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Streszczenie pracy doktorskiej

Praca doktorska pt. „Opracowanie nowych procedur badania specjacji żelaza i selenu w materiałach biologicznych z wykorzystaniem spektrometrii mas” wykonana została w Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Bulskiej.

Prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej badania miały na celu opracowanie procedur badania specjacji selenu i żelaza, a w konsekwencji poznanie, w jakich formach chemicznych pierwiastki te występują w próbkach biologicznych. Celem tych badań było również poznanie procesów metabolicznych, jakim podlegają żelazo i selen w organizmach żywych, a istotnym aspektem była współpraca interdyscyplinarna z biologami i fizjologami. 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. 

W badaniach specjacji selenu wykorzystano organy owiec (wyhodowane w Instytucie Żywienia i Fizjologii Zwierząt w Warszawie) oraz szczepy bakterii Lactobacillus casei i L. paracasei uznane za probiotyki (wyhodowane na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Żywności Politechniki Łódzkiej). Badania specjacji żelaza obejmowały poznanie efektywności tworzenia się połączeń żelaza z białkami w obecności transferryny, albuminy i globulin. W obu przypadkach, pierwszym etapem prowadzonych badań było opracowanie procedur przygotowania próbek, tak, aby nie zakłócić rzeczywistej specjacji selenu czy żelaza w badanym materiale. W tym celu zoptymalizowano etapy pobierania oraz przechowywania próbek, a także etap uwolnienia z badanego materiału odpowiednich indywiduów chemicznych danego pierwiastka. W przypadku selenu skupiono się głównie na optymalizacji procedury ekstrakcji, poprzez dobór odpowiednich ekstrahentów oraz warunków temperaturowych i czasowych. Jako ekstrahenty stosowano wodę, SDS, oraz enzymy (proteaza, lipaza, driselaza, lizozym, mieszaniny ww. enzymów). Ekstrakcję prowadzono w różnej temperaturze (temp. 240C, 400C, 900C), co pozwoliło na określenie na ile zastosowana temperatura wpływa na specjację selenu w materiale biologicznym. Dla każdego ekstrahenta sprawdzono wpływ czasu ekstrakcji na jej wydajność. Uzyskane ekstrakty analizowano przy wykorzystaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowej połączonej z spektrometrią mas w plazmie indukcyjnie sprzężonej (HPLC ICP MS) pod kątem badania specjacji selenu. W ramach pracy podjęto również wysiłek identyfikacji niezidentyfikowanych związków selenu występujących w szczepach bakterii Lactobacillus. Do tego celu stosowano tandemową spektrometrię mas z jonizacją przez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI MS/MS). Przeprowadzone badania potwierdziły zdolność do przyswajania selenu nieorganicznego przez organizmy żywe (owce, szczepy bakteryjne) oraz do jego metabolizowania do form organicznych przez te organizmy. 
W badaniach dotyczących specjacji żelaza skupiono się na optymalizacji procesu rozdzielania białek zawierających żelazo techniką planarnej elektroforezy żelowej (1D PAGE) a następnie na możliwości identyfikacji obecności żelaza w tych białkach bezpośrednio z ciała stałego przy zastosowaniu mikropróbkowania laserowego w połączeniu ze spektrometrią mas. Ze względu na problemy związane z matrycą żelową wstępne badania przeprowadzono na podłożu modelowym (bibuła Whatmana). Zoptymalizowano procedurę oznaczania żelaza techniką LA ICP MS zarówno w podłożu modelowym jak i w żelu. Ponadto opracowano procedurę wbudowywania wzorca wewnętrznego w postaci rodu w żel, już na etapie jego produkcji. W ramach pracy opracowano również procedurę bezpośredniej kalibracji układu pomiarowego poprzez wbudowanie zwiększających się ilości żelaza bezpośrednio w żel przy jego wytwarzania. Pozwoliło to na wyznaczenie zależności kalibracyjnej istotnej w przypadku zastosowania mikropróbkowania laserowego do oznaczania żelaza bezpośrednio w żelu.

