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1. Dane personalne

Imie i nazwisko: Dr inz. Anna Maria Bzducha-Wrodbel

Miejsce zatrudniania: Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
Wydzial Nauk o Zywnosci, Katedra Biotechnologii,
Mikrobiologii i Oceny Zywnoéci, Zaktad Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci,
ul. Nowoursynowska 159¢, 02-776 Warszawa

Nr ORCID 0000-0002-5583-2432

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

19.06.2009 Doktor nauk rolniczych w zakresie technologii Zzywnosci
i Zywienia.
Specjalnosé: Biotechnologia zywnosci
Tytut rozprawy doktorskiej: ,Wplyw wybranych szczepdéw
probiotycznych z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium
na zawarto$¢ kwasu linolowego o  wigzaniach
skoniugowanych ~w  tluszczu ~ modelowych  serow
dojrzewajacych”.

Promotor: prof. dr hab. Mieczystaw W. Obiedziriski
23.07.2004 Magister inzynier . Wydzial Nauk o Zywnoéci SGGW

w Warszawie; Kierunek: Technologia Zywnosci i Zywienie
Czlowieka; Specjalnoéé: Ocena Jakosci Zywnosci;

Tytut pracy magisterskiej: ,Wplyw hydrolizy enzymatycznej
kazeiny na jej synergizm z kwasem askorbinowym
i p-karotenem w modelowych ukladach oksydacyjnych”.
Promotor: dr inz. Rafat Wotosiak

10.2014 - 06. 2015 Studia Podyplomowe: Ochrona Wtasnosci Intelektualnej
(V Edygja), Uniwersytet Warszawski, Wydziat Prawa
i Administracji

10.2011 - 06.2012 Studia Podyplomowe: Biologia Molekularna, Uniwersytet
Jagiellonski, Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii

02.2009 — 06.2009 Studia Podyplomowe w zakresie Doskonalenia
Pedagogicznego, SGGW w Warszawie, Wydzial Nauk
Humanistycznych
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
i innych

01.01.2010 - obecnie Adiunkt, SGGW w Warszawie, Wydziat Nauk o Zywnoéci,
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywno$ci

01.07.2009 -31.12.2009  Asystent z doktoratem, SGGW w Warszawie, Wydziat
Nauk o Zywnodci, Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii

i Oceny Zywnosci

30.12.2008-30.06.2009 Asystent, SGGW w Warszawie, Wydzial Nauk o Zywnos’ci,
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnoéci

06.2007 — 08.2008 Specjalista ds. legislacyjnych, Zwiazek Prywatnych

(czes¢ etatu) Przetworcéw Mleka, Warszawa, Polska

10.2005 - 04.2006 Specjalista, Krajowa Unia Producentéw Sokéw, Warszawa,
(czes¢ etatu) Polska

4. Informacja o odbytych urlopach macierzynskich i rodzicielskich

29.07.2015 -26.07.2016 ~ Urlop macierzynski, dodatkowy urlop macierzynski i urlop
rodzicielski

10.06.2012 —24.11.2012  Urlop macierzynski i dodatkowy urlop macierzynski
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5. Wskazanie osiagniecia 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)

Osiggnieciem naukowym, wynikajacym z art. 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 jest monotematyczny cykl 6 oryginalnych publikacji

naukowych.

5.1.Tytul osiagniecia naukowego

Sposob intensyfikacji biosyntezy f(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy oparty

na waloryzacji odpadowej ziemniaczanej wody sokowej

i otrzymywanie funkcjonalnych preparatéw tego polisacharydu w hodowli

drozdzy C. utilis ATCC 9950

5.2. Wykaz cyklu publikacji monotematycznych stanowiacych osiagniecie bedace
podstawa ubiegania sie o stopien naukowy doktora habilitowanego wraz
z okres$leniem wkladu wlasnego wnioskodawcy w powstanie tych prac

oraz danymi bibliometrycznymi

I-B.1

Bzducha-Wrébel A., Btazejak St., Kawarska A., Stasiak-Rozanska L.,
Gientka8 I, Majewska E. (2014) Evaluation of the efficiency
of different disruption methods on yeast cell wall preparation for
B-glucan isolation. Molecules 19: 20941-20961

- Udziat 65%

IF 2014 Punkty MNiSW2ou Liczba cytowan

2,416 30 18

I-B.2

Bzducha-Wrdbel A., Btazejak St., Kieliszek M., Pobiega K., Falana K.,
Janowicz M. (2018) Modification of the cell wall structure
of Saccharomyces cerevisiae strains during cultivation on waste potato
juice water and glycerol towards biosynthesis of functional
polysaccharides. Journal of Biotechnology 281: 1-10

- Udziat 75%

IF201s Punkty MNiSWo2o1s Liczba cytowan

2,533 35 0
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I-B.3

Bzducha-Wroébel A., Blazejak St., Molenda M., Reczek L. (2015)

Biosynthesis of §(1,3)/(1,6)-glucans of cell wall of the yeast Candida

utilis ATCC 9950 strains in the culture media supplemented with

deproteinated potato juice water and glycerol. European Food

Research and Technology 240: 1023-1034

I-B.3.a. Bzducha-Wrdbel A., Blazejak St., Molenda M., Reczek L.
(2015) Erratum to: Biosynthesis of 5(1,3)/(1,6)-glucans of cell
wall of the yeast Candida utilis ATCC 9950 strains in the
culture media supplemented with deproteinated potato juice
water and glycerol. European Food Research and
Technology 240: 1281-1282

- Udziat 85%

IF>

015 Punkty MNiSWao1s Liczba cytowan

1,433 25 13

I-B.4

Bzducha-Wrobel A., Pobiega K., Blazejak St., Kieliszek M. (2018) The
scale-up cultivation of Candida utilis in waste potato juice water with
glycerol affects biomass and p(1,3)/(1,6)-glucan characteristic and
yield. Applied Microbiology and Biotechnology 102: 9131-9145

- Udziat 80%

IF>

018 Punkty MNiSWao1s Liczba cytowan

3,340 35 0

I-B.5

Bzducha-Wrébel A., Koczon P., Btazejak St., Kozera J., Kieliszek M.
(2019) Valorization of deproteinated potato juice water into p-glucan
preparation of C. utilis origin - comparative study of preparations
obtained by two isolation methods. Waste and Biomass
Valorization DOI:10.1007/s12649-019-00641-w

- Udziat 70%

IF 2019 Punkty MNiSWozo19 Liczba cytowan

1,8

74 20 0

I-B.6

Bzducha-Wrdbel A., Bryta M., Gientka I., Blazejak St., Janowicz M.
(2019) Candida utilis ATCC 9950 cell walls and p(1,3)/(1,6)-glucan
preparations produced using agro-waste as a mycotoxins trap.
Toxins 2019, 11, 192; doi:10.3390/toxins11040192

- Udziat 70%

IF 2019 Punkty MNiSW2o19 Liczba cytowan

3,2

73 30 0

Moj wkiad w powstanie tych prac polegat na opracowaniu koncepgji badan,

zaplanowaniu do$wiadczen i opracowaniu metodyki wigkszosci oznaczen, zdobyciu

finansowania na realizacje¢ badan, prowadzeniu prac doswiadczalnych, interpretacji

wynikow, napisaniu manuskryptdéw, prowadzeniu korespondencji z redaktorami

czasopism

(autor korespondencyjny), dokonaniu korekty manuskryptow
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z uwzglednieniem uwag recenzentow i udzieleniu odpowiedzi na recenzje.
Szczegolowe omowienie mojego wkladu w powstanie kazdej ze wskazanych
w osiagnieciu publikacji zawarto w Zalaczniku 4, punkt I-B.

Oswiadczenia wspolautorow w wyzej wymienionych publikacjach wraz
z okresleniem ich wkiadu w powstanie prac zamieszczono w Zalaczniku 3

do wniosku habilitacyjnego.

5.3. Podsumowanie danych bibliometrycznych cyklu publikacji
stanowiacych osiagniecie
wynikajace 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)

Sumaryczny Impact Factor (IF) z roku opublikowania * 14,869

Liczba punktéow zgodnie z wykazami czasopism naukowych 175
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego **

Liczba cytowan wg bazy Web of Science (Core Collection)*** 31

Sumaryczny IF obliczano wg danych zawartych w bazie Journal Citation Reports sumujac

wspotczynniki IF z roku publikacji dla czasopism, w ktorych ukazaly sie prace I-B.1 — I-B.6.

W przypadku publikagji z lat 2018 1 2019 uwzgledniono IF z roku 2017 ze wzgledu na brak danych

za rok wydania.

Uwzgledniono punktacje czasopism z roku publikacji artykuléw wchodzacych w sktad osiagniecia

zgodnie z komunikatami Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW):

- Publikacje wydane w 2018 i 2019 roku — zgodnie Komunikatem MNiSW z dnia 25 stycznia 2017
roku ze wzgledu na brak danych za rok wydania.

- Publikagje z lat 2013-2016 — zgodnie z Komunikatem MNiSW z dnia 23 grudnia 2015r.

- Publikagja z roku 2011 - zgodnie z Komunikatem MNiSW z dnia 20 grudnia 2012r.

“* Liczba cytowan na dzien 25.03.2019r.

3%

Efektem przeprowadzonych badan sa takze:

- patent o numerze prawa wylacznego PL. 226221 (Zalacznik 4, II-B.2.1)
na ,Sposdb otrzymywania biomasy drozdzy o zwiekszonej zawartosci

B(1,3)/(1,6)-glukanow i zastosowanie biomasy”,

- zgloszenie patentowe nr P.420212 na sposdb otrzymywania preparatu
p(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy (Zalacznik 4, 11-B.2.3).
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5.4. Omowienie celu naukowego wskazanego osiagniecia, uzyskanych wynikow
oraz ich ewentualnego wykorzystania

5.4.1. Wprowadzenie

Gléwny obszar prowadzonych przeze mnie badan, ktoére zaowocowaty
powstaniem publikacji naukowych wskazanych w ramach osiagniecia obejmuje
zagadnienie biosyntezy polimeréw strukturalnych sciany komdrkowej drozdzy i ich
wiasciwosci funkcjonalnych.

Sciana komorkowa drozdzy stanowi bariere fizyczna chroniaca komorke
przed wpltywem réznych czynnikéw wystepujacych w $rodowisku wzrostu [21].
Pelnienie tej funkci mozliwe jest dzigki dynamicznemu charakterowi tego
organellum, gwarantujacemu przebudowe sciany pod wplywem zmieniajacych sie
warunkow wzrostu drozdzy [25]. Ten wazny mechanizm odpowiedzialny za
przetrwanie drozdzy realizowany jest w ramach tzw. Sciezki integralnosci Sciany
komodrkowej i wiaze sie ze zwigkszeniem lub ograniczeniem syntezy poszczegoélnych
sktadnikow budujacych to organellum, takich jak p(1,3)/(1,6)-glukan, B(1,6)/(1,3)-
glukan, mannoproteiny oraz chityna [21, 25, 32, 46].

Mimo postepu w badaniach nad biologia komdrek drozdzy niewiele jeszcze
wiemy o Sciezkach regulujacych architekture omawianego organellum, kierunkach
zmian w tej strukturze oraz budowie chemicznej polimeréw budujacych Sciane
drozdzy w zaleznosci od gatunku tych grzybow i warunkéw hodowli [10, 26, 33,
publikacje I-B.2, I-B.3, I-B.4]. Dostepne dane literaturowe sg nieliczne. Bylo to dla
mnie argumentem za zasadnoscia podjecia badan z tego zakresu.

Moje zainteresowanie wskazanym problemem badawczym wynika zaréwno
z przestanek poznawczych, jak rowniez z atrakcyjnych wtasciwosci funkcjonalnych
sktadnikoéw $ciany komorkowej drozdzy. Zachecily mnie one do prowadzenia badan
nad opracowaniem procesu biotechnologicznego ukierunkowanego na produkcje
B(1,6)/(1,3)-glukanu. W literaturze opisywana jest zdolnos¢ p(1,6)/(1,3)-glukanu
drozdzowego do  stymulaci  ukladu  immunologicznego,  aktywnosc¢
przeciwmutagenna, przeciwnowotworowa, przeciwutleniajaca, = wlasciwosci
hipocholesterolomiczne, stymulacja syntezy kolagenu i przyspieszanie procesu
regeneracji ran, jak réwniez zdolnos¢ wiazania mykotoksyn [1- 4, 8, 11, 12, 15, 45, 54,
57, publikacja I-B.6]. Omawiany polimer moze znaleZ¢ zastosowanie jako matryca do
immobilizacji antygenow bakterii patogennych w produkgji szczepionek doustnych
[4]. Podkreslane jest ponadto znaczenie tych polisacharydow dla wlasciwosci

terapeutycznych drozdzy probiotycznych S. cerevisiae var. boulardii [35, 47]. Polimery
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strukturalne S$ciany komorkowej drozdzy moga by¢ stosowane w technologii
zywnosci jako skladnik Zywnosci funkcjonalnej badz dodatek pelniacy funkcje
technologiczne oraz skladnik powlok jadalnych [9, 31, 37, 57]. Zgodnie
z decyzjq Komisji Europejskiej S-glukan izolowany drozdzy Saccharomyces cerevisiae
zostat wpisany na liste nowych skfadnikéw zywnosci [13].

Analizy  ekonomiczne S$wiatowego rynku f-glukanu pochodzenia
drozdzowego wskazuja, ze warto$¢ tego rynku znaczaco wzrosnie w najblizszych
latach — z ok. 158 mln USD w 2017 r. do ok. 222 mIn USD w roku 2025 [18, 42, 43, 51].
Szybki rozw0j omawianego segmentu produktéw izolowanych z biomasy drozdzy
wynika przede wszystkim 2z rosnacego zainteresowania innowacyjnymi
rozwigzaniami technologicznymi opierajacymi si¢ na wykorzystaniu preparatow
tego polisacharydu w produkgcji zywnosci, farmaceutykow, pasz i kosmetykow.

Na rozwdj rynku p-glukanow pochodzenia drozdzowego niekorzystnie
wplywa wzrost cen i ograniczenie dostepnosci melasy wykorzystywanej
w konwencjonalnej hodowli drozdzy spozywczych [51, publikacja I-B.4]. Otwiera to
droge do poszukiwania nowych, wydajnych rozwiazan biotechnologicznych, ktore
moglyby sta¢ si¢ atrakcyjng alternatywa dla rynkowych wytworcow p-glukanu
drozdzowego. W zwiazku z powyzszym zalozylam, ze konkurencyjnosé
przemystowa wytwarzania f-glukanu mozna poprawi¢ przez zastapienie podiozy
tradycyjnie wykorzystywanych w hodowli drozdzy tanimi i lokalnie dostepnymi
zrodtami substancji odzywczych. Uznalam, zZe istotne jest przy tym réwniez
poszukiwanie nowych, wydajnych gatunkéw drozdzy jako systemu biosyntezy tego
polisacharydu, daje to bowiem szanse wskazania polimeréow o nowych
wlasciwosciach funkcjonalnych. Stopien polimeryzacji czasteczki i rozgalezienia
tancuchow p(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzowego moga by¢ determinowane genetycznie,
a wplywaja na funkcjonalnos¢ tych polisacharydéw [11]. Wybdr wydajnego
producenta drozdzowego oraz zaprojektowanie warunkow hodowli sa warunkiem
wstepnym uzyskania wysokiej wydajnosci produkcji -glukanu, w dalszej kolejnosci
istotny jest sposob izolacji tego polisacharydu z biomasy drozdzy. Aktualnie
preparaty B-glukanu drozdzowego otrzymywane sa na skale przemystowa
wylacznie z biomasy drozdzy szlachetnych S. cerevisiae (drozdzy piekarskich oraz
pofermentacyjnej biomasy drozdzy piwowarskich).

Produkcja preparatow B(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzowego opiera si¢ na ich
izolacji z biomasy. Z biotechnologicznego punktu widzenia wydajno$cia procesu
mozna sterowac stymulujac biosynteze tych polisacharydéw i/ lub uzyskujac
wysoka produktywno$¢ biomasy drozdzy. Odpowiednie dobranie skltadu podtoza
hodowlanego i warunkow hodowli jest z tego powodu najwazniejszym aspektem

biotechnologii przemystowej. Drozdze sa mikroorganizmami zdolnymi do wzrostu
9
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w podiozach opartych na réznego rodzaju odpadach przemystu rolno-spozywczego,
co pozwala zmniejszy¢ koszty calego procesu determinowane w duzej mierze
kosztami pozywki [6]. Prowadzone przeze mnie badania nad biosynteza $(1,3)/(1,6)-
glukanu drozdzy stanowia innowacyjne rozwigzanie. Zastosowatam bowiem w tym
celu niestandardowe zrddlto azotu w postaci odpadowej odbiatczonej ziemniaczanej
wody sokowej (OZWS). Jest to uciazliwy produkt uboczny powstajacy przy
produkgji skrobi ziemniaczanej po kwasowo-termicznej koagulacji biatek z soku
ziemniaczanego, bogaty w skladniki o charakterze biatkowym, sole mineralne,
witaminy i w niewielkim stopniu w cukry [29, publikacje I-B.3, I-B.5]. Na podstawie
prognozowanego rozwoju swiatowego rynku skrobi ziemniaczanej oszacowano, ze
ilos¢ generowanej OZWS wzrosnie w ujeciu globalnym do ok. 12 milionow m?
w 2023 [20, 44]. Odpad ten nie znajduje obecnie praktycznego zastosowania
przemystowego. Po rozcienczeniu wodami przemystowymi stosowany jest jako
zalew uzyzniajacy glebe, co znaczaco obciaza srodowisko naturalne [28, 38]. Podjete
przeze mnie badania sg jednymi z nielicznych w zakresie biotechnologicznego
zagospodarowania OZWS i jako pierwsza ukierunkowalam je na pozyskanie
funkcjonalnego polisacharydu mikrobiologicznego jakim jest p(1,3)/(1,6)-glukan
drozdzowy.

Kompleks enzymatyczny syntazy p(1,3)-glukanu jest w duzej mierze
nieodkrytym narzedziem biotechnologicznym, nie opisano dokladnie regulacji
aktywnosci tego enzymu, przez co mechanizm syntezy p-glukanu to przedmiot
aktualnych badan na s$wiecie [41]. Wiadomo, ze synteza pB(1,3)/(1,6)-glukanu
regulowana jest na poziomie molekularnym stopniem ekspresji genow FKS1, FKS2
i RHO1. Nadekspresja genéw RHO1 oraz FKS2 przyczynia si¢ do wzrostu zawartosci
p-glukanu w $cianie komorkowej drozdzy [32, 46, 53]. Ekspresje tych genow
w komorkach drozdzy moga stymulowac niska zawartos$¢ lub wyczerpanie glukozy
w pozywce, hodowla w obecnosci innych niz glukoza zrddel wegla, czy tez
podwyzszona zawarto$¢ jonow Ca? [15, 32, 46]. Byto to dla mnie wskazaniem do
podjecia préby okreslenia zmian w strukturze scian komérkowych drozdzy po ich
hodowli w obecnosci niekonwencjonalnego zrodlta wegla jakim jest glicerol.
Koniecznos¢ uzupelniania OZWS o dodatkowe zrodlo wegla, aby stworzy¢ warunki
umozliwiajace wydajne namnazanie biomasy komodrkowej drozdzy takze
uzasadnialy ten wybdr (publikacja I-B.3). Glicerol jest tanim zrédtem wegla
w hodowli drobnoustrojow. Jest produktem ubocznym powstajacym przy produkgji
biodiesla [14]. Wiele gatunkow drozdzy jest w stanie wykorzysta¢ glicerol jako
zrodlo wegla i energii. Nalezy zaznaczy¢, ze metabolizm glicerolu i transport tej

substancji do komorek drozdzy nie jest jeszcze dokladnie poznany [24].
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Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych badan zebralam w cykl
monotematycznych publikacji, a kolejnos¢ ich prezentacji w autoreferacie wynika
z merytorycznej zawartosci. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze
opublikowane przeze mnie rezultaty badan naleza do bardzo nielicznych
opisujacych wptyw warunkéw hodowli drozdzy na biosynteze $(1,3)/(1,6)-glukanu.
Jednoczesnie nikt wczesniej nie wskazal mozliwosci wykorzystania w tym procesie

odpaddéw przemystu rolno-spozywczego.

5.4.2. Cel badan i hipotezy badawcze

Przeprowadzone badania ukierunkowano na opracowanie sposobu hodowli
drozdzy indukujacego zwigkszong synteze f(1,3)/(1,6)-glukanu w Scianie
komodrkowej tych mikroorganizmow. Zatozono mozliwos¢ wykorzystania w tym
celu odpadowej ziemniaczanej wody sokowej oraz glicerolu, co mogloby stanowié
podstawe innowacyjnego procesu pozyskiwania preparatow [(1,3)/(1,6)-glukanu
drozdzy na skale przemystowa. Podjeto rowniez badania, ktérych celem bylo
wskazanie metody pozwalajacej na wydajna izolacje preparatéw scian komorkowych
drozdzy o mozliwie najwyzszej zawartosci f(1,3)/(1,6)-glukanu oraz metody
ekstrakcji tego polisacharydu ze scian komorkowych gwarantujacej wydajne
wytwarzanie preparatu oczyszczonego. Podjeto probe okreslenia wlasciwosci
detoksykacyjnych wytworzonego preparatu poprzez analize zdolnosci wigzania
wybranych mykotoksyn w uktadach in vitro.

Przedstawiony cel badan realizowano weryfikujac eksperymentalnie

nastepujace hipotezy badawcze kolejnych etapéw doswiadczen:

Hipoteza 1: Sposdb przygotowania preparatow $cian komorkowych drozdzy
istotnie  wptywa na  wydajnos¢  uwalniania  skladnikow
wewnatrzkomérkowych, a przez to zawarto$¢ p(1,3)/(1,6)-glukanu

w tych preparatach.

Hipoteza 2: Kierunki modyfikacji struktury $ciany komorkowej drozdzy
w odpowiedzi na warunki wzrostu oraz zawartos¢ f(1,3)/(1,6)-glukanu

sa cecha zalezna nie tylko od gatunku, ale réwniez od szczepu drozdzy.

Hipoteza 3: Mozliwa jest indukcja zwigkszonej syntezy p(1,3)/(1,6)-glukanu
w  Scianach komodrkowych drozdzy po hodowli w podiozu
z odbiatczonej ziemniaczanej wody sokowej (jako zrdédlo azotu
i skfadnikéw mineralnych) z dodatkiem glicerolu (jako zrodto wegla),
i wskazanie drozdzy najwydajniej syntetyzujacych ten polisacharyd
w wytypowanych warunkach hodowli.
11
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Hipoteza 4: Sposob hodowli drozdzy C. utilis ATCC 9950 w podtozu z odbiatczonej

ziemniaczanej wody sokowej z dodatkiem glicerolu wptywa na skiad
biomasy oraz charakterystyke i produktywnos¢ p(1,3)/(1,6)-glukanu
tych grzybow.

Hipoteza 5: Sposob oczyszczania preparatow Scian komorkowych drozdzy C. utilis

ATCC 9950 istotnie wptywa na charakterystyke preparatu i wydajnos¢
procesu otrzymywania $(1,3)/(1,6)-glukanu.

Hipoteza 6: Preparaty Scian komorkowych i oczyszczonego f(1,3)/(1,6)-glukanu

drozdzy C. utilis ATCC 9950 po hodowli w odbiatczanej ziemniaczanej
wodzie sokowej z dodatkiem glicerolu wykazuja zdolnos¢ wigzania

mykotoksyn.

Weryfikacja wskazanych hipotez obejmowata cykl doswiadczen

realizujacych cele szczegotowe pieciu etapow badan:

Etap. 1.

Etap 2.

Etap 3.

Etap 4.

Etap 5.

Ocena wpltywu wybranych metod destabilizacji i dezintegracji komorek
drozdzy w procesie wytwarzania preparatow Scian komorkowych na
wydajno$¢ uwalniania skiadnikow wewnatrzkomorkowych i zawartosc
B(1,3)/(1,6)-glukanu w tych preparatach - weryfikacja hipotezy 1;
publikacja I-B.1

Okre$lenie mozliwosci wykorzystania odpadowej ziemniaczanej wody
sokowej i glicerolu w hodowli ukierunkowanej na indukcje zwiekszonej
syntezy f(1,3)/(1,6)-glukanu w $cianach komdrkowych - weryfikacja
hipotez 2 i 3; publikacje I-B.2, I-B.3, I-B.3a

Okreslenie wptywu sposobu prowadzenia hodowli drozdzy C. utilis ATCC
9950 w podlozu z odpadowej ziemniaczanej wody sokowej z dodatkiem
glicerolu i czasu hodowli w biofermentorze na charakterystyke
i produktywno$¢ biomasy oraz preparatow f(1,3)/(1,6)-glukanu -
weryfikacja hipotezy 4, publikacja I-B.4

Okreslenie wplywu sposobu izolacji preparatu (1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy
C. utilis ATCC 9950 po hodowli w odbiatczonej ziemniaczanej wodzie
sokowej z dodatkiem glicerolu na na charakterystyke i wydajnosc
otrzymywania preparatu — weryfikacja hipotezy 5; publikacja I-B.5

Wstepne okreslenie zdolnosci wiazania wybranych mykotoksyn przez

preparaty $cian komdrkowych i fB(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy C. utilis

12
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ATCC 9950 uzyskanych po hodowli w odbialczonej ziemniaczanej wodzie
sokowej z dodatkiem glicerolu — weryfikacja hipotezy 6; publikacja I-B.6

5.4.3. Omowienie wynikéw przeprowadzonych badan

Etap 1. Ocena wptywu wybranych metod destabilizacji i dezintegracji komdrek drozdzy
w procesie wytwarzania preparatow scian komorkowych na wydajnos¢ uwalniania
sktadnikéw wewnqtrzkomorkowych i zawartosc p(1,3)/(1,6)-glukanu
w tych preparatach

Publikacja:
I-B.1 Bzducha-Wrobel A., Btazejak St, Kawarska A. Stasiak-Rézanska L. Gientka I.,
Majewska E. (2014) Evaluation of the efficiency of different disruption methods on yeast
cell wall preparation for -glucan isolation. Molecules 19: 20941-20961

Sciana  komérkowa  drozdzy — stanowi  skomplikowana  strukture,
w ktérag wbudowane sg wtokna S(1,3)/(1,6)-glukanu. Oznaczenie zawartosci tego
polisacharydu w komodrkach drozdzy, jak réwniez produkcgja preparatow
oczyszczonych f-glukanu wymaga wydzielenia Scian od sktadnikéw cytozolu.
Mozna wykorzysta¢ w tym celu r6zne metody destabilizacji i dezintegracji komodrek
mikroorganizmdéw. Rozpoczynajac swoje badania nad proba uzyskania preparatu
p-glukanu stwierdzilam, Ze dostepna literatura nie dostarcza informacji
porownujacych i oceniajacych przydatnos¢ roznych metod przygotowywania
preparatéw $cian komorkowych w procesie izolacji wspomnianego polisacharydu
drozdzowego. Bylo to dla mnie uzasadnieniem koniecznosci przeprowadzenia
pierwszego etapu badan, w ktérym skupilam si¢ na opracowaniu wydajnej
procedury izolacjii scian komdrkowych. Zatozylam, ze sposdb przygotowania
preparatow $cian istotnie wplywa na zawartos¢ p(1,3)/(1,6)-glukanu w tych
preparatach i skuteczno$¢ wydzielania skladnikow cytozolu. Celem tego etapu
przeprowadzonych badan byla ocena wplywu wybranych metod destabilizacji
i dezintegracji komodrek drozdzy w procesie wytwarzania preparatéw scian
komodrkowych na czysto$¢ tych preparatéow, zdefiniowana mozliwie najwyzsza
zawartoscia f(1,3)/(1,6)-glukanu. Ewaluacji poddatam nastepujace procedury:
autoliza indukowana termicznie, autoklawowanie, homogenizacja w miynku
kulkowym, sonikacja oraz polaczenie proceséw autolizy i autoklawowania
z wymienionymi metodami dezintegracji mechanicznej. Badania przeprowadzone
byly facznie w 19 wariatach uktadéw doswiadczalnych (Tabela 2, publikacja I-B.1)
z wykorzystaniem zawiesiny komodrek drozdzy w wodzie lub buforze. Ten etap

badan zostal przeprowadzony z zastosowaniem biomasy drozdzy piekarskich
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S. cerevisine dostgpnych komercyjnie. Skutecznos¢ badanych metod w procesie
otrzymywania preparatow scian komodrkowych drozdzy ocenialam analizujac
wydajnos¢ uwalniania sktadnikéw wewnatrzkomodrkowych oraz ubytek suchej masy
drozdzy po procesie dezintegracji lub destabilizacji komorek. Oznaczatam ponadto
zawarto$¢ cukréw ogotem, f(1,3)/(1,6)-glukanu oraz biatka w wytworzonych
preparatach $cian komorkowych. Analiza widm spektroskopowych w podczerwieni
(FT-IR) zarejestrowanych dla wytworzonych preparatéw stanowila dodatkowa
ocene jakosciowa pod wzgledem zanieczyszczenia biatkami, lipidami i materiatem
genetycznym. Skuteczno$¢ uwalniania skladnikéw wewnatrzkomérkowych
ocenialam takze obserwujac preparaty mikroskopowe barwione blekitem
metylenowym (Rysunki 3 - 6, publikacja I-B.1).

Zasadno$¢ podjecia zaplanowanego zakresu badan potwierdzily uzyskane
wyniki. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze wszystkie
zastosowane  metody  przyczynialy sie¢ do  uwalniania  skladnikow
wewnatrzkomdrkowych z biomasy badanych drozdzy, jednak z r6zna wydajnoscia.
Sposrdd  wszystkich  analizowanych  metod, autoklawowanie  komorek
S. cerevisiae, wskazywane w literaturze jako metoda otrzymywania preparatéw Scian
komoérkowych w procesie izolacji p-glukanu [55] okazalo sie najmniej skuteczne.
Zawartos¢ cukrow ogoétem w preparatach uzyskanych ta metoda byta podobna do
stwierdzanej w biomasie nienaruszonych komdrek, podczas gdy zawartos¢ biatka
byla wyzsza. Moglo to wynika¢ z ekstrakgji sktadnikéw komorki rozpuszczalnych
w zadanych warunkach. Tylko nieliczne komorki tracily integralnos¢ $ciany
komodrkowej. Potaczenie autoklawowania z zastosowaniem metod dezintegracji
mechanicznej (homogenizacji w miynie kulowym i sonikagji), nie przyczyniato si¢ do
wzrostu skutecznosci uwalniania sktadnikow wewnatrzkomoérkowych. Skutecznosé
sif rozrywajacych, dzialajacych podczas dezintegracji martwych komorek
poddanych wstepnemu autoklawowaniu, byla mniejsza w por6wnaniu z procesem
prowadzonym z zywym materialem biologicznym. Zatozono zatem, ze sily
Scinajace dziatajace podczas homogenizacji w mtynie kulowym tatwiej uszkadzaja te
komorki, ktorych $ciany cechuje pewna sztywnos¢. Wyniki tej czesci doswiadczen
wskazaly, ze proces autoklawowania przyczynial si¢ do strat polimeréw
strukturalnych $ciany komorkowej, na co wskazywaly nizsze zawartosci f-glukanu
w tych preparatach w poréwnaniu z biomasg nienaruszona. Skutkiem tego mogt by¢
wzrost elastycznosci scian komorkowych drozdzy, co utrudnialo mechaniczne
uszkadzanie komorek, réwniez przy zastosowaniu ultradzwiekow.

Zaobserwowatam, Ze preparaty Scian komorkowych wytwarzane w wyniku
ekspozycji komodrek badanych drozdzy na dziatanie ultradzwiekow w wodzie

zawieraly mniej f-glukanu w pordéwnaniu z nienaruszona biomasa (Tabela 1,
14



Dr inz. Anna Bzducha-Wrdbel Zatgcznik 2a Autoreferat

publikacja I-B.1). Sonikacja mogta doprowadza¢ do depolimeryzacji i fragmentacji
fancuchow p-glukanu, a przez to strat podczas procesu dezintegracji [34].
W przypadku poddawania komorek badanych drozdzy dziataniu ultradzwiekow
w buforze TRIS-HCl o pH 8,0 nie obserwowano podobnej zaleznosci. Wrecz
przeciwnie, oznaczona zawartos¢ f(1,3)/(1,6)-glukanu byta ponad dwukrotnie
wyzsza od stwierdzonej w preparatach Scian uzyskanych na drodze sonikacji
komorek prowadzonej w wodzie. Jednoczesnie zawartos¢ biatka w tych preparatach
ulegta tylko nieznacznemu obnizeniu w pordéwnaniu z biomasa nienaruszona.
Zatozytam, ze w srodowisku alkalicznym dochodzito do rozerwania wigzan
wodorowych i rozluznienia struktury tréjwymiarowej helisy, ktora tworza tancuchy
B(1,3)/(1,6)-glukanu [10, 56]. Moglo to skutkowac¢ mniejsza podatnoscia tarnicuchow
B(1,3)/(1,6)-glukanu na degradujace dziatanie ultradzwiekdéw (mniejsza sztywnosc¢
czasteczek). Jednoczesnie ,poluzowanie” struktury polimeru pod wplywem
srodowiska alkalicznego mogto utatwic¢ hydrolize enzymatyczna tego polisacharydu
podczas jego oznaczania z zastosowaniem egzo- i endo-f(1,3)-glukanaz.

Dezintegracja mechaniczna polegajaca na homogenizacji komodrek
w mlynku kulkowym pozwolila uzyska¢ najwyiszy stopien uwolnienia
skladnikéw cytozolu (w granicach 61 - 66,5%, w zaleznosci od rozmiaru kulek
cyrkonowo szklanych) — Tabela 1, publikacja I-B.1. Dokumentacja fotograficzna
preparatéw mikroskopowych uzyskanych ta metoda potwierdza duza skutecznos¢
dezintegracji komorek (Rysunek 5, publikacja I-B.1). Skutkowato to otrzymaniem
preparatow $cian komorkowych o wysokiej zawarto$ci cukrow ogdtem oraz
B(1,3)/(1,6)-glukanu i istotnym obnizeniu zawartosci biatka w poréwnaniu z biomasa
i pozostalymi preparatami. Poréwnywalne wyniki uzyskano stosujac proces
autolizy polaczonej z dezintegracja w mlynku kulkowym lub z procesem
sonikacji. Czas tych procedur byt jednak dtuzszy niz 24 godziny.

Za osiagniecie prac tego etapu uwazam opracowanie skutecznej, szybkiej
metody otrzymywania preparatow scian komorkowych drozdzy w oparciu
o dezintegracje mechaniczna komorek w mlynie kulkowym. Opracowana metoda
pozwolila uniezalezni¢ efektywno$¢ procesu otrzymywania preparatéw od zdolnosci
autolitycznych drozdzy oraz eliminuje ryzyko hydrolizy f(1,3)/(1,6)-glukanu pod
wplywem dziatania enzymow wewnatrzkomdrkowych aktywnych

w czasie autolizy.
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Etap 2. Okreslenie mozliwosci wykorzystania odpadowej ziemniaczanej wody sokowej
i glicerolu w hodowli ukierunkowanej na indukcje zwigkszonej syntezy
B(1,3)/(1,6)-glukanu w scianach komorkowych wybranych drozdzy

Publikacje:
I-B.2 Bzducha-Wroébel A., Blazejak St., Kieliszek M., Pobiega K., Falana K., Janowicz M. (2018)
Modification of the cell wall structure of Saccharomyces cerevisiae strains during cultivation
on waste potato juice water and glycerol towards biosynthesis of functional

polysaccharides. Journal of Biotechnology 281: 1-10

I-B.3 Bzducha-Wrébel A., Blazejak St., Molenda M., Reczek L. (2015) Biosynthesis of
B(1,3)/(1,6)-glucans of cell wall of the yeast Candida utilis ATCC 9950 strains in the culture
media supplemented with deproteinated potato juice water and glycerol. European Food
Research and Technology 240: 1023-1034

I-B.3a Bzducha-Wrdbel A., Blazejak St., Molenda M., Reczek L. (2015) Erratum to:
Biosynthesis of f(1,3)/(1,6)-glucans of cell wall of the yeast Candida utilis ATCC 9950
strains in the culture media supplemented with deproteinated potato juice water and

glycerol. European Food Research and Technology 240: 1281-1282

Za istotng przestanke w  konstruowaniu podlozy modelowych
opartych na odpadowej ziemniaczanej wodzie sokowej z dodatkiem glicerolu
uznalam fakt, ze B(1,3)/(1,6)-glukan odpowiedzialny jest za wytrzymatos¢ Scian
komoérkowych drozdzy w warunkach stresu osmotycznego [27]. Uposledzona
synteza tego polisacharydu doprowadza do autolizy komdrek drozdzy pod
wplywem niewielkich réznic cisnien osmotycznych. Glicerol jest silniej
osmoaktywnym zrodlem wegla w poréwnaniu z glukoza [39]. Zalozylem zatem
mozliwos¢ zwigkszonej syntezy [(1,3)/(1,6)-glukanu $ciany komodrkowej drozdzy
w podlozach z dodatkiem tego wiasnie Zrddia wegla. Stres osmotyczny wzmaga
w komorkach drozdzy sciezki sygnatowe kaskady kinaz aktywowanych mitogenami
- kinazy MAP Hogl oraz SIt2 [7, 16, 25]. Szlak kinazy Stl2 odpowiada za
wzmocnienie cytoszkieletu poprzez mobilizacje bialek regulujacych aktywnosé
enzymdw odpowiedzialnych za synteze polisacharyddw Sciany [16, 23].

Celem tego etapu badan bylo okreslenie zmian w strukturze S$cian
komodrkowych wybranych szczepdw drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevisiae
(probiotyczne, piwowarskie i piekarskie) oraz drozdzy Candida utilis ATCC 9950
po hodowli w podlozu kontrolnym YPD oraz w podlozach z odbiatczonej
ziemniaczanej wody sokowej (OZWS) o zroznicowanym dodatku glicerolu (5, 10, 15,
201 25%) oraz pH (4,0; 5,0 oraz 7,0). Dodatek glicerolu do OZWS w zastosowanych
stezeniach skutkowal wzrostem zawartosci wegla organicznego ogdtem w tych

podtozach w granicach od ok. 36g/L (przy 5% dodatku glicerolu) do ok. 124g/L (przy
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25% dodatku glicerolu). Odpowiadato to stosunkowi zawartosci wegla ogétem do
azotu ogdtem (C:N) w granicach 14 — 49. Zatozylam, Ze mozliwe bedzie wskazanie
warunkow indukujacych zwiekszona synteze f(1,3)/(1,6)-glukanu w takich
ukladach.

Ten etap badan zostal wsparty finansowo grantem uzyskanym w ramach
wewnetrznego trybu konkursowego dla mtodych pracownikow nauki Wydziatu
Nauk o Zywnosci SGGW w Warszawie w roku 2013 (Zalacznik 4, 11-K.2.3).

Badania przeprowadzilam z wykorzystaniem czterech szczepow drozdzy
z gatunku S. cerevisiae (S. cerevisiae var. boulardii PAN, Saccharomyces boulardii CNCM
1-745, drozdzy piwowarskich S. cerevisine R9 i piekarskich S. cerevisize 102 —
publikacja 1-B.2) oraz drozdzy Candida utilis ATCC 9950 — publikacja I-B.3.
Wszystkie szczepy dostepne sa w Kolekgji Czystych Kultur Zakladu Biotechnologii
i Mikrobiologii SGGW w Warszawie. Prace zawezilam do wskazanych szczepow
drozdzy na podstawie wynikdw prac przeprowadzonych w ramach grantu
wewnetrznego zrealizowanego w latach 2011 — 2012 (Zalacznik 4, 11-K.2.4), ktorego
celem byt skrining roznych gatunkéw drozdzy pod wzgledem zawartosci
funkcjonalnych polisacharydow w $cianie komodrkowej. Wyniki tych badan byly
czesciowo podstawa opracowania publikagji nie wilaczonych do cyklu
monotematycznego oraz  komunikatow  konferencyjnych  (Zalacznik 4,
I1-A.2.19, 1I-A.2.20, 1I-A.2.21, 11.D.2.3, II-E.2.4, 1I-E.2.23, II-E.2.25, II-E.2.26). Nie
wykorzystywatam w nich odpadowej ziemniaczanej wody sokowej.

W pierwszej kolejnosci ocenitam wzrost badanych drozdzy S. cerevisiae oraz
Candida utilis ATCC 9950 w skonstruowanych podtozach doswiadczalnych z OZWS
wzbogaconych glicerolem. Wykorzystalam w tym celu zmiany gestosci optycznej
mikrohodowli prowadzonych w aparacie Bioscreen C oraz zmiany plonu biomasy
po 24 godzinach hodowli w kolbach wytrzasanych. Uzyskane wyniki pozwolity na
wyznaczenie podstawowych parametréw wzrostu badanych drozdzy jak
wspolczynnik wiasciwej szybkosci wzrostu oraz czas generacji komdrek w badanych
podtozach.

Badane szczepy wykazywaly wzrost we wszystkich wariantach podtozy
z odbialczonej ziemniaczanej wody sokowej z glicerolem. Najkorzystniejsze
warunki dla wzrostu badanych grzybow panowaly w pozywkach z dodatkiem
5 i 10% glicerolu, niezaleznie od pH. Jednoczesnie osiggane w tych warunkach
wartosci wspolczynnikéw wlasciwej predkosci wzrostu i plonu biomasy byly
zalezne od szczepu. Najszybszy wzrost i najwyzszy plon biomasy w tych
podlozach stwierdzono po hodowli drozdzy Candida utilis ATCC 9950 (publikacja
I-B.3, I-B.3a). Produktywnos¢ biomasy tego szczepu byla blisko dwukrotnie wyzsza

w porownaniu z drozdzami S. cerevisiae var. boulardii PAN, najlepiej rozwijajacymi
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sie¢ we wskazanych podiozach sposrod badanych drozdzy z rodzaju Saccharomyces
(Tabela 3, publikacja I-B.2; Rysunek 1, publikacja I-B.3). Wszystkie badane przeze
mnie drozdze z rodzaju Saccharomyces wykazywaly nieco wolniejszy wzrost
w pozywkach z dodatkiem glicerolu, w porownaniu z podtozem YPD. Nie wplyneto
to jednak istotnie na osiggany przez nie plon biomasy w podlozach zawierajacych
51 10% glicerolu. Fakt ten ttumaczytam mozliwoscia ukierunkowania metabolizmu
drozdzy na synteze innych sktadnikow komoérkowych w poréwnaniu z podiozem
YPD. Na tym etapie badan nie zostalo to jednak zweryfikowane. W przypadku
drozdzy Candida utilis ATTC 9950 maksymalne szybkosci wzrostu w podtozach
z OZWS zawierajacych 5 i 10% glicerolu byly poréwnywalne do odnotowanej
w podlozu syntetycznym YPD. Jednoczesnie, co ciekawe, czas generacji okazal sie
krotszy w podlozach z odpadowej ziemniaczanej wody sokowej z dodatkiem
glicerolu. Jest to interesujace z punktu widzenia mozliwosci skrdcenia czasu
namnazania biomasy drozdzy. Przepuszczalnos¢ blon komodrkowych drozdzy
z gatunku C. utilis jest ok. 10° razy wyzsza w porownaniu z drozdzami S. cerevisiae,
czym tlumaczony jest bardzo dobry wzrost tych pierwszych w obecnosci glicerolu
[19].

Czynnikiem limitujacym wzrost badanych drozdzy w podtozach
doswiadczalnych bylo stezenie glicerolu w pozywce. Dawki powyzej 15% istotnie
hamowaly namnazanie komorek badanych szczepdw, stanowiac czynnik stresowy.
Nalezy przypuszcza¢, ze wynikalo to ze wzrostu cidnienia osmotycznego
w podtozach zawierajacych to niskoczasteczkowe, hydrofilowe Zrodto wegla. Warto
podkresli¢, Zze najwyzsze plony biomasy drozdzy z rodzaju Saccharomyces
w podlozach zawierajacych powyzej 15% glicerolu stwierdzitam w hodowlach
drozdzy probiotycznych Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 (publikacja I-B.2).

Stosujac mikroskopie transmisji elektrondw (TEM) obserwowatam budowe
warstwowa $ciany komorkowej drozdzy. Warstwa zewnetrzna, o wysokiej gestosci
elektronowej, sklada si¢ przede wszystkim z mannoprotein, podczas gdy
transparentna warstwa wewnetrzna z polimeréw p-glukanu [40, publikacje 1-B.2,
I-B.3, I-B.3a]. Hodowla badanych drozdzy w podlozach z OZWS wzbogaconej
glicerolem przyczynila sie do istotnych zmian w budowie scian komoérkowych
badanych drozdzy w poréwnaniu z podlozem YPD. Intensywnos¢
i charakter modyfikacji zalezal od szczepu drozdzy, dawki glicerolu w podlozu
oraz pH pozywki. Modyfikacja ta obejmowala zmiany grubosci lub/ i udziatu
poszczegdlnych elementéw struktury tego organellum. Na przyktadowych zdjeciach
preparatow komorkowych analizowanych z zastosowaniem TEM

udokumentowatlam zaobserwowane przeze mnie zmiany w strukturze $cian
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badanych szczepéw w zaleznosci od podloza hodowlanego (Rysunek 1A-T
w publikacji I-B.2 oraz Rysunek 2a-f w publikacji I-B.3a).

Po hodowli badanych drozdzy w podlozu kontrolnym YPD (przyjetym
w tych pracach za kontrolne), najgrubszymi $cianami oraz warstwa
p-glukanowa charakteryzowaly sie drozdze Candida utilis ATCC 9950 oraz szczep
probiotyczny Sacharomyces boulardii CNCM 1-745. Przypuszczalnie, naturalnie
grubsze Sciany komodrkowe szczepu Saccharomyces boulardii CNCM 1-74 moga by¢
istotne dla opornosci tych grzybéw na dziatanie czynnikow Srodowiska
zewnetrznego, np. podczas pasazu w uktadzie pokarmowym. Nalezy podkresli¢, ze
wyniki moich badan po raz pierwszy dokladnie opisuja budowe $ciany
komorkowej drozdzy probiotycznych oraz Candida utilis w zaleznosci od
warunkow wzrostu.

Stwierdzilam, ze w przypadku trzech badanych szczepéw drozdzy (Candida
utilis ATCC 9950, Saccharomyces cerevisiae var. boulardii PAN oraz szczepu
piwowarskiego S. cerevisiae R9) hodowla w podlozach z odbialczane;j
ziemniaczanej wody sokowej z dodatkiem 5 i 10%, glicerolu intensyfikowala
biosynteze f£(1,3)/(1,6)-glukanu, czego wyrazem byly grubsze sciany komodrkowe
i warstwy B-glukanowe oraz wyzsza zawartos¢ cukréw ogdtem i f(1,3)/(1,6)-glukanu
w preparatach $cian komorkowych tych grzybow. W przypadku wymienionych
drozdzy synteza f(1,3)/(1,6)-glukanu zalezala od pH pozywki. Dwa szczepy
drozdzy - Candida utilis ATCC 9950 oraz Saccharomyces cerevisiae var. boulardii PAN
wykazywaly intensywniejsza synteze p-glukanu, gdy pH podloza wyjSciowego
wynosito 5,0 oraz 7,0. Szczep drozdzy piwowarskich S. cerevisiae R9 syntetyzowat
wiecej tego polisacharydu tylko w pozywkach o pH 7,0.

Najwyzszy wzrost zawartosci f((1,3)/(1,6)-glukanu w preparatach $cian
komorkowych drozdzy z rodzaju Saccharomyces (preparaty uzyskane na drodze
dezintegracji mechanicznej komodrek opracowanej w ramach etapu 1 badan)
stwierdzono w przypadku szczepu Saccharomyces cerevisiae var. boulardii PAN.
Po hodowli tych grzybéw w pozywce z OZWS z dodatkiem 10% glicerolu i pH 5,0
oznaczono ok. 22,8g f((1,3)/(1,6)-glukanu/ 100g preparatu, przy zawartosci cukrow
ogolem na poziomie 52,5g/ 100 g preparatu. Namnazanie tych drozdzy w podlozu
YPD skutkowato zawartoscia ok. 13,7g p-glukanu/ 100 g preparatu (przy 38,68
cukrow ogotem/ 100 g preparatu) — Tabela 5, publikacja I-B.2.

Najwyzsza zawartos¢ f(1,3)/(1,6)-glukanu stwierdzilam w preparatach $cian
komorkowych drozdzy C. utilis ATTC 9950 uzyskanych z OZWS o pH 5,0
z dodatkiem 10% glicerolu. Bylo to ok. 45g £(1,3)/(1,6)-glukanu/ 100 g preparatu
przy zawartosci cukrow ogotem na poziomie ok. 80 g/ 100 g preparatu. Po hodowli

tych drozdzy w podlozu YPD zawarto$¢ cukréw ogdétem ksztaltowala si¢ na
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poziomie ok. 55g/ 100 g preparatu scian komorkowych, a zawartos¢ S(1,3)/(1,6)-
glukanu wyniosta ok. 31g/ 100 g preparatu (Tabela 4, publikacja I-B.3).

Najwyzsza zawartos¢  f(1,3)/(1,6)-glukanu  w  preparatach  $cian
komorkowych oraz najwyzszy plon biomasy stwierdzone po hodowli drozdzy
C. utilis ATCC 9950 w podlozu z OZWS o pH 5,0 z dodatkiem 10% glicerolu
wskazaly zasadnos¢ prowadzenia dalszych badan (Etap 3) nad préba uzyskania
oczyszczonego preparatu [(1,3)/(1,6)-glukanu z zastosowaniem wlasnie tych
drozdzy.

Dodatek glicerolu do podtozy doswiadczalnych z OZWS w dawkach powyzej
15% przyczynial sie¢ do wyraznego zmniejszenia grubosci $cian komorkowych
i warstwy p-glukanowej w komorkach szczepoéw Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii PAN oraz C. utilis ATCC 9950 w poréwnaniu z kontrolnym podtozem YPD
i podlozami o nizszej zawartosci glicerolu. Zmiany te odpowiadaly obnizonej
zawartosci cukrow ogotem oraz f(1,3)/(1,6)-glukanu w preparatach scian badanych
drozdzy. Jednakze udzial warstwy pB-glukanowej w strukturze $cian wskazanych
szczepOw byt stale najwyzszy sposrod stwierdzonych po hodowli we wskazanych
podtozach hodowlanych.

Zaobserwowalam, ze przy wyzszych dawkach glicerolu (15 - 25%)
dochodzilo do wzrostu gestosci elektronowej w obrebie warstwy
mannoproteinowej drozdzy probiotycznych Sacharomyces boulardii CNCM 1-745,
piekarskich S. cerevisiae 102 oraz drozdzy piwowarskich S. cerevisiae R9,
co uwidacznialo si¢ zdecydowanie ciemniejszym wybarwieniem preparatéw
w obszarze tej warstwy. Prawdopodobnie wynikato to ze wzrostu zawartosci frakcji
biatkowej w czasteczkach mannoprotein. ObniZenie zawartosci cukréw ogdtem oraz
B(1,3)/(1,6)-glukanu  w preparatach $cian omawianych drozdzy po hodowli
w podlozach zawierajacych powyzej 15% glicerolu korelowato ze zwigkszonym
udzialem mannoprotein. Stwierdzilam istotne zrdéznicowanie w strukturze
warstwy mannoproteinowej wskazanych szczepow drozdzy. W przypadku
drozdzy piekarskich warstwa mannoproteinowa byta ,gabczasta”, ,,rozpulchniona”,
podczas gdy w komorkach drozdzy piwowarskich S. cerevisize R9 ,, upakowana”
i zwarta. Zréznicowanie w stopniu polimeryzacji, rozgatezienia i skladzie oraz
organizacji przestrzennej czasteczek mannoprotein moglto by¢ przyczyna
obserwowanych zaleznosci. Wytycza to kierunek moich badan w przysziosci, ktére
powinny koncentrowaé sie¢ na dokladnej charakterystyce strukturalne;
polisacharydéw i mannoprotein budujacych Sciany komodrkowe drozdzy
w zaleznosci od warunkéw wzrostu i szczepu drozdzy.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja na ochronna role zewnetrznej

warstwy mannoproteinowej w S$cianach komodrkowych drozdzy w warunkach
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stresu osmotycznego wywolanego wysokimi stezeniami glicerolu (podloza
z dodatkiem 15 - 25% glicerolu) - publikacja I-B.2. Zaobserwowalam, ze we
wspomnianych pozywkach trzy sposréd badanych szczepdw (S. cerevisiae R9,
S. cerevisine 102, S. boulardii CNCM 1-745) zwigkszaly udzial procentowy
mannoprotein w strukturze scian w poréwnaniu z komdrkami hodowanymi
w podlozach z OZWS zawierajacych 5 i 10% glicerolu oraz YPD. Wskazuje to na
strategie przystosowywania si¢ do wzrostu ci$nienia osmotycznego w pozywkach
hodowlanych komorek tych grzybow polegajaca na przebudowywaniu najbardziej
zewnetrznej warstwy Sciany komodrkowej, kontaktujacej sie bezposrednio
ze srodowiskiem i dzialajacej jak sito molekularne. Wzrost grubosci warstwy
mannoproteinowej w komorkach namnazanych w podtozach z dodatkiem glicerolu
mogt wynikad z syntezy glikoprotein niezbednych w procesie metabolizmu glicerolu
oraz regulacji zmian cisnienia osmotycznego w pozywce wywolanego tym zrodlem
wegla.

Za najwazniejsze osiagniecia tej czesci badan uwazam opracowanie podioza
z odbiatczonej ziemniaczanej wody sokowej i glicerolu intensyfikujacego synteze
B(1,3)/(1,6)-glukanu w scianach komdrkowych wytypowanych szczepéw drozdzy
z gatunkdw Saccharomyces cerevisiae oraz Candida utilis. Uzyskane wyniki tej czesci
badan staly si¢ podstawa zgloszenia patentowego (rok 2014), na podstawie ktorego
w roku 2016 zostal przyznany patent o numerze prawa wylacznego PL. 226221
(Zalacznik 4, II-B.2.1) na ,Sposob otrzymywania biomasy drozdzy o zwigkszonej
zawartosci f(1,3)/(1,6)-glukandw i zastosowanie biomasy”. Wskazanie szczepu
drozdzy Candida utilis ATCC 9950 jako najwydajniejszego sposrdd badanych zrddia
B(1,3)/(1,6)-glukanu takze uznaje za kluczowe. Ponadto istotne jest potwierdzenie
mozliwosci wykorzystania odpadowej ziemniaczanej wody sokowej (OZWS)
z dodatkiem glicerolu w hodowli drozdzy o wydajnosci plonu biomasy podobnej do
stwierdzanych w podlozu syntetycznym YPD. Zaobserwowanie ochronnego
dzialania mannoprotein $ciany komorkowej drozdzy w warunkach stresu
osmotycznego wywolanego wysokimi dawkami glicerolu w podtozach
hodowlanych z OZWS rowniez traktuje jako istotne.

Badania nad indukcja zwigkszonej syntezy  f(1,3)/(1,6)-glukanu
w komodrkach C. utilis ATCC 9950 bede aktualnie pogtebiala realizujac pojedyncze
dzialanie naukowe zakwalifikowane do finansowania w ramach konkursu NCN -
MINIATURA 2 (Zalacznik 4, I1-K.2.5).
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Etap 3. Okreslenie wpltywu sposobu prowadzenia hodowli drozdzy C. utilis ATCC 9950
w podtozu z odpadowej ziemniaczanej wody sokowej z dodatkiem glicerolu i czasu hodowli
w biofermentorze na charakterystyke i produktywnosc¢ biomasy oraz preparatéw
B(1,3)/(1,6)-glukanu

Publikacja:
I-B.4 Bzducha-Wrobel A., Pobiega K., Btazejak St., Kieliszek M. (2018) The scale-up cultivation
of Candida utilis in waste potato juice water with glycerol affects biomass and f(1,3)/(1,6)-
glucan characteristic and yield. Applied Microbiology and Biotechnology 102: 9131-
9145

Celem tego etapu badan bylo okreslenie wpltywu sposobu prowadzenia
hodowli drozdzy C. utilis ATCC 9950 (hodowla wytrzasana w kolbach oraz hodowla
okresowa w b5-litrowym biofermentorze) oraz czasu propagacji tych drozdzy
w podiozu z odpadowej ziemniaczanej wody sokowej (pH 5.0) z dodatkiem 10%
glicerolu w skali biofermentora na charakterystyke i produktywno$¢ biomasy oraz
preparatow f(1,3)/(1,6)-glukanu.

Hodowla badanych drozdzy C. utilis w biofermentorze pozwolita uzyskac
istotnie wyzsze wydajnosci plonu biomasy juz po 48 godzinach namnazania
w porownaniu z 72-godzinnym w kolbach. Wyniki te korelowaly ze stopniem
wykorzystania glicerolu, wyzszym po hodowli w biofermentorze. Potwierdzitam
tym samym istnienie zaleznosci miedzy intensywnoscia przemian metabolicznych
glicerolu w komorkach drozdzy a dostepnoscia rozpuszczonego tlenu, bowiem
w przypadku biofermentora hodowla bylta intensywnie napowietrzana. Rozwijajace
sie komorki drozdzy doprowadzaty do alkalizacji srodowiska hodowlanego
we wszystkich uktadach do$wiadczalnych, w najwyzszym stopniu podczas hodowli
w biofermentorze. Zalozylam, ze taki efekt zwiazany modgt by¢ z zaangazowaniem
transportu aktywnego glicerolu do wnetrza komoérek drozdzy poprzez symport
z jonami H*. Nalezy zauwazy¢, ze maly rozmiar czasteczek glicerolu umozliwia ich
przenikanie do komorek drozdzy na drodze dyfuzji, jednakze drozdze moga
uruchamia¢  strategie  transportu  aktywnego glicerolu w  $rodowisku
o podwyzszonym ci$nieniem osmotycznym, wysokiej sile jonowej lub w obecnosci
glukoneogennych zrédel wegla, do ktorych glicerol nalezy [30, 36, 39].
Kontynuowane przeze mnie prace badawcze beda weryfikowac to zatozenie.

Wyniki omawianego etapu moich badan wskazaty na istotny wptyw sposobu
prowadzenia hodowli drozdzy na stopien wykorzystania cukrow, dostepnych
w OZWS w stezeniu ponizej 1%. Najwyzszy stopient wykorzystania tych sktadnikow

odnotowalam po hodowli badanych drozdzy w kolbach, natomiast zdecydowanie
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nizsze ich zuzycie obserwowalam podczas hodowli w biofermentorze, w ktorych
preferowana byla asymilacja glicerolu. W przypadku asymilacji azotu tendencja byta
odwrotna, bowiem komoérki namnazane w kolbach wykorzystywaty go w wigkszym
stopniu. Jednoczesnie stwierdzitam, ze biomasa badanych drozdzy C. utilis po
hodowli w biofermentorze charakteryzowala sie zdecydowanie nizsza zawartoscia
bialka w poréwnaniu z hodowla prowadzona w kolbach. Wywarfo to wptyw na
wyzsza zawartos¢ biatka w oczyszczonych preparatach p-glukanu wytworzonych
z biomasy namnazanej w kolbach, co wskazuje na ich integralnos¢ z polisacharydami
scian komorkowych badanych drozdzy. Podloze z OZWS z dodatkiem 10%
glicerolu ukierunkowywalo metabolizm badanego szczepu na synteze skladnikow
cukrowych, intensywniejsza w skali biofermentora. Biomasa uzyskana w takich
warunkach zawierata az ok. 60% cukrow ogdtem, a preparaty $cian komdrkowych
wyzsza zawartos¢ (1,3)/(1,6)-glukanu. Klein i wsp. [24] i Turcotte i wsp. [52]
stwierdzili, ze hodowla drozdzy S. cerevisine w obecnosci glicerolu doprowadzata do
zwigkszonej ekspresji genéw kodujacych biatka zwigzane =z funkcjami
mitochondrialnymi, enzymami odpowiedzialnymi za glukoneogeneze oraz
magazynowanie weglowodanow. Produkty utleniania glicerolu moga wchodzi¢
w szlak glukoneogenezy w cytozolu [24, 52].

Stosujac mikroskopie elektronowa udalo mi sie dokona¢ bardzo ciekawych,
nietypowych obserwacji w badanych komérkach drozdzy C. utilis ATCC 9950
namnozonych w OZWS z dodatkiem 10% glicerolu. Na Rysunku 6b-e w pracy
I-B.4. przedstawilam przykladowe fotografie Scian komdrkowych oraz calych
komorek badanych drozdzy po hodowli we wskazanym podtozu z OZWS oraz
w podiozu YPD (praca I-B.4, Rysunek 6a). W cytoplazmie badanych drozdzy po
hodowli w opracowanym podlozu widoczne byly nieregularne jasne skupiska
materialu  zlokalizowanego szczegdlnie w  poblizu Sciany komorkowej
i mitochondriéw. Material ten wygladat jakby podlegat wlaczaniu w strukture $ciany
komodrkowej. Tkacz [50] obserowat biosynteze f(1,3)-glukanu in  witro
z zastosowaniem kompleksu syntazy p(1,3)-glukanowej drozdzy S. cerevisiae
z zastosowaniem mikroskopii elektronowej, stwierdzajac powstawanie nieregularnej,
transparentnej masy mikrowldkien tego polisacharydu. Sklonilo mnie to do
postawienia odwaznej hipotezy (zawartej w pracy I-B.4.), Ze obserwowane przeze
mnie transparentne skupiska sa depozytami nierozpuszczalnego [(1,3)-glukanu
(Rysunek 6b-e, oznaczone strzalkami, praca I-B.4). Zatozylam, Zze synteza p-glukanu
zachodzita z wykorzystaniem glukozy powstajacej w cytoplazmie w procesie
glukoneogenezy z produktéw utlenienia glicerolu w mitochondriach. W warunkach
podwyzszonego cisnienia osmotycznego komorki drozdzy wiaczaja szlak $ciezki
kinazy Hog, aby zwigksza¢ poziom pobrania glicerolu z otoczenia i/lub jego synteze

23



Dr inz. Anna Bzducha-Wrdbel Zatgcznik 2a Autoreferat

de mnovo oraz ogranicza¢ utrate tego osmoprotektanta z komorek [16].
Niekontrolowane wewnatrzkomorkowe nagromadzanie glicerolu moze prowadzié
do zaburzen prawidlowej réwnowagi osmotycznej i Smierci komorek, dlatego
potrzebny jest katabolizm tego zwiazku [24, 49]. Beese i wsp. [5] stwierdzili, ze
zwigkszone ci$nienie osmotyczne pobudzato komorki drozdzy S. cerevisiae do
wzmacniania $ciany komdrkowej poprzez indukgje syntezy f(1,3)-glukanu. Uznatam
zatem, ze warunki panujace w skonstruowanej pozywce hodowlanej sklanialy
badane przeze mnie drozdze do wykorzystywania dostepnego glicerolu w syntezie
nierozpuszczalnego f(1,3)/(1,6)-glukanu i jego wbudowywanie w strukture Sciany
komorkowej. Jako pierwsza opisuje ten proces w podlozu, w ktérych glicerol
stanowi zarowno zZrodlo wegla jak i czynnik zwiekszajacy cisnienie osmotyczne
w pozywce hodowlanej. Nikt wczedniej nie prowadzit podobnych badan
z zastosowaniem drozdzy z gatunku Candida utilis, ale rOwniez innych gatunkdéw.
Jednoczesnie aktywnos¢ kompleksu enzymatycznego syntazy f(1,3)-glukanu nadal
nie jest w pelni scharakteryzowana, szczegdlnie w odniesieniu do drozdzy gatunkow
innych niz S. cerevisiae [41].

Stwierdzilam istotny wplyw sposobu prowadzenia hodowli badanych
drozdzy na zawartos¢ p(1,3)/(1,6)-glukanu w preparatach scian komorkowych.
Namnazanie w biofermentorze skutkowalo zdecydowanie wyzsza zawartoscia tego
polisacharydu w preparatach $cian w poréwnaniu z hodowla w kolbach.
Oczyszczenie $cian z biatek, lipidow i rozpuszczalnych polisacharydéw zwigkszyto
koncentracje f(1,3)/(1,6)-glukanu do ok. 85% w preparatach izolowanych z biomasy
namnozonej w biofermentorze. W badanych preparatach zaobserwowatam istotne
zréznicowanie w zawartosci frakcji -glukanéw nierozpuszczalnych w zasadach.
Hodowla w biofermentorze intensyfikowala zawartos¢ f(1,3)-glukanu
nierozpuszczalnego w zasadach, podczas gdy namnazanie w kolbach sprzyjato
syntezie f(1,6)-glukanu, réwniez nierozpuszczalnego w alkaliach. Nie opisano
wczesniej podobnej zaleznosci, a ttumacze ja wyzsza zawartoscig biatek w Scianie
komorkowej drozdzy namnazanych w kolbach. Biatka podlegaja wiaczeniu
w strukture $ciany m.in. poprzez f(1,6)-glukan. Z kolei sily Scinajace dzialajace
podczas intensywnego mieszania hodowli w biofermentorze moga indukowac
synteze f(1,3)-glukanu determinujacego wytrzymalo$¢ mechaniczna komdrek
drozdzy. Ponadto w warunkach biofermentora obserwowano wydajniejsza
glukoneogeneze. Zaobserowowalam takze, ze krotszy czas hodowli drozdzy
w Dbiofermentorze skutkowal wyzsza zawartoscia frakcji polisacharydow
rozpuszczalnych w alkaliach w badanych preparatach. Rozpuszczalny w zasadach

B-glukan jest prekursorem S-glukanu nierozpuszczalnego w takich warunkach [22].
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Uzyskane produktywnosci objetosciowe oraz wydajnosci preparatow Scian
komorkowych i oczyszczonego [(1,3)(1,6)-glukanu (metoda opisang jako
najkorzystniejsza w etapie 4 badan) juz po 48 godzinach hodowli drozdzy C. utilis
ATCC 9950 w opracowanych warunkach okazaly sie konkurencyjne, bo
zdecydowanie wyzsze od opisanych do tej pory w literaturze. Uznaje to za
kluczowe osiagniecie przeprowadzonych prac badawczych tego etapu.
Jednoczes$nie jako pierwsza opisalam otrzymywanie preparatu (1,3)/(1,6)-glukanu
w hodowli drozdzy C. utilis i mozliwo$¢ waloryzacji odpadu przemystu
skrobiowego w tym procesie. Widze mozliwos¢ dalszej optymalizacji warunkow
hodowli badanych drozdzy ukierunkowanej na synteze f(1,3)(1,6)-glukanu w skali

biofermentora. Prace w tym kierunku kontynuuje.

Etap 4. Okreslenie wplywu sposobu izolacji f(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy
C. utilis ATCC 9950 po hodowli w odbiatczonej ziemniaczanej wodzie sokowej
z dodatkiem glicerolu na charakterystyke i wydajnosc otrzymywania preparatu

Publikacja:

I-B.5 Bzducha-Wrébel A., Koczon P., Btazejak St., Kozera J., Kieliszek M. (2019) Valorization of
deproteinated potato juice water into p-glucan preparation of C. wutilis origin -
comparative study of preparations obtained by two isolation methods. Waste and
Biomass Valorization DOI: 10.1007/s12649-019-00641-w

Rownolegle z préba zwigkszenia skali hodowli ukierunkowanej na uzyskanie
preparatu f(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy C. utilis prowadzilam badania nad doborem
metody izolacji tego polisacharydu ze $cian komdrkowych. Opisane w literaturze
metody otrzymywania oczyszczonych preparatow p-glukanéw drozdzowych
opieraja si¢ przede wszystkim na ekstrakcji z zastosowaniem roztwordéw zasad
i kwasdw (najczesciej stosowane) lub sa to bardziej tagodne procedury,
wykorzystujace trawienie enzymatyczne biatek i lipidéw lub ekstrakcje tych
ostatnich odczynnikami organicznymi. Budowa $ciany komorkowej drozdzy,
zalezna od uwarunkowan genetycznych oraz warunkow hodowli drozdzy,
determinuje podatnos¢ tego organellum na dziatanie czynnikiéw destrukcyjnych.
Uznatam zatem za celowe okreslenie wplywu metody izolacji $(1,3)/(1,6)-glukanu
drozdzy C. utilis ATCC 9950 na charakterystyke oraz wydajnos¢ otrzymywania
preparatu tego polisacharydu. Materialym wyjsciowym badan byty preparaty scian
komodrkowych drozdzy C. utilis ATCC 9950 po hodowli w podiozu wskazanym
w ramach 2 etapu. Preparaty te uzyskiwano na drodze dezintegracji mechanicznej
komoérek w miynku kulkowym opracowanej w etapie 1, zoptymalizowanej pod

wzgledem liczby cykli dezintegracji na potrzeby wydzielenia scian komdrkowych
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C. utilis z hodowli indukujacej synteze p-glukanu. Wykorzystywalam dwie roézne
metody izolacji f(1,3)/(1,6)-glukanu z preparatdow Scian komdrkowych. Byla to
ekstrakcja w warunkach alkaliczno-kwasowych polaczona z usunigciem sktadnikow
sciany komorkowej rozpuszczalnych podczas autoklawowania (metoda 1).
Ekstrakcja z zastosowaniem roztworéw alkalicznych powoduje zniszczenie
przestrzennej organizagji sciany drozdzy i uwalnianie jej sktadnikow strukturalnych.
Zastosowanie w nastepnej kolejnosci tagodnej ekstrakcji roztworem kwasu octowego
pozwala zmniejszy¢ zawarto$¢ nierozpuszczalnej w alkaliach frakgji f(1, 6)-glukanu,
ktory jest wrazliwy na acetolize. Kolejny etap oczyszczania, oparty na
autoklawowaniu probek zawieszonych w buforze przyczynia si¢ do dodatkowego
usuniecia zanieczyszczen rozpuszczalnych w tych warunkach. Druga zastosowana
procedura oparta zostala na wstepnym usunieciu z preparatow $cian komdrkowych
sktadnikow rozpuszczalnych w warunkach autoklawowania. Zastosowanie tego
etapu powoduje, ze struktura $cian komoérkowych drozdzy staje si¢ bardziej podatna
na dalsze etapy oczyszczania, ktére polegaty na ekstrakgji lipidow alkoholem
izopropylowym oraz trawieniu enzymatycznym biatek preparatem Pronase E
(metoda 2). Uzyskane powyzszymi metodami preparaty poddawano analizie na
zawartos¢ biatka, lipidow i p(1,3)/(1,6)-glukanu, w tym frakci pB-glukanéw
nierozpuszczalnych w zasadach oraz analizie spektroskopowej w podczerwieni (FT-
IR) w zakresie liczb falowych 4000 — 400 cm?. Zarejestrowane widma IR
poréwnywano ze soba (preparaty izolowane metodami 1 i 2) i z widmem wzorca
B(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy S. cerevisine o wysokiej czystosci. Poréwnanie to
prowadzono w ramach trzech specyficznych regionéw liczb falowych: 3200 - 2700
cm, 2000 - 1450 cm™ oraz w zakresie daktyloskopowym 1450 - 400 cm.

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze niezaleznie od metody
izolacji otrzymane preparaty zawieraly ok. 82% p(1,3)/(1,6)-glukanu po skréconym
czasie ekstrakcji w porownaniu z procedurami opisanymi w literaturze. Polisacharyd
ten stanowit ok. 93 - 95% catkowitej zawartosci cukréw w badanych preparatach
(Tabela 3, publikacja I-B.5). Otrzymane preparaty zawieraly przede wszystkim
polisacharydy nierozpuszczalne w alkaliach, ktorych udziat byl poréwnywalny
niezaleznie od zastosowanej metody izolacji. Dominujacym skladnikiem tej frakcji
byl p(1,3)-glukan. Stwierdzono, ze metoda 2 skuteczniej oczyszczala preparaty
z nierozpuszczalnego w alkaliach f(1,6)-glukanu, co przekladalo sie na wyzszy
stosunek zawartosci f(1,3)- do B(1,6)-glukanu. Stosunek ten wynosil odpowiednio
1,23 i 1,04 dla metody 2 i 1 (Tabela 5, publikacja I-B.5). Prawdopodobnie
enzymatyczna hydroliza biatka ulatwiala jednoczesne uwalnianie S(1,6)-glukanu,
ktéry odpowiada za przylaczanie protein oraz chityny do polimeru f(1,3)-glukanu
w strukturze Sciany drozdzy. Obie metody pozwolily wydajnie oczysci¢ preparat
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p-glukanu z lipidow i ponad dwukrotnie obnizy¢ w nich zawartos¢ bialka
w porownaniu z zawartoscia tego skltadnika w preparatach scian komodrkowych.
Skuteczniej biatka byly jednak usuwane z zastosowaniem hydrolizy enzymatycznej
(metoda 2). Obie metody znaczaco réznily sie wydajnoscia produkcji preparatow
B-glukanu w odniesieniu do wyjsciowej ilosci $cian komoérkowych pobranych
do oczyszczania. W przypadku metody 2 preparaty uzyskiwano z wydajnoscia 70%,
podczas gdy metoda 1 charakteryzowala si¢ wydajnoscia na poziomie ok. 49%.
Swiadczy to o znaczacych stratach preparatu w warunkach alkaliczno-kwasowych.
W zwiazku z powyzszym metode 2 uznano za korzystniejsza w otrzymywaniu
preparatow o wysokiej zawartosci (1,3)/(1,6)-glukanu badanych drozdzy.

Widma w podczerwieni badanych preparatdow wykazaly wysoce podobny
przebieg do zarejestrowanego dla standardu f(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy
S. cerevisiae (Rysunki 1 - 3, publikacja I-B-5). We wszystkich badanych probkach
przy liczbie falowej 3417 cm! obserwowano szerokie, intensywne pasmo bardzo
charakterystyczne dla wibracji grup O-H, co nalezy wigza¢ z obecnoscia
polisacharyddéw w tych preparatach. We wszystkich preparatach obserwowano
sygnaly absorpcji przy liczbach falowych 2958, 2921 i 2777 cm®. Pasmo przy
2984 cm! wystepowato wylacznie w probkach preparatéw uzyskanych w ramach
przeprowadzonych izolacji, czyniac je podobnymi do siebie, a nieznacznie réznymi
od standardu. Pasmo to bylo intensywne w preparacie uzyskanym metoda
alkaliczno-kwasowa (metoda 1), a bardzo slabe w widmie preparatu uzyskanego
metoda 2. W porédwnaniu ze standardem moglo to wynika¢ z obecnosci
dodatkowych grup C-H lub innym otoczeniem chemicznym grupy wibracyjnej (np.,
wplyw zanieczyszczen). Przy 2852 cm? sygnal wystepowat tylko w widmie
standardu oraz probce oczyszczonej za pomoca metody 2, co wyrdzniato preparat
uzyskany metoda alkaliczno-kwasowa. Obecnos$¢ dwodch szerokich i intensywnych
prazkéw przy 1659 cm? w preparach uzyskanych metoda 1 i 2 oraz ich brak
w standardzie glukanu sugerowal, ze sygnaly te byly generowane przez drgania
rozciagajace grup C=0, a powiazano je z obecnos$cia biatek zanieczyszczajacych
wytworzone preparaty. W rejonie daktyloskopowym (region tzw. odcisku palca)
pasma przy: 1379/1371, 1315, 1254, 1204, 1159, 1110, 1080, 1043 and 893 cm!
wystepowaly we wszystkich badanych probkach, aczkolwiek rdznily sie
intensywnoscia. Zgodnie z literatura [3, 34, 48] pasma charakterystyczne dla $(1,3)-
i/lub B(1,6)-glukanow obecne sg przy ok. 1160, 1078, 1041 i 889 cm™. Na podstawie
literatury przyjeto, ze stosunki intensywnosci pasm: 1379/1080; 1659/893; 1379/893
i 1080/893 mozna traktowac jako wskazniki czystosci badanych preparatow [34, 48].
Stosunek 1659/893 informuje o stopniu zanieczyszcznia biatkami. Dla standardu

wynidst on 0, a dla preparatow uzyskanych metodami 2 i 1 odpowiednio 3,81 i 2,07.
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Standard glukanu i preparaty wytworzone rdéznity sie takze stosunkiem natezenia
pasma 1379/893. Sygnat w rejonie 1379 com?' wynika z obecnosci
N-acetyloglukozaminy. Wyniki analizy FT-IR sugerowaly, ze preparat uzyskany
metoda 2 byl w mniejszym stopniu zanieczyszczony chityng w poréwnaniu
z uzyskanym po ekstrakgji alkaliczno-kwasowej, natomiast w wigkszym stopniu
biatkami. W strukturze $ciany drozdzy chityna jest silnie zwiazana z [(1,6)-
glukanem. Przypuszczalnie nizsza zawartos¢ N-acetyloglukozaminy
w preparatach oczyszczonych metoda 2 powigzalam zatem z nizszym stopniem
zanieczyszczenia tych preparatow [(1,6)-glukanem, stwierdzonym w analizie
chemicznej. Przyczyna rozbieznosci miedzy wynikami analizy spektralnej
a wyznaczona zawarto$cia biatka w badanych preparatach mogto by¢ zalozenie, ze
oznaczony azot pochodzi tylko z biatek, podczas gdy w preparatach scian drozdzy
jest obecna w niewielkiej ilosci wspomniana chityna jak i mozliwe sa
zanieczyszczenia kwasami nukleinowymi.

W efekcie przeprowadzonych prac przygotowano zgloszenie patentowe nr
P.420212 na sposob otrzymywania preparatu [(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy
(Zatacznik 4, 11-B.2.3).

Etap 5. Wstepne okreslenie zdolnosci wigzania wybranych mykotoksyn przez preparaty
Scian komorkowych i p(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy C. utilis ATCC 9950 uzyskanych
po hodowli w odbiatczonej ziemniaczanej wodzie sokowej z dodatkiem glicerolu

Publikacja:

I-B.6 Bzducha-Wrdbel A., Bryta M., Gientka I., Blazejak St., Janowicz M. (2019) Candida utilis
ATCC 9950 cell walls and p(1,3)/(1,6)-glucan preparations produced using agro-waste
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Mykotoksyny  sa  szkodliwymi  metabolitami  wtornymi  grzybéw
mikroskopowych. Stanowia czeste zanieczyszczenie zywnosci i pasz, o czym
swiadcza statystyki zgloszen do Systemu Wczesnego Ostrzegania o Niebezpiecznej
Zywnodci i Paszach — RASFF w krajach Unii Europejskiej. Produkty rolne sa gtéwnie
zanieczyszczone aflatoksynami, deoksyniwalenolem, zearalenonem, ochratoksyna A,
fumonizynami (FB) i toksyna T-2, na ogot stabilnymi podczas rutynowych procesow
stosowanych w produkcji Zywnosci i pasz [17]. Mimo licznych wysitkow
podejmowanych w celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia Zywnosci
mykotoksynami juz na etapie produkcji pierwotnej, bardzo trudne jest catkowite
wyeliminowanie wystepowania tych substancji w fancuchu zywnosciowym. Dodatki
paszowe o zdolnosci wiazania mykotoksyn sa uwazane za substancje mogace

ogranicza¢ absorpcje toksyn w przewodzie pokarmowym zwierzat. Mozliwos¢
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minimalizacji lub tagodzenia skutkéow szkodliwego dziatania mykotoksyn
w organizmie zwierzat poprzez stosowanie dodatkéw paszowych wytwarzanych
z biomasy drozdzy jest aktualnym tematem badawczym. Badania w tym zakresie
prowadzone sa przede wszystkim z zastosowaniem preparatow scian komorkowych
i skladnikow strukturalnych $ciany (mannoproteiny i p-glukany) izolowanych
z drodzy S. cerevisiae.

Za cel etapu 5 badan wyznaczylam wstepna ocene zdolnosci wiazania
wybranych mykotoksyn (aflatoksyna B1 - AFB1, zearalenon - ZEN, ochratoksyna A -
OTA, deoksyniwalenol - DON, niwalenol - NIV, toksyna T-2 i fumonizyna B1 - FB1)
przez preparaty Scian komorkowych (CW) i preparaty p(1,3)/(1,6)-glukanu (5-G)
uzyskane z biomasy drozdzy Candida utilis ATCC 9950 i scharakteryzowane
w ramach etapu 3 badan (hodowla 48h w biofermentorze). Adsorpcje wskazanych
mykotoksyn okreslono w uktadach in vitro w buforze PBS (pH 3,0 i 6,0) z dodatkiem
1% adsorbenta (preparat Scian komoérkowych lub preparat g-glukanu) i 500 ng/ ml
toksyny (1000 ng w ukladzie do$wiadczalnym). Zastosowane pH odpowiadato
warunkom przewodu pokarmowego zwierzat monogastrycznych. Stezenie
badanych mykotoksyn przekraczato znacznie maksymalne dopuszczalne w Unii
Europejskiej poziomy zanieczyszczen materialu paszowego i pasz w odniesieniu do
AFB1, ZEN, OTA i T-2. Przeprowadzone badania zrealizowano w ramach grantu
finansowanego z programu Inkubator Innowacyjnosci + (Zalacznik 4, I1-K.2.2).

Oprocz charakterystyki chemicznej preparatow izolowanych z biomasy
drozdzy na wiazanie mykotoksyn moze mie¢ wplyw mikrostruktura czastek
adsorbenta. Pierwszym etapem pracy byla zatem charakterystyka czastek preparatu
scian komdrkowych (CW) i B-glukanu (B-G) z zastosowaniem skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM). Stwierdzitam, ze czastki CW skladaly
z aglomeratow scian komorkowych drozdzy (Rysunek 1a,b praca I-B.6). Preparat
B-G skladat si¢ z czastek o bardziej zroznicowanej charakterystyce powierzchni,
wykazujacych znaczna aglomeracje (Rysunek 1c-d praca I-B.6). Morfologia
pojedynczych czastek f-glukanu nie przypominata ksztattu Scian komorkowych
drozdzy. Dodatkowo przeprowadzono analize wielkosci czastek metoda dyfrakcji
laserowej. Analiza statystyczna tych wynikow potwierdzila istotne rdznice
w wielkoS$ciach czastek badanych preparatow CW i f-G. Tylko 10% czastek CW
wykazywato wymiary do okoto 8 um (podobne do wielkosci komdrek drozdzy),
podczas gdy 90% z nich nalezalo do klasy o wymiarach ok. 200 um. Badany preparat
B-G skladal si¢ z czastek o wigekszych rozmiarach w poréwnaniu z CW. Okoto 10%
czastek preparatu -G miato wymiary do 16 um, 50% do 85 um, podczas gdy 90%
z nich wykazywato wymiary do 208 pum. Oba preparaty skladaly sie zatem gltéwnie

z czastek o dyzych rozmiarach, dlatego przyszlym kierunkiem badan powinna by¢
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proba rozwiniecia powierzchni aktywnej preparatu. Na podstawie uzyskanych
wynikow tej czesci badan zatozylam, ze preparat CW mogl charakteryzowac sie
wigksza powierzchnia wigzania w poréwnaniu z oczyszczonym S-G.

W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzilam, ze badane preparaty Scian
komorkowych i oczyszczonego f-glukanu drozdzy Candida utilis ATCC 9950
wykazywaty zdolnos¢ wiazania zwlaszcza niepolarnych mykotoksyn, takich jak
ZEN, OTA i AFB1. W niewielkim stopniu wigzaly DON, NIV, toksyne T-2
oraz FB1, co nalezy tlumaczy¢ bardziej hydrofilowym charakterem tych toksyn.
Na efektywnos¢ adsorpcji badanych preparatow miaty wptyw ich skad chemiczny,
pH, rodzaj mykotoksyny i przypuszczalnie wielkos¢ czastek oraz ich struktura. Nie
stwierdzitam prostej korelacji pomiedzy wiasciwosciami preparatu, pH i zdolnoscia
wigzania mykotoksyn. Dla kazdej badanej toksyny obserwowalam bowiem innag
zalezno$¢. Zaréwno obecno$¢ polisacharydow jak i frakcje biatkowe Scian
komorkowych C. utilis byly wazne w procesie wigzania ZEN, OTA, DON i T-2,
natomiast zdolno$¢ adsorpcji AFB1 byla zwigzana z obecnoscia p-glukanu
w badanych preparatach. Sciany komoérkowe wykazywaly wyzsza lub
porownywalna skutecznos¢ wiazania badanych mykotoksyn w poréwnaniu
z oczyszczonym preparatem f-glukanu. Jest to wazna obserwacja, poniewaz
produkcja nieoczyszczonych preparatow jest korzystniejsza ekonomicznie. Wyzsza
zawartos$¢ biatka w CW i mniejsze rozmiary czastek preparatu moglty wptywad na
bardziej wydajne wigzanie toksyn ZEN, OTA, DON i T-2 w odpowiednim pH
w poréwnaniu z oczyszczonym preparatem glukanu.

Najwyzszy procent adsorpcji (okoto 83%), ktory wyrazit sie¢ pojemnoscia
wigzania na poziomie okoto 41 pug/g preparatu, stwierdzitam dla $cian
komoérkowych badanych drozdzy, gdy wigzana toksyna byt zearalenon
w srodowisklu kwasnym (pH 3,0). Aby okresli¢ iloSciowo powinowactwo badanych
czynnikow adsorpcyjnych do wiazanych mykotoksyn wyznaczytam wspotczynniki
podziatu (Kd). Wspolczynnik Kd definiuje si¢ jako stosunek zwigzanej toksyny
(ug/g) do wolnej toksyny (ug/ml). Najwyzszy wspolczynnik Kd (459 ml/g)
odnotowalam w przypadku wiazania ZEN przez preparaty $cian komoérkowych
badanych drozdzy przy pH 3,0. Preparat CW charakteryzowat si¢ wydajniejszym
wigzaniem ZEN w porownaniu z preparatem -G. W przypadku wigzania OTA
przez preparat $cian komorkowych wspdtczynnik podziatu wyniost ok. 81 (ml/g)
w pH 3,0. Proces wiazania ochratoksyny A byl znacznie nizszy w warunkach pH 6,0.
Wiazanie aflatoksyny Bl najwydajniej zachodzilo w obecnosci oczyszczonego
preparatu f-glukanu przy pH 6,0 (adsorpcja na poziomie ok. 30%) przy
wspotczynniku podziatu 41 ml/ g. Najnizsza wartos¢ Kd stwierdzitam dla preparatu

p-glukanu podczas wigzania fumonizyny Bl przy pH 6,0 (Kd tylko okoto 2 ml/g).
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Biorac pod uwage wymagania dla adsorbentéw mykotoksyn [17], zastosowane
stezenie badanych preparatow CW i B-G bylo wystarczajace do zwiazania
co najmniej 20% mikotoksyny tylko w przypadku ZEN, OTA, AFB1 i DON (sciany
komorkowe).

Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwos¢ waloryzacji odpadowej
ziemniaczanej wody sokowej w produkcji preparatéw o wiasciwosciach adsorpcji
szczegOlnie zearalenonu i ochratoksyny oraz aflatoksyny. Konieczne sa dalsze
badania, ktore warto ukierunkowac na optymalizacje formulacji preparatow celem
zwigkszenia powierzchni wigzania. Nalezy takze okresli¢, czy badane preparaty

przyczynia si¢ do obnizenia negatywnego oddzialywania wskazanych toksyn in vivo.

5.4.4. Podsumowanie i mozliwos¢ wykorzystania uzyskanych wynikow oraz

dalsze perspektywy badawcze

Idea podjetych badan bylo wykorzystanie odpadu przemystu rolno-
spozywczego w biosyntezie (1,3)/(1,6)-glukanu $ciany komdérkowej drozdzy i préba
uzyskania preparatu tego polisacharydu. Okreslono wlasciwosci wigzania
mykotoksyn przez wytworzone preparaty scian komoérkowych i 8(1,3)/(1,6)-glukanu
drozdzy C. utilis ATCC 9950, wytypowanych jako wydajny producent tego
polisacharydu. Prowadzone przeze mnie badania maja charakter zaréwno
poznawczy jak i wykazuja potencjat wdrozeniowy. W osiagnieciu wskazatlam nowy,
konkurencyjny sposéb wytwarzania preparatow ((1,3)/(1,6)-glukanu drozdzowego
w hodowli drozdzy C. utilis oparty na waloryzacji odpadowej ziemniaczanej wody
sokowej. W ramach realizacji przedstawionych etapéw badan opracowalam
podstawowe skladowe procesu technologicznego uwzgledniajace warunki
hodowli drozdzy intensyfikujace synteze p-glukanu w skali biofermentora
laboratoryjnego, sposob otrzymywania preparatow S$cian komorkowych oraz
izolacji  p(1,3)/(1,6)-glukanu. Wskazalam zdolno$¢ wiazania zearalenonu,
ochratoksyny i aflatoksyny przez preparaty sScian komoérkowych i pB-glukanu
drozdzy C. utilis namnozone wedlug zaproponowanego sposobu. Uzyskane
wyniki stanowia punkt wyjscia do opracowania innowacyjnej technologii produkcji
preparatéw f(1,3)/(1,6)-glukanu pochodzenia drozdzowego w skali przemystowej.
Wskazane rozwiazanie wpisuje si¢ w rosnace zapotrzebowanie rynkowej produkcji
p-glukanu drozdzowego na cele przemystu spozywczego, paszowego,
farmaceutycznego i kosmetycznego. Mozliwe sciezki wykorzystania uzyskanych
przeze mnie wynikow badan zostaly zaprezentowane w artykule opublikowanym na
tamach Dziennik Gazeta Prawna pt: ,,Co za gruboskdrny typ”. Artykut ten stanowit
nagrode redakcyjng w IV Edycji konkursu "Eureka! DGP - odkrywamy polskie

wynalazki", ktérego celem jest wsparcie komercjalizacji wynikow badan (Zaltacznik
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4, 11-L.2.4). Zostat on przygotowany na podstawie udzielonego wywiadu (Zatacznik
5, III-M.2). Opracowane rozwigzanie produkcji f(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzowego
byto takze tematem audycji radiowej Agro-Fakty pt. ,Niecodzienne wykorzystanie
drozdzy? To moze by¢ pomyst na biznes” w Programie I Polskiego Radia (Zatacznik
5, III-M.1). Wywiad dla biura prasowego SGGW pt: ,,Odpady dla zdrowia i urody”
zamieszczony na stronie internetowej Uczelni takze wskazywal potencjalne
wykorzystanie opracowanego rozwiazania (Zalacznik 5, III-M.3). Podobnie wywiad
dla magazynu branzowego - Gospodarka odpadami, pt.: ,Innowacyjne rozwigzania
w zagospodarowaniu odpadéw rolno-spozywczych” (Zalacznik 5, III-M.4).
Ponadto, uzyskane wyniki zaprezentowatam na dwdch konferencjach biznesowo-
naukowych (Zalacznik 4, II-M.2.1, II-M.2.2), uczestnikami ktérych byli
przedstawiciele  firm  zagranicznych specjalizujacych sie  w  produkgji
p-glukanu drozdzowego i preparatéw drozdzowych.

Wyniki moich badan poglebily wiedze dotyczaca wptywu warunkéw wzrostu
drozdzy na biosynteze sktadnikow $ciany komdrkowej i strukture tego organellum.
Wyznaczaja takze kierunki moich dalszych badan, ktore bede koncentrowata na
poznaniu zmian na poziomie budowy strukturalnej f(1,3)/(1,6)-glukanu w zaleznosci
od gatunku i warunkéw wzrostu drozdzy w powiazaniu z potencjalng aktywnoscia
biologiczng tych polisacharydéow. Wptyw budowy chemicznej $(1,3)/(1,6)-glukanu
na wilasciwosci funkcjonalne tego polisacharydu nie sa dokladnie poznane. Krokiem,
ktory podjelam w celu realizacji tych planow jest uczestnictwo w akgi COST
CA18103 INNOGLY Europejskiego Programu Wspolpracy w Dziedzinie Badan
Naukowo-Technicznych (Zalacznik 4, II-K.2.1; Zalacznik 5, ITI-A.1.3).
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6. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

6.1. Obszary zainteresowan naukowych przed uzyskaniem stopnia doktora

Glowne obszary mojej dziatalnosci naukowej przed uzyskaniem stopnia
doktora dotyczyly:

1) Ksztaltowania jakosci i bezpieczenstwa zywnosci,
2) Zastosowania metod analizy instrumentalnej w ocenie jako$ci

i bezpieczenstwa zywnoSci.

Ad. 1 Ksztaltowanie jakosci i bezpieczenstwa zywnosci

Moje pierwsze badania naukowe podjetam w 2003 roku w Zakladzie Analizy
Zywnoséci Wydziatlu Technologii Zywnosci (obecnie Wydzial Nauk o Zywnodci)
przygotowujac prace magisteska pt.: ,Wpltyw hydrolizy enzymatycznej kazeiny na
jej synergizm z kwasem askorbinowym i f-karotenem w modelowych ukfadach
oksydacyjnych” pod kierunkiem naukowym dr inz. Rafala Wolosiaka (obecnie dr
hab. inz.). Podjety przeze mnie wdwczas problem badawczy jest stale aktualny.
Oprocz dziatalnosci mikroorganizmow reakgje utleniania zachodzace w Zywnosci sa
jedna z gtownych przyczyn ograniczania jej trwatosci i przydatnosci do spozycia.
Inhibicja proceséw utleniania osiagana jest m.in. poprzez stosowanie substancji
przeciwutleniajacych, a mechanizmy reakcji synergistycznych miedzy takimi
substancjami nie sa dokladnie poznane. W efekcie przeprowadzonych badan
wskazalam, zZe ektywno$¢ antyoksydacyjna zastosowanych ~w  pracy
przeciwutleniaczy zalezala od charakteru uktadu (emulsja lub roztwdér kwasu
linolowego) oraz mechanizmu reakcji utleniania (autooksydacja, reakcja utleniania
enzymatycznego oraz fotosensybilizowanego). Najbardziej stabilny charakter
przeciwutleniajacy we wszystkich stosowanych ukladach oksydacyjnych posiadata
kazeina, nie wykazujac wlasciwosci prooksydacyjnych. Kwas askorbinowy
i p-karoten stosowane oddzielnie wykazaly zréznicowane wtasciwosci — od dziatania
prooksydacyjnego do silnie przeciwutleniajacego podczas autooksydacji (kwas
askorbinowy) i wutleniania fotosensybilizowanego (f-karoten) emulsji kwasu
linolowego. = W  ukladach  nieenzymatycznych  najsilniejsze  dzialanie
przeciwutleniajagce wykazaly potaczenia kazeiny z kwasem askorbinowym,
p-karotenem oraz obydwoma wskazanymi przeciwutleniaczami, za$ najwieksze
efekty synergistyczne uzyskano przy potaczeniach hydrolizatu kazeiny z kwasem

askorbinowym badz f-karotenem. Najmniejsza efektywnos¢ hamowania utleniania
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przez zastosowane przeciwutleniacze zaobserwowalam w reakcji katalizowanej
lipooksygenaza. Uzyskane wyniki badan zostaly opublikowane w pracy w Acta
Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria (Zalacznik 4, II-D.1.4). Byly rowniez
prezentowane na konferencji (Zatacznik 4, I11-E.1.16).

Celem naukowym badan podjetych przeze mnie w ramach pracy
doktorskiej bylo okreslenie wpltywu bakterii probiotycznych z rodzaju
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12, Lactobacillus casei DN-11401 oraz
Lactobacillus acidophilus La-5 na zawartos¢ kwasu linolowego o wiazaniach
skoniugowanych (CLA) w ttuszczu modelowych seréw dojrzewajacych. Zwiazek ten
wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe, przeciwutleniajace, przeciwmiazdzycowe
i immunostymulujace. Badania realizowatam w Zaktadzie Analizy Zywnosci pod
opieka Prof. dr hab. Mieczystawa W. Obiedziniskiego we wspotpracy z dr hab.
Matgorzatq Ziarno, prof. SGGW 2z Zakladu Biotechnologii Mleka. Prace byly
finansowane w ramach projektu promotorskiego wspartego ze Srodkow
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (Zalacznik 4, II-K.1.2).
W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzilam, ze zawartos¢ CLA zalezata od
warunkow dojrzewania, sposobu wytwarzania modeli seré6w oraz kombinacji
zastosowanych kultur starterowej i probiotycznych. Najwyzszy wzrost zawartosci
CLA w odniesieniu do modeli kontrolnych (zawierajacych tylko monokulture
starterowa) zaobserwowalam w ukltadach zawierajacych bakterie Lb. acidophilus La-5
oraz dodatek kwasu linolowego jako substratu przemian. Stwierdzitam, ze dodatek
kwasu linolowego do modeli zawierajacych bakterie z rodzaju Lactobacillus
i Bifidobacterium indukowal powstawanie hydroksykwasow, ktore wskazywane sa
jako produkty posrednie w szlaku biosyntezy CLA przez bakterie mlekowe.
Obserwowalam zalezno$¢ miedzy koncentracja izomerow cis 1 trans
hydroksykwaséw, sktadem mikroflory probiotycznej w uktadach
eksperymentalnych oraz synteza izomeréw CLA (kwaséw cis-9, trans-11 oraz trans-9,
cis-11 linolowego). W modelach, do ktérych dodawano pateczki Lactobacillus casei
(jako pojedynczy probiotyk badz w zestawieniu z pozostalymi pateczkami)
dominowal kwas 10-hydroksy-cis-12-oktadekenowy. W modelach zawierajacych
pateczki Lactobacillus acidophilus przewazal natomiast izomer 10-hydroksy-trans-12-
oktadekenowy. W modelach z monokultura Bif. animalis subsp. lactis oraz
w zestawianiu Bif. animalis subsp. lactis z Lb. acidophilus zawarto$¢ omawianych
zwiazkdw byla wyzsza od stwierdzonej w ukladach kontrolnych, ale nizsza od ilosci
analizowanych w modelach zawierajacych pateczki Lb. casei. W serach modelowych,
gdzie hydroksykwasy obecne byly w wyzszych stezeniach, wyzsza byla réwniez
zawartos¢ CLA. Prace obronitam z wyrdznieniem (Zalacznik 4, II-L.2.6). Zostata ona

takze wyrdzniona w ramach II Edycji konkursu , Innowator Mazowsza” w kategorii
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Innowacyjny Mlody Naukowiec (Zalacznik 4, II-L.2.5). Uzyskane wyniki oraz
dokonany przeglad literatury zostaly opublikowane w Polish Journal of Food and
Nutrition Science, Nauka Przyroda Technologie, Zywnos¢ Nauka Technologia Jakoé¢,
Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, Przeglad Mleczarski oraz jako rozdziat w
monografii naukowej (Zalacznik 4, II-C.2.1, I1I-D.1.2, 11.D.1.5, 1I-D.1.6, 11.D.1.10, II-
D.1.11, II-D.1.14, 1I-D.2.1). Byly takze przedmiotem komunikatéw konferencyjnych
(Zalacznik 4, II-E.1, II-E.2, II-E.3, II-E.1.6, II-E.1.9, II-E.2.6, II-E.2.27, II-E.2.28,
II-M.2.7).

W 2004 roku wuczestniczylam w projekcie badawczym w ramach
3-miesiecznego stypendium finansowanego ze $rodkéw programu Central
European Exchange Programme for University Studies (Zalacznik 4, II-G.1.1,
II-K.1.1; Zalacznik 5, III-N.1). Stypendium to odbywalam na Uniwersytecie
w Ljublianie (Biotechnical Faculty, Department of Food Science and Technology,
Chair of Biotechnology, Microbiology and Food Safety). Celem badan bylo
okreslenie wplywu réznych czynnikdw stresowych (szok temperaturowy, stres
oksydacyjny oraz glodowy) na nabywanie opornosci i tworzenie przez bakterie
patogenne Campylobacter jejuni form aktywnych metabolicznie, ale nie dajacych
wzrostu z zastosowaniem klasycznych metod hodowlanych (VBNC). Efektem
przeprowadzonych badan bylo wskazanie, ze bakterie Campylobacter jejuni sa
zdolne do przedtuzania Zywotnosci komorek poprzez wejscie w stan fizjologiczny,
w ktérym nie dochodzi do replikacji, przy zachowanej aktywnos$ci metaboliczne;j.
Badane komorki osiagaly ten stan po ekspozycji na 5-godzinny stres glodowy
potaczony z dziataniem stresu oksydacyjnego (od 5 do 72 godzin). Komérki z fazy
logarytmicznego wzrostu poddawane 5-godzinnemu stresowi glodowemu
wykazywatly wyzsza przezywalnos¢ i tworzyly mniej form kokoidalnych (VBNC)
w porownaniu z faza stacjonarng. Dodatek krwi do podtozy hodowlanych dziatat
ochronnie na komorki poddawane dziataniu atmosfery tlenowej. Przeglad literatury,
ktorego dokonatam na potrzeby udziatu w tych badaniach sktonit mnie do napisania
artykutu  przegladowego  dotyczacego  szybkich  metod  identyfikacji
mikroorganizmow w zywnosci i ich znaczenia w detekcji komorek w stanie VBNC

opublikowane w czasopismie Medycyna Weterynaryjna (Zalacznik 4, I1-D.1.9).

Ad.2. Zastosowanie metod analizy instrumentalnej w ocenie jakoSci
i bezpieczenstwa zywnosci

Juz w czasie studidw magisterskich staratam si¢ poglebia¢ wiedze
i umiejetnosci praktyczne z zakresu analizy instrumentalnej Zywnosci.
Uczestniczytam w stazach w instytutach badawczych zajmujacych sie ocena jakosci
i bezpieczenstwa zywnosci (Zalacznik 5, ITI-N.3, III-N.4). Umiejetnosci analityczne
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poszerzalam nastepnie na szkoleniach i kursach odbywanych podczas studiéw
doktoranckich, jak rowniez po juz uzyskaniu stopnia doktora (Zalacznik 5, III-N.5,
III-T.4, III-T.5, III-T.8, III-T.10, III-T.16, III-T.26). Poznane techniki analizy
instrumentalnej ~ wykorzystywatam  m.in. do  monitorowania  zmian
w skladzie zwiazkow lotnych powstajacych w czasie dojrzewania fermentowanych
produktéw mlecznych w zaleznosci od mikroflory zastosowanej w procesie
produkcji. W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze ocena udzialu
acetoiny, kwasu mastowego lub kwasu propionowego we frakgji lotnej probek
analizowanej z zastosowaniem SPME-GC/MS moze stuzy¢ do planowania i kontroli
trwania procesu fermentacji oraz czasu przechowywania mlecznych produktow
fermentowanych. Analiza frakcji zwigzkdéw lotnych okazala si¢ przydatna
w ustalaniu stopnia proteolizy i lipolizy serow dojrzewajacych oraz umozliwiata
rozroznianie takich produktéw w zaleznosci od pochodzenia. Uzyskane wyniki prac
badawczych, a takze dokonany przeglad literatury, byly podstawa publikagji
w Polish Journal of Food and Nutrition Science, Zywno$¢ Nauka Technologia Jako$¢,
Przeglad  Spozywczy (Zalacznik 4, II-D.1.3, II-D.1.7, I1I-D.1.12, II-D.1.13)
i komunikatow konferencyjnych (Zalacznik 4, II-E.1.5, 1I-E.1.7, II-E.1.8, II-E.1.10,
II-E.1.13, II-E.1.15).

Uczestniczytam w badaniach nad oceng przydatnosci RP-HPLC z detektorem
UV oraz GC/MS do oznaczania zawartosci fenyloalaniny w zbozowych produktach
niskobiatkowych  przeznaczonych  dla  oséb  obcigzonych  genetycznie
fenyloketonuria. Bylam odpowiedzialna za opracowanie metody oznaczania
fenyloalaniny z zastosowaniem zestawu testowego EZ:faast oraz GC/MS. W efekcie
przeprowadzonych prac stwierdzono, ze technika HPLC jest bardziej przydatna
do iloSciowej analizy fenyloalaniny w produktach zbozowych niskobiatkowych
(pszennych). Stwierdzone zawartosci fenyloalaniny w badanych produktach
niskobiatkowych byty ponizej deklaracji producenta, przypuszczalnie opierajacych
si¢ na wyliczeniach teoretycznego udzialu tego aminokwasu w biatku pszennym.
Uzyskane wyniki opublikowano w Acta Scientiarum Polonorum Technologia
Alimentaria (Zalacznik 4, II-D.1.1) oraz zaprezentowano podczas konferengji
(Zalacznik 4, II-E.1.4). Bralam réwniez udziat w badaniach nad ocena jakosci
suplementow diety niezbednych wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
obejmujacych analize skladu kwaséw tluszczowych omega-3 w wybranych
produkatach w odniesieniu do deklaracji producenta. W efekcie przeprowadzonych
badan stwierdzono, Ze czes¢ deklaracji przedstawianych przez producentéw byta
niezrozumiata i wprowadzata konsumenta w biad. Profil kwaséw tluszczowych
ocenianych suplementéw w duzej mierze byl zgodny z charakterystyka surowcéw

deklarowanych w produkgcji. Oceniane preparaty charakteryzowaty sie w wigkszosci
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wyzszym udzialem kwasu EPA w poréwnaniu DHA. Wyniki przeprowadzonych
badan zostaty przedstawione w artykule opublikowanym juz po uzyskaniu przeze
mnie stopnia doktora w Bromatologia i Chemia Toksykologiczna (Zalacznik 4, 11-D.2.6).
Uczestniczytam takze w badaniach nad ocena autentycznosci czekolad dostepnych
na rynku. W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wsrod badanych
prébek wystepowaly takie, w ktérych producenci zastosowali zamienniki tluszczu
kakaowego lub ttuszczéw roélinnych, nie deklarujac tego faktu. Swiadczyly o tym
stwierdzone rdznice w proporcjach poszczegdlnych kwaséw tluszczowych oraz
wyniki analizy zawartosci steroli (kampesterolu, beta-sitosterolu i cholesterolu).
Wyniki tych badanh zostaly opublikowane w Zywnoéé Nauka Technologia Jakos¢
(Zalacznik 4, II-D.1.8). Zostaly takze zaprezentowane podczas konferengji
(Zalacznik 4, I1I-E.1.11) uzyskujac wyrdznienie (Zalacznik 4., I1-L.1.1).

W okresie przed uzyskaniem stopnia doktora uczestniczylam w pracach nad
projektem Quali-Juice (COLL-CT-2005-012461) - ,Zapewnianie jakosci i rozwoj
systemu wczesnego ostrzegania mikrobiologicznego psucia si¢ sokow owocowych
dla europejskiego przemystu sokow owocowych” wspolrealizowanego w ramach
6PR UE przez Krajowa Uni¢ Producentéw Sokéw (Zalacznik 4, II-G.1.3, II-G.1.4, 1I-
K.1.3). Projekt ten dotyczyt wdrazania biosensoréw, jako instrumentalnych
systemow szybkiej detekcji skazenn mikrobiologicznych w sokach owocowych,
na podstawie zawartosci kwasu mlekowego.

Zdobyte umiejetnosci analityczne wykorzystywatam prowadzac wyklady
i warsztaty szkoleniowe z zakresu analizy instrumentalnej z wykorzystaniem
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas (GC-MS) oraz technik
ekstrakcji SPE i SPME dla pracownikéow Inspekcjii Handlowej zajmujacych sie
monitorowaniem jakosci zywnosci (Zalacznik 5, III-P.10). Byly szkolenia
organizowane w ramach projektow finansowanych z funduszy Unii Europejskiej

programu Srodki Przejéciowe 2005.
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6.2. Obszary zainteresowan naukowych po uzyskaniu stopnia doktora

W roku 2008 zostalam zatrudniona na stanowisku asystenta, a nastepnie
adiunkta (rok 2009) w Zakladzie Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci.
Rozpoczelam wowczas badania w zespole kierowanym przez Prof. dr hab.
Stanistawa Blazejaka, ktdry zainspirowal mnie do podjecia badan nad Sciana
komodrkowgq drozdzy i wykorzystania odpadow rolno-spozywczych w hodowli tych
drobnoustrojow. Moje zainteresowania naukowo-badawcze koncentruja si¢ od tego

momentu na:

1) Biotechnologicznym wykorzystaniu drozdzy w procesach ukierunkowanych

na otrzymywanie skladnikow zZywnosci i pasz,

2) Biotechnologicznym wykorzystaniu bakterii w procesach ukierunkowanych
na produkcje skladnikéw Zywnosci oraz w ksztaltowaniu jakosci

i bezpieczenstwa zywnosci.

Pierwszym wskazanym obszarem badawczym, ktéry zaznacza si¢ w mojej
dzialalnosci naukowej po uzyskaniu stopnia doktora jest biotechnologiczne
wykorzystanie drozdzy w procesach ukierunkowanych na otrzymywanie

skladnikéw zywnosci i pasz.

Badania z tego zakresu zwigzaly si¢ z tematyka dwutygodniowego szkolenia,
ktore odbytam na Uniwersytecie w Ghent w Belgii jeszcze przed obrona doktoratu
z zakresu mozliwosci wykorzystywania odpadow przemystowych m.in.
w procesach biotechnologicznych (Zalacznik 5, III-N.2). Oprocz biosyntezy
B-glukanu, prace z zakresu Dbiotechnologicznego wykorzystania drozdzy,
w ktorych uczestniczylam dotycza tematyki otrzymywania biopleksOw magnezu
i selenu, biosyntezy bialka, tluszczu, karotenoidow i egzopolisacharydow
drozdzowych. Mozliwosci wykorzystania drozdzy w produkgji tych sktadnikow
zostaly przedstawione przez nasz zespol w pracy przegladowej w czasopiSmie
Fungal Biology Reviews (Zalacznik 4, II-A.2.8), na przykladzie gatunku Candida utilis,
jednego z gtéwnych obiektow moich badan. Jest to gatunek uznany za bezpieczny do
spozycia i wpisany na amerykanska liste GRAS.

Komorki drozdzy sa zdolne do pobierania ze srodowiska i akumulacji
w biomasie makro- i mikroelementéw. Biomase drozdzy mozna dzieki temu

wzbogaci¢ w skladniki mineralne, takie jak magnez i selen, uzyskujac biopleksy
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o wysokiej przyswajalnosci. Wiazanie kationdw przez komorki drozdzy jest
w pierwszym etapie niezalezne od ich metabolizmu i polega na chemisorpcji jondéw
do sktadnikow sciany komorkowej. Jednym z etapdw prac z obszaru wykorzystania
drozdzy w procesie bioakumulacji magnezu, w ktdrych uczestniczylam, bylo
poszukiwanie zalezno$ci miedzy struktura sciany komodrkowej a wigzaniem jonow
magnezu przez drozdze z gatunkow Candida utilis oraz Saccharomyces cerevisiae
podczas hodowli w podiozach modelowych suplementowanych tym pierwiastkiem.
W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze budowa $ciany komorkowej
badanych drozdzy, jak rowniez zmiany w jej skltadzie chemicznym zachodzace pod
wplywem  zrdéznicowania warunkoéw inkubacji, byly cecha indywidualng
testowanych szczepow. Najwigcej mannoprotein zawieraly drozdze piekarskie
S. cerevisiae 102, natomiast f-glukandw drozdze C. utilis ATTC 9950. Odnotowatam
zréznicowanie w proporcjach f(1,3)- i f(1,6)-glukanow w $cianie komorkowej
w zaleznosci od szczepu i warunkéw hodowli. Wigzanie magnezu przez drozdze
gorzelnicze S. cerevisiae Nr 1 i C. utilis ATTC 9950 okazalo sie zalezne od zmian
w skladzie i zawartosci f-glukandw, podczas gdy dla szczepu S. cerevisiae 102 bylto
uzaleznione od zmian we frakcji mannoproteinowej. Wprowadzenie dodatkowego
zrédla magnezu do podlozy doswiadczalnych powodowato zwigkszenie grubosci
sciany komorkowej, co jednak w przypadku zywych komorek drozdzy nie wplywato
na wzrost wydajnosci wigzania jondw magnezu. Jedynie w przypadku biomasy
pasteryzowanej wzrost grubosci Sciany zwiekszal zdolno$¢ wiazania magnezu.
Uzyskane wyniki badan staly sie podstawa przygotowania publikacji naukowej
z listy JCR w czasopi$mie European Food Research and Technology (Zalacznik 4,
I1-A.2.20).

Omowione prace ukierunkowaly moje cele badawcze na poznanie zmian
w strukturze $ciany komorkowej drozdzy w zaleznosci od warunkéw wzrostu.
Rozpoczelam w tym okresie wstepne badania nad doborem warunkéw wzrostu
drozdzy do biosyntezy skladnikow sciany komorkowej wykorzystujac glicerol jako
zrodlo wegla w podlozu z peptonem i ekstraktem drozdzowym (zmodyfikowane
podtoze YPD) w hodowli drozdzy z rodzajow Saccharomyces, Candida i Kluyveromyces.
Wyniki przeprowadzonych dos$wiadczen potwierdzily, ze zastosowane podloza
hodowlane z glicerolem wptywaly na zmiane zawartosci f(1,3)- oraz f(1,6)-glukanu
oraz mannoprotein w preparatach s$cian komoérkowych. W $cianie drozdzy Candida
utilis ATTC 9950, w zaleznosci od warunkoéw wzrostu, stwierdzitam ok. 2 - 4 razy
wyzszy udzial sumarycznej zawartosci p(1,3)- i B(1,6)-glukanu w pordwnaniu
z preparatami $cian drozdzy z rodzajow Saccharomyces cerevisiae i Kluyveromyces.
Wyniki uzyskane w ramach tych prac opublikowatam w czasopismach European Food

Research and Technology, Yeast (recenzowane materialy pokonferencyjne) oraz Zeszyty
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Problemowe Postepéw Nauk Rolniczych (Zalacznik 4, I1-A.2.19, I1-A.2.21, I1.D.2.4). Byly
takze prezentowane na konferencjach (Zalacznik 4, II-E.2.4, II-E.2.22, II-E.2.23,
II-E.2.25, II-E.2.26). Dalsze prace z tego obszaru koncentrowatam na wykorzystaniu
glicerolu oraz odpadowej ziemniaczanej wody sokowej jako taniego zrddia azotu
w biosyntezie funkcjonalnych polisacharydéw Sciany komorkowej drozdzy. Jest to
cykl badan, ktorych wyniki wskazatam w osiagnieciu bedacym podstawa wniosku
habilitacyjnego.

Bratam udzial w pracach badawczych nad akumulacja selenu przez komorki
drozdzy i wplywem tego pierwiastka na przemiany zachodzace w komdrkach
wybranych drozdzy. Selen to pierwiastek wazny dla funkcjonowania organizmow
zywych. Jest integralna czeScia centrow aktywnych enzymdéw systemu
przeciwutleniajagcego. Wzrasta zainteresowanie znaczeniem tego pierwiastka
w diecie, podczas gdy biomasa drozdzy wzbogacona w selen moze stanowic zrddto
fatwoprzyswajalnych form tego pierwiastka. Jednym z etapow badan z tego zakresu
bylo okresSlenie wplywu selenu na metabolizm kwasow tluszczowych
i aminokwasow w komérkach drozdzy C. utilis i S. cerevisiae namnazanych
w obecnosci tego pierwiastka. Bylam w tych badaniach odpowiedzialna za analize
zmian w skfadzie jakosciowym i iloSciowym kwaséw tluszczowych w biomasie
badanych drozdzy. W efekcie przeprowadzonych badan stwierdzono znaczace
roznice w profilu kwaséw tluszczowych w tluszczu badanych drozdzy po
namnazaniu w hodowlach wzbogaconych w selen. W ttuszczu drozdzy C. utilis
dochodzito do znaczacej redukcji udzialu kwasu oleinowego (na poziomie ok. 45%)
z jednoczesnym wzrostem udzialu kwaséw wielonieniasyconych (linolowego
i linolenowego). Biomasa drozdzy namnazanych w obecnosci selenu
charakteryzowala si¢ wyzsza zawartoscia lizyny, leucyny i waliny w poréwnaniu
z uzyskang z podloza bez dodatku omawianego pierwiastka. Stwierdzono ponadto,
ze wysokie dawki selenu wywolywaly stres oksydacyjny w komérkach drozdzy
C. utilis ATCC 9950 oraz S. cerevisite MYA-2200, indukujac wzrost aktywnosci
peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowej. Najwyzsza aktywnosc¢
peroksydazy glutationowej (ok. 54 mU/mg) zaobserwowano w biomasie drozdzy
C. utilis inkubowanej w roztworze wodnym suplementowanym 60 mg Se*/L. Wraz
ze zwigkszeniem koncentracji selenu w doswiadczalnych roztworach wodnych
w biomasie badanych drozdzy wzrastata zawartos¢ glutationu catkowitego, w tym
glutationu w formie utlenionej. Obserwowano réznice w profilu elektroforetycznym
bialek izolowanych z biomasy namnazanej w ocenosci selenu i w podlozu
kontrolnym bez dodatku tego pierwiastka. W profilu biatkowym drozdzy
inkubowanych w pozywkach z dodatkiem selenu (2040 mg/L) stwierdzono

obecno$¢ nowych frakcji o masach molekularnych 60, 22, 18 i 15 kDa.
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Przypuszczalnie frakcje o masach 15 i 18 kDa odpowiadaly selenoproteinom.
Obecnos¢ selenu w hodowlach drozdzy doprowadzata ponadto do zmian
w morfologii komorek. Wyniki z tego obszaru badan ukazaly si¢ w czasopismach
Molecular Biology Reports, Biological Trace Element Research, Oxidative Medicine and
Cellular Longevity (Zalacznik 4, 1I-A.2.1, 1I-A.2.4, 1I-A.2.13, 1I-A.2.17) oraz Applied
Microbiology and Biotechnology (artykul przegladowy, 1I-A.2.16). Wyniki tych badan
byly podstawa komunikatow konferencyjnych (Zatacznik 4, I1-E.2.12, II-E.2.17).
Kolejna tematyka badan, w ktdrych uczestniczylam dotyczy opracowywania
procesdOw syntezy tluszczu wewnatrzkomorkowego i karotenoidow drozdzowych.
Celem jednego z etapow tych prac bylo okreslenie mozliwosci wykorzystania
odbialczonej ziemniaczanej wody sokowej z dodatkiem glicerolu i innych zrodet
wegla w biosyntezie ttuszczu jednokomoérkowcdw oraz wydajnej produkcji biomasy
drozdzy olejogennych. Ttuszcz mikrobiologiczny moze byc¢ Zrodltem niezbednych
nienasycownych kwasow tluszczowych oraz karotenoidéw. Zasadne jest zatem
prowadzenie badan z zakresu biotechnologii tych sktadnikéw biomasy drozdzy.
W ramach wskazanego obszaru uczestniczylam w pracach nad syntezg ttuszczu
przez drozdze Rhodotorula, Sporobolomyces i Trichosporon oraz karotenoidow
w hodowli drozdzy Rhodotorula glutinis. W badaniach tych wykorzystywatam
zdobyta wiedze i umiejetnosci w zakresie analizy chromatograficznej lipidéw.
Efektem prac nad biosynteza tluszczu w hodowli drozdzy Trichosporon domesticum
PCM 2960 byto stwierdzenie, ze suplementacja odpadowej ziemniaczanej wody
sokowej glukozg stanowi rozwigzanie najefektywniej stymulujace biosynteze
tluszczu wewnatrzkomorkowego (bogatego w kwas linolowy) przez te drozdze.
W podtozu takim uzyskiwano wydajne namnazanie biomasy. Wydajna biosynteza
tluszczu przez drozdze Rhodotorula glutinis var. rubescens LOCKR13 okazata sie
mozliwa jedynie podczas hodowli w pozywce z peptonem, ekstraktem drozdzowym
i glukoza. Podtoze z odbialczonej ziemniaczanej wody sokowej z dodatkiem glukozy
nie indukowato lipogenezy w komorkach tych grzybow. Glicerol okazat sie
nieodpowiednim zrodltem wegla w hodowli drozdzy Sporobolomyces salmonicolor.
Obserwowano wzrost udziatu nienasyconych kwasow ttuszczowych w ttuszczu
drozdzy R. aurantiaca, R. glutinis var. rubescens oraz R. gracilis po hodowli
w pozywkach z dodatkiem glicerolu. W efekcie badan przeprowadzonych
z zastosowaniem drozdzy Rhodotorula glutinis stwierdzono, ze poczatkowe pH
pozywki hodowlanej z glicerolem i odbialczong ziemniaczang woda sokowa
wywierato istotny wplyw na wzrost tych drozdzy, determinujac uzyskiwany plon
biomasy, nie indukujac jednoczesnie istotnych zmian w ilosci syntetyzowanego
tluszczu i bialka. Warunki pH wptywaly natomiast znaczaco na zawartos¢

karotenoidow w biomasie tych drozdzy oraz kwasu linolowego. Hodowla
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w podtozach o poczatkowych pH w zakresie 4,0 - 7,0 umozliwita uzyskanie wyzszej
wydajnosci biomasy komdrkowej w poréwnianiu z pH 3,0 oraz dwukrotnie wyzszej
sumarycznej zawartosci karotenoidéw, w tym wyzszej zawartosci torularodyny.
W zadanych warunkach hodowli badane drozdze nie wykazywaty znaczacej syntezy
lipidow w odniesieniu do definicji organizmoéw olejogennych. Wyniki badan
omowionych prac ukazaly sie w czasopismach European Food Research and Technology,
Potato Research, Electronic Journal of Biotechnology, Zeszyty Problemowe Postepow Nauk
Rolniczych (Zalacznik 4, I1I-A.2.2, II-A.2.3, I1I-A.2.9, II-A.2.11, II-D.2.4). Byly
prezentowane w ramach komunikatow konferencyjnych (Zalacznik 4, II-E.2.1,
II-E.2.7, II-E.2.9).

Efektem prac w ramach omoéwionej tematyki badawczej jest patent
przyznany w 2017 przez Urzad Patentowy RP na sposéb otrzymywania biomasy
drozdzy olejogennych (Zalacznik 4, I1-B.2.2).

Uczestniczytam takze w pracach nad okresleniem mozliwosci wykorzystania
odbialczanej ziemniaczanej wody sokowej z glicerolem w produkci biomasy
drozdzy C. utilis jako zrodla biatka na cele paszowe. W efekcie tych prac
swierdzono, Ze namnazanie drozdzy we wskazanym podiozu skutkowato
obnizeniem zawartosci biatka w biomasie w poréwnaniu z podtozem kontrolnym
YPD. Wyzsze dawki glicerolu intensyfikowaly ten efekt. Jednakze wysoka
produktywnos¢ biomasy osiaggana w podiozu z dodatkiem nizszych dawek glicerolu
pozwolita uzyska¢ wydajnos¢ objetosciowa biatka dwukrotnie wyzsza
w porownaniu z podlozem YPD. Ten zakres badan zaowocowal publikacjami
w Waste and Biomass Valorization, Acta Scientiarum Polonorum Biotechnologia oraz
w Postepach Mikrobiologii (Zalacznik 4, 1I-A.2.5, 1I-A.2.15, II-D.2.3). Wyniki byly
prezentowane réwniez na konferencyjach (Zalacznik 4, I1-E.2.10, II-E.2.15).

Bratam takze udzial w badaniach nad biosynteza zewnatrzkomoérkowych
polisacharydéw przez drozdze C. famata oraz C. guilliermondii. Egzopolisacharydy
drozdzowe moga by¢ wykorzystywane w produkcji zywnosci jako dodatki
o znaczeniu technologicznym, ksztaltujace wtasciwosci reologiczne produktow.
Z tego wzgledu mozliwe jest takze ich wykorzystanie w produkcji kosmetykow.
W ramach wskazanych prac oznaczalam weglowodany w preparatach
egzopolisacharydéw (EPS) uzyskanych w hodowlach wskazanych drozdzy
w podiozach o zréznicowanym zrddle wegla (sacharoza, maltoza, glicerol i sorbitol).
Efektem tych badan bylo wskazanie maltozy, jako najkorzystniejszego zrodia wegla
w syntezie egzopolisacharyddow w hodowlach badanych drozdzy. Maltoza
intensyfikowata zawarto$¢ polisacharydow w wydzielanym egzopolimerze.

Gatunek C. guilliermondii okazatl si¢ wydajniejszym producentem EPS. Wyniki tych
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badan ukazaty si¢ w Electronic Journal of Biotechnology (Zalacznik 4, 11-A.2.14). Byly
takze prezentowane na konferencjach (Zalacznik 4, I1-E.2.16).

Bralam udzial w badaniach nad ocena mozliwosci wykorzystania odpadowej
ziemniaczanej wody sokowej w produkcji pullulanu wytwarzanego w hodowli
grzybow  polimorficznych  Aureobasidium  pullulans B-1. Pullulan jest
polisacharydem zatwierdzonym w Unii Europejskiej jako dodatek do Zywnosci. Jest
wykorzystywany do wytwarzania kapsutek, powlok i filméw jadalnych. Moze by¢
stosowany w zywnosci przeznaczonej dla diabetykow. Stwierdzono, ze hodowla
badanego szczepu w nierozcieficzonej wodzie sokowej skutkowala bardzo niska
wydajnoscig syntezy wskazanego polisacharydu mikrobiologicznego, co nalezy
wiaza¢ z wysoka zawartoscia zwigzkéw azotu i niska zawartoscia wegla w tym
odpadzie. Badany odpad moze by¢ wykorzystany jako zZrodlo azotu w produkcji
pullulanu po rozcienczeniu i suplementacji dodatkowym zrédlem wegla. Najlepsze
rezultaty (ok. 1,12g pullulanu/ 100 ml) uzyskano w podtozu z 5-krotnie rozciericzona
woda sokowa z dodatkiem sacharozy i soli. Uzyskane wyniki zaprezentowano
w formie komunikatu konferencyjnego (Zalacznik 4, II-E.2.3).

Zainicjowalam badania nad biosynteza skwalenu w hodowli drozdzy.
W ramach tej tematyki zrealizowane zostaty do tej pory pod moja opieka dwie prace
dyplowe. Badania w ramach tego obszaru kontynuuje.

Uczestniczytam w pracach badawczych realizowanych dla przedsiebiorstwa
Aldes Sp. z o.0. nad doborem szczepu drozdzy o wysokiej aktywnosci
fermentacyjnej (Zalacznik 4, II-G.2.3; Zalacznik 5, ITI-P.3).

Drugim obszarem badawczym, ktéry zaznacza si¢ w mojej dziatalnosci
naukowej po uzyskaniu stopnia doktora jest biotechnologiczne wykorzystanie
bakterii w procesach ukierunkowanych na produkcje skladnikéw zywnosci oraz

w ksztaltowaniu jakosci i bezpieczenstwa zywnosci.

W ramach wskazanej tematyki uczestniczylam w badaniach nad
przeciwplesniowa aktywnoscia bakterii kwasu mlekowego. Jest to bardzo istotny
obszar badan z punktu widzenia mozliwosci zapewniania bezpieczenstwa zywnosci
na drodze naturalnej biokonserwacji. Bylam odpowiedzialna za analize
chromatograficzna metabolitbw badanych bakterii  Lactobacillus  plantarum,
Lactobacillus brevis oraz Lactobacillus fermentum po hodowli w podiozach z dodatkiem
octanu magnezu. Aktywnos$¢ przeciwplesniowa okreslano w odniesieniu do
gatunkéw  Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Fusarium

avenaceum oraz Rhizopus arrhizus. W efekcie przeprowadzonych prac stwierdzono,
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ze dodatek octanu magnezu do podioza hodowlanego badanych bakterii stymulowal
je do produkcji kwasu octowego w ciggu pierwszych 8h hodowli, a w niewielkim
stopniu rowniez synteze kwasu mlekowego przez bakterie L. plantarum w czasie
pierszych 24h inkubacji. Stwierdzono, ze inhibicja wzrostu badanych plesni (za
wyjatkiem gatunku R. arrhizus) byla wyzsza po hodowli bakterii w podtozu MRS
z dodatkiem wskazanej soli w porownaniu z podtozem niemodyfikowanym. Efekt
hamujacy wzrastal w ciagu 48h hodowli bakterii. Wyniki tych badan ukazaly sie
w Journal of Food Protection (Zalacznik 4, I1-A.2.7).

Bralam takze udzial w badaniach nad okresleniem wplywu pullulanu
na wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus, Bifidobacteium oraz E. coli
wyizolowanych z probek tresci stolca niemowlat. Pullulan jest rozpuszczalnym
w wodzie polisacharydem wytwarzanym przez grzyby polimorficzne Aureobasidium
pullulans. Jest oporny na hydrolize pod wptywem enzymdw trawiennych przewodu
pokarmowego czlowieka. Spelnia pod tym wzgledem definicje prebiotyku.
W efekcie przeprowadzonych badan nie stwierdzono istotnej stymulacji wzrostu
badanych bakterii z rodzaju Lactobacillus i Bifidobaterium w obecnosci badanego
polisacharydu. Zaobserwowano jednak wzrost aktywnosci fermentacyjnej tych
bakterii w obecnosci pullulanu. W tych warunkach inkubacji obserwowano redukcje
liczby bakterii E. coli. Uzyskane wyniki opublikowano w Current Pharmaceutical
Biotechnology (Zalacznik 4, 1I-A.2.10). Byly cze$ciwo prezentowane na konferengji
(Zatacznik 4, 11-A.2.13).

Bakterie z rodzaju Propionicaterium sa wykorzystywane w biosyntezie kwasu
propionowego i kobalaminy. Kwas propionowy znajduje zastosowanie jako
konserwant zywnosci, w produkgji farmaceutykéw, pasz dla zwierzat, kosmetykow
i herbicydéw. Uczestniczytam w badaniach nad okresleniem potencjalu szczepu
P. freudenreichii T82 do produkcji kwasu propionowego oraz witaminy B12
i optymalizacja warunkéw hodowli tych bakterii pod wzgledem rodzaju i iloSci
zrodlta wegla (glukoza, fruktoza i sacharoza), ukierunkowanych na biosynteze
wspomnianych metabolitow. W pracach tych bylam odpowiedzialna za analize
chromatograficzna. Wyniki przeprowadzonych badan wskazaty, ze w podiozach
w ktorych glukoza stanowila co najmniej 50% dostepnych zrédet wegla osiagano
najwyzsza produkcje kwasu propionowego przez badany szczep bakteryjny.
Najnizsze wydajnosci stwierdzano natomiast w obecnosci sacharozy.
Zaobserwowano odwrotna zaleznos¢ miedzy iloScia kwasu wytwarzanego przez te
bakterie i biosynteza witaminy B12. Uzyskane wyniki opublikowano w czasopismie
Antonie van Leeuwenhoek International Journal of General and Molecular Microbiology
(Zatacznik 4, 11-A.2.6).
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Wykorzystanie immobilizowanego preparatu o aktywnosci dehydrogenazy
glicerolowej w procesie oksydacji glicerolu odpadowego do dihydroksyacetonu
byty kolejnym obszarem badan, w ktérych wykorzystywalam umiejetnosci
w zakresie analizy instrumentalnej. Dihydroksyaceton (DHA) jest skladnikiem
stosowanym w produkcji farmaceutykéw, kosmetykow i Zzywnosci. Jest takze
substratem w syntezie organicznej m.in. zwigzkdéw powierzchniowoczynnych.
Uzyskane wyniki pozwolily stwierdzi¢, ze immobilizowany ekstrakt komoérkowy
wyizolowany z bakterii G. oxydans ATCC621 stanowil efektywniejszy system
katalityczny transformacgji glicerolu do DHA w poréwnaniu z komodrkami badanego
szczepu. Najwydajniejsza synteza DHA zachodzila w ciggu pierwszej doby
prowadzenia procesu. Badano takze wplyw zawartos$¢ pirochinolinochinonu (PQQ)
w srodowisku reakcji na ilos¢ wytwarzanego DHA. Dehydrogenaza glicerolowa
bakterii G. oxydans jest zalezna od tego zwiazku. W zastosowanych stezeniach nie
zaobserwowano istotnego wpltywu PQQ na biokonwersje glicerolu w obecnosci
badanego preparatu enzymatycznego. Wytniki tych prac opublikowano
w czasopismie Electronic Journal of Biotechnology Zeszysty Problemowe Postepdw Nauk
Rolniczych (Zalacznik 4, 1I-A.2.12, II-D.2.2). Badania z tego zakresu byty réwniez
prezentowane na konferencjach (Zalacznik 4, I1-E.2.11, II-E.2.19).

Wiedze i umiejetnosci badawcze oraz praktyke z zakresu mikrobiologii
zywnosci zdobyta m.in. w czasie kilkumiesiecznego stazu w laboratorium SGS
Polska (Zalacznik 5, III-O.4) wykorzystywatam nie tylko na potrzeby dydaktyki, ale
rowniez wykonujac ekspertyzy dla podmiotow z przemystu spozywczego,
paszowego i kosmetycznego. Wspodlprace z przemystem uznaje za bardzo wazny
przejaw mojej aktywno$ci naukowo-badawczej. Byly to prace badawcze zlecone
przez przedsiebiorstwo Multisorb Technologies (USA) z zakresu oceny jakosci
mikrobiologicznej  produktow  miesnych  pakowanych z  zastosowaniem
nowoczesnych rozwigzan obnizajacych dostepnos¢ tlenu w atmosferze produktu
(Zalacznik 4, 11-G.2.1, 11I-G.2.2; Zalacznik 5, III-P.1, III-P.2). Testy przechowalnicze
obciazeniowe oceniajace skuteczno$¢ zabezpieczenia kosmetykéw przed rozwojem
mikroorganizméw wykonywalam w ramach prac zleconych przez Laboratorium
Kosmetyczne dr Irena Eris (Zalacznik 4, II-G.2.5 - II-G.2.7; Zalacznik 5, III-P.6, III-
P.7). Uczestniczylam réwniez w badaniach dotyczacych przeciwdrobnoustrojowej
aktywnosci preparatéw przekazanych przez przedsigbiorstwo CID LINES Sp. z o.o.
(Zalacznik 4, 1I-G.2.4; Zalacznik 5, III-P.4). Dla przedsigbiorstwa CHEMTECH
zrealizowatam ekspertyze nad doborem preparatu i dawki hamujacej wzrost
drobnoustrojéw w biofilmie (Zalacznik 4, II-G.2.5; Zalacznik 5, III-P.5). Realizujac te
badania wyizolowatam nowy szczep plesni z rodzaju Acremonium o nieznanej

przynaleznosci gatunkowej, ktorego informacje genetyczng zdeponowatam
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w miedzynarodowej bazie GenBank pod nr zgloszenia LC064992.1 (Zatacznik 4, II-
F.2.1). Aktualnie prowadze badania nad potencjalem biotechnologicznym tych
grzyboéw. Tematyka ta byla tez podstawa kilku prac dyplomowych zrealizowanych
pod moja opieka merytoryczna. Artykut z tego zakresu badan jest w przygotowaniu.

Po obronie pracy doktorskiej prowadzitam szkolenia w ramach kursu
chromatograficznego oraz technik ekstrakcji w ramach wspétpracy z Centralnym
Osrodkiem Badawczo-Rozwojowym Aparatury Badawczej i Dydaktycznej
(Zalacznik 5, I11I-P.9, ITI-P.11).

Zdobyte przez lata pracy naukowej doswiadczenie, ale takze podczas stazu
zawodowego na stanowisku specjalisty ds. legislacyjnych w Zwigzku Prywatnych
Przetworcow Mleka oraz odbytych praktyk (Zalacznik 5, III-O.1, III-O.3)
wykorzystatam w 2010 do przygotowania i wygloszenia wykladu na Uniwersytecie
w Pisie (Wlochy), dotyczacego aspektow jakosci i bezpieczenstwa produktow
mleczarskich. Referat ten zostal przygotowany na potrzeby dwutygodniowego
szkolenia w ramach Socrates Intensive Programme ,Broadening of the skills in food
sanitary safety” (Zalacznik 5, I1I-A.2.4).

7. Podsumowanie liczbowe dorobku naukowo-badawczego

7.1 Podsumowanie danych bibliometrycznych
calosciowego punktowanego dorobku naukowego

MJj catkowity dorobek naukowy wg punktacji MNiSW wynosi 884 punkty.
(Tabela 1.), z czego 104 punkty przypada na okres przed uzyskaniem stopnia
doktora, a 780 punktow po uzyskaniu stopnia doktora (w tym 175 punktow
przypada na osiagniecie naukowe, ktdre jest podstawa wniosku habilitacyjnego).

Sumaryczny Impact Factor (IF) opublikowanych prac wynosi 52,768 (zgodnie
z rokiem publikacji) i dotyczy prac opublikowanych po uzyskaniu przeze mnie
stopnia doktora. Na osiagniecie, ktére jest podstawa wniosku habilitacyjnego
przypada sumaryczny IF = 14,869.

Liczba cytowan moich prac wg bazy Web of Science Core Collection wynosi
140 (bez autocytowan 110), a zgodnie z Web of Science All Databases sa to 148
cytowania (bez autocytowan 118). Zgodnie z baza Scopus sa to 175 cytowania (bez
autocytowan 107). Sa to dane z dnia 25 marca 2019r.

Index Hirscha wg bazy Web of Science wynosi 6, a zgodnie z baza Scopus

wskaznik ten wynosi 7.

47



Dr inz. Anna Bzducha-Wrobel

Zatgcznik 2a Autoreferat

Dotychczas opublikowalam 56 prac, z czego 42 po uzyskaniu stopnia doktora

(Tabela 1). Na wskazany dorobek naukowy sktada sie:

— 26 publikacji w czasopismach z IF (wszystkie po uzyskaniu stopnia doktora),

w tym 6 stanowiacych wskazane osiggniecie

P4l

1 artykul w czasopismie branzowym niepunktowanym,

20 publikacji z listy B MNiSW (13 przed i 7 po uzyskaniu stopnia doktora),

6 rozdzialéw w monografiach naukowych (po uzyskaniu stopnia doktora),

2 patenty i 1 zgloszenie patentowe (po uzyskaniu stopnia doktora).

Szczegotowe zestawienie danych zawartych w Tabeli 1 przedstawiono

w Zalaczniku 4 do wniosku.

Tabela 1.

Tabelaryczne zestawienie opublikowanego dorobku naukowego

z uwzglednieniem wspotczynnikéw IF oraz punktacji MNiSW czasopism

Kategoria

Przed doktoratem

Po doktoracie

Razem

**Punkty

*IF
MNiSW

Liczba

Liczba IF

Punkty
MNiSW

Liczba IJE

Punkty
MNiSW

Oryginalne prace
tworcze z IF

(lista A MNiSW)
wlaczajac stanowiace
osiggniecie

22

44,921 540

22 44,921 540

Oryginalne prace
tworcze bez IF
(lista B MINiSW)

11 0 90

17 0 140

Artykuty
przegladowe
z IF (lista A MINiSW)

7,847 105

4 7,847 105

Artykuty
przegladowe
bez IF

(lista B MNiSW)

Artykuty
przegladowe
niepunktowane

Rozdziaty
w monografiach
naukowych

Patenty i zgloszenia
patentowe

0 50

3 0 50

RAZEM
publikacje i patenty

14 0 104

42

52,768 780

56 52,768 884

*

Wartos¢ wspdtczynnika wptywu IF podana zgodnie z rokiem publikacji wg. listy Journal Citation Reports.

W przypadku publikacji z lat 2018 i 2019 uwzgledniono IF z roku 2017 ze wzgledu na brak danych za rok

wydania.
3%

Punkty MNiSW z roku publikacji zgodnie komunikatami MNiSW wskazanymi w Zataczniku 4. W przypadku

publikacji z 2018 i 2019 roku uwzgledniono punktacje czasopism zgodnie z Komunikatem MNiSW z dnia 25
stycznia 2017 roku ze wzgledu na brak danych za rok wydania.
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7.2. Zestawienie liczbowe dorobku naukowego
niepunktowanego

W Tabeli 2 przedstawitam liczbowy wykaz niepunktowanych osiagniec
dorobku naukowego, ktére uwazam za najistotniejsze sposréd wskazanych
w Zalaczniku 4 (wykaz osiagnie¢ zwiazanych z dziatalnoscia naukowo-badawcza)
oraz Zalaczniku 5 (informacje o wspolpracy miedzynarodowej, osiagnigciach
dydaktycznych, odbytych stazach naukowych i zawodowych, popularyzacji nauki
oraz dziatalnosci organizacyjnej).

Wyniki mojej dziatalnosci naukowo-badawczej byly prezentowane podczas
3 konferencji zagranicznych, 6 konferencji krajowych miedzynarodowych oraz 19
konferencji o zasiegu krajowym w formie (Tabela 2):
— 47  komunikatow  naukowych  opublikowanych ~w  materiatach
konferencyjnych (30 po uzyskaniu stopnia doktora), w tym:
— 7 wystapien ustnych wygloszonych na  miedzynarodowych
i krajowych konferencjach tematycznych (po uzyskaniu stopnia doktora),

— 40 komunikwatow posterowych (17 przed oraz 23 po uzyskaniu stopnia

doktora).

Tabela 2. Zestawienie liczbowe niepunktowanego dorobku naukowego (wybrane)

Przed Po Razem
. . zZ
Kategoria doktoratem | doktoracie
Liczba
Opubhkow-ane abstrakty komunikatow 17 30 47
konferencyjnych, w tym:
Postery 17 23 40
Komunikaty ustne 0 7 7
Sekwencje DNA zdeponowane w GenBank 0 1 1
Ekspertyzy 0 17 17
Inne specjalistyczne opracowania pisemne 2 0 2
Szkolenia podmiotéw zewnetrznych 1 1 2
Kierowanie projektami i zadaniami badawczymi
. . . 3 5 8
oraz udziat w takich projektach
Sprawozdania z realizacji projektow i zadan
2 3 5
badawczych
Uczestnictwo w programach europejskich
. 4 4 8
(badawcze i dydaktyczne)
Udziat w konsorcjach i sieciach badawczych 0 1 1
Recenzje artykutéw naukowych 0 32 32
Nagrody i wyréznienia za dziatalnos¢ naukowa 1 6 7
Staze naukowe i zawodowe 7 3 10
Popularyzacja nauki 0 14 14
RAZEM 37 117 154
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Po uzyskaniu stopnia doktora uzyskalam 2 nagrody i 1 wyrdéznienie JM
Rektora Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie za osiggniecia
naukowe (Zalacznik 4, II-L.2.2, II-L.2.3, II-L.2.6). Dwukrotnie zostalam wyrdzniona
przez Kapituty konkurséw zewnetrznych (Zalacznik 4, II-L.2.4, II-L.2.5). Zostatam
takze wyrézniona przez Edytordw czasopisma Innovative Food Science and
Emerging Technologies za jakos$¢ przygotowywanych recencji prac naukowych
(Zalacznik 4, II-L.2.1).

Warszawa, /‘O@Q QJ’% %%}&% //b J‘;\"QQ
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