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Uniwersytet Opolski
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Uniwersytet Opolski

01.10.2008 - obecnie Adiunkt, Wydziat Chemii, Uniwersytet Opolski

Wskazanie osiggniecia wynikajgcego 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. 2016 r. poz. 882
zezm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

A) Tytut osiggniecia naukowego:

Metody separacyjne i spektralne w analizie zwigzkow biologicznie aktywnych.

B) Publikacje wchodzace w skiad osiggniecia naukowego (* - autor korespondencyjny):

H-1

A. Poliwoda*, M. Krzyzak, P. P. Wieczorek, 2010,

Supported liquid membrane extraction with single hollow fiber for the analysis of
fluoroquinolones from environmental surface water samples.

Journal of Chromatography A, 1217(22), 3590-3597.

| F(2010)= 4,194; MNiSW 2010)= 32

M¢j wkiad w powstanie tej pracy polegaf na stworzeniu koncepcji pracy i zaplanowaniu czesci
eksperymentalnej, wspofwykonaniu doswiadczen uwzgledniajgcych optymalizacje warunkow
ekstrakcji analizowanych zwigzkow, a takze analize probek rzeczywistych i walidacje
opracowanej metody analitycznej, ktorych wyniki uwzglednionych na ryc. 3,4, 5i 6 oraz w
Tabelach 2 i 3, napisaniu cafosci manuskryptu, opracowaniu zestawien tabelarycznych,
opracowaniu wszystkich otrzymanych wynikow i ich interpretacji, wspofredagowaniu
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H-2

H-3

i przeprowadzeniu wspdlnie ze wspotautorami korekty po uwagach recenzentow. M¢j udziat
procentowy szacuje na 75 %.

A. Poliwoda*, K. Zielinska, M. Halama, P. P. Wieczorek, 2014,

Determination of muscimol and ibotenic acid in mushrooms of Amanitaceae by capillary
electrophoresis.

Electrophoresis, 35(18):2593-2599.

IF(2014) = 3,028; MNiSW 30,4) = 30

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegaf na stworzeniu koncepcji pracy i zaplanowaniu czesci
eksperymentalnej, wspofwykonaniu doswiadczen uwzgledniajgcych opracowanie efektywnych
warunkow rozdziatu elektroforetycznego oznaczanych zwigzkéw, a takze walidacje
opracowanej metody analitycznej, ktorych wyniki przedstawiono na ryc. 2, 3 oraz 4,
opracowaniu otrzymanych wynikow i ich interpretacji, napisaniu manuskryptu,
wspofredagowaniu i przeprowadzeniu wspolnie ze wspdétautorami korekty po uwagach
recenzentow. Moj udziat procentowy szacuje na 75 %.

A. M. Chrzanowska, A. Poliwoda*, P. P. Wieczorek, 2015,

Characterization of particle morphology of biochanin A molecularly imprinted polymers and
their properties as a potential sorbent for solid-phase extraction.

Materials Science and Engineering C, 49, 793-798.

IF2015)= 3,420; MNiSW 2015)= 25

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegaf na stworzeniu koncepcji pracy i zaplanowaniu czesci
eksperymentalnej oraz wspofwykonaniu doswiadczen uwzgledniajgcych opracowanie
warunkow syntezy otrzymanych polimerow z nadrukiem czgsteczkowym, wykonaniu analiz
powierzchni otrzymanych materiafow sorpcyjnych za pomocq skaningowego mikroskopu
elektronowego, a takze opracowaniu warunkéw ekstrakcji do fazy stafej, opracowaniu
otrzymanych wynikow i ich interpretacji, napisaniu manuskryptu, wspofredagowaniu i
przeprowadzeniu wspdlnie ze wspotfautorami korekty po uwagach recenzentow. Moj udziat
procentowy szacuje na 75 %.

A. M. Chrzanowska, A. Poliwoda*, P. P. Wieczorek, 2015,

Surface molecularly imprinted silica for selective solid-phase extraction of biochanin A, daidzein
and genistein from urine samples.

Journal of Chromatography A, 1392, 1-9.

IF(2015) = 3,926; MNiSW2015) = 40

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegaf na stworzeniu koncepcji pracy i zaplanowaniu czesci
eksperymentalnej oraz wspotwykonaniu doswiadczenn uwzgledniajgcych optymalizacje
warunkow skutecznej modyfikacji powierzchni krzemionki polimerem z nadrukiem
czgsteczkowym oraz na zbadaniu potencjafu aplikacyjnego otrzymanych materiafow
sorpcyjnych w ekstrakcji analizowanych fitoestrogenow z probek moczu, wykonaniu analiz
powierzchni otrzymanych materiafow sorpcyjnych za pomocq skaningowego mikroskopu
elektronowego, a takze opracowaniu wszystkich otrzymanych wynikow i ich interpretacji,
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H-5

H-6

H-7

napisaniu manuskryptu, wspofredagowaniu i przeprowadzeniu wspodlnie ze wspotautorami
korekty po uwagach recenzentow. Moj udziat procentowy szacuje na 75 %.

P. P. Wieczorek*, D. Witkowska, |. Jasicka-Misiak, A. Poliwoda, M. Oterman,
K. Zielinska, 2015,

Bioactive alkaloids of hallucinogenic mushrooms.

Studies in Natural Products Chemistry: Elsevier B.V.; 5, 133-168.

IF(2015) = 0,000; MNiSW2015) =5

Praca przeglgdowa. M¢oj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy
oraz napisaniu czesci manuskryptu dotyczqgcego, wstepu, opisu podziafu alkaloidow
grzybowych oraz metod analitycznych stosowanych w analizie tych zwigzkéw w materiale
grzybowym oraz probkach biologicznych, wspofredagowaniu ostatecznej wersji maszynopisu
i przeprowadzeniu wspdlnie ze wspotautorami korekty po uwagach recenzentow. Moj udziat
procentowy szacuje na 50 %.

0. Zhuk, I Jasicka-Misiak*, A. Poliwoda, A. Kazakova, V. V. Godovan, M. Halama, P. P.
Wieczorek, 2015,

Research on acute toxicity and the behavioral effects of methanolic extract from psilocybin
mushrooms and psilocin in mice.

Toxins, 7(4), 1018-1029.

IF;2015) = 3,571, MNiSW2015) = 30

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegaf na wspoftworzeniu koncepcji, opracowaniu metody
izolacji i rozdziatu UHPLC oraz warunkow detekcji za pomocq spektrometru mas ekstraktow
grzybowych stosowanych nastepnie w badaniach farmakologicznych na myszach, okresleniu
sktadu chemicznego analizowanych ekstraktow grzybowych, interpretacji i dyskusji wynikow
badan z analiz LC-MS oraz z eksperymentow aktywnosci biologicznej, napisaniu manuskryptu
oraz wspofredagowaniu i przeprowadzeniu wspdlnie ze wspétautorami korekty po uwagach
recenzentow. Moj udziat procentowy szacuje na 45 %.

S. Ncube, A. Poliwoda, H. Tutu, P. Wieczorek, L. Chimuka*, 2016,
Multivariate optimization of the hollow fibre liquid phase microextraction of muscimol in

human urine sample.
Journal Chromatography B, 1033-1034, 372-381. IFi2me) = 2,603, MNiSW 2016) = 40

Mdoj wkfad w powstanie tej pracy polegat na tworzeniu koncepcji, zaplanowaniu czesci
eksperymentalnej, oraz przeprowadzeniu wstepnych eksperymentéw z zakresu optymalizacji
warunkow ekstrakcji badanych substancji halucynogennych oraz analizy probek moczu za
pomocq techniki HF-LPME, interpretacji otrzymanych wynikow, a takze napisaniu fragmentu
manuskryptu dotyczgcego tresci opisanych we wstepie oraz w dyskusji wynikow,
wspofredagowaniu i przeprowadzeniu wspolnie ze wspdétautorami korekty po uwagach
recenzentow. Moj udziat procentowy szacuje na 50 %
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H-8

H-9

H-10

A. Poliwoda*, M. Moscipan, P. P. Wieczorek, 2016,

Application of molecular imprinted polymers for selective solid phase extraction of
Bisphenol A.

Ecological Chemistry and Engineering S, 23(4), 651-664.

IF2016) = 0,717, MNiSW2016) = 15

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegaf na tworzeniu koncepcji pracy i zaplanowaniu
doswiadczen oraz wspofwykonaniu eksperymentow uwzgledniajgcych synteze materiafow
sorpcyjnych na bazie polimeréw z nadrukiem czgsteczkowym, wykonaniu analizy powierzchni
z uzyciem mikroskopu skaningowego oraz na zbadaniu potencjafu aplikacyjnego otrzymanych
materiatow sorpcyjnych w ekstrakcji probek srodowiskowych, opracowaniu otrzymanych
wynikow i ich interpretacji, napisaniu manuskryptu, wspofredagowaniu i przeprowadzeniu
wspolnie ze wspofautorami korekty po uwagach recenzentow. Moj udziat procentowy szacuje
na 75 %.

B. Zyszka-Haberecht, A. Poliwoda, J. Lipok*, 2018,

Biocatalytic hydrogenation of the C=C bond in the enone unit of hydroxylated chalcones—
process arising from cyanobacterial adaptations.

Applied Microbiology and Biotechnology, 102(16), 7097-7111.

IF(2018) = 3,340, MNiSW 2018) = 35

Mdoj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy dotyczqcef
opracowania sposobu ekstrakcji i analizy jakosciowej oraz ilosciowej produktow
biotransformacji hydroksychalkonéw z komdrek cyjanobakterii, zaplanowaniu doswiadczen,
wykonaniu eksperymentow uwzgledniajgcych ekstrakcje SPE i analize LC-MS badanych
zwigzkow w komérkach cyjanobakterii, opracowaniu otrzymanych wynikow, ich interpretacji i
dyskusji, napisaniu fragmentu manuskrypt dotyczgcego w/w tresci, wspofredagowaniu i
przeprowadzeniu wspdlnie ze wspotfautorami korekty po uwagach recenzentow. Moj udziat
procentowy szacuje na 45 %.

B. Zyszka-Haberecht, A. Poliwoda, J. Lipok*, 2019,

Structural constraints in cyanobacteria-mediated whole-cell biotransformation of
methoxylated and methylated derivatives of 2’-hydroxychalcone.

Journal of Biotechnology, 293, 36-46, IF(2019)= 2,533; MNISW 2015 - 35 pkt

Mdoj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy dotyczqcej
opracowania sposobu ekstrakcji i analizy jakosciowej oraz ilosciowej produktow
biotransformacji analogow strukturalnych 2’hydroksychalkonu z komérek sinic, zaplanowaniu
czesci eksperymentalnej, wykonaniu doswiadczen uwzgledniajgcych ekstrakcje SPE i analize
LC-MS badanych ekstraktow komorkowych, opracowaniu otrzymanych wynikow, ich
interpretacje i dyskusje, napisaniu fragmentu manuskrypt dotyczqcego w/w tresci,
wspofredagowaniu i przeprowadzeniu wspolnie ze wspdétautorami korekty po uwagach
recenzentow. Moj udziat procentowy szacuje na 45 %.
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C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Ztozonos¢ otaczajgcego nas srodowiska sprawia, ze codziennie niezliczone ilosci zwigzkow
chemicznych wywotujg okreslony efekt biologiczny na organizmy zywe w nim funkcjonujgce. Dotyczy
to zaréwno tych substancji, ktore s3 niezbedne do prawidiowego rozwoju i wzrostu (np. mikro- i
makroelementy, witaminy, aminokwasy, weglowodany, biatka, ttuszcze itp.), tych ktére petnig funkcje
ochronne, przeciwbakteryjne czy antyutleniajgce (np. karotenoidy, flawonoidy, alkaloidy, itp.), oraz
tzw. substancji obcych (ksenobiotykow), do ktorych zaliczamy gtownie syntetyczne zwigzki chemiczne
(np.: farmaceutyki, pestycydy), dostajace sie do Srodowiska wskutek dziatalnosci cztowieka. W tym
przypadku, nie stanowi zatem zaskoczenia fakt, ze od lat istotnym wyzwaniem w chemii analitycznej
jest poszukiwanie technik i metod umozliwiajgcych skuteczne i efektywne oznaczanie réznorodnych
analitow, w probkach materiatow, czesto o nieznanym skfadzie i pochodzeniu. Dotyczy to chociazby
izolacji i oznaczania produktow naturalnych pochodzenia roslinnego lub zwierzecego o szerokim
spektrum aktywnosci biologicznej, zwigzkow prozdrowotnych, powstatych na przyktad w procesach
biotransformacji prowadzonych przez mikroorganizmy, oraz licznych zanieczyszczen (ksenobiotykow),
zwykle wywotujgcych niepozadany efekt biologiczny, a nawet smierc organizmow zywych poddanych
ich dziataniu. W tym ostatnim przypadku, monitorowanie losow wprowadzanych do ekosystemu
ksenobiotykow (ich obecnosci, stezenia, w jaki sposob sg w nim metabolizowane i przeksztatcane) stuzy
opracowywaniu i wprowadzaniu odpowiednich uregulowan oraz norm prawnych, okreslajgcych
najwyzsze dopuszczalne stezenie zwigzkow szkodliwych, w poszczegdlnych elementach srodowiska.

Roznorodnos¢ struktury chemicznej zwigzkow biologicznie aktywnych oraz ztozonos¢ materiatu
probki (matrycy) stanowi najczesciej nie lada wyzwanie. W probkach tych oprocz, interesujgcych nas
zwigzkow, wystepujacych czesto w ilosciach sladowych (stezenie < 0,01% (100 ppm)), obecna jest duza
liczba innych substancji przeszkadzajgcych — tzw. interferentow, ktére zwykle uniemozliwiajg
przeprowadzenie bezposredniej analizy chemicznej. Istnieje, co prawda, grupa dostepnych,
bezposrednich technik analizy chemicznej, ale ich liczba jest bardzo ograniczona. Dlatego nalezy
podkresli¢, ze przed przeprowadzeniem wtasciwej analizy, konieczne jest wczesniejsze, odpowiednie
przygotowanie probki, ktore zwykle obejmuje etap wydzielenia z matrycy analitu (-6w), jego (-ich)
oczyszczenia oraz wzbogacenia. Z reguty etap ten zabiera srednio nawet okoto 60% catkowitego czasu
poswieconego na analize proébki i ciggle bywa obarczony duzg niepewnoscig. Waznym zagadnieniem
jest rowniez poszukiwanie skutecznych sposobow umozliwiajgcych wykrycie i oznaczenie badanych
zwigzkow, a w ostatnich latach, szczegolnym impulsem wymagajgcym opracowywanie nowych
strategii badan analitycznych, jest rozwdj nauk biologicznych, ktérych przedmiotem jest wyjasnianie

przebiegu proceséw metabolizmu, zaréowno na poziomie pojedynczej komorki jak i catego organizmu.
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Przy wyborze rodzaju stosowanej techniki przygotowywania probek oraz oznaczania i identyfikacji
analitow nalezy uwzglednic kilka istotnych aspektow, w tym charakter analizowanych zwigzkow, rodzaj
matrycy, oraz typ stosowanej techniki detekcji. Do najczesciej wykorzystywanych aktualnie technik
wydzielania i wzbogacania analitow naleza bez watpienia techniki ekstrakcyjne. Szczegodlnie
dominujgcy role odgrywa tutaj ekstrakcja do fazy statej (SPE, solid phase extraction) oraz ekstrakcja
rozpuszczalnikowa dedykowana analizie sktadnikow probek statych. W pierwszym przypadku
dostepnos¢ materiatdw sorpcyjnych o bardzo zroznicowanych wtasciwosciach, a w drugim mozliwosc
zastosowaniu czynnikow wspomagajgcych (np. promieniowania mikrofalowego oraz ultradzwiekow)
decyduje o ich popularnosci. Rowniez, mozliwo$¢ miniaturyzacji oraz automatyzacji, determinuje ich
szeroki potencjat aplikacyjny. W tym miejscu nalezy rowniez wspomnie¢ o tzw. membranowych
technikach ekstrakcyjnych, ktore taczac w sobie zalety procesu membranowego i ekstrakcyjnego, od
wielu lat znajdujg liczne zastosowania w etapie przygotowywania probek. Rownolegle obok metod
dedykowanych izolowaniu i wzbogacaniu analitow istotne miejsce zajmujg techniki chromatograficzne

i elektroforetyczne umozliwiajgce analize jakosciowg i ilosciowa.

Cel badan realizowanych w ramach habilitacji

Nadrzednym celem moich badan naukowych opisanych w pracach zgtoszonych do postepowania
habilitacyjnego [H-1-H-10] bylo przygotowanie , narzedzi” umozliwiajgcych skuteczng i efektywng
analize zwigzkow biologicznie aktywnych z grupy ksenobiotykéw, w tym pozostatosci lekow
fluorochinolonowych [H-1] i substancji endokrynologicznie czynnych w matrycach srodowiskowych i
fizjologicznych (mocz) [H-3, H-4, H-8], a takze naturalnie wystepujgcych grzybowych substangji
halucynogennych [H-2, H-5, H-6, H-7] w materiale biologicznym, oraz produktéw biotransformacji
przez cyjanobakterie wybranych hydroksychalkonéw waznych z punktu widzenia ich aktywnosci
biologicznej [H-9-H-10]. W efekcie prowadzonych prac opracowatam metody z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w pofgczeniu z detektorami UV (HPLC-UV) oraz z matrycg
diodowa (HPLC-PDA, HPLC-DAD). Prowadzone badania rozszerzytam poprzez zastosowanie
spektrometru mas, jako bardziej selektywnej i/lub czutej metody detekcji w potgczeniu z ultra-sprawng
chromatografig cieczowg (UHPLC-MS/MS) oraz elektroforezy kapilarnej z detektorem z matrycg
diodowgq (CE-DAD). Waznym zagadnieniem byto opracowanie metod izolacji i wzbogacania analitow w
probek srodowiskowych i biologicznych z wykorzystaniem ekstrakcji membranowej, esktrakcji do fazy
statej oraz ekstrakcji rozpuszczalnikowej. W realizacji badan duzg role odegraly projekty badawcze, w

ktorych petnitam role giownego wykonawcy.
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Majac na uwadze powyzsze zagadnienia podjete przeze mnie cele badawcze dotyczyty nastepujgcych

zagadnien:

1. Zastosowania techniki ekstrakcji membranowej z uzyciem immobilizowanych membran
ciektych w konfiguracji pojedynczego widkna do wydzielania i zatezania antybiotykow z grupy
fluorochinolonéw z probek srodowiskowych [H-1] oraz zwigzkow izoksazolowych iindolowych
[H-7] z ptynow fizjologicznych.

2. Zastosowania zaawansowanych technik separacyjnych w badaniach nad oznaczaniem
ilosciowym i jakosciowym grzybowych substancji halucynogennych oraz ich analogow
strukturalnych [H-2, H-5 oraz H-6].

3. Opracowanie skutecznych metodyk analitycznych bazujgcych na zastosowaniu w etapie
przegotowania probki polimerow z nadrukiem czgsteczkowym w analizie substancji
endokrynologicznie czynnych (fitoestrogenow oraz alkilofenoli) [H-3, H-4 i H-8]

4. Zastosowanie techniki ekstrakcji SPE oraz chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometriy mas do okreslenia charakteru przemian hydroksychalkonow przez

cyjanobakterie [H-9, H-10]

Ad. 1 Zastosowania techniki ekstrakcji membranowej z uzyciem immobilizowanych membran
ciektych w konfiguracji pojedynczego wiokna do wydzielania i zatezania antybiotykow z grupy
fluorochinolonéw z préobek srodowiskowych [H-1] oraz zwigzkow izoksazolowych i indolowych

[H-7] z ptynow fizjologicznych.

Technika ekstrakcji membranowej {gczy w sobie elementy procesu ekstrakcyjnego oraz
membranowego. Dotyczy to zaréwno zastosowania hydrofobowych membran do rozdziatu faz w
procesie ekstrakcji oraz membran zawierajgcych faze organiczng (tzw. membrany ciekie). Istotne
miejsce w analityce znajdujg wtasnie membrany ciekte, a szczegdlnie immobilizowane membrany
ciekte (SLM), w ktorych wykorzystuje sie najbardziej optymalny uktad trojfazowy.

W skrécie, membrana ciekta to najczesciej odrebna faza ciekta, ktora jako selektywna bariera
rozdziela dwa roztwory - roztwor fazy donorowej, ktory stanowi analizowana probka, od roztworu fazy
akceptorowej. W wiekszosci przypadkow roztwory donora i akceptora sg roztworami wodnymi,
natomiast wifasciwg membrane stanowi hydrofobowa ciecz organiczna. Istotnym warunkiem
powstania takiej membrany jest niezdolnos¢ mieszania sie tych cieklych faz miedzy sobg. Substancje
chemiczne znajdujace sie w roztworach wodnych przylegajgcych do membrany, mogg przez nig
przenikac, jesli rozpuszczajg sie w warstwie hydrofobowej lub odwracalnie reagujg ze znajdujagcym sie

w niej przenosnikiem. W przypadku membran ciektych, w ktorych stosuje sie dodatek przenosnika,
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rozdziat analitow nastepuje w wyniku procesow reakcyjno-dyfuzyjnych, a w przypadku membran
ciektych bez uzycia przenosnika, w wyniku procesow dyfuzyjnych.

W immobilizowanych membranach ciektych faza organiczna (membranowa) jest unieruchomiona
sitami kapilarnymi w mikroporowatym nosniku - folii polimerowej, stanowigcym podparcie membrany
(Rys. 1). Uzycie takiego polimeru znacznie redukuje objetos¢ fazy membranowej, a w konsekwencji i
grubos¢ membrany, w rezultacie powodujgc pozgdany wzrost wspotczynnika powierzchni aktywnejdo
objetosci, oraz wspotczynnika objetosci fazy donorowej do membranowej. Wartosci tych
wspotczynnikow zalezg od geometrii stosowanych membran, do ktérych zaliczamy ptaskie arkusze
(ang. flat sheet), wtokna kapilarnej (ang. hollow fiber) oraz arkusze zwijane (ang. spiral wounds). Wzrost

obu wspotczynnikow nastepuje odpowiednio, w kolejnosci ptaskie arkusze < arkusze zwijane <wtdkna

kapilarne.
PODPARCIE
POUMEROWE
FAZA MEMBRANOWA
(organicans)
phrys FAZA
CONOROWA AKCEPTOROWA
[wodna) (wodna)

Rysunek 1. Schemat immobilizowanych membran ciektych

Wodny charakter fazy akceptorowej immobilizowanych membran ciektych jest kompatybilny z
chromatografig cieczowg w odwréconym uktadzie faz oraz elektroforezg kapilarng. Poczgwszy od lat
90-tych, technika SLM znalazta szerokie zastosowanie w etapie wydzielania i wzbogacania bardzo
roznorodnej grupy zwigzkow z probek o ztozonym i skomplikowanym sktadzie matrycy. Tak szeroki
wachlarz zastosowan wynika z wielu zalet. W poréwnaniu z powszechnie stosowanymi technikami
ekstrakcyjnymi (SPE, czy ciecz-ciecz (LLE)), atutem SLM jest przede wszystkim zuzycie niewielkich ilosci
rozpuszczalnikow organicznych, stanowigcych faze membranowg (zwykle kilka pl). Dzieki temu
technika ta jest przyjazna dla srodowiska, a koszty inwestycyjne i operacyjne sg niewielkie. Dodatkowo,
mozliwos¢ zmiany witasciwosci fazy membranowej, gtownie jej hydrofobowosci, a takze rodzaju
stosowanego przenosnika pozwala na uzyskanie wysokiej selektywnosci procesu. Odpowiedni dobor
warunkow procesu (skiad fazy donorowej, membranowe;j i akceptorowej) umozliwia transport wbhrew
gradientowi stezen, co pozwala na znaczne zatezenie fazy akceptorowej w wydzielany analit. Rowniez,
mozliwos¢ petnej automatyzacji procesu, w przypadku SLM, stanowi olbrzymig zalete tej techniki.
Trwatos¢ wiekszosci opisanych w literaturze ukfadow ekstrakcyjnych z uzyciem immobilizowanych

membran ciektych wynosi od tygodnia do miesigca. W tym czasie, wykonywanie wielokrotnych

str. 8



Anna Poliwoda Zatgcznik nr 2

ekstrakcji nie powoduje spadku efektywnosci i powtarzalnosci procesu separacji, co w przypadku

zastosowan analitycznych stanowi nie lada zalete.

Biorgc pod uwage moje doswiadczenie zdobyte w trakcie realizacji pracy doktorskiej, ktora
dotyczyta zagadnien zwigzanych z zastosowaniem ekstrakcji membranowej w etapie wydzielania i
zatezania krotkich peptydow, i moj pdiniejszy udziat w realizacji projektu badawczego pt. Nowe
standardowe procedury analityczne przeznaczone do badania poziomu zanieczyszczenia ekosystemow
wodnych przez ksenobiotyki nalezqce do grupy farmaceutykéw i zwigzkow endokrynnych (grant
rozwojowy N 0536/R/T02/2007/03, 2007-2010), sprawit ze po doktoracie rozpoczetam badania majgce
na celu okreslenie mozliwos¢ uzycia techniki ekstrakcyjnej SLM w analizie antybiotykow
fluorochinolonowych z probek Srodowiskowych [H-1]. Antybiotyki sg zwigzkami biologicznie
aktywnymi, od wielu lat powszechnie stosowane w medycynie oraz w weterynarii. Ich Zzroditem w
srodowisku sg przede wszystkim pacjenci leczeni antybiotykami, ktérzy wydalajg je, zarowno w formie
niezmienionej jak i zmetabolizowanej oraz zwierzeta hodowlane, ktérym w celu uzyskania jak
najwyzszej wydajnosci podaje sie czesto zawyzone dawki antybiotykow. Konsekwencjg czestego lub
niewtasciwego leczenia ludzi i zwierzat antybiotykami, a takze nieodpowiednia utylizacja
przeterminowanych lekow jest niepozgdane pojawienie sie ich w srodowisku naturalnym. Niestety,
ciggte, utrzymujgce sie na poziomie ponizej inhibicji, stezenia antybiotykow w srodowisku, moze
powodowac zmiany w obecnej tam biocenozie i w konsekwencji prowadzi¢ do powstania rezerwuarow
opornosci, przesuwajgc rownowage miedzy mikroorganizmamiw kierunku tych antybiotykoopornych.
Rozprzestrzenianie sie opornosci na antybiotyki jest uznawane za coraz wieksze zagrozenie zaréwno
dla rownowagi Srodowiska, jak i mozliwosci leczenia licznych choréb zwierzat i ludzi. Dlatego tak
istotne jest monitorowanie obecnosci i stezenie tej grupy zwigzkow, w tym rowniez fluorochinolonow
(FQ) (fluoropodstawionych pochodnych kwasow 7-piperazynylo-4-chinolono-3-karboksylowych),
nalezgcych do grupy chinolonow Il generacji. Te chemioterapeutyki pojawity sie stosunkowo pézno w
grupie lekow przeciwbakteryjnych. Udowodnity jednak swojg skutecznos¢ terapeutyczng i obecnie
znajduje sie coraz wiecej wskazan do ich stosowania, zarowno w medycynie jak i weterynarii. Niestety,
szerokie zastosowanie FQ nie uchronito naturalnych ekosystemow przed ich skazeniem. Naduzycia
spowodowaty akumulacje fluorochinolonéw w zasobach wodnych i glebach oraz wzrost i namnazania
bakterii opornych na nie. Zaobserwowano, ze odpornos¢ bakterii na fluorochinolony jest wyzsza w

sciekach szpitalnych niz w przypadku oczyszczalni sciekow. Liczne doniesienia literaturowe od wielu juz
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lat, wykazujg wzrost stezenia FQ w $rodowisku wodnym, nawet do poziomu kilkuset pg/I'. Dlatego tez
w Swietle tych obaw i dla lepszego zrozumienia wystepowania oraz losow fluorochinolonéw w
naturalnym uktadzie wodnym istnieje niezaprzeczalny wymog ich oznaczania w roznych matrycach
srodowiskowych.

W tym projekcie grupe analizowanych fluorochinolonéw stanowita mieszanina zawierajgca
odpowiednio ciprofloksacyne (CIPR), norfloksacyne (NORF), enrofloksacyne (ENRO) oraz
danofloksacyne (DANO), a do ich ekstrakcji zastosowano ukfad immobilizowanych membran ciektych
(SLM) o geometrii pojedynczego wtokna (HF-SLM, hollow fiber supported liquid membrane lub HF-
LPME, hollow fiber liquid phase membrane extraction). Otrzymane ekstrakty SLM analizowano za
pomocg samodzielnie opracowanej metody rozdziatu z uzyciem techniki HPLC-DAD. Jako polimerowe
podparcie uzyto wtokna kapilarne o objetosci akceptora zaledwie 57 pl. Optymalizacja warunkow
ekstrakcji HF-SLM obejmowaty m.in. dobdér pH fazy donorowej, skiadu fazy akceptorowej i
membranowej, czasu ekstrakcji oraz zasolenia probki. Na podstawie otrzymanych wynikow
udowodnitam, ze wybor rozpuszczalnika organicznego do przygotowania membrany decyduje o
stabilnoscii skutecznosci wzbogacania stosowanego systemu SLM. Uzycie wytgcznie rozpuszczalnikow
organicznych takich jak eter di-n-heksylowy (DHE) lub fosforan tri- (2- etyloheksylu) (TEHP) skutkowato
uzyskaniem bardzo niskich wartosci wspotczynnika wzbogacania dla wszystkich analitow (ponizej 1).
Dopiero dodatek do fazy membranowej kationowego przenosnik D;EHPA (kwasu di-(2-etyloheksylo)
fosforowego), nawet w niewielkim stezeniu, w istotny sposob wptywata na efektywnos¢ transportu
analitow przez hydrofobowg membrane ciekig, osiggajgc maksimum dla 20%,,.,) stezenia przenosnika.
Biorgc pod uwage fakt, iz site napedowg mechanizmu transportu stanowit gradient protonow, w
badaniach stosowano jako faze akceptorowg kwas solny o stezeniu 0,1 mol L. Co prawda wiekszg
efektywnosc¢ wzbogacania analitow obserwowano wraz ze zwiekszanie sie stezenia HCl w akceptorze,
jakkolwiek fakt, iz ekstrakty SLM po ekstrakcji byty analizowane za pomocg HPLC stosowanie zbyt
wysokiego pH fazy akceptorowej nie byto korzystne. Opracowana metoda przygotowania probek z
zastosowaniem immobilizowanych membran cieklych pozwolita na uzyskanie wysokich wartosci
wydajnosci ekstrakcji (powyzej 70%), przy wartosci wspofczynnika wzbogacania powyzej 100. Potencjat
aplikacyjny opracowanej metody zweryfikowatam podczas analizy probek rzeczywistych wod
powierzchniowych, wzbogacanych w znane, scisle okreslone ilosci oznaczanych substancji. A stopien
efektywnosci ekstrakcji fluorochinolonéw oceniono poréwnujac wielkos¢ sygnatow pochodzacych z

prob kontrolnych (slepych) oraz prob wzbogaconych substancjami wzorcowymi. Opracowana metoda

! Gothwal R, Shashidhar. Occurrence of High Levels of Fluoroquinolones in Aquatic Environment due to Effluent
Discharges from Bulk Drug Manufacturers. Journal of Hazardous, Toxic, and Radioactive Waste.
2017;21(3):05016003.
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w przypadku analizy probek srodowiskowych, charakteryzowata sie szeroki zakresem liniowosci (0d 0,1
ug L' do 4 pg L), a takie wysoka precyzja nie przekraczajgca 10%. Granice wykrywalnosci
analizowanych fluorochinolonéw w prébkach rzeczywistych wynosity od 0,01 do 0,02 pg L7, i byty
lepsze w poréwnaniu do metod, opisanych w literaturze, w ktorych stosowano ekstrakcje SPE.
Otrzymane wynik potwierdzity, ze efektywnos$¢ rownowagowego procesu ekstrakcji membranowe;j
wzrasta wraz ze zmniejszaniem sie stezenia badanych analitow w probkach roztworéw donorowych,
co jest niezwykle wazne, w punktu widzenia analitycznego, poniewaz wzbogacanie jest potrzebne tylko
wtedy, kiedy analizowane substancje wystepujg w badanych probkach w niskich stezeniach.

Zalete techniki SLM, jako metody skutecznie stosowanej do ekstrakcji Srednio polarnych
i polarnych zwigzkow, postanowitam wykorzysta¢ rowniez w izolacji i wzbogacaniu muscymolu,
tryptofanu i tryptaminy [H-7]. Ta tematyka, zwigzana byta zmoim udziatem, jako gidwnego wykonawcy
w projekcie pt. , Wykrywanie substancji halucynogennych”, finansowanym ze srodkéw UE w ramach
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, w latach 2009 - 2014. W momencie realizacji
niniejszego projektu aktualny stan wiedzy na temat wydzielania, wzbogacania i oznaczania grzybowych
substancji psychoaktywnych i/lub ich analogéw strukturalnych w materiale biologicznym byt niewielki
i w giownej mierze ograniczony do zwigzkow odurzajgcych wymienionych w ustawie o
Przeciwdziataniu Narkomanii (w tym przypadku dotyczy to psylocybiny i psylocyny). Dostepne
doniesienia literaturowe koncentrowaty sie glownie na zastosowaniu w etapie przygotowania probek
klasycznej ekstrakcji rozpuszczalnikowej wspomaganej (lub nie) ultradZwiekami (ang. ultrasound-
assisted extraction, UAE) lub ekstrakcji SPE, co szczegotowo zostato opisane i scharakteryzowane w
pracy przegladowej, ktorej jestem wspotautorem [H-5]. O ile ekstrakcja rozpuszczalnikowa jest
skuteczna do wydzielania analitow w przypadku prébek statych materialu grzybowego, o tyle do
analizy probek ptynow fizjologicznych juz nie. Tutaj zdecydowanie efektywniejsza okazuje sie byc
technika ekstrakcji do fazy statej. Niemniej jednak, opisane w literaturze metody, dotyczyty przede
wszystkim oznaczania halucynogennych alkaloidow indolowych, czyli psylocybiny i psylocyny, czasem
rowniez bufoteniny. Niejednokrotnie, w przypadku oznaczania tych analitow w probkach ptynow
fizjologicznych, aby uzyskac satysfakcjonujgce odzyski, ekstrakcja SPE byta niewystarczajaca, i
wymagata uzycia dodatkowych procedur etapu przygotowania probek (hydrolizy enzymatycznej i/lub
procedury wytrgcania biatek). Podkreslenia wymaga fakt, ze zdecydowanie nieliczng grupe dostepnych
procedur analitycznych stanowity prace dotyczace mozliwosci izolacji i wzbogacania zwigzkow z grupy
alkaloidow izoksazolowych, czyli kwasu ibotenowego i muscymolu, powszechnie wystepujacych w
grzybach z rodzaju Amanita sp. Szczegdlnie w przypadku analizy probek moczu, niska sprawnosc
stosowanych kolumienek SPE utrudniata uzyskanie zadawalajgcego stopnia rozdzielenia, powodujgc

koelucje sktadnikow przeszkadzajacych i analitow, szczegdlnie tych o zblizonych wtasciwosciach
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fizykochemicznych, co wymuszato koniecznos¢ zastosowania w etapie przygotowania probek, az
dwoch technik ekstrakcyjnych (LLE i SPE).

W zwigzku z powyzszym, aby uproscic procedure analityczng zainicjowatam pomyst na realizacje
badan dotyczgcych zastosowania opisanej wczesniej techniki HF-SLM do ekstrakcji muscymolu,
halucynogennego produktu dekarboksylacji kwasu ibotenowego, oraz tryptofanu i tryptaminy [H-7].
Muscymol bowiem, uwazany jest za giowng substancje odpowiedzialng za wywotanie efektu
halucynogennego po spozyciu grzybow zrodzaju Amanita, a tryptofan i tryptamina to analogiindolowe
- prekursory psylocyny. W ekstrakcji uzytam tego samego polimerowego podparcia, jak w przypadku
ekstrakcji fluorochinolonow, ale o mniejszej objetosci fazy akceptorowej 22,6 pl. Optymalne warunki
wydzielania i wzbogacania mieszaniny analitow uzyskano stosujgc jako faze membranowg réowniez
20% D2EHPA w DHE, a jako akceptor 200 mM roztwor kwasu solnego. Catkowity czas ekstrakcji wynosit
60 min. Probki moczu przed ekstrakcja wymagaty jedynie rozcieniczenia (1:4) i ustalenia pH rownego 4.
Wartos¢ wspotczynnika wzbogacenia silnie determinowata polarnos¢ analizowanych zwigzkow.
Wspotczynnik ten, w przypadku probek moczu wzbogacanych dodatkiem wzorcow wyniost
odpowiednio dla muscymolu, tryptofanu i tryptaminy 4,1; 19,7 i 24,1. Szczegblnym osiggnieciem, w
tym przypadku byto uzyskanie, w przypadku muscymolu, granicy wykrywalnosci 0,0052 pg mL?, czyli
czutdsci porownywalnej z detekcja za pomocg spektrometru mas. Ponadto, opracowana metoda byta
przyjaznej dla srodowiska (niewielkie ilosci stosowanych rozpuszczalnikow), tatwa i przede wszystkim
nie wymagata stosowania etapu derywatyzacji, oraz zaawansowanych i kosztownych technik analizy
instrumentalnej (tj. CE-ME). W Tabela 1 zaprezentowano zestawienie otrzymanych wynikow w

porownaniu z danymi prezentowanymi w literaturze.

Tabela 1. Poréwnanie skutecznodci metod ekstrakeji muscymolu z prébek moczu opisanych w literaturze.

STOSOWANA METODA GRANICA WYKRYWALNOSCI Literatura
HF-LPME z HPLC-UV 0,0052 pg mL* [H-7]
Spektroskopia NMR-NOESY 13 ugmL?! 2
CE-MS 0,0005 pg mL* 3
Ztoze kationowymienne SPE (Dowex®50W X8), .
derywatyzacja chloromréwczanem etylu i analiza 1 pg mL?
GC-MS

2 Dejas, Jawien E, Jasicka-Misiak |, et al. Rapid determination of ibotenic acid and muscimol in human urine.
Magnetic Resonance in Chemistry. 2014. doi: 10.1002/mrc.4104.

3 Ginterové P, Sokolova B, Ondra P, et al. Determination of mushroom toxins ibotenic acid, muscimol and
muscarine by capillary electrophoresis coupled with electrospray tandem mass spectrometry. Talanta. 2014
7/1/;125(0):242-247.

4 Stgibrny J, Sokol M, Merové B, et al. GC/MS determination of ibotenic acid and muscimol in the urine of
patients intoxicated with Amanita pantherina. International Journal of Legal Medicine. 2012;126(4):519-524.
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Ad. 2. Zastosowania zaawansowanych technik separacyjnych w badaniach nad oznaczaniem
iloSciowym i jakosciowym grzybowych substancji halucynogennych oraz ich analogow

strukturalnych [H-2, H-5 oraz H-6].

Bioragc pod uwage fakt rosngcego zjawiska narkotyzowania sie grzybami halucynogennymi
uzasadnionym jest koniecznos¢ opracowywania metod standardowego oraz prostego oznaczania tych
sktadnikow nie tylkow préobkach ptynow fizjologicznych, ale przede wszystkim w materiale grzybowym.
Niestety normy prawne w Polsce nie okreslajg jednoznacznie, ktore gatunki grzybow zawierajg
sktadniki halucynogenne. Jedynie wspomniana psylocybina i psylocyna s wymieniane, sposrod
grzybowych substancji halucynogennych, w wykazie srodkow psychotropowych Ustawy ,0
przeciwdziataniu narkomanii” z dnia 29 lipca 2005 r. i jej nowelizacja z 20 lipca 2018 r. Dlatego tez, w
nastepnych latach pogtebiatam tematyke zwigzang z opracowaniem skutecznych metod oznaczania
sktadnikow aktywnych ekstraktow grzybowych.

Jak juz uprzednio wspomniatam, w celu wyodrebnienia substancji halucynogennych z materiatu
grzybowego stosuje sie najczesciej ekstrakcje rozpuszczalnikowg wspomagang ultradzwiekami.
Czasami uzywa sie takze ekstrakcji w aparacie Soxhleta, ale zdecydowanie technika UAE jest w tym
przypadku procedurg efektywniejszg. Uzyskane w ten sposob ekstrakty grzybowe po przesgczeniu
i odwirowaniu poddaje sie z reguly analizie za pomocg technik chromatograficznych, w tym
chromatografii gazowej i cieczowej. Niestety, aby moc korzystac z techniki GC-MS, konieczne jest w
tego rodzaju analizach, przeprowadzenie etapu konwersji chemicznej analitow w ich lotne pochodne.
Ten proces zwykle jest pracochfonny i znacznie wydiuza etap przygotowania probek. Dlatego,
zdecydowanie czesciej, w analizie grzybowych substancji halucynogennych stosuje sie wysokosprawng
chromatografie cieczowg (HPLC) w ukifadzie z roznymi detektorami, w tym UV-VIS, diodowym,
fluorescencyjnym, oraz najbardziej popularnym spektrometrem mas. Technika ta w przeciwienstwie
do wczesniej wspomnianej chromatografii gazowej, zwykle nie wymaga konwersji chemicznej
analitow, co w znaczny sposob upraszcza catg procedure analityczng. Aczkolwiek, o ile ukfad
sprzezonych pierscieni (pirolowego oraz benzenowego) w strukturze indolowych halucynogenow
wywotuje absorpcje i emisje swiatta o wiekszym natezeniu, i dzieki temu determinuje wysokg czutosc
i niskie granice LOD i LOQ opracowanych procedur analitycznych, szczegolnie tych z zastosowaniem
techniki HPLC z detekcjg UV, DAD oraz fluorescencyjng, to w przypadku izoksazolowych alkaloidow,
uzyskanie pozgdanej czutosci juz takie proste nie jest i wymaga zastosowania duzo kosztowniejszej
techniki detekcji (spektrometru mas), albo konwersji chemicznej analitu, np. w pochodne dansylowe.

W zwigzku z tym, w kolejnym kroku podjetam tematyke zwigzang z zastosowaniem elektroforezy

kapilarnej (CE) z detektorem diodowym do opracowania skutecznego sposobu rozdziatu i oznaczania
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muscymolu i kwasu ibotenowego w ekstraktach grzybowych z rodzaju Amanita [H-2]. Elektroforeza
kapilarna jako technika komplementarna do chromatografii cieczowej, cechuje sie wieloma zaletami,
w tym wysokg efektywnoscig rozdziatu, krotkim czasem analizy oraz przede wszystkim niewielkim
zuzyciem rozpuszczalnikow organicznych. Podstawg rozdziatu jest roznica w predkosciach migracji
czgstek obdarzonych tadunkiem przy zastosowaniu statego, wysokiego napiecia. W trakcie realizacji
tego projektu, rownolegle prowadzone byty eksperymenty majgce na celu optymalizacje warunkow
rozdziatu elektroforetycznego badanych analitw oraz rowniez warunkow ekstrakcji
rozpuszczalnikowej wspomaganej ultradzwiekami uzywanej w etapie przygotowania probek statych.
W przypadku analiz za pomocg CE zbadatam wptyw rodzaju i pH buforu rozdzielajacego (BGE) oraz
dodatku modyfikatora organicznego na efektywnosc rozdziatu. Sita jonowa oraz pH elektrolitu nosnego
determinowaty wielkosc¢ przeptywu elektroosmotycznego oraz forme jonowg analitow. Ze wzgledu na
charakter chemiczny muscymolu i kwasu ibotenowego, a szczegolnie wartosci pKa uzasadnionym byfo
zastosowanie BGE o charakterze kwasowym. Dodatek organicznego modyfikatora, poprzez zmiane
statej dielektrycznej BGE oraz jego lepkosci, poprawiat w znaczny sposob sprawnosc¢ stosowanego
uktadu CE. Skuteczno$¢ opracowanej procedury analitycznej za pomocg CE-PDA sprawdzitam
analizujgc probki rzeczywiste grzybow halucynogennych zebranych na terenie Polski. Warunki
rozdziatu elektroforetycznego wymusity zmodyfikowanie opisanych wczesniej metod ekstrakgcji
rozpuszczalnikowej wspomaganej ultradiwiekami. W tym przypadku zastosowanie mieszaniny
metanolu i 1 mM buforu fosforanowego o pH 3 (1:1,;,) okazato sie by¢ skuteczne i efektywne. tacznie
zanalizowatam probki pochodzgce z 41 grzybow z rodzaju Amanita (w tym Amanita muscaria, Amanita
citrina oraz Amanita pantherina). Zawarto$¢ muscymolu miescita sie w zakresie od 46 pg g'do 1362
ug gt, a kwasu ibotenowego w zakresie 182 pg gtdo 2983 pg g*t. Wsrod przebadanych grzybow byty
rowniez probki w ktorych nie stwierdzono obecnosci kwasu ibotenowego, oraz takie w ktérych nie
wykryto obu sktadnikow. Tak zroznicowana zawartosc izoksazolowych alkaloidow halucynogennych w
przebadanym materiale grzybowym wynikata z faktu, ze na obecnos¢ metabolitow grzybowy ch wplywa
miedzy innymi stadium rozwoju grzyba, warunki pogodowe, ekosystem w ktorym rosnie oraz czesc
grzyba poddana analizie (kapelusz, trzon) co zaobserwowano rowniez i opisano w publikagji
Deja i in. ® gdzie jako technike oznaczania zastosowano magnetyczny rezonans jagdrowy (NMR, ang.
Nuclear Magnetic Resonance). Opracowang procedure analityczng za pomocg UAE i CE-PDA poddatam
procesowi walidacji, ktorego celem byto okreslenie zakresu jej przydatnosci oraz wiarygodnosci. W tym
celu okreslifam granice wykrywalnosci i oznaczalnosci, precyzje, doktadnos¢, odtwarzalnosc oraz zakres

liniowosci i efekt matrycy. Wysokie wartosci liczbowe wspotczynnikow determinacji (R?) wykazaty

®Deja$, Wieczorek PP, Halama M, et al. Do differences in chemical composition of stem and cap of Amanita
muscaria fruiting bodies correlate with topsoil type? PLoS ONE. 2014;9(12).
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liniowos¢ krzywych kalibracyjnych w badanych zakresach stezen, odpowiadajgcych zawartosci
analitow w probkach rzeczywistych. Uzyskany odzysk analitow w przypadku opracowanej metody
ekstrakcji z matrycy grzybowej miescit sie w zakresie od 87% do 95%. Precyzja metody, wyznaczona na
podstawie wzglednego odchylenia standardowego (RSD) byta ponizej 7%. Uzyskane granice
wykrywalnosci dla muscymolu (1,5 pg ml?) i dla kwasu ibotenowego (1,8 pg ml?) byly
satysfakcjonujace i porownywalne z metodami chromatograficznymi opisanymi w literaturze,
szczegOlnie z tymi w przypadku ktérych stosowano detekcje MS. Co istotne, w pracy [H-2] po raz
pierwszy opisana zostata mozliwosc oznaczania halucynogennych izoksazoli w materiale grzybowym z
uzyciem elektroforezy kapilarnej. Podkreslenia wymaga tez fakt, ze opracowana procedura analityczna
charakteryzuje sie wysokg selektywnoscig i czutoscia, i przede wszystkim nie wymaga przeprowadzenia
konwersji chemicznej analitow oraz dodatkowego etapu ekstrakcji (SPE), pomimo ze do detekcji

stosowano mniej czuty i selektywny detektor z matrycy diodowa.

W ramach prowadzonych badan z zakresu substancji halucynogennych podjetam réwniez
tematyke zwigzang z oceng toksycznosci ostrej i efektow farmakologicznych psylocyny syntetycznej
oraz suchych pozostatosci metanolowych ekstraktow grzybowych gatunkow Pholiotyna cyanopus i
Psilocybe semilanceata. Realizacja tego projektu byta mozliwa dzieki wspotpracy z prof. dr hab. Olgg
Zhuk z Instytutu Biotechnologii Wydziatu Przyrodniczo-Technicznego Uniwersytetu Opolskiego oraz
grupy badawczej z Katedry Farmakologii Ogdélnej i Klinicznej na Uniwersytecie Medycznym w Odessie.
Jakowspotautor pracy opublikowanej w2015 w Toxins [H-6] bratam udziat nie tylko w czesci dotyczgcej
opracowania skutecznej procedury izolacji analitow oraz metody UHPLC-MS/MS umozliwiajgcej
okreslenie sktadu chemicznego uzywanych w badaniach farmakologicznych ekstraktow grzybowych,
ale rowniez we wspoftworzeniu koncepcji badan farmakologicznych, ich zaplanowaniu, interpretacji i
dyskusji otrzymanych wynikow. Analiza LC-MS metanolowych ekstraktow Pholiotina cyanopus i
Psilocybe semilanceata potwierdzita znaczg zawartos¢ psylocybiny (okoto pieciokrotnie wyzszg w
porownaniu do zawartosci jej gtownego metabolitu — psylocyny). Generalnie zawartos¢ psylocyny i
psylocybiny w analizowanych ekstraktach byta dominujgca w porownaniu do innych
zidentyfikowanych indolowych zwigzkow halucynogennych. Poza psylocyng i psylocybing analizowane
ekstrakty zawieraty rowniez baeocystyne, norbaeocystyne oraz aeruginascyne. Co istotne, w czasie
realizacji tego projektu dane literaturowe wskazywaty, ze indolowe halucynogeny (w tym psylocyna)
nalezg do niespecyficznych agonistow receptorow serotoniny (5-HT), ktore wigzg sie z receptorami 5-
HT2c z réznym stopniem powinowactwa. Jednym ze sposobow pozwalajgcych na ocene efektow
halucynogennych u zwierzat laboratoryjnych jest wykorzystanie reakcji drgniecia gtowy (HTR, head-

twitch response). Te doniesienia literaturowe potwierdzaty fakt, ze HTR zachodzi przez aktywacje
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receptora 5-HTac. Przeprowadzone eksperymenty na myszach wykazaty porownywalny efekt
biologiczny biorgc pod uwage czysta, syntetyczng psylocyne oraz mieszanine alkaloidow indolowych
obecnych w testowanych ekstraktach grzybowych. Efekt toksyczny badanych ekstraktow byt
zdecydowanie silniejszy w odniesieniu do czystej psylocyny, pomimo tego, ze fgczna zawartosc
indolowych alkaloidow w nich byta dziesieciokrotnie mniejsza, co potwierdza istnienie efektu
synergistycznego. W tym przypadku, halucynogeny jako stymulanty centralnego ukiadu nerwowego
(CNS) mogg byc¢ interesujgce ze wzgledu na moiliwos¢ ich wykorzystania jako potencjalnych
terapeutykow. Stymulacja centralnych receptorow serotoniny jest mozliwa przez wprowadzenie
prekursora serotoniny - 5-hydroksytryptofany (5-HTP), ktory obecny w organizmach myszy w
znacznych dawkach wywotuje spontaniczne i nieregularne drgniecia glowy. Przeprowadzone
eksperymenty potwierdzity zatozenie o potencjalnej antydepresyjnej aktywnosci psylocyny oraz
halucynogennych indolowych alkaloidow. Oddziatywanie psylocyny i badanych ekstraktow
grzybowych na efekt kiwniecia glowy myszy wywotany 5-HTP demonstruje zaleznos¢ od czasu
rejestracji oraz wiarygodnos¢ hamowania efektu behawioralnego 5-HTP wiecej niz o 60%. Te rezultaty

Swiadczg o wystepowaniu wyraznego przeciwdepresyjnego efektu badanych substancji.

Ad. 3. Opracowanie skutecznych metodyk analitycznych bazujgcych na zastosowaniu w etapie
przygotowania probki polimerow z nadrukiem czgsteczkowym w analizie substancji

endokrynologicznie czynnych (fitoestrogendéw oraz alkilofenoli) [H-3, H-4 i H-8].

Interesujgca grupe substancji biologicznie aktywnych stanowig wspomniane wczesniej ksenobiotyki, a
szczegolnie te zaliczane do zwigzkow endokrynologicznie czynnych (EDC, endocrine disrupting
compounds). Ich obecnos¢, w otaczajgcym nas Srodowisku ma zwigzek, w wiekszosci przypadkow, z
dziatalnoscig cztowieka, a Scislejz coraz wiekszym postepem gospodarczym i rozwojem przemystu, itp.
Niestety zwigzki EDC ze wzgledu na swoje podobienstwo do naturalnych hormonéw endogennych, juz
w niewielkich stezeniach mogg mie¢ wplyw na ich prawidiowe dziatanie, a przez to zaburzac
funkcjonowanie uktadu dokrewnego. Na podstawie wielu przeprowadzonych badan oraz obserwacji
populacji zwierzat, zamieszkujgcych mocno zanieczyszczone ekosystemy, zaobserwowano ze zwigzki
te mogg przyczynic sie miedzy innymi do nieptodnosci oraz rozwoju choréb nowotworowych. Istniejg
dowody wskazujgce na wystgpienie tych niepozadanych zmian rowniez u ludzi. Dlatego tez istnieje
niezaprzeczalna potrzeba opracowywania wiarygodnych metod analitycznych do monitorowania ich
obecnosci w otaczajgcym nas srodowisku. Ze wzgledu na niewielkie stezenie tych analitow
w analizowanych probkach i ztozono$¢ matrycy, oznaczanie ich wymaga czesto uzycia czasochtonnych
i pracochtonnych etapow przygotowania probek. Dominujgcg role petnitutaj ekstrakcja do fazy statej,

z uzyciem komercyjnie dostepnych zt6z, ktore czesto nie sg wystarczajgco selektywne co skutkuje tym,
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ze wraz z analitami wspofekstrahowane sg rowniez inne substancje, obecne w badanym materiale
probki (szczegdlnie tych ze ztozonym sktadem matryc), ktére zwykle utrudniajg zaréwno jakosciowe,
jak i ilosciowe oznaczenie badanych zwigzkow. W tym przypadku ciekawg alternatywe stanowi
zastosowanie w procesie ekstrakcji do fazy statej polimerow z odciskiem molekularnym (MIP,
molecularly imprinted polymers). Otoz polimery z nadrukiem czgsteczkowym charakteryzuje pozgdana,
wysoka selektywnos¢. Powstajgce podczas procesu polimeryzacji trojwymiarowe wneki sg
komplementarne ksztattem, wielkoscig i rodzajem wigzan wzgledem zwigzku, ktory zostat uzyty jako
czgsteczka wzorca. Dzieki temu otrzymany polimer z nadrukiem czgsteczkowym moze selektywnie

wigzac czgsteczki identyczne (oraz analogi strukturalne) do tych uzytych podczas syntezy (Rys. 2).
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Rysunek 2. Schemat wdrukowania czgsteczkowego

Selektywne miejsca wigzania, ktore powstajg podczas procesu polimeryzacji nasladujg miejsca wigzgce
systemow bimolekularnych — przeciwciat i enzymow. Jednak w przeciwienstwie do nich, zaletg MIPow
jest wysoka stabilnos¢ chemiczna, termiczna i mechaniczna oraz prostota otrzymywania. Mozna je
tworzyc dla wielu roznych zwigzkow oraz s zdecydowanie trwalsze i tanisze niz naturalne przeciwciafa.
Ponadto ich przechowywanie (nawet przez kilka lat), nie wptywa na utrate ,zdolnosci
zapamietywania”. Dla potwierdzenia efektywnosci sorpcyjnej otrzymanych MIPow, syntezuje sie
rownoczesnie polimery kontrolne bez nadruku czgsteczkowego (NIP, non-imprinted polymers).

Grupe badanych przeze mnie zwigzkow wykazujgcych efekt endokrynny stanowity zwigzki fenolowe,
w tym naturalnie wystepujgce w przyrodzie flawonoidy (fitoestrogeny) oraz syntetyczne alkilofenole
wprowadzone do srodowiska wskutek dziatalnosci cztowieka (w tym popularny bisfenol A). W ramach
prowadzonych przeze mnie badan udato mi sie zoptymalizowaé¢ warunki syntezy polimerow z
nadrukiem czgsteczkowym stosujgc rézne techniki polimeryzacji, w ktorych jako czgsteczke wzorca
uzyto biochanine A - jeden z najczesciej wystepujgcych naturalnych fitoestrogenow [H-3, H-4]. oraz
bisfenol A [H-8]. We wszystkich przypadkach okreslono wplyw rodzaju i ilosci zastosowanych
reagentow oraz warunkow prowadzenia syntezy na wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanych
sorbentow polimerowych. Przeprowadzitam rowniez charakterystyke fizykochemiczng otrzymanych
materiatow sorpcyjnych, analize powierzchni za pomocg techniki spektroskopii w podczerwieni i

skaningowej spektroskopii elektronowej, oraz analize porowatosci i powierzchni wiasciwej metoda
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niskotemperaturowej adsorpcji azotu. Otrzymane polimery zastosowafam jako potencjalne materiaty
sorpcyjne w ekstrakcji SPE do wydzielania i wzbogacania badanych ksenobiotykow. Zoptymalizowane
procedury ekstrakcji stosowano nastepnie w analizie probek rzeczywistych.

W rezultacie, w pracy [H-8] opracowatam efektywng metode izolacji i wzbogacania
bisfenolu A oraz innych wybranych alkilofenoli (2-fenylofenolu (2-PP), 4-tert-oktylofenolu (t-OP) i
nonylofenolu (4NP)) w oparciu o zastosowanie polimeréw z nadrukiem czgsteczkowym. Polimery te
(MIPy), przygotowane w obecnosci BPA jako wzorca, otrzymywano stosujgc monomery funkcyjne
roznigce sie charakterem chemicznym (kwas metakrylowy, 4-winylopirydyna, oraz akrylamid) oraz
wykorzystujgc rézne rozpuszczalniki porotwarcze (acetonitryl, chlorek metylenu, toluen, chloroform).
Dla poszczegolnych polimeréw z odciskiem molekularnym i odpowiadajgcym im polimerom
niewdrukowanym roznigcych sie zastosowanymi do syntezy reagentami okreslitam zdolnos$¢ wigzania
bisfenolu A jako czgsteczki matrycowej. Wartosci wspotczynnika wdrukowania, zdefiniowanego jako
stosunek odzysku bisfenolu A uzyskanego przy zastosowaniu polimeru wdrukowanego oraz polimeru
kontrolnego w testach adsorpcyjnych, byty zblizone do jednosci, co wynikato z faktu, ze do wigzania
czgsteczek analitow dochodzi nie tylko w utworzonych wnekach wigzgcych, ale takze w sposob
niespecyficzny na catej powierzchni sorbentu. Nie zaobserwowatam istotnego wptywu rodzaju
zastosowanego monomeru funkcyjnego oraz rozpuszczalnika porogennego na efektywnos¢ wigzania
czgsteczek wzorca. Dopiero eksperymenty w ktérych okreslifam zdolnos¢ selektywnego
rozpoznawania bisfenolu A jako czgsteczki matrycowej z wodnych mieszanin zawierajgcych badany
analit oraz inne analogi strukturalne (alkilofenole), wykazaty znaczenie rodzaju stosowanego
monomeru funkcyjnego. W tym przypadku najodpowiedniejszym monomerem w syntezie MIPow z
wdrukowang czgsteczky bisfenolu A okazat sie akrylamid, gwarantujacy otrzymanie sorbentow
zdolnych do selektywnego wigzania wzorca w obecnosci innych ksenobiotykéw (analogow
strukturalnych). Niestety, we wszystkich przypadkach 2-fenylofenol, ze wzgledu na znaczne
podobienstwo struktury chemicznej do bisfenolu A, byt wigzany przez sorbent z praktycznie takg samg
efektywnoscia. W zadnym przypadku, pozgdana selektywnos¢ ukierunkowana tylko na czasteczki
wzorca (bisfenolu A) nie byta obserwowana. Niemniej jednak, obecnos¢ w strukturze 4-tert-
oktylofenolu i nonylofenolu diugiego tancucha alifatycznego utrudniata efektywne ,dopasowanie” do
trojwymiarowej wneki wigzacej stosowanych do ekstrakcji MIP-ow, co decydowato z kolei o
selektywnosc¢ procesu ekstrakcji. Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity rowniez, ze w trakcie
analizy probek mieszaniny analitow na ztozu MIP, w eluatach otrzymanych po etapie nanoszenia probki
nie wykryto obecnosci zadnego z analizowanych zwigzkow. Podczas gdy w przypadku analogicznych
eksperymentow, ale ze ztozem NIP, bisfenol A byt obecny. Te obserwacje potwierdzity przypuszczenia,

ze oddziatywanie pomiedzy BPA a MIP-em, w przypadku wodnych roztworéw byfo silne ale
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niespecyficzne. Dlatego tez aby wyeliminowac niepozadane niespecyficzne wigzanie analitow z
sorbentem SPE, przeprowadzono optymalizacje procedury ekstrakcji pod katem doboru
rozpuszczalnika wymywajgcego, zdolnego do selektywnej desorpcji 2-fenylofenolu i pozostatych
alkilofenoli, stanowigcych analogi strukturalne BPA. Okazato sie, ze zastosowanie toluenu jako
rozpuszczalnika wymywajgcego, znacznie zwieksza selektywnosc¢ procesu ekstrakcji bisfenolu A z
mieszaniny zawierajacej ten zwigzek oraz inne alkilofenole. Uzyskane wyniki wykazaty, ze toluen uzyty
w etapie wymywania procedury MISPE (molecularly imprinted solid phase extraction) moze w pewnym
stopniu wptywac nie tylko na oddziatywania z analitami, ale rowniez i na strukture sieci polimerowej,
co zwigzane jest z odpowiednim rozmieszczeniem grup funkcyjnych we wnekach i mozliwoscig
efektywniejszego wigzania wzorca, przy jednoczesnym obnizeniu dostepnosci miejsc rozpoznawania
dla czasteczek innych substancji. W tym przypadku uzycie okreslonej ilosci toluenu umozliwiato nawet
praktycznie catkowite wyeliminowanie z powierzchni MIPow analogow strukturalnych (alkolofenoli), a
przez to uzyskanie wysokiego odzysku dla bisfenolu A (ponad 80% przy selektywnosci BPA do
pozostatych analitow 8:1). Potencjat aplikacyjny opracowanej procedury analitycznej wykazatam
podczas analizy probek rzeczywistych wod powierzchniowych rzeki Odry. W przypadku zastosowania
etapu wymywania w procedurze MISPE mozliwie byto tylko i wytgcznie selektywne ekstrahowanie
bisfenolu A. Natomiast pozostate alkilofenole mogly by¢ wykrywane tylko wowczas, kiedy nie
stosowano etapu wymywania z toluenem.

Dla poréwnania w pracach [H-3] i [H-4] opisano procedury stuzgce wydzielaniu innych
zwigzkow fenolowych - fitoestrogenow: biochaniny A (BCA), genisteiny (GEN) i daidzeiny (Da). W tym
celu zsyntezowano polimery z nadrukiem czgsteczkowym dwoma technikami: polimeryzacji blokowej
oraz na nosniku technikg zol-zel. Podczas kazdej z syntez poszukiwano takiego skiadu oraz ilosci
poszczegolnych reagentow mieszaniny polimeryzacyjnej, ktore pozwolityby na otrzymanie materiatu
sorpcyjnego o jak najlepszych wiasciwosciach, czyli umozliwiajgcego selektywne rozpoznawania
okreslonego zwigzku lub typu zwigzkow. W przypadku polimeryzacji blokowej parametrami, ktore
mialy najwiekszy wplyw na jakos¢ otrzymanych MIP6w byty rodzaj monomeru funkcyjnego oraz
czynnika porotworczego. Najlepszym monomerem funkcyjnym okazat sie kwas metakrylowy a
odczynnikiem porotworczym acetonitryl. W przypadku modyfikowanej krzemionki optymalizowanym
parametrem byta ilos¢ oraz charakter stosowanego jako podparcie silikazelu. Analiza porowatosci
wykazata, ze wszystkie polimery z nadrukiem czgsteczkowym, otrzymane obiema technikami,
posiadaty wieksze powierzchnie wiasciwe oraz wiekszg objetos¢ porow w poréownaniu z polimerami
bez nadruku. Natomiast srednica porow byfa nieco mniejsza dla MIP6w, co miato zwigzek
najprawdopodobniej z obecnoscig wzorca w mieszaninie polimeryzacyjnej, ktory wpitywat na

powstawanie selektywnych wnek, co miato z kolei bezposredni wplyw na ich powierzchnie oraz
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porowatosc. Zdjecia otrzymane za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego potwierdzity
roznice w morfologii poszczegdlnych sorbentow. Polimery otrzymane na drodze polimeryzacji
blokowej posiadaty dos¢ zwartg, nieregularng strukture. Natomiast krzemionka modyfikowana
powierzchniowo zaréwno warstwg MIP-u jaki i NIP-u miata dobrze rozwinietg trojwymiarowaq
strukture, a gidwnga roznicg pomiedzy MIP-em i NIP-em byta wielko$¢ otrzymanych ziaren. W kazdym
przypadku analiza FTIR potwierdzita skutecznos¢ wdrukowania czgsteczkowego.

W przypadku polimeryzacji blokowej o selektywnosci procesu decydowat w duzym stopniu
dobor odpowiedniej mieszaniny rozpuszczalnikow stosowanych podczas etapu wymywania.
Selektywnos¢ wigzania wzgledem biochaniny A mozna bylo uzyska¢ poprzez zastosowanie
1% NH3-H20 w 10% MeOH — wtedy odzyski dla BCA, Gen oraz Da wynosity odpowiednio: 100,2%; 17,0%
oraz 9,3%. Gdy uzywano 0,025% NH3-H:0 w 10% MeOH odzyski wynosity: 94,1%; 93,2% i 91,5%. Etap
ten pozwolit na wyeliminowanie niespecyficznych oddziatywan analitow na powierzchni MIP-u (bez
ingerowania w wigzania utworzone we wnekach), a poprzez mozliwos¢ zmiany jego sktadu stanowit
istotny aspekt w kwestii kontrolowania stopnia selektywnosci otrzymanego polimeru (albo tylko w
odniesieniu do czgsteczki wzorca, albo rowniez w kierunku analogoéw strukturalnych). Z kolei
modyfikowana powierzchniowo krzemionka, otrzymana technikg zol-zel, umozliwita otrzymanie
wysokich odzyskow dla kazdego z analitow, a roznica w selektywnosci pomiedzy poszczegolnymi
MIP-ami i NIP-ami byta bardzo wysoka, co swiadczyto o obecnosci wnek wigzgcych. W porownaniu
jednak do polimeryzacji blokowej, w zadnym przypadku nie udato sie znalei¢ skutecznego uktadu
rozpuszczalnikow pozwalajagcych na skuteczne wymycie analogow biochaniny A. Byto to
przypuszczalnie zwigzane z tym, iz w otrzymanym materiale polimerowym, wigzania tworzone
pomiedzy grupami aminowymi monomeru funkcyjnego (APTES, (3-aminopropylo) ~trietoksysilanu) a
grupami hydroksylowymi genisteiny i daidzeiny, byly na tyle silne i trwate, ze nawet dodatek silnie
zasadowego wodnego roztworu amoniaku nie powodowat zerwania tych wigzan.

W kolejnym etapie przeprowadzitam eksperymenty z analizg probek rzeczywistych — moczu
ludzkiego. Na poczatku analizie poddano nierozciericzone probki moczu. Niestety, ztozonos¢ matrycy
powodowata szybkie zanieczyszczenie ztoza upakowanego w kolumience SPE, co sprawiafo ze stawato
sie ono niezdatne do dalszego uzytku. Dopiero kilkukrotne rozciericzenie probki (pieciokrotne w
przypadku polimeréw otrzymanych z polimeryzacji blokowej - dane nieopublikowane) pozwolito na
uzyskanie satysfakcjonujgcych rezultatow. W tym przypadku, otrzymane wyniki potwierdzity
skutecznos¢ zsyntezowanego materiatu sorpcyjnego w etapie wzbogacania badanych analitow,
niestety efektywnos¢ eliminacji substancji przeszkadzajgcych z matrycy probki rzeczywistej byta
ograniczona. Analogiczng sytuacje zaobserwowano, w przypadku stosowania w etapie ekstrakgcji

probek moczu, krzemionki modyfikowanej powierzchniowo polimerem z nadrukiem czgsteczkowym.
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Tutaj trzykrotne rozcienczenie przyniosto zamierzony efekt i byto wystarczajgce zeby biochanine A.
Niestety, niska efektywnosc oczyszczania matrycy nie pozwolita na skuteczne oznaczanie genisteiny i
daidzeiny. Dopiero wprowadzenie dodatkowego etapu przygotowania probki - hydrolizy
enzymatycznej z uzyciem enzymow B-glukuroniadazy i sulfatazy (otrzymanej z Helix Pomatia)
umozliwito otrzymanie wysokich odzyskow dla wszystkich analizowanych fitoestrogendw, i byty one
lepsze w porownaniu do tych, ktére otrzymano dla sorbentéw zsyntezowanych metodg blokowsg.
Dodatkowo, analiza chromatogramow probek Slepych potwierdzita w nich obecnos$¢ daidzeiny i

genisteiny, oraz niewielka ilos¢ biochaniny A, co swiadczyto o efektywnosci zaproponowanej metody.

4. Zastosowanie techniki ekstrakcji SPE oraz chromatografii cieczowej sprzezonej z spektrometrig

mas do okreslenia charakteru przemian hydroksychalkonow przez cyjanobakterie [H-9, H-10]

Dwie ostatnich publikacje przediozone jako osiggniecie naukowe mojego wniosku habilitacyjnego
dotyczg zagadnien zwigzanych z podjeciem badan zwigzanych z opracowaniem skutecznej metody
analitycznej umozliwiajacej Sledzenie przemian transformacji flawonoidéw przez cyjanobakterie,
waznych z punktu widzenia ich aktywnosci biologicznej. Jako mikroorganizmy fotoautotroficzne, o
szerokim zakresie tolerancji wobec czynnikow sSrodowiskowych, okazujg sie one byc¢ efektywnymi
biokatalizatorami modyfikujgcymi czgsteczki chalkonow (biogenetycznych prekursorow wszystkich
pozostatych grup flawonoidow), w celu nadania korzystnych wtasciwosci produktom biotransformacji.
Wiedza na temat tego rodzaju przemian wciaz jest rzadko opisywana w literaturze, a prezentowane
prace nalezg do jednych z pierwszych [H-9, H-10]. Moim zadaniem, w trakcie realizacji tego projektu
byto znalezienie sposobu pozwalajgcego na monitorowanie charakteru przemian biotransformacji
zroznicowanych strukturalnie hydroksychalkonow iich pochodnych prowadzonych przez rézne szczepy
cyjanobakterii. W tym celu konieczne byto, opracowanie kompleksowej, nowej metody analitycznej,
umozliwiajgcej ich skuteczne wydzielenia z komorek cyjanobakterii, oraz doborze warunkow ich
oznaczania oraz identyfikacji w otrzymanych ekstraktach.

Ze wzgledu na charakter prowadzonych badan do oznaczania w/w zwigzkow zastosowatam
chromatografie cieczowg sprzezong z tandemowsq spektrometrig mas w trybie monitorowania
wybranych reakcji MRM (multiple reaction monitoring) lub SRM (single reaction monitoring). Gtowne
zalety wynikajgce z potgczenia tych dwoch technik to wysoka rozdzielczosé, selektywnosc¢ i
specyficznos¢ okreslania struktury chemicznej (masa i fragmentacja)) co determinuje wiarygodnos¢
identyfikowanych analitow. W procesie doboru warunkéw pomiaru LC-MS z jonizacjg ESI (electrospray
ionization) uwzglednitam optymalizacje parametrow Zrodta jondw (np. wartosci napiecia przytozonego
do poszczegolnych elementow optyki jonowej, cisnienia gazow (np. ostonowego i wspomagajgcego

rozpylanie), temperatury Zrodta jondw, itp.) oraz warunkoéw rozdziatu chromatograficznego (rodzaju
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stosowanej fazy stacjonarnej i sktadu fazy ruchomej). Analizy MS/MS prowadzono w trybie rejestracji
zarowno jonow dodatnich oraz ujemnych, w zaleznosci od intensywnosci jonow fragmentacyjnych
oznaczanych zwigzkow. Rozdziat UHPLC prowadzono za pomocg kolumny Gemini-NX C18 stosujgc
elucje gradientowq. Faze ruchomga stanowifa mieszanina acetonitrylu i wody zawierajgca dodatek
kwasu mrowkowego (0,1% ). Analizie LC-MS/MS poddano ekstrakty komoérkowe testowanych
cyjanobakterii, pozyskane z kultury eksperymentalnej, w ktorej obserwowano hamowanie wzrostu pod
wptywem obecnosci odpowiednio 2'-hydroksychalkonu, 2"-hydroksychalkonu i 4”-hydroksychalkonu
[H-S] oraz ich metoksylowych i metylowych pochodnych [H-10].

Rownolegle optymalizowane byly rowniez warunki etapu przygotowania probek. W celu
wyizolowania analitow z komodrek mikroorganizméw zastosowano dwukrotng ekstrakcje
rozpuszczalnikowg z metanolem wspomagang ultradzwiekami. Potgczone ekstrakty nastepnie
odparowywano do sucha w strumieniu azotu i dodatkowo poddawano ekstrakcji SPE, w celu
wyeliminowanie z matrycy probki chlorofili i karotenoidow przeszkadzajgcych w analizie
chromatograficznej. Sposrod komercyjnie dostepnych sorbentow najefektywniejszym do tego typu
zastosowan okazato sie ztoze jonowymienne OASIS*MCX. Do elucji SPE rowniez uzyto metanolu, a
otrzymane ekstrakty ponownie odparowywano w strumieniu azotu. Otrzymang suchg pozostatosc
roztwarzano w mieszaninie metanol : mrowczan amonu (3:2,4) i analizowano za pomocg opracowanej
metody UHPLC-MS/MS. Otrzymane w ten sposéb wyniki potwierdzity, ze w efekcie transformacji
2'-hydroksychalkonu przez testowane cyjanobakterie otrzymywano dwa produkty; flawanon (czesciej
i w wyzszym stezeniu) oraz 2'-hydroksydihydrochalkon. W przeciwienstwie do 2'-hydroksychalkonu,
produktem przemian 2”-hydroksychalkon byt tylko i wytgcznie 2”-hydroksydihydrochalkon. Zas
efektem transformacji 4”-hydroksychalkonu przez cyjanobakterie byto utworzenie trzech
metabolitow: 4”-hydroksydihydrochalkonu, 4”-hydroksy-1,3-difenylopropan-1-olu i 4",x-dihydroksy-
dihydrochalkonu. Testowane szczepy cyjanobakterie transformowaty rowniez metoksylowe pochodne
2'-hydroksychalkonu (2”,5’-dimetoksy-2"-hydroksychalkon i 4”,4’-dimetoksy-2’-hydroksychalkon),
poprzez  uwodorniajgcg bioredukcje, tworzac odpowiednie  hydroksydihydropochodne.
Zaobserwowano zaleznos¢ efektywnosci biouwodornienia badanych chalkonow od lokalizacji
podstawnika metoksylowego oraz, w mniejszym stopniu, od szczepu biokatalizatora. 2'-hydroksy-4"-
metylochalkon byt takze przeksztatcany przez cyjanobakterie do réznych produktow, sposrod ktérych
najbardziej interesujacymi byly pochodne 2'-etoksylowe. We wszystkich przypadkach na podstawie
otrzymanych danych z analiz MS/MS zaproponowano 3sciezki fragmentacji. Przeprowadzone
eksperymenty analiz UHPLC-MS/MS wykazaly, ze cyjanobakterie stanowig efektywny katalizator
(wysoce wydajny) do prowadzenia przemian chemoselektywnej redukcji nienasyconych zwigzkow

karbonylowych, w tagodnych warunkach, w srodowisku wodnym. Taka transformacja prowadzi do
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utworzenia dihydrochalkonow, ktore ze wzgledu na stodki smak i naturalne pochodzenie s3
poszukiwane przez producentow wieloskifadnikowych, niskokalorycznych stodzikow. Z kolei
wtasciwosci przeciwutleniajgce i ochrona przed promieniowaniem UV, czynig dihydrochalkony

substancjamiinteresujgcymi dla przemystu farmaceutycznego i kosmetycznego.

PODSUMOWANIE

Przedstawiony cykl dziesieciu publikacji stanowi kompleksowe opracowanie procedur
przygotowywania probek rzeczywistych oraz oznaczania w nich zwigzkow biologicznie aktywnych -z
grupy zwigzkow fenolowych (alkilofenoli, fitoestrogenow, hydroksychalkonéw), fluorochinolonow
oraz alkaloidow izoksazolowych i indolowych. Uzyskane w toku przeprowadzonych badan wyniki,
stanowigce moje osiggniecie habilitacyjne, pozwalajg na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

v" Opracowatam selektywne i efektywne metody przygotowywania probek rzeczywistych o
zroznicowanym charakterze matrycy (probek Srodowiskowych i biologicznych) z
zastosowaniem technik SPE, HF-SLM, USA oraz MISPE pod katem izolacji substancji
biologicznie aktywnych o roznych wtasciwosciach fizyko-chemicznych.

v" Przeprowadzitam kompleksowe i systematyczne badania wptywu poszczegéInych parametrow
ekstrakcji na efektywnosc¢ i selektywnos¢ zastosowanych przeze mnie technik izolacji i
wzbogacania analitow. Dobor tych warunkow pozwolit na uzyskanie zadawalajacych odzyskow
oznaczanych zwigzkéw i skutecznego oczyszczania matrycy, przez co zaproponowane
procedury analityczne stanowity istotng alternatywe w poréwnaniu do metod opisanych w
literaturze.

v" Opracowatam sposoby syntezy nowych materiatow sorpcyjnych typu MIP do ekstrakgji
wybranej grupy ksenobiotykow. Porownatam zdolnos$¢ sorpcji poszczegolnych analitow i
selektywnos¢ tego procesu w zaleznosci od sposobu wytwarzania polimeréow z nadrukiem
czasteczkowym oraz warunkow ekstrakcji MISPE (szczegolnie etapu wymywania).

v' Stworzytam zestaw efektywnych metod rozdzielania i oznaczania jakosciowego oraz
ilosciowego zréznicowanej grupy zwigzkow biologicznie aktywnych z zastosowaniem
zawansowanych technik analizy instrumentalnej w tym chromatografii cieczowej z detektorem
spektrofotometrycznym oraz tandemowym spektrometrem mas z jonizacjy przez
elektrorozpylanie, a takze elektroforezy kapilarnej z detektorem z matrycg diodowg. W tym
przypadku,  systematyczne badania nad doborem  warunkoéw  rozdzielenia
chromatograficznego i elektroforetycznego zaowocowaty otrzymaniem nowych ukfadow
separacyjnych o duzej sprawnosci i rozdzielczos¢, czesto po raz pierwszy umozliwiajgcych

skuteczng analize danych analitow.
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v

Eksperymenty majgce na celu sprawdzenie poprawnosci dziatania opracowanych metod
analitycznych (w tym zakres liniowosci, LOD, LOQ, precyzja, odzysk, itp.) potwierdzity ich
efektywnosc i wymogi stawiane oznaczeniom ilosciowym.

Opracowane przeze mnie procedury analityczne z powodzeniem znalazty zastosowanie w
analizie probek rzeczywistych, pozwalajgc na potwierdzenie obecnosci i stezenia
analizowanych substancji. Uzyskane granice wykrywalnosci byty wyzsze w poréwnaniu do

metod opisanych w literaturze.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Pozostate osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora mozna podzielic na

nastepujgce obszary tematyczne:

a)

b)

c)

Kontynuacja tematyki mojej pracy doktorskiej z zakresy ekstrakcji peptydow, ktora
zaowocowata 3 publikacjami (w tym 1 przeglagdowej).
Rozdziat enancjomerow zwigzkow fosforoorganicznych i badanie ich czystosci optyczne;j.
Prostota wykonania i niski koszt analizy za pomocg strefowej elektroforezy kapilarnej byt
powodem zastosowania jej do rozdziatu enancjomerow N-benzylokarboksylowych analogow
kwasow fosfonowych i aminofosfonowych. Badania te realizowane byty we wspotpracy z grupa
prof. Pawta Kafarskiego z Politechniki Wroctawskiej, a ich rezultatem byta praca opublikowana
w czasopismie Electrophoresis.
Zastosowanie spektroskopii mas w identyfikacji nowo zsyntezowanych zwigzkow
organicznych, oraz substancji wyizolowanych z produktéw naturalnych.
Uzyskanie w roku 2011 dofinansowanie, ze srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach programu RPO WO 2007-2013, na zakup spektrometru mas
zainicjowato mojg przygode analityczng z tg zaawansowang technikg spektroskopowg. Od tego
czasu w ramach wspotpracy z naukowcami, zaréwno z rodzimego Wydziatu, ale i rowniez z
innych krajowych i zagranicznych jednostek naukowych realizowatam wspdlne projekty
majgce na celu potwierdzenie i wyjasnienie struktury chemicznej zréznicowanej grupy
zwigzkow, uzywajac techniki MS/MS. W ramach tych badan udato mi sie okresli¢ miedzy
innymi strukture:
v biosurfaktantow z grupy ramnolipidow produkowanych przez wybrane szczepy
bakterii rosngcych na okreslonym podtozu. Ten projekt byt realizowany wspodlnie z
prof. dr. hab. inz. Grazyng Ptaza z Instytutu Ekologii Terenow Uprzemystowionych w

Katowicach w ramach projektu Zastosowanie odpadow i sciekow z réznych gafezi
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przemysfu spozywczego do produkcji biosurfaktantow. (Projekt badawczy wtasny Nr
N N523 418237). W projekcie tym petnitam role kierownika dwoch dedykowanych
zadan badawczych;

v" produktéw polimeryzacji glicerolu w obecnosci homogenicznego katalizatora
zasadowego —projekt realizowany we wspotpracy z prof. dr. hab. inz. Krystyng Czajaz
Katedry Technologii Chemicznej i Chemii Polimeréw mojego Wydziatu;

v" metabolitéw Cytisus villosus Pourr, projekt realizowany we wspétpracy z dr Farida
Larit z Wydziatu Chemii Uniwersytetu w Konstantin w Algierii (Département de
Chimie, Faculté des Sciences Exactes, Université des Freres Mentouri, Constantine,
Algeria);

v" okreslenia struktury oksazolinowych kompleksow tytanu i wanadu stosowanych jako
katalizatory do polimeryzacji etylenu — projekt prowadzony we wspotpracy z dr. hab.
Wioletta Ochedzan-Siodiak z Katedry Technologii Chemicznej i Chemii Polimerow

mojego Wydziatu.

Efektem tej wspotpracy jest piec publikacji w czasopismach znajdujgcych sie w bazie JCR,

ktorych jestem wspotautorem.

d) Zastosowanie chromatografii cieczowej do rozdziatlu mieszaniny analitow prébek o
nieznanym sktadzie chemicznym.
Chromatografia cieczowa w pofgczeniu z technikami spektroskopowymi (szczegdlnie w
pofagczeniu ze spektrometria mas) daje szerokie spektrum mozliwosci analizy
wielosktadnikowych mieszanin bez ich uprzedniego frakcjonowania na pojedyncze sktadniki.
Zdobyte w trakcie moje pracy doswiadczenie wiasnie z tg technikg zaowocowato moim
udziatem w licznych projektach, w ktérych tego rodzaju analiza okazata sie by¢ skutecznym
narzedziem analitycznym. W ramach tych badan udato mi sie miedzy innymi:
e opracowac efektywne metody HPLC do rozdziatu zwigzkow fenolowych bedgcych
sktadnikami ekstraktow miodowych, oraz roslinnych Salvia officinalis L, Salvia sclarea
L., a takze metody UHPLC-MS/MS do oznaczania sktadu ekstraktow kwiatowych z
Epipogium aphyllum Sw. Ta tematyka wynikata miedzy innymi ze wspétpracy z dr hab.
Izabelg Jasickg-Misiak, oraz z grupg badawczg z Instytutu Olejkow Eterycznych i Roslin
Medycznych z Symferopola (Ukraina), a takze z dr Anna Jakubskg —Busse z Zaktadu
Botaniki Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego. Z tej wspotpracy

ukazaty sie dotychczas tgcznie 4 publikacje z bazy JCR, ktorych jestem wspotautorem.
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e Potwierdzi¢ przebieg kinetyki reakcji izomeryzacji TFA-Gly-ZAPhe do TFA-Gly-EAPhe
stosujgc technike HPLC-UV-Vis— projekt realizowany we wspotpracy w dr Maciejem
Makowskim z mojego wydziatu oraz grupgy badawczg z Politechniki Wroctawskiej
(praca opublikowanaw 2017 roku w Arkivoc)

e) W ramach realizacji projektu dotyczagcego wykrywania grzybowych substangji
halucynogennych, oprécz dwoch prac, ktore uwzglednione sg jako osiggniecia w moim
wniosku habilitacyjnym, opublikowane zostaty jeszcze 4 inne prace z tego zakresu, ktorych
jestem wspofautorem. W tym przypadku dotyczy to miedzy innymi prac z zakresu mykologii,
ktorych jestem wspotautorem, a w ktorych dokonano charakterystyki nowy gatunkow grzybow
halucynogennych Pholiotina cyanopus oraz Panaeolus antillarium (zebranych na terenie
Polski), a takze atlas zatytutowany ,Grzyby neurotropowe”, stanowigcy swego rodzaju
przewodnik, umozliwiajgcy stuzbom kontrolujgcym wstepng identyfikacje gatunkow grzybow
produkujgcych substancje halucynogenne. We wspomnianym atlasie oprocz szczegotowej
analizy mikologicznej materiatu grzybowego opisano rowniez przeprowadzong przeze mnie
analize sktadu chemicznego ekstraktow grzybowych analizowanych gatunkow, uzywajgc do
tego celu techniki takie jak CE-PDA i/lub UHPLC- MS/MS. Jednoczesnie po zakoriczeniu tego
projektu obroniona zostata praca doktorska z tej tematyki, w realizacji ktorej petnitam funkcje

promotora pomochniczego.

6. Dalsze plany naukowo-badawcze:

W kolejnych etapach pracy naukowej chciatabym w dalszym ciggu realizowac swoje
zainteresowania zwigzane z technikami wydzielania i wzbogacania analitow z probek o réznym
pochodzeniu i sktadzie, a takze opracowywaniu efektywnych sposob ich oznaczania i detekgji.
Szczegolne miejsce zajmuje w nich tematyka zwigzana z polimerami z nadrukiem czgsteczkowym
jako materiatow sorpcyjnych w ekstrakcji SPE, a szczegolnie mozliwoscig faczenia tej techniki w
uktadzie zimmobilizowanymi membranami cieklymi o geometrii widkien kapilarnych (HF-SLM). W
tym przypadku realizowany przeze mnie aktualnie projekt, we wspotpracy z grupg badawczg
profesora Antonia Martin-Estebana z Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (INIA) z Madrytu (Hiszpania), potwierdza, ze zastosowanie wtasnie MIPow, ale jako
sktadnikow fazy akceptorowej uktadu SLM determinuje wysokg selektywnos¢ otrzymanych
uktadow ekstrakcyjnych, ale przede wszystkim wysokg efektywnos¢ oczyszczania matrycy.
Aktualnie pierwsza praca z tego zakresu tematycznego otrzymata status ,Major revision” w

czasopismie Journal of Chromatography A.
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Oprocz wspomnianych MIP6w, tematyka dla mnie rowniez istotng jest elektroforeza kapilarna
i mozliwoscig jej stosowania w rozdziale analitow, ktérych oznaczanie za pomocg techniki HPLC
jest utrudnione. Szczegdlne dotyczy to zwigzkow nieposiadajgcych w swojej strukturze
ugrupowania chromoforowego i/lub fluoroforowego. Wowczas detekcja za pomocg stosowanych
najczesciej detektorow UV-Vis i fluorescencyjnych wymusza koniecznos¢ wprowadzania etapu
konwersji chemicznej, procesu diugotrwatego i pracochtonnego. W tym przypadku, to wtasnie
elektroforeza kapilarna stanowi nie lada alternatywe, bo dzieki zastosowaniu tzw. detekcji
posredniej mozliwe jest ominiecie etapu konwersji chemicznej i w rezultacie uproszczenie
procedury analitycznej. Dlatego tez w ramach moich badaniach prébuje opracowac efektywny
spos6b na analize zwigzkow fosforoorganicznych, a scistej polifosfonianéw, ktérych analiza
stanowi nie lada wyzwanie. Z tego zakresu zostata juz obroniona praca doktorska, w ktorej
petnitam role promotora pomocniczego i aktualnie s3 w opracowywaniu manuskrypty opisujgce
otrzymane wyniki.

Dodatkowym atutem elektroforezy kapilarnej jest fakt, ze jest to technika, ktéra oprocz
oznaczania analitow, pozwala rowniez na ich wzbogacanie, bezposrednio w kapilarze (w uktadach
on-line) lub przed kapilarg (np. zatezanie w kropli w ukfadzie in-line), co skutkuje obnizeniem
granicy wykrywalnosci i eliminuje etap przygotowania probki do minimum. W tym miejscu
szczegOlnie koncentruje sie na zastosowaniu tego rodzaju technik do wydziatania, wzbogacania i
oznaczania analitow z grupy alkaloidow halucynogennych i wspomnianych wczesniej
polifosfonianow w prébkach biologicznych i srodowiskowych. Ponadto, w moich planach jest
rozwijanie zainteresowan w zakresie mozliwosci sprzegania elektroforezy kapilarnej ze
spektrometrig mas. Dostepnosc¢ u nas w Katedrze wymaganej aparatury oraz zakup w zesztym roku
interfejsu zapoczgtkowat juz rozpoczecie przeze mnie badan oznaczania analitow fenolowych za

pomocg wtasnie techniki CE-MS.
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7. Zestawienie dorobku naukowego i innych osiggniec.

Po W tym do cyklu Razem
doktoracie | habilitacyjnego

Stan na dzien Przed
22.02.2019 doktoratem

Indeks H 10
(Web of Science)

Liczba publikacji z listy filadelfijskiej

Liczba publikacji spoza listy 3 2 1 5
filadelfijskiej

5,166 60,611 27,332 67,777
IF sumaryczny

Liczba cytowarn (We of Science) . 21z 78 279

Rola w publikacjach z cyklu
habilitacyjnego
v" Pierwszy autor
v Autor korespondencyjny
v Drugi autor
v Inny

N W

Liczba rozdziatow w ksigzkach 1 3 1 4

Liczba wystgpien ustnych na
konferencjach krajowych i
zagranicznych:
v jako autor referujacy:
v jako wspoétautor

16
27

Liczba prezentacji posterowych 78

Liczba realizowanych projektow w
charakterze:

v" Kierownika 0

v" Kierownik zadan 1

v" Gtéwnego wykonawcy
(eksperta)
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