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Cinetica disparipiei termice a radicalilor formabi la
iradierea acidului y-aminobutiric (y AMB)
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An EPR study of the paramagnetic centers formed by irradiation of polycrystalline y aminobutiric acid was
made. In the EPR spectra of the yirradiated powder samples at room temperature, the presence of two
types of radicals was observed. The kinetics of thermal annealing of radicals have been studied . A mechanism

for radiolysis is proposed.
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Interesul iradierii aminoacizilor in stare solida, are o
dubl@ importanpa: pe de o parte datorita folosirii unora ca
sisteme dozimetrice aplicand spectroscopia de RES [1] °i
pe de altd parte, datoritd rolului important pe care-l au
aminoacizii in procesele biochimice [2].

Din analiza numeroaselor studii de radioliza, in stare
solidd, ale glicinei °i alaninei [3,4] a rezultat c&, in general,
aminoacizii au o comportare chimicd complexa la achiunea
radiapiilor datorita traparii simultane a mai multor radicali
liberi formapi prin iradiere ©i identificapi la diferite
temperaturi. Investigaiile efectuate asupra a-aminoacizilor
iradiapi la temperaturi scazute(4.2 K °i 77 K) care prezintad
o structurd simpl& au permis identificarea produCilor de
oxidare °i reducere ca specii radicalice primare.

RidicAnd temperatura peste 77 K s-a constatat
modificarea structurii spectrelor dovedind ca radicali stabili
latemperatura camerei se formeaza printr-o serie de reacii
care implica alte entitdi paramagnetice a céror structurd
a fost stabilitd cu multa dificultate. De®i structura chimica
a radicalilor formatbi la iradierea a-aminoacizilor, in stare
solidd, este bine stabilitd datoritd numeroaselor investigapii
folosind spectroscopia de RES, totu® mecanismul lor de
formare nu poate fi extins °i la w-aminoacizi, cum ar fi 3-
alanina, cel mai simplu ©i respectiv acidul y AMB.

Partea experimentald

Pentru radioliza s-au folosit probe policristaline de acid
y aminobutiric (y AMB) furnizat de firma Merck. Iradierile
au fost efectuate la temperatura camerei cu o sursa de
radiapii gama emise de *’Cs avand in prezent activitatea
de 850 Ci. Doza debit a fost de 4,2:10% Gy/h. Spectrele RPE
s-au inregistrat la un spectograf ART -6 (IFIN Magurele) care
opereaza in baza X avand modulapia in Tnalta frecvenpa
100 kHz. Factorii de despicare spectroscopicd au fost
determinabi folosind ionul de Mn?* in matrice de CaO.

Rezultate ©i discupii

Prin iradiere la temperatura camerei a acidului y AMB,
in stare solida policristalind se inregistreaza spectre
complexe alcétuite din mai multe componente (fig. 1).

Spectrul din figura 1 este caracterizat de un factor
0=2,0592 i o largime totald AH=6,8 mT.

Acumularea cu doza absorbitd a radicalilor formapi la
iradierea acidului y AMB este redata in figura 2 ( doza debit

* email: mihconti@yahoo.com

REV. CHIM. (Bucure®ti) ¢ 58 ¢ Nr. 10 ¢ 2007

266 mT , H

Fig. 1. Spectrul RPE al unei probe policristaline de acidy AMB
iradiata cu o doza de 5 . 10° Gy, inregistrat cu doud amplificari

4,2 . 10? Gy/h), prin reprezentarea intensitapii semnalului
central (unitapi arbitrare) funcpie de timpul de iradiere.
Din figura 2 rezulta ca, pana la o doza de 2 . 10* Gy
concentrapia de radicali cre®te liniar cu doza de iradiere
dupd care urmeaza o u®oara scadere, fara a se atinge un
palier. CreCterea liniard a intensitapii semnalului constituie
o0 dovada ca acest aminoacid ar putea fi folosit ca sistem
dozimetric, comportare similard cu L-a-alanind unde
domeniul de proporpionalitate este cuprins intre 1 °i 10*
Gy [1]. Scaderea concentrapiei de radicali la doze mai mari
de 2. 10* Gy dovede®te ca de la aceastd doza procesul
radiolitic implicd nu numai formarea dar °i disparipia
radicalilor, acesta din urma fiind preponderent.

Infigura 3 este redat spectrul RPE al unei probe iradiate
de acid y AMB pentru a fi comparat cu spectrul aceleia®i
probe dupa incalzire 20 min la 125°C.

Din figura 3 se constaté cd, scaderea liniei centrale a
spectrului RPE a probei incélzite este Tnsopitd de aparipia
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Fig. 2 Variapia intensitapii semnalului RPE funcie de timpul de
iradiere (doza debit4,2:10°Gy/h)
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Fig. 3A. Spectrul RPE al unei probe de acid fAMB iradiatd la
temperatura camerei cu o dozd de 5,4 . 10* Gy; 3B. Spectrul acelea®i
probe dupd incélzire timp de 200 min la 125°C

unor despicdri hiperfine suplimentare. Aceastd modificare
a structurii spectrului probei iradiate °i incélzite fiind un
proces ireversibil, constituie o dovadé ca prin iradiere se
formeaza cel pupin doud entitdhi radicalice ale caror spectre
se suprapun.

Identificarea centrilor paramagnetici din structura
spectrului RPE este o operapie dificild, deoarece
aminoacidul fiind iradiat in stare policristalina se formeaza
radicali orientapi la intamplare fatd de cAmpul magnetic
aplicat din exterior ©i, de aceea, contribupia izotropd la
cuplarea hiperfind va produce o cre®tere considerabild a
[&rgimii liniilor spectrale, insopita °i de acoperirea acestora,
Tmpiedicand identificarea lor. In plus, liniile spectrale se
vor largi diferit, astfel incat se va modifica °i intensitatea
lor relativa, iar liniile care inipial au fost largi s-ar putea sa
nu mai fie observabile.

Spectrul din figura 1 este complex fiind rezultatul
suprapunerii a doud spectre care provin de la doi radicali
liberi, un singlet cu electronul impar pe atomul de carbon
care se suprapune peste componenta centrala a spectrului
intens sub forma de triplet produs de alt radical.

Mecanismul de radioliz&

Pe baza informapiilor din literaturd [5,6] se prezinta
mecanismul radiolizei aminoacizilor. Se va analiza situapia
generalizatd de a aminoacid (1), unde R reprezinta
radicalul alchil sau atomul de hidrogen. Este cunoscut ca
cele doud grupe funcpionale ale aminoacizilor, in timpul
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cristalizarii se neutralizeaza reciproc °i realizeaza o
structurd de amfion.[7].

S-a stabilit experimental ca la iradierea oricdrui
aminoacid in stare solidd este expulzat un electron din
grupa carboxil cu formarea unui radical-cation (2), care
constituie specia oxidata primaré.

.
NH NH;3
O ! - O
RCHLC &~ R-CH-C (
-~ D-
O
(H 2

Electronul expulzat dupé ce °i pierde treptat intreaga
energie cineticd este captat de o moleculd nedescompusa
de aminoacid formand radical-anionul cu structura (3).

+ +
NH 3 NH;
‘ o ‘ e
R-CH-C <0_ +e 1K, r-cH -c<
o
1 3)

Pozipia de adihie preferata a electronului este tot oxigenul
grupei carboxil datorita electronegativitahii oxigenului.
Adipia electronului la molecula de aminoacid este, prin
definipie un proces de reducere. S-a constatat experimental
cd radical-anionul (3) avand electronul impar localizat pe
atomul de carbon al grupei carboxil interachioneaza °i cu
protonii atomului de carbon a , realizand structura
hiperfind in spectrul RPE. Reachiile intreprinse de radicalii
(2) ©i (3) prin ridicarea temperaturii de la 77 K determina
formarea altor centrii paramagnetici identificapi prin RES
°i ENDOR [8]. Céile de reacpie sunt denumite: oxidata
pentru radicalul (2) °i redusa pentru radicalul (3).

Etapele prezentate pentru cele doud céi au caracter
general, deoarece au loc la toji aminoacizii iradiapi in faza
solida. In literatura existd studii de RES numai pentru:
glicind [9], alanind [10], valind [11], izovalind [12] °i acid
aminoizobutiric[13,14].

+ + +

NH; e 0 Il\ms_ o ‘(ITIHS O: -NH;

R-CH-C < 2 s raC —» R-LHSE< —
o OH OH

3) “@ (©)]

O . (7)
—— R-CH=C ——» R-CH-C
OH OH
(6) )
Schema 1

Calea redusa (schema l)

Cercetérile efectuate au stabilit ca cei doi atomi de
oxigen ai radicalului (3) realizeaza trei legaturi de hidrogen
cu grupele amino ale moleculelor vecine [15]. CreCterea
sarcinii negative pe atomii de oxigen ai grupei carboxil din
radicalul (3) produce cre®terea atracpiei dintre un atom
de oxigen °i un proton al grupei amino vecina cu care
realizeaza legaturi de hidrogen.

Miyagawa [16] a stabilit c& protonarea este un proces
stereospecific, deoarece se produce numai la unul din
atomii de oxigen ai grupei carboxil. Aceasta dovede®te cé
cei doi atomi de oxigen ai radicalului (3) sunt echivalenpi
chimic, dar nu cristalografic [17].

Un proton de la o grupa *NH, a unei molecule vecine,
este transferat prin intermediuf celei mai scurte legaturi
de hidrogen unui atom de oxigen al radicalului (3), pentru
a-i compensa surplusul de sarcind negativa, rezultand
radical-anionul (4).
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Prin incélzirea probei iradiate la temperatura camerei
radicalul (4) dispare, fiind inlocuit cu radicalul (7) rezultand
speciile intermediare (5) °i (6). Formarea radicalului (7)
este o dovada ca legatura realizata de grupa *NH, se
poate rupe. Radicalul (7) este stabil la temperatura camerei
% a fost pus Tn evidenpa la topi aminoacizii iradiapi, in stare
solidd, studiapi pana in prezent [18]. Trebuie precizat ca
etapele procesului de dezaminare (schemal) sunt comune
tuturor aminoacizilor datorita similitudinii structurii lor
moleculare [19].

Calea oxidat& (schema Il)

Specia oxidata (2) trebuie acceptatd, deoarece formarea
ei constituie complementara speciei reduse (3). Specia
oxidatd (2) este un radical cation care se deprotoneazd
spontan, prin ruperea celei mai scurte legaturi de hidrogen
agrupei amino [15]. Rezultatul deprotonarii este radicalul
cu structura (8) identificat in cazul alaninei [20, 21].

Transformarea radicalului (8) Tn produ®i stabili la
temperatura camerei are loc pe doud cai:

a. Una din cdi este procesul de decarboxilare [22] a
entitapii (8) °i formarea radicalului stabil (9). Acest radical
nu a fost identificat in cazul a alaninei, dar formarea lui
este suspinutd de punerea in ewdenpa a CO,, prin
cromatografie gazoasa [23]. Radicalul (9) extrage un atom
de hidrogen de la carbonul a al unei molecule vecine
creand radicalul (11) stabil ©i identificat la temperatura
camerei [24, 25].

b. A doua cale [26, 27] este deprotonarea spontand a
radicalului (8) la atomul de carbon a, proces urmat de
formarea radicalului instabil (12) care se stabilizeaza prin
protonarea grupei carboxil i transformarea in radicalul
(13).
I)n literatura de specialitate nu exista nici o lucrare despre
radioliza acidului y AMB dar, pentru a justifica structura
speciilor radicalice identificate in prezentul studiu se vor
folosi informapiile referitoare la -alanind avand structura
chimica similara cu a acidului y AMB.

Efectuénd iradierea monocristalelor de B-alanina ©i
acidb -aminocapronic la 4,2 K, Box °i Budzinski [28] au
identificat un produs de reducere °i unul de oxidare, ultima
entitate s-a presupus ca rezultd din decarboxilarea speciei
oxidate primare (2). Ulterior, Close °i colaboratorii [29]
iradiind 3 alanind la temperatura camerei au identificat
trei radicali liberi, stabili la aceastd temperatura.

Structurile similare formate la iradierea acidului y AMB
sunt:

NH—Gb—C4—C—C= 0
(14)
Formarea acestor entitapi radicalice implicd in mod

obligatoriu existenpa Tn procesul radiolitic primar a speciei
oxidate cu structura (2) °i a celei reduse cu structura (4).
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Schema 2

Precizarea importantd care trebuie facutd este
urmatoarea: prin iradierea tuturor a aminoacizilor specia
redusd dispare numai prin dezaminare (schema 1). In
schimb, dispunerea in pozipia B a grupei amino face ca
dezaminarea radical-anionului protonat s& nu mai fie
posibila [30]. S-a constatat experimental [31] ca prin
iradierea B alaninei specia redusa nu elimina NH, ci
anionul OH sub formé de H,0 n urma captarii unui proton
de la o0 grupd amino vecma rezultdnd un radical pe grupa
carbonil. Acest proces este analogul dezamindrii a
aminoacizilor °i caracterizeazd radioliza acizilor carboxilici
unde specia redusé se converte®te in radicalul -C = O[32].

In prezentul studiu, prin iradierea acidului y AMB se
inregistreaza spectre RPE a cdror structurd confirmd
formarea, in modul arétat, a radicalului cu structura (14).

In ceea ce prive®te radicalul (15) fiind similar cu (11) se
formeaza pe aceeaCi cale cu cea prezentatd in schema ll.
Radicalul (16) este un produs care rezulta direct din specia
oxidata primard similard cu (2) care, fiind instabild, se
decarboxileazd, iar grupa aminica ramane blocata prin
legaturile de hidrogen realizate cu moleculele vecine. Daca
la iradierea a aminoacizilor specia oxidata primara
efectueaza reachiile prezentate in schemal ll, lairadierea 3
alaninei, acidului € aminocapronic °i respectiv a acidului
vy AMB (radicalul 16) este o entitate stabild la temperatura
camerei. La acest radical legaturile formate de atomul de
carbon, purtdtorul electronului impar, sunt coplanare cu
orbitalul 2pttal electronului impar.

Spectrele RPE ale probelor iradiate de acid y AMB sunt
rezultatul suprapunerii spectrelor radicalilor cu structurile
(14) ©i (16). Intr-adevar, spectrul de trei componente
intense aflate in raportul 1:2:1 se datore®te interacpiei
electronului impar cu doi protoni echivaleni ai atomului
de carbon a din radicalul (16) cu constantda mare de
cuplare. Din spectrul prezentat in figura 3 se constata ca
fiecare componenta are tendinpa sd se despice in trei
datoritd interacpiei cu doi protoni neechivaleni din pozibia
[3 ai radicalului (16) cu constanta de cuplare mica. Dacé
la iradierea acidului y AMB radicalul (16) este specia
radicalica preponderentd in schimb in cazul B alaninei
radicalul preponderent este cel cu structura (15) rezultat
din extragerea unui atom de hidrogen de la carbonul a al
unei molecule vecine. Astfel se explicd preponderenpa
mica de radicali cu structura (16) constatata de Close ©i
colaboratorii [29] Th cazul 3 alaninei.

+ .
H3N "CHZ 'CH Z'CH 2

(16)

Modificarea structurii componentei centrale (fig. 3)
dupa incélzirea probei iradiate la temperaturi peste 120°C
se datore®te disparipiei radicalului din spectrul sub forma
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de singlet ce aparpine entitapii (14) cu densitatea
electronului impar localizata in orbitalul o format in urma
expulzarii grupei OH situapie similara cu radioliza acidului
succinic [32]. Este posibil ca °i specia cu structura (15)
care este preponderenta in cazul 3 alaninei, sd se formeze
in proporpie micd, dar in condipiile noastre de lucru este
greu de detectat. Electronul impar interacpionand cu un
proton spectrul respectiv ar trebui sa fie dublet.

In spectrul din figura 3b, masurand distanpa dintre linia
centrald °i cele doud linii adiacente situate de ambele péri
se obpine o valoare de 2 mT. Despicarea hiperfind in trei
componente a fiecareia din ele este de 0,53 mT. Spectrul
RES experimental se poate reconstitui trasand trei linii
verticale cu intensitatea relativa 1:2:1, separate intre ele
cu 2 mT. Apoi fiecare linie se va despica in trei cu o valoare
mult mai micd de 0,53 mT. Se obpine astfel o structurd
hiperfind de 9 componente, in concordanpa cu spectrul
inregistrat experimental.

Cinetica disparipiei termice a radicalilor

Stabilitatea termica a radicalilor formapi, latemperatura
camerei, prin iradierea in stare policristalind a acidului y
AMB, a necesitat trasarea, mai intai, a izocronei de reacpie.
In acest scop o proba iradiaté a fost incélzité treptat timp
de 5 min din 10°C in 10°C, la temperaturi cuprinse intre
temperatura camerei °i cea de disparipie totald a radicalilor.
Dupa fiecare incalzire izoterma s-au inregistrat spectrele
RPE in acelea®i condipii. In figura 4 este reprezentata
variapia intensit&hii semnalului funcpie de temperatura de
incélzire pentru o proba iradiata cu o doza de 4 . 10° Gy.
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Fig. 4. Variapia izocrona a intensitahii semnalului RPE (unitépi
arbitrare) funcpie de temperatura de incélzire a unei probe iradiate
(4.10° Gy) de acid yAMB

Din figura 4 se constatd ca centrii paramagnetici incep
sd dispard de la 75°C, iar disparipia completa, in condipiile
menpionate, are loc la 180°C. Cinetica recombinarii termice
a radicalilor a fost efectuata pe intervalul de temperaturd
indicat de izocrona de reacpie. Temperaturile la care s-a
urmarit variapia izoterma a intensitapii semnalului RPE, au
indeplinit doua condipii: reacpia sa decurgd in proporpie de
peste 50% ©i, totodatd, procesul de disparipie sa nu se
desféd®oare prea repede, deoarece ar fi insopit de erori
experimentale mari. Trasarea fiecérei curbe s-a realizat
nregistrand intensitatea semnalului RPE funcpie de timpul
de incélzire izoterma.

In figura 5 este reprezentatd intensitatea relativa a
semnalului (1/1)) funcpie de timp.

Graficele din figura 5 arata ca scaderea in timp a
concentrapiei de radicali se face cu atat mai repede cu cat
temperatura este mai ridicatd, constatare pusa in evidenpa
prin forma curbelor la inceputul procesului de incélzire.
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Fig. 5a. Variapia intensitahii semnalului RPE a probelor iradiate ©i
ncélzite izoterm la temperaturi cuprinse intre 114-140 °C
5b. Variapia intensit&hii semnalului RPE a probelor iradiate
% Incélzite izoterm la temperaturi cuprinse Tntre 145-155 °C
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Se mai observé cé toate curbele tind cétre un palier, situat
cu atat mai jos, cu cat temperatura este mai ridicata.
Atingerea palierului sugereaza cd la fiecare temperatura
mai raman radicali trapapi in repeaua cristalind, in locurile
in care s-au format inipial °i care nu dispar prin incélzire.
Aceastd comportare dovede®te ca energia termica primita
din exterior este mai mica decéat cea de legaturd cu atomii
care-i inconjoara.Centrii paramagnetici fiind trapabi diferit
in repeaua cristalind au rezistenpd termica diferita.

Intensitatea relativd a semnalelor RPE fiind propor-
pionald cu concentrapia de radicali s-a incercat verificarea
ecuapiilor integrale cunoscute din cinetica formald, °i s-au
constatat urmatoarele:

- pentru temperaturile cuprinse intre 114°C °i 140°C s-
au obpinut drepte pentru reprezentarea grafica (I /I )2
funcpie de timpul de incélzire. Aceasta dovede°te ca
radicalii dispar dupa o cinetica de ordinul trei. In figura 6
se exemplificd aceasta reprezentare pentru temperatura
de 140°C;

- pentru temperaturile cuprinse in domeniul 145°-160°C
s-au obpinut drepte din reprezentarea (1/1)) *functie de timp
dovedind cé disparipia radicalilor verifica o cinetic de
ordinul doi. In figura 7 se exemplifica reprezentarea
corespunzatoare ordinului doi pentru temperatura de
155°C. Din pantele dreptelor la temperaturile la care s-a
lucrat, s-au calculat constantele de viteza ale caror valori
sunt trecute in tabelul 1.
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de incélzire izoterma la temperatura de 155 °C

Tabelul 1
VALORILE CONSTANTELOR DE VITEZA PENTRU DISPARIPIA TERMICA A RADICALILOR
FORMADBI LA IRADIEREA ACIDULUI y AMB

Cinetica de ordinul trei

T(K) /TKH10° k.10* Igk+4
387 ' 2,583 455 0,656
393 2,544 8,04 0,905
398 2,512 12,76 1,106
403 2,481 20,19 1,305
408 2,451 28,88 1,461
413 2,421 33,56 1,526

Cinetica de ordinul doi

T(K) /T(KH10° k.10* lgk+4
418 2,392 9,27 0,967
423 2,364 13,04 1,117
428 2,336 17,38 1,24
16+ 1,25 4
1,44 1,20 4
1,151
1,24
< Y 1104
+ xZ
% 101 =
1,05
08 ]
1,00 -
0.6 0,95
v T T T T T T T T T M T T T 1 v ¥ A 1 M T v 1 T ] M T v T M T T 1
240 242 244 246 248 250 252 254 256 258 2860 2,33 2,34 2,35 2,36 2,37 2,38 2,39 2,40
TR 10° 1K) 10°
Fig. 8. Reprezentarea Arrhenius pentru cinetica de ordinul 3 Fig. 9. Reprezentarea Arrhenius pentru cinetica de ordinul 2
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Tabelul 2
VALORILE ENERGIILOR DE ACTIVARE, ALE FACTORILOR PREEXPONENPIALI 21 ALE ENTROPIILOR DE ACTIVARE
PENTRU DISPARIPIA TERMICA A RADICALILOR FORMADI LA IRADIEREA ACIDULUI y AMB

Cu datele cinetice din tabelul | s-au efectuat
reprezentdrile tip Arrhenius, prezentate in figurile 8 i 9,
pentru cele doud ordine.

Din pantele dreptelor s-au calculat valorile energiilor de
activare % a factorilor preexponenpiali prezentate in tabelul
2. Cunoscand factorii preexponenpiali s-au calculat
entropiile de activare cu formula:

AS' =Rl In Ah —m
kT

unde: h=6,625.10*J.s, k,=1,38.10% J/K, R=8,31 J/mol K °i
m=30i 2

Din tabelul 2 se observa cé cinetica de ordinul 3 este
caracterizata de un factor preexponenpial mare °i o
entropie de activare pozitiva. La reacpia de ordinul doi
situapia este opusd, factorul preexponenpial este de 10° ori
mai mic, iar entropia de activare este negativad. Dupd cum
se °tie, entropia de activare furnizeaza cea mai buna
informapie despre structura stérii de tranzipie. Valoarea
pozitivd a entropiei pentru procesul de ordinul trei
Inseamna ca entropia complexului activat este mai mare
decat a reactanpilor, ceea ce denota ca legaturile formate
in complexul activat sunt mai slabe decét in reactanpi.

In reacpia bimoleculard, complexul activat se formeazé
prin asocierea a doi radicali i este insopit de pierderea
gradelor de libertate de translapie ©i rotapie, astfel ca
entropia de activare este negativa. Scaderea entropiei de
activare echivaleaza cu trecerea reactanpilor la o
configurapie mai ordonata, care se datore®te recombinarii
radicalilor.

Concluzii

Lucrarea prezintd cinetica disparipiei termice a
radicalilor formapi la iradierea acidului y AMB sub forma
policristalina.

Spectrele RPE inregistrate la temperatura camerei sunt
rezultatul suprapunerii a doud entitapi radicalice. Specia
preponderenta °i cu rezistenpa termicd mare se formeaza,
In procesul radiolitic, prin decarboxilarea aminoacidului.
Din studiul cinetic efectuat a rezultat ca ordinul de reacpie
al procesului de anelare termicd scade cu cre®terea
temperaturii. S-au determinat energiile °i entropiile de
activare caracteristice acestui proces.

904

Ordin 3 Ordin 2
Energie de activare (kJ/mol 106,4+0,9 92,6+0,2
Factor preexponential 1,14.107 42107
Entropie de activare (J/mol) 15,9 -22,7
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