien, syntetycznego szkta) odpornych na brud, ,,samoczyszczacych sig”.

Mechanizm kopolimeryzacji jest analogiczny do mechanizmu homopolimeryzacji. Na
przebieg procesu wplyw ma reaktywnos$¢ rosnacych marorodnikéw, o ktérej decyduje
gléwnie ostatni i przedostatni mer. Struktura kopolimeréw, determinujaca ich wiasciwosci,
zalezy od wielu czynnikéw takich jak: warunki procesu, budowa chemiczna i stosunek
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molowy ko-monomeréw oraz ich wspdtczynniki reaktywnosci ra, g, ktére sa odpowiednio
zdefiniowane jako:

I, =kﬁ (169) Iy =kﬂ (170)
kAB kBA
gdzie ra - stosunek statej szybko$ci rodnika A z monomerem A do statej szybkosci rodnika A
z monomerem B; 1, - stosunek stalej szybkosci rodnika B z monomerem B do stalej
szybkosci rodnika B z monomerem A.
Mozemy rozwazac kilka typowych przypadkéw kopolimeryzacji:

- Jezeli ry - 18 = 1 sklad powstajacego kopolimeru jest proporcjonalny do wyjsciowego

sktadu monomeréw;
- Jezeli rp=1p = 0, powstaja kopolimery naprzemienne;
- Jezeli ta < 1 1 13 < 1 tatwo otrzymujemy kopolimer, ktéry nie zawiera dluzszych

segmentéw jednego monomeru;
- Jezelira> 1 irg > 1 otrzymuje si¢ mieszaning homopolimeréw;
- Jezelira> 11irp < 1 kopolimer bgdzie wzbogacony w mery typu A.

11. Reakcje degradacji polimerow

Degradacja polimeréw moze by¢ wywotana dziataniem ciepta (wysokiej lub zmienne;j
temperatury), promieniowania elektromagnetycznego, mikroorganizméw, czynnikéw
chemicznych, atmosferycznych lub mechanicznych. W przypadku degradacji inicjowanej
promieniowaniem nadfioletowym moéwimy o fotodegradacji, a w obecnosci tlenu — o
fotodegradacji utleniajacej [24,30,31]. Procesy degradacyjne polimeréw najczesciej
przebiegaja wg mechanizmu rodnikowego. Warunkiem reakcji fotochemicznej jest absorpcja
kwantu promieniowania i wzbudzenie czasteczki polimeru.

PH—Y> (PH)* —» P* + H (171)
P-P Y » (P-P)* — > P+ P- (172)

gdzie PH i P-P oznaczaja czasteczki polimeru, a * stan wzbudzony.

Makroczasteczka wzbudzona moze znajdowaé si¢ w stanie singletowym lub
trypletowym, a reakcje wtérne zachodza z obu tych standw.

Nawet jezeli polimer nie posiada w swojej strukturze grup chromoforowych (np.
polietylen), to i tak ulega powolnej fotodegradacji (fotostarzeniu) wskutek obecnos$ci
absorbujacych zanieczyszczen, RH, (pozostatosci katalizatorow lub innych substancji z
procesu polimeryzacji), a takze defektow strukturalnych, do ktérych mozna zaliczy¢ struktury
gtowa-do gtowy, grupy karbonylowe czy nadtlenkowe.

RH—Y» R 4+ H° (173)

R PH . (174)
H>—> P"+ RH (lub Hy)

W obecnosci sensybilizatoréw (S) mozliwy jest proces przeniesienia energii wzbudzenia:

S —MVy g (175)
S* + PH —> S + (PH)* (176) 30
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Najwazniejsze reakcje zachodzace podczas propagacji to reakcje makrorodnikéw (P.) v/
tlenem atmosferycznym oraz z nowymi makroczasteczkami P,H:
P°'+ O, —> POO~ 177)
P'+PH —> PH+P/ (178)

Makrorodnik nadtlenkowy (POO.) moze reagowaé z ta sama lub inng czasteczka
polimeru odrywajac od niej atom wodoru:
POO" + P;H—> POOH +P; (179)

Grupy wodoronadtlenkowe powstajace w tej reakcji charakteryzuja si¢ mata fotostabilnoscia i
pod wplywem nastgpnych kwantéw promieniowania szybko ulegaja fotolizie:

POOH > PO" +*OH (180)
2 POOH-Y 5 PO"+ POO"+ H,0 (181)

Glownymi reakcjami zachodzacymi podczas dziatania promieniowania UV na
polimery i tworzywa sztuczne jest pekanie tancucha gtéwnego, depolimeryzacja, odrywanie
atomow wodoru i grup bocznych, tworzenie wiazan nienasyconych, grup funkcyjnych
zawierajacych atomy tlenu (grupy karbonylowe réznego typu), powstawanie rozgalgzien
bocznych i poprzecznych wigzan sieciujacych.

Te reakcje powoduja zmiang wlasciwosci fizykochemicznych i1 uzytkowych
polimeréw. Przypadkowe pekanie lancucha giéwnego powoduje zmniejszanie s$rednich
cigzaréw czasteczkowych polimeru. Depolimeryzacja zachodzaca na koncach tancucha ma
nieznaczny wplyw na cigzar czasteczkowy, a zatem i na wilasciwo$ci mechaniczne, lecz
wydzielanie i kumulowanie monomeru moze by¢ bardzo niekorzystne ze wzgledu na jego
toksycznos$¢ czy rakotworczos¢ (jak w przypadku styrenu, czy chlorku winylu).

Reakcje degradacji wolnorodnikowej polimeréw komplikuja si¢ w przypadku
zfozonych uktadéw (polimeréw modyfikowanych, mieszanin czy kompozytéw
polimerowych). W ukltadach niemieszalnych, charakteryzujacych si¢ wystgpowaniem
odrgbnych domen, procesy pierwotne prowadzace do powstania rodnikéw zachodza w obu
polimerach ale mozliwe sa wzajemne oddziatywania migdzy produktami reakcji (zaréwno
rodnikowymi jak i nierodnikowymi) na granicy faz. Poza tym mate aktywne rodniki sa zdolne
do dyfuzji w fazie drugiego polimeru. Powadzi to do powstania bardzo ztozonej mieszaniny
produkéw fotodegradacii.

Fotodegradacja polimeréw jest zjawiskiem pozadanym w przypadku produkcji
degradowalnych tworzyw jednorazowego uzytku, ktére po zuzyciu rozktadaja si¢ samorzutnie
pod wpltywem S$wiatta stonecznego. W celu nadania polimerom degradowalnosci lub
przyspieszenia ich powolnego procesu fotostarzenia stosuje si¢ promotory degradacji —
substancje uaktywniajace si¢ w okreslonych warunkach (np. na wysypiskach $mieci). Zwykle
fotodegradacje taczy si¢ z biodegradacja, co wymaga odpowiedniej modyfikacji struktury
makroczasteczek.
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12. Reakcje jonorodnikéw

Anionorodniki powstaja w wyniku aktywacji termicznej lub fotochemicznej w
obecnosci donoréw elektrondw np. metali alkalicznych, czy solwatowanych elektronow.
Reakcje anionorodnikéw sa zestawione na ponizszym schemacie [7]:

> (MA),> dimeryzacja
—> MAZ + MA dysproporcjonowanie
MA:- » M+ A- fragmentacja (182)

- XY o XY'- + MA utlenianie

__H* _ MAH protonowanie

Charakterystyczna reakcja anionorodnikéw jest tez podstawienie nukleofilowe
rodnikéw, ktére przez analogi¢ do Syl, oznacza si¢ Sgnl. Oznaczenie to zostato
zaproponowane przez Kornbluma w 1966 r dla zwiazkéw alifatycznych, a w 1970 r. przez
Bunnetta dla zwiazkéw aromatycznych. Jest to reakcja tancuchowa zlozona z etapu
inicjowania - powstania anionorodnika (183), ktéry nast¢pnie rozktada si¢ na anion i rodnik

R (184) ulegajacy podstawieniu nukleofilowemu (185). W koncowym etapie zachodzi

przeniesienie elektronu (186), a w produktach powstaje zwiazek z podstawionym Nu (w
miejscu X). Rozpuszczalniki o charakterze kwasnym i wodoro-donorowe hamuja Sgn1.

RX +e- — RX (183)
RX — R +X (184)
R + Nu — RNu (185)
RNu + RX — RNu + RX ~ (186)

Sumarycznie proces ten przedstawia reakcja:
RX + Nu — RNu + X (187)

Fragmentacja (184) zachodzi tatwo gdy X jest halogenem. Czynnikiem nukleofilowym (Nu)
moze by¢ np. PhO-, PhS-, czy PhSe-. Aktywno$¢ aromatycznych chlorowcopochodnych w tej
reakcji mozna uszeregowac nastgpujaco:

Arl > ArBr > ArCl > ArF (188)

Reakcje przytaczenia sa mniej zalezne od przeszkdd sterycznych niz klasyczne reakcje
Sn2 1 moga prowadzi¢ do produktéw rozgatezionych. Zawierajacy dwa centra nukleofilowe
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anion 2-nitropropanu (jon ambidentny) ulega C-alkillowaniu wg Sgn1 i O-alkillowaniu wg
Sn1 dajac dwa rézne produkty (189) [7]:

o o/° (HaR

_N\ 00 _(E_NOZ C-akilowanie

(189)
RCH,X b
]
o

\C_?\I /O \Cz?\]/o O-alkilowanie
/N0 7 NOCH,R

Warunkiem reakcji na obu centrach jest mezomeria uktadu.

Przyktadem znanego anionorodnika jest 02.- powstajacy przez redukcje tlenu
czasteczkowego, zaliczany do aktywnych form tlenu. Jest silng zasada Bronsteda, a w
srodowisku aprotycznym - silnym czynnikiem nukleofilowym. Charakteryzuje sig
wlasciwos$ciami redukujacymi badz utleniajacymi. W wodzie ulega dysproporcjonowaniu:

20, +2H" — 0, +H0, (190)

W $rodowisku wodnym 02" jest lepszym utleniaczem niz O,.

Kationorodniki tworza si¢ wskutek oderwania elektronu z czasteczki oboj¢tnej przez
czynniki utleniajace np. (NH4),S,0s, stezony kwas siarkowy (VI), kwasy Lewisa (AICl;,
SbCls), jony metali: Mn™, Co™, Ce** pod wptywem promieniowania elektromagnetycznego.
Kationorodniki, w ktérych niesparowany elektron jest zlokalizowany na tym samym atomie
co ladunek dodatni, sa bardzo nietrwale. Jezeli tadunek znajduje si¢ na innym atomie niz
centrum rodnikowe, trwato$¢ takich kationorodnikéw (191) jest znacznie wigksza:

"CHy(CH,)y CH,OH;,  "CH,-(CH),-CH,NH; (191
Obecno$c¢ takich jondw potwierdza spektrometria mas.
Znaczny wzrost trwalosci niektorych kationorodnikéw jest wywotany delokalizacja
elektronéw dzigki obecnosci pierScieni aromatycznych. Kationorodniki biora udziat w
licznych reakcjach zwiazkow organicznych (192), w ktérych na ogdét sa produktami
przejsciowymi.
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— » R*R* dimeryzacja

L » R +R2 dysproporcjonowanie

> R;*+ R, fragmentacja

R+

R R+ R;+ reakcja redoks (192)
HS | RH*+S" przeniesienie protonu

| &C o R+_¢_(I'j. addycja

L N0 o RNu podstawienie nukleofilowe

13. Metody badania rodnikéw

Niesparowany spin nadaje czasteczkom wlasciwo$ci paramagnetyczne, stad
mozliwos$¢ ich badania za pomoca spektroskopii spinowego rezonansu magnetycznego (EPR -
Electron Paramagnetic Resonance lub ESR - Electron Spin Resonance) i spektroskopii
elektronowej. EPR jest zjawiskiem absorpcji rezonansowej promieniowania mikrofalowego
przez czasteczki paramagnetyczne w obecno$ci stabego pola magnetycznego (w poréwnaniu
z silnym polem magnetycznym stosowanym w NMR) [32-35].

Pierwszy udany eksperyment EPR zostal wykonany przez Ewgenija Zawojskiego w
1944 1. dla hydratu chlorku miedzi(II).

Ze wzgledu na duza reaktywnos¢ i nietrwato$¢ rodnikéw ich stgzenie w medium
reakcyjnym jest mate, stad koniecznos¢ prowadzenia badan w szczegdlnych warunkach (w
prézni, w atmosferze beztlenowej, w niskich temperaturach, w stanie zamrozonym, w
obecnosci pulapek spinowych).

Moment magnetyczny rodnika, rézny od zera, moze mie¢ orientacj¢ zgodna lub
przeciwna do pola magnetycznego. Efektem tego jest rozszczepienie poziomow
magnetycznych rodnika. Jest to tzw. efekt Zeemana (lub rozszczepienie Zeemana). Réznica
energii migdzy poziomami jest wyrazona zaleznoscia:

AE=hv=gpuz B (193)

gdzie g — wspdlczynnik rozszczepienia spektroskopowego (zwany tez wspoélczynnikiem
Landego lub wspdiczynnikiem zyromagnetycznym), pp - magneton Bohra (jednostka
elektronowego momentu magnetycznego) i B - indukcja pola magnetycznego. Jednostka pola
magnetycznego w uktadzie SI jest tesla (T) ale czgsto wyraza si¢ ja w gaussach (Gs).
1T =10"Gs.
Wspétczynnik g dla swobodnego elektronu przyjmuje warto$¢ rowna 2,0023, a w
rodnikach zalezy od otoczenia niesparowanych spinow.
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Dziatanie promieniowania mikrofalowego o okreslonej energii (typowe czgstotliwosci
— 10GHz dla pola magnetycznego 3500G) powoduje przeniesienie elektronu z poziomu o
nizszej energii (E) na poziom o wyzszej energii (E,).

Istnieja pewne analogie migdzy technika NMR, w ktérej bada si¢ spiny jader
atomowych i EPR (spiny elektronow). W NMR protony, a w EPR elektrony ulegaja
uporzadkowania, a $cislej ich momenty magnetyczne, zgodnie lub przeciwnie do kierunku
pola magnetycznego.

EPR jest to metoda jako$ciowego i ilosciowego oznaczania wolnych rodnikéw i
innych substancji paramagnetycznych takich jak jony metali d-elektronowych, czy pierwiastki
ziem rzadkich. Pozwala na wykrywanie defektéw w dielektrykach, materiatach weglowych
oraz elektronéw przewodnictwa w metalach i pétprzewodnikach. Jest metoda bardzo czuta,
mozna wykrywac¢ rodniki o bardzo malym st¢zeniu, nawet rzgdu 10 mol/dm”.

Ksztatt widma EPR mozna opisa¢ funkcja Lorentza lub Gaussa. Szeroko$¢ linii zalezy
od oddzialywan z sasiadujacym otoczeniem i czaséw relaksacji. Ze wzgledu na mate
intensywnosci pasm absorpcyjnych, widmo EPR najczg$ciej rejestruje sig¢ w postaci pierwszej
pochodnej (Rysunek 2). Zaleta takiego sposobu rejestracji widm jest mozliwo$¢ rozdzielenia
naktadajacych sig¢ pikdw.

_-f\

| Absorpcja ’// \¥
- 1 pochodnzj /\\
e

V]

Pole magnetyczne

Rys. 2. Ksztalt widma absorpcyjnego i pierwszej pochodnej absorpcji.

Oddzialywanie atomu zawierajacego niesparowany elektron z atomami sasiednimi o
spinie jadrowym réznym od zera powoduje rozszczepienie sygnatu EPR na sktadowe, co
pozwala na identyfikacj¢ struktury rodnika. Na rysunku 3 przedstawiono widmo EPR rodnika
metylowego: 4 linie o stosunku intensywno$ci 1:3:3:1 pochodza z rozszczepienia sygnatu

przez 3 ekwiwalentne atomy wodoru w rodniku CHj;. W ten sposéb powstaje struktura
subtelna widma.
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—

dy

Rys. 3. Widmo EPR rodnika metylowego [5].

Rodnik etylowy .C2H5 wykazuje strukturg nadsubtelna — jego widmo EPR jest ztozone
z 12 linii (Rysunek 4). Dwa atomy H z grupy metylenowej (H,) powoduja podziat sygnatu na
3 linie, a atomy H z grupy metylowej (Hg) sa przyczyna dodatkowego podziatu kazdej linii na
4 sktadowe. W opisie widm EPR podaje si¢ wartosci rozszczepienia a™* i ™ w jednostkach
indukcji magnetycznej (Gs).

Hg  Hq

/”,, ‘\\\ Hl) He
- e . I
2H, 1] 2 1 H;;—-(lf—(l“

3H,

CA
. ap } ‘
3 1

et

Rys. 4. Widmo EPR rodnika etylowego [5].

Widmo EPR rodnikéw trifenylometylowych (3) teoretycznie powinno si¢ sktada¢ ze
126 linii (jednak ich detekcja zalezy od zdolnos$ci rozdzielczej aparatu) [35].

36

Projekt wspétfinansowany przez Unie Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI FUNDUSZ SPOLECZNY

UNIA EUROPEJSKA
KAPITAL LUDZKI EUROPEJSKI

Projekt pn. ,,Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego UMK w Toruniu w dziedzinach matematyczno-przyrodniczych”
realizowany w ramach Poddziatania 4.1.1 Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki

W przypadku zahamowanej rotacji wiazan chemicznych (spowodowanej zaréwno
czynnikami strukturalnymi jak i niska temperatura), warto$ci rozszczepienia a sa mniejsze.
Obowiazuje tu analogiczna jak w NMR reguta piramidy (trojkat Pascala) wskazujaca
wzgledne intensywnos$ci rozszczepionych sygnatéw (Rysunek 5).

n intensywno$ci sygnatéw

Rys. 5. Trojkat Pascala [5].

Wielko$¢ sygnatu EPR (tj. pole powierzchni pasma absorpcyjnego) jest
proporcjonalna do liczby wolnych rodnikéw. Oznaczanie iloSciowe polega przewaznie na
pomiarach wzgledem wzorca, ktérym najczgsciej jest trwaly rodnik DPPH (2).

Wykonujac pomiar dla nieznanej prébki i wzorca obliczamy ilo§¢ wolnych rodnikow:

N, =N, 5 (194)
P

WZ

gdzie Ny — liczba rodnikéw w badanej prébce, Ny, — liczba rodnikéw we wzorcu,
Px 1 Py, — pole powierzchni sygnalu prébki i wzorca.

EPR jest metoda niskoenergetyczna, niedestrukcyjna, dzigki czemu znajduje
zastosowanie w materialoznawstwie (mineraly, defekty strukturalne, pochodzenie skat),
chemii (kinetyka reakcji rodnikowych, reakcje katalityczne, zwiazki metaloorganiczne,
reakcje redoks, reakcje polimeryzacji) i1 fizyce ciata stalego (badanie krysztatow
kowalencyjnych i jonowych, przewodnikow, pétprzewodnikéw, stanéw wzbudzonych),
naukach biologicznych i biochemicznych (wolne rodniki w tkankach, reakcje enzymatyczne,
fotosynteza, wptyw promieniowania na materialy biologiczne). EPR pozwala réwniez na
wykrywanie wolnych rodnikéw w systemach biologicznych in vivo.

W przemysle EPR wykorzystuje si¢ m. in. w badaniach wplywu domieszek na
wlasciwosci pétprzewodnikéw, badaniu proceséw korozji, sieciowania polimeréw, degradacji
farb i lakieréw, analizie zywnos$ci. EPR znajduje tez zastosowanie w datowaniu obiektéw
archeologicznych i dziet sztuki.

Pomiar EPR moze polega¢ na bezposredniej detekcji rodnikéw lub ich wykrywania
metodami posrednimi: za pomoca pulapek spinowych (spin trapping), czy tez przez
chemiczna modyfikacjg. W sposéb bezposredni wykrywa si¢ rodniki semichinonowe,
nitroksydowe i in. a metodami posrednimi np. rodniki ponadtlenkowe, hydroksylowe,
alkilowe, NO.

Innymi metodami stosowanymi w badaniach rodnikéw, podobnie jak w badaniach
nierodnikowych zwiazkéw organicznych, sa metody spektroskopowe (FTIR, UV-Vis),
spektrometria mas, radioliza impulsowa (oméwiona w czg$ci II) .
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Widma absorpcyjne rodnikow w zakresie UV-Vis czgsto wykazuja znaczne
przesunigcie batochromowe (tj. w kierunku dtuzszych fal) oraz wigksze wartosci molowych
wspolczynnikéw absorpcji (€) charakterystycznych pasm w stosunku do ich odpowiednikéw
nierodnikowych [7].

PhNO, PhNO,
Ph—N Ph—N
\
N NO, N NO,
H
NO, (195) NO, (196)

W widmie zwiazku (195) wystgpuje pasmo absorpcyjne przy Amax = 319 nm o € = 15 000,
ktore w widmie rodnika DPPH (196) jest przesuni¢te do An.x = 332 nm (¢ = 19 000),
dodatkowo pojawia si¢ drugie pasmo przy 530 nm (¢ = 14 000). Roztwér zawierajacy forme
rodnikowa DPPH staje si¢ barwny.
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Alina Sionkowska
CZESC II. WOLNE RODNIKI W BIOLOGII I MEDYCYNIE

14. Zrédia wolnych rodnikéw w organizmach zywych i stres oksydacyjny

Wolny rodnik to indywiduum, ktére ma na zewngtrznej powloce elektronowej jeden
niesparowany, bardzo aktywny chemicznie elektron. Wolny rodnik z tatwoscia utlenia biatka,
kwasy nukleinowe i lipidy bton komérkowych. Wsréd wolnych rodnikéw dominuja rodniki
tlenowe: H,O,, OH", O, i inne. Powstaja one nieustannie w mitochondriach jako produkt
odpadowy pozyskiwania energii w szlaku fosforylacji oksydacyjnej. Czgsto nazywane sa
reaktywnymi formami tlenu, w skrécie RTF (nazwa angielska: reactive oxygen species ROS).
Reakcja przytaczania wodoru do tlenu w warunkach normalnych przebiega w ten sposéb, ze 2
atomy wodoru przenoszone sa z NADH; na O, i powstaje H,O,, czyli woda utleniona. Jest
ona szybko neutralizowana przez dysmutaz¢ nadtlenkowa (enzym, ktéry w mitochondriach
jest obstugiwany przez mangan, a w cytoplazmie przez cynk lub miedz):

2H202—>2H20+02 (1)

Jednak niewielka czg¢§¢ wody utlenionej, zanim zostanie roztozona, moze zdazy¢
zareagowaé z jaka$ czasteczka i utleni¢ ja, badz tez przejs¢ w jaka$ inna posta¢ rodnika
tlenowego. Wolne rodniki powstaja w organizmie w wielu naturalnych reakcjach
chemicznych, sa zatem integralna czg¢$cia zycia. Jednym z miejsc, gdzie sa one generowane
celowo w organizmie jest ognisko zapalne, w ktorym sa wytwarzane w duzych ilo$ciach
przez leukocyty w celu niszczenia drobnoustrojéw. Nie mozna wigc powiedzie¢, ze dziatanie
wolnych rodnikéw jest tylko i wylacznie zte [1]. Jednak nadmiar wolnych rodnikow jest
niewskazany, zatem powinny by¢ one dezaktywowane w organizmach zywych.
Dezaktywowanie wolnego rodnika jest wigc nadrzednym zadaniem komoérki. Moze ono zajsé
na dwa sposoby: poprzez dodanie brakujacego elektronu (redukcja) albo zabranie
nadaktywnego elektronu (utlenianie).

Wiele rodnikéw tlenowych powstaje w wyniku naturalnie zachodzacych proceséw
metabolicznych w organizmach zywych, takich jak oddychanie tlenowe oraz procesy zapalne
[1]. Wolne rodniki oddziatuja na komérki sygnalizujace lub czasteczki przekaznikowe, co
sprawia, ze odgrywaja istotna rol¢ w prawidtowym funkcjonowaniu komérki. Uczestnicza w
wielu procesach, m.in. w skurczach mig$ni, wydzielaniu hormonéw, w funkcjonowaniu
uktadu obronnego, regulacji napigcia naczyniowego. Warunkuja aktywnos¢ bakteriobdjcza i
bakteriostatyczng S$liny, a takze biora udzial w usuwaniu lekéw z ustroju. Dzialanie
destrukcyjne zaczyna si¢ dopiero wtedy, kiedy rodniki sa wytworzone w nadmiarze. Tlenowe
zwiazki reaktywne sa wytwarzane w mitochondrialnym fancuchu oddechowym przez
oksydaz¢ NADPH, dysmutaz¢ ponadtlenkowa, oksydazy flawoprotein. Reaktywne formy
tlenu doprowadzaja do zniszczenia kwaséw nukleinowych i biatek w komérce [1, 2].

W uktadzie oddechowym istnieja uklady odpowiedzialne za przenoszenie elektrondw.
Nazywane sa one kompleksami fancucha oddechowego. Kompleksy tancucha oddechowego
(I, OI i IV) przenosza parzysta ilos¢ atoméw wodoru lub elektronéw na tlen (reakcje
dwuelektronowe). Te kompleksy to: I — dehydrogenaza NADH, III — kompleks cytochroméw
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bcl, IV — oksydaza cytochromowa c [1,3]. Mimo to czg§¢ z nich opuszcza tancuch
oddechowy redukujac tlen na drodze procesu jednoelektrodowego prowadzac do wytworzenia
wolnych rodnikéw tlenowych [1,4]. Gtéwnymi kompleksami odpowiedzialnymi za
»przeciekanie” elektronéw sa kompleks I oraz ubichinon. Przylaczenie elektronu do
czasteczki tlenu przeksztalca t¢ czasteczk¢ w anionorodnik ponadtlenkowy, gléwny
przedstawiciel wolnych rodnikéw w organizmie. Przytaczenie drugiego elektronu przyczynia
si¢ do powstania nadtlenku wodoru, najwazniejszego prekursora wolnych rodnikéw. Z kolei
dotaczenie trzeciego elektronu wytwarza toksyczny rodnik hydroksylowy, natomiast
przytaczenie nastgpnego elektronu generuje czasteczke wody, czyli zwiazku niereaktywnego
wobec sktadnikéw komérki. Wytworzony rodnik hydroksylowy wywiera destrukcyjny wplyw
na komoérke, poniewaz niezbedne mu elektrony zdobywa ze zwiazkéw w niej wystepujacych.
W tabeli 1 przedstawiono tlenowe zwiazki reaktywne i ich prekursory.

Tabela 1. Tlenowe zwiazki reaktywne i ich prekursory [1,3,5]

Rodniki Prekursory wolnych rodnikéw
Rodnik hydroksylowy OH Nadtlenoazotyn ONOO"
Anionorodnik ponadtlenkowy O, Kwas chlorowy I (in. kwas podchlorawy)
HOCI
Rodnik wodoronadtlenkowy HO,™ Nadtlenek wodoru H,O,
: 1
Rodnik alkoksylowy RO’ Tlen singletowy "0,
Rodnik nadtlenkowy ROO' Ozon Os

Endogennymi Zrédtami wolnych rodnikéw sa takze komoérki S$rédblonka naczyn ptuc.
Dodatkowym zrédlem sa granulocyty kwasochtonne i obojgtnochionne, monocyty oraz
makrofagi. Wiele rodnikéw tworzy si¢ w reakcjach biologicznych, np. w metabolizmie
ksenobiotykéw jako czynnik naturalnych proceséw detoksykacyjnych w ustroju [5]. Wiele
czynnikOw zewngtrznych (egzogennych) moze spowodowac przyspieszenie ich powstawania
w nadmiarze, np. nieprawidtowa dieta, palenie tytoniu i spozywanie alkoholu. Wzmozone
tempo oddychania podczas wysitku fizycznego, zanieczyszczenia Srodowiskowe i
przemystowe, dzialanie promieniowania jonizujacego stanowi dodatkowe zrédto wytwarzania
znacznej ilo$ci wolnych rodnikéw.
Pod wptywem dziatania promieniowania elektromagnetycznego moga zaj$¢ procesy
fotobiologiczne i fotoutlenianie. Wigkszo$¢ komoérek w organizmach zywych nie jest jednak
zbyt czuta na dziatanie $wiatta. Wyjatkiem sa barwne komoérki skory oraz czopki i preciki w
oku, a takze komorki odpowiedzialne za fotosynteze w roslinach i niektérych bakteriach.
Jednak obecno$¢ fotosensybilizatorow, zaréwno egzogennych jak i endogennych moze
indukowa¢ zmiany, ktére moga doprowadzi¢ do $mierci komdrki. Mozna wymieni¢ kilka
czynnikow, ktére determinuja rozmiar uszkodzen spowodowanych obecnoscia
fotosensybilizatorow:
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a) Latwos¢ wzbudzenia sensybilizatora S$wiatlem o r6znej dtugosci fali

b) Dostep sensybilizatora do komérki

¢) Waznos¢ uszkodzonego sktadnika komdrkowego dla catej tkanki.
Informacje na temat pierwszego z czynnikéw sa ogdlnie znane, ale zaréwno zmiany
srodowiskowe jak i pH, czy tez polarnos¢ srodowiska moga wplywa¢ na zachowanie sig
fotosensybilizatoréw. Fotosensybilizacja w obecnosci tlenu moze by¢ podzielona na dwie
grupy zaleznie od mechanizmu: pierwszy mechanizm z udzialem tlenu singletowego, oraz
drugi mechanizm wolnorodnikowy. Powstajace rodniki moga by¢ obojetne, jak rowniez
obdarzone tadunkiem. Zaleznie od potencjatu redukcyjnego moga mie¢ wiasciwosci
utleniajace lub redukujace. W obecnos$ci sensybilizatoréw moze réwniez powstawac tlen
singletowy. Czasteczka tlenu w stanie podstawowym posiada multipletowos$¢ spinu 3, czyli
jest w stanie trypletowym ( 3Zg‘). Dwa najnizsze stany wzbudzone tlenu w fazie gazowej to

stany singletowe (1Ag i 1Zg+). Tlen singletowy moze by¢ produkowany na drodze rozktadu
nadtlenkéw albo przeniesienia energii. W uktadach biologicznych najczg$ciej powstaje na
skutek przeniesienia energii ze wzbudzonej czasteczki sensybilizatora (sens*) do czasteczki
tlenu w stanie podstawowym. Niski poziom energetyczny tlenu singletowego 02(1Ag) (E =
0.98 eV lub 94.5 kJmol-!) oznacza, ze wiele sensybilizatoréw posiada wystarczajaco wysoka
energi¢ w stanie singletowym i trypletowym aby doprowadzié¢ 02(3Zg‘) do stanu
wzbudzonego. To oznacza, ze wydajnos¢ kwantowa powstawania O»( 1Ag) moze by¢ nawet 2
[6,7].

Isens* +0, (3Z§ )—>3 sens*+0, (1Ag) )

3sens*+02(3Z§)+1sens+02(1Ag) 3)

Czas zycia stanu singletowego musi by¢ wystarczajaco dtugi oraz réznica energii pomigdzy
stanen trypletowym i singletowym (AE(S1-Tp)) i E(T;) musi by¢ wyzsza niz E(Oz(lAg)).
Dlatego tez produkcja 02(1Ag) zachodzi glownie ze stanu trypletowego, gdyz zwykle AE(Si-
T1) jest zbyt mata i czas zycia stanu singletowego jest zbyt krotki. 02(1Ag) moze reagowac z
wieloma sktadnikami komérkowymi prowadzac do utleniania, ale ze wzgledu na krétki czas
zycia, jesli reakcja nie zdazy zaj$¢, zanika do stanu podstawowego (3Zg') albo przez procesy
nieradiacyjne albo na drodze emisji §wiatta w regionie 1270 nm (efekt luminescencji).

Przy udziale sensybilizator6w moga réwniez powstawa¢ nadtlenki. Anionorodnik

ponadtlenkowy (O;”) produkowany jest na drodze przeniesienia elektronu. Jest on
produktem jednoelektrodowej redukcji tlenu:

D*+ 0y —» D" +0;™ 4)
gdzie: D* - sensybilizator w stanie singletowym lub trypletowym,
Sensybilizator w stanie trypletowym moze by¢ produkowany na drodze radiolitycznej,
fotochemicznie, elektrochemicznie, enzymatycznie (np. oksydazy) oraz w wyniku reakcji z
nadtlenkami. W ukltadach biologicznych wzbudzony sensybilizator powstaje z komorek
fagocytowych (makrofagi, neutrofile, monocyty) i pomaga im w inaktywacji cial obcych,
takich jak wirusy czy bakterie. Prowadzi to do wzrostu konsumpcji tlenu i redukcji tlenu do
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nadtlenkow. Reakcje tego typu sa katalizowane przez NADPH (dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy), przedstawiony na rys.1.

=)

Rys. 1. Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NADPH + 20, — NADP* + H* + 0, (5)

Nadtlenki i anionorodniki ponadtlenkowe moga by¢ generowane przez mitochondria czy
chloroplasty w wyniku przenoszenia elektronéw. Giéwnie zachodzi proces autoutleniania
réznych bioczasteczek, takich jak zredukowana forma cytochromu C czy hemoglobiny.
Powstaly nadtlenek moze reagowa¢ z innymi czasteczkami dzialajac jako czynnik
propagujacy reakcje rodnikowe.

W roztworach wodnych i innych polarnych rozpuszczalnikach aniono rodnik nadtlenkowy nie
jest zbyt aktywny ze wzgledu na jego ujemny tadunek i wysoka energie solwatacji. Jest on

jednak zdysocjowana forma rodnika wodoronadtlenkowego (HO,"), ktory jest stabym
kwasem. W warunkach fizjologicznych tylko niewielka ilos¢ nadtlenkéw jest reaktywna. Na

przyktad HO,” moze inicjowa¢ reakcj¢ utleniania polinienasyconych kwaséw ttuszczowych
(polyunsaturated fatty acids - PUFA), natomiast nie moze dokonac tego O, -

W roztworach wodnych HO;" i O,"” moga ze soba reagowaé prowadzac w ten sposéb do
powstawania innych rodnikéw, np. bardzo reaktywnych rodnikéw hydroksylowych:

2HO;" — HyOs + Oy (6)
HO, + 0, + HY = Hy0, + 05 (7
20,7 4+ 2HT - Hy05 + Oy ®)
05" + Hy0p = Oy + OH' + OH" )
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Wyréznia si¢ dwa mechanizmy fotosensybilizowanego utleniania. Pierwszy mechanizm (typ
I) polega na zaangazowaniu rodnikéw, drugi zas (typ II) polega na reakcjach z tlenem
singletowym. Schematycznie przedstawia te mechanizmy rysunek 2.

Mechanizm typu I zachodzi poprzez transfer atomu wodoru z substratu (RH) do stanu
trypletowego sensybilizatora (3sens*), co prowadzi do powstawania rodnika na atomie wegla

(R"). Taki rodnik na atomie wegla moze reagowac¢ z tlenem prowadzac do powstania rodnika

nadtlenkowego (RO>’). Rodniki RO,  atakuja inne czasteczki generujac wiecej rodnikéw
zlokalizowanych na atomach wegla propagujac w ten sposob utlenianie. Jako reakcja uboczna
moze by¢ tez generowany tlen singletowy. Produktami reakcji przebiegajacymi wedlug tego
mechanizmu sa: alkohole, ketony, epoksydy, wodoronadtlenki.

W mechanizmie typu II tlen singletowy jest generowany poprzez transfer z 3sens* do stanu
podstawowego czasteczki tlenu. W ten sposéb tlen singletowy moze utlenia¢ szereg
zwiazkéw, np. lipidy, biatka, DNA [8].

Najwazniejszym stalym zrédlem wolnych rodnikéw w organizmie jest spalanie wodoru z
tlenem. Z kazdego litra tlenu, ktéry zuzywamy do spalania, 2% ulega niepelnemu spaleniu do
wolnego rodnika tlenowego. Drugim waznym zrédlem wolnych rodnikéw sa rézne procesy
detoksykacji zachodzace gtéwnie w watrobie, w szczeg6lnosci rozktadanie lekéw i toksyn.
Proces tworzenia wolnych rodnikéw w organizmie jest wigc staly i do$¢ intensywny,
wymaga wigc ciagtego ich usuwania.

W warunkach prawidlowych istnieje réwnowaga pomigdzy powstawaniem wolnych
rodnikéw a ich usuwaniem (wymiataniem). Wzrost wytwarzania wolnych rodnikéw,
zmniejszenie ilo$ci zmiataczy, zmniejszenie aktywnosci systeméw enzymatycznych
odpowiedzialnych za ich usuwanie i spadek aktywnos$ci antyoksydacyjnej powoduje, Ze nie sg
one skutecznie usuwane przez mechanizmy obronne organizmu. Dochodzi do zachwiania
rownowagi w kierunku reakcji utleniania, co okre$la si¢ mianem stresu oksydacyjnego.
Narzadami szczegllnie narazonymi na stres oksydacyjny sa: uktad oddechowy, uktad
krazenia, mézg i narzad wzroku.

Do ochrony przed dziataniem wolnych rodnikéw organizm wykorzystuje caty szereg
mechanizmow stanowiacych ochrong antyoksydacyjna organizmu. Mozna w niej wyr6znic¢
kilka elementéw:

- Enzymy antyoksydacyjne: wykorzystywane do usuwania wolnych rodnikéw tlenowych
(dysmutaza nadtlenkowa, katalaza oraz peroksydaza glutationowa).

- Mineraly niezbedne do pracy powyzszych enzymow: np. dysmutaza nadtlenkowa wymaga
cynku, miedzi, manganu, katalaza wymaga Zelaza, a peroksydaza glutationowa wymaga
selenu.

- Naturalne substancje antyoksydacyjne najczg¢$ciej dostarczane sa z pozywieniem. Moga by¢
one jednokrotnego uzytku, badz tez organizm moze mie¢ zdolno$¢ regeneracji ich postaci
zredukowanych. Mozna w$rdd nich wyrézni¢: witaminy, koenzym Q10, glutation, kwas alfa-
liponowy i inne pochodne tiolowe, oraz najréznorodniejsze flawonoidy ro$linne.
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RH ]
L R
R > ROO ROOH
(H)
sens '
RH TYPEI
sens » lgengt —ISC o 3ceng*
0,
cens TYPE II
102 /—> ROOH
RH

Rys. 2. Schemat fotosensybilizowanego utleniania: typ Ii typ Il inicjowania

15. Reakcje rodnikowe w aminokwasach

Wszystkie biatka w organizmach zywych sa zbudowane z aminokwaséw. Ogdlny wzor
aminokwasu przedstawia rysunek 3. W biatkach wystepuje ponad 20 aminokwaséw, ktére
petnig r6zne funkcje w organizmie.

R‘ H
H\v/ \940
H OH
Rys. 3. Wzér ogélny aminokwasu. R- grupa boczna, -COOH- grupa kwasowa,

NHj- grupa aminowa

Wolne rodniki i tlen singletowy moga atakowa¢ aminokwasy i prowadzi¢ do utleniania
aminokwasdw siarkowych, aromatycznycb oraz do powstawania grup karbonylowych.
Niektére aminokwasy moga réwniez reagowac na drodze fotochemicznej z polinukleotydami
prowadzac w ten spos6b do tworzenia wigzan sieciujacych pomigdzy biatkami i DNA [5,9].
Kierunek i szybko$¢ reakcji rodnikéw hydroksylowych z aminokwasami zalezy gléwnie od
budowy aminokwasu (tj. rodzaju, ilosci i polozenia grup funkcyjnych w tancuchu bocznym)
oraz pH $rodowiska wodnego.
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Gléwne kierunki reakcji rodnika ‘OH z aminokwasami to:

- odrywanie atomu wodoru od wegla o oraz wodoréw z grup funkcyjnych w tancuchu
bocznym (np. -SH),

- przytaczanie do uktadéw p- lub s- elektronowych grup funkcyjnych.

W przypadku aminokwasow alifatycznych, pierwszy kierunek reakcji dominuje w warunkach

pH < pK.(NH;"). Rodnik ‘OH reaguje tutaj giéwnie przez oderwanie atomu wodoru z
tancucha bocznego [9].

‘OH + R-CH(COO - )NH;* — 'R(-H) - CH(COO-)NH;" + H,O (10)

Reakcje te zachodza ze stosunkowo niewielkimi szybko$ciami. Gléwnymi produktami

czasteczkowymi reakcji rodnika "OH z aminokwasami alifatycznymi w pH zblizonym do
obojetnego sa: amoniak, kwasy karboksylowe i ketokwasy. W niewielkich ilosciach jest
obserwowane réwniez powstawanie dwutlenku wegla. Za zachodzaca pod wpltywem

rodnikéw "OH deaminacj¢ odpowiedzialna jest reakcja dysproporcjonowania:

2'R(-H) — CH(COO-)NH3* —» "H,N=CR-COO" + "H3;N-CHR-COO (11)

i nastgpujaca po niej hydroliza powstalego kwasu a-iminokarboksylowego:

H,N=CR-COO" + H,O —» NHj3 + O=CR-COO (12)

W przypadku aminokwaséw czynnych optycznie reakcji dysproporcjonowania towarzyszy
racemizacja uktadu. Jeszcze tatwiejszy jest proces deaminacji w przypadku aminokwaséw

zawierajacych grupe "'OH w pozycji B do grupy aminowej. Proces ten zachodzi zgodnie z
0gollnym réwnaniem:

R — C(OH) - CH(COO)NH;* — R-CO- CH - COO + NH; + H' (13)

Dla pH > pKa(NH;") dla ataku rodnika elektrofilowego dostepna staje si¢ wolna para
elektronowa zlokalizowana na azocie grupy aminowej, stad wzrost pH powoduje wyrazne

zwigkszenie statej szybkosci reakcji rodnika ‘OH z aminokwasami.

Zwigkszenie wydajnosci dekarboksylacji wraz ze wzrostem pH nie jest obserwowane w
aminokwasach alifatycznych, w ktérych grupa karboksylowa i aminowa znajduja si¢ przy
réznych atomach wegla (B-alanina, kwasy 3- i 4- aminobutylowe). Mechanizm procesu
dekarboksylacji zaktada powstawanie adduktu (14), w wyniku ataku rodnika hydroksylowego
na wolng parg elektronowa azotu:
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€Oy COy
'OH =+ RCH —> RCH
:NH, ;]\IHz
OH
(14)
ktéry nastepnie ulega dekarboksylacji:
/COE- .
R-CH —> OH =+ CO, + R-CH-NH,
OH (15)

Powstajace w tej reakcji rodniki a-aminoalkilowe sa stabilizowane rezonansowo poprzez
oddzialywanie z wolng para elektronowa azotu. Wykazana zostala takze mozliwose,
konkurencyjnego do addycji, odrywania atomu wodoru od deprotonowanej grupy aminowej
prowadzaca do powstania rodnika aminylowego:

€Oy €Oy
‘OH + RCH ——> HO + R-CH
*NH, -NH

(16)

Powstajace w wyniku tej reakcji rodniki aminylowe najprawdopodobniej zanikaja w reakcji
migdzyczasteczkowego przeniesienia protonu, ktérej produktem sa rodniki z miejscem
rodnikowym ulokowanym na jednym z wegli w fancuchu alifatycznym aminokwasu.
Dalszym etapem reakcji moze by¢ dekarboksylacja.

W wyniku reakcji tlenu singletowego i rodnikéw hydroksylowych moga powstawa¢ rodniki
alkoksylowe. Rodniki alkoksylowe tworzace si¢ przy atomie wegla C-3 w alaninie moga
prowadzi¢ do powstania rodnika na we¢glu -0- prowadzac do rozerwania tancucha. Jesli
R=H woéwczas moze uwalnia¢ si¢ formaldehyd (znany jako genotoksyna u zwierzat, czynnik
kancerogenny).

R[.\(g
R H H R
2 . i
—_— + j—
\\Nyﬂ/ \\N/ﬁ.‘/ R/C ]
H 0 H o0 H
(17)

W wyniku reakcji utleniania leucyny i rozerwania fancucha z rodnikiem alkoksylowym w
pozycji B (B—scission) powstaje aceton.
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H.C H N
T HC O ne o
3
HJC | H H C/C +
H,C — e ? H(!? H — " H
\N ~ 2 H,C
H N ~
o H N
0 H

(18)

W aminokwasach aromatycznych (fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan, histydyna)

dominujacym kierunkiem reakcji jest przytaczanie rodnika ‘OH do pier§cieni aromatycznych.
Sa to reakcje bardzo szybkie (z reguly state szybkosci sa o dwa rzedy wyzsze od statych
szybkosci w aminokwasach alifatycznych) gdyz powstajace addukty OH, o charakterze
rodnikowym, sa stabilizowane przez oddzialywania rezonansowe ukladu aromatycznego
[9,10,11]. Schematy reakcji aminokwaséw aromatycznych i powstajace produkty reakcji
rodnikowych przedstawiono na rysunkach 4-8. W wyniku fotoutleniania fenyloalaniny
powstaje tyrozyna, a w wyniku utleniania tyrozyny powstaje dihydroksyfenyloalanina lub di-

tyrozyna.
on NGO
- OH
meta-tyrozyna lub orto-tyrozyna
fenyloalamina

Rys.4. Reakcja zachodzaca w fenyloalaninie z udzialem tlenu singletowego

o
HO
OH
NH, » HO
HO dihydroksyfenyloalanina
Tyrozyna NH,

CO,H

o g
NH, O oPH

Rys .5. Reakcje zachodzace w tyrozynie z udzialem tlenu singletowego

di-tyrozyna
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(0]
N OH
N

H histydyna 2-oxo-histydyna

Rys. 6. Reakcja utleniania rodnikowego histydyny

0
CH,- H({;
A e ke
X N/C\H § III/(;_H gH -

II-I ‘H)
tryptofan =T
QH o
& g—CHz-(FH-é v &—CHz-(FH-CﬁL
— du MH —on . NH ‘OH
N : N :
E 0
. ‘CHz'(FH'é/ib ¢-ch,- H-q//:im
OH
—ot- e R
NTH N-CH i -Co
O<H}
N-formylokynureina
(0]
&—CHZ-QH-C//O
— NH
NH, :
kynureina

Rys. 7. Reakcje fotochemiczne tryptofanu [11]
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Rys.8. Reakcje tryptofanu z tlenem singletowym [11]

Gtéwnym kierunkiem reakcji rodnika "OH z aminokwasami zawierajacymi atom siarki jest
addycja rodnika do uktadu elektronéw p- siarki tioeterowej i tworzenie rodnika
hydroksysulfuranylowego. Sposob rozpadu tego rodnika silnie zalezy od pH $rodowiska,
ktére decyduje o formie jonowej pozostatych grup funkcyjnych aminokwasu (NH,/NH;",
COO/COOH), a w konsekwencji o ich roli w przemianach rodnikowych. W zakresie
niskiego pH, pH < pK,(COOH), rodnik hydroksysulfuranylowy eliminuje wode¢ z udziatem

protonéw $rodowiska dajac monomeryczny kationorodnik >S™*, ktéry jest stabilizowany
przez addycje do nieutlenionej grupy tioeterowej drugiej czasteczki aminokwasu tworzac
kationorodnik  dimerowy z migdzyczasteczkowym  wiazaniem tréjelektronowym.
Kationorodnik dimerowy jest do$¢ stabilny (czas zycia rzedu ps) i zanika poprzez
deprotonacje, dajac rodniki a-(alkilotio)alkilowe [12]. Z kolei, w miar¢ podwyzszania pH, pH
> pKa(COOH) rodnik hydroksysulfuranylowy moze eliminowa¢ wodg¢ w procesie
wewnatrzczasteczkowym z udzialem protonu z protonowanej grupy aminowej. W
konsekwencji, w przypadku metioniny nastgpuje szybkie zamknigcie pigcioczionowego
pierScienia prowadzace do powstania kationorodnika z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem
tréjelektronowym S ... N:

CH; CH,
ES-—OH \F

H —_ i + H0
}H{ co;

(19)
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Sita napgdowa tego procesu jest stabilno$¢ wiazania S..N oraz powstawanie
uprzywilejowanego przestrzennie pierscienia pigciocztonowego. Indywiduum to zanika w
rezultacie przeniesienia elektronu z grupy karboksylowej do azotu, prowadzacego do
utlenienia grupy karboksylowej i dekarboksylacji.

CH
\ s

CEI% CH; CH_ CH, _CHj
S NH S

NH \S NH, tge: S

COy COy CO,

)
[2%]

(20)

Z kolei, sila napgdowa procesu dekarboksylacji (20) jest powstawanie stabilizowanych
rezonansowo, poprzez oddzialywanie z wolng para elektronowa azotu, rodnikéw a-
aminoalkilowych

Proces dekarboksylacji zachodzi efektywnie wtedy, gdy grupa karboksylowa aminokwasu jest
deprotonowana, pH > pKa(COOH). Pozwala to na przedstawienie drugiego, alternatywnego
mechanizmu utleniania metioniny, zakladajacego bezposredni udzial zjonizowanej grupy
karboksylowej w dehydratacji rodnika hydroksysulfuranylowego. Postuluje si¢ zachodzaca na
atomie siarki reakcje podstawienia anionu hydroksylowego (OH") przez -COO™ (w procesie
migdzy lub wewnatrzczasteczkowym) [12].

CH;
CH
Nl o o NoLo_ o
HO..S~_J S- "
| — | . oH
NH;" NH;"
(2D
Og6lny schemat reakcji rodnikéw ‘OH z aminokwasami zawierajacymi atom siarki
przedstawia rysunek 9.
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OH R>S
RS ——m R,S(OH) —<«———— (R,S),(OHY
(1) 2) N 3)
- 4
-H,0
| v ' VL
-H* RS

R,)S(-HY «— RS +0OH +—= (R,S)," + OH’

Rys. 9. Ogblny mechanizm utleniania alkilowych zwiazkéw zawierajacych atom siarki: (1)
zwiazek zawierajacy atom siarki; (2) powstawanie rodnika hydroksysulfuranylowego; (3)
tworzenie kompleksu z inna czasteczka tioeteru.

16. Reakcje rodnikowe w biatkach

Biatka ze wzgledu na ich duze wystgpowanie w uktadach biologicznych sa gtéwnym celem
ataku gtéwnych utleniaczy. Dane kinetyczne wskazuja, ze stale szybkosci podstawowych
utleniaczy z biatkami sa bardzo duze. Utlenianie zachodzi zaréwno w szkielecie tafcucha
gléwnego biatka jak réwniez w tancuchach bocznych. Przebieg reakcji utleniania zalezy od
wielu czynnikow. Niektdre utleniacze uszkadzaja tylko wybrane miejsca w czasteczce,
podczas gdy inne jak np. rodniki hydroksylowe prowadza do wielu niespecyficznych reakcji
utleniania. W wyniku reakcji utleniania powstaja nadtlenki, ktére rowniez nie sa oboj¢tne dla
biatka i moga prowadzi¢ do dalszych reakcji. Szczegdlnie istotne jest utlenianie metioniny w
biatkach przez szereg utleniaczy, np. powstajacy w wyniku utleniania metioniny sulfotlenek
metioniny moze by¢ specyficznym markerem uszkodzenia oksydacyjnego.

Reakcje rodnikowe z udziatem aminokwaséw wystepujacych w biatkach moga prowadzi¢ do
uszkodzen takich jak: agregacja, sieciowanie, fragmentacja, utrata wlasnosci
enzymatycznych oraz do zmiany konformacji czasteczek [7-9,13-15]. Degradacja bialek
zachodzi gtéwnie pod wplywem stresu oksydacyjnego. Zmiany oksydacyjne w biatkach sa
nieodlacznym efektem tlenowego metabolizmu komérkowego i mimo licznych uktadéw
ochronnych nie moga zosta¢ catkowicie wyeliminowane. Gromadzenie si¢ utlenionych
produktéw biatkowych upo$ledza funkcje komoérki i moze doprowadzi¢ nawet do $mierci
komérki [7-9]. Podczas stresu oksydacyjnego dochodzi do utlenienia komérkowych grup -SH

bezposrednio przez reaktywne formy tlenu (RFT): aniono rodnik ponadtlenkowy (O"),
nadtlenek wodoru (H,0O;) i rodnik hydroksylowy OH" Produktem utlenienia grup —SH sa

woéwczas rodniki tiylowe RS™, ktére ulegaja dimeryzacji do disulfidéw.
Reakcje te zachodza wedlug wzoréw [7-9]:

RSH + 0, + H" - RS’ + H,0, (22)
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2RSH + H,0, — 2RS"® + 2H,0 (23)
RSH + OH® — RS’+ H,0 (24)
2RS® — RSSR (25)

Uszkodzenie oksydacyjne grup —SH powoduje szybka utratg aktywnos$ci biologicznej biatka.
Utlenianie grup tiolowych w blonach moze doprowadzi¢ do dezintegracji bton i zwigkszenia
ich przepuszczalnosci. Reakcje RFT z biatkami prowadza nie tylko do utleniania bialek, ale
takze do powstawania w biatkach grup redukujacych. Grupy te moga redukowac cytochrom c
i metale. Moga one powstawa¢ w wyniku uszkodzenia aminokwaséw aromatycznych.

Szybkos¢ reakcji nierodnikowych utleniaczy ze szkieletem bialka nie jest zbyt duza i raczej
prowadzi do zmian trudnych do zaobserwowania. Inaczej jest z reakcjami rodnikowych
utleniaczy, ktore ze szkieletem bialka reaguja bardzo szybko, prowadzac gtéwnie do
oderwania atomu H w pozycji alfa (Rys.10). Rodnik ten jest stabilizowany przez elektrony
grupy karbonylowej. Powstate rodniki na atomie wegla alfa moga reagowac z tlenem lub
innymi rodnikami obecnymi w ukladzie. W reakcji z tlenem powstaja rodniki nadtlenkowe

(Rys. 10). Moze zaj$¢ reakcja eliminacji z uwolnieniem HO, i powstawaniem iminy, kt6ra
podlega dalej reakcji hydrolizy prowadzac do fragmentacji tancucha. Alternatywnie moze
nastapi¢ oderwanie atomu H z innego zwiazku prowadzac do powstawania wodoronadtlenku.
Rozklad wodoronadtlenkéw na rodniki prowadzi do fragmentacji szkieletu biatka poprzez
rodnik alkoksylowy.

H 0 H
N - N
NH ~ ,\HKN. ~
R H" o H

(0] +H.

R H O R H P
T I
I - H o H

O R 00 R ooH
i HO " \ lreduction
R 0 S R H O
NN AN TN
O R H oR o H

o |

0
AN, o! _ R
| + N /I\H/NYO
R H *
0O R

0)

}:o
\

T -Z

Rys. 10. Reakcje rodnika na atomie wegla alfa w tancuchu biatka
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Wigkszo$¢ uszkodzen w biatkach jest nie do naprawienia i prowadzi do dalszych
konsekwencji zwigzanych ze zmiana w strukturze, a co za tym idzie zmiana wiasciwosci
biologicznych i dezaktywacji biatka. Akumulacja utlenionych form biatka moze prowadzi¢
do szeregu patologii w organizmach zywych.

Oderwanie atomu wodoru w pozycji alfa moze nastapi¢ w wyniku reakcji z rodnikami "OH.
Prowadzi to réwniez do fragmentacji, czyli rozerwania tancucha gtéwnego biatka.

0
N ~ — N . ~
H H
R H 0 R 0

Reakcje rodnikowe w tancuchach bocznych biatka moga prowadzi¢ do:

- oderwania atomu wodoru, gtéwnie z tancuchdw alifatycznych,

- addycji, gtéwnie z udzialem pierscieni aromatycznych, powstaja zmienione fancuchy boczne
(reakcje te zostalty oméwione wczesniej dla poszczegdlnych aminokwaséw aromatycznych),

- powstawania rodnikéw nadtlenkowych w obecnosci tlenu.

Powstajacy rodnik na atomie wegla reaguje szybko z O, dajac rodniki nadtlenkowe. W
warunkach bez udziatu tlenu tworza si¢ dimery.

(26)

R'+ O, - ROO" Iub R’ + R* - R-R (27)

Dalsze reakcje rodnikéw nadtlenkowych:
— Reakcja z innymi rodnikami nadtlenkowymi do ROO-OOX (X =R, H).
— Oderwanie atomu wodoru — prowadzi do wodoronadtlenkéw:

ROO"+ XH — X'+ ROOH — ROH + zwiazki karbonylowe (28)

Reakcje eliminacji zachodza gtéwnie w przypadku seryny (Ser) i treoniny (Thr) oraz
niektdrych innych aminokwaséw.

-F-oo‘—> C=0 + HOO' (29)
OH

Gtéwnymi produktami reakcji rodnikowych w tancuchach bocznych sa: nadtlenki, alkohole i
zwiazki karbonylowe.

;0 H 0 CH,0HO
HO H

H,C ——H,C * H,C

NH NH NH

s / s

Rys. 11. Schemat utleniania przez wolne rodniki w tancuchu bocznym waliny
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Czynniki redukujace, takie jak uwodniony elektron czy inne silne reduktory moga prowadzi¢
do przytaczenia elektronu do grupy karbonylowej wiazania peptydowego. Trwale i nietrwate
produkty utleniania aminokwaséw, peptydéw i bialek przedstawia tabela 2 i 3.

Tabela 2. Trwale i nietrwale produkty utleniania aminokwaséw alifatycznych i

aminokwaséw zawierajacych atom siarki w tancuchu bocznym [7]

Aminokwas

Produkt

Kwas glutaminowy

Wodoronadtlenki (nietrwate)

Leucyna Wodoronadtlenki (nietrwate), alkohole
alfa-ketokwasy. zwiazki karbonylowe

Glicyna Kwas aminomalonowy

Valina Wodoronadtlenki (nietrwate)

Lizyna Alkohole, zwiazki karbonylowe

Prolina Wodoronadtlenki (nietrwate), alkohole
Kwas hydroksyaminowalerianowy
Zwiazki karbonylowe

Metionina Sulfotlenki metioniny, sulfony mietioniny

Cysteina Cystyna (disiarczek cysteiny), oksokwasy,

sulfonamidy

Tabela 3. Trwale i nietrwale produkty

utleniania aminokwaséw aromatycznych [7]

Aminokwas

Produkt

Fenyloalanina

Orto-tyrozyna i meta-tyrozyna
Tyrozyna

Tyrozyna

3,4-dihydroksyfenyloalanina (DOPA)
(nietrwaty)

Dityrozyna (dimer C-C i1 dimer (C-O)
Nitrotyrozyna

Alkohole

Tryptofan

N-formylokynureina
Kynureina
5-hydroksytryptofan
alkohol

Histydyna

2-oksohistydyna
Hydronadtlenki
Alkohole zwiazki karbonylowe
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Obecnie jest wiele dowodéw naukowych na to, ze uszkodzenia rodnikowe w biatkach moga
by¢ przenoszone do innych uktadéw biologicznych. Szczegdlnie dotyczy to reakcji z
udziatem metioniny [8,16]. Rodniki tiolowe sa zdolne do oderwania atomu wodoru przy
weglu alfa. Doniesienia naukowe wskazuja réwniez na przeniesienie uszkodzen z jednego
tancucha bocznego do innego, szczegdlnie dotyczy to uktadéw latwo ulegajacych reakcji
oksydacji, np. Trp, Tyr, His, Cys i Met. Poczatkowa oksydacja metioniny poprzez rodniki
hydroksylowe prowadzi do fragmentacji N-koncowych reszt seryny Ser i treoniny Thr w
wyniku migdzyczasteczkowego przeniesienia atomu wodoru.
Reakcje utleniania w biatkach prowadza do szeregu konsekwencji:

¢ Fragmentacja i dimeryzacja

e Agregacja
Sieciowanie zachodzi poprzez rodnikowa dimeryzacjg rodnikéw tyrozylowych (fenoksylowe
rodniki tyrozyny).

Zmiany konformacyjne w biatkach

Reakcje utleniania w biatkach moga prowadzi¢ do zmian konformacyjnych, ktére w
konsekwencji sprawia, ze biatko nie bedzie w stanie petni¢ swoich funkcji biologicznych.
Jezeli zmiany zachodza w tancuchach bocznych moze dodatkowo dodatkowo dojs¢ do
hydrofobizacji biatka, np. deaminacji reszt lizyny. Dodatkowo utworzone grupy hydrofilowe
w wyniku utleniania moga prowadzi¢ do nadmiernego oddzialtywania migdzy nimi, co w
rezultacie doprowadzi do zmiany konformacji biatka.

Rodnikowe zmiany w strukturze kolagenu oraz sieciowanie kolagenu przedstawia rysunek 12
i13.

P SR S e St T I R I TS TN

Kolagen-potrojualielisa Ly

S g el S s e v S
T — e .“T_/{;/x\_//

Wzrost temperatury topnienia usieciowanego kolagenu

Rys. 12. Rodnikowe sieciowanie kolagenu
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Rys.13. Fotochemiczna degradacja kolagenu: a) potrdjna helisa kolagenowa utrzymywana
poprzez wiazania wodorowe; b) zniszczone czgSciowo wigzania wodorowe i poczatek
zwijania si¢ struktury; c) powstawanie wolnych rodnikéw i dalsze niszczenie wiazan
wodorowych; d) rozrywanie wiagzan peptydowych prowadzace do degradacji tancuchéw
kolagenu

Zmiany konformacyjne w kolagenie manifestowane sg poprzez spadek lepkosci roztworéw
kolagenowych, poprzez obnizenie temperatury denaturacji i poprzez zmiang skrgcalno$ci
optycznej. W wyniku degradacji rodnikowej zmienia si¢ rOwniez masa czasteczkowa
kolagenu. Sieciowanie kolagenu przejawia si¢ wzrostem temperatury denaturacji oraz
zmniejszeniem si¢ rozpuszczalnosci biatka.

17. Reakcje rodnikowe w kwasach nukleinowych

Kwas nukleinowy jest biopolimerem, w ktérym jednostka powtarzajaca si¢ jest
nukleotyd. Kazdy nukleotyd zbudowany z kwasu fosforowego (P), cukru rybozy lub
dezoksyrybozy (R), zasady pirymidynowej: tyminy (T), cytozyny (C) lub uracylu (U) oraz
zasady purynowej: guaniny (G) lub adeniny (A). Struktury zasad purynowych i
pirymidynowych przedstawia rysunek 14. Nukleotydy potaczone sa ze sobg w diugi tancuch
polinukleotydowy.
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Kwas fosforowy z cukrem tworza tancuch, w ktéorym zasada jest bocznym
podstawnikiem. Te trzy sktadniki tworza nukleotyd. Nukleotydy lacza si¢ ze soba tworzac
tancuch polinukleotydowy (Rys. 15).

Dwa takie fancuchy biegnace réwnolegle tworza strukturg spiralng (tzw. podwdjna
spirala), ktéra utrzymuja wigzania wodorowe migdzy wystgpujacymi w obu tancuchach
zasadami purynowa i pirymidynows.

H ¢ H
oj\z-lj)H ' 0 Iﬁ‘CHTOH %OP@%ICHZ—OH

OH H ¢—F¢ H ¢—¢

kwas H H H H
fosforowy ryboza dezoksyryboza
f =
C B _C._ /CH CcC._ /H
R S
O¢C2\§1/C\H O¢C\N/C\H R N
| |
B n b
uracyl tymina cytozyna
(T") NH,
|
C C
| [ /C—H | Il C-H
HN SN SN ON
H
guanina adenina
I
BNl

H H
nukleotyd

Rys. 14. Struktura chemiczna zasad azotowych wchodzacych w sktad kwaséw nukleinowych
oraz struktura przyktadowego nukleotydu
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Rys. 15. Struktura polinukleotydu

Najsilniejszymi chromoforami sa w kwasach nukleinowych zasady pirymidowe.
Maksimum ich absorpcji wystgpuje przy 260-265 nm. Najwazniejsza reakcja fotochemiczng
w DNA jest dimeryzacja reszt tyminy poprzez atomy weggla 5, 6 oraz tworzenie trwatych
adduktow poprzez 6 1 4 atom C.
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e G G

H-N 5|—&s~ N—H
O=C. }q_qu/C=O

N H
i _C._ _/CH, % % fotodimer
C hv
2 | g
ANH
S ? H; CH
O s
e e=c
/
O=C S0 C N+ HO
% H _
fotoaddukt

Rys. 16. Dimeryzacja reszt tyminy spowodowana promieniowaniem UV
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Reszta cytozyny tworzy podobny addukt. Moze tez przylaczaé czasteczke¢ wody, ktora
traci w ciemnosci ale tez w obecnosci wody ulega deaminacji, a po utracie wody przyjmuje
budowe uracylu. Przemiana ta prowadzi do mutacji w DNA. Uracyl bowiem w DNA nie
wystepuje. Jest to zasada wchodzaca w sktad RNA.
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H ~C.__/OH H\N/C\C/OH H\N/ \C/H
C hv, H,0 N7 Ny H,0 | SH [
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| | | |

éc\
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Rys. 17. Dimeryzacja reszt cytozyny spowodowana promieniowaniem UV

Reszty cytozyny moga dimeryzowaé. Powstaty dimer jest nietrwaly. W obecnosci
wody ulega deaminacji i przeksztatca si¢ w fotodimer reszt uracylowych.
Reszty uracylu po wzbudzeniu fotochemicznym ulegaja fotohydratacji i dimeryzacji.

Rys. 18. Dimeryzacja i fotohydratacja reszt cytozyny spowodowana promieniowaniem UV
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Fotodimery reszt uracylu i tyminy sa zwigzkami stabilnymi ale pod wplywem
promieniowania o A = 254 nm rozpadaja si¢ na wyj$ciowe monomery.

Wzbudzone reszty zasad purynowych w minimalnym stopniu biora udziat w wyzej
przedstawionych przemianach fotochemicznych. W zwiazku z tym nie maja wigkszego
znaczenia biologicznego [19-21].

Wigkszo$¢ gtéwnych uszkodzen rodnikowych w DNA jest przenoszona i naprawiana,
jednak niektére zmiany moga akumulowa¢ si¢ w komodrkach prowadzac do uszkodzen i
zmian genetycznych [21].

18. Reakcje rodnikowe w polisacharydach

Do jednych z bardziej rozpowszechnionych w przyrodzie polisacharydéw naleza
skrobia, glikogen i celuloza gromadzone odpowiednio w nasionach, watrobie i wystgpujace w
drewnie. Zbudowane sa z PB-D(+) glukozy, ktérej czasteczki tacza si¢ wiazaniami
glikozydowymi powstajacymi pomigdzy 1 1 4 atomem wegla kolejnych jednostek
monomerycznych polimeru. Réznig si¢ masa czasteczkowa, dlugoscia tancucha i jego
ksztattem. Sa to tancuchy proste jak w celulozie i czgsci skrobi — amylozie oraz rozgatezione
jak w amylopektynie (wchodzacej w sktad skrobi) i glikogenie. Struktur¢ celulozy
przedstawia rysunek 19.

OH OH )
HO o
. “O%O%
HO OH OH

Rys. 19. Struktura celulozy

Niektore polisacharydy zawieraja w strukturze rowniez grupy aminowe, jak np. chitina
i chitozan (Rys. 20). Wiazania glikozydowe i grupy acetalowe absorbuja promieniowanie o A
~ 260 nm. Zaabsorbowane promieniowanie moze prowadzi¢ do powstawania wolnych
rodnikéw i postepujacej fotodegradacji. Wydajnos¢ tego procesu zalezy od warunkéw takich
jak obecno$¢ powietrza, wilgoci, czy zanieczyszczen. W czasie fotodegradacji ulegaja
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rozerwaniu wigzania glikozydowe, moze tez zachodzi¢ dehydrogenacja, dehydroksylacja przy
2, 3 lub 6 atomie wegla lub dehydroksymetylacja z rozerwaniem wigzania migdzy 51 6
atomem wegla, a takze rozerwanie pierScienia glukozy migdzy 2 i 3 atomem weggla. W
wyniku wyzej wymienionych reakcji powstaja rodniki H®, “OH, ‘CH,OH i makrorodniki o
r6znej budowie. W reakcjach wtérnych makrorodniki ulegaja rekombinacji, a przy dostegpie
powietrza moga tworzy¢ makrorodniki nadtlenkowe, ktére poprzez hydroksynadtlenki i ich
rozktad prowadza do fotodegradacji oksydacyjnej. W obecnos$ci wilgoci proces ten zachodzi z
wigksza wydajnoscia, gdyz wptywa ona (w semikrystalicznej strukturze celulozy) na zmiang
stosunku fazy krystalicznej do amorficznej, na korzy$¢ tej ostatniej. Jest ona, w
przeciwienstwie do fazy krystalicznej, dost¢pna i tatwiej przenikalna dla promieniowania UV
jak tez i tlenu. Rowniez drobne zanieczyszczenia oraz produkty utlenienia tego polisacharydu
maja wptyw na przebieg procesow fotodegradacyjnych celulozy [11,22].

R
| H H OH
o NH i
Hac—/< 1.0
MH HO 0
HO H W NH N
o] 2
A H H
OH n

Rys. 20. Struktura chityny i chitozanu

Przebieg rodnikowej degradacji chitozanu przedstawiono na rysunku 21. W czasie
fotodegradacji ulegaja rozerwaniu wiazania glikozydowe. Moze tez zachodzi¢
dehydrogenacja lub dehydroksylacja. Moga powstawa¢ ruchliwe rodniki wodorowe i
hydroksylowe. W obecnosci tlenu zachodzi reakcja fotochemicznego utleniania (Rys. 22).
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Rys. 21. Mechanizm fotodegradacji chitozanu pod wptywem promieniowania UV [23]
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Rys. 22. Mechanizm fotodegradacji chitozanu w obecnosci tlenu [23]

19. Reakcje rodnikowe w lipidach

Lipidy to duza grupa zwiazkéw nierozpuszczalnych w wodzie, ale rozpuszczalnych w
zwiazkach o charakterze hydrofobowym. Najbardziej rozpowszechnionymi w tej grupie
zwiazkéw sa triglicerydy, czyli estry gliceryny z kwasami ttuszczowymi, nasyconymi lub
nienasyconymi. Wystgpuja do$¢ licznie w organizmach zywych, zatem sa narazone na
dziatanie wolnych rodnikéw. Szczegdlnie duze znaczenie przypisuje si¢ wolnym rodnikom w
procesie peroksydacji lipidéw (lipid peroxidation LPO). Jest to wolnorodnikowy proces
utleniania nienasyconych kwaséw ttuszczowych lub innych lipidow, w ktérym powstaja
nadtlenki tych zwiazkow [24]. Peroksydacja lipidéw przebiega w trzech etapach:

— inicjacji,

— propagacji,

— terminacji.

Inicjacja peroksydacji lipidow polega na oderwaniu atomu wodoru od czasteczki
wielonienasyconego kwasu tluszczowego lub reszty tego kwasu wchodzacej w sktad
fosfolipidu, gtéwnego sktadnika budulcowego blon komoérkowych. Zawarte w btonach
komérkowych nienasycone kwasy tluszczowe tatwo poddaja si¢ atakowi wolnych rodnikéw.
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Peroksydacja lipidéw moze by¢ zapoczatkowana przez rodnik hydroksylowy (‘OH), oraz
rodniki: nadtlenkowy (LOQ®), alkoksylowy (LO®) lub alkilowy (L) [24]. Peroksydacja
lipidéw moze tez by¢ zainicjowana przez ozon, tlenek i dwutlenek azotu, a takze dwutlenki
siarki i chloran (I). Podczas reakcji propagacji wolne rodniki alkilowe (L) reaguja z tlenem i
tworza wolne rodniki nadtlenkowe LOO® (reakcja 30). Te z kolei moga odrywaé atomy
wodoru od kolejnych czasteczek wielonienasyconych kwasow ttuszczowych LH (reakcja 31).
W tej reakcji wolny rodnik nie ginie, ale reaguje z nast¢pna czasteczke kwasu tluszczowego:

L'+ 0, — LOO" (30)
LOO" + LH — LOOH + L° (31)

Cykl ten powtarza si¢ wielokrotnie, do momentu reakcji terminacji. Reakcja ta moze
zachodzi¢ pomigdzy dwoma wolnymi rodnikami alkilowymi, nadtlenkowymi czy dwoma
réoznymi rodnikami, ktére wystepuja w tym ukladzie. Produktami reakcji w btonach
biologicznych sa najczg¢sciej dimery fosfolipidéw. Peroksydacja lipidow w komérce nastgpuje
w btonach zawierajacych rowniez biatka, a wolne rodniki powstajace podczas peroksydacji
moga tez reagowa¢ z tymi biatkami. Wolne rodniki bialkowe uczestnicza w reakcjach
terminacji i tworza potaczenia biatkowo- lipidowe. Dalsze przemiany produktéw utleniania
lipidéw zachodza m.in. na drodze eliminacji, co prowadzi do rozpadu reszt
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych i powstania mniejszych fragmentéw. Jednym z
produktéw degradacji utleniajacej lipidéw jest dialdehyd malonowy. Poza tym zwigzkiem
powstaja rowniez inne aldehydy i hydroksyaldehydy (4-hydroksyalkenale, 2-alkenale, hepta-
2,4-dienal, 5-hydroksyoktanal). Stezenie aldehydéw w tkankach ros$nie pod wpltywem
zwigkszonego wytwarzania reaktywnych form tlenu RFT. Aldehydy, ktére powstaja podczas
peroksydacji lipidow moga powodowaé fragmentacj¢ fancucha DNA, sa cytotoksyczne,
dziataja mutagennie i kancerogennie [25].
Produkty utleniania lipidéw modyfikuja wtasciwosci fizyczne bton komérkowych prowadzac
do zwiekszonej przepuszczalnosci blon dla jonéw H' i polarnych substancji. Zmniejsza si¢
réznica potencjaléw elektrycznych po obydwu stronach dwuwarstwy lipidowej. Peroksydacja
lipidéw powoduje rowniez zahamowanie aktywnosci niektérych enzyméw btonowych i
biatek transportujacych.
Etapy reakcji rodnikowych w wielonienasyconych kwasach tluszczowych mozna przedstawic¢
nastepujaco:

(1) Inicjacja w wielonienasyconych kwasach ttuszczowych (polyunsaturated fatty acid

- PUFA) poprzez rodnik lancucha R’, ROy" lub 02(1Ag), prowadzi do powstania rodnika
lipidu, ktory dalej moze reagowac z tlenem:

R’ + PUFA — RH + PUFA’ (32)

PUFA’ + Oy — PUFAO; (33)
(2) Propagacja; czyli powstaty rodnik nadtlenkowy generuje oderwanie atomu wodoru
od innej czasteczki wielonienasyconego kwasu tluszczogego:

PUFAO; + PUFA — PUFAOOH + PUFA’ (34)
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Powstaty rodnik PUFA’ moze reagowaé z tlenem prowadzac do kumulacji zmian oraz do
nierodnikowych produktéw (NRP).
(3) Terminacja;

2PUFAO;" — NRP (35)
PUFA" + PUFAO,  — NRP (36)
2PUFA" — NRP (37)

20. Fotostarzenie i produkty promieniochronne

Starzenie si¢ jest naturalnym, fizjologicznym procesem charakteryzujacym wszystkie
zywe organizmy. Jest to proces nieunikniony i w duzej mierze zaprogramowany genetycznie.
Ze wzgledu na to, ze 60-70% masy ciata to woda, to wlasnie zmiana jej zawarto$ci wptywa na
proces starzenia. Starzenie si¢ to zmniejszenie zawartosci wody w tkankach organizmu, ich
odwodnienie, ostabienie komdrkowej przemiany materii, prowadzace do stopniowego
obumierania komoérek. Plazma komérkowa mtodego cztowieka jest bardzo uwodniona, ma
plynna konsystencj¢. W procesie starzenia nastgpuje jej zaggszczenie, przybiera forme
kleistego zelu tracacego wilasciwosci wodochtonne. Zwalnia si¢ proces przemiany materii na
skutek ostabienia wymiany migdzykomdrkowej polegajacej na pobieraniu substancji
pokarmowych i wydalaniu zbednych produktéw powstatych w wyniku metabolizmu. Krew
dociera z wigksza trudnoscia do tkanek, dostarczajac mniej substancji odzywczych, co
prowadzi do ich zwyrodnienia. Zaburzenia krazenia krwi powoduja zaburzenia regulacji
cieplnej 1 ochronnej, ostabiona jest naturalna odpornos$¢ organizmu.

Czynniki przyspieszajace proces starzenia

Wszystkie szkodliwe zmiany spowodowane zaréwno przez czynniki endo- jak i egzogenne
moga wptywac na struktur¢ DNA i funkcjonowanie komorki.

Do szkodliwych czynnikéw zalicza si¢: a) wolne rodniki, b) tlen singletowy.

Zgodnie z rodnikowa teorig starzenia czynniki te przyczyniaja si¢ do:

* powstawania zmarszczek

» wysychania skéry

* zmniejszenia jedrnosci skory.

Proces naturalnego starzenia przyspiesza szkodliwe dziatanie promieni stonecznych.
Naturalng ochrong przed promieniowaniem UV zapewnia skdérze naturalny pigment,
melanina. Im wigksza zawarto$¢ melaniny w skorze, tym wigksza ochrona przed szkodliwym
promieniowaniem slonecznym, a wilasciwie przed jego szkodliwym sktadnikiem,
promieniowaniem nadfioletowym.

Swiatto nadfioletowe (ultrafioletowe, UV) stanowi cz¢$¢ energii stonecznej o znacznej energii
i dlugosci fali w zakresie od okoto 220 do 400 nm, ktdre jest progiem zakresu dtugosci fal
dla $wiatta widzialnego.. Stoneczne spektrum UV jest podzielone na trzy regiony: region
UVA od 320 do 400 nm, UVB od 290 do 320 nm oraz UVC (<290 nm). Energia
promieniowania nadfioletowego pochodzacego ze stonca powoduje symptomy poparzen
stonecznych, wéréd ktérych mozna wymieni¢ zaczerwienienia, bol, poraZzenia, pgcherze,
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opuchnigcia, i ewentualnie tuszczenie skéry. Energia promieniowania UV moze generowac
nowotwory skory i fotostarzenie si¢ skory oraz zmiany w kolorze i strukturze wtoséw. Skora
i wlosy powinny by¢ chronione przed szkodliwym dzialaniem promieniowania stonecznego.
Szczeg6lnie skéra powinna by¢ chroniona przed poparzeniami stonecznymi nazywanymi
erythema (aczkolwiek erythema jest tylko ,,zaczerwienionym” sktadnikiem poparzenia
stonecznego). Promieniowanie sloneczne zawiera wigcej promieniowania UVA niz UVB.
Jednak krétsza dlugosé fali promieniowania UVB (290-320 nm) powoduje znacznie wigksze
uszkodzenia niz UVA o falach dtuzszych (320400 nm) [26].

Sktadniki srodkéw przeciwstonecznych

Sktadnikami $rodkéw przeciwslonecznych sa zwiazki chemiczne, ktére absorbuja lub
rozpraszaja padajace promieniowanie. W ten sposéb energia jest oslabiana zanim zacznie
penetrowa¢ skorg. Uzycie zwiazkéw chemicznych w preparatach przeciwstonecznych
podlega odpowiednim regulacjom. Wiadomo, ze absorpcja promieniowania zalezy od
struktury chemicznej zwiazku. Z tego wzgledu sktadniki czule na dziatanie UV moga
absorbowac tylko okreslone dlugosci fali promieniowania.

Tabela 4. Sktadniki aktywne preparatéw przeciwstonecznych i ich dozwolone stgzenie w
produkcie [7,26]

Sktadnik Maksymalne dozwolone stezenie [%]
Kwas aminobenzoesowy 15
Avobenzon 3
Cinoxate 3
Dioxybenzon 3
Homosalate 15
Metoxycinamonian oktylu 7.5
Salicylan oktylu 5
Oxybenzon

Phenylbenzimidazole sulfonic acid 4
Sulisobenzone 10
Ditlenek tytanu 25
Ditlenek cynku 25

W preparatach kosmetycznych chroniacych przed szerokim spektrum promieniowania UV
stosuje si¢ kombinacje kilku czynnikow aktywnych. Przyktady takich zwiazkéw podano
ponize;j.
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Rys. 23. Przyktady zwiazkéw chemicznych stosowanych do wyrobu filtréw stonecznych

Stezenie S$rodka przeciwstonecznego jest regulowane prawnie. Tabela 4 przedstawia
przyktady dopuszczonych stgzen wybranych srodkéw przeciwstonecznych.
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Faktor ochrony przeciwstonecznej (Sun protection factor SPF)

Faktor ochrony przeciwstonecznej (SPF) jest stopniem w jakim produkt promieniochronny
ochrania skére¢ przeciw poparzeniu stonecznemu (erythema). SPF jest stosunkiem
(wspotczynnikiem) minimalnej dawki powodujacej oparzenia (minimal erythema dose MED)
na skorze ludzkiej chronionej przez filtr przeciwstoneczny do dawki MED bez obecnosci
filtru. Minimalna dawka powodujaca oparzenia MED to najmniejsza dawka energii UV
powodujaca wyraznie odgraniczone oparzenie. Produkty rynkowe maja wartio$¢ SPF od 2 do
co najmniej 60 (SPF stosunek MED z preparatem ochronnym do MED bez preparatu). Na
przyklad filtr z faktorem 2 przepuszcza 50% energii powodujacej oparzenia, natomiast z
SPF 15 przepuszcza 6.7%. Filtr z SPF réwnym 50 tylko 2%.

SPF jest gtéwnie miara protekcji przeciw UVB, poniewaz SPF jest miara ochrony filtra
przeciwstonecznego przed oparzeniem, a oparzenia sg powodowane przez UVB. Szacowanie
ochrony przed UVA jest problematyczne poniewaz promieniowanie stoneczne jest zawsze
mieszaning UVA i UVB. Z tego powodu dzialanie dlugofalowego UVA jest maskowane
efektami bardziej energetycznego promieniowania UVB.

21. Wolne rodniki jako przyczyny choréb

Aktywne formy tlenu generowane jako produkty uboczne przemian metabolicznych lub
pochodzace ze S$rodowiska (np. w wyniku dzialania czynnikéw chemicznych czy
promieniowania UV) sa czynnikami bioracymi udzial w wielu schorzeniach, takich jak:
arteroskleroza, nowotwory, degeneracja tkanki tacznej. Oprocz tego aktywne formy tlenu
biora udziat w procesach starzenia. Zywe komdrki zaadoptowaly sie do reagowania na stres
oksydacyjny poprzez system antyutleniaczy zar6wno enzymatycznych (np. dysmutaza
nadtlenkowa) jak i nieenzymatycznych (np. glutation). Oprécz tego endogennego systemu
ochronnego komorki angazuja do walki ze stresem oksydacyjnym rdéwniez egzogenne
antyutleniacze. Dziataja one gléwnie na zasadzie dostarczania atomu wodoru i zdolno$ci
przechwytywania wolnych rodnikéw (np. witamina C czy E, flawonoidy).

W zywych organizmach wolne rodniki moga powstawa¢: w wyniku dzialania czynnikéw
zewngtrznych (np. promieniowania UV, promieniowania jonizujacego), w reakcjach
obronnych systemu immunologicznego organizmu, a takze podczas normalnych proceséw
fizjologicznych zachodzacych w réznych czesciach komérki. W warunkach fizjologicznych
procesy te znajduja si¢ pod $cista kontrola organizmu, jak wspomniano powyzej, w wyniku
dziatania szeregu enzymatycznych i nieenzymatycznych mechanizméw ochronnych.
Zaburzenie tych mechanizméw pod wplywem réznych czynnikow chorobotwérczych lub
oddziatywan zewngtrznych wywotuje znaczny wzrost st¢zenia rodnikow w organizmie, co w
konsekwencji powoduje wystgpowanie reakcji patologicznych prowadzacych do uszkodzenia
komorek i tkanek.

Spektrum niszczacego oddziatywania rodnikéw jest bardzo szerokie. Dziatanie to moze
obejmowac¢ praktycznie wszystkie wystepujace w organizmie bioczasteczki wywolujac
uszkodzenia na poziomie czasteczkowym oraz na poziomie bton komdrkowych. Wolne
rodniki wywotuja in vitro chemiczne modyfikacje oraz uszkodzenia bialek (agregacja i
denaturacja), lipidéw (peroksydacja), weglowodandw i nukleotydéw, indukuja zmiany w
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strukturze DNA prowadzace do mutacji lub efektéw cytotoksycznych itp. Gléwna rolg
odgrywaja tutaj rodniki pochodzenia tlenowego: 'O,, 0,° (HO,"), *OH oraz H,0,.

Ze wzgledu na ogromng reaktywno$¢ rodnika ‘OH szczegdlnie interesujaca jest jego rola w
tych procesach. Rodnik ten reaguje z wigkszoS$cig bioczasteczek ze stalymi szybkosci k("OH +
A) rzedu 10° - 10" dm’mol's”, stad jego czas zycia w matrycy biologicznej jest bardzo
krétki (~ 1 ns). Reakcje rodnika "OH polegaja z reguly na odrywaniu atoméw wodoru od
atakowanych czasteczek. Ze wzgledu na wspomniang duza reaktywno$¢ i krotki czas zycia
rodniki hydroksylowe nie penetruja komoérki, a reaguja z czasteczkami z najblizszego
sasiedztwa. W rezultacie tych reakcji powstaja wtérne rodniki o zréznicowanej reaktywnosci
chemicznej. Zapoczatkowany moze zosta¢ ciag przemian rodnikowych prowadzacych do
uszkodzen komorki. Uszkodzenia te powstaja w miejscach czgsto bardzo odlegtych od
miejsca ataku rodnika hydroksylowego. Oznacza to, Ze pierwotnie utworzone centrum
rodnikowe zlokalizowane w okreslonym fragmencie tancucha biatkowego ulega przeniesieniu
w obrgbie czasteczki. Szczegdlnie wazna role odgrywaja w tym procesie aminokwasy
zawierajace w tancuchu bocznym pierScienie aromatyczne (tryptofan, tyrozyna, histydyna)
Iub atom siarki (cysteina, metionina).

Nastgpstwem stresu oksydacyjnego, przy braku sprawnie dziatajacych mechanizméw
naprawczych komorki, jest utlenianie bton komérkowych, zmiana struktury oraz modyfikacja
funkcji biatek, uszkadzanie DNA. Przyczyniaja si¢ do powstania mutacji, co moze inicjowac
rozwdj choréb nowotworowych. Stres oksydacyjny jest waznym czynnikiem w patogenezie
wielu choréb, m.in. uktadu krazenia, ptuc, oczu, zapalenia watroby, zapalenia trzustki,
cukrzycy, choréb degeneracyjnych uktadu nerwowego. Reaktywne formy tlenu w istotny
sposéb przyczyniaja si¢ do przyspieszenia proceséw starzenia, akumulacji produktéw
oksydacyjnych uszkodzen, odgrywaja istotna rol¢ w procesach tworzenia si¢ nowotworéw
[27].

Jednym z nastgpstw stresu oksydacyjnego jest zmniejszenie st¢zenia ATP w komodrce.
Prowadzi to do  m.in. uszkodzenia mitochondriéw, hamowania glikolizy (gléwnie
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego), zwigkszonego zuzycie ATP. Konsekwencja
stresu oksydacyjnego jest zmniejszenie stg¢zenia glutationu (GSH), a zwigkszenie st¢zenia
jego formy utlenionej (GSSG). Wzmozone uwalnianie GSSG z watroby do krwi stanowi
wskaznik stresu oksydacyjnego [28]. Nasilone reakcje utleniania przyczyniaja si¢ do
zwigkszenia peroksydacji lipidow, a spadku GSH, co stymuluje wzrost aktywno$ci enzyméw
kaskady przemian kwasu arachidonowego: cyklooksygenazy i lipooksygenazy, jak réwniez
powoduja naptyw jonéw wapnia do komorki, co prowadzi do uszkodzenia btony komérkowej
1 jej receptorow.

Nastgpstwem  stresu  oksydacyjnego jest zwigkszenie przepuszczalnosci  btony
cytoplazmatycznej oraz uszkodzenie jadrowego i mitochondrialnego DNA (mtDNA). Jednym
z procesOow, w ktoérym istotng role odgrywaja reaktywne formy tlenu (ROS) jest zjawisko
apoptozy, czyli programowanej $mierci komorki [28]. ROS powoduja uszkodzenie komoérki
mechanizméw antyoksydacyjnych. Nastgpstwem apoptozy jest m.in. zwigkszenie
przepuszczalnosci wewngtrznej btony mitochondrialnej i redystrybucja cytochromu c z
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mitochondriow do frakcji cytozolowej [28]. W wyniku stresu oksydacyjnego dochodzi do
peroksydacji lipidéw, opisanej wcze$niej w tym opracowaniu [28].

Jesli w wyniku dziatania wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu dojdzie do powstania
komérek nowotworowych, to sytuacja w organizmach zywych jest jeszcze bardziej
skomplikowana. Z danych doswiadczalnych wynika, Zze komdrki nowotworowe maja
znacznie obnizong aktywno$¢ niektérych enzymoéw antyoksydacyjnych, w poréwnaniu z
komérkami prawidtowymi. Mata aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy moze
prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego, ktérego skutkiem sa uszkodzenia DNA w komdrkach
nowotworowych [29]. Wykazano, ze aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej jest zahamowana
na skutek reakcji czasteczek biatka enzymatycznego z wolnymi rodnikami powstajacymi
zarbwno w czasie metabolizmu etanolu, jak i acetaldehydu. Dotyczy to gtéwnie rodnika
hydroksylowego, a takze rodnika 1-hydroksyetylowego, ktérych wytwarzanie jest zwiazane z
indukcja cytochromu P-450.

Szczeg6lnie podatne na dzialanie wolnych rodnikéw sa aminokwasy aromatyczne i siarkowe
w bialkach, co pokazano w rozdziatach wcze$niejszych. Badania wskazaty, ze to wlasnie
ocena zawartosci grup tiolowych jest bardzo dobrym wskaznikiem stresu oksydacyjnego [30].
Nastgpstwem modyfikacji oksydacyjnej jest zmiana aktywnos$ci bialek. Utlenienie grup
tiolowych moze prowadzi¢ do zmiany struktury trzeciorzegdowej lub agregacji biatek.
Najczesciej dochodzi do inaktywacji biatka i wszystkich konsekwencji z tym zwigzanych.

22. Metody badan reakcji rodnikowych w makroczasteczkach pochodzenia
biologicznego

Badanie reakcji rodnikowych w makroczasteczkach pochodzenia biologicznego nie
jest sprawa prosta. Wynika to ze skomplikowanej, czgsto hierarchicznej budowy wielu biatek,
kwasow nukleinowych czy polisacharydow. Inaczej bada si¢ zmiany w strukturze
pierwszorzgdowej biatka niz w strukturze drugorzedowej czy strukturach wyzszych rzedéw.
Réwniez badanie poziomu stresu oksydacyjnego nie nalezy do prostych [31]. Aby ocenié¢
aktywno$¢ przeciwutleniajaca (AA — Antioxidant Activity) produktow zawierajacych
antyutleniacze oznacza si¢ catkowita aktywno$¢ antyoksydacyjna (TAA — Total Antioxidant
Activity), ktéra jest sumg aktywnosci poszczegllnych sktadnikow o charakterze
antyoksydacyjnym. Mozna rowniez oznacza¢ aktywnos$¢ czystego sktadnika oddzielnie.

Do oznaczania aktywno$ci przeciwutleniajacej stosuje sie dwie kategorie metod polegajacych
na:

1) redukcji jonéw metali do jonéw o nizszym stopniu utlenienia przez badany antyoksydant,
np. metoda FRAP (ferric reducing ability of plasma) i metoda CUPRAC:

a) FRAP — redukcja jonu Fe” — Fe*

b) CUPRAC - redukcja jonu Cu™® — Cu*'

2) zmiatanie wolnych, stabilnych rodnikéw, np.: metody ABTS" i DPPH:

a) ABTS" — wolny rodnik wytwarzany przed analiza z soli amonowej kwasu 2,2-azino-bis(3-
etylobenzotiazolino- 6-sulfonowego

b) DPPH — wolny trwaty rodnik, 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl (wzér 2, czgs¢ ).
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Najczesciej do badan zaabsorbowanego promieniowania stosuje si¢ spektrofotometri¢ w
zakresie UV-Vis oraz fluorescencj¢. Do oceny zmian w strukturze makroczasteczek stosuje
si¢ spektroskopie¢ w  podczerwieni, metody mikroskopowe, wiskozymetryczne,
chromatograficzne i inne. Najtrudniej bada si¢ krotkozyjace produkty przejsciowe, rodniki i
rodnikojony [32].
Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR, ang. Electronic Paramagnetic
Resonance) jest jedyna znana dotychczas technika pomiarowa pozwalajaca bada¢ bezposrednio
uktady (w tym uklady biologiczne) zawierajace wolne rodniki. Zjawisko rezonansu
paramagnetycznego wystepuje w ukltadach zawierajacych niesparowane elektrony. Niesparowane
elektrony wystgpuja w wielu indywiduach chemicznych, m.in. w:

e wolnych rodnikach
jonorodnikach
jonach metali przejsciowych
stanach tripletowych wzbudzonych czasteczek, np. 0,
czasteczkach obojetnych o niezamknigtych powlokach elektronowych, takich jak NO
czy NO,.
Indywidua takie wystgpuja zaréwno w uktadach nieozywionych jak i biologicznych. Wystgpuja
one zarOwno na poziomie biopolimeréw:

e metaloproteiny

e flawoproteiny

* melaniny
jak i jako posrednie produkty przemian biochemicznych takich jak:

e fotosynteza

e fosforylacja oksydatywna

® metabolizm utleniajaco-redukujacy.
Do badania tych witasnie uktadéw wykorzystuje si¢ spektroskopi¢ EPR. Technik¢ t¢ mozna
réwniez stosowa¢ do badania uktadéw, w ktérych normalnie nie wystgpuja centra
paramagnetyczne. Wymaga to wprowadzenia ich sztucznie w postaci tzw. znacznikéw
spinowych. Jako znaczniki spinowe stosuje si¢ nieduze podstawniki lub czasteczki posiadajace
trwate centra paramagnetyczne. Metoda EPR zostata oméwiona w cze$ci 1.
Doskonala metoda do oceny zmian w strukturze biatka jest skaningowa kalorymetria
r6znicowa DSC. Pozwala ona oceni¢ zmiany w strukturze drugo- i trzeciorzgdowej bialka.
Inng metoda jest pomiar dichroizmu kotowego w makroczasteczkach. Z wynikéw
otrzymanych ta metoda mozna okresli¢ ksztaltt makroczasteczki.
Nowoczesnymi metodami, ktére sa stosowane w badaniach czasu zycia krétkozyjacych
indywiduéw chemicznych, w tym rodnikéw i rodnikojonéw sa fotoliza btyskowa i radioliza
impulsowa. Metody te zostaly pokrdtce opisane w rozdziatach nastgpnych.

23. Fotoliza blyskowa

Fotoliza btyskowa jest jedna z metod, ktére pozwalaja bada¢ kinetyke i mechanizm szybkich
reakcji chemicznych, w tym reakcji rodnikowych. Metoda ta polega na inicjowaniu reakcji
krétkotrwatymi impulsami laserowymi (mikro-, nano-, piko-, femtosekundy) i badaniu
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(metodami optycznymi, np. absorpcja w zakresie UV-Vis) powstatych, szybko zanikajacych,
produktéw przejéciowych. Lasery (Light amplification by stimulated emission of radiation)
daja $wiatto spéjne, monochromatyczne o duzym natg¢zeniu. Energia moze by¢ réwniez
dostarczona w postaci krétkotrwatego btysku swiatla widzialnego lub ultrafioletowego. W
rezultacie pochtonigcia przez badany uklad pewnej liczby kwantéw $wiatla zachodzi¢ w nim
moga réznorodne procesy fizyczne i chemiczne, takie jak: wzbudzenie, jonizacja, dysocjacja
czasteczek, przegrupowanie wewnatrzczasteczkowe itp. Powstale szybko zanikajace produkty
przejsciowe najcze¢sciej rejestruje sig¢ za pomocg spektroskopii UV-Vis. Metoda ta pozwala na
ustalenie rodzaju indywiduéw krétkozyjacych i oceng czasu ich zycia, na ustalenie
mechanizméw reakcji rodnikowych, krétkozyjacych indywiduéw molekularnych (wolne
rodniki i rodnikojony) zdolnych do reakcji np. uszkodzenia, tkanek i degradacji materiatow.
Stuzy réwniez do badania kinetyki reakcji rodnikowych [33].

Widma absorpcji dla krétkozyjacych indywiduéw nazywane sa widmami przej$ciowymi.
Wykorzystujac zarejestrowane widma przejsciowe z prawa Lamberta-Beera mozna wyliczy¢
stgzenia odpowiednich zwiazkéw pochtaniajacych $wiatto.

Prawo Lamberta-Beera:

A=¢gcl (38)

¢ A —absorbancja;

e &— molowy wspétczynnik absorpcji [dm*mol'cm™];
e |- grubo$¢ warstwy absorbujacej [cm];

e - stezenie substancji badanej [mol dm™].

Szybkos¢ reakeji (v) jest miarg ilosci zuzytego substratu lub utworzonego produktu w czasie.
Dla wigkszos$ci reakcji chemicznych prowadzonych w zamknigtym ukladzie mozna wyrazic¢
ja wzorem:

y=t—

dt (39)

Jest to posta¢ rézniczkowa. Szybkos$¢ reakcji mozna tez wyrazi¢ za pomoca réwnania
kinetycznego danej reakcji:

v=k[A]'[B][C] ...
(40)
[A], [B], [C] sa stgzeniami reagentéw a wspdlczynniki a, b, ¢ sa wyznaczane
eksperymentalnie (dla reakcji prostych w przyblizeniu réwnaja si¢ wspdtczynnikom
stechiometrycznym). Wspétczynnik proporcjonalnosci k w réwnaniu kinetycznym przyje¢to
nazywac si¢ stala szybkosci reakcji. Sume¢ wykladnikow z réwnania kinetycznego nazywa sig
rzgdem reakcji.
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n=a+b+c (41)

Zestaw do pomiaru widm absorpcji przedstawia rysunek 24, natomiast zestaw do pomiaru
absorpcji przejsciowej przedstawia rysunek 25.

Zrédlo $wiatta kuweta soczewka
VAP

Pryzmat

DETEKTOR

Rys. 24. Schemat spektrofotometru do rejestracji widm absorpcji
Laser
kuweta
lampa soczewka soczewka monochromator  oscyloskop
komputer
Rys. 25. Schemat zestawu do fotolizy btyskowej
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W fotolizie btyskowej wazne jest aby impuls lasera byl zsynchronizowany czasowo ze
$wiatlem analizujacym lampy UV. Schemat czasowego zataczania lasera nanosekundowego i
lampy emitujacej §wiatto analizujace przedstawia rysunek 26. Dane otrzymane na ekranie
oscyloskopu i komputera pokazuja zmiany w intensywnosci §wiatta przepuszczonego po
impulsie laserowym. Zmiany absorbancji moga by¢ obliczone nastgpujaco:

Przed impulsem: A= log% (42)
t

Po impulsie: Ao =log % (43)
t

Gdzie Aj i Aj to absorbancja prébki przed impulsem i po impulsie, Iy to intensywnos¢
$wiatla padajacego, I oraz IiX sa intensywno$ciami przed i w konkretnym czasie X po
impulsie.

~¢— Lamp Pulse )
(2.5 ms)

Lamp
pulsing
unit
triggered

Trace seen on
oscilloscope

N

Rys. 26. Schemat czasowego zalaczania lasera nanosekundowego i lampy emitujacej
$wiatlo analizujace.

Laser
triggered

Widok na oscyloskopie

Obliczona réznica absorbancji:
0
AA=A,-A, =logI—2—logI—8:10gI—; (44)
L. L. L.

Zgodnie z prawem Lamberta-Beer’a:

0
I
logl—% = Ae[M ], 1 (45)
Gdzie A€ jest r6znica pomigdzy wspdtczynnikiem absorpcji w stanie przejSciowym i dla
prekursora, [M*]x — stezenie w stanie przejSciowym po czasie X, 1- droga $wiatlta przez
prébke.
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Napigcie przy wylaczonej
lampie

Napigcie przy wlaczonej

lampie

Impuls lasera t=0

Rys. 27. Typowy przebieg zaniku absorpcji przejsciowej w fotolizie btyskowej

Zmiany na oscyloskopie sa rejestrowane jako zmiany napigcia (rysunek 27), dlatego tez
intensywno$¢ IV jest rejestrowana jako Vg (Vg o I{0) i jest znacznie wigksza niz Vy, ktéra
jest proporcjonalna do zmiany intensywno$ci $wiatta spowodowanej przez absorpcje
przejsciowa.

Zmiany absorbancji sa obliczane nastg¢pujaco:

Vo )\ _
Vo- Vx)
Otrzymane widma przejsciowe moga by¢ analizowane pod katem kinetyki lub do budowania
przejsciowych widm réznicowych.
Obserwowane widma przejSciowe pochodza najczgsciej od stanéw wzbudzonych lub
wolnych rodnikéw. Pierwszorzedowa kinetyka zaniku najczeSciej wskazuje na absorpcje
przejSciowa stanéw wzbudzonych, natomiast drugorzedowa wskazuje na absorpcje
przejsciowa wolnych rodnikéw.

W roztworach bez dostgpu tlenu (odpowietrzonych) stany trypletowe zanikaja
nieradiacyjnie zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu:

AA = log( Ae[M *] 1 (46)

MK v 47)
dPm *

Gdzie ki pierwszorzedowa stata zaniku 3M*, oraz [3M*]; jest stezeniem 3M* po czasie t. To
daje dale;j:
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1n[3M*] - lnFM *]0 ~ Kyt (49)

Gdzie [3M*]( jest poczatkowym stezeniem SM?*,
Zmiana absorbancji (AA,) jest proporcjonalna do stezenia 3M* , stad:

InAA, = InAA —kit (50)

Gdzie AAg jest réznica w absorbancji bezposrednio po impulsie. Zalezno$¢ InAA; od t daje
linig prosta ze wspéiczynnikiem kierunkowym -kj.

Program komputerowy uzywajac metod¢ najmniejszych kwadratéw oblicza warto$ci
kj 1 AAg z réwnania ponizej (przeksztalcone rownanie wczesniejsze):

AA = AAge M+ AA (51)

W przypadku wigkszej liczby widm przejéciowych oblicza si¢ sume:

AA, =S AAe Nt (52)

i

Fotoliza btyskowa jest dobra metoda do ustalenia przebiegu reakcji rodnikowych w wielu
zwiazkach. Na podstawie wynikéw uzyskanych ta metoda mozna ustala¢ mechanizmy reakcji
rodnikowych oraz wyznacza¢ state szybkos$ci reakcji. Za pomoca fotolizy btyskowej ustalono
mechanizmy reakcji rodnikowych w wielu biatkach. Mechanizm reakcji zachodzacych w
roztworach wodnych kolagenu przedstawia rysunek ponizej [34]:

'KOLAGEN™ KOLAGEN™  + e
= aq
\', / (:—_'- . _ / /.r . ]
% o . N0
<_ - -H* -|-H+/ / \
<J - -Treproto- -I—H__\
/| KOLAGEN-OH + W e // / ~
('J H, .[ OZ-
1 " HA
{ v KOLAGEN
: O.
i z“ DEKOMPOZYCJA” =
l FODNIET O MINIETSZET

MASIE CZASTECZRKOWE] KO{_,AGEN—O—O'
KOIAGEN t

Rys. 28. Mechanizm reakcji rodnikowych zachodzacych w roztworze kolagenu w kwasie
octowym pod wpltywem promieniowania laserowego powodujacego fotojonizacje [34]
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24. Radioliza impulsowa

Radioliza impulsowa jest technika stosowana w badaniach wykrywania nietrwatych

produktéw reakcji, w tym rodnikéw i rodnikojonéw. Metoda ta polega na poddaniu badanej
probki krétkotrwatym impulsom promieniowania elektronowego z akceleratora elektronéw w
celu wygenerowania rodnikéw i rodnikojonéw, a nastgpnie detekcji metodami optycznymi
(spektroskopia UV-ViS) produktéw radiolizy. Pozwala ona na identyfikacje¢ krétkozyjacych
indywiduéw chemicznych i $ledzenie reakcji przebiegajacych w czasie rzgdu nanosekund
(10 ?'s) a nawet krétszym [35].
W badaniach metoda radiolizy impulsowej reaktywne produkty posrednie generowane sa
poprzez napromienienie badanego roztworu impulsem elektronowym wytwarzanym przez
liniowy akcelerator elektronéw lub poprzez promieniowanie generowane w Synchrotronach.
Kuweta zawierajaca badany roztwdr umieszczana jest w miejscu, w ktérym wiazka
elektronéw przecina si¢ z wigzka $wiatla analizujacego. Uktad do radiolizy impulsowe]
sktada si¢ z dwoch gléwnych podukiadéw: ukladu wytwarzajacego impuls elektronowy
(akcelerator) oraz uktadu detekcji optycznej. Przedstawia to ponizszy schemat:

o

l 3

* —————ﬂ
o4

2 4

Rys. 29. Uproszczony schemat uktadu do analizy impulsowej (e” - wiazka przyspieszonych
elektronéw, 1- zrédto $wiatla analizujacego, 2- kuweta z probka, 3- monochromator, 4-
fotopowielacz, 5- oscyloskop, 6- komputer)

Zrédtem impulséw jonizujacych jest najczesciej liniowy akcelerator elektronéw. Akcelerator
pozwala na formowanie impulsow elektronéw o czasie trwania rzedu kilku ns do kilku ps.
Przechodzace przez probke $wiatlo analizujace kierowane jest za pomoca uktadu soczewek i
zwierciadel na szczeling wejéciowa monochromatora. Zrédlem $wiatla analizujacego moze
by¢ np. lampa ksenonowa. Przechodzace przez probke swiatlo analizujace kierowane jest za
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pomocg ukladu soczewek i zwierciadel na szczeling wejsciowa monochromatora
pryzmatycznego. Po wyjsciu z monochromatora §wiatto pada na katodg¢ fotopowielacza.
Sygnat z fotopowielacza rejestrowany jest za pomoca oscyloskopu. Do rejestracji i
przetwarzania danych pomiarowych wykorzystuje si¢ komputer sprz¢zony z oscyloskopem za
pomocg interfejsu. Program obrébki danych wykonuje operacje przeliczania warto$ci
odczytywanych na absorpcje.

Uy
A=log —— (53)
Uy - AU

gdzie:

Uo - warto$¢ napigcia bedacego miarg poczatkowego natgzenia Swiatta przechodzacego przez
prébke.

Warto$¢ absorpcji jest powiazana z iloscia wygenerowanego produktu znang zalezno$cia
Lamberta-Beera (wzor 38).

Znajomo$¢ potozenia pasma absorpcji, wspétczynnika € oraz zmian absorpcji w czasie
pozwala na jako$ciowa i ilo§ciowa interpretacje widm.

W roztworach wodnych pod wptywem dziatania wiazki elektronéw czy promieniowania
jonizujacego zachodzi proces radiolizy wody. Powstaja w tym procesie rodniki, rodnikojony
oraz uwodnione elektrony. Przedstawia to ponizszy schemat:

Wzbudzenie i jonizacja w wyniku absorpcji promieniowania jonizujacego

H,0 > OH, H, e,

+02

OH', 0,", HO,

Rys. 30. Schemat przedstawiajacy radiolize¢ wody

Powstajace rodniki i rodnikojony sa bardzo reaktywne i prowadza do generowania innych
rodnikow w uktadzie. W roztworach wodnych, gdy stgzenie rozpuszczonych zwiazkéw nie
jest zbyt duze (< 1 mol dm™), powstaja takie same rodniki pierwotne jak w czystej wodzie.
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Dopiero gdy ulamek molowy rozpuszczonego zwiazku staje si¢ poréwnywalny z ulamkiem
molowym wody, w roztworze pojawiaja si¢ produkty bezposredniej radiolizy zwiazku
rozpuszczonego. W wyniku radiolizy wody powstaja obok siebie zaréwno rodniki o
wlasciwosciach utleniajacych jak i redukujacych, dlatego tez badania prowadzi si¢ w
obecnosci r6znego rodzaju zmiataczy, aby zapewni¢ §rodowisko wylacznie utleniajace lub
wylacznie redukujace. Na przyktad w celu uzyskania srodowiska silnie utleniajacego stosuje
si¢ zmiatanie uwodnionego elektronu przez podtlenek azotu w reakcji

€aq + N20 — 'OH + N, + OH (54)

Metoda radiolizy impulsowej wykryto na przykilad rodniki tyrozynowe w roztworach
kolagenu naswietlanych promieniowaniem UV. W przypadku badanych roztworéw
kolagenowych w s$rodowisku kwasnym powstajace w reakcji fotojonizacji uwodnione
elektrony ulegaja reakcji z jonami H*, pochodzacymi z dysocjacji kwasu octowego. Powstale
w wyniku tej reakcji rodniki H® sa bardzo ruchliwe i moga inicjowaé szereg dalszych reakcji.

Z widm absorpcji przejsciowej kolagenu wynika, ze jako produkty przej$ciowe
powstaja krétkozyjace rodniki tyrozylowe, natomiast stany trypletowe sa wygaszane przez
czasteczki tlenu:

TyrOH + O, — TyrO® + H' + Oy (55)
3TerH moze absorbowac kolejny kwant energii:

TyrOH +hv — TyrO® + e,y + H' (56)

Pod wptywem promieniowania UV w kolagenie moga zachodzi¢ nastgpujace reakcje:

KOL +hv — 'KOL* (57)
'KOoL* — fluorescencja (58)
'KOL* — KOL™ +ey (59)

(KOL- Kolagen)

Metodami radiolizy impulsowej wyznaczono réwniez stale szybkosci reakcji rodnika
*OH z r6znymi makroczasteczkami. Przedstawia je tabela 5.
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Tabela 5. State szybkosci reakcji rodnika "OH z wybranymi makroczasteczkami (pH ok. 7)
[8,36].

Zwiazek chemiczny Stata szybkosci (dm® mol™" s7)

DNA 8x10°
RNA 1x10°
Kwas hialuronowy 7x10°
Kwas linoleinowy 9%x10°
Kolagen 4x10"
Albumina 8x10"
Askorbinian 1x10"
GSH 1.4x10"

Trolox C (witamina E) 6.9x10°

25. Zmiatacze wolnych rodnikéw w organizmach zywych. Antyutleniacze

Organizmy majace kontakt z tlenem wytworzyly rézne mechanizmy obronne chroniace ich
integralno$¢ przed dzialaniem wolnych rodnikéw. Jednym z elementéw takiego systemu jest
odpowiednia organizacja strukturalna komorek, ktéra umozliwia izolacj¢ miejsc, w ktérych
zachodza reakcje z wytwarzaniem rodnikéw jako produktéw ubocznych [25].

Wazna rol¢ w ochronie przed rodnikami odgrywaja rézne mechanizmy metaboliczne.
Podzielono je nastgpujaco [29,37,38]:

e Reakcje z udzialem zwiazkéw wygaszajacych wzbudzone czasteczki (karetonoidy,
witamina E).

e Mechanizmy nieenzymatyczne: ceruloplazmina, transferyna, poliamidy, jony metali
przejsciowych, metalotioneiny.

e Mechanizmy enzymatyczne: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalazy (CT),
peroksydaza glutationowa (GPx), reduktaza glutationowa (GRd), S-transferaza
glutationu (GST) oraz grupa fosfolipaz wydzielniczych A2 (sPLA2).

e Reakcje z udziatem biatek szoku cieplnego (HSP) — biatka opiekuncze i proteazy.

Usuwanie wolnych rodnikéw odbywa sie poprzez dwa mechanizmy:

1. System nieenzymatyczny, ktdry tworza substancje ochronne, ktére same przekazuja
wolnym rodnikom swoje elektrony, czyli przechodza w posta¢ utleniona, ktéra charakteryzuje
si¢ mala reaktywnoscia i tym samym uniemozliwiaja utlenianie innych sktadnikéw. Zwiazki
te okre§lamy jako zmiatacze wolnych rodnikow. Reaguja one z wolnymi rodnikami
zabezpieczajac komorki przed reakcjami wolnorodnikowymi. Wsréd nich wyrézniamy
zwiazki egzogenne oraz endogenne. Do zwigzkdw egzogennych nalezy m .in:
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— Kwas askorbinowy (witamina C) — zwiazek rozpuszczalny w wodzie, utleniajac si¢ chroni
komorki przed atakiem wolnych rodnikéw. Na ilo$¢ tego antyoksydanta ma wptyw wiele
czynnikow, takich jak: dieta, styl zycia, przebyte choroby, natgzenie proceséw
metabolicznych.

— o-tokoferol (witamina E) — zwiazek rozpuszczalny w ttuszczach, chroni przed utlenieniem
btony komérkowe, lipidy 1 lipoproteiny oraz utrzymuje odpowiedni potencjal
oksydoredukcyjny. Jego gtéwna rola polega na zmiataniu wolnych rodnikéw organicznych.

— Witamina i prowitamina A (3-karoten) —spetniaja podobnag rolg ochronng jak witamina E. [3-
karoten wykazuje zdolno$¢ usuwania tlenu singletowego i nadtlenkéw lipidéw, chroniac w
ten spos6b komoérki m.in. przed nowotworami i starzeniem si¢ organizmu.

— Koenzym Q10 (rozpuszczalny w tluszczach) - ma zdolno$¢ regenerowania witaminy E i
wzmacniania jej antyoksydacyjnej wydajnosci.

— Flawonoidy — zwiazki wystgpujace w roslinach.

— Kreatynina, neopteryna, melatonina, antocyjaniny, bilirubina, hormony piciowe (estron,
estradiol).

CHj
OH
CHs CHs CHj,
HsC 1o CHg
8  CHs
Witamina E
CHj
CHs
NN ANOH
CHs CHs CH3
Witamina A

Witamina C

Rys. 31. Struktury witamin pelniacych funkcje antyutleniaczy
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Do zwiazkéw endogennych nalezy zredukowany glutation (GSH) — tripeptyd zbudowany z
kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny. Stanowi podstawowy wewnatrzkomérkowy
mechanizm uktadu antyoksydacyjnego, chroniacy komdrki watrobowe przed szkodliwym
dziataniem nadtlenkéw, toksyn oraz wolnych rodnikéw. Ochrona odbywa sig¢ za
posrednictwem reakcji nieenzymatycznych Iub katalizowanych przez S-transferaze
glutationowa. Jedna z przyczyn obniZzenia stgzenia GSH jest obnizenie jego syntezy.
Szybkos¢ syntezy glutationu zalezy gléwnie od dostgpnosci jego prekursoréw — cysteiny i
metioniny oraz aktywno$ci enzyméw bioracych udzial w jego syntezie, m.in. syntetazy
glutamylocysteinowej i cystationazy. Onizona synteza GSH wplywa na funkcjonowanie
catego organizmu. Gléwnym zrédtem glutationu dla krwi jest jego synteza w watrobie.

SH
0 0 0
H
N\)k
HO N OH
NH, 0

Rys. 32. Struktura glutationu

Obnizenie st¢zenia GSH moze by¢ wynikiem jego zuzycia w reakcjach z wolnymi rodnikami,
wytworzonymi w nadmiernej ilo$ci, czemu towarzyszy wzrost st¢zenia utlenionej formy
glutationu (GSSG) oraz obnizenie potencjalu utleniajacego GSH/GSSG. Za gléwna
przyczyng obnizenia si¢ stosunku GSH/GSSG uwaza si¢ zmiany w aktywnosci enzymow
bioracych udziat w metabolizmie glutationu [25,29].

System enzymatyczny tworza wyspecjalizowane enzymy, ktére przeprowadzaja reakcje
usuwajace wolne rodniki oraz zapobiegaja ich powstawaniu (Rys. 33).

Do tych enzyméw nalezy m.in.:

— dysmutaza ponadtlenkowa - SOD — enzym katalizujacy reakcje rozktadu anionorodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i tlenu czasteczkowego:

20, +2H+SOD — H,0, + 0, (60)
SOD jest metaloenzymem i stanowi zasadniczy mechanizm obrony przeciwko toksycznemu
oddziatywaniu nadtlenkéw w komdrkach. Wystgpuje w dwoch postaciach: wewnatrz- i

zewnatrzkomoérkowej. Bierze udzial w redukcji nadtlenku wodoru do wody i przeksztalca
zredukowany glutation w jego posta¢ utleniong, czyli w disulfid glutationu (GSSG):

2GSH + H,O, — Gpx GSSG + 2H,0 (61)
Redukuje réwniez nadtlenki organiczne (np. nadtlenki lipidéw) do alkoholi:

ROOH + 2GSH — Gpx ROH + GSSG + H,O (62)
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Aby nie doszto do inaktywacji bialek przez powstaty GSSG, z peroksydaza glutationowa
wspoéldziata reduktaza glutationowa, enzym odtwarzajacy zredukowana forme glutationu
kosztem utleniania NADPH:

GSSG + NADPH + H+ reduktaza glutationowa ———» GSH + NADP+ (63)
lub jest on aktywnie usuwany na zewnatrz komorki kosztem energii zgromadzonej w ATP.
H,O
A
Gpx
SOD
02.- > H202 + 02
CAT
v
H,O + O,

Rys. 33. Gléwne enzymy usuwajace reaktywne formy tlenu

Zdolnosci antyoksydacyjne organizmu zaleza réwniez od zawartosci i dziatania innych biatek
o wlasciwosciach antyoksydacyjnych. Antyoksydanty prewencyjne zapobiegaja wytwarzaniu
si¢ nowych reaktywnych form tlenu i zapobiegaja peroksydacji lipidow. W osoczu krwi role
t¢ pelnia m.in. ceruloplazmina, ferrytyna, transferyna, albumina — biatka, ktdre tacza sig¢ z
uwolnionymi jonami metali przejSciowych, np. miedzi i zelaza zawierajacymi niesparowane
elektrony, stanowiac zabezpieczenie przed reakcjami wolnorodnikowymi. Wiasciwosci
antyoksydacyjne wykazuje takze kwas moczowy, ktéry wiaze jony metali i wychwytuje
rodnik hydroksylowy.

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza i peroksydaza glutationowa to enzymy
katalizujace reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego [25]:

0, +0,” +2H — H,0, +0, (64)

Dysmutaza ponadtlenkowa wystepuje w postaci wewnatrz- i zewnatrzkomorkowej. Postaé
wewnatrzkomérkowa ma forme¢ mitochondrialng z manganem w centrum aktywnym
(MnSOD) i cytoplazmatyczna z miedzia i cynkiem (Cu/Zn SOD). Postac
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zewnatrzkomérkowa  (EC-SOD) rozklada rodnik ponadtlenkowy w  przestrzeni
pozakomoérkowej, dzigki czemu chroni powierzchni¢ naczyn przed dzialaniem rodnika
ponadtlenkowego [25]. Istotng rolg w ochronie komorek przed produktami utleniania, czyli w
procesie odtruwania organizmu, odgrywaja S-transferazy glutationowe (EC 3.1.2.7). Jest to
grupa enzyméw drugiej fazy metabolizmu, ktéra przeciwdziala procesom powstawania
nowotworéw. Enzymy te odgrywaja znaczaca role w detoksykacji i redukcji reaktywnych
form tlenu oraz ich produktow. Katalizuja reakcje sprzggania glutationu z r6znymi zwiazkami
elektrofilowymi (w tym z ksenobiotykami).

Inng funkcja S-transferaz glutationowych w obronie przed reaktywnymi formami tlenu jest
katalizowanie reakcji sprzggania z glutationem aldehydowych produktéw peroksydacji
lipidéw. Jedna z klas tych enzymdéw ma silne powinowactwo do 4-hydroksyalkenali [29].
Izoenzymy GST sklasyfikowano, jako alfa, pi oraz teta. Wykazuja one r6zna dystrybucjg i
charakterystyke w poszczegdlnych tkankach. S-transferaza glutationu pi (GSTpi) odgrywa
wazng rolg¢ w procesach detoksykacji, chroniacych komoérki przed uszkodzeniem DNA, w
tym takze komoérki nowotworowe przed toksycznoscia lekéw przeciwnowotworowych.
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