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Modulacja parametrow operacyjnych w chromatografii:
potencjal i Zzrédla niepowodzen

Dorota Antos, dorota.antos@prz.edu.pl, Katedra Inzynierii Chemicznej i Procesowej,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Rzeszowska, Poland, al. Powstaricow Warszawy 6,
35-959 Rzeszow

Procesy chromatograficzne sg czesto prowadzone w tzw. gradientowym rezimie
pracy, w ktorym parametry operacyjne, takie jak: sktad fazy ruchomej (gradient
stezenia modyfikatora eluentu, pH) oraz temperatury (gradient temperatury), sg
zmieniane w trakcie rozdzielania.

Zastosowanie gradientu skladu fazy ruchomej pozwala na kompresje pikéw
i przyspieszenie szybkoSci rozdzielania. Jednakze, gdy profil gradientu, w tym
zakres stezenia modyfikatora lub pH, jest nieprawidtowo dobrany, piki mogg ulega¢
deformacji, co obniza efektywno$¢ separacji.

Tryb gradientu mozna réwniez zastosowac w trakcie iniekcji, gdy rozpuszczalnik
probki jest inny niz faza ruchoma. Sita wymywania obydwu rozpuszczalnikéw
zwykle znacznie sie r6zni, co moze wywotac¢ zakldcenie retencji.

Inng zmienng operacyjng, ktérg mozna zmienia¢ w trakcie elucji
chromatograficznej, jest temperatura. Gradient temperatury moduluje retencje
rozdzielanych zwigzkéw, zwlaszcza na ztozach hydrofobowych. Jednak niewtasciwy
sposOb termostatowania kolumny i eluentu mogg powodowa¢ nieréwnomierny
rozktad temperatury w kolumnie i deformacje profilu stezenia.

Ze wzgledu na ztozono$¢ zjawisk lezgcych u podstaw elucji gradientowej, wybor
optymalnych warunkéw rozdzielania jest czesto niemozliwy bez zrozumienia
mechanizmu migracji profili stezenia w kolumnie. W referacie zostang oméwione
i zilustrowane te zjawiska oraz powody znieksztalcenia pikéw. Przyktady bedg

dotyczy¢ elucji zaréwno zwigzkéw matoczgsteczkowych jak i biatek.
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Zastosowanie metod chromatograficznych
w badaniach biomedycznych

Irena Malinowska, Wydziat Chemii UMCS, Katedra Chemii Fizycznej, Zaktad
Chromatografii Planarnej

Substancje aktywne biologicznie to substancje, ktére w widoczny sposob
wplywaja na funkcjonowanie organizméw. Zrédlem substancji aktywnych
biologicznie moze by¢ sama natura, ktéra obdarzyta nas olbrzymig iloscig
substancji aktywnych biologicznie, lub, po zsyntetyzowaniu przez Feliksa
Hoffmana kwasu acetylosalicylowego - laboratoria chemiczne i biochemiczne,
w ktérych powstajg nowe zwigzki o potencjalnej, ukierunkowanej aktywnosci
biologicznej. WyzZej rozwiniete organizmy (ssaki) praktycznie od samego poczatku
istnienia korzystajg ze zwigzkéw aktywnych biologicznie. U zwierzat odbywa sie
to na zasadzie instynktu, chorujac, wyszukujg odpowiedne rosliny, dzieki ktérym
wracajg do zdrowia. Rozwoj cywilizacji niestety w cztowieku zabil ten instynkt,
dlatego tez aktywno$¢ biologiczna zwigzkéw, w szczegdlnosci lekéw, musi by¢
poprzedzona wieloma badaniami. W badaniach tych duzg role odgrywajg metody
chromatograficzne. Metody chromatograficzne w badaniach biomedycznych
stosowane sg jako metody:

- analityczne,;

- w badaniach okres$lajgcych aktywno$¢ biologiczna substancji poprzez;

— wyznaczanie deskryptoréw aktywnosci biologicznej substancji;

—wyznaczanie aktywnosci Dbiologicznej w stosunku do okreslonych
mikroorganizmow.

Ad. 1. Rozwdj analityki spowodowat mozliwos¢ rozdziatu sktadnikéw ekstraktow
pozyskiwanych z materiatu roslinnego lub zwierzecego. Preparaty naturalne
powinny by¢ przebadane pod katem: zawartosci substancji aktywnych biologiczne
(czy preparat jest skuteczny), pod katem toksykologicznym, czy nie zawierajg
substancji szkodliwych, np. srodkéw ochrony roslin, pestycydéw, antybiotykow,
niedozwolonych $rodkéw konserwujgcych itp. W przypadku chemioterapeutykow
wazne jest okreSlenie tzw. czystosci optycznej lekdw, tzn. czy nie sg one
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zanieczyszczone izomerami optycznymi, ktére czesto powstaja w reakcjach
rownoleglych w procesie syntezy leku. Ma to ogromne znaczenie, gdyz izomery
optyczne czesto maja inng aktywno$¢ farmakologiczng.

Ad. 2a. W dobie chemioterapeutykéw produkowanych jest wiele substancji
o potencjalnych aktywno$ciach biologicznych. Zanim substancje te zostang
zakwalifikowane jako leki, musza przejs¢ wiele badan. Jedng z metod
klasyfikujacych substancje aktywne biologiczne do zaawansowanych badan sg
metody chromatograficzne. Te zaawansowane badania prowadzone sg in vitro i in
vivo. Badania te sg drogie, czasochtonne i co najwazniejsze — watpliwe etycznie.
Do badan in vivo substancje takie klasyfikowane sg na podstawie ich wtasciwosci
fizykochemicznych. Stwierdzono powiazanie aktywnos$ci biologicznej substancji
z ich wlasciwosciami fizykochemicznymi — QSAR (Quantitative Structure — Activity
Relationship). Wiele wtasciwosci fizykochemicznych mozna okresli¢ przy pomocy
metod chromatograficznych. Badania te sg tak rozpowszechnione, ze w literaturze
przedmiotu znane sg pod nazwa QRAR (Quantitative Retention — Activity
Relationship). Na podstawie danych retencyjnych mozna okresli¢ wartosci wielu
deskryptoréw aktywnosci biologicznej substancji tj.: lipofilowos¢ (ktéra ma wplyw
na przenikanie przez btony komérkowe substancji), wigzanie substancji z biatkami
osocza, przenikanie przez bariere krew-mozg, wchtanianie w jelicie czczym itp.

Badania takie sg prowadzone w uktadach chromatograficznych imitujgcych
srodowisko dziatania leku. Bariery biologiczne imitowane sg przez odpowiednie
fazy stacjonarne (fazy RP) tj.: fazy C-18, IAM, cholesterolowe, lub micele
(w przypadku metody MLC lub BMC).

Ad. 2b. tym samym okreSlenie, ktéry (lub ktére) ze sktadnikéw ekstraktu
odpowiadajg za jego aktywnos¢ biologiczng. W przypadku naturalnych ekstraktow
zazwyczaj juz mamy potwierdzenie ich aktywnosci biologicznej, problemem jest
okreslenie aktywnych biologicznie substancji oraz synergizmu bgdz antagonizmu
substancji wystepujgcych w ekstrakcie wobec aktywnych biologicznie substancji.
W tym przypadku moze pomdc sprzezenie metod chromatograficznych
z bioautografig — TLC-DB.
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Optymalizacja warunkow ekstrakcji (QuUEChERS/d-SPE)

i analizy ilosciowej wybranych bisfenoli (BPS, BPA, BPF,
BPB) w probkach biologicznych i zywnos$ci za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) polgczonej
z nowoczesnymi technikami detekcji (DAD, MS/MS) — wraz
z oceng stopnia narazenia czlowieka na te zwigzki

Tomasz Tuzimski, tomasz.tuzimski@umlub.pl Uniwersytet Medyczny w Lublinie,
Katedra Chemii, Zaktad Chemii Fizycznej, ul. Chodzki 4A, 20-093 Lublin

Obecnie znanych jest ponad 800 zwigzkow, ktére wykazujg zdolnosé
zaburzania prawidtowych czynnosci ukladu endokrynnego. Do grupy tych
zwigzkéw nalezg miedzy innymi bisfenole. Bisfenole sg klasg chemikaliéw
o dwoéch grupach hydroksyfenylowych, ktére obejmujg bisfenol A (BPA) i kilka
analogéw, takich jak bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF) i bisfenol B (BPB). BPA
to wazna, a jednocze$nie kontrowersyjna substancja w naszym Srodowisku,
albowiem jest ona produkowana na swiecie do kilku milionéw ton rocznie. Jako
chemikalia przemystowe, BPA jest szeroko stosowany w produkcji tworzyw
poliweglanowych (stosowanych w materiatach majgcych kontakt z Zywnoscig,
takich jak pojemniki na zywnos¢, zywno$c¢ dla niemowlgt i butelki na wode), zywic
epoksydowych (stosowanych jako wewnetrzna powtoka w puszkowanej zywnosci
i napojach) oraz jako przeciwutleniacz w tworzywach sztucznych z polichlorku
winylu (PVC) w materiatach przeznaczonych do kontaktu z zywnoscig (folie do
pakowania). Biorgc pod uwage podobienstwo w strukturze réznych analogow
moze migrowac z pojemnikéw na zywnos¢. Amerykanskie koncerny przemystu
tworzyw sztucznych postanowity wycofa¢ BPA z procesu produkcji opakowan do
przechowywania zywnos$ci. Ze wzgledu na zawartos¢ tluszczu zaréwno mleko
piersi,jak i mleko dietetyczne mogg by¢ zanieczyszczone przez wiele ksenobiotykow
charakteryzujacych sie wlasciwosciami lipofilowymi. Ludzkie mleko, mleko krow

w okresie laktacji i produkty mleczne sg szeroko spozywane przez niemowleta, dzieci
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i wielu dorostych na catym $wiecie, a wystepowanie wymiernych ilosci BPA stanowi
kwestie dotyczgcg zdrowia publicznego. Ze wzgledu na zdolnos$¢ do gromadzenia sie
w organizmach i w taricuchu pokarmowym BPA moze réwniez wptywaé na rozwoj
kolejnych pokolen. Karmienie piersig moze by¢ zrodtem narazenia na niemowleta,
poniewaz BPA ma tendencje do utrzymywania sie przez dtuzszy czas, a niemowleta
moga by¢ bardziej podatne na niekorzystne skutki wynikajagce z ekspozycji
chemicznej, ze wzgledu na gwattowne zmiany psychiczne i fizyczne, ktére majg
miejsce w okresie prenatalnym i noworodkowym. Wystepowanie pozostatosci BPS,
BPA, BPF, BPB w mleku matki i produktach mlecznych nalezy uzna¢ za znaczgce pod
wzgledem potencjalnego ryzyka dla zdrowia ludzkiego. Celem pracy byto oznaczenie
bisfenoli w prébkach mleka ludzkiego i produktach spozywczych'. Podjeto prébe
oceny wpltywu poszczegoélnych bisfenoli (BPS, BPA, BPF, BPB) jako potencjalnych
patogendw cukrzycy cigzowej, nadczynnosci tarczycy, zahamowania wzrostu ptodu,

otytosci i innych schorzen.

! Tuzimski T., Pienigzek, D., Buszewicz G., Teresinski G., QUEChERS-Based
Extraction Procedures for the Analysis of Bisphenols S and A in Breast Milk
Samples by LC-QqQ-MS.

J. AOAC Int. 102 (1) (2019) 23-32. DOI: https://doi.org/10.5740/jaoacint.18-0297
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Optimization of extraction conditions (QUEChERS/d-SPE)
and quantitative analysis of selected bisphenols (BPS,
BPF, BPA, BPB) in biological samples and food by high-
performance liquid chromatography (HPLC) combined with
modern detection techniques (DAD, MS/MS) - along with the
assessment of human exposure to these compounds

Currently, more than 800 compounds are known that have the ability to disrupt
the normal functions of the endocrine system. The group of these compounds
includes, among others, bisphenols. Bisphenols are a class of chemicals with
two hydroxyphenyl functionalities, which include bisphenol A (BPA) and several
analogues such as bisphenol S (BPS), bisphenol F (BPF), and bisphenol B (BPB).
Bisphenol A is an important and controversial substance in our environment,
because it is produced in the world up to several million tons annually. As industrial
chemical, BPA is widely used in the production of polycarbonate plastics (used in
food contact materials, such as food containers, baby food and water bottles), epoxy
resins (used as internal coating in canned food and beverage) and as an antioxidant
in polyvinyl chloride (PVC) plastics in materials intended to come into contact
with food (packaging cling films). Considering the similarity in the structure of
various analogues can migration from food containers. American plastic industry
concerns have decided to withdraw BPA from the production process of packaging
for food storage. Due to their fat content, both breast and dietary milk could be
polluted by many xenobiotics characterized by lipophilic properties. Human milk,
milk of lactating cows and dairy products are widely consumed by infants, children,
and many adults throughout the world, and occurrence of quantifiable amounts of
BPA represents a matter of public health concern. Due to the ability to accumulate
in organisms and in the food chain, BPA may also affect the development of
subsequent generations. The breastfeeding could represent a source of exposure
to infants, because BPA tends to persist for extended periods of time and infants

16
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can be more susceptible to adverse effects resulting from chemical exposures,
due to the rapid mental and physical changes that take place during prenatal and
neonatal periods. The occurrence of BPS, BPA, BPF, BPB residues in breast milk
and dairy products should be considered significant in terms of potential human-
health risk. The aim of the paper was determination of bisphenols in human milk
samples and food products'. An attempt was made to assess the effect of individual
bisphenols (BPS, BPA, BPF, BPB) as potential pathogens, e.g., gestational diabetes,

hyperthyroidism, intrauterine growth restriction, obesity and other diseases.

! Tuzimski T., Pienigzek, D., Buszewicz G., Teresinski G., QUEChERS-Based
Extraction Procedures for the Analysis of Bisphenols S and A in Breast Milk
Samples by LC-QqQ-MS.

J. AOAC Int. 102 (1) (2019) 23-32. DOI: https://doi.org/10.5740/jaoacint.18-0297
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Badania emisji/pochlaniania gazéw cieplarnianych
przez gleby lesne z wykorzystaniem chromatografii gazowej

Anna Walkiewicz, awalkiewicz@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. B.
Dobrzariskiego PAN, ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Piotr Bulak, p.bulak@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. B. Dobrzariskiego PAN, ul.
Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Adam Kubaczynski, akubaczynski@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. B.
Dobrzariskiego PAN, ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Chromatografia gazowa znajduje szerokie zastosowanie zaré6wno w badaniach
laboratoryjnych jak i polowych w zakresie wymiany gazowej w glebach. W aspekcie
zmian klimatycznych szczegdlne miejsce zajmujg prace koncentrujgce sie na
wydzielaniu i pochtanianiu gazow cieplarnianych: dwutlenku wegla (CO,), metanu
(CH) i podtlenku azotu (N,O). Dzigki chromatografii gazowej mozliwe jest
oszacowanie zdolno$ci gleb danego ekosystemu do emisji lub imisji danego gazu
cieplarnianego. Gleby o réznym uzytkowaniu wykazujga odmienny przebieg tej
wymiany. Szczegb6lne miejsce zajmuje ekosystem le$ny ze wzgledu na jego zdolnos$¢
do sekwestracji wegla i wysokie pochtanianie CH, atmosferycznego. W badaniach
polowych (w terminie VII 2018-111 2019) metodg komorowg okre$lano te aktywno$¢
w zréznicowanych ekosystemach lesnych Lubelszczyzny (iglastych, liciastych
i mieszanych) na réznych typach gleb. Badania wykazaly wiekszg zdolno$¢ do
utleniania CH, w glebach piaszczystych niz pylastych (odpowiednio ok. > 1 and <
0.7 mg C m2d), wyzszg latem niz jesienig, a znacznie zahamowang zimg. Badania
bedg kontynuowane w roku 2019.

Projekt wspétfinansowany przez Narodowe Centrum Badann i Rozwoju
w ramach programu ERA-NET CO-FUND ERA-GAS (umowa nr ERA-GAS/I/GHG-
MANAGE/01/2018).
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Study of greenhouse gas emission/absorption
by forest soils with the use of gas chromatography

Gas chromatography is widely used in both laboratory and field tests for
determination of gas exchange in soils. Given the climate change, work focused on
the emission and absorption of greenhouse gases, i.e. carbon dioxide (CO,), methane
(CH,) and nitrous oxide (N,0), occupies a special place. Gas chromatography makes
it possible to estimate the ability of the soils of a given ecosystem to emit or uptake
a specific greenhouse gas. Soils subjected to different land use show a different
course of this exchange. The forest ecosystem occupies a special place due to its
capacity of carbon sequestration and high atmospheric CH, absorption. In field
studies (VII 2018-III 2019), the static chamber method was used to determine this
activity in varied forest ecosystems of the Lublin region (coniferous, deciduous,
and mixed) located on different soil types. The studies showed higher ability to
oxidize CH, in sandy soils than in silty soils (about > 1 and < 0.7 mg C m? d!
respectively). It was higher in summer than in autumn and significantly inhibited
in winter. The research will be continued in 2019.

Research was partially conducted under the project financed by Polish National
Centre for Research and Development within of ERA-NET CO-FUND ERA-GAS
Programme (ERA-GAS/I/GHG-MANAGE/01/2018).
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Opracowanie metody oznaczania czystosci chemicznej
substancji czynnej Brekspiprazol metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (RP-HPLC)

Urszula Polaska, urszula.polaska@adamed.com, Adamed Pharma S.A. Dziat
Analityki, ww.adamed.com.pl

Tematem opracowania jest rozwdj metody analitycznej oznaczania
czystosci chemicznej przeciwpsychotycznej substancji czynnej Brekspiprazol
z  wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w odwroconym uktadzie faz.

Celem badan bylo opracowanie metody chromatograficznej pozwalajgcej na
jednoczesny, selektywny rozdziat dwoch materialéw wyjsciowych, dziewieciu
zanieczyszczen procesowych oraz produktow degradacji API od substancji czynnej
i ich ilosciowe oznaczenie. Istotne byto réwniez aby opracowana metoda mogta
by¢ wykorzystywana podczas rutynowej kontroli jakosci, czyli aby byla prosta
w wykonaniu, krétka i ekonomiczna.

Najwiekszy problem, ktéry odnotowano podczas rozwoju metody to chemiczne
podobienstwo rozdzielanych zwigzkéw a takze staba rozpuszczalno$¢ zaréwno
substancji czynnej jak i pozostatych sktadnikéw. Podczas badan sprawdzono rézne
sktady faz ruchomych, typy kolumn i rozpuszczalniki prob.

W wyniku przeprowadzonych badan opracowano skuteczng metode pozwalajgcg
w 30 minut rozdzieli¢ wszystkie zwigzki z zastosowaniem prostych faz ruchomych
i rozpuszczalnika préb, przygotowanych z powszechnie stosowanych odczynnikow.

Metoda zostata poddana skréconej walidacji, podczas ktérej wykazano liniowos$¢
i doktadnos¢ w zakresie 0,02%-0,18% zawartosci pojedynczego zanieczyszczenia

w badanej substancji a takze powtarzalno$¢ metody.
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Development of the method for determination
of a chemical purity of the active pharmaceutical
ingredient Brexpiprazole using high performance

liquid chromatography (RP-HPLC)

The aim of the scientific work was the development of the analytical method
for determination of the chemical purity of the antipsychotic active substance
Brekspiprazol using the reverse-phase high-performance liquid chromatography
technique.

The chromatographic method was capable to simultaneous, selective separation
the following: two starting materials, nine process impurities and API’s degradation
products from active substance. It was also important that the proposed method
was found to be suitable during routine quality control analysis. That is it was
simple to implement, short and economical.

The main issue during method development was chemical similarity of separated
compounds and poor solubility of active substance and other ingredients. There
were checked various mobile phases, column types and diluents during studies.

As a results of conducted research, the efficient method was developed allowing
excellent separation all compounds in 30 minutes using simple mobile phases and
solvent, prepared from commonly used reagents.

The short validation of the method has been carried out during which linearity
and accuracy over the range 0.02%-0.18% of the content of single impurity in

active substance as well the repeatability of the method were demonstrated.
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Przyklady zastosowan adsorbentéw weglowych
uzyskanych na bazie nasion roslin, osadéw sciekowych
oraz odpadowych ziem bielgcych w metodzie ekstrakcji do ciala
stalego (SPE) substancji wybuchowych z prébek wodnych

Waldemar Tomaszewski, wtomaszewski@ch.pw.edu.pl, Wydziat Chemiczny, Zaktad
Materiatéw Wysokoenergetycznych, Politechnika Warszawska, www.pw.edu.pl

Barbara Charmas, barbara@charmas.pl, Wydziat Chemii, Zaktad Metod
Chromatograficznych, Uniwersytet M.C. Sktodowskiej Lublin, www.umcs.pl

Jadwiga Skubiszewska-Zieba, jskubisz@o2.pl, Wydziat Chemii, Zaktad Metod
Chromatograficznych, Uniwersytet M.C. Sktodowskiej Lublin, www.umcs.pl

Proces adsorpcji jest jednym z najlepszych i najczesciej stosowanych na
Swiecie sposobdéw oczyszczania wody przeznaczonej do spozycia oraz wod
odpadowych. Najchetniej stosowanym adsorbentem do usuwania wszelkiego
rodzaju zanieczyszczen z wody jest niewgtpliwie wegiel aktywny. Jednak szerokie
zastosowanie tego adsorbentu ze wzgledu na wysokie koszty jego uzyskania,
wynikajgce przede wszystkim z kosztéw surowcédw, jest czesto ograniczane. Na
przestrzeni co najmniej dwoch ostatnich dekad naukowcy prébowali opracowywac
niedrogie adsorbenty weglowe, wykorzystujgce tanie materialy odpadowe
z rolnictwa i dzialalnosci komunalnej.

W prezentacji przedstawiona bedzie na poczatku preparatyka, sposoby
modyfikacji oraz badanie wtasciwosci powierzchniowych adsorbentéw weglowych
otrzymanych z nasion gorczycy i Inu, oraz adsorbentéw weglowo-mineralnych

otrzymanych z osadéw Sciekowych z oczyszczalni w Lublinie - Hajdow
i odpadowych ziem bielgcych (stuzgcych do filtrowania sokéw owocowych w ZPO
w Milejowie). W drugiej cze$ci prezentacji bedg opisane wyniki dla otrzymanych
adsorbentéw, zastosowanych jako zloza w ekstrakcji do ciata statego (SPE)
substancji wybuchowych z prébek wodnych, w tym wody rzecznej. Przedstawione
bedg parametry opisujgce efektywnos¢ poszczegdlnych etapéw SPE tj. wydajnosé
adsorpcji, desorpcji i odzysku. Z danych tych wynika, Ze otrzymane adsorbenty
mozna stosowac jako efektywne ztoza do oznaczania zawartosci réznorodnych
substancji wybuchowych w wodach gruntowych.
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Examples of the applications of carbon adsorbents
prepared from plant seeds, sewage sludges and waste
bleaching earths in solid phase extraction of explosives
from aqueous samples

Nowadays, the adsorption process is considered as the best alternative in water
and wastewater purification. At the same time activated carbons are the most
commonly used adsorbents for the removal of various water pollutants. However,
their prevalent applications in wastewater treatment is often restricted due to high
costs of preparation.

Over the last two decades, the scientists tried many times to prepare low-cost
carbon adsorbents from agricultural and municipal wastes. This is an attractive
idea in many respects concerning environment protection, among other things
lowering the volume of wastes and use for removal of pollutants. In the first part
of the presentation a preparation, methods of modification and investigation of
surface properties of carbon adsorbents prepared from mustard and flax seeds, as
well carbon-mineral adsorbents obtained from sewage sludges and waste bleaching
earths used for fruit juice filtering will be presented. In the second set of slides the
application of prepared materials as stationary phases in solid phase extraction
(SPE) of explosive substances from aqueous samples, including spiked river water,
will be shown. The parameters describing the effectivity of the consecutive SPE
steps, as adsorption, desorption and final recovery rates and their discussion will be
also presented. Getting ahead of the results it is worth mentioning that the prepared

adsorbents proved to be very useful in SPE analysis of explosives in water samples.

26



IV Ogdlnopolska Konferencja Naukowa Metody chromatograficzne w nauce, przemysle i medycynie
Lublin, 7 czerwca 2019 r., Wystqpienia ustne

Wysokosprawna chromatografia cieczowa
jako narzedzie analizy i oceny jakos$ci roslinnych lekéw
oraz suplementéw diety

Agata Walkowiak, agatawalkowiak1991@gmail.com, Katedra i Zaktad Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej, ul. dr. A. Jurasza 2 85-089 Bydgoszcz, Wydziat
Farmaceutyczny, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, https://www.cm.umk.pl

Kacper Wnuk, kcpr.wnuk@gmail.com, Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej, ul. dr. A. Jurasza 2 85-089 Bydgoszcz, Wydziat Farmaceutyczny,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, https://www.cm.umk.pl

Bogumita Kupcewicz, kupcewicz@cm.umk.pl, Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej, ul. dr. A. Jurasza 2 85-089 Bydgoszcz, Wydziat Farmaceutyczny,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, https://www.cm.umk.pl

Produkty zawierajgce ekstrakty ro$linne mozna podzieli¢ na dwie grupy: leki
i suplementy diety. Niestety w przypadku tej drugiej grupy preparatéw zdarza sie,
ze sktad deklarowany przez producenta na opakowaniu rézni sie od rzeczywistego,
dlatego ocena ich jakosci stanowi istotny problem analityczny. Monografie
farmakopealne odgrywajg wazng role w zapewnieniujakosci produktéw leczniczych,
ajedng z najczesciej wykorzystywanych technik analitycznych jest chromatografia.
Okazuje sie jednak, ze obecne metody farmakopealne nie zawsze sg wystarczajgce
do wykrycia pewnych niezgodno$ci w sktadzie preparatow ziotowych.

Celem pracy byta analiza jakoSciowa oraz iloSciowa 40 preparatow zawierajgcych
ekstrakt milorzebu japonskiego (GB) lub ostropestu plamistego za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz (RP-HPLC).
Uzyto kolumny Grace Smart® (150 mm x 4,6 mm, 5 pm). Analize przeprowadzono
za pomocg wysokosprawnego chromatografu cieczowego z detektorem matrycy
fotodiodowej (HPLC-DAD). Dla preparatéw ostropestu oznaczona catkowita
zawartos¢ sylimaryny byla zgodna dla badanych lekéw. W grupie suplementéow
diety zauwazono réznice miedzy warto$cig podang na opakowaniu, a wynikiem
oznaczenia. W przypadku suplementéw diety z ekstraktem GB wykryto
wykorzystanie niestandaryzowanych ekstraktow oraz nadmiarowg ilo$¢ wolnych
aglikonéw w niehydrolizowanych prébkach.
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High-performance liquid chromatography
as a tool for analysis and evaluation of the quality
of herbal drugs and food supplements

Products containing a plant extract can be divided into two groups: drugs and
food supplements. In the case of dietary supplements, it often happens that the
composition declared by the manufacturer on the packages differs from the real
one, therefore, the assessment of their quality is a significant analytical problem.
Pharmacopeian monographs play an important role in the quality assurance
of herbal medicinal products and one of the most frequently used analytical
techniques is chromatography. It turns out, however, that current pharmacopeial
methods are not always sufficient to detect some adulterations in the composition
of herbal preparations. The aim of the work was a qualitative and quantitative
analysis of 40 herbal preparations using reverse-phase high performance liquid
chromatography (RP-HPLC). To obtain chromatograms, a Grace Smart® column
(150 mm x 4,6 mm, 5 pm) was used. The analysis was carried out be means of high-
performance liquid chromatograph with photodiode array detector (HPLC-DAD).
For the preparations with milk thistle extract the total content of silymarin was
consistent for the drugs tested. In the group of dietary supplements, the difference
between the value given on the packaging and the result of our analysis was noted.

In the case of dietary supplements with GB extract, the use of non-standardized

extracts and the excess amount of free aglycones in unhydrolyzed samples was noticed.
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Analiza witaminy K2 MK7 (menachinon-7)
w fermentowanej soi (produkt natto) z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg w UV

Magdalena Stowik-Borowiec, m.slowik borowiec@interia.pl, Zaktad Chemii
Analitycznej, Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Rzeszowski

Ewa Szpyrka, ewaszpyrka@interia.pl, Zaktad Chemii Analitycznej, Wydziat
Biotechnologii, Uniwersytet Rzeszowski

Witamina K2 jest syntetyzowana przezbakterie i nalezy do szeregu naftochinonéw
o zmiennym }ancuchu bocznym o dtugosci od 4 do 13 jednostek izoprenowych.
Witamina ta wykazuje szczegdlnie korzystny wptyw na organizm w odniesieniu do
uktadu kostnego i sercowo-naczyniowego.

Celem badan byto oznaczanie witaminy K2 MK7 w fermentowanych, przy udziale
bakterii rodzaju Bacillus subtilis var natto, ziarnach soi.

Do analizy zawartosci witaminy K2 MK7 w prébkach natto zastosowano metode
polegajgcg na ekstrakcji probek soi mieszaning propan-2-olu i n-heksanu (1:2
v/Vv), nastepnie odwirowaniu probek przy 3000 rpm przez 5 min, pobraniu (gérnej)
warstwy organicznej i zmianie rozpuszczalnika na acetonitryl po wczesniejszym
odparowaniu probki w strumieniu azotu.

Oznaczenie ilosciowe witaminy K2 w ekstraktach prébek przeprowadzono
metodg chromatografii cieczowej (HPLC, Dionex, model Ultimate 3000) z detekcjg
w zakresie UV. System byt wyposazony w kolumne ACE 5 C18 o rozmiarach ziaren
5 pym i wymiarach 250 mm x 4,6 mm. Temperature kolumny utrzymywano na
poziomie 25°C. Zastosowano nastepujgce warunki chromatograficzne: w trybie
elucji gradientowej jako faze ruchomg uzyto mieszanine wody i metanolu (1:1 v/v)
zakwaszong do pH 3,0 kwasem ortofosforowym (A) oraz acetonitryl (B), natezenie
przeptywu eluentéw wynosito 1,2 mL/min. Pomiar absorbancji dla witaminy K2 MK7
prowadzono przy dtugosci fali 248 nm. Witamine K2 identyfikowano na podstawie

czasu retencji, a oznaczenie ilo§ciowe przeprowadzono metodg krzywej wzorcowe;.
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Analysis of vitamin K2 MK7 (menaquinone-7)
in fermented soybeans (natto product) using high-
performance liquid chromatography with UV detection

Vitamin K2 is synthesized by the bacteria and belongs to a series of
naphthoquinones with a variable side chain from 4 to 13 isoprene units. This
vitamin has a particularly beneficial effect on the body especially to the skeletal
and cardiovascular systems.

The aim of the study was to determine vitamin K2 MK7 in fermented soybeans,
with the participation of bacteria of the genus Bacillus subtilis var natto.

A method based on the extraction of soybean samples with a mixture of propan-
2-ol and n-hexane (1:2 v/v) was used for the analysis of K2 MK7, next the samples
were centrifuged at 3000 rpm for 5 min, and the (upper) organic layer was removed
and the solvent was changed to acetonitrile after previous evaporation of the
sample in a stream of nitrogen.

Quantitation of vitamin K2 in the extracts of the samples was performed by liquid
chromatography (HPLC, Dionex, model Ultimate 3000) with ultraviolet detection.
The system was equipped with an ACE 5 C18 column with a grain size of 5 ym
and dimensions of 250 mm x 4.6 mm. The column temperature was maintained
at 25°C. The following chromatographic conditions were used: in the gradient
elution mode, a mixture of water and methanol (1:1 v/v) acidified to pH 3.0 by
orthophosphoric acid (A) and acetonitrile (B) was used as the mobile phase, the
flow rate of the eluents was 1.2 mL/min. The MK7 absorbance was carried out at 248
nm. Vitamin K2 is identified on the basis of retention time, and the quantification

was performed using the standard curve method.
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Oznaczanie profilu kwaséw tluszczowych zielenicy
Tetradesmus obliquus

Agata Piasecka, a.palcowska@ipan.lublin.pl, Zaktad Fizycznych Wiasciwosci
Materiatéw Roslinnych, Instytut Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk

Izabela Krzemiriska, i.krzeminska@ipan.lublin.pl, Zaktad Fizycznych Witasciwosci
Materiatéw Roslinnych, Instytut Agrofizyki Polskiej Akademii Nauk

Glony jednokomoérkowe stanowig Zrédto metabolitéw i zwigzkow biologicznie
aktywnych w postaci lipidéw, kwaséw ttuszczowych, barwnikéw, witamin, steroli
czy fitohormondéw, ktére znajdujg zastosowanie w wielu gateziach przemystu.

Celem pracy bylo okreslenie zmian w profilu kwaséw ttuszczowych komérek
T. obliquus w wyniku suplementacji melasg buraczang podtoza hodowlanego
wykorzystujgc metode chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas.

Bez wzgledu na warunki hodowli profil kwaséw ttuszczowych badanej zielenicy
jest zdominowany przez kwasy zawierajgce od 16 do 18 atoméw wegla w taricuchu
weglowym, ktére stanowig okoto 78% co jest to typowe dla tej gromady glonéw.
Natomiast sklad i wzajemne proporcje poszczegélnych kwaséw tluszczowych
oraz zawartos$¢ grup kwasow ttuszczowych (SFA, MUFA i PUFA) w komérkach T.
obliquus sg uzaleznione od warunkéw zastosowanych w doswiadczeniu. Dodatek
melasy buraczanej spowodowat, ze w komérkach T. obliquus wzrosta zawartos¢
PUFA. IloSciowe i jako$ciowe zmiany profilu kwaséw ttuszczowych sg nastepstwem
stanu fizjologicznego komérki, wewngtrzkomérkowych proceséw metabolicznych
oraz warunkéw srodowiskowych (Borowitzka i in., 2016).

Komoérki T. obliquus wzrastajgce w obecnos$ci melasy buraczanej stanowig zrédto
niezbednych nienasyconych kwaséw tltuszczowych, ktére nie sg syntetyzowane
w organizmie zwierzat i cztowieka a warunkujg jego prawidtowe funkcjonowanie,
dlatego tez wymagajg dostarczania w diecie.

1. Borowitzka, M.A., Beardall, J., Raven, J.A., 2016. The Physiology of Microalgae,
first ed. Springer International Publishing.

Praca powstata w cze$ci w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2017/25/N/
NZ9/01785 finansowanego ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki w latach 2018-
2021
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Determination of the fatty acid profile in the green alga
Tetradesmus obliquus

Unicellular algae are a source of metabolites and biologically active compounds,
e.g. lipids, fatty acids, pigments, vitamins, sterols, or phytohormones, which are
used in many branches of industry.

The aim of the study was to determine changes in the fatty acid profile in T.
obliquus cells induced by supplementation of culture medium with beet molasses.
The analysis was conducted with the use of gas chromatography coupled with
mass spectrometry.

Regardless of the culture conditions, the fatty acid profile in the analysed green
alga is dominated by acids containing from 16 to 18 carbon atoms in the carbon
chain, which constitute approximately 78%, which is typical for this algal phylum.
In turn, the composition and proportions of individual fatty acids as well as the
content of fatty acid groups (SFA, MUFA, and PUFA) in T. obliquus cells depend on
the experimental conditions. The addition of beet molasses increased the PUFA
content in T. obliquus cells. Quantitative and qualitative changes in the fatty
acid profile result from the physiological state of the cell, intracellular metabolic
processes, and environmental conditions (Borowitzka et al., 2016).

T. obliquus cells growing in the presence of beet molasses are a source of
essential fatty acids, which are not synthesised by the animal and human organism

but determine its proper function; therefore, they should be supplied in the diet.

1. Borowitzka, M.A., Beardall, J., Raven, J.A., 2016. The Physiology of Microalgae,
first ed. Springer International Publishing.

This work was funded in part by the National Science Centre, Poland [Grant No.
2017/25/N/NZ9/01785] in 2018-2021.
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Oznaczanie stezenia fluwoksaminy i citalopramu
metodg HPLC

Malwina Agnieszka Sieriko, malwa.sienko@gmail.com, Wydziat Biologii
i Biotechnologii UMCS w Lublinie

Wysokosprawna chromatografia cieczowa w skrocie HPLC (ang. High-
Performance Liquid Chromatography metod) jest przedstawicielem chromatografii
kolumnowej.

HPLC znalazla zastosowanie w wyodrebnianiu poszczegélnych substancji
w badanym zwigzku chemicznym, a takze w ocenie ich czystosci.

Celem pracy byto oznaczenie stezenia lekéw przeciwdepresyjnych: fluwoksaminy
i citalopramu w tkance moézgowej po podaniu sildenafilu. Interakcje miedzy
fluwoksaming i citalopramem a sildenafilem zbadano metodg HPLC. Sildenafil to
zwigzek chemiczny znany pod nazwg handlowg Viagra. Wedlug badan sildenafil
koreluje z lekami przeciwdepresyjnymi poprzez wpltyw na ich stezenie w mézgu
myszy. Po podaniu wyzej opisanych lekéw przeciwdepresyjnych lub ich kombinacji
z sildenafilem myszy uleglty dekapitacji. Otrzymane homogenaty moézgowe
przeniesiono do probéwek Eppendorf i poddano kolejno procesom alkalizacji
oraz zakwaszeniu. Po wytrzgsaniu i odwirowaniu probdwek otrzymang warstwe
organiczng wyrzucono, a jej pozostatosci przeznaczono do badan technikg HPLC.
Analize chromatograficzng przeprowadzono na kolumnie Supelcosil LC-CN.
Faza ruchoma wypetniajgca kolumne zawierata acetonitryl oraz KH,PO,. Wyniki
przeprowadzonego doswiadczenia pokazujg, iz interakcje miedzy sildenafilem
a badanymi lekami przeciwdepresyjnymi mogg mie¢ charakter farmakokinetyczny,

poniewaz sildenafil zwiekszat stezenie tych lekow w mdzgach myszy.
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Designation of fluvoxamine and citalopram concentration
by HPLC method

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is a representative of column
chromatography. HPLC found application in the isolation of individual substances
in the tested chemical compound, as well as in the evaluation of their purity.

The aim of the study was to determine the concentration of antidepressants:
fluvoxamine and citalopram in brain tissue after administration of sildenafil.
Interactions between fluvoxamine and citalopram and sildenafil were examined
by HPLC. Sildenafil is a chemical compound known under the trade name Viagra.
According to the study, sildenafil correlates with antidepressants by affecting their
concentration in the mouse brain. After the administration of the above-described
antidepressants or combinations there of sildenafil mice were decapitated. The
obtained brain homogenates were transferred to Eppendorf tubes and sequentially
subjected to alkalization and acidification processes. After shaking and centrifuging
the tubes, the obtained organic layer was discarded and its residues were destined
for HPLC analysis. Chromatographic analysis was carried out on a Supelcosil LC-
CN column. The mobile phase of the column contained acetonitrile and KH,PO,.
The results of the conducted experiment show that the interaction between
sildenafil and the studied antidepressants may be of pharmacokinetic nature,

because sildenafil increased the concentration of these drugs in the brains of mice.
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Oznaczanie substancji czynnych fungicydow
w podlozach hodowlanych
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Procedura analityczna oznaczania pozostatosci substancji czynnych pestycydéw
sktada sie z wielu etapow i obejmuje pobieranie i przygotowanie probek, w tym
ekstrakcje analitéw z matrycy, oczyszczanie, a takze ich identyfikacje i ilo$ciowe
oznaczenie. Wybér metody podyktowany jest rodzajem badanego produktu
- matrycg probki. Szczegélnie trudne jest oznaczanie substancji czynnych
w skomplikowanych, ztozonych matrycach zawierajgcych: tluszcze, biatka, sole,
cukry, czy barwniki. Niewatpliwie trudng matrycg do oznaczania substancji
czynnych jest podtoze hodowlane dla bakterii i/lub grzybéw.

Bulion odzywczy 10-krotnie rozcienczony (BTL, Polska) i bulion glukozowo-
ziemniaczany PDB (BTL, Polska) wykorzystane byly w badaniach biodegradacji
substancji czynnych fungicydéow: fluopyramu, tebukonazolu, boskalidu,
pyraklostrobiny i pentiopiradu, przez szczepy bakterii i grzybéw. W zwigzku
z powyzszym opracowano metody ekstrakcji i oznaczania substancji czynnych
w wyzej wymienionych podtozach z wykorzystaniem chromatografii gazowej
z detekcjg mas. Metody zostaty zwalidowane w zakresie: liniowosci, poprawnosci,

precyzji i granicy oznaczalnosci.
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Determination of active substances
of fungicides in culture media

The analytical procedure of determination of pesticides consists of several
steps: sampling and sample preparation, including extraction of analytes from the
matrix, purification, as well as their identification and quantification. The choice of
the method is dictated by the type of the tested product — the matrix of the sample.
Determination of active substances in complex matrices containing: fats, proteins,
salts, sugars and dyes is particularly difficult. Undoubtedly, a difficult matrix for
determination of active substances is a culture medium for bacteria and/or fungi.

10-fold diluted nutrient broth (BTL, Poland) and glucose-potato broth PDB (BTL,
Poland) were used in biodegradation studies of active substances of fungicides:
fluopyram, tebuconazole, boscalid, pyraclostrobin and penthiopyrad, by bacterial
and fungal strains. In connection with the above, methods of extraction and
determination of active substances in the above-mentioned media using gas
chromatography with mass detection has been developed. The methods have been

validated in terms of: linearity, trueness, precision and the limit of quantification.
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Oznaczanie syntetycznych kannabinoidéw
i ketoaryloamin w materiale biologicznym
z zastosowaniem metod HPLC
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Syntetyczne kannabinoidy i ketoaryloaminy nalezg do najczesciej naduzywanych
zwigzkéw chemicznych na $wiecie. Substancje te wykazujg dzialanie
psychostymulujgce i zaliczane sg do grupy ,designer drugs”. Posiadajg szerokie
spektrum struktur chemicznych, co jest przeszkodg dla skutecznej techniki
diagnostycznej. Dynamicznie pojawiajgce sie nowe substancje psychoaktywne
powoduja ciggly rozwdj metodyki ich oznaczania w materiale biologicznym.
Zazywanie tych produktéw jest przyczyng zatru¢ wymagajgcych interwencji
medycznej. Wiasciwa diagnoza i leczenie wymagajg potwierdzenia obecnosci
»designer drugs” w materiale biologicznym.

Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie metod umozliwiajgcych
identyfikacje wybranych syntetycznych kannabinoidéw i ketoaryloamin
w materiale biologicznym. Analizy zostaly wykonane przy zastosowaniu

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), w odwréconym uktadzie faz
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(RP) z detekcjg DAD (detektor z matrycg diodowg). Uzyskano oznaczenia wzorcow
badanych substancji i wzbogaconych probek biologicznych. Otrzymane wyniki dajg
mozliwo$¢ identyfikacji wybranych syntetycznych kannabinoidéw i ketoaryloamin
w préobkach surowicy oraz prébkach moczu.

Analizowanie raportéw naukowych i poszerzanie wiedzy na temat syntetycznych
kannabinoidéw i ketoaryloamin jest bardzo wazne dla rozwigzywania obecnych
trudnos$ci diagnostycznych. Przedstawione badania mogg stanowi¢ podstawe do

dalszych, zaawansowanych opracowan analitycznych.

Determination of synthetic cannabinoids
and ketoarylamines in a biological material
using HPLC methods

Synthetic cannabinoids and ketoarylamines are among the most abused
compounds in the world. These substances have a psychostimulatory effect and
belong to the group of ,,designer drugs”. They have a wide spectrum of chemical
structures, which is an obstacle to an effective diagnostic technique. Dynamically
emerging new psychoactive substances cause the continuous development of
the methodology for their determination in biological material. The use of these
products causes poisoning requiring medical intervention. Proper diagnosis and
treatment require confirmation of the presence of , designer drugs” in biological
material.

The aim of the conducted research was to develop methods enabling the
identification of selected synthetic cannabinoids and ketoarylamines in biological
material. Analyses were conducted using high performance liquid chromatography
(HPLC) in reversed phase (RP) with DAD detection (diode array detector).
Determinations of test substance standards and enriched biological samples were
obtained. The gathered results provide the ability to identify selected synthetic
cannabinoids and ketoarylamines in serum samples and urine samples.

Analysing scientific reports and broadening knowledge about synthetic
cannabinoids and ketoarylamines is very important for solving current diagnostic
difficulties. The presented research can be the basis for further, advanced analytical
studies.
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Oznaczanie tricyklicznych pochodnych pirazolo
[4,3-e] [1,2,4] triazyny za pomocg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej
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Humanistyczny w Siedlcach, www.uph.edu.pl

Mariusz Mojzych, mmojzych@yahoo.com, Zaktad Chemii Organicznej, Instytut
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Kontynuujac nasze badania nad syntezg i funkcjonalizacjg uktadu pirazolo[4,3-e]
[1,2,4]triazyny, otrzymali$my dwa nowe tréjcykliczne uktady zawierajgce pierscien
triazolu lub tetrazoly. Otrzymane pochodne tych uktadéw tj. 1H-pirazolo[4,3-€]
tetrazolo[4,3-b][1,2,4]triazyny i 1H-pirazolo[4,3-€e][1,2,4] triazolo[4,3-b][1,2,4]
triazyny wykazaly aktywno$¢ przeciwnowotworowg wobec 4 linii komoérkowych:
PC-3 (komorki raka prostaty), H-460 (nie drobnokomoérkowy rak ptuca), MCF-7
(komorki raka piersi) i Colo-205 (komorki raka okreznicy). Ze wzgledu na dobrze
udokumentowang aktywnos$¢ przeciwnowotworowg tych zwigzkéw, chcielibySmy
przedstawi¢ wyniki naszych badan nad opracowaniem optymalnych warunkow
separacji i identyfikacji tréjcyklicznych pochodnych uktadu pirazolo[4,3-¢e][1,2,4]
triazyny. Analize przeprowadzono za pomocg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) przy uzyciu réznych stacjonarnych faz (oktadecyl, oktyl
i naftylopropyl) i trzech réznych faz ruchomych (metanol, acetonitryl i mieszanina
acetonitryl/woda 70/30, v/v). Najlepsze wyniki uzyskano stosujgc metanol jako faze
ruchomg i zmodyfikowang faze stacjonarng chemicznie zwigzang z jednostkami

naftylopropylowymi. Wspdtczynnik podziatu wynosit 3,57.
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Determination of the tricyclic derivatives
of pyrazolo[4,3-€][1,2,4]triazine using high performance
liquid chromatography (HPLC)

Continuing our research on the synthesis and functionalization of the
pyrazolo[4,3-¢e][1,2,4]triazines we have received two new tricyclic ring systems
containing triazole or tetrazole ring fused with pyrazolotriazine core. The
obtained derivatives of these systems such as 1H-pyrazolo[4,3-e]tetrazolo[4,3-b]
[1,2,4]triazine and 1H-pyrazolo[4,3-€][1,2,4]-triazolo[4,3-b][1,2,4]triazine showed
antitumor activity against 4 cell lines: PC-3 (prostate cancer cells), H-460 (non-
small cell lung carcinoma), MCF-7 (breast cancer cells) and Colo-205 (colon cancer
cells). Due to the well documented anti-tumor activity of these compounds,
now we would like to present results of our research on the development of
optimal conditions for separation and identification of pyrazolo[4,3-€e][1,2,4]
triazine derivatives. The analysis were performed by high performance liquid
chromatography (HPLC) using different stationary phases (octadecyl, octyl and
naphthylpropyl) and three different mobile phases (methanol, acetonitrile and
a mixture of acetonitrile/water 70/30, v/v). The best results were obtained using
methanol as a mobile phase and modified stationary phase chemically bounded

with naphthylpropyl units. The separation factor was 3.57.
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Wplyw preparatu mikrobiologicznego zawierajgcego
grzyby Trichoderma harzianum
na zanikanie chlomazonu w glebie
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Chlomazon, z grupy izoksazolidionéw, jest substancjg czynng herbicydéw
stosowanych do zwalczania chwastéw w uprawach m.in. warzyw i rzepaku.
W roslinie dziata selektywnie i ukladowo, powoduje hamowanie syntezy
karotenoidéw. Czas potowicznego zanikania chlomazonu w glebie jest bardzo
zréznicowany i wynosi od 6 do 195 dni w zaleznosci od warunkéw klimatycznych
i rodzaju gleby. Preparaty biologiczne zawierajgce pozyteczne grzyby Trichoderma
harzianum stosowane sg w uprawie warzyw jako fungicydy chronigce system
korzeniowy rosliny przed patogenami pochodzenia glebowego rodzaju:
Fusarium, Rhizoctonia, Pythium. Grzyby z rodzaju Trichoderma mogg wplywac
na rozklad substancji obecnych w §rodowisku np. weglowodoréw aromatycznych
i alifatycznych, barwnikéw i pestycydow.

Celem badan bylo okreSlenie kinetyki oraz czasu potowicznego zanikania
chlomazonu w glebie z dodatkiem $rodka mikrobiologicznego zawierajgcego
grzyby Trichoderma harzianum Rifai szczep T-22. Probki do badan przygotowano
zmodyfikowang metodg QuEChERS, natomiast analizy ekstraktéw wykonano
technikg chromatografii gazowej potgczonej z detekcjg wychwytu elektronéw.
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Effect of a microbiological preparation containing
Trichoderma harzianum on the disappearance
of clomazone in soil

Chlomazone, from the isoxazolidone group, is the active ingredient of herbicides
used to control weeds in crops, including vegetables and rape. In the plant, it
works selectively and systemically, inhibits the synthesis of carotenoids. Half-life
of clomazone in the soil is very diverse and ranges from 6 to 195 days depending on
climatic conditions and soil type. Biological preparations containing effective fungi
Trichoderma harzianum are used in the cultivation of vegetables as fungicides
protecting the root system of the plant against pathogens of soil origin of the
genus: Fusarium, Rhizoctonia, Pythium. Mushrooms of the Trichoderma genus
may affect the degradation of substances present in the environment, e.g. aromatic
and aliphatic hydrocarbons, dyes and pesticides.

The aim of the study was to determine the kinetics and half-life of clomazone
in the soil with the addition of a microbiological agent containing Trichoderma
harzianum Rifai strain T-22. The test samples were prepared using the modified
QuEChERS method, whereas the extracts were analyzed using gas chromatography

combined with electron capture detection.
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Pochodne piperazyny nalezg do popularnych zwigzkéw psychostymulujgcych
z grupy ,designer drugs”. Ze wzgledu na budowe chemiczng mozna je podzieli¢
na benzylopiperazyny i fenylopiperazyny. Mozliwos¢ modyfikacji struktur
chemicznych tych zwigzkow jest przyczyng powstawania nowych substancji, ktére
czesto wymagajg nowego podejscia analitycznego. Produkty te sg przyjmowane
przez konsumentéw w celach rekreacyjnych, eksperymentalnych lub z powodu
uzaleznien. Nawet jednorazowe uzycie moze prowadzi¢ do wystgpienia groznych
dla zycia powiktan ostrych lub przewlektych. Potrzeba identyfikacji pochodnych
piperazyny jest konieczna dla wtasciwej diagnozy i terapii.

Celem badania bylo opracowanie metody pozwalajgcej na identyfikacje
wybranych pochodnych piperazyny w materiale biologicznym. Wszystkie analizy
wykonano z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC),
w odwréconym uktadzie faz (RP) z detekcjg DAD (detektor z matrycg diodowg).
Dokonano oznaczen pojedynczych substancji wzorcowych i wzbogaconych
prébek biologicznych. Uzyskane wyniki dajg mozliwos$¢ identyfikacji wybranych
pochodnych piperazyny w badanym materiale biologicznym.

Gromadzenie doniesient naukowych w kierunku doktadnego poznania piperazyn
pozwala na opracowanie metodyki analitycznej charakterystycznej dla tych
zwigzkéw. Przedstawiona praca moze by¢ podstawg do dalszych, zaawansowanych
prac badawczych.
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Application of HPLC methods to identify piperazine
derivatives in biological material

Piperazine derivatives belong to the popular psychostimulatory compounds from
the ,,designer drugs” group. Due to their chemical structure, they can be divided
into benzylpiperazines and phenylpiperazines. The possibility of modifying the
chemical structures of these compounds is the reason for the appearance of new
substances that often require a new analytical approach. These products are taken
by consumers for recreational, experimental or addiction purposes. Even one-
time use can lead to life-threatening acute or chronic complications. The need to
identify piperazine derivatives is necessary for proper diagnosis and therapy.

The aim of the study was to develop a method allowing identification of selected
piperazine derivatives in biological material. All analyses were performed using
high-performance liquid chromatography (HPLC) in reversed phase (RP) with DAD
detection (diode array detector). Determinations of single reference substances
and enriched biological samples were made. The obtained results allow the
identification of selected piperazine derivatives in tested biological material.

Gathering scientific reports in order to recognize piperazines allows the
development of analytical methodology characteristic for these compounds. The

presented work can be the basis for further, advanced research.
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