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1. Dane personalne:
Imig¢ i nazwisko: Monika Kordowska-Wiater
Adres stuzbowy: Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka
ul. Skromna 8, 20-704 Lublin
Tel. (81) 462 33 57

e-mail: monika.kordowska-wiater@up.lublin.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2000.11.15 — doktor nauk biologicznych w zakresie biologii,

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,

Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Fermentacja ksylozy i glukozy do etanolu z wudzialem
modyfikowanych genetycznie drozdzy z gatunkow Pichia stipitis i Saccharomyces cerevisiae”,

Promotor: Prof. dr hab. Zdzistaw Targonski;

1994.06.10 — zaswiadczenie o ukonczeniu szkolenia pedagogicznego dla nauczycieli
akademickich,

Akademia Rolnicza w Lublinie, Miedzywydziatowe Studium Pedagogiczne;

1993.07.09 — magister biotechnologii,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi;
Tytut pracy magisterskiej: ,,Morfologia, wiasciwosci metaboliczne i fizjologiczne szczepow

Rhizobium wyizolowanych z brodawek korzeniowych roslin motylkowatych dziko zyjgcych”;

Promotor: Prof. dr hab. Zbigniew Lorkiewicz



3. Doswiadczenie zawodowe

Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych

2001.01.01 — obecnie

1993.10.01 — 2000.12.31

adiunkt,

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie (do 2008 roku Akademia

Rolnicza w Lublinie),

Wydzial Nauk o Zywnosci i Biotechnologii (do 2005 roku
Wydziat Rolniczy),

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka;

Katedra Biotechnologii, Zywienia Cztowieka i

Towaroznawstwa Zywnosci (w latach 2006-2017);

Katedra Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i
Przechowalnictwa (w latach 2001-2006).

asystent,

Akademia Rolnicza w Lublinie,

Wydziat Rolniczy,

Katedra Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i

Przechowalnictwa.

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Tytul osiggni¢cia naukowego

Osiagnigciem, stanowigcym podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora

habilitowanego jest cykl publikacji powigzanych tematycznie pod tytutem:

wProdukcja arabitolu 7 arabinozy przez droidie naturalne i modyfikowane:

skrining, identyfikacja i optymalizacja procesu biotransformacji”

4.2. Zestawienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia
O1. Kordowska-Wiater M., Kubik-Komar A., Targonski Z.: 2012, Optimization of arabitol
production by karyoductant SP-K 7 of S. cerevisiae V3 and P. stipitis CCY 39501 using



response surface methodology, Polish Journal of Microbiology, 61, 4, 291-297.
(MNiSW*=15 pkt., IF* = 0,768, liczba cytowan wg WoS* = 2 i wg Scopus = 2)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wiodgcym udziale w planowaniu
eksperymentu, zebraniu literatury, opracowaniu metodyki i wykonaniu doswiadczen,
analizie i opracowaniu czesci wynikéw, interpretacji i dyskusji wynikow, napisaniu
manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udzial procentowy
szacuje na 70%.

02. Kordowska-Wiater M., Kubik-Komar A., Targonski Z.: 2013, Application of response
surface methodology for the optimization of arabinose biotransformation to arabitol by
Candida parapsilosis, Central European Journal of Biology, 8(9), 835-842.

(MNiSW *=20 pkt., IF* = 0,633, liczba cytowan wg WoS* = 3 i wg Scopus = 3)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na wiodgcym udziale w planowaniu
eksperymentu, zebraniu literatury, opracowaniu metodyki i Wykonaniu doswiadczen,
analizie i opracowaniu czesci wynikéw, interpretacji i dyskusji wynikow, napisaniu
manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udzial procentowy
szacuje na 70%.

03. Kordowska-Wiater M. : 2015, Production of arabitol by yeasts: current status and future
prospects, Journal of Applied Microbiology, 119 (2), 303-314.
(MNiSW *=30 pkt., IF* = 2,156, liczba cytowan wg WoS* =7 i wg Scopus = 10)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji artykuiu
przeglgdowego, zebraniu literatury, napisaniu manuskryptu, petnieniu roli autora
korespondencyjnego. Mo;j udziat procentowy wynosi 100%.

04. Kordowska-Wiater M., Kuzdralinski A., Czernecki T., Targonski Z., Frac M., Oszust

K.: 2017, The production of arabitol by a novel plant yeast isolate Candida parapsilosis
27RL-4. Open Life Sciences, 12, 1, 326-336 .

(MNiSW *7=14 pkt., IF* = 0,448, liczba cytowan wg WoS* = 0 i wg Scopus = 0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu eksperymentu, zebraniu
literatury, zebraniu prob srodowiskowych, Wykonaniu czesci doswiadczen, |
opracowaniu czesci wynikow, ich analizie, interpretacji i dyskusji wynikow, napisaniu
manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. MOJj udzialt procentowy
szacuje na 50%.



05. Kordowska-Wiater M., Kuzdralinski A., Czernecki T., Targonski Z., Frac M., Oszust

K.: 2017, The ability of a novel strain Scheffersomyces (Syn. Candida) shehatae isolated

from rotten wood to produce arabitol. Polish Journal of Microbiology, 66, 3, 335-343.
(MNISW *=15 pkt., IF* = 0,746, liczba cytowan wg WoS* = 0 i wg Scopus = 0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu eksperymentu, zebraniu
literatury, zebraniu prob srodowiskowych, Wykonaniu czesci doswiadczen, |
opracowaniu czesci wynikoéw, ich analizie, interpretacji i dyskusji wynikow, napisaniu
manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udzial procentowy
szacuje na 50%.

06. Kordowska-Wiater M., Lisiecka U., Kostro K.: 2018, Improvement of Candida

parapsilosis by genome shuffling for the efficient production of arabitol from L-arabinose.
Food Science and Biotechnology, https://doi.org/10.1007/s10068-018-0369-2
(MNISW *=20 pkt., IF* = 0,699, liczba cytowan wg WoS* = 0 i wg Scopus = 0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu eksperymentu,, zebraniu
literatury, wykonaniu wigkszosci doswiadczen, analizie
I opracowaniu wigkszosci wynikow, interpretacji i dyskusji wynikéw, napisaniu
manuskryptu, petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udzial procentowy
szacuje na 715%.

* wg zalgcznikow do Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za odpowiedni rok (wg roku
opublikowania). Impact Factor (IF) - zgodnie z rokiem wydania (dla publikacji z lat 2017-2018
przyjeto wartos¢ IF wyliczong dla 2016 roku. Liczba cytowan wg Web of Science Core Collection.

N czasopismo w roku 2017 uzyskato IF, po 2-letnim okresie karencji zwiqzanej ze zmiang nazwy,
natomiast pod aktualng nazwq znajduje si¢ na liscie B Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego

Lacznie:

Sumaryczny impact factor publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego
wedlug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania:
5,441.

Suma punktow za publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego wedlug

wykazu czasopism naukowych MNiSW: 114.

Oswiadczenia wspolautorow prac, okreslajace szczegdtowo ich indywidualny wktad

w powstanie publikacji znajdujg si¢ w Zalgczniku 4.



4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z omowieniem

ich ewentualnego wykorzystania

W ramach prowadzonej w Katedrze Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia
Czlowieka dziatalnosci statutowej VKT/DS/3 pt. ,Mikrobiologiczna synteza zwigzkow
biologicznie czynnych” realizowatam prace badawcze i prowadzitam studia literaturowe
dotyczace biotechnologicznej produkcji arabitolu — polialkoholu o wlasciwosciach
stodzacych, ktory moze by¢ uzywany jako zamiennik sacharozy. Uzyskane rezultaty
opublikowalam w postaci cyklu prac [O.1 - O.6], ktére uwazam za swoje najwicksze
osiggniecie naukowe i przedktadam jako podstawe ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora

habilitowanego.
Wprowadzenie

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) podaje, ze gtéwna przyczyna popularnych
chorob cywilizacyjnych, takich jak nadwaga (39% populacji dorostych) i otytos¢ (13%
populacji), jest nadmierne spozywanie podstawowych Srodkow stodzgcych (sacharozy,
glukozy i fruktozy) wraz z zywno$cig i napojami. Dopuszczalny udziat tych sacharydow jako
zrodet energii dla cztowieka nie powinien przekraczaé¢ 10%, a okazuje sie, ze siega 13 -15%,
podnoszac ryzyko zachorowan na choroby metaboliczne oraz choroby uzebienia [Edwards i
in., 2016]. Jednym ze sposobOéw zapobiegania tym chorobom jest zastepowanie sacharydow
dodawanych do zywnosci i napojow przez producentow innymi $rodkami stodzacymi o
minimalnej wartosci odzywczej. Substancje te musza spetni¢ kilka warunkow: nie moga
szkodzi¢ zdrowiu cztowieka, powinny mie¢ stodkos¢ wyrazong przez wzgledng site stodzaca,
z poroOwnywalnym smakiem do sacharozy, muszg by¢ latwo przetwarzane, trwale podczas
produkcji i przechowywania zywnosci, a dodatkowg ich zaletg sg niskie koszty pozyskiwania.
Zwiazki stodzace przed dopuszczeniem do powszechnego uzytku, musza przej$¢ szereg
badan, w tym klinicznych, aby wykluczy¢ ich szkodliwo$¢ dla cziowieka. Substancje
stodzace jako dodatki do zywno$ci oprocz swojej stodkosci musza spetniaé jeszcze
dodatkowe kryteria, takie jak: brak negatywnych skutkow zwigzanych z reakcjami rozkladu,
odporno$¢ termiczna w zakresie od -30 do +260°C, stabilno$¢ w zakresie pH od 2,5 do 8§,

obojetnos¢ wobec innych sktadnikow zywnosci [Mielcarz 1 in., 2009].

Poliole (aldiole, alkohole wielowodorotlenowe) naleza do substancji stodzacych.
Otrzymuje si¢ je przez redukcje odpowiednich cukréw, a dzigki brakowi grup redukcyjnych

sa mniej reaktywne niz odpowiadajace im aldozy 1 ketozy. Stodkos¢ polioli jest na ogot



mniejsza niz sacharozy, dlatego stosuje si¢ je jako tzw. wypelniajace substancje stodzace
(ang. bulk sweeteners). Polialkohole, podobnie jak cukry, mozna zaliczy¢é do grupy tzw.
stodzikéw odzywczych, dostarczajacych energii, gdyz sa czgsciowo trawione w przewodzie
pokarmowym [Edwards i in., 2016]. Dzielimy je na uwodorowane monosacharydy, do
ktorych zalicza si¢: erytritol, ksylitol, arabitol, mannitol, sorbitol, uwodorowane disacharydy
jak laktitol, maltitol oraz pochodng - izomalt, oraz mieszaning uwodornionych mono, di i/lub
oligosacharydow [Grembecka, 2015]. Zwykle wystepuja naturalnie w matych ilociach w
owocach, niektérych warzywach i grzybach. Substancje te nie majg okre$lonej wartosci
A.D.l. (acceptable daily intake) czyli dopuszczalnego dziennego pobrania, stad wynika, ze
polialkohole jako stodziki i wypekliacze sa bezpieczne dla zdrowia. Poniewaz spozyte w
wiekszych ilosciach moga wywotywac biegunki, wzdecia lub dyskomfort brzuszny, produkty,
ktére zawieraja powyzej 10% polioli musza by¢ odpowiednio oznakowane i1 zawieraé

ostrzezenie dla konsumentéw [Grembecka, 2015].

Arabitol, podobnie jak ksylitol, nalezy do pentitoli 0 wzorze sumarycznym CsH3,0s i
masie molowej 152,14 g/mol. Wystepuje w postaci bezbarwnych i bezwonnych krysztatkéw o
temperaturze topnienia 101-104°C, ktore dobrze rozpuszczaja si¢ w wodzie. Ma on stodko$¢
zblizong do sacharozy, ale o wiele nizszg warto$¢ kaloryczng wynoszaca 0,2 kcal/g, podczas
gdy warto$¢ energetyczna sacharozy wynosi 4,0 kcal/g, a innych polioli ok. 2,4 kcal/g.
Arabitol nie podtrzymuje wzrostu bakterii w jamie ustnej, wigc nie przyczynia si¢ do
powstawania prochnicy zebow. Wykazano, ze redukuje on zawarto$¢ tkanki thuszczowej i
odktadanie si¢ tluszczu w przewodzie pokarmowym. Dzigki wlasciwosciom podobnym do
ksylitolu moze mie¢ podobne zastosowanie w przemysle spozywczym: w produkcji lodow,
polew, gum do zucia, twardych cukierkow i toffi. Moze by¢ rowniez wykorzystywany jako
dodatek do lekow [Kumdam i in., 2014]. Z uwagi na cenne wlasciwos$ci i duzy potencjat
aplikacyjny zwigzek ten zostal wprowadzony na liste 12 chemikaliow otrzymywanych
bezposrednio z cukréw zawartych w biomasie roslinnej, stanowigcych gtéwne cele dla
dalszych badan i rozwoju w biotechnologii przemystowej [Erickson i in., 2012].

Podstawowa metoda wytwarzania jest metoda chemiczna polegajaca na redukcji
arabinozy do arabitolu w obecnosci katalizatora Ru/C w temperaturze 240°C 1 pod ci$nieniem
100 baréw. Inng metoda jest chemiczna redukcja laktonéw kwasu arabinowego i liksonowego
w obecnosci katalizatora i w temperaturze 100 °C [Kumdam i in., 2013]. Obecnie koszty
produkcji tego stodzika sa bardzo wysokie. W ostatnich latach trwaja badania nad

opracowaniem tanszej metody biotechnologicznej z wykorzystaniem mikroorganizmow,



szczegblnie drozdzy, opartej o biotransformacje lub biokonwersj¢. Problemem wcigz jest
pozyskanie tanich, odpadowych surowcoéw do produkcji. Cukier pentozowy - L-arabinoza
wystepujaca w surowcach ligninocelulozowych np. odpadach z produkcji rolnej, jest bardzo
dobrym substratem, ale proces jej pozyskania w formie czystej jest kosztowny. Tanszg
alternatywg jest uzycie glukozy lub glicerolu jako Zrodta wegla dla drozdzy, ale proces jest
mato efektywny. Kolejnym problemem dla naukowcoéw jest wyselekcjonowanie wydajnych
mikroorganizmow i optymalizacja procesu biotransformacji oraz odzysk produktu w czystej
postaci. Publikacje naukowe pojawiajace si¢ w ostatnich latach pokazujg coraz wigksze
zainteresowanie pozyskaniem biotechnologicznym i zastosowaniem arabitolu w przemysle

spozywczym w przysztosci.
Cel naukowy oraz omowienie wynikow badan

Celem cyklu prac stanowigcych Osiggnigcie naukowe bylo poszukiwanie metod
intensyfikacji procesu biotransformacji L-arabinozy do arabitolu wykorzystujac do tego celu
zarowno wyselekcjonowane ze $rodowisk naturalnych szczepy drozdzy, jak i drozdze

modyfikowane genetycznie.
Szczegbdtowe cele pracy obejmowaty:

1. Przeglad pi$miennictwa na temat dotychczasowych postepéw w badaniach nad
produkcja arabitolu przez drozdze i przygotowanie artykutu przegladowego z uwagi

na brak tego typu publikacji w literaturze migdzynarodowe;.

2. Wykorzystanie drozdzy wyselekcjonowanych we wczesniejszych etapach pracy
naukowej do badan nad optymalizacjg produkcji arabitolu z L-arabinozy z uzyciem

statystycznej metody plaszczyzny odpowiedzi (RSM).

3. Pozyskanie nowych izolatow drozdzy o wysokich uzdolnieniach do biotransformacji

arabinozy do arabitolu ze srodowiska bogatego w ligninocelulozy.

4. Uzyskanie modyfikowanych genetycznie drozdzy Candida parapsilosis o wysokich

uzdolnieniach do wytwarzania arabitolu z L-arabinozy.
Omowienie wynikow

Ad.1l. Przeglad piSmiennictwa na temat dotychczasowych postepow w badaniach nad

produkcja arabitolu przez drozdze.



Z poczucia potrzeby zgromadzenia i usystematyzowania wiedzy o mikrobiologicznej
produkcji arabitolu z wykorzystaniem drozdzy powstata praca przegladowa [O.3]. W artykule
opisatam zaréwno drozdze pochodzenia naturalnego, jak i modyfikowane zdolne do utylizacji
substratow odpadowych i wydzielania form L lub D-arabitolu, procesy metaboliczne
zachodzace w komorkach, postgpy w badaniach optymalizacyjnych, sposoby odzysku
produktu oraz perspektywy na przysztosc.

Dotychczas w wyniku prac skriningowych prowadzonych przez réznych badaczy
wyselekcjonowano kilka gatunkéw drozdzy pochodzacych zaréwno z kolekcji kultur, jak i
wyizolowanych ze $Srodowiska np. Candida tropicalis, C. parapsilosis, C. entomaea, C.
shehatae, C. auringiensis, C. succiphila, Pichia guilliermondii, P. stipitis prowadzacych
wydajng transformacj¢ L-arabinozy do arabitolu w hodowlach okresowych na poziomie ok.
0,4-1,0 g/g substratu w warunkach optymalnych. Drozdze hodowano w ptynnych pozywkach
zawierajacych zwykle od 20 do 50 g arabinozy/l, w temperaturach mieszczacych si¢ w
zakresie 25-37°C i w warunkach tlenowych z wytrzgsaniem na poziomie 120-200 obr./min.

Na ogot produkeji arabitolu nie towarzyszyty inne produkty uboczne.

Wytwarzanie D-arabitolu z glukozy rowniez byto przedmiotem badan. Jednak tylko
kilka gatunkéw drozdzy dato zadowalajagce wyniki. Nalezaly do nich Pichia ohmeri,
Metchnikowia reukaufii, Zygosaccharomyces rouxii i Kodamera ohmeri, ktérych wydajnos$ci
arabitolu z glukozy siegaty 0,4-0,5 g/g. Drobnoustroje inkubowano w temperaturach 30-37°C,
w warunkach tlenowych z wytrzasaniem na poziomie 125-250 obr./min lub w bioreaktorze
zapewniajagcym mieszanie hodowli z szybkoscig 350-1000 obr./min. Zwykle zawartos¢
glukozy w pozywkach miescita si¢ w zakresie 100-200 g/l. Proces fermentacji byt jednak
dos¢ dhugi 1 czegsto drozdze wydzielaty produkty uboczne takie jak glicerol, etanol i rybitol.

Skrining szczepoéw drozdzy zdolnych do wykorzystania glicerolu odpadowego jako
zrodla wegla 1 produkujacych arabitol prowadzono w ostatnim dziesigcioleciu. Dotychczas
najlepszym szczepem byt Debaryomyces hansenii NRRL Y-7483, ktory wytwarzatl arabitol
w bioreaktorze w warunkach optymalnych z wydajnoscig 0,55 g/g oraz drozdze Candida
quercitrusa, ktore w bioreaktorze w podtozu zawierajacym 250 g/l glicerolu produkowaty

arabitol z wydajnoscia 0,41 g/g po 7 dniach hodowli.

W artykule przegladowym przedstawiono szlaki metaboliczne drozdzy produkujacych
arabitol zardwno z arabinozy, jak i glukozy i glicerolu. Substraty sa pobierane przez komorki

za pomocg aktywnego symportu cukier/proton lub dyfuzji utatwionej (arabinoza, glukoza)
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albo dyfuzji prostej (glicerol). Poczatkowy etap metabolizmu L-arabinozy obejmuje jej
redukcj¢ do arabitolu, ktory nastepnie jest utleniany do L-ksylulozy, ta z kolei jest
konwertowana do ksylitolu, a ksylitol do D-ksylulozy. Ta pentoza po ufosforylowaniu jest
dalej metabolizowana w cyklu pentozofosforanowym. Jesli wystagpi nierbwnowaga
kofaktorowa np. podczas stabego natleniania, komorki akumulujg arabitol 1 wydzielaja go do
podtoza. Podczas metabolizmu glukozy w pierwszym etapie zachodzi jej fosforylacja i
powstalty glukozo-6-fosforan moze by¢ konwertowany do D-rybulozo-5-fosforanu lub D-
ksylulozo-5-fosforanu, ktore w dalszych etapach przeksztalcane sg w D-arabitol. Natomiast
glicerol w komoérkach drozdzy wulega fosforylacji 1 przemianie do fosforanu
dihydroksyacetonu, a nastgpnie aldehydu 3-fosfoglicerynowego, ktory poprzez szlak
glukoneogenezy przeksztatcany jest do glukozo-6-fosforanu i dalsze etapy przebiegaja wg
szlaku dla glukozy.

Wiele badan poswigcono modyfikacjom genetycznym drozdzy, aby zwigkszy¢ ich
uzdolnienia odno$nie metabolizmu arabinozy, zwykle pozyskiwanej z substratow
ligninocelulozowych. Jedng z metod bylo stosowanie migdzyrodzajowej fuzji protoplastow.
Lucca i in. [2002] uzyskal hybrydy Saccharomyces cerevisiae i Torulaspora delbrueckii
wytwarzajace arabitol z glukozy razem z etanolem i glicerolem. W bioreaktorze w warunkach
optymalnych fusant PB2 produkowat arabitol z wydajnosciag 0,27 g/g. Interesujaca propozycje
przedstawil Cheng-Chang 1 in. [2005], ktorzy uzyskali fuzanty drozdzopodobne protoplastow
Schizosaccharomyces pombe i Lentinula edodes. Fuzant byt zdolny do produkcji arabitolu z
glukozy i arabinozy z wydajno$ciami odpowiednio 0,59 i 0,76 g/g. Innym wariantem fuzji
protoplastow jest fuzja protoplastow jednego organizmu 1 wyizolowanych jader
komorkowych z innego mikroorganizmu. Takie hybrydy zwane karioduktantami powstatymi
z potaczenia protoplastow S. cerevisiae i jader komorkowych P. stipitis zostaly uzyskane
przeze mnie w badaniach do pracy doktorskiej. Okazato si¢, ze sa one zdolne do wydajne;j
produkcji arabitolu z L-arabinozy, a najlepszy z nich w warunkach wytrzasania produkowat
poliol z wydajnoscig powyzej 0,5 g/g [O.1]. Jednak najwiecej doniesien naukowych dotyczy
konstrukcji rekombinantow S. cerevisiae, aby uzyskaty zdolnos¢ do asymilacji L-arabinozy,
ktorej szczepy naturalne nie posiadaja, co jest postrzegane jako ich wada, uniemozliwiajgca
pelna asymilacje cukrow pozyskanych z hydrolizatow biomasy roslinnej. Na podstawie
dostepnych w literaturze naukowej doniesien wiadomo, ze modyfikacje genetyczne drozdzy
S. cerevisiae obejmowaly transformacj¢ komorek brakujacymi genami metabolizmu

arabinozy pochodzacymi z bakterii Escherichia coli lub Bacillus subtilis albo z drozdzy
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fermentujgcych pentozy np. P. stipitis i genami drozdzowego szlaku pentozofosforanowego.
Uzyskane najefektywniejsze rekombinanty wytwarzaty arabitol z L-arabinozy z wydajnoscia
0,33-1,14 g/g w warunkach hodowli wytrzasanych przy 200 obr./min, w temp. 30°C. Byly
one zdolne do utylizacji mieszaniny cukréw takich jak glukoza, arabinoza 1 ksyloza i

wydzielaty rowniez etanol, a niektore ksylitol.

Z dostgpnych publikacji mozna wywnioskowaé, ze proces mikrobiologicznej
produkcji arabitolu wymaga doboru optymalnych warunkéw hodowli zarowno wytrzasanych
jak 1 bioreaktorowych. Wséroéd czynnikow srodowiskowych wptywajacych na asymilacje
substratu jak i wydzielanie produktu ma wptyw temperatura inkubacji, sktad podtoza, pH,
dostgp tlenu zwigzany z objetoscig kultury i szybko$cig wytrzgsania lub mieszania.
Natlenianie jest kluczowym czynnikiem, gdyz wplywa na réwnowagg kofaktorow redoks,
ktére z kolei determinujg rodzaj i stgzenie produktu wydzielanego do podtoza. Uogdlniajac
zebrane dane mozna stwierdzi¢, ze optymalne temperatury dla drozdzy wytwarzajacych
arabitol mieszcza si¢ w zakresie 28-45°C, natomiast szybko$ci wytrzasania albo mieszania w
bioreaktorze mieszczg si¢ w przedziatach, odpowiednio, 125-250 i 350-1000 obr./min.
Stezenia zrodet wegla sg nastgpujace: arabinoza — 20-100 g/l, glukoza — 20-600 g/l i glicerol
100-350 g/l. Zakres pH miesci si¢ w przedziale 3,6-7,0 w zalezno$ci od mikroorganizmu.
Badania nad ilo$cia wprowadzanego inokulum do pozywki sugeruja zakres od 2 do 8%
zawiesiny mtodych komorek. Metody optymalizacyjne prowadzono dwiema metodami:
metoda konwencjonalng jednej zmiennej w czasie” lub metodg statystyczng ,,plaszczyzny

odpowiedzi (RSM)”.

Koncowym etapem produkcji jest odzysk arabitolu z medium hodowlanego.
Oczyszczanie arabitolu jest niezbedne, aby uzyska¢ go w formie krystalicznej wymagajacej
minimum 65% czystosci. Gdy w podiozu arabitol jest jedynym produktem, tak si¢ dzieje
najczesciej prowadzac hodowle na arabinozie, wowczas odzysk jest stosunkowo prosty,
podobny do odzysku ksylitolu, ztozony z etapu odbarwiania na weglu aktywnym, usunigciu
jonéw na kolumnie jonowymiennej, zageszczaniu 1 krystalizacji. Gdy zrodlem wegla dla
drozdzy jest glukoza, glicerol lub mieszanina wegglowodanow, odzysk produktu jest bardziej
skomplikowany z uwagi na mieszaning wytwarzanych metabolitow. Istniejg pomysty
stosowania mikroorganizmdéw wykorzystujacych inne poliole niz arabitol z medium
pohodowlanego, lub stosowanie ekstrakcji za pomocg acetonu, nastepnie butanolu

zakonczonej procesem krystalizacji.

12



Z ilosci dostepnych publikacji naukowych jednoznacznie wynika, ze w ciggu ostatnich
lat wzrasta na S$wiecie zainteresowanie arabitolem jako interesujacym zamiennikiem
sacharozy o cennych wiasciwosciach prozdrowotnych. W réznych osrodkach naukowych
realizowane sg projekty nad nowymi rozwigzaniami technologicznymi dotyczacymi m.in.
przygotowania tanich, odpadowych surowcow, skriningu mikroorganizmow i wydajnych
metod oczyszczania, aby uzyska¢ produkt wysokiej jakosci speiniajacy oczekiwania

konsumentow.

Ad.2. Wykorzystanie drozdzy wyselekcjonowanych we wczesniejszych etapach pracy
naukowej do badan nad optymalizacja produkcji arabitolu z L-arabinozy z uzyciem

statystycznej metody plaszczyzny odpowiedzi (RSM).

W poczatkowym etapie badan wykorzystalam drozdze znajdujace si¢ w kolekcji
Katedry Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Cztowieka, ktére byly juz wstepnie
przebadane pod katem zdolnos$ci do produkcji arabitolu z arabinozy, a wyniki tych badan nie
wchodzag w sklad osiagniecia. Poczatkowo zajmowatam si¢ karioduktantami drozdzy
Saccharomyces cerevisiae V3o i Pichia stipitis CCY 39501, uzyskanymi w trakcie realizacji
pracy doktorskiej i opisanymi w publikacji [2.D.4]. Podczas charakterystyki 6 szczepow
zmodyfikowanych drozdzy okazato si¢, ze sa one zdolne do asymilacji arabinozy, a w wyniku
badan skriningowych okazalo si¢, ze produkujg arabitol z ré6znymi wydajnosciami, co bylo
przedmiotem doniesienia naukowego [6.B.18]. Karioduktantem, ktory wytwarzal najwiecej
arabitolu z arabinozy byt karioduktant SP-K7 i =zostal on przedmiotem badan
optymalizacyjnych opisanych w publikacji [O.1]. Do badan optymalizacyjnych wybratam
metode statystyczng plaszczyzny odpowiedzi RSM (responce surface methodology), ktora
jest zbiorem technik matematycznych i statystycznych uzytecznych do modelowania i
analizowania sytuacji, gdzie badana odpowiedz podlega wielu zmiennym. Ta metoda byta
uzywana np. do optymalizacji produkcji ksylitolu przez drozdze [Sampaio i in. 2006, Vasques
i in. 2006, Sarrouh i da Silva, 2010]. W pierwszym etapie zastosowatam metod¢ Placketa-
Burmana, ktéra umozliwia skrining n zmiennych za pomoca n+1 eksperymentéw i bardzo
dobrze nadaje si¢ do badan wstgpnych nad wylonieniem najwazniejszych czynnikéw
wplywajacych na proces biotransformacji arabinozy do arabitolu. Zostata skonstruowana
macierz, uwzgledniajgca 7 czynnikoOw (zmiennych) 1 8 wariantow eksperymentow roznigcych
si¢ wartosciami niskimi 1 wysokimi poszczegolnych zmiennych, dobranymi na podstawie
literatury 1 wstgpnych badan wlasnych. Tymi zmiennymi byly: st¢zenie arabinozy, stg¢Zenie

ekstraktu drozdzowego oraz stodowego, stezenia soli (NH4),SO4 i KH,PO,4, temperatura i
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szybko$¢ obrotow wytrzgsarki. Natomiast odpowiedzig byto maksymalne st¢zenie arabitolu.
Przeprowadzitam ptynne hodowle okresowe karioduktanta zgodnie z macierza Placketa-
Burmana, a analiza probek plynow pohodowlanych za pomoca techniki HPLC obejmowata
stezenia arabinozy 1 arabitolu w trakcie hodowli. Badany szczep drozdzy wyprodukowat
najwiecej arabitolu (16,71 g/1) z wydajnoscig 0,355 g/g w ekperymencie 8, w ktorym
wszystkie zmienne byly na wysokim poziomie tzn. stgzenie arabitolu wynosito 50 g/l,
stezenia ekstraktu drozdzowego i stodowego oraz (NH,4),SO4 i KH,PO,4 po 10 g/l, temperatura
32°C 1 200 obr./min. Na podstawie uzyskanych wynikdéw stezenia arabitolu mozna byto
oszacowa¢ wartosci wptywu zmiennych na proces biotransformacji czyli uszeregowac
zmienne wedhug ich znaczenia dla efektywnos$ci procesu. Wylonitam wowczas 3 czynniki o
najwickszym znaczeniu: szybko$¢ obrotow platformy wytrzasarki Infors HT Minitron,
stezenie arabinozy w podtozu i temperatura inkubacji, ktore wykorzystatam w tworzeniu
modelu CCD (central composite design) niezbednego do oszacowania plaszczyzn
odpowiedzi. Uktad modelu CCD dla trzech zmiennych obejmowal 20 eksperymentéw, z
ktérych 15 réznito si¢ wartosciami badanych zmiennych, za$ ostatnie 5 bylo powtdérzeniami
eksperymentu 15, aby sprawdzi¢ jego powtarzalno$¢. Przeprowadzitam szereg hodowli
okresowych karioduktanta SP-K7 wedlug zaprojektowanego modelu, a uzyskane wyniki
stezenia arabitolu w zakresie 0,13-18,92 g/l zostaly poddane analizie statystycznej ANOVA,
na bazie ktorej sporzadzono réwnanie regresji oraz wykresy plaszczyzn odpowiedzi wartosci
szacowanych z uwzglednieniem wartosci eksperymentalnych. Uzyskano model dopasowany
do warto$ci eksperymentalnych, a optymalne poziomy badanych czynnikéw wptywajacych na
biotransformacj¢ arabinozy do arabitolu przez drozdze byly nastepujace: szybkos$¢ obrotow
150 obr./min, stg¢zenie L-arabinozy na poziomie 32,5 g/l i temperatura 28°C. Nastepnie
wykonatam eksperyment weryfikacyjny, sprawdzajacy dopasowanie modelu i uzyskatam 16,8
g/l arabitolu, wydajno$¢ procesu siggata 0,52 g/g. Uzyskane st¢zenie poliolu bylo o okoto 9%
nizsze niz szacowane w modelu stezenie 18,367 g/l, co mozna zaakceptowaé jako

potwierdzenie uzytecznos$ci zastosowanego modelu statystycznego.

Nastepnym szczepem drozdzy wybranym do badan byta Candida parapsilosis DSM
70125. Drozdze te wczesniej zostaly sprawdzone pod katem ich uzdolnien do
biotransformacji L-arabinozy do arabitolu, a wyniki tych badan zaprezentowatam w
publikacji [2.D.13], ktora nie weszta w sktad osiagniecia. Ten szczep okazal si¢ najlepszy
sposrod przebadanych szczepow drozdzy z rodzaju Pichia i Candida, bedacych w posiadaniu
Katedry. Okreslitam wplyw réznych czynnikéw na produkcje arabitolu przez C. parapsilosis
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stosujgc wspomniang w powyzszej publikacji metode statystyczng RSM, co opisalam w
publikacji [O.2]. Uktad doswiadczenia przebiegal wedlug schematu podanego dla
karioduktanta SP-K7. Badalam wptyw 7 zmiennych (st¢zenie arabinozy, stezenie ekstraktu
drozdzowego oraz stodowego, stezenia soli (NH4),SO,; i KH,PO4, temperatura i szybko$é
obrotow wytrzasarki) w doswiadczeniu wedlug macierzy Placketa-Burmana. Dla tego
szczepu rowniez eksperyment 8, w ktorym wszystkie badane zmienne byty na wysokich
poziomach, dal najwyzsze stezenia arabitolu siggajace 24,1 g/l. Na podstawie uzyskanych
wynikow oznaczono efekt kazdej niezaleznej zmiennej, wszystkie czynniki wplywaty
pozytywnie na proces produkcji arabitolu, a 3 najistotniejszymi czynnikami okazaly sie:
szybko$¢ obrotow platformy wytrzasarki Infors HT Minitron, temperatura hodowli i st¢zenie
arabinozy w podtozu. Te zmienne wykorzystalam do przygotowania modelu CCD i1 wedlug
niego przeprowadzitam seri¢ 15 eksperymentéw hodowlanych, badajacych wplyw zmiennych
o ustalonych warto$ciach na 5 poziomach w réznych kombinacjach oraz 5 eksperymentow
potwierdzajacych powtarzalnos¢ calego uktadu. W efekcie koncowym uzyskatam $rednie
najwyzsze stgzenie arabitolu wynoszace 14,24 g/l dla zmiennych: szybko$¢ obrotow
wytrzasania 150 obr./min, temperatura 28°C i stezenie L-arabinozy na poziomie 32,5 g/l. Na
podstawie uzyskanych wynikéw z wszystkich eksperymentéw otrzymalam 3 wykresy
ptaszczyzn odpowiedzi potwierdzajace, ze st¢zenie arabitolu bylo silnie zalezne od
wybranych czynnikéw i dobrze byty dobrane ich zakresy. Warto$¢ wspotczynnika R? = 0,83
swiadczyta o dopasowaniu modelu do danych eksperymentalnych. Model oszacowatl stezenie
arabitolu na 14,3 g/l. W hodowli weryfikacyjnej drozdzy przeprowadzonej wedtug modelu
stezenie poliolu wyniosto 15,45 g/, a wydajnos¢ 0,475 g/g, co potwierdzito przydatnosé
modelu w produkcji arabitolu przez C. parapsilosis DSM 70125.

Ad 3. Pozyskanie nowych izolatow drozdzy o wysokich uzdolnieniach do

biotransformacji arabinozy do arabitolu ze sSrodowiska bogatego w ligninocelulozy.

Kolejnym etapem badan byla izolacja drozdzy ze $rodowiska i okreslenie ich
potencjalu w asymilacji arabinozy i1 produkcji arabitolu. Wyniki badan opisalam w
publikacjach [O.4] i [O.5]. W artykule [O.4] opisatam sposob izolacji drozdzy z pobranych
osobiscie prob pochodzacych z gleby, rozktadajacego si¢ drewna, czesci roslin, lisci, kwiatow
1 ktosow zb6z. Z kazdej, odpowiednio przygotowanej probki o masie 5 g wykonano szereg
rozcienczen dziesigciokrotnych i posiewy na podloze YGC z chloramfenikolem dedykowane
do izolacji drozdzy i plesni. Po inkubacji plytek Petriego wyizolowalam 100 pojedynczych

kolonii drozdzy, ktoére dwukrotnie przeszczepiatam na nowe podloze i1 kazda kolonie
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sprawdzitam mikroskopowo, aby potwierdzi¢ obecno$¢ drozdzy. Wszystkie izolaty
przeszczepitam na skosy z agarem brzeczkowym uzyskujac w ten sposob kolekcje szczepow

do badan skriningowych.

W kolejnym etapie badan wszystkie izolaty sprawdzitam pod katem uzdolnien do
asymilacji L-arabinozy jako zrodla wegla. Szczepy, ktore wykazaty wzrost w podiozu
selektywnym, zostaly przeznaczone do badania zdolnosci do produkcji arabitolu. Kolejny
etap skiriningu prowadzilam w hodowlach ptynnych, wytrzasanych przy 150 obr./min., w
28°C, w podlozu zawierajacym L-arabinozg, ekstrakt drozdzowy, ekstrakt stodowy,
(NH4)2S04 i KH,PO4 o pH 5.5 przez 3 doby. W pobieranych codziennie probkach hodowli
oznaczana byta zawarto$¢ biomasy poprzez pomiar gestosci optycznej (ODegoo), pH, stezenie
arabinozy i arabitolu za pomoca chromatografii HPLC, w wybranych probach oznaczano
stezenie etanolu za pomocg chromatografii gazowej GC/MS. Zastosowana dwuetapowa
metoda skiriningu wylonita 55 izolatow zdolnych do asymilacji L-arabinozy, z ktorych 35
produkowalo arabitol, a 16 z nich z wydajnoscig na poziomie co najmniej 0,2 g/g. Okazato
si¢, ze najefektywniejsze byly izolaty z lisci drzew i krzewow owocowych. Najwyzsze
stezenie arabitolu uzyskatam w hodowli szczepu oznaczonego 27RL-4 pochodzacego z lisci
malin, ktéry wyprodukowat 10.42 +0,04 g/l arabitolu z 20 g/l arabinozy dajac wydajnos¢
0,51+0,01 g/g.

Wyselekcjonowany szczep drozdzy zostal poddany charakterystyce morfologicznej
komorek z uzyciem mikroskopu $wietlnego —komorki byty owalne, elipsoidalne, paczkujace
wielobocznie 1 tworzace pseudogrzybni¢. Kolonie byly kremowo-biate, wypukle, gladkie 1
maziste. Wykonano identyfikacj¢ genetyczng szczepu z wykorzystaniem metody PCR
stosujgc startery ITS1 i ITS4. Otrzymano produkt amplifikacji — region zawierajacy koniec 3’
18S rDNA, ITS1, 5,8S rDNA, ITS2 i koniec 5° 26S rDNA, ktory nastepnie zostat
zsekwencjonowany i poréwnany z innymi sekwencjami zawartymi w bazie NCBI GenBank".
Na podstawie tej analizy zidentyfikowano drozdze jako Candida parapsilosis. Sekwencja
badanego fragmentu rDNA zostala zgtoszona do NCBI GenBank® pod numerem dostepowym
KP783504. Drozdze poddano rowniez identyfikacji biochemicznej za pomoca
zautomatyzowanego Systemu Biolog, badajacego zdolnos¢ do asymilacji 59 1 oksydacji 35
substratow jako zrodet wegla. Analiza potwierdzita, ze jest to gatunek C. parapsilosis.
Jednoczesnie wykazata uzdolnienia drozdzy do asymilacji réznych substratow weglowych np.

D-melezytozy, palatynozy, sacharozy, glukozy, ksylozy, galaktozy i innych.
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Nastepnie przeprowadzitam optymalizacj¢ hodowli szczepu C. parapsilosis 27RL-4
metoda ,,jednej zmiennej w czasie”, gdzie badanymi zmiennymi byly: poczatkowe stezenia
arabinozy (20-80 g/1), poczatkowe pH (4,5-6), temperatura inkubacji (24-32°C) oraz szybko$¢
wytrzgsania (100-200 obr./min.). Hodowle prowadzono w podtozach ptynnych na
wytrzasarce przez maksymalnie 4 doby i co 24 godz. pobierano probki do oznaczen biomasy,
arabinozy 1 arabitolu oraz pH. W hodowlach sprawdzajacych wptyw stezenia cukru,
prowadzonych w temp. 28°C i przy szybkosci 150 obr./min okazalo si¢, ze szczep asymilowat
20-25 g/l arabinozy, niezaleznie od jej poczatkowego stezenia w pozywce, a najwyzsza
produkcja poliolu zachodzita w podtozu zawierajacym 20 g/l arabinozy. Kiedy hodowle
prowadzono w podtozach zawierajacych 32,5-80 g/l arabinozy, st¢zenia produktu miescily si¢
w zakresie — 5,66 — 9,05 g/, a wydajnosci wynosity 0,27-0,4 g/1. Natomiast najwigcej
wytworzonej biomasy komoérkowej odnotowano w hodowli z 80 g/l arabinozy. Odczyn
hodowli spadat do wartosci ok. 2,5-3,46.

Hodowle, w ktorych badano wpltyw pH na produkcj¢ arabitolu prowadzitam w
podtozu zawierajacym 20 g/l arabinozy, w temp. 28°C 1 przy szybkosci 150 obr./min.
Stwierdzitam niewielkie roznice w produkcji arabitolu w zakresie 9,67 — 10,72 g/l i
wydajnosci w zakresie 0,5 — 0,53 g/g. Stezenia biomasy drozdzy réwniez byly zblizone
niezaleznie od poczatkowego pH i wynosity 3,95 — 4,51 g/l i pH w hodowlach obnizato si¢
wraz z uplywem czasu. Przeprowadzony wariant hodowli z dodatkiem CaCOj; przy pH
poczatkowym 5,5 praktycznie dawal takie same rezultaty odnosnie produkcji arabitolu, jak w
hodowli bez CaCQOg3, lecz biomasy bylo mniej o 12% i pH osiagneto na koniec hodowli
warto$¢ 6,5. Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze ta zmienna wywierata niewielki efekt na proces

produkcji arabitolu.

W eksperymencie optymalizacyjnym dotyczacym wplywu szybko$ci wytrzasania na
produkcje arabitolu, co odpowiada poziomowi natleniania hodowli, jednoznacznie
wykazatam, ze stosowane 150 obr./min jest optymalne, najnizsze 100 obr./min. znacznie
pogorszyto efektywnos$¢ badanego szczepu, stg¢zenie produktu spadto o ok. 80%, a wydajnos¢
procesu o 40%, 200 obr./min réwniez nie bylo korzystne dla produkcji arabitolu (spadek
stezenia o 16%, chociaz wydajno$¢ wzrosta o 12%). Badanie wplywu temperatur hodowli
drozdzy wykazato, ze zarowno w 24°C, jak 1 w 32°C uzyskane st¢zenia 1 wydajnosci poliolu
byty nizsze niz te uzyskane w temp. 28°C, spadek wynosit odpowiednio 16% i 12% dla 24°C
oraz 5% i 2% dla 32°C.

17



Dodatkowo sprawdzono zdolno$¢ drozdzy do produkcji arabitolu z glukozy jako
tanszego 1 tatwiej dostgpnego zrodla wegla. Hodowle prowadzono w podtozach
zawierajagcych 50 1 100 g/l glukozy 5 déb w warunkach temp. 28°C, i przy szybkosci
wytrzgsania 150 obr./min. Badany szczep wytwarzal arabitol jako gloéwny metabolit w
stezeniach 2,48 g/l po 3 dobach i 6,1g/l po 5 dobach. W probkach hodowli wykryto réwniez
glicerol i rybitol jako produkty uboczne.

Konkludujac, sposrod 100 izolatow otrzymano szczep C. parapsilosis 27RL-4 wydajnie
produkujacy arabitol. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze optymalne warunki
hodowli dla tego szczepu to: stezenie arabinozy w podtozu wynoszace 20 g/l, poczatkowe pH

5,5, temperatura inkubacji 28°C i szybko$¢ wytrzgsania 150 obr./min.

Oprocz drozdzy C. parapsilosis 27RL-4 kolejnym szczepem o potencjale w asymilacji
arabinozy i1 produkcji arabitolu okazal si¢ izolat pozyskany z rozkladajacego si¢ drewna,
oznaczony 20B-3 i opisany w publikacji [O.5]. Sposréd 11 izolatow otrzymanych z
fragmentow butwiejacych drzew liSciastych tylko cztery wykazaty si¢ zdolnoscia do
asymilacji arabinozy w podlozu selektywnym. W drugim etapie selekcji tylko ten jeden
szczep wydzielat arabitol do podtoza hodowlanego z wydajnoscia powyzej 0,2 g/g. Szczep
ten zostal scharakteryzowany morfologicznie 1 biochemicznie oraz genetycznie
zidentyfikowany, a nastgpnie dokonano optymalizacji produkcji arabitolu za pomocg metody
,jednej zmiennej w czasie”. W wyniku analizy genetycznej opartej o reakcje PCR z uzyciem
starterow ITS1 1 ITS4, a nastgpnie sekwencjonowaniu produktu amplifikacji drozdze
zidentyfikowano jako Scheffersomyces shehatae (synonim Candida shehatae) za pomoca
bazy NCBI GenBank®, a uzyskana sekwencje nukleotydow fragmentu rDNA zgloszono do
tejze bazy pod numerem dostgpu KP783503.1. Przypisanie tych drozdzy do nowo
utworzonego rodzaju Scheffersomyces zaproponowali Kurtzman i Suzuki [2010], ktorzy
umiejscowili w nim niektoére gatunki Pichia i Candida zwigzane ze $rodowiskiem drzew na
podstawie zwigzkow filogenetycznych. Ogodlnie, gatunek C. shehatae jest znany z uzdolnien
do asymilacji D-ksylozy pochodzacej z hydrolizatéw hemicelulozowych i produkcji etanolu
lub ksylitolu [Tanimura i in. 2012, Antunes i in. 2014], natomiast znacznie mniej przebadany

pod katem produkcji arabitolu z arabinozy.

Podczas charakterystyki morfologicznej stwierdzitam, ze komorki drozdzy hodowane
na agarze YPG sa okragle lub owalne, paczkuja wielobocznie 1 zaczynajg tworzy¢

pseudogrzybni¢. Ich kolonie za$ sg biato-kremowe, gladkie, wypukle i z rownym brzegiem.
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Testy biochemiczne przeprowadzitam z uzyciem zautomatyzowanego Systemu Biolog.
Okazato si¢, ze drozdze asymilowaly wiele weglowodanéw (m.in. celobioze, maltoze,
maltotriozg, palatynoze, trehaloze, glukoze, galaktoze), nieco stabiej kwasy karboksylowe,
polialkohole 1 polimery weglowodanowe. Dobrze utleniaty weglowodany i polimery uzyte w

badaniu.

W badaniach optymalizacyjnych szczepu S. shehatae 20B-3 okreslono poczatkowe
stezenie L-arabinozy (z zakresu 20-80 g/l), poczatkowe pH medium hodowlanego (z zakresu
3,5-6), temperature inkubacji (24-32°C) i1 szybko$¢ obrotéw platformy wytrzasarki (100-200
obr./min.). W analizie przebiegu hodowli stosowano nast¢pujace metody: HPLC do
oznaczenia stezenia arabinozy i arabitolu, GC/MS do detekcji etanolu, pomiar pH oraz ODgg
do oznaczenia stezenia biomasy komodrkowej, przeliczonej nastepnie na zawarto$¢ suchej
masy wg stosownej krzywej wzorcowej. W pierwszym wariancie hodowli z réznymi
stezeniami arabinozy, z poczatkowym pH podloza 5,5 oraz w temp. 28°C 1 przy wytrzasaniu
150 obr./min. drozdze zuzywaly w ciagu 4 dni ok.17 g/l arabinozy z 20 g/l w podtozu, w
ciggu 5 dni ok. 18 g/l z 50 g/l i 0k.30 g/l z 80 g/l. W prowadzonych hodowlach drozdze
wyprodukowaty odpowiednio 4,03, 6,42 1 7,97 g/l arabitolu z wydajnosciami odpowiednio;
0,24, 0,36 1 0,26 g/g. Niezaleznie od stezenia cukru wytwarzaty zblizone stezenia biomasy
wynoszace ok. 2 g/l. Poniewaz niecelowe bylo stosowanie podwyzszonego st¢zenia substratu,
kolejny wariant hodowli prowadzono w pozywce zawierajacej 20 g/l arabinozy, ale o r6znym
pH, w temperaturze 1 szybkosci wytrzasania jak poprzednio. Analiza st¢zen produktu
wykazata, ze optymalnym pH poczatkowym byta wartos¢ 4,0, wowczas drozdze wydzielity
do podtoza blisko 5,9 g/l arabitolu z wydajnoscig 0,37 g/g, co bylo wzrostem stgzenia i
wydajnosci o ok. 45% 1 54% w stosunku do poprzedniej hodowli w podtozu z 20 g/l cukru i o
pH na poziomie 5,5. Dalsze badania optymalizacyjne dotyczace wptywu temperatury 24 i
32°C oraz szybkos$ci wytrzasania wynoszacych 100 1 200 obr./min wykazaty jedynie
pozytywny wpltyw temperatury 32°C na wydajnosci szczepu 20B-3 S. shehatae. W tej
temperaturze drozdze wytworzyly o 15% wigcej arabitolu w poroéwnaniu z hodowla w temp.
28°C, z wydajnoscig wyzsza o 29%. Tak wiec podsumowujac etap optymalizacyjny badan
stwierdzitam, ze najlepsze warunki do hodowli S. shehatae to: stezenie arabinozy wynoszace
20 g/l, pH podtoza réwne 4,0, temperatura na poziomie 32°C i szybko$¢ wytrzasania na
poziomie 150 obr./min. Eksperyment weryfikacyjny potwierdzit skuteczno§¢ optymalizacji,
gdyz drozdze w tych warunkach wyprodukowaty ostatecznie z 17,52 g/l arabinozy 6,2 g/l
arabitolu w ciggu 4 dob z wydajnoscig 0,35 g/g. Byly to réwniez warunki korzystne dla
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wzrostu drozdzy. Badania poréwnawcze ze szczepem referencyjnym C. shehatae ATCC
22984 wykazaty, ze nowy izolat produkowat arabitol w wyzszych st¢zeniach 1 z wyzszymi
wydajnosciami  w  wigkszosci wariantow hodowli optymalizacyjnych, szczegdlnie

zawierajacych wysokie stezenia arabinozy oraz w hodowli prowadzonej przy 200 obr./min.

S. shehatae przebadatam réwniez pod katem produkcji arabitolu z glukozy i ksylozy w
hodowlach wytrzasanych. Stwierdzitam, ze ksyloza w stezeniu 20 g/l byta metabolizowana do
ksylitolu (0,2 g/l po 2 dniach) i etanolu (0,45 g/l po 3 dniach), natomiast nie stwierdzono
obecno$ci arabitolu. Natomiast podczas asymilacji 50 g/l lub 100 g/l glukozy drozdze
wydzielaty arabitol w stezeniach 0,77 g/l 1 4,00 g/ odpowiednio po 2 i 5 dniach inkubacji w
temp. 28°C przy szybkosci wytrzgsania 150 obr./min, co bylo wynikiem zblizonym do
szczepu referencyjnego C. shehatae. W hodowli pojawity si¢ takze inne metabolity: glicerol,
rybitol i etanol, ktére swoje maksymalne stezenia osiggaly w roznym czasie hodowli. Drozdze
wytworzyly stosunkowo niewiele biomasy, szczegodlnie w podtozu zawierajacym 100 g/l
glukozy, gdzie duza jej czes¢ (41%) nie zostata wykorzystana, co Swiadczy o tym, ze drozdze

preferowaly nizsze st¢zenia tego cukru.

Ad. 4. Uzyskanie modyfikowanych genetycznie drozdzy Candida parapsilosis o wysokich

uzdolnieniach do wytwarzania arabitolu z L-arabinozy.

Oprocz skriningu nowych szczepow drozdzy ze $rodowiska, postanowitam uzyskac
efektywny szczep drozdzy do transformacji arabinozy do arabitolu za pomocg technologii
zwane] metodg tasowania genomow (ang. genome shuffling). Do eksperymentu opisanego w
publikacji [O.6] wybratam drozdze C. parapsilosis DSM 70125, ktore byly przebadane we
wczesniejszych etapach moich prac i1 okazaly si¢ najlepszymi producentami arabitolu.
Metoda genome shuffling taczy klasyczng mutageneze z rekombinacjg. Jej zaletg jest fakt, ze
wykorzystuje pelng genetyczng roéznorodno$¢ populacji i oferuje mozliwo$¢ taczenia
uzytecznych mutacji z wielu réznych osobnikdw oraz nie wymaga wyspecjalizowanego
sprzetu do jej wykonania. Mikroorganizmy nie s3 uwazane za modyfikowane genetycznie,
wigc bez problemu mogg by¢ uzywane w przemysle spozywczym. W literaturze sg
doniesienia o drozdzach poddanych tasowaniu genéw w r6znych celach. Najwiecej informacji
dotyczy drozdzy S. cerevisiae, ktoére poddawano tej metodzie, aby uzyska¢ szczepy o
zwigkszonej tolerancji na etanol, na inhibitory zawarte w hydrolizatach ligninocelulozowych i
o zwigkszonych osiggach fermentacyjnych. Drozdze P. stipitis doskonalono, aby poprawié¢

produkcje etanolu z materiatow ligninocelulozowych, P. anomala, aby poprawi¢ produkcje
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polialkoholi z glukozy, a Pachysolen tannophilus, aby zwigkszy¢ ich tolerancj¢ na inhibitory
fermentacji. Natomiast drozdze Candida krusei doskonalono pod katem poprawy tolerancji na
kwas octowy, a C. versatilis i Hansenula anomala pod katem zwigkszenia tolerancji na sol i

poprawe aromatu podczas produkcji sosu sojowego.

Pierwszym etapem metody genome shuffling jest mutageneza wyjsciowego szczepu i
skrining mutantow. Mutageneze C. parapsilosis prowadzitam poprzez naswietlanie
promieniami UV przez 1 min, po czym komorki byly inkubowane w ciemnos$ci, wysiewane
na podtoze selektywne z arabinoza i inkubowane 3 doby w temp. 28°C. W tym etapie
uzyskatam 60 kolonii, ktéore poddatam drugiemu etapowi selekcji czyli hodowli ptynnej,
wytrzasanej w pozywce z arabinozg. Analiza plynéw pohodowlanych wykazata, ze 28
mutantow wytwarzalo wiecej arabitolu niz szczep wyjsciowy, a wsréd nich najlepszymi
okazaly si¢ 4 mutanty: M10, M17, M20 i M46, ktére produkowaty 3,22-3,99 g/l arabitolu z
wydajnosciami 0,17-0,24 g/g, co stanowito o 41,67-99,5% wigcej w poréwnaniu ze szczepem
wyjsciowym w warunkach pozywki selektywnej, pozbawionej dodatkoéw w postaci ekstraktu
drozdzowego i stodowego, ktore stymulujg wzrost drozdzy, ale zawieraja dodatkowe zrédta

wegla organicznego. Te mutanty wybratam do dalszych badan.

Kolejnym etapem byt proces genome shuffling mutantow z [ etapu. Komorki
mieszaniny mutantéw najpierw poddatam protoplastyzacji stosujac enzym lityczny Lyticase
w buforze z KCl w temp. 28°C przez 60 min. Powstate protoplasty rozdzielitam na dwie
czesci 1 zastosowatam rézne metody ich inaktywacji. Jedng czg¢$¢ inaktywowatam termicznie
(60°C, 20 min.) a druga poprzez naswietlanie swiattem UV (5,5 min). Stosowanie dwodch
metod inaktywacji, a nastgpnie polaczenie inaktywowanych komoérek opiera si¢ na zasadzie
komplementarno$ci uszkodzefn protoplastow. Po polaczeniu zawiesiny inaktywowanych
protoplastow, poddatam je fuzji w srodowisku 40% glikolu polietylenowego (PEG 6000) w
temp. 28°C przez 30 min. Nastepnie zawiesina byta wysiewana na ptytki Petriego z podlozem
regeneracyjno-selekcyjnym, aby uzyska¢ kolonie fuzantow po inkubacji. Jednocze$nie na
kazdym etapie procesu wykonywalam stosowne posiewy kontrolne, ktére Swiadczyly o
poprawnosci wykonania eksperymentéw. Uzyskatam 17 izolatéw pierwszej rundy genome
shuffling. Wszystkie byly sprawdzone pod katem produkcji arabitolu z arabinozy w
hodowlach wytrzagsanych w pozywce selektywnej. 8 fuzantow wykazato zwigkszone
efektywnosci produkcyjne w poréwnaniu do szczepu wyjsciowego, a tylko 2 izolaty
wytwarzaly arabitol w stezeniach wyzszych od szczepu wyjsciowego o 60% z wydajnosciami

wyzszymi o 50%. One roéwniez zuzywaly szybciej arabinoze. Uzylam je do drugiej rundy
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procesu prowadzonej wedlug tej samej procedury. W efekcie uzyskatam 50 kolonii izolatow
na podtozu selektywnym. W drugim etapie selekcji okazato sie, ze 15 szczepow efektywniej
produkowalo arabitol niz szczep wyjsciowy, a 9 dawalo lepsze wyniki od najlepszych
fuzantow I rundy genome shuffling. Najlepsze dwa fuzanty, GSII-16 i GSII-3, produkowaty
odpowiednio 5,18 1 4,97 g/l poliolu z wydajnosciami 0,33 g/g osiggajac wyniki lepsze od
szczepu wyjsciowego o 57%. Analiza HPLC wykazala, ze arabitol byl u wszystkich fuzantéw
jedynym metabolitem wydzielanym do podloza. Ogodlnie, fuzanty II rundy cechowaty si¢
wyzsza efektywnoscig produkcji arabitolu niz fuzanty I rundy. W trakcie trwania catego
eksperymentu sprawdzatam stabilno$¢ uzyskanych szczepdéw i byly one stabilne przez caly

okres badan i po ich zakonczeniu.

Waznym badaniem byto okreslenie zawartosci DNA w komérkach fuzantoéw drozdzy
za pomocg cytometrii przeptywowej. Odpowiednio przygotowane komoérki drozdzy
wybarwione byly jodkiem propidyny, ktory wiagze si¢ z DNA w trakcie inkubacji. Nastgpnie
w zawiesinach wybarwionych komoérek mierzono intensywnos$¢ fluorescencji. Nie wykazano
szczegolnych roznic w zawartosci DNA i1 ploidalnosci pomiedzy fuzantami a szczepem
wyj$ciowym, co oznacza, ze rdznice fizjologiczne szczepéw pochodza od wymiany gendw
podczas rekombinacji genetycznej w czasie procesu genome shuffling, a nie od obecnosci

dodatkowych chromosomow, co tez obserwowali inni badacze [Hou, 2009; Wang i Hou,

2010].

W ostatnim etapie badan dwa fuzanty II rundy GSII-16 i GSII-3 poddatam hodowli w
warunkach optymalnych dla C. parapsilosis DSM 70125, wyznaczonych metoda RSM.
Szczepy produkowaty 11,83 1 11,75 g/l arabitolu, co przewyzszalo osiagi szczepu
wyj$ciowego o 15-16%. Wydajnosci na poziomie ok. 0,48 — 0,49 g/g rdwniez byly wyzsze
niz szczepu wyjsciowego. Badane fuzanty szybciej asymilowaty arabinoze¢ niz C. parapsilosis
1 produkowaty podobng ilo$¢ biomasy komorkowej. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
mozliwe jest uzyskanie zmodyfikowanych metabolicznie komodrek drozdzy, efektywnie
produkujacych arabitol z L-arabinozy. Jednocze$nie potwierdzitam, ze proces ten jest Scisle

uzalezniony od sktadu i objetosci pozywki w hodowli.
Podsumowanie

Uzyskane wyniki maja charakter zar6wno poznawczy jak i aplikacyjny. Jako gléwne

osiggnigcia badan mozna wskazac:
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Zastosowanie statystycznej metody Blacketa-Burmana polaczonej z metoda
plaszczyzny odpowiedzi (RSM) do optymalizacji produkcji arabitolu z L-
arabinozy przez karioduktanta P. stipitis i S. cerevisiae SP-K7 oraz przez drozdze
C. parapsilosis DSM 70125 pozwolito na wylonienie 3 najwazniejszych
czynnikow wplywajacych na proces: szybkosci obrotow podczas hodowli
wytrzasanych, temperatury inkubacji i st¢zenia L-arabinozy. Dla obu szczepow
optymalne okazaly si¢ nastepujagce warunki: szybko$¢ obrotow platformy
wytrzasarki wynoszaca 150 obr./min, temperatura 28°C 1 poczatkowe stgzenie
arabinozy w pozywce na poziomie 32,5 g/l. Szybko$¢ obrotow wytrzgsania na
poziomie 150 obr./min pozwala na natlenianie hodowli na umiarkowanym
poziomie, co potwierdzaja wszystkie doniesienia naukowe. W tych warunkach
szczep SP-K7 wytwarzal 16,8 g/l arabitolu z wydajnosciag 0,52 g/g, a C.
parapsilosis 15,45 g/1 poliolu z wydajnoscig 0,475 g/g.

Prawidtowo dobrane czynniki i ich poziomy uzyte w metodzie RSM pozwolily na
dobre dopasowanie modelu i duza zgodno$¢ przewidywanych i otrzymanych
stezen arabitolu produkowanego przez oba szczepy drozdzy.

Izolacja 100 szczepdw drozdzy ze Srodowiska i skrining wylonity dwa efektywne
izolaty,  ktore  scharakteryzowano  biochemicznie,  morfologicznie i
zidentyfikowano genetycznie jako C. parapsilosis i S. shehatae.

C. parapsilosis 27RL-4 w warunkach zoptymalizowanych metoda ,jednej
zmiennej w czasie”, a wigc w podtozu zawierajacym 20 g/ arabinozy, o pH 5,5, w
temperaturze 28°C 1 przy szybko$ci wytrzasania 150 obr./min wytwarzat 10,42-
10,72 g/1 arabitolu z wydajnoscig 0,51-0,53 g/g .

S. shehatae 20B-3 po optymalizacji metoda ,,jednej zmiennej w czasie” w podtozu
zawierajagcym 20 g/l arabinozy, o pH 4,0, w temperaturze 32°C i przy szybkosci
wytrzasania 150 obr./min wytwarzat 6,2 g/l arabitolu z wydajnoscia 0,35 g/g.

Oba wyselekcjonowane gatunki drozdzy byly zdolne do produkcji arabitolu z
glukozy. C. parapsilosis 27RL-4 wytwarzal arabitol jako glowny metabolit w
stezeniach 2,48 g/1 1 6,1 g/l z 50 lub 100 g/l glukozy w podtozu, natomiast S.
shehatae 20B-3 produkowat odpowiednio 0,77 g/l i 4,00 g/l arabitolu w temp.
28°C przy szybkosci wytrzasania 150 obr./min.

Drozdze C. parapsilosis DSM 70125 zostaly poddane metodzie tasowania
genomow, aby uzyska¢ zmodyfikowany szczep produkujacy arabitol z jeszcze

lepszymi osiggami. W wyniku fuzji rekurencyjnej ztozonej z dwodch rund
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otrzymatam dwa najefektywniejsze fuzanty GSII-16 i GSII-3, ktore produkowaty
11,83 1 11,75 g/l arabitolu z wydajno$ciami na poziomie ok. 0,48 — 0,49 g/g. W
warunkach optymalnych szczep wyj$ciowy wytwarzat mniej produktu o 15-16%.
8. Wszystkie przeprowadzone eksperymenty hodowlane z udzialem badanych
szczepoOw drozdzy potwierdzity, ze biotransformacja arabinozy do arabitolu jest
procesem bardzo czulym na zmieniajace si¢ warunki hodowli, takie jak natlenianie
bedace konsekwencja szybko$ci wytrzasania i objetosci pozywki hodowlane;,
sktad pozywki obejmujacy nie tylko zrodto wegla, ale i dodatek soli mineralnych i

ekstraktow, poczatkowe pH pozywki oraz temperatura inkubacji.
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5. Omoéwienie pozostalych osiggni¢e¢ naukowo-badawczych

5.1. Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Dziatalno$¢ naukowa rozpoczetam w 1993 roku wraz z podjeciem pracy na etacie asystenta
w Katedrze Przemystu Rolno-Spozywczego i Przechowalnictwa na Wydziale Rolniczym
Akademii Rolniczej w Lublinie (obecnie: Uniwersytet Przyrodniczy). Zostatam wilaczona w
prace Zespotu, kierowanego przez prof. dr hab. Zdzistawa Targonskiego, zajmujacego si¢
badaniami nad hydrolizg materialow ligninocelulozowych i wykorzystaniem otrzymanych
cukréw w procesach fermentacyjnych. Obszar moich badan ogdlnie dotyczyt wykorzystania
glukozy i ksylozy przez drozdze, aby zintensyfikowaé proces produkcji etanolu z
hydrolizatow biomasy ro$linnej. Badania byly czeSciowo finansowane przez Komitet Badan
Naukowych w ramach projektu badawczego nr 5 PO6G 058 14 (grant promotorski).
Charakterystyke drozdzy fermentujacych ksylozg¢ przedstawilam w publikacji przegladowe;j
[2.D.1]. Wyselekcjonowatam drozdze wydajnie fermentujgce ksyloz¢ do etanolu (z
wydajnoscig 0,2 g/g) z gatunku P. stipitis (szczep CCY 39501). Otrzymatam 11 mutantow
drozdzy gorzelniczych S. cerevisiae V3 i 8 mutantow S. cerevisiae Ja(a) z defektem
oddechowym (RD-mutanty) za pomoca bromku etydyny, ktore wykazywaty metabolizm
beztlenowy. Uzyskane mutanty hodowane jednoczesnie z P. stiptis w roznych kombinacjach
wykorzystatam do kofermetacji glukozy 1 ksylozy w podtozach modelowych, co
zaprezentowatam w publikacji [2.D.3] i w doniesieniach konferencyjnych [6.B.2.], i [6.B.4.].
Zaobserwowatam 3-4 krotnie wyzszy stopien konwersji ksylozy i wyzsze stgzenia etanolu od
0,55 do 6 g/l w porownaniu z hodowlami kontrolnymi o okresowej regulacji pHio0 1,1 — 4,6
g/l etanolu wigcej w hodowlach o statym pH. Najlepszymi uktadami kofermentacyjnymi byty
wspolne hodowle P. stipitis z mutantem V3ol 40 i z mutantem Jal 16, w ktorych uzyskatam
okoto 20 g/l etanolu. Poniewaz P. stipitis podlegata represji katabolicznej glukoza,
otrzymalam 4 mutanty badanego szczepu o ograniczonej represji katabolicznej, ktore jednak
w kofermentacjach nie przyniosty dalszego przyspieszenia konwersji ksylozy 1 poprawienia
osiggdédw fermentacyjnych, co przedstawitam w doniesieniu [6.B.3.]. Kolejng strategig byto
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przeprowadzenie kariodukcji protoplastow S. cerevisiae i wyizolowanych jader komoérkowych
z P. stipitis, aby uzyska¢ zmodyfikowane genetycznie drozdze S. cerevisiae V3. Uzyskatam 7
karioduktantow fermentujacych wydajnie glukoze i ksyloz¢ do etanolu i ksylitolu.
Charakteryzowaty si¢ one m.in. wyzszg tolerancja na st¢zenia etanolu w podtozu niz P.
stipitis. Najlepszym karioduktantem okazat si¢ izolat SP-K 8, ktéry produkowat okoto 19 g/l
etanolu z wydajnoscig 0,5 g/g. Wyniki tych badan przedstawitam w doniesieniu [6.B.5.]. W
ostatnim etapie pracy doktorskiej przeprowadzitam proces jednoczesnego scukrzania i
fermentacji (SSF) wybranych surowcow ligninocelulozowych: stomy pszennej i trocin
brzozowych, ktére sa bogatym zrddlem ksylozy. W procesie scukrzania wykorzystatam
enzymy celulolityczne i B-glukozydaze, natomiast fermentacje prowadzity uktady mieszane
drozdzy P. stipitis CCY 39501 wraz z RD-mutantem V3ol 40 oraz wybrane karioduktanty SP-
K 3 i SP-K 8, ktore aktywnie fermentowaty oba cukry z hydrolizatow do etanolu. W tym
procesie najwyzsze st¢zenia etanolu uzyskatam w hodowli mieszanej oraz w hodowli
karioduktanta SP-K 3— 16 g/l etanolu. Wyniki czg¢$ciowo zaprezentowatam w doniesieniu
[6.A.4.].

Rezultaty tych badan stanowity podstawe rozprawy doktorskiej pt.: ,, Fermentacja ksylozy i
glukozy do etanolu z udziatem modyfikowanych genetycznie drozdzy z gatunkow Pichia
stipitis i Saccharomyces cerevisiae”, napisanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Zdzistawa
Targonskiego, ktorg obronitam 15 listopada 2000 roku przed komisja powotang przez Radg
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodwskiej w Lublinie i
decyzja Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi uzyskalam stopien doktora nauk
biologicznych w zakresie biologia. Za prace doktorskg uzyskatam nagrode indywidualng I1°

przyznang przez J.M. Rektora Akademii Rolniczej w Lublinie.

W trakcie prowadzenia badan do doktoratu i doskonaleniu swojego warsztatu badawczego
zainteresowatam si¢ wykorzystaniem cukréw pentozowych, pochodzacych z hydrolizatow
ligninocelulozowych do produkcji polialkoholi. Okazato si¢, ze drozdze z rodzaju Pichia i
Candida, ktore sa zdolne do asymilacji ksylozy, wydzielaja do podtoza hodowlanego ksylitol.
Ten pentitol moze by¢ stosowany jako zamiennik sacharozy do stodzenia oraz jako dodatek
do zywno$ci w produkcji polew, gum do zucia, cukierkéw, dzemoéw. Zwigzek ten daje
odczucie stodkosci zblizone do sacharozy, ale nie powoduje wzrostu stezenia glukozy i
insuliny we krwi, wigc moze by¢ uzywany przez diabetykow oraz nie powoduje prochnicy
zgbow, bo nie jest rozkladany przez mikroorganizmy jamy ustnej. Jego biotechnologiczna

produkcja zostata przedstawiona w publikacji [2.D.2]. Natomiast wyniki wstegpnych badan
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eksperymentalnych dotyczacych wykorzystania drozdzy z rodzaju Candida zaprezentowatam
w formie doniesien konferencyjnych [6.A.1.]1[6.A.2.]. Ré6wnocze$nie przebadatam uzyskane
w trakcie realizacji pracy doktorskiej karioduktanty S. cerevisiae V3 i P. stipitis CCY 39501
pod katem uzdolnien do produkcji ksylitolu z ksylozy, a wyniki tych badan zaprezentowatam

na konferencji naukowej [6.B.6.].
5.2. Po uzyskaniu stopnia haukowego doktora

Wyniki zamieszczone w rozprawie doktorskiej, a nie opublikowane przed obrong, zostaly
opublikowane w postaci 3 oryginalnych prac tworczych: [2.D.4., 2.D.5.,, 2.D.8l].
Kontynuowalam badania nad produkcja etanolu i ksylitolu przez drozdze, co zostato
zaprezentowane na 2 konferencjach krajowych [6.B.7., 6.A.5]. Natomiast cenne wlasciwosci i
zastosowanie ksylitolu zostaly przedstawione w publikacji przegladowej [2.D.6]. W trakcie
dalszego zdobywania wiedzy w temacie biotechnologicznego wykorzystania pentoz narodzita
si¢ koncepcja realizacji zagadnienia dotyczacego wykorzystania L-arabinozy przez drozdze i
produkcji arabitolu. L-arabinoza jest drugim po ksylozie cukrem pentozowym obecnym w
hydrolizatach ligninocelulozowych, ktory jest znacznie trudniej asymilowany przez
drobnoustroje 1 na ten temat stan wiedzy 1 przeprowadzonych badan byl niewielki. W
poczatkowym okresie badan wykonywane byly eksperymenty dotyczace selekcji drozdzy z
rodzaju Pichia i Candida dostepnych w kolekcji Katedry Biotechnologii, Zywienia Cztowieka
i Towaroznawstwa Zywnosci: P. stipitis CCY 39501, P. guilliermondii DSM 70052, C.
shehatae 3504, C. shehatae ATCC 22984, C. pseudotropicalis IPF 65, C. parapsilosis DSM
70125. C. parapsilosis DSM 70125 okazata si¢ najlepszym producentem arabitolu, ktory
wydzielata w stezeniach 10-14 g/l w podlozu zawierajacym poczatkowo 20 g/l arabinozy,
dajac najwyzszg wydajnos¢ 0,78 g/g i produktywnos¢ 0,036 g/gxh. Innymi dobrymi
producentami arabitolu okazaty si¢ drozdze P. guilliermondii DSM 70052 i C. shehatae
ATCC 22984, ktore produkowaty pentitol z wydajnosciami, odpowiednio, 0,43 g/g i 0,50 g/g,
w warunkach optymalnych czyli przy 150 obr./min i w temp. 28°C. Wyniki te zostaty
opublikowane w artykule [2.D.13] i byly punktem wyjscia do kolejnych badan, ktore zostaty
przedstawione jako Osiagnigcie naukowe. Uzyskane przeze mnie karioduktanty S. cerevisiae
V3o i P. stipitis CCY 39501: SP-K2, SP-K3, SP-K4, SP-K7 i SP-KS8, ktore byty zdolne do
asymilacji arabinozy, zostaty rowniez poddane doswiadczeniu selekcyjnemu nad produkcja
arabitolu z L-arabinozy. Wszystkie karioduktanty oraz szczep kontrolny asymilowaly
arabinoze 1 produkowaly arabitol, a szybko$¢ procesow metabolicznych byta uzalezniona od

szybko$ci  wytrzgsania. Najwyzsze stezenia produktu otrzymano w hodowlach
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karioduktantow prowadzonych przy 150 obr./min platformy wytrzasarki Infors HT Minitron
w temperaturze 28°C po 2 lub 3 dobach inkubacji (11,97 — 17 g/1). Wydajno$ci arabitolu
miescity si¢ w przedziale 0,67 — 0,95 g/g, a produktywnos$ci w zakresie 0,023 — 0,054 g/gxh.
Najlepszymi uzdolnieniami do biotransformacji arabinozy do arabitolu wykazat si¢
karioduktant SP-K 7 niezaleznie od warunkéw hodowli. Pod wzgledem wydajnosci i
produktywnos$ci szczep SP-K 4 roéwniez dat zadowalajace wyniki. Te dwa karioduktanty
zostaty przebadane pod katem wptywu temperatury na proces produkcji arabitolu i wykazano,
ze optimum temperaturowe stanowito 28°C. Wzrost biomasy drozdzy réwniez zalezat od
napowietrzania hodowli 1 osiggat najwyzsze wartosci (ok. 9 g/l) podczas wytrzasania przy 200
obr./min. Uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane na XXVII Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw w formie doniesienia [6.B.18.], a najlepszy szczep SP-K 7
zostal poddany optymalizacji statystycznej RSM, za§ uzyskane wyniki weszty w skfad

Osiagnigcia naukowego.

Rownolegle z badaniami w zakresie produkcji biotechnologicznej polioli,
doskonalitam swoj warsztat badawczy dotyczacy analizy mikrobiologicznej zywnos$ci i
szeroko pojetych badan nad réznymi aspektami mikrobiologicznymi zywnos$ci. W latach
2001-2009 prowadzitam wspotprace z firmg Osmofrost Sp. z. 0.0. w Osmolicach w zakresie
analiz mikrobiologicznych mrozonych owocow 1 warzyw produkowanych w tym zaktadzie na
podstawie umowy o wspOlpracy w ramach projektu pt. ,,Analiza mikrobiologiczna i
fizykochemiczna mrozonych owocow 1 warzyw”. W latach 2004-2007 wspotpracowatam
rowniez z Zakladem Przetworstwa Spozywczego Makow w Makowie w  zakresie
wykonywania analiz mikrobiologicznych mrozonek owocowych i warzywnych. Analiza
obejmowata oznaczanie ogodlnej liczby bakterii, bakterii mlekowych, bakterii octowych,
drozdzy i plesni, Enterobacteriaceae, bakterii z grupy coli i Escherichia coli, enterokokow,
Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Listeria
monocytogenes i Proteus sp. w probach mrozonek, ktore byty dostarczane do laboratorium.
Wszystkie analizy byly wykonywane przeze mmnie 1 wspoOtpracownikéw zgodnie z
obowigzujgcymi polskimi, a pdzniej europejskimi (po wejsciu Polski do Unii Europejskiej)
normami 1 pozwolily mi réwniez na gruntowne S$ledzenie zmian w ustawodawstwie
dotyczacym jako$ci mikrobiologicznej zywnosci. Wszystkie wyniki byly przekazywane
firmom w postaci raportow, ktore osobiscie przygotowywatam. Uzyskane wyniki, za zgoda
Zarzadu firmy Osmofrost, byly przedmiotem publikacji naukowych [2.D.9. i 2.D.12.]. W

artykule [2.D.9.] przedstawiono mikrobiologiczng ocene mrozonych owocéw jagodowych:

28



truskawek, malin, porzeczek czarnych 1 czerwonych, agrestu i1 bordéwki czernicy,
wyprodukowanych w 2001 r. Analiza gotowych wyrobow obejmowala wspomniane wyzej
mikroorganizmy. Najwicksza liczb¢ bakterii mezofilnych, bakterii mlekowych i drozdzy
odnotowano w probach borowek (4 — 5 log jtk/g), a najnizsza w probach mrozonego agrestu
(1 - 2 log jtk/g). Liczba plesni byta najnizsza w truskawkach, a najwyzsza w porzeczkach
czarnych i czerwonych, jagodach i malinach (3 log jtk/g). Nie stwierdzono w owocach
obecno$ci bakterii coli, Proteus spp., S. aureus, Salmonella spp. i Listeria spp. Jako$¢
mikrobiologiczna analizowanych mrozonych owocow w przypadku wiekszo$ci prob spetniata
wymagania polskie i zagraniczne. W artykule [2.D.12.] zostala przedstawiona jako$¢
mikrobiologiczna 78 prob mrozonych warzyw (fasoli szparagowe;j, pora, kalafiora, kalafiora
Romanesco, brukselki, cebuli, kapusty bialej, jarmuzu, brokutu). W probach oznaczano
obecnos¢ lub liczbe bakterii chorobotworczych z rodzaju Salmonella ssp., L. monocytogenes,
S. aureus, B. cereus i C. perfringens oraz wskazniki zanieczyszczenia fekalnego takie jak:
bakterie z grupy coli, bakterie coli typu fekalnego, E. coli i enterokoki. W Zadnej probie nie
stwierdzono obecnosci bakterii Salmonella ssp. Pateczki L. monocytogenes wykryto w 10,3%
prob (probki brukselki, jarmuzu, brokutu, pora, fasolki, kalafiora i kalafiora Romanesco). B.
cereus i S. aureus wykryto odpowiednio w 12,8 oraz 6,4% prob, lecz stopien
zanieczyszczenia mrozonek przez te bakterie byl niewielki, niezagrazajacy zdrowiu
konsumentéw. Bakterie CIl. perfringens wystepowaty tacznie w 14,1% prob. Bakterie
wskaznikowe zanieczyszczenia fekalnego byly obecne w wigkszosci badanych warzyw:
bakterie z grupy coli stwierdzono w 93,6% prob, coli fekalne w 83,3%, E. coli w 69,2%, a
enterokoki w 78,2% prob mrozonek. Liczba bakterii wskaznikowych zanieczyszczenia
fekalnego na ogot miescita si¢ w przedziale 0,2 - 3,66 log jtk/g. Ogdlny stan sanitarno-
zdrowotny mrozonych warzyw budzil zastrzezenia, a uzyskane wyniki wskazywaty na

potrzebe polepszenia jakosci produkcji.

Tematyke jako$ci mikrobiologicznej zywnosci w konteks$cie metod przechowywania
kontynuowatam w badaniach nad wptywem sposobu pakowania na jako$¢ mikrobiologiczna
pasztetow, ktore jako wyroby garmazeryjne cieszg si¢ w Polsce duzym zainteresowaniem od
lat. Przebadano 20 prob pasztetow migsnych 1 drobiowych, pakowanych w r6zne opakowania:
stoiki, puszki, opakowania aluminiowo-polipropylenowe, prézniowo w foli¢ PE/PA oraz w
papier pergaminowy bezposrednio z lady chlodniczej, a wyniki zostaly opublikowane w
artykule [2.D.10]. Oznaczenia wykonywano zgodnie z polskimi normami i obejmowaty one:

0golng liczbe bakterii mezofilnych 1 psychrotrofowych, bakterii mlekowych, drozdzy i plesni,
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bakterii z grupy coli i enterokokow, obecno$¢ bakterii proteolitycznych, beztlenowcow
przetrwalnikujacych oraz B. cereus, S. aureus i Salmonella spp. Stwierdzono najmniejsza
liczbe bakterii w pasztetach w puszkach. W pasztetach pakowanych w puszki, stoiki i folig
PE/PA nie wykryto bakterii chorobotwoérczych. Nigdzie nie byly obecne bakterie coli,
natomiast enterokoki jako odporniejsze na r6zne metody utrwalania zywnosci wykryto w 35%
prob. Pakowanie prozniowe natomiast sprzyjato rozwojowi bakterii fermentacji mlekowe;.
Wszystkie pasztety oceniono jako bezpieczne dla zdrowia konsumentow. Tematyka jakosci
mikrobiologicznej produktow migsnych 1 wplywu metod utrwalania zywnos$ci na ich
mikroflor¢ byla kontynuowana w trakcie mojej wspotpracy z dr. hab. inz. Dariuszem
Stasiakiem z Katedry Technologii Migsa i Zarzadzania Jakoscig UP w Lublinie, zajmujacym
si¢ zastosowaniem ultradzwickdw w przemysle migsnym. Nasza wspotpraca dotyczyta
wptywu ultradzwiekéw na mikroorganizmy bytujace na migsie i ewentualnego ich uzycia do
eliminacji mikroflory niepozadanej i1 przedluzania trwatosci migsa. Do badan byty
wykorzystane skrzydetka drobiowe, ktére poddawano dziataniu ultradzwickow o
czestotliwosci 40 kHz i natezeniu ok. 2 W/cm? stosujac rézne czasy sonikacji (1, 3, 6 min) i
r6zne osrodki (woda destylowana 1 1% wodny roztwor kwasu mlekowego). BadaliSmy wptyw
sonikacji na zmian¢ ogolnej liczby bakterii na powierzchni skrzydetek i liczby bakterii
Salmonella enterica ssp. enterica sv. Anatum, ktérymi zakazano skrzydetka poprzez posiewy
bakterii pobranych z wymazéw na odpowiednie podloza mikrobiologiczne. W wyniku
przeprowadzonych badan uzyskaliSmy pozytywny efekt niezaleznie od czasu dziatania i
stosowanego osrodka (cieczy roboczej); ogoélna liczba bakterii na powierzchni skrzydelek
spadia o 1,8 log jtk/em? po 6 min nadzwickawiania w wodzie, a liczba pateczek Salmonella
spadla 0 3,6 log jtk/cm? po sonikacji w roztworze kwasu mlekowego. Stwierdzono efekt
wymywania bakterii z powierzchni migsa do o$rodka, jednak jesli byt to roztwor kwasu
mlekowego, bakterie Salmonella jako wrazliwe, byty catkowicie eliminowane. Uzyskane
wyniki zostaty opublikowane w pracy [2.A.1.]. Podobna tematyka byta przedmiotem badan
zaprezentowanych w publikacji [2.A.6.], gdzie badaliSmy wplyw sonikacji na przezywalnos¢
bakterii Gram-ujemnych: E. coli, S. enterica ssp. enterica sv. Anatum, Proteus sp. i
Pseudomonas fluorescens, ktore wystepuja na migsie i moga by¢ przyczyng chorob przewodu
pokarmowego (E. coli, S. enterica) lub prowadza do zmian gnilnych migsa (Proteus sp. i P.
fluorescens). Stopien redukcji bakterii zalezal od czasu dziatania ultradzwigkow, rodzaju
osrodka 1 rodzaju bakterii. Najskuteczniejsze bylo dziatanie ultradzwigkoéw przez 6 min w 1%
roztworze kwasu mlekowego, kiedy to uzyskaliémy redukcje bakterii w zakresie od ok. 1,5

log jtk/cm? (dla E. coli i Proteus sp.) do powyzej 4 log jtk/cm? (dla P. fluorescens). Badania
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prowadzone z wykorzystaniem trzykrotnym niewymienianego roztworu kwasu mlekowego
potwierdzity przydatno$¢ tej metody w przemystowym zastosowaniu do eliminacji bakterii
Gram-ujemnych. Dziatanie ultradzwigkow na bakterie chorobotworcze Gram-dodatnie: S.
aureus i B. cereus zanieczyszczajace skrzydetka drobiowe zostalo zaprezentowane w
rozdziale w monografii [2.C.5]. Poniewaz bakterie Gram-dodatnie sa z reguly bardziej
odporne na dziatanie czynnikdw bojczych, zastosowano czasy dzialania ultradzwigkow 5, 10,
15 min oraz roztwory kwasu mlekowego o stezeniach 0,8, 2,4 i 4 %. Catkowita eliminacj¢
gronkowca z powierzchni skrzydelek drobiowych (3,5 log jtk/cm?) uzyskano po 15 min
sonikacji w 2,4% roztworze kwasu mlekowego, natomiast laseczki Bacillus byty eliminowane
podczas 10 min sonikacji w 0,8% roztworze tego kwasu lub podczas 5 min sonikacji w 2,4%
kwasie (redukcja bakterii odpowiednio o 3 i 3,8 log jtk/cm?). Podczas powyzszych dziatan
bakterie nie przezywaly w cieczy roboczej. Wyniki wszystkich badan, ktore byty
przeprowadzone jednoznacznie potwierdzity przydatno$¢ procesu nadzwigkawiania porcji

migsnych w kontek$cie eliminacji niepozadanej mikroflory.

Moje zainteresowania naukowe dotyczace przezywalnos$ci mikroorganizmoéw w zywnosci
kontynuowatam wspoélpracujac z dr hab. inz. Pawlem Glibowskim, badajac stabilnos¢
mikroflory w emulsjach - potencjalnych zamiennikach tluszczu, ztozonych z izolatu biatek
serwatkowych lub polirycynooleinianu poliglicerolu z dodatkiem inuliny i oleju
rzepakowego, z ktorych potowa byla konserwowana sorbinianem potasu. Oznaczenia
mikrobiologiczne wykonywane wg stosownych norm po 1 dobie od wytworzenia oraz po 7,
14, 28, 42 1 56 dniach przechowywania, dotyczyly ogolnej liczby bakterii mezofilnych,
drozdzy i plesni, bakterii z grupy coli, liczby S. aureus, obecnosci Salmonella spp. i Listeria
spp. oraz liczby bakterii lipolitycznych. Wyniki pokazaty, Zze wigkszo$¢ kombinacji byta
mikrobiologicznie stabilna osiggajac liczebnos¢ na poziomie kilku-kilkudziesieciu jtk/g, tylko
dodatek izolatu biatek serwatkowych powodowal intensywny wzrost mikroorganizmow (do
10" jtk/g po 8 tygodniach przechowywania), ktory jednak mozna bylo zahamowac
sorbinianem potasu. W otrzymanych emulsjach nie stwierdzono obecno$ci bakterii
chorobotworczych, lipolitycznych oraz drozdzy i plesni. Biorgc pod uwage inne aspekty
przeprowadzonych badan, emulsje z dodatkiem inuliny moga znalez¢ zastosowanie jako
zamienniki popularnych emulsji do smarowania pieczywa. Uzyskane wyniki zostaty

opublikowane w publikacji [2.A.8].

Moje zainteresowania badawcze dotyczace wykorzystania drozdzy rozwingtam poprzez

wspolprace z Prof. dr hab. Anng Wagner 1 dr Beata Hetman z Katedry Kwarantanny i
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Ochrony Ros$lin UP w Lublinie. Pomyst zrodzit si¢ z potrzeby poszukiwania metod ochrony
ro$lin alternatywnych wobec powszechnie stosowanych fungicydow, ktérych pozostatosci
bardzo czgsto trafiaja na stoty konsumentéw wraz z owocami i warzywami. Wspotpraca z
mojej strony polegata na selekcji drozdzy o uzdolnieniach antagonistycznych wobec grzyboéw
fitopatogennych powodujacych choroby roslin uprawnych w trakcie wegetacji, jak i po
zbiorze. W poczatkowym etapie badan, opublikowanych w artykule [2.D.11.] sprawdzono 18
szczepodw drozdzy z rodzaju Candida (11), Pichia (3), Saccharomyces (2), Klyveromyces (1) i
Yarrowia (1) w postaci zawiesin w uktadach in vitro na ptytkach Petriego. Na pozywke
nanoszono zawiesiny drozdzy, a nastgpnie inokulowano ja fragmentami grzybni Botrytis
cinerea. Na podstawie badan selekcyjnych zostaly wylonione szczepy drozdzy C. butyri JCM
1501, C. melibiosica 2515, C. parapsilosis DSM 70125 i P. stipitis CBS 5773, ktore
przeznaczono do badan in vivo na jabtkach zainfekowanych sztucznie grzybem. W
doswiadczeniu infekcyjnym zaobserwowano ograniczony wzrost grzybni B. cinerea, a
procent hamowania nekrozy po 5 dniach byt najwyzszy w kombinacji z P. stipitis (98,5%), a
w innych kombinacjach wynosit 70-75%. Wraz z uplywem czasu widoczny byl spadek
zdolnosci hamowania i po 2 tygodniach oddzialywanie hamujace siegato od 10% dla C. butyri
do 52%, dla P. stipitis. W obserwacjach mikroskopowych stwierdzono deformacj¢ strzepek i
zarodnikow B. cinerea. Takie same badania selekcyjne byly prowadzone rowniez na innych
grzybach strzepkowych, patogenach owocow, takich jak Colletotrichum gloeosporioides,
Monilinia fructigena czy Alternaria alternata. Interesujace wyniki uzyskane zostaty podczas
badan oddzialywan antagonistycznych drozdzy C. melibiosica 2515 na grzyby B. cinerea, A.
alternata i A. radicina atakujgce korzenie marchwi podczas przechowywania, co
opublikowano w artykule [2.A.9.]. Oprocz badan in vitro i in vivo na korzeniach marchwi,
zostala podjeta proba wyjasnienia sposobu dzialania drozdzy: produkcji zwiazkow lotnych,
jak 1 wydzielania zewnatrzkomérkowych enzymow litycznych. Drozdze hamowaty wzrost B.
cinerea na marchwi po 5 dniach od inokulacji w 35%, a A. radicina w ok. 38%, po 2
tygodniach przechowywania wzrost grzybow byl ograniczony o ok. 20%, a w przypadku
podwdjnej aplikacji zawiesiny drozdzy siegal 39-49%. Stwierdzono uzdolnienia drozdzy do
produkcji enzymow litycznych: [B-glukanazy i chitynazy, wykazujacych aktywnosci
odpowiednio 34-232,86 U/ml i 20,74-43,7 U/ml, w zaleznosci od stosowanego induktora w
pozywce hodowlanej dla C. melibiosica. W metodzie ptytkowej zaobserwowano rowniez
wydzielanie zwigzkow lotnych przez drozdze, a obserwacje mikroskopowe potwierdzity
znieksztalcenie zarodnikow A. radicina. Przydatnos¢ drozdzy C. melibiosica jako czynnikow

biokontroli przeciwko chorobom pozbiorowym marchwi zostata potwierdzona. Podjetam ta
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cickawa 1 obszerng tematyke rowniez w publikacji przegladowej [2.A.7.], w ktorej
przedstawialam rezultaty badan nad réznymi drozdzami w ochronie owocéw i warzyw,
zastosowanie drozdzy w hamowaniu grzybdéw fitopatogennych pochodzenia glebowego,
mechanizmy antagonizmu drozdzy i ich wptyw na indukcje odpornosci roslin, metody
poprawy skutecznosci drozdzy i1 komercyjne preparaty ochronne a takze perspektywy
stosowania drozdzy jako czynniki biologicznej ochrony ro$lin. Temat aktywnos$ci
antagonistycznej drozdzy pojawit si¢ roéwniez w publikacji [2.A.13.], w ktdrej zostaly
przebadane drozdze wyizolowane ze srodowiska pod katem wytwarzania biatek killerowych,
hamujacych wzrost lub dziatajacych bdjczo na komodrki innych mikroorganizméw. Fenotyp
killerowy wystepuje czesto u drozdzy ze Srodowisk naturalnych i moze by¢ wykorzystany w
przemysle fermentacyjnym (np. w winiarstwie lub fermentacji warzyw) w komponowaniu
kultur  starterowych  jednocze$nie = zapobiegajacych  rozwojowi  niepozadanych
mikroorganizméw lub we wspomnianej wczesniej biokontroli wzrostu fitopatogenow.
Zastosowano metode ptytkowa, studzienkowa, wykorzystujac znane szczepy wrazliwe.
Drugim aspektem badan byta optymalizacja warunkéw produkcji toksyn killerowych przez
drozdze. Sposrod 102 izolatow uzyskano 24 szczepy o pozytywnej aktywnosci killerowej 1 10
o aktywnosci stabej. Najwyzsza aktywnos$¢ byta obserwowana wérod izolatow ze srodowisk
lesnych 1 kwiatow. Zaprezentowane badania byly wstepem do dalszych badan nad produkcja

biatek killerowych przez drozdze.

Rownolegle z powyzszymi badaniami bralam udziat jako wykonawca w projekcie
naukowym dotyczacym opracowania preparatu probiotycznego w oparciu o bakterie
Lactobacillus rhamnosus - szczepy PEN, OXY i E/N (numer projektu 0603/R/P01/2007/03).
Pierwszy etap badan koncentrowal si¢ na optymalizacji sktadu pozywki hodowlanej dla
poszczegbdlnych szczepdéw. Punktem wyjscia bylo podtoze MRS rutynowo stosowane do
hodowli bakterii mlekowych, ktére zostato poddane modyfikacjom pod katem zZrodta wegla,
stezenia Zrédla azotu i ewentualnego dodatku witamin z grupy B i aminokwasow. W
badaniach skriningowych okazalo si¢, ze korzystnie na przyrost biomasy bakterii wptywa
glukoza z dodatkiem pirogronianu sodu, zrédta azotu (ekstrakt drozdzowy, migsny 1 pepton
K) wystarczy doda¢ w ilosci 0,22 g/l (100 razy mniej niz w MRS), natomiast suplementacja
dodatkowymi aminokwasami i witaminami nie jest potrzebna. Na bazie wykonanych
eksperymentow wyltoniono najwazniejsze trzy czynniki wptywajace na wzrost wszystkich
szczepOw za pomocg modelu statystycznego Placketa-Burmana; byly to glukoza z

pirogronianem, ekstrakt migsny oraz mieszanina soli organicznych i nieorganicznych. Te trzy
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zmienne postuzyty do kompozycji statystycznego modelu CCD (central composite design), a
nastepnie wylonieniu warto$ci optymalnych trzech badanych zmiennych za pomoca rownania
regresji 1 metody plaszczyzny odpowiedzi (RSM). Doktadne wyniki zostaly przedstawione w
publikacjach [2.A.2., 2.A.3. 1 2.A.5]. Warto nadmieni¢, ze otrzymane pozywki hodowlane
byly tansze od podtoza MRS, a przyrost biomasy bakterii byl zdecydowanie wigkszy lub
wymagal krotszego czasu hodowli. Hodowle weryfikacyjne w bioreaktorze potwierdzily
zadowalajace dopasowanie modelu. W dalszej cz¢éci projektu badania koncentrowaty si¢ na
zwigkszeniu przezywalnos$ci bakterii w trakcie liofilizacji i podczas przechowywania
preparatu  bakteryjnego. Wykonano skrining rdéznych krioprotektantow w  aspekcie
przezywalnosci bakterii i do dalszych badah w metodzie Placketa-Burmana wybrane zostaty
trzy: spirulina, sacharoza i laktuloza o najwigkszym wptywie na zywotnos¢ komorek L.
rhamnosus E/N. Te protektanty postuzyty do skomponowania modelu CCD, wykonaniu serii
eksperymentéw 1 wyltonieniu stezen substancji, ktore stanowilyby optymalne medium
protekcyjne dla bakterii. Dla szczepu E/N stezenia byly nastepujace: spirulina — 1,304 % wl/v,
laktuloza 5,48 % w/v i sacharoza 13,04 % w/v. Model przewidzial przezywalnos$¢ bakterii na
poziomie 89,62%, natomiast eksperymentalnie oznaczona przezywalno$¢ po liofilizacji
wyniosta 87,5%. Uzyskane wyniki przedstawiono w publikacji [2.A.4.] oraz zostat uzyskany
patent P-393189 [2.B.2]. Wyniki uzyskane dla szczepu PEN zostaly zaprezentowane w
postaci doniesienia konferencyjnego [6.B.17.].

W obszar badan nad bakteriami mlekowymi wpisuje si¢ dodatkowo badanie dotyczace
wpltywu prebiotykbw na wzrost bakterii mlekowych w biojogurtach, co przedstawia
publikacja [2.D.14.]. Jogurty byly produkowane przez bakterie probiotycznej szczepionki
jogurtowej ABT1, zawierajacej S. thermophilus, L. acidophilus i Bifidobacterium sp. na bazie
proszku mlecznego z dodatkiem inuliny, fruktooligosacharydow lub skrobi opornej w
stezeniach 1, 2 1 3% w/w. Analiza liczby poszczegdlnych bakterii wykazata, ze
fruktooligosacharydy i inulina wptywaty korzystnie na wzrost bakterii L. acidophilus i
Bifidobacterium sp., natomiast skrobia oporna na S. thermophilus. Wszystkie jogurty
spelnialty wymogi FAO/WHO odnosnie zawartosci zywych komorek bakterii przez 14 dni (7-
9 log jtk/g). Dodatek prebiotykow powodowat wzrost lepkosci i twardosci biojogurtow oraz

spadek synerezy.

Kolejny projekt, finansowany ze $rodkow Unii Europejskiej z Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka PO IG 01.01.02-00-074/09, w ktorym bratam udzial, dotyczyt

biokonwersji glicerolu do kwasow dikarboksylowych. Zadania, ktore realizowatam, mialy na
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celu modyfikacje genetyczne grzybow =z rodzaju Rhizopus charakteryzujagcych sie
uzdolnieniami do produkcji kwasu fumarowego, stosowanego w przemysle spozywczym jako
naturalny $rodek konserwujacy i zakwaszajacy. Jedna z metod, ktora zostata uzyta w
projekcie, byta fuzja protoplastow dwoch gatunkow R. oryzae NBRC 4756 i R. microsporus
z zyta, aby wzmocni¢ produkcje kwasu fumarowego. Mtode, kietkujace strzepki grzybow
byty trawione enzymami litycznymi, aby otrzymac protoplasty. Protoplasty byty nastepnie
poddane inaktywacji termicznej lub chemicznej i w réznych kombinacjach przeprowadzono
ich fuzje chemiczng. W efekcie uzyskano 14 fuzantow. Najlepsze izolaty poddano drugiej
rundzie fuzji, w ktorej otrzymano 8 fuzantow. Najlepszy izolat A2-7 produkowat $rednio 4,1
g/l kwasu fumarowego z glicerolu z wydajnoscig 0,27 g/g., co bylo wynikiem 1,46 razy
wyzszym W porOwnaniu ze szczepami rodzicielskimi. Wyniki opublikowane zostaly w
artykule [2.D.15]. Inng metoda doskonalenia szczepow Rhizopus, opublikowang jako rozdziat
w monografii [2.C.7.] byto uzycie po raz pierwszy kolchicyny do poliploidyzacji, a nastgpnie
benomylu do haploidyzacji szczepéw R. oryzae i R. microsporus, aby spowodowaé losowe
zmiany materiatu genetycznego. W kolejnym kroku zastosowano selekcje mutantéw na
podtozu z glicerolem i zielenig brylantowa, aby wyizolowa¢ najefektywniejsze szczepy, ktore
nastgpnie byly sprawdzone pod katem zdolno$ci produkcyjnych kwasu fumarowego w
podtozu ptynnym z glicerolem. Wyizolowano po 10 szczepéw R. oryzae R-15 i R-18 oraz 6
izolatow R. microsporus R-67. Uzyskano 5 szczepow R. oryzae, ktore produkowaty kwas
efektywniej niz szczepy rodzicielskie, dajac wydajnosci 0,18-0,21 g/g. Dwa
najefektywniejsze mutanty produkowaty kwas fumarowy z wydajnoscig wyzszg o okoto 17%
w poréwnaniu do szczepow rodzicielskich. W czasie trwania projektu wszystkie
zmodyfikowane szczepy byty stabilne. Podsumowujac ten etap badan, mozna stwierdzi¢, ze
modyfikacje grzyba Rhizopus, mimo ze do$¢ trudne do przeprowadzenia z uwagi na specyfike

tego mikroorganizmu, zakonczyty si¢ sukcesem.

Kolejng tematyka badawcza, ktora podjetam w ramach projektu 5015/B/P01/2011/40 byty
badania nad wtasciwosciami antymikrobiologicznymi powtok jadalnych. Temat zglgbiatam
we wspolpracy z dr hab. inz. Dariuszem Kowalczykiem z Katedry Biochemii i Chemii
Zywnoéci UP w Lublinie. W badaniach wstepnych oznaczalam dziatanie biobdjcze filmow
jadalnych skomponowanych na bazie ro6znych polimeréw: karboksymetylocelulozy,
utlenionej skrobi ziemniaczanej, izolatu bialka sojowego 1 Zelatyny z dodatkiem sorbitolu,
wosku kandelila i emulgatora oraz konserwantu — sorbinianu potasu w réznych stezeniach

metoda dyfuzyjno-krazkowa na plytkach Petriego. Stosowatam bakterie 1 grzyby strzepkowe
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czgsto wystepujace w zywnosci, powodujace niepozadane zmiany jakosci higienicznej i
handlowej m. in. warzyw i owocdéw: E. coli, S. aureus, B. cereus, Pectobacterium
carotovorum, B. cinerea, M. fructigena, A. alternata i R. nigricans. Badane byly rowniez inne
wihasciwosci powtok: grubos$¢, zawartos¢ wilgoci, przepuszczalno$¢ pary wodnej 1 Swiatta
oraz rozne wlasciwosci mechaniczne. Ogolnie powtoki z dodatkiem sorbinianu potasu
dziataty hamujaco na bakterie i grzyby, a dziatanie zalezato od st¢zenia konserwantu, rodzaju
polimeru i drobnoustroju. Badania zostaty opisane w publikacji [2.A.10.], a podsumowujac
wszystkie  wlasciwosci  powtlok, najlepsza okazala si¢ powloka na  bazie
karboksymetylocelulozy. Podobne badania byly wykonane na powlokach jadalnych
skomponowanych z mileczanu chitozanu oraz mleczanu z dodatkiem utlenionej skrobi
ziemniaczanej lub Zelatyny. Naturalne wlasciwosci antymikrobiologiczne mleczanu
chitozamu zostaly oznaczone poprzez analize minimalnych stezen hamujacych i bojczych
podczas dzialania na powyzej wymienione bakterie i grzyby strzepkowe. Podczas metody
dyfuzyjno-krazkowej wykazatam, ze hamujgco wobec bakterii i grzybow A. alternata i M.
fructigena dziatat film wytworzony z samego mleczanu chitozanu lub film zawierajacy
mleczan z dodatkiem zelatyny, ktory charakteryzowal si¢ najlepszymi wiasciwosciami
mechanicznymi 1 obnizong przepuszczalno$cia, co zostato opisane w publikacji [2.A.11.]. W
kolejnych etapach badan podjeta byla proba zastosowania filmu zlozonego z
karboksymetylocelulozy i wosku kandelila z sorbinianem potasu do powlekania gruszek i
moreli zainfekowanych grzybami plesniowymi w trakcie przechowywania [2.A.14, 2.A.15].
Powloka byta efektywna wobec B. cinerea i M. fructigena na obu rodzajach owocow.
Powleczone filmem gruszki 1 morele wykazywaty wolniejsze dojrzewanie, utrzymywaly
wlasciwy kolor 1 twardo$¢. Niestety pojawily si¢ oznaki oddychania beztlenowego

powodujace zmiany jako$ci sensorycznej owocow.

Dzigki moim wczesniejszym badaniom nad bakteriami mlekowymi oraz pracom
zwigzanym z jako$cig mikrobiologiczng Zywnosci zostatam zaproszona przez dr hab. Michata
Swiece z Katedry Biochemii i Chemii Zywnosci do udziatu w projekcie nad opracowaniem
synbiotycznych kietkow ro$lin stragczkowych. Kietki od lat stosowane sg w diecie ludzi ze
wzgledu na dostepnos¢ mikroelementoéw, witamin 1 innych substancji odzywczych. Do badan
wykorzystano nasiona soi, soczewicy, fasoli adzuki i fasoli mung, ktére kietkowaly w
obecnosci  popularnych  bakterii  probiotycznych o udokumentowanym dzialaniu
prozdrowotnym: L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum i drozdzy probiotycznych S.

cerevisiae var. boulardii. Badania selekcyjne miaty na celu wylonienie najlepszej kombinacji
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rosliny 1 mikroorganizmu, ktéry dobrze utrzymuje si¢ na materiale roslinnym. Do tej pory
ukazalty si¢ dwie publikacje [2.D.18.] i [2.D.19.], w ktérych opisane zostaly warunki
kielkowania nasion w obecnoéci L. acidophilus i L. rhamnosus. StwierdziliSmy, ze
przezywalno$¢ i wzrost L. acidophilus zalezaly od temperatury kietkowania, metody
inokulacji 1 gatunku rosliny. Wzrost bakterii byt odnotowany na kietkach soi i soczewicy w
liczbie ok. 1 x 107 i odpowiednio 7 x 10° jtk/g $wiezej masy po kietkowaniu w temp. 30-
35°C. Kielki soi uzyskaty najlepsze przyrosty i spelnialty wymdg obecnosci odpowiedniej
liczby bakterii probiotycznych w porcji kielkow przeznaczonej do jednorazowego spozycia.
L. rhamnosus osiggal najwyzszg liczebno$¢ na kietkach soi i soczewicy rosngcych w temp.
25°C, ktora wynosita odpowiednio 7 x 10% i 3 x 10° jtk/g $wiezej masy. Kielki soi okazaty sie
réwniez najlepszym no$nikiem dla L. rhamnosus. Publikacje opisujgce badania skriningowe
dla L. plantarum i S. cerevisiae var boulardii oraz jako$¢ mikrobiologiczng i bezpieczenstwo
kietkow oraz przezywalno$¢ bakterii sa obecnie w recenzjach. Niektére wyniki zostaly
zaprezentowane na konferencjach naukowych mie¢dzynarodowych i krajowych [6.A.7.,
6.B.30., 6.B.31.,6.B.34., 6.B.35].

Podsumowujac, w okresie zatrudnienia w Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie
prowadzone przeze mnie badania dotyczyty nastepujacych zagadnien:

- fermentacja etanolowa glukozy i ksylozy przez mieszane kultury drozdzy lub drozdze
modyfikowane;

- biotransformacja cukrow pentozowych do polialkoholi przez drozdze;

- wykorzystanie wlasciwosci antagonistycznych drozdzy w biokontroli grzybow
powodujacych choroby ptodow rolnych;

- biokonwersja glicerolu do kwasu fumarowego przez grzyby z rodzaju Rhizopus;

- jako$¢ mikrobiologiczna zywnosci,

- alternatywne metody eliminacji niepozadanych mikroorganizméw w zywnosci;

- wykorzystanie bakterii fermentacji mlekowej w preparatach i produktach
synbiotycznych.

6. Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego
Moj taczny dorobek naukowy stanowi 95 pozycji, w tym:

» 41 oryginalnych prac tworczych (38 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora)
» 1 monografia naukowa (1 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora)

» 8 rozdzialdow w monografiach (8 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora)
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>

>

>

5 komunikatow naukowych na konferencje miedzynarodowe (5 po uzyskaniu stopnia
naukowego doktora)
38 komunikatow naukowe na konferencje krajowe (28 po uzyskaniu stopnia
naukowego doktora)

2 patenty (2 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora).

6.1. Wskazniki dokonan naukowych

>

Suma punktow za publikacje, wedtug zalacznikow do Komunikatu Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego lub Komitetu Badan Naukowych za odpowiedni rok (wg

roku opublikowania) wynosi: 641 (629 po uzyskaniu stopnia naukowego doktora),

Sumaryczny impact factor publikacji naukowych wedlug listy Journal Citation
Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania wynosi: 22,617 (22,617 po uzyskaniu

stopnia naukowego doktora),

liczba prac opublikowanych w czasopismach indeksowanych przez Journal Citation
Reports (JCR) wynosi 20 (tgcznie 404 punktow*),

Indeks Hirscha opublikowanych prac wedtug bazy Web of Science Core Collection
(na dzien 9.06.2018) wynosi 6, wedtug bazy Web of Science All Databases wynosi: 8,
wedtug bazy Scopus 9,

Liczba cytowan publikacji (na dzien 9.06.2018) wedtug bazy Web of Science Core
Collection wynosi 87 (bez autocytowan 79), wedlug bazy Web of Science All
Databases wynosi: 133 (bez autocytowan 124), a wedtug bazy Scopus wynosi: 169.

6.2. Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Rodzaj publikacji Liczba Punkty IF**
MNiSW*

Przed uzyskaniem stopnia doktora

Publikacje w czasopismach znajdujacych sig¢
w bazie Journal Citation Reports (JCR)

Publikacje w czasopismach recenzowanych
innych niz znajdujace si¢ w bazie Journal 3 12 -
Citation Reports (JCR)

Rozdziaty w monografiach - - -

Lacznie publikacje 3 12 -
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Po uzyskaniu stopnia doktora

Publikacje w czasopismach znajdujacych sig¢
w bazie Journal Citation Reports (JCR) 20 404 22,169
W tym stanowigce szczegdlne osiggnigcie 5 100 4,993
Publikacje w czasopismach recenzowanych
innych niz znajdujace si¢ w bazie Journal 16 100
Citation Reports (JCR)
W tym stanowigace szczegblne osiagniecie 1 14 0,448
Rozdzialy w monografiach 8 40
W tym stanowigce szczeg6lne osiagniecie -
Monografia naukowa 1 25
Lacznie publikacje 46 569 22,617
Publikacje niepunktowane
- Przed uzyskaniem stopnia doktora - - -
- Po uzyskaniu stopnia doktora 1 - -
Lacznie publikacje 1 - -
Komunikaty naukowe
- Przed uzyskaniem stopnia doktora 10 - -
- Po uzyskaniu stopnia doktora 33 - -
Lacznie komunikaty naukowe 43 - -
Patenty 2 60
RAZEM 95 641 22,617

* wg zalgcznikow do Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego lub wykazéw Komitetu Badan Naukowych (lata
1996-2003) za odpowiedni rok (wg roku opublikowania).**IF zgodnie z rokiem wydania

6.3. Zestawienie czasopism, w ktorych opublikowano prace naukowe

Czasopismo Punkty Liczba prac Suma
MNiSW=* Przed Po punktow*
doktoratem | doktoracie

Czasopisma znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)
Bulletin of the Veterinary Institute in

20 1 20
Pulawy
Postepy Mikrobiologii 15 1 15
Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cultus 20 ! 20
Acta Biologica Hungarica 20 1 20
Polish Journal of Microbiology 9/15/15 3 39
Letters in Applied Microbiology 20 1 20
Brazilian Journal of Microbiology 15 1 15
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http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19523&origin=recordpage
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19523&origin=recordpage
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=110163&origin=recordpage
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=130143&origin=recordpage

Food and Bioprocess Technology 40 1 40

International Journal of Biological

Macromolecules 25 1 25
Scientia Horticulturae 35 1 35
;r;]tgr_lr_lgzlﬁr?(?llog;urnal of Food Sciences 25 1 25
Czech Journal of Food Sciences 15 1 15
Journal of Chemistry 20 1 20
Acta Biochimica Polonica 15 1 15
Central European Journal of Biology 20 1 20
Journal of Applied Microbiology 30 1 30
Food Science and Biotechnology 20 1 20
Medycyna Weterynaryjna 10 1 10

Czasopisma wymienione w cz¢$ci B wykazu czasopism naukowych MNiSW

Postepy Mikrobiologii 4 1 4
Biotechnologia 4141415 2 2 17
Acta Microbiologica Polonica 6 2 12
Electronic Journal of Polish 6 1 6
Agricultural Universities

Progress In Plant Protection 4 1 4
Przemyst Spozywczy 1/5/12 3 18
Acta Scientiarum Polonorum 9 1 9
Technologia Alimentaria

Open Life Sciences 14 1 14
Zywno$¢ Nauka Technologia Jako$¢ 3/4/1414/13 5 28

Czasopisma naukowe nieujete w wykazie czasopism naukowych MNiSW

Journal of International Scientific

Publications: Agriculture & Food i i 1 i
Monografie** 25 - 1 25
Rozdzialy w monografiach 5 ) 5 25
w jezyku polskim**
Rozdzialy w monografiach 5 3 15
w jezyku angielskim**
Komunikaty naukowe na

L - - 5 -
konferencje miedzynarodowe
Komunikaty naukowe na

- - - 10 27 -
konferencje krajowe
Patenty 30 - 2 60
RAZEM - 641

* wg zalgcznikow do Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego lub wykazow Komitetu Badan Naukowych (lata
1996-2003) za odpowiedni rok (wg roku opublikowania).
**wg Rozporzgdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 27 pazdziernika 2015r. w sprawie kryteriow i trybu
przyznawania kategorii naukowej jednostkom naukowym.
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http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=21964&origin=recordpage

