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Typ probki Produkt spozywczy
Metoda Produkty przekazane przez Zleceniodawce
pobierania

Data produkcji

2024

Data waznosci

Wskazano w nazwie prébki

Data zlecenia 11.02.2025 . Data przygotowania 20.02.2025 .
sprawozdania
Opis probek

1. Liposomalna kurkumina

(kurkumin) [numer partii/data

przydatnosci: 30.04.2025],
Nazwa probki Typ opakowania oryginalne

2. Liposomalny kompleks witamin

ADEK (ADEK) [numer partii/data

przydatnosci: 16.06.2025]

3.Liposomalna witamina C (C)

[numer partii/data przydatnosci:

03.08.2025]
Numer partii Jw. Materiat Brak danych
Punkt pobrania | Zleceniodawca Data wykonania badania 11.02.2025r.
Materiat Posta¢ ptynna Data zakonczenia badania 19.02.2025r.
Stan probki Bez zastrzezen Uwagi brak




Metodologia badawcza

Cytometryczna detekcja i charakterystyka liposoméw w badanych produktach (suplementach
diety): Liposomalna kurkumina (kurkumin) [numer partii/data przydatnosci: 30.04.2025],
Liposomalny kompleks witamin ADEK (ADEK) [numer partii/data przydatnosci: 16.06.2025] i
Liposomalna witamina C (C) [numer partii/data przydatnosci: 03.08.2025], zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem cytometru przeptywowego z bio-obrazowaniem FlowSight
(Luminex, USA) wyposazonego w 3 lasery (405nm, 488nm oraz 642nm), kanat BF (brightfield -
jasne pole widzenia), 9 kanatéw fluorescencji oraz detektor $wiatta rozproszonego lasera - side

scatter (SSC) - akwizycja w postaci wielokanatowej kamery CCD.

Wszystkie probki zostaty rozcieniczone 10 000 razy w 1% roztworze PBS poddanego filtracji (0,1
um). Do wykrywania czastek liposoméw wykorzystano lipofilowy barwnik DiD (ThermoFisher
Scientific, Germany), ktéry wigZe sie z btonami liposomoéw, wykazujac czerwong fluorescencje
(maksimum = 668nm). Probka Liposomalnej kurkuminy byta dodatkowo charakteryzowana pod
katem obecnosci zawartej w liposomach kurkuminy na podstawie jej autofluorescencji (po
wzbudzeniu $wiattem lasera niebieskiego 488nm kurkumina wykazuje zielong fluorescencje w

zakresie (500 - 530nm).

Czasteczki liposoméw charakteryzowano w oparciu o nastepujace parametry: Gradient RMS BF,
Aspect ratio BF oraz Area BF, pochodzace z cyfrowego przetwarzania obrazu komérek w jasnym
polu widzenia (kanat BF - BrightField) oraz Intensity SSC - intensywno$¢ Swiatta rozproszonego
z detektora side scatter SSC (kanat SSC), Intensity DiD - intensywnoS¢ czerwonej fluorescencji
(kanat DiD), pochodzacej z lipofilowego barwnika DiD (Thermo Fisher Scientific, Germany)
(maksimum emisji = 668nm) i Intensity Ch02 - intensywno$¢ zielonej fluorescencji (kanat Ch02),
pochodzacej z kurkuminy - autofluorescencja (zakres emisji = 500 - 530nm). Ten ostatni
parametr wykorzystywano w charakterystyce liposoméw w probce z produktu Liposomalna
kurkumina (kurkumin). Dla wzbudzenia fluorescencji barwnika DiD wykorzystywano laser
czerwony 642nm. Fluorescencje czgsteczek kurkuminy w liposomach wzbudzano laserem

niebieskim 488nm. Kazda prébke analizowano w 3 powtdrzeniach technicznych.
Analiza uzyskanych wynikéw

Analize post-akwizycyjna przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania IDEAS (Luminex,
USA). Na kropkowym wykresie zaleznosci pola powierzchni analizowanych obiektéw - Area
(kanat BF) od stosunku krétkiej do dtugiej osi analizowanych obiektéw - Aspect Ratio Intensity
(kanat BF) zdefiniowano 3 gtéwne sub-populacje obiektdw (liposomoéw): mate liposomy (small),

$rednie liposomy (medium) oraz duze liposomy (large). Rozktad wielkoSci analizowanych miceli




przedstawiajg ryciny 1, 2 i 3, odpowiednio dla préb produktéw: Liposomalna kurkumina
(kurkumin), Liposomalny kompleks witamin ADEK (ADEK) i Liposomalna witamina C (C). Ze
wzgledu na niewielki udziat liposoméw duzych (large) w prébce produktu Liposomalna
kurkumina (kurkumin) tej populacji nie uwzgledniono na rycinie przedstawiajacej dystrybucje

wielkosci czastek liposomow.
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Rycina 1. Dystrybucja liposomow pod wzgledem grup wielkosci z podzialem na
liposomy mate (sub-populacja small) i liposomy Srednie (sub-populacja medium)
w préobce produktu Liposomalna kurkumina (kurkumin).

Definicja sub-populacji miceli (DiD+) - lewy wykres typu dot plot, zostala oparta na
parametrach: Gradient RMS BF, Aspect ratio Intensity BF oraz Area BF, pochodzace z
cyfrowego przetwarzania obrazu komorek w jasnym polu widzenia (kanat BF -
BrightField) oraz Intensity SSC z detektora side scatter SSC (kanat SSC) oraz Intensity DiD
- intensywnos$¢ czerwonej fluorescencji (kanat DiD), pochodzacej z lipofilowego barwnika
DiD (Thermo Fisher Scientific, Germany) (maksimum emisji = 668nm). Zielona
fluorescencja wnetrza czasteczek liposomow pochodzi z kurkuminy - autofluorescencja
(zakres emisji = 500 - 530nm) wzbudzanej Swiatlem niebiskiego lasera 488nm. WielkoSci
analizowanych obiektow oceniano na podstawie narzedzia mierzacego w postaci skali

konwertujacej wielko$ci pixeli na wartos$ci rzeczywiste wyrazane w mikrometrach (1



pixel = 1 um). Analiza zostala przeprowadzona z wykorzystaniem cytometru z

obrazowaniem FlowSight (Luminex, USA) i oprogramowania IDEAS (Luminex, USA).
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Rycina 2. Dystrybucja liposoméw pod wzgledem grup wielkosci z podzialem na liposomy
mate (sub-populacja small), liposomy $rednie (sub-populacja medium) oraz liposomy duze
(sub-populacja large) w prébce produktu Liposomalny kompleks witamin ADEK (ADEK).
Definicja sub-populacji miceli (DiD+) - lewy wykres typu dot plot, zostata oparta na parametrach:
Gradient RMS BF, Aspect ratio Intensity BF oraz Area BF, pochodzace z cyfrowego przetwarzania
obrazu komorek w jasnym polu widzenia (kanat BF - BrightField) oraz Intensity SSC z detektora
side scatter SSC (kanat SSC) oraz Intensity DiD - intensywno$¢ czerwonej fluorescencji (kanat
DiD), pochodzacej z lipofilowego barwnika DiD (Thermo Fisher Scientific, Germany) (maksimum
emisji = 668nm). Wielkosci analizowanych obiektéw oceniano na podstawie narzedzia
mierzacego w postaci skali konwertujacej wielkoSci pixeli na wartosci rzeczywiste wyrazane w
mikrometrach (1 pixel = 1 um). Analiza zostata przeprowadzona z wykorzystaniem cytometru z
obrazowaniem FlowSight (Luminex, USA) i oprogramowania IDEAS (Luminex, USA).
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Rycina 3. Dystrybucja liposomdéw pod wzgledem grup wielkosci z podzialem na liposomy
mate (sub-populacja small), liposomy $rednie (sub-populacja medium) oraz liposomy duze
(sub-populacja large) w préobce produktu Liposomalna witamina C (C). Definicja sub-
populacji miceli (DiD+) - lewy wykres typu dot plot, zostata oparta na parametrach: Gradient RMS
BF, Aspect ratio Intensity BF oraz Area BF, pochodzace z cyfrowego przetwarzania obrazu
komérek w jasnym polu widzenia (kanat BF - BrightField) oraz Intensity SSC z detektora side
scatter SSC (kanat SSC) oraz Intensity DiD - intensywno$¢ czerwonej fluorescencji (kanat DiD),
pochodzacej z lipofilowego barwnika DiD (Thermo Fisher Scientific, Germany) (maksimum emisji
= 668nm). Wielkosci analizowanych obiektéw oceniano na podstawie narzedzia mierzacego w
postaci skali konwertujgcej wielko$ci pixeli na wartos$ci rzeczywiste wyrazane w mikrometrach
(1 pixel = 1 pm). Analiza zostata przeprowadzona z wykorzystaniem cytometru z obrazowaniem
FlowSight (Luminex, USA) i oprogramowania IDEAS (Luminex, USA).

Interpretacja wynikéw eksperymentu polegata na oznaczeniu stezenia (liczba czastek
liposomo6w na ml) oraz procentowego udziatu zdefiniowanych sub-populacji liposomoéw:
i) matych (small), ii) Srednich (medium) oraz iii) duzych (large). Wyniki statystyczne

prezentujace dystrybucje poszczegolnych sub-populacji liposoméw prezentuje rycina 4.



Probka lip y( ki/ml) b3 SD mate (%) b SD $rednie (%) b3 SD duze (%) I SD
ADEK 709734.0 97.7 1.8 0.2
ADEK 777794.2 749526.4 28955.8 97.3 97.6 0.2 2.2 2.0 0.1 0.3 0.3 0.1
ADEK 761050.9 97.6 2.1 0.2
C 358590.2 92.9 5.5 1.0
C 340381.6 351273.4 7851.7 92.7 92.7 0.2 5.7 5.7 0.1 0.9 0.9 0.1
C 354848.4 92.5 5.8 0.8
Kurkumin 3871729.3 99.0 1.0 0.0
Kurkumin 3580562.7 3775985.3 | 138194.0 97.8 98.2 0.6 251} 1.8 0.5 0.1 0.1 0.0
Kurkumin 3875664.0 97.7 2.2 0.1

Rycina 4. Wyniki statystyczne steZenia (czasteczkiliposoméw/ml) i procentowego udziatu
poszczegélnych grup liposoméw w badanych prébkach produktéw: Liposomalna
kurkumina (kurkumin), Liposomalny kompleks witamin ADEK (ADEK) i Liposomalna
witamina C (C).

Wszystkie analizowane proébki: Liposomalna kurkumina (kurkumin), Liposomalny
kompleks witamin ADEK (ADEK) i Liposomalna witamina C (C) charakteryzowaty sie
przewaga sub-populacji matych miceli (small), ktore stanowity odpowiednio: 98,2; 97,6 i
92,7 % (przy odchyleniach standardowych (SD) na poziomie odpowiednio: 0,6; 0,21 0,2).
Sub-populacja $rednich miceli stanowita dla prébek: kurkumin, ADEK i C odpowiednio:
1,8; 2,01 5,7 % (przy odchyleniach standardowych (SD) na poziomie odpowiednio: 0,5;
0,1 i 0,1). Probka kurkumin wykazata zaledwie 0,1 % obiektow (liposoméw)

zdefiniowanych na podstawie wielkosci jako duze (large).

Dodatkowo w prébce produktu Liposomalna kurkumina (kurkumin), w obrebie populacji
$rednich liposoméw zdefiniowano, na podstawie warto$ci intensywnosSci zielonej
fluorescencji (kanat Ch02) pochodzacej z kurkuminy (autofluorescencja), 2 odrebne sub-
populacje: liposoméw: o niskiej zawartosci kurkuminy (low kurkumin) oraz wysokiej
zawarto$ci kurkuminy (high kurkumin). Prezentuje to rycina 5. W ten sposéb mozliwe
jest precyzyjne (bazujace na wartosciach liczbowych z pomiaru intensywno$ci
fluorescencji przez detektory $wiatta instrumentu (kamere CCD)) okre$lenie stopnia

wypetnienia liposoméw kurkumina.
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Population %Gated | Objects/mL | Median
medium & DiD+ & SSC+ & foc... 100 86563.05 8650.74
high Kurkumin & medium & D... 18.2 15738.74 43107.07
low Kurkumin & medium & Di... 81.8 70824.32 6720.64

Rycina 5. Histogram przedstawiajacy sub-populacje liposoméw z prdobki kurkumin o
niskiej zawartosci kurkuminy (low kurkumin) oraz wysokiej zawartos$ci kurkuminy (high
kurkumin), wyodrebnione z sub-populacji $rednich liposoméw na podstawie intensywno$ci
zielonej autofluorescencji kurkuminy (wzbudzenie $wiattem lasera niebieskiego 488nm;
autofluorescencja w zakresie 500 - 530nm). Tabela ponizej zawiera wartosci stezenia liposomdéw

(obiekty/czasteczki na ml) oraz warto$ci median intensywnosci autofluorescencji kurkuminy.
Podsumowanie

Zastosowanie nowoczesnej metody analitycznej - cytometrii przeptywowej pozwolito na
potwierdzenie obecno$ci form liposomalnych w trzech badanych produktach: Liposomalna
kurkumina (kurkumin), Liposomalny kompleks witamin ADEK (ADEK) i Liposomalna

witamina C




Wykonawcy analizy (optymalizacja metody, dobér parametréw analitycznych,
przygotowanie prob, wykonanie analizy glownej, selekcja uzyskanych wynikéw,

przygotowanie sprawozdania):

prof. dr hab. Wojciech Juzwa (Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu),
dr inz. Michat Konieczny

Autoryzacja i interpretacja wynikow:

prof. dr hab. Daria Szymanowska (Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu)




