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ABSTRACT

The sustainable development of society necessitates particular attention to the
protection of the natural environment and water resources. Currently used analytical
methods for screening environmental samples are limited to a relatively narrow group
of selected chemical compounds, including pesticides, selected volatile organic
compounds, polycyclic aromatic hydrocarbons, water disinfection by-products,
selected monomers, per- and polyfluoroalkyl substances, and selected inorganic
compounds. In cases where indications suggest the presence of other contaminants,
it is possible to extend the scope of the standard screening analysis; however, in
practice, this is relatively rare.

Scientific studies from different regions of the world clearly indicate the presence of
antimicrobial agents and their transformation products in the environment. These
compounds are also detected in European countries, which may be attributed, among
other factors, to the limited efficiency of conventional wastewater treatment
processes for the removal of bioactive compounds. The continued reliance on
standard screening procedures in environmental monitoring, despite the availability
of highly sensitive analytical techniques such as liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), may result in an incomplete assessment of
the actual extent of environmental contamination, as compounds outside the
predefined analytical scope may remain undetected.

The aim of this review is to discuss current approaches to the monitoring of
antimicrobial agents and their transformation products in the environment,
considering their occurrence, transformation, and removal, with particular emphasis
on the complementary roles of targeted and non-targeted analyses. The review
focuses on antimicrobial agents in the aquatic environment, including their
occurrence and fate in wastewater treatment processes and the limitations of
conventional treatment methods. Alternative approaches for the removal of AMs,
including phytoremediation and photocatalysis, are also discussed. The review
further addresses comprehensive monitoring of AMs, their transformation products,
and antibiotic resistance genes, and presents examples of targeted and non-targeted
analyses applied to environmental monitoring in Poland.

Keywords: sustainable development, LC-MS/MS, antimicrobials, non-target
analysis, micropollutants

Stowa kluczowe: zrownowazony rozwoj, LC-MS/MS, srodki bakteriobojcze, analiza
niecelowana, mikrozanieczyszczenia
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AMs - srodki bakteriobdjcze

CIP - ciprofloksacyna

CLR - klarytromycyna

DDA - akwizycja zalezna od danych
DDD - dobowa dawka definiowana
EMS — wzmocnione skanowanie mas
ENF - enrofloksacyna

EPI - wzmocnione skanowanie jondw potomnych
FQs - fluorochinolony

GC - chromatografia gazowa

GPs - glikopeptydy

DIA - akwizycja niezalezna od danych
LC - chromatografia cieczowa

LVF - lewofloksacyna

MET - metronidazol

MQs - makrolidy

MRM - tryb monitorowania wielu reakcji
MS - spektrometr mas

MS/MS - tandemowy spektrometr mas
NOR - norfloksacyna

SAs - sulfonamidy

SFD - sulfadiazyna

SFP - sulfapirydyna

SMX - sulfametoksazol

TC - tetracyklina

TCs - tetracykliny

TPs - produkty transformacji

TRI - trimetoprim

TWW - Scieki oczyszczone

TYL - tylozyna

UWW - $cieki nieoczyszczone
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WPROWADZENIE

Sposrod 17 opracowanych przez Organizacje Narodow Zjednoczonych
Celow Zroéwnowazonego Rozwoju, trzy bezposrednio odnosza si¢ do stanu
srodowiska, w ktorym zyjemy: Cel 6 — zapewnienie dostepu do wody 1 warunkoéw
sanitarnych oraz zrownowazonego zarzadzania nimi, Cel 14 — ochrona
i zrownowazone uzytkowanie oceanéw, morz i zasobow morskich oraz Cel 15 —
ochrona, przywracanie oraz promowanie zréwnowazonego uzytkowania
ekosystemow ladowych [1]. W ramach europejskiej polityki $rodowiskowe;j,
ukierunkowanej m.in. na ograniczenie zanieczyszczenia wod, coraz wigkszg uwage
poswieca si¢ obecnosci mikrozanieczyszczen w S$rodowisku wodnym [2,3].
Laboratoria analityczne na catym $wiecie wdrazaja strategie oparte na analizie
celowanej i niecelowanej, wykorzystujac sprzezenie chromatografii cieczowej lub
gazowej z wysokorozdzielczg tandemowg spektrometrig mas (LC/GC-HRMS) lub
(LC/GC-MS/MS) do przesiewowego wykrywania zanieczyszczen organicznych
w ztozonych probkach o réznym charakterze.

Analiza celowana oraz niecelowana w kontekscie chemii analitycznej to dwa
odrebne, komplementarne podejscia do oznaczania zanieczyszczen w probkach
o0 zlozonej matrycy (zywnos¢, tkanki, probki srodowiskowe). W analizie celowane;j
w pierwsze]j kolejnosci definiuje si¢ liste zwigzkow objetych metoda analityczng.
Nastepnie metoda jest opracowywana i poddawana walidacji w celu okreslenia jej
parametrow uzytkowych, ograniczen oraz zakresu stosowalnosci. Z pomocg metody
opartej na analizie celowanej, mozliwe jest oznaczenie wybranych zanieczyszczen
w zdefiniowanej probce srodowiskowej, w okreslonym zakresie stezen [4—6]. Analiza
celowana dostarcza przede wszystkim danych ilociowych, co umozliwia
poréwnywanie wynikow otrzymanych z zastosowaniem tej samej metody oraz
okreslanie limitéw st¢zen zanieczyszczen w probkach [4]. Analiza celowana jest
najpowszechniej stosowanym podejsSciem do badan przesiewowych probek
srodowiskowych, jednak ma istotne ograniczenia [7-9]. W jej ramach mozliwe jest
oznaczanie wylacznie tych zanieczyszczen, ktore zostaly uwzglednione na etapie
opracowywania metody analitycznej. W konsekwencji rutynowa analiza celowana
nie pozwala na uwzglednienie nieznanych wczesniej pochodnych ani produktow
transformacji (TPs) tych zwigzkow. Ponadto opracowanie metody analitycznej
wymaga dobrej znajomosci kluczowych parametréw matrycy probki, wptywajacych
bezposrednio na odzysk analitow [4,6].

Glownym zalozeniem analizy niecelowanej jest identyfikacja wszystkich
zanieczyszczen obecnych w probee srodowiskowej, bez koniecznosci posiadania
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informacji dotyczacych jej pochodzenia ani potencjalnych punktowych zrodet
zanieczyszczen [4]. Zaré6wno w analizie celowanej, jak 1 niecelowanej stosuje si¢
wysokorozdzielcze (HRMS) lub tandemowe (MS/MS) spektrometry mas sprzgzone
z chromatografig cieczowa (LC) lub gazowa (GC). Ze wzgledu na wysoka czutos§é
detektorow mas mozliwe jest rejestrowanie sygnatdow odpowiadajacych tysigcom
zwigzkow w ramach jednej analizy. W analizie niecelowanej nie przeprowadza si¢
klasycznej walidacji metody. Zamiast tego okresla si¢ parametry akwizycji danych,
takie jak zakres mas oraz minimalna intensywno$¢ sygnatu [10,11]. Prawidlowy
dobdr wskazanych parametrow w duzej mierze zalezy od do$wiadczenia analityka
przeprowadzajacego analize. Najwigkszym ryzykiem na etapie przetwarzania danych
jest otrzymanie wynikow falszywie dodatnich lub ujemnych [12]. Koncowym etapem
analizy niecelowanej jest interpretacja zarejestrowanych widm masowych. Stosuje
si¢ w tym celu dwa podejscia: pierwsze polega na wykorzystaniu dostepnych baz
danych zwigzkoéw chemicznych oraz na identyfikacji na podstawie stopnia zgodnoS$ci
widma z widmem wzorcowym [13]. Drugie, wymagajace znacznego nakladu czasu
i doswiadczenia, obejmuje retrospektywng analiz¢ widm masowych oraz
identyfikacj¢ pojedynczych sygnalow bez odniesienia do wczesniej zdefiniowanej
listy analitow [13].

Warto podkresli¢, ze praktyczne i rutynowe wdrozenie metod opartych na
analizie niecelowanej w komercyjnych laboratoriach analitycznych stanowi istotny
przetom aplikacyjny w obszarze bezpieczenstwa zywnosci oraz metabolomiki [14—
16]. Analiza niecelowana jest metoda pierwszego wyboru do przesiewania probek
materiatow syntetycznych oraz §rodowiskowych pod katem obecnosci substancji
per- i polifluoroalkilowych [17] oraz badan migracji zanieczyszczen z opakowan do
zywno$ci [18]. W praktyce analitycznej stosuje sie podej$cie hybrydowe obejmujace
zarowno analizy celowane, jak i niecelowane [16]. W analizie niecelowanej stosuje
si¢ rowniez podejécia polilosciowe oparte na porownaniu intensywnosci sygnatow ze
standardami wewnetrznymi, co pozwala na wstgpng ocen¢ poziomoOw
zanieczyszczen [19]. Z kolei w dziedzinie medycyny analiza niecelowana
wykorzystywana jest do identyfikacji markerow chorobowych oraz badan
mechanizméw procesow biologicznych [14,20]. Przyktadem komercyjnego
wykorzystania analizy niecelowanej w metabolomice jest dziatalno$¢ firmy
metaSysX GmbH, ktoéra oferuje kompleksowa analize danych oraz modelowanie
matematyczne w badaniach metabolitow [21]. Przedstawione przyklady zastosowan
analizy niecelowanej wskazuja na jej szerokie mozliwosci aplikacyjne, stale rosnace
znaczenie oraz uzyteczno$¢. Jednakze wcigz istniejg obszary, w ktorych analiza
niecelowana moglaby znalez¢ zastosowanie, lecz nie zostala jeszcze wdrozona
w rutynowe;j praktyce.
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Jednym z przyktadow sa badania przesiewowe probek srodowiskowych
(wod 1 gleb) oraz $ciekow i nawozoéw odzwierzgcych jako potencjalnych Zrodet
zanieczyszczen. Od lat 40. XX wieku obserwuje si¢ stala tendencje wzrostowa
zuzycia $rodkow bakteriobdjczych (AMs), ktora przyczynia si¢ do powstawania
szczepow bakterii lekoopornych [22]. Zgodnie z raportem Swiatowej Organizacji
Zdrowia spozycie tych zwigzkow w latach 2019-2021 w Polsce utrzymywalo si¢
powyzej S$redniej europejskiej wynoszace] 16,4-20,0 dobowych dawek
definiowanych (DDD) na 1000 mieszkancéw, osiagajac poziom 18,5-23.6
DDD/1000 mieszkancow [23]. Zwigzki te sg rodwniez powszechnie stosowane
w weterynarii — w 2017 r. ich globalne zuzycie u zwierzat gospodarskich wyniosto
93 309 ton, a do 2030 r. ma wzrosng¢ o 11,5%, do 104 079 ton [24]. Pomimo
szerokiego zakresu substancji priorytetowych i substancji szczegdlnie szkodliwych
dla $rodowiska wodnego wyszczegolnionych w ustawie z dnia 20 lipca 2017 r. —
Prawo wodne, wéréd monitorowanych zanieczyszczen nie uwzgledniono AMs ani
ich TPs [25]. Analogiczna sytuacja dotyczy monitorowania jakosci gleb, gdzie
kontroluje si¢ m.in. wybrane metale, cyjanki, weglowodory alifatyczne, aromatyczne
i chlorowane, $rodki ochrony roslin oraz wybrane rozpuszczalniki organiczne,
natomiast nie uwzglednia si¢ pozostalosci AMs [26]. W Swietle dyrektywy
Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2024/3019 dotyczacej oczyszczania $ciekow
komunalnych, wprowadzajacej obowigzek eliminacji pozostalosci farmaceutykow
w ramach czwartego stopnia oczyszczania, szczegOlnego znaczenia nabiera
opracowanie narzedzi analitycznych umozliwiajacych biezacy monitoring tych
substancji w $ciekach [27]. Celem niniejszego artykulu jest przedstawienie roli
analizy niecelowanej w ocenie jakos$ci probek $rodowiskowych w kontekscie
monitorowania pozostatosci AMs. Omowione zostanie réwniez zagadnienie
powstawania TPs tych zwigzkéw w s$rodowisku, ktore obecnie w duzej mierze
pozostaja poza zakresem standardowych metod analitycznych. W pracy zostang
takze przeanalizowane gléwne zalety, ograniczenia oraz wyzwania zwigzane
z zastosowaniem analizy niecelowanej w badaniach probek srodowiskowych.

1. Oczyszczalnie Sciekéw jako zrédlo zanieczyszczenia Srodowiska wodnego
Srodkami bakteriob6jczymi

1.1 Skuteczno$¢ usuwania srodkéw bakteriobéjczych
w konwencjonalnych procesach oczyszczania Sciekow

Oczyszczanie $ciekow jest ztozonym procesem, w ktorym najczgsciej
stosuje si¢ kombinacje réznych technologii opartych na odmiennych mechanizmach
dzialania, takich jak procesy mechaniczne, chemiczne, biologiczne oraz termiczne.
Wybor zastosowanych technologii zalezy przede wszystkim od sktadu doprowadza-
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nych S$ciekow oraz wymaganej jakosci koncowych oczyszczonych $ciekow,
determinowanej ich dalszym przeznaczeniem, np. zrzutem do wod
powierzchniowych, wykorzystaniem do irygacji gleb lub produkcja biogazu [28].
Naturalne jest zatem, ze technologia skuteczna wobec jednego rodzaju
zanieczyszczen moze nie wykazywac takiej samej efektywnosci w przypadku innych
grup zwiazkéw. Nalezy jednak podkresli¢, ze zadna z powszechnie stosowanych
technologii oczyszczania $ciekow nie byla projektowana z mysla o selektywnym
usuwaniu AMs, lecz przede wszystkim o redukcji ogolnej zawartos$ci zanieczyszczen
organicznych [29].

Jedna z najpowszechniej stosowanych w Polsce technologii oczyszczania
Sciekow jest proces biologiczny z wykorzystaniem osadu czynnego. Jego
skutecznos¢ w usuwaniu AMs jest jednak ograniczona. Zwiazki te ulegaja jedynie
czgsciowe] biodegradacji lub przechodzg przez system oczyszczania w formie
niezmienionej. Sktad osadu czynnego nigdy nie jest staly, w populacji dominujg
gatunki najlepiej zaadaptowane do warunkéw srodowiskowych, a co sie z tym wigze,
do sktadu doprowadzonych Sciekéw [30]. AMs obecne w nieoczyszczonych Sciekach
wplywajg na struktur¢ spotecznosci mikroorganizméw w osadzie czynnym,
sprzyjajac rozwojowi gatunkéw o podwyzszonej tolerancji na ich obecnos$¢ [31].
Ponadto, aktywno$¢ mikrobiologiczna jest zalezna od temperatury i spada wraz z jej
obnizeniem [32]. Wykazano, ze wybrane antybiotyki z grup sulfonamidéow (SAs),
tetracyklin (TCs), glikopeptydow (GPs) oraz fluorochinolonéw (FQs), obecne
w $ciekach oczyszczonych w stezeniach ponizej 1 pg/L, moga hamowaé procesy
nitryfikacji, denitryfikacji oraz proces anammox, co prowadzi do obnizenia
efektywnosci biologicznego usuwania azotu w procesie oczyszczania [33].

W procesach oczyszczania $ciekoOw z uzyciem osadu czynnego gldéwnymi
mechanizmami odpowiadajacymi za usuwanie AMs sg adsorpcja i biodegradacja.
Biodegradacja AMs moze przebiegaé catkowicie — poprzez ich pelna mineralizacje
do CO; i H,O lub niecatkowicie, z utworzeniem TPs na drodze reakcji
metabolicznych mikroorganizméw [32]. W jednym z badan zauwazono, ze
poczatkowe stezenie trimetoprimu (TRI) w nieoczyszczonych $ciekach wptywa na
kinetyke jego usuwania oraz na liczbe i rodzaj powstajacych TPs w procesie
oczyszczania z uzyciem osadu czynnego [34]. Badania degradacji sulfometoksazolu
(SMX) w reaktorze ze ztozem w postaci zawiesiny bakterii redukujacych siarczany
wykazaly, ze pierwszym etapem jego usuwania byla sorpcja na osadzie zgodna
z kinetyka pierwszego rzedu, a nastgpnie desorpcja i powolna biodegradacja [35].
Taki sam mechanizm degradacji zaobserwowano w procesie usuwania tetracykliny
(TC) ze s$ciekow, przy zastosowaniu reaktora wypelnionego osadem w formie
granulatu zawierajacego bakterie nitryfikujace [36]. W zwiazku z tym, usuwanie
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AMs z uzyciem osadu czynnego mozna traktowac jako zlozony proces adsorpcji
powierzchniowej AMs i dyfuzji wewnatrzczasteczkowej [35,36].

1.2 Holistyczne podejscie do monitorowania Srodkéw bakteriobéjczych
i genéw opornosci na antybiotyki

W latach 2018-2022, w ramach projektu ,,Lekoopornos$¢ drobnoustrojow
srodowiskowych w perspektywie podejscia holistycznego »Jedno Zdrowie«”
(nr 2017/27/B/NZ9/00267), finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki,
przeprowadzono kompleksowe badania nad wystepowaniem 1 losami
srodowiskowymi AMs w systemie oczyszczania sciekow komunalnych [37]. Projekt
obejmowal monitoring stezen zwigzkéw macierzystych, ich TPs oraz genow
antybiotykoodpornosci w $ciekach po procesie oczyszczania. Probki §ciekéw na
roznych etapach oczyszczania pozyskiwano z oczyszczalni $ciekow w Olsztynie,
ktore po procesie oczyszczania odprowadzane sg do pobliskiej rzeki Lyna.

W badaniach przeprowadzonych przez D. Rolbieckiego
1 wspolpracownikow wyizolowano 284 szczepy bakterii z rodzaju Klebsiella
z probek wody rzecznej, oraz $ciekow pobranych na réznych etapach oczyszczania.
U 90,7% z nich potwierdzono obecnos¢ genow odpowiedzialnych za oporno$¢ na
B-laktamy, a 17,4% wykazywalo zdolno§¢ do wytwarzania karbapenemaz [38].
W ramach kolejnych, rozszerzonych badan W. Zielinski przy zastosowaniu
metagenomiki przeanalizowal calkowite DNA (metagenom) wyizolowane z probek
Sciekow oraz wody rzecznej i wykryt w $ciekach geny kodujace oporno$¢ na 18 klas
antybiotykow, m.in. TCs, makrolidy (MQs), linkozamidy, streptograminy, beta-
laktamy, SAs, aminoglikozydy, chloramfenikol, bacytracyn¢ oraz geny oporno$ci na
wieloleki [39]. Ze wzgledu na wykrycie tak licznych i istotnych klinicznie genéw
lekoopornosci, w ramach roéwnolegtych badan uznano, Zze najodpowiedniejsza
metoda analizy pozostatosci AMs w probkach $ciekéw bedzie potaczenie analizy
celowanej oraz niecelowanej z uzyciem réoznych trybow pracy LC-MS/MS.

W celowanych badaniach przesiewowych wybrano 16 najpowszechniej
stosowanych AMs w Polsce, nalezacych do grup TCs, SAs, MQs oraz FQs [40,41].
Sposréod 16 wybranych AMs, 13 wykryto zaré6wno w probkach $ciekoéw
nieoczyszczonych, jak i w wodzie rzecznej pobranej ponizej punktu zrzutu $ciekow
oczyszczonych. Stezenia AMs w probkach $ciekéw nieoczyszczonych miescily sig
w zakresie od 1,4 do 1643,7 ng/L, w zalezno$ci od rodzaju AMs, i wykazywaty
zmienno$¢ w zalezno$ci od miesigca pobrania probki [42]. Wahania sezonowe
dotyczyty glownie AMs z grup TCs, FQs i MQs, natomiast stezenia SAs w $ciekach
nieoczyszczonych nie wykazywatly istotnych zmian sezonowych [42]. W tabeli 1
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zestawiono stezenia AMs oznaczone w probkach Sciekéw zebranych w polskiej
oczyszczalni §ciekow z wynikami uzyskanymi w innych krajach.

Tabela 1. Zestawienie stezen AMs w probkach $ciekow oczyszczonych i nieoczyszczonych w zaleznosci od
regionu pobrania probek [43].

Table 1. Concentrations of AMs in treated and untreated wastewater samples by sampling region [43].

Grupa Rodzaj
up Region $§wiata “al

AMs prébki Zawartos¢ Zrodlo

TCs: <26,2 ng/L /
<16,4 ng/L /49,0 — 97,9 ng/L
SAs: 16,2 — 160,2 ng/L /
21,8—118,8 ng/L /
Uww 11,4 - 126,1 ng/L
(zima/lato/jesien) MQs: <69,3 ng/L/
< 136,1 ng/L/ <401,7 ng/L
FQs: 30,8 — 95,3 ng/L /
32,5-92,1 ng/L/
28,0 — 306,7 ng/L
TCs, SAs, Olsztyn TCs: 7,4— 11,07 ng/L /
MQs, FQs (Polska, Europa) 11,0 - 14,7 ng/L/
60,1 —78,7 ng/L
SAs: 1,2 -257ng/L/
3,3-222ng/L/
TWW 8,5 - 69,4 ng/L
(lato/jesien/zima) MQs: 1,3 -558ng/L/
1,2-243ng/L/
<355,1 ng/L
FQs: <19,6 ng/L /
16,0 ng/L /
25,7-120,0 ng/L

[42]

Barcelona UwWw 2,15-855ng/L
SAs "

(Hiszpania, Europa)
TWW 1,88 —302 ng/L

FQs: 0,7062 — 0,7962 pg/L
UWW
Teheran MQs: 0,0433 — 0,1595 pg/L
Iran, Azja FQs: 0,2487 — 0,2950 pg/L
( ja) TWW Qs Hg
MQs: 0,0144 — 0,2333 pg/L

FQs, MQs

[43]

FQs: 58 - 2030 ng/L /
20 —265 ng/L
FQs, MQs, Chiny UwWw MQs: <122 ng/L /
TCs (Azja) (lato/zima) 109 — 181 ng/L
TCs: 6,734 ng/L/
101 — 132 ng/L

[46]

FQs: 11 —2730 ng/L /
FQs, MQs, Chiny TWW 4 -224ng/L

TCs (Azja) (lato/zima) MQs: 18 =75 ng/L /
26 — 166 ng/L
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FQs, MQs, Chiny TWW TCs: 1,8 = 12,0 ng/L / [46]
TCs (Azja) (lato/zima) 24 - 127 ng/L
TCs: 4.3 -233 ng/L
Uww FQs: 47 — 2371 ng/L
FQs, TC Gh SAs: 242 — 7194 ng/L
S 1ES ana TCs: 2,4 — 49 ng/L [47]
SAs (Afryka)
TWW B-Ls: 1,3 — 345 ng/L
FQs: 27 — 882 ng/L
SAs: 103 — 320 ng/L
SAs: 0,71 — 59,3 ng/L
Afiyka Uww FQs:0,16 -0,27 ng/L
SAs, FQs (rézne regiony) [48]
TWW SAs: 0,05 —4,09 ng/L
FQs: <0,07 ng/L
SAs — sulfonamidy, FQs - fluorochinolony, TCs — tetracykliny, MQs — makrolidy,

UWW — §cieki nieoczyszczone, TWW — $cieki oczyszczone

Przedstawione w tabeli 1 dane jednoznacznie wskazuja, ze obecnie
stosowane technologie oczyszczania §ciekéw nie zapewniajg skutecznego usuwania
zanieczyszczen w postaci AMs. We wszystkich analizowanych lokalizacjach —
niezaleznie od regionu §wiata, pory roku czy rodzaju probki — stezenia TCs, SAs,
MQs i FQs w $ciekach oczyszczonych pozostaja na poziomie pordwnywalnym lub
jedynie nieznacznie nizszym niz w $ciekach nieoczyszczonych. Swiadczy o ich
znacznej trwalo$ci 1 niewystarczajacej degradacji podczas konwencjonalnego
oczyszczania.

Jak wspomniano, w badaniach $ciekow z olsztynskiej oczyszczalni
zastosowano réwniez analiz¢ niecelowang z wykorzystaniem roznych trybow pracy
LC-MS/MS w celu wykrycia TPs wybranych AMs. Zastosowanie tgczonego trybu
pseudo-monitorowania wielu reakcji (pseudo-MRM) w oparciu o zbudowana baze
300 zwigzkéw umozliwito identyfikacje znanych-nieznanych (ang. known-unknown)
TPs. Ponadto badanie przesiewowe dopetiono poprzez zastosowanie potaczonych
trybow wzmocnionego skanowania mas oraz wzmocnionego skanowania jonéw
potomnych (EMS-EPI) do identyfikacji nieznanych-nieznanych (ang. unknown-
unknown) TPs w probkach $ciekdow na réznych etapach oczyszczania oraz wody
rzecznej [42]. W analizie niecelowanej zidentyfikowano tacznie 33 TPs, powstale
w wyniku reakcji utleniania, redukcji, hydroksylacji oraz otwarcia pier§cienia [42].
Trzynascie sposrod 33 TPs wykryto we wszystkich probkach $ciekow, co wskazuje
na ich wysokg stabilno§¢ w warunkach procesu oczyszczania [42]. Zastosowane
podejscie badawcze miato szczegodlny charakter, poniewaz pobranie probek na
roznych etapach oczyszczania umozliwito rozréznienie TPs wprowadzanych do
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oczyszczalni wraz ze $ciekami od tych powstajacych in situ w trakcie procesow
oczyszczania z uzyciem osadu czynnego. Otrzymane wyniki wskazuja, ze TPs
niewykrywane w standardowych badaniach przesiewowych sg obecne w $ciekach
oczyszczonych, a nastgpnie jest odprowadzane do $rodowiska [42]. Zastosowanie
analizy niecelowanej staje si¢ tym bardziej mozliwe, ze mozna jg sprz¢gnac
z uczeniem maszynowym, dzieki ktéremu Yu Han wraz z zespotem wykryli
1 sklasyfikowali 399 TPs farmaceutykow, a takze zidentyfikowali 110 szlakow ich
przemian, przewyzszajac tym samym mozliwosci tradycyjnych metod
przesiewowych  [49].  Ponadto  wykazali oni, ze TPs $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych stanowity najliczniejszg grupe wsrod zidentyfikowanych
zwigzkow (17,0%), a dla 49 z nich przewidziano wyzsza toksyczno$¢ niz dla
zwigzkow macierzystych [49]. Z kolei E. Eysseric 1 wspolpracownicy do
nieukierunkowanej analizy farmaceutykow w $ciekach zastosowali technike LC-
MS/MS z dwoma podej$ciami do zbierania danych: akwizycje zalezng od danych
(DDA), wykorzystana do wyszukiwania w bibliotekach widm MS? oraz do tworzenia
sieci molekularnych oraz akwizycj¢ niezalezng od danych (DIA), zastosowana do
uzyskiwania dodatkowych widm MS? dla jondw o nizZszej intensywnoS$ci i wsparcia
grupowania zwigzkOw na podstawie wspolnych fragmentow widm [50].
W Dbadaniach zidentyfikowano 149 farmaceutykéw w S$ciekach z szesciu
oczyszczalni, w tym zwigzki macierzyste i TPs z pigciu grup antybiotykow:
cefalosporyn, FQs, MQs, linkomycyn i SAs [50].

Na podstawie przedstawionych wynikow mozna stwierdzi¢, ze
implementacja analizy niecelowanej, wsparta nowoczesnymi narzgdziami
analitycznymi umozliwiajagcymi szybka analiz¢ duzych zbiorow danych (np. uczenie
maszynowe, w tym sieci neuronowe) jest nie tylko osiagalna, ale staje si¢
niezbednym narzg¢dziem rzetelnej oceny ryzyka zwigzanego z obecnoscia AMs
w $rodowisku. Rutynowe stosowanie analizy niecelowanej pozwala na skuteczne
wykrywanie, §ledzenie i przeciwdzialanie wprowadzaniu AMs oraz ich TPs do
srodowiska.

1.3. Fitoremediacja — zalety i ograniczenia w usuwaniu AMs ze
srodowiska wodnego

Ograniczenia konwencjonalnych systemow oczyszczania sktaniajg do
poszukiwania alternatyw, ktore moglyby skutecznie uzupetni¢ tradycyjne procesy
mechaniczno-biologiczne.  Fitoremediacja  stanowi  alternatywng  metode
oczyszczania wod i Sciekow z zanieczyszczen organicznych i nieorganicznych. Po
pobraniu przez rosling zanieczyszczen moga one podlega¢ réznym procesom, takim
jak akumulacja w tkankach ro§linnych, uwalnianie do atmosfery w postaci lotnych
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zwigzkow, immobilizacja w strefie korzeniowej lub na powierzchni korzeni czy tez
enzymatyczna transformacja do zwigzkéw o mniejszej toksyczno$ci [51]
Przypuszcza sig¢, ze metabolizm zanieczyszczen organicznych w ro$linach pelni
funkcj¢ mechanizmu obronnego, prowadzacego do obnizenia toksyczno$ci
zwiazkow macierzystych [52,53]. Koncowo, substancja macierzysta i jej metabolit
lub koniugat charakteryzuja si¢ réznymi wilasciwosciami fizykochemicznymi,
aktywnosciag biologiczng oraz toksyczno$cig [52]. W tabeli 2 przedstawiono
efektywno$¢ usuwania wybranych AMs przez rézne gatunki ro$lin.

Tabela 2. Zestawienie efektywnosci fitoremediacji wybranych AMs przez rézne gatunki roslin [43].

Table 2. Removal efficiency of selected AMs via phytoremediation using different plant species [43].

Stezenie .
oczatkowe Czas Efektywnos¢
Gatunek rosliny Zwiazek P Aqu (dni] fitoremediacji Zrodio
ni %
[ug/L] el
1,0 7 87
. . SMX
Limnobium 1,0 14 96
laevigatum (Humb. & 54
Bonpl. ex Willd.) 1,0 7 71 [54]
Heine TRI
1,0 14 75
4 50
1 9 61
14 80
CIP
4 23
10 9 51
14 72
4 60
1 9 87
14 96
Lemna minor L. ENF 4 32 [55]
10 9 82
14 98
4 26
1 9 53
14 88
LVF 4 40
10 9 83
14 86
Lythrum salicaria L. 1_0 SA_S 500 32 4
(mieszanina) (ZsAs)
[56]
Ruellia simplex 10 SAs 46
C.Wright (mieszanina) 500 32 (Zsas)
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Acorus calamus L. 10 SAs 500 32 49
(mieszanina) (Zsas)
5
Cyperus papyrus L. 10 5As 500 32 ’
(mieszanina) (3sas)
Thalia dealbata 1,0 SAS 500 32 50
Fraser (mieszanina) (3sas)
Pistia stratiotes L. CIP 10 7 70 [57]
Brassica x juncea 5000 —
(L.) Czern. TC 225000 24 " 58]

SMX — sulfometoksazol, TRI — trimetoprim, TC — tetracyklina, CIP — ciprofloksacyna, SAs — sulfonamidy,
ENF — enrofloksacyna, LVF - lewofloksacyna

Przedstawione w tabeli 2 wyniki wskazuja, Ze na skutecznos¢ fitoremediacji
wplywajg zaro6wno gatunek rosliny, jak i poczgtkowe stezenie AMs w wodzie
pobieranej przez rosling. W przypadku mieszanin 10 sulfonamidéw (SAs) o stezeniu
500 pg/L efektywnos¢ po 32 dniach wahata sie od 44,5% (Lythrum salicaria) do
56,9% (Cyperus papyrus), co potwierdza istotny wptyw gatunku rosliny [56].
W badaniach dotyczacych fitoremediacji SMX z udziatem Limnobium laevigatum
wykazano, ze proces ten opiera si¢ na dwdch mechanizmach: fotodegradacji
i hydrolizie AMs w wodzie oraz sorpcji ro$linnej. Catkowita efektywnosé
fitoremediacji SMX po 14 dniach wynosita 96,0%, z czego 83,3% przypisano
fotodegradacji i hydrolizie zwigzku macierzystego, natomiast 12,2% stanowila
akumulacja w tkankach roslinnych [54]. Odmienng sytuacje zaobserwowano
w przypadku trimetoprimu (TRI), dla ktérego efektywnos$¢ fitoremediacji wyniosta
75,4%, przy czym 38,0% zwigzku zostalo zaabsorbowane przez rosling.
Fitoremediacja moze by¢ rowniez skutecznie stosowana do usuwania AMs z grupy
FQs. Zastosowanie Pistia stratiotes umozliwito usunigcie okolo 70% AMs przy
poczatkowym stezeniu 10 pg/L w ciggu 10 dni [57]. Nalezy jednak podkresli¢, ze
gatunek ten jest uznawany za inwazyjny w warunkach europejskich, co ogranicza
mozliwo$¢ jego praktycznego wykorzystania. Bardziej kompleksowe badania
przeprowadzono z wykorzystaniem Lemna minor, oceniajac skutecznos¢ usuwania
trzech FQs (CIP, ENF i LVF) przy dwdch poziomach stezenia poczatkowego. Wraz
ze wzrostem stezenia poszczegolnych FQs obserwowano spadek zdolnoéci Lemna
minor do ich akumulacji, jednak catkowita efektywno$¢ fitoremediacji pozostawala
wysoka i wynosita od 72% dla CIP do 98% dla ENF [55].

Mozliwos¢ zastosowania fitoremediacji w usuwaniu AMs ze S$ciekow
potwierdzajg réwniez badania prowadzone w warunkach terenowych. W 2016 roku
Huiyu Dong z zespotem porownat skuteczno$¢ usuwania 19 AMs ze Sciekow
w czterech procesach: z wykorzystaniem osadu czynnego, biofilmu
mikrobiologicznego, mokradta hydrofitowego oraz stawu stabilizacyjnego [59].
Osad czynny i mokradta hydrofitowe byly efektywniejsze w usuwaniu AMs niz
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pozostate metody, przy czym skutecznos$¢ zalezata od rodzaju AMs i pory roku.
W przypadku mokradet hydrofitowych na efektywnos$¢ usuwania wptywaty m.in.
sorpcja na podtozu, pobieranie zanieczyszczen przez rosliny oraz dhuzszy czas
retencji hydraulicznej [59]. W 2011 roku M. Hijosa-Valsero i wspotpracownicy
przeprowadzili w warunkach terenowych badania poréwnujgce skutecznosé
usuwania AMs z grupy SAs, TCs, B-laktaméw, MQs oraz TRI ze $ciekéw miejskich
przez mokradta hydrofitowe obsadzone odpowiednio Typha angustifolia L. lub
Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud [60]. W zaleznosci od rodzaju AMs oraz
gatunku rosliny zastosowanej w systemie hydrofitowym skuteczno$¢ usuwania AMs
wynosita: 59-87% dla SAs, 65-96% dla TRI, 47-79% dla TCs, 6-45% dla f-
laktamow oraz 11-64% dla MQs. W przypadku niektorych AMs mokradta
hydrofitowe charakteryzowaty si¢ wyzsza skutecznoscia usuwania niz
konwencjonalne oczyszczanie z wykorzystaniem osadu czynnego [60]. Badania
w warunkach terenowych nad usuwaniem antybiotykow z wykorzystaniem mokradet
hydrofitowych przeprowadzili rowniez w 2016 roku J. Chen i wspoétpracownicy,
stosujac gatunki Thalia dealbata oraz Iris tectorum Maxim. do oczyszczania §ciekow
bytowych z pozostalosci MQs i SAs [61]. Skutecznos¢ usuwania SAs wynosita 11,1-
100%, natomiast MQs 67,2 — 100%. Podkreslono, ze istotnym czynnikiem
wplywajacym na efektywno$¢ usuwania byta konstrukcja systemu, determinujgca
sposob przeptywu $cieku przez zloze. Nalezy zauwazyé, ze przytoczone badania
terenowe koncentrowaly si¢ przede wszystkim na ocenie efektywnosci usuwania
zanieczyszczeh z wykorzystaniem analizy celowanej, a nie na pelnym
przesiewowym monitoringu sktadu chemicznego probek, obejmujacym rowniez
potencjalne produkty ich transformacji [61].

Analiza niecelowana stanowi istotne uzupehlienie oceny mozliwosci
wykorzystania fitoremediacji do usuwania AMs ze §rodowiska wodnego. W dwoch
niezaleznych badaniach K. Stando i wspotpracownicy zidentyfikowali 9 produktow
transformacji SMX oraz 6 produktow transformacji TRI powstalych podczas 14-
dniowego eksperymentu fitoremediacji z wykorzystaniem Limnobium laevigatum, a
takze 23 produkty transformacji FQs w eksperymencie z uzyciem Lemna minor
[54,55]. Analiza niecelowana umozliwila okreslenie mechanizmoéw 1 czasu
powstawania TPs oraz ich dystrybucji w tkankach ro§lin. Otrzymane wyniki
wskazujg, ze skutecznos$¢ fitoremediacji nie powinna by¢ oceniana wylacznie na
podstawie efektywnos$ci usuwania zwigzkoéw macierzystych, poniewaz ten parametr
nie uwzglednia powstawania ich TPs. Kompleksowa ocena efektywnoSci
fitoremediacji powinna zatem obejmowaé zarOwno oznaczanie zwigzkow
macierzystych, jak i przesiewows analiz¢ niecelowang umozliwiajacag identyfikacje
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TPs oraz ocen¢ stopnia mineralizacji AMs zachodzacej podczas procesu
oczyszczania.

1.4 Fotokataliza jako obiecujaca technologia czwartego stopnia oczyszczania
Sciekéw z AMs

Fotokataliza heterogeniczna stanowi jedng z najbardziej obiecujacych metod
umozliwiajacych usuwanie zaréwno AMs, jak i ich TPs z wody oraz $ciekow
bytowych [62]. W procesie stosuje
fotokatalizatory, ktore absorbujg promieniowanie $wietlne, inicjujac reakcje

fotokatalizy si¢  polprzewodnikowe
fotodegradacji, pozostajac przy tym w niezmienionej formie [63]. Mechanizm
usuwania zanieczyszczen opiera si¢ na generowaniu silnie reaktywnych form tlenu,
takich jak anionorodnik ponadtlenkowy (0;7), rodnik wodoronadtlenkowy (HO3)
oraz rodnik hydroksylowy ( "OH), w wyniku proceséw fotokatalitycznych
zachodzacych na powierzchni fotokatalizatora. Powstajace rodniki nieselektywnie
utleniaja zwiazki organiczne do CO: i H20, co stanowi istotng przewage tej metody
W pordOwnaniu z oczyszczaniem biologicznym $ciekow oraz fitoremediacja,
ograniczonymi m.in. przez aktywnos$¢ biologiczng AMs i ich TPs.

Najwickszym wyzwaniem w adaptacji fotokatalizy heterogenicznej do
usuwania AMs z wod 1 $ciekdw jest dobranie optymalnych parametrow procesu,
takich jak dawka fotokatalizatora, pH mieszaniny reakcyjnej, temperatura, stezenie
tlenu w uktadzie oraz parametry zrodla promieniowania, a takze wiasciwy wybor
samego fotokatalizatora [64]. W tabeli 3 pordwnano skuteczno$¢ usuwania AMs przy
zastosowaniu roznych warunkéw fotokatalizy heterogeniczne;j.

Tabela 3. Pordwnanie skuteczno$ci usuwania AMs przy zastosowaniu fotokatalizy heterogenicznej [43].

Table 3. Comparison of AM removal efficiency using heterogeneous photocatalysis [43].
AMs Katalizator Parametry Skutecznos¢ TPs Reakcje ,
(stezenie) (stezenie) procesowe usuwania (liczba) tr-ansformacp Zrodlo
AMs [%] macierzystego AMs
86,3%
(irradiancja:
250 W/m?;
czas: 90 min) - Odszczepienie
0,
Lampa (irrzlggnf:ja: hvd fmpyl ..
MET TiO,-P25 + PbS ksenonowa 500 W/m?; 4 ?/ Orzszsc}:fgizxzj, [65]
(1 pg/L) (1:1 w/w; 50 mg/L) 1500 W czas: 75 min) R
Czas: 90 min 100% grupy metylowg ;
(irradiancja: - Przegrupowanie
750 W/m?; pierscienia.
czas: 60 min)
100%
)
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(irradiancja:
1000 W/m?; [65]
czas: 35 min)
60% (Zr0O,) - - oderwanie /
100 % rozszczepienie /
CIP . TPscip: 6 S
(TiO,-P25) Scip utlenienie pier$cienia
15 min TPsene: 2 piperazynowego lub
90% FNE cyklopropylowego;
(ZrOy) — TPs. . - hydroksylacji,
ENF 100 % (;’+ENF' - utlenienie;
(TiO,-P25) - otwarcie piescienia
15 min piperazynowego;
TiO-A - hydroksylacja;
L i
(190 mg/L) kses:f; iva 85% - dekarboksylacja;
—{;E))Z'P/Zf 1500 W (WOs) — - odigczenie grupy
LVF ( zmé ) radiancia 100 % 6 metylowej;
n . . .
(100 mg/L) 500 W/m? (TiO,-P25) - rozerwanie [66]
710 Caas: 15 15 min pierscienia
> 015 - .
(100 mg/L) 120 min piperazynowego;
WO; -
(100 mg/L) 78,4% (WO3) hydroliza/rozerwanie
—100% wigzania
TYL . 5
(TiO,-P25) C-0;
120 min - redukcja grupy
aldehydowej;
iilonianie:
18.7% (ZrO5) vriemanies
- odczepienie grupy
-53,1% :
CLR (TiOs-A) 5 metylowej;
1220 N - utrata pierscienia
kladynozy;
Ag;PO4/NP-CQD - przegrupowanie
/tGH 94.5% pier$cienia;
0,2 g/L) . - odwodornienie;
TC NP-CQD/Ag;PO. S‘E]l'at;m “utlenienic;
10- . 02 /33 4 CWI '261?) ne 80,0% 12 - hydroksylacja 67]
80 mg/L) 8 zas]._] ~7m1n pierscieni
P aromatycznych;
AgsPO, 75.0% - dealkilacja;
(0.2 gL) - rozerwania
wigzania C-N.
Lampa UVA
Tempesatura: - hydroksylacja
2; (; pierscienia
ph= .
SMX TiO-P25 (0,1 /L) | A>324nm >90% 3 TPs aromatycznego; [68]
(100 pM) dla UVA - rozszczepienie
A> 400 nm wigzania
dla VIS sulfonamidowego;
Czas: 60 min
MET Lampa UV-C - przegrupowanie
(50 mg/L) TiO,-P25 (1,5 g/L) 100 W 77% 7 TPs pierScienia [69]

metronidazolu;
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Temperatura:
20°C - utlenianie
Irradiancja: pier$cienia;
6,5 mW cm™ - kondensacja/
. pH=1720 addycja;
zas:
min
g-C3N4/BiVO, - substytucja fluoru
39,6%
(1gL) ,07 przez grupg
Lampa hydroksylowa;
CIP halogenowa -dekarboksylacja;
(10 mg/L) ) ngg \1);; 0 3 TPs - rozel.'wanie [70]
C3N4/BiVO4@RGO . 84.3% wigzania C=C;
1,2 wt,% (1 g/L) i ’ - odszczepienie
pier§cienia
piperazynowego.

CIP — ciprofloksacyna, CLR- klarytromycyna, TYL — tylozyna, TC — tetracyklina, SMX — sulfametoksazol,
ENF — enrofloskacyna; LVF — lewofloskacyna; MET — metronidazol;

W tabeli 3 uwzgledniono wylacznie prace, w ktorych autorzy rownolegle
stosowali analize niecelowang w celu identyfikacji produktow transformacji AMs
powstajacych w trakcie procesu oczyszczania. Polaczenie analizy celowanej, ktorej
koncowym wynikiem jest efektywno$¢ usuwania AMs wyrazona jako procentowy
ubytek substancji macierzystej w czasie, z analizg niecelowang oraz pomiarem
stopnia mineralizacji stanowi najbardziej obiektywne podej$cie badawcze do oceny
efektywnosci procesu. Nalezy zauwazy¢, ze niezaleznie od rodzaju katalizatora jego
stezenie zazwyczaj nie przekracza 1,5 g/L. Zbyt mala jego ilo§¢ moze prowadzi¢ do
niepetnej degradacji zanieczyszczen, natomiast zbyt duza powoduje wzrost metnosci
uktadu i ograniczenie penetracji promieniowania $wietlnego, co rowniez obniza
efektywnos$¢ procesu [71]. Efektywno$¢ usuwania AMs moze by¢ regulowana
poprzez zmian¢ pH mieszaniny reakcyjnej. Cho¢ korekta pH czgsto skraca czas
degradacji zwiazku macierzystego, w warunkach przemystowych jest to rozwigzanie
kosztowne, poniewaz wymaga zarowno dodawania reagentow w celu obnizenia lub
podwyzszenia pH, jak i jego pdzniejszej korekty do wartosci pH=7 [68].
Najpowszechniej stosowanym katalizatorem potprzewodnikowym do usuwania AMs
w z grup FQs, MQs oraz SAs w procesie fotokatalizy byt TiO, w formie anatazu
(TiO2-A) lub komercyjnie dostgpnej mieszaniny anatazu z rutylem w stosunku 70:30
lub 80:20 (TiO2-P25 Degussa) [65]. Jednakze pasmo wzbronione TiO2 wynosi okoto
3,2 eV, co odpowiada konieczno$ci wzbudzenia promieniowaniem o dtugosci fali
A < 380 nm. W konsekwencji proces fotokatalityczny zachodzacy wylacznie pod
wpltywem $wiatla widzialnego nie jest mozliwy, poniewaz TiO: nie ulega
efektywnemu wzbudzeniu w tym zakresie spektralnym [72]. Z tego wzgledu
rozwijane sa rozne modyfikacje fotokatalizatorow, takie jak domieszkowanie,
tworzenie struktur heterogenicznych oraz modyfikacja powierzchni, prowadzace do
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obnizenia efektywnej szeroko$ci pasma wzbronionego i/lub poprawy separacji
nos$nikéw tadunku [67,70]. Badania nad doborem optymalnych parametréw
fotokatalitycznych do degradacji MET z zastosowaniem sze$ciu katalizatorow (TiO--
A, TiO2-P25, ZnO, WOs, Z1O2, PbS) oraz ich mieszanin wykazaly, ze zmiany masy
katalizatora w zakresie 50-200 mg/L nie maja istotnego wplywu na efektywno$é
usuwania zwigzku, natomiast zar6wno rodzaj katalizatora, jak i zmiany irradiancji
w zakresie 250—1000 W/m? majg istotny wptyw na przebieg procesu [65].

Analiza niecelowana stanowi istotne narzedzie oceny czystosci probek po
procesach oczyszczania. Jak przedstawiono w tabeli 3, niezaleznie od rodzaju
fotokatalizatora we wszystkich badanych uktadach wykryto TPs powstate w wyniku
reakcji hydroksylacji, rozszczepienia, przegrupowania oraz otwarcia pierScienia,
a takze dekarboksylacji i rozszczepienia wigzan C—N i C—O. W badaniach z 2024 r.
K. Stando wraz z zespotem przeprowadzili kompleksowe porownanie skutecznosci
usuwania 3 FQs (CIP, ENF, LVF) oraz 2 MQs (TYL, CLR) w probkach wod
1 $ciekéw oczyszczonych, taczac analizg celowang z analiza niecelowang LC-MS/MS
oraz oceng stopnia mineralizacji probek. Wykazano, ze w warunkach fotolizy
catkowite usunigcie macierzystych form wszystkich 3 FQs zachodzito w ciagu 15
min, natomiast po zastosowaniu fotokatalizatora czas ten skracat si¢ do 3 min [66].
Jednoczesénie analiza niecelowana wykazata obecno$¢ Iacznie 23 TPs FQs
w probkach po 15 min. Oznacza to, ze catkowite usuni¢cie FQs okreslone na
podstawie analizy celowanej nie odzwierciedla rzeczywistego stopnia eliminacji
zanieczyszczen, co potwierdzajg wartosci stopnia mineralizacji, wynoszace 11,3—
35,8% dla CIP, 12,7-64,7% dla ENF oraz 15,1-24,2% dla LVF. Wydhuzenie czasu
fotokatalizy prowadzilo do wzrostu stopnia mineralizacji do 49,7-60,1% dla CIP,
49,9-78,6% dla ENF oraz 48,1-64,1% dla LVF, w zaleznosci od rodzaju
zastosowanego fotokatalizatora [66].

Przedstawione wyniki wskazuja, ze ocena skutecznosci procesu wylacznie
na podstawie zaniku macierzystych AMs moze prowadzi¢ do blednych wnioskoéw
dotyczacych  rzeczywistego stopnia usunigcia  zanieczyszczen.  Produkty
transformacji powstajace podczas fotokatalizy mogg wykazywaé aktywno$¢
biologiczng oraz toksyczno$¢ poréwnywalng lub nawet wyzsza niz zwigzki
macierzyste [73]. Ponadto w przypadku oczyszczania rzeczywistych probek sciekow
nalezy uwzgledni¢c obecno$¢ mieszaniny wielu AMs i1 ich TPs, ktérych
oddzialywanie moze prowadzi¢ do efektow addytywnych, synergistycznych lub
antagonistycznych [74]. Z tego wzgledu kompleksowa ocena efektywnosci nowego
fotokatalizatora oraz optymalizacja parametréw procesu powinny obejmowac nie
tylko analize celowang, lecz rowniez analiz¢ niecelowana umozliwiajacg iden-
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tyfikacje TPs, okreslenie stopnia mineralizacji probki oraz w miar¢ mozliwosci,
oceng toksycznosci probek przed 1 po procesie oczyszczania.

2. LC-MS/MS w ocenie zanieczyszczenia Srodowiska — przeglad badan
prowadzonych w Polsce

W 2019 roku w Polsce przeprowadzono badania terenowe majgce na celu
ocen¢ mobilnosci czterech wybranych AMs (SMX, TYL, DOX, ENF) po ich
wprowadzeniu do gleby. Pomimo braku wczesniejszego nawozenia gleby
obornikiem zwierzecym, w glebie oraz wodach gruntowych przed rozpoczeciem
eksperymentu wykryto obecnos¢ siedmiu AMs nalezacych do grup TCs, SAs oraz
MQs [75]. Ich obecno$¢ wskazuje na wczesniejszg migracje tych zwigzkow
w $rodowisku z nieokre§lonych zrodet. W ramach badan wykazano, ze sktad matrycy
glebowej, w szczegdlnosci zawartos¢ wegla organicznego, ma istotny wpltyw na
mobilno$¢ AMs w Srodowisku. Ponadto pozostatosci AMs moga utrzymywacé si¢
w glebie przez dlugi czas oraz by¢ pobierane przez rosliny uprawne [75,76].
W analizie nieukierunkowanej wykryto 16 TPs wszystkich 4 AMs wprowadzonych
do gleby oraz 14 produktéw transformacji SMX, ENF i DOX w tkankach pietruszki
(Petroselinum crispum (Mill.) Fuss) uprawianej na tym stanowisku [75,76]. Wyniki
te wskazuja, ze wraz z zywnoscig do organizmu czlowieka mogg trafia¢ nie tylko
AMs, lecz takze ich TPs.

Wzmozone zainteresowanie rozpowszechnieniem AMs w $§rodowisku na
terenie Polski obserwuje si¢ od poczatku drugiej dekady XXI w., jednak poczatkowo
badania te opieraly si¢ wylacznie na analizie celowanej. W 2014 r. opublikowano
badania dotyczace wystgpowania trzech FQs w wodach rzecznych oraz tkankach ryb
pobranych z rzek Reda i Goscicina. Najczesciej wykrywang substancjg byta NOR,
w zakresie stezen 30,2-442,8 ng/L [77]. CIP oznaczono w 5 prébkach wody, przy
czym maksymalne st¢zenie wynosito 2745 ng/L. ENF wykryto réwniez w 5 probkach
w zakresie 18-248,7 ng/L. W tkankach ryb FQs stwierdzono jedynie w pojedynczej
probee, gdzie oznaczono 48,1 ng/g NOR oraz 36,7 ng/g CIP [77]. W 2016 r. zespot
z Instytutu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk ocenit wystepowanie pozostatosci
9 SAs, TRI oraz ENF w osadach dennych polskiej strefy przybrzezne;j,
w 10 stanowiskach rozmieszczonych wzdhuz linii brzegowej [78]. Najczgsciej
wykrywanym zwiazkiem byt SMX (7/10 prébek), w zakresie stezen 2,3-419,2 ng/g,
przy czym najwyzsze wartosci odnotowano w rejonie ujs¢ rzek Parseta
i Swina [78]. Jedynie w 1 z 12 probek stwierdzono obecnosci analizowanych AMs,
co wskazuje na ich szerokie rozpowszechnienie w badanym obszarze. W 2017 r.
zespot naukowcow z Uniwersytetu Gdanskiego opracowal metode LC-MS/MS
umozliwiajaca analiz¢ celowang trzech wybranych TC w probkach gleb. W ramach
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analizy przesiewowej wykryto pozostalosci TC oraz oksytetracykliny w glebach
pobranych z dwdch miejscowosci w potnocnej Polsce (Saduny, Karlowo) w zakresie
stezen 11,7-14,5 ug/kg [79]. Zrédto tych zanieczyszczen nie zostato jednoznacznie
okreslone; wskazywano jedynie na mozliwo$¢ ich pochodzenia z obornika
Zwierzecego.

W latach 2021-2023 zespot prof. Sylwii Bajkacz z Politechniki Slaskiej
przeprowadzit kompleksowe badania przesiewowe probek wod powierzchniowych
oraz gleb pobranych na obszarze wybranych miast Gornego Slaska w celu oceny
rozpowszechnienia SAs w Srodowisku oraz ich TPs. Badania obejmowaty zaréwno
analize celowang o$miu wybranych SAs z wykorzystaniem LC-QTRAP w trybie
monitorowania  wielu reakcji (MRM), jak 1 analize¢ niecelowang
z zastosowaniem trybu EMS-DIA-EPI. Mozliwo$¢ zmiany trybow pracy detektora
mas bez koniecznos$ci modyfikacji warunkéw chromatograficznych pozwalata na
uzyskanie kompleksowej informacji analitycznej dla jednej probki w czasie 20 min,
co stanowi relatywnie krotki czas analizy przy jednoczesnym zastosowaniu strategii
analizy celowanej i niecelowanej [80]. Probki wod powierzchniowych pobierano ze
zbiornikéw na terenie Katowic, Sosnowca, Tychow, Mikotowa oraz Psar. Obecno$é
pozostato§ci SMX, sulfadiazyny (SFD) oraz sulfapirydyny (SFP) stwierdzono
wylacznie w probkach z Tychéw 1 Mikotowa. Najezesciej wykrywanym zwigzkiem
byt SMX, obecny w probkach z potoku Jamna (< 34,1 ng/L) oraz jeziora Paprocany
(£ 75,8 ng/L) [80]. W ramach analizy niecelowanej wykryto 12 produktow
transformacji SAs, ktore — co istotne — byly obecne we wszystkich 15 probkach,
niezaleznie od obecnosci zwigzku macierzystego. Ze wzgledu na wspolny rdzen
strukturalny sulfonamidéw wykryte TPs moga pochodzi¢ zaréwno z analizowanych,
jak 1 nieobjetych analizg zwigzkow, a ich obecno$¢ moze rowniez wskazywaé na
wysoka stabilno$¢ w srodowisku [80]. W drugim z badan probki gleb pobrano z 27
punktéw zlokalizowanych na terenie Tychéw, Katowic, Sosnowca, Dgbrowy
Gorniczej, Mikotowa oraz Przyleku, przy czym kryterium wyboru stanowisk byta
aktywno$¢ zwierzat domowych wolno wychodzacych lub stosowanie nawozoéw
odzwierzecych. W probkach gleb wykryto wszystkie 8 SAs objetych analizg
celowana, a najczesciej oznaczanymi zwigzkami byty SMX (9 probek) oraz SFD (10
probek) [81]. W glebach pobranych z wybiegow dla pséw odnotowano wyzsze
stezenia SAs (1,7-10,5 ng/g) niz w glebach rolniczych nawozonych obornikiem (1,9—
3,7 ng/g), co wskazuje na obecno$¢ antropogenicznych zrodet zanieczyszczenia gleb
réwniez w $rodowisku miejskim [81]. Produkty transformacji SAs byly obecne w 24
z 27 probek gleb, przy czym najwicksza ich liczbe wykryto w probkach gleb rolnych
(20 TPs) oraz probkach z wybiegow dla psow (15 — 17 TPs). Na podstawie
przedstawionych wynikow, mozna stwierdzi¢, ze potaczenie analizy celowanej wraz
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z niecelowang jest niezb¢dne dla pelnej oceny rozpowszechnienia oraz stabilno$ci
AMs w $rodowisku.

3. UWAGI KONCOWE

Analiza danych literaturowych wskazuje, ze metody oparte wylacznie na
analizie celowanej mogg by¢ niewystarczajagce do kompleksowej oceny
wystepowania, rozpowszechnienia oraz migracji AMs w srodowisku. W dziedzinach
chemii lekow oraz analizy Zywnosci zastosowanie analizy niecelowanej stanowi
uznang strategi¢ analityczng umozliwiajacg poszerzenie zakresu identyfikowanych
zwigzkow 1 produktéw ich transformacji. Zastosowanie zintegrowanego podejscia
faczacego analize celowang i niecelowang w rutynowych badan $rodowiskowych
przyniostoby  istotne  korzysci, umozliwiajac  identyfikacje = nowych
1 nieoczekiwanych produktow transformacji AMs, lepsze rozpoznanie ich losu
srodowiskowego oraz wykorzystanie uzyskanych informacji do sukcesywnego
rozszerzania zakresu analitow objetych monitoringiem $rodowiskowym. Analizg
celowang i niecelowang mozna prowadzi¢ z wykorzystaniem tego samego sprzgtu
analitycznego, stosujgc rozne tryby akwizycji danych: $ledzenie przej$¢ jonow
prekursor — produkt (dla analizy celowanej), skanowanie w szerokim zakresie m/z
(dla analizy niecelowanej) oraz rejestracje widm MS/MS po fragmentacji jonow
prekursorowych (dla identyfikacji strukturalne;j).

Samodzielne zastosowanie analizy niecelowanej z wykorzystaniem technik
LC-MS/MS i GC-MS/MS wiaze si¢ z pewnymi ograniczeniami. Stg¢zenie TPs
w probkach srodowiskowych moze by¢ zbyt niskie, aby mozliwe byto ich wykrycie.
Ponadto, na etapie przygotowania probki mogg zosta¢ utracone TPs, ktérych
wlasciwoséci fizykochemiczne nie pozwalaja na ich wydajne wyodrgbnienie
w zastosowanej procedurze przygotowania probki. Produkty transformacji moga
réwniez koeluowa¢ w uktadzie chromatograficznym, w wyniku czego ich widma mas
moga naklada¢ si¢ na siebie, co utrudnia ich interpretacje. Uzyskanie sygnatu
analitycznego nie zawsze pozwala na jednoznaczng identyfikacje¢ wykrytego
zwigzku, szczegdlnie w przypadku braku wzorca referencyjnego lub wystarczajacych
danych dotyczacych jego widma masowego. Wymienione ograniczenia wskazujg na
korzysci wynikajace z komplementarnego zastosowania analizy celowanej
i niecelowanej. Analiza celowana umozliwia czulg i1 ukierunkowang detekcje
znanych analitow, podczas gdy analiza niecelowana poszerza zakres uzyskiwanych
informacji o potencjalnie nieoczekiwane zwiazki i TPs.

Potaczone zastosowanie analizy celowanej i niecelowanej obejmuje rozne
etapy oceny wystepowania i transformacji AMs w $rodowisku, od biezacego
monitorowania $ciek6w w oczyszczalniach, przez oceng stanu wod powierzchnio-
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wych po zrzucie $ciekow, w tym rzek i jezior, po oceng¢ skuteczno$ci
konwencjonalnych i alternatywnych metod ich usuwania. Podejscie to moze by¢
wykorzystywane zaré6wno do monitorowania postgpu oczyszczania Sciekéw na
poszczegdlnych etapach procesu, jak i do oceny stanu wod powierzchniowych po ich
zrzucie. Ponadto polaczenie obu strategii stanowi istotny element oceny
efektywnosci oczyszczania wody i $ciekdw z zastosowaniem zaréwno metod
konwencjonalnych (osad aktywny), jak 1 alternatywnych (fitoremediacja,
fotokataliza), poniewaz umozliwia jednoczesne monitorowanie zaniku
macierzystych AMs oraz powstawania ich TPs. Zaréwno badania przeprowadzone
w rzeczywistych warunkach oczyszczania §ciekoéw, jak 1 badania prowadzone w skali
laboratoryjnej potwierdzajg, ze niezaleznie od zastosowanej metody oczyszczania
spadek stezenia AMs nie jest wystarczajagcym wskaznikiem potwierdzajgcym
skutecznos¢ procesu ich usuwania. Przytoczone badania nad fitoremediacja oraz
fotokataliza prowadzone w warunkach laboratoryjnych wskazuja, ze spadkowi
stezenia AMs w procesie oczyszczania towarzyszylo powstawanie ich TPs.

Istotnym aspektem dalszego rozwoju analizy niecelowanej jest postep
w zakresie narzedzi do przetwarzania i interpretacji danych. Jednym z istotnych
ograniczen tej strategii byla czasochlonna, retrospektywna interpretacja widm
masowych, wymagajaca analizy danych na poszczegélnych etapach identyfikacji.
Obecnie rozw0j narzedzi obliczeniowych, w tym metod uczenia maszynowego, oraz
automatyzacja przetwarzania danych MS pozwalaja na znacznie sprawniejszg analiz¢
duzych zbioréw danych, skracajgc czas ich interpretacji i zwickszajac efektywnos¢
identyfikacji potencjalnych zanieczyszczen oraz produktéw ich transformacji. Postep
ten sprzyja szerszemu wykorzystaniu analizy niecelowanej jako uzupetnienia analizy
celowanej, umozliwiajagc biezace rozszerzanie zakresu monitorowanych
zanieczyszczen o nowo identyfikowane zwigzki i ich TPs.

PODZIEKOWANIE

Niniejszy artykut zostal opracowany na podstawie wynikow badan
przedstawionych w rozprawie doktorskiej pt. Opracowanie i zastosowanie nowych
procedur analitycznych do oznaczania wybranych zanieczyszczen oraz produktéw
ich transformacji w srodowisku, autorstwa dr inz. Klaudii Stando, obronionej w 2025
roku na Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej.

Autorka dzigkuje Pani prof. dr hab. inz. Ewie Felis z Politechniki Slaskiej
oraz jej zespotowi, a takze Pani prof. dr hab. inz. Ewie Korzeniewskiej wraz
z zespotem z Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, za wieloletnig
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wspotprace oraz wsparcie merytoryczne w trakcie realizacji badan stanowigcych
podstawe rozprawy doktorskiej, a tym samym niniejszej publikacji.
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