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Toksycznosé chlorku
1-heksylo-3-metyloimidazoliowego
wzgledem wybranych organizméw wodnych

Dokonano oceny potencjatu toksykologicznego imidatiowej cieczy jonowej o nazwie
chlorek 1-heksylo-3-metyloimidazoliowy (CHM). Zakres badai ekotoksykologicznych obej-
mowat przeprowadzenie testu toksyczrii ostrej z wykorzystaniem skorupiakéw stodko-
wodnych (Thamnocephalus platyurus) i testu toksyczndci chronicznej z wykorzystaniem bak-
terii morskich (Vibrio fischeri). Wartosci wskaznikdw ekotoksykologicznych wyznaczone
w poszczegdinych testach wyniosty odpowiednio: E€2,51 mg/dmi (THAMNOTOXKIT
F™) i ECsosmin 15,30 mg/dm i ECsoismin 14,40 mg/dmi (MICROTOX © Basic Test 81,9%). Na
podstawie uzyskanych wynikéw zwgzek sklasyfikowano jako toksyczny. W ramach bada
dokonano réwniez oceny wptywu korekty odczynu i napowietrzania na edukcje toksyczndici
roztworu CHM. Dos$wiadczenie przeprowadzono zgodnie z metodyk US EPA/600/6-
-91/005F. Stwierdzonoze korekta odczynu roztworu CHM do poziomu 3 i 11, dakze prze-
prowadzenie symultanicznego procesu korekty pH do Bnapowietrzania wplywa na obnie-
nie toksyczndci badanego zwizku.

Stowa kluczowe: imidazoliowe ciecze jonowe, toksyczré, biotesty

Wstep

W ostatnich latach obserwujec sSvzmazone zainteresowanie tzw. ,zielgn
chemi, czyli chemj przyjazn srodowisku, co przyczynia sido wzrostu liczby
bada nad now grum rozpuszczalnikow, ktére nie emitowalyby szkodlivryc
oparow dosrodowiska. W rezultacie powstata nowa klasagzkdw chemicz-
nych, tzw. cieczy jonowych (ang. ionic liquid’sl-'$), czesto okrdlana mianem
rozpuszczalnikow ,projektowalnych”. Odpowiedni dobg@rup strukturalnych
cieczy jonowych na etapie ich syntetyzowania gimga wykorzystanie najbar-
dziej optymalnych wisciwosci tych zwizkdw, z punktu widzenia ich przysziego
zastosowania, takich jak: hydrofobo$¢p polarndé¢ czy tez rozpuszczalng.
W konsekwencji IL’s jako jedne z nielicznych substjamog by¢ projektowane
indywidualnie do wymogow konkretnych procesow tambgicznych. Obecnie
dzigki wiasciwosciom zmegkczagcym, antystatycznym, a tak bakterio- i grzy-
bobojczym staly si m.in. zamiennikami powszechnie stosowanycbdkow
ochrony rglin (fungicydy, bakteriocydy), a tak preparatdow wykorzystywanych
w procesach impregnacji drewna [1]. Dodatkowo nigk@znos¢ par, jak
w przypadku imidazoliowych cieczy jonowych (IIL’')ymazliwia ich wykorzys-
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tanie jako alternatywy dotychczas stosowanych rezgzalnikbw organicznych.
Jednak narastgje zainteresowanie branprzemystowej IL's, przektadage s
bezpdrednio na wzrost ich produkcji, paga za sof ryzyko przedostawaniagsi
tych substancji ddrodowiska. Niska gznos¢ par IIL’'s czsto mylnie utasa-
miana jest z brakiem toksycznych wdavosci, podczas gdy w rzeczywisio
wysoka rozpuszczaldé oraz stabiln& tych zwazkéw w roztworach wodnych
determinuje potencjalne zagemnie, jakie stwarzajllL's dla srodowiska wodne-
go [2]. Dlatego te konieczne jest prognozowanie i ocena negatywnelgizia-
tywania IIL's wzglkdem organizméw wodnych jako przedstawicieli ekceyst
szczegblnie nav@nego na skaenie b grup zwigzkdw. Analiza ekotoksykolo-
giczna jest jednym z niegtinych elementéw systemu oceny przydé&thoryzy-
ka stosowania preparatdw chemicznych. Dowodzi tiedit, ze coraz cgiciej
dobdr kationu i anionu, na etapie projektowanialdgtrry IL's, dokonywany jest
w oparciu zaréwno o wymogi fizykochemiczne, jakimgnsprostaIL’s, jak tez

z uwzgkdnieniem bezpieczastwasrodowiskowego [1, 2].

1. Materiaty i metody

W badaniach wykorzystano imidazoligveiecz jonowy chlorek 1-heksylo-
3-metyloimidazoliowy (CHM) o wzorze sumarycznymold:oN,Cl. Srodek zaku-
piony zostat w firmie POCH oddz. Gliwice w grudrQ10 roku. Wedtug danych
producenta, preparat stosowany jest jako kataliaatoeakcjach syntezy. Wzér
strukturalny zwazku przedstawiono na rysunku 1.

CH
H3C“‘“N/“\“\\N"/\E%4 ’
— cl”

Rys. 1. Chlorek 1-heksylo-3-metyloimidazoliowy - stiktura molekularna

Gestas¢é zwigzku wynosi 1,034 g/cin masa molowa 202,72 g/mol. Czy&to
preparatu> 98%. Preparat charakteryzowak semperatuy topnienia-85°C
i odczynem pH 8. Zakupiony chlorek miat pdstaazisy, o jasnadttym zabar-
wieniu i wysokiej przezroczysfoi. Charakteryzowat siniskim stopniem roz-
puszczalnéci w wodzie i wysol rozpuszczalmizia w rozpuszczalnikach orga-
nicznych (aceton, etanol, DMSO). ¢Znie wygciowe badanego preparatu
uzyskano poprzez zastosowanie 48 h mieszania weratypze 35°C. Toksycz-
nos¢ badanego preparatu oceniono przyyadiu dwoch mikrobiotestow:
THAMNOTOXKIT F™ i MICROTOX®.

THAMNOTOXKIT F™ to 24-godzinny test toksyczém ostrej z zastosowa-
niem skorupiakéw stodkowodnychhamnocephalus platyurus. Istoty testu byta
ocena, po 24 godzinach ekspozycji, wptywu prepanatprzeywalnasé skoru-
piakbw naraonych na jego dziatanie. W ramach badazeprowadzono dwa
typy testéw: wsipny i potwierdzajcy. Dla kadego wykonano trzy serie pomia-
rowe (powtdrzenia). W teie wstpnym wykorzystano stenia z zakresu
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0,01+100 mg/drh Na bazie uzyskanych wynikow dobrano zakresestdo testu
potwierdzajcego: 1,0; 1,4; 2,8; 5,6; 10,0 mg/iifila podstawie uzyskanych wy-
nikéw metod logarytmiczno-probitow wyznaczono wskanik ECs,.

Test toksyczn&i chronicznej przeprowadzono z wykorzystaniem éakt
morskich Vibrio fischeri. System MICROTOX umaiwit dokonanie pomiaru
inhibicji bioluminescencji bakterii natranych na dziatanie badanego preparatu.
Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie z procgdasic Test 81,9% systemu
MicrotoxOmni. Na podstawie wynikéw testu wyznaczomartaici EGssmin
i ECso/1smin CzZYli takie s¢zenia CHM, ktére powoduj50% inhibicg biolumines-
cencji odpowiednio po 5 i 15 minutach ekspozycgsilprowadzono w dwdéch
seriach pomiarowych, po trzy powtérzenia dlazdego stosowanegoesenia
i kontroli. Zakres stosowanycheséen wynidst: 1,0+100,0 mg/din

Oceniono take wptyw korekty pH i napowietrzania na toksycghdadanej
cieczy jonowej wzgldem bakterii bioluminescencyjnyctibrio fischeri. Do-
swiadczenie przeprowadzono zgodnie z procgdulS EPA/600/6-91/005F:
Toxicity Identification Evaluation (TIE) [3]. Zakeepracy obejmowat poddanie
wyjsciowego roztworu cieczy jonowej CHM agseniu 1000 mg/drhi odczynie
réownym pH 7,56 naspujacym modyfikacjom: napowietrzanie (2,5 mganr;
czas aeracji T = 60 min); olmeinie pH do 3; obaenie pH do 3 wraz z symulta-
nicznym napowietrzaniem (2,5 mg@n’; czas aeracji T = 60 min); podusze-
nie pH do 11; podwiszenie pH do 11 wraz z symultanicznym napowieterani
(2,5 mgQ/dn?; czas aeracji T = 60 min). Po zakaeniu déwiadczenia, przed
wykonaniem testu toksykologicznego, we wszystkiobbgach odczyn skorygo-
wano do poziomu wyggiowego (pH 7,56). Spos6b wykonaniasd@dczenia
przedstawiono schematycznie na rysunku 2.
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Rys. 2. Schemat przebiegu procesu korekty pH i napoetrzania prébek chlorku 1-heksylo-
3-metylimidazoliowego wg procedury US EPA/600/6-9Q05F [3]
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Toksycznaé mieszanin poreakcyjnych: CHM/aero (aeracja); CHkbdBnize-
nie pH do 3); CHM/3/aero (olbrénie pH do 3, aeracja); CHM/11 (podisgenie
pH do 11); CHM/11/aero (podvigzenie pH do 11, aeracja) wraz z prddon-
trolng (CHM bez zastosowania modyfikacji) oceniono przyyaiu testu
MICROTOX® zgodnie z procedarBasic Test 81,9% systemu MicrotoxOmni.
Dla wyjsciowych stzen roztworu podstawowego CHM i mieszanin poreakcyj-
nych wykonano testy wgbne. Na podstawie wynikow testéw wgych dobra-
no zakresy sten do testow potwierdzagych.

2. Wyniki badan

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono negatywptyw CHM
w stosunku do wykorzystanych w testach organizmdwlwch. Wyniki testéw
toksykologicznych zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1

Klasyfikacja toksyczndici chlorku 1-heksylo-3-metyloimidazoliowego na podawie wynikdw
testow toksykologicznych z wykorzystaniem skorupiaéw stodkowodnychThamnocephalus
platyurusi bakterii morskich Vibrio fischeri

Efekt toksyczny
Test Organizm testowy Klasa toksycznéxi
*ECgo, mg/dn?
THAMNOTOXKIT Thamnocephalus 1+10 mg/dm
™ 2,51 R 51
F platyurus toksyczny
MICROTOX® |\ 1\ fischeri 15,30 10+100 mg/drh | o
Basic Test 5 min szkodliwy
MICROTOX® . . 10+100 mg/drh
Basic Test 15 min Vibrio fischeri 14,40 szkodliwy RS2

*ECsp (ang.Effect Concentration) - stzenie wywotujce okrélony efekt u 50% populacii

Badany zwizek (CHM) oddziatywal toksycznie wzglem skorupiakéw
Thamnocephal us platyurus w catym przedziale stosowanyclzsn. W tescie po-
twierdzajcym najnisze sgzenie testowe 1,00 mg/dwywotato efekt letalny na
poziomie 6,68%, podczas gdy=tnie 5,60 mg/dfhpowodowatosmiertelndé
osobnikéw rezdu 94,98%. Wartd EGC, wyznaczona w teie THAMNO-
TOXKIT F™ wyniosta 2,51 mg/dfh Badany preparat oddziatywat negatywnie
rowniez w stosunku do bakterii morskidfibrio fischeri, wptywajac na zaburze-
nie naturalnych proceséw metabolicznych prowadzoryzez te mikroorgani-
zmy. Odnotowany spadek intensywob bioluminescencji po 5i 15 minutach
ekspozycji pozwolit na wyznaczenie wgkékow toksykologicznych, ktére wy-
niosty odpowiednio: EGsmin 15,30 mg/dm i ECseismin 14,40 mg/dm Na pod-
stawie wynikéw analizy toksykologicznej w odniesierdo Dyrektywy Rady
Wspolnoty Europejskiej [4] badany zwek (chlorek 1-heksylo-3-metyloimi-
dazoliowy) sklasyfikowany zostat jako substancjesy@zna.
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Wyniki doswiadczenia wykonanego na podstawie procedury Tlkazsty,
ze o0 ile samo napowietrzanie roztworu CHM nie wphmeaasit indukowanego
efektu toksycznego, o tyle symultaniczne napoweetiz i korekta pH roztworu
wptywa na obnienie jego toksycznych wdeiwosci. Wartaici wskanikow tok-
sykologicznych dla roztworéw CHM po zastosowanip@diednich modyfikacji
zestawiono w tabeli 2. Z przedstawionych danychigjre juz samo obrienie
odczynu roztworu CHM do poziomu pH 3, a rasie korekta pH do poziomu
pierwotnego powoduje spadek toksycdrioo okoto 30% wzgldem roztworu
wyjsciowego. Stwierdzono tak, ze zardwno podwiszenie odczynu do pH 11,
jak i symultaniczne napowietrzanie probki z kogeticzynu do pH 3 powoduje
ponad 2-krotny wzrost waroi wskanikow toksykologicznych Ekgsmin
i ECso11smin OzNacza taze potrzebne jest co najmniej dwukrotniezaze s¢zenie
roztworow CHM/3/aero i CHM/11, aby wywatafekt inhibicji bioluminescenciji
na poziomie indukowanym w§giowym roztworem CHM. Dowiedziono ta&,
7€ proces napowietrzania roztworu, w ktérym epsie obniono odczyn do
pH 3, wptywa na dodatkayvredukcg toksyczndci, nie powoduje jednakad-
nych zmian we wisciwosciach toksycznych roztworu o pH podiggonym do
11.

Tabela 2
Whptyw korekty pH i napowietrzania na toksyczndié chlorku 1-heksylo-
3-metyloimidazoliowego (CHM)
Modyfikacje roztworu MICROTOX® - Basic TesWibrio fischeri

CHM "ECsoismin mg/dn? "ECso/15min Mg/dn?
CHM 15,30 14,40
CHM/aero 15,75 13,50
CHM/3 20,70 24,30
CHM/3/aero 31,50 36,00
CHM/11 30,38 34,88
CHM/11/aero 27,00 29,25

"ECso (ang.Effect Concentration) - sezenie wywotujice okrélony efekt u 50% populaciji org. te-
stowych odpowiednio w 5 i 15 min ekspozycji

Wplyw modyfikacji zastosowanych wzglem wygciowego roztworu CHM
na toksyczn& w stosunku do bakterWibrio fischeri przedstawiono na rysun-
kach 3 i 4. Zaréwno po 5 (rys. 3), jak i 15 minutakspozycji (rys. 4) efekt tok-
syczny wyraony jako inhibicja bioluminescencji ulegt napkszej redukcji przy
korekcie pH roztworu do 11.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzoroamalizowana ciecz jono-
wa jest toksyczna w stosunku do mikroorganizmoéw gkich (Vibrio fischeri)

i skorupiakéw stodkowodnych Thamnocephalus platyurus). Informacje te,
Z uwagi na ryzyko migracji imidazoliowych cieczynjpvych dosrodowiska, sta-
nowiag cenne uzupetnienie danych literaturowych potwiagdxch negatywny
wplyw tej grupy zwazkdéw na organizmy reprezengag rzne poziomy troficz-
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ne, tj.: glony Pseudokirchneriella subcapitata) [5, 6], skorupiaki Daphnia ma-
gna), mieczaki Oreissena polymorpha) czy tez ryby (Danio rerio) [7, 8].
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-=@==CHM/3/aero —&— CHM/11 --&=--CHM/11/aero
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Rys. 3. Wykres zalenosci inhibicji bioluminescencji od stezen badanego medium
po 5 min ekspozycji
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Rys. 4. Wykres zalenosci inhibicji bioluminescencji od stezen badanego medium
po 15 min ekspozycji

Podsumowanie

Z uwagi na olbrzymie zainteresowanie i wzrost pkagiullL’'s toksycznai¢
tych zwhzkow stata si przedmiotem wielu realizowanych prac i programéw b
dawczych (m.inU.S National Toxicology Program, Programy Badawcze EU),
ktorych wspdlnymcelem jest prognozowanie i ocena skutkéw oddziahyava
IL’s w stosunku do organizméw zasiediajch poszczegolne ekosystemy. Prze-
prowadzone badania potwierdzakutecznéé zastosowania analizy ekotoksyko-
logicznej w ocenie oddziatywania IL's na organizaywe. Ponadto wskazyjiz
stanowi ona niezagtione i cennezrodio informaciji o sposobie oddziatywania
tych substancji na wybrane organizmy wodne. W eehmiejszenia ryzykdro-
dowiskowego dane uzyskane na podstawie ba#atoksykologicznych powinny
zost& uwzgkdnione jui na etapie projektowania nowych zakdéw.
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Toxicity of 1-Heksyl-3-Methylimidazolium Chloride according to Selected
Marine and Freshwater Organisms

lonic liquids (IL's) are defined as organic salts vith low melting point. The reputation
of those substances as green solvents (environmdrtéendly chemicals) is based primarily
on their negligible vapor pressure. However, high aubility and stability of those sub-
stances in water can cause a serious concern abdbeir toxic potential. Relatively little is
still known about the toxicity of these substanceas a class, especially when compared to
conventional organic solvents.The aim of the study was to investigate the toxigi of imi-
dazolium ionic liquid: 1-heksyl-3-methylimidazolium chloride (CHM) according to select-
ed aquatic organisms: bioluminescent marine bactewim and crustacean. The results
showed that CHM caused a harmful effect on testedrganisms in the whole range of con-
centrations used in the tests. The estimated toxindex ECs,obtained 2.51 mg/dm accord-
ing to Thamnocephalus platyurus and ECsysmin 15.30 mg/dm, ECsosmin 14.40 mg/dnd ac-
cording to Vibrio fischeri. The CHM was classified as a toxic substance. Moreer, the
toxicity of CHM samples with modified pH values andaeration has been measured. Modi-
fications of CHM samples were based on U.S. EPA Puacol (Toxicity Identification Eva-
luation). Acute toxicity of each modification have been determined by using the
MICROTOX ® Basic Test 81.9% standard procedure. The resultshewed that upgrading
pH value to 11 as well as diminishing samples pH tealue 3 had an influence on samples’
post-reaction toxicity. Both processes, pH correadn and aeration, used individually
caused a significant decrease of analyzed sampléskicity expressed as toxic index’s E§
measured after 5 and 15 minutes of exposition. Thexic index values were increased from
range 30% (pH 3) up to 100% (pH 11) according to no modified sample. The study
showed that pH correction to value 3 connected witlsimultaneous aeration additionally
decrease sample toxicity. The results of the presestudy has proved that 1-heksyl-3-
methylimidazolium chloride could be toxic to aquatt organisms and it is necessary to car-
ry out the ecotoxicological risk of ionic liquids ly the use of bioassays.

Keywords: imidazolium, ionic liquid’s, toxicity, bioassay



