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2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE LUB
ARTYSTYCZNE - Z PODANIEM PODMIOTU NADAJACEGO
STOPIEN, ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ TYTULU ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ.

e Rok 2004: tytut magistra chemii, na podstawie pracy magisterskiej pt.: ,,Oznaczanie
selenu i arsenu w materiale biologicznym przy uzyciu metody HG-AFS”, Zaktad Chemii
Sadowej, Wydziat Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego, Promotor — Prof. dr hab.

Pawel KoS$cielniak.

e Rok 2009: stopien naukowy doktora nauk chemicznych w dyscyplinie chemia, na
podstawie rozprawy doktorskiej pt.: ,,Analiza pierwiastkowa wybranych narzgdow
organizmu ludzkiego pod kqgtem toksykologicznym i klinicznym”, Zaktad Chemii
Sadowej, Wydziat Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego, Promotor — Prof. dr hab.

Pawel KoS$cielniak.

3. INFORMACJA O DOTYCHCZASOWYM  ZATRUDNIENIU
W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH LUB ARTYSTYCZNYCH.

e (0d02.03.2009 r. do 31.01.2010 r.: pracownik naukowo-techniczny (starszy referent) w
Zaktadzie Bromatologii, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski Collegium
Medicum.

e Od 1.02.2010 r. do 31.03.2011 r.: pracownik naukowo-techniczny (samodzielny
referent) w Zakladzie Bromatologii, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum.

e Od 01.04.2011 r. do 30.09.2015 r.: asystent w Zaktadzie Bromatologii, Wydziat
Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum.

e Od 01.10.2015 r. do chwili obecnej: adiunkt w Zaktadzie Bromatologii, Wydziat

Farmaceutyczny Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum;



Justyna Dobrowolska-lwanek Zatacznik nr 3

Od pazdziernika 2015 roku do czerwca 2017 roku podczas cigzy i urlopu macierzynskiego

miatam przerwg w wykonywaniu do§wiadczen laboratoryjnych i aktywnosci naukowe;.

4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST.
1 PKT. 2 USTAWY Z DNIA 20 LIPCA 2018 R. PRAWO O
SZKOLNICTWIE WYZSZYM I NAUCE (DZ. U. Z 2021 R. POZ. 478 Z
POZN. ZM.).

Osiagniecie naukowe stanowi cykl szesciu publikacji o sumarycznym wskazniku

oddziatywania IF (Impact Factor) 17,582 i tacznej liczbie punktow MEIN 400.

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO.

Rozwdj i optymalizacja metod 0znaczania krotkotancuchowych kwasow organicznych

w Zywnosci 0raz probkach pochodzenia zwierzecego i ludzkiego.

4.2. WYKAZ PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKLAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO.

H1. Chiopicka, J., Dobrowolska-lwanek, J., Wozniakiewicz, M., Zagrodzki, P. Optimization
of conditions for organic acid extraction from edible plant material as applied to radish sprouts.
Food Analytical Methods, 2014, 7, 1323-1327. DOI: 10.1007/s12161-013-9752-z

F =1.956, MEIN = 25

H2. Dobrowolska-lwanek, J., Zagrodzki, P., Wozniakiewicz, M., Wozniakiewicz, A.,
Zwolinska-Wcisto, M., Winnicka, D., Pasko, P. Procedure optimization for extracting short-
chain fatty acids from human faeces. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
2016, 124, 337-340. DOI:10.1016/j.jpba.2016.02.042

IF = 3.255, MEIN = 35

H3. Dobrowolska-lwanek, J., Zagrodzki, P., Prochownik, E., Jarkiewicz, A., Pasko, P.
Influence of brassica sprouts on short chain fatty acids concentration in stools of rats with
thyroid dysfunction. Acta Poloniae Pharmaceutica-Drug Research, 2019, 76(6). DOI:
10.32383/appdr/111840
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IF = 0,456 MEIN = 100

H4. Dobrowolska-lwanek, J., Lauterbach, R., Huras, H., Pasko, P., Prochownik, E.,
Wozniakiewicz, M., Chrzaszcz S., Zagrodzki, P. HPLC-DAD method for the quantitative
determination of short-chain fatty acids in meconium samples. Microchemical Journal, 2020,
155, 104671. DOI: 10.1016/j.microc.2020.104671

IF =4,821, MEIN =70

H5. Dobrowolska-lwanek, J. Simple method for determination of short-chain organic acid in
mead. Food Analytical Methods, 2015, 8, 2356-2359. DOI: 10.1007/s12161-015-0127-5
IF=2,167 MEIN = 30

H6. Dobrowolska-lwanek, J., Jamka-Kasprzyk, M., Rusin, M., Pasko, P., Grekh, S., Jurczak,
A.: Developed and validated capillary isotachophoresis method for the rapid determining
organic acids in children’s saliva. Molecules, 2023, 28(3), 1092. DOI:
10.3390/molecules28031092

IF =4,927 MEIN = 140

43. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO/ARTYSTYCZNEGO WW.
PRACY/PRAC I OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH
EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA.

Celem przeprowadzonych badan naukowych, ktére zostaly opisane w pracach
zgloszonych w ramach post¢epowania habilitacyjnego (H1-H6), bylo opracowanie metod
ekstrakcji oraz oznaczania krotkotancuchowych kwasdéw organicznych w Zywnos$ci oraz

probkach pochodzenia zwierzgcego 1 ludzkiego.

Cele szczegolowe:
e optymalizacja warunkow ekstrakcji krotkotancuchowych kwasdéw organicznych z
roznych matryc biologicznych (pochodzenia roslinnego (H1) i ludzkiego (H2)) z

wykorzystaniem nowoczesnych technik wymywania,
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e opracowanie metody z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
do oznaczania krétkotancuchowych kwasow organicznych w ro6znych matrycach
biologicznych (kat szczurzy (H3) i smotka noworodkow (H4)),

e opracowanie szybkiej procedury analitycznej do oznaczania wybranych
krotkotancuchowych kwasow organicznych w réznych matrycach biologicznych
(miody pitne (H5) i ludzka slina (H6)) z wykorzystaniem techniki izotachoforezy

kapilarnej.

Ogolna charakterystyka krotkolancuchowych kwasow organicznych

Kroétkotancuchowe kwasy organiczne (SCOAs, z ang. short-chain organic acids), to
zwiazki o krotkich tancuchach weglowych (do 6 atomow wegla w czasteczce) | matej masie
czasteczkowej, ktore zawierajg przynajmniej jedng grup¢ karboksylowa, stanowiaca ich grupe
funkcyjng. Nalezg one do stabych elektrolitéw, co oznacza, ze w wodzie ulegaja czgsciowej
dysocjacji. Substancje te mogg zawiera¢ rowniez ugrupowania charakterystyczne dla innych
zwigzkOw organicznych, na przyktad grupe hydroksylowa. Sa to zwigzki szeroko
rozpowszechnione w przyrodzie, wystgpuja bowiem w organizmach roslin i zwierzat. Sa
réwniez produktami aktywnos$ci grzybow i bakterii [1]. Nalezy nadmieni¢, ze zrédiem tych
zwigzkoéw w produktach spozywczych mogg by¢ niektdore procesy technologiczne (np. proces
fermentacji), jak rowniez zastosowanie ich w formie dodatku do zywnos$ci. Moga takze
stanowi¢ produkt przemian biochemicznych, np. zachodzacych pod wplywem rozwijajacych
sic drobnoustrojow. Na Ryc. 1 przedstawiono wzory strukturalne przyktadowych
krotkotancuchowych kwaséw  organicznych z uwzglednieniem hydroksykwasow oraz
krotkotancuchowych kwasow tluszczowych (SCFAS, z ang. short-chain fatty acids), ktore
omowione zostang w dalszej czgsci autoreferatu. W pracy przyjeto postugiwanie si¢

zwyczajowymi nazwami kwasow organicznych.
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Krotkolancuchowe kwasy organiczne (SCOAs)

Hydroksykwasy
Krotkolancuchowe kwasy OH 0
tluszczowe (SCFAs)
HO
OH
o 0
)]\ O  OH
OH kowas 2,3-dihydroksybutanodiowy o
Kwas etanowy (kwas winowy) OH
(kwas octowy) 0

Kwas 1.4-butanodiowy
0 OH

o 0 0 (kowas bursztynowy)
HaC \)—K m
HO OH 0 OH

OH OH
Kiwas butanowy

(kwas maslowy) kwas 2-hydroksypropano-
1,2,3-trikarboksylowy HO 0
(kwas cytrynowy) .
Kwas etanodiowy
Aj]\ 0 (kwas szczawiowy)
HaC OH HO
Kwas propanowy OH
(kwas propionowy) O OH
kwas 2-hydroksybutano-1_4-diowy
(kwas jablkowy)

Ryc. 1. Wzory strukturalne wybranych krétkotancuchowych kwaséw organicznych (SCOAS),
z uwzglednieniem przyktadow hydroksykwasow oraz krotkotancuchowych kwaséw thuszczowych

(SCFAs). W nawiasach podano nazwy zwyczajowe.

Uzasadnienie wyboru materialu biologicznego do badan:

Material ro$linny

Krotkotancuchowe kwasy organiczne, wystepujace w roslinach, to zwigzki cechujace
si¢ bardzo dobra rozpuszczalno$cia w wodzie. W wigkszosci przypadkow wynika to z
obecnosci  dodatkowych hydrofilowych grup hydroksylowych lub/i karboksylowych.
Przyktadami takich zwigzkéw moga by¢ hydroksykwasy: (i) kwas cytrynowy, ktory posiada w
swojej budowie trzy grupy karboksylowe i jedng hydroksylowa, (ii) kwas jablkowy z dwiema
grupami karboksylowymi i jedng hydroksylowa czy tez (iii) kwas winowy z dwiema grupami
karboksylowymi i dwiema hydroksylowymi (Ryc. 1).

Kroétkotancuchowe kwasy organiczne pelnig istotng role w fizjologii roslin, ksztattuja
takze ich wtasciwosci sensoryczne. Biorg udziat w podstawowych szlakach metabolizmu roslin

takich jak np.: (i) cykl Krebsa, w ktorym, z jednej strony, wytwarzane sg zwigzki posrednie
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do syntezy aminokwasow i kwasow thuszczowych, a z drugiej, energia niezbedna dla wielu
procesow fizjologicznych [2]; (ii) fotosynteza oraz (iii) szlak glioksylanowy, ktore sa
odpowiedzialne za syntezg we¢glowodandéw petnigcych rolg rezerwuaru wegla w roslinach [3,
4]. Ponadto, badania wskazujg na istotng rol¢ krotkotancuchowych kwasow organicznych m.in.
w rozwijaniu przez rosling tolerancji wobec stresu srodowiskowego. Metale ci¢zkie, takie jak
kadm, rte¢, otow, ale tez te funkcjonalne, w zbyt wysokich ste¢zeniach moga oddzialywac
na ro§liny toksycznie, powodujac zaburzenie procesow fizjologicznych, ograniczenie
pobierania sktadnikéw mineralnych, zahamowanie ich wzrostu, chloroz¢ lub nekrozeg, czy
zmiany ultrastruktury komoérki i morfologii roslin. Jednym z mechanizmow obronnych,
uruchamianych w roslinie w odpowiedzi namczynnik stresujacy, jest proces detoksykacji,
w ktorym udziat biorg m.in. SCOAs, takie jak kwas jablkowy, cytrynowy, szczawiowy czy
winowy, posiadajace zdolno$¢ kompleksowania metali [5, 6]. Ponadto zaobserwowano,
ze u niektorych gatunkéw roslin w stanach niedoboru fosforu, dochodzi do wzmozenia
biosyntezy kwasow organicznych, ktore poprzez system korzeniowy odprowadzane sa do
gleby. Nastepnie, na drodze réznych mechanizméw (np. poprzez zakwaszenie gleby czy
tworzenie kompleksow z jonami Ca?', AP") SCOAs zwiekszaja dostepnosé dobrze
przyswajalnych zwigzkow fosforu (jonow wodoro- i diwodorofosforanowych (V)), ktore
wczesniej tworzyly trudno rozpuszczalne sole/kompleksy z jonami/tlenkami metali [7, 8].
W ten sposéb roslina adaptuje si¢ do warunkow deficytowych. Badacze rowniez wskazali rolg
kwasu jablkowego we wspomaganiu wzrostu korzenia pierwotnego przy niedoborze
bioprzyswajalnych form fosforu, kwasu szczawiowego we wspomaganiu tolerancji na stres
biotyczny oraz kwasu octowego na stres zwigzany z susza [8]. Do innych interesujacych
wlasciwosci SCOAs, w szczegdlnosci kwasu mlekowego, szczawiowego 1 cytrynowego,
nalezy stymulacja rozwoju bakterii i grzybow, bytujacych w glebie, dla ktorych moga stanowié¢
dobre zrodto wegla i energii [9]. Krotkotancuchowe kwasy organiczne warunkujg zatem
nie tylko prawidlowy przebieg podstawowych procesow fizjologicznych 1 rozwdj roslin,
ale rowniez odgrywaja istotng role miedzy innymi w adaptacji do niekorzystnych czynnikow
otoczenia [8]. Za szczegblnie bogate zrodto roslinne tych zwigzkoéw uznaje si¢ kietki roslin,
bedace przyktadem zywnosci funkcjonalnej. Dzigki obecnosci SCOAs, zwiazki odzywcze,
obecne w kietkach, takie jak sktadniki mineralne [10], moga =zosta¢ przeksztatcone
w kompleksy chelatowe, poprzez tworzenie komplekséw z np. kwasem cytrynowym, co
powoduje zwiekszenie ich biodostepnosci w organizmie cztowieka. Ponadto, obecnos¢ SCOAS

w kietkach ro$lin moze sprzyja¢ ich prawidlowemu rozwojowi, jak rowniez zapewniaé
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bezpieczenstwo mikrobiologiczne, prowadzgc do uzyskania pelnowartosciowego produktu
zywieniowego, stanowigcego wazny element zrownowazonej diety cztowieka.

Badania pod katem oznaczania krotkotancuchowych kwasoéw organicznych
w roslinach sg zatem istotne z uwagi na ich fundamentalng role w prawidlowym
funkcjonowaniu tych organizméw. Moga réwniez prowadzi¢ do poznania nowego, dotad
nieodkrytego znaczenia tych zwigzkow dla kondycji roslin. Ma to duze znaczenie zarowno dla
badan podstawowych, z zakresu fizjologii roslin jadalnych i leczniczych, jak i z dziedziny nauk
farmaceutycznych, w tym obszarow bromatologii, farmakognozji, czy botaniki
farmaceutycznej. Dodatkowo, SCOAs moga w przysztosci znalez¢ zastosowanie jako markery
stresu r6znego pochodzenia u roslin, cO znajduje coraz wigksze zainteresowanie w naukach
zywieniowych. Rozne rodzaje stresu, jak susza, wysokie zasolenie, ograniczanie dost¢pu
$wiatla, czy tez stosowanie roznej jakoSci zrodet Swiatta, jest wykorzystywane w celu
stymulacji syntezy zwiazkow o dziataniu m.in. chemoprewencyjnym, czy tez ograniczeniu
powstawania zwigzkow o dziataniu antyodzywczym. Jednak temat ten wymaga dalszych
badan.

Miody pitne

Kroétkotancuchowe kwasy organiczne moga réwniez spetnia¢ rolg markeréw jakosci
spozywanej zywnosci. W pracy Seraglio 1 wsp. [11] wskazano, ze na podstawie stezenia
i profilu krotkotancuchowych alifatycznych kwasow organicznych mozliwe jest odréznienie
miodow kwiatowych od miodéw spadziowych i miodéw zafalszowanych. Mimo, ze kwasy
organiczne stanowig niewielka cze$¢ skladnikéw miodu, to majg istotny wpltyw na ich
wlasciwosci sensoryczne, takie jak smak 1 aromat. Pelnig takze role srodka konserwujacego,
przedluzajac trwato$¢ produktu. O ile w literaturze przedmiotu wiele prac zostato
poswieconych sktadowi chemicznemu miodow réznego pochodzenia botanicznego, w tym
oznaczeniu kwasow organicznych, t0 wcigz niewiele doniesien dotyczy miodéw pitnych [12,
13]. Miody pitne sg napojami alkoholowymi, ktore powstaja w wyniku fermentacji alkoholowe;j
brzeczki miodowej. Stgzenie alkoholu w tych produktach waha si¢ w granicach 9 — 18%.
W zaleznosci od proporcji miodu i wody, uzytych do przygotowania napoju, mozemy wyr6znic¢
cztery gtoéwne rodzaje miodow pitnych: pottoraki (1:0,5 — stosunek objetosciowy miodu do
wody), dwdjniaki (1:1), trojniaki (1:2) i czwoérniaki (1:3) [14]. Producenci, aby urozmaicié
asortyment miodoéw pitnych 1 wzbogaci¢ ich bukiet smakowy 1 aromat, na etapie produkcji
moga wprowadza¢ rézne dodatki. I tak, oprocz miodéw pitnych naturalnych (produkcja

wylacznie z miodu), powstaja miody owocowe — zawierajace dodatek sokow owocowych Iub

10
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ekstraktoéw z owocow, korzenno-ziolowe — zawierajace dodatek ziot 1 przypraw korzennych,
czy tez miody chmielowe. Dozwolone jest rowniez regulowanie kwasowosci koncowego
produktu poprzez dodatek kwaséw organicznych (np. kwasu cytrynowego czy jabtkowego).
Nalezy wspomnie¢, ze sposob wyrobu fermentowanych napojéw winiarskich (w tym -
dopuszczalne dodatki) podlega regulacji prawnej. Obowigzujgcym aktem jest rozporzadzenie
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 27 wrzesnia 2022 ,,(...) w sprawie szczegdlowego
sposobu wyrobu fermentowanych napojow winiarskich” [15]. Od 2008 r. polskie miody pitne
sg zarejestrowane przez Komisje Europejska jako Gwarantowana Tradycyjna Specjalnos¢
(rozporzadzenie Komisji (WE) nr 729/2008), a niektore z nich zostaly uznane przez organizacje
mi¢dzynarodowg Slow Food jako produkty stanowigce bogactwo kulturalno-kulinarne, z uwagi
na lokalny i tradycyjny sposob produkcji oraz naturalny sktad.

Miody pitne zawieraja pule krotkotancuchowych kwasow  organicznych,
charakterystycznych dla miodu, z ktérego zostaty sporzadzone (np. kwas glukonowy czy
mrowkowy), a ponadto kwasy powstate podczas fermentacji alkoholowej (np. kwas
bursztynowy), a takze bedace efektem stosowania dodatkoéw w postaci sokéw owocowych,
przypraw czy zakwaszania (np. kwas winowy, jabtkowy czy cytrynowy) [16, 17]. Zatem,
oznaczanie zawarto$ci kwasow organicznych w miodach pitnych jest w pelni uzasadnione. Juz
na etapie produkcji anality te mogg dostarczy¢ istotnych informacji dotyczacych przebiegu
procesu fermentacji czy dojrzewania produktu. Badania ostatecznego produktu moga
potwierdza¢ autentyczno$¢ miodu, z ktorego napoj zostal sporzadzony, a takze wskazywac
na obecno$¢ naturalnych dodatkoéw, zastosowanych w toku produkcji. Takie analizy wpisuja
si¢ w jeden z aktualnych trendéw naukowych w obszarze bromatologii, stanowigC zarazem
kontynuacje¢ badan prowadzonych w Zaktadzie Bromatologii U] CM w okresie 1968-1984 r.
przez doc. dr hab. Zofi¢ Fedorowska.

Kal/smotka

Szczeg6lng grupg zwigzkdw wehodzacych w sktad SCOAs stanowig krotkotancuchowe
kwasy thuszczowe (SCFAs, z ang. short-chain fatty acids). Substancje te zawierajg w swojej
budowie od jednego do szesciu atomow wegla w czasteczce oraz jedng grupe karboksylowa.
Ich rozpuszczalno$¢ w wodzie maleje wraz z dtugoscia hydrofobowego tancucha weglowego.
Kwas metanowy (mrowkowy), etanowy (octowy), propanowy (propionowy), butanowy
(mastowy) i pentanowy (walerianowy) sg dobrze rozpuszczalne w wodzie, a takze w wigkszos$ci
rozpuszczalnikéw polarnych [18]. SCFAs wytwarzane sg przede wszystkim w katnicy

1 okreznicy jelita grubego ssakow, w wyniku zachodzacego w warunkach beztlenowych

11
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procesu fermentacji, przebiegajacego z udzialem organizmow bakteryjnych (gtéwnie
Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Ruminococcus spp., Blautia hydrogenotrophica, czy
tez Clostridium spp.). Substratami do produkcji alifatycznych SCFASs sg glownie weglowodany
ztozone (btonnik), dostarczane wraz z dieta, ktére nie ulegly strawieniu pod wplywem
enzyméOw trawiennych we wcezesniejszych odcinkach przewodu pokarmowego (Ryc. 2) [19].
Istotnym jest, ze polisacharydy obecne w réznych rodzajach pozywienia, majg odmienne
wilasciwosci fizykochemiczne. Z tego powodu urozmaicona dieta bedzie wspieraé rozwoj
zroznicowanego sktadu mikrobioty [20]. Z kolei rozgatezione SCFAs (kwas izobutanowy
(kwas izomastowy) i izopentanowy (izowalerianowy)) powstajg m.in. w wyniku fermentacji
aminokwasow 1 biatek, jednak w mniejszej ilosci niz kwasy o prostych, nierozgalezionych
tancuchach [21]. Krotkotancuchowe kwasy tluszczowe moga rowniez by¢é wytwarzane na
drodze syntrofii, czyli procesu, ktory ma miejsce, kiedy produkt przemian biochemicznych
jednej grupy bakterii staje si¢ substratem do wytwarzania innego produktu kolejnej grupy
bakterii (np. octan, stanowiacy produkt fermentacji bakterii z rodzaju Bacteroidetes, moze
zosta¢ zuzyty przez bakterie z rodzaju Firmicutes do syntezy maslanu i propionianu) [22].
Sposrod SCFAS, w najwyzszym stezeniu w przewodzie pokarmowym czlowieka wystepuja:
kwas octowy, propionowy i mastowy, a ich taczna ilo$¢ stanowi ponad 95% wszystkich
krotkotancuchowych kwasow thuszczowych w organizmie. Zdecydowana wigkszo$s¢ SCFAS
(nawet do 95%) jest szybko absorbowana przez kolonocyty, a pozostata czgs¢ jest wydalana
wraz z kalem (Ryc. 2) [23]. SCFASs dobrze rozpuszczaja si¢ w osoczu i dzigki temu mogg by¢

transportowane do roznych tkanek.

Jelito cienkie Jelito grube Kal
woda, biatka, niestrawione
Niestrawione skladniki pokarmu tluszcze. polisacharydy. biomasa
Rozdrobniony bakteryjna. popiol i niestrawione
pokarm Trawienie Fermentacja resztki pokarmowe, SCFAs
tluszez bialka weglowodany pozostale | > [ >

f Oligosacharydy
thuszeze, bialka

kwasy thuszczowe ammokwasyﬁry proste M

‘Wchlanianie Wchlanianie SCFAs

Ryc. 2. Schemat pogladowy przedstawiajacy losy pozywienia w dolnych odcinkach przewodu

pokarmowego, w kontekscie powstawania SCFAs [23].

Na profil oraz stezenie krotkotancuchowych kwasow tluszczowych ma wptyw wiele

czynnikow, wérodd najwazniejszych mozna wyr6znié: stosowana diete, profil i1 stezenie bakterii
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stanowigcych konsorcjum jelit, odcinek jelita - miejsce fermentacji sktadnikow pokarmu oraz
stan zdrowia gospodarza. Kwasy te stanowig zrodlo energetyczne dla kolonocytow (kwas
mastowy zapewnia okoto 70-80% ich zapotrzebowania energetycznego). Uzyskana energia
z utleniania SCFAs wykorzystywana jest rowniez przez komorki gospodarza do przemian
metabolicznych weglowodanow 1 kwasoéw thuszczowych [24]. Warto podkresli¢ takze ich
wplyw na motoryke przewodu pokarmowego [25] oraz na produkcje mucyny przez komorki
nablonka jelitowego [26].

Prozdrowotne znaczenie SCFAs w jelitach jest wielokierunkowe. Wsrdd najlepie;j
udokumentowanych aktywnos$ci biologicznych znajduje sie:

e dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, m.in. poprzez obnizenie zarowno pH $wiatla jelita,
jak i pH organizméw bakterii chorobotworczych czy stymulowanie wzrostu
saprofitycznej flory bakteryjnej,

e dziatanie przeciwzapalne, m.in. poprzez modulowanie produkcji mediatorow stanu
zapalnego przez makrofagi [27],

e udzial w utrzymaniu i wzmocnieniu integralno$ci bariery nablonkowej poprzez
skoordynowang regulacje biatek $cistych potaczen. Zwigkszona przepuszczalnosé
(zespot nieszczelnego jelita) moze prowadzi¢ do translokacji bakterii i/lub sktadnikéw
ich $ciany komorkowej, co indukuje kaskade zapalna, odpowiadajaca za przewlekty
proces zapalny, ktory jest obserwowany m.in. przy otytosci oraz insulinoopornosci [28],

e zwigkszenie miejscowego przeptywu krwi w obrgbie btony §luzowej, co wspomaga
proces gojenia i regeneracji komorek nabtonka jelitowego [29],

e dziatanie chemoprewencyjne, poprzez pobudzanie procesOw namnazania si¢
prawidlowych komorek nabtonka jelitowego i jednoczesne hamowanie tych, ktore
zmienione zostaly na skutek proceséw nowotworowych oraz indukcje procesow

apoptycznych. Ta podwojna rola zostata nazwana ,,paradoksem maslanu” [30].

SCFAs sa wchianiane przez kolonocyty gléwnie za posrednictwem transporterow
monokarboksylowych (MCTs, z ang. monocarboxylate transporter). Te ktore nie ulegly
metabolizmowi w kolonocytach sg transportowane krazeniem wrotnym do watroby
1 wykorzystywane jako substrat energetyczny dla hepatocytéw (wyjatek stanowi kwas octowy).
Stad tez tylko niewielka cz¢$¢ pochodzacego z okreznicy kwasu octowego, propanowego
i butanowego dociera do krazenia centralnego i innych tkanek. SCFAs wiazg si¢ z receptorami

sprzezonymi z biatkami G (GPCR, z ang. G protein-coupled receptor), z ktorych najlepie;j
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przebadanymi sa receptory wolnych kwasow tluszczowych FFAR2 (ang. Free fatty acid
receptor 2) i FFAR3 (FFARS, z ang. Free fatty acid receptor 3) , a takze GPR109a/HCAR?2 (z
ang. G protein-coupled receptor 109A/hydroxycarboxylic acid 2 receptor) i GPR164 (z ang. G

protein-coupled receptor 164), ktore ulegaja ekspresji w znacznej liczbie komorek, od btony

$luzowej przewodu pokarmowego po uktad immunologiczny i nerwowy (Ryc. 3) [31].

Konsekwencja wigzania SCFAs z receptorami sg:

w jelicie: stymulacja wydzielania hormonow takich jak glukagonopodobny peptyd 1
(GLP-1, z ang. glucagon-like peptide-1) i peptyd YY i (PYY, z ang. peptide YY), ktore
po przedostaniu si¢ do mézgu reguluja spozycie pokarmu,

w trzustce: stymulacja komorek B trzustki prowadzaca do zwigkszonego wydzielania
insuliny,

w tkance tluszczowej: zwigkszenie adipogenezy i hamowanie lipolizy oraz stanu
zapalnego,

w  watrobie: zmniejszenie produkcji  glukozy i magazynowania lipidow,
prawdopodobnie poprzez aktywacje kinazy AMP (AMPK 2z ang. adenosine
monophosphate-activated protein kinase),

w uktadzie nerwowym: dzigki zdolno$ci SCFAS do przechodzenia przez barier¢ krew-
mézg (BBB) za  posrednictwem  transporterow — monokarboksylanowych
zlokalizowanych na komorkach $rodbtonka, wpltyw na integralno§¢ BBB poprzez
regulacje ekspresji biatek §cistego potaczenia. W osrodkowym uktadzie nerwowym
SCFAs réwniez wptywaja na neurozapalenie poprzez wplyw na morfologi¢ i funkcje
komorek glejowych, jak roéwniez poprzez modulacje poziomoéw czynnikow
neurotroficznych, zwigkszanie neurogenezy, wspomaganie syntezy serotoniny oraz

poprawe homeostazy i funkcji neuronéw [31, 32].
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Krazenie centralne

Osrodkowy uklad nerwowy

Zyia wrotna

Hormony (GLP1, PYY)
Interleukiny

Watroba, trzustka,
tkanka thuszczowa

Ulktad odpomoiciowy
I o[o ﬂ

uuwz:lm*‘m. ml.umrmf i

MCT FFARS
HCAR?
T GPR164
1

(o]
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Kwas octowy Kwas propionowy Kwas mastowy
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Blonnik pokarmowy Mikrobiota jelitowa

Ryc. 3. Schemat pogladowy przedstawiajacy wybrane funkcje SCFAs; MCT - transporter
monokarboksylowy; FFAR2 i FFAR3, GPR109a/HCAR2 i GPR164 — receptory sprzezone z biatkiem
G; GLP1, PYY — hormony jelitowe [31].
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W dostepnym pismiennictwie jest wiele prac poswigconych badaniom zaleznoSci
miedzy stezeniami poszczegolnych SCFAs w probkach katu a stanem chorobowym pacjenta.
W gléwnej mierze analizy te dotycza chordb zapalnych jelit (IBD, z ang. inflammatory bowel
disease) a w szczegdlnosci choroby Lesniowskiego - Crohna (CD, z ang. Crohn's disease) oraz
wrzodziejacego zapalenia jelit (UC, z ang. ulcerative colitis), ktore charakteryzujg sie
przewleklym i nawracajacym stanem zapalnym przewodu pokarmowego [33, 34]. U pacjentow
z IBD obserwowane sg zmiany iloSciowe 1 jakosciowe konsorcjum bakteryjnego jelit,
a w konsekwencji zmiany st¢zen produktow ich aktywnosci, m.in. SCFAs. Dodatkowo,
w przebiegu IBD pacjenci czesto stosujg rézne diety, w tym niskobtonnikowg oraz
eliminacyjng, np. bezmleczng, bezglutenowa, lekkostrawna, w celu ztagodzenia objawow lub
w obawie przed ich nawrotem [35]. Moze to prowadzi¢ do zaburzeh w produkcji
krotkotancuchowych kwasow organicznych, pochodzacych z fermentacji bakteryjnej btonnika
1 paradoksalnie nasila¢ stan zapalny w jelitach oraz zaostrza¢ objawy chorobowe.

Z kolei wyniki metaanalizy wykonanej przez zespot Alvandi i wsp. [36], wskazuja,
Ze obnizone stgzenie kwasow octowego, propionowego i mastowego w kale pacjentow wigze
si¢ z wyzszym ryzykiem rozwoju raka jelita grubego. Granado-Serrano i wsp. [37] objeli
badaniem pacjentow z hipercholesterolemia. W toku analiz stwierdzono, ze kat tych os6b
charakteryzowat si¢ wyzszym stezeniem kwasu izomastowego i izowalerianowego, w stosunku
do pobranego od pacjentow z prawidtowg gospodarkg lipidowa. Badania przeprowadzone przez
Nakahori i wsp. [38], wsrod pacjentow w stanie krytycznym, dostarczyly dowodow na istnienie
powigzania pomigdzy stwierdzonymi anomaliami stezen SCFAs (kwasu propionowego
1 octowego) w kale a wzrostem $miertelnosci.

O ile kat ludzki jest materialem biologicznym szeroko badanym, rowniez w kontekscie
wyznaczania profilu i stezen kwasow organicznych, to w przypadku smotki niewiele badan
poswiecono dotychczas oznaczaniu tych analitow [39 - 41]. Smoétka jest pierwszym stolcem
noworodka, zwykle oddawanym w pierwszej dobie po urodzeniu [42]. Zaczyna si¢ tworzy¢
w przewodzie pokarmowym ptodu miedzy 12 a 16 tygodniem cigzy i gromadzi si¢ az
do urodzenia. Do tej pory byta glownie wykorzystywana w badaniach toksykologicznych
i z powodzeniem wykorzystywana do monitorowania ekspozycji ptodu na alkohol, narkotyki
i ich metabolity (np. kokaina, opiaty, kannabinoidy) [43-45], zanieczyszczenia organiczne [46],
pestycydy [47], zanieczyszczenia nieorganiczne (np. metale ci¢zkie) [48] oraz antybiotyki [49].
Kolonizacja uktadu pokarmowego dziecka rozpoczyna si¢ juz w jego zyciu ptlodowym, gdzie
obserwowany jest transfer matczynej mikrobioty do ptodu. Gléwnymi czynnikami, ktore

ksztaltuja w tym okresie profil bakteryjny przewodu pokarmowego dziecka, sa mikrobiota
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przewodu pokarmowego matki (zalezna m.in. od jej diety, przyjmowanych lekow, schorzen
czy srodowiska, w ktorym przebywa), infekcje drog rodnych, a takze obecnos¢ stanu zapalnego
przyzgbia. Kolejnym istotnym czynnikiem jest sposob porodu [50]. Zatem, obserwowany profil
bakteryjny smotki noworodkow jest m.in. $cisle zwigzany ze zdrowotng kondycja organizmu
matki, jej nawykami zywieniowymi/stosowanymi lekami i srodowiskiem w ktorym zyje.

Jak juz wspomniano, w literaturze mozna odnalez¢ niewiele badan dotyczacych
oznaczania SCFAs w smoélce noworodkow, a uzyskane przez badaczy wyniki analiz nie sg
spojne [51-53]. Bioragc pod uwage, ze zmiany w konsorcjum bakteryjnym, ktoére mogg byc¢
przyczyng lub konsekwencja zaburzen zdrowotnych, wptywaja na produkcje istotnych
metabolitow, takich jak krétkotancuchowe kwasy tluszczowe, probuje si¢ powigzaé stgzenie
tych zwigzkow w smolce noworodkow i kale niemowlat z ryzykiem wystapienia roznych
choréb. W dostgpnym pismiennictwie kilka badan wskazywalo na zwigzek miedzy rozwojem
mikrobioty jelitowej we wczesnym okresie zycia a ryzykiem rozwoju astmy i chordb
alergicznych w pozniejszych jego etapach [54]. Wczesne stwierdzenie anomalii w zakresie
konsorcjum bakteryjnego jelit mogloby prowadzi¢ do zastosowania interwencji zywieniowej
albo farmakologicznej, ktére moglyby pomoc w normalizacji/przywroceniu prawidtowe;j flory
bakteryjnej, a co za tym idzie istotnych produktow jej aktywno$ci w organizmach dzieci,
unikajac dalszych jej zaburzen jako przyczyny lub skutku choroby. Interwencja taka mogtaby
mie¢ réwniez charakter profilaktyczny, zwlaszcza u dzieci z grupy wysokiego ryzyka
wystgpienia choréb immunologicznych.

Badania koncentrujace si¢ na oznaczaniu SCFAs w smotce oraz kale sa niezwykle
wazne, z uwagi na ich znaczenie w prawidtlowym funkcjonowaniu jelit, jak rOwniez istotne
dziatanie ogo6lnoustrojowe. Kolejne badania odstaniajg wcigz nowe kierunki potencjalnej roli
tych zwiazkéw w organizmach ludzkich i zwierzgcych. Ma to duze znaczenie zardwno dla
badan podstawowych, z zakresu fizjologii cztowieka, jak i z dziedziny nauk farmaceutycznych,
w tym w obszarze bromatologii. Ponadto, profil i stezenie SCFAS w kale, materiale pobieranym
nieinwazyjnie, moga w przysztosci stanowi¢ marker chorob o roznej etiologii, oraz wskazywac
na stopien zaawansowania niektorych schorzen. Z kolei, monitorowanie SCFAs moze

wspomagac $ledzenie skutkow interwencji zywieniowej.

Slina
Oprocz jelit, w organizmie ludzkim miejscem powstawania krotkotancuchowych
kwasow organicznych jest rowniez jama ustna. Bakterie namnazajace si¢ na ptytce nazgbnej

(Mutans streptococci i Lactobacilli species) maja zdolno$¢ do przeprowadzania fermentacji
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weglowodanow z diety, zwlaszcza sacharozy [55]. Powstajgce w ten sposob krotkotancuchowe
kwasy organiczne, takie jak: kwas mlekowy, octowy, mrowkowy i propionowy, przyczyniaja
si¢ do spadku pH, co z kolei sprzyja demineralizacji szkliwa [56]. Fidalgo i wsp. [57] w toku
badan zaobserwowali, ze $lina dzieci ze zmianami prochniczymi charakteryzowala sig
wyzszymi stezeniami kwasu mlekowego, mastowego oraz octowego, w poroOwnaniu z
wyznaczonymi w materiale pozyskanym od grupy kontrolnej. Wyniki podobnych analiz innych
autoréw nie potwierdzaja jednak tej prawidtowosci, co wskazuje na potrzebe dalszych badan w
tym zakresie [58]. Nalezy nadmieni¢, ze obecno$¢ krotkotancuchowych kwasoéw organicznych
w $linie (szczegdlnie SCFAs) moze by¢ wynikiem przenikania ich do jamy ustnej wraz ze $ling,
do ktorej z kolei sktadniki te transportowane sg wraz z krwig z jelit. Ich Zrodtem moze by¢ tez
pozywienie.

Slina jest coraz czeéciej wykorzystywana i walidowana jako ,.biofluid”
do diagnozowania, monitorowania stanu choréb ogdlnoustrojowych oraz przewidywania
progresji choroby [59]. Pobieranie §liny jest procesem nicinwazyjnym, niedrogim
I bezpiecznym. Nie powoduje takiego stresu u pacjentéw, a szczegodlnie u dzieci, jak np.
pobieranie. krwi. Ponadto, sama procedura jest na tyle prosta, ze pacjent moze ja samodzielnie
wykona¢ w warunkach domowych, a nast¢pnie przetransportowa¢ materiat do laboratorium.

Prowadzone analizy wskazuja rowniez na mozliwo$¢ wykorzystania SCFAs jako
swoistych biomarkerow niektorych schorzen. I tak, Szczeklik i wsp. [60], prowadzac
doswiadczenia z udziatem ochotnikéw, u ktorych zdiagnozowano chorobe refluksowa przetyku
(GERD), zaobserwowali, ze $rednie stezenie kwasu octowego, propionowego, mastowego
I izomastowego w $linie tych 0sob byto istotnie wyzsze, niz wyznaczone w grupie kontrolne;.
Z kolei zespot Bel'skaya i wsp. [61], analizujagc §ling pobrang od pacjentek z nowotworem
piersi, zauwazyl m.in., ze charakteryzuje si¢ ona wyzszym stgzeniem kwasu mlekowego,
octowego oraz propionowego, w porownaniu z materiatem pobranym od zdrowych
ochotniczek.

Badania wykazaly, ze S§lina zawiera rdzne bialka, kwasy tluszczowe 1 rozne
mikroorganizmy oraz inne biomarkery, ktére, podobnie jak krew, moga odzwierciedla¢ zmiany
w organizmie cztowieka [62]. Nalezy podkresli¢, ze stosunkowo mato prac po§wieconych jest
oznaczaniu SCFAs w §linie. Coraz czg¢sciej jednak wskazuje si¢ te zwiazki jako potencjalne
biomarkery, $wiadczace o procesach fizjologicznych/patologicznych, zachodzacych w

organizmie. Stad konieczno$¢ dalszych badan w tym zakresie.
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Uzasadnienie kKierunku rozwijania metod analitycznych

Analiza chemiczna probki stanowi zlozony, wieloetapowy proces, na ktory sklada sie:
pobranie materialu i transport do jednostki badawczej, przygotowanie probki do analizy,
pomiar sygnatu analitycznego oraz opracowanic wynikow badan. Szacuje si¢, ze najbardziej
czasochtonnym etapem w calej procedurze analitycznej jest pobieranie i przygotowanie probki
do analizy ($rednio ok. 67% catkowitego czasu). Jednocze$nie etap ten jest zrodtem ok. 60%
btedow sumarycznie popetlnianych w toku analizy. Zatem etap pobierania probki i dalszego jej
przetwarzania jest krytyczny, i w najwiekszej mierze wptywa na niepewno$¢ otrzymanych
wynikow analiz [63]. W przypadku pobierania probki kluczowym jest, aby spelnione byto
kryterium reprezentatywnos$ci, co oznacza, ze wyselekcjonowana porcja materialu powinna
posiada¢ wlasciwosci charakterystyczne dla catosci. W toku postepowania analitycznego
nalezy ograniczy¢ do minimum ryzyko kontaminacji probki, jej degradacji oraz utraty analitow
[64]. W przypadku probek biologicznych, ktore zazwyczaj cechuja si¢ skomplikowang
matrycg, przygotowanie materiatlu do pomiaru jest wicloetapowe. Jednym z etapow, zazwyczaj
koniecznym do przeprowadzenia w toku przygotowania statych probek biologicznych
do analiz, jest ekstrakcja analitow - wyodrgbnienie oznaczanych substancji z matrycy ztozonej
do medium o prostszym sktadzie (eliminacja potencjalnych interferentow). Optymalizacja tego
procesu wymaga doboru odpowiedniego rozpuszczalnika, techniki ekstrakcji oraz warunkow
jej prowadzenia [65]. Przy czym istotne jest, aby proces ten przebiegal stosunkowo szybko,
izolacja pozadanych substancji byta efektywna a ilo§¢ zuzytego rozpuszczalnika byta mozliwie
mata.

W ostatnich latach obserwujemy postep w rozwoju i zastosowaniu nowych technik
szybkiej i wydajnej ekstrakcji zwigzkéw organicznych z r6znych materiatdéw biologicznych.
Do nowoczesnych metod, wykorzystywanych do ekstrakcji zwigzkéw organicznych
z biologicznych, ztozonych matryc, mozna mi¢dzy innymi zaliczy¢ ekstrakcje wspomagana
ultradzwickami (UAE, ang. ultrasound-assisted extraction) oraz ekstrakcje wspomagang
mikrofalami (MAE, ang. ultrasound-assisted extraction).

Ekstrakcja wspomagana mikrofalami (MAE) jest jedna z najwazniejszych technik
stosowanych do izolacji r6znych zwigzkéw z roslin lub materialéow roslinnych zaréwno do
celow analitycznych, jak i przemystowych [66-68]. MAE opiera si¢ na interakcji pomiedzy
mikrofalami generowanymi przez magnetron lub inne Zrodto promieniowania a ukladem
probka - rozpuszczalnik ekstrakcyjny. Technika ta zapewnia wysoka wydajnos¢ ekstrakcii,
zuzycie niewielkich ilo$ci odczynnikow oraz krotki czas jej trwania. Ponadto, moze by¢

stosowana do ekstrakcji sktadnikéw roslinnych rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych
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w wodzie. Jednakze proces ekstrakcji mikrofalowej wymaga optymalizacji kilku czynnikow,
takich jak moc promieniowania mikrofalowego, czas ekspozycji, zawarto$¢ wilgoci i stopien
rozdrobnienia probki, rodzaj i sktad rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, stosunek ilosci probki do
rozpuszczalnika, temperatura i ciSnienie ekstrakcji [69].

Do ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami z kolei wykorzystywane sg fale
ultradzwickowe o czestotliwosciach powyzej 16 kHz. Dziatanie fal powoduje powstawanie
w uktadzie periodycznego cisnienia akustycznego, ktore uruchamia rézne mechanizmy,
ostatecznie przyspieszajac proces ekstrakcji. Miedzy innymi obserwowane jest zjawisko
kawitacji, ktore polega na powstawaniu 1 naglym pekaniu w cieczy pecherzykéw gazu, co
generuje wysokie cisnienie oraz temperatur¢, tym samym wspomagajac penetracje
rozpuszczalnika. Ponadto, obserwowane jest tarcie na powierzchniach migdzyfazowych
1 granicznych. Tym zjawiskom towarzyszy réwniez wydzielanie ciepta, ktére dodatkowo
sprzyja migracji zwigzkow z probki do rozpuszczalnika [70]. Opisana technika posiada liczne
zalety, czas trwania procesu jest stosunkowo krotki, wymagana jest niewielka ilos¢
odczynnikow, a koszt samej aparatury jest niewielki w poréwnaniu na przyktad z piecem
mikrofalowym. Dlatego stata si¢ rowniez szeroko stosowana w procesie ekstrakcji analitow
z probek biologicznych [71].

W dostepnym pismiennictwie, jak juz wspomniano, wykorzystywane sg na szeroka
skale opisane techniki ekstrakcji zwigzkow organicznych z matryc biologicznych. Jednak
niewiele jest prac poswigconych optymalizacji warunkoéw ekstrakcji, w celu zapewnienia
mozliwie wysokiej wydajnosci procesu. A jest to szczegodlnie istotne, na przyklad przy
charakterystyce produktow spozywczych (pochodzenia roslinnego czy zwierzecego), jezeli
konieczne jest wyznaczenie dokladnej, wiarygodnej zawartosci sktadnika odzywczego,
antyodzywczego, czy tez innych sktadnikow bioaktywnych istotnych dla zdrowia cztowieka.
Podobnie w sytuacji, gdy dany sktadnik wykorzystywany jest jako marker, biologiczny
wskaznik, ktérego czesto nie tylko obecnosé, ale 1 st¢zenie stanowi informacj¢ dotyczaca
przebiegajacych procesow (fizjologicznych lub patologicznych) i ich zaawansowania, co moze
przetozy¢ si¢ na formutowanie istotnych dla pacjenta rokowan oraz kierowa¢ na wtasciwe tory
postgpowanie terapeutyczne.

Problem optymalizacji procesu ekstrakcji SCOAS zostat poruszony w dwoéch pracach z
cyklu habilitacyjnego, na przykladzie dwoch réznych matryc biologicznych. W pracy H1
przedstawiono po raz pierwszy proces optymalizacji parametrow  ekstrakcji
krotkotancuchowych kwasow organicznych z materiatu roslinnego — na przyktadzie kietkow

rzodkiewki, z wykorzystaniem dwoch niezaleznych technik: MAE oraz UAE. Zgodnie z
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wiedzg autorki, byly to pierwsze badania w literaturze Swiatowej, w ktorych wykorzystano
ekstrakcje wspomagang mikrofalami do izolacji SCOAs z probek roslinnych. Wybdr tego
rodzaju probek byl podyktowany niewielkg ilo$cig doniesiefi, opublikowanych jak dotad w
literaturze S$wiatowej, dotyczacych badan profilu i stezen krotkotancuchowych kwasow
organicznych w kietkach réznych gatunkow roslin. Ponadto, wstepne badania ujawnity, ze
kietki sg bogatym zrodtem tych analitow, odznacza je duze zroznicowanie tych zwigzkow, co
sprawia, ze opracowang metod¢ cechuje wigksza uniwersalno$¢, a wraz z tym mozliwos¢ jej
adaptacji do przygotowania takze innego materiatu pochodzenia roslinnych.

Z kolei w pracy H2 przedstawiono badania, ktorych celem byt dobor optymalnych
warunkow ekstrakcji SCFAs z katu ludzkiego. Jak nadmieniono, w dostepnym pismiennictwie
mozna znalez¢ wiele prac dotyczacych oznaczania tej grupy analitow w ekstraktach katu
zwierzecego 1 ludzkiego, jednak, oprocz przedstawionej w publikacjach metodyki
przygotowania probki do analizy, brak jest w nich informacji o optymalizacji tego procesu.
Opracowana procedura zostala wykorzystana m.in. w badaniach H3 i H4.

Wiele metod instrumentalnych zostalo opracowanych do oznaczania SCOAs
w materiale biologicznym. W gtéwnej mierze wykorzystywana jest do tego celu chromatografia
gazowa (GC, ang. gas chromatography), wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC,
ang. high-performance liquid chromatography), magnetyczny rezonans jadrowy (NMR, ang.
nuclear magnetic resonance) i elektroforeza kapilarna (CE, ang. capillary electrophoresis). W
ostatnich latach, w tej grupie metod znalazta si¢ rowniez chromatografia cieczowa (LC, ang.
liqguid chromatography) sprzezona z tandemowsg spektrometria mas (LC-MS/MS), coraz
czesciej stosowana do ilosciowego oznaczania SCFAs [72]. Kazda z wymienionych technik
badawczych moze by¢ z powodzeniem wykorzystana do oznaczania SCOAs w probkach
biologicznych, i uzyskania wynikow pomiarowych o wysokiej rzetelnosci. Zatem, wybor
metody w gltéwnej mierze zostaje podyktowany dostgpno$cia aparatury pomiarowej, czasem
1 ztozonoscig catej procedury analitycznej (w tym przygotowania probki do analizy) oraz jej
kosztami. W ramach cyklu prac zgtoszonych do postgpowania habilitacyjnego, do oznaczen
ilo§ciowych wykorzystano zoptymalizowang i zwalidowang metode HPLC-DAD (z ang. high-
performance liquid chromatography with photodiode-array detection), czesto stosowang w
oznaczaniu SCOAs w probkach biologicznych (H3, H4), oraz przedstawiono po raz pierwszy
mozliwo$¢ zastosowania izotachoforezy kapilarnej jako wiarygodnej, alternatywnej metody
oznaczania SCOAs w takich matrycach jak miody pitne (H5) czy $lina (H6).

W pierwszej pracy cyklu postgpowania habilitacyjnego (H1) zostal opisany proces

opracowania metody izolacji krotkotancuchowych kwasow organicznych z materialu
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roslinnego na przyktadzie kietkow rzodkiewki. Nalezy wspomnie¢, ze z chwila podjecia analiz,
w dostepnym pismiennictwie niewiele bylo prac poswigconych badaniu profilu i st¢zenia
SCOAs w kietkach roznych gatunkéw roslin. Ponadto, zgodnie z wiedza autorki, dostepne
piSmiennictwo praktycznie nie daje jasnej odpowiedzi na problem optymalizacji parametrow

ekstrakcji kwasow organicznych z kietkow.

H1. Chiopicka, J., Dobrowolska-lwanek, J., Wozniakiewicz, M., Zagrodzki, P. Optimization
of conditions for organic acid extraction from edible plant material as applied to radish sprouts.
Food Analytical Methods, 2014, 7, 1323-1327. IF = 1.956, MEIN = 25

W niniejszej pracy skupiono si¢ na wykorzystaniu dwoch nowoczesnych, szeroko
stosowanych technik wymywania - ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami oraz ekstrakcji
wspomaganej mikrofalami. Ponadto, wsrdd optymalizowanych parametréw znalazty sig: czas
trwania procesu, temperatura, jak rowniez rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika (wybrano
czynniki, ktore w gldwnej mierze determinujg wydajno$¢ procesu ekstrakcji). W przypadku
zastosowania techniki MAE, proces prowadzony byt w piecu mikrofalowym MARS X (CEM,
Matthews, USA) w zamknigtych naczyniach z kopolimeru PFA. Testowanymi temperaturami
procesu byty: 50°C, 70°C oraz 90°C. Wybor takiego zakresu temperatur wynikat z faktu, ze w
uktadzie badawczym nie bylo mozliwe uzyskanie stabilnej temperatury ponizej 50°C,
natomiast temperatura wyzsza niz 90°C mogta powodowaé straty analitbw wynikajace z
rozpadu zwigzkoéw. Z racji tego, ze technika MAE moze by¢ wysoce wydajna, nawet przy
krotkim czasie trwania procesu [73, 74], minimalnym testowanym czasem trwania ekstrakcji
byty 2 minuty, a kolejne zastosowane interwaty to 10 oraz 18 minut. W przypadku ekstrakcji
wspomaganej ultradzwigkami wykorzystano homogenizator ultradzwigkowy VC 505 (Sonics
& Materials, USA). Z uwagi na zastosowane urzadzenie, ktore generuje znaczng ilo$¢ ciepta w
uktadzie, zdecydowano si¢ m.in. na chtodzenie probki podczas trwania procesu. W tym celu
uzyto: (i) tazni lodowej, aby utrzymac temperature probki w toku trwania procesu ekstrakcji na
poziomie 15°C; (ii) kapieli wodnej by uzyska¢ srednig temperature uktadu wynoszaca 25°C;
(iii) niezmienionych warunkéw otoczenia, €O z kolei wigzato si¢ ze znacznym podniesieniem
temperatury roztworu, do 40°C. Wplyw czasu oddzialywania ultradzwigkéw na wydajnosé¢
ekstrakcji badano na trzech poziomach, poczawszy od 1 min. Przy dluzszym czasie ekspozycji,
podczas wstepnych eksperymentdéw, zaobserwowano zmiany w stezeniu analitow, ktore mogly

by¢ spowodowane zarowno ich przemianami/rozktadem jak i odparowaniem wody. Czas
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ekstrakcji dtuzszy niz 15 min mogt spowodowaé obnizenie ilosci lotnych analitoéw, poniewaz
ekstrakcje UAE prowadzono w uktadzie otwartym.

Niezaleznie od wykorzystywanej techniki ekstrakcji, przetestowano trzy
rozpuszczalniki: (i) 0,01 M roztwor wodorotlenku sodu - sole sodu sg rozpuszczalne w wodzie,
dysocjuja, co jest istotne w nastepnym etapie procedury analitycznej - rozdzielaniu
izotachoforetycznym; (ii) wode - najczesciej stosowany rozpuszczalnik; (iii) 50 mM bufor
fosforanowy o pH rownym 7,4, po to aby przeprowadzi¢ ekstrakcje w Srodowisku bliskim
neutralnemu pH, ale przy podwyzszonej sile jonowe;j.

Do$wiadczenia zostaty zaplanowane z wykorzystaniem frakcyjnego planu doswiadczen
typu 3>, na podstawie ktérego dokonano wyboru optymalnych kombinacji testowanych
parametrOw, rownoczesnie ograniczajac liczbe przeprowadzonych eksperymentow.

Ekstrakty probek kietkow przeanalizowano z wykorzystaniem metody izatochoforezy
kapilarnej z detekcja konduktometryczng (EA 202 M, Villa Labeco, Spisska Nova Ves,
Stowacja). Zastosowano nastepujacy uktad elektrolitow: (i) bufor wiodacy o sktadzie: 10 mM
kwas solny, 0,2% hydroksyetylometyloceluloza (M-HEC), uzupetniony B-alaning tak, aby
koncowe pH roztworu wynosito 3,5; (ii) bufor konczacy, ktory zawierat kwas kapronowy
w stezeniu 5 mM i L-histydyne, réwniez W st¢zeniu 5 mM.

W prébkach 0znaczono nastepujace kwasy organiczne: kwas winowy, kwas cytrynowy,
kwas jabtkowy, kwas mlekowy, kwas bursztynowy, kwas octowy i kwas szczawiowy. Strefy
uzyskane w analizie ITP zidentyfikowano poprzez porOéwnanie z wysokosciami stopni
wzorcow odpowiednich kwasow, a dodatkowo probki byly wzbogacone analitami (wzorcami

wewngetrznymi), w celu zapewnienia poprawnosci identyfikacji.

Na podstawie otrzymanych wynikéw analiz zaobserwowano, ze technika MAE byta
bardziej efektywna niz UAE, a za optymalne parametry zostaly uznane: 0,01 M NaOH uzyty
jako rozpuszczalnik, 18 minutowy czas trwania procesu 1 temperatur¢ 90°C w jakiej powinna
przebiega¢ ekstrakcja. W takich warunkach, oznaczane kwasy organiczne wymywaty si¢ z

materiatlu roslinnego z najwigksza wydajnoscia.

Aspekt nowosci:
e optymalizacja warunkow ekstrakcji krétkotancuchowych kwasow organicznych z
probek roslinnych. Wykorzystanie po raz pierwszy do tego celu ekstrakcji wspomaganej

mikrofalami.
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Praktyczne mozliwosci wykorzystania opracowanej metody:

e zuwagi na uniwersalno$¢ metody, moze ona zosta¢ tatwo zaadoptowana do ekstrakcji
krotkotancuchowych kwasoéw organicznych z innych materiatow roslinnych, ktérych
tkanki cechujg si¢ zblizong morfologia,

e moze stac si¢ czescig sktadowa procedury analitycznej, ktorej celem jest wyznaczenie

stezenia krotkotancuchowych kwasow organicznych w probkach roslinnych.

Oprécz badan dotyczacych przygotowania materiatlow roslinnych do analiz skupiono
si¢ rOwniez na optymalizacji metody ekstrakcji krotkotancuchowych kwasow thuszczowych z
katlu ludzkiego. W dostepnym piSmiennictwie wiele prac jest poswigconych oznaczaniu
krotkotancuchowych kwasoéw tluszczowych w ekstraktach katu. Wskazane przez innych
autoréw procedury ekstrakcji tych zwigzkéw z matrycy biologicznej budza jednak pewne
watpliwosci co do efektywnosci procesu. W literaturze opisane zostaly wprawdzie parametry
wymywania, ale brak jest doktadnych informacji dotyczacych ich optymalizacji. Dlatego w
kolejnych badaniach, opisanych w pracy H2 cyklu stanowigcego osiagnigcie habilitacyjne,
skoncentrowano si¢ na opracowaniu metody ekstrakcji kwasu octowego, mastowego oraz

propionowego z probek katu ludzkiego.

H2. Dobrowolska-lwanek, J., Zagrodzki, P., Wozniakiewicz, M., Wozniakiewicz, A.,
Zwolinska-Wcisto, M., Winnicka, D., Pasko, P. Procedure optimization for extracting short-
chain fatty acids from human faeces. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
2016, 124, 337-340. IF = 3.255, MEIN =35

Kat ludzki pozyskano od pacjenta Oddziatu Klinicznego Gastroenterologii i Hepatologii
Szpitala Uniwersyteckiego UJ CM, dzigki wspolpracy naukowej z prof. dr hab. med.
Matgorzatg Zwolinska-Wcisto, kierownikiem tego Oddziatu. Na badania otrzymano zgode
Komisji Bioetycznej o numerze: KBET/206/B/2012. W toku badan zwrdcono uwage
na niechomogeniczno$¢ probki kalu ludzkiego, dlatego ten rodzaj materialu powinien by¢
pobierany do analiz ilosciowych najlepiej w cato$ci, z jednego wyprdznienia. Kat byl suszony
do stalej masy, homogenizowany a nastgpnie porcjowany z przeznaczeniem do badan.
W procesie wymywania analitow wykorzystano kombinacj¢ dwoch technik: ekstrakcje
wspomagang ultradzwickami oraz wytrzasanie. Ta ostatnia, tradycyjna metoda ekstrakcji,
polegala na wytrzasaniu probki statej z rozpuszczalnikiem w zamknigtym naczyniu. Stosujac

te technike nalezy zapewni¢ duze rozdrobnienie probki tak, aby zwigkszy¢ powierzchnie
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kontaktu faz cialo stale — ciecz. Zaletg tej techniki jest tatwo$¢ wykonywanych operacji, jak
réwniez stosunkowo niewielki koszt aparatury. Izolacja kwasow z kalu odbywata sie¢
z zastosowaniem: (i) réznych czaséw ekspozycji probki na ultradzwigki (20, 40 1 60 minut)
w temperaturze 35°C, przy czym zastosowano kapiel w lazni ultradzwickowej Sonic-6
(POLSONIC, Polska), a nie jak uprzednio (H1) homogenizator ultradzwickowy; (ii) r6znych
czasOW wytrzasania probki (4, 8 1 24 minut) z uzyciem wytrzasarki 358S (ELPAN, Polska);
(ii1) r6znej krotnos$ci powtdrzen procesu wymywania analitow z tej samej probki (1, 21 3
powtorzenia procesu ekstrakcji). Jako rozpuszczalnik wybrano 0,15 M kwas nadchlorowy,
ktory najczesciej wykorzystywany jest jako efektywny srodek do wymywania SCFAs z probek
katu. Rozpuszczalnik ten jest rowniez czynnikiem odbiatczajacym, co pozwala na skuteczne
usuniecie potencjalnie zaktocajacych wielkoczasteczkowych substancji balastowych z probki.
Zwigkszona temperatura na etapie ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami zostata
zastosowana celowo, aby poprawi¢ jej wydajnos¢, poprzez zmniejszenie napigcia
powierzchniowego i lepkosci rozpuszczalnika (poprawie ulega penetracja matrycy przez
rozpuszczalnik). Jednak nalezy mie¢ na uwadze, iz przegrzanie probki czy nadmierna jej
ekspozycja na dziatanie ultradzwigkéw moze skutkowal degradacjg struktury kwasow
organicznych.

Doswiadczenia zostaty zaplanowane z wykorzystaniem frakcyjnego planu doswiadczen
3*1, na podstawie ktorego dokonano wyboru optymalnych kombinacji testowanych
parametrow, 1 tym samym ograniczono liczbe przeprowadzonych eksperymentow.

Pomiar sygnatu analitycznego dla poszczegdlnych analitow w ekstraktach katu
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki izotachoforezy kapilarnej z detekcja
konduktometryczng (EA 202 M, Villa Labeco, Spisska Nova Ves, Stowacja). Jako metodg
porownawcza wykorzystano elektroforeze kapilarng z detektorem diodowym (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA), dzigki wspotpracy z zespotem dr hab. Michata Wozniakiewicza,
z Pracowni Chemii Sagdowej Wydziatu Chemii UJ.

Wyniki analiz wskazuja, ze optymalnymi parametrami sposrod testowanych byty: 40
minutowy czas oddziatywania ultradzwickow na uktad probka katu-rozpuszczalnik
w temperaturze 35°C, wytrzasanie probki z rozpuszczalnikiem przez 4 minuty, i trzykrotne

powtdrzenie procedury wymywania analitow z jednej probki.
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Aspekt nowoSci:

e optymalizacja warunkéw ekstrakcji krotkotancuchowych kwasow organicznych z

probek katu ludzkiego.

Praktyczne mozliwosci wykorzystania opracowanej metody:

e opracowana metoda ekstrakcji SCFAs moze stuzy¢ do badan, w ktorych anality te sg
wykorzystywane jako biomarkery, wskazujace na procesy fizjologiczne zachodzace
w organizmie, a takze do monitorowania zmian przy zastosowaniu terapii
farmakologicznej czy okreslonych interwencji zywieniowych,

e opisana procedura izolacji kwaséw organicznych z probek kalu zostata wykorzystana
do analizy materialu biologicznego pochodzacego od pacjentow Szpitala
Uniwersyteckiego Oddziatu Klinicznego Gastroenterologii i Hepatologii, u ktorych
stwierdzono nieswoiste zapalenie jelit (wrzodziejace zapalenie jelita grubego i choroba
Lesniowskiego-Crohna, w fazie aktywnej i nieaktywnej), czego efektem byla seria

publikacji P28-P32 (zatacznik 4, pkt 11.4).

Opracowane powyzej procedury przygotowania probek katu do analizy zostaly
wykorzystane przeze mnie do rozwoju metod separacyjnych stosowanych do oznaczania
SCFAs w probkach katu szczurzego (H3), a takze smotki (H4).

H3. Dobrowolska-lwanek, J., Zagrodzki, P., Prochownik, E., Jarkiewicz, A., Pasko, P.
Influence of brassica sprouts on short chain fatty acids concentration in stools of rats with
thyroid dysfunction. Acta Poloniae Pharmaceutica.-Drug Research, 2019, 76(6). IF = 0,456
MEIN =100

Kolejne badanie, zaprezentowane w publikacji zgloszonej w ramach postgpowania
habilitacyjnego, obejmowato miedzy innymi opracowanie i walidacj¢ metody oznaczania
kwasu octowego, propionowego i mastowego W ekstraktach kalu szczurzego, z
wykorzystaniem techniki HPLC-DAD. Etap ten byl niezbedny do zbadania wptywu
modyfikacji diety na stezenia krétkotanicuchowych kwaséw organicznych w kale szczuréw z
indukowang niedoczynnoscig tarczycy. Niedobor hormonow tarczycy jest jednym z czynnikéw
zaburzajacych czestotliwos$¢ 1 rytmiczno$¢ ruchéw perystaltycznych, co przeklada si¢ na
zwolnienie pasazu jelitowego 1 zaleganie mas pokarmowych w jelicie. W konsekwencji moze

to doprowadzi¢ do tzw. zespotu przerostu bakteryjnego w jelicie cienkim (SIBO, z ang. small
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intestinal bacterial overgrowth). SIBO to zespo6t chorobowy, ktory przebiega z nadmiernym
rozrostem bakterii w jelicie cienkim, ktére normalnie bytuja w jelicie grubym. Wynikiem tej
dolegliwo$ci moga by¢ zaburzenia trawienia i wchtaniania sktadnikéw pokarmowych, ale
SIBO moze takze wtornie prowadzi¢ do powstania biegunki [75]. Obserwowane zjawiska moga
zatem wptynac¢ istotnie na proces produkcji SCFAs w jelitach.

Aby rozdzieli¢ anality oraz odseparowac je od sktadnikéw prébki zaktocajacych
rejestrowane sygnaty pomiarowe, zdecydowano si¢ na zastosowanie elucji gradientowej. Faza
ruchoma sktadata si¢ z acetonitrylu (ACN) oraz buforu fosforanowego o pH=2,6, zgodnie z
nast¢pujacym programem (% udzial ACN w eluencie): 0 min 20% ACN, 6 min 30% ACN, 12
min 30% ACN, 16 min 40% ACN, 25 min 10% ACN i 35 min 10% ACN. Predkos¢ przeptywu
fazy ruchomej wynosita 1 mL/min a temperatura kolumny 35°C.

Zastosowane warunki rozdzielania pozwolilty na skuteczng separacj¢ oznaczanych
kwasow organicznych. W toku walidacji metody ustalono, ze opracowana metoda analityczna
cechuje sie liniowoscia wskazan w zadanym zakresie stezen oznaczanych analitow (R? >
0,999), wysoka precyzja (CV < 2,1 %), a wyznaczony odzysk miescit si¢ w przedziale: 99,9%-
106,1%. Na podstawie uzyskanych warto$ci parametrow analitycznych uznano, Zze metoda
oznaczania kwasow organicznych w ekstraktach katu szczurzego spetnia stawiane jej
wymagania i moze zosta¢ zastosowana do analizy probek rzeczywistych.

W nastepnym kroku przeprowadzono eksperyment z udziatem 108 pigciotygodniowych
samcOw szczuréw rasy Wistar, ktore podzielono na 9 grup (n=12). U czgsci osobnikéw
wywotano niedoczynno$¢ tarczycy, stosujac diete z deficytem jodu lub przez podanie
sulfadimetoksyny wraz z wodg do picia. Zwierzeta byly karmione paszg standardowsa lub
fortyfikowang liofilizatami kietkow kalarepy lub brokutow. Eksperyment trwal 8 tygodni. Po
tym czasie probki katu zwierzat zebrano do dalszych analiz. W toku analiz zaobserwowano
migdzy innymi ze: (i) w probkach katlu szczuréw, u ktéorych wywotano niedoczynnos¢ tarczycy
poprzez wprowadzenie diety z sulfadimetoksyng (S1), odnotowano istotnie nizsze stezenia
kwasu octowego w odniesieniu do wyniku uzyskanego dla grupy kontrolnej — dieta
standardowa (C) (p<0,05). Jednak gdy dieta szczuréw z takim samych schorzeniem byta
wzbogacona liofilizatami kietkéw brokutéw (SB), Srednie stgzenie kwasu octowego byto
istotnie wyzsze niz wyznaczone w grupie otrzymujacej dietg z sulfadimetoksyna (S1) (p<0,05);
(1) w materiale biologicznym szczuréw, u ktorych wywotano niedoczynnos$¢ tarczycy w
wyniku niedoboru jodu (J1) zaobserwowano istotnie nizsze S$rednie stezenia kwasu
propionowego

w odniesieniu do wyznaczonych w analizowanych probkach grupy kontrolnej (C) (p<0,05);
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(iii) cho¢ $rednie st¢zenie kwasu mastowego w kale zwierzat S1 nie rdznito si¢ istotnie od
wyznaczonego w grupie kontrolnej, to gdy zwierzgta otrzymywaty diete z sulfadimetoksyna,
dodatkowo wzbogacong kietkami brokuldow, $rednie stg¢zenie tego analitu okazato si¢ istotnie
wyzsze niz wyznaczone w grupie S1; (iv) W badanym materiale odnotowano silng korelacje
pomiedzy $rednimi wartosciami st¢zen kwasu octowego 1 kwasu butanowego, wspotczynnik
korelacji dla tych zmiennych wyniost r=0,809 (p<0,05). Konieczne sg jednak dalsze badania w
celu oceny znaczenia zwigzku migdzy zaburzeniami czynnosci tarczycy a funkcjonowaniem

przewodu pokarmowego i dietg.

Parametry uzyskane w trakcie procesu walidacji $wiadczg o tym, ze opracowana metoda
z wykorzystaniem techniki HPLC z detektorem DAD jest rzetelna, a uzyskane wyniki sg
wiarygodne. Zatem moze by¢ wykorzystana do rutynowego oznaczania kwasu octowego,

propionowego i mastowego W kale szczurow.

Aspekt nowoSci:
e optymalizacja warunkoéw rozdzielania kroétkotancuchowych kwasow tluszczowych
z ckstraktow katu zwierzgcego z wykorzystaniem metody HPLC-DAD. Walidacja
opracowanej metody oznaczania SCFAS,
e wstepne zbadanie powigzania pomiedzy uszkodzeniem tarczycy w organizmach

szczurdw a stezeniem kwasu octowego, propionowego oraz mastowego w ich kale.

Praktyczne mozliwosci wykorzystania opracowanej metody:
e metoda ta moze znalez¢ zastosowanie w szerokiej gamie badan, nie tylko wptywu diety
na stezenie wybranych SCFAs w kale zwierzat doswiadczalnych zdrowych oraz takich,
u ktérych wywolano rézne zaburzenia, ale moze réwniez stuzy¢ monitorowaniu

rozwoju chorob, ktorych markerami moga by¢ SCFAs w kale.

H4. Dobrowolska-lwanek, J., Lauterbach, R., Huras, H., Pasko, P., Prochownik, E.,
Wozniakiewicz, M., Chrzaszcz S., Zagrodzki, P. HPLC-DAD method for the quantitative
determination of short-chain fatty acids in meconium samples. Microchemical Journal, 2020,
155, 104671. IF = 4,821, MEIN =70

Badania przedstawione w niniejszym artykule obejmowaty opracowanie i zwalidowanie
metody analitycznej, z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej

z detekcja diodowa, do oznaczania pieciu krotkotancuchowych kwaséw tluszezowych (kwasu
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octowego, propionowego, mastowego, n-walerianowego i izowalerianowego) w ekstraktach
smoétek. Ponadto, opisang procedure zastosowano do oceny stg¢zen kwasdw organicznych
w probkach pierwszego katu noworodkéw pobranych od 17 pacjentdw. Materiat biologiczny
pozyskano od noworodkow Oddziatu Potoznictwa i Perinatologii Szpitala Uniwersyteckiego
UJ w Krakowie, dzigki wspotpracy naukowej z prof. dr hab. n. med. Ryszardem Lauterbachem
oraz prof. dr hab. n. med. Hubertem Hurasem. Na badania otrzymano zgod¢ Komisji
Bioetycznej o numerze: 1072.6120.133.2018. Tak jak w przypadku wczes$niejszych badan katu
ludzkiego, starano si¢, aby mozliwie cata ilo§¢ wyprdznionej smotki byta zabezpieczona
do badan. Material po pobraniu byt niezwtocznie zamrazany 1 przechowywany w temperaturze

-21°C do czasu analizy.

W pierwsze] kolejnosci skupiono si¢ na dobraniu takich warunkéw rozdzielania
z wykorzystaniem techniki HPLC, aby oddzieli¢ badane krotkotancuchowe kwasy thuszczowe,
a nastepnie zmodyfikowano je tak, zeby sygnaty otrzymane od analitdow nie interferowaty
z tymi pochodzacymi od innych sktadnikéw ekstraktu smotki. Niemozliwym bylo
zaadoptowanie uprzednio opracowanej metody, przedstawionej w pracy H3, gdyz ekstrakty
smotki okazaly si¢ matryca duzo bardziej zlozong. Przygotowanie do badan takiego materiatu,
cechujacego si¢ zupelnie inng konsystencja i duzo wigksza gestoscig niz kat zwierzecy czy
pobrany od oséb dorostych, stanowito duze wyzwanie analityczne. Chromatogram ekstraktow
smotki wykazal rowniez obecno$¢ sygnatow, pochodzacych od znacznie wigkszej ilosci
zwigzkoéw, w pordwnaniu do probek katu szczurzego, co dodatkowo utrudniato analizg. Proces
rozdzielania prowadzono z wykorzystaniem tej samej aparatury pomiarowej,
co w doswiadczeniu opisanym w pracy H3. Jednak ponownego opracowania wymagat program
gradientowy, ktory ostatecznie przedstawial si¢ nastepujaco (% udziat ACN w buforze
fosforanowym): 0 min 5% ACN, 6 min. 20% ACN, 12 min. 30% ACN, 16 min. 30% ACN, 25
min. 40% ACN, 28 min. 80% ACN, 32 min. 80% ACN i 35 min. 5% ACN. Zastosowane
warunki pomiarowe zapewnily zadowalajacg separacje wszystkich interesujacych zwiazkow,
z wyjatkiem kwasu octowego (przy powtarzalnosci czaséw retencji ponizej 1%). W tym
ostatnim przypadku stwierdzono znaczng interferencje ze strony sktadnikow matrycy, dlatego
oznaczenie kwasu octowego przeprowadzono jako osobng analizg, z wykorzystaniem jedynie
fazy ruchomej B (bufor fosforanowy o pH~2,6, elucja izokratyczna).

Walidacje przeprowadzono poprzez wyznaczenie nast¢pujacych parametrow: zakres
liniowosci wskazan w zadanym przedziale st¢zen analitéw, granice wykrywalno$ci

1 oznaczalnosci, precyzja (CV) 1 odzysk. Otrzymane wyniki wskazaty, ze przedstawione
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metody odznaczaty si¢ wysoka precyzja (wspotczynnik wariancji < 2,5%), oraz niskimi
granicami wykrywalnosci (od 0,01 do 0,80 mmol/kg) i oznaczalnosci (od 0,04 do 2,64
mmol/kg). Odzysk dla poszczegdlnych analitéw miescit si¢ w zakresie 90 — 106 %. Ponadto,
metody cechowata liniowo$¢ wskazan w zadanym zakresie stezen oznaczanych analitow (3,125
- 200 mg/L, R? > 0,997). Na podstawie uzyskanych wartoéci wyznaczonych parametrow
analitycznych uznano, ze metody oznaczen kwasdéw organicznych w ekstraktach smotki
spetniajg stawiane jej wymagania i moga zosta¢ zastosowane do analizy probek rzeczywistych.
Zatem w ostatnim kroku przeprowadzono analize ekstraktow smotek, pozyskanych od 17
noworodkow, z ktorych 8 przyszio na swiat drogg cigcia cesarskiego (CC), a 9 sitami natury
(SN).

Najwyzsze stezenie sposréd oznaczonych SCFAs w probkach smotek stwierdzono dla
kwasu octowego (mediana: 40,0 mmol/kg) 1 mastowego (mediana: 61,6 mmol/kg). Mediany
stezen tych kwasow byly istotnie wyzsze, niz wyznaczone dla kwasow propionowego
(mediana: 3,65 mmol/kg) i izowalerianowego (6,06 mmol/kg) (p<0,05). Roznice pomigdzy
medianami par: kwas octowy i kwas mastowy oraz kwas propionowy i izowalerianowy, nie
byly istotne statystycznie. Mediany stezen oznaczone dla kwasu walerianowego i wszystkich
pozostatych kwasow nie réznity si¢ istotnie. Zaobserwowano réwniez, ze w przypadku
stosunku molowego kwasu octowego, propionowego i mastowego, niec ma wyraznej
prawidtowosci, jak w przypadku stwierdzonej u 0s6b dorostych. Ponadto zaobserwowano, ze
Srednie st¢zenia poszczegdlnych kwaséw w smoétkach pochodzacych od noworodkow
urodzonych droga CC nie r6znig si¢ Statystycznie istotnie od tych, ktore przyszty na §wiat SN.
Moze to wynika¢ z wysokiej zmiennosci osobnicze] pacjentdw, ktora miedzy innymi
przejawiala si¢ uzyskanym, szerokim przedzialem stezen oznaczanych SCFAs w smotkach

pacjentéw poszczegdlnych grup.

Parametry uzyskane w trakcie procesu walidacji $wiadczg o tym, ze opracowana metoda
z wykorzystaniem techniki HPLC z detektorem DAD jest rzetelna, a uzyskane wyniki sg
wiarygodne. W zwigzku z tym moze by¢ ona wykorzystana do rutynowej analizy smotki

noworodkow.
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Aspekt nowoSci:

e optymalizacja warunkdw rozdzielania krétkotancuchowych kwasow organicznych z
ekstraktow smotki z wykorzystaniem metody HPLC-DAD. Walidacja metody
oznaczania SCFAs,

e dostarczenie pilotowych danych dotyczacych stezen wybranych krotkotancuchowych
kwaséw organicznych, w probkach smotek noworodkow z regionu Matopolski,

urodzonych w sposéb naturalny lub metodg cesarskiego cigcia.

Praktyczne mozliwosci wykorzystania opracowanej metody:

e do badan podstawowych w zakresie roli SCFAs w prawidlowym rozwoju noworodkow,

e metoda ta moze znalez¢ zastosowanie w wytypowaniu kluczowych czynnikow, ktére
mogga mie¢ wplyw na stezenie SCFAs w smoétce noworodkow,

e Mmonitorowanie st¢zen poszczegdlnych krotkotancuchowych kwaséw organicznych w
smoétce noworodkow, a nastgpnie kale niemowlat, moze by¢ wykorzystane do badan
majacych na celu powigzania ich ze stanem zdrowia dziecka. W przysztosci, mogtoby
to postuzy¢ do wczesnego zastosowania celowanej interwencji zywieniowej lub

farmakologicznej.

H5. Dobrowolska-lwanek, J. Simple method for determination of short-chain organic acid in
mead. Food Analytical Methods, 2015, 8, 2356-2359. IF = 2,167, MEIN = 30.

W kolejnej pracy przedstawiono szybka, prosta 1 tanig metode¢ rozdzielania
8 krotkotancuchowych kwasow organicznych (kwasy: winowy, mrowkowy, cytrynowy,
jablkowy, mlekowy, bursztynowy, octowy 1 glukonowy) w probkach miodu pitnego,
z wykorzystaniem izotachoforezy kapilarnej. Miody pitne do analizy pozyskano od producenta
- Pasieka Maciej Jaros, z Tomaszowa Mazowieckiego. Przed analiza miody pitne byly jedynie
rozcienczane woda destylowang. W doborze sktadu buforow, wykorzystywanych w procesie
rozdzielania, kierowano si¢ wymogiem uzyskania znaczacej réznicy ruchliwosci jondw
poszczegbdlnych kwasdéw (co gwarantowato skuteczng ich separacje), jednoczes$nie dbajac o to,
zeby rozdzielane zwiazki znalazly si¢ w §rodowisku o odpowiednim pH, zapewniajacym ich
wystepowanie w formie zjonizowanej (zapewnienie ruchu w polu elektrycznym). W toku
przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, Ze optymalnymi warunkami rozdzielenia

kwasow obecnych w miodach pitnych sg: (i) bufor wiodacy o sktadzie: 15 mM kwas solny,
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0,2% hydroksyetylometyloceluloza (M-HEC), uzupetniony B-alaning tak, aby koncowe pH
roztworu wynosito 3,6; (ii) bufor konczacy o sktadzie: 5 mM kwas kapronowy i 5 mM
L-histydyna. Nie bylo mozliwe zastosowanie tych samych warunkéw rozdzielania,
co w przypadku analiz przedstawionych w pracy H1, poniewaz przy pH=3,5 roztworu
wiodacego, sygnat od kwasu mrowkowego naktadat si¢ z obserwowanym od kwasu winowego.

Rozdzielanie  izotachoforetyczne  wykonywano  przy  uzyciu  analizatora
elektroforetycznego EA 202 M (Villa Labeco, Spisska Nova Ves, Stowacja) z detektorem
konduktometrycznym. Przy zastosowaniu opracowanych warunkéw, rozdzielono 8 kwasow
organicznych zidentyfikowanych w miodach pitnych. Strefy uzyskane w analizie ITP
zidentyfikowano poprzez porownanie z wysokos$ciami stopni wzorcoOw odpowiednich kwasow.
Ponadto, skontrolowano poprawno$¢ identyfikacji poprzez analiz¢ probek wzbogaconych
analitami (wzorcami wewngtrznymi).

Opracowana metoda rozdzielania z wykorzystaniem techniki ITP byla w kolejnym
kroku zwalidowana. Wyznaczono takie parametry jak: granice wykrywalnosci i oznaczalnosci,
odzysk (na dwoéch poziomach) oraz precyzje wyrazong jako RSD, liniowo$¢ wskazan
w zadanym przedziale stezen elektrolitow. Przy czym analizy prowadzono réwnolegle,
Z wykorzystaniem dwoch rodzajéw miodow pitnych: dwojniakow i trojniakdw.

Otrzymane wyniki analiz wskazaly, ze opracowana metoda cechuje si¢ liniowoscia
wskazan dla wszystkich analitow w przedziale stezen od 3,125 do 100 mg/L (R%>0,998).
Otrzymany odzysk na dwoch poziomach dodatku analitow wynosit od 96% do 101%.
Wzgledna warto$¢ odchylenia standardowego byta mniejsza lub rowna 2,5%. Dla wszystkich
przebadanych kwasow organicznych, granica wykrywalno$ci wahata si¢ od 0,7 do 4,7 mg/L

a granica oznaczalno$ci od 2,2 do 14,2 mg/L.

Opracowang procedure analityczng z wykorzystaniem techniki ITP, mozna uzna¢ za
szybka (wystarczy rozcienczy¢ midd pitny woda destylowang) 1 wiarygodng do oznaczania
kwasow organicznych w miodach pitnych (Swiadcza o tym wartosci parametrow uzyskanych

w toku procesu walidacji)

Aspekt nowosci
e Opracowanie szybkiej procedury analitycznej (przygotowanie probki i pomiar sygnatu
analitycznego) z wykorzystaniem techniki ITP., do wiarygodnego oznaczania kwasow

organicznych w miodach pitnych.
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Praktyczne mozliwosci wykorzystania opracowanej metody:

e zaproponowana metoda umozliwia monitorowanie zmian profilu i stezenia kwasow
organicznych podczas fermentacji brzeczki miodowej, jak rowniez pozwala na kontrolg
dojrzatosci produktu koncowego,

e metoda ta moze postluzy¢ do badania autentycznosci miodéw wykorzystanych do
produkcji miodéw pitnych, w oparciu o profil SCOAs,

e metoda ta zostala wykorzystana do badania dostepnych na rynku miodéw pitnych w
celu wykrycia obecno$ci kwaséw organicznych pochodzacych z innych zrodet niz miod
pitny i proces fermentacji (np. z sokow owocowych lub dodatkow kwasow
organicznych). Wyniki analiz zostaly zaprezentowane w pracy: Dobrowolska-lwanek,
J., Kwit, M., Fotta, M., Rusin, M., Galanty, A., Zagrodzki, P., Chemical analysis of
selected meads produced in Poland, European Food Research And Technology, ktora

jest obecnie w recenzji.

H6. Dobrowolska-lwanek, J., Jamka-Kasprzyk, M., Rusin, M., Pasko, P., Grekh, S., Jurczak,
A.: Developed and validated capillary isotachophoresis method for the rapid determining
organic acids in children’s saliva. Molecules, 2023, 28(3), 1092. IF = 4,927 MEIN = 140

W kolejnym artykule, zgloszonym do postepowania habilitacyjnego, przedstawiono
szybka procedure oznaczania wybranych krétkotancuchowych kwaséw organicznych w $linie
dzieci. Kwalifikacja pacjentow do badania, pobranie probek i ich wstgpne przygotowanie
(odwirowanie materialu  biologicznego) odbylo si¢ w  Uniwersyteckiej Klinice
Stomatologicznej w Krakowie, dzigki wspolpracy naukowej z mgr Malgorzata Jamka-
Kasprzyk 1 dr hab. n. zdr. Anng Jurczak, prof. PUM. Na badania otrzymano zgode¢ Komisji
Bioetycznej o numerze: 1072.6120.106.2019. Otrzymane probki przed sama analizag byly
jedynie rozcienczane woda destylowang i1 przesaczane przez 0,45 um filtr nylonowy.

Rozdzielanie  izotachoforetyczne  wykonywano  przy uzyciu  analizatora
elektroforetycznego EA 202 M (Villa Labeco, Spisska Nova Ves, Stowacja) z detektorem
konduktometrycznym. Przy doborze warunkéw pomiarowych kierowano si¢ tym, aby sktad
buforéw, ich pH, zapewnity wystepowanie analitow w formie zjonizowane;j (elektromigracja)
i uzyskanie takiej roznicy ruchliwosci jonow poszczegdlnych kwasow, aby mozliwa byta ich
skuteczna separacja.

W  toku przeprowadzonych do$wiadczen stwierdzono, ze optymalny sktad

wykorzystywanych elektrolitéw do rozdzielenia wybranych SCFAs w §linie technikg ITP jest
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nastepujacy:

(i) bufor wiodacy (LE): 10 mM kwas solny, 0,1% M-HEC, 20 mM kwas g-aminokapronowy
(pH = 4,5); (i) bufor konczacy: 5 mM kwas kapronowy i 5 mM L-histydyna.

Opracowana metoda rozdzielania wybranych kwasow organicznych z wykorzystaniem
techniki ITP byta w kolejnym kroku zwalidowana. Wyznaczono takie parametry jak: granice
wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci, odzysk (na dwoch poziomach) oraz precyzje wyrazong jako
RSD, liniowo$¢ wskazan w zadanym przedziale st¢zen analitow.

Metoda charakteryzowata si¢ liniowoscia wskazan (R? > 0,996) w nastepujacych
zakresach st¢zen: 0,05-150 mg/L dla kwasu octowego, 0,39-50 mg/L dla kwasu mréwkowego,
0,39-100 mg/L dla kwasu propionowego, 0,78-50 mg/L dla kwasu mlekowego oraz 1,56-50
mg/L dla kwasu mastowego. Precyzja metody wyrazona jako RSD miescila si¢ w przedziale
1,5-5,3% 1 spelniala krytertum walidacji precyzji dla probek biologicznych. Odzysk
wyznaczony na dwoch poziomach wynosit od 90% do 110% (I) oraz od 75% do 106% (II).
Parametry uzyskane w trakcie procesu walidacji $wiadcza o tym, ze opracowana metoda
z wykorzystaniem techniki ITP z detektorem konduktometrycznym jest rzetelna, a uzyskane
wyniki sg wiarygodne.

W pracy podjeto si¢ rOwniez porOwnania opracowanej metody z wczesniej opracowang
metoda analizy technika UPLC-MS/MS przez Schulz i wsp. [58]. Jako narzedzia do realizacji
tego celu wykorzystano model barw addytywnych RGB; Red-Green-Blue (Ryc. 4)[76].

RED

Wydajnosc
analityczna

WHITE
GREEN (doskonaty) BLUE

bezpieczeristwo wydajnos¢
i ekologia Q i praktycznos¢

Ryc. 4. Schemat poglagdowy modelu barw addytywnych RGB [76].

Ta analiza poréwnawcza opiera si¢ na trzech aspektach metod analitycznych:
wydajnosci  analitycznej (Red), bezpieczenstwie 1 ekologicznosci (Green) oraz
wydajnosci/praktycznosci (Blue). Dlatego przy budowie modelu uwzgledniono nastepujace
aspekty: parametry walidacyjne, ilo$¢ i toksyczno$¢ odczynnikdw chemicznych oraz koszty

zwigzane z walidacjg i analizg probki (w tym koszty sktadnikow fazy ruchome;j i stacjonarnej
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oraz buforu, wzorce wewnetrzne 1 wzorce kwasow organicznych, a takze inne odczynniki
niezbedne do kalibracji 1 przygotowania probek). Uwzgledniono réwniez proces pobierania i
przygotowania probek $liny, czas analizy, a takze zuzycie energii (na podstawie Nowak i wsp.
[77]). Koncowy kolor metody izotachoforezy okazat si¢ bialy, co oznaczato, ze metoda ta jest
dobrym kandydatem do opisanego zastosowania. Natomiast kolor koncowy dla metody UPLC-
MS/MS byt szary, co oznaczalo, ze metoda ta moze by¢ brana pod uwagg, jesli nie sg dostepne
lepsze metody [76]. Nizsza warto$¢ parametru "Method brilliance" dla metody UPLC-MS/MS
wynikala z wigkszej liczby uzytych odczynnikow, a tym samym z liczby piktogramow i
kosztow tych odczynnikoéw. Jest to zwigzane z zastosowaniem odczynnikow znakowanych
izotopami jako wzorcow wewnetrznych oraz derywatyzacja analitow przeprowadzang przed
analiza chromatograficzng. Natomiast metoda izotachoforezy charakteryzuje si¢ znacznie
lepsza efektywnos$cig praktyczng, co wynika przede wszystkim z krotkiego czasu potrzebnego
na pobranie 1 przygotowanie probek sliny do analizy. Z tego powodu mozna zauwazy¢, ze
opracowana metoda izotachoforezy, cho¢ mniej zautomatyzowana w przypadku tego
konkretnego uktadu instrumentalnego, wymaga mniejszego naktadu odczynnikoéw, krotszego
czasu przygotowania probek oraz powoduje mniejsze zuzycie energii. Czynniki te $wiadcza
0 tym, ze opracowana metoda oznaczania kwasow organicznych w $linie jest szybka,

wiarygodna i réwnocze$nie wpisuje si¢ W paradygmat zielonej chemii.

Parametry uzyskane w trakcie procesu walidacji $wiadcza o tym, Ze opracowana metoda
z wykorzystaniem techniki ITP z detektorem konduktometrycznym jest rzetelna, a uzyskane
wyniki sg wiarygodne. W zwigzku z tym moze by¢ ona wykorzystana do rutynowej analizy
sliny dzieci pod katem oznaczania w niej SCFAS.
Metoda ta, z uwagi na krotki czas jaki jest potrzebny do przygotowania probki, niski koszt
analiz, zuzycie odczynnikoéw o niewielkiej toksycznosci, jak réwniez stosunkowo niski pobor
energii, wpisuje si¢ paradygmat zielonej chemii i stanowi atrakcyjng, proekologiczng

alternatywe dla innych metod wykorzystywanych do tego celu.

Aspekt nowosci
e opracowanie szybkiej procedury analitycznej (przygotowanie probki i pomiar sygnatu
analitycznego) z wykorzystaniem techniki ITP do wiarygodnego oznaczania kwasow
organicznych w $linie dzieci,
e zastosowanie modelu RGB do wielokierunkowej oceny opracowanej metody
analitycznej.
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Praktyczne mozliwosci wykorzystania opracowanej metody:

Opracowana procedura badawcza, wykorzystujaca technike izotachoforezy (ITP), moze
w przysztosci sta¢ si¢ nowym narzedziem do badania $liny w celach diagnostycznych,
gdzie kwasy organiczne (ich obecno$¢/ stezenie) beda stuzyty jako biomarkery chorob

o roznej etiologii np. chordb jamy ustne;.

Podsumowanie osiagniecia naukowego

Zaprezentowane przeze mnie wyniki badan, opisane w cyklu powigzanych tematycznie

artykutow naukowych: H1-H6, sg zgodne z celem badawczym i stanowig znaczacy wktad w

rozwoj dyscypliny — nauki farmaceutyczne, ze szczegdlnym uwzglednieniem obszaru

bromatologia. W ramach przedstawianego osiagni¢cia:

opracowano procedure ekstrakcji krotkotancuchowych kwaséw organicznych z dwoch
matryc: materiatu roslinnego (kietkow) oraz kalu ludzkiego, z wykorzystaniem
nowoczesnych technik ekstrakcji. W toku badan dokonano optymalizacji warunkoéw
wymywania tak, zeby proces przebiegat z mozliwie najwieksza wydajnoscia, przy czym
plan doswiadczen oparto na zaawansowanych metodach statystycznych. Opisana
procedura ekstrakcji SCOAs z katu ludzkiego juz znalazta zastosowanie w szeregu
badan, ukierunkowanych migdzy innymi na poszerzenie wiedzy dotyczacej roli tych
zwigzkoéw w chorobach zapalnych jelit 1 szukaniu biomarkerow tych schorzen,
opracowano i zwalidowano metody oznaczania krotkotancuchowych kwasow
organicznych w ekstraktach katu szczurzego 1 smotki, z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Metody te zostaty wykorzystane w praktyce
w badaniach pilotazowych: (i) analizie wptywu diety bogatej w produkty
wysokobtonnikowe na stezenie wybranych SCOAs w katach szczurow z uszkodzong
tarczyca (ii) oznaczaniu SCOAs w smotkach dzieci urodzonych droga cigcia
cesarskiego i naturalnie,

opracowano szybka i kompletng procedure analityczng (przygotowanie probki do
analizy 1 pomiaru sygnatu analitycznego) oznaczania SCOAs w miodach pitnych i §linie
dzieci, z wykorzystaniem techniki izotachoforezy kapilarnej. Ponadto, opracowana
procedura oznaczania kwasoéw organicznych w miodach pitnych znalazta zastosowanie
w analizach tych napojow wyprodukowanych w Polsce. W przypadku analizy $liny,

wykorzystujagc model RGB oceniono, ze opracowana metoda jest dobrg, wydajng i
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,»zielong” alternatywa dla wykorzystywanej przez inne zespoty badawcze techniki

UPLC-MS/MS.

Opracowane metody analityczne moga z powodzeniem zosta¢ wykorzystywane do
dalszych badan, ktore przyczynia si¢ do:

e poszerzania wiedzy na temat roli SCOAs w organizmach roslinnych, zwierzecych i
ludzkich i znaczenia tych zwigzkéw w fizjologii i patofizjologii,

e wyznaczenia profilu i stezenia SCOAs w produktach spozywczych, co moze przetozy¢
si¢ na oceng ich jakos$ci oraz potencjatu prozdrowotnego,

e wprowadzenia nowych biomarkeréw, ktorych obecno$¢ lub/i poziom stezenia w
materiale pozyskanym metodami nieinwazyjnymi pozwoli na ocen¢ stopnia rozwoju
réznych chordb, w szczegdlnosci schorzen przewodu pokarmowego,

e wspomagania monitorowania efektow zastosowanych interwencji zywieniowych czy

tez farmakoterapii.
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5. INFORMACJA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA
NAUKOWA ALBO ARTYSTYCZNA REALIZOWANA W WIECEJ NIZ
JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCIJI
KULTURY, W SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ.

Oproécz cyklu habilitacyjnego, drugim co do wazno$ci moim osiggnigciem naukowym,
jest cykl badan, ukierunkowanych na okreslenie dystrybucji wybranych makro i mikro
pierwiastkbw w okre$lonych obszarach mozgu szczurzego i1 ludzkiego, z wykorzystaniem
metody spektrometrii mas sprz¢zonej z plazma wzbudzang indukcyjnie.

W ramach tego projektu do analizy rozmieszczenia pierwiastkdw w réznych obszarach
moézgu ssakow zaadaptowaltam i1 zwalidowalam metody spektrometrii mas sprz¢zonej z plazma
wzbudzang indukcyjnie (ICP-MS, z ang. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry).
Badania te byly realizowane w Centrum Naukowo-Badawczym Forschungszentrum Jiilich
(Juelich, Niemcy), w Zentralabteilung fiir Chemische Analysen (ZCH) pod opieka dr hab.
J. Sabine Becker od pazdziernika 2005 roku do lutego 2007 roku.

W ramach prezentowanego, dodatkowego osiagniecia:

1. Okres$lono dystrybucje i wyznaczono stezenia cynku, miedzi i otowiu w wybranych
regionach i podregionach moézgu ludzkiego: korze wyspowej (cortex insulae), bruzdzie
srodkowej (sulcus centralis), bruzdzie przedsrodkowej (sulcus precentralis) oraz
hipokampie (hippocampus). W tym celu pobierano dwa, sgsiadujace 20 um skrawki mozgu
ludzkiego i umieszczano na szkietku mikroskopowym (Ryc. 5A i 5B). Z jednego wycinano
wybrane obszary moézgu do analizy pierwiastkowej a drugi skrawek mozgu poddawano
procesowi wybarwienia. Badania prowadzono z wykorzystaniem metody ICP-MS z
laserowym systemem mikroprobkowania (ablacjg) (LA, laser ablation). Analiza
wzbogaconych analitami tkanek mézgu pozwolita na oznaczenie ilosciowe pierwiastkow.
W toku analiz wykazano zrdznicowane rozmieszczenie cynku i miedzi w badanych
obszarach moézgu ludzkiego. W przypadku otowiu, pierwiastek ten byl rownomiernie
rozmieszony we wszystkich badanych regionach i1 wystgpowal w znacznie nizszym
stezeniu, niz cynk i miedz. Ponadto stwierdzono, ze niektore obszary hipokampu cechowaty
si¢ wyzszymi stezeniami cynku, miedzi i otowiu w poroéwnaniu do pozostalych czesci

mozgu poddanych analizie (Ryc. 5C).

42



Justyna Dobrowolska-lwanek Zatacznik nr 3

O _— W 5 pp/e

2 5. B T B
- gl ] B

o} N 15 pg/g

Ryc. 5. A - skrawek moézgu ludzkiego z zaznaczonymi obszarami, ktore przeznaczono do analizy
pierwiastkowej: 1. insular cortex , 2. central sulcus, 3. precentral sulcus, 4. hippocampus; B —
sgsiadujgcy, wybarwiony skrawek mozgu; C - wyniki analiz: wybarwione cztery obszary moézgu
ludzkiego (1-4) i rozmieszczenie/stezenie w nich cynku, miedzi i otowiu. Pb* - w przypadku otowiu,
skala jego stezenia siggata do 0,5 pg/g.

Autorka zaprojektowala rowniez program, ktéry umozliwil opracowanie aplikacji do
wyznaczenie usrednionego stezenia oznaczanych metali w podregionach danego obszaru

mozgu (przyktad, Ryc. 6).

‘Wartos¢ Srednia stezenia (ug/g)
Badany obszar
In Cu
CA1 (cornu ammonis) 2,6 1,5
Warstwa piramidalna
CAL 4.4 5.2
CA2 (str. Luc) 3.1 1,7
Warstwa piramidalna
CAr 3.6 4,9
CA3 (stratum lucidun) 4,0 1.5
Warstwa piramidalna
CA3 6,5 3,6
‘Warstwa jasna CA3 5,7 2.8
CA4 1.7 0,7
FD 11,5 6,2

Ryc. 6. Po lewej stronie zaznaczone podobszary regionu hipokampa, po prawej wyznaczone w nich

$rednie stgzenia cynku i miedzi.

Nalezy wspomnie¢, ze w trakcie tych badan po raz pierwszy zostalo oszacowane
stezenie otowiu, miedzi i cynku w wybranych podobszarach mézgu ludzkiego.

Wyniki badan zostaly zamieszczone w publikacji P8 (zalacznik 4, pkt 11.4) i
przedstawione na konferencji miedzynarodowe]j — zatgcznik 4, pkt 1l. 7, pozycja 9.
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2. Okreslono dystrybucje 1 stezenie cynku oraz miedzi w wybranych obszarach moézgu
szczurzego na podstawie zarejestrowanych sygnatéw analitycznych wzdluz jednej linii
ablacji materiatu biologicznego (wybrane wyniki analiz, Ryc. 7). Badania prowadzono z
wykorzystaniem metody LA-ICP-MS. Czas analizy wynosit zaledwie ok. 8 minut. W toku
analiz zaobserwowano rdézny stopien kumulowania si¢ oznaczanych pierwiastkow
w poszczegolnych regionach moézgu szczurzego. Na Ryc. 7 przedstawiono przyktadowe

wyniki pomiarow.

Regiony przez ktore przeprowadzono lini¢ ablacji:

1 = warstwa przednia ziarnista (supragranular)

2 = warstwa tylna ziarnista (infragranular)

3 = warstwa tylna ziarnista (infragranular layers)
Hipokamp (hippocampus), z obszarami:

4 =CAl = Rr6g Ammona (Cornu ammonis), pierwszy obszar
4 = CA3 = Rrég Ammona, trzeci obszar

6 = fimbria, istota biata

7 = cialo kolankowate (corpus geniculatum)

8 = wzgorze wzrokowe (thalamus)

9 = jadro tworu siatkowego (thalamus, reticular nucleus)
10 = jadro podwzgorzowe (subthalamic nucleus)

B R1(18)
14,0 1
o

Oegiosé (mm)

Ryc. 7. Zdjecie A przedstawia wybarwiony preparat mozgu szczurzego wraz z widoczna linig ablacji.
Wykres B pokazuje st¢zenie miedzi zmierzone wzdluz linii ablacji. Na zdjeciu C widoczne jest

rozmieszczenie cynku w poszczegdlnych obszarach mézgu szczurzego.

Wyniki badan zostaty przedstawione na konferencji migdzynarodowej — zatacznik 4,
pkt 11.7, pozycja 6.

Do zalet opracowanego post¢gpowania analitycznego (badanie 1 1 2) z wykorzystaniem
techniki LA-ICP-MS, nalezy niewielkie zuzycie materialu biologicznego i bezposrednia
analiza probki umieszczonej na szkle mikroskopowym, co znaczaco ogranicza zuzycie

odczynnikow chemicznych oraz mozliwo$¢ kontaminacji probki.

3. Okreslono poziomy stezen fizjologicznych manganu, miedzi, cynku, zelaza, magnezu
i ofowiu w pigciu obszarach mozgu szczurzego: hipokampu (hippocampus), jader podstawy
mozgu (nuclei basales), wzgorza (thalamus) oraz mozdzku (cerebellum) a takze warstwie
kory mozgowej (cortex cerebi). Tkanki wyselekcjonowanych do badan obszarow moézgu

szczurzego byly mineralizowane, a nastgpnie oznaczano w nich wymienione wyzej
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pierwiastki z wykorzystaniem techniki ICP-MS. W toku analiz zaobserwowano mig¢dzy

innymi, ze st¢zenie manganu (2,0-2,2 pg/g) bylo najmniej zréznicowane w badanych

obszarach mozgu, w przeciwienstwie do zelaza (49 -103 pg/g) i cynku (29 — 85 pg/g).

Ponadto, z wyjatkiem zelaza, najmniejsze st¢zenie oznaczanych pierwiastkéw odnotowano

we wzgborzu. W przypadku zelaza byt to obszar jader podstawy mozgu (nuclei basales).

Najwyzsze stezenie cynku i manganu wyznaczono w obszarze kory moézgowej (cortex

cerebi), miedzi w obszarze jader podstawy mézgu ( nuclei basales) a dla zelaza w mozdzku

(cerebellum).

Wyniki badan zostaty przedstawione na konferencji mi¢edzynarodowej — zalacznik 4,

pkt 11.7, pozycja 6.

Nalezy wspomnie¢, ze z chwilg podjecia badan bylo niewiele prac poswigconych

wyznaczeniu stgzen wybranych metali w konkretnych obszarach moézgu szczurzego. W

przypadku olowiu byly to pierwsze tego typu analizy.

Moj udziat w przedstawionych badaniach (1-3), stanowito opracowanie koncepcji

analiz, optymalizacja warunkow pomiarowych, walidacja metod, wykonanie wszystkich analiz,

opracowanie otrzymanych wynikéw, udziat w opracowaniu aplikacji do wizualizacji wynikow

badan. Zaprezentowane wyniki badan, stanowigce drugie osiagnigcie naukowe wnoszg

znaczacy wklad w rozwdj dyscypliny — nauki farmaceutyczne, gdyz:

dzigki wprowadzaniu zaawanasowanych metod analitycznych mozna okresli¢
dystrybucje biopierwiastkow w roznych strukturach mozgu. Prezentowang metode
charakteryzuje stosunkowo niska granica oznaczalnosci, co pozwala oznaczy¢ cynk,
miedzZ i otéw na poziomie fizjologicznych st¢zen w tkankach mézgu,

opracowane metody pozwalajag na o0znaczanie pierwiastkow w niewielkiej ilosci
materiatu biologicznego (skrawki 20 um), co byto do tej pory istotnym ograniczeniem
w badaniach neurofarmakologicznych z powodu niewielkiej ilosci materiatu
biologicznego (tkanki, ptyn moézgowo-rdzeniowy), ktoéry mozna pozyskaé¢ w trakcie
badan laboratoryjnych,

dzigki wprowadzonym metodom mozna okre$la¢ eksperymentalnie wptyw roznych
form podawania biopierwiastkbw na rozw0j proceséw chorobowych czy tez
modyfikacji diety, co ma istotne znaczenie dla rozwoju dziedziny farmacji, w tym

obszarow: bromatologia, farmakologia i farmakoterapia,
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e wprowadzone metody sg bardzo ekonomiczne, zuzycie odczynnikéw chemicznych jest
niewielkie, takze ilos¢ wytwarzanych odpadéw jest znikoma, co wpisuje si¢ doskonale

w trend zielonej chemii.

Opis pozostalej, istotnej aktvywnosci naukowej:

e Aktywnos$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora nauk

chemicznych.

W okresie do uzyskania tytutu doktora dorobek naukowy autorki obejmowat:
e 9 oryginalnych artykutdw naukowych opublikowanych w recenzowanych
czasopismach zagranicznych,
e 1 oryginalny artykut naukowy opublikowany w recenzowanym czasopismie polskim,
e 1 rozdzial w ksiagzce,
e 15 zjazdoéw naukowych: krajowych - 5; miedzynarodowych - 9.
Suma IF za ten okres to 20,004, za$ wartos¢ punktow MEIN: 169, liczba cytowan: 653.

Przed uzyskaniem stopnia doktora, oprocz badan prowadzonych w ramach realizacji projektu
doktorskiego, bratam czynny udziat w innych projektach badawczych prowadzonych w:

e Centrum Naukowo-Badawczym Forschungszentrum Jiilich (Juelich, Niemcy),

w Zentralabteilung fiir Chemische Analysen (ZCH) pod opieka dr hab. J. Sabine Becker.

Badania byly realizowane od pazdziernika 2005 roku do lutego 2007 roku. Moja

aktywnos$¢ naukowa skupiata si¢ na udziale w opracowywaniu metod z wykorzystaniem
spektrometrii mas sprz¢zonej z plazma wzbudzang indukcyjnie z laserowym systemem
mikroprobkowania (ablacja) (LA ICP-MS, z ang. laser ablation inductively coupled

with plasma mass spectrometry) do pierwiastkowej analizy probek biologicznych.

Kierunkami badan byly:
- zastosowanie metody LA-ICP-MS do badania dystrybucji selenu, wegla i wybranych
metali w przekrojach podtuznych (grubos¢ 100 pm) organizméw $limakoéw z rodzaju
Arion. Stwierdzono m.in. niejednorodny rozktad selenu, wegla, cynku i miedzi
w organizmach §limakow. Najwyzsze st¢zenie miedzi zaobserwowano w sercu i btonie
Sluzowej skory brzusznej, cynku w przewodzie pokarmowym i skérze grzbietowej
a selenu w przewodzie pokarmowym i nerkach. Byta to pierwsza praca opublikowana

na §wiecie, w ktorej przedstawiono wykorzystanie techniki LA-ICP-MS, do okres$lenia
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dystrybucji wybranych metali, wegla 1 selenu w catym organizmie zwierzecym.
Opisane badania zostaly przedstawione w publikacji P3 (zalacznik 4, pkt 11.4),

- adaptacja metody NF-LA-ICP-MS (NF, bliskiego pola, z ang. near-field) do
oznaczania pierwiastkoéw w probkach o powierzchni wyrazonej w skali nanometréw np.
na zelach 2D 1 probkach biologicznych. Taka metoda daje mozliwo$¢ badania
dystrybucji pierwiastkow np. w pojedynczych komorkach czy organellach
komoérkowych. Opisane badania zostaly przedstawione w publikacji P6 (zatacznik 4,
pkt 11.4),

- zastosowanie metody LA-ICP-MS do badan proteomicznych moézgu, w ktérych
mieszanina biatek charakterystycznych dla uprzednio wybranego regionu mozgu
ludzkiego byta rozdzielona z wykorzystaniem dwuwymiarowej elektroforezy zelowe;.
W powstatych plamkach oznaczono miedz, cynk oraz fosfor (siark¢ wykorzystano jako
wzorzec wewnetrzny) metoda LA-ICP-MS. Bialka zidentyfikowano za pomoca
techniki MALDI-FTICR-MS. Przeprowadzone badania pozwolily na wyznaczenie
stezen miedzi, cynku i fosforu w strukturze réznych biatek budujacych mézg ludzki.
Opisane badania zostaty przedstawione w publikacjach P4 i P5 (zatacznik 4, pkt 11.4),

- adaptacja metody LA-ICP-MS do potrzeb badan geofizycznych, w szczegdlnosci do
datowania prekambryjskiej cyrkonii (ZrSiOs), pozyskanej z tarczy baltyckie;j.
W pojedynczym ,,ziarnie” cyrkonii zbadana zostala dystrybucja i stezenie izotopow
uranu oraz otowiu, dzigki czemu oszacowano wiek tych mineraldow wykorzystujac
metode uranowo-otowiowa. Opisane badania zostaty przedstawione w publikacji P7
(zatacznik 4, pkt 11.4).

Wyniki wyzej opisanych badan zostaty rowniez zaprezentowane na mi¢dzynarodowych

konferencjach naukowych (zatacznik 4, pkt 11.7, pozycje: 7, 8, 11 12).

e Zakladzie Chemii Sadowej, Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Moja
aktywno$¢ skupiata si¢ na rozwijaniu metody atomowej spektrometrii fluorescencyjne;j
potaczonej z generacja wodorkow (HG-ASF, z ang. hydride generation atomic
fluorescence spectrometry). Metoda ta zostala wykorzystana miedzy innymi do
oznaczania selenu w guzach tarczycy pacjentow oddziatu Chirurgii Ogolnej, Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie. Opisane badania zostalty przedstawione w publikacji

P10 (zatacznik 4, pkt 11.4).
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e Aktywno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk

chemicznych

W  okresie po uzyskaniu tytulu doktora mo; dorobek naukowy obejmowat
(z wylaczeniem artykutéw stanowigcych cykl habilitacyjny):
e 9 oryginalnych artykuléw naukowych opublikowanych w recenzowanych
czasopismach polskich,
e 16 oryginalnych artykuldéw naukowych opublikowanych w recenzowanych
czasopismach zagranicznych,
e 28 zjazdoéw naukowych: krajowych - 22; migdzynarodowych - 6.
Suma IF za ten okres to 50,468, za$ wartos¢ punktow MEiN: 1059, liczba cytowan: 300

Po uzyskaniu stopnia doktora, rownolegle do badan przedstawionych w ramach rozprawy
habilitacyjnej, podj¢tam wspotprace z nastepujacymi osrodkami badawczymi:

e Zespotem Analiz Sadowych 1 Klinicznych Zaktadu Chemii Analitycznej, Wydziatu
Chemii  Uniwersytetu Jagiellonskiego. Wspotpraca z dr hab. Michatem
Wozniakiewiczem, prof. UJ, polega na udziale w opracowaniu procedur analitycznych
- przygotowanie probek do pomiaru (m.in. optymalizacja parametréw derywatyzacji
analitow) oraz dobor parametréw pomiarowych do o0znaczania wybranych
oligosacharydow w mleku kobiecym, z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej
sprzezonej z detektorem laserowo wzbudzonej fluorescencji (CE-LIF, z ang. capillary
electrophoresis laser-induced fluorescence detection) lub sprzezonej ze spektrometrem
mas (CE-MS, z ang. capillary electrophoresis—mass spectrometry). Efektem tej
wspolpracy jest wspdludziat w doniesieniach naukowych na konferencjach
miedzynarodowych (zatacznik 4, pkt 1.7, pozycje: 39 i 41). Dzigki realizacji wspdlnego
projektu, dotyczacego roli oligosacharydow w prawidtowym rozwoju noworodkow i
niemowlat, powierzono mi funkcje:

o oficjalnego opiekuna naukowego dwodch prac magisterskich o tytutach:
-,, Opracowanie metody oznaczania oligosacharydow w mleku kobiecym”, Krakow
2020 r.
-,, Opracowanie metody przygotowania probek mleka ludzkiego do oznaczania
oligosacharydow technikq elektroforezy kapilarnej z detektorem wzbudzonej

laserowo fluorescencji”, Krakow 2021 r.
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o promotora pomocniczego w realizowanym przewodzie doktorskim pt.
., Zastosowanie technik separacyjnych, technik sprzezonych i mikroskopii FTIR
w badaniu sposobu zZywienia i chorob przewodu pokarmowego niemowlgt i ludzi
dorostych”.

Wspolpraca naukowa trwa od 2004 roku do chwili obecne;.

e Zespolem Analiz Toksykologicznych i Farmaceutycznych, Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego. Wspolpraca z zespolem prof. dr hab. n. med. Wojciecha
Piekoszewskiego dotyczyta opracowania procedury przygotowania probki do pomiaru
I kalibracji metody obrazowania dystrybucji cynku i magnezu w tkance moézgowe;j
szczurOw z wykorzystaniem metody LA-ICP-TOF-MS (z ang. Laser Ablation
Inductively Coupled Plasma Time of Flight Mass Spectrometry). Wykonywatam analizy
chemiczne. Efektem tej wspotpracy jest publikacja P20 (zalacznik 4, pkt I11.4).
Wspotpraca rozpoczeta sie w 2009 roku i zakonczyta w 2014 roku.

e Katedra Farmakognozji, Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum. Wspolpraca z dr hab. Agnieszka Galanty dotyczyta:

- analizy suplementéw diety zawierajacych kofeine, stosowanych wspomagajaco
w odchudzaniu (oznaczatam jod w tych preparatach),

- analizy chemicznej owocow potudniowo-syberyjskich,

- analizy pierwiastkowej kielkow roéznych odmian roslin jadalnych w toku ktorej
wybrano te, ktore moga stanowi¢ dobre zrodto niezbednych dla organizmu czlowieka
sktadnikéw mineralnych.

Efektem tej wspotpracy sg odpowiednio publikacje: P11, P33 i P34 (zatgcznik 4, pkt
11.4). Wspotpraca naukowa trwa od 2011 roku do chwili obecne;.

e Katedrg Ogrodnictwa, Wydzialu Biotechnologii i1 Ogrodnictwa, Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie. Wspodlpraca z zespotem dr hab. inz. Macieja Gastota, prof.
URK, skupia si¢ na:

o oznaczaniu wybranych sktadnikéw chemicznych w sokach z jabtek roznych odmian
jabtoni i derenia jadalnego,

o analizie sensorycznej i chemicznej win wyprodukowanych w stacji do§wiadczalne;j
UR w Garlicy Murowanej.

Efektem tej wspoltpracy sg publikacje: P13, P19 i P21 (zatacznik 4, pkt 11.4) a takze

wspotudziat w doniesieniu konferencyjnym krajowym (zatacznik 4, pkt 11.7, pozycja:

18). Wspotpraca rozpoczeta si¢ w 2012 roku i trwa do chwili obecne;j.
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Instytutem Produkcji Ogrodniczej, Wydziatu Ogrodnictwa 1 Architektury Krajobrazu,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Celem wspotpracy z zespotem dr hab.
Magdaleny Kaptan bylo przeprowadzenie analiz okreslajacych wptyw sposobu
prowadzenia winorosli odmian ,,Rondo” oraz ,Jutrzenka” na st¢zenie wybranych
kwasow organicznych w sokach pozyskanych z ich owocoéw. Aktywno$¢ naukowa
autorki polegata na przeprowadzeniu powyzszych analiz chemicznych. Efektem tej
wspolpracy sg publikacje: P16 i P17 (zalacznik 4, pkt 11.4) a takze wspotudzialt w
doniesieniu konferencyjnym krajowym (zalacznik 4, pkt 11.7, pozycja 23). Wspotpraca
trwala w okresie od 2013 roku do 2014 roku.

Katedra Gastroenterologii i Hepatologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum. Wspotpraca z zespotem prof. dr hab. med. Malgorzaty Zwolinskiej-Wcisto
koncentruje si¢ na poszukaniu zaleznosci pomiedzy stezeniem krotkotancuchowych
kwasow organicznych w kale i cytokinami pro- i przeciwzapalnymi w surowicy, stanem
odzywiania, rodzajem stosowanej diety, parametrami antropometrycznymi oraz
stopniem aktywnos$ci choroby u pacjentow z nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit
(choroba Le$niowskiego-Crohna oraz  wrzodziejace zapalenie jelita grubego).
Opracowatam procedury oznaczania krétkotancuchowych kwaséw organicznych w
kale pacjentow. Efektem tej wspolpracy sa publikacje: P28, P29, P30, P31, P32
(zatacznik 4, pkt 11.4) a takze wspotudziat w doniesieniach konferencyjnych krajowych
i zagranicznych (zatacznik 4, pkt 11.7, pozycje: 32, 34, 35, 36, 38, 40). Wspoélpraca
rozpoczeta sie w 2015 roku i1 trwa do chwili obecne;.

Katedra Inzynierii 1 Technologii Procesow Chemicznych, Wydziatu Chemicznego,
Politechniki Wroctawskiej. Wspotpraca z dr hab. Agnieszka Saeid dotyczy opracowania
metody odzysku fosforu z surowcow wtornych - takich jak popioty, kosci czy osci,
z wykorzystaniem solubilizacji mikrobiologicznej. Mikroorganizmy (bakterie z rodzaju
Bacillus), m.in. poprzez produkcje krotkotancuchowych kwasow organicznych,
wywotujg rozpad masy odpadowej, uwalniajgc dostepng dla roslin postac fosforu. Moja
aktywno$¢ naukowa byla zwigzana =z wyznaczeniem profilu 1 stezen
krotkotancuchowych  kwasé6w  organicznych ~w  zawiesinach  bakteryjnych
z wykorzystaniem metod izotachoforezy kapilarnej (ITP) oraz HPLC. Efektem tej
wspotpracy sg publikacje: P23 i P26 (zalacznik 4, pkt 11.4). Wspotpraca rozpoczeta sie
w 2015 roku i trwa do chwili obecnej.
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Katedrg 1 Zaktadem Leczenia Otylosci, Zaburzen Metabolicznych oraz Dietetyki
Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Wspdlpraca z dr hab. n. med. Marta
Stelmach-Mardas zwigzana byla z przeprowadzeniem przegladu systematycznego
dotyczacego okreslenia zalezno$ci pomigdzy gestoscig energetyczng pozywienia
a zmianami masy ciata u oséb otylych. Efektem tej wspotpracy jest publikacja P24
(zatacznik 4, pkt 11.4). Wspodlpraca rozpoczeta sie w 2015 roku i zakonczyta w 2016
roku.
Oddziatem Chirurgii Szczekowo-Twarzowej, Szpitala Rydygiera w Krakowie.
Wspolpraca z dr hab. Mariuszem Szutg polegala na udziale w projekcie dotyczacym
wplywu zywienia dojelitowego wzbogaconego selenem na proces gojenia si¢ ran
u pacjentow po zabiegach chirurgicznych w obrebie jamy ustnej. Wspotpraca
rozpoczeta sie w 2021 roku i trwa do chwili obecnej.
Katedra Ginekologii i Potoznictwa, Wydziatu Lekarskiego Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum. Wspétpraca z prof. dr hab. n. med. Hubertem Hurasem (Oddziat
Kliniczny Potoznictwa i1 Perinatologii) i prof. dr hab. n. med. Ryszardem Lauterbachem
(Oddziat Kliniczny Neonatologii). Jestem pomystodawcg, koordynatorem oraz
czesciowo wykonawcg badan, prowadzonych w kierunku oceny zalezno$ci pomiedzy
profilem oligosacharydéw i flora bakteryjng mleka kobiecego a mikroflorag katowa
niemowlat karmionych tym mlekiem, krétkotancuchowymi kwasami thuszczowymi,
kwasem mlekowym i bursztynowym, bedacymi produktami jej aktywnoS$ci oraz
pochodnymi indolowymi. W projekt zaangazowane sa nast¢pujace osrodki naukowe:

o Katedra Farmakologii Doswiadczalnej 1 Klinicznej Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie. Wspolpraca z zespolem prof. dr hab. n. med. Waldemara Turskiego.
Badania sg po$wigcone oznaczaniu pochodnych indolowych w probkach smoétek
1 kahu.

o Pracownia Biobank, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
L.odzkiego, Wspotpraca z zespotem dr Dominika Strapagiela, prof. UL. Badania sg
poswiecone florze bakteryjnej mleka 1 katu.

Zaktadem Badan nad Zywieniem i Lekami, Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu

Jagiellonskiego Collegium Medicum. Od 2022 roku podjetam wspolprace

z dr Pawlem Jagielskim polegajaca na oznaczeniu krotkotancuchowych kwasow

organicznych w kale os6b bedacych na diecie weganskiej oraz tradycyjne;j.
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6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH,
ORGANIZACYJNYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB
SZTUKE.

6.1. OSIAGNIECIA DYDAKTYCZNE.

Prowadzenie zaje¢¢ dydaktycznych z nastepujacych przedmiotow w ramach ksztalcenia

przeddyplomowego:

Chemia analityczna | (laboratoria chemiczne), dla studentow I rok kierunku Chemia,
Wydziat Chemii UJ (do 2009 roku),

Chemia analityczna Il (laboratoria chemiczne), dla studentéw IV rok kierunku Chemia,
Wydzial Chemii UJ (do 2009 roku),

Bromatologia (¢wiczenia i seminaria) dla studentéw IV roku kierunku Farmacja,
Dietetyka — Zasady zywieniowe wybranych jednostkach chorobowych (¢wiczenia PBL)
— przedmiot fakultatywny dla studentow IV roku kierunku Farmacja,

Analiza srodkow spozywczych (éwiczenia i seminaria) dla studentéw 11 roku kierunku
Analityka Medyczna,

Analiza i ocena jakosci zywnosci (¢wiczenia) dla studentow II roku kierunku Dietetyka
na Wydziale Lekarskim UJ CM,

Interakcje leku z pozywieniem - aspekty kliniczne (¢wiczenia) dla studentow studidw
drugiego stopnia kierunku Dietetyka na Wydziale Lekarskim UJ CM,

Poprawa jakosci Zycia w oparciu o nowe odkrycia z chronobiologii — przedmiot
fakultatywny dla studentow studiow pierwszego stopnia kierunku Dietetyka na
Wydziale Lekarskim UJ CM,

Etnodietetyka — przedmiot fakultatywny dla studentow studidow pierwszego stopnia
kierunku Dietetyka na Wydziale Lekarskim UJ CM.

Prowadzenie zaje¢ dydaktycznych z nastepujacych przedmiotow w ramach ksztalcenia

podyplomowego:

Interakcje leku z pozywieniem — aspekty Kkliniczne dla studentow III roku Szkoty
Doktorskiej Nauk Medycznych i Nauk o Zdrowiu UJCM,

Zdrowotne aspekty wina i Chemia wina (wyktady i ¢wiczenia) dla stuchaczy studiow
podyplomowych — Enologia, Osrodek ds. ksztalcenia podyplomowego na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM,
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e zajecia stazowe z zakresu nowoczesnych technik separacyjnych wykorzystywanych

do analizy zywnosci, dla uczestnikow specjalizacji z Analityki Farmaceutycznej dla

farmaceutow, Osrodek ds. ksztatcenia podyplomowego na Wydziale Farmaceutycznym

UJ CM.

Udzial w opracowaniu programu i sylabuséw do przedmiotow:
e Analiza srodkéw spozywczych dla studentow II roku Kierunku Analityka Medyczna,
Wydziat Farmaceutyczny UJ CM,
e Analiza i ocena jakosci zywnosci dla studentéw II roku kierunku Dietetyka, Wydziat
Lekarski UJ CM,
e Chemia wina oraz Zdrowe aspekty wina dla stuchaczy studiow podyplomowych

Enologia, Osrodek ds. ksztatcenia podyplomowego na Wydziale Farmaceutycznym UJ

CM,

oraz

e wspotudziat w tworzeniu programu ksztalcenia i sylabusow do kurséw weekendowych
(w ramach ksztatcenie podyplomowego): Wino w aspekcie zywieniowym, zdrowotnym
I kulturowym oraz Chemiczno-sensoryczna analiza wina,

e przygotowanie oraz aktualizacja sylabusow przedmiotdéw realizowanych w Zakladzie
Bromatologii UJ CM dla studentéw Wydziatu Farmaceutycznego (od 2013 do chwili
obecnej),

e wprowadzanie nowych metod dydaktycznych (nauka w kontekscie, case study, PBL)
do moduléw przedmiotowych realizowanych przez Zaklad Bromatologii UJ CM.
Metoda ,,nauki w konteks$cie” zostala przedstawiona na konferencji mi¢dzynarodowe;j
(zatacznik 4: pozycja 38),

e wprowadzenie nowych ¢wiczen laboratoryjnych, przygotowanych od podstaw wraz
z materiatami dla studentdow w ramach ¢wiczen laboratoryjnych z przedmiotow

Bromatologia, Analiza i ocena jako$ci zywnosci oraz Analiza srodkow Spozywczych.

Przeprowadzenie szkolen:
e prowadzenie wykladow i1 warsztatow w jezyku angielskim ze studentami studiéw

licencjackich, magisterskich 1 doktoranckich oraz dla pracownikow naukowych w
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ramach wyjazdu dydaktycznego w maju 2022 r., Uniwersytet w Aveiro, Portugalia
(program Erasmus+),

e prowadzenie kurséw szkoleniowych nt. metod dydaktycznych stosowanych podczas
zaje¢ z interakcji lekow z pozywieniem dla pracownikéw innych Katedr i Zaktadow
Bromatologii (Warszawa, Sosnowiec, Biatystok), Wydziat Farmaceutyczny UJ CM,
2013 r.

Sprawowanie opieki nad studentami i doktorantami:
e promotor prac magisterskich studentow kierunkéw farmacja i kosmetologia, Wydziat

Farmaceutyczny Collegium Medicum UJ, od 2009 roku: a) kierunek farmacja— 11 osob,
b) kierunek kosmetologia — 6 oséb,
promotor jednej pracy magisterskiej studenta kierunku dietetyka, Wydzial Lekarski
Collegium Medicum UJ, od 2010 roku. Pelna lista tych 18 osob:

1. Barbara Filip, tytul pracy magisterskiej: ,,Znaczenie krotkotancuchowych kwasow

thuszczowych w smotkach noworodkow i kale dzieci”, Krakow 2022 r.,

2. Julia Betlej, tytul pracy magisterskiej: ,,Czynniki wptywajace na profil i ste¢zenie

oligosacharydow w mleku ludzkim”, Krakow 2021 r.,

3. Weronika Olbrycht, tytul pracy magisterskiej: ,,Profil i stgzenie kroétkotancuchowych

kwasow tluszczowych w kale zdrowych o0sob stosujacych trzy rézne rodzaje diety, w

warunkach symulowanej misji kosmicznej”, Krakéw 2021 r.,

4. Klaudia Wirska, tytut pracy magisterskiej: ,,Tatuaz a wybrane, potencjalne zagrozenia

zdrowotne dla organizmu cztowieka”, Krakow 2020 r.,

5. Izabela Malek, tytul pracy magisterskiej: ,,Suplementy diety wspomagajace ptodnos¢”,

Krakéw 2019 1.,

6. Patrycja Stec, tytul pracy magisterskiej: ,,zastosowanie kakao w kosmetologii”, Krakéw 2019

r.,

7. Sabina Chrzaszcz, tytul pracy magisterskiej: ,Walidacja metody oznaczania

krotkotancuchowych kwasdéw organicznych w smotce niemowlat”, Krakow 2018 r.,

8. Wioleta Pigtek, tytul pracy magisterskiej: ,,Analiza chemiczno-sensoryczna win

wyprodukowanych na terenie Matopolski”, Krakéw 2018 r.,

9. Aneta Kosowska, tytut pracy magisterskiej: ,,Wpltyw modyfikacji diety na stezenia

krotkotancuchowych kwasdéw organicznych w kale szczuréw”, Krakow 2016 r.,

10. Marlena Smardz, tytul pracy magisterskiej: ,,Analiza chemiczna i sensoryczna win polskich,

wyprodukowanych z owocoéw winorosli wlasciwej”, Krakow 2016 .,
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11. Agnieszka Sekulska, tytul pracy magisterskiej: ,,Nutrikosmetyka”, Krakéw 2016 r.,

12. Diana Winnicka, tytul pracy magisterskiej: ,,Optymalizacja parametréw ekstrakcji
krétkotancuchowych kwasow organicznych z probek katu”, Krakow 2015 r.,

13. Agnieszka Cetnar, tytul pracy magisterskiej: ,,Oznaczanie kwaséw organicznych w soku
z winogron i w winie - na kolejnych etapach jego produkcji”’, Krakow 2014 r.,

14. Anita Cisowska, tytul pracy magisterskiej: ,,Zmiany skérne towarzyszace alergiom
pokarmowym”, Krakéw 2014 r.,

15. Mateusz Kwit, tytut pracy magisterskiej: ,,Oznaczanie kwasoOw organicznych, catkowitej
zawartosci polifenoli 1 aktywnos$ci antyoksydacyjnej w miodach pitnych”, Krakéw 2013 r.,

16. Dominika Sobanska, tytut pracy magisterskiej: ,,Rola kwaséw organicznych stosowanych
w preparatach i zabiegach kosmetycznych”, Krakow 2012 r.,

17. Malwina Lis, tytul pracy magisterskiej: ,,Wplyw na organizm ludzki preparatow
kosmetycznych zawierajacych filtry chronigce przed promieniowaniem UV”, Krakow 2012 r.,
18. Anna Chamielec, tytul pracy magisterskiuej: ,,Wlasciwosci antyoksydacyjne i inne

wiasciwosci biochemiczne win oraz sokow i napojow z winogron”, Krakow 2011 r.

e Promotor 2 prac licencjackich studentow kierunku dietetyka, Wydzial Lekarski
Collegium Medicum UJ:
1. Ewelina Cichocka, tytul pracy licencjackiej: ,,Barwniki stosowane w Zywnosci — korzyS$ci
1 zagrozenia”, Krakow 2019 r.,
2. Weronika Olbrycht, tytul pracy licencjackiej: ,,Rola kwasu foliowego w organizmie

czlowieka w §wietle najnowszych badan naukowych”, Krakéw 2019 r.

e Obecnie, promotor pomocniczy w 2 wszczetych przewodach doktorskich:

1. mgr Marcelina Rusin, tytul rozprawy doktorskiej: ,, Zastosowanie technik separacyjnych,
technik sprzezonych i mikroskopii FTIR w badaniu Zywienia i chorob przewodu pokarmowego
niemowlgt i ludzi dorostych”. Promotor: dr hab. Michat WozZniakiewicz, prof. UJ, wszczgcie
przewodu doktorskiego: Krakéw 2020 r., Szkota Doktorskiej Nauk Medycznych i Nauk o
Zdrowiu UJCM,

2. mgr Magdalena Goérecka, tytut rozprawy doktorskiej: ,,dnaliza wptywu cukrzycy cigzowej na
profil mikrobiologiczny siary i mleka oraz smotki i katu noworodkow z cigz donoszonych w
populacji polskiej” Promotor: prof. dr hab. n. med. Hubert Huras, wszczecie przewodu
doktorskiego: Krakow 2022 r., Szkota Doktorskiej Nauk Medycznych i Nauk o Zdrowiu
UJCM.
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6.2.

Recenzent 11 prac magisterskich.

Koordynator prac badawczych studentow zrzeszonych w Kole Naukowym przy
Zaktadzie Bromatologii UJ CM. Efektem tej aktywnosci bylo przygotowanie wraz z
studentami komunikatu przedstawionego na mi¢dzynarodowej konferencji naukowe;j
Studentéw Uczelni Medycznych: Tomasz Wtadystaw Rzadca, Anna Gwizdak, Karolina
Wojton, Justyna Dobrowolska-lwanek tutor. Determination of organic acids in
alcoholic beverages (development of methodology), Miedzynarodowa Konferencja
Naukowa Studentéw Uczelni Medycznych, Krakow, 10-12 kwietnia 2014 r.
Organizator zwiedzania nowoczesnych, komercyjnych laboratoriow
biotechnologicznych (firma Selvita) oraz prezentacji zaawansowanych technik
badawczych (firma Shim-pol) dla studentow II roku kierunku Analityka Medyczna,
Krakow 2019 r.

OSIAGNIECIA ORGANIZACYJNE

Konferencje i konkursy naukowe:

cztonek komisji oceniajgcej prezentacje studentow w ramach konferencji szkoleniowe;:
,GIELDA PRAC”, Wydziat Chemii UJ, Krakow 2 - 3 czerwca 2009 r.,

organizator z ramienia Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM na VI Zakopianskich
Dniach Enologicznych — pozostate instytucje wspotorganizujace: Instytut Wspotpracy
z Europa Orientalng (ICEO), Institute of Higher Studies of Vine and Wine (Montpellier,
Francja), Zakopane 24-27 pazdziernika 2013 r.,

cztonek komitetu organizacyjnego oraz sekretarz naukowy XXIII Ogoélnopolskiego
Sympozjum Bromatologicznego — organizator Zaktad Bromatologii U] CM wraz z
Polskim Towarzystwem Farmaceutycznym, Krakow 10-12 wrzesnia 2014 r.,

cztonek komisji nadzorujacej przebieg konkursu wiedzy o winie (udziat w opracowaniu
pytan konkursowych) na Wydziale Farmaceutycznym - WIEWIQ 2020 - organizator
Studenckie Koto Naukowe Enologiczne UJ CM, Krakéw 27 czerwcea 2020 .,

czlonek komisji naukowej oceniajacej prezentacje studentow na 29th International
Medical Students’ Conference in Cracow - organizator Studenckie Towarzystwo
Naukowe Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, kwiecien 2021 r.,
zastepca przewodniczacego komitetu naukowego, prowadzaca 1 moderator sesji
tematycznej I Kongresu Absolwentow Enologii UJ CM, Krakow 21-24 kwietnia 2022

r.
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Organizacja i opieka nad profesorami wizytujacymi Wydzial Farmaceutyczny UJ CM:

6.3.

udziat w zorganizowaniu i przebiegu spotkania z prof. Philippo Pszczétkowskim-
Tomaszewskim (University of Santiago, Chile) (2012 r.),

udziat w zorganizowaniu i przebiegu spotkania z prof. Alain Carbonneau wraz z
delegacja z Uniwersytetu w Montpellier (2013 r.),

udziat w opiece nad prof. Isabel Saraiva de Carvalho (University of Algarve, Portugalia)
— visiting professor w Zaktadzie Bromatologii U] CM (2014 r.),

udzial w zorganizowaniu i przebiegu spotkania z Prof. Ken-ichi Yoshida (Kobe

University, Japonia) - visiting professor w Zaktadzie Bromatologii U] CM (2017 r.).

OSIAGNIECIA POPULARYZUJACE NAUKE

Wspoétudziat w zorganizowaniu stoiska Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM, czynny
udziat w Festiwalach Nauki, Krakow 2010 — 2015 r.

Przeprowadzenie wykladow w ramach spotkan naukowych Polskiego Towarzystwa
Dietetyki zatytutowanych , Dodatki do zywnosci” oraz , Zywienie w chorobie
refluksowej oraz chorobie wrzodowej zotgdka i dwunastnicy”.

Przeprowadzenie wyktadu dla studentéw Kofa Naukowego Akademii Gorniczo-
Hutniczej dotyczacego stosowanych dodatkéw do zywnosci.

Zorganizowanie, pozyskanie $rodkow, koordynowanie oraz udziat w prowadzeniu
wyktadow w ramach ,, Praktycznego kursu wiedzy o zZywieniu i suplementacji kobiet w
okresie cigzy, laktacji oraz dzieci do lat 37, Wydziat Farmaceutyczny UJ CM, Krakow
7-9 grudnia 2018.

Zorganizowanie warsztatow dla kobiet w cigzy, w ramach projektu Swiadoma Mama,
dotyczacych prawidtowego odzywania kobiet w cigzy, Krakow 2019 .

Redagowanie broszury informacyjnej ,,Moje dziecko zaczyna jes¢. Kompendium wiedzy
0 rozszerzaniu diety niemowlgr” powstatej podczas realizacji zadania badawczego
dotyczacego analizy smotki noworodkow i mleka ich matek. Krakow 2020 r.
Zorganizowanie stoiska Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM, czynny udzial w VIII, X
i XI Edycji , Swieta Rodziny Krakowskiej"— organizator Urzad Miasta Krakowa,
Krakéw 2019 oraz 2022 r.

Przeprowadzenie warsztatow dla dzieci z przedszkola ,,Niezapominajka” w Krakowie

na temat piramidy zywienia, zdrowych nawykow zywieniowych (2022 r.).
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e Wspotautor artykutu popularnonaukowego dla portalu ,.Swiadoma Mama”

zatytutowany ,, Zalecenia zywieniowe dotyczqce podstawowych sktadnikow odzywczych

dla kobiet w okresie cigzy” https://swiadomamama.pl/2019/04/05/zalecenia-

zywieniowe-dotyczace-podstawowych-skladnikow-odzywczych-dla-kobiet-w-okresie-

ciazy/ (data dostepu 25.03.2023).
e Zorganizowanie i udzial w realizacji mini-wywiadu z ekspertem na temat interakcji

lekéw z pozywieniem, wirtualny dzien otwarty UJ na Wydziale Farmaceutycznym,

Krakéw 26 marca 2022, https://www.youtube.com/watch?v=Sqf60OM8Ji1A#menu.
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7. OPROCZ KWESTII WYMIENIONYCH W PKT. 1-6,
WNIOSKODAWCA MOZE PODAC INNE INFORMACJE, WAZNE Z
JEGO PUNKTU WIDZENIA, DOTYCZACE JEGO KARIERY
ZAWODOWEJ.

Wspolpraca z innymi jednostkami naukowymi zostala opisana w rozdziale 5.

Udzial w kursach i szkoleniach podnoszacych kompetencje dydaktyczne:

e warsztaty dydaktyczne Ars Docendii ,,Podstawy dydaktyki akademickiej”, Krakow
2013/2014 r. (29 h),

e konferencja Ars Docendii ,,Rozwijanie wybranych kwalifikacji zawodowych
nauczycieli i doktorantow”, Krakow 2014 r.,

e szkolenie zorganizowane przez PWN ,Jak intepretowac prawo autorskie na uczelni”,
Krakéw 2014 r.,

e warsztaty dydaktyczne Ars Docendii ,,Sztuka komunikacji”, Krakow 2016 r. (15 h),

e warsztaty dydaktyczne Ars Docendii ,,Sceniczne techniki prowadzenia wykladoéw”,
Krakéw 2016 1. (10 h),

e kurs dydaktyczny Ars Docendii ,,Tworzenie sylabusow”, Krakéw 2018 r. (15 h),

e warsztaty ,,Jak bez stresu przeprowadzi¢ egzaminy zdalne na platformie Pegaz (system
BigBlueButton)”, Krakéw 2020 r. (3 h).

Udzial w kursach i szkoleniach podnoszacych kompetencje naukowe:

e zaawansowany kurs technik elektroforetycznych ze szczegdlnym uwzglednieniem
izotachoforezy kapilarnej. Spisska Nova Ves, Stowacja 23 - 25 maja 2011 r.,

e szkolenie w ramach projektu ZintegrUJ ,,Prawo autorskie w dzialalno$ci naukowe;j
1 dydaktycznej”, Krakéw 2019 r. (6h),

e szkolenie realizowane przez StatSoft Polska, ,.Zastosowanie statystyki i1 Statistica
w opracowaniu wynikow empirycznych — kurs podstawowy”’, Krakow 2018 r. (17 h),

e warsztaty z oprogramowania LabSolution (tworzenie metod analitycznych

1 obliczeniowych) przeprowadzone przez firm¢ Shim-Pol, Krakow 2017 r.,
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e szkolenie zorganizowane przez PWN ,,Jak z sukcesem przygotowa¢ wniosek o grant”,

Krakow 2015 r.
Nagrody i wyrdznienia:

¢ stypendium naukowe dla najlepszego doktoranta, Wydziat Chemii UJ; 2008 r.,

e nagroda zespolowa Rektora Uniwersytetu Jagiellonskiego za osiggni¢cia naukowe;
2009r.,

e nagroda Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego za osiagnigcia naukowe; 2015,

e nagroda zespotowa od studentow dietetyki WL CMUJ dla najlepszej jednostki
dydaktycznej; 2018 i 2022,

e nagroda zespotowa Rektora Uniwersytetu Jagiellonskiego za osiggni¢cia dydaktyczne

— 111 stopnia; 2021.

(podpis wnioskodawcy)
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