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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
0 stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz.
U.z 2016 r. poz. 1311)

4A) Tytul osiagni¢cia naukowego:

Wielopierwiastkowa analiza Zywnosci 7 zastosowaniem spektrometrii atomowej
— poszukiwanie nowych, alternatywnych procedur oznaczania catkowitych zawartosci
pierwiastkow i ich form frakcyjnych

4B) Wykaz publikacji naukowych stanowiacych podstawe osiggniecia naukowego:

* — 0znaczono autora do korespondencji

IF — wspotczynnik oddziatywania zgodnie z rokiem opublikowania, w przypadku roku publikacji 2019
podano ostatniag dostgpna wartos¢ IF

MNiSW — liczba punkéw MNiSW

Cl —liczba cytowan

H1. A.Szymczycha-Madeja®, M. Welna
Evaluation of a simple and fast method for the multi-elemental analysis in commercial
fruit juice samples using atomic emission spectrometry
Food Chemistry 141 (2013) 3466-3472
IF2013=3,259; MNiSW=40; Cl=24

H2. A. Szymczycha-Madeja®, M. Welna, P. Pohl
Determination of elements in energy drinks by ICP OES with minimal sample
preparation
Journal of the Brazilian Chemical Society 24 (2013) 1606-1612
IF2013=1,253; MNiSW=25; CI=3

H3. A. Szymczycha-Madeja®, M. Welna, P. Pohl
Fast method of elements determination in slim coffees by ICP OES
Food Chemistry 146 (2014) 220-225
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H4. A. Szymczycha-Madeja®, M. Welna, P. Pohl
Simple and fast sample preparation procedure prior to multi-element analysis of slim
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Food Analytical Methods 7 (2014) 2051-2063
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H5. A. Szymczycha-Madeja”
Rapid method of elements determination in rye crispbread by ICP OES
Arabian Journal of Chemistry 10 (2017) S3913-S3919
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H6. A.Szymczycha-Madeja”
A simple and rapid method for the multi-element analysis of wheat crispbread products
by inductively coupled plasma optical spectrometry
Journal of AOAC International 97 (2014) 1656-1661
IF2014=1,120; MNiSW=25; CI=0
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A. Szymczycha-Madeja®, M. Welna, P. Pohl
Simplified multi-element analysis of ground and instant coffees by ICP-OES and FAAS
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IF2015=1,878; MNiSW=25; Cl=2

A. Szymczycha-Madeja”, M. Welna, P. Pohl
Comparison and validation of different alternative sample preparation procedures of tea
infusions prior to their multi-element analysis by FAAS and ICP OES
Food Analytical Methods 9 (2016) 1398-1411
IF2016=2,038; MNiSW=30; Cl=6

A. Szymczycha-Madeja®, P. Pohl, M. Welna, E. Stelmach, D. Jedryczko
The evaluation of the suitability of different alternative sample preparation procedures
prior to the multi-elemental analysis of brews of ground roasted and instant coffees by
FAAS and ICP OES
Food Research International 89 (2016) 958-966

IF2016=3,086; MNiSW=40; Cl=1

P. Pohl”, A. Szymczycha-Madeja, E. Stelmach, M. Welna
Multivariate data reduction and discrimination of black and green teas due to the
physical fractionation pattern of selected metals determined in their infusions
Talanta 160 (2016) 314-324
IF2016=4,162; MNiSW=40; CI=0

P. Pohl”, A. Szymczycha-Madeja, E. Stelmach, M. Welna
Differentiation of roasted and soluble coffees through physical fractionation of selected
essential and nonessential metals in their brews and exploratory data analysis
Talanta 160 (2016) 686-693
IF2016=4,162; MNiSW=40; Cl=2

A. Szymczycha-Madeja*, M. Welna, P. Pohl
Method validation for multi-elemental analysis of dialyzable and non-dialyzable
fraction of coffee brews by F AAS and ICP OES: a bioaccessibility study
Food Analytical Methods 12 (2019) 198-216
IF2017=2,245; MNiSW=30; CI=0

A. Szymczycha-Madeja®, M. Welna, P. Pohl
Solubility and bioaccessibility of Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, P, Sr and Zn in slim
coffee infusions by in vitro gastrointestinal digestion
Journal of the Brazilian Chemical Society 26 (2015) 1781-1789
IF2015=1,096; MNiSW=25; CI=3
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PODSUMOWANIE - publikacje H1-H15:
Sumaryczny IF zgodny z rokiem opublikowania: 41,859
Sumaryczna liczba punktow MNiSW: 510
Sumaryczna liczba cytowan: 146

4C) Omowienie celu naukowego w/w prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Przygotowanie probek do analizy stanowi jeden z najwazniejszych i najbardziej
wymagajacych etapéw procesu analitycznego, ktory wpltywa na jako$¢ otrzymywanych
wynikoéw. Jedynie nieliczne metody pomiarowe pozwalaja na badanie probek pierwotnych
bez wstepnego ich przygotowania. Zdecydowana wiekszos¢ metod analitycznych wiaze si¢
z koniecznoscig przeprowadzenia sktadnikow probek stalych do roztworu przed wlasciwym
etapem ich oznaczania. Efektem tych dzialan jest przeniesienie analitéw z matrycy pierwotnej
do matrycy wtdrnej, ktora stanowi roztwor do analizy. Wszelkie czynnosci oraz operacje
wykonywane w trakcie tego procesu moga by¢ zroédtem btedéw wskutek kontaminacji probek
i/lub straty analitow. Wybor sposobu rozktadu prébki uzalezniony jest od sktadu matrycy,
rodzaju i stezenia analitow oraz uzytej metody detekcji.

Calkowite stgzenia wybranych pierwiastkow w zywno$ci oznacza si¢ najczescie]
metodami atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacja w ptomieniu (FAAS), optycznej
spektrometrii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP OES)
i spektrometrii mas ze wzbudzeniem w plazmie sprzezonej indukcyjnej (ICP MS).
Niestety, metody te wymagaja przygotowania probek w postaci wodnych roztworow.
Do tego celu stosuje si¢ najczesSciej rozklad na mokro w uktadach otwartych
z wykorzystaniem ptyty grzejnej/bloku grzejnego lub uktadach zamknietych wspomaganych
energig mikrofalowg. W obu przypadkach probka traktowana jest stezonymi odczynnikami
utleniajgcymi, np. HNO3, HNO3+H202, HNO3s+HCI, HNO3+HF oraz HNO3s+HCIO4 [1-10].
Oprécz metod rozktadu na mokro stosuje si¢ réwniez spopielenie probek [11,12]. Rozktad na
mokro w uktadzie otwartym i spopielanie to metody bardzo praco- i czasochtonne.
Czas wymagany na przygotowanie roztworOw probek z wykorzystaniem wymienionych
procedur wynosi okoto 7 godzin lub dtuzej. Ponadto tego rodzaju procedury wymagaja uzycia
znacznych ilosci odczynnikow oraz energii elektrycznej. Dodatkowo diugotrwate
przetwarzanie probek w wysokiej temperaturze czesto prowadzi do strat analitow
spowodowanych lotnoscig niektorych zwigzkow tworzacych sie tych warunkach i/lub
zanieczyszczenie rozktadanych probek z otoczenia lub uzytych odczynnikow.

Przyjmuje sie, ze rozktad probek na mokro w ukladzie zamknigtym wspomagany
energia mikrofalowa jest jedng z najkorzystniejszych i najczesciej stosowanych procedur
przygotowania probek do pomiaru metodami FAAS, ICP OES i ICP MS. Tego rodzaju
rozkltad wymaga relatywnie krotszego czasu — okoto 2 godzin oraz eliminuje ryzyko
zanieczyszczenia probek i strat analitow. Niemniej jednak zasadnicza wada tej procedury jest
wysoki koszt wykorzystywanych urzadzen. W przypadku analizy duzej ilosci probek



Dr inz. Anna Szymczycha-Madeja
Zatacznik nr 2a

znacznie wydluza sie czas ich przygotowania ze wzgledu na konieczno$¢ czyszczenia
uzywanych naczyn teflonowych, a takze ich chlodzenie przed otwarciem po kazdym cyklu
mineralizacji. Ponadto rézny sktad matrycy analizowanych probek moze wymagaé
odmiennych i odpowiednio dobranych parametréw rozktadu, dostosowanych do czasu dawki
promieniowania mikrofalowego oraz jego mocy (tzw. programOw roztwarzania).
Wymienione wady mogg by¢ do$¢ ucigzliwe | wymuszajg konieczno$¢ poszukiwania
nowych, alternatywnych procedur przygotowania probek do analizy spektrochemiczne;j.
Procedury te powinny by¢ znacznie szybsze i1 prostsze, zmniejsza¢ ilo$¢ stosowanych
odczynnikow, catkowicie eliminowac etap rozktadu wysokotemperaturowego matryc probek
z zachowaniem wysokiej efektywnosci 1 przydatnosci do analiz rutynowych, np. szybkiego
okreslenia jakosci badanych produktow spozywczych. Mozliwo$¢é uproszczenia etapu
przygotowania probek przed pomiarami spektrometrycznymi poprzez wyeliminowanie
rozktadu na mokro, wplywa znaczaco na jako$¢ uzyskiwanych wynikéw oraz wpisuje si¢
w wiodacy nurt badan naukowych, ktorego celem jest poszukiwanie alternatywnych procedur
przygotowania probek do analizy.

Popularnos$¢ zywnos$ci funkcjonalnej w tym sokow, napojow energetycznych, kawy,
herbaty czy pieczywa chrupkiego sprawia, ze zainteresowanie analizag skltadu
pierwiastkowego tych produktow stale rosnie, o czym $wiadczy liczba prac opublikowanych
w ostatniej dekadzie. Dlatego tez gtownym celem przedstawionego przeze mnie cyklu prac
[H1-H15], stanowiacych osiagnigcie naukowe uzyskane po otrzymaniu stopnia naukowego
doktora, byto poszukiwanie nowych, alternatywnych procedur przygotowania probek
zywnos$ci, bez koniecznosci ich wysokotemperaturowego rozktadu, do oznaczania
catkowitych stgzen wybranych pierwiastkow z zastosowaniem metod ICP OES 1 FAAS.
W pracach tych omoéwiono nowe rdznorodne procedury rozktadu probek i sposoby
uwalniania do roztworu oznaczanych sktadnikoéw tj. rozktad na mokro w uktadzie otwartym
1 zamknigtym, rozpuszczanie, ekstrakcja w ukladzie ciato stale-ciecz, co umozliwialo ich
wlasciwe przygotowanie do analizy wielopierwiastkowej metodami spektrometrii atomowe;.
Wybrane prace cyklu [H12-H15] przedstawiajg réwniez sposoby przygotowania probek
do oznaczania form frakcyjnych wybranych pierwiastkow z zastosowaniem filtracji
membranowej (UF) oraz trawienia enzymatycznego. Opracowane procedury frakcjonowania
fizycznego pierwiastkbw w analizowanych probkach umozliwiaja zroéznicowanie
wystepujacych w nich zwigzkéw pierwiastkbw pod wzgledem wielkosci oraz masy
czasteczkowej, dajg réwniez unikatowg wiedz¢ nt. rozkladow wyodrebnionych frakeji
fizycznych, tj. < 100 kDa, 50-100 kDa, 30-50 kDa, 10-30 kDa, 5-10 kDa, < 5 kDa. Symulacja
trawienia zotadkowo-jelitowego w warunkach in vitro daje natomiast cenng informacje
o frakcjach biodostepnych i1 bioprzyswajalnych oznaczanych pierwiastkow.

Przedmiotem zainteresowania w przedstawionym cyklu prac byty produkty z grupy
zywnosci funkcjonalnej, komercyjnie dostgpne na rynku polskim, o réznym stopniu
ztozonosci matrycy, tj. soki owocowe [H1], napoje energetyczne [H2], kawy odchudzajace
[H3], herbaty odchudzajace [H4], pieczywo chrupkie zytnie [H5], pieczywo chrupkie
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pszenne [H6], herbaty czarne i zielone [H8] oraz kawy mielone i rozpuszczalne [H9].
W przypadku herbat i kaw, badania dodatkowo obejmowaty opracowanie i zwalidowanie
uproszczonej metody wielopierwiastkowej analizy ich naparow [H10, H11] z detekcja
ICP OES i FAAS, polegajacej wylacznie na zakwaszeniu analizowanych naparow. Badania
poswigcone analizie pierwiastkowej naparow herbat i kaw [H10, H11] zostaty dodatkowo
rozszerzone o opracowanie procedury frakcjonowania fizycznego metoda UF 1 jej
zastosowanie do oznaczania form frakcyjnych badanych pierwiastkow [H12, H13] oraz oceny
ich bioprzyswajalno$ci metodg trawienia enzymatycznego, symulujacego w warunkach
in vitro trawienic zoladkowo-jelitowe [H14, H15]. Informacja na temat sktadu
pierwiastkowego analizowanych kaw i herbat umozliwita ich Kklasyfikacje i grupowanie
z wykorzystaniem wielowymiarowej analizy statystycznej, tj. analizy gléwnych sktadowych
(ang. principal component analysis — PCA), liniowej analizy dyskryminacyjnej (ang. linear
discriminant analysis — LDA) i hierarchicznej analizy skupien (ang. hierarchical cluster
analysis — HCA) [H8-H14].

Wybor materiatu badawczego podyktowany byt z jednej strony duza popularnoscia tych
produktéw w zyciu codziennym, z drugiej za$ brakiem rzetelnych informacji na temat ich
sktadu pierwiastkowego 1 miarodajnych metod oznaczania. Wedlug mojej wiedzy
1 obszernych studiéw literaturowych, po raz pierwszy okres§litam catkowita zawarto$¢ wielu
waznych, z punktu widzenia odzywiania 1 fizjologii cztowieka, pierwiastkow. Opracowatam
takze procedure przygotowania probek takich produktow zywnosci funkcjonalnej jak napoje
energetyczne [H2], kawy odchudzajace [H3] i herbaty odchudzajace [H4] do ich szybkiej
analizy wielopierwiastkowej metoda ICP OES. Na temat skladu mineralnego chleba,
w szczegolno$ci popularnego ostatnio pieczywa chrupkiego, specjalistyczna literatura
opublikowana w kraju i zagranica [13,14] podaje niewiele informacji. Dlatego tez, jako
pierwsza, podjetam si¢ opracowania uproszczonej procedury oznaczania wybranych makro-
i mikroelementéw oraz pierwiastkow $ladowych w tego rodzaju produktach [H5, H6].
Znacznie wigcej uwagi poswigca si¢ oznaczaniu pierwiastkow w sokach owocowych,
jednakze tylko w Kilku pracach [15-18] dokonano poréwnania procedur przygotowania tego
rodzaju probek do analizy wielopierwiastkowej metodami spektrometrycznymi czy
opracowania uproszczonych metod oznaczania w nich pierwiastkow bez koniecznos$ci
rozktadu. W zwiagzku z tym w pelni uzasadnione byto kompleksowe poroéwnanie rdznych
procedur przygotowania probek sokéw, w tym z wykorzystaniem rozktadu mokrego
i sposobOw uproszczonych bez rozktadu wysokotemperaturowego [H1]. Podobnie jak
w przypadku sokéw, tylko nieliczne prace dotycza opracowania 1 walidacji nowych,
alternatywnych procedur przygotowania herbat i kaw oraz ich zastosowania w analizie
wielopierwiastkowe] metodami ICP OES i FAAS. Analizg pierwiastkowa herbat czarnych
I zielonych oraz kaw mielonych i rozpuszczalnych [H8-H14], uwzgledniajaca opracowanie
prostych i szybkich procedur przygotowania tych napojéow do oznaczenia catkowitych
zawarto$ci wybranych pierwiastkow [H8-H11], zajelam sie, jako glowny wykonawca,
w ramach projektu badawczego pt. Okreslenie biodostepnosci pierwiastkow w herbacie
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i kawie z zastosowaniem chromatograficznych i niechromatograficznych metod rozdzielania
w polgczeniu z metodami atomowej spektrometrii absorpcyjnej i emisyjnej, finansowanego
w latach 2014-2017 ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki (konkurs Opus 5). Badania te
dodatkowo poszerzytam o wazny aspekt zwigzany z okresleniem dostepnosci/przyswajalnosci
pierwiastkdbw z probek zywnosci poprzez okreSlenie form frakcyjnych pierwiastkéw
na drodze specjacji operacyjnej. Nalezy podkresli¢, ze informacje na temat specjacji
pierwiastkow wystepujacych w tych produktach sg skape lub niespojne, a prace poswigcone
tej tematyce nalezg do rzadkosci. W tym celu opracowatam procedurg frakcjonowania
fizycznego z zastosowaniem ultrafiltracji membranowej (UF) i okreslitam udziaty fizycznych
frakcji metali roéznigcych si¢ masa czasteczkowa i1 wielkoscia [H12, H13], a takze
wyznaczytam udzial frakcji bioprzyswajalnej pierwiastkdéw na drodze symulacji trawienia-
zotadkowo-jelitowego w warunkach in vitro [H14, H15]. Ponadto, jako pierwsza,
opracowatam i zwalidowatam procedure przygotowania probek, po wspomnianym rozktadzie
enzymatycznym, do ich analizy pierwiastkowej metodami spektrometrycznymi [H14].

W Tabeli 1 zestawilam rodzaje analizowanych probek, oznaczane pierwiastki,
zastosowang metod¢ pomiarowa oraz testowane procedury przygotowania probek bedacych
podstawg cyklu publikacji [H1-H6, H8-H15]. W kazdej z prac przedstawitam wyznaczone
parametry analityczne opracowanej procedury, m.in. precyzje, doktadno$¢ 1 granice
wykrywalnosci  (LOD) i/lub oznaczalnosci (LOQ). Okreslajac  precyzje, wyniki
przeanalizowatam pod katem podobienstwa wariancji grup wynikdw przy uzyciu testu
F-Snedecora-Fishera (p=0,05; Fkrytyczne=19,00). Precyzj¢ wyrazitam rowniez jako wzgledne
odchylenie standardowe (RSD) w %. Dokladno$¢ ocenitam na podstawie statystycznego
porownania stezen pierwiastkow oznaczonych po zastosowaniu procedury odniesienia
z wynikami uzyskanymi przy uzyciu alternatywnych procedur. W przypadku gdy
Fobliczone<Fkrytyczne, zastosowatam test t-Studenta (p=0,05; tkrytyczne=2,776 lub 4,303). Natomiast
9dy Fobliczone™>Frrytyczne, uzytam testu Cochrana-Coxa (p=0,05; Ckrytyczne=4,303). Dla wybranych
probek zywnosci wykorzystywane uproszczone procedury zweryfikowalam poprzez ich
zastosowanie do analizy certyfikowanych materialdow odniesienia (ang. certified reference
material — CRM) o typie matrycy i poziomach zawarto$ci analitow zblizonych do sktadu
analizowanych probek. Dodatkowo w celu okreslenia dokladnosci, a takze wplywu efektéw
matrycowych, zastosowatam metode odzysku (ang. recovery test) lub metode dodatku wzorca
(ang. standard addition method). Granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci wyznaczytam
z zaleznosci LOD = 3o/a i LOQ = 10c/a, gdzie a jest wspotczynnikiem nachylenia krzywej
kalibracyjnej, o — odchyleniem standardowym dla 10 niezaleznych pomiarow $lepej proby.
Przed oznaczaniem zawarto$ci pierwiastkow metodami spektrometrycznymi, roztwory probek
odpowiednio rozcienczatam i analizowatam, stosujac metode 5- lub 7-punktowych krzywych
kalibracyjnych w zakresie stezen pierwiastkow od 0,02 do 5,0 pg/cm® Do Kkalibracji
stosowatam réwniez wzorce z dopasowaniem matrycy. Slepe proby proceduralne (ang. blank
sample), przygotowywane réwnolegle z roztworami probek, umozliwity eliminacje btedow
zwigzanych z ewentualnym zanieczyszczeniem probek, jak i interferencji instrumentalnych.
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Tabela 1. Syntetyczne zestawienie zakresu badan bedacych podstawa cyklu publikacji [H1-H6, H8-H15] z wyszczegolnieniem rodzaju probek, oznaczanych
pierwiastkow, metody detekcji, testowanych procedur (P) oraz sposobow zapewnienia i kontroli jako$ci otrzymywanych wynikow analiz (QA/QC).

Prébka Rodzaj probki Analit gﬂ)irtﬁgfowa Procedura przygotowania prébki QA/QC
Zész?llzg)w ° Calkowita zawarto$¢ pierwiastkow: B :I;ﬁé%?ggv?lgcg}gg}ze recyzja)
Klarownodci: Al, Ba, (P1) rozktad na mokro w ukla(_izie otwartym C vordwnanic é rocegur vzl
_ ananasowy ' Ca, Cd, w stez. roztworze HNO3z i 30% H20- pd S dpki p g
Soki arapefruitowy, | € CU (P2) rozcieficzenie roztworem HNOz (2%, 1:1) g niesienia (dokdadnosé)
owocowe ciekla K ' | Fe, Mg, ICP OES z wirowaniem — badanie odzysku (doktadnosc,
[H1] gruszkowy, Mn, Ni, (P3) rozcieficzenie roztworem HNOz (2%, 1:1) efekty matrycowe)
]abikow?f, P, Pb, Sr, z filtracja — granica wykrywalnosci (LOD)
Eﬁ?ﬁ;ﬁlczowy’ Zn (P4) pomiar bezposredni poprzedzony — kalibracja zewngtrzna: metoda
Winogror}llé)wy wirowaniem Seri1 WZorcow
— wzgledne odchylenie
Ba Ca Catkowita zawartos¢ pierwiastkow: StandadeWe, RSD (precyzja)

_ C d’ Cr’ (P1) rozktad na mokro w uklat_izw otwartym - poré?wpaqle z procedurg
Napoje 6 napojow Cu, Fe, w stez. roztworze HNO3 i 30% H>0, odniesienia (doktadnosc)
energetyczne | ciekla rosnveh firm M ’ M,n ICP OES (P2) ekstrakcja woda krolewska wspomagana | — badanie odzysku (doktadnosé,
[H2] Y Nig’P PB US (temp. pok. 15 min) efekty matrycowe)

SI’,’ Zli] ! (P3) rozcienczenie roztworem HNO3 (2%, 1:1) — granica Wykrywa]nos’ci (LOD)

Z wirowaniem

— kalibracja zewnetrzna: metoda
serii wzorcow
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Zalacznik nr 2a
Tabela 1 cd.
Probka Rodzaj probki Analit Met(.)da Procedura przygotowania prébki QA/QC
pomiarowa
Calkowita zawarto$¢ pierwiastkow: — wzgledne odchylenie
(P1) rozktad na mokro w uktadzie zamknigtym standardowe, RSD (precyzja)
wspomagany energig mikrofalowg w stez. | — pordéwnanie z procedura
Ba, Ca, roztworze HNOs i 30% H»0- odniesienia (doktadno$¢)
Kawy Cd, Cr, (P2) rozktad na mokro w uklac_lzie otwartym — badanie odzysku (doktadnogé,
odchudzajace | stata 6 kaw typu slim f/l“' Fe, | cpoEs VLS“?Z' roztworze HNOs I 30% H20 efekty matrycowe)
[H3] Nig ,PM I;IE) (P3) PU ?E?é(rfsz \gglila lirsorlﬁmka wspomagana | _  granica wykrywalnosci (LOD)
Sr, Zn (P4) ekstrakcja roztworem TMAH ls(:rlﬂj zj;ﬂ;f(r)evv: netrzna; metoda
(25%, 80 °C, 30 min)
(P5) ekstrakcja roztworem HNO; (2%)
(P6) ekstrakcja H.0O
Calkowita zawarto$¢ pierwiastkow: — wzgledne odchylenie
(P1) rozktad na mokro w uktadzie zamknigtym standardowe, RSD (precyzja)
wspomagany energig mikrofalowa w stez. | — pordwnanie z procedura
Ba Ca roztworze HNOjs i 30% H,0O; odniesienia (doktadno$¢)
C d’ Cr’ (P2) rozktad na mokro w ukla(_izie otwartym — badanie odzysku (doktadnos¢,
Herbaty P w stez. roztworze HNO3 i 30% H,0, efekty matrycowe)
. 6 herbat typu Cu, Fe, : . y y
odchudzajace | stala slim Mg, Mn ICP OES (P3) ekstrakcja woda kroleyvskq wspomagana | _  granica wykrywalnosci (LOD)
[H4] Ni, ’p, PE), lf(S (tim_p- pok., 15 min) — kalibracja zewnetrzna: metoda
Sr. zn (P4) ekstrakcja roztworem TMAH serii Wzorcow

(25%, 80 °C, 30 min)

(P5) ekstrakcja roztworem HNO3
(1,0 mol/dm?) wspomagana US (50 °C,
20 min)
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Zalacznik nr 2a
Tabela 1 cd.
Probka Rodzaj probki Analit Met(.)da Procedura przygotowania prébki QA/QC
pomiarowa
Calkowita zawarto$¢ pierwiastkow: — wzgledne odchylenie
(P1) rozktad na mokro w uktadzie zamknigtym standardowe, RSD (precyzja)
wspomagany ener_giq mikrofalowa W stez. | — analiza certyfikowanego
Ba Ca roztworze HNOs i 30% H20; materiatu odniesienia
. P (P2) ekstrakcja woda krolewska wspomagana (doktadnos$c)
Pieczywo Cd, Cr, K. 15 mi ) _
chrupkie 6 pieczyw Cu. Fe us (tem|_o. pok., 15 min) — pordwnanie z procedurg
. stata o Y ICP OES (P3) ekstrakcja roztworem TMAH (25%) odniesienia (doktadno$c)
zytnie roznych firm Mg, Mn, .
[H5] Ni P Pb wspomagana US (30 min) —  badanie odzysku (doktadnos¢,
srzn (P4) ekstrakcja roztworem HNOs efekty matrycowe)
] 3 0,
(3,0 r_nol/dm ) wspomagana US (50 °C, —  granica wykrywalnosci (LOD)
30 min) . 3 — kalibracja zewngtrzna: metoda
(P5) ekstrakcja roztworem HCI (3,Q mol/dm?) serii Wzorcow
wspomagana US (50 °C, 30 min)
— wzgledne odchylenie
standardowe, RSD (precyzja)
Calkowita zawarto$¢ pierwiastkow: — analiza certyfikowanego
Ba, Ca, (P1) rozktad na mokro w uktadzie zamknigtym materiatu odniesienia
Pieczywo Cd, Cr, wspomagany energia mikrofalowa w stez. (doktadnosc)
chrupkie stala 6 pieczyw Cu, Fe, ICP OES roztworze HNOs i 30% H0; — pordéwnanie z procedurg
pszenne réznych firm Mg, Mn, (P2) ekstrakcja woda krolewskg wspomagana odniesienia (doktadnosc)
[H6] Ni, P, Sr, US (temp. pok., 15 min) — badanie odzysku (doktadnos¢,
Zn (P3) ekstrakcja roztworem TMAH (25%) efekty matrycowe)

wspomagana US (50 °C, 30 min)

— granica wykrywalnosci (LOD)
— kalibracja zewnetrzna: metoda
serii Wzorcow
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Zalacznik nr 2a
Tabela 1 cd.
Probka Rodzaj probki Analit Metc_)da Procedura przygotowania prébki QA/QC
pomiarowa
— wzgledne odchylenie
Catkowita zawartos$¢ pierwiastkow: standardowe, RSD (precyzja)
5 herbat (P1) rozktad na mokro w uktadzie zamknigtym | — analiza certyfikowanego
czarnych Ca Fe. K wspomagany energig mikrofalowg w stez. materiatu 0(’1niesienia
lisciastych Mg; M,n ! EAAS roztworze HNO3z i 30% H.0, (doktadnosc)
5 herbat Na B (P2) ekstrakcja woda krolewska wspomagana | — pordéwnanie z procedurg
czarnych US (temp. pok., 15 min) odniesienia (doktadnosc)
Herbaty stala torebkowych Al Ba (P3) ekstrakcja roztworem HCI i HNOs (3:1, — badanie odzysku/metoda
[H8] 5 herbat C d’ Co’ ICP OES 1,0 mol/dm?®) wspomagana US (60 °C, dodatku wzorca (doktadnos¢,
zielonych Cr ’ Cu ’ 30 min) efekty matrycowe)
lisciastych Ni, Pb’ (P4) ekstrakcja roztworem HNO;3 — granica oznaczalnosci (LOQ)
5 herbat Sr ’ Zn, (1,0 mol/dm®) wspomagana US (60 °C, — kalibracja zewngtrzna: metoda
zielonych ’ 30 min) dopasowania matrycy
torebkowych (P5) ekstrakcja roztworem HCI (1,0 mol/dm?d) (ICP OES)
wspomagana US (60 °C, 30 min) — kalibracja zewnetrzna: metoda
serii wzorcow (FAAS)
Calkowita zawarto$¢ pierwiastkow: — wzgledne odchylenie
(P1) rozktad na mokro w uktadzie zamknigtym standardowe, RSD (precyzja)
wspomagany energig mikrofalowa w stez. | — pordéwnanie z procedura
Ca, Fe, K, EAAS roztworze HNO3z i 30% H,0> odniesienia (doktadno$¢)
8 kaw Mg, Na (P2) ekstrakcja wodg krolewska wspomagana | - padanie odzysku/metoda
mielonych UsS (tem_p. pok., 15 min) ) dodatku wzorca (doktadnos¢,
Kawy Al, Ba, (P3) ekstrakcja roztworem HCI i HNOs (3:1, efekty matrycowe)
[HI] stata 10 kaw Cd, Co 1,0 mol/dm?®) wspomagana US (60 °C i Kk Inoéci (LOD
rolipuszczalnth Cr ’Cu | ICP OES 36 min) | _ lg;?ggf:c}zyzez‘g;rzcr);mn(letodg
2 kawy typu mix - . - :
wy typ Mn, Ni, (P4) ekstrakcja ro3ztworem HNOs . dopasowania matrycy
Pb, Sr, Zn (1,0 mol/dm?®) wspomagana US (60 °C,

30 min)
(P5) ekstrakcja roztworem HCI (1,0 mol/dm?d)
wspomagana US (60 °C, 30 min)

(ICP OES)

kalibracja zewnetrzna: metoda
serii wzorcow (FAAS)
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Zalacznik nr 2a
Tabela 1 cd.
Probka Rodzaj probki Analit Met(.)da Procedura przygotowania prébki QA/QC
pomiarowa

napary: wzgledne odchylenie

5 herbat standardowe, RSD (precyzja)
czarnych Ca, Fe, K, . cr e . porownanie z procedura
liciastych | Mg, Mn, | FAAS aowita zawartose plenviastiow: odniesienia (dokladnoé¢)

5 herbat Na (PL)p czpostednt badanie odzysku/metoda

(P2) zakwaszenie stez. roztworem HNO; .
czarnych .. i _ 3 dodatku wzorca (doktadnosc,
Herbaty . do stezenia 0,25; 0,50; 1,0 mol/dm
ciekta torebkowych | Al, Ba, . . i efekty matrycowe)
[H10] ICP OES (P3) zakwaszenie roztworem HCI i HNOs (3:1) . , .

5 herbat Cd, Co, d enia 0.25: 0.50- 1.0 mol/dm® granica oznaczalno$ci (LOQ)
zielonych Cr, Cu 0 stezenia 0,2; 0,50; 1,0 moydm kalibracja zewngtrzna: metoda
lisciastych Ni, Pb, (P4) rozktad na mokro w uktadzie otwartym dopaso Vﬂ/ ania mztrycy.

) ) . - 0

5 herbat Sr. zn w stez. roztworze HNO3 i 30% H>0, (ICP OES)
zielonych kalibracja zewngtrzna: metoda
torebkowych serii wzorcow (FAAS)

wzgledne odchylenie
standardowe, RSD (precyzja)
Ca, Fe, K, Calkowita zawarto$¢ pierwiastkow: porowhanle 2 procedu?l
. odniesienia (doktadnosc)
napary: Mg, Na FAAS (P1) rozktad na mokro w uktadzie otwartym .
. . badanie odzysku/metoda
8 kaw w stez. roztworze HNO3 i 30% H,0, ‘s
. - ; , . dodatku wzorca (doktadnos¢,
Kawy ciekta  mielonych Al, Ba, (P2) pomiar bezposredni efekty matrycow)
[H11] 10 kaw Cd, Co, (P3) zakwaszenie stez. roztworem HNOs Y 1Zr i (LOD
rozpuszczalnych | Cr, Cu, ICP OES do stezenia 0,25; 0,50; 1,0 mol/dm® granica wyKkrywamosct (LOD)
2 kawy typu mix | Mn, Ni, (P4) zakwaszenie roztworem HCI i HNO; (3:1) kalibracja zewngtrzna: metoda
Pb, Sr, Zn do stezenia 0,25; 0,50; 1,0 mol/dm?® dopasowania matrycy

(ICP OES)
kalibracja zewngtrzna: metoda
serii wzorcow (FAAS)

13
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Zatacznik nr 2a
Tabela 1 cd.
Probka Rodzaj prébki Analit Metoda Procedura przygotowania probki QA/QC
pomiarowa

napary:

5 herbat wzgledne odchylenie
czarnych Ca Fe K standardowe, RSD (precyzja)
lisciastych Mé Né " | FAAS badanie odzysku/metoda

5 herbat ' dodatku wzorca (doktadnosé,

Herbaty czarnych Al Ba Frakcja fizyczna pierwiastkow: efekty matrycowe)
ciekta torebkowych P (P) zakwaszenie stez. roztworem HNOs bilans mas (doktadnos¢)
[H12] 5 h Cd, Cr, o 3 o i
erbat Cu. Mn do stgzenia 0,25 mol/dm kalibracja zewnetrzna: metoda
zielonych Ni ’Pb ’ ICP OES dopasowania matrycy
lisciastych sy ’ Zn, (ICP OES)

5 herbat ’ kalibracja zewnetrzna: metoda
zielonych serii wzorcow (FAAS)
torebkowych

wzgledne odchylenie
standardowe, RSD (precyzja)
badanie odzysku/metoda
. Ca, K, dodatku wzorca (doktadnos¢,
galfary. Mg, Na FAAS efekty matrycowe)
Kawy mi;\é)vnych Frakcja fizyczna pierwiastkow: bilans mas (doktadnos$¢)
[H13] ciekta 10 kaw Al, Ba, (P) zakwasze_nle stez. roztwgrem HNO3 granica wykrywalnosci (LOD)
rozpuszczalnych ICZ:(S, I\(/:Ilrjw ICP OES do stezenia 0,25 mol/dm I%rellplca anaczalnosm.(LOQ)
2 kawy typu mix Ni, S ,Zn alibracja zewngtrzna: metoda

dopasowania matrycy

(ICP OES)

kalibracja zewnetrzna: metoda
serii wzorcow (FAAS)
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Zalacznik nr 2a
Tabela 1 cd.
. P, . Metoda . L
Probka Rodzaj probki Analit pomiarowa Procedura przygotowania prébki QA/QC
— wzgledne odchylenie
standardowe, RSD (precyzja)
— pordwnanie z procedurg
odniesienia (doktadnos¢)
- . . — badanie odzysku/metoda
napary: Ca, Mg, FAAS Frakcja bioprzyswajalna pierwiastkow: dodatku Wzglrca (doktadnosc,
8 kaw (P1) rozqud na mokro w uktadzie otwartym efekty matrycowe)
Kawy . mielonych Al, Ba, W stez. rOZtW(,)rZC HNOS — bilans mas: suma udziatu
[H14] ciekta 10 kaw Cr, Cu, (P2) pomiar bezposredni frakeji (doktadnosc)
Fe, Mn, (P3) zakwaszenie stez. roztworem HNO3 . ,
rozpuszczalnych Ni. Sr ICP OES do stezenia 0.25 mol/dm? — granica wykrywalnos$ci (LOD)
2 kawy typu mix Zn’ ’ ¢ ’ — granica oznaczalnosci (LOQ)
— kalibracja zewnetrzna: metoda
dopasowania matrycy
(ICP OES)
— kalibracja zewngtrzna: metoda
serii wzorcow (FAAS)
Ba, Ca, Frakcja rozpuszczalna i bioprzyswajalna — wzgledne odchylenie
Kawy Cr, Cu, R standardowe, RSD (precyzja)
. . 6 kaw pierwiastkow: o
odchudzajace | ciekta dehudzas h Fe, Mg, ICP OES (P) b tredni — kalibracja zewngtrzna: metoda
[H15] odchudzajacyc Mn, P, pomiar bezposredni seril Wroredw
Sr, Zn
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Badania rozpoczetam od opracowania szybkiej procedury przygotowania probek sokow
owocowych [H1] i napojow energetycznych [H2] do ich analizy wielopierwiastkowej metoda
ICP OES. Chociaz analiza tego rodzaju probek wydaje si¢ by¢ zadaniem latwym,
wprowadzanie ich bezposrednio do ukladu pomiarowego jest ograniczone ze wzgledu na
ztozony sklad matrycy organicznej obu rodzaju probek oraz liczne interferencje fizyczne
1 chemiczne spowodowane obecnoscig duzych stezen licznej grupy zwigzkdéw organicznych,
np. monosacharydow. W badaniach tych testowatam trzy alternatywne procedury
przygotowania sokéw owocowych [H1] oraz dwie procedury przygotowania napojow
energetycznych [H2] (Tabela 2). Otrzymane rezultaty zestawitam z wynikami uzyskanymi
przy uzyciu procedury odniesienia (rozktad na mokro w ukladzie otwartym z uzyciem
stezonego roztworu HNO3 i 30% H20y).

Tabela 2. Wybrane parametry analityczne metody ICP OES w potaczeniu z testowanymi procedurami
(P) przygotowania sokow [H1] i napojow energetycznych [H2] do ich wielopierwiastkowej analizy.

1 a
Pr(?ceglura przygotowania RSD, % Odzysk, % LOD :
probki ng/cm
SOKI OWOCOWE
P1 rozktad na mokro w uktadzie  1,7-13 74,2-110 0,12-56

otwartym w stez. roztworze
HNOs i 30% H,0,
P2 rozcienczenie roztworem 0,63-9,8 95,1-108 0,11-40
HNOs (2%, 1:1)
Z wirowaniem

P3 rozcienczenie roztworem 1,3-22 60,0-118 0,13-77
HNO3
(2%, 1:1) z filtracja

P4 pomiar bezposredni 1,52-19 60,0-116 0,13-60

poprzedzony wirowaniem

NAPOJE ENERGETYCZNE

P1 rozklad na mokro w uktadzie  0,49-8,3 98,0-106 0,09-11
otwartym w stez. roztworze
HNO3 i 30% H»0»

P2 ekstrakcja woda krolewska 0,62-8,9 90,6-118 0,09-12
wspomagana US

P3 rozcienczenie roztworem 0,50-7,9 98,6-103 0,08-11
HNO; (2%, 1:1)
z wirowaniem

azakres granic wykrywalnoéci oznaczanych pierwiastkow (z wylaczeniem Ca i P).

Na podstawie analizy statystycznej (test t-Studenta, p=0,05, tkrytyczne=4,303) ustalitam,
ze sposrod wszystkich testowanych procedur przygotowania probek do pomiaru, wyniki
otrzymane po zastosowaniu rozcienczenia roztworem HNOsz (2%, 1:1) i wirowania
rozcienczonej probki, zarowno dla sokéw owocowych jak i napojéw energetycznych,
nie r6znig si¢ w sposob statystycznie istotny od tych uzyskanych po zastosowaniu procedury
odniesienia. W tym przypadku dla wszystkich oznaczanych pierwiastkow obliczone warto$ci
testu byly nizsze od wartosci krytycznej testu (tknytyczne). Ponadto, uzywajac tej procedury
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przygotowawczej, uzyskatam zadawalajgce odzyski pierwiastkow, tj. 95,1-108%
I 98,6-103%, i precyzje (RSD), tj. 0,63-9,8% i 0,50-7,9%, odpowiednio dla sokow
owocowych i napojow energetycznych. Wyniki przedstawione w pracy [H1] pokazuja
ponadto (Tabela 2), ze procedura z rozcienczeniem probek roztworem HNOsz (2%, 1:1)
1 pozniejsze] filtracji roztworu rozcienczonej probki zamiast wirowania, nie daje
miarodajnych wynikow oznaczen Al, Mg, Pb 1 Sr. Bezposrednia analiza sokow owocowych,
mimo wirowania (odseparowanie czastek stalych), jest bezuzyteczna do analizy
wielopierwiastkowej sokéw metodg ICP OES ze wzgledu na znaczne efekty matrycowe.
Przeprowadzone badania [H1, H2] potwierdzity, ze odpowiednie rozcienczenie probek oraz
jednoczesne ich zakwaszenie HNOs prowadzi do zmniejszenia wpltywu sktadnikow
matrycowych (obecnos¢ niewielkiej ilosci HNOs w roztworze prawdopodobnie jest korzystne
dla rozkladu sktadnikéw organicznych w kanale centralnym plazmy i/lub procesow
odparowania aerozolu i atomizacji sktadnikow w tymze kanale) oraz powoduje uwolnienie
oznaczanych pierwiastkow z matrycy (np. poprzez rozpad komplekséw sktadnikow matrycy).
W tych warunkach mozliwe jest miarodajne oznaczenie pierwiastkdéw o roéznych energiach
wzbudzenia z zastosowaniem kalibracji metoda serii wzorcow, tj. bez konieczno$ci
stosowania wzorcow z dopasowaniem matrycy. Dzigki zastosowaniu uproszczonej procedury
przygotowania tego rodzaju probek unikngtam konieczno$ci uzycia tradycyjnego
i czasochtonnego rozktadu na mokro z uzyciem stezonego roztworu HNO3z i 30% H20..
Przyczynilo si¢ to do znacznego skrocenia etapu przygotowania probek przed analizg
1 calkowicie wyeliminowalo straty analitow na skutek ich lotno$ci oraz mozliwo$¢
zanieczyszczenia probek. Powyzsza procedurg zastosowatam do analizy wielopierwiastkowe;j
sokow owocowych rdéznigcych si¢ konsystencja, tj. klarowane, naturalnie metne
1 przecierowe, oraz popularnych na polskim rynku napojow energetycznych.

Konsekwencjag badan nad opracowaniem uproszczonych procedur przygotowania
réznego rodzaju probek zywnosci, eliminujgcych czasochtonny rozklad na mokro, byty prace
[H3-H6], w ktorych po raz pierwszy opracowatam alternatywng do wspomnianego
dtugotrwatego rozkladu wysokotemperaturowego ze stezonymi odczynnikami procedure
przygotowania probek kaw i herbat odchudzajacych [H3, H4] oraz pieczywa chrupkiego
zytniego [H5] i pszennego [H6] do ich wielopierwiastkowej analizy metoda ICP OES.
Ze wzgledu na bogata 1 skomplikowang matryce tego rodzaju probek, a takze ich stan
skupienia (probki state), najbardziej efektywnym sposobem przygotowania ich do analizy
wydaje si¢ by¢ rozktad na mokro w systemie zamknietym wspomagany energig mikrofalowa
lub spopielanie (takie procedury s3a najczesciej opisywane w literaturze fachowej).
Niestety, jak wspomniatam wcze$niej, metody te sg czasochlonne, mogg powodowac starty
analitow na skutek lotnosci zwigzkdéw powstajacych w wysokich temperaturach i/lub
zanieczyszczenie probek ze wzgledu na dlugotrwate przetwarzanie. Ponadto nie wpisuja si¢
one w nurt tzw. zielonej chemii analitycznej. Dlatego tez w badaniach wlasnych
wykorzystalam przyjazng $rodowisku metodg ekstrakcji w uktadzie cialo state-ciecz
(ang. solid liquid extraction — SLE), a takze ekstrakcj¢ wspomagang ultradzwigkami
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(ang. ultrasound assisted extraction — UAE), pozwalajgca na szybkie i efektywne wydzielenie
analitow z matrycy probki bez koniecznosci catkowitego jej rozktadu. Zastosowanie
ultradzwigkéw znacznie upraszcza proces przygotowania probek, zwigkszajac szybkosé
1 wydajnos$¢ ekstrakcji, dzieki interakcji wysokiej czestotliwosci fal dzwiekowych z badanym
materiatem. W o$rodku poddanym dziataniu ultradzwigkdéw powstaje periodyczne ci$nienie
akustyczne, ktore wywotuje liczne efekty wtorne, tj. kawitacje, tarcie na powierzchniach
miedzyfazowych i absorpcj¢ energii ultradzwigkowej. Efektom tym towarzyszy wydzielanie
si¢ ciepla, co znacznie zwigksza rozpuszczalnos¢ skladnikow probki stalej, dyfuzje
1 penetracje¢ rozpuszczalnika oraz transport analitéw do roztworu. Niedogodnoscia UAE jest
konieczno$¢ oddzielenia otrzymanego ekstraktu od pozostatosci poekstrakcyjnej [19-21].

W pracach [H3-H6] opisalam rézne typowe i alternatywne procedury przygotowania
wspomnianych wczesniej probek, tj. rozktad na mokro w uktadzie zamknietym wspomagany
energig mikrofalowa [H3-H6], rozktad na mokro w uktadzie otwartym z uzyciem stgzonego
roztworu HNOz i 30% H.0, [H3, H4], SLE z uzyciem roztworu wodorotlenku
tetrametyloamoniowego (TMAH) [H3, H4], roztworu HNOz [H3] i H20 [H3] oraz UAE
z uzyciem wody krolewskiej [H3-H6], roztworu TMAH [H5, H6], roztworu HNOs [H4, H5]
i roztworu HCI [H5]. Otrzymane wyniki poréwnatam z tymi uzyskanymi po zastosowaniu
procedury odniesienia (prace [H3-H6]) i certyfikowang zawarto$cig pierwiastkow w CRM:
Wheat Flour - NIST 1567a (prace [H5, H6]). Wybrane parametry analityczne testowanych
procedur przedstawiaja Tabele 3 i 4. Jak mozna zauwazy¢, pomimo znacznych roznic
w skladzie matrycy analizowanych probek, zastosowanie UAE z woda krolewska
w temperaturze pokojowej prowadzi do otrzymania wiarygodnych i rzetelnych wynikow.
Analiza statystyczna (test t-Studenta, p=0,05, tkrytyczne=4,303) wykazata, ze stgzenia
wszystkich pierwiastkdw oznaczonych w kawie i herbacie odchudzajacej [H3, H4] oraz
pieczywie chrupkim zytnim [H5] i pszennym [H6] po zastosowaniu tej procedury
przygotowawczej nie roéznig si¢ w sposob statystycznie istotny od tych uzyskanych po
zastosowaniu procedury odniesienia (catkowity rozklad matrycy w stezonych odczynnikach
utleniajacych w systemie zamknigtym wspomagany energia mikrofalowg). Opracowana
procedura umozliwiata rowniez oznaczenie o$Smiu pierwiastkow (Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, P
I Zn) w materiale CRM [H5, H6], ktorych stezenia byly zgodne z warto$ciami
certyfikowanymi.
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Tabela 3. Wybrane parametry analityczne metody ICP OES w potaczeniu z testowanymi procedurami
(P) przygotowania kaw [H3] i herbat odchudzajacych [H4] do ich wielopierwiastkowej analizy.

;rrggle{?“ra przygotowania  pop o5 Odzysk, %  LOD?, nglcm? getzt(;emab
KAWY ODCHUDZAJACE
P1 rozktad na mokro w uktadzie 1,2-5,9 96,5-106 0,16-33 (88) -
zamknigtym wspomagany
energia mikrofalowa
W stez. roztworze
HNO3z i 30% H20>
P2 rozktad na mokro w uktadzie 1,7-6,4 93,7-108 0,17-34 (96) 13/13
otwartym w stez. roztworze
HNO3z i 30% H20>
P3 UAE: woda krolewska 0,6-5,0 97,9-104 0,13-33 (87) 13/13
P4 SLE: roztwor TMAH 2,2-6,4 88,9-123 0,20-62 (100) 6/13
P5 SLE: roztwor HNO3 1,7-8,3 79,1-105 0,23-35 (83) 5/13
P6 SLE: H,O 1,9-11 84,7-116 0,95-55 (134) 5/13
HERBATY ODCHUDZAJACE
P1 rozktad na mokro w uktadzie 0,88-3,8 95,8-108 0,14-31 (102) -
zamknigtym wspomagany
energig mikrofalowg w stgz.
roztworze HNO3z i 30% H.0>
P2 rozklad na mokro w uktadzie 1,8-4,1 88,5-118 0,16-33 (108) 13/13
otwartym w stez. roztworze
HNO3 i 30% H,0,
P3 UAE: woda krolewska 0,64-3,0 98,7-105 0,15-31 (98) 13/13
P4 SLE: roztwér TMAH 1,8-7,1 76,7-137 0,19-38 (99) 3/13
P5 UAE: roztwér HNO3 1,8-9,1 71,3-121 0,38-38 (111) 0/13

2w nawiasie granica wykrywalnosci dla P;
Pliczba pierwiastkow, dla ktorych topliczone < thrytyczne (test t-Studenta) w przypadku poréwnania

oznaczonych stezen z uzyciem danej procedury przygotowawczej i procedury odniesienia/ do
catkowitej liczby pierwiastkdw oznaczanych.

Tabela 4. Wybrane parametry analityczne metody ICP OES w potaczeniu z testowanymi procedurami
przygotowania pieczywa zytniego [H5] do jego wielopierwiastkowej analizy.

Procedura przygotowania

probki RSD, % Odzysk, %  LOD? ng/cm®  CRMP
P1 rozktad na mokro w uktadzie 0,60-5,6 97,0-106 0,16-31 (129) 8/8

zamknigtym wspomagany

energig mikrofalowa w stez.

roztworze HNO3z i 30% H20>
P2 UAE: woda krélewska 0,40-5,0 99,1-103 0,12-31 (126) 8/8
P3 UAE: roztwér TMAH 0,60-15 95,7-110 0,20-55 (183) 5/8
P4 UAE: roztwér HNO; 2,3-13 76,6-117 0,26-37 (143) 1/8
P5 UAE: roztwor HC1 2,7-20 74,7-114 0,15-37 (150) 0/8

8w nawiasie granica wykrywalnosci dla P;

biloé¢ pierwiastkow zgodnych z wartoscig certyfikowang/iloéé pierwiastkow z certyfikowang zawartosciag

analitu.
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Ponadto dla procedury tej osiggnetam iloSciowe odzyski, co $wiadczy o braku wplywu
efektow matrycowych. Dla wszystkich oznaczanych pierwiastkoéw stosunek nachylenia
krzywych kalibracji (adod./azew.) 0trzymanych dla metody dodatku wzorca (adod,) i metody serii
wzorcOw (azew.) zawieral si¢ w przedziale 0,97-1,04 [H4], co potwierdza brak wptywu
efektow matrycowych lub znaczne ich ograniczenie. Dzigki temu mozliwe bylo oznaczenie
pierwiastkoOw z zastosowaniem kalibracji metoda serii wzorcow, znacznie przy$pieszajacej
i upraszczajacej przebieg calej analizy. Co wiecej, uzyskano w wiekszo$ci przypadkow
granice wykrywalno$ci rowne lub nizsze od tych z zastosowaniem procedury odniesienia,
tj. wysokotemperaturowego rozktadu na mokro. Powszechnie wiadomo, ze zastosowanie
ultradzwickdéw przyspiesza i zwigksza efektywno$¢ procesu ekstrakcji, jednakze ze wzgledu
na dokladno$¢ 1 precyzje uzyskiwanych wynikéw wazny jest dobor odpowiedniego
ekstrahenta. Woda krolewska dzigki swoim wiasciwosciom utleniajacym i kompleksujacym
powoduje czeSciowy rozklad matrycy i ilosciowe uwalnianie z niej analitow. W przypadku
pozostatych testowanych procedur (SLE i/lub UAE z roztworami TMAH, HNO3s i HCI lub
tylko H20) oznaczone stezenia dla wigkszosci pierwiastkow rdznig si¢ w sposob statystycznie
istotny od warto$ci uzyskanych po zastosowaniu procedury odniesienia. Dodatkowo dla
procedur tych precyzja pomiaréw metoda ICP OES byta znacznie nizsza od wyznaczonej dla
procedury odniesienia i UAE z wodg krolewska, a odzysk dla badanych pierwiastkow byt
nieiloSciowy, co wskazuje na wplyw skladnikéw matrycy na wyniki oznaczen.

Warto$cig naukowg badan opisanych w pracach [H3-H6] jest propozycja relatywnie
szybkiej, prostej i niedrogiej, w poréwnaniu do rozktadu na mokro, procedury przygotowania
réznego rodzaju probek do pomiaru stezen wielu pierwiastkow, tj. Ca, Mg, P, Ba, Cd, Cr, Cu,
Fe, Mn, Ni, Pb, Sr i Zn metoda ICP OES. Opracowana procedura przygotowawcza pozwala
efektywnie oddzieli¢ anality od matrycy probki przy uzyciu mniejszej ilosci odczynnikow
(2 cm®), a takze znacznie skrocié czas analizy, co jest szczegdlnie wazne w przypadku
rutynowych analiz duzej ilosci probek celem np. weryfikacji jakosci 1 bezpieczenstwa
badanych produktow zywno$ciowych.

Zainteresowanie tematyka spektrochemicznej analizy wielopierwiastkowej lisci herbaty
Camellia sinensis i jej naparéw sktonito mnie do napisania pracy przegladowej [H7], w ktorej
omoéwilam rozne aspekty tego rodzaju analizy, W szczegdlnosci znaczenie etapu
przygotowania probek do pomiaru réznymi metodami spektrometrycznymi. W pracy
przedstawilam réwniez i przedyskutowalam sposoby zapewnienia jakosci otrzymywanych
wynikoéw analizy oraz przyklady zastosowania informacji o sktadzie pierwiastkowym herbat
do ich klasyfikacji i grupowania z wykorzystaniem wielowymiarowej analizy statystycznej.
Wspomniany przeglad literaturowy dobitnie wykazal, ze tylko nieliczne prace dotycza
poréwnania procedur przygotowania probek herbaty i jej naparow do ich analizy
spektrochemicznej i opracowania nowych, uproszczonych metod ich analizy. Przewazajaca
liczba prac koncentruje si¢ na oznaczaniu wylacznie catkowitej zawarto$ci pierwiastkow
po uprzednim rozktadzie na sucho lub na mokro analizowanych probek [12,22-26].
Napary roztwarzane sa w podobny sposob jak probki state [27,28] lub moga by¢ analizowane
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bezposrednio po uprzednim rozcienczeniu woda [29,30] lub dodatkowym zakwaszeniu
[3,31]. Wyzej wymieniona praca przegladowa, a takze inne przeglady literaturowe
nt. specjacji i frakcjonowania pierwiastkéw w naparach herbat [32] i analizy pierwiastkowej
kaw 1 jej naparéw [2] wskazywaly, ze dotychczasowa wiedza na temat form specjacyjnych
1 frakcyjnych pierwiastkéw w herbacie 1 kawie jest znikoma.

Opracowanie prostych metod analitycznych, umozliwiajacych szybkie oznaczenie
stezen catkowitych wielu pierwiastkow w probkach herbat 1 kaw metodami ICP OES 1 FAAS
bez koniecznos$ci rozktadu tych probek oraz pozyskanie informacji o formach frakcyjnych
tych pierwiastkow i ich biodostepnosci/bioprzyswajalnosci bylo tematem projektu
pt. Okreslenia biodostgpnosci pierwiastkow w herbacie i kawie z zastosowaniem
chromatograficznych i niechromatograficznych metod rozdzielania w polgczeniu z metodami
atomowej spektrometrii absorpcyjnej i emisyjnej, ktory zostat sfinansowany przez Narodowe
Centrum Nauki w ramach konkursu Opus 5. Bedac gldéwnym wykonawca tego projektu
1 wspolpracujac z prof. dr hab. inz. Pawlem Pohlem (kierownik projektu) oraz dr inz. Maja
Welng (drugi gléwny wykonawca), przeprowadzitam kompleksowa analize herbat (czarne

i zielone) i kaw (mielone i rozpuszczalne) wedtug schematu (Rysunek 1).

herbata lub kawa [—— zaparzanie — napar

| | |

ekstrakcja woda krélewska zakwaszanie HNO; filtracja membranowa rozklad enzymatyczny
wspomagana US [HS, H9] [H10, Hil] |
filtraty inkubaty
pomiar: ICP OES, FAAS pomiar: ICP OES, FAAS zakwaszenie HNO; pomiar bezposredni (kawa)
stezenie calkowite steZenie catkowite [H12, H13] [H14]
probka stala probka ciekla 1 l

pomiar: ICP OES, FAAS pomiar: ICP OES, FAAS
stezenie we frakcjach stezenie we frakcji
fizycznych bioprzyswajalnej

| |

analiza wariancji (ANOVA)
analiza glownych sktadowych (PCA)
liniowa analiza dyskryminacyjna (LDA)
hierarchiczna analiza skupien (HCA)
[H8-H14]

Rysunek 1. Schemat kompleksowej analizy herbat (czarne, zielone) oraz kaw (mielone,
rozpuszczalne). Na czerwono zaznaczytam etapy badan uznane za nowatorskie.

W ramach prowadzonych badan projektowych opracowatam szereg metodologii
dotyczacych postgpowania analitycznego w wielopierwiastkowej analizie réznego rodzaju
herbat i kaw. Oznaczone stezenia roznych pierwiastkow w analizowanych herbatach i kawach
postuzyly mi rowniez do ich klasyfikacji i grupowania z zastosowaniem metod
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rozpoznawania wzorcOw (ang. pattern recognition methods) tj. PCA, HCA i LDA.
Sktad pierwiastkowy produktéw zywnoSciowych jest bardziej stabilny niz zawarte w nich
zwigzki organicznie i najczesciej niezalezny od warunkow przechowywania, w zwigzku z tym
stezenia pierwiastkow stanowig unikalng informacjg¢, ktéra jest przydatna do oceny
statystycznej przy uzyciu wyzej wymienionych metod. Zmiany st¢zenia niektorych metali,
np. Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, w roznych gatunkach herbaty i kawy sg $cisle
zwigzane z okreSlonymi warunkami $rodowiskowymi i rolniczymi wystepujacymi na
obszarze danej plantacji. Co wiecej zawarto$¢ np. Al. czy Mn jest szczegolnie przydatna do
celow taksonomicznych, poniewaz metale te sg preferencyjnie gromadzone przez ros$liny
[H7,22,33].

Analogicznie jak we wczesniejszych pracach, w pierwszym etapie badan skupitam si¢
na opracowaniu prostej i szybkiej procedury przygotowania herbat [H8] i kaw [H9]
do oznaczania catkowitych stezen pierwiastkow (Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Ni, Pb, Sr i Zn) metodami ICP OES i FAAS. Procedurg odniesienia byt rozktad na mokro
w ukladzie zamknietym wspomagany energia mikrofalowa, natomiast testowanymi
procedurami alternatywnymi byly UAE z woda krolewska w temperaturze pokojowej oraz
UAE w temperaturze 60 °C z uzyciem 1,0 mol/dm® roztworéw mieszaniny kwasow HCI
i HNOz (3:1), HNOs lub HCI. Prace [H8] i [H9] pokazuja, ze UAE z wodg krolewska
w temperaturze pokojowej, podobnie jak w przypadku prac [H3-H6], jest uniwersalng
procedurg przygotowania probek o roznym stopniu ztozenia matrycy. Na podstawie analizy
statystycznej wykazatam, Zze wyniki pomiarow stezenia pierwiastkow otrzymanych przy
zastosowaniu tej alternatywnej procedury przygotowawczej nie rdznig si¢ W sposob
statystycznie istotny od wynikow uzyskanych przy zastosowaniu procedury odniesienia.
Doktadno$¢ zastosowanej procedury odniesienia zweryfikowatam analizujac certyfikowany
materiat odniesienia: Tea Leaves (INCT-TL-1). Ustalitam réwniez, ze w przypadku wynikow
pomiaréw roztworOw probek przygotowanych przy uzyciu UAE z woda krolewska
w temperaturze pokojowej metodami ICP OES i FAAS nie byto statystycznie istotnych réznic
pomiedzy wspotczynnikami kierunkowymi krzywych kalibracyjnych uzyskanych przy uzyciu
metody serii prostych wzorcoOw i1 wzorcow z dopasowaniem matrycy. Stad tez, dla
uproszczenia tego etapu analizy, oznaczenia st¢zen analizowanych pierwiastkow W naparach
probek przeprowadzitam przy uzyciu metody serii prostych wzorcow. W przypadku herbat
[H8] zaproponowana procedura analityczna charakteryzuje si¢ dobrymi parametrami
analitycznymi, tj. precyzjg w przedziale 0,2-8,9% i doktadnoscig od -9.9 do +1,2%. Odzysk
pierwiastkow miescil si¢ w zakresie od 98,1 do 104%. Granice oznaczalnosci pierwiastkow
wynosity: 0,1-2,4 ng/lcm?® (Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Sri Zn), 5,1-25 ng/cm?® (Al, K, Mg Mn, Na
i Pb) i 75-120 ng/cm® (Ca i Fe). Podobnie jak w przypadku herbat, zastosowanie
zaproponowanej alternatywnej procedury (UAE z woda krolewska w temperaturze
pokojowej) do przygotowania probek kaw [H9] pozwolilo uzyskaé satysfakcjonujace
parametry walidacyjne, tj. precyzje w przedziale 0,5-8,6%, doktadnos¢ od -4,7 do +1,9%
i odzysk w zakresie 93,5-103%. Granice wykrywalnosci pierwiastkow wyniosty od
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0,086 ng/cm® (Sr) do 40 ng/cm® (Fe). Zaobserwowatam takze, ze uzyta alternatywna
procedura przygotowawcza, znaczne obniza wartosci Slepej proby. Opracowang procedurg
zastosowatam do wielopierwiastkowej analizy 20 r6éznych herbat torebkowych i li§ciastych,
a takze 18 kaw mielonych i rozpuszczalnych dostgpnych na rynku polskim. W przypadku
pozostatych procedur przygotowania probek herbat i kaw, otrzymane wyniki dla wigkszo$ci
pierwiastkow rdznig si¢ w sposob statystycznie istotny od stezen pierwiastkow oznaczonych
przy uzyciu procedury odniesienia. Wyniki testu odzysku pokrywaja si¢ z wynikami
statystycznego pordwnania S$rednich stezen pierwiastkOw oznaczonych po zastosowaniu
wyzej wymienionych procedur. Dla wigkszosci pierwiastkow odzyski te s3 nizsze niz 90%,
a nawet 80%. Zastosowanie UAE z rozcienczonymi roztworami kwaséw nie powoduje
ilosciowego uwolnienia analitbw z matrycy probek herbat i kaw i/lub nie prowadzi do
zmniejszenia wplywu skladnikow matrycowych w trakcie oznaczen pierwiastkow metodami
ICP OES i FAAS.

Kolejnym etapem badan bylo opracowanie uproszczonej procedury przygotowania
naparow herbat [H10] i kaw [H11] do ich analizy wielopierwiastkowej metodami ICP OES
i FAAS. Sprawdzitam przydatno$¢ trzech réznych procedur, w tym analiz¢ bezposrednig
(bez etapu przygotowania), jak rowniez zakwaszanie stezonym roztworem HNOs lub
mieszaning HCl i HNO; (3:1) do stezenia 0,25, 0,50 i 1,0 mol/dm3 Jako procedure
odniesienia uzytam rozktadu na mokro w stezonym roztworze HNO3z i 30% H.O> w uktadzie
otwartym. Warto w tym miejscu podkresli¢, ze wyniki takiego poroéwnanie procedur
przygotowywania naparO6w herbat 1 kaw nigdy wczes$niej nie byly opisane w literaturze
fachowej. Wykazatam, ze zaré6wno dla naparow herbat jak i kaw procedura polegajaca
wylacznie na zakwaszeniu stezonym roztworem HNOsz do stezenia 0,25 mol/dm® dawata
pelng zgodno$¢ uzyskiwanych wynikow z tymi otrzymanymi przy uzyciu procedury
odniesienia, jak réwniez satysfakcjonujace wartosci parametrow walidacyjnych obu metod
detekcji, tj. ICP OES i FAAS. Zastosowanie tej procedury przygotowania naparow herbat do
ich analizy metodg ICP OES (Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ni Pb, Sr, Zn) i FAAS (Ca, Fe, K, Mg,
Mn, Na) pozwolito uzyskaé granice wykrywalnosci pierwiastkow w zakresie 0,03-4,0 ng/cm?
(ICP OES) i 3,3-36 ng/cm® (FAAS), precyzje w granicach 0,2-6,9% i doktadno$é
w przedziale -1,4 do +5,0%. W przypadku analizy naparow kaw wartosci te byly
porownywalne i wynosily: granice wykrywalnosci miedzy 0,04-1,6 ng/cm® (ICP OES)
i 3,3-36 ng/cm® (FAAS), precyzja w zakresie 0,2-8,7% i doktadno$¢ od -7,9 do +4,0%.
Zaproponowana procedura jest bardzo prosta, szybka, ogranicza do minimum etap
przygotowania probki i w pelni eliminuje ewentualne straty oznaczanych pierwiastkow
1 mozliwe zanieczyszczenie probek. Zastosowanie wspomnianej procedury przygotowawczej
prowadzi do ograniczenia efektow matrycowych na skutek czeSciowego rozktadu matrycy
organicznej analizowanych probek, jest rowniez wystarczajaca do ilosciowego uwolnienia
analitow z tej matrycy, co umozliwia ich rzetelny i wolny od interferencji fizycznych
i chemicznych pomiar spektrometryczny zarowno metodg ICP OES jak i FAAS.
Zaproponowana procedura jest bardzo dobrg alternatywa dla czasochtonnych
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I pracochtonnych wysokotemperaturowych rozktadéw na mokro i z powodzeniem moze by¢
stosowana do seryjnych analiz tego rodzaju probek. Analiza statystyczna wynikow
otrzymanych dla innych testowanych procedur, w tym zakwaszenia HNOs do st¢zenia
0,50 i 1,0 mol/dm?® lub mieszaning HCI i HNOs3 (3:1) do stezenia 0,25, 0,50 i 1,0 mol/dm3
oraz analizy bezposredniej wykazata, ze zastosowanie ich do przygotowania naparow herbat
jak i kaw, daje w wicelu przypadkach wyniki statystycznie réznigce si¢ od tych uzyskanych
z zastosowaniem procedury odniesienia. Prawdopodobnie zwigzane to jest z wystepujgcymi
interferencjami fizycznymi; wigksze stezenie kwasu w probce moze powodowaé zmiane
gestosci roztworu. W przypadku zastosowania analizy bezpos$redniej, duzy wpltyw na
otrzymane wyniki maja btedy systematyczne zwigzane ze sktadnikami matrycy probki.
Oznaczone stgzenia pierwiastkbw W 20 roznych herbatach wykorzystatam do ich
klasyfikacji i grupowania (ze wzglgdu na rodzaj: zielona, czarna i typ: lisciasta, torebkowa)
uzywajac metody PCA i LDA. Metoda PCA wykazala, ze dla probek statych stezenia Al, Ba,
Fe, Mn 1 Ni sg zmiennymi o najwigkszym udziale w pierwszej glownej sktadowej (PC1),
natomiast st¢zenia Cr, K, Mg 1 Sr s3 zmiennymi o najwi¢kszym udziale w drugiej glownej
sktadowej (PC2). Dla naparéw tylko stezenia Al, Ba, Cr, Mn i Sr maja najwyzsza moc
dyskryminacji. Niemniej jednak nie zaobserwowatam wyraznego rozdzielenia pomig¢dzy
czterema rodzajami analizowanych herbat.
jednoznacznej klasyfikacji herbat, zastosowalam metode LDA w celu sprawdzenia
mozliwosci ich zréznicowania pod tym wzgledem. Jak wida¢ na Rysunku 2, stezenia Al, Ba,
Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na i Sr (probki state) i stezenia Ba, Ca, Mg, Mn, Sr i Zn (napary)
umozliwiaja rozrdznienie rodzajow herbat z wydajnoscia odpowiednio 95,0% 1 98,8%.

Poniewaz PCA nie doprowadzito do
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Rysunek 2. Wykres punktowy funkcji dyskryminacyjnych DF1 wzgledem DF2: (a) probki state,
(b) napary [H8, H10]. HCT - herbata czarna torebkowa, HCL - herbata czarna lisciasta,
HZT — herbata zielona torebkowa, HZL — herbata zielona lisciasta.
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W przypadku kaw mielonych i rozpuszczalnych (18 kaw) stezen oznaczonych pierwiastkow
uzylam jako zmiennych do ich grupowania metodami PCA i HCA. PCA wykazata,
ze zmiennymi o najwickszym udziale w PC1 sa stezenia Ca, Cu, K, Mg i Sr w probkach
statych i Ca, K i Mg w naparach, natomiast w przypadku PC2 - st¢zenia Al, Ba i Mn (probki
state) i Al, Co, Mn i Ni (napary). Jak wida¢ na Rysunku 3 osiagni¢to satysfakcjonujace
rozdzielenie 1 rozrdznienie obu rodzajéow kaw. Wszystkie probki kaw mielonych miatly
ujemne wartosci PC1 (od -3.1 do -2,0 — probki state) i (-2,05 do -1,58 — napary), podczas gdy
wszystkie kawy rozpuszczalne miaty dodatnie wartosci PC1 (od 0,7 do 3,9 — probki state)
i (od 0,50 do 3,52 — napary).
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Rysunek 3. Wykres PC1 wzgledem PC2 dla badanych kaw mielonych (KM) i rozpuszczalnych (KR):
(a) probki state, (b) napary [H9, H11].

Dodatkowo do badanych probek zastosowatam metod¢ HCA uzywajac stgzen Ca, Cu, K, Mg
i Sr (probek state) i Al, Ca, Co, K, Mg, Mn i Ni (napary) jako zmiennych. Powstale
dendrogramy przedstawia Rysunku 4. Jak mozna zauwazy¢, stosujac stezenia oznaczonych
pierwiastkow w probkach statych jak 1 ich naparach, otrzymano 2 dobrze rozdzielone
skupiska (klastry) gtéwne, odpowiadajace obu badanym rodzajom kaw.
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Rysunek 4. Diagram hierarchicznego drzewa dla: (a) probek statych, (b) naparéw kaw
(mielone — KM, rozpuszczalne — KR) [H9, H11].

Podsumowujac, najwazniejszym osiggni¢ciem badan opisanych w cyklu prac [H8-H11]
byto opracowanie i zwalidowanie uproszczonych procedur przygotowania probek réznego
rodzaju herbat i kaw, stanowigcych alternatywe¢ do powszechnie stosowanych, opisanych
w literaturze fachowej, dtugotrwatych i zmudnych rozktadéw na mokro. Wykazatam, ze UAE
z woda krélewska w temperaturze pokojowej (probki state herbat i kaw) oraz zakwaszanie
stezonym roztworem HNO;s do stezenia 0,25 mol/dm?® (napary herbat i kaw) moga byé
z powodzeniem zastosowane na etapie przygotowania tego rodzaju probek do pomiaréw
catkowitych zawarto$ci pierwiastkow metodami ICP OES i FAAS, co ma szczegodlne
znaczenie w przypadku wykonywania rutynowych analiz. Calkowite st¢zenia oznaczonych
pierwiastkow w herbatach i kawach (probka stata), a takze w ich naparach postuzyly mi do
wstepnej klasyfikacji i grupowania tych produktow na drodze wielowymiarowej analizy
statystycznej.

Bardzo czesto na podstawie wynikoOw analizy pierwiastkowej okre§la si¢ warto$¢
odzywcza produktow zywnos$ciowych oraz oszacowuje, w jakim stopniu spozycie tych
produktow pokrywa dzienne zapotrzebowanie na niezbedne pierwiastki lub prowadzi do
przekroczenia dawek dopuszczalnych dla pierwiastkéw toksycznych przy zatozeniu jednak,
ze pierwiastki te s3 w 100% dostepne i przyswajalne przez organizm w trakcie trawienia
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wewnatrzustrojowego. Biorgc pod uwage specjacje pierwiastkow, takie podej$cie nie jest
uzasadnione, poniewaz ich bioprzyswajalno$¢ zalezy od form fizykochemicznych w jakich
wystepuja w zywnosci, a rzeczywisty wplyw sktadu pierwiastkowego na zdrowie cztowieka
moze by¢ odmienny od tego na jaki wskazuja stezenia catkowite [34,35]. Obecnos¢ roznych
form specjacyjnych pierwiastkéw, tj. prostych jondéw, jonéw kompleksowych
z maloczasteczkowymi ligandami nieorganicznymi oraz S$rednio- i wielkoczgsteczkowymi
ligandami organicznymi o rdznej trwatosci, znaczagco wplywa na stopien ich przechodzenia
z suszu herbacianego czy mielonych ziaren kawy do naparéow, a tym samym na
przyswajalno$§¢ przez organizm ludzki [34,36,37]. Poniewaz bezposrednie oznaczanie
poszczegolnych form specjacyjnych pierwiastkow (tzw. specjacja wlasciwa) moze by¢ trudne
z uwagi na ich duzg liczbe oraz brak odpowiednich wzorcéw, istotng informacje o formach
specjacyjnych pierwiastkow w naparach herbaty i kawy mozna uzyskaé przy zastosowaniu
rozwigzania alternatywnego, tzw. specjacji operacyjnej (frakcjonowania), polegajacej na
okresleniu oraz oznaczeniu grup zwigzkéw pierwiastkOw o zblizonych wiasciwosciach
fizykochemicznych. Niestety problem specjacji pierwiastkow w naparach kawy i herbaty
nie jest dobrze rozpoznany. W literaturze dostepne sg tylko dwie prace naukowe dotyczace
chemicznego i fizycznego frakcjonowania Mn w naparach kawy mielonej przy uzyciu
ekstrakcji do fazy statej (SPE) i ultrafiltracji [38] oraz chemicznego frakcjonowania Ca, Fe,
Mg i Mn w kawie rozpuszczalnej przy uzyciu metody SPE [39]. W przypadku herbat
wigkszo$¢ badan dotyczy specjacji Al [40-44].

Na podstawie oznaczonych stezen pierwiastkéw w naparach herbat [H10] i kaw [H11]
wyznaczytam wstepnie zawarto$§¢ frakcji wymywalnej (%), ktéra daje bezposrednia
informacj¢ o stopniu zwigzania metali z matrycag probki i pozwala na oszacowanie
»potencjalnej” dostgpnosci pierwiastkow. Jak wida¢ na Rysunku 5a najlepiej
ekstrahowalnymi (70-100%) metalami z suszu herbat czarnych sa K, Na i Ni. W stopniu
umiarkowanym (25-40%) ekstrahowane sg do naparéw Al, Cr, Cu, Mg i Zn. Do najstabiej
(<5%) ekstrahowalnych pierwiastkow naleza Ba, Ca, Fe i1 Sr, prawdopodobnie dlatego,
ze matryca herbat czarnych silnie wiaze te metale lub ich zwigzki w indywidua bardzo stabo
rozpuszczalne w wodzie. W przypadku naparéw herbat zielonych, skutecznos$¢ ekstrakcji
badanych metali byla relatywnie wyzsza 1 podobnie jak w przypadku herbat czarnych,
wysoko ekstrahowalnymi metalami sg K, Na i Ni, umiarkowanie: Al, Cr, Cu, Mg, Mn i Zn,
a najstabiej Ba, Ca, Fe i Sr. Dla naparow kaw rozpuszczalnych (Rysunek 5b), stopien
ekstrakcji metali, poza Cr (30%), byt wysoki i wynosit 68-80% (Al, Ca, Co, Cu, Fe) i 91-99%
(Ba, K, Mg, Mn, Na, Ni, Sr i Zn). Znacznie nizsze udziaty frakcji wymywalnej pierwiastkow
otrzymano dla naparow kaw mielonych: 67-85% (K, Mg, Ni), 20-55% (Ba, Ca, Mn, Na, Sr,
Zn) i <10% (Al, Cu, Fe). Wskazuje to na potencjalnie wigckszg biodostepno$¢ pierwiastkow
z naparow kaw rozpuszczalnych niz z kaw mielonych, co prawdopodobnie jest zwigzane
ze zmianami, jakim poddawane sg ziarna kawy podczas procesu produkcyjnego.
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Rysunek 5. Sredni udzial frakcji wymywalnej (w %) oznaczanych metali w naparach: (a) herbat
(czarne — HC, zielone — HZ) i (b) kaw (mielone — KM, rozpuszczalne — KR).

W dalszych badaniach opracowatam procedure frakcjonowania fizycznego wybranych
pierwiastkow (Al, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Sr i Zn) w naparach herbat
czarnych i zielonych [H12] oraz kaw mielonych i rozpuszczalnych [H13], polegajaca na
szeregowej filtracji membranowej (UF) tych naparow przez membrany o malejacej odcigtej
mas, tj. 100, 50, 30, 10 i 5 kDa, wraz z oznaczaniem stgzen pierwiastkow w otrzymanych
filtratach metodami ICP OES i FAAS. Zaproponowana procedura frakcjonowania fizycznego
pierwiastkdbw w naparach analizowanych herbat i kaw pozwolita mi wydzieli¢ sze$¢ frakceji
fizycznych réznigcych si¢ masami wchodzacych w ich sklad zwigzkoéw/kompleksow, tj. >100
kDa, 50-100 kDa, 30-50 kDa, 10-30 kDa, 5-10 kDa i <5 kDa. Schemat procedury
frakcjonowania przedstawia Rysunek 6. Uzyskana informacja nt. udzialu poszczegdlnych
frakcji fizycznych pierwiastkow pozwolita mi wyciggnag¢ wnioski o ich potencjalnej
dostgpnosci 1 przyswajalnosci w naparach analizowanych herbat i kaw. Catkowite stg¢zenia
oznaczanych pierwiastkbw w analizowanych napojach oraz w wydzielonych filtratach
oznaczylam stosujac opracowang we wczesniejszych pracach uproszczong procedure
przygotowania probek do pomiaru metodami ICP OES i FAAS [H10, H11]. Wybrane
parametry walidacyjne, takie jak precyzja, dokladno$¢, granice wykrywalnosci i/lub
oznaczalno$ci, a takze suma udziatu frakcji wydzielonych na drodze frakcjonowania
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fizycznego potwierdzily stuszno$¢ uzycia wspomnianej alternatywnej procedury
(zakwaszenie stezonym HNO;3 do stezenia 0,25 mol/dm®) przygotowania filtratdéw do ich
analizy wielopierwiastkowej. Srednie zawartoéci catkowite pierwiastkow oraz poszczegdlne
udziaty ich frakcji fizycznych w naparach herbat i kaw pordéwnatam Stosujac
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) dla grup niezaleznych.

Napar

5 cm?, calkowita zawartosé

100
5 cm?3, <100 kDa, filtrat

i

0

5 cm?, <50 kDa, filtrat
3

i

5 cm?, <30 kDa, filtrat
1
5 cm3, <10 kDa, filtrat

5 cm?, <5 kDa, filtrat

AER
ok

Frakcje:
>100 kDa = (Capowite — C<100 kpa)/ Catkowite
50-100 kDa = (C.y90 kpa — C=<50 kpa)/ Ceatkowite
30-50 kDa = (C<SD kDa — C<3I} kDa}"{CcnIkowite
10-30 kDa = (C.3p kpa — C<10 kpa) Ceatkowite
5-10 kDa = (C<1|] kDa — C<5 an}"rCcnlkowite
<5 kDa = C.5pa/Ceancowite
Rysunek 6. Schemat frakcjonowania fizycznego z zastosowaniem ultrafiltracji membranowej

[H12, H13].

Biorgc pod uwage rdéznice statystycznie istotne miedzy naparami herbat czarnych
(torebkowe i lisciaste) i zielonych (torebkowe i liSciaste) [H12] dla wyznaczonych frakcji
fizycznych pierwiastkow stwierdzitam, ze udziaty frakcji: <5 kDa, >100 kDa i 5-10 kDa
sa najbardziej charakterystyczne i w znacznym stopniu roznicuja analizowane herbaty.
W odréznieniu do napardéw herbat zielonych, w naparach herbat czarnych dominuje frakcja
wielkoczasteczkowa (>100 kDa) kosztem udzialow frakcji o mniejszych masach (<5 kDa
i 5-10 kDa). Najprawdopodobniej zwigzane jest to z rdéznicami w procesie produkcji
i sktadzie matrycy organicznej obu rodzajow herbat. Herbata czarna, z powodu fermentacji
lici, ma bardziej zwartg strukture, zawierajaca ztozone zwigzki wielkoczasteczkowe, ktore
tatwiej 1 silniej wiagza badane metale, szczegélnie Al, Ba, Cr, Fe i Sr. Dlatego nalezy si¢
spodziewa¢, ze dostgpnos$¢ biologiczna 1 przyswajalno$¢ tych metali z naparé6w herbat
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czarnych bedzie utrudniona ze wzgledu na stosunkowo wysoki udziat frakcji >100 kDa t;.
61% (Al), 69% (Ba), 94% (Cr), 76% (Fe) 1 62% (Sr). Natomiast dostepnos¢/przyswajalnosé
K, Na, Ni i Zn powinna by¢ znacznie wyzsza, poniewaz udziat frakcji <5 kDa i 5-10 kDa dla
tych metali jest najwyzszy i wynosi odpowiednio 77%, 76%, 67% 1 68%. W przypadku
naparow herbat zielonych, tylko Fe posiada dominujacy udziat frakcji >100 kDa (67%).
Wiegkszo$¢ badanych pierwiastkow obecna jest w tych naparach w postaci frakcji
matoczgsteczkowej (<5 kDa i 5-10 kDa ) o stosunkowo wysokim udziale, tj. 90% (Zn), 89%
(Cu, K), 87% (Ca), 85% (Ni), 83% (Mg), 79% (Mn), 72% (Al) i 71% (Sr). Na podstawie
otrzymanych wynikow mozna wysunaé¢ wnioski, ze tylko K, Na, Ni i Zn moga by¢ tatwo
przyswajalne z naparéw herbat czarnych, poniewaz udzial frakcji 5-10 kDa i <5 kDa tych
pierwiastkéw jest bardzo duzy. Inne pierwiastki, w tym Al, Ba, Cr, Fe i Sr, wystepuja w
naparach gléwnie w postaci zwigzkéw o duzych masach czgsteczkowych (znaczny udziat
frakcji >100 kDa), zatem ich dostepnos$¢ jest ograniczona. W naparach herbat zielonych,
wiekszos¢ pierwiastkow (Al, Ca, Cu, K, Mg, Ni, Sr i Zn) wystepuje w postaci
matoczasteczkowych zwigzkow (<5 kDa i 5-10 kDa).

W przypadku kaw mielonych i rozpuszczalnych [H13], frakcje zwigzane ze zwigzkami
metali o najwigkszych (>100 kDa) i najmniejszych (<5 kDa) masach czasteczkowych
roznicujg obie grupy kaw w najwigkszym stopniu. W stosunku do obu wyzej wymienionych
frakcji fizycznych, wszystkie badane metale mozna podzieli¢ na trzy grupy: (1) - Al, Cu, Fe
I Ni - posiadaja dominujacy udziat frakcji >100 kDa; (2) - Co, K, Mg i Na - udziat frakcji <5
kDa jest najwyzszy sposrod innych frakcji oraz (3) - Ba, Ca, Mn, Sr i Zn - udzialy obu
wspomnianych frakcji sg porownywalne. Frakcje fizyczng metali zwigzang z obecnoscig ich
form wielkoczasteczkowych (>100 kDa) najprawdopodobniej stanowig kompleksy
ze zwigzkami melanoidowymi, ktore powstaja w trakcie ostatniego etapu reakcji Millarda
1 maja duze powinowactwo do tzw. metali migkkich dzigki obecnosci w ich strukturze
zwigzkow polifenolowych, biatek oraz cukrow [45,46]. Frakcje fizyczng metali zwigzang
z obecnoscig ich form matoczasteczkowych (<5 kDa) stanowi¢ mogg gtéwnie kompleksy
z cukrami, kofeing 1 kwasem chlorogenowym ze wzgledu na mate powinowactwo do tzw.
metali twardych, ktéore nie maja tendencji do tworzenia kompleksow z ligandami
organicznymi [45,47]. Wyniki frakcjonowania fizycznego pozwolity mi posrednio okresli¢
stopien dostepnosci i przyswajalnos$ci oznaczanych pierwiastkow (Al, Ba, Ca, Co, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Ni, Sr i Zn) z naparéw obu rodzajow kawy. Mozna przypuszczaé, ze Al, Cu, Fe 1 Ni,
ze wzgledu na dominujacy udzial frakeji >100 kDa 1 najnizszy udziat frakcji <5 kDa, maja
obnizong bioprzyswajalnos¢, poniewaz jony tych metali sg silnie zwigzane z ligandami
o wysokich masach czasteczkowych. Z drugiej strony, Co, K, Mg 1 Na, dla ktoérych udziat
frakcji <5 kDa jest znacznie wyzszy niz udziat frakcji >100 kDa 1 wynosi 60-70%, sa wysoce
biodostgpne. Podsumowujac, w naparach kaw mielonych i rozpuszczalnych pierwiastki takie
jak Co, K, Mg i Na moga wykazywac¢ znaczng przyswajalnos¢, ze wzgledu na dominujacy
udzial frakcji <5 kDa. Inne pierwiastki, w tym Al, Cu, Fe i Ni, charakteryzuje z kolei wysoKi
udziat frakcji >100 kDa, co moze skutkowac ich utrudniong przyswajalnos¢ z naparéw kaw.
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Jednoczesnie udowodnitam, ze obraz frakcyjny pierwiastkbw ma wigksze znaczenie
w grupowaniu i klasyfikowaniu naparéw analizowanych herbat niz zawartosci catkowite tych
pierwiastkow. Stosujac ANOVA, PCA i LDA potwierdzitam, ze informacja o st¢zeniach
poszczego6lnych pierwiastkach w wydzielonych frakcjach fizycznych i udziatach tych frakcji,
w szczegblnosci frakcji wielkoczasteczkowej >100 kDa i matoczasteczkowej <5 kDa,
umozliwia skuteczne grupowanie (PCA) 1 klasyfikacje (LDA) herbat (ze wzgledu na rodza;j:
zielona, czarna i typ: lisciasta, torebkowa). Mozliwosci tej nie daje natomiast informacja
0 catkowitych stezeniach pierwiastkow w naparach tych herbat (Rysunek 7a). ldentycznych
obserwacji dokonatam w przypadku analizy frakcjonowanej pierwiastkow w naparach kaw
mielonych i rozpuszczalnych (Rysunek 7b).
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Rysunek 7. Wykres PC1 wzgledem PC2 dla matrycy danych zawierajacej stezenia pierwiastkow
w wydzielonych frakcjach: (a) <5 kDa (napary herbat) i (b) >100 kDa (napary kaw) [H12, H13].

HCT — herbata czarna torebkowa, HCL — herbata czarna lisciasta, HZT — herbata zielona torebkowa,
HZL — herbata zielona lisciasta, KM— kawa mielona, KR — kawa rozpuszczalna.

Zastosowanie ultrafiltracji membranowej do frakcjonowania fizycznego oznaczanych
pierwiastkow pozwolito jedynie posrednio okresli¢ i oszacowaé stopien ich dostgpnosci
1 przyswajalnosci z naparéw analizowanych herbat i kaw. Aby okresli¢ rzeczywista
bioprzyswajalno$¢ metali stosuje si¢ testy in vivo i/lub in vitro. Niestety badania in vivo sg
kosztowne, pracochtonne, wymagaja szczegdlnej infrastruktury i czesto sg ograniczone
z etycznego punktu widzenia. Testy in vitro, symulujgce naturalnie zachodzace procesy
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trawienne w jamie ustnej, zotadku i jelitach, sg znacznie prostsze, szybsze i tansze, stanowig
zatem dobrg alternatywe dla badan in vivo. W wiekszosci prac dotyczacych oznaczania
bioprzyswajalnosci pierwiastkow z produktow zywno$ciowych stosowano do symulacji
proceséw trawienia zoladkowo-jelitowego dwuetapowag procedur¢ z roztworami pepsyny,
pankreatyny, soli zotciowych i zwigzkéw nieorganicznych. Trawienie w zotadku zwykle
odwzorowywano stosujac roztwor pepsyny o st¢zeniach w zakresie 0,001-16% przygotowany
w 0,08-0,10 mol/dm® HCI. Nastepny etap, nasladujacy trawienie jelitowe, czesto prowadzono
stosujac mieszanine pankreatyny i soli zolciowych rozpuszczonych w 0,10 mol/dm?
roztworze NaHCOs. Stezenia pankreatyny 1 soli zolciowych zwykle miescity si¢ w zakresie
odpowiednio 0,015-4,04% i 0,15-2,8%. Wszystkie etapy symulujgce trawienie w przewodzie
pokarmowym przeprowadzono w temperaturze 37 °C (temperatura ciata ludzkiego).
Czas inkubacji z tagodnym wytrzasaniem, nasladujacym perystaltyke zoladka i jelit, zwykle
wynosit 2 godziny. Po trawieniu w warunkach in vitro, pierwiastki uwolnione do roztworu ze
strawionej enzymatycznie probki w postaci wolnych jonéw lub ich kompleksow oddzielano
stosujac wirowanie z filtracjg (“<0.45 pum”), a znacznie rzadziej ultrafiltracj¢ i/lub dializg
[48,49,H15]. Zastosowanie wirowania z filtracja jako etapu symulacji wchianiania
sktadnikow odzywczych, nastepujacym po procesie trawienia enzymatycznego, nie jest
uzasadnione, poniewaz umozliwia wyznaczenie jedynie tzw. frakcji rozpuszczalnej
(ang. soluble fraction) zawierajacej pierwiastki w formach tatwych do pobrania przez
organizm, a nie tych ktore zostang wchlonigte przez organizm. W pracy [H15] wykazatam,
ze udziat frakcji bioprzyswajalnej (ang. bioaccessible fraction) wigkszosci oznaczanych
pierwiastkow (Ba, Ca, Cr, Cu, Mg, Mn, P, Sr i Zn) jest od 1 do 3 razy mniejszy niz udziat
frakcji rozpuszczalnej tych pierwiastkow, a w przypadku Fe nawet 23-krotnie nizszy. Wynika
z tego, ze pierwiastki w wigkszym stopniu sg zwigzane ze $rednio- i wielkoczasteczkowymi
ligandami organicznymi o rdéznej trwalosci, co znaczaco wplywa na stopien ich wchtaniania,
a zarazem przyswajania przez organizm ludzki. Jak wida¢ etap symulujacy absorpcje
pierwiastkow prze kosmki jelitowe ma kluczowe znaczenie dla okreSlenia rzeczywistej
bioprzyswajalnosci sktadnikéw mineralnych z produktow zywnosciowych, a powszechnie
stosowane wirowanie nie jest do tego celu odpowiednie. Dodatkowo udowodnitam,
ze stgzenia enzymoOw w roztworach symulujacych sok zotadkowy 1 jelitowy znaczaco
wplywaja na oznaczenie frakcji rozpuszczalnej i bioprzyswajalnej pierwiastkow.

Zgodnie z powyzszym, do okreSlenia rzeczywistej bioprzyswajalnosci pierwiastkow
z naparéow kaw wykorzystalam badania in vitro w warunkach symulujacych fizjologig
zotadka i jelit [H14]. Kawa jest spozywana jako ptyn i szybko przechodzi z jamy ustnej do
zotadka, dlatego zdecydowatam si¢ poming¢ symulacje trawienia tego odcinka przewodu
pokarmowego. W celu odwzorowania trawienia w warunkach naturalnych zastosowatam
sztuczny sok zotadkowy i jelitowy, natomiast absorpcj¢ pierwiastkow przez kosmki jelitowe
symulowalam poprzez zastosowanie woreczkéw dializacyjnych o odcietej 12,4 kDa.
Schemat trawienia zotagdkowo-jelitowego w warunkach in vitro przedstawia Rysunek 8.
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Rysunek 8. Schemat trawienia zotadkowo-jelitowego w warunkach in vitro (SGJ: sztuczny sok
zotadkowy, SIJ: sztuczny sok jelitowy).

Jak dotad w literaturze polskiej jak i zagranicznej nie ma znormalizowanej 1 w petni
zwalidowane] procedury przygotowywania roztwordw po trawieniu zotagdkowo-jelitowym
w warunkach in vitro (dializaty — frakcja bioprzyswajalna i pozostalos¢ — frakcja
niezdializowana) do ich wielopierwiastkowej analizy metodami spektrometrycznymi.
Opracowanie uproszczonego i zwalidowanego sposobu przygotowania tego rodzaju probek
jest wazne ze wzgledu na wiarygodno$¢ informacji 0 bioprzyswajalnosci pierwiastkow
z naparow kaw. Dlatego tez badania swoje rozpoczelam od opracowania i zwalidowania
procedury przygotowania roztworow po trawieniu enzymatycznym do oznaczenia zawartosci
Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Sr i Zn metodami ICP OES i FAAS. Nast¢pnie wybrang
procedur¢ zastosowalam do okres§lenia bioprzyswajalnosci oznaczanych pierwiastkow
z naparow kaw mielonych 1 rozpuszczalnych stosujgc symulacje trawienia
zotadkowo-jelitowego w warunkach in vitro dobranych w pracy [H15]. Nalezy tutaj
podkresli¢, ze bioprzyswajalnos¢ pierwiastkow tj. Al, Ba, Cr, Cu, Ni, Sr 1 Zn z naparéw kaw
zostala w niniejszej pracy okreslona przeze mnie po raz pierwszy; jak dotad w literaturze
fachowej tylko dwie prace, ktorych jestem wspotautorem, poswigcono ocenie
biodostgpnosci/bioprzyswajalnosci  pierwiastkow  z  naparéw  kaw  mielonych
i rozpuszczalnych i dotyczyty one tylko Ca, Fe, Mg i Mn [50,51].

Jak wspomniatam, w pierwszym etapie pracy skupilam si¢ na opracowaniu procedury
przygotowania roztworow po trawieniu zotgdkowo-jelitowym do ich analizy metodami
ICP OES i FAAS. W tym celu poréwnatam trzy procedury: rozktad na mokro w uktadzie
otwartym przy uzyciu stezonego roztworu HNOs, pomiar bezposredni 1 zakwaszenie
stezonym roztworem HNO3 (koncowe stezenie kwasu w probee — 0,25 mol/dm?). Wyniki
przeanalizowatam pod katem podobienstwa wariancji grup wynikow (test F-Snedecora,
p=0,05, Firytyczne=19,00), a nastepnie pod katem statystycznie istotnych réznic pomiedzy suma
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srednich stezen pierwiastkbw we frakcji bioprzyswajalnej i niezdializowanej a ich
catkowitym stezeniem w naparach (test t-Studenta, p=0,05, turytyczne=2,776 lub test
Cochrana-Coxa, p=0,05, Curytyczne=4,303). Na podstawie analizy statystycznej ustalitam,
ze suma Srednich stezen pierwiastkow w obu frakcjach oznaczona po zastosowaniu rozkladu
na mokro w ukladzie otwartym i pomiar bezposredni nie rézni si¢ w sposob statystycznie
istotny od catkowitych stezen tych pierwiastkbw w naparach. W tym przypadku dla
wszystkich oznaczanych pierwiastkow wartosci tobliczone 1 Cobliczone byly nizsze od warto$ci
krytycznych obu testow. Brak roznic sugeruje, ze rozktad na mokro i pomiar bezposredni dajg
statystycznie identyczne wyniki. Dla procedury polegajacej na zakwaszeniu stezonym
roztworem HNOs, statystycznie istotne roznice mi¢dzy wynikami uzyskano dla Mg, Mn, Sr,
Zn (w przypadku kawy mielonej) oraz dla Ba, Cr, Fe, Mg, Mn (w przypadku kawy
rozpuszczalnej). Jak wida¢ w Tabeli 5, rozklad na mokro i analiza bezposrednia jako
procedury przygotowywania roztworow frakcji bioprzyswajalnej zapewniaja iloSciowy
odzysk dla wszystkich pierwiastkow. Ponadto procedury te charakteryzuja si¢ porownywalnie
wysoka precyzja, a uzyskane wartosci granic wykrywalnosci i oznaczalnosci sa zadawalajace.
W przypadku zakwaszenia stezonym roztworem HNOs uzyskano znacznie gorsze wartoSci
wyznaczanych parametrow analitycznych, co wskazuje, ze procedura ta byla nieodpowiednia
do przygotowania tego rodzaju prébek. Biorac pod uwage charakterystyke analityczng
testowanych procedur, a takze potrzebe analizy wigkszej ilosci probek, do dalszych badan
wybralam procedurg¢ polegajaca na pomiarze bezposrednim. Metoda ta jest znacznie szybsza,
prostsza 1 tansza w wykonaniu niz rozklad na mokro w systemie otwartym, a zarazem

gwarantuje uzyskanie rzetelnych i wiarygodnych wynikow.

Tabela 5. Wybrane parametry analityczne testowanych procedur przygotowania frakcji
bioprzyswajalnej pierwiastkow [H14] z naparow kaw mielonych (KM) i rozpuszczalnych (KR) do ich
wielopierwiastkowej analizy metodami ICP OES i FAAS.

Procedura  pgka  RSD,%  Odzysk, % OO LOQ,
przygotowania probki ng/cm ng/cm
P1 rozktad na mokro KM 0,61-5,5 98,4-104 0,077-1,9 0,26-6,3
w uktadzie otwartym KR 0,30-5,3 98,7-103
W stez. roztworze
HNO;
P2 pomiar bezposredni KM 0,72-3,1 98,4-104 0,095-1,8 0,32-6,0
KR 0,54-5,9 98,2-102
P3 zakwaszenie stez. KM 1,0-8,5 92,4-111 0,35-2,4 1,2-8,0
roztworem HNO3 KR
do stezenia 0,25 0,79-9,5 88,6-114
mol/dm?3

Doktadno$¢ zastosowanej procedury trawienia enzymatycznego zweryfikowatam
dokonujgc bilans masy. Dla kazdego oznaczanego pierwiastka sume jego stezenia
we frakcjach bioprzyswajalnej 1 niezdializowanej okreslonego naparu kawy porownatam
z jego catkowitym st¢zeniem w tym naparze 1 wyrazitam jako odzysk (w %). Ustalitam,
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ze odzysk ten dla poszczegdlnych pierwiastkow w przypadku naparow kaw mielonych byt
ilosciowy i wynosit od 96,3 do 108%. Podobne odzyski pierwiastkow stwierdzitam dla
naparow kaw rozpuszczalnych, tj. 95,9-105%. Precyzja wynikow (RSD, %) byla réwniez
zadawalajgca 1 miescita si¢ w zakresie od 0,10% do 4,8% w przypadku kaw mielonych i od
0,10% do 6,0% dla kaw rozpuszczalnych.

Analizujgc otrzymane wyniki zauwazylam, ze $redni udzial frakcji bioprzyswajalnej
(Rysunek 9) wszystkich oznaczanych pierwiastkow byl nizszy niz 50%. Jedynie dla Ni
w przypadku kaw rozpuszczalnych wynosit okoto 60%. Bioprzyswajalno$¢ pierwiastkow
z naparéw kaw mielonych byta nizsza niz z naparow kaw rozpuszczalnych dla Al, Ba, Ca,
Cu, Mg, Mn, Ni i Sr lub wyzsza jak w przypadku Fe i Zn.

100
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50
0
60
50
40

3o

a4l i .. i

Al Ba Ca Cr Cu Fe Mg Mn Ni Sr Zn

Frakeja bioprzyswajalna, %

Rysunek 9. Sredni udziat frakcji bioprzyswajalnej (w %) oznaczanych pierwiastkéw w naparach kaw
mielonych (KM) i rozpuszczalnych (KR).

Reasumujac, $redni udziat frakcji bioprzyswajalnej pierwiastkow w naparach kaw
mielonych i rozpuszczalnych jest ogdlnie niski i wynosi odpowiednio 5,1%-41% i 2,9-60%.
Wyniki te w wiekszosci sg zgodne z tymi uzyskanymi w toku frakcjonowania fizycznego
[H13]. Wykazatam we wcze$niejszych badaniach, ze Al, Cu i Fe posiadajg dominujacy udziat
frakcji >100 kDa, co wskazuje na niskg bioprzyswajalnos$¢ tych pierwiastkow z napardéw
kawowych. Dla Ba, Ca, Mn 1 Sr udzialy frakcji >100 kDa 1 <5 kDa sg poréwnywalne,
co moze $wiadczy¢ o $redniej bioprzyswajalnosci tych pierwiastkow.

Podobnie jak w przypadku stgzen pierwiastkéw w wydzielonych frakcjach fizycznych,
stezenia pierwiastkow we frakcji bioprzyswajalnej w znacznie lepszym stopniu
charakteryzuja rodzaj kawy (mielone i1 rozpuszczalne), anizeli stezenia catkowite tych
pierwiastkow. W tym przypadku wszystkie napary kaw mielonych miaty ujemne warto$ci
PC1, podczas gdy wszystkie napary kaw rozpuszczalnych miaty dodatnie wartosci PC1
(Rysunek 10). Ponadto, st¢zenie Cu we frakcji bioprzyswajalnej byto dodatnio skorelowane
z naparami kaw mielonych i ujemnie skorelowane z PC1 (-0,77). Natomiast stgzenia Al
(0,75), Ba (0,81), Ca (0,94), Cr (0,91), Fe (0,73), Mg (0,96), Sr (0,86) i Zn (0,73) we frakcji
bioprzyswajalnej byty dodatnio skorelowane z PC1 (wspdtczynniki korelacji podano

w nawiasach) 1 w naparach kaw rozpuszczalnych. Ustalitam, rowniez ze stezenia Al, Ca, Cr,
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Fe, Mg i1 Sr skorelowane ze stezeniem Cu we frakcji bioprzyswajalnej pozwalajg na
efektywne grupowanie naparow kaw mielonych i rozpuszczalnych. W tym przypadku
wszystkie pary pierwiastkow, tj. Cu-Al, Cu-Ca, Cu-Cr, Cu-Fe, Cu-Mg i Cu-Sr, umozliwity
wyrazne oddzielenie naparow kaw mielonych od rozpuszczalnych. Stezenie obu pierwiastkow
we frakcji bioprzyswajalnej bylo skorelowane z PCI1.
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Rys. 10. Wykres PC1 wzgledem PC2 dla badanych naparéw kaw mielonych (KM) i rozpuszczalnych
(KR) dla matrycy danych zawierajacej stgzenia pierwiastkow w wydzielonej frakcji bioprzyswajalne;.

Podsumowanie:

Do najwazniejszych moich naukowych osiagnie¢ ww. cyklu publikacji zaliczam:

1.  Opracowanie nowych, w pelni zwalidowanych, tj. gwarantujacych otrzymanie
rzetelnych 1 wiarygodnych wynikéw, procedur przygotowania probek zywnosci
o roznym stopniu skomplikowania matrycy (bez koniecznosci ich uprzedniego
catkowitego rozktadu) do wielopierwiastkowej analizy metodg ICP OES. Procedury te
sg znacznie szybsze 1 prostsze niz powszechnie stosowany rozktad na mokro
w systemach zamknigtych lub otwartych, pozwalaja skroci¢ czas 1 koszt analizy,
redukuja zuzycie agresywnych stezonych odczynnikow eliminujagc tym samym
kontaminacjg i straty analitow [H1-HG6].

2.  Kompleksowa analize¢ herbat (czarne i zielone) oraz kaw (mielone i rozpuszczalne),
ktora obejmuje opracowanie szeregu metodologii postepowania wpisujacych si¢ w nurt
tzw. zielonej chemii analitycznej i umozliwiajagcych oznaczanie catkowitych stezen
pierwiastkow i ich form frakcyjnych. Unikatowos$¢ i wyjatkowos¢ opracowanych
rozwigzan i procedur polegata na:

- szybkim 1 prostym przygotowaniu probek herbat i kaw bez koniecznos$ci ich rozktadu,
polegajacym na UAE z woda krolewska w temperaturze pokojowej, do oznaczania
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catkowitych zawarto$ci wybranych pierwiastkow metodami ICP OES 1 FAAS [H8,
H9],

znacznie uproszczonym przygotowaniu naparow herbat i kaw, polegajacym wyltacznie
na ich zakwaszeniu stezonym roztworem HNOs3 przed wielopierwiastkows analiza
metodami ICP OES i FAAS [H10, H11],

prostym schemacie frakcjonowania fizycznego pierwiastkéw w naparach herbat i kaw
z zastosowaniem szeregowej filtracji membranowej wraz z oznaczaniem ich stezen
w otrzymanych filtratach metodami ICP OES i FAAS [H12, H13],

bardzo prostym przygotowaniu roztworow naparow kaw otrzymanych po trawieniu
zotadkowo-jelitowym in vitro do ich wielopierwiastkowej analizy metodami ICP OES
i FAAS [H14],

okresleniu bioprzyswajalnosci wybranych metali z naparow kaw mielonych
I rozpuszczalnych [H14],

wykazaniu, ze formy frakcyjne pierwiastkéw lepiej opisujg i charakteryzuja réznice

miedzy herbatami i kawami anizeli ich stezenia catkowite [H10-H14].
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

e Okres przed uzyskaniem stopnia doktora

W pazdzierniku 2003 roku rozpoczetam stacjonarne studia doktoranckie w Zaktadzie
Chemii Analitycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej, prowadzac badania
pod opieka naukowg prof. dr hab. inz. Wiadystawy Mulak. Prace doktorska pt.: Lugowanie
metali z zuzytego katalizatora hydroodsiarczania w srodowisku kwasnym, obronilam
we wrzesniu 2007 roku, uzyskujac stopien doktora nauk chemicznych w dyscyplinie chemia,
specjalnos¢ chemia analityczna. Moja praca doktorska dotyczyta okreslenia charakterystyki
fizykochemicznej zuzytego katalizatora hydroodsiarczania na podstawie jego analizy
chemicznej oraz morfologii 1 pokroju zobrazowanego skaningowa mikroskopia elektronowa
z mikrosondg rentgenowska i transmisyjng mikroskopig elektronowa. Przeprowadzitam
lugowania tego katalizatora w roztworach kwasow szczawiowego 1 siarkowego(VI)
z dodatkiem nadtlenku wodoru. Zbadatam wplyw stgzenia H2CoOs4, H2SOs i H20p,
temperatury, szybko$ci mieszania, wielko$ci ziaren katalizatora na szybkos$¢ lugowania Mo,
V, Ni i Al. Stwierdzitam, ze w roztworach H>C>O4 z dodatkiem H2O: zalezno$¢ stopnia
wylugowania (o) od czasu (t) opisana jest rownaniem 1-(1-a)*?=kt co wskazuje, ze reakcja
chemiczna na powierzchni katalizatora jest najwolniejszym etapem procesu tugowania metali.
W przypadku roztworow H>SOs z dodatkiem H»O2 krzywe kinetyczne opisywane sg
rownaniem o+(1-a)ln(1-a)=kt, co oznacza, ze szybko$¢ lugowania metali kontrolowana jest

dyfuzja poprzez nosnik katalizatora (y-Al203).

e Okres po uzyskaniu stopnia doktora

W pazdzierniku 2007 roku zostalam zatrudniona na stanowisku asystenta naukowo-
dydaktycznego w Zakladzie Chemii Analitycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej, a od pazdziernika 2011 roku pracuje na stanowisku adiunkta naukowo-
dydaktycznego w tym samym Zaktadzie (od stycznia 2015 r. jest to Zaklad Chemii
Analitycznej i Metalurgii Chemicznej).

W czasie asystentury, w ramach prowadzonych badan, poréwnalam rdézne metody
roztwarzania zuzytego katalizatora hydroodsiarczania pod katem ich przydatno$ci
Ww oznaczaniu wybranych pierwiastkéw gtownych i §ladowych, tj. Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Mo, Ni, Pb, Sr, Ti, V, Zn, metoda ICP OES. Do tego celu zastosowatam dwie procedury
rozktadu na mokro w uktadzie zamknigtym wspomaganym energia mikrofalowa, stosujac
mieszaniny roztworow HCI+HNO3z+H202 i roztworow HNOs+HF oraz dwie procedury
rozktadu na mokro w wukfadzie otwartym =z zastosowaniem mieszaniny wody
krolewskiej+NHsF, a nastepnie roztworow HNOsz z H2SO4 oraz roztworéow HF+HCIO4
z dodatkiem roztworow H3BOz i HCI [1].

Po zatrudnieniu na stanowisku adiunkta, swoje zainteresowania naukowo-badawcze
skoncentrowatam na analizie pierwiastkowej oraz specjacji i frakcjonowaniu pierwiastkow
w probkach zywnosci, jak réwniez zastosowaniu metod ekstrakcyjnych w przygotowaniu
probek do pomiaru metodami spektrometrii atomowej. W ramach tych badan, wspotpracujac
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Z prof. dr hab. inz. Pawtem Pohlem, dr inz. Majag Welng i obecnie dr inz. Eweling Stelmach,
bratam udziat w:

e opracowaniu szybkiej i prostej procedury przygotowania naparé6w kaw mielonych do
oznaczenia w nich catkowitych stezen Ca, Cu, Fe, Mg, Mn i Zn metodg atomowej
spektrometrii absorpcyjnej z atomizacjag w ptomieniu (FAAS), polegajacag na zakwaszeniu
probek stezonym roztworem HNOs [2],

e opracowaniu procedury przygotowania probek kaw rozpuszczalnych do analizy
zawartosci Ca, Mg, Fe, Mn metodg FAAS, polegajacej na ich rozpuszczeniu i zakwaszeniu
stezonym roztworem HNOs, jak roéwniez procedury frakcjonowania chemicznego
oznaczanych pierwiastkow w naparach kaw rozpuszczalnych z uzyciem dwukolumnowe;j
ekstrakcji do fazy statej (SPE) [3],

e opracowaniu prostej 1 szybkiej metody oznaczania zawartosci Mn w naparach kaw
mielonych przy uzyciu FAAS oraz procedury oznaczania frakcji dostgpnej] Mn w naparach
kawy z zastosowaniem SPE na sorbencie niepolarnym (ODS) i silnie kwasowym
wymieniaczu kationowym (SCX) oraz ultrafiltracji membranowej (membrany o odcigtych
mas 5, 10, 30, 50 i 100 kDa) [4],

e opracowaniu i zwalidowaniu procedury frakcjonowania chemicznego Al, Ba, Ca, Cu,
Fe, Mg, Mn, Ni, Sr i Zn w naparach herbat (czarne, zielone) oraz kaw (mielone,
rozpuszczalne) z zastosowaniem SPE; stezenia pierwiastkow w wydzielonych frakcjach
chemicznych, tj. hydrofobowa, kationowa i pozostatych form, zmierzono metoda ICP OES
[5.6],

e okresleniu bioprzyswajalnosci Ca, Fe, Mg 1 Mn z naparéw kaw mielonych
i rozpuszczalnych z wykorzystaniem trawienia enzymatycznego in vitro odwzorowujgcego
warunki panujace w ukladzie zotadkowo-jelitowym wraz z symulacjag wchlaniania przez
kosmki jelitowe na drodze ultrafiltracji z uzyciem membran o odcigtej mas 5 kDa lub 3 kDa;
stezenia pierwiastkow w wydzielonych frakcjach (<5 kDa lub <3 kDa) jak i wyjsciowych
naparach zmierzono metoda FAAS z wykorzystaniem niskorozdzielczego spektrometru
z liniowym zrodiem $wiatta (LS-AAS, kawy mielone) lub wysokorozdzielczego spektrometru
AAS z cigglym Zrédlem promieniowania (HR-CS-AAS, kawy rozpuszczalne) [7,8],

e opracowaniu uproszczonej procedury przygotowania probek naparéw kaw zielonych
do oznaczania w nich catkowitych stezen Ca, Cu, Fe, Mg i Mn metodg HR-CS FAAS [9],

e opracowaniu procedury przygotowania $§wiezych i puszkowanych pomidorow do
oznaczania $ladowych ilosci Sn technika generowania wodorkow (HG) z detekcja metoda
ICP OES po uprzedniej mineralizacji probek w uktadzie otwartym w mieszaninie HNO3
I H202 [10],

e pordwnaniu roznych procedur (mineralizacja w ukladzie otwartym oraz zamknigtym,
ekstrakcja w ukladzie cialo stale-ciecz) przygotowania probek pod katem ich zastosowania
w oznaczeniach catkowitych stezen pierwiastkow gltéwnych (Ca, Mg, P) oraz §ladowych (Ba,

41



Dr inz. Anna Szymczycha-Madeja
Zatacznik nr 2a

Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, Sr i Zn) w orzechach brazylijskich metodg ICP OES
I HG-ICP OES (Se) [11],

e opracowaniu szybkiej procedury przygotowania probek klarowanych sokow
owocowych i przecierowych sokéw marchwiowo-owocowych do jednoczesnego oznaczania
stezen catkowitych As, Se i Sb metodg HG-ICP OES [12,13].

Jestem rowniez wspotautorkg 10 artykutow przegladowych dotyczacych zastosowania
metod spektrochemicznych w analizie pierwiastkowej probek zywnosci. W pracach tych:

e omoéwiono istotne aspekty analizy pierwiastkowej roznego rodzaju napojow (kawa,
herbata, soki owocowe) oraz herbat ziolowych 1 zi6t z uwzglednieniem procedur
przygotowania probek do pomiaréw oraz sposobow zapewnienia 1 kontroli jakosSci
uzyskiwanych wynikow analizy [14-19],

e poréwnano metody spektrometrii atomowej i mas stosowanych do analizy
wielopierwiastkowej destylatow alkoholowych i wddek, ze szczegdlnym uwzglednieniem
sposobow przygotowania probek do pomiaru i kalibracji stosowanych metod; przedstawiono
tez przyktady zastosowania informacji o sktadzie pierwiastkowym destylatow alkoholowych
i wodek do kontroli ich jakosci i autentycznosci oraz identyfikacji i grupowania tych
produktow o ré6znym pochodzeniu [20],

e omoOwiono najnowsze osiagniecia (0d 2012 r.) w analizie pierwiastkowej miodow
pszczelich; skupiono si¢ na réznych aspektach badawczych, m.in. na ocenie pochodzenia
biologicznego i geograficznego miodu z wykorzystaniem metod chemometrycznych, jego
jakosci 1 bezpieczenstwa, a takze przygotowaniu probek przed analiza pierwiastkowa
metodami spektrometrii atomowej 1 mas; przedstawiono takze sposoby kalibracji
i zapewnienia jakosci i1 kontroli wynikéw [21],

e omoéwiono i porownano metodologi¢ postegpowania przy oznaczaniu i specjacji As
w ryzu metodami spektrometrycznymi z udzialem technik chromatograficznego
I nie-chromatograficznego rozdzielania poszczegdlnych form tego pierwiastka; szczegdlny
nacisk potozono na omowienie postepowania stosowanego na etapie przygotowania probek
do analizy sladowej i specjacyjnej As [22],

e dokonano krytycznego przegladu technik generowania lotnych potaczen metali
przejsciowych w reakcji z czterowodoroboranem sodu jako sposobu ich wydzielania
i zatezania przed pomiarem metodami spektrometrii atomowej i mas [23].
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