Streszczenie

Celem niniejszej dysertacji bylo opracowanie mowych metodologii oznaczania
zwigzkow biologicznie aktywnych, jakimi sg fosfolipidy, z zastosowaniem sprzezonych
technik separacyjnych. W pracy przedstawiono i zaprezentowano wyniki badan mieszezacych
si¢ z szesciu publikacjach naukowych.

W poczgtkowym etapie badan zostaly wykorzystane techniki ekstrakcyjne, takie jak
ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE) wykorzystujac tutaj metoda Folcha oraz ekstrakcja do fazy stale]
(SPE) w celu wyizolowania lipidéw, a nastgpnie fosfolipidow z probek mleka oraz z6tka jaja
kurzego. Nastgpnie przy uzycin metod chromatograficznych, uzyskane ckstrakty zostaty
poddane analizie jakosciowej z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w
‘ukladzie jedno- i dwuwymiarowym, z detekcja UV oraz spektrometrig mas (HPLC-UV-MS).
Fosfolipidy rozdzielono w ukfadzie faz odwréconych (RP-LC) oraz w chromatografii
oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Na tym etapie badafi, zostaly wykorzystane nowe
wypetnienia do faz stacjonarnych (tworzacych tak zwang pseudo blone biologiczng). Analiza
chromatograficzna pozwolita na rozdzielenie fosfolipidéw na poszezegélne klasy dla prébek
mleka i Zoitka jaja kurzego. Zastosowanie nowych faz stacjonarnych wykazato wyisza
selektywnos$¢, lepsza rozdzielezo$é i charakteryzowalo sie krétszym czasem analizy w
poréwnaniu z klasycznymi komercyjnie dostepnymi fazami stacjonamymi na bazie
krzemionki.

Wykorzystanie metod spektrometrii mas (ESI-MS/MS, MALDI) pozwolito na
identyfikacje kwasow tluszczowych budujacych czasteczki  fosfolipidéw. Opréez
scharakteryzowania profili kwaséw thuszczowych zéitka jaja kurzego i mleka, udato sie
rowniez zidentyfikowa¢ wielonienasycone kwasy tluszezowe (PUFA), w tym kwasy omega 3
i omega 6. Wykorzystanie specyficznych trybéw skanowania w MS, takich jak
monitorowanic reakcji prekursor/produkt (MRM) pozwolito na kompleksowa identyfikacje
kwaséw tluszczowych zoltka jaja. Udalo si¢ scharakteryzowaé i zidentyfikowaé kwasy
tuszezowe dla 11 klas fosfolipidéw, ktére tacznie tworzyly 124 rézne kombinacje kwasow
tluszezowych.

Chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas (GC-MS) umozliwila
charakierystyke profilu kwaséw tluszczowych dla 4 probek pochodzacych z réinej
suplementacji diety. Na podstawie tych badan okreslono zaleznosei wynikajace z réimej
suplementacji diety i to w jaki spos6b dieta wptywa na metabolizm kwaséw thiszczowych a

tym samym na zawartos¢ kwasow omega 3 i 6.



W ostatnim kroku przeprowadzonych badan, wykorzystano zaawansowany pakiet
narzedzi chemometrycznych (FA, PCA) w celu sklasyfikowania 38 kombinacji kwasow
tluszezowych w czasteczee fosfatydylocholiny w probkach przed i po suplementacji diety. W
pracy przedstawiono, ze zastosowanie sprzezonych technik separacyjnych z pakietem
narzedzi chemometrycznych stwarza nowe mozliwodei interpretacyjne w  okresleniu

podobienstw/réznic w obrgbie badanej grupy zwigzkow.,
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