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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. 2006 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. Z 2016 r. poz. 1311.):
A) Tytul osiagni¢cia naukowego:

Cykl publikacji na temat: ,Zastosowanie cieczy jonowych oraz nowych metod

derywatyzacyjnych i ekstrakcyjnych w analityce wybranych farmaceutykow”

B) Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

[H1] H. Mgczykowska*, P. Stepnowski, M. Caban, 2018, Impact of humic acids, temperature
and stirring on  passive  extraction of pharmaceuticals from  water by
trihexyl(tetradecyl)phosphonium dicyanamide, Microchemical Journal, DOI

10.1016/j.microc.2018.07.023. IF2017 = 2,746

[H2] K. Kotecka*, M. Gajewska, P. Stepnowski, M. Caban, 2018, Spatial distribution of
pharmaceuticals in conventional wastewater treatment with Sludge Treatment Reed Beds

technology, Science of the Total Environment, 647, 149-157. 1F2017 = 4,610

[H3] M. Caban*, P. Stepnowski, 2018, Silylation of acetaminophen by trifluoroacetamide-
based silylation agents, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 154, 433-437.
1F2017 = 2,831

[H4] P. Lukaszewicz, A. Bialk-Bielinska, J. Dolzonek*, J. Kumirska, M. Caban, P.
Stepnowski, 2018, A new approach for the extraction of tetracyclines from soil matrices:

application of the microwave-extraction technique, Analytical and Bioanalytical Chemistry,

410, 1697-1707. IF2017 = 3,307

[HS] F. Silva, M. Caban, M. Kholany, P. Stepnowski, J. Coutinho, S. Ventura*, 2018,
Recovery of non-steroidal anti-inflammatory drugs from wastes using ionic liquid-based three-
phase partitioning systems. ACS Sustainable Chemistry & Engineering, 6, 4574—-4585. 1F2017
= 6,140

[H6] H. Meczykowska*, P. Stepnowski, M. Caban, 2018, Effect of salinity and pH on the
calibration of the extraction of pharmaceuticals from water by PASSIL, Talanta, 179, 271-278.
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1F2017 = 4,244

[H7] H. Meczykowska, P. Kobylis, P. Stepnowski, M. Caban*, 2017, Calibration of Passive
Samplers for the Monitoring of Pharmaceuticals in Water-Sampling Rate Variation, Critical

Review in Analytical Chemistry, 47, 204-222. 1F2016 = 2,667

[H8] M. Caban*, P. Stepnowski, 2017, The antagonistic role of chaotropic
hexafluorophosphate anions and imidazolium cations composing ionic liquids applied as phase
additives in the separation of tri-cyclic antidepressants, Analytica Chimica Acta, 967, 102—110.
1F2016 = 5,123

[H9] H. Me¢czykowska*, P. Kobylis, P. Stepnowski, M. Caban, 2017, Ionic liquids for the
passive sampling of sulfonamides from water — applicability and selectivity study, Analytical

and Bioanalytical Chemistry, 409, 3951-3958. 1F2016 = 3,431

[H10] M. Caban*, A. Szaniawska, P. Stepnowski, 2016, Screening of 17a-ethynylestradiol
and non-steroidal anti-inflammatory pharmaceuticals accumulation in Mytilus edulis trossulus
(Gould, 1890) collected from the Gulf of Gdansk, Oceanological and Hydrobiological Studies,
45, 605-614. IF2016 = 0,519

[H11] F. Silva, M. Caban, P. Stepnowski, J. Coutinho, S. Ventura*, 2016, Recovery of
ibuprofen from pharmaceutical wastes using ionic liquids, Green Chemistry, 18, 3749-3757.

1F2016= 8,506

[H12] M. Caban*, H. Megczykowska, P. Stepnowski, 2016, Application of the PASSIL
technique for the passive sampling of exemplary polar contaminants (pharmaceuticals and

phenolic derivatives) from water, Talanta, 155, 185-192. IF2016 = 4,162

[H13] M. Caban*, E. Lis, J. Kumirska, P. Stepnowski, 2015, Determination of pharmaceutical
residues in drinking water in Poland using a new SPE-GC-MS(SIM) method based on Speedisk
extraction disks and DIMETRIS derivatization, Science of Total Environment, 538, 402-411.
1F2015 = 3,976

[H14] M. Caban, P. Stepnowski, M. Kwiatkowski, J. Maszkowska, M. Wagil, J. Kumirska*,
2015, Comparison of the Usefulness of SPE Cartridges for the Determination of B-Blockers and

B-Agonists (Basic Drugs) in Environmental Aqueous samples, Journal of Chemistry, ID
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195280, 1-9. IF2015 = 0,622

[H15] J. Kumirska*, N. Migowska, M. Caban, P. Lukaszewicz, P. Stepnowski, 2015,
Simultaneous determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs and oestrogenic
hormones in environmental solid samples, Science of Total Environment, 508, 498-505. IF2015

=3,976

[H16] M. Wagil, J. Maszkowska, A. Biatk-Bielinska*, M. Caban, P. Stepnowski, J. Kumirska,
2015, Determination of metronidazole residues in water, sediment and fish tissue samples,

Chemosphere, 119, S28-S34. IF1015 = 3,698

[H17] M. Caban, K. Mioduszewska, P. Lukaszewicz, N. Migowska, P. Stepnowski, M.
Kwiatkowski, J. Kumirska*, 2014, A new silylating reagent - dimethyl(3,3,3-
trifluoropropyl)silyldiethylamine - for the derivatisation of non-steroidal anti-inflammatory

drugs prior to gas chromatography-mass spectrometry analysis, Journal of Chromatography A,

1346, 107-116. 1F2014 = 4,169

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania

. Wstep

Zanieczyszczenie $rodowiska naturalnego substancjami leczniczymi zostato po raz
pierwszy zidentyfikowane jako istotny problem ekologiczny na poczatku lat 90-tych. Stalo si¢
to gtownie za sprawg oznaczenia tych zwigzkow na poziomie sladowym w réznych matrycach
srodowiskowych. Bylo to mozliwe dzieki znaczgcemu postgpowi w chemii analitycznej
w zakresie mozliwo$ci korzystania z coraz nowoczes$niejszych rozwigzan technik taczonych,
w szczegllnosci spektrometrii mas i jej sprzegnigcia z technikami chromatograficznymi.
Nie bez znaczenia bylo takze nowe, efektywne podejscie do wydzielania i zatezania analitow
ze zlozonych matryc §rodowiskowych. Zasadniczym przetomem stato si¢ tu zastosowanie
nowych, wydajnych uktadéw (np. ekstrakcja do fazy stalej, mikroekstrakcja)
czy wprowadzenia elementow wspomagania procesu ekstrakcyjnego (np. energiag mikrofal,
strumieniem rozpuszczalnika). Istotny postgp poczyniono takze w stosowaniu nowych
materialdw jako mediow odbierajacych; syntetyczne polimery, materialy weglowe

1 magnetyczne, nanomateriaty, ciecze jonowe 1 wiele innych nowych materialéw coraz czgsciej
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stosowane sg w procesach ekstrakcji z probek wodnych analitow o szerokim zakresie
polarnosci. Nowe rozwigzania sg takze zgodne z wyzwaniami w zakresie zielonej chemii,
szczegolnie w kwestii miniaturyzacji i automatyzacji aparatury, skrocenia czasu i kosztu analiz
oraz eliminacji lub oszczednosci rozpuszczalnikow badz ich zastgpienia mniej szkodliwymi

odpowiednikami.

Z punktu widzenia analityki chemicznej, oznaczenia farmaceutykdw w matrycach
srodowiskowych wigza si¢ z wieloma problemami. Po pierwsze s3 to zwigzki o niezwykle
zréznicowanej budowie chemicznej i wynikajacych z nich wlasciwosciach fizykochemicznych.
Uzyta technika musi by¢ na tyle selektywna, aby wyizolowa¢ 1 oznaczy¢ analitycznie istotng
ilos¢ farmaceutykoOw na raz (czg¢sto osiaggnaé tu nalezy kompromis na pewnym etapie
oznaczania), co wigze si¢ jednak z rownoczesng izolacja duzej liczby interferentéw. Jednym
z podej$¢ moze by¢ tu opracowywanie metod, ktore selektywnie zaweza si¢ do jednej grupy
chemicznie podobnych do siebie farmaceutykow (np. metody wyodrgbniania wylgcznie
sulfonamidéw lub tylko beta-blokerow). Powoduje to jednak konieczno$¢ stosowania
postepowan wieloetapowych co jest z natury niekorzystne, zarowno z ekonomicznego punktu
widzenia, jak 1 z perspektywy zatozen zielonej chemii. Zmienno$¢ czasowa i przestrzenna
probek $rodowiskowych oraz zawartych tam matryc jest tez czynnikiem generujagcym
niepewnos¢, gdyz dla kazdej probki tzw. efekt matrycowy moze by¢ diametralnie r6zny (Caban
et al., 2012). Efekty te nie sa wylacznie ucigzliwe w oznaczeniach S$rodowiskowych,
ale w przypadku wszystkich ztozonych probek bogatych w sktadniki inne niz anality (probki
kliniczne, probki zywnosci, itd.). Jest to tym istotniejsze, iz farmaceutyki w Srodowisku
wodnym wystepuja na $ladowych poziomach st¢zen rzedu co najwyzej ng/l. Stad na etapie
walidacji kazdej nowej metody analitycznej elementem niezbgdnym jest rzetelne oszacowanie

efektu matrycowego.

Wspolczesnie wykrywanie farmaceutykow w probkach srodowiskowych odbywa si¢
wylacznie z zastosowaniem spektrometrii mas, ktora daje niemal niezawodng pewno$é
oznaczenia z bardzo niskimi granicami wykrywalnosci. Jako sprzegnigty technike rozdzielcza
najczesciej wykorzystuje si¢  wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa, rzadziej
chromatografi¢ gazowa (Joanna Sadkowska et al., 2017). Natomiast istnieje wiele technik
ekstrakcyjnych, a wybdr zalezy od typu probki, celu analizy i dostgpnosci sprzgtu. Najczesciej
badane probki wodne to wody powierzchniowe, gruntowe, morskie lub $ciekowe. Wsrod

probek statych jako obiektow badan nalezy wymieni¢ gleby, osady ze zbiornikow wodnych,




Magda Caban

(Zalacznik 2)

Autoreferat
osady $ciekowe, tkanki roslin i zwierzat oraz odchody zwierzece. Majac na uwadze, ze obecnie
w uzyciu jest ponad 1200 substancji farmaceutycznych a oznacza si¢ czgsto takze metabolity
lub produkty rozpadu tych zwiazkéw, liczba opracowywanych i wdrazanych do praktyki
analitycznej metodyk jest olbrzymia. Warto przy tym zaznaczy¢, iz oznaczanie lekéw ma
na celu nie tylko dostarczenie danych monitoringowych czy screeningowych w warunkach
srodowiskowych, ale takze jest wykorzystywane w ocenie efektywnosci nowych sorbentéw
i technik oczyszczania wod 1 §ciekow, przy prowadzeniu testow toksycznosci, ekotoksycznosci,
bioakumulacji 1 biodegradacji, w koncu w badaniach rozprzestrzeniania si¢ i przemian
abiotycznych w r6znych warunkach. Cze$¢ rozwigzan w analizie farmaceutykow w srodowisku
zaczerpni¢ta zostala z  wcze$niej opracowanych metod oznaczen klinicznych,

kryminalistycznych czy przemystowych.

Opracowywane nowe metody oznaczen farmaceutykow w probkach srodowiskowych
maja jednak szereg ograniczen i niedociggni¢¢ technicznych. Istotnym problemem jest wcigz
niewielka liczba rozwigzan uniwersalnych, umozlwiajacych rownoczesne wyodrebnianie
1 jednoczesne oznaczanie skrajnie roznych grup substancji leczniczych. Duze ograniczenie
stanowi niemal catkowity brak certyfikowanych materiatow odniesienia, brak technik
referencyjnych czy spojnych zalecen co do walidacji metodyk. Wciaz nie zdefiniowano takze
listy farmaceutycznych zanieczyszczen priorytetowych, ktére nalezatoby obja¢ regularnym
monitoringiem. Nalezy jednak spodziewaé si¢, ze coraz wigksza liczba doniesien
literaturowych dowodzacych negatywnych skutkéw ekotoksykologicznych substancji
leczniczych 1 ich nieoczekiwanych efektéw biologicznych (nefrotoksycznos¢ diklofenaku,
akwatoksyczno§¢ sulfonamidéw 1 in.) doprowadzi do wusankcjonowania obowigzku
monitoringowego przynajmniej dla cze$ci substancji farmaceutycznych wykrywanych

w $rodowisku.

W przypadku do$¢ nietypowej, niejednorodnej grupy analitéw do jakich niewatpliwie
naleza substancje lecznicze rozumiane jako zanieczyszczenia $rodowiska, wykorzystanie
standardowych, konwencjonalnych narzedzi analitycznych jest zwykle mato efektywne.
Dlatego wazne jest poszukiwanie alternatywnych rozwigzan, wykorzystujacych calg game
nowych materialéw czy niestandardowego podej$cia do rozdzielen i oznaczen koncowych
skutkujacych uniwersalnymi metodami, ktére mozna z powodzeniem zastosowaé w analityce

srodowiskowe;.
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Biorgc powyzsze pod uwage gléwnym celem przedstawionego osiagniecia
habilitacyjnego bylo opracowanie innowacyjnych rozwiazan, umozliwiajacych
oznaczanie szerokiej, niejednorodnej chemicznie grupy farmaceutykow, w szczegolnosci

w zlozonych prébkach Srodowiskowych.

W niniejszym opracowaniu przedstawiono cykl publikacji, obejmujacych wyniki badan
nad zastosowaniem cieczy jonowych jako alternatywnych matryc odbierajacych w ekstrakcji
laboratoryjnej czy probnikach pasywnych oraz jako dodatkéw do chromatograficznych faz
ruchomych. Przedstawiono takze badania nad alternatywnym procesem derywatyzacji
z uzyciem oryginalnego odczynnika sililujgcego umozliwiajagcym wysoce czute oznaczenia
koncowe farmaceutykdw z uzyciem techniki chromatografii gazowej sprzezonej
ze spektrometrem mas. Cykl prezentuje takze szereg zwalidowanych metod wykorzystujacych
wspomagang ekstrakcje, ktére zostaly nastepnie uzyte do oznaczen farmaceutykéw
w srodowisku. Dzigki podjeciu tych badan powstat szereg prac dowodzacych obecnosci tego
rodzaju zanieczyszczen na terenie Polski w wodach glebinowych, rzecznych, jeziornych

i morskich, tkankach migkkich ryb i malzy a takze w glebach i osadach dennych.
. Opis osiagniecia naukowego

Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprze¢zona ze spektrometrig mas (LC-MS)
lub tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS) jest dzi§ metoda wyboru w oznaczeniach
koncowych farmaceutykow w probkach §rodowiskowych (Joanna Sadkowska et al., 2017).
Mimo szeregu zalet jest to technika, ktora wcigz ma wiele ograniczen, zwlaszcza w zakresie
znaczacych efektow matrycowych, duzej chwiejno$ci 1 zmienno$ci procesu jonizacji
1 fragmentacji wraz ze zmienno$cig fazy ruchomej oraz ograniczonej rozdzielczosci kolumn.
W badaniach bedacych podstawa osiggnigcia naukowego postanowiono wykorzystaé
alternatywna technike, chromatografie gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (GC-MS).
Technika ta ma szereg istotnych zalet, wsrdd ktoérych wymieni¢ nalezy: (i) pordwnywalnie
nizszy koszt aparatury i jej utrzymania, (ii) znaczne zmniejszenie ilo$ci rozpuszczalnikow
organicznych z procesie analitycznym, (iii) poréwnywalnie wigksza sprawno$¢ uktadu
separacyjnego gwarantujgca zdecydowanie lepsze wyniki precyzji 1 odtwarzalnosci
opracowywanych metod, (iv) mozliwo$¢ korzystania z obszernych bibliotek widm masowych,
w koncu (v) obecno$¢ zestawéw GC-MS w niemal wszystkich laboratoriach stuzb inspekcji

ochrony §rodowiska (w odréznieniu od LC-MS) (Caban et al., 2011; J. Sadkowska et al., 2017).
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Zastosowanie GC-MS w oznaczeniach substancji farmaceutycznych wiaze si¢ jednak
z koniecznos$cig przeprowadzenia derywatyzacji analitoéw, gdyz zdecydowana wiekszo$¢ z nich
jest zbyt polarna i termicznie niestabilna, by moéc by¢ analizowanymi tg technika.
Derywatyzacja w technice GC polega na przeprowadzeniu reakcji zamiany atomu wodoru
w grupach funkcyjnych takich jak grupa aminowa, hydroksylowa czy karboksylowa,
na ugrupowanie niepolarne. W tym celu stosuje si¢ zwykle odczynniki sililujace, ktore majg
zdolnos$¢ podstawienia grupy bazujacej na atomie krzemu. Jednym z najpopularniejszych tego
typu odczynnikow jest N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid (BSTFA), ktory spochadnia
anality do pochodnych trimetylosililowych (TMS). We wczesniejszych badaniach
przedstawiono studium porownawcze derywatyzacji wielu farmaceutykéw (Caban et al., 2011;
Kumirska et al., 2011). Jak stwierdzono, etap ten jest wazny dla pdZniejszej analizy jakosciowe]

i ilosciowej, stad nalezy skupi¢ si¢ nad wyborem jego warunkow.

Po uzyskaniu stopnia doktora podjeto badania majace na celu okreslenie wlasciwosci
derywatyzujacych BSTFA w stosunku do grup amidowych, ktére bardzo czgsto
sg problematyczne w oznaczeniach koncowych w zwigzku z uleganiem tautomeryzacji.
W pracy [H3] podjeto badania nad upochadanianiem acetaminofenu (wystepujacego
od popularng nazwa paracetamol). Posiada on takze grupe hydroksylowa, ktora ulega
sililowaniu stosunkowo tatwo, co moze prowadzi¢ do wytworzenia dwdch pochodnych,
co nie jest korzystne w punktu widzenia analizy ilo$ciowej technika GC. Co ciekawe,
odczynnik BSTFA takze posiada grupe acetamidowag. Dodatkowym problemem byto
okreslenie wbudowania grupy TMS w ulegajaca tautomeryzacji grupg w acetaminofenie. Prace
rozpocz¢to od sprawdzenia wptywu uzytych odczynnikow i rozpuszczalnikéw. Odczynnik
BSTFA jest sprzedawany z 1 % dodatkiem katalizatora TMCS (trimetylochlorosilanu).
Oceniono, ze sam TMCS nie posiada wiasciwosci derywatyzujacych. BSTFA +1 % TMCS
w obecnosci takich rozpuszczalnikow jak pirydyna, octan etylu skutkowal powstaniem
dwupodstawionej pochodnej acetaminofenu (Tabela 1, [H3]). Natomiast zastosowanie dodatku
acetonu i acetonitrylu skutkuje powstaniem dwoch pochodnych, jedno- i dwupodstawionej
grupami TMCS. Miejsce podstawienia grup TMCS oceniono interpretujagc widma mas
uzyskanych pochodnych (Rysunek 1, [H3]). Stwierdzono przy tym typowe dla pochodnych
TMS schematy fragmentacji, jak usuwanie grup metylowych i grup TMS (Rysunek 2, [H3]).
Wystepowal takze rozpad beta pierscienia aromatycznego acetaminofenu. Dzigki poréwnaniu

fragmentacji w pochodnej jedno- i dwupodstawionej stwierdzono, ze jest tylko jedna mozliwa
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struktura pochodnej dwupodstawionej, tj. taka, gdzie grupa TMS podstawia si¢ do tlenu grupy
amidowej. Stwierdzono takze, wbrew powszechnej opinii, ze BSTFA moze reagowac
z wymiang obu posiadanych przez ten zwiazek chemiczny grup TMS, gdyz takze w jego
strukturze dochodzi do tautomeryzacji. Podsumowane w pracy mechanizmy, etapy
spochadniania i odkryte reguty podstawiania stanowig istotny zbior informacji pomocnych do
identyfikacji nieznanych zwigzkow chemicznych czy tez produktéw rozpadu badz

transformacji z zastosowaniem techniki GC-MS.

Kolejne  badania skupione  byly  na odczynniku dimetylo(3,3,3-1
trifluoropropylo)sililodietylamina (DIMETRIS), ktéry zsyntezowano pod koniec doktoratu.
Jest to odczynnik sililujacy o selektywnych wilasciwosciach derywatyzujacych, poniewaz jak
wykazaty wstepne badania na kilku grupach farmaceutykéw (Caban et al., 2013b, 2013a),
reaguje z grupami hydroksylowymi i karboksylowymi, natomiast nie reaguje z grupami

aminowymi.

Po uzyskaniu stopnia doktora rozpoczg¢to badania majace na celu wykorzystanie
DIMETRIS do analizy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ), ktérych obecnosé¢
w $rodowisku wodnym jest wysoce prawdopodobna z uwagi na powszechnos¢ ich stosowania
jako lekow przeciwbolowych dostgpnych bez recepty. Badania rozpoczeto od wyboru
warunkow derywatyzacji wybranych NLPZ (diklofenaku, ibuprofenu, ketoprofen, naproksenu,
flurbiprofen), kwasu salicylowego (produkt hydrolizy kwasu acetylosalicylowego) oraz
paracetamolu z zastosowaniem DIMETRIS [H17]. Reakcje prowadzono w réznych
temperaturach, czasach reakcji i w obecnosci dodatkowego rozpuszczalnika sprawdzajac
efektywno$¢ derywatyzacji (Tabela 1, [H17]). Podobnie jak we wcze$niejszych pracach
stwierdzono, 7e pochodne powstaty poprzez przytaczenie grupy
dimetylotrifluoropropylosililowej (DMTFPS) do grup hydroksylowych i1 karboksylowych.
Najwigksze wspolczynniki odpowiedzi uzyskano juz w temperaturze 30 °C i w czasie 30 minut,
co jest bezkonkurencyjne w stosunku do odczynnikéw dostgpnych komercyjnie (Rozdziat 3.3,
[H17]). Szczegdtowa analiza uzyskanych widm mas potwierdzita struktury uzyskanych
pochodnych. Na widmach tych obserwowany byt sygnat o warto$ci m/z odpowiadajgcej jonowi
molekularnemu (Rysunek 1, [H17]). Wystgepowata tam tez charakterystyczna fragmentacja
z odrzucaniem fragmentoéw o masach 97, 171 1 199, pochodzacych od podstawnika DMTFPS.
Dzigki temu na widmach mas widoczne bylo wiele sygnatow o stosunkowo duzych masach,

ktore mozna byto wybrac¢ do analizy w trybie rejestracji wybranych jonow (SIM, ang. Selected
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lon Monitoring). Wspotczynniki odpowiedzi dla pochodnych DMTFPS zostatly poréwnane
do pochodnych metylowych i TMS, a wigc tych powstalych z popularnie stosowanymi
odczynnikami. Dla sze$ciu z siedmiu analizowanych farmaceutykéw najwyzsze wartosci
uzyskano w postaci pochodnych DMTFPS i to niezaleznie od zastosowanego st¢zenia

(Rysunek 2, [H17]).

W kolejnym etapie opracowano postgpowanie analityczne w celu oznaczen NLPZ
w wodzie powierzchniowej, §ciekach surowych i oczyszczonych. Sg to matryce niezwykle
ztozone, stad podczas opracowywania metody zbadano efekty matrycowe, efektywnosci
ekstrakcji 1 odzysku calkowitego towarzyszace oznaczaniu wybranych farmaceutykow
technika GC-MS(SIM) z uprzednim etapem ekstrakcji technikg ekstrakeji do fazy statej (SPE,
ang. Solid Phase Extraction). Wykorzystano w tym celu wczesniej opracowany protokot
(Caban et al., 2012). Aby potwierdzi¢ skutecznos¢ DIMETRIS, analogiczne analizy wykonano
z zastosowaniem odczynnika BSTFA. Wartosci efektywnosci ekstrakcji 1 odzyskow
catkowitych badanych lekow byly bardzo zblizone, odpowiednio w zakresach 38-105 % 1 48-
103 %, bez wzgledu na uzyty odczynnik spochadniajacy. Roznice zaobserwowano jednak
w efektach matrycowych, ktére byly znaczaco nizsze w przypadku zastosowania DIMETRIS
(Rys. 3 [H17]). Opracowang metod¢ poddano walidacji 1 zastosowano do oznaczen mieszaniny
NLPZ w probkach wod morskich oraz $ciekach surowych i1 oczyszczonych. Granice
wykrywalnosci miescity si¢ w zakresie 4-30 ng/l (Tabela 4, [H17]). Dzi¢ki zastosowaniu
opracowanej metody mozliwe byto oznaczenie farmaceutykow w probkach wody $cickowe;j
pobranej przed 1 po oczyszczeniu w Oczyszczalni Wschod w Gdansku (stgzenia w granicach
152-7040 ng/l) oraz w wodzie morskiej w Porcie w Gdyni (<MQL-364 ng/l) i w poblizu
miejscowosci Mechelinki (48-616 ng/l), przy czym frekwencja detekcji najwyzsza byla
w $ciekach surowych (Tabela 5, [H17]).

Nastgpnie przystgpiono do opracowania metody wieloskladnikowej, taczac grupy
farmaceutykow oznaczane za pomocag odczynnika DIMETRIS. Postanowiono polaczy¢
farmaceutyki z grupy NLPZ, beta-blokeréw, beta-agonistow oraz hormonéw estrogennych
(tacznie 23 anality) [H13]. Opisane wczesniej badania probek srodowiskowych wykonane byty
stosujac na etapie ekstrakcji kolumienki SPE (Oasis HLB®, Waters) z wypetnieniem
kopolimerowym polistyrenu, diwinylobenzenu i winylopirolidonu (PS-DVB-VP). Kolumienki
te w przypadku probek wysokoobjetosciowych majg ograniczong pojemnos$¢ sorpcyjng.
W badaniach postanowiono wigc wykorzysta¢ dyski do przyspieszonej ekstrakcji (Speedisk®,
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J.T. Baker) z tym samym wypetieniem, z uzyciem ktérych mozliwa jest szybka ekstrakcja
duzej objetosci wody. Dyski te dzieki specyficznej budowie wewnetrznej zapewniajg szybsza
ekstrakcje bez strat analitow. Rowniez w tym przypadku przeprowadzono walidacje i uzyskano
zadowalajace granice wykrywalno$ci, z zakresie 0,3-4,8 ng/l (Tabela 1, [H13]). Chromatogram
gazowy analizy wzorcow wchodzacych w sktad mieszaniny w postaci pochodnych DMTFPS

przedstawia Rysunek 1.
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Rysunek 1. Chromatogram gazowy (GC/MS) analizy 23 farmaceutykow w postaci pochodnych
DMTEFPS (Rysunek 1, [H13])

Niskie granice wykrywalno$ci pozwolily na oznaczenia wybranych farmaceutykow
w probkach wody przeznaczonej do picia. Dzigki opracowanej i zwalidowanej procedurze
SPE(Speedisk)-GC-MS(SIM) (opisanej w kolejnych paragrafach) mozliwe byty pionierskie
badania obecnosci farmaceutykéw w zrodtach wody pitnej w Polsce. Pobrane zostaty probki
wody z ujecia wody powierzchniowej w Straszynie oraz uje¢ wody gruntowej ,,Czarny Dwor”
1 ,Zaspa” w GQGdansku (lokalizacja na Rysunku 2, [H13]). Probki pobrane byly przed
i po uzdatnianiu. Pobrano takze probki z rzeki Radunia, dostarczajacej wode do zbiornika
w Straszynie. Oprobowanie o charakterze przesiewowym mialo miejsce w 2013 roku
1 obejmowato analiz¢ 17 farmaceutykow. Z czterech analizowanych grup farmaceutykow
wykryto jedynie przedstawicieli NPLZ (naproksen, diklofenak, ketoprofen, ibuprofen, Tabela
2, [H13]) w stezeniach <MQL-172,7 ng/l, przy czym najwigksza czestos¢ wykrywania (67 %)
stwierdzono dla paracetamolu i naproksenu. Zwigzki z grupy NPLZ oznaczono takze

w $ciekach w Oczyszczalni ,,Wschod” [H17].
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Jak to =zaznaczono weczesniej identyfikacji poszczegdlnych farmaceutykéw
dokonywano z wykorzystaniem czasOw retencji oraz wartoSci m/z wybranych w trybie
rejestracji SIM. Kazdy z tych parametrow to tzw. punkt identyfikacyjny, przy czym
w wigkszo$ci rutynowych protokotow analitycznych zaleca si¢ stosowanie przynajmniej trzech
punktéw identyfikacyjnych. W badaniach wykorzystywano jedng wartos¢ m/z do analiz
ilosciowych 1 od 2 do 4 wartosci jondw referencyjnych potwierdzajacych identyfikacje.
Dodatkowo postanowiono takze wykorzysta¢ stosunek powierzchni sygnalow wybranych
do analiz ilo$ciowych wzgledem sygnatéw referencyjnych co dodatkowo miato potwierdzaé
obecno$¢ badanego analitu. kLacznie uzyskiwano wigc przynajmniej 6 punktow
identyfikacyjnych co zdecydowanie zwigkszato rzetelno§¢ oznaczen. Na Rysunku 2

przedstawiono przyktadowa identyfikacj¢ farmaceutyku z zastosowaniem tej metody.
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Rysunek 2. Potwierdzenie detekcji paracetamolu w probkach wody surowej i oczyszczonej pobranej z
ujecia wody powierzchniowej w Straszynie z wykorzystaniem trybu SIM (ang. Selected lon Monitoring)
(Czes¢ Rysunku 3, [H13])

W kolejnej pracy skupiono si¢ na opracowaniu efektywnych metod opartych o technike
SPE z zachowaniem mozliwie wysokich poziomow odzysku analitow oraz osiggnigciem
mozliwie niskiego efektu matrycowego. Przebadano rozne ztoza oraz procedury dla lekow
z grup beta-blokerow 1 beta-agonistow. Zwiazki te posiadaja charakter zasadowy (pKa 8,8-
10,7) i w warunkach pH wod naturalnych sg obdarzone tadunkiem dodatnim. W ich ekstrakcji
uzywane byly dotychczas réznego rodzaju ztoza, poczawszy od modyfikowanych sorbentéw

krzemionkowych po syntetyczne kopolimery [Tabela 1, H14]. Szczegdlnie te ostatnie
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umozliwily ekstrakcje zwiazkéw polarnych, gdyz ich modyfikacja jest wzglednie tatwa
na etapie syntezy. Obecnie najbardziej popularnym zlozem jest ukiad typu HLB (ang.
Hydrophilic-Lipophilic  Balance), ktory chemicznie jest kopolimerem polistyrenu,
diwinylobenzenu i winylopirolidonu (PS-DVB-VP). Jego zwilzalno$¢ jest znacznie lepsza od
76z krzemionkowych, oferuje tez szereg oddzialywan polarnych z badanymi zwigzkami.
W pracy przebadano mozliwo$¢ zastosowania osmiu rodzajow zt6z, r6znigcych si¢ polarnoscia
1 funkcyjnoscia (Tabela 3, [H14]). Byly to mi¢dzy innymi nieselektywne ztoza typu C18 i ztoza
kationowymienne. Zastosowano dwie procedury ekstrakcyjne, gdyz ztoza kationowymienne
wymagaja stosowania zmian pH uzywanych roztwordéw i probki (Tabela 4, [H14]). Ztoze C18-
E, mimo swojego znanego, uniwersalnego charakteru nie sprawdzito si¢ do tego typu analitow.
Z zastosowaniem zt6z kationowymiennych (Strata-X-C 1 Oasis MCX) odzyski analitow byty
mniejsze niz z zastosowaniem z16z polimerowych na bazie PS-DVB. Natomiast kolumna Strata
Screen C (potaczenie z16z PS-DVB oraz ztoza kationowymiennego) okazata si¢ skuteczniejsza,
gdy zastosowano procedure typowa dla z16z polimerowych. Ostatecznie wybrano kolumne
Strata-X z wypelieniem PS-DVB-VP, ktora zapewnita odzyski w granicach 63-113 % dla calej
grupy analitow (Tabela 5, [H14]) oraz lepsza powtarzalno$¢ odzysku (wzgledny biad
standardowy <12 %, Rysunek 1, [H14]).

Ztoze PS-DVB-VP okazato si¢ w kolejnych etapach badan przydatne takze dla innych
grup farmaceutykow, gdyz oferuje catag game potencjalnych oddziatywan fizykochemicznych.
Wiagze si¢ to jednak z réwnoczesng ekstrakcja duzej liczby interferentow, a tym samym
mozliwoscig wzmozenia efektow matrycowych. W zwigzku z tym wprowadzony zostat etap
przemywania ztoza dwoma rozpuszczalnikami, tj. 5 % wodnym roztworem metanolu,
a nastgpnie heksanem. W dalszych etapach badan takie wlasnie postgpowanie zostato
zastosowane do doczyszczania ekstraktow tkanek ryb czy tez ekstrakcji probek sciekowych.
Jednym z przyktadow bazujacych na takim rozwigzaniu byta metoda oznaczen farmaceutykow
z grupy NPLZ (ibuprofenu, paracetamolu, flurbiprofen, naproksenu i diklofenaku) acznie
z dwoma metabolitami diklofenaku w probkach wody $ciekowej [H2]. Celem tych badan byto
okreslenie dystrybucji czasowej i przestrzennej farmaceutykéw w oczyszczalni w Gniewinie.
Zastosowana jest tam unikatowa technologia utylizacji osadéw $ciekowych za pomocg poletek
trzcinowych. Zastosowanie kolumienek Strata-X w procesie SPE, derywatyzacji odczynnikiem
BSTFA oraz analizy koncowej technika GC-MS(SIM) dowiodto efektywnos$¢ powyzszego

rozwigzania. Stwierdzono, ze ibuprofen i1 naproksen sg obecne jedynie w $ciekach
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oczyszczonych, natomiast diklofenak posiada niewielki potencjat do usuwania w strumieniu
sciekow, jednak jest usuwany na ztozach trzcinowych zasilanych osadem nadmiernym (Tabela
6, [H2]). Ponadto wykonano oznaczenia podstawowych parametrow jakosci $ciekow
1 nie zauwazono jednoznacznych korelacji w usuwaniu wybranych farmaceutykéw oraz

zmniejszaniu si¢ stezen biogenow (Tabela 7, [H2]).

Kolumny opisane powyzej wykorzystywane sa do ekstrakcji probek wodnych
(lub roztwordéw organicznych ekstraktow) do objetosci 500 ml. W przypadku potaczenia
procedury SPE w analiza GC (z uprzednia derywatyzacjg z uzyciem 100 pl odczynnika
derywatyzujacego) uzyskiwane sg wspotczynniki zatezenia rzedu 5000. Dzigki temu mozliwe
jest oznaczenie farmaceutykow na przyktad w probce wody $ciekowej z metodyczng granica
wykrywalnosci rzedu kilku ng na 11 probki ([H17]). W przypadku oznaczen lekow w probkach
wody morskiej czy gruntowej nalezy jednak osiggnaé znacznie wyzszy wspotczynnik
zatezenia, poniewaz farmaceutyki wystepuja w tych probkach na nizszych niz w $ciekach
poziomach stezen. W zwiazku z tym opracowano procedur¢ oznaczen wybranych
farmaceutykow w probkach wody gruntowej i morskiej z zastosowaniem, podobnie jak to miato
miejsce w przypadku wéd glebinowych, dyskow do przyspieszonej ekstrakeji (Speedisk®, J.T.
Baker) ze zlozem PS-DVB-VP [H13]. W przypadku ekstrakcji 1,5 1 probki, osiggano
wspotczynnik zatezenia rzedu 150 000. Odzysk wynosit 62-90 % dla NLPZ, 62-112 %
dla hormonéw estrogennych, 63-105 % dla beta-blokerow i beta-agonistow, natomiast
metodyczne granice wykrywalnosci wynosity od 0,3 do 5,7 ng/l. Nalezy tu zaznaczy¢, ze do
derywatyzacji wykorzystano DIMETRIS, a oznaczenia koncowe prowadzono technikg GC-MS

opisang powyzej.

Ekstrakcja do fazy statej z zastosowaniem kolumn oraz dyskow do przyspieszonej
ekstrakcji nazwana moze by¢ ekstrakcja czynna, gdyz przepltyw fazy wodnej przez zloze jest
wymuszany. Ekstrakcj¢ taka mozna jednak wykona¢ na drodze biernej, tj. wykorzystaé
zjawisko dyfuzji. Dokonuje si¢ tego uzywajac probnikéw pasywnych wyposazonych w faze
akceptorowg oddzielong membrang od fazy donorowej, umieszczanych w badanym srodowisku
na okreslony czas, w ktérym analit na drodze dyfuzji przemieszcza si¢ przez pory membrany a
nastepnie jest adsorbowany na fazie. Technika ta posiada szereg zalet. Po pierwsze, wynikiem
takiej analizy jest Srednie w czasie st¢zenie analitu, niezalezne od chwilowych stezen obecnych
w §rodowisku, o ktorych informacji dostarcza technika SPE. Po drugie, nie jest konieczne

pobieranie probki wodnej, jej transport do laboratorium 1 ewentualne przechowywanie, co moze

]
15 |

~=



Magda Caban
(Zalacznik 2)
Autoreferat
si¢ wigza¢ ze stratami analitow. Jedng z wad technik pasywnych jest jeszcze ciggle mata
wiarygodno$¢ wynikow, gdyz w trakcie ekspozycji szybko$¢ pobierania analitow moze by¢
zaburzona / zwolniona, co szczegdétowo opisano w pracy przegladowej dotyczacej kalibracji

probnikow ([H7]), czyli wyznaczeniu wspodtczynnikéw pobierania analitow.

Wspoélczesnie, pasywna ekstrakcja farmaceutykéw z wody realizowana jest
z zastosowaniem dwoch technik — POCIS (ang. Polar Organic Chemical Integrative Sampler)
oraz Chemcatcher, z zastosowaniem réznych zt6z, w tym wczesniej wymienianego PS-DVB-
VP [H7]. Z zastosowaniem takich zl6z, w laboratorium wykonywana jest re-ekstrakcja
analitow. W ramach przedstawionego osiggni¢cia naukowego przeprowadzono nowatorskie
badania nad zastosowaniem ciektych faz akceptorowych, wykorzystujac z tym celu wybrane
ciecze jonowe. Zastosowanie tych zwigzkéw w chemii analitycznej ma miejsce od kilku lat
ze wzgledu na ich unikatowe wlasciwosci w zakresie rozpuszczalnosci niezaleznej
od polarnosci, trwatosci termicznej i chemicznej oraz mozliwos$ci projektowania selektywnosci
poprzez zmiang¢ kationu lub anionu. Zatozono, ze przy jednoczesnej nierozpuszczalnos$ci
w wodzie czg¢$ci cieczy jonowych mozliwe bedzie zachowanie ich wystarczajacej polarnosci,
aby moc ekstrahowa¢ polarne anality z grupy farmaceutykow. W ramach grantu Sonata
pt. ,,PASSIL - innowacyjna technika dozymetrii pasywnej wykorzystujaca ciecze jonowe”
przeprowadzono szereg badan podstawowych w celu oceny mozliwo$ci zastosowan cieczy
jonowych w pasywnej ekstrakcji farmaceutykow z wody. Oryginalny akronim PASSIL zostat

utworzony na bazie angielskiej nazwy PASsive Sampling with lonic Liquids.

W badaniach wstepnych stanowiacych przestanke stosowania cieczy jonowych jako
cieklych faz akceptorowych, analitami byly wybrane wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne (WWA) (Maszkowska et al., 2015) [U12]. Otrzymane efektywnos$ci ekstrakcji
oraz wspodlczynniki podzialu woda-ciecz jonowa potwierdzity uzytecznos$¢ hydrofobowych
cieczy jonowych w ekstrakcji pasywnej WWA z wody. Do badan w ramach osiggnigcia
habilitacyjnego wytypowano natomiast anality z grup sulfonamidow, beta-blokerow, NLPZ,

hormonodw estrogennych a takze paracetamol, karbamazeping 1 kofeing.

Badania poczatkowe obejmowaty wybor cieczy jonowej oraz membran stanowigcych
ich noéniki. We wlasnym zakresie zaprojektowano i wykonano prototyp prébnika, sktadajacy
si¢ z dwoch skrgcanych obreczy z tworzywa syntetycznego (bez wlasciwosci sorpcyjnych w
stosunku do badanych farmaceutykdéw) oraz membran stanowigcych nosnik cieczy jonowych

(Rysunek 3).
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Rysunek 3. Probnik PASSIL: A. zdjecie z boku i z gory, B. Membrana PES impregnowana ciecza
jonowa (dicyjanamidem triheksatetradecylofosfoniowym), C. Obraz SEM membrany impregnowanej
cieczg

W ramach badan przetestowano rdézne ciecze jonowe oparte o kationy
alkiloimidazoliowe, alkilopirydyniowe, alkilomorfoliniowe oraz alkilofosfoniowe z réznego
rodzaju anionami ([H1, H6, H9, H12]), ostatecznie stwierdzajac, ze najbardziej stabilne
i efektywne w probnikach byly ciecze jonowe o kationie fosfoniowym (przyktadowe wyniki
odzyskow — Rysunek 3, H9). Przetestowano takze trzy rodzaje membran, tj. membrany
nylonowe, teflonowe 1 polieterosulfonowe (PES). Po wykonaniu badan technika SEM
(skaningowym mikroskopem elektronowym), stwierdzono, ze najlepsze pokrycie membran
cieczami fosfoniowymi wystepuje w przypadku zastosowania membran PES [Rysunek 5, H9].

Sa to te same membrany, ktore stosuje si¢ takze w innych technikach pasywnych ([H5]).

Badania przeprowadzano w dwodch uktadach, semi-statycznym 1 przeplywowym.
Pierwszy stuzyl przede wszystkim do oceny mechanizmu ekstrakcji i badania wplywu
warunkow na efektywno$¢ ekstrakcji analitow. W ukladzie takim pojedynczy probnik
umieszczany byl w zlewce, w ktorej znajdowato si¢ 100 ml fazy donorowej (roztworu
analitéw), a zlewke umieszczano na mieszadle magnetycznym (przetestowano tez uktad bez
mieszania) w termostacie w temperaturze 20 °C. Dzigki pobieraniu probek fazy donorowe;j
oceniano ubytek analitow w czasie (kinetyke) oraz wyznaczano wspotczynniki pobierania
analitow (Rownanie 3, [H12]). W ukladzie przeptywowym odbywata si¢ wiasciwa kalibracja

préobnikow. Wykonano takze badania potwierdzajace stabilno$¢ analitow w warunkach dtugiej
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ekspozycji eksperymentow oraz réznych pH, zasoleniu i temperaturze. Stwierdzono takze
zaniedbywalng sorpcje¢ farmaceutykéw na materiale probnika. Kazdorazowo badano takze

zmiany pH i przewodnictwa roztworéw w trakcie dtugoterminowych eksperymentow.

Ciecze jonowe zbudowane z kationow fosfoniowych, w szczegdlnosci dicyjanamid
triheksatetradecylofosfoniowy  ([P666-14][N(CN)2]) wykazaly wysoka selektywnos¢
ekstrakcji. Jak pokazuja wyniki uzyskane w publikacjach [H1], [H6] i [H12], zwiazki, ktore
nie posiadaty tadunku lub byty natadowane ujemnie byly ekstrahowane z wydajnos$cia znacznie
wieksza niz zwigzki obdarzone tadunkiem dodatnim. Farmaceutyki z grupy beta-blokeré6w nie
ulegaty ekstrakcji w ogdle, natomiast karbamazepina ekstrahowana byta z wydajnoscig ok.
20 % (Tabela 2, [H12]). Zbadanie szeregu zwiazkow z grupy sulfonamidow pozwolito
stwierdzi¢, ze takze dla tej grupy analitow istniejg znaczace rdznice w efektywnosci ekstrakeji,
w zakresie od 15 do 105 % (Rysunek 7, [H9]). Thumaczy to r6zny stopien zjonizowania tych
analitow, zalezny od wartosci statych dysocjacji kwasowych (Tabela 1, [H9]). Natomiast
wyniki te nie pokryly si¢ z eksperymentalnie wyznaczonymi warto$ciami statych podziatu ciecz
jonowa — woda w warunkach pH eksperymentu (Tabela 1, [H9]). Z kolei ekstrakcja
farmaceutykow z grupy NLPZ (diklofenak, naproksen, flurbiprofen, ketoprofen, ibuprofen)
1 17a-etynyloestradiolu zachodzila z efektywnoscia powyzej 80 % (Tabela 2, [H12] oraz
Rysunek 1, [H6]). Przyczyny zaobserwowanej selektywnosci fosfoniowych cieczy jonowych
nie da si¢ tatwo wyjasni¢ biorgc pod uwage ich wlasciwosci, ale zapewne wazny jest tu czynnik
strukturalny, gdyz ciecze te maja sterycznie rozbudowany kation i relatywnie maty anion.
Co ciekawe, trzy inne przebadane ciecze jonowe o kationie triheksatetradecylofosfoniowym,
ale réznych anionach, wykazatly si¢ podobng stabilno$cia w probniku (Rysunek 3, [H9])
1 wlasciwosciami ekstrakcyjnymi w stosunku do badanych farmaceutykéw. Mozna wigc
wnioskowac, ze to kation jest odpowiedzialny za selektywno$¢. Jego diugie tancuchy alkilowe
stanowig faze¢ rozpuszczajaca, w ktorej obecny jest jednak tadunek dodatni dzialajacy

odpychajaco na anality o charakterze kationowym.

Przebadano takze efektywnos$¢ ekstrakcji  lekow z grupy sulfonamidow
z zastosowaniem cieczy jonowej [P666-14][N(CN):2] ze Sciekow oczyszczonych (stezenie
analitow 2 pg/l) 1 wod rzecznych (0,002 pg/l) w porownaniu do wody dejonizowane;.
Stwierdzono, ze dla trzech sulfonamidéw (STZ, SMT, SDX) efektywnos¢ ekstrakcji
nie zmienia si¢ w zalezno$ci od matrycy (Rysunek 9, [H9]), dla SCP i SMX widoczny jest
znaczny spadek (do 70 %) w matrycach srodowiskowych, natomiast SDZ, SPD 1 SMZ, dla
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ktéorych w wodzie dejonizowanej maksymalna efektywnos$¢ ekstrakcji wynosita 17 %,
efektywnos¢ ekstrakceji byta niemal zerowa. Ekstrakcje mieszaniny analitow wykonano takze
z uzyciem wody morskiej pobranej z Zatoki Gdanskiej ([H6], [H12]). Spadki efektywnos$ci
ekstrakcji byty rzedu kilkunastu procent, za wyjatkiem jednego z sulfonamidow SMX (z 95 %
w wodzie dejonizowanej do 28 % w wodzie o zasoleniu 7 PSU) (Tabela S6, materiaty
dodatkowe do [H12]) oraz diklofenaku (adekwatnie z 90 % do 20 %). W kazdym z tych
przypadkéw spadek efektywnosci ekstrakeji thumaczy¢ mozna trzema czynnikami — innym pH,
zasoleniem 1 zawarto$cig materii organicznej probek srodowiskowych w stosunku do fazy
donorowej opartej na wodzie dejonizowanej. Efektywnosc¢ ekstrakcji w technikach pasywnych
nie jest jednak jedynym wyznacznikiem uzytecznosci metody, pomaga natomiast okresli¢ same
mechanizmy procesu. Drugim z parametréw, kluczowym dla tej techniki jest wspotczynnik
pobierania. Parametr ten jest wykorzystywany do obliczef srednich w czasie st¢zen analitow
(TWAC, ang. Time Weighed Average Concentration). Czas jaki podstawia si¢ do wzoru
na obliczenie wspotczynnika Rs (ang. sampling rate) zaleza od przebiegu kinetyki (przyktady
na Rysunku 2, [H12]) i wyznacza si¢ kazdorazowo przy eksperymentach semi-statycznych.
Poréwnanie wspdtczynnikdw Rs z efektywnos$cia ekstrakceji (EE) najlepiej obrazuja wykresy

na Rysunku 4 (Rysunek 1 1 Rysunek 2, [H6]).

W przypadku ekstrakcji lekow z grupy NLPZ (DIK, NAP, FLU, KET, IBU) pH fazy
donorowej w zakresie 1-9 miato niewielki wptyw na warto$ci EE. Warto$¢ pH miata jednak
wptyw na wielko$¢ parametru Rs tych zwigzkow, a wigc szybkos$¢ ich pobierania - kinetyke
procesu (cze$¢ dolna Rysunku 4). Podobne wyniki zaobserwowano dla sulfonamidéw, jednak
w ich przypadku pH wptywato na warto$¢ EE, co thumaczy¢ nalezy zmianami jonizacji tych
analitéw 1 wspomniang selektywno$cig fosfoniowych cieczy jonowych. Porownanie wartosci
Rs i EE dla farmaceutykéw z grup NLPZ i sulfonamidow wraz ze zmiang zasolenia fazy
donorowej zaprezentowane jest w publikacji [H6]. Wzrost zasolenia w zakresie 0-35 PSU
powodowat spadki efektywnosci ekstrakcji farmaceutykéw (za wyjatkiem diklofenaku i dwoch
sulfonamidéw, Rysunek 3, [H6]) oraz zmniejszenie warto$ci wspolczynnikow pobierania

(Rysunek 4, [H6]).
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Rysunek 4. Porownanie wspotczynnikow EE (goma czgs¢) i Rs (dolna cze$¢) wybranych
farmaceutykow analizowanych technika PASSIL wraz z ich zmiang zalezng od pH fazy donorowej [H6]

O = N W kA OO 3 ~N ®
pKa

Kolejnymi testowanymi parametrami byta szybko$¢ mieszania, temperatura i obecnos¢
rozpuszczonej materii organicznej w wodzie. Wplyw tych parametrow na kalibracje probnikow
POCIS zostal omowiony w [H1]. W przypadku techniki PASSIL dowiedziono, iz temperatura
nie wplywa znaczaco zar6wno na wartosci efektywnosci ekstrakcji oraz wspotczynnikéw Rs
(Tabela 1, [H1]). Wplyw materii organicznej (reprezentowanej tutaj przez rozpuszczalne
w wodzie kwasy humusowe) takze nie byl znaczacy. Jednak réznice w wartosciach EE
obserwowano w przypadku NLPZ, ktore charakteryzuja si¢ wysoka hydrofobowoscia.
W przypadku NAP, FLU 1 IBU obserwowano spadek wartosci EE wraz ze wzrostem
w stezeniach HA. Z drugiej strony, nie zaobserwowano zmian w warto$ciach wspotczynnika
Rs (Tabela 1, [H1]). Najwieckszy wptyw, zaré6wno na wartos$ci EE, jak i Rs, miata natomiast
szybko$¢ mieszania fazy donorowej. W tym przypadku dla niemal wszystkich z oznaczanych
farmaceutykéw z grup sulfonamidow 1 NLPZ zaobserwowano wzrost wartosci Rs

ze zwigkszaniem szybko$ci mieszania za pomocg mieszadet magnetycznych (okoto dwu
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lub trzykrotnie ze zwigkszeniem obrotow ze 100 na 1000 RPM) (Tabela 1, [H1]). Jest

to zjawisko wspodlne dla procesOw membranowych.

Istotny wptyw zarowno zasolenia, jak i pH roztworu pozornie moze stanowic
praktyczna przeszkod¢ stosowania tej techniki. Rozwigzaniem moze by¢ tu jednak
przeprowadzanie kalibracji probnikéw PASSIL w warunkach zasolenia 1 pH podobnych
do tych panujacych w badanym sSrodowisku. Wptyw powyzszych parametrow fazy wodnej
na efektywnos¢ technik pasywnych przy oznaczeniach farmaceutykéw stwierdzony byt takze
dla technik POCIS i Chemcatcher ([H7]). Natomiast niewatpliwym ograniczeniem jest rodzaj
analitu w zwigzku z selektywno$cig omoéwiong powyzej. Z drugiej strony ta domena moze by¢
traktowana jako zaleta =ze wzgledu na faworyzowanie analitow obojetnych

i obdarzonych tadunkiem ujemnym, czy tez niepeing ekstrakcje czesci sktadnikow matryec.

W badaniach przedstawionych w niniejszym osiagni¢ciu naukowym opracowywano
takze metody oznaczania wybranych farmaceutykow w stalych probkach srodowiskowych.

Ostatecznie powstaty 4 metody przedstawione w Tabeli 1.

Zaprezentowane metody zostaly opracowane w celu oceny obecno$ci farmaceutykow
w roéznych komponentach $rodowiska na terenie Polski. Wszystkie metody sa wieloetapowe
i wykorzystuja proste (SLE) lub zaawansowane techniki ekstrakcji rozpuszczalnikowej (MAE,
ASE) oraz SPE do doczyszczania uzyskanych ekstraktéw. Oznaczenia koncowe wykonywano
zarowno technikg GC-MS(SIM), jak 1 LC-MS/MS(MRM), w zalezno$ci od analizowanej grupy
lekéw. Metodyczne granice wykrywalnos$ci mieszczg si¢ w zakresie od 0,3 do 31 ng/g mokrej

masy.

Metoda III polega na prostej ekstrakcji w ukladzie cialo state-ciecz (SLE)
i doczyszczaniu SPE w celu oznaczenia metronidazolu (leku przeciwpasozytniczego) w tkance
ryb z hodowli, osadach rzecznych w poblizu tych hodowli oraz wody z rzeki zasilajacej
akwakulture. W tym przypadku ekstrakcja SLE polegta na wytrzasaniu prébki
z rozpuszczalnikiem lub ich mieszaning (testowane parametry w Tabeli 2, [H16]). Dla kazdej
z matryc ostateczne najefektywniejsze warunki byly inne, a walidacja obejmowata takze ocene
efektow matrycowych. Uzyskano odzyski w zakresie 89-97 % i efekty matrycowe w zakresie -
23-13 % (Tabela 3, [H16]). Dzigki zastosowaniu tej metody mozliwa byla ocena stopnia

zanieczyszczenia sSrodowiska w poblizu hodowli ryb. Metronidazol wykryty zostal na poziomie
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12,0 ng/g w osadzie rzecznym oraz w stg¢zeniu 1,5 ng/g w probce ryby z gatunku pstrag

teczowy.

Tabela 1. Metody oznaczen wybranych farmaceutykow w probkach gleby, osadow i organizmow
zywych opracowane w ramach osiagni¢cia habilitacyjnego

Kwas
Ekstrakcja acetylosalicylowy,
. Ibuprofen,
rozpuszczalnikowa
. . paracetamol,
ciato state-ciecz .
Gleby, flurbiprofen,
wspomagana
mikrofalami 7 osady z naproksen,
I MAE-SPE- doczyszezaniem oczyszczalni ~ NLPZ, paracetamol, diflunisal, 0,3-5,7
[H15] GC-MS(SIM) - sciekow, hormony estrogenne  ketoprofen, ng/g,
technika SPE .
chromatografia osady diklofenak,
. jeziorne dietylstilbestrol,
gazowa sprzgzona estron, 17 p-
ze spektrometrig estradiol (E2), 17
mas .
a-etynyloestradiol
(EE2), estriol (E3)
Ekstrakcja
rozpuszczalnikowa
ciato state-ciecz
wspomagana
mikrofalami z .
1I MAE-SPE-LC-  doczyszczaniem Gleb Antybiotyki - gi(ri);teltrl?;:khna, 1,7-2,5
[H4]  MS/MS(MRM) technikg SPE Y Tetracykliny yrmna, - ne/kg
chlorotetracyklina
chromatografia
cieczowa
sprzezona z
tandemowa
spektrometrig mas
Ekstrakcja
rozpuszczalnikowa
cialo state-ciecz z
doczyszczaniem
111 SLE-SPE-LC- technika SPE, Osady, Przeciwpasozvinicze  Metronidazol 0,3-0,4
[H16] MS/MS(MRM) chromatografia tkanki ryb pasozy nglg
cieczowa
sprzezona z
tandemowa
spektrometrig mas
Przyspieszona Ibuprofen,
ekstrakcja paracetamol,
rozpuszczalnikowa flurbiprofen,
v ASE-SPE-GC- 2 doczyszezaniem NLPZ, paracetamol, ~ naProksen, 3-31
[H10]  MS(SIM) technikg SPE, matzy hormony estrogenne diflunisal, ng/g
chromatografia ketoprofen,
gazowa sprz¢zona diklofenak, 17 a-
ze spektrometrig etynyloestradiol
mas (EE2)

MAE - ekstrakcja wspomagana energia mikrofalowa (ang. Microwave Assisted Extraction); SLE — ekstrakcja ciato-stalej ciecz

(ang. Solid-Liquid Extraction); ASE — ekstrakcja w przyspieszonym strumieniu rozpuszczalnika (ang. Accelerated Solvent

Extraction); MRM — tryb monitorowania wielu reakcji fragmentacji (ang. Multiple Reaction Monitoring); SIM - tryb rejestracji

wybranych jondw (ang. Selected Ion Monitoring).
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Z kolei metod¢ IV wykorzystano do oznaczen farmaceutykéw w tkankach omutkoéw
(Mytilus edulis trossulus), dziko zyjacych matzy battyckich pobranych z Zatoki Puckiej [H10].
Organizmy te zostaly wytypowane ze wzgledu na charakter wskaznikowy obecnosci
zanieczyszczen antropogenicznych; sg filtratorami narazonymi na kontakt z wigkszoscia
zanieczyszczen organicznych i nieorganicznych. Migkkie tkanki matzy zostaty zliofilizowane
a nastepnie poddane ekstrakcji technikg przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikowej ASE.
Polega ona na ekstrakcji w warunkach podwyzszonego ci$nienia i temperatury w specjalnych
metalowych kuwetach. Dzigki temu ekstrakcja ze zhomogenizowanego materiatu jest szybka,
bez termicznego rozkladu analitow i z wykorzystaniem matych objetos$ci rozpuszczalnika.
W tym przypadku byla to mieszanina wody i metanolu w stosunku objetosciowym 1:1.
Zastosowano takze doczyszczanie technika SPE z wykorzystaniem kolumn Strata-X.
Rownolegle z oznaczaniem farmaceutykow z grup NLPZ i 17a-etynyloestradiolu w probkach
matzy, te same farmaceutyki oznaczano w wodzie pobranej z miejsca bytowania organizmow.
Wode morska ekstrahowano z wykorzystaniem dyskow do przyspieszonej ekstrakcji wedtug
metody opisanej w [H13]. W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze takie leki jak
paracetamol, flurbiprofen i 17a-etynyloestradiol obecnie s3 w tkankach migkkich malzy
w stezeniach od 10,5 do 40,4 ng/g mokrej masy, przy czym dwa pierwsze anality posiadaja

potencjat bioakumulacyjny (Tabela 3, [H10]).

Metody I i II bazuja na wykorzystaniu ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE).
Technika ta wykorzystuje promieniowanie mikrofalowe i1 zjawisko kawitacji do izolacji
zwigzkow chemicznych ze statych probek, a ekstrakcje wykonuje si¢ w specjalnych
teflonowych tubach. Metoda I (MAE-SPE-GC-MS(SIM), [H15]) zostala opracowana tak,
aby postuzyla pierwszym w Polsce oznaczeniom pozostatosci lekow (siedmiu reprezentantéw
NLPZ i pie¢ hormondéw estrogennych) w probkach gleb, osadow z oczyszczalni $ciekow
1 osadow ze zbiornika z hodowlg ryb. Optymalizacja metody polegata na doborze najlepszego
uktadu ekstrakcyjnego oraz sposobu doczyszczania ekstraktu. Ostatecznie odzyski lekow
miedcity si¢ w zakresie 39-108 % (Tabela 3, [H15]), natomiast metodyczne granice
oznaczalnosci pomiedzy 0,3 a 5,7 ng/g (Tabela 4, [H15]). Stosujac zwalidowang metodg
oznaczono szereg analitow w roznego rodzaju probkach, przy czym najwyzsze stezenia
oznaczono w osadach z oczyszczalni ,,Gdansk-Wschod” (przyktadowo ibuprofen 96 ng/g,
diklofenak 20 ng/g, Tabela 5, [H15]). Oznaczone stezenia nie byly wigksze od tych

obserwowanych w innych czegsciach §wiata.
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Metoda II MAE-SPE-LC-MS/MS(MRM) postuzy¢ miata ocenie stopnia skazenia gleb
w Polsce tetracyklinami, czyli antybiotykami stosowanymi migdzy innymi w przesztosci jako
antybiotykowe stymulatory wzrostu. Do gleb dostarczane sa one z osadami $ciekowymi
1z odchodami zwierzat [H4]. W zwigzku z brakiem podobnych metod oraz informacji na temat
niestabilno$ci temperaturowej tetracyklin, przeprowadzono szczegoétowy wybor warunkow
ekstrakcji (Rysunek 1, [H4]). Przetestowano wplyw takich parametrow jak rodzaj mieszaniny
ekstrahujacej, temperatura ekstrakcji (przy statej mocy mikrofal 400 W), jej czas i liczbe cykli.
Ostatecznie, czynnikiem ekstrahujagcym byta mieszanina acetonitrylu, buforu Mcllvaina
10,1 M EDTA w stosunku objetosciowym 2:1:1, temperatura 60 °C oraz dwa cykle 10-cio
minutowe. Odzysk catkowity oksytetracykliny, tetracykliny 1 chlorotetracykliny wynosit
odpowiednio >63 %, >52 % oraz >51 %, niezaleznie od st¢zenia (Tabela 3, [H4]). Walidacja
metody z zastosowaniem dwoch gleb roznigcych si¢ sktadem wykazata metodyczne granice
wykrywalnosci tetracyklin w zakresie 1,7-2,5 ng/g. Z tak opracowang metoda przystapiono
do badan probek srodowiskowych pobranych w roznych czeéciach Polski pdinocnej. Obecnos¢
dwoch z trzech badanych tetracyklin stwierdzono w dwdch probkach gleb w stezeniach
kilkunastu ng/g (Tabela 4, [H4]). Obliczone wspotczynniki ryzyka potwierdzity, ze w takich
stezeniach wykryte antybiotyki nie stanowig istotnego zagrozenia dla srodowiska, jednak sama

ich obecno$¢ nie powinna by¢ ignorowana.

Kolejnym kierunkiem badan w ramach przedstawionego osiggnigcia byto sprawdzenie
uzytecznos$ci cieczy jonowych stosowanych jako dodatki do faz ruchomych w wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwrdéconym uktadzie faz. Dotychczasowym uzasadnieniem
ich stosowania jest mozliwo$¢ dezaktywacji wolnych silanoli obecnych na krzemionkowych
fazach modyfikowanych przez kation cieczy jonowej (np. alkiloimidazoliowy), a tym samym
zabezpieczenie analitow o charakterze zasadowym przed niepozadanymi oddzialywaniami
z tymi ugrupowaniami, skutkujacymi ,,ogonowaniem” sygnatéw chromatograficznych.
Zjawisko to bylo to juz szeroko omawiane w literaturze (Fernandez-Navarro et al., 2011;

Kaliszan et al., 2004), jednak do tej pory nie opisano jednolitego mechanizmu tego procesu.

Do badan wytypowano cztery zasadowe farmaceutyki z grupy trojcyklicznych
antydepresantéw (dokseping (DOX), dezypraming (DES), imipramin¢ (IMI) i klomipramina
(CLO)) oraz jeden zwigzek o charakterze kwasowym (4-dimetyloaminoantypiryng (DMAA))
(Tabela 1, [HS8]). Przetestowano szereg sktadéw faz ruchomych (Tabela 2, [HS]),

w tym zawierajagce proste bufory amonowe, trietyloaming (popularny czynnik
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silanolosupresujacy), sole uzywane jako czynniki jonowo-asocjujace (heksafluorofosforan
potasu) oraz pie¢ rodzajow cieczy jonowych opartych o kationy alkiloimidazoliowe i aniony
heksafluorofosforanowe Iub chlorkowe. Na Rysunku 5 przedstawiono schematycznie
najwazniejsze oddziatywania molekularne, ktére moga wystapi¢ podczas obecnosci

przyktadowe;j cieczy jonowej ([Bmim][PFs]) w uktadzie rozdzielajacym analit zasadowy.
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Rysunek 5. Oddziatywania zachodzace pomigedzy (A) zasadowym analitem a fazg stacjonarng, (B)
cieczg jonowa a faza stacjonarna, (C) zasadowym analitem a kationem cieczy jonowej, (D) zasadowym
analitem a anionem cieczy jonowej

Zaproponowano obecno$¢ 13 rodzajow dominujacych oddziatywan, ktéore moga
wystapi¢, gdy pH fazy przekracza¢ bedzie statg dysocjacji wolnych silanoli, jednocze$nie bedac
ponizej wartos$ci pKa zasadowych analitow. Schemat ten dodatkowo komplikuje fakt obecnosci
anionu heksafluorofosforanowego, ktéry z racji charakteru chaotropowego bierze takze czynny
udzial w retencji kationéw. W badaniach przy roéznych sktadach faz wyznaczano takie
parametry jak czas retencji (tr), liczba potek teoretycznych (N) oraz wspotczynnik
symetrycznosci sygnatow chromatograficznych (Tf, ang. Tailing factor, ktéorego dozwolone
warto$ci mieszczg si¢ pomiedzy 0,8-1,2). Obecnos¢ kationu imidazoliowego zmniejszala czasy
retencji analitOw oraz poprawiata w matym stopniu wspotczynnik symetrii (Rysunek 4, [HS]).
Wystepowato jednak poszerzenie szerokosci sygnaléw chromatograficznych, a co za tym idzie
zmniejszenie liczby potek teoretycznych i sprawnosci calego uktadu. Stwierdzono, ze efekt
obecnosci chaotropowego anionu heksafluorofosforanowego w stosunku do anionu
chlorkowego (o charakterze kosmotropowym) znaczaco wptywa na czasy retencji czy symetri¢

sygnatéw. Aby zweryfikowac rodzaj oddziatywan analitow z fazg stacjonarng w obecno$ci
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cieczy jonowej w fazie ruchomej, przeprowadzono takze eksperymenty przebiciowe.
Wykonuje si¢ je utrzymujac statg ilo§¢ dodatku przy wzrastajacej ilosci dozowanego analitu.
Jako dodatki wykorzystano octan amonu, trietyloaming i chlorek butylometyloimidazoliowy
([Bmim][Cl]), natomiast analitem byta klomipramina w ilosci od 0,0001 do 10 nM.
Zastosowanie cieczy jonowej spowodowato zwigkszenie pojemno$¢ kolumny, gdyz niezaleznie
od stezenia analitu symetria sygnalu byla zachowana (Rysunek 5, [H8]). W przypadku
zastosowania octanu amonu, przebicie i ogonowanie zostalo stwierdzone juz przy 0,1 nM
klomipraminy. Natomiast w przypadku zastosowania trietyloaminy, przebicie kolumny
i przodowanie sygnatu wystapito przy ilosci klomipraminy od 1 nM. Zastosowanie cieczy
jonowej jako dodatku zmniejszylo natomiast znacznie liczbg potek teoretycznych przez
wczesniej wspomniane poszerzenie sygnatu. W wyniku przeprowadzonych badan w publikacji
[H8] podjeto probe kompleksowego wyjasnienia ztozonos$ci oddzialywan w tak
zmodyfikowanych uktadach rozdzielajacych. Kation alkiloimidazolilowy nie tylko oddziatuje
elektrostatycznie z wolnymi silanolami blokujac do nich dostgp, ale takze, a moze przede
wszystkim, wchodzi w dyspersyjng interakcj¢ z tancuchami alkilowymi fazy (oddzialywanie 4
na Rysunku 5) wzbogacajac ja o potencjat anionowymienny. Odpychajace oddziatywanie
kationéow (nr 8, 9 i 10 na Rysunku 5) odpowiedzialne jest za zmniejszenie czasOw retencji
analitow, natomiast najprawdopodobniej to odziatywania m-m 1 kation-m sg odpowiedzialne

za znaczacg poprawe symetrii sygnatow analitow.

Ostatnim watkiem badawczym prezentowanym w ramach tego osiagnigcia sg badania
nad wykorzystaniem cieczy jonowych jako ektrahentéw do odzysku farmaceutykow z odpadow
farmaceutycznych (przeterminowanych tabletek). Eksperymenty wykonywano stosujac dwa
uktady: ciato state-ciecz ([H11]) oraz wodne uklady dwufazowe ([HS5]). Pierwszy z nich
zastosowano do odzyskiwania ibuprofenu testujac mozliwos¢ uzycia trzech cieczy jonowych,
tj. chlorku tetrabutyloimidazoliowego ([N4444][Cl]), chlorku butylometyloimidazoliowego
([Bmim][Cl]) oraz chlorku benzylodimetylo(2-hydroksyetylo)amoniowego ([BzCh][CI])
w mieszaninach z woda i buforem cytrynianowym. Stwierdzono, ze ([N4444][Cl] jako jedyna
ciecz jonowa moze samodzielnie rozpuszcza¢ ibuprofen, natomiast pozostale wymagaja
zastosowania buforu cytrynianowego (Rysunek 3, [H11]). Uktad ([N4444][Cl] + bufor
cytrynianowy zostat wytypowany do dalszych badan gdyz z jego zastosowaniem efektywnos¢
ekstrakcji ibuprofenu wyniosta niemal 100 %. Drugim etapem tych badan byt odzysk

ibuprofenu z fazy bogatej w ciecz jonowa, co wykonywano poprzez dodatek tzw. przeciw-
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rozpuszczalnika (ang. anti-solvent). W tym celu zastosowano wodny 25 % roztwor KCl
w roznych stosunkach objetosciowych, dzieki ktoremu wytragcat si¢ osad ibuprofenu
1 obliczana byla efektywno$¢ odzysku. Wytracenie wynikato ze zwigkszenia sity jonowej
roztworu i zmniejszenia oddzialywan ibuprofen-kation amoniowy w cieczy jonowej. Wartos¢
odzysku tego etapu wynosita az 97 %. Zasadno$¢ odzysku tego leku z odpadow wiaze sig
z faktem, 1z jego synteza jest zwigzana z uzyciem toksycznych odczynnikéw. Inne procesy
odzysku ibuprofenu wiaza si¢ z uzyciem lotnych rozpuszczalnikow, natomiast ciecz jonowa

mozna w tak zaproponowanym uktadzie recyrkulowac¢ wielokrotnie (Rysunek 2, [H11]).

Badano takze mozliwo$¢ odzysku ibuprofenu, ketoprofenu i naproksenu z tabletek
z wykorzystaniem wodnych uktadéow dwufazowych. Uktad taki powstaje, gdy zmiesza si¢
ze sobg wodg, ciecz jonowa rozpuszczalng w wodzie 1 sol rozpuszczalng w wodzie. Powstaje
uktad dwoch wodnych faz, z ktorych gérna jest nasycona cieczg jonowa i posiada wtasciwosci
ekstrakcyjne. W trakcie ekstrakcji przeterminowanych tabletek powstawat uktad trzyfazowy,
gdyz sktadniki pomocnicze obecne w tabletkach gromadzity si¢ pomiedzy dwiema wodnymi
fazami. W badaniach wykorzystano te same ciecze jonowe jak w przypadku wczesdniej
opisanym oraz bufory cytrynianowe (Tabela 1, [H5]). Jednak w tym przypadku przeciw-
rozpuszczalnikami byty roztwory cytrynianu (dla ibuprofenu i naproksenu) lub siarczanu glinu
(dla ketoprofenu). Dodatkowo potwierdzono stabilno$§¢ badanych zwigzkow w trakcie
przeprowadzania ekstrakcji, a jej efektywno$¢ przekraczala 85 %, niezaleznie od ilosci
farmaceutyku, uzytej cieczy jonowej, temperatury prowadzenia ekstrakcji czy pH uzytego
buforu (Rysunek 2-5, [H5]). Rowniez w tym przypadku zaproponowano schemat systemu
z mozliwo$cig recyrkulacji stosowanych odczynnikéw (Rysunek 7, [HS5]). Dzigki temu
opracowano alternatywng metod¢ odzysku aktywnych substancji z odpadow

farmaceutycznych, ktora moze by¢ takze zaadoptowana do bardziej skomplikowanych matryc.

° Podsumowanie

Uzyskane w toku przeprowadzonych badan wyniki, stanowigce podstawe osiggniecia

habilitacyjnego, pozwalaja na sformutowanie nastgpujacych gtownych wnioskow:

e Badania nad derywatyzacja acetaminofenu odczynnikiem BSTFA wykazaty,

ze mozliwa jest reakcja sililowania pomi¢dzy dwoma amidami [H3]; odczynnik BSTFA
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moze reagowac z wymiang dwoch posiadanych przez siebie grup TMS, a nie tylko tej
ktora przytaczona jest do jego czasteczki poprzez atom tlenu.

e Odczynnik DIMETRIS okazat si¢ skuteczny w derywatyzacji farmaceutykow z grupy
NLPZ i1 umozliwit ich ilo$ciowe oznaczenia w Sciekach [H17]. Dla otrzymanych
na etapie wyboru warunkow pochodnych DMTFPS tych farmaceutykdéw otrzymywano
zdecydowanie lepsze odpowiedzi detektora MS w stosunku do pochodnych z typowymi
odczynnikami siliujagcymi. Opracowano przy tym szczegoétowy schemat fragmentacji
nowego rodzaju pochodnych 1 moze on postuzy¢ w przysztosci do badan innego rodzaju
pochodnych powstatych z zastosowaniem DIMETRIS. Zastosowanie tego sililanta
do oznaczen wieloskladnikowej mieszaniny farmaceutykéw w probkach wod
gruntowych 1 powierzchniowych umozliwito pionierskie badania pozostatosci
farmaceutykow w zrodtach wody pitnej w Polsce.

e W ramach przeprowadzonych badan poréwnawczych réznych wypehien
ekstrakcyjnych do fazy stalej, stwierdzono, ze ztoze zbudowane z kopolimeru PS-DVB-
VP jest najskuteczniejsze przy oznaczeniach lekow z grup beta-blokerow i beta-
agonistow [H14]. Metody oparte o te ztoza z powodzeniem wykorzystano do ekstrakcji
prébek srodowiskowych lub doczyszczania ekstraktow podczas oznaczen innych lekow
[H2, H4, H10, H13, H15-H17].

e Najwyzsza efektywnoscig ekstrakcyjng w probnikach pasywnych wykorzystujacych
ciecze jonowe (PASSIL) charakteryzuja si¢ sole z kationami alkilofosfoniowymi,
przy czym wykazuja one selektywnos¢ wzgledem zwigzkéw obojetnych i obdarzonych
tadunkiem ujemnym [H9, HI12]. Kalibracja probnikéw powinna si¢ odbywac
w warunkach mozliwie bliskich tym panujagcym w §rodowisku (szczegolnie ruch fazy
donorowej, pH i zasolenie) [H1, H6].

e W statych probkach $rodowiskowych (gleby, osady jeziorne, tkanki organizméw)
1 osadach S$ciekowych mozliwa jest analiza farmaceutykéw z zastosowaniem
wieloetapowych metod (MAE-SPE-GC-MS, MAE-SPE-LC-MS/MS, SLE-SPE-LC-
MS/MS, ASE-SPE-GC-MS) o niskich metodycznych granicach wykrywalno$ci
1 zaniedbywalnych efektach matrycowych [H4, H10, H15, H16]. Metody wymagaja
jednak kazdorazowej optymalizacji warunkow ekstrakcji w zalezno$ci od grupy

farmaceutykow.
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e Pozostatosci wybranych farmaceutykow obecne byly w wiekszosci z przebadanych
probek srodowiskowych i tych pochodzacych z oczyszczalni $ciekow [H2, H4, H10,
H13, H15-17]. Poziomy stezen nie odbiegaly od tych oznaczanych w innych czg¢$ciach
Swiata, niemniej sama obecno$¢ farmaceutykéw powinna wzbudzi¢ uwage w zwigzku
z nieocenionymi do tej pory skutkami ich chronicznej obecnosci.

e Zrewidowany zostal mechanizm retencji zwigzkow zasadowych analizowanych
w ukladach wysokosprawnej chromatografii cieczowej modyfikowanych cieczami
jonowymi [H8]. Stwierdzono, ze supresja wolnych silanoli nie jest dominujacym
efektem obecnosci w takim uktadzie kationow alkiloimidazoliowych czy anionow
heksaflurofosforanowych.

e Ciecze jonowe moga peti¢ rolg efektywnych ekstrahentow farmaceutykow nie tylko
w skali analitycznej, ale takze ¢wier¢-technicznej; wybrane ciecze amoniowe okazaty
si¢ skuteczne w procesie odzysku farmaceutykow z grupy NLPZ z przeterminowanych
tabletek w réznych uktadach ekstrakcyjnych [HS5, H11]. Istnieje mozliwo$¢ budowy

systemu do odzysku substancji aktywnych z recyrkulacja cieczy jonowe;.
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5. Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych
5.1. Osiagnie¢cia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych
Pozostate osiagniecia naukowo-badawcze mozna podzieli¢ na nastgpujace obszary tematyczne:

A. Zastosowanie nanorurek w procesach analitycznych

Jedno- 1 wielo$cienne nanorurki weglowe to materiaty coraz czgsciej wykorzystywane
w celach analitycznych ze wzgledu na unikatowe wlasciwosci sorpcyjne wzgledem szerokiej
gamy analitbw organicznych 1 nieorganicznych. We wspotrealizowanych badaniach
naukowych wykorzystywano je do oznaczen zwigzkéw z grupy WWA i metali cigzkich
z wykorzystaniem dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej [U3]. Co wazne, mozna to wykona¢
przy jednej ekstrakcji stosujac sekwencyjne wymywanie, co uzyskano w niniejszych
badaniach. Proces ten wymagat wyboru odpowiednich warunkéw, takich jak optymalna ilo$¢ i
rodzaj uzytych odczynnikdéw oraz rodzaj i rozmiar nanorurek. Stwierdzono, ze 50 mg sorbentu
(nanorurek modyfikowanych grupami hydroksylowymi lub karboksylowymi) wystarcza na
ekstrakcje wybranych analitow z 250 ml wodnej probki z efektywno$cia powyzej 64 % (Tabela

2, [U3]). Badania te sg obecnie kontynuowane dla farmaceutykow.

B.  Ocena ryzyka (eko)toksykologicznego obecnosci farmaceutykéw w srodowisku

W ramach tych prac podjeto badania nad toksykologicznym efektami obecnosci
farmaceutykow i ich mieszanin w $rodowisku wodnym z wykorzystaniem przedtuzonych

testow toksycznosci [U2] oraz badania toksycznosci mieszaniny sulfonamidow
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w stosunku do glonéw zielonych [US5]. Uzyskane wyniki pozwolily na sformulowanie catego
szeregu nowych wnioskdw znaczaco wykraczajacych poza proste oznaczenia toksycznosci
ostrej pojedynczych zwiazkow. Z kolei w pracach [U14, U15] przeprowadzono kompleksowa
ocen¢ wystepowania beta-blokeréw w srodowisku wodnym i glebowym. Zbadano ich potencjat
rozprzestrzeniania si¢ oraz gtowne drogi degradacji, a takze ich toksyczny wptyw na roznych
poziomach troficznych (bakterie morskie, glebowe, glony zielone i rz¢sa wodna). Podobnie,
w oparciu o uzyskane dane monitoringowe 1 literaturowe warto$ci wspotczynnikow
toksycznos$ci, przeprowadzono analiz¢ obecnosci wybranych lekow przeciwpasozytniczych
na terenie poéinocnej Polski [U8]. Stwierdzono w tym przypadku niewielkie ryzyko
srodowiskowe oraz potrzeb¢ badan wszechstronnych, tj. obejmujacych obecnos¢ tych

zwigzkoéw w probkach statych 1 wodnych w danym rejonie.

C.  Wykorzystanie wodnych uktadéw dwufazowych do izolacji biatek

Badane w osiagnig¢ciu habilitacyjnych uktady dwufazowe zastosowano takze do procesu
oczyszczania biatek [U13]. W tym przypadku uklad powstawal z wykorzystaniem cieczy
jonowej o kationie choliniowym 1 glikolu polipropylenowego. Ekstrahujac albuming surowicy
bydlecej osiagnigto catkowity ekstrakcje tego biatka bez oznak denaturacji. Zaproponowany
prosty i szybki system ekstrakcyjny moze zosta¢  wykorzystany  takze

w celu izolacji innych warto$ciowych biatek, w tym markeréw choréb.

D. Projekt NonHazCity

W ramach projektu ,NonHazCity” (Interreg, 2016-2019) 1 wspoipracy z ponad
dwudziestoma partnerami z krajéw nadbattyckich zbadano zrédta obecnosci takich
zanieczyszczen jak plastyfikatory (ftalany), bisfenol A, alkilofenole, zwiazki perfluorowane
1 metale cigzkie. Dla wigkszosci tych analitow opracowano nowe metody, ktore wdrozono
do analiz ponad 100 probek wody Sciekowej 1 opadowej pobranych
z wielu miast nadbaltyckich (raport dostepny na http://nonhazcity.eu/). Wyniki zbiorcze
postuza do informowania mieszkancéw na temat wszechobecnos$ci substancji niebezpiecznych
w ich otoczeniu, a takze przedsigbiorstw 1 gmin na temat zrédet zanieczyszczen tego typu

1 sposobow eliminacji (na przyktad przez zielone zamowienia).
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E.  Opublikowanie prac przegladowych

Prace przegladowe stanowigce uzupelnienie osiggniecia naukowego skupialy si¢
na zagadnieniach zwigzanych z analityka, losami i toksycznos$cig pozostatosci farmaceutykow.
Rozwo6j analizy chemicznej wymagal usystematyzowania wiedzy, okreslenia zalet i wad

rozwigzan oraz zaproponowania kierunkow rozwojowych.

Jak wczes$niej wspomniano, podczas prac skupiono si¢ na wykorzystaniu chromatografii
gazowej jako narzedzia oferujacego szereg zalet, ale takze takiego, ktére posiada swoje
ograniczenia (co opisano w [U1] 1 [U4]). Technika GC okazata si¢ narzedziem konkurencyjnym
i bardziej dostepnym, jednak niewiele podmiotow obecnych na krajowym rynku korzysta
z niego w pelni. Natomiast sam rynek ustug oznaczen pozostatosci farmaceutykow
w Srodowisku jest obecnie na wstgpnym etapie rozwoju. Jak réwniez nadmieniono we wstepie
i opisano w [U7], oznaczenia farmaceutykow w §rodowisku stanowig niewatpliwie wyzwanie
analityczne. Wynika to z faktu, iz farmaceutyki to niejednorodna grupa analitow, ktore
wystepuja we wszystkich niemal matrycach srodowiskowych, ktére charakteryzuja sig
ztozono$cig 1 zmiennoscig. Roézne grupy tych analitow wymagaja odmiennych rozwigzan
w przypadku ich analizy w probkach wody pitnej, morskiej czy statych probkach gleby lub
osadow. Konieczno$¢ posiadania réznych narzedzi i metodyk dla réznych sktadnikow

srodowiska jest wiec czgsto koniecznos$cig.

W pracy [U6] przedstawiono takie metody dla najczesciej wykrywanych w §rodowisku
farmaceutykow z grup antybiotykoéw, hormondw steroidowych, lekéw obnizajacych ci§nienie
krwi, neuroaktywnych, przeciwzapalnych i przeciwbolowych. Dane literaturowe zebrane w tej
pracy pozwolity na ocen¢ potencjatow bioakumulacyjnych wybranych grup farmaceutykow.
Natomiast w pracy [Ul1] przedstawione zostato krytyczne studium wptywu antybiotykow
w $rodowisku rolniczym. Opisano takie zagadnienia jak zrddta i drogi przedostawania sie,
stabilno$¢ w srodowisku, wymywanie z gleb do wod gruntowych, toksycznos$¢ dla organizmow
tam bytujacych, mozliwosci remediacji dzigki pobieraniu przez ro$liny, czy tez obecnie
funkcjonujaca legislacje w tym temacie. Obecnos¢ farmaceutykéw w $rodowisku wod
gruntowych zostata opisana w pracach [U9] i [U10]. Przedstawiono dostgpne metodyki
z krytyczng ich oceng i poréwnaniem oraz wystepowanie (stezenia i czgsto$¢ wykrywania)
farmaceutykow w tej waznej dla zdrowia ludzi matrycy [U10]. Przedstawiono takze takie

zagadnienia jak identyfikacje Zrddel zanieczyszczenia wod pitnych, sposoby eliminacji tego
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rodzaju §ladowych iloéci zanieczyszczen (ze wskazaniem mozliwos$ci powstania pochodnych
produktéw dezynfekcji), trwatos¢ w wodzie pitnej, konieczno$¢ wyboru identyfikatorow

zanieczyszczen, oceny ryzyka i powstania wymogow prawnych.

Spis publikacji uzupelniajacych, ktore ukazaly sie po uzyskaniu stopnia doktora:

[U1]J. Sadkowska*, M. Caban, M. Chmielewski, P. Stepnowski, J. Kumirska, 2017, The use
of gas chromatography for determining pharmaceutical residues in clinical, cosmetic,
food and environmental samples in the light of the requirements of the sustainable
development, Archives of Environmental Protection, przyjete do druku lipiec 2018. IF2014
= 0,855

[U2] A. Biatk-Bielinska*, M. Matzke, M. Caban, S. Stolte, J. Kumirska, P. Stepnowski, 2018,
Effects of five sulphonamides on duckweed (Lemna minor) after prolonged exposure
time and their dependency on photoradiation, Science of the Total Environment, 618,
952-960. IF2016 = 4,900

[U3] M. Paszkiewicz*, M. Caban, A. Bielicka-Gieldon, P. Stepnowski, 2017, Optimization of
a procedure for the simultaneous extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons and
metal ions by functionalized and non-functionalized carbon nanotubes as effective
sorbents, Talanta, 165, 405-411. IF2016 = 4,244

[U4] J. Sadkowska*, M. Caban, M. Chmielewski, P. Stepnowski, J. Kumirska, 2017,
Environmental aspects of using gas chromatography for determination of pharmaceutical
residues in samples characterized by different composition of the matrix, Archives of
Environmental Protection, 43, 3-9. IF2014 = 0,855

[US5] A. Biatk-Bielinska*, M. Caban, A. Pieczynska, P. Stepnowski, S. Stolte, 2017, Mixture
toxicity of six sulfonamides and their two transformation products to green algae
Scenedesmus vacuolatus and duckweed Lemna minor, Chemosphere, 173, 542-550.
IF2016 = 4,208

[U6] A. Puckowski*, K. Mioduszewska, P. Lukaszewicz, M. Borecka, M. Caban, J.
Maszkowska, P. Stepnowski, 2016, Bioaccumulation and analytics of pharmaceutical
residues in the environment: A review, Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 127, 232-255. 1F2016 = 3,255

[U7] A. Biatk-Bielinska*, J. Kumirska, M. Borecka, M. Caban, M. Paszkiewicz, K. Pazdro, P.

Stepnowski, 2016, Selected analytical challenges in the determination of pharmaceuticals
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in drinking/marine waters and soil/sediment samples, Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 121, 271-296. 1F2015 = 3,169

[U8] J. Kumirska*, M. Wagil, S. Stolte, M. Maksymiuk, A. Puckowski, J. Maszkowska, A.
Biatk-Bielinska, M. Caban, P. Stepnowski, 2016, Anthelmintics in the aquatic
environment: a new approach in their determination, Current Analytical Chemistry, 12,
227-236. IF2015 = 1,238

[U9] M. Caban*, J. Kumirska, A. Biatk-Bielinska, P. Stepnowski, 2016, Current issues in
pharmaceutical residues in drinking water, Current Analytical Chemistry, 12, 249-257.
IF2015 = 1,238

[U10] M. Caban*, J. Kumirska, A. Biatk-Bielinska, P. Stepnowski, 2016, Analytical
techniques for determining pharmaceutical residues in drinking water — state of art and
future prospects, Current Analytical Chemistry, 12, 237-248. 1F2015 = 1,238

[Ul1] P. Lukaszewicz, J. Maszkowska, Mulkiewicz E., J. Kumirska, P. Stepnowski, M.
Caban*, 2016, Impact of Veterinary Pharmaceuticals on the Agricultural Environment:
A Re-inspection. [w:] Reviews of Environmental Contamination and Toxicology Volume
243. (Ed. P. de Voogt). Springer, Cham, 89-148. IF2015 = 3,747

[U12] J. Maszkowska*, E. Synak, A. Fabianska, M. Caban, S. Stolte, P. Husson, M. Costa
Gomes, R. Synak, P. Stepnowski, 2015, Preliminary study on suitability of ionic liquids
as potential passive-sampling media of polyaromatic-hydrocarbon (PAH) analyses in
water, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 407, 3531-3536. IF2015 = 3,125

[U13] M.V. Quental, M. Caban, M.M. Pereira, P. Stepnowski, J.A.P. Coutinho, M.G. Freire*,
2015, Enhanced extraction of proteins using cholinium-based ionic liquids as phase-
forming components of aqueous biphasic systems, Biotechnology Journal, 10, 17-25.
IF2013 = 3,781

[U14] J. Maszkowska, S. Stolte, J. Kumirska*, P. Lukaszewicz, K. Mioduszewska, A.
Puckowski, M. Caban, M. Wagil, P. Stepnowski, A. Bialk-Bielinska, 2014, Beta-
blockers in the environment: Part I. Mobility and hydrolysis Study, Science of the Total
Environment, 493, 1112-1121. IF2013 = 4,099

[U15] J. Maszkowska, S. Stolte, J. Kumirska*, P. Lukaszewicz, K. Mioduszewska, A.
Puckowski, M. Caban, M. Wagil, P. Stepnowski, A. Bialk-Bielinska, 2014, Beta-
blockers in the environment: Part II. Ecotoxicity study, Science of the Total Environment,

493, 1122-1126. 1F2013 = 4,099
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5.2. Osiagni¢cia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

chemicznych

Osiagniecia naukowo-badawcze zdobyte przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
chemicznych zwigzane byly z realizacja pracy doktorskiej (w latach 2009 — 2013), przede
wszystkim z opracowywaniem metod analiz farmaceutykow z zastosowaniem chromatografii
gazowej. Przeprowadzono szereg prac zwigzanych z optymalizacja procesu derywatyzacji [D1,
D2, D3, D6, D7], sprawdzenia efektow matrycowych towarzyszacych technice chromatografii
gazowej [D5] oraz wykorzystaniu opracowanych metodyk do oznaczen probek
srodowiskowych [D4]. Dzi¢ki tym badaniom dostarczono wiele cennych informacji
w dziedzinie chemii analitycznej farmaceutycznych zanieczyszczen $rodowiska. Dane
srodowiskowe uzyskane w ten sposdb byly jednymi z pierwszych w Polsce i wymagaly
uzupelnienia, co stato si¢ gtowng inspiracja dla kontynuowania tych badan po uzyskaniu

stopnia doktora.

Spis publikacji uzupelniajacych, ktore ukazaly sie przed uzyskaniu stopnia doktora

[DI] M. Caban, M. Czerwicka, P. Lukaszewicz, N. Migowska, P. Stepnowski, M.
Kwiatkowski, J. Kumirska*, 2013, A new silylation reagent dimethyl(3,3,3-
trifluoropropyl) silyldiethylamine for the analysis of estrogenic compounds by gas
chromatography-mass spectrometry, Journal of Chromatography A, 1301, 215-224. IF =
4,531

[D2] J. Kumirska*, A. Plenis, P. Lukaszewicz, M. Caban, N. Migowska, A. Biatk-Bielinska,
M. Czerwicka, P. Stepnowski, 2013, Chemometric optimization of derivatization
reactions prior to gas chromatography—mass spectrometry analysis, Journal of
Chromatography A, 1296, 164—178. IF = 4,531

[D3] M. Caban*, K. Mioduszewska, P. Stepnowski, M. Kwiatkowski, J. Kumirska, 2013,
DIMETRIS (dimethyl(3,3,3-trifluoropropyl)silyldiethylamine) - a new silylating agent
for the derivatization of beta-blockers and beta-agonists in environmental samples,
Analytica Chimica Acta, 782, 75-88. IF = 4,144

[D4] N. Migowska, M. Caban, P. Stepnowski, J. Kumirska*, 2012, Simultaneous analysis of
non-steroidal anti-inflammatory drugs and estrogenic hormones in water and wastewater
samples using gas chromatography-mass spectrometry and gas chromatography with
electron capture detection, Science of the Total Environment, 441, 77-88. IF = 3,286

[D5] M. Caban, N. Migowska, P. Stepnowski, M. Kwiatkowski, J. Kumirska*, 2012, Matrix
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effects and recovery calculations in analyses of pharmaceuticals based on the
determination of beta-blockers and beta-agonists in environmental samples, Journal of
Chromatography A, 1258, 117-127. IF = 4,531

[D6] J. Kumirska*, N. Migowska, M. Caban, A. Plenis, P. Stepnowski, 2011, Chemometric
analysis for optimizing derivatization in gas chromatography-based procedures, Journal
of Chemometrics, 25, 636-643. IF = 1,858

[D7] M. Caban, P. Stepnowski, M. Kwiatkowski, N. Migowska, J. Kumirska*, 2011,
Determination of B-blockers and [-agonists using gas chromatography and gas
chromatography—mass spectrometry — A comparative study of the derivatization step,

Journal of Chromatography A, 1218, 8110-8122. IF = 4,069

5.3. Dalsze plany naukowe

Dalsze plany naukowe zwigzane sg nie tylko z rozszerzeniem obecnie prowadzonych
badan z zakresu analityki chemicznej farmaceutykow, ale tez poglebianiem wiedzy w zakresie

efektow tych i innych nowopojawiajacych si¢ zanieczyszczen w srodowisku.

Obecnie prowadzone sg wstepne badania nad zastosowaniem cieczy jonowych jako
matryc w technice jonizacji MALDI (ang. Matrix Assisted Laser Desorption / lonisation)
do analiz matych czasteczek, w tym farmaceutykdw. Wykorzystywane sg protyczne ciecze
jonowe powstale w reakcji kwasowych standardowych matryc (np. kwasu synapinowego)
1 amin o réznej budowie (np. N,N-diizopropyloetyloaminy). Nowg klase matryc bada si¢ pod
wzgledem wlasciwosci fizykochemicznych oraz uzytecznosci do oznaczen ilosciowych. Celem
badan jest dostarczenie szybkiej metody oznaczen ilo$ciowych lekéw w réznego rodzaju

probkach, ale tez zbadanie wiasciwosci nowej klasy cieczy jonowych.

Kolejnym watkiem obecnie realizowanych zadan badawczych we wspotpracy z zespotem
prof. Wojciecha Ciesielskiego z Uniwersytetu Matematyczno-Przyrodniczego w Czestochowie
jest zastosowanie biowegla (materiatu powstatego w procesie pirolizy w materiatu roslinnego)
do sorpcji farmaceutykow w $ciekach 1 glebie. Ich celem jest sprawdzenie mozliwosci
wykorzystania materiatu, ktéry powstaje jako odpad w procesach produkcji bio-paliw.
Ostatecznie biowegiel ma postuzy¢ rozwigzaniu niektorych probleméw ochrony $rodowiska,
gdyz polepsza strukture gleby, jej pojemno$¢ wodna, wprowadza wolno uwalniajace si¢
biogeny oraz stuzy jako sorbent zanieczyszczen organicznych

1 nieorganicznych.
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Prowadzone sa takze badania nad oceng skutkéw wystepowania farmaceutykow
w Srodowisku we wspodlpracy z zespotem Prof. Anny Szaniawskiej z Instytutu Oceanografii
UG. Prowadzony jest obecnie monitoring obecnosci lekéw w wodach morskich 1 matzach
pobranych w Zatoce Gdanskiej oraz laboratoryjna ocena mozliwosci bioakumulacji lekéw
w organizmach morskich. Celem badan jest sprawdzenie czy potwierdzona juz obecno$¢ lekow
w s$rodowisku Morza Battyckiego wptywa negatywnie na kondycje bytujacych tam

organizmow.

W ramach wspodlpracy z oczyszczalnia w Sochaczewie, rozpoczeto takze badania
akumulacji farmaceutykow 1 innych zanieczyszczen (m.in. WWA, ftalany) w roslinach, gdyz
oczyszczalnia ta posiada unikatowy system wspomagania oczyszczania z zastosowaniem
nasadzen na reaktorze biologicznym. Badania maja na celu sprawdzenie czy rosliny rosnace
w takich warunkach majg potencjal wspomagania usuwania zanieczyszczen

antropogenicznych.

Podsumowujac prowadzone beda wielowatkowe badania z réznych dziedzin, dzigki
czemu zostanie otrzymana wiedza z pogranicza chemii / ochrony $rodowiska / inzynierii
srodowiska / nauk spotecznych. Celem jest zrozumienie zachodzacych negatywnych procesoéw
w $rodowisku wynikajacych z antropopresji. Celem powigzanym jest rzetelne, podparte
badaniami informowanie spoteczenstwa o stanie srodowiska, co poskutkowa¢ moze zmiang
nawykoéw, na przyklad w kwestii utylizacji odpadow farmaceutycznych czy stosowanych

srodkdéw chemicznych.
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5.4. Zestawienie dorobku naukowego i innych osiagniec¢
Stan na dzien 17.09.2018 r. A. Przed B. Po C. W tym do Razem
doktoratem | doktoracie cyklu (A+B)
habilitacyjnego
Indeks H (Web of Science) 12
Liczba publikacji z listy 7 32 17 39
filadelfijskiej
Liczba publikacji spoza listy 1 9 10
filadelfijskiej
IF sumaryczny 27,044 108,778 64,727 135,822
Liczba cytowan (Web of
Science)
e bez autocytowan 165 319 66 385
e 7 autocytowaniami 219 404 84 488
Rola w publikacjach z cyklu
habilitacyjnego
e pierwszy autor 7
¢ autor korespondencyjny 6
e autor ostatni 5
e inny 5
Liczba rozdzialow w ksigzkach | 0 1 0 1
Liczba wystapien ustnych na
konferencjach krajowych 1
migdzynarodowych
¢ jako autor referujacy 1 9 10
e jako wspolautor 0 16 16
Liczba 40 48 88
plakatowych komunikatow
Liczba realizowanych
projektow
w charakterze
e kierownika 1 1 2
e wykonawcy(eksperta) 3 3
i / /;. /7 11 /)
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