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Fazy tworzace sie w ukladzie CeO,-MoO, w atmosferze
powietrza oraz w atmosferze argonu

Barbara AMBROZIAK, Monika BOSACKA

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej,

Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
WSTEP

Synteza metoda ceramiczng odgrywa istotna role w dziedzinie nauk chemicznych i materiatowych.
Metoda ceramiczna oferuje wiele zalet, w tym brak rozpuszczalnikow, mozliwosc¢ kontroli sktadu
chemicznego i struktury produktéw oraz zdolno$¢ do wytwarzania materiatdw o réznych wtasci-
wosciach, takich jak twardos¢, przewodnos¢ cieplna czy elektryczna. Ponadto jest stosunkowo ta-
nia i tatwa do przeskalowania, co sprawia, ze moze by¢ powszechnie stosowana w przemysle [z, 2,
3/ 4, 5, 6,71

Synteza ceramiczna znajduje szerokie zastosowanie w produkcji materiatdw ceramicznych
o réznorodnych zastosowaniach, w tym w przemysle budowlanym [1, 2], medycznym [3, 4], a tak-
ze w produkgji izolatorow [5], katalizatorow [6] czy materiatdw ogniotrwatych [7]. Jest takze wy-
korzystywana do syntezy zaawansowanych materiatdw kompozytowych, takich jak ceramika
cienkowarstwowa czy materiaty ceramiczno-metalowe. W tej metodzie wykorzystuje sie reakcje
chemiczne do wytwarzania materiatow ceramicznych, takich jak tlenki, wegliki czy azotki. Jest to
synteza przebiegajaca w fazie statej.

Tlenek ceru(lV) oraz tlenek molibdenu(VI) s zwigzkami chemicznymi, ktore zostaty bardzo do-
brze poznane, zaréwno pod wzgledem ich wtasciwosci chemicznych, jak i zastosowania [8, 9, 10, 11].

Tlenek ceru(lV) jest wykorzystywany w procesach oczyszczania spalin samochodowych. Jest
dodawany do katalizatoréw trojfunkcyjnych, ktére redukuja emisje szkodliwych substancji, ta-
kich jak tlenki azotu (NO,), tlenki wegla i weglowodory, poprzez reakcje utleniania i redukgji [12].
W elektronice tlenek ceru(IV) jest stosowany jako dielektryk w kondensatorach ceramicznych, wy-
korzystywanych w urzadzeniach elektronicznych i elektrycznych [13]. Jest takze powszechnym
sktadnikiem past polerskich.

Tlenek molibdenu(VI) poza zastosowaniem w optoelektronice jest rowniez katalizatorem o du-
zych mozliwosciach [14]. MoO; moze byc stosowany w procesach hydrometalurgicznej ekstrakgji
metali [15]. Ma duzy potencjat jako fotokatalizator [16].

Zarowno tlenkowi ceru(1V), jak i tlenkowi molibdenu(VI) poswiecona jest obszerna bibliografia
[14, 15, 16]. Oba zwiazki s3 przedmiotem wielu aktualnych badan, lecz do tej pory niewielu na-
ukowcow zajmowato sie ich reaktywnoscia. Fazy tworzace sie w uktadzie CeO, i MoO; nie cieszyty
sie duzym zainteresowaniem. Niewielka liczba dostepnych publikacji na temat molibdeniandw(VI)
ceru(lV) pochodzi gtownie z lat 70. XX w. [17, 18, 19, 20, 21, 22]. Znany jest tylko 1 diagram fa-
zowy uktadu CeO,~MoO;. Na rys. 1 zaznaczono potozenie molibdeniandw(VI) ceru(lV): CeMo,O4
i Ce;M0504;.
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Rys. 1. Diagram fazowy uktadu CeO, i MoO,[17]

W pdzniejszych badaniach nad reaktywnoscig CeO,z MoO;, przeprowadzonych w celu weryfika-
¢ji danych na temat uktadu, otrzymano molibdeniany(VI) ceru(lll) takie jak: Ce,M0,0,5 i Ce,M0;0,,,
a niektorzy badacze sugerowali, ze tworza sie rowniez molibdeniany(VI) ceru, ktdre w swojej budo-
wie zawieraja atomy ceru na +3 i +4 stopniu utlenienia [17, 18, 19, 20, 21]. Wu i in. [22] badali fazy
tworzace sie w wyniku ogrzewania w powietrzu w temperaturze 600°C przez 4 h CeO, zaimpregno-
wanego wodnym roztworem (NH,)¢Mo,0,, przy réznych stosunkach molowych jonoéw Ce*/Mo®*.
Badacze stwierdzili, ze w prébkach o zawartosci 40% mol. CeO, obok tlenku ceru(IV) tworzy sie
molibdenian(VI) ceru o mieszanej walencyjnosci jonow ceru, tj. CegMo,;,04, (Ce** Ce** Mo® 0, ).

Ze wzgledu na wtasciwosci CeO, oraz MoO; mozna przypuszczac, ze zwigzki tworzgce sie w re-
akcjach pomiedzy tymi tlenkami beda mie¢ podobne wtasciwosci katalityczne. Ze wzgledu na
ograniczong wiedze na temat faz powstajacych w wyniku reakcji tlenku ceru(lV) z tlenkiem molib-
denu(VI), a zwtaszcza brak informacji o wptywie atmosfery syntezy na te zwiazki, interesujace byto
przeprowadzenie badania dotyczacego tego, jakie zwiazki i fazy tworzg sie w wyniku reakcji CeO,
z MoO; w atmosferze powietrza i atmosferze argonu.

CZESC EKSPERYMENTALNA

Sposoéb syntezy

W trakcie badan uzyto nastepujacych odczynnikow: tlenku ceru(IV) (CeO, o czystosci 99,95%, pro-
ducent: Onyxment) oraz tlenku molibdenu(VI) (MoO, o czystosci 99,9% (cz.), producent: Polskie
Odczynniki Chemiczne).



Fazy tworzace sie w ukfadzie CeO,—-MoO; w atmosferze powietrza oraz w atmosferze argonu

Synteze rozpoczeto od przygotowania 6-gramowych mieszanin tlenku ceru(lV) i tlenku molib-
denu(VI) w réznych stosunkach molowych, ktdre nastepnie poddano homogenizacji poprzez ucie-
ranie w agatowym mtynku laboratoryjnym (Pulverisette 2, Fritsch). Jednorodne mieszaniny byty
pastylkowane za pomoca prasy hydraulicznej dziatajgcej z naciskiem 1500 kg/cm?. Przygotowane
pastylki umieszczano w porcelanowych tyglach, ktore zostaty wczesniej wyprazone do statej masy.
Wage prébek kontrolowano przed umieszczeniem i po umieszczeniu w piecu. Ogrzewanie probek
prowadzono w 12-godzinnych etapach. W przypadku atmosfery powietrza wykorzystywano piec
komorowy, a do syntezy w atmosferze argonu uzywano pieca rurowego. W celu uzyskania obojet-
nej atmosfery w piecu argon przepuszczano przez 2 h przed rozpoczeciem ogrzewania.

Po kazdym etapie probki chtodzono do temperatury pokojowej i rozcierano w mtynku labora-
toryjnym, by méc poddac je badaniu dyfrakcji rentgenowskiej (XRD) w celu okreslenia ich skfadu.
Wybrane probki badano za pomoca réznicowej analizy termicznej potaczonej z analiza termogra-
wimetryczna (DTA-TG), a na podstawie otrzymanych krzywych dobierano temperatury kolejnych
etapow.

Techniki badawcze

Podstawowymi metodami badawczymi zastosowanymi w pracy byty proszkowa dyfrakcja rent-
genowska (XRD) oraz réznicowa analiza termiczna potaczona z analiza termograwimetryczng
(DTA-TG).

Za pomocg dyfraktometru rentgenowskiego Empyrean Il (PANanalytical, Holandia) przeprowa-
dzono badaniaXRD. Aparat pomiarowy wykorzystywatpromieniowanie CuKa =1,5418 A. Badania byty
prowadzone w temperaturze otoczenia oraz w atmosferze powietrza. Zwigzki znajdujace sie w prob-
kach identyfikowano na podstawie otrzymanych dyfraktogramow, a zarejestrowane linie opisywa-
no na podstawie kart charakterystyk rentgenowskich PDF: 00-004-0593, 00-071-0260, 00-031-0331,
00-032-0194, 00-033-0330, 00-057-952, 00-030-0303, 04-011-2886, 00-31-0330, 04-018-4153.

Badania metodg DTA-TG prowadzono przy uzyciu derywatografu F. Paulik-L. Paulik-L. Erdey
(MOM, Budapeszt, Wegry). Przedziat temperaturowy badania to 20-1000°C, pomiar odbywat sie
w atmosferze powietrza z czutoscig galwanometru 1/5. W tyglach kwarcowych umieszczono na-
wazki o masie 300 mg i ogrzewano z szybkoscig 10°C/min. Dokfadnos¢ odczytanych temperatur
poszczegdlnych efektow termicznych rejestrowanych na krzywych DTA wynosita + 5°C.

WYNIKI I DYSKUSJA

Reaktywnos¢ tlenku ceru(lV) wobec tlenku molibdenu(VI) w atmosferze powietrza

Do badan reaktywnosci CeO, z MoO, w atmosferze powietrza przygotowano 10 prébek, ktérych
sktady mieszanin fizycznych podano w tabeli 1. Dwie z prébek odpowiadaty swoim sktadem molo-
wym molibdenianom(VI) ceru(lV): Ce,Mo,0,; (probka nr 5) i CeMo,Og (probka nr 7). W prébce nr g5
(tabela 1) stosunek molowy tlenkdw odpowiada réwniez stechiometrii zwigzku CegMo,,0,,. Mie-
szanina wyjsciowa probki nr 6 odpowiadata swoim sktadem Ce,MogO,,, czyli molibdenianowi(Vl),
ktory w swojej strukturze ma atomy ceru na +3 i +4 stopniu utlenienia (Ce**,Ce*"M0%'40,,). Zwia-
zek Ce,MogO,, otrzymano w zamknietej kapsule, w ktérej umieszczono mieszanine CeO, z CeBr,
i MoO, oraz metalicznym cerem o stosunku molowym 3:2:6:1 7]
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Tabela 1. Sktad mieszanin wyjsciowych

Nr prébki Zawartos¢ CeO, [% mol.] Zawartos¢ MoOs [% mol.]
1 90,00 10,00
2 80,00 20,00
3 60,00 40,00
4 50,00 50,00
5 40,00 60,00
6 38,46 61,54
7 33,33 66,67
8 30,00 70,00
9 20,00 80,00
10 10,00 90,00

Wszystkie otrzymane krzywe DTA-TG mieszanin tlenkow zarejestrowaty pierwszy efekt o tem-
peraturze ok. 540°C (rys. 2). Na tej podstawie podjeto decyzje o tym, zeby pierwsze dwa etapy
ogrzewania przeprowadzi¢ w temperaturze 500°C.

Rys. 2. Krzywa DTA-TG zarejestrowana dla mieszaniny fizycznej o sktadzie 40% mol. CeO, i 60% mol. MoO, (tabela 1,

prébka nr )
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Na dyfraktogramach probek zawierajacych wiecejniz10% mol. MoO; po pierwszym etapie ogrze-
wania zarejestrowano, oprocz tlenkéw CeO, i MoO; stanowigcych substraty, linie, ktdre swoim poto-
zeniem odpowiadaja liniom charakterystycznym dla molibdenianu(VI) ceru(lll) o wzorze Ce,M0,03;
(karta PDF nr 04-011-2886). Taki sktad fazowy prébek sugerowat, ze w mieszaninach reakcyjnych juz
w tej temperaturze tworzyt sie czesciowo Ce,0;, ktory in situ reagowatz MoO; z utworzeniem zwigz-
ku Ce,Mo0,0,5[9]. Po drugim etapie syntezy zwigzek ten zostat zidentyfikowany na dyfraktogramach
wszystkich probek. Takze po drugim etapie ogrzewania w 500°C w niektorych probkach zaczat two-
rzyc¢ sie molibdenian(VI), w ktérego budowie atomy ceru znajdujg sie na +3 i +4 stopniu utlenienia
—CesMogO5, (tabela 2). Na dyfraktogramach probek o zawartosci powyzej 40% mol. MoO; (tabela 2,
probki nr 4-9) obok linii charakterystycznych dla substratow i Ce,Mo0,0,; zarejestrowano linie, kto-
rych nie mozna przyporzadkowac do zadnego ze znanych z literatury molibdenianéw ceru. Ubytki
masy rejestrowane po kazdym etapie ogrzewania nie przekraczaty 0,2% wag.

Temperatura kolejnego etapu ponownie zostata dobrana na podstawie krzywych DTA-TG wy-
branych probek. Temperatura poczatku pierwszego zarejestrowanego efektu na krzywej (rys. 3)
wynosita 590°C, wiec kolejny etap syntezy zostat przeprowadzony w temperaturze 550°C.

Rys. 3. Krzywa DTA-TG zarejestrowana dla probki nr 5 (sktad mieszaniny wyjsciowej: 40% mol. CeO, i 60% mol. MoO,)

po drugim etapie syntezy
Po trzecim etapie na dyfraktogramach wszystkich prébek zaczeto rejestrowac linie charakte-

rystyczne dla CesMogOs, (tabela 2). Dla probek, ktdre w mieszaninie wyjsciowej zawieraty wiecej
niz 30,00% mol. CeO,, na dyfraktogramach przestaty by¢ rejestrowane linie odpowiadajace tlen-

9
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kowi molibdenu(VI), co oznacza, ze w tych probkach przereagowat juz on w catosci lub zostato
go niewiele, ponizej granicy wykrywalnosci. W probkach o zawartosci powyzej 70,00% mol. MoO,
w mieszaninie wyjsciowej (tabela 2, prébki nr 8-10) dyfraktogramy nie zawieraty linii charaktery-
stycznych dla tlenku ceru(IV). W prébkach o zawartosci powyzej 60,00% mol. MoO; w mieszaninie
wyjsciowej (tabela 2, probki nr 5-10) intensywnosc niezidentyfikowanych linii (NL) zmniejszyta sie
w porownaniu z tymi zarejestrowanymi po poprzednim etapie ogrzewania.

Po ponownym wykonaniu badania DTA-TG na wiekszosci krzywych DTA (rys. 4) zarejestrowano
efekt, ktérego temperatura poczatku wynosita 700°C. Uwzgledniajac informacje, ze temperatura
sublimacji tlenku molibdenu(VI) wynosi ok. 700°C [23], podjeto decyzje, ze nastepny etap zostanie
przeprowadzony w temperaturze 590°C.

Rys. 4. Krzywa DTA-TG zarejestrowana dla probki nr 7 (sktad mieszaniny wyjsciowej: 33,33% mol. CeO, i 66,67% mol.

MoQ;) po trzecim etapie syntezy

Po czwartym etapie syntezy sktad fazowy probek o zawartosci do 40% mol. MoO; (tabela 2,
probki nr 1-3) pozostawat niezmienny. Intensywnos¢ niezidentyfikowanych linii na dyfraktogra-
mach zmniejszata sig, a w niektorych NL przestaty by¢ rejestrowane (tabela 2, probkinr 5i 6).

Poniewaz czes¢ probek nadal w swoim sktadzie miata znaczaca ilos¢ tlenku molibdenu(VI) (ta-
bela 2, prébki nr 8-10), ustalono, ze dalsze ogrzewanie probek bedzie prowadzone w tej samej
temperaturze, tj. w 590°C. Wszystkie probki zostaty tacznie ogrzane szes¢ razy.

Po wszystkich etapach syntezy probki, ktérych mieszanina wyjsciowa zawierata mniej niz
60,00% mol. MoO;, byty dwufazowe i w ich sktad wchodzity CeO, i CesMogO;, (tabela 2, probki

10
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nr 1-4). Dyfraktogram probki o zawartosci 61,54% mol. tlenku molibdenu(VI) w mieszaninie wyj-
Sciowej po ostatnim etapie ogrzewania zawierat zbior linii charakterystyczny dla jednej fazy, tj.
CesMog0s, (tabela 2, prébka nr 8). Probki o zawartosci tlenku molibdenu wyzszym niz 61,54% mol.
byty wielofazowe, a na ich dyfraktogramach wcigz identyfikowano zbior mato intensywnych NL.

Wszystkie probki po szostym etapie ogrzewania zostaty poddane analizie DTA-TG. Na krzywych
DTA probek o zawartosci wiekszej niz 38,46% mol. CeO, w mieszaninach poczatkowych (tabela 2,
probki nr 1-6) zarejestrowano jeden efekt z temperaturg poczatku ok. 960°C. Na krzywej DTA-TG
probki o zawartosci 33,33% mol. CeO, (tabela 2, probka nr 7) zarejestrowano jeden efekt z tempe-
raturg poczatku wynoszaca ok. 760°C. Temperatury poczatkdw pierwszych efektow zarejestrowa-
nych na krzywych DTA pozostatych prébek (tabela 2, probki nr 8-10) wynosity ok. 680°C. Efekt ten
byt prawdopodobnie zwigzany z sublimacjg MoO; [11].

Tabela 2. Poréwnanie sktaddw fazowych probek po kolejnych etapach ogrzewania

Sktad mieszanin

wyjsciowych Sktad fazowy
Nr [% mol.]
prébki
CeO MoO | etap Il etap Il etap IV etap V-Vl etap
2 9 500°C, 12 h 500°C, 12 h 550°C, 12 h 590°C, 12 h 2x600°C, 12 h

1 90,00 10,00 CeO,, MoO, CeO,, MoO,, Ce,M0,0,, CeO,, Ce,Mo,0,, CeO,, Ce,Mo,0,, CeO,, Ce,Mo,0,,

CeO,, MoO,, CeO,, MoO,, Ce,Mo,0,,

2 80,00 20,00 Ce,Mo,0,, \Ce,Mo,0,,

CeO,, Ce,Mo,0O,, CeO,, Ce,M0,0,, CeO,, CeMo,0,,

CeO,, MoO,, CeO,, MoO,, Ce,Mo,0,,

3 60,00 40,00 CeO,, Ce,Mo,0O,, CeO,, Ce,M0,0,, CeO,, CeMo,0O,,

Ce,Mo,0,; Ce,Mo,0O,,
CeO,, MoO CeO_, MoO CeO,, Ce,M0,0.,, CeO,, Ce,Mo,0
4 50,00 50,00 2 ¥ 2 3 22 h st 22 4Tt CeQ,, Ce, Mo, O
Ce,Mo0,0,; Ce,Mo0,0,,, NL Ce,Mo,0,, Ce,Mo,0,, AT TR
CeO,, MoO CeO_, MoO CeO,, Ce,M0,0., CeO,, Ce,Mo,0O
2 £ o 3t 21 2 47150 2! 2 418
> 40006000 e o0 Ce,Mo,0,,, NL CeMo0,, NL  CeMo,0, ~ CeCxCeMo0s

CeO,, MoO,, CeO,, MoO,, Ce,M0,0,,, CeO,, Ce,M0,0,,, CeO,, Ce,M0,0_,, Ce Mo.O
5

15/

6 3846 61,54

Ce,Mo0,0,, Ce,Mo,0,,, NL Ce,Mo,0,,, NL Ce,Mo,0,, 873
7 3333 66,67 CeO,, MoO,, CeO,, MoO,, CeO,, Ce,M0,0_,, Ce,Mo0,0O,,, Ce,Mo0,0O_,,
Ce,Mo0,0,; Ce,Mo0 0O, NL Ce,Mo,O,, NL  Ce,Mo,O,, NL Ce,Mo,O,,, NL
MoO,, Ce- MoO,, Ce-
3/ 3/
8 30 70 CeO,, MoO,, CeO,, MoO,, Mo, Ce- Mo, Ce- MoO,, Ce,Mo,0,,,
Ce,Mo0,0,; Ce,Mo0,0,,, NL Mo O NL Mo O NL Ce,Mo,O,,, NL
5 8732/ 5 832
MoO MoO
3/ 3/
9 20 80 CeO,, MoO,, CeO,, MoO,, CeMo.O.., CeMo.O.., MoOQ,, Ce,Mo0,0,,,
Ce Mo,O Ce Mo,O., NL 2 LTS 2 LTS Ce.Mo.O,,, NL
20 TAT 2 TATs Ce,Mo,O,, NL  Ce,Mo,O,, NL 5T
MoO MoO,, Ce-
3/ 3/
10 10 90 CeO,, MoO,, CeO,, MoO,, CeMo.O.., Mo,O ., Ce- MoO,, Ce,Mo,0,,,
Ce,Mo0,0,; Ce,Mo0,0,; 2 AT 20 a1 Ce. Mo, 0., NL
Ce,Mo,0,,, NL sMo,0,,, NL 58T

832/ 8 32

NL — niezidentyfikowane linie.

Ze wzgledu na obecnosc¢ niezidentyfikowanej fazy podjeto decyzje o ponownym wyprazeniu
probek nr7-10 w temperaturze 650°C. Fazy wchodzace w sktad probek po tym etapie ogrzewania
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przedstawiono w tabeli 3. Na dyfraktogramach tych probek nie zarejestrowano NL. Intensywnosc
linii charakterystycznych dla CesMozO;, byta mniejsza w poréwnaniu z poprzednimi etapami, nato-
miast wzrosta intensywnosc Ce,Mo0,0;s.

Tabela 3. Sktady fazowe préobek nr 7-10 po dodatkowym ogrzewaniu ich w 650°C

Skfad mieszaniny wyjsciowej [% mol.] Zidentyfikowane fazy
Nr probki
Ce0O, MoO; VIl etap — 650°C, 12 h
7 33,33 66,67 Ce;M0,0;5, CesMogOs,
8 30,00 70,00 MOO3, CezM04015, Ce5M08032
9 20,00 80,00 MoO;, Ce;M0,015, CesM0gO4,
10 10,00 90,00 MOO3, CEZM04015, Ce5M03032

Linie charakterystyczne dla zwigzku Ce,Mo0,0,; byty najbardziej intensywne na dyfraktogramie
probki o zawartosci 33,33% mol. CeO, (tabela 3, probka nr7). W celu sprawdzenia, czy mozna otrzy-
mac czysty molibdenian(VI) ceru(lll), prébke ogrzano dodatkowo w temperaturze 680°C. Po kolej-
nym etapie na dyfraktogramie probki 7 wcigz widoczne byty linie charakterystyczne dla zwigzku
CesMog0s,.

Poniewaz nie otrzymano znanych z literatury molibdeniandw(VI) ceru(lV), postanowiono
przeprowadzi¢ dodatkowg synteze, ktora polegata na sporzadzeniu dwoch probek odpowiada-
jacych sktadem molowym tym molibdenianom — probka nr 5.p odpowiadata sktadem zwigzkowi
o wzorze Ce,M0;04;, a probka nr 7.p — CeMo,0;. Probki umieszczono w piecu rozgrzanym do
temperatury 590°C na 4 h — w temperaturze, w ktorej zaczyna sie ubytek masy rejestrowany na
krzywych TG mieszanin fizycznych (rys. 2). Nastepnie probki wyjeto i gwattownie schtodzono do
temperatury otoczenia. W tabeli 4 przedstawiono sktady fazowe probek poddanych temu eks-
perymentowi.

Tabela 4. Sktad fazowy prébek po ogrzaniu ich do 590°C, a nastepnie gwattownym schtodzeniu

Sktad mieszaniny wyjsciowej [% mol.] Zidentyfikowane fazy
Nr probki
CeO, MoO; 590°C, 4 h + zamrozenie
5p 40,00 60,00 CeO,, Ce;,M0,0;5, CesMo30s,
7.p 33,33 66,67 CeO,, M0o0O;, Ce;M0,0;5, CesMogOs,

Na dyfraktogramach obu prébek nie zarejestrowano linii charakterystycznych dla molibdenia-
now(VI) ceru(lV). Ponadto kontrola ubytku masy tych probek po ich ogrzaniu wykazata, ze w takich
warunkach syntezy wystepuje znaczna sublimacja MoOs.
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Fazy tworzace sie w ukfadzie CeO,—-MoO; w atmosferze powietrza oraz w atmosferze argonu

Reaktywnos¢ tlenku ceru(lV) wobec tlenku molibdenu(VI) w atmosferze argonu

W celu sprawdzenia, jakie zwigzki i fazy tworzg sie w wyniku reakgji tlenku CeO, z MoO, w atmo-
sferze argonu, sporzadzono analogicznych 10 probek o sktadach takich samych jak w przypadku
syntez prowadzonych w atmosferze powietrza (tabela 1). Ponownie dwie z nich sktadem miesza-
niny wyjsciowej odpowiadaty molibdenianom(VI) ceru(lV): probka nr 5.l odpowiadata sktadem
Ce,Mo,0,,, préobka nr 7.1 -CeMo,O; (probka nr 7), a probka nr 6.1 - Ce.Mog0,,.

Ogrzewanie probek rozpoczeto od temperatury 500°C. Analiza jakosciowa wykonana na pod-
stawie dyfraktogramow nie wykazata po pierwszym etapie ogrzewania jakichkolwiek zmian w skfa-
dzie prébek. We wszystkich prébkach nadal znajdowaty sie tlenek molibdenu(VI) oraz tlenek ce-
ru(lV) (tabela 5), a wzajemne potozenie linii charakterystycznych dla tlenkdw, jakiich intensywnosc
nie odbiegaty znacznie od dyfraktogramdéw mieszanin. Rejestrowane ubytki masy nie przekraczaty
0,09% wag.

Drugi etap ogrzewania przeprowadzono w temperaturze 550°C. Na dyfraktogramach prébek
o zawartosci od 20,00% mol. do 60,00% mol. CeO, (tabela 5, probki 3.1-9.1) zarejestrowano linie
pochodzace od niezidentyfikowanejfazy (NL), ktore maja takie samo potozenie jak te, ktore wyste-
powaty w trakcie syntezy w atmosferze powietrza. W sktadzie wszystkich probek zawarty byt moli-
bdenian(VI) ceru(lll) o wzorze Ce,Mo0,0,;. Obecnos¢ fazy, w ktorej cer jest na +3 stopniu utlenienia,
moze wynikac z faktu, ze zwigzek Ce,Mo0,0,; tworzy sie wydzieleniem tlenu, zgodnie z réwnaniem:

2Ce0y + 4M0O;,) = Ce;,M0,05,) + Y20, (1)

Tworzenie sie zwigzku Ce,Mo,0,; w temperaturze 550°C oznacza, ze w atmosferze argonu tlen-
ki CeO, i MoO; zaczynaja reagowac w temperaturze wyzszej niz w atmosferze powietrza.

Po trzecim etapie ogrzewania w 590°C na dyfraktogramach prébek o zawartosci od 30,00%
mol. do 80,00% mol. CeO, identyfikowano molibdenian(VI) ceru o wzorze Ce;Mo;0;, (tabela 5,
probkinr 2.1-8.1). NL zostaty zarejestrowane na widmach XRD probek o zawartosci do 60,00% mol.
tlenku ceru(IV) w mieszaninie wyjsciowej, a ich intensywnosc¢ na wszystkich dyfraktogramach byta
wieksza w porédwnaniu z poprzednimi wynikami. Catkowity ubytek masy w probkach w zaleznosci
od sktadu wahat sie 0od 0,12 do 0,2% wag.

Na dyfraktogramach probek po czwartym etapie ogrzewania, tj. w temperaturze 600°C, linie
pochodzace od niezidentyfikowanej fazy sg faza dominujaca, a najintensywniejsze linie zarejestro-
wano dla prébki o zawartosci 33,33% mol. CeO, (tabela 5, probka nr 7.1).

Ze wzgledu na fakt, ze w wiekszosci probek byt wcigz obecny tlenek molibdenu(VI), zostaty
poddane ponownemu ogrzewaniu w temperaturze 630°C, tj. w temperaturze nieznacznie nizszej
niz temperatura sublimacji MoO;. Po tym etapie ogrzewania linie niezidentyfikowanej fazy, ktore
zostaty zarejestrowane na widmach XRD, zmniejszyty swojg intensywnosc. Na dyfraktogramach
probek o zawartosci powyzej 60,00% mol. CeO, (tabela 5, probki nr1.1-3.1) nie pojawia sie juz niezi-
dentyfikowana faza. Na widmach XRD wszystkich probek identyfikowano linie charakterystyczne
dla molibdenianu(VI1) ceru o wzorze CesMogOs,. Zadna z prébek nie byta jednofazowa. W prébkach
o zawartosci do 40,00% mol. tlenku ceru(lV) identyfikowano tlenek molibdenu(VI). Z tego wzgledu
nie mozna podnosic¢ temperatury ogrzewania, a jedynie wydtuzy¢ czas. Badania reaktywnosci CeO,
z MoO; w atmosferze argonu beda kontynuowane.
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Tabela 5. Porownanie sktadow fazowych prébek po kolejnych etapach ogrzewania

Sktad mieszanin

wyjsciowych Skfad fazowy
Nr [% mol.]
probki
CeO, MoO, | etap—500°C, Il etap—550°C, Il etap — 590°C, IV etap—-600°C, Vetap-630°C,
12 h 12 h 12 h 12 h 12h
CeOz, CEOZ, CEOZl CeO
1. 90,00 10,00 Ce0,, MoO; MoQO;, MoO;, MoO;, Ce MoZIO
Ce,Mo0,015 Ce,Mo0,015 Ce,Mo,015 SEYR
CeOz, CeOZI
21 80,00 20,00  CeO, MoO, MoO,, Ce;Mo,0us, Ceclsl?lo Ceclagz'o
Ce,Mo,055 CesMogOs, SR SeeR
CeOZ, Ceoz,
CeOz, MOOg, MOOg, MOOg, CeO
3. 60,00 40,00 CEOZ, M003 CeZMOz,olg, CeZMOz,ol5, CEZMOAOlg, Ce MOZIO
NL Ce5M03032, C65M03032, s 83
NL NL
CeOZ, CeOZ,
CeO,, MoO;, MoO,, MoO,, Cecn\jgzé
41 50,00 50,00 Ce0,, MoO; Ce;Mo0,035, Ce;M0,015, Ce;Mo0,015, CeZMO"OlS'
NL CesMogOsy, CesMogOsy, > NL‘* 3
NL NL
CEOZ, CeoZ,
CeOz, MOOg, CeOZ, MOOg, MOO;,
5.1 40,00 60,00 CeOZ, MOO3 CeZMO4015, CeZM04015, CezMOz,oH, CeZMO4015,
NL NL CesMogOs,, CesMogOs,,
NL NL
CeOz, CeOz, CeoZ,
CeOz, MOO3, MOO3, MOO3, MOO3,
6.1 38,46 61,54 CeO, Mo0Os Ce;M0,0;5, Ce;M0,0;5, Ce;M0,0;5, Ce;M0,0;5,
NL C95M08032, Ce5M03032, CE5M08032,
NL NL NL
CEOZl CEOZ,
CeO,, MoO;, C MoOs, MoO;, CeMI\/(I)c(>)3CI)
7.1 3333 66,67 CeO,, MoO; €,M0,015, Ce;M0,015, Ce;M0,015, CezMOAOm
NL CesMogOx, CesMogOx, > NLS o
NL NL
CeOz, CEOZ, Ceoz,
CeOz, MOO3, MOOg, MOOg, MOO3,
8.1 30 70 CeOZ, M003 CeZMOz,OH, CEZMOAOlg, CEZMOz,Olg, CeZMOz,OH,
NL C65M03032, C65M03032, C35M03032,
NL NL NL
CeO,, CeO,, ,\C/;%Z'
Ce0O,, MoO;, MoO;, MoO;, !
9.1 20 80 Ce0,, MoO; CesMo,Oss, NL Ce:Mo,Oss, Ce:M0,O1s, Ce;M0,0;5,
NL NL CesMo;0s;,
NL
CeO,, CeO,, I\C/Ii%;,
CeOz, MOOg, MOO;, MOOg, !
10.1 10 90 CeOZ, MOO3 CezM04015 CezMO4015, CezMO4015, CeZMO4015,
CesMogOs;,,
NL NL NL

Na zadnym dyfraktogramie nie zarejestrowano linii charakterystycznych dla molibdenianu(VI)
ceru(lV).
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Fazy tworzace sie w ukfadzie CeO,—-MoO; w atmosferze powietrza oraz w atmosferze argonu

PO

DSUMOWANIE

Przedstawione w pracy wyniki badan stanowig podstawe do sformutowania nastepujacych wnio-
skow:

1. W fazie statej tlenek ceru(IV) i tlenek molibdenu(VI), zaréwno w atmosferze powietrza, jak
i argonu, nie sg inertne wobec siebie, lecz reagujg z utworzeniem réznych faz.

2. W reakgcji w fazie statej CeO, z MoO; w atmosferze powietrza oraz w atmosferze argonu nie
udato sie otrzymac znanych z literatury molibdenianow(VI) ceru(lV): Ce,M0;0,; oraz CeMo,0s.

3. W wyniku reakcji w fazie statej tlenku ceru(lV) z tlenkiem molibdenu(VI) w stosunku molo-
wym 5:8 w atmosferze powietrza otrzymano zwigzek Ce;Mog0;, w stanie czystym. W atmo-
sferze argonu zwigzek ten byt zawsze zanieczyszczony innymi molibdenianami(VI) ceru
i/ lub tlenkiem CeO,.

4. W reakcji CeO, z MoO;, zaréwno w atmosferze powietrza, jak i w atmosferze argonu, po-
jawia sie niezidentyfikowana faza (NL), jednak w obecnosci gazu obojetnego ilos¢ nowego
zwigzku jest duzo wieksza. Badania powinny by¢ kontynuowane w celu sprawdzenia sktadu
stechiometrycznego nowej fazy.
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Nowe pochodne niesteroidowych lekow przeciwzapalnych.
Zwiekszona rozpuszczalnos¢, przenikalnosc¢ przez skore
i potencjalne dodatkowe zastosowania

Karolina BILSKA, Paula OSSOWICZ-RUPNIEWSKA

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej,

Katedra Technologii Organicznej i Materiatéw Polimerowych
WSTEP

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) sg kluczowa grupa lekéw stosowanych w terapii stanow
zapalnych, bdlu oraz goraczki. Ich dziatanie opiera sie na hamowaniu enzymu cyklooksygenazy
(COX), co prowadzi do zmniejszenia produkcji prostaglandyn, ktore sa kluczowymi mediatorami
procesOw zapalnych. W ostatnich latach zauwazalne jest rosnace zainteresowanie syntezg nowych
pochodnych NLPZ, ktére moga cechowac sie poprawiong skutecznoscig, lepszymi profilami bez-
pieczenstwa czy np. wiekszg przenikalnoscig przez skore.

W pracy przedstawiono przeglad nowych pochodnych zwigzkéw aktywnych z grupy NLPZ, sku-
piajacy sie na popularnych lekach, takich jak: diklofenak, ibuprofen, ketoprofen, naproksen, kwas
salicylowy, kwas acetylosalicylowy, indometacyna oraz flurbiprofen.

DIKLOFENAK

Diklofenak jest szeroko stosowany w medycynie jako lek przeciwbdlowy, przeciwzapalny i prze-
ciwgoraczkowy. Znajduje zastosowanie w terapii wielu schorzen, takich jak reumatoidalne zapale-
nie stawow, zapalenie stawow, bole miesni oraz stany zapalne uktadu moczowego.

Wykazano, ze skuteczny srodek przeciwreumatyczny powinien miec nastepujace cechy: statg kwa-
sowa miedzy 4 a 5, wspotczynnik podziatu ok. 10 oraz dwa pierscienie aromatyczne skrecone wzgle-
dem siebie. Sl sodowa diklofenaku jako jedna z pierwszych modyfikacji strukturalnych tego zwigzku
doskonale wpisywata sie we wspomniane wymagania, poniewaz jej stata kwasowa wynosi 4, a wspot-
czynnik podziatu 13,4, a takze posiada pierscien fenylowy, ktérego dwie pozycje orto sg zajete przez
atomy chloru, ktore powoduja maksymalne skrecenie pierscienia fenylowego. Unikatowa struktura
diklofenaku moze wptywac na jego aktywnos¢ biologiczng, co potwierdzity badania kliniczne. Ponad-
to szczegotowo przebadano wiasciwosci farmakokinetyczne, wchtanianie, wigzanie z biatkami osocza
i receptorami oraz wydalanie zaréwno diklofenaku, jak i jego soli sodowej [1]. Sol sodowa diklofena-
ku jest dobrze wchtfaniana po podaniu doustnym, a maksymalne stezenie w surowicy krwi wynoszace
ok. 1,5 pg/ml osigga w ciggu 2 h od spozycia. Diklofenak jest eliminowany gtownie przez metabolizm,
a nastepnie wydalany z moczem i z6fcig w postaci koniugatdw glukuronidowych i jego siarczanowych
metabolitow. Gtéwny metabolit wykazuje ok. 1/30 aktywnosci niezmienionego leku w zwierzecych
modelach zapalenia. Ponad 99% zwigzku wigze sie z biatkami osocza, gtéwnie z albuminami.
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W poszukiwaniu silniejszych lekdw, ktdre mogtyby zastapi¢ powszechnie stosowany diklofe-
nak, zwtaszcza tych redukujacych wrzodziejace zapalenie btony Sluzowej zotadka, Abo-Gha-
lia i in. [2] zsyntetyzowali 12 nowych niebiatkowych koniugatéw aminokwasowych diklofenaku,
a mianowicie: sarkozyny, B-alaniny, D-leucyny i D-fenyloalaniny (rys. 1). Zsyntetyzowane zwigzki
poddali badaniom przesiewowym w celu oceny ich aktywnosci przeciwzapalnej, przeciwbdlowej
i wrzodziejacej u szczurow. Estry aminokwasdéw diklofenaku (I a—d) zsyntetyzowali przy uzyciu
odpowiednich aktywnych estréw N-hydroksysukcynoimidu lub hydroksybenzotriazolu. Hydroli-
za alkaliczna przy uzyciu wodorotlenku sodu, a nastepnie zakwaszenie poprzez dodatek wodoro-
siarczanu(VI) potasu lub tworzenie tioamidu (z wykorzystaniem odczynnika Lawessona) pozwolity
na uzyskanie odpowiednich wolnych kwasow (Il a—d) lub tioamidow (Il a—d). Warto zauwazyc, ze
w przeciwienstwie do niemodyfikowanego diklofenaku zsyntetyzowane pochodne (z wyjatkiem
zwiazku | d) nie wywotywaty wrzodow u szczurdw. Co wiecej, zachowaty one znaczng aktywnos¢
przeciwzapalng, eliminujgc gtowny efekt uboczny diklofenaku — podraznienie zotadka. Szczegdlnie
obiecujace perspektywy terapeutyczne wykazaty koniugat sarkozyny | a oraz jego tiomimetyk Il a.
Struktury wszystkich otrzymanych zwigzkdw zamieszczono na rys. 1.

[/{::\I CII s |1//‘\\\£ Cl J,/’» J |/Q\\I cl /|/ \\1
o L N0 cl N o cl N0
N 4 /
[ R [ R4 [ ®<
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H -CH,-CH,- (B-Ala)
H -CH(CH,CH(CH,).- (D-Leu)
H -CH(CH,-C.H,)- (D-Phe)

276 5

Rys. 1. Struktury nowych koniugatéw aminokwaséw z diklofenakiem

Ibrahimiiin. [3] zaprojektowaliizsyntetyzowali nowe pochodne diklofenaku (IV a—e, rys. 2), aich
struktury chemiczne potwierdzili przy uzyciu roznych metod spektroskopowych (FT-IR, *H NMR,
BCNMRiMS). Zwiazki (zasady Schiffa) otrzymali w wyniku reakcji kondensacji pierwszorzedowych
amin i zwigzkdw karbonylowych, a ich aktywnos¢ przeciwzapalng zbadali z zastosowaniem mode-
lu zapalenia indukowanego podaniem karageniny i z wykorzystaniem pletyzmometrycznej meto-
dy pomiaru objetoscitapy w poréwnaniu z diklofenakiem jako kontrolg pozytywna. Procentowe za-
hamowanie obrzeku wskazywato, ze wszystkie zwigzki cechowaty sie porownywalng aktywnoscia
przeciwzapalna jak diklofenak. Dodatkowo aktywnos¢ przeciwzapalna potwierdzono wirtualnym
badaniem przesiewowym wykorzystujgcym dokowanie molekularne. Zwigzek IV b — N’-(5-bromo-
-2-oksoindolin-3-ylideno)-2-(2-(2,6-dichlorofenyloamino)fenylo)acetohydrazyd wykazat najwyz-
szg aktywnoscin vivo (61,32% hamowania) w poréwnaniu ze standardowym diklofenakiem (51,36%
hamowania), a takze najlepszy wynik energii wigzania (-10,765 kcal/mol) oraz wynik wirtualnego
dokowania (-12,142 kcal/mol).
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Cl

o cl

IVaR'=HiIiR?=H
IVb:R'=BriR?*=H
IVe:R'=HiR?=CH,0H
IV d: R'= HiR? = CH,(CH,),
IVe:R'=HiR?=-CH,-Ph

Rys. 2. Struktury pochodnych diklofenaku (IV a-e)

IBUPROFEN

Ibuprofen jest jednym z najczesciej stosowanych lekdw przeciwbdlowych, przeciwzapalnych i prze-
ciwgoraczkowych z grupy NLPZ. Mozna go dostarczy¢ do organizmu na rézne sposoby (np. dro-
ga doustna, ale takze miejscowo na skdre). Ze wzgledu na ograniczona przenikalnosc¢ ibuprofenu
przez skore istniejg rozne strategie majace na celu osiggniecie terapeutycznych stezen, takie jak
modyfikacja chemiczna czasteczek leku np. przez utworzenie soli. Metoda par jonowych wyko-
rzystuje potaczenie natadowanych czasteczek leku z czasteczkami obdarzonymi przeciwnym fa-
dunkiem, co tymczasowo neutralizuje tadunek. Obdarzone tadunkiem czasteczki przenikajg przez
naskorek tylko w niewielkim stopniu, natomiast pary jonowe z fatwoscia przenikaja przez lipidy
warstwy rogowej i dysocjuja w zywych warstwach naskdrka [4]. Wiele doniesien potwierdza ko-
rzystne wtasciwosci par jonowych, np. w postaci aminokwasowych cieczy jonowych (AAILs) w po-
rownaniu z niemodyfikowanym ibuprofenem.

Pierwsze tego typu zwigzki zostaty opisane przez Furukawe i in., ktorzy syntezowali ibuprofe-
nian estru etylowego L-proliny — ibuprofen-ProOEt [5]. Natomiast w komercyjnych preparatach
farmaceutycznych stosowane sg rézne sole ibuprofenu, takie jak lizynian ibuprofenu — substan-
cja aktywna w preparacie Lizymax® (tabletki) czy potgczenie argininy i ibuprofenu w stosunku
molowym 0,92:1 — Caldolor® (roztwdr do wstrzykiwan) [6]. Ibuprofenian argininy zostat opisany
jako umiarkowanie rozpuszczalny w wodzie (85 mg/ml) [7] i tworzacy stabilne roztwory o pH zbli-
zonym do neutralnego. Badania sugerujg, ze obecnos¢ L-argininy moze zmniejszyc ryzyko powsta-
wania chordb sercowo-naczyniowych zwigzanych z przyjmowaniem NLPZ [8].

Ibuprofen, podobnie jak wszystkie leki z grupy NLPZ, poprzez zahamowanie produkcji pro-
staglandyn uszkadza naturalna bariere ochronng oraz uposledza podsluzowkowy przeptyw krwi,
powodujgc powstanie nadzerek i owrzodzen w bfonie sluzowej zotadka i dwunastnicy. W celu
unikniecia dziatan niepozadanych, np. dziatania wrzodotwdrczego, zwigzanego z hamowaniem
biosyntezy prostacykliny (PGI2), wprowadzono wiele preparatow, w ktorych grupa kwasowa jest
zabezpieczona i uwolniona zostaje dopiero w organizmie w wyniku enzymatycznej hydrolizy. Po
podaniu doustnym leki tego typu przechodza przez zotgdek w praktycznie niezmienionej postaci.
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Sa to proleki, np. estry (np. benorylat) lub inne pochodne, ktére umozliwiajg w procesie biotrans-
formacji uzyskanie ugrupowania kwasowego. Znane sg nowe proleki o polepszonej aktywnosci far-
makologicznej i nizszym ryzyku dziatan niepozadanych ze strony przewodu pokarmowego, takie
jak amidy ibuprofenu powstate w reakcji grupy karboksylowej ibuprofenu zaminami heteroaroma-
tycznymi [9], pochodne estrowe ibuprofenu otrzymane w reakcji grupy karboksylowej ibuprofe-
nu z mentolem, tymolem i eugenolem [10], a takze kwercetyng, alkoholem salicylowym i kwasem
galusowym [11]. Ponadto istnieje wiele innych soli organicznych ibuprofenu, jak alkiloamoniowe
[12, 13, 14], imidazoliowe [15, 16], fosfoniowe [13, 17], a takze sdl prokainy [13], lidokainy [17], ra-
nitydyny [18] czy choliny [19].

Znana jest trzyetapowa metoda otrzymywania pochodnych ibuprofenu w postaci ibuprofenia-
now estrow alkilowych L-aminokwasdw, w ktorej pierwszym etapem jest synteza chlorowodorkow
estrow alkilowych L-aminokwasow, ktdra przeprowadza sie w obecnosci czynnika chlorujacego
(np. TMSCI czy SOCI,) oraz wybranych alkoholi, stanowigcych jednoczesnie rozpuszczalnik reak-
cji. Nastepnie otrzymane chlorowodorki sg neutralizowane za pomoca czynnika zobojetniajagcego
(np. 25-procentowego roztworu amoniaku), a w ostatnim etapie tak otrzymany ester poddawany
jest reakcji protonowania kwasem (RS)-2-[4-(2-metylopropylo)fenylolpropanowym. Zgodnie z ta
metodyka otrzymano modyfikacje w postaci soli ibuprofenu w wyniku reakcji ibuprofenu z estrami
alkilowymi L-waliny o réznej dtugosci tancucha alkilowego od C; do C; oraz o réznym rozgatezieniu
(tancuch propylowy iizopropylowy) [20, 21, 22, 23], a takze z estrami izopropylowymi réznych ami-
nokwasow (glicyna, L-alanina, L-walina, L-izoleucyna, L-leucyna, L-seryna, L-treonina, L-cysteina,
L-metionina, kwas L-asparaginowy, L-lizyna, L-fenyloalanina i L-prolina) [24, 25, 26].

Zsyntezowano rowniez pochodne ibuprofenu, w ktorych jako kationy zastosowano estry propy-
lowe L-histydyny, L-fenyloalaniny, L-tyrozyny i L-tryptofanu z tancuchem bocznym aromatycznym
lub heterocyklicznym [27]. Ponadto otrzymano ibuprofeniany estrow alkilowych aminokwaséw
inne niz wymienione powyzej, takie jak: ibuprofenian estru metylowego L-fenyloalaniny, ibupro-
fenian estru etylowego L-fenyloalaniny, ibuprofenian estru propylowego L-fenyloalaniny, ibupro-
fenian estru etylowego L-leucyny i ibuprofenian estru propylowego L-leucyny, ibuprofenian estru
butylowego L-leucyny, ibuprofenian estru heksylowego L-leucyny [22, 23]. Wszystkie otrzymane
modyfikacje strukturalne ibuprofenu charakteryzowaty sie zwiekszong rozpuszczalnoscig w wo-
dzie i PBS (buforowana fosforanem sol fizjologiczna, pH = 7,4). Sposrod wszystkich wymienionych
zwigzkow ibuprofenian estru izopropylowego L-lizyny cechowat sie najwieksza rozpuszczalnoscia
w wodzie (5,047 g IBU/dm?) oraz ponad 16-krotnie lepszg przenikalnoscia przez skore (w przelicze-
niu na zawartosc substancji aktywnej).

Ponadto oceniono aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa niektorych z otrzymanych pochodnych
ibuprofenu wobec Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis i M. Luteus. Efekt hamujacy wobec
Staphylococcus epidermidis oraz M. Luteus wykazano we wszystkich badanych stezeniach. Efekt
przeciwdrobnoustrojowy soliibuprofenu jest podobny w poréwnaniu z niemodyfikowanym ibupro-
fenem [28]. Otrzymane koniugaty estréw L-aminokwaséw moga znalez¢ zastosowanie w miejsco-
wym i przezskdrnym podawaniu zaréwno aminokwasow, jak i substancji aktywnych w ilosciach
wystarczajacych do wywotania efektu terapeutycznego.

Druga powszechnie znana metoda otrzymywania soli estrow alkilowych aminokwaséw polega
na reakcji metatezy pomiedzy chlorowodorkiem estru alkilowego aminokwasu a odpowiednia solg
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sodowa ibuprofenu (rys. 3). Zgodnie z przedstawiong metodologig uzyskano nastepujace pochod-
ne w postaci ibuprofenianow estrow izopropylowych glicyny, L-alaniny, L-leucyny, L-izoleucyny,
L-metioniny, L-treoniny, kwasu L-asparaginowego, L-fenyloalaniny, L-proliny oraz L-seryny [23].

OH
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: -NaCl
NH; NH; CI”

Rys. 3. Schemat syntezy otrzymywania ibuprofeniandw estréw alkilowych aminokwaséw

Otrzymane pochodne ibuprofenu przebadano pod katem cytotoksycznosci. Ibuprofeniany es-
trow alkilowych aminokwasow nie wykazaty znaczgcego toksycznego wptywu na linie komdrkowa
keratynocytow cztowieka (HaCaT) i mysich fibroblastow 3T3. Oszacowane wartosci IC, dla obu
linii komorkowych po 24 h byty w zakresie milimolowym, analogicznie jak dla niemodyfikowanego
ibuprofenu. Co ciekawe, modyfikacje strukturalne ibuprofenu wykazywaty nizszg cytotoksycznosc
wobec komorek HaCaT w poréwnaniu z niemodyfikowanym ibuprofenem. Z wyjatkiem ibupro-
fenianu estru etylowego L-leucyny [LeuOEt][IBU] wszystkie pochodne wykazywaty nieznacznie
zwiekszona toksycznosé wobec komorek 3T3 niz niemodyfikowany ibuprofen [22].

Badacze skoncentrowali sie rowniez na opracowaniu pofstatych formulacji farmaceutycznych
wykorzystujgcych otrzymane i opisane powyzej koniugaty aminokwasdéw z ibuprofenem. Zbadano
mozliwos¢ tworzenia formulacji z dwoma dostepnymi komercyjnie nowoczesnymi podtozami far-
maceutycznymi — Pentravan® oraz Celugel®. W badaniach zastosowano ibuprofen i ibuprofeniany
estrow alkilowych L-waliny (otrzymane zgodnie ze wspomniang metodyka [20, 21, 23]). Ponadto
otrzymane wyniki poréwnano z komercyjnie dostepna emulsjg lub zelem zawierajgcym ibuprofen.
Zbadano zdolnos¢ przenikania substancji aktywnej z podtoza. W badaniach zastosowano skore
ludzka oraz podtprzepuszczalng sztuczng membrane typu Strat-M®. Wykazano, ze badania przy
uzyciu modelu dyfuzji przezskornej Strat-M® moga byc alternatywa dla ludzkiej skory w badaniach
przenikania lekow przez skdre [29, 30]. W poréwnaniu z innymi preparatami dostepnymi na rynku
Pentravan® dostarczat wiekszg ilos¢ substancji aktywnej niz komercyjny preparat w postaci kremu.
Ponadto znacznie wiekszg przenikalnosc uzyskano dzieki stosowaniu wybranych modyfikacji sub-
stancji czynnej, takich jak [L-ValOPr][IBU] - ibuprofenian estru propylowego L-waliny, [L-ValOiPr]
[IBU] — ibuprofenian estru izopropylowego L-waliny, [L-ValOBu][IBU] — ibuprofenian estru butylo-
wego L-waliny i [L-ValOAm][IBU] — ibuprofenian estru amylowego L-waliny. Zwigzki te przenikaty
lepiej niz wyjsciowy ibuprofen [29]. W porownaniu z preparatem handlowym hydrozele zawieraja-
ce zarowno ibuprofen, jak i jego pochodne wykazywaty wieksza przenikalnos¢ substancji czynne;.
Ponadto wykazano, ze przenikalnos¢ przez skore niektorych soli estrow alkilowych L-waliny byta
znacznie wyzsza niz niemodyfikowanego ibuprofenu. Najlepsze wyniki uzyskano w przypadku po-
taczenia ibuprofenu z [L-ValOiPr], [L-ValOPr] i [L-ValOBu] [30].

Ossowicz-Rupniewska i in. w badan przeprowadzonych w 2023 r. opracowali potstate formula-
cje w postaci zelu na bazie emulsji zawierajgce ibuprofen i jego pochodne, takie jak ibuprofenian
sodu (IBU-Na) i ibuprofenian estru etylowego L-fenyloalaniny ([PheOEt][IBU]). Uzyskane wyniki
wskazywaty na zwiekszong przenikalnos¢ ibuprofenu i jego pochodnych przez skére. Pochodne
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ibuprofenu zostaty ocenione jako potencjalne promotory przenikania. Po 24 h badania przenikania
skumulowana masa wynosita 948,6 ug IBU/cm? dla [PheOEt][IBU]. Wykazano, ze na przenikalnos¢
ibuprofenu przez skore wptywa zaréwno forma leku, jak i jego postac [31].

W innym badaniu skupiono sie na kompleksowej ocenie emulsji farmaceutycznych zawieraja-
cych ibuprofen i jego pochodne (ibuprofenian sodu oraz ibuprofenian estru propylowego L-lizy-
ny — [LysOPr][IBU]). Okreslono uwalnianie substancji czynnych z formulacji oraz ich penetracje
i akumulacje w skorze. Najwyzsze uwalnianie ibuprofenu zaobserwowano w formulacji opartej na
celugelu z dodatkiem [LysOPr][IBU] — ok. 7750 pg IBU/cm?. Badanie sugeruje, ze preparaty na ba-
zie emulsji majg potencjat do zastosowan miejscowych, zwtaszcza w przypadku bardziej hydrofi-
lowych substancji czynnych, oraz ze dobdr sktadnikow i wtasciwosci otrzymanej formulacji maja
ogromne znaczenie z punktu widzenia przenikalnosci substancji aktywnej [32].

Ossowicz-Rupniewska i in. [24] zbadali réwniez potencjat celulozy bakteryjnej (BC) jako nosnika
ibuprofenu. Opisali prostg i skuteczng metode otrzymywania celulozy bakteryjnej (BC) oraz celulozy
bakteryjnejtadowanejibuprofenem (BC-IBU) albo ibuprofenianami estréw izopropylowych L-waliny
(BC-[ValQOiPr][IBU]) lub L-leucyny (BC-[LeuQiPr][IBU]). Szybkos¢ przenikania zwigzku przez skdre
byta najwyzsza dla BC-[ValOiPr][IBU] i poréwnywalna dla BC-[LeuOQiPr][IBU] i BC-IBU. Wyniki wska-
zuj3, ze dzieki odpowiedniej modyfikacji substancji czynnej mozna kontrolowac przepuszczalnosc¢
skory. Ossowicz-Rupniewska i in. wykazali, ze otrzymane membrany na bazie celulozy bakteryjne;
mozna wykorzystac¢ do przezskdrnego podawania lekow, w tym ibuprofenu. Ich aplikacja bedzie
tatwa, a przygotowanie leku proste [24].

Otrzymane modyfikacje ibuprofenu Ossowicz-Rupniewska i in. zastosowali rowniez w gotowej
postacileku—plastrze medycznym. Opracowali 12 plastrow transdermalnych zawierajacych ibupro-
fen, ibuprofenian sodu oraz ibuprofeniany estrow izopropylowych nastepujacych aminokwasdw:
glicyny, L-alaniny, L-waliny, L-seryny, L-treoniny, kwasu L-asparaginowego, L-lizyny, L-fenyloala-
niny i L-proliny. W badaniach tych zastosowano komercyjny klej poliakrylanowy DURO-TAK 378-
2054. Wykazano, ze wiekszos¢ otrzymanych plastrow charakteryzuje sie dobrymi wtasciwosciami
samoprzylepnymi, stabilnoscig podczas uzytkowania i przechowywania oraz ze nie dochodzi do
interakcji pomiedzy substancjg czynna a klejem. Ponadto zaréwno NLPZ, jak i produkty modyfi-
kacji estrami aminokwasdw wykazujg stabilnos¢ w tej postaci farmaceutycznej. Udowodniono, ze
przenikalnos¢ przez skore ibuprofenu z wytworzonych plastrow jest porownywalna do wartosci
uzyskanych dla plastréw komercyjnych zawierajgcych analogiczng substancje czynna. W przypad-
ku zastosowania opracowanych modyfikacji jako substancji aktywnej uzyskano zwiekszong prze-
nikalnosc ibuprofenu od 2,3 do nawet 6,4 razy [26].

Ossowicz-Rupniewska i in. przedstawili rowniez metode zwiekszania przepuszczalnosci ibupro-
fenu przez skdre za pomocg wirujgcego pola magnetycznego (RMF). W badaniach wykorzystali
ibuprofen i jego modyfikacje strukturalne w postaci ibuprofenianéw estrow izopropylowych L-ami-
nokwasdw, takich jak L-walina, L-fenyloalanina, L-prolina i kwas L-asparaginowy. Po ekspozycji na
RMF przeanalizowali ilos¢ przeniknietego zwigzku. Niezaleznie od badanego zwigzku zaobserwo-
wali znaczny wzrost transportu leku przez skore. Ponadto wykazali, ze zastosowanie RMF zwieksza
przepuszczalnosc ibuprofenu od 4 do 244 razy w porédwnaniu z proba kontrolng bez RMF. Najwiek-
sze roznice zaobserwowali dla niemodyfikowanego ibuprofenu. Warto jednak zauwazy¢, ze naj-
wieksze ilosci substancji czynnej uzyskano przy wybranych modyfikacjach i ekspozycji na RMF [33].
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KETOPROFEN

Ketoprofen takze nalezy do rodziny niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych i wykazuje wtasci-
wosci przeciwbodlowe, przeciwzapalne i przeciwgorgczkowe oraz jest jednym z najczesciej stoso-
wanych NLPZ ze wzgledu na szybkos¢ i skutecznosc dziatania. Ketoprofen jest obecnie stosowany
w leczeniu bélu pooperacyjnego czy pourazowego, a takze w tagodzeniu objawow chordéb reuma-
tycznych [34].

Bariera krew—mozg (BBB) kontroluje przedostawanie sie ksenobiotykéw do moézgu. Czesto
rozwoj lekow stosowanych w osrodkowym uktadzie nerwowym musi zosta¢ przerwany z powo-
du ich stabego wchtaniania przez mdzg. Gynther i in. opracowali sposdéb na transport lekow do
mdzgu szczura za posrednictwem duzego transportera aminokwasdw obojetnych (LAT1). W tym
celu dokonali sprzezenia ketoprofenu z aminokwasem L-lizyng, aby prolek mogt uzyskac dostep
do LAT1.

Posredniczony przez LAT1 wychwyt mdzgowy proleku wykazano za pomoca techniki perfuzji
modzgu szczura in situ. Zdolnos¢ proleku do dostarczania ketoprofenu do miejsca dziatania — ptynu
wewnatrzkomadrkowego mdzgu — okreslono dzieki potaczeniu eksperymentdw in vivo i in vitro. Za-
rowno w jednych, jak i w drugich zaobserwowano szybki wychwyt z krwi i komoérek moézgu. Ponad-
to dystrybucja proleku w migzszu mozgu i miejsce uwalniania leku macierzystego w mdzgu zostaty
wykazane w badaniach in vivo i in vitro. Co wiecej, wyniki te pokazujg, ze chociaz L-lizyna lub ke-
toprofen nie s3 same w sobie substratami LAT1, to poprzez potaczenie tych czasteczek utworzony
prolek ma powinowactwo do LAT1 [35].

o @)

Rys. 4. Struktura ketoprofenu sprzezonego z L-lizyna

Rozwoj cieczy jonowych opartych na aktywnych sktfadnikach farmaceutycznych (API-ILs) jest
mozliwym rozwigzaniem niektdrych problemow statych i/lub hydrofobowych lekoéw, takich jak
niska rozpuszczalnosc i biodostepnos¢, polimorfizm oraz potrzeba alternatywnych drég podania
w poréwnaniu z klasycznymi lekami. Ossowicz i in. po raz pierwszy opisali synteze i szczegdtowa
charakterystyke serii pieciu pochodnych zawierajacych estry aminokwasdéw jako kation i ketopro-
fen jako anion cieczy jonowej (KETO-ILs) [36]. Synteza opierafa sie na trzyetapowej reakgcji chlo-
rowodorowania, estryfikacji aminokwasu, nastepnie zobojetnianiu i protonowaniu (analogicznie
jak w przypadku ibuprofenu). Otrzymano cztery estry L-waliny z réznymi alkoholami — etanolem,
izopropanolem, propanolem i butanolem, a takze ester etylowy L-leucyny (rys. 5). Gtownym celem
badan byto zbadanie interakcji KETO-IL z BSA (albumina surowicy bydlecej) oraz HSA (albumina
surowicy ludzkiej) [37]. Wykazano silng interakcje otrzymanych ketoprofeniandw estrow alkilo-
wych aminokwasow z BSA i HSA. Ustalono, ze otrzymane sole majg podobny wptyw na stabilnosc¢
termiczng biatek jak macierzysta czasteczka ketoprofenu. Tym samym potwierdzono podobny
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profil farmakokinetyczny i farmakodynamiczny ketoprofenu i jego soli. Wszystkie badane zwigzki
byty bezpieczne w zakresie badanych stezen dla makrofagow (linia komorkowa RAW 264.7).
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2

Rys. 5. Struktury czterech estréw alkilowych L-waliny oraz estru etylowego L-leucyny

Ponadto sprawdzono aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg tak uzyskanych pochodnych ke-
toprofenu wobec Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis i M. Luteus. Wykazano, ze obecnosc
estru izopropylowego czesci aminokwasowej zwieksza aktywnos¢ przeciwbakteryjng w potacze-
niu z ketoprofenem. Nie zaobserwowano jednak strefy zahamowania dla [L-ThrOiPr][KETO] - ke-
toprofenianu estru izopropylowego L-treoniny [28]. Ze wzgledu na dziatanie przeciwbakteryjne
ketoprofeniany estrow izopropylowych aminokwaséw moga stanowic alternatywe w leczeniu ran
trudno gojacych i by¢ stosowane w preparatach lekéw do stosowania miejscowego.

NAPROKSEN

Naproksen jest popularnym niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym. Jednak staba rozpuszczalnosc¢
w wodzie (0,051 g/dm? [38]) ogranicza jego biodostepnosc. Z tego powodu kilku badaczy skupito sie
na uzyskaniu prolekéw naproksenu o potencjalnie lepszej biodostepnosci. Przyktadowo Aboul-Fadl
i in. otrzymali amidy naproksenu z estrami metylowymi i etylowymi aminokwasdw [39]. Na podsta-
wie wynikéw badan in vitro ich hydrolizy w roznym pH (pH 1,2, 5,5 i7,4) oraz pod wptywem enzymow
(inkubacja w homogenatach ludzkiego osocza i watroby szczura) do badan biodostepnosci in vivo
na szczurach wytypowano amidy naproksenu i glicynianu etylu oraz L-walinianu etylu. Wykazano,
ze zwigzki te charakteryzuja sie wyzsza biodostepnoscia (nawet do 200%) w poréwnaniu z napro-
ksenem. Co wiecej, modyfikacje naproksenu miaty dziatanie hamujgce wzrost komdrek nowotwo-
rowych okreznicy poprzez mechanizm niezalezny od cyklooksygenazy (COX). Wyniki wykazaty brak
aktywnosci hamujacej COX i wskazaty na lepszy profil bezpieczenstwa w przewodzie pokarmowym
dla zsyntetyzowanych zwigzkdéw w poréwnaniu z lekiem macierzystym — naproksenem [40]. Zwiek-
szong rozpuszczalnos¢ w poréwnaniu z rozpuszczalnoscig naproksenu, a tym samym zwiekszona
biodostepnos¢ wykazano réwniez w przypadku naproksenianu choliny [41].

W 2021 r. zaproponowano synteze nowych soli — naproksenianow estréow alkilowych L-proli-
ny [ProOR][NAP] (rys. 6). Dla wszystkich zwigzkdw przeprowadzono badania ich rozpuszczalnosci
w wodzie oraz PBS. Ponadto okreslono ich lipofilowos¢, przenikalnos¢, a takze akumulacje w sko-
rze swinskiej. Dodatkowo sprawdzono ich toksycznos¢ wobec mysich komérek fibroblastéw L929.
Otrzymane pochodne naproksenu wykazaty lepszg rozpuszczalnosc i wyzsza absorpcje czasteczek
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leku przez btony biologiczne. Ich lipofilowos¢ byta nizsza i zwiekszata sie wraz ze wzrostem fancu-
cha alkilowego estru. Pochodna z estrem izopropylowym miata najlepsza przepuszczalnosc przez
skore swinska. Zastosowanie naproksenianu estru izopropylowego L-proliny zwiekszyto przenika-
nie naproksenu przez skore prawie czterokrotnie. Wykazano rowniez, ze wzrost przenikalnosci nie
jest zwigzany z dodatkowym ryzykiem: wszystkie zwigzki miaty podobny wptyw na zywotnosc ko-
morek jak macierzysty naproksen [42].
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Rys. 6. Struktury naproksenianow estrow alkilowych L-proliny

Ossowicz i in. przedstawili synteze pieciu soli zawierajacych kationy estrow alkilowych amino-
kwasow i anion naproksenu (rys. 7), ktére potencjalnie moga by¢ stosowane jako nowe modyfi-
kacje lekow. Otrzymano je w trzech etapach: syntezie chlorowodorkdw estréw alkilowych L-ami-
nokwasdw, neutralizacji chlorowodorkéw do odpowiednich estrow alkilowych L-aminokwasdw
i utworzeniu docelowych soli naproksenu. Zadna pochodna nie wykazywata toksycznosci wobec
linii komorkowej mysich makrofagow (RAW 264.7). Potwierdzono réwniez zdolnos¢ wigzania na-
prokseniandw estrow alkilowych aminokwasow z BSA (albumina surowicy bydlecej). Parametry
wigzania i stechiometria pochodnych naproksenu z albuming surowicy bydlecej mieszcza sie w za-
kresie szacowanym dla macierzystego naproksenu. Jedynie naproksenian estru izopropylowego
L-waliny charakteryzuje sie o mniej wiecej rzad wielkosci nizszym powinowactwem do BSA, co
sugeruje szybszg dyfuzje w uktadzie krazenia niz naproksenu i innych pochodnych, a co za tym
idzie — szybsze dotarcie do miejsca dziatania [43].
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Rys. 7. Struktury otrzymanych pochodnych naproksenu

Przeprowadzono badania aktywnosci przeciwbakteryjnej dla zsyntezowanych pochodnych na-
proksenu wobec kilku szczepdw bakterii. Sposrod niemodyfikowanego naproksenu oraz jego po-
chodnych jedynie pochodna [L-MetOiPr][NAP] — naproksenian estru izopropylowego L-metioniny
—wykazywata efekt wrazliwosci na Escherichia coli. Stwierdzono zwiekszenie aktywnosci przeciw-
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bakteryjnej wobec Staphylococcus epidermidis dla pochodnych naproksenu wzgledem macierzy-
stego leku. Jedynie dla pochodnej [L-ThrOiPr][NAP] nie odnotowano strefy zahamowania [28].

W ostatnich latach poza dziataniem przeciwzapalnym uwage badaczy przyciagaja inne dzia-
tania farmakologiczne naproksenu, zwtaszcza przeciwnowotworowe i przeciwdrobnoustrojowe.
Naproksen wykazuje swoje dziatanie poprzez hamowanie enzymu COX-2. Istnieje duze zaintereso-
wanie mozliwoscig, ze inhibitory COX-2 mogg opdzniac lub zapobiegad rozwojowi réznych typow
nowotworow, ktore czesto charakteryzujg sie ekspresjg COX-2. Alves i in. zsyntetyzowali i scharak-
teryzowali nanopreparaty metalolekdw naproksenianu (RuNpx) i ibuprofenianu (Rulbp) zamknie-
tych w biokompatybilnych nanoczgstkach terpolimerowo-lipidowych (TPLN) w celu zwalczania
glejaka (nowotworu mdzgu). Kapsutkowanie poprawito dziatanie antyproliferacyjne w komdrkach
U8B7MG w przypadku obu metalolekdéw. Autorzy odkryli, ze wysoka zywotnos¢ komorek (>70%)
w przypadku obu typow komorek sugeruje aktywnos¢ zwigzana z dziataniem antyproliferacyjnym.
Udoskonalenie tych nowych lekéw zawierajgcych metale poszerza perspektywe dla lekow zawie-
rajacych diruten (l1, Il1), dziatajacych na ten rodzaj nowotworu [44].

KWAS SALICYLOWY

Kwas salicylowy jest kwasem aromatycznym, ktérego nazwa chemiczna to kwas monohydroksy-
benzoesowy. Ma on charakter lipofilowy. Po raz pierwszy zostat uzyskany z kory wierzby. Swoja
nazwe zwyczajowa zawdziecza roznym zrodtom o podobnej nazwie, np. powstaje jako produkt
metabolizmu salicyny (alkoholowego B-glikozydu otrzymywanego z roslin), a takze jest aktywnym
metabolitem wytwarzanym z kwasu acetylosalicylowego (aspiryny). Samego kwasu salicylowego
uzywa sie w medycynie jako srodka dezynfekujgcego (np. w postaci spirytusu salicylowego) i ke-
ratolicznego (np. w lekach na tradzik). SOl i pochodne estrowe tego zwigzku s3 rowniez szeroko
stosowane w chemii organicznej i sg znane jako salicylany [45].

W 2021 r. opracowano synteze o$miu cieczy jonowych na bazie kwasu salicylowego (SA) za-
wierajacych kationowe niepolarne lub aromatyczne estry aminokwasow. Byty to: salicylan estru
metylowego L-fenyloalaniny, salicylany estrow etylowych: L-waliny, L-leucyny i L-fenyloalaniny,
salicylany estrow propylowych: L-waliny i L-fenyloalaniny, a takze salicylan estru izopropylowe-
go L-waliny oraz salicylan estru butylowego L-waliny. Przy wykorzystaniu testow in vitro wstepnie
oceniono terapeutyczng site dziatania nowych pochodnych. Zaobserwowano, ze przeksztatcenie
SA w ciecze jonowe prowadzito do zmniejszenia jego cytotoksycznosci wobec mysich fibroblastow
zarodkowych NIH/3T3 i ludzkich keratynocytow HaCaT. Nalezy wspomnie¢, ze wszystkie salicylany
estrow alkilowych aminokwasow [AAOR][SA] hamujag produkcje cytokiny prozapalnej IL-6 w ke-
ratynocytach stymulowanych LPS (lipopolisacharyd). Co wiecej, keratynocyty poddane dziataniu
[PheOMe][SA] - salicylan estru metylowego fenyloalaniny i [PheOPr][SA] — salicylan estru propy-
lowego fenyloalaniny wydaja sie chronione przed stanem zapalnym wywotanym przez LPS. Po-
nadto nowe zwigzki wykazujg podobne powinowactwo wigzania do albuminy surowicy bydlecej
(BSA) jak macierzysty SA, co sugeruje podobny profil farmakokinetyczny. Te wstepne wyniki wska-
zUj3, ze ciecze jonowe na bazie kwasu salicylowego, zwtaszcza te z kationami [PheOMe], [PheOPr]
i [ValOiPr], majg potencjat jako nowe $rodki do stosowania miejscowego w przewlektych choro-
bach skory, takich jak tuszczyca i tradzik pospolity [46].
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Wykonano badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej dla kwasu salicylowego i jego po-
chodnych. Efekt hamujacy wobec Staphylococcus epidermidis dla kwasu salicylowego i jego po-
chodnych okreslono dla stezen od 400 mg/cm?. Strefa inhibicji obserwowana dla [L-ThrOiPr][SA]
—salicylanu estru izopropylowego L-treoniny wynika z obecnosci w zwigzku reszty kwasu salicylo-
wego, ktéry wykazuje aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec E. coli. Ponadto pochodne kwa-
su salicylowego charakteryzujg sie wysokimi wartosciamilogP (1,61-1,18). Optymalna lipofilowos¢
moze utatwial penetracje przez sciane komorkowa bakterii, ktora sktada sie z hydrofobowych
warstw lipidowych. Salicylany charakteryzujg sie zatem najwyzszym efektem hamujgcym, co skut-
kuje synergistyczng aktywnoscia przeciwbakteryjnga. Co zaskakujace, efekt przeciwdrobnoustrojo-
wy przeciwko M. Luteus zaobserwowano dla [L-ThrOiPr][SA] we wszystkich badanych zakresach
stezen, podczas gdy dla leku macierzystego tylko dla najwyzszego badanego zakresu stezen od
400 mg/cm? [28].

KWAS ACETYLOSALICYLOWY

Kwas acetylosalicylowy jest jednym z pierwszych lekow otrzymywanych na drodze syntezy, a jed-
noczesnie najczesciej stosowanym. Odniost najdtuzszy sukces komercyjny i jest uwazany za najpo-
pularniejszy lek wspotczesnej ery. Pierwotnie byt stosowany jako lek przeciwzapalny, obecnie jest
rownie czesto stosowany jako srodek przeciwptytkowy w profilaktyce u pacjentéw kardiologicz-
nych [47].

Kulikova i in. podjeli prébe syntezy pochodnej kwasu acetylosalicylowego w postaci kwasu
2-[3-(2-hydroksybenzoyloamino)-propionyloamino]-3-(1H-imidazol-4-ylo)-propionowego — salicy-
lo-karnozyny (SC) poprzez kondensacje kwasu acetylosalicylowego i karnozyny. Biologiczna ocena
pochodnej wykazata, ze SC zachowata farmakologicznie istotne wtasciwosci swoich prekursoréw
(dziatanie przeciwutleniajace i przeciwptytkowe), ale nie wykazywata skutkdw ubocznych kwasu
acetylosalicylowego (np. owrzodzenia zotgdka) i byta odporna na specyficzng hydrolize przez kar-
boksylazy surowicze i tkankowe. Uzyskane wyniki podkreslajg znaczenie dalszych badan mechani-
zmow dziatania salicylo-karnozyny, jej mozliwych wtasciwosci neuroprotekcyjnych i przeciwzapal-
nych oraz tworzenia leku przeciwzakrzepowego opartego na jej strukturze [48].
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Rys. 8. Struktura salicylo-karnozyny (SC)

Ponadto przeprowadzono badania dotyczace wptywu kwasu acetylosalicylowego oraz jego zto-
zonych pochodnych opartych na metalach kobaltu (Co%), cynku (Zn?*), niklu (Ni**) i manganu (Mn?*)
przy wielokrotnym podaniu w dawce 10 mg/kg na wskazniki centralnej hemodynamiki szczurow
(tetno, cisnienie tetnicze). Jednokrotne podanie kwasu acetylosalicylowego i testowanych salicy-
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lanéw prowadzito do obnizenia akcji serca, czyli do wystgpienia bradykardii. Podanie nastepne-
go dnia obserwacji ASNi*, ASMn?* i zwtaszcza ASZn* przyczynito sie do wzrostu tego wskaznika,
czyli do wystapienia tachykardii. W 20. dniu obserwacji zaobserwowano zblizenie sie wartosci tetna
do poziomu wartosci kontrolnych, z wyjatkiem ASMn*. Stwierdzono, ze wielokrotne podawanie
kwasu acetylosalicylowego oraz salicylanow kobaltu, cynku, niklu i manganu wptywa na wskazniki
centralnej hemodynamiki szczurow. Uzyskane dane potwierdzajg skutecznosc nasercowg nowych
zwigzkow koordynacyjnych i otwieraja perspektywy dalszych badan ich efektow biologicznych
w doswiadczeniach przewlektych [49].

INDOMETACYNA

Indometacyna jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym (NLPZ) o szerokim zastosowaniu.
Jest wykorzystywana w leczeniu ostrego bolu, reumatoidalnego zapalenia stawdw, zesztywniaja-
cego zapalenia stawdw kregostupa, choroby zwyrodnieniowej stawow, zapalenia kaletki maziowej,
dnawego zapalenia stawow i przetrwatego przewodu tetniczego [50]. Byta stosowana w postaci
kropli do oczu w celu zapobiegania zwezeniu zrenicy podczas operacji za¢my i obrzekowi plamki
z6ttej. W okulistyce uzywano wodnych roztwordw soli sodowej i trometaminy. Preparaty takie mu-
szg miec pH zblizone do 6, aby uniknac wytracania sie leku. Zawiesina okulistyczna indometacyny
buforowana do pH 5,6 byfa stabilna, gdy zawierata alkohol poliwinylowy lub hydroksypropylome-
tyloceluloze. Wykonano réwniez wodne roztwory indometacyny z Poloxamerem-407 jako solubili-
zatorem, co pozwolito otrzymac stabilne preparaty o wyzszej aktywnosci przeciwzapalnej. Prepa-
raty z solubilizatorem Pluronic F68 lub F127 dawaty chemicznie stabilne zele, przedtuzajac dyfuzje
leku. W celu zwiekszenia penetracji indometacyny do cieczy wodnistej stosowano zawiesiny olejo-
we i emulsje olejowe. Preparaty koloidalne z indometacyna wykazaty wyzsza penetracje rogowki
i dostepnosc oczng w porownaniu z komercyjnymi kroplami do oczu. Nanoczastki i nanoemulsje
indometacyny zwiekszaty przenikanie przez rogdwke i dostepnosc oczng. Ponadto implanty twar-
dowki zindometacyna wykazywaty znaczna poprawe kliniczng w modelu zapalenia oka.
Ograniczeniem dla dtugotrwatego stosowania NLPZ, w tym indometacyny, w dalszym ciggu
pozostaje ich toksycznos¢. Mozliwos¢ wyeliminowania tego ograniczenia zostata przedstawiona
przez Dvira i in. w postaci proleku indometacyny — DP-155, ktérego synteza sktada sie z szesciu
etapow. W pierwszym etapie grupa aminowa tgcznika (kwas 6-aminoheksanowy) jest zabezpie-
czana, a nastepnie w drugim etapie wykorzystuje sie zabezpieczony aminokwas do przygotowa-
nia bezwodnika. W trzecim wytwarzany jest lipid z zabezpieczonego tacznika i lizolecytyny. Kolej-
no, czwarty i pigty etap obejmuja usuniecie zabezpieczonej grupy aminowej otrzymanego lipidu.
W szostym etapie do tacznika przytaczana jest indometacyna. DP-155 moze by¢ rozszczepiany do
indometacyny przez PLA2 (fosfolipaza A2) w mozgu i przewodzie pokarmowym. Po podaniu do-
ustnym rozszczepienie w przewodzie pokarmowym skutkuje statym niskim poziomem w surowi-
cy i niskim maksymalnym stezeniem. Co wazne, dostarczanie DP-155 w ten sposdb nie powoduje
miejscowej toksycznosci dla zotadka, prawdopodobnie dlatego, ze selektywnie hamuje COX-2,
a nie COX-1. Chociaz stezenie indometacyny pochodzacej z DP-155 w surowicy pozostawato ni-
skie po podaniu doustnym, stezenie indometacyny osiggniete w mézgu byto podobne do stezenia
zwigzku macierzystego. Tak wiec ze wzgledu na unikatowe wiasciwosci farmakokinetyczne DP-
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155 wykazuje ponad 5-krotne zmniejszenie toksycznosci, ale utrzymuje dziatanie w osrodkowym
uktadzie nerwowym podobne do indometacyny. Efekty te obejmujg dziatanie przeciwbolowe
i przeciwgoraczkowe. Badania te wykazaty, ze DP-155 ma duzy potencjat do przysztych badan kli-
nicznych u pacjentéw w podesztym wieku z chorobg Alzheimera i przewlekty analgezja, poniewaz
jest bezpieczniejszg alternatywa dla indometacyny w leczeniu choroby Alzheimera i do stosowania
jako srodek przeciwgoraczkowy i/lub przeciwbdlowy [51].

FLURBIPROFEN

Flurbiprofen, czyli kwas (2RS)-2-(2-fluorobifen-4-ylo)propanowy, jest z powodzeniem wykorzysty-
wany do leczenia chordb zwyrodnieniowych kregostupa, zapalen okotostawowych czy zapalenia
sciegna. Ponadto przenika on przez skdre.Valentovaiin. badalimozliwg enancjoselektywnosc prze-
nikania chiralnego leku — flurbiprofenu przez skdre bezwtosego szczura. Przenikalnos¢ przezskorna
poszczegodlnych enancjomerdow z roztworu zawierajgcego racemat flurbiprofenu (0,1%) i czyste
enancjomery (0,05%) w roztworze mirystynianu izopropylu okreslano przy uzyciu komor dyfuzyj-
nych. Profile przenikania enancjomerow (R)- i (S)-flurbiprofenu z roztworu zawierajgcego racemat
(RS)-flurbiprofenu sg poréownywalne. Gdy roztwor donorowy zawierat czyste enancjomery, zaob-
serwowano wyrazne roznice w predkosciach przenikania (R)- i (S)-flurbiprofenu. Stata szybkos¢
przeptywu oraz wspdtczynnik przenikalnosci byty znaczaco wyzsze dla (R)-flurbiprofenu w poréw-
naniu z (S)-flurbiprofenem (wspdtczynnik szybkosci R/S = 2,04; p < 0,05) [52].

Ivanov iin. zaproponowali synteze pieciu nowych zwigzkdw (V a—e —rys. 9.) poprzez potgczenie
flurbiprofenu z réznymi podstawionymi 2-fenetyloaminami. Aktywnos¢ biologiczna tych zwigzkow
oceniono w eksperymentach in vitro, aby okresli¢ ich potencjat jako srodkéw przeciwzapalnych
i przeciwutleniajacych. Ponadto oznaczono lipofilowosc¢ tych pochodnych. Przeprowadzono takze
analize in silico interakcji zwigzkdw z albuming surowicy ludzkiej (HSA) za pomocg badan doko-
wania molekularnego. Wszystkie zsyntetyzowane zwiagzki wykazuja znaczace dziatanie przeciwza-
palne i przeciwutleniajgce. Wyniki sg statystycznie poréwnywalne ze zwigzkami referencyjnymi.
Stosujac metode in silico, obliczono toksycznos¢ i otrzymano wartosci LD50. Badania wskazujg,
ze zwigzki te mogg miec znaczny potencjat zastosowan farmakologicznych. W zaleznosci od dro-
gi podania nowe pochodne flurbiprofenu wykazujg nizsza toksycznos¢ w poréwnaniu ze standar-
dowym flurbiprofenem. Zwigzki V a—e wykazuja wysoka toksycznos¢ dozylng, przy czym V e jest
4-krotnie bardziej toksyczny niz flurbiprofen. Grupy metoksylowe, szczegdlnie wV b—d, sg powia-
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Rys. 9. Struktury pochodnych flurbiprofenu
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zane z nizszg toksycznoscia. Podanie dozylne zapewnia mniejsze dawki smiertelne ze wzgledu na
100-procentowa biodostepnos¢. Zwigzek V d jest najmniej toksyczny po podaniu dootrzewnowym
(flurbiprofen>Vb>Vc>Va>Ve>Vd). DoustnieV b—d znacznie zmniejsza toksycznos¢ w porow-
naniu z flurbiprofenem trzykrotnie lub wiecej, co sugeruje, ze podawanie doustne jest korzystniej-
sze i minimalizuje skutki toksyczne. Zwigzki te sg obiecujace jako nowe leki [53].

PODSUMOWANIE

Ostatnie badania nad nowymi pochodnymi niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ)
wykazaty postep w poszukiwaniu bardziej skutecznych i bezpiecznych terapii przeciwbolowych
oraz przeciwzapalnych. NLPZ s3 kluczowa grupa lekow w leczeniu stanow zapalnych, bdlu i go-
rgczki, dziatajgc przez hamowanie enzymu cyklooksygenazy (COX) i zmniejszajac produkcje pro-
staglandyn, kluczowych mediatorow proceséw zapalnych. Dotychczasowe badania skupiaja sie
na syntezie nowych pochodnych NLPZ, ktdre cechuja sie zwiekszong rozpuszczalnoscia, lepsza
przenikalnoscia przez skdre oraz potencjalnymi dodatkowymi zastosowaniami terapeutycznymi.
Diklofenak, ibuprofen, ketoprofen, naproksen i inne popularne NLPZ zostaty poddane modyfika-
cjom chemicznym w celu poprawy ich skutecznosci i profilu bezpieczenstwa. Modyfikacje chemicz-
ne, takie jak utworzenie soli, par jonowych czy prolekéw, maja na celu zwiekszenie biodostepnosci
lekdw, co moze prowadzi¢ do poprawy ich efektywnosci terapeutycznej. Dodatkowo badania nad
pofgczeniem lekdw z nosnikami takimi jak biokompatybilne nanoczgstki moga umozliwi¢ lepsze
dostarczenie lekdw do miejsc dziatania, np. do moézgu w przypadku lekéw stosowanych w leczeniu
choréb osrodkowego uktadu nerwowego. Ponadto nowe pochodne NLPZ moga wykazywac dziata-
nia przeciwnowotworowe i przeciwdrobnoustrojowe, co otwiera nowe perspektywy terapeutyczne
w leczeniu chorob nowotworowych oraz infekcyjnych.

Innowacyjne podejscie do modyfikacji NLPZ ma potencjat poprawy skutecznosci i bezpieczen-
stwa terapii przeciwbolowej, przeciwzapalnej oraz leczenia choréb nowotworowych i infekcyjnych.
Dalsze badania nad nowymi zwigzkami sg kluczowe dla lepszego zrozumienia ich mechanizmdw
dziatania i potencjalnego zastosowania klinicznego.
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Wptyw struktury nanokrystalicznych metali
na ich wlasciwosci fizyczne i chemiczne
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WSTEP

Inzynieria materiatowa to dziedzina nauki skupiajaca sie na badaniu struktury, wtasciwosci oraz
zastosowan materiatow i technologii z nimi zwigzanych. Jednym z istotnych przedmiotow badan,
ktore sie z nig wigzg, sg nanomateriaty. Ich charakterystyczng cecha jest ksztattowanie wiasciwosci
chemicznych i fizycznych w znacznym stopniu przez efekty kwantowe [1]. Efekty te s3 zaniedby-
wane w konwencjonalnych materiatach, co skutkuje wystepowaniem rdéznic we wiasciwosciach
materiatdw o tym samym sktadzie chemicznym, ale o innej wielkosci czastek.

Jednym z rodzajow nanomateriatow sa materiaty nanokrystaliczne, ktorych struktura cechu-
je sie uporzadkowang siecig krystaliczng na poziomie nanometrycznym. Moga to by¢ nanokry-
staliczne metale i ich stopy, tlenki lub polimery. Obecnie znajdujg one zastosowanie w licznych
gateziach nauki i przemystu. Moga by¢ wykorzystywane m.in. do magazynowania energii [2, 3],
w zasilaczach impulsowych i w rdzeniach transformatorow [4], jako nosniki lekow [5] oraz sktad-
niki kompozytow [6, 7].

Innym istotnym zastosowaniem materiatdow nanokrystalicznych jest kataliza. Sg one skutecz-
nymi katalizatorami ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ powierzchniowsa, wynikajacg z wystepowa-
nia wiekszej powierzchni wtasciwej w poréwnaniu z materiatami o wiekszych ziarnach. Ponadto
rozmiar nanokrystalicznych czastek katalizatora moze by¢ dostosowany do wymagan danej reakg;ji
chemicznej, co pozwala na lepsza kontrole selektywnosci, aktywnosci i stabilnosci katalizatora [8].

Przedmiotem badan byt katalizator zelazowy poddawany azotowaniu w réznych temperatu-
rach. Proces ten jest powszechnie znany i zostat dobrze opisany w literaturze naukowej. Liczne ba-
dania w tym zakresie przeprowadzono w Katedrze Technologii Chemicznej Nieorganicznej i Inzy-
nierii Srodowiska Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie [9, 10, 11]
oraz w wielu osrodkach badawczych na Swiecie [12]. Proces azotowania w atmosferze amoniaku
jest uktadem dwoch reakcji rownolegtych: azotowania oraz katalitycznego rozktadu amoniaku [13].
Jednym z parametréw charakteryzujacych atmosfere azotujaca jest potencjat azotujacy, informu-
jacy o prawdopodobienstwie powstania warstw azotu o okreslonej strukturze. Jest on zalezny od
cisnien czastkowych amoniaku i wodoru. W wyniku procesu azotowania mozliwe jest otrzymanie
roznych faz azotkdw zelaza identyfikowanych na podstawie ich struktury krystalograficznej oraz
diagramu fazowego Fe-N. W zaleznosci od warunkoéw procesu, w tym od potencjatu azotujacego,
wystepuja kolejno nastepujace fazy: a-Fe, y'-Fe N oraz €-Fe, N, opisywane w dalszej czesci pracy
jako fazy o, y'i € [10].
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Znajomos¢ mechanizmdw reakcji oraz zjawisk zachodzgcych w ich trakcie pozwala przewi-
dzie¢, jak dany materiat bedzie sie zachowywat w okreslonych warunkach, i projektowac¢ nowe
nanomateriaty o pozadanych wtasciwosciach.

Jednym z narzedzi, ktére moze do tego postuzy¢, jest modelowanie molekularne. Umozliwia
ono zobrazowanie zachowania materiatu w danych warunkach, oddziatywania z innymi substancja-
mi czy poznania jego struktury, a to daje mozliwosc przewidywania jego wiasciwosci chemicznych
i fizycznych, symulowania przebiegu reakcji, w tym takze stanow przejsciowych, modelowania
lekdw, nowych materiatéw czy skomplikowanych uktadow. Popularne techniki modelowania
molekularnego to m.in. mechanika i dynamika molekularna oraz metoda Monte Carlo [14, 15, 16].

CZESC DOSWIADCZALNA

Badanie wptywu wielkosci krystalitéw na proces azotowania

W badaniach wykorzystano metode analizy termograwimetrycznej, podczas ktdrej rejestrowano
zmiane masy probki oraz zmiane sktadu fazy gazowej w funkcji czasu. Wykorzystano do tego ter-
mowage STA PT 1600 Linseis. Badaniu poddano preredukowany katalizator zelazowy KM1R firmy
Haldor Topsoe o wielkosci ziaren 1,0-1,2 mm, z ktérego przygotowano 3 probki (P1, P2 oraz P3).
Probka P1 nie byta dodatkowo modyfikowana, prébke P2 umieszczono w termowadze i wygrze-
wano w atmosferze wodoru w temperaturze 600°C przez 5 h. Analogicznie postapiono z probka
P3, jednak tym razem temperatura wygrzewania wynosita 700°C. Kazdg z prébek o masie ok. 1 g
umieszczono w platynowym koszyku, a nastepnie przeniesiono do reaktora termowagi znajdujacej
sie pod dygestorium. Staty przeptyw gazu z termowagi do katarometru, za pomocg ktdrego reje-
strowano sktad fazy gazowej, zapewniono przy uzyciu pompy perystaltycznej. Schemat technolo-
giczno-pomiarowy procesu przedstawiono na rys. 1.

W

Z2 Z3 74
Z1
NH3_ é 2 i 2 g 5 KOM 1
2 71 Z2 Z3 74 ™W
H2 f
*%i—»i—»ﬁﬁ—'
N2 71 Z2 Z3 Z4
U P1
KAT
KOM 2
Wylot do
komina

Z1—zawor redukeyjny, Z2 — zawor kulowy, Z3 —zawdr kulowy, Z4 — zawor automatyczny regulujacy przeptyw,
TW —termowaga, P1 - pompa perystaltyczna, KAT — katarometr, KOM1 — komputer rejestrujacy wyniki z termowagi, KOM2 —
komputer rejestrujacy wyniki z katarometru.

Rys. 1. Schemat technologiczno-pomiarowy badanego procesu
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Reaktor przeptukano azotem o przeptywie 100 ml/min do momentu stabilizacji wskazan ka-
tarometru. Czynnos$¢ ptukania powtorzono dla amoniaku i wodoru. Umozliwito to pozyskanie in-
formacji niezbednych do kalibracji wskazan katarometru. Prébke ogrzewano w temperaturze
500°C w atmosferze wodoru o przeptywie 100 ml/min przez 1,5 h, nastepnie przez 1 h poddawano
azotowaniu w atmosferze amoniaku o przeptywie 100 ml/min. Po zakorczeniu azotowania bada-
ny materiat ponownie poddano redukcji wodorem przez 0,5 h. Obnizono temperature do 450°C,
a nastepnie ponownie przeprowadzono azotowanie amoniakiem przez 1 h. Po tym czasie zmie-
niono atmosfere na wodor i rozpoczeto redukcje trwajaca 0,5 h. Obnizono temperature do 400°C.
Powtdrzono procesy azotowania i redukgji, trwajace kolejno 2 oraz 0,5 h. Obnizono temperature
do 350°C i powtdrzono procesy azotowania i redukcji analogicznie wzgledem pomiaru w tempera-
turze 400°C. Schemat pomiaru przedstawiono na rys. 2.

Suszenie Azotowanie
Hy——
100-300°C NH, ——»f 400°C, 1h
Y
Redukcja Redukcja
Hx > 500°C, 0,5h H——>| |  400°C, 0,5h
¥ v
NH Azotowanie Azotowanie
500°C, 1h NH; 350°C, 1h
v l
Redukcja Redukcja
H: 500°C, 0,5h Hz 350°C 0,5h
Y
Azotowanie Chtodzenie
NH: > 450°C, 1h H——  350.25°C, 2n
Y l
Redukcja Chtodzenie
H— 450°C, 0,5h — N——* 25°C,0,1h

Rys. 2. Schemat blokowy proces

Okreslenie sredniej wielkosci krystalitdw oraz powierzchni wtasciwej prébek

Probki po wyjeciu z termowagi rozdrobniono w mozdzierzu. Nastepnie umieszczono je w dyfrak-
tometrze rentgenowskim X'Pert PRO MPD. Badanie przeprowadzono przy uzyciu lampy rentge-
nowskiej o anodzie kobaltowe]. Srednig wielkos¢ krystalitdw obliczono z zastosowaniem réwnania
Scherrera oraz wykonano poprawke aparaturowg metoda Rietvelda w celu usuniecia czynnika apa-
raturowego, a tym samym zwiekszenia doktadnosci wyniku [17]. Polega ona na udoktadnianiu dy-
fraktogramu w petnym zakresie katowym w celu dopasowania go do dyfraktogramu teoretyczne-
go, uwzgledniajac m.in. atomowe czynniki rozpraszania, parametr sieci oraz czynniki aparaturowe.
Po udoktadnieniu dyfraktogramu odczytano parametry rownania opisujace szerokosc potowkowa
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z rownania Cagliotiego [18], a nastepnie wykorzystano funkcje pseudo-Voigta do wyznaczenia
Sredniej wielkosci krystalitdw. Powierzchnie wtasciwg probek wyznaczono przy uzyciu analizy BET
w analizatorze adsorpcji gazow Quadrasorb SI.

Stworzenie modelu struktury sieci krystalicznej zelaza

Do stworzenia modeli wykorzystano oprogramowanie do chemii molekularnej Avogadro [19].
W celu stworzenia struktury sieci krystalicznej zelaza budowano jg atom po atomie i optymalizo-
wano za pomoca uniwersalnego pola sitowego (UFF). Wybrano atomy stuzace za punkty odniesie-
nia i po kazdym powiekszeniu modelu odnotowywano, jak zmieniaty sie odlegtosci miedzy nimi
w zaleznosci od liczby atomow tworzacych strukture. Sprawdzono takze energie potencjalng po-
wstatych struktur dla kazdej analizowanej wielkosci i okreslono zaleznos¢ miedzy nig a liczba ato-
mow. Modele stworzono jedynie dla struktur o ksztatcie bryty o regularnej geometrii.

WYNIKI

W tabeli 1 zestawiono wartosci sredniego rozmiaru krystalitow oraz powierzchni wiasciwej dla po-
szczegolnych prébek.

Tabela 1. Srednie wielkosci krystalitéw oraz pola powierzchni wiasciwych badanych probek

Probka Metoda Scherrera [nm] Metoda Rietvelda [nm] Analiza BET [m2/g]
P1 24 24 12,4
P2 26 27 9,1
P3 32 32 6,7

Badano przebieg procesu azotowania dla kazdej probki z uwzglednieniem zmiany stezenia wo-
doru. Uzyskane wyniki pomiaréw zmiany masy i sktadu fazy gazowej przedstawiono na rys. 3-5.
Czerwona linig zaznaczono wartos¢ przyrostu masy odpowiadajaca stechiometrycznej fazie y'.
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Rys. 3. Przebieg procesu azotowania dla probki P1
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Rys. 5. Przebieg procesu azotowania dla probki P3

W przypadku kazdej z probek ustalit sie stan stacjonarny, w ktorym reakcja katalitycznego roz-
ktadu amoniaku zachodzita ze statg szybkoscig, a masa probki nie zmieniata sie, czyli szybkos¢ re-
akcji azotowania byta réwna 0. Punkty, dla ktorych wykonano obliczenia zwigzane z okresleniem
energii aktywacji reakcji katalitycznego rozktadu amoniaku, zaznaczono na wykresach.

W zaleznosci od temperatury i potencjatu azotujgcego fazy gazowej ustalaty sie rozne maksy-
malne wartosci stopnia zaazotowania, ktory jest zdefiniowany przez stosunek masy azotu do masy
zelaza (rys. 6; linia ciggta opisano zmiane masy probki, a linig przerywang —zmiane sktadu fazy ga-
zowej). W zaleznosci od temperatury w stanach stacjonarnych ustalaja sie rozne wartosci stezenia
amoniaku. Zaobserwowano natomiast, ze ze wzrostem potencjatu azotujgcego uzyskuje sie wyz-
szy stopien zaazotowania. W temperaturach 400°Ci 350°C osiggnieto stopien zaazotowania rowny
0,9 g/g, co Swiadczy o przekroczeniu wartosci przyrostu masy odpowiadajacej stechiometryczne;
fazie y'. W wysokich temperaturach (500°C i 450°C) wartosc ta nie zostata przekroczona, co swiad-
czy o duzej aktywnosci probki P1 w przypadku reakcji rozktadu amoniaku.

W przypadku prébki P2 poziom zaazotowania w temperaturach 500°C i 450°C jest pordwny-
walny, bliski stechiometrycznemu poziomowi fazy y’, lecz przy tym wyzszy niz w przypadku probki
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P1 (rys. 7). Potencjat azotujacy dla probki P2 jest jednak w obu tych temperaturach widocznie roz-
ny. Wynika to z tego, ze wartosci potencjatu azotujgcego w obu tych temperaturach znajduja sie
w zakresie potencjatow azotujgcych, w ktorym stabilna jest faza y'. W przypadku probki P3 wyniki
sg porownywalne do wynikdw otrzymanych w badaniu prébki P2 (rys. 8).

Rys. 6. Poréwnanie przebiegu azotowania oraz zmiany stezenia amoniaku dla probki P1

Rys. 7. Poréwnanie przebiegu azotowania oraz zmiany stezenia amoniaku dla probki P2
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Rys. 8. Poréwnanie przebiegu azotowania oraz zmiany stezenia amoniaku dla prébki P3

39



Kamila Klimza

Badane probki réznig sie srednim rozmiarem krystalitow, co wptywa na wynik procesu azoto-
wania. Mozna zauwazy¢, ze udziat molowy amoniaku w stanie stacjonarnym zwieksza sie wraz
z wielkoscig krystalitow, szczegodlnie dla wyzszych temperatur procesu. Warto takze zwrdci¢ uwa-
ge na to, ze zmiana masy zachodzaca w trakcie badania nie jest proporcjonalna dla catego procesu.

Wystepowanie poszczegodlnych faz w danych temperaturach przedstawiono na wykresie Leh-
rera (rys. 9) [20]. Przemiana z fazy y’ do € zachodzi jedynie w temperaturze 400-350°C dla probek
P2iP3 oraz 350°C w przypadku probki P1. W przypadku kazdej probki w petnym zakresie badanych
temperatur azotowanie przebiegto co najmniej do fazy y’, jednak nie w kazdym przypadku byt to
poziom stechiometryczny.

Na podstawie zmiany masy prébek okreslono szybkos¢ reakcji azotowania (rys. 10-12).

5 P1
2 4 P2
A P3 % -

Rys. 9. Wykres Lehrera przedstawiajgcy zaleznos¢ potencjatu azotowania od temperatury
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Rys. 10. Szybkos¢ reakcji azotowania probki P1 w temperaturach 350°C i 450°C
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Rys. 11. Szybkos¢ reakcji azotowania probki P2 w temperaturach 350°C i 450°C
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Rys. 12. Szybkos¢ reakcji azotowania probki P3 w temperaturach 350°C i 450°C

Jak mozna zauwazy¢, szybkosc¢ zmiany masy zwieksza sie w przypadku wyzszych temperatur.
Ze wzgledu na to, ze w wyzszych temperaturach azotowanie przebiega co najwyzej do fazy y’, po-
rownanie szybkosci powstawania dwoch faz azotkowych y’ i € mozna przeprowadzic¢ jedynie w niz-
szych temperaturach. W temperaturach 350°C i 450°C szybkos$¢ powstawania fazy y’ jest wieksza
niz fazy €.

Na podstawie szybkoscireakcji azotowania okreslono rozktad wielkoscikrystalitow badanych
probek [21]. Na rys. 13 mozna zauwazy¢, ze zakres dla probki P3 znaczgco rozni sie od zakre-
sow dla probek P1 oraz P2, ktdre sg do siebie zblizone, co pokrywa sie ze srednimi wielkosciami
krystalitow. Rozktad sktada sie z dwoch czesci, ktore na siebie zachodzg, co skutkuje wystepo-
waniem superpozycji faz ze wzgledu na zaleznos¢ miedzy szybkoscia reakcji a wielkoscig nano-
krystalitow.
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Rys. 13. Rozktad wielkosci krystalitow dla probek P1, P2 oraz P3

Wartosci energii aktywacji zaréwno dla reakcji azotowania (E?), jak i rozktadu amoniaku (E?) byty
znaczyco nizsze w przypadku probki P1, ktora cechowata sie najmniejsza srednig wielkoscig nanokry-
stalitow (tabela 2). Probki P2 oraz P3 charakteryzowaty sie¢ podobng wartoscig E, w reakcji rozktadu
amoniaku, jednak dla reakcji azotowania, mimo niewielkich réznic, pozorna energia aktywacji prze-
miany fazowej a do y’ wykazuje tendencje wzrostowa w miare wzrostu wielkosci nanokrystalitow.

Tabela 2. Wartoéci energii aktywacji dla rozktadu amoniaku oraz pozorng energig aktywacji przemiany a-Fe do y'-Fe N

Prébka E: (rozlﬁr(aj](/jrs:?]omaku) E? (aEijJ/trz\gla]mle)
P1 137 18
P2 210 22
P3 208 26

Poréwnano takze szybkosci rozktadu amoniaku dla wszystkich probek w danej temperaturze
(rys. 14).
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Rys. 14. Szybkosc reakcji rozktadu amoniaku dla kazdej probki w zaleznosci od temperatury
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Szybkos¢ rozktadu amoniaku znaczaco spada wraz z obnizeniem temperatury azotowania.
W przypadku prébki P1 szybkosc tego procesu jest zauwazalnie wieksza od szybkosci procesu azo-
towania pozostatych dwaoch probek.

W ramach stworzenia modelu struktury krystalicznego zelaza zbadano wptyw wielkosci krysta-
litu na odlegtosci miedzy atomami oraz energie ukfadu, zgodnie z opisem przedstawionym w cze-
$ci doswiadczalnej. Zebrane dane przedstawiono na rys. 15.

Z przeprowadzonych obliczert modelowych wynika, ze odlegtosci miedzy atomami objetoscio-
wymi cechuja sie wieksza regularnoscig niz miedzy atomami powierzchniowymi. Moze to wptywac
na geometrie powierzchni probki.

W zbadanym zakresie wielkosci krysztatow mozna wyroznic trzy obszary charakteryzujace sie
rozng gestoscig atomow na powierzchni:

— obszar | obejmujacy krysztaty zbudowane z 50-75 atomow zelaza,

— obszar Il - przejsciowy — obejmujacy krysztaty zbudowane z 75-100 atomow zelaza,

— obszar Il obejmujacy krysztaty zbudowane z wiecej niz 100 atomow zelaza.

Mozna spodziewac sie, ze w podanym zakresie wystepowac beda dwie grupy nanokrysztatow
roznigce sie miedzy sobg strukturg powierzchniows, a przez to wtasciwosciami chemicznymi i fi-
zycznymi. Podobny podziat mozna zaobserwowac na rozktadzie wielkosci krysztatow (rys. 13) okre-
slonym droga chemiczng, w ktérym réwniez mozna wyodrebnic dwie czesci sktadowe, zawierajace
krystality o roznych wielkosciach.
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Rys. 15. Zaleznos$¢ dtugosci wigzan miedzy atomami powierzchniowymi oraz objetosciowymi od liczby atomow sieci

krystalicznej zelaza

Wiedzac, ze aktywnos¢ nanokrystalitow zmienia sie wraz z ich wielkoscig, a nanokrystality
o roznej wielkosci maja rézne struktury atomow powierzchniowych, mozna przyjac¢, ze zmiany
w szybkosciach reakcji chemicznych i sktadach fazowych obserwowane podczas procesu azoto-
wania nanokrystalicznego katalizatora zelazowego mogg wynikac przede wszystkim z roznych
geometrii powierzchni nanokrystalitow w badanych prébkach. Geometrie te, jak wynika z mode-
lowania, sg zdefiniowane w sposob naturalny przez wielkos¢ nanokrysztatu. Kolejnym wynikiem
modelowania byto okreslenie energii potencjalnej krystalitow o réznych wielkosciach (rys. 16).
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Rys. 16. Zaleznos$¢ energii potencjalnej uktadu od liczby tworzacych go atomoéw

Energia uktadu rosnie wprost proporcjonalnie do liczby atomow, co swiadczy o zmniejsza-
niu sie stabilnosci struktury w miare jej wzrostu. Podobne zjawisko zaobserwowano w uktadzie
nanokrystaliczne zelazo—amoniak opisanym przez Moszynskiego i in. [22].

WNIOSKI

W ukfadzie nanokrystaliczne zelazo—amoniak-wodor badano proces azotowania sktadajacy sie
z dwoch reakcji rownolegtych (katalityczny rozktad amoniaku i reakcja azotowania) w zakresie
temperatur 350-500°C. Wielkos¢ nanokrystalitdow zelaza w badanych probkach jest wynikiem
ustalenia sie w okreslonej temperaturze stanu rownowagi miedzy powierzchniowymi atomami
nanokrystalitow zelaza a promotorami katalizatora, ktorych obecnosc skutkuje zmniejszeniem sie
energii powierzchniowej. Probka Po o sredniej wielkosci nanokrystalitdw zelaza rownej 24 nm sto-
sowana w trakcie badan procesu azotowania byta wygrzewana w wodorze w temperaturze 500°C,
czyli w maksymalnej temperaturze procesu azotowania. W celu zmiany sredniej wielkosci nano-
krystalitow zelaza probki wygrzewano w temperaturach odpowiednio 600°C i 700°C, w ktorych
ustalaty sie nowe stany rownowagowe okreslone wiekszymi srednimi wielkosciami nanokrystali-
tow w porédwnaniu z probka Po.

Podczas prowadzonych badan procesu azotowania zaobserwowano, ze osiggane s3 stany sta-
cjonarne, w ktorych w zaleznosci od warunkow procesu uzyskiwane produkty reakcji miaty rézny
sktad fazowy azotkow. W warunkach kinetycznych prowadzonych pomiaréw nanokrystality zelaza
ulegaja przemianie fazowej do azotkow w kolejnosci ich wielkosci od najmniejszych do najwiek-
szych, co wykorzystano przy okreslaniu rozktadéw wielkosci nanokrystalitdw zelaza w badanych
probkach. Z uwagi na wzglednie szeroki rozktad wielkosci nanokrysztatow (5-55 nm) wystepuje
zjawisko superpozycji faz, poniewaz rownoczesnie moze przebiegad przemiana fazowa nanokry-
stalitow a-Fe do y’-Fe, N oraz y’-Fe,N do e-Fe, N z przeciwlegtych koncow rozktadow ich wielkosci.
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Stwierdzono, ze aktywnosc obu reakcji rownolegtych zmienia sie wraz ze wzrostem wielkosci
nanokrysztatéw. W przypadku reakcji powierzchniowej katalitycznego rozktadu amoniaku szyb-
kos¢ zmniejsza sie ze wzrostem Sredniej wielkosci nanokrystalitow. W przypadku reakcji azotowa-
nia w miare wzrostu sredniej wielkosci nanokrysztatow zwieksza sie stopien zaazotowania w stanie
stacjonarnym. Jednak ze wzgledu na zmniejszenie sie aktywnosci reakcja azotowania przebiega
wolniej w przypadku probek przegrzanych.

Stwierdzono, ze w okreslonych warunkach procesu zaleznos¢ zmian masy od wartosci poten-
cjatu azotujacego jest nieliniowa.

Za pomocg modelowania molekularnego wykazano, ze wraz ze zmiana liczby atomow w krysz-
tale zmieniaja sie odlegtosci miedzy atomami powierzchniowymi nanokrystalitow zelaza. Moze to
oznaczac, ze liczba atomow w krysztale (wielkos¢ krysztatow) determinuje geometrie powierzchni.
Zmiany w szybkosciach reakcji chemicznych i sktadach fazowych obserwowane podczas procesu
azotowania nanokrystalicznego katalizatora zelazowego moga zatem wynikac przede wszystkim
z roznych geometrii powierzchni nanokrystalitow w badanych probkach. Geometrie te, jak wynika
z modelowania, w sposob naturalny zdefiniowane sg przez wielkos¢ nanokrysztatu. Zatem obser-
wowane zmiany we wiasciwosciach katalizatora wtornie zalezg takze od wielkosci nanokrystali-
tow. Stad w przypadku reakcji czutych strukturalnie aktywnos¢ katalityczna nanomateriatu moze
sie zmieniac wraz z wielkoscig krysztatow.
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WSTEP

Substancje naturalne cieszg sie coraz wieksza popularnoscig wsréd konsumentow, dlatego wzrasta
zainteresowanie stosowaniem nowych, mniej znanych surowcow roslinnych w preparatach kosme-
tycznych. Kosmetyki naturalne sg znacznie czesciej wybierane w poréwnaniu z syntetycznymi. Kon-
sumenci przy wyborze preparatu kosmetycznego kieruja sie przede wszystkim sktadem, co w duzej
mierze przektada sie na jego skutecznosc [1]. Ekstrakty roslinne zawarte w kosmetykach maja ogrom-
ny zakres dziatania, sg zrodtem cennych witamin i mineratéw, przez co majg m.in. wtasciwosci prze-
ciwzapalne, przeciwbakteryjne, jak réwniez przeciwgrzybicze. Rosliny sa przede wszystkim zrédtem
przeciwutleniaczy, niwelujgcych niekorzystne dziatanie stresu oksydacyjnego. Stres oksydacyjny to
brak rownowagi pomiedzy komoérkowa produkcja reaktywnych form tlenu (ROS) a zdolnoscig komo-
rek do ich usuwania. Reaktywne formy tlenu sa produktem ubocznym oddychania komdrkowego.
Powoduja uszkodzenie wielu sktadnikow komorkowych, w tym lipidow, biatek i kwasow nukleino-
wych, takich jak DNA, prowadzac do pdzniejszej smierci komodrkowej na drodze martwicy lub apop-
tozy. Ich wzmozona produkcja spowodowana jest ekspozycjg na promieniowanie UV, dtugotrwatym
stresem, intensywnym wysitkiem fizycznym, niewfasciwg dieta i stosowaniem uzywek [2]. Wiasci-
wosci zdrowotne surowcow roslinnych, w tym przeciwutleniajace, sg Scisle zwigzane z zawartoscia
konkretnych zwigzkow chemicznych, m.in. polifenoli, w tym cennych kwaséw fenolowych i flawono-
idow. Sktadniki te stabilizujg i delokalizujg wolne elektrony, chelatujg jony metali i dezaktywujg w ten
sposdb enzymy odpowiedzialne za reakcje utleniania, co przerywa reakcje rodnikowe [3, 4, 5].

Jedna z roslin, ktdra wykazuje takie wiasciwosci, jest morwa biata (Morus alba). Nazwa tej rosliny
wywodzi sie od koloru kory drzewa. Roslina pochodzi z Chin, a obecnie uprawiana jest w Azji, Afry-
ce, Ameryce i Europie. Morwa biafa jest Sredniej wielosci drzewem lisciastym. Gatunek ten dorasta
do wysokosci 3-20 m. Charakteryzuje sie szarobrazowa korg, lekko spekana i wydzielajgca biatawy
lateks. Liscie sg btyszczace, zielone, naprzemienne, szeroko jajowate i sercowate u nasady, zakon-
czone wierzchotkiem z drobnymi owocami [3]. Kwiaty sg koloru zielonego, zwisajace z gatezi drze-
wa, a owoce to jadalne, drobne nietupki, obrosniete soczystymi osnowkami, najczesciej barwy biatej.
Liscie bogate sg w flawonoidy, przede wszystkim kuwanony, moracynflawany, moragrole i morko-
tyny. W ekstrakcie z liscia znajdujg sie kwasy fenolowe, alkaloidy, kumaryny, chalkony i stylbeny.
Zawartos¢ zwigzkow chemicznych w morwie rozni sie w zaleznosci od czesci morfologicznej ro-
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sliny. Ponadto liscie zawierajg aminokwasy (waliny, glutaminy, leucyny, glicyny) i witaminy B1, C,
a nawet D [6]. W sktadzie lisci znajdziemy réwniez mikroelementy, m.in. magnez, wapn, fosfor,
zelazo, potasi cynk.

Ekstrakty z morwy biatej lub izolowane zwiazki z lisci tej rosliny wykazywaty cytotoksycznosc
w stosunku do ludzkich linii komdrek nowotworowych [3]. Z kolei stosowane na skore moga wy-
kazywad m.in. dziatanie przeciwzapalne. W lisciach zidentyfikowano ponad 18 alkaloidow, sposréd
ktdérych 1-deoksynojirimycyna ma ogromne znaczenie dla diabetykdw, poniewaz wptywa na popo-
sitkowy spadek poziomu glukozy we krwi [7]. Owoc morwy biatej sktada sie rowniez z cukréw, biatek,
kwasow organicznych, gtdwnie kwasu cytrynowego oraz szczawiowego, lipidow, witamin B2, B3 i C
oraz antocyjanow i alkaloidow [8]. Swoje zastosowanie znalazt w przeciwdziataniu miazdzycy, przy
czym spozyty w postaci wodnych ekstraktow obniza poziom cholesterolu catkowitego oraz chole-
sterolu LDL, a takze triglicerydow we krwi, co ogranicza rozwdj blaszki miazdzycowej [8]. Bogatym
zrodtem kwasdéw omega-3 sg nasiona morwy biatej, sktadajace sie w ok. 30% z oleju zawierajacego
gtéwnie kwas linolowy i oleinowy [6]. Kora morwy biatej zawiera az w 35% garbniki [6]. Wykazuje
ona dziatanie ochronne na trzustke. Wczesniejsze badania histologiczne udowodnity, ze znaczaco
redukuje zmiany zapalne i zwtdknieniowe, co daje obiecujgce wyniki w przypadku leczenia zapa-
lenia tego narzadu [9, 10]. Stwierdzono réwniez cenne wtasciwosci kory korzenia tej rosliny, ktéra
jest bardzo popularna w Azji, gdzie stosowane jest w leczeniu stanow zapalnych, zapalenia nerek
i astmy [11]. Roslina ta moze rowniez zapobiegad podraznieniom i wysypce na skorze przez dziata-
nie przeciwzapalne [6]. Znalazta zastosowanie w dermatologii i kosmetologii dzieki zawartosci mul-
berrozydu F, ktdry rozjasnia przebarwienia [12]. Do innych ciekawych wtasciwosci tej rosliny mozna
zaliczy¢ korzystny wptyw m.in. na watrobe. Wykazuje rowniez wtasciwosci antymutagenne, zmniej-
sza istniejace juz uszkodzenia gendw wywotane przez promieniowanie X lub gamma [13]. Wyciagi
z korzenia morwy dzieki zawartosci polisacharydow znalazty zastosowanie w leczeniu alergii, gdyz
za ich posrednictwem dochodzi do namnazania sie limfocytow i przeciwciat [14].

Korailiscie zmorwy biatej s stosowane od bardzo dawna, jednak mato jest doniesien o ich po-
tencjalnym dziataniu kosmetycznym/dermatologicznym. Celem pracy byto zbadanie i poréwnanie
potencjatu antyoksydacyjnego réznych ekstraktoéw alkoholowych z morwy biatej przygotowanych
z kory drzewa i lisci.

MATERIALY | METODY

Odczynniki

ABTS - kwas 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy), sél diamonowa zakupiono w fir-
mie Sigma Aldrich, natomiast etanol, metanol i izopropanol pochodzity z firmy Chempur Piekary
Slaskie, Polska.

Materiat roslinny

Materiatem roslinnym byta kora i liscie morwy biatej. Roslina pochodzita ze stanowiska naturalne-
go. Poszczegdlne czesci rosliny zostaty wybrane losowo, zebrane w listopadzie 2023 r. na terenie
Polski we wsi Gralewo, niedaleko Gorzowa Wielkopolskiego. Wszystkie czesci pochodzity z jednego
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drzewa i zostaty zebrane w tym samym czasie. Materiat roslinny suszono w temperaturze pokojo-
wej w dobrze wentylowanym pomieszczeniu. Prébki rosliny zdeponowano w pomieszczeniu do
przechowywania materiatu roslinnego (MOR-AM2024-01) w Katedrze Chemii Kosmetycznej i Far-
maceutycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie.

Przygotowanie ekstraktow

Przed analiza materiat roslinny, tj. wysuszone liscie oraz kora morwy biatej, zmielono w mtynku.
Przygotowano dziewiec rodzajow ekstraktow z lisci i dziewiec z kory rosliny: w metanolu o stezeniu
40% (v/v), 70% (v/v) i 99% (v/v); etanolu o stezeniu 40% (v/v), 70% (v/v) i 96% (v/v); oraz w izopro-
panolu o stezeniu 40% (v/v), 70% (v/v) i 99% (v/v). Z kazdej probki o,5 g wysuszonego surowca eks-
trahowano 10 ml odpowiedniego alkoholu przez 60 min w tazni ultradzwiekowej o czestotliwosci
40 kHz. Otrzymane ekstrakty nastepnie przesgczono przez bibute filtracyjng nr 10 (EEA03) firmy
Merck, Darmstadt, Niemcy. Po filtracji z ekstraktow przygotowano probki, ktore do dalszej analizy
przechowywano w ciemnosci w temperaturze 4°C. Wykaz ekstraktéw przygotowanych w badaniu
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wykaz zastosowanych w badaniu ekstraktow alkoholowych

Czesc¢ rosliny Rozpuszczalnik Stezenie rozpuszczalnika

40%

metanol 70%

99%

40%

Lis¢ etanol 70%
96%

40%

izopropanol 70%

99%

40%

metanol 70%

99%

40%

Kora etanol 70%
96%

40%

izoproanol 70%

99%

Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej metoda ABTS

Metoda ABTS polega na zmierzeniu zdolnosci do dezaktywacji wolnych rodnikéw z uzyciem odczyn-
nika ABTS [2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu) diamonowego]. Rodniki te wykazuja
maksimum absorbancji w zakresie fal A = 720-760 nm. W konsekwencji reakcji zachodzgcej miedzy
tym odczynnikiem a antyoksydantami zawartymi w badanej prébce dochodzi do odbarwienia btekit-
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nej barwy. Zawartosc¢ przeciwutleniaczy w oddawanej testowi probce jest wprost proporcjonalna do
zaniku koloru, jaki obserwowany jest po czasie inkubacji, ktory wynosi¢ moze od 6 do 30 min [15, 16].
Schemat przebiegu reakcji z wykorzystaniem kationorodnika ABTS+ przedstawiono na rys. 1 [16].
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Rys. 1. Schemat przebiegu reakcji antyutleniacza z rodnikiem ABTS+ [17]

Przygotowano 7-milimolowy roztwor ABTS (kwas 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sul-
fonowy) sol diamonowa) w 2,45-milimolowym roztworze wodnym. Jako roztwor zasadowy zasto-
sowano nadsiarczan potasu. Mieszanine reakcyjng inkubowano przez 24 h w ciemnosci w tempera-
turze pokojowej. Mieszanine rozcieiczono metanolem o stezeniu 50% (v/v), aby otrzymac roztwor
roboczy o absorbancji 1,00 + 0,02 przy 734 nm. Aktywnosc przeciwutleniajgcg mierzono w nastepu-
jacy sposob: do kuwety spektrofotometrycznej dodano 2,5 ml roboczego roztworu ABTS i 0,25 ml
badanej probki w stezeniach od 10 do 1000 pg/ml.

Rejestrowano kinetyke zmian absorbancji. Pomiary wykonywano w odstepach pieciominuto-
wych. Kazda prébke inkubowano przez 6 minut w temperaturze pokojowej. Dla kazdego stezenia
badanego ekstraktu przeprowadzono trzy pomiary.

Aktywnos¢ wyrazono jako procent zmiatania wolnych rodnikdw (%RSA), stosujgc rownanie:

o As
%Inhibition = (1 — E) X 100

gdzie:

As — absorbancja badanej prébki,

Ac — absorbancja prébki kontrolnej.

Uzyskane wyniki przeliczono rowniez na rownowaznik troloksu (RT) i wyrazono w pM RT/g s.m.
Troloks jest syntetycznym, hydrofilowym odpowiednikiem tokoferolu — jednego z najpopularniej-
szych antyoksydantow [18].

Analiza statystyczna

W celu oceny istotnosci roznic pomiedzy poszczegolnymi ekstraktami zastosowano jednoczynni-
kowa analize wariancji (ANOVA). Istotnos¢ roznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami oceniano za
pomoca testu Tuckeya (a < 0,05). Obliczenia statystyczne wykonano przy uzyciu programu Statisti-
ca 13 PL (StatSoft, Krakow, Polska).

WYNIKI I DYKUSJA

Liscie, owoce, nasiona i kora morwy biatej stanowig cenne zrodto zwigzkéw bioaktywnych. Suche
liscie sktadaja sie gtdwnie z biatka i btonnika, ale znajduje sie tam takze szereg innych substancji
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aktywnych jak witamina C, szczawiany, fityniany oraz zelazo, fosfor, wapn i magnez [9]. Liscie za-
wieraj 14 polifenolii 18 polihydroksyalkaloiddw, jednym z nich jest 1-dezoksynojirimycyna, ktdra
wptywa u diabetykow na popositkowy spadek poziomu glukozy we krwi [19]. Mtode liscie stanowig
zatem najlepsze zrodto przeciwutleniaczy, w przeciwienstwie do owocdw, w ktorych zawartos¢
tych zwigzkow wzrasta wraz z dojrzewaniem. Dopiero w petni dojrzate czarne owoce odznaczajg
sie najwiekszg iloscig polifenoli [20].

Kora korzenia morwy biatej jest od lat wykorzystywana w tradycyjnej medycynie chinskiej ze
wzgledu na wiasciwosci obnizajace gorgczke oraz w celu poprawy widzenia i obnizenia cisnienia
krwi [6]. Ze wzgledu na bogaty sktad morwa biata jest bardzo dobrym przeciwutleniaczem. Owoce
morwy stanowig substrat bogaty w antocyjany. Z badan na myszach, ktére karmiono sokiem z owo-
cdw z morwy, wynikto, ze ma ona dziatanie tonizujgce. W testach lepiej wypadt sok nieoczyszczony
w porownaniu z oczyszczonym [21]. Za dominujace antyoksydanty w lisciach uwazane s3 rowniez
kwercetyna oraz rutyna. Co ciekawe, zawartos¢ kwercetyny jest znacznie wiekszg niz w cebuli [22].
Wczesdniejsze badania wykazaty rowniez inne zastosowania tego surowca. Byt on wykorzystywany
m.in. w leczeniu zapalania trzustki, dajac bardzo obiecujace efekty. Przeprowadzone analizy histo-
logiczne wykazaty, ze alkoholowy roztwdr z dodatkiem kory korzenia znaczgco redukuje zmiany za-
palne i zwtdknieniowe tego narzadu [9]. Dodatkowo wystepujace w tej roslinie substancje znalazty
zastosowanie w profilaktyce oraz wspomaganiu leczenia chorob cywilizacyjnych, m.in. cukrzycy,
otytosci czy nadcisnienia tetniczego, jak rowniez wykazywaty dziatanie przeciwbakteryjne, prze-
ciwgrzybicze oraz przeciwwirusowe [15]. Niektorzy autorzy donoszg, ze wodne ekstrakty z morwy
biatej wydaja sie dobrym zrédtem przeciwutleniaczy, m.in. zwigzkéw fenolowych, flawonoidéw
i antocyjandw, co okreslono za pomoca testow DPPH, ABTS i FRAP. W przeprowadzonych wcze-
$niej badaniach analizowano ekstrakty wodne i etanolowe, z czego wodne wypadty zdecydowanie
lepiej [23]. Inne badania dowodza wptywu temperatury i czasu parzenia na zawartos¢ zwigzkow
fenolowych w naparach z lisci morwy biatej. Wykazano, ze zawartos¢ tych zwigzkdw zwiekszata sie
wraz z wydtuzaniem czasu parzenia oraz wzrostem temperatury [24].

W naszym badaniu ekstrakty przygotowane z uzyciem etanolu réwniez wykazywaty nizszg ak-
tywnosc¢ antyoksydacyjng w porownaniu z ekstraktami metanolowymi i w duzej czesci izopropa-
nolowymi. Odmienne wyniki uzyskano w innych badaniach, w ktérych aktywnosc antyoksydacyjna
ekstraktodw acetonowych i etanolowych z morwy biatej byta zdecydowanie wyzsza w poréwnaniu
z ekstraktami wodnymi. Analizy przeprowadzono réwniez przy uzyciu metody ABTS. Ponadto
wszystkie przebadane proby charakteryzowaty sie bogatym sktadem polifenolowym. Stwierdzono
rowniez istotne roznice pomiedzy ekstraktami w sktadzie kwasow fenolowych i flawonoidéw, przy
czym najwyzsze wartosci zaobserwowano dla ekstraktu acetonowego [25]. W badaniach Jeszki i in.
[26] najwyzszg aktywnosc¢ wobec rodnika DPPH wykazaty ekstrakty acetonowo-wodne (3:2), a naj-
nizszg ekstrakty wodne. Dobdr rozpuszczalnika do ekstrakcji ma zatem istotny wptyw na aktyw-
nos¢ preparatow otrzymanych z morwy biatej [20].

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowalismy, ze na aktywnos¢ antyoksydacyjng wptyw
ma réwniez stezenie zastosowanego rozpuszczalnika. Najwyzszg istotng statystycznie aktyw-
noscig przeciwutleniajaca charakteryzowaty sie ekstrakty przygotowane w metanolu o stezeniu
40% w przypadku lisci oraz 70% w przypadku kory. Wyniki dla ekstraktéw z lisci w przeliczeniu
na wspotczynnik %RSA wskazuja, ze najwiekszg aktywnos¢ przeciwutleniajgcg miaty ekstrakty
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przygotowane w metanolu o stezeniu 40% — 90,41 + 0,3 %RSA oraz w izopropanolu o stezeniu
70%-90,28 + 0,02 %RSA, natomiast najnizszg aktywnosc¢ wykazywat ekstrakt w izopropanolu ste-
zonym 16,78 +1,69 %RSA. W przypadku ekstraktow z kory drzewa najwyzszg aktywnosc antyoksy-
dacyjna wykazat ekstrakt metanolowy o stezeniu 70% — 72,07 + 0,26 %RSA, a najstabszg, podobnie
jak w przypadku lisci,ekstrakt otrzymany w stezonym izopropanolu — 18,13 + 4,76 %RSA (tabele 2
i 3). Uzyskane wyniki przedstawiono réwniez w przeliczeniu na rownowaznik troloksu (RT), ktorego
uzyto jako wzorcowy antyoksydant. Dla ekstraktow z lisci otrzymano nastepujgce wyniki: metanol
o stezeniu 40% — 19,90 + 0,07, izopropanol o stezeniu 70% — 19,87 + 0,01, izopropanol stezony
-3,19+ 0,38, zas dla ekstraktow z kory: metanol o stezeniu 70% — 15,74 + 0,06, izopropanol stezony
-3,49+1,08(rys.1i2).

Tabela 2. Aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktow alkoholowych z lisci morwy biatej wyrazona jako procent zmiatania
wolnych rodnikéw (%RSA). Srednia + SD, n = 3; rdzne litery oznaczaja réznice istotne pomiedzy poszczegdlnymi

ekstraktami. Istotnosc réznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami oceniano za pomoca testu Tuckeya (o < 0,05)

Rozpuszczalnik Stezenie rozpuszczalnika %RSA

40% 90,41 + 0,30¢
Metanol 70% 72,94 + 9,51
stezony 47,77 +1,17°

40% 85,9 + 2,321

Etanol 70% 64,92 + 2,70°
stezony 58,22 + 1,16°

40% 86,13 + 1,62¢

Izopropanol 70% 90,28 + 0,02¢
stezony 16,78 + 1,69°

Tabela 3. Aktywnosc¢ antyoksydacyjna ekstraktow alkoholowych z lisci morwy biatej wyrazona jako procent zmiatania
wolnych rodnikéw (%RSA). Srednia + SD, n = 3; rozne litery oznaczaja réznice istotne pomiedzy poszczegdinymi

ekstraktami. Istotnos¢ réznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami oceniano za pomoca testu Tuckeya (a < 0,05)

Rozpuszczalnik Stezenie rozpuszczalnika %RSA

40% 36,28 £ 0,60°

Metanol 70% 72,07 + 0,26°
stezony 43,82 + 2,64

40% 57,13 £ 3,24%

Etanol 70% 55,49 £ 5,91%
stezony 56,31 + 0,99¢

40% 60,47 + 6,50°

Izopropanol 70% 48,67 £ 2,12«
stezony 18,13 £ 4,76°
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Rys. 2. Aktywnosc¢ antyoksydacyjna ekstraktow alkoholowych z lisci morwy biatej wyrazona w réwnowazniku
troloksu (RT). Srednia +SD, n =3
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WNIOSKI

1. Wszystkie ekstrakty, zaréwno z kory, jak i z lisci morwy biatej, niezaleznie od uzytego roz-

puszczalnika i jego stezenia, wykazuja wiasciwosci antyoksydacyjne.

2. Stezenie uzytego do ekstrakcji alkoholu oraz jego rodzaj wptywaty na zawartos¢ antyoksy-

dantow w ekstraktach z lisci i kory morwy biate;.

3. Wykazano istotne réznice w zdolnosci antyoksydacyjnej metoda testu z rodnikiem ABTS

w zaleznosci od uzytego do ekstrakcji alkoholu oraz jego stezenia.

4. Najwyzsza aktywnoscig antyoksydacyjng charakteryzowaty sie ekstrakty z lisci i kory przy-

gotowane odpowiednio w 40- i 70-procentowym metanolu.

5. Ze wzgledu na zawartos¢ zwigzkdw o wtasciwosciach przeciwutleniajacych ekstrakty alko-

holowe z lisci i kory morwy biatej stanowig potencjalny, innowacyjny sktadnik preparatow
kosmetycznych.
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WSTEP

Ciecze jonowe to zwigzki organiczne o budowie jonowej, ktorych temperatura topnienia jest nizsza
niz 100°C. Znane s3 z wtasciwosci takich jak niska preznosc par, stabilnosc termiczna oraz dobre
przewodnictwo [1]. Ich wiasciwosci uwarunkowane sg oddziatywaniami van der Waalsa i sitami ku-
lombowskimi wystepujacymi pomiedzy jonami [2, 3]. Do ich zalet zalicza sie zdolnos¢ do rozpusz-
czania réznych zwigzkoéw chemicznych, mozliwosé tworzenia struktur ciektokrystalicznych czy nie-
palnos¢. Niemniej jednak kluczowa wada ich potencjalnego stosowania jest stosunkowo wysoka
cena w porownaniu z konwencjonalnymi rozpuszczalnikami organicznymi. Zastosowanie cieczy
jonowych jest niezwykle szerokie i obejmuje takie dziedziny jak elektrochemia (m.in. jako elektro-
lity w bateriach) [4], agronomia [5] czy medycyna [6].

Na szczegodlne zainteresowanie zastugujg farmaceutyczne ciecze jonowe (rys. 1). Zwigzki far-
maceutyczne przeksztatca sie w postac cieczy jonowych, aby poprawi¢ ich rozpuszczalnosc i bio-
dostepnos¢, co z kolei zwieksza ich skutecznos¢ terapeutyczng. Jest to czesto spowodowane
uptynnieniem substancji aktywnej, co oznacza, ze nowo otrzymana substancja w temperaturze
pokojowej wystepuje w ciektym stanie skupienia. Dodatkowo ciecze jonowe moga by¢ stabilniej-
sze i bezpieczniejsze w uzyciu niz tradycyjne formy lekdw, co moze byc¢ korzystne dla pacjentow.
Zastosowanie zwigzkow farmaceutycznych w postaci cieczy jonowych umozliwia réwniez innowa-
cyjne sposoby dostarczania lekdw, jak np. dostosowywanie profilu uwalniania substancji czynne;.

Ciecze jonowe o aktywnosci farmaceutycznej sg obiektem zainteresowania farmacji i chemii,
a badania nad nimi skupiaja sie na potencjalnych zastosowaniach terapeutycznych oraz wtasciwo-
sciach fizykochemicznych. Wiadomo, ze substancje te moga by¢ wykorzystywane do dostarczania le-
kow przez rozne drogi podawania, takie jak doustna, wziewna czy przezskorna. Istnieja takze badania
nad ich stabilnoscig, biodostepnoscia i toksycznoscig w celu oceny ich bezpieczenstwa i skutecznosci.
W syntezie API-IL (cieczy jonowych zawierajgcych aktywne skfadniki farmaceutyczne) z powodze-
niem wykorzystano szereg zwigzkow aktywnych biologicznie, ktére w produktach znajdowaty pod
postacig zarowno kationdw (np. lidokaina czy efedryna), jak i anionow (np. ibuprofen, ketoprofen, na-
proxen czy penicylina). Zgromadzony zasob wiedzy w tej tematyce zestawiono w licznych artykutach
przegladowych [7, 8]. Jednakze potrzebne sg dalsze badania, aby w petni zrozumiec potencjat cieczy
jonowych w farmakoterapii oraz aby opracowac nowe preparaty lecznicze oparte na tych zwigzkach.

Wybranie odpowiedniego kationu i anionu majgcych dziatanie farmakologiczne moze sprawic,
ze dana ciecz jonowa wykaze potencjat jako substancja dwufunkcyjna. Mozliwe jest zastosowanie
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kationow syntetycznych (np. tetrabutyloamoniowych) lub naturalnych, do ktérych mozna zaliczy¢
choline. tatwa dostepnos¢ komercyjna kationu tetrabutyloamoniowego jest kluczowa z punk-
tu widzenia jego potencjalnego zastosowania. W literaturze opisano takze czwartorzedowe sole
amoniowe z kationem tetrabutyloamoniowym, ktore sg skuteczne zaréwno przeciwko bakteriom
Gram-dodatnim, jak i Gram-ujemnym [9]. Z kolei cholina to substancja uznawana za witaminopo-
dobna. Jej bogatym zrédtem jest mieso, ale wystepuje rowniez w roslinach. Wchodzi w sktad fosfo-
lipidow i petni wiele kluczowych funkgji, jak wptyw na proliferacje czy apoptoze komorek [10, 11].

Do majacych potencjat aniondw mozna zaliczy¢ m.in. ibuprofenian, diklofenak, cynamonian
czy salicylan. Ibuprofenian i diklofenak to bardzo dobrze znane leki przeciwzapalne, przeciwgo-
raczkowe i przeciwbdlowe [12, 13, 14]. Z kolei cynamoniany charakteryzuja sie wtasciwosciami an-
tyutleniajgcymii antybakteryjnymi. Wedtug badan przedklinicznych moga miec dobry wptyw na le-
czenie cukrzycy czy otytosci [11]. Kwas salicylowy jest fitohormonem, ktory u roslin petni kluczowa
funkcje w rozwoju oraz procesach takich jak fotosynteza czy transpiracja [15]. Najczesciej stosuje
sie go do produkcji kwasu acetylosalicylowego, ktory jest lekiem znanym jako aspiryna. Przejawia
dziatanie przeciwbolowe, przeciwzapalne, a nawet przeciwzakrzepowe. Poza farmacja kwas salicy-
lowy stosowany jest rowniez w kosmetologii do pielegnacji skory [16].
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Rys. 1. Przyktady kationdw i aniondéw stosowanych w farmaceutycznych cieczach jonowych

i zsyntezowanych w niniejszych badaniach

METODYKA PROWADZENIA BADAN

Wykorzystane odczynniki
Aceton (czysty, POCh), acetonitryl (czysty, POCh), alkohol izopropylowy (czysty, POCh), alkohol
metylowy (czysty, POCh), chlorek choliny (98+%, Alfa Aesar), chlorek tetrabutyloamoniowy (=97%,
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Sigma Aldrich), chloroform (czysty, POCh), cynamonian sodu (99+%, Alfa Aesar), diklofenak sodu
(=98%, Alfa Aesar), dimetylosulfotlenek (czysty, POCh), heksan (czysty, POCh), ibuprofenian sodu
(298%, Sigma Aldrich), kwas salicylowy (99+%, Sigma Aldrich), kwas cynamonowy (99+%, Alfa
Aesar), octan etylu (czysty, POCh), roztwor wodorotlenku choliny w alkoholu metylowym (45%,
Sigma Aldrich), toluen (czysty, POCh), tran norweski (-, Mollers), wodorotlenek potasu (87%,
P.O.Ch.). Woda demineralizowana (<1 pS-cm™) zostata wytworzona w Zakfadzie Technologii Che-
micznej (Politechnika Poznanska).

Synteza
Synteza cieczy jonowych z anionem farmaceutycznym roznita sie w zaleznosci od wykorzystywa-
nych substratow:

Sposob A

I. Synteza soli potasowej kwasu salicylowego

W pierwszym etapie odpowiednig ilos¢ wodorotlenku potasu (0,10 mol) rozpuszczono w 100 cm?
wody. W nastepnym etapie przeprowadzono reakcje zobojetniania z wykorzystaniem kwasu sali-
cylowego. Proces zakonczono w momencie, gdy pH byto réwne 7. Badania prowadzono w reak-
torze MettlerToledo EasyMax. Temperature zawartosci reaktora kontrolowano z doktadnoscig do
0,01°C za pomoca czujnika Pt100. Podtgczenie przyrzadu SevenMulti Mettler Toledo, wyposazone-
go w odpowiednig elektrode, pozwolito na precyzyjny pomiar pH przygotowanego roztworu. Na-
stepnie wykorzystano wyparke prézniowg, aby usunac wode, a otrzymana sol poddano suszeniu.

Il. Reakcja wymiany anionu

Reakcji wymiany anionu poddano chlorek tetrabutyloamoniowy lub chlorek choliny oraz jedna
z czterech soli (sodowych lub potasowych) ibuprofenu, kwasu cynamonowego, salicylowego lub
diklofenaku (zastosowane z 2% nadmiarem). Reagenty w ilosci 0,05 mola rozpuszczono w 25 cm?
metanolu, a nastepnie mieszano w temperaturze 60°C przez ok. 0,5 h, po czym zawartos¢ kolby
ochtodzono do temperatury 5°C. W wyniku reakcji powstat produkt uboczny w postaci osadu nie-
organicznego (KCl lub NaCl), ktéry usunieto, stosujac technike saczenia prézniowego. Do usunie-
cia metanolu wykorzystano wyparke prézniowa. W kolejnym etapie w celu usuniecia pozostatosci
soli z nadmiaru uzytego reagenta do powstatego produktu dodano aceton i catos¢ ochtodzono do
temperatury 5°C. Nierozpuszczong pozostatos¢ odsgczono, a rozpuszczalnik ponownie usunieto
za pomoca wyparki prozniowej. Uzyskany w ten sposob produkty (cynamonian tetrabutyloamo-
niowy, diklofenak tetrabutyloamoniowy, ibuprofenian tetrabutyloamoniowy, salicylan tetrabuty-
loamoniowy, diklofenak choliny, ibuprofenian choliny) umieszczono w suszarce prozniowej w tem-
peraturze 25°Cna 2 h.

Sposéb B

Odpowiednig ilos¢ wodorotlenku choliny (0,05 mola) zobojetniono z wykorzystaniem rozpuszczo-
nego w wodzie kwasu cynamonowego lub kwasu salicylowego w temperaturze 60°C w reaktorze
EasyMax wyposazonym w odpowiednig elektrode, co pozwolito na precyzyjny pomiar pH przygo-
towanego roztworu. W celu usuniecia rozpuszczalnika wykorzystano wyparke prézniowa. Powsta-
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te produkty (cynamonian choliny oraz salicylan choliny) suszono w suszarce prdzniowej w tempe-
raturze 25°C przez 2 h.

Badanie rozpuszczalnosci

Do badania rozpuszczalnosci wybrano wode oraz dziewie¢ popularnych rozpuszczalnikéw orga-
nicznych, ktore uszeregowano w kolejnosci malejgcego wskaznika polarnosci Snydera: wode (9,0),
metanol (6,6), DMSO (6,5), acetonitryl (6,2), aceton (5,1), izopropanol (4,3), octan etylu (4,3), chlo-
roform (4,1), toluen (2,3) i heksan (0,0). Rozpuszczalnosc otrzymanych zwigzkow w rozpuszczalni-
kach organicznych okreslono zgodnie zmetodologia opisana w Vogel’s Textbook of Practical Organic
Chemistry [17]. Przebadano takze rozpuszczalnosc cieczy jonowych w rozpuszczonych ttuszczach:
masle klarowanym (11), oleju kokosowym (12), smalcu (13) i tranie (14). Nastepnie wedtug wy-
nikdow pogrupowano zwigzki w trzy grupy: dobrze rozpuszczalne (+), trudno rozpuszczalne (+/-)
i nierozpuszczalne (-). Probke substancji (0,1 + 0,0001 g) wprowadzono do okreslonej objetosci
rozpuszczalnika. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 25°C. W zaleznosci od objetosci uzy-
tego rozpuszczalnika odnotowano trzy wyniki: ,dobra rozpuszczalnos¢” dotyczy substancji, ktore
rozpuscity sie w 1 cm? rozpuszczalnika (>10,0% m/v), ,Srednia rozpuszczalnos¢” — zwigzkow, ktore
rozpuscity sie w 3 cm?rozpuszczalnika (miedzy 3,33-10,0% m/v), a ,niska rozpuszczalnos¢” — zwigz-
kow, ktdre nie rozpuscity sie w 3 cm?® rozpuszczalnika (<3,33% m/v).

Analiza wspétczynnika zatamania $wiatta

Badanie wspotczynnika zatamania swiatta wykonano refraktometrem Rudolph Research Analytical
J357 w zakresie temperatur 20-80°C. Aparat ten pozwala na uzyskanie wynikdw z doktadnoscia
do 0,00001. Krople analizowanej soli naniesiono na powierzchnie pryzmatu i zamknieto pokrywe
w celu utrzymania stabilnej temperatury. Analize wykonano dla trzech uzyskanych zwigzkow: cy-
namonianu choliny, salicylanu choliny oraz cynamonianu tetrabutyloamoniowego, poniewaz tylko
one wystepowaty w stanie ciektym w temperaturze 20°C.

Analiza gestosci

Pomiar gestosci cieczy jonowych przeprowadzono za pomocg gestosciomierza DDM2911 (Rudolph
Research Analytical) z requlowang temperaturg. Doktadnos¢ pomiaru temperatury wynosita 0,02°C,
a doktadnos¢ urzadzenia 0,00002 g-cm?. Gestosci zostaty zbadane w zakresie temperatur 20-80°C.

Analiza technika spektroskopii UV

Otrzymane ciecze jonowe poddano badaniu absorpcji swiatta UV przy uzyciu aparatu firmy Rayle-
igh (model UV-1601). Analizy przeprowadzono w kuwetach wykonanych z poli(metakrylanu mety-
lu) w zakresie fal A = 200-400 nm. W celu wykonania analizy przygotowano wodne roztwory o ste-
zeniu 0,05 mg-cm=, a pomiar wykonano w 25°C. Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczono
wspotczynnik molowy absorpcji na podstawie wzoru Lamberta—Beera.

A=e-cl
gdzie:
€ — molowy wspotczynnik absorpcji [dm?-mol™-cm™],
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| — dtugosc drogi pokonywanej przez wigzke promieniowania [cm],
¢ —stezenie molowe [mol-dm™].

Analiza technika spektroskopii FT-IR

Badanie spektroskopii w podczerwieni wykonano za pomocg spektrometru ReactIR 15 (Mettler To-
ledo) w zakresie 650-3000 cm™. Kazda analiza zostata przeprowadzona przez naniesienie zwigzku
na sonde z diamentowa koncowka, a wyniki opracowano za pomocg oprogramowania iCIR.

Analiza technikg magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Widma 'H NMR struktur nowo otrzymanej cieczy jonowej zarejestrowano na spektrometrze
VNMR-S 400 MHz (Varian Inc.) pracujgcym przy 400 MHz z uzyciem TMS jako wzorca wewnetrz-
nego. Widmo C NMR uzyskano przy uzyciu tego samego instrumentu pracujgcego przy 100 MHz.
Badania wykonano dla ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego. Rozpuszczalnik stanowit deutero-
wany dimetylosulfotlenek (DMSO-d,).

OMOWIENIE WYNIKOW

Zestawienie otrzymanych cieczy jonowych

Celem zmniejszenia toksycznosci leku rézne substancje aktywne obecnie taczy sie z kationami
pochodzenia naturalnego, jak cholina czy aminokwasy i ich pochodne. Toksycznos¢ wykazywana
przez ciecze jonowe moze byc z powodzeniem wykorzystywana do eliminacji patogendw lub szko-
dliwych mikroorganizmow i miec zastosowanie w leczeniu zakazen bakteryjnych, grzybiczych czy
wirusowych. Dzieki temu nierzadko otrzymywane sg zwigzki wielofunkcyjne [18]. W efekcie bada-
nia nad tworzeniem réznych par jonowych ,kation organiczny — anion jako zrodto leku” stanowia
atrakcyjng tematyke badawcza dla licznych osrodkdéw naukowe na catym swiecie. Wsrdd otrzyma-
nych cieczy jonowych w literaturze znane s3: ibuprofenian choliny [19], diklofenak choliny [20],
cynamonian choliny [21], salicylan choliny [21], diklofenak tetrabutyloamoniowy [22], cynamonian
tetrabutyloamoniowy [9] oraz salicylan tetrabutyloamoniowy [9]. Jednak w przytoczonych pracach
brakuje spojnych opisow dotyczacych ich syntezy, analizy spektralnej czy charakterystyki fizyko-
chemicznej, co zaprezentowano ponizej. Z kolei w niniejszej pracy po raz pierwszy przedstawiono
ibuprofenian tetrabutyloamoniowy.

Po przeprowadzeniu reakcji oddzielono wytracona sol nieorganiczng i wyizolowano gotowy
produkt, bedacy czwartorzedowa solg amoniowa. Alternatywna metoda, polegajaca na zobojet-
nianiu wodorotlenku tetraalkiloamoniowego za pomocg odpowiedniego kwasu, okazata sie row-
niez bardzo efektywna, pozwalajac na osiggniecie wysokich wydajnosci. W efekcie niezaleznie od
metody syntezy wydajnosci byty wysokie i w potowie przypadkdw przekraczaty wartosc 90%. W ta-
beli 1 zestawiono informacje dotyczace stanu skupienia w temperaturze pokojowej, wydajnosci
syntezy, rodzaju metody syntezy oraz temperatury topnienia otrzymanych zwigzkow. Wartosci
temperatur topnienia wybranych substancji (diklofenak choliny, ibuprofenian tetrabutyloamonio-
wy, diklofenak tetrabutyloamoniowy, salicylan tetrabutyloamoniowy) pozwalajg zakwalifikowac je
do grupy cieczy jonowych.
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Tabela 1. Otrzymane produkty

Postac Wartos¢ Temperatura
. e Metoda o
Nazwa zwigzku w temperaturze wydajnosci syntezy syntez topnienia

pokojowe;j [%] yntezy [°Cl
Ibuprofenian choliny maz 93,8 A —*
Diklofenak choliny ciato state 89,5 A 93,2
Cynamonian choliny ciecz 89,8 B —*
Salicylan choliny ciecz 95,8 B —*
Ibuprofenian tetrabutyloamoniowy ciato state 86,4 A 56,7
Diklofenak tetrabutyloamoniowy ciato state 95,3 A 76,3
Cynamonian tetrabutyloamoniowy ciecz 98,6 A —*
Salicylan tetrabutyloamoniowy ciato state 88,0 A 87,3

* Ciecz w temperaturze pokojowe;.

Analiza technika spektroskopii UV

Dla kazdej probki zwigzku obliczono stezenie molowe oraz molowy wspdtczynnik absorpcji (tabe-
la 2). Uzyskane wartosci wspotczynnikdw absorpcji s wysokie, co potwierdza obecnosc pasma K
charakteryzujgcego przejscie elektronowe m—m*. Jest to typowe dla przedstawionych pierscieni
aromatycznych.

Absorpcja

3.5

2.5

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Dtugosé fali [nm]

Rys. 2. Widmo UV ibuprofenianu choliny w wodzie

Dla ibuprofenianu choliny (rys. 2), diklofenaku choliny, salicylanu choliny, diklofenaku tetrabu-
tyloamoniowego oraz salicylanu tetrabutyloamoniowego uzyskane maksima absorpcji sa w wiek-
szosci przypadkow zblizone do danych literaturowych opisujacych substraty, z ktorych zostaty

otrzymane.
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W przypadku cynamonianu choliny maksima absorpcji uzyskano przy 202 nm, 230 nm oraz
295 nm. Wedtug danych literaturowych [23] dla kwasu cynamonowego maksima absorpcji wyno-
szg 205 nm i 273 nm. Uzyskane w tej pracy wyniki dla cynamonianu choliny odbiegaja od danych
literaturowych i wskazuja na przesuniecie batochromowe, ktére najprawdopodobniej wynika z in-
terakcji pomiedzy wodorotlenkiem 2-hydroksyetylo-trimetyloamoniowym oraz kwasem cynamo-
nowym, ktdre zostaty zastosowane do syntezy i umozliwity otrzymanie tej cieczy jonowej. Ta sama
sytuacja miata miejsce dla ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego, poniewaz uzyskano maksima
przy 202 nm, 224 nm oraz 286 nm, natomiast dane zrédtowe wskazujg na wystepowanie mak-
simoéw absorpcji dla ibuprofenu przy wartosciach okoto 224 nm i 286 nm [24].

Tabela 2. Wyniki analizy zwigzkdow technika spektroskopii UV

. Maksimum Dtugosc fali Stezenie Molowy wspotczynnik

Nazwa zwigzku - i ] L

absorpcji [nm] [g:cm™] absorpcji € [g-mol™-cm™]
Ibuprofenian choliny 0,20 263 6,4610°° 3078
Diklofenak choliny 0,48 275 5,1110° 9396
2,39 202 3,98107 60 065
Cynamonian choliny 0,53 230 3,9810°° 13318
0,29 295 3,9810°° 7262
2,71 203 8,3010°° 32 694
Salicylan choliny 0,64 230 8,3010°° 7721
0,33 295 8,3010°° 3981
Ibuorofenian 1,61 202 3,4210° 47117
teggbut loamoniow 0.29 224 3,4210° 8485
Y Y 0,15 286 3,4210° 4391
Diklofenak tetrabutyloamoniowy 0,34 275 3,8010°° 8960
Cynamonian tetrabutyloamoniowy 0,48 222 2,5710°° 18701
Salicylan tetrabutyloamoniow 0,41 231 527107 7781
Y Y Y 0,22 296 5,2710° 4 485

Z kolei dla cynamonianu tetrabutyloamoniowego maksimum absorpcji wystgpito przy dtugosci
fali réwnej 222 nm, a wedtug danych literaturowych maksimum kwasu cynamonowego wystepuje
przy 205 nm i 273 nm [23], co oznacza, ze dla tego zwigzku nastgpito przesuniecie hipsochromowe.
Przesuniecie to rowniez mozna przypisac interakcjom wystepujacym miedzy chlorkiem tetrabuty-
loamoniowym oraz cynamonianem sodu zastosowanymi do syntezy. Interakcje te byty koniecznie
do powstania tej cieczy jonowej, ktéra ma innga strukture chemiczna niz czysty kwas cynamonowy,
dlatego tez otrzymany zwigzek wykazuje inne maksimum absorpcji niz sam kwas cynamonowy.

Analiza technika spektroskopii FT-IR

Analizy spektroskopii FT-IR pozwolity na potwierdzenie struktur zsyntezowanych produktéw. Dla
poszczegodlnych zwigzkow w tabelach 3-10 zestawiono zidentyfikowane charakterystyczne sygnaty
absorpcyjne pochodzace od wystepujacych w nich grup funkcyjnych. Na rys. 3 oraz 4 przedstawiono
takze widma FT-IR wybranych soli z anionem diklofenaku oraz ibuprofenu. Symbolem y oznaczono
drgania rozciggajace, a 6 —drgania zginajace.
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Rys. 3. Widmo FT-IR ibuprofenianu choliny
Tabela 3. Zestawienie charakterystycznych maksiméw absorpcji dla ibuprofenianiu choliny
Numer Liczba falowa [cm™] Drgania* Numer Liczba falowa [cm™] Drgania*
1 2961 YC—Haie 9 1253 yC-0—Cisym
2 1686 YC=0Osrom 10 1169 YC—Oest
3 1656 YC=04mid 11 1089 60-H,
4 1579 vC=Carom 12 1061 yC—Nyi¢
5 1510 YC:Carom 13 1009 YC—O—Csym
6 1460 SC—Hai¢ 14 954 YC—Nai
7 1421 yC—Nyi¢ 15 786 yC—Harom
8 1389 SC—Hai¢ 16 670 YC—Harom
*arom —aromatyczne, asym —asymetryczne, est — estrowe, alk — alkilowe, sym — symetryczne, alif — alifatyczne.
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Rys. 4. Widmo FT-IR diklofenaku choliny
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Tabela 4. Zestawienie charakterystycznych maksimoéw absorpcji dla diklofenaku choliny

Numer Liczba falowa [cm™] Drgania* Numer Liczba falowa [cm™] Drgania*
1 2984 SC—H.¢ 10 1282 YC—Narom
2 2951 SC—H.¢ 11 1199 YC—Oecst
3 2919 SC-H.i 12 1163 YC—Oest
4 1574 YC=Carom 13 1087 80—H,.
5 1554 vC=Carom 14 952 yC—N,i¢
6 1495 YC—Haiie 15 871 YC—Harom
7 1451 SC—H, 16 770 YC—Harom
8 1376 80-C=0,em 17 746 YC=Harom
9 1307 YC—N,rom 18 718 yC—Harom
*arom —aromatyczne, asym — asymetryczne, est — estrowe, alk — alkilowe, sym — symetryczne, alif — alifatyczne.
Tabela 5. Zestawienie charakterystycznych maksimoéw absorpcji dla cynamonianu choliny
Numer Liczba falowa [cm™] Drgania* Numer Liczba falowa [cm™] Drgania*
1 2959 SC—H.i 12 1142 YC—Oest
2 2918 SC—H.is 13 1086 SO—H.uk
3 2878 SC—Hais 14 1058 SO—H.k
4 1630 YC=Carom 15 1029 YC—Nais
5 1579 YC=Carom 16 1005 yC-0-Cyym
6 1486 yC—H.i 17 954 YC—Nait
7 1460 YC—Hait 18 921 SO—H.i
8 1420 80-C—O,ym 19 859 YC—Harom
9 1382 YC—Narom 20 810 YC—Harom
10 1327 YC—Narom 21 762 YC—Harom
11 1254 yC—O0—Caeym 22 706 YC—Harom
*arom —aromatyczne, asym — asymetryczne, est — estrowe, alk — alkilowe, sym — symetryczne, alif — alifatyczne.
Tabela 6. Zestawienie charakterystycznych maksimow absorpcji dla salicylanu choliny
Numer Liczba falowa [cm™] Drgania* Numer Liczba falowa [cm™] Drgania*
1 2978 SC—H.i¢ 11 1138 YC—Oest
2 1746 YC=Carom 12 1029 YC—Nai
3 1627 YC=0Oarom 13 1006 yC-0-Cyym
4 1579 YC=Carom 14 952 YC—Nais
5 1486 yC—H.i¢ 15 923 SO—H.ik
6 1455 yC—Hai¢ 16 857 YC=Harom
7 1384 80-C—0O,ym 17 808 YC—Harom
8 1328 YC—Narom 18 764 YC—H.rom
9 1294 YC—Narom 19 706 YC—Harom
10 1255 yC—0—Casym 20 665 YC—Harom

*arom — aromatyczne, asym — asymetryczne, est — estrowe, alk — alkilowe, sym — symetryczne, alif — alifatyczne.
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Tabela 7. Zestawienie charakterystycznych maksimow absorpcji dla ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego

Numer Liczba falowa [cm™] Drgania* Numer Liczba falowa [cm™] Drgania*
1 2966 yC—Haie 11 1323 YC—Narom
2 2874 yC—H.i¢ 12 1298 YC—Narom
3 1639 yC=Carom 13 1259 yC~0—Cagym
4 1591 YC=Carom 14 1084 80—Hai
5 1563 850-C-Oym 15 1013 yC-0-Cyym
6 1543 yC—Hair 16 860 ¥C—Harom
7 1509 yC—Haie 17 791 YC—Harom
8 1490 yC—Hair 18 704 YC—Harom
9 1480 YC=Carom 19 668 YC—Harom
10 1380 60-C—Ossym

*arom —aromatyczne, asym — asymetryczne, est — estrowe, alk — alkilowe, sym — symetryczne, alif — alifatyczne.

Tabela 8. Zestawienie charakterystycznych maksiméw absorpcji dla diklofenaku tetrabutyloamoniowego

Numer Liczba falowa [cm™] Drgania* Numer Liczba falowa [cm™] Drgania*
1 2967 yC—H. 10 1453 yC—Hair
2 2878 yC—Hai¢ 11 1372 80-C-Ougym
3 1691 YC=0.rom 12 1315 YC—Narom
4 1646 yC=0,rom 13 1283 YC-0-Cagym
5 1606 YC=Carom 14 1190 YC—Oest
6 1582 YC=Carom 15 865 YC—Harom
7 1557 YC=Carom 16 782 YC—Harom
) 1511 YC=Carom 17 747 YC—Harom
9 1488 yC—Haie 18 720 YC—Harom

*arom —aromatyczne, asym — asymetryczne, est — estrowe, alk — alkilowe, sym — symetryczne, alif — alifatyczne.

Tabela 9. Zestawienie charakterystycznych maksimoéw absorpcji dla cynamonianu tetrabutyloamoniowego

Numer Liczba falowa [cm™] Drgania* Numer Liczba falowa [cm™] Drgania*
1 2964 YC-Hait 12 1283 ¥YC—Narom
2 2931 yC-Hae 13 1253 YC=0—Cagym
3 2874 YC-Hais 14 1221 yC-O-Cyi¢
4 1703 YC=O4rom 15 1193 YC—Oex
5 1584 YC=Carom 16 1170 yC—Oest
6 1511 YC=Cirom 17 1043 SO—H.ik
7 1489 yC-Har 18 953 YC—Naie
8 1459 8C-Hat 19 880 YC—Harom
9 1420 yC-Najt 20 851 YC—Harom
10 1379 80-C-Ojeym 21 796 YC—Harom
1 1353 ¥YC-Naom 22 740 YC-Haom

*arom —aromatyczne, asym —asymetryczne, est — estrowe, alk — alkilowe, sym — symetryczne, alif — alifatyczne.
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Tabela 10. Zestawienie charakterystycznych maksimow absorpcji dla salicylanu tetrabutyloamoniowego

Numer Liczba falowa [cm™] Drgania* Numer Liczba falowa [cm™] Drgania*
1 2945 yC—H.i 13 1284 yC-0—Cagym
2 2875 YC—H.i¢ 14 1154 YC—Oest
3 1654 YC=Osrom 15 1137 YC—Oest
4 1638 YC=Osrom 16 1109 YC—Oest
5 1579 YC=Osrom 17 1026 yC-0—Cyym
6 1561 YC=Carom 18 882 YC—N,i¢
7 1544 YC=Carom 19 858 YC—Harom
8 1510 YC=Carom 20 808 YC—Harom
9 1490 yC—H.i 21 755 SC—N,i¢

10 1459 SC—H, ¢ 22 740 YC—Harom
11 1388 80-C—O,ym 23 704 YC—Harom
12 1340 YC—Narom 24 669 YC—Harom

*arom —aromatyczne, asym — asymetryczne, est — estrowe, alk — alkilowe, sym — symetryczne, alif — alifatyczne.

Analiza technikg magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Struktura nowo otrzymanej cieczy jonowej — ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego zostata po-
twierdzona za pomocga protonowego i weglowego rezonansu jadrowego. Wyniki zestawiono na
rys. 5i6, atakze w tabeli 11.
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Rys. 5. Widmo *H NMR ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego
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Rys. 6. Widmo 3C NMR ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego

Tabela 11. Zestawienie przesunie¢ chemicznych dla ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego

Wegiel Przesuniecie chemiczne [ppm]  Proton Przesuniecie chemiczne [ppm] Integracja Krotnosc
1 128,1 A 6,98 1H dublet
2 127,2 B 7,17 1H dublet
3 137,6 C 7,17 1H dublet
4 127,2 D 6,98 1H dublet
5 128,1 E 2,37 2H dublet
6 143,1 F 1,77 1H multiplet
7 44 4 G 3,27 1H multiplet
8 29,7 H 0,86 3H dublet
9 48,6 I 0,85 3H dublet
10 22,2 J 1,23 3H dublet
11 22,2 K 0,93 12H tryplet
12 176,8 L 1,32 8H kwartet
13 20,2 M 1,58 8H multiplet
14 13,5 N 3,19 8H multiplet
15 19,2
16 23,1
17 57,5

4K

Rys. 7. Schemat struktury ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego

67



Patrycja Frackowiak, Adriana Olejniczak, Marcin Wysokowski, Damian Krystian Kaczmarek, Tomasz Rzemieniecki, Michat Niemczak

Badanie rozpuszczalnosci

Wyniki rozpuszczalnosci mogg wskazywac na polarnosc otrzymanych zwigzkow, o czym swiadczy ich
zachowanie w réznych rozpuszczalnikach. Zwigzki o wiekszej polarnosci zazwyczaj rozpuszczajg sie
lepiej w rozpuszczalnikach polarnych, takich jak woda, podczas gdy zwigzki mniej polarne —w rozpusz-
czalnikach niepolarnych, takich jak np. heksan. W efekcie analiza wynikdéw rozpuszczalnosci zwigz-
kéw chemicznych w réznych rozpuszczalnikach moze dostarczyc¢ informacji o stopniu ich polarnosci.

Tabela 12. Tabela rozpuszczalnosci otrzymanych zwigzkéw w temperaturze 20°C

Rozpuszczalnik

Nazwa zwigzku

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ibuprofenian choliny + + +/- + + + + + +/- +/-
Diklofenak choliny + + +[- + + +[- + + + +
Cynamonian choliny + +/- + + - + - - - -
Salicylan choliny + +[- + +[- - +/- - - - -
Ibuprofenian tetrabutyloamoniowy + + +/- - - - - - - -
Diklofenak tetrabutyloamoniowy + + +[- + + - - + - -
Cynamonian tetrabutyloamoniowy + +/- + + + + + + + -
Salicylan tetrabutyloamoniowy + + + + + + +/- + - -

Rozpuszczalniki: woda destylowana (1), metanol (2), dimetylofulfotlenek (3), acetonitryl (4), aceton (5), izopropanol (6), octan etylu
(7), chloroform (8), toluen (9), heksan (10); ,+” dobra rozpuszczalnos¢, ,+/-, dobra rozpuszczalnos¢, ,-" staba rozpuszczalnosc.

Przeprowadzona analiza rozpuszczalnosci wykazata, ze uniwersalnym rozpuszczalnikiem dla
wszystkich otrzymanych cieczy jonowych byta woda (tabela 12). Na podstawie uzyskanych danych moz-
na takze zauwazyc, ze rozpuszczalnos¢ byta silnie zalezna od wykorzystanego kationu. Gdy kationem
byta cholina, lepsza rozpuszczalnosc wykazywaty ibuprofenian oraz diklofenak, a w przypadku katio-
nu tetrabutyloamoniowego lepszg rozpuszczalnos¢ zaobserwowano dla cynamoniandw i salicylandw.

Zaden z otrzymanych produktéw nie rozpuszcza sie w smalcu. Lepsza rozpuszczalnos¢ w ttusz-
czach uzyskano, gdy wykorzystanym kationem byt bardziej hydrofobowy kation tetrabutyloamo-
niowy (tabela 13).

Tabela 13. Tabela rozpuszczalnosci otrzymanych zwigzkdw w ttuszczach

Ttuszcz
11 12 13 14
Ibuprofenian choliny - ¥ - -

Nazwa zwigzku

Diklofenak choliny - - - -

Cynamonian choliny - - - -

Salicylan choliny - - - -

Ibuprofenian tetrabutyloamoniowy - - - -

Diklofenak tetrabutyloamoniowy - - - -

Cynamonian tetrabutyloamoniowy +/- +/- - +-

Salicylan tetrabutyloamoniowy +- - - -

Rozpuszczalniki: masto klarowane (11), olej kokosowy (12), smalec (13) i tran (14), ,+" dobra rozpuszczalnos¢, ,+/-" dobra

rozpuszczalnos¢, ,—" staba rozpuszczalnosé.
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Analiza wspotczynnika zatamania swiatta
Dla kazdego otrzymanego zwigzku zaobserwowano liniowa zaleznos¢ spadku wspotczynnika refrak-
cji w miare wzrostu temperatury, co jest typowym zjawiskiem dla wiekszosci cieczy jonowych (rys. 8).

—e—[Chol][Cyn] —e—[TBA][Cyn] [Chol][Sal]

o \\‘\.

1.50

- \\\

15 25 35 45 55 65 75 85
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WSPOLCZYNNIK ZALAMANIA SWIATLA

Rys. 8. Zaleznos¢ wspotczynnika refrakeji od temperatury ([Chol][Cyn] — cynamonian choliny,

[TBA][Cyn] — cynamonian tetrabutyloamoniowy, [Chol][Sal] - salicylan choliny)

Ponadto zauwazy¢ mozna, ze struktura kationu w wiekszym stopniu wptywa na wartos¢ wspot-
czynnika refrakgcji niz struktura anionu, poniewaz cynamonian choliny charakteryzowat sie najwiek-
szym wspotczynnikiem zatamania Swiatta, a cynamonian tetrabutyloamoniowy — najmniejszym.
Natomiast wartos¢ wspdtczynnikdw dla cynamonianu i salicylanu choliny réznita sie nieznacznie.

Analiza gestosci

Wartosci gestosci dla cieczy, w ktdrych kationem byta cholina, byty bardzo zblizone (rys. 9). W tem-
peraturze 20°C najwiekszg gestosc uzyskano dla cynamonianu choliny, a najmniejsza dla cynamo-
nianu tetrabutyloamoniowego. W temperaturze pokojowej wiekszg gestoscig od wody charaktery-
zowaty sie ciecze z kationem choliny. Zgodnie z literaturg wzrost temperatury powodowat liniowy
spadek wartosci gestosci dla wszystkich analizowanych zwigzkow. Jest to zwigzane ze wzrostem
objetosci molowej jondw budujgcych ciecz jonowa.
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Rys. 9. Wykres zmiany gestosci w zaleznosci od temperatury ([Chol][Cyn] — cynamonian choliny, [TBA][Cyn] — cyna-

monian tetrabutyloamoniowy, [Chol][Sal] - salicylan choliny)
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WNIOSKI

Przedstawiono synteze osmiu cieczy jonowych zawierajacych anion pochodzenia farmaceutycz-
nego. Cztery posiadaty kation choliny, a pozostate cztery kation tetrabutyloamoniowy. Wybrane
metody syntezy pozwolity na uzyskanie bardzo wysokich wydajnosci reakcji, w przedziale 86-99%,
co wskazuje na ich potencjat do skutecznej i ekonomicznej produkcji. Dla niskotemperaturowych
cieczy jonowych, czyli tych bedacych cieczami w temperaturze pokojowej, zbadano podstawowe
wiasciwosci fizykochemiczne, takie jak gestosc oraz wspdtczynnik refrakcji. Analiza rozpuszczalno-
$ci otrzymanych produktow wykazata ich wysokie powinowactwo do wody, metanolu oraz DMSO,
co sugeruje, ze zwigzki te moga by¢ potencjalnie uzyteczne w wielu procesach farmaceutycznych.
Zaobserwowano takze niska rozpuszczalnos¢ zwigzkow w ttuszczach, co wskazuje na ich lipofo-
bowy charakter. Cecha ta moze ograniczac ich zastosowanie w niektorych formach farmaceutycz-
nych, np. emulsjach czy kremach. Uzyskane wartosci wspotczynnika zatamania swiatta miescity sie
w zakresie 1,465-1,535 i zalezaty od struktury chemicznej kationu. Wraz ze wzrostem temperatury
mozna zauwazyc¢ liniowq zaleznos¢ spadku gestosci oraz wartosci wspotczynnika refrakcji zarow-
no dla zwigzkéw z kationem choliny, jak i tetrabutyloamoniowym. Analiza widm UV i FT-IR wy-
konanych dla wszystkich zwigzkéw pozwolita na potwierdzenie ich struktur. Widma *H NMR oraz
B3C NMR zostaty wykonane dla ibuprofenianu tetrabutyloamoniowego, a ich analiza rowniez po-
twierdzita obecnosc zaréwno kationu, jak i anionu w otrzymanym zwiazku.

Wykazano obiecujgce wtasciwosci fizykochemiczne otrzymanych farmaceutycznych cieczy
jonowych. Uzyskane wyniki sugerujg potencjat do zastosowan tych zwigzkéw w projektowaniu
i produkcji nowych lekow. Wymaga to jednak przeprowadzenia szerszych badan nad ich wiasciwo-
Sciami biologicznymi, potencjalnymi praktycznymi zastosowaniami czy toksycznoscia, ktora jest
istotna z punktu widzenia ich zastosowania. Z tego wzgledu nalezy rozwazy¢ niepozadang tok-
sycznos¢ wobec cztowieka oraz selektywna toksycznos¢, ktora moze byc korzystna z punktu wi-
dzenia wymaganej terapii (selektywnego zniszczenia komdrek nowotworowych jako potencjalna
terapia przeciwnowotworowa).

Badania zostaty sfinansowane ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (0912/
SBAD/2408).
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i Farmaceutyczne;j
WSTEP

W lasach wystepuje wiele roslin leczniczych, stosowanych od wiekéw w ziotolecznictwie, medycy-
nie ludowej, jak rowniez w medycynie wspotczesnej. Wykorzystywane surowce roslinne obejmu-
ja nie tylko rosngce wokot ziota, ale rowniez drzewa. Czesto stosowanymi surowcami leczniczymi
pozyskiwanymi z drzew s3 m.in. liscie brzozy, kora wierzby, kora debu, kwiatostany lipy, paczki
i mtode pedy sosny [1].

Sosna zwyczajna (fac. Pinus sylvestris) to gatunek wiecznie zielonego drzewa z rodziny sosno-
watych, ktore naturalnie wystepuja na niemal catym obszarze Polski, z wyjatkiem potudniowo-
-wschodniej czesci wojewddztwa podkarpackiego. Gatunek sosny zwyczajnej nalezy rowniez do
najbardziej rozpowszechnionych w innych czesciach, swiata np. na terenach Europy Poétnocnej,
Europy Srodkowej oraz Syberii Wschodniej. Nalezy ponadto podkresli¢, ze drewno sosnowe jest
bardzo cennym surowcem z uwagi na doskonate wiasciwosci techniczne oraz lecznicze. Stwierdzo-
no, ze bory sosnowe dziatajg uspokajajaco, obnizaja cisnienie i wspomagajg uktad oddechowy [2].
Liczne badania dowodzg, ze sosna zwyczajna bogata jest w substancje biologicznie czynne, ktdre
majg wtasciwosci lecznicze i stymulujace, a takze silne dziatanie przeciwutleniajace.

Sosna zawiera znaczng ilo$¢ zwigzkdw fenolowych, flawonoidéw, a takze proantocyjanidyny
[3, 4]. Ze wzgledu na wchodzgce w sktad zwigzki jest obiecujgcym zrddtem sktadnikdw biologicznie
aktywnych, mozliwych do stosowania w sktadzie produktow kosmetycznych.

Obecnie poszukiwane sg surowce pochodzenia naturalnego, ktore mogtyby znalez¢ zastosowa-
nie w kosmetologii jako srodki o dziataniu antyoksydacyjnym, czyli opdzniajace procesy starzenia
sie organizmu. ROwnie istotne wydaje sie znalezienia surowca, ktory ponadto wykazywatby wtasci-
wosci fotoprotekcyjne, wspomagajace dziatanie antyoksydacyjne [5]. Jednym z takich surowcow
moze byc sosna zwyczajna (Pinus sylvestris L.), a zwtaszcza jej paczki. Dlatego tez postanowiono
zbadac wtasciwosci przeciwutleniajace i fotoprotekcyjne ekstraktow z paczkdw sosny sporzadzo-
nych w niskoczgsteczkowych alkoholach.

CEL BADAN

Duze znaczenie dla konsumentow majg kosmetyki oparte na surowcach naturalnych, najczesciej
pozyskiwanych z roslin. Szczegdlnie istotna wydaje sie aktywnos¢ antyoksydacyjna otrzymanych
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preparatow, gdyz parametr ten moze by¢ istotny przy opoznianiu procesu starzenia sie organizmu.
Innym niekorzystnym czynnikiem wptywajgcym na zdrowie cztowieka jest szkodliwe dziatanie pro-
mieniowania UV. Zatem oba te parametry nalezatoby rozwazac przy projektowaniu kosmetykdw
przeciwstarzeniowych. Celem badan byta ocena aktywnosci antyoksydacyjnej i fotoprotekcyjnej in
vitro ekstraktow alkoholowych z paczkéw sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris), drzewa powszechnie
wystepujacego na terenie Polski.

METODYKA BADAN

DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) oraz ABTS (s6l amonowa kwasu 2,2-azobis(3-etyloben-
zotiazolino-6-sulfonowego) pochodzity z firmy Sigma-Aldrich (USA). Metanol, etanol, n-propanol
i izopropanol byty produkcji Chempur (Piekary Slaskie).

Do badania wykorzystano dostepne na rynku paczki sosny zwyczajnej produkcji Farm-Vit z Piotr-
kowa Trybunalskiego. W celu sporzadzenia ekstraktow zmielony surowiec w ilosci 0,5 g umieszczono
w probowkach, do ktérych dodano nastepnie po 10 mL rozpuszczalnika. Jako rozpuszczalniki wy-
korzystano wode oraz cztery niskoczgsteczkowe alkohole: metanol, etanol, n-propanol, izopropanol
w stezeniach 40% (v/v) i 70% (v/v) oraz nierozcienczone. Tak przygotowane surowce poddano eks-
trakcji wspomaganej ultradzwiekami w czasie 15, 30 lub 60 min. Technika ekstrakcji wspomagane;j
ultradzwiekami zaliczana jest do tzw. zielonych technik ekstrakcji. Po zakoriczeniu procesu ekstrakty
zostaty oddzielone od surowca roslinnego za pomoca filtracji z wykorzystaniem saczka filtracyjnego.
Ekstrakty alkoholowe przechowywano w szczelnie zamknietych probowkach plastikowych w tempe-
raturze pokojowej w zaciemnionym miejscu do czasu przeprowadzenia badania aktywnosci antyok-
sydacyjnej za pomocg czesto stosowanych metod spektrofotometrycznych DPPH i ABTS [6, 7], na-
tomiast ekstrakty wodne przebadano bezposrednio po zakonczeniu procesu ekstrakcji wspomagane;j
ultradzwigkami.

W celu oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej za pomocg DPPH przygotowano roztwor
DPPH w etanolu o stezeniu 96% w nastepujacy sposob: odwazono 0,012 g rodnika DPPH i przesy-
pano do butelki z ciemnego szkta. Nastepnie dodano 100 mL etanolu o stezeniu 96% (v/v). Przygo-
towany roztwor poddano mieszaniu na mieszadle magnetycznym przez 60 min w celu catkowitego
rozpuszczenia rodnika DPPH. Z otrzymanego roztworu DPPH sporzadzono roboczy roztwoér DPPH
poprzez rozcienczenie 70-procentowym (v/v) etanolem tak, aby absorbancja roztworu po rozcien-
czeniu przy dtugosci fali 517 nm miescita sie w zakresie 0,980-1,020. W celu wykonania oznaczen
w 1-centymetrowych kuwetach zmieszano 2500 pL roboczego roztworu DPPH oraz 132 pL ba-
danego ekstraktu. Pomiaru dokonano po 10 min inkubacji w temperaturze pokojowej za pomo-
c3 spektrofotometru U5100 firmy Hitachi przy dtugosci fali 517 nm. Na podstawie otrzymanych
absorbancji wyliczono aktywnos$¢ antyoksydacyjng jako %RSA (ang. radical scavenging activity),
korzystajac ze wzoru:

A
%RSA=1— (ﬁ) X 100%

gdzie: Ap — absorbancja prébki badanej, Ao — absorbancja probki kontrolne;.
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Druga metoda spektrofotometryczng zastosowang do zbadania wtasciwosci antyoksyda-
cyjnych byta ABTS. W celu przygotowania roztworu ABTS odwazono 0,132 g nadsiarczanu
potasu (K,S,0g), nastepnie wsypano do szklanej zlewki i rozpuszczono w 200 mL wody desty-
lowanej, uzyskujac wodny roztwdr nadsiarczanu potasu o stezeniu 2,45 mM. W butelce wy-
konanej z ciemnego szkta zmieszano 0,114 g ABTS (2,2 -azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sul-
fonian) i 30 mL roztworu K,S,04 0 stezeniu 2,45 mM. Przygotowany roztwor umieszczono
na 24 h w miejscu bez dostepu Swiatta w temperaturze pokojowej. Po dobowej inkubacji
stezonego roztworu ABTS przygotowano roboczy roztwdor ABTS za pomoca rozcienczenia
metanolem o stezeniu 50% (v/v). Absorbancja roztworu po rozcienczeniu przy dtugosci fali
734 nm miescita sie w zakresie 0,980-1,020. W celu oznaczenia aktywnosci antyoksydacyjnej
w 1-centymetrowej kuwecie wymieszano 2500 plL roboczego roztworu ABTS oraz 20 pL ba-
danego ekstraktu. Pomiar dokonano po 6-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej za
pomoca spektrofotometru U5100 firmy Hitachi przy dtugosci fali 734 nm. Aktywnos¢ antyok-
sydacyjna wyrazono, podobnie jak w metodzie DPPH, jako %RSA, korzystajac z podanego
wczesniej wzoru [6].

Wspotczynnik ochrony przeciwstonecznej (ang. sun protection factor, SPF) wyznaczono in vitro
zmodyfikowang metoda opisang przez Madanowska i in. [8]. Metoda polega na wyznaczeniu ab-
sorbancji badanego roztworu w 1-centymetrowych kuwetach kwarcowych w zakresie 290-320 nm
i dokonaniu odpowiednich obliczen z wykorzystaniem wzoréw zamieszczonych w pracy [8]. Z uwa-
gi na wysokie wartosci absorbancji w podanym zakresie pomiaréw do obliczen wartosci SPF spo-
rzadzone roztwory rozcienczono 10-krotnie stosowanym rozpuszczalnikiem.

Aktywnosci antyoksydacyjne badanych ekstraktow wyrazono jako srednie arytmetyczne +
odchylenie standardowe (SD). Wyznaczono réwniez wspotczynniki korelacji pomiedzy warto-
sciami wspotczynnikdw ochrony przeciwstonecznej (SPF) i wartosciami aktywnosci antyoksyda-
cyjnej oznaczonej kazda z opisanych metod (DPPH i ABTS). Wszystkich obliczen dokonano za
pomoca programu Excel z pakietu Microsoft Office.

WYNIKI BADAN

Aktywnosc¢ antyoksydacyjna oznaczona metodg DPPH
Na rys. 1-3 przedstawiono srednie wartosci aktywnosci antyoksydacyjnej wyrazonej jako %RSA,
uzyskane z ekstraktow sporzadzonych w poszczegdlnych rozpuszczalnikach. Rys. 1 dotyczy eks-
traktow sporzadzonych metoda ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami trwajacej 15 min, rys. 2
—30min, arys.3-60 min.

Najwyzszg aktywnos¢ antyoksydacyjng oznaczong metodg DPPH dla ekstraktow otrzymanych
w wyniku 15-minutowej ekstrakcji stwierdzono dla wyciaggow sporzadzonych w metanolu o steze-
niu 40% (v/v) oraz n-propanolu o stezeniu 40% (v/v); wynosita ona odpowiednio 69,2 + 0,5 %RSA
oraz 69,3 + 0,2 %RSA. Najnizszg wartosc zaobserwowano dla ekstraktow w wodzie i w 99-procen-
towym (v/v) n-propanolu — odpowiednio 23,4 + 0,2 %RSA oraz 31,4 + 1,0 %RSA (rys. 1).

Najwyzszg aktywnos¢ przeciwutleniajacg oznaczong metodg DPPH dla ekstraktow otrzyma-
nych w wyniku 30-minutowej ekstrakcji stwierdzono dla wyciggéw sporzadzonych w 70-procento-
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wym (v/v) metanolu — 84,7 +1,0 %RSA, a najnizszg dla ekstraktdw w 99-procentowym (v/v) izopro-
panolu—23,0 + 1,5 %RSA (rys. 2).
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Rys. 1. Aktywnosc¢ antyoksydacyjna wodnych i alkoholowych ekstraktéw z paczkdw sosny zwyczajnej
otrzymanych w wyniku 15-minutowej ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami. Pionowe linie oznaczaja

odchylenie standardowe (SD)
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Rys. 2. Aktywnos¢ antyoksydacyjna wodnych i alkoholowych ekstraktow z paczkdw sosny zwyczajnej otrzymanych

w wyniku 30-minutowej ekstrakcji. Pionowe linie oznaczaja odchylenie standardowe (SD)

Najwyzszg aktywnos¢ antyoksydacyjng oznaczong metodg DPPH dla ekstraktow sporzadzonych
przez 60 min stwierdzono dla wyciaggow przygotowanych w 40-procentowym (v/v) etanolu — 89,6 +
1,8 %RSA, a najnizsza dla ekstraktdw w 99-procentowym (v/v) n-propanolu- 40,5 + 0,5 %RSA (rys. 3).
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DPPH - ekstrakcja 60 min
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Rys. 3. Aktywnosc¢ antyoksydacyjna wodnych i alkoholowych ekstraktow z pgczkdw sosny zwyczajnej otrzymanych

w wyniku 30-minutowej ekstrakgji. Pionowe linie o0znaczaja odchylenie standardowe (SD)

Aktywnosc antyoksydacyjna oznaczona metodg ABTS
Na rys. 4—6 przedstawiono srednie wartosci aktywnosci antyoksydacyjnej wyrazonej jako %RSA
oznaczone metoda ABTS i uzyskane z ekstraktow sporzgdzonych w poszczegdlnych rozpuszczal-
nikach. Rys. 4 dotyczy ekstraktow sporzgdzonych metoda ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami
trwajacej 15 min, rys. 5-30 min, arys. 6 —60 min.

Najwyzszg aktywnosc antyoksydacyjna oznaczong metoda ABTS zaobserwowano dla ekstrak-
tu 15-minutowego sporzadzonego w 70-procentowym (v/v) etanolu — 52,8 + 0,9 %RSA, a najnizsza
stwierdzono dla ekstraktow w wodzie — 8,5 + 0,4 %RSA (rys. 4).
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Rys. 4. Aktywnosc antyoksydacyjna wodnych i alkoholowych ekstraktow z paczkow sosny zwyczajnej otrzymanych

w wyniku 15-minutowe] ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami. Pionowe linie oznaczajg odchylenie standardowe (SD)
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Najwyzszg aktywnosc¢ przeciwutleniajgcg oznaczong metodg ABTS w przypadku ekstraktow
sporzadzonych w ciggu 30 min zaobserwowano dla ekstraktu w 70-procentowym (v/v) metanolu —
77,4 + 1,3 %RSA, a najnizsza dla ekstraktu sporzadzonego w wodzie oraz w 99-procentowym (v/v)

izopropanolu — odpowiednio 19,4 + 2,31 20,6 + 1,1 %RSA (rys. 5).
ABTS — ekstrakcja 30 min
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Rys. 5. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna wodnych i alkoholowych ekstraktow z paczkdw sosny zwyczajnej otrzymanych

w wyniku 30-minutowej ekstrakcji. Pionowe linie oznaczaja odchylenie standardowe (SD)

Najwyzszg aktywnos¢ antyoksydacyjng oznaczong metodq ABTS dla 60-minutowych ekstraktow
zaobserwowano dla ekstraktu sporzadzonego w 70-procentowym (v/v) metanolu —54,4 + 3,4 %RSA,

a najnizsza dla sporzadzonego w 99-procentowym (v/v) n-propanolu — 21,8 + 1,1 %RSA (rys. 6).
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Rys. 6. Aktywnosc antyoksydacyjna wodnych i alkoholowych ekstraktow z paczkow sosny zwyczajnej otrzymanych

w wyniku 60-minutowej ekstrakcji. Pionowe linie oznaczajg odchylenie standardowe (SD)
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Na rys. 7 przedstawiono wykres prostej regresji pomiedzy wynikami aktywnosci antyoksydacyj-

nej oznaczonej metodg DPPH

i ABTS. Stwierdzono wysoka korelacje pomiedzy wynikami uzyska-

nymi obiema metodami; wspotczynnik korelacji wynosit r = 0,9116.
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Rys. 7. Korelacja pomiedzy wynikami oznaczen aktywnosci antyoksydacyjne;

wykonanych metodami DPPH i ABTS

Wspotczynnik ochrony przeciwstonecznej (SPF)
W tabeli 1 zebrano wartosci wspotczynnika ochrony przeciwstonecznej dla poszczegodlnych eks-
traktow rozcienczonych 10-krotnie wykorzystywanych do oznaczenia aktywnosci antyoksydacyj-

nej metodg DPPH i ABTS.

Tabela 1. Wartosci wspoétczynnika ochrony przeciwstonecznej (SPF) in vitro otrzymanych ekstraktow

Rozpuszczalnik

Czas ekstrakcji

15 min 30 min 60 min
Woda 1,374 2,073 2,080
40-procentowy metanol 7,653 11,705 14,222
70-procentowy metanol 8,997 21,028 22,128
99-procentowy metanol 13,914 20,854 17,271
40-procentowy etanol 9,717 14,346 12,205
70-procentowy etanol 11,954 14,750 8,566
96-procentowy etanol 7,364 10,240 7,737
40-procentowy n-propanol 12,243 18,071 10,640
70-procentowy n-propanol 7,323 15,412 10,204
99-procentowy n-propanol 8,542 10,412 5,797
40-procentowy izopropanol 8,296 14,566 12,394
70-procentowy izopropanol 8,425 14,039 9,904
99-procentowy izopropanol 9,577 9,078 6,327
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Na rys. 89 przedstawiono korelacje pomiedzy wartosciami SPF uzyskanymi dla badanych eks-
traktow oraz aktywnoscig antyoksydacyjng oznaczong metodg DPPH (rys. 8) i ABTS (rys. 9). We
wszystkich przedstawionych przypadkach stwierdzono istotng statystycznie korelacje pomiedzy
wartoscig SPF a aktywnoscig antyoksydacyjng, ktorg wedtug skali zamieszczonej w pracy Stan-
ciauskaite i in. [9] mozna zakwalifikowad jako mocng 0,7 < r < 0,9. Ponadto stwierdzono wysoce
istotng statystycznie korelacje pomiedzy aktywnosciami antyoksydacyjnymi uzyskanymi metoda
DPPH i ABTS (rys. 7).
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Rys. 8. Korelacja pomiedzy wartosciami aktywnosci antyoksydacyjnej oznaczonej metodg DPPH i wspotczynnikiem

ochrony przeciwstonecznej SPF dla ekstraktéw otrzymywanych po réznym czasie ekstrakcji
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SPF 15 vs ABTS 15
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Rys. 9. Korelacja pomiedzy wartosciami aktywnosci antyoksydacyjnej oznaczonej metodg ABTS i wspotczynnikiem

ochrony przeciwstonecznej SPF dla ekstraktow otrzymywanych po réznym czasie ekstrakgji

DYSKUSJA

W dzisiejszych czasach bardzo istotne jest zachowanie jak najdtuzej mtodego wygladu, co sprzy-
ja lepszemu samopoczuciu, ale takze moze w niektorych sytuacjach przynies¢ inne korzysci. Aby
jak najdtuzej zachowac mtody wyglad, nalezy stosowac kremy zawierajace antyoksydanty, ktore
zapobiegajg szkodliwemu dziataniu spowodowanemu przez wolne rodniki. Cennym zrodtem prze-
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ciwutleniaczy sg rosliny, ktdre zawierajg wiele grup zwigzkéw wykazujacych zdolnos¢ unieszkodli-
wiania wolnych rodnikéw. Jedna z takich roslin wydaje sie sosna zwyczajna (Pinus sylvestris L.), a jej
interesujgca czescia sg paczki.

W dostepnym pismiennictwie mozna znalez¢ nieliczne prace dotyczace badania aktywnosci
antyoksydacyjnej ekstraktow pozyskanych z réznych czesci sosny zwyczajnej. Niewiele prac do-
tyczy badania potencjatu przeciwutleniajacego ekstraktdw z paczkow, natomiast porownanie ak-
tywnosci antyoksydacyjnej z wartoscig wspotczynnika ochrony przeciwstonecznej byto tematem
bardzo niewielu prac [9]. Dlatego tez podjecie badan obejmujacych poréwnanie aktywnosci an-
tyoksydacyjnej oznaczonej dwiema metodami ekstraktow z paczkow sosny sporzadzonych w 13
rozpuszczalnikach ze wspotczynnikiem ochrony przeciwstonecznej tych samych ekstraktow moz-
na uznac za nowatorskie, a uzyskane wyniki mogg miec istotne implikacje praktyczne. Ponadto
zbadano wptyw czasu ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami na uzyskane parametry w celu usta-
lenia optymalnych warunkoéw przebiegu tego procesu.

W przedstawionym badaniu stwierdzono, ze ekstrakty sporzadzone z pgczkow sosny w wodzie
i w czterech niskoczasteczkowych alkoholach (metanol, etanol, n-propanol i izopropanol) cechu-
ja sie zroznicowana aktywnoscia antyoksydacyjng. Najkorzystniejszymi rozpuszczalnikami wy-
daja sie rozcienczone alkohole, natomiast nierozciericzone prowadza do otrzymania ekstraktéw
0 nizszym potencjale przeciwutleniajgcym. Podobne wyniki uzyskano dla ekstraktow w wodzie.
Poniewaz jednym z czynnikdw sprzyjajacych powstawaniu szkodliwych wolnych rodnikdw jest pro-
mieniowanie UV, w pracy zbadano rowniez wspotczynnik ochrony przeciwstonecznej SPF. W wy-
niku przeprowadzonych badan stwierdzono istotng statystycznie korelacje pomiedzy wartoscia
SPF ekstraktéw sporzadzonych w okreslonym czasie (15, 30 lub 60 min) i aktywnoscig antyoksyda-
cyjna. Réwniez wartosci potencjatu przeciwutleniajagcego oznaczonego metoda DPPH korelowaty
w wysokim stopniu z odpowiednimi wartosciami uzyskanymi metodg ABTS (r = 0,9116).

Niscaiin. badali aktywnosc antyoksydacyjng ekstraktow z kory sosny pospolitej. Ekstrakty spo-
rzadzili w 70-procentowym etanolu z wykorzystaniem — podobnie jak w badaniu wtasnym — eks-
trakcji wspomaganej ultradzwiekami trwajacej 30 min [10]. Procent zmiatania wolnych rodnikow
oznaczony metoda ABTS dla roztworédw o podobnym stezeniu jak w badaniu wiasnym wynosit
60—-80%, natomiast przy zastosowaniu metody DPPH — 55-60% [10].

Skrypnik i in. badali ekstrakty z kory sosny pochodzacej z okolic Kaliningradu, wykorzystujac
do sporzadzenia wyciggow ekstrakcje w goracej wodzie (60°C) przez 1 h [11]. Ekstrakty sporza-
dzali z catej kory i jej wierzchniej warstwy. Stwierdzili, ze aktywnosc z catej kory oznaczona metoda
DPPH byta wyzsza (23,8 + 4,1 mg/g surowca) niz z zewnetrznych warstw (7,5 + 1,5 mg/g). Wartosci
te byty w wysokim stopniu skorelowane z catkowitym stezeniem tanin, flawonoiddw i polifenoli
(wspotczynniki korelacji 0,78-0,89) [11].

Koutsaviti i in. badali aktywnos¢ antyoksydacyjng olejku eterycznego uzyskanego z igiet sosny
i wodnoalkoholowego ekstraktu z tych igiet [12]. Stwierdzili, ze olejek eteryczny wykazywat aktyw-
nos¢ antyoksydacyjng ponad 10-krotnie wyzszg niz ekstrakt wodno-alkoholowy z igiet sosny [12].

Stanciauskaite i in. badali ekstrakty z paczkéow sosny zwyczajnej, brzozy brodawkowatej, to-
poli balsamicznej oraz z propolisu, oceniajac ich aktywnos¢ antyoksydacyjna oraz wspdtczynnik
ochrony przeciwstonecznej. Do przygotowania ekstraktow zastosowali metode maceracji z uzy-
ciem 70-procentowego etanolu jako ekstrahenta w stosunku wagowym 1 cz. surowca roslinne-
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go na 10 cz. rozpuszczalnika. Sposrdd przebadanych ekstraktow najwyzszg aktywnosc antyoksy-
dacyjng oznaczong metodg DPPH, wyrazong jako 1C50, wykazywaty ekstrakty z paczkow sosny
(99,5 + 9,1 ug CAE/ml, gdzie CAE to rownowaznik kwasu kumarowego wykorzystywanego jako
wzorzec w tych badaniach). Podobne obserwacje poczynili w przypadku oznaczen metoda ABTS
—réwniez najwyzszg aktywnosc sposrod ekstraktow z paczkéw badanych drzew wykazywaty eta-
nolowe ekstrakty z paczkéw sosny (171,3 + 10,0 pg CAE/mL). Badacze ocenili takze wspotczyn-
nik ochrony przeciwstonecznej (SPF) z ekstraktéw o stezeniu 10 pg/mL. W tym przypadku spo-
$rod przebadanych ekstraktow najnizszg wartoscig tego parametru charakteryzowat sie ekstrakt
z paczkow sosny (2,010) [9]. Stanciauskaite i in. dokonali réwniez oceny korelacji pomiedzy aktyw-
noscig antyoksydacyjng oznaczong zaréwno metodg DPPH, jak i ABTS oraz wspdtczynnika ochro-
ny przeciwstonecznej. W obu przypadkach obserwowano istotng statystycznie korelacje pomiedzy
aktywnoscig przeciwutleniajaca i wartoscig wspotczynnika ochrony przeciwstonecznej [9]. Wyniki
te pozostajg w zgodzie z wynikami uzyskanymi w badaniu wtasnym.

Podsumowujac, ekstrakty sporzadzone z paczkéw sosny w niskoczasteczkowych alkoholach
alifatycznych oraz w wodzie cechowaty sie dobrg aktywnoscig antyoksydacyjng i zadowalajgcym
wspotczynnikiem ochrony przeciwstonecznej SPF. Wyniki te mogg sugerowac mozliwos¢ zastoso-
wania wspomnianych ekstraktow jako sktadnikow preparatdw przeciwstarzeniowych. Wymaga to
oczywiscie dalszych ukierunkowanych badan.

WNIOSKI

1. Ekstrakty z paczkdw sosny zwyczajnej cechowaty sie potencjatem antyoksydacyjnym.

2. Na uzyskane wyniki wptyw ma odpowiedni dobdr rozpuszczalnika oraz czasu ekstrakcji.

3. Aktywnos¢ antyoksydacyjna otrzymanych ekstraktow byta skorelowana z wspdtczynnikiem
ochrony przeciwstonecznej, co rowniez potwierdza potencjalng przydatnosc tych substancji
jako sktadnikow preparatéw antiaging.
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WSTEP

Nadchodzace wyzwania zwigzane ze wzrostem populacji, ochrong srodowiska, uniezaleznieniem
sie od paliw kopalnych, niestabilnym rynkiem i globalnym ociepleniem zmuszaja sektor zywnoscio-
wy oraz nawozowy do stosowania nowych rozwigzan [1, 2, 3, 4]. W ostatnich latach zwieksza sie
ilos¢ odpadow rolnych i spozywczych, ktore sg zagrozeniem dla natury — nieodpowiedni recykling
lub zte zagospodarowanie skutkuja ciggtym gromadzeniem sie odpadow, negatywnym wptywem
na krajobraz i wzrastajgcym ryzykiem pozarowym [5, 6]. Dynamika wzrostu produkcji zielonych
odpadow jest scisle powigzana z bardzo szybka urbanizacjg oraz ekspansjg terenow zielonych [1].

Wyprodukowany zielony odpad nalezy traktowad jako potencjalny lokalny biosurowiec lub
zasob [5]. Transformacja zielonych odpaddéw w uzyteczne i wartosciowe bioprodukty wyma-
ga odpowiedniej polityki zwigzanej z gospodarka odpadami [6]. Bioodpady to odpady ulegajace
biochemicznemu rozktadowi z ogrodow i parkow, odpady kuchenne, a takze odpady z zaktadéw
produkujacych lub wprowadzajgcych do obrotu zywnosc — art. 3 ust. 1 pkt 1 ustawy z dnia 14 grud-
nia 2012 r. o odpadach (t.j. Dz. U. 2 2023 r. poz. 1587 ze zm.) [7]. Nadanie konkretnych cech i wtasci-
wosci bioodpadom jest trudne ze wzgledu na zréznicowany cykl zycia — zalezny od np. lokalizacji
geograficznejiklimatu, rodzaju i pH gleby, metod uprawy i nawozenia, przechowywania i magazy-
nowania czesci roslin [8]. Odpady zielone sktadaja sie z celulozy, hemicelulozy i ligniny oraz w ma-
tych ilosciach z cukrdw, biatek, ttuszczy i pozostatych zwigzkow [5]. Odpady zielone jako surowiec
majg wiele zalet — sg tanie, dostepne lokalnie i w duzych ilosciach, a wyrdb bazujacy na nich jest
w duzym stopniu biodegradowalny, nie ma duzego wptywu na srodowisko i nie wytwarza wielu
zanieczyszczen [5].

Najczestsza praktyka zagospodarowania zielonych odpaddw jest kompostowanie. Kompost to
srodek nawozowy, ktéry powstaje w wyniku tlenowego rozktadu frakcji organicznej (pochodze-
nia roslinnego i zwierzecego) przez mikroorganizmy, bakterie i grzyby [9, 10]. Produkty przemiany
kompostowania to ditlenek wegla (CO,), woda (H,0) oraz materia organiczna [11]. Kompost po-
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chodzacy z odpaddw zielonych jest bardziej ekologiczny i przyjazny srodowisku, poniewaz zawie-
ra mniej metali ciezkich, zanieczyszczen czy bakterii E. coli [12]. W literaturze jest niewiele badan
dotyczacych sktadu odpadow ze zbiordw pomidora w postaci zielonych pozostatosci (mieszaniny
szyputek, lisci i todyg) oraz ich potencjalnego zagospodarowania w inny sposob niz wykorzystanie
termochemiczne — produkcja ciepta w wyniku spalania, pirolizy lub gazyfikacji biomasy [3].

Celem pracy jest ocena zawartosci wybranych makro- i mikroelementow zielonych odpaddw
pomidorowych (mieszanina szyputek, todyg i lisci) pochodzgcych z réznych konfiguracji nawozenia
oraz zaproponowanie potencjalnej metody zagospodarowania powstatego odpadu.

Pomidor zwyczajny (Solanum lycopersicum)

Owoc pomidora zwyczajnego zawiera duzo witaminy C, karotenoiddéw oraz likopenu (zwigzek
z grupy karotendw), ktory dziata antyoksydacyjnie, dlatego jest kluczowym sktadnikiem w diecie
[13, 14]. Wykazano korelacje miedzy iloscig spozytego likopenu a korzysciami zdrowotnymi — ha-
muje powstawanie nowotwordw i zapobiega chorobom sercowo-naczyniowych [14, 15, 16, 17]. Ro-
slina pomidora — szyputki, liscie i todygi — rowniez jest zrédtem sktadnikow odzywczych, zwigzkdw
fenolowych i pigmentow [18].

Rys. 1. Cykl zycia pomidora (opracowanie wfasne; canva.com)

Do prawidtowego wzrostu rosliny potrzebuja wiasciwej gospodarki sktadnikami odzywczymi,
na ktore sktadaja sie makro- i mikroelementy [19]. Makroelementy to pierwiastki, ktore sg nie-
zbedne dla roslin do prawidtowego funkcjonowania (azot, fosfor, potas, siarka, wapn, magnez,
sod). Natomiast mikroelementy to pozostate pierwiastki (np. zelazo, mangan, miedz) w sladowych
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ilosciach, ktore petnig istotna role w zapewnieniu optymalnych warunkdw do wzrostu, ale w nad-
miarze moga hamowad niektdre procesy w roslinie i przeksztatcac szlaki metaboliczne [20]. Do pra-
widtowego wzrostu rosliny pomidora potrzeba duzej ilosci azotu i fosforu [21, 22]. Uprawa polowa
pomidora wymaga 100-150 kg/ha azotu oraz 20-40 kg/ha fosforu, natomiast w przypadku uprawy
szklarniowej ilos¢ jest zwiekszona do 200-600 kg/ha azotu oraz 100-200 kg/ha fosforu [23]. Pod-
czas catego okresu wegetacyjnego ze 100 kg zebranych owocow pomidora produkuje sie 33 kg
biomasy lisci i fodyg — czes¢ todygowa to az 70% odpadu zielonego wyprodukowanego ze zbioréw
pomidora, natomiast czes¢ listna (ze zbioru jednej sadzonki) to ok. 0,75 kg [24]. Zaktada sig, ze na
podstawie dotychczasowego tempa wzrostu produkcji pomidora $wiatowa produkcja do 2030 r.
wyniesie ok. 222 mln ton [14]. Wedtug szacunkow kazdego roku przetwarza sie ok. 40 min ton po-
midorow [3]. 1 kg przerobionych pomidorow to ok. 20 g odrzutéw i 20 g skorek oraz pestek pomi-
dora [25]. Przerobione resztki pomidorow (wyttoki pomidorowe, skdrka, nasiona) sa stosowane
jako pasza dla zwierzat, nawozy do roslin lub przekierowywane do sktadowisk odpaddw [4, 14]. Na
rys. 1 przedstawiono schemat cyklu zycia rosliny pomidora.

Ekologiczne zagospodarowanie odpadéw pomidora

Produkcja chemikaliow

Zwigzki bioaktywne (m.in. likopen, karotenoidy, zwigzki fenolowe) w odpadach rosliny pomido-
ra mozna wyodrebnic¢ w np. procesach ekstrakcji, dziatajgc enzymami, ultradzwiekami lub mikro-
falami [26, 27]. Wykazano, ze roslina pomidora zawiera metabolity wtdrne — s3g to zwiazki, ktére
nie sg niezbedne do wzrostu i rozwoju [28]. Petnig one funkcje komunikatorow, ktdre sygnalizuja
o sytuacji stresowej. W lisciach pomidora metabolitami wtdrnymi sg zwigzki fenolowe (flawono-
idy). W suszonych lisciach pomidora znajduje sie 0,8—3,1 g/kg rutyny flawonoidowej [24]. Narazenie
pomidora na warunki stresowe (niska temperatura, niedobor azotu) skutkuje akumulacja rutyny
flawonoidowej i innych zwigzkdw fenolowych w lisciach [29, 30]. Junker-Frohn i in. badali wptyw
czynnikow stresujacych, abiotycznych na zawartosc rutyny flawonoidowej w biomasie lisci pomi-
dora [24]. Wykazali, Ze liscie pomidora zmieniajg swoja barwe w zaleznosci od ilosci podawanego
azotu, a czynniki stresujgce, abiotyczne wptywaja korzystnie na produkcje rutyny flawonoidowe;
w lisciach. Przeprowadzili ekstrakcje rutyny w czystym etanolu i etanolu o stezeniu 70% — za po-
moca czystego etanolu wyekstrahowano 51% catkowitej zawartosci rutyny, a w 70-procentowym
etanolu wyekstrahowano 87%.

Nawozenie

Alternatywnym nawozem w uprawie rolnej moze by¢ poferment, ktory jest produktem ubocznym
fermentacji beztlenowe (ang. anaerobic digestion, AD). W procesie beztlenowej fermentacji mikro-
organizmy rozktadajg substancje organiczng na biogaz, bedgcy mieszaning metanu, CH, zCO, oraz
sladowych ilosci pozostatych gazéw — siarkowodoru (H,S) i wodoru (H,), oraz na poferment (od-
pad), ktory sktada sie z czesci statej i ptynnej [31]. Ries i in. przedstawili zastosowanie procesu AD
odpadow spozywczych (m.in. pomidora), w ktorym wytworzony poferment traktowany jest jako
potencjalny nawoz [2]. Poferment mozna stosowac doglebowo w postaci zawiesiny lub odseparo-
wac frakcje ciekta od statej. Poferment coraz czesciej wykorzystywany jest jako nawdz ptynny do
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uprawy bezglebowej, poniewaz charakteryzuje sie wysoka zawartoscig azotu (w szczegolnosci jonu
amonowego, NH; —sktada sie w 60—80% na catkowita zawarto$¢ azotu) i potasu [18]. Wedtug badan
Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa (IUNG) surowy poferment zawiera ok. o,5% azotu;
0,2% P,0; i 0,4% K,O [32]. Sktad pofermentu przypomina ilosciowo sktad nawozow pochodzenia
zwierzecego, tj. gnojowicy czy obornika [33]. Neal i in. wykazali, ze uprawa pomidora w pofermen-
cie z AD w stosunku do klasycznej uprawy hydroponicznej jest mozliwa [21]. Jednak zywotnos¢
sadzonek pomidora byta duzo nizsza dla pofermentu z AD (tylko 25% — przezyta 1 sadzonka z 4) niz
hydroponiki (100% — 4 z 4). Problemami w zastosowaniu pofermentu z AD w formie ptynnej jako
nawozu s3: ekstrakcja sktadnikéw odzywczych, dalszy transport do obszaréw wodnych i w osta-
tecznosci zanieczyszczenie oraz eutrofizacja wadd [2, 33].

Innowacyjne metody zagospodarowania odpadoéw z pomidora

Jednym z nielicznych innowacyjnych badan dotyczacych otrzymywania surowcéw chemicznych
z zielonych odpadow pomidorowych jest ekstrakcja nanokrysztatéw celulozy (ang. cellulose nano-
crystal, CNC) [34]. Nanokrysztaty celulozy s3 to materiaty celulozowe, ktore ze wzgledu na swo-
ja nietoksycznos¢ i biokompatybilnos¢ znalazty zastosowanie w sektorze rolno-spozywczym.
Ekstrakcje CNC z odpadow pomidora badali Schiavi i in. [35]. Celem ich pracy byta synteza CNC
z zielonych odpaddw pomidora (mieszanina pedow, szyputek i lisci). Ekstrahowano celuloze che-
micznie (chlorynem sodu i wodorotlenkiem sodu) i enzymatycznie (trawienie mieszaning celulazy,
B-glukozydazy i hemicelulazy). Uzyskano wyniki na poziomie (kolejno): 6,2% oraz 4,2%. Jiang i in.
zbadali uzysk CNC ze skorek pomidora na drodze chemicznej ekstrakcji. W zaleznosci od uzytych
substratow do ekstrakcji (chloryn sodu i wodorotlenek potasu oraz wodorotlenek sodu i nadtlenek
wodoru) uzyskali 15,7% oraz 10,2% CNC [36]. Moradi i in. przedstawili produkcje CNC z wyttokow
pomidorowych. Po chemicznej ekstrakcji chlorynem sodu i wodorotlenkiem sodu uzyskali CNC na
poziomie 16,3% [37].

Kolejne innowacyjne badania dotycza otrzymywania biopaliwa z zielonych odpadéw pomido-
rowych metoda hydrotermalnego uptynniania (ang. hydrothermal liquefaction, HTL). Proces ten
zyskat na popularnosci jako metoda wytwdrcza biopaliwa (bioolejéw) ze wzgledu na mozliwos¢
zastosowania réznych surowcdow, wysoka gestos¢ energetyczng i niskg zawartosc tlenu. HTL po-
lega na wykorzystaniu wody i katalizatora w warunkach temperatury ok. 250-450°C i cisnieniu
100-300 bar; w tych warunkach woda jest w stanie nadkrytycznym [38]. Biomasa przechodzi przez
ciag reakcji, w wyniku ktorych uzyskuje sie m.in. state produkty — biorope lub biowegiel. Zhang
i in. wykonali hydrotermalne uptynnianie odpadow pomidorowych (mieszaniny todyg, szyputeki li-
$ci) w warunkach: woda—etanol z uzyciem katalizatora w temperaturze 250°C. W efekcie uzyskali
bioolej o wydajnosci 45,1% [39].

Dunlop i in. wykazali, ze pozostatosci z uprawy pomidora (todygi, liscie, szyputki plastikowe
klipsy oraz sznurki) moga by¢ zastosowane w uprawie hydroponicznej (bezglebowej) [40]. Prze-
prowadzili proces pirolizy odpadoéw pomidorowych w temperaturze 440-550°C w celu uzyska-
nia biowegla. Uzyskany surowiec wykazat wiasciwosci podobne do biowegla wyprodukowanego
z drzewnej biomasy, jednak analizowane parametry (wegiel ogdlny, azot catkowity, pH i zawartos¢
ekstrahowanego fosforu w 2-procentowym roztworze kwasu mrowkowego) byty najblizsze biowe-
gla pochodzacego z obornika.
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W tabeli 1 przedstawiono sredniag zawartosc pierwiastkdw w lisciach pomidora odmiany Albo-
ran po 41 dniach od przeszczepu sadzonki.

Tabela 1. Srednia zawarto$¢ pierwiastkdw w lisciach pomidora uprawianych w réznych mieszankach podtoza, n = 3[40]

Rodzaj podtoza N [g/kq] P [g/kg] K [g/kg] Ca[g/kqg] Mg [g/kq] Fe[mg/kgl  Cu[mg/kg]

0BC-100SD 4,54 0,56 3,28 3,73 0,43 169 13,6
25BC-755D 4,50 0,56 3,37 3,97 0,49 193 13,4
50BC-50SD 4,59 0,61 3,37 4,06 0,54 174 13,3
75BD-255D 4,54 0,58 3,47 3,99 0,58 172 13,3
100BC-0SD 4,58 0,57 3,64 3,76 0,63 178 13,5

BC — biowegiel z pozostatosci uprawy pomidora, SD — trociny sosnowe.

MATERIALY | METODY

Przygotowanie surowca

Odpad roslinny (szypufki, liscie i zdrewniate todygi) pozyskano po zakoriczonym zbiorze dojrzatych
owocow pomidora zwyczajnego (Solanum lycopersicum) odmiany Kmicic we wspédtpracy z Katedrg
Ogrodnictwa Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Rosliny upra-
wiano w czterech pojemnikach o pojemnosci 2 L wypetnionych kolejno: podtozem do produkgji
rozsady firmy Kronen (rys. 2a); podtozem do produkcji rozsady z dodatkiem maczki bazaltowej
(mieszanka autorska) (rys. 2b); podtozem do produkcji rozsady z dodatkiem maczki gabro (mie-
szanka autorska) (rys. 2¢) oraz podtozem do produkcji rozsady z dodatkiem tufu wulkanicznego
(mieszanka autorska) (rys. 2d).

a) proba b) grupa ©) grupa d) grupa
kontrelna 3
podioze do podioze do podioze do podioze do

rozsadow rozsadéw z maczka rozsadéw z maczky rozsadéw z tufem

bazaltowq gabro wulkanicznym

maczka bazaltowa maczka gabro tuf wulkaniczny

Rys. 2. Uproszczony schemat uprawy obiektu doswiadczalnego (opracowanie wtasne; canva.com)
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Pozostatosci pomidora wysuszono powietrznie (rys. 3). Nastepnie zmielono w mtynku laborato-
ryjnym (WZ-1, Instytut Sadkiewicza) i wykonano analize sitowa, aby uzyskad surowiec o uziarnie-
niu ponizej 5 mm. Uzyskane frakcje umieszczono w pojemnikach.

Rys. 3. Odpad roslinny — zdrewniate czesci (szyputki, liscie i fodygi) pomidora zwyczajnego

(Solanum lycopersicum) odmiany Kmicic (zdjecie: M. Owczarek)

Do wykonania mineralizacji probek i oznaczen wykorzystano nastepujace odczynniki: kwas siar-
kowy(VI) o stezeniu 96%, H,SO, (Chempur); kwas nadchlorowy o stezeniu 70%, HCIO, (Chempur);
kwas borowy o stezeniu 3%, H;BO; (Chempur), btekit bromofenolowy, C,4H,,0sBr,S (Pol-Aura); wo-
dorotlenek sodu, NaOH (Chempur); kwas solny o stezeniu 38%, HCI (Warchem Sp. z 0.0.); kwas
azotowy(V) o stezeniu 65%, HNO; (Chempur); metawanadan amonu, NH,VO; (Merck); heptamo-
libdenian amonu tetrahydrat, (NH,)sMo,0,,*4H,0 (Avantor Performance Materials Poland S.A.);
diwodorofosforan potasu, KH,PO, (Pol-Aura); chlorek etylenu, C,H,Cl, (Warchem Sp. z 0.0.).

Oznaczanie zawartosci wilgoci

Zawartosc wilgociw biomasie oznaczono metodg wagowo-suszarkowg w wagosuszarce (WPS 110S,
RADWAG) zgodnie z normg PN-EN ISO 18134-3:2023-12 [41]. Do badan odwazono po 1 g probki
z doktadnoscia do 0,001 g i suszono w temperaturze 105°C do uzyskania statej masy.

Mineralizacja probek

Probki biomasy mineralizowano ,,na mokro” zgodnie z normg PN-EN ISO 5983-1:2006 w manualnym
mineralizatorze (K| 11/26, Gerhardt) [42]. Do kolb Kjeldahla odwazono po 1 g prébki z doktadnoscia
do 0,001 g; do kazdej z nich wlano 10 cm? kwasu siarkowego i ogrzewano do catkowitego odgazowa-
nia i zmacerowania probek. Nastepnie dodano 3 cm?kwasu nadchlorowego w celu utlenienia probek
i ponownie umieszczono kolby na mineralizatorze i podgrzewano az do odbarwienia roztworu.
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Oznaczanie zawartosci azotu

Zawartos¢ azotu oznaczono metodg Kjeldahla. Prébki po mineralizacji przeniesiono ilosciowo
wodg destylowang z kolb Kjeldahla do kolb miarowych o pojemnosci 100 cm?. Nastepnie z kolb
miarowych pobrano po 5 cm? roztworu i wprowadzono do kolb Kjeldahla. Do odbieralnika wpro-
wadzono 30 cm? kwasu borowego wraz z kilkoma kroplami wskaznika — btekitu bromofenolowe-
go. Kolbe Kjeldahla oraz odbieralnik umieszczono w aparacie destylacji z parg wodna (Vapodest,
Gerhardt). Destylacje przeprowadzono w obecnosci wodorotlenku sodu w celu uwolnienia amonia-
ku, ktory ostatecznie zatrzymany jest w roztworze kwasu borowego. Oznaczenie zawartosci azo-
tu ogdlnego wykonano przez miareczkowanie destylatu titrantem (kwasem solnym) do uzyskania
barwy szaroniebieskiej [43].

Oznaczanie zawartosci fosforu

Zawartos¢ fosforu oznaczono spektrofotometrycznie metoda wanado-molibdenowa na spektro-
fotometrze UV-Vis (Thermo Scientific Evolution 201, Thermo Fisher Scientific). Pomiar absorbancji
wykonano przy dtugosci fali lambda = 390 nm, dtugos¢ drogi optycznej wynosita 1 cm [44].

Oznaczanie zawartosci metali

Wykonano oznaczenie zawartosci mikrosktadnikow, aby okresli¢ zawartosc pierwiastkéw slado-
wych w materiale roslinnym. Oznaczenie wykonano metodg absorpcyjnej spektrometrii atomowe;j
(ang. atomic absorption spectrometry, ASA) z atomizacja w ptomieniu acetylenowo-powietrznym
w spektrometrze (Solar S4, Thermo Fisher Scientific).

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano jednoczynnikowej analizie wariancji ANOVA, a podziatu grup jednorod-
nych dokonano za pomoca testu Tukeya na poziomie istotnosci p = 0,05. Wszystkie wyniki zapre-
zentowano w postaci: sredniej pomiarow + odchylenie standardowe (ang. standard deviation, SD),
liczby powtdrzen n = 3. Analizy statystyczne wykonano w programie Statistica 13.3.

WYNIKI | DYSKUSJA WYNIKOW
Zawartosc wilgoci zestawiono w tabeli 2. W tabeli 3 zamieszczono wyniki oznaczer makro- i mikro-
sktadnikow mieszaniny odpaddw (szyputek, todyg i lisci) pomidora. Na rys. 4 przedstawiono dane

dotyczace zawartosci wybranych makroelementdw, wykres stworzono w programie Excel.

Tabela 2. Oznaczenie zawartosci wilgoci odpadéw pomidora (Solanum lycopersicum) w zaleznosci od zastosowane;j

uprawy mieszanki podtoza (opracowanie wtasne)

Parametr Kontrola Dodatek maczki bazaltowej Dodatek maczki gabro Dodatek tufu wulkanicznego

Zawartoé¢ wilgoci [%] 9,56 + 0,18 8,74 +0,06 8,06 +0,13 9,04 0,05
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Tabela 3. Wyniki makro- i mikroelementéw odpadow pomidora (Solanum lycopersicum) w zaleznosci od zastosowane;j

uprawy mieszanki podtoza (opracowanie wtasne)

Pierwiastek Kontrola Dodatek maczki bazaltowej Dodatek maczkigabro Dodatek tufu wulkanicznego

Makroelementy

N [mg/q] 12,62 +0,55 9,92 +0,87 18,73 +0,43 9,85+0,92

P [mg/q] 1,31+0,03 2,00 £ 0,04 2,08 +0,03 1,48 £ 0,01

K[mg/d] 11,24+ 0,38 14,00 £ 0,35 24,33 10,36 9,87 £0,20

Ca [mg/g] 19,01+ 0,25 22,84+0,22 22,11 +1,89 22,49+0,20

Mg [mg/g] 6,41+0,21 595+0,13 6,70 0,08 7,23 £ 0,07

Na [mg/q] 1,40£0,03 2,41+0,01 1,01 +0,004 1,07 £ 0,08
Mikroelementy

Cu [mg/q] 0,0032 + 0,0001 0,0052 +0,0001 0,0073 + 0,0003 0,0060 + 0,0002

Fe [mg/q] 0,37 £ 0,017 0,30 + 0,001 0,37 £ 0,007 0,51+0,014

Mg [mg/g] 0,23+0,0028 0,03 + 0,0004 0,15+ 0,0013 0,19+ 0,0018

Zn [mg/g] 0,06 + 0,0034 0,04+0,0011 0,03 +0,0005 0,03 +£0,0011

Ni [mg/q] 0,0021 + 0,0025 - - 0,0011 + 0,0012

Pozostate
Cd [mg/q] 0,0014 + 0,0001 0,0008 + 0,000008 0,0016 + 0,0002 0,0013 +0,0001
Pb [mg/g] 0,0014 + 0,0002 0,0005 + 0,0002 0,0013 +0,0009 -

ZAWARTOSC MAKROELEMENTU [MG/G]

) )
I
||| 11 I‘ | ‘ Ili

WAPN MAGNEZ

AZOT FOSFOR POTAS

NAZWA MAKROELEMENTU

H Kontrola

B M.Bazaltowa

= M.Gabro
Tuf

Ill
sGD

Rys. 4. Zaleznos¢ zawartosci wybranych makroelementow w odpadach pomidora w zaleznosci od sposobu nawoze-

nia (opracowanie wiasne w programie Excel)
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Nawozenie miato istotny wptyw na zawartos¢ azotu, fosforu i pierwiastkow sladowych
(p < 0,05). Najwiekszg zawartosc¢ azotu i potasu odnotowano w podtozu z dodatkiem maczki gabro
(rys. 4). Maczki mineralne to srodki na bazie skaty bazaltowej, ktdre polepszaja wtasciwosci gleby
oraz doprowadzajg do intensywnego rozmnazania mikroorganizmdw [45]. Zawierajg rdzne sktad-
niki odzywcze, ktorych ilos¢ zalezy od pochodzenia i miejsca wydobycia [46]. Maczka sktada sie
gtownie z tlenkdw zasadowych, glinu oraz krzemionki. Sktadniki odzywcze z maczki sg stopniowo
uwalniane w glebie i petnig role rezerwuaru nawozowego. Dodatkowo wigza wode i utatwiaja wy-
miane jondw. Okreslono, ze maczke bazaltowg mozna stosowac bezposrednio jako nawdz lub do-
datek do naturalnych srodkéw nawozowych (obornik, kompost). Dodatek maczki bazaltowej moze
dziata¢ korzystnie na zwiekszenie aktywnosci enzymatycznej w zwigzku z poborem azotu, fosforu
i siarki [47]. Wedtug Tyburskiego maczki bazaltowe sg bardzo dobrym substratem nawozowym do
upraw warzywnych [48]. Rdznica miedzy maczka bazaltowa a maczka gabro wynika z rodzaju skaty
— bazalt to skata wylewna, a gabro to skata gtebinowa, co wptywa na réznice w teksturze i uziarnie-
niu [49]. Jednak obie majag bardzo podobne wtasciwosci i wptyw na glebe. Tufy to skaty wyrzucane
przez wulkan oraz popioty i pyty wulkaniczne [50]. Tuf wulkaniczny ma sktad jak poprzednie $rodki
polepszajagce wiasciwosci gleby —zawiera duzo tlenkow alkalicznych, glinu i krzemionki. Struktural-
nie tuf wulkaniczny sktada sie z glinokrzemiandw, jak zeolity [51]. Wszystkie zastosowane dodatki
nawozowe poprawity zawartos¢ pierwiastkow alkalicznych, co jednoznacznie wskazywato na ich
najwyzszg zawartos¢ w sktadzie tych srodkdw nawozowych.

Zielone odpady charakteryzuje sezonowosc i zmiennosc¢ sktadu w zaleznosci od pory roku [52].
Boldrin i in. wykazali zmiennos¢ sktadu odpadow ogrodowych w zaleznosci od miesigca zbioru
[53]. Badanie przeprowadzono w Aarhus (Dania). Najwyzszg zawartos¢ makrosktadnikow, takich
jak: wapn, potas, magnez, odnotowali w kwietniu i maju. Wraz z nadchodzgcym sezonem letnim,
wzmozonym i dtuzej trwajacym Swiattem stonecznym, rosliny rozpoczynajg wzrost i intensywniej
pobieraja sktadniki odzywcze z gleby, czego wynikiem jest ich zwiekszona zawartos¢ w ich sktadzie
[53]. Pomidor jest zrodtem potasu, a duza zawartos¢ tego pierwiastka jest wynikiem m.in. trans-
portu i akumulacji sktadnikow odzywczych z gleby do kwiatow, a nastepnie do ich owocow [54].
Srednia zawarto$¢ potasu w owocach pomidora to ok. 4,0 mg/g suchej masy [55]. Chaudhary i in.
w swoim przegladzie zestawili sktad trzech pomidoréw: surowego, ugotowanego i niedojrzatego,
zielonego pomidora [54]. Wszystkie pomidory charakteryzowaty sie wysoka zawartoscig potasu
— ponad 200 mg, fosforu — niecate 30 mg oraz magnezu — ok. 10 mg w owocu. Erba i in. zbadali
sktad pomidora uprawianego w szklarni z zastosowaniem réznych technik agrotechnicznych [56].
Uzyskali nastepujace wyniki wybranych pierwiastkdw: ok. 2,2 mg/g potasu, 0,13 mg/g fosforu
i 0,04 mg/g wapnia. Wartosci literaturowe pokrywajg sie z uzyskanymi wynikami dla odpaddw z ro-
slin pomidora (wysoka zawartos¢ azotu, potasu, wapnia i magnezu) — co oznacza, ze czes¢ sktad-
nikdw odzywczych po zbiorze dojrzatych owocéw zmagazynowana jest w pozostatosciach i moze
by¢ zagospodarowana do konkretnych celdw.

W procesach produkcji chemikaliow i biopaliw — fermentacji metanowej i hydrotermalnym
uptynnianiu — do osiggniecia pozadanego rezultatu nalezy zastosowac konkretne odczynniki
lub utrzymac wtasciwe parametry prowadzenia procesu. Ze wzgledu na uniwersalnos¢ produk-
cji biogazu (mozliwos¢ zastosowania réznego rodzaju wsadu, np. kiszonka, obornik, gnojowica)
oraz wytwarzanie pofermentu, ktéry mozna utylizowac w przyjazny dla srodowiska sposob, na-
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lezatoby rozpatrzec¢ wykorzystanie odpadow pomidora w fermentacji metanowej i rownoczesng
produkcje biogazu z zastosowaniem odpadu, pofermentu jako nawozu ptynnego [57]. Szilagyi
i in. opisali produkcje biogazu w wyniku fermentacji mezofilowej w zaleznosci od zastosowanego
substratu: wymtdconej kukurydzy, odpadow pomidora oraz kombinacji obu substratow [58]. Wy-
wnioskowali, ze odpady pomidorowe moga by¢ obiecujgcym wsadem do produkcji biogazu, jezeli
majg stosunkowo matg zawartosc ligniny i hemicelulozy. Uzyskali oni z odpadow pomidorowych
290 mL biogazu/g VS (ang. volatile solids, lotne ciato state), natomiast dla wymtdconej kukurydzy
960 mL biogazu/g VS. Ekstrakcja zwigzkow flawonoidowych i bioaktywnych przyniostaby wiele
korzysci w zakresie produkcji chemikaliow — ekstraktdw naturalnych. Ekstrakcje likopenu i karote-
noidow (pigmentdw, barwnikdw oraz antyoksydantdw) mozna przeprowadzi¢ z odpaddéw owocu
pomidora — migzszu i skorek. W procesie ekstrakcji najistotniejszy jest rozpuszczalnik. Najczesciej
stosowany jest organiczny, np. etanol, aceton, heksan i etery. Rozwigzaniami alternatywnymi dla
uciazliwych organicznych rozpuszczalnikdw sa mleczan etylu i D-limonen. Mleczan etylu jest bio-
degradowalny, rozktada sie na ditlenek wegla i wode [59]. Mozna go uzyska¢ w wyniku fermentacji
frakcji weglowodanow — z przetwdrstwa owocow i warzyw. D-limonen to rozpuszczalnik o zapachu
cytrusow, ktory mozna uzyskac w wyniku ekstrakgji skorki pomaranczowej poprzez destylacje para
wodna [60]. Limonen to najczesciej stosowany zamiennik dichlorometanu do ekstrakgji likopenu,
jednak wydajnos¢ procesu nie jest tak efektywna jak w przypadku zastosowania konwencjonal-
nego rozpuszczalnika [25]. Zastosowanie takich praktyk lokalnie bytoby wtasciwe dla przemystu
przetworczego i zywnosciowego, jednak sg to wcigz metody drogie i nieoptacalne. W literaturze
metody otrzymywania biopaliw z biomasy odpadowej (biopaliwa Il generacji) s bardzo dobrze
opisane i stanowig podstawe dalszych poszukiwan tanszych i bardziej ekologicznych rozwigzan.
Wysokie zawartosci sktadnikow odzywczych (azot, potas) i mata zawartos¢ substancji tok-
sycznych metali ciezkich (kadm, otow) umozliwiaja zagospodarowanie odpadu pomidorowego
jako kompost (tabela 3). Dopuszczalna zawartos¢ metali ciezkich w roslinach dla kadmu wynosi
0,00002 mg/g, a dla otowiu 0,002 mg/g [61]. Wedtug Rady Kompostowania (ang. US Composting Co-
uncil) kompost musi spetniac nastepujace limity zawartosci wybranych metali ciezkich: 0,039 mg/g
kadmu, 1,5 mg/g miedzi, 0,42 mg/g niklu, 0,3 mg/g otowiu oraz 2,8 mg/g cynku [62]. Przy wykorzy-
staniu badanego materiatu na kompost ze wzgledu na stosunkowo wysoka zawartos¢ azotu (rys. 4)
nalezatoby dodac substrat kompostowy bogaty w wegiel, aby uzyskaé stosunek C/N wynoszacy
ok. 20-30 [25]. Odpowiedni stosunek C/N mozna uzyskac¢, dawkujac obornik lub biowegiel [63].
Durmus i in. zbadali wptyw kompostu pomidorowego na plon pomidorow [9]. Kompost pomidoro-
wy sktadat sie ze zgnitych owocéw pomidora oraz zielonych pozostatosci pomidorowych — szypu-
tek, pedow i lisci. Kompost charakteryzowat sie zawartoscia: 3,4% azotu, 1,42% fosforu, 1,02% po-
tasu, 1,71% wapnia oraz 0,53% magnezu. Wykazali, ze wysokie dawkowanie kompostu jako srodka
nawozowego dziata korzystnie na plon. Klangkongsub i in. zbadali wptyw wermikompostu z odpa-
déw pomidorowych (szyputki, pedy i liscie) na plon kapusty chinskiej i kwiat cynii [57]. Wykazali,
ze powstaty wermikompost jest bardzo dobrej jakosci (catkowita zawartos¢: 1,37% azotu, 0,68%
fosforu i 0,68% potasu) — obie rosliny wykazaty znaczny wzrost. Wermikompostowanie z odpadow
pomidora przyczynia sie do wzrostu substancji humusowych, ktdre aktywuja szlaki metaboliczne
roslin, dziatajg korzystnie na regulacje wzrostu roslin oraz poprawiajg aktywnos¢ mikrobiologiczna
mikroorganizméw [25]. Kompostowanie oraz wermikompostowanie skutkujg produkcjg materii
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organicznej, z ktdrej mozna wyekstrahowac substancje humusowe [64]. W zaleznosci od pocho-
dzenia moga one wykazywad zréznicowane dziatanie (nawet hamujace), wiec nalezatoby wykona¢
badania dotyczace wptywu sktadu kompostu i wermikompostu na uprawe danej rosliny [65]. Wyka-
zano, ze stosowanie kompostow z odpadow pomidorowych przyczynia sie do wzrostu zawartosci
azotu w glebie [66]. Wykorzystanie odpadu do kompostu bytoby mozliwe, jednak nalezatoby skon-
trolowac parametry, np. pH, zawartos¢ metali ciezkich, zawartos¢ sktadnikéw odzywczych (azotuy,
fosforu, potasu) oraz obecnos¢ patogenow w komposcie.

WNIOSKI

Nawozenie zastosowanymi srodkami nawozowymi — maczka gabro, maczka bazaltowa
oraz tufem wulkanicznym wptyneto istotnie na zawartosc¢ wybranych pierwiastkow w czesci
nadziemnej roslin, czyli zielonym odpadzie pomidorowym.

Najlepsze parametry sktadnikow odzywczych uzyskano dla odpadéw pomidora nawozone-
go maczka gabro. Odpad ten charakteryzowat sie wysoka zawartoscig azotu (18,73 mg/q),
potasu (24,33 mg/g) i wapnia (22,11 mg/q).

Zielone odpady pomidorowe sg bogate w podstawowe sktadniki odzywcze (azot, potas) oraz
charakteryzuja sie niska zawartoscig metali toksycznych. W zwigzku z tym bytyby odpowied-
nim substratem nawozowym do zastosowania w komposcie lub wermikomposcie albo jako
samoistny nawoz ptynny bogaty w szeroka game sktadnikdw odzywczych (przy uprzedniej
odpowiedniej uprawie roslin i metodach nawozenia podczas okresu wegetacyjnego).

. Do rozpatrywania odpadu pomidorowego dla pozostatych zastosowan (np. produkcja bio-

paliw, chemikaliow, ekstraktow) nalezatoby wykonac szereg badan uzupetniajacych, ktdre
dotyczytyby zawartosci m.in. celulozy, hemicelulozy, ligniny, wegla, wodoru, tlenu, siarki,
zwigzkow flawonoidowych — w celu poszerzenia charakterystyki badanych surowcow.
Odpad pomidorowy jest obiecujgcym surowcem w biorafineriach, sektorze nawozowym
i rolnym oraz przemysle chemicznym. Jednak ze wzgledu na duze rozproszenie odpadu po-
midorowego zaleca sie produkcje i utylizacje lokalnie, czego efektem bedzie ograniczenie
kosztow, energii oraz emisji gazow cieplarnianych.
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Aktywne biologicznie estrokwaty z kationem pochodzacym
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WSTEP

Karnityna, zwigzek chemiczny naturalnie wystepujacy w organizmach zywych, odgrywa istotna
role w transporcie kwasow ttuszczowych do mitochondridéw, gdzie sg one przeksztatcane w energie
niezbedna do normalnego funkcjonowania komorek [1]. Ze wzgledu na intensywne zapotrzebowa-
nie energetyczne miesni szkieletowych i serca u zwierzat tkanki te zawieraja szczegodlnie wysoki
poziom karnityny w porédwnaniu z innymi czesciami organizmu. Atom wegla z przytaczong grupa
hydroksylowa w strukturze karnityny jest atomem chiralnym, a zwigzek ten wystepuje w organi-
zmach zywych przewaznie w formie L-karnityny [2]. Dzieki roli, jaka odgrywa w procesach bio-
logicznych, L-karnityna uznawana jest za substancje niemutagenng, niekancerogenna i niskotok-
syczng dla ludzi. Dawka wywotujaca trwate negatywne skutki dla zdrowia ludzkiego nie zostata
dotad ustalona [3].

Z uwagi na obecnos¢ czwartorzedowego atomu azotu oraz grupy karboksylanowej w struktu-
rze L-karnityny istnieje mozliwos¢ przeprowadzenia reakgji alkilowania tego zwigzku z uzyciem
1-halogenoalkanow w celu uzyskania substancji o zupetnie odmiennych wtasciwosciach: halogen-
kéw L-karnitynianu alkilu. Bromki L-karnitynianu alkilu, ktére maja tancuch alkilowy sktadajacy
sie z co najmniej osiem atomdow wegla, wykazuja wysoka aktywnos¢ powierzchniowa, co wynika
z amfifilowej struktury chemicznej [4]. Ponadto Grassiri i in. wykazali, ze sole zawierajgce kation
L-karnitynianu alkilu charakteryzuja sie znaczng aktywnosciag przeciwdrobnoustrojowg [5]. Skut-
kiem O-alkilowania grupy karboksylanowej w strukturze L-karnityny w kationie jest pojawienie sie
wigzania estrowego. Produkty tej reakcji nalezg zatem do estrokwatow (ang. esterquats), czyli sub-
stancji jonowych majacych w swojej strukturze zaréwno czwartorzedowy atom azotu, jak i grupe
estrowg. Substancje te znane s3 z amfifilowosci, a ze wzgledu na ulepszong biodegradowalnos¢
uwazane s3 za przyjazniejsze srodowisku niz tradycyjne surfaktanty kationowe, takie jak np. ha-
logenki benzalkoniowe [6]. Jako estrokwaty kationy L-karnitynianu alkilu tatwo ulegaja hydrolizie
do nietoksycznych lub stabo toksycznych produktow, takich jak L-karnityna i alkohole ttuszczowe.
Wszystkie te wiasciwosci przyczyniaja sie do wysokiego potencjatu aplikacyjnego soli L-karnity-
nianu alkilu, jednakze ich podatnosc na degradacje w obecnosci wody, zwtaszcza w podwyzszonej
temperaturze i srodowisku zasadowym, sprawia, ze produkty te wymagaja scistej kontroli warun-
kow reakcji oraz przechowywania.

Antyoksydanty to grupa substancji chemicznych, ktorych dziatanie polega na zdolnosci do
neutralizowania wolnych rodnikéw stanowigcych przyczyne wystepowania stresu oksydacyjnego
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w organizmach zywych. Poniewaz istnieje sugerowana zaleznos¢ pomiedzy stresem oksydacyjnym
a ryzykiem zachorowania na nowotwory [7], antyoksydanty moga by¢ postrzegane jako potencjal-
ne czynniki ograniczajgce wystepowanie chordéb nowotworowych u ludzi. W zwigzku z tym istnieje
potrzeba przeprowadzania doktadnych badan i rozwoju dziatan dotyczacych tej grupy zwigzkéw. Do
znanych substancji o wiasciwosciach antyoksydacyjnych nalezg naturalne kwasy fenolowe, takie jak
kwas galusowy, kwas syryngowy, kwas gentyzynowy i kwas wanilinowy. Niemniej jednak substancje
te s podatne na degradacje, dlatego wymagaja szczegodlnych warunkow przechowywania.

W celu potaczenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej halogenkdw L-karnitynianu alkilu oraz
dziatania antyoksydacyjnego kwasu gentyzynowego, a przy tym majac na uwadze naturalne po-
chodzenie wymienionych surowcoéw i ich ograniczong toksycznos¢, dokonano syntezy soli zawie-
rajacych oba jony aktywne biologicznie. Nalezy podkresli¢, ze gentyzyniany L-karnitynianu alkilu
nie zostaty dotychczas opisane w zadnej publikacji naukowej, a pofaczenie potencjalnej aktywnosci
antyseptycznej i antyoksydacyjnej oraz amfifilowy charakter zwigzku polepszajacy biodostepnos¢
substancji aktywnej moga stanowi¢ o ich wysokim potencjale aplikacyjnym. Celem potwierdze-
nia poprawnosci struktur nowych zwigzkéw chemicznych zaplanowano analize spektroskopowa.
Zbadano takze rozpuszczalnosc otrzymanych gentyzyniandw oraz wstepnie okreslono stopien za-
grozenia zwigzanego z ich wptywem na srodowisko naturalne poprzez ocene toksycznosci ostre;
wobec organizmdéw wodnych.

METODYKA PROWADZENIA BADAN

Uzyte materialy

L-karnityne (98%), bromoetan (99%), 1-bromoheksan (98%), 1-bromododekan (97%), 1-bromook-
tadekan (97%), kwas gentyzynowy (98%), chlorek potasu (99%), wodoroweglan sodu (>99,7%) oraz
kwas borowy (>99,5%) zakupiono od firmy Merck (Niemcy). Wodorotlenek potasu (85%), aceton
(99,6%), acetonitryl (99,5%), chloroform (98,0%), dimetylosulfotlenek (99,0%), heksan (99,0%),
2-propanol (99,0%), metanol (99,8%), octan etylu (99,5%), toluen (99,0%) zostaty wyprodukowa-
ne przez firme Avantor (Stany Zjednoczone). Odczynniki do przygotowania wody morskiej: chlo-
rek sodu, dwuwodny chlorek wapnia, szesciowodny chlorek magnezu dostarczyta firma Chempur
(Polska), natomiast siedmiowodny siarczan magnezu dostarczyta firma Pol-Aura (Polska). Woda
destylowana (przewodnictwo <2 puS/m) zostata wytworzona w Zaktadzie Technologii Chemicznej
Politechniki Poznanskiej.

Synteza zwigzkow
Bromki L-karnitynianu alkilu zostaty otrzymane na drodze O-alkilowania karnityny odpowiednim
1-bromoalkanem zgodnie z uprzednio opisanymi procedurami [8]. W celu otrzymania gentyzynia-
nu potasu rozpuszczono w metanolu kwas gentyzynowy, po czym w stechiometrycznej ilosci do-
dano wodorotlenku potasu. Uktad reakcyjny mieszano przez 30 min w temperaturze pokojowej,
nastepnie odparowano rozpuszczalnik i suszono prézniowo gotowy produkt.

Synteze gentyzyniandw L-karnitynianu alkilu przeprowadzono wedtug jednoetapowej meto-
dy na drodze wymiany jonowej. Do wyposazonej w mieszadto magnetyczne kolby okragtodenne;
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wprowadzono roztwdr odpowiedniego bromku L-karnitynianu alkilu w metanolu, po czym doda-
no wytworzony uprzednio gentyzynian potasu w stosunku molowym 1:1. Nastepnie uruchomiono
mieszanie i prowadzono reakcje wymiany w czasie 20 min, zachowujac stata temperature roztworu
rowng 25°C. Po zakonczeniu reakcji ochtodzono mieszanine poreakcyjna do -10°C i odsgczono wy-
trgcony z metanolu bromek potasu na drodze sgczenia prozniowego. W dalszej kolejnosci z prze-
sgczu odparowano metanol, a pozostatosc rozpuszczono w bezwodnym acetonie w celu usuniecia
pozostatosci soli nieorganicznej. W przypadku trudnosci z rozpuszczeniem produktu w acetonie
do uktadu dodawano bezwodny metanol w takiej objetosci, by z acetonem tworzyt mieszanine
w stosunku 1:30 objetosciowo. Roztwor gentyzynianu L-karnitynianu alkilu w acetonie ochtodzono
do temperatury -15°C, po czym przesgczono, a osad dwukrotnie przemyto czystym acetonem.
Z uzyskanego przesgczu odparowano aceton, a uzyskany surowy produkt suszono w warunkach
obnizonego cisnienia w celu usuniecia lotnych pozostatosci.

Analiza spektroskopowa
Uzyskane zwigzki scharakteryzowano z uzyciem technik spektroskopii w podczerwieni z trans-
formacja Fouriera (FT-IR) oraz protonowego i weglowego magnetycznego rezonansu jadrowego
(*H i C NMR) w celu potwierdzenia poprawnosci struktury chemicznej otrzymanych produktow.
Widma FT-IR zarejestrowano z uzyciem spektrometru ReactIR® 15 (Mettler Toledo™, Stany Zjed-
noczone) wyposazonego w sonde z diamentowa koncowka zdolng do generowania widm w za-
kresie liczby falowej 650-3000 cm™. Pomiar prowadzono, naktadajac czysty zwigzek na sonde
spektrometru i analizujac zarejestrowane widmo za pomoca oprogramowania iCIR 4.3. Pomiedzy
kolejnymi pomiarami doktadnie przemywano sonde czystym metanolem az do zaniku wszelkich
sygnatow pochodzacych od poprzedniego zwigzku.

Widma protonowego i weglowego magnetycznego rezonansu jagdrowego zarejestrowano
w Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznejw Uniwersytecie im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu. W tym celu uzyto aparatu Varian XL generujgcego widma z czestotliwoscia
400 MHz dla widm protonowych i 100 MHz dla widm weglowych. Wzorcem do okreslenia przesu-
niecia chemicznego byt tetrametylosilan, a jako rozpuszczalnika uzyto deuterowanego metanolu.

Analiza rozpuszczalnosci

Dla wszystkich otrzymanych gentyzyniandw L-karnitynianu alkilu okreslono rozpuszczalnosc
w wodzie oraz w dziewieciu rozpuszczalnikach organicznych, ktére uszeregowano wedtug male-
jacej polarnosci w skali Snydera: metanolu, dimetylosulfotlenku (DMSO), acetonitrylu, acetonu,
2-propanolu, octanu etylu, chloroformu, toluenu oraz heksanu. Analize przeprowadzono zgodnie
ze zmodyfikowana metodyka opracowana przez A.l. Vogela [9], w ramach ktorej badano kolejne
progi rozpuszczalnosci wedtug scisle okreslonej procedury. Pomiary prowadzono w statej tempera-
turze 25°C. Do nawazki 0,1 g (+0,001 g) badanego zwigzku dodano 1 cm? danego rozpuszczalnika
i oceniono rozpuszczalnosc po uptywie 1 min. Jesli nawazka pozostata nierozpuszczona, dodawano
kolejne 2 cm? rozpuszczalnika, ponownie mieszano i okreslano, czy zwigzek ulegt rozpuszczeniu.
W zaleznosci od przeprowadzonej obserwacji oceniono zakres rozpuszczalnosci kazdego ze zwigz-
kow. Jedli badany zwigzek ulegat rozpuszczeniu w 1 cm? rozpuszczalnika (>100 g/dm?), okreslano
go jako dobrze rozpuszczalny (,+"), w przypadku rozpuszczenia w 3 cm? (33,3—100 g/dm?) ozna-
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czano zwiazek jako Srednio rozpuszczalny (,+"), natomiast w przypadku nierozpuszczenia nawazki
w 3 cm?® rozpuszczalnika i podgrzaniu (<33,3 g/dm?) uznawano zwigzek za trudno rozpuszczalny
(,~") w danym rozpuszczalniku.

Analiza ekotoksycznosci ostrej

W celu okreslenia wptywu otrzymanych zwigzkoéw na organizmy zyjace w srodowisku wodnym wy-
korzystano zestawy testowe Artoxkit M (MicroBioTests Inc., Belgia) do pomiaru toksycznosci ostrej
wobec skorupiakdow morskich z gatunku stonaczek (Artemia franciscana L.). Zgodnie z instrukcjg pro-
ducenta Artoxkit M celem wstepnego oznaczenia wptywu badanych zwigzkdw na skorupiaki przygo-
towano szereg roztworow badanych zwigzkéw o malejgcych stezeniach: 1000, 100, 10, 10,2 mg/dm?
w roztworze wodnym o sktadzie symulujgcym wode morska i zawierajgcym nastepujace sktadniki:
chlorek sodu (26,4 g/dm?), chlorek potasu (0,84 g/dm?), dwuwodny chlorek wapnia (1,67 g/dm?), sze-
sciowodny chlorek magnezu (4,60 g/dm?), siedmiowodny siarczan(VI) magnezu (5,58 g/dm?), wodo-
roweglan sodu (0,17 g/dm?®) oraz kwas borowy (0,03 g/dm?). Uktadem kontrolnym byto medium nie-
zawierajace dodatku gentyzynianu L-karnitynianu alkilu. Ze wzgledu na mozliwos¢ hydrolizy kationu
L-karnitynianu alkilu analizy rozpoczeto w czasie do 1 h po przygotowaniu roztworow. W kazdym z ba-
danych roztwordw umieszczono po 10 zywych osobnikdw A. franciscana, ktore zostaty pozyskane 30
h przed eksperymentem z cyst wskutek ich inkubacji. Pojemniki z badanymi roztworami byty inkubo-
wane w temperaturze 25°C. Po 24 i 48 h od rozpoczecia eksperymentu zbadano liczbe zywych osob-
nikow w kazdym z badanych roztworow. Kazda probe powtodrzono trzykrotnie. Na podstawie sredniej
wartosci uzyskanych wynikow okreslono zakres toksycznosci badanych gentyzynianéw L-karnitynia-
nu alkilu oraz efektywne stezenie, w ktorym przezywalnosc organizmow wynosita 50% (EC,,).

OMOWIENIE WYNIKOW

Synteza

Wskutek zastosowania reakcji wymiany jonowej z uzyciem czwartorzedowego halogenku amo-
niowego i soli alkalicznej kwasu organicznego uzyskano szereg homologiczny nowych zwigzkow
chemicznych nalezacych do grupy estrokwatéw. Nowo otrzymane zwiagzki zawieraty w kationie
nierozgateziony podstawnik alkilowy majacy 2, 6, 12 lub 18 atomdw wegla. W toku dalszych badan
mozliwa zatem byta ocena wptywu znacznej zmiany dtugosci podstawnika alkilowego na wtasci-
wosci syntezowanego gentyzynianu. Zrédto kationu zawierajgcego wigzanie estrowe otrzymy-
wane byto w reakcji O-alkilowania, ktora charakteryzuje sie petna ekonomia atomowa i brakiem
powstawania produktow ubocznych [8]. Proces reakcji wymiany anionu bromkowego w kationie
estrokwatu pochodzacego od L-karnityny na anion pochodzacy od kwasu gentyzynowego przed-
stawiono na rys. 1. Jako rozpuszczalnika uzyto bezwodnego metanolu, a proces byt mozliwy do
przeprowadzenia w temperaturze pokojowej. Wydajnosc¢ syntez wedtug zaproponowanej metody
byta bardzo wysoka i miescita sie w zakresie 97-99% wartosci teoretycznej. Bez wzgledu na dtu-
gosc podstawnika alkilowego w kationie wszystkie uzyskane produkty miaty postac wysoce lepkich
cieczy. Zjawisko to wynika najprawdopodobniej z obecnosci w kationie i anionie nowych zwigzkow
licznych grup hydroksylowych, ktore byty zdolne do tworzenia licznych wigzan wodorowych.
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Rys. 1. Synteza gentyzynianow L-karnitynianu alkilu, R = C,H,, C¢H.3, Ci.H.s, CisHs,

Opracowano metodyke przeprowadzania wymiany jonowej, ktora umozliwiata efektywne oczysz-
czanie mieszaniny poreakcyjnej z powstajacego produktu ubocznego — bromku potasu. Proces dwu-
etapowego usuwania nieorganicznego halogenku sktadatsie zchtodzenia mieszaniny poreakcyjnejijej
przesaczania oraz z tugowania powstatej pozostatosci acetonem, w ktérym rozpuszczalnos¢ bromku
potasu jest bardzo niska. Wskutek zastosowania takiego zestawu operacji laboratoryjnych zawartosc
halogenkéw w uzyskanym roztworze nie przekraczata 500 ppm, co potwierdzit test polegajacy na
wkropleniu wodnego roztworu uzyskanych gentyzynianow L-karnitynianu alkilu do 0,001-molowego
roztworu azotanu srebra. Wiasciwosci uzyskanych produktow zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Otrzymane gentyzyniany L-karnitynianu alkilu

Nr zwigzku R Wydajnosc¢ syntezy [%]  Posta¢ w temperaturze 25°C Zawartos¢ wody [%]
1 CyHs 97 wysoce lepka ciecz 2,02
2 CeH1s 99 wysoce lepka ciecz 1,97
3 CiaHas 98 wysoce lepka ciecz 4,03
4 CisHy 97 wysoce lepka ciecz 1,76

R — podstawnik alkilowy w strukturze kationu L-karnitynianu alkilu.

Ze wzgledu na higroskopijnos¢ uzyskanych produktéw dodatkowo wykonano analize zawarto-
sci wody metoda Karla—Fischera z uzyciem kulometru TitroLine 7500 KF firmy SI Analytics (Niem-
cy). Wyniki tej analizy wykazaty, ze pomimo dtugotrwatego suszenia w warunkach obnizonego
cisnienia analizowane produkty zawieraty od 1,76 (zwigzek nr 4) do 4,0% (zwigzek nr 3) wody w ma-
sie. Obnizenie tej zawartosci wymagatoby przeprowadzania syntez i przechowywania zwigzkdw
z uzyciem zaawansowanych technik laboratoryjnych takich jak praca w komorze rekawicowej badz
czesciowego usuwania wody na drodze wielokrotnej destylacji azeotropowej z uzyciem specjal-
nie przygotowanych rozpuszczalnikow. Dlatego tez obecnosc okreslonejilosci wody w uzyskanych
zwigzkach zostata uwzgledniona w toku przygotowywania nawazek na dalszych etapach analizy
otrzymanych gentyzyniandw.

Analiza spektroskopowa

Przeprowadzenie analizy spektroskopowej z uzyciem podstawowych technik jak FT-IR lub NMR
jest istotng czescig charakterystyki nowych zwigzkéw organicznych. Wyniki analiz wykonanych
wymienionymi technikami umozliwiajg ponadto potwierdzenie poprawnosci zaplanowanej struk-
tury chemicznej zwigzkdw. Ze wzgledu na ograniczong stabilnos¢ chemiczng kwasu gentyzyno-
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wego i mozliwos¢ jego degradacji w toku prowadzenia reakcji, a takze mozliwos¢ zajscia reakcji
ubocznych kationu estrokwatu (hydroliza wigzania estrowego, transestryfikacja), sprawdzenie
obecnosci wszystkich elementdw zatozonej struktury chemicznej gentyzynianow L-karnitynianu
alkilu jest szczegdlnie istotne.

Dla wszystkich uzyskanych soli kwasu gentyzynowego zarejestrowano widma FT-IR oraz proto-
nowe i weglowe widma NMR. Opis widm przedstawiono ponize;j:

Gentyzynian L-karnitynianu etylu

FT-IR (substancja czysta, cm™) = 2931; 2918; 2871; 2859; 1724; 1640; 1590; 1485; 1461; 1375;
1344; 1240; 1186; 1075; 965; 960; 936; 830; 785; 720; 685.

'H NMR (400 MHz, CD,0D) & [ppm] = 1,24 (3H, J = 7,1 Hz, t); 2,54 (2H, J., = 1,6 Hz; J,, = 6,3, dd);
3,20 (9H, s); 3,41 (2H, m); 4,13 (2H, J,, = 2,1; ), =7,2 Hz, qd); 4,57 (1H, m); 6,64 (1H, m); 6,79 (1H, J; ,
=3,1; J;;=8,7 Hz, dd); 7,28 (1H, m).

1C NMR (100 MHz, CD,0D) & [ppm] = 14,49 (1C); 41,19 (1C); 54,98 (3C); 61,98 (1C); 64,11 (1C);
71,16 (1C); 117,04 (1C); 117,55 (1C); 120,31 (1C); 121,50 (1C); 149,84 (1C); 155,60 (1C); 171,92 (1C);
175,72 (1C).

Gentyzynian L-karnitynianu heksylu

FT-IR (substancja czysta, cm™) = 2920; 2856; 1725; 1640; 1591; 1485; 1460; 1376; 1340; 1240;
1221; 1184; 1075; 965; 960; 935; 831; 785; 720; 685.

'H NMR (400 MHz, CD,0D) & [ppm] = 0,89 (3H, m); 1,31 (6H, m); 1,61 (2H, m); 2,57 (2H, J,, =3,5;
J13=6,3Hz, dd); 3,23 (9H, s); 3,45 (2H, m); 4,09 (2H, J1, =3,5; J, 5 = 6,7 Hz, td); 4,58 (1H, m); 6,66 (1H,
J1,=0,4; J,3=8,7Hz, dd); 6,81 (1H, J;, =3,1; J; 5 = 8,7 Hz, dd); 7,30 (1H, m).

13C NMR (100 MHz, CD,0D) & [ppm] = 14,49 (1C); 23,66 (1C); 26,72 (1C); 29,68 (1C); 30,91 (1C);
32,64 (1C); 41,27 (1C); 55,09 (3C); 64,23 (1C); 66,17 (1C); 71,20 (1C); 117,05 (1C); 117,66 (1C); 120,40
(1C); 121,61 (1C); 149,92 (1C); 155,55 (1C); 172,06 (1C); 175,66 (1C).

Gentyzynian L-karnitynianu dodecylu

FT-IR (substancja czysta, cm™) = 2920; 2855; 1725; 1640; 1590; 1485; 1460; 1375; 1340; 1240;
1185; 1075; 965; 960; 935; 830; 785; 720; 685.

'H NMR (400 MHz, CD,0D) & [ppm] = 0,90 (3H, m); 1,27 (18H, m); 1,62 (2H, m); 2,58 (2H, J , =
4,9; J,3=6,3; Hz, dd); 3,22 (9H, s); 3,45 (2H, m); 4,10 (2H, J,, =3,3; J; 3= 6,8; Hz, td); 4,59 (1H, m); 6,64
(1H, m); 6,80 (1H, J;, = 3,2; 1= 8,7 Hz, dd); 7,29 (1H, m).

13C NMR (100 MHz, CD,0D) & [ppm] = 14,49 (1C); 23,66 (1C); 27,00 (1C); 29,68 (1C); 30,71 (1C);
30,91 (4C); 32,64 (1C); 41,27 (1C); 55,09 (3C); 64,23 (1C); 66,10 (1C); 71,20 (1C); 117,14 (1C); 117,66
(1C); 120,40 (1C); 121,64 (1C); 149,94 (1C); 155,70 (1C); 172,09 (1C); 175,66 (1C).

Gentyzynian L-karnitynianu oktadecylu

FT-IR (substancja czysta, cm™) = 2919; 2855; 1725; 1640; 1590; 1485; 1460; 1375; 1340; 1240;
1185; 1076; 965; 960; 936; 830; 785; 720; 685.

'H NMR (400 MHz, CD,0D) & [ppm] = 0,89 (3H, m); 1,31 (30H, m); 1,63 (2H, m); 2,56 (2H, J; , =
2,2; )3 = 6,4 Hz, dd); 3,21 (9H, s); 3,43 (2H, m); 4,09 (2H, m); 4,59 (1H, m); 6,65 (1H, J = 8,7 Hz, d);
6,78 (1H, J1, = 3,1; J,5 = 8,7 Hz, dd); 7,28 (1H, J = 3,1 Hz, d).

13C NMR (100 MHz, CD,0D) & [ppm] = 14,54 (1C); 23,78 (1C); 27,05 (1C); 29,71 (1C); 30,47 (1C);
30,84 (10C); 33,12 (1C); 41,14 (1C); 54,94 (3C); 64,15 (1C); 66,11 (1C); 71,16 (1C); 117,02 (1C);
117,52 (1C); 120,23 (1C); 121,48 (1C); 149,83 (1C); 155,62 (1C); 172,03 (1C); 175,77 (1C).
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Widma FT-IR wygenerowane dla wszystkich badanych zwigzkdw maja bardzo podobng cha-
rakterystyke. Wskazuje to na obecnosc jednakowych struktur chemicznych w kationach i anionie
zwigzkow nr 1-4 oraz na fakt, ze zmiana dtugosci alkilu w kationie nie ma wptywu na liczbe falo-
wa sygnatow na widmach FT-IR. Mozna wyrozni¢ obecnos¢ charakterystycznych sygnatéw pocho-
dzacych od rozciggajacych wigzan C-H (2850-2950 cm™) oraz od wigzan z grupy karboksylanowe;
w anionie gentyzynianowym (2 sygnaty w okolicy 1340-1380 cm™) i od wigzan rozciggajacych i zgi-
najgcych C-N (830-980 cm™) w kationie z czwartorzedowym atomem azotu. Nalezy przy tym pod-
kresli¢, ze intensywnosc¢ wspomnianych pasm pochodzgcych od wigzan rozciggajacych C—H wyraz-
nie rosta w szereqgu 1 < 2 < 3 < 4. Zjawisko to jest zwigzane ze znaczacym wzrostem dtugosci alkilu
w kationie. Wystepowanie charakterystycznych pasm pochodzacych od danych grup funkcyjnych
stanowi wstepne potwierdzenie poprawnosci struktury syntezowanych zwigzkow.

Szczegotowej analizie poddano rowniez widma NMR. Na rys. 2 i 3 przedstawiono przyktadowe
widma NMR wykonane dla gentyzynianu L-karnitynianu etylu. Na widmie protonowym wystepuja
wszystkie oczekiwane pasma pochodzace od wystepujacych w zatozonej strukturze ugrupowan.
W pordwnaniu z widmami bromkdw L-karnitynianu alkilu [4] w zakresie przesunie¢ chemicznych
6,5-7,5 ppm pojawity sie sygnaty pochodzace od atomdw wodoru w pierscieniu aromatycznym
anionu gentyzynianowego. Analiza integracji uzyskanych sygnatow wykazata, ze stosunek anionu
i kationu w zwigzkach nr 1-4 wynosi ok. 1:1. Niemozliwe do zaobserwowania byty natomiast pa-
sma pochodzace od grup hydroksylowych w anionie ze wzgledu na zastosowanie wysoce polarne-
go rozpuszczalnika, jakim byt deuterowany metanol. Wzrost dtugosci tancucha alkilowego w sze-
regu homologicznym 1-4 byt rowniez widoczny z powodu wzrostu integracji charakterystycznego
pasma sygnatow przy przesunieciu chemicznym ok. 1,2-1,3 ppm. Wszelkie te informacje jedno-
znacznie wskazujg, ze wymiana anionu bromkowego na anion kwasu gentyzynowego w przypadku
wszystkich badanych zwigzkow zakonczyta sie powodzeniem.
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Rys. 2. Widmo *H NMR gentyzynianu L-karnitynianu etylu (zwigzek nr 1)
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Istotnym dopetnieniem wyzej opisanej charakterystyki spektralnej byta analiza widm 2C NMR.
Siedem charakterystycznych sygnatow przy przesunieciu chemicznym powyzej 100 ppm (z wyta-
czeniem sygnatu przy przesunieciu ok. 172 ppm pochodzgcego od grupy estrowej w kationie L-kar-
nitynianu alkilu) pochodzi od szesciu atomdw wegla w pierscieniu aromatycznym i atomu wegla
w grupie karboksylanowej anionu gentyzynianowego. We wszystkich analizowanych widmach sy-
gnaty te byty obecne, co potwierdza udane wprowadzenie anionu gentyzynianowego do struktury
nowych zwigzkow. Na wzrastajgca dtugosc alkilu w szeregu homologicznym wskazuje natomiast
wzrost liczby sygnatéw w zakresie 20-30 ppm, w ktoérym wystepuja sygnaty pochodzace od ato-
mow wegla w strukturach alifatycznych z wigzaniami nasyconymi.
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Rys. 2. Widmo *C NMR gentyzynianu L-karnitynianu etylu (zwigzek nr 1)

W tabeli 2 zestawiono przesuniecia chemiczne trzech charakterystycznych pasm na widmach
NMR pochodzacych od konkretnych grup atoméw w strukturze gentyzyniandw L-karnitynianu alkilu.

Tabela 2. Poréwnanie przesuniec¢ chemicznych wybranych sygnatéw na widmach NMR gentyzynianéw L-karnitynianu

alkilu
HO ¢
H C@EHS QH -
© s &N 0™ Alil
OH 3 A
Przesuniecie chemiczne pasma na widmie *H NMR  Przesuniecie chemiczne pasma na widmie *C NMR
Nr zwigzku (ppm] (ppm]
A B C A B C
1 2,54 4,13 7,28 41,19 61,98 117,04
2 2,57 4,09 7,30 41,27 66,17 117,05
3 2,58 4,10 7,29 41,27 66,10 117,14
4 2,56 4,09 7,28 41,14 66,11 117,02
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Jedynie w przypadku gentyzynianu L-karnitynianu etylu (zwigzek nr1) zauwazono znaczgca roz-
nice wynikajaca ze zmiany dtugoscitancucha w kationie: pasmo B (pochodzace od grupy CH, w tan-
cuchu alkilowym potozonej w bezposrednim sasiedztwie grupy estrowej) pojawia sie na widmie
BCNMR zwiazku nr 1 przy nizszym przesunieciu chemicznym (61,98 ppm) w poréwnaniu z widma-
mi zwigzkow z dtuzszym tancuchem (zwiaznki nr 2—4), dla ktérych odpowiedni sygnat zaobserwo-
wano przy przesunieciu 66,10-66,17 ppm. Zmiana dtugosci faricucha alkilowego nie powodowata
innych znaczgcych zmian przesuniecia chemicznego pasm Ai C.

Analiza rozpuszczalnosci

Znajomosc¢ zakresdw rozpuszczalnosci nowych zwigzkdw w wodzie i popularnych rozpuszczalni-
kach organicznych jest przydatna w projektowaniu i ulepszaniu procesow otrzymywania, oczysz-
czania i przechowywania nowych zwigzkdw organicznych. Celem scharakteryzowania tej wtasciwo-
sci zwigzkow nr 1—4 wykonano badanie rozpuszczalnosci w statej temperaturze w 10 modelowych
rozpuszczalnikach o zréznicowanej polarnosci. W tabeli 3 przedstawiono rezultaty analizy. Wyniki
poréwnano z dostepnymi w literaturze rezultatami przeprowadzonej wg tej samej metody analizy
rozpuszczalnosci odpowiednich bromkow L-karnitynianu alkilu (oznaczone w tabeli 3 jako B1-Bg),
ktore byty prekursorami soli z anionem gentyzynianowym [10].

Tabela 3. Rozpuszczalnos¢ gentyzynianow L-karnitynianu alkilu i bromkéw L-karnitynianu alkilu

> E 3 -
2 0 £ 5 2 E S S %
Nr zwiagzku %0 % g % % g g g 3 %
= = a < < & o ] P T
wskaznik polarnosci wg Snydera
9,0° 6,6 6,5 6,2 51 43 4,3 4,1 23 0,0
1 + * - * - - - - - -
2 + + + + + + - + - -
3 * + - + + - + + - -
4 - * - - - - - - - -
B1° + + + - - - - - - -
B2 * + * - * * - * - -
B3 - + - - - - - - - -
B4 - * + - - * - + - -

2 Polarno$¢ wg Snydera; ° literg ,B” oznaczono wyniki dla bromkéw L-karnitynianu alkilu z podstawnikiem alkilowym
o dtugosci odpowiadajacej gentyzynianowi z odpowiednim numerem, na podstawie [10].
+—zwiagzek dobrze rozpuszczalny, + — zwigzek $rednio rozpuszczalny, - — zwigzek trudno rozpuszczalny.
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Obecnosc wigzania jonowego oraz licznych ugrupowan hydroksylowych w strukturze uzyska-
nych zwigzkow skutkowata lepszg ich rozpuszczalnoscig w rozpuszczalnikach o wyzszej polarno-
Sci (wiekszej niz 5 w skali Snydera). Uniwersalnym rozpuszczalnikiem dla wszystkich zwigzkow
byt metanol, w ktorym analizowane produkty rozpuszczaty sie dobrze (zwigzki nr 2i 3) lub $red-
nio (zwiazki nr1i4). Trzy zwigzki z krotszymi tancuchami alkilowymi (zwigzki nr 1-3) co najmnie;
srednio rozpuszczaty sie rowniez w wodzie oraz w acetonitrylu. W substancjach stabo polarnych
wiekszos¢ gentyzyniandw byta trudno rozpuszczalna (np. w 2-propanolu rozpuszczat sie tylko
zwigzek nr 2, w octanie etylu tylko zwigzek nr 3). W badanych substancjach o najstabszej polar-
nosci —toluenie i heksanie — Zadna z badanych soli nie ulegata zauwazalnemu rozpuszczeniu.

Rdznice w dtugosci alkilu w kationach otrzymanych soli miaty znaczacy wptyw na ich rozpusz-
czalnos¢ w badanych mediach. Zwigzek nr 1 z najkrétszym podstawnikiem ulegat rozpuszczeniu
wytgcznie w trzech rozpuszczalnikach wysoce polarnych: wodzie, metanolu i acetonitrylu. Zwigzki
nr 2 i3, zawierajace tancuch alkilowy o sredniej dtugosci (odpowiednio heksylowy i dodecylowy),
rozpuszczaty sie w zauwazalnym stopniu w wiekszosci badanych rozpuszczalnikdw. Najbardzie;
ograniczong rozpuszczalnoscig w wybranych substancjach charakteryzowat sie gentyzynian L-kar-
nitynianu oktadecylu (zwigzek nr 4). Obecnosc¢ dtugiego tancucha zawierajgcego 18 atomow wegla
ograniczata powinowactwo do rozpuszczalnikow polarnych, a jednoczesnie nie umozliwiata roz-
puszczenia w uktadach o niskiej polarnosci. W efekcie zwigzek nr 4 nie ulegat zauwazalnemu roz-
puszczeniu w zadnym rozpuszczalniku oprécz metanolu.

Zwigzki nr 1-4 charakteryzowaty sie podobng, lecz nieco odmiennga rozpuszczalnoscig w po-
rownaniu z ich prekursorami — bromkami L-karnitynianu alkilu (zwigzki nr B1-B4) [10]. Wymiana
anionu bromkowego na gentyzynianowy powodowata m.in. poprawe rozpuszczalnosci niekto-
rych zwigzkéw z szeregu homologicznego w wodzie (np. zwigzek nr 3 byt srednio rozpuszczalny
w wodzie, podczas gdy odpowiedni bromek B3 nie wykazywat zauwazalnej rozpuszczalnosci) oraz
w niektdrych rozpuszczalnikach organicznych o sredniej polarnosci, np. w acetonitrylu, acetonie
oraz w octanie etylu. Bromki wykazywaty natomiast lepsze powinowactwo do DMSO. Sole B1-B4
wykazywaty zauwazalng rozpuszczalnos¢ w tym rozpuszczalniku, podczas gdy sposrod gentyzy-
nianow w DMSO rozpuszczat sie wytacznie bromek L-karnitynianu heksylu (zwigzek nr 2). Podob-
nie jak w przypadku gentyzynianow zaden z bromkdw nie ulegat rozpuszczaniu w toluenie lub hek-
sanie.

Analiza ekotoksycznosci ostrej

Badanie toksycznosci wobec organizmoéw modelowych, takich jak skorupiaki z gatunku A. franci-
scana, nalezy do analiz kluczowych w kontekscie potencjalnego zastosowania soli kwasu gentyzy-
nowego. Jako ze leki i ich metabolity w znacznych ilosciach trafiajg do Srodowiska, w szczegdlnosci
do wdd rzecznych i morz, nowe substancje o potencjalnej aktywnosci powinny by¢ projektowane
i oceniane pod katem ich ewentualnego wptywu na srodowisko naturalne. Przeprowadzone bada-
nia miaty na celu wstepne okreslenie wptywu gentyzyniandw L-karnitynianu alkilu na bezkregowce
zyjace w wodach morskich w zaleznosci od ich stezenia oraz dtugosci tancucha alkilowego w katio-
nie. Rezultaty badan zestawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Toksycznos¢ ostra nowych soli z anionem gentyzynianowym wobec A. franciscana

Stezenie soli Wskaznik przezywalnosci w roztworach danego zwigzku po 24 h [%]
[mg/dm’] 1 2 3 4
1000 100 60 0 23
100 100 100 0 80
10 100 100 97 100
1 100 100 100 100
0,1 100 100 100 100
stosunkowy stosunkowy praktyczny

Klasa toksycznosci® niska toksycznos¢

brak szkodliwosci brak szkodliwosci brak toksycznosci

a Zgodnie z [11]: ECso w zakresie 0,1-1 mg/dm?® — wysoka toksycznos¢, 1-10 mg/dm?® — umiarkowana toksycznos¢,
10—-100 mg/dm? — niska toksycznos¢, 100—1000 mg/dm?® — praktyczny brak toksycznosci; >1000 mg/dm?® — stosunkowy
brak szkodliwosci

Zgodnie z metodyka producenta testdw po uzyskaniu danych z tabeli 4 poczyniono kolejng ob-
serwacje po 48 h od rozpoczecia testu, jednakze przezywalnosc stonaczkow (A. franciscana) w ba-
danych roztworach byta jednakowa jak po pierwszych 24 h testu.

Wyniki przeprowadzonego badania wstepnego wskazujg, ze prdg toksycznosci wobec skoru-
piakow A. franciscana jest zalezny od dtugoscitaricucha alkilowego w strukturze kationu. Estrokwat
z najkrétszym podstawnikiem — etylowym (zwiagzek nr 1) nie wykazat toksycznosci wobec skoru-
piakow nawet w najwyzszym z badanych stezen (1000 mg/dm?), a pochodna heksylowa (zwigzek
nr 2) byta toksyczna wytacznie w najwyzszym stezeniu — w bardziej rozcienczonych roztworach
nie wykazywata zadnego negatywnego wptywu na badane osobniki stonaczkow. Najwyzsza tok-
sycznoscig charakteryzowat sie zwigzek nr 3. W dwoch najbardziej stezonych roztworach przezy-
walnos¢ organizmow wyniosta 0%, lecz rozcienczenie tej soli do stezenia 10 mg/dm? lub nizszego
powodowato ograniczenie toksycznosci prawie do minimum. Jako ze wartos¢ ECg, dla zwigzku nr 3
zawierata sie w zakresie 10-100 mg/dm?, zwigzek ten przypisano do klasy substancji stabo toksycz-
nych wobec A. franciscana.

Zwiekszenie dtugosci podstawnika alkilowego do 18 atomdw wegla powodowato wyrazne
ograniczenie toksycznosci wobec badanych skorupiakdw. Wartos¢ ECs, dla zwigzku nr 4 miescita
sie w zakresie 100-1000, a w roztworach o stezeniu 10 mg/dm? lub nizszym przezywalnos¢ organi-
zmow wynosita 100%. Jest to klasyczny przyktad wystgpienia efektu odciecia (ang. cut-off effect),
ktéry polega na spadku aktywnosci biologicznej substancji amfifilowych majgcych stosunkowo
dtugie fancuchy alkilowe [12]. Jak mozna zaobserwowac, zarowno obecnos¢ w badanych roztwo-
rach anionu gentyzynianowego, jak i ugrupowania pochodzacego od karnityny sama w sobie nie
byta przyczyna toksycznosci wobec badanego organizmu modelowego.

WNIOSKI

Wskutek opracowania i zastosowania nowej metodyki syntezy otrzymane zostaty cztery nieopi-
sane dotad estrokwaty z anionem gentyzynianowym i kationem pochodzgcym od L-karnityny za-
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wierajgcym tancuch etylowy, heksylowy, dodecylowy lub oktadecylowy. Przeprowadzona charak-
terystyka spektralna pozwolita na potwierdzenie petnej poprawnosci zaprojektowanych struktur
chemicznych oraz braku zanieczyszczen organicznych pochodzacych z reakcji ubocznych badz
rozktadu produktu gtéwnego. Mozliwe jest zatem bezpieczne przechowywanie podatnych na de-
gradacje soli (anion gentyzynianowy, wigzanie estrowe) pomimo ich higroskopijnosci i znaczne;j
zawartosci wody w oczyszczonych i osuszonych zwigzkach.

Jako zwiazki jonowe gentyzyniany L-karnitynianu alkilu w licznych przypadkach wykazywa-
ty dobra rozpuszczalnos¢ w rozpuszczalnikach polarnych, z wyjatkiem soli z podstawnikiem ok-
tadecylowym (zwiazek nr 4), ktora nie rozpuszczata sie ani w rozpuszczalnikach polarnych, ani
niepolarnych. Zmiana dtugosci faricucha alkilowego ma istotny wptyw nie tylko na parametry fi-
zykochemiczne, ale rowniez na toksycznos¢ nowo otrzymanych substancji wobec organizmow
stonowodnych. Badanie wykazato, ze pochodne krotkotancuchowych (zwiazki nr 1 i 2) nawet
w stezeniach siegajgcych 1000 mg/dm? nie wykazuja ostrej toksycznosci wobec A. franciscana. Sél
z podstawnikiem dodecylowym przejawiata jednak zauwazalng, lecz nadal niska toksycznos¢ wo-
bec morskich skorupiakdw. Sa to wyniki badan wstepnych wskazujace na zakresy wartosci ECy, do
wyznaczenia doktadnych wartosci niezbedne jest wykonanie dodatkowych serii badan w wezszym
zakresie stezen. Podwyzszona toksycznos¢ ostra wobec A. franciscana zaobserwowana dla sub-
stancji nr 3 i 4 wynika z obecnosci w strukturze badanych zwigzkéw dtugiego podstawnika amfifi-
lowego. Na podstawie wynikow przeprowadzonych analiz mozna zatem wnioskowac, ze poprzez
zmiane dtugosci taricucha alkilowego mozna efektywnie modyfikowac wtasciwosci fizykochemicz-
ne oraz aktywnosc biologiczng gentyzynianow L-karnitynianu alkilu.

Badania zostaty sfinansowane ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (0912/
SBAD/2409). Badania toksycznosci ostrej wobec organizmdw wodnych zostaty sfinansowane w ra-
mach projektu LIDER X111 (0029/L-13/2022) finansowanego przez Narodowe Centrum Badari i Rozwoju.
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WSTEP

Bakterie sg jednym z typow zanieczyszczen mikrobiologicznych powietrza i tym samym wskazni-
kiem zanieczyszczenia atmosfery w przestrzeni otwartej i w miejscach publicznych [1]. Pomimo
powszechnosci ich wystepowania istnieje niewiele doniesien literaturowych dotyczacych drob-
noustrojow obecnych na terenie myjni samochodowych oraz ich wptywu na zdrowie cztowieka.
Myjnia samochodowa stwarza dobre warunki do rozwoju, jak rowniez do tatwego rozprzestrzenia
sie patogendw i drobnoustrojow chorobotwdrczych droga powietrzng oraz przez kontakt z zanie-
czyszczong powierzchnig [2].

Podczas mycia samochodu ptyny myjace wyptywaja z dyszy natryskowej pod wysokim ci-
$nieniem (>10 MPa), co sprzyja powstawaniu aerozolu zawierajagcego zanieczyszczenia usuwane
z powierzchni samochodu. W trakcie mycia nieuchronne jest wdychanie takiego aerozolu, ktéry
z reguty zawiera wirusy, bakterie oraz grzyby [3, 4]. Ich zawarto$¢ bedzie zmienna, gdyz stopien za-
nieczyszczenia powierzchni samochodu zalezy od intensywnosci jego uzytkowania oraz czynnikdw
Srodowiskowych, tj. opaddw deszczu i zmian temperatury [5]. Wystepujace w srodowisku mikroor-
ganizmy moga byc przenoszone na samochody z powierzchni jezdni oraz pobocza przez kurz osia-
dajacy podczas jazdy pojazdu, jak rdwniez depozycje zanieczyszczonego aerozolu powstajacego
na drogach podczas deszczu [6, 7].

Czesto uzywane czesci pojazdu, takie jak klamki w drzwiach, stanowig istotne zrodto
zanieczyszczen mikrobiologicznych zawierajacych rozne rodzaje bakterii, w tym niebezpieczne dla
zdrowia patogeny chorobotworcze [8, 9]. Czes¢ z nich ma zdolnos¢ do tworzenia form przetrwal-
nikowych, a tym samym moga przetrwac w niekorzystnych warunkach. Z karoserii samochoddw
wyizolowano bakterie rodzaju Staphylococcus aureus, Klebsiella spp., Bacillus spp., Escherichia coli,
Proteus spp., Salmonella spp. oraz gatunki bakterii oportunistycznych Streptococcus spp. i Staphy-
lococcus spp. [10, 11, 12, 13]. Patogeny z tej grupy moga spowodowac infekcje uktadu moczowego,
infekcje drég oddechowych, a takze zwiekszajg ryzyko wystapienia chorob skory, zapalenia jelit
oraz wystgpienia biegunek [9]. Obecnos¢ powyzszych gatunkow moze swiadczyé m.in. o zanie-
czyszczeniach pochodzacych od fekalidw, ktdre sg przyczyng choréb przenoszonych droga pokar-
mowa.

Ludzie nie s3 swiadomi potencjalnych zagrozen mikrobiologicznych wystepujacych podczas
mycia samochodow. Czesto wyjazd na myjnie traktowany jest jako atrakcja, mozna takze zobaczy¢
dzieci biegajace wokdt mytego przez rodzicow samochodu. Ponadto stosowane do mycia ptyny sg

112



NaraZenie na zakazenie bakteriami w recznej myjni samochodowej

chemicznie agresywne, co moze spowodowac uszkodzenia wrazliwych czesci ciata, jak oczy. Z tych
wzgledow konieczne jest propagowanie bezpiecznych zasad uzytkowania myjni. W celu zapobie-
gania rozprzestrzenianiu sie infekcji istotne jest cykliczne powtarzanie dezynfekgcji instalacji myjni.
Jest to szczegdlnie istotne podczas mycia pojazdow metodami wykorzystujgcymi wysokie cisnie-
nie, co utatwia tworzenie aerozolu i w efekcie zwieksza ekspozycje uzytkownikéw myjni samocho-
dowej na srodki chemiczne, mikroorganizmy i endotoksyny [14]. Prawidtowe stosowanie srodkéw
ochrony osobistej, oprdcz higieny rak, jest zalecanym srodkiem ograniczajagcym przenoszenie cho-
rob, a takze zmniejszajgcym ryzyko narazenia na wdychanie mikroorganizmadw [15, 16].

W wiekszosci myjni recznych odcieki z mycia samochodow sptywaja do odstojnika, z ktérego
poprzez odolejacz odptywaja do kanalizacji. Do umycia samochodu zuzywa sie znaczne ilosci wody.
Z tego wzgledu w niektodrych instalacjach stosuje sie czesciowy recykling wody, oczyszczonej naj-
czesciej tylko przez sedymentacje i filtracje przez ztoza piaskowe. Jesli z takiej wody nie sg usuwa-
ne mikroorganizmy, np. przez jej chlorowanie, znacznie wzrasta ryzyko zarazenia oséb myjacych
samochody [17].

Celem prezentowanych badan byto okreslenie ryzyka zwigzanego z obecnoscig mikroorgani-
zmow patogennych w bioaerozolu powstajgcym podczas mycia samochoddw. Wyznaczono liczeb-
nos¢ mikroorganizmow zasiedlajgcych rézne czesci karoserii samochodu osobowego. Zbadano
skutecznos¢ wybranych grup antybiotykow wobec wystepujacych na myjni mikroorganizmow. Do-
datkowo okreslono wtasciwosci przeciwbakteryjne wybranych srodkéw chemicznych uzywanych
do mycia samochodow.

MATERIALY | METODY

Pozywki do hodowli bakterii

Do celow wzrostowych komorek bakteryjnych zastosowano podtoze agarowe PCA firmy BioMaxi-
ma SA (Lublin, Polska). Przygotowanie bulionéw oraz podtozy agarowych przeprowadzono wedtug
zalecen producenta. Otrzymany roztwor poddano sterylizacji przez 15 min w temperaturze 121°C.
Wysterylizowane ptynne podtoze schtodzono do temperatury 60°C, a nastepnie rozlano na steryl-
ne szalki Petriego.

Podtoze laktozowe TTC do oznaczania liczby komdrek bakteryjnych Escherichia coli zawierato
czynnik selektywny Tergitol-7° (BioMaxima, Lublin, Polska). Podtoze wykonano analogicznie jak
ptytki z PCA, dodajac do ochtodzonego i wyjatowionego roztworu 2,5 mL 1-procentowego roztwo-
ru czynnika Tergitol-7.

Okreslenie antybiotykoopornosci

Wiasciwosci biobdjcze oraz bakteriostatyczne okreslono z zuzyciem wybranych antybiotykdw:
ampicyliny (5 mg/L), powodujacej hamowanie wzrostu bakterii Gram+ i Gram-, polimyksyny B
(10 mg/L), hamujacej wzrost bakterii Gram-, oraz D-cykloseryny (400 mg/L), wankomycyny (10
mg/L) i mieszaniny trzech antybiotykdw, tj. siarczanu polimyksyny B (10 mg/L), Ceftazydymu (20
mg/L) i Akryflawiny HCI (5 mg/L), o szerokim spektrum dziatania wobec bakterii Gram+ i Gram-
[18]. W badanych sciekach identyfikacje drobnoustrojow przeprowadzono metoda spektrometrii
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masowej przy uzyciu aparatu MALDI Biotyper®(MBT) firmy Bruker (Bruker Daltonik GmbH, Bre-
men, Germany). Gatunek bakterii zostat okreslony na podstawie poréwnania widma masowego
badanego mikroorganizmu z biblioteka referencyjng widm masowych MBT IVD, zawierajacej 4194
gatunki [19]. Poszczegolnych gatunkdw bakterii do testdw nie izolowano i pomiary prowadzono
zbiorczo dla badanego roztworu. W tym celu odpowiednig ilos¢ antybiotyku rozpraszano w 2 mL
sterylnej wody, a uzyskang zawiesine mieszano z 500 mL wysterylizowanego agaru PCA i wylewa-
no podtoze na szalki Petriego. Nastepnie na ptytki nanoszono o,3 mL badanego roztworu.

Przebieg doswiadczenia

Mikroorganizmy patogenne do badan zostaty pozyskane z powierzchni samochodu oraz pistoletu
natryskowego podajgcego srodek myjacy i wode do sptukiwania. Prébki z 5 cm? powierzchni samo-
chodu pobrano za pomoca sterylnego wacika z przodu nadproza, felgi tylnego kota i tylnych drzwi.
Wacik wyptukano w 5 mL o,85-procentowego roztworu soli fizjologiczne;.

Probki z instalacji myjni uzyskano, pobierajac wode z pistoletu natryskowego przed myciem
oraz po zakonczeniu mycia samochodu (program: mycie wstepne, turbo piana, sptukiwanie). Prob-
ki pobrano w trzech réznych recznych myjniach samochodowych.

Trzeci rodzaj probek stanowity depozyty bioaerozolu na ptytkach agarowych PCA. Badania pro-
wadzono metoda sedymentacji. Ptytki roztozono wokoét samochodu osobowego w réznych odle-
gtosciach od karoserii: 50, 100, 150 oraz 200 cm. Po uruchomieniu wstepnego mycia samochodu
szalki zostaty wystawione na ekspozycje nawiewanego w ich kierunku bioaerozolu przez 60 s.

Z uzyskanych probek ciektych pobrano 1 mL ptynu i rozciericzono 10-krotnie przy uzyciu
0,85-procentowego roztworu soli fizjologicznej. Nastepnie 0,3 mL otrzymanego roztworu nanie-
siono na ptytki Petriego z podtozem agarowym PCA z dodatkiem/bez dodatku antybiotyku. Proces
inkubacji prowadzono w temperaturze 37°C przez 24 h. Do obliczenia liczby kolonii uzyto pofauto-
matycznego licznika kolonii LKB 2002 (Pol-Eko-Aparatura, Polska). Liczbe bakterii wyrazono w jed-
nostce CFU/mL (ang. colony-forming unit).

Do okreslenia wtasciwosci przeciwbakteryjnych ptyndw uzywanych na myjni do mycia samo-
choddw wybrano dwa rodzaje srodkéw powierzchniowo-czynnych: ptyn do mycia felg (Wheel
Cleaner) o wartosci pH = 11,8 + 0,05 oraz srodek pianotworczy (Turbo Foam) o pH = 9,37 + 0,02.
Badania przeprowadzono, stosujagc modelowe organizmy Escherichia coli K12 (ATCC 29425). War-
tosci pH odnosity sie do stezenia srodkow (0,5%) stosowanego na myjniach samochodowych. Do
badania 0,5-procentowe roztwory tych srodkow przygotowano w 0,85-procentowym roztworze
soli fizjologicznej. Do trzech zlewek zawierajacych badany srodek dodano zawiesine bakterii E.
coli, uzyskujac ich zawartos¢ poczatkowa 1,5-108 CFU/mL. Test prowadzono przez 30 min, badajac
zmiane liczebnosci kolonii bakteryjnych w czasie.

WYNIKI
llo$¢ bakterii na karoserii i myjni samochodowej
Podczas mycia samochodu zrédtem zagrozen mikrobiologicznych moga by¢ organizmy usuwane

z powierzchni samochodu oraz zanieczyszczona woda, ktorg do wykonanych badan pobrano z pi-
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stoletow natryskowych. Do badan pobrano takze prébki z samochodu, ktdéry nie byt myty przez
okres dwoch miesiecy (pazdziernik-listopad), podczas ktdrych prawie nie byto opadéw deszczu.
Chociaz w ocenie wizualnej karoseria samochodu byta jedynie Srednio zakurzona, to uzyskane wy-
niki wykazaty, ze powierzchnie zasiedlata ogromna liczba bakterii (tabela 1). Ich zrodtem sg rézne
miejsca przestrzeni miejskiej, stad takze mieszkancy maja z nimi codzienny kontakt, co wytwarza
pewien poziom odpornosci. Prawdopodobnie nie oznacza to jednak braku problemoéw zdrowot-
nych, gdy do organizmu wprowadzimy setki/tysigce razy wieksze ilosci bakterii, niz ma to miejsce
podczas standardowego uzytkowania samochodu. Wdychanie aerozolu powstajagcego podczas
mycia samochodow stwarza taka mozliwos¢.

Tabela 1. llos¢ bakterii w probkach pobranych z karoserii samochodu oraz z pistoletow natryskowych

Miejsce pobrania probki CFU/mL CFU/cm?
Nadproze - 5,90-10°
Drzwi - 1,94-10¢
Koto - 3,01-10¢
Pistolet 1 3,14-10° -
Pistolet 2 3,59-10° -
Pistolet 3 1,88-10° -

Przeprowadzone badania mikrobiologiczne wykazaty takze znaczne ilosci bakterii w wodzie
wyptywajacej z pistoletow natryskowych. Przedstawione w tabeli 1 wyniki wskazuja, ze ich liczba
moze przekraczac poziom 3-10° CFU/mL. Taki wynik pokazuje, ze uzywane na myjni srodki che-
miczne nie dezaktywuja bakterii, stad nie wyeliminuja ich rozwoju takze w instalacji myjacej. Z tego
wzgledu istnieje koniecznos¢ cyklicznej dezynfekcji instalacji myjni.

Odcieki z mycia samochoddw sptywaja do osadnika. W wiekszosci przypadkow zebrane scieki
po przeptynieciu przez odolejacz odprowadzane sg z myjni do kanalizacji sanitarnej, ktorg przepty-
waja do biologicznej oczyszczalni sciekdw. Zanieczyszczona woda oprdcz zwigzkow chemicznych
jest rowniez skazona mikrobiologiczne [19, 20]. Jak wykazaty przeprowadzone badania, stosowa-
ne na myjni srodki chemiczne nie eliminuja bakterii, stad moga sie one nadal rozwija¢ w odstojniku.
W Sciekach powstatych podczas mycia samochoddw zidentyfikowano ponad 30 rodzajow bakterii
[19]. W prowadzonych badaniach nie wykryto obecnosci grzybow. Przeprowadzona analiza takso-
nomiczna wyizolowanych bakterii pozwolita zaliczy¢ je do trzech rzedow: Firmicutes, Proteobac-
teria i Enterobacteria. Najliczniej wystepowaty bakterie z rodzaju Pseudomonas sp., Aeromonas
sp., Bacillus sp. oraz Citrobacter sp. Analize taksonomiczna bakterii zidentyfikowanych w sciekach
przeprowadzono, konstruujac drzewo filogenetyczne z wykorzystaniem sekwencji genu 16S rRNA
z baz danych sekwencji nukleotydow NCBI/EZtaxon/Ribosomal Database Project (RPD) przy uzy-
ciu programu BLAST (blastn).

Przeprowadzone badania wody pobieranej z pistoletow natryskowych potwierdzity, ze jesli na
myjni nie ma odpowiednich procesdw oczyszczania, wzrasta niebezpieczenstwo zakazenia w przy-
padku ponownego wykorzystania wody myjacej. Dlatego stosowanie recyklingu wody oprdcz
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klasycznej filtracji piaskowej wspomaganej oczyszczaniem biologicznym [17] koniecznie wymaga
wprowadzenia etapu dezynfekcji odzyskiwanej wody myjace;j.

Skutecznos¢ dezynfekciji

Srodki stosowane do mycia samochodéw oprocz detergentdw zawierajg takze kwasy lub zasady.
Z tego wzgledu moga wykazywac pewne wtasciwosci bakteriobdjcze. W celu ich okreslenia zba-
dano przezywalnosci bakterii E. coli w roztworach srodkéw chemicznych uzywanych na myjniach.
Z badanych srodkéw tylko dla ptynu Wheel Cleaner stwierdzono brak bakterii po 30 min kontaktu
(rys. 1). Jednak i w tym przypadku dla krotszych czaséw kontaktu ilos¢ zywych bakterii byta nadal
znaczna. Taki wynik wskazuje, ze podczas mycia samochodu ze wzgledu na krétki czas kontaktu
ptynow z karoserig nawet chemicznie agresywny roztwor nie wyeliminuje bakterii, ktdre podczas
mycia pod cisnieniem przedostaja sie do aerozolu.
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Rys. 1. Skutecznos¢ dziatania przeciwbakteryjnego alkalicznego srodka powierzchniowoczynnego

(0,5% Wheel Cleaner) na komorki bakteryjne E. coli w czasie (0-30 min)

Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzi¢, ze srodki stosowane do mycia samochoddw
wykazujg niewielkie wtasciwosci bakteriobdjcze. Badane preparaty zawieraty drugorzedowy alka-
nosulfonian sodu, ktdrego bakteriobojcze wtasciwosci w potaczeniu z wysokim pH roztwordw za-
ktdcajg metabolizmu bakterii, co w efekcie prowadzi do wystapienia efektu letalnego [21]. Na myj-
niach koncentraty badanych srodkdw myjacych rozciencza sie do 0,5%. Roztwory o takim stezeniu
skutecznie usuwajg zanieczyszczenia z powierzchni samochodu, ale — jak wykazaty prowadzone
badania —ich uzycie nie pozwolito na catkowitg eliminacje bakterii. Efekt dziatania zalezat w znacz-
nym stopniu od wartos¢ pH. Optymalna wartosc pH srodowiska do rozwoju bakterii Eschierichia coli
wynosi 6,50-7,50, a kazde jego gwattowne zmiany moga skutkowadé w zaktdceniu prawidtowego
procesu podziatu komoérkowego [21, 22]. Z tego tez wzgledu najwiekszg redukcje liczby bakterii
uzyskano dla ptynu Wheel Cleaner, ktérego wysokie pH (11,8) ograniczyto rozwoj komorek E. coli.
Catkowity proces dezynfekcyjny osiggnieto po 30 min kontaktu. Pianotwdrczy srodek myjacy Tur-
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bo Foam nie ograniczyt rozwoju E. coli. Catkowite usuniecie bakterii jest trudne, nawet konwen-
cjonalne procesy oczyszczania i dezynfekcji wody nie prowadzg do inaktywacji wszystkich bakterii
i ich form przetrwalnikowych [23]. Z tego wzgledu nie mozna oczekiwac, ze uzycie popularnych
ptynow stosowanych do mycia samochoddw spowoduje catkowita redukcje zywotnosci komorek
bakteryjnych.

Wplyw odlegtosci od samochodu na ilo§¢ mikroorganizméw w aerozolu

Ze wzgledu na sedymentacje zawartos¢ mikroorganizméw w aerozolu powstajgcym podczas my-
cia samochodow jest zmienna. Zgodnie z przewidywaniami przeprowadzone badania wykazaty, ze
ich liczba w aerozolu otaczajgcym osobe myjacg samochod zmniejszataby sie wraz ze wzrostem
odlegtosci od samochodu (rys. 2 i 3). Osoba myjgca z reguty znajduje sie w odlegtosci ponizej 1 m od
karoserii, stad jest narazona na wdychanie mikroorganizmow. Wartosci pokazane na rys. 3 uzyska-
no dla czasu 60 s, jednak czas mycia samochodu jest zdecydowanie dtuzszy (ok. 10 min), co sprzyja
wdychaniu jeszcze wiekszej liczby mikroorganizmow.

Odlegtos¢ od pojazdu
[cm]

50

100

150

200

Rys. 2. Liczebnos¢ mikroorganizméw na szalkach rozstawionych wokét samochodu mytego na myjni
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Rys. 3. Zmiany liczby mikroorganizmdw zdeponowanych w czasie 60 s na ptytkach Petriego

w zaleznosci od odlegtosci od mytego samochodu

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze stopien zagrozenia mikrobiologicznego na myj-
niach jest istotny. Potwierdzono, ze podstawowym zrodtem zakazenia jest wytwarzany bioaero-
zol. Osoby myjace samochody z uzyciem dysz cisnieniowych wdychaja znaczng liczbe mikroor-
ganizméw chorobotworczych, z ktorych czes¢ wykazuje antybiotykoopornos¢. Wyznaczona liczba
bakterii na ptytkach wystawionych na ekspozycje w odlegtosci 50 i 100 cm od samochodu wynosita
odpowiednio 2,56 + 0,02 i 2,23 + 0,23 log CFU, a w odlegtosci 2 m ilos¢ bakterii zmniejszyta sie
do 1,26 + 0,06 log CFU. Potwierdza to, ze na kontakt z organizmami obecnymi w powstajgcym
bioaerozolu najbardziej narazone s osoby bezposrednio myjace samochdd. Pomimo to trudno
jest spotkac na myjniach recznych osoby myjgce samochody, ktore stosuja srodki ochrony osobi-
stej. Prowadzone badania problemdw zdrowotnych pracownikéw myjni wykazaty, ze w wiekszo-
sci zaniedbuja oni stosowanie takich srodkow [24]. W rezultacie codzienna ekspozycyjna na mi-
kroorganizmy oraz srodki chemiczne doprowadza do wystgpienia wielu objawdéw chorobowych.
Do najczesciej wskazywanych naleza podraznienia gornych drog oddechowych, oczu oraz skory.
Efekty kontaktu z patogenami moga objawiac sie jako nudnosci/dyskomfort w zotadku, pieczenie
lub wysypka skdrna. Blisko 60% pracownikdw myjni samochodowych przypisato jeden lub wiecej
problemoéw zdrowotnych jako konsekwencje wykonywanej pracy, a ponad 40% pracownikdw myj-
ni poddawato sie konsultacji lekarskiej z powodu objawow chorobowych wynikajgcych z miejsca
pracy. Powstate objawy chorobowe moga takze wynikac z zakazen bakteryjnych [24].

Antybiotykoopornos¢

W przypadku chordéb wynikajacych z zarazenia bakteriami podstawowa metoda leczenia jest an-
tybiotykoterapia. Niestety, w efekcie jej powszechnego stosowania wiele bakterii uodpornito sie
na popularne antybiotyki. Potwierdzity to takze przeprowadzone badania, gdyz znaczna czesc
uzytych antybiotykdw wykazata matg skutecznosc dziatania przeciwko bakteriom obecnym na
myjni (rys. 4).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze na myjniach bytujg bakterie wykazujace znaczna an-
tybiotykoopornos¢, co moze utrudniac leczenie. Skutecznosc dziatania ampicyliny, nalezacej do
grupy antybiotykdw B-laktamowych o szerokim spektrum dziatania przeciwbakteryjnego, nie zo-
stata potwierdzona wobec wszystkich analizowanych probek. W przypadku stosowania polimyk-
syny B, nalezacej do grupy kationowych antybiotykéw lipopeptydowych, uzyskano dezaktywacje
wiekszosci komdrek bakteryjnych, co potwierdza jej stosunkowo dobre dziatanie bakteriobdjcze
i bakteriostatyczne wobec bakterii obecnych w analizowanym materiale.
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Rys. 4. Skutecznos¢ dziatania przeciwbakteryjnego antybiotykow i mieszaniny antybiotykow (polimyksyna,
ceftazydym i akryflawina) na bakterie obecne na karoserii samochodu i w pistoletach natryskowych myjni
samochodowych (antybiotyki: 1 —ampicylina, 2 — polimyksyna B, 3 — D-cykloseryna, 4 —wankomycyna,

5 —mieszanina antybiotykow)

Wysoka skutecznosc przeciwbakteryjng osiggnieto przy zastosowaniu D-cykloseryny, wykazu-
jacej szerokie spektrum dziatania wobec bakterii Gram+ oraz Gram-. Catkowita inaktywacja zosta-
ta osiaggnieta w przypadku bakterii w probkach pobranych z kota i drzwi samochodu (rys. 4). Nato-
miast przezyta czes¢ bakterii pobranych z nadproza. To miejsce byto zanieczyszczone zwigzkami
ropopochodnymi, co sprzyja modyfikacji wtasciwosci bakterii [25]. Uzyskany wynik wskazuje, ze
roznorodnosc sktadu zanieczyszczen (Srodowisko) moze wptywac na wtasciwosci bakterii zasiedla-
jacych dang czes¢ samochodu.

W przypadku zastosowania wankomycyny wykazano catkowita dezaktywacje bakterii obec-
nych w probce pobranej z kota samochodu oraz w wodzie pobranej z pistoletu na myjni C. Naj-
mniejszg skutecznos¢ odnotowano dla probki pobranej z nadproza, drzwi pojazdu oraz dla pistole-
tu z myjni B. Wankomycyna wykazuje dziatanie hamujace wobec bakterii Gram+, stad ta mniejsza
skutecznos¢ moze wskazywac na obecnosc takze bakterii Gram-.

Najwieksza skutecznos¢ wobec badanych mikroorganizmdw, niezaleznie od miejsca poboru
probki, uzyskano dla mieszaniny antybiotykow (polimyksyny B, ceftazydymy i akryflawiny HCI),
ktdra wykazata szerokie spektrum dziatania wobec bakterii Gram+ oraz Gram-. Stad taka miesza-
nina antybiotykow moze zostac z powodzeniem wykorzystana do ograniczenia zakazen wywofa-
nych bakteriami zasiedlajgcymi myjnie samochodowe.

WNIOSKI

Przeprowadzone badania wykazaty, ze srodowisko myjni samochodowych stanowi istotne zrédto pa-
togendw, a prowadzone w niej procesy mycia moga posredniczy¢ w ich rozprzestrzenianiu na ludzi.
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Niebezpieczenstwo zwigzane z myciem samochodu wynika w szczegdlnosci z wdychania bioaerozo-
lu, w ktorym mikroorganizmy maja mozliwos¢ szybkiego rozprzestrzeniania sie w powietrzu.

W badaniach potwierdzono, ze mikroorganizmy zmywane z powierzchni samochodu przecho-
dzg do aerozolu wytwarzanego przez ptyn wyptywajacy pod wysokim cisnieniem z dyszy pistole-
tu na karoserie pojazdu. W przypadku odlegtosci 50 cm od mytego samochodu ilos¢ organizmow
deponowana w ciggu 60 s na ptytke Petriego wynosita 2,56 + 0,02 log CFU i zmniejszata sie wraz
z odlegtoscig do 1,26 + 0,06 log CFU (odlegtosc¢ 200 cm).

Z badanych srodkéw stosowanych do mycia samochoddw, jedynym catkowicie inaktywujgcym
komorki bakteryjne E. coli byt zasadowy (pH = 11,8) Wheel Cleaner, dla ktdrego catkowity proces
dezynfekcyjny osiggnieto po 30 min kontaktu. W przypadku srodkdw myjacych o nizszej warto-
$ci pH nie uzyskano wystarczajacego efektu bakteriobodjczego i bakteriostatycznego. Ponadto ze
wzgledu na krotki czas kontaktu srodka myjacego z karoserig efektywnos¢ dziatania nawet sku-
tecznych srodkéw bedzie ograniczona.
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