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1. Dane osobowe

Imig 1 nazwisko: Lidia Stasiak-R6zanska

Miejsce pracy:

2. Posiadane
uzyskania

2012 r.

2010 r.

2006 r.

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Nauk o Zywnosci

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci
Zaklad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
Nowoursynowska 159 ¢ bud. 32, 02-776 Warszawa

Tel. +48 22 59 37 664, e-mail: lidia_stasiak@sggw.pl

dyplomy, tytuly i stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Stopien naukowy: doktor nauk rolniczych w zakresie technologii zywnosci
1 Zzywienia

Tytul rozprawy doktorskiej: Badania nad wykorzystaniem wybranych
gatunkow bakterii octowych do otrzymywania preparatu komodrkowego
o aktywnosci katalitycznej dehydrogenazy glicerolowe;j

Promotor: prof. dr hab. Stanistaw Btazejak

Wydziat Nauk o Zywnosci

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Podyplomowe Studia Doskonalenia Pedagogicznego

Swiadectwo ukonczenia jedno-semestralnych studiow podyplomowych
nr SDP-716/2010

Wydzial Nauk Humanistycznych

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Tytul zawodowy: magister inzynier w zakresie biotechnologii w przemysle
Spozywczym

Tytul pracy magisterskiej: Analiza funkcjonalna genu yebF kodujacego
hipotetyczny regulator transkrypcji u Lactococcus lactis 1L 1403

Promotor: dr Tamara Aleksandrzak-Piekarczyk

Miedzywydzialowe Studium Biotechnologii

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

12.2012 r. — obecnie adiunkt naukowo-dydaktyczny
Zaklad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci
Wydziat Nauk o Zywnosci

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

12.2011 r. - 12.2012 r. asystent naukowo-dydaktyczny
Zaklad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci
Wydziat Nauk o Zywnosci

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

06.2006 r. — 09. 2007 r. pracownik naukowo-techniczny, wykonawca grantu
Zaktad Biochemii Drobnoustrojow
Instytut Biochemii i Biofizyki
Polska Akademia Nauk

Przerwy w wykonywaniu obowigzkéw wynikajacych z zajmowanych stanowisk pracy:

-23.10.2012 r. - 30.09.2013 r. - z tytulu urodzenia drugiego dziecka
-31.01.2015 1. - 29.01.2016 . - z tytutu urodzenia trzeciego dziecka
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2017 r. poz. 1789)

Osiggnigciem wynikajagcym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r. poz.

1789) jest cykl pigciu publikacji powigzanych tematycznie.

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego
Biotechnologiczne otrzymywanie dihydroksyacetonu z glicerolu odpadowego
przy udziale bakterii octowych

oraz koncepcja zastosowania tego zwiazku w polaczeniu z celulozg bakteryjng

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia stanowiacego podstawe ubiegania si¢
o stopien doktora habilitowanego

H1. Stasiak-Rozanska Lidia, Kupiec Milena, 2018, Industrial applications of wild and
genetically-modified strains of acetic acid bacteria, Post¢py Mikrobiologii, 57, 4, 398-402
[F2017: 0,354%* IF5 jemi : 0,354%** Punkty MNiSW: 15%*

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na: przygotowaniu koncepcji manuskryptu,
zgromadzeniu danych literaturowych, analizie danych literaturowych, przygotowaniu
manuskryptu, redagowaniu manuskryptu, dostosowaniu manuskryptu do uwag Recenzentow,
jestem autorem korespondencyjnym. Méj udziat procentowy szacuje na 95%.

H2. Stasiak-Rozanska Lidia, Berthold-Pluta Anna, Dikshit Pritam Kumar, 2018,
Valorization of waste glycerol to dihydroxyacetone with biocatalysts obtained from
Gluconobacter oxydans, Applied Sciences, 8, 2517, DOI: 10.3390/app8122517

[F2017: 1,689%* IF5.1emi: 1,855 Punkty MNiSW: 25%*

Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na: przygotowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu
badan wstepnych, niezbednych do zrealizowania zamierzonego celu, opracowaniu metodyki
badan, pozyskaniu funduszy na finansowanie badan (nr grantu 505-10-092800-N00398-99),
nawiqzaniu wspétpracy z dr. P. K. Dikshitem w celu przeprowadzenia eksperymentalnej czesci
pracy oraz konsultacji naukowych w zakresie podjetej problematyki badawczej, przeprowa-
dzeniu czesci badawczej, wiodgcym udziale w opracowaniu i analizie wynikéw, wiodgcym
udziale w przygotowaniu manuskryptu, wiodgcym udziale w dostosowaniu manuskryptu do
uwag Recenzentdéw, jestem autorem korespondencyjnym. Mdj udziat procentowy szacuje na
80%.
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H3. Stasiak-Rézanska Lidia, Btazejak Stanistaw, Gientka Iwona, Bzducha-Wrébel Anna,
Lipinska Edyta, 2017, Utilization of a waste glycerol fraction using and reusing immobilized
Gluconobacter oxydans ATCC 621 cell extract, Electronic Journal of Biotechnology, 27, 44-
48, DOI: 10.1016/j.ejbt.2017.03.003

[F2017: 1,881 IF5 1emi: 1,591 Punkty MNiSW: 15%*

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na: przygotowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki badan, przeprowadzeniu badan, wiodqcym udziale w opracowaniu i analizie wynikéw,
wiodqcym udziale w przygotowaniu manuskryptu, wiodgcym udziale w dostosowaniu
manuskryptu do uwag Recenzentdw, jestem autorem korespondencyjnym. Moj udziat procentowy
szacuje na 68%.

H4. Stasiak-Rozanska Lidia, Bzducha-Wrobel Anna, Berthold-Pluta Anna, 2018, Effect of
the additive of pyrroloquinoline quinone on waste glycerol bioconversion to
dihydroxyacetone, Zeszyty Problemowe Postepéw Nauk Rolniczych, 594, 59-67, DOI:
10.22630/ZPPNR.2018.594.26

IF017: brak IF5.jem;: brak Punkty MNiSW: 13*

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na: przygotowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki badan, wiodqcym udziale w przeprowadzeniu czesci eksperymentalnej pracy,
opracowaniu i analizie wynikéw, analizie danych literaturowych, wiodgcym udziale
w przygotowaniu manuskryptu, wiodqcym udziale w dostosowaniu manuskryptu do uwag
Recenzentdw, jestem autorem korespondencyjnym. Mdj udziat procentowy szacuje na 80%.

HS5. Stasiak-Rozanska Lidia, Ptoska Justyna, 2018, Study on the use of microbial cellulose
as a biocarrier for 1,3-dihydroxy-2-propanone and its potential application in industry,
Polymers, 10, 438, DOI: 10.3390/polym10040438

[F2017: 2,935% IF 5. 1emi: 3,509 Punkty MNiSW: 40*

Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na: przygotowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu
badan wstepnych, umozliwiajgcych zaplanowanie dalszego postepowania eksperymentalnego,
opracowaniu metodyki badan, wiodqcym udziale w przeprowadzeniu czesci eksperymentalnej
pracy, pozyskaniu grupy respondentéow do badan, przygotowaniu ankiety do badan,
opracowaniu i analizie wynikéw, przygotowaniu manuskryptu, dostosowaniu manuskryptu do
uwag Recenzentdéw, jestem autorem korespondencyjnym. Mdj udziat procentowy szacuje na
95%.

*Punkty MNiSW oraz warto$¢ IF z roku 2018 dla ww. czasopism nie zostaly obliczone, w zwigzku z czym
podano dane za rok poprzedni (2017)

**w przypadku czasopism dla ktérych nie naliczono 5-letniego wskaznika IF przyjeto wartos¢ IF z roku
publikacji lub z roku poprzedniego w przypadku, gdy nie sg dostepne wskazniki z roku publikacji
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Sumaryczna liczba IF oraz punktéw MNiSW dla prac stanowiacych podstawe ubiegania

si¢ o stopien doktora habilitowanego:

IF: 6,859 [Fs-1etni: 7,309 Punkty MNiSW: 108

Oswiadczenia Wspotautorow prac wchodzacych w sktad osiggnigcia, okreslajace Ich udziat

w powstanie tych prac stanowi zatacznik 5.

4.3. Omowienie celu naukowego publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego
stanowiacego podstawe postepowania habilitacyjnego i osiagnietych wynikéw wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wstep

Dihydroksyaceton (DHA) to najprostsza ketotrioza, ktéra w wyniku krystalizacji,
przyjmuje posta¢ biatego, higroskopijnego proszku o stodkim, orzezwiajacym smaku
1 charakterystycznym zapachu. W $rodowisku naturalnym DHA wystepuje w burakach
cukrowych 1 trzcinie cukrowej [Stasiak-Rézanska 1 wsp. 2010, Stasiak-Rozanska i1 Blazejak
2011]. DHA moze by¢ stosowany jako wzmacniacz zapachow w produktach poddanych
obrobce termicznej, a takze jako emulgator 1 plastyfikator. Zwigzek ten jest latwo
przyswajalny przez organizm i moze petni¢ rolg substancji stodzacej oraz suplementu diety,
ktory wywotuje silny efekt metaboliczny [Stasiak-Roézanska 1 wsp. 2011]. Wykazano, ze
DHA charakteryzuje si¢ dziataniem antagonistycznym przy zatruciu cyjankami [Niknahad
1 Ghelichkhani 2002, Cummings 2004]. Do waznych zastosowan DHA nalezy réwiez jego
rola w otrzymywaniu metotreksatu - leku o dziataniu przeciwnowotworowym [Black i Nair
2013]. DHA uczestniczy réwniez w otrzymywaniu glikolu polietylenowego, ktory jest
sktadnikiem antyperspirantéw, past do zgbow, a takze produktow do higieny rak [Stasiak-
Roézanska 1 Btazejak 2011, Stasiak-Rézanska 1 Btazejak 2012]. Wsér6d mniej popularnych
zastosowan DHA, ale wyraznie wskazujacych wszechstronny potencjat aplikacyjny tego
zwigzku, wymieni¢ nalezy jego wlasciwosci przeciwpasozytnicze. Dihydroksyaceton moze
hamowa¢ cykl glikolizy u zarodzca sierpowatego (Plasmodium falciparum), ktory jest
jednym z czterech gatunkéw pierwotniakow, wywolujacych malari¢ u ludzi [Pavlovic-
Djuranovic 1 wsp. 2006]. Badania prowadzone przez Uzcategui 1 wsp. [2007] wskazaty
znaczacg role DHA w projektowaniu nowych lekow trypanobojczych. Wykazano, ze DHA

moze hamowac¢ cykl komorkowy swidrowca nagany (7rypanosoma brucei), odpowiedzialne-
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go za wywolywanie nagany - choroby o duzej $miertelnosci wsrod zwierzat. Dihydro-
ksyaceton moze by¢ rowniez wykorzystywany w przygotowaniu biopoatrunkow stosowanych
do tamowania krwi podczas zabiegow chirurgicznych [Henderson i wsp. 2010]. Ustalono
rowniez, ze DHA odgrywa korzystng role w leczeniu niedoci$nienia i wstrzgsu kardiogennego,
poprzez przywrocenie objetosci krwi i oddychania komoérkowego. Wyniki najnowszych
badan wskazujg na silnie terapeutyczny potencjat DHA w walce z zatruciami fosforkiem
glinu, ktory jest toksycznym pestycydem [Ahmadi i wsp. 2018].

Niezmiennie od wielu lat najwigksze zapotrzebowanie na DHA obserwuje si¢
w przemysle kosmetycznym [Stasiak-Rozanska i1 wsp. 2010, Stasiak-Rozanska 1 Btazejak
2011]. Dihydroksyaceton jest gldwnym zwigzkiem aktywnym, obecnym we wszystkich
kosmetykach, nadajacych skorze kolor zblizony do naturalnej opalenizny. To wtasnie DHA
warunkuje zmiang¢ barwy skory po aplikacji tzw. samoopalaczy [Stasiak-Rozanska 1 Btazejak
2011, Braunberger i wsp. 2018]. Rosnaca $wiadomo$¢ konsumentéw na temat szkodliwych
skutkdw promieniowania UV, a takze trend podtrzymywania opalenizny niezaleznie od pory
roku, wptywaja na wzrost zapotrzebowania na kosmetyki samoopalajgce. W 2017 roku
globalny rynek tych produktow wygenerowal w Stanach Zjednoczonych dochéd 1.011 min $.
Dla poréwnania, $wiatowe przychody z tego rynku w 2014 roku wynosity okoto 775 min $,
w Stanach Zjednoczonych rynek kosmetykow samoopalajacych wzrést o 27% w 2016 roku
(z 135 mln w 2011 r. do 171 mIln w 2016 r.) 1 o kolejne 19% w 2017 r. [Ciriminna 1 wsp.
2018].

Istnieja dwie glowne metody otrzymywania DHA: chemiczna i mikrobiologiczna
[Stasiak-Rozanska 1 wsp. 2010, Stasiak-Rézanska 1 Btazejak 2011].

Chemicznym sposobom otrzymywania DHA towarzyszy powstawanie zwigzkow
ubocznych o potencjalnie negatywnym oddzialywaniu na $rodowisko naturalne. Giowne
wady produkcji DHA metoda chemiczng obejmujg takze duze naklady energetyczne
1 ekonomiczne, zwigzane z wieloetapowym oczyszczaniem produktu, a takze nadoksydacje
DHA, co zazwyczaj wydluza czas otrzymywania tego zwigzku [Bianchi i wsp. 2005,
Dimitratos 1 wsp. 2005, Ciriminna i wsp. 2006, Ciriminna i wsp. 2018].

Obecnie, kiedy wiele procesow chemicznych probuje si¢ zastgpi¢ procesami bardziej
przyjaznymi dla §rodowiska naturalnego, duzg uwage przyktada si¢ do rozwoju i1 ulepszania
biotechnologicznych metod pozyskiwania zwigzkow stosowanych w przemys$le. Stad tez
mikrobiologiczna produkcja DHA jest aktualnie jedyng dopuszczong do stosowania metodg

otrzymywania tej ketotriozy [Dubin 1 wsp. 2007]. Zwigzana jest ona z metabolizowaniem
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glicerolu przez wybrane gatunki bakterii octowych (Acetic Acid Bacteria, AAB) [Stasiak-
Rézanska 1 wsp. 2011].

Utlenianie glicerolu w komorkach AAB moze przebiega¢ w dwodch szlakach.
Pierwszy, tzw. szlak komodrkowy, zachodzi w srodowisku o pH 8,5-10,0 na terenie cytosolu
komorkowego i jest zalezny od obecnosci adenozynotrojfosforanu (ATP) oraz jondéw Mg?".
Glicerol ulega licznym przeksztatceniom 1 ostatecznie jest wigczanymw proces produkeji
biomasy komodrkowej. Drugi szlak utleniania glicerolu przebiega w przestrzeni
peryplazmatycznej komoérek, w pH 5,0-5,5 1 jest to szlak niezalezny od ATP i NAD
(dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego). Glicerol wulega woéwczas bezposredniemu
utlenianiu do DHA, ktory jest uwalniany do $rodowiska zewng¢trznego komorki. Reakcja ta
katalizowana jest przez dehydrogenazg glicerolowg (GlyDH) - enzym zwigzany z btong
komorkowg bakterii, ktorego aktywnos$¢ uzalezniona jest od pirolochinolinochinonu (PQQ)
[Stasiak-Rozanska 1 wsp. 2010, Stasiak-Rézanska 1 Blazejak 2012, Mamlouk 1 Gullo 2013].

Proces mikrobiologicznego otrzymywania DHA przebiega w podtozach bogatych
w sktadniki odzywcze, ktore sg niezbedne do zapewnienia optymalnych warunkow wzrostu
1 aktywno$ci metabolicznej bakterii octowych. Odzyskiwanie DHA =z mieszaniny
poreakcyjnej jest procesem wieloetapowym 1 utrudnionym przez obecno$¢ pozostalosci
sktadnikow podiloza oraz innych niz DHA metabolitow AAB. Otrzymywanie DHA
z udziatem wybranych szczepow bakterii octowych przebiega w warunkach optymalnych dla
aktywnos$ci metabolicznej tych mikroorganizmow (temperatura 28°C, pH 5,0-5,5), a sg to
parametry odbiegajace od optymalnych warunkow dziatania dehydrogenazy glicerolowe;j
(temperatura 23°C, pH 7,0-7,5), ktora katalizuje utlenianie glicerolu do DHA [Lapenaite
1 wsp. 2005].

Do glownych 1 najwazniejszych probleméw technologicznych efektywnego
otrzymywania dihydroksyacetonu metodg mikrobiologiczng nalezy m.in. dlugotrwaly proces
namnazania komorek bakterii, ktory wymaga statej kontroli parametréw hodowlanych
[Stasiak-Rozanska 1 wsp. 2014]. Niezbedna jest rowniez wczesniejsza aktywacja dehydro-
genazy glicerolowej, poprzez dodatek do podtoza okreslonej dawki glicerolu. Kolejnym
powaznym ograniczeniem mikrobiologicznego utleniania glicerolu do DHA jest zjawisko
hamowania aktywnos$ci metabolicznej] mikroorganizmow, spowodowane niewlasciwie
dobranym poczatkowym stezeniem substratu oraz wzrastajagcym stezeniem powstajacego
produktu [Stasiak-Rozanska 1 wsp. 2014]. Warto zatem podejmowaé starania nad

ulepszaniem biotechnologicznych sposobow otrzymywania dihydroksyacetonu.
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W ostatnim dziesiecioleciu obserwuje si¢ niepokojacy wzrost zapotrzebowania na
energi¢. Analitycy Miedzynarodowej Agencji Energetycznej podajg kilka przyczyn tego
zjawiska [www.iea.org]. Wsrdd nich wymieniaja m.in. Swiatowy rozwdj gospodarki, ktory
wynosi $rednio 3,4% w skali roku, oraz ciagly wzrost liczby ludnosci (szacuje sie¢, ze liczba
ludnosci w 2040 roku przekroczy 9 mld, przy szacunkowej liczbie 7.4 mld w 2018 roku).
Wedlug tej Agencji w samych Chinach do 2040 roku zapotrzebowanie np. na energi¢
elektryczng, stuzaca tylko do chiodzenia, przekroczy cate obecne zapotrzebowanie na prad
w Japonii. W $wietle tych prognoz zauwaza si¢ rowniez, ze era wegla, ropy 1 innych paliw
kopalnych dobiega konca. Odpowiedzig na kurczace si¢ zasoby ropy naftowej miato by¢
wprowadzenie na rynek biopaliw odnawialnych, otrzymywanych z przetwoérstwa biomasy —
thuszczoéw roslinnych, zwierzecych 1 mikroorganizméow [Hayyan 1 wsp. 2013, Maravi 1 wsp.
2016]. Jednak takie rozwigzanie przyczynito si¢ do wygenerowania powaznego problemu
srodowiskowego — produktu ubocznego w postaci glicerolu odpadowego.

Proces produkcji biodiesla zawsze zwigzany jest z powstawaniem glicerolu
odpadowego. Na kazde 100 ton wyprodukowanego biodiesla, powstaje ponad 10 ton tego
odpadu [Manara 1 Zabaniotou 2016, Binhayeeding i wsp. 2017]. Sytuacja jest niepokojaca,
zwazywszy, ze globalng produkcje biodiesla w 2016 roku oszacowano na 33 min ton, czyli
0 3.3 mln ton wigcej niz w 2015 roku. Oznacza to jednoczesne wytworzenie ponad 3.3 min
ton glicerolu odpadowego. Produkcja biopaliw w krajach Unii Europejskiej, jak réwniez na
catym $wiecie dynamicznie ro$nie dlatego tez ilo$¢ glicerolu odpadowego zwigksza si¢ z roku
na rok [Vasudevan i Fu 2010].

Oczyszczenie glicerolu odpadowego do stopnia, ktory umozliwia bezpiecznie
stosowanie go w przemysle spozywczym, farmacji czy medycynie, jest bardzo drogie i przez
to komercyjnie mato oplacalne [Diaz 1 wsp. 2003]. Cze$ciowo oczyszczony glicerol
odpadowy moze by¢ stosowany np. jako dodatek do pasz dla zwierzat [Nitayavardhana
1 Khanal 2011, Quispe i wsp. 2013]. Moze stanowi¢ réwniez warto§ciowy energetycznie
dodatek do produkcji peletow opatowych [Bala-Litwiniak i Radomiak 2018]. Mozliwos¢
zagospodarowania klopotliwej frakcji glicerynowej obejmuje takze produkcje niektorych
zwigzkow chemicznych, dodatkow paliwowych, produkcje wodoru, etanolu i metanolu
[Leoneti 1 wsp. 2012].

Wigkszos¢ opracowanych metod utylizacji glicerolu odpadowego opiera si¢ gtownie
na badaniach prowadzonych w skali laboratoryjne;j. Istnieje ciggta i niezaspokojona potrzeba
opracowywania nowych rozwigzan 1 propozycji waloryzacji tego odpadu, ktore bedzie mozna

zastosowa¢ w skali przemystowej 1 tym samym chroni¢ $rodowisko naturalne [Anand
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1 Saxena 2012, Yang i wsp. 2012]. Do tej pory udato si¢ opracowa¢ m.in. laboratoryjng
metode utylizacji glicerolu do propano-1,3-diolu z zastosowaniem bakterii z gatunku
Citrobacter freundii [Hiremath 1 wsp. 2011]. Podobne badania z sukcesem przeprowadzono
z wykorzystaniem bakterii z gatunkéw Klebsiella pneumoniae 1 Clostridium butyricum [Mu
1 wsp. 2008, Chatzifragkou i wsp. 2011]. Podejmowano rowniez proby transformacji odpadu
glicerynowego do etanolu, kwasu cytrynowego i1 biopoliestréw [Ito 1 wsp. 2005, Papanikolaou
1 Aggelis 2009, Chanprateep 2010]. Glicerol odpadowy mozna takze przeksztatca¢ do DHA
z wykorzystaniem bakterii octowych [Stasiak-Rézanska i wsp. 2010]. Mikrobiologiczne
utlenianie glicerolu do DHA z jednej strony umozliwia pozbycie si¢ ktopotliwego odpadu,
a z drugiej strony otrzymanie dihydroksyacetonu — zwigzku o duzym potencjale aplikacyjnym
[Stasiak-Rozanska 1 wsp. 2014].

Od kilku lat w Zakladzie Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci SGGW
w Warszawie prowadzone sg badania nad opracowaniem skutecznej metody biotransformacji
glicerolu do DHA z zastosowaniem wybranych gatunkow bakterii octowych. Badania
rozpoczeto od ustalenia, ktore gatunki AAB wykazuja aktywnos¢ GlyDH [Stasiak-Rézanska
2012]. Do poczatkowych testow wybrano bakterie Acetobacter xylinum, Gluconacetobacter
xylinus oraz Gluconobacter oxydans. Na podstawie serii hodowli do$wiadczalnych oraz
zdolnosci przeprowadzania przez te bakterie utleniania glicerolu do DHA, wybrano dwa
gatunki, ktore poddano dalszym badaniom. W prowadzonych pracach doswiadczalnych
oprocz wolnych komorek AAB zastosowano rowniez immobilizacje [Stasiak-Rozanska
2012].

Immobilizacja polega na unieruchomieniu materiatu biologicznego wewnatrz lub na
powierzchni nosnika w sposob, ktory pozwala na zachowanie jego aktywnosci katalitycznej
[Dembczynski 1 Jankowski 2004, Stasiak-Rézanska 1 Blazejak 2012]. Immobilizacja
umozliwia m.in. tatwe oddzielenie unieruchomionego materiatu biologicznego od srodowiska
reakcji, w ktorym znajduje si¢ oczekiwany produkt. Immobilizacja pozwala réwniez na
skrocenie wielu procesow poprzez wyeliminowanie etapow filtracji, wirowania czy destylacji
mediéw poprodukcyjnych. Stosowanie unieruchomionych komérek lub enzyméw umozliwia
czesto kilkukrotne zastosowanie ich w procesach technologicznych, co pozwala na obnizenie
kosztow przeprowadzanych reakcji. Unieruchomione biokatalizatory nie zanieczyszczajg
srodowiska reakcyjnego, a struktura nosnika skutecznie chroni je przed uszkodzeniami
mechanicznymi, zmianami temperatury czy pH $Srodowiska reakcyjnego, a takze stresem
zwigzanym z mieszaniem 1 napowietrzaniem podtoza [Dembczynski i Jankowski 2004,

Kumaravel 1 Gopal 2010, Stasiak-Rézanska 1 Btazejak 2012]. Dodatkowa zaleta stosowania
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immobilizowanych biokatalizatoréw jest znaczne ograniczenie zmian gestosci i lepkosci
srodowiska reakcyjnego, co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla wielu procesow technolo-
gicznych [Bakuta i wsp. 2013].

W badaniach, zmierzajacych do opracowania skutecznej metody utleniania glicerolu
do DHA, zastosowano immobilizowane komorki Gluconacetobacter xylinus [Stasiak-
Roézanska 1 wsp. 2010], a reakcje przeprowadzono w podtozach hodowlanych, zawierajacych
m.in. ekstrakt drozdzowy, siarczan amonu i glicerol techniczny. Wykazano, ze na proces
biotransformacji glicerolu do DHA, przebiegajacy z zastosowaniem immobilizowanych
komorek Ga. xylinus, istotny wplyw miaty zastosowane dawki glicerolu, czas prowadzenia
reakcji, a takze pH S$rodowiska reakcyjnego [Stasiak-Rozanska i wsp. 2010]. Chociaz
wskazano na mozliwo$¢ otrzymywania DHA z zastosowaniem unieruchomionych komorek
Ga. xylinus, to jednak metoda ta nie eliminowata zjawiska hamowania aktywnosci
metabolicznej komorek, wywolanego obecno$cig substratu 1 produktu w §rodowisku reakcji
[Stasiak-Ro6zanska 1 wsp. 2011].

Podjeto takze proby zwiekszenia zdolnosci wytwarzania DHA przez bakterie
z gatunku Ga. xylinus za pomoca mutagenizacji promieniowaniem UV [Btazejak 1 wsp.
2011]. W wyniku przeprowadzonych testow fenotypowych otrzymanych mutantow, wybrano
szczepy, ktore wykazywaty zwiekszong (w poréwnaniu do szczepow rodzicielskich) zdolnos¢
utleniania glicerolu do DHA. Jednak zmiany genetyczne, niosace pozytywne efekty
fenotypowe, przyczynily si¢ jednocze$nie do zahamowania podzialdéw komorkowych
otrzymanych mutantow co uniemozliwito kontynuowanie tych badan [Btazejak i wsp. 2011].

Kolejne proby opracowania biotechnologicznej metody utleniania glicerolu do DHA
przebiegaly z zastosowaniem gatunku G. oxydans 1 roznity si¢ od wcze$niejszych badan tym,
ze s$rodowisko reakcji w postaci bogatych w sktadniki odzywcze podiozy mikrobiolo-
gicznych, zastgpiono wodnymi roztworami glicerolu technicznego. Dodatkowo, oprocz
catych, zywych komorek G. oxydans, po raz pierwszy w tego rodzaju badaniach, zastosowano
preparat komoérkowy, ktory wykazywat aktywnos$¢ dehydrogenazy glicerolowej [Stasiak-
Roézanska 1 wsp. 2014]. Wyniki przeprowadzonych badan wyznaczyty nowy kierunek prac
nad biotechnologicznymi sposobami otrzymywania DHA. Na ich podstawie powstat pomyst
opracowania biotechnologicznej metody utylizacji glicerolu odpadowego do dihydroksy-
acetonu z zastosowaniem immobilizowanego preparatu komorkowego o aktywnosci

katalitycznej dehydrogenazy glicerolowe;.
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4.3.2. Cel badan

Nadrzednym celem badan, stanowigcych podstawe do ubiegania si¢ o stopien
naukowy doktora habilitowanego zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2017 r. poz. 1789), byto

opracowanie biotechnologicznej metody otrzymywania dihydroksyacetonu
z glicerolu odpadowego przy udziale bakterii octowych oraz wskazanie nowej koncepcji

przemystowego zastosowania tego zwigzku w polaczeniu z celuloza bakteryjna.

4.3.3. Wyniki

Pierwszy etap pracy polegal na poszerzeniu i ugruntowaniu wiedzy na temat m.in.
mozliwosci wykorzystania potencjalu biochemicznego bakterii octowych w wybranych
procesach technologicznych, a takze ulatwil zaplanowanie czes$ci eksperymentalne;.
W publikacji przegladowej H1 Stasiak-Rézanska L., Kupiec M., 2018, Industrial
applications of wild and genetically-modified strains of acetic acid bacteria, Postepy
Mikrobiologii, 57, 4, 398-402, przedstawiono m.in. tradycyjne kierunki przemystowego
zastosowania bakterii octowych, wskazano réwniez zastosowania genetycznie zmodyfiko-
wanych szczepdw tych bakterii.

Bakterie kwasu octowego, nazywane réwniez bakteriami octowymi (AAB - Acetic Acid
Bacteria), nalezg do rodziny Acetobacteriaceae. Do najbardziej znanych i dobrze scharaktery-
zowanych rodzajow AAB zaliczane s m.in. Acetobacter, Asaia, Gluconacetobacter,
Gluconobacter oraz Komagataeibacter [H1, Stasiak i Blazejak 2009]. Bakterie octowe to
Gram-ujemne, tlenowe chemoorganotrofy, dla ktorych optymalna temperatura wzrostu
wynosi 25-35°C, a optymalne pH obejmuje zakres 5,4-6,3 [H1]. Charakterystyczng cecha
wszystkich bakterii octowych jest tworzenie kwasow, ktore powstaja jako koncowe lub
przejsciowe produkty utleniania alkoholi oraz wegglowodandéw [H1, Gomes i wsp. 2018].

Oprécz niepodwazalnie pozytywnego znaczenia bakterii octowych w przemysle
spozywczym, mikroorganizmy te moga by¢ niekiedy przyczyng zaoctowania piw oraz win.
Bakterie octowe mogg takze psu¢ smak marynat warzywnych i owocowych oraz utrudniaé
proces produkcji drozdzy piekarskich [Stasiak 1 Btazejak 2009, Mamlouk 1 Gullo 2013, Wang
1 wsp. 2015, Attchelouwa 1 wsp. 2018].

Jak zaznaczono w publikacji H1, do najwazniejszych zwigzkow otrzymywanych przy
udziale bakterii octowych zalicza si¢ kwas octowy (ocet), celulozg bakteryjng, dihydroksy-

aceton, a takze kwas glukonowy i lewan.
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Do otrzymywania octu wykorzystuje si¢ gatunki z rodzaju Komagataeibacter, roczna
produkcja tego zwigzku na §wiecie wynosi ok. 7 min ton, z czego ponad potowa pochodzi
z fermentacji przeprowadzanej przez bakterie octowe [Valera i wsp. 2015; Coelho 1 wsp.
2017, Yin 1 wsp. 2017]. Ocet wykorzystywany jest gldownie do konserwowania zywnosci oraz
poprawy 1 wzmocnienia smaku potraw [H1].

W publikacji H1 podkreslono, ze szczegodlnie wazng pozycje wsrod metabolitow
bakterii octowych zajmujg celuloza bakteryjna i dihydroksyaceton.

Celuloza bakteryjna (CB) jest liniowym biopolimerem, zbudowanym z lancuchow
B-1,4-glukanu, polaczonych wigzaniami wodorowymi. Nanowtokna celulozy bakteryjnej sg
okoto 100 razy mniejsze w poréwnaniu z widknami celulozy roslinnej i1 bardziej
uporzadkowane przestrzennie w poroéwnaniu do roslinnego odpowiednika. Celuloza
pochodzenia mikrobiologicznego jest wytrzymata na uszkodzenia mechaniczne 1 nie zawiera
hemicelulozy, co utatwia i usprawnia przygotowanie jej do poOzniejszego zastosowania
w przemysle [H1]. CB zostala uznana przez Food and Drug Administration (FDA) w 1992
roku za zwigzek bezpieczny dla zdrowia i1 zycia czlowieka. Ze wzgledu na szerokie
zastosowanie oraz mozliwo$¢ mikrobiologicznej syntezy w nieograniczonych ilosciach,
bakteryjna celuloza nazywana jest ,biopolimerem przysztosci” [HI1]. Moze by¢
wykorzystywana m.in. w przemys$le spozywczym, papiernictwie, biologii molekularne;j,
implantologii, stomatologii, okulistyce, otolaryngologii, chirurgii plastycznej oraz kosmetyce
[Czaja 1 wsp. 2007, Lee 1 wsp. 2013, Kowalska-Ludwicka i wsp. 2013, Lin 1 Dufresne 2014,
Gullo 1 wsp. 2018]. Celuloza bakteryjna jest nietoksyczna i nie reaguje z substancjami
zawartymi w zywnos$ci. Zachowuje stabilnos¢ w szerokim zakresie pH 1 temperatury, dlatego
moze by¢ stosowana do wytwarzania opakowan, ktore majg kontakt z zywnoscia, a takze jako
niskokaloryczny 1 bezsmakowy zamiennik ttuszczu w zywnos$ci. Wysoka stabilno$¢ termiczna
CB podczas wielokrotnego zamrazania i rozmrazania, umozliwia zastosowanie tego
biopolimeru jako dodatku do mrozonych produktow spozywczych. Celuloza bakteryjna jest
stabilnym 1 wielofunkcyjnym materiatem, ktoéry, jesli nie jest zagospodarowany, ulega
biodegradacji bez pozostawiania zwigzkow szkodliwych dla srodowiska. Zastosowania CB
WcigZ sg poszerzane, a zapotrzebowanie na ten zwigzek stale ro$nie [H1, Feng 1 wsp. 2015].

Dihydroksyaceton (DHA, 1,3-dihydroxy-2-propanon) jest jednym z podstawowych
produktéw posrednich metabolizmu glicerolu m.in. w komorkach bakterii octowych.
Mikroorganizmy te zdolne s3 do prowadzenia efektywnego utleniania glicerolu
z wytworzeniem DHA, a reakcja katalizowana jest przez zwigzang z btong cytoplazmatyczng

bakterii dehydrogenaze glicerolowa (GlyDH). Jak podkreslono w publikacji HI,
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dihydroksyaceton jest sktadnikiem aktywnym wszystkich kosmetykéw, ktore po aplikacji na
skore wywotuja jej przejSciowe brazowienie, imitujace naturalng opalenizng. W wielu
osrodkach naukowych podejmowane sg prace nad zwigkszeniem efektywnosci procesu
utleniania glicerolu do DHA z zastosowaniem bakterii octowych, w tym takze proby
wykorzystania genetycznie zmodyfikowanych szczepow AAB. Bakterie z gatunku
G. oxydans wytwarzajg jednoczesnie DHA 1 kwas glicerynowy w reakcjach katalizowanych
przez dehydrogenaze glicerolowg i dehydrogenaze alkoholowa. W publikacji H1 przytoczono
badania, ktore wykazaty, ze mutant G. oxydans pozbawiony genu kodujacego dehydrogenaze
alkoholowa (4dadhA) moze naby¢ cechy umozliwiajagce wzrost w Srodowisku o wysokim
stezeniu glicerolu (150 gL™) oraz do wydajnej produkcji DHA, w przeciwienstwie do
szczepow dzikich [H1]. W publikacji H1 przedstawiono szereg badan opisujacych zasto-
sowanie genetycznie zmodyfikowanych bakterii octowych w przemysle jako alternatywe dla
tradycyjnych procesoOw pozyskiwania okreslonych zwiazkow. Publikacja przegladowa H1
konczy sie jednak konkluzja, ktéra w moim odczuciu pozostaje aktualna. Opinia
konsumentéw, w sprawie stosowania organizmoéw zmodyfikowanych genetycznie do
pozyskiwania réznych zwigzkéw jest podzielona. Na podstawie przytoczonych badan a takze
opinii konsumentow, przedstawionych w publikacji H1 stwierdzono, ze spoleczenstwo
oczekuje raczej opracowywania nowych, skutecznych metod pozyskiwania okreslonych
zwigzkow, ktéore angazowalyby mikroorganizmy niezmienione metodami inzynierii
genetycznej, anizeli konstruowania mutantdw. Podsumowanie literatury naukowe;,
stanowigce] podstawe do napisania artukutu HI, umocnitlo mnie w przekonaniu, ze warto
podja¢ badania nad opracowaniem biotechnologicznej metody pozyskiwania DHA
z zastosowaniem biokatalizatorow pochodzacych z dzikich szczepéw AAB.
Drugi etap pracy, opisany w publikacji H2 Stasiak-Rézanska L., Berthold-Pluta

A., Dikshit P.K., 2018, Valorization of waste glycerol to dihydroxyacetone with
biocatalysts obtained from Gluconobacter oxydans, Applied Sciences, 8, 2517, obejmowat
badania przeprowadzone z zastosowaniem szczepu Gluconobacter oxydans ATCC 621, ktory
wedlug moich wczesniejszych badan [Stasiak-Rozanska 2012] charakteryzowat si¢ wysoka
aktywnos$cig dehydrogenazy glicerolowej (GlyDH) — enzymu zwigzanego z btong
komorkowg bakterii octowych, ktorego dziatanie zalezne jest od obecnosci kofaktora PQQ.

Zaplanowano przeprowadzenie biotransformacji glicerolu odpadowego do DHA
z zastosowaniem czterech roznych biokatalizatorow, ktorymi byty:

- cate, zywe komorki G. oxydans ATCC 621

- immobilizowane, cale, zywe komorki G. oxydans ATCC 621
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- preparat komorkowy, ktéry otrzymano z komoérek G. oxydans ATCC 621, 1 ktory
wykazywat aktywnos¢ GlyDH
- immobilizowany preparat komérkowy, ktory otrzymano z komorek G. oxydans ATCC
621, 1 ktory wykazywat aktywnos¢ GlyDH
Do przygotowania biokatalizatorow reakcji, kazdorazowo wykorzystywano 1 g mokrej
biomasy komorek G. oxydans, ktore po etapie namnozenia poddawano jeszcze hodowli
aktywujacej GlyDH. Preparat komoérkowy otrzymywano w wyniku sonikacji komorek
G. oxydans. Immobilizacj¢ materiatu biologicznego przeprowadzano z zastosowaniem soli
sodowej kwasu alginowego (alginianu sodu, E 401), ktéra jest nosnikiem popularnym,
bezpiecznym 1 dopuszczonym do stosowania w przemysle spozywczym. Biotransformacj¢
przeprowadzono w wodnych roztworach glicerolu odpadowego, ktéry pochodzit z zaktadow
przemystowej produkcji biodiesla. Stezenie odpadowego glicerolu ustalono na podstawie
wezesniejszych badan [Stasiak-Rézafiska i Blazejak 2012] i wynosito ono 30 lub 50 gL
Biotransformacje z udzialem wolnych lub immobilizowanych komérek G. oxydans
prowadzono w warunkach optymalnych dla zachowania wysokiej aktywnos$ci metabolicznej
szczepu, tj. w temperaturze 28°C i1 pH 5.0. Natomiast biotransformacj¢ z udziatem preparatu
komorkowego o aktywnosci katalitycznej GlyDH (wolnego lub immobilizowanego)
prowadzono w warunkach, ktoére byly optymalne dla zachowania wysokiej aktywnos$ci
dehydrogenazy glicerolowej, tj. w temperaturze 23°C i pH 7,5.

Na podstawie przeprowadzonych badan, opisanych w publikacji H2, okreslono stopien
wykorzystania glicerolu odpadowego w czasie reakcji, przyrost zawarto§ci DHA w roztwo-
rach reakcyjnych, wydajnos¢ biotransformacji, wspoétczynniki konsumpcji glicerolu,
wspotczynniki produkcji DHA oraz plon powstajacego DHA dla wszystkich rodzajow
zastosowanych biokatalizatoréw oraz warunkéw reakcji.

Biotransformacja glicerolu odpadowego o poczatkowym stezeniu 30 gL’
z zastosowaniem wolnych komoérek G. oxydans ATCC 621 spowodowata znaczne
zmniejszenie stezenia substratu (do ok. 11 gL™") juz po pierwszej dobie procesu. Dalsze
prowadzenie biotransformacji spowodowato zmniejszenie zawartosci tego zwigzku do
ok. 1 gL' po 48 godzinach. W tym samym procesie stezenie otrzymanego DHA wynosilo
9 gL' po 24 godzinach i wzrosto dwukrotnie po kolejnej dobie. Najwyzsze stezenie
oczekiwanego produktu wynosito ok. 20 gL i zostalo odnotowane po 72 godzinach
biotransformacji.

Biotechnologiczne utlenianie glicerolu odpadowego o poczatkowym stezeniu 30 gL

z zastosowaniem immobilizowanych komorek G. oxydans ATCC 621 przebiegalo wolniej
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w porownaniu do procesu z zastosowaniem wolnych komorek tego szczepu. W przypadku
immobilizowanego wariantu biokatalizatora stezenie substratu, wynoszace 1 gL', zaobserwo-
wano dopiero po uptywie 72 godzin procesu. St¢zenie dihydroksyacetonu bylo mniejsze
w poszczegdlnych punktach pomiarowych w poréwnaniu z biotransformacjg prowadzong
w tych samych warunkach, ale z uzyciem wolnych komoérek bakterii octowych. Najwyzsze
stezeniec DHA w procesie z immobilizowanymi komorkami wynosito 14,6 gL (po 72
godzinach).

W  podlozu z poczatkowym stgezeniem glicerolu odpadowego wynoszacym
50 gL' i zastosowaniem wolnych komérek G. oxydans ATCC 621 stezenie substratu
ulegato obnizeniu tylko w trakcie pierwszych 48 godzin procesu i osiggneto wartos¢ ok. 22,5
gL', Stezenie DHA wzrastato sukcesywnie i wynosito okolo 9 i 21 gL', odpowiednio po 24
172 godzinach biotransformac;ji.

W  trakcie pierwszych dwoch dni procesu utleniania glicerolu o st¢zeniu
50 gL” z zastosowaniem immobilizowanych komérek G. oxydans ATCC 621, zuzycie
glicerolu zachodzitlo wolniej w porownaniu z reakcjag w podtozu o tej samej poczatkowej
zawarto$ci substratu, lecz z komérkami wolnymi. Jednak pewne réznice w przebiegu tych
reakcji byly obserwowane po 72 1 96 godzinach, kiedy to zauwazono, ze st¢zenie glicerolu
bylo nizsze niz w reakcji z wolnymi komorkami odpowiednio o 3 i 4 gL™'. Najwyzsze
stezenie DHA otrzymane w tym wariancie eksperymentalnym wynosito 16 gL (po 96
godzinach).

Biotransformacja glicerolu odpadowego o poczatkowym stezeniu 30 gL’
z zastosowaniem wolnego preparatu komodrkowego umozliwila zuzycie jedynie 5 g
substratu na litr podloza w ciggu pierwszej doby. Dalsze prowadzenie reakcji umozliwito
nieco wieksze zuzycie tego zwigzku, ktorego zawarto$¢ po zakonczeniu reakcji wynosita
13 gL''. W przypadku tego wariantu reakcji zauwazono znaczny przyrost stgzenia
oczekiwanego produktu, do wartoéci ok. 13 gL' po 48 godzinach. Dalsze prowadzenie
reakcji spowodowato wzrost zawartosci DHA o 3 gL™.

Proces utleniania glicerolu do DHA, przebiegajacy w roztworze o poczatkowe]
zawarto$ci substratu 30 gL'1 z zastosowaniem immobilizowanego preparatu komorko-
wego, umozliwil otrzymanie mniejszych zawartosci DHA (ok. 6 i 8 gL' odpowiednio po 48
1 96 godzinach) w porOwnaniu z procesem wykorzystujacym wolny preparat. Stezenie
glicerolu w tej reakcji pozostawato wyzsze (ok. 22 i 20 gL' odpowiednio po 48 i 96
godzinach) w porownaniu do procesu przebiegajacego z uzyciem preparatu komoérkowego,

ktorego nie poddano immobilizacji.
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Reakcja prowadzona w podlozu zawierajacym odpad glicerolowy o stezeniu 50 gL
i z zastosowaniem wolnego preparatu komorkowego charakteryzowala si¢ niskim
zuzyciem substratu (zaledwie 5 i 7,5 gL' po 24 i 48 godzinach). Otrzymane stezenie DHA
sukcesywnie wzrastato w podlozu wraz z uptywem czasu, jednak nie bylo satysfakcjonujace
i wynosito zaledwie 4, 91 15 gL' odpowiednio po 24, 72 i 96 godzinach reakcji.

Podobny przebieg procesu zaobserwowano w podlozu z zawartoscia glicerolu 50 gL
i immobilizowanym preparatem komorkowym. Po 96 godzinach biotransformacji
w podlozu nadal pozostawala znaczna cze$é glicerolu odpadowego (okolo 28 gL™),
a najwyzsze stezenie DHA otrzymane w tym wariancie reakcji wynosito ok. 6 gL

Najwyzsza wydajno$¢ biotransformacji prowadzonej z zastosowaniem komorek
wolnych wynosita 77% (w roztworze z 5% dodatkiem odpadowego glicerolu), natomiast
z zastosowaniem komorek immobilizowanych 58% (réwniez w podlozu reakcyjnym
zawierajgcym 5% substratu). Najwyzsza wydajnos¢ biotransformacji glicerolu, przebiegajaca
z zastosowaniem wolnego preparatu komorkowego, wynosita prawie 100% (w roztworze
z 3% zawarto$cig glicerolu) oraz 98% (w roztworze z 5% zawartoScig glicerolu).
Immobilizacja preparatu komorkowego zastosowanego w reakcji biotransformacji 3%
roztworu glicerolu wplywata na nieznaczne zmniejszenie efektywnos$ci procesu (do 90% po
72 godzinach), a w przypadku zastosowania wyzszego stezenia glicerolu (50 gL™)
powodowata znaczne obnizenie wydajnosci reakcji (ponizej 30%).

Analizujagc wszystkie wyniki uzyskane w tym etapie do$wiadczen 1 opisane
w publikacji H2, mozna zaobserwowac, ze wspoOtczynnik konsumpcji glicerolu byt
najwickszy w reakcjach, ktore przebiegaty z uzyciem zywych komoérek G. oxydans ATCC
621. Warto$ci te wynosity po 24 godzinach 0,78 gL ™'h™" w podtozu z 3% roztworem glicerolu
oraz wolnymi komoérkami, 0,58 gL'h' w podlozu z 3% roztworem glicerolu oraz
unieruchomionymi komoérkami, 0,73 gL'h" w reakcji z 5% roztworem glicerolu oraz
wolnymi komoérkami oraz po 48 godzinach 0,52 gL™'h™" w reakcji z 5% roztworem glicerolu
oraz unieruchomionymi komoérkami. W tym samym czasie wspotczynniki zuzycia glicerolu
w reakcjach z preparatem komorkowym (niezaleznie od stezenia glicerolu oraz
unieruchomienia preparatu) wynosity od 0,2 do 0,3 gL'h". Jakkolwiek plon otrzymanego
dihydroksyacetonu byt niepodwazalnie wyzszy w reakcjach prowadzonych z uzyciem
wolnego lub immobilizowanego preparatu komorkowego (w roztworze o poczatkowym
stezeniu glicerolu 30 gL™) a takze w reakcjach prowadzonych z uzyciem wolnego preparatu
komorkowego w 5% roztworze glicerolu odpadowego (od 0,83 do 0,97 gg™', podczas gdy dla

komoérek wolnych lub immobilizowanych wartos¢ ta nie przekroczyta 0,7 gg™).
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W zadnej z przeprowadzonych reakcji utleniania glicerolu odpadowego do DHA
substrat nie zostat caltkowicie wykorzystany. Glicerol zuzyty podczas reakcji nigdy nie byt
catkowicie przeksztalcony w oczekiwany produkt. Najprawdopodobniej w reakcjach
z zastosowaniem wolnych komoérek G. oxydans czes¢ glicerolu odpadowego zostala
wykorzystana na przyrost biomasy komoérkowej. W komorkach szczepu G. oxydans ATCC
621, oprocz dehydrogenazy glicerolowej, wystepuje co najmniej osiem innych, zwigzanych
z btong komoérkowa dehydrogenaz, ktére moga przeksztalca¢ glicerol w inne niz DHA
zwigzki (np. glicerynian sodu). Enzymy te mogly by¢ réwniez obecne w preparacie
komorkowym. Przypuszczalnie czg$¢ glicerolu mogta stanowi¢ substrat w reakcjach
katalizowanych przez te enzymy [Erni 1 wsp. 2006, Peters 1 wsp. 2013, Mientus 1 wsp. 2017,
Peters 1 wsp. 2017].

Jak wykazano w publikacji H2, wyzsze poczatkowe stezenie glicerolu odpadowego
(50 gL™") nie powodowalo otrzymywania wickszych stezeh DHA, a w niektorych wariantach
przeprowadzone] biotransformacji wrecz ograniczalo plon produktu. Prawdopodobnie
zwigkszenie poczatkowego stezenia substratu spowodowato jednoczes$nie wzrost stezenia
zanieczyszczen obecnych w odpadzie glicerynowym, takich jak metanol, sole, mydta,
resztkowe kwasy thuszczowe, ktorych obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej mogta powodowac
hamowanie wtasciwego procesu utleniania glicerolu do DHA [Chatzifragkou i Papanikolaou
2012]. Na tej podstawie stwierdzono, ze w dalszym planowaniu podobnych badan nalezy
stosowac 3% poczatkowe stezenie odpadu glicerynowego.

Z przeprowadzonych badan wynikato, ze immobilizacja moze w pewnym stopniu
obniza¢ ogo6lng wydajnos¢ biotransformacji glicerolu do DHA, jakkolwiek najwyzszy plon
produktu otrzymano wiasnie z zastosowaniem unieruchomionego preparatu komoérkowego
[H2]. Na podstawie analizy wynikéw badan opisanych w publikacji H2, postawitam hipoteze,
ze zmniejszenie ilo$ci unieruchamianego materialu biologicznego moze spowodowad
zwigkszenie efektywnosci badanego procesu. Wywnioskowalam, ze ilo$¢ biokatalizatora
poddana immobilizacji w Il etapie badan byta zbyt duza (1 g mokrej biomasy), co mogto
wywota¢ konkurencje czasteczek substratu o miejsca aktywne enzymu i w konsekwencji
spowodowac inhibicj¢ reakcji. Innym wytlumaczeniem takiego przebiegu procesu mogta by¢
zbyt mala liczba dostepnych dla glicerolu miejsc aktywnych w immobilizowanym
biokatalizatorze. Prawdopodobnie $rednica alginianowej kuleczki byta zbyt duza (stosowatam
igle o $rednicy 1,2 mm), aby umozliwi¢ swobodng wymian¢ gazowg miedzy nos$nikiem
a srodowiskiem zewng¢trznym, a takze uwalnianie dihydroksyacetonu do §rodowiska reakcji.

Wyniki przeprowadzonych niedawno badan wskazuja, ze rozmiar alginianowych kuleczek
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z biokatalizatorem moze mie¢ duze znaczenie w procesach transportu masy i gazoéow
zachodzacych podczas biotransformacji [Orrego 1 wsp. 2018, Ye i wsp. 2018]. Zmniejszenie
srednicy kuleczek unieruchomionego biokatalizatora moze ufatwia¢ dotarcie substratu do
centrum aktywnego enzymu 1 uwolnienie produktu z no$nika do srodowiska reakcji, moze
takze usprawnia¢ wymian¢ gazowg podczas biotransformacji [Gutenwik 1 wsp. 2002]. Zatem
w planowaniu kolejnego etapu badan nie rezygnowano z immobilizacji biokatalizatora, lecz
zmniejszono ilo§¢ immobilizowanego materialu biologicznego w jednostce objetosci nosnika,
a takze otrzymano immobilizat w postaci kuleczek o mniejszej srednicy.

Podsumowujac II etap badan stwierdzono, ze:

= Istnieje mozliwos¢ biotechnologicznego utleniania glicerolu odpadowego do DHA

z zastosowaniem zaréwno wolnych jak 1 immobilizowanych komorek G. oxydans ATCC

621 oraz preparatu komoérkowego o aktywnosci GlyDH, bez konieczno$ci wzbogacania

srodowiska reakcji o dodatkowe sktadniki, podtrzymujace zywotnos¢ szczepu lub

aktywnos¢ 1 stabilno$¢ preparatu komorkowego;

= Immobilizacja komoérek G. oxydans miata wpltyw na przebieg biotransformacji glicerolu
do DHA i1 wbrew wcze$niejszym zatozeniom, powodowata otrzymanie nizszych stezen
produktu w porownaniu z reakcjg prowadzong z zastosowaniem wolnych komodrek

G. oxydans ATCC 621;
= Biotransformacja glicerolu odpadowego z zastosowaniem wolnego preparatu komorko-

wego o aktywnosci katalitycznej dehydrogenazy glicerolowej, umozliwila otrzymanie

wyzszych stezen DHA w jednostce objetosci podioza produkcyjnego w pordwnaniu

z reakcjg prowadzong z wykorzystaniem immobilizowanego preparatu komorkowego,

jakkolwiek najwyzszy plon DHA (gg™') otrzymano w reakcji z zastosowaniem immo-

bilizowanego preparatu komoérkowego;
= Zastosowanie immobilizacji umozliwito tatwe oddzielenie biokatalizatora od srodowiska
reakcji 1 utatwito analiz¢ roztworéw poreakcyjnych.

Trzeci etap pracy, opisany w publikacji H3 Stasiak-Roézanska L., Blazejak S.,
Gientka 1., Bzducha-Wraébel A., Lipinska E., 2017, Utilization of a waste glycerol
fraction using and reusing immobilized Gluconobacter oxydans ATCC 621 cell extract,
Electronic Journal of Biotechnology, 27, 44-48, zaplanowano na podstawie wynikow
otrzymanych w etapie drugim. Podjeto decyzje, ze w kolejnych badaniach, poczatkowe
stezenie glicerolu odpadowego bedzie wynosito 30 gL™'. Zdecydowano réwniez, ze biokata-
lizatorem reakcji bedzie immobilizowany preparat komérkowy otrzymany z G. oxydans

ATCC 621, immobilizacji zostanie poddana mniejsza ilo$¢ materiatu biologicznego

20



Dr inz. Lidia Stasiak-Rézariska Zatacznik 3a - Autoreferat

w jednostce nosnika niz w etapie II (0,44 g zamiast 1 g na t¢ samg obj¢tos¢ nosnika) oraz
zostanie zastosowana mniejsza Srednica igly podczas unieruchamiania preparatu w alginianie
sodu (0,9 mm zamiast wczesniejszych 1,2 mm). Dodatkowo, w etapie trzecim sprawdzono
czy unieruchomiony preparat komorkowy, wykorzystany podczas jednego procesu
biotransformacji glicerolu odpadowego do DHA, zachowa aktywno$¢ dehydrogenazy
glicerolowej w kolejnej tego typu reakcji. Biotransformacje glicerolu do DHA prowadzono
w temperaturze 23°C 1 przy pH 7,5. Paramerty te wg danych literaturowych [Mientus 1 wsp.
2017, Peters 1 wsp. 2017] zapewniaja wysoka aktywno$¢ dehydrogenazy glicerolowe;.
Po zakonczeniu biotransformacji, immobilizowany preparat komorkowy oddzielano od
mieszaniny poreakcyjnej, przeplukiwano jalowa woda destylowang 1 umieszczano
w $wiezych 3% roztworach glicerolu odpadowego celem przeprowadzenia kolejnego procesu
biotransformacji substratu do DHA.

Jak przedstawiono w publikacji H3, po 24 godzinach biotransformacji stezenie
glicerolu odpadowego w $rodowisku reakcji wynosito 22 gL (0 3 gL' mniej niz w etapie II
w analogicznych warunkach reakcji). W tym samym czasie zawartos¢ DHA wynosita okoto
7 gL' (ok. 3 razy wiecej niz w etapie II w analogicznych warunkach reakcji), a wydajnosé
biotransformacji w tym czasie osiggneta wartos¢ 90%. Po 48 godzinach procesu zawartos¢
glicerolu odpadowego zmniejszyla sie do 15 gL' (w etapie II warto§¢ ta w analogicznych
warunkach reakcji wynosita 22 gL™), jednocze$nie wzrosto stezenie produktu do ok. 9 gL
(w etapie II stezenie DHA w analogicznych warunkach reakcji wynosito 6 gL™).
Zaobserwowano réwniez zmniejszenie wydajnosci reakcji do 62%. Dalsze prowadzenie
biotransformacji powodowato obnizenie stgzenia DHA w podtozu reakcyjnym 1 w zwigzku
z tym obnizenie ogdlnej wydajnosci reakcji [H3]. Zmniejszenie stgzenia DHA po 72
godzinach reakcji moglo wynika¢ z dalszych przeksztalcen tego zwigzku, np. do fosfodi-
hydroksyacetonu [Prust i wsp. 2005, Mamlouk 1 Gullo 2013]. Inng przyczyng zmniejszenia
stezenia DHA w podlozu mogta by¢ zmiana kwasowos$ci czynnej $rodowiska reakcji.
Poczatkowe pH mieszaniny reakcyjnej byto optymalne dla dziatania GlyDH i wynosito 7,5,
pod koniec procesu warto$¢ ta wynosita 4,0. W zywych komorkach bakterii octowych wraz
z wytwarzaniem DHA moze powstawaé aldehyd glicerynowy, ktéry nastgpnie ulega
przeksztatceniu do kwasu glicerynowego. Obecno$¢ tego kwasu wplywa na obnizenie
kwasowosci czynnej $rodowiska [Habe i wsp. 2009]. Prawdopodobnie w zastosowanym
preparacie komorkowym obecne byly enzymy, umozliwiajace wytworzenie kwasu glicery-
nowego 1 tym samym obnizenie pH $rodowiska, co moglo mie¢ negatywny wplyw na

aktywnos$¢ GlyDH i mozliwos¢ dalszego utleniania glicerolu [H3].
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Po zakonczeniu pierwszej biotransformacji oddzielono immobilizowany preparat
komorkowy od srodowiska reakcji, przemyto preparat woda destylowang i umieszczono
w $wiezych roztworach glicerolu odpadowego o stezeniu 30 gL ™. Stezenie glicerolu zuzytego
w trakcie 24 godzin drugiej utylizacji (z powtdrnie wykorzystanym preparatem komdorkowym)
wynosito 19 gL'i byto o ok. 3 gL' nizsze niz w pierwszej utylizacji. W tym samym czasie
$rednie stezenie DHA wynosilo ok. 9 gL' i byla to warto$¢ ok. 2 gL' wyzsza w poréwnaniu
do tej, ktorg otrzymano w pierwszym procesie utylizacji. Jak wykazano w publikacji H3,
wydajnos¢ utylizacji po 24 godzinach osiggneta wartos¢ 85% (o 5% mniej niz w pierwszej
biotransformacji). Otrzymane wyniki mogly by¢ uwarunkowane przeniesieniem preparatu
komorkowego z pH 4,0 do pH 7,5, ktére jest optymalne dla GlyDH, katalizujacej proces
przemiany glicerolu do DHA. Dalsze prowadzenie reakcji z powtornie zastosowanym
immobilizowanym preparatem nadal umozliwialo otrzymywanie DHA (stezenie DHA
zwigkszato si¢ do 96 godziny procesu) [H3]. W reakcji z powtornie zastosowanym
preparatem komoérkowym nie zaobserwowano dalszych przeksztatlcen glicerolu (w prze-
ciwienstwie do pierwszej biotransformacji). Stezenie tego substratu po 24 godzinach
wynosito ok. 19 gL i utrzymywato si¢ na tym poziomie do konca trwania do$wiadczenia.
Niewielkie zmiany stezenia DHA w kolejnych godzinach drugiej biotransformacji
(ok. 6,6 gL™") wplynely na zmniejszenie wydajnosci reakeji [H3]. Stezenie DHA, otrzymane
podczas drugiego cyklu utylizacji, moglto by¢ uwarunkowane zmieniajgcg si¢ zawartoscia
PQQ w srodowisku reakcji. Prawdopodobnie, podczas pierwszego procesu stezenie PQQ
(pochodzacego z komorek G. oxydans) byto wystarczajace, aby zapewni¢ wysokg aktywnos¢
GlyDH w immobilizowanym preparacie komoérkowym. Podczas drugiej biotransformacji
(prowadzonej z uzyciem tego samego immobilizowanego preparatu) zawarto§¢ PQQ mogta
by¢ niewystarczajgca do zapewnienia prawidtowego funkcjonowania enzymu.
Podsumowujgc III etap badan stwierdzono, ze:
= Zmniejszenie ilosci immobilizowanego materialu biologicznego oraz zmniejszenie
srednicy kuleczek immobilizatu byto dobra decyzja, poniewaz umozliwilo otrzymanie
wyzszych stgzen DHA w porownaniu ze stezeniami otrzymanymi w poprzednim etapie
badan;

=> Istnieje mozliwo$¢ ponownego wykorzystania immobilizowanego preparatu kmorkowego
w biotransformacji glicerolu odpadowego do DHA, jakkolwiek preparat ten dziata
skutecznie podczas pierwszej doby procesu, a po tym czasie aktywnos¢ GlyDH wyraznie

si¢ zmniejsza.
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Te obserwacje sktonily mnie do zaplanowania kolejnego etapu badan, w ktéorym
chciatam sprawdzi¢ czy zastosowanie dodatku PQQ podczas przygotowywania preparatu
komorkowego moze mie¢ pozytywny wpltyw na przedtuzenie trwatosci tego biokatalizatora
1 przedtuzenie okresu aktywnosci obecnego w nim enzymu — dehydrogenazy glicerolowe;.

Czwarty etap pracy, szczegotowo opisano w artykule H4 Stasiak-Rézanska L.,
Bzducha-Wraébel A., Berthold-Pluta A., 2018, Effect of the additive of pyrroloquinoline
quinone on waste glycerol bioconversion to dihydroxyacetone, Zeszyty Problemowe
Postepow Nauk Rolniczych, 594, 59-67. Podczas tych badan przeprowadzono ocen¢
wplywu wybranych stezen PQQ na przebieg biotransformacji glicerolu odpadowego do DHA
z zastosowaniem immobilizowanego preparatu o aktywno$ci GlyDH, pozyskanego z komodrek
bakterii octowych G. oxydans ATCC 621. Otrzymanie preparatu komoérkowego przeprowa-
dzono jak we wczesniejszych etapach badan, z ta r6znicg, ze wszystkie etapy przygotowania,
przechowywania i przemywania preparatu komorkowego prowadzono nie w jalowej wodzie,
lecz w $rodowisku buforu o pH 9,0, poniewaz takie pH miato zapewni¢ zachowanie
stabilnosci GlyDH podczas przebywania preparatu poza $rodowiskiem biotransformacji
(ktorego pH wynosito 7,5 1 miato zapewni¢ wysoka aktywno$¢ enzymu obecnego
W preparacie). Zanim unieruchomiono preparat komérkowy w nosniku, poddano go inkubacji
w roztworach PQQ o stezeniach 1, 3, 10 lub 15 uM. Dodatkowo do §rodowiska reakcji (ktore
zawieralo 3% odpadowy glicerol) wprowadzono mieszaninge PQQ (o stezeniu 0,02 ML™)
a takze mieszanine jondow Mg”" i Ca®" (o stezeniu 0,16 ML™"). Wedtug danych literaturowych
dodatek tych jonow mogl mie¢ pozytywny wplyw na rekonstrukcje GlyDH oraz
podtrzymanie aktywnosci tego enzymu [Lapenaite 1 wsp. 2005, Sainz i wsp. 2016].

Po uptywie pierwszej doby biotransformacji stezenie glicerolu w prébie referencyjnej
(przebiegajacej z zastosowaniem preparatu, ktéry poddano preinkubacji w roztworze bez
dodatku PQQ) wynosito ok. 16 gL™'. Najnizsze stezenie substratu (13 gL™') oznaczono w tym
samym czasie w podiozu, w ktorym prowadzona byla biotransformacja z zastosowaniem
preparatu inkubowanego w 3 puM roztworze PQQ. Nieco wyzsze stezenie substratu,
wynoszace ok. 15 gL', odnotowano w podtozach, w ktérych obecny byt immobilizowany
preparat komoérkowy, inkubowany uprzednio w roztworze PQQ o stezeniu 1 uM.
Najmniejszy stopien wykorzystania glicerolu oznaczony zostat w podilozach z preparatem
preinkubowanym w roztworach PQQ o stezeniach 10 i 15 pM (odpowiednio 17 i 16,0 gL™)
[H4].

W kolejnej dobie procesu (48 godzina) stezenie glicerolu zmniejszylo si¢ we

wszystkich analizowanych wariantach dowiadczenia. Najwieksze zuzycie tego zwigzku
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(w poréwnaniu z pomiarem po 24 godzinach) zaobserwowano w podiozu z preparatem
preinkubowanym w roztworze PQQ o stezeniu 10 uM i wynosito ono okoto 5 gL' (17 gL
w 24 godzinie, 12 gL' w 48 godzinie). W podlozu z preparatem preinkubowanym
W roztworze o najwyzszym zastosowanym stezeniu PQQ (15 uM) roznica stezen glicerolu
oznaczona w 24 i 48 godzinie wynosita ok. 3 gL”'. W tym samym czasie stezenie substratu
w podtozu referencyjnym (0 uM PQQ) zmniejszyto si¢ o 1,6 gL'. W pozostalych wariantach
doswiadczenia (1 1 3 uM PQQ) réwniez zaobserwowano zmniejszenie stezenia glicerolu,
w pordwnaniu do pierwszej doby, jednak nie przekraczato ono 1 gL™'. Przedluzenie czasu
biotransformacji do 72 godzin nie spowodowato istotnych réznic w stezeniu glicerolu
w podiozu referencyjnym [H4]. W podilozu z preparatem preinkubowanym w roztworze
z 3 uM PQQ stezenie glicerolu zmniejszylo sie o ok. 1 gL (z ok. 13 gL' w 48 godzinie do
ok. 12 gL' w 72 godzinie).

Jak wykazano w publikacji H4, we wszystkich podtozach, niezaleznie od stezenia
PQQ w roztworach do preinkubacji, stezenie DHA otrzymane po 24 godzinach reakcji
wynosito $rednio 9,3 gL™'. Zawarto$¢ oczekiwanego produktu nie ulegta zmianie do konca
prowadzenia procesu. Odnotowane réznice pomigdzy stezeniami DHA w poszczegolnych
wariantach do§wiadczenia, zréznicowanych ze wzgledu na st¢zenie kofaktora nie byty istotne
statystycznie [H4].

Po zakonczeniu pierwszej biotransformacji (po 72 godzinach), immobilizowany
preparat komorkowy przemyto buforem o pH 9,0, umieszczono w $wiezych roztworach
glicerolu odpadowego o stezeniu 30 gL' i prowadzono druga biotransformacje. Po 24
godzinach biotransformacji z powtdrnie zastosowanymi preparatami komorkowymi, stezenie
glicerolu w podtozu referencyjnym (0 pM PQQ) wynosilo ok. 16 gL™'. W tym samym czasie
w pozostalych wariantach podtozy, stezenie substratu byto wyzsze 1 wynosito srednio 17, 19,
16 i 17 gL', w podlozach z preparatem poddanym preinkubacji w roztworach PQQ
o stezeniach odpowiednio 1, 3, 101 15 pM.

Po uptywie kolejnej doby stezenie substratu w podtozu kontrolnym uleglo
zmniejszeniu o ok. 1 gL' w poréwnaniu do stezenia oznaczonego w 24 godzinie reakcji.
Podobng sytuacj¢ zaobserwowano w podtozu, w ktorym zastosowano preparat preinkubo-
wany w roztworze PQQ o stezeniu 1 uM, jednak w tym przypadku odnotowano zmniejszenie
stezenia glicerolu o okoto 0,5 gL”'. W pozostatych wariantach do$wiadczenia, stezenie
glicerolu po 48 godzinach reakcji ulegato obnizeniu o wartosci okoto 3 gL' w wariancie
3 uM PQQ oraz o okolo 0,6 gL' w wariancie 10 pM PQQ, a takze o okoto 2 gL' dla stezenia

15 uM PQQ. Po 72 godzinach biotransformacji z powtdrnie zastosowanymi preparatami
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komoérkowymi, nie zaobserwowano istotnych zmian stezenia glicerolu w pordéwnaniu
z oznaczeniami wykonanymi po 48 godzinach biotransformacji. Ostatecznie, w podlozu
referencyjnym stezenie glicerolu odpadowego zmniejszyto si¢ o okoto 15 gL', podobnie jak
w podlozach, w ktorych prowadzona byta biotransformacja z zastosowaniem preparatow
inkubowanych w roztworach PQQ o stezeniach 10 1 15 pM. W pozostatych podtozach
stezenie koficowe glicerolu bylo mniejsze o okoto 13-14 gL' od stezenia poczatkowego
(30 gL' [H4].

W publikacji H4 wykazano, ze stezenie DHA oznaczone po 24 godzinach reakcji
(w podiozach, w ktorych prowadzono biotransformacje z powtornie zastosowanymi poszcze-
golnymi biokatalizatorami) wynosito $rednio 9,3 gL' (bez wzgledu na zastosowane
w preinkubacji stezenia PQQ). Zawarto$¢ produktu pozostawata bez zmian az do zakonczenia
reakcji (72 godziny) [H4].

Sainz 1 in. [2016] wykazali, ze GlyDH wyizolowana z G. oxydans 621H 1 poddana
preinkubacji w roztworze zawierajacym 3 mM CaCl, 1 0,1 uM PQQ, wykazywata najwyzsza
aktywnos$¢ po 24 godzinach. Zaobserwali rowniez, ze aktywno$¢ enzymu ulegata obnizeniu
po 48 1 96 godzinach. Mozna zatem przypuszcza¢, ze podobna sytuacja miata miejsce
w moich badaniach, z ktérych wynika, ze najwigksze zuzycie glicerolu (zarowno w pierwszej
jak 1 w drugiej biotransformacji) zachodzitlo w trakcie pierwszej doby procesu [H4]. PQQ
moze stanowi¢ kofaktor réwniez dla wielu kinaz, oksydaz, hydrataz oraz dekarboksylaz,
w zwigzku z czym czes$¢ tego kofaktora, przeznaczona dla GlyDH, mogta zosta¢ przylaczona
przez inne enzymy, obecne w preparacie komorkowym [Richter i wsp. 2010, Almeida i wsp.
2012, Kumar i wsp. 2015, Yakushi i wsp. 2018].

W etapie trzecim przeprowadzono badania z zastosowaniem preparatu komodrkowego
z G. oxydans ATCC 621, ktorego nie poddawano preinkubacji z PQQ [H3]. Najwyzsze
uzyskane wowczas stezenie DHA wynosito okoto 9 gL' (po 48 godzinach). Dalsze
prowadzenie biotransformacji powodowalo wtedy zmniejszenie zawartosci tego zwigzku
w podiozu produkcyjnym [H3]. W drugiej biotransformacji etapu III, prowadzonej
z powtdérnym wykorzystaniem preparatu komorkowego, najwyzsze stezenie DHA otrzymano
po pierwszej dobie reakcji i réwniez wynosito ono ok. 9 gL' [H3]. W badaniach
przeprowadzonych w czwartym etapie, opisanych w publikacji H4, st¢zenie DHA otrzymane
po 24 godzinach reakcji wynosito 9,3 gL' i nie zmieniato si¢ w kolejnych dobach procesu.
Utrzymywanie si¢ zawartosci DHA na stalym poziomie moglo by¢ zwigzane ze stabilizo-
waniem $rodowiska reakcyjnego buforem (czego nie stosowano w poprzednich etapach

badan) [H4].

25



Dr inz. Lidia Stasiak-Rézariska Zatacznik 3a - Autoreferat

Jak opisano w publikacji H4, wydajnos¢ biotransformacji przebiegajacej z zastoso-
waniem biokatalizatora, ktory inkubowano w roztworze referencyjnym, bez dodatku PQQ,
wynosita okoto 30% po 24 godzinach. W miare uplywu czasu reakcji wydajnos¢ zwigkszata
si¢ 1 wynosita ok. 58% po 48 1 72 godzinach. Preinkubacja preparatu komorkowego
w roztworze PQQ o stgezeniu 1 uM umozliwita przeprowadzenie reakcji z okoto 60%
wydajnosciag w ciggu 24 godzin pierwszej biotransformacji. W kolejnych punktach
pomiarowych (48 1 72 godziny), wydajnos¢ wynosita od 57 do 65%. Wydajno$¢ reakcji
w podtozu, w ktorym do preinkubacji preparatu zastosowano dodatek 3 uM PQQ
utrzymywala si¢ na poziomie 50-56%. Najwyzsze wydajnosci pierwszej biotransformacji
otrzymano po 24 godzinach w podtozach, w ktorych zastosowano preparat inkubowany
w roztworach PQQ o stezeniach 10 1 15 uM 1 wynosily one odpowiednio 70,5 oraz 66,5%.
Po uplywie 48 godzin w obu przypadkach nastgpitlo zmniejszenie wydajnosci do okoto
51-55%, a przedtuzenie czasu procesu nie wplywato na zmiang¢ tych wartosci [H4].

Podczas biotransformacji prowadzonej z powtdrnie zastosowanymi immobilizo-
wanymi biokatalizatorami, obserwowano wyzsza wydajnos¢ w poszczegolnych podiozach
w porownaniu do wydajnosci z pierwszej biotransformacji. W podtozu referencyjnym (0 uM
PQQ) wydajnos$¢ drugiej reakcji po 24 godzinach wynosita $rednio 65,5%, a po kolejnej
dobie wzrosta do ok. 85%. Prowadzenie reakcji przez kolejng dob¢ skutkowato obnizeniem
wydajnosci do ok. 64% [H4].

Jak wykazano w publikacji H4, druga biotransformacja, prowadzona z zastosowaniem
preparatu komorkowego, poddanego preinkubacji w roztworze PQQ o stezeniu 1 uM,
umozliwila uzyskanie wydajnosci okoto 73, 78 1 69% odpowiednio po 24, 48 1 72 godzinach.
Wydajnosci drugiej biotransformacji w podtozach z prepatatem inkubowanym w 3 puM
roztworze PQQ byly wysokie 1 wynosity okoto 82, 66 1 87%, odpowiednio po 24, 48 1 72
godzinach reakcji.

Podsumowujac IV etap badan stwierdzono, zZe:

= Niezaleznie od stezenia PQQ zastosowanego do preinkubacji, preparat komorkowy
wykazywat aktywnos$¢ dehydrogenazy glicerolowej zar6wno w pierwszej, jak 1 w drugiej
biotransformac;ji;

= Zastosowanie zroznicowanych st¢zen PQQ w etapie preinkubacji preparatu komorkowego

o aktywnosci GlyDH nie miato statystycznie istotnego wplywu na otrzymane st¢zenia

DHA;
= W trakcie pierwszej doby procesu, preparat komoérkowy z G. oxydans charakteryzowat si¢

najwyzszg aktywnoscig katalityczng GlyDH;
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= Zastosowanie buforu o pH 9,0 podczas przygotowywania, przemywania i przechowy-
wania preparatu komorkowego oraz buforu o pH 7,5 podczas prowadzenia biotransforma-
cji, mogto mie¢ pozytywny wplyw na stabilizacj¢ 1 aktywnos¢ preparatu komoérkowego.

Piaty etap pracy, opisany w publikacji H5 Stasiak-Rézanska L., Ploska J., 2018, Study
on the use of microbial cellulose as a biocarrier for 1,3-dihydroxy-2-propanone and its
potential application in industry, Polymers, 10, 438, r6znit si¢ nieco od poprzednich. Tym
razem nie prowadzono juz badan nad metoda biotechnologicznego utleniania glicerolu
odpadowego do DHA, lecz podjeto probe opracowania nowej koncepcji zastosowania DHA
w potaczeniu z CB. Nieograniczona mozliwo$¢ wytwarzania celulozy bakteryjnej przez
bakterie octowe, wyjatkowo praktyczne cechy tego biopolimeru, a takze doswiadczenie
w prowadzeniu skutecznej biotransformacji glicerolu do DHA, sklonily mnie do
poszukiwania kierunku aplikacji, w ktérej te dwa, w mojej ocenie niezwykle wazne
metabolity bakterii octowych, moglyby zosta¢ potaczone, a ich niezwykle wilasciwosci
wykorzystane. Tak powstal pomyst otrzymania ptatow celulozy bakteryjnej nasgczonych
roztworami dihydroksyacetonu i1 sprawdzenia, czy taki bioprodukt mogltby w przysziosci
znalez¢ praktyczne zastosowanie.

W ostatnim etapie prac, opisanych w publikacji HS, zmierzajacych do osiggni¢cia
postawionego celu naukowego, wykorzystano bakterie octowe z gatunku Gluconacetobacter
xylinus, ktéore cechujg si¢ zdolnoscia do wytwarzania celulozy bakteryjnej (CB).
Przeprowadzono seri¢ hodowli tych bakterii w podtozach, umozliwiajacych wytwarzanie CB.
Nastepnie oczyszczono otrzymane ptaty CB z komoérek bakteryjnych i nasgczono je
roztworami czystego chemicznie DHA (o stezeniach 20, 50, 80 lub 110 gL™). W dalszej
kolejnosci osuszono platy 1 aplikowano na skore w trzech niezaleznych powtorzeniach. Czas
aplikacji wynosit 15, 30 lub 60 minut. Efekt pigmentacji skory pod wptywem aplikacji ptatow
CB nasgczonych DHA oceniany byl przez niezaleznych respondentow w skali od 0 do 5,
gdzie 0 oznaczalo brak zabarwienia, a 5 najciemniejszy otrzymany kolor skory. Wszystkie
noty odnosity si¢ do probki referencyjnej CB, ktora byta inkubowana w wodzie. Stopien
bragzowienia skéry pod wplywem aplikacji CB z DHA uzalezniony byt zarowno od stezenia
DHA zastosowanego w roztworze, jak rowniez od czasu aplikacji bioproduktu na skérg [HS5].

Jak wykazano w publikacji H5, bioprodukt nasaczony 2% roztworem DHA nie wywotat
zmian zabarwienia skory po 15 minutach aplikacji. Wydtuzenie czasu aplikacji do 30 minut
spowodowato delikatne przyciemnienie skory (1 punkt w skali 0-5), za$ aplikacja trwajaca 60

minut umozliwita uzyskanie koloru skéry ocenionego na 2 punkty w skali 0-5.
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Platy CB nasgczone 5% roztworem DHA rowniez nie spowodowaly wyraznej
pigmentacji skory po 15 minutach aplikacji, ale wydtuzenie czasu kontaktu tego bioproduktu
ze skora, skutkowato zabarwieniem ocenionym przez respondentow na 4 w skali 0-5.
Aplikacja ptatow przez kolejne 30 minut nie spowodowata przyciemnienia skory.

Aplikacja celulozy nasaczonej 8% roztworem DHA, trwajaca 15 minut, umozliwita
przyciemnienie skoéry ocenione przez respondentéw na 1 punkt skali. Po 30 minutach
aplikacji kolor skoéry oceniono na 4 punkty, a po 60 minutach $rednia ocena wynosita
5 punktow w skali 0-5.

Wedtug badan opisanych w publikacji HS, celuloza bakteryjna nasaczona 10%
roztworem DHA umozliwita otrzymanie koloru skory ocenionego po 15 minutach aplikacji
na 1 punkt, natomiast kolor skéry otrzymany zaréwno po 30 1 60 minutach aplikacji
bioproduktu otrzymat najwyzszg mozliwg punktacje.

Jak wynika z badan opisanych w publikacji HS, czas aplikacji celulozy nasgczonej
DHA mial wickszy wplyw na uzyskany kolor skory niz stezenie DHA zastosowane do
nasgczenia ptatow CB. Kolor skory oceniony zostal na 4 punkty po aplikacji CB nasgczone;j
zardwno 5% roztworem DHA (po 30 1 60 minutach), jak réwniez 8 % roztworem DHA (po
30 minutach). Respondenci, biorgcy udziat w badaniu, zgodnie stwierdzili, ze 4 punkty
(w skali 0-5) odpowiadaja takiemu kolorowi skory, ktory jest najtadniejszy, najbardziej
oczekiwany 1 najbardziej zblizony do koloru naturalnej opalenizny. Dodatkowo, zwrdocono
szczegoOlng uwage na wygodng forme stosowania zaproponowanego bioproduktu oraz na fakt,
ze zabarwienie skory uzyskane po jego zastosowaniu nie pozostawialo na skorze
charakterystycznego, nieprzyjemnego =zapachu, ktory zawsze towarzyszy stosowaniu
komercyjnie dostepnych kosmetykdéw samoopalajacych. Uzyskany efekt kolorystyczny
utrzymywat si¢ na skorze od 7 do 14 dni [H5].
Podsumowujac V etap badan stwierdzono, ze:
=> Celuloza bakteryjna moze by¢ skutecznym nosnikiem dihydroksyacetonu;
= Platy CB nasgczone DHA mogg stanowi¢ nowy bioprodukt, ktory umozliwia pigmentacje

skory, nie pozostawiajgc nieprzyjemnego zapachu, typowego dla komercyjnie dostgpnych
preparatdw samoopalajacych, a jego aplikacja jest tatwa i wygodna dla odbiorcy.

Zaproponowane rozwigzanie, polegajagce na polaczeniu wihasciwosci metabolitow
bakterii octowych - CB i DHA ma duze znaczenie praktyczne i moze w przysztosci
przyczyni¢ si¢ do zaprojektowania bioproduktu, ktory moglby znalezé zastosowanie
w opracowaniu metod tagodzenia skutkéw bielactwa skory. CB jest biomateriatem, z ktorego

mozna formowa¢ dowolne ksztalty. Istnieje zatem mozliwos¢ zaprojektowania ptatow CB,
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ktore moga doktadnie pasowa¢ do miejsc na skorze, ktorych kolor zmienit si¢ w wyniku
choroby vitiligo. Struktura CB umozliwia doktadne przywieranie bez wzgledu na ksztatt
1 powierzchnig, na ktorg jest nakladana. Proponowana metoda wymaga dopracowania, ale
stwarza mozliwo$¢ indywidualnego 1 spersonalizowanego zaprojektowania bioproduktu,

ktory w przysztosci mogtby umozliwi¢ maskowanie efektéw bielactwa skory [H5].

4.3.4. Podsumowanie otrzymanych wynikow i omoéwienie ich ewentualnego
wykorzystania

Obserwowany w ostatnich latach dynamiczny wzrost zapotrzebowania na energi¢
1 zmieniajgca si¢ gospodarka rynkowa, wymusily poszukiwania alternatywnych zrddet
energii. Biopaliwa odnawialne, do ktorych nalezy biodiesel, miaty by¢ odpowiedzig na
wyczerpujace si¢ zasoby paliw kopalnych. Niestety, zwiekszona produkcja biodiesla
wygenerowata kolejny, ucigzliwy problem srodowiskowy, a mianowicie glicerol odpadowy.
Z jednej strony produkcja biodiesla byta alternatywa dla ratowania gospodarki paliwowej,
ale z drugiej strony w znacznym stopniu przyczynila si¢ do obcigzenia $rodowiska
naturalnego odpadem poprodukcyjnym. Taka sytuacja ekologiczna przyciggneta uwage
naukowcow, ktorzy podjeli badania nad poszukiwaniem skutecznych sposobdw utylizacji
glicerolu odpadowego. Ja réwniez zainteresowalam si¢ tym tematem. Od roku 2007
zajmowatam si¢ badaniami, wykorzystujagcymi wybrane gatunki bakterii octowych do
utleniania glicerolu do dihydroksyacetonu. Znane byly wowczas wszelkie zalety
dihydroksyacetonu jako aktywnego sktadnika tzw. kosmetykow ,,samoopalajacych®, jednak
dostgpna wowczas literatura naukowa wskazywata na zupelnie nowe i1 wcigz poszerzajace
si¢ zastosowania tego zwigzku, m.in. w przemysle spozywczym. Pracujac wowczas
z bakteriami octowymi, wiedziatam, ze mikroorganizmy te, niczym mikroskopijne
bioreaktory, moga w sposob wydajny prowadzi¢ utlenianie glicerolu do DHA. Potaczytam
te informacje i podjetam badania nad opracowaniem metody, w ktérej bakterie octowe
moglyby wytwarza¢ dihydroksyaceton, jednak nie z czystego glicerolu, lecz z glicerolu
odpadowego, otrzymywanego podczas procesu produkcji biodiesla. Z danych literaturowych
wynikato, ze DHA moze by¢ produkowany metodami chemicznymi, jednak ze wzgledu na
trudne warunki reakcji oraz przede wszystkim powstawanie zwigzkéw ubocznych,
zagrazajacych $rodowisku naturalnemu, metody te =zostaly wyparte przez procesy
biotechnologiczne, przebiegajace z zastosowaniem bakterii octowych. Jednak i1 te sposoby

mikrobiologicznego otrzymywania DHA nie byly pozbawione wad. Do glownych
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problemow technologicznych otrzymywania DHA metoda mikrobiologiczng naleza:
dtugotrwaty proces przygotowywania komorek bakterii octowych (obejmujacy m.in.
namnazanie wst¢pne, namnazanie wlasciwe, aktywacje enzymu w komorkach), prowadzenie
reakcji w podlozach bogatych w zwiazki odzywcze, ktore sg konieczne dla zachowania
odpowiedniej aktywnos$ci metabolicznej bakterii, a ktore jednoczes$nie utrudniajg pdzniejsze
oczyszczenie produktu koncowego. Otrzymywanie DHA z zastosowaniem zywych komoérek
bakterii octowych wymaga zachowania parametréw optymalnych dla ich rozwoju,
a nie sg to parametry, ktore bytyby optymalne dla dziatania dehydrogenazy glicerolowej —
enzymu blonowego, katalizujgcego utlenianie glicerolu do DHA. W wielu patentach
pojawila si¢ rowniez informacja o problemach z odzyskiwaniem DHA z mieszaniny
poreakcyjnej. Otrzymanie dobrej jakos$ci finalnego produktu zwigzane jest z kilkuetapowym
procesem, obejmujacym  wirowanie/ewaporacj¢/destylacje/zageszczanie/oczyszczanie.
W oparciu o te informacje, zaplanowatam badania, ktorych celem byta ocena mozliwosci
opracowania biotechnologicznej metody otrzymywania DHA z glicerolu odpadowego.
Nowatorski element zatozenia badawczego polegat na tym, ze stosowane do tej pory
podloze reakcyjne, bogate w sktadniki odzywcze 1 wzrostowe, zastgpitam roztworami
glicerolu odpadowego, ktory pochodzit z przemystowych zaktadow produkeji biodiesla,
a zywe komorki bakterii octowych, zastgpitam pozyskanym z ich biomasy preparatem
komorkowym, ktory wykazywat aktywnos$¢ katalityczng dehydrogenazy glicerolowe;.
Dodatkowo, wprowadzitam immobilizacj¢ biokatalizatora w celu utatwienia oddzielenia go
od srodowiska reakcji. Proces biotransformacji glicerolu odpadowego do DHA prowadzitam
w warunkach optymalnych dla dehydrogenazy glicerolowej, nie za$§ (jak to bylto wczes$niej
praktykowane) optymalnych dla wzrostu i1 aktywnosci metabolicznej bakterii octowych.

W moim odczuciu wyniki badan przeprowadzonych przeze mnie i Wspotpracownikow,
maja duze znaczenie praktyczne i wnoszg wklad w rozwdj dziedziny nauk rolniczych,
albowiem na ich podstawie:

'Wykazano mozliwo$¢ przeprowadzenia skutecznej biotransformacji

olicerolu odpadowego do dihydroksyacetonu z zastosowaniem biokatalizatora

w postaci immobilizowanego preparatu komorkowego

W mojej opinii dodatkowym atutem opracowanej metody jest mozliwos¢ zastosowania
immobilizacji oraz wykorzystania unieruchomionego biokatalizatora w powtdérnym procesie,
co ma pozytywny wplyw zaréwno na skrocenie czasu reakcji, jak rowniez na koszto-

chtonnos$¢ 1 pracochtonno$¢ catego procesu.
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Obecnie w Zaktadzie Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci WNoZ SGGW
w Warszawie prowadz¢ badania nad zastosowaniem tej metody w skali bioreaktora. Podjetam
juz proby wytragcenia DHA ze $rodowiska reakcji, po uprzednim zageszczeniu mieszaniny
poreakcyjnej. Zdecydowana wigkszos¢ badan opublikowanych w renomowanych
czasopismach naukowych konczy si¢ oznaczeniem stgzenia DHA w roztworach poreakcyj-
nych. Do tej pory w nielicznych publikacjach opisano proby wytragcenia DHA ze §rodowiska
reakcji. Nie jest to proste zadanie, ale prace, ktore podjetam w tym zakresie, zdajg si¢ by¢
obietnicg na uzyskanie w niedalekiej przysztosci interesujagcych wynikéw, a takze nawigzanie
wspolpracy z otoczeniem przemystowym.

W cyklu publikacji naukowych, ktore weszly w sktad mojego osiggnigcia naukowego,
ujetam rowniez prace, ktora w sposob bezposredni wigze si¢ z glownym watkiem
tematycznym, jednakze odbiega nieco koncepcjag badan. W ostatnich kilku latach nastgpit
znaczny wzrost zapotrzeboania na DHA w sektorze przemystlu kosmetycznego. Rynek
preparatdow samoopalajacych odnotowal rekordowe przyrosty zyskéw. W tym samym czasie
moje zainteresowania naukowe skierowatam na inny metabolit bakterii octowych — celuloze
bakteryjng. Szczegdlne wlasciwosci tego biopolimeru, wysoka odporno$¢ na czynniki
mechaniczne, nieprzeci¢tna uniwersalnos¢ aplikacji 1 w zasadzie nieograniczona mozliwos¢
produkcji, sktonity mnie do poszukiwania sposobu potaczenia CB 1 DHA. I tak powstat
pomyst opracowania nowego bioproduktu, czyli ptatow celulozy bakteryjnej nasgczonych
dihydroksyacetonem. Przeprowadzone badania wskazaly nowa mozliwos¢ polaczenia CB

1 DHA, co moze by¢ znaczacym osiggnigciem, albowiem

Otrzymano bioprodukt, laczacy wlasciwosci dihydroksyacetonu i celulozy bakteryjnej,

Taki bioprodukt moze powodowaé oczekiwang i odwracalng zmiang¢ koloru skory,
w sposéb, ktory nie pozostawia nieprzyjemnego zapachu (typowego dla obecnych na rynku
produktéw samoopalajacych). Poza tym, taki bioprodukt méglby zosta¢ wzbogacony o inne
aktywne sktadniki, ktore pozytywnie oddziatujg na skére podczas aplikacji. Zaintertesowanie
srodowiska przemystowego takim rozwigzaniem dodato mi pewnosci, ze koncepcja podjetych

badan byta stuszna i zachecito do kontynuowania tych prac w najblizszej przysztosci.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych
Moje zainteresowania naukowe zmienialy si¢ wraz z etapem mojej edukacii,
doswiadczenia zawodowego oraz pod wptywem srodowiska naukowego, z ktérym miatam
zaszczyt wspoOtpracowac. Jednak wsérod ogdlnych doswiadczen naukowo-badawczych, ktore
zdobywatam wraz z poczatkiem mojej edukacji wyzszej (tj. od 2001 roku), mozna
wyodrebnic trzy gtdéwne kierunki zainteresowan, ktore dotycza:
= Analizy funkcjonalnej wybranych genow bakterii mlekowych z gatunku Lactococcus
lactis
=> Charakterystyki potencjatu biochemicznego wybranych gatunkéw bakterii octowych,
ukierunkowanego na utlenianie glicerolu do dihydroksyacetonu
= Analizy mikrobiologicznej zywnosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem wystepowania
pateczek z rodzaju Cronobacter
W 2001 r. podjetam studia na Miedzywydzialowym Studium Biotechnologii SGGW
w Warszawie. Moje zainteresowania naukowe skierowane byty w strone zastosowan nowych
technologii w przemysle spozywczym. W tamtym czasie szczegoOlnie interesowatam si¢
technikami molekularnymi 1 inzynierig genetyczng. Interesowato mnie zastosowanie réznych
metod modyfikacji genetycznych mikroorganizmow, ktére nastepnie moga by¢
wykorzystywane w przemysle spozywczym. W tym zakresie wspotpracowatam z grupg
badawcza prof. Jacka Bardowskiego z Zaktadu Biochemii Drobnoustrojow IBB PAN pod
opieka naukowag dr Tamary Aleksandrzak-Piekarczyk, z ktérg prowadzitam badania nad
analizg funkcji genu yebF, wystepujacego w szczepie Lactococcus lactis 11.1403.
Pierwszym etapem okreslenia funkcji genu yebF bylto utworzenie mutanta, pozbawionego
genu yebF (IL1403 AyebF) oraz mutanta, pozbawionego réwnoczesnie gendw yebF 1 ccpA
(IL1403 AccpAAyebF). W celu okreslenia cech fenotypowych otrzymanych mutantow,
przeprowadzono szereg testow wzrostowych i biochemicznych. W celu ustalenia poziomu
ekspresji genu yebF’ w odpowiedzi na rézne zrodta wegla, wykonano fuzje promotora tego
genu z genami reporterowymi /uxAB, a nastgpnie wintegrowano je do chromosomu dzikiego
szczepu 1L1403 oraz jego mutanta ccpA. Nastgpnie zbadano ekspresje genu yebF
w komorkach szczepu IL1403. W ramach badan do pracy magisterskiej skonstruowatam
rowniez mutanta zdolnego do nadprodukcji biatka Ccpa, ktére nastepnie wyizolowatam
1 oczys$citam, a w pézniejszych badaniach (nie ujetych w pracy magisterskiej) bralam udzial
w sprawdzaniu oddzialywania bialka CcpA z wybranymi genami L. lactis 11.1403.

Wyniki otrzymane w czasie pracy magisterskiej w polaczeniu z wynikami dostepnymi
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wowczas w literaturze, pozwolity na zbudowanie hipotetycznego modelu, ktory wyjasnia
role, jaka moglby pelni¢ gen yebF w indukowanym celobioza metabolizmie laktozy
u L. lactis 11.1403. Wedlug tego modelu celobioza jest transportowana do wnetrza komorki
przez permeaze (biatko CelB), bedaca sktadnikiem specyticznego dla B-glukozyddéw systemu
PTS. Podczas translokacji celobioza ulega fosforylacji, a prawdopodobnymi przekaznikami
grupy fosforanowej sa biatka PtcA 1 PtcB. Jak stwierdzono, biatko YebF znajduje si¢
w komorce na statym poziomie. Ufosforylowana celobioza wigze si¢ z domeng SIS biatka
YebF i w ten sposob aktywuje je funkcjonalnie. Taka sytuacja moze powodowac zmiang
konformacji biatka tak, ze mozliwe staje sie jego przylaczenie za posrednictwem domeny
HTH do genu celB. Powoduje to aktywacje ekspresji genu celB, wywotujac wzmozong
produkcje biatka CelB. Sytuacja, w ktorej w blonie cytoplazmatycznej wystepuje
podwyzszona ilo§¢ permeazy, moze umozliwia¢ wnikanie laktozy do wnetrza komorki.
Wedlug tego modelu, przy braku biatek YebF 1 CcpA w komodrkach L. lactis 111403 (IL1403
AccpAAyebF), szczep jest zdolny do wykorzystywania celobiozy, najprawdopodobniej dzigki
obecnosci genu celB. Gen celB posiada w regionie promotorowym sekwencje cre, co
sugeruje, ze moze on ulegac represji katabolicznej przez biatko CcpA. Hipotetyczny model,
zbudowany w oparciu o wyniki mojej pracy magisterskiej znalazt potwierdzenie w wynikach
testow wzrostowych okreslonych mutantéw. W sytuacji, gdy w genomie 11403 nieobecny
jest gen yebF, ale funkcjonuje gen ccpA (IL1403 AyebF), biatkko CcpA moze dziata¢ jako
represor w stosunku do genu cel/B i wykorzystywanie celobiozy przez szczep moze byc¢
niemozliwe. Badania te oraz ich wyniki opisatam w pracy magisterskiej pt. ,,Analiza
funkcjonalna genu yebF, kodujacego hipotetyczny regulator transkrypcji u Lactococcus
lactis 11.1403%, ktérej promotorem byta dr T. Aleksandrzak-Piekarczyk. Prace magisterskg
obronitam z wynikiem bardzo dobrym w 2006 roku. Rezultaty mojej pracy magisterskiej byly
prezentowane na Sesji Mtodej Kadry Naukowej w Lodzi w postaci posteru (zat. 4, III, B, 8),
za ktéry otrzymalam nagrode gtownag (zat. 4, III, D, 5) oraz podczas wystgpienia na
Miedzynarodowym Kongresie Bakteriologii 1 Mikrobiologii Stosowanej w Istambule (zat. 4,
III, B, 7). Po uzyskaniu tytulu zawodowego magistra inzyniera w zakresie biotechnologii
w przemysle spozywczym, kontynuowatam wspodtprace z IBB jako wykonawca grantu,
w ramach ktorego prowadzilam dalsze badania nad analiza funkcjonalna genow
regulatorowych, biorgcych udzial w katabolizmie laktozy i glukozydéow w komdrkach
L. lactis (zat. 4, 11, 1, 6). Moja rola w tym projekcie polegata m.in. na klonowaniu genow,
konstruowaniu fuzji transkrypcyjnych genow reporterowych, tworzeniu mutantow delecyj-

nych, nadprodukcji i oczyszczaniu biatek bakteryjnych. Przeprowadzone badania oraz ich
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wyniki zostaly opisane 1 opublikowane w 2015 roku w czasopiSmie Applied Microbiology
and Biotechnology (zal. 4, 11, A, 10).

Wspoétpraca z Naukowcami z ZBD IBB PAN uktadata si¢ pomyslnie, dawata mi wiele
satysfakcji oraz stwarzata mozliwo$¢ poznawania nowych rozwigzan badawczych w zakresie
genetyki drobnoustrojow, jakkolwiek w tamtym czasie planowatam juz podjecie edukacji na
studiach III stopnia. W pazdzierniku 2007 roku rozpoczelam studia doktoranckie
o specjalnosci technologia zywnosci, biotechnologia zywnos$ci, chemia zywnosci, inzynieria
zywnoséci i ocena zywnosci przy Wydziale Nauk o Zywnosci SGGW w Warszawie.
Rozpoczecie studiow na SGGW nie oznaczalo jednak zerwania wspolpracy z IBB.
W dalszym ciggu utrzymywatam kontakt z dawng grupg badawcza, co umozliwiato mi
organizowanie stazy naukowych studentow SGGW w IBB oraz realizowanie prac inzy-
nierskich 1 magisterskich studentow SGGW w IBB. Zrealizowalam roéwniez dwumiesi¢czny
staz naukowy w IBB, podczas ktérego poznalam nowe metody globalnej analizy efektow
mutacji chromosomalnej u bakterii mlekowych w podej$ciu proteomicznym i transkrypto-
micznym (zat. 4, III, L, 1). Jestem rowniez odpowiedzialna za koordynowanie dziatan,
wynikajacych z porozumienia miedzy WNoZ SGGW a IBB PAN (zat. 4. I1I, Q, Dzialalnos¢
organizacyjna, 4).

Moja dzialalnos¢ naukowa podczas studiow doktoranckich skupiata si¢ gtownie wokot
bakterii octowych oraz mozliwosci zastosowania ich potencjalu biochemicznego
w procesie utleniania glicerolu do dihydroksyacetonu. W pracy doktorskiej przepro-
wadzitam badania, ktére zmierzaly do wyboru odpowiedniego szczepu bakterii octowych,
zdolnego do efektywnego utleniania glicerolu technicznego do DHA oraz opracowania
metody pozyskiwania preparatu komorkowego z tych mikroorganizmow.

Badania ujete w mojej pracy doktorskiej obejmowaly m.in. charakterystyke wzrostu
wybranych gatunkéw bakterii octowych (Acetobacter xylinum, Gluconacetobacter xylinus,
Gluconobacter oxydans) w podlozach modelowych oraz ustalenie optymalnych parametrow
hodowli tych drobnoustrojéw. Przeprowadzitam seri¢ biotransformacji glicerolu technicznego
(obecnego w podtozach mikrobiologicznych) do dihydroksyacetonu z zastosowaniem
immobilizowanych komoérek A. xylinum. Podloza byly zrdéznicowane ze wzgledu na
poczatkowa zawarto$¢ glicerolu (30, 50, 70 lub 100 gL™") oraz pH (pH 5,0; 7,0; 8,0).
Podobne badania przeprowadzitam 2z zastosowaniem pozostatych gatunkéw bakterii
octowych, jednak w tym przypadku rozbudowatam zakres badawczy 1 w biotransformacji
glicerolu do DHA stosowatam komorki wolne oraz immobilizowane. Ustalitam rowniez,

w ktorej frakcji preparatu komorkowego obecna jest aktywna dehydrogenaza
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glicerolowa. Zrealizowane badania pozwolily stwierdzi¢, Zze enzym ten obecny jest
w resztkach komorkowych 1 pozostaje zwigzany z btonami komorek zdezintegrowanych
ultradzwigkami. Na podstawie przeprowadzonych badan wykluczono obecno$¢ aktywnej
formy eznymu w osadzie komorkowym jak réwniez w supernatancie. Badania umozliwily
doprecyzowanie metody otrzymywania preparatu komorkowego o aktywnoSci
katalitycznej dehydrogenazy glicerolowej. Wykazano, ze ultradzwickowa dezintegracja
komorek bakterii  jest skuteczniejsza w otrzymywaniu preparatu  komoérkowego,
w porownaniu do metody enzymatycznej. Wykazano rowniez mozliwos$¢ przeprowadzenia
biotransformacji glicerolu do DHA w $rodowisku zawierajacym jedynie wodny roztwor
glicerolu technicznego i immobilizowany preparat komoérkowy jako biokatalizator procesu.
Na podstawie tych wynikow zaplanowatam dalsze etapy mojej aktywnosci badawczo-
naukowej, ktore zmierzaty w kierunku otrzymywania DHA z glicerolu odpadowego.

Publikacje naukowe oraz doniesienia konferencyjne, dotyczace badan prowadzonych
podczas realizowania pracy doktorskiej zostaly przedstawione w zalaczniku 4: Stasiak 1 wsp.
2008 (zal. 4, 111, B, 6); Stasiak 1 Btazejak 2009 (zat. 4, 11, D, 20); Stasiak-Ré6zanska 1 Btazejak
2009 (zat. 4, 111, B, 5); Stasiak-Rézanska 1 wsp. 2010 (zat. 4, II, D, 19); Stasiak-Rozanska
1 wsp. 2010 (zat. 4, III, B, 1); Stasiak-Roézanska i wsp. 2010 (zat. 4, III, B, 2); Stasiak-
Roézanska 1 wsp. 2011 (zat. 4, 11, D, 17); Stasiak-Rozanska 1 Blazejak 2011 (zat. 4, 11, K, 3);
Stasiak-Rézanska 1 Blazejak 2011 (zat. 4, 11, D, 15); Stasiak-Rozanska 1 Btazejak 2012 (zat. 4,
IL, A, 13).

Podczas realizowania badan do pracy doktorskiej udato mi si¢ pozyskac srodki finansowe,
ktore umozliwity zakupienie aparatury i odczynnikow, a takze zlecanie czg$ci badan innym
osrodkom naukowym. Dzigki podjetym staraniom otrzymatam tzw. ,,Mazowieckie
Stypendium Doktoranckie (zat. 4, III, D, 4), z ktorego sfinansowalam cz¢s$¢ badan do pracy
doktorskiej. Bylam réwniez wspotautorem wniosku oraz gldéwnym wykonawcag grantu
promotorskiego, przyznanego decyzja MNiSW (zat. 4, 11, 1, 5), dzigki ktoremu mozliwe byto
sfinansowanie znacznej cze$ci badan zaplanowanych w pracy doktorskiej. Ze wzgledu na
urodzenie dziecka, przedluzytam studia doktoranckie o 6 miesiecy i w kwietniu 2012 roku
z wyroznieniem obronilam prace doktorsky, zatytulowang ,,Badania nad wykorzy-
staniem wybranych gatunkéw bakterii octowych do otrzymywania preparatu
komorkowego o aktywnosci katalitycznej dehydrogenazy glicerolowej.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk rolniczych w zakresie technologii

zywno$ci 1 zywienia, kontynuowatam badania nad biotechnologiczng metoda otrzymywania
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dihydroksyacetonu, jednak w tych badaniach zastgpitam glicerol techniczny odpadowsg
frakcja glicerynowg z produkcji biodiesla.

Po uzyskaniu stopnia doktora, moje zainteresowania naukowe, obejmowaly takze
analize mikrobiologiczna wybranych surowcow i produktow spozywczych, ze szcze-
gélnym uwzglednieniem wystepowania paleczek z rodzaju Cronobacter.

Bakterie z rodzaju Cronobacter naleza do rodziny Enterobacteriaceae 1 bytuja gtownie
w jelitach ludzi 1 zwierzat. Jednym z gléwnych przedstawicieli tej rodziny jest gatunek
Cronobacter sakazakii. Bakterie te funkcjonowaty do niedawna w literaturze pod nazwg
Enterobacter sakazakii, jednak badania taksonomiczne 1 genetyczne wykazaly duzg
roznorodnos¢ w zakresie tych gatunkéw. Na tej podstawie zaproponowano nowg nazwe
rodzaju — Cronobacter. Bakterie Cronobacter izolowano z wielu skupisk srodowiskowych,
a takze z szerokiej gamy produktow zywnosciowych, m.in. z kukurydzy, soi, platkow
zbozowych, pszenicy, zidl, przypraw, kietkow warzyw oraz satatek, jednak pierwotne,
naturalne zroédto wystgpowania tych bakterii pozostaje nieznane. Do niedawna zatrucia
wywotane bakteriami z rodzaju Cronobacter nie byly diagnozowane, gdyz bardzo rzadko
bakterie te byly przyczyng choréb u ludzi. Odkryto jednak, ze zachorowania wywotane przez
te drobnoustroje charakteryzowaty si¢ wysokim stopniem $miertelnosci 1 dotyczyty gtownie
noworodkow. To wywotato wicksze zainteresowanie tymi mikroorganizmami wsrod lekarzy,
higienistow zywnos$ci jak rowniez epidemiologow. Choroby wywotywane przez bakterie
z rodzaju Cronobacter u noworodkow to najczesciej zapalenie opon moézgowych, zaburzenia
neurologiczne, a takze zapalenie jelit 1 sepsa (Betrhold-Pluta i wsp. 2018, zal. 4, 11, D, 22).
Badania dotyczace wystepowania pateczek Cronobacter w zywnosci, ktore podjetam wraz
z dr inz. Anng Berthold-Plutg 1 dr inz. Monika Garbowska (Dolinska) obejmowaty
poczatkowo badania jakoSci mikrobiologicznej preparatéw do Zywienia niemowlat
i malych dzieci (Stasiak-Rozanska 1 wsp. 2009, zat 4., 1II, B, 4; Stasiak-Rézanska 1 wsp.
2010; zat. 4, 11, D, 18). Przebadano 60 probek ww. preparatow. W badaniach wykazano
m.in., ze ogolna liczba drobnoustrojéw w preparatach przeznaczonych dla dzieci w wieku
0-12 miesigcy nie przekroczyta 10° jtk/g, a w wieku 9-12 miesiccy i do trzeciego roku zycia
najwyzsza ogélna liczba drobnoustrojow wynosita 10° jtk/g badanej probki. W czterech
badanych préobkach wykryto obecnos¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, w zadnej
probee (w 1 g) nie wykryto obecnosci E. sakazakii (Stasiak-Rozanska 1 wsp. 2009, zat 4., 111,
B, 4; Stasiak-Rozanska i wsp. 2010, zal. 4, 11, D, 18). Po rocznej przerwie w pracy, zwigzanej
z urodzeniem drugiego dziecka, kontynuowalam badania dotyczgce analizy mikrobiolo-

gicznej ziol i przypraw dostepnych na rynku polskim (Dolinska 1 wsp. 2009, zat. 4, 111, B,
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3; Garbowska i1 wsp. 2015, zat. 4, 11, A, 9). Do analizy mikrobiologicznej wybrano 60 probek
handlowych przypraw i1 ziot. We wszystkich probkach oznaczono ogolng liczbe tlenowych
bakterii mezofilnych oraz obecno$¢ pateczek Cronobacter spp. W wigkszosci probek
przypraw i ziot (60%) liczba tlenowych bakterii mezofilnych nie przekraczata 10* cfu/g,
a poziom uwazany za niedopuszczalny (>10° jtk/g) nie zostal zidentyfikowany w zadnej
z probek. Obecnos¢ Cronobacter spp. wykazano w 10 probkach analizowanych produktow,
byly to gléwnie probki zidt (bazylia, estragon, pietruszka) i1 jedna probka mieszanki
przyprawowej (ziola prowansalskie). Najwyzsze zanieczyszczenie mikrobiologiczne
tlenowych bakterii mezofilnych stwierdzono wowczas w probkach zidt (oregano, estragon,
bazylia) oraz w gotowych mieszankach przyprawowych. We wszystkich probkach nasion
1 owocow korzennych (kolendra, pieprz czarny i ziele angielskie) catkowita liczba bakterii
tlenowych osiagneta wartos¢ <10* jtk/g (Dolinska i wsp. 2009, zat. 4, III, B, 3; Garbowska
1 wsp. 2015, zat. 4, 11, A, 9). W kolejnych badaniach, dotyczacych bakterii z rodzaju
Cronobacter, podjeta zostata proba oceny wplywu wybranych olejkéow eterycznych (m.in.
tymianku, cynamonu, gozdzikow, miety pieprzowej, majeranku, kminku, rozmarynu, kopru
wloskiego, bazylii, limonki, bergamotki, pomaranczy) na przezywalno$¢ wybranych
gatunkow bakterii Cronobacter (m.in. C. sakazakii, C. muytjensii, C. turicensis,
C. condimenti i C. malonaticus) (Berthold-Pluta 1 wsp. 2018, zat. 4, II, A, 6). Wykazano, ze
najbardziej skuteczne w hamowaniu wzrostu badanych gatunkéw byty olejki z tymianku>
cynamonu>majeranku (Berthold-Pluta 1 wsp. 2018, zal. 4, II, A, 6). Badania nad
wystepowaniem bakterii z rodzaju Cronobacter w zywno$ci umozliwily mi podjecie
wspolpracy z wybitnym ekspertem w temacie izolowania 1 charakterystyki tych
mikroorganizmoéw — profesorem Stephenem Forsythem z Nottingham Trent University,
zatozycielem foodmicrobe.com, portalu po§wigconego patogenom w zywnoSci, ze szcze-
g6lnym uwzglednieniem Cronobacter spp. Bezposrednim wynikiem wspolpracy
z prof. S. Forsythem bylo zsekwencjowowanie genomu (draft genome sequence)
C. condimenti s37, jednego z dwdch wyizolowanych do tej pory na §wiecie szczepdw z tego
gatunku. Szczep ten zostal wyizolowany przez dr inz. A. Berthold-Plute i wsp. i opisany
w publikacji, ktéra ukazata si¢ w 2017 roku w czasopismie Food Microbiology (DOI:
10.1016/5.fm.2017.03.005). Sekwencje szczepu s37 zdeponowano w GenBank pod numerem
RQEO00000000.1

Moje obecne zainteresowania i dzialania naukowe nadal zwigzane s3
z bakteriami octowymi. W 2016 roku wrocitam do pracy po kolejnej, rocznej przerwie,

zwigzane] z urodzeniem trzeciego dziecka, i od tamtej pory kontunuuj¢ prace, obejmujace

42



Dr inz. Lidia Stasiak-Rdézariska Zatacznik 3a - Autoreferat

m.in. przeniesienie na skalg bioreaktora opracowanej metody otrzymywania dihydroksy-
acetonu z glicerolu odpadowego z zastosowaniem immobilizowanego preparatu komorko-
wego o aktywnosci katalitycznej dehydrogenazy glicerolowej. Pracuj¢ roéwniez nad
wyodrebnieniem DHA z mediow poreakcyjnych.

Prowadze¢ takze badania nad pozyskiwaniem i przemyslowym zastosowaniem
celulozy bakteryjnej. W ubieglym roku bylam kierownikiem grantu przyznanego na
realizacj¢ zadania badawczego (w ramach wewnetrznego trybu konkursowego SGGW)
pt. “Mikrobiologiczna utylizacja gliceryny odpadowej do dihydroksyacetonu i celulozy
bakteryjnej z zastosowaniem wybranych szczepow bakterii octowych” (zal. 4, 11, 1, 2).
Nawigzatam wspotprace naukowg z dr Marig Gullo - ekspertka w dziedzinie fizjologii
1 biochemii bakterii octowych oraz nowoczesnych zastosowan celulozy bakteryjnej
z University of Modena and Reggio Emilia z Wioch. Dr M. Gullo przekazata mi szczep
Komagataeibacter xylinus K2G30 (z Unimore Microbial Culture Collection), ktory jest
superproducentem celulozy bakteryjnej 1 jesteSmy w trakcie planowania badan, ktérych celem
jest opracowanie mikrobiologicznej metody zagospodarowania odpadéw przemyshu
rolno-spozywczego w Kierunku biosyntezy celulozy bakteryjnej oraz zastosowanie
otrzymanej w ten sposéb celulozy w réoznych galeziach przemystu. W 2020 roku bede
opiekunem stazu naukowego doktorantki z L.N. Gumilyov Eurasian National University
w Astana (Kazachstan), ktora przyjedzie na trzymiesieczny staz, pos§wigcony badaniom
wlasciwosci celulozy bakteryjnej. Doktorantka realizuje prace doktorska pt. “Isolation and
research of effective producers of biocellulose” na Wydziale Nauk Przyrodniczych ww.
Uniwersytetu.

W ubieglym roku powrdcitam do prac zwigzanych z badaniem potencjalnych
regulatorow transkrypcji u bakterii z rodzaju Lactococcus. Propozycja kontynuowania
wspolpracy z dawnym zespotem badawczym z Zaktadu Biochemii Drobnoustrojow IBB oraz
mozliwos¢ poglebienia wiedzy w zakresie badan genetycznych, a takze perspektywa nabycia
nowych umiejetnosci bioinformatycznych, zachecity mnie do podjecia staran o pozyskanie
finansowania zaplanowanych dziatan eksperymentalnych. W 2018 roku otrzymatam grant
MINIATURA 1 na “Badania transkryptomu mutanta w genie rgr, kodujacym
potencjalny regulator transkrypcji u Lactococcus lactis” (zal. 4,11, 1, 3).

W ramach realizacji grantu MINIATURA 1 podjetam badania, umozliwiajace
poznanie funkcji genu rgr, ktéry koduje biatko o potencjalnej funkcji regulatora transkrypcji
u L. Lactis 1L1403. Nie sa znane molekularne podstawy dziatania genu rgr w odniesieniu do

sygnalow niezbednych dla jego aktywnosci, genow przez niego kontrolowanych jak réwniez
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sposobu ich kontroli. W podjetych badaniach przeprowadzona zostata catosciowa analiza
zmian poziomu ekspresji genéw chromosomalnych, wywotanych delecja genu rgr
1 w odpowiedzi na rdézne sygnaty (np. obecno$¢ wybranych cukrow w $rodowisku
hodowlanym). Zmiany ekspresji genow chromosomalnych wywotanych brakiem biatka Rgr
byty monitorowane globalnie w oparciu o analiz¢ catogenomowych profili transkrypcyjnych
(mikromacierze DNA). W tym celu przeprowadzona zostata izolacja RNA z komorek
L. lactis (dzikiego szczepu oraz jego mutanta z usuni¢tym genem rgr) z fazy ich
logarytmicznego wzrostu, hodowanych w obecnosci glukozy (cukier, ktorego metabolizm nie
zalezy od aktywnosci biatka Rgr), maltozy i/lub jej pochodnych (cukry, ktérych metabolizm
jest Rgr-zalezny). Na matrycy wyizolowanego RNA, przy pomocy odwrotnej transkryptazy
(RT-PCR) syntetyzowano komplementarny jednoniciowy DNA. Do powstajacych czasteczek
DNA wilaczano znakowane nukleotydy, niosace fluorescencyjny barwnik cyjaninowy.
Macierze (ptytki zawierajace 25-70 nukleotydowych sond dla genéw chromosomu L. lactis
IL 1403) hybrydyzowano z wyznakowanymi czasteczkami kwasu nukleinowego, ptukano,
a obraz z mikromacierzy skanowano i przeksztalcano w zbidr danych wartosci ekspres;ji dla
kazdej sondy. Analizg globalnych profili transkrypcyjnych zrealizowatlam w Zakladzie
Genetyki IBB PAN. W wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze obecnos$¢ kazdego
z zastosowanych cukrow, prowadzita do zmiany w poziomie ekspresji genow, wywolanych
brakiem biatka Rgr. Liczba zmian i ich rodzaj (podwyzszenie lub obnizenie ekspresji genow)
oraz intensywnos$¢, zalezata od rodzaju cukru zastosowanego w hodowli bakterii. Wykazano,
ze w komorkach L. lactis 1L 1403 biatko Rgr pelni istotng funkcjeg, silnie aktywujac lub
reprymujac transkrypcje okoto 50 niezaleznych gendéw. Represja wystepowata w przypadku
23 z nich 1 najczeéciej] w obecnosci glukozy (20 genow), a aktywacja w przypadku 19
1 najczesciej w obecnosci arbutyny (14 gendéw). Otrzymane wyniki wskazuja, ze nadrzgdng
rolag Rgr jest sterowanie waznymi procesami, zaangazowanymi w biosyntez¢ nukleotydow
1 witamin oraz metabolizm niektorych cukrow. Sposrdd tych ostatnich, Rgr wptywa na
procesy ich transportu przez bton¢ komoérkowa, wewnatrzkomorkowa hydrolize pobranego
substratu oraz wybrane etapy glikolizy. Rgr moze réwniez uczestniczy¢ w dostrajaniu
metabolizmu komorki nie tylko bezposrednio, ale tez poprzez kaskadowg regulacje. Badania
przeprowadzone w ramach grantu NCN MINIATURA 1 oraz otrzymane wyniki zostaly
opisane w artykule naukowym, ktory zostanie skierowany do Redakcji czasopisma
znajdujacego si¢ na liscie JCR.

Moja wspoéltpraca z dr T. Aleksandrzak-Piekarczyk z IBB PAN bedzie kontynuowana
w ramach przyznanego w 2018 roku grantu OPUS 15, pt.” Charakterystyka determinantow
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genetycznych biosyntezy kwasu propionowego oraz analiza ich funkcjonalnoSci
w wybranych bakteriach fermentacji mlekowej” (zal. 4, II, I, 1), ktérego jestem
wykonawcg. Kwas propionowy otrzymywany jest obecnie metodami chemicznymi.
Mikrobiologiczna produkcja tego kwasu (cho¢ nieporownywalnie bardziej przyjazna dla
srodowiska niz synteza chemiczna) jest niezwykle trudna do przeprowadzenia i przez to
ekonomicznie nieoplacalna. Kwas propionowy wytwarzany jest przez bakterie z rodzaju
Propionibacterium. Niestety, mikroorganizmy te rozmnazaja si¢ bardzo wolno, wymagaja
drogich 1 ztozonych podtozy mikrobiologicznych i nie sg oporne na kwas, ktéry wytwarzaja.
Niezwykle trudno jest modyfikowa¢ geny bakterii propionowych. Wstepna analiza
bioinformatyczna wykazata, ze bakterie mlekowe z rodzaju Lactococcus maja wszystkie
enzymy oraz kompletny potencjat genetyczny 1 metaboliczny potrzebny do wydajnej
produkcji kwasu propionowego. Geny odpowiedzialne za biosyntezg tego zwigzku
w komorkach bakterii mlekowych prawie w ogole nie sg poznane, dlatego wiodagcym celem
realizowanego projektu bedzie doglebna analiza genow wystepujacych u Lactococcus
i zaangazowanych w szlaki metaboliczne biosyntezy kwasu propionowego.

W 2018 roku zostatam promotorem pomocniczym mgr inz. Joanny Cichowskiej, ktora
pod naukowym kierunkiem prof. dr hab. Doroty Witrowej-Rajchert realizuje prace doktorska
pt. “Analiza wplywu polioli jako substancji osmoaktywnych, ultradzwi¢kow oraz
pulsacyjnego pola elektrycznego na przebieg odwadniania osmotycznego i suszenia
tkanki jablka”. W pracy tej wykorzystywana jest m.in. koncepcja zastosowania roztworow
dihydroksyacetonu jako alternatywnego czynnika osmotycznego.

Oprocz opisanej dziatalno$ci naukowo-badawczej, uczestniczytam réwniez w badaniach
Wspotpracownikow z Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci WNoZ SGGW,
ktore mozna podzieli¢ na nastepujgce obszary tematyczne:

= Ocena zdolno$ci biosyntezy tluszczu oraz wzrostu wybranych rodzajow bakterii

1 drozdzy w podtozach wzbogacanych glicerolem oraz produktami ubocznymi

przemystu rolno-spozywczego (zat 4., 11, A, 7; zat. 4, 11, D, 28; zal. 4, 11, D, 32; zat. 4,

IL, D, 33; zal. 4, 11, D, 35; zal. 4, 11, B, 13, zal. 4, I11, B, 14; zal. 4, 111, B, 15)

Efektem tych prac bylo opracowanie metody wykorzystujacej niekonwencjonalne
substraty, generowane przez przemyst rolno-spozywczy (w tym glicerol odpadowy oraz
odpadowg ziemniaczang wod¢ sokowa) do biosyntezy lipidow i karotenoidow m.in. przez
drozdze z rodzajow Rhodotorulla i Candida.

= Biosynteza egzopolisacharydoéw przez wybrane rodzaje drozdzy (zat. 4, 11, A, 8; zal. 4,

I, D, 29)
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Efektem tych prac bylo ustalenie mozliwosci zastosowania zewnatrzkomorkowych
egzopolisacharydow wytwarzanych przez drozdze, jako sktadnika zywnosci, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich roli jako potencjalnego prebiotyku dla wybranych szczepow bakterii
mlekowych z rodzaju Lactobacillus.

= Ocena wybranych metod dezintegracji $scian komorkowych drozdzy w procedurze

pozyskiwania B-glukanéw oraz wptyw wybranych czynnikéw fizycznych
1 chemicznych na sktad $ciany komoérkowej drozdzy (zal. 4, 11, A, 11; zat. 4, 11, D, 34;
zat. 4, 111, B, 12; zal. 4, 111, B, 16; zal. 4, 111, B, 18)

Efektem tych prac byto m.in. wskazanie alternatywnego kierunku biotechnologicznego
wykorzystania $cian komorkowych 1 B-glukanéw wybranych gatunkéw drozdzy jako
naturalnych biosorbentow (np. mykotoksyn).

Pozostale osiggniecia naukowo-badawcze, obejmujace m.in. udziat w projektach
badawczych, wspotprace miedzynarodowa, udzial w konferencjach naukowych, cztonkostwo

w stowarzyszeniach, recenzje artykuldw naukowych 1 inne, umiescitam w zalaczniku 4.

6. Omowienie dzialalnosci dydaktycznej oraz w zakresie popularyzacji nauki

Od roku 2007 realizuj¢ zajecia dla studentéw Wydziatu, na ktérym pracujg, na wszystkich
oferowanych kierunkach studiow (technologia zywnosci 1 zywienie cztowieka, towaro-
znawstwo, bezpieczenstwo zywnosci). Zajecia dydaktyczne prowadze takze dla studentow
Wydzialu Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu (kierunek biotechnologia).
Wsrod przedmiotow, ktore realizuje lub realizowatam znajduja si¢ m.in.: ogdélna technologia
zywnosci, kierunkowa technologia zywnos$ci, mikrobiologia ogdlna i zywnosci, modyfikacje
genetyczne drobnoustrojow, technologia specjalizacyjna, pozyskiwanie 1 ulepszanie
szczepow, fizjologia drobnoustrojéw, biotechnologiczne wykorzystanie drobnoustrojow,
drobnoustroje patogenne przenoszone przez wode 1 zywno$¢. Do tej pory bytam promotorem
4 prac magisterskich oraz 18 prac inzynierskich, a takze opiekunem naukowym 4 prac
magisterskich. Opracowalam autorski program wyktadéw z zakresu biotechnologicznego
zastosowania bakterii octowych w przemysle spozywczym, ktory kierowany jest do
studentéow II stopnia studiow na WNoZ, kierunek technologia zywno$ci i Zywnienie
cztowieka, dodatkowo opracowywatam wyktady z zakresu pozyskiwania i doskonalenia
przemystowych szczepow drobnoustrojow dla studentow II stopnia studidéw zaocznych na
tym samym kierunku. Opracowatam wiele konspektow, wedtug ktorych realizowane byty
éwiczenia dla studentow WNoZ oraz dla studentow Wydziatu Ogrodnictwa, Biotechnologii

1 Architektury Krajobrazu. Konspekty te obejmowaty od 10 do 15 ¢wiczen laboratoryjnych
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(3-4 godzinnych), uwzgledniajacych zagadnienia m.in. z mikrobiologii ogdlnej i zywnosci,
modyfikacji genetycznych drobnoustrojéw, pozyskiwania i ulepszania przemystowych
szczepow drozdzy.

Moja dziatalnos¢ w zakresie popularyzacji nauki zwigzana jest m.in. z pelnieniem funkcji
Petnomocnika Dziekana ds. Kontaktéw ze Szkotami Srednimi (kadencja 2016/2019) i zostala
szczegblowo opisana w zalaczniku 4, III, I. Podczas trwania kadencji wzielam udzial
w zorganizowaniu i/lub wspélprowadzeniu ponad 40 spotkan z uczniami szkét ponadpodsta-
wowych (i ponadgimnazjalnych). Spotkania odbywaly sie na terenie SGGW lub
w placowkach dydaktycznych uczniéw i obejmowaly m.in. przeprowadzenie prezentacji
uczelni, kierunkow studiow oferowanych na WNoZ SGGW w Warszawie, oméwienie profilu
poszczegblnych kierunkow, wskazanie uczniom mozliwosci zatrudnienia po ukonczeniu
studiow na WNoZ, prezentacje laboratoriéw poszczegdlnych zakltadéw WNoZ. Bratam
aktywny udzial w kolejnych edycjach z cyklu ,,Dzien Otwarty SGGW”.

Od 2012 roku jestem koordynatorem Festiwalu Nauki w ZBiMZ. Funkcja ta zwigzana jest
z corocznym organizowaniem warsztatow laboratoryjnych dla dzieci i mlodziezy ze szko6t
podstawowych i ponadpodstawowych, na ktérych wraz z innymi Pracownikami Zakladu
prezentujemy wiedzg i praktyke z zakresu mikrobiologii zywnosci.

W latach 2017 i 2018 bratam aktywny udzial w aranzacji i obstudze stoiska WNoZ
prezentowanego podczas mig¢dzynarodowych targow FOOD Expo. Biore rowniez aktywny
udzial w promowaniu Wydziatu w ramach corocznych ,Dni SGGW” - imprezy
popularyzujacej wiedz¢ i kierunki oferowane na naszej Uczelni. W roku 2017 bylam
koordynatorem, a w roku 2018 osoba wspierajaca koordynatora w przygotowaniach stoiska
wydzialowego na Pikniku Naukowym Polskiego Radia i Centrum Nauki Kopernik. Jako
jedno z wazniejszych osiaggnie¢ popularyzujacych nauke chciatabym wymienié kierowanie
projektem edukacyjnym, skierowanym do mlodziezy z technikum w Opocznie z zakresu
technologii zywnosci i analityki chemicznej (zal. 4, III, A, 1-4), a takze prowadzenie
autorskich warsztatow z mikrobiologii dla wybitnie uzdolnionej mlodziezy, uczestnikow
programu ,,0b6z Naukowy ADAMED SmartUp w SGGW” oraz ,Innowacyjny Obdz
Naukowy SmartUp” (zal. 4, I, A, 5-6).
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