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1. Dane osobowe

Imie i nazwisko: Iwona Gientka

Miejsce pracy: Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywno$ci, Wydziat
Nauk o Zywnos$ci, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, Ul. Nowoursynowska 159c, 02-776 Warszawa

2. Posiadane dyplomy, tytuly i stopnie naukowe z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

e Doktor nauk rolniczych (z wyrdznieniem) w zakresie technologii Zywnos$ci
i zywienia. Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Nauk
o Zywnosci. Tytut rozprawy doktorskiej: "Wplyw kwasu p-aminobenzoesowego na
metabolizm komdrkowy drozdzy". Promotor: dr hab. Wanda Duszkiewicz-Reinhard,
prof. SGGW, 2007r.

e Studia podyplomowe z zakresu: Ochrona Wtasnosci Intelektualnej, Uniwersytet
Warszawski, Wydziat Prawa i Administracji. 2015r.

e Studia podyplomowe z zakresu: Przygotowanie pedagogiczne, Kuratorium O$wiaty
w Bydgoszczy. 2002r.

e Magister inzynier biotechnologii, specjalizacja: biochemia techniczna, Politechnika
Lodzka, Wydziat Chemii Spozywczej i Biotechnologii. Tytut pracy magisterskiej:
"Oznaczanie struktury inhibitoréw proteinazy wirusa HIV". Promotor: prof. dr hab.
inz. Grzegorz Bujacz. 2000r.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych i innych

e 0d01.01.2010r. do chwili obecnej

Adiunkt: Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnos$ci, Katedra Biotechnologii,
Mikrobiologii i Oceny Zywnosci, Wydzial Nauk o Zywnosci, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

e 2007-20009r.

Asystent: Zaklad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Katedra Biotechnologii,
Mikrobiologii i Oceny Zywnosci, Wydzial Nauk o Zywno$ci, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

(w tym urlopy wychowawcze: 3.09-15.12.2008r. oraz 1.02-15.09.2009r.)
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2004r.
Staz naukowy: Lund University, Department of Applied Microbiology, Szwecja
(6 miesiecy)

2005r.
Staz naukowy: Lund University, Department of Applied Microbiology, Szwecja
(3 miesigce)

2001-2002r.

Nauczyciel stazysta przedmiotow zawodowych: technologia zywno$ci, analiza
zywnosci, technologia specjalizacyjna - przetworstwo miesa i analiza ZywnoSci.
Technikum Spozywcze w Zespole Szko6t Spozywcezych w Bydgoszczy

Wykazanie osiggniecia o ktorym mowa w art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. 2017r. poz. 1789)

4.1.

Tytut osiggniecia naukowego

4.2,

Potencjal biotechnologiczny wybranych drozdzy
niekonwencjonalnych do biosyntezy
egzopolisacharydow oraz ttuszczow

Publikacje wchodzqgce w sktad osiggniecia naukowego, ze szczegdlnym
omowieniem indywidualnego wktadu wnioskodawcy

H-1. Gientka L* Klusek E. 2013. Kefir jako Zrodto drozdzy tolerujacych duze stezenia

etanolu. Zeszyty Problemowe Postepéw Nauk Rolniczych. 575:43-51
MNiSW = 93, [F 2013 =0b
Swdj wktad w powstawanie pracy szacuje na 80%.

H-2. Gientka L*, Madejska A. 2013. Ocena przydatnosSci szczepow drozdzy

wyizolowanych z kefirow do syntezy polimer6w zewnatrzkomérkowych. Zeszyty
Problemowe Postepow Nauk Rolniczych. 574:19-27

MNiSW = 92, IF 2013=0P

Swdj wktad w powstawanie pracy szacuje na 80%.

H-3. Gientka L.*, Kot A.M.,, Btazejak S. 2014. Selekcja szczepoéw drozdzy z rodzajow

Candida oraz Cryptococcus w kierunku biosyntezy zewnatrzkomdrkowych

polimeréw w podiozach z sacharoza. Zeszyty Problemowe Postepow Nauk
Rolniczych. 577:33-41

MNiSW = 93, [F 2014=0P
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H-4.

H-7.

H-9.

Swoj wktad w powstawanie pracy szacuje na 75%.

Gientka L*, Btazejak S. Stasiak-Rozanska L., Chlebowska-Smigiel A. 2015.

Exopolysaccharides from yeast: insight into optimal conditions for biosynthesis,

chemical composition and functional properties - review. Acta Scientiarum
Polonorum Technologia Alimentaria. 14(4):283-292

MNiSW = 152 IF 2015 = 0P

Swdj wktad w powstawanie pracy szacuje na 85%.

Gientka L.*, Bzducha-Wrébel A., Stasiak-Rézanska L., Bednarska A.A., Btazejak S.
2016. The exopolysaccharides biosynthesis by Candida yeast depends on carbon
sources. Electronic Journal of Biotechnology. 22:31-37

Swdj wktad w powstawanie pracy szacuje na 70%.

Gientka L*, Kieliszek M., Jermacz K., Btazejak S. 2017. Identification and

characterization of oleaginous yeast isolated from kefir and its ability to

accumulate intracellular fats in deproteinated potato wastewater with

different carbon sources. BioMed Research International. Article ID
6061042, 19 pages

MNiSW = 253; IF 2017 = 2,583P

Swdj wktad w powstawanie pracy szacuje na 70%.

Gientka L* Aleksandrzak-Piekarczyk T. Bzducha-Wroébel A. Synowiec A,
Blazejak S. 2019. Deproteinated potato wastewater as a sustainable nitrogen
source in Trichosporon domesticum yeast lipids biosynthesis. Potato Research.
https://doi.org/10.1007/s11540-018-9408-x
MNiSW =302; IF 2018 = 0,771P
Swoj wktad w powstawanie pracy szacuje na 65%.

Gientka L.*, Gadaszewska M., Btazejak S. Kieliszek M., Bzducha-Wrdébel A,

Stasiak-Rdzanska L., Kot AM. 2017. Evaluation of lipid biosynthesis ability by

Rhodotorula and Sporobolomyces strains in medium with glycerol. European
Food Research Technology. 243(2):275-286.

MNiSW = 303; IF 2017 = 1,919P

Swdj wktad w powstawanie pracy szacuje na 55%.

Gientka L.*, Duda M., Bzducha-Wrdébel A., Btazejak S. 2019. Deproteinated potato
wastewater as a low-cost nitrogen substrate for very high yeast biomass
quantities: starting point for scaled-up application. European Food Research
Technology. https://doi.org/10.1007/s00217-019-03231-1
MNiSW= 303; IF 2018 = 1,919b
Swdj wktad w powstawanie pracy szacuje na 65%.
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Mo6j wkitad w powstawanie w/w publikacji obejmowat autorstwo hipotez i
koncepcji badan, planowanie doswiadczen, analize piSmiennictwa, wykonanie
wiekszosci do$wiadczen, opracowanie wynikéw i ich analize statystyczng, graficzne
przedstawienie, sformutowanie wnioskéw, napisanie i redakcje manuskryptu
i wykonanie korekt po recenzjach. W wszystkich w/w publikacjach bytam autorem
korespondencyjnym.

Dane scjentometryczne cyklu publikacji bedacych podstawa do ubiegania sie o
stopien naukowy doktora habilitowanego w dziedzinie nauk rolniczych:

Liczba punktéw zgodnie zgodne z wykazem czasopism naukowych wraz z liczbg
punktéw przyznawanych za publikacje w tych czasopismach wg. Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 12 grudnia 2016 r. (Dz. U. 2016 r. poz.
2154) oraz wg Komunikatu MNiSW z dnia 26.01.2017 - 172a

Sumaryczny Impact Factor (IF)* z roku publikacji - 8,718V

*Autor korespondencyjny publikacji

& Zgodnie z wykazem czasopism opublikowanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w dniu 12 grudnia 2016 r. (Dz. U. 2016 r. poz. 2154) oraz wg Komunikatu
MNiSW z dnia 26.01.2017.

b Impact Factor podany jest dla roku opublikowania artykutu (w przypadku publikacji z roku
2019, dla ktorych IF nie zostat obliczony podano IF dla roku 2017)
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4.3. Syntetyczne omowienie publikacji wchodzqcych w sktad osiqggniecia
naukowego wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Tradycja praktycznego zastosowania drozdzy jest wyznacznikiem nieformalnego
podziatu tej grupy mikroorganizméw na konwencjonalne i niekonwencjonalne. Drozdze
z rodzaju Saccharomyces s3 powszechnie akceptowane i bezpieczne, co wynika
z wielowiekowej tradycji ich stosowania w produkcji ZzywnoSci i napojéw alkoholowych.
Aparat enzymatyczny drozdzy konwencjonalnych nie pozwala m.in. na ich
wykorzystanie do utylizacji ucigzliwych odpadéw czy biosyntezy cennych metabolitéw
bez ingerencji w ich geny. Z drugiej strony réznorodno$¢ Swiata grzybow
mikroskopowych jest ogromna i w naturalny sposéb prowadzi do pytan o mozliwo$ci
biotechnologicznego wykorzystania takich gatunkéw drozdzy, ktére nazywane sa
dzikimi badZz niekonwencjonalnymi. Stanowig one niedostatecznie poznany zasob
naturalny, ktéry moze mie¢ liczne zastosowania w nauce. Ponadto wykorzystanie
mikroorganizmow niemodyfikowanych genetycznie ulatwia ich wykorzystanie
w polskiej i europejskiej rzeczywistosci gospodarczej. Uzytecznych biotechnologicznie
szczepOw drozdzy poszukuje sie w roznych srodowiskach, od lodéw Arktyki przez nisze
ekologiczne o duzym zasoleniu, do przemystowo skazonych wéd i gleb lub np. odpadéw
poflotacyjnych zaktadéw metalurgicznych.

Srodowisko Zywnosci jest naturalnym siedliskiem wszelkich mikroorganizméw
w tym jednokomérkowych eukariotow. Jednym z produktéw bedacych naturalnym
siedliskiem drozdzy jest kefir. Kefir to popularny nap6j fermentowany, wywodzacy sie
z Kaukazu o wielowiekowej tradycji wytwarzania metodami domowymi a od
kilkudziesieciu lat technikami przemystowymi (Assadi i wsp. 2000). Podstawa
otrzymania produktu o najlepszych cechach jakoSciowych jest odpowiednia jakos¢
surowca mlecznego oraz ziarna kefirowe. Kefir jest produkowany gtéwnie z mleka
krowiego, owczego, koziego lub bawolego. Ponadto nap6j sojowy i permeat serwatki
byty rowniez stosowane jako substraty do produkcji kefiru (Londero i wsp. 2012,
Gamba i wsp. 2016). Ziarna kefirowe, zwane réwniez grzybkami kefirowymi, to
przyktady ztozonego konsorcjum grzybow i bakterii. Zooglee kefirow stanowig bakterie
mlekowe, octowe i drozdze (Simova i wsp. 2002, Garrote i wsp. 2001, Garrote i wsp.
2010), powigzane sobg matrycga polisacharydu, ktory stanowi kefiran wytwarzany przez
bakterie mlekowe (Otes i Cagindi, 2003, Lopitz-Otsoa i wsp, 2006; Furuno i Nakanishi,
2012). W moich badaniach przyjetam hipoteze, ze mikroflore drozdzowa kefirow
moga stanowi¢ szczepy przydatne do biosyntezy skladnikéw zywnosci. W tym
zakresie, z Kkefirbw naturalnych dostepnych na rynku polskim, izolowatam
i identyfikowatam szczepy drozdzy a nastepnie badatam ich potencjat
biotechnologiczny. Charakterystycznymi cechami kefiru jest kwasny smak, lekkie
gazowanie (0,08-0,2% COz) oraz zawarto$¢ alkoholu od 0,1% do 2,5% (Simova i wsp,
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2002; Otes i Cagindi, 2003; Farnworth, 2005; Latorre-Garcia i wsp, 2007; Zajsek
i Gorsek, 2010). To doprowadzilo do hipotezy, Ze drozdze kefirowe moga
fermentowac laktoze, a ponadto wsréd nich moga by¢ réwniez szczepy oporne na
duze stezenia etanolu. W tym zakresie scharakteryzowatam izolaty drozdzy
kefirowych pod katem opornosci na etanol oraz ich uzdolnienia fermentacyjne.

Polimery zewnatrzkomdrkowe (EPS, ang. extracellular polymeric substances)
wytwarzane przez drobnoustroje uczestniczag w tworzeniu biofilméw (nadajac btonom
biologicznym tréjwymiarowaq heterogenng postac) i petnig funkcje ochronne komérek -
przed odwodnieniem oraz przed stresem osmotycznym wywotanym solg (Breierova
i wsp, 2005). Przypisuje im sie réwniez wtasciwosci glebotwdrcze (Turkiewicz, 2006).
Naleza do nich m.in. ksantan, dektran, gelan (bakteryjne), pullulan czy skleroglukan
(plesniowe). Roztwory wodne egzopolisacharydoéw charakteryzuja sie wysoka lepkoscia
i pseudoplastycznoscig co determinuje ich zastosowanie w przemysle spozywczym, jak
réwniez w farmaceutycznym i kosmetycznym. Pozakomérkowe polimery syntetyzuje
nieliczna grupa drozdzy, ktére naleza do rodzajéw Bullera, Candida, Cryptococcus,
Lipomyces, Pichia, Rhodotorula i Sporobolomyce [H-4]. W kolejnej hipotezie zatozytam,
Ze wsrod szczepow drozdzy wyizolowanych z kefirow sa wydajni producenci
egzopolisacharydoéw. W tym zakresie badania polegaly na analizie uzdolnien izolatéw
do wytwarzania EPS w r6znych pozywkach ze szczegélnym uwzglednieniem wptywu
réznych Zrédet wegla i azotu na ich biosynteze.

Ttuszcze mikrobiologiczne, nazywane single cell oils (SCO) wytwarzane sg przez
mikroorganizmy olejogenne czyli takie, ktére zdolne sg do biosyntezy i akumulacji
lipidow powyzej 20% s.s. Olejogenne drozdze naleza gtéwnie do rodzajow Cryptococcus,
Yarrowia, Lipomyces Rhodotorula, Rhodosporidium oraz Trichosporon (Kot 2015a).
Podczas syntezy lipidow de novo substratem jest Zr6dto wegla przy czym moga to by¢
substancje hydrofilowe jak weglowodany m.in. glukoza, sacharoza lub alkohole, np.
glicerol (Papanikolaou 2011). Do tej pory badano rézne odpadowe Zrodta wegla, m.in.
melase buraczang (Johnson i wsp. 1995), hydrolizaty wyttokéw trzciny cukrowej (Li
i wsp. 2010) oraz gliceryne odpadowa powstajaca podczas produkcji biodiesla (Cutzu
i wsp. 2013). Skitad lipidéow, tj. udziat poszczegdlnych kwasow ttuszczowych
determinuje mozliwo$¢ wykorzystania ttuszczu mikrobiologicznego. Udziat niezbednych
nienasyconych kwaséw ttuszczowych ukierunkowuje wykorzystanie zywieniowe
i wtedy oleje mikrobiologiczne mogg stanowi¢ zastepnik drogich olejow roslinnych,
badZz stanowi¢ zrodto konkretego kwasu tluszczowego. Natomiast duzy udziat
nasyconych kwaséw tluszczowych moze predystynowaé oleje mikrobiologiczne do
wykorzystania ich jako biodiesla. Biodiesel to paliwo alternatywne, tzw. zielone paliwo
stuzace do zasilania silnikéw z zaptonem samoczynnym, tj. silnikow Diesla. S3 to estry
metylowe (FAME, ang. Fatty Acids Methyl Esters) lub etylowe kwasow ttuszczowych
(FAEE, ang. Fatty Acids Ethyl Esters), ktore otrzymuje sie w wyniku reakcji
transestryfikacji glicerydow odpowiednio metanolem lub etanolem w obecnosci
katalizatorow kwasnych lub zasadowych w fazie homogenicznej lub heterogenicznej
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(Lewandowski i Ryms, 2013). Z danych literaturowych jednoznacznie wynika, ze do
wydajnych producentéw ttuszczu nalezg drozdze dzikie, tzw. drozdze czerwone, ktére
zdolne sg do biosyntezy barwnikéw karotenoidowych. Nalezg one m.in. do rodzajow
Rhodotorula i Sporobolomyces. Jako kolejng hipoteze badawcza przyjeto, ze wsrod
szczepow wyizolowanych z kefirow oraz szczepow drozdzy czerwonych s3 szczepy
olejogenne.

Wydajna biosynteza lipidow oraz ich skilad zalezy od uwarunkowan
genetycznych oraz warunkéw hodowli. Przy nadal duzej podazy olejéw roslinnych tania
pozywka i duzy plon biomasy to ekonomiczne fundamenty uzasadniajgce otrzymywanie
olejow mikrobiologicznych, a zwlaszcza w aspekcie przeznaczenia ich na biopaliwo.
Tanich sktadnikéw pozywek poszukuje sie w odpadach przemystu spozywczego.

Przemyst krochmalniczy produkuje odpady ptynne ucigzliwe dla Srodowiska.
Produkcja skrobi ziemniaczanej w krajach UE-27 przekracza 1,7 mln ton rocznie.
Wedtug najnowszego raportu, zatytutowanego "Potato Starch Market: Global Industry
Trends, Share, Size, Growth, Opportunity and Forecast 2017-2022", Swiatowy rynek
skrobi ziemniaczanej osiggnat w roku 2016 wielko$¢ 3,52 miliona ton i oczekuje sie,
ze przekroczy 4,10 mln ton do 2022r. Szacuje sie, ze podczas przetwarzania skrobi 1000
ton ziemniakéw powstaje okoto 600m3 ucigzliwych pitynnych odpadéw (Bzducha-
Wrébel i wsp. 2015). Mozna zatem obliczy¢, Ze produkcja 1000 ton skrobi generuje ok.
3000m3 wody sokowej (przy zatozeniu 20% zawartos$ci skrobi w ziemniakach). Oznacza
to, ze Swiatowy przemyst skrobiowy wytworzy ponad 12,6 mln m3 wody sokowej
w 2020r. Koagulacja termiczna $ciek6w ziemniaczanych pozwala na odzyskanie biatek
ziemniaczanych, ktére sg wykorzystywane do karmienia zwierzat. Pomimo tego nadal
pozostaje do zagospodarowania odbiatczona woda sokowa (ang: DPW - deproteinated
potato wastewater). NajczeSciej wykorzystuje sie do zraszania poél i tgk, co moze
intensyfikowac niekorzystne dla Srodowiska naturalnego procesy eutrofizacji wod (Kot i
wsp. 2015b). W zwigzku z tym zalozono, Ze mozliwe jest wykorzystanie
ziemniaczanej odpadowej wody sokowej (DPW) jako skladnika pozywek dla
drozdzy olejogennych wyselekcjonowanych sposréd drozdzy kefirowych oraz
czerwonych. W tym zakresie badania polegaty na okre$leniu wplywu réznych
czynnikéw na biosynteze lipidow przez olejogenne szczepy drozdzy z gatunkow
Rhodotorula i Sporobolomyces oraz izolatow drozdzy kefirowych z jednoczesna
waloryzacja odpadu przemystu krochmalniczego.

Sktad lipidow determinuje mozliwos¢ wykorzystania ttuszczu
mikrobiologicznego. Zatem w kolejnej hipotezie badawczej zalozono, Ze mozna
okresli¢ przydatnos$¢ tluszczu badanych drozdzy do celow Zzywieniowych lub
technicznych. W tym zakresie analizowano udziat kwaséw ttuszczowych oraz obliczano
paramerty mozliwego do uzyskania biodiesla.
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4.3.2. Cel naukowy oraz oméwienie wynikéw badan

Celem naukowym osiggniecia, bedacego podstawa do ubiegania sie o stopien
naukowy doktora habilitowanego zgodnie w art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2017r. poz. 1789), byto:

A-1. uzyskanie szczepéw z kefiréw oraz ich identyfikacja,

A-2. okreSlenie przydatnosci szczepdw drozdzy wyizolowanych z kefirow do
biosyntezy egzopolisacharydow w podtozach z réznymi Zrédtami wegla
1 azotu,

A-3. okreSlenie przydatnoSci wybranych drozdzy niekonwencjonalnych do
biosyntezy tluszczOw z jednoczesng waloryzacja odpadu przemystu
krochmalniczego,

A-4. ocena przydatnosci ttuszczéw pozyskiwanych z wybranych drozdzy
niekonwencjonalnych do celéw zywieniowych,

A-5. ustalenie przydatnosci tluszczow pozyskiwanych z wybranych drozdzy
niekonwencjonalnych do otrzymywania biodiesla.

Sformutowane cele doprowadzity do weryfikacji hipotez naukowych okreslonych
w rozdziale 4.2.1 niniejszego autoreferatu.

Ad. A-1. Uzyskanie szczepow z kefirow oraz ich identyfikacja

Materiat do izolacji szczepow drozdzy stanowily dostepne na rynku polskim
kefiry naturalne w czasie ich przydatnosci do spozycia. Szczepy drozdzy izolowano
z wykorzystaniem wybidrczego podtoza Sabouraunda z chloramfenikolem, a nastepnie
uzyskiwano czyste kultury poprzez wielokrotne pasaze [H-1, H-3, H-6, H-7]. Ostatecznie
wyizolowano stabilne i pasazowalne czyste kultury drozdzy.

Poczatkowo identyfikacje izolatow prowadzono w oparciu o okreSlenie cech
morfologicznych, asymilacyjnych, fermentacyjnych oraz z wykorzystaniem testow Api
20 AUX (BioMerieux). W kolejnym etapie badan zastosowano do identyfikacji szczepow
metody biologii molekularnej i okreslono ich przynalezno$¢ taksonomiczng [H-6 i H-7].
Amplifikowano i sekwencjonowano fragmenty DNA kodujace region ITS1&ITS2 lezacy
pomiedzy genami kodujacymi podjednostki 18S i 26S rDNA. Region ten wystepuje
w wielu kopiach, a zmienno$¢ sekwencji ITS jest na tyle duza, Ze umozliwia rozréznienie
blisko spokrewnionych gatunkéw. Obecno$¢ licznego zbioru kodujacych sekwencji
regionu ITS1 i ITS2 w bioinformatycznej bazie danych GenBank® potwierdzito wiasciwe
uszeregowanie izolatbw w odpowiednich grupach fizjologicznych. Zidentyfikowano
nastepujace szczepy drozdzy:

e (Candida inconspicua IG11,
e Debaryomyces hansenii 1 (syn. Candida guilliermondii 1)*,
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e Debaryomyces hansenii 1GO1 (syn. Candida famata)¥*,

e Debaryomyces hansenii IGIl (syn. Candida guilliermondii 2)*,

e Kazachstania unispora 1G16 (syn. Saccharomyces cerevisiae)*,

e Kluyveromyces marxianus 1G1 (syn. Candida kefyr)*,

e Zygotorulaspora florentina 1G12 (syn. Cryptococcus albidus)* [H-6]
e Trichosporon domesticum PCM 2960 [H-7]

e Kluyveromyces lactis

e (Cryptococcus humicolus [H-1].
* synonimy oznaczaja stosowane nazwy izolatéw, ktore zostaty opublikowane przed identyfikacja
z wykorzystaniem narzedzi molekularnych (tj. przed rokiem 2017).

Sekwencje amplikondw szczepow: Candida inconspicua 1G11, Debaryomyces
hansenii 1, Debaryomyces hansenii 1G01, Debaryomyces hansenii 1Gll, Kazachstania
unispora 1G16, Kluyveromyces marxianus 1G1, Trichosporon domesticum oraz
Zygotorulaspora florentina 1G1 zostaly zgloszone do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) GenBank® w Japonii a kazdy z nich otrzymat swoj
numer akcesyjny [Zatgcznik 4: ILN.]

Zasilanie baz danych sekwencjami zwieksza ogo6lnodostepne zasoby, stanowi
wktad w opis natury oraz utatwia identyfikacje mikroorganizméw przez innych badaczy.
Jeden ze szczepéw - Trichosporon domesticum - zdeponowano w Polskiej Kolekcji
Mikroorganizméw (PCM), nalezacej do Swiatowej Federacji Kolekcji Kultur (WFCC,
ang. World Federation of Culture Collection) - pod numerem PCM 2960 [Zatacznik 4:
I1.0.] Pozostale szczepy zdeponowano w Muzeum Czystych Kultur ZBiMZ SGGW.
Poszerza to rezerwe mikroorganizméw referencyjnych i utatwia dostep do nich dla
innych badaczy.

Wiekszos$¢ zidentyfikowanych drozdzy byta wczesniej izolowana z kefiréw badz
ziaren kefirowych, przez innych naukowcow co znalazto sie w ich publikacjach (Fleet
1990; Assadi i wsp. 2000; Simova i wsp. 2002; Farnworth, 2005; Witthuhn i wsp. 2005;
Lopitz-Otsoa i wsp. 2006; Latorre-Garcia i wsp. 2007 Garfalo i wsp. 2015). Natomiast po
raz pierwszy stwierdzono w Kkefirach obecnos¢ drozdzy z gatunkow
Zygotorulaspora florentina [H-6] oraz Trichosporon domesticum [H-7]. W 2003r.
Frohlich-Wyder wyizolowat szczep Zygosaccharomyces florentinus 7z kefiru. Warto
zauwazy¢, ze Kurtzman (2003) na podstawie analizy podobienstwa zaproponowat
wydzielenie nowego rodzaju: Zygotorulaspora, przy czym do tej pory akceptowane s3
dwa gatunki:  Zygotorulaspora florentinus (Zygosaccharomyces florentinus)
i Zygotorulaspora mrakii (Zygosaccharomyces mrakii). Drozdze z gatunku
Zygotorulaspora florentina byty wykorzystywane do mieszanej fermentacji alkoholowej
wraz z Saccharomyces cerevisiae (Lencioni i wsp. 2016).

Dotychczas nie opisano wystepowania przedstawicieli Trichosporon domesticum
w kefirach. Szczepy z rodzaju Trichosporon znajdowano natomiast w nastepujacych
produktach mlecznych: tradycyjnym fermentowanym mongolskim mleku krowim (Bai
i wsp. 2010), w serze typu bryndza (Laurencik i wsp. 2008, Pangallo i wsp. 2014),
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w hiszpanskich dojrzewajacych serach z mleka owczego (Padilla i wsp. 2014), w biatym
marynowanym serze serbskim i $wiezym miekkim serze chorwackim (Goli¢ i wsp.
2013) oraz w chhurpi - popularnym w péinocno-wschodnich Indiach serze
przygotowywanym z maslanki (Rai i wsp. 2016). Ponadto drozdze tego rodzaju
izolowano z fermentowanych warzyw w krajach afrykanskich oraz azjatyckich (Ongol
i Masano 2009; Lim i Tay 2011; Pedersen i wsp. 2012; Zhao i wsp. 2016).

Wedtug piSmiennictwa naukowego drozdze z rodzaju Trichosporon moga by¢
przyczyng infekcji powierzchniowych, jak i gtebokich. Przedstawicieli Trichosporon
dzieli sie na co najmniej cztery odrebne serotypy: I, II, III i I-III (Nishiura i wsp. 1997,
Sugita i wsp. 1997). Jednym z czynnikéw patogenicznosci jest zdolno$¢ do tworzenia
biofilméw (Messier i wsp. 2011). Infekcje sg raczej trudne do leczenia, gdyz struktura
biofilmu ogranicza penetracje lekéw. Iturrieta-Gonzalez i wsp. (2014) sklasyfikowali
ponad 60 patogennych izolatdbw Trichosporon (pobranych od hospitalizowanych)
w nastepujacy sposéb: o niskiej zdolnosci do wytwarzania biofilmu, gdy As7o<1; $redniej,
gdy As70>1,01+2,49 oraz wysokiej, gdy As70>2,5. Po przeprowadzeniu do$wiadczen
stwierdzono, ze zdolnos$¢ szczepu drozdzy T. domesticum PCM 2960 do tworzenia
biofilmu jest niewielka (Abss00=0,63010,035). Uzasadnia to twierdzenie, Ze Szczep nie
spelnia tego kryterium patogennosci [H-7].

Tolerancja na etanol gwarantuje przetrwanie komorek w S$rodowisku
o wysokim stezeniu alkoholu i jest wazng cechg drozdzy stosowanych w przemysle
fermentacyjnym. Drozdze kefirowe korzystajg gtéwnie z uzdolnien bakterii mlekowych
do asymilacji laktozy zyjac z nimi w symbiotycznym uktadzie ziaren kefirowych.
Wykazano, ze drozdze izolowane z kefiréw posiadaja zdolnos¢ asymilacji laktozy [H-6]
jak rowniez jej fermentacji [H-1], co stanowi o ich potencjale biotechnologicznym
w zagospodarowaniu ucigzliwej serwatki. Najwieksza opornoscia na etanol (20%)
wykazaly sie komorki szczepu Kluyveromyces lactis. Cecha ta oraz zdolno$¢ do
fermentacji laktozy, sugeruja mozliwo$¢ wykorzystania potencjatu etanolotworczego
tego szczepu. Komorki innych izolatdbw wykazaty mniejsza oporno$¢ na etanol
i wytworzyly kolonie w podtozach zawierajacych 8, 10,16 lub 18% etanolu [H-1].
Udowodniono, Zze kefir moze by¢ zrédltem szczepow drozdzy tolerujacych wysokie
stezenia alkoholu etylowego.

Wyizolowane drozdze niekonwencjonalne stanowity materiat biologiczny
w doswiadczeniach majacych na celu okreslenie ich biotechnologicznej przydatnosci tj.
uzdolnien fermentacyjnych i opornosci na etanol [H-1], zdolnosci do wytwarzania
egzopolisacharydow [H-2, H-3 i H-5] oraz ttuszczow wewnatrzkomoérkowych [H-6
i H-7].

Ad. A-2. Okreslenie przydatnos$ci szczepoéw drozdzy wyizolowanych z kefirow

do biosyntezy egzopolisacharydéw w podlozach z r6znymi zrédtami
wegla i azotu

12



Zalgcznik 2a

lwona Gientka Autoreferat przedstawiajqcy opis osiggniec i dorobku naukowo-badawczego

Wytwarzanie egzopolisacharyddw zwigzane jest z metabolizmem wtérnym
drozdzy, a ich struktura i wtasciwoSci fizyczne zaleza od wielu czynnikéw, do ktérych
zaliczane sg sktad podioza hodowlanego oraz warunki fermentacji takie jak: pH,
temperatura, obecno$¢ tlenu (Rusinova-Videva 2010) i inne. Roztwory wodne
drozdzowych EPS charakteryzuja sie wysoka lepkoscia i pseudoplastycznoscia, co
oznacza, Zze moga by¢ wykorzystywane jako zagestniki, srodki Zelujace, emulgatory,
substancje pianotworcze lub Kklarujgce (Kuncheva i wsp. 2007) w przemysle
spozywczym, farmaceutycznym i kosmetycznym. Zewngtrzkomdrkowy glukomannanu
C. utils tworzy kompleksy z jonami metali i moze wychwytywac¢ reaktywne formy tlenu
(Van Bogaert i wsp. 2009), fosfomannan P. holstii jest inhibitorem heparanazy
o aktywnosci przeciwnowotworowej (Khachigian i Parish 2004), za§ mannan R. glutinis
AHU 3479 stanowi immunoreaktywny antygen w serologicznej diagnostyce
leptospirozy (Matsuo i wsp. 2000).

Egzopolisacharydy drozdzowe chociaz jeszcze dalekie od powszechnego
wykorzystania na skale przemystowa s3 obiecujacg perspektywa, szczegdlnie
w technologii Zywno$ci. Warto zatem poszukiwa¢ wydajnych drozdzowych
producentéw EPS. Szczepdw producenckich poszukiwano w Srodowisku arktycznym,
izolujac je m.in. z pior pingwindéw i gleby arktycznej (Pavlova i wsp. 2004; Pavlova i wsp.
2009), porostéw Ilub mchéw (Pavlova i wsp. 2004; Rusinova-Videva, 2011).
Wyizolowane szczepy zimnolubnych drozdzy, zdolne do wytwarzania duzych ilosci EPS,
nalezaly do rodzajéw Sporobolomyces, Cryptococcus, Debaryomyces oraz Rhodotorula.
Zrédtem drozdzy charakteryzujacych sie potencjalem wytwarzania biopolimeréw byta
takze gleba, np. wydajne szczepy Rhodotorula izolowano z ziemi ogrodowej (Ibrahim
i wsp. 2012). Drozdze niekonwencjonalne wyizolowane z Kefir6w przebadano na
zdolno$¢ do biosyntezy EPS w réznych warunkach a wyniki opublikowano w pracach H-
2, H-3, H-5.

Szczepy drozdzy kefirowych wykazaty zdolno$¢ do wytwarzania polimeréw
zewnatrzkomorkowych oznaczanych jako surowe (tj. bez etapu odbialczania), przy
czym wydajnos$¢ zalezata od wielu czynnikéw. Hodowla drozdzy w podtozach z glukoza,
tj. YPD oraz YM po 48h skutkowata wytworzeniem EPS od ilosci §ladowych do 1375
mg-dm-3 w zaleznoSci od szczepu drozdzy i podtoza. Stwierdzono, Ze komérki drozdzy
byty istotnie (P=0,05) bardziej produktywne (od 81 mg-gss1 (K. lactis) do 157 mg-gss.1
(C. kefyr)) jesli mnozyty sie w podtozu YPD. Za przyczyne zmniejszonej produktywnoSci
w poditozu YM uznano wieksza zawarto$¢ azotu organicznego, a w konsekwencji mniej
korzystny stosunek poczatkowy C:N [H-2].

Sacharoza uznana jest za najbardziej optymalne Zrédto wegla do produkcji EPS
dla wiekszosci szczepdéw producenckich. W podtozu zawierajgcym sacharoze w stezeniu
4% zimnolubne szczepy Cryptococcus laurentii ALe2, Sporobolomyces salmonicolor AL1
oraz Sporobolomyces salmonicolor AlLss wytwarzaja ponad 5g EPS/L. Glukoza
w identycznym stezeniu zmniejsza zawarto$¢ wydzielonych polimeréw do niewiele
ponad 3 g/L (Pavlova i wsp. 2004; Pavlova i wsp. 2009). Stosujac sacharoze
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w podtozach z peptonem w syntezie EPS przez drozdze kefirowe nie zauwazono
istotnych zalezno$ci, ktéore mozna byloby sprowadzi¢ do ogoélnego wniosku [H-3].
Dopiero zmiana zZrédia azotu na siarczan amonu w stezeniu 0,2% (podtoze mineralne
MS) istotnie zwiekszyta wydajnos¢ biosyntezy EPS w tym samym czasie, np. ponad
dwukrotnie w przypadku szczepu C. guilliermondii 1. W por6éwnaniu do podiozy
z peptonem podioze mineralne (z siarczanem amonu) istotnie obnizyto plon biomasy
i warto$¢ tego parametru nie przekroczyta 7,5 gss-dm3 dla kazdego szczepu.
Zastosowanie innych soli amonowych np. NH4Cl lub NH4NO3 w pozywkach
zdefiniowanych skutkuje wiekszym przyrostem biomasy ale jednoczes$nie obserwuje sie
obnizenie wydajnosci biosyntezy polimeréow (Grigorova i wsp. 1999). Najwiecej
egzopolisacharydow wytworzyly szczepy C. guilliermondii oraz C. famata, ktére do 48h
hodowli wyprodukowaty odpowiednio 1640 oraz 1596 mg-dm-3. Wydtuzenie hodowli
do trzeciej doby skutkowato istotnym zwiekszeniem zawartosci EPS w przypadku
wszystkich przebadanych szczepéw drozdzy kefirowych. Mnozeniu komoérek
towarzyszyto szybkie i znaczace zakwaszenia Srodowiska tak, Ze poczatkowa warto$¢
pH 5,6 podtozy MS obnizata sie po 48h nawet do 2,01, a w kolejnym dniu do 1,94.
Fenomen silnego zakwaszenia obserwowano takze podczas hodowli drozdzy, ktére nie
byty izolowane z kefirow, np. C. utilis ATCC 9905. Podloza zawierajace organiczne
Zrédta azotu (pepton i ekstrakt drozdzowy) raczej ulegaty alkalizacji, dla przyktadu
wynosito ono nawet 7,81%0,02 (Cryptococcus humicolus), badz nie zmieniaty sie istotnie
(P=0,05) [H-3]. Rezultatem tej czesci badan byto wyselekcjonowanie dwoch szczepow
charakteryzujacych sie najlepszymi uzdolnieniami do wytwarzania EPS, tj:
Candida famata i Candida guilliermondii 1.

Doceniajgc istotno$¢ Zrddia wegla dla biosyntezy EPS w kolejnych
eksperymentach podioze mineralne suplementowano sacharoza, laktoza, maltoza,
sorbitolem lub glicerolem, badajac ich wptyw na produktywnos$¢ Candida famata
i Candida guilliermondii [H-5]. Szczep C. famata podczas hodowli w réznych wariantach
podtoza charakteryzowat sie zblizong plennoScig biomasy (4,13£0,04 + 6,60£0,05 gss.
dm-3) natomiast plon szczepu C. guilliermondii wyrdznit sie korzystnie w wariantach
z sacharoza, maltozg i glicerolem. Zrédto wegla w podiozu mineralnym istotnie
determinowato wydajno$¢ biosyntezy EPS obu izolatow. Najwiekszg zawarto$¢ EPS
(2,10 oraz 2,98 g-dm-3) wywotato zastosowanie maltozy. Surowe EPS wytworzone przez
badane szczepy i precypitowane z ptynu pofermentacyjnego zmrozonym etanolem
(cz.d.a.) w stosunku 4:1, to biate proszki tworzace w wodzie lepkie roztwory. Taka
wtasciwos¢ substancji predestynuje je wykorzystania jako sSrodkow zageszczajacych lub
stabilizujacych. Zawarto$¢ weglowodanéw w 100 gss. surowych preparatow EPS
otrzymanych w podtozach z sacharozg obu szczepéw byta zbliZona i wynosita powyzej
49g. Po =zastosowaniu pozywki z maltozga zawarto$¢ weglowodanéw w EPS
wytworzonym przez C. famata wynosita Srednio 61,5+4,3% a przez C. guilliermondii
65,4 £4,3%. Oznacza to, Ze udziat weglowodanow zwiekszyt sie odpowiednio o 24 i
33%. Wykazano zatem, ze maltoza stosowana jako Zrédlo wegla w pozywce
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skutkowala zwiekszeniem udzialu weglowodanéw w surowych preparatach EPS
[H-5]. Preparaty EPS zawierajg obok weglowodan6w réwniez biatka i sole mineralne
(Pavlova i wsp. 2004). Cukry moggce stanowi¢ polisacharyd to glukoza, mannoza,
galaktoza, fukoza, arabinoza, ksyloza, przy czym najwiekszy udziat procentowy stanowia
mannoza i glukoza. Uwaza sie, ze wiekszo$¢ egzopolisacharydow drozdzowych to
mannany badZ glukomannany. Nalezy stwierdzi¢, iz wielu badaczy klasyfikuje EPS
zawierajace powyzej 50% mannozy jako posiadajace aktywno$¢ biologiczng [H-4].
Oprocz cukréw polimery moga zawiera¢ czasteczki kwaséw cukrowych. Stwierdzono
m.in. obecno$¢ kwasu glukuronowego, stanowigcego ponad 6% EPS pochodzacego
z R. rubra GED10 (Simova i wsp. 2004).

Wyniki opisane w publikacji [H-5] jednoznacznie wskazujg na $cistg zaleznos¢
zawarto$ci EPS od czasu hodowli i ten parametr powinien by¢ zoptymalizowany
wzgledem szczepu. Synteza polimeréw zewngtrzkomdrkowych zaczyna sie w momencie
wyczerpania Zrédia azotu z konicem fazy logarytmicznej, najczesSciej po 2 dniach hodowli
i zachodzi w stacjonarnej fazie wzrostu. W przypadku C. famata biosynteza EPS trwata
do 96h osiggajac zawarto$s¢ 2,10 g-dm3 (Yp/x=0,321), a po tym czasie zawarto$¢
polisacharydéw istotnie zmniejszata sie. Maksymalna produktywno$¢ specyficzna
szczepu C. guilliermondii  Yp/x wynosita 0,505 oraz Yp/s=0,083 i przypadta na 72h
hodowli. Pdzniej te parametry pikowaty w doét, co wynikato z istotnego (P=0,05)
zmniejszenia iloSci EPS. Jako, ze réwnolegle obserwowano zwiekszenie zawarto$ci
cukrow redukujacych w ptynie hodowlanym sformutowano nastepujaca hipoteze: EPS
stanowi Zrddito wegla dla komérek drozdzy C. famata. W opinii niektorych badaczy
wiekszo$¢ mikroorganizmoéw nie posiada takich enzymoéw i z tego wzgledu nie traktuje
sie ich jako substancji zapasowych (Wolfaardt i wsp. 1999, Donot i wsp. 2012). Do tej
pory opisano, ze zaledwie kilka gatunkow drozdzy posiada odpowiednie enzymy
umozliwiajace hydrolize wtasnych egzopolimeréw (Breierova i wsp. 2005, Badel i wsp.
2011).

W zwigzku z powyzszym, postanowiono dostepnymi metodami sprawdzi¢ czy
komérki badanych izolatdw majg zdolno$¢ do wykorzystania wytworzonych przez
siebie polimerow zewnatrzkomorkowych jako sktadnikéw odzywczych [H-5]. W tym
celu przeniesiono komorki drozdzy (z warunkéw odpowiadajacych najwiekszej
produktywnosci EPS) do podtoza mineralnego zawierajgcego jako jedyne zrodio wegla
surowy EPS w stezeniu 1%. Nastepnie hodowano przez okres 96h w temperaturze 28°C
w mikrocelkach urzadzenia Bioscreen C zapewniajgcego bezinwazyjne odczyty OD.
Wyznaczone krzywe wzrostu pozwolity stwierdzi¢, ze dtugos¢ trwania lag-fazy byta
dtuga i przekraczata 46h w przypadku C. guilliermondii oraz 42 w przypadku C. famata.
Nastepnie komorki drozdzy zaczety sie dzieli¢, weszty w logarytmiczng faze wzrostu
a ich wtasciwa szybko$¢ wzrostu wynosita odpowiednio 0,0138h1 oraz 0,0068h-L.
Powtorzone doswiadczenie w wiekszej skali, tj. w kolbach na wytrzgsarkach,
potwierdzito wzrost badanych szczepow. Przyrost liczby komorek (metoda ptytkowa)
w czasie hodowli sie zwiekszyt (Alog jtk ¢ famata/ml = 4,49 £ 0,09 a Alog jtk c. guilliermondii
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/ml = 4,35 + 0,10). Zatem drozdze syntetyzuja odpowiednie enzymy, ktére prowadza
degradacje EPS do asymilowanych monosacharydéw. Wykazano, ze drozdze C. famata
i C. guilliermondii wykorzystuja wytworzony przez siebie EPS jako Zrodlo wegla,
zatem w przypadku tych szczepow stanowi on material zapasowy.

Zaobserwowano, ze wzrostowi drozdzy w podtozach mineralnych towarzyszy
duze zakwaszenie Srodowiska. Takie zjawisko podczas hodowli ukierunkowanych na
drozdzowa biosynteze EPS obserwowano wcze$niej, np. dla przedstawicieli rodzaju
Cryptococcus (Pavlova i wsp. 2004), Pseudozyma antarctica Aiws4, Sp. salmonicolor Ala,
R. minuta (Poli i wsp. 2010). Sugeruje sie (Cho i wsp. 2001), ze szybkie wykorzystanie
jonéw amonowych skutkuje wyrzutem protonéw z komédrek drozdzy co prowadzi do
zakwaszenia. Nalezy podkresli¢, niskie pH jest koniecznym warunkiem do biosyntezy
EPS. Podczas hodowli R. acheniorum MC w ktorej stosowano ciggte zobojetnianie
zoptymalizowanego podtoza za pomocg CaCO3 uzyskano duzy plon biomasy natomiast
wydajno$¢ syntezy EPS byta bardzo niska (Grigorova i wsp, 1999). W moich badaniach
wykazatam, Ze sita zakwaszenia ptynu hodowlanego uzalezniona byta od Zrdédta azotu
przy czym byta istotnie wieksza w przypadku zastosowania soli nieorganicznych [H-2,
H-3, H-5].

Uzupelnieniem tej czesci badan jest praca przegladowa opisujgca aktualny stan
wiedzy dt. omawianego nurtu badawczego [H-4]. Oméwiono w niej wilasciwosci
funkcjonalne egzopolisacharydéw drozdzowych, mozliwosci ich zastosowan i Zrédta
izolacji wydajnych szczepéw produkujgcych EPS. Przedyskutowano wptyw sktadnikéw
pozywek, jak rowniez czynnikéw srodowiskowych na biosynteze EPS. Przeanalizowano
réwniez literature naukowa opisujaca budowe chemiczng egzopolisacharydow
drozdzowych.

Ad. A-3. Okreslenie przydatnosci wybranych drozdzy niekonwencjonalnych
do biosyntezy tluszczow z jednoczesng waloryzacja odpadowej
ziemniaczanej wody sokowej

W zakresie okres$lenia przydatnosci wybranych drozdzy niekonwencjonalnych do
biosyntezy ttuszczéw badano wptyw uwarunkowan srodowiskowych na lipidogeneze
drozdzy wyizolowanych z kefirow [H-6 i H-7] oraz szczepéw drozdzy czerwonych [H-8,
H-9].

Szczepy drozdzy czerwonych stanowity: Rhodotorula mucilaginosa ATCC 66034
pochodzace z American Type Culture Collection, Rhodotorula glutinis var. rubescens
LOCKR13, Rhodotorula aurantiaca LOCKR17, Rhodotorula minuta LOCKR19,
Sporobolomyces salmonicolor LOCKS53 pochodzace z Politechniki tédzkiej, oraz
Rhodotorula glutinis RhIX, Rhodotorula gracilis RhVII i Rhodotorula rubra RhVIII
pochodzace z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Kurtzman i Fell (1998) podaja, Ze R. rubra i R mucilaginosa to jeden gatunek. Aby
upewni¢ sie mam do czynienia z réznymi gatunkami w pierwszym etapie prac
postanowitam scharakteryzowa¢ wszystkie szczepy drozdzy czerwonych za pomoca
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analizy restrykcyjnej. Po elektroforetycznym rozdzieleniu produktéw reakcji PCR
stwierdzono, Ze ich masa molekularna dla szczepu S. salmonicolor wynosita 600 pz. za$
dla wszystkich przedstawicieli rodzaju Rhodotorula masy te wynosity ok. 630 pz.
Podobne wielkosci, po zastosowaniu identycznych starteréw (ITS1 i ITS4) uzyskali
m.in.: Esteve-Zarzoso i wsp. (1999) dla réznych szczepéw Rhodotorula (od 610 do 675
pz.), Guillamén i wsp.(1998) dla Rhodotorula minuta (660pz.), Arroyo-Lopez i wsp.
(2006) dla szczepu Rhodotorula glutinis (640 pz.) oraz Stringini i wsp. (2008) dla R.
mucilaginosa (640pz). Analiza restrykcyjna DNA trawionych enzymem Hinfl wykazata
obecnos$¢ dwoéch fragmentéw o wielkosciach ok.: 400 i 220 pz. dla szczepéw R. minuta,
R. aurantiaca i R. rubra. Dla szczepu S. salmonicolor uzyskano 3 fragmenty (280, 250
i 130 pz.), co byto zblizone do wynikéw uzyskanych dla Sporidiobolus salmonicolor
(Esteve-Zarzoso i wsp., 1999). W wyniku trawienia DNA szczepow R. glutinis, R.
mucilaginosa, R. gracilis, R. glutinis var. rubescens uzyskano trzy prazki o masach 340,
2251 75 pz, co byto zgodne z danymi opublikowanymi przez Arroyo-Lopez i wsp.
(2006). Odmienne wyniki dla szczepu R. glutinis uzyskali Guillamén i wsp. (1998),
ktérzy wykazali obecno$¢ tylko 2 prazkéw. W wyniku trawienia restrykcyjnego
enzymem Haelll fragmentow DNA drozdzy R. gracilis, R. glutinis, R. mucilaginosa
i R. glutinis var. rubescens obserwowano wystapienie dwoch fragmentéw o wielko$ciach
4301 210 pz., a w przypadku szczepéw R. minuta, R. rubra i R. aurantiaca ok. 400 i 210
pz. Trawienie enzymem Haelll DNA szczepu Sporobolomyces salmonicolor skutkowato
trzema stabo widocznymi prazkami o wielko$ciach ok. 410, 135 i 100 pz. zbliZzonych do
rezultatéw przedstawionych przez Esteve-Zarzoso i wsp. [1999]. Wykazano, Ze analiza
PCR z wyKkorzystaniem starterow ITS1 i ITS4 moze by¢ wykorzystywana do
rozroznienia drozdzy z rodzaju Rhodotorula i Sporobolomyces. Zastosowanie
wybranych enzymdw nie pozwolito na pelne rozrdznienie miedzygatunkowe badanych
szczepOw rodzaju Rhodotorula, gdyz skutkowato otrzymaniem identycznych wzoréw
restrykcyjnych, tj. 400 i 200pz (Hinl) oraz 400 i 210pz (Healll) dla szczepow
R. aurantiaca, R. minuta, R. rubra oraz 340, 225 i 75pz. (Hinl) i 430 i 210pz. (Healll) dla
szczepow R. glutinis, R glutinis var. rubescens i R. mucilaginosa. Powstawanie
identycznych wzoréw restrykcyjnych dla poszczegélnych szczepdw jest wynikiem
duzego podobienstwa w ich genomie. Podobnie duze podobienstwo powstatych wzorow
DNA strawionego przez enzymy: Hinl, Healll oraz Cfol DNA szczepdw R. glutinis oraz
R. mucilaginosa stwierdzili takze inni (Esteve-Zarzoso i wsp. 1999). Rozr6zniajagcym od
pozostatych drozdzy Rhodotorula wzorem prazkoéw charakteryzowat sie szczep
R. gracilis. Natomiast uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaly zrdéznicowanie
genetyczne szczepow R. rubra i R. mucilaginosa [H-8].

Nastepnie badano wptyw glicerolu na lipidogeneze u drozdzy czerwonych.
Szczepy drozdzy wykazaty zdolno$¢ wzrostu na podtozach z glicerolem [H-8]. Hodowle
prowadzone w ptynnym podtozu YPGly w mikrocelkach urzadzenia Bioscreen C jak
réwniez w kolbach charakteryzowaty sie klasycznym przebiegiem krzywych wzrostu
dla hodowli okresowych, podczas ktorych uwidocznity sie poszczegdlne fazy:
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adaptacyjna, akceleracji, wzrostu logarytmicznego, op6Znionego wzrostu i stacjonarna.
Najszybszym wzrostem charakteryzowaty sie komorki drozdzy R. rubra (pmax=0,163 h-1)
oraz R. mucilaginosa (1max=0,144 h-1). Osiggnety takze najwiekszy plon biomasy sposréd
przebadanych, co korelowato ze zuzyciem glicerolu 69,4% oraz 87,8%. Najmniejsza
zdolnos$cig do asymilacji glicerolu wykazat sie szczep S. salmonicolor (pumax=0,043 h-1),
czas generacji byt najdtuzszy, plon biomasy najmniejszy co byto skutkiem niewielkiego
zuzyciem glicerolu (ok. 10 %).

Zblizong i jednocze$nie najwieksza (ponad 32%ss) zawartoScig ttuszczow po
hodowli (72h) w podiozach z glicerolem oraz peptonem i ekstraktem drozdzowym
charakteryzowata sie biomasa szczepow R. glutinis var. rubescens, R. gracilis oraz
R. minuta. Komorki R. rubescens w najkrotszym czasie zgromadzity ponad 30%
ttuszczu w s.s. Istotne zwiekszenie udziatu tego sktadnika, z 19,5%ss. do ponad 30%ss.,
obserwowano dla komorek R minuta miedzy 2 a 3 doba. Kryterium olejogennosci w tym
wariancie spehit jeszcze szczep R. aurantiaca (24,3%s.s.) [H-8]. Wydajnos¢ objetoSciowa
(wolumetryczna) biosyntezy ttuszczu (g-dm-3) informuje jaka ilo$¢ ttuszczu mozna
uzyska¢ z 1 litra podtoza. Ten parametr lepiej obrazuje przydatno$¢ podtoza do
gromadzenia lipidéw, gdyz uwzglednia on plon uzyskanej biomasy. Dobrze uwidocznity
sie te zaleznoSci u drozdzy R. minuta, gdyz zgromadzilty one prawie 33% s.s. thuszczow,
charakteryzowaty sie najwiekszym wspdétczynnikiem ttuszcz/glicerol (Y./s) a obliczona
dla nich wydajno$¢ objetosciowa wynosita tylko 1,82 g-dm-3. Przyczyn nalezy upatrywac
w niskim plonie biomasy i najmniejszej szybkoSci wtasciwej (umax) wzrostu [H-8].

Wszystkie badane drozdze wyizolowane z kefirow asymilowaty glicerol, za$
najszybciej mnozyty sie D. hansenii 1, C. inconspicua oraz K. unispora. Ich plon biomasy
byt mniejszy od tego, ktéry uzyskiwano w identycznych podtozach z glukoza. Wydajnos¢
objetosciowg biosyntezy lipidow oznaczono w zakresie od 0,5 (K. marxianus) do 3,28
g-dm3 (Debaryomyces hansenii 1) [H-6]. Szczep Trichosporon domesticum wyroznita
najwieksza plenno$¢ biomasy sposrod szczepow kefirowych hodowanych w podtozach
peptonowych (z glukoza - 18,65 g-dm-3, laktoza - 14,64 g-dm3, glicerolem - 12,45
g-dm-3), przy czym wysoka wydajno$¢ biosyntezy tluszczéw odnotowano w przypadku
stosowania glukozy (5,8 g-dm-3) [H-7]. Glukoza determinowata takze najwieksza
wydajnos$c¢ objetosciowaq ttuszczu szczepow D. hansenii 1 oraz 1G 01, odpowiednio 6,31
g-dm-3oraz 5,65 g-dm=3. Tak duze wydajnosci byty skutkiem duzego plonu biomasy
komorek o duzej zwartosci ttuszczu. W przypadku szczepu K. marxianus laktoza okazata
sie Zrédtem wegla promujgcym synteze lipidéw a ich koncowa wydajno$¢ objetosciowa
wyniosta 4,76 g-dm-3 za$ gdy uzyto glicerolu wynosita tylko 0,5 g-dm-3 [H-6].

Opracowanie tanich pozywek to pierwszy krok prowadzacy do obniZzenia
kosztow procesow biotechnologicznych. Stosowanie odpadéw przemystu rolno-
spozywczego jest dtugotrwata praktyka, ktora oprdcz czynnika ekonomicznego niesie za
sobg realng ulge dla sSrodowiska naturalnego. Koncepcja moich badan obejmowata
probe zastosowania ziemniaczanej wody sokowej jako skladnika podlozy
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przeznaczonych do hodowli biomasy drozdzy niekonwencjonalnych zasobnej
w thuszcze (Rysunek 1).

POTATO STARCH

POTATO :
5 WASTEWATER
? POTATO PROTEINS
DEPROTEINATED CARBON
POTATO WASTEWATER SOURCE

i Glucose, Glycerol, Lactose
Dry substance 3.33%

Directly reducing sugars

p 0.44%
Hiogen 0 16% YEAST
. Potassium 0.41%
. 3 BIOMASS

Calcs
Sodium 0.0061%
Manganese 0.0002%

Trichosporon domesticum PCM 2960

Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie koncepcji zastosowania odbiatczonej ziemniaczanej wody sokowej
uzupelnionej o Zrédto wegla jako pozywki do hodowli drozdzy olejogennych na przyktadzie Trichosporon domesticum
PCM 2960 [H-7].

We wszystkich badaniach stosowano $cieki ziemniaczane pozyskane z linii
technologicznej przedsiebiorstwa PEPEES S.A. (Lomza, Polska) po etapie wytracania
biatek metoda koagulacji kwasowo-termicznej. Po przetransportowaniu odpadu do
ZBiMZ $cieki sterylizowano (121°C/0,1MPa/20 min) przy uzyciu autoklawu a jatowe
przechowywano w temperaturze pokojowej. Bezposrednio przed przygotowaniem
podioza separowano metodg wirowania wytrgcone podczas sterylizacji osady. Ze
wzgledu na mozliwg obecno$¢ pozostatosci biatek ziemniaka - w szczeg6lnosci o matej
masie, np. wyjatkowo termostabilnego inhibitora karboksypeptydazy ziemniaczanej
o masie czasteczkowej 4,3 kDa (Bartova i Barta, 2008) - przeprowadzono analize
elektroforetyczng. Analiza elektroforetyczna wody sokowej bezposrednio przez
przygotowaniem podtozy hodowlanych nie potwierdzila obecnosci biatek o wadze
mniejszej niz 250 kDa [H-6]. Suchej substancja w ziemniaczanej odbiatczonej wodzie
sokowej (DPW) stanowita przecietnie 33,26+£0,43 gss-dm3. Zawarto$¢ cukréw
bezposrednio redukujgcych wynosita 4,4+0,03 gss-dm3, i jak podaje Kurcz i wsp. (2016)
jest reprezentowana gléwnie przez glukoze, ramnoze i galaktoze. Srednia zawarto$é
azotu wynosita 1,6240,06 gss. -dm-3. Scieki zawieraty potas w stezeniach ponad 0,4%, co
wynikato z duzej zawarto$ci tego pierwiastka w surowcu roslinnym. Przecietna
zawarto$¢ fosforu, magnezu, wapnia, sodu oraz manganu przedstawiata sie
odpowiednio: 0,33+0,02; 0,24+0,03; 0,10+£0,01; 0,061+0,005 oraz 0,002+0,0002
gss.-dm3 [H-7, H-8, H-9].
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Celem prowadzenia hodowli skutkujgcej duzym plonem konieczna jest
suplementacja DPW przyswajalnym Zrédtem wegla. W przypadku drozdzy czerwonych
jaki i kefirowych badano wptyw glukozy, laktozy oraz glicerolu. Stwierdzono, Ze plon
biomasy drozdzy kefirowych po hodowli w DPW suplementowanej glukozg, laktoza
a takze glicerolem byt do$¢ podobny niezaleznie od szczepu (zakres 9,87+12,4 gss-dm3)
ale jednoczes$nie mniejszy niz plon biomasy po hodowli w podtozach kontrolnych, tj.
z peptonem i ekstraktem (9,8+14,8 gss-dm-3) [H-6]. Szczep T. domesticum PCM 2960 byt
zdolny do wzrostu w podtozu przygotowanym na bazie DPW, przy czym osiggat
najwieksze plony biomasy (ponad 11 gss-dm=3 po 96h) podczas obecnosci glicerolu.
Natomiast najbardziej zasobne w ttuszcz komorki (prawie 28%ss./2,75 g-dm3),
obserwowano, gdy inkubowano je w wodzie sokowej suplementowanej glukoza. Glicerol
nie miat pozytywnego wptywu na biosynteze lipidéow i zaobserwowano 20% lipidow
w s.s. biomasy T. domesticum. W konsekwencji wydajno$¢ objeto$ciowa 2,38 g-dm-3 byta
istotnie (P=0,05) nizsza w poréwnaniu do parametréw osigganych w hodowlach
z glukozg [H-7]. Zaobserwowano o0g6lng tendencje wyrownania Sredniej wydajnos$¢
wolumetryczng ttuszczu z 1 litra podtoza DPW. Zakres ten dla badanych drozdzy
kefirowych zawierat sie od 1,79 do 2,38 g-dm-3.

Nalezy zauwazy¢, Ze stosowanie czystej postaci glicerolu jako surowca do
produkgcji SCO jest zbyt kosztowne. Tanim Zrédiem glicerolu w podtozach hodowlanych
moze tzw. frakcja glicerynowa (odpad glicerynowy). W duzych rafineriach jest ona
poddawana zabiegom oczyszczania, jednak ze wzgledu na duza energochtonnos¢ oraz
koszty zakupu instalacji mniejsze przedsiebiorstwa produkujace biodiesel maja
powazne ktopoty z jej utylizacja (Gaca 2006, Cutzu i wsp. 2013). Odpad glicerynowy
zawiera gtéwnie glicerol (50-70%), metanol (10-20%), sole (5-10%), wode (3-10%)
oraz wolne kwasy ttuszczowe (1-5%) (Chatzifragkou i Papanikolaou, 2012; Quispe
i wsp. 2013). Obecno$¢ tych substancji moze wplywac¢ na wzrost drozdzy i biosynteze
ttuszczow, cho¢ w przypadku szczepéow drozdzy z rodzaju Rhodotorula nie
obserwowano negatywnych efektéw nawet gdy stosowano duze stezenie wymienionych
substancji (Munch i wsp. 2015). Autorem koncepcji potgczenia odpadu przemystu
skrobiowego oraz odpadu z produkcji biodiesla w postaci pozywek do hodowli drozdzy
jest prof. dr hab. Stanistaw Blazejak. Pomyst jednoczesnego wykorzystania tych dwoch
odpadéw ptynnych do konstruowania pozywek ukierunkowanych na wzrost drozdzy
olejogennych zostat zgloszony (autorzy: Iwona Gientka, Stanistaw Btazejak, Anna
Bzducha-Wrobel) jako wynalazek do Urzedu Patentowego Rzeczpospolitej Polskiej (Nr.
zgtoszenia 408730) pod tytutem ,Sposob otrzymywania biomasy drozdzy olejogennych”
W roku 2017 przydzielono na wynalazek prawo wytaczne Nr. 229064 [Zatacznik 4,
IL.LB.2.]. Zagadnienia opisane patentem byly rozwijane przez dr inz. Anne M. Kot
w ramach pracy doktorskiej zatytutowanej ,Biosynteza ttuszczu oraz karotenoidow
przez drozdze z rodzaju Rhodotorula w podtozach z ziemniaczang woda sokowa
i glicerolem”, ktérej bytam promotorem pomocniczym [Zatgcznik 5, 1.10.].
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Analiza doniesien literaturowych upewnita mnie, Ze najwieksza wydajnos¢
biosyntezy lipidow u grzybéw obserwowano w przypadkach kiedy Zrédtem wegla byty
weglowodany, a w szczegodlno$ci glukoza. Zastosowanie glukozy ujawnilo wieksze
réznice w uzdolnieniach poszczegdlnych drozdzy niekonwencjonalnych do biosyntezy
ttuszczéw [H-6, H-7]. Kiedy glukoza byta zrodtem wegla w podtozach z peptonem
i ekstraktem drozdzowym (YP) komorki D. hansenii 1 korzystnie wyrdznity sie ponad
46% udziatem ttuszczéw w komoérkach [H-6]. Warunek olejogennosci w tym wariancie
podtoza spelnity takze szczepy D. hansenii 1G 01, C. inconspicua 1G 11, Z. florentina 1G 12
oraz K. marxianus 1G 1. Natomiast w wariancie podtoza z glukozg i odbiatczong woda
sokowg udziatl ttuszczow powyzej 20%ss. wyroznit jedynie biomase D. hansenii 1G 01
oraz K. marxianus 1G 1. Przydatnos¢ podtoza wyrazona wydajno$cia wolumetryczng
wynosita odpowiednio 2,80 oraz 3,56 gss-dm=3i zauwazono, Ze byty to wartosci istotnie
mniejsze od tych, ktére szczepy osiagnety w podtozach z ekstraktem drozdZzowym
i peptonem [H-6]. Szczep T. domesticum zgromadzit w komoérkach ponad 27% kiedy
byt hodowany =z wudziatem glukozy [H-7]. Sposréd badanych izolatéow
wyselekcjonowano KI. marxianus 1G 1, T. domesticum PCM 2960, D. hansenii 1G 01
jako te, ktore s3 zdolne do biosyntezy tluszczu wewnatrzkomorkowego podczas
hodowli w podlozu skonstruowanym w oparciu o odbialczong ziemniaczang wode
sokowa i glukoze. Zawartos¢ thuszczow w biomasie izolatow uzalezniona byta od czasu
trwania hodowli i zwiekszala sie po 72h we wszystkich wariantach. Wyniki te
potwierdzajg znang teorie o biosyntezie tluszczow w pédznej fazie wzrostu
stacjonarnego. Na tym etapie badan nie prowadzono oznaczen zwigzanych z szybkos$cia
akumulacji zZrédta wegla i azotu. Natomiast istotny (P=0,05) przyrost plonu biomasy
oraz zawartoSci thuszczow miedzy 3 a 4 dobag w podiozach DPW suplementowanych
laktoza sugeruje, ze byla ona najwolniej asymilowana. Odwrotnie w podtozach
z glicerolem biosynteza tluszczéw przez szczepy kefirowe w czwartej dobie nie byta juz
tak duza [H-6]. Powiekszenie skali hodowli poprzez zmiane warunkéw hodowli
T. domesticum PCM 2960 z kolb (100cm3) na bioreaktor (3000cm?3) zapewnito jej lepsze
natlenienie (2 vvm) i mieszanie. Uzyskano wtedy wiekszy plon biomasy i w rezultacie po
96h charakteryzowata sie¢ ona ponad 33% udziatem lipidow. Po przeniesieniu do
bioreaktora wydajnos¢ objetoSciowa wzrosta z 2,75 do 4,87 g-dm-3, co stanowi ponad
77% lepszy wynik [H-7]. Dla poréwnania T. fermentans CICC 1368 wykazat mniejsza
akumulacje lipidow w podlozach melasowych (Shen i wsp. 2015), za$§ T. cutaneum
w podtozach z inuling ok. 4,8 gL1 (Wang i wsp. 2015). Zatem uzdolnienia
wyizolowanego z kefirow szczepu T. domesticum PCVA 2960 do biosyntezy
lipidow sa zblizone do innych olejogennych przedstawicieli rodzaju Trichosporon.

Podobnie jak w syntezie EPS, istotnym parametrem w opracowaniu pozywki
ukierunkowanej na biosynteze SCO jest poczatkowy stosunek C:N. Wplyw tego
parametru badano podczas hodowli drozdzy czerwonych Rhodotorula glutins var.
rubescens LOCKR13 a wyniki przedstawiono w publikacji [H-9]. Poczatkowe stezenie
glukozy istotnie wptywato na plon biomasy oraz zawarto$¢ thuszczow
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wewnatrzkomdrkowych a takze innych podstawowych sktadnikéw komorki. Udziat
biatek, ttuszczéw oraz cukrow wewnatrzkomérkowych zmieniat sie w czasie hodowli, co
uzasadniam przemianami biochemicznymi oraz szybkoscig utylizacji wegla i azotu z
pozywki. W przypadku podiozy YP (C:N=16:1) catkowity stopien utylizacji glukozy
wynosit 97,2%. Natomiast stopien wykorzystania tego cukru nie osiggnagt 56% w
podtozach z najwiekszym poczatkowym stezeniem (C:N=67:1). W pozywkach YP nie
zaobserwowano szczeg6lnego wptywu poczatkowego C:N na stopien utylizacji azotu.
Widoczna natomiast byta taka korelacja na zawarto$¢ ttuszczu. W wariancie YPGlu5%
koncowy udziat lipidow w s.s. wynosit 37%, a w wariancie YPGlu20% ponad 46%.
W stacjonarnej fazie wzrostu, miedzy trzecig a czwartg doba hodowli, zwiekszal sie
udziat ttuszczéw kosztem cukréw wewnatrzkomérkowych i biatek. Maksymalna
koncowa wydajnos¢ objetosciowa ttuszczow w podtozach YP z 20 i 15% glukozy nie
réznita sie istotnie ($rednio 9,145 g-dm-3). Wykazano, Ze szczep drozdzy Rhodotorula
glutinis var. rubescens LOCKR13 jest szczepem olejogennym.

Rezultatem zastgpienia peptonu i ekstraktu drozdZzowego odbiatczong
ziemniaczang wodg sokowa byto odmienne ksztattowanie sie udziatu podstawowych
sktadnikow komorki w czasie inkubacji. Przede wszystkim zaobserwowano bardzo
pozytywny wptyw tak skonstruowanej pozywki na wzrost badanego szczepu
Rhodotorula glutinis var. rubescens LOCKR13. Konncowe plony biomasy byty bardzo duze,
a istotnie (P=0,05) najwieksze ponad 38 i ponad 39 gss-dm3, kiedy stezenie glukozy
wynosito 10 lub 15%. Wykazano zatem, Ze odbialczona woda sokowa
suplementowana glukoza stanowi pozywke skutkujaca ogromnym plonem
biomasy drozdzy czerwonych. Stanowi to pole do planowania przysztych doswiadczen
nad utylizacjg taniego Zrédta glukozy jako suplementu DPW. Catkowity stopien utylizacji
glukozy przekraczat 95% dla wariantu DPW5% natomiast dla wariantu DPW20%
wynosit tylko 26%. Analiza krzywych wzrostu wykazala, Ze niezaleznie od
poczatkowego C:N drozdze nie osiggnety fazy wzrostu stacjonarnego. Sugeruje to
potrzebe wydtuzenia czasu hodowli w przysztych badaniach. W porownaniu do
wariantéw podtozy YP zaobserwowano wysoki stopien utylizacji azotu, tj. od 68% do
52%, co oznacza, ze byty one lepiej przyswajalne przez komorki. Obserwowano bardzo
istotny przyrost cukréw wewngtrzkomérkowych po 72h hodowli, niezaleznie od
wariantu podtoza, a wydajno$¢ biosyntezy tych sktadnikow byta ponad 6 razy wieksza
od wydajnosci lipidow (DPW10%). Zawarto$¢ cukréow zalezata od poczatkowego C:N.
Najwiekszy udziat, 73% oznaczano po hodowli w podtozu DPW charakteryzujacym sie
C:N=33:1. Z 1 grama glukozy powstato prawie 0,47g cukréw wewnatrzkomorkowych,
gdyz Ysss= 0,469 g-g'l. Podczas gdy Yiss (ttuszcz) wynosit tylko 0,047g-g1. Niemal
identyczny stosunek C:N=32:1 ale w podtozu z peptonem skutkowat istotnie (P=0,05)
mniejszym udziatem cukréw (42%) w biomasie drozdzy. Udziat biatka w s.s. drozdzy byt
wiekszy w trzeciej dobie, a pdzniej malal. Ogo6lnie stwierdzono wiekszg koncowa
zawarto$¢ biatka po hodowli z woda sokowa. Wywnioskowano, ze Zrodto azotu
determinuje przebieg biosyntezy poszczegélnych sktadnikéw biomasy a woda sokowa z
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glukoza nie wspomaga lipogenezy Rhodotorula glutinis var. rubescens LOCKR13. Mimo
tego, wysoki plon biomasy osiggany podczas hodowli DPW z glukozg kompensowat
matla zawarto$¢ thuszczéow (6,94+18,49%ss) i w rezultacie wydajnos$¢ objetosciowa
biosyntezy tych zwigzkow ksztattowata sie w zakresie 4,10+ 6,14 g-dm-3 [H-9]. Sitepu
(2013) podaje, ze na gromadzenie ttuszczéw ma istotny wptyw biotyna, gdyz stanowi
ona grupe prostetyczng karboksylazy acetylo-CoA, ktora katalizuje reakcje karboksylacji
acetylo-CoA do malonylo-CoA, tj. kluczowego etapu biosyntezy kwasow ttuszczowych de
novo. Nalezy zatozy¢, ze wielokrotna obrdbka termiczna wody sokowej (koagulacja
biatek na linii technologicznej, sterylizacja celem zabezpieczenia odpadu i wreszcie
sterylizacja przygotowanych podlozy) skutecznie zmniejszyla stezenie biotyny.

Optymalna warto$¢ pH podtoza hodowlanego ukierunkowanego na synteze
ttuszczéw przez drozdze mieSci sie w przedziale 4-8 i zalezy od rodzaju
mikroorganizmu oraz zastosowanego zrodta wegla (Enshaeieh i wsp, 2013, Zatgcznik 4.
I1.A.8.]. Podczas hodowli izolatéw kefirowych jak i drozdzy czerwonych w wariantach
DPW obserwowano alkalizacje pltynéw hodowlanych, zaréwno [H-6, H-7, H-9].
Najwieksze wartosci pH (8,01-8,63) oznaczano w ptynach pohodowlanych z woda
sokowsq i glicerolem. Silng alkalizacje odbialczonej ziemniaczanej wody sokowej podczas
hodowli grzybéw strzepkowych zaobserwowat Nowak (2013). Ziemniaczana woda
sokowa oprécz przyswajalnych organicznych zrodet azotu zawiera roéwniez jego
nieprzyswajalne formy takie jak aminy lub iminy. W wysokiej temperaturze, podczas
otrzymywania skrobi a nastepnie separacji biatek ziemniaczanych zachodzi reakcja
kondensacji  pomiedzy  grupami  karbonylowymi zawartymi w  cukrach
a pierwszorzedowymi grupami aminowymi zawartymi w aminokwasach biatek.
Powstajace iminy (tzw. zasady Schiffa), ulegaja samorzutnemu przegrupowaniu do tzw.
zwigzkow Amadoriego, ktore z kolei polimeryzujg do brunatnych produktow, jak dotad
stabo scharakteryzowanych. Prawdopodobnie nieprzyswajalne organiczne formy azotu
pozostajg w podtozu podczas hodowli i tym samym stanowia przyczyne alkalizacji
podioza. Z drugiej strony nalezy pamieta, ze brak azotu indukuje synteze lipidow
(wiekszy stopien utylizacji azotu w podtozach YP [H-9]) a wtedy dochodzi do rozktadu
AMP do amoniaku i jonu amonowego, co takze moze by¢ przyczyna alkalizacji. Wzrost
drozdzy jest wydajniejszy, gdy pH podtoza jest kwasne dlatego nawet najmniejszy
wzrost pH srodowiska stanowi dla komoérki duzy stres. Alkalizacja sSrodowiska zaburza
przede wszystkim homeostaze sktadnikéw odzywczych i wptywa na ekspresje genéw
pobierania i metabolizmu glukozy. Wysokie pH powoduje przejSciowy spadek stezenia
cAMP (cyclic adenosine monophosphate) i zahamowanie aktywatoréow kinaz
biatkowych PKA (protein kinase A). W wyniku inhibicji PKA czynnik transkrypcyjny
Msn2/4p ulegaja szybkiej aktywacji w jadrze komorkowym i aktywuje gen odpowiedzi
na stres zwigzane m.in. z syntezg trehalozy (Casado i wsp. 2011). Podloze DPW
z glukoza silniej ulegato alkalizacji, a zatem zachodzenie wyZej opisanego mechanizm
aktywacji genu zwigzanego z synteza trehalozy wyjasniatoby mniejsza lipogeneze oraz
duzy udziat cukréw wewnatrzkomoérkowych [H-9].
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Ad.AA4. Okreslenie przydatnosci tluszczow pozyskiwanych z wybranych
drozdzy niekonwencjonalnych do celow zywieniowych

Stale rosngce skazenie wod Ssrédladowych oraz mérz i oceanéw w toksyczne
zwigzki takie jak dioksyny, polichlorowane bifenyle (PCB) i metale ciezkie - otow czy
rte¢, czyni niestety morska faune Zrédtami szkodliwych dla zdrowia zwigzkéw.
W efekcie cze$¢ krajow zakazata uzywania tluszczow pochodzenia rybiego
w preparatach przeznaczonych dla niemowlat (Patnayak i Sree, 2005). Ponadto cechy
organoleptyczne ttuszczéw rybich nie speiniajg wymagan konsumenckich, ze wzglegu
na niepozadany smak i zapach. Pozyskiwanie ttuszczéw rybich uzaleznione jest od pory
roku, lokalizacji potowéw, gatunku ryb i od typu oraz dobrostanu ich pozywienia m.in.
plaktonu i mikroalg (Coreia i wsp. 2012). Alternatywy dla olejow rybich upatruje sie
w SCO. Oleje mikrobiologiczne sg coraz lepiej znane a obok kwasu dokozaheksaenowego
(DHA), takze kwas y-linolenowy (GLA), arachidonowy (ARA), oraz eikozapentaenowy
(EPA) zostaty zaakceptowane jako biotechnologiczne produkty (Patnayak i Sree, 2005).
Interesujagcym bylto okreslenie przydatnosci wytworzonych ttuszczéw przez drozdze
niekonwencjonalne do celow zywieniowych poprzez analize udziatu kwasow
ttuszczowych technikg GC-FID.

Ttuszcz ekstrahowany z biomasy T. domesticum po hodowli z glukozg i DPW
charakteryzowata wysoka zawarto$¢ kwasu linolowego (912C18:2), kwasu oleinowego
(49C18:1), kwasu palmitynowego (C16:0) oraz kwasu a-linolenowego (491215C18:3).
Hodowla drozdzy w wiekszej skali, czyli w bioreaktorze skutkowata zwiekszeniem
udziatu kwasu linolowego z 27,45+0,11% (kolba) do 35,80+0,10 %, oraz kwasu a-
linolenowego z 3,18+0,06% do 4,99+0,02% a takze eikozatrienowego (*811.14C20:3 n6).
Ogdlnie mozna stwierdzi¢, Ze zastosowanie hodowli w bioreaktorze przyniosto rezultat
polegajacy na zwiekszeniu udziatu kwaséw wielonienasyconych, kosztem zmniejszenia
nasyconych i jednonienasyconych [H-9]. Zgodnie zaleceniami specjalistow w zakresie
zywienia cztowieka nalezy zwiekszy¢ ilo§¢ NNKT w diecie. Obok kwasu linolowego
(4912C18:2) szczegblnie wazng role odgrywaja kwas a-linolenowy (ALA, 491215C18:3)
i kwas y-linolenowy (GLA, 26912C18:3), ktore nalezg do dwoch rodzin: n-3 i n-6.
W profilaktyce chordéb uktadu krazenia szczegélny nacisk kiadzie sie na prozdrowotng
role kwasow n-3. European Food Safety Authority (EFSA) podaje, ze zalecane dzienne
spozycie ALA w krajach europejskich wynosi 2g. Uznano, Ze nizsze proporcje n-6:n-3
=2,5:1 oraz 5:1 sg korzystne w olejach jadalnych (Simopoulos, 2008). Stosunek tych
kwasow ttuszczowych w lipidach otrzymanych z biomasy komorek drozdzy
Trichosporon domesticum PCM 2960 po inkubacji w pozywce DPW z glukoza wynosi
7,4:1, co zbliza go do wtasciwosci oliwy z oliwek [H-9].

Prowadzone doswiadczenia wykazaty, ze ttuszcz Kazachstania unispora 1G 16
charakteryzuje sie duzym udzialem kwasu palmitooleinowego (C16:1)
(maksymalny udzial 39% oznaczono po hodowli z glicerolem) [H-6]. Ten kwas
ttuszczowy zapobiega apoptozie komoérek [ (Morgan i Dhayal, 2010) oraz hamuje
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wzrost bakterii gram-dodatnich (Wille i Kyodenius, 2003) a dieta bogata w orzechy
macadamia, gtéwne Zrédlo kwasu palmitooleinowego, skutkowata zmniejszeniem
cholesterolu catkowitego LDL (Griel i wsp. 2008). Ponadto tluszcz Kazachastania
unispora 1G 16 charakteryzowat sie udzialem kwasu arachidonowego (ARA, C20:4,
n-6) oraz dihomo-y-linolenowego (DGLA, C20:3, n-6) wynoszacym odpowiednio
8,14% oraz 5,47%. ARA pojawit sie takze w olejach Kluyveromyces marxianus 1Gl oraz
Zygotorulaspora florentina 1G12 przy czym jego udziat wynosit 6,28 oraz 2,11% i byt
istotnie mniejszy niz u Kazachastania unispora [H-6]. ARA odgrywa wazng role
w organizmie, gdyz jest prekursorem ikozanoidéw: prostaglandyn, tromboksanow
i leukotrienéw (Sikorski, 2014). To zwigzki o duzej aktywnosci fizjologicznej
i farmakologicznej. ARA powstaje z kwasu linolowego przy udziale desaturaz
(odwodornienie) i elongaz (wydtuzenie tancucha). Istotnie, u tych szczepow
zaobserwowano mniejszy udziat kwasu linolowego, a w przypadku Kazachstania
unispora nie oznaczano obecnosci kwasu linolowego, co moze $wiadczy¢ o obecnos$ci
aktywnych enzymoéw u wymienionych szczepow drozdzy [H-6]. Ponadto ocene
aktywnosci desaturaz (Fakas i wsp. 2009) w czasie hodowli mozna szacowac¢ analizujgc
zmienno$¢ udziatu kwaséw tluszczowych poszczegélnych rodzin, np. €18:1/C18:0.
Wedle tej metodyki wysoka aktywnos$¢ A9 deasturaz stwierdzono u Rhodotorula glutinis
var. rubescens, przy czym miaty one wieksze powinowactwo do kwaséw ttuszczowych
zawierajacych 18 atomoéw niz 16 atoméw [H-9]. Niewiele mniejsza aktywnos$¢ desaturaz
A9 z powinowactwem do kwaséw tluszczowych o 18 atomach wegla oznaczano
w wyktadniczej fazie wzrostu drozdzy Trichosporon domesticum [H-7]. Drozdze
Rhodotorula glutinis var. rubescens LOCKR13 po hodowli w réznych wariantach podtozy
z DPW i glukozg charakteryzowaty sie duzym udziatem kwasu oleinowego (4°C18:1) od
41 do 51% oraz palmitynowego 15,3+17,8%. Natomiast po hodowli w podtozach YP
oprécz kwasu oleinowego 33,1+43,6%, palmitynowego 19,3+27% obserwowano
istotnie wiekszy udziat kwasu stearynowego 9,1+16% oraz kwasu dokozanowego C22:0
4,5+14,7% [H-9]. W przypadku innych czerwonych drozdzy: R. aurantiaca, R. glutinis,
R. gracilis i R. mucilaginosa zaobserwowano, Ze zastosowanie glicerolu w zamian
glukozy zwiekszyto pule wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych [H-8].

Ad. AS. Analiza przydatnosci ttuszczow badanych drozdzy do produkcji
paliwa typu biodiesel

Ttuszcz pochodzenia mikrobiologicznego zalicza sie do biodiesla Il generacji
(Schneider i wsp. 2013). Do niewatpliwych zalet wykorzystania drobnoustrojéw jako
zrodta glicerydow naleza szybki czas generacji komorek, brak konkurencji
o powierzchnie uprawng i mozliwo$¢ hodowli niezaleznie od szerokosci geograficznej co
gwarantuje powtarzalng jako$¢ produktu oraz daje mozliwos¢ doktadnej kontroli
procesu produkcji. Podstawa optacalnej produkcji biodiesla III generacji jest wydajny
szczep zdolny do gromadzenia duzych ilosci ttuszczu. Ponadto SCO powinien
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charakteryzowa¢ sie rowniez odpowiednim sktadem kwaséw ttuszczowych, a w
szczeg6lnosci powinny w nim dominowaé¢ nasycone i jednonienasycone kwasy
ttuszczowe. W chwili obecnej biodiesel III generacji nie jest produkowany przemystowo
z uwagi na wysokie koszty biosyntezy (Nguyen i wsp. 2017).

Okres$lono teoretyczng przydatnos$¢ ttuszczoéw pochodzacych z badanych drozdzy
niekonwencjonalnych jako surowca do uzyskania biodiesla, a w szczegélnosci estrow
metylowych FAME. Na podstawie skladu kwaséw ttuszczowych oraz stosujac
odpowiednie wzory matematyczne (Ramos i wsp. 2009, Pinzi i wsp. 2011) obliczano
stopien nienasycenia (UD), liczbe cetanowa (CN), dtugos$¢ tancucha (LC), wartos¢
opatowg (LCV), temperature zaptonu (FP) oraz lepkos¢ (u) [H-6, H-7, H-9]. Liczba
cetanowa jest gtownym wskaznikiem jakos$ci paliwa, ktdéry jest zwigzany z czasem
opdznienia zaptonu. W przypadku oleju napedowego wyzsze wartosci CN koreluja
z redukcjg emisji tlenkéw azotu (NOx) (Knothe 2005). Zgodnie z normg europejska EN
14214 liczba cetanowa biodiesla powinna by¢ wyzsza od 54 natomiast zgodnie
z amerykanska ASTM D6751 powinna by¢ wyzsza od 47. Temperatury zaptonu biodiesla
powinny by¢ wyzsze niz 93°C (zgodnie z ASTM D6751) a nawet wyzsze niz 122°C
(zgodnie z EN 14214), co stanowi o bezpieczenstwie ich przechowywania. Wysoka
lepko$¢ kinematyczna moze wptywa¢ na rozpylanie paliwa podczas wtrysku, jak
réwniez ma wplyw na spalanie (Knothe, 2005). Lepkos$¢ dobrych FAME powinna
zawierac sie w zakresie 1,9+6 mm2s-1 lub 3,5+5 mm2s-1 w zalezno$ci od normy. Innym
waznym parametrem paliwa jest warto$¢ opatowa, ktora reprezentuje ilo$¢ ciepta
przekazywanego do komory podczas spalania i wskazuje dostepng energie w paliwie
(Demirbas, 2008). Dla przyktadu warto$¢ opatowa benzyny wynosi ok. 46 M] kgl
a oleju napedowego 43 M] kg1 (Oliveira i da Silva, 2013). W publikacji H-9 wykazano, ze
ttuszcze uzyskane z biomasy Rhodotorula glutinis var. rubescens po hodowli w wodzie
sokowej niezaleznie od poczatkowej zawartosci glukozy, miatby pozadang temperature
zaptonu i lepko$¢, natomiast na tyle niska liczbe cetanowg, Ze spetnitby wymogi norm
amerykanskich. Teoretycznie estry metylowe wyekstrahowanego tluszczu
pochodzacego z drozdzy kefirowych spemhilyby europejskie normy dotyczace
temperatury zaptonu (niezaleznie od rodzaju szczepu i warunkéw hodowli - zaréwno
w podtozach z DPW oraz YP). Charakteryzowalyby sie lepkoscig od 4,59 do 6,02 mm?2s-1,
co oznacza, ze wypekityby tylko normy amerykanskie. Warto podkresli¢, ze wazny
parametr CN okreSlony bardziej rygorystyczng normg europejska, spetnityby ttuszcze
uzyskane w wyniku hodowli w wariantach podtozy DPW wszystkich izolatéw poza
K. unispora 1G16 [H-6]. Trudno natomiast jednoznacznie okresli¢ wplyw Zrédta wegla
oraz azotu na prawdopodobnag liczbe cetanowg CN biodiesla uzyskanego z SCO
badanych drozdzy. Przyktadowo zastosowanie DPW oraz glicerolu zwiekszyto wartos¢
liczby cetanowej tylko dla dwéch szczepoéw (D. hansenii IGIl oraz Z. florentina 1G12)
w poréwnaniu gdyby zastosowac podtoze YP. W przypadku gdy Zrédtem wegla byta
laktoza korzystny wptyw DPW skutkujgcy zwiekszeniem wartosci CN zaobserwowano
olejach pochodzacych ze szczepéw: D. hansenii 1GIl oraz 1G01, K. marxianus
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i Z. florentina 1G12. Srednia warto$¢ opatowa biodiesla uzyskanego z drozdzy kefirowych
wynositaby 37,5 M] kg-1, co stanowi warto$¢ nizszg od benzyny i oleju napedowego.
Obliczone teoretyczne wskazniki charakteryzujgce metylowane estry lipidow
ekstrahowanych z biomasy Trichosporon domesticum PCM 2960 hodowanych na DPW
z glukoza wskazaty, iz nie powinny by¢ stosowane jako paliwo typu biodiesel
w silnikach Diesla. W szczegblnosci przemawia za tym zbyt mata warto$¢ liczby
cetanowej [H-7]. Podsumowujac ten aspekt badan nad wykorzystaniem ttuszczéow
drozdzowych nalezy pamieta¢, ze teoretyczne parametry biodiesla mogg osiggac inne
wartos$ci w praktyce. S3 one determinowane m.in. obecnos$cig fosfolipidow, wolnych
kwasow ttuszczowych, trwatosScia surowego oleju oraz przebiegiem estryfikacji
[Lewandowski i Ryms, 2013]

4.3.3. Podsumowanie

Drozdze niekonwencjonalne, zar6wno wyizolowane z kefiréw jak i drozdze
czerwone, stanowig zréznicowang filogenetycznie grupe mikroorganizméw tak, ze
mozliwe jest wykorzystanie poszczegélnych gatunkéw do wydajnej biosyntezy
egzopolisacharydéw oraz ttuszczow.

Na te konkluzje ztozyly sie osiagniecia szczegétowe:

e Zasilono ogoélnodostepng baze danych sekwencjami kodujagcymi region ITS1&ITS2
szczepow drozdzy wyizolowanych z kefirow.

e Poszerzono zasoby biologiczne Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw oraz Muzeum
Czystych Kultur SGGW oddajac w depozyt zidentyfikowane szczepy drozdzy.

e Wykazano, ze analiza PCR z wykorzystaniem starterow ITS1 i ITS4 moze byc¢
wykorzystywana do rozréznienia drozdzy z rodzaju Rhodotorula i Sporobolomyces a
zastosowanie enzymoOw restrykcyjnych Hinll i Haelll do jednoznacznego
zréznicowania szczepOw R. rubra i R. mucilaginosa.

e Rozszerzono wiedze o Zrodtach izolacji gatunkéw Zygotorulaspora florentina oraz
Trichosporon domesticum.

e Udowodniono, Ze kefir moze by¢ Zrédtem szczepéw drozdzy tolerujacych wysokie
(20%) stezenia alkoholu etylowego oraz asymilujacych i fermentujacych laktoze.

e Wyselekcjonowano producentow egzopolisacharydow (C. famata i C. guilliermondii)
sposrod drozdzy izolowanych vA kefirow ustalajac jednoczesnie,
ze maltoza promuje biosynteze EPS oraz zwieksza zawarto$¢ weglowodanéw
w ich preparatach.

e Udowodniono, ze EPS wytworzone przez C. famata i C. guilliermondii petnia funkcje
substancji zapasowych.

e Sposrdd badanych izolatow wyselekcjonowano KI. marxianus 1G 1, T. domesticum
PCM 2960, D. hansenii IG 01 jako te, ktére sg zdolne do biosyntezy ttuszczu
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wewngtrzkomdrkowego podczas hodowli w podtozu skonstruowanym w oparciu
o odbiatczong ziemniaczang wode sokowq i glukoze.

e Wykazano Ze odbiatczona woda sokowa suplementowana glukoza stanowi pozywke
skutkujaca ogromnym plonem biomasy drozdzy czerwonych Rhodotorula glutinis
var. rubescens LOCKR13, przy czym takie warunki hodowli bardziej promuja
biosynteze cukrow wewngtrzkomoérkowych niz ttuszczéw. Ttuszcz ekstrahowany
z biomasy tego szczepu po hodowli w réznych wariantach podtozy z DPW i glukoza
charakteryzuje sie duzym wudzialem kwasu oleinowego (41+51%) oraz
palmitynowego (15,3+17,8%).

e Ttuszcz ekstrahowany z Kazachstania unispora 1G16 wyroznia sie duzym udziatem
kwasu palmitooleinowego oraz udziatlem kwasu arachidonowego i dihomo-y-
linolenowego.

e Wskazano, na wiekszg przydatno$¢ ttuszczu Trichosporon domesticum PCM 2960 do
celow zywieniowych niz do produkcji biodiesla.

Perspektywa na przysztos¢

Przedstawione w pracach stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego
interesujgce wyniki inspiruja do kontynuowania rozpoczetych badan. W chwili obecnej
prowadzone s3 doswiadczenia optymalizujace biosynteze egzopolisacharydéw przez
szczepy drozdzy czerwonych oraz weryfikacja metod odbiatczania surowych
preparatéw celem okres$lenia ich mas molekularnych oraz struktury chemicznej.
Natomiast w zakresie biosyntezy ttuszczéw rozwijane sg badania nad Srodowiskowymi
i genetycznymi uwarunkowaniami intensyfikacji produkcji SCO.

28



Zalgcznik 2a

lwona Gientka Autoreferat przedstawiajqcy opis osiggniec i dorobku naukowo-badawczego

PiSmiennictwo:

W

NGk

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.

28.

29.

30.
31.
32.
33.

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

41.
42.
43.

Antolin G, Tinaut FV, Briceno Y, i wsp. 2002. Bioresource Technology, 83,111-4.

Arroyo-Lépez FN, Duran-Quintana MC, Ruiz-Barba JL, i wsp. 2006. Food Microbiology, 23,791-796.
Assadi MM, Pourahmad R, Moazami N. 2000. World Journal of Microbiology and Biotechnology, vol.
16, no. 6, Article ID278340, pp. 541-543.

Badel S, Laroche C, Gardarin C, i wsp. 2011. Enzyme and Microbial Technology, 48,248-252.

Bai M, Qing M, Guo Z, i wsp. 2010. Canadian Journal of Microbiology, 56(9),707-714.

Bartova V, Barta]. 2008. Research in Agricultural Engineering, 54(4),170-175.

Breierova E, Hromadkova Z, Stratilova E, i wsp. 2005.Verlag der Zeitschrift fur Naturforschung,
Tubingen 60c, 444-450.

Bzducha-Wrébel A, Btazejak S, Molenda M, i wsp. 2015. European Food Research Technology,
240:1023-1034.

Casado C, Gonzalez A, Platara M, i wsp. 2011. Biochemical Journal, 438(3),523-533.

Chatzifragkou A, Papanikolaou S. 2012. Applied Microbiology and Biotechnology 95,13-27.

Cho DH, Chae HJ, Kim EY. 2001. Applied Biochemistry and Biotechnology 95,183-193.

Correia M, Michel V, Matos AA, i wsp. 2012. PloS ONE 7(4) DOI:10.1371/journal.pone.0035072

Cutzu R, Coi A, Rosso F, i wsp. 2013. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 29(6),1009-
17.

De Oliveira FC, Coelho ST. 2017. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 75,168-179.

Demirbas A. 2008. Energy Conv Man, 49,125-130.

Donot F, Fontana A, Baccou JC, i wsp. 2012. Polymers, 87,951-962.

Enshaeieh M, Abdoli A, Nahvi I. 2013. Journal of Cell and Molecular Research, 5,17-23.
Esteve-Zarzoso B, Belloch C, Uruburu F, i wsp. 1999. International Journal of Systematic Bacteriology,
49,329-337.

Fakas S, Makri A, Mavromati M, i wsp. 2009. Bioresource Technology, 100,6118-6120.

Farnworth ER. 2005. Food Science Technology Bulletin: Functional Foods,2(1)1-17.

Fleet GH.1990. Journal of Applied Bacteriology, 68(3),199-211

Frohlich-Wyder MT , “Yeasts in dairy products,” in Yeasts in food. Beneficial and Detrimental Aspects,
T. Boekhout and V. Robert, Eds., pp. 209-237, CRC Press, USA, 2003.

Furuno T, Nakanishi M. 2012. Biological and Pharmaceutical Bulletin, 35(2),178-183.

Gaca . 2006. Czysta Energia. 11,25-28.

Gamba RR, De Antoni GL, Peldez AL. 2016. Journal of Dairy Research, 83(2),249-255.

Garofalo C, Osimani A, V.Milanovi¢ Vi wsp. 2015 Food Microbiology, 49(1),123-133.

Garrote GL, Abraham AG, De Antoni GL. 2001. Journal of Dairy Research, 68(4),639-652.

Garrote GL, Abraham AG, De Antoni GL. Microbial Interactions in Kefir: A Natural Probiotic Drink in
Biotechnology of Lactic Acid Bacteria: Novel Applications. Blackwell Publising. 2010.

Goli¢ N, CadeZ N, Terzi¢-Vidojevi¢ A, i wsp. 2013. International Journal of Food Microbiology,
166,294-300.

Griel AE, Cao YM, Bagshaw DD, i wsp. 2008. Journal of Nutrition, 138,761-767.

Grigorova D, Pavlova K, Panchev 1. 1999. Applied Biochemistry and Biotechnology, 81(3),181-191.
Guillamoén JM, Sabate |, Barrio E, i wsp. 1998. Archives of Microbiology, 169,387-392.

Ibrahim GS, Mahmoud MG, Asker MMS, i wsp. 2012. Australian Journal of Basic and Applied
Sciences, 6,401-408.

Iturrieta-Gonzalez IA, Padovan ACB, Bizerra FC, i wsp. 2014. PLoS ONE 9(10),e109553.

Johnson VW, Singh M, Saini VS, i wsp. 1995. Journal of Industrial Microbiology,14,1-4.

Khachigian LM, Parish CR. 2004.Cardiovascular Drug Reviews, 22(1),1-6.

Knothe G. 2005. Fuel Processing Technology, 86,1059-1070.

Kot AM, Btazejak S, Kurcz A i wsp. 2015a. Postepy Mikrobiologii, 54(4),364-373.

Kot AM, Btazejak S, Kurcz A i wsp. 2015b. Electronic Journal of Biotechnology, 18,428-432.

Kuncheva M, Pavlova K, Panchev I i wsp. 2007. International Journal of Cosmetic Science, 29, 377-
384.

Kurcz A, Btazejak S, Kot AM i wsp. 2016. Postepy Mikrobiologii, 55(1),19-26.

Kurtzman CP, Fell JW (eds). The yeast a taxonomic study. Elsevier, Amsterdam, 1998.

Kurtzman CP. 2003. FEMS Yeast Research, 4,233-245.

29



Zalgcznik 2a

lwona Gientka Autoreferat przedstawiajqcy opis osiggniec i dorobku naukowo-badawczego

44,

45,

46.

47.

48.

49.
50.
51.

52.

53.
54.
55.
56.
57.

58.

59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.

68.
69.

70.
71.
72.

73.

74.
75.
76.

77.

78.

79.
80.
81.
82.

Labelling reference intake values for n-3 and n-6 polyunsaturated fatty acids. 2009. The EFSA Journal
1176,1-11.
Latorre-Garcia L, Del Castillo-Agudo L, Polaina ]J. 2007, World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 23(6)785-791.
Laurencik M, Sulo P, Slavikova E, i wsp. 2008. International Journal of Food Microbiology, 127,176-
179.
Lencioni L, Romani C, Comitini F, i wsp. Ciani M, Domizio P. 2016. International Journal of Food
Microbiology, 3(234),36-44.
Lewandowski WM, Ryms M. Biopaliwa. Proekologiczne odnawialne Zrédia energii. WNT, Warszawa
2013.
Li M, Liu G., Chi Z, Chi ZM. 2010. Biomass Bioenergy, 34,101-107.
Lim SL, Tay ST. 2011. Res Note Tropic Biomed, 28(2),438-443.
Londero A, Hamet MF, De Antoni GL, i wsp. 2012. Journal of Dairy Research,79(3), 262-271.
Lopitz-Otsoa F, Rementeria A, Elguezabal N, i wsp. 2006. Revista Iberoamericana de Micologia,
23(2),67-74.
Matsuo K, Isogai E, Araki Y. 2000. Journal of Clinical Microbiology, 38(10),3750-3754.
Messier C, Epifano F, Genovese S, i wsp. 2011. Phytomedicine, 18,380-383.
Morgan NG, Dhayal S. 2010. Prostaglandins Leukotrienes and Essential Fatty Acids, 82(4-6),231-236.
Munch G, Sestric R, Sparling R, i wsp. 2015. Bioresource Technology, 185,49-55.
Nguyen Q, Bowyer ], Howe ] i wsp. 2017. Global production of second generation biofuels: trends and
influences. Dovetial Partners INC. Report
Nishiura Y, Nakagawa-Yoshida K, Suga M, i wsp. 1997. Journal of Medical and veterinary Mycology,
35,45-52.
Nowak J, Gérna B, Nowak W. 2013. Zywnoéé. Nauka. Technologia. Jako$¢., 6(91),191-203.
Oliveira LE, Da Silva MLCP. 2013. Rewenable Energies and Power Quality Journal, 1(11),679-682.
Ongol MP, Asano K. 2009. International Journal of Food Microbiology, 133(3),286-91.
Otes S, Cagindi 0. 2003. Pakistan Journal of Nutrition, 2(2), 54-59.
Padilla B, Manzanares P, Belloch C. 2014. Food Microbiology, 38,160-166.
Pangallo D, Sakova N, Koretiova J, i wsp. 2014. International Journal of Food Microbiology, 170,38-43.
Papanikolaou S, Aggelis G. 2011. European Journal of Lipids Science and Technology, 113,1052-1073.
Patnayak S, Sree A. 2005. Letters of Applied Microbiology, 40,358-363.
Pavlova K, Koleva L, Krachanova M, i wsp. 2004. World Journal of Microbiology and Biotechnology,
20(4),435-439.
Pavlova K, Panchev I, Krachanova M, i wsp. 2009. Folia Microbiologica, 54(4),343-548.
Pedersen LL, Owusu-Kwarteng ], Thorsen L, i wsp. 2012. International Journal of Food Microbiology,
159,144-151.
Pinzi S, Leiva D, Arzamendi G, i wsp. 2011. Bioresource Technology, 102,7280-7288.
Poli A, Anzelmo G, Tommonaro G i wsp. 2010. Folia Microbiologica, 55,576-81.
Potato starch market: global industry trends, share, size, growth, opportunity and forecast 2018-
2023. Research and  Markets. The world’s largest market research  store.
https://www.researchandmarkets.com/reports/4535068/potato-starch-market-global-industry-
trends. Accessed 5 November 2018
Quispe CAG, Coronado CJR, Carvalho JA. 2013. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 27,475-
493.
Rai AK, Kumari R, Sanjukta S, i wsp. 2016. Bioresources Technology, 219,239-245.
Ramos M], Fernandez CM, Casas A i wsp. 2009. Bioresource Technology, 100, 261-268.
Rusinova-Videva S, Pavlova K, Panchev I, i wsp. 2010. Biotechnolgy & Biotechnological Equipment,
24,507-511.
Rusinova-Videva S, Pavlova K, Georgieva K. 2011. Biotechnology & Biotechnological Equipment,
25(4),80-84.
Schneider T, Graeff-Honninger S, French WT, i wsp. 2012. Journal of Combustion. Article ID 153410, 9
pages
Shen Q, Lin H, Wang Q, i wsp. 2015. Bioresources Technology, 176,249-256.
Sikorski Z. Chemia zywno$ci. Tom 2, WNT, Warszawa, 2014.
Simopoulos AP. 2008. Experimental Biology and Medicine, 233,674-688.
Simova E, Beshkova D, Angelov E, i wsp. 2002. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology,
28(1),1-6.

30



Zalgcznik 2a

lwona Gientka Autoreferat przedstawiajqcy opis osiggniec i dorobku naukowo-badawczego

83.
84.
85.

86.
87.
88.

89.
90.

91.
92.
93.

94.
95.

Simova ED, Frengova GI, Beshkova DM. 2004. Journal of Applied Microbiology, 97(3),512-519.

Sitepu IR, Sestric R, Ignatia L, i wsp..2013. Bioresource Technology, 144,360-369.

Stringini M, Comitini F, Taccari M, i wsp. 2008. International Journal of Food Microbiology 127,184~
189.

Sugita T, Makimura K, Nishikawa A, i wsp. 1997. Microbiology and Immunology, 41,571-573.
Turkiewicz M. 2006. KOSMOS Problemy Nauk Biologicznych, 55(4),307-320.

Van Bogaert INA, De Maeseneire SL, Vandamme EJ. Extracellular polysaccharides produced by yeasts
and yeast-like fungi (Chapter 29). W: Satyanarayana T., Kunze G.: Yeast Biotechnology: Diversity and
Applications. Springer Science + Business Media B.V. 2009.

Wang ], Zhang H, Bao ]. 2015. Applied Biochemistry and Biotechnology, 177,1083-1098.
Wasilewicz-Niedbalska W. Metanoliza w; Biopaliwo, pasza, gliceryna z rzepaku, Wydawnictwa
Uczelniane Akademii Rolniczo-Technicznej w Bydgoszczy, Bydgoszcz,2004.

Wille ], Kydonieus A. 2003. Skin Pharmacology and Applied Skin Physiology, 16(3),176-187.
Witthuhn RC, Schoeman T, Britz T]. 2005 International Dairy Journal, 15(4),383-389.

Wolfaardt GM. Lawrence ]JR, Korber DR. Function of EPS. w: Microbial Extracellular Polymeric
Substances. Springer, Berlin, Heidelberg, 1999.

Zajsek K, Gorsek A. 2010. Food and Bioproduct Processing, 88, 55-60.

ZhaoL, LiY, Jiang L, Deng F. 2016. FEMS Microbiology Letters, 363: fnw273.

31



Zalgcznik 2a

lwona Gientka Autoreferat przedstawiajqcy opis osiggniec i dorobku naukowo-badawczego

5. Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Przed uzyskaniem stopnia doktora

Poczatek mojej pracy badawczej zwigzany byt z realizacjg pracy magisterskiej pt.:
"Oznaczanie struktury inhibitoréw proteinazy wirusa HIV" pod kierunkiem prof. dr hab.
inz. Grzegorza Bujacza na Wydziale Chemii Spozywczej i Biotechnologii Politechniki
Lodzkiej. Przedmiotem badan byly dwa zwigzki - izostery hydroksyetylenowe -
biologicznie czynne inhibitory proteazy wirusa HIV. Synteze zwigzkéw opracowano
w narodowym Instytucie Badan nad Rakiem w USA. Opracowatam warunki krystalizacji
tych zwigzkéw a nastepnie okreslitam podstawowe dane krystalograficzne w oparciu
o analize rentgenograficzng z uzyciem dyfraktometru monokrystalicznego: macierz
orientacji, parametry komorki elementarnej, maksymalne wskazniki Millera h, k L
Wstepng strukture udoktadniano szeregiem obliczent metodg najmniejszych kwadratow
i ustalono wspotrzedne atomdédw badanych zwigzkéw, obliczono katy drgan termicznych
atomow, dtugosci wiazan, wartosci katéw torsyjnych oraz katéw miedzy ptaszczyznami
przechodzacymi przez pierScienie aromatyczne czgsteczek.

Studia doktoranckie na Wydziale Technologii Zywnosci Szkoty Gléwne;j
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie pod kierunkiem dr hab. inz. Wandy
Duszkiewicz-Reinhard, prof. SGGW rozpoczetam w roku 2002. Prowadzitam badania
nad optymalizacjg biokonwersji kwasu trans-cynamonowego do L-fenyloalaniny przez
drozdze z rodzaju Rhodotorula mucilaginosa. To jednoetapowy proces z wykorzystaniem
komorek drozdzowych charakteryzujacych sie aktywnym enzymem amoniakoliazy
fenyloalaninowej [EC4.3.1.5] dla ktdrej substratami sa kwas trans-cynamonowy oraz
amoniak. Okreslitam, Ze warto$¢ pH istotnie wplywa na wydajnos$¢ biokonwersji
a najbardziej optymalne wynosi 11 [Zatgcznik 4: ILJ.1]. Natomiast optymalne
poczatkowe stezenie kwasu trans-cynamonowego wynosito 50mM, i skutkowato
wytworzeniem 4.68mM L-Phe [Zatacznik 4: IL.J.2]. Uzupetnieniem czeSci badan jest
praca przegladowa opisujaca aktualny stan wiedzy dt. tego zagadnienia, tj:
charakterystyke i zastosowanie L-Phe, strukture i wiasciwosci amoniakoliazy
fenyloalaninowej, charakterystyke drozdzy z rodzaju Rhodotorula, omoéwiono
poszczegoblne etapy otrzymywania L-Phe, w tym parametry indukcji enzymu, parametry
biokonwersji oraz metody oczyszczania fenyloalaniny [Zatgcznik 4: I1.C.2.1]

W roku 2004 zostalam stypendystka Marie Curie Training Site [Zalgcznik 5:
I1.G.1]. Pod kierunkiem Prof. Barbel Hahn-Hagerdal oraz Prof. Marie-Francoise Gorwa-
Grauslund w Department of Applied Microbiology, Lund Institute of Technology, Lund
University (Szwecja) realizowatam projekt dotyczacy biosyntezy kwasu szikimowgo
przez drozdze. Kwas szikimowy stanowi substancje do syntezy inhibitora
neuraminidazy (GS4104) oraz $Srodkéw stosowanych w terapii przeciwnowotworowej
a szlak jego Dbiosyntezy stanowi dobre Zrédto projektowania $Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych, gdyz nie wystepuje w organizmach zwierzecych.
W poréwnaniu z funkcjonowaniem szlaku szikimowego w innych organizmach
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w komdrkach drozdzy wystepuje biatko AROM (produkt genu ARO1) [Zatgcznik 4:
I1.C.2.2 - opublikowany po doktoracie]. Stosujgc narzedzia planowania statystycznego
dokonatam optymalizacji podtoza skutkujacego biosynteza kwasu szikimowego
(glifosatu i réznych dodatkéw L-Phe, L-Tyr oraz L-Trp). Podtoze zawierajace glifosat
(5uM) oraz L-Trp (1 uM) skutkowato najwiekszg zawartoscia kwasu szikimowego w
podiozu. Wykazatam, ze biosynteza kwasu szikimowego zachodzi podczas
logarytmicznej fazy wzrostu. Potwierdzitam, Ze aminokwasy aromatyczne reguluja
synteze enzymoOw szlaku szikimowego na zasadzie regulacji produktem. Wyniki
przedstawiatam w formie referatu [Zatacznik 4: ILL1.]. Po pierwszej 6 miesiecznej
wizycie w roku 2004, zaproszono mnie na kolejne 3 miesigce w roku 2005. Podczas
drugiego stypendium [Zatacznik 5: II.G.2.] podjetam prébe opracowania metody
oznaczania aktywnoSci kinazy szikimianowej w komoérkach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae. Uzyskane wyniki przedstawitam w formie referatu podczas Internal seminars
in Applied Microbiology [Zatacznik 4: IL.L.2.]. Pragne nadmienié, ze w okresie bliskim
mojego stazu (2007r.) Lund University w kategorii LIFE zajmowat 50 miejsce wg.
Academic Ranking of World Universities (tzw. listy szanghajskiej).

Doswiadczenia, ktére nabytam podczas stazu naukowego sktonily mnie do
zmiany zagadnien realizowanych praca doktorska. Na realizacje badan uzyskatam grant
promotorski 2 PO6T 058 29 [Zatgcznik 5: II.G.3]. Celem projektu byto okreslenie zmian
w metabolizmie komérkowym drozdzy wywotanych rézng zawarto$cia kwasu
p-aminobenzoesowego (PABA). Jednoznacznie wskazatam, ze kwas p-aminobenzoesowy
zmienia metabolizm drozdzy w taki sposob, Ze mozliwa jest nadprodukcja kwasu
szikimowego. W dawce 200 pg PABA /dm3 promuje biosynteze kwasu szikimowego
niezaleznie od stosowanego szczepu drozdzy [Zatacznik 4: II.J.3 - opublikowany po
doktoracie], co pozwolilo stwierdzi¢, iz kwas p-aminobenzoesowy jest inhibitorem
szlaku szikimowego. Wykazatam, ze dawki PABA w zakresie od 0,02 do 100 ug PABA
cm3 wywotujg istotny wzrost zawarto$ci azotu w biomasie komdrkowej drozdzy
[Zatacznik 4: II.C.2.3 - opublikowany po doktoracie]. Kwas p-aminobenzoesowy obok
2-amino-4-hydroksy-6-metylopterydyny oraz kwasu glutaminowy stanowi zasadniczy
element czasteczki kwasu foliowego zatem wysunetam hipoteze, ze zmiana jego
zawartoSci w podiozu moze regulowa¢ zawarto$¢ folianow w biomasie drozdzy.
Nawigzalam wspotprace z prof. dr hab. Elzbieta Gujska z Katedry Towaroznawstwa
i Badan Zywnosci Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, ktéra umozliwita
mi oznaczenie folianéw ogétem w biomasie badanych drozdzy metoda HPLC.
Zastosowana metoda pozwalata rowniez na okreslenie ich sktadu. Przeprowadzone
doswiadczenia wykazaty, ze PABA wptywa na zdolno$¢ gromadzenia folianéw przez
badane szczepy drozdzy. Suplementacja podtoza mineralnego PABA w stezeniu od 1 do
25 pg PABA w 1 cm3 promowata biosynteze folianow przez szczep S. cerevisiae 2200.
Wieksza zawarto$¢ PABA (od 50 pg cm3) hamowata biosynteze folianéw. Odmienng
zaleznos$¢ stwierdzono dla haploidalnego szczepu S. cerevisiae CEN.PK 7D-113, ktéry nie
reagowat zmiang wydajnoSci biosyntezy folianéw mimo suplementacji podtoza
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mineralnego PABA. Kwas p-aminobenzoesowy dodawany do podtoza mineralnego i jak
réwniez melasowego nie wptywal na rodzaj wytwarzanych form folianéw, wsréd
ktorych  dominowaty dwie: 5-CH3-THF (5-metylotetrahydrofolian) i THF
(tetrahydrofolian). Szczep S. cerevisiae CEN.PK charakteryzowat sie istotnie wieksza
zawartos$cig wolnych folian6w (oznaczana metoda mikrobiologiczng z uzyciem szczepu
referencyjnego Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469) w podiozu mineralnym, za$ szczep
S. cerevisiae 2200 w podtozu melasowym [Zalgcznik 4: II.C.2.4-opublikowany po
doktoracie].
Podsumowujac, moje pozostate osiggniecia przed uzyskaniem stopnia doktora,

zrealizowatam w obrebie nastepujacych zainteresowan badawczych:

1. oznaczanie struktury inhibitoréw proteinzay HIV

2. optymalizacja biokonwersji kwasu trans-cynamonowego do L-fenyloalaniny
przez drozdze Rhodotorula mucilaginosa

3. badania nad biosyntezg kwasu szikimowego przez drozdze wraz opracowaniem
metody oznaczania aktywnoSci kinazy szikimianowej Saccharomyces cerevisiae

4, badania na wplywem kwasu p-aminobenzoesowego na metabolizm drozdzy

Saccharomyces cerevisiae

Po uzyskaniu stopnia doktora

Badanie biosyntezy folianéw przez drozdze

W 2007r. zostatam zatrudniona na stanowisko asystenta w Zaktadzie
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci, Wydziat Nauk o Zywno$ci SGGW.

Poczatkowo wykorzystywalam nabyte podczas realizacji pracy doktorskiej
umiejetno$ci oznaczania zawarto$ci folianéw metodg mikrobiologiczng, m.in.
w biomasie szczepow drozdzy piekarski [Zatacznik 4: 11.J.4.] oraz w makach [Zalgcznik
4: 1ILJ.5.]. Nastepnie uzyskatam dofinasowanie na realizacje zadania badawczego
w ramach wewnetrznego trybu konkursowego dla mtodych pracownikéw [Zatgcznik 5:
II.G.4.]. Zakres badan obejmowat izolacje, namnazanie oraz oznaczanie zawartosci
folianow metoda mikrobiologiczng w biomasie drozdzy po ich ekstrakcji enzymatycznej
z uzyciem koniugazy (samodzielnie ekstrahowanej ze sproszkowanych nerek
Swinskich), proteinazy i amylazy. Zawarto$c¢ foliandw w szczepach wahata sie od 161 do
2711ug/100g mokrej biomasy i byta zalezna od szczepu. Do szczepéw ktérych biomasa
zawierata najmniej folianow naleza Candida nanaspora i Pichia fermentas. Najwieksza
ilos¢ folianéw oznaczono w biomasie drozdzy Candida famata, Candida inconspicua oraz
Cryptococcus humicolus. Otrzymane wyniki przestawitam podczas Seminarium Wydziatu
Nauk o Zywnos$ci (2012r.). W pracy [Zatacznik 4: I1.C.2.5.] dokonano przegladu
produktéw spozywczych wzbogaconych w kwas foliowy dostepnych na rynku polskim.
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Wykazano, ze najwiekszy udzial produktéw wzbogaconych to ptatki $niadaniowe
(31%), soki napoje i nektary (23%) oraz zywno$¢ dla niemowlat (16%).

Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zywnosci fermentowanej

PiSmiennictwo naukowe wielokrotnie donosito, Ze bakterie Lactobacillus
rhamnosus, m.in. L. rhamnosus ST461BZ oraz ST462BZ wytwarzaja bakteriocyne-
rhamnozyne A. Celem badan byta ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ptynéw
pohodowlanych L. rhamnosus ATCC 7469 (szczep referencyjny w mikrobiologicznej
metodzie oznaczania folianéw) oraz weryfikacja zdolno$ci szczepu do biosyntezy
bakteriocyn. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa oznaczano metodg stupkowo-
dyfuzyjna, kragzkowo-dyfuzyjna oraz w podtozach ptynnych w warunkach Bioscreen C
wobec E. coli, S. Enteritidis, E. cloaceae, P. mirabilis, Y. enterocolitica, P. aeruginosa, S.
aureus oraz B. cereus Badania pozwolity na ustalenie, Ze szczep L. rhamnosus ATCC 7469
nie wytwarza bakteriocyn [Zatacznik 4: I11.C.2.14].

Tempeh to tradycyjny indonezyjski produkt otrzymywany z soi w wyniku
naturalnej fermentacji przy udziale bakterii mlekowych, drozdzy i szczepoéw plesni
z rodzaju Rhizopus. Spozywanie tempehu hamuje biegunki a za prawdopodobny czynnik
antybakteryjny uznaje sie peptyd o masie czasteczkowej 5500 Da wytwarzany przez
Rhizopus  oligosporus. Podjeto probe zbadania ewentualnych witasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych tempehu produkowanego w Polsce. Wykazano, ze produkty
wykazywaty istotng aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa w stosunku do bakterii: E. coli
ATCC 25922, B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923 i S. Enteritidis ATCC13076.
Stopien zahamowania wzrostu bakterii byt rézny w zaleznosci od rodzaju produktu
(tempeh naturalny i wedzony), jak réwniez badanego szczepu bakterii i wynosit od 1,6%
do 24,22%. Najwiekszg wrazliwo$¢ na sktadniki aktywne obecne w obu badanych
rodzajach tempeh wykazywaty bakterie S. aureus ATCC 25923 i S. Enteritidis ATCC
13076 [Zatgcznik 4: 11.C.2.8.].

Badanie jakosci mikrobiologicznej Zywnosci minimalnie przetworzonej,
ziot i kosmetykow

Propagowanie zdrowego trybu zycia, zmiany nawykéw zywieniowych
konsumentéw wyzwolil w ostatnich latach popyt na $wiezg a jednocze$nie wygodna
zywno$C. Tendencje przyczynity sie do zwiekszonej podazy zywno$ci minimalnie
przetworzonej, ktéra jest szczeg6lnie narazona na rozwdj niepozadanej mikroflory
a przez to moze stanowi¢ zagrozenie dla bezpieczenistwa zdrowotnego konsumentdéw.

W zwigzku z tym realizowalam badania okreslajgce jako$¢ mikrobiologiczng
zywno$ci minimalnie przetworzonej. Dostepne w handlu niepasteryzowane soki
warzywne ze wzgledu na duze rozdrobnienie surowca, sktad chemiczny oraz wysokie
pH stanowia one doskonate srodowisko do rozwoju mikroflory. Badane soki warzywne
byty wolne od bakterii chorobotworczych Salmonella oraz Staphylococcus aureus jak
réwniez od bakterii psychrofilnych, co stanowi warunek bezpiecznego przechowywania
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produktow w temperaturze chtodniczej. W poréwnaniu z innymi produktami
warzywnymi mato przetworzonymi soki jednodniowe charakteryzowaty sie mniejsza
liczba mezofilnych bakterii tlenowych a takze bakterii fermentacji mlekowej i drozdzy.
Obserwowano natomiast niepokojace wyniki w zakresie wskaznikoéw sanitarnych, t.j.
wysoka liczbe bakterii z grupy coli oraz enterokokéw ($rednio 10°jtk/cm3) [Zatacznik 4:
II.C.2.6.] Przechowywanie sokéw w warunkach chtodniczych zwiekszyto liczbe
niektérych parametréw mikrobiologicznych, w tym ogélng liczbe drobnoustrojow,
liczbe grzybow oraz wskaznikdw sanitarnych nie zwiekszyto natomiast liczby bakterii
fermentacji mlekowej [Zatgcznik 4: II.C.2.7.]. Badatam jako$¢ mikrobiologiczng
powietrza w bufetach uniwersyteckich metoda sedymentacyjng. OkreSlono, ze
dominujaca mikroflore stanowity bakterie mezofilne tlenowe nalezgce do rodzaju
Micrococcus, Tetracoccus, Sarcina i Bacillus, przy czym ich liczba w 1m3 wynosita od 101
do 103 jtk. Wyizolowano szczep bakterii patogennych Stahpylococcus caprae.
Stwierdzitam niski poziom zanieczyszczen, niezaleznie od miejsca badawczego co
Swiadczyto o prawidtowej konserwacji systemow wentylacyjno-klimatyzacyjnych
w obiektach poddanych badaniu. [Zatacznik 4: 1.J.11.]

W latach 2008-2011 wykonywatam ekspertyzy kosmetykéw dla Laboratorium
Kosmetyczne dr Irena Eris. Prowadzitam testy obcigzeniowe surowcow, potproduktow
i produktéw Kkosmetycznych zakazonych plesniami, co miato celu sprawdzanie
skutecznosci uktadow konserwujacych kosmetykoéw [Zalacznik 4: ILK.1.]. W latach
2011-2016 wielokrotnie wspoétpracowatam z Wydziatem Ogrodnictwa i Architektury
Krajobrazu SGGW, po6Zniejszym Wydziatem Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury
Krajobrazu, przygotowujac wspdlnie z prof. dr hab. Matgorzatg Gniewosz ekspertyzy
z zakresu analizy mikrobiologicznej dostarczanych prébek suszu réznych czesci roslin:
lisci, kwiatéw, kigczy i kory pozyskiwanych z upraw doswiadczalnych w otwartym
terenie i w systemie szklarniowym [Zatgcznik 4: II.K.2.]. Zakres prowadzonych przeze
mnie analiz obejmowat oznaczanie liczby bakterii mezofilnych tlenowych, liczby bakterii
mezofilnych tlenowych przetrwalnikujacych, liczbe drozdzy i grzybow plesniowych,
miano coli, obecnos$ci Escherichia coli w 1g, pateczek Salmonella w 25 g, gronkowcéw
koagulazododatnich w 0,1 g jak réwniez bakterii przetrwalnikujacych beztlenowych
redukujacych siarczyny w 1g.

Pozyskiwanie fagow do zastosowan w utrwalaniu zywnosci

Do grupy zywno$ci minimalnie przetworzonej typu ,ready to eat” zalicza sie
m.in. mieszanki satat oraz kietki. Przypadki powaznych zatru¢, w tym zgonéw, po
spozyciu kietkow (Niemcy, 2011r.) oraz ich duze obcigzenie mikroflorg bakteryjna
wymusza opracowanie technologii produkcji zapewnianiajacej ich bezpieczenistwa oraz
jako$¢. W tym miejscu zainteresowatam sie koncepcja stosowania fagéw do polepszania
jakosci mikrobiologicznej Zywnos$ci minimalnie przetworzonej. W zwigzku z tym
realizowano badania, ktérych celem byto pozyskiwanie fagow, ich charakterystyka oraz
proba aplikacji do kietkéw celem wydtuzenia trwatosci. Prace te realizowane byty we
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wspolpracy ze studentami Kola Naukowego Technologéw Zywno$ci SGGW oraz
z merytorycznym wsparciem prof. dr hab. Stanistawa Btazejaka. W pierwszym etapie
prac izolowano fagi i okresSlano ich aktywno$¢ lityczng wobec bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae metoda kropelkowg oraz okreslano miana faga [Zatacznik 5: 1.8.a.]
Materiat do izolacji fagow stanowity prébki wody roznego pochodzenia, m.in. woda
$ciekowa, ze zbiornikéw naturalnych oraz przydomowej studni. Najlepszym Zrédtem
bakteriofagéw byta woda Sciekowa, z tego wzgledu, iz jest to najbardziej
zanieczyszczone $rodowisko, obcigzone substancjami odzywczymi co stwarza dobre
warunki do rozwoju bakterii a zatem do mnozenia czastek fagowych. Nastepnie
wpadtam na pomyst wykorzystania automatycznego analizatora wzrostu Bioscreen C do
pomiaru szybkoSci lizy komoérek bakteryjnych przez bakteriofagi. Otrzymane wyniki
przedstawiono podczas Sesji Studenckich K6t Naukowych w Szczecinie, gdzie zostaly
nagrodzone wyroznieniem w bloku przyrodniczym [Zatgcznik 5: 1.8.b. ]. Opracowana
technika wykorzystania Bioscreen C do pomiaru szybkoSci lizy zostata wykorzystana
podczas realizacji kolejnych doswiadczen. Kolejno analizowano jako$¢ mikrobiologiczng
kietkéw, mieszanek satat, sokéw jednodniowych w terminie przydatnosci do spozycia
oraz 48h po jego zakonczeniu. Badane produkty spetniaty wymagania obowigzujacych
norm, jednak wykazano wysokie zanieczyszczenie produktéw drobnoustrojami
saprofitycznymi, np. OLD mezofilnych przekraczata 8x108 jtk/g kietkow, 7x107 jtk/g
lisSci szpinaku oraz 4x10° jtk/cm3 soku marchwiowo-selerowego. Podczas
przechowywania liczba bakterii psychrofilnych i pschrotrofowych zwiekszata sie o 1-2
rzedy logarytmiczne w kietkach a w przypadku sokéw nawet o 3 rzedy. Soki warzywne
byty obcigzone beztlenowcami redukujacymi siarczyny co prawdopodobnie byto
zwigzane ze Srodowiskiem uprawy warzyw przeznaczonych na soki [Zatgcznik 5: 1.8.d.,
Zalacznik 4: II.C.1.7.]. Wynikiem do$wiadczen byto utworzenie biblioteki czystych
kultur bakterii dominujgcych w badanych produktach minimalnie przetworzonych.
Nastepnie ze Sciekéw komunalnych wyizolowano 29 wiruséw infekujacych bakterie
dominujace w kietkach. Przygotowano koktajle fagowe, ktdre stosowano jako oprysk na
produkt, ktéry pakowano w atmosferze ochronnej (kietki i liscie) lub w postaci ptynnej
do sokdéw, i po okresie inkubacji poréwnywano og6élng liczbe drobnoustrojow wobec
prob kontrolnych. Obserwowano istotne zmniejszenie OLD a tym samym wykazano
mozliwo$¢ przedtuzenia trwatoSci mikrobiologicznej z uzyciem koktajléw fagowych
[Zalgcznik 5: 1.8.e.]. Badania morfologiczne z uzyciem transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (TEM) ujawnily, iz wiekszo$¢ wyizolowanych fagéw nalezy do rzedu
Siphoviridae oraz Myoviridae. Okre$lono wptyw temperatury (od -202C do 702C) oraz pH
(od 3 do 12) na aktywnos¢ lityczng fagow wobec szczepow bakterii pochodzacych z
kietkéw Klebsiella ornithinolytica oraz Escherichia coli. Jednoznacznie wykazano, ze
sposrod badanych czynnikdw kwasowo$¢ czynna Srodowiska silniej ostabia zdolnos¢
fagow do infekcji komoérek gospodarzy [Zatacznik 4: I1.C.1.8.]. Wartosciowym efektem
prowadzonych doswiadczen jest opracowana kolekcja kilkudziesieciu szczepdw bakterii
dominujacych w zywnosci ,ready-to-eat” oraz infekujacych je fagow. Kolekcja stanowi
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Zrédto materiatu biologicznego do realizacji dalszych prac naukowych z tego zakresu
a roéwnoczeSnie moze by¢ wykorzystana do opracowania nowatorskich zajec
dydaktycznych.

Pozyskiwanie cennych metabolitow mikroorganizmow hodowanych na tanich
i odpadowych podtozach

Réwnolegle kontynuowatam swoje zainteresowania naukowe zwigzane
z biotechnologicznym pozyskiwaniem cennych metabolitow w szczegdlnoSci w oparciu
o tanie i odpadowe podtoza. Uczestniczylam w wielu pracach prowadzonych
w Zaktadzie Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnos$ci skoncentrowanych wokdt
wielowagtkowego projektu dt. zagospodarowania glicerolu odpadowego.

Biotransformacja glicerolu do DHA jest Kkatalizowana przez enzym
dehydrogenaze glicerolowa (GlyDH, EC 1.1.99.22) zwigzang z btong cytoplazmatyczng
komérek Gluconobacer oxydans. Mozliwo$¢ zagospodarowania glicerolu odpadowego ta
metodg jest opracowywana przez dr inz. Lidie Stasiak-R6zanska. Dihydroksyaceton
(DHA) to Kketotrioza stosowana jako sktadnik aktywny s$rodkéw kosmetycznych
przeznaczonych do samoopalania. Stwierdzono, ze dla uzyskania produktywnych
komorek Gluconobacer oxydans ATCC 621 pozywka hodowlana powinna zawierac
glicerol w stezeniu 30 g L1 oraz istotne jest jednoczesne zapewnienie prawidtowej
kwasowos$ci pozywki (pH 8,0) stabilizujacej aktywnos$¢ GlyDH [Zatgcznik4: IL.A.1.].
WyKkorzystanie unieruchomionych komoérek bakterii octowych umozliwito otrzymanie 9
g DHA L1 przy utylizacji 50% glicerolu, a kolejne uzycie unieruchomionego
biokatalizatora skutkowato otrzymaniem 8,7 g DHA L1 w dwukrotnie krotszym czasie
[Zatacznik 4: II.A.9.]. W zakresie tych badan stuzytam swojg doswiadczeniem dt.
procesow biotransformacji podczas analizy i interpretacji wynikow.

W ramach wspotpracy z dr inz. Anng Bzduchg-Wraobel, ktora koncentruje sie na
pozyskiwaniu (-glukanu pochodzenia drozdzowego, przeprowadzitam czes¢
doswiadczen oceniajgcych wptyw zastosowanych metod dezintegracji na wydajnos¢
wydzielania materiatu genetycznego z komoérek badanych drozdzy [Zatacznik 4: 11.A.2.].
Obecnie biore udziat jako wykonawca w projekcie GluCan - technologia wytwarzania
funkcjonalnych preparatow o wysokiej zawartosci [(1,3)/(1,6)-glukanu drozdzy
Candida utilis o wlasciwosci wigzania mykotoksyn w konkursie Inkubator
Innowacyjnosci i komercjalizacja wynikow prac B+R w jednostkach naukowych
i przedsiebiorstwach” w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwdj 2014-
2020 (Dziatanie 4.4.), ktérego kierownikiem jest dr inz. Anna Bzducha-Wrdbel
[Zatacznik 4: II.G.5.]. W tym projekcie jestem odpowiedzialna za prowadzenie hodowli
drozdzy w warunkach bioreaktora. Wykazano, ze drozdze C. utilis hodowane w podtozu
z Ziemniaczang woda sokowg oraz glicerolem sg bogatym zrodtem (3(1,3)/(1,6)-glukanu.

Bytam promotorem pomocniczym pracy doktorskiej pt. Biosynteza ttuszczu oraz
karotenoidow przez drozdze z rodzaju Rhodotorula w podtozach z ziemniaczang woda
sokowg i glicerolem autorstwa dr inz. Anny M. Kot (obrona pracy z wyrdznieniem:
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7.12.2018r.). Ustalono, ze badane szczepy drozdzy wykazaty zaréwno zdolno$¢ do
utylizacji glicerolu (nawet powyzej 99%) jak rowniez zwigzkéw azotowych obecnych w
wodzie sokowej (do 67,5%). Biomasa (s.s.) drozdzy Rhodotorula gracilis ATCC 10877
uzyskana po hodowli z ziemniaczang woda sokowga oraz glicerolem odpadowym w
stezeniu 3% zawierata od 10,5 do 15,2% tluszczow, przy czym ttuszcz taki
charakteryzowat sie najwiekszym udziatem kwasu linolowego (28%) jesli ekstrahowany
byt po hodowli w warunkach bioreaktora. Ustalono, Ze zawarto$¢ karotenoidéw ogoétem
w biomasie szczepdw drozdzy Rhodotorula mieScita sie w zakresie od 40 do 360 ng/gss.
a obnizona temperatura najefektywniej indukowata proces ich biosyntezy. Ponadto
mozliwe byto regulowanie udziatem (-karotenu, torularodyny oraz torulenu poprzez
sterowanie sktadem podtoza oraz warunkami hodowli. Zastosowanie naswietlania
(w zakresie widzialnym) zwiekszylo udziat torularodyny, zastosowanie nadtlenku
wodoru zwiekszyto udziat torulenu a obnizenie temperatury hodowli wraz z dodatkiem
chlorku sodu ukierunkowato synteze na [3-karoten.

Za istotny aspekt mojego rozwoju naukowego postrzegam wykonywanie
ekspertyz naukowych dla podmiotéw zewnetrznych w zakresie analizy jakosci
mikrobiologicznej kosmetykéw i zi6t [Zatgcznik 4: ILK.1., ILK.2.]. Ponadto
przygotowywatam czyste kultur drozdzy winiarskich dla podmiotéw zewnetrznych
[Zatacznik 4: I1.K.3.] oraz klientow indywidualnych, a takze ekspertyze dt. doboru
szczepu drozdzy do prowadzenia fermentacji alkoholowej nastawoéw gorzelniczych
z sacharozg wraz z opracowaniem sposobu ich namnazania [Zatacznik 4: IL.K.5.]. Jestem
przekonana, ze udziat w ekspertyzach przyczynia sie do budowania i rozwijania relacji
z otoczeniem spoteczno-gospodarczym uczelni w ktérej pracuje.

Przechowywanie szczepow referencyjnych

Za ogromnie istotny elementem mojego rozwoju naukowego uwazam
doswiadczenie, ktére zdobytam bedac wspoétkuratorem Muzeum Czystych Kultur
Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci (od 2009 do 2018). W chwili obecne;j
Muzeum dysponuje ponad 120 szczepami bakterii, w tym kilkudziesiecioma z II grupy
ryzyka, 130 szczepami drozdzy (winiarskie, gorzelnicze, piekarskie, piwowarskie i inne)
oraz ponad 30 szczepami pleSni. Do moich obowigzkéw nalezato gromadzenie
i przechowywanie szczepéw drobnoustrojow w nalezytym dobrostanie (w stanie
zapewniajgcym stabilnos$¢ fizjologiczng, biotechnologiczng i genetyczng), tak aby mogty
stuzy¢ celom naukowym oraz dydaktycznym. Praca ta wymagata ode mnie wiedzy
z zakresu fizjologii, uzdolnien biochemicznych oraz wymagan pokarmowych
i Srodowiskowych zaréwno drozdzy i plesni jak réwniez bakterii. Wymagata takze
umiejetnosci odpowiedniego doboru metod przechowywania gwarantujacych wysoka
przezywalno$¢ oraz stabilno$¢ genetyczng. Natomiast w przypadku wprowadzania do
kolekcji  szczepow  izolowanych ze Srodowiska umiejetnosci identyfikacji
mikroorganizméw metodami klasycznymi z zastosowaniem odpowiednich pozywek
namnazajacych i selektywnych.
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Podsumowujac, moje pozostate osiggniecia naukowe po uzyskaniu stopnia
doktora dotycza nastepujacych obszaréw badawczych:

1. badania nad biosynteza folianéw przez drozdze

2. badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zywno$ci fermentowanej

3. badania jakosci mikrobiologicznej zywno$ci minimalnie przetworzonej, zi6t
i kosmetykow

4. pozyskiwania fagéw do zastosowania w utrwalaniu Zywnosci

5. pozyskiwania cennych metabolitow mikroorganizméw hodowanych na tanich
i odpadowych (m.in. dihydroksyaceton, 3-glukan)

6. przechowywanie szczep6w referencyjnych.
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6. Podsumowanie dorobku naukowo-badawczego

Do moich zainteresowan naukowych zaliczytabym aktywno$¢ w zakresie
biotechnologii i mikrobiologii Zzywnosci stanowigcych integralna czes¢ dyscypliny
naukowej technologia ZywnoSci i Zzywienia.

WSsrod zainteresowan wymienitabym najwazniejsze:

1. Pozyskiwanie sktadnikéw odzywczych metodami biotechnologicznymi poprzez
regulacje warunkéw hodowli drozdzy, w szczegdlnosci niekonwencjonalnych
(badan nad metabolizmem drozdzy - biosynteza kwasu szikimowego, foliandw,
egzopolisacharydow i ttuszczow).

2. Badania nad mozliwos$cia utylizacji surowcéw odpadowych (ziemniaczana woda
sokowa, glicerol odpadowy) przez drobnoustroje, zaréwno drozdze i bakterie.

3. Badania nad jako$cia ZzywnoS$ci (monitorowanie jakos$ci mikrobiologicznej
zywnosci, bior6znorodno$¢ mikrobiologiczna zywnoSci, poszukiwanie czynnikow
przeciwdrobnoustrojowych, wykorzystanie fagow w ksztaltowaniu jakosci
Zywnosci).
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Podsumowujac, na méj dorobek naukowy sklada sie:

15 artykutow w czasopismach wymienionych w bazie Journal Citation Reports
(Applied Microbiology and Biotechnology, BioMed Research International, Electronic
Journal of Biotechnology, European Food Research and Technology, Fungal Biology
Review, Microbial Cell Factories, Molecules, Postepy Mikrobiologii, Potato Research)
20 artykutéw w czasopismach wymienionych w cze$ci B wykazu MNiSW
7 rozdziatéw w monografii naukowe;j
1 redakcja monografii naukowej
2 patenty krajowe
5 referatéw wygtoszonych na miedzynarodowych konferencjach tematycznych
5 referatéw wygtoszonych na krajowych konferencjach tematycznych
29 komunikatéw naukowych (postery)
2 wielomiesieczne (3 i 9 miesieczne) naukowe staze zagraniczne w prestizowym
o$rodku naukowym
8 sekwencji DNA zdeponowanych w GenBank®
1 szczep zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéow (PCM)
12 ekspertyz
2 sprawozdania z grantow
10 recenzji artykutéw naukowych w czasopismach o zasiegu krajowym
i miedzynarodowym
Udziat w 2 projektach badawczych w roli wykonawcy
Udziat w 2 projektach badawczym w roli kierownika
1 pomocnicze promotorstwo pracy doktorskiej

Podsumowanie scjentometryczne moich publikacji wyglada nastepujaco:

Punkty MNiSW= 6402

Sumaryczny IF = 30,927b

Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Sciences = 118

(w tym bez autocytowan = 104)

Index Hirsha wg bazy Web of Sciences =5 [w dniu 25.03.2019r.]

a Liczba punktow zgodnie zgodne z wykazem czasopism naukowych wraz z liczbg punktéw przyznawanych
za publikacje w tych czasopismach wg. Rozporzqdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 12
grudnia 2016 r. (Dz. U. 2016 r. poz. 2154) oraz wg Komunikatu MNiSW z dnia 26.01.2017

b Sumaryczny Impact Factor (IF)* z roku publikacji (w przypadku publikacji z roku 2019 podano IF dla roku
2018)

Cf;ma,&&\
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