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Monitoring środowiska a także troska o zdrowie człowieka determinują potrzebę oznaczania pierwiastków na poziomie śladowym. Poznawaniem procesów biochemicznych pierwiastków oraz różnice w ich toksyczności zajmują się kierunki rozwoju chemii analitycznej, w tym analizy specjacyjnej, której zadaniem jest identyfikacja i ilościowe określenie zawartości poszczególnych indywiduów chemicznych w badanym materiale. Określenie składu ilościowego oraz jakościowego pozwala na poznanie i zrozumienie funkcji, jakie pełnią poszczególne formy chemiczne pierwiastka w organizmach żywych. 

W związku z powyższym zagadnieniem, niniejsza praca miała na celu określenie możliwości analitycznych procedur pomiarowych w badaniu specjacji żelaza i selenu w materiale biologicznym, ze szczególnym uwzględnieniem spektrometrii mas. Wybór pierwiastków, które znalazły się w obszarze zainteresowania, żelaza i selenu, wynikał z ich roli w organizmach żywych oraz z trudności, jakie występują przy ich oznaczaniu w próbkach rzeczywistych. Zarówno selen jak i żelazo, to pierwiastki niezbędne do prawidłowego funkcjonowania organizmów żywych. Mimo powszechnej świadomości dotyczącej roli tych pierwiastków, wciąż mało poznane jest ich zachowanie w organizmie człowieka. Brak jest informacji na temat szczegółowych procesów metabolicznych, jakim one ulegają. Wprawdzie żelazo nie występuje w organizmie człowieka na poziomie śladowym, to jednak konieczność opracowania procedur pomiarowych pozwalających na oznaczanie jego śladowych ilości wynika z potrzeby oznaczania jego form chemicznych. Ponadto oba wymienione pierwiastki są zaliczane do grupy „trudnych analitycznie”, co wynika z faktu, że metody spektralne stosowane powszechnie do ich oznaczania są obarczone licznymi interferencjami. W związku z tym poszukuje się nowych rozwiązań pomiarowych, które pozwolą na zmniejszenie wpływu tych interferencji.

Do badań specjacji selenu wykorzystano organy owiec oraz szczepy bakterii Lactobacillus caseii i L. paracasei uznane za probiotyki. Specjację żelaza opisywano na przykładzie białek (albuminy, globuliny i apotransferyny) oraz próbek moczu, krwi i mleka ludzkiego. 


W ramach pracy przeprowadzono optymalizację procedury ekstrakcji związków selenu z tkanek wątroby owiec oraz szczepów bakteryjnych. Badania dla tkanek zwierzęcych prowadzono w bardzo szerokim zakresie, biorąc pod uwagę wiele parametrów mających wpływ na efektywność procesu. Doświadczenie nabyte na tym etapie badań, zostało wykorzystane do ekstrakcji związków selenu z bakterii Lactobacillus. Do ekstrakcji stosowano wodę, enzymy: lipazę, proteazę i lizozym, oraz związek powierzchniowo czynny, to jest dodecylosiarczan sodu, wodorotlenek sodu oraz kwas chlorowodorowy. Ponadto sprawdzano wpływ czasu i temperatury na efektywne wymywanie związków selenu. Warto podkreślić, że zarówno tkanki zwierzęce jak i szczepy bakteryjne są materiałem mało poznanym w aspekcie badania specjacji selenu i wiele procesów wymaga jeszcze dalszych badań. 


W przypadku tkanek zwierzęcych wydajność ekstrakcji była na poziomie od 15% do 60%. Niestety efektywności ekstrakcji w przypadku szczepów bakteryjnych były znacząco niższe (od 1% do 10 %), co oznacza, iż wybrane ekstrahenty nie umożliwiają skutecznego rozkładu otoczki komórkowej bakterii, a tym samym uwolnienia selenu z przestrzeni wewnątrzkomórkowych. Dodatkowym potwierdzeniem niskich efektywności ekstrakcji była duża zawartość selenu w pozostałych po ekstrakcji osadach. 

W celu identyfikacji związków selenu w badanym materiale biologicznym, w kolejnym etapie eksperymentu zoptymalizowano procedurę rozdzielania pięciu związków selenu. Wykorzystano do tego celu dostępne komercyjnie wzorce: Se-cystaminę, Se-Met-Secysteinę, Se-metioninę oraz związki nieorganiczne Se (IV) i Se (VI). W przypadku tkanek wątroby owiec, których pasza wzbogacana była selenem w postaci nieorganicznej, Se (VI), w ekstraktach zidentyfikowano obecność również innych form selenu takich jak: Se-Met-Secysteina, Se‑metionina i Se (VI). Ponadto na chromatogramach widoczne są również sygnały pochodzące od związków selenu, które nie zostały zidentyfikowane ze względu na brak dostępnych wzorców, jak również w wielu przypadkach ich małą intensywność. Warto podkreślić, że w grupach kontrolnych selen występował poniżej granicy wykrywalności.

Grupy kontrolne szczepów bakteryjnych Lactobacillus casei i  L. paracasei, podobnie jak to zaobserwowano w przypadku tkanek wątroby owiec, nie zawierały selenu. W ekstraktach z bakterii hodowanych na pożywce wzbogaconej w selen nieorganiczny - Se (IV), stwierdzono obecność mieszaniny kilku związków. Na podstawie zarejestrowanych chromatogramów zidentyfikowano Se-Met-Secysteinę, Se‑metioninę oraz Se (IV) i Se (VI). W przypadku badanych szczepów bakteryjnych na szczególną uwagę zasługuje dobrze wykształcony sygnał pojawiający się już w pierwszych minutach rozdzielania tj. 2,2-2,4 minuty, pojawiający się na większości chromatogramów, niezidentyfikowany techniką HPLC ICP MS ze względu na brak dostępnych wzorców. 

Do potwierdzenia wyników otrzymanych przy zastosowaniu układu sprzężonego HPLC ICP MS oraz do identyfikacji nieznanej formy selenu zastosowano tandemową spektrometrię mas (MS/MS). Uzyskane widma potwierdziły obecność związków organicznych w ekstraktach otrzymanych ze szczepów bakterii Lactobacillus. Można zatem wnioskować, że bakterie metabolizują selen nieorganiczny do form organicznych, na przykład Se‑metioniny czy Se‑Met‑Secysteiny. Takie potwierdzenie jest bardzo istotne, gdyż bakterie wykazujące taką cechę mogą być wykorzystywane do tworzenia produktów, które mogą być składnikami żywności funkcjonalnej. 


Zarejestrowane techniką (MS/MS) widma nie pozwoliły na jednoznaczną identyfikację struktury nieznanych związków, nie mniej jednak udało się zidentyfikować kilka jonów fragmentacyjnych charakterystycznych dla organicznych związków selenu. Założono również kilka hipotez dotyczących form nieznanych związków selenu. Stwierdzono, że w próbkach może występować związek o M=342, oraz kilka związków  o mniejszej masie najprawdopodobniej o charakterze polarnym, trudnych do identyfikacji w zastosowanych warunkach. 

Najistotniejszym wnioskiem wynikającym z opisanych badań jest to, że zarówno organizmy zwierzęce jak i bakterie mają zdolność przyswajania znacznych ilości selenu, a w przypadku dostarczania selenu w postaci związków nieorganicznych, metabolizowania ich do form organicznych, które są niezbędne do prawidłowego funkcjonowania żywych organizmów. 

W badaniach dotyczących specjacji żelaza w pierwszym etapie oznaczono całkowitą zawartość żelaza w próbkach biologicznych wykorzystując do tego celu spektrometrię mas oraz atomową spektrometrię aborpcyjną. Zoptymalizowano parametry pracy F AAS i GF AAS. Całkowita zawartość żelaza w próbkach krwi, moczu czy mleka ludzkiego występuje na wysokim poziomie, do oznaczenia, którego wystarcza technika F AAS, jednak w przypadku badania zawartości jego poszczególnych form mamy do czynienia ze znacznie niższym zakresem stężeń. 
Celem pracy była optymalizacja metody spektrometrii mas pod kątem badania specjacji żelaza w próbkach biologicznych. Niestety oznaczanie żelaza techniką ICP MS jest obarczone występowaniem interferencji spektralnych. W celu eliminacji interferencji optymalizowano układ pomiarowy z komorą reakcyjną ICP DRC MS, stosując trzy gazy pełniące rolę gazu reakcyjnego. Badania prowadzono z zastosowaniem metanu, amoniaku i helu. Najniższe wartości granicy wykrywalności uzyskano w obecności helu i amoniaku, najmniej korzystna była obecność metanu. Kolejne badania wykazały, że zawartość żelaza obliczona na podstawie sygnału 56Fe (pomiar w obecności gazu reakcyjnego) oraz 57Fe (bez gazu reakcyjnego) były zbliżone, co oznacza, że możliwe jest prowadzenie oznaczeń dla izotopu 57Fe w układzie ICP MS. 


Celem prowadzonych badań była identyfikacja połączeń żelaza w roztworach białek po rozdzieleniu ich przy zastosowaniu elektroforezy żelowej bezpośrednio z ciała stałego przy zastosowaniu miekropróbkowania laserowego w układzie LA ICP MS. Ze względu na niski poziom żelaza w białkach (zawartość żelaza oznaczano techniką ICP MS), wzbogacano je dodatkowo związkami żelaza w postaci cytrynianu żelaza (III) oraz Fe(NTA). Przeprowadzone badania potwierdziły zdolności wiążące żelaza przez apotransferynę, albuminy i globuliny. Ze względu na początkowe trudności z dobraniem warunków ablacji laserowej dla matrycy żelowej, wstępne badania prowadzono z wykorzystaniem bibuły Whatmana. W wyniku przeprowadzonych badań, dla bibuły jako podłoża modelowego, zoptymalizowano warunki pomiarowe układu LA ICP MS a następnie identyfikowano obecność żelaza w próbkach białek. 


 W dalszej części pracy doświadczenie dotyczące podłoża modelowego wykorzystano przy optymalizacji warunków pomiarowych dla matrycy żelowej.
Żel jest bardzo trudnym materiałem do badań, ze względu na jego mocno organiczny charakter, wilgotność oraz strukturę. W ramach pracy opracowano procedurę wbudowywania wzorca wewnętrznego w postaci rodu, już na etapie produkcji żelu. Ponadto opracowano procedurę bezpośredniej kalibracji układu pomiarowego poprzez wbudowanie zwiększających się ilości żelaza bezpośrednio w żel również na etapie jego wytwarzania. Taka strategia postępowania pozwoliła na wyznaczenie zależności kalibracyjnej istotnej w przypadku zastosowania mikropróbkowania laserowego do oznaczania żelaza bezpośrednio w żelu. Po zoptymalizowaniu parametrów pracy LA ICP MS identyfikowano żelazo bezpośrednio z podłoża żelowego w roztworach białek odpowiednio wzbogaconych i niewzbogaconych tym pierwiastkiem. Roztwory wzbogacone dodatkowym żelazem charakteryzowały się znacząco wyższymi intensywnościami sygnałów od żelaza.
W ramach pracy udało się zatem zoptymalizować układ LA ICP MS do oznaczania żelaza bezpośrednio z ciała stałego (żel) co było jednym z jej głównych założeń. Sprzężenie elektroforezy żelowej z mikropróbkowaniem laserowym ze spektrometrią mas może być doskonałym narzędziem do badań metabolizmu tego pierwiastka w organizmach żywych. 
W celu potwierdzenie wyników uzyskanych technikami elektroforezy żelowej i LA ICP MS do badania specjacji żelazo stosowano również rozdzielanie chromatograficzne, a rejestracja sygnałów była prowadzona jednocześnie z wykorzystaniem UV VIS  oraz ICP MS. Niewielkie przesunięcia czasów retencji uzyskanych sygnałów tłumaczono kolejnością docierania próbki do detektora. Zgodność czasów retencji stanowiła podstawę wnioskowania o powstawaniu połączeń żelaza z danym białkiem. Brak takiej zgodności potwierdzał, że dane połączenie nie tworzy się w warunkach prowadzonego eksperymentu. Poza oceną zgodności czasów retencji dla białek obecnych w roztworze modelowym, na chromatogramie zarejestrowanym dla detektora ICP MS stwierdzono występowanie pików o wyższych czasach retencji. Nie udało się jednak przeprowadzić pełnej identyfikacji wymywanych związków, jedyną informacją może być oszacowana masa cząsteczkowa. 

