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1. Dane personalne

Imie i nazwisko:

Miejsce pracy:

Marek Konrad Kieliszek

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,

Wydzial Nauk o Zywnosci, Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii
i Oceny Zywnosci

ul. Nowoursynowska 159c, 02-776 Warszawa

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

12.06.2015

12.06.2009

13.06.2008

Doktor nauk rolniczych w zakresie technologii Zywnosci
i zywienia, Wydziat Nauk o Zywnosci, Szkota Gloéwna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, praca doktorska,
pt. ,Bioakumulacja selenu w komoérkach drozdzy Candida utilis
ATCC 9950” wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Stanistawa
Btazejaka

Studia  podyplomowe, @ Wydziat = Biochemii,  Biofizyki
i Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw, Biologia
molekularna

Magister inzynier, Wydzial Nauk o Zywnoéci i Biotechnologii,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, praca magisterska,
pt. ,Oczyszczanie i charakterystyka proteaz wytwarzanych przez
bakterie z rodzaju Lactobacillus” wykonana pod kierunkiem
dr hab. Adama Wasko, prof. UP w Lublinie

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.01.2016
obecnie

01.01.2015
01.01.2016

12.09.2014
31.12.2014

Adiunkt

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnoéci,
Wydziat Nauk o Zywnoéci, Szkota Gléwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Asystent

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnoéci,
Wydzial Nauk o Zywnosci, Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie

Asystent

Zaktad Mikrobiologii,

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
im. prof. Wactawa Dgbrowskiego w Warszawie
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19.04.2012 Specjalista badawczo-techniczny
11.09.2014 Zaktad Mikrobiologii,

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
im prof. Wactawa Dabrowskiego w Warszawie

20.03.2009 Mikrobiolog
18.04.2012 Zaktad Mikrobiologii,

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
im. prof. Wactawa Dagbrowskiego w Warszawie

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki

Osiggnieciem naukowym wynikajacym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003

r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. W Dz. U. z 2016 r. poz. 1311) jest
jednotematyczny cykl siedmiu publikacji naukowych z lat 2016-2019.

4.1. Tytul osiagniecia naukowego

Studia nad wigzaniem i metabolizmem selenu w komérkach drozdzy uzyskanych
w hodowli na podtozu komercyjnym oraz na odpadach rolno-spozywczych.

4.2.Publikacje wchodzace w sklad rozprawy habilitacyjne;j

H1.

H2.

Kieliszek M., Kot A. M., Bzducha-Wrébel A. Btazejak S, Gientka I., Kurcz A.
(2017) Biotechnological use of Candida yeasts - a review. Fungal Biology
Reviews, 31(4), 185-198.

(Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na: udziat w opracowaniu koncepcji pracy, opis
poszczegdlnych rozdziatdw pracy, przygotowanie publikacji, autor korespondencyjny. Mdj
udziat procentowy szacuje na 40%)

Impact Factor,gi7: 3,967, MNiSW,017: 40 pkt.

Kieliszek M., Btazejak S., Ptaczek M. (2016) Spectrophotometric evaluation of
selenium binding by Saccharomyces cerevisiae ATCC MYA-2200 and Candida
utilis ATCC 9950 yeast. Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, 35,
90-96.

(Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: udziat w opracowaniu koncepcji pracy,
prowadzenie badan, napisanie manuskryptu, przygotowanie publikacji, autor
korespondencyjny. Mdj udziat procentowy szacuje na 70%)

Impact Factor,gie: 3,225, MNiSW,016: 20 pkt.



Dr inz. Marek Kieliszek Zatgcznik 2A - Autoreferat

H3.

H4.

H5.

He.

H7.

Kieliszek M., Btazejak S., Kurek E. (2017) Binding and conversion of selenium
in Candida utilis ATCC 9950 yeasts in bioreactor culture. Molecules, 22(3), 352.

(Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: udziat w opracowaniu koncepcji pracy,
prowadzenie badan, opracowanie wynikow, napisanie manuskryptu, przygotowanie
publikacji, autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy szacuje na 80%)

Impact Factoryg;z: 3,098, MNiSW,016/2017: 30 pkt.

Kieliszek M., Btazejak S. Piwowarek K. Brzezicka K. (2018) Equilibrium
modeling of selenium binding from aqueous solutions by Candida utilis ATCC
9950 yeasts. 3 Biotech, 8, 388.

(Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na: udziat w opracowaniu koncepcji pracy,
prowadzenie badar, napisanie manuskryptu, przygotowanie publikacji, autor
korespondencyjny. Mdj udziat procentowy szacuje na 85%)

Impact Factorypiz/201s: 1,497, MNiSWy17: 15 pkt.

Kieliszek M., Btazejak S. (2018) Speciation analysis of selenium in Candida
utilis yeast cells using HPLC-ICP-MS and UHPLC-ESI-Orbitrap MS techniques.
Applied Sciences, 8, 2050.

(Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na: udziat w opracowaniu koncepcji pracy,
prowadzenie badan, napisanie manuskryptu, opis rezultatu badan, przygotowanie
publikacji, autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy szacuje na 90%)

Impact Factoryei7/2018: 1,689, MNiSW,07: 25 pkt.

Kieliszek M. Btazejak S. Bzducha-Wrébel A, Kot A. M. (2019) Effect
of selenium on lipid and amino acid metabolism in yeast cells. Biological Trace
Element Research, 187, 316-327.

Korekta: Kieliszek M., Btazejak S., Bzducha-Wrébel A. Kot A. M. (2019)
Correction: Effect of selenium on lipid and amino acid metabolism in yeast
cells. Biological Trace Element Research, 187, 328-328.

(Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na: udziat w opracowaniu koncepcji pracy,
prowadzenie badan, napisanie manuskryptu, opis rezultatu badan, przygotowanie
publikacji, autor korespondencyjny. Mdj udziat procentowy szacuje na 80%)

Impact Factoryei7/2018: 2,361, MNiSW0;7: 15 pkt.

Kieliszek M., Btlazejak S., Bzducha-Wrébel A.,, Kot A. M. (2019) Effect of
selenium on growth and antioxidative system of yeast cells. Molecular Biology
Reports, https://doi.org/10.1007/s11033-019-04630-z.

(Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: udziat w opracowaniu koncepcji pracy,
prowadzenie badan, napisanie manuskryptu, opis rezultatu badan, przygotowanie
publikacji, autor korespondencyjny. Mdj udziat procentowy szacuje na 85%)

Impact Factorypiz/201s: 1,889, MNiSW3017: 20 pkt.
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Oswiadczenia wspotautoréw odnosnie ich udzialu we wspdlnych publikacjach

stanowiacych jednotematyczny cykl zostaty zamieszczone w zatgczniku 5.

Osiggniecie bedace podstawg ubiegania sie o uzyskanie stopnia naukowego
doktora habilitowanego zostato przedstawione w publikacjach o 3cznej wartosci
wspotczynnika IF =17,726. Suma punktow wedtug punktacji MNiSW, obliczonej

zgodnie z rokiem publikacji wynosi 165.

Warto$¢ Indexu Hirscha wg bazy Web of Science wynosi 9, zas liczba cytowan
424 (bez autocytowan 347). Warto$¢ Indexu Hirscha wg bazy Elsevier Scopus

wynosi 10, za$ liczba cytowan 486 (bez autocytowan 404).

4.3.0moéwienie celu naukowego w/w prac i osiagnietych wynikéow wraz
z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

W poczatkowym okresie mojej dziatalnosci naukowej podjatem badania
zwigzane z procesem bioakumulacji selenu przez biomase komoérkowa drozdzy
C. utilis ATCC 9950. Wyniki tych prac zostaty przedstawione miedzynarodowemu
$Srodowisku naukowemu poprzez opublikowanie po obronie pracy doktorskiej
czterech artykutéw naukowych znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports
(JCR) (zat 3, punkt II, A-20, A-22, A-23, A-24). Nalezy podkresli¢,
ze przeprowadzone badania ciesza sie duzym zainteresowaniem w $rodowisku
naukowym o czym $wiadczg liczne cytowania w bazie Web of Science oraz Elsevier
Scopus. Rezultaty badan uzyskane w pracy doktorskiej stanowity impuls do
pogtebienia wiedzy z tego tematu i wykorzystania w dalszej pracy doswiadczalnej
nowych metod analitycznych. Uznatem, Ze produkty odpadowe pochodzace
z réznych gatezi branzy rolno-spozywczej (ziemniaczana woda sokowa, glicerol)
mozna wykorzystac¢ jako sktadniki podtoza hodowlanego do wzrostu drozdzy. Tak
uzyskana i dobrze odzywiona biomasa komdérkowa po hodowli powinna zawieraé
substancje zapasowe, ktore beda sprzyjaty procesowi wigzania selenu z roztworow
wodnych. Przyjete zatozenie wyznaczyto dalszy kierunek moich badan majacych na
celu poréwnanie wigzania selenu przez drozdze z podiloza komercyjnego YPD
suplementowanego selenem z biomasg komorkowa drozdzy otrzymang po hodowli

w podtozach przygotowanych z odpadéw rolno-spozywczych, ktora wykazuje
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zdolnoSci wigzania tego pierwiastka z roztworow wodnych. Uzyskane wyniki badan
pozwolily pogtebi¢ wiedze na temat zdolnosci bioakumulacji selenu przez drozdze
hodowane w r6znych warunkach. Jednoczesnie uzyskano wiele nowych informacji
naukowych dotyczacych wptywu tego pierwiastka na szlaki metaboliczne
w komoérkach drozdzy oraz wyjasniono dziatanie systemoéw detoksykacyjnych
umozliwiajgcych przetrwanie komoérkom w S$rodowisku zawierajgcym ten
pierwiastek. Z punktu widzenia technologii Zywno$ci i zywienia drozdze
wzbogacone w pierwiastki sladowe m.in. selen moga stanowi¢ jeden ze sposobow
zwalczania niedoboréw sktadnikow mineralnych w codziennej diecie. Otrzymanie
wynikéw badan dato mozliwo$¢ wyprowadzenia warto$ciowych wnioskow, ktére
zbliZzaja do poznania mozliwosci wpltywu selenu na funkcjonowanie komérek
eukariotycznych (drozdzy).

Selen jako wazny biopierwiastek jest niezbedny do funkcjonowania
wszystkich organizméw. Peini role przeciwutleniacza, chronigcego przed
szkodliwym dziataniem wolnych rodnikéw. Najistotniejsze znaczenie biologiczne
selenu zwigzane jest z jego wystepowaniem w biatkach i enzymach, m.in.
selenoproteinach (peroksydaza glutationowa, dejodynaza, reduktaza glutationowa).
Pierwiastek ten najczesciej wystepuje w formach organicznych, czego przyktadem
sg aminokwasy selenometionina i selenocysteina (Kieliszek i Btazejak 2013).
Dostepno$¢ biologiczna selenu determinowana jest przede wszystkim jego formag
chemiczng, a w mniejszym stopniu catkowitym stezeniem. Biodostepnos$¢ tego
pierwiastka dla organizmdéw zywych oraz jego korzystne efekty w duzym stopniu
zaleza od zawarto$ci w zywno$ci. Organiczne formy selenu charakteryzujg sie
wiekszg biodostepnoscia i mniejszg toksyczno$cig niZz nieorganiczne formy tego
pierwiastka (Kubachka i wsp. 2017; Tie i wsp. 2017). Asymilowane s3 one przez
organizmy w okolo 85-95% w poréwnaniu z formami nieorganicznymi tego
pierwiastka (40-50%) (Niedzielski i wsp. 2016). Nalezy podkresli¢, ze zakres
stezenia selenu miedzy dawka niezbedng i toksyczng dla organizméw jest bardzo
waski. Jego toksyczna dawka zaczyna sie juz od 400 pg/dobe. Nadmiar lub niedobor
tego pierwiastka w diecie moze prowadzi¢ do wystgpienia zaburzen w organizmie
(selenoza, choroba Kashin-Beck). Z kolei odpowiednia dawka selenu (od 55 do
70 pg/dobe) korzystnie wptywa na zdrowie ludzi, zmniejsza ryzyko wystapienia

choréb nowotworowych, uktadu sercowo-naczyniowego, cukrzycy.
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W dzisiejszych czasach obserwuje sie rosngce zainteresowanie suplementami
diety oraz dynamiczny rozwoj rynku preparatow wzbogaconych w selen. Niektore
z tych dodatkéw zawierajg nieorganiczne sole tego pierwiastka. Pozostate preparaty
oparte s3 na drozdzach wzbogaconych selenem organicznym. Produkcja biomasy
drozdzy z produktéw odpadowych pochodzacych z réznych gatezi przemystu jako
sktadnikéw podtoza hodowlanego jest procesem optacalnym i korzystnym pod
wzgledem ekonomicznym. Coraz wiekszym zainteresowaniem cieszg sie technologie
hodowli drozdzy z wykorzystaniem substratow odpadowych pochodzacych
z przemystu rolno-spozywczego, m.in. ziemniaczana woda sokowa, gliceryna
odpadowa po produkcji biodiesla, ktére moga by¢ przeksztatcone w produkty
bardziej wartoSciowe.

W trakcie prowadzonych badan wudalo sie potwierdzi¢ mozliwos¢
wykorzystania biomasy drozdzy w procesie bioakumulacji selenu. W zwigzku
z powyzszym celem podjetych badan byta analiza obejmujgca szereg aspektow
zwigzanych z wigzaniem i metabolizmem tego pierwiastka przez biomase
komoérkowa drozdzy. W efekcie tej dziatalnos$ci naukowej powstato 7 publikacji,
ktére wchodza w sktad osiggniecia habilitacyjnego (H1-H7). Cykl artykutow
naukowych, przedtozonych jako podstawa mojego postepowania habilitacyjnego
tworzy piec¢ szczeg6towych celéw badawczych, ktére obejmowaty:

e Uzupelnienie aktualnego stanu wiedzy z zakresu biotechnologicznego
wykorzystania drozdzy Candida utilis w r6znych gateziach przemystu (H1).

e Ocene wzrostu i zdolnosci wigzania selenu przez drozdze w réznych skalach
hodowli laboratoryjnych. Opracowanie nowej metody spektrofotometrycznej
oznaczania selenu, ktéra z powodzeniem moze by¢ wykorzystana do
oznaczania tego pierwiastka w réznych matrycach biologicznych (H2, H3).

e Okreslenie skutecznosci wigzania i akumulacji selenu z roztworéw wodnych
przez biomase drozdzy otrzymang z hodowli w podiozach ztozonych
z produktéw odpadowych (H4).

e Przeprowadzenie analizy specjacyjnej nowych zwigzkéw selenowych
wystepujacych w biomasie komdrkowej drozdzy (H5).

¢ Kompleksowg ocene wptywu selenu na zmiany morfologiczne, metaboliczne

lipidéw i aminokwaséw w biomasie drozdzy. Omowiono takze wptyw tego
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pierwiastka na funkcjonowanie systemu antyoksydacyjnego w komorkach

drozdzy (H6, H7).

Omoéwienie wynikow

Wiasciwosci biotechnologiczne drozdzy wykorzystywane sa w roznych
gateziach przemystu. Ze wzgledu na swoje cechy oraz znaczenie aplikacyjne
biomasa tych mikroorganizméw znajduje coraz wieksze zainteresowanie
w $rodowisku naukowym. Wielkq zaletg jest rowniez mozliwo$¢ wykorzystania ich
petnego potencjatu w branzy spozywczej. Wyrazem moich dazen do przedstawienia
charakterystyki i wykorzystania drozdzy byta praca przegladowa opublikowana
w czasopi$mie Fungal Biology Reviews (H1).

W artykule przedstawiono perspektywy biotechnologicznego zastosowania
niekonwencjonalnych drozdzy z rodzaju Candida w przemysle spozywczym.
Z punktu widzenia technologii Zywnosci na szczeg6lng uwage zastuguje mozliwos¢
wytwarzania przez drozdze biopleksow, a wiec potaczen biatkowych
z pierwiastkami. Ponadto zwrdcono uwage na potencjat tych drobnoustrojéow jako
Zrodta biatka mikrobiologicznego i polisacharydéw w zywieniu ludzi i zwierzat.
Przedstawiono réwniez mozliwosci biosyntezy przez drozdze innych metabolitow
(m.in. ksylitol, erytrytol, kwas cytrynowy).

Drozdze z rodzaju Candida stanowig grupe drobnoustrojow o szerokich
mozliwosciach aplikacyjnych we wspotczesnej biotechnologii. Mikroorganizmy te
nie majg wysokich wymagan pokarmowych oraz wykazujg szybkie tempo wzrostu.
Sa one szeroko wykorzystywane w roéznych gateziach przemystowych.
Z powodzeniem znalazty zastosowanie w technologii Zywnos$ci, medycynie, czy
farmacji. Produkcja biomasy drozdzy bogatej w poszczegdélne metabolity na duza
skale charakteryzuje sie wieloma zaletami: moze by¢ otrzymywana
z wykorzystaniem nieskomplikowanych technik hodowlanych oraz mozna ja
uzyskac¢ z réznych surowcéw odpadowych pochodzacych z wielu gatezi przemystu.
Ze wzgledu na wyjatkowe zdolnoSci metaboliczne drozdze z rodzaju Candida sa
zdolne do asymilacji wielu substancji stanowigcych zrddto wegla i azotu, w tym
roznorodnych surowcéw odpadowych. Dzieki temu wykorzystanie tych

mikroorganizmoéw we wspdiczesnym przemysle stwarza mozliwos¢ biodegradacji
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odpadéw przemystowych i otrzymanie w ten sposdb metabolitdéw znajdujacych
zastosowanie w przemysle spozywczym.

Wzrost zapotrzebowania konsumentéw na produkty ekologicznie bogate
w tatwo przyswajalne sktadniki mineralne oraz witaminy stanowig dowdd na
celowos$¢ prowadzenia badan w tym kierunku. W $wiadomosci konsumentéw tkwi
bowiem przekonanie o konieczno$ci spozywania naturalnej, niezagrazajacej
zdrowiu zywnosci. Z tego wzgledu na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze wybrane
gatunki drozdzy posiadaja status GRAS (Generally Recognized as Safe), a wiec
w Swietle obecnej wiedzy sg bezpieczne dla ludzi i zwierzat. Jednym z zastosowan
komorek drozdzy jest ich wykorzystanie w procesie produkcji preparatéw
stosowanych w celach terapeutycznych, zywieniowych, czy profilaktycznych.
Przyktadem takich produktéw moga by¢ biopleksy. Atrakcyjno$¢ komoérek drozdzy
w tym zakresie polega na ich zdolnosci do wigzania deficytowych mikroelementéw
(m.in. selenu) i ich wiaczaniu do struktur komérkowych.

Dieta europejska charakteryzuje sie niska zawartoscig selenu ze wzgledu na
réznice w wystepowaniu tego pierwiastka w srodowisku. Gtéwnym odbiorcg selenu
z gleby s3 ros$liny, a te z kolei sg gtéwnym jego Zrédtem w diecie ludzi i zwierzat.
Zgodnie z obecnym stanem wiedzy nalezy zaleca¢ racjonalny sposoéb zywienia,
zapewniajacy pokrycie zapotrzebowania na wszystkie potrzebne sktadniki
pokarmowe, ktére nie zawsze sg dostarczane z produktami spozywczymi. Dlatego
wraz z rosngcym zainteresowaniem suplementacja farmaceutyczng réznych
kluczowych mikroelementéw, wiele uwagi poswieca sie suplementacji zywieniowe;j
selenu i projektowaniu zywnosci funkcjonalnej. Drozdze hodowane w podtozach
wzbogaconych selenem s3 wykorzystywane jako podstawa dodatkéw do Zywnosci
i pasz bogatych w ten pierwiastek (Bierla i wsp. 2018). Z punktu widzenia
wspoiczesnych trendéw w technologii Zywnosci nizsza efektywnos$¢ zywieniowa
selenowych form nieorganicznych sktonila do poszukiwania nowych, bardziej
skutecznych metod suplementacji. Drozdze selenowe to obecnie uznany suplement
diety uzupetniajgcy ewentualne braki selenu u ludzi na catym $wiecie. Prowadzone
badania naukowe potwierdzaja wykorzystanie biomasy drozdzy, jako bardzo
dobrego nos$nika dla réznych biologicznie czynnych substancji (pierwiastkow).
Wedtug dostepnej literatury wzbogacona w mikroelementy biomasa drozdzy

wywiera szczegodlnie korzystny wptyw na zdrowie cztowieka (Jach i wsp. 2015).
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Podsumowujac nalezy zaznaczy¢, ze w przedstawionej publikacji przegladowe;j
wskazano na mozliwe przyszte trendy w prowadzeniu innowacyjnych badan
w obszarze biotechnologii spozywczej. TreSci przedstawione w artykule s3 cennym
Zrédtem wiedzy na temat wykorzystania drozdzy C. utilis w przemySle spozywczym.
Taki zbidér informacji moze wskazywa¢ nowa droge dla prowadzenia w przysztosci
badan na komérkach drozdzy w celu intensyfikacji produkcji waznych metabolitow.

Wyja$nienie mechanizméw zachodzacych podczas wigzania selenu przez
komorki drozdzy nadal pozostaje tematem, ktéry w duzym stopniu nie zostat do
konca zbadany. W trakcie prowadzonych przeze mnie badan do rozprawy
doktorskiej udato sie potwierdzi¢ mozliwo$¢ wykorzystania drozdzy C. utilis ATCC
9950 w procesach wigzania selenu. W tym oznaczenia zawartoSci tego pierwiastka
w biomasie drozdzy wykorzystywano do$¢ kosztowng metode spektrometrii mas
sprzezong z plazma wzbudzang indukcyjnie (ICP-MS). Proby zmniejszenia kosztow
analizy zawartos$ci selenu skutkowato podjeciem opracowania metody
umozliwiajacej szybkie oznaczenie tego pierwiastka.

W drugiej pracy H2 wchodzacej w sklad osiggniecia habilitacyjnego
poréwnano zdolnoSci wzrostu i akumulacji selenu z podtoza hodowlanego
zawierajacego rozne stezenia selenu (10-60 mg Se**/L) przez dwa szczepy drozdzy:
Saccharomyces cerevisiae ATCC MYA-2200 oraz Candida utilis ATCC 9950.
Zasadniczym celem prowadzonych badan bylo opracowanie szybkiej metody
oznaczania zawartosci selenu.

Na tym etapie badan wykorzystano komercyjne podtoze YPD oraz
zastosowano nowg metode spektrofotometryczng z wykorzystaniem barwnego
odczynnika Variamine Blue (VB) do przeprowadzenia analizy zawartosci selenu.
Jego maksimum absorbancji odpowiadato fali o dtugosci 546 nm. RéZnica pomiedzy
poczatkowa zawartoscig selenu w poditozu, a konicowa (po procesie hodowli)
oznaczata selen zwigzany z biomasg komérkowa drozdzy. Reakcja ta opierata sie na
uwolnieniu jodu z roztworu jodku potasu pod wptywem anionéw seleninowych.
Metoda zostata udoskonalona (wymagata kwasnego Srodowiska w zakresie
1-1.5 pH), co w konsekwencji umozliwito zmniejszenie kosztéw analiz, a ze wzgledu
na jej prostote wykonania jest obecnie wykorzystywana w ocenie wykrywania

selenu w roznych préobkach biologicznych.
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Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze w badanym zakresie
stezen selenu (10-60 mg Se/**L) odnotowano znaczne ograniczenie plonu biomasy
obu szczepow drozdzy wobec hodowli kontrolnej bez dodatku tego pierwiastka.
Niewielka dawka jon6w selenu ograniczata wzrost i namnazanie komorek, a dalsze
jej zwiekszanie potegowato zahamowanie wzrostu drozdzy. Poro6wnujac testowane
szczepy wykazano, zZe silniejszym wzrostem charakteryzowaty sie drozdze C. utilis,
ktoére po 24-godzinnej hodowli w obecnosci 10 mg Se#*/L osiggnety najwyzszy plon
biomasy wynoszacy 15 g/L. W przypadku drozdzy S. cerevisiae hodowanych w tym
samym podtozu doswiadczalnym plon biomasy wynidst tylko 6,7 g/L. Réznice
wrazliwosci na selen badanych szczepéw moga wynika¢ z mechanizmu jego
toksycznosci na badane drozdze. Zgodnie z danymi literaturowymi zbyt duza
zawarto$¢ selenu we wnetrzu komorki drozdzowej moze generowal stres
oksydacyjny, ktory uszkadza takie struktury jak DNA i biatka. Analizujac
procentowe wykorzystanie selenu z podtoza hodowlanego przez drozdze wykazano,
ze zastosowanie tego pierwiastka w dawce >40 mg/L bylo nieekonomiczne.
Gtownie ze wzgledu na pozostawanie duzych iloSci w podtozu doswiadczalnym
niewykorzystanego selenu (ok. 87%). Zaobserwowane po hodowli czerwone
zabarwienie biomasy mikroorganizméw Swiadczylo o powstawaniu w cytozolu
komoérkowym duzej ilosci selenu wystepujacego w formie elementarnej. Otrzymane
rezultaty badan swiadczyty, Zze w biomasie wzrést udziat nieorganicznych form tego
pierwiastka, ktére charakteryzuje niska biodostepnos$¢ dla organizméw. Z punktu
widzenia zywieniowego takie formy chemiczne selenu sg bezuzyteczne.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw potwierdzono, Ze najwydajniejszym
wariantem wigzania selenu przez drozdze byto wykorzystanie podtoza
suplementowanego dawka ok. 10-30 mg Se*/L. Zawarto$¢ selenu w drozdzach
S. cerevisiae wynosita od 1,4 do 2,2 mgSe*/g. W przypadku drozdzy C. utilis
zawarto$¢ selenu wahata sie w zakresie od 0,7 do 1,5 mg Se**/g przy prawie 100%
wykorzystaniu tego pierwiastka z podioza hodowlanego. Na uwage zastuguje fakt,
ze w miare przedtuzania czasu hodowli zawarto$¢ tego pierwiastka w drozdzach
ulegata zwiekszeniu. Nalezy podkresli¢, ze tolerancja drozdzy na ten pierwiastek
moze zwiekszac sie wraz ze wzrostem jego stezenia w podtozu hodowlanym.

Podsumowujac ten etap pracy nalezy zaznaczy¢, ze najefektywniejsze z punktu

widzenia akumulacji selenu przez drozdze wydaje sie by¢ krétki czas hodowli
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i niskie stezenie w podtozu hodowlanym tego pierwiastka (10-30 mg Se**/L).
Wykorzystana metoda z odczynnikiem Variamine Blue okazata sie bardzo czuta
i skuteczna. Zastosowana metoda dzieki swoim zaletom moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywana do monitorowania poziomu selenu w rdznych matrycach
biologicznych. Jednocze$nie moze zastgpi¢ powszechnie stosowane metody
(ICP-MS) do identyfikacji poziomu tego pierwiastka. Na podstawie wynikéw plonu
biomasy i wykorzystania selenu z podtoza mozna oceni¢, ze drozdze z rodzaju
Candida moga by¢ wykorzystane jako biosorbent w procesach wigzania tego
pierwiastka, co moze znalez¢ praktyczne zastosowanie w produkcji drozdzy
wzbogaconych selenem.

Trzecia opublikowana praca (H3) dotyczyla sprawdzenia wigzania selenu
z podtoza YPD przez drozdze C. utilis w wiekszej skali hodowlanej wykorzystujac
bioreaktor. Uzyskane wyniki wykazaty, Ze pod wptywem selenu i wraz
z przedtuzeniem czasu hodowli C. utilis biomasa drozdzy byta mniejsza w stosunku
do plonu uzyskanego z hodowli kontrolnej. Wskazuje to na niewielka wrazliwo$¢
drozdzy wobec tego pierwiastka. Uzyskane wyniki badan potwierdzaja rezultaty
otrzymane w hodowli prowadzonej w mniejszej skali laboratoryjnej (w kolbach
ptaskodennych) przedstawione w poprzedniej publikacji (H2). Po wprowadzeniu
inokulum do kontrolnego podtoza YPD w bioreaktorze, plon biomasy komoérkowej
wynosit 2,1 g/L, natomiast w 24 godzinie hodowli osiggnat wartos$¢ 15,3 g/L.
W podiozach suplementowanych selenem najwiekszy plon biomasy C. utilis
wynoszacy 13,6 g/L uzyskano przy stezeniu 20 mg Se**/L i po uptywie 24 godzin.
W hodowli suplementowanej 30 mg Se**/L, zwlaszcza po trzeciej dobie hodowli
zaobserwowano czerwone zabarwienie biomasy komorkowej. Takie rezultaty
mogty by¢ wynikiem wystapienia silnych proceséw detoksykacyjnych w komérkach
drozdzy. Przedtuzenie czasu hodowli do trzeciej doby wplywato na wystgpienie
proceséw autolizy komorek drozdzy, co w konsekwencji powodowato zmniejszenie
uzyskanego plonu biomasy. Ustalono ponadto, Ze moglo by¢ to spowodowane
przemianami metabolicznymi selenu w drozdzach prowadzacymi do powstania jego
amorficznej czerwonej formy.

W trakcie prowadzenia 24-godzinnej hodowli doswiadczalnej w podiozach
suplementowanych selenem w dawkach 20 i 30 mg/L zawarto$¢ tego pierwiastka

trwale zwigzanego z biomasg komdrkowa drozdzy C. utilis wyniosta odpowiednio

13



Dr inz. Marek Kieliszek Zatgcznik 2A - Autoreferat

4275 i 442 pg/g. W kolejnej dobie hodowli (po 48 godzinach) poziom selenu byt
wiekszy i wynosit 869 i 1711 pg/g. Wydtuzenie czasu hodowli do trzeciej doby
powodowato dalszy wzrost akumulacji tego pierwiastka w biomasie komorkowej
drozdzy C. utilis. Proces wigzania jondéw selenu ze srodowiska hodowlanego moze
wzmagac¢ biosynteze oraz wydzielanie przez komdrki drozdzy zwigzkéw
chelatujacych i jonoforow, ktére w konsekwencji prowadzg do rozpadu kwasow
ttuszczowych i zwiekszenia przepuszczalnosci bton komdrkowych. Konsekwencja
tych proceséw jest zniszczenie struktur komoérkowych i mozliwy wyciek cytozolu
komoérkowego do sSrodowiska hodowlanego.

W pracy wykonano réwniez analize zawarto$ci aminokwasu selenometioniny
metodg HPLC ICP-MS. Najwieksza jej zawartos¢ w komoérkach drozdzy C. utilis
(238,8 nug/g) stwierdzono po drugiej dobie hodowli w biomasie uzyskanej z podtoza
wzbogaconego selenem w iloSci 20 mg/L. Na otrzymanych profilach
chromatograficznych stwierdzono ponadto wystepowanie dodatkowych sygnatéw
$wiadczacych o powstawaniu innych zwigzkéw selenowych, ktérych mozliwa
identyfikacje przedstawiono w nastepnych publikacjach. Na uwage zastuguje fakt,
ze selenometionina jest efektywnie magazynowana w tkankach, wykazuje
wilasciwosci antyoksydacyjne, wptywa na poprawe odpornosci organizmu ludzi
(Rayman 2008; Tapiero i wsp. 2003; Laffon i wsp. 2010).

Uzyskane wyniki ze wzgledu na nowatorski charakter prowadzonych badan
dostarczaja nowych informacji na temat wptywu selenu na wzrost drozdzy C. utilis
ATCC 9950 podczas hodowli prowadzonej w bioreaktorze. Otrzymane wyniki
wskazaty, ze drozdze C utilis maja mozliwo$¢ przeprowadzania biotransformacji
nieorganicznych zwigzkéw selenu (IV) w ich pochodne organiczne,
np. selenometionine. Najefektywniejsze warunki z punktu widzenia produkcji
drozdzy selenowych sg krétki czas hodowli drozdzy do 48 godzin i niskie stezenie
selenu na poziomie 20-30 mg/L.

Omawiajgc wszystkie aspekty wptywu selenu na drozdze w kolejnym etapie
pracy podjeto kwestie wyjasnienia zdolnosSci akumulacji tego pierwiastka.
Mechanizm wigzania selenu ze Srodowiska przez mikroorganizmy moze zachodzi¢
w dwoch etapach. Z danych literaturowych wynika, iz w przypadku drozdzy moze
by¢ wynikiem adhezji tego pierwiastka do struktur zespotu Scianowo-btonowego.

Drozdze wigza pierwiastki na drodze procesé6w chemisorpcji oraz bioakumulacji.
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Chemisorpcja wykorzystuje zdolno$¢ mikroorganizméw do gromadzenia
pierwiastkow droga absorpcji metabolizowanej lub fizykochemicznej (Gupta
i Rastogi 2008). Drozdze charakteryzujg sie wysokim stopniem oddziatywania ze
Srodowiskiem zewnetrznym. Konsekwencjg takich procesow jest wydajne
gromadzenie ze $rodowiska hodowlanego i przeksztatcanie wielu pierwiastkow
w strukturach komoérkowych, co stanowi drugi etap bioakumulacji tego pierwiastka.

W pracy H4 przedstawiono skuteczno$¢ wigzania i gromadzenia selenu
z roztworow wodnych przez biomase drozdzy, ktéra otrzymano w podtozu
hodowlanym sktadajagcym sie z przemystowych produktéw odpadowych
(ziemniaczana woda sokowa, glicerol). Ponadto uzyskano informacje
o wystepowaniu mozliwych interakcji jonéw selenu z powierzchniowymi grupami
chemicznymi wystepujacymi na komdrkach drozdzy wigzacymi ten pierwiastek.

W literaturze opisanych jest wiele przyktadéw przemawiajacych za ogromnym
znaczeniem réznych ugrupowan wystepujacych na powierzchni adsorbentu, ktore
biorg udziat w procesie adsorpcji, a nastepnie akumulacji selenu. Przedstawiona
analiza spektroskopowa widma FT-IR biomasy drozdzy wykazata obecno$¢
zjonizowanych grup funkcyjnych (tj. karboksylowych, aminowych, amidowych
i hydroksylowych) na powierzchniach komérek drozdzy C. utilis. Proces akumulacji
selenu przez drozdze zachodzi w obecnosSci wystepowania grup funkcyjnych, ktére
wykazuja ujemny tadunek na powierzchni $ciany komérkowej. Przyktadem moga
by¢ mostki fosfodiestrowe, siarczkowe oraz ujemnie natadowane grupy
karboksylowe i hydroksylowe. Obecno$¢ biatek, weglowodanéw i lipidow na
powierzchni komérek drozdzy wptywa na hydrofobowo$¢ ich Sciany oraz wielko$¢
procesu biosorpcji selenu (Kieliszek i wsp. 2015; Kordialik-Bogacka 2011).
Podsumowujgc nalezy podkresli¢, Ze przesuniecie roéznych pasm absorpcji
w kierunku wyzszej lub nizszej czestotliwos$ci wskazywata, ze interakcje chemiczne
jondw selenu z atomami wodoru grup karboksylowych, hydroksylowych
i aminowych byty gtéwnie zwigzane z procesem biosorpcji tego pierwiastka przez
ligandy zespotu Scianowo-btonowego biomasy komorkowej badanego szczepu
drozdzy.

Morfologia komoérek drozdzy C. utilis po procesie akumulacji selenu wykonana
z zastosowaniem elektronowego mikroskopu skaningowego (SEM) wykazata,

ze Sciana komorkowa drozdzy byta szorstka, z wieloma fatdami, zgieciami i porami.
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Taki wyglad komorek zapewniat odstoniecie duzej liczby centréow adsorpcji jonow
selenu na powierzchni Sciany komorkowej drozdzy, zwiekszajac powierzchnie
kontaktu, co w konsekwencji utatwiato wigzanie tego pierwiastka podczas procesu
adsorpciji.

W dalszej czesci pracy oceniono wplyw kwasowo$ci czynnej na wigzanie
selenu przez biomase drozdzy C. utilis. Uzyskane wyniki badan wykazaty brak
wptywu pH (od 4.0 do 6.0) na biosorpcje tego pierwiastka przez drozdze. MoZna
przypuszcza¢, ze interakcje selenu z ligandami zespotu $cianowo-btonowego maja
charakter wigzan kowalencyjnych z pewnym udziatem wigzania jonowego (Holmes
i Gu 2016). Zdolno$¢ akumulacji tego pierwiastka znacznie sie zmniejszyta, gdy
poczatkowe pH roztworu wzrosto z 6.0 do 10.0 jak réwniez zmniejszyto sie z 4.0 do
2.0. Najwieksza zawarto$¢ selenu drozdze zwigzaty przy pH 5 (2,28 mg Se*t/g)
w roztworze wodnym suplementowanym selenem w dawce 30 mg/L. Nalezy
zaznaczy¢, ze szczegbdlng role w biosorpcji tego pierwiastka spetnia warstwa
mannoproteinowa, ktéra stanowi zewnetrzng bariere ochronng, decydujaca
o przepuszczalnoSci Sciany komoérkowej drozdzy. Mozna przypuszczaé, ze pH 5.0
spowodowato odstoniecie centréw adsorpcji: zwiekszenie powierzchni warstwy
biatkowej, co wigzato sie ze wzrostem liczby tancuchéw polipeptydowych, reszt
aminokwasowych w zespole $cianowo-btonowym drozdzy zaangaZowanych
w proces akumulacji selenu. Dlatego tez pH 5.0 zostato uznane za optymalne przy
dalszych eksperymentach. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano
niekorzystny wptyw obecnosci w roztworach wodnych réznych jonéw na
akumulacje selenu przez biomase drozdzy. Przy czym najwieksze zmniejszenie
wigzania tego pierwiastka odnotowano w obecno$ci anionu siarki i fosforu,
odpowiednio o 31 i 34%. W Swietle danych literaturowych obserwowane
zmniejszenie biosorpcji Se (IV) wsréd wykorzystanych anionéw siarki mozna
przypisa¢ ich podobnym wtasciwosciom chemicznym do tego pierwiastka (Vriens
i wsp. 2016). Podsumowujac nalezy zaznaczy¢, Ze otrzymane rezultaty badan
wskazuja na mozliwosci wspétzawodnictwa pomiedzy badanymi jonami, a selenem
0 miejsca wigzace na powierzchni komdrek drozdzy.

W przedstawionym artykule przeanalizowano kinetyke wigzania selenu przez
biomase komdrkowa drozdzy. Ponadto monitorowano ilo$¢ zaadsorbowanego

selenu w jednostce czasu. Przyjmujagc za podstawowe kryterium wartosci
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wspotczynnika korelacji uzyskane w przypadku zlinearyzowanych form réwnan
pseudopierwszego i drugiego rzedu mozna stwierdzi¢, Ze adsorpcja selenu przez
biomase drozdzy C. utilis zachodzila zgodnie z modelem pseudodrugiego rzedu.
Model ten pasowal w opisie adsorpcji selenu przez biomase drozdzy, poniewaz
wyznaczone réwnania regresji liniowej charakteryzowaty sie wieksza wartoscia
kwadratu wspoétczynnika korelacji (zblizong do jedno$ci) niz te otrzymane dla
réwnania pseudopierwszego rzedu. Stwierdzono réwniez, Ze zwigzana z szybkoS$cig
chemisorpcji stala k2 wzrastata wraz ze zwiekszeniem poczatkowego stezenia
selenu, co wskazuje na wystepowanie wiecej niz jednego mechanizm wptywajacego
na proces wigzania selenu przez biomase komoérkowag drozdzy. Nieliczne
doniesienia literaturowe wskazuja (Rosen i Liu 2009; Kieliszek i wsp. 2015),
ze transport tego pierwiastka zachodzi z wudziatem wyspecjalizowanych,
integralnych bialek na powierzchni zespotu $cianowo-btonowego lub istnienia
niespecyficznego transportu jonéw skompleksowanych z substratami cukrowymi.
Analiza opisu matematycznego réwnowagi sorpcji selenu przez drozdze
C. utilis wykazala, Ze najlepiej je ilustruje réwnanie Langmuira niz modelu
Freundlicha. Wartos$ci wspétczynnika R? dla izoterm sorpcji na biomasie drozdzy
C. utilis w temperaturze 22°C wskazywaty znaczng réznice miedzy warto$ciami dla
obu modeli (Langmuira i Freundlicha), odpowiednio 0,999 i 0,983. Wydajnos¢
biosorpcji selenu przez biomase drozdzy wzrastata wraz ze zwiekszeniem stezenia
tego pierwiastka w badanych roztworach wodnych. Metody adsorpcyjne daja
mozliwo$¢ oszacowania mozliwosci praktycznego wykorzystania biomasy drozdzy
C. utilis do usuwania selenu z roztworéw wodnych. Dobierajagc odpowiednie
proporcje biomasy drozdzy w zalezno$ci od stezenia selenu w roztworach wodnych,
mozliwe byloby sterowanie wtasciwos$ciami takiego adsorbentu zwiekszajac jego
pojemnos¢ adsorpcyjng lub zwiekszanie szybkos$ci usuwania adsorbatu z roztworu.
W konkluzji mozna stwierdzi¢, ze biomasa drozdzy C. utilis z powodu tatwego
dostepu, a takze niskiego kosztu jej otrzymania moze by¢ wykorzystana jako
skuteczny adsorbent do wigzania selenu z roztworéw wodnych. Uzyskane wyniki
wskazujg na znaczng pojemnos$¢ sorpcyjng drozdzy wzgledem tego pierwiastka.
Proces wigzania selenu byt zalezny od stezenia jonow wodorowych, a maksymalna
sorpcja tego pierwiastka przebiegata w pH 5.0. Maksymalna zdolno$¢ biosorpcji

Se (IV) w temperaturze 28°C wynosita 2,53 mg Se**/g przy dawce Swiezych drozdzy
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10 g/L po 48 godzinach kontaktu w poczagtkowym stezeniu selenu wynoszacym
40 mg/L. Otrzymane dane dobrze opisuje model izotermy Langmuira, a proces
adsorpcji przebiega wedtug reakcji chemicznej pseudodrugiego rzedu.

Mechanizmy wigzania selenu oraz transformacji tego pierwiastka w cytozolu
komérkowym moga prowadzi¢ do powstania réznych zwigzkéw selenowych
w biomasie komoérkowej drozdzy. Biorac po uwage metabolizm tego pierwiastka
w drozdzach oraz zastosowanie wzbogaconej w ten pierwiastek biomasy
fundamentalne znaczenie ma poznanie selenometabolu tych mikroorganizmdw.
Kolejne badania przedstawione w publikacji H5 dotyczyty wykonania analizy
specjacyjnej selenu w komdrkach drozdzy Candida utilis ATCC 9950
z wykorzystaniem techniki HPLC-ICP-MS i UHPLC-(ESI)-Orbitrap MS/MS.

Obecny stan wiedzy wskazuje, ze prozdrowotne lub toksyczne dziatanie tego
pierwiastka moze by¢ wynikiem dziatania réznych proceséw, ktére s3 ze sobg
skorelowane. Opracowania wielu norm oraz wytycznych dotyczacych zywienia
opiera sie na wykonaniu catkowitych pomiaréw stezenia selenu w okresleniu
bezpieczenstwa i wartosci odzywczej poszczegdlnych produktéw zywnosciowych
(Gong i wsp. 2012). Nalezy podkresli¢, Ze sama elementarna kwantyfikacja nie
dostarcza wystarczajacych informacji. Tak wiec, kluczowe znaczenie ma
przeprowadzenie analizy specjacyjnej selenu w komoérkach drozdzy oraz
wyjasnienie mozliwych mechanizmoéw transformac;ji tego pierwiastka.

Komorki drozdzy w zaleznosci od czasu hodowli i stezenia selenu w podtozu
dos$wiadczalnym metabolizowaty nieorganiczny selen wystepujacy w postaci
Se0%~do jego formy organicznej lub elementarnej (Kieliszek i wsp. 2016; Suhajda
i wsp. 2000). Otrzymane wyniki wykazaty, ze zawartos¢ selenometioniny w tych
drozdzach oscylowata w granicach od 270 do 440 pg/g. Natomiast catkowita
zawarto$¢ selenu po 24-godzinnej hodowli oznaczona w biomasie komoérkowe;j
drozdzy C. utilis wynosita 629 pg/g. Otrzymane wyniki badan sa zblizone do
opublikowanych w artykule H3 gdzie wykazano, ze drozdze C. utilis ATCC 9950
hodowane w bioreaktorze w podtozu YPD wzbogaconym selenem w dawce 20 mg/L
s3 w stanie po 24 godzinnej hodowli gromadzi¢ 427,5pg Se**/g. Zgodnie
z przepisami UE (Rozporzadzenie UE nr 1170/2009) w produkcji suplementow

diety zawierajgcych selen mozna tylko stosowa¢ suplementy diety w postaci
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selenometioniny i drozdzy wzbogaconych selenem. Przy czym drozdze w biomasie
nie powinny zawiera¢ powyzej 2,5 mg Se#*/g.

Przeprowadzone analizy chromatograficzne wykazaty obecno$¢ wyraznych
pikbw i dobra skuteczno$¢ separacji. Oprdécz sygnatléw odpowiadajacym
poszczeg6lnym zwigzkom selenowym potwierdzonych dzieki dostepnosSci wzorcow
zaobserwowano réwniez obecno$¢ niezidentyfikowanych form tego pierwiastka
wystepujacych w biomasie komérkowej drozdzy. Dlatego tez w dalszej czeS¢ pracy
wykorzystano uktad UHPLC-ESI-Orbitrap MS/MS gtéwnie w kierunku identyfikacji
nieznanych zwigzkéw. Identyfikacja zwigzkéw selenowych zostala przedstawiona
na przyktadzie prekursoréw selenometabolitow. Stwierdzono obecno$¢ zwigzkow,
takich jak m.in.: selenometionina-NH3, metylotioselenoglutation, 2,3-dihydroksy-
propionyl(DHP)-selenocysteina-cysteina.

Podsumowujac nalezy zaznaczy¢, Ze badania prowadzone nad procesami
akumulacji pierwiastkéw przez komdrki drozdzy majg duze znaczenie w produkcji
zywnosci wzbogaconej w deficytowe pierwiastki. Otrzymane wyniki zachecajg do
prowadzenia dalszych analiz nad identyfikacja nowych zwigzkéw selenowych
wystepujacych w biomasie réznych gatunkéw drozdzy. Odpowiednie wykorzystanie
warunkéw hodowli drozdzy oraz metod analitycznych umozliwi poznanie réznic
w procesach metabolicznych przeksztatcania selenu do jego form organicznych.
Takie podejscie zwigzane z mys$lg o tworzeniu nowych produktéw mozliwie utatwi
w przyszto$ci zaprojektowac suplement diety wzbogacony w organiczne formy tego
pierwiastka.

W kolejnej publikacji H6 stanowigcej element osiggniecia habilitacyjnego
podjeto prébe wskazania wplywu selenu na zmiany metaboliczne lipidéw oraz
aminokwaséw w biomasie komoérkowej drozdzy Saccharomyces cerevisiae ATCC
MYA-2200 oraz Candida utilis ATCC 9950.

Drozdze na szeroka skale s3 wykorzystywane, jako dodatki paszowe dla
zwierzat. Ich popularno$¢, jako zrédta biatka, wzrosta na poczatku XXI wieku.
Potaczenie biomasy drozdzowej wzbogaconej w niezbedne mikroelementy (selen),
aminokwasy oraz wielonienasycone kwasy tluszczowe daje mozliwos¢ wytworzenia
nowych suplementow diety, ktére moga znalez¢ zastosowanie jako dodatek do
preparatbw w zywieniu ludzi lub w postaci biomasy komdrkowej, jako

wysokoenergetyczny dodatek paszowy dla zwierzat. Podjecie tej problematyki
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otwiera mozliwo$¢ wyjasnienia wplywu selenu na profil lipidowy oraz
aminokwasowy w komorkach drozdzy. Jest to interesujgce zagadnienie badawcze,
ktére moze stanowi¢ podstawe do opracowania alternatywnej i innowacyjnej
technologii produkcji takiej biomasy drozdzy.

Biomasa komérkowa drozdzy otrzymana po hodowli w podtozu zawierajacym
produkty odpadowe z przemystu (ziemniaczana woda sokowa, glicerol) stanowita
naturalny adsorbent wykorzystywany w procesie wigzania selenu z roztworéw
wodnych. Zrealizowane badania wykazaly, ze biomasa drozdzy C. utilis ATCC 9950
oraz S. cerevisiae ATCC MYA-2200 przetrzymywana w roztworach wodnych bez
dodatku selenu charakteryzowata sie duza zawartos$cig biatka ogélnego wynoszaca
odpowiednio 48,4 i 42,1%. W przypadku biomasy tych mikroorganizmoéow
uzyskanych po procesie utrzymywania w roztworach wodnych suplementowanych
selenem wykazata, Ze zawarto$¢ biatka obu szczepéw drozdzy C. utilis oraz
S. cerevisiae niewiele sie zmniejszyta w stosunku do biomasy otrzymanej
z roztwordw pozbawionych tego pierwiastka i wynosita odpowiednio 42,6% i 37%.
Zmniejszenie zawartos$ci biatka w biomasie drozdzy mogto by¢ zwigzane
z wystgpieniem postepujacego procesu peroksydacji lipidéw i autolizy komorek.
Ponadto obnizanie zawarto$ci biatka mogto by¢ zwigzane z przystosowaniem sie
komorek do niesprzyjajacych warunkéw srodowiskowych oraz wydatkowaniem
tego sktadnika odzywczego na procesy energetyczne i metaboliczne.

Zmianom zawartoSci biatka w biomasie drozdzy C. utilis i S. cerevisiae
towarzyszyly zmiany skladu aminokwasowego. Zawarto$¢  wszystkich
aminokwaséw w biomasie drozdzy uzyskanej po procesie przetrzymywania
w roztworach wodnych bez dodatku selenu wynosita odpowiednio 2801 472 mg/g.
W biomasie drozdzy po procesie wigzania selenu z roztworéw wodnych ogdélna
zawarto$¢ aminokwaséw zaréwno dla szczepu C. utilis, jak i S. cerevisiae byta
wieksza i wzrosta odpowiednio o ok. 12 i 5%. Analiza sktadu aminokwasowego
biomasy drozdzy C. utilis wzbogaconej selenem wykazata, Ze zawarto$¢
najwazniejszych aminokwasow egzogennych (lizyny) byta na wyzszym poziomie
(8,3 mg/g) w pordwnaniu do otrzymanej z biomasy pozbawionej dodatku tego
pierwiastka (5,6 mg/g). W przypadku drozdzy S. cerevisiae wzbogaconych selenem

zawarto$¢ tego aminokwasu byta o ok. 10 mg/g wieksza niz z proby kontrolnej

(37,7 mg/g).
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Niniejsze badania potwierdzaja doniesienia innych autoréw (Suhajda i wsp.
2000), ze zawarto$¢ biatka i poszczegdlnych aminokwaséw w biomasie drozdzy jest
zalezna od warunkéw oraz obecnosci selenu w Srodowisku hodowlanym. Brak
sktadnikow odzywczych, jak i obecno$¢ tego pierwiastka moze zwiekszac
intensywno$¢ procesu oddychania mitochondrialnego powodujac wzmocnienie
represji katabolicznej. W konsekwencji ma to wptyw na hamowanie syntezy biatek
cytozolowych, co wyraza sie wystgpieniem zmian w budowie morfologicznej
komorek drozdzy.

W kontek$cie przedstawionych wynikéw dodatkowym celem badan byto
okreslenie wplywu selenu na morfologie komdrek badanych szczepoéw drozdzy.
Frakcja komorek C. utilis oraz S. cerevisiae poddanych dziataniu selenu wykazywata
deformacje Sciany i btony cytoplazmatycznej. Obecnos$¢ tego pierwiastka mogta
powodowac wystapienie obrzeku btony komoérkowej, ktory wptywat negatywnie na
bariere energetyczng w warstwie lipidowej btony zmieniajac przebieg zachodzacych
procesOw biochemicznych w komérkach. Wewnatrz badanych komorek
obserwowano wystepowanie gestych ziarnistoSci. Przetrzymywanie drozdzy
w $rodowisku bogatym w jony selenu prawdopodobnie skutkowato powstawaniem
specjalnych komoér przedzielonych membrang oraz zespotéw wieloczasteczkowych
w cytozolu komdérkowym. Zgodnie z danymi literaturowymi (Rabouille i Alberti
2017) powstajace struktury w komorkach stanowig kluczowa role w ochronie
organelli komoérkowych. W cytoplazmie drozdzy mozna byto zaobserwowac
obecno$¢ wielu kropli lipidowych (LDS) powstatych po hodowli komoérek
w glicerolu i odpadowej ziemniaczanej wodzie sokowej. Glicerol transportowany
jest przez btony cytoplazmatyczne komorek drozdzy, a nastepnie w drodze
metabolicznych reakcji moze by¢ przeksztatcany do warto$ciowych produktéw
czego przykladem sg krople lipidowe (Mattanna i wsp. 2014). Podstawowa ich
funkcja jest udzial w magazynowaniu i uwalnianiu nagromadzonych sktadnikow
odzywczych jako Zrédta energii. Komoérki drozdzy aby przetrwa niekorzystne
warunki hodowlane wykorzystywaty zgromadzone wczeSniej substancje. Niewielka
cze$S¢ selenu, ktora zostata zwigzana przez drozdze w wyniku procesow
detoksykacyjnych moze by¢ usuwana na zewnatrz komérki do Srodowiska
hodowlanego. Jednym =z takich mechanizméw jest zjawisko uwypuklenia

zewnetrznej btony, ktére powstaje w odpowiedzi na stres zwigzany z obecnoS$cia
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materiatéw szkodliwych dla komérek. Takie substancje usuwane sg na zewnatrz
komorki przez lipidowe dwuwarstwowe pecherzyki (Khoei i wsp. 2017; Kieliszek
iwsp. 2016).

Na podstawie obserwacji mikroskopowych stwierdzono, ze warunki stresowe
wywotane obecnoscig selenu w roztworach wodnych wptywaly na zaktdcenie
aktywnos$ci metabolicznej oraz stabilno$ci strukturalnej badanych komorek
drozdzy. Przedstawione rezultaty jednak nie do konica wyczerpuja zagadnienia,
wskazujg jedynie na nowe informacje, ktére s3 pomocne w prowadzeniu kolejnych
badan nad rola tego pierwiastka w metabolizmie komorek drozdzy.

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono analize zawartoSci poszczegdlnych
kwaséw ttuszczowych w komérkach drozdzy. Biomasa szczepu C. utilis bez dodatku
selenu charakteryzowata sie znaczng zawarto$cia nienasyconych kwaséw
ttuszczowych, w tym kwasu oleinowego (C18:1) (62%), kwasu linolowego (C18:2)
(11%) i kwasu linolenowego (18:3) (3%) w stosunku do ogdlnej zawartosci kwasow
ttuszczowych. Zgodnie z danymi literaturowym (Arous i wsp. 2017; Certik i wsp.
2013) gtownym kwasem ttuszczowym wystepujacym w lipidach drozdzy jest kwas
oleinowy (C18:1), a jego udziat moze wynosi¢ nawet powyzej 70%. Suplementacja
selenem biomasy C. utilis spowodowata zmniejszenie zawartoS$ci kwasu oleinowego
o ok. 45% wobec catkowitej zawartosci kwaséw ttuszczowych. W przypadku dwéch
pozostatych kwasow stwierdzono ich wzrost o okoto: 42 i 57% ogdlnej zawartosci
kwaséw ttuszczowych.

W przypadku biomasy S. cerevisiae wzbogaconej w selen stwierdzono
obecno$¢ kwasow linolowego, linolenowego, eikozanowego oraz
dokozaheksaenowego. Za powstanie takich dtugotanicuchowych form moégt by¢
odpowiedzialny proces metabolicznej interkonwersji na drodze przemian
enzymatycznych kwasu stearynowego i linolowego. Dzieki takim procesom
komoérka drozdzy moze dokonywaé starannej korekty tempa przemian
metabolicznych i tym samym sprawniej utrzymywal réwnowage pomiedzy
zapotrzebowaniem na energie, a jej pozyskiwaniem. Lipidy drozdzy S. cerevisiae
charakteryzowaly sie wiekszg zawartos$cia kwasow tluszczowych o Srednim
tancuchu (C10-C14) w porownaniu z biomasg drozdzy C. utilis. Uzyskane wyniki
badan na tym etapie pracy oraz otrzymane w ocenie morfologicznej komorek

wykazaty, ze zawarto$¢ kwasow tluszczowych wystepujacych w btonie
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cytoplazmatycznej drozdzy mogta by¢ modyfikowana obecnoscia selenu
w roztworach wodnych. Konsekwencja tych proceséw byto obnizenie ptynnosci
dwuwarstwy lipidowej wptywajgcej na zywotnos$¢ drozdzy oraz zmiane budowy
morfologicznej komérek.

Otrzymane wyniki badan dostarczyty informacji na temat wptywu selenu na
zawarto$¢ biatka, aminokwaséw i profil kwaséw tluszczowych w biomasie obu
szczepow drozdzy wzbogaconych tym pierwiastkiem. Zastosowany dodatek selenu
powodowat zwiekszenie udzialu nienasyconych kwaséw, m.in.: linolowego,
linolenowego w biomasie C. utilis i S. cerevisiae. Nalezy podkresli¢, Ze biosynteza
tych kwasow moze by¢ zwigzana ze zwiekszeniem aktywnos$ci desaturaz oraz
wystgpieniem peroksydacji lipidéw. W konsekwencji takie dziatania miaty wptyw
na zmiane morfologii komoérek drozdzy. Biomasa obu szczepéw wzbogacona
w selen zawierata wiekszg zawarto$¢ aminokwasoéw egzogennych m.in. lizyny,
leucyny, waliny w stosunku do biomasy kontrolnej. Otrzymane rezultaty badan
moga przyczyni¢ sie do wyjasnienia mechanizméw wptywu selenu na procesy
metabolizmu aminokwasow i lipiddw w komérkach drozdzy.

W ostatniej publikacji naukowej (H7) wchodzacej w sktad osiagniecia
habilitacyjnego podjeto tematyke wyjasnienia wptywu selenu na mechanizm
dziatania glutationu i systemu antyoksydacyjnego komérek drozdzy Candida utilis
ATCC 9950 oraz Saccharomyces cerevisiae ATCC MYA-2200. Zrozumienie takiego
systemu dziatania w komoérkach eukariotycznych moze by¢ pomocne w celu
opracowanie wydajnej i alternatywnej metody otrzymania biomasy drozdzy, ktéra
bedzie dobrym Zrédtem przyswajalnych form selenu.

Wyrazem moich dazen do wyjasnienia tego zagadnienia byto ztozenie w 2017
roku projektu badawczego do Narodowego Centrum Nauki pt. ,Wplyw selenu na
ocene aktywnosci systemu antyoksydacyjnego komdrek drozdzy”,
nr 2017/01/X/NZ9/00339. Uzyskanie pozytywnej decyzji przedstawionego
programu badawczego bylo jednocze$nie potwierdzeniem, Zze wiedza istniejaca
w tym obszarze badan jest nadal niewystarczajgca. W trakcie realizacji projektu
udato sie uzyska¢ odpowiedZ na wiele pytan przyblizajagcych do rozwigzania
zawartego w tytule problemu oraz praktycznego zrozumienia dziatalnos$ci systemu

antyoksydacyjnego w komoérkach drozdzy.
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W przedstawionych badaniach wykazano, zZe obecno$¢ selenu miata wptyw na
zmiane aktywnoS$ci enzyméw antyoksydacyjnych w komorkach drozdzy. Nalezy
podkresli¢, ze biomase obu szczepdw uzyskano jak w przypadku poprzednich badan
(publikacje H4, H5, H6) przy wykorzystaniu produktéw odpadowych, a nastepnie
umieszczano jg w roztworach wodnych suplementowanych selenem. W wyniku
przeprowadzonych dos$wiadczen stwierdzono, ze niewielkie stezenie tego
pierwiastka (<10 mg Se**/L) w stosunku do kontroli nie wptywato istotnie na
poziom peroksydacji lipidow u drozdzy C. utilis. Jednak wraz ze wzrostem stezenia
selenu >20 mg Se* /L. stwierdzono zwiekszony jej poziom. W biomasie obu
szczepow drozdzy nastgpit wzrost aktywnos$ci peroksydazy glutationowej (PGx).
Najwieksza jej aktywnos¢ (5,39 mU/mg) odnotowano w biomasie drozdzy C. utilis
przetrzymywanej w roztworze wodnym suplementowanym 60 mg Se**/L.
W przypadku drozdzy S. cerevisiae jej warto$¢ byta o 81% wieksza niz w probie
kontrolnej. Nie odnotowano istotnych réznic w aktywnosci reduktazy glutationowej
(GR) w obecnos$ci najmniejszych stezen selenu 10 i 20 mg Se**/L dla szczepu
drozdzy C. utilis. W przypadku S. cerevisiae w miare zwiekszania stezenia selenu
stwierdzono wzrost aktywnos$ci enzymu reduktazy tioredoksyny (TrxR) i GR wobec
biomasy przetrzymywanej w wodnych roztworach pozbawionych dodatku tego
pierwiastka.

Zawarto$¢ glutationu catkowitego w biomasie drozdzy C. utilis i S. cerevisiae
wzrastata wraz ze zwiekszeniem selenu w roztworach wodnych. Najwieksza
warto$¢ (odpowiednio: 8,74 i 6,95 ng/mg biatka) uzyskano w podtozu z dodatkiem
60 mg Se**/L. Nieznaczny wzrost stezenia glutationu zredukowanego (GSH)
w poréwnaniu do proby kontrolnej uzyskano w biomasie drozdzy otrzymanej
z roztworéw wodnych wzbogaconych selenem w dawce 10 mg/L. Stwierdzona duza
zawarto$¢ glutationu utlenionego (GSSG) w biomasie drozdzy C. utilis i S. cerevisiae
otrzymanej z roztworé6w wodnych z dodatkiem selenu (40-60 mg/L) mogta by¢
wynikiem wystgpienia ostrego stresu oksydacyjnego. Ponadto uzyskane wyniki
sugeruja, ze stezenie GSSG jest kontrolowane przez skuteczne dziatanie reduktazy
glutationowej, ktéra wymaga elektronéw z NADPH pochodzacego gtdwnie ze szlaku
pentozofosforanowego.

Mozna sformutowac hipoteze, ze w warunkach stresowych spowodowanych

obecnoscig selenu w celu ochrony komorek duze stezenie glutationu bierze udziat
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w procesie S-tiolacji, a wiec przytaczania grupy -SH biatek do czasteczki GSH. Takie
potaczenia biorg udzial w stabilizacji niektérych biatek, chronigc je przed
toksycznymi procesami utleniania wywotanymi niekorzystnymi warunkami
srodowiskowymi (selen, stres kwasowy). GSH jest waznym przeciwutleniaczem,
poniewaz szczepy drozdzy pozbawione tego zwigzku sg wrazliwe na stres
oksydacyjny indukowany przez nadtlenki, aniony ponadtlenkowy, a takze toksyczne
produkty peroksydacji lipidéow (Grant 2001). Ponadto GSH bierze udziat w wigzaniu
selenu przyczyniajac sie do tagodzenia skutkéw stresu oksydacyjnego Jest to
przyktad procesu detoksykacyjnego zachodzacego w komoérkach drozdzy. Nalezy
podkresli¢, Ze mechanizm toksycznoSci selenu na drozdze mogt by¢ zwigzany
z procesem redukcji do jego czerwonej formy elementarnej. Uzyskane wyniki
znajdujg potwierdzenie w otrzymanych rezultatach badan w poprzednich
publikacjach (H2, H5).

Tolerancja drozdzy C. utilis oraz S. cerevisiae na wysokie stezenie selenu moze
wynika¢ ze wspdllnego dzialania ztoZonego systemu antyoksydacyjnego.
Zmniejszenie stezenia GSH w komorce prowadzi do wzrostu nadtlenkéw lipidow,
co negatywnie wptywa na regulacje proceséw metabolicznych. Ten wieloetapowy
proces moze ostatecznie doprowadzi¢ do zaburzenia struktury btony
cytoplazmatycznej wptywajacej na zmiane morfologii komérek.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna badanych
szczepow drozdzy wykazata podobne zaleznosci wobec wzrastajacego stezenia
selenu w roztworach wodnych. Przy czym wiekszg aktywnos$cig enzyméw GPx, GR
charakteryzowat sie szczep C. utilis niz S. cerevisiae. Otrzymane wyniki w ramach
osiggniecia habilitacyjnego nie wyczerpuja do konca tematu badawczego. Otwieraja
mozliwoséci prowadzenia kolejnych programéw badawczych zmierzajacych do
poznania wptywu selenu na funkcjonowanie komoérek drozdzy. Dalsze badania
powinny zmierza¢ do poznania metabolizmu komoérek drozdzy, jak réwniez
przeprowadzenia identyfikacji i szczeg6towej analizy molekularnej genéw
odpowiedzialnych za funkcjonowanie proceséw biosyntezy poszczegolnych biatek
w warunkach stresowych.

Gtownym osiggnieciem naukowym wynikajagcym bezposrednio
z jednotematycznego cyklu 7 publikacji jest uzyskanie cennej wiedzy na temat

wptywu selenu na wzrost i aktywnos$¢ procesow metabolicznych w komorkach
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drozdzy. Ponadto mozna stwierdzi¢, ze produkty odpadowe z przemystu (odpadowa
ziemniaczana woda sokowa, glicerol) moga by¢ zastosowane jako sktadniki podtoza
hodowlanego zamiast kosztownych podtozy komercyjnych (YPD). Biomasa
komorkowa drozdzy otrzymana w podtozach hodowlanych przygotowanych
z odpadéw rolno-spozywczych (ziemniaczana woda sokowa i glicerol) moze stac sie

biosorbentem selenu z roztworéw wodnych tego pierwiastka.

Podsumowanie najwazniejszych otrzymanych wynikow:

e Metoda z wykorzystaniem odczynnika Variamine Blue moze byc¢
z powodzeniem wykorzystywana do ciaggltego monitorowania poziomu selenu.
Zaproponowana procedura odznacza sie duzym potencjatem
w interdyscyplinarnych badaniach zaréwno dla biotechnologii, przemystu

spozywczego, czy ochrony srodowiska.

e Produkty odpadowe (ziemniaczana woda sokowa, glicerol) moga byc¢
z powodzeniem wykorzystywane jako sktadniki podtoza hodowlanego do
otrzymania biomasy komoérkowej drozdzy. Taka biomasa moze by¢

wykorzystywana do efektywnego wigzania selenu z roztworéw wodnych.

e Duza pojemnos$¢ sorpcyjna drozdzy i tatwos$¢ prowadzenia procesu wigzania
selenu stwarza mozliwo$ci wytworzenia nowego preparatu mineralnego, ktory

moze znalez¢ zastosowanie w diecie.

e Obecno$¢ selenu powodowata zwiekszenie udziatu nienasyconych kwaséw
ttuszczowych w biomasie drozdzy oraz wystgpienie zmian morfologicznych
w budowie komoérek. Ponadto przeprowadzona analiza specjacyjna tego

pierwiastka w drozdzach wykazata obecnos¢ nowych zwigzkéw selenowych.

e Biomasa obu szczepéw drozdzy wzbogacona selenem zawierata wiekszg
zawarto$¢ aminokwasow egzogennych m.in. lizyny, leucyny, waliny w stosunku
do biomasy kontrolnej pozbawionej tego pierwiastka. Drozdze zbogacone
odpowiednia dawka selenu charakteryzujgce sie korzystnym sktadem
aminokwasowym moga znalez¢ zastosowanie jako potencjalne zrodio

preparatéw biatkowo-selenowych.
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Wysokie dawki selenu wplywaly na wystgpienie stresu oksydacyjnego
w drozdzach, co skutkowato zwiekszeniem poziomu peroksydacji lipidow oraz

wzrostem aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w biomasie drozdzy.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Gtowny nurt prowadzonych przeze mnie badan dotyczy bioakumulacji selenu
przez biomase komoérkowg drozdzy. Waznym aspektem mojej pracy naukowe;j jest
réwniez tematyka zwigzana z identyfikacja nowych mikroorganizméw metodami
biologii molekularnej. Wykazuje réwniez zainteresowanie mozliwo$cig otrzymania
réznych metabolitow produkowanych przez drozdze i bakterie na drodze
mikrobiologicznej, mogacych znaleZ¢ szerokie zastosowanie w réznych gateziach
przemystu spozywczego oraz farmaceutycznego (np. biopleksy, enzymy, 3-glukan).
Ponadto biore aktywny udzial w prowadzeniu prac badawczych realizowanych nie

tylko na Wydziale Nauk o Zywno$ci SGGW w Warszawie, ale réwniez poza
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macierzysta jednostka naukowa. W niniejszej czeSci omowitem wybrane aspekty
mojej pracy badawcze;j.

W poczatkowym okresie dziatalnosci naukowej przed uzyskaniem stopnia
naukowego doktora zajmowatem sie badaniem aktywnos$ci metabolicznej
i enzymatycznej réznych szczepow mikroorganizmoéw. Moje =zainteresowana
naukowe koncentrowaty sie rowniez na poszukiwaniu oraz identyfikacji nowych
mikroorganizméw wyizolowanych z produktéw pszczelich (pytek, pierzga
pszczela). Ponadto bratem udziat w badaniach zajmujacych sie produkcja enzymu
transglutaminazy przy wykorzystaniu szczepu Streptoverticillium mobaraense.
Pozostajagc  w  kregu zainteresowan poszukiwaniem nowych szczepow
mikroorganizméw charakteryzujacych sie wybitnymi zdolno$ciami
biotechnologicznymi musze podkresli¢, ze temat ten jest nadal kontynuowany.
W ramach wykonywania pracy doktorskiej moje zainteresowania naukowe
skierowaly sie w kierunku mozliwosci bioakumulacji selenu przez biomase
komoérkowa drozdzy. Podjatem sie realizacji tego tematu by uzyska¢ odpowiedzi na
pojawiajace sie pytania odnos$nie wptywu selenu na zdolnosci akumulacyjne
i funkcjonowanie komérek drozdzy. Niewielka ilo$¢ pojawiajacych sie publikacji
z tego zakresu zachecita mnie do zgtebienia tych zagadnien.

Po uzyskaniu stopnia doktora nadal kontynuowatem tematyke zwigzang
Z procesami wigzania selenu przez drozdze. W badaniach wykorzystywatem rézne
produkty odpadowe pochodzace z przemystu rolno-spozywczego jako sktadnikéw
podtoza hodowlanego. Pragne nadmieni¢, ze badania zostaty rozszerzone o nowe
analizy chemiczne i s3 kontynuowane przy wspotpracy z réznymi zagranicznymi
oSrodkami naukowymi. Prowadzac badania naukowe zwracam szczegdélng uwage na
mozliwo$¢ nawigzywania wspoétpracy z réznymi zespotami badaczy, ktérzy nie
zawsze reprezentuja takg samg specjalno$¢ naukowa. Odpowiednie zaangazowanie
poszczeg6lnych grup naukowcéw mozne prowadzi¢ do otrzymania bardzo
ciekawych wynikow badan, ktére znajdg zainteresowanie w Polsce oraz na $wiecie.
Poza gléwnym nurtem prowadzonej pracy badawczej moje zainteresowania
naukowe ostatnio ukierunkowaty sie rowniez na identyfikacji réznych gatunkow
ptakow w oparciu o profil biatkowy btony witelinowej jaj. Prace nadal sa
kontynuowane i dodatkowo =zostaly rozszerzone o analize proteomicza

poszczeg6lnych frakcji biatkowych. Ponadto bratem udziat w pracach obejmujacych
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analize sktadu oraz profilu zwigzkéw fenolowych wystepujacych w ptlatkach rozy
Rosa rugosa, jak réwniez rolg selenu (w postaci zwigzku seleninu sodu)
w oddziatywaniach hydrofobowych bialek (m.in. fibrynogenu). W mojej pracy
naukowo-badawczej zajmuje sie charakterystyka i zdolno$cig mikroorganizméw do
biosyntezy roznych metabolitow, ktdre mozna wykorzysta¢ w réznych gateziach
przemystowych. Efektem tych prac s3 liczne publikacje naukowe opublikowane
w prestizowych czasopismach z listy JCR. Badania prowadzone w tym obszarze
tematycznym sg caly czas rozwijane o nowe analizy. Uczestnictwo w realizacji wielu
rozlegtych tematéw naukowo-badawczych, pozwolito mi na nawigzaniu wielu
inspirujacych kontaktéw naukowych. Dodatkowo umozliwito mi doskonaleniu
organizacji i warsztatu wtasnej pracy laboratoryjnej oraz podnoszeniu kwalifikacji
w  zakresie wykorzystania nowych metod chemicznych, analitycznych
czy biotechnologicznych.

Pragne nadmieni¢, Ze opisane ponizej tematy byly realizowane przed i po
uzyskaniu przeze mnie stopnia naukowego doktora. Ponizej przedstawitem
wybrany opis moich zainteresowan badawczych wraz z opublikowanymi

artykutami naukowymi.

5.1.Charakterystyka enzymow wykorzystywanych w przemysle spozywczym

W trakcie mojego zatrudnienia w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego bratem udziat w projekcie nr 6 ZR9
2009C/07327 pt. ,Opracowanie technologii i wdrozenie do produkcji
mikrobiologicznej transglutaminazy dla potrzeb przemystu spozywczego” (zat. 3,
punkt II, I-6). Praca miata na celu opracowanie komercyjnego preparatu enzymu
transglutaminazy (TGase) dla przemystu spozywczego. Transglutaminaza jest
enzymem, ktéry katalizuje tworzenie wigzan izopeptydowych miedzy biatkami.
Zdolno$¢ tego enzymu do sieciowania réznych biatek jest szeroko stosowana
w wytwarzaniu réznych produktéw spozywczych (seréw, przetworéw miesnych,
filmow spozywczych). Takie dziatania pozwalaja dostosowywa¢, jak i kreowac
potrzeby rynku i gospodarki. Wielka skala zainteresowania TGase znajduje
odzwierciedlenie w rosnacej liczbie wnioskow patentowych oraz artykutow na
temat biosyntezy i wykorzystywania tego enzymu w roznych gateziach

przemystowych. W ramach projektu zostaly wykonane analizy nad doborem
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warunkdw biosyntezy transglutaminazy przez szczep Streptoverticillium
mobaraense wykorzystujagc rozne skiadniki podtoza hodowlanego. Ponadto
przeprowadzono badania nad wptywem dodatku preparatu transglutaminazy na
wybrane parametry jakosciowe produktéw mleczarskich i piekarskich. W wyniku
przeprowadzonych badan wykazano, ze najwieksza aktywnos$¢ transglutaminazy
(1,8 U/ml) uzyskano po czasie 48 godzin w hodowli z dodatkiem 2,5% ptatkow
owsianych oraz 2% aminobaku jako Zrdédia azotu. Ponadto przeprowadzono
badania nad wptywem dodatku preparatu transglutaminazy na wybrane parametry
jakosciowe produktéw mleczarskich i piekarskich. Podsumowujac nalezy
stwierdzi¢, ze mozliwosci aplikacyjne TGase zachecaja do poszukiwan nowych
Zzrodet tego biokatalizatora (mikroorganizméw), zdolnych do syntezy znacznych
ilosci tego enzymu z wykorzystaniem jak najtanszych substratow hodowlanych.
Wyniki badan uzyskane w ramach niniejszego projektu byly prezentowane na
miedzynarodowej konferencji FEMS (Federation of European Microbiological
Societies) w Holandii (zat. 3, punkt III, B-15).

W roku 2014 powstata praca przegladowa, ktérg opublikowano w czasopismie
Folia Microbiologica (zat. 3, punkt II, A-1). W artykule przedstawitem ogélng
charakterystyke enzymu oraz jego wykorzystanie w roéznych gateziach
przemystowych. Zgodnie z dostepnymi danymi literaturowymi w pracy
zaprezentowano mikrobiologiczny proces produkcji tego enzymu. Praca nadal
cieszy sie duza poczytnoscia i szerokim zainteresowaniem naukowym, co przektada
sie na liczbe cytowan. Wedtug bazy Web of Science praca byta cytowana 103 razy,
natomiast w przypadku bazy Elsevier Scopus praca byta cytowana az 118 razy (stan
z dn. 23.02.2019). Majac na uwadze moje zainteresowania w dziedzinie technologii
enzymOw na poczatku roku 2016 zostalem zaproszony do napisania rozdziatu
o wykorzystaniu wiasciwosci transglutaminazy w przemysle spozywczym w ksigzce
pt. ,Microbial Enzyme Technology in Food Applications” pod redakcjg Prof. Ramesh C.
Ray oraz Prof. Cristina M Rosell (zat. 3, punkt II, D-7). Omawiana publikacja
przedstawia charakterystyke biochemiczng enzymu transglutaminazy. Enzym ten
posiada ogromny potencjal w zakresie poprawy jedrnosci, elastycznosci oraz
wigzania wody w produktach spozywczych. Dzieki udzialowi transglutaminazy
w tworzeniu nowej mikrostruktury biatek, mozliwosci jej zastosowania

w przemyS$le spozywczym s3 ogromne. W pracy przeanalizowatem dostepne
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informacje literaturowe na temat mozliwosci aplikacyjnego wykorzystania tego
enzymu w poszczegllnych galeziach przemystu spozywczego, m.in. miesnym,
fermentacyjnym, piekarskim. Wspdiczesna nauka daje szerokie spektrum
mozliwosci w obszarze biotechnologii, technologii Zywnos$ci i wykorzystania
enzymoOw na skale przemystowa dlatego tak wazne jest poszukiwanie nowych tatwo
dostepnych 7Zrdédet tego enzymu. Prowadzone badania nad modyfikacjami
drobnoustrojow oraz cigglty rozwdj w kierunku optacalnej produkcji tego enzymu
moze spowodowac¢ wytworzenie bardziej przystepnych produktéw, ktére moga
miec szerszy zakres zastosowan.

Realizacje tematyki badawczej zwigzanej z enzymologia kontynuowatem
w ramach projektu statutowego 510-01-ZM-02 pt. »Produkcja
zewngtrzkomdérkowych enzymow proteolitycznych przez wybrane szczepy bakterii
Lactobacillus w zaleznosci od Zrédta azotu w pozywce oraz wykorzystanie statystyki
eksperymentalnej” (zat. 3, punkt II, I-1), ktérego realizacja pod moim kierunkiem
miata miejsce w roku 2014. W pracy wykazano, Ze najwiekszg aktywno$cia
proteolityczng charakteryzowat sie szczep Lactobacillus plantarum KKP 815
hodowany w podtozu zawierajagcym serwatke. Projekt prowadzono w Instytucie
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego
w Warszawie. Otrzymane wyniki badan zostaly przedstawione na konferencji
krajowej w Wisle (zat. 3, punkt III, B-6).

W roku 2012 ukazata sie publikacja bedaca czescig przeprowadzonych badan
w mojej pracy magisterskiej przygotowanej pod kierunkiem dr hab. Adama Wasko
na Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie (Wydziat Nauk o Zywnoéci
i Biotechnologii) opisujaca oczyszczanie i charakterystyke wewnatrzkomérkowych
enzymoOw proteolitycznych (zat. 3, punkt II, A-4). W pracy okre$lono réwniez
wilasciwosci biochemiczne i specyficznos¢ substratowg proteinaz wyizolowanych
z bakterii probiotycznych Lactobacillus rhamnosus OXY. Bakterie fermentacji
mlekowej, ktérymi sie zajmowatem, stanowig zZrdédto réznorodnych enzymoéw
proteolitycznych biorgcych udziat w przemianach degradacyjnych biatek.
Wspoiczesnie jednak najwieksze oczekiwania, zwigzane =z praktycznym
zastosowaniem tych enzymow, dotycza mozliwosci wykorzystania ich w przemysle

mleczarskim.
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Przeprowadzone badania wykazaty obecnos$¢ genu prtR2 odpowiadajacego za
biosynteze proteinaz w badanym szczepie bakterii Lb. rhamnosus OXY. Najwieksza
aktywno$¢ enzymatyczng (59 U/ml) stwierdzono po 48-godzinnej hodowli bakterii
w podtozu MRS przy pH w zakresie od 6.5 do 7.5 i temperaturze 40°C. Proces
oczyszczania enzymOw proteolitycznych przeprowadzono przy uzyciu systemu
chromatografii niskocisnieniowej (FPLC) oraz podtozy separacyjnych CM-Sepharose
Fast Flow oraz Sephacryl S-300. Rozdziat elektroforetyczny wykonany w zelu
poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) wykazat, Ze enzym
mial wzglednie niska mase czasteczkowag ok. 60 kD. Aktywno$¢ proteolityczna byta
hamowana przez obecnos¢ specyficznych inhibitoréw (fluorek
fenylometylosulfonylu i 3,4-dichloroizokumarina), co sugeruje, Ze enzym nalezat do
grupy proteinaz serynowych. W pracy zostat réwniez okreSlony wptyw jonéw
metali na aktywno$¢ proteolityczng. Stwierdzono, ze wzrost aktywnosSci
enzymatycznej nastepowat w przypadku obecnosci jonéw Mg?* i Ca2*. Aktywno$¢
badanego enzymu byta silnie hamowana przy udziale jonéw metali ciezkich
m.in. Cd?*, Fe?*. Otrzymane wyniki badan byly prezentowane na konferencjach

krajowych i miedzynarodowych.
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Lactobacillus rhamnosus OXY. 7t Baltic Conference on Food Science and Technology, 17.05-
18.05.2012 r., Kowno, Litwa, Materiaty konferencyjne, 109.

Charakterystyka produktéw pszczelich

W kolejnych latach przedmiotem moich zainteresowan naukowych byty
prozdrowotne wtasciwosci produktéw pochodzenia naturalnego (pierzga pszczela).
W roku 2014 bytem kierownikiem projektu 500-01-ZM-04 ,Ocena przydatnosci
szczepow bakterii fermentacji mlekowej i drozdzy do wytwarzania prozdrowotnego
produktu - pierzgi” (Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
im. prof. Wactawa Dabrowskiego w Warszawie) (zat. 3, punkt II, I-2). W ramach tego
projektu zajmowatem sie identyfikacja nowych szczepéw bakterii i drozdzy
wystepujacych jako naturalna mikroflora produktéw pszczelich. Ponadto bratem
udziat w charakterystyce fizjologicznej i biochemicznej wyizolowanych szczepow
mikroorganizméw oraz mozliwosci ich wykorzystania w procesie fermentacji pytku
kwiatowego.  Jednocze$nie  bralem  udzial w  projekcie = naukowym
UDA-POIG.01.03.02-00-014/10 (,Ochrona patentowa wynalazku dotyczqcego
szczepoéw i sposobu otrzymywania prozdrowotnego produktu na bazie pytku
kwiatowego i miodu pszczelego”) (zat. 3, punkt II, I-5) wspotfinansowanym przez
Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka. W toku prowadzonych prac badawczych stwierdzono,
ze wyizolowany szczep bakterii Lactobacillus delbrueckii KKP 1645 potrafi rozwijac¢
sie w Srodowisku hodowlanym o wysokim ci$nieniu osmotycznym (brzeczka
miodowa) z jednoczesng produkcjg kwasu mlekowego. Wyniki przeprowadzonych
badan byty prezentowane w roku 2014 na konferencji miedzynarodowej w Walencji
(Hiszpania) (zat. 3, punkt III, B-1). Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze zdolnos¢
wyizolowanych drobnoustrojéw do przeprowadzenia fermentacji brzeczek

miodowych oraz spos6b wytwarzania pierzgi w laboratorium staty sie przedmiotem
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ochrony patentowej i stanowig cze$¢ polskiego (PL. 226477) (zat. 3, punkt II, B-Pt3)
i miedzynarodowego zastrzezenia patentowego (W02015093997-A1) (zatl. 3, punkt
II, B-Pt2).

Produkty pochodzenia pszczelego znajdowaly sie w kregu moich
zainteresowan i staly sie podstawa do napisana artykutu przegladowego. Praca
zostata opublikowana w roku 2018 w prestizowym czasopiSmie Trends in Food
Science and Technology (zal. 3, punkt II, A-9). We wspomnianym artykule
przedstawiono charakterystyke pytku oraz pierzgi pszczelej jako nowych
produktéw, ktére moga znaleZ¢ zastosowanie w wielu sektorach przemystu
spozywczego. Pierzga pszczela jest wyjatkowym produktem, niezwykle waznym nie
tylko dla ludzi, ale réwniez dla pszcz6t. Powstaje w wyniku potaczenia zlepionych
nektarem, $ling pszczét i miodem réznych ziaren pytku kwiatowego. W plastrach,
w warunkach beztlenowych, spontanicznie nastepuje proces fermentacji mlekowej
pytku, wywotywanej przez bakterie Lactobacillus. Fermentacja do postaci pierzgi
nie tylko zabezpiecza pytek przed utrata witasciwosci, ale réwniez powoduje
uzyskanie nowych zwigzkéw w wyniku przemian enzymatycznych. Ze wzgledu na
proporcje poszczeg6lnych sktadnikéw, pierzga jest doskonatym produktem
mogacym uzupetnia¢ niedobory witamin oraz sktadnikow odzywczych
w organizmie cztowieka.

Podsumowujac nalezy zaznaczy¢, ze produkty pochodzenia pszczelego sa
znane i wykorzystywane od kilku tysiecy lat, jednak dopiero w ostatnim okresie
czasu staty sie przedmiotem nielicznych udokumentowanych badan naukowych.
Poszerzenie wiedzy na temat produktéw pochodzenia naturalnego stworzy
mozliwo$¢ kreowania nowych rozwigzan zywnosciowych, ktére w przysztosci

znajda zainteresowanie konsumentéw na rynku.

Publikacje:

Kieliszek M., Piwowarek K., Kot A. M., Blazejak S., Chlebowska-gmigiel A., Wolska 1. (2018)
Pollen and bee bread as new health-oriented products: a review. Trends in Food Science
and Technology, 71, 170-180. Impact Factorzo17,2018: 6,609, MNiSW3017: 50 pkt.

Patenty:

Misiewicz A. Kieliszek M. Czarniak K. (2017) Nowy szczep bakterii Lactobacillus
delbrueckii oraz jego zastosowanie do wytwarzania pierzgi, PL. 226477. Data uzyskania
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5.3.Wlasciwos$ci prozdrowotne owocoéw rozy Rosa rugosa

W roku 2016 nawigzatem wewnatrzwydziatowa wspotprace
z Dr inZ. Andrzejem Cendrowskim (Zaktad Technologii Owocow i Warzyw, Wydziat
Nauk o Zywnoéci SGGW w Warszawie) obejmujaca analize sktadu oraz profilu
zwigzkow fenolowych wystepujacych w  ptatkach rézy Rosa rugosa.
Przeprowadzone badania wykazaty, Ze ptatki Rosa rugosa zawieraty do 2175,43 mg
polifenoli na 100 g $wiezej masy. Jednocze$nie udatlo sie zidentyfikowac
dwadzies$cia réznych polifenoli wykorzystujac zaawansowany sprzet laboratoryjny
UPLC-ESI-MS. Gtéwng frakcja polifenoli byty elagitaniny, ktére stanowity od 69 do
74% wszystkich polifenoli wystepujacych w ptatkach rézy Rosa rugosa.
W nieprzetworzonych ptatkach rézy zidentyfikowano cztery antocyjany: 3,5-di-O-
glukozyd cyjanidyny, 3-0-soforozy peonidyny, 3,5-di-O-glukozyd peonidyny i 3-O-
glukozyd peonidyny, z ktérych dominujacy 3,5-di-O-glukozyd peonidyny stanowit
okoto 85% wszystkich oznaczonych zwigzkéw antocyjanowych. W dalszych
badaniach wykorzystujac szybka oraz zwalidowang metode UPLC-PDA-Q/TOF-MS
potwierdzono obecnos¢ w ptatkach rézy nastepujacych zwigzkéw: kwaséw
fenolowych, flawonoli, flawan-3-oli i1 hydrolizowalnych tanin (gallotannin
i ellagotannin). Dodatkowo stwierdzono, ze przeprowadzenie procesu ekstrakcji
polifenoli z ptatkbw Rosa rugosa zakwaszonym roztworem etanolu jako
rozpuszczalnikiem jest bardziej skuteczne niz wykorzystanie wodnego roztwor
etanolu w tym samym stezeniu. Uzyskane rezultaty badan zostaty opublikowane
w czasopismach Molecules i Journal of Food Quality (zal. 3, punkt II, A-15, A-16). Ze

wzgledu na wysoka zawarto$S¢ zwigzkow bioaktywnych, w szczeg6lnosci
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polifenolowych (antocyjanéw, flawonoli, elagitaniny) ptatki Rosa rugosa moga by¢
warto$ciowym surowcem do produkcji preparatéw prozdrowotnych.

Dodatkowe badania dotyczyly sprawdzenia wplywu czasu zbioru ptatkéw
rézy Rosa rugosa (podczas kolejnych po sobie trzech sezondéw) na wystapienie
mozliwych zmian w ich skladzie chemicznym oraz aktywnoSci przeciwutleniajace;j.
Stwierdzono, Ze czas zbioru ptatkéw rézy nie wptywat na zmiany w catkowitej
zawarto$ci zwigzkow fenolowych, antocyjanéw i aktywnosci przeciwutleniajgcej.
Ponadto wtasciwosci przeciwutleniajgce wykazaly wysoka korelacje z zawartos$cia
zwigzkow fenolowych w ptatkach rézy. W pracy szczegélng uwage zwrdcono
réwniez na zawarto$¢ poszczegélnych kwaséw tluszczowych. Gléwnymi
zidentyfikowanymi kwasami tluszczowymi w ptatkach rézy byty: kwas linolowy,
palmitynowy, stearynowy i linolenowy. Otrzymane wyniki badan opublikowano
w roku 2018 w czasopi$mie miedzynarodowym Agrochimica (zat. 3, punkt II, A-7).
Podsumowujac mozna stwierdzi¢, Ze ptatki rézy Rosa rugosa sa bogatym Zrdéditem
naturalnych przeciwutleniaczy i moga by¢ wykorzystywane jako promujacy zdrowie
sktadnik zywnoSci funkcjonalnej lub jako naturalny przeciwutleniacz. Produkt ten
moze odgrywac wazng role w codziennej diecie wptywajac pozytywnie na zdrowie

ludzi.

Publikacje:
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7941347, 10 pages, 2017. Impact Factorzo17/2018: 0,841, MNiSW2017: 20 pkt.

5.4.Rola selenu w patofizjologicznym znaczeniu oddzialywan hydrofobowych
biatek

W pracy przedstawiono hipoteze badawcza dotyczaca wptywu seleninu
sodowego na oddzialywania hydrofobowe biatek. Ponadto zostal zaproponowany

mechanizm przeciwnowotworowego dziatania tego zwigzku chemicznego.
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Wiasciwosci hydrofobowe biatek okresla sie na podstawie wystepowania
proporcji niepolarnych aminokwaséw (z alifatycznymi lub aromatycznymi
tancuchami bocznymi) w stosunku do tych z polarnymi resztami. Sity hydrofobowe
w natywnych biatkach biora udziat w zachowaniu wtasciwej tréjwymiarowej
struktury ich tancuchéw polipeptydowych potaczonych ze soba wigzaniami
dwusiarczkowymi. Jednak kazde przerwanie takich wigzan jest zwigzane
z ekspozycja wewnatrzczasteczkowych grup hydrofobowych i ich pdzniejszych
interakcji miedzy czasteczkami. W artykule (zat. 3, punkt II, A-8) wykazano,
ze inkubacja albuminy ludzkiej (HSA) z silnymi reduktorami, czego przyktadem jest
ditiotreitol (DTT) Iub homocysteina (HC) prowadzi do powstania
nierozpuszczalnego polimeru (amyloidéw-hydrofobowych agregatéw biatkowych
w organizmach ludzi). Odkladanie takiego polimeru w uktadzie krazenia moze
powodowac nieodwracalne zmiany prowadzace do powstania chor6b wiencowych,
neurologicznych oraz innych zmian degeneracyjnych. Przedstawione polimery
moga pokrywa¢ btony komoérek i czyni¢ je odpornymi na rozpoznawanie
i niszczenie przez wrodzony uktad odpornos$ciowy. Ochronna bariera tych komérek
zbudowana jest z biatka krwi o wtasnosciach fibryny, ktéra jednak nie ulega
normalnemu procesowi fibrynolitycznej degradacji. Na skutek tego pozostaje ona
permanentnie na takiej blonie i nie pozwala na immunologiczne rozpoznanie jej
jako ciata ,,obcego” przez uktad odpornosciowy.

W  kolejnej pracy (przegladowej) przedstawiono mozliwy mechanizm
przeciwnowotworowego dziatania seleninu sodu (zat. 3, punkt I, A-14). Fibrynogen,
ktéry jest istotnym czynnikiem krzepniecia krwi reaguje z wolnymi rodnikami
hydroksylowymi, ktére powoduja modyfikacje jego struktury trzeciorzedowe;j
z utworzeniem polimeru podobnego do fibryny, okreslanego jako parafibryna.
W konsekwencji parafibrina tatwo oddzialuje z hydrofobowymi epitopami
sktadnikéw Sciany komoérkowej i znaczaco zaburza ich wtasciwosci i funkcje. Takie
epitopy reaguja latwo ze soba, tworzac wigzania silniejsze niz wigzania
kowalencyjne peptydéw, co czyni je odpornymi na degradacje proteolityczng,
m.in. przez enzym chymotrypsyne. Powstawanie parafibrynowej powloki na
komorkach (np. nowotworowych) mozna zapobiec przez traktowanie ich
aktywnym-redoks selenem, w szczegélnosci seleninem sodu oraz Srodkami

chelatujacymi zelazo. Zwigzki te hamuja wywotane zelazem tworzenie wolnych
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rodnikow hydroksylowych. Jednak po uformowaniu sie powtoki ochronnej mozna ja
usung¢ przez traktowanie réznymi amfifilowymi substancjami naturalnymi
(polifenole) wystepujacymi szczeg6lnie w produktach spozywczych pochodzacych
z diety $rodziemnomorskiej. W zwigzku z tym, aktywne-redoks zwigzki selenu
produkujgce reaktywne formy tlenu mogg stanowi¢ nowa klase Srodkéw
terapeutycznych ukierunkowanych na wystgpienie niekontrolowanej homeostazy
redoksowej komoérek nowotworowych. Tak wiec, selenin ma wtasnosci utleniajace,
szczegOlnie w reakcjach z grupami sulfhydrylowymi (-SH) biatek. Jedynie selenin
hamuje wymiane dwusiarczkowa w ludzkim fibrynogenie i w ten spos6b zapobiega
powstawaniu hydrofobowego polimeru nazwanego parafibryng. Nalezy podkreslic,
ze zastosowanie duzych dawek seleninu sodu wykazuje obiecujace dziatania
przeciwnowotworowe, jak opisano w wielu badaniach przedklinicznych.

Nie ulega wiec watpliwosci, Ze prowadzenie badan nad hydrofobowymi
interakcjami biatkowymi wywolanymi réznymi czynnikami zZywieniowymi lub
$srodowiskowymi moze dostarczy¢ racjonalnego wyjasnienia wielu stanéw
patologicznych, w tym chordb sercowo-naczyniowych, neurologicznych i innych

choréb zwyrodnieniowych, w tym raka w organizmach ludzi.

Publikacje:

Kieliszek M., Lipinski B. (2018) Pathophysiological significance of protein hydrophobic
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Factor2017/2018: 1,12, MNiSWy017: 15 pkt.

Kieliszek M., Lipinski B. Btazejak S. (2017) Application of sodium selenite in the
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5.5.1dentyfikacja wybranych gatunkéw ptakéw na podstawie blon witelinowych
jaj

W roku 2017 nawigzatem wspoétprace z Dr inz. Krzysztofem Damaziakiem

(Wydziat Nauk o Zwierzetach, SGGW w Warszawie), ktérej wynikiem jest wspolna

publikacja dotyczaca analizy poréwnawczej struktury i wybranych wtasciwosci

fizycznych i chemicznych btony witelinowej zottka jaj udomowionych ptakéw

strusia, emu i nandu (zat. 3, punkt II, A-10). Opublikowane badania dotyczace

charakterystyki VM zoéttek jaj innych gatunkéw ptakow sa nieliczne i ograniczajg sie
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tylko do kilku gatunkéw ptakéw udomowionych (m.in. kura domowa). Waznym
odkryciem zaprezentowanym w tej publikacji jest mozliwo$¢ przeprowadzenia
identyfikacji ptakow w wyniku uzyskanych réznic w strukturze btony witelinowe;j
(VM) oraz parametrow fizycznych zo6ttka jaj. Zgodnie z naszg wiedza, ani struktura
oraz inne parametry VM nie byty do tej pory badane w zadnym z gatunkéw ptakow
bezgrzebieniowych. Ponadto badania dotyczace cech  morfologicznych
i fizykochemicznych tresci jaj tych ptakéw rowniez sa nieliczne. Zaréwno fizyczna,
jak i chemiczna struktura VM rézni sie wsrdd poszczegdlnych gatunkéw ptakow
nawet w obrebie jednego porzadku taksonomicznego. Struktura VM ma duze
znaczenie dla reprodukcji ptakéw. Nadaje ona kulisty ksztatt zottka, a aczac sie
z chalazami utrzymuje je w centralnej czesci jaja. Stanowi bariere dyfuzyjng dla
wewnetrznej tresci z6itka, co chroni zarodek w okresie inkubacji jaja. W ramach
badan prowadzitam rozdzial i analize frakcji biatkowych blony witalinowej
otrzymanej z jaj poszczego6lnych ptakow. W badaniach do oceny profilu biatkowego
wykorzystywatam metode elektroforezy w Zelu poliakrylamidowym.

W wyniku przeprowadzonych badan potwierdzono, Ze gatunki ptakéw r6znity
sie budowa warstwy wewnetrznej VM, ktérg stanowity wtékna o réznej grubosci.
Najbardziej charakterystyczna byta wewnetrzna warstwa membrany witelinowej
emu, ktérej widkna byty najmniej zréznicowane, ale tworzace najbardziej zwarta
sie¢. Ponadto przeprowadzony rozdziat elektroforetyczny biatek uzyskanych
z btony VM potwierdzit réznice w profilu biatkowym pomiedzy poszczegdélnymi
gatunkami ptakéw. Efektem tych wspdlnych badan oprécz publikacji
w prestizowym czasopiSmie naukowym Poultry Science byto doniesienie
konferencyjne (zat. 3, punkt IIl, B-13). Badania s3 nadal realizowane na poznaniu
profili biatkowych, parametréw fizycznych VM innych ptakow w tym

gniazdownikow i zagniazdownikow.

Publikacje:
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5.6.Mozliwosci wykorzystania pullulanu jako substancji o wlasciwosSciach
prebiotycznych

Uczestniczytem w badaniach majacych na celu okreslenie wptywu pullulanu
na wzrost i aktywno$¢ fermentacyjng wybranych bakterii mlekowych
wyizolowanych z uktadu pokarmowego cztowieka. Pullulan jest mikrobiologicznym
polisacharydem wytwarzanym przez grzyby Aureobasidium pullulans. Moze by¢
wykorzystywany jako sktadnik niskokalorycznej Zywnos$ci oraz dietetycznych
przekasek przeznaczonych dla diabetykéw.

W publikacji (zat. 3 punkt II, A-18) wykazano, Zze 2% dodatek pullulanu do
podioza hodowlanego wptywat na zwiekszenie liczby bakterii Bifidobacterium
w porownaniu do hodowli kontrolnej pozbawionej tego skiadnika odzywczego.
Wyniki badan zostaly opublikowane w czasopi$mie Current Pharmaceutical
Biotechnology. Dalsze badania (artykut w recenzji) zwigzane byty z otrzymaniem
jogurtéow z dodatkiem pullulanu i okresSleniem jego wptywu na liczbe bakterii
fermentacji mlekowej. W pracy wykazano, ze dodatek pullulanu (1 i 2%) mdgt
wptywa¢ na zachowanie wysokiej zywotnosci bakterii fermentacji mlekowej
w jogurtach podczas ich przechowywania w 4°C przez 28 dni wobec préby
kontrolnej pozbawionej tego polisacharydu. W jogurtach wzbogaconych pullulanem
w miare wydluzania czasu przechowania stwierdzono wzrost kwasowoSci.
Otrzymane rezultaty badan mogly swiadczy¢ o lepszym wykorzystaniu laktozy
przez bakterie Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus do produkcji
kwasu mlekowego. Ponadto jogurty wzbogacone 1% pullulanem wykazywaty lepsze
cechy sensoryczne niz te z 2% dodatkiem. Podsumowujac nalezy zaznaczy¢,
ze badania caly czas sg kontynuowane i zostaty rozszerzone o nowe analizy

charakterystyki produktéw hydrolizy czasteczek pullulanu.
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5.7.1dentyfikacja mikroorganizméw oraz charakterystyka ich zdobnosci do
biosyntezy réznych metabolitow
Kolejnym obszarem moich zainteresowan naukowych byta identyfikacja
molekularna wybranych szczepéw drozdzy oraz grzybéw Aureobasidium pullulans.
Identyfikacje mikroorganizmoéw przeprowadzono w oparciu o analize tancuchowej
reakcji polimerazy (PCR). W pracy wykorzystywano uniwersalne startery ITS1
i ITS4, ktére biorg udzial w amplifikacji polimorficznego regionu znajdujgcego sie
miedzy genami kodujgcymi 18S rRNA. Dodatkowo wykonano sekwencjonowanie
regionébw ITS otrzymanego DNA w celu potwierdzenia tozsamosci
mikroorganizméw. Otrzymane sekwencje zostaly zdeponowane w bazie GenBank
(NCBI) (zat. 3, punkt III, Q). Wystgpienie niewielkich réznic w wielko$ci amplikonu
DNA pomiedzy poszczegélnymi gatunkami drozdzy skionito do wykonania
dodatkowej analizy identyfikacyjnej. Postuzono sie technika PCR-RFLP w celu
zr6znicowania tych fragmentow genomu. Wykorzystywano dwa enzymy
restrykcyjne Haelll i Rsal, w wyniku czego otrzymano wzorce umozliwiajgce analize
gatunkowg drozdzy. Uzyskane wyniki przeprowadzonych prac eksperymentalnych
doprowadzity do identyfikacji pieciu szczepéw drozdzy: Candida inconspicua,
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, Kazachstania unispora
i Zygotorulaspora florentina. W pracy (zal. 3, punkt II, A-17) réwniez zostaty
przeprowadzone badania nad hodowla drozdzy w podiozach sktadajacych sie
z przemystowych produktéw odpadowych: ziemniaczanej wody sokowej
uzupetnionej réznymi Zrédtami wegla. Badane szczepy drozdzy byty w stanie
akumulowa¢ do 20% substancji lipidowych w strukturach komoérkowych. Nalezy
podkresli¢, ze wszystkie drozdze hodowane w Srodowisku wzbogaconym glukoza
wykazywaly duzy udziat zawarto$ci kwasow ttuszczowych C18, wsrod ktérych
kwas oleinowy (C18:1 cis-9) byt dominujacy. Jego najwiekszy udziat (ponad 60%)

stwierdzono w lipidach pozyskanych z biomasy D. hansenii IGO1.
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W kolejnych badaniach z tego cyklu skoncentrowatem sie nad identyfikacja
szczepow drozdzy metodami biologii molekularnej. Publikacja (zal. 3, punkt II,
A-19) w powyzszym obszarze tematycznym dotyczyta badan nad oceng zdolnosci
biosyntezy lipidow przez szczepy z rodzajow Rhodotorula i Sporobolomyces. W celu
potwierdzenia przynaleznosci taksonomicznej drozdzy wykorzystywano dwa
enzymy restrykcyjne Hinfl i Haelll. Fragmenty DNA otrzymane w wyniku reakcji
PCR-RFLP, po rozdziale elektroforetycznym w 2% zZelu agarozowym datly
charakterystyczny dla danego rodzaju drozdzy profil prazkéw. Ponadto w pracy
wykazano, Ze badane szczepy drozdzy Rhodotorula w poréwnaniu do
Sporobolomyces s3 w stanie wykorzystywa¢ glicerol jako Zrodio wegla.
Wykorzystanie tego organicznego zwigzku w hodowli drozdzy powodowato
intensyfikacje biosyntezy wewngtrzkomoérkowych lipidéw. Drozdze Rhodotorula
glutinis var. rubescens LOCKRi3 charakteryzowaly sie najwieksza wydajnoscia
objetoSciowa biosyntezy wewngtrzkomérkowych lipidéw w swoich strukturach
komorkowych (4,73 g/L) wobec wszystkich badanych szczepéw mikroorganizmdéw.

Kolejnym obiektem moich zainteresowan byta mozliwo$¢ prowadzenia badan
na temat produkcji drozdzowych preparatéw [-glukanowych. Publikacja (zat. 3,
punkt II, A-3) stanowi doniesienie dotyczace okreslenia wptywu glicerolu jako
Zrodta  wegla na zawarto$¢ polimeréw Sciany komodérkowej (B-glukany
i mannoproteiny) drozdzy probiotycznych Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
i piwowarskich S. cerevisiae R9. W pracy wykazano, ze suplementacja podtoza
hodowlanego glicerolem w dawce 3 i 5% intensyfikowata biosynteze mannoprotein
w $cianie komérkowej drozdzy S. cerevisiae R9. W przypadku drozdzy S. cerevisiae
var. boulardii hodowanych w podtozu YPD o pH 5 mannoproteiny stanowity
ok. 27% $ciany komorkowej. Podsumowujac ten etap pracy nalezy podkreslic,
ze po hodowli w podlozach zawierajacych 213% glicerolu o pH 4 drozdze
S. cerevisiae R9 byly najlepszym zrédtem B-glukanéw. Sciany komérkowe zawieraty
ok. 36% polimeréw B-1,3-/1,6-glukanu.

Dwie pozostate publikacje (zat. 3, punkt II, A-5, A-6) powigzane ze sobg
tematycznie dotyczyty hodowli drozdzy w podtozach zlozonych z produktow
odpadowych pochodzacych z przemystu (glicerol, ziemniaczana woda sokowa) na
produkcje -1,3-/1,6-glukanu. Otrzymane wyniki badan wykazaly, ze najwiekszy
plon biomasy komoérkowej i B-glukanu szczepu Candida utilis ATCC 9950 osiggnieto
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po 48-godzinnej inkubacji w bioreaktorze. Biomasa komoérkowa drozdzy C. utilis
otrzymana po hodowli w kolbach charakteryzowata sie wieksza zawarto$cig biatka
(ok. 26,5%) w poréwnaniu do hodowli prowadzonej w bioreaktorze (19%). Dodatek
51 10% glicerolu do ziemniaczanej wody sokowej o pH 7.0 powodowatl wzrost
zawartos$ci [3-glukanu u szczepéw drozdzy S. cerevisiae. Zestawienie uzyskanych
wynikow badan pozwolito na sformutowanie zgloszonego zastrzezenia
patentowego do Urzedu Patentowego RP (zat. 3, punkt II, Pt-4).

Warto podkres$li¢, ze uzyskane wyniki badan byty przedmiotem do
sformutowania projektu badawczego pt. ,Glu-Can-Technologia wytwarzania
funkcjonalnych preparatéw o wysokiej zawartosci B-1,3-/1,6-glukanu C. utilis
o witasciwos$ciach wigzania mykotoksyn”, ktérego jestem wykonawcg (zat. 3, punkt
I, 1-9). Uzyskane wyniki badan potwierdzily mozliwo$¢ wykorzystania
przemystowych  produktéow odpadowych w biosyntezie funkcjonalnych
polisacharydéw $ciany komérkowej. Pragne nadmieni¢, ze prace badawcze sg caty

czas kontynuowane.
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6. Podsumowanie pracy naukowo-badawczej

Tabela 1. Zestawienie publikacji naukowych znajdujacych sie w bazie Web of Science.

Impact Punkty wg
Factor* MNiSW**

Nazwa czasopisma Liczba

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Web of Science:

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1. Folia Microbiologica (2014) 1 1,000 15
2. Nutrition (2013) 1 3,046 30
3. European Food Research and Technology (2013) 1 1,387 30
4. Preparative Biochemistry and Biotechnology (2012) 1 0,406 15
Lacznie (1-4) 4 5,839 90
Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora wchodzgce w sktad Osiggniecia
5. Fungal Biology Reviews (2017) 1 3,967 40
6. Journal of Trace Elements in Medicine and Biology (2016) 1 3,225 20
7. Molecules (2017) 1 3,098 30
8. 3 Biotech (2018) 1 1,497 15
9.  Applied Sciences (2018) 1 1,689 25
10. Biological Trace Element Research (2019) 1 2,361 15
11. Molecular Biology Reports (2019) 1 1,889 20
Lacznie (5-11) 7 17,726 165
Pozostale po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
12.  Applied Microbiology and Biotechnology 2x3,340
4 1x 3,420 4 x 35

(2018, 2017, 2015) 1x3.376
13. Journal of Biotechnology (2018) 1 2,533 30
14. Agrochimica (2018) 1 0,694 15
15. Medical Hypotheses (2018) 1 1,066 15
16. Trends in Food Science and Technology (2018) 1 6,609 50
17. Poultry Science (2018) 1 2,216 40
18. Waste Biomass Valorization (2018) 1 1,874 20
19. Microbial Cell Factories (2018) 1 3,831 40
20. Cells (2017) 1 4,829 0

1x 3,098

21. Molecules (2017, 2016) 2 1x2.861 2x30
22. Journal of Food Quality (2017) 1 0,841 20
23. BioMed Research International (2017) 1 2,583 25
24. Current Pharmaceutical Biotechnology (2017) 1 1,819 30
25. European Food Research and Technology (2017) 1 1,919 30
26. Biological Trace Element Research (2016) 1 2,399 15
27. Oxidative Medicine and Cellular Longevity (2015) 1 4,492 25
Lacznie (12-27) 20 57,140 555
RAZEM (1-27) 31 80,705 810
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Tabela 2. Zestawienie publikacji naukowych znajdujacych sie na lisScie B MNiSW.

Impact Punkty wg
Factor* MNISW**

Lp. Nazwa czasopisma Liczba

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ na liscie B MNiSW

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1. Bromatologia i Chemia Toksykologiczna (2012) 1 4
2.  Prace Instytutow i Laboratoriow Badawczych Przemystu

3 1 2

Spozywczego (2010)

Lacznie (1-2) 2 6
Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora
3. Zeszyty Problemowe Postepéw Nauk Rolniczych (2016) 2 2x13
Lacznie (3) 2 26
RAZEM (1-3) 4 32

Tabela 3. Zestawienie monografii naukowych.

Impact Punkty wg
Factor* MNiSW**

Nazwa monografii Liczba

Monografie

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1. Zasady przyjmowania i przechowywania drobnoustrojow. 2 2x4
Kolekcja Kultur Drobnoustrojow Przemystowych (2009)

ISBN 9788392571179

Lacznie (1) 2 8

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

2. Microbial Enzyme Technology in Food Applications (2016)
ISBN 9781498749831

3. Bezpieczenstwo Zdrowotne Zywnosci Aspekty
Mikrobiologiczne, Chemiczne i Ocena Towaroznawcza 2 2x4
(2015) ISBN 9788393542178

Lacznie (2-3) 3 13

RAZEM (1-3) 5 21
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Tabela 4. Zestawienie patentéw i zgtoszen patentowych.

Impact Punkty wg
Factor* MNISW**

Lp. Tytul patentu Liczba

Patenty i zgloszenia patentowe

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora
1. Brak

Lacznie

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

2. Migdzynarodowy patent. Method for honey wort hight-sugar
alcohol fermentation (2017) Pub. no. W02015102500-A1;

PL406718-AL: EP2914755-B1, Int. appl. 1 15
PCT/PL2014/000111
3. Nowy szczep bakterii Lactobacillus delbrueckii oraz jego 1 15
zastosowanie do wytwarzania pierzgi (2017) PL. 226477 B1
4. Zgloszenie patentowe. Sposob otrzymywania preparatu
B(1,3)/(1,6)-glukanow drozdzy Candida utilis (2017) 1 0
PL.420212
5. Miedzynarodowy patent. New strain Lactobacillus
delbrueckii bacteria and its use of bee pollen. (2017) Pub. 1 15
no. WO2015093997-A1; PL406622-Al; EP2914754, Int.
appl. PCT/PL2014/050061
Lacznie (2-5) 4 45
RAZEM (1-5) 4 45

Tabela 5. Zestawienie recenzowanych i punktowanych doniesien konferencyjnych.

Impact Punkty wg

Lp. Nazwa czasopisma Liczba Factor* MNiSW*

Referaty i doniesienia konferencyjne

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1. 26th International Conference on Yeast Genetics and 2 2x1,742 0
Molecular Biology, Frankfurt/Main, Niemcy (2013)
Yeast 30(1), S176-S177, ISSN 0749-503X

Lacznie (1) 2 0
Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

2. Brak

Lacznie (2)

RAZEM (1-2) 2 3,484 0

* Zgodnie z rokiem opublikowania. W przypadku publikacji z roku 2018 i 2019, dla ktérych IF nie zostat
obliczony podano ostatni aktualny IF.

** Zgodnie z punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) obowigzujaca w roku
opublikowania.
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Publikacje (oryginalne prace tworcze) 40
Publikacje z Web of Science

eksperymentalne 20
przegladowe 11
Inne publikacje
eksperymentalne 3
przegladowe 1
Rozdziaty w monografii 5
Cytowania
wedtug Web of Science 424 (347 bez autoc.)
wedtug Elsevier Scopus 486 (404 bez autoc.)
Index Hirsha 9
Sumaryczny Impact Factor 80,705
Suma punktow wedtug listy MNiSW 908
Doniesienia konferencyjne 27
Referaty 9
Kierownictwo grantéw NCN 1
Patenty i zgtoszenia patentowe 4
Sekwencje nukleotydowe opublikowane w GenBank____ 15

Po wylgczeniu artykutéw wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego
(IF = 17,726; MNIiSW = 165) warto$¢ mojego pozostatego dorobku publikacyjnego
wynosi IF = 62,979; MNiSW = 743 pkt. Pelny wykaz moich osiggnie¢ w pracy

naukowo-badawczej zawiera zalgcznik 3.
74,/ olizel, Nse b
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