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1. Imig¢ i nazwisko: Urszula Pankiewicz
2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:
- mgr chemii UMCS w Lublinie, specjalé® ochrona srodowiska,
11 maja 1994 r.
- dr nauk rolniczych w zakresie technologywnosci i zywienia— analiza
zywnosci, 22 czerwca 2005 r.
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednstkach naukowych:
- 01.02.1996 r. — 01.10.2005 r-— asystent naukowo-dydaktyczny
w Zaktadzie Oceny Jakoi Zywnosci Akademii Rolniczej w Lublinie
(obecnie Katedra Analizy i Oceny Jakb Zywnaosci Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie)
- 0d 01.10.2005 ¥ adiunkt w Katedrze Analizy i Oceny Jakti Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
4. Wskazanie osigniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stamach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):
a) tytut osiagnigcia naukowego:
Osigniecie pod tytutem: ,Bioakumulacja wybranych jonow mdetw komdrkach
Saccharomyces cerevisjagv warunkach traktowania hodowli pulsacyjnym polem
elektrycznym (PEF) tworzy jednotematyczny cykl 6 publikacji z lat 262814
b) autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wyda nia, nazwa wydawnictwa:

P.1. Urszula PANKIEWICZ, Jerzy JAMROZ, Accumulation of selenium and
catalase activity changes in the cellsSafccharomyces cerevisiam pulsed
electric field (PEF) treatment.

Annals of Microbiology, 58, 2, 239-243,2008.
(|F2008: 0.466, MNiISW=13 pkt)

P.2. Urszula PANKIEWICZ, Jerzy JAMROZ, Accumulation of selenium and
changes in the activity of inulinase and catalasthe cells oKluyveromyces
marxianuson pulsed electric field treatment
Journal of Microbiology and Biotechnology, 20(Z),01-1106, 2010.

(”:2010: 1.22, MNISW=27 pkt)

P.3. Urszula PANKIEWICZ, Jerzy JAMROZ, Effect of pulsed electric fields
upon accumulation of magnesiumSaccharomyces cerevisiae
European Food Research and Technology, 231, 683264.0.
(IF 2010= 1.585, MNiSW=32 pkt.)
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P.4. Urszula PANKIEWICZ, Jerzy JAMROZ, Effect of pulsed electric fields
upon accumulation of zinc iBaccharomyces cerevisiae
Journal of Microbiology and Biotechnology, 21(6466651, 2011.
(“:2011: 1.3, MNiSW=27 pkt)

P.5. Urszula PANKIEWICZ, Jerzy JAMROZ, Application of pulsed electric el
for enrichmentof Saccharomyces cerevisiaells with calcium ions. Italian
Journal of Food Sciences 4, 394-402, 2013.

(IF 5.vear= 0.465* MNiSW=15 pkt.)

P.6. Urszula PANKIEWICZ, Monika Sujka, Marzena Wiodarczyk-Stasiak, Artur
Mazurek, Jerzy Jamroz, Effect of pulse electritdBgPEF) on accumulation of
magnesium and zinc ions Baccharomyces cerevisiaells. Food Chemistry
157, 125-131, 2014.

(IF 5.vear = 4.072*, MNiSW=40 pki .)

" ze wzgldu na brak danych dotygaych wspétczynnika wplywu (impact factor,
IF) zgodnie z rokiem opublikowania, podano jégedniy wartas¢ za ostanie
5 lat

** wg Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa 3/gego z dnia 17 grudnia 2013
r. w sprawie wykazu czasopism naukowych wraz glipgnktow przyznanych
za publikacje w tych czasopismach

Sumarycznyimpact factor publikacji wchodzacych w skiad osgnigcia naukowego
wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgednrokiem opublikowani®2.108

Suma punktow za publikacje wchage w sktad oaigniecia naukowego wedtug wykazu
czasopism naukowych MNiSWI54*

Wktad Whnioskodawcy w wiej wymienione publikacje generalnie obejmuje: udzia
w tworzeniu koncepcji przeprowadzenia ba@dazebranie literatury, wykonanie
doswiadczéi, analiz, opracowanie i dyskusj wynikdw, napisanie manuskryptow,
petnienie roli autora korespondencyjnego.

Oswiadczenia wspoétautora prac, ollegace jego indywidualny wkiad w powstanie
publikacji —Zatacznik 6

c) omowienie celu naukowego ww. prac i agynietych wynikow wraz z omowieniem

ich ewentualnego wykorzystania



Wprowadzenie i cel naukowy

Wraz z rozwojem dietetyki i nauk @ywieniu coraz wgcej uwagi zwraca sina
poprawne zbilansowanie sktadnikow diety, w tym Il@owiastkbw niezbdnych
do prawidtowego funkcjonowania organizmé&ywych. Jony magnezu, cynku, wapnia,
selenu jako koenzymy, reguduinetabolizm komérkowy. W ostatnich latach coragciej
stwierdza si objawy niedoboru tych pierwiastkow, co zwraca ugvag dradze, ktére
moga by¢ zrodiem nie tylko cennego w diecie biatka, lecz ztakdeficytowych
biopierwiastkéw. Dradze wiaza ze srodowiska jony metali, a nagmie trwale widczap je
w struktury komérkowe. W ten sposob #eodochodzi do powstawania trwatych
kompleksow z biatkami oké&anych jako biopleksy lub metalobiatka (Liu i wsp002).
Dotychczasowe badania wykazabkye takie formy paiczenia jondéw pierwiastkow
z biatkami g lepiej przyswajalne przez organizm cztowieka preparaty mineralne (De
Nicola, Walker 2009). Wzbogacona w MgZr?*, C&* oraz Md"* i Zn** (jednoczénie)
biomasa komorkowa dzdzy, staje si alternatyws wobec suplementacji farmakologicznej
stosownej w niedoborze tych kationéw. Biopierwiagtedawane w postaci metalobiatek
sa lepiej przyswajalne przez organizm w porownaniprgparatami farmaceutycznymi
przygotowanymi na bazie organicznych lub nieorgamych soli tych pierwiastkow.
Produkty spaywcze otrzymane z udziatem dozy wzbogaconych w wiej wymienione
pierwiastki (lub preparaty dedzowe) mogtyby stanowi w przysziéci dodatkowe ich
zrodto w diecie (Cha, Cho 2009, Vinopal i wsp. 2007)

Mozna wyr&ni¢ kilka mechanizméw poboru i akumulacji jonéw metplizez
drobnoustroje. Wyspuja zjawiska niespecyficznej akumulacji jondw metalia n
powierzchni komorek mikroorganizmow. Akumulacje zaopowodowa sorpcja jonéw
I wiazania przez polimergciany komorkowej, zewgtrzkomorkowych otoczek sluzéw
drobnoustrojowych. Powszechnie wymsije specyficzny transport aktywny niektérych
jonéw do komorek drobnoustrojéw, na przyktad so@otasu, magnezu i manganu.
W szczegolnych przypadkach pneonasgpowa biosynteza i wydzielanie przez komérk
zwiazkow chelatujcych i jonoforéw, ktore umdiwiaja pobdr okrélonego jonu.
Akumulacja jondw metali przez drobnoustroje wyka@tzyaca wspomniane mechanizmy
jest przedmiotem badawielu naukowcow. W celu zwkszenia akumulacji wybranych
jonéw metali w komérkackaccharomyces cerevisimeswoich badaniach wykorzystatam

elektroporagj (Stehlik-Tomas i wsp. 2004).



Traktowanie komorki pulsacyjnym polem elektryczn¢idiEF) to tak zwana elektroporacja
(elektroperforacja), ktéra polega na dziataniu nen&rki zmiennym polem elektrycznym.
W komoérce poddanej dziataniu PEF, indukowane guagitransmembranowe przyczynia
sig¢ do formowania porow w membranie i prowadzi do vgmmojej przepuszczalgoi.
Wedtug modelu Zimmermanna (1986) pod wpltywem pddékteycznego na zewtrznej

i wewrgtrznej powierzchni btony komoérkowej indukowane wdunki o przeciwnych
znakach. Gdy potencjat transmembranowwgsiwarté¢ krytyczrn, wowczas wzajemne
przyciaganie fadunkow prowadzi do formowania zdp liczby poréw w blonie
komorkowej. Przepuszczalitobtony mae wzrosiaé¢ do takiego poziomu,e mazliwe jest
wnikniecie do komorki pozakomorkowych gsteczek, np. DNA lub jonéw metali. Po
ustaniu dziatania pola elektrycznego rpsje uszczelnienie porow i komorki zachowu;
obce casteczki lub jony.

Btona komoérkowa traci ggtos¢, gdy potencjat btonowy w wyniku przytonego
napkcia przekroczy 0,5-1,0 V. Proces elektroporacjizenby¢ odwracalny, j&li nastpi
ponowne zasklepienie porow. Stapieodwracalnéci zaleey od natzenia i czasu
ekspozycji zewetrznego pola. Proces jest odwracalny, gdy impulsite/czne trwaj od
mikro- do milisekund o nateniu pola 1-20 kV/cm. Pory otwiermapgic w czasie kilku
mikrosekund, a szybké zamykania zaley od temperatury i wynosi od kilku sekund
w 37°C do kilkunastu minut w 4°C (Torrgerosa i w&p06). Gdy wart€ci natzenia pola
elektrycznego znacznie przekracwarta¢ krytyczma, wOwczas powstanie porow oe
sta& si¢ zjawiskiem nieodwracalnym, prowagym do zniszczenia komorki. Dlatego
istotne jest, aby elektroporacja jak najmniej usizikda komork i nie zaktocala
podstawowych procesow fizjologicznych.

Elektropracja stanowi fatyy nietoksyczn i tania metod wprowadzania jonow
metali i makroczsteczek do komorek. Polega ona na wytworzeniu wielplazmatycznej
na tyle duych poréw, aby badane gsteczki mogly wnika¢ do cytoplazmy,
a jednoczénie na tyle matych, aby po pewnym czasie bytozlm@ ich zasklepienie,
w sposOb charakterystyczny dla danego typu komorglektroporacji mog by¢
poddawane zaréwno komorki zwiece, jak i rélinne (Aronsson i wsp. 2005). PEF
najczsciej wykorzystuje s do wprowadzania do komoérek fragmentow DNA, histeno
(m.cz. 20 kDa), owoalbumin (m. cz. 45 kDa), immuiobglin G (m.cz. 150 kDa),
katalazy (m. cz. 240 kDa), ferrytyny (m. cz. 445aDa take czsteczek Grednicy
koloidalnego ztota (érednicy 5-20 nm) i lateksu (érednicy 0,1um). Istnieje tak

mozliwos¢ perforacji komorek wchodeych w sklad naeddw, np. po elektroporacii
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wysepek Langerhansa trzustki szczura obserwowarnigkgmone wydzielanie insuliny
(Fiedurek i wsp.2000).

W genetyce, elektropracj stosuje s do wprowadzania do komorek kwasow
nukleinowych. Stanowi ona alternatywlla wektorow wirusowych i metod chemicznych
stosowanych dotychczas w modyfikacjach genetycznyeket elektroporacji jest toze
nie wprowadza sido srodowiska dodatkowych substancji, ktére mogtyby iepazadany
sposOb oddziatywiaz komork.

Przepuszczalrio btony komorkowej jest uzataeiona od:

e rodzaju i rozmiaréw komorki

e natzenia pola elektrycznego

e czasu impulsu

e szerokdci pulsu

e czasu ekspozycji pola (elektroporaciji)

e okresu hodowli, po ktorym nagti ekspozycja PEF na biomakomorek chemicznego
sktadu paywki (sity jonowej).

W ostatnich latach moje badania skoncentrowanegi®wnie na wptywie
pulsacyjnego pola elektrycznego na akumuglagybranych jonéw metali w komorkach
S. cerevisiaeDo 2005roku, w badaniach wykorzystywatam elektroporatanfi JOUAN,
St. Herblain, France (PS10 cell electropulsatorpaiyczony z Zaktadu Mikrobiologii
Przemystowej UMCS w Lublinie. Od 2006, prace badesvarowadgz przy wykorzystaniu
elektroporatora ECM 830; BTX Harvard Apparatus (JSBedacego na stanie Katedry
Analizy i Oceny Jakéci Zywnosci. Pocatki pracy na nowym aparacie nie byty tatwe.
W komorkach poddanych elektroporacji nie stwiemnitzwekszonej akumulacji jonow
w poréwnaniu do hodowli kontrolnych (nie traktowahyPEF). Po serii badavykazatam
dwze spadki nagcia podczas elektroporacji. Elektroporator nie sigétzatlozonego celu
bada. Po wielu przeprowadzonych @dwadczeniach stwierdzitany iprzyczyra spadku
napkcia jest zbyt diga powierzchnia elektrody. Oryginalna elektroda, térk zostat
wyposaony aparat okazata ¢sinie przydatna do prowadzonych badaProducent
elektroporatora nie pogtjsic opracowania i wykonania nowej elektrody. Przeprdxesie
licznych déwiadcze, zwiazanych z badaniem zmian napa w funkcji sity jonowej
srodowiska, pozwolito na opracowanie i wykonanie epelektrody. Wyposaenie aparatu
w elektrod; o wiasciwej charakterystyce unitiwito kontynuowanie bada
Jako gtowny wykonawca w projekcie badawczym N N3829840 pt.. ,Wplyw

pulsacyjnego pola elektrycznego na akumuglgonéw zrf*, C&* oraz Mdg* i zn*
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(jednoczénie) w komodrkach Saccharomyces cerevisiae’'w latach 2011-2014
realizowatam prace badawcze i wnikliwe studia étarowe nad wpltywem pulsacyjnego
pola elektrycznego na akumulagpnéw metali w komérkach dedzy. Uzyskane rezultaty
opublikowatam w cyklu prac (P.1.-P.6.), ktéry wae za swoje najwksze osigniccie
w dotychczasowej dziataldoi naukowej i przedktadam jako podstawbiegania si
0 nadanie stopnia doktora habilitowanego.
Komorki S. cerevisiae (GRAS) mog w diecie stanowi uzupelniagce zrédio
deficytowych biopierwiastkéw i witamin. Akumulowanijondw metali w komorkach
z wykorzystaniem PEF stanowi istdiada.
Podgcie tematu uzasadnia brak opracawzaréwno krajowych jak i zagranicznych
dotyczcych wplywu pulsacyjnego pola elektrycznego na aldack wybranych jonow
w komorkach  dradzy. Dane literaturowe dotygz gltownie przeywalngci
mikroorganizmow lub zmiany aktywda enzyméw pod wplywem PEF, gtdéwnie
w zywnosci 0 konsystencji ptynow (Karolczuk i wsp. 2006) .
W oparciu o przeprowadzone badania oraz anédiaretyczn sformutowatam nagpujacy
temat pracy habilitacyjnej: ,Bioakumulacja wybrahygondw metali w komaorkach
S. cerevisiagw warunkach traktowania hodowli PEF".
W celu uzyskania maksymalnej akumulacji jonéw metalkomérkach zrealizowatam
nastpujace zadania badawcze:
1. Elektroporact bton komorekS. cerevisia@rzy wzrastajcych stzeniach wybranych
jonéw metali
2. Optymalizacg parametréw PEF (n@tenia, szerok&i pulsu, czasu ekspozycji oraz
traktowania hodowli komérek polem wardych fazach wzrostu)
3. Krotnos¢ ekspozycji PEF i sposobu dawkowania danej solcpasl hodowli
4. Zmianyzywotnasci komorek oraz wydajrigi biomasy, po traktowaniu hodowli PEF
przy wzrastajcych stzeniach jonéw metali
5. Okreslenie lokalizacji kationow metali w komorce, (ktomneoze przyczyné sic do
poszerzenia obszaru wiedzy nad mechanizmem biodkajnuw warunkach
elektroporacji bton komorek didzy)
6. Wptyw PEF i nagromadzonego selenu na akty&noulinazy oraz katalazy

w Saccharomyces cerevisiakluyveromyces marxianus

1. Akumulacja kationdw metali w komorkacB. cerevisiaezaleey od stzenia

poszczegodlnych jonéw w ppwce, oraz od ich biodagincsci. W badaniach wykazatam

7



wplyw skzenia jonéw ZA*, Mg®*, C&* oraz pary jonéw Zif i Mg®* w pazywce na ich
akumulacg w komdrkachS. cerevisiaezarowno w hodowlach kontrolnych (bez PEF) jak
i z PEF. Wzrost stenia C&" i Mg**, w calym zakresie stosowanyckzsh od 10 do 1000
ng/ml paywki, w hodowlach kontrolnych, nie wphgh znaczco na ich akumulagj
w komorkach. W hodowlach traktowanych PEF odnotawatotny statystycznie wpltyw
wzrastagcych stzen tych jondw w paywce na wzrost ich akumulacji w komérkadPi3(
P5). W przypadku Zf', pocatkowo ze wzrostem stenia w paywce jego akumulacja
w komorkach rosta, a povrgj 100 pg/ml peywki obnizata s¢ i to zaréwno w hodowlach
traktowanych PEF jak i bez PEF4).

W przypadku C&, Zr?*, Mg?* w calym zakresie stosowanychkzst od 10 do 1000 pg/ml
pozywki stwierdzono wyszz akumulacgg jonéw w komoérkach traktowanych PEF
w porownaniu do hodowli kontrolnych. Przy ustalongptymalnym sgzeniu, 100 pg/ml
pozywki, dla wszystkich badanych jonéw stwierdzonozes akumulacg w poréwnaniu
do hodowli kontrolnych; w przypadku €a6—krotry, Zré* 1.5-krotry, a Mdf* 2 —krotra.
Przy optymalnym steniu 100 pg/ml poywki, akumulacja magnezu wyniosta 4 mg/g s.s.
co stanowi 40% Mg dodanego do pywki (40% Md"), cynku 13,29 mg/g s.s. (63%
Zn*"), wapnia 3 mg/g s.s. (30% €3 (P3, P4, P5.

Wyniki z kolejnych déwiadczéh wskazuj na istotny wptyw stzenia pary jondw,
magnezu i cynku w pgwce, na ich akumulagjw komorkach dredzy. Przy kilku
kombinacjach sten jonodw, odnotowano wzgtinie duze nagromadzenie jednego z jondw,
przy czym akumulacja drugiego byta wéwczas dwu, aavet kilkakrotnie nisza od
maksymalnej. W hodowlach traktowanych PEF, uzyskadwczas wysok akumulacg
Mg**, 2.32 mgl/g s.s. oraz Zh, 7.24 mgl/g s.s. przy optymalnychegniach 100 pg
Mg**/ml oraz 150 ug Z#i/ml pazywki (P6).

2. Wykazanoze natezenie pola elektrycznegaod 0.1 do 1.0 kV/cm, nie wplywa
istotnie statystycznie na akumulagpnéw w komoérkach, ksztatuje esina podobnym
poziomie jak w hodowli kontrolnej. Dopiero istotrsatystycznie zmiany akumulacji
badanych jonéw odnotowano w zakresiezszych natzen pola elektrycznego, od 2.0 do
6.0 kV/icm. Przy optymalnym ngteniu pola, 5.0 kV/cm, stwierdzono maksymgaln
akumulacg w komoérkach, ktéra byta 2- krotnie vsza (Mg*, para ZA" i Mg®*) oraz 3-
krotnie wyzsza (C&") w poréwnaniu do hodowli kontrolneP8, P5, P§. Przy natzeniu
pola 3.0 kV/cm stwierdzono maksymalakumulacj Zn**, ktéra byta blisko 2-krotnie
wyzsza w poréwnaniu do hodowli kontrolndp4). Nakzenie pola, powsej 3.0 kV/cm
w przypadku ZA" oraz powyej 5.0 kV/cm w przypadku G§ Mg?* i pary jonéw ZA*
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i Mg®*, powodowato istotny statystycznie spadek nagromaidzjonéw w komérkach lub
nie powodowato istotnych statystycznie zmian w aklatji jak w przypadku pary jonow
(P3-P9.

Wykazano istotny wptywszerokaici pulsu PEF na akumulagjbadanych jonow
w komodrkach. Zastosowano szerék@ulsu w zakresie od 10 do 150 us. Za optymalne
szerokdci pulsu przygto 10 i 20 us, przy ktérych uzyskano maksymaétkumulacg
badanych jonow w komorkach didry. Przy szerokeci pulsu 10 ups uzyskano
maksymalg akumulacy Zn®* (15 mg/g s.m.), byta ona ponad dwukrotnie zsaa
w porownaniu do hodowli nie traktowanej PEP4). Najwyzszz akumulacg uzyskano
przy szerokéci pulsu 20 ps i wyniosta ona odpowiednio 4 mghy.s(M¢?"), 2.5 mg/g
s.m. (C&") oraz 11.42 i 2.89 mg/g s.m. (pary jonéw?Zn Mg*"), (P3, P5, P§.
W przypadku M§" i C&* akumulacja byta odpowiednio 2 i 5 -krotnie ¥sya
w poréwnaniu do hodowli nie poddanej dziataniu REB, P5. Wyzsze od optymalnych
wartcsci  szerokdci pulsu powodowaly istotny statystycznie spadekunaldacii
w przypadku wszystkich badanych jonéw w komérkaét8-P§. W przypadku CZ
odnotowano ponad dwukrotny spadek akumulk@).

W licznych dédwiadczeniach udowodnionge istotnym parametrem wptyvagym
na akumulag jonéw w komorkach jestzas ekspozycjibiomasy komoérek dralzy
traktowanych PEF w czasie 5, 10, 15, 20 i 25 midut.po 5 i 10 minutowej ekspozycji
akumulacja jonow byta wagza w porownaniu do hodowli kontrolnej, alesaa istotnie
statystycznie od optymalnego czasu wyznaczonego démego jonu K3-P6.
Za optymalm ekspozyai PEF przygto 15 i 20 minut, przy ktérej uzyskano nagksze
nagromadzenie badanych jondéw w komorkach. Po 15utmiwej ekspozycji PEF,
uzyskatam maksymadnakumulac; Mg**, Zr?* oraz pary jonéw Mg i Zn**; za po 20
minutowej maksymatn akumulagy C&*. Ekspozycja 20 i 25 -minutowa spowodowata
istotny statystycznie spadek akumulacji w przypadkazystkich badanych jonow
z wyjatkiem M gdzie wydhienie czasu ekspozycji PEF nie wpdimani na wzrost ani
na spadek akumulacji tych jonéw w komorkabt3{P6).

Wyniki z przeprowadzonych baflavykazaty istotny wptywokresu hodowli, po ktérym
traktowano PEF biomaskomorek dradzy. Hodowle, od ich rozpoeeia traktowano PEF
po 8, 12, 16, 20 i 24 godzinach. Najbardziej poglaia ekspozyej PEF okazata §i20
godzinna hodowla, poniewaw komérkach wykazatam najwsze nagromadzenie
badanych jon6wR3-P6§. W przypadku cynku, ok. 15.5 mg/g s.s., byto 0 8R% lub
57 % wysze w stosunku do hodowli traktowanych PEF po 8 2dbh namnzania
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komorek, (P4), dla magnezu, ok. 4 mg/g s.s., 28ye 0 ok. 34 % lub 23 Y%P3),

w przypadku wapnia, 3 mg/g s.s. #sye o0 150 % i 8 %YP5). Maksymalne nagromadzenie
Zn**, 11.41 mglg s.s. oraz Nig 2.85 mg/g s.s., stwierdzono po traktowaniu PEF 20
godzinnej hodowli. Odnotowano ok. 30 % a8ya zawarté¢ cynku w stosunku do
hodowli traktowanych PEF po 8 Ilub 24 h nadarda. Nie wykazano istotnie
statystycznego wzrostu akumulacji magnezu w konadrkapo ré@nych okresach
traktowania hodowli PERP6).

W komorkach z hodowli traktowanych PEF po 8, 12 hl®zrostu i rozwoju akumulacja
jondbw byta nisza, natomiast po 24h hodowli gt istotny statystycznie spadek
w porownaniu do hodowli traktowanej PEF po 20 hdwld

3. W kolejnym zadaniu badawczym, traktowatam cztesbke PEF hodowle
drozdzy po 8, 12, 16, 20 h od jej rozpacza Chciatam wykazajaki wptyw na akumulagj
jonoéw w komdérkach miee mie wielokrotna ekspozycja PEF biomasy #itey w réznych
okresach wzrostu i rozwoju. Hodowle prowadzono pzeyptymalizowanych wcZaie]
parametrach PEF oraz optymalnymzeniu badanych jonéw w pgwce. W przypadku
jonow (Zrf*, Mg®*, c&h) i pary jonéw (ZA" i Mg*) nie stwierdzono wplywu
wielokrotnego dziatania PEF na w8z akumulacg tych jondw w komérkach, a nawet
byla ona nisza o 47% (Zf) i 125% (C&") w poréwnaniu do akumulacji gdzie hodowle
jednokrotnie traktowano PEP4, P5. Akumulacja pary jonéw Mg i Zn?* byta 2.5 i 3.5
krotnie nizsza w porownaniu do maksymalnej akumulacji uzyskaue jednokrotnym
traktowaniu PEF hodowliR6). Tylko w przypadku Mg, stwierdzono o 5% wipz
akumulacg w komoérkach, po poddaniu hodowli 4-krotnej elegtycaciji w poréwnaniu do
biomasy komorek jednokrotnie traktowanych PEB)(

Sposob wprowadzania oktenej dawki soli (dawkowanie) do ppwki wydawat
si¢ istotny ze wzgidu na wzrost sity jonowegrodowiska czy te zmiany cénienia
osmotycznego. Przy zoptymalizowanych parametrack BEaz optymalnym steniu
badanych jonéw w pgwce prowadzono hodowle, do ktérych catkewdawlke soli
dodawano w czterech porcjach, kolejno po 8, 13,2Gh hodowli. Dawkowanie soli nie
wplyneto na wzrost akumulacji badanych jonow w komorka€dnotowano risz
akumulac} odpowiednio o 30 % (M) i 57 % (C&", Zn**) w poréwnaniu do hodowli, do
ktérej wprowadzono catdawke tych jonéw przed jej rozpoeziem (P3-P5H. Dodatek do
pozywki catej dawki pary jondbw magnezu i cynku w cen porcjach, spowodowat
spadek akumulacji odpowiednio 0 22 i 74 % (w poramin do hodowli, do ktérej dodano

caly dawle przed jej rozpocgiem) P6).
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4. W kolejnych déwiadczeniachwykazano zmianyywotnasci komorek dradzy
w warunkach stresjak wzrost stzenia jondw metali (10 — 1000 pg/ml) czy tedzny
zakres naizenia pola (1-6 kV/cm) i szeroka pulsu (10-150 us).

Wykazano znacznie mniejszy wplyw wzrast@go stzenia jondw MG" i C&*
w pazywce na wzrost liczby martwych komérek w poréwnanjonami Z&* (P3-P5.

Przy optymalnym steniu C&* (100 pg/ml paywki) i Mg?* (100 pg/ml paywki) udziat
martwych komorek wyniost odpowiednio 17 i 10 %. 3l wzrost stzenia tych jonow,
w pazywce do 1000 pg/ml powodowat podwojenie liczby madth komorek do ok. 35%
(P3, P5. Wzrastajce stzenie jondw ZA" w pozywce wykazato istotny wplyw na
zywotnas¢ komorek. Przy steniu optymalnym 100 pgZfiml pazywki liczba martwych
komorek byta na poziomie 15 %. Dalszy wzrogkshia cynku w pgywce do 1000 pg/ml
spowodowat gwattowny wzrost liczby martwych komésigajacy 78% P4).

W przypadku pary jonéw Z# i Mg, stwierdzono znacznie mniejszy wplyw magnezu na
zywotnas¢ komorek w poréwnaniu z cynkiem. Wzragtag stzenie magnezu od 20 do
500 pg/ml paywki (przy statym sgzeniu cynku 100 pg/ml pgwki) spowodowato wzrost
liczby martwych komérek o 52% (odpowiednio z 1928%6). Wykazano istotny wptyw
wzrastajcego stzenia cynku w pgywce (przy statym sfeniu magnezu 100 pg/ml
pozywki) na wzrost liczby martwych komérek. W zakrestgzen od 20 do 100 pg Zivml
pozywki, ilos¢ martwych komorek wzrosta trzykrotnie z 6% do 18P6zy stzeniach
powyzej 150 pgZA'/ml pozywki, ilos¢ martwych komérek przekroczyta 50% aqgajac
68% przy stzeniu 500 pgZfi/ml pazywki. Przy stzeniu optymalnym (100 pg Mgml

i 150 pg ZA/ml pazywki), w warunkach maksymalnej akumulacji obu jonéwziat
martwych komorek po hodowli wyniost 33%6).

Zmiany natzenia pola oraz szerokd pulsu wykazaty istotny wplyw na
zywotnas¢ komérek w przypadku wszystkich badanych jonéw. &Nl avykazania wptywu
natzenia pola przeprowadzono badania w zakresie odd. &0 kV/cm. Wzrost natenia
pola od 2.0 do 5.0 kV/cm powodowat podwojenie licnbartwych komérek w przypadku
Zn**, Mg®'i C&*. Przy nagzeniu pola 5.0 kV/cm, liczba martwych komérek wytéo2,
17 i 24%, odpowiednio dla M§ C&* i zn** (P3-PH. W przypadku pary jonéw Zf
i Mg®* przy natzeniu pola 5.0 kV/cm udziat martwych komérek w hatiovyniost 46%

I byt o ok. 20 % wyszy od tego przy nateniu 2.0 kV/cm P6). W celu wykazania
wptywu szerokéci pulsu nazywotnas¢ komorek przeprowadzono badania w zakresie od
10 do 150 pus. Stwierdzona; ze wzrostem szerokoi pulsu wzrasta liczba martwych

komérek w przypadku wszystkich badanych jonéw. Pezerokdci pulsu 20 ps
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odnotowano 10, 15 i 17 % udziat martwych komérepawiednio dla hodowli z Mg,
Zn** i C&*. Wzrost szerokgi pulsu do 125 ps powodowat podwojenie liczby msich
komoérek w przypadku Mg i C&* oraz 4-krotny wzrost w przypadku Zn(P3-P5.
W przypadku pary jonéw Zf i Mg®* wzrost szerokéi pulsu od 10 do 40 ps, (przy
nakzeniu pola 4.0 kvV/cm), powodowat 2.5-krotny wzrdszby martwych komérek. Przy
optymalnych warunkach akumulacji dla obu jonéw,rekesci pulsu 20 us i nateniu
pola 5.0 kV/cm, udziat martwych komérek wyniost 5596).

We wszystkich przeprowadzonych s@eadczeniach badano zmiany biomasy
drozdzy po przeprowadzonej hodowli. W hodowlach atoy wzbogacanych w Mg
i C&" nie stwierdzono wplywu etenia tych jondw w poywce, ani poszczegéinych
parametrow PEF na zmiany biomasy, ktora utrzymywsiéa na poziomie ok. 1 g
s.m./100ml P3, PH. Wykazano natomiast istotny wptywesenia cynku w paoywce na
zmiany biomasy. Stenie do 100 pg/ml pgwki, nie wpltyrgto istotnie na zmiany
przyrostu biomasy, ktéra utrzymywata; s zakresie 0.8 -0.9 g s.m./100 ml. Zngoz
spadek biomasy, nawet 5-krotny, odnotowano w zaékregzen od 200 do 1000
ngZrf/ml pozywki, wyniosta ona odpowiednio 0.35 oraz 0.15 g .s.fa00Oml.
W hodowlach wzbogacanych w Znnie stwierdzono wptywu stosowanych parametréw
PEF na zmiany biomasy dmdzy (P4). W przypadku pary jonéw wzrasiag stzenie Zif*
w pazywce (10-500 pg/ml) przy statymegeniu Md* (100 pg/ml paywki) wptyneto na
niewielki 10 % spadek biomasy ddiy, za wzrastajce stzenie Mg w pazywce (10-
500 pg/ml) przy statym ateniu Zrf* (100 pg/ml paywki) wptyneto na 15% wzrost
biomasy P6).
5. Jakaciowa i ilosciowa analiz oraz mapowanie jonOw metali przeprowadzono
z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elekirgago Tecnai G2 20 X-TWIN
firmy Fei Company wypos@nego w spektrometr rentgenowski EDX z detektorgm Si
(Li) o spektralnej zdolnaxi rozdzielczef136 eV. Dane literaturowe wskazuja nieliczne
dotychczasowe badania, wykorzygtig nows technile TEM-EDX do mapowania jonow
m. in. P i K* Y w komérkachRhodotorula glutinis(Haeng i Kim 2003), srebra
w komorkachEscherichia coli(Yamanaka i wsp. 2005), oraz do oznaczania stosunku
Mn/P w komérkacltCladosporium cladosporioiddShao i Sun 2007).
W przeprowadzonych badaniach na podstawie map esztienia pierwiastkOw
w komérkach z hodowli kontrolnej K1 (nie traktow@rREF i bez dodatku jonéw Zh
i Mg®* do paywki) nie dostrzeono nagromadzenia jonéw (Zni Mg®") w organellach

komérkowych co oznaczaze € one rozmieszczone rownomiernie w catej komorce.
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W hodowli kontrolnej K2 (do ktérej dodawano Zri Mg?* do paywki i nie traktowano
PEF), nagromadzenie tych jonéw w ¢lie sciany komdrkowej jest stabo widoczne, ale
zauwaalne. llgciowe oznaczenie obu jonow w K1 i K2 nie byto #iiwe, poniewa ich
zawart@ci wyskpuja ponizej granicy oznaczaldoi. W komdrkach pochodzych
z hodowli traktowanej PEF przy zoptymalizowanychrgpaetrach pola oraz ¢geniach
jonéw w paywcee, stwierdzono wytaie duzo wicksze nagromadzenie Znw organellach
komoérkowych, w poréwnaniu z M§ Natomiast wicianie komérkowej nagromadzitoesi
wiecej Mg?* w poréwnaniu z Zfi. Badajc sktad ilgciowy tych pierwiastkéw wewgirz
komorki, stwierdzono 3-krotnie wksze s¢zenie magnezu oraz 6-krotnieekisze stzenie
cynku w poréwnaniu do nagromadzenigasianie komoérkowejR6).

6. Podczas badanad akumulagj selenu w komoérkacKluyveromyces marxianus
i Saccharomyces cerevisjaezwrocitam uwag na produkg inulinazy ikatalazy.
K. marxianus jest znanym producentem inulinazy, ktorwydziela gtownie
zewrgtrzkomérkowo. Na skal przemystowy inulinaz wykorzystuje si do produkciji
syropow wysokofruktozowych i fruktooligosacharyd@saur i wsp. 1992).
S. cerevisiaey atrakcyjnymzrodiem katalazy. Izolowanie enzymu, z biomasyzdzg lub
z organizmoéw zwiergych i jego oczyszczanie jest bardzo kosztowne. Magstywanie
wyizolowanej katalazy nie jest praktyczne, ze wdglna szybk inaktywacg przez HO..
Dlatego, jakozrodio katalazy wykorzystuje gicate komorki. Wielu autorow wskazuje na
silny wptyw selenu na aktywdé enzymoéw, m.in. katalazy, peroksydazy glutationowej
(Rotruck i wsp. 1973). Nowak i wsp. (2004) wykazalptyw selenu na aktywro
hydrolaz, jak alkaliczna fosfataza, R-glukozydakani autorzy badali wpltyw pola
elektrycznego na zmiany aktywswd niektorych enzymow. Pole o wysokim asniu
powoduje zazwyczaj eiciowa lub catkowit inaktywacg enzymow (Yang et all, 2004a,
2004b; Zhong et all., 2007). Z drugiej strony stadmde elektryczne me wpltywa na
zwickszenie aktywngri enzymatycznej (Ohshima et all 2007).
Wydawato s¢ celowym podjcie bada mapcych na celu wykazanie wpltywu
nagromadzonego selenu w komorkachzdzg na aktywneé¢ inulinazy oraz katalazy. Do
udowodnienia tych hipotez, prowadzono hodowlezdrg K. marxianus i S. cerevisiae
w warunkach dziatania PERiddta selenu.
Zastosowane parametry pulsacyjnego pola elektrgmzmeptyrety na wzrost aktywnszi
inulinazy produkowanej prze¢. marxianus W hodowlach traktowanych PEF niezale
od stzenia selenu aktywnoi inulinazy zewntrz- jak i wewntrzkomérkowej byty

wyzsze w poréwnaniu do hodowli nie poddanych dziatdpitF. Odnotowano znagzy
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wplyw skzenia selenu w pgwce na aktywn& inulinazy zaréwno w hodowlach
traktowanych PEF jak i kontrolnych. W hodowlachktoavanych PEF, niezataie od
stezenia selenu, zaobserwowano okoto dwukrotniezsay aktywna¢ inulinazy
wewntrzkomorkowej w stosunku do inulinazy zemmzkomérkowej. W hodowlach
kontrolnych, aktywné&t inulinazy zewntrzkomérkowej byta wysza od aktywnii
inulinazy wewntrzkomaérkowej P2).

W hodowlachS. cerevisiagastosowanie pulsacyjnego pola elektrycznego pigngto na
zmiany aktywnéci katalazy. Jedynym czynnikiem determiamym aktywnd¢ tego
enzymu bylo sizenie selenu. W calym zakresiezgh selenu (od fig/ml do 7 pg/ml)
w pazywce, wykazano wisz aktywna¢ katalazy zewstrzkomaérkowej w porownaniu do
wewnatrzkomorkowej P1).

Przedstawiony cykl prac stanawy oskagniccie jest zbiorem publikacji
dokumentujcym wplyw pulsacyjnego pola elektrycznego na akuwaoglréznych jonow
w komorkach Sacchromyces cerevisiaePodgcie tematu bada uzasadniat brak
opracowa, w dostpnych zrodtach informacji naukowej, dotyszych wplywu
pulsacyjnego pola elektrycznego na akumulagyybranych jonéw w komorkach
drobnoustrojow.

Wigksza¢ dostpnych w literaturze prac dotyczy gtdwnie pryealngsci
mikroorganizmow lub zmian aktyw&a enzymow pod wptywem PEF (Korolczuk i wsp.
2006). Ponadto, w literaturze naukowe] dpse 9 jedynie informacje dotyeze
bioakumulacji rénych jonow, bez udzialu PEF (Gniewosz i wsp. 2006szyiski
i Pasternakiewicz 2000).
W cyklu prac, ktore przedktadam jako podstambiegania € 0 nadanie stopnia doktora
habilitowanego

v" wykorzystano nowy elektroporator, wypasay w nowoczesnelektroa,

v wykazano wpltyw PEF na zmiany aktywseo enzyméw produkowanych przez

K. marxianus i S. cerevisiae,

v' wykazanoze optymalizacja poszczegélnych parametréw PEF steagnia jonow

w pazywce wptyreta na zwekszory 2- krotnie akumulagjjonéw magnezu i cynku

oraz 3.5-krotnie C& w komoérkach. W przypadku pary jonéw akumulacja neem

wzrosta 1.5-krotnie, a cynku 2- krotnie, w stosudkuhodowli kontrolnych,
v' udokumentowano wptyw natenia pola elektrycznego oraz szer@kopulsu na

zywotnas¢ komorek i zmiany biomasy drdzy.
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Za najwaniejsze osigniccie w moim dorobku naukowym uwam prace nad akumulacj
pary jonéw Mg" i Zn** (jednoczénie), w ktérej udokumentowano wplyw parametréw
PEF oraz szerokiego zakreswzshia tych jonOw w poywce na ich nagromadzanie
w komorkach. W pracach tych wykorzystano udoskamalelektroporator, wypogany

w nowoczesna elektredco stworzyto nowe madiwosci dla przeprowadzenia szerokiego
zakresu bada Waznym elementem innowacyjnym jest przeprowadzenies@iwej

i ilosciowej charakterystyki nagromadzonych jonéw?Zw protoplagcie komérki i Md*
gtéwnie wscianie komoérkowej z wykorzystaniem nowoczesnej mddh TEM-EDX.
Bezpdrednie mapowanie jondw w komorce byto #iwe przy wykorzystaniu
mikroskopu elektronowego wyposmego w spektrometr rentgenowski EDX
o rozdzielczéci ponizej 136 eV. Akumulacja jonow w #aych przestrzeniach komorki
mogta wynik& z r&enego mechanizmu transportu tych jonoéw dogtnma komorki oraz

réznego powinowactwa tych jonéw do sktadnikow cytopigz btony komorkowej.

Literatura:

1. Aronsson K., Ronner U., Borch E. 2005. InactivatadrEscherichia coliListeria
innocuaand Saccharomyces cerevisiae relation to membrane permeabilization
and subsequent leakage of intracellular compounads td pulsed electric field
processing. Int. J. Food Microbiol. 99, 19-32.

2. Cha J.Y.,, Cho Y.S. 2009. Determination of optimadnditions for zinc
hyperaccumulation b$accharomyces cerevisi&€-1Q J. Korean Soc. Appl. Biol.
Chem. 52, 227-233.

3. Cho D.H., Kim E.Y. 2003. Characterization of *Plbiosorption from aqueous
solution byRhodotorula glutinisBioprocess Biosyst. Eng5, 271-277.

4. De Nicola R., Walker G.M. 2009. Accumulation andludar distribution of zinc by
brewing yeast. Enzyme Microb. Tech. 44, 2010-2016.

5. Fiedurek J., Skowronek M., Jamroz J. 2000. Strattahanges in biological
systems induced by pulsatory electric field. PNsiuk Rol. 6, 41-55.

6. Gniewosz M., Btaejak S., Roman J., Duszkiewicz-Reinhard W. 2006tu&ly on
Saccharomyces cerevisiagnd Candida utilis cell wall capacity for binding

magnesium. Eur. Food Res. Technol. 224, 49-54.

15



7. Kaur N., Kaur M., Gupta A.K., Rangil S. 1992. Prdps of beta-fructosidases
(invertases and inulinases) lefisarium oxysporurgrown on an aqueous extract of
Cichorium intybusoots. J. Chem. Technol. Biotechnol. 53, 279-284.

8. Korolczuk J., Mc Keag J.R., Fernandez J.C., B&roiGrosset N., Jeantet R. 2006.
Effect of pulsed electric field processing paramseten Salmonella enteritidis
inactivation. J. Food Eng. 75,1, 11-20.

9. Liu G.J., Martin D.K., Gardner R.C., Ryan P.R. 2002rge Md"* - dependent
currents are associated with the increased expresdiALR1 in Saccharomyces
cerevisiae Microbiol. Lett. 213, 231-237.

10.Nowak J., Kaklewski K., Ligocki M. 2004. Influencef selenium on
oxidoreductive enzymem activity in soil and in gk&nSoil. Biol. Biochem. 36,
1553-1558.

11.0Ohshima T., Tamura T., Sato M. 2007. Influencesed electric field on various
enzyme activities. J. Electrostat. 65, 156-161.

12.Rotruck J.T., Pope A.L., Ganther H.E., Swanson AHEafeman D.G., Hoekstra
W.G. 1973. Selenium : biochemical role as a compbaotglutathione peroxidase.
Science (Washington, D.C.). 179, 588-590.

13.Shao Z., Sun F. 2007. Intracellular sequestratiananganese and phosphorus in a
metal-resistant fungu€ladosporium cladosporioidesrom deep-sea sediment.
Extremophiles 11, 435-443.

14. Stehlik-Tomas V., Zetic V.G., Stanzer D., Grba\&hcic N. 2004. Zinc, Copper
and Manganese Enrichment in ye&stccharomyces cerevisiaBood Technol.
Biotech. 42, 115-120.

15.Torregrosa F., Esteve M.D., Frigola A., Cortes Q0@ Ascorbic acid stability
during refrigerated storage of orange-carrot juieated by high pulsed electric
field and comparison with pasteurized juice. J.dFBag. 73, 339-345.

16.Tuszwski T., Pasternakiewicz A. 2000. Bioaccumulationnoétal ions by yeast
cells ofSaccharomyces cerevisideol. J. Food Nutr. Sci. 4,31-39.

17.Vinopal S., Ruml T., Kotrba P. 2007. Biosorption@f* and Z5* by cell surface-
engineeredaccharomyces cerevisidat. Biodeter. Biodegr. 60, 96-102.

18.Yamanaka M., Hara K., Kudo J. 2005. Bactericidalosms of a silver ion solution
on Escherichia coli studied by energy-filtering Transmission Elektiditroscopy

and proteomic analysis. Appl. Environ. Microbiol., 7589-7593.

16



19.Yang R.J., Li S.Q., Zhang Q.H. 2004a. Effects ofsed electric fields on the
activity and structure of pepsin. J. Agr. Food @h&2, 7400-7406.

20.Yang R.J., Li S.Q., Zhang Q.H. 2004b. Effects ofspd electric fields on the
activity of enzymes in aqueous solution. J. Fooerge 69, 241-248.

21.Zhong K., Wu J., Wang Z., Chen F., Liao X., Hu Xhang Z. 2007. Inactivation
kinetics and secondary structural change of PE&tdce POD and PPO. Food
Chem. 100, 15-123.

22.Zimmermann U. 1986. Electrical breakdown, electromabilization and

electrofusion. Rev. Physiol. Biochem. Pharmacdl5,1175-256.

5. Omowienie pozostatych oggnigé naukowo-badawczych

Dziatalna¢ naukova rozpocztam w 1996 roku na Wydziale Rolniczym (obecnie
Wydziat Agrobioirzynierii) Akademii Rolniczej w Lublinie (obecnie Umersytet
Przyrodniczy w Lublinie). W poatkowym okresie mojej aktywrsoi naukowej
problematyka badawcza dotyczyta modyfikacji procgduoznaczania zawado
selenocysteiny i selenometioniny w ddaach selenowych.
Istnienie w patologii cztowieka wielu stanéw chooolych przebiegagych przy
obnizonym stzeniu selenu, wskazuje na koniecgh@rzeciwdziatania niedoborowi tego
pierwiastka. Problem suplementacji selenu w pokamgowinien nalge¢ do
najwazniejszych dziala prozdrowotnych (Rayman 2000). Selen stosujenspreparatach
doustnych w postaci seleninu sodu, selenometioniay dradzy selenowych. Wykazano,
ze selen zwjzany w formie organicznej jest tatwiej i bezpie&gnprzyswajany przez
organizm cztowieka uiselen z pajczen nieorganicznych (Hammel i wsp. 1997). Jednym
ze zrédet organicznych zwekow selenu s aminokwasy tego pierwiastka, m.in.
selenocysteina, selenometionina, zawarte w biatkaddy selenowych, hodowanych na
pozywkach ubogich w zwzki siarki, a wzbogacanych dodatkami nieorganichngoli
selenu (Edens 1996).

Przed doktoratem pagdam badania mage na celu udoskonalenie metody
oznaczania zawaloi selenometioniny w deémizach selenowych, opracowane] waze]
przez Quyanga iwsp. (1989). Modyfikacja metody egala na wykorzystaniu do
rozdzialu chromatograficznego kolumny kapilarnegzomwprowadzeniu do analizowanej

proby standardu wewirznego — estru metylowego kwasu undekanowego. tBxadardu
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selenometioniny lub préby liofilizowanych dmdvy selenowych, zawiergych standard
wewrgtrzny, dodawano bromocyjan rozpuszczony w roztworkl. Powstaty

z selenometioniny demlzowe] — metyloselenocyjan ekstrahowano chloroformem.
Odmierzom préb; ekstraktu chloroformowego wstrzykiwano do dozowvanik
chromatografu gazowego. ¢génie selenometioniny okilano w oparciu o stosunki
ilosciowe wyliczone z powierzchni pikbw metyloselen@yj otrzymanych ze znanych
ilosci standardoéw selenometioniny oraz powierzchni pddpowiadajcego jednostce
masy dodawanego standardu wetkanego(Al). Nowa procedura analityczna ugtivia
uzyskiwanie wynikow charakteryzigych st wyzszy doktadndcia i wyzsz precyzj

w poréwnaniu z metadopracowan przez Quyanga i wsp. (1989).

Celem kolejnych bada przed doktoratem(A2) byta adaptacja i usprawnienie
metody oznaczania zawastd selenocysteiny w deolzach selenowych, opracowanej
wczesniej przez Jonesa i wsp. (1979) dla niektérych dksgduktaz. Modyfikacja metody
polegata na wykorzystaniu do rozdzialu chromatogrzaego konwencjonalnego
analizatora aminokwaséw oraz na wprowadzeniu do amgd proby standardu
wewrgtrznego — norleucyny. Do standardu selenocystydy pudby liofilizowanych
drozdzy selenowych zawierggych standard wewitrzny dodawano borowodorek potasu
i merkaptoetanol w celu redukcji selenocystyny daesocysteiny. Nagpnie prébk
traktowano kwasem jodooctowym dla sgmumiccia z selenocysteinw wyniku czego
otrzymywano karboksymetyloselenocysteirie ulegajca rozkladowi w czasie hydrolizy
biatka dradzy. Uzyskany kompleks poddawano oczyszczeniu chrognaticznemu
z nadmiaru odczynnikbw reakcyjnych na kolumnach atiokitem i anionitem.
Oczyszczon prébke hydrolizowano, odparowywano do sucha a pozo&tatazpuszczano
w buforze cytrynianowym (pH 2.2). Aminokwasy z skgnej mieszaniny poddawano
rozdzialowi metod chromatografii jonowymiennej w analizatorze amwakow
i oznaczaniu spektrofotometrycznemu powstatych Kekgdw z ninhydrya. Zebrane
frakcje eluatu po prz&giu przez reaktor analizatora poddawano analiziezaaartdc
selenu technik bezptomieniow, ET-AAS. Nowa procedura analityczna pozwala na
catkowite oddzielenie oznaczanego sktadnika od gtakych aminokwasow unbiwiajac
nastpnie jego pomiar ilfciowy, a zastosowanie wzorca wesnznego poprawia precygj
uzyskiwanych wynikdwA2). Doswiadczenia badawcze i zdobyta wiedza teoretyczha by
inspirach do wyboru przeze mnie problematyki dysertacji doskiej. Na podstawie

przeghdu literatury sprecyzowano cel rozprawy doktorskigjorym byto wykazanie
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wplywu pulsacyjnego pola elektrycznego na akumsalaglenu w komorkach zaych
rodzajéw dradzy. Zatawono wkkszy akumulaci selenu w komoérkach didzy pod
wptywem PEF. Do udowodnienia tych hipotez, prowadrzohodowle dradzy:
Saccharomyces cerevisjaeKluyveromyces marxianusoraz Rhodotorula rubra
w warunkach dziatania PEF zrodta selenu. Dradze Saccharomyces cerevisidd B;
pochodzity z dradzowni przy ulicy Kunickiego w LublinieKluyveromyces marxianus
(K-1) oraz Rhodotorula rubra z kolekcji Katedry Technologii Przemystu Rolno —
Sparywczego i Przechowalnictwa Akademii Rolniczej w lioke. W pierwszym etapie
bada prowadzono optymalizacje skiadu pagioi pH paywki (Al12). Przeprowadzone
badania dowiodtyze spdréd dwdch przebadanycirodet wegla, glukozy i sacharozy,
wchodzcych w sklad pgywki zastosowanie glukozy wptgto na wy:sza akumulacg
selenu. Wyniki bada wskazuj na znaczcy wplyw stzenia sktadnikow poywki na
wzrost akumulacji selenu w komorkach. \Atgk stanowizrodio azotu i oraz siarki,
ktorych optymalizacja nie wphgla na wzrost akumulacji selenu w ddaach.
Optymalizacjaezrédta potasu oraz magnezu jako kolejnych sktadnik@aywki wptyneta
na ponad 60% wzrost akumulacji selenu. Zoptymalates sktadu pioywki, zrodia wegla,
potasu, magnezu i siarki, wpkto na ponad 80% wzrost akumulacji selenu.
Optymalizacja czasu hodowli i wastm pH wplyrgta na okoto 78% wzrost akumulacji
selenu w stosunku do hodowli, ktora byta prowadzprey zoptymalizowanym sktadzie
pozywki. W kolejnym zadaniu badawczym wykazano wphzenia selenu w piywce
na jego akumulaej w komérkach. Ustalenie optymalnegazenia selenu w paywce
przyczynito s¢ do wzrostu jego akumulacji o okoto 15¢412). Po zoptymalizowaniu
parametrow hodowli przygpiono do elektroporacji biomasy komorek w celu giszenia
akumulacji selenu. Elektroporacji komorek zhioy dokonywano za pomac
elektroporatora firmy JOUAN, St. Herblain, Franc®S(Q0 cell electropulsator).
W przypadku wszystkich badanych rodzajéw iy przyjeto nast¢pujace parametry
PEF: napjcie 1500V, cestotliwos¢ pola 1Hz oraz czas pulsu 1 ms. Elektropaeracj
prowadzono przy zoptymalizowanym wéaneej pH 5, 36 h hodowli i przy steniu selenu,
4 ug /ml paywki. Optymalizowano okres hodowli po ktérym traki@mno PEF komorki,
czas ekspozycji PEF oraz&tnie selenu w piywce. Stwierdzono zateos¢ akumulacii
selenu w komoérkach od okresu hodowli, po ktérynktoevano je PEF. Maksymalne
nagromadzenie selenu @. cerevisiaeodnotowano po traktowaniu PEF 20 godzinnej
hodowli i byto ono o okoto 50% wgze w stosunku do hodowli bezygia PEF(A12).
Natomiast po traktowaniu PEF 16 godzinnych hodouwdyskano maksymadrakumulacg
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selenu wK. marxianusorazR. rubra.Byta ona odpowiednio o ok. 33% i ok. 50% igya

w stosunku do hodowli kontrolnych bez PE&LO, All).Czas dziatania PEF na biomas
badanych driadzy znacaco wptywa na akumulagjselenu w komaorkach. Optymalny czas
ekspozycji PEF dla tiych rodzajow dradzy jest zroznicowany i tak dI&. cerevisiae
wynosi 15 minutK. marxianus 3 minuty za R. rubra10 minut. Stwierdzono zalros¢
akumulacji selenu w komorkachzrych rodzajow drzdzy od jego sizenia w podiau
hodowlanym. Optymalne gtenie selenu w pgwce dlaS. cerevisiago 4 pg/ml, dla
R. rubral5 pg/ml, a dl&. marxianus 14 ug/mli(A10, Al11, A12).

Drozdze selenowe zawieraly 50% selenu w formie selenamiety oraz znaczne
ilosci selenocysteiny (Korhola i wsp. 1986; Pehrson3)9Wedtug Wolfa i wsp. (2001)
okoto 73 % selenu ogdlnego stanowi selenometionnmaomiast Gilon iwsp. (1996)
wykazali, ze 42% selenu ogolnego wygptije w formie selenometioniny natomiast 35 %
jako selenocysteina.

Wydawalo s¢ celowym podicie bada, ktore miaty na celu wykazanie wptywu PEF na
zawartd¢ selenocysteiny V6. cerevisiaeDrozdze selenowe pochodzity z hodowli, kior
przeprowadzono w zoptymalizowanych warunkach: zattlodm selenu 4 pg/ml pgwki

I traktowary 15-minutowym PEF po 20 h hodowli od jej rozpgma.

Wyniki bada, wskazuj na znaczcy wptyw PEF na akumulagjselenu wS. cerevisiae.
Hodowle traktowane PEF zawieratly w biomasiezd#y 3-krotnie wecej selenocysteiny
(79,5 pg/g s.s.) w poréwnaniu do hodowli kontrolidp,2 pg/g s.s.). Selenocysteina
stanowi 15 % selenu ogolnego, w biomasie traktoyv&®ie-, natomiast w komodrkach
z kontroli 9 %. W warunkach dziatania PEF, komdkizdzy akumuluj okoto 37,4 pg/g
s.s. selenu (w poréwnaniu do hodowli kontrolnej B&F, 13,8 pg/g s.9dA13).

W celu potwierdzenia wplywu PEF n&. cerevisiae,wykonano zdjcia
elektroporowanych komorek za pomoelektronowego mikroskopu skaningowego
I transmisyjnego. Badania elektronomikroskopowe wpgrdzaj elektroporag bton
komérkowych po traktowaniu PEF hodowli. Na edach komérek elektroporowanych
zaobserwowano liczne pory czego nie stwierdzonazdjeciu hodowli kontrolnej nie
traktowanej PEFA12).

Rownolegle z badaniami dotygaymi elektroporacji komorek dedzy
prowadzitam prace nad ocenwtasciwosci fizykochemicznych i organoleptycznych

mieszanin alkoholu etylowego z sokiem i olejkierargtznym(A16).
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Wrazenia smakowe w gtdwnej mierze wplywaja akceptagji preferenag konsumenck
zywnaosci i napojow (Szczesniak 1990). Legko gestas¢ i napkcie powierzchniowe g
istotnymi parametrami reologicznymi ciektych protiuk zywnosciowych, ktére istotnie
wplywaja na takie procesy jak filtracja, klarowanie itpr&aetry te g rowniez waznymi
cechami jakéciowymi, ktére wptywag na odczucia organoleptyczne tych produktow
I modyfikuja inne wraenia w tym stodk&é, gorycz, ston&, cierpkaé czy smakowitéé
(Yanniotis et all 2007).

Alkohol etylowy jest potproduktem do zestawieniazmgch rodzajow wodek w tym
smakowych. W ostatnich latach zainteresowaniéro@ konsumentéw wodkami
smakowymi wyranie wzrosto. Dla przyktadu w roku 2008 ,Finlandi@dka” odnotowata
ponad 30% wzrost sprzegda wodek smakowych. Wodki smakowe produkuje si
Z wyciagow ziot i destylatow rédinnych, owocow, sokdéw owocowych oraz olejkéw
eterycznych.

Prowadzitam badania nad zabescia gestasci 1 lepkasci odczuwalnej od ggtdici

i lepkasci fizycznej dla wodnych roztworow etanolu (EOHpprdla roztworéw alkoholu
etylowego z sokiem gruszkowym (przgatniach etanolu): 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 %.
Pomiar odczuwalnejggtadsci i lepkasci wykonat panel, ktéry byt uprzednio przeszkolony
wg procedury opracowanej przez Pickeringa i wsp98). Odczuwalna ¢gtas¢ zostata
zdefiniowana jako uczucie gikosci” statej obgtosci badanej prébki w jamie ustnej,
natomiast odczuwadnlepkai¢ okreslono na podstawie badania przeptywu statejtobei
probki od policzka do policzka. Panel zapoznat siprzyktadami prébek o #dych
gestasciach i lepkdciach (gstos¢: mleko skondensowane, woda destylowana; I&pko
sok pomidorowy, woda destylowana).

Szkolenie obejmowato zapoznanie panelu z 15 cesttywmg skah do nadawania
wartasci liczbowych odczuwalnej ggtasci i lepkasci. Skale te wykonano na podstawie
roztworow wzorcowych: wody destylowanej, oraz roatéw karboksymetylocelulozy,
0.3g/l'i 2 g/l . Bioac pod uwag zaleznos¢ statystycza zmiennych losowych, stwierdzono
bardzo wysok korelacg pomkdzy fizycznymi, a odczuwalnymi egtasciami
i lepkasciami. Mazna wnioskowd, ze 10-osobowy panel potrafit z bardzo zalu
doktadndcia dokon& pomiaréw @stasci badanych roztworédw za pompmarzdéw
zmystow. Dodatek soku gruszkowego przyczynig sio wzrostu czukei pomiarow
organoleptycznych lepkoi badanych roztworoA16).
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W moim dorobku naukowym znajduje¢spraca dotycgca zmiany zawartei
kwasu dehydro-L-askorbinowego w stosunku do catkgwrawartéci witaminy C
w wybranych owocach i warzywa¢hA14).

Okreslono zmiany catkowitej zawargoi witaminy C, kwasu L-askorbinowego i kwasu
dehydro-L-askorbinowego w wybranych owocach (barmgtryna) i warzywach (brokut,
kalafior, ogérek, pomidor, natka pietruszki) podczarzechowywania w 20°Czado
nieprzydatnéci do spaycia. Wykazano obunanie catkowitej zawartg witaminy C

i kwasu L-askorbinowego oraz podigganie zawartwi kwasu dehydro-L-
askorbinowego. Najwkszy retency witaminy C cechuj sig produkty o wysokiej
kwasowdci takie jak cytryna i pomidor. Wykazano wzrost iadiz kwasu dehydro-L-
askorbinowego w catkowitej zawafto witaminy C. W pierwszym dniu przechowywania
udziat ten byt wekszy od 10% tylko w brokule, ogérku i bananies za ostatnim byt
wiekszy od 40% w bananie i ogorku, paaidy 20 a 40% w natce pietruszki i brokule,
mniejszy od 20% w pomidorze, kalafiorze, i cytryn#& celu otrzymania poprawnych
wynikdéw oznaczania zawa#o witaminy C w owocach i warzywach zastosowaneoahgt
musz uwzgkdniaé zawarté¢ kwasu dehydro-L-askorbinowego.

Uczestniczytam w badaniach nad wpltywem warunkowtrakg (temperatura
i obroty slimaka) na porowatsg ekstrudatow skrobiowo-biatkowych wyznacaometod,
niskotemperaturowej adsorpcji/desorpcji azotu. Biskperaturowa adsorpcja/desorpcja
azotu jest metagddobrze opisujca powierzchng wtasciwa i porowatd¢ ekstrudowanych
mieszanek skrobiowo-biatkowych w zakresie mezopordkstruzja ksztattuje nowe
struktury  produktéw, zrmnicowane pod wzgbem widciwosci sorpcyjnych
w porownaniu do materiatlu wigiowego. Dobor optymalnych obroté§limaka i profilu
temperaturowego, pozwala na otrzymanie ekstrudatwysokiej porowatéci (SBJH,
DBJH i VBJH) i ekspansji (EX). tagodne warunki teangturowe i optymalne obroty
slimaka wptywaj na rozwingcie i jednorodnéé powierzchni whaciwej ekstrudatow, dla
wickszaici analizowanych probefdl17).

Kolejna praca z mojego dorobku naukowego dotyczgitoangu zawartéci rteci

w wybranych produktach mleczarskich z regionéw gotawo-wschodniej Polski.

Na zawarté¢ rteci przebadatam 48 produktow mleczarskich wyprodukoyeh przez
Okregowe Spotdzielnie Mleczarskie (OSM) zlokalizowan@@udniowych i potudniowo-
wschodnich regionach Polski. gt oznaczatam technik bezptomieniow ET-AAS

w analizatorze eci AMA. W handlowych asortymentach zawadateci nie przekracza
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dopuszczalnego limitu, ktéry w mleku wynosi 10 pg/Najmniejsze stenie rtci

stwierdzitam w kefirach, 0.01 pug/kg produktu, natash najwgksze w méle, 0.79 pg/kg.

Wykazatam, ze analizowane produkty nie stang@wizagraenia dla konsumentow,

poniewa zawartd¢ rteci nie przekracza wargoi granicznej wg obowzujacych zalece

FAO/WHO oraz nie daj jakichkolwiek niepokajcych przestanek o ewentualnym

skazeniu terendéw naturalnych czy rolniczych tym toksyen pierwiastkiem(A15).

Obecnie moje zainteresowania naukowe koncentsiy wokot problematyki

wptywu PEF na akumulagjwybranych jonéw oraz par jonow w komorkach zikey.

Rezultaty bada przeprowadzonych w tym obszarze opublikowatam wtgo cyklu prac

stanowacych podstaw do ubiegania gio nhadanie stopnia doktora habilitowanego.
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6. Podsumowanie dorobku naukowego
Szczegdtowy wykaz opublikowanych prac naukowychieemZahcznik 5.
Méj dorobek publikacyjny przed uzyskaniem stopni&tdra obejmuje 3 oryginalne prace
tworcze oraz udziat w 3 krajowych konferencjach kwawych, podczas ktorych
wygtositam 1 referat i zaprezentowatam 2 doniesieni

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora opublikamatl4 oryginalnych prac
tworczych, 97,77% stanowiprace znajdace sé w bazie Journal Citation Reports.
Wzigtam udziat w 2 konferencjach naukowych, w jednegdmynarodowej i krajowej.
Na midzynarodowej wygtositam referat i zaprezentowataoniésienie, na krajowej

zaprezentowatam doniesienie.

6.1. Wskazniki dokonan naukowych

- Sumarycznympact factorpublikacji naukowych, wedtug listy Journal Citati®eports
(JCR) zgodnie z rokiem opublikowanieB.542

-Suma punktow331w tym za publikacje przed doktorateh po doktoracie314 (zgodnie
z rokiem opublikowania)

- Udziat punktéw za publikacje w czasopismach zwmagych s¢ w bazie JCR
po doktoracie97.77%

- Indeks Hirscha publikacji wedtug Web of Science V@
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- Liczba cytowa publikacji wedtug bazy Web of Science (na dz4. 04. 2014): 10

(bez autocytowa7)

Jestem gtownym wykonawcw projekcie badawczym (od maja 2011 — do maja 014
wiasnym MNISW (nr N N312 689840). Za dziatadionaukowa bytam trzykrotnie
wyrézniana nagrogl JM Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublif#908, 2009,

2011).

6.2. Zestawienie czasopism, w ktérych opublikowangrace naukowe

Punkty Liczba prac I mpact Suma
Czasopismo MNiSW* 5o 5 Factor punktow
doktoratem | doktoracie IF
Czasopisma znajdugce sé w bazie Journal Citation Reports (JRC)
Food Chemistry 40 - 1 4.072| 40
Food Hydrocolloids 40 - 1 3.525| 40
European Food Research gnd
32 - 1.585 32
Technology
Journal of Microbiology and 2.06+1.3
_ 27 - 81
Biotechnology +1.22
Journal of Food Biochemistry 27 - 1 0.8 27
Acta Scientiarum Polonorum,
20 - 0.691 20
Holtorum Cultus
Czech Journal of Food Sciences 20 - 0’85 20
Italian Journal of Food Sciences 15 - 0%46 15
Annals of Microbiology 13 - 1 0.466 13
Journal of Basic Microbiology 13 - 1 1.0 13
International Agrophysics 6 - 1 0.5 6
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Publikacje naukowe w czasopismach wymienionych w ¢&i B wykazu czasopism
naukowych MNiSW

Ecological Chemistry an 1 ;
Engineering

Pol. J. Food Nutr. Sci. 12
Annales UMCS 5
Komunikaty naukowe na 5

konferencje migdzynarodowe

Komunikaty naukowe na 1

konferencje krajowe

RAZEM 17 18.542 331

* liczba punktow przyznanych za publikacje zgodniekiem opublikowania

& ze wzgkdu na brak danych dotygzych wspdtczynnika wptywuiripact factor
IF) zgodnie z rokiem opublikowania, podano jegednh warta¢ za ostanie

5 lat

P wg Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Vi§zego z dnia 17 grudnia 2013 r
w sprawie wykazu czasopism naukowych wraz z ligabnktéw przyznanych

za publikacje w tych czasopismach

Lublin 15.04.2014
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