na bazie witaminy C

Wiasciwosci antyoksydacyjne cieczy jonowych

Prosimy cytowac¢ jako: CHEMIK 2016, 70, 9, 521-526

Wstep

Niestabnace i trwajace od kilku dekad zainteresowanie cieczami jo-
nowymi wynika z ich ogromnego potencjatu aplikacyjnego [I]. Termin
ciecze jonowe (ILs) odnosi sie do zwigzkéw skiadajacych sie z jonéw
oraz o temperaturze topnienia ponizej 100°C [2]. ILs sktadaja sie zwy-
kle z kationu organicznego oraz anionéw, zaréwno organicznych, jak
i nieorganicznych [3+7]. Ponadto ILs opisywane sg jako zwiazki projek-
towalne, poniewaz ich parametry fizykochemiczne moga by¢ kontrolo-
wane przez dobdr zaréwno kationu, jak i anionu [8]. Gtéwnie ze wzgle-
du na swoje wyjatkowe wtasciwosci ILs stosowane s3 jako przyjazne
$rodowisku zamienniki konwencjonalnych, lotnych rozpuszczalnikéw
w syntezie organicznej [9]. Rodniki, to niestabilne czasteczki posiada-
jace niesparowany elektron na zewnetrznej orbicie. Najczesciej zalicza
sie do nich reaktywne formy tlenu, takie jak: rodniki ponadtlenkowe,
hydroksylowe, peroksylowe, alkoksylowe oraz rézne tlenki azotu [10].
Zwiazki te petnig podwojna role w systemach biologicznych, poniewaz
moga wykazywac zaréwno pozytywny, jak i negatywny wptyw na orga-
nizm. Ich dziatanie w komérkach obejmuje obrone przed czynnikami
zakaznymi oraz moga pefni¢ funkcje uktadow sygnalizacyjnych [11]. Jed-
nakze istnieje wiele dowoddw, ze rodniki powoduja uszkodzenia bio-
czasteczek w wyniku utleniania, co wplywa na starzenie sie oraz rézne
choroby organizmu, przede wszystkim choroby sercowo-naczyniowe,
zaburzenia neurodegeneracyjne i raka [12, |13]. Antyoksydanty, to sub-
stancje, ktére znacznie zmniejszaja negatywne odziatywania rodnikéw
na funkcjonowanie ludzkiego ciafa. Zalicza si¢ do nich réwniez zwiaz-
ki bedace chelatorami metali, inhibitorami enzyméw utleniajacych oraz
kofaktory enzymoéw antyoksydacyjnych [14]. Naturalne antyoksydanty
wystepujace w owocach i warzywach dziela sig na trzy grupy: witaminy,
fenole oraz karotenoidy [I5]. Witamina C (kwas L-askorbinowy) jest
rozpuszczalnym w wodzie antyoksydantem w postaci szescioweglo-
wego laktonu, powstajacym z glukozy w watrobie wigkszosci ssakow
za wyjatkiem cztowieka, matp oraz swinek morskich [16]. Bierze udziat
w tworzeniu hormondw steroidowych, syntezie kolagenu oraz wptywa
na przepuszczalno$¢ naczyn. W medycynie znalazta zastosowanie do re-
gulacji proceséw koagulacji krwi, neogenezy komorek oraz absorpgiji
zelaza [17]. Witamina C jest szeroko stosowana jako naturalny antyok-
sydant, jednakze jej nadmiar moze powodowa¢ biegunke, podraznienie
zotadka oraz kamienie nerkowe [18].

Czes¢ eksperymentalna

Surowce

4-Metylomorfolina (=98%), | -metylopiperydyna (99%), 2-dimety-
loaminoetanol (=98%), 3-dimetylamino- | -propanol (99%), |-bromo-
butan (99%), kwas L-askorbinowy (99%), L-askorbinian sodu (99%),
2,2-difenylo- | -pikrylohydrazyl (95%), 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotia-
zolino-6-sulfonian) sél amonowa (=98%), nadsiarczan sodu (=98%)
zostaty dostarczone przez Sigma-Aldrich i stosowane bez oczyszcze-
nia. Pozostate odczynniki oraz rozpuszczalniki zostaty zakupione w fir-
mie Avantor Performance Materials Poland SA.
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Analizy

Struktura otrzymanych zwiazkéw zostata potwierdzona za po-
moca widm protonowego weglowego magnetycznego rezonan-
su jadrowego ('"H NMR) wykonanych za pomoca spektrometru
Varian Mercury 300. Do pomiaru temperatury topnienia zastoso-
wano MP90 Melting Point System pracujacy z gradientem tempe-
ratury wynoszacym 5°C/min. Zawarto$¢ wody zmierzono za po-
moca titratora Karla Fischera firmy Aquastar. Ggsto$¢ otrzymanych
cieczy jonowych zbadano za pomoca gestosciomierza Density
Meters firmy Rudolph Research Analytical. Wspétczynnik refrak-
cji oznaczono przy uzyciu automatycznego refraktometru — Auto-
matic Refractometer J357 firmy Rudolph Research Analytical. Ba-
danie rozpuszczalnosci przeprowadzono preparatyki Vogela [19].
Stabilno$¢ termiczna oraz przemiany fazowe zostaly zmierzone
za pomoca techniki TGA oraz DSC urzadzeniem Mettler Toledo
Stare TGA/DSCI.

Synteza czwartorzedowych bromkéw

Do kolby reakcyjnej wprowadzono 0, mola bromobutanu oraz
50 cm? acetonitrylu. Nastepnie dodano odpowiednia amine w ilosci
0,11 mola. Synteza byta prowadzona w temp. 60°C przez 24 godzi-
ny, za$ po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik odparowano uzywajac
wyparki prézniowej. W celu wytracenia produktu z mieszaniny pore-
akcyjnej dodano aceton. Produkt w postaci biatego osadu wyodreb-
niono poprzez filtracje i suszono pod obnizonym ci$nieniem w temp.
60°C przez 24 godziny.

Synteza ILs

Odpowiedni bromek czwartorzedowy (0,05 mola) rozpusz-
czono w 150 cm® metanolu, po czym dodano 60 cm? zywicy jono-
wymiennej w postaci metanolowej zawiesiny. Reakcje prowadzo-
no w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Nastepnie zywice
oddzielono od mieszaniny reakcyjnej przez filtracje i do przesaczu
dodano kwas L-askorbinowy (0,05 mola). Po 30 minutach reakcji
rozpuszczalnik usunieto pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac
gotowy produkt. Zwiazek byt suszony pod zmniejszonym cisnieniem
48 godziny w temperaturze pokojowej.

Metoda ABTS

Rodniki ABTS otrzymano poprzez zmieszanie roztworu 7 mM
ABTS z 2,45 mM roztworem nadsiarczanu sodu. Po okresie 16 go-
dzin otrzymana mieszaning rozciericzono metanolem do absorbancji
0,70 = 0,03 w 734 nm. Nastepnie 0,95 cm® $wiezo przygotowanego
roztworu ABTS dodano do 0,05 cm® wodnego roztworu badanego
zwiazku. Reakcja byta prowadzona przez 6 minut w temperaturze po-
kojowej i absorbancje zmierzono w 734 nm. Aktywnos¢ antyoksyda-
cyjna obliczono za pomoca réwnania:

% aklywnost antyoksydacyina ARTS = ('hﬂ_—'h} < 100% Q)
1

gdzie: A oznacza absorbancjg probki bez dodatku badanego zwiazku;
A, absorbancja prébki z dodatkiem badanego zwiazku. Wyniki wyrazo-
ne sa w postaci wartosci EC_ .
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Metoda DPPH

Na poczatku, 1,95 cm? $wiezo przygotowanego roztworu DPPH
w metanolu o stezeniu 60 M dodano do 0,05 cm3 wodnego roz-
tworu badanego zwiazku. Zmianeg absorbancji w 515 nm mierzono
po okresie 30 minut inkubacji bez dostepu $wiatfa i w temperaturze
pokojowej. Aktywnos¢ antyoksydacyjna obliczono za pomoca réwnania:

gdzie: A oznacza absorbancjg probki bez dodatku badanego zwiazkuy;
A, absorbancja prébki z dodatkiem badanego zwiazku. Wyniki wyrazo-
ne sa w postaci wartosci EC_ .

Omoéwienie wynikow

Czwartorzedowe bromki (Rys. |) bedace zrédtem kationow
w syntezie ILs otrzymano w reakcji Menschutkina, zachodzacej pomie-
dzy trzeciorzedowymi aminami oraz czynnikiem czwartorzedujacym
(Rys. 2). Jego role petnit we wszystkich przypadkach bromobutan.

£ S

i i 3 4
Rys. I. Struktura kationéw otrzymanych ILs
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Otrzymane prekursory byty biatymi i higroskopijnymi ciatami sta-
tymi, charakteryzujacymi si¢ temperaturami topnienia (T _) w zakresie
od 131 do 241°C. Obecnos¢ grupy hydroksylowej oraz alifatycznego
podstawnika powodowata znaczne obnizenie T_. Najwyzsze wartosci
zmierzono w przypadku soli I i 2.
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Rys. 2. Otrzymywanie cieczy jonowych z anionem askorbinianowym

Do syntezy ILs wybrano reakcje zobojetniania zachodzaca po-
miedzy czwartorzedowymi wodorotlenkami uzyskanymi z prekur-
soréw oraz kwasem L-askorbinowym. Zastosowanie zywicy anio-
nowej pozwolito wyeliminowa¢ konieczno$é¢ dalszego oczyszczania
zwiazkow. ILs zostaly otrzymane z wysoka wydajnoscia, przekra-
czajaca we wszystkich przypadkach 98%. Po kazdej syntezie zwiaz-
ki suszono przez 48 godzin pod obnizonym ci$nieniem w tempera-
turze pokojowej. Wszystkie ILs z anionem askorbinianowym byty
pomaranczowymi cieczami wykazujacymi bardzo wysoka lepkos¢.
Do potwierdzenia czystosci zwigzkéw zastosowano analize ele-
mentarng, za$ zawarto$¢ wody okreslono poprzez Karl-Fischer
titration i byta mniejsza niz 1%.

Dla syntezowanych ILs okreslono podstawowe wtasciwosci
fizykochemiczne w temp. 20°C (Tab. 2). Najmniejsza gestoscia
charakteryzowaly sig¢ sole z kationem morfoliniowym (la) oraz
piperydyniowym (2a), dla ktérych pomiary wynosity odpowiednio
1,22138 oraz 1,22993 g/cm®. Wspotczynnik refrakeji w nieznacz-
nym stopniu zalezy od rodzaju kationu wystepujacego w strukturze
ILs. Odwrotnie jak w przypadku gestosci, najwyzszg wartoscig cha-
rakteryzuja sie zwiazki la i 2a. Pozostate amoniowe ILs wykazuja
poréwnywalne wyniki wynoszace ok. 1,53.
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Tablica |
Syntezowane czwartorzedowe bromki oraz ILs
s6l R Wydajnos¢ Posta¢c w | Temp. fopnienia
% 25°C c

1 (0] 95 ciato state 216-218

2 CH, 92 ciato state 240-241

3 C,H,OH 93 ciato state 123-125

4 C,H,OH 94 ciato state 131-133

la o 99 ciecz -
2a CH, 98 ciecz -
3a C,H,OH 98 ciecz -
4a C,H,OH 99 ciecz -

Otrzymane ILs wykazuja niskie wartosci temperatur zeszklenia (T )
wynoszace od -5,54 do 12,21°C. Obecno$¢ atomu tlenu w strukturze
kationu morfoliniowego powoduie znaczne obnizenie T_w poréwnaniu
do zwiazku 2a z kationem piperydyniowym. W przypadku ILs 3a oraz
4a, wydtuzenie podstawnika alkilowgo zawierajacego grupe hydrok-
sylowa wptywa na wzrost wartosci T_z 0,42 do 7,64°C. ILs z anionem
askorbinianowym mozna zaliczy¢ do zwiazkéw stabilnych termicznie.
Poczatkowa temperatura rozktadu (T ) w najgorszym przypadku
wynosita 169°C dla soli 4a. Dla pozostatych zwiazkéw warto$é ta byta
wigksza niz 190°C. W przypadku parametru T, .~ obecno$¢ réznych
kationéw nie wptywa znaczaco na stabilnosc.

Tablica 2
Wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanych ILs
T= T ¢ T c 224
Ciecz jonowa g onset onset50 nd GQStOSJC
°C °C °C g/em
la -5,54 205 231 1,53886 1,22138
2a 12,21 212 238 1,54196 1,22993
3a 0,42 194 225 1,52600 1,23483
4a 7,64 169 228 1,52585 1,26519

2temperatura zeszklenia, ® temperatura rozktadu, <temperatura ubytku 50% masy, ‘w 20°C

Tablica 3
Rozpuszczalno$é zwiazkéw w 25°C?
Zwiazek
Rozpuszczalnik
la 2a 3a 4a AA SA®

woda + + + + + +
Metanol + + + + - -
DMSO + + + + +

Acetonitryl - - - - -

Aceton - - - - -
Izopropanol * + + - -

Octan etylu - - - - R
Chloroform - - - - -

Toluen - - - - -

Heksan - - - - -

2+ dobrze rozpuszczalny, * $rednio rozpuszczalny, — nierozpuszczalny, ® kwas L-askorbinowy,

<L-askorbinian sodu
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Rozpuszczalno$é ILs przedstawiona zostata w Tablicy 3. Badane
sole charakteryzowaty sie bardzo dobra rozpuszczalnoscia w roz-
puszczalnikach polarnych, takich jak: woda, metanol oraz DMSO.
Obecno$¢ w zwiazku 2a kationu piperydyniowym powodowata
znaczny wzrost rozpuszczalnosci w izopropanolu. Wszystkie ILs
byty nierozpuszczalne w rozpuszczalnikach o niskiej polarnosci, ta-
kich jak heksan i toluen, jak réwniez w octanie etylu, chloroformie,
acetonie i acetonitrylu. Kwas L-askorbinowy (AA) oraz L-askorbi-
nian sodu (SA) posiadajag podobne wyniki badan rozpuszczalnosci,
za$ najwieksza réznica dotyczyta niskiej rozpuszczalnosci w meta-
nolu oraz w izopropanolu.

-~
o
1
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5

N -1 -3
L 1 1

Aktywnose antyoksydacyjng (M)

e T T T T T —
16 is is i AA BA

Rys. 3. Aktywnos¢ antyoksydacyjna (wartosci EC, ) zmierzona
za pomoca metody ABTS (szare kolumny) oraz DPPH
(biate kolumny). Kwas L-askorbinowy (AA) oraz L-askorbinian
sodu (SA) zastosowano jako zwiazki referencyjne

Badane zwiazki, w przypadku metody DPPH, wykazywaty nie-
znacznie mniejszg aktywnos¢ antyoksydacyjna w stosunku do metody
ABTS (Rys. 3). Wyjatek stanowit zwiazek 2a. Syntezowane ILs z anio-
nem aksorbinianowych charakteryzowaty sie zdolnoscia inhibicji rod-
nikéw DPPH w zakresie wartosci EC,) wynoszacym od 12,65 * 0,37
do 15,04 = 0,13 uM. Dla badan stosujacych ABTS zakres ten wahat sig
w przedziale od 11,34 = 0,14 do 14,60 + 0,15 uM. Jako zwiazki odnie-
sienia zastosowano kwas L-askorbinowy oraz jego sél sodowa. Badania
wykazaty, ze witamina C w postaci soli posiada nieznacznie mniejsza
skuteczno$¢ zwalczania wolnych rodnikéw. Podobne zaleznosci zaob-
serwowano w przypadku ILs. Najmniejsza aktywnosciag w stosunku
do kwasu wykazaly sole la i 3a. Jednakze zastosowanie kationu amo-
niowego z podstawnikiem hydroksypropylu pozwolito uzyskaé¢ zwia-
zek o wiekszej skutecznosci dziatania w przypadku metody DPPH lub
poréwnywalnej dla metody ABTS.

Podsumowanie

Podsumowuijac, mozliwe jest uzyskanie antyoksydacyjnych ILs zbu-
dowanych z kationéw zawierajacych krétki podstawnik alkilowy oraz
anion pochodzacy od naturalnej wystepujacej witaminy C. W wyniku
reakcji zobojetniania otrzymano zwiazki charakteryzujace sie wysoka
czystoscia oraz aktywnoscia antyoksydacyjna. Wybdr anionu wiazaf sig
Z jego powszechnga dostepnoscia oraz dodatkowo niska ceng, w po-
réwnaniu do innych kwaséw o dziataniu antyoksydacyjnym. Otrzy-
mane zwiazki byly lepkimi cieczami w temperaturze pokojowej oraz
charakteryzowaly sie wysoka stabilnoscig termiczng. Ponadto badania
wykazaty, ze dobér kationu moze wptywaé na zdolnosé wytapywania
rodnikéw. Zastosowanie tanich anionéw w syntezie antyoksydacyj-
nych ILs stanowi kolejny etap w badaniach i pozwoli rozszerzy¢ ich
potencjat aplikacyjny.
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