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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Metodyka wykonywania pomiarow

Dla wuzyskania mozliwie pelnego obrazu przemian zachodzacych w
aminokwasach i1 peptydach zawierajacych grupe tioeterowa podczas utleniania
rodnikiem OH konieczne byto wykorzystanie kilku technik pomiarowych.

Do $ledzenia szybkich przemian krotkozyjacych produktéw rodnikowych
stosowana byta radioliza impulsowa.

Trwate, czasteczkowe produkty reakcji rodnikowych oznaczane byly za
pomoca stacjonarnej y-radiolizy polaczonej z czutymi metodami analitycznymi:
chromatografia gazowa i wysokocisnieniowa chromatografia jonowykluczajaca.

Niektore z produktow rodnikowych y-radiolizy byty identyfikowane metoda

EPR w zamrozonych roztworach wodnych.
4.1.1. Odczynniki. Przygotowanie prébek do pomiaréw

Wszystkie stosowane odczynniki byly najwyzszej dostepnej na rynku czystosci.
Badane kwasy alkilotiokarboksylowe, aminokwasy i S-alkiloglutationy pochodzity z
firmy SIGMA, estry metylowe L-metioniny i N-acetylo-L-metioniny z firmy
Bachem Ester metylowy tiaproliny zostal otrzymany w Katedrze Chemii
Organicznej Wydziatu Chemii UAM w Poznaniu z tiaproliny firmy SIGMA. Synteza
D,L-homometioniny zostata wykonana w Hahn-Meithner-Institut fiir Kernforschung,
Berlin wg. procedury opisanej w pracy (Kjaer i Wagner 1955), synteza y-Glu-Met-
Gly zostata wykonana w Department of Pharmaceutical Chemistry University of
Kansas, Lawrence, kwas nadchlorowy byt produkcji firmy MERCK, wodorotlenek
potasowy, p-nitroacetofenon i kwas askorbinowy produkcji firmy Aldrich.

Do przygotowania roztwordéw stosowatem wodg trzykrotnie destylowana, przy
czym drugi stopien destylacji odbywat si¢ znad roztworu chromianu potasowego, a
trzeci znad roztworu nadmanganianu potasowego. Przed pomiarami roztwory
badanych zwiazkéow byly doprowadzane do zadanego pH poprzez dozowanie
odpowiedniej ilosci roztworéw HCIO, lub KOH. Warto$¢ pH byla kontrolowana z
doktadnoscia 0,05, za pomoca przenosnych pH-metrow Cole-Parmer Chemcadet
5986-25, Medicat MAT 1202 i Radelkis OP-113 wyposazonych w elektrody
uniwersalne. Bezposrednio przed napromienianiem badane roztwory byly w ciagu 15

- 20 minut nasycane podtlenkiem azotu (o zawartosci azotu ponizej 1,7%
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objetosciowego). W  eksperymentach stacjonarnej y-radiolizy =z detekcja
chromatograficzna stosowany podtlenek azotu byl uprzednio przepuszczany przez
phluczke zawierajaca jednomolowy roztwor KOH w celu usunigcia ewentualnych
zanieczyszczen oraz dwutlenku wegla. W eksperymentach radiolizy impulsowe;j
phuczka zawierala wodg destylowana.

Nasycanie badanych roztworéw N,O ([N,O] ~ 2,5%10-2 mol dm~) miato na celu
wyeliminowanie elektronu  hydratowanego w  procesach rodnikowych =z
jednoczesnym zwigkszeniem wydajnosci rodnikéw OH obecnych w roztworze. W
tym uktadzie jedynymi aktywnymi produktami radiolizy wody sa rodniki OH i
atomy wodoru H! (Dainton i Peterson 1962, Janata i Schuler 1982). Reakcja
konwersji e, w OH zachodzi zgodnie z rownaniem [2] (patrz punkt 1.3.1), ze stala
szybkosci k = 9,1 % 10 dm?mol-'s! (Janata i Schuler 1982).

Wartosci dawki pochtonigtej przez badane roztwory byly tak dobrane aby
maksymalne zuzycie zwiazku badanego nie przekraczato 15% w eksperymencie y-
radiolizy 1 1% w eksperymencie radiolizy impulsowej. Probki do badan metoda EPR,
zawierajace od 20 do 100 mg/ml badanego zwiazku w 0,1 mol dm? HCIO, byly
przed napromienieniem zamrazane przez szybkie zanurzenie wypetnionych nimi

rurek kwarcowych w ciektym azocie.
4.1.2. Radioliza impulsowa
4.1.2.1. Zrédla impulséw jonizujacych. Akceleratory elektronéw

Pomiary widm absorpcyjnych oraz kinetyk powstawania, i zaniku
krotkozyciowych indywiduéw przejsciowych byly wykonane metoda radiolizy
impulsowej. Ze wzgledu na krotkie czasy zycia oczekiwanych indywiduéw
przejsciowych, rzedu dziesiatek ns, konieczne byto stosowanie uktadéw do radiolizy
impulsowej pozwalajacych na uzyskanie impulsu elektronéw o czasie trwania od
kilku do kilkuset ns.

Wykorzystane byly uklady pomiarowe znajdujace si¢ w trzech os$rodkach
naukowych: 1) Miedzyresortowym Instytucie Techniki Radiacyjnej Politechniki
Lodzkiej w Lodzi (MITR), 2) Instytucie Izotopéw Wegierskiej Akademii Nauk w

1 Produkty reakcji atomoéw H z aminokwasami tioeterowymi wykazuja tylko niewielka absorpcje
(8550 = 200 dm’mol-'em") i nie wptywaja znaczaco na sygnaty obserwowane w tych aminokwasach
podczas utleniania przez rodniki OH (Mee i Adelstein 1974, Lichtin i Shafferman 1974, Mee i in.
1977, Hiller i in. 1981).
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Budapeszcie (KFKI), 3) Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie
(IChTJ).

W MITR zZrodtem impulséw jonizujacych jest liniowy akcelerator elektronow
produkcji radzieckiej ELU-6E. Jest to liniowy akcelerator wysokiej czestosci, tzw.
akcelerator z wedrujaca fala. Akcelerator ten pozwala na formowanie impulséw
elektrondow o czasie trwania 2, 7 1 17 ns oraz od 0,3 do 4,5 ps. Fala
elektromagnetyczna wytwarzana jest w magnetronie MI320 pracujacym przy
czestotliwosci 1886 MHz. Wiazka przyspieszonych elektronéw, o energii 8 MeV,
wyprowadzana jest poprzez okienko z folii tytanowej o grubosci 50 pum. Blizsze
dane techniczne dotyczace tego akceleratora mozna znalez¢ w pracach (Karolczak i
in. 1986, 1992, 1996).

W KFKI zZrédlem impulséw jonizujacych jest liniowy akcelerator elektrondw
produkcji czechostowackiej LPR-4. Jest to akcelerator dzialajacy na podobnej
zasadzie jak ELU-6E. Pozwala on na formowanie impulséw elektronow o energii od
3 do 5 MeV i normalnym czasie trwania 2,6 ps. Zastosowano tutaj, pomigdzy dioda
zasilana przez modulator emitujacy 3 ms (45 kV) pulsy a sekcja przyspieszajaca,
uktad elektrostatycznego odchylania wiazki. Umozliwia on wydzielenie z 2,6 ps
impulsu fragmentu o czasie trwania 40 lub 80 ns. Zrodtem fali przyspieszajacej jest
w tym przypadku magnetron pracujacy przy czgstosci 2865 MHz. Przyspieszona
wiazka elektronow jest wyprowadzana poprzez okienko z folii tytanowej o grubosci
35 um. Dzialanie tego akceleratora zostato opisane w pracach (Teply i in. 1975,
Foldiak i in. 1988a, 1988Db).

W IChTJ zZrodtem impulséw elektronow byt liniowy akcelerator elektronow
produkcji radzieckiej LAE 13/9. Zasada dzialania tego akceleratora jest taka sama
jak dwoch opisanych powyzej. Zrodtem fali przyspieszajacej elektrony jest tutaj
klistron KIU 17 pracujacy z czgstotliwoscia 1818 MHz. Akcelerator ten pozwala na
formowanie impulsow elektronéw o energii od 9 do 13 MeV i czasie trwania 0,5; 2,5
15,5 us (Zimek i in. 1972, 1990, Bobrowski i in. 1976).

4.1.2.2. Pomiary absorpcji optyczne;j.

Pomiary wykonywatem stosujac przeptywowe kuwety kwarcowe o dlugosci
drogi optycznej 2,5; 1,5 1 1 cm. Absorpcj¢ mierzylem za pomoca uktadow do
spektrofotometrii  kinetycznej powiazanych funkcjonalnie z wyzej opisanymi
akceleratorami liniowymi. Ideowy schemat takiego ukladu przedstawia rysunek
4.1.2 1.
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W uktadzie stosowanym w
o ~1--| _<]l MITR PL Zrédlem S$wiatla
" 4 analizujacego byla lampa

o
[#]

[
>

ksenonowa 150 W firmy

5 6 Osram, wyposazona W

uktad dopalania

impulsowego.

Przechodzace przez probke
Rys. 4.1.2 1 Uproszczony schemat uktadu do radiolizy Swiatlo  analizujace  (w
zakresie 230 - 850 nm)

kierowane byto za pomoca

impulsowej: e~ - wiqzka elektronow, 1- Zrodto swiatta
analizujqcego, 2 - kuweta pomiarowa, 3 -
monochromator, 4 - fotopowielacz, 5 - oscyloskop, 6 - ukladu soczewek ;
mikrokomputer. . .

zwierciadel na szczeling
wejsciowa monochromatora. Opcjonalnie stosowanyo monochromatory siatkowe
Baush & Lomb, Kratos, Acton Research Co. SpectraPro-275% oraz monochromator
pryzmatyczny Carl Zeiss Jena. Po wyjsciu z monochromatora $wiatlo padato na
katode fotopowielacza Hamamatsu 1P28 Ilub R 928. Sygnat z fotopowielacza
rejestrowany byl za pomoca oscyloskopu cyfrowego. Rownoczesne stosowanie |,
wariantowo kilku oscyloskopoéw - Hewlett Packard 54510A 250 MHz, Philips PM
3320E 200 MHz, Tektronix 7834 450 MHz i Tektronix TDS 540 500 MHz
umozliwialo jednoczesna rejestracje zmian absorpcji optycznej przy kilku
podstawach czasu. Do rejestracji 1 przetwarzania danych pomiarowych
wykorzystano mikrokomputer IBM PC AT sprz¢zony z oscyloskopami za pomoca
interfejsu IEEE488. Pojedynczy przebieg (usredniony z kilku niezaleznych
pomiaréw) zapamigtywany byl na dyskach elastycznych 5,25 i 3,5 cala. Program
obstugi oscyloskopow 1 zapisu danych umozliwia takze rejestracje napigcia U,
dawki zmierzonej za pomoca cewki Rogowskiego, dlugosci fali $wiatla
analizujacego oraz dodatkowego opisu tekstowego (Karolczak i in. 1986, 1992,
1996).

2 Podczas pomiarow w zakresie spektralnym powyzej 400 nm, w uktadach pomiarowych

wyposazonych w monochromatory siatkowe stosowany byt filtr odcinajacy zakres ultrafioletu. Filtr
produkcji  Karl-Zeiss Jena, oznaczony numerem 724, byl umieszczony przed szczelina

monochromatora.
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W Instytucie Izotopdéw Wegierskiej Akademii Nauk do pomiaréw optycznych
zostal przystosowany spektrometr kinetyczny Applied Photophysics, Ltd., Model
347 (Applied Photophysics 1982). Przystosowanie to polegato na rozseparowaniu
chlodzonej woda lampy ksenonowej 250 W Thorn EMI oraz przestrzeni, w ktorej
umieszcza si¢ probke, od monochromatora i fotopowielacza. Monochromator i
fotopowielacz, tak jak w ukladzie stosowanym w MITR PL, znajduja si¢ poza
pomieszczeniem akceleratora. Transmisj¢ swiatla analizujacego do monochromatora
rozwigzano stosujac Swiatlowody; ciekly 5 m dlugosci 1 $rednicy 8 mm lub
$wiattowody kwarcowe 4 m dtugoéci 5 mm i 3,5 mm srednicy. Swiattowéd ciekty
moze transmitowaé Swiatto w zakresie 300 - 600 nm, kwarcowe w zakresie 400 -
1000 nm. Stosowany byt monochromator siatkowy Model 7300 oraz fotopowielacze
Hamamatsu 1P28, 1P28A oraz R928 (Foldiak i in. 1988a, 1988b). Do analizy
sygnatu z fotopowielacza uzywano oscyloskopow firmy Philips PM 3375 100 MHz i
PM 3335 60 MHz. Gromadzenie i analiz¢ danych rozwiazano podobnie jak w MITR
PL za pomoca komputera PC AT i dyskow elastycznych 3,5 1 5,25 cala.

W uktadzie stosowanym w IChTJ zrodtem $wiatta analizujacego byta lampa
ksenonowa XBO 150 W Osram, wyposazona w uktad dopalania impulsowego.
Przechodzace przez probke $swiatto analizujace kierowane bylo za pomoca uktadu
soczewek i1 zwierciadel na szczeling wejSciowa monochromatora pryzmatycznego
SPMZ Carl Zeiss Jena. Po wyjSciu z monochromatora §wiatto padato na katode
fotopowielacza Hamamatsu R 928. Sygnal z fotopowielacza rejestrowany byt za
pomoca oscyloskopu IWATSU TS 8123 (100 MHz). Podobnie jak w KFKI i MITR
PL do rejestracji i przetwarzania danych pomiarowych wykorzystano mikrokomputer
IBM PC AT sprzgzony z oscyloskopem za pomocg interfejsu.

W eksperymencie radiolizy impulsowej zbiér danych zapisany na dysku
elastycznym przedstawial odczytana z oscyloskopu zalezno$¢ AU - spadku napigcia
wywolanego pochtanianiem $wiatlta przez probke w funkcji czasu po impulsie
promieniowania jonizujacego (rysunek 4.1.2 2).

80
AU, mV

60 1  Rys. 4.1.2 2 Zmiana napiecia

na wejsciu oscyloskopu
40t

wywotana pochionieciem przez

20t roztwor — dozymetru rodanko-

o wego (patrz nizej) dawki 4,35

Gy w impulsie o czasie trwania

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Czas, us 0 ns.
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Kazdy z wykorzystywanych przeze mnie programéw obrobki danych wykonywat
operacje przeliczania warto$ci odczytywanych na absorpcje. Warto$¢ absorpcji

obliczana byta ze wzoru (I):

U,
A=log—"— I
g Ui — AU @
gdzie : U, - warto$¢ napigcia bgdacego miara poczatkowego nat¢zenia Swiatta

przechodzacego przez probke.
Warto$¢ absorpcji jest powiazana z ilo$cia wygenerowanego produktu znanag

zaleznos$cia Lamberta-Beera (II):
A=gxc*l (D)

gdzie: A - absorpcja; € - molowy wspotczynnik absorpcji [dm*mol'cm™]; ¢ -
stezenie [mol dm=3]; /- dlugos¢ drogi optycznej [cm].
Znajomo$¢ potozenia pasma absorpcji, wspotczynnika € oraz zmian absorpcji

w czasie pozwala na jakos$ciowa 1 ilosciowgq interpretacje widm.
4.1.2.3. Dozymetria promieniowania impulsowego.

W badaniach stosowalem, zaleznie od mozliwosci ukladu pomiarowego
impulsy o czasie trwania 2, 7, 17 1 80 ns oraz 0,5 us. Wielko$¢ dawki pochtonigtej
podczas impulsu wyznaczalem przy uzyciu napowietrzonego dozymetru
rodankowego (wodny roztwor KSCN o stezeniu 102 mol dm= (Foldiak i in. 1988a,

Broszkiewicz 1971)), ktorego zasada dziatania opiera si¢ na reakcjach [34] 1 [35]:
OH- + SCN- — OH- + SCN- [34]
SCN- + SCN- — (SCN),"™ [35]
Wydajnos¢ anionorodnika (SCN), jest roéwna wydajnosci rodnika OH-
powstajacego w radiolizie wody (w warunkach wysokiego stezenia SCN- 1 zmiecenia

wszystkich e, -~ przez czasteczki rozpuszczonego w roztworze tlenu). Absorpcja

Swiatta przez (SCN),- jest tatwa do zmierzenia dla dilugosci fali $wiatla
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analizujacego A = 475 nm, dla ktorej molowy wspodtczynnik absorpcji (SCN),-
wynosi € = 7.35 * 10°> dm*mol-'cm!.

Wzér pozwalajacy obliczy¢ dawke pochlonigta otrzymuje sig¢ wykorzystujac
zalezno$¢ Lamberta-Beera (II) oraz wzor (III) pozwalajacy na obliczenie stgzenia

rodnikéw powstaltych w wyniku napromieniowania

. G* D* p
N#1,602%107"

(111

gdzie: G - wydajnos¢ chemoradiacyjna tj. liczba czasteczek produktu powstajaca
lub zanikajaca podczas pochtonigcia przez uktad 100 eV (1G = 0,1036+10°¢ mol J-);
D - dawka pochlonigta [Gy]; r - gestos¢ roztworu dozymetrycznego [kg dm?3], N -
liczba Avogadro

Stad warto$¢ dawki pochlonigtej] wyraza si¢ wzorem (IV):

D=—AN 1 602107 [Gy] )
gk [x (G* p

ktory po uwzglednieniu wartosci G = 2,9, liczby Avogadro, wspétczynnika absorpcji
1 przyjeciu gestosci » = 1 kg dm przyjmuje postac (V):

D =4,53+10> A/ [Gy] V)

W niektorych przypadkach stosowatem dozymetr rodankowy nasycony N,O,
przyjmujac za (Schuler i Patterson 1980) G((SCN),~) = 6,131 € = 7,58 * 10° dm*mol-
lem' dla A =472 nm.

Dawka pochtonigta przez roztwér dozymetryczny przyjmowata wartosci od 2
do 12 Gy w zalezno$ci od stosowanego uktadu i dtugosci impulsu. Dozymetri¢
chemiczna wykonywalem na poczatku i na koncu kazdej sesji pomiarowej. Podczas
trwania sesji pomiarowej dla oceny dawki postugiwalem si¢ odczytem wartosci
pradu wzbudzonego w cewce Rogowskiego przez elektrony pulsu, ktora to wartosé
jest liniowo powiazana z wartoscia dawki pochlonigtej przez probke (Zimek 1978,
Zimek 1 Grodkowski 1987). W jednym cyklu pomiarowym rozrzut dawki,
zmierzone] cewka Rogowskiego, wokot obliczonej s$redniej nie przekraczat

dziesigciu procent. Stosowanie badanych roztworéw wodnych i wodnego roztworu
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dozymetrycznego wyeliminowato konieczno$¢ uwzgledniania poprawki na rdznice
gestosci elektronowych podczas obliczania dawki pochtonigtej przez roztwor
badany. Wyniki pomiarow z kazdej serii byly normalizowane na dawke $rednia dla

serii pomiarowe;j.



