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IN DISEASES RELATED TO THE CENTRAL NERVOUS
SYSTEM
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Dr inz. Paulina Gatarek studiowata na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Lodzkiego, gdzie w 2012 roku uzyskata tytut zawodowy licencjata. Od
2012 roku zwigzana z Wydziatem Chemicznym Politechniki Lodzkiej,
gdzie w 2015 roku uzyskata tytul inzyniera, nastgpnie w 2016 roku tytut
magistra, kontynuujac nauk¢ na studiach doktoranckich, uzyskujac
w 2023 roku tytut doktora nauk chemicznych. Prac¢ doktorska pt.
»Oznaczanie  wybranych — metabolitow ~w  plynach  ustrojowych
z  wykorzystaniem  technik  chromatograficznych”  zrealizowata
w Instytucie Chemii Ogélnej i Ekologicznej pod kierunkiem prof. dr hab.
inz. Joanny Katuznej-Czaplinskiej. Praca zostata nagrodzona w konkursie
Komitetu ~ Chemii  Analitycznej  Polskiej  Akademii  Nauk
za najlepsza rozprawg doktorska z chemii analitycznej w 2024 r. Obecnie
zatrudniona na stanowisku adiunkta na Wydziale Chemicznym Politechniki L.odzkiej. Jest wspotautorka m.in.
dziewietnastu publikacji o zasi¢gu migdzynarodowym oraz trzech rozdzialéw w monografiach naukowych.
Zainteresowania naukowe skupia gtéwnie na badaniach zwigzanych
z poszukiwaniem 1 identyfikacja potencjalnych markeréw diagnostycznych 1 prognostycznych
w chorobach zwigzanych z o$rodkowym uktadem nerwowym z zastosowaniem technik chromatograficznych
oraz wielowymiarowej analizy statystycznej.

,,&:- ® https://orcid.org/0009-0006-3825-522X

Prof. dr hab. inz. Joanna Kaluzna-Czaplinska - w 1989 roku ukonczyta
XII Liceum Ogolnoksztatcace im. S. Wyspianskiego w Lodzi w klasie
o profilu matematyczno-fizycznym. W tym samym roku podjeta studia na
Wydziale Chemicznym Politechniki L.odzkiej, a po pigciu latach uzyskata
tytul magistra inzyniera chemii. Od 1994 roku zwiazana jest z Instytutem
Chemii Ogolnej i Ekologicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki
Lodzkiej. W 1999 roku uzyskata stopien doktora nauk chemicznych.
Stypendystka Fundacji Pamigci Prof. dr hab. B. Jezowskiej -
Trzebiatowskiej dla wybitnych mtodych uczonych. Stopien doktora
habilitowanego otrzymata w 2012 roku na podstawie rozprawy
habilitacyjnej nt. "Oznaczania metabolitow z  zastosowaniem
chromatografii ~ gazowej  sprz¢zonej  ze  spektrometrig  mas”.
Zainteresowania naukowe prof. Joanny Katuznej-Czaplinskiej dotycza
wykorzystania technik taczonych z chromatografia w badaniach probek $rodowiskowych, klinicznych
i archeologicznych. Byla kierownikiem i glownym wykonawca projektow krajowych finansowanych przez
NCN, MNiSW oraz w ramach Funduszy Europejskich. Od kilku lat uznawana jest jako najczgsciej cytowany
autor na $wiecie wedlug Wydawnictwa Elsevier. Peni funkcje kierownika zespotu badawczego Poland
Chemistry and Nutrition Research Group, Grupa ta jest czgsciag Migdzynarodowego Stowarzyszenia - Council
for Nutritional and Environmental Medicine (CONEM). Jest cztonkiem Komitetu Chemii Analitycznej PAN
i Komisji Analizy Chromatograficznej i Technik pokrewnych Komitetu Chemii Analitycznej PAN, Polskiego
Towarzystwa Metabolomicznego. Jest wspotautorka ponad 90 publikacji
w czasopismach z listy JCR, monografii naukowych i podrgcznikow: ,,Podstawy chromatografii
i technik elektromigracyjnych” oraz ,,Biochromatografia”. Peli rol¢ recenzenta w czasopismach naukowych
o zasiggu miedzynarodowym. Nowe kierunki jej badan naukowych obejmuja analizy metabolomiczne oraz
wplyw diety i suplementacji na organizm cztowieka.

s -

@ https://orcid.org/0000-0002-5106-4667
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ABSTRACT

The search for biomarkers which would be helpful in diagnosing or predicting
the course of diseases of unknown etiology, such as autism or Parkinson's disease
(PD), is challenging due to the complex nature of these conditions and their diverse
biochemical backgrounds. With help comes metabolomics. Metabolomics studies
allow qualitative and quantitative analysis of metabolites which can act as disease
markers. Traditional biochemical methods are not always sensitive enough to detect
metabolites present at very low concentrations in body fluids. Therefore,
chromatographic techniques, especially gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) and liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS), along with other
detection options, are often used in metabolomic studies. The high sensitivity of both
methods allows detection of metabolites even in trace amounts, which is crucial for
diagnosing neurological diseases, where biochemical changes can be subtle and
difficult to detect. Metabolomics research into autism and PD contributes to a better
understanding of mechanisms of their development at cellular and molecular levels.
Identifying biomarkers may help uncover metabolic changes affecting central
nervous system (CNS) functions, such as neurotransmitters, which may be related to
communication and social impairments in autism. Similarly, metabolites linked to
dopaminergic neuronal degeneration or oxidative stress are being sought in
Parkinson's disease. Examples of potential biomarkers include specific fatty acids,
products of lipid peroxidation, or compounds related to energy metabolism, which
may be indicative of ongoing neurodegenerative processes in the brain. However,
more specific diagnostic indicators are still needed, making metabolomic studies
together with bioinformatics analysis a valuable tool for the development of
personalized diagnostics, but also for monitoring the course of disease and
therapeutic strategies in diseases of the CNS. This article presents metabolites which
can be considered potential prognostic and diagnostic markers in autism and
Parkinson's disease.

Keywords: metabolity, techniki taczone z chromatografia, autyzm, choroba
Parkinsona
Stowa kluczowe: metabolites, coupled techniques with chromatography, autism,

Parkinson's disease
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WPROWADZENIE

Choroby cywilizacyjne czg¢sto sg definiowane jako te zwigzane ze stylem zycia
i sposobem odzywiania. Do chorob cywilizacyjnych zaliczaja si¢ m.in.: choroby serca,
cukrzyca typu 2, otyto$¢, choroby nowotworowe, choroby uktadu oddechowego oraz
zaburzenia o podlozu psychicznym i neurologicznym. Wiele z tych choréb wiaze si¢
z niewlasciwg dieta, brakiem aktywnos$ci fizycznej, stresem, paleniem tytoniu
i nadmiernym spozywaniem alkoholu czesto prowadzacym do przewleklego zmeczenia,
ograniczenia zdolnosci do wykonywania codziennych czynnosci, wptywajac tym na
jako$¢ zycia calego spoleczenstwa a takze przyczyniajac si¢ do zwickszenia liczby
zgondw oraz w duzej mierze do rozwoju niepetnosprawnosci. Obecnie szczegodlnie
trudnym zagadnieniem sg neurologiczne choroby cywilizacyjne. Najczesciej definiowane
jako schorzenia i zaburzenia, ktére w coraz wigkszym stopniu dotykaja spoteczenstwo
i sg $cisle powigzane z o$rodkowym uktadem nerwowym (OUN). Osrodkowy uktad
nerwowy odgrywa kluczowg role w regulacji funkcji zyciowych, proceséw myslowych,
ruchowych, zwigzanych z emocjami, ma takze kluczowe znaczenie w odczuwaniu bolu,
reakcjach na bodzce, rownowage hormonalng oraz oddychanie i trawienie. Dlatego
neurologiczne choroby cywilizacyjne maja powazne konsekwencje dla zdrowia
publicznego, a wczesna diagnostyka oraz dziatania prewencyjne sg istotnymi elementami
w walce z tymi schorzeniami. Analiza metabolitow w przypadku OUN moze pomdc
w identyfikacji biomarkeréw chordb neurologicznych, takich jak na przyktad choroba
Parkinsona (ang. Parkinson’s disease — PD), czy zaburzenie jakim jest autyzm. Badania
metabolitow zwiazanych z OUN sg istotne dla zrozumienia wielu aspektow
funkcjonowania ludzkiego mézgu oraz patologii neurodegeneracyjnych. Metabolity,
takie jak neurotransmitery, kwasy tluszczowe, czy produkty metabolizmu glukozy,
odgrywaja kluczows role w komunikacji neuronoéw i regulacji proceséw energetycznych.
Badania metabolomiczne umozliwiaja wczesng diagnozg oraz prognozowanie przebiegu
choroby poprzez zidentyfikowanie markeréw predykcyjnych, hamowanie rozwoju
choroby czy wybor i dopasowanie najefektywniejszego leczenia. Stad tez w badaniach
metabolomicznych istotne jest zastosowanie czutych, selektywnych i komplementarnych
technik analitycznych, aby mozliwe bylo oznaczenie metabolitow o roéznych
wiasciwos$ciach fizykochemicznych, czesto wystepujacych na bardzo niskich poziomach
stezen. W tym celu w tych badaniach szeroko wykorzystywane sa techniki faczone m.in.:
chromatografia gazowa (ang. gas chromatography — GC) czy cieczowa (ang. liquide
chromatography — LC) sprzezone ze spektrometrig mas (ang. mass spectrometry — MS).
Zastosowanie taczonych technik chromatograficznych pozwala na jako$ciowa i ilosciowa
analiz¢ metabolitdéw mogacych pehi¢ funkcje markeréw chorobowych.

Ciagle istnieje potrzeba poszukiwania nowych, bardziej specyficznych wskaznikow
diagnostycznych. Analiza metabolitow zapewnia wglad w odpowiedz organizmu
wywolana bodZzcami zewngtrznymi. Na ich podstawie mozna obserwowa¢ zmiany
w szlakach metabolicznych zwigzanych z choroba i jej rozwojem. Badania metabolomi-
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czne przy wsparciu zaawansowanego modelowania bioinformatycznego stanowig
potezne narzgdzie diagnostyczne umozliwiajace holistyczne podejscie do zrozumienia
regulowanych odpowiedzi na réznych poziomach biologicznych. Przyktadowy schemat
postepowania statystycznego W badaniach zwigzanych
z poszukiwaniem nowych biomarkerow zaprezentowano na Rysunku 1.

redukcja liczby zmiennych
Analiza gtéwnych sktadowych PCA - identyfikacja podobiefistw
- identyfikacja wartosci odstajacych

Analiza dyskryminacyjna — czastkowych najmniejszych - zdolno$¢ dyskryminacji pomigdzy grupami (chorzy vs. zdrowi)
kwadratéw PLS-DA - tworzenie modelu wielowymiarowego okreslajacego moc predykeji
wadratow : i dopasowanie modelu

wktad kazdej zmiennej w predykcje modelu

Analiza ZmlennVCh ZHBCZQCVCh dia pl’Ojeijl vip wskazanie metabolitéw pozwalajacych na odrdinienie badanych grup

Analiza éciezek - identyfikacja najistotniejszych szlakéw metabolomicznych
Analiza krzywych ROC - ocena wiasciwosci predykeyjnych wytypowanych markerow
/
|
\ [
N Pole pod wykresem krzywej AUC - okreslenie skutecznosci diagnostycznej wytypowanych markeréw

Rysunek 1. Przyktadowy schemat postgpowan statystycznych w badaniach metabolomicznych
Figure 1. An example of a scheme of statistical procedures in metabolomics research

1. BADANIA METABOLOMICZNE Z WYKORZYSTANIEM TECHNIK
CHROMATOGRAFICZNYCH

Etiologia wielu chorob i zaburzen, w tym takze choroby Parkinsona i autyzmu,
nadal pozostaje przedmiotem dyskusji. Pomocne mogg okaza¢ si¢ nowe narzedzia
diagnostyczne, ktore skupiaja si¢ na analizie metabolomu, czyli pelnego zestawu
metabolitdéw, zmianiajacy si¢ w zaleznoSci od fizjologii, rozwoju Iub stanu
patologicznego komorek czy tkanek. Badania nad metabolitami w chorobie
Parkinsona i autyzmie moga pomdc w identyfikacji nowych biomarkerow do
wcezesnej diagnostyki oraz w opracowywaniu nowych strategii terapeutycznych.
Ponadto, badania metabolomiczne umozliwiaja wczesna diagnoz¢ poprzez
zidentyfikowanie markerdw predykcyjnych, prognozowanie przebiegu choroby,
hamowanie rozwoju choroby czy wybor i1 dopasowanie najefektywniejszej
suplementacji i leczenia.

W badaniach metabolomicznych stosowane sg rézne podej$cia analityczne, takie
jak:

1. metabolomiczny odcisk palca (ang. metabolic fingerprinting) polegajacy na

analizie jakosciowej wszystkich zwigzkow obecnych w prébee [1,2],
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2. badanie profili metabolicznych (ang. metabolite profiling), ktére polega na
analizie okreslonej grupy metabolitow o podobnych wtasciwosciach [3,4],

3. celowana analiza metabolomiczna (ang. metabolite target analysis), ktéra
skupia si¢ na analizie okreslonego odcinka metabolomu poprzez analizg
wybranych metabolitow [5,6].

Przyktadowy schemat postgpowania metabolomicznego zostat zaprezentowany
na Rysunku 2.

Analiza statystyczna &
interpretacja biochemiczna

Rysunek 2. Postgpowanie metabolomiczne w poszukiwaniu biomarkeréw
Figure 2. Metabolomic procedure in the search for biomarkers

Badania metabolomiczne skupiajace si¢ na identyfikacji markerow
chorobowych czesto sg utrudnione m.in.: ze wzgledu na ztozony sktad matrycy, czyli
ptynéw fizjologicznych lub tkanek, najczesciej stosowanych w tego typu badaniach.
Dodatkowo nie bez znaczenia pozostaja poziomy i zakresy stezen metabolitow
w probkach biologicznych. Oznaczane metabolity wystgpuja na niskich poziomach
stezen, rzedu mikro-, nano- czy pikograméw. Czgsto wykonywanie tych oznaczen
jest skomplikowane i czasochtonne, a proces przygotowania probki wymagajacy
i wieloetapowy. Te wszystkie trudno$ci mozna wyeliminowaé stosujac techniki
chromatograficzne gltéwnie w polaczeniu ze spektrometria mas. Sprzezenie tych
technik gwarantuje rozdzielenie ztozonej mieszaniny na poszczeg6lne sktadniki i ich
identyfikacj¢. Wiele metabolitow z probek biologicznych charakteryzujacych si¢
ztozonym sktadem matrycy moze by¢ zidentyfikowanych w wyniku pojedynczej
analizy z wykorzystaniem m.in.: chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria
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mas (ang. gas chromatography-mass spectrometry — GC-MS) [7,8]. Sprzezenie to
jest jedna z najczesciej stosowanych technik do oznaczania lotnych i niepolarnych
metabolitow. Przed zadozowaniem probki do kolumny chromatograficznej jest
przeksztalcana w pochodne o odpowiednich wlasciwosciach umozliwiajacych ich
oznaczenie (zwickszenie lotnosci czy stabilno$ci termicznej, zmiang polarnosci,
zwigkszenia czulosci i/lub specyficznoéci oznaczenia). Do zalet tego polaczenia
naleza wysoka czuto§¢, mozliwo$¢ jednoznacznej identyfikacji analizowanych
zwigzkow oraz szeroki wachlarz mozliwosci zastosowania [8-11]. Inng szybka
i doktadng metoda rozdzielania sktadnikéw mieszaniny wraz z identyfikacja jest
chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas (ang. liquid
chromatography-mass spectrometry — LC-MS). W tym przypadku proces
przygotowania probki do analizy nie jest az tak wymagajacy i dtugotrwaty, jak dla
GC-MS. Technika ta charakteryzuje si¢ wysoka czulo$cig i specyficznoscia.
Stosowana jest gtownie do oznaczania zwigzkoéw polarnych, nielotnych oraz
wrazliwych na temperature [12].

2. METABOLITY W AUTYZMIE

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization — WHO)
definiuje autyzm jako zaburzenie rozwoju psychicznego charakteryzujace si¢
opoznieniem lub uposledzeniem rozwoju funkcji mézgu bezposrednio zwigzanych
z  biologicznym  dojrzewaniem  oSrodkowego  uktadu = nerwowego.
Charakterystycznymi cechami diagnostycznymi autyzmu sa obecno$¢ zaburzonego
Iub nieprawidlowego rozwoju dziecka ujawniajacego si¢ przed ukonczeniem
trzeciego roku zycia, a takze nieprawidlowe funkcjonowanie we wszystkich
obszarach psychopatologii: wzajemnych interakcji spotecznych, komunikacji
i ograniczonych, powtarzalnych, stereotypowych zachowan. Oprocz tych
specyficznych cech powszechny jest szereg innych, niespecyficznych problemoéw,
takich jak uposledzenie zdolnosci jezykowych oraz koordynacji ruchowej, napady
ztosci 1 autoagresja, fobie czy zaburzenia snu oraz odzywiania [13].

Badania metabolomiczne z wykorzystaniem technik chromatograficznych sa
uzytecznym 1 czulym narzedziem w identyfikacji specyficznych $ciezek
biologicznych, badaniach wielu choréb w celu poprawy jej diagnostyki czy
wprowadzenia nowych lub  optymalizowanie standardowych  strategii
terapeutycznych. Ponadto podejscia te w potaczeniu z jedno- i wieloczynnikowa
analizg statystyczna umozliwiaja identyfikowanie réznic w zawartoSciach
maloczasteczkowych metabolitow zapewniajgc specyficzny i spersonalizowany
profil biochemiczny badanych osob. Sprzezenie technik chromatograficznych ze
spektrometria mas oferuje identyfikacje i oznaczenie niskich poziomow stgzen
metabolitow w ptynach ustrojowych oraz tkankach. Zapewnia takze odpowiednia
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selektywno$¢ 1 wysoka czulo$¢ analiz [14]. Badania metabolomiczne u dzieci
autystycznych maja potencjat do odkrywania nie tylko nowych biomarkerow, ale sa
istotne w zrozumienia mechanizméw choroby 1 wspierania bardziej
zindywidualizowanego podejscia do terapii.

W Tabeli 1 zaprezentowane zostaly potencjalne biomarkery autyzmu, ktore
obecnie s3 oznaczane w plynach ustrojowych osob dotknictych tym zaburzeniem
z wykorzystaniem technik chromatograficznych.

Tabela 1. Potencjalne biomarkery autyzmu oznaczane w plynach ustrojowych o0sob badanych
z wykorzystaniem technik chromatograficznych
Table 1. Potential biomarkers of autism spectrum disorder determined in body fluids of subjects using

chromatographic techniques

Matry- Przygotowanie Stosowana Parametry
L.p. Metabolity ca probek technika walidacyjne/  Lit.
do analizy chromatograficzna  statystyczne
kwasy: ekstrakcja
2-oksoglutarowy, cytrynowy, rozpuszczalnikowa
izocytrynowy, octan etylu:eter
1 4-hydroksybenzoesowy, mocz dietylowy GC-MS p<0,05 [15]
4-hydroksyfenylooctowy, (1:1, viv),
hipurowy, adypinowy, derywatyzacja:
suberynowy sililacja
kwasy:
o- i B-hydroksymastowy,
SZCZawiowy,
bursztynowy,
a-hydroksyglutarowy, ekstrakcja
4-hydroksyfenylooctowy, rozpuszczalnikowa <005
2 WInOWY, eylrynowy. mocz MeOH, | GC-MS AUCROC  [16]
treonowy, derywatyzacja: 0.775
3-hydroksybenzoesowy, metoksylacja, ’
propionowy, fosforowy, sililacja
butanowy, sebacynowy;
aminokwasy: homocysteina,
tyrozyna, seryna, tryptofan;
cukry: mannitol, arabinitol
odbiafczanie i
retinol, surowica ekstrakcja
3 5-HT krwi rozpuszczalnikowa HPLC p<0.001 {
heksanem
R%0.9939—
0.9995
. LOD 0,01-
o ' derywatyzacja: 0,04 pg/mL.
metionina, fenyloalanina, EtOH, NaxSO0s3, LOQ 0,05
4 walina, tryptofan, leucyna, mocz aldehyd ftalowy, HPLC 02 ug;mL [18]
izoleucyna tetraboran sodu ’O dzysk
(NazB407) 86,67
107,5%
p <0,05
tyrozyna, kreatyna, . . Rz 0.90
5 kwas 2-hyroksybutyrowy. mocz odwirowanie, NMR Q077 [19]
? rozciehczenie LC-MS AUC ROC

kwas glutaminowy 0.877
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p<0,05
7-metyloguanozyna,
1-metyloadenozyna, ekstrakcja R? >0,995
6 1-metyloguanina, mocz rozpuszczalnikowa LC-MS/MS CV 0,8-4,9% [20]
7-metyloguanina, ACN p<0,05
3-metyloadenina
ekstrakcja
kwasy: .
rozpuszczalnikowa

7 Yhydroksyizowalerianowy, mocz  HClioctan etylu, GC-MS p<00001  [21]
HVA, adypinowy,

ds t ja:
suberynowy, indolooctowy erwal y%aCJa
sililacja
kwasy:
3—metylogl}1takonowy, hydroliza,
3-hydroksyizomastowy, .
3-hydroksyizowalerianow: ekstrakeja
4 4 Y rozpuszczalnikowa GC-MS
8 4- mocz p<0,05 [22]
. octan etylu, LC-MS/MS
hydroksyfenylopirogronowy, dervwatvaacia
watyzacja:
bursztynowy, 3-hydroksy-3- ry“ y' !
. sililacja
metylowalerianowy,
akonitowy, octowy
kwasy:
9-(9Z-oktadecenoyloksy)-
oktadekanowy, DL-2- ekstrakcja R? 0,945
9 hydroksystearynowy, osocze rozpuszczalnikowa LC-MS/MS Q%0,78 [23]
7(S),17(S)-dihydroksy- ACN:MeOH p < 0,005
8(E),10(2),13(2),15(E),19(Z)-
dokozapentanowy
R2> 0,999
zakres
1-metyloguanidyna, finiowosci:
No: acety 10gl[14 ar, }i,n'n’a odwirowanie 20-48000
10 Jacelyio-Lrargimng, mocz WITOWATIE, LC-MS/MS ng/ml [24]
siarczan indoksylu, rozcienczenie
. LOQ 20-480
kwas 3-indolooctowy
ng/ml
LOD 1,9-
15,8 ng/ml

GC-MS - chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas; p — warto$§¢ prawdopodobienstwa
testowego; MeOH — alkohol metylowy; AUC ROC - pole pod wykresem krzywej ROC; S5-HT —
5-hydroksytryptamina; HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa; EtOH — alkohol etylowy; R* —
wspdtczynnik determinacji; Q® — wspotczynnik korelacji; LOD — granica wykrywalnosci; LOQ — granica
oznaczalno$ci; NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego; LC-MS — chromatografia
cieczowa sprzezona ze spektrometriag mas; LC-MS/MS — chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowa
spektrometrig mas; CV — wspotczynnik zmiennosci; HVA — kwas homowanilinowy.

3. METABOLITY W CHOROBIE PARKINSONA

W 1817 roku James Parkinson opisat charakterystyczne objawy tej choroby,
takie jak drzenie spoczynkowe, pochylona postawa ciata, a takze sztywno$¢
i zwickszone napigcie mie$ni oraz bradykinezja [25,26]. Choroba Parkinsona jest
chorobg neurodegeneracyjng osrodkowego uktadu nerwowego charakteryzujaca si¢
postepujacg utratg neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej i wytwarzaniem
ciatek Lewy'ego [27-29], a takze agregacja a-synukleiny, ktora wywoluje neuroto-
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toksyczno$¢ neurondw dopaminergicznych. Neurony dopaminergiczne sa podatne na
degeneracje ze wzgledu na rozlegle rozgaltgzienia i znaczng ilo$¢ energii potrzebna
do przekazywania sygnatéw nerwowych [30]. Ich utrata powoduje postepujace
uposledzenie kontroli motorycznej, co jest podstawowa cechg kliniczng tej choroby.
Typowe objawy ruchowe pojawiaja si¢ w momencie, gdy degradacji ulegnie ponad
60% komorek dopaminergicznych [29]. Nie ma testu pozwalajacego na wczesne
rozpoznanie choroby, jeszcze przed pojawieniem si¢ objawdw [31]. Rozpoznanie
stawia si¢ najczeScie] na podstawie obecnosci lub braku charakterystycznych
objawow ruchowych. Ze wzgledu na postepujacg neurodegeneracje u pacjentdw
z chorobg Parkinsona obserwuje si¢ objawy niemotoryczne, takie jak zaburzenia
czucia i snu, zmiany zachowania, otepienie, depresja, psychoza, Iek i zmeczenie [29].
Na Rysunku 3 schematycznie przedstawiono charakterystyke choroby Parkinsona.

Rozréznia si¢ idiopatyczng posta¢ choroby Parkinsona oraz zespoly
parkinsonowskie. Idiopatyczng formg choroby o nieznanej przyczynie obserwuje si¢
u okoto 90% pacjentéw. Charakteryzuje si¢ ona spowolnieniem ruchowym, drzeniem
spoczynkowym, sztywno$cig migsni i zaburzeniami postawy. Rozpoznanie tej formy
potwierdza dobra i dlugotrwata odpowiedZ pacjenta na leczenie dopaminergiczne,
jak rowniez wystepowanie dyskinez plasawiczych w przebiegu leczenia preparatami
L-dopy. Zespoty parkinsonowskie mogg wykazywaé niektore cechy kliniczne
idiopatycznej formy choroby Parkinsona, w tym bradykinezje i sztywnosc.
Charakteryzujg si¢ szybszg dynamika narastania objawow, nieobecnoscig dyskinez
i brakiem lub stabg odpowiedzig pacjenta na stosowane leczenie dopaminergiczne.
Z tego wzgledu dla tej formy choroby nie ma skutecznego leczenia. Obserwuje si¢
nieprawidlowos$ci w zakresie presynaptycznego biatka a-synukleiny lub biatka tau.
Zespoly  parkinsonowskie sg spowodowane przez nieznane procesy
neurodegeneracyjne, uszkodzenia naczyniowe, czynniki genetyczne, toksyny,
zaburzenia metaboliczne lub leki [32-34].
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Mezczyzni sa 1.5 razy

bardziej podatni na
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NIEZNANA = .
fi sezenie i

Rysunek 3.  Charakterystyka choroby Parkinsona
Figure 3. Characteristics of Parkinson's disease

Do dzi$ etiologia choroby Parkinsona nie jest dobrze poznana. Do glownych
mechanizméw  patologicznych  choroby  zalicza si¢ utrat¢  neuronow
dopaminergicznych, wystepowanie dysfunkcji mitochondriow, stres oksydacyjny
zwigzany z uszkodzeniem mechanizméw antyoksydacyjnych, jak rowniez aktywacji
mikrogleju i synukleinopatii, ktore przyczyniajg si¢ do $mierci komoérek nerwowych
[35]. Coraz czgsciej wskazuje si¢ na rdznego rodzaju interakcje pomigdzy wiekiem,
czynnikami §rodowiskowymi i genetycznymi w rozwoju choroby [36]. Wymienia si¢
rowniez dysbioze mikrobiomu jelitowego, ktora jest zaangazowana w rozwoj
choroby poprzez 0§ mikrobiom-jelita-mézg [36-39].

Odkrywanie nowych markeréw diagnostycznych czy prognostycznych odbywa
si¢ dzigki zastosowaniu technik ,,omics”, glownie genomiki, metabolomiki,
proteomiki i lipidomiki. Techniki te wykorzystywane sg takze do diagnozowania,
wyjasniania i1 dgzenia do lepszego zrozumienia mechanizméw patofizjologicznych
danej choroby czy zaburzenia [36]. Obserwuje si¢ znaczny wzrost zainteresowania
wykorzystaniem technik metabolomicznych w badaniach nad chorobg Parkinsona.
Badania te umozliwiajg gl¢bsze zrozumienie choroby poprzez szersze spojrzenie na
indukowane przez nig zmiany biochemiczne zachodzace w organizmie. Ponadto
umozliwiaja diagnoz¢ choroby we wczesnym jej stadium, przed wystgpieniem
pierwszych, charakterystycznych objawéw, a takze moga by¢ pomocne
w odkrywaniu potencjalnych markeréw. Poszukiwanie nowych markeréw
biologicznych do wczesnego rozpoznania, ale takze do przewidywania przebiegu
choroby, oceny skuteczno$ci leczenia mozliwe jest dzigki wykorzystaniu technik
separacyjnych stosowanych w badania metabolomicznych [29]. W Tabeli 2 zostaty
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zestawione najczesciej oznaczane wskazniki diagnostyczne w chorobie Parkinsona
z zastosowaniem technik chromatograficznych.

Tabela 2. Potencjalne biomarkery choroby Parkinsona oznaczane w ptynach ustrojowych osob badanych
z wykorzystaniem technik chromatograficznych
Table 2. Potential biomarkers of Parkinson's disease determined in body fluids of study subjects using
chromatographic techniques
. Stosowana
Przygotowanie technika Parametry
L.p. Metabolity Matryca probek walidacyjne Lit.
do analiz chromatogra /statystyczne
Y -ficzna
L-3-metoksytyrozyna, ekstrakqe}
Lwas akonito rozpuszczalnikow
was aRonriowy, a ACN:ISO:H,0
1 L-metionina, osocze (332,vwh),  GC-TOFMS p <0.05 [40]
13-docosenamid, T 7 AUC 0,975
. derywatyzacja:
kwas hipurowy, .
kwas linolo metoksylacja,
htd sililacja
O-metyloguanozyna,
del(\)llfs_n;jzrll?)_z ;1a p <005
{me To anz ‘; ekstrakcja R?>0,995
2 tyloguanozyna, mocz rozpuszczalnikow  LC-MS/MS LLOQ 0,5 — 100 [41]
1-metyloguanina,
. ) . a ACN ng/ml
“mety oguanina, CV02-43%
3-metyloguanina,
7-metyloguanozyna
kwas 3,4 —
ih ksyfenylo-
jednoczesna dihydroksyfenylo
ekstrakcja i octowy
kwas 3,4 — derywatyzacja: LOD 0,003 nmol/l
ih ksyfenyl kanki ) L 1 /1
3 dihydroksyfenyloocto i 2,m i ACN, chlorek LC-MS/MS 0Q 0,010 nmol/ [42]
wYy, mozgu sulfonylow CV4,7-7,7%
HVA rodam}i,n By HVA
bmmobeize; LOD 0,004 nmol/l
LOQ 0,015 nmol/1l
CV 4,0-7,5%
k k i
Was Kynurenmowy, odbialczanie i
S-HIAA, . .
4 Kwas elutamino surowica ekstrakcja LC-MS/MS LOD 2,64 nmol/l [43]
W i . WY, krwi rozpuszczalni- LOQ 5,29 nmol/l
. was 1- kowa TFA
aminobutanowy
ekstrakcja
LPA, ) . rozpuszczalni- LC.ESI R?0,73
5 hipoksantyna, su:;::m kowa ACN, Q';'OF- Q%0,54 [44]
kwas ferulowy H2O/ACN p<0,05
(1:1, viv)
L-ornityna, plyn
6 N-acetylo-putrescyna, mézgoyvo odbiatczanie LC-MS/MS AUC ROC 0,897 (45]
N-acetylo- -rdzenio- MeOH
kadaweryna wy
ekstrakcja
kwas octowy, rozpuszczalni-
k i k MeOH. A R 1
7 Was propionowy, os0cze owa MeO L GC-MS UC ROC 0,98 [46]
kwas 2,3,4- derywatyzacja: p <0,001
trihydroksybutarowy metoksylacja,

sililacja
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kwas dekanowy

(FFA 10:0), )
. . R*0,758
kwas laurynowy odbialczanie Q70,594
8 (FFA 12:0), osocze MeOH/H.O LC-MS AUC RC;C 0.981 [47]
kwas 3-indolooctowy, (1:3, viv) <0.00 1’
fenyloacetylo-L- p=5
glutamina
kwas palmitynowy,
kwas oleinowy, odbiafczanie
AUC ROC > 0,7
9 kwas stearynowy, osocze MeOH/EtOH LC-MS/MS <005 [48]
mioinozytol, sorbitol, (1:1, viv) p=5

kwas chinolinowy

zakres pomiarowy

odbialczanie 150-200 ng/ml
Z
10 kwas 3-indolooctowy mocz LC-MS/MS R%20,991 p < 0,05 [49]

MeOH, zatgzanie LOD 1,0 ng/ml
LOQ 5,0 ng/ml
ACN - acetonitryl; ISO — alkohol izopropylowy; GC-TOFMS — chromatografia gazowe sprzezona ze
spektrometria mas i analizatorem czasu przelotu; LC-MS/MS — chromatografia cieczowa sprz¢zona
z tandemowg spektrometrig mas; p — warto$¢ prawdopodobienstwa testowego; R? — wspolczynnik determinacii;
LLOQ —dolna granica oznaczalnosci; CV — wspotczynnik zmiennosci; HVA — kwas homowanilinowy; LOD —
granica wykrywalnosci; LOQ - granica oznaczalnosci; 5-HIAA - kwas
5-hydroksyindolooctowy; TFA — kwas trifluorooctowy; LPA — kwas lizofosfatydowy; LC-ESI-QTOF —
chromatograf cieczowy sprzezony z analizatorem typu kwadrupol — analizator czasu przelotu z jonizacja przez
elektrorozpraszanie; Q* — wspétczynnik korelacji; MeOH — alkohol metylowy; AUC ROC — pole pod wykresem
krzywej ROC.

UWAGI KONCOWE

Analiza metabolitow staje si¢ kluczowym narzedziem w naukach przyrodniczych
i medycznych, umozliwiajacym zrozumienie nie tylko metabolizmu, ale takze poznanie
wplywu metabolitow na zdrowie oraz powigzanie ich z r6znymi chorobami. Wér6d nich
niewatpliwie znajduja si¢ choroby i zaburzenia neurologiczne, takie jak choroba
Parkinsona czy autyzm. Na catlym $wiecie trwajg nieustanne badania koncentrujace si¢
na wyjasnieniu nieprawidlowos$ci zachodzacych w ludzkim organizmie, ktdére moga by¢
posrednig, badZz bezposrednig przyczyng rozwoju zaburzen i chordb. Dziatania te
prowadza w kierunku typowania nowych markerow oraz rozwijania nowoczesnych
procedur analitycznych, ktére pozwalaja na ich skuteczna identyfikacj¢ oraz iloSciowe
oznaczenie. Poszukiwanie nowych wskaznikow diagnostycznych staje si¢ mozliwe
dzigki zastosowaniu technik chromatograficznych, ktore stanowia pote¢zne narzedzie
w badaniach nad chorobami neurocywilizacyjnymi, umozliwiajac identyfikacje
biomarkerow, analiz¢ neuroprzekaznikow oraz badania nad skuteczno$cia stosowanych
terapii. Ich zastosowanie przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia patogenezy tych chorob
oraz do opracowywania nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych.
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ABSTRACT

Fast and accurate diagnosis of brain tumors is a critical step in effective patient
therapy. However, challenges arise due to the complex anatomy of the brain and the
late manifestation of symptoms, making diagnosis often difficult. Therefore,
interdisciplinary research at the intersection of analytical chemistry, medical
diagnostics, and chemical engineering is essential to develop new diagnostic
approaches that facilitate the analysis of neoplastic changes in the brain. One of many
promising technologies is solid-phase microextraction (SPME), also known as
chemical biopsy. This method allows for the extraction of compounds from
biological samples and solid ones such as tumors. However, selecting potential
biomarkers is equally important to developing and optimizing appropriate analytical
tools. Lipids have recently gained attention for their significant roles in cancer
processes. Thus, the applicability of SPME probes in the analysis of brain tumor
lipidome was assessed.

Chemical biopsy was used in the analysis of brain tumors, revealing that the
lipidomic profiles of benign meningiomas significantly differed from those obtained
from malignant lesions, such as gliomas. Furthermore, it was proven that sampling
using the SPME probe was reliable. Studies focusing on gliomas demonstrated that
the lipidome of these brain tumors varied depending on the grade of malignancy and
the status of IDH1/2 mutations. Moreover, it was also proven that acylcarnitines,
which take part in lipid oxidation, were altered. Their content in neoplastic tissue
increased along with a worse clinical prognosis, specifically in lesions with a higher
degree of malignancy and in samples without mutations in the IDH1/2 gene.

It was also reported that SPME probes could be a helpful method for probing brain
during neurosurgical procedures from two brain structures 1n replicates
simultaneously. As a result, extracting a set of metabolites with a wide range of
physicochemical properties was possible. Most of them were lipids with interesting
patterns in studied structures. However, due to the small cohort of patients and high
diversity of samples, a detailed discussion on the biological role and implications to
the spatial distribution was not conducted.

To sum up, solid-phase microextraction probes were useful in brain tumors lipidomic
and acylcarnitine profiling of meningiomas and gliomas, considering malignancy
degree and genotype. It has also been observed that chemical biopsy can serve as a
valuable tool in in vivo brain research, indicating future directions for studies of brain
tumors during neurosurgical procedures.

Keywords: solid-phase microextraction, brain tumor, diagnostics, lipidomics, mass
spectrometry

Stowa kluczowe: mikroekstrakcja do fazy stalej, guz mozgu, diagnostyka,
lipidomika, spektrometria mas
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CACT — ang. Carnitine-acylcarnitine translocase, Translokaza karnityno-
acylokarnitynowa

CBS-MS —ang. Coated blade spray mass spectrometry

CPT — ang. Carnitine palmitoyltransferase, Palmitoilotransferaza
karnitynowa

CT — ang. Computed tomography Tomografia komputerowa

DESI-MS — ang. Desoption electrospray ionization mass spectrometry,

Desorpcyjna jonizacja przez elektrorozpylanie polaczona ze
spektrometrig mas

ESI — ang. Electrospray Ionization, Jonizacja przez elektrorozpylenie

FA — ang. Fatty acids, Kwasy tluszczowe

FAO — ang. Fatty acids oxidation, Utlenianie kwasow tluszczowych

HGG — ang. High grade glioma, Wysoko-zlosliwy glejak

HILIC — ang. Hydrophilic interaction liquid chromatography,
Chromatografia oddziatywan hydroflowych

HLB — ang. Hydrophilic-lipophilic balance, Réwnowaga hydrofilowo-
lipofilowa

HRMS — ang. High resolution mass spectrometry, Wysokorozdzielcza
spektrometria mas

IDH — ang. Isocitrate dehydrogenase, Dehydrogenaza izocytrynianowa

IDHm —ang. IDH mutant, Mutacja w IDH

IDHw —ang. IDH wildtype, IDH typu dzikiego

LC — ang. Liquid chromatography Chromatografia cieczowa

LCAC — ang. Long chains acylocarnitines, Acylokarnityny o dlugim
fancuchu acylowym

LCAD —ang. Long-chain acylocarnitines dehydrogenase, Dehydrogenaza
dlugotancuchowych acylo-coA

LGG —ang. Low grade glioma, Nisko-zlosliwy glejak

LPC — ang. Lysophosphatydylocholine,  Lisofosfostatydylcholina

MOI-MS — ang. Microfluidic open interface mass spectrometry

MRI — ang. Magnetic resonance imaging, Obrazowanie rezonansem
magnetycznym

MS — ang. Mass spectrometry, Spektrometria mas

PC — ang. Glycerophosphocholine, Fosfatydylocholina

PE — ang. Glycerophosphoethanolamine, Fosfatydyloetanoloamina

PET — ang. Positron emission tomography, Pozytonowa tomografia
emisyjna

PG — ang. Glycerophosphoglycerol, Fosfatydyloglicerol

PS — ang. Glycerophosphoserine, Fosfatydyloseryna

REIMS — ang. Rapid evaporative ionization mass spectrometry, Szybka
ewaporacyjno-jonizacyjna spektrometria mas

RPLC — ang. Reversed phase liquid chromatography, Chromatografia
odwroconych faz

SCAC — ang. Short acylcarnitine chains Acylokarnityny o krotkim
tancuchu acylowym

SPME — ang. Solid phase microextraction, Mikroekstrakcja do fazy stalej

WHO — ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia
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WPROWADZENIE

Zto§liwe pierwotne guzy modzgu s3 zmianami nowotworowymi o jednym z
najwyzszych wspotczynnikoéw $miertelnosei [1]. Wiekszo$¢ z nich jest sklasyfikowana
jako glejaki, wsrod ktorych wyrdznia si¢ wiele podtypow roznicowanych na podstawie
badan histopatologicznych oraz wystepowania zmian genetycznych, takich jak mutacja
w genie kodujagcym dehydrogenaze izocytrynianowa 1/2 (IDH1/2) lub kodelecja
chromosomu 1p/19q [2]. Leczenie guzéw mozgu w wigkszosci przypadkdw opiera si¢ na
usunigciu zmiany nowotworowej z odpowiednimi marginesami. Podejscie to czgsto jest
uzupelniane chemio- i/lub radioterapia. Rokowanie kliniczne pacjenta roézni si¢ w
zaleznosci od typu guza i stopnia jego ztosliwosci, jesli jednak u pacjenta wystepuje
glejak wielopostaciowy to czas przezycia pacjenta wynosi kilka- kilkanascie miesigcy
[3,4]. Niski wspotczynnik przezycia i wysoki odsetek nawrotéw sa bezposrednio
zwigzane z brakiem skutecznych metod diagnostycznych [5]. Wezesne wykrycie guzow
moézgu stanowi wyzwanie ze wzgledu na niespecyficzne objawy choroby oraz ich p6zng
manifestacje. W zwigzku z tym wazne jest zbadanie nowych mozliwosci oferowanych
przez badania translacyjne, ktore taczag medycyne, chemi¢ analityczng i inzynieri¢
chemiczna.

Zastosowanie ,nauk omicznych”, takich jak genomika, metabolomika i
lipidomika, moze zapewni¢ uzyteczne narzedzie do okre$lania biomarkeréow, ktoére
potencjalnie pomoze w wyborze 1 monitorowaniu zastosowanego podejscia
terapeutycznego [6]. Lipidomika zajmuje si¢ badaniem profilu lipidow, ich interakcji oraz
funkcji w komoérkach i tkankach [7]. Zwiazki lipidowe pelnia rézne istotne funkcje w
komorce, tkance, organizmie, ktére moga zmienia¢ si¢ w trakcie karcynogenezy [7,8].
Do analizy tych zmian wykorzystywane sg r6znorodne platformy analityczne, w tym
techniki oparte o spektrometri¢ mas, ktora umozliwia ich identyfikacje. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze probki state, takie jak tkanki, wymagaja odpowiedniego przygotowania
przed analiza, co zazwyczaj wiaze si¢ z procesami homogenizacji i ekstrakcji analitow z
probki badanej [9]. Te procedury sg nie tylko czasochtonne, ale rowniez utrudniajg dalsze
badania ze wzgledu na trwata modyfikacje pobranego materiatu biologicznego. W
odpowiedzi na te wyzwania naukowcy pracujg nad nowymi metodami, ktore eliminuja
konieczno$¢ homogenizacji [9]. Jedng z proponowanych technologii jest mikroekstrakcja
do fazy stalej (SPME), ktora w rzeczywistosci umozliwia analize tkanek bez
wczesniejszego przygotowania.

Sonda SPME sklada si¢ z sorbentu optaszczonego na najczgéciej tytanowo-
niklowym wioknie. Srednica sondy wynosi okoto 200 um, co czyni ja znacznie ciensza
od klasycznej igly do biopsji mozgu (ok. 1,8 mm) [10-12]. Zasada metody SPME opiera
si¢ na interakcji migdzy analitami znajdujacymi si¢ w probce a sorbentem az do ustalenia
si¢ stanu réwnowagi, a czas ten jest rézny w zaleznoSci od wlasciwosci
fizykochemicznych badanych analitow (Rys. 1). W przypadku badan biomedycznych
optymalizacja czasu ekstrakcji powinna stanowi¢ kompromis pomi¢dzy mozliwym do
zastosowania czasem a wydajno$cig ekstrakcji. W badaniach biomedycznych istotne jest
takze, ze pobranie analitow z wykorzystaniem sond SPME nie powoduje zuzycia probki
stad tez technika ta nazywana jest ,biopsja chemiczng” [13]. Oprécz minimalnej
inwazyjno$ci podczas pobierania probek, widkna SPME oferuja kilka innych kluczowych
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cech, ktore sa przydatne w aplikacjach biomedycznych. Po pierwsze, biopsja chemiczna
jest metoda niezubozajaca, co oznacza, ze w danych warunkach pobiera si¢ tylko
nieznaczng cz¢$¢ wolnej frakcji analitow dzigki czemu nie dochodzi do zaburzenia
szlakow metabolicznych w badanej tkance i mozliwe jest wielokrotne pobieranie probek
w punktach czasowych [13]. Dodatkowo poprzez oddzialywanie analitu z sorbentem
zahamowywany zostaje udzial danego zwiazku w przemianach biochemicznych
regulowanych przez enzymy tkankowe, co umozliwia analiz¢ nawet niestabilnych
substancji [14]. Zwroci¢ uwagg takze nalezy, ze protokot biopsji chemicznej jest prosty i
szybki. Podczas pobierania probek sondg wprowadza si¢ bezposrednio do tkanki/narzadu
na okreslony czas, a nastgpnie ptucze woda, aby usuna¢ potencjalne resztki tkanki lub
pltynéw biologicznych, ktéore moga by¢ niespecyficznie zwigzane z sorbentem. Sondg
mozna nastepnie przetransportowaé do laboratorium i przechowywac lub bezposrednio
podda¢ analizie instrumentalnej [10,15].

Opierajac si¢ o role lipidow w kancerogenezie oraz o doniesienia dotyczace
aplikacji sond SPME w diagnostyce guzow moézgu celem niniejszego przegladu literatury
jest ocena uzytecznosci sond mikroekstrakcyjnych w lipidomicznej diagnostyce guzoéw
mozgu.
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Rysunek 1. Protokét mikroekstrakeji do fazy state;j.
Figure 1. Protocol of solid-phase microextraction.

1. ANALIZA LIPIDOMU GUZOW MOZGU

Opracowanie szybkiej i precyzyjnej metody $rodoperacyjnej do réznicowania
zmian nowotworowych wcigz stanowi wyzwanie w medycynie laboratoryjnej. Kluczowe
jest znalezienie i optymalizacja prostej oraz skutecznej platformy analitycznej, ktora
umozliwi wybor zwiazkoéw charakterystycznych dla konkretnego rodzaju guza, jego
stopnia zlosliwosci oraz genotypu [5]. Sondy SPME zostaly zaproponowane jako
przydatne narzedzie w profilowaniu metabolomicznym jak i lipidomicznym [16,17]. Ze
wzgledu na udziat lipidow w wielu procesach biochemicznych dotyczacych sygnalizacji
komorkowej, funkcjonalnosci blony komorkowej, zapotrzebowania energetycznego
szczegdlna uwaga zostat poswigcona tym zwigzkom [7,17].

Analizg lipidomiczna guzéw mozgu z wykorzystaniem sond SPME raportowata
Bogusiewicz i wsp. [17] Analiz¢ instrumentalng przeprowadzono przy uzyciu chromato-
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grafii cieczowej polaczonej z wysokorozdzielcza spektrometria mas (LC-HRMS). W
pierwszym etapie wykonano eksperyment, ktory miat na celu ocen¢ wiarygodnosci
poboru probek z heterogennej tkanki nowotworowej oraz przydatnosci zaproponowane;j
platformy analitycznej do roznicowania histologicznie roznych guzéw, takich jak
oponiaki 1 glejaki. Nastepnie przeprowadzono szczegétowa analize glejakow,
koncentrujac si¢ na profilach lipidomicznych tych zmian w konteksécie stopnia
ztosliwosci, statusu mutacji w genie IDH1/2 oraz obecnosci kodelecji 1p/19q.

Zmiany nowotworowe charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem zaro6wno
migdzyosobniczym jak i wewnatrz guza na wielu poziomach, np. histologicznym,
metabolomicznym, epigenetycznym [4]. Heterogenno$¢ ta stanowi powazny problem w
badaniach, w ktorych analizowane sa jedynie niewielkie fragmenty zmian, co moze
wplywa¢ na wiarygodno$¢ uzyskanych wynikoéw i mala reprezentatywnos¢ wyniku. W
zwigzku z tym Bogusiewicz i wsp. podjeli si¢ weryfikacji analiz wykonanych z
wykorzystaniem sond SPME, ktére maja $rednicg zaledwie 200 um i pozwalaja na
ekstrakcje analitow z wybranego, ograniczonego obszaru wokot wtdokna. Wprowadzono
po 3 sondy do 8 guzow moézgu — 4 oponiakéw i 4 glejakow [17]. Zaobserwowano, ze
profile lipidowe pobrane z danej zmiany sa podobne i grupuja si¢ w zestawy
odpowiadajace okreslonemu typowi guza (Rys.2). Wyniki te sugeruja, ze uzyskany profil
lipidowy z widkien wprowadzonych do konkretnego guza jest charakterystyczny dla tej
zmiany, a profile analitéw pobrane z danego guza wykazuja ze soba korelacjge. Wybor
sondy z odpowiednio dlugim sorbentem, np. 7 mm wydaje si¢ zatem korzystny do
ekstrakcji zwiazkow z catej zmiany, co pozwala na uzyskanie usrednionego profilu
lipidomicznego. Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze w razie konieczno$ci dhugos¢
sorbentu na sondzie mozna dopasowa¢ do celu badania — dlugie pokrycie w ocenie
usrednionego lipidomu catej zmiany, a krétsze, gdy celem jest ocena sktadu lipidowego
w réznych czesciach zmiany.
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Rysunek 2.  PCA dla oponiakow i glejakow z ktorych pobierane byty probki w tescie oceny wiarygodnosci
wynikéw [17].
Figure 2. PCA for meningiomas and gliomas sampled in the outcome assessment test [17].
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W pierwszej kolejnosci w celu przetestowania badanej platformy analitycznej
do réznicowania tkanek idealnym byloby réznicowanie tkanki zdrowej i nowotworowo
zmienionej. Niestety ze wzgledu na brak mozliwosci wycigcia zdrowej tkanki z mézgu
pacjenta wstepne badania przedstawione przez Bogusiewicz i wsp. [17] opieraly si¢ o
réznicowanie histologicznie réznych zmian: lagodnych oponiakéw i zlosliwych
glejakow. Zaobserwowano, ze lipidomy tych zmian nowotworowych réznit si¢ co
sugeruje, ze testowana platforma analityczna moze by¢ uzyteczna w ocenie guzow
moézgu.

Prowadzac szczegotowe badania glejakow Bogusiewicz i wsp. [17]
zaobserwowali, ze guzy o roznym stopniu ztos§liwosci posiadaly rozne profile
lipidomiczne (Ryc. 3). Lizofosfolipidy (LPC), takie jak LPC P-16:0, LPC P-18:0 oraz
LPC 18:2, byly obecne w glejakach wysokoztosliwych (HGG) w ponad dwukrotnie
wyzszej ilosci niz w glejakach niskoztosliwych (LGG). Zauwazono rowniez, ze ilos¢
SM 42:1;02 byta mniejsza w bardziej zlosliwych zmianach. Analizy chemometryczne
pozwolily na wyselekcjonowanie tylko czterech potencjalnych zwiazkow lipidowych, z
czego dla dwoch z nich udato si¢ potwierdzi¢ strukture podczas fragmentacji (analiza
MS/MS). Wsrod tych zwiazkow znalazt si¢ LPC P-16:0, ktérego poziom w HGG byt dwa
razy wyzszy niz w LGG, oraz SM 42:1;02, ktéry byl nizszy w bardziej ztosliwych
zmianach. We wspomnianym doniesieniu na temat analizy lipidomicznej guzéw mdzgu
raportowano takze zroznicowanie lipidomow glejakow o roznym statusie mutacji IDH1/2
(Ryc.3). Guzy bez mutacji charakteryzowaly si¢ znacznie zwigkszong iloscig
lizofosfolipidéw nizszym poziomem fosfatydylocholin (np. PC 32:1, PC 32:0, PC 36:1).
Istotne bylo rowniez to, ze poziom fosfatydyloetanoloamin byt nizszy w probkach bez
mutacji w genie IDH1/2 (IDHw) w poréwnaniu do tych z obecnosciag mutacji (IDHm).
Sfingolipidy nie wykazywaly wickszych zmian w zalezno$ci od statusu mutacji IDH1/2,
jedynie SM 43:4;,02 oraz LacCer 42:2;02 byly obecne w wyzszych stezeniach w
probkach bez mutacji IDH1/2. Dodatkowo, w analizie chemometrycznej udato sig¢
wyselekcjonowac zestaw 16 potencjalnych zwigzkow lipidowych, ktére moga by¢ uzyte
do roznicowania glejakéw na podstawie statusu mutacji IDH 1/2. Nie wykazano
natomiast, aby profile lipidowe guzow moézgu o rdéznych statusach kodelecji 1p/19q
roznity sie analizach chemometrycznych. Parametry walidacyjne dla takiego modelu byty
niesatysfakcjonujace. W zwiagzku z tym nie uzyskano zestawu lipidow, ktory umozliwitby
dyskryminacje guzoéw w zaleznosci od statusu kodelecji 1p/19q.

Podsumowujac, mimo ograniczonej grupy badanej, zauwazono, ze zardwno
stopien ztosliwosci, jak i status mutacji IDH1/2 moga wplywa¢ na zmiany lipidomu
guzéw moézgu. Biopsja chemiczna moze zatem by¢ uzytecznym narz¢dziem w ocenie
tych zmian.
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PLS-DA - stopien zlosliwosci

Parametr

Glioma_grade

Klasa
Parametery wiaczenia
zmiennej

LGG 1 HGG
pvalue<0.05
VIP-score>1

- Obrébla danych Log10, Autoscale
::. N 7 12
E s Liczba LV 3
i RMSEC 0.260 0.260
E RMSECV 0322 0322
uoc B2 (calibration) 0.710 0.710
| R2(CV) 0.570 0.570
Test permmaciji wilcoxon test —<0.05
¢ ma 1 significance test — 0.056
S S — rand t-test — <0.05

PLS-DA — obecnos$¢ mutacji IDH1/2

Paramety TDH mutation _starus
Klasa IDHm IDHw
Paramtery wiaczenia zmiennej p-vale<0.05
VIP-score=1
A Obroblka danych Logl0, Autoscale
= A N 10 9
g A= Ticiba LV I 2
£ ‘oAl RMSEC | 0.184 | 0.184
. RMSECV | 0.263 | 0.263
R2(calibration) | 0.864 | 0.864
R2(CV) | 0.736 | 0.736
Test permmtacji wilcoxon test —<0.05

significance test — <0.03
rand t-test — <0.05

Seores oLV 1(57.539

Rysunek 3.  PLS-DA oraz parametry jego walidacji dla lipidoméw glejakow o réznym stopniu ztosliwosci
oraz statusie mutacji IDH1/2 (na podstawie [17])

Figure 3. PLS-DA and its validation parameters for glioma lipidomes with different malignancy grades and
IDH1/2 mutation status (adapted from [17])

2. ANALIZA PROFILU ACYLOKARNITYN GUZOW MOZGU

Rozwdj procesu nowotworowego wiaze si¢ ze zwickszonym zapotrzebowaniem
energetycznym komoérek. W zwiazku z tym wraz z rozwojem nowotworu dojs¢ musi do
zmian adaptacyjnych w szlakach metabolicznych aby dopasowac¢ je do zmieniajacego si¢
mikro$rodowiska [18]. Szeroko raportowana modyfikacja metabolizmu jest efekt
Warburga, polegajacy na nasilonej glikolizie w wyniku ktérej dochodzi do wzrostu
produkcji mleczanu nawet w warunkach tlenowych [19]. Najnowsze badania sugeruja
jednak, ze zmiany w procesie utleniania kwasoéw ttuszczowych (FAO) moga rowniez
odgrywac istotng role w gospodarce energetycznej komoérek nowotworowych [19,20].
Oksydacja kwasow tluszczowych regulowana jest przez enzymy odpowiedzialne za
transport tancuchéw acylowych w mitochondriach, do biatek tych zalicza sig translokazg
karnityno-acylokarnitynowa (CACT), palmitoilotransferaz¢ karnitynowa 1 (CPT-1),
palmitoilotransferaz¢ karnitynowa 2 (CPT-2) oraz dehydrogenaze¢ dhugotancuchowych
acylo-CoA (LCAD) [19]. Aktywnos$¢ i funkcje tych biatek w nowotworach byly szeroko
badane, brakuje jednak nadal danych na temat profilowania metabolitow powstajacych w
trakcie oksydacji lipidow czyli acylokarnityn [19].

Badania przedstawione przez Bogusiewicz i wsp. [21] wykazaly, ze
zastosowanie mikroekstrakcji do fazy stalej w polaczeniu z platformg LC-HRMS
umozliwitlo wyekstrahowanie i analiz¢ karnityny oraz jej 22 estrow. Acylokarnityny o
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krotkim tancuchu acylowym (SCAC) oraz acylokarnityny o dtugim tancuchu acylowym
(LCAC) utworzyly wyraznie oddzielone klastry korelacji. Autorzy badan sugeruja, ze
moze to wskazywa¢ na roézne poziomy zaleznosSci od enzymow transportujacych
acylokarnityny w btonach mitochondrium. Zwiagzki o dlugim tancuchu acylowym sg
Scisle uzaleznione od aktywnos$ci m.in. CPT, CACT, LCAD, podczas gdy SCAC moga
by¢ czesciowo transportowane niezaleznie od nich[20].

Zaprezentowane przez Bogusiewicz i wsp. [21] wyniki analizy statystycznej
wykazaly istotnie rozne (p<0,05) poziomy AC C3:0, AC C9:0, AC C10:1, AC C14:2 oraz
AC C20:3 migdzy glejakami o wysokim stopniu zto§liwosci (HGG) a glejakami o niskim
stopniu ztosliwosci (LGG), przy czym wartosci pola powierzchni pod pikiem byty ponad
dwukrotnie wyzsze dla guzéw o wyzszej zlosliwosci (Rys 4.). Dodatkowo, wyniki
wykazaty wyzszy poziom AC C12:0 w probkach IDHw w poréwnaniu do probek z
mutacja w IDH1/2, a takze nizszy poziom AC C16:1 (Rys 4.). Zaobserwowano, Ze
powierzchnia piku dla AC C16:1 w probkach bez kodekcji 1p/19q (n-del) byta prawie
dwukrotnie mniejsza (p<0,05) niz w probkach z ta abberacja chromosomalng (del) (Rys
4).

Wiyniki te sugeruja, ze ilosci karnityny i acylokarnityn byly zazwyczaj wyzsze
w guzach o wyzszym stopniu ztosliwosci lub u pacjentéw z gorszym rokowaniem
klinicznym (np. pacjenci bez mutacji w genie IDH1/2).

ETa=
‘Wykres pozioméw grup acylokarnityn 4,21° 3,91t 3,37
| acczo  [OEYH 097 093
[ Accao  ERLY 1,68 1,68
Stopieii zlosliwosci Status mutacji Status kodelecji | acao OES 0,94 0,84
IDH1/2 1p/19q | accs:a 0K 0,78 0,83
| accso EED 1,00 1,22
450 420 150 m 0,66 0,51 1,11
g ® . =% 120 104 095
€ 350 8 350 g 30 29,98° 2,12 1,37
£ 30 g 3w g 200 [ accos  ECIEYTRN
8 ., 2 g g BT 153 103 | 093
e = i BTN 10 s 0%
e g 20 g [ accizo  [EETTRRRET IR
& 150 & 150 & 150 | accuaz RS 1,94 1,33

X | x =
¢ 100 | +F g 100 2 100 | acciax BN 1,19 1,02
* s0 i P ® 50 II H * 50 j J | accao | g':z ;':; ;"::C
o LM B gl 8 0 | Accien [ ! ,

¢CL ¢ L ERTETTE 092 0% 106
& & F FEF SCACMCAC LCAC Tl 05 079 086
BT 057 07 10
| Accoa EXE 1,77 1,73
WLGG HGG IDHm IDHW mdel mn-del | Acczoz [EEEEH 2,87 2,17
| acczo1r [N 1,25 11,19

Rysunek 4. Wykresy pozioméw grup acylokamityn oraz tabela wspotczynnikow dla poszczegdlnych
acylokarntyn w guzach o réznym stopniu ztosliwosci, statusie mutacji IDH1/2 oraz kodelecji
1p/19q. $rednia znormalizowana powierzchnia piku jest statystycznie istotna (p<0.05) dla
poréwnia * LGG i HGG, ®IDHw i IDHm, ®n-del i del. (na podstawie [21])

Figure 4. Graphs of acylcarnitine group levels and a table of coefficients for individual acylcarnitines in
tumors with different degrees of malignancy, IDH1/2 mutation status, and 1p/19q codeletion.
The average normalized peak area is statistically significant (p<0.05) for comparing * LGG and
HGG, ®IDHw and IDHm, ®n-del and del. (adapted from [21]).

Biochemiczna interpretacja uzyskanych danych jest jednak obarczona
niepewnoscia, wynikajaca z malej grupy badanej, duzej heterogennosci wynikdéw oraz
braku mozliwoséci odniesienia do danych uzyskanych metodami referencyjnymi (np.
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immunochemia do oceny aktywnosci enzymatycznej). Mimo tych ograniczen,
przedstawione badania stanowig podstawe do wnioskowania, ze dalsza, ukierunkowana
analiza ilo$ciowa acylokarnityn, wykorzystujaca proponowany protokét pobierania
probek SPME oraz metod¢ LC-HRMS, jest uzasadniona i moze stanowi¢ cenne
uzupehnienie innych testow stosowanych do oceny metabolizmu kwaséw thuszczowych.

3. PRZESTRZENNE PROFILOWANIE LUDZKIEJ TKANKI
MOZGOWEJ IN VIVO

W praktyce klinicznej podstawowym narzedziem wykorzystywanym w
diagnostyce guzow mozgu sa techniki obrazowania, ktore jednak dostarczaja
ograniczonych informacji o sktadzie chemicznym. Wykonywanie analiz biochemicznych
moézgu przyzyciowo, zwlaszcza u ludzi, jest niezwykle trudne z uwagi na ograniczony
dostep do tego narzadu a takze fakt, ze nawet najmniejsze uszkodzenie moze powodowac
zaburzenie ztozonych funkcji istotnych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu.
Rozwdj nowych technologii, szczegoélnie platform opartych o spektrometric mas
poszerzyt mozliwosci diagnostyczne w neuroonkologii [9]. Jedna z takich technik jest
mikroekstrakcja do fazy statej. Opierajac si¢ na wczesniej przeprowadzonych badaniach
ex vivo 1 in vivo na mozgach zwierzat, ktore wykazaly bezpieczenstwo i wysoka
uzyteczno$¢ biopsji chemicznej postanowiono przetestowac t¢ technologi¢ w warunkach
szpitalnych, u ludzi, w trakcie zabiegu neurochirurgicznego [13,14,22,23].

Doniesienia opublikowane przez Bogusiewicz i wsp. [13], wedlug najlepszej
wiedzy autoréw, przedstawiaja pierwsza aplikacje SPME w badaniach przyzyciowych
ludzkiego mozgu. W celu osiaggnigcia kompromisu miedzy potrzebami analitycznymi a
uzytecznoscig w trakcie zabiegu neurochirurgicznego zastosowane zostaty modyfikacje
sond mikroekstrakcyjnych. Newralgicznym aspektem byt czas ekstrakcji zwigzkow,
ktoéry musiat by¢ wystarczajaco diugi, aby zapewni¢ odpowiednig czulo$é i jakos¢
danych, a jednocze$nie na tyle krétki, by byt bezpieczny i komfortowy dla pacjenta.
Dhugosc¢ fazy ekstrakcyjnej na sondzie rowniez miala znaczenie; wicksza powierzchnia
sorpcyjna (dtuzsza faza sorpcyjna) prowadzita do lepszego odzysku metabolitow. W
zwiazku z tym, w celu zwigkszenia powierzchni sorpcyjnej, potaczono cztery wiokna, z
ktérych dwa byly umiejscowione na innej wysokosci niz pozostate. Taka budowa sondy
ma umozliwi¢ w przysztosci jednoczesng analize tkanki zdrowej i chorobowo
zmienionej. Ze wzgledu jednak na duze zrdznicowanie tkanki guzowej, testy
Bogusiewicz i wsp. [13] zostaly przeprowadzone na tkance zdrowej. Podjeto si¢ bowiem
roéznicowania istoty bialej i szarej moézgu. W tym celu zastosowano cztery 3 mm wiokna,
ktoére wprowadzono wzdluz zaplanowanej trajektorii iglty biopsyjnej aby nie wprowadzaé
dodatkowych uszkodzen i pozostawiono je w tkance na 4 min.

Niecelowana analiza metabolomiczna i lipidomiczna wykazata, Zze badane
struktury moézgowia skladaty si¢ gléwnie ze zwigzkow lipidowych (Rys. 5).
grupe¢ badana analiza zmian biochemicznych i réznic miedzy istotami nie zostala
przeprowadzona. Interesujacym jednak jest fakt, ze biopsja chemiczna z powodzeniem
zostata zastosowana do przestrzennej charakterystyki metabolomicznej ludzkiego mézgu
in vivo przy uzyciu szybkiej i mato inwazyjnej metody. Proponowana metoda nie zaktdca
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rutynowych procedur medycznych, takich jak biopsja, i moze by¢ komplementarna
wobec innych technik stosowanych w neurobiologii, jak mikrodializa czy metody
elektrochemiczne [9]. W przypadku mikrodializy sonda z polprzepuszczalng membrana
umieszczana jest w mozgu pacjenta, a roztwor o odpowiednim skladzie jest
wpompowywany przez jedng z kapilar. Zwiazki przechodza do ptynu dializacyjnego na
zasadzie roznicy st¢zen, co moze by¢ ograniczone przez interakcje z lipidami, prowadzac
do zablokowania procesu dializy. Przy SPME tego problemu nie obserwuje si¢, a
dodatkowo nie ma potrzeby wprowadzania kaniuli, jak ma to miejsce w przypadku
mikrodializy. SPME umozliwia ekstrakcje réznych rodzajow zwiazkow, od
hydrofobowych lipidow po bardziej polarne metabolity, takie jak aminokwasy czy cukry.
Mikrodializa z kolei umozliwia gléwnie analiz¢ analitow polarnych [24].

Podsumowujac zaprezentowane badania wskazuja na uzyteczno$¢ sond
mikroekstrakcyjnych w badaniach srodoperacyjnych. Konieczne jednak bytoby skrocenie
czasu analizy instrumentalnej — analiza chromatograficzna jednej probki trwa zwykle
okoto 20 min. Stad tez istotne wydaje si¢ rozwazenie zastosowania zminiaturyzowanych
,mobilnych” spektrometréw mas, co umozliwitoby szybsza i bardziej kompaktowa
analiz¢ na miejscu [9]. Alternatywnie, detekcja fluorescencyjna lub spektroskopia
Ramana moglyby by¢ skutecznymi metodami, pozwalajacymi na uzyskanie doktadnych
informacji o sktadzie chemicznym préobek [25]. Dodatkowo kombinacja mikroekstrakcji
do fazy stalej bezposrednio ze spektrometrem mas moglaby znaczaco skroci¢ czas
analizy. Przykladowymi technikami mogtyby by¢ MOI-MS lub CBS-MS [9].
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Rysunek 5. Analiza szlakow biochemicznych wskazanych jako wazne w analizie metabolomicznej. Porownanie
znormalizowanych pot powierzchni pod pikiem dla badanych klas lipidow (na podstawie [13]).

Figure 5. Analysis of biochemical pathways identified as important in metabolomic analysis. Comparison of
normalized peak areas for lipid classes studied (adapted from [13]).

UWAGI KONCOWE

Podsumowujac, lipidomika moze by¢ przydatna w réznicowaniu guzow mozgu:
nieztosliwych oponiakow od ztosliwych glejakow, a takze zmian pochodzenia glejowego
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o roznym stopniu zto§liwosci oraz statusie mutacji IDH1/2. Na podstawie
prezentowanych badan nie wykazano jednak aby mozliwe byto réznicowanie zmian o
roznym statusie kodelecji 1p/19q. Grupa potencjalnych biomarkeréw jakimi sa
acylokarnityny charakteryzowata si¢ wyzszymi wartoSciami w guzach o gorszym
rokowaniu klinicznym- wyzszy stopien ztosliwosci, brak mutacji IDH1/2. Przydatnym
narzedziem do pobrania analitéw z tkanki okazaly si¢ sondy mikroestrakcyjne.
Zastosowanie wtokna z odpowiednio dtugim sorbentem umozliwia bowiem pobranie
zwigzkow charakterystycznych dla calej zmiany nowotworowej, pomimo jej
heterogennej struktury. Nadmieni¢ takze nalezy, ze biopsja chemiczna umozliwia
pobieranie probek bezposrednio w trakcie zabiegu neurochirurgicznego, w krotkim czasie
(4 minuty), z dwoch struktur jednoczes$nie i bez dodatkowego uszkodzenia tkanki.
Wickszo$§¢ ekstrahowanych zwigzkow stanowity lipidy, jednakze mata grupa badana
pacjentéw nie pozwolita na doglebng analizg statystyczng ze wskazaniem znaczacych
r6znic w profilu lipidow w istocie bialej i szarej.
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ABSTRACT

The development of society and the rise in consumer awareness generate the
need for rapid and precise analysis of food products to ensure their high quality.
Consumers are increasingly paying attention to the origin, composition, and
production processes of food. Heightened competition among producers and rising
production costs lead to serious challenges, such as food product adulteration to lower
prices and maximize profits.

This study presents results of analysis of a wide range of food products,
including wines, whiskies, apple juices, honey, isotonic drinks, and plant-based
milks. The research focused on profiling these samples and identifying potential
issues, such as the presence of undesirable additives. The registration of voltammetric
profiles was made possible through the use of modern working electrodes.

As a result of the conducted research, several innovative methods were
developed, combining chemical analysis and machine learning strategies that
effectively address the identified research problems. Research plans were created to
detect adulteration in apple juices and honeys, and predictive models regarding the
aging of young wines were defined. Procedures for profiling products such as wines,
whiskies, honeys, isotonic drinks, and plant-based milks were also designed. For each
of these procedures, a multi-stage optimization of voltammetric profile registration
parameters was carried out, and the obtained data underwent advanced signal
processing to ensure the highest possible quality of results.

Keywords: food profiling, voltammetric profiling, machine learning, deep machine
learning, chemometrics, voltammetric electronic tongue

Stowa kluczowe: profilowanie zywno$ci, uczenie maszynowe, glebokie uczenie

maszynowe, chemometria, woltamperometryczny elektroniczny jezyk
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WSTEP

Chemia, obok fizyki, stanowi jedna z kluczowych dyscyplin w obszarze nauk
scistych i przyrodniczych, tworzac fundament dla innych galezi wiedzy. Poczatkowo
badania chemiczne koncentrowaty si¢ na analizie sktadu i wlasciwos$ci materii, jednak w
miarg rozwoju nauki nastapita ekspansja roznych dzialéow chemii. Jedng z nich jest
chemia analityczna, ktéra wspoélczesnie korzysta z szerokiego spektrum metod
instrumentalnych opartych na zasadach fizykochemicznych do badania materii.

W ramach tych metod wyniki analizy chemicznej najczgséciej przyjmuja forme
jednowymiarowego sygnatu, ktory definiuje si¢ jako pomiar wielkosci fizycznej (np.
pradu, potencjatu, masy lub objetosci) w funkcji innej zmiennej. Najcze$ciej zmienng tg
jest czas, jednak moze to by¢ réwniez dtugos¢ fali badZ napigcie [1]. Wraz z rosnaca
ztozonosécia uzyskiwanych wynikéw, konieczne stalo si¢ zastosowanie metod
wielowymiarowych. Integracja narzedzi statystycznych i matematycznych w analizie
danych chemicznych przyczynita si¢ do powstania nowej dyscypliny — chemometrii. Jej
celem jest optymalizacja procedur pomiarowych w celu maksymalizacji informacji
uzyskiwanych z danych pomiarowych [2,3].

Metody chemometryczne sg rowniez stosowane w klasyfikacji probek na podstawie
sygnalow analitycznych lub profili stezen. W kontek$cie analizy zywnos$ci umozliwiaja
one m.in. rozréznienie produktéw oryginalnych od sfatszowanych oraz ich klasyfikacje
ze wzgledu na typ czy pochodzenie. Pomimo dynamicznego wzrostu liczby publikacji
dotyczacych zastosowania uczenia maszynowego w chemii, wyzwania zwigzane z
dostepnoscig 1 odtwarzalno$cia wynikdw pozostaja w dalszym ciggu przedmiotem
zainteresowania [4].

1. Wprowadzenie teoretyczne

Znaczacy wzrost $wiadomos$ci konsumentéw dotyczacy jakosci oraz pochodzenia
produktow spozywczych, wptynat na zmiang preferencji zakupowych, szczegdlnie w
kontekscie rynku lokalnego. Konsumenci coraz czesciej decyduja si¢ na wybor lokalnych
produktow, rezygnujac z importowanych odpowiednikow. Problem autentyczno$ci i
kontroli pochodzenia zywnosci stat si¢ istotnym zagadnieniem zaréwno dla producentow,
jak i dla badaczy, stawiajac nowe wyzwania w zakresie analityki chemiczne;j.

Z tego wzgledu trwaja intensywne poszukiwania metod charakteryzujacych si¢
niskimi kosztami, prostota i wysoka efektywnosciag, ktore moglyby sprostaé
wymaganiom rynku. W aktualnej literaturze zauwaza si¢ wzrost zainteresowania
technikami elektrochemicznymi oraz metodami chemometrycznymi, ktére wydaja sig¢
obiecujacym narzedziem do rozwiazywania probleméw zwigzanych z identyfikacja
pochodzenia i autentycznosci zywnosci.
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1.1. Woltamperometryczny elektroniczny jezyk

Rozwdj woltamperometrii w kierunku tworzenia nowych sensoréw doprowadzit do
opracowania woltamperometrycznego elektronicznego jezyka (VET, ang. Voltammetric
Electronic Tongue), ktory pelni role czujnika umozliwiajacego ocene sktadu probki oraz
pozyskiwanie jej profili elektrochemicznych [5,6]. Koncepcja VET opiera si¢ na
zasadach elektronicznego nosa, ktory stuzy do detekcji zapachow w probkach gazowych
oraz elektronicznego jezyka, stosowanego w probkach cieklych, majacego na celu
odwzorowanie ludzkich zmystéw wechu i smaku przy uzyciu metod analitycznych i
chemometrycznych [7-9]. Konstrukcja VET bazuje na systemie czujnikéw o niskiej
selektywnosci, ktore generuja wielowymiarowe dane, dostarczajac wszechstronnych
informacji o badanych probkach.

Pod wzgledem statystycznym sygnat woltamperometryczny stanowi wektor ztozony
z wielu punktow pomiarowych (np. probek pradu). Dzigki zastosowaniu szerokiego okna
pomiarowego mozna jednocze$nie analizowaé rozne skladniki  aktywne
elektrochemicznie zawarte w roztworze. Taki woltamperogram stanowi unikalny odcisk
palca probki, co czyni VET wszechstronnym narzedziem w monitoringu
srodowiskowym, analizie Zzywnosci oraz w badaniach biomedycznych i
farmaceutycznych.

Elektrody pracujace w systemach VET dostarczaja informacji o reakcjach redoks
zachodzacych w roztworze. Parametry pomiaru mogg by¢ modyfikowane poprzez zmiang
okna potencjatéw, elektrody pracujacej, Srodowiska pomiarowego czy techniki
analitycznej. W przypadku zlozonych matryc, zawierajacych mieszaniny zwigzkoéw
elektrochemicznie aktywnych, selektywnos$¢ systemu moze by¢é niewystarczajaca, co
utrudnia rozdzielenie pojedynczych skladnikéw. Niemniej jednak, woltamperogramy
tego typu zawierajg cenne informacje analityczne, ktére moga by¢ wyodrebniane za
pomoca metod analizy wielowymiarowej [10,11].

1.2. Profilowanie zywnoSci

Profilowanie zywnosci jest procesem majacym na celu opracowanie systemow
gwarantujacych wysoka jako$¢ produktow spozywczych oferowanych konsumentom.
Pojecie to jest Scisle zwigzane z problematyka falszowania zywnosci [12]. Wspotczesni
konsumenci wykazuja coraz wigksza Swiadomos$¢ i staranno$¢ w wyborze produktow
spozywczych, co wyraza si¢ m.in. w doktadnej analizie ich etykiet [13]. Coraz czgsciej
preferowane sg produkty pochodzenia naturalnego, pozbawione sztucznych dodatkow.
Wzrost $wiadomosci spotecznej w tym zakresie odgrywa istotng rol¢ [14], co znajduje
rowniez odzwierciedlenie w rosnacej liczbie badan dotyczacych wplywu wysoko
przetworzonej zywnosci na zdrowie czlowieka [15-17].

W profilowaniu zywnosci stosuje si¢ szeroki wachlarz technik analizy chemicznej,
wspieranych przez réznorodne metody chemometryczne, co umozliwia budowanie
skutecznych modeli analitycznych [18-20]. Jedng z najczgsciej wykorzystywanych
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metod jest analiza glownych sktadowych (PCA, ang. Principal Component Analysis).
Jako jedna z metod znalazta ona zastosowanie w klasyfikacji alkoholi [21-29], ocenie
herbaty [30] oraz kawy [31-37], czy klasyfikacji geograficznej pochodzenia réznych
produktow spozywczych [38—40].

2. Elektrody pracujace

Sensory woltamperometryczne sg wytwarzane z r6znych materiatdéw, w zaleznoSci
od ich przeznaczenia. W szczegdlnosci elektrody dyskowe, wykonane z metali
szlachetnych, metali nieszlachetnych oraz materiatdow weglowych, zyskuja na
popularnosci ze wzgledu na prostote ich konstrukcji oraz mozliwo$¢ adaptacji do
r6znorodnych zastosowan. Dodatkowo stanowig one solidng bazg do tworzenia sensorow
typu VET, co czyni je istotnym elementem w rozwoju technologii analitycznych.

2.1. Wieloelektrodowy czujnik woltamperometryczny

Skonstruowany na potrzeby tej pracy sensor sktada si¢ z siedmiu drutow o $rednicy
0,5 mm, wykonanych z r6znych metali: tantalu, hafnu, cyny, srebra, miedzi, ztota oraz
tytanu. Druty te zostaly zamontowane w teflonowym uchwycie mocujacym, ktory
zapewnia utrzymanie statych odleglosci miedzy nimi, co umozliwia réwnomierne
roztozenie powierzchni roboczych. Uchwyt teflonowy, bedacy jednoczes$nie forma,
zostal wypelniony chemoodporna, trojsktadnikowa zywica epoksydowa TRANSLUX
D180 (AXON Technologies, Francja) w celu stworzenia korpusu elektrody. Po 24
godzinach wigzania i 48 godzinach kondycjonowania w temperaturze 45°C elektroda
byta gotowa do dalszej obrobki, w tym szlifowania i polerowania. Kontakt elektryczny
drutéw zostal zapewniony poprzez zastosowanie zlaczek elektrycznych typu pin.
Schemat budowy wieloelektrodowego czujnika woltamperometrycznego przedstawiono
na rysunku 1.

(A) (8) T————

Rysunek 1. Czujnik wieloelektrodowy zastosowany w eksperymentach: (A) zdjecie czujnika; (B) zblizenie
na powierzchni¢ pracujaca
Figure 1. Multi-electrode sensor used in the experiments: (A) photo of the sensor; (B) enlarge image of the

working surface
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2.2. Metaliczne elektrody czterodyskowe

Koncepcja elektrod czterodyskowych, zaréwno metalicznych, jak i metaliczno-
weglowych, opiera si¢ na probie skonstruowania uniwersalnego woltamperometrycznego
elektronicznego jezyka, ktory mogitby by¢ uzywany w standardowych statywach
elektrodowych. Sygnal uzyskiwany za pomocg tych sensoro6w stanowi sum¢ sygnatow
generowanych  przez  pojedyncze elektrody w  oddzielnych  pomiarach
woltamperometrycznych. Konstrukcja tego typu elektrod sprzyja eliminacji pgcherzykow
wodoru powstajacych na powierzchni elektrody roboczej podczas elektrochemicznej
aktywacji czujnika, a takze pecherzykow gazu odtleniajacego roztwor, ktore moga
adsorbowac si¢ na powierzchni roboczej.

Rozmieszczenie powierzchni roboczych na bocznych ptaszczyznach korpusu
elektrody ulatwia rowniez proces mechanicznego polerowania, co zwigksza
powtarzalno$¢ i odtwarzalno§¢ wynikoéw analizy. Dodatkowo poprawia to czulo$¢ i
precyzje pomiardw poprzez ulatwiony transport konwekcyjny analitow do powierzchni
elektrody w poréwnaniu do elektrod, ktoérych powierzchnia robocza znajduje si¢ poziomo
w dolnej cze¢sci elektrody, przy zachowaniu tej samej powierzchni geometrycznej.

Ogolna konstrukcja tego typu elektrod jest podobna. Na rysunku 2 przedstawiono
schemat budowy sensoro6w wykorzystanych w badaniach. W kazdej z ilustracji (a)
wskazuje rodzaj uzytego materiatu elektrodowego. Niezaleznie od wyboru materiatu,
rdzen (b) stanowi srebrny drut (Mennica Polska) o srednicy ¢ = 1,6 mm i dtugoscil =8
cm, w ktorym wywiercono dwa otwory o Srednicy odpowiadajacej wymiarom uzytych
pretow, co umozliwia montaz drutdéw stanowigcych wilasciwa powierzchni¢ robocza
elektrody. Aby uzyskaé¢ doktadne potaczenie, druty z metali tworzacych powierzchnig
elektrody zostaly umieszczone w przygotowanych otworach, a nastgpnie $ci$nigte w
precyzyjnym imadle mechanicznym. Cata konstrukcja jest zabezpieczona chemoodporna
trojsktadnikowa zywica epoksydowa (c) firmy TRANSLUX D180 (AXON
Technologies, Francja), ktora réwniez pelni funkcje korpusu elektrody. Niewielka,
niepokryta zywicg czg$¢ srebrnego preta (d) stanowi elektryczny styk czujnika.

Pierwowzorem dla VET o wspolnym kontakcie elektrycznym byta czterodyskowa
elektroda irydowa (q-DIrE, ang. Quadruple Disk Iridium Electrode, rysunek 2A). W tej
konstrukcji (a) oba druty, a co za tym idzie, wszystkie powierzchnie robocze, wykonane
sg z irydu (Alfa Aesar, Niemcy, 99,8%, nr 11430.BQ, CAS: 7439-88-5, ¢ = 0,5 mm).

Pierwszym z nowych wariantow elektod czterodyskowych byta czterodyskowa
elektroda platynowa (q-DPtE, ang. Quadruple Disk Platinum Electrode, rysunek 2B), w
ktorej (a) oba druty wykonano z platyny (Alfa Aesar, Niemcy, 99,95%, nr 43288.BU,
CAS: 7440-06-4, ¢ = 0,5 mm). Drugg innowacjg byla czterodyskowa elektroda irydowo-
platynowa (q-DIrPtE, ang. Quadruple Disk Iridium — Platinum Electrode, rysunek 2C),
w ktorej jeden drut wykonany zostat z irydu, a drugi z platyny (a).

Pierwsza z nowych konstrukcji elektrod mieszanych jest czterodyskowa elektroda
irydowa z weglem szklistym (q-DIrGCE, ang. Quadruple Disk Iridium — Glassy Carbon
Electrode, rysunek 2D), w ktorej (a) jeden z drutow wykonany jest z irydu, a drugi to pret
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z wegla szklistego (GoodFellow, Anglia, 99,95%, ultrafine 1-5 pm, nr LS566678 AH, C-
00-RD-000108, CAS: 7440-44-0, ¢ = 1,0 mm). Natomiast druga jest czterodyskowa
elektroda platynowa z weglem szklistym (q-DPtGCE, ang. Quadruple Disk Platinum —
Glassy Carbon Electrode, rysunek 2E), w ktorej jeden z drutow wykonano z platyny, a
drugi z wegla szklistego.
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Rysunek 2. Schemat budowy czterodyskowych elektrod metalicznych oraz metaliczno - weglowych:
(A) q-DItE; (B) q-DPtE; (C) g-DIrPtE; (D) q-DIrGCE; (E) q-DPtGCE.

Figure 2. Diagram of the construction of quadruple-disk metallic and metalic-carbon electrodes: (A) g-
DItE; (B) q-DPE; (C) q-DItPtE; (D) g-DEGCE; (E) q-DPtGCE
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2.3. Elektrody pastowe

Stosowanie elektrod z pasty weglowej (CP, ang. Carbon Paste) wymaga
odpowiedniego przygotowania materiatu elektrodowego, co czyni je atrakcyjng podstawa
do konstrukeji sensoréw typu VET, ze wzgledu na stosunkowo prosta modyfikacj¢ sktadu
pasty. Najczestsze modyfikacje obejmuja zmiang rodzaju uzytego wegla (np. grafit,
nanorurki, grafen, sadza) oraz domieszkowanie substancji poprawiajacych
przewodnictwo elektrody, zwigkszajacych jej czulos¢ lub selektywno$é wobec
okreslonych zwigzkéw chemicznych. Modyfikacja spoiwa pasty elektrodowej jest
rzadziej spotykana, a najczgsciej uzywa si¢ do tego celu oleju mineralnego.

Jedna z zaproponowanych konstrukcji sa elektrody weglowe, w ktorych spoiwem
byta piceina (ROTH, Niemcy), bedaca stalym, twardym woskiem, a sktadnikiem
aktywnym proszek grafitowy (Arcos Organic, Belgia; CAS: 7782-42-5). Wielokrotne
eksperymenty wykazaty, ze najlepsza pastg elektrodowa otrzymuje si¢ przy proporcji 1:1
grafitu do spoiwa. Dokladnie odwazono po 1 g obu sktadnikéw, ktore nastepnie
przeniesiono do tygla kwarcowego i zalano okoto 5 ml eteru (Sigma-Aldrich, Niemcy;
CAS: 60-29-7), co miato na celu rozpuszczenie wosku i homogenizacje mieszaniny, a nie
jej chemiczng modyfikacj¢. Po okoto trzech godzinach cz¢$ciowego odparowania
rozpuszczalnika, mieszaning ogrzewano w azni piaskowej w temperaturze 100°C, az do
catkowitego rozpuszczenia wosku.

Otrzymang pastg, w stanie goracym, umieszczono w korpusie teflonowym o
wycietym otworze (¢ = 3 mm, gltebokos¢ = 8 mm), przez ktory przeprowadzono stalowy
drut (¢ = 1,4 mm) pehligcy funkcje kontaktu elektrycznego. Po pierwszym wygladzeniu
pasty, korpus pozostawiono na 24 godziny w temperaturze pokojowej, co pozwolito na
schlodzenie i utwardzenie pasty. Nastepnego dnia elektroda byta szlifowana papierem
Sciernym o rosngcej gradacji ziarna, a nastgpnie polerowana na ptotnie polerskim z
uzyciem past z tlenkiem glinu o malejacej gradacji, w sposob analogiczny do
przygotowania elektrod z wegla szklistego.

3. Procedura pomiarowa

Podczas rejestracji profili woltamperometrycznych we wszystkich badaniach
zastosowano spoOjng strategie¢ badawcza, ktorej celem byla optymalizacja procedur
pomiarowych w celu uzyskania jak najwigkszej ilosci wysokiej jakosci danych. Pomiary
przeprowadzano w szerokim oknie potencjatéw, od -1000 mV do 1000 mV, co
umozliwiato petng charakterystyke procesow redoks. Rejestracja pradu odbywala si¢ w
sposob cykliczny, co pozwalalo na analize zarowno przebiegéw anodowych, jak i
katodowych, a takze umozliwiato konkatenacj¢ danych, co zwigkszato doktadno$¢ analiz.

Aby zwiekszy¢ rozdzielczo$¢ rejestrowanego sygnatu, zastosowano niski potencjat
schodka, najczgsciej wynoszacy 2 mV, co pozwalalo na zageszczenie punktow
pomiarowych. Pozostate parametry, takie jak potencjat impulsu (50 mV) i czas trwania
schodka potencjatu (40 ms), przyjety wartosci typowe dla tego rodzaju badan. W zwiazku
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z pomiarami w ujemnych potencjatach, roztwory przed pomiarami intensywnie mieszano
i poddawano odtlenieniu argonem przez 180 s.

W eksperymentach z wykorzystaniem wieloelektrodowych czujnikéw (VET) o
wspolnym kontakcie elektrycznym, kluczowe bylo zachowanie S$cistego rezimu
czasowego podczas pomiarow. W tym celu wdrozono automatyczng procedure
pomiarowa, ktora zapewniala powtarzalno$¢ wynikow i minimalizowata wplyw
operatora na proces. Procedura ta umozliwialta m.in. projektowanie poszczegédlnych
etapow eksperymentu, kontrolowanie czasu odtleniania roztworu, akumulacji analitu, a
takze aktywacji elektrody. Pozwala réwniez na automatyczne zapisywanie danych,
programowanie przerw migdzy rejestracjami oraz standaryzacje dozowania i mieszania
probek, co zapewniato pelng kontrole nad kazdym etapem eksperymentu.

Dzigki Scistej standaryzacji procedury pomiarowej warunki badawcze byly idealnie
powtarzalne dla kazdej probki, co pozwolito zminimalizowaé wpltyw operatora na
koncowy wynik analizy.

4. Obiekty badan oraz rezultaty

Przy doborze probek do badan kierowano si¢ gtownie ich lokalnym i ekologicznym
pochodzeniem, co pozwalato na analiz¢ produktéw odzwierciedlajacych wspotczesne
trendy w odzywianiu. Probki te stanowia jednoczes$nie reprezentatywne przyktady
produktow spozywczych wytwarzanych na terenie Matopolski, co podkresla ich zwigzek
z regionalnymi praktykami produkcji zywnosci.

4.1. Profilowanie napojow alkoholowych z wykorzystaniem czujnika
wieloelektrodowego oraz czterodyskowej elektrody irydowej

Problematyka profilowania napojow alkoholowych obejmowata trzy obszary
badawcze. W pierwszym probki stanowily cztery wina komercyjnie dostgpne w centrach
handlowych. Byly to dwa biate i dwa czerwone wina pochodzace z znanych obszarow
winiarskich na $wiecie (Australia, Chile i USA). Do uzyskania profili
woltamperometrycznych  tych  win  zastosowano  wieloelektrodowy  czujnik
woltamperometryczny oraz dedykowany temu czujnikowi statyw elektrodowy, ktory
umozliwil rejestracji profili woltamperometrycznych w sposob quasi-rownolegly. W tym
przyktadzie profil rejestrowany byly z zastosowaniem techniki woltamperometrii
impulsowej roznicowej (DPV). W przypadku tego eksperymentu konieczne bylo
zastosowanie elektrolitu podstawowego, ktorym byt 0,1 mol/dm® KCIl. Profile
rejestrowano dla 100-krotnie rozcieniczonych probek. W wyniku przeprowadzonych prac
laboratoryjnych zarejestrowano 9 profili kazdego z win (3 serie pomiarowe po 3
powtdrzenia w kazdej z serii). Dla kazdej z siedmiu elektrod otrzymano profil sktadajacy
si¢ z 350 punktow pomiarowych. W celu analizy danych dokonano konkatenacji
wszystkich zarejestrowanych profili. W chemometrii bardzo istotnym etapem jest
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wstepne przetwarzanie sygnalu. W tym eksperymencie wygladzanie sygnalu metoda
Savizky’ego — Golaya z zastosowaniem wielomianu II stopnia w 11 punktowym oknie,
automatyczng korekte tta wielomianem I stopnia z 30 iteracjami, ciggla transformacja
falkowa CWT (ang. Continous Wavelet Transform) z dedykowang falka macierzysta oraz
logarytmowanie. Dla tak przygotowanych danych wykonano analize¢ PCA. Zauwazono,
ze rzut danych na plaszczyzne drugiej oraz trzeciej gldwnej sktadowej dostarcza istotnych
informacji o badanych obiektach. W wyniku analizy uzyskano podziat punktéw na 4
homogeniczne klasy, gdzie kazda z grup znajduje si¢ w réznych ¢wiartkach uktadu.
Wobec tego profilowanie tych win moze by¢ oparte wylgcznie o wartosci drugiej i trzeciej
glownej sktadowe;j.

W drugim kroku wykorzystano oprocz poprzednich win rowniez probki 4 szkockich
whisky tylu blended. Do rejestracji profili woltamperometrycznych zastosowano rowniez
metode DPV , wczesniej zoptymalizowany elektrolit podstawowy oraz elektrode g-DIrE
oraz PtDE. Do analizy profili woltamperometrycznych, zar6wno win jak i whisky,
wykorzystano wartoéci pradu rejestrowane z czestotliwoscig probkowania wynoszaca
1kHz, badany zarowno w kierunku anodowym jak i katodowym. Do wstgpnego
przetwarzania sygnalu wykorzystano algorytm naprzemiennego rozktadu tréjliniowego
ATLD (ang. Alternating Trilinear Decomposition), ktéory umozliwit matematyczne
odwzorowanie sktadowej faradajowskiej zarejestrowanych profili badanych napojow
alkoholowych. Do analizy tak przygotowanych danych wykorzystano algorytm PCA. Dla
kazdego z rozpatrywanych przypadkéw najkorzystniejszy okazat si¢ by¢ rzut danych na
ptaszczyzng PC2/PC3. Obiekty roztozone byly w czterech réoznych ¢wiartkach uktadu
danych, wigc analiza mogta by¢ prowadzona jedynie w oparciu o stosunek znakow tych
zmiennych.

Natomiast w trzecim etapie wykorzystano cztery miode wina pochodzace z
podkrakowskiej winnicy, z ktdrych probki pobierano na réznych poczatkowych etapach
produkcji. Do tego profilowania wykorzystano technik¢ DPV oraz q-DIrE jako elektrodg
pracujaca. Eksperyment prowadzono z zastosowaniem 0,1 mol/dm? KCl jako elektrolitu
podstawowego. Profilowanie obejmowato rejestracje 15 profili kazdego z badanych win
w 5 etapach. Czas badania obejmowat pierwsze 230 dni od momentu rozpoczgcia
produkcji, czyli wezesng fermentacje, p6zna fermentacje oraz wczesne dojrzewanie. Po
wstepnej analizie PCA, zakonczonej sukcesem, przystgpiono do budowy modeli
regresyjnych z wykorzystaniem algorytmu czg¢sciowych najmniejszych kwadratow PLS
(ang. Partial Least-Squares). Cztery modele dedykowane kazdemu z analizowanych win
wykazaty si¢ zadowalajacymi poziomami jakosci dopasowania, niskim btedem predykcji
i wysokim poziomem korelacji. Bledy oscylowaly w granicach od 2 do 4 dni, w
odniesieniu do 230 dni tj. catego okresu prowadzenia badan.
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4.2. Profilowanie sokéw jablkowych z wykorzystaniem czterodyskowej elektrody
irydowej

W eksperymencie dotyczacym sokéw jablkowych wykorzystano 17 rdéznych
rodzajow tych sokow podzielonych na 6 grup (soki ttoczone, klarowane, klarowane dla
dzieci, mieszany, domowe wyciskane oraz domowe wymrazane). Gtownym celem
eksperymentu bylo wykazanie mozliwosci oceny dodatku syropu glukozowo —
fruktozowego do kazdego z tych sokéw i zbudowanie uniwersalnego modelu do jego
oceny. W tym celu z uzyciem elektrody q-DIrE zarejestrowano profile kazdego z sokow
w dwoch wariantach dodatkow syropu: matych, czyli od 2% do 10% oraz duzych, od
10% do 50% (rysunek 3). W pierwszym etapie wykorzystano algorytm PLS do treningu
modeli dla kazdego z sokéw osobno. Uzyskane modele spetnialy zwyczajowe kryteria
jakosci 1 mogag by¢ one z powodzeniem wykorzystane do oceny dodatku syropu
glukozowo — fruktozowego w tych sokach. W drugim etapie podj¢to si¢ proby budowy
modelu uniwersalnego dla wszystkich sokow. Zastosowano w tym celu algorytmy PLS,
iPLS (przedziatlowych czg¢éciowych najmniejszych kwadratow, ang, Interval Partial
Least-Squares) oraz PCR (regresja gtownych sktadowych (ang. Principal Components
Regression). Jednak zaden z modeli nie spelnial podstawowych kryteriow przydatnosci
modeli. W zwigzku z tym postanowiono wykorzysta¢c w tym celu sieci neuronowe.
Zaprojektowano 4 roézne architektury sieci, a najskuteczniejsza z nich wykazywata si¢
zdolno$cig predykcji na poziomie 1,9 — 2,1% dodatku syropu glukozowo — fruktozowego
przy dodatkach do 50%.
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Rysunek 3. Przebiegi DPV w 0,1 mol/dm?® KCl dla sokéw zafalszowanych roznymi dodatkami GFS:
(A) przebiegi katodowe dla dodatkow 0% - 10%; (B) przebiegi katodowe dla dodatkow 0%
- 50%; (C) przebiegi anodowe dla dodatkow 0% - 10%; (D) przebiegi anodowe dla
dodatkow 0% - 50%. Rzuty danych na ptaszczyzng PC1/PC2: (E) dla skanoéw anodowych,
dodatki GFS 0% - 10%; (F) dla skanow katodowych, dodatki GFS 0% - 50%. Odcienie
kolorow odpowiadaja kolejnym dodatkom GFS, im jasniejszy tym wigkszy dodatek.

Figure 3. DPYV signals in 0.1 mol/dm3 KCl for juices adulterated with various GFS additives: (A) cathodic
waveforms for 0% - 10% additives; (B) cathodic waveforms for additives 0% - 50%; (C) anodic
waveforms for additives 0% - 10%; (D) anodic waveforms for additives 0% - 50%. Data
projections to the PC1/PC2 plane: (E) for anodic scans, GFS 0% - 10% additives; (F) for cathodic
scans, GFS additives 0% - 50%. The shades of colors correspond to the subsequent GFS additives,
the lighter the larger the addition.

4.3. Profilowanie miodow z wykorzystaniem czterodyskowych elektrod metalicznych
oraz strategii computer vision

W  pierwszym etapie eksperymentdw dotyczacych profilowania miodow
wykorzystano 12 miodéw pochodzacych z jednej pasieki zbieranych przez caty okres
miodobrania w sezonie 2021. Ich profile zarejestrowano z wykorzystaniem techniki DPV
rejestrujac prad z czestotliwoscia 1 kHz (rysunek 4). Jako elektrody pracujace
wykorzystano q-DItE, q-DPtE oraz q-DIrPtE. W tym eksperymencie zrezygnowano z
zastosowania elektrolitu podstawowego, poniewaz roztwor miodu zapewnial
odpowiednie przewodnictwo pradu konieczne do przeprowadzenia tego eksperymentu.
Dane z kazdej serii pomiarow analizowano oddzielnie z wykorzystaniem algorytmu PCA.
Dla danych uzyskiwanych z zastosowaniem elektrod q-DItE oraz q-DPtE nie bylo
mozliwe uzyskanie modelu, ktéry umozliwialby uzyskanie jednorodnych grup dla
kazdego z miodow, natomiast w przypadku serii danych uzyskanych z zastosowaniem
elektrody q-DIrPtE taka mozliwo$¢ istnieje. Dla potwierdzenia mozliwosci profilowania
miodéw, zdefiniowano bardziej zaawansowane modele z wykorzystaniem
konwolucyjnych sieci neuronowych o specjalnie zaprojektowanej architekturze. Dzigki
temu dziataniu uzyskano modele cechujace si¢ 100% doktadnoscia klasyfikacji.
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Rysunek 4.  Anodowe profile miodow zarejestrowane dla miodu wrzosowego z zastosowaniem trzech
elektrod: (A) sygnal zarejestrowany z czgstotliwoscig 1kHz; (B) powigkszenie fragmentu
sygnatu zaznaczonego na (A); (C) sygnat z (A) przedstawiony jako woltamperogram DPV;
(D) drugie powigkszenie fragmentu sygnatlu zaznaczonego na (A). Kolory
woltamperogramow: czerwony to q-DIrE, niebieski q-DPtE, natomiast czarny to q-DIrPtE.

Figure 4. Honey anodic profiles recorded for heather honey using three electrodes: (A) signal recorded at a
frequency of 1kHz; (B) enlarging the fragment of the signal marked on (A); (C) signal from (A)
presented as a DPV volttamogram; (D) the second enlargement of the fragment of the signal
marked on (A). The colors of the volttamograms: red is q-DIrE, blue is q-DPtE, and black is g-
DIrPtE.

W drugim etapie wyselekcjonowano miod gryczany, ktory charakteryzowal sie
najbardziej rozbudowanym profilem. Miod ten zmieszano z miodem sztucznym w 11
r6znych proporcjach (od 5% do 50%, co 5%). Tak przygotowane probki poddano analizie
w celu mozliwo$ci oszacowania domieszkowania miodu naturalnego miodem sztucznym
w dwoch wariantach: probki nie poddane procesowi mineralizacji UV oraz te oddane
mineralizacji UV. W pierwszym etapie wykorzystano technike DPV oraz elektrod¢ g-
DIrPtE do zarejestrowania odpowiednich serii pomiarowych. Uzyskane profile
wykorzystano do budowy modeli regresyjnych z wykorzystaniem algorytméw PCR, PLS
oraz SVR (maszyna wektorow wspierajagcych w wariancie regresyjnym, ang. Support
Vector Regression). Wytrenowane modele charakteryzowaly si¢ wysoka jako$cia, niskim
btedem predykcji przy wysokiej wartosci wspotczynnika korelacji. W najlepszym
wariancie btad sredniokwadratowy predykcji wynosit ok 0,25%. W drugim etapie do
analizy dodatkéw miodu sztucznego do naturalnego wykorzystano strategi¢ computer
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vision. W tym celu smartphonem wykonywano zdj¢cia probek miodu wykorzystywanych
w poprzedniej czgéci eksperymentu. Do analizy tych danych zastosowano model sieci
neuronowych o odpowiedniej architekturze. W najlepszym wariancie btad
sredniokwadratowy predykcji wynosit ok 0,5%.

4.4. Profilowanie napojow izotonicznych z wykorzystaniem czterodyskowych elektrod
metalicznych oraz metaliczno-weglowych

W kolejnym eksperymencie badano napoje izotoniczne i analizowano wplyw
barwnikow na ich profil woltamperometryczny. W tym celu wyselekcjonowano 5
napojow izotonicznych, w skladzie ktorych wystgpowaty barwniki powszechnie
stosowane w tego typu produktach, tj. E102 (tartrazyna), E110 (zolcien pomaranczowa)
oraz E133 (blgkit brylantowy). Do rejestracji profili woltamperometrycznych
wykorzystano trzy elektrody typu VET o mieszanych powierzchniach pracujacych: q-
DIrPtE, q-DIrGCE oraz q-DPtGCE. Profile uzyskano z wykorzystaniem techniki
woltamperometrii fali prostokatnej SWV (ang. Square Wave Voltammetry) oraz
innowacyjnej techniki podwojnie probkowanej woltamperometrii fali prostokatnej
DSSWV (ang. Double Sampled Square Wave Voltammetry). Do ich interpretacji
wykorzystano analiz¢ skupien oraz cztery wspotczynniki wiarygodnos$ci grupowania,
czyli indeks Calinskiego — Harabasza, indeks Daviesa — Bouldinga oraz indeks
Silhouette, a takze gap statistics. Obliczenie wspotczynnikow wiarygodnosci grupowania
miato na celu wyselekcjonowanie optymalnego uktadu, czyli typu elektrody pracujacej,
rodzaju profilu i techniki interpretacyjnej. Za najkorzystniejszy uktad uznano profile
katodowe zarejestrowane z uzyciem elektrody q-DIrPtE z wykorzystaniem techniki
DSSWYV. Dla potwierdzenia otrzymanego wyniku wykonano analiz¢ PCA. Rzut danych
na plaszczyzng pierwszych dwoch glownych skltadowych opisujacych prawie 95%
zmiennos$ci uwidacznia homogeniczne grupowanie obiektow.

4.5. Profilowanie napojow roslinnych z wykorzystaniem piceinowej elektrody pastowej

Ze wzgledu na rosnaca popularno$¢ diet wykluczajacych produkty odzwierzece,
zamienniki tradycyjnego mleka krowiego sg coraz czesciej produkowane i kupowane. W
pracy wykorzystano 9 komercyjnie dostgpnych napojow roslinnych, z ktérych zaden nie
zawieral dodatku cukru. Napoje zostaty dobrane tak, aby ich sktadniki reprezentowaly
wszystkie 5 grup roslin, z ktorych wytwarza si¢ te produkty. W celach poréwnawczych
wykorzystano rowniez dwa mleka krowie dostgpne komercyjnie oraz 5 rodzajow mleka
ros$linnego uzyskanego w laboratoryjnych warunkach. Do rejestracji profili
woltamperometrycznych wykorzystano technik¢ DPV z zastosowaniem elektroda z pasty
weglowej ze spoiwem piceinowym PWPCE (ang. Picein Wax Carbon Paste Electrode)
jako elektrody pracujacej. W tym eksperymencie koniecznym okazalo si¢ zastosowanie
elektrolitu podstawowego, ktorym byt 0,1 mol/dm? bufor amonowy o pH=9,0. Profile
rejestrowano w szerokim oknie potencjatow, czyli od -1200mV do 1000 mV. Dla kazdej
z probek zarejestrowano 15 przebiegdow cyklicznych (profile anodowe oraz katodowe).
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Analizy widm dokonano w oparciu o analiz¢ gldéwnych sktadowych. W pierwszym etapie
poréwnano widma napojow roslinnych dostgpnych komercyjnie. Rzut danych na
ptaszczyzng PC1/PC2 opisujacej ponad 61% zmienno$ci pokazuje, ze napoje grupuja si¢
w jednorodne homogeniczne zbiory, co mozna uzna¢ za zadowalajacy efekt dziatania
algorytmu. W drugim etapie poréwnano mleka roslinne dostepnie komercyjnie z ich
odpowiednikami uzyskanymi w warunkach laboratoryjnych. Rzut danych na ptaszczyzne
PC1/PC2 opisujacej ponad 76% zmienno$ci pokazuje, ze istnieja wyrazne réznice w
napojach uzyskanych w warunkach laboratoryjnych, a ich komercyjnymi
odpowiednikami. Moze to by¢ spowodowane tym, ze mleka wytworzone w laboratorium
byty przygotowywane bezposrednio przed profilowaniem. Wobec czego mogly zawieraé
substancje, ktore w czasie mogg ulega¢ degradacji. W trzecim etapie poréwnano roslinne
mleka komercyjne z mlekiem krowim. W wyniku profilowania stwierdzono, ze profile
mlek krowich wyraznie roznig si¢ od wszystkich profili mlek roslinnych. Dla
potwierdzenia obserwacji wykonano analiz¢ PCA. Analiza rzutu danych na plaszczyzne
dwoch pierwszych sktadowych opisujacych ponad 81% zmiennosci potwierdzita
wczesdniejsze obserwacje.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W pracy opisano mozliwosci wykorzystania technik woltamperometrycznych oraz
metod chemometrycznych do profilowania produktow spozywczych. Kazde z zagadnien
porusza tematy zwigzane z analizg wielowymiarows, od metod uczenia maszynowego
nienadzorowanego, po zaawansowane algorytmy glebokiego uczenia, w tym sieci
neuronowe. W badaniach szczegdlng uwage poswigcono roznorodnym produktom
spozywczym, analizujac ich charakterystyke przy uzyciu réoznych elektrod oraz technik
chemometrycznych.

Wyniki badan wskazuja na wysoka efektywnos¢ woltamperometrycznego jezyka
elektronicznego (VET) w identyfikacji pochodzenia i jakosci produktéw spozywczych.
W szczegodlnosci, zastosowanie wieloelektrodowych sensoréw metalicznych oraz
weglowo-metalicznych, jak rowniez algorytmoéw chemometrycznych, umozliwia
skuteczne modelowanie wielowymiarowe. W analizie réznych produktéw spozywczych,
takich jak wina, soki, miody, czy mleka roslinne, zastosowanie zaawansowanych metod
optymalizacji sygnalu i strategii interpretacyjnych pozwolilo na uzyskanie precyzyjnych
i powtarzalnych wynikow, istotnych z punktu widzenia dalszych badah nad
profilowaniem zywnosci.

Wyniki eksperymentéw wskazuja na znaczenie stosowania odpowiednich narzedzi
analitycznych, takich jak zaawansowane sensory oraz techniki machine learning,
zarowno nadzorowane, jak i nienadzorowane. Zastosowanie tych metod pozwala na
precyzyjne modelowanie 1 przewidywanie parametrow jakosciowych produktow

spozywczych. Dodatkowo, strategie oparte na technikach computer vision stanowig
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interesujaca alternatywe dla tradycyjnych metod laboratoryjnych, umozliwiajac analizg

cech produktow bez koniecznosci przeprowadzania fizycznych eksperymentow.
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ABSTRACT

Hydride generation (HG) has become a widely used technique for efficient
analyte introduction in optical emission spectrometry, although only few
hyphenated systems using this technique have been developed. It was decided to fill
this gap using a modified spray chamber that allows with conventional nebulizer
and/or as hydride generator, i.e. the Multi-mode Sample Introduction System
(MSIS).

The MSIS unit was used as an interface between high-performance liquid
chromatography (HPLC) and inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES) or microwave induced plasma optical emission
spectrometry (MIP OES). In this way, hyphenated techniques were designed, based
on three modes of operation of the MSIS chamber: (1) hydride generation for the
determination of metalloid species occurring as anions and forming volatile
hydrides, (2) conventional sputtering for the determination of metal species
occurring as cations, and (3) dual mode for the simultaneous determination of metal
and metalloid species occurring as cations and anions.

The article is based on the doctoral dissertation of Jedrzej Proch entitled:
"Hyphenated systems based on detection by optical emission spectrometry
in determination of metals and metalloids species”, distinguished by the Discipline
Council of Chemical Sciences at Adam Mickiewicz University and awarded by the
Committee of Analytical Chemistry of the Polish Academy of Sciences in 2024 in
the competition for the best doctoral dissertation in analytical spectrometry, the
prize funded by MS Spektrum.

Keywords: Multi-mode Sample Introduction System, hyphenated technique, high-
performance liquid chromatography, inductively coupled plasma optical emission
spectrometry, hydride generation

Stowa kluczowe: Wielokanatowy System Wprowadzania Probek, technika taczona,

wysokosprawna chromatografia cieczowa, optyczna spektrometria emisyjna ze
wzbudzeniem w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie, generacja wodorkéw
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— atomowa spektrometria absorbcyjna (ang. atomic absorption
spectrometry);

— przeptyw ciagly (ang. continuous flow);

— generowanie par chemicznych (ang. chemical vapor
generation);

— dimetyloarseniany (ang. dimethylarsinate, cacodylate);
—rozpylacz do bezposredniego generowania wodorkdéw (ang.
direct hydride generation nebulizer);

— przepltyw wstrzykowy (ang. flow injection),

— wielokanatowy rozpylacz Flow Blurring® (Flow Blurring®
Multi Nebulizer);

— generowanie wodorkéw (ang. hydride generation);

— wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high
performance liquid chromatography);

— ekstrakcja do fazy stalej (ang. solid phase extraction);

— spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej
indukcyjnie inductively coupled plasma mass spectrometry;

— optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie
sprzezonej indukcyjnie (ang. inductively coupled plasma
optical emission spectrometry);

— granica wykrywalnosci (ang. limit of detection);

— zmodyfikowany rozpylacz siatkowy Hildebranda (ang.
modified Hildebrand grid nebulizer);

— optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem w plazmie
indukowanej mikrofalowo (ang. microwave induced plasma
optical emission spectrometry);

— Wielokanatowy System Wprowadzenia Probki (ang Multi—
mode Sample Introduction System);

— analiza gléwnych sktadowych (ang. principal component
analysis),

— czestotliwo$¢é radiowa (ang. radio—frequency);

— selenometionina (ang. selenomethionine);

— synchroniczny pionowy podwdjny podglad plazmy (ang.
Synchronous Vertical Dual View)

— mikroprzeptywowy rozpylacz ultradzwigkowy z poczwor-
nym systemem mikrokapilarnym (ang. micro—flow ultrasonic
nebulizer with quadruple—-mode micro capillary system);
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WPROWADZENIE

Generowanie chemicznej pary (CVQ) jest dalej rozwijane jako wydajny sposob
wprowadzania probki mimo, ze od pierwszego uzycia mingto prawie szescdziesiat lat
[1]. Poczatkowo generowanie wodorkéw (HG) bylo taczone z atomowa spektrometrig
absorpcyjng (AAS), aby unikng¢ trudnosci z atomizacjg arsenu w palniku
ptomieniowym. Pomyst polegal na reakcji czynnika redukujacego ze $rodowiskiem
kwasnym bezposrednio przed wykonaniem pomiaru. W ten sposob, arsenowodor
(AsH3) byl generowany w reakcji cynku (Zn) z kwasem solnym (HCI) w pulapce z
ciektym azotem. Gdy pufapka zostala podgrzana, AsHjz byl zbierany i przenoszony
przez par¢ azotu do plomienia acetylenowo—powietrznego. T¢ metod¢ nazwano
,technikg probkowania gazu” [2].

Z czasem zaprezentowano rowniez inne procedury generowania lotnych
wodorkéw, m.in. tetrahydroboran sodu (NaBHy) zostal po raz pierwszy zastosowany w
1972 r. jako roztwor redukujacy [3]. Glowna zaleta stosowania borowodorkéw byta
mozliwo$¢ prostego dozowania odczynnika oraz automatyzacji catego procesu. W
poréwnaniu do uktadu metal-kwas, redukcja pierwiastka w mieszaninie borowodorek—
kwas byla znacznie szybsza i wydajniejsza, a takze pozwalala uzyskac nizsze stgzenie
dla proby slepej [4]. Ogdlny model reakcji CVG/HG zostat niedawno przyblizony przez
D’Ulivo (2019), dzigki czemu wiadomo, ze powstawanie lotnych wodorkow
pierwiastkdw jest wynikiem dwoch konkurencyjnych Sciezek reakcji w mieszaninie
borowodorek—kwas przestawiono na Rysunku 1 [5].

kompleksy wodorek — metal

(B-H) (51D B-m (B-H) EH
1 ELy, sy, HELpy — wHgBly . —=  HyEL 5o " (aq)
substrat (ABC), (ABC)n—y " produkt
H30"/H20 (B—H)
BHy e —— — . - —— B(OH); /BO;
-H; produkty przej$ciowe hydrolizy BHy Hy

Rysunek 1. Dwie konkurencyjne $ciezki reakcji CVG/HG: (1) derywatyzacja, oraz (2) hydroliza anionu
borowodorkowego. Podpisy: (E) pierwiastek zdolny do tworzenia lotnych wodorkow; (L)
ligand; (ABC) posrednie zwiazki kompleksowe analitu i boranu; (B—H) produkty posrednie
hydrolizy BH4 (zawierajacymi co najmniej jedno wigzanie B—H). Rysunek inspirowany [5, 6].

Figure 1. Two competitive pathways of CVG/HG reaction: (1) derivatization and (2) hydrolysis
of borohydride anion. Captions: (E) element available to form volatile hydrides; (L) ligand;
(ABC) intermediates of analyte—borane complex; (B—H) intermediates of BH4 hydrolysis
(containing at least one B—H bond). The figure based on ref. [5, 6].

Pierwsza $ciezka (1) obejmuje reakcje substratu (EL,) z anionami
borowodorkowymi i/lub produktami posrednimi (zawierajacymi co najmniej jedno
wigzanie B—H), ktore powstaja podczas hydrolizy BH4 ($ciezka 2). Kompleks analit—
boran (ABC) jest nastgpnie formowany jako produkt posredni, a atomy wodoru
sg przenoszone stopniowo z borandw do substratu (EL,), z utworzeniem komplesow
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wodorek—metal. W wyniku reakcji derywatyzacji ($ciezka 1), produkt koncowy
powstaje w fazie cieklej (EHnq)). Jesli EH, ma wystarczajaca stabilno$¢ termiczng (jak
w przypadku AsHs; czy SbHs), wodorek jest przenoszony do fazy gazowej [5].
Powyzszy mechanizm stanowi teoretyczng podstawe reakcji generowania wodorkow
(HG). W przypadku niektérych metali, np. Hg(I) i Cd(Il), produkt koncowy w fazie
ciektej (EHnq) moze zostaé czesciowo lub catkowicie rozlozony na wolne atomy (E°).
Mechanizm ten stanowi podstawe reakcji generowania chemicznych par (CVG).

Wydajnos¢ reakcji CVG/HG w fazie cieklej (Rysunek 1) jest zwigzana
z nastepujacymi czynnikami: (1) stopien utlenienia pierwiastka, (2) rodzaj i stgzenie
roztworu reduktora, (3) rodzaj i st¢zenie kwasnego Srodowiska, (4) pH roztworu,
(5) rodzaj matrycy probki, (6) obecnos¢ i stezenie pierwiastkow zaktdcajacych przebieg
reakcji, (7) reaktywno$¢ pierwiastkdw tworzacych wodorki, a takze (8) technika
CVG/HG [4]. Warto zaznaczy¢, ze optymalna technika CVG/HG powinna zapewnic
wydajny transport zwigzkow lotnych, aby umozliwi¢ rozklad termiczny stabilnych
i lotnych wodorkéw po dotarciu do zrodta atomizacji/wzbudzenia. Wérdd sposobow
na wprowadzenie probki w technikach CVG/HG warto wyrdzni¢ przeptyw ciagly (CF)
oraz przeptyw wstrzykowy (FI). W technikach typu CF, wszystkie odczynniki
(j. roztwory probki, kwasu i reduktora) sa dostarczane oddzielnie przez pompe
perystaltyczna do komory reakcyjnej, gdzie sa mieszane. W nastepstwie tego
formowane sg lotne wodorki [7, 8]. W technikach typu FI, probka jest wstrzykiwana
przez zawor z petla do roztworu no$nego, ktory jest pompowany w sposob ciagly [9].
Oprocz wyzej wymienionych, na popularnosci zyskuje rowniez taczenie technik
CVG/HG z ekstrakcja w fazie stalej (SPE) [10, 11].

Niezaleznie od techniki CVG/HG, istnieje potrzeba cigglego rozwoju
nowoczesnych i bardziej wydajnych generatorow, ktore doprowadza m.in. do
znacznego obnizenia granic wykrywalnosci (LOD) stosowanych metod. Przy
projektowaniu prostej ipowtarzalnej metody bazujacej na CVG/HG, jednocze$nie
zapewniajacej najkrotszy mozliwy czas pojedynczej analizy, korzysta si¢ z przeptywu
cigglego. W ostatnich latach (2021-2024), wickszo$¢ systemow CF—CVG/HG korzysta
z generatorow, ktore sg zmodyfikowanymi komorami mgielnych [12—13], rozpylaczami
koncentrycznymi [14], rozpylaczem zdolnym do bezposredniego generowania
wodorkéw, DHGN [15], wielokanalowym rozpylaczem Flow Blurring®, FBMN [16]
oraz ultradzwigkowym, mikroprzeptywowym rozpylaczem z poczwoérnym systemem
mikrokapilarnym, p—USN/QSC [17]. Poza tym, akcesoria zewngtrzne sa dalej
popularne, zarowno takie opracowywane w laboratoriach [18], jak rowniez dostgpne
komercyjnie [19].

Niemniej, coraz czgsciej oznaczenie catkowitej zawartosci pierwiastkow jest
niewystarczajace. Aby sprosta¢ kluczowym wyzwaniom wspolczesnej chemii
analitycznej, nalezy sigga¢ po techniki taczone, tj. polaczenie dwoch niezaleznych
aparatéw, ktére razem zyskuja nowe wilasciwosci, np. chromatografia potaczona ze
spektrometria atomowa. W latach 2013-2020, zaprezentowano 43 systemy oparte na
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CVG/HG w przeplywie ciggltym, ktore bazowaty na detekcji w optycznej spektrometrii
emisyjnej, zar6wno ze wzbudzeniem w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP) czy
w plazmie indukowanej mikrofalowo (MIP) [6]. Co zaskakujace, wigkszo$¢ ograniczata
si¢ jedynie do efektywnego wprowadzenia analitu, lecz niewiele z nich stanowily
uktady laczone. Luka ta zostala wypekliona poprzez zaprojektowanie trzech uktadow
faczonych zawierajacych najczgséciej stosowany generator wodorkow w latach 2013-
2020, czyli Wielokanatowy System Wprowadzeniu Probki (Multi-mode Introduction
System, MSIS).

1. WIELOKANALOWY SYSTEM WPROWADZENIA PROBKI

Wielokanatowy System Wprowadzenia Probki (dawniej Marathon Scientific,
Canada, obecnie Agilent, USA), to zmodyfikowana komora mgielna, ktora ze
wzgledu na prostg konstrukcje i dostepnos¢, przykuta uwage wielu naukowcow
w ostatnich latach. Jej zaleta, w poréwnaniu z innymi typami generatorow, jest
mozliwos$¢ pracy w trzech wariantach (Rysunek 2).

P

HG Neb Dual

Rysunek 2. Trzy tryby pracy Wielokanalowego Ukladu Wprowadzenia Probki: (HG) generowanie
wodorkow, (Neb) konwencjonalne rozpylanie, oraz (Dual) kombinacja trybéw HG i Neb (tryb
podwojny). Oznaczenia: (1) roztwor probki, (2) roztwér kwasu, (3) roztwor reduktora, (4) gaz
nosny (rozpylacza), (5) do plazmy, (6) odprowadzenie

Figure 2. Three work modes of Multi-mode Sample Introduction System: (HG) hydride generation,
(Neb) conventional nebulization, and (Dual) the combination of HG and Neb (dual-mode).
Captions: (1) sample solution, (2) acid solution, (3) reductant solution, (4) carrier gas
(nebulizer), (5) to the plasma, (6) drain.

W pierwszej konfiguracji (Rys. 2, HG), komora moze generowa¢ wodorki
w przeplywie cigglym dzigki zastosowaniu dwoch pionowych, stozkowatych kana-
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16w, skierowanych ku sobie. W ten sposéb mozna wprowadzi¢ roztwory niezbedne
do generowania chemicznych par lub wodorkéw. Borowodorek sodu (lub potasu)
jest najczeséciej dostarczany kanalem gornym, a dolnym — kwas chlorowodorowy
wraz z roztworem probki. Kiedy roztwory mieszajg si¢ na wyjsciu tych kanatow w
samym centrum komory, tworzace si¢ lotne wodorki pierwiastkéw zostaja
wprowadzone do palnika przy wsparciu gazu no$nego (argonu, dostarczanego przez
rozpylacz). W trybie HG, rozpylacz nie wprowadza roztworu, dostarcza jedynie
gaz. W drugiej konfiguracji (Rys. 2, Neb), kanaly wprowadzajace roztwory kwasu
i borowodorku nie sg uzywane, a roztwor probki wprowadzany jest przez rozpylacz,
podobnie do konwencjonalnego uktadu wprowadzenia probki stosowanego w
optycznej spektrometrii emisyjnej. Z kolei, trzeci tryb pracy komory (Rys. 2, Dual)
stanowi potgczenie dwoch poprzednich, tj. pozwala na rownoczesng prace jednostki
MSIS jako generator wodorkéw oraz komora mgielna z rozpylaczem
koncentrycznym.

Pierwsze zastosowanie cigglego przeptywu HG-ICP OES przedstawiono juz
pod koniec lat 70. XX wieku, kiedy HG wykorzystano do wydajnego
wprowadzania niektérych pierwiastkow, np. As, Bi, Sb, Se 1 Te [20] do palnika
plazmowego, stosujac NaBH4 jako roztwor reduktora. Z kolei, pierwsze doniesienia
o zastosowaniu Wielokanatowego Systemu Wprowadzenia Probki i jego trybow
pracy pochodza z 2002 r. [21]. Od tego czasu, komora MSIS zostata sprz¢zona z
réznymi typami spektrometréw, np. spektrometria mas zjonizacja w plazmie
sprzezonej indukcyjnie (ICP MS) [22], ICP OES [23], MIP OES [24] czy AAS
[25]. Chociaz nowe metody, oparte na Wielokanatlowym Systemie Wprowadzenia
Probki, pozwolity na oznaczenie coraz wigkszej liczby pierwiastkow (w tym metali
szlachetnych [26]), wickszo$¢ z nich koncentrowala si¢ na okresleniu catkowitej
zawarto$ci pierwiastkow. Metody oznaczania form pierwiastkow byly stosowane
zazwyczaj w formie niechromatograficznej, opartej na dodatkowych procedurach
przygotowania probki (np. wstepnej redukcji) [27, 28]. Niemniej zaprezentowano
tez dwa uklady fgczone zdetekcja w optycznej spektrometrii emisyjnej,
korzystajace z komory MSIS. W 2009 roku, opisano pierwsze zastosowanie MSIS
w trybie HG jako interfejsu miedzy wysokosprawng chromatografia cieczowa
(HPLC), a ICP OES do oznaczenia czterech form arsenu w glebach [29]. Z kolei w
2016 roku, zaprezentowano HPLC-MSIS-MIP OES (z N jako gazem
plazmowym) w celu oznaczenia zawarto$ci Se(IV) (w formie selenindow) i
selenometioniny (SeMet) w biofortyfikowanych drozdzach [30].

Niestety w obu procedurach mozna dostrzec pewne ograniczenia
lub niedociagnigcia: (1) dtuga procedura przygotowania probki (24 h), (2) przeptyw
gradientowy HPLC, (3) przebadano wylacznie gleby zanieczyszczone [29],
(4) dodatkowa cewka reakcyjna pomigdzy HPLC i MSIS, (5) odczynniki postkolu-
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mnowe do etapu wstepnego utleniania, a takze (6) metoda zostata sprawdzona
wylacznie dla drozdzy wzbogaconych w selen [30]. Podsumowujac powyzsze
informacje, sprowadzenie komory MSIS do roli tacznika w uktadach taczonych, tj.
pomiedzy wysokosprawng chromatografia cieczowa (HPLC) oraz optyczna
spektrometrig emisyjng (OES) okazato si¢ tropem godnym rozwinigcia. W tym
celu, podjeto badania wszystkich trzech tryboéw pracy komory:

e Najpierw zastosowano MSIS jako generator wodorkow (HG), tworzac uktad
laczony do oznaczenia form pierwiastkéw wystepujacych jako aniony oraz
tworzacych lotne wodorki [31].

e Nastgpnie zastosowano MSIS jako konwencjonalng komore mgielng (Neb),
tworzac dwa uklady tgczone do oznaczenia form pierwiastkow
wystepujacych jako kationy oraz nietworzace wodorkéw [32].

e Na koncu zastosowano MSIS w trybie podwojnym (Dual), taczac metody
z dwoch wczesniejszych prac [31-32] w jeden uklad tgczony zdolny
do oznaczenia form pierwiastkdbw wystepujacych zaréwno jako kationy i
aniony [33].

2. WIELOKANALOWY SYSTEM WPROWADZANIA PROBEK
JAKO GENERATOR WODORKOW W UKELADACH EACZONYCH

Pierwszym etapem projektowania ukladéw tgczonych z komorg MSIS jako
facznikiem chromatografii i spektrometrii, byla optymalizacja pracy komory
w trybie generowania wodorkow (HG). W tym przypadku chromatografia byla
reprezentowana przez anionowymienng HPLC, za$ spektrometria — przez ICP OES.
System mial zosta¢ wykorzystany do oznaczenia trzech form arsenu: arseninéw
[As(IIT)], arseniandéw [As(V)] 1 kwasu dimetyloarsynowego (DMA) w probkach
srodowiskowych oraz zywnosci. W poréwnaniu z systemami opisanymi wcze$niej
w literaturze, brakowato nowej techniki taczonej wykorzystujacej MSIS (w trybie
HG) jako interfejs miedzy HPLC i ICP OES do okreslania niektérych form
pierwiastkow, bez zadnych odczynnikéw pokolumnowych i dodatkowych cewek
reakcyjnych. Ponadto, aplikacyjno$¢ musiata by¢ szeroka (zaprezentowana na kilku
grupach rzeczywistych probek), poprzedzona prostg i krotkotrwala procedurg
przygotowania probki. Dlatego zaletami nowej metody (HPLC-HG-ICP OES)
byly: powtarzalna konstrukcja (system opierat si¢ wylacznie na czeSciach
dostepnych komercyjnie), uniknigcie odczynnikéw pokolumnowych, prosta
procedura przygotowania probki i krotki czas analizy.

Opracowanie metody HPLC-HG-ICP OES sktadalo si¢ z etapu optymalizacji,
walidacji 1 aplikacji. Optymalizacja komory MSIS w trybie HG przebiegata
dwuetapowo. Najpierw przeprowadzono ztozong optymalizacje bez polaczenia
HPLC (jako HG-ICP OES). Tutaj optymalizowanymi parametrami byly dlugos¢
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fali analitycznej (linii emisyjnej), przeptyw gazu plazmowego, a takze stezenia
odczynnikéw (Tabela 1). Po tym etapie, HPLC zostato potaczone z uktadem HG—
ICP OES (poprzez tacznik T, do dolnego kanatu dostarczajacego roztwor HCI),
po czym zoptymalizowano stezenie fazy ruchomej (bufor fosforanowy). Aplikacja
metody zostata zaprezentowana na trzech grupach probek rzeczywistych: (1) glebie
zlokalizowanej w poblizu sktadowiska odpadow przemystowych, (2) czgsciach 2—
letnich debow  szyputkowych (Quercus robus) rosnagcych w  roztworze
wzbogaconym o formy arsenu oraz (3) yerba mate (Ilex paraguariensis), dostgpnej
na polskim rynku.

Zastosowanie Wielokanatowego Systemu Wprowadzenia Probki jako
generatora wodorkow i tacznika pomiedzy HPLC i ICP OES pozwolito na
zaprojektowanie nowej techniki laczonej, ktora opierata si¢ wylacznie na
dostepnych komercyjnie czesciach, unikajgc odezynnikow pokolumnowych. Trzy
formy arsenu mozna bylo oznaczy¢ w stosunkowo krotkim czasie (do 400 s) przy
znacznie nizszych LOD 1 wysokiej precyzji. Wyniki byly poréwnywalne z
wynikami innych technik CVG/HG sprz¢zonych z OES na bazie plazmy.
Podsumowujac powyzsze, badanie stato si¢ pierwszym krokiem w ocenie MSIS
jako interfejsu w technikach tgczonych. Wyniki badan opublikowano w pierwszym
artykule naukowym, wchodzagcym w sktad rozprawy doktorskiej [31].

Tabela 1. Parametry badane podczas optymalizacji uktadu taczonego (HPLC-HG-ICP OES). Optymalne
warunki pracy sa podkreslone.

Table 1. Parameters studied during the optimization of the hyphenated system (HPLC-HG-ICP OES).
Optimal operating conditions are underlined.

HPLC-HG-ICP OES
Typ kolumny (model) anionowymienna (Supelco LC-SAX-1)
Typ eluent (pH) Bufor fosforanowy (6.0+0.2)
Kompozycja eluenta [mmol L] KH,PO4 (12.5, 25, 50), Na,HPO,4(1.25, 2.5, 5.0)
Przeptyw eluenta [mL min™] 2.0
MSIS (tryb pracy komory) HG
Stezenie NaBH, [%, w/v] 0.10, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50
Stezenie HCI [mol L™] 0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 2.50, 5.00
Moc generatora RF [kW] 1.45
Przeptyw gazu plazmowego [L min™'] 12,15, 18
Podglad plazmy osiowy
Analityczna dlugos¢ fali [nm] As 188.980, As 193.696, As 197.198, As 228.812, As 232.984
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3. WIELOKANALOWY SYSTEM WPROWADZANIA PROBEK
W UKLADACH LACZONYCH JAKO KONWECJONALNA KOMORA
MGIELNA

Z jednej strony, tryb podwojny i tryb HG komory MSIS dajg pewne zalety
w poréwnaniu z konwencjonalny rozpylaniem, dlatego s3 czesciej stosowane niz
tryb Neb. Z drugiej strony, tryb podwdjny nie moze by¢ skutecznie stosowany bez
uprzedniej optymalizacji warunkéw pracy w trybie Neb. Ponadto udane potaczenie
HPLC i ICP OES poprzez MSIS sklonito do proby bezposredniego podiaczenia
wyjscia kolumny do rozpylacza. W ten sposob mozna byto zaprojektowaé kolejna
nowg technike taczona. Ze wzgledu na to, ze wickszos$¢ pierwiastkow wystepuje
w roztworze jako kationy (np. zelazo), zmieniono réwniez typ kolumny HPLC
na kationowymienna.

Najciekawszym pierwiastkiem, wystepujacym w kilku formach jako kation,
okazato sie zelazo (Fe), wystepujace w dwoch stabilnych formach, Fe?* i Fe3*.
Ponadto zelazo jest czwartym najliczniejszym pierwiastkiem w skorupie ziemskie;j,
a cykl zelaza obserwowano w organizmach zywych, jak réwniez w Srodowisku
[34]. Zgodnie z tym analiza specjacyjna zelaza wydawata si¢ by¢ jednym z
gléwnych wyzwan w chemii analitycznej lub $rodowiskowej. Niedobdr nowych
metod taczonych, stuzacych do szybkiego oznaczania form zZelaza, byt zaskakujacy
wysoki w poroéwnaniu z metaloidami (np. As, Sb, Se) czy innymi metalami (np. Al,
Cr, Hg) [35].

Aby uzyska¢ optymalne warunki do rozdzielenia form zelaza, kluczowe
znaczenie miatl sktad fazy ruchomej. W 1995 roku kwas pirydyno—2,6—
dikarboksylowy (PDCA) zostal opisany jako skladnik fazy ruchomej do
rozdzielania metali przejSciowych, w tym Fe(Il) i Fe(Ill) [35]. W kolejnych latach
najpopularniejszym sktadem eluentu byla mieszanina PDCA, siarczanu potasu
(K2S04), wodorotlenku potasu (KOH) i kwasu mrowkowego (HCOOH), ktéra po
raz pierwszy zastosowano w 1997 roku. [36], a pdzniej wprowadzono na rynek.
Co ciekawe, eluent ten byl pierwotnie stosowany tylko w HPLC-UV [37-38].
Z jednej strony najbardziej pozadanym sposobem jest przeniesienie zalet
skomercjalizowanego eluentu PDCA z HPLC-UV na HPLC-ICP OES, ktorego
granice wykrywalno$ci (LOD) sa znacznie lepsze. Z drugiej strony, kilka
problemow, takich jak zaklocenia wzbudzenia, niestabilno$¢ plazmy, wygaszanie
plazmy, zatykanie nebulizatora i uszkodzenie palnika, moze by¢ spowodowanych
przez wyzsze obcigzenie matryca. Rozwigzaniem tego problemu byto
wprowadzenie MIP OES jako kolejnego detektora w projektowanych uktadach
faczonych.

Po raz pierwszy, MIP OES zastosowano w 1965 roku [39], jednak do 2011
roku nie bylo spektrometru dostepnego komercyjnie. Jego glowng zaletg jest mozli-
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wos¢ wykorzystania azotu (N2) jako gazu roboczego, co pozwala na pozyskiwanie
go bezposrednio z powietrza atmosferycznego za pomoca zewngtrznego generatora
(nizszy koszt pojedynczej analizy). Wadami sa system oparty na monochromatorze,
ktory sekwencyjnie rejestruje sygnat analityczny, oraz nizsza temperatura plazmy
(ok. 5000 K), ktora generuje wigcej zaklocen sygnatu w porownaniu z ICP OES.
Niemniej jednak instrument stat si¢ konkurencyjny i atrakcyjny. W ostatnich latach
(2013-2020), komora MSIS czesto bylta taczona z MIP OES w celu obnizenia LOD
W oznaczaniu pierwiastkow tworzacych lotne wodorki (rzadziej pierwiastkow
nietworzacych wodorkow) [6]. Jednakze nie opublikowano zadnych badan specjacji
zelaza przy uzyciu MIP OES, podczas gdy przedstawiono zadowalajgce wyniki
w celu okreslenia jego catkowitej zawarto$ci.

W literaturze, tylko dwa potgczone systemy byly uzywane do jednoczesnego
oznaczania Fe(Il) 1 Fe(Ill) w rzeczywistych probkach [40, 41]. Jednakze
stosowalno$¢ obu metod, HPLC-ICP OES [40] i HPLC-ICP MS [41], zostala
przeprowadzona wylacznie na okre$lonych materialach, odpowiednio tkankach
moézgu szczura i pltynie mozgowo-rdzeniowym, ktore zawierajg znacznie mniej
zelaza niz gleby, osady itp. W tym przypadku ICP MS jest nadmiernie
wymagajacym detektorem (wymagajacym tysigckrotnego rozcienczenia). Zgodnie z
tym, HPLC-MIP OES stata si¢ metoda, ktéra zostala zoptymalizowana i
zastosowana réwnolegle z HPLC-ICP OES. Poréwnujac ich cechy, dokonano
oceny dziatania komory MSIS pracujagcego w trybie Neb, a wyniki badan
opublikowano w drugim artykule naukowym wchodzacym w sklad rozprawy
doktorskiej [32].

Celem tej pracy byla ocena i zastosowanie Wielokanatowego Uktad
Wprowadzenia Probki, dziatajacego jako konwencjonalna komora mgielna w trybie
rozpylania (Neb), jako interfejsu w technikach tgczonych. W tym przypadku ten
sam system chromatograficzny (oparty na kolumnie kationowymiennej) zostat
sprz¢zony z dwoma réznymi detektorami, MIP OES i ICP OES. Po raz pierwszy
przeprowadzono réwnolegly optymalizacje dwodch taczonych systeméw, HPLC—
ICP OES i HPLC-MIP OES. Badanymi parametrami byly: zaplon plazmy,
przeptyw gazu plazmowego, przeptyw roztworu probki, dtugos¢ fali analityczne;j,
sktad fazy ruchomej i przebieg chromatograficzny (Tabela 2). Wigkszo§¢ z tych
parametrow przyjeto z poprzednich badan [31].
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Tabela 2. Parametry badane podczas optymalizacji uktadow taczonych (HPLC-ICP OES, HPLC-MIP
OES). Optymalne warunki pracy sa podkreslone.

Table 2. Parameters studied during the optimization of the hyphenated systems (HPLC-ICP OES,
HPLC-MIP OES). Optimal operating conditions are underlined.

HPLC-ICP OES HPLC-MIP OES
Typ kolumny (model) kationowymienna (Dionex IonPac CS5A)
Typ eluent (pH) Eluent PDCA (4.2+0.2)
Kompozycja eluenta [mmol L] PDCA (7.0), KOH (66), K>SO, (5.6), HCOOH (74)
Przeptyw eluenta [ml min~'] 0.5,1.0,1.52.0
MSIS (tryb pracy komory) Neb
Stezenie NaBH, [%, w/v] nie dotyczy
Stezenie HCI [mol L] nie dotyczy
Moc generatora RF [kW] 1.20 1.00
Przeptyw gazu plazmowego [L min™'] 12 20
Podglad plazmy synchroniczny pionowy osiowy
podwojny (SVDV)
Analityczna dlugo$¢ fali [nm] Fe 234.350, Fe 238.204, Fe 259.940, Fe 371.993

Fe 259.940, Fe 261.382

Potencjat aplikacyjny obu uktadow zostal sprawdzony na pigciu grupach
probek rzeczywistych: (1) osady polodowcowe (Spitsbergen, Svalbard), (2)
ceramika archeologiczna, (3) gleba zlokalizowana w poblizu sktadowiska odpadow
przemystowych, (4) osady rzeczne (Mekong, Wietnam) oraz (5) yerba mate (Ilex
paraguariensis). Dodatkowo zastosowano dwie procedury przygotowania probki:
lugowanie kwasem solnym (1-2) i ekstrakcje wspomagang ultradzwickami (3-5).
Warto wspomnieé, ze ekstrahenty te sg mniej skuteczne w przypadku probek
nieorganicznych ze wzgledu na obecno$¢ niektdrych frakeji zelaza w krzemianach.
Czynnikiem ograniczajagcym stosowalno$¢ metody HPLC-MIP OES bylo Fe(Il),
ktore w 3 probkach bylo <LOD. Ponadto odnotowano nastepujace obserwacje:
(1) obie metody byly réwnie odpowiednie, niezaleznie od tego, czy stosunek
Fe(Ill)/Fe(Il) wynosit 25 czy mniej, (2) MIP OES zalecano, gdy oczekiwano
wysokiego stgzenia (zelazo catkowite > 1% wt.), (3) ICP OES zalecano, gdy
stosunek Fe(III)/Fe(IT) wynosit 32 1 wigce;.

Zastosowanie komory MSIS w trybie konwencjonalnego rozpylania jako
interfejsu migdzy HPLC i OES pozwolito na zaprojektowanie dwoch rownoleglych
nowych technik laczonych. Obie metody opieraly si¢ wylacznie na dostgpnych
w handlu czgsciach, unikajac uzywania odczynnikow postkolumnowych. Dwie
formy zelaza mozna bylo oznaczy¢ w znaczaco krotkim czasie (do 300 s) przy
niskich LOD i wysokiej precyzji. Kluczowymi parametrami w ocenie metody byty:
(1) wzajemny stosunek Fe(Il) i Fe(Ill) oraz (2) zalozone calkowite stezenie Fe w
materiale. Wyniki byly porownywalne z wynikami technik opartych na HPLC
potaczonych z roznymi detektorami, jednak MIP OES w uktadach taczonych byt



74 3. PROCH

detektorem uzupelniajacym (a nie alternatywnym). Podsumowujac powyzsze,
badanie stato si¢ drugim krokiem w ocenie MSIS jako interfejsu w technikach
faczonych [32].

4. WIELOKANALOWY SYSTEM WPROWADZANIA PROBEK
W TRYBIE PODWOJNYM JAKO INTERFEJS
W UKLADACH LACZONYCH

W literaturze odnotowano réwniez znaczace zastosowanie MSIS w trybie
podwéjnym (Dual) do jednoczesnego oznaczania pierwiastkdw nietworzgcych
wodorkow i1 pierwiastkow tworzacych lotne wodorki [22—-24, 26]. Jednakze tryb ten
nigdy nie byl uzywany do oznaczania form pierwiastkéw. Chociaz
wielopierwiastkowa analiza specjacyjna zostala przeprowadzona dla 9 oksyanionow
z 6 pierwiastkow [40], nigdy nie zostala przeprowadzona dla pierwiastkow
wystepujacych jako kationy i aniony. Kombinacja trybow (Neb + HG = Dual)
w analizie specjacyjnej nie powinna znaczaco réznic¢ si¢ od oznaczenia catkowitej
zawarto$ci. Po opracowaniu dwoch pierwszych systemow [31, 32] mozliwe byto
fatwe przyjecie warunkéw projektowania nowego uktadu tacznikowego. Gtownag
zaletg jest rownoczesne rozdzielenie przez dwie rézne kolumny HPLC anionow
(np. trzech form arsenu) i kationéw (np. dwoch form zelaza) w jednym przebiegu.
Wprowadzenie analitbw w dwoch réznych trybach komory MSIS, tj. Neb
dla pierwiastkow nietworzacych wodorkow oraz HG dla pierwiastkéw tworzacych
lotne wodorki, zminimalizowalo wzajemnie interferencje. Ponadto zalozono, ze
wykrycie wszelkich nieznanych form jest mozliwe poprzez przeprowadzenie
analizy probek rzeczywistych. Zauwazajagc ogromny potencjal w opisanym
systemie, MSIS pracujacy w trybie podwojnym zostat uzyty jako interfejs miedzy
dwoma jednostkami HPLC 1iICP OES i przedstawiony w trzecim artykule
naukowym wchodzacym w sktad rozprawy doktorskiej [33].

Celem tej pracy bylo potaczenie osiggni¢¢ uzyskanych w poprzednich
badaniach [31, 32] i zastosowanie MSIS pracujacego w trybie dualnym jako
interfejsu migdzy dwoma roéznymi systemami chromatograficznymi i ICP OES.
Kolumna anionowymienna (tryb HG) zostala uzyta do rozdzielenia 5 form, podczas
gdy kolumna kationowymienna (tryb Neb) zostata uzyta do rozdzielenia 13 form.
W ten sposdéb 18 form 15 pierwiastkow zostato jednoczes$nie okre§lonych metoda
HPLC-ICP OES. Po raz pierwszy laczony system oparty na detekcji w
spektrometrii emisyjnej optycznej zostal zastosowany do jednoczesnego okreslenia
pierwiastkow wystepujacych jako dwa kationy (zelazo) i trzy aniony (arsen).
Zachowano glowne zalety pierwszego i drugiego podstawowego osiagniccia
naukowego: powtarzalny projekt (oba systemy opieraly si¢ wylacznie na czgéciach
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dostgpnych komercyjnie), uniknigcie odczynnikoéw pokolumnowych, prosta
procedure przygotowania probki i stosunkowo krotki czas analizy.

Badanie obejmowalo projektowanie, optymalizacje, walidacje i zastosowanie
metody. Po krotkiej optymalizacji wybrano nizszy przeptyw eluentu (1 mL min™),
dlatego czasy retencji (RT) wzrosty w poréwnaniu z poprzednimi badaniami [31—
32], chociaz nadal byly wzglednie krotkie (80—-635 s). Badane parametry zostaty
wymienione w Tabeli 3.

Tabela 3. Parametry badane podczas optymalizacji ukfadu Iaczonego (2 HPLC-MSIS-ICP OES).
Optymalne warunki pracy sa podkreslone.

Table 3. Parameters studied during the optimization of the hyphenated system (2 HPLC-MSIS-
ICP OES) Optimal operating conditions are underlined.

2 HPLC-MSIS-ICP OES
Typ kolumny (model) anionowymienna kationowymienna
(Supelco LC-SAX-1) (Dionex IonPac CS5A)
Typ eluent (pH) Bufor fosforanowy (6.0+0.2) PDCA eluent (4.2+0.2)
Kompozycja eluenta [mmol L] KH,PO, (25), Na,HPO4 (2.5) PDCA (7.0), KOH (66), K>SO,
(5.6), HCOOH (74)
Przeptyw eluenta [mL min™'] 1.0 1.0
MSIS (tryb pracy komory) Dual
HG Neb
Stezenie NaBH4 [%, w/v] 1.00 N/A
Stezenie HCI [mol L] 5.00 N/A
Moc generatora RF [kW] 1.20
Przeptyw gazu plazmowego [L min™'] 12
Podglad plazmy synchroniczny pionowy podwojny (SVDV)
Analityczna dtugo$¢ fali [nm] As 228.812, Cd 214.439, Co 238.892, Cu 327.395, Fe 234.350,
Ge 209.426, Mn 257.610, Ni 231.604, Pb 220.353, Ru 240.272,
Se 196.026, Sr 460.733, T1 190.794, V 292.401, Zn 213.857

Aplikacyjno$¢ metody 2 HPLC-MSIS-ICP OES przetestowano dla pigciu
grup probek rzeczywistych: (1) osady polodowcowe (Spitsbergen, Svalbard),
(2) ceramika archeologiczna, (3) gleba znajdujaca si¢ w poblizu sktadowiska
odpadow przemystowych, (4) osady rzeczne (Mekong, Wietnam) i (5) yerba mate
(llex paraguariensis). Co cickawe, w tej czgsci badan wykryto kilka
niezdefiniowanych form metali przejsciowych. Zastosowanie MSIS w trybie
podwojnym (Dual), jako interfejsu miedzy dwoma HPLC i1 ICP OES pozwolito na
zaprojektowanie nowej techniki taczonej, ktéra nie ma swojego odpowiednika.
Metoda nadal opiera si¢ tylko na dostgpnych komercyjnie czgéciach, unikajac
odczynnikéw pokolumnowych. W stosunkowo krotkim czasie (do 700 s
pojedynczej analizy) mozna bylo oznaczy¢ ilosciowo 18 form specjacyjnych 15
pierwiastkow.
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5. ANALIZA SPECJACYJNA YERBA MATE ZA POMOCA
OPRACOWANYCH TECHNIK EACZONYCH

Wdrozenie metody do regularnej pracy laboratoryjnej powinno by¢ kolejnym
etapem w rozwoju dowolnego systemu, w tym techniki taczonej. Poprzez
opracowanie trzech systeméw w ramach podstawowych osiagnig¢ naukowych [31—
33], yerba mate (Ilex paraguariensis) zostata wybrana jako odpowiedni materiat do
wykonania cz¢éci aplikacyjnej z nastgpujacych powodow: (1) spozycie naparu
yerba mate na $wiecie wzrasta [44], (2) material byt z powodzeniem stosowany
w optymalizacji procedur analitycznych [45], (3) nie sg dostegpne dla tego materialu
wyniki analizy specjacyjnej. Uznano, ze bardziej praktyczne jest zademonstrowanie
dwdéch metod niz jednej, dlatego analize specjacyjng wykonano dwiema metodami
jednopierwiastkowymi [31-32] zamiast wielopierwiastkowej [33]. Zaproponowana
metodologia byta pierwsza analiza pierwiastkowa i specjacyjng yerba mate (Ilex
paraguariensis) 1 pierwszym zastosowaniem HPLC-HG-ICP OES, jak i HPLC-
ICP OES dla duzej serii probek. Zauwazajac ten potencjat, praca jest przedstawiona
w czwartym artykule naukowym wchodzacym w sktad rozprawy doktorskiej [46].

W ramach badan aplikacyjnych, wykonano analizy 58 probek yerba mate,
dostepnych na polskim rynku. Oprécz ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami,
zastosowano mokry rozktad probki kwasem azotowym wspomagany mikrofalami w
celu oznaczenia calkowitej zawartosci wybranych pierwiastkdw przy pomocy
ICP OES. Wykorzystujac metody opracowane w trakcie poprzednich badan [31,
32], oznaczono w nich rowniez arseniny, arseniany, DMA oraz zelazo dwu-
1 trojwartosciowe, jak rowniez catkowita zawarto$¢ tych i innych pierwiastkow za
pomoca ICP OES. Celem badan bylo oznaczenie form arsenu i zelaza w yerba mate
oraz proba identyfikacji i/lub klasyfikacji probek ze wzgledu na ich pochodzenia,
gatunek czy czystosc.

W przypadku yerba mate, formy nieorganiczne zelaza czy arsenu stanowily
zazwyczaj niewielki procent w stosunku do catkowitej zawartosci pierwiastkow.
Wigkszo$¢ zelaza i1 arsenu pozostata w potaczeniach organicznych (nazwang frakcja
nieekstrahowalng). Natomiast r6znicg¢ miedzy catkowitymi zawartosciami zelaza i
arsenu, a sumg zawarto§ci oznaczanych form w probkach ekstrahowanych,
okreslono mianem ,nierozpoznanej frakcji ekstrahowalnej”. Poza arsenem i
zelazem, oznaczono rowniez catkowite zawartosci 14 pierwiastkow zaréwno w
probkach zmineralizowanych jak réwniez wyekstrahowanych. Probowano
zidentyfikowa¢ yerba mate ze wzgledu na (a) kraj pochodzenia, (b) typ suszu oraz
(c) stosowanie dodatkow, stosujac m. in. analize gléwnych sktadowych (PCA).
Niestety, podobnie jak w przypadku analizy specjacyjnej, nie odwazono si¢ na
jednoznaczng klasyfikacje probek [46]. Niemniej, dzieki tej pracy udato si¢ zade-
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monstrowa¢ dziatanie dwoch z trzech uktadow taczonych na wybranym materiale.

UWAGI KONCOWE

Zastosowanie Wielokanatowego Systemu Wprowadzenie Probki jako tacznika
w uktadach taczonych umozliwito opracowanie trzech systemow z detekcja w
optycznej spektrometrii emisyjnej. W ten sposob, wypetniona zostala luka
pomigdzy popularnoscia i dostgpnoscia komory MSIS, a niewielka iloscig technik
laczonych ja wykorzystujacych. Dzigki zastosowaniu trzech trybow pracy komory
udato si¢ przygotowa¢ narzedzia z zakresu analizy specjacyjnej, gotowe do
rutynowej pracy.

W trakcie aplikacji wyzej wymienionych metod, poza oznaczanymi formami
Mn, Cu, Fe czy Zn, zaobserwowano rowniez inne, niezidentyfikowane formy tych
metali w réznych matrycach probek. To sugeruje zdolno$¢ uktadu taczonego do
rozdzielania innych form pierwiastkow w warunkach optymalnych dla rozdzielenia
zelaza dwu- 1 trojwartosciowego. Chociaz te formy nie zostaly jeszcze
zidentyfikowane, stanowi to intersujgca perspektywe i jest to istotny punkt
wyjsciowy w tworzeniu kolejnych aplikacji. Kazdy pierwiastek wykryty w
ogolnych warunkach opracowanych na potrzeby metody 2 HPLC-MSIS-ICP OES,
moze wymagaé nieznacznie innych warunkéw, aby uzyska¢ optymalna separacje
niezdefiniowanych form bez utraty parametréw pracy detektora. Dlatego tez
kluczowe bedzie opracowanie w przyszitosci nowych procedur przygotowania
probek, ktore beda dedykowane do analizy specjacyjne;j.
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ABSTRACT

Among all kinds of ion-selective electrodes, those with solid contact (SC-ISEs)
are currently particularly popular. The elimination of the internal solution
significantly improved electrical parameters and also enabled miniaturization,
storage and transport of the sensors. However, not all active substances and
electroactive materials can be successfully used to prepare these electrodes. The
first of them must ensure, among other things, sufficient selectivity of the sensors
towards the determined ion in the presence of other accompanying ions, while the
second — good stability and reversibility of the potential. Therefore, new functional
materials are constantly needed to obtain better and better potentiometric sensors,
which can also be used in multi-sensor platforms for comprehensive determination
of ion content directly in the in situ environment.

This article is devoted to the topic of new functional materials that can be used
to improve the operation of potentiometric sensors and expand the scope of their
applications. All described electrodes were constructed as part of scientific research
conducted during the doctoral studies of the author. Their main goal was to develop
new ion-selective electrodes with solid contact with good analytical parameters and
sensitive to selected ions (NO3~, CI-, K*, Cu?", UO,?"), using new ionophores or
electroactive materials for their construction. Many different sensors were
constructed and tested, the design of which differed, among others, in the material
of the internal electrode, the composition of the ion-selective membrane (qualitative
and quantitative), and the type and method of using the solid contact material (as an
intermediate layer or an additional component of the membrane). New materials
were synthesized, their properties were tested using many different analytical
methods and then used to prepare ion-selective electrodes. The values of the most
important analytical parameters were determined for the obtained sensors and, on
their basis, the influence of individual electrode modifications on their operation
was determined. Using some of the obtained electrodes, the content of selected ions
in natural samples was also analyzed, confirming that they can be used in practical
analysis.

Keywords: ion-selective electrodes, solid contact, nanoparticles, nanofibers,
nanocomposites, potentiometry
Stowa kluczowe: elektrody jonoselektywne, staly kontakt, nanoczastki,

nanowtokna, nanokompozyty, potencjometria




86

K. PIETRZAK, C. WARDAK

AAS

CP
CWE
EIS

EMF
FIM

HPLC

ISE

ISM

LoD
MWCNTs

NPs
PANINFs
PVC

SC
SC-ISE

SP-ISE

SSM

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW 1 OZNACZEN

— (z ang. atomic absorption spectroscopy) absorpcyjna
spektroskopia atomowa

— (z ang. chronopotentiometry) chronopotencjometria

— (z ang. coated-wire electrodes) elektroda powlekana

— (z ang. electrochemical impedance spectroscopy)
elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna

— (z ang. electromotive force) sita elektromotoryczna ogniwa

— (z ang. fixed interference method) metoda roztworow
mieszanych w wyznaczaniu wspotczynnikow selektywnos$ci

— (z ang. high-performance liquid chromatography)
wysokosprawna chromatografia cieczowa

— (z ang. ion-selective electrode) elektroda jonoselektywna

— (z ang. ion-selective membrane) membrana jonoselektywna
— (z ang. limit of detection) granica wykrywalnosci

— (z ang. multiwalled carbon nanotubes) wielo$cienne
nanorurki weglowe

— (z ang. nanoparticles) nanoczastki

— (z ang. polyaniline nanofibers) nanowldkna polianiliny

— (z ang. polyvinyl chloride) polichlorek winylu

— (z ang. solid contact) staty kontakt

— (z ang. ion-selective electrode with solid contact) elektroda
jonoselektywna z warstwg stalego kontaktu umieszczong
pomiedzy materiatem elektrody a membrang jonoselektywna

— (z ang. single-piece ion-selective electrode) elektroda
jonoselektywna, w ktorej material stalego kontaktu jest
zdyspergowany lub rozpuszczony w membranie

— (z ang. separate solution method) metoda roztwordow
rozdzielonych w wyznaczaniu wspolczynnikow selektywnosci
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WPROWADZENIE

Elektrody jonoselektywne (ISEs) stanowia obecnie grupg¢ najpopularniejszych
czujnikow potencjometrycznych na $wiecie. Z powodzeniem s3 wykorzystywane do
oznaczania zawarto$ci nawet 100 réznych jondéw, zardwno nieorganicznych, jak i
organicznych. Ujmuja przede wszystkim swoja prostota i szybkoScia wykonania
pomiarow, a wymagany sprzet charakteryzuje si¢ znacznie nizsza ceng w porownaniu
do innych, bardziej czutych metod analitycznych, takich jak AAS czy HPLC. Produkcja
samych czujnikow rowniez nie wigze si¢ z wysokimi kosztami, zalezy jednak w
znacznej mierze od materiatu, z ktorego wykonane sg elektrody wewngtrzne oraz ceny
substancji i materialdow zastosowanych do ich konstrukcji. Istotng zaletg jest rowniez
szeroki zakres stezen, w jakim mozliwe jest oznaczanie analitu, co pozwala uniknaé
rozcienczania probek lub zmudnego ich zat¢zania. Ponadto przygotowanie do pomiaru
probki cieklej (rowniez barwnej) w wigkszosci przypadkdw nie jest wymagane, a w
razie koniecznosci najczesciej ogranicza si¢ jedynie do dodania roztworu buforu mocy
jonowej lub kwasu/zasady w celu ustalenia pH probki zapewniajacego poprawne
dziatanie elektrody. W przypadku materiatow stalych, niezbedne jest przeprowadzenie
probki do roztworu, jednakze bez wykorzystywania skomplikowanych i
czasochtonnych procesow, takich jak mineralizacja. Dzigki temu mozliwe jest
wykorzystywanie czujnikoéw potencjometrycznych do oznaczania zawarto$ci jondow w
probkach $rodowiskowych pobranych i analizowanych w laboratorium, a takze
bezposrednio w $rodowisku in situ. W zwigzku z tymi licznymi zaletami ISEs czesto
stosowane sg w analizie klinicznej, w monitorowaniu stanu srodowiska naturalnego lub
tez procesOw produkcyjnych, miedzy innymi w przemysle spozywczym czy
farmaceutycznym [1,2].

W pracy opisano teoretyczne podstawy dotyczace SC-ISEs oraz zebrano
informacje dotyczace wszystkich rodzajow elektrod skonstruowanych w ramach
rozprawy doktorskiej, o konstrukcjach réznigcych si¢ miedzy innymi: materialem
elektrody wewnetrznej, sktadem membrany jonoselektywnej (jako$ciowy 1 iloSciowy)
oraz rodzajem i sposobem wykorzystania materiatu petnigcego funkcje statego kontaktu
(warstwa posrednia/dodatkowy sktadnik membrany). We wszystkich badaniach
wykorzystano nie stosowane wczesniej w SC-ISEs materialy (substancje
aktywne/materialy elektroaktywne).
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1. KONSTRUKCJA SC-ISEs

Od czasu skonstruowania przez Fritza Habera i Zygmunta Klemensiewicza w
1909 roku pierwszej elektrody jonoselektywnej — elektrody szklanej, mingto juz
ponad 100 lat. Za poczatek nowoczesnej potencjometrii mozna natomiast uznac lata
60. XIX wieku, kiedy to Ross przedstawit elektrodg¢ czula na jony wapniowe oparte
na ciektym fosforoorganicznym wymieniaczu jonowym, a Bloch — pierwsze
polimerowe membrany jonoselektywne z PVC. Wraz z rozwojem ISEs zaczgto
rozrozniaé elektrody jonoselektywne z cieklym kontaktem (tak zwane klasyczne)
oraz elektrody jonoselektywne ze statym kontaktem (SC-ISEs). Pierwsze z nich z
racji obecno$ci roztworu wewngtrznego sa wrazliwe na wyciek lub parowanie
cieczy, zmiany temperatury probki i ci$nienia, czy powstawanie pecherzykéw
powietrza wewnatrz elektrody [3].

Szereg zalet ISEs obejmujacy: niskie granice wykrywalno$ci, wysoka
selektywno$¢ oraz stabilno$¢ potencjalu tacza w sobie SC-ISEs, ktore dzigki
eliminacji elektrolitu wewngtrznego i zastgpieniu go materialem tak zwanego
"statego kontaktu" sg dodatkowo tatwiejsze w modyfikacji ksztattu i miniaturyzacji
oraz wygodniejsze w przechowywaniu 1 transporcie. Obnizenie granic
wykrywalno$ci bylo mozliwe dzigki temu, ze w przeciwienstwie do elektrod z
roztworem wewngtrznym nie nastepuje przeplyw znajdujacych si¢ w nim jonéw do
roztworu probki w wyniku jego wycieku. Ponadto nie ma ryzyka zapowietrzenia
elektrody ani konieczno$ci zachowywania pionowej pozycji. Istotna jest réwniez
znaczgca poprawa odporno$ci mechanicznej czujnikdéw, gléwnie ze wzgledu na
fakt, ze membrany w SC-ISEs sg czesto grubsze niz w elektrodach klasycznych
oraz umieszczone na twardym podtozu [4].

Dodatkowy materiat SC charakteryzuje si¢ zaréwno przewodnictwem
jonowym, jak i elektronowym, i ma na celu mi¢dzy innymi poprawe stabilno$ci
potencjatu czujnikow w poréwnaniu do ich poprzednich wersji — coated-wire
electrodes (CWEs), bedacych niejako etapem posrednim na drodze do otrzymania
wspotczesnych SC-ISEs. Wyrdznia si¢ dwa typy konstrukcji SC-ISEs — z warstwa
posrednig stalego kontaktu umieszczong pomig¢dzy materiatem przewodzacym a
membrang jonoselektywna oraz z materialem statego kontaktu zdyspergowanym
bezposrednio w mieszaninie membranowej [5]. Konstrukcje elektrod przedstawiono
na Rysunku 1. Dalszy rozw6j SC-ISEs jest mozliwy dzigki poszukiwaniu nowych
substancji aktywnych i materiatoéw elektroaktywnych wplywajacych na poprawe ich
parametrow analitycznych i wlasciwosci elektrycznych.
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Rysunek 1.  Pordéwnanie konstrukcji elektrod jonoselektywnych: (A) klasycznej z roztworem
wewnetrznym, (B) z warstwa posrednig statego kontaktu (SC-ISE), (C) z materiatem statego
kontaktu zdyspergowanym w membranie jonoselektywnej (SP-ISE).

Figure 1. Comparison of the construction of ion-selective electrodes: (A) classic with internal solution,
(B) with an intermediate layer of solid contact (SC-ISE), (C) with solid contact material
dispersed in the ion-selective membrane (SP-ISE).

2. NOWE MATERIALY FUNKCJONALNE

2.1. JONOFORY

Jednym ze sposobéw na uzyskanie ISEs o dobrych parametrach analitycznych
jest wykorzystanie substancji aktywnych zapewniajacych wysokg selektywnosé
czujnikéw. Pomimo, Ze jonofor stanowi niewielki procent mieszanki membranowe;j
(najczesciej 1-2%), jest to najwazniejszy jej skladnik, bez ktérego niemozliwe
bytoby oznaczenie wybranego jonu. To wiasnie dzigki obecno$ci jonoforéw
elektroda jest czuta na zmiany aktywnosci wybranych jonéw obecnych w roztworze
probki. Nawet idealna stabilno$¢ 1 odwracalno$¢ potencjatu elektrody w roztworze
jonu gtownego nie jest wystarczajgca, jesli elektroda jest czuta rowniez na inne jony
obecne w badanej probce rzeczywistej. Co istotne, oprocz wysokiej selektywnos$ci
jonofor powinien charakteryzowac si¢ rowniez stabilno$cia chemiczna i niska
toksycznoscig oraz znaczng szybkos$cig reakcji i odporno$cig na zmienne warunki
srodowiskowe. Czasami, aby poprawi¢ wlasciwo$ci membrany dodaje si¢ rowniez
inne substancje wzmacniajace dziatanie substancji aktywnej, do ktérych naleza
miedzy innymi réznego rodzaju wymieniacze jonowe [6].
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Selektywno$¢  czujnikow, a  dokladniej wartosci  wspolczynnikow
selektywnosci jonow, ktére w latwy sposdb pozwalaja na poroéwnanie tej
wlasciwosci pomiedzy réznymi rodzajami elektrod, mozna wyznacza¢ na rozne
sposoby. Istnieje kilka metod, z ktorych najszybsza jest metoda roztwordéw
rozdzielonych (SSM). Oprocz niej wyrdznia si¢ réwniez metode roztworéw
mieszanych (FIM) oraz metode dopasowania potencjatu (MPM) [7].

Jako jonofory w membranach jonoselektywnych czutych odpowiednio na jony
NO;~ oraz Cu?* z powodzeniem zastosowano migdzy innymi nowozsyntezowane
zwigzki organiczne (kompleks Co(Il) z 4,7-difenylo-1,10-fenantroling [8] oraz
dwurdzeniowy kompleks Cu(II) z N,N'-bis(5-bromo-2-hydroksy-3-
metoksybenzylideno)-2-hydroksypropyleno-1,3-diaming [9]). Otrzymane elektrody
charakteryzowaly si¢ bardzo dobrymi wspolczynnikami selektywnos$ci, co
potwierdzito trafno$¢ wyboru danych kompleksow do konstrukcji czujnikéw. Dla
uzyskania satysfakcjonujgcych wlasciwo$ci membrany jonoselektywnej konieczne
bylo przeprowadzenie procesu optymalizacji sktadu ISM, zaréwno jako$ciowego,
jak 1 iloSciowego. Wzory strukturalne wymienionych zwigzkéow przedstawiono na
Rysunku 2.

Rysunek 2. Wzory strukturalne kompleksow: (A) Co(Il) z 4,7-difenylo-1,10-fenantroling, (B) Cu(Il) z N,N'-
bis(5-bromo-2-hydroksy-3-metoksybenzylideno)-2-hydroksypropyleno-1,3-diamina).

Figure 2. Structural formulas of complexes: (A) Co(I) with 4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline, (B) Cu(II)
with N,N'-bis(5-bromo-2-hydroxy-3-methoxybenzylidene)-2-hydroxypropylene-1,3-diamine).

Elektrody azotanowe charakteryzowaly si¢ ponadto znakomita
odwracalno$cig i stabilnoscig potencjatu (dryft 0,09 mV dzien') oraz szerokim
zakresem pH (5,4 — 10,6). Dla elektrody z membrang zawierajaca jedynie 1%
jonoforu uzyskano nachylenie rowne -56,3 mV pa~!, ktore utrzymujgc sie przed
dlugi czas zapewniatlo poprawne dziatanie elektrody nawet po 5 miesigcach
uzytkowania [8]. W przypadku elektrod miedziowych jako potencjalny jonofor
przebadano szereg zwigzkow z grupy zasad Schiffa, obejmujacych ligandy oraz ich
kompleksy z jonami miedzi(Il). Oprocz rodzaju substancji aktywnej w membranie
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1 jej zawartos$ci stosowano rowniez rozne plastyfikatory i sole lipofilowe. Elektroda
z membrang zawierajaca 1% wybranego kompleksu, 0,34% KTpCIPB, 65,66%
NPOE i 33,00% PVC osiagneta nachylenie 29,68 mV pa! w zakresie stezen 1,0 x
10°—1,0 x 107" mol L™!, a otrzymana granica wykrywalno$ci wyniosta 6,2 x 1077
mol L'. W przypadku opracowanych czujnikow wyznaczone wartosci
wspotczynnikow selektywnosci w stosunku do wszystkich badanych jonow byly
mniejsze niz 0,01 (z wyjatkiem Pb*" i Cd*"). W czasie uzytkowania elektrod
wynoszacym 2 miesigce zakres liniowo$ci badanych czujnikéw nie ulegt zmianie
przy nieznacznym zmniejszeniu nachylenia krzywych kalibracyjnych od wartosci
29,68 do ~28,03 mV pa! [9].

2.2. MATERIALY STALEGO KONTAKTU

Wprowadzenie materialu statego kontaktu do konstrukcji ISEs, znacznie
usprawnilo wiele procesow i wplyneto na poprawe parametrow elektrod. Nalezy
jednak pamigtaé, ze nie kazdy material umieszczony pomiedzy elektroda a
membrang moze z powodzeniem spetniac¢ takg funkcje. W tym aspekcie kluczowe
jest wykazywanie przez badany materiat zarowno przewodnictwa jonowego, jak i
elektronowego, a ponadto jego wysoka pojemno$¢é objetosciowa (stabilnosé
potencjatu) i stabilno$¢ chemiczna (brak reakcji ubocznych w procesie transdukcji
jon-elektron, ktéry koniecznie powinien by¢ odwracalny). Dodatkowo zwracana
jest rowniez uwaga na wystarczajacg hydrofobowos¢ (brak powstawania warstwy
wodnej), wydajno$¢ analityczng, trwato$é, zywotno$¢ i odporno$¢ mechaniczng
[10].

Jako pierwsze w roli SC wykorzystano polimery przewodzace (polipirol
[11,12], poli(3-oktylotiofen) [13,14], poli(3,4-etylenodioksytiofen) [15,16] oraz
polianiling [17,18]). Nastgpnie grono to poszerzono o nanomaterialy weglowe
(nanorurki weglowe [19,20], grafen [21], fullereny [22], sadz¢ weglowg [23]) oraz
nanoczastki metali (zloto [24], srebro [25], platyna [26]) i tlenkéw metali (tlenki
miedzi [27], ceru [28], irydu [29], czy rutenu [30]). Do ostatnich odkry¢ naleza
rézne materialy kompozytowe, ktore lacza w sobie wlasciwosci swoich
komponentéw, a nierzadko réwniez pozwalaja na uzyskanie nowych lepszych
wiasciwoséci materiatéw. Jedng z mozliwych kompozycji jest potaczenie MWCNTSs
z cieczami jonowymi — sktadnikami wykazujacymi witasciwosci hydrofobowe i
przewodzace. Dzigki zastosowaniu cieczy jonowej mozliwe jest osiggnigcie
stabilizacji elektrostatycznej i sterycznej oraz powstanie jednorodnego materiatu
nanokompozytowego latwiej dyspergujacego w membranie polimerowej [5,31].

W ramach opisywanych badan do konstrukcji ISEs jako materialy
elektroaktywne zastosowano migdzy innymi: modyfikowane nanowlokna
polianiliny (PANINFs-Cl i PANINFs-NO3) [32], nanoczgstki tlenkow metali
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(ZnONPs, CuONPs, Fe;O3NPs) [33] i nanoczastki metali (AgNPs) [34] oraz
nanokompozyty wieloSciennych nanorurek weglowych z cieczami jonowymi
(MWCNTs:THTDPC1 [35,36], MWCNTs:BMImPFs [37]), nanowloknami
polianiliny (PANINFs-CLMWCNTSs) [38] oraz nanoczgstkami (CuO-MWCNTS)
[39], ktore efektywnie spetniaty funkcje stalego kontaktu elektrod poprawiajac ich
parametry analityczne, metrologiczne oraz elektryczne. Zdjecia SEM wybranych
materiatow przedstawiono na Rysunku 3.

Rysunek 3.  Obrazy SEM: (A) PANINFs-NO;, (B) PANINFs-Cl, (C) MWCNTs, (D) nanokompozytu
PANINFs-C:MWCNTs.

Figure 3. SEM images: (A) PANINFs-NOs;, (B) PANINFs-Cl, (C) MWCNTs, (D) PANINFs-
CI:MWCNTSs nanocomposite.

Material statlego kontaktu wprowadzano zaréwno jako warstwg posrednia
migdzy materialem elektrody a membrana jonoselektywna, jak rowniez jako jej
dodatkowy sktadnik zdyspergowany w calej jej objetosci. Wyniki otrzymane za
pomoca EIS oraz CP potwierdzity, ze wprowadzenie materiatu statego kontaktu do
konstrukcji elektrod wplywato gléwnie na poprawe ich parametrow elektrycznych
(zwiekszenie pojemnosci warstwy podwojnej oraz obnizenie oporno$ci membrany i
opornosci przeniesienia tadunku), czego efektem bylo polepszenie stabilnosci i
odwracalno$ci potencjatu. Migdzy innymi elektrody z warstwa nanokompozytu
(2:1) PANINFs-C:MWCNTSs charakteryzowaly si¢ prawie 4-krotnie nizszg oporno-
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$cia membrany i ponad 200-krotnie nizszym oporem przenoszenia fadunku przy
jednoczesnym niemal 200-krotnym wzroscie pojemnosci warstwy podwojnej w
wyniku znacznie szybszych proceséw dyfuzji i transportu ladunku na granicy
membrana/GCE w poréwnaniu do elektrody niemodyfikowanej [38]. Dobre
parametry elektryczne majg znaczenie rowniez w przypadku zapewnienia szybkich
czasow odpowiedzi czujnikow oraz niewielkiego dryftu potencjatlu w czasie
(zmiana nawet z 0,16 do 0,046 mV min"' dla elektrod miedziowych z
nanokompozytem MWCNTs:BMImPF¢ [37]). W przypadku nanokompozytow z
ciecza jonowa obnizeniu ulegly granice wykrywalnosci czujnikéw, a co za tym
idzie, rozszerzyly si¢ takze zakresy liniowosci, w ktorych mozna oznaczaé stgzenia
jondow. W przypadku elektrod czutych na jony Cu(ll) — w wyniku dodatku
nanokompozytu do membrany poprawita si¢ rowniez ich selektywnos$¢ oraz
rozszerzyl zakres pH. Zastosowanie nanoczastek metali 1 tlenkéw metali jako
warstwy posredniej w SC-ISEs (w szczegdlno$ci ZnONPs) znacznie zwigkszyto ich
trwato$¢ (czas zycia > 5 miesiecy) 1 odpornos¢ mechaniczng, a elektrody nie
wykazywaty tendencji do powstawania niepozadanej w przypadku czujnikow
potencjometrycznych — warstwy wodnej migdzy materiatem elektrody a membrang
— wplywajacej negatywnie na dziatanie elektrody [33]. Poprawa stabilno$ci elektrod
w wyniku wprowadzenia warstwy posredniej nanoczgstek metali i tlenkéw metali
wynikata przede wszystkim z wykazywanych przez nie doskonatych wlasciwosci
fizycznych, elektrochemicznych i poiprzewodnikowych w poréwnaniu z ich
odpowiednikami masowymi oraz wysokim stosunkiem powierzchni do objg¢tosci.
Dzigki obecnoséci warstwy NPs pole powierzchni elektroaktywnej jest znacznie
wicgksze, a transfer elektronow migdzy ISM a elektroda wewnetrzng — duzo bardziej
efektywny. Wszystkie SC-ISEs, ktore wybrano w wyniku proceséw optymalizacji
sktadow membrany jonoselektywnej i/lub stalego kontaktu oraz grubosci jego
warstwy — wykazywaty nachylenia krzywej charakterystyki bliskie teoretycznemu
(wynoszace odpowiednio 59 i 29,5 mV pa’l dla jonoéw I- i Il-warto$ciowych).
Zauwazono roéwniez, ze efektywno$¢ dziatania materiatu jako stalego kontaktu
zalezy w duzej mierze od jego struktury i jest ona wicksza dla materialéw o
mniejszych rozmiarach czastek i bardziej homogenicznej strukturze — tak jak to
mialo miejsce w przypadku MWCNTs: THTDPCI w elektrodach azotanowych [35],
czy PANINFs-CLMWCNTs w elektrodach chlorkowych [38]. Co szczegdlnie
istotne, otrzymywane elektrody modyfikowane nie wykazywaly wrazliwosci na
zmiany srodowiskowe takie jak: zmiana o$wietlenia i potencjatu redox probki, czy
tez obecno$¢ gazéw, co ma ogromne znaczenie przy wykorzystywaniu ich do
analizy prébek naturalnych.
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przedstawiono zestawienie najlepszych sposréd wszystkich

W Tabeli 1.
rodzajow opracowanych elektrod wraz z ich podstawowymi parametrami

analitycznymi.
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3. ZASTOSOWANIE SC-ISEs W ANALIZIE PROBEK RZECZYWISTYCH

Wybrane elektrody zastosowano do oznaczen okreslonych jonow w probkach
rzeczywistych. Zmierzono zawarto§¢ jonéw azotanowych(V) w warzywach oraz
jonéw miedzi(Il), chlorkowych i azotanowych(V) w probkach wod (woda: rzeczna,
wodociggowa, mineralna i studzienna) [8,32,36,37,38]. Jako metody porownawcze
stosowano miareczkowanie metoda Mohra [38] i spektrofotometric UV-Vis [32].
Ponadto do sprawdzenia poprawnosci wynikow oznaczen wykorzystano réwniez
certyfikowane materialy odniesienia [37] i badanie odzysku [8,36,37]. W kazdym
przypadku uzyskano zadowalajace wyniki, co pozwolilo stwierdzi¢, ze otrzymane
czujniki z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane do oznaczen niektorych jonow
w probkach naturalnych.

W tabeli ponizej przedstawiono przykltadowe wyniki oznaczen zawarto$ci
jonéw azotanowych(V) otrzymane dla probek wod z wykorzystaniem elektrod z
jonoforem - kompleksem Co(Il) =z 4,7-difenylo-1,10-fenantroling oraz
nanokompozytem MWCNTs:THTDPCI w roli stalego kontaktu [36]. Bioragc pod
uwage brak etapu przygotowania probek wod i minimalne przygotowanie probek
warzyw (ograniczajace si¢ do podstawowych czynnosci, takich jak: rozdrobnienie,
ogrzewanie z dodatkiem wody czy rozcienczanie do statej objetosci, bez procesu
mineralizacji), uzyskane wyniki wydaja si¢ by¢ w petni satysfakcjonujace.

Tabela 2. Wyniki oznaczenia azotanow(V) w roznych probkach wod i warzyw (niewzbogacanych i
wzbogacanych) oraz wyznaczone wartosci odzysku.
Table 2. Results of nitrate(V) determination in various water and vegetables samples (unspiked and

spiked) and determined recovery values.

Oznaczona zawarto$¢ jonéw NOs,

Probka wody [mg L"/mg ke''] Odzysk, %

Woda rzeczna 14,6 + 0,4 -

Woda rzeczna + 50 mg L' NO;- 65,2+0.6 100,9
Woda z jeziora 17,2+0,7 -

Woda z jeziora + 50 mg L' NO5~ 66,8 + 1,1 99,4
Satata mastowa 916 £ 18 -

Satata mastowa + 300 mg kg NO;y- 1226 £23 100,8
Ogorek 532+23 -

Ogorek + 300 mg kg™ NO5~ 815+27 97,9
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UWAGI KONCOWE

Elektrody jonoselektywne dzigki swoim licznym zaletom sa stale rozwijane i wcigz
pojawiaja si¢ nowe artykuly naukowe dotyczace innowacyjnych rozwigzan
konstrukcyjnych tych czujnikow. Ich wszechstronnos$¢ i tatwos¢ uzytkowania sprzyjaja
temu rozwojowi, gdyz mnogo$¢ zalet wynikajacych z ich zastosowania znacznie
przewyzsza mozliwe réznice w czutosci lub selektywnosci w pordwnaniu do innych
metod analitycznych. Dlatego szczegélnie wazne jest to ciagle dazenie do osiagania
coraz nizszych granic wykrywalnosci czy jeszcze lepszych wspotczynnikow
selektywnos$ci elektrod. Eliminacja elektrolitu wewnetrznego umozliwila nie tylko
miniaturyzacje czujnikow, ale rowniez przyczynita si¢ do znacznego obnizenia granic
wykrywalnosci, w niektorych przypadkach nawet do poziomu nanomoli i nizszych. SC-
ISEs kryja w sobie jeszcze wiele mozliwosci rozwojowych i sg wcigz udoskonalane,
zarbwno w zakresie stosowanych rodzajow jonoforow, jak i materialow
elektroaktywnych. Z pewnoscia mozliwe jest skonstruowanie czujnikdéw o jeszcze
lepszych parametrach, ktorych wykorzystanie bedzie zapewniaé miarodajne, szybkie i
doktadne wyniki analiz probek, takze w §rodowisku in situ.
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Dr inz. Alicja Skiba — adiunkt na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo-
Hutniczej, w swojej pracy naukowej skupia si¢ na zagadnieniach jakos$ci powietrza, w
szczegblnosci na analizie chemicznej i izotopowej pylow zawieszonych i gazow cieplarnianych.

ExaE ) https:/lorcid.org/0000-0002-7346-8267

f=ed

Dr hab. inz. Katarzyna Styszko, prof. AGH — profesor uczelni na Wydziale Energetyki i Paliw,
Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie. Prowadzi prace badawcze zwigzane z emisjg do
Srodowiska mikrozanieczyszczen, miedzy innymi pozostatosci farmaceutykow, sSrodkow
pielegnacji osobistej oraz mikroplastiku. Procesow przemian zachodzacych z ich udziatem oraz
zastosowania epidemiologii opartej na analizie Sciekow jako zrddia informacji o jakosci zycia i
narazenia na zanieczyszczenia srodowiska. Ponadto prowadzi prace badawcze z zakresu skladu
chemicznego pytu zawieszonego i jego wptywu na zdrowie.

: £ ®© https://orcid.org/0000-0003-0092-3772
gl 0

Dr hab. inz. Lucyna Samek, prof. AGH — Profesor AGH na Wydziale Fizyki i Informatyki
Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej. Specjalista w zakresie analizy sktadu pierwiastkowego
metoda fluorescencji rentgenowskie réznych materialow (Srodowiskowych, obiektow ceramiki
zabytkowej). Zajmuje si¢ badaniami jako$ci powietrza, analiza sktadu pylow powietrza oraz
okreslaniem zroédet emisji 1 ich udzialu w zanieczyszczeniach. Badania dotycza pytdw na zewnatrz
jak i wewnatrz pomieszczen np. w uzdrowiskach. Badania ceramiki zabytkowej obejmuja obiekty
z Muzeum Zamku Krolewskiego na Wawelu.

% ® hitps://orcid.org/0000-0001-8636-2771
i EE:

Dr inz. Zbigniew Gorczyca - adiunkt na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii
Gorniczo-Hutniczej, w pracy naukowej stosuje spektrometri¢ mas stosunkow izotopowych (IRMS)
w badaniach sktadu izotopowego wodoru (§?H) i tlenu (5'*0) w wodach opadowych, podziemnych
i powierzchniowych oraz wegla (8°C) w atmosferycznym dwutlenku wegla i w pylach
zawieszonych.

REEE © hitps:/iorcid.org/0000-0002-1643-4589

Dr hab. inz. Mirostaw Zimnoch, prof. AGH - Prodziekan ds. Nauki i Wspodtpracy na Wydziale
Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej, w swojej pracy naukowej zajmuje
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ABSTRACT

We are observing a long-term trend, which is the growing interest of scientists and
the general public, in air quality and air pollution, both in Poland and around the world.

The deterioration of air quality is influenced by both anthropogenic and natural
factors. The most well-known sources of anthropogenic emissions into the atmosphere
include the combustion of fossil fuels and biomass, transportation, industry, as well as
agricultural activities. Natural sources include, for example, grass pollen, soil erosion,
wildfires, and volcanic emissions.

One of the primary pollutants emitted into the atmosphere is particulate matter (PM)
—an aerosol with a complex composition. It may contain chemical compounds considered
carcinogenic, and long-term exposure to high concentrations can lead to adverse health
effects. Therefore, in 2021, the World Health Organization (WHO) published
recommended limits for particulate matter fractions PM;o and PM, s.

In the doctoral dissertation of Alicja Skiba entitled ,,Seasonal variability of air
pollution sources in Krakoéw during the period of 2018-2019, based on analyses of
chemical and isotopic composition”, the sources of particulate matter in a major urban
center — Krakow, were studied. Two particulate matter fractions (PM; and PMo) were
analyzed, with daily samples collected between April 21, 2018, and March 19, 2019.
These samples underwent the following analyses: ion chromatography, high-performance
anion-exchange chromatography with pulsed amperometric detection, energy-dispersive
X-ray fluorescence spectrometry, thermo-optical analysis of OC/EC, and mass
spectrometry (AMS and IRMS). The results were interpreted using methods such as
positive matrix factorization (PMF).

The application of PMF revealed five emission sources: coal and biomass (solid fuel)
combustion, secondary inorganic aerosols, road emissions, soil matter, industry and other
unidentified sources. The results showed significant variability in emissions from coal
and biomass combustion between the heating and non-heating seasons (a substantial
increase from several percent to as much as 41%). Industrial emissions exhibited a
relatively stable contribution throughout the year, ranging from approximately 14% to
24%, depending on the fraction and season.

Keywords: air quality, air pollution, smog, Krakow, particulate matter
Stowa kluczowe: jako$¢ powietrza, zanieczyszczenie powietrza, smog, Krakow, pyt

zawieszony
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

PM,, PMy 5, PMyo — pyt zawieszony (ang. particulate matter) o §rednicy
aerodynamicznej odpowiednio: mniejszej lub roéwnej 1 pm, 2,5
pm, 10 pm

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health
Organization)

PMF — dodatnia faktoryzacja macierzy (ang. positive matrix
factorization)

EF — wspotczynnik wzbogacenia (ang. enrichment factor)

WEFiIS — Wydzial Fizyki i Informatyki Stosowanej

OC, EC — wegiel organiczny (ang. organic carbon), wegiel elementarny
(ang. elemental carbon)

GIOS — Glowny Inspektorat Ochrony Srodowiska

SIA — wtorne aerozole nieorganiczne (ang. secondary inorganic

aerosols)
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WPROWADZENIE

Obserwujemy wieloletni trend, jakim jest utrzymujacy si¢ zarowno w Polsce jak i
na §wiecie wzrost zainteresowania zaréwno naukowcow, jak i pozostatych mieszkancow
globu tematyka jako$ci oraz zanieczyszczenia powietrza.

Na pogorszenie jego jakoSci maja wplyw zaréwno czynniki antropogeniczne jak i
naturalne. Do najbardziej znanych zrddel emisji zanieczyszczen antropogenicznych do
atmosfery nalezy spalanie paliw kopalnych i biomasy, transport, przemyst, ale takze
zanieczyszczenia zwigzane z dzialalnoscig rolnicza. Do zZrédel naturalnych mozemy
zaliczy¢ np. pylenie traw, erozje gleby, pozary oraz emisje wulkaniczne.

Jedynym z podstawowych zanieczyszczen emitowanych do atmosfery jest pyt
zawieszony (PM, ang. particulate matter) — jest on aerozolem o kompleksowym sktadzie.
W jego sktad wchodzi¢ moga zwigzki chemiczne uwazane za rakotworcze, stad
dlugotrwale narazenie na jego wysokie stgzenia, moze nie$¢ za sobg negatywne
konsekwencje zdrowotne. Dlatego tez w 2021 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia w
opublikowata zalecane limity dla pylu zawieszonego frakcji PMoi PM>s.

W rozprawie doktorskiej dr inz. Alicji Skiby pt. ,,Zmienno$¢ sezonowa zrodet
zanieczyszczen pytowych powietrza w Krakowie w okresie 2018-2019 w oparciu o
badania sktadu chemicznego i izotopowego”, pokazano jakie sa zrodla pylow
zawieszonych na przykladzie duzego osrodka miejskiego - Krakowa. Przebadano dwie
frakcje pytu zawieszonego (PM; i PMio), pobrane dobowe probki pochodzity z okresu
21.04.2018-19.03.2019. Zostaly one poddane nastgpujagcym analizom: chromatografii
jonowej, wysokosprawnej chromatografii anionowymiennej z pulsacyjnym detektorem
amperometrycznym, spektrometrii  fluorescencji rentgenowskiej, analizie termo-
optycznej OC/EC oraz spektrometrii masowowej (AMS i IRMS). Nastepnie otrzymane
wyniki poddano interpretacji wykorzystujac m.in. metod¢ dodatniej faktoryzacji
macierzy (ang. PMF, positive matrix factorization). W wyniku zastosowania PMF
uzyskano 5 zrddet emisji: spalanie wegla i biomasy (paliw statych), wtorne aerozole
niecorganiczne, emisje drogowe, materi¢ glebowa, przemyst 1 pozostate
niezidentyfikowane zrédta pylu. Wyniki pokazuja m.in. znaczna zmiennos$¢ zrodia
zwigzanego ze spalaniem wegla i biomasy pomiedzy sezonem niegrzewczym i
grzewczym (znaczny wzrost od kilkunastu do nawet 41%), z kolei zrodta zwigzane m.in.
z przemystem przejawiatly staty poziom w ciggu roku ok. 14-24% w zaleznosci od frakcji
i pory roku.
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1. AEROZOLE ATMOSFERYCZNE: RODZAJE I ZRODLA EMISJI

Aerozole, czyli koloidy, ktorych fazg dyspergujaca jest powietrze, a faza
zdyspergowang czastki ciekle lub stale, wchodza, obok gazow, w sktad atmosfery
ziemskiej. Standardowo dzieli si¢ je na aerozole pierwotne (emitowane bezposrednio ze
zrédetl do atmosfery czastki state/ciekte np. pyt zawieszony, s6l morska) i wtorne (naleza
tutaj np. azotany, siarczany - powstaja na skutek reakcji i przemian gazow takich jak SO,
NHs, czy NOx w atmosferze). Sktad chemiczny aerozoli jest zréznicowany, zawarto$¢
poszczegolnych sktadnikéw rozni si¢ w odmiennych porach roku, a nawet porach dnia,
silnie zalezy od wystepujacych w poblizu zrédel emisji, a takze od warunkow
meteorologicznych.

Pyt zawieszony (PM, ang. particulate matter) jest aerozolem o kompleksowym
skladzie, wsrdd jego sktadnikéw mozemy wymienié¢ szereg jondow (np. NOs-, SO4>, K7,
NH4", CI, Na*), metali (np. K, Fe, Mn, Ni), niemetali (np. Cl, S), sktadowa weglows (w
tym wegiel organiczny, w ktorego sktad wchodzi szereg zwiazkow organicznych oraz
wegiel elementarny) — niebagatelng role w okreslaniu zrédet emisji PM stanowi takze
zréznicowany sklad izotopowy wegla we wspominanej skltadowej weglowej (w
szczegoblnosci stosunek “C/12C oraz *C/'2C).

Jednoznacznie wykazano negatywny wplyw pylow zawieszonych na zdrowie
cztowieka. Do negatywnych skutkow zdrowotnych zwigzanych z ekspozycja na pyt
zawieszony nalezg m.in. choroby uktadu oddechowego (np. astma, przewlekle zapalenie
oskrzeli) i uktadu sercowo-naczyniowego (np. choroba niedokrwienna serca, zwigkszone
ryzyko arytmii) [1], stanowig one zagrozenie takze dla wielu innych uktadéw organizmu,
W tym moczowego, rozrodczego, czy nerwowego [1]-[3]. W zwiazku z powyzszym,
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) opublikowata
w 2021 roku nowe globalne rekomendacje dotyczace limitdow stgzen kluczowych
zanieczyszczen powietrza, w tym pytow zawieszonych o $rednicy aerodynamicznej
mniejszej niz 2,5 um (PMy5) 1 o $rednicy aerodynamicznej mniejszej niz 10 um (PMio)
[4]. Wyszczegdlniono je ponizej:

a) PMys:

e Srednia roczna: 5 pg/m?

e Srednia dzienna (24 godziny): 15 pg/m?
b) PMo:

e  Srednia roczna: 15 pg/m?

e Srednia dzienna (24 godziny): 45 pg/m
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Warto zauwazy¢, ze rozrdzniamy takze PM o $rednicy aerodynamicznej mniejszej
niz 2,5 um, jednak tak male S$rednice nie zostaly ujete w rekomendacjach
przedstawionych przez WHO. Na Rysunku 1 ukazano $rednice poszczegdlnych frakcji
pylu zawieszonego na tle ludzkiego wtosa i ziarenka piasku.

PM,,
srednica €10 um

=

PM, 5
4 $rednica £2,5 pm
™
b PM,

\ $rednica €1 pm

A
- > ® PMO.]

drobny piasek, $rednica 0.1 pm

érednica ok. 90 um ludzki wios,

srednica 50-70 pm

Rysunek 1.  Pordéwnanie rozmiaru pytu zawieszonego roznych frakcji na tle srednicy ludzkiego wiosa i
ziarnka piasku ([5], zmodyfikowano).
Figure 1. Comparison of the size of particulate matter of different fractions against human hair and fine

beach sand ([5], modified).

Zrédla aerozoli atmosferycznych mozemy podzielic na antropogeniczne i
naturalne, przyktad takiego podziatu zilustrowano na Rysunku 2.

zrodta aerozoli

- )

naturalne antropogeniczne
* Pozary lasow, + Produkcja energii elektrycznej,
*  Wybuchy wulkandw, + Cieptownie,
* Burze piaskowe, + Transport (ruch pojazdéw, Scieranie
+ Bakterie, grzyby, rosliny (pytki, powierzchni drég, opon
zarodniki), samochodowych, klockow i tarcz
+ Erozja wietrzna gleb i skat, hamulcowych,

+ Morza i oceany (aerozoli soli morskiej) « Paleniska domowe,
+ Spalanie biomasy,
»  Przemyst (m.in. Rafinerie ropy naftowej,
koksownie, przemyst metalurgiczny i
mineralny)

Rysunek 2. Podziat zrodet aerozoli ze wzgledu na pochodzenie ([6], zmodyfikowano).
Figure 2. Division of aerosol sources by their origin ([6], modified).
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2. CHARAKTERYSTYKA OBSZARU BADAN

Krakow jest miastem potozonym w Matopolsce na terenie 5 makroregionow
geograficznych, jest stolicg regionu, a takze drugim co do wielkosci i liczby ludnosci
miastem Polski. Liczba mieszkancow w 2019 roku wynosita 779115, a jego taczna
powierzchnia 327 km? [7]. Krakow jest usytuowany w niecce wzdtuz doliny Wisty i
otoczony terenem wyzynnym, co negatywnie wplywa na mozliwosci naturalnego
przewietrzania miasta. W Krakowie dominujg wiatry bardzo stabe (<2 m's™) i stabe (2-4
m-s') [8]-[10]. Rozktad kierunkéw i predkosci wiatrow dla badanego (24.04.2018 —
19.03.2019 wyj. okres 28.09.2018 — 25.10.2018). zostal zobrazowany na Rysunku 3 (a-
b).

Rysunek 3. (a-b). Rozktad kierunkéw (a) i $rednich predkosci (b) wiatrow w Krakowie w okresie, w ktorym
prowadzono badania; sumaryczna liczba dni wzigta pod uwage wyniosta 318*[6].

*przedstawione dane meteorologiczne pochodza ze stacji meteorologicznej Zespotu Fizyki Srodowiska WFiIS

AGH oraz z bazy danych meteorologicznych dostgpnych na stronie Instytutu Meteorologii Meteorologii i
Gospodarki Wodnej - Pafistwowego Instytutu Badawczego.

Figure 3. (a-b) Distribution of wind directions (a) and average speeds (b) in Krakéw during the period of the
study; the total number of days taken into account was 318* [6].

* The presented meteorological data come from the meteorological station of the Environmental Physics
Team from the AGH University of Krakow and from meteorological database available on the website of the
Institute of Meteorology and Water Management - National Research Institute.

Warto zaznaczy¢, ze odnotowane predkosci wiatru w catym okresie, nie
przekroczyty skali dla wiatrow umiarkowanych (>4-7 m-s-1), a najczg¢sciej notowano
wiatr zachodni (52%). Roczne sumy opadow atmosferycznych w Krakowie zawieraja si¢
zazwyczaj w przedziale 650 - 700 mm, a $rednia miesi¢czna temperatura nizsza niz 0 °C
notowana moze by¢ od listopada do marca, w pozostatych miesigcach jest ona dodatnia

[8].
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3. METODYKA POMIAROW I BAZA APARATUROWA

Dobowe probki pytu zawieszonego (PM; i PM ) pobierano w okresie 24.04.2018
—19.03.2019 (z wyjatkiem okresu 28.09.2018 — 25.10.2018). Poborniki pytu typu DHA-
80 firmy DIGITEL (przeptyw powietrza 720 m?*-doba!) zostaly ustawione na dachu
budynku D10 Akademii Gorniczo-Hutniczej (50° 04' N 19° 55' E, wys. 220 m n.p.m.) na
wysokosci  ok. 20 metrow nad powierzchnia gruntu. Schemat pobornika
wysokoobjetosciowego DHA-80 firmy DIGITEL zostat przedstawiony na Rysunku 4.

— glowica

— ekran dotykowy

gtéwny wytgcznik

stos przygotowanych filtrow

L automatyczny wymiennik filtrow
s komora przeptywowa
i przeptywomierz

\‘ — komora pompy ssacej
N

Rysunek 4. Pobornik wysokoobj¢tosciowy DHA-80 ([6], www.digitel-ag.com, zmodyfikowano).

Figure 4. High-volume sampler DHA-80 ([6], www.digitel-ag.com, modified).

By okresli¢ zrodta emisji pylow zawieszonych, najpierw wytypowano niezbgdne
pierwiastki i zwiazki chemiczne, ktdre nastepnie oznaczano w zgromadzonych probkach
pylow. Zebrany material badano pod katem wystepowania: wegla organicznego i
elementarnego, cukrow, jondéw (w szczegdlnosci SO4>, NHs™ oraz NO3") oraz izotopow
wegla “C i ’C. Zastosowane metody analityczne oraz wykorzystana aparatura zostaly
przedstawione ponizej na Rysunkach 5-10.

Rysunek 5. Termo-optyczna analiza OC/EC (analizator OC/EC Sunset Laboratory Inc. — do okreslania
zawarto$ci wegla organicznego i elementarnego).

Figure 5. Thermal-optical OC/EC analysis (Sunset Laboratory OCEC Lab Aerosol Analyzer— for determining
organic and elemental carbon concentration).
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=

Rysunek 6. Izokratyczna chromatografia jonowa z detektorem konduktometrycznym [chromatograf jonowy
ICS-1100 (Thermo Scientific)], mierzono jony: Na*, NH,", K*, Mg?*, Ca>", F, CI, NO,, NOs", POs*, SO4*.

Figure 6. Isocratic ion chromatography with conductometric detector [performed with ICS-1100 instrument
(Thermo Scientific)], measured ions: Na*, NH,", K*, Mg?, Ca?", -, CI', NO,, NOy’, POs*, SO,

Rysunek 7. Wysokosprawna chromatografia anionowymienna z pulsacyjnym detektorem amperometrycznym
(Dionex ICS 3000), mierzono zawarto$¢ 14 zwiazkow organicznych, w tym lewoglukozanu.

Figure 7. High-performance anion-exchange chromatography with pulsed amperometric detection (Dionex ICS
3000), a presence of 14 organic compounds was measured, including levoglucosan.

Rysunek 8. Spektrometria fluorescencji rentgenowskiej z dyspersja energii (EDXRF) (aparat zaprojektowany
przez pracownikoéw WFiIS AGH), badano zawarto$¢ nastgpujacych pierwiastkow w probkach: Cl, K, Ca, Ti,
V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr, As, Pb.

Figure 8. Energy dispersive X-ray fluorescence (EDXRF) method, (the instrument was designed by employees
of WFiIS AGH), the content of the following elements was analyzed: Cl, K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, Br, Rb, Sr, As, Pb.
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Rysunek 9. Spektrometria masowa stosunkow izotopowych (IRMS) (spektrometr masowy Finnigan Delta-S),
analiza probek pod katem zawartosci izotopu §'°C w ich frakcji weglowe;.

Figure 9. Isotope ratio mass spectrometry (IRMS) (Finnigan Delta-S mass spectrometer), analysis of samples
for the content of the §'°C isotope in their carbonaceous fraction.

Rysunek 10. Akceleratorowa spektrometria mas (AMS) (spektrometr ,,Compact Carbon AMS”) do analizy
zawartosci '“C w probkach (zrodto: www.radiocarbon.pl).

Figure 10. The accelerator mass spectrometry (AMS) (“Compact Carbon AMS” spectrometer) to analyse the
14C content in samples (source: www.radiocarbon.pl).

4. METODY INTERPRETACJI WYNIKOW

Zgromadzone wyniki badan skladu chemicznego, pierwiastkowego i
izotopowego pobranych probek PM; i PMo, zostaly nastepnie poddane interpretaciji,
poprzez wykorzystanie kilku wybranych metod badawczych. Byty to:

e Dodatnia faktoryzacja macierzy (PMF) — z ang. positive matrix factorization,
nalezy do grupy modeli receptorowych tj. pozwala na bazie zgromadzonych
parametrow, za pomocg narz¢dzi statystycznych, okresli¢ profile i udziaty
zrodet emisji aerozoli atmosferycznych [12]-[14],

e Metoda rekonstrukcji masy pytu zawieszonego — z ang. mass closure, jest
metoda potilosciowa, polega na poréwnaniu wyznaczonego grawimetrycznie
stezenia masowego rozwazanej frakcji PM z sumag stezen sktadnikow tego pytu

({15],
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e  Wspotczynnik wzbogacenia — z ang. enrichment factor, to wskaznik
pozwalajacy na okreslenie 3 mozliwych zrédet pochodzenia pierwiastkow
wchodzacych w sktad pytu zawieszonego (wyrdzniamy pochodzenie ze skorupy
ziemskiej, zwigzane z aktywnoscia cztowieka oraz mieszane) [16].

o Bilans masowo-izotopowy — pozwala zidentyfikowac¢ i okresli¢ udziaty zrodet

wegla we frakcji weglowej pylu zawieszonego. Oparty jest on na danych

dotyczacych masy frakcji weglowej, pomiarach zawartosci izotopoéw *C oraz
14C w badanych probkach oraz sygnaturach izotopowych réznych zrédet wegla
[17].

Szczegdtowy opis wyzej wymienionych metod badawczych znajduje si¢ w
rozprawie doktorskiej dr inz. Alicji Skiby [6]. W dyskusji wynikow badan przedstawiono
wyniki uzyskane w wyniku zastosowania metody dodatniej faktoryzacji macierzy (PMF).

5. DYSKUSJA WYNIKOW BADAN

Uzyskane w ramach przeprowadzonej kampanii pomiarowe] $rednie st¢zenie
frakcji PM o zestawiono ze $redniorocznymi stezeniami ze stacji tha miejskiego przy ul.
Bujaka w Krakowie pozyskanymi przez GIOS w latach 2010-2017, wyniki
przedstawiono na Rysunku 11.
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Rysunek 11. Pordwnanie $redniego stezenia PM;y w badanym okresie ze S$redniorocznymi stgzeniami
otrzymanymi w latach 2010-2017 przez GIOS na stacji monitoringu powietrza przy ul. Bujaka (zrodta:
https://powietrze.gios.gov.pl/pjp/archives, [6]).

Figure 11. Comparison of the average PM,, concentration in the studied period with the average annual
concentrations obtained in 2010-2017 by GIOS at the air monitoring station at Bujaka Street (sources:
https://powietrze.gios.gov.pl/pjp/archives, [6]).

Na Rysunku 11 mozemy zaobserwowac zmienne $rednioroczne st¢zenie PMiy
notowane na stacji przy ul. Bujaka w Krakowie, ktore wynosito od 54,2 pg'm= w 2011
roku do 38,9 ug'm w 2016 roku. Jak wida¢, srednia dla okresu pomiarowego jest wyzsza
jedynie od $redniej notowanej w 2016 roku.
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W wyniku zastosowania dla zgromadzonych danych metody dodatniej
faktoryzacji macierzy, otrzymano 5 czynnikoéw tj. zrodet emisji pytu zawieszonego.
Wsréd zréodel wymieni¢é mozemy: spalanie paliw stalych (WB), wtérne aerozole
nicorganiczne (SIA), emisje drogowe (EK), emisje glebowe (CM), przemyst i pozostale
niezidentyfikowane zrodla pytu (PP). Zrodta te sg identyfikowane w metodzie PMF na
podstawie  wysokich
szczegbtowo w Tabeli 1.

udziatdéw  poszczegodlnych  skladnikow  przedstawionych

Tabela 1.
Table 1.

Charakterystyka zrodet otrzymanych poprzez analiz¢ PMF ([6], zmodyfikowano).
Characterization of sources obtained by PMF analysis ([6], modified).

Oznaczenie zrodta Rodzaj zrodta Podstawowe sktadniki wskazujace

na rodzaj zrodta

WB Spalanie wegla i biomasy OC, EC, lewoglukozan, Cl, NO5",
(paliw statych) SO+, K, Na*

SIA Wtorne aerozole nieorganiczne NOs', SO,*, NH,*

EK Emisje drogowe 0C, EC, NOy', SO,*, Cu, Fe, Zn

CM Materia glebowa K, Ca, Na*, Cl, Fe As, Ti, Pb, Ni

PP Przemyst i pozostate Co, Cr, Fe, Zn, Cu, As, Pb

niezidentyfikowane zrodta pytu
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Na Rysunku 12 przedstawione zostaty udzialy wyszczegolnionych powyzej zrodet
emisji (dla PM, i PM o) w Krakowie w r6znych porach roku, dla rozpatrywanego okresu
pomiarowego. Udzialy te zostaly okreslone za pomocg metody dodatniej faktoryzacji

macierzy.

PM; wiosna

PM, jesien

M spalanie wegla i
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Rysunek 12. Procentowe udziaty Zrédet emisji pytu zawieszonego (PM; i PM,¢) w Krakowie w r6znych porach
roku, zidentyfikowane na podstawie modelowania PMF (zrodto: [6]).

Figure 12. Percentage shares of particulate matter emission sources (PM; and PM,) in Krakoéw in different
seasons, based on PMF modelling (source: [6]).

Wyniki modelowania PMF wykazaly, co nastgpuje: jesienig i zimag zrodla
zwigzane ze spalaniem wegla i biomasy stanowity odpowiednio 36% i 41% w przypadku
PM, oraz 33% w przypadku PM o, natomiast wiosna i latem odpowiednio: 19% i 12%
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dla PM; oraz 14% i 15% dla PMo. Udziat SIA w PM o wynosit od 13% wiosna do 31%
zima, a w PM; od 14% zima do 34% latem. Emisje drogowe w PM o stanowily od 9%
zima do 45% wiosna, a w PM; od 19% jesienig i zima do 36% wiosng. Materia glebowa
maksymalnie wynosita 13% dla PM o i 11% dla PM; latem. Udziat zrédet zwigzanych z
przemystem i pozostalymi niezidentyfikowanymi zrédtami (PP) wynosit dla PM;o od
14% latem do 25% wiosna, a dla PM; od 19% jesienig i zima do 24% wiosna.

Wyniki jednoznacznie pokazuja dominacj¢ spalania paliw statych (wegla i
biomasy) jako zrodla emisji pylow zawieszonych w sezonie jesienno-zimowym dla obu
frakcji. Z kolei udziat wtérnych aerozoli nieorganicznych (SIA) zmieniat si¢ w zaleznoS$ci
od pory roku i frakcji. Wysoki udziat SIA zima dla PMio (23%) wynikat z wyzszych
stezen prekursorow w powietrzu, ktory zwigzany jest ze spalaniem paliw statych oraz
notowanym nizszym temperaturom powietrza i wysokiej wilgotnosci w tym okresie,
natomiast latem ich wysoki udziat w PM; (21%) byt zwigzany z procesami
fotochemicznymi, ktorym sprzyja wysoka temperatura powietrza.

Emisje drogowe, obejmujace spalanie paliw cieklych oraz $cieranie elementow
pojazdow wykazywaty tendencj¢ odwrotng do spalania paliw stalych — ich stgzenie bylo
nizsze w miesigcach chtodniejszych. Mozliwe, ze jest to zwigzane z tym, Ze emisje
zwigzane ze spalaniem paliw stalych (wegla kamiennego i biomasy), dominuja jesienig i
zima, przez co udzial procentowy emisji drogowych w tych porach roku jest nieco nizszy.

Materia glebowa, zwigzana z resuspensja pyldw ulicznych i uzyciem soli
drogowej, pozostawata na niskim poziomie przez caty rok, osiagajac maksimum latem:
13% dla PMjo i 11% dla PM,. Pierwiastki zwiazane z gleba wykazywaty niewielkie
zmiany sezonowe, cho¢ niektdre (np. brom, chlor) miaty wyzsze stezenia zimg z powodu
spalania wegla, czy jak w przypadku chloru, przez stosowania soli drogowej do
odladzania ulic.

Emisje przemystowe i niezidentyfikowane zrodta (PP) nie wykazywaly wyraznej
zmiennos$ci sezonowej, co jest uzasadnione stalg, catoroczng produkcja z pobliskich
zaktadow przemystowych.

Szczegdtowa dyskusja danych przedstawionych w rozdziale 4 zostala
przeprowadzona w rozprawie doktorskiej dr inz. Alicji Skiby pt. ,,Zmienno$¢ sezonowa
zrédel zanieczyszczen pytowych powietrza w Krakowie w okresie 2018-2019 w oparciu
o badania sktadu chemicznego i izotopowego” [6].

6. PODSUMOWANIE

Badania nad skltadem i pochodzeniem aerozoli atmosferycznych sa niezwykle
istotne m.in. ze wzgledu na ich znaczacy wplyw na zdrowie ludzkie. Istnieje wiele metod
pozwalajacych okresli¢ zrodta emisji pytow. Na przyktadzie zastosowanej metody PMF
mozemy zaobserwowa¢ zmienno$¢ sezonowa tych zrodel w Krakowie i zalezno$é
procentowego udziatu tych zrodet od frakeji pytu zawieszonego. Widoczne jest to np. dla
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zrodla zidentyfikowanego jako spalanie paliw statych (WB), ktore wzrasta od 12-19%
dla PM; w sezonie wiosenno-letnim do 36-41% w sezonie jesienno-zimowym, a dla PM
odpowiednio od 14-15% do 33% - zauwazalny jest wzrost udzialu zrodta zwiazany z
sezonem grzewczym w Krakowie. Zrodlo rozpoznane jako materia glebowa pozostato na
niskim poziomie przez caly rok, wahania stgzen poszczegélnych pierwiastkow
glebowych moga si¢ wigza¢ z uzyciem soli drogowej, czy spalaniem wegla do celow
grzewczych. Emisje przemystowe pozostawaly w przypadku obu frakcji na stalym
poziomie przez caly rok. Za$ emisje drogowe przejawialy odwrotna tendencje do
czynnika WB. Udziat czynnika SIA byt zréznicowany w zalezno$ci od frakcji, na jego
warto$¢ wptywaly inne czynniki w zaleznosci od pory roku.

Wyniki te mogg stanowi¢ cenny materiat odniesienia, w kontekscie walki Wtadz
Miasta Krakowa ze zlej jako$ci powietrzem. Obecnie Krakow znajduje si¢ w innej
sytuacji prawnej niz w latach 2018-2019, ktore obje¢ly przedstawione badania.
Charakteryzuja one bowiem zrédla emisji pylu zawieszonego jeszcze sprzed
wprowadzenia przez Sejmik Wojewddztwa Malopolskiego zakazu spalania paliw
statych, ktory wszedt w zycie 1 wrzesnia 2019 roku [18]. Ponadto 30 kwietnia 2024 roku
uplynat termin na wymiane tzw. kottéw bezklasowych, niespetniajacych norm
emisyjnych na terenie wojewodztwa matopolskiego [19]. Wskazaniem na przysztos$é
byloby powtoérzenie przedstawionych w niniejszym artykule badan, by moc ocenié
wplyw wprowadzonych zmian prawnych, na faktyczng zmiane struktury zrodet emisji na
terenie miasta.
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ABSTRACT

This paper presents new methods for determining potential glioma biomarkers
that can support the diagnosis of this tumor. The presented methods of
determination have demonstrated the ability to distinguish advanced glioma grades
(G3 and G4) from the control group (K) and mild grades (G1 and G2) based on the
concentration values of the determined analytes. The blood-brain barrier probably
makes it difficult to quantitatively detect biomarkers in milder grades of the disease,
which limits their use in early diagnosis. However, studies indicate that the
concentrations of the determined potential biomarkers are independent of the IDH
1/2 mutation and show positive correlations with each other, which suggests their
potential synergistic effect. Due to the high sensitivity and specificity of the
proposed methods, confirmed by ROC analysis, they can support imaging
techniques in distinguishing between the grades of glioma advancement, especially
in differentiating between grades G2 and G3.

Keywords: glioma, biomarker, SPRi, clinical chemistry, diagnostic
Stowa kluczowe: glejak, biomarker, SPRi, chemia kliniczna, diagnostyka
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ATRX — remodeler chromatyny ATRX

CCD — urzadzenie ze sprz¢zeniem tadunkowym

DTI — obrazowanie tensora dyfuzji

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa

EDC — 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid
FDG — fluorodeoksyglukoza

GBM — glejak wielopostaciowy

IDH 1/2 — dehydrogenaza izocytrynianu 112

MGMT — metylacja promotora genu MGMT

MMP-1 — metaloproteinaza 1 macierzy zewnatrzkomorkowe;j
MRI — obrazowanie rezonansu magnetycznego

MRS — spektroskopia rezonansu magnetycznego

NGS — sekwencjonowanie nastgpnej generacji

NHS — N-hydroksysukcynimid

PET — pozytonowa tomografia emisyjna

ROC — ocena jakosci klasyfikatora

SPECT — tomografia emisyjna pojedynczych fotonow
SPRi — powierzchniowy rezonans plazmonow imaging
TP53 —gen TP53

UCH-L1 — C-koncowa hydroksylaza 1 ubikwityny

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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WPROWADZENIE

Glejaki moézgu to grupa nowotwordw, ktére rozwijaja si¢ w obrgbie tkanki
glejowej uktadu nerwowego, ktéra pelni funkcje wspomagajaca i ochronng dla
neurondéw. Naleza do grupy jednych z najczesciej wystepujacych pierwotnych guzow
moézgu u dorostych, a ich patogeneza, objawy oraz leczenie stanowig przedmiot
intensywnych badan. Glejaki wykazuja wysoki stopien zrdéznicowania pod wzgledem
ztosliwosci, od mniej agresywnych guzow (stopien G1 i G2), przez stopien G3, az po
najbardziej ztosliwy glejak IV stopnia (G4), nazywany glejakiem wielopostaciowym ze
wzgledu na jego wysokie zroznicowanie (glioblastoma multiforme, GBM) [1]. Etiologia
glejakéw nie jest do konca poznana. Czynnikami ryzyka sa przede wszystkim wiek,
predyspozycje genetyczne i narazenie na promieniowanie jonizujace. Badania sugeruja
takze role zaburzen genetycznych, takich jak mutacje w genach IDHI i IDH2,
szczegolnie w przypadku glejakow o nizszym stopniu ztosliwosci [2]. Ponadto, czesé
badan wykazuje, ze mikrosrodowisko moézgu, w tym aktywno$¢ komorek uktadu
odpornosciowego i uktadu naczyn krwionosnych, moze mie¢ znaczacy wplyw na
rozwoj i progresje glejakow [3].

Celem artykutu jest przedstawienic nowych metod oznaczania potencjalnych
biomarkeréw glejaka, wykorzystujacych biosensory oraz SPRi jako metode detekcji.
Ponad to w pracy zaprezentowano wyniki badan wilasnych dotyczacych oznaczen
wybranych biomarkerow w osoczu, ktdre przedstawiaja charakter aplikacyjny
opracowanych bioczujnikéw i mozliwosci wykorzystania oznaczany biatek w rutynowej
diagnostyce medyczne;j.

1. Potencjalne biomarkery nowotworowe a glejak
1.1. Znaczenie MMP-1, UCH-L1 i proteasomu 20S w glejaku

Metaloproteinazy macierzy (MMPs) to enzymy proteolityczne, ktoére odgrywaja
kluczowa role w przebudowie tkanek, co ma znaczenie dla procesu wzrostu
inwazyjno§¢  komoérek  nowotworowych. Metaloproteinaza 1 macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMP-1) odgrywa szczegdlng rolg w degradacji kolagenu, co
umozliwia komoérkom glejaka przenikanie przez przylegte tkanki i prowadzi do migracji
komoérek nowotworowych do sasiednich struktur mézgu. W agresywnych stopniach
zaawansowania glejaka dowiedziono znaczaco podwyzszong ekspresje MMP-1, co
czyni ten biomarker potencjalnym wskaznikiem zlo§liwosci nowotworu i
przewidywania przebiegu klinicznego choroby [4,5]. Ponadto badania wykazujg, ze
MMP-1 moze wptywaé na mikro $rodowisko nowotworowe, indukujac procesy
odzywcze komodrek nowotworowych 1 dzigki temu przyspiesza¢ wzrost guza
nowotworowego [4].
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C-koficowa hydrolaza 1 ubikwityny (UCH-L1) to enzym z rodziny hydrolaz
ubikwitynowych, ktoéry istotny jest w cyklu ubikwityna-proteasom, regulujacym
degradacje bialek wewnatrzkomoérkowych. Nadekspresje UCH-L1 zauwazono przede
wszystkim w tkankach nerwowych, jak i réwniez w komorkach ludzkiego glejaka
moézgu. Znaczaco podwyzszone stgzenia UCH-L1, w odniesieniu do grupy kontrolne;j,
wskazuja gtéwnie na zaawansowang transformacj¢ nowotworowa, przy czym enzym ten
moze mie¢ wpltyw na adaptacje komorek glejaka do stresu oksydacyjnego, jak rowniez
na ich odpornos¢ na czynniki uszkadzajagce DNA. Zatem, UCH-L1 moze petni¢ funkcje
zarowno diagnostyczna, jak i prognostyczng wskazujac na agresywnos$¢ nowotworu i
stopien jego zawansowania [6].

Proteasom 208, bedacy czescia kompleksu proteasomowego, jest odpowiedzialny
za usuwanie zdegradowanych i nieprawidtowo funkcjonujacych bialek. Wykazano, ze
w glejaku nadekspresja proteasomu 20S koreluje z nasilonymi procesami inwazyjnymi i
zwickszona przezywalnoscia komorek nowotworowych, dzigki czemu komorki
nowotworowe unikaja apoptozy. Proteasom 20S odgrywa zatem istotng role w
modulacji bialek zaangazowanych w cykl komoérkowy oraz w odpowiedzi na stres
komorkowy, co czyni go potencjalnym biomarkerem wspierajacym zar6wno
diagnostyke, jak i monitorowanie odpowiedzi na leczenie w glejakach [7].

1.2. Znaczenie katepsyn B, D i S w glejaku

Katepsyny sg enzymami lizosomalnymi odpowiedzialnymi za rozktad biatek
wewnatrzkomorkowych oraz sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM), co
umozliwia nowotworom przenikanie przez tkanki i naciekanie sgsiednich obszarow.
Wykazano, ze w glejaku katepsyny B, D i S pelnig kluczowa role w modulacji
mikro$rodowiska nowotworowego, wspierajac procesy zwigzane z migracja i inwazja
komorek nowotworowych. Katepsyna B bierze udzial w degradacji kolagenu i innych
sktadnikéw ECM, co sprzyja wzrostowi inwazyjno$ci komoérek glejaka. Badania
sugeruja, ze katepsyna B nie tylko wspiera procesy zwigzane z rozprzestrzenianiem si¢
nowotworu, ale moze rowniez wplywaé na przezywalno$¢ komorek glejaka w
warunkach stresu oksydacyjnego i niedotlenienia. Wysoka ekspresja katepsyny B
zostala powigzana z bardziej agresywnym fenotypem glejakow, co czyni ja
obiecujacym biomarkerem do oceny stopnia ztosliwosci [8]. Kolejna z katepsyn -
katepsyna D, bedaca proteaza aspartylowa, uczestniczy w procesach degradacji biatek
wewnatrzkomorkowych oraz moze wptywaé na zdolnos¢ komorek do adaptacji w
niekorzystnych warunkach, takich jak niedobor substancji odzywczych. W glejakach
katepsyna D odgrywa wazng rol¢ w modulacji sygnatow wzrostu i przezycia, a jej
ekspresja wzrasta w zaawansowanych stopniach glejaka [9]. Katepsyna S wykazuje
natomiast unikalne wtasciwosci w degradacji bialek ECM i jest zaangazowana w
procesy immunomodulacyjne, ktére moga wplywaé¢ na zdolno$¢ nowotworu do
unikania odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza. Wysoki poziom
katepsyny S moze ulatwia¢ migracj¢ komorek glejaka oraz ich zdolno§¢ do naciekania
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sasiednich tkanek, co sugeruje jej znaczenie jako biomarkera oceny zto§liwosci glejaka
oraz wspomagania wyboru optymalnych terapii celowanych choroby [10].

1.3. Znaczenie lamininy-5, fibronektyny i kolagenu IV w glejaku

Biatka macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM), takie jak laminina-5, fibronektyna i
kolagen IV, odgrywaja wazna role w interakcjach miedzy komoérkami nowotworowymi
a ich mikrosrodowiskiem. W glejakach, biatka ECM wspierajg procesy zwigzane z
adhezja, migracja oraz inwazyjnoscia komoérek nowotworowych, umozliwiajac im
przenikanie do sasiednich struktur moézgu. Laminina-5 jest glikoproteina, ktora utatwia
adhezje komodrek do blon podstawnych, co ma kluczowe znaczenie dla ich zdolnosci do
przenikania przez bariery tkankowe. Wysoka ekspresja lamininy-5 w glejaku zostata
powigzana ze zwigkszong inwazyjnos$cig i zlosliwoscia nowotworu, co czyni ja
przydatnym wskaznikiem dla oceny stopnia zaawansowania choroby. Ponad to,
laminina-5 wspiera takze procesy angiogenezy, ktore dostarczajg tlen i sktadniki
odzywcze do szybko rosnacych guzow [11]. Fibronektyna, bedaca biatkiem wigzacym
integryny, rowniez uczestniczy w procesach adhezji 1 migracji komorek
nowotworowych. Jej obecnos¢ w ECM wspiera tworzenie polaczen miedzy komdrkami
nowotworowymi a macierza zewnatrzkomorkows, co zwigksza zdolno$¢ komorek
glejaka do rozprzestrzeniania si¢. Dowiedziono, ze fibronektyna jest wysoce
eksprymowana w zaawansowanych stopniach glejaka, co sugeruje jej znaczenie jako
biomarkera oceny stopnia zaawansowania nowotworu oraz jako potencjalny cel
terapeutyczny [12]. Ostatnie z omawianych bialek - kolagen IV jest gldéwnym
sktadnikiem bton podstawnych i odgrywa kluczowa role w utrzymaniu integralnosci
strukturalnej ECM. W glejaku nadekspresja kolagenu IV jest zwigzana z wigksza
inwazyjnos$cig nowotworu, umozliwiajac komoérkom nowotworowym degradacje i
penetracje blon podstawnych otaczajacych tkanki. Kolagen IV moze byé zatem
markerem zlosliwosci oraz prognostycznym wskaznikiem wskazujacym na sktonnosé
nowotworu do przerzutowania [13].

2. Diagnostyka glejaka

Diagnostyka glejaka mozgu stanowi wyzwanie ze wzgledu na zréznicowany obraz
kliniczny oraz podobienstwo objawow do innych choréb neurologicznych. Wspotczesna
diagnostyka opiera si¢ na zaawansowanych technikach neuroobrazowania oraz
badaniach molekularnych i histopatologicznych. Podejscie to pozwala na precyzyjne
rozpoznanie rodzaju i stopnia zltosliwosci guza, co jest kluczowe dla doboru
odpowiedniej terapii oraz prognozy dla pacjenta.

2.1. Neuroobrazowanie

Podstawowa metodg diagnostyczng w rozpoznawaniu glejakow mozgu jest
rezonans magnetyczny (MRI), ktéry pozwala na uzyskanie szczegdétowych obrazow
struktur mézgu. W szczegolnosci stosuje si¢ rezonans z kontrastem gadolinowym, ktory
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umozliwia lepsze uwidocznienie obszar6w o wzmozonej przepuszczalnosci bariery
krew-mozg, charakterystycznych dla glejaka w zlosliwych stopniach (G3, G4) [14].
Zaawansowane techniki MRI, takie jak obrazowanie tensora dyfuzji (DTI) oraz
spektroskopia rezonansu magnetycznego (MRS), dostarczaja informacji na temat
struktury, metabolizmu i funkcji komoérek glejowych, co jest pomocne w réoznicowaniu
glejakow od innych zmian nienowotworowych [15]. Tomografia emisyjna
pojedynczych fotonow (SPECT) oraz pozytonowa tomografia emisyjna (PET) sa
technikami pomocniczymi, ktdre pozwalaja na ocen¢ metaboliczng i czynnosciowa
guzéw mozgu. PET z uzyciem znakowanych izotopow, takich jak fluorodeoksyglukoza
(FDG), pozwala oceni¢ aktywno$¢ metaboliczng guza oraz rozr6zni¢ guz od obrzeku
lub zmian zapalnych. PET-CT 2z izotopami specyficznymi dla komorek
nowotworowych, takimi jak aminokwasy znakowane izotopem wegla 11 (np. [11C]-
MET), ma zastosowanie w ocenie stopnia zlosliwosci glejaka oraz monitorowaniu
odpowiedzi na leczenie [16].

2.2. Diagnostyka molekularna

W ostatnich latach na znaczeniu w klasyfikacji glejakow zyskata diagnostyka
molekularna. Analiza mutacji genow, takich jak IDH1, IDH2, ATRX i TP53, pozwala
na precyzyjne okreslenie rodzaju glejaka. Mutacje w genach IDH sa zwiagzane z
lepszym rokowaniem i czg¢$ciej wystepuja w glejakach o nizszym stopniu ztosliwosci
[2]. W diagnostyce molekularnej stosuje si¢ takze techniki immunohistochemiczne oraz
analizy metylacji DNA, np. analiza metylacji promotora genu MGMT, ktdra ma istotne
znaczenie w prognozowaniu odpowiedzi na chemioterapi¢ temozolomidem [17].
Wprowadzenie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) oraz metod opartych na
mikro macierzach umozliwia analiz¢ ekspresji gendw oraz profilowanie mutacji na
poziomie genomowym, co pozwala na bardziej precyzyjna diagnostyke oraz
personalizacje terapii [18].

2.3. Biopsja i badanie histopatologiczne

Biopsja stereotaktyczna, polegajaca na pobraniu probki guza w celu badania
mikroskopowego, jest standardowa metoda diagnostyczna stosowang do potwierdzenia
obecnosci glejaka oraz jego klasyfikacji histologicznej. Badanie histopatologiczne
pozwala na ocene stopnia zto§liwosci glejaka, okreslanego wedtug kryteriow Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO). Histopatologicznie glejaki sg klasyfikowane od I do IV
stopnia, gdzie IV stopien odpowiada glejakom wielopostaciowym o najwyzszej
ztosliwosci i1 agresywnosci [18].

3. Bioczujniki SPRi

Bioczujniki oparte na powierzchniowym rezonansie plazmonow (Surface Plasmon
Resonance Imaging, SPRi) stanowig nowoczesne narzedzie analityczne, ktore znajduje
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szerokie zastosowanie w badaniach biomolekularnych i diagnostyce medyczne;.
Technika SPRi umozliwia monitorowanie interakcji biomolekularnych w czasie
rzeczywistym bez potrzeby znakowania czasteczek, co czyni jg bardzo czulg i
specyficzng metoda analizy. Dzigki zdolnosci do réwnoczesnego wykrywania wielu
analitow na tej samej powierzchni, SPRi stato si¢ niezwykle przydatne w badaniach
wymagajacych szybkiej i wysokoprzepustowej analizy [19]. Bioczujniki SPRi opieraja
si¢ na zjawisku rezonansu plazmonéw powierzchniowych, ktoére zachodzi na granicy
migdzy metalem (najczgéciej zlotem) a dielektrykiem (szklana powierzchnia
biosensora). Gdy monochromatyczne $wiatlo p-spolaryzowane pada pod odpowiednim
katem, elektrony w powierzchni metalowej zaczynaja oscylowaé, co powoduje spadek
intensywno$ci $wiatla odbitego. Zatem, SPRi mierzy zmiany odbicia $wiatta w
odpowiedzi na zmiany masy molekularnej na powierzchni bioczujnika, co jest zwiazane
z interakcjami biomolekularnymi. Dzigki zastosowaniu kamer CCD, SPRi umozliwia
wizualizacj¢ tych zmian w postaci obrazu, co pozwala na jednoczesng analiz¢ wielu
interakcji bimolekularnych [20]. Technika SPRi znajduje zastosowanie w diagnostyce
roznych choréb, takich jak nowotwory, choroby autoimmunologiczne i zakazne.
Przyktadowo, SPRi jest wykorzystywane do wykrywania markeréw nowotworowych
we krwi, co moze wspiera¢ wczesne rozpoznanie raka i monitorowanie terapii [21].
Dzigki mozliwo$ci monitorowania interakcji antygen-przeciwciato, SPRi stalo sig¢
rowniez narzgdziem do badan nad infekcjami wirusowymi, w tym w diagnostyce
wirusow takich jak HIV, wirus zapalenia watroby typu B i wirus SARS-CoV-2 [22].

4. Oznaczenia wybranych potencjalnych biomarkerow glejaka
4.1. Material biologiczny

Badania przeprowadzono w osoczu 0s6b ze zdiagnozowanymi glejakami mozgu w
czterech stopniach zaawansowania: G1 (3 probki), G2 (10 probek), G3 (7 probek) oraz
G4 (37 probek), a takze w osoczu palaczy jako grupy kontrolnej K (48 probek) .
Lacznie przebadano 105 probek osocza, w tym 48 z grupy kontrolnej. Materiat
biologiczny uzyskano z Biobanku Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, a na
przeprowadzenie wszystkich badan uzyskano stosowng zgode komisji bioetycznej
(licencja APK.002.171.2021).

4.2. Przygotowanie bioczujnikow oraz materialu biologicznego do oznaczen

Bioczujniki przygotowywano zgodnie z wczesSniej opracowana metodyka
funkcjonalizacji powierzchni kazdego z nich. Procedur¢ rozpoczynano od zanurzenia
czystych ptytek ztotych w 20 mM roztworze chlorowodorku cysteaminy i
pozostawienia ich w nim na co najmniej 12 godzin w temperaturze pokojowe;j.
Nastepnie, ptytki ptukano bezwodnym etanolem oraz woda destylowang i suszono w
strumieniu argonu. Utworzona na powierzchni zlotej ptytki samoorganizujaca sig¢
monowarstwa cysteaminy, umozliwia zwiazanie si¢ przeciwciala z powierzchnia bio-
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czujnika za pomoca wigzania amidowego na drodze reakcji grup -NH» cysteaminy oraz
grup -COOH obecnych na koncach tancuchéw ciezkich przeciwcial, w obecnosci
EDC/NHS i buforu weglanowego (pH = 8.50). Bioczujnik, po zwigzaniu przeciwciala z
powierzchnia zlotg jest zdolny do wychwytywania analitu z probki. Analize iloSciowa
przeprowadzano poprzez nalozenie kropli o objetosci 3 pL na miejsce aktywne

bioczujnika i inkubacj¢ w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Nastgpnie nadmiar
probki odsysano za pomocg aspiratora préozniowego, a miejsce reakcji optukiwano
buforem PBS i dokonywano akwizycji danych. Informacje dotyczace metod oznaczen

poszczegolnych potencjalnych biomarkeréw zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Zestawienie warunkoéw funkcjonalizacji powierzchni bioczujnikow.
Table 1. Summary of conditions for functionalization of biosensor surfaces.

Metal Ligand
. (element . o ) . ..
Analit stanowigcy Linker | wychwytujacy Opis regkCJl linker: Qpls reakc_]_l Ref
podstawe . ligand ligand-analit
. . analit z
bioczujnika
roztworu)
Katepsyna B Cystatyna C Dopasowanie [23]
enzym-inhibiotr
zgodnie z [24]
zasada
Katepsyna D Pepstatyna A , dopasowanic
Utworzenie wigzania klucza do
amidowego w wyniku zamka”
Katepsyna S Przeciwciato reakcji migdzy [25]
psy monoklonalne grupami -NH,
. Przeciwcialo | cysteaminy, a grupami [26]
Laminina-3 poliklonalne -COOH przeciwcial w .
— s Reakcja
. Przeciwciato obecnosci buforu . . [27]
Fibronektyna - immunologiczna
monoklonalne weglanowego 1 micd
Przeciwcialo | mieszaniny EDC/NHS uedzy 28]
Kolagen IV epitopem a
g monoklonalne aratopem
UCH-L1 ) ‘g Przeciwcialo P P [29]
,g § monoklonalne
MMP-1 :>, Przeciwciato [30]
monoklonalne
Modyfikacja grupy - [32]
R1-CH,-COO-CH; za Utworzenie
pomoca mieszaniny hemiketalu na
EDC/,N.H Sw drodze reakcji
obecnosci buforu erupy -OH
PSI (Z-1le- wc;glan_owego, a pochodzacej od
Proteasom nastepnie reakcja .
208 Glu(OBu)- migdzy grupami -NH, kinazy
Ala-Leu-H) i homoserynowej
cysteaminy 1 g
: (Thrl), a grupa
powstalymi po =0

weczesniejszej
modyfikacji grupami -
COOH i utworzenie
wigzania amidowego

pochodzacej od
PSI[31]
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5. Wyniki oznaczen
5.1. Analiza statystyczna

Wszystkie analizy statystyczne cytowane w niniejszej pracy, przeprowadzono przy
uzyciu oprogramowania PQStat (2022), PQStat v.1.8.4, Poznan, Polska. [33-35].

5.2. Oznaczenia katepsyny B, Di S

W zwigzku z brakiem normalnosci rozkladu danych (test Shapiro-Wilka),
przeprowadzono nieparametryczny test Kruskala-Wallisa oraz test Dunna-
Bonferroniego, ktorych reprezentacj¢ graficzng przedstawiono na Rysunku 1.
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Rysunek 1. Wykresy pudetkowe stezen (A) katepsyny B; (B) katepsyny D; (C) katepsyny S; (D) test post-hoc
Dunna-Bonferroniego.

Figure 1. Box plots of concentrations of (A) cathepsin B; (B) cathepsin D; (C) cathepsin S; (D) Dunn-
Bonferroni post-hoc test.

Zaobserwowano istotnie statystyczne roznice stezen miedzy grupa kontrolng (K) a
najwyzszym stopniem zaawansowania glejaka (G4) dla wszystkich oznaczanych
katepsyn. Poza tym, oznaczane bialka wykazywaly zblizone poziomy st¢zen dla stopni
G1 1 G2 oraz w grupie kontrolnej, ktore zawieraty si¢ w przedziale 1.62 — 6.95 ng/ml.
Podobng zalezno$¢ zauwazono w przypadku stopni G3 1 G4, gdzie stezenia miescity si¢
w granicach 2.81 — 10.23 ng/ml. W Tabeli 2 podsumowano pozostale parametry
kliniczne w odniesieniu do wzrostu stg¢zen oznaczanych katepsyn i wzrostu ryzyka
zachorowania na glejaka.
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Tabela 2. Charakterystyka czynnikéw potencjalnie wptywajacych na ryzyko zachorowania na glejaka mozgu.
Table 2. Characterization of factors potentially influencing the risk of developing glioma.

Obecnosé .
. Korelacja Korelac
nowotwor | Nienowotworo wick ia
Analit oW U we 'chor(.)b.y Status IDH pacjenta — miedzy ROC Ref
czlonkow wspolistniejac 172 stezenic analita
najblizszej e pacjenta N litwe -a
rodziny analitu mi
Katepsy Mozliwe jest
na B Brak 0'<5 O< 1723 jedynie
Katepsy Brak Brak tendencji | oddziatywa | 0.3 <Rg< - odréznienie
na D zalezno$ci | wzrostu stgzen nia na 0.5 Dodatni fagodnych
wzrostu oznaczanych stezenia a stopni choroby [25
stezenia katepsyn i oznaczanyc Dodatnia Korelaci (G1, G2) oraz ]
Kat oznaczany ryzyka h katepsyn korelacja ° z aq grupy
a egsy ch zachorowania | w stopniach | umiarkowa wysoka kontrolnej (K)
na katepsyn na glejaka G3i1G4 na y od stopni
choroby zaawansowan
ych (G3, G4)

*wg. Skali zaproponowanej przez J.Guilforda

Nie zaobserwowano, aby obecno$¢ nowotworéw w najblizszej rodzinie chorego,
lub wystgpowanie chordb wspotistniejacych miato istotny wpltyw na wzrost ryzyka
zachorowania na glejaka. Podobnie, nie odnotowano wplywu mutacji IDH 1/2 na
stezenia oznaczanych katepsyn w zaawansowanych stopniach choroby, co sugeruje, ze
katepsyny B, D oraz S moga by¢ niezaleznymi, potencjalnymi biomarkerami
nowotworu mézgu. Poza tym, stwierdzono umiarkowana dodatnig korelacje stgzenia
oznaczanych katepsyn w odniesieniu do wieku pacjenta, jak réwniez wysoka dodatnig
korelacje miedzy stezeniami poszczegdlnych katepsyn. Analiza ROC potwierdza
natomiast, ze mozliwe jest odréznienie tagodnych stopni choroby i grupy kontrolnej od
stopni zaawansowanych na podstawie jedynie stezen oznaczanych katepsyn B, D i S z
dobrg specyficznoscig i czuloscia.

5.3. Oznaczenia lamininy-5, fibronektyny, kolagenu IV

Podobnie, jak w przypadku poprzednich oznaczen, przeprowadzony test
Shapiro-Wilka wykonany w kierunku sprawdzenia normalnosci rozkladu uzyskanych
danych potwierdzit, iz rozktad stezen oznaczanych biatek btony podstawnej odbiega od
rozktadu normalnego. Zatem kolejne analizy prowadzono z wykorzystaniem testow
nieparametrycznych, takich jak test Kruskala-Wallisa i analiza post-hoc Dunna-
Bonferroniego, ktorych wyniki przedstawiono na Rysunku 2.
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Rysunek 2. Wykresy pudetkowe stgzen (A) fibronektyny; (B) lamininy-5; (C) kolagenu IV; (D) test post-hoc

Dunna-Bonferroniego.

Figure 2. Box plots of concentrations of (A) fibronectin; (B) laminin-5; (C) collagen IV; (D) Dunn-Bonferroni

post-hoc test.

Z powyzszych danych wynika, iz istniejg statystycznie istotne réznice miedzy
stgzeniami lamininy-5, fibronektyny i kolagenu IV miedzy grupa kontrolng (K), a
najwyzszym stopniem choroby (G4), a takze migdzy stopniami G2 i G4. Istotnie
statystycznie réznig si¢ rOwniez stezenia lamininy-5, fibronektyny oraz kolagenu IV
migdzy stopniami G1 i G2 a stopniami G3 i G4. Tabela 3 zawiera podsumowanie
pozostatych parametréw klinicznych, mogacych mie¢ wplyw na wzrost ryzyka
wystapienia glejaka mozgu.
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Tabela 3. Charakterystyka czynnikow potencjalnie wplywajacych na ryzyko zachorowania na glejaka mozgu.
Table 3. Characterization of factors potentially influencing the risk of developing glioma.

Obecnose Korelacja Korela-
nowotworé | Nienowotworo wick ! cja
. wu we choroby Status IDH . . Ref
Analit cztonkow wspotistniejace 12 psatcjze;tl?e_ ?Illz(lllzt?, ROC
najblizszej pacjenta eze a -
rodziny analitu ami
Laminina-5 Brak 0.5 <Rg Mozliwe
Fibronekty oddziatywan 03 <Re < <0.7 jest
na Brak Brak tendencji i n); ’ 05 = odréznien
zaleznosci wzrostu stgzen stezenia ’ Dodatni | ie stopnia
wzrostu oznaczanych oznanzan ch Dodatnia a G1 oraz [33
stezenia biatek i ryzyka biatek v}:/ Korelacia korelacj grupy ]
Kolagen IV | oznaczanyc | zachorowania . retacy a kontrolnej
: . stopniach umiarkowa
h biatek na glejaka . wysoka (K) od
G31G4 na .
choroby stopni G2,
G3iG4

*wg. Skali zaproponowanej przez J.Guilforda

Obecnos¢ nowotworéw w rodzinie pacjenta, jak i jego choroby wspotistniejace nie
zwickszaja ryzyka zachorowania na glejaka mozgu. Rowniez mutacja IDH 1/2 nie ma
wplywu na zmiany stezen lamininy-5, fibronektyny i kolagenu IV, zatem podobnie jak
poprzednio opisywane katepsyny, bialka te, pretenduja do potencjalnych i niezaleznych
biomarkeréow glejaka. Poza tym, zaobserwowano dodatnia umiarkowang korelacje
stezen oznaczanych bialek w odniesieniu do wieku pacjenta oraz wysoka dodatnia
korelacje miedzy stezeniami lamininy-5, fibronektyny i kolagenu IV. Przeprowadzona
analiza ROC wskazuje, ze na podstawie warto$ci stezen lamininy-5, fibronektyny oraz
kolagenu IV mozliwe jest rozréznienie grupy kontrolnej i stopnia G1 od stopni G2, G3 i
G4 z bardzo wysoka skuteczno$cia diagnostyczna.

5.4. Oznaczenia UCH-L1, proteasomu 20S, MMP-1

Analogicznie, jak w przypadku poprzednich oznaczen, pierwszym etapem analizy
statystycznej bylto okreslenie normalnosci rozkladu uzyskanych danych testem Shapiro-
Wilka. Poniewaz test ten zaprzeczyt normalnosci rozktadu danych, przystgpiono do
dalszych analiz wykorzystujac test Kruskala-Wallisa oraz test post-hoc Dunna-
Bonferroniego, ktorych interpretacj¢ graficzna przedstawiono na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Wykresy pudetkowe stgzen (A) UCH-L1; (B) proteasomu 20S; (C) MMP-1; (D) test post-hoc
Dunna-Bonferroniego.
Figure 3. Box plots of concentrations of (A) UCH-L1; (B) 20S proteasome; (C) MMP-1; (D) Dunn-

Bonferroni post-hoc test.

Przeprowadzona analiza statystyczna dowodzi istotnych statystycznie rdznic

stezen UCH-L1, proteasomu 20S i MMP-1 miedzy grupa kontrolng (K) a stopniami G3
i G4 oraz miedzy stopniem G1 a stopniami G3 i G4. Jedynie stgzenie MMP-1 nie
zmienia si¢ istotnie statystycznie migdzy stopniem G1 a G3. W Tabeli 4 podsumowano
wplyw pozostatych parametrow klinicznych na zmiany stezen UCH-L1, proteasomu
20S i MMP-1 i wzrost ryzyka zachorowania na glejaka.

Tabela 4. Charakterystyka czynnikow potencjalnie wptywajacych na ryzyko zachorowania na glejaka mozgu.
Table 4. Characterization of factors potentially influencing the risk of developing glioma.

Obecnosé . Korelacja
. Nienowotworowe X .
NOWotworow chorob Status IDH wiek Korelacja
Analit u cztonkow 1oroby pacjenta — migdzy ROC Ref.
e wspolistniejace 172 - I
najblizszej acicnta stgzenie analitami
rodziny pag analitu®
UCH- Mozliwe jest
Ll Brak 0.5<Rs < jedynie
Protea- Brak Brak tendencji . . 0.7 odroznienie
S o oddziatywania | 0.3 <Rs<0.5 .
som zalezno$ci wzrostu stgzen na stezenia tagodnych stopni
208 wzrostu oznaczanych ¢ . Dodatnia choroby (G1,
L X X oznaczanych Dodatnia . [34]
stezenia biatek i ryzyka . . korelacja G2) oraz grupy
: biatek w korelacja .
oznaczanych zachorowania na . . . wysoka kontrolnej (K) od
X . stopniach G3 i | umiarkowana .
MMP-1 biatek glejaka stopni
G4 choroby
zaawansowanych
(G3, G4)

awg. Skali zaproponowanej przez J.Guilforda
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W wyniku przeprowadzonych badan zaprzeczono, aby wystepowanie chorob
nowotworowych u cztonkéw najblizszej rodziny pacjenta miato realny wplyw na wzrost
ryzyka zachorowania na glejaka. Podobnie, nie odnotowano wplywu wystgpowania
chordb wspolistniejacych u badanego pacjenta. Analogicznie jak w poprzednich
przytoczonych badaniach, mutacja IDH 1/2 nie wplywa w zaden sposéb na zmiany
stezen oznaczanych biatek. Zaobserwowano dodatnia umiarkowang korelacj¢ st¢zenia
UCH-L1, proteasomu 20S i MMP-1 w odniesieniu do wieku pacjenta, natomiast sita
korelacji migdzy oznaczanymi biatkami zostala okreslona jako dodatnia korelacja
wysoka. Przeprowadzona analiza ROC wskazuje, ze bazujac tylko na st¢zeniach UCH-
L1, proteasomu 20S oraz MMP-1 mozliwe jest jedynie odrdznienie grupy kontrolnej
(K) i stopni G1, G2 od zaawansowanych stopni choroby G3 i G4.

6. Podsumowanie i dyskusja

Rozw¢j nowych metod i technik oznaczen biomarkerow jest waznym kierunkiem
rozwoju chemii analitycznej, zwlaszcza w przypadku chordb takich jak glejak, dla
ktérych diagnostyka nie jest jeszcze wystarczajaco rozwinigta. Przedstawione w
artykule metody oznaczen potencjalnych biomarkerow glejaka sa pretendentami do
wykorzystania w przyszlosci w nieinwazyjnej i skutecznej diagnostyce tego nowotworu.
Kazda z przedstawionych metod oznaczen stuzy do ilo§ciowej analizy biatka, ktore jest
istotne w nowotworze moézgu, pod wzgledem zmian ekspresji, mutacji lub zmian stgzen.

Mediany stezen oznaczanych bialek nie wykazuja istotnych statystycznie roznic
miedzy grupa kontrolng (K) a stopniami choroby G1 i G2, co wigcej, w wigkszosci
przypadkow stezenia badanych analitow utrzymuja si¢ na podobnym poziomie. Zatem,
przytoczone metody oznaczen umozliwiajg diagnostyke tylko zto§liwych stopni glejaka
(G3, G4). By¢ moze, glowna przeszkoda jest bariera krew-mozg, ktora zapobiega
swobodnemu przedostawaniu si¢ bialek z moézgu do krwioobiegu oraz odwrotnie.
Jednak, w strukturze tej bariery zachodzg rézne zmiany, w tym zmiany ekspresji bialek,
ktére w nastepstwie prowadza nawet do utraty ciaglosci bariery krew-mozg.
Udowodniono, ze owa utrata spdjnosci nastepuje gtoéwnie w zaawansowanych stopniach
glejaka, dlatego tez, prawdopodobnie nastgpuje znaczny wzrost ste¢zen oznaczanych
biatek w stopniach G3 i G4 [36]. Stad tez zapewne istotny statystycznie wzrost st¢zen
oznaczanych bialek w agresywnych stopniach glejaka w odniesieniu do stopni
fagodnych i grupy kontrolnej. Zmiany w mutacji IDH 1/2 nie wptywaty w zaden sposob
na stezenia analizowanych potencjalnych biomarkerow glejaka, zatem kazdy z nich
moze kandydowac na niezalezny biomarker prognostyczny. Ponad to, wysokie dodatnie
korelacje miedzy stgzeniami oznaczanych bialek sugeruja ich silne dzialanie
synergistyczne. Relacje te wigc mozna uzna¢ za charakterystyczne i przydatne do
okreslania stopnia zaawansowania glejaka. Odnotowano umiarkowane dodatnie
korelacje stezen analizowanych biatek do wieku pacjenta bioracego udziat w projekcie,
natomiast fakt ten wynika prawdopodobnie z najwyzszej liczebno$ci grupy stopnia G4,
ktéra wnosi najwiecej danych oraz charakteryzuje si¢ najwyzsza mediang zaréwno
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stezen oznaczanych analitow, jak i wieku pacjentow. Dlatego tez, zalezno$¢ stezenie
biomarkera — wiek pacjenta nie jest wigzaca dla jednoznacznego okreslenia wptywu
wieku pacjenta na stezenie oznaczanego biatka. Pozostate parametry, takie jak obecnosé
nowotwordéw (innych niz glejak) w najblizszej rodzinie pacjenta, czy wystepowanie
chorob wspotistniejacych u badanego, nie maja realnego wpltywu na ryzyko
zachorowania na glejaka. Ostatecznie, do zbadania skutecznoséci diagnostycznej
omawianych metod oznaczania biatek przeprowadzono analize ROC. Potwierdzono, ze
bazujac jedynie na wartosciach stezen analizowanych potencjalnych biomarkerow
istnieje mozliwo$¢ oddzielenia grupy kontrolnej oraz tagodnych stopni G1 i G2 od
zto§liwych form choroby G3 i G4 z wysoka specyficznos$cia i czuloscig. Przedstawione
metody oznaczen nie umozliwiajg natomiast wczesnej diagnostyki glejaka, ze wzgledu
na brak istotnych réznic st¢zen migdzy grupa kontrolng a stopniami G1 1 G2.

Podsumowujac, korzystajac z przedstawionych metod oznaczen wybranych biatek
nie jest mozliwa wczesna diagnostyka glejaka, jezeli materialem badawczym jest
osocze. By¢é moze najwigksza przeszkoda jest obecnos$¢ bariery krew-moézg, ktora w
tagodnych stopniach choroby jest jeszcze na tyle funkcjonalna, ze uniemozliwia
przejscie oznaczanych analitéw do krwi obwodowej. Przytoczone metody moga by¢
jednak przydatne do wspomagania aktualnie wykorzystywanych metod diagnostyki
glejaka, ktora opiera si¢ glownie na badaniach obrazowych. Badania te takze
charakteryzuja si¢ pewnymi ograniczeniami, do ktoérych nalezy zaliczy¢é przede
wszystkim trudno$ci w rozréznianiu stopni G2 i G3. Proponowane metody oznaczen
moga by¢ na tym polu niezwykle pomocne, ze wzgledu na udowodniong mozliwos¢
rozr6zniania stopni G2 1 G3, G4. Poza tym, opisywane nowe metody bazujg na
bioczujnikach, ktore zapewniajg analiz¢ w krotkim czasie, nie wymagaja duzych ilosci
materiatu badawczego — wystarcza zaledwie 3 pl probki, dajg niemal nieskonczone
mozliwo$ci rozwoju i udoskonalania oraz miniaturyzacji i automatyzacji.
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ABSTRACT

Each wine has a unique chemical composition that is influenced by the grape
variety, the geology and climate of the vine's growth (ferroir), and the winemaking
process. Despite the fact that several scientific reports have been published about the
characteristic of wines from The Old and The New World Countries, data on the
specific characteristics of wines from the cool climate regions is still lacking.

The objective of this study was to develop analytical methods for evaluating the
quality of domestically produced wines in terms of the concentration of specific
bioactive compounds, such as:

e organic acids and polyphenols determined in one course of analytical
procedure, using solvent extraction of liquid samples through an
ultrasound-assisted porous membrane (UASE-PMLS) in conjunction
with gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) at
the stage of final determinations;

e Dbiogenic amines using two analytical procedures (a) capillary
electrophoresis coupled with mass spectrometry (CE-MS) and (b)
salting-out liquid-liquid microextraction technique coupled with GC-
MS (SALLME-GC-MS).

Furthermore, micro- and macroelements were determined. All the data gathered were
used to ascertain the correlations between wines' various physicochemical properties
by multivariate statistical analysis.

The research work was conducted in accordance with the principles of Green
Analytical Chemistry, and the developed methods were assessed for their green
nature using the Analytical EcoScale and the GAPI Index.

Keywords: wine, polyphenols, organic acids, biogenic amines, GC-MS
Stowa kluczowe: wino, polifenole, kwasy organiczne, aminy biogenne, GC-MS
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

2-PE — 2-fenyloetyloamina

ACN — acetonitryl

AHP — analityczny process hierarchiczny

BA — aminy biogenne

BUT — butyloamina

BSTFA — N,o-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

CAD — kadaweryna

CE-MS — elektroforeza kapilarna ze spektrometrig mas

cv — wspotczynnik zmienno$ci

DCM — dichlorometan

DIET — dietyloamina

DIMET — dimetyloamina

ET — etyloamina

EtOAc — octan etylu

GAPI — zielony index procedur analitycznych (ang. Green Analytical
Procedure Index)

GC-MS — chromatografia gazowa ze spektrometrig mas

HEX — heksyloamina

HIS — histamina

ICP-MS — spektrometria mas sprz¢zona z plazma wzbudzg indukcyjnie

IPA — izopentyloamina

LOD — granica wykrywalnosci

LOQ — granica oznaczalnosci

PROP — propyloamina

PUT — putrescyna

RSD — wzgledne odchylenie standardowe

TMCS — trimetylochlorosilan

TRYP — tryptamina

TYR — tyramina
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WPROWADZENIE

Polska w §wiecie winiarskim jest uznawana jako kraj o chtodnym klimacie. Jednak,
mimo to winogrodnictwo w Polsce cieszy si¢ bardzo duzym zainteresowaniem i bardzo
mocno si¢ rozwija. Tylko na przestrzeni ostatnich pieciu lat, liczba winnic w Polsce
wzrosta o dodatkowe 50. Natomiast powierzchnia jaka zajmujg wzrosta o ok 200 ha.
Najwigksza liczba winnic znajduje si¢ na potludniu Polski, ale coraz wigcej winnic
pojawia si¢ rowniez w poéilnocnej czgsci naszego kraju [1]. Rozwdj winogrodnictwa
w Polsce jest mozliwy ze wzgledu na zmieniajacy si¢ klimat jak réwniez dzieki
wprowadzeniu nowych hybrydowych odmian winorosli, ktére duzo lepiej znosza
wahania temperatury w okolicach 0°C [2]. Winogrodnictwo w Polsce jest bardzo mtode
a technologie produkcji wina sg stale modyfikowane stad tez duze zainteresowanie
winiarzy wynikami badan na temat ich trunkow, ktorych na dzien dzisiejszy w literaturze
jest niewiele.

Kazde wino to unikatowa kompozycja smaku i aromatu, na ktére ma wpltyw caly
szereg czynnikow [2]. Jednym z najcze¢Sciej poruszanych tematow jest wptyw terroir'u
na walory smakowe wina. Ktadzie si¢ duzy nacisk na pochodzenie wina, a co za tym idzie
na jego unikatowos$¢ wyrazong smakiem i zawarto$cig zwigzkéw odpowiedzialnych za
dziatania prozdrowotne na organizm czlowieka. Kiedy$ ferroir i jego charakterystyka
bylo istotne jedynie dla Francuzéw, obecnie ten trend opanowat caly §wiat. Niewatpliwie
terroir kazdej winnicy jest unikalne i niepowtarzalne ze wzglgdu na warunki klimatyczne,
topograficzne i typ podloza. Czesto zdarza si¢, ze winnice ktore dzieli zaledwie
kilkana$cie kilometréw produkuja zupehie inne wina [3].

Ponadto bardzo duzy wptyw na charakterystyke wina ma odmiana winorosli jak
roéwniez sama technologia wytwarzania wina. Zmiany strukturalne gtéwnych sktadnikow
wina, zostaly przedstawione na Rysunku 1.
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Rysunek 1.  Zmiany strukturalne w gtdwnych sktadnikach wina zachodzace podczas procesu tloczenia,

fermentacji i dojrzewania wina [4].

Celem niniejszych badan byto opracowanie precyzyjnych, niezawodnych i szybkich
procedur analitycznych, ktére postuzg do scharakteryzowania win pochodzacych
z regionu o chtodnym klimacie, pod katem zawarto$ci polifenoli, kwaséw organicznych
oraz amin biogennych (BA) jak réwniez znalezienie wzajemnych korelacji pomigdzy
oznaczanymi zwigzkami a mikro- i makroelementami. Wina wykorzystane do badan
pochodzity z polskich winnic z ré6znych czgéci naszego kraju. W zbiorze win znajdowato
si¢ 10 win czerwonych, 10 bialych oraz 3 wina rézowe. Wina byly wyprodukowane
miedzy 2014 a 2018 rokiem. Natomiast zawarto$¢ alkoholu deklarowana przez
producenta byta na poziomie od 10,5 do 13,5%. Charakterystyka win wykorzystanych do
badan jest przedstawiona w Tabeli 1.

Tabela 1 Charakterystyka badanych win.

7 ”
Sym- L Rodzaj Wojewo- awartosc Odmiana Zawartosc
Rok Winnica . alkoholu . .
bol wina dztwo %] winorosli cukru
0
HOPLE
1R 2015 Wplz::jca Czerwone Opolskie 11,0 Regent wytrawne
Paczkow
Winnica
2R 2017 Chodoro- Czerwone Matopolskie 12,0 Regent wytrawne
wa
Dom .
3R 2014 Czerwone Lubelskie 12,0 Rondo wytrawne

Bliskowice



OZNACZANIE WYBRANYCH ZWIAZKOW BIOAKTYWNYCH

149

4R

5R

6R

7R

8R

9R

10R

i

2W

3w

4w

5w

6W

W

8W

MY

ow

1Ro

2Ro

3Ro

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201

201
6

Winnica
Witano-
wice
Adoria
Vineyards
Winnica
Chodorowa
Adoria
Vineyards
Winnica
Turnau
HOPLE
Winnica
Poraj
Paczkow
Winnica
Golesz
Winnica
Solaris
Adoria
Vineyards
Winnica
Saint
Vincent

Winnica
Srebrna
Gora

Winnica
Saint
Vincent
Winnica
Solaris
Winnica
Witanowic
e
Winnica
Turnau
Winnica
Golesz
Winnica
Golesz
Winnica
Srebrna
Gora
Winnica De
Sas
Winnica
Golesz

Czer-
wone

Czerwon
e
Czerwon
e
Czerwon
e
Czerwon
e

Czerwon
e

Czerwon
e

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Biate

Rézowe

Rézowe

Rézowe

matopolskie

Dolnoslaskie
Matopolskie
Dolnoslaskie
Zachodnio-
pomorskie
Opolskie
Podkarpackie
Lubelskie

Dolnoslaskie

Lubuskie

Matopolskie

Lubuskie

Lubelskie

Matopolskie

Zachodnio-
pomorskie

Podkarpackie

Podkaprackie

Matopolskie

Dolnoslaskie

Podkarpackie

11,5

12,5

12,0

12,0

12,0

12,0

13,0

12,5

12,0

12,5

12,0

Regent

Dornfelder
Rondo
Pinot Noir

Rondo/Regent

Rondo

Mieszanka
trzech odmian

Johanniter

Riesling

Pinot Gris,
Riesling,
Muscat
Ottonel,
Gewurztramine
r
Seyval Blanc,
Hibernal,
Johanniter,
Solaris

Pinot Gris

Solaris

Bianca

Solaris

Mieszanka kilku
odmian
Mieszanka
o$miu odmian

Zweiglet

Regent

Mieszanka
trzech odmian

wytrawne

wytrawne
wytrawne
wytrawne

wytrawne

wytrawne

wytrawne

wytrawne

pot-
wytrawne

pot-
wytrawne

pét-
wytrawne

pot-
wytrawne

stodkie

wytrawne

wytrawne

pot-
stodkie

wytrawne

pot-
wytrawne

wytrawne

wytrawne



150 M. FABJANOWICZ, J. PLOTKA-WASYLKA

1. OZNACZANIE POLIFENOLI I KWASOW ORGANICZNYCH

W literaturze dostepnych jest wiele metod do oznaczenia polifenoli. Jednak
brakowato krytycznej oceny opracowanych metod nie tylko pod wzgledem
parametrow metrologicznych, ale rowniez ich oddziatywania na srodowisko. Dlatego
zanim rozpoczeto prace nad nowa metodg analityczng, poddano analizie dostepne
metody. W tym celu wykorzystano jeden z algorytmow wielokryterialnej analizy
decyzyjnej, analityczny proces hierarchiczny (AHP). Byla to pierwsza proba oceny
metod analitycznych za pomocg tego algorytmu.

1.1. ANALITYCZNY PROCES HIERARCHICZNY

Do analizy zebrano 19 metod analitycznych [5-23], opisanych w literaturze,
uzywanych do oznaczenia resweratrolu w probkach wina. Zebrane metody zostaly
opisane wedlug kryteriow: srodowiskowych (ilo$¢ odpadow [g], liczba etapow
procedury analitycznej, toksyczno$¢ reagentéw), metrologicznych (LOQ, RSD) oraz
ekonomicznych (ilo$¢ probki [ml], zuzycie energii [kWh], liczba pozostalych
oznaczanych analitow, koszt reagentow, przepustowos¢). Biorgc pod uwagg,
ze algorytm AHP mozna stosowaé¢ do matych zbiorow danych, pierwszym krokiem
byta redukcja danych za pomocg analizy skupien. Wynikiem tej analizy byta redukcja
danych z 19 obiektow do 5 klastrow. Przebieg wybranego algorytmu zostal
przedstawiony na Rysunku 2.
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CEL
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Rysunek 2. Schemat algorytmu AHP.

Zastosowanie algorytmu AHP pozwolito wytypowaé jedna procedurg analityczna,
ktéra zostata najwyzej oceniona, a jest nig metoda oparta na wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprz¢zonej z detektorem UV z bezposrednim nastrzykiem.
Wybrana metoda omija etap przygotowania probki, jednak, trzeba tez zwrdci¢ uwage
na fakt, Ze oznaczano tylko jeden analit — resweratrol, a analiza zaj¢ta 19 min.
Ponadto przeprowadzona réwnolegle analiza zielonego charakteru, wybranych
metod analitycznych, za pomoca Eco Skali oraz indeksu GAPI wskazata, Zze najmniej
szkodliwa dla srodowiska naturalnego jest metoda oparta na chromatografii gazowej
sprze¢zonej ze spektrometrig mas (GC-MS) [24].

1.2. WSPOMAGANA ULTRADZWIEKAMI EKSTRAKCJA PROBEK CIEKLYCH
ZA POMOCA ROZPUSZCZALNIKA PRZEZ MEMBRANY POROWATE
POLACZONA Z GC-MS (UAPM-LS-GC-MS)

Przeprowadzone studium literaturowe pozwolito zauwazy¢, ze brakuje procedur
analitycznych pozwalajacych oznaczy¢ zwigzki z grupy polifenoli oraz kwasoéw
organicznych w trakcie jednego toku postgpowania analitycznego. Ponadto niewiele
jest prac, w ktérych procedury analityczne sg oparte na wykorzystaniu technik GC,

- o o o
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ktoéra pozwala osiagnaé wyzsza rozdzielczo$é, lepsza selektywnos¢, a przy tym
zuzywa znacznie mniej rozpuszczalnikow niz technika chromatografii cieczowej.
Zastosowanie nowatorskiej techniki ekstrakcji probek - wspomagana ultradzwigkami
ekstrakcja probek ciektych za pomocg rozpuszczalnika przez membrany porowate
potaczona z GC-MS pozwolita oznaczy¢ 15 zwiazkéw nalezacych do dwodch
wczesniej wspomnianych grup (kw. mlekowy, kw. bursztynowy, kw. fumarowy, kw.
jabtkowy, kw. winowy, kw. cytrynowy, kw. protokatechowy, kw. kumarowy, kw.
galusowy, kw. ferulowy, kw. kawowy, kw. synapowy, pterostiblen, resweratrol
i katechina), przy zachowaniu bardzo dobrych parametrow walidacyjnych (LOD
[ng/ml]: 0,016 — 8,2; LOQ [pg/ml]: 0,047 — 24; liniowos¢ o wspdlczynniku
determinacji 0,9852 — 0,9993) a dodatkowo odzysk >93%.
Optymalizacji poddano 4 parametry:

e rodzaj rozpuszczalnika (EtOAc; ACN; DCM; 1:1 v/v EtOAc:DCM);

e temperatura ekstrakcji (temperatura otoczenia; 25°C; 40°C);

e czas derywatyzacji [min] (0+15; 15+15; 15+30);

e odczyn probki wina (1,30; 3,45; 4,80; 6,00).

Najlepsze rezultaty (sygnaly o najwyzszej intensywnosci) otrzymano gdy sposrod
puli badanych rozpuszczalnikow zastosowano mieszaning EtOAc z DCM w stosunku
1:1 v/v, w korelacji z temperatura otoczenia; dodawano $rodek sililujacy - BSTFA z
1%TMCS., a pH wynosito 1.30 w przypadku kw. organicznych oraz 3.45 gdy brano
pod uwage polifenole. Zgodnie z przyjeta procedurg proces derywatyzacji byt
prowadzony przez 15 min.

Przebieg procedury analitycznej wygladat nastepujaco:

1. Torebke wykonang z membrany polipropylenowej o wymiarach 1x1 cm
wypehiono: 60 mg MgSO4 oraz 250 uL probki z dodatkiem wzorca
wewnetrznego.

2. Zamknigtg torebke zanurzono w 1 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
EtOAc:DCM (1:1 v/v) i poddano dzialaniu ultradzwigkéw przez 25
min.

3. Nastgpnie usunicto torebke, a ekstrakt odparowano do sucha
w strumieniu azotu.

4. Przeprowadzono konwersj¢ chemiczng analitow za pomoca $rodka
sililujacego - BSTFA z 1%TMCS.

5. Poddano probke analizie za pomoca GC-MS (Agilent 7890A GC
system z detektorem 5975C MS; kolumna chromatograficzna ZB-5 MS
(30m x 0,25 mm wew. §r.) ; temperatura dozownika: 250°C; przeptyw
He: 1 ml/min; program temperaturowy: 70°C (1 min), wzrost
temperatury do 280°C (10°C/min), utrzymanie temperatury 280°C
przez 5 min; calkowity czas analizy: 27 min).
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Po zastosowaniu opracowanej metody do probek rzeczywistych otrzymano
nastepujace wyniki: w winach czerwonych najwyzsza zawarto§¢ odnotowano dla
kwasu bursztynowego okoto 400 pg/ml oraz katechiny nawet 6226 pg/ml a
najmniejszg dla kwasu cytrynowego oraz kwasu synapowego, ktorych zawarto$¢
byta czgsto ponizej granicy oznaczalno$ci. Natomiast w probkach win biatych i
rézowych najwyzsza zawarto$¢ oznaczono dla kwasu jabtkowego okoto 1000 pg/ml
oraz katechiny nawet 119 pg/ml, a najmniejszg dla kwasu fumarowego oraz
synapowego czesto ponizej granicy oznaczalno$ci.

We wszystkich badanych probkach win pterostilben byl ponizej granicy
wykrywalno$ci natomiast kw. ferulowy ponizej granicy oznaczalnosci. Zwigzek,
ktéry najbardziej wyrdznia badane probki win od win pochodzacych z innych
rejondow $wiata jest resweratrol. Zawarto$¢ resweratrolu w probkach win biatych
i czerwonych byta na zblizonym poziomie miedzy 2 a 3 pg/ml podczas gdy w winach
biatych pochodzacych z innych rejonow $wiata zawarto§¢ resweratrolu jest znacznie
mniejsza niz w winach czerwonych i nie przekracza 1 pg/ml.

2. OZNACZANIE AMIN BIOGENNYCH

Do oznaczenia BA w winach pochodzacych z chtodnego klimatu, opracowano
i zwalidowano procedure analityczng opartg na zmodyfikowanej mikroekstrakcji
typu ciecz-ciecz (wspomaganej efektem wysolenie) w potaczeniu z GC-MS
(SALLME-GC-MS). Z uwagi na wiasciwosci fizykochemiczne BA i ich polarnosé,
stosowanie chromatografii gazowej do ich oznaczania jest bardzo wymagajace ze
wzgledu na konieczno$¢ przeprowadzania procesu derywatyzacji analitoéw. Jednak
ze wzgledu na wysoka doktadno$¢ i czuto$¢ pomiaréw przy zastosowaniu techniki
GC-MS podjeto to wyzwanie. Zaproponowana procedura analityczna obejmowata:
filtracj¢ probek wina przez filtr strzykawkowy 0,45 pm, a nast¢pnie wzbogacenie
probek wina poprzez dodatek wzorca wewnetrznego — aniliny (IS). Derywatyzacja
analitow oraz ich ekstrakcja odbywaly si¢ rownolegle. Proces konwersji chemicznej
analitow byt przeprowadzony z wykorzystaniem chloromréwczanu etylu
w obecnosci trietylaminy, ktéra pehlila role katalizatora reakcji. Natomiast
rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym byt EtOAc jako ,zielona” alternatywa dla
powszechnie stosowanych rozpuszczalnikow ekstrakcyjnych. Po przeprowadzeniu
wstepnych badan do procesu optymalizacji wybrano trzy parametry: objetos¢ EtOAc
(w zakresie 50 — 250 pl), dodatek NaCl (w stgzeniu od 5 do 15% w/v) oraz czas
wytrzasania (10 - 90 sek.).
Optymalizacja procesu ekstrakcji zostata przeprowadzona w oparciu o model Box —
Behnken’a. Wybrany model pozwolitl na przeprowadzenie efektywnego procesu
optymalizacji z wykorzystaniem zaledwie 15 probek. Sposrod wybranych parame-
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trow najwigkszy wplyw na efektywno$¢ procesu ekstrakcji miata objetos¢ EtOAc
oraz dodatek NaCl. Najlepsze wyniki uzyskano przy wykorzystaniu 50 pl EtOAc
oraz 5% w/v NaCl. Ten niewielki dodatek NaCl zapobiegal tworzeniu si¢ emulsji.
Czas wytrzasania nie mial wptywu na efektywno$¢ ekstrakcji BA. Parametry
metrologiczne opracowanej metody przedstawialy si¢ nastepujaco: liniowoSci
sprawdzono dla dwoch pozioméw stezen od 0,05 do 1 mg/liod 1 do 10 mg/l - w obu
zakresach wspotczynniki determinacji wynosilty powyzej 0,99 dla wszystkich
badanych zwiazkow; powtarzalno§¢ okreslono dla dwoch poziomow stezen 0,25
mg/l oraz 2,5 mg/l, dla stezenia 0,25 mg/l miescita si¢ migdzy 2,3 a 10 %, a dla
stezenia 2,5 mg/l miedzy 2,6 a 11 %; precyzja wynosita 82 — 101 %; LOD miescito
si¢ w zakresie 1,5 — 8,1 pg/l.
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Rysunek 3. Zawarto$¢ BA w badanych probkach win.

W badanych probkach win najwigksze zawarto$ci odnotowano dla kadaweryny,
putrescyny oraz histaminy. Natomiast zawarto§¢ pozostatych amin biogennych byta
ponizej 100 pg/l. Ten trend, w ktoérym zawartosci kadaweryny, putrescyny
i histaminy s3 wyzsze od zawartoSci pozostalych amin biogennym mozna
zaobserwowac rowniez w winach pochodzacych z innych krajow w tym z Grecji czy
Hiszpanii. Jednak biorac pod uwage warto$ci stezen oznaczanych amin sg one nizsze
niz w winach z innych krajoéw, gdzie osiagaja nawet kilkanascie mg/1.
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3. OCENA PROFILU METABOLOMICZNEGO WIN
POCHODZACYCH Z CHLODNEGO KLIMATU

Kolejnym etapem badan byta ocena profilu metabolicznego win pochodzacych
z chlodnego klimatu. Pierwszym krokiem by osiagnaé wyznaczony cel, bylo
opracowanie metody opartej na elektroforezie kapilarnej sprzgzonej ze spektrometrig
mas (CE-MS) dla zwigzkow z grupy BA. Procedura analityczna obejmowata
przygotowanie probki, ktore polegato na przefiltrowaniu probki wina przez filtr
celulozowy 0,45 um oraz poddaniu dziataniom ultradzwigkow. Tak przygotowana
probka mogta by¢ analizowana za pomocg CE-MS. Czas analizy wynosit 10 min,
w ktorym oznaczono 32 BA otrzymujgc bardzo dobre parametry walidacyjne -
liniowo$¢: R? > 0,981 w zakresie stezen 0,05-10 pg/ml; LOD: 0,002-0,22 pg/ml;
powtarzalno$¢ pola powierzchni (2,5 pg/ml) (n=5): CV <23; precyzja posrednia pola
powierzchni (2,5 pg/ml) (n=5): CV<16,8; powtarzalno$¢ czasu migracji (2,5 pg/ml)
(n=5): CV<3.8; precyzja posrednia czasu migracji (2,5 pg/ml) (n=5): CV<1,7.

Nastepnie w celu identyfikacji wystgpujacych w winie polarnych, obdarzonych
fadunkiem elektrycznym metabolitéw zastosowano analiz¢ niecelowana. Badaniu
poddano wina biate i czerwone. Po usunigciu szumu, duplikatow, adduktow oraz
fragmentdéw, oznaczono 94 polarne, gléwnie z grup aminokwaséw, BA 1 biatek
zwigzki. Analiza statystyczna (w tym analiza gléwnych sktadowych, analiza
czastkowych najmniejszych kwadratéw) pozwolita wskaza¢, ze najwigksze rdéznice
pomigdzy winami pochodzacymi z réznych czeSci naszego kraju jak rowniez
pomigdzy typami win mozna zaobserwowaé wsréd aminokwasow a zwlaszcza
w zawarto$ci proliny i1 fenyloalaniny. Natomiast rozpatrujac roznice pomigdzy
profilem metabolomicznym win biatych i1 czerwonych a zwigzkiem najbardziej
determinujgcym kategoryzacje win jest cykliczny kwas arginobursztynowy, ktory
znajduje si¢ w dynamicznej rownowadze z kwasem arginobursztynowym w jego
otwartej postaci. Cykliczng form¢ mozna zaobserwowaé w winach biatych, ktore
charakteryzujg si¢ nizszg warto$cig pH niz wina czerwone.

4. OCENA WZAJEMNYCH ZALEZNOSCI POMIEDZY FIZYKO-
CHEMICZNYMI PARAMETRAMI WINA

Istnieje wiele doniesien naukowych wskazujacych, ze warunki uprawy winorosli
majg istotny wpltyw na wilasciwosci fizyko-chemiczne wina. W zwigzku z tym
przeprowadzona analiza chemometryczne miata na celu zbadanie potencjalnych
korelacji pomigdzy zawarto$cig polifenoli, kwaséw organicznych (oznaczonych
w poprzednim etapie badan) oraz mikro- i makroelementami w winach polskiego
pochodzenia.
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Sktad pierwiastkowy badanych win zostal zbadany za pomoca spektrometrii mas
z plazmg sprzezong indukcyjnie (ICP-MS), obejmujac analize takich pierwiastkow,
jak: Ag, Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb,
Sb, Se, Sn, Sr, Ti, Tl, V, Zn i Zr. Przed analizg wszystkie wina zostaly poddane
filtracji przez filtr strzykawkowy 45 pm oraz rozcienczone woda dejonizowang
w stosunku 1:10.

W celu odkrycia zalezno$ci migdzy wybranymi grupami zwigzkéw w winach
chtodnego klimatu a ich wlasciwos§ciami charakterystycznymi dla win czerwonych,
biatych i r6zowych, zastosowano wielowymiarowg analizg statystyczng (grupowanie
hierarchiczne oraz nichierarchiczne jak rowniez analize gtdéwnych sktadowych).
Badanie opierato si¢ na analizie 23 probek win pochodzacych z polskich winnic
zlokalizowanych w réznych regionach, opisanych przy uzyciu 43 zmiennych
chemicznych. Wykorzystano eksploracje danych do identyfikacji grup podobienstw
(wzorcéw, klastrow) pomiedzy winami oraz zmiennymi opisujgcymi ich sktad.
Dodatkowo, szczegdlny nacisk polozono na analize resweratrolu i jego powigzan
z innymi zwigzkami chemicznymi. Podczas rozrézniania win pochodzacych
z roznych rejondow Polski oraz rozrdzniania typoéw win najbardziej znaczace sa
stezenia: kwasu mlekowego, kumarowego, galusowego, synapowego jak réwniez
resweratrolu, katechiny, K i Se, ktore sa wyzsze w winach czerwonych niz w winach
biatych i r6zowych. Natomiast wina biale i r6zowe sg bogatsze w kwas jablkowy
i cytrynowy oraz Ca i Co [25].

Ponadto, punktacja ReliefF wskazuje na mozliwa korelacje migdzy
resweratrolem a kilkoma metalami, takimi jak Zr, K, B, Pb i Ba. Wykorzystanie
w przysziosci innych narzg¢dzi analitycznych by¢ moze pomoze zidentyfikowac
ewentualne kompleksy [25].

UWAGI KONCOWE

W omawianej pracy przedstawiono trzy metody analityczne, ktore nastgpnie zostaly
wykorzystane do oznaczenia wybranych analitow z grupy polifenoli, kwasow
organicznych, BA oraz mikro- i makroelementow w polskich winach. Biorac pod uwage
znaczenie zrownowazonego rozwoju, wszystkie opracowane metody analityczne zostaty
stworzone w taki sposob, aby spelnialy wymagania Zielonej Chemii Analitycznej. Cele
przy projektowaniu tych technik obejmowaly minimalizacj¢ uzycia rozpuszczalnikow
organicznych, redukcje czasu analizy oraz minimalizacj¢ i/lub znaczne ograniczenie
zrodet bledow zwigzanych z etapem przygotowania probki w procedurze analityczne;.
Co wiecej, kazda z opracowanych metod analitycznych zostata pomys$lnie zastosowana
do probek rzeczywistych, dajac wiarygodne i powtarzalne wyniki. Warto podkreslic,

ze oprocz nowych metod analitycznych, nowatorstwo badan polegato na wyborze samych
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probek. Polskie wina to unikalne, niszowe produkty o duzym potencjale rozwoju, rzadko
omawiane w literaturze.

Przy uzyciu opracowanych metodyk scharakteryzowano polskie wina pod katem
zawarto$ci omawianych zwiazkow. Ponadto, wyniki uzyskane za pomocg opracowanych
metod analitycznych zostalty wykorzystane jako dane wejsciowe do wielowymiarowej
analizy statystycznej w celu znalezienia mozliwych korelacji miedzy parametrami
fizykochemicznymi badanych prébek win, co moze by¢ uzyte do oceny autentycznosci
win, rozrdznienia typéw win, oceny jakoS$ci oraz oceny wplywu ferroir.

Wyniki przeprowadzonych badan umozliwiaja wybor techniki analitycznej, ktora
pozwala na szybka, niedrogg i przyjazna dla srodowiska oceng jakosciowa i ilosciowa
okreslonych sktadnikow w winach. Ponadto otrzymane wyniki moga by¢ kluczowe
zardwno dla konsumentow, ktdrzy beda w stanie ocenié jakos$¢ polskich win, a takze dla
winiarzy, ktorzy beda mogli kontrolowaé proces produkcji wina tak by dostarczaé
najwyzej jakosci produkty.

PODZIEKOWANIE

Serdecznie dzigkuje Komitetowi Chemii Analitycznej Panstwowej Akademii Nauk
za przyznanie mi zaszczytnego tytutu Laureatki konkursu oraz za uznanie moich
osiagnigé. Pragne rowniez podzigkowaé firmie WITKO sp. z o0.0. za ufundowanie
nagrody. To dla mnie ogromne wyr6znienie i motywacja do dalszej pracy.
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MECENASI WIADOMOSCI CHEMICZNYCH

“w‘ Hydrolab to polska firma z ponad 20-letnim
." doswiadczeniem na rynku. JesteSmy dobrze

AR . i B zorganizowanym, nowoczesnie zarzadzanym
przedsigbiorstwem.
Produkujemy laboratoryjne demineralizatory, zaprojektowane zgodnie z wytycznymi
polskich i europejskich norm, wykorzystujac najnowsze technologie oczyszczania wody.
JesteSmy w stanie zaplanowaé cala gospodark¢ wodng w laboratorium, z peing
dokumentacja kwalifikacyjna.
Hydrolab aktualnie posiada w swojej ofercie ponad sto modeli urzadzen do oczyszczania

wody.

Firma CEMIS-TECH Sp. z o.0. powstala w celu
IS' promowania ekologicznych rozwigzan firmy SOAPY-
TECH /M EUROPE na rynku polskim i rynkach $§rodkowej Europy.
Jednakze energiczne poczynania naszego profesjonalnego

zespotu, zaowocowaly rozszerzeniem dziatalno$ci na segment laboratoryjny.

W chwili obecnej CEMIS-TECH Sp. z o0.0. jest wylacznym i autoryzowanym
przedstawicielem w Polsce tak uznanych firm jak: CEM Corporation, Teledyne ISCO Inc.,
Syrris Ltd, JACOMEX SAS, ThalesNano Inc, SOAPY Europe SRL, Mantech Inc., ZUELAB.

Ambicjg naszej firmy jest dostarczenie Panstwu nie tylko zamowionego sprzetu.
Nasi specjaliSci pomoga w wyborze urzadzen i dostosujg oferte do Panstwa specyficznych
wymagan aplikacyjnych. Proponujemy tez grupowe badz indywidualne szkolenia w naszym
laboratorium aplikacyjnym w Kamp-Lintfort lub w Poznaniu. Utatwi to Panstwu szybkie
opracowanie wilasnych metodyk analitycznych lub przygotowania probek do analizy.

CEMIS-TECH Sp. z o0.0. organizuje we wspolpracy z Uniwersytetem Jana
Kochanowskiego w Kielcach coroczne Sympozjum na Lysej Gorze. Mozecie tam Panstwo
zapozna¢ si¢ z najnowszymi osiaggnieciami polskiej i §$wiatowej analityki chemicznej, a takze

indywidualnie skonsultowa¢ swoje problemy z najwybitniejszymi postaciami polskiej chemii.
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Medal A.J.P. Martina dla prof. Bogustawa Buszewskiego

Najwyzsze wyrdznienie wreczane przez Towarzystwo Chromatograficzne (ChromSoc, The
Chromatografic Society), zostalo przyznane w roku 2025 prof. dr. hab. Bogustawowi
Buszewskiemu — Prezesowi PTChem w latach 2010-2015 — za jego wybitny wktad w rozwdj
technik separacyjnych. Prestizowy medal, przyznawany nieprzerwanie od 1978 roku za
osiggnigcia na najwyzszym s$wiatowym poziomie w dziedzinie chromatografii i metod
pokrewnych, zostanie wrgczony podczas migdzynarodowej konferencji HPLC2025, ktéra

odbedzie si¢ w czerwcu w Brugii.

Panu Profesorowi Buszewskiemu serdecznie gratulujemy!

Przygotowata Izabela Nowak, zdjecie nadestane wyroznionego.

Konferencja EUROFOODCHEM XXIII 2025

Serdeczne zaproszenie do uczestniczenia w konferencji XXIII European Conference on Food
Chemistry (EUROFOODCHEM XXIII) Konferencja organizowana jest przez Food
Chemistry Division dziatajacym przy European Chemistry Society w dn. 11-13 czerwiec 2025

w Bratystawie (Stowacja). Informacje o wydarzeniu na stronie konferencji:

https://eurofoodchem2025.schems.sk/

Sekcja Chemii Zywnoéci
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Konferencja dla wykladowcow chemii (EuroVariety 2025).
ZAPROSZENIE DO KRAKOWA 2-4.07.2025

Wyktadowcow chemii, z dowolnych kierunkéw prowadzacych ten przedmiot, serdecznie
zapraszamy do podzielenia si¢ swoim do$wiadczeniem podczas konferencji 11th European
Variety in University Chemistry Education, ktéra odbedzie si¢ na Uniwersytecie
Jagiellonskim w dniach 2-4.07.2025. Zapraszamy do odwiedzenia strony: Welcome - 11th
European Variety in University Chemistry Education Conference. OtworzyliSmy juz
rejestracj¢. To bedzie takze wyjatkowa okazja zapoznania si¢ z tym, jak uczy si¢ chemii na

innych uczelniach w Europie, a nawet poza nia.

Podsumowanie Zjazdu Zimowego SMPTChem w Lublinie

Dnia 14 grudnia 2024 roku na Wydziale Matematyki, Fizyki i Informatyki Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie odbyt si¢ Zjazd Zimowy Sekcji Milodych Polskiego

Towarzystwa Chemicznego.

Wspblorganizatorem konferencji zostat Instytut Nauk Chemicznych UMCS, Szkota
Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych UMCS oraz Samorzad Doktorantéw UMCS, za$
Partnerem konferencji zostalo Studenckie Koto Naukowe Chemikow ,,Sherlock” oraz

Studenckie Koto Naukowe Chemikoéw ,,Bioaktywni”.

W Konferencji wzigto udziat 124 uczestnikoéw z 21 o$rodkéw akademickich w Polsce.

Przedstawiono 89 posterow z badan wtasnych oraz 23 postery popularnonaukowe.

W trakcie konferencji zostaly wygloszone wyktady zaproszonych gosci:

prof. dr hab. Wiestaw I. Gruszecki (UMCS)
,»Gdy fizyk i chemik spogladaja gi¢boko w oczy...”

prof. dr hab. Agnieszka Nosal-Wierciniska (UMCS)

“Efekt ‘cap-pair’. Dlaczego szybciej oznacza lepiej?”
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prof. dr hab. n. farm. Dariusz Matosiuk (UMLub)

“Nowe leki — przyszto$¢ farmacji”

W ramach bloku tematycznego ,,Mlodzi w Nauce” zostaly wygloszone komunikaty ustne
mlodych naukowcow, ktorzych badania szczegdlnie wyrdznily si¢ na poprzedzajacym

Zjezdzie Wiosennym:

Wiktoria Zawrzykraj (UAM)

,Formy zelaza w osadach polarnych — wplyw topniejacych lodowcow”

Beata Wyzga (UJ)
,Hinokitiol jako sktadnik kosmetykow — porownanie aktywnosci antymikrobiologicznej i

wplywu na komorki skory, badania w uktadach modelowych imitujacych btony komorkowe”

Lukasz Czapura (PS)

,»Dziel i modyfikuj — ekstrakcja i funkcjonalizacja jedno$ciennych nanorurek weglowych”

Jakub Iwaszczuk (UwB)

»Synteza koniugatow kwasu N-acetyloneuraminowego z rodaming B”

W sktad Komitetu Naukowego weszli:

Izabela Nowak — Prezes PTChem (Uniwersytet im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu)

Zbigniew Galus — Prezes Honorowy PTChem (Uniwersytet Warszawski)

dr hab. Monika Budzynska, prof. UMCS — Dziekan Wydziatu Matematyki, Fizyki

i Informatyki UMCS (Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej)

dr hab. Beata Cristovao, prof. UMCS — Dziekan Wydziatu Chemii UMCS (Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej)

Matgorzata Grabarczyk — Dyrektor Instytutu Nauk Chemicznych UMCS (Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej)

Wiestaw Gruszecki — Prorektor UMCS ds. Nauki i Wspolpracy Miedzynarodowe;j
(Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej)
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dr hab. Dagmara Jacewicz, prof. UG — Wiceprezes PTChem, Opiekun Sekcji (Uniwersytet
Gdanski)

Dorota Kotodynska — Prorektor UCMS ds. Studentow i Jako$ci Ksztatcenia (Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej)

Rafat Latajka — Cztonek Prezydium PTChem (Politechnika Wroctawska)

Jacek Lipok — Cztonek Prezydium PTChem (Uniwersytet Opolski)

Dariusz Matosiuk (Uniwersytet Medyczny w Lublinie)

Artur Michalak — Wiceprezes PTChem (Uniwersytet Jagiellonski)

Agnieszka Nosal-Wiercinska — Skrabnik PTChem (Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej)
Robert Pietrzak — [-Wiceprezes PTChem (Uniwersytet im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu)

Beata Podkoscielna — Przewodniczgca Oddziatu Lubelskiego PTChem (Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej)

dr hab. Pawel Rodziewicz, prof. UJK - Sekretarz PTChem (Uniwersytet Jana
Kochanowskiego w Kielcach)

dr hab. Aleksandra Szcze$, prof. UMCS — Dyrektor Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i
Przyrodniczych UMCS (Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej)

Matgorzata Wisniewska — Przewodniczaca Sekcji Fizykochemii Zjawisk Miedzyfazowych
PTChem(Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej)

Podczas tegorocznego Zjazdu Zimowego wyloniono autorow najlepszych posterow.

Nagrod¢ Komitetu Naukowego za najlepsze postery z badan wlasnych otrzymali:

W kategorii studiow pierwszego stopnia:
Maciej Gdala
“Badania nad wprowadzaniem barwnikow rozpuszczalnikowych w sktad warstw tlenkowych

wytworzonych w procesie utleniania mikrotukowego na stopach glinu”

Weronika Wolna
“Optymalizacja syntezy analogdéw VHL modyfikowanych tacznikami alkilowymi — synteza
elementow budulcowych nowej klasy terapeutykow, czasteczek PROTAC”
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W kategorii studiow drugiego stopnia:
Julia Borda
“Polimery skoniugowane w mediach organicznych: klucz do zaawansowanej separacji

jedno$ciennych nanorurek weglowych”

Agata Kotkowska

“Modyfikacja warstwy wierzchniej stopu NiTi metodg elektrochemiczng”

W kategorii studiow trzeciego stopnia:
Pawet Kalarus
“Wplyw grupy funkcyjnej na wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne nowych

pochodnych fenantro[9,10-d]imidazolu”

Grzegorz Przestawski

“A Star Polymer-Eugenol Complex as a Potential Modifier of Methacrylate Bone Cement”

Dodatkowe wyrdznienia za postery z badan wlasnych otrzymali:

W kategorii studidbw pierwszego stopnia:
Adam Dobosz

“Wulkanizacja siarkowa kauczuku naturalnego wspierana anionem fluorkowym”

W kategorii studiow drugiego stopnia:
Hubert Knap

“ Modyfikacja powierzchni stopow tytanu i badania biozgodnos$ci uzyskanych powtok”

W kategorii studiow trzeciego stopnia:
Julia Kurasik
“Nowe pochodne pirenu: synteza i charakterystyka zwiazkow fluorescencyjnych o wysokiej

stabilnosci fotofizycznej”

Paulos Asefa Fufa
“Is Methyl a Universal Inert Protecting Group? The Curious Case of a-Methylbithiophene”
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Nagrod¢ Komitetu Naukowego za najlepszy plakat popularnonaukowy otrzymat:

Adrian Grzonka

,Natura w walce z plastikiem: biodegradacja polietylenu przez larwy Barciaka Wigkszego”

Dodatkowe wyréznienie za najlepszy plakat popularnonaukowy otrzymat:

Bartosz Wojdyta
,»,R0Oznorodno$¢ strukturalna degraderéow z osi endosom-lizosom, czyli co wolno chemikowi

gdy nie martwi si¢ przenikalno$cia przez blony biologiczne”

Nagrody publicznoéci otrzymali:

Za najlepszy plakat z badan wlasnych:
Katarzyna Balon

»Wykorzystanie reakcji bioortogonalnych do syntezy sond fluorescencyjnych”

Za najlepszy plakat popularnonaukowy:
Maja Gedtek

,Podwdjne uderzenie w nowotwor, czyli czym s3 dualne inhibitory?”

Patronat Honorowy nad Zjazdem objeli:

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Marszatek Wojewodztwa Lubelskiego Jarostaw Stawiarski

Wojewoda Lubelski Krzysztof Komorski

Prezydent Miasta Lublin Krzysztof Zuk
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Bardzo dzigkujemy wszystkim uczestnikom za udziat w konferencji.

Serdecznie zapraszamy do ponownego udziatu w Zjezdzie Wiosennym SMPTChem 2025!
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UNIWERSYTET & EUChemS

JAGIELLONSKI _ )
&Y W KRAKOWIE European Chemical Society

11th Conference
European Variety in University Chemistry Education

Chemistry Beyond Borders:
Innovating Education for a Sustainable Future

Fur®vari€ty
2025

Krakéow 02-04.07.2025 :::

Jesli jestes:

* wyktadowcg chemii, biochemii,
technologii lub inzynierii chemicznej,

o doktorantem w roli asystenta,

e pracodawcq dla absolwentéw
studiéw chemicznych,

e autorem podrecznikéw lub
materiatéw dydaktycznych,

e dydaktykiem lub metodykiem
nauczania chemii.

To zaproszenie jest
wtasnie dla Ciebie!

https://eurovariety2025.confer.uj.edu.pl Y
eurovariety2025@uj.edu.pl sy
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FurVari€ty
2625

O CZYM BEDZIEMY
ROZMAWIAC:

l.Competence based chemistry education (development
of employability skills).

2.Chemistry education for promoting responsibility and
sustainability.

3.Practical education: the role, effectiveness and
organisation of the laboratory and industrial
placement.

4. Remote teaching and learning.

5.Multimedia, AR, VR and Al in chemistry education.

6.Resedarch based education.

7.Innovations in: content, methods and assessment.

8.University students involvement in outreach of
chemistry and science communication.

9.RPL and lifelong learning in chemistry.

10.Pre-service school teacher training.

11.Professional development of university teaching staff.

Serdecznie
zapraszamy!




REGULAMIN I INFORMACJE DLA AUTOROW PUBLIKUJACYCH
W CZASOPISMIE ,,WIADOMOSCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” s3 recenzowanym czasopismem naukowym
Polskiego Towarzystwa Chemicznego, ktore publikuje przede wszystkim artykuly
przegladowe. Ponadto publikowane s3 tutaj inne wartosciowe materialy
o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuly oparte na pracach
doktorskich lub habilitacyjnych, ktore zostaly wyr6znione przez Rady Wydziatow,
przed ktorymi toczyly si¢ odpowiednie procesy; materiaty informacyjne na temat
uczonych oraz jednostek naukowych/firm chemicznych lub pokrewnych chemii;
materiaty o aktualnych osiggnigciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

Dodatkowa oferte¢ Wydawnictwa stanowi seria, ,,Biblioteka Wiadomosci
Chemicznych”, gdzie publikowane sa dtuzsze artykuly przegladowe lub monografie
poswigcone waznym i aktualnym problemom wspodtczesnej chemii. Autorzy, ktorzy
chcieliby takie prace napisaé, powinni wczesniej skontaktowac si¢ z Redakcja,
a nastgpnie przestaé wstgpnie przygotowana publikacje (redagowana na wzor
artykulow w czasopismie ,,Wiadomosci Chemicznych”) lub informacje na temat
przygotowywanej pracy — tytul przygotowywanej publikacji, przyblizong liczbe
stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada $rodkéw na
finansowanie prac w serii ,,Biblioteka Wiadomo$ci Chemicznych”. W zalezno$ci od
sytuacji finansowej] Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji
kosztéw druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” wydawane sg zarowno w wersji drukowanej jak
i elektronicznej. Wersja elektroniczna udostepniana jest bezplatnie w Internecie.

Czasopismo jest indeksowane/abstraktowane w kilku bazach danych: Chemical
Abstracts, Polska Bibliografia Naukowa, BazTech, Polska Bibliografia Lekarska,
Index Copernicus, Baza ARIANTA.

2. Informacje dla autoréw na temat wymagan i zasad publikowania prac

* Prace nie byly wcze$niej publikowane, ani nie sg ztozone w redakcji innego
czasopisma.

e Autorzy prac stosujg si¢ do wymagan praw autorskich tzn. w przypadku
zamieszczania rysunkow, tabel itp., pochodzacych z opracowan opublikowanych w
innych czasopismach lub publikacjach zwartych, posiadaja pisemng zgode na ich
przedruk.



* Opublikowana raz praca bez zgody Redakcji, nie moze by¢ wydawana
gdzie indziej.

* Autorzy przysylajacy prace po raz pierwszy powinni poda¢ swoj numer
telefonu oraz adresy poczty tradycyjnej i elektroniczne;j. Jest to niezbedny warunek
sprawnego przebiegu opracowania redakcyjnego tekstu.

* Autorzy zobowigzani s3 do wykonania korekty tekstu. W pracach
przyjetych do druku Redakcja ma prawo dokonywania niezbednej korekty.

e Jezeli autorzy nie zastrzegg inaczej w momencie zgloszenia pracy,
wydawca nabywa ogélnych praw autorskich do wydrukowanych prac (w tym
prawo wydawania na nosnikach elektronicznych oraz w Internecie). Tytulem
powyzszego wykorzystania utwor6w autorom nie sg wyptacane honoraria.

*  Wszystkie nadsytane prace sa poddawane wstepnej ocenie, ktdra okresla
czy odpowiadajg randze i profilowi ,,Wiadomosci Chemicznych” oraz czy zostaty
przygotowane zgodnie z formalnymi wymogami MNiSW oraz Redakcji.

* Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace sg recenzowane
przez co najmniej dwoch niezaleznych recenzentdéw, zgodnie ze wskazdéwkami
zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216
_MNISW_broszura 210x210.pdf.

* O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

* Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji
stwierdzit, ze nie nalezy przyja¢ do druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii
recenzentdw moga by¢ powtornie przestane do czasopisma. W takim przypadku
praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng procedurg
recenzowania.

* Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,.ghostwiting” (kto$
wnibst znaczacy wklad w powstanie publikacji, a nie zostal przedstawiony jako
wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podzigkowaniu zamieszczonym
w publikacji) lub ,,guest authorship” (udziat autora jest znikomy lub tez w ogole nie
miatl miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sa przejawem nierzetelnosci
naukowej. Wszelkie przejawy nierzetelnosci naukowej, famania i naruszania zasad
etyki obowigzujacej w nauce bedg ujawniane, wiacznie z powiadomieniem
jednostek zatrudniajacych autordw.

* Autorzy maja prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezaleznych
recenzentdw, jednak ostatecznego wyboru anonimowych recenzentoéw dokonuje
Redakcja.

3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosi¢ cze¢§ciowe koszty wydania swoich artykutow.
Tak jest w przypadku tzw. stron nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda
rozpoczeta nadliczbowg strong jest naliczana oplata w wysokosci okoto 50 zt.
Najczesciej- kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autoréw
lub przez Wydziaty ktore wspomagaja wydawanie ,,Wiadomo$ci Chemicznych”.



Niezaleznie od rodzaju pracy optata pobierana jest rowniez za strony drukowane
w kolorze (zgodnie z faktycznym kosztem druku).

Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ zmiany wysokosci optat, w zaleznosci od
wielkosci dofinansowania z MNiSW oraz wypracowanych $rodkéw wlasnych.
Faktura wystawiana jest po ukazaniu si¢ pracy.

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomos$ci Chemicznych”, Redakcja
nie posiada $rodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow
druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

4. Informacje szczegoétowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku
4.1. Wymagania merytoryczne

Tekst nalezy napisa¢ zwigzle, prostym stylem, wedlug zasad pisowni polskiej,
z zachowaniem poprawnego i obowigzujgcego nazewnictwa fachowego. Nie nalezy
zamieszcza¢ nadmiaru szczegdlow odsylajac  Czytelnika do piSmiennictwa
oryginalnego, ktére to powinno uwzglednia¢ najnowsze informacje, dotyczace
napisanej pracy. Literature nalezy cytowac ze zrddet oryginalnych.

4.2. Wymagania techniczne sktadu tekstu

* W przypadku prac wspoétfinansowanych przez autoréw, liczba stron oraz
forma kolorystyczna manuskryptu nie jest ograniczona (wymagane jest
wczesniejsze uzgodnienie z Redakcja).

* Maszynopisy prac autoréw ktorzy nie chca ponosi¢ dodatkowych kosztow,
nie powinny przekracza¢ 25 stron catej pracy (po wydruku w czasopiSmie) oraz
drukowane bgda w wersji czarno biatej.

* Glowny tekst nadsytanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word,
czcionkg Times New Roman, 12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm
marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy stosowa¢ numeracje
cyfrowa wielorzedowa. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy
dzialéw: Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe,
Podzigkowanie, Pismiennictwo cytowane.

Jednolity sposob numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w
catym teksécie tj. zardbwno przy numerowaniu rozdziatdw, przy przytaczaniu
pis$miennictwa cytowanego oraz odwotywaniu si¢ do tabel rysunkow itp., nie nalezy
stosowac odsytaczy hipertekstowych).

* Tekst powinien by¢ napisany poprawnym jezykiem, wszystkie skroty
musza by¢ wyjasnione, oznaczenia i jednostki miar nalezy podawa¢ wedtug uktadu
SI, pozycje cytowanej literatury nalezy oznacza¢é numerami umieszczonymi w
nawiasach kwadratowych, w kolejnosci cytowania wg wzordw [1, 5, 7] (dla prac 1,
517) lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7).



o Jesli w artykutach znajduja si¢ przedruki rysunkéw, czy innych elementow
prac cudzych, w opisach (polskich i angielskich) nalezy zamie$ci¢ stosowna
informacje.

o Zaleca si¢ umieszczaé w tekScie pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jesli sa
przygotowane w edytorze Word), jednak w przypadku plikéw o bardzo duzych
rozmiarach nalezy zaznaczy¢ miejsca na ich umieszczenie (zob. Pliki jakie nalezy
przekazaé¢ do Redakcji).

* Pierwsza strona pracy powinna zawiera¢ kolejno:

— tytul pracy w jezyku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony,

WERSALIK]I), i angielskim (Times New Roman, 14 p, WERSALIKI),

— pelne imi¢ i nazwisko autora (autoréw) pracy (Times New Roman, 15p,
pogrubione),

— pelne nazwy os$rodkéw przypisane do autorow pracy (wraz z adresem
osrodka 1 adresem e-mail autora korespondujacego (Times New Roman, 10,5,
kursywa),

— spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:

Abstract
Wykaz stosowanych symboli i oznaczen
Wprowadzenie
1. Tytul rozdzialu
1.1. Tytut podrozdziahu itp.
Uwagi koncowe
Podzigkowanie
Pi$miennictwo cytowane
+ Kolejne strony pracy powinny zawierac:

— notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dotaczy¢
osobno pliki z fotografiami autorow (zob. Pliki jakie nalezy przekazaé¢ do
Redakcji),

— obszerne streszczenie pracy w jezyku angielskim (od 1800 do 2700 znakéw
ze spacjami) z uwzglednieniem cytowanego pi$miennictwa oraz odsytaczami do
tabel, rysunkéw zamieszczonych w tekscie (Rys. 1, Tab. 1-2, Schemat 1) oraz
stowa kluczowe — nie wigcej niz 6, uzyskane najlepiej z bazy haset przedmiotowych
podawane w jezyku angielskim i polskim,

— wykaz stosowanych skrotow — w przypadku niewielkiej liczby skrotow lub
akroniméw nie jest konieczne zamieszczanie tej pozycji, wowczas, skroty
wyjasniamy w tek$cie przy pierwszym uzyciu. Angielskie skroty nalezy podac



1 wyjasni¢ wg ponizej podanego wzoru lub w oparciu o inne prace zamieszczone
w ,,Wiadomosciach Chemicznych”. Przyktad: dla skrotu SSRI

— selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective
Serotonin Reuptake Inhibitor),

— dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wcze$niej spisem tresci.

* Tabele, rysunki, fotografie

Tabele i rysunki powinny by¢ zamieszczone w przesylanym tek$cie oraz
dodatkowo (po zatwierdzeniu pracy do druku, na etapie przygotowywania szczotki)
dotaczone w postaci osobnych plikow zapisanych w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

Tabele i rysunki powinny by¢ przejrzyste, zawiera¢ informacje niezbedne do
zrozumienia tresci, bez konieczno$ci poszukiwania objasnien w tekscie pracy,
nalezy je numerowaé cyframi arabskimi oraz podaé tytul (polski/angielski, nad
tabela, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

Wszystkie fotografie — nalezy przestat w postaci plikdw zapisanych
w formacie tif, jpg lub podobnym, kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o
rozdzielczos$ci co najmniej 300 dpi.

* Pi$miennictwo cytowane

Pi$miennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedhug kolejnosci cytowania
w tekscie, nalezy cytowaé wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob
precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera
kolejno nastepujace elementy: inicjaly imion i nazwisko autora (autordw), skrot
tytulu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania, numer wolumenu
zaznaczony pogrubiong czcionkg, numer pierwszej strony cytowanej pracy, np.

[1]J. Kowalski, Wiad.Chem., 2007, 61, 473.

[2] W. Kowalski, A. Nowak, Przem. Spoz. 2010, 51, 3.

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawieraC: inicjaty imion i
nazwisko autora (autorow), tytut ksiazki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok
wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksigzki, Volumed, Wroctaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawierac:

inicjaly imion i nazwisko autora (autorow), tytul (artykutlu) dokumentu online,
[dostep], wydawca, [data dostgpu]. Warunki dostepu, np.



[7] J. Kowalski, Tytut artykutu. [online], wydawca, [dostep: 2010-05-

20]. Dostgpny w Internecie: http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowa¢ w celu przestania pracy do Redakcji

Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny
merytorycznej nalezy przesta¢ jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z
wymaganiami Redakcji.

Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag
Recenzenta oraz Redakcji nalezy przesta¢ ostateczng wersje pracy w nastepujacej
postaci:

e 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji;

* 1 plik zawierajacy krotkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy
(kazda notka do 150 wyrazéw powinna zawiera¢: tytut naukowy, miejsce pracy
oraz inne wazne informacje o autorze);

* pliki zawierajace zdjecia portretowe autoréw, w nazwie powinny
wskazywac¢ autora, ktérego zdjecie dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest
jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

* 1 plik zawierajacy: stron¢ tytutows, streszczenie (abstrakt), slowa
kluczowe, podpisy pod rysunki, tabele, schematy (wszystko w obu wersjach
jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to roéwniez oddzielne pliki z rysunkami,
schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadajagce wyzej wymienionym wymaganiom nie bgdg
przyjmowane do druku. Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek
stylistycznych 1 skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania korekty artykuhu i
jego zwrotu do Redakeji w ciggu kilku dni od otrzymania.

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesytania prac z kolorowymi
stronami prosimy o zaznaczenie stron, ktére w formie druku majg by¢ kolorowe
Brak tej czynno$¢ bedzie skutkowat czarno-biatym wydrukiem wersji papierowe;.
W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na czarno-biate,
prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkow.

Prace prosimy przesylac¢ poczta elektroniczna na adres:
czasopisma@ptchem.pl, za$ dokumenty wymagajace podpisow autoréw (np. list
intencyjny, o$wiadczenia autoréw, kopie zgody na przedruk potwierdzone za
zgodnos¢ z oryginatem) poczty tradycyjna na adres Redakcji.

Redakcja ,, Wiadomosci Chemicznych”
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