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Zastosowanie wybranych innowacyjnych technik stuza-
cych do izolacji i/lub wzbogacania pozostatosci wybranych
farmaceutykéw w probkach srodowiskowych

Streszczenie: Oznaczanie pozostatosci farmaceutykéw w probkach Srodowiskowych jest
zadaniem trudnym, ze wzgledu na fakt, iz czesto stezenie zanieczyszczen w probce znacznie
przewyzsza stezenie szukanych zwigzkéw. Postep w dziedzinie technik izolacji i wzbogacania
analitow, ktéry nastagpit w przeciggu kilkunastu lat, sprawit, iz obecnie analityka dysponuje
Sszeregiem technik, ktére mogg by¢ wykorzystane do ekstrakcji wybranych zwigzkéw. W pracy
dokonano przeglagdu zastosowan innowacyjnych metod ekstrakcji takich jak ekstrakcja
z wykorzystaniem polimeréw z odwzorowaniem czgsteczkowym, mikroekstrakcja do fazy
stacjonarnej, ekstrakcja za pomocag ruchomego elementu sorpcyjnego oraz mikroekstrakcja
poprzez membrane do fazy ciektej do oznaczania pozostatosci farmaceutykéw w probkach
Srodowiskowych.

Stowa kluczowe: pozostatoSci farmaceutykéw, probki $rodowiskowe, techniki izolacji
i wzbogacania, ekstrakcja z wykorzystaniem polimeréw z odwzorowaniem czgsteczkowym,
mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej, ekstrakcja za pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego,
mikroekstrakcja poprzez membrane do fazy ciektej

Application of some innovative techniques for the isolation
and enrichment of selected pharmaceutical residues in
environmental samples

Abstract: This paper focuses on the application of novel extraction techniques such as
Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction, Solid-Phase Microextraction, Stir Bar Sorptive
Extraction and Hollow-Fiber Liquid-Phase Microextraction used for isolation and enrichment of
pharmaceutical residues in environmental samples. Determination of pharmaceutical residues
in such complex matrix is a difficult task, due to the fact that the concentration of the matrix
impurities are much higher than analytes. A great progress in extraction approaches, which has
occurred within a few years, means that the analysts have a number of techniques that can be
used for the extraction of selected compounds.

Key words: pharmaceutical residues, environmental samples, Molecularly Imprinted Solid-
Phase Extraction, Solid-Phase Microextraction, Stir Bar Sorptive Extraction and Hollow-Fiber
Liquid-Phase Microextraction

Vol. 4, No 1/2012 Camera Separatoria



38 N. Migowska, J. Kumirska

1. Wstep
(Introduction)

Przemyst farmaceutyczny - mato podatny na wahania i kryzysy go-
spodarcze - jest jedng z najlepiej rozwijajacych sie gatezi gospodarki. Czyn-
niki, ktére wptywajg na wzrost produkcji farmaceutycznej to miedzy innymi
starzenie sie  spofeczenstwa, bogacenie sie ludnosci, postep
w diagnozowaniu i leczeniu chordb, dostepnos¢ lekéw bez recepty i ich
promowanie w reklamach. W krajach Unii Europejskiej na rynku znajduje sie
ponad 3000 substancji farmaceutycznych [1]. Farmaceutyki przenikajg do
srodowiska wieloma drogami, np. wraz ze sciekami szpitalnymi i domowymi,
poprzez nieodpowiednig utylizacje przeterminowanych lub niezuzytych le-
kéw, badz tez poprzez ztg gospodarke Sciekowg zakladoéw farmaceutycz-
nych. Oczyszczalnie $sciekdw nie sg w stanie catkowicie usungé tego typu
zanieczyszczen, przez co dostajg sie one do wdéd powierzchniowych, a na-
wet pitnych. Badania naukowe potwierdzity obecnos¢ ponad 160 réznych
farmaceutykéw w wodach wyptywajacych z oczyszczalni Sciekéw [2]. Biorgc
pod uwage liczbe lekéw dostepnych na rynku, mozna sie spodziewag, ze ich
obecnos$¢ w srodowisku jest z pewnoscig wieksza, a uwaga badaczy skupia
sie jedynie na tych najbardziej popularnych.

Stwierdzenie obecnosci pozostatosci lekow w $rodowisku nie jest zja-
wiskiem nowym, gdyz pierwsza praca na ten temat ukazata sie w latach
siedemdziesigtych w Stanach Zjednoczonych i dotyczyta wykrycia kwasu
klofibrowego w $ciekach oczyszczonych [3]. Brak odpowiednich narzedzi
analitycznych, w tym odpowiednich technik przygotowania probki, sprawit, iz
dopiero 20 lat pézniej nastgpit gwattowny rozwdj tej tematyki. Stato sie tak
po opublikowaniu kilku przetomowych prac stwierdzajgcych obecnos¢ pozo-
statosci farmaceutykow w wodach powierzchniowych, m.in wynikéw badan
Daughtona i Ternesa w 1999, ktére wykazaty obecnos¢ 20 farmaceutykdw i
4 metabolitéw w wodach niemieckich rzek [4]. Aktualnie problem obecnosci
aktywnych zwigzkéw farmaceutycznych w réznych komponentach srodowi-
ska jest jednym z najwazniejszych z zakresu chemii Srodowiska.

Przygotowanie probek do analizy pozostatosci lekéw jest zadaniem
trudnym. Wynika to nie tylko z niskiej zawartosci farmaceutykéw w badanych
prébkach, ale takze ze zlozonosci matryc Srodowiskowych, zawierajgcych
szereg zwigzkdéw przeszkadzajgcych w ich oznaczaniu. Wymaga to zasto-
sowania ztozonych operacji i procesow, ktére mogg by¢ przyczyng strat
analitéw i sta¢ sie zrédtem dodatkowych zanieczyszczen. Najczesciej wyko-
rzystywanymi technikami oznaczenia koncowego pozostatosci farmaceuty-
kéw sg techniki chromatograficzne, zaréwno chromatografia cieczowa, jak
réwniez chromatografia gazowa potgczone ze spektrometrig mas. Przed
analiza chromatograficzng konieczne jest przeprowadzenie etapu
izolacji i wzbogacania analitbw za pomocg odpowiedniej techniki
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ekstrakcji. Aktualne tendencje analityczne wecielajg koncepcje "zielonej che-
mii" skupiajgc sie na redukcji zuzycia rozpuszczalnikédw oraz na oznaczaniu
szerokiej gamy analitéw wystepujacych na niskich poziomach stezen przy
zastosowaniu jednej procedury analitycznej. Niniejsza praca przedstawia
zastosowanie wybranych, innowacyjnych technik ekstrakcji do izolacji i/lub
wzbogacania pozostatosci farmaceutykéw w prébkach srodowiskowych.

2. Ekstrakcja z wykorzystaniem polimeréw z nadrukiem
molekularnym
(Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction)

Podstawowym problemem z jakim zmagajg sie chemicy-analitycy
podczas oznaczania pozostatosci farmaceutykow jest ilosciowe wyodrebnia-
nie bardzo matej ilosci analitu, z prébki, w ktérej stezenia zanieczyszczen
znacznie przewyzszajg stezenia szukanych zwigzkéw. Obecnie najczesciej
stosowang technikg izolacji pozostatosci farmaceutykéw z prébek wodnych
jest ekstrakcja do fazy statej (Solid-Phase Extraction - SPE). Zasada eks-
trakcji ciecz—ciato state opiera sie na wykorzystaniu zjawiska podziatu
zwigzkow miedzy dwie fazy: statg i ciekta. Najczesciej wykorzystywanymi
ztozami sg zel krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi (C18)
oraz sorbenty polimerowe na bazie polistyrenu i diwinylobenzenu, takie jak
np. Oasis HLB i Strata X [5]. Wada tradycyjnych sorbentéw moze by¢ ich
mata selektywnos$¢ w stosunku do analitéw, powodujgca, ze oprocz zwigz-
kéw oznaczanych zatrzymaniu mogg ulec réwniez sktadniki towarzyszgce.
Problem ten moze by¢ rozwigzany przez wytworzenie bardziej selektywnych
sorbentoéw takich jak np. polimery z nadrukiem molekularnym (Molecularly
Imprinted Polymers - MIPSs).

Synteza polimeréw MIP polega na obudowaniu czgsteczki wzorca
analitu monomerami funkcyjnymi zdolnymi do polimeryzacji. Monomer po-
siada odpowiednie grupy funkcyjne, ktére wigzg sie z molekutg wzorcowg
wigzaniem kowalencyjnym, badz tez oddziatywaniem elektrostatycznym,
wodorowym lub hydrofobowym. W wyniku tego powstaje kompleks mono-
mer-czgsteczka, ktéry ulega wiasciwej polimeryzacji, najczesciej
w obecnosci odczynnika sieciujgcego. Po syntezie polimeru, nastepuje usu-
nieciu molekuty wzorca. Powstaty polimer posiada wneki (nadruki moleku-
larne), ktére wielkoscig i ksztattem odpowiadajg analitom [6]. Retencja sub-
stancji oznaczanych na tych sorbentach zachodzi gtéwnie na zasadzie roz-
poznawania ksztattu, ale wudziat biorg takze wigzania chemiczne
i oddziatywania miedzyczgsteczkowe. Wobec tego odciski czgsteczkowe
wykazujg powinowactwo do jednego rodzaju struktury [7].

Wykorzystanie polimeréw z odwzorowaniem czgsteczkowym, jako
sorbentu w technice ekstrakcji do fazy statej (Molecularly Imprinted Solid-
Phase Extraction - MIP-SPE or MISPE) zwieksza selektywnos¢ wyodrebnia-
nia analitbw nawet z bardzo skomplikowanych matryc $rodowiskowych.
Wzrost selektywnosci w stosunku do innych sorbentéw powoduje takze
wzrost czutosci, poniewaz wigksza ilos¢ analitu moze zosta¢ wyekstraho-
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wana [7]. W rezultacie zastosowanie MISPE prowadzi do obnizenia granic
oznaczalnosci analitéw, uzyskania czystych ekstraktéw, a tym samym wy-
eliminowania problemu efektéw matrycy, ktére powstajg podczas oznacze-
nia koncowego przy wykorzystania techniki chromatografii cieczowej pota-
czonej z tandemowg spektrometrig mas LC-MS/MS. Polimery z nadrukiem
czgsteczkowym nazywane sg czesto sztucznymi przeciwciatami, gdyz
swoimi selektywnymi wtasciwosciami przypominajg immunosorbenty. Dzieki
produkcji bazujgcej na syntezie chemicznej sg tansze i tatwiejsze do ponow-
nego przygotowania niz immunosorbenty [8]. Ponadto wykazujg wyzsza
stabilno$¢ w rozpuszczalnikach wodnych i organicznych.

Technika MISPE nie jest jednak pozbawiona wad. W zwigzku z silnym
oddziatywaniem sorbentu z analitem desorpcja analitow moze okazaé sie
skomplikowana. Kolejnym problemem moze by¢ niekompletne usunigcie
molekuty wzorcowej z polimeru, co powoduje wymywanie tej pozostatosci
podczas analizy. Aby temu zapobiec nalezy doktadnie oczysci¢ sorbent
przed analizg. Ponadto nalezy pamieta¢, iz zdolno$¢ zatrzymania analitu na
sorbencie jest ograniczona przez konkretng liczbe nadrukéw molekularnych
oraz zalezy od matrycy probki (moze nastgpi¢ blokowanie miejsc aktywnych
poprzez inne sktadniki prébki). Z tego powodu, jak réwniez poprzez mozli-
wosC¢ pojawienia sie réwnoczesnie zachodzacych réznych mechanizmow
retencji sktadnikéw probki z sorbentem, sprawnosé takiego uktadu moze
ulec drastycznemu obnizeniu [9].

Proces optymalizacji procedury MISPE jest analogiczny do optymali-
zacji ekstrakcji tradycyjng technikg SPE. Etap nanoszenia prébki jest po-
przedzony etapem kondycjonowania ztoza umieszczonego w kolumience
ekstrakcyjnej. Kondycjonowanie sorbentu polega na przeptukaniu ztoza roz-
puszczalnikiem organicznym, najczesciej metanolem, a nastepnie woda.
Nastepny etap to nanoszenie prébki. Waznym parametrem podczas wpro-
wadzania prébki jest predkosé jej przeptywu. Oczywiscie im mniejsza pred-
kos¢ przeptywu, tym najwyzsze prawdopodobienstwo wzajemnego oddzia-
tywania analitu z nadrukiem molekularnym. Najczesciej naniesienie prébki w
technice MISPE odbywa sie metodg grawitacyjng, bez stosowania pomp
prozniowych [9]. Waznym parametrem jest pH nanoszonej probki, ktore
powinno by¢ dostosowane do pK, analitéw. W celu uzyskania wtasciwego
oddziatywania analitu z hydrofobowg strukturg polimeru anality nie powinny
posiadac tadunku i by¢ w formie zdysocjowanej. Zorita S. i inni [10] podczas
swoich badan nad optymalizacjg ekstrakcji ibuprofenu, naproksenu, diklofe-
naku i kwasu klofibrowego z zastosowaniem MISPE, zauwazyli ze podczas
testowania ré6znego pH nanoszonej probki wynoszacego 3, 5, 7, 9 dla trzech
pierwszych analitow najlepsze rezultaty zostaty osiggniete przy pH 3-5, a dla
kwasu klofibrowego jedynie przy pH 3. Wartos¢ pK, kwasu klofibrowego
wynosi 3,2 wobec tego przy wartosci pH 5 wystepowat on w formie zdyso-
cjowanej i nie wigzat sie catkowicie ze ztozem sorbentu.

Jak juz wspomniano ilos¢ nadrukéw molekularnych w polimerze jest
ograniczona, w zwigzku z tym waznym krokiem jest wyznaczenie pojemno-
Sci zloza. Gonzalez-Marifio i inni [9] w ramach badan nad optymalizacjg
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procedury oznaczania amfetaminy i jej pochodnych w Sciekach, przeprowa-
dzili eksperymenty, podczas ktérych na ztoze kolumienki wprowadzili ultra
czystg wode oraz Scieki surowe w objetosci 10, 20, 50 i 100 ml, do ktérych
uprzednio dodali po 100 ng kazdego z analitow. Poréwnanie odzyskow uzy-
skanych po ekstrakcji wykazato, ze w przypadku ultra czystej wody wprowa-
dzenie nawet 100 ml prébki nie wptyneto znaczaco na obnizenie odzyskow,
podczas gdy dla sciekow surowych naniesienie 100 ml probki spowodowato
wyrazny spadek odzyskéw wszystkich analitow. Optymalna objetos¢ prze-
puszczanych $ciekéw surowych wynosita 50 ml. Przeglad danych literaturo-
wych wskazuje, ze w wiekszosci wykonywanych badan optymalna objetos¢
nanoszonej probki wynosita 25-50 ml [9, 11-12].

W technice MISPE etap oczyszczania jest bardzo wazny. W zwigzku
z tym, iz oznaczane zwigzki wykazujg silnie powinowactwo do odcisku cza-
steczkowego, wiasciwie wykonane oczyszczanie pozwala usung¢ zanie-
czyszczenia, bez wymywania analitow. Aby pozby¢ sie wszelkich interfe-
rentdw najczesciej stosuje sie przemywanie polarnym, a nastepnie niepolar-
nym rozpuszczalnikiem lub mieszaninami rozpuszczalnikow. Etap ten nalezy
dokfadnie zoptymalizowac, aby nie dopusci¢ do elucji analitéw zatrzymanych
przez kolumienki MISPE. Gros M. i wspotpracownicy [11] wykazali, ze za-
stosowanie mieszaniny ACN/H,O w stosunku (60/40, v/v) powodowato elu-
cje znacznej ilosci B-blokeréw, natomiast zastosowanie wody, osuszenie
ztoza, a nastepnie uzycie czystego acetonitrylu nie powodowato takich strat

Gonzalez-Marifio i wspoétpracownicy [9] zbadali uzytecznosé sorben-
tow MIP, kolumienek OASIS HLB oraz OASIS MCX do izolacji, wzbogacania
oraz oznaczania pochodnych amfetaminy w probkach wody. Z badah wy-
nika, ze nieznacznie lepsze odzyski otrzymuje sie przy uzyciu kolumienek
MIP (91 -114 %) w poréwnaniu z odzyskami uzyskanymi przy wykorzystaniu
kolumienek Oasis MCX (101-137 %). Ponadto wspofczynnik zmiennosci
wynikdw przy wykorzystaniu kolumienek MIP jest nizszy (1,5-4,9 %), niz
przy zastosowaniu kolumienek Oasis MCX (2,0-11,9 %). Co wiecej granica
wykrywalnosci jest 2 razy nizsza stosujgc kolumienki MIP, niz kolumienki
Oasis MCX. Jako wade wykorzystania kolumienek MIP autorzy podali dtuz-
szy czas przeprowadzania ekstrakcji ze wzgledu na grawitacyjny sposob
przepuszczanie probki (trwajgce 50 min) w poréwnaniu z 10 minutowym
przepuszczaniem préobki przez kolumienki Oasis MCX oraz mniejszg pojem-
nos¢ ztoza w poréwnaniu z kolumienkami Oasis MCX.

"Inteligentne polimery" z odciskiem czgsteczkowym, stanowig obie-
cujgca alternatywe, ktéra na razie wykorzystywana jest do ekstrakcji niewiel-
kiej liczby lekow. Aby upowszechnié¢ uzycie polimeréw MIP do oznaczania
farmaceutykéw z probek srodowiskowych nalezy stworzy¢ szereg polimeréw
posiadajgcych wneki (nadruki molekularne), ktére wielkoscig i ksztattem
beda odpowiadaty wiekszej liczbie zwigzkéw z grupy analitow.
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3. Mikroekstrakcja
(Microextraction)

Opracowanie przez Pawliszyna i wspétpracownikéw [13] w 1990 roku
techniki mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (ang. Solid-Phase Microextrac-
tion, SPME) zapoczgtkowato zainteresowanie technikami mikroekstrakcji w
chemii analitycznej. W 1999 roku Baltussen i wspotpracownicy [14] zapre-
zentowali ekstrakcje z zastosowaniem wirujgcego elementu sorpcyjnego
(ang. Stir bar sorptive extraction, SBSE), w tym samym roku Pedersen-Bjer-
gaard i Rasmussen [15] wprowadzili technike mikroekstrakcje poprzez
membrane do fazy cieklej (ang. Hollow-fiber liquid-phase microextraction,
HF-LPME). Zgodnie z ideg "zielonej chemii analitycznej" techniki te minima-
lizujg zuzycie toksycznych rozpuszczalnikéw i sg przyjazne dla srodowiska,
ponadto sg mniej praco- i czasochtonne, niz ,klasyczne” techniki ekstrak-
cyjne.

4, Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej
(Solid phase microextraction)

W 1993 roku firma Supelco wprowadzita na rynek widékno pokryte sor-
bentem przymocowane do ttoka mikrostrzykawki, stuzgce do przeprowadze-
nia mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej [16]. Od tej pory, technika ta, cieszy
sie duzym zainteresowaniem gdyz stuzy do izolacji szerokiej gamy analitow
lotnych lub Sredniolotnych z prébek ciektych, gazowych lub statych, w tym z
probek o skomplikowanej matrycy.

W analizie metodg SPME wyréznia sie dwa etapy:

1 etap - podziatu zwigzkéw pomiedzy pokryciem widkna a matrycg probki,
2 etap - desorpcji zaadsorbowanych na widknie analitéw oraz ich oznacza-
nie.

W pierwszym etapie widkno eksponowane jest albo bezposrednio
w prébce (Direct immersion - solid-phase microextraction, DI-SPME) albo
w fazie nadpowierzchniowej prébki (Head space - solid-phase microextrac-
tion, HS-SPME). Nastepuje woéwczas podziat analitu pomiedzy matrycg
probki a fazg stacjonarng umieszczong na widknie badz tez pomiedzy
prébka, jej fazg nadpowierzchniowg, a wibknem SPME. Na wydajnosc¢ i
czutos¢ ekstrakcji wptyw maija takie parametry jak: temperatura, sita jonowa,
polarnos¢ i objetos¢ probki, a w przypadku ekstrakcji HS-SPME réwniez
objetos¢ fazy nadpowierzchniowej oraz rodzaj i grubosé fazy stacjonarnej
uzytego widkna. Czas ekstrakcji jest zalezny od temperatury i intensywnosci
mieszania prébki. Wszystkie te parametry powinny by¢ uwzglednione w pro-
cesie optymalizacji [17].

Etap desorpcji uzalezniony jest od rodzaju zastosowanej techniki
oznaczenia koncowego. W przypadku chromatografii cieczowej niezbedne
jest zastosowanie specjalnej przystawki SPME/HPLC do desorpcji analitéw
cieczg, natomiast w przypadku chromatografii gazowej desorpcja odbywa
sie bezposrednio w dozowniku chromatografu gazowego [5]. Jezeli ozna-
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czenie wybranych zwigzkéw wymaga przeprowadzenia ich w pochodne
mozliwe jest wprowadzenie etapu upochodnienia. Proces derywatyzacji
mozna przeprowadzi¢ bezposrednio w matrycy ,in situ” i uzyskane po-
chodne ekstrahowa¢ za pomocg SPME, badz tez przeksztatcenie analitow
w pochodne moze zachodzi¢ na witdknie lub tez w komorze dozownika
chromatografu — ex situ [19].

SPME bardzo dobrze sprawdza sie w potgczeniu z metodami chro-
matograficznymi, zaréwno z chromatografig gazowa, jak i cieczowa. Rézno-
rodnos¢ widkien dostepnych komercyjnie umozliwito wykorzystanie tej tech-
niki do ekstrakcji szerokiej gamy analitow miedzy innymi do oznaczen far-
maceutykéw w préobkach wodnych Przyktady zastosowan podano w Tabeli
1.
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Jedng z wazniejszych zalet zastosowania techniki mikroesktrakcji do fazy
stacjonarnej jest wyeliminowanie duzej ilodci rozpuszczalnikow z etapu
przygotowania probki. Ponadto czas ekstrakcji metodg SPME jest krétszy
niz przy zastosowaniu metody ekstrakcji do fazy statej (SPE) lub metody
ekstrakcji ciecz-ciecz (ang. Liquid-Liquid Extraction — LLE). Technika SPME
jest prosta i tatwa do automatyzaciji. Jesli wykonywana jest ekstrakcja anali-
téw z fazy nadpowierzchniowej, wéwczas czgsteczki state obecne w prébce
nie majg wptywu na przebieg procesu. Kolejng zaletg SPME jest liniowos¢
odpowiedzi detektora w szerokim zakresie stezen.

Gtéwng wadg tej techniki jest stosunkowo wysoki koszt widkna
i ograniczony czas jego uzytkowania, zwigzany z czesciowg degradacjg
widkna w wysokiej temperaturze jak réwniez z zanieczyszczeniem witokna
podczas ekstrakcji oraz mechanicznymi uszkodzeniami [17]. Moze obnizaé
to doktadnosé i precyzje analizy oraz podnosi¢ koszt analizy wywotany de-
gradacjg witdkna podczas procesu ekstrakgciji.

5. Ekstrakcja za pomoca ruchomego elementu sorpcyjnego
(Stir bar sorptive extraction)

Ekstrakcja za pomocag ruchomego elementu sorpcyjnego wykorzystuje
jako medium ekstrakcyjne mieszadetko pokryte polidimetylosiloksanem
(PDMS), ktore dostepne jest pod nazwg handlowg Twister® (GERSTEL
GmbH & Co.). Procedura ekstrakcji sktada sie z trzech gtéwnych etapow:
ekstrakcji, czyli ekspozycji wirujacego mieszadetka w probce wody przez
okreslony czas; przemycia, czyli usuniecia resztek matrycy; oraz uwolnienia
zaadsorbowanych analitéw przez desorpcje termiczng lub ekstrakcje roz-
puszczalnikiem. Desorpcja termiczna odbywa sie z uzyciem automatycznych
desorberow zintegrowanych z uktadem chromatograficznym. SBSE podob-
nie jak SPME jest bezrozpuszczalnikowg metodg przygotowania prébki opie-
rajacg sie na ekstrakcji sorpcyjnej. llos¢ fazy PDMS pokrywajgca miesza-
detko magnetyczne w technice SBSE jest 50-250 razy wigksza, co pozwala
na efektywniejszg ekstrakcje analitu w poréwnaniu z technikg SPME.
Gtéwng wadg tej techniki jest fakt, iz na rynku dostepne sg przewaznie mie-
szadetka magnetyczne pokryte polidimetylosiloksanem. Uniemozliwia to
ekstrakcje zwigzkéw polarnych, ktére stabo ekstrahujg do fazy PDMS. Aby
ocenié, czy osiggnie sie wystarczajgcg wydajnosé ekstrakcji danego analitu
technikg SBSE z wykorzystaniem fazy PDMS, mozna postuzyé sie statg
podziatu oktanol — woda Kqyw. Przyjmuje sie, ze zwigzki, ktérych log Koy jest
mniejszy od jednosci, charakteryzowane sg jako hydrofilowe, wiec nie bedg
sie rozpuszczaty w niepolarnej fazie PDMS. Zwigzki, dla ktérych log Kow
miesci sie miedzy wartoscig 1 a 3, charakteryzujg sie $rednim charakterem
hydrofilowym  (lub $rednim charakterem hydrofobowym) i moga
W ograniczonym stopniu rozpuszczac¢ sie w fazie PDMS. Natomiast zwigzki,
ktérych log Kow 0sigga wartos¢ powyzej 3, charakteryzowane sg jako hy-
drofobowe i bedg dobrze rozpuszczaty sie w niepolarnej fazie PDMS [27].
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Kawaguchi i wspétpracownicy [28] zastosowali ekstrakcje SBSE do
oznaczenia naturalnych i syntetycznych hormonéw takich jak, estron, 17f3-
estradiol oraz 17a-etynyloestradiol w prébkach wody. Anality przeprowadzili
w pochodne za pomocg bezwodnika octowego i uzyskali granice wykrywal-
nosci (LOD) na poziomie ng/L. Ci sami autorzy podczas wykonywania na-
stepnych badan [30] zastosowali metode podwadjnej derywatyzacji do ozna-
czania 17B-estradiolu w prébkach wody rzecznej. 17B-Estradiol w swojej
strukturze posiada ugrupowanie hydroksylowe oraz fenolowe. W pierwszym
etapie upochodnienia ,in situ” przeprowadzeniu w pochodng ulegto ugrupo-
wanie fenolowe, co zwigkszyto zdolno$¢ analitu do rozpuszczenia sie w fa-
zie PDMS. Nastepnie analit zdesorbowali termicznie i poddali reakcji z od-
czynnikiem BSTFA (N,O-bis(trimetylsililo)trifluoroacetamid). Przeprowadzenie
w pochodng trimetylosiliowg miato na celu zwigkszenie lotnosci analitu
i poprawe czutosci przy oznaczeniu za pomocg GC-MS. Uzyskane w ten
sposéb wartosci LOD byty bardzo zblizone do wynikéw poprzednich badan.

Wprowadzenie automatycznego urzadzenia, stuzgcego do desorpciji
analitbw z wirujgcego elementu sorpcyjnego, znacznie utatwito, przyspie-
szyto, a przede wszystkim uczynito z niej bardziej ekonomiczng technike
ekstrakcji. Najwiekszym ograniczeniem tej techniki jest dostepnosé na rynku
jedynie mieszadetek pokrytych fazg PDMS, jednak w niektérych osrodkach
naukowych, prowadzone sg prace nad wykorzystaniem innych faz stacjo-
narnych niz polidimetylosiloksanowa. Przyktadowe prace zestawiono w Ta-
beli 2.
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6. Mikroekstrakcja poprzez membrane do fazy cieklej
(Hollow-fiber liguid-phase microextraction)

W technice mikroekstrakcji poprzez membrane do fazy ciekiej roz-
puszczalnik organiczny unieruchomiony jest w przestrzeniach porowate;
membrany zanurzonej w prébce. Mate pory widkna utrzymujg ciecz ekstra-
hujaca oraz uniemozliwiajg przedostania sie do niej duzych molekut. Tech-
nika ta moze mie¢ szerokie zastosowanie, dzieki mozliwosci doboru odpo-
wiedniej cieczy ekstrahujgcej oraz rodzaju porowatego widkna. Istniejg dwa
typy ekstrakcji; dwufazowe HF-LPME oraz trojfazowe HF-LPME.
W dwufazowym HF-LPME anality ekstrahowane sg na drodze biernej eks-
trakcji z prébki do hydrofobowego rozpuszczalnika organicznego, natomiast
w trojfazowym HF-LPME anality ekstrahowane sg z prébki przez rozpusz-
czalnik organiczny unieruchomiony w membranie, a nastepnie przenikajg do
fazy wodnej [34]. Basheer i wspotpracownicy [35] zastosowali dwufazowe
HF-LPME do wydzielenia naturalnych i syntetycznych hormonéw takich jak
estron, 17B-estradiol, dietylostilbestrol oraz 17a-etynyloestradiol z probek
wodnych. Uzyli oni membrany, w ktorej przestrzeniach znajdowat sie dihy-
droksylowany polimetakrylan (DHPMM) stuzacy jako ekstrahent. Dla poréw-
nania przeprowadzono ekstrakcje tych zwigzkéw z wykorzystaniem techniki
SPME. Polimer DHPMM w poréwnaniu z poliakrylanowym (PA) witdknem
SPME posiada duzo wiecej ugrupowan hydroksylowych (-OH), dlatego tez
byt bardziej odpowiedni do ekstrakcji zwigzkdw polarnych jakimi sg estro-
geny. Metoda HF-LPME w potgczeniu z technikg GC-MS pozwolita na obni-
zenie granic oznaczalnosci zwigzkow przeprowadzonych uprzednio w tri-
metylosilllowe pochodne za pomoca odczynnika MSTFA (N-Metyl-N-
(trimetylsilyl)trifluoroacetamid) do poziomu 0,03 do 0,08 ng/L oraz odzyskow
wynoszacych odpowiednio 87 do 108 % z wody wodociggowej oraz 86 do
110 % z wody powierzchniowe;j.

Tréjfazowe HF-LPME wykorzystywane jest najczesciej do ekstrakciji
zwigzkéw posiadajgcych wilasciwosci kwasowe lub zasadowe. Quintana
i wspotpracownicy [36] podczas swoich badan nad optymalizacjg izolacji
i wzbogacania ibuprofenu, piroksykamu, kwasu klofiborowego, bezafibratu,
diklofenaku oraz indometacyny technikg HF-LPME testowali takie parametry
jak: pH prébki, dodatek soli, objetosé prébki, stezenie buforu i dodatek meta-
nolu do fazy akceptorowej. Poniewaz wybrane do analizy zwigzki posiadaty
wiasciwosci kwasowe proces ich ekstrakcji w trojfazowym HF-LPME polegat
na zakwaszeniu probki, w ktérej znajdowaty sie anality do pH 2, wskutek
czego anality znajdowaty sie w formie niezdysocjowanej. Dzieki temu, miaty
one mozliwo$¢ przenikniecia przez rozpuszczalnik organiczny (1-oktanol) i
przedostania do akceptora zasadowego (buforu weglanowego o stezeniu 10
mM) znajdujgcego sie wewnatrz membrany. W buforze anality ulegty joniza-
cji (deprotonacji) ze wzgledu na wysokie pH, wskutek czego zostaty uwie-
zione wewnagtrz membrany i nie mogty dyfundowac¢ z powrotem przez roz-
puszczalnik do prdbki. Podczas badan kinetyki ekstrakcji przy statej predko-
Sci mieszania autorzy stwierdzili, ze réwnowaga procesu ekstrakcji osig-
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gnieta zostata w czasie 45 minut. Czas ten byt poréwnywalny lub krotszy z
czasem niezbednym do przeprowadzenia ekstrakcji SPE. Sredni odzysk
analitbw po zastosowaniu optymalnej procedury ekstrakcji wynosit 93 +
35 % dla sciekdw oczyszczonych oraz 125 + 45 % dla $ciekéw surowych,
przy czym przed wykonaniem ekstrakcji konieczne bylo przefiltrowanie
prébki. Stosunkowo staba precyzja oznaczen spowodowana byla matg ob-
jetoscig prébki.

Zaletg zastosowania tej techniki jest jej wysoka selektywnosé, ktéra
przejawita sie  brakiem efektow matrycy podczas oznaczenh
z wykorzystaniem techniki LC-ESI-MS® W literaturze mozna znalezé wiele
przyktadéw stosowania techniki HF-LPME do ekstrakcji farmaceutykow
z probek wodnych (woda kranowa, powierzchniowa, Scieki) [35-46], nato-
miast istnieje niewiele procedur wykorzystujgcych jg do ekstrakcji lekow z
prébek statych (osadoéw sciekowych, gleby) [47-48].

Technika HF-LPME w poréwnaniu z tradycyjng ekstrakcjg ciecz-ciecz
lub popularng ekstrakcjg SPE zapewnia poréwnywalng i zadowalajgcg czu-
to§¢ oznaczen, lepsze wzbogacanie analitéw, a zuzycie rozpuszczalnikow
jest znacznie zredukowane (nawet o kilkaset lub kilka tysiecy razy). Ponadto
jest prosta, szybka i niedroga. Ze wzgledu na matg objetos$¢ rozpuszczalnika
ekstrahujgcego, wyodrebnione ekstrakty nie wymagajg dodatkowego wzbo-
gacania przed oznaczeniem koricowym, a tym samym catkowity czas ana-
lizy znacznie zmniejsza sie w pordwnaniu z tradycyjng procedurg LLE. Z
uwagi na mozliwos¢ pracy w szerokim zakresie pH, moze by¢ stosowana w
sytuacjach, w ktérych wykorzystanie ekstrakcji do fazy statej (SPE) lub mi-
kroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME) bytoby niemozliwe. W niektérych
technikach ekstrakcyjnych, np. w SPME, istnieje ,efekt pamieci zloza”, w
zwigzku z czym istnieje koniecznos¢ kondycjonowania widkna. W przypadku
HF-LPME problem ten jest wyeliminowany, gdyz wykorzystywane mem-
brany sg niedrogie i sg jednokrotnego uzytku.

Podsumowanie

Waznym etapem oznaczenia pozostato$ci farmaceutykéw w prébkach
Srodowiskowych jest wybdor odpowiedniej metody ekstrakcji, w celu izolacji
oraz wzbogacenia analitow. Tradycyjne metody przygotowania prébek, takie
jak LLE lub SPE, posiadajg wiele wad, miedzy innymi: zuzycie duzej objeto-
Sci probek i toksycznych rozpuszczalnikéw, sg praco- i czasochtonne, dro-
gie, mato selektywne oraz niebezpieczne dla srodowiska. Wspodiczesne
tendencje w rozwoju metod przygotowania probek doprowadzity z jednej
strony do opracowywania selektywnych metod ekstrakciji, takich jak np. eks-
trakcja z wykorzystaniem polimeréw z odwzorowaniem czgsteczkowym
(MIP-SPE), z drugiej umozliwity miniaturyzacje aparatury do prowadzenia
procesow przygotowania probki, kiére ze wzgledu na minimalne zuzycie
rozpuszczalnikéw sg przyjazne dla srodowiska. Przyktadem tego typu roz-
wigzah jest technika mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej SPME, ekstrakcja
za pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego SBSE czy mikroekstrakcja
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poprzez membrane do fazy ciektej HF-LPME. Eliminacja lub redukcja ilosci
rozpuszczalnikéw uzywanych podczas etapu przygotowania prébki niesie ze
sobg wiele korzysci, miedzy innymi: oszczednosci ekonomiczne zwigzane z
zakupem i utylizacjg rozpuszczalnikédw, mniejsze obcigzenie srodowiska
toksycznymi rozpuszczalnikami oraz zmniejszenie ekspozycji pracownikéw
laboratoryjnych na kontakt z trujgcymi substancjami. Oméwione w niniejszej
pracy techniki ekstrakcyjne posiadajg rozwigzania technologiczne umozli-
wiajgce ich automatyzacje, tacznie z technikg HF-LPME, ktérej automatyza-
Cji sprostat zespét badawczy pod kierownictwem prof. Pawliszyna [49].
Techniki te pozwalajg takze na oznaczanie szerokiej gamy analitéw wyste-
pujgcych na niskich poziomach stezen przy zastosowaniu jednej procedury
analitycznej. W pracy przedstawiono podstawowe informacje, dotyczace
zastosowania technik ekstrakcji MIP-SPE, SPME, SBSE i HF-LPME do
oznaczania pozostatosci farmaceutykéw w prébkach srodowiskowych. Ze
wzgledu na aspekt ekotoksykologiczny i ekonomiczny techniki te stanowig
interesujgcy alternatywe dla tradycyjnych metod ekstrakcji.

Summary

An important step in determination of pharmaceutical residues in envi-
ronmental samples is the selection of a suitable extraction method in order
to isolate and enrich analytes. Traditional methods of sample preparation,
such as LLE or SPE, have many drawbacks including: using large volumes
of samples and toxic solvents, being labor- and time-consuming, expensive
and environmentally hazardous. Recent improvements in the sample prepa-
ration methods not only led to the development of selective extraction me-
thods like Molecularly Imprinted Solid-Phase Extraction (MIP-SPE), but also
enabled the miniaturization of the apparatus for conducting the sample
preparation process which due to minimal solvent consumption are environ-
mentally friendly. An example of such solutions is the technique of Solid-
Phase Microextraction, Stir Bar Sorptive Extraction or Hollow-Fiber Liquid
Phase Microextraction. Elimination or reduction of the usage of solvents
brings many benefits including: the economic savings associated with the
purchase and disposal of solvents, reduced pollution with toxic solvents and
exposure of laboratory and diminished exposure of laboratory workers to
poisonous substances. Extraction techniques discussed in this paper are
easy to automate, including HF-LPME, automation of which met the re-
search team led by prof. Pawliszyn [49]. These techniques also allow the
determination of a wide range of analytes presented at low concentration
levels using a single analytical procedure. The paper presents basic infor-
mation on the application of MIP-SPE, SPME, SBSE and HF-LPME extrac-
tion techniques for the determination of pharmaceutical residues in environ-
mental samples. Due to the economic and ecotoxicological aspects these
techniques are an interesting alternative to conventional extraction methods.
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