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Streszczenie 

Biokoncentracja, rozumiana jako proces nagromadzania związków chemicznych 

w organizmach, stanowi istotny czynnik oceny skutków zanieczyszczenia środowiska. 

Mimo to wiedza na ten temat dla wielu związków chemicznych zwłaszcza tych 

obdarzonych ładunkiem, jest wciąż ograniczona. Celem niniejszej pracy doktorskiej była 

kompleksowa ocena potencjału tego typu indywiduów chemicznych do biokoncentracji. 

Jako modelowe związki chemiczne wybrano ciecze jonowe (ILs) oraz wybrane produkty 

transformacji (TPs) leków. Cele szczegółowe obejmowały zarówno zagadnienia analityki 

chemicznej, jak i eksperymentalne testy biokoncentracji metodami in vitro i in vivo.  

W ramach badań in vitro dokonano oceny potencjału do biokoncentracji 27 ILs oraz  

7 TPs z wykorzystaniem lipidów osadzonych na nośniku stałym. Z kolei testy in vivo  

z wykorzystaniem omułka Mytilus trossulus pozwoliły na potwierdzenie czy wybrane 

kationy ILs mogą ulegać biokoncentracji w tkankach organizmów wodnych. Uzyskane 

wyniki wskazują, że ILs mogą cechować się wysokim powinowactwem do fosfolipidów 

tworzących błony komórkowe. W przypadku kationów ILs potwierdzono, że kluczowym 

parametrem determinującym ten proces jest długość łańcucha bocznego, która 

bezpośrednio przekłada się na hydrofobowość związku. Co więcej, choć aniony wykazują 

przeważnie słabsze oddziaływanie z fosfolipidami niż kationy, to jednak silnie 

zasocjowane z kationami mają wpływ jako przeciwjony. Przeciwnie do ILs, w toku badań 

potwierdzono, że analizowane TPs nie ulegają biokoncentracji opartej o oddziaływania  

z lipidami. Ponadto, w ramach niniejszej pracy opracowano i w pełni zwalidowano 

pierwszą procedurę oznaczania mieszaniny kationów imidazoliowych w tkankach 

bezkręgowców morskich, pozwalającą na oznaczanie tych związków w stężeniach  

na poziomie ng/g. Dzięki zastosowaniu tej metodyki możliwe było przeprowadzenie 

eksperymentu, w którym po raz pierwszy wykazano, że kationy imidazoliowe mogą 

ulegać biokoncentracji w tkankach bezkręgowców morskich. Wyniki badań uzyskane  

w niniejszej rozprawie doktorskiej obejmują zatem niezwykle istotne informacje  

w kontekście oceny ryzyka środowiskowego związków chemicznych obdarzonych 

ładunkiem, ale także dostarczają poddaną pełnej walidacji procedurę analityczną, 

pozwalającą na oznaczanie kationów imidazoliowych w złożonych matrycach 

biologicznych. 

 

Słowa kluczowe: biokoncentracja, ciecze jonowe, farmaceutyki, in vitro, in vivo, 

analityka, omułek, Mytilus trossulus
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Abstract 

Bioconcentration, understood as the process of accumulation of chemical 

compounds in organisms, is an important factor in assessing the effects of environmental 

pollution. However, the knowledge on this topic for many chemical compounds, 

especially for charged species, is still limited. The aim of this dissertation was  

to comprehensively assess the potential for bioconcentration of such chemical entities. 

Ionic liquids (ILs) and selected transformation products (TPs) of pharmaceuticals were 

chosen as model chemicals. Specific objectives included both analytical tasks and 

experimental tests of bioconcentration using in vitro and in vivo methods. In vitro tests 

assessed the potential for bioconcentration of 27 ILs and seven TPs using solid-supported 

lipid membranes. In contrast, in vivo tests using the mussels Mytilus trossulus allowed 

confirmation of whether selected ILs cations can bioconcentrate in the tissues of aquatic 

organisms. The results indicate that ILs may have a high affinity to the cell membrane 

phospholipids. In the case of ILs cations, it was confirmed that the key parameter 

determining this process is the length of the side chain, which directly corresponds to the 

hydrophobicity of the compound. Moreover, although anions generally present weaker 

interactions with phospholipids than cations, when strongly associated with cations they 

have an effect as counter-ions. Contrary to ILs, the performed study confirmed that the 

analysed TPs do not undergo bioconcentration based on interactions with lipids. 

Furthermore, within the scope of the present work, the first procedure for the analysis  

of a mixture of imidazolium cations in marine invertebrate tissues was developed and 

fully validated, allowing the determination of these compounds at the concentrations  

on the ng/g level. By using this method, it was possible to carry out an in vivo experiment, 

in which it was demonstrated for the first time, that imidazolium cations can 

bioconcentrate in marine invertebrate tissues. The obtained results therefore include 

highly important information in the context of environmental risk assessment of charged 

chemicals, but also provide a fully validated analytical procedure for the determination 

of imidazolium cations in the complex biological matrices. 

 

Keywords: bioconcentration, ionic liquids, pharmaceuticals, in vitro, in vivo, analytics, 

mussel, Mytilus trossulus 
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1. Wstęp 
 

Proces biokoncentracji obejmuje wchłanianie substancji chemicznych  

ze środowiska wodnego poprzez zewnętrzne powłoki ciała oraz narządy oddechowe 

(Ivanciuc et al., 2006). Biokoncentracja jest jedną z głównych składowych zjawiska 

bioakumulacji, które uwzględnia także absorpcję przez przewód pokarmowy wraz  

z transferem troficznym, określaną jako biomagnifikacja. W wyniku biomagnifikacji 

stężenie danej substancji wzrasta na kolejnych poziomach łańcucha pokarmowego, 

osiągając maksymalną wartość na jego szczycie (Yarsan i Yipfel, 2013). Wszystkie  

te procesy można opisać matematycznie za pomocą odpowiednich współczynników: 

współczynnika biokoncentracji (ang. Bioconcentration Factor, BCF), współczynnika 

bioakumulacji (ang. Bioaccumulation Factor, BAF) oraz współczynnika biomagnifikacji 

(ang. Biomagnification Factor, BMF) (Arnot i Gobas, 2006).  

Biokoncentracja, jako zjawisko niosące za sobą poważne implikacje zarówno dla 

środowiska, jak i ludzi, stanowi przedmiot licznych badań eksperymentalnych  

i teoretycznych. W wyniku tego procesu, nawet śladowe ilości szkodliwych substancji 

obecne w środowisku mogą ostatecznie osiągać niebezpieczne poziomy stężeń  

w tkankach organizmów. Konsekwencje ekologiczne mogą dotyczyć nie tylko 

organizmów bezpośrednio podatnych na biokoncentrację, ale także, na skutek 

biomagnifikacji, całych łańcuchów troficznych. Co więcej, wiele organizmów 

narażonych na zjawisko biokoncentracji, zwłaszcza w przypadku fauny i flory morskiej, 

stanowi istotną część ludzkiej diety. W związku z tym, związki chemiczne nagromadzone 

w tkankach tych organizmów, mogą także stanowić poważne zagrożenie dla zdrowia 

publicznego (Armitage i in., 2013). 

Standardowa metoda szacowania biokoncentracji w organizmach wodnych opiera 

się na doświadczeniach in vivo z wykorzystaniem ryb (np. OECD 305 (OECD, 2012)). 

Zastosowanie tej metody wymaga znaczących nakładów finansowych, jest czasochłonne 

oraz musi być poddane rygorom postepowania bioetycznego. Biorąc pod uwagę już 

ogromną i wciąż rosnącą liczbę związków chemicznych, dla których należy dokonać 

oceny ryzyka środowiskowego, wydajność metod in vivo jest zbyt mała, aby zapewnić 

odpowiednie dane dla wszystkich, potencjalnie szkodliwych substancji chemicznych 

(Weisbrod i in., 2009). W związku z tym, konieczne jest poszukiwanie alternatywnych 

rozwiązań, umożliwiających znacznie tańsze i szybsze określanie potencjału  
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do biokoncentracji, zachowując przy tym wysokie odwzorowanie procesów 

zachodzących w organizmach żywych. 

Chociaż alternatywne rozwiązania, zarówno w przypadku metod in vitro oraz  

in silico, istnieją i są stosowane od wielu lat, większość dostępnych modeli wciąż opiera 

się na relatywnie prostej relacji aktywności biologicznej, proporcjonalnej  

do zlogarytmizowanej wielkości współczynnika podziału oktanol-woda (log Kow, log P) 

lub współczynnika dystrybucji (log D), mającego zastosowanie w przypadku związków 

dysocjujących. Należy jednak mieć świadomość, że współczynniki te opierają się  

na hydrofobowości, traktując ją jako kluczową właściwość, odpowiadającą  

za ewentualną biokoncentrację (Fu i in., 2009). Wątpliwe jest jednak, że tak uproszczony 

model będzie w stanie odpowiednio odtworzyć oddziaływanie związków chemicznych 

ze złożonymi strukturami biologicznymi. Choć szacunki na podstawie log Kow mogą 

dawać przybliżony obraz ich zachowania w organizmach, często są one zaniżone, 

zwłaszcza w przypadku dużej części związków obdarzonych ładunkiem, które mogą 

wykazywać znacznie większy, niż oczekiwano, potencjał do biokoncentracji (Bittermann 

i in., 2018; Dołżonek i in., 2017; Treu i in., 2015).  

Na frakcję lipidową biorącą udział w procesie nagromadzania związków 

chemicznych w organizmach żywych składają się tłuszcze zapasowe i fosfolipidy 

(Weisbrod i in., 2009). Należy jednak pamiętać, że znacznie różnią się one od siebie 

zarówno strukturą, jak i funkcjonalnością, dlatego traktowanie ich jako jednej fazy 

lipidowej jest dużym uproszczeniem. Fosfolipidy zbudowane są z części hydrofilowej, 

zawierającej czwartorzędową resztę amonową (np. cholinę) i ujemnie naładowaną resztę 

fosforanową, połączoną z dwoma hydrofobowymi resztami kwasów tłuszczowych. Ich 

główna funkcja to tworzenie błon komórkowych. Z kolei lipidy magazynujące 

odpowiadają przede wszystkim za gromadzenie zapasów energetycznych. Wśród nich 

główną grupę stanowią triacyloglicerole, czyli estry glicerolu i trzech kwasów 

tłuszczowych (Lehner i Kuksis, 1996).   

Powinowactwo związków obdarzonych ładunkiem do błon komórkowych może 

być wzmacniane przez oddziaływania elektrostatyczne z grupami hydrofilowymi 

fosfolipidów (Bitterman i in., 2016). Stąd wyprowadzanie zależności wyłącznie  

w oparciu o wielkość log Kow, która nie uwzględnia tego rodzaju oddziaływania może 

być obarczone sporym błędem. Ponadto, należy podkreślić, że oddziaływania związków 

jonowych lub jonogennych z błonami biologicznymi są zależne nie tylko  
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od umiejscowienia ładunku w cząsteczce, ale także od całej struktury związku i jego 

właściwości sterycznych (Armitage i in., 2013).  

Warto także podkreślić, że lipidy nie są jedyną frakcją biologiczną, która może 

odpowiadać za biokoncentrację. Istotną rolę mogą także pełnić białka w tkance 

mięśniowej czy we krwi, do których istotne powinowactwo wykazują takie ksenobiotyki 

jak perfluorowane związki alkilowe, pochodne kwasu benzoesowego, niektóre pestycydy 

i leki (Henneberger i in., 2016a, 2016b; Endo i in., 2012, 2013; Endo i Goss, 2011;  

Ng i Hungerbühler, 2013). Dlatego bardzo istotne jest uwzględnienie przy szacowaniu 

biokoncentracji znacznie bardziej złożonych zależności i właściwości niż hydrofobowość 

oceniana za pomocą log Kow. Stało się to główną przesłanką do realizacji niniejszej pracy 

doktorskiej, której zasadniczym celem było określenie potencjału do biokoncentracji 

związków chemicznych obdarzonych ładunkiem. Do badań wybrano ciecze jonowe (ang. 

Ionic Liquids, ILs), stanowiące szeroką grupę soli ciekłych w temperaturze pokojowej, 

składających się z organicznych kationów i anionów o zróżnicowanej budowie 

chemicznej, a także produkty transformacji (TPs) leków, jako związki obdarzone 

ładunkiem o szczególnym znaczeniu w kontekście oceny ich ryzyka środowiskowego. 

Niniejsza praca stanowi cykl 7 powiązanych ze sobą tematycznie publikacji,  

z czego trzy pierwsze to prace przeglądowe [P1-P3] omówione w części literaturowej,  

a kolejne 4 publikacje [P4-P7] to prace eksperymentalne, w których opublikowano 

wyniki przeprowadzonych badań, co także zostało omówione w dalszej części pracy. 
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2. Część literaturowa 

2.1. Współczesne metody in vitro badania zjawiska biokoncentracji 

 

Zjawisko biokoncentracji antropogenicznych związków chemicznych zostało 

obszernie przedyskutowane w opublikowanej pracy przeglądowej [P1]  

z uwzględnieniem opisu współcześnie stosowanych metod in vitro wykorzystywanych  

do jego oceny. Należy podkreślić, że kompleksowa analiza procesu biokoncentracji 

wymaga uwzględnienia wszystkich trzech głównych frakcji biologicznych 

odpowiedzialnych za to zjawisko, czyli fosfolipidów, tłuszczy zapasowych oraz białek.  

Wśród narzędzi służących do określania powinowactwa do fosfolipidów 

tworzących błony komórkowe, wyróżnić należy metody wykorzystujące liposomy.  

Są to zbudowane z dwuwarstwy fosfolipidowej pęcherzyki, spontanicznie formujące się 

w roztworach wodnych (Alves i in., 2013; Balon i in., 1999; Decker i in., 2012; Escher  

i Schwarzenbach, 1996). Określanie powinowactwa związków chemicznych  

do sztucznych błon biologicznych przy użyciu liposomów jest jednak dość złożone,  

a najczęściej stosowaną techniką, wykorzystywaną w tym celu, jest dializa 

równowagowa, która jest czasochłonna (Escher i Schwarzenbach, 1996; Escher  

i in., 2000). Dodatkowo liposomy są stosunkowo niestabilne w buforze, co wymaga 

częstego powtarzania czasochłonnej procedury ich przygotowania. Pomimo 

wspomnianych wad, liposomy pozostają jednak najbardziej precyzyjnym narzędziem  

do określania powinowactwa do fosfolipidów, cechującym się najbardziej zbliżonymi 

właściwościami do rzeczywistych błon komórkowych.  

Alternatywne rozwiązanie stanowią lipidy osadzone na nośniku stałym (ang. 

Solid-Supported Lipid Membranes, SSLM), które są coraz częściej wykorzystywane  

do określania powinowactwa związków do błon komórkowych, szczególnie w badaniach 

farmaceutycznych i środowiskowych (Golius i in., 2016; Morandi i in., 2016; Dołżonek 

i in., 2017; Timmer i Droge, 2017; Droge, 2018). SSLM to mikroziarna krzemionkowe 

pokryte niekowalencyjnie związanymi dwuwarstwami fosfatydylocholiny, które oferują 

szybkie osiągnięcie stanu równowagi pomiędzy frakcją związaną i niezwiązaną  

z lipidem, dzięki czemu pozwalają na wydajne prowadzenie badań przesiewowych. 

Innym rozwiązaniem opartym o lipidy osadzone na nośniku stałym jest chromatografia 

cieczowa z zastosowaniem unieruchomionej sztucznej błony biologicznej (ang. 

Immobilized Artificial Membrane, IAM) (Tsopelas i in., 2018, 2017; Droge i in., 2017; 
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Timmer i Droge, 2017). Chromatografia IAM wykorzystuje krzemionkowe fazy 

stacjonarne, na których występują chemicznie związane fosfolipidy (Tsopelas i in., 2016).  

Tłuszcze zapasowe są kolejną frakcją, która może gromadzić zanieczyszczenia 

środowiskowe, aczkolwiek ich oddziaływania ze związkami chemicznymi opierają się  

na mniej złożonych mechanizmach niż w przypadku białek i fosfolipidów (Endo i Goss, 

2013). Powinowactwo związków chemicznych do tłuszczów zapasowych zwykle szacuje 

się na podstawie współczynnika podziału trioleina – woda (Ktw), wyznaczanego 

analogicznie do współczynnika podziału oktanol – woda (Chiou, 1985). Bardziej 

nowatorskie podejście, wykorzystujące silikonowe mikrorurki wykonane  

z polidimetylosiloksanu (PDMS), zaproponowano w pracy Mayer i in. (2009). Metoda  

ta całkowicie oddziela fazę wodną od olejowej, zapobiegając niepożądanym efektom, 

takim jak minimalne rozpuszczanie się oleju w wodzie. 

O ile lipidy bardzo często poruszane są w literaturze w odniesieniu do procesu 

biokoncentracji, to znacznie rzadziej dyskutowanym aspektem jest wiązanie się 

substancji z białkami. Te z kolei, będąc podstawowym składnikiem budulcowym 

organizmów, mogą także odgrywać ważną rolę w absorpcji zanieczyszczeń 

środowiskowych (Escher i in., 2011; Henneberger i in., 2016a, 2016b; Ng i Hungerbühler, 

2013). Co więcej, znaczenie białek może być szczególnie duże w przypadku związków 

jonowych (Henneberger i in., 2016b). W tym kontekście wyróżnić należy dwie różne 

klasy białek: białka krwi, w tym albumina i alfa-1-kwaśna glikoproteina, znane ze swoich 

właściwości wiążących oraz białka budulcowe takie jak np. aktyna, miozyna, keratyna 

czy kolagen. Podobnie jak w przypadku liposomów, dializa równowagowa jest często 

wykorzystywana do wyznaczenia masy analitu we frakcji niezwiązanej w celu dalszej 

ilościowej oceny powinowactwa związków chemicznych do białek (Oemisch i in., 2014). 

Inną popularną techniką wykorzystywaną w celu analizy wiązania związków 

chemicznych z białkami jest ultrafiltracja (Fung i in., 2003; Singh i Mehta, 2006). 

Alternatywnym narzędziem są białka osadzone na nośniku stałym, gdzie 

wykorzystywane są różne frakcje białkowe kowalencyjnie związane z powierzchnią 

mikroziaren krzemionkowych (Loidl-Stahlhofen i in., 2001). Białka stosowane  

są również jako fazy stacjonarne w kolumnach chromatograficznych (Kim i in., 2004; 

Mallik i in., 2005).  
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2.2. Ciecze jonowe i produkty transformacji leków jako modelowe związki 

obdarzone ładunkiem 

2.2.1. Ciecze jonowe 

 

Zgodnie z definicją, ciecze jonowe (ang. Ionic Liquids, ILs) to sole, które osiągają 

stan ciekły już w temperaturze pokojowej (Beil i in., 2021; Guo i in., 2015). Od początku 

XXI wieku związki te zyskały ogromną popularność w środowisku naukowym, 

stanowiąc obiecującą alternatywę dla wielu klasycznych rozwiązań w chemii.  

Ich struktura opiera się zazwyczaj na złożonym kationie organicznym połączonym  

z nieorganicznym lub organicznym anionem (Guo i in., 2015). Przykładowe struktury 

organicznych jonów ILs zostały przedstawione na Rysunku 1. Wśród wielu właściwości, 

które sprawiły, że ILs stały się tak popularne, wyróżnić należy niską prężność par,  

co czyni je doskonałą alternatywą dla lotnych rozpuszczalników. Ich ważne cechy 

obejmują również wysoki zakres stabilności termicznej, a także niepalność (Singh  

i Savoy, 2020). Pośród licznych potencjalnych zastosowań, ILs w ostatnich latach zostały 

zaproponowane jako: wydajne ekstrahenty biomasy (Sen Tan i in., 2020), dodatki  

do hybrydowych elektrolitów w bateriach litowo-metalowych (Yang i in., 2020), 

zrównoważone inhibitory korozji (Verma i in., 2021), dodatki do smarów (Oulego  

i in., 2018), absorbenty CO2 (Aghaie i in., 2018), polimery stosowane jako sorbenty  

w technice ekstrakcji do fazy stałej (SPE) (Liu i in., 2021) lub medium do przygotowania 

biopolimerów umożliwiających dostarczanie genów lub leków do tkanek (Chen  

i in., 2018). 

 

Rysunek 1. Przykładowe wzory strukturalne ILs 

Należy jednak nadmienić, że od wielu lat prowadzone są, m.in. w Katedrze 

Analizy Środowiska Wydziału Chemii Uniwersytetu Gdańskiego, szczegółowe badania 
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nad toksycznością ILs, która według wielu doniesień może być znacząca zarówno dla 

mikroorganizmów, takich jak bakterie i glony, jak i dla bezkręgowców wodnych, czy też 

ryb (Beil i in., 2021; Latała i in., 2005; Latała i in., 2009; Thamke i in., 2022). Co ważne, 

choć w literaturze naukowej dostępna jest dość znacząca liczba danych na temat 

toksyczności ILs, wciąż brakuje szczegółowych informacji na temat dokładnych 

mechanizmów odpowiedzialnych za ich szkodliwy wpływ na organizmy (Costa  

i in., 2017).  

Chociaż zainteresowanie środowisk naukowych potencjalnym zastosowaniem ILs 

jest ogromne, nie znajduje to jeszcze odpowiedniego odzwierciedlenia w przemysłowej 

produkcji tych związków, a tym samym obecności w środowisku. Warto jednak 

zauważyć, że współcześnie wykrywa się w ekosystemach wodnych czy też produktach 

spożywczych kationy analogiczne do tych stosowanych w ILs - głównie czwartorzędowe 

sole amoniowe (np. Bertuzzi i in., 2014; Hepperle i in., 2013; Friedle i in., 2012; Xiang  

i in., 2015; Ferrer i in., 2001). Ich szerokie zastosowanie, szczególnie w środkach 

powierzchniowo czynnych i dezynfekcyjnych, sprawia, że mogą z łatwością 

przedostawać się do środowiska. W pracy Pati i in. (2020) wykryto stężenie tych soli  

w ściekach na poziomie kilku μg/L. Z kolei Li i Brownawell (2009) oznaczyli te związki 

w osadach ujść rzek w stężeniach sięgających 74 μg/g. Najnowsze doniesienia 

literaturowe dotyczące pionierskich prac nad identyfikacją obecności cieczy jonowych  

w środowisku, a także osiągnięcia analityczne dotyczące oznaczania śladowych ilości 

tych związków w różnych matrycach zostały szczegółowo omówione w pracy [P2]. 

Według doniesień z ostatnich lat, niektóre ILs mogą również wykazywać wysoki 

potencjał do biokoncentracji. Przeprowadzone badania wykazały, że związki te cechują 

się dużym powinowactwem do błon fosfolipidowych i białek krwi, co może skutkować 

ich akumulacją w organizmach (Dołżonek i in., 2017; Kowalska i in., 2022). Doniesienia 

z ostatnich lat wskazują, że problem środowiskowy mogą stanowić także kationy 

imidazoliowe, które nie są jeszcze tak powszechnie stosowane. W pracy Leitch  

i in. (2021) wykazano, że kation 1-oktylo-3-metyloimidazoliowy został wykryty we krwi 

pacjentów z autoimmunologiczną chorobą wątroby, pierwotną marskością żółciową  

(z ang. Primary Biliary Cholangitis, PBC), co może sugerować jego właściwości 

hepatotoksyczne. W związku z tym badania nad biokoncentracją ILs stanowią niezwykle 

istotną kwestię również w zakresie ich potencjalnej toksyczności i dlatego stały się 

zasadniczym przedmiotem podjętych w ramach niniejszej pracy doktorskiej badań.  
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2.2.2. Produkty transformacji leków  

 

Leki stanowią grupę związków o szczególnym znaczeniu w kontekście oceny 

ryzyka środowiskowego. W ostatnich dziesięcioleciach zaczęto dostrzegać zagrożenie 

stwarzane przez te substancje, co zaowocowało dużą liczbą badań mających na celu 

lepsze zrozumienie ich wpływu na ekosystemy. Wiadomo, że związki te są powszechnie 

obecne w środowisku, a wiele prac naukowych szczegółowo analizuje ich mechanizmy 

działania na organizmy niebędące przedmiotem leczenia (Grabarczyk i in., 2020; Białk-

Bielińska i in., 2022; Li i in., 2021; Świacka i in., 2021). Badania z ostatnich lat sugerują 

ponadto, że same leki stanowią zaledwie część problemu, a istotnym zagrożeniem mogą 

być także produkty ich przemian (ang. Transformation Products, TPs). Do TPs zalicza 

się metabolity wydalane przez organizm poddany terapii leczniczej, ale także produkty 

przemian biotycznych i abiotycznych zachodzących po opuszczeniu organizmu, np.  

w oczyszczalniach ścieków oraz w środowisku wodnym (Zhou i in., 2019). 

W przeciwieństwie do omawianych wcześniej ILs, trwale obdarzonych 

ładunkiem, TPs leków zazwyczaj ulegają zjonizowaniu w wyniku dysocjacji grup 

funkcyjnych o charakterze kwasowym lub przyłączenia protonu do grupy zasadowej (np. 

dysocjacja badanego w niniejszej pracy 2-hydroksyibuprofenu przedstawiona  

na Rysunku 2). Jonogennymi grupami funkcyjnymi często występującymi  

w cząsteczkach farmaceutyków lub ich produktów przemian są ugrupowania aminowe, 

fenolowe czy sulfonowe.  

 

Rysunek 2. Reakcja dysocjacji 2-hydroksyibuprofenu  

 

Szczegółowy przegląd najnowszych doniesień związanych z obecnością 

produktów transformacji leków w środowisku, ich toksycznością oraz potencjalną 

biokoncentracją został przedstawiony w kolejnej pracy przeglądowej [P3].  
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Należy podkreślić, iż mimo że większość dotychczas przeprowadzonych analiz 

środowiskowych skupiała się na wykrywaniu leków w niezmienionej formie,  

w ostatnich latach zaczęły pojawiać się doniesienia sugerujące, że ich TPs mogą osiągać 

podobne lub nawet wyższe poziomy stężeń w środowisku (Kołecka i in., 2019, 2020). 

Analizy wód gruntowych w Barcelonie (Lopez-Serna i in., 2013) wykazały obecność 

licznych TPs jak np. metabolity enalaprilu i propranololu w ilości kilkukrotnie wyższej 

od związków macierzystych. Również w pracach de Oliveira Klein i in. (2021) oraz 

Langford i in. (2010) wykazano, że środowiskowe stężenia TPs gemcytabiny  

i karbamazepiny były wyższe niż substancji macierzystych. Zgodnie z pracą przeglądową 

Zhou i in. (2019), w europejskich wodach powierzchniowych zidentyfikowano 66 TPs 

farmaceutyków. Zaś wyniki badań Petrie i in. (2015) sugerują, że aż 20% nowo 

wykrytych zanieczyszczeń w wodach Wielkiej Brytanii to produkty metabolizmu.  

Dane literaturowe dotyczące (eko)toksyczności tych indywiduów chemicznych 

skupiają się zaledwie na kilku najbardziej powszechnych TPs, takich jak norfluoksetyna, 

O-desmetyltramadol lub pochodne sulfonamidów. Jak wynika z informacji 

przedstawionych na Rysunku 1 w publikacji [P3], w większości przypadków TPs leków 

wykazują niższą lub podobną toksyczność w porównaniu do form macierzystych. Jednak 

w przypadku niesteroidowych leków przeciwzapalnych, antybiotyków i leków 

przeciwpadaczkowych, odnotowano toksyczność wyższą w porównaniu do ich form 

natywnych (Cazzaniga i in., 2020; Bergheim i in., 2012; Toolaram i in., 2017).  

Jeszcze bardziej ograniczony jest stan wiedzy na temat potencjalnej 

biokoncentracji TPs. Chociaż istnieją doniesienia literaturowe potwierdzające obecność 

niektórych metabolitów leków (np. antybiotyków, leków przeciwpadaczkowych)  

w tkankach organizmów wodnych, trudno jest ocenić ich spójność ze względu  

na niewielką ilość danych. W związku z tym w niniejszej pracy doktorskiej badania nad 

procesem biokoncentracji związków obdarzonych ładunkiem rozszerzono także  

o wybrane związki z tej grupy. 

 

2.3. Analityka ILs i TPs leków 

 

Pierwsze na świecie metody analityczne stosowane do oznaczania ILs zostały 

opracowane w Katedrze Analizy Środowiska Uniwersytetu Gdańskiego. Opierają się one 

przede wszystkim na wykorzystaniu techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

(ang. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) (Stepnowski i in., 2003; 
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Stepnowski, 2006). Wynika to z faktu, że większość ILs to związki stosunkowo dobrze 

rozpuszczalne w wodzie. Z kolei ich bardzo niska lotność uniemożliwia zastosowanie 

techniki chromatografii gazowej. W przypadku próbek o dość prostym składzie matrycy, 

po skutecznym rozdzieleniu chromatograficznym, możliwe jest zastosowanie detektora 

spektrofotometrycznego z matrycą fotodiodową (ang. Diode Array Detector, DAD) 

(Zhou i in., 2017; Shao i in., 2018). Alternatywnym rozwiązaniem jest zastosowanie 

detektora konduktometrycznego (Markowska i Stepnowski, 2008; Stepnowski  

i Markowska, 2008; 409 Liu i in., 2021) stosowanego w technice chromatografii jonowej 

(ang. Ion Chromatography, IC). Jednakże również w tym przypadku istnieją istotne 

ograniczenia, wynikające przede wszystkim z niskiej specyficzności tego rodzaju 

detekcji, a także ograniczonej czułości względem złożonych jonów organicznych,  

w których ładunek elektryczny jest silnie ekranowany. W związku z tym najczęściej 

wykorzystywaną techniką analityczną oznaczania ILs w próbkach o złożonym składzie 

matrycy jest chromatografia cieczowa sprzężona z spektrometrią mas (ang. Liquid 

Chromatography – Mass Spectrometry, LC-MS), czy tandemową spektrometrią mas (LC-

MS/MS) (Stepnowski i in., 2003; Liu i Yu, 2016; Pati i Arnold, 2020; Ruan i in., 2014).  

Podobnie, jak w przypadku ILs, LC-MS czy LC-MS/MS to także najczęściej 

wykorzystywane techniki analityczne do oznaczania TPs leków (Hansen i in., 2009; Celiz 

i in., 2010), szczególnie w próbkach środowiskowych, choć niejednokrotnie borykają się 

one z wyzwaniami, takimi jak efekty matrycowe (Jones i in., 2001). Z kolei technika  

GC-MS (ang. Gas Chromatography - Mass Spectrometry), ze względu na niższe granice 

wykrywalności, może stanowić wartościową alternatywę, zwłaszcza w przypadku 

związków niepolarnych i lotnych (Ardrey, 2003).  
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3. Cele pracy 

 

Zasadniczym celem niniejszej pracy doktorskiej było określenie potencjału  

do biokoncentracji związków obdarzonych ładunkiem na przykładzie dwóch grup 

analitów tj. cieczy jonowych (ILs) i produktów transformacji (TPs) leków wykorzystując 

metody in vitro oraz in vivo. Do szczegółowych celów należało: 

 

1. Opracowanie i walidacja metod oznaczania końcowego wybranych kationów ILs 

z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej [P4]; 

2. Ocena powinowactwa ILs [P4] oraz TPs leków [P5] do lipidów membranowych 

metodą in vitro z wykorzystaniem SSLMs; 

3. Opracowanie i walidacja nowej metodyki oznaczania kationów 

alkiloimidazoliowych ILs w tkankach małży z wykorzystaniem techniki 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzężonej z tandemową 

spektrometrią mas [P6]; 

4. Ocena biokoncentracji wybranych kationów alkiloimidazoliowych metodą in vivo  

z wykorzystaniem małży Mytilus trossulus [P7]. 
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4. Część eksperymentalna  

4.1. Wykaz wytypowanych do badań analitów 

4.1.1. Ciecze jonowe (ILs) 

 

Wszystkie ILs wykorzystane w ramach niniejszej pracy doktorskiej zostały 

zestawione w Tabeli 1. Zestaw ten obejmuje 27 ILs o zróżnicowanej budowie 

chemicznej, w tym 14 kationów organicznych z prostym przeciwjonem nieorganicznym, 

8 anionów organicznych z prostym przeciwjonem nieorganicznym oraz 5 kombinacji 

kationów i anionów organicznych.  

 

Tabela 1. Wykaz cieczy jonowych wykorzystanych w niniejszej pracy doktorskiej 

L.p Akronim Pełna nazwa (numer CAS) Wzór strukturalny 

1 [IM18][C(CN)3] tricyjanometan  

1-metylo-3-oktyloimidazoliowy 

(1203710-60-4)   

2 [IM18][B(CN)4] tetracyjanoboran  

1-metylo-3-oktyloimidazoliowy 

(178631-04-4) 

 

3 [IM18][TF2N] bis(trifluorometanosulfon)imidek  

1-metylo-3-oktyloimidazoliowy 

(178631-04-4) 

 

4 [Na][C(CN)3] tricyjanometan sodu 

(90076-67-8) 

 

5 [Na][B(CN)4] tetracyjanoboran sodu 

(261356-49-4) 

 

6 [Na][TF2N] bis(trifluorometanosulfonylo)imidek  

sodu 

(90076-67-8)  

7 [IM1-1Ph][Cl]  chlorek 1-benzylo-3-

metyloimidazoliowy  

(36443-80-8)  
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8 [IM1-2Ph][Cl]  chlorek  

1-metylo-3-fenyloetyloimodazoliowy 

(brak numeru CAS) 
 

9 [Py4-

4NMe2][Cl]  

chlorek 4-amino-1-butylopirydyniowy 

(brak numeru CAS) 

 

10 [IM-10-10-

2Me][Cl]  

chlorek 1,3-didecylo-

metylimidazoliowy 

(70862-65-6)  

11 [N11-10-Ph][Cl] chlorek 

benzylodimetylodecyloamoniowy 

(965-32-2) 

 

12 [N11-12-Ph][Cl]  chlorek 

benzylodimetylododecyloamoniowy 

(139-07-1) 

 

13 [N11-14-Ph][Cl]  chlorek 

benzylodimetylotetradecyloamoniowy 

(139-08-2) 

 

14 [Py12][Br] bromek dodecylopirydyniowy 

(104-73-4) 

 

15 [IM1-12] 

[H(C2F4)SO3] 

tetrafluoroetanosulfonian  

1-metylo-3-dodecyloimidazoliowy 

(brak numeru CAS) 

 

16 [IM18][H(C2F4)

SO3] 

tetrafluoroetanosulfonian  

1-metylo-3-oktyloimidazoliowy 

(brak numeru CAS) 
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17 [P1-3Ph][Cl] chlorek metylotrifenylofosforanowy 

(1779-49-3) 

 

18 [IM1-1PhF5][Cl] chlorek 1-metylo-3-(2,3,4,5,6-

pentafluorobenzylo)imidazoliowy 

(brak numeru CAS) 

 

19 [Na][PF6] heksafluorofosforan sodu 

(21324-39-0) 

 

20 [K][H(C2F4)SO3

] 

tetrafluoroetanosulfonian potasu 

(123215-04-3) 

 

21 [Na][CF3SO3] trifluorometanosulfonian sodu 

(2926-30-9)  

22 [K][(C2F5)3PF3] tris(pentafluoroetylo)trifluorofosforan 

potasu 

(23215-04-3)  

23 [K][(FSO2)2N] bis(fluorosulfonylo)imidek potasu 

(14984-76-0) 

 

24 [N1118][Cl] chlorek oktylotrimetyloamoniowy 

(2083-68-3) 

 

25 [P1118][Br] bromek oktylotrimetylofosforanowy 

(brak numeru CAS) 

 

26 [Mor8][Cl] chlorek  

1-metylo-3-oktylomorfoliniowy 

(brak numeru CAS) 

 

27 [Mor12][Cl] chlorek  

1-metylo-3-dodecylomorfoliniowy 

(brak numeru CAS) 

 

 

4.1.2. Produkty transformacji leków (TPs) 

  

 Szczegółowe zestawienie TPs wykorzystanych w niniejszej pracy zostało 

przedstawione w Tabeli 2.  
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Tabela 2. Wykaz TPs leków wykorzystanych w niniejszej pracy (wartości pKa  

na podstawie Tzvetkov i in., 2011; Rossini i in., 2016) 

L.p. Akronim Pelna nazwa (numer CAS) pKa Wzór strukturalny 

1 2-OH-IBU 2-hydroksyibuprofen 4,12 

 

2 des-NPX O-desmetylnaproksen 4,87 

 

3 4-OH-DIC 4-hydroksydiklofenak 4,17  

4 10-OH-

CBZ 

10,11-dihydro-10-

hydroksykarbamazepina 

12,8 

 

5 CBZ-Ep epoksyd karbamazepiny 16 

 

6 O-DMTRA O-desmetyltramadol 9,13 

 

7 ac-SMX N-acetylosulfametoksazol 5 
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4.2. Schemat przeprowadzonych badań 

 

 

Rysunek 3. Schemat badań przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej 

 

4.3. Opracowanie i walidacja metod oznaczania końcowego wybranych kationów 

ILs z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD 

 

W pierwszym etapie badań opracowano i zwalidowano metody oznaczania 

końcowego wszystkich badanych kationów ILs zawierających w swej budowie 

ugrupowania chromoforowe, umożliwiające detekcję spektrofotometryczną (Shimadzu 

Nexera XR A). Szczegóły dotyczące dobranych warunków opracowanych metod 

analitycznych, w tym wykorzystane wypełnienia chromatograficzne, skład faz 

ruchomych, a także parametry walidacyjne podsumowano w informacjach 

uzupełniających do publikacji [P4] (Tabela S1 oraz S2). Tak opracowane i w pełni 

zwalidowane metody oznaczania końcowego zostały wykorzystane jako narzędzia 

analityczne w ocenie potencjału do biokoncentracji ILs w badaniach metodami in vitro 

[P4].  

Z kolei wszystkie aniony, a także kationy bez ugrupowań chromoforowych w swej 

strukturze chemicznej analizowano z wykorzystaniem techniki chromatografii jonowej  

Ocena in vivo

Ocena biokoncentracji wybranych kationów ILs w tkankach M. trossulus [P7]

Ocena in vitro

Ocena powinowactwa ILs do fosfolipidów 
[P4]

Ocena powinowactwa TPs leków do 
fosfolipidów [P5]

Analityka

Opracowanie i walidacja metod oznaczania 20 
kationów ILs za pomocą HPLC [P4]

Opracowanie i walidacja metody oznaczania 
mieszaniny kationów imidazoliowych 

z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS [P6]
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z detektorem konduktometrycznym (940 Professional IC Vario, Szwajcaria), 

wykorzystując metody uprzednio opracowane i zwalidowane przez Panią mgr Dorotę 

Kowalską, z którą byłem współwykonawcą w projekcie nr NCN2016/23/G/ST5/04245. 

Ich podstawowe parametry zostały przedstawione w publikacji [P4] (Tabela S1 oraz S2). 

W przypadku analizy wytypowanych do badań TPs leków, skorzystano z metod 

uprzednio opracowanych i zwalidowanych przez zespół Katedry Analizy Środowiska 

(Toński i in., 2019). 

 

4.4. Badanie powinowactwa ILs [P4] i TPs leków [P5] do lipidów membranowych  

z wykorzystaniem SSLMs 

 

Dokładny opis przeprowadzonych badań przedstawiono w publikacjach [P4-P5]. 

Do badań wytypowano łącznie 27 ILs (Tabela 1), zróżnicowanych strukturalnie, tak aby 

można było ocenić wpływ budowy chemicznej na proces oddziaływania z fosofolipidami 

i finalnej biokoncentracji, przede wszystkim takich elementów jak rodzaj kationu lub 

anionu, długość łańcucha bocznego, czy obecność dodatkowych pierścieni 

aromatycznych w strukturze kationu [P4]. Podobna przesłanka wzięta była pod uwagę 

przy doborze 7 TPs, których zróżnicowanie strukturalne pozwoliło na ocenę zmienności 

struktury na badane procesy [P5]. Powinowactwo wszystkich badanych związków 

chemicznych do fosfolipidów tworzących błony komórkowe określano przy użyciu 

testów mikropłytkowych TRANSIL XL Intestinal Absorption Kit (Sovicell GmbH, 

Niemcy) zgodnie z procedurą przedstawioną na Rysunku 4. każdy z testowanych 

związków chemicznych przygotowanych w buforze PBS dodawano do 6 studzienek 

zawierających SSLMs (różne stężenia fosfolipidów) oraz dwóch studzienek kontrolnych 

(zawierających tylko bufor PBS). Następnie próbki inkubowano, wytrząsając je przez 12 

minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, próbki odwirowywano, po czym 

uzyskany roztwór znad osadu przenoszono do szklanych naczynek chromatograficznych 

i poddawano analizie chromatograficznej. W przypadku ILs wykorzystano metody 

opisane w Tabeli S1 w publikacji [P4]. Z kolei stężenia końcowe TPs leków zostały 

oznaczone z wykorzystaniem metod przedstawionych w Tabeli 1 w publikacji [P5].  

Na podstawie oznaczonych stężeń ILs i TPs leków w analizowanej frakcji niezwiązanej 

wyznaczano izotermy i obliczano wartości logarytmicznego współczynnika podziału 

membrana-woda (logMA).   
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Rysunek 4. Schemat przedstawiający układ testowy TRANSIL 

 

Otrzymane dane eksperymentalne zostały także porównane z wynikami 

uzyskanymi za pomocą modelu COSMOmic (ang. COnductor like Screening MOdel for 

MICells), który wykorzystując obliczenia kwantowo-mechaniczne został opracowany  

do przewidywania oddziaływania związków chemicznych z błonami biologicznymi 

(Klamt i in., 2008). Modelowanie zostało wykonane przez dr Stephana Beila  

z Uniwersytetu Technicznego w Dreźnie, z którym byłem współwykonawcą w projekcie  

nr NCN2016/23/G/ST5/04245. Uzyskane wyniki zostały w dalszej kolejności porównane 

statystycznie z wynikami uzyskanymi metodą in vitro we współpracy z dr hab. Agnieszką 

Gajewicz-Skrętną z Katedry Chemii i Radiochemii Środowiska Wydziału Chemii 

Uniwersytetu Gdańskiego [P4]. 

 

4.5. Opracowanie i walidacja nowej metodyki oznaczania kationów imidazoliowych 

ILs w tkankach małży [P6] 

 

Koncepcja jak i dokładny opis badań przeprowadzonych w celu opracowania 

metodyki oznaczania kationów imidazoliowych ILs w tkankach małży zostały 

przedstawione na Rysunku 1 w publikacji [P6]. W pierwszych dwóch etapach, które 

miały na celu dobranie odpowiedniego złoża w technice ekstrakcji do fazy stałej (ang. 

Solid-Phase Extraction, SPE) wykorzystywanej do izolacji analitów i oczyszczania 

uzyskiwanych ekstraktów oraz dobranie najbardziej wydajnej techniki ekstrakcji ILs  
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z tkanek małży wytypowano jeden związek modelowy: [IM18]+. Podczas wyboru złoża 

w technice SPE do analizy instrumentalnej wykorzystano technikę HPLC-DAD,  

ze względu na uproszczony skład matrycy, którą na tym etapie stanowiła sztuczna woda 

morska. Jednak w kolejnych etapach próbki analizowano przy wykorzystaniu techniki 

LC-MS/MS, co wiązało się z koniecznością uprzedniego przeprowadzenia procesu 

dobrania warunków jednoczesnej analizy wybranych kationów ILs, jak i walidacji 

instrumentalnej, co zostało szczegółowo opisane w kolejnym rozdziale (Rozdział 4.5.1). 

Po wybraniu najbardziej wydajnej techniki ekstrakcji związku modelowego z tkanek 

małży, dalsze etapy, obejmujące wybór ostatecznych warunków metody ekstrakcji, 

przeprowadzono przy użyciu docelowej mieszaniny cieczy jonowych opartych  

o homologiczny szereg czterech kationów alkiloimidazoliowych: ([IM16]+, [IM18]+, 

[IM1-10]+, [IM1-12]+) [P6]. Ostatecznie, zaproponowana nowa procedura oznaczania 

mieszaniny wybranych kationów ILs z tkanek małży została poddana pełnej walidacji  

i w kolejnym etapie wykorzystana w toku badań nad oceną ich biokoncentracji metodą 

in vivo.  

 

4.5.1 Opracowanie metody oznaczania końcowego wybranych kationów  

ILs z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS 

 

 Analizy instrumentalne prowadzono przy użyciu systemu UHPLC składającego 

się z pompy wysokociśnieniowej, automatycznego podajnika próbek i termostatu, 

sprzężonego ze spektrometrem mas (LCMS-8050) wyposażonego w analizator typu 

potrójny kwadrupol (QqQ) oraz źródło jonizacji na drodze elektrorozpraszania (ESI) 

(Shimadzu, Japonia). Do rozdzielenia chromatograficznego badanych związków 

wykorzystano kolumnę Kinetex (2,6 μm, XB-C18, 100 Å, 100 × 3 mm) firmy 

Phenomenex (Kanada). Składnik A fazy ruchomej stanowił acetonitryl, natomiast 

składnik B 10 mM wodny roztwór octanu amonu. W toku analiz pracowano w trybie 

jonów dodatnich, a dla każdego analitu monitorowano dwa charakterystyczne przejścia 

fragmentacyjne (tryb monitorowania wybranych reakcji fragmentacji, ang. Multiple 

Reaction Monitoring, MRM). Opracowana metoda analityczna została w pełni 

zwalidowana poprzez wyznaczenie takich parametrów jak: precyzja (CV, [%]), 

poprawność (R, [%]), liniowość, a także instrumentalna granica wykrywalności (ang. 

Instrumental Detection Limit, IDL) i instrumentalna granica oznaczalności (ang. 
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Instrumental Quantification Limit, IQL), zgodnie z informacjami przedstawionymi  

w pracy [P6] (Rozdziały 2.8 i 2.9). 

 

4.5.2 Opracowanie procedury oznaczania wybranych kationów imidazoliowych  

ILs w tkankach małży 

 

Małże M. trossulus wykorzystane na etapie opracowywania metodyki 

analitycznej pobrano z Zatoki Gdańskiej w ramach rejsu statkiem naukowo-badawczym 

Instytutu Oceanologii PAN r/v „Oceania”. Organizmy pobrano wiosną 2021  

r. i natychmiast zamrożono (w temperaturze -20 °C), a następnie, po przetransportowaniu  

do laboratorium, poddano liofilizacji. Suche tkanki homogenizowano w moździerzu 

porcelanowym do uzyskania jednolitej masy, po czym przechowywano je w lodówce. 

 Opracowanie optymalnych warunków procedury ekstrakcji imidazoliowych 

kationów ILs obejmowało kilka etapów, które szczegółowo zostały opisane w publikacji 

[P6], tj.: 

 

a) Dobranie rodzaju złoża i warunków ekstrakcji do fazy stałej (SPE) jako techniki 

służącej do izolacji i wzbogacania analitów z próbek wód i ekstraktów z małży 

uzyskanych w teście in vivo. 

SPE wykonano przy użyciu systemu Baker SPE 12G (Avantor Performance 

Materials, Polska). Wstępnego doboru odpowiedniego sorbentu dokonano dla wody 

dejonizowanej z dodatkiem wzorcowej cieczy jonowej [IM18][C(CN)3]. W trakcie badań 

sprawdzono odzysk analitów z sorbentów wykorzystujących oddziaływania jonowe 

(Oasis WCX, Strata X-CW, Discovery SCX) oraz hydrofilowo-hydrofobowe (Strata  

X i Oasis HLB). Na tej podstawie ostatecznie w pracy wykorzystano złoże typu Oasis 

HLB (6 ml, 200 mg; Waters, USA). Na tym etapie badań wykorzystano uprzednio 

opracowaną metodę oznaczania kationu [IM18]+ z wykorzystaniem techniki HPLC-

DAD.  

 

b) Wytypowanie najbardziej efektywnej techniki ekstrakcji modelowego kationu 

imidazoliowego [IM18]+ z tkanek małży. 

Na tym etapie sprawdzono wydajność trzech różnych technik ekstrakcji takich 

jak: przyspieszona ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika (ang. Accelerated Solvent 

Extraction, ASE), ekstrakcja rozpuszczalnikiem za pomocą homogenizatora (HOMO) 
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oraz ekstrakcja za pomocą rozpuszczalnika wspomagana promieniowaniem 

mikrofalowym (ang. Microvawe Assisted Extraction, MAE) dla wybranego modelowego 

kationu tj. [IM18]+. Szczegóły dotyczące testowanych warunków ekstrakcji 

przedstawiono w Tabeli 1 [P6]. Należy podkreślić, iż uzyskane ekstrakty poddawano 

oczyszczeniu i zatężeniu (jeśli była taka konieczność) z wykorzystaniem uprzednio 

opracowanej procedury SPE (jak opisano to powyżej). Na tym etapie analizy końcowe 

otrzymanych próbek prowadzono z wykorzystaniem uprzednio opracowanej metody 

oznaczania końcowego kationów imidazoliowych ILs techniką LC-MS/MS w trybie 

MRM (Rozdział 4.5.1). 

 

c) Dobranie odpowiednich warunków ekstrakcji mieszaniny czterech kationów 

imidazoliowych ILs z tkanek małży z wykorzystaniem techniki MAE-SPE-LC-MS/MS. 

Na podstawie wyników uzyskanych dla modelowego kationu, do ekstrakcji 

imidazoliowych kationów ILs z tkanek małży wytypowana została technika MAE. 

Dlatego też w ramach opracowania wydajnej metody ekstrakcji czterech cieczy 

jonowych, różniących się właściwościami fizyko-chemicznymi testowane były różne 

warunki tego procesu, modyfikując temperaturę oraz moc promieniowania,  

co zostało przedstawione w Tabeli 2 [P6]. Uzyskane ekstrakty również oczyszczano  

z wykorzystaniem uprzednio opracowanej metody SPE. Na tym etapie próbki 

analizowano stosując wcześniej opracowaną metodę oznaczania końcowego kationów 

imidazoliowych ILs z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS w trybie MRM (Rozdział 

4.5.1). W toku badań oceniano wydajność testowanych procedur ekstrakcji na podstawie 

wyznaczonego odzysku bezwzględnego poszczególnych analitów oraz wartości efektów 

matrycowych, które zostały obliczone na podstawie wzorów przedstawionych  

w Rozdziale 2.9.1. [P6]. 

 

4.5.3 Walidacja opracowanej metodyki 

 

 Opracowana metodyka została poddana pełnej walidacji poprzez analizę próbek 

tkanek małży z dodatkiem mieszaniny wzorcowej czterech kationów ILs na sześciu 

poziomach stężeń (50, 100, 150, 200, 300, 500 ng/g suchej masy), w trzech 

powtórzeniach dla każdego stężenia ILs. Następnie obliczone zostały parametry 

walidacyjne zgodnie z informacjami przedstawionymi w Rozdziale 2.8.1 [P6]. 
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4.6. Badanie biokoncentracji wybranych kationów imidazoliowych w testach in vivo 

z wykorzystaniem małży M. trossulus [P7]  

 

Koncepcja, jak i dokładny opis badań przeprowadzonych w celu oceny 

biokoncentracji wybranych kationów imidazoliowych zostały przedstawione  

i szczegółowo omówione w publikacji [P7]. W toku tych badań wykorzystane zostały 

osobniki M. trossulus, które złowiono z Zatoki Gdańskiej we wrześniu 2020  

r., październiku 2021 r. i listopadzie 2021 r. podczas rejsów badawczych na pokładzie r/v 

„Oceania”. Natychmiast po pobraniu wybrane osobniki o długości muszli od 2,7 do 4,5 

cm przeniesiono na 24 godziny do zbiorników z napowietrzaną wodą morską, 

umożliwiając im filtracyjne oczyszczenie ustroju. Po dostarczeniu małży  

do laboratorium, dokładnie usunięto z ich muszli epifity i aklimatyzowano przez 14 dni 

w zbiornikach termostatowanych wypełnionych sztuczną wodą morską o odpowiednim 

zasoleniu i temperaturze, co zostało przedstawione w publikacji [P7].  

Badania in vivo z wykorzystaniem małży M. trossulus zostały podzielone na dwie 

zasadnicze sekcje. W pierwszej części, w ramach wstępnych badań wykonane zostały 

testy toksyczności ostrej, co miało na celu określenie najwyższego stężenia 

niepowodującego śmiertelności badanych organizmów, które następnie zastosowano  

w testach biokoncentracji. W dalszej kolejności przystąpiono do testu głównego,  

tj. badania stopnia biokoncentracji wytypowanych cieczy jonowych w małżach. W tym 

celu do badań wybrano sole oparte o dwa kationy imidazoliowe: [IM18]+ oraz [IM1-12]+, 

które testowano w dwóch różnych zasoleniach tj. 8 oraz 16 PSU. Dodatkowo dla [IM18]+ 

postanowiono sprawdzić wpływ anionu na biokoncentrację, poprzez ekspozycję małży 

zarówno na [IM18][Br] jak i [IM18][ C(CN)3]. 

W ramach przeprowadzonego testu właściwego biokoncentracji metodą in vivo 

wykorzystano cztery akwaria, które wypełnione były 6 L sztucznej wody morskiej  

w systemie termostatowanym (T = 10 °C) przy minimalnym oświetleniu. Do trzech 

zbiorników dodano roztwór testowanego związku do uzyskania końcowego stężenia  

10 µg/L, natomiast czwarte akwarium służyło jako kontrola. W każdym ze zbiorników 

umieszczono po 50 osobników. W trakcie trwającego 21 dni eksperymentu zbiorniki były 

stale napowietrzane. Dodatkowo, co 3 dni wymieniano połowę objętości wody  

w akwariach, w celu zapewnienia stałego, wyjściowego poziomu stężenia testowanego 

związku. Aby ocenić biokoncentrację, co 72 godziny pobierano próbki wody oraz pięć 

osobników M. trossulus. Małże przenoszono do 1 L zbiorników i pozostawiano w czystej 
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wodzie morskiej (bez dodatku ILs) na 6 godzin w celu filtracyjnego oczyszczenia ich 

układu trawiennego. Ostatecznie preparowano tkanki miękkie organizmów, które wraz  

z próbkami wody przechowywano w temperaturze -20 °C do czasu analizy. 

Wyizolowane tkanki małży liofilizowano, a następnie homogenizowano przy 

użyciu moździerza porcelanowego. Po odważeniu 0,5 g suchej masy, przygotowane 

tkanki ekstrahowano zgodnie z opracowaną wcześniej procedurą opisaną szczegółowo  

w publikacji [P6].  

 Na podstawie analizy stężenia kationów ILs w tkankach małży oraz w wodzie 

wyznaczone zostały współczynniki BCF. Obliczenia zostały przeprowadzone zgodnie  

ze standardową metodą, której szczegóły przedstawiono w Rozdziale 2.7 w publikacji 

[P7]. 
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5. Wyniki i dyskusja 

5.1. Charakterystyka opracowanych metod oznaczania końcowego ILs  

z wykorzystaniem techniki HPLC-DAD [P4] 

 

Nowe metody oznaczania końcowego kationów ILs z wykorzystaniem techniki 

HPLC-DAD zostały opracowane i scharakteryzowane w celu oceny ich przydatności  

w analizach wykonywanych na kolejnych etapach niniejszej pracy. Szczegółowe 

informacje dotyczące tych metod zostały przedstawione w Tabelach S1 oraz S2  

w publikacji [P4]. Opracowane metody zostały w pełni zwalidowane, uzyskując wartości 

precyzji i poprawności, mieszczące się w ogólnie przyjętych kryteriach, a także wysoką 

liniowość (R2 > 0,99 dla wszystkich analitów). Granice oznaczalności opracowanych 

metod na poziomie 2,5 – 10 µM pozwoliły na zastosowanie ich jako narzędzi 

analitycznych w przeprowadzonych testach in vitro jak i na etapie opracowania metody 

ekstrakcji kationu imidazoliowego z wody z wykorzystaniem techniki SPE. 

 

5.2. Ocena powinowactwa cieczy jonowych [P4] oraz TPs leków [P5]  

do lipidów membranowych z wykorzystaniem SSLMs 

 

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy miały na celu dostarczenie 

nowych informacji, pozwalających na lepsze zrozumienie oddziaływań organicznych 

związków obdarzonych ładunkiem (takich jak ILs or TPs leków) z błonami 

komórkowymi, w kontekście ich potencjału do biokoncentracji. Szczegółowe 

zestawienie uzyskanych wyników zostało przedstawione w Tabeli 3. 
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Tabela 3. Powinowactwo wybranych kationów i anionów ILs [P4] oraz TPs leków [P5] 

do fosfolipidów wyznaczone w testach z SSLMs 

 LogMA [L/kg] 

Kationy  

[N11-10-Ph][Cl] 3,45 ± 0,06 

[N11-12-Ph][Cl]  4,26 ± 0,10 

[N11-14-Ph][Cl]  4,79 ± 0,06 

[Mor8][Cl] 1,72 ± 0,15 

[Mor12][Cl] 2,97 ± 0,14 

[IM-10-10-2Me][Cl]  4,58 ± 0,06 

[Py12][Br] 4,10 ± 0,06 

[Py4-4NMe2][Cl]  <1,5 

[N1118][Cl] <1,5 

[P1118][Br] 2,15 ± 0,05 

Badanie wpływu anionu na kation  

[IM18][C(CN)3] kation: 4,23 ±0,06; anion: <1,5 

[IM18][B(CN)4] kation: 2,45 ±0,05; anion: 1,98 ±0,07 

[IM18][TF2N] kation: 2,44 ±0,06; anion: 2,47 ±0,45 

[IM1-12][H(C2F4)SO3] 4,14 ± 0,04 

[IM18][H(C2F4)SO3] 2,50 ± 0,04 

Kationy z pierścieniami aromatycznymi  

[IM1-1Ph][Cl]  <1,5 

[IM1-2Ph][Cl]  <1,5 

[P1-3Ph][Cl] 1,64 ± 0,03 

[IM1-1PhF5][Cl] 1,18 ± 0,22 

Aniony  

[Na][C(CN)3] <1,5 

[Na][B(CN)4] 1,87 ±0,07 

[Na][TF2N] 2,13 ±0,04 

[Na][PF6] 1,85 ± 0,17 

[K][H((C2F4)SO3] <1,5 

[Na][CF3SO3] 1,27 ± 0,07 

[K][(C2F5)3PF3] 3,02 ± 0,10 

[K][(FSO2)2N] 1,86 ± 0,23 

TPs farmaceutyków  

2-hydroksyibuprofen 1,39 ± 0,13 

O-desmetylnaproksen <1,5 

4-hydroksydiklofenak 2,17 ± 0,11 

10,11-dihydro-10-hydroksykarbamazepina 1,79 ± 0,02 

epoksyd karbamazepiny 1,62 ± 0,01 

O-desmetyltramadol 1,59 ± 0,07 

N-acetylosulfametoksazol <1,5 

  

Wyniki uzyskane dla trzech kationów amoniowych z łańcuchami bocznymi 

zawierającymi od 10 do 14 atomów węgla, a także kationów morfoliniowych  

i imidazoliowych z 8- i 12-węglowymi łańcuchami bocznymi, jednoznacznie wskazują 

na kluczowe znaczenie tej cechy strukturalnej w oddziaływaniu ILs z lipidami 

tworzącymi błony komórkowe. Chociaż w przypadku wszystkich testowanych rodzajów 
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kationów zaobserwowano wzrost wartości logMA wraz ze wzrostem liczby atomów 

węgla w łańcuchu bocznym, uzyskane wartości były dużo niższe w przypadku soli 

zawierających kationy alkilomorfoliniowe. W przypadku 12-węglowego łańcucha, 

wartość logMA dla kationu morfoliniowego wyniosła 2,97 ± 0,14 L/kg. Z kolei dla 

kationu amoniowego, pirydyniowego oraz imidazoliowego z analogicznymi łańcuchami 

alifatycznymi, wartość ta wyniosła odpowiednio 4,26 ± 0,10; 4,10 ± 0,06 oraz 4,14 ± 0,04 

L/kg. Obserwacje te stanowią jednoznaczne potwierdzenie wcześniej stawianych hipotez 

na podstawie danych dotyczących ich toksyczności i biodegradowalności (Stolte  

i in., 2007; Beil i in., 2021), zgodnie z którymi ILs morfoliniowe wskazywane są jako 

bardziej przyjazna dla środowiska alternatywa w stosunku do ILs imidazoliowych  

i pirydyniowych. Z kolei zaobserwowana zależność wzrostu powinowactwa do lipidów 

membranowych, wraz ze wzrostem długości alkilowego łańcucha bocznego, znajduje 

potwierdzenie zarówno we wcześniejszych, wstępnych badaniach wykonanych  

w naszym zespole (Dołżonek i in., 2017), jak i danych literaturowych dotyczących 

podobnych strukturalnie związków, takich jak surfaktanty (Timmer i Droge, 2017; Droge, 

2019).  

Inną istotną cechą kationów ILs, której wpływ na powinowactwo do fosfolipidów 

poddano ocenie w trakcie prowadzonych badań, była obecność ugrupowań 

aromatycznych w strukturze. Słabsze powinowactwo kationów ILs, w których 

strukturach występują podstawniki arylowe, w porównaniu do kationów z alifatycznymi 

łańcuchami bocznymi, może wynikać z ich większej polarności oraz obszerniejszej 

zawady strukturalnej utrudniającej bezpośrednią interakcję z błoną. Uzyskane wyniki 

wskazują także, że ilość pierścieni aromatycznych nie wpływa znacząco na wzrost 

wartości logMA. W przypadku kationów imidazoliowych z jedną grupą fenylową 

oddziaływanie było na tyle słabe, że wyznaczenie logMA nie było możliwe. Z kolei  

w przypadku kationu fosfoniowego [P1-3Ph]+ obecność trzech pierścieni aromatycznych 

spowodowała jedynie nieznaczny wzrost oddziaływania z fosfatydylocholiną (PC) 

(logMA = 1,64 ± 0,03), co może wynikać z większego udziału elektrostatycznego 

przyciągania czwartorzędowej grupy aminowej obecnej w PC i trzech układów 

aromatycznych obecnych w [P1-3Ph]+.  

Natomiast w przypadku anionów ILs zaobserwowano, że ich powinowactwo  

do fosfolipidów jest wyraźnie słabsze niż powinowactwo kationów. Najwyższą wartość 

logMA wyznaczono dla cieczy jonowej zawierającej anion [(C2F5)3PF3]
- i wyniosła ona 

3,02 ± 0,10 L/kg. Warto podkreślić, że związki chemiczne o zbliżonej budowie, 



35 
 

klasyfikowane jako substancje perfluoroalkilowe (ang. Per- and Polyfluoroalkyl 

Substances, PFAS), uznawane są powszechnie za poważne zagrożenie środowiskowe,  

ze względu na znikomą biodegradowalność i wysoki potencjał do biokoncentracji 

(Burkhard, 2021). Niniejsze badania potwierdzają, że również aniony ILs, posiadające  

w strukturze liczne atomy fluoru, powinny być traktowane ze szczególną ostrożnością. 

W przypadku pozostałych testowanych anionów ILs, wartość logMA przekroczyła 

wartość 2 L/kg tylko w przypadku [Tf2N]- i wyniosła 2,13 ±0,04 L/kg. Sugeruje to,  

że o ile interakcje anionów z fosfolipidami są zazwyczaj ograniczone, ich oddziaływanie 

z kationami wymaga szczególnej uwagi w kontekście potencjalnej biokoncentracji.  

Co ważne, o ile powinowactwo samych anionów do fosfolipidów jest niskie, ich pośredni 

udział w oddziaływaniu ILs z błonami komórkowymi może być znaczący. W testach  

z wykorzystaniem kationu [IM18]+ połączonego z czterema różnymi anionami 

zaobserwowano, że wartość logMA kationu, wynosząca od 2,44 ± 0,06 do 2,50 ± 0,04 

L/kg w obecności anionów: [B(CN)4]
 -, [Tf2N]- i [H(C2F4)SO3]

-, wzrasta do 4,23 ± 0,06 

L/kg, gdy jako przeciwjon obecny jest anion [C(CN)3]
-. Obserwowany wpływ anionu 

[C(CN)3]
- może wynikać z trwałej asocjacji z kationem [IM18]+, w wyniku czego 

niwelowane jest jego odpychanie przez dodatnio naładowaną cholinę w błonie lipidowej. 

Należy jednak podkreślić, że na obecnym etapie nie jest jasne, dlaczego spośród 

testowanych anionów, tego typu oddziaływanie z kationem dotyczy wyłącznie [C(CN)3].
 

Wyniki eksperymentalne uzyskane w niniejszej pracy zostały porównane  

z wartościami logMA określonymi za pomocą modelu COSMOmic, które zostały 

wyznaczone we współpracy z dr. Stephanem Beilem i dr hab. Agnieszką Gajewicz-

Skrętną. Wartości przewidywane przez model są w większości przypadków zbliżone  

do wyników eksperymentalnych, co potwierdza wysoki współczynnik korelacji  

(R2 = 0,82) (Rysunek 3, [P4]). Co ważne, tylko w przypadku trzech spośród testowanych 

związków różnica między zlogarytmizowanymi wartościami eksperymentalnymi  

a modelowymi wynosi więcej niż 1. Głównymi punktami rozbieżności są: anion 

[(FSO2)2N]-, kation [IM18]+ w parze z anionem [C(CN3)]
- oraz kation [IM10-10-2Me]+. 

Ze względu na ograniczoną liczbę danych, nie jest możliwe jednoznaczne wskazanie 

przyczyn obserwowanych różnic. Pomimo, że model COSMOmic jest przydatnym 

narzędziem do wstępnego szacowania powinowactwa do błon komórkowych, to dane 

uzyskane dla jonów bardzo zróżnicowanych strukturalnie, wskazują na konieczność jego 

dopracowania w celu wiarygodnego zastosowania dla związków jonowych. 
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Mając na uwadze dane uzyskane dla ILs, w ramach niniejszej pracy postanowiono 

również dokonać wstępnej oceny potencjału do biokoncentracji TPs leków, które  

w zależności od pH środowiska także mogą występować w formie zjonizowanej. Warto 

podkreślić, że wszystkie badane TPs, za wyjątkiem pochodnych karbamazepiny, ulegają 

dysocjacji w warunkach eksperymentalnych (pH = 7,4). Wartości pKa dla wszystkich 

analitów zostały przedstawione w Tabeli 2. 

Zasadniczo, wyznaczone wartości logMA dla TPs leków (Tabela 3) 

jednoznacznie potwierdzają, że powinowactwo tych związków do lipidów tworzących 

błony komórkowe jest znacznie słabsze niż w przypadku ILs. Spośród testowanych TPs, 

najwyższe powinowactwo zaobserwowano w przypadku 4-hydroksydiklofenaku, dla 

którego wartość logMA wyniosła 2,17 ± 0,11 (Tabela 3). Oznacza to jednak,  

że powinowactwo tego metabolitu do błon komórkowych może być nawet o dwa rzędy 

wielkości mniejsze niż związku wyjściowego. W pracy Balon i in. (1999) logMA 

wyznaczone dla diklofenaku przy użyciu liposomów wynosiło 4,3 L/kg. Pozostałe 

analizowane związki wykazywały bardzo niskie powinowactwo do fosfolipidów, poniżej 

2 L/kg w skali logarytmicznej. Ponadto w przypadku O-desmetylonaproksenu  

i N-acetylosulfametoksazolu nie zaobserwowano żadnego wiązania z lipidami.  

Wyniki testów przeprowadzonych w niniejszej pracy są zgodne z kluczowymi 

koncepcjami farmakokinetyki. W wyniku procesów metabolicznych leki ulegają zwykle 

przemianie do pochodnych o znacznie bardziej hydrofilowych właściwościach,  

co ostatecznie prowadzi do ich wydalania z organizmu (Hacker i in., 2009). Uzyskane 

dane wskazują, że dla wszystkich analizowanych metabolitów powinowactwo  

do fosfolipidów jest znacznie niższe niż w przypadku związków w formie niezmienionej. 

Należy jednak podkreślić, że powinowactwo do lipidów to tylko jedna ze składowych 

zjawiska biokoncentracji, a zatem związki te wciąż mogą zostać wchłonięte  

i dystrybuowane w organizmie w wyniku oddziaływania z innymi biomolekułami, 

zwłaszcza białkami (Ng i in., 2013).  

 

5.3. Charakterystyka opracowanej metody analizy kationów imidazoliowych  

w tkankach małży z wykorzystaniem techniki MAE-SPE-LC-MS/MS [P6] 

 

 W toku przeprowadzonych badań opracowano i poddano walidacji metodę 

instrumentalną oznaczania mieszaniny czterech kationów alkiloimidazoliowych 

([IM16]+, [IM18]+, [IM1-10]+, [IM1-12]+) z zastosowaniem techniki LC-MS/MS  
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w trybie MRM. Ze względu na różną długość alkilowych łańcuchów bocznych, 

analizowane kationy zostały dobrze rozdzielone w odwróconym układzie faz przy użyciu 

kolumny z wypełnieniem XB-C18 (2,6 µm; 100 Å, 100  3 mm) w czasie  

6 minut (Rysunek 2 w [P6]). Wyznaczone parametry walidacyjne opracowanej metody 

oznaczania wytypowanych kationów ILs takie jak: niskie granice oznaczalności (10-20 

µg/L), wykrywalności (3,33-6,66 ng/mL) oraz precyzja (0,4-6,3 %), poprawność (90,8-

130,3 %) i liniowość (r2 > 0,999) potwierdziły możliwość wykorzystania jej  

do zaplanowanego celu (Tabela 4, [P6]). Zastosowanie tandemowej spektrometrii mas 

MS/MS do detekcji kationów alkiloimidazoliowych pozwoliło na oznaczenie tych 

związków w stężeniach o kilka rzędów wielkości niższych niż w przypadku innych 

technik, takich jak IC czy HPLC-UV/Vis, cechujących się wartościami IQL na poziomie 

mg/L (Zhang i in., 2019; Fan i in., 2018). 

Podczas wstępnych badań zaobserwowano, że spośród przetestowanych rodzajów 

złóż wykorzystanych do ekstrakcji kationu [IM18]+ z próbek wody morskiej  

za pomocą techniki SPE, złoże oparte o kopolimer diwinylobenzenu i winylopirolidonu 

Oasis HLB (6 ml, 200 mg; Waters, USA) cechowało się największą wydajnością. 

Wynikało to faktu, iż gwarantuje ono jednoczesne oddziaływania hydrofilowo-

hydrofobowe z analitami. 

W dalszej części zaplanowanych badań stwierdzono, że technika MAE jest 

najbardziej odpowiednią (spośród testowanych tj. ASE, HOMO i MAE) do ekstrakcji 

imidazoliowych kationów ILs z tkanek małży. Na podstawie uzyskanych wyników 

wykazano bowiem, że ASE jest najmniej efektywną techniką do zaplanowanego celu,  

ze względu na obserwowaną niską powtarzalność oraz niższe wartości odzysku 

bezwzględnego kationu [IM18]+, nieprzekraczające 90% (Rysunek 2 [P6]). Natomiast 

zastosowanie techniki HOMO mimo, iż cechowało się zarówno wysokimi wartościami 

odzysku bezwzględnego [IM18]+ (blisko 100%), jak i bardzo dobrą powtarzalnością, 

zostało wykluczone z dalszych badań z uwagi na znaczące ograniczenia modyfikacji 

zaproponowanej procedury ekstrakcji. Chcąc bowiem opracować efektywną metodę 

ekstrakcji kilku kationów ILs, różniących pod względem długości łańcucha alkilowego, 

a tym samym hydrofobowości, w dalszych badaniach uwzględniona została tylko 

technika MAE, gdyż daje one więcej możliwości dostosowywania warunków ekstrakcji 

(takich jak temperatura, moc promieniowania elektromagnetycznego, liczba cykli), 

mogących prowadzić do zwiększenia wydajności ekstrakcji mieszaniny ILs z tkanek 

małży.  
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 W tym celu, jako punkt wyjścia do ekstrakcji mieszaniny kationów wybrano 

warunki, które najlepiej sprawdziły się w przypadku ekstrakcji samego [IM18]+ 

(oznaczone MAE1). Jednak nie były one wystarczająco skuteczne w przypadku 

pozostałych analizowanych związków. W związku z tym wprowadzono modyfikacje 

tejże metody obejmujące: testowanie wpływu zwiększenia mocy promieniowania 

elektromagnetycznego z 400 do 800 W (MAE3), temperatury ze 100 °C do 120 °C 

(MAE4) oraz kombinacji tych dwóch czynników (MAE5), które jednak nie przyniosły 

pożądanego efektu tj. zwiększonego odzysku bezwzględnego dla wszystkich analitów. 

Ostatecznie postanowiono dodatkowo zwiększyć udział MeOH w mieszaninie 

ekstrakcyjnej z 50 % do odpowiednio 70 % i 90 % dla MAE6 i MAE7, w celu zwiększenia 

odzysku najbardziej niepolarnego analitu, czyli [IM1-12]+. Ponadto, wprowadzono 

modyfikację w procedurze SPE, zastępując płukanie złoża 5% MEOH wodą 

dejonizowaną, aby zapobiec ewentualnej elucji najbardziej polarnego kationu [IM16]+, 

którą podejrzewano za przyczynę bardzo niskich odzysków tego analitu. Obie te metody 

pozwoliły na osiągnięcie wysokich (>70 %) odzysków bezwzględnych wszystkich 

testowanych kationów ILs przy obserwowaniu niskich efektów matrycowych, 

mieszących się w zakresie od -0,05 % ([IM1-10]+ w MAE6) do -38,40 % ([IM1-12]+  

w MAE6). W ten sposób potwierdzono, że opracowane metody pozwalają na skuteczną 

ekstrakcję kationów ILs z tkanek małży, jednocześnie zapewniając,  

że współekstrahowane substancje mają niewielki wpływ na jonizację badanych 

związków lub zostały wystarczająco skutecznie usunięte na etapie oczyszczania.  

Do dalszego postępowania wybrano więc metodę MAE7, czyli ekstrakcję  

90 % roztworem MeOH trwającą 20 minut, przy temperaturze 120 °C oraz mocy 800 W.  

Ostatecznie tak opracowana metodyka oznaczania czterech kationów 

alkiloimidazoliowych z tkanek małży została poddana procesowi walidacji. Wszystkie 

wyznaczone parametry zestawiono w Tabeli 4 w publikacji [P6]. Opracowana metodyka 

cechuje się bardzo dobrą liniowością (Rysunki S1-S8, [P6]), granicami wykrywalności 

(16,67 do 50 ng/g suchej masy) oraz oznaczalności (50 do 150 ng/g suchej masy) dla 

wszystkich badanych związków. Wartości te są także zbliżone do danych literaturowych 

dla podobnych strukturalnie związków chemicznych. Przykładowo, w pracy Kierkegaard 

i in. (2021), wartości te uzyskane dla analizy czwartorzędowych kationów amoniowych 

w tkankach ryb oscylowały w granicach od kilku do kilkuset ng/g. 

Jak wskazują autorzy innych prac (Pati i in., 2020; Lu i in., 2015), wydajna 

ekstrakcja kationów ILs o różnej długości łańcuchów bocznych może być trudnym 
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wyzwaniem analitycznym. Wynika to z faktu, że na etapie przygotowania próbek może 

dochodzić do utraty analitów o skrajnych właściwościach – najbardziej hydrofilowych 

lub hydrofobowych, co także obserwowano w toku przeprowadzonych badań. Mimo  

to, wykorzystanie techniki MAE oraz odpowiednie dobranie warunków tej ekstrakcji jak 

i warunków ekstrakcji do fazy stałej pozwoliło na zaproponowanie nowej, wydajnej  

i powtarzalnej procedury oznaczania wybranych kationów ILs z tkanek małży.  

Mając na uwadze dostępne w literaturze rozwiązania analityczne dotyczące 

oznaczania kationów imidazoliowych w matrycach środowiskowych (Tabela 2, [P2]) 

należy zaznaczyć, iż wszystkie opierają się o wykorzystanie prostej ekstrakcji 

rozpuszczalnikowej wspomaganej ultradźwiękami. Co więcej, istnieje zaledwie jedna 

praca odnosząca się do oznaczania wybranych ILs w próbkach biologicznych 

(Nichthauser i in., 2009), w której to wartości odzysków badanych analitów mieściły się 

w zakresie nieco niższym niż w zaproponowanej procedurze, tj. od 70,2 % do 83,5 %. 

Pozostałe prace dotyczą w głównej mierze oznaczania ILs w glebach i osadach, dlatego 

niemożliwe jest ich bezpośrednie porównanie z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy 

doktorskiej. Potwierdza to jednak, że przeprowadzona ocena przydatności trzech 

wspomaganych technik do ekstrakcji ILs z próbek biologicznych, stanowi istotny wkład 

w wiedzę na temat analizy kationów imidazoliowych w próbkach środowiskowych. 

Tym samym, opracowana i w pełni zwalidowana procedura oznaczania czterech 

kationów imidazoliowych w tkankach bezkręgowców morskich umożliwia oznaczenie 

tych związków nawet w śladowych ilościach i stanowi solidną podstawę dla przyszłych 

badań. Biorąc pod uwagę, że kationy imidazoliowe są wykrywane w środowisku, a ich 

produkcja wciąż wzrasta, związki te mogą wymagać uwzględnienia w przyszłych 

programach monitoringowych. Dlatego opracowano metodykę umożliwiającą 

oznaczanie tych substancji w tkankach małży, czyli organizmów powszechnie 

wykorzystywanych w biomonitoringu środowiska. Co więcej, metodyka ta umożliwiła 

przeprowadzenie testów biokoncentracji in vivo zaplanowanych w ramach niniejszej 

pracy doktorskiej.  
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5.4. Ocena biokoncentracji kationów imidazoliowyh w testach in vivo  

z wykorzystaniem małży M. trossulus [P7] 

 

Małże z rodziny Mytilidae są dobrymi bioindykatorami i łatwo pobierają związki 

chemiczne obecne w wodzie z uwagi na odżywianie poprzez filtrację, a także  

są organizmami łatwymi w hodowli. Dlatego też są powszechnie wykorzystywane  

w badaniach środowiskowych dotyczących biomonitoringu, a także testach 

laboratoryjnych związanych z oceną biokoncentracji i toksyczności. Dodatkowymi 

cechami małży Mytilidae, które decydują o ich skuteczności w tego typu badaniach  

są: osiadły tryb życia i wysoka odporność na zanieczyszczenia (Świacka i in., 2019). 

Ponadto, gatunki z rodziny Mytlidae są szeroko rozpowszechnione na całym świecie,  

co z kolei umożliwia porównywanie otrzymanych wyników badań prowadzonych  

na organizmach pobranych w różnych częściach świata (Świacka i in., 2019). Stąd też  

w testach in vivo oceny biokoncentracji ILs wykorzystany został bałtycki przedstawiciel 

Mytilidae - M. trossulus.  

We wstępnych eksperymentach, mających na celu wyznaczenie toksyczności 

ostrej badanych związków, wartość LC50, czyli stężenia powodującego śmierć 50% 

osobników, (ang. Lethal Concentration) (21 d) wyniosła 0,68 mg/L dla [IM1-12][Br]  

i 11,66 mg/L dla [IM18][C(CN)3]. Dlatego, na podstawie otrzymanych wyników 

zdecydowano, że we wszystkich testach biokoncentracji cieczy jonowych wykorzystane 

zostanie stężenie 10 µg/L. Jest to wartość o ponad 3 rzędy wielkości niższa od LC50 dla 

[IM18][C(CN)3] i o prawie 2 rzędy wielkości niższa od LC50 dla [IM1-12][Br].   

Wartości BCF dla [IM1-12]+ wyznaczone w niniejszej pracy (Tabela 1 [P7]) 

wskazują, że zgodnie z wytycznymi przyjętymi w ramach REACH (EC 1907/2006) 

(Lombardo i in., 2014), kation ten należy uznać za związek o wysokiej zdolności  

do bioakumulacji (BCF = 21901 ± 3439 L/kg; logBCF = 4,34 ± 0,07 L/kg, 8 PSU).  

W jedynej dotychczas opublikowanej pracy dotyczącej biokoncentracji ILs in vivo, 

testom poddano kation imidazoliowy z krótkim, butylowym łańcuchem bocznym, który 

wykazał bardzo niską biokoncentrację (BCF < 10 L/kg) w tkankach M. trossulus. 

Uzyskane, w ramach niniejszej pracy, wyniki wskazują, że również łańcuch 8-węglowy 

nie zwiększa znacząco biokoncentracji imidazoliowego kationu. Wyznaczona wartość 

BCF dla [IM18]+ wyniosła bowiem 57 ± 11 L/kg (Tabela 4). W wyniku 

przeprowadzonych testów in vivo nie potwierdzono wpływu anionu [C(CN)3]
+  

na biokoncentrację [IM18]+ (Tabela 1 [P7]), odmiennie do wyników uzyskanych  



41 
 

w testach in vitro z wykorzystaniem SSLM. Można to wytłumaczyć złożonością 

organizmu żywego. Niemniej jednak, zaobserwowana zgodność pomiędzy wynikami  

in vitro i in vivo, w odniesieniu do wzrastającej biokoncentracji wraz ze wzrostem 

długości łańcucha węglowodorowego, sugeruje, że testy in vitro oceny stopnia wiązania 

z lipidami membranowymi z powodzeniem mogą być stosowane w badaniach 

przesiewowych dla dużych grup związków chemicznych. Pomimo, że w badaniach  

in vitro z zastosowaniem SSLM niemożliwe jest doskonałe odzwierciedlenie wszystkich 

procesów zachodzących w ustroju, z uwagi na to, że testy te bazują na dobrze 

zdefiniowanych układach, stanowią przydatne narzędzie, gdy celem badania jest 

wyjaśnienie mechanizmów oddziaływania, określenie zależności stopnia wiązania  

od struktury związku chemicznego czy też jego budowy przestrzennej.   

Dotychczasowe, dostępne w literaturze wyniki wskazywały, że dopiero kationy  

z alkilowym łańcuchem zawierającym powyżej 15 atomów węgla mogą ulegać 

nagromadzaniu w tkankach organizmów żywych (Droge i in., 2021). Również w pracy 

Kierkegaard i in. (2021), w testach z wykorzystaniem pstrąga tęczowego stwierdzono,  

że obdarzone permanentnym ładunkiem czwartorzędowe kationy amoniowe o 10- i 14-

węglowych łańcuchach bocznych nie ulegają biokoncentracji. Dopiero w przypadku 

analogicznych trzeciorzędowych amin zaobserwowano znaczną biokoncentrację 

kwalifikującą te związki jako ulegające bioakumulacji wg REACH (BCF > 2000 L/kg). 

Dlatego też, badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej po raz 

pierwszy wskazują, że kationy ILs (w tym przypadku imidazoliowe), o krótszych niż  

15 atomów węgla, łańcuchach, mogą ulegać znacznej biokoncentracji w tkankach 

organizmów wodnych. 

W niniejszej pracy analizowano także wpływ zasolenia na zjawisko 

biokoncentracji, który był zróżnicowany w zależności od badanego związku. Dla [IM18]+ 

zaobserwowano wzrost biokoncentracji wraz ze wzrostem zasolenia, natomiast odwrotny 

efekt zaobserwowano dla [IM1–12]+, gdzie wartość BCF była niemal dwukrotnie 

mniejsza w przypadku dwukrotnie większego zasolenia (16 PSU) (Tabela 1 [P7]). 

Zaobserwowane różnice w biokoncentracji badanych cieczy jonowych w różnych 

zasoleniach mogą wynikać z wielu czynników. Zasolenie może wpływać zarówno  

na biodostępność związków chemicznych, jak i na fizjologię organizmów  

(np. efektywność procesów filtracyjnych czy osmotycznych). Obie wspomniane 

właściwości są kluczowe w procesach absorpcji i ewentualnej biokoncentracji (Jeon  
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i in., 2010). Biorąc jednak pod uwagę, uzyskane wyniki należy podkreślić, że pełne 

wyjaśnienie tego zjawiska wymaga dodatkowych badań. 
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6. Podsumowanie 

 

Zaplanowane cele badawcze zostały zrealizowane, a opracowane nowe narzędzia 

analityczne oraz uzyskane wyniki testów in vitro oraz in vivo, stanowią istotny wkład  

w lepsze zrozumienie losu środowiskowego związków chemicznych obdarzonych 

ładunkiem, na przykładzie wytypowanych do badań cieczy jonowych (ILs) oraz 

produktów transformacji leków (TPs).  

Wyniki uzyskane w testach in vitro pozwoliły na wskazanie ważnych cech 

strukturalnych, które mogą w największym stopniu odpowiadać za powinowactwo ILs 

do fosfolipidów, a co za tym idzie ich potencjalną biokoncentrację. Przeprowadzone 

badania jednoznacznie potwierdzają, że w przypadku ILs, szczególną uwagę  

w kontekście potencjału do biokoncentracji należy zwrócić na kationy z długimi 

łańcuchami alkilowymi, ale również aniony zawierające układy perfluorowane.  

Co więcej, zaprezentowane dane sugerują, że duże znaczenie w oddziaływaniu  

z fosfolipidami mogą mieć także interakcje pomiędzy kationami i anionami ILs. 

Porównanie wyników eksperymentalnych z istniejącym modelem COSMOmic 

potwierdziło, że narzędzie to, już na obecnym etapie, może być przydatne we wstępnym 

wskazywaniu związków chemicznych o dużym potencjale do biokoncentracji. Natomiast 

testy in vitro z wykorzystaniem TPs leków potwierdzają wcześniejsze założenia, zgodnie 

z którymi związki te mają niewielkie powinowactwo do błon komórkowych, co może 

wynikać z faktu, że w procesach metabolicznych zyskują one dodatkowe grupy funkcyjne 

o charakterze polarnym znacząco ograniczającymi potencjał do biokoncentracji. Nie 

zmienia to jednak faktu, iż w przypadku ich ewentualnej biokoncentracji, mogą one wciąż 

oddziaływać z białkami. 

 Opracowana nowa metodyka oznaczania mieszaniny kationów imidazoliowych 

ILs opierająca się o wykorzystanie technik łączonych MAE-SPE-LC-MS/MS pozwoliła  

na wydajną ekstrakcję i oznaczenie ich śladowych ilości w tkankach małży. Metodyka  

ta nie tylko umożliwiła przeprowadzenie zaplanowanych testów in vivo, ale może być 

także niezwykle pomocna w przyszłych badaniach biomonitoringowych.  

Na podstawie przeprowadzonych po raz pierwszy badań in vivo z wykorzystaniem 

gatunku modelowego M. trossulus potwierdzono, że kationy imidazoliowe o względnie 

długich łańcuchach bocznych ulegają biokoncentracji w tkankach bezkręgowców 

morskich, a tym samym mogą stanowić poważne zagrożenie dla środowiska morskiego. 

Wykazano także, że zasolenie może być istotnym czynnikiem wpływającym  
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na potencjalną biokoncentrację związków chemicznych obdarzonych ładunkiem, jednak 

jego pełne zrozumienie wymaga bardziej szczegółowych badań.  

Niemniej jednak, mając na uwadze wszystkie trzy rodzaje badań (in vitro, in vivo 

oraz in silico) potencjału do biokoncentracji związków obdarzonych ładunkiem, należy 

stwierdzić, że prezentują one wysoką zgodność w kwestii przewidywania generalnych 

tendencji. Wszystkie bowiem wskazują, że długość łańcucha alkilowego w kationie ILs 

jest decydującą cechą w przypadku jego potencjalnej biokoncentracji. Należy jednak 

pamiętać, że wyniki testów in vivo mogą być specyficzne dla badanego gatunku  

i wykazywać dużą zmienność pomiędzy organizmami. Tymczasem badania in vitro  

i in silico opierają się na oddziaływaniu z fosfolipidami, czyli molekułami stanowiącymi 

uniwersalną składową niemal wszystkich grup taksonomicznych. Ostatecznie należy 

podkreślić, że wysoka zgodność pomiędzy wynikami eksperymentów in vitro i in vivo 

dowodzi, że nowoczesne testy in vitro mogą być skutecznie wykorzystane  

w przesiewowych badaniach dla szerokiej gamy substancji chemicznych. Wychodzą one 

zatem naprzeciw obecnie bardzo pożądanym trendom związanym z zasadą 3R (ang. 

Reduce, Reuse, Recycle) i poszukiwaniem bardziej przyjaznych dla środowiska 

rozwiązań, w tym ograniczeniu liczby testów na zwierzętach. Tego typu badania in vitro 

mogą także stanowić użyteczne narzędzie w badaniach modelowych do wyjaśniania 

mechanizmów oddziaływania, ustalania zależności między powinowactwem  

do fosfolipidów a strukturą chemiczną związku lub jego konfiguracją przestrzenną.  
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rozprawy doktorskiej [P1-P7] 
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Figure S1. Number of publications regarding extraction methods for determination of 

ionic liquids. 
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S1. Validation of analytical methods for final analysis of ILs by HPLC and IC. 

For the purpose of method validation the standard solutions of each of ILs in PBS buffer 

were prepared at 9 concentration levels (1, 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 µM) and analysed six 

times each. Validation parameters such as linearity, coefficient of determination (r2), intra-day 

precision (expressed by RSD), accuracy (defined as the percentage of deviation from the known 

amount of analyte added to the sample and calculated value), instrumental limit of 

quantification (LOQ, calculated as the lowest concentration at which the method is linear with 

acceptable precision and accuracy) and instrumental detection limit (LOD, calculated as 
𝐿𝑂𝑄

3
) 

were established according to standard procedures, as suggested by Eurachem (1998).  
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Table S1. Analytical methods used for determination of ILs. 

Compound analyzed Chromatographic 

column 

Flow rate 

[ml/min] 

Injection 

volume 

[µL] 

Analysis 

time 

[min] 

Retention 

time 

[min] 

Wave 

length 

[nm] 

Mobile phase 

[IM1-1Ph]
+
 [Cl]

-
 Kinetex C-8 2.6 µm. 100 × 

3 mm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 

5 1.5 205 Phase A 98%; Phase B 2% 

[IM1-2Ph]
+
 [Cl]

-
 5 2.4 205 Phase A 98%; Phase B 2% 

[Py4-NMe2]
+
 [Cl]

-
 5 2.2 285 Phase A 95%; Phase B 5% 

[IM-10-10-2Me]
+ 

[Cl]
-
 Luna PS C-18 3.0 µm. 100 

× 3 mm 

15 7.2 212 Phase A 58%; Phase B 42% 

[N11-10-Ph]
+
 [Cl]

-
 Kinetex XB C-18 2.6 µm. 

100 × 3 mm 

 

10 6.2 215 Phase A 60%; Phase B 40% 

[N11-12-Ph]
+
 [Cl]

-
 10 7.5 215 Phase A 50%; Phase B 50% 

[N11-14-Ph]
+
 [Cl]

-
 8 5.2 215 Phase A 40%; Phase B 60% 

[IM18]
+
 [C(CN)

3
]
-
 7 4.2 212 Phase A 80%; Phase B 20% 

[IM18]
+
 [B(CN)

4
]
-
 7 2.9 212 Phase A 80%; Phase B 20% 

[IM18]
+ 

[TF
2
N]

-
 7 3.2 212 Phase A 60%; Phase B 40% 

[P1-3Ph]+ [Cl]- 10 5.8 208 Phase A 90%; Phase B 10% 

[Py-12] [Br] 10 5.6 260 Phase A 60%; Phase B 40% 

[IM18H(C2F4)SO3] 9 4.1 212 Phase A 80%; Phase B 20% 

[IM1-12H(C2F4)SO3] 10 6.5 212 Phase A 60%; Phase B 40% 

[Morph8][Cl] Metrosep C4 5 µm. 150 × 

4 mm 

1.2 20 14 8.8 - Phase A 50%; Phase B 50% 

[Morph12][Cl]  1.2 20 14 8.1 - Phase A 50%; Phase B 50% 

[K]
+
 [(C2F5)3PF3]

-
  Metrosep A Supp 5 µm  50 

× 4 mm 

 

1.2 20 17 12.2 - Gradient elution: 

from 0 to 9 min: Phase A 100 %; 

from 9 to 17 min: Phase A 45%: Phase B 55% 

[Na]
+
 [PF6]

-
  1.2 20 17 13.1  - Gradient elution: 

From 0 to 9 min: Phase A 100 %; 

From 9 to 17 min: Phase A 45%: Phase B 55% 
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HPLC  

Phase A: 1 mM ammonium acetate buffer (8 mg/L ammonium acetate + 150 µL/L acetic acid)  

Phase B: 100% acetonitrile 

IC: 

Phase A (anions): carbonate buffer (5 mM NaHCO3 + 5mM Na2CO3). supressor phase: sulfuric acid (0.1 M) 

Phase A (cations): nitric acid buffer (5 mM nitric acid + 5 mM dipicolinic acid) 

Phase B: 100% acetonitrile 

 

[K]
+
 [H((C2F4)SO3]

-
  1.2 20 17 12.9 - Gradient elution: 

From 0 to 9 min: Phase A 100 %; 

From 9 to 17 min: Phase A 30%: Phase B 70% 

[Na]
+
 [CF3SO3]

-
 1.2 20 17 11.7 - Gradient elution: 

From 0 to 9 min: Phase A 100 %; 

From 9 to 17 min: Phase A 40%: Phase B 60% 

[K]
+
 [(CF3SO2)2N]

-
 1.2 20 17 12.8 - Gradient elution: 

From 0 to 9 min: Phase A 100 %; 

From 9 to 17 min: Phase A 45%: Phase B 55% 

[K]
+
 [(FSO2)2N]

-
 1.2 20 17 12.7 - Gradient elution: 

From 0 to 9 min: Phase A 100 %; 

From 9 to 17 min: 40% ACN; 60% IC Phase B 

[K]
+
 [C(CN)3]

-
 1.2 20 15 12.2 - Gradient elution: 

From 0 to 5 min: Phase A 100 %; 

From 5 to 10 min:  Phase A 65%: Phase B 45%; 

From 10 to 15 min:   Phase A 70%: Phase B 30% 

[K]
+
 [B(CN)4]

-
 1.2 20 15 11.6 - Gradient elution: 

From 0 to 5min: Phase A 100 %; 

From 5 to 10 min:  Phase A 55%: Phase B 45%; 

From 10 to 15 min:   Phase A 60%: Phase B 40% 
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Table S2. Validation parameters of analytical methods used for determination of ILs. 

 

 

 

 

S2. Literature 

1. Eurachem (1998) The fitness for purpose of analytical methods: a laboratory guide to 

method validation and related topic. LGC Teddington Ltd, UK (First English Edition 1.0) 

 

Compound analyzed LOQ 

[µM] 

LOD 

[µM] 

Accuracy [%] Precision RSD [%] R2 

[IM1-1Ph]
+
 [Cl]

-
 2.5 0.83 98.4-115.1 0.68-1.51 0.9997 

[IM1-2Ph]
+
 [Cl]

-
 2.5 0.83 97.1-123.5 0.51-3.83 0.9996 

[Py4-NMe2]
+
 [Cl]

-
 1 0.33 99.1-117.2 0.16-3.09 1.0000 

[IM-10-10-2Me]
+ 

[Cl]
-
 2.5 0.83 78.3-104.9 1.29-8.90 0.9985 

[N11-10-Ph]
+
 [Cl]

-
 2.5 0.83 90.6-102.9 0.20-2.69 0.9995 

[N11-12-Ph]
+
 [Cl]

-
 5 1.67 90.2-108.3 0.24-1.56 0.9996 

[N11-14-Ph]
+
 [Cl]

-
 5 1.67 91.9-102.2 0.72-2.33 0.9997 

[IM18]
+
 [C(CN)

3
]
-
 5 1.67 90.6-100.9 0.57-3.67 0.9998 

[IM18]
+
 [B(CN)

4
]
-
 1 0.33 89.8-105.6 0.71-3.26 0.9996 

[IM18]
+ 

[TF
2
N]

-
 2.5 0.83 91.5-103.5 0.79-3.85 0.9998 

[P1-3Ph]+ [Cl]- 1 0.33 92.1-102.6 0.13-1.79 0.9998 

[Py-12] [Br] 5 1.67 98.5-105.5 0.75-3.29 0.9999 

[IM18H(C2F4)SO3] 2.5 0.83 96.3-104.1 0.62-3.01 0.9997 

[IM1-12H(C2F4)SO3] 2.5 0.83 84.1-102.7 0.66-2.94 0.9992 

[Morph12][Cl] 5 1.67 90.8-105.7 0.68-4.91 0.9998 

[K]
+
 [(C2F5)3PF3]

-
  10 3.33 98.9-101.2 0.24-2.76 0.9999 

[Na]
+
 [PF6]

-
  10 3.33 93.1-111.6 0.29-3.62 0.9957 

[K]
+
 [H((C2F4)SO3]

-
  5 1.67 95.3-101.6 0.19-1.47 0.9999 

[Na]
+
 [CF3SO3]

-
 5 1.67 98.4-105.9 0.16-1.37 0.9995 

[K]
+
 [(CF3SO2)2N]

-
 5 1.67 97.2-107.2 0.30-2.24 0.9994 

[K]
+
 [(FSO2)2N]

-
 10 3.33 95.8-103.5 0.74-2.98 0.9986 

[K]
+
 [C(CN)3]

-
 5 1.67 89.7-105.6 0.92-3.39 0.9998 

[K]
+
 [B(CN)4]

-
 5 1.67 95.2-132.9 0.50-2.77 0.9983 
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Figure S1. Calibration curve, standarized residuals plot and response factor plot for IM16 analysis 

in M. trossulus tissues 
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Figure S2. Calibration curve, standarized residuals plot and response factor plot for IM18 analysis 

in M. trossulus tissues 
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Figure S3. Calibration curve, standarized residuals plot and response factor plot for IM1-10 

analysis in M. trossulus tissues 
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Figure S4. Calibration curve, standarized residuals plot and response factor plot for IM1-12 

analysis in M. trossulus tissues 
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