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4.2. Wyniki doswiadczen

4.2.1. Zwiazki modelowe - kwasy alkilotiokarboksylowe

Badania zostaly przeprowadzone dla wybranych kwasow alkilotio-

karboksylowych.
Badane zwiqzki'
CH3—S—CH2—COOH .
Kwas 2-(metylotio)-etanowy [2-MTEA]
HOOC-CH;-S-CH,~COOH oo
Kwas 2,2'-tiodietanowy [2,2-TDEA]

CH;-S-CH,-CH,-~COOH _ .
Kwas 3-(metylotio)-propionowy  [3-MTPA]

HOOC-CH,-CH,~-S-CH,-CH,-COOH . .
Kwas 3,3'-tiodipropionowy [3,3'-TDPA]

HOOC-CH,-S-CH,-CH,-COOH . .
Kwas 3-(karboksymetylotio)-propionowy

[3-CMTPA]
HOOC-CH,-CH—COOH
S

|
CH,~COOH
2 Kwas 2-(karboksymetylotio)-bursztynowy

[2-CMTSA]

Taki dobor zwiazkéw modelowych umozliwit:

(i) zbadanie warunkow zachodzenia procesu dekarboksylacji w uktadach
pozbawionych grupy aminowej;

(i1) ustalenie zwiazku pomigdzy procesem dekarboksylacji, a tworzeniem
wewnatrzczasteczkowych wiazan trojelektronowych pomigdzy siarka tioeterowa a
tlenem karboksylowym. Procesy te, powinny by¢ uwarunkowane  dhlugoscia
tancucha oddzielajacego grupy karboksylowe od grupy tioeterowej i liczba grup
karboksylowych.

Oznaczenia w nawiasach kwadratowych nie sa oznaczeniami systematycznymi.
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(iil) wyznaczenie parametrow kinetycznych, reakcji rodnikowych koniecznych do
interpretacji wynikow w aminokwasach tioeterowych;

(iv) sprawdzenie mozliwos$ci redukcji p-nitroacetofenonu przez rodnikowe produkty
dekarboksylacji kwasow tioalkilowych (tj. rodniki a-(alkilotio)alkilowe);

(v) identyfikacj¢ i wyznaczenie parametrow widma EPR rodnikow o-(alkilotio)-

alkilowych.

4.2.1.1. Wyniki badan i ich omowienie

Radioliza impulsowa

2-MTEA i 2,2'-TDEA (kwasy zawierajgce grupy karboksylowe w pozycji o w

stosunku _do _siarki <o-CO,H>): W zaleznosci od pH 1 stgzenia zwiazkow

napromienianie impulsowe prowadzi do generacji réznych indywiduow
przejsciowych tj. rodnikéw hydroksysulfuranylowych (addukty OH do siarki) (pH
5,7) oraz rodnikow a-(alkilotio)alkilowych (pH 11 pH 5,7) (przyklady dla 2-MTPA
przedstawia rysunek 4.2.1 1), charakteryzujacych si¢ odpowiednio pasmami

absorpcjizA,,, ~340nmi A, ~ 285 nm.

20000

15000

10000

5000

G+¢ (mol-1dm3cm-1)

360 ' 460 ' 560 ' 660
A (nm)
Rys. 4.2.1 1 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych 2107 mol dm>
roztworow 2-MTEA w pH 5,7 (nasycony N,O) 40 ns (a) i 1,4 us po impulsie (b) i w
pH I (nasycony N,) 70 ns po impulsie (c). Wstawka - kinetyka zaniku pasma

absorpcji zarejestrowanego w A, , = 340 nm.
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3-MTPA i 3,3'-TDPA (kwasy zawierajqce grupy karboksylowe w pozycji 3 w

stosunku_do_siarki <B-CO,H>): W pH ~5,7 dla obydwu zwigzkéw obserwuje sig
powstawanie 50 ns po impulsie szerokiego pasmo absorpcji w zakresie 260 - 600 nm
zZ A, ~ 400 -450 nm (rysunki 4.2.1 2A krzywa a, 4.2.1 2B krzywa a), z ktorego
dla wysokich stgzen w czasie ~ 0,8 us wybudowuje si¢ pasmo z A, ~ 480 nm
(rysunek 4.2.1 2A krzywa b).
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Rys. 4.2.1 2 Widma absorpcyjne produktow przejsciowych roztworow 3-MTPA,

nasyconych N,O, w pH 5,7: 10~ mol dm> 50 ns (4-a) i 0,8 s (A-b) 30 us po impulsie

(A-c); 2%107° mol dm= 190 ns (B-a) 2 us (B-b) 30 us po impulsie (B-c). C i D

rozktad widm (A-a) i (B-a) na skladniki metodq regresji liniowej.

Analiza matematyczna widm? pokazala, ze powstaja one w wyniku nalozenia

pasm absorpcji A ~ 400 nm (charakterystycznego dla rodnikéw z

max

2 Widma zostaly roztozone na sktadowe metoda regresji liniowej zgodnie ze wzorem (XX).

A )= e )a; (xx)
i=1

gdzie AA(L;) jest obserwowana zmiang absorbancji a sj(kj) molowym wspolczynnikiem absorpcji i-

tego indywidum dla j-tej dlugosci fali Swiatla absorbowanego). Element {a;! jest wspotczynnikiem
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wewnatrzczasteczkowym wigzaniem S .. O) oraz A, ~ 480 nm (charakterystycznego
dla kationorodnika z migdzyczasteczkowym wigzaniem S..S) (rysunki 4.2.1 2C i
4.2.1 2D).

W pH 1 dla obydwu zwiazkow obserwuje si¢ powstawanie pasma absorpcji A
ax ~ 480 nm (S..S).

Podobnie jak dla 2-MTEA i 2,2-TDEA utlenianie 3-MTPA 1 3,3'-TDPA,
zarbwno w pH 1 jak 1 5,7, prowadzi do powstawania rodnikéw o-(alkilotio)-
alkilowych A~ 285 nm (rysunki 4.2.1 2A14.2.1 2B krzywe c).

3-CMTPA i 2-CMTSA (kwasy zawierajgce grupy karboksylowe w pozycji o i

B w stosunku do siarki <o,$-CO,H>): W pH 5,8 obserwuje si¢ poszerzone pasmo

absorpcji z A, ~ 340 nm powstajace w wyniku nalozenia pasma absorpcyjnego
rodnikow  hydroksysulfuranylowych, z pasmami absorpcji rodnikéw z
wewnatrzczasteczkowym wiazaniem S..O oraz rodnikow a-(alkilotio)alkilowych.
Krotkozyciowe pasmo z A, ~ 340 nm przeksztalca si¢ w pasmo z A, ~ 285 nm
przypisane rodnikom o-(alkilotio)alkilowym z szybkoscia zalezna od liczby grup
karboksylowych w pozycji a do siarki (dla 2-CMTSA szybko$¢ ta jest wigksza niz
dla 3- CMTPA). W pH 1 dla obydwu kwasow obserwuje si¢ jedynie pasma absorpcji

z A, ~ 285 nm przypisane rodnikom o-(alkilotio)alkilowym.

Parametry kinetyczne

2-MTEA 1 22-TDEA <o-CO,H>; Stale szybkosci addycji rodnika
hydroksylowego do grupu tioeterowej kwasow 2-MTEA 1 2,2-TDEA (ky.s)
zostaly  obliczone = wykorzystujac ~ zmierzone  eksperymentalnie  pseudo-
pierwszorzedowe state szybkosci powstawania rodnika hydroksysulfuranylowego w

funkcji stezenia kwasu alkilotiokarboksylowego (k kon:s)[S]). Wyniki pomiarow

exp =
statych szybkosci wykonanych w A = 340 nm dla stgzen kwasow 4,6«104 - 4«10
mol dm?3, w pH 5.7 sa zebrane w tabeli 4.

Z kolei, zanik rodnika hydroksysulfuranylowego w 2-MTEA i 2,2'-TDEA jest

procesem pseudo-pierwszorzedowym zaleznym zaro6wno od stezenia tioeteru [S] jak

regresji, ktory w kazdym przypadku jest rowny (c; x [), gdzie ¢; jest stezeniem i-tego indywidum a /
droga optyczna (Bevington., 1969, Marciniak i in. 1993) Molowe wspotczynniki absorpcji rodnikow
z wewnatrzczasteczkowym wiazaniem S .. O i kationorodnikéw dimerowych z migdzyczasteczkowym
wiazaniem S..S wynosza odpowiednio £54(410) = 1900 dm’mol-'em! i £4((480) = 7900 dm>mol-

lem!( Pogocki i in. 1997).
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i stezenia protonéw obecnych w $rodowisku [H,OT]. Stata szybkosci tego procesu
k,,, (mierzona w A = 340 nm, wstawka na rysunku 4.2.2 1) mozna przedstawi¢ jako
sumg statych szybkosci trzech niezaleznych proceséw: (i) spontanicznej dysocjacji
rodnika hydroksysulfuranylowego £, (ii) katalizowanej protonami reakcji eliminacji
czasteczki wody £k, oraz (iil) wymiany anionu OH- przez druga czasteczkg tioeteru

kg, réwnanie (XXI).
ko= Ky + K [HLOT] + k[S] - (XXD)
Pomiar pseudo-pierwszorzedowych statych szybkosci zaniku pasma 340 nm w

funkcji stgzenia protonéw [H,OT] i stezenia kwasu alkilotiokarboksylowego [S]

pozwala na wyznaczenie indywidualnych statych szybkosci &, k,, 1 kg

5 10 5 20 25
[H,07] (10" mol dm™) [2-MTEA] (107° mol dm™>)

Rys. 4.2.1 3 Obserwowana pseudo-pierwszorzedowa stata szybkosci reakcji zaniku
rodnikow hydroksysulfuranylowych (N, = 340 nm) dla 2-MTEA w zaleznosci od
[H,OY] [2-MTEA] = 2107 mol dm3) (4) i w zaleznosci od stezenia kwasu [2-
MTEA] (pH = 7) (B).

Z punktu przecigcia prostej &, , = f([H,0™]) [S] = const, z osia rzednych otrzymano
k, + kJS], z kolei z wartosci tg kata nachylenia prostej wyznaczono k,, (przyktad dla
2-MTEA rysunek 4.2.1 3 A). Podobnie z wykresu £, , = f([S]) [H,0™] = const, z
punktu przecigcia z osia rzednych otrzymano k, + k,[H,0"] a z wartosci tg kata
nachylenia prostej wyznaczono k, (przyktad dla 2-MTEA rysunek 4.2.1 3 B).
Rozwigzanie rownania (XXI) przy znanych parametrach &, 1 k; pozwala obliczy¢ k,.
Obliczone stale k, k,;, kydla 2-MTEA 12,2'-TDEA sa zebrane w tabeli 4.
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3-MTPA i 3,3-TDPA <B-CO,H>; Poniewaz zanik rodnika hydroksy-
sulfuranylowego w 3-MTPA i 3,3'-TDPA jest bardzo szybki, state szybkosci addycji
rodnika hydroksylowego do grupy tioeterowej tych kwasow k., zostaly obliczone
W oparciu o metode stanu quasi-stacjonarnego3, z szybkosci narostu pasma absorpcji
przypisanego rodnikom z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem S..O w A_, =390

nm. W tym celu pseudo-pierwszorz¢gdowa stata szybkosci (k_ ) byta monitorowana

exp
w warunkach, w ktorych tworzenie rodnikow hydroksysulfuranylowych jest etapem
limitujacym szybko$¢ powstawania rodnikow z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem
S..0. Udziat innych procesow prowadzacych do zaniku rodnika
hydroksysulfuranylowego (patrz réwnanie XXII) jest do zaniedbania tj. przy niskim
stezeniu badanego kwasu 4,6%10° - 4x%10* mol dm3 i w pH zblizonym do
obojetnego). Wartosci kqy,s, obliczone z nachylenia prostych k. . = f{[S]) (rysunek
4.2.1 4 A przykiad dla 3,3'-TDPA) sa zebrane w tabeli 4.

Zanik rodnika hydroksysulfuranylowego w 3-MTPA i 3,3'-TDPA jest procesem
bardziej ztozonym niz w 2-MTEA i 2,2'-TDEA. Oprocz procesow opisywanych
statymi szybkosci k, k, 1 k; w rownaniu (XXI) wystgpuje reakcja
wewnatrzczasteczkowej eliminacji anionu hydroksylowego z rodnika hydroksy-
sulfuranylowego zachodzaca z wudzialem tlenu karboksylowego z grupy J-
karboksylowej. W rezultacie stala szybkosci zaniku rodnika hydroksy-

sulfuranylowego opisywana jest rownaniem (XXII)
Koy = Ky * ke [H;OT] + kg[S] + k¢ (XXII)

Na oszacowanie stalej szybkosci k. w 3,3'-TDPA* pozwala analiza pseudo-
pierwszorzedowej stalej szybko$ci narastania pasma 390 nm w zaleznosci od
stezenia 3,3'-TDPA, w zakresie wyzszych stezen 3,3'-TDPA (rysunek 4.2.1 4 B

krzywa a). Poniewaz znajdujacy si¢ w réwnowadze z kationem dimerowym (S..

3 Dla reakcji nastepczych typu A b sB—E 5C w ktorych k, >> k, stezenie
krotkozyjacego produktu posredniego B jest bardzo male w poroéwnaniu ze stgzeniami substratow i
produktow koncowych, a jego zuzycie nastgpuje z taka sama szybkos$cia jak jego tworzenie stgzgnie
produktu konicowego okreslane jest przez szybkos¢ pierwszego najwolniejszego etapu a proces
moze byé rozpatrywany jako A—2— C (Capellos i Bielski 1972, Schwetlick 1975, Emanuel i
Knorre 1984).

4 W 3-MTPA dla wyzszych stezen kwasu alkilotiokarboksylowego pasmo absorcji
kationorodnikéw dimerowych (>S..S<)" powstajacych w drugorzedowej reakcji naklada si¢ na

pasmo absorpcji rodnikéw S.. O uniemozliwiajac analizg.



S<)* kation z wewnatrzczasteczkowym wiazaniem S..O moze powstawaé rowniez

w procesie, ktorego szybkos$¢ limituje prowadzaca do powstania kationorodnka

dimerowego reakcja wymiany anionu OH- przez druga czasteczke tioeteru’, wartosci

k.., zostala skorygowana o warto$¢ iloczynu k[S] (rysunek 4.2.1_4 B krzywa b). Dla

stgzen 3,3-TDPA wyzszych od ~5x10- mol dm- wielkos¢ k,,, - k,[S] osiaga wartos¢

graniczna odpowiadajaca wartosci k.
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Rys. 4.2.1 4 Obserwowana
pseudo-pierwszorzedowa  stala
szybkosci powstawania
rodnikow z

wewnqtrzczqsteczkowym
wiqzaniem S..O (A, = 390 nm)
dla 3,3'-TDPA w zaleznosci od
stezenia kwasu [3,3'-TDPA], pH
=5,8.(B) - a wartosci zmierzone
(B) - b wartosci po odjeciu ky/S]

Stale  szybko$ci  eliminacji
anionu  OH- w  rodniku
hydroksy-sulfuranylowym przez

druga czasteczkg tioeteru k;

zostaty obliczone z
eksperymentalne;j statej
szybkosci powstawania
kationorodnikow (SS9t

mierzonej dla 3-MTPA w A = 480 nm i 3,3'-TDPA A = 510 nm, w zaleznos$ci od
stezenia badanych kwasow (przyktad na rysunku 4.2.1 5, wyniki w tabeli 4).

5

TDPA.

Udzial tego procesu w tworzeniu rodnika S.. O zwigksza si¢ wraz ze wzrostem stgzenia 3,3'-
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Rys. 4.2.1 5 Obserwowana
pseudo-pierwszorzedowa stala
szybkosci reakcji powstawania
kationorodnikow dimerowych
(S..S<)T .. = 510 nm) w
zaleznosci  od stezenia 3,3'-
TDPA, pH =5,8.

2 4 6 8 10
[3,3'-TDPA] (10-2 mol dm-3)

Tabela 4

Parametry kinetyczne reakcji rodnikowych kwasow alkilotiokarboksylowych

Zwiazek k op5y% 107 k%10 k10710 k=107 k#108
[mol-!dm3s!] [s1] [mol'dm3s!] | [mol'dm3s] [s1]
2-MTEA 8,7 5,29 10,8 9,5 -
2,2'-TDEA 9,1 6,22 17,7 11,4 -
3-MTPA 9,0 - - 19 -
3,3'-TDPA 5.8 - - 20 ~1

9 - Wyzsze wartosci statych k, w poréwananiu do (CH,),S (1,6%10° s, Bobrowski i
Schoneich 1993) spowodowane sa katalitycznym wptywem grup karboksylowych
(Bobrowski i in. 1993).

Wvydajnos¢ dekarboksylacji

G(CO,)

W badanym zakresie pH (1 - 8,1) wydajnos¢ dekarboksylacji G(CO,) stanowi
dla 2,2'-TDEA 80 - 100%, dla 3,3'-TDPA 10 - 15%, dla 3-CMTPA 64 - 84% , 2-
CMTSA 68 - 94%, wydajnosci poczatkowej rodnikow OH (rysunek 4.2.1_6).
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Rys. 4.2.1 6  Wydajnos¢  chemoradiacyjna  dekarboksylacji ~ kwasow
alkilotiokarboksylowych w nasyconych N,O roztworach wodnych zawierajqcych 107
mol dm? kwasu, (linia ciqgla odpowiada obliczonej wydajnosci rodnikow OH).

G(PNAP-)

Pomiary wydajnosci chemoradiacyjnej anionorodnikéw PNAP-- pokazaty, ze
powstajace w wyniku dekarboksylacji 2,2'-TDEA rodniki a-(alkilotio)alkilowe nie
redukuja PNAP do PNAP-~. W nasyconych N,O wodnych roztworach zawierajacych
5%103 mol dm3 2,2'-TDEA i 3%10-° mol dm? PNAP, wydajnos¢ G(PNAP-") w
zakresie pH 3,3 -10,1 wynosita 0,15+/-0,05, co odpowiada wydajnosci elektronow
hydratowanych, ktére przereagowaty z PNAP w reakcji konkurujacej z reakcja
elektrondw hydratowanych z N, 0.

EPR

W napromienionej w temperaturze 77 K, probce zawierajacej 1,3%10-' mol dm-
2,2'-TDEA w 10-'mol dm- HCIO,, w temperaturze 77 - 120 K obserwuje si¢ widmo
putapkowanych rodnikow OH zblizone do oberwowanego przez Riederer'a i in.,
1983, w polikrystalicznym lodzie heksagonalnym (rysunek 4.2.1 7 A). Po
rozmrozeniu do temperatury 140 - 160 K, w widmie dominuje (~85%) tryplet o
warto$ci wspotczynnika g = 2,006 i sprz¢zeniu nadsubtelnym A, = 1,9 mT (rysunek
4.2.1 7 B-a).
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Rys. 4.2.1 7 Widmo EPR w
zamrozonym do temeratury 77 K i
napromienionym 7y roztworze 0,13
mol dm3 2,2'-TDEA i 10 mol dm?
HCIO, po  rozmrozeniu  do
temperatury 100 K (4) i 140 K (B).

Swiadczy to o powstawaniu rodnika
zlokalizowanego na atomie wegla, w
ktéorym  niesparowany  elektron
oddzialuje z dwoma protonami
zwigzanymi z tym samym atomem
wegla. Widmo to jest zblizone do
obserwowanego przez Burlinska i in.

1994, w polikrystalicznych peptydach

metioninowych 1 $wiadczy o powstawaniu rodnikow a-(alkilotio)alkilowych (-CH,-

S-CH,-CO,H) w wyniku dekarboksylacji

2,2'-TDEA. Drugi sktadnik widma

wystgpujacego w 140 - 160 K stanowi dublet o sprzgzeniu A, ~ 1,4 mT (rysunek

4.2.1 7 B-b) pochodzacy najprawdopodobniej od rodnikow o-(alkilotio)alkilowych
(HO,C--CH-S-CH,-CO,H) powstajacych w 2,2-TDEA podczas deprotonacji

kationorodnika >S-T. Dalsze rozmrazanie probki do temperatur 180 - 200 K

prowadzi do zaniku absorpcji mikrofalowej (Pogocki i in., 1994).



