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1. Imie i Nazwisko: Lena Daria Ruzik

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz
tytutu rozprawy doktorskiej

10.2007 Uzyskanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk chemicznych w
dyscyplinie chemia

Rozprawa doktorska pt. "Badanie transportu miedzi(ll) przez membrany
modelujgce warstwe rogowq naskdrka", wyrdzniona przez Rade Wydziatu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej. Opiekun pracy - prof. PW dr hab. inz. Mirostaw Mojski

2003 - 2007 Studia doktoranckie w dziedzinie chemii analitycznej, Politechnika Warszawska,
Wydziat Chemiczny

2002 -2003 Studium pedagogiczne na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej

1998-2003 Studia magisterskie na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej (kierunek:
technologia chemiczna, specjalnosé: materiaty i technologie przyjazne srodowisku).

Praca magisterska wykonana w Zaktadzie Chemii Fizycznej pt. ,, Wptyw aniondw soli
1,3—dialkiloimidazoli na wifasciwosci cieczy jonowych i ich oddziatywan @z
rozpuszczalnikami”. Opiekun pracy - prof. dr hab. inz. Urszula Domariska-Zelazna

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej - adiunkt (od grudnia 2007)

4., Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882
zezm.w Dz. U. 22016 r. poz. 1311.):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego

Jednotematyczny cykl publikacji pt.:
»Analiza specjacyjna i ocena bioprzyswajalnosci metali i metaloidéw
wystepujacych w zywnosci pochodzenia naturalnego”
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b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),
* autor korespondencyjny

« [H1] E. Lipiec, L. Ruzik, Y. Zhou, M. Jarosz, K. Pote¢-Pawlak*, Study of chicken egg protein
influence on bioavailability of vitamin B12 by SEC-ICP MS and ESI MS, J. Anal. Atom.
Spectrom., 26 (2011) 608-612

Moj udziat w tej pracy polegat na udziale w opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu czesci
doswiadczenn, wspétopracowaniu otrzymanych wynikéw, przygotowaniu czesci tekstu do
opublikowania.

Mdj wktad okreslam na 40%
IF(2011) = 3,220; CI=9

< [H2] L. Ruzik*, Speciation of challenging elements in food by atomic spectrometry,
Talanta, 93 (2012) 18-31
Moj wktad polegat na przygotowaniu i napisaniu catego tekstu.
Méj wkiad okreslam na 100%
IF(2012) = 3,498; Cl= 22
< [H3] E. Lipiec, O. Warowicka, L. Ruzik*, Y. Zhou, M. Jarosz, K. Pawlak, Investigation of
iodine bioavailability from chicken eggs versus iodized kitchen salt with in vitro method,
Eur. Food Res. Tech., 234 (2012) 913-919
Méj udziat w tej pracy polegat na wiodgcym udziale w opracowaniu koncepcji pracy,
przygotowaniu planu doswiadczen, wspdétopracowaniu otrzymanych wynikéw, przygotowaniu
czesci tekstu do opublikowania oraz korespondencji z redaktorem.
Méj wktad okreslam na 50%
IF(2012) = 1,436; CI= 8

< [H4] ). Rybak, L. Ruzik*, Application of chromatography and mass spectrometry to the
characterization of cobalt, copper, manganese and molybdenum in Morinda Citrifolia, ).
Chromatogr. A, 1281 (2013) 19-25
Moj wkiad w powstawanie tej pracy polegat na tworzeniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
doswiadczen, tekstu do opublikowania oraz korespondencji z redaktorem.
Méj wktad okreslam na 90%
IF(2013) = 4,258; CI=10

% [H5] J. Wojcieszek, K. Witko$, L. Ruzik, K. Pawlak*, Comparison of copper and zinc in
vitro bioaccessibility from cyanobacteria rich in proteins and a synthetic supplement
containing gluconate complexes: LC—MS mapping of bioaccessible copper complexes, Anal.
Bioanal. Chem., 408 (2016) 785-795

Méj udziat w tej pracy polegat na przeprowadzeniu czesci doswiadczen, wspdtopracowaniu
otrzymanych wynikéw oraz przygotowaniu czesci tekstu i rysunkéw do opublikowania.

Mdj wktad okreslam na 40%
IF(2016) =3,431;CI=0

« [H6] J. Wojcieszek, L. Ruzik*, Enzymatic extraction of copper complexes with phenolic
compounds from acai (Euterpe oleracea Mart.) and bilberry (Vaccinium myrtillus L.) fruits,
Food Anal. Met., 9 (2016) 2105-2114
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Moj udziat w tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
doswiadczen, opracowaniu otrzymanych wynikdéw, przygotowaniu tekstu do opublikowania oraz
korespondencji z redaktorem.

Mdj wktad okreslam na 60%
IF(2016) = 2,038; Cl=1

< [H7] J. Wojcieszek, D. Popowski, L. Ruzik*, lonic liquids as a key medium for efficient
extraction of copper complexes from chia seeds (Salvia hispanica L.), Talanta, 152 (2016)
482-488
Mdj udziat w tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
doswiadczen, opracowaniu otrzymanych wynikédw, przygotowaniu tekstu do publikacji oraz
korespondencji z redaktorem.
Moj wktad okreslam na 60%
IF(2016) = 4,162; Cl=2

< [H8] J. Wojcieszek, P. Kwiatkowski, L. Ruzik*, Speciation analysis and bioaccessibility
evaluation of trace elements in goji berries (Lycium Barbarum, L.), ). Chromatogr. A, 1492
(2017) 70-78
Moj udziat w tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
doswiadczen, opracowaniu otrzymanych wynikéw, przygotowaniu tekstu do publikacji oraz
korespondencji z redaktorem.
Mdj wktad okreslam na 60%
IF(2017) =3,716; CI=3

« [H9] L. Ruzik*, P. Kwiatkowski, Application of CE-ICP-MS and CE-ESI-MS/MS for
identification of Zn-binding ligands in goji berries extracts, Talanta, 183 (2018) 102-107
Moj wktad w powstawanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
doswiadczen, przygotowaniu tekstu do publikacji oraz korespondencji z redaktorem.
Méj wktad okreslam na 85%
IF(2017) = 4,244; CI= 1

%+ [H10] N.Osowska, L. Ruzik*, New potentials in the extraction of trace metal using natural
deep eutectic solvents (NADES), Food. Anal. Met., (2019) doi: 10.1007/s12161-018-01426-
y
Moj wktad w powstawanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
doswiadczen, przygotowaniu tekstu do publikacji oraz korespondencji z redaktorem.
Méj wktad okreslam na 90%
IF(2017) = 2,245, CI=0

Sumaryczny impact factor jednotematycznego cyklu publikacji wchodzacego w sktad rozprawy
habilitacyjnej wedtug listy Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem opublikowania:
IFs = 32,248
W 8 artykutach z tego cyklu jestem autorem korespondencyjnym.

ResearcherID: T-1944-2018
ORCID: http://orcid.org/0000-0001-9184-1849
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c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omdéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Zywnos¢ funkcjonalna, czyli produkty spozywcze, ktére wykazujg korzystny wptyw na zdrowie
cztowieka, jest odpowiedzig producentéw na poszukiwanie zywnosci majacej na celu wzbogacenie
diety cztowieka w sktadniki odzywcze niezbedne dla organizmu. W Polsce najczesciej wybieranymi
produktami, zaliczanymi do tej kategorii, sg jagody goji (Lycium barbarum L.), szatwia hiszpanska chia
(Salvia hispanica L.), jagody acai (Euterpe oleracea Mart.), miechunka (Physalis Peruviana L.), jarmuz
(Brassica oleracea L.), papaja (Carica papaya L.), czosnek (Allium sativum L.), jaja oraz algi, m.in.
spirulina (Spirulina Platensis). Charakteryzujg sie one duzg zawartoscig przeciwutleniaczy,
nienasyconych kwaséw ttuszczowych, biatek, btonnika pokarmowego, niezbednych dla cztowieka
aminokwasow, jak réwniez sktadnikow mineralnych (zwigzki Zn, Cu, Se, |, Mn oraz Fe) oraz witamin
(np. A, C, B1, B2, B6, B12).

Istotg poszukiwania nowej zywnosci jest nie tylko odnalezienie produktéw naturalnych z duzig
zawartoscig zwigzkdw czynnych, ale réwniez bogatych w zwigzki, ktére sg dobrze przyswajalne przez
organizm cztowieka. Badania nad bioprzyswajalnoscig dostarczajg informacji na temat catkowitej
zawartosci pierwiastkdw i co najwazniejsze, pozwalajg na identyfikacje zwigzkéw wchtanianych przez
ludzki organizm.

Pomimo duzego zainteresowania dziataniem zdrowotnym mikroelementéw i metali sladowych na
organizm cztowieka, nadal podstawowym narzedziem jego badania jest oznaczanie catkowitej
zawartos$ci metali. Z tego powodu, wazne jest poszerzanie metodologii okreslania bioprzyswajalnosci
metali przez organizm cztowieka. Aktualnosc tej problematyki potwierdza rosnaca liczba publikacji
dotyczacych okreslania bioprzyswajalnosci metali oraz zainteresowanie konsumentéw jakoscig
spozywanych produktow.

Problem badawczy bedacy przedmiotem przedktadanego cyklu publikacji dotyczy: (1)
opracowania metodyk pozwalajgcych na wydajng ekstrakcje zwigzkéw metali z bioligandami z
zywnosci pochodzenia roslinnego, jak réwniez (2) wykorzystania technik rozdzielania w potaczeniu z
technikami spektrometrii mas do analizy specjacyjnej wybranych metali, pozwalajacej na okreslenie
ich bioprzyswajalnosci przez organizm ludzki. Badania opisane w prezentowanych publikacjach
dotychczas nie byty prowadzone i dotyczyty zastosowania symulacji procesu trawienia w warunkach in
vitro, tzn. odtworzeniem proceséw hydrolizy enzymatycznej zachodzacej w poszczegdlnych odcinkach
przewodu pokarmowego. Zaproponowane zostaty nowe rozpuszczalniki ekstrahujgce potaczenia
metali ze zwigzkami biologicznie aktywnymi w roslinach (flawonoidy, aminokwasy itp.),
odpowiedzialne za ich lepszg bioprzyswajalnos¢. W publikacjach, po raz pierwszy, zostata rowniez
wykazana réznica w bioprzyswajalnosci metali pochodzgcych z produktéw syntetycznych (z duza
catkowitg zawartoscig metali) oraz z produktéw pochodzenia naturalnego.

Celem moich badan, ktérych wyniki zaprezentowatam w cyklu prac wchodzgcych w sktad rozprawy
habilitacyjnej pt. ,,Analiza specjacyjna i ocena bioprzyswajalnosci metali i metaloidow wystepujgcych
w Zywnosci pochodzenia naturalnego”, byto zaproponowanie nowych, nieopisanych wczesniej
rozpuszczalnikow stosowanych jako wydajne ekstrahenty metali potgczonych z bioligandami
wystepujagcymi w roslinach oraz opracowanie nowych metod analitycznych pozwalajgcych na
identyfikacje form metali odpowiedzialnych za ich lepszg bioprzyswajalnos¢ przez organizm ludzki.

Cykl publikacji obejmuje prace przedstawiajgce wyniki badan w trzech gtéwnych obszarach:

%+ poszukiwanie nowych, nieopisanych dotychczas, wydajnych ekstrahentéw do wydzielania
metali i metaloidéw z zywnosci pochodzenia roslinnego [H6, H7 i H10];

«» analiza specjacyjna metali i metaloidow wystepujgcych w zywnosci pochodzenia roslinnego.

Identyfikacja potgczer metali z bioligandami [H2, H3, H4 i H9];
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+»+ okreslanie bioprzyswajalnosci wybranych metali z zywnosci. ldentyfikacja bioligandow
zwiekszajgcych przyswajalnos¢ metali przez organizm ludzki [H1, H3, H5 i H8].

Badania prowadzono zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 1.

EKSTRAKCJA METALI | ICH POLACZEN

1 klasyczne ekstrahenty enzymy nowe ekstrahenty
CHsCOONHs pektynaza ciecze jonowe, /L

SDS celulaza NADES

Tris-HCI driselaza SUPRAS

wybor ekstrahenta na podstawie wydajnos¢ ekstrakciji:

E O/ __ zawartosc metalu w roztworze poekstrakcyjnym
( 0) - catkowita zawairtos¢ metalu w probee*

*za pomocg techniki ICP-MS

FRAKCJONOWANIE ROZDZIELANIE
2 metali i ich potgczen 3 metali i ich potgczen
z bioligandami ze wzgledu z bioligandami
na wielkos¢ czgsteczek Za pomocg
za pomocg techniki CE-ICP-MS

techniki SEC-ICP-MS

IDENTYFIKACJA

form metali, potaczen z bicligandami w ekstraktach

| HPLC-ESI-MS/MS CE-ESI-MS/MS

. SYMULACJA TRAWIENIA
ZOt ADKOWO-JELITOWEGO

5 trawienie enzymatyczne pepsyna | pankreatyng

oznaczanie bioprzyswajalnosci form metali przez czlowieka
B(%)=
*za pomocg techniki ICP-MS

zawarto$¢ metalu w ekstrakcie potrawiennym

catkowita zawarto$¢ metalu w probce”

FRAKCJONOWANIE

6 metali i ich potaczen z bioligandami, po symulacji trawienia
zotagdkowo-jelitowego, ze wzgledu na wielkos¢ czgsteczek
za pomocg techniki SEC-ICP-MS

IDENTYFIKACJA

form metalu odpowiedzialnych za lepszg bioprzyswajalnos¢
metali dla organizmu czlowieka

HPLC-ESI-MS/MS

Rysunek 1 Schemat badan prowadzonych w ramach rozprawy habilitacyjnej
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Poszukiwanie nowych zwigzkéw wydajnie ekstrahujgcych metale i metaloidy z Zywnosci
pochodzenia roslinnego

Zwigzki ekstrahujace, oprécz zdolnosci do wydajnej ekstrakcji wybranych analitéw powinny: (1)
zapewnia¢ trwato$é/niezmiennos¢ form badanych zwigzkéw podczas procesu wydajnego
tugowania/ekstrakcji; (2) selektywnie ekstrahowa¢, wydzielajgc scisle zdefiniowane grupy zwigzkéw o
okreslonych wtasciwosciach fizykochemicznych. Selektywna ekstrakcja pozwala na charakteryzowanie
wiasciwosci chemicznych komplekséw metali z ligandami, wystepujgcych w roslinach oraz na
okreslanie stopnia zwigzania metali w tkance. Fakt, ze zwigzki s3 uwalniane za pomocg , delikatnych”
ekstrahentéw, pozwala na badanie komplekséw, ktére nie ulegaty rozpadowi, z uzyciem selektywnych
metod rozdzielania potgczonych z czutymi technikami detekcyjnymi.

Badania, majace na celu znalezienie zwigzkéw pozwalajgcych na wydajng ekstrakcje metali i ich
potaczen z bioligandami z zywnosci pochodzenia roslinnego, opieraty sie na oznaczaniu zawartosci
wybranych metali w roztworach poekstrakcyjnych za pomocg techniki ICP-MS (spektrometrii mas z
jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprzezonej). Ekstrakty byty poddawane mineralizacji wspomaganej
mikrofalowo za pomocg kwasu azotowego(V) oraz roztworu nadtlenku wodoru (30%). Korzystajac ze
wzoru (1) okreslone zostaty wydajnosci ekstrakcji.

zawartos$¢ metalu w roztworze poekstrakcyjnym

wydajnos¢ ekstrakcji, E(%) = - = 7
yeq Ji E (%) catkowita zawartos$¢ metalu w prébce

Wzér 1. Wydajnosc¢ ekstrakcji

Poréwnane zostaty profile chromatograficzne ekstraktéw, otrzymane za pomocg techniki SEC-ICP-
MS (chromatografii wykluczania potgczonej ze spektrometrem mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej
indukcyjnie), umozliwiajgce wstepne frakcjonowanie zwigzkéw metali z bioligandami ze wzgledu na
mase czgsteczkowg rozdzielanych zwigzkéw. Dziatanie to umozliwito po raz pierwszy, ustalenie grupy
zwigzkéw odpowiedzialnych za wigzanie wybranych metali w roslinach.

W procesie ekstrakcji metali z materiatéw pochodzenia roslinnego stosowano ekstrahenty o
zréznicowanych wtasciwosciach, odpowiednich dla poszczegdlnych grup ekstrahowanych zwigzkéw.
W pierwszej kolejnosci byta stosowana woda, podstawowy, powszechnie wystepujacy w zyciu
codziennym ekstrahent zwigzkdw organicznych z materiatdw biologicznych. Woda ma zdolnos¢
rozpuszczania znacznej grupy substancji ze wzgledu na tworzenie wigzan wodorowych i zjawisko
hydrolizy. Grupe te mozna znacznie poszerzy¢, stosujgc w charakterze ekstrahentéw roztwory wodne
odpowiednich zwigzkow.

Inng klase ekstrahentéw szeroko stosowang do wydzielenia substancji obecnych w materiale
roslinnym tworzg alkohole i ich wodne roztwory. W tej grupie najczesciej uzywane sg metanol i etanol.
Ze wzgledu na ich polarno$¢ mniejsza od wody, posiadajg zdolnos¢ do oddziatywania ze zwigzkami o
bardziej zréznicowanej polarnosci.

Kolejnym ekstrahentem byt wodny roztwér octanu amonu — soli stabego kwasu i stabego
wodorotlenku, uzywany do wydzielenia potgczern metali z wielocukrami i kwasami organicznymi, a
takze z biatkami hydrofilowymi o niewielkiej masie czgsteczkowej (okoto 17 kDa).

W badaniach stosowana takze wodny roztwér buforowy tris(hydroksymetylo)aminometanu
(Tris) (Rysunek 3a). Tris zmienia przepuszczalnos¢ membran biologicznych, bedacych elementem
zewnetrznym komodrek (oddziatywanie opisane na przyktadzie komérek bakterii Escherichia coli), co
powoduje zwiekszenie dostepu medium ekstrahujagcego do wnetrza komorki. Zastosowanie go
pozwolito na wyekstrahowanie potaczern metali z bioligandami wystepujgcymi wewnatrz komérki, a
takze hydrofilowych biatek [H6].
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40 X10° § § § 5; § W przeprowadzonych badaniach sprawdzono
2 6= T RE skutecznos$¢ dziatania roztworu dodecylosiarczanu
8 sodu (SDS, SLS,) (Rysunek 3b) - zwigzku
:(égo_ powierzchniowo czynnego. Dodecylosiarczan
s SDS sodu, ze wzgledu na amfifilowy charakter,
é Tienc Oddziatuje zaréwno ze zwigzkami polarnymi, jak i
_2%: «10° niepolarnymi [H6]. Wazing wiasciwoscia SDS w
8 procesie ekstrakcji jest zdolnos¢ do lokalnej zmiany
g struktury bton fosfolipidowych komdrek, dzieki
O octan amonu . . L. .

3 10 czemu mozliwe jest uwalnianie  biatek
% hemicellulaza  hydrofobowych do  roztworu. Skutkuje to
g’ o uzyskiwaniem duzych wydajnosci ekstrakcji frakcji
o= ——T1——T71———T1— 71— biatek wielkoczasteczkowych w poréwnaniu do

0 10 zgzas’ mir‘?o 40 %0 omawianych poprzednio ekstrahentéw. Wada SDS
Rysunek 2 Chromatogramy SEC-ICP-MS réznych jest zdolnos¢ do rozrywania wigzan
ekstraktéw czarnej jagody niekowalencyjnych pomiedzy biatkami i jonami

metali. Proces ten nie zachodzi w przypadku wigzan

kowalencyjnych  biatko - metal, np. w

selenoproteinach.

) ho b)
NH,
O Na'
//S§o
(0]
HO
HO

Rysunek 3 Wzory strukturalne: a) tris(hydroksymetylo)aminometan (Tris), b) dodecylosiarczan sodu (SDS)

W ekstrakcji enzymatycznej wykorzystywano aktywne biatka enzymatyczne (proteazy, lipazy,
glikozydazy i inne hydrolazy), ktére powodujg rozrywanie tancuchéw biatek, wielocukréw i lipidéw.
Umozliwia to wydajniejszg ekstrakcje analitdw z matryc biologicznych. Jednym z zastosowanych
enzymoéw byta driselaza, ktérej dziatanie enzymatyczne pozwalato na uwalnianie peptyddéw
zwigzanych ze $ciang komdrkowa owocdéw noni. W kolejnych badaniach, w celu degradacji struktury
wielocukréw (pektyn i hemicelulozy), znajdujgcych sie w $cianach komérkowych roslin, zastosowano
inne enzymy - pektynaze i hemicelulaze [H6]. Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzity mozliwos¢
rozerwania $ciany komorkowej w roslinie i poprawity wydajnos¢ ekstrakcji jonéw miedzi z jagdd
(Tabela 1).

Tabela 1. Wydajnosci ekstrakcji prowadzonej za pomocq réznych ekstrahentéw na przyktadzie owocow z rodziny

jagod

czarna jagoda  jagoda acai  jagoda goji
catkowita zawarto$é Cu, pg g* 5,021 23,952 6,147
ekstrahent wydajnos¢ ekstrakcji, %
10 mM octan amonu, pH 7.4 35,5+0,2 48,0 £ 0,5 53,5+0,7
30 mM Tris-HCl pH 7.4 20,5+0,4 47,1+0,3 56,1+1,7
2% (w/v) SDS w wodzie 74,6 £1,1 88,2+0,8 63,8+1,1
7% pektynaza 20,4+0,2 71,7£0,6 93,6 +3,1
5% hemicellulaza 45,7 £0,8 67,5+1,8 70,2 £2,8
HEPES - - 54,4+0,8
ciecz jonowa - - 61,3+1,8

woda - - 59,7+1,1
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Rysunek 4 Chromatogramy SEC-ICP-MS ekstraktow z

jagad goji
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Aby ustali¢ zalezno$¢ wydajnosci ekstrakcji z
zastosowaniem enzymu od czasu jej trwania
przeprowadzono frakcjonowanie za pomoca
techniki SEC-ICP-MS (Rysunek 4). W raz z
uptywem czasu, na chromatogramie mozna
zaobserwowad pojawienie sie nowych sygnatéw
odpowiadajgcych innym formom jonéw manganu
i miedzi. Zwigzane jest to ze zdolnoscig pektynazy
do rozrywania Sciany komdrkowej rosliny,
poprzez niszczenie obecnego w niej wielocukru
(ramnogalakturonan I, RG ), ktory
charakteryzuje sie rozgateziong budows (Rysunek
5). Zjawisko to potwierdzono obserwujgc izotop
boru, gdyz RG IlI, wystepuje w Scianach
komérkowych jako dimer potaczony (pomiedzy
resztami apiozy w taricuchach bocznych A dwéch
monomeréow RG 1l) za pomocg wigzan
kowalencyjnych z diestrami kwasu borowego.

HCOC H OH
Rysunek 5 Fragment czgsteczki dimeru boranowego ramnogalakturonanu Il

Obiecujacg grupg badanych ekstrahentéw okazaty sie ciecze jonowe (IL). Sg to zwigzki o budowie
jonowej, charakteryzujace sie temperaturami topnienia o wartosci mniejszej niz 100°C. Ciecze jonowe
zbudowane s3 duzych, zazwyczaj niesymetrycznych, organicznych kationdéw i matych organicznych lub
nieorganicznych aniondéw (Rysunek 6). Mozliwos¢ wykorzystania cieczy jonowych w charakterze
ekstrahentéw wynika z ich zdolnosci do solwatacji wielu grup zwigzkdéw, co zwigzane jest z mozliwoscig
tworzenia réznych oddziatywan miedzyczasteczkowych: kulombowskich, dipol-dipol, rt-it, n-m, wigzan
wodorowych, sit van der Waals’a. Dotychczas badania z wykorzystaniem cieczy jonowej do
wyekstrahowania metali potgczonych z bioligandami nie byty prowadzone.
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Rysunek 6 Struktura chemiczna cieczy jonowe - bromku 1-n-butylo-3-metyloimidazolu [Cs-MIM]Br

Optymalizacja procesu ekstrakcji za pomocg cieczy jonowej [C4-MIM]Br zostata dokonana na
przyktadzie ekstrakcji jondw miedzii jej form obecnych w szatwii hiszpanskiej chia. Podczas analizy SEC-
ICP-MS ekstraktu uzyskanego z wykorzystaniem cieczy jonowe] jako ekstrahenta zaobserwowano 3
sygnaty zwigzkéw o masach czgsteczkowych pomiedzy 1,35 a 44 kDa (Rysunek 7) [H7]. Dla poréwnania
przeprowadzono ekstrakcje jonéw miedzi za pomocg innych ekstrahentéw.

s Przeprowadzone badania wykazaty, ze
E jakkolwiek przy uzyciu SDS moizliwe jest
20 X10° : wydzielenie wielkoczgsteczkowych komplekséw
2 — miedzi i cynku (158-670 kDa), bedacych
=2 +~mim]Br  : . . . . .
% SDS ) prawdopodobnie potgczeniami metalu z biatkami
B 10+ SUBRAS ___ hydrofobowymi, to zastosowanie cieczy jonowej
2 MeOH:woda : i . . L
3 MeOH i ‘ pozwala na uzyskanie wiekszej wydajnosci
s IosHel ekstrakcji i wydzielenie wiekszej liczby zwigzkdéw.
= 0- octan amonu S
I > I J I d T L I J 1
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czas, min
Rysunek 7 Chromatogramy SEC-ICP-MS rdznych
ekstraktow szatwii hiszparniskiej

Rozpuszczalniki supramolekularne (SUPRAS) to grupa rozpuszczalnikéw, ktére posiadajg zdolnosé
do uporzgdkowywania sie w struktury nanowymiarowe. Ich tworzenie sie przebiega dwuetapowo. W
pierwszym powstajg tréjwymiarowe agregaty, ktére w drugim etapie tgczg sie w wieksze, zazwyczaj
nierozpuszczalne w wodzie, struktury. Uzyskanie ich wymaga koacerwacji i uzycia techniki ekstrakcji w
punkcie zmetnienia. Struktura czgsteczek amfifilowych, tworzgcych agregaty tzw. SUPRAS, zawiera
strefy o rdéznej polarnosci, odpowiedzialne za réznorodne oddziatywania pomiedzy SUPRAS a
niepolarnymi i polarnymi analitami. W przeprowadzonych badaniach jako rozpuszczalnik
supramolekularny uzyto roztworu kwasu kaprynowego w mieszaninie tetrahydrofuranu z wodg, i

pierwszy raz zastosowany zostat do ekstrakcji metali [H7].

Sukces w zastosowaniu cieczy jonowych do ekstrakcji metali i ich potaczen z bioligandami sktonit do
poszukiwania mozliwosci zastosowania innych rozpuszczalnikéw o wtasciwosciach eutektycznych.
Naturalne rozpuszczalniki o wtasciwosciach eutektycznych (NADES) staty sie alternatywa dla
rozpuszczalnikdw organicznych, ktdre sg lotne oraz toksyczne i z tatwoscig przedostajg sie do
atmosfery. NADES, w poréwnaniu do innych ekstrahentdw, charakteryzujg sie mniejszg toksycznoscia
oraz lepszg biodegradowalnoscig. W ich sktad zazwyczaj wchodzg dwie lub trzy substancje, pochodzace
z grup cukrow, alkoholi, kwaséw organicznych, aminokwaséw i pochodnych choliny (Rysunek 8).

Pomiedzy czgsteczkami tych sktadnikéw tworzg sie wigzania wodorowe, dzieki czemu temperatura
topnienia otrzymanego zwigzku jest nizsza w poréwnaniu do temperatur topnienia substratow. Z
powodzeniem zostaty zastosowane do ekstrakcji zwigzkdw z grup antocyjaniandw, fenoli,
flawonoiddw, izoflawondow oraz DNA, biatek i cukrow.
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Rysunek 8 Przyktadowe zwiqzki wchodzqce w sktad naturalnych rozpuszczalnikow o wtasciwosciach
eutektycznych (NADES)

Dotychczas badania z wykorzystaniem NADES do ekstrakcji metali i ich potgczen z bioligandami nie
byty prowadzone. Wydajnos¢ ekstrakcji ekstrahentami z tej grupy okreslono badajac sproszkowany
mtody jeczmien. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w tabeli 2 [H10].

Tabela 2 Naturalne rozpuszczalniki o wtasciwosciach eutektycznych stosowane do ekstrakcji potgczen metali oraz
wydajnosc ich ekstrakcji z mtodego jeczmienia

sktadniki stosunek molowy wydajnos¢ ekstrakcji, %
akceptor donor wigzan Mn Cu Zn Mo
wigzan wodorowych
wodorowych
chlorek choliny glicerol woda 1:2:8 9,55 nd 26,65 42,93
chlorek choliny glikol etylenowy woda 1:4:8 11,14 30,48 80,92 40,73
chlorek choliny glikol etylenowy betaina 1:2:1:8* 10,35 nd 65,08 39,08
Kwasy organiczne 25,54 7,55 24,16 51,71
chlorek choliny kwas jabtkowy woda 1:1:6 28,91 4,43 28,06 50,17
chlorek choliny kwas cytrynowy woda 1:1:6 30,81 1,02 2,23 64,45
Cukry 15,50 nd 43,16 53,58
chlorek choliny fruktoza woda 1:1:10 21,51 24,16 116,40 49,84
kwas fruktoza woda 1:1:10 29,86 6,95 26,93 53,47
cytrynowy

chlorek choliny glukoza woda 1:1:10 9,73 nd 41,83 39,85
Aminokwasy woda 9,73 nd 51,72 42,16
kwas jabtkowy B-alanina woda 1:1:10 18,04 nd 43,52 108,75

nd - < LOD, *woda

Sygnaty zarejestrowane przy uzyciu techniki SEC-ICP-MS wskazujg na réznorodne witasciwosci
ekstrakcyjne grup NADES. NADES oparte na roztworze chlorku choliny z kwasem cytrynowym,
kwasem jabtkowym lub glukozg mogg by¢ stosowane do ekstrakcji zwigzkéw metali o sredniej
masie czgsteczkowej, natomiast potgczenia B-alaniny z kwasem jabtkowym wykazujg zdolnos¢
ekstrakcji frakcji zwigzkdw o duzej i matej masie czasteczkowej.

Na chromatogramie SEC-ICP-MS ekstraktéw z mtodego jeczmienia uzyskanych za pomoca
ekstrakcji z uzyciem NADES zaobserwowano sygnaty zwigzkéw o sredniej masie czgsteczkowej
(Rysunek 9). Na chromatogramach ekstraktéw otrzymanych przy uzyciu NADES na bazie chlorku
choliny z glikolem etylenowym, glicerolem i glikolem etylenowym oraz ekstraktéw z betaing
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zarejestrowano sygnaty o czasach retencji charakterystycznych dla zwigzkéw o wiekszej masie
czasteczkowej (44-17 kDa).

NADES cukrowe (fruktoza, glukoza) majg zdolnos¢ ekstrakcji komplekséw metali z matymi
bioligandami, na przyktad z kwasami organicznymi. Na chromatogramach otrzymanych technika
SEC-ICP-MS ekstraktow uzyskanych przy uzyciu roztwordw fruktozy mozna zaobserwowac sygnat
o czasie retencji okoto 35 min, co moze wskazywaé¢ na obecnos¢ zwigzkéw o matej masie

czgsteczkowej.
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Rysunek 9 Chromatogramy SEC-ICP-MS ekstraktéw z mfodego jeczmienia: a) izotopéw Zn® w wybranych NADES;
b) izotopdw metali w wybranych NADES

Z przedstawionych badan wynika, ze zastosowanie réznych NADES umozliwia ekstrakcje réznych
metali z jednej prébki. Ponadto zastosowanie réznych naturalnych rozpuszczalnikéw eutektycznych
pozwala na ekstrakcje réznych form tego samego metalu. Rdznice te stwarzajg mozliwosc
zaplanowania odpowiedniej sekwencyjnej ekstrakcji metali i ich zwigzkéw z roslin, a takze pozwalaja
na analize specjacyjng zwigzkéw, ktdére sg zwigzane z nierozpuszczalnymi czesciami roslin. Dodatkowo
zastosowanie sekwencyjnej ekstrakcji tgczgcej NADES z cieczami jonowymi daje mozliwos$¢ wydajnej
ekstrakcji metali w celu specjacyjnej analizy materiatéw biologicznych i medycznych [H10].

Za najwiekszg wartosc tej czesci badan uwazam wykazanie, iz w zaleznosci od zastosowanych
ekstrahentéw, przeznaczonych do ekstrakcji wybranych potaczen, moziemy wyekstrahowac
selektywnie grupy zwigzkdw metali z bioligandami. Zastosowanie: (1) wodnych roztworéw buforowych
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(tj. Tris) umozliwia wydzielenie peptyddw znajdujacych sie w wakuoli i cytozolu komarki, (2) enzymédw
(driselaza, pektynaza, hemicelulaza) pozwala na wydzielenie peptydéw i zwigzkéw fenolowych
zwigzanych ze $ciang komodrkowq rosliny; (3) zwigzkéw powierzchniowo czynnych (SDS) - na
wydzielenie hydrofobowych biatek, (4) roztwér octanu amonu — na ekstrakcje kwasow organicznych;
(5) cieczy jonowych — na ekstrakcje zwigzkéw o matej masie czasteczkowej, tj. flawonoiddéw,
aminokwasow lub zwigzkéw antrachinonowych.
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Analiza specjacyjna metali i metaloidoéw z Zzywnosci pochodzenia roslinnego.
Identyfikacja nowych potaczen metali z bioligandami obecnymi w roslinie

W sktad organizméw zywych wchodzg gtédwnie pierwiastki, ktére okresla sie mianem
makroelementéw, takie, jak C, H, O, N, Ca, Mg, P, Na, K, S oraz Cl. Sg one sktadnikami budulcowymi
biatek, ttuszczéw, weglowodandw, nukleotydéw oraz uktadu kostnego i szkieletu zewnetrznego
zwierzat. Pierwiastki nie nalezace do tej grupy okreslane s3 mianem mikroelementéw. Petnig one
gtéwnie funkcje regulujgce metabolizm organizméw zywych, wchodzac w sktad m.in. enzyméw,
hormondw czy witamin. Do tej grupy nalezy B, Br, Co, Cu, F, Fe, I, Mn, Mo, Ni, Si, Se, Vi Zn. Codzienne
zapotrzebowanie organizmu na poszczegblne pierwiastki jest wysoce zrdinicowane. Zaréwno
niedobdr, jak i nadmiar mikroelementéw nie jest stanem pozgdanym, dlatego konieczna staje sie
kontrola ich zawartosci w zywnosci.

Nalezy podkresli¢, ze duza catkowita zawartosé pierwiastka w produkcie spozywczym nie musi is¢
w parze z jego biodostepnoscig, czyli zdolnoscia do uczestniczenia w procesie wchtaniania i
metabolizmu przez organizm cztowieka. Jednym z czynnikéw warunkujgcym biodostepnos¢ jest forma
chemiczna, w ktérej dany pierwiastek wystepuje w pozywieniu. W celu jej ustalenia wskazane jest
przeprowadzenie analizy specjacyjnej. Nalezy zauwazy¢, ze zainteresowanie badaniem form
mikroelementdw stale wzrasta, co potwierdza rosngca liczba publikacji dotyczacych analizy
specjacyjnej metali w ostatnich latach.

W kolejnym etapie badan, w celu dokonania analizy specjacyjnej metali i metaloidéw
pochodzacych z zywnosci pochodzenia roslinnego, przeprowadzono ekstrakcje roznych form metali za
pomocg wybranych ekstrahentéw w zoptymalizowanych warunkach, okreslonych w pierwszym etapie
badan.

W prezentowanym cyklu prac przedstawiono badania dotyczgce: (1) pierwiastkow
monoizotopowych tj. kobaltu (izotop °>°Co), wystepujgcego w zywnosci gtéwnie w formie
nieorganicznej lub w postaci witaminy B12, jodu (izotop %’I), wystepujgcego w postaci zwigzkéw
nieorganicznych; manganu (izotop >>Mn), wystepujacego gtéwnie w formie nieorganicznej lub w
postaci kompleksu z anionami cytrynianowymi; oraz (2) pierwiastkdw wieloizotopowych — cynku
(izotopy %Zn, ®Zn i %8Zn), wystepujacego gtéwnie w formie nieorganicznych potaczer (np. z kwasem
jabtkowym) i potaczen ze zwigzkami o wiekszych masach czasteczkowych oraz miedzi (®3Cu i ®Cu),
wystepujacej zarowno w formie zwigzkdéw nieorganicznych, jak i organicznych (potgczenia z biatkami,
zwigzkami matoczgsteczkowymi, np. flawonoidami).

Pierwszym etapem badan byto oznaczenie catkowitej zawartosci wybranych metali w zywnosci
(Tabela 3), a nastepnie przeprowadzenie analizy specjacyjnej wybranych metali za pomocg techniki
sprzezonej SEC-ICP-MS.

Tabela 3 Catkowita zawartos¢ wybranych metali w zywnosci

Cu Zn Co Mn |
materiat catkowita zawartos¢, ug/g
spirulina 14,61 47,06 4,055 104,60 -
owoc noni 2,20 4,83 0,047 6,11 -
szatwia chia 14,50 81,12 0,350 57,44 -
jagody goji 6,15 10,60 0,461 9,86 -
jagody acai 23,95 108,10 0,348 657,50 -
jagody czarne 5,02 71,57 0,082 145,41 -
biatko jaja - - 0,281 - 0,22

z0ftko jaja - - 0,120 - 0,99
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Probki analizowanych materiatow poddawano ekstrakcji z uzyciem wybranych roztwordw
ekstrakcyjnych. Do rozdzielania sktadnikéw otrzymanych ekstraktéw uzywano kolumny rozmiaréw
wykluczajgcych Superdex 75 10/30, stosowanej do rozdzielania biatek. W celu sprawdzenia
powtarzalnosci wynikéw, kazdg z prébek poddano procesowi rozdzielania trzykrotnie, uzyskujgc RSD
dla czaséw retencji w przedziale 3% — 5%.

Przed przystgpieniem do analizy ekstraktdw przeprowadzono kalibracje kolumny
chromatograficznej pozwalajagcg na szacowanie wielkosci czasteczek rozdzielanych zwigzkdw.
Wyznaczono zalezno$¢ czasdw retencji od mas czasteczkowych analizowanych zwigzkéw. W
charakterze mieszaniny kalibracyjnej uzyto roztworu substancji: tyreoglobulina (670 kDa), globulina
(150 kDa), konalbumina (77 kDa), albumina wotowa (66 kDa), albumina kurza (45 kDa), mioglobina (17
kDa) i cyjanokobalamina (1,35 kDa) i metionina (0,15 kDa).

Nastepnie, wykorzystujac technike spektrometrii mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie
(ESI-MS), zidentyfikowano grupy zwigzkéw odpowiedzialnych za wigzanie metali w zywnosci. Technika
ESI zaliczana jest do , miekkich” sposobdw jonizacji, dzieki czemu powoduje minimalne zmiany w
strukturze zwigzkdéw przed ich identyfikacja.

Mangan w owocach Morinda Citrifolia (owoce noni) [H4]

Analize specjacyjng manganu w owocach noni (Morinda citrifolia L.) prowadzono za pomoca
techniki SEC-ICP-MS. Na chromatogramach ekstraktéw owocu noni zarejestrowano obecnos$c
sygnatéw odpowiadajgcych matoczasteczkowym formom manganu (Rysunek 10).

Pierwszy sygnat na chromatogramach

40-X10° g g g 8 § ekstraktow buforowych (Tris-HCI)
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5 % R = 5 8 obserwowanych przy czasie retencji tr=11 min,
L : nie zostat zidentyfikowany, gdyz zwiazek
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Rysunek 10 Chromatogramy SEC-ICP-MS ekstraktu z oszacowad, ze jest to sygnat zwigzku o masie

owocow noni czgsteczkowej nie wiekszej niz 1,5+1,0 kDa.

Sygnat przy czasie retencji 35 minut zostat zidentyfikowany jako odpowiadajgcy potgczeniu
manganu z ligandem o masie czasteczkowej okoto 0,4 kDa, charakterystycznym dla
matoczasteczkowych kompleksdw manganu.

Podjeto probe identyfikacji rozdzielonych zwigzkéw. W tym celu zebrano odpowiednie frakcje
eluatu z kolumny SEC, ktére zatezono, zliofilizowano, a nastepnie poddano analizie za pomoca ESI-MS.
Przeprowadzone badania pozwolity na identyfikacje potgczen jonédw manganu w ekstraktach z owocow
noni: (1) z flawonoidami - rutyng i mirycetyng; (2) ze zwigzkami z grupy antrachinonéw — alizaryng;
oraz (3) z glikozydami kwasu asperulozydowego i kwasu salicylowego.

Jod w jaju kurzym [H3]

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analize specjacyjng jodu w jaju kurzym. W ekstraktach
z biatka/z6ttka jaja kurzego stwierdzono obecnos$¢ matoczasteczkowej formy jodu. Na podstawie
analizy chromatograficznej (SEC-ICP-MS) roztworéw wzorcowych, zawierajgcych jony jodkowe i
jodanowe(V) oraz po zastosowaniu metody dodatku wzorca do prébki, zidentyfikowano te forme jodu
jako anion jodkowy.
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Zastosowanie chromatografii wykluczania pozwolito na rozdzielenie anionéw jodkowych i
jodanowych(V) pomimo niewielkich rdéznic w ich masach czasteczkowych; wynikato to
najprawdopodobniej z wystepowania oddziatywan jonowych, towarzyszacych podstawowemu
mechanizmowi rozdzielania w chromatografii wykluczania.

Na chromatogramie zatezonego ekstraktu z idftek zarejestrowano rdéwniez sygnat
wielkoczasteczkowej formy jodu, stanowigcej 6% zawartosci zwigzkdéw jodu w z6ttku kurzym. Nie
podjeto préby jej identyfikacji, gdyz eluowata w czasie martwym kolumny, przekraczajac jej zdolnosci
rozdzielcze (> 70 kDa), niemniej w literaturze znajduja sie doniesienia o zdolnosci wigzania jodu przez
wielkoczasteczkowe zwigzki, wystepujace w biologicznych matrycach.

MiedZ w jagodach czarnych i acai [H6]

W obszarze badan specjacji miedzi w ekstraktach z czarnych jagdd oraz jagdd acai potgczenia
miedzi wydzielano za pomocg pektynazy, hemicelulazy oraz roztworu octanu amonu. Ekstrakty
rozdzielano za pomocg techniki kapilarnej chromatografii cieczcowej w potgczeniu z detektorem
tandemowej spektrometrii mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (u-HPLC-ESI-MS/MS).

Na chromatogramach ekstraktow z jagdd (Rysunek 11), otrzymanych za pomocg techniki pu-HPLC-
ESI-MS, zaobserwowano cztery grupy sygnatéw pochodzacych od: (1) hydrofilowych zwigzkéw w czasie
retencji okoto 4-10 minut dla wszystkich ekstraktow (octan amonu, enzymy); (2) hydrofilowych
zwigzkéw w czasie retencji 10-14 minut dla ekstraktéw enzymatycznych; (3) zwigzkéw hydrofobowych
w czasie retencji 20-27 min dla ekstraktéw enzymatycznych (hemicelulaza i pektynaza); oraz (4)
kolejnej grupy zwigzkéw hydrofobowych w czasie retencji 27-40 min dla ekstraktéw uzyskanych za
pomoca roztworu octanu amonu i wymienionych enzymoéw.

Otrzymane widma, zarejestrowane w trybie skanowania (Rysunek 11), przeanalizowano w celu
odnalezienia sygnatéw jondw molekularnych o profilu izotopowym charakterystycznym dla zwigzkéw
miedzi. W efekcie wytypowano sygnaty o poszukiwanym profilu izotopowym we wszystkich
ekstraktach. Profil izotopowy w widmie pozwala na okreslenie liczby jonéw miedzi zwigzanych z kazdg
grupa fenolowa.
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Rysunek 11 Woyniki otrzymywane w kolejnych etapach postepowania: a) chromatogram SEC-ICP-MS dla
wybranych ekstraktow, b) chromatogram RPLC-ESI-MS (tryb skanowania) dla wybranej frakcji z
kolumny SEC, c) widmo mas profilu izotopowego wraz z teoretycznym; d) widmo jondw potomnych
dla jonu macierzystego przy m/z 347, proponowana struktura Cu-luteolin oraz chromatogram EIC
jonu macierzystego
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Wiekszo$¢ sygnatdow zarejestrowanych na widmach ESI-MS/MS uzyskanych w trybie skanowania
pochodzita od pojedynczych natadowanych jondw skompleksowanych z jednym jonem miedzi (Tabela
4). Otrzymane widma jondw czasteczkowych MS/MS komplekséw miedzi umozliwity identyfikacje

fragmentéw jonéw (Tabela 4).

Tabela 4 Zidentyfikowane zwiqzki miedzi w ekstraktach jagdd acai i czarnych za pomocq u-HPLC ESI MS/MS

Materiat Ekstrahent Wz6r Ligand [M+H]* [M-H] MS/MS
czasteczkowy m/z m/z
kompleksu
jagody octan amonu  [C7H40sCu-H] kwas gallusowy 231 117 [CsHs0], 145
acai
[CisHgO7Cu+Na]  kwercetyna 387 151 [C7H304], 231*
(151+H20)Cu
nieznany 415 171* [CeH402Cu]
pektynaza nieznany 399 286 [C15H100s6]
[CisHsO7Cu+Na]  kwercetyna 387 151 [C7H304]
hemicelulaza  [CoHsOsCu-H] kwas syringowy 259 171* [CeH402Cu]
[C15H8O6Cu-H] kaempferol 347 173 [C7H304]Na
nieznany 415 171* [CeH402Cu]
jagody octan [C27H28016Cu-H]  peonidyna 3- 671 401*
czarne amonu/ rutynozyd [C22H23011Cu+3
hemicelulaza H20]
nieznany 467 137 [CgH902]
[C15H706Cu-H] luteolina 347 285 [C15H1006]
[CisHsO7Cu—H]  kwercetyna 363 151 [C7H304], 231%*
(151+H20)Cu
pektynaza [C15H706Cu-H] luteolina 347 285 [C15H1006]

* sygnat odpowiadajacy czasteczkom zawierajgcym metal

Zastosowanie enzymatycznej ekstrakcji przy uzyciu pektynazy pozwolito na identyfikacje zwigzkéw
fenolowych jako ligandéw wigzacych jony miedzi w owocach roslin, dotychczas takie badania nie byty
prowadzone. Flawonoidy i kwasy fenolowe (mocno zwigzane w skérce owocow z wielocukrami $ciany
komodrkowej, poprzez oddziatywania hydrofobowe i/lub wigzania wodorowe) oraz antocyjaniny
(zwigzane z nierozpuszczalnymi wielocukrami w kompleksy fenol-biatko), po enzymatycznym dziataniu
pektynazy i hemicelulazy, uwalniajg kompleksy miedzi. Pektynaza, rozrywajac sciane komodrkowa,
uwalnia kompleksy metali ze skérki owocédw i migzszu.

Mied? i cynk w jagodach goji [HI]

Zastosowanie w charakterze ekstrahenta pektynazy oraz cieczy jonowej: bromek 1-n-butylo-3-
metyloimidazolu [C4mim]Br pozwolito na identyfikacje grupy zwigzkéw odpowiedzialnych za wigzanie
miedzi oraz cynku w jagodach goiji.

W celu poprawy parametréw analitycznych opracowanej metodyki, zastosowano potaczenie
techniki rozdzielania — elektroforezy kapilarnej (CE) z technikg detekcji ICP-MS. Taka konfiguracja
pozwolita na zoptymalizowanie metody rozdzielania badanych zwigzkéw w potgczeniu bezposrednio
techniki elektroforezy kapilarnej z tandemowg spektrometria mas z jonizacja poprzez
elektrorozpraszanie (ESI-MS/MS). W zaproponowanym rozwigzaniu sprzezenie elektroforezy
kapilarnej ze spektrometrem mas z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie, pozwolito na
rozdzielenie izotopdw cynku zwigzanych w kompleksy ze wzgledu na ich wielkos¢ i tadunek oraz
identyfikacje dziewieciu zwigzkdéw zawierajgcych profil izotopowy cynku.

Ekstrahenty buforowe Tris-HCl zostaty wybrane ze wzgledu na duzg wydajnosé ekstrakcji cynku.
Otrzymany elektroferogram zawiera kilka sygnatéw rejestrowanych przy réinym czasie migracji
(Rysunek 12).
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Rysunek 12 Woyniki otrzymywane w kolejnych etapach postepowania: a) elektroferogram CE-ICP-MS dla
wybranych ekstraktéw, b) elektroferogram CE-ESI-MS (tryb skanowania) oraz elektroferogram EIE jonu
m/z 337, ¢c) widmo mas profilu izotopowego wraz z teoretycznym; d) widmo jonéw potomnych dla jonu
macierzystego przy m/z 337 oraz 339

Sygnaty obserwowane przy czasie migracji 3,3-4,3 min odpowiadajg zwigzkom o najmniejszej
masie czgsteczkowej. Czasteczki te migrujg najszybciej ze wzgledu na mate rozmiary i wzglednie duzy
tadunek - w potaczeniu z kationem cynku. Druga grupa sygnatéw (5,0-6,0 min) odpowiada kompleksom
cynku o znaczgco réznej masie czasteczkowej, ale podobnej ruchliwosci elektroforetycznej. Ostatnig
grupe sygnatéw (6,5-7,0 min) tworzg zwigzki wielkoczgsteczkowe lub jony o matym tadunku. Sygnaty
o tym czasie migracji mogg odpowiada¢ kompleksom wolniej migrujgcym w kapilarze, np. kompleksom
z wielocukrami. Nalezy pamietaé, ze w trakcie etapu przygotowywania probek, zastosowano filtry
oddzielajgce zwigzki o masach czasteczkowych wiekszych niz 10 kDa od pozostatych. Zastosowanie
techniki sprzezonej CE-ICP-MS dostarczyto informacji o obecnosci réznych potaczen cynku w badanych
ekstraktach.

W celu identyfikacji komplekséw cynku dokonano za pomoca elektroforezy kapilarnej potgczonej
z ESI-MS/MS analizy ekstraktu buforowego Tris-HCl z jagdd goji. Ekstrakty przygotowano identycznie
jak poprzednio. Rozdzielanie sktadnikow ekstraktow byto prowadzone w takich samych warunkach, jak
w przypadku pofaczenia CE z ICP-MS.

Ekstrakty buforowe Tris-HCl analizowano w trybie skanowania jonédw dodatnich i ujemnych, w celu
potwierdzenia obecnosci sygnatéw, wystepujacych na elektroferogramach otrzymanych za pomocga
CE-ICP-MS. Na elektroferogramach CE-ESI-MS zarejestrowano wiecej sygnatéw o mniejszej
rozdzielczosci, co jest zwigzane z obecnoscig w ekstrakcie duzo wiekszej liczby komplekséow (Rysunek
12) w stosunku do obserwowanego na elektroferogramie CE-ICP-MS izotopu cynku. W zakresie czaséw
migracji 3,0—7,0 min obserwowano sygnaty ktére wystepowaty na elektroferogramach CE-ICP-MS i byty
zidentyfikowane jako odpowiadajgce jonom zawierajgcym cynk.

W celu potwierdzenia obecnosci jondw cynku w kompleksach, wyselekcjonowano sygnaty, w
ktérych mozna byto zaobserwowac charakterystyczne profile dla izotopu cynku. Po raz pierwszy
zidentyfikowano dziewie¢ ligandow zwigzanych z jonami tego metalu. Byty to przede wszystkim
potaczenia z aminokwasami, flawonoidami, stilbenoidami, kwasami fenolowymi oraz karotenoidami.
Wynika to najprawdopodobniej ze struktury tych ligandéw - zwigzki zawierajgce w swojej budowie
donory elektrondw mogg fatwo bra¢ udziat w wigzaniu jonu metalu.
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Zastosowanie techniki CE-ICP-MS dostarczyto informacji o obecnosci cynku w ekstraktach oraz
podstawowych informacji o frakcjonowaniu cynku. Wyniki badan otrzymane przy zastosowaniu
techniki CE-ESI-MS/MS umozliwity identyfikacje ligandéw odpowiedzialnych za wigzanie cynku.
Zaproponowane rozwigzanie wykorzystujgce mozliwosé zmiany detektoréw bez zmiany techniki
rozdzielania, pozwolito na zastosowanie tej samej, zoptymalizowanej metody rozdzielania oraz na
identyfikacje liganddw wigzgcych cynk w krétszym czasie.

Podsumowujgc te czes¢ badan nalezy stwierdzi¢, ze zastosowanie technik tgczonych czyli technik
rozdzielania (HPLC i/lub CE) potgczonych z technikami detekcji specyficznych pierwiastkowo (ICP-MS)
oraz czgsteczkowo (ESI-MS/MS), pozwala na przeprowadzenie analizy specjacyjnej metali, ktére
znajdujg sie w badanym materiale (produkty zywnosciowe pochodzenia roslinnego) w ilosciach
sladowych oraz na identyfikacje ligandéw odpowiedzialnych za ich wigzanie w ro$linie (Rysunek 13).
Identyfikacja grup ligandéw wigzgcych metale w roslinach umozliwito dalsze badania, prowadzace do
okreslenia ich wptywu na biodostepnos$¢ wigzanych metali.
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Rysunek 13 Gtéwne grupy ligandow wigzqcych metale w badanych produktach roslinnych



Autoreferat, zatgcznik 2, dr inz. Lena Daria Ruzik |19

Badania bioprzyswajalnosci wybranych metali z Zzywnosci

Jak wykazano uprzednio, jony metali mogg by¢é obecne w materiale roslinnym w postaci
komplekséw z réznymi bioligandami. Najczesciej sg to potaczenia z aminokwasami, flawonoidami,
kwasami fenolowymi, karotenoidami oraz wielocukrami. W zwigzku z tym, ze bioligandy wigzgce
metale majg prawdopodobnie pozytywny wptyw na biodostepnos¢ jondw metali do organizmu
cztowieka, celem kolejnego etapu badan byto opracowanie metodyki analitycznej pozwalajacej na
okreslenie wptywu obecnosc¢ bioligandéw na biodostepnosé metali z zywnosci.

W tym obszarze opierano sie na symulacji procesu trawienia w warunkach in vitro (odtworzenie
procesow hydrolizy enzymatycznej zachodzacej w kolejnych odcinkach przewodu pokarmowego).
Analiza specjacyjna metali obecnych w zywnosci oraz opracowanie metodyki analitycznej do okreslenia
ich bioprzyswajalnosci dla organizmu cztowieka przeprowadzono z uzyciem technik fagczonych.

Oznaczenie catkowitej zawartosci pierwiastkédw nie jest réwnoznaczne z okresleniem ich
biodostepnosci, co wynika z faktu, ze tylko cze$¢ zwigzkdw dostarczanych z pokarmem jest wchtaniana
przez organizm ludzki. Dlatego poza oznaczaniem catkowitej zawartosci, istotne jest poznanie formy
chemicznej pierwiastkdw, ktére sg absorbowane z przewodu pokarmowego, gdyz determinuje ona ich
przyswajanie badz toksycznosé.

Biodostepnos¢ definiuje sie jako obecnosé w uktadzie trawiennym matoczgsteczkowych zwigzkéw,
powstajgcych w trakcie procesu trawienia, ktdre mogg uzyskac dostep do strumienia krwi i bra¢ udziat
w procesach metabolicznych, zachodzgcych w organizmie ludzkim. Biodostepno$é jest pojeciem
obejmujacym bioprzyswajalno$é oraz bioaktywnosé, jednak ze wzgledu na trudnosci praktyczne oraz
etyczne pojawiajgce sie podczas badania aktywnosci biologicznej sktadnikow pozywienia,
biodostepnos¢ sprowadza sie bardziej do okreslania bioprzyswajalnosci. Pomimo ze terminy
biodostepnosci oraz bioprzyswajalnosci czesto stosowane sg zamiennie, nalezy pamietac, ze pojecie
biodostepnosci obejmuje dodatkowo bioaktywnosé (Rysunek 14). Okreslenie bioaktywnosci jest
istotne w przypadku badan nad nietrawionymi sktadnikami pozywienia, np. wielocukrami oraz
oligocukrami ktére, pomimo ze nie sg wchtaniane przez organizm, to majg korzystny wptyw na ludzkie
zdrowie.

BIODOSTEPNOSC

dostepno$¢ matoczgsteczkowych zwigzkdw do strumienia krwi,
udziat w procesie metabolicznym zachodzacym w organizmie czlowieka

BIOPRZYSWAJALNOSC BIOAKTYWNOSC

* proces zachodzacy w trakcie trawienia - powstajg * zachodzi po zakorczeniu procesu trawienia
frakcje przyswajalne przez organizm ludzki

* ulegajg jej rowniez zwiazki niestrawione, ale
* ulegaja jej jedynie substancje trawione, aktywne biologicznie
rozpuszczalne w ptynach trawiennych
* przyswajanie odbywa sie przez tkanki docelowe

* przyswajanie odbywa sie przez tkanki nabtonkowe

Rysunek 14 Biodostepnosc jako ,,suma” bioprzyswajalnosci oraz bioaktywnosci

Miarg bioprzyswajalnosci jest wielkos¢ frakcji rozpuszczalnych w ptynach trawiennych zwigzkéw
pierwiastkow zdolnych do przenikania przez Sciany jelita cienkiego, uwalnianych z matrycy produktu
zywnosciowego i obecnych w przewodzie pokarmowym cztowieka. Rozpuszczalnos$¢ zwigzkow
pierwiastkdw w ptynach trawiennych cztowieka umozliwia ich absorpcje, tak wiec bioprzyswajalnos¢
jest wskaznikiem biodostepnosci. Badania bioprzyswajalnosci dostarczajg informacji na temat
zawartosci oraz formy pierwiastkéw dostepnych oraz potencjalnie wchtanianych przez organizm ludzki
i pomagaja wykaza¢, czy sktadnik pozywienia jest efektywnie trawiony oraz przyswajany.
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Postepowanie in vitro, ktére zostato wykorzystane w badaniach odwzorowuje procesy zachodzace
podczas trawienia zotgdkowego oraz jelitowego przy zastosowaniu roztwordéw enzymow trawiennych.
W sktad enzymdw trawiennych wchodza: pepsyna (powoduje wstepny rozktad wielkoczgsteczkowych
biatek w zotadku), pankreatyna (obecna w jelicie cienkim mieszanina lipazy — trawienie ttuszczow,
proteazy — trawienie biatek, amylazy — trawienie cukrow), a takze sole zétciowe (powodujg emulgacje
ttuszczow i wspomagaja ich wchtanianie w jelicie cienkim) oraz zwigzki nieorganiczne.

p“’bka Warunki (temperatura, $rodowisko, czas
prowadzenia poszczegdlnych etapow,
pepsyna Pa;ﬁfgityna wykorzystywane enzymy) stosowane podczas
pH 1.8 symulacji procesu trawienia byty zblizone do
rzeczywistych warunkéw, w jakich zachodzg
procesy trawienne w przewodzie pokarmowym
wirowanie

cztowieka. Prébki byty inkubowane a nastepnie
ultradZW|ek|10 min inkubacja N w celu symulacji procesu mieszania pokarmu -
2h 37°C g . . .. .
g na kazdym etapie ekstrakcji enzymatycznej
B = wykorzystywane byly techniki wytrzgsania.

o

S_E_(ﬁ'.ws Proces prowadzono w tazni wodnej z tagodnym

C&/op mieszaniem. Podczas procesu ekstrakcji probki
Y . . .
inkubowano w temperaturze ludzkiego ciata
wnrowanle

(Rysunek 15).

g";‘;bfﬂg uHPLC/CE-ESI MS/MS
Rysunek 15 Postepowanie analityczne

przygotowywania probek do symulacji
trawienia Zotqgdkowo-jelitowego

Bioprzyswajalnos¢ jondw metali okreslano jako wydajnos¢ ekstrakcji enzymatycznej (korzystajac
ze wzoru 2).

zawarto$¢ metalu w ekstrakcie potrawiennym

bioprzyswajalnosé¢, B(%) = - — -
przyswaj (%) catkowita zawartos$¢ metalu w prébce

Wzér 2 Bioprzyswajalnos¢

Wyniki oznaczen catkowitej zawartosci jondw metali w ekstraktach po trawieniu zotgdkowym, a
nastepnie zotadkowo-jelitowym, pozwalaty na okreslnie bioprzyswajalnosci (Tabela 5). Oznaczenie
catkowitej zawartos$ci metali zostato przeprowadzone za pomocg techniki ICP-MS.

Tabela 5 Bioprzyswajalnos¢ wybranych jonow metali okreslona na podstawie analizy ekstraktow potrawiennych
wybranych produktéw Zzywnosciowych

Trawienie zotgdkowe Trawienie jelitowe
wydajnos¢ ekstrakcji, %

Cu Zn Mn Co | Cu Zn Mn Co |
noni 95,6 - 94,7 71,3 - 50,7 - 69,5 51,5 -
jagody goji 72,2 63,9 56,1 - - 22,6 31,1 34,9 - -
jagody acai 81,2 - - - - 103,7 - - - -
jagody czarne 62,6 - - - - 18,7 - - - -
spirulina 55,9 95,1 - - - 31,2 16,5 - - -
zincuprin 96,3 59,8 - - - 6,9 2,5 - - -
biatko jaja - - - 78,2 - - - - 77,1 33,2
26ttko jaja - - - 95,4 - - - - 99,6 10,4
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Przed analizg kolejnych frakcji obecne w nich zwigzki metali rozdzielono za pomocg techniki SEC.
Zwiazki przyswajalne oddzielano od nieprzyswajalnych za pomoca wirowania oraz sgczenia.

Frakcje uzyskane w wyniku symulacji trawienia poddawano procesom imitujgcym wchtanianie
zwigzkéw pierwiastkow do organizmu cztowieka - gtdwnie ultrafiltracji z uzyciem filtrow o
odpowiedniej srednicy porow.

Bioprzyswajalnos¢ miedzi i cynku ze spiruliny i preparatu Zincuprin - porownanie [H5]

Celem badan byto okreslenie bioprzyswajalnosci jondw metali oraz zidentyfikowanie bioligandéw
odpowiedzialnych za lepszg bioprzyswajalnos$ci miedzi i cynku z produktédw naturalnych w poréwnaniu
z produktami syntetycznymi. Produktem naturalnym byfa cyjanobakteria — Spirulina platensis,
hodowang przy uzyciu unikatowej mieszaniny swiezej wody pochodzacej z laséw tropikalnych oraz
wody morskiej wzbogaconej w mineraty — zawierajgcej okoto 90 pierwiastkéw sladowych. Jest to
jedyny rodzaj cyjanobakterii hodowanej w warunkach tak bogatych w naturalnie wystepujgce sktadniki
odzywcze.

W celu okreslania bioprzyswajalnosci miedzi i cynku z produktu naturalnego, analizowane proébki
poddawano dziataniu sktadnikéw ptyndw symulujgcych soki trawienne cztowieka. Analize produktow
procesu symulacji prowadzono przy uzyciu spektrometru mas (ICP-MS) oraz uktadu sprzezonego SEC-
ICP-MS.

Bioprzyswajalnos¢ miedzi i cynku charakteryzowano za pomocga oznaczania catkowitej zawartosci
metalu w ekstraktach Zofagdkowo-jelitowych spiruliny oraz dostepnego handlowo preparatu
syntetycznego Zincuprin (Tabela 5).

Opracowano nowg metode wykorzystujacg technike p-RPLC-ESI-MS/MS do uzyskiwania
specyficznych map peptydéw obecnych w zotadku w celu identyfikacji komplekséw miedziowo-
aminokwasowych w ekstraktach ze spiruliny po symulacji in vitro trawienia zotgdkowego i zotgdkowo-
jelitowego (Rysunek 16). Analiza ekstraktow potrawiennych przy uzyciu SEC-ICP-MS wykazata, ze
kompleksy cynku i miedzi mogg by¢ tworzone przez biatka pochodzace z cyjanobakterii oraz peptydow
obecnych w trakcie procesu. Na chromatogramach otrzymanych przy uzyciu p-HPLC-ESI-MS/MS
zidentyfikowano sygnaty zwigzkdéw, ktére sg najbardziej stabilne w ekstraktach potrawiennych -
komplekséw miedzi zaminokwasami oraz peptydami. Peptydy te powstajg w trakcie procesu trawienia
w zotgdku (z pepsyna w srodowisku kwasnym) z biatek kompleksujgcych miedz w badanej
cyjanobakterii.
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Rysunek 16 Woyniki otrzymywane w kolejnych etapach postepowania: a) chromatogram SEC-ICP-MS dla
ekstraktow potrawiennych, b) chromatogram RPLC-ESI-MS (tryb skanowania) dla ekstraktow
potrawiennych, c) widmo mas profilu izotopowego wraz z teoretycznym, d) widmo jondw potomnych
dla jonu macierzystego przy m/z 342 oraz 344
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Oprodcz histydyny (tworzgcej opisywane w literaturze kompleksy z miedzig), udato sie réwniez
zidentyfikowa¢ aminokwasy odpowiedzialne za wigzanie miedzi - kwas asparaginowy, fenyloalanine,
proline i tyrozyne (Tabela 6).

Tabela 6 Kompleksy miedzi zidentyfikowane w spirulinie po symulacji trawienia Zotgdkowo-jelitowego za pomocq
u-HPLC-ESI-MS/MS

[M+H]*/[M-H] m/z pepsyna/pankreatyna MS/MS
185°/ND, 184 derHis=Cu +/- (ESI+) 69 (Imd), 127 (Imd + C3H,0H)
258"/ND, 257,1 Asp-Gly=Cu+3H- +/- (ESI+) 70 (CsHsN), 84 (CaHsNO), 129
2H20 (84+CH3CH2NH2), 130 (84+CHsCH20H),

147 (129+H,0 or 130+NHs3), 240*
(147+Cu+HCOH), 258* (240* + H,0)

274*/ND, 273,1 Pro-Pro=Cu-2H,0 +/+ (ESI+) 72 (Prl), 173* (Pro=Cu—3H2), 199*
(Pro-Cu-CO)

360*/358*, 359,1 Phe-Cu-Asp—H,0 +/- (ESI+) 86 (CaH/NO), 213* (Phe-Cu—H,0 +
H2), 247* (Phe-Cu+H20)

332*/330%, 331,1 His-Asp=Cu-2H,0 +/- (ESI+) 86 (CaH/NO), 134* (C3HeN2=Cu),
201* (His=Cu—H20+CH4), 314* (His-
Asp=Cu—H20)

330*/328%*, 329,1 Ser-Tyr=Cu-2H.0 +/- (ESI -) 130 (CsH9NO3), 284* (Ser-Tyr=Cu—
C0O»)

316*/ND, 315,1 Val-His=Cu-2H,0 +/+ (ESI+) 86 (CaH7NO), 132 (Val + H20-2H,),

157* (CaHsNO=Cu+2H,0),185* (His=Cu—
2H20 +2H2), 203* (His=Cu—H,0+2H.)

344*/342*,343,2 Thr-Tyr=Cu-2H,0 +/- (ESI-) 130 (CsHoNOs3), 185 (300%*-
H4COsCu), 211* (300*-C3HsNO.), 300*
(344*—C0O3)

374*/372*, 373,1 Met-Tyr=Cu-2H>0 +/- (ESI+) 243* (Tyr=Cu—H.0)

*sygnat odpowiadajacy izotopowi miedzi/cynku, ND — nie zidentyfikowano, derHis — histydyna pozbawiona tlenu, Imd —

imidazol, Prl- pirolidyna

Bioprzyswajalnos¢ kobaltu z jaja kurzego [H1]

Okreslono bioprzyswajalnos¢ form kobaltu z jaja kurzego. Za pomocg techniki SEC-ICP-MS
zanalizowano ekstrakty biatka i zéttka, uzyskane w wyniku symulacji trawienia zotgdkowego oraz
zotadkowo-jelitowego. Po symulacji trawienia zotgdkowego stwierdzono w ekstrakcie obecnosé wolnej
formy witaminy B12 oraz potgczenia kobaltu z biatkiem (w tym samym czasie zaréwno w ekstrakcie
biatka jak i zo6ttka). Otrzymane wyniki wskazujg na to, ze zwigzki kobaltu mogg by¢ tworzone po
strawieniu biatka jaja kurzego przez biatko obecne w ptynach enzymatycznych, glikoproteing, ktéra jest
odporna na dziatanie enzymow trawiennych.

W celu scharakteryzowania frakcji biatkowej wystepujacej w enzymatycznych ekstraktach biatka i
26ttka oraz ustalenia roli biatek w wigzaniu kobaltu w jaju, wzorce witaminy B12 poddawano
symulowanemu procesowi trawienia. Wyniki analiz ekstraktdw enzymatycznych otrzymanych za
pomocg SEC-ICP-MS potwierdzity mozliwo$¢ wigzania analogéw witaminy B12 z biatkiem
enzymatycznym (pepsyng i trypsyna). Odporna na dziatanie enzyméw, w przeciwienstwie do
pozostatych analogow witaminy (Ado-Cbl, Me-Cbl oraz OH-Cbl), okazata sie by¢ CN-Cbl.

W celu potwierdzenia obecnosci réznych form witaminy B12 w jaju kurzym oraz zidentyfikowania
matoczasteczkowych produktéw ich trawienia podjeto probe bezposredniej analizy enzymatycznych
ekstraktow wzorcéw witaminy B12 za pomocg ESI-MS. Przeprowadzona identyfikacja potwierdzita
obecnos$¢ kobalaminy (Cbl) oraz jej prekursora - kobinamidu (Cbn). Uzyskane wyniki potwierdzajg
doniesienia literaturowe o stabilizujgcej roli biatek, wykazujgc, ze zaréwno w enzymatycznych
ekstraktach biatka, z6ttka, jak i mieszaniny wzorcow witaminy B12 z biatkami (fosfityng i albuming
kurzg) nie wystepuje produkt degradacji kobalaminy - kobinamid.
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Bioprzyswajalnosc¢ jodu z jaja kurzego [H3]

Okreslono bioprzyswajalnos¢ jodu z jaja kurzego. Biatko i z6ttko jaja kurzego poddawano dziataniu
ptynédw symulujgcych soki trawienne cztowieka. Analizy produktéw procesu prowadzono przy uzyciu
spektrometru mas (ICP-MS) oraz uktadu sprzezonego SEC-ICP-MS.

Bioprzyswajalnos¢ jodu z jaja kurzego charakteryzujg catkowite zawartosci jodu w ekstraktach
zofadkowo-jelitowych biatka i z6ttka. Wyniki analiz trzech niezaleznych prébek biatka i zéttka wykazaty
bioprzyswajalnos¢ jodu na poziomie 33% + 5% z biatka oraz 10% + 3% z z26ttka kurzego. Obserwowane
mate wydajnosci ekstrakcji wskazujg na obecnos¢ form jodu odpornych na dziatanie enzyméw
trawiennych.

W celu wykluczenia strat lotnych form jodu w warunkach ekstrakcji, pozostatosci poekstrakcyjne
poddawano mineralizacji i oznaczano catkowite zawartosci jodu. Sume zawartosci jodu w ekstraktach
enzymatycznych biatka/z6ttka oraz osadzie poekstrakcyjnym poréwnywano z catkowitymi
zawartosciami jodu w biatku/z6ttku kurzym. Na podstawie bilansu masowego stwierdzono straty jodu
na poziomie 3% — 4%.

Podczas symulacji trawienia zotagdkowego zaobserwowano przeksztatcanie jonéw jodanowych(V)
w jony jodkowe. Analogiczne wyniki otrzymano dla analiz roztworéw wzorcéw poddanych symulacji
petnego procesu trawienia. Analiza chromatograficzna prébek jaja kurzego poddanych trawieniu
symulujagcemu warunki zotgdkowe wykazata obecnosé jondw jodkowych w ekstraktach biatka i z6ttka,
co Swiadczy o bioprzyswajalnosci jonéw jodkowych.

Bioprzyswajalnos¢ manganu, miedzi i cynku z jagéd goji [H8]

Okreslono bioprzyswajalno$¢ jondw manganu, miedzi oraz cynku z ekstraktow jagdd goji, jak
rowniez zidentyfikowano grupe liganddow, ktérych obecno$é poprawia ich bioprzyswajalnos¢ w
poréwnaniu do wolnych form jonowych. Badania te prowadzono przy uzyciu techniki SEC-ICP-MS oraz
WUHPLC-ESI-MS/MS.

Na chromatogramach SEC-ICP-MS ekstraktéw potrawiennych obserwowano sygnaty
odpowiadajgce kompleksom manganu z produktami trawienia biatek. Sygnat o czasie retencji t, = 27,0
min wystepowaty tylko po symulacji trawienia zotgdkowego, co swiadczy o zdolnosci pankreatyny do
trawienia jelitowego zwigzkdw o mniejszej masie czgsteczkowej, tatwiej biologicznie dostepnej dla
organizmu ludzkiego.

Na chromatogramach SEC-ICP-MS ekstraktow potrawiennych przy uzyciu pepsyny, obserwowano
trzy sygnaty substancji zawierajgcych miedz, o czasach retencji w zakresie charakterystycznym dla
zwigzkéw o matej masie czgsteczkowej. Na chromatogramach otrzymanych dla prébek po symulacji
trawienia zotgdkowo-jelitowego obserwowano pierwszy sygnat w zakresie czaséw retencji zwigzkédw o
matej masie czgsteczkowej; drugi natomiast byt znaczgco wyiszy w pordwnaniu z sygnatem dla
ekstraktu uzyskanego po trawieniu Zzotagdkowym. Oba sygnaty odpowiadajg prawdopodobnie
produktom trawienia biatek lub innych zwigzkéw o duzej masie czasteczkowej, wystepujacych w
jagodach goji. Sygnaty o czasach retencji mieszczacych sie w zakresie czaséw charakterystycznych dla
zwigzkéw o matej masie czasteczkowej moze wskazywa¢ na obecnos$é komplekséw jondow z
produktami trawienia wielocukréw, co zwigzane jest z dziataniem amylazy (sktadnik enzymu
uzywanego w trawieniu jelitowym), ktdra jest odpowiedzialna za trawienie tych zwigzkow.

Otrzymane chromatogramy SEC-ICP-MS (rejestrowane dla jonéw cynku) zawieraty dwa sygnaty
ekstraktow po trawieniu zotagdkowym i jeden sygnat dla ekstraktéw po trawieniu zotgdkowo-
jelitowym, ktéry moze odpowiada¢ kompleksom cynku z biatkami.

Podsumowujac te czes¢ badan nalezy stwierdzié, ze zastosowanie technik ICP-MS, SEC-ICP-MS i
HPLC-ESI-MS/MS do analizy roztwordw po symulacji in vitro trawienia zotgdkowo-jelitowego pozwala
na skuteczng ocene bioprzyswajalnosci wybranych jonéw metali z Zzywnosci pochodzenia naturalnego.
Wydajnosé ekstrakcji za pomocg enzymu zotgdkowego (pepsyny), a co za tym idzie bioprzyswajalnos¢
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jonéw metali jest wieksza w ekstrakcie zotgdkowym w porédwnaniu z bioprzyswajalnoscia z ekstraktow
po trawieniu zotgdkowo-jelitowym. Wyniki badan wskazujg, ze wszystkie badane jony metali s3 dobrze
dostepne dla organizmu cztowieka. Dotychczas badania okreslajgce biodostepnosc ograniczato sie do
okreslenia stopnia wchtaniania zwigzkdw, wykorzystanie technik taczonych w prezentowanych
pracach, pozwolito na identyfikacje grup zwigzkéw kompleksujgcych, odpowiedzialnych za lepsza
bioprzyswajalnosci jondw metali (Rysunek 17). Dodatkowo zaproponowane, po raz pierwszy,
postepowanie analityczne umozliwito okreslenie bioprzyswajalnosci oraz identyfikacje komplekséw
metali zaminokwasami i peptydamiw ekstraktach potrawiennych, ktérych obecnos¢ wskazuje wiekszg
ich bioprzyswajalnosc¢ niz bioprzyswajalno$¢ wolnych jonédw metali.

—— e ——————— —————— i ————— ———————————
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Rysunek 17 Grupy liganddéw tworzgcych potqgczenia z metalami po symulacji trawienia Zzotqdkowo-jelitowego
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Podsumowanie

Opracowanie nowej metodyki badan pozwolito na okreslanie bioprzyswajalnosci metali z
zywnosci pochodzenia roslinnego oraz na identyfikacje grup bioligandéw wptywajacych na
poprawienie ich dostepnosci; dodatkowo opracowana metodyka badan potwierdzita mozliwosé
monitorowania i modyfikowania dostepnosci jondw metali dla organizmu cztowieka.

Za najwazniejsze osiggniecia przedstawione w cyklu publikacji H1-H10, stanowigce istotny wktad w
rozwdéj chemii analitycznej uwazam:

++ zastosowanie, po raz pierwszy, nowych zwigzkdw ekstrahujgcych kompleksy metali z
bioligandami obecnymi w zywnosci pochodzenia naturalnego, pozwalajgcych na wydajng ich
ekstrakcje (ciecze jonowe, rozpuszczalniki supramolekularne oraz o witasciwosciach
eutektycznych)
opracowanie dotychczas niestosowanej metodyki badan, pozwalajgcej na potwierdzanie
obecnosci poprzez identyfikacje grup bioligandéw odpowiedzialnych za wigzanie jonédw metali
w roslinach (flawonoidow, aminokwaséw, kwaséw fenolowych, karotenoidow)
+»» wskazanie grup zwigzkow kompleksujgcych odpowiedzialnych za lepszg bioprzyswajalnosé

metali z zywnosci pochodzenia naturalnego
++ opracowanie dotychczas niestosowanej metody okreslania bioprzyswajalnosci w warunkach in

vitro oraz identyfikacji bioligandéw odpowiedzialnych za jej zwiekszanie

7
0.0

Przedstawione wyniki w cyklu omawiajgcym osiggniecia naukowe sg istotne, gdyz mogg przyczynic
sie do rozwoju wiedzy na temat mozliwosci wykorzystania technik analitycznych taczacych
wysokosprawne techniki rozdzielania z systemami detekcji selektywnej pierwiastkowo i czgsteczkowo
w szeroko rozumianej metalomice — jak rowniez w analizie zywnosci oraz w kontroli jej jakosci.
Opracowana przeze mnie metodyka badan, umozliwi¢ moze, poza rozszerzeniem stosowalnosci
nowych metodologii analitycznych, réwniez projektowanie skutecznych sposobdw upraw roslin
dostarczajgcych bezpieczng i bogatg w mikroelementy zywnosé.

Cele dalszych badan

Badania specjacji metali i okreslanie ich bioprzyswajalnosci okazato sie tematyka interesujacg i
wielowagtkowa. Opracowane metody analityczne, pozwalajgce na identyfikacje zwigzkdéw
odpowiedzialnych za lepszg bioprzyswajalnos¢ jondw metali, okazaty sie skuteczne i w dalszych
etapach pracy projektowane jest ich wykorzystanie do badan nad bioprzyswajalnoscig nanoczgstek
metali obecnych w roslinie. W nastepnym etapie prac badawczych beda poszukiwane nowe zwigzki,
wydajnie ekstrahujgcych nanoczastki metali z materiatu roslinnego, pozwalajgce na oznaczanie ich
zawartosci i potwierdzanie ich obecnosci w ekstraktach potrawiennych. Do tej czesci badan beda
stosowane réwniez nowe techniki — spektrometria mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej indukcyjnie z
modutem pojedynczych czastek (single particle ICP-MS).

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Poza pracami opatrzonymi symbolami H1-H10, jestem wspdtautorkg publikacji dotyczacych
wykorzystywania technik rozdzielania (wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC oraz
chromatografii gazowej GC) w oznaczaniu sktadnikdéw zwigzkéw zapachowych. Zastosowanie technik
chromatograficznych pozwala na szybkie rozdzielanie wielosktadnikowych mieszanin produktéw
kosmetycznych i na jednoczesng ich analize ilosciowa i jakosciowa [P6, Ad].

Ponadto jestem wspdtautorkg dwdch rozdziatow angielskojezycznych, napisanych dla wiodgcych
wydawcéw na rynku naukowym, tj. Springer i Wiley, dotyczgcych zastosowanie nowych technik
analitycznych w nieorganicznej i bionieorganicznej analizie specjacyjnej, omawiajacej problemy i
sposoby ich rozwigzania w metalomice, na przyktadzie analizy sladowej arsenu i selenu [R3, R5].
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W obszarze moich zainteresowan jest wykorzystanie techniki ICP-MS do poszukiwania
potencjalnych zastosowan nanoczastek ztota. Badania pozwolity na poszerzenie wiedzy z zakresu
zastosowania nanoczgstek ztota jako potencjalnego metalo-nanomateriatu o dziataniu teranostycznym
[P9, A5].

Biore udziat w projekcie, ktérego celem jest opracowanie metodologii pozwalajgcej na okreslanie
metabolizmu nanoczgstek metali (tlenku cynku), wystepujacych w srodowisku w roslinach jadalnych
(satacie i rzodkiewce) [P10]. Opracowane postepowanie analityczne ma na celu okreslanie lokalizacji
nanoczastek w roslinie oraz identyfikacje form i badanie ich stabilnosci chemicznej. Analityczne
techniki tgczone sg stosowane do okreslania stopnia rozpuszczania (pochodzenia postaci jonowej)
nanoczgstek w trakcie pobierania/przyswajania. Opracowana metoda pozwoli na zaproponowanie
mechanizmu akumulacji i transformacji nanoczastek oraz zidentyfikowanie form, w jakich wystepujg
w momencie pojawienia sie w tkankach i komédrkach roslin. Uzyskane wyniki bedg podstawg do
zaproponowania modelu metabolizmu nanoczgstek metali w roslinach, a takze zaproponowania form,
w jakich mogg zosta¢ przyswojone przez organizm cztowieka.



