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Wolnorodnikowe utlenianie biocząsteczek jest przyczyną rozkładu tłuszczów, olejów, wosków i polimerów, wywołuje również niekorzystne zmiany w organizmach żywych. Proces autooksydacji odpowiada m.in. za modyfikację błon komórkowych, białek i DNA, starzenie i degenerację komórek nerwowych w chorobach Parkinsona i Alzheimera, miażdżycę oraz nowotworzenie. W miarę doskonalenia technik badawczych następuje istotny postęp w wiedzy o aktywności rodników w organizmie, inicjowaniu procesów autooksydacyjnych, kinetyce reakcji rodnikowych. Istotnym elementem badań jest poszukiwanie metod neutralizacji rodników i przeciwdziałania autooksydacji. Mechanizm reakcji rodników z antyutleniaczami fenolowymi, rozpatrywany był w przeszłości jako jednoetapowe przeniesienie atomu wodoru (Hydrogen Atom Transfer, HAT). Jednak ostatnio zaproponowano szereg innych mechanizmów jak przeniesienie elektronu uzgodnione z przeniesieniem protonu (Proton-Coupled Electron-Transfer, PCET), przeniesienie elektronu poprzedzone deprotonacją (Sequential Proton-Loss Electron-Transfer, SPLET) oraz przeniesienie protonu poprzedzone przeniesieniem elektronu (Electron Transfer-Proton Transfer, ET-PT). 

Badania, których celem jest znalezienie najbardziej efektywnych metod przeciwdziałania skutkom autooksydacji lipidów prowadzone są od wielu lat, rzadko jednak uwzględniano w nich środowisko reakcji, polarność rozpuszczalnika, pH czy też dysocjację antyoksydanta. Celem pracy doktorskiej było określenie mechanizmów reakcji rodników z wybranymi antyoksydantami naturalnymi i syntetycznymi oraz badanie wpływu równowag kwasowo-zasadowych na kinetykę tych reakcji. Punktem wyjścia były badania wpływu rozpuszczalnika na kinetykę i mechanizm reakcji rodnikowych prostych pochodnych fenolowych: -tokoferolu (TOH), 2,2,5,7,8-pentametylo-6-hydroksychromanu (PMHC) i 2,6-di‑tert‑butylo‑4‑metylofenolu (BHT) w reakcji z rodnikiem 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylo-wym (dpph(). W pomiarach tych dobierano rozpuszczalniki różniące się polarnością i zdolnością do deprotonowania fenolu. Kinetykę reakcji skorelowano z właściwościami fenoli jako donorów wiązania wodorowego (parametr
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) i właściwościami rozpuszczalników jako akceptorów wiązania wodorowego (parametr
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dla PMHC równy 0,39. Zbadano wpływ parametrów charakteryzujących rozpuszczalnik takich jak polarność i stała dielektryczna rozpuszczalnika lub mieszaniny rozpuszczalników na dysocjację fenoli o zróżnicowanej kwasowości (pKa) i próbowano powiązać te parametry z aktywnością pochodnych fenolowych względem rodników dpph( w różnych układach homogenicznych. Istnieje bardzo ścisły wpływ polarności medium na szybkość reakcji fenoli z rodnikiem dpph(. Rezultaty badań dostarczyły dowodów na współistnienie dwóch mechanizmów reakcji HAT i SPLET, których wzajemny, konkurencyjny udział zależy od środowiska reakcji. Dysocjacja nawet niewielkich ilości fenolu powoduje dominację mechanizmu SPLET. Wpływ SPLET na stałą szybkości reakcji może zostać zmniejszony lub nawet wyeliminowany przez cofnięcie dysocjacji fenolu, np. przez dodatek kwasu octowego, a zwiększony przez dodatek zasady. Wykluczono mechanizm ET-PT (Electron Transfer-Proton Transfer) jako przyczynę aktywności antyoksydantów interwentywnych: (-tokoferolu i PMHC w reakcji z rodnikiem dpph( w rozpuszczalnikach polarnych. 

Wiedza zgromadzona w trakcie badań nad aktywnością antyoksydacyjną modelowych przeciwutleniaczy była istotna w badaniu mechanizmów antyrodnikowego działania ważnych naturalnych antyoksydantów fenolowych, takich jak flawonoidy. Na podstawie wyników pomiarów pKa i 13C CP/MAS NMR uszeregowano badane flawonoidy według wzrastającej kwasowości i powiązano ich strukturę ze stałymi dysocjacji. Najbardziej kwasową grupą hydroksylową w cząsteczce kwercetyny, jednego z najczęściej badanych antyoksydantów flawonoidowych,  jest grupa 7-OH w pierścieniu A. Pierścień C zawierający grupę karbonylową przyczynia się do wzrostu kwasowości flawonoidów. Kwasowość ta jest również większa, gdy obecne są inne grupy OH w pierścieniach A i B sprzężonych wiązaniem podwójnym C(2)=C(3) (zazwyczaj wtedy wzrasta kwasowość grupy 7-OH). 

W kolejnej części pracy porównano absolutne stałe szybkości reakcji (kS, M-1 s-1) flawonoidów z rodnikiem dpph( w szeregu rozpuszczalników i powiązano aktywność związków z ich kwasowością i strukturą. Określono wpływ poszczególnych grup hydroksylowych na aktywność flawonoidów i przedyskutowano wpływ mechanizmu SPLET. Zagadnienie to nie było do tej pory rozważane w literaturze naukowej i stanowi istotną nowość w badaniach nad rolą struktury w aktywności antyoksydantów naturalnych.

Kolejnym celem pracy było zbadanie wpływu pH na właściwości antyoksydacyjne modelowych fenoli i flawonoidów w układach heterogenicznych w pH od 4 do 10. Wyznaczono szybkości inicjowania procesu autooksydacji emulsji linolanu metylu w micelach SDS w szerokim zakresie pH i przedyskutowano możliwości zastosowania trzech inicjatorów azowych. Rezultaty pomiarów kinetyki rozpadu inicjatorów umożliwiły przeprowadzenie ilościowych badań aktywności antyoksydacyjnej fenoli syntetycznych PMHC, BHT i 3,5-di-tert-butylokatecholu (DTBCat) oraz dwóch flawonoidów: 7,8-dihydroksyflawonu i kwercetyny, w układach heterogenicznych jakimi były emulsje linolanu metylu w pH od 4 do 10. Rezultaty przeprowadzonych badań kinetyki autooksydacji w układach emulsyjnych linolan metylu / SDS dla modelowych fenoli i polifenoli w przedziale pH od 4 do 10 prowadzą do wniosku, że obecność wszystkich wybranych pochodnych fenolowych w mieszaninie emulsyjnej powoduje spowolnienie autooksydacji. Długość okresu indukcji i szybkość inhibitowanej autooksydacji jest zależna od stężenia antyoksydanta oraz od jego aktywności. W wysokich pH aktywność PMHC i BHT wzrasta, natomiast antyoksydanty katecholowe (7,8-dihydroksyflawon, 3,5-di-tert-butylokatechol, kwercetyna) wykazują spadek zdolności inhibicyjnej. Wyznaczono optymalne stężenie tych antyoksydantów oraz optymalne pH, w których szybkość inhibitowanej autooksydacji jest najmniejsza, a okres indukcji najdłuższy. Badano również wpływ pH na oddziaływania synergistyczne PMHC z kwercetyną. Pomiary szybkości autooksydacji emulsji linolanu metylu / SDS zawierających analog tokoferolu (PMHC) i kwercetynę ujawniły silny wpływ pH na wielkość efektu synergistycznego. Najbardziej optymalnym zakresem pH dla synergizmu tych dwóch fenoli był przedział pH od 6 do 9, natomiast skrajne wartości pH: 4 i 10 powodują osłabienie lub całkowity zanik współdziałania antyoksydantów hydrofilowych i hydrofobowych. Jest to spowodowane zmianą funkcji z antyoksydacyjnej (lub ko-antyoksydacyjnej) na prooksydacyjną. Zbadano także wpływ pH na aktywność antyoksydacyjną kurkuminy: najsilniejszy efekt inhibicyjny zaobserwowano w zakresie pH 6-8. Zdysocjowana kurkumina jest dużo efektywniejszym inhibitorem od neutralnej (pH 4-7) dzięki udziałowi ugrupowania enolowego w mechanizmie SPLET. 


Wyniki badań przedstawionych w pracy doktorskiej wskazują na konieczność uwzględnienia równowag kwasowo-zasadowych w szerokim zakresie pH w celu uniknięcia błędnych wniosków co do aktywności danego antyoksydanta i stosowania go w środowisku, w którym przestaje być on aktywny.
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