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Autooksydacja lipidow jest tanncuchowym procesem wolnorodnikowym, ktéry prowadzi
do wielu patologicznych zjawisk w organizmach zywych, a takie do psucia sie zywnosci,
kosmetykéw i farmaceutykéw. Antyoksydanty fenolowe (ArOH) s znanymi inhibitorami
autooksydacji, szeroko stosowanymi w roéznych gateziach przemystu i medycyny. Dziatajg
gtéownie jako antyoksydanty interwentywne, tj. redukujg rodnik nadtlenkowy lipidu (LOO®),
tworzac wodoronadtlenek (LOOH) i stosunkowo stabilny rodnik fenoksylowy (ArO®). Ostatnie
dwadziescia lat przyniosto nowe spojrzenie na role mikrosrodowiska w mechanizmie dziatania
antyoksydantéw fenolowych. W literaturze zaproponowano kilka mechanizmoéw tego procesu,
w tym przeniesienie elektronu sprzezone z przeniesieniem protonu (PCET), przeniesienie
elektronu poprzedzone deprotonacjg grupy OH (SPLET) oraz przeniesienie protonu poprzedzone
przeniesieniem elektronu (ET-PT). Mimo to, nadal istnieje wiele podstawowych, ale jeszcze
stabo scharakteryzowanych czynnikéw wptywajgcych na o0gdlng podatnosé¢ uktadu na
peroksydacje, czynnikami takimi sg pH, temperatura, charakter powierzchni miedzyfazowej
lipid/woda (kropelki lub liposomy) oraz obecno$¢ ko-antyoksydantéw.

Celem pracy byto okreslenie wptywu jonizacji i podziatu miedzyfazowego wybranych
zwigzkéw fenolowych na mechanizm ich antyoksydacyjnego dziatania oraz synergistyczne
interakcje z analogami a-tokoferolu w modelowych uktadach wodno-lipidowych. Do badan
wybrano dwa analogi a-tokoferolu, rozpuszczalny w wodzie Trolox i rozpuszczalny w lipidach
2,2,5,7,8-pentametyl-6-chromanol (PMHC), oraz szereg zwigzkéw fenolowych o rdéznym
schemacie hydroksylacji: 3-hydroksyflawon, 7-hydroksyflawon, 7,8-dihydroksyflawon, 3,5,7-
trinydroksyflawon  (galangina),  3’,4’,5,7-tetrahydroksyflawon  (luteolina), 3,3’,4’,5,7-
pentahydroksyflawon (kwercetyna), silybina, 2,3-dehydrosilybina, 1,2-dihydroksybenzen
(katechol) i 3,4-kwas dihydroksycynamonowy (kwas kawowy).

Pierwsza cze$¢ pracy obejmowata badanie kinetyki dziatania antyoksydacyjnego
wybranych polifenoli w uktadach homogenicznych. Eksperymenty prowadzono w
rozpuszczalnikach organicznych o réznej polarnosci i zdolnosci do jonizacji fenoli, uzyskujgc w
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ten sposéb wstepng ocene aktywnosci antyoksydacyjnej na podstawie danych kinetycznych
niezaktdconych przez podziat miedzy fazy. Istotnym etapem byto wyznaczenie statych
kwasowosci fenoli (pK,) wraz z ich przypisaniem do poszczegdlnych grup hydroksylowych.
Wykazano, ze mechanizm reakcji sylibiny, 2,3-dehydrosilybiny i luteoliny z modelowym
rodnikiem 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylowym (dpph®) w uktadach homogenicznych zalezy od
polarnosci rozpuszczalnika. W niepolarnym dioksanie reakcja przebiega wytgcznie wedtug
mechanizmu HAT, natomiast w rozpuszczalnikach polarnych wedtug mieszanego mechanizmu
HAT/SPLET. Udziat SPLET wzrasta ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika w réznym stopniu dla
poszczegdlnych grup fenolowych/enolowych ze wzgledu na ich rézng kwasowos¢. Za zwiekszong
reaktywnos¢ wybranych zwigzkéw w rozpuszczalnikach polarnych odpowiada gtéwnie grupa
enolowa (w pozycji 3) w 2,3-dehydrosilybinie i grupa hydroksylowa katecholu (pozycja 4’) w
luteolinie. Ta cze$¢ projektu zostata rowniez uzupetniona o badania elektrochemiczne
wtasciwosci redoks silybiny i 2,3-dehydrosilybiny, ktére wykazaty ich silng zalezno$¢ od pH.
Utlenianie 2,3-dehydrosilybiny przy nizszych potencjatach niz silybiny byto zgodne z jej lepszymi
wiasciwosciami przeciwrodnikowymi, obserwowanymi podczas pomiaréw kinetycznych (reakcja
z dpph®).

Nastepnie badano kinetyke reakcji (poli)fenoli z lipidowymi rodnikami nadtlenkowymi w
uktadach micelarnych w szerokim zakresie pH. Stwierdzono znaczny wptyw deprotonacji
okreslonych grup hydroksylowych na mechanizm dziatania zwigzkéw fenolowych. Wykazano, ze
kluczowg role odgrywa deprotonacja grupy enolowej 3-OH w strukturze flawonoidu i pierwszej
grupy OH w ugrupowaniu katecholowym. Wniosek ten potwierdzajg nastepujgce wyniki:

a) zwigzki bez grupy 3-OH i grupy katecholowej (7-hydroksyflawon i silybina) wykazywaty
jedynie dziatanie retardacyjne, minimalnie zalezne od pH,

b) obecnosé enolowej grupy 3-OH (w 3-hydroksyflawonie, galanginie i 2,3-dehydrosilybinie)
prowadzita do wzmocnienia aktywnosci antyoksydacyjnej w warunkach sprzyjajgcych
jonizacji tej grupy (pH = 7,0), a wiec umozliwiajacych szybki mechanizm SPLET,

c) reaktywno$é zwigzkow katecholowych jest kontrolowana termodynamicznie w kwasnym
pH: zwigzki o wystarczajgco niskiej entalpii dysocjacji wigzan O-H (kwas kawowy, 7,8-
dihydroksyflawon i kwercetyna) dziataty jako antyoksydanty interwentywne wedtug
mechanizmu HAT, a pozostate (luteolina i katechol) byty jedynie retardantami. Przy
wyzszym pH dominuje kontrola kinetyczna: deprotonacja grupy hydroksylowej w
ugrupowaniu katecholowym umozliwia szybkie przeniesienie elektronu z anionu
fenolanowego do rodnika nadtlenkowego (mechanizm SPLET), powodujac znacznie
zwiekszong aktywnosc¢ badanych zwigzkéw. Z kolei spadek reaktywnosci przy pH 2 9,0
przypisano reakcji aniondw katecholanowych z tlenem czgsteczkowym, prowadzgcym do
zwiekszonej produkcji reaktywnych form tlenu.

Ostatnia cze$¢ pracy dotyczyta synergistycznych oddziatywan miedzy zwigzkami
fenolowymi i obejmowata badania dwusktadnikowych mieszanin (poli)fenoli z analogami
a-tokoferolu w uktadach dwufazowych w szerokim zakresie pH. Rodzaj i wielko$¢ oddziatywan
zanalizowano w oparciu o mechanizmy indywidualnego dziatania i wtasciwosci pary fenoli oraz
pH uktadu. Zaproponowano nastepujgce mechanizmy synergizmu pomiedzy dwoma
antyoksydantami fenolowymi:



a) zwigzki nieposiadajace ugrupowania katecholowego, ktére indywidualnie sg retardantami,
dziatajgc prewentywnie prowadzg do oszczedzania analogu a-tokoferolu,

b) zwigzki posiadajgce ugrupowanie katecholowe mogg regenerowac analog a-tokoferolu;
wielko$¢ efektu synergistycznego wzrasta wraz z postepujgcg deprotonacjg pierwszej
grupy hydroksylowej w ugrupowaniu katecholowym (udziat mechanizmu SPLET),
natomiast przy pH > 9,0 maleje w skutek reakcji ubocznych ko-antyoksydanta.

Zidentyfikowano réwniez dwa pozostate rodzaje oddziatywan:

a) efekt addytywny, polegajacy na indywidualnym dziataniu antyoksydanta i ko-
antyoksydanta konkurujgcych o rodniki nadtlenkowe,

b) antagonizm, ktéry moze by¢ spowodowany regeneracjg ko-antyoksydanta przez anion
analogu a-tokoferolu (mozliwg tylko w przypadku, gdy ten pierwszy ma stabsze
wtasciwosci redukujace).

Opracowano rowniez nowg metode ilosciowego opisu zjawiska synergizmu, uwzgledniajaca
zaréwno czas efektywnego dziatania antyoksydanta w uktadzie (okres indukcji, czas inhibicji) jak
i jego skuteczno$é¢ (szybkos¢ procesu autooksydacji w trakcie inhibicji). Dodatkowo,
zaproponowano nowy, graficzny sposdb prezentacji wynikdw synergizmu antyoksydacyjnego w
formie mapy, ktéry umozliwia szybka ocene optymalnego sktadu mieszaniny i Srodowiska
dziatania.

Pomiary wspotczynnikéw dystrybucji (log D) dla wszystkich badanych zwigzkéw pozwolity
rowniez na dyskusje wptywu podziatu pomiedzy faze lipidowg i wodng na aktywnos¢
antyoksydacyjng. Niestety, w przypadku indywidualnych zwigzkéw fenolowych efekt kinetyczny
wynikajgcy z jonizacji okazat sie dominujgcy, maskujac mozliwe efekty zwigzane z dystrybucja.
Wyniki uzyskane dla mieszanin dwdch (poli)fenoli sugerujg istotng role lokalizacji gtéwnego
antyoksydanta (bardziej skutecznego zwigzku) w uktadzie dwufazowym dla oddziatywan
synergistycznych z ko-antyoksydantem: gtéwny antyoksydant powinien by¢ silnie hydrofobowy,
aby osiggna¢ wiekszy synergizm.
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