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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA STANOWIACEGO PODSTAWE

POSTEPOWANIA HABILITACYJNEGO

Osiagnieciem naukowym wynikajacym z art. 16 ust.2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017

r. poz. 1789) jest cykl publikacji naukowych

A) TYTUL OSIAGNIECIA

B)

B1

B2

B3

B4

B5

Biodostepnos¢ wybranych pierwiastkdw niezbednych i toksycznych

PUBLIKACJE LUB INNE PRACE WCHODZACE W SKEAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO

Bryszewska MLA.

Comparison study of iron bioaccessibility from dietary supplements and
microencapsulated preparations

NUTRIENTS. 2019, 11(2), 273

IF2017 4,196 IF s1emi 4,603 MNiSzWan1z 35

Bryszewska M.A., Tomas-Cobos L., Gallego E., Villalba M.P., Rivera D., Taneyo Saa
D.L., Gianotti A.
In vitro bioaccessibility and bioavailability of iron from breads fortified with
microencapsulated iron.
LWT - FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY. 2019, 99, 431-437.

IF2017 3,129 IF s1emi 3,455 MNiSzWao1z 40

Bryszewska M.A., Laghi L., Zannoni A, Gianotti A., Barone F., Taneyo Saa D.L.,
Bacci M.L., Ventrella D., Forni M.
Bioavailability of microencapsulated iron from fortified bread assessed using piglet
model.
NUTRIENTS. 2017, 9(3), 272.
IF207 4,196 IF s1emi 4,603 MNiSzW 35

M. Bryszewska, A. Mage

Determination of selenium and its compounds in marine organisms

JOURNAL OF TRACE ELEMENTS IN MEDICINE AND BIOLOGY. 2015, 29, 91-98.
[Fa015 2,550 IF s1emi 2,484 MNiSzW 20

M. A. Bryszewska, E. Sanz, ]. Sanz-Landaluze, R. Munoz-Olivas, M. E. Ortiz-
Santaliestra, C. Camara
Evaluation of arsenic biotransformation by Iberian green frog during metamorphosis.
JOURNAL OF ANALYTICAL ATOMIC SPECTROMETRY. 2011, 26, 178-186.

IF2011 3,220 IF s1emi 2,966 MNiSzW 40
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B6 M.A. Bryszewska, S.E.S. Hannam, R. Munoz Olivas, C. Camara
Possibility of direct arsenic determination in exposed embryos of zebrafish (Danio rerio)
with Zeeman Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry.
SPECTROSCOPY LETTERS. 2009, 42 (6-7), 363-369.
IF2000 0,585 IF s1emi 0,762 MNiSzW 10

Do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego dotaczytam oswiadczenia wspdtautoréw

publikacji okre$lajace indywidualne wktady w ich powstanie (Zatgcznik 6).

DANE SCJENTOMETRYCZNE wedlug Web of Science
na dzien 15.03.2019 (przedstawione zgodnie z rokiem opublikowania)
"W przypadku publikadji z 2019, dla ktdérych nie okre$lono wskaznikéw oddziatywania Impact Factor

za rok opublikowania, wykorzystano punktacje za poprzedni rok w ktérym byta opublikowana,
za$ punkty MNISW podano za ostatni rok, w ktérym byty opublikowane.
W przypadku publikacji, dla ktérych nie byt wyznaczony 5-letni Impact Factor do wyliczenia

sumarycznego wskaznika uzytam wskaznika z roku ukazania si¢ publikagji.

Cyklu publikacji bedgcych podstawaq do ubiegania sig o stopieri doktora habilitowanego
17,876  Sumaryczny Impact Factor
18,873 Sumaryczny 5-letni Impact Factor
180  Liczba punktéw zgodnie z kryteriami Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
opublikowanymi w komunikacie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie

wykazu czasopism naukowych

Wszystkich prac
26,704 Sumaryczny Impact Factor
27,814 Sumaryczny 5-letni Impact Factor
304 Liczba punktéw zgodnie z kryteriami Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
opublikowanymi w komunikacie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie
wykazu czasopism naukowych

7 Index Hirscha wedtug Web of Science

DZIEDZINA: Nauki techniczne
DYSCYPLINA: Biotechnologia
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C) OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ
Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Chemiczne, biologiczne, toksykologiczne i ekologiczne oddzialywanie pierwiastka moze by¢
rozne w zaleznosci od formy chemicznej, w jakiej on wystepuje. Zgodnie z definicja
przedstawiong przez IUPAC w2000 roku wystepowanie danego pierwiastka w rdéznych
postaciach takich jak: jony lub zwiazki chemiczne na réznych stopniach utlenienia oraz
w pofaczeniu z réznymi ligandami okresla sie terminem ,specjacja/ specjacja chemiczna” [1].
Proces identyfikacji i oznaczania réznych form fizycznych ichemicznych, w jakich dany
pierwiastek wystepuje w badanej probce okresla si¢ terminem ,,analiza specjacyjna”. Oznaczanie
form fizycznych i chemicznych pierwiastka oraz ich zawarto$ci ma istotne znaczenie dla wielu
dziedzin nauki i obszaréw zycia. Pozwala na rzeczywiste oszacowanie ryzyka powodowanego
przez pierwiastki, a w zasadzie ich
zwigzki, na zdrowie ludzi
i srodowisko  naturalne. =~ Wsrod
badawczych i praktycznych
zastosowan specjacji nalezy
wymieni¢: badania cykléw Dbio-
chemicznych, badania toksycznosci
i ekotoksycznosci, analityke klini-

czng, kontrole jakosci produktow

S:1 o/ AL:2

Sb; 3 Mn; 3 Ni; 3 zywnosciowych i farmaceutykow

oraz  monitorowanie = procesow
Rysunek 1. Procentowy udziat publikacji dotyczacych

. . technologicznych. Przedmiotem

specjacji poszczegolnych pierwiastkéw (EVISA, 2000-2005)
http://www.speciation.net/Public/Document/2003/09/11/502.html badania anahzy Specjacynej  sa
zarOwno  pierwiastki, ktorych

toksyczny charakter zostat udowodniony, jak i biopierwiastki niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania flory i fauny, a w konsekwencji i czlowieka. Rozpatrujac wlasciwosci chemiczne
mozna wyrdzni¢ gtéwne grupy pierwiastkdw na ktérych skupia sie analiza specjacyjna: 1) metale:
Al, Sn, Sb, Pb; 2) metale przejsciowe: Cr, Ni, Cu, Pt, Hg; 3) metaloidy: As, Se. Na podstawie
zestawienia prac opublikowanych w latach 2000-2005, przygotowanego w 2006 roku przez
EVISA!, mozna wskaza¢ gléwny nurt badar, w ktérym znajdowalo sie¢ pie¢ pierwiastkow
(Rys. 1). Niemal 50 % wszystkich publikacji dotyczyto: arsenu, selenu, rteci, chromu i cyny.
Przedmiotem 30 % artykuléow bylo piec¢ kolejnych: miedz, cynk, otéw, kadm i Zelazo. Wszystkie
pozostate pierwiastki znajdowaly si¢ w centrum zainteresowania jedynie 20 % publikacji. W
pozniejszych latach coraz czesciej pojawialy sie prace dotyczace specjacji innych pierwiastkow jak
np.: siarka i fosfor, lantanowce lub platynowce.

Niewatpliwie jedno z najwazniejszych praktycznych zastosowan badan specjacyjnych

znajduje si¢ w obszarze toksykologii. Postep w zrozumieniu zagrozen dla zdrowia ludzkiego,

1 European Virtual Institute for Speciation Analysis


http://www.speciation.net/Public/Document/2003/09/11/502.html
http://www.speciation.net/Public/Document/2003/09/11/502.html
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jakie wynikajq z narazenia na kontakt z substancjami niebezpiecznymi, znajduje odzwierciedlenie
w bardziej szczegétowym prawodawstwie. Agencje regulacyjne rzadowe i miedzynarodowe na
calym swiecie, oprdcz regulacji okreslajacych maksymalne dopuszczalne stezenia pierwiastkow,
wprowadzaja ograniczenia dotyczace ich wyszczegdlnionych form chemicznych okreslajac
dopuszczalne stezenia lub catkowicie zakazujac ich uzycia. Jednym z pierwszych przykltadow
takiego dokumentu jest Ramowa Dyrektywa Wodna 2000/60/WE, w ktorej zwiazki tributylocyny
zostaly zaliczone do priorytetowych substancji niebezpiecznych, ktérych zanieczyszczenia
powinny by¢ progresywnie redukowane, natomiast zrzuty, emisje i straty zaprzestane lub
stopniowo wyeliminowane. W kolejnych rozporzadzeniach zakaz uzycia zostat rozszerzony na
organiczne pochodne cyny w systemach przeciwporostowych (EC 782/2003) i nastepnie w
produktach konsumpcyjnych (REACH nr 276/2010). Dyrektywa 98/83/WE z dnia 3 listopada
1998 r. oraz Rozporzadzenie Ministra Zdrowia Dz. U. 2007 nr 61 okreslaja maksymalng zawartos¢
chromu(VI) w wodzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi. Najwyzsze dopuszczalne poziomy
nieorganicznego arsenu w $rodkach spozywczych okresla Rozporzadzenie Komisji (UE)
2015/1006 z dnia 25 czerwca 2015 r. W bliskiej przysztoSci mozna si¢ spodziewad regulacji
dotyczacych zawartosci maksymalnych dopuszczalnych poziomoéw metylorteci w rybach
i pochodnych produktach. Propozycje takiego projekt zawiera raport po 12 sesji FAO/WHO
Codex Committee on Contaminants in Foods (luty, 2018).

Analityka specjacyjna jest stosunkowo
nowa dziedzing badan, jej rozwdj
rozpoczal sie¢  przed czterema
dekadami (lata 80, XX wieku).
Obecnie stata sie bardzo waznym
aspektem  wspolczesnej  analizy.
Liczba publikacji przedstawiajacych
wyniki badan, w ktérych specjacja

chemiczna byla stosowana stale

1%&3‘5’5 %D‘Aq%() 90'996 g(ﬂ@x @:LQQ'I Q%:LQ@ x‘*'ﬁ"Q@ i dynamicznie rosnie (Rys. 2).

9 9 9 9 N N N . . .

> > > > b v v Przesledzenie  form  chemicznych
wjakich pierwiastek wystepuje w

Rysunek 2. Liczba publikacji zawierajacych termin , specjacja pr(’)bkach s'rodowiskowych

chemiczna” w kolejnych piecioleciach. o .

Zrédio: EBSCOhost z 01/02/2019 i biologicznych wymaga dostepu do

technik  analitycznych ~ umozliwia-
jacych jednoczesnie rozdzial i detekcje na poziomie ng-mL. Najczesciej stosowane sg techniki
faczone, w ktorych do rozdzielania stosuje si¢ metody chromatograficzne (cieczowa, gazowa
badz elektrochromatografia), natomiast detekcja moze by¢ przeprowadzona przy uzyciu

konduktometréw, spektrofluorymetréw i spektometrii atomowej i masowej: ICP-AES?

2 Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy- Atomowa spektrometria emisyjna z plazma
wzbudzana indukcyjnie.
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ESI-MS?, ICP-MS*. W badaniach wplywu zwiazkéw bioaktywnych czy polutantéw
srodowiskowych na organizmy zywe analiza form chemicznych w jakiej wystepuje pierwiastek
musi by¢ uzupelniona poznawaniem sposobdéw przyswajania, metabolizowania i wykorzystania
w organizmie. Ocene biodostepnosci i bioprzyswajalnosci sktadnikow pokarmowych
i odzywczych oraz toksycznosci uzyskuje sie¢ w badaniach in vivo oraz w badaniach z udziatem
ludzi lub zwierzat, ktére sa uwazane za organizmy modelowe. Biodostepnos¢ okreslana jest jako
iloé¢ lub frakcja skladnika odzywczego, ktora jest uwalniana z matrycy pokarmowej w trakcie
trawienia zotadkowo-jelitowego i staje sie dostepna do absorpcji [2]. Dostepnos¢ biologiczna
zazwyczaj oceniana jest z zastosowaniem procedur trawienia in vitro, najczesciej w ukladzie
symulujacym trawienie Zotadkowe i w jelicie cienkim. Modele in vitro sq ekonomicznie oplacalne,
uzyskiwane wyniki sa powtarzalne oraz, ogolnie rzecz biorac, szybkie. Symulacje trawienia
obejmuja przemiany trawienne w material gotowy do asymilacji, wchtaniania przez komorki
nabtonka jelitowego. Wyznaczenie proporcji sktadnika odzywczego, ktora jest wchtaniana i moze
by¢ stosowana w normalnych funkcjach organizmu jest podstawa okreslania bioprzyswajalnosci
tego sktadnika [3]. Parametr ten opisuje trzy nastepujace po sobie elementy:

— dostepnos¢é; moze by¢ bezposrednia lub powstajaca w wyniku trawienia w przewodzie

pokarmowym,
— wchtanianie, jako transport przez $ciane jelit,
— metabolizm: wprowadzenie niemetabolizowanej czesci do centralnego krwiobiegu i jej
rozktad w watrobie.

Badania biodostepnosci w warunkach in vitro stanowia potaczenie sztucznych ukladéw trawienia
z pomiarami stezenn rozpuszczalnych lub dializowalnych frakcji zwiazkéw bioaktywnych.
Ostatnio te badania sa rowniez uzupetniane o testy z liniami komérkowymi [4]. Zatwierdzonym
i najczesciej stosowanym modelem komoérek nabtonka jelitowego sa kultury tkankowe Caco-2. Te
pierwotnie pochodzace z ludzkiego gruczolaka okreznicy komoérki w hodowli s3 poddawane
spontanicznemu réznicowaniu w celu utworzenia dobrze spolaryzowanej warstwy wykazujacej
wiele funkcjonalnych wlasciwosci morfologiczne dojrzatych enterocytow ludzkich [5]. Do badan
modelowych predysponuje je réwniez zdolno$¢ produkgji enzymdéw (np. alkalicznej fosfatazy,
sacharazy i aminopeptydazy) oraz systemdw transportujacych substancje ze Swiatta przewodu

pokarmowego do krwioobiegu.

Z zagadnieniem specjacji i analiza specjacyjna zetknelam sie w trakcie prac badawczych
przedstawionych w rozprawie doktorskiej. Stanowily one jeden z etapow moich prac, ktore
pozwolily mi na potwierdzenie wbudowywania selenu do bialek kielkow roslin. Zagadnienie
wydawalo mi sie bardzo interesujace i aktualne, dlatego tez stalo sie motywacja do dalszych
badan.

3 Electrospray Ionisation Mass Spectrometry - Spektrometria mas z jonizacja przez elektrorozpraszanie.
4 Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry - Spektrometria mas z plazma wzbudzang indukcyjnie.
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Przedstawiane do oceny osiagniecie naukowe jest wynikiem prac badawczych prowadzonych
w latach 2006—2018, w ktdrych zajmowalam si¢ réznymi aspektami wykorzystania specjacji
chemicznej i analizy specjacyjnej wybranych pierwiastkéw, a w szczego6lnosci:

e w ocenie toksycznosci substancji zanieczyszczajacych $rodowisko w stosunku do
wybranych organizmow zwierzecych i ich potencjalnej przydatnosci jako bioindykatorow
srodowiskowych,

e w ocenie produktow pokarmowych jako zrédla mikroelementu na podstawie form
chemicznych, w ktorych ten pierwiastek w nich wystepuje,

e w opracowaniu zywnosci funkcjonalnej o optymalnej bioprzyswajalnosci biopierwiastka,

w ktora jest wzbogacana.

Przeprowadzone badania naukowe oraz ich wyniki, opisane szczegétowo w publikacjach, bedace
podstawa wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego, przedstawitam w

autoreferacie, w kolejnosci chronologicznej.

C.1. Specjacja chemiczna w ekotoksykologii — arsen (B5, B6)

Poszukujac mozliwosci realizacji zainteresowan badawczych skontaktowatam sie z profesor
Carmen Camara z Complutense University w Madrycie (UCM), ktdrej zespdt prowadzit wowczas
badania nad specjacja selenu, arsenu i interakcjami selenu z rtecia. W 2006 r. uzyskatam
stypendium z Hiszpanskiego Ministerstwa Edukacji i Nauki i doftaczylam do zespolu
prof. Camara. Zajetam si¢ przesledzeniem przemian jakim podlegat arsen w organizmach zab
iberyjskich Rana perezi oraz zdolnoscig embrionow Danio reiro do akumulowania arsenu ze
srodowiska.

Arsen jest powszechnie wystepujacym w $rodowisku naturalnym zanieczyszczeniem,
powstajacym w efekcie naturalnych proceséw, oraz w rezultacie szerokiego przemystowego
wykorzystania jego réznorodnych pochodnych. Zwiazki arsenu stosowane byly jako: $rodki
ochrony drewna, herbicydy, pestycydy, farby, farmaceutyki, potprzewodniki, skladniki
w produkcji szkla, w medycynie do leczenia m.in. malarii, gruzlicy, cukrzycy, syfilisu czy
reumatyzmu. Odkrycie w drugiej potowie XX wieku kancerogennego dziatania As catkowicie
odmienito poglad o jego uzytecznosci i poskutkowato niemal catkowitym wycofaniem zwigzkow
arsenu z uzycia. Niekorzystne biologiczne dziatanie zwigzkow arsenu jest bardzo zréznicowane
w zaleznosci od formy specjacyjnej. Dla organizméw Zywych najbardziej toksyczne sa potaczenia
nieorganiczne, a w szczegolnosci zawierajace arsen tréjwartosciowy. Nieorganiczne zwigzki
zaliczane s do czynnikéw o udowodnionym epidemiologicznie dziataniu rakotwdrczym.
W Klasyfikacji czynnikéw i substancji rakotworczych opracowanym przez Miedzynarodowa
Agencja Badaii nad Rakiem (IARC®) arseniany(V) i (I) zostaly zaliczone do grupy 1, czyli

5 International Agency for Research on Cancer
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substancji rakotworczych dla czlowieka. Znacznie nizsza toksyczno$¢ wykazuja organiczne
arsenozwiazki, dla ktérych ogdlnie przyjmuje sie, ze szkodliwos¢ jest okolo stukrotnie mniejsza
niz polaczen nieorganicznych. Metylowane polaczenia arsenu, takie jak kwas
monometyloarsenowy (MMA) i kwas dimetyloarsenowy (DMA), wykazuja znacznie mniejsza
toksyczno$¢ i przez IARC zaliczane sa do Grupy 2B: "potencjalnie rakotwoércze dla ludzi".
Arsenobetaina i niektore inne organiczne zwiazki arsenu, ktére nie moga by¢ metabolizowane
w organizmach ludzkich, sg uwazane za nietoksyczne [6].

Populacja ludzka moze by¢ narazona na dziatanie arsenu gltéwnie poprzez wode i zywnosc.
Najwigksze ilosci arsenu dostarczane sg do organizmu wraz z woda pitna. Zanieczyszczenie wod
arsenem jest problemem w wielu rejonach $wiata, przyjmuje sie, ze co najmniej 140 milionow
ludzi w 50 krajach miato dostep do wody pitnej zawierajacej arsen na poziomie przekraczajacym
10 pg-L1 (WHO) [7]. Skutki przewleklej ekspozycji zaleza od dawki, czasu, formy chemicznej,
drogi narazenia, ale rowniez od genetycznie zréznicowanej tolerancji osobniczej [8].
Zanieczyszczenie wody arsenem jest problemem powszechnie wystepujacym, dlatego tez
badanie skltadu zwiazkow arsenu w organizmach wodnych moze dostarczy¢ uzytecznych
informacji na temat konsekwencji zanieczyszczenia ekosystemow stodkowodnych, jak réwniez

przynie$¢ wazne dane toksykologiczne.

e Zdolnos¢ zaby iberyjskiej Rana perezi do metabolizowania arsenu (B5°)

Badania wplywu zanieczyszczenia wéd powierzchniowych arsenianami(V) na organizmy
bytujace w srodowisku wodnym przeprowadzone zostaly w UCM we wspdtpracy z zespolem na
Uniwersytecie w Salamance w ramach projektu finansowanego z Hiszpanskiego Ministerstwa
Edukagji i Nauki 7.

Zaby uwazane sa za wazne bioindykatory wykorzystywane do monitorowania problemdéw
chemicznego skazenia srodowiska wodnego i ladowego. Przydatnosc¢ zab do tego rodzaju badan
imonitoringu $rodowiska wynika z ich powszechno$ci wystepowania, umiejscowienia
w tancuchu pokarmowym oraz wodno-ladowego trybu zycia. Plazy sa wrazliwe na zmiany
jakosci wody, ich populagje silnie reaguja na zanieczyszczenie gleby i wody réznego rodzaju
substancjami zanieczyszczajacymi jak: metalami ciezkimi, pestycydami, weglowodorami.

Celem prac byla weryfikacja hipotezy o mozliwosci wykorzystaniu Rana perezi jako organizmu
bioindykatora, wskazujacego na wystapienie skazenia wod powierzchniowych arsenianami.
Nastepnie, zbadanie zdolnosci tych ptazéw do akumulacji arsenu podczas ich ontogenetycznego
rozwoju, jak rowniez okreslenie skladu form chemicznych As w organizmach osobnikéw

w kolejnych fazach.

¢ M. A. Bryszewska, E. Sanz, ]. Sanz-Landaluze, R. Mufioz-Olivas, M. E. Ortiz-Santaliestra, C. Camara
Evaluation of arsenic biotransformation by Iberian green frog during metamorphosis. Journal of Analytical
Atomic Spectrometry, 2011, 26, 178-186

7 SB2005-0027. Disefos y avances en el tratamiento de muestra para: especiaccion, extraccion, selectiva y
estudios de interaccion metal(oide)-proteina. Ministerio de Educacion y Ciencia



dr inz. Matgorzata Anita Bryszewska Zatgcznik 3 -autoreferat

Sto jaj pochodzacych od pieciu zab zostalo zebranych w Prado de las Pozas (Sierra de
Gredos, centralna Hiszpania) i przeniesionych do laboratorium uniwersyteckiego w Salamance,
gdzie w kontrolowanych warunkach byty hodowane do 72 dnia tj.: do zakoriczenia proces
morfogenetycznego. W szesciu momentach rozwojowych zab, odpowiadajacych przemianom
metamorficznym zwigzanym z formowaniem konczyn i przejsciem z catkowicie wodnego do
wodno-ladowego trybu zycia pobierane byly prébki. Dni pozyskiwania prob odpowiadaty
etapom rozwoju wyrdznionym przez Gossnera: faza 1 (dzienn 5) - wyleg; faza 2 (dzien 20) -
operculum wytworzone, skrzela zewnetrzne wchioniete; faza 3 (dzien 45) - pojawiajg sie
koniczyny tylne; faza 4 (dzien 55) formowanie si¢ polaczen stawowych; faza 5 (dzien 66)
formowanie si¢ konczyn przednich; faza 6 (dzien 72) - ogon wchioniety, metamorfoza
zakoniczona. W grupach badanych zastosowane zostaty dwa poziomy ekspozycji na arsen: 50 mg
As(V)-L! (stezenie 5 krotnie wyzsze w poréwnaniu z zaleceniami WHO dotyczacymi zawartosci
arsenianéw w wodzie pitnej) oraz 100 mg As(V)-L! (stezenie odpowiadajace temu, jakie byto
odnotowywane na terenach skazonych).

W trakcie doswiadczenia prowadzona byla obserwacja indywidualnego rozwoju badanych
osobnikow Rana perezi. Nie zaobserwowaliSmy anomalii, we wszystkich grupach rozwdj
przebiegal prawidtowo. Smiertelnos¢ zwierzat narazonych na dziatanie As w wybranym zakresie
stezen nie wynosita wiecej niz 10% (1% LCso) i nie réznila sie od grupy kontrolne;j.

Po zakoniczeniu hodowli oznaczytam calkowita zawarto$¢ As oraz przeprowadzitam
analize skltadu form chemicznych, w ktérych on wystepowal w grupach osobnikéw ze
wszystkich faz rozwojowych. Biorac pod uwage cel badania, czyli mozliwosci wykorzystania
zaby iberyjskiej jako bioindykatora, nie prowadzilam oznaczen dla indywidualnych osobnikéw.
Jednorodny materiat uzyskatam poprzez wysuszenie i sproszkowanie catych organizméw zab
z poszczegdlnych grup.

W pierwszym etapie prac oznaczytam catkowitg zawarto$¢ arsenu w probkach stosujac
metode FIAS-ICP-MS po uprzedniej ich mineralizacji kwasowej. Oznaczone stezenia pierwiastka
w organizmach byly wyzsze, anizeli w S$rodowisku hodowlanym i uzaleznione od jego
dostepnosci, wskazujac na zdolnos¢ akumulowania As przez Rana perezi. W grupie badanej
narazonej na 100 mg As(V)-L! zawartosci As w organizmach zwierzat byta od 1,5 do 2,3 krotnie
wyzsza, anizeli w grupie badanej narazonej na 50 mg As(V)-L1. Ilos¢ akumulowanego As
wzrastata do fazy 3 (45 dzien) tj.: do pojawienia si¢ koriczyn tylnych, po czym nastepowat
systematyczny spadek. Tendencja ta byla obserwowana w obu grupach badanych. Relatywna
akumulacja wyrazona przez odniesienie stezenia arsenu w organizach zwierzat do jego stezenia
w otaczajacym srodowisku pokazata, Ze akumulacja ta nie byla wysoka. Wskazniki bioakumulacji
byty niskie: od 4 do 34 dla dawki 50 mg As(V)-L* i od 3 do 31 dla ekspozycji 100 mg As(V)-L-1.
Zatem, nawet w fazie, w ktdrej wskaznik bioakumulacji byt najwyzszy byt on relatywnie niski i

zblizony do opisywanego w literaturze dla ryb.

8 Flow Injection Analysis - przeptywowa analiza wstrzykowa
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Poréwnujac zawartos¢ As w organizmach zwierzat z poszczegoélnych faz
zaobserwowatam silng zaleznos¢ akumulacji od stadium rozwojowego. Zaleznos¢ ta moze
sugerowac, ze absorpcja As nie byta pasywna i ze istnieja mechanizmy regulujace pobieranie As

zmieniajace si¢ wraz ze zmianami morfologicznymi i anatomicznymi.

W kolejnym etapie prac, w ktorym przeprowadzilam identyfikacje i oznaczenie ilosciowe
zwigzkow arsenu, zastosowatam techniki faczone: chromatografie cieczowa sprzezong z ICP-MS.
Przed przystgpieniem do analizy specjacyjnej As w probkach zab przeprowadzitam dobdr
warunkow rozdziatu chromatograficznego. Warunki prowadzenia procesu ustalitam dla
wzorcéw, ktore wybratam ze wzgledu na warunki doswiadczenia oraz rodzaj prébek i byly to:
1) arseniany(V) b
2) arseniany(III) (As(IIL)) »
3) kwas dimetyloarsenowy (DMA) 9
4) kwas monometyloarsenowy (MMA) 9
5) tlenek trimetyloarsenowy (TMAQO)9
6) arsenobetaina (AsB) © 9
7) arsenocholine (AsC)©9 9
8) kation tretrametyloarsenowy (TMA*)
aforma w jakiej As byl wprowadzony do srodowiska hodowlanego,
b dominujace formy chemiczne wystepujace w wodach naturalnych,
9 stwierdzone wystepowanie w probkach materialu biologicznego,
9 dominujace formy As wystepujace w organizmach morskich, zaréwno roslinnych

(glony), jak i zwierzecych (ryby, skorupiaki, mieczaki).

Wybrane substancje w roztworach wodnych maja bardzo rézny charakter chemiczny, dlatego
uzyskanie rozdziatu wszystkich wzorcow w jednym cyklu chromatograficznym bylo trudne do
uzyskania. Tradycyjnie byly stosowane rézne rodzaje chromatografii. Zwiazki tworzace w
roztworach wodnych aniony (As(Il), As(V), MMA, DMA) byly rozdzielane za pomoca
chromatografii anionowymiennej, natomiast dla tworzacych kationy (AsB, AsC, TMA*) bardziej
odpowiednia byla chromatografia kationitowa. Potencjalng mozliwos¢ rozdziatu wszystkich
wybranych wzorcow dawato potaczenie roznych technik. Sprawdzitam mozliwos¢ zastosowania
trzech rodzajow chromatografii cieczowej:

a) jonowej z tandemowo potaczonymi kolumny: Hamilton PRP-X100 i Hamilton PRP-X200,

b) wykluczania w polaczeniu z jonowq (kolumna: Shodex Asahipak GS-220 HQ)

¢) jonowej (kolumna: Dionex IonPac AS7).
Najlepszy rozdzial uzyskalam stosujac ostatnia z testowanych kolumn. Dobierajac sktady faz
ruchomych i program gradientu uzyskatam dobry rozdziat As(Ill), As(V), MMA, DMA i AsB.
Piki pochodzace od TMAO, AsC i TMA* nie byly catkowicie rozdzielone, nakladaty si¢ przy linii
bazowej. Dlatego, jezeli analiza z uzyciem IonPac AS7 wskazywata na obecnos¢ ktoregos z tych

trzech zwigzkéw chemicznych, w celu weryfikacji, wykonywalam rowniez rozdziaty
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chromatograficzne z uzyciem PRP-X200, kolumny dedykowanej do analizy analitow
posiadajacych tadunek dodatni w roztworze.

Opracowana metode rozdzialu zastosowalam do identyfikacji i oceny ilosciowej
arsenozwiazkow w ekstraktach wodnych z préb biologicznych. Dla wszystkich prébek zwierzat
zebranych w odpowiednich fazach rozwojowych wyznaczytam wydajnos¢ ekstrakcji okreslong
jako stosunek catkowitego stezenia arsenu w ekstraktach do catkowitego stezenia arsenu w
wejsciowym materiale. Oznaczona wydajnos$¢ ekstrakcji zawierata si¢ w granicach od 65 do
100 %.

Wyniki badan specjacyjnych pokazaly, ze arseniany(V) pobrane przez zaby ulegaly przemianom
metabolicznym, przeksztalcajac si¢ w szeroka game zwigzkow. Sktad i stezenie oznaczonych
arsenopochodnych byl uzalezniony od fazy rozwojowej R. perezi oraz dawki AsOs* w srodowisku
bytowania. Jon tetrametyloarsenowy byl gtéwnym metabolitem identyfikowanym w ekstraktach
wodnych, a jego zawartos¢ wynosila az do 78,8 % identyfikowanego As. Wydawalo sie, ze
metylacja byta dominujacym sposobem biotransformacji, co znajdowalo odzwierciedlenie w
stosunkowo wysokich poziomach TMA* w koncowych etapach rozwoju. Uzyskane wyniki byty
zgodne z danymi literaturowymi, wedtug ktérych wewnatrzkomdrkowa biotransformacja arsenu
zachodzi gltownie na drodze metylacji. Zaabsorbowany arsen ulega biometylacji do kwas
metyloarsenowego(Ill) lub (V), kwasu dimetyloarsenowego(Ill) lub (V) i trimetyloarsenku [9].

Szczegotowe omowienie wynikdw analiz specjacyjnych As przedstawitam w publikacji B5.

Wyniki tych badan dostarczyly wiedzy, ktorej na ogdét brakowalo w badaniach ptazéw,
a dotyczacej zdolnosci pobierania i metabolizowania zanieczyszczen srodowiskowych przez
osobniki z réinych faz rozwojowych. Stwierdzone ro6znice w zdolnosci akumulacji
i biotransformacji arseniané6w(V) przez Rana perezi w trakcie rozwoju ontogenetycznego moga
by¢ uzyteczne np.: w ocenie narazenia drapieznikéw na arsen. W tym przypadku bardziej
narazone na ten czynnik toksyczny moga by¢ te wczesniejsze, larwalne drapiezniki, anizeli

pOzniejsze zywiace sie¢ mlodymi osobnikami.

e Zdolnos¢ danio pregowanego (Danio rerio) do akumulowania arsenu (B6°)

Kierunek dalszych prac zostal zainspirowany obserwacjami z badan przeprowadzonych
w populacjach ludzkich, pochodzacych z réznych czesci $wiata, a narazonych na dzialanie arsenu
w zblizonych dawkach. Poréwnanie to pokazato, Ze indywidualna wrazliwos¢ na skazenie wody
pitnej arsenem i skutki zdrowotne nim wywotane byly bardzo zréznicowane.

Opracowanie narzedzia analitycznego umozliwiajacego okreslenie zawartosci arsenu
w indywidualnych organizmach wydawato si¢ nam istotne, poniewaz pozwalato na okreslenie
réznic w pobraniu substancji pomiedzy osobnikami w obrebie grupy i pochodzacymi z réznych

serii probek. Do badania wptywu czynnikéw srodowiskowych w warunkach laboratoryjnych

? M.A. Bryszewska, S.E.S. Hannam, R. Mufioz Olivas, C. Camara.Possibility of direct arsenic determination
in exposed embryos of zebrafish (Danio rerio) with Zeeman. Spectroscopy Letters. 2009, 42 (6-7), 363-369
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wybraliSmy embriony danio pregowanego (Danio rerio ang. zebrafish). Ryby te sa stosowany jako
organizm modelowy z uwagi na podobienstwa rozwoju embrionalnego z wyzszymi kregowcami
(wlaczajac czlowieka), szybki rozwdj, mozliwos¢ bezposredniej obserwacji narzadow
wewnetrznych we wczesnych etapach rozwoju, poniewaz cialo jest przejrzyste. Ponadto, ich
przydatnos¢ do naszych badan wynikata z faktu, iz embriony danio sg stosunkowo twarde co
umozliwialo nam ich przenoszenie i prace z pojedynczymi osobnikami.

Badania przeprowadzone zostaly we wspdlpracy z ZF Biolabs w Madrycie, wowczas
nowopowstalym (w 2003) przedsiebiorstwem biotechnologicznym, jednym z pierwszych
w Europie, specjalizujacym sie w badaniach z wykorzystaniem Danio rerio. W laboratorium
embriony byly hodowane w s$rodowisku zawierajacym 1mg As(V)-L' przez 24 godziny
i nastepnie w laboratorium UCM przeprowadzilismy ocene indywidualnego pobrania arsenu
ze srodowiska hodowlanego.

Stosowana we wczesniejszy pracach metoda oznaczenia catkowitej zawartosci As, byla nie
odpowiednia do aktualnie prowadzonych badan. Konieczno$¢ przeprowadzenia roztwarzania
i wiazace si¢ z tym rozcienczeniem probki powodowalo, ze stezenia analitu byly ponizej
mozliwosci oznaczenia metoda FIA-ICP-MS. Jako spelniajace wymagania tego oznaczenia
narzedzie analityczne wybrana zostala atomowa spektrometria absorpcyjna z atomizacja
elektrotermiczng (ETAAS!) w kuwecie grafitowej. Zostata ona uznana za odpowiednia technike
ze wzgledu na mozliwos¢ zastosowanie do analizy prdobek statych bez potrzeby wstepnej ich
obrobki. Laboratorium UCM, w ktérym prowadzitam te badania nie pracowalo wczesniej z
podobnym materiatem, dlatego konieczne bylo opracowanie metody oznaczania As
w embrionach danio i jej walidacja. W celu uzyskania najlepszego sygnatu analitycznego dla
arsenu przeprowadzona zostala optymalizacja oznaczenia przy uzyciu ETAAS w ekstraktach
oraz w niepoddanych wstepnemu przygotowaniu do analizy embrionach ryb. W wykonaniu
czesci eksperymentalnej tych prac uczestniczylta studentka z University of Waterloo w Kanadzie,
ktora pracowata pod mojq opieka w trakcie wakacyjnego stazu.

Pierwszym spodziewanym ograniczeniem zastosowania ETAAS do oznaczenia As w matrycy
organicznej byly silne interferencje powodowane przez matryce. Powszechnie stosowanym
sposobem na przezwyciezenie podobnych zaklécen analizy jest wprowadzenie do probki
modyfikatoréw. W naszych badaniach przetestowalismy efektywno$¢ wzmocnienia sygnatu
analitycznego przez dodatek soli palladu, niklu oraz mieszaniny magnezu i otowiu. Doborowi
podlegaly zaréwno rodzaj modyfikatora, jaki i jego stezenie, ktdre testowaliSmy w zakresie od
0,01 do 2,00 g-L-'. Najlepsze wyniki dla probek wstepnie przygotowanych poprzez roztworzenie
w kwasach otrzymaliSmy przy zastosowaniu soli Pd w stezeniu od 0,5 g-L'. W dalszych
badaniach warto$¢ ta przyjetam jako minimalna. W oznaczeniach, w ktérych spodziewatam sie
silniejszych interferencji powodowanych przez matryce, jak w przypadku probek, ktére nie byty
poddane wstepnej obrdbce, zdecydowatam sie stosowaé wyzsze stezenia. Oszacowatam, ze

dodatek 2,0 g-L-* modyfikatora powinien zapewnic jego wystarczajaca ilos¢.

10 Electrothermal Atomic Absorption Spectrometery
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Kolejnym krokiem w optymalizacji pomiaru As z uzyciem ETAAS bylo ustalenie parametréw
pracy pieca iprogramu termicznego. Doborowi podlegaly temperatura i czas poszczegdlnych
cykli oraz ilo§¢ wprowadzanego argonu.

Ostatnim etapem prac metodycznych byl dobdér wzorca do kalibracji. W celu poréwnania
przygotowano trzy krzywe kalibracyjne z uzyciem: As(V), As(Ill) oraz AsB. Taki dobor
zwigzkow As pozwolit nam na poréwnanie i ocene mozliwych réznic miedzy nieorganicznymi
i organicznymi potaczeniami As. Jako organiczna forme chemiczna wybraliSmy arsenobetaing
kierujac sie wynikami badan, zgodnie z ktérymi AsB jest gldéwnym zwigzkiem arsenu
wykrywanym w lofilizatach ryb. W ten sposob uzyskiwaliémy podobienstwo matrycy
z przewidywanymi probkami. Ponadto, liofilizat ryb byt wykorzystywany w pracy jako materiat
odniesienia. Krzywe kalibracyjne nie wykazaly réznic w absorbancji pomiedzy wzorcami
w zakresie stezen 4-80 mg As-L1.

Walidacje metody przeprowadziliSmy poprzez poréwnie wynikéw oznaczenia zawartosci As
w dwdch rodzajach préb z zastosowaniem ETAAS i FIA-ICPMS. Do przygotowania probek uzyte
byly grupy po 5 embrionéw. Pierwszy rodzaj probek stanowity mineralizaty uzyskane na drodze
kwasowego roztwarzania, za$ druga roztwory po ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami.
Wydajnos¢ zastosowanych procedur wydzielania analitu z matrycy byla poréwnywalna, nie
stwierdzilisSmy statystycznie istotnych rdéznic. Wynik ten czynit ekstrakcje wspomagana
ultradzwiekami korzystniejsza metoda obrobki wstepnej prébki, bowiem byla szybsza i nie
wymagata stosowania szkodliwych dla $rodowiska odczynnikow. W oznaczeniu nie
zaobserwowali$my zakltécenn wynikajacych z wprowadzenia matrycy organicznej.

Nadrzednym celem tych prac byto opracowanie metody oznaczania As w pojedynczych

embrionach, dlatego tez po doborze warunkéw oznaczania przeprowadzilismy dobor warunkéow
bezposredniego wprowadzania embrionu do pieca grafitowego, oraz warunkéw prowadzenia
oznaczenia. Inny rodzaj matrycy spowodowat, Zze ponownie konieczne bylo wprowadzenie
korekty w parametrach pracy pieca. Do ustalenia parametréw oznaczenia w probce statej
zastosowaliSmy embriony z proby kontrolnej oraz roztwor As(V). W trakcie tych prac
metodycznych zaobserwowalismy, Ze po kilku oznaczeniach w piecu grafitowym pozostawat
osad wegla. Dlatego, celu poprawy efektywnosci pirolizy, wprowadzilisSmy dodatek czynnika
utleniajacego. Ostateczna mieszanina reakcyjna skltadata si¢ z embrionu, 10 uL roztworu soli Pd
o stezeniu 2,0 g Pd'LY, 10 uL 30 % nadtlenku wodoru i 5 pL roztworu As(V) o stezeniu 50
ug As'L'. W przypadku analizy embrionéw z grupy badanej roztwdr As(V) zastepowalismy
woda.
Manualne wprowadzenie embrionu do kuwety grafitowej wymusilo koniecznos¢
zmodyfikowania programu pracy pieca przez wprowadzenie poczatkowego etapu
w temperaturze pokojowej, ktéry umozliwial wykonanie tej operacji. WprowadziliSmy réwniez
etap wstepnej pirolizy w temperaturze 600 °C w celu catkowitego zmineralizowania probek
z wysoka zawartoscia wegla.

Uzyskana w optymalnych warunkach granica wykrywalnosci metody wynosita 2 ng As-g-1.
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Analiza zawartosci arsenu w pojedynczych embrionach danio pregowanego rozwijajacych sie
przez 24 godziny w srodowisku zawierajacym 1 mg As(V)-L' pokazal duze zréznicowanie
w zawartoéci pomiedzy poszczegdlnymi osobnikami. Srednia zawartos¢ As dla 10 embrionéw
wynosita 0,50 + 0,15 ng (RSD = 30 %). Takie duze indywidualne zréznicowanie akumulacji As
wzbudzito watpliwosci, czy zaobserwowane rdéznice sa wynikiem naturalnej osobniczej
zmienno$ci w zdolnosci absorpcji tego pierwiastka, czy mozliwa przyczyna byly trudnosci
w uzyskaniu powtarzalnych embrionéw. Inna mozliwa przyczyna byla niepowtarzalnosé
umiejscowienia embrionéw w piecu grafitowym, w kolejnych cyklach analizy przy manualnym
wykonaniu tego etapu. W celu wyjasnienia tych watpliwosci, w kolejnej partii 10 embrionow
danio oznaczenie zawartosci As wykonatam metoda FIA-ICP-MS po uprzedniej dezintegracji
embrionéw z zastosowaniem ultradzwiekéw. Srednia zawarto$é As w embrionie oznaczona ta
metoda wynosita 0,30 = 0,10 ng (RSD =25 %). Analiza statystyczna z zastosowaniem testu F
wykazala, ze nie bylo istotnej réznicy miedzy wynikami uzyskanymi z zastosowaniem
poréwnywanych metod. PrzyjeliSmy wiec, ze wysoce prawdopodobne jest, Zze za zmiennos¢
akumulacji arsenu odpowiadaja czynniki biologiczne, ktére moga mie¢ wpltyw na pobor arsenu

oraz jego akumulacje.

Opracowana metoda oznaczenia z uzyciem ETAAS moze by¢ niezwykle przydatnym
narzedziem, dzieki skréceniu czasu przygotowania prébki, wyeliminowaniu mozliwych strat
analitu w trakcie wstepnej obrobki, ograniczeniu zuzycia odczynnikéw, jak réwniez jako

pozwalajace na bezposrednie oznaczanie pierwiastkdw w probce pierwotnej.

Po zakonczeniu mojego stazu badania z wykorzystaniem metody byly kontynuowane przez
zespot prof. Carmen Camara, a wyniki przedstawione w publikacji: Lépez-Serrano O.A, Sanz-
Landaluze J, Munoz-Olivas R, Guinea ], Camara C. Zebrafish larvae as a model for the evaluation

of inorganic arsenic and tributyltin bioconcentration. Water Res. 2011 Dec 1;45(19):6515-24.
C.2. Specjacja chemiczna w ocenie zrddel biopierwiastka- selen (B411)

Kontynuacje badan nad specjacja chemiczng pierwiastkdw umozliwil mi grant indywidualny,
ktéry uzyskatam w 2009 w ramach programu stypendialnego Funduszu Stypendialnego
i Szkoleniowego2. Celem planowanych badan byto przeprowadzenie prac, ktére pozwolityby na
okredlenie rodzaju zwigzkéw chemicznych, w ktérych byt obecnych selen, w Zywnosci
pochodzenia morskiego. Ryby i owoce morza stanowig istotne, naturalne zrédlo selenu w diecie.

Calkowita jego zawartos¢ na ogot jest bardzo zrdéznicowana, w zaleznosci od gatunku, warunkow

11 M. Bryszewska, A. Mége. Determination of selenium and its compounds in marine organisms Journal of
Trace Elements in Medicine and Biology, 2015, 29, 91-98

12 Fundusz Stypendialny i Szkoleniowy (FSS) dziatat w ramach mechanizmu finansowego EOG 2009-2014
wspierajacego wspotprace pomiedzy Polska a panstwami-darczyrcami, tworzacymi Europejski Obszar
Gospodarczy: Islandia, Liechtensteinem i Norwegia.
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bytowania i dostepnosci pierwiastka w Srodowisku. Zmiennos¢ ta sugerowata zmienny sklad
form chemicznych selenu w zaleznosci od gatunku oraz od calkowitego stezenia pierwiastka
w organizmie. Roczny staz typu postDoc odbytam w NIFES®, w Bergen, w Norwegii. Instytut
prowadzit badania w ramach programu monitoringu obecnosci pozostatosci lekow, nielegalnych
i niepozadanych substancji w rybach i innych organizmach morskich. Zbieranie, selekcje
i przygotowanie probek ryb prowadzono réwniez w ramach systemu monitoringu
ustanowionego przez Norwegian Food Safety Authority. Oba programy stworzyly mi mozliwosc¢
pracy z roznymi organizmami pochodzacymi z réznych siedlisk wzdluz norweskiej linii
brzegowej. Ponadto, NIFES dysponowat bardzo nowoczesna aparatura, w tym 3 spektrometrami
mas sprzezonym z plazma wzbudzana indukcyjnie oraz chromatografami cieczowymi
wspolpracujacymi z ICP-MS.

Selen jest pierwiastkiem o bardzo ciekawym i zlozonym dzialaniu biologicznym.
W $ladowych ilosciach jest niezbedny, w wyzszych stezeniach moze by¢ toksyczny. Niezbedne
i zalecane do zachowaniu dobrostanu organizmdéw zywych dzienne spozycie (RDA') powinno
wynosi¢ 55 — 70 ug/dobe dla kobiet i 55 pg/dobe dla mezczyzn. Optymalna dzienna dawka dla
0sob dorostych (a zwlaszcza w podesztym wieku) zostata oszacowana na 100 pg/dobe.
Europejski Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci (EFSA15) za Naukowym Komitetem ds. Zywnosci
(SCF16) przyjal wartos¢ 300 pg/dzien jako gorny tolerowany poziom pobrania dla dorostych,
w tym kobiet w ciazy i karmiacych, na podstawie poziomu bez obserwowanego dziatania
niepozadanego (NOAELY) wynoszacego 850 ug/dzien dla klinicznej selenozy [10]. Znaczenie
selenu dla prawidlowego funkcjonowania i zachowania zdrowia zwierzat i ludzi wynika z faktu,
iz jest on obecny jako niezbedny komponent do tworzenia aktywnego centrum enzymoéw. U ludzi
zidentyfikowanych zostato dwadziescia pie¢ genow selenobialek [11]. Sposrdd tych poznanych
selenobiatek funkcja tylko kilku zostata dotychczas wyjasniona. Najlepiej poznana aktywnosc¢
enzymatyczna zwiazana jest dziataniem antyoksydacyjnym oraz regulacja hormondéw tarczycy.
Selenobiatka  uczestnicza w  wielu procesach komoérkowych w  tym  syntezie
dezoksynoukleotydéw, usuwaniu szkodliwych zwiazkow jak: nadtlenek wodoru, nadtlenki
lipidowe oraz fosfolipidowe [12].
W zywnosci dominujaca forma, w ktdrej Se jest obecny sa zwiazki organiczne, z wyjatkiem
grzybow oraz niektoérych warzyw hodowanych na glebach o wysokiej zawartosci tego
pierwiastka [13]. Bardzo specyficzne i wyjatkowe zwiazki zostaly zidentyfikowane w roslinach z
rodziny Brassica i Allium, ktére majg zdolnos¢ akumulowania selenu. Rosliny te moga
przeksztalca¢ Se w niebiatkowe selenoaminokwasy: selenometyloselenocysteine i y-glutamylo-Se-
metyloselenocysteine [14]. W najczesciej spozywanych produktach zywnosciowych gléwna

forma chemiczna jest selenometionina (SeMet). W rybach oznaczone zostaly seleniany(VI), ale ich

13 National Institute of Nutrition and Seafood Research, obecnie Institute of Marine Research

14 Recommended Dietary Allowance

15 European Food Safety Authority

16 Scientific Committee on Food

17 NOAL (No-observed-adverse-effect-level) najwieksza dawka substancji obcej, witaminy lub sktadnika
mineralnego, ktora przy dtuzszym stosowaniu nie powoduje niekorzystnych objawéw zdrowotnych.
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zawartos¢ wydaje sie by¢ zalezna od gatunku [15], [16]. W ogdlnym ujeciu owoce morza moga
by¢ bogatym zrédlem selenu, jednakze jego przyswajalnos¢ z tych zrodet byta okreslana jako
dobra lub niska. W raporcie Amerykarskiej Rady ds. Zywnosci i Zywienia przedstawionym
w 2000 r., przyjmuje sie¢ SeMet jako Zrddlo selenu z ponad 90 % mozliwoscig zaabsorbowania.
Okoto 100 % selenianu(VI) jest wchlaniane zprzewodu, ale znaczna cze$¢ jest wydalana
zmoczem. Seleniany(IV) sa absorbowane tylko w okolo 50 %, ale sa lepiej zatrzymane
w organizmie niz selenian(VI) [17].

Prace badawcze nad specjacja chemiczna selenu w organizmach morskich rozpoczetam od
doboru postepowania analitycznego, ktére pozwolilo na wyizolowanie z materiatu biologicznego
selenozwigzkéw inastepnie ich identyfikacje. Jako substancje wzorcowe do badann wybralam
sze$¢ zwiazkéw chemicznych selenu najczesciej wystepujacych w produktach pochodzenia
roslinnego i zwierzecego: 1) selenotlenek selenometioniny (SeOMet),
2) selenometyloselenocysteing (SeMetCys), 3) selenocystyne (SeCys:), 4) selenometionine (SeMet),
5) seleniany(IV) (Se(IV)), 6) seleniany(VI) (Se(VI)). Dobdér metody chromatograficznego rozdziatu
wybranych zwigzkéw selenu nastreczat trudnosci, ze wzgledu na rézne ich wilasciwosci
chemiczne w roztworach wodnych. W wybranej grupie wzorcéw znalazly sie zaréwno
potaczenia Se nieorganiczne, jak i organiczne, elektrolity stabe i mocne, dysocjujace w roztworach
wodnych zutworzeniem anionéw oraz kationéw. Roéznice w wilasciwosciach chemicznych
wymuszaly zastosowanie metod opierajacych sie na réznego rodzaju mechanizmach rozdziatu.
Zazwyczaj chromatografia anionowymiennna stosowana byta do oznaczenia zawartosci Se(IV)
oraz Se(VIl), zas kationowymienna do oznaczenia SeMet. Organiczne formy chemiczne Se jak
SeCys2 najczesciej identyfikowane byly z wykorzystaniem chromatografii w ukladzie faz
odwroconych. Analiza prowadzona w taki sposdb jest czasochtonna, ale przede wszystkim wigze
si¢ z duzym ryzykiem zmiany skladu selenozwiazkdéw, czy proporcji roznych form chemicznych
obecnych w pierwotnej probce w czasie przechowywania prob oczekujacych na badanie sktadu.
Zastosowanie chromatografii par jonowych w odwroconym ukladzie faz stwarzalo mozliwos¢
rozdziatlu i oznaczenia wszystkich wybranych wzorcéw w trakcie jednego rozdziatu
chromatograficznego. Mozliwo$¢ zastosowania tego rodzaju chromatografii testowatam
zuzyciem dwoch kolumn: XDB-C18, Hamilton oraz XBridge C18 Waters. Warunki
chromatograficznej separacji ustalitam poprzez dobér sktadu faz ruchomych, ich pH oraz rodzaju
i stezenia przeciwjonu. Sprawdzilam efektywno$¢ rozdziatéw z uzyciem trietyloaminy (TEA)
i wodorotlenku tetrabutyloamoniowego (TBA) jako reagenta tworzacego pary jonowe.
Uzyskatam rozdzial wszystkich wybranych selenozwigzkéw wzorcowych stosujac TBA jako
przeciwjon w ukladzie metanol-woda. Metoda nie dawata jednak zadowalajacej elucji wszystkich
zwiazkéw wzorcowych. Se(VI) wymywane byly z kolumny jako ostatnie, kilkanascie minut po
Se(IV), a pik im odpowiadajacy byt poszerzony. Przyspieszenie procesu sorpcji-desorpcji tych
czasteczek uzyskatam wprowadzajac rozdziat w ukladzie z gradientem. Sita elucyjna drugiej fazy
ruchomej zostata zwigkszona przez zastapienie fosforanu(V) amonu siarczanem(VI) amonu, w
stezeniu dwukrotnie wyzszym. Ponadto, faza ruchoma B nie zawierata TBA. Granice

wykrywalnosci w opracowanych warunkach rozdziatu chromatograficznego z uzyciem kolumny
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Water XBridge C18 z gradientem dla Se(VI), SeMet, Se(IV), SeMetCys, SeCys2i SeOMet wynosity
odpowiednio: 0,30 ng:-mL-, 0,43 ng'-mL-, 0,54 ng-mL-!, 0,55 ng-mL~, 0,57 ngmL-"1i 0,72 ng-mL-.
Kolejnym etapem prac bylo opracowanie procedury ekstrakcji selenozwiazkéw z matrycy
biologicznej. W pracach tych szczegolna uwage skupitam na dazeniu do uzyskania maksymalnie
wysokiego stopnia ekstrakcji selenozwigzkéw przy zastosowaniu metod, ktére nie powinny
powodowaé zmian sktadu ilosciowego i rodzaju poszczegdlnych form chemicznych. W czasie
kiedy prowadzitam te badania nie bylo dostepnych handlowych materialéw certyfikowanych do
analizy specjacyjnej, dlatego jako materiaty odniesienia, w doborze metody przygotowania préb
do analizy, zastosowalam 3 dostepne w laboratorium NIFES materiaty: 1) DORM-3, ktory jest
certyfikowanym materialem referencyjnym dla oznaczenia catkowitej zawartosci pierwiastkow,
bedacy biatkiem ryb; 2) sproszkowany dorsz: material zostal uzyskany przez wysuszenie
i sproszkowanie catej ryby w tym skéry i kosci; 3) mieszanka pokarmowa stosowana na farmach
rybnych.

Biorac pod uwage rodzaj zwiazkow, ktérych mogtam oczekiwaé, zastosowatam dwa rodzaje
ekstrakcji tj.. do buforu fosforanowego o stezeniu 1mM, oraz hydrolize enzymatyczna
zudziatem proteazy =z Streptomyces griseus EC 3.4.24.31. W celach poréwnawczych
przeprowadzitam rdéwniez ekstrakcje wspomagana mikrofalami jako metode, ktéra mogta
przyspieszy¢ procedure przygotowywania préb do analizy specjacyjnej. Jednakze, w zadnym
z porownywanych uktadéw nie okazala si¢ ona efektywniejsza, dlatego w badaniach stosowatam

tylko proteolize.

Oznaczenie catkowitej zawartosci i analize specjacyjna selenu wykonatam dla probek:

— ryb: dorsz atlantycki, halibut grenlandzki, foso$ atlantycki (hodowlany), sledz atlantycki,

— skorupiakéw: krab (szczypce), kraby (glowotuldéw), przegrzebek, omutki,

— planktonu: Kalamus, Euphasis superba.
Najmniejsze wahania w catkowitej zawartosci selenu pomiedzy prébkami zaobserwowatam dla
Sledzia atlantyckiego. W 24 przeanalizowanych prébkach stezenie Se wahalo si¢ w granicach od
1,82 do 3,2 mg-kg” sm. (2,37 + 0,28 mg Se-kg™ s.m.). Taka zmienno$¢ catkowitej zawartosci Se
wydawata si¢ stosunkowo mata, gdyz ryby ztowione byly w réznych latach i pochodzity
z r6znych miejsc potowu. Najwigksza zmienno$¢ w catkowitej zawartosci Se obserwowatam
w probkach omutka, ktéra zawierata si¢ w granicach od 1,45 do 8,23 mg-kg™ s.m. i halibuta od
0,98 do 556 mgkg! sm. (2,33+ 1,01 mgkg?! sm.). Najnizsza zawartos¢ Se stwierdzitam
w probkach fososia hodowlanego od 0,17 do 0,33 mg-kg™' s.m.

Oznaczone zawartosci selenu mogg by¢ wykorzystane do oszacowania stopnia, w jakim
dany produkt pokrywa dzienne zapotrzebowania na ten mikroelement. Rozwazajac, zgodna
z rekomendacjami, 80 g porcje ryby dostarczylaby $rednio selenu w ilosci odpowiadajacej
dziennemu zapotrzebowaniu, jezeli bylby to sledz, badz halibut. W przypadku dorsza bytaby to
iloé¢ odpowiadajaca potowie rekomendowanego spozycia. Najbardziej ubogim pod tym
wzgledem zrédiem bylby tosos hodowlany. W kolejnych latach problem ten byl dyskutowany

w publikacjach, ich autorzy sugerowali potrzebe suplementacji pasz roslinnych dla miesozernych

18



dr inz. Matgorzata Anita Bryszewska Zatgcznik 3 -autoreferat

ryb morskich w celu dostarczenia mikroelementu w ilosci niezbednej do pokrycia
zapotrzebowania i zapewnienia prawidlowego rozwoju [18],[19]. W Unii Europejskiej na
podstawie Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) nr 121/2014 pasze dla wszystkich
gatunkdw zwierzat moga by¢ wzbogacane selenometioning (np. przez dodatek drozdzy
selenizowanych)s.

W kolejnym etapie prac oznaczytam zawartos¢ Se w ekstraktach do buforu i w ten sposéb
okreslitam jaka frakcja z ogolnej puli Se w probkach jest obecna w postali niezwiazanej, dostepnej
do ekstrakcji bez destrukcji matrycy. W prébkach ryb jedynie od okoto 8 do 16 % Se znajdowato
sie w postaci zwiazkéw, ktore nie byly zwiazane trwale z matryca. W probkach skorupiakéow
morskich i planktonu udziat tych zwigzkéw byt wyzszy, od 27 do az 42,5 %. Takie postepowanie
analityczne pozwolito na wydzielenie z matrycy tylko czesci selenozwiazkow sugerujac, ze
pozostaly Se jest obecny w formie selenoaminokwasdéw. Proteoliza przy uzyciu pronazy
pozwolita na uzyskanie wydajnosci ekstrakcji blisko 100 % dla probek z filetow lososia,
przegrzebkéw i 80 % z dorsza atlantyckiego. Od 69 do 79 % selenu zostalo wydzielone z probek
planktonu morskiego i skorupiakow morskich, z wyjatkiem przegrzebkow.

Analize specjacyjna selenozwiazkéw wyizolowanych z prébek przeprowadzitam
w uprzednio opracowanych warunkach chromatograficznego rozdziatu z detekcja za pomoca
ICP-MS. Skifad selenozwiazkéw w hydrolizatach z organizmdéw nalezacych do planktonu
morskiego, wybranych skorupiakéw, w paszach stosowanych na farmach rybnych, a takze
w wybranych gatunkach ryb byt bardzo zréznicowany, zaréwno pod wzgledem ich rodzaju jak
iilosci. Dominujaca pochodng zidentyfikowang w ekstraktach z ryb oraz w probkach rybiego
pokarmu byta selenometionina. W hydrolizatach z planktonu morskiego i skorupiakéw stanowita
ona tylko 12 %. W wiekszosci analizowanych hydrolizatéw obserwowatam pozytywna korelacje
pomiedzy catkowita zawarto$cia SeMet i ogdlnym stezeniem Se. Ciekawym wyjatkiem byt
halibut, co prawda istniata silng pozytywna korelacja pomigedzy zawartoscig Se a stezeniem
selenometioniny (wspolczynnik Pearson, r = 0,97), jednakze taczne stezenie selenu bylo ujemnie
skorelowane ze wzglednym procentowym udzialem tego aminokwasu (r = 0,87). Wraz ze
wzrostem catkowej zawartosci Se wzrastat udzial procentowy selenianéw(IV), sugerujac istnienie
mechanizmu regulacji wbudowywania selenometioniny do biatek. Wysoka zawartos¢ SeMet w
rybach jest korzystna z zZywieniowych wzgledéw, poniewaz formy organiczne sg latwiej
przyswajane i efektywniej wplywaja na ogdlny status pierwiastka w organizmie ludzkim.
Utrzymanie odpowiedniego poziomu Se zapewnia, ze beda syntetyzowane w wymaganym
stezeniu wszystkie naturalne selenobiatka niezbedne do prawidlowego funkcjonowania

organizméw zwierzecych [20], [21].

Szczegdtowq analize zidentyfikowanych zwigzkéw Se przedstawialam w publikacji B4. Pena

identyfikacja selenozwigzkéw nie byta mozliwa, ze wzgledu na brak odpowiednich wzorcéw.

18 Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) NR 121/2014 z dnia 7 lutego 2014 r. dotyczace zezwolenia na
stosowanie L-selenometioniny jako dodatku paszowego dla wszystkich gatunkéw zwierzat
(Dz.U.UE.L.2014.39.53)
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Uzyskane wyniki moga by¢ pomocne w opracowywaniu zalecen dotyczacych
racjonalnego zywienia tj. zapewniajacego odpowiednia ilos¢ selenu. Wysoka zawartos¢
selenometioniny w rybach pozwala uwaza¢ je za dobre zrdodlo Se w zywieniu cztowieka.
Obecnos¢ niezidentyfikowanych zwiazkow chemicznych selenu wskazuje na koniecznos¢

prowadzenia dalszych badan.

C.3. Specjacja chemiczna w konstruowaniu zywnosci funkcjonalnej - zelazo (B1%, B2, B321)

Analiza specjacyjna znajduje roéwniez zastosowanie w  technologii zywnosci,
w konstruowaniu produktéw, w taki sposob aby cechowaly sie mozliwie najwyzsza
biodostepnoscia sktadnikow aktywnych. W moich pracach badawczych wykorzystatam specjacje
i analize specjacyjna do oceny przyswajalnosci zelaza z pieczywa wzbogaconego w ten
mikroelement.

Ten etap prac zainicjowany zostatl przez Andrea Gianotti z Uniwersytetu w Bolonii, ktéry w
lutym 2012 skontaktowat sie¢ ze mna iprzedstawil mi propozycje pracy w zespole
przygotowujacym projekt badawczy, ktérego celem bylo opracowanie dwoch rodzajow pieczywa
funkcjonalnego. Pierwszym z planowanych efektéw badan miato by¢ pieczywo wzbogacane
w zelazo wprowadzone w postaci o potwierdzonej wysokiej bioprzyswajalnosci. Drugim
planowanym produktem miato by¢ pieczywo zawierajace dodatek samopszy - prazboza
wyrozniajacego sie zawartoscig bioaktywnych sktadnikéw. Andrea Gianotti zaproponowal mi
udzial w pracach, w powstajacym zespole, po zapoznaniu sie z moimi publikacjami, na
podstawie ktorych uznal, ze moje doswiadczenie z wzbogacaniem zywnosci w selen?? oraz
w analizie specjacyjnej moze by¢ przydatne w tym projekcie. Zgodnie z wstepnym zatozeniem
moja rola w tych pracach miata by¢ zwiazana z analiza form chemicznych zelaza na wszystkich
etapach prac prowadzacych do otrzymania pieczywa wzbogaconego w zelazo inastepnie
w badaniach jego biodostepnosci i bioprzyswajalnosci. Uczestniczylam w calym procesie
tworzenia wniosku, a jako lider jednego z pakietow pracy bylam odpowiedzialna za jego
zaplanowanie iopracowanie. Prace zwigzane z przygotowaniem wniosku trwaty dziewiec
miesiecy. W kwietniu 2013, wniosek uzyskat akceptacje w pierwszej fazie oceny i zostalisSmy
zaproszeni przez Agencja Wykonawcza ds. Badan Naukowych (REA?) do negocjacji
finansowych. Uczestniczytam w tym spotkaniu jako przedstawiciel Politechniki toédzkiej,
jednego zsiedmiu partneréw w konsorcjum. PrzeszliSmy pomyslnie caly proces oceny oraz
konsultagji i w listopadzie rozpoczeliémy realizacje projektu Bake4Fun®’. W skiad konsorcjum
projektowego wchodzity: Uniwersytet w Bolonii (Wlochy); instytut badawczy: Centrer
Technologico AINIA w Walengji (Hiszpania), Politechnika Lodzka oraz z trzy przedsigbiorstwa:

19 Nutrients; 2019, 11(2), 273; 1-14

20 LWT —Food Science and Technology; 2019, Vol. 99, 431-437

2 Nutrients. 2017, 9(3), 272

22 Publikacje przedstawione w pkt. 5 ,,Zywnoslc’ wzbogacona w selen”.

23 The Research Executive Agency

24 Innovative biotechnological solutions for the production of new bakery functional foods
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Emilio Pena Sa* EPSA z Walencji (Hiszpania); Prometeo Srl Urbino (Wlochy); Piekarnia VINI
w Rogozniku (Polska).

W serii 3 publikacji przedstawilam wyniki prac prowadzacych do otrzymania pieczywa
wzbogaconego w mikrokapsutkowane zelazo oraz ocene biodostepnosci i bioprzyswajalnosci
tego biopierwiastka z opracowanego produktu. Wybdr przedmiotu badan i rodzaju produktu
zywnosciowego wynikaly z potrzeby stworzenia alternatywnego do suplementacji rozwiazania
problemu niedoboru zelaza. Jego niedobory sa najczesciej wystepujacymi zaburzeniem
odzywiania na $wiecie, spotykanymi powszechnie zaréwno w krajach uprzemystowionych, jak
i rozwijajacych sie. Szacuje sig, ze 60 % ludnosci swiata cierpi na niedobdr zelaza. Powszechnym
problemem sa rdwniez niedobory cynku, jodu i selenu, na ktore cierpi odpowiednio 33 %, 30 %
i15% ludzi na s$wiecie [17],[22]. Dane te pokazuja, ze niedobdr zelaza iniedokrwistos¢
z niedoboru zelaza dotykaja wiecej ludzi niz jakikolwiek inny, a zatem stanowia stan zagrozenia
zdrowia publicznego w proporcjach epidemii. W skali catego swiata niedobory mikroelementéw
wynikaja przede wszystkim zniedostatecznej podazy zywnosci. Natomiast w krajach
o stosunkowo duzej podazy zywnosci, w tym i w Polsce, problemem moze by¢ wystepowanie
niedoboréw utajonych. W grupie takiego ryzyka wymienia si¢ przede wszystkim kobiety
w wieku rozrodczym i ciezarne, osoby starsze a takze dzieci i mtodziez oraz osoby o duzej
aktywnosci fizycznej, z zaburzeniami wchlaniania, naduzywajace alkohol. W rozwinietych
spoteczenstwach dochodza réowniez przyczyny wynikajace ze stosowania profilaktycznych diet
ograniczajacych ogdlne spozycie zywnosci, diet wykluczajacych (np. wegetarianskiej), bazujacych
tylko na jednej specyficznej grupie produktéw.

Wybierajac produkt, ktory bedzie wzbogacany przyjmuje sie, ze powinien on by¢
spozywany regularnie w zblizonych iloSciach, preferencyjnie jako staty sktadnik codziennej diety.
Takim produktem jest pieczywo, dlatego tez jest ono czesto wybierane jako nosnik sktadnika
bioaktywnego, uzupetnianego w diecie.

Metabolizm zelaza w organizmach ludzi jest bardzo specyficzny, jego charakterystyczna
cecha jest brak fizjologicznego szlaku usuwania pierwiastka z organizmu. W zwiazku z czym
obieg Fe w organizmie czlowieka dorostego odbywa si¢ w niemal cyklu zamknietym. Wyjatkami
sa: cykliczny ubytek zelaza wraz zkrwig wystepujacy u kobiet w wieku rozrodczym oraz
niewielkie straty powstajace wraz z ztuszczaniem si¢ komorek naskorka i nablonka jelitowego.
Uzupetnianie strat obywa si¢ droga pokarmowa poprzez wchlanianie Zelaza z jelita cienkiego.
Intensywnos¢ absorpgji Fe podlega bardzo écistemu mechanizmowi regulacji. Zrédta pokarmowe
zawieraja dwa rodzaje zelaza: hemowe oraz niehemowe, przy czym kazde znich ma inny
i specyficzny mechanizm transportu. W przenoszeniu Fe niehemowego ze $wiatla jelita do
wnetrza enterocytéw posredniczy transporter metali dwuwartosciowych 1 (DMT1) [23],[24].
DMT1 transportuje wybidrczo tylko jony Fe?, dlatego Fe¥, ktére sa dominujaca w dwunastnicy
forma zelaza, musza by¢ uprzednio zredukowane. W reakgji redukcji posredniczy cytochrom b
(DCYTB), lub inne czynniki redukujace jak kwas askorbinowy [25]. Pobrane przez enterocyty

zelazo nie jest bezposrednio przekazywane do obiegu, jest przechowywane w ferrytynie
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iw zaleznosci od zapotrzebowania organizmu, moze by¢ przekazane do obiegu
ogolnoustrojowego lub tracone wraz z obumierajacymi komoérkami enterocytéw. Kontrola
wchlaniania Zelaza jest regulowana przez hepcydyne, hormon wydzielany przez watrobe
[26],[27]. W przekazaniu przez basalng blone enterocytow posredniczy biatko transportowe,
ferroportyna znana takze pod nazwa IREG1* (biatko transportujace zelazo) i oksydaza zelaza:
hefestyna [28],[29]. Wchianianie Zelaza jest regulowane nie tylko przez czynniki fizjologiczne, ale
rowniez przez czynniki odzywcze. Adsorpcja Fe moze by¢ zwigkszona przez jednoczesne
przyjmowanie witaminy C, biatka zwierzecego [30],[31]. Natomiast, sktadniki dietetyczne, takie
jak kwas fitowy, zwigzki fenolowe i wapn maja negatywny wplyw i zmniejszaja wchianianie

zelaza [32],[33].

Prace badawcze rozpoczeliSmy od przygotowania preparatdéw mikrokapsutkowanego
zelaza. Dobdr metody otrzymywania (suszenie rozpytowe, zestalenie rozpytowe) i materiatow
powlekajacych przeprowadzone zostaly przez zespot z AINIA. Testowalismy przydatnosé kilku
materiatéw jako nosnikéw, w ktérych zamykane byly zwiazki zelaza: utwardzony olej palmowy,
skrobie modyfikowane, maltodekstryny, guma arabska i chitozan. Najlepsze parametry
technologiczne preparatu mikrokapsutkowanego zelaza uzyskaliSmy w wariancie ze skrobia
modyfikowana jako nosnikiem i suszeniem rozpylowym, jako metoda kapsutkowania [34]. Jako
zrodlo zelaza zastosowane zostaty: siarczan(VI) zelaza(Il) oraz mleczan zelaza(Il). Przy wyborze
zwigzkéw Fe kierowaliémy sie zaleceniami Swiatowej Organizacji Zdrowia, ktéra
w rekomendowanych zrédiach zelaza do celdow wzbogacania zywnosci umiescita m.in.
siarczan(VI) zelaza(ll). UwzgledniliSmy réwniez fakt, ze FeSOs jest czesto stosowany jako
zwigzek referencyjny w badaniach poréwnawczych biodostepnosci i bioprzyswajalnosci zelaza.
Natomiast mleczan zelaza(Il) wybraliSmy ze wzgledu na jego rozpuszczalnos¢ w wodzie, wysoka
wzgledna biodostepnos¢ (67 %), wzglednie niski koszt i stabilno$¢ termiczna. Przygotowalismy
dwie wersje kazdego zpreparatow: bez oraz wzbogacone w 25% dodatek witaminy C.
W otrzymanych preparatach mikrokapsutek oznaczytam catkowita zawarto$¢ zelaza, ktéra

zawierata sie granicach od 4,49 do 11,28 mg-100 g.

Morfologie mikrokapsutek oceniatam na podstawie zdje¢ wykonanych skaningowym
mikroskopem  elektronowym?.  Powierzchnia  otrzymanych  mikrokapsulek  byla
charakterystyczna dla preparatéw wytwarzanych metoda suszenia rozpylowego. Czasteczki
mialy typowy dla tej metody otrzymywania amorficzny ksztalt i wklestosci na powierzchni
powstajace w wyniku szybkiego odparowania wody. Srednia wielko§¢é czastek (dw)
mikrokapsulek okreslona za pomocg lasera dyfrakcjnego byta mniejsza niz 80 um i zawierata sie
w granicach 38,3-75,5 um. Rozklad czasteczek byl jednomodalny, o slabej rozpietosci,
z wyjatkiem mikrokapsutek zawierajacych siarczan(VI) zelaza(Il), w ktérym to przypadku byt

25 Jron Regulated Transporter-1
26 Szczegdtowe omowienie wynikow przedstawionych w tej czeSci zawiera publikacja B1 (Nutrients; 2019,
11(2), 273)
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dwumodalny. Wyniki byly zadowalajace a dzigki uzyskanym rozmiarom mikrokapsutki moga
mie¢ szeroki zakres zastosowan. Jednym z potencjalnych zastosowan moze by¢ wzbogacanie
maki. Czastki o tych wymiarach z tatwoscia moglyby przejs¢ przez sita o wielkosci pordw
odpowiadajacych srednicy 150 pm, ktdre sa powszechnie stosowane w przemysle mlynarskim.
W kolejnym etapie charakterystyki preparatow zawierajacych mikrokapsutki przeprowadzitam
analize widm FTIR, celem, ktorej byla ocena potencjalnych interakcji pomiedzy solami zelaza
a witaming C i/lub materialem nosnika (modyfikowang skrobig) oraz charakterystyka tych
oddziatywan. Analiza widm potwierdzita, ze wszystkie komponenty rdzenia mikrokapsutek
zostaly skutecznie zamkniete w materiale nosnika. Widma trzech mikrokapsulek zachowaly
wiele pasm absorpcji przypisywanych jego sktadnikom. Natomiast, w widmie mikrokapsutek
zbudowanych z mleczanu zelaza(Il) i witaminy C widoczne byly zmiany pasm w stosunku do
widm kompomentow sugerujace, ze w wyniku interakcji pomiedzy witaming C i mleczanem
zelaza(Il) zaszta reakcja wymiany i faktyczna forma chemiczng w jakiej Fe wystepowalo w tym
preparacie byl askorbinian zelaza(Il). Takie zmiany w skladzie sugerowat réwniez fioletowo-
brazowy kolor tego preparatu, odbiegajacy od pozostatych, ktére byty mleczno-zielone.
Znajomo$¢ catkowitej zawartosci zelaza byta punktem poczatkowym w ocenie
mikrokapsutek jako potencjalnego zréodia mikroelementu w diecie czlowieka. Liczne badania
opisane w literaturze pokazaly, ze zaledwie niewielka frakcja Fe z dziennej racji pokarmowej jest
przyswajana. W przypadku zrodet niehemowych szacuje sig, ze jest to maksymalnie kilkanascie
procent. Do precyzyjnej oceny zrddta skladnika odzywczego stosowane sa: biodostepnosé i

bioprzyswajalnosc.

Oceng biodostepnosci?’ zelaza przeprowadzilisSmy w dwéch eksperymentach:

1) trawienie wzbogaconego w Fe pieczywa w automatycznym symulatorze trawienia,

2) trawienie mikrokapsutek w uktadzie in vitro wraz z produktami spozywczymi.

Taki sposéb postepowania umozliwit ocenge wplywu czynnikow pokarmowych na
potencjalna dostepnos¢ Fe do absorpcji z uktadu pokarmowego. W produktach pokarmowych
moga znajdowac sie substancje zaréwno zwiekszajace przyswajanie zelaza, jak i ja zmniejszajace.
Gléwnym inhibitorem wchianiania Zzelaza sa fityniany, przede wszystkim kwas fitowy, ktdrego
zrodlem jest pieczywo. Czynnikami zwiekszajacymi przyswajalnos¢ Fe sa m.in.: witamina C
i biatka zwierzece [30],[31]. W eksperymencie in vitro symulujacym trawienie w ukladzie
pokarmowym czlowieka sprawdzitam wpltyw obecnosci sktadnikéw, ktore wchodza w skiad
pieczywa pszennego biatego i kanapki $niadaniowej, na bioprzyswajalnos¢ zelaza (B1). W skiad
kanapki wchodzily pieczywo, masto, salata lodowa i szynka gotowana. Taki skfad , kanapki”
przyjetam wychodzac z zalozenia, ze suplementy diety sa najczesciej przyjmowane rano wraz

z pierwszym posilkiem, ktéry w naszej kulturze czesto stanowi kanapka. Ponadto, zawierata ona

27 Pojecie to jest roznie definiowane w literaturze, przyjeliSmy, Ze jest to cze$¢ zwiazku, ktéry jest uwolniony
z matrycy pokarmowej w przewodzie pokarmowym i ktdry w ten sposob staje sie¢ dostepny do
wchtaniania z przewodu pokarmowego [2].
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produkty nalezace do obu grup czynnikéw wptywajacych na biodostepnos¢: inhibitory i czynniki
zwiekszajace przyswajanie zelaza. Rownolegle dla celow porownawczych trawieniu poddatam
~kanapke” wraz z suplementami diety zawierajacymi te same formy chemiczne zelaza, jakie
znajdowaly si¢ w mikrokapsutkach oraz witamine C. Badania przeprowadzitam w warunkach
imitujacych trawienie zotadkowe (Z) oraz dwustopniowe zotadkowo-jelitowe  (Z-]).
W eksperymencie kontrolnym (bez dodatku produktéw spozywczych) zaobserwowatam
zmniejszenie zawartosci zelaza w frakcjach rozpuszczalnych oddzielonych po trawieniu Z-J,
w stosunku do frakcji Z. Prawdopodobna przyczyng bylo wytracanie sie wodorotlenku
zelaza(Ill). Zmiana kwasowosci srodowiska (z 2,0 do 6,8-7,0) spowodowata wzrost stezenia
jonow wodorotlenkowych do wartos$ci wystarczajaco wysokiej, aby przekroczy¢ iloczyn
rozpuszczalnosci wodorotlenku zelaza(Ill) (6-1038) i prawdopodobnie osad tego wodorotlenku
wytracat si¢ z roztworu. W warunkach do$wiadczenia stezenia jonow Fe?* i OH- byly zbyt niskie,
aby mogl by¢ przekroczony iloczyn rozpuszczalnosci wodorotlenku zelaza(Il). Wnioskowanie
takie potwierdzilo poroéwnanie zawartosci Fe w frakcjach pochodzacych z wariantéw
eksperymentow, w ktérych wprowadzitam ten sam zwiazek zelaza, ale rdznily sie one obecnoscia
witaminy C. Przeciwdzialanie utlenianiu i zachowanie Zelaza w formie dwuwarto$ciowej
powodowalo zwiekszenie jego zawartosci we frakcji rozpuszczalnej. Wplyw obecnosci
przeciwultniacza na utrzymanie Fe w formie rozpuszczalnej potwierdzata rowniez zblizona
zawartosci Fe w rozpuszczalnych frakcjach po trawieniu w obu uktadach (Z, Z-J) niezaleznie od
tego czy zelazo pochodzito z mikrokapsutek, czy suplementéw diety.

W wigkszosci rozpuszczalnych frakcji uzyskanych po trawieniu z matryca pokarmowa
zawartos¢ Fe byla wyzsza, jezeli Fe pochodzilo z mikrokapsulek, anizeli w odpowiednich
frakcjach otrzymanych po trawieniu z suplementami diety. Wyniki te byly zgodne
z oczekiwaniami. Nosnik, jakim byta zmodyfikowana skrobia stanowil bariere ograniczajaca
mozliwos¢ interakcji miedzy jonami zelaza iczynnikami je kompleksujacymi obecnymi
w zywnosci lub uwalnianymi z niej w trakcie trawienia.

Obecno$¢ witaminy C w suplementach diety, w wigkszosci wariantdw, nie miata
statystycznie istotnego wpltywu na zawartos¢ Zelaza w frakcjach rozpuszczalnych otrzymanych
w trawieniach bez dodatku zywnosci w poréwnaniu z frakcjami pochodzacymi z wariantow,
w ktorych stosowane byly wzorce FeSOs i Fe(C:HsOHCOO).. W przeciwienstwie do
suplementéw, w frakcjach po trawieniu z mikrokapsutkami zaobserwowatam wptyw dodatku
przeciwutleniacza i byl on pozytywny.

Wprowadzenie matrycy organicznej miato istotny wplyw na zawartos¢ Fe w obu
rozpuszczalnych frakach Z i Z-J. Wyniki sugeruja, ze Fe z obu rodzajéw jego zrédet zostato
unieruchomione na tych matrycach pokarmowych i w konsekwengji stato si¢ rozpuszczone tylko
w ograniczonym stopniu. Stezenie Fe w frakcjach po trawieniu Z w obecnosci matrycy
organicznej, w postaci chleba, bylo nizsze lub zblizone do tego jakie zostalo oznaczone
w probkach po trawieniu z ,kanapka”.

Dostepnos¢ zelaza do absorpcji z suplementéw diety oszacowana na podstawie jego

zawartosci w frakcjach rozpuszczalnych uzyskanych po 2 i 4 godzinnym trawieniu byla
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znacznie nizsza, anizeli wynikaloby to z wyliczenia na podstawie catkowitej zawartosci
pierwiastka w preparacie. Unieruchomienie zelaza w postaci trudnorozpuszczalnego
wodorotlenku, lub kompleksow ze skladnikami pokarmowymi moze istotnie zmniejszy¢
dostepnos¢ zelaza do absorpcji z przewodu pokarmowego. Po trawieniu jedna tabletka
suplementu diety zawierajacego mleczan Zzelaza(Il) moze dostarczy¢ okolo 56 % zelaza
zalecanego dla mezczyzn i 31 % zalecanego dla kobiet, za$ jezeli suplement zawiera
siarczan(VI) zelaza(Il) moze dostarczy¢ Fe w ilosci odpowiadajacej 25 % RDA dla mezczyzn
i14% RDA dla kobiet. Dzienne zapotrzebowanie najbardziej efektywnie moze by¢
wypelnione przez mikrokapsulki zawierajace siarczan(VI) zelaza(Il) i witamine C przy

nieobecnosci matrycy zywnosciowej.

Dla wszystkich frakcji rozpuszczalnych otrzymanych po trawieniu w uktadach Z i Z-J
mikrokapsutek oraz suplementow diety bez lub z produktami zywieniowymi wyliczytam
wspotczynnik BF?. W publikacji przedstawilam wartoéci wspotczynnikéw dla frakcji Z-J, jako
tych, z ktérych w warunkach rzeczywistych zachodzi wchianianie. BF wyznaczone dla frakcji po
trawieniu uktadzie Z wynosity do 87 %. W wigkszo$ci wariantéw kontynuacja trawienia i zmiana
warunkow zwiazane byly zobnizeniem BF. Szczegoélnie duza zmiane wskaznika
zaobserwowalam w wariancie, w ktorym Fe byto wprowadzone w formie mikrokapsutkowanego
mleczanu zelaza(II), bowiem az do 12,8 %. Obnizenie BF w frakcjach pochodzacych z trawienia
mikrokapsutek bylo statycznie istotne, jezeli preparat zawierat witamine C. Takiego wptywu
jednak nie zaobserwowatam dla suplementow diety. Bioprzyswajalnos¢ zelaza z preparatu
zawierajacego siarczan(VI) zelaza(Il) i witamine C nie réznita sie od uzyskanej dla FeSOs i byta
o polowa nizsza, anizeli oznaczona w frakcjach otrzymanych po trawieniu mikrokapsutek
zawierajacych sama sol zelaza i witamine C.

Obecno$¢ matrycy pokarmowej w ukladzie trawienia nie wptywala na wartosci
wspolczynnikdw BF oznaczonych w frakcjach zotadkowo-jelitowych uzyskanych po trawieniu
suplementéw diety niezaleznie od tego czy bylto to pieczywo, czy ,kanapka”. Wspdtczynniki te
byly nizsze od analogicznych otrzymanych w frakcach po trawieniach z mikrokapsutkami
irdznica ta byla statystycznie istotna. Istotny wptyw dodatku zywnosci mogtam zaobserwowac
w frakcjach po trawieniu z mikrokapsutkami. Nizsze wartosci wspolczynnikéw BF
prawdopodobnie wynikaty z kompleksowania jonéw Zelaza przez kwas fitowy pochodzacy
z pieczywa. Obserwacja ta byla zgodna z oczekiwaniami i danymi literaturowymi [35].
W zastosowanym pieczywie pszennym zawartos¢ kwasu fitowego miescita sie¢ w wartosciach
$rednich dla zastosowanego typu mak pszennych. Kombinacja czynnika zwigkszajacego
biodostepnos¢ zZelaza (migso) i inhibitora (kwasy fitynowe) wptynela na zwigkszenie
wspolczynnika BF, jednakze zmiana ta nie byla statystycznie istotna, jedynym wyjatkiem byt

preparat mikrokapsulowanego siarczanu(VI) zelaza(II).

Zawartos$¢ jonowego zelaza w frakcjach po trawieniu [pg

1% 100%

28 s ; ; _
Bloprzyswa]alna frakC]a (BF) - Catkowita ilo$¢ zelaza wprowadzona [pg]
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Porownanie wspolczynnikow BF, okreslajacych frakcje bioprzyswajalna w roztworach po
trawieniu suplementow diety i mikrokapsulek pokazalo, ze nie bylo statystycznie istotnych
roznic pomiedzy formami chemicznymi w ktorych Fe bylo wprowadzane tj,: pomiedzy
siarczanami(VI) zelaza(I) i mleczanami zelaza(II). Statystycznie istotne roznice
obserwowalam wodwczas, gdy porownalam biodostepnos¢ Fe z mikrokapsulek
niezawierajacych i zawierajacych witamine C. Zgodnie z zaloZeniami i oczekiwaniem
obecnos$¢ przeciwutleniacza zapobiegala utlenianiu zelaza i jego wytracaniu w postaci
trudnorozpuszczalnego wodorotlenku (Fe(OH)s). Pozytywny wplyw witaminy C
zaobserwowalam rowniez po trawieniu preparatéw wraz z chlebem.

Nie zaobserwowatam roéznic w biodostepnosci Fe z frakcji rozpuszczalnych uzyskanych po
trawieniu mikrokapsutek i suplementu z mleczanem zelaza(Il) w zaleznosci od obecnosci
,kanapki”. Statystycznie istotnie nizsza wartos¢ BF byla w przypadku trawienia suplementu
diety zawierajacego FeSOs. Wyniki te sg zgodne z uzyskanymi w doswiadczeniach z komérkami

Caco-2%.

Absorpcja zelaza z przewodu pokarmowego jest $ciste uzalezniona od jego stopnia
utlenienia. Wymagana do zwiazania z biatkiem nosnikowym DMT1 forma chemiczna zelaza jest
Fe?. Zatem do okreslenia potencjalnej dostepnosci oprécz oznaczenia zawartosci zelaza
w frakcjach rozpuszczalnych po trawieniu istotne jest poznanie udzialu procentowego jonéw
dwuwartosciowych. Stezenie tego jonu oznaczylam w frakcjach rozpuszczalnych otrzymanych
ze wszystkich wariantow trawienia zoladkowego a jego zawartos¢ wahata sie od kilkunastu do
blisko 100 %. Dalsze trawienie w warunkach odpowiadajacych panujacym w jelicie spowodowato
calkowite jego utlenienie w przypadku trawienia suplementéw diety i mikrokapsutek
zawierajacych FeSOs niezaleznie od tego czy trawienie prowadzone bylo w obecnosci pieczywa,
czy ,kanapki”. W pozostatych wariantach trawienia udziat formy dwuwartos$ciowej po trawieniu
Z-J byt do 30%. Nie stwierdzilam statystycznie istotnych réznic w zawartosci jonéw zelaza
dwuwartosciowego w zaleznosci od rodzaju matrycy pokarmowe;.

Specjacja form chemicznych (Fe?* i Fe3) pokazala, ze tylko w przypadku preparatow
mikrokapsutkowanego zelaza po 4 godzinnym trawieniu w obecnosci matrycy pokarmowej
pozostawalo ono w formie dwuwartosciowej, bezposrednio dostepnej do absorpcji
iuznawanej za lepiej bioprzyswajalna. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w badaniach
biodostepnosci zelaza, nalezy przeprowadzi¢ analize specjacji w celu unikniecia rozwazania
jonow zelaza tréjwartosciowego, ktore nie sa przenoszone przez blone jelitowa i dlatego moga
nie by¢ bezposrednio bioakceptowalne. Nieuwzglednienie analizy specjacyjnej w badaniach

moze prowadzi¢ do zawyzonej oceny biodostepnosci.

Preparaty mikrokapsutkowanego zelaza w zamysle projektu i ich opracowania mialy

stanowi¢ dodatki do zywnosci, dlatego tez w kolejnym etapie prac przygotowalismy pieczywo

2 Wyniki przedstawione w publikacji B2 - LWT — Food Science and Technology; 2019, Vol. 99, 431-437
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wzbogacone w mikrokapsulkowane zelazo. Ocene biodostepnosci Fe i szczegdtowy opis
wynikow badan przedstawitam w publikacji B2.

Mieszanka maki pszennej i jednego z czterech testowanych preparatéw mikrokapsulek
przygotowana zostata przez EPSA w warunkach i na urzadzeniach stosowanych w przemysle.
Chleby zostaty wyprodukowane zgodnie z procedura opracowang na Uniwersytecie Boloriskim
(UNIBO). Ciasta na pieczywo zostaly przygotowane stosujac dwa rodzaje fermentacji: przy
udziale drozdzy oraz na zakwasie. W procesie wytworzenia chleba na zakwasie wykorzystano
drozdze prasowane i bakterie kwasu mlekowego pochodzace z kolekcji Department of
Agricultural and Food Science and Technology (DISTAL) Uniwersytetu Bolonskiego i byty to:
Lactobacillus plantarum (98a), Lactobacillus sanfranciscensis (BB12) i Lactobacillus brevis (3BHI).
Przygotowalismy dziesie¢ wariantéw chlebéw eksperymentalnych, w tym osiem wzbogaconych
w zelazo (stosujac dwa rodzaje fermentacji i cztery rodzaje mikrokapsutek) oraz dwa rodzaje
pieczywa kontrolnego. W otrzymanym pieczywie oznaczytam catkowitg zawartos$¢ Fe i byla ona
zblizona we wszystkich rodzajach wzbogaconych chlebéw, ze érednig zawartoscia 25,36 + 2,11
mg Fe-100 g1. Wyjatek stanowily chleby zawierajace mikrokapsutkowany siarczan(VI) zelaza(Il),
dla ktorych srednia zawartosc zelaza byta nizsza i wynosita 16,92 + 1,56 mg-100 g. Dla chlebow
kontrolnych przeprowadzilam analize sktadu i oznaczytam: wilgotno$¢, zawartosci: ttuszczu,
weglowodanow ogdtem, biatka, popiotu i blonnika pokarmowego.

Symulacje trawienia chlebow przeprowadziliSmy w ukladzie trawienia imitujacym przewdd
pokarmowy, bedacym wielokomorowym dynamicznym systemem, w ktéorym enzymy trawienne
i elektrolity wprowadzane sa w sposob ciagly, sterowany komputerowo. Symulator ten
opracowany zostal w AINIA, Centro Technoldgico. Parametry trawienia dobierane sa zawsze
swoiscie i wlasciwie do rodzaju trawionego produktu pokarmowego. Caly proces dynamicznego
trawienia zoladkowo-jelitowego przeprowadzilismy w temperaturze 37 °C przy braku dostepu
Swiatla i w warunkach beztlenowych, uzyskanych poprzez wprowadzenie azotu do uktadu. Po
trawieniu Z-J w symulatorze oznaczatam zawarto$¢ zelaza w frakcjach rozpuszczalnych.
Wyznaczone wspétczynniki biodostepnosci Fe wahaly sie w szerokim zakresie od 35,99 % do
99,31 %. Najwyzsza zawartos¢ jonowego zelaza oznaczylam w roztworach po trawieniu
pieczywa fermentowanego z uzyciem drozdzy wzbogaconego preparatami: siarczanu(VI)
zelaza(Il) (BF = 95,22%) i nastepnie mleczanu zelaza(Il) (BF = 99,31%), nie zawierajacymi dodatku
witaminy C. W zaleznosci od zastosowanego rodzaju fermentacji biodostepno$¢ zelaza roznita
sie, a rdznica ta byta statystycznie istotna, przy czym pieczywo na zakwasie cechowata mniejsza
biodostepnos¢. Wyniki te byly sprzeczne z przedstawianymi w literaturze dla produktow
wzbogacanych w zelazo niekapsulkowane. Roéznica w dostepnosci zelaza obserwowana
w naszych badaniach i w opisanych w literaturze wynika prawdopodobnie z ograniczenia
oddzialywani Fe z kwasami fitowymi na tyle, Ze te oddzialywania przestaty by¢ czynnikiem
krytycznym w dostepnosci zelaza. Mozliwos¢ interakcji pomiedzy jonami Zelaza a chelatem byta
ograniczona barierg utworzona przez nosniki mikrokapsutek i tworzenie potaczenia, zwiazku
kompleksowego Fe-kwas fitowy zachodzito w znacznie mniejszym zakresie, badz tez nie

zachodzito.
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Oznaczenia calkowitej zawartosci zelaza w frakcjach rozpuszczalnych oddzielonych po
trawieniach wykazaly, ze zelazo byto uwalniane z mikrokapsutek do roztworu. Wyniki analizy
specjacyjnej pokazaly, ze Fe?* bylo utleniane czesciowo lub nawet catkowicie. Jony Fe?*
oznaczylam prawie wylacznie w frakcji rozpuszczalnej po trawieniu chleba fermentowanego
zuzyciem drozdzy. W roztworach po trawieniu pieczywa na zakwasie oznaczytam Fe?,
z jednym wyjatkiem, ktérym byly frakcje po trawieniu pieczywa wzbogaconego w mikrokapsutki
zawierajace FeSO4, gdzie obecne byly obie formy Fe. Wydaje sieg, ze zmiany chemiczne i fizyczne
w chlebie spowodowane fermentacja z udziatem kultur mieszanych, drozdzowo-bakteryjnych
wytworzyly srodowisko sprzyjajace utlenieniu zelaza w wigkszym stopniu. Niezaleznie od
rodzaju fermentacji nie zaobserwowatam wplywu witaminy C na stopien w jakim jony zelaza
ulegaty utlenianiu. Obecno$¢ zelaza w frakcji rozpuszczalnej po trawieniu pozwala sadzi¢, ze
mikrokapsulki nie ulegaly degradacji w procesie produkcji pieczywa, ani tez trawienia w

zoladku. Degradacja mikrokapsulek i uwalnianie Fe nastepowalo dopiero w jelicie.

W kolejnym etapie oceny bioprzyswajalnosci zelaza z pieczywa wzbogaconego poprzez
dodatek mikrokapsulek przeprowadziliSmy symulacje wchtaniania Fe z frakcji rozpuszczalnych
otrzymanych po trawieniu w automatycznym symulatorze z zastosowaniem kultur tkankowych -
Caco-2. Ta czes¢ badan zostala przeprowadzona przez zespét z AINIA. W badaniach nad
transportem transnablonkowym frakcje rozpuszczalne uzyskane po trawieniu chlebéw podane
zostaly na powierzchnie nablonka utworzonego przez monowarstwe komodrek. W roztworze
z komory gornej (apikalnej) oraz z komory dolnej (bazolateralnej) oznaczytam zawartos¢ zelaza
calkowitego oraz zawartos¢ jondw zelaza dwuwartosciowego i tréjwartosciowego. Procentowy
udzial zelaza, ktdry zostal oznaczony w komorze bazolateralnej i efektywnosci transportu nie
wykazala statystyczne istotnych roznic pomiedzy typem fermentacji zastosowanym do
przygotowania pieczywa (p > 0,05). Réwniez nie stwierdzitam réznic pomiedzy zrédtami zelaza
(FeSOs vs. Fe(C2HsOHCOOQ)2). Proces przemieszczania niehemowego zelaza przez modelowa
warstwe enterocytéw przesledziliSmy réwniez na podstawie markerdéw transportu zelaza DMT1
i IREGI. Ekspresja mRNA DMT], jak rowniez IREG1 nie wykazaty réznic statystycznie istotnych

pomiedzy rodzajem zrddla zelaza i rodzajem fermentacji uzytej do przygotowania pieczywa.

Ostatnim etapem oceny pieczywa wzbogaconego w zelazo poprzez dodatek mikrokapsutek byto
wyznaczenie bioprzyswajalnosci Zelaza w warunkach in vivo. Do doswiadczenia Zywieniowego
wybraliSmy prosieta z uwagi na powszechnie wystepujaca u miodych zwierzat anemie. Niedobdr
zelaza u kilkudniowych prosigt wynika z niewielkiego naturalnego zapasu Zelaza, z ktérym sie
rodza i ktéry po 2-3 dniach zostaje wyczerpany. Dodatkowo, zawartos¢ zelaza w mleku loch jest
niewystarczajaca do uzupelnienia zapotrzebowania i bardzo szybko niedobory przechodza
w anemie. Do badania wybraliSmy 24 komercyjne mieszance (Large White Landrace Duroc),
prosieta urodzone w jednostce ASA (DIMEVET, UNIBO). Pie¢ dni po urodzeniu zwierzeta
zostaly losowo przypisane do czterech grup (n = 6). Zwierzeta jednej z grup otrzymaty

domiesniowa suplementacje zelaza (IM), ktdra stosuje sie rutynowo w hodowli trzody (CB-G4).
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Podczas pierwszych 14 dni zycia, prosieta byly karmione wylgcznie mlekiem matki. Nastepnie
otrzymywaty pokarm mieszany mleko i chleb. Po odstawieniu, poczawszy od 44 do 51 dnia byly
karmione wytacznie chlebem eksperymentalnym. Dwie grupy zwierzat byly karmione chlebami
wzbogacanym w zelazo, w tym jedna grupa byta karmiona chlebem wzbogaconym poprzez
dodatek mikrokapsutkowanego zelazna (FeMB-G1). Drugiej grupie podawalismy chleb
zawierajacy rownowazng ilos¢ skrobi modyfikowanej, kwasu askorbinowego i siarczanu(VI)
zelaza(Il) jaka byta zawarta w dodatku preparatu mikrokapsutek, w postaci pojedynczych
zwigzkow (FeSB-G2). Pozostate dwie grupy bedace kontrolnymi jadly chleb bez wzbogacenia
w Fe (kontrolny). W ostatniej grupie (CB-G4) byly zwierzeta, ktére w piatym dniu zycia
otrzymaty dozylna suplementacje.
Chleby zostaly przygotowane wedlug receptury i procedury opracowanej na Uniwersytecie
w Bolonii. Opierajac si¢ na wynikach wczesniejszych badan wybralismy chleby przygotowane na
drodze fermentacji z udzialem drozdzy oraz preparat mikrokapsutkowanego siarczanu(VI)
zelaza(Il) i witaminy C. Mieszanke biatej maki pszennej (typ 650) i wybranych mikrokapsutek
przygotowat zespol z EPSA. Zawartos¢ zelaza w wzbogacanych chlebach wynosita 21 mg-100 g!
(mokrej masy) i byla dziesieciokrotnie wyzsza, anizeli w pieczywie kontrolnym. W chlebach
eksperymentalnych, w reakcji z Ferene-S, potwierdzitam obecno$¢ jondéw zelaza
dwuwartosciowego.

Poréwnanie masy zwierzat przed i po doswiadczeniu zywieniowym pokazato, ze u prosiat
z grupy, ktoéra otrzymata dozylna suplementacje Fe przyrost masy ciata byt wigkszy, niz u prosiat
ze wszystkich pozostatych grupa i réznica ta utrzymywata si¢ po zakoniczeniu doswiadczenia.
W trakcie doswiadczenia zywieniowego pobieralismy krew i odchody (kat i mocz). Probki krwi
pobralismy w dniu 5, 44 i 51, za$ odchodéw w dniach 44 i 51. W 51 dniu, po eutanazji, pobraliSmy
probki moczu, tkanek, tres¢ pokarmowa oraz przewody pokarmowe, ktére nastepnie zostaly
rozdzielone na czeSci anatomiczne. We wszystkich tych probkach oznaczylam catkowitg
zawartosc zelaza.
Parametry morfologii krwi: hematokryt (HCT), hemoglobina (Hb) i krwinki czerwone (RBC)
wykazywaly statystycznie istotny wzrost w grupach, ktdére otrzymywaty chleb wzbogacany
zelazem (niezaleZnie od tego czy bylo to pieczywo z dodatkiem zelaza mikrokapsutkowanego
czy nie) w porownaniu do prosiat skarmianych pieczywem kontrolnym. Na poczatku
doswiadczenia zywieniowego grupa FeSB-G2 byta klasyfikowana jako z anemia, natomiast po
tygodniu wzbogacania wykazywata jedynie niedokrwistos¢ graniczng. Wplyw spozywania
pieczywa wzbogaconego mikrokapsutkowanym zelazem na Hb nie byt tak wyrazny jak
niekapsutkowanego FeSOs, chociaz nie bylo statystycznie istotnej réznicy pomiedzy postaciami
w jakich Fe bylo podawane (p > 0,05). Catkowita zawartos¢ zelaza w surowicy byla bardzo
zrdznicowana u poszczegolnych osobnikéw. Jednakze, mimo tej duzej indywidualnej zmiennosci
zaobserwowalismy roéznice w $redniej wartosci parametru pomiedzy grupami. Poziomy Zelaza
w grupach suplementowanych doustnie (FeMB-G1 i FeSB-G2) obnizyly sie, natomiast pozostaty
stabilne w grupach zywionych chlebem kontrolnym (CB-G3 i CB-G4). Parametrem bezposrednio

zwigzany z zastosowana suplementacja wydaje si¢ by¢ stezenie gamma-glutamylotransferazy
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(GGT). Wzrost GGT zaobserwowalismy u prosiat ze wszystkich grupach, ktére otrzymaty Fe
w formie eksperymentalnych chlebow, a takze IM.

Nie zaobserwowalismy wptywu réznych rodzajow pieczywa na mRNA hepcydyny (HAMP)
w watrobie oraz na IREG1 i DMT1 w dwunastnicy. Rowniez, nie stwierdzilismy statystycznie
istotnych roznic miedzy grupami pod wzgledem ilosci ferrytyny oznaczonej w probkach osocza.
Ten brak istotnych réznic moze wynika¢ ze zbyt krétkiego czasu trwania doswiadczenia
Zywieniowego.

Suplementacja doustna zelazem w postaci mikrokapsutek lub FeSOs spowodowata statystycznie
istotny wzrost zawartosci zelaza w watrobie, odpowiednio 0 51,6 % i 53,9 % w stosunku do grupy
CB-G3.

Zawarto$¢ zelaza w sercach i watrobach (narzadach najczesciej dotknietych przecigzeniem
zelazem) prosiat, ktérym zwiekszyliSmy dzienne spozycie zelaza podajac wzbogacane pieczywo
(FeMB-1 lub FeSB-2), byla statystycznie istotnie wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolng CB-G3
(p < 0,05), ale nie osiagneta poziomu oznaczonego u prosiat, ktére otrzymaly suplementacje
domies$niowa.

Nie stwierdziliSmy statystycznych istotnych réznic w zawartosci zelaza w sledzionach zwierzat
z doustna suplementacja w stosunku do grupy kontrolnej. Bardzo duze réznice w zawartosci Fe
w kale poszczegolnych osobnikow nie pozwolity na wskazanie réznic pomiedzy grupami.
Poréwnujac zawartosci Fe w kale poszczegolnych osobnikow w dniach 44 i 51 zauwazylismy, ze

wzbogacenie diety spowodowato nawet dwukrotne zwigkszenie wydalania zelaza.

Konsekwencja obecnosci sktadnika egzogennego w pozywieniu moze by¢ wytworzenie sig
stanu zapalnego. W celu przesledzenia ewentualnych zmian, jakie zaszly w srodowisku
jelitowym prosiat z réznych grup doswiadczalnych, zbadaliSmy metabolom katu zebranego na
poczatku i na koncu okresu podawania wzbogaconego pieczywa. StwierdziliSmy obecno$¢
sze$cdziesieciu szesciu czasteczek, nalezacych gléwnie do aminokwaséw, krotkotarnicuchowych
kwasow ttuszczowych i kwasow organicznych. Pietnascie wykrytych sygnatéw pochodzito od
niezidentyfikowanych molekul. Podanie FeSO: spowodowalo znaczny (p< 0,05) wzrost
zrdznicowania metabolom. Natomiast grupy FeMB-G1, CB-G3 i CB-G4 nie wykazywaty réznic
statystycznych pomiedzy P44 iP51, co sugeruje, ze suplementacja przez podawanie
mikrokapsutkowanego Zelaza miata tagodniejszy wptyw na mikrobiote jelitowa i metabolom niz

siarczanem(VI) zelaza(Il).
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Podsumowanie najwazniejszych osiagnie¢ naukowych przedstawionych do

oceny:

1. Opracowanie metody rozdzialu chromatograficznego oS$miu zwiazkéw arsenu
identyfikowanych w probkach pochodzenia srodowiskowego i biologicznego.

2. Wpykazanie, ze zaby Rana perezi:

a) nie moga by¢ rozpatrywane jako bioindykator skazenia Srodowiska wodnego
arsenianami(V) w stezeniach do 100 mg As(V)-L1. Podwyzszenie zawartosci arsenu
w Srodowisku, do poziomu dziesieciokrotnie wyzszego od zalecanego przez WHO
dla woéd przeznaczonych do spozycia dla ludzi, nie mialo istotnego wplywu na
$miertelnos$¢, czy rozwdj ontogenetyczny, co sugeruje, ze zwierzeta te sa stosunkowo
odporne na dzialanie arsenianow(V),

b) w trakcie catego cyklu ontogenetycznego wykazuja zdolnos$¢ absorbowania arsenu ze
$rodowiska, w zakresie zaleznym od stezenie substancji w otoczeniu, ale wskazniki
bioakumulacji sa niskie,

c¢) akumuluja arsenu ze Srodowiska hodowlanego, a jej poziom jest silnie uzalezniony
od fazy rozwojowej. Najsilniejsza tendencje do akumulowania arsenu wykazuja
zwierzeta bedace w srodkowych fazach cyklu metamorficznego,

d) metabolizuja arseniany(V) na drodze metylacji, glownie do kationu
tretrametyloarsenowego, czemu towarzyszy powstanie wielu produktéw posrednich.
Przebieg tego procesu jest zr6znicowany w kolejnych stadiach metamorfozy.

3. Opracowanie metody oznaczenia zawartosci arsenu w probkach stalych z uzyciem
ETAAS, ktérej zastosowanie do oceny zdolnosci embrionéw Danio reiro do pobieraniu
arsenianow(V) z $rodowiska hodowla pokazalo duze osobnicze zréinicowanie
w akumulacji pierwiastka po pierwszych 24 godzinach rozwoju osobniczego (30 %).

4. Opracowanie metody chromatograficznego rozdzialu szesciu selenozwiazkow najczesciej
identyfikowanych w roznego rodzaju prébkach biologicznych i jej zastosowanie do
oznaczenia skladu selenozwiazkéw w wybranych rybach (dorsz atlantycki, halibut
grenlandzki, loso$ atlantycki, sledz atlantycki) skorupiakach (kraby, przegrzebek,
omulki), planktonie (Kalamus, Euphasis superba).

5. Na podstawie oznaczonego skladu selenozwiazkéw wykazanie, ze ryby moga byc¢
zrédlem dobrze przyswajalnego selenu w diecie czlowieka.

6. Wskazanie potrzeby wzbogacania w selen pasz dla lososia hodowlanego.
Konsekwencjami utrzymania niezmienionego skladu karmy moze by¢:

a) niewystarczajaca dla zachowania prawidlowego rozwoju tych ryb podaz Se

W organizmie,
b) loso$ hodowany pozostanie ubogim zréodlem Se w diecie czlowieka w pordwnaniu z

innymi gatunkami ryb.
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7. Wykazanie, ze mikrokapsulkowanie w skrobi modyfikowanej jest skutecznym sposobem
zwiekszenia dostepnosci zelaza do transportu przez enterocyty na skutek tworzenia
bariery minimalizujacej jego interakcje ze sktadnikami matrycy pokarmowej.

8. Dowiedzenie, Zze wzbogacanie pieczywa poprzez wprowadzenie dodatku preparatow
mikrokapsulkowanych soli zelaza(Il) jest efektywna metoda wzbogacania w ten
biopierwiastek. Podawanie chleba wzbogaconego mikrokapsutkowanym siarczanem(VI)
zelaza(II) zapewnilo skuteczne leczenie niedokrwistosci u prosiat.

9. Wskazanie potrzeby uzupelnienia oceny biodostepnosci zelaza o analize specjacyjna

i okreslenie udzialu formy dwuwartosciowe;j.

Najwazniejsze konferencje, na ktorych prezentowane byly wyniki badan przedstawionych w

osiggnigciu
1. Bryszewska Anita Malgorzata, Monica Forni; Maria Laura Bacci; Andrea Gianotti; Maria
del Mar Sanchez

Functional bread for the prevention of iron-deficiency

INTERNATIONAL CONFERENCE ON NUTRACEUTICALS AND FUNCTIONAL
FOODS.

Kalamata. Grecja. 07-09/10/ 2016

Poster prezentowany na konferencji zostat otrzymat nagrode ,Best Poster Award”
ufundowang przez Springer Nature.

2. Bryszewska, Malgorzata; Paz Villalba, M; Tomas, Lidia; Gallego, Elisa; Viadel, Blanca;
Gianotti, Andrea; Luisa Llin, Maria; del Mar Sanchez, Maria; Rivera Daniel; Rychel,
Liliana
Functional bread enriched with microencapsulated iron

EUROPEAN NUTRITION CONFERENCE (FENS); 12TH CONFERENCE,
Berlin. Niemcy. 20 — 23/10/2015

3. M.P. Villalba, L. Tomas-Cobos, J. Daniel Rivera, M. Sanchez, M. Llin, D.L. Taneyo Saa,
A. Bordoni, A. Gianotti, M. A. Bryszewska
BAKE4FUN A success story of Research for SMEs benefit
THE INTERDEPARTMENTAL CENTRE FOR AGRI-FOOD INDUSTRIAL RESEARCH
(CIRI)
Cesena. Wtochy. 12/10/ 2015

4. M.P. Villalba, B. Viadel, E. Gallego, L. Tomas-Cobos, J. Daniel Rivera, M. Sanchez, M.
Llin, D.L. Taneyo Saa, A. Bordoni, A. Gianotti, M.A. Bryszewska
In vitro evaluation of iron bioaccessibility in microencapsulated iron-enriched breads.
4TH INTERNATIONAL CONFERENCE OF FOOD DIGESTION
Neapol. Wiochy. 17-19/03/2015

5. Matgorzata Anita Bryszewska, M.E. Ortiz-Santaliestra, C. Camara
Ocena zdolnosci pobierania i metabolizowania arsenu przez organizmy modelowe: Zaba
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Rana perezi i embriony Danio reiro
NOWE TREDY W TOKSYKOLOGII. PIERWIASTKI TOKSYCZNE I NIEZBEDNE
L.odz; 07-09/10/2013

6. Matgorzata A. Bryszewska, A. Mage
Selenium and selenium compounds in marine organisms
SELENIUM 2013;
Berlin. Niemcy. 14-18/09/2013

7. M.A. Bryszewska, J. K. Oygard, K. Julshamn , A. Mage
“From Feed to Fish”.
9TH INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SELENIUM IN BIOLOGY AND MEDICINE.
Kyoto, Japan. 31.05-04.06. 2010

8. M.A. Bryszewska, S. E. Hannam, R. Mufioz Olivas, C. Camara
,Accumulation and Biotransformation of Arsenic by Embryos of Zebrafish (Danio reiro).
9™H EUROPENA BIOLOGICAL INORGANIC CHEMISTRY CONFERENCE.
Wroctaw, 02-06/ 09/ 2008

9. M.A. Bryszewska, E. Sanz, M. Ortiz Santiliestra, R. Mufioz-Olivas, C. Camara.
Arsenic accumulation and transformation during Rana perezi metamorphosis process.
IX INTERNATIONAL SYMPOSIUM OF ANALYTICAL METHODOLOGY IN THE
ENVIRONMENTAL FIELD.
Pollensa. Mallorca. Hiszpania, 02-05/10/2007

10. M.E. Ortiz-Santaliestra, E. Sanz Rodriguez, M. Bryszewska, R. Mufioz Olivas, C. Camara
Arsenic accumulation and biotransformation during Rana perezi aquatic development.
14TH EUROPEAN CONGRESS OF HERPETOLOGY.

Porto. Portugalia. 19-23/09/2007

Dalsze prace, plany badawcze i naukowe

Moje plany badawcze obejmuja kontynuacje badani prowadzonych w ostatnim okresie oraz
rozszerzenie obszardw badawczych o zagadnienia zwigzane z nanoczastkami i bezpieczenstwem

ich stosowania.

Doswiadczenie i wiedze dotyczaca konstruowania produktéw zywnosciowych,
innowacyjnych pod wzgledem sktadu i wartosci odzywczej, ktérg nabylam w trakcie realizacji
projektu Bake4Fun, wykorzystam w badaniach o charakterze wdrozeniowym. W efekcie
nawigzanej z Nowel sp. z o0.0. wspolpracy powstal projekt badawczy, ktéry zostal
zakwalifikowany do finansowania. Z uzyskanych 2017 $srodkéw w przedsiebiorstwie powstaje
Centrum Badawczo Rozwojowe. W nastepnych latach, w ramach Wieloletniej Umowy Ramowej
o Wspotpracy Partnerskiej, w kooperacji z Politechnika £.ddzka, beda w nim prowadzone prace
B+R, ktérych celem bedzie opracowanie gamy pieczywa prozdrowotnego w tym pieczywa
pszennego o zwiekszonej zawartosci zelaza, blonnika oraz z dodatkiem nasion i ziaren

»superfoods”.
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W moich planach naukowych na najblizsze lata zawieram rdéwniez rozszerzenie
zainteresowan badawczych i wiaczenie si¢ w prace badawcze rozpatrujace rézne aspekty
zastosowania nanoczastek. Nanotechnologia jest nauka, ktéra obecnie rozwija si¢ bardzo
intensywnie i znajduje zastosowanie w wielu dziedzinach zycia (np. przemyst spozywczy,
kosmetyki, medycyna i farmacja). Rownolegle rosnie niepewno$¢ zwigzana z zagrozeniem dla
$rodowiska i zycia ludzi powodowanego przez zanieczyszczenie srodowiska naturalnego
i zywnosci, dlatego tez bardzo wazne jest zwiekszenie znaczenia iodpowiedzialnos¢ badan
iinnowacji w dziedzinie bezpieczenistwa wykorzystania nanomateriatéw w biotechnologii.
Projekt dotyczacy tych zagadnien zatytulowany: Territorial multi-actor clusters for responsible
research in nano-biotechnology safety /TERRINANOBIO/, ztozyliémy w programie SwafS-14-2018-
2019 Supporting the development of territorial Responsible Research and Innovation. Call:
H2020-SwafS-2018-2020 Science with and for Society.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

Moje pozostate zainteresowania naukowo-badawcze zwigzane byly z dwoma obszarami
tematycznymi:

e Zywnoé¢ wzbogacana w selen.

e Immunoreaktywno$¢ maki pszennej.

Za dzialalnos¢ naukowa otrzymatam Nagrode Rektora PL w 2008, 2010, 2011 oraz 2012.

Ad. ZYWNOSC WZBOGACANA W SELEN

Bezposrednio po ukonczeniu studiéw uzyskatam zatrudnienie w Instytucie Podstaw Chemii
Zywnoéci PL i rozpoczetam prace badawcze w zespole dr. hab. W. Ambroziaka, ktéry nastepnie
byl promotorem w moim przewodzie doktorskim. Poszukujac tematu badawczego zajmowatam
si¢ m.in. oceng aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej w tkankach ssakéw, oddzialywaniami
fotoaktywatorow z kwasami nukleinowymi i materialem tkankowym. Nastepny obszar
badawczy, w ktédrym pracowalam zwiazany byt z pozyskiwaniem dodatkéw do zywnosci, ktére
bylyby zrédtem zwiazkéw selenoorganicznych. W badaniach tych kietki roslin byly
rozpatrywane jako ich biologiczne zrédlo Se. Wyniki naszych badan oraz zespotu zajmujacego sie
otrzymaniem biomasy drobnoustrojéw wzbogaconych w selen staly sie podstawa do uzyskania
grantu: UE ERB-IC15-CT98-0903 Inco-Copernicus ,Improved methods for producing Polish and
Ukrainian fermented food”, w ktéorym bylam wykonawca. W poézniejszym czasie uzyskatam
grant promotorski KBN 6 PO6 G05720: Biomasa roslinna jako zrédio suplementacji selenu
w diecie. Skladalam réwniez wnioski grantowe, w ktorych planowany byt zakup HPLC-ICP-MS,
dostepnos¢ tej aparatury umozliwitaby mi prowadzenie badan specjacyjnych w macierzystej
jednostce, jednakze zaden z nich nie uzyskat finansowania.

Prace badawcze przeprowadzone w ramach projektéw i ich rezultaty staty sie podstawa
mojej rozprawy doktorskiej oraz artykutow, zestawionych ponizej.
Publikacje te przedstawiaja wyniki badan wykonanych w ramach pracy doktorskiej, ale

opublikowane zostaty po doktoracie.
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Rozdzialy w monografii

Selen: pierwiastek wazny dla zdrowia, fascynujacy dla badacza. Praca zbiorowa pod redakcja
M. Wierzbicka, E. Bulska, K. Pyrzynska, I. Wysocka, B. A. Zachara. Wydawnictwo
MALAMUT, Warszawa, 2007
1. A.Diowksz, M.A. Bryszewska, W. Ambroziak, J. Lewis

Wzbogacona w selen biomasa drobnoustrojow, roslin oraz zywnos¢ fermentowana. str.

218-234.
MNiSzW 3
2. W. Ambroziak, A. Diowksz, M. Bryszewska.
Metody suplementacji diety w selen. str. 206-217.
MNiSzW 3

Przyktady wykorzystania kietkéw roslin, jako zrodia selenu, spotkatam réwniez w pdzniejszej
w literaturze naukowej. Ciekawym  przykladem moze by¢ rozprawa doktorska
mgr inz. Malgorzaty Bodnar: ,Sprawdzenie mozliwosci wytworzenia kandydata na materiat
odniesienia na potrzeby specjacji selenu w oparciu o wzbogacone w selen kietki roslin”,

zrealizowana w 2016 na Politechnice Gdanskiej.

Ad. IMMUNOREAKTYWNOSC MAKI PSZENNE]

W 2003 w macierzystym instytucie PL. wyodrebniony byt zespot badawczy, zajmujacy sie
modyfikacjami maki pszennej majacymi na celu obniZzenia jej alergennosci, do ktdrego
dotaczytam po zakonczeniu prac badawczych zamknietych doktoratem. Zespdt dr Joanny
Leszczynskiej badal efektywnos¢ réznych sposobdw fizycznego, chemicznego i enzymatycznego
modyfikowania maki pszennej w obnizeniu immunoreaktywnosci biatek tych mak. Sprawdzana
byla przydatnos¢ réznych sposobdw redukcji immunoreaktywnosci jak: promieniowanie
jonizujace i mikrofalowe, modyfikacja subtylizyng, sieciowanie enzymatyczne i chemiczne,

reakcje plasteinizacji oraz fermentacje mlekowa. Do wykrywania i oznaczania biatek potencjalnie
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wywolujacych nietolerancje pokarmowe stosowana byla metoda immunometryczna ELISA,
wykorzystujaca mono- i poliklonalne przeciwciata. Rozbudowaniem warsztatu analitycznego
miato by¢ zastosowanie technik elektroforetycznych umozliwiajacych analize profili biatkowych
mak poddawanych modyfikacjom. W zespole zajelam si¢ doborem warunkéw rozdziatu biatek
pszennych metoda elektro-ogniskowania i elektroforezy dwukierunkowej z wykorzystaniem zeli

kapilarnych oraz paskowych.

W ramach poszukiwania mozliwosci rozszerzenia obszaréw zastosowania immunoanalizy
w 2012 przygotowatam wniosek o finansowanie projektu badawczego wiasnego: "Opracowanie
immunoenzymatycznych metod oznaczania jonéw metali w prébkach $rodowiskowych"
zgtoszony w 36 konkursie Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (wniosek nr 41641).
Celem proponowanych badan byla weryfikacja zatozenia o mozliwosci zastosowania przeciwciat
poliklonalnych w testach immunoenzymatycznych do oznaczania zawartoéci jonéw metali
ciezkich takich jak: rte¢, kadm inikiel. Wspélprace przerwat méj wyjazd na stypendium
badawcze w 2010 roku. W wyniku przeprowadzonych wéwczas prac powstaty wymienione

ponizej publikacje, oraz doniesienia konferencyjne.
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