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1. Imie i Nazwisko:
Jolanta Mierzejewska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej:

Stopien naukowy doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii, nadany uchwata
Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie w dn. 24 czerwca 2008
r; temat rozprawy doktorskiej: ,,Functional analysis of ParB protein of Pseudomonas

aeruginosa”; promotor w przewodzie doktorskim: Prof. dr hab. Grazyna Jagura-Burdzy

Dyplom magistra biologii w zakresie mikrobiologii, nadany przez Uniwersytet
Warszawski Wydzial Biologii w Warszawie w dn. 28 czerwca 2002 r.; tytul pracy
magisterskiej: ,,Analiza funkcjonalna wybranych regionow plazmidu CTX-M3”; kierujacy

praca: Prof. dr hab. Mirostawa Wtodarczyk

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych:

09.2011-obecnie, adiunkt (pracownik naukowo-dydaktyczny), Katedra Biotechnologii
Srodkow Leczniczych 1 Kosmetykow (do kofica 2017 r. byt to Zaktad Technologii i Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych w Instytucie Biotechnologii), Wydzial Chemiczny, Politechnika
Warszawska

09.2011-09.2012, wizytujacy badacz realizujacy zadania w projekcie finansowanym przez
Narodowe Centrum Nauki (NCN) N301693740, Zaktad Genetyki Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN (IBB PAN)

07.2008-02.2011, asystent, Zaklad Biochemii Drobnoustrojow IBB PAN (urlop
macierzynski i wychowawczy w okresach: 07.2009-12.2009 i 02.2010-08.2010)

10.2002-06.2008, doktorant, Zaktad Biochemii Drobnoustrojow IBB PAN (dwa razy urlop
macierzynski w okresach: 09.2003-01.2004 i 01.2007—-06.2007)
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4. Wskazanie osiggniecia™ wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

4.1 Tytul osiggniecia:

»Mikrobiologiczna produkcja 2-fenyloetanolu: poszukiwanie nowych szczepow

drozdzy, opracowanie warunkow prowadzenia bioprocesu i wydzielania produktu

koncowego”

4.2 Publikacje wchodzace w sktad szczegdlnego osiagniecia (autor/autorzy,

tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

[P1] Mierzejewska J*, Tymoszewska A, Chreptowicz K, Krol K. 2017. Mating of 2
Laboratory Saccharomyces cerevisiae Strains Resulted in  Enhanced Production
of 2-Phenylethanol by Biotransformation of L-Phenylalanine. Journal of Molecular
Microbiology and Biotechnology 27:81-90 (IF2017 - 1,462; 5-year IF2017 - 1,718;
MNiSW™ - 25 pkt.)

[P2] Okuniewska P, Domanska-Zelazna U, Pobudkowska A, Mierzejewska J. 2016.
Production of 2-phenylethanol (PEA) by yeast with ionic liquids in situ extraction. Chemik
70:491-496 (IF2016 - 0; 5-year IF2016 - 0; MNiSW™ - 8 pkt.)

[P3] Okuniewska P, Domanska U, Wieckowski M, Mierzejewska J. 2017. Recovery
of 2-phenylethanol from aqueous solutions of biosynthesis using ionic liquids. Separation
and Purification Technology 188:530-538 (IF2017 - 3,927; 5-year IF2017 - 4,202;
MNiSW2016™ - 40 pkt.)

[P4] Chreptowicz K, Wielechowska M, Gtowczyk-Zubek J, Rybak E, Mierzejewska J".
2016. Production of natural 2-phenylethanol: from biotransformation to purified product.
Food and Bioproducts Processing 100:275-281 (IF2016 - 1,97; 5-year IFx1 - 2,966;
MNiSW™ - 35 pkt.)

[P5] Chreptowicz K, Mierzejewska J*. 2018. Enhanced bioproduction of 2-phenylethanol in
a biphasic system with rapeseed oil. New Biotechnology 42:56-61 (IF2017 - 3,733;
5-year 1F2017 - 3,454; MNiSW** - 30 pkt.)
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[P6] Chreptowicz K, Sternicka MK, Kowalska PD, Mierzejewska J*. 2018. Screening
of yeasts for the production of 2-phenylethanol (rose aroma) in organic waste-based media.
Letters in Applied Microbiology 66:153-160 (IF2017 - 1,471; 5-year IFx17 - 1,848;
MNiSW** - 25 pkt.)

[P7] Mierzejewska J*, Dgbkowska K, Chreptowicz K, Sokotowska A. 2018. Hydrolyzed
corn stover as a promising feedstock for 2-phenylethanol production by non-conventional
yeast. Journal of Chemical Technology & Biotechnology doi: 10.1002/jctb.5823

(IF2017 - 2,587; 5-year IF2017 - 2,734; MNiSW™ - 30 pkt.)

*autor korespondujacy; ** punktacja wedtug ujednoliconego wykazu zataczonego do komunikatu Ministerstwa

Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) z dnia 26.01.2017 r.

Sumaryczne wskazniki bibliometryczne dla publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia to:
IF2016/2017 = 15,15; 5-year 1F2016/2017 = 16,922; MNiSW = 193 pkt.

4.3 Omowienie celu naukowego w/w prac naukowych 1 osiggnigtych

wynikow wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Wprowadzenie

Substancje aromatyzujace 1 zapachowe s3 powszechnie stosowane w przemysle
spozywczym 1 kosmetycznym, gdyz konsumenci kieruja si¢ pozytywnymi doznaniami
wechowymi w trakcie zakupow. Wsrod tych substancji jest 2-fenyloetanol (2-PE), alkohol
ktory w zaleznos$ci od st¢zenia ma charakterystyczny rozany lub miodowo-kwiatowy zapach
i jest czestym sktadnikiem réznych kompozycji zapachowych lub aromatyzujacych. Oprocz
pozadanych  wlasciwosci  aromatyzujagcych ~ 2-fenyloetanol ~ wykazuje  dziatanie
przeciwgrzybicze i przeciwbakteryjne, wigc potencjalnie stanowi alternatywe dla tradycyjnych
konserwantow w formulacjach kosmetycznych (Fraud et al., 2003; Liu et al., 2014; Zhu et al.,
2011). Zwigzek ten jest gtownie otrzymywany na drodze syntezy chemicznej i tylko niewielka
cze$¢ tego zwigzku pochodzi z surowcow naturalnych, gtownie ptatkow roz (Carlquist et al.,
2015, Kovacheva et al., 2010). Spowodowane jest to przede wszystkim wysokimi kosztami
pozyskiwania 2-PE z naturalnych zrodel. Jednak ros$nie zapotrzebowanie na aromaty
pochodzenia naturalnego, gdyz zar6wno w Unii Europejskiej jak i Stanach Zjednoczonych nie
mozna do zywnos$ci dodawaé sztucznych aromatdéw i powinny by¢ one tylko pochodzenia
naturalnego. Ponadto systematycznie ograniczane jest dodawanie sztucznych zapachow

réwniez do kosmetykow. Co oczywiscie jest zgodne z oczekiwaniem konsumentow, ktorzy
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obecnie wiecej wagi przyktadajg do sktadu zaréwno spozywanych przez nich produktéw jak
I kosmetykow, ktore aplikuja na swoja skore. Coraz chetniej klienci krajow rozwinigtych
siggaja po produkty pochodzenia naturalnego, pomimo ze sg drozsze od tych nieoznaczonych
,BIO”. W Unii Europejskiej aktualnie obowigzujacym dokumentem, definiujgcym
te zagadnienia jest Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1334/2008
Zdnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie srodkow aromatyzujacych i niektérych sktadnikow
zywnosci o wilasciwosciach aromatyzujacych do wuzycia w $rodkach spozywczych.
W rozporzadzeniu tym pod terminem ,aromat naturalny” rozumie si¢ ,,(...) substancje
aromatyczng, otrzymang w wyniku odpowiednich procesow fizycznych, enzymatycznych
lub mikrobiologicznych ~ z  materialdbw  pochodzenia  ro§linnego,  zwierzecego

lub mikrobiologicznego (...)”.
Cel prezentowanego osiagni¢cia naukowego

Celem prezentowanego osiaggniecia naukowego bylo opracowanie mikrobiologicznej

produkcji 2-PE, ktory podzielitam na 3 gtéwne zadania badawcze:

1)  selekcje drozdzy wydajnie produkujacych 2-PE,
2)  opracowanie warunkow hodowli produkcyjnej,

3)  wydzielenie i oczyszczenie 2-PE z cieczy pohodowlane;.

Wszystkie powyzsze zadania nalezato tak zrealizowac, aby koncowy produkt miat statut
»produktu naturalnego” i modgl by¢ stosowany docelowo w przemysle kosmetycznym

lub spozywczym.
Omowienie osiggnietych wynikéw i mozliwosci ich wykorzystania

Pierwszym etapem realizacji zaplanowanego przeze mnie projektu byta selekcja szczepow
Saccharomyces cerevisiae produkujacych znaczace ilosci 2-fenyloetanolu. Wybratam
ten gatunek drozdzy, poniewaz byly doniesienia, ze szczepy z tego gatunku produkuja
najwiecej 2-PE (Stark et al., 2002; Etschmann et al., 2003). Analizujac dane literaturowe
zatlozytam, ze dobrym producentem bedzie szczep, z ktérym bedzie mozna osiggnaé stezenie
2-PE w cieczy pohodowlanej > 2 g/L. Poniewaz wyzsze stezenie 2-PE jest juz toksyczne
dla drozdzy i trudno bedzie je uzyska¢ w tradycyjnych jednofazowych hodowlach okresowych
(Etschmann et al., 2003). Drozdze moga produkowa¢ 2-PE na drodze syntezy de novo
lub poprzez transformacj¢ substratu, L-fenyloalaniny (L-Phe), obecnego w pozywce. Dodajac

L-Phe do hodowli i réwnocze$nie ograniczajgc ilo$¢ zwigzkow azotu mozna uzyskac
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zdecydowanie wyzszg wydajno$¢ produkceji 2-PE niz w syntezie de novo (Fabre et al., 1998).
Dlatego nalezy dziata¢ conajmniej dwutorowo, aby uzyskaé jak najwyzsza produkcje.
Po pierwsze kluczowym jest wyselekcjonowanie drozdzy produkujacych znaczace ilosci 2-PE
i wykazujgcych wysoka odpornos¢ na rosnace toksyczne stezenie 2-PE. Po drugie istotnym jest
opracowanie optymalnych warunkow hodowli, poczawszy od sktadu pozywki, poprzez
temperatur¢ 1 natlenienie, a skonczywszy na czasie hodowli. Najczgsciej opracowanie
bioprocesu z wykorzystaniem mikroorganizmow rozpoczyna si¢ od optymalizacji tzw. hodowli
okresowej (ang. batch culture), czyli takiej ktora trwa Scisle okreSlony czas (zwykle kilka
lub kilkanascie dni), ma statg objeto$¢ hodowli i nie wprowadza si¢ do niej kolejnych porcji
pozywki lub pojedynczych substratéw. Dopiero po optymalizacji warunkéw hodowli
okresowej podejmuje si¢ dalsze proby zwigkszenia wydajnosci produkcji poprzez zastosowanie
np. hodowli ciagtej, czyli takiej z dozowaniem substratow i odbiorem cieczy pohodowlanej

w trakcie bioprocesu, albo hodowli z ktorych odbiera si¢ toksyczny dla komorek produkt.

W publikacji [P1] przetestowatam wspolnie ze studentka Aleksandrg Mularska (w ramach
jej pracy inzynierskiej, ktorej bytam kierownikiem) pig¢ laboratoryjnych szczepéw drozdzy
S. cerevisiae pod katem produkcji 2-PE zaréwno na drodze syntezy de novo w pozywce YPD
(Sherman, 2002) jak i konwersji L-Phe obecnej w pozywkach NEO, 2 i 3 (Eshkol et al., 2009;
Etschmann et al., 2004; Chung et al., 2000). Cztery szczepy: MB159-4D, MJ15-9C, AB1-4A
i AT12-1C pochodzity z kolekcji Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, z ktérym
wspoOtpracowatam przy innych projektach, a jeden — JM1-4D zostat skonstruowany przeze
mnie. Wszystkie szczepy wykazywaty zréznicowany poziom produkcji 2-PE zaréwno de novo
(0,08-0,19 ¢/L) jak i na drodze biotransformacji L-Phe (0,08-1,02 g/L). Najwyzsze stezenie
2-PE uzyskano w 72-h hodowli okresowej szczepu AB1-4A. Zaobserwowano takze, ze szczep
JM1-4D, w ktorym inaktywacja genu MAF1 spowodowata zintensyfikowanie produkcji
etanolu (Mierzejewska i Chreptowicz, 2016) wykazuje takze zmniejszong produkcj¢ 2-PE
W poréwnaniu ze szczepem wyjsciowym MB159-4d. Wynik ten potwierdzil wczesniejsze
doniesienia, ze fermentacja etanolowa obniza wydajno$¢ produkcji 2-PE oraz zwigksza jego
toksyczno$¢ (Stark et al., 2002). Oznacza to, ze nalezy tak optymalizowa¢ warunki hodowli
i zawarto$¢ cukrow w pozywce, aby drozdze na mozliwie najnizszym poziomie
przeprowadzaly fermentacj¢ etanolowg i produkowaly wigcej 2-PE. Badania te zostaty

czesciowo finansowane z kierowanego przeze mnie projektu FNP POMOST/2012-6/8.

Uzyskane wydajnosci produkcji 2-PE w hodowlach laboratoryjnych szczepow nie byty

zadowalajace, a poniewaz szczepy przemystowe drozdzy najczesciej sa diploidalne

6
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lub poliploidalne (Yamada et al., 2010), to sposrdd testowanych szczepéw wybratam dwa -
AT12-1C (ade) i AB1-4A (his), ktore poddano spontanicznej hybrydyzacji. Szczepy te byty
pojedynczymi auksotrofami, wigc po potaczeniu doszto do komplementacji i uzyskano
prototroficznego diploida AM1-d (ADE HIS). Diploidalno$¢ tego szczepu =zostata
zweryfikowana przez doktoranta Kamila Krola z zespotu dr hab. Adrianny Skoniecznej
(IBB PAN) poprzez zastosowanie cytometrii przeptywowej (FACS, ang. Fluorescence-
Activated Cell Sorting). Szczep S. cerevisiae AM1-d w pozywce 3 zawierajacej 9 g L-Phe/L
wyprodukowat 3,83 g 2-PE/L. Porownujgc tg warto$¢ ze stezeniami 2-PE w hodowlach
rodzicielskich szczepow haploidalnych AB1-4A i AT12-1C osiagni¢to odpowiednio 3— i 5—
krotny wzrost produkcji. Oprocz zwigkszonej produkceji 2-PE szczep AM1-d wykazat sig¢ takze
wickszg odporno$cig na rosnagce toksyczne stezenie 2-PE w pozywce, Co moze bezposrednio
przektada¢ si¢ na wyzsza produktywnos¢ tego szczepu. Po otrzymaniu szczepu AMI-d
przetestowano kilka pozywek, tak aby uzyska¢ maksymalng wydajno$¢ biotransformacji
substratu L-Phe. Najlepsza wydajno$¢é, 104%, osiagni¢to na pozywce 8 zawierajacej
5 g L-Phe/L w 72-h hodowli okresowej wstrzasanej w temperaturze 30°C prowadzonej
w 300-mL kolbach Erlenmeyera z waska szyjka (Ryc. 1). To, ze wydajno$¢ biotransformacji
L-Phe do 2-PE byta nieco ponad 100%, moze wynikaé¢ z tego, ze czg¢§¢ 2-PE powstata
najprawdopodobniej na drodze syntezy de novo. Nasze badania przedstawione w publikacji
[P1] pokazaty, Zze stosujac naturalng zdolnos$¢ drozdzy do diploidyzacji mozna uzyskac
wydajnego producenta 2-PE oraz udalo nam si¢ opracowaé¢ warunki hodowli okresowej
pozwalajace na uzyskanie maksymalnej wydajnos$ci biotransformacji. Ponadto produktywnos$¢
tego bioprocesu, 53,19 mg 2-PE/L/h, byta znaczaco lepsza od innych opublikowanych dla
drozdzy, np. 24,62 mg 2-PE/L/h przy wydajnos$ci biotransformacji L-Phe do 2-PE 65% (Kim
et al., 2014). Nowos¢ naszych badan potwierdza fakt, ze uzyskaty§my ochrone patentowa
(patent PL 226680 B1) zaréwno na szczep AM1-d, ktory zdeponowatam w Kolekcji Kultur
Drobnoustrojow Przemystowych IBPRS, jak i na pozywke produkcyjng 8 o sktadzie:15 g/L
glukoza, 8 g/L sacharoza, 5 g/L L-Phe, 0,5 g/L MgSOQs, 1,7 g/L Yeast Nitrogen Base (YNB)
bez aminokwasoéw i (NH4)2SOa, pH 4,6).
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Ryc. 1 Monitorowanie wzrostu hodowli (ODego), zuzycia glukozy (Glucose, g/L) i produkcji 2-PE (g/L) w 72-h
wstrzasanej hodowli okresowej S. cerevisiae AM1-d w pozywce 8 (Fig. 4 z publikacji [P1]).

Osiagnigte stezenie 2-PE (3,83 g/L) w hodowli szczepu AM1-d jest toksyczne dla drozdzy
i aby zwickszy¢ wydajno$¢ produkcji nalezatoby np. usuwaé produkt z hodowli stosujac ISPR
(skrot od ang. In Situ Product Removal). W Zaktadzie Chemii Fizycznej, na Wydziale
Chemicznym PW od kilku lat zesp6t prof. dr hab. Urszuli Domanskiej-Zelaznej bada miedzy
innymi mozliwo$¢ wykorzystania cieczy jonowych i1 mieszanin eutektycznych do ekstrakcji
roznych zwigzkow organicznych z roztworé6w wodnych w tym 2-PE. Dlatego zawigzatam
wspolprace z Prof. Domanskg-Zelazng i wspélnie z doktorantkg Patrycja Okuniewska, ktore;
bylam promotorem pomocniczym, przeprowadzitySmy okresowe hodowle dwufazowe
z wybranymi cieczami jonowymi. Wyniki tych badan zostaty opisane w dwoch publikacjach
[P2] i [P3]. Hodowle byty prowadzone w uktadzie: 12 mL faza wodna (pozywka zaszczepiona
drozdzami) i 3 mL faza organiczna (ciecz jonowa). Zaplanowatam do tych badan pozywke 4
o sktadzie: 10 g/L glukoza, 10 g/L sacharoza, 6 g/L L-Phe, 4 g/L KH2PO4, 0,4 g/L MgSOQs -
7H20, 1 g/L ekstrakt drozdzowy. Pozywka ta rozni si¢ od pozywki 8 glownie tym, ze zawierata
wigcej L-Phe oraz ekstrakt drozdzowy zamiast YNB. Zalozytam, ze w hodowli z ekstrakcja
in situ drozdze wyprodukuja wiecej 2-PE niz w hodowli bez ekstrakcji, stad dodatam wigcej
substratu - L-Phe. Najwyzsza wydajnos¢ produkcji 2-PE uzyskano w hodowli z cieczg jonowa
[HMPyr][NTf2], a mianowicie w cieczy jonowej byto 16,46 g 2-PE/L, a w fazie wodnej
0,5 g 2-PE/L po 48 h hodowli w pozywce 4 zawierajacej 6 g L-Phe. Czyli w trakcie bioprocesu
produkowany przez drozdze 2-PE niemal catkowicie ulegat ekstrakcji do fazy cieczy jonowej

oraz osiggnicto 110% wydajnosci biotransformacji L-Phe do 2-PE. Wartos¢ powyzej 100%
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moze by¢ najprawdopodobniej efektem syntezy 2-PE de novo przez drozdze. W publikacji [P3]
przedstawili$my réwniez mozliwos¢ wydzielenia 2-PE z cieczy jonowej poprzez zastosowanie
destylacji, re-ekstrakcji lub krystalizacji. Uzyskane wyniki sg obiecujace jednak wymagaja
dalszych badan i optymalizacji. Nalezy takze przebada¢ ciecz jonowg [HMPyr][NTf2] pod
katem toksycznosci i zagrozenia dla srodowiska naturalnego, aby mie¢ pewnos¢, ze mozna jg
stosowa¢ w produkcji naturalnego 2-PE. Chociaz jest duze prawdopodobienstwo, ze sa
bezpiecznymi ekstrahentami i nie powinny zaburza¢ statutu ,,naturalnego” 2-PE, poniewaz nie
zaobserwowalismy toksycznego efektu obecnosci wigkszosci przetestowanych przez nas

cieczy jonowych, w tym [HMPyr][NTf2], dla komoérek drozdzy (Ryc. 2).
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Ryc. 2 Monitorowanie wzrostu hodowli S. cerevisiae AM1-d w pozywce 4 (control) lub uktadzie dwufazowym
— pozywka 4 i faza organiczna (ciecz jonowa lub kwas oleinowy - jako dodatkowa kontrola) poprzez mierzenie
0OD600 po 24 i 48 h bioprocesu (Fig. 1 z publikacji [P3]).

Rownoczesnie z prowadzonymi badaniami ze szczepem AM1-d rozpoczegtam poszukiwanie
nowych drozdzy wydajnie produkujacych 2-PE w probkach spontanicznie fermentowanych
produktéow spozywczych. Udalo mi si¢ wyizolowa¢ z fermentowanego mleka drozdze S.
cerevisiae JM2014, ktore wyprodukowaty 3,65 g 2-PE/L w 72-h hodowli okresowej we
wstrzasanych 100-mL kolbkach w pozywce 8 w temperaturze 30°C. Wspo6lnie z doktorantka
Karoling Chreptowicz, ktorej bylam promotorem pomocniczym, scharakteryzowatysmy ten
szczep, oznaczajac m. in. wlasciwg predkos¢ wzrostu pu na pozywkach zawierajacych rozne
zrodla wegla (glukoze, sacharozg, etanol i glicerol) w dwoch temperaturach 30°C i 37°C. Z

racji tej, ze JM2014 wykazywal podobne tempo wzrostu w obydwu testowanych

9
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temperaturach, sprawdzitySmy rowniez wydajnos¢ produkcji 2-PE w 37°C. Wydajno$é
produkcji byta blisko 50% nizsza w podwyzszonej temperaturze, ale i tak w pozywce 8 udato
si¢ uzyska¢ wysokie stezenie 2,02 g 2-PE/L. To, ze szczep JM2014 utrzymuje zdolnos¢
do produkcji w podwyzszonej temperaturze moze mieé istotne znaczenie w produkcji
przemystowej, gdyz w duzych hodowlach czesto roztozenie temperatury w bioreaktorach jest
nierownomierne. Nastepnie podjelySmy udang probe powigkszenia skali produkcji 2-PE
z hodowli wstrzasanych w kolbkach do 4-L hodowli w 6,2-L bioreaktorze, w ktorych
osiggnetySmy niemal identyczne stezenie 2-PE (3,60 g/L). Wyniki tych badan zostaty
przedstawione w publikacji [P4]. Prowadzac 4-L hodowle produkcyjne w bioreaktorze
miaty§my wystarczajaco duzo cieczy pohodowlanej, aby podja¢ proby wydzielenia z niej
I oczyszczenia 2-PE. Przy wsparciu merytorycznym dr inz. Moniki Wielechowskiej i dr inz.
Joanny Glowczyk-Zubek z naszej Katedry udato si¢ opracowaé procedure wydzielania
i oczyszczania 2-PE z cieczy pohodowlanej. Zostato to opisane w publikacji [P4] i co wazne
bylo to pierwsze naukowe doniesienie pokazujace kompletng technologie produkcji 2-PE,
od bioprocesu do produktu o czystosci >98% (wg. analizy chromatografia gazowsa, GC)
(Ryc. 3). Do wyadzielenia 2-PE z cieczy pohodowlanej zastosowano ekstrakcje octanem etylu,
a do oczyszczenia produktu destylacje prozniowa. W ten sposob uzyskany 2-PE jest produktem
naturalnym, gdyz wykorzystano do tego celu metody fizyczne (ekstrakcje i destylacje)
oraz wybrano octan etylu posiadajagcy status GRAS (skrot od ang. Generally Recognized As
Safe), ktory jest dozwolonym dodatkiem do zywnosci. Opracowany sposob produkcji
naturalnego 2-PE zglositySmy do Urzedu Patentowego Rzeczypospolitej Polskiej i uzyskat on
ochrong patentowa (PL 227208 B1).
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yeast inoculum drying agent
l aqueous phase l
water Biotransformation broth | Centrifugation | supematant | Extraction :I organic phase Dryin
—> —>| 2150g 10min | ——> i HeTER oy
72 h, 30 °C, 250 rpm T8,4°C 3x3min  [——> [ 12h,T=4°C
Filtration
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Evaporation
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p=10mm Hg
Regenerative ethyl acetate
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crude

2-phenylethanol

Vacuum
distillation
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p=12mm Hg

l

2-phenylethanol

Ryc. 3 Schemat mikrobiologicznej produkcji 2-PE oraz wydzielania i oczyszczania z cieczy pohodowlanej
produktu (Fig. 3 z publikacji [P4]).
Wyprodukowany przez nas 2-PE zostal nastgpnie przetestowany przez Polleng Aroma,
Z ktora zawigzatam wspolprace | pozytywnie zaopiniowany jako aromat rozany. Ponadto firma
kosmetyczng SENKARA (https://senkara.pl/) wykorzystata nasz produkt w formulacji peelingu
do ciata (Peeling Czeko Scrub). Szacunkowy koszt produkcji 2-PE przy uzyciu naszej
technologii to ok. 2,25 $ za 1 g 2-PE i niestety jest za wysoki, aby moc ja komercjalizowac.
Dlatego postanowitam sprébowaé obnizy¢ te koszty, poprzez zwiekszenie wydajnosci
produkcji stosujac hodowle z ISPR i wykorzystanie pozywki na bazie odpadoéw przemystu

rolno-spozywczego.

Z racji tej, ze trwaja dyskusje zwigzane z watpliwosciami wokot tego, czy ciecze jonowe
moga by¢ stosowane w ekstrakcji produktéw naturalnych i czy sg bezpieczne dla srodowiska,
postanowitam przetestowac jeszcze hodowle dwufazowsa z inng fazg organiczng. Analizujac
dostepne dane literaturowe zauwazytam, ze kwas oleinowy uznawany jako bezpieczny (GRAS)
zwigzek, ktory moze by¢ dodatkiem do zywno$ci lub kosmetykow byl z powodzeniem
wykorzystywany do ekstrakcji 2-PE z hodowli produkcyjnych drozdzy (Stark et al., 2002; Lu
and Zhang, 2008). Roéwniez w trakcie prowadzenia naszych badan opisanych w publikacjach
[P2] i [P3] dotyczacych dwufazowych hodowli szczepu AM1-d w obecnosci cieczy jonowych,
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kontrolnie hodowalysmy drozdze w ukladzie dwufazowym z kwasem oleinowym.
Na podstawie tych badan dowiedzialySmy sie, ze juz 20% stgzenie kwasu oleinowego jest
wystarczajace do wyekstrahowania wigkszosci 2-PE wyprodukowanego przez nasze drozdze.
Analizujgc sklad i ceny olejow roslinnych, ktére czesto sg wykorzystywane W przemysle
spozywczym lub kosmetycznym dosztam do wniosku, ze olej rzepakowy moglby byc
wykorzystany do ekstrakcji 2-PE z hodowli in situ, gdyz zawiera ok. 60% kwasu oleinowego
I jest najtanszy. Dlatego, wspolnie z doktorantkg Karoling Chreptowicz przetestowaty$my
hodowle dwufazowe z 30% i 50% zawarto$cig oleju rzepakowego dla obydwu naszych
szczepow S. cerevisiae, AM1-d i IM2014. Réwnocze$nie prowadzitySmy kontrolnie hodowle
z kwasem oleinowym (20, 30 i 40%). Wyniki przedstawitysmy w publikacji [P5]. Najwyzsze
wydajnosci produkcji 2-PE osiggnicto ze szczepem JM2014, ktore wyniosty odpowiednio
8,25 g 2-PE/L hodowli z 30% kwasem oleinowym i 8,92 g 2-PE/L hodowli z 50% olejem
rzepakowym. Wigkszos¢ wyprodukowanego przez drozdze 2-PE przechodzita do fazy
organicznej, w ktorej otrzymano koncowe stgzenia 2-PE 30,87, 25,69 1 16,39 g/L odpowiednio
w hodowlach JM2014 z 20, 30 i 40% kwasem oleinowym, oraz 16,90 i 20,14 g/L w hodowlach
z 30% i 50% olejem rzepakowym. Natomiast w fazie wodnej stezenie 2-PE byto 1,24, 0,78
i 0,51 g/L w hodowlach JM2014 z 20, 30 i 40% kwasem oleinowym, oraz 2,01 i 0,94 g/L
w hodowlach z 30% i 50% olejem rzepakowym. Stosujac ISPR z 50% olejem rzepakowym
W poréwnaniu z hodowlg bez dodatku fazy organicznej udato si¢ nam ponad dwukrotnie
zwigkszy¢ produkcyjnos¢ z 54,03 do 123,89 mg 2-PE/L/h. Powyzsze wyniki uzyskano
W hodowlach wstrzgsanych w kolbach. Kolejnym naszym celem bylo przeprowadzenie
hodowli dwufazowej szczepu JM2014 z 50% olejem rzepakowym w skali 4,5-L bioreaktora.
W tej hodowli osiggnigto koncowe stezenie 2-PE 9,79 g/L i produkcyjnos¢ 135,97 mg
2-PE/L/n, czyli o 10% wigcej niz w przypadku hodowli okresowej w kolbie. Tak, wigc nasze
badania pokazaty, ze olej rzepakowy moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do ekstrakcji
2-PE in situ. Z fazy organicznej (oleju rzepakowego) udato si¢ wyekstrahowa¢ 2-PE stosujac
acetonitryl. Jednak rozpuszczalnik ten nie posiada status GRAS i zaburza status produktu
naturalnego 2-PE. W tej sytuacji doktorantka K. Chreptowicz podjeta liczne proby znalezienia
odpowiedniego ekstrahenta, ktory moglby by¢ zastosowany do wydzielenia z oleju
rzepakowego 2-PE. Niestety proby te zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Jednocze$nie
przeprowadzitam analizy sktadu popularnych receptur kosmetycznych (serum, krem, balsam
itp.) i zauwazytam, ze wykorzystywane sg w nich oleje roslinne bogate w kwasy OMEGA 3, 6
19. Jako, ze olej rzepakowy bogaty jest w te kwasy, to uznalam, ze nie ma potrzeby wydzielania

2-PE po fermentacji z oleju rzepakowego, poniewaz ten olej moglby by¢ bezposrednio
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wykorzystany jako surowiec w produkcji kosmetykow. W zwigzku z tym, stosujgc opracowang
przez nas metod¢ hodowli dwufazowej mozna uzyska¢ dwa koncowe produkty (Ryc. 4),
a mianowicie olej rzepakowy zawierajacy ok. 16,90-20,14 g 2-PE/L oraz ok. 1 g/L czystego
2-PE, ktory mozna wyekstrahowa¢ z fazy wodnej stosujagc metode opisang w publikacji [P4].
Opracowany sposob prowadzenia bioprocesu zglositySmy jako wynalazek do Urzedu
Patentowego (P.418306). Wynalazek ten zostal nagrodzony srebrnym medalem
na Miedzynarodowej Warszawskiej Wystawie Wynalazkow IWIS 2018.

applicable to production of:

skin, hair & nail care oil

rapeseed oil aromatic candles
/ tl ) skin care cosmetics

rapeseed oil
with 2-PE p—
d ‘ K ﬁ fragrances & perfumes

L]

#'/

£

Z

d Or
%o S0
\/ &04 &
biphasic system with rapeseed oil 6“‘9 - —

for 2-PE production with yeast

pure2-PE 5 food & beverages

2-PE (2-phenylethanol, alcohol with a rose scent)

Fig. 4. Mikrobiologiczna produkcja 2-PE w dwufazowej hodowli z olejem rzepakowym. Faze organicznag (olej
rzepakowy zawierajacy ok. 16,90-20,14 g 2-PE/L) oraz 2-PE wyekstrahowany z fazy wodnej mozna

wykorzysta¢ w przemysle kosmetycznym i spozywczym (zmodyfikowany Graphical abstract z publikacji
[P5])

Fazg organiczng po bioprocesie, czyli olej rzepakowy z 2-PE nazwatam Biofermentem

I zglositam do organizacji The Personal Care Products Council z wnioskiem o nadanie numeru

INCI (skrét od ang. International Nomenclature of Cosmetic Ingredients), gdyz kazdy sktadnik

kosmetyku powinien posiada¢ taki numer. Bioferment przeszedl pomySlnie testy

mikrobiologiczne i1 dermatologiczne wymagane dla produktow kosmetycznych

w certyfikowanych laboratoriach firmy JARS Sp. z 0.0. oraz zostal wykorzystany przez firme
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SENKARA w dwoch formulacjach kosmetycznych - serum antyoksydacyjnym Big City Life
i serum do twarzy na noc Sleep Tight. Bioferment moze by¢ stosowany w kosmetykach jako
emolient, o wlasciwosciach odzywczych, regenerujacych 1 nawilzajacych, jak
i konserwujgcych, jesli bedzie stosowany w stezeniach 20-50%. Badania te zostaly
sfinansowane z kierowanych przeze mnie prac przedwdrozeniowych projektu ,,Aromat r6zany”

w ramach Inkubator Innowacyjnosci + (MNiSW).

Ostatnim celem badan zwigzanych z opracowaniem mikrobiologicznej produkcji
naturalnego 2-PE byto przetestowanie serii pozywek bazujacych na odpadach przemystu rolno
- spozywczego. Drozdze sa chemoorganotrofami, oznacza to, ze jako zrodto wegla i energii
wykorzystuja zwigzki organiczne, najczesciej cukry (np. glukoze, sacharoze, galaktoze),
alkohole (np. etylowy, glicerol) lub kwasy (np. kwas octowy, mlekowy). Przemyst rolno-
spozywczy generuje duze ilosci odpadéw bogatych w zwigzki organiczne, w tym te tatwo
przyswajalne przez wigkszo$¢ drozdzy jak i takie, np. ksyloze, czy laktoze, ktére moga by¢
metabolizowane tylko przez nieliczne gatunki drozdzy, np. Pichia stipitis (Yablochkova et al.,
2003), czy Kluyveromyces marxianus, (Carvalho-Silva and Spencer-Martins, 1990). Poniewaz
odpady organiczne sg duzym obcigzeniem dla srodowiska, to powinny one by¢ odpowiednio
zagospodarowane. Dlatego tez czesto sa wykorzystywane jako substraty w bioprocesach
z drozdzami, np. w produkcji bioetanolu Il generacji (Aditiyaab et al., 2016). Dzigki temu
mozna po pierwsze zmniejszy¢ ilo§¢ odpadoéw jak i obnizy¢ koszty produkcji wybranych
metabolitow. W zwigzku z tym, postanowitam sprawdzi¢, czy mozliwe jest wykorzystanie
odpadow z przemyshu rolno-przemystowego do mikrobiologicznej produkcji 2-PE. Aby
to zrobi¢ musiatam najpierw wyizolowa¢ wiekszg liczbe szczepow drozdzy z probek
srodowiskowych, ktore bytyby zdolne do wzrostu na wybranych odpadach i produkcji 2-PE.
Na te badania pozyskatam fundusze z konkursu SONATA 11 NCN (projekt
2016/21/D/NZ9/01605). Wybratam do badan nast¢pujgce substraty do pozywek: serwatke,
produkty uboczne obrobki burakow cukrowych - melase, odciek i sok gesty, oraz hydrolizaty
stomy kukurydzianej. W pierwszej kolejnosci razem ze studentkami wyselekcjonowatysmy
28 szczepéw drozdzy wyizolowanych z probek roslinnych i zywnos$ci spontanicznie

fermentowanej, ktore byty w stanie rosnaé na pozywkach zawierajacych serwatke (Tab. 1).
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Tab. 1 Wzrost wyizolowanych szczepéw na pozywce minimalnej (YNB, skrot od ang. Yeast Nitrogen Base)
z dodatkiem 2% (w/v) pojedynczego zrodta wegla (glukozy — gluc., ksylozy —xyl., galatozy — galact., maltozy —
malt., sacharozy —sucr., glicerolu - glycer.), pozywce serwatkowej (3% w/v) bez dodatkéw (W) lub z dodatkiem
glukozy (WQG), oraz na standardowej pozywce YPD w podwyzszonej temperaturze (37 i42°C); (Table 2
z publikacji [P6])

S train YNEgluc YNExyl YNBgalact. YNBmalt. YNBlat YNBsuo., YNBglyer W WG 37°C 42°C

Aureohasdium pulluians

WUT33 ¢ W } W W
Barneftozyma californica
wWuTin t t t J ¢ W
Candida tropcalls
WUuUTS ¢ - U - ¢ W W ¢ \

Clavispara lugtaniae
.Ij\' U | 17 ¢ ' ' r r v ’ ¢
WuT20

Hansenaspoa opunias
wumne t J i w
WuT29

Hamnsenaspora warnim
WuTie
WuTIl '

Metschmikowna pulcherrma

WUTB ' ' ) — ' + W ¢ -
Metschnilkowia chrysoperiae
WUT25 + ¢ t J ¢ W

Metschnikowsa sp.

WUuT12 : b ' ' ' W

WuT14 ' ' b " " W

.\"\' U | .“.'i v ' ' r r ' W
Meyerozyma canbbuca

WUT28 | ¢ . W b + W ¢ + W

Meyerozyma guiliermondi

WuT22 ¢ ¢ ' ’ ¢ J U U W
Picha barken

wWuT27 ¢ t t W ] t W

WUuUT21 t ' 4 " " i

Pichia kbyven
I\J\' L I .I ' + + i i e
Pichia fermentans
WuT32 ¢ - ¢ ¢ - - ¢ - ¢ - -
WUuT36 ¢ i } ; ; W
Picha kudnavzew
WuT? | i ! " ; W
Rhodotorua muciaginasa
wumo ¢ ¢ + ¢ ¢ N

Saccharmyces Ceravisias

M2014 - - W W -
WuUT4 ¢ — - L - J — - - -
WuUT34 W W
WUT3S W

Wickerhamomyces anomalus
wuT ¢ ¢ ' ' ' W

- brak wzrostu; + wzrost; w staby wzrost

Nastepnie testowaly$my te szczepy na zdolnos$¢ do produkcji 2-PE na pozywce 8 [P1]
oraz na pozywce WGP zawierajacej 3% serwatki, 2% glukozy i 0,5% L-Phe. W 72-h
hodowlach okresowych ponad 2 g 2-PE/L wyprodukowato 10 szczepéw w pozywce 8 i 4
szczepy w pozywce WGP. Drozdze te zostaly nastgpnie przypisane na podstawie

sekwencjonowania rDNA regioné6w w genomie do nastepujacych gatunkéw: Aureobasidium
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pullulans, Clavispora lusitaniae, Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia sp., Pichia
kudriavzevii, Wickerhamomyces anomalus, Pichia fermentans i S. cerevisiae. O ile ten ostatni
gatunek jest juz catkiem dobrze zbadany pod katem produkcji 2-PE, to o pozostatych sg tylko
pojedyncze doniesienia naukowe (np. Chung et al., 2000). Nastepnie postanowitam zastgpié
glukoze w pozywce WGP produktami ubocznymi z obrobki burakéw cukrowych,
wigc opracowatam trzy kolejne pozywki WMP, WIP i1 WSP do produkcji 2-PE zawierajace
odpowiednio melasg, sok gesty i odciek. Na tych pozywkach razem ze studentkami
przetestowaly$my trzy szczepy S. cerevisiae i jeden szczep P. fermentans. W przypadku
drozdzy S. cerevisiae z dwoma szczepami, JM2014 i WUT35, uzyskano st¢zenie 2-PE
w hodowlach w zakresie 2,22-3,28 g/l, a z trzecim, WUT34, 1,48-1,75 g/l. Natomiast szczep
P. fermentans WUT36 nie rost w tych pozywkach. Wyniki powyzszych badan nad mozliwoscia
wykorzystania pozywek bazujacych na serwatce i produktach ubocznych obrobki burakow
cukrowniczych do mikrobiologicznej produkcji 2-PE zostaty przedstawione w publikacji [P6].
Byto to pierwsze doniesienie pokazujace tak wysoka wydajnos¢ produkceji 2-PE na powyzszych
pozywkach bazujacych na odpadach z przemystu spozywczego. Ponadto, doktorantce Karolinie
Chreptowicz udato si¢ z catkowita wydajnoscia 74% wydzieli¢ i oczysci¢ 2-PE (98,84% wg
analizy GC) z podioza serwatkowego stosujac nieco zmodyfikowana procedure z [P4] (wyniki

te nie zostaty opublikowane).

Kolejnym alternatywnym zrodtem wegla 1 energii dla drozdzy, ktéry postanowitam
przetestowaé w produkcji 2-PE byty hydrolizaty stomy kukurydzianej. W tym celu zawigzatam
wspotprace z dr inz. Katarzyng Dabkowska z Wydziatu Inzynierii Chemicznej i Procesowej
Politechniki Warszawskiej, ktora od kilku lat opracowuje warunki obrébki 1 hydrolizy r6znego
rodzaju odpadow lignocellulozowych, m.in. stomy kukurydzianej i rzepakowej (Dgbkowska
etal., 2017; Kuglarz et al., 2018). Dr Dagbkowska przygotowata wspolnie z naszg dyplomantka
A. Sokotowska (w ramach pracy inzynierskiej) seri¢ hydrolizatow stomy kukurydzianej, ktore
nastepnie wykorzystaty§my jako baze do pozywek produkcyjnych. Do bioprocesu wybratam
dwa szczepy, P. fermentans WUT36 i M. chrysoperlae WUT25 sposrod tych 28 opisanych
w [P6], zdolne do wykorzystywania ksylozy jako zrédlo wegla oraz produkowania 2-PE
w pozywce 8 (odpowiednio 1,62 i1,45¢g/L) i w pozywce WGP (2,35 i 1,51 g/L; [P6]).
Najpierw do otrzymanych hydrolizatow lignocelulozowych, bogatych w glukoze (8-25 g/L)
I ksyloze (5-10 g/L), dodatam tylko L-Phe (5 g/L), aby sprawdzi¢, czy wybrane drozdze
beda na nich rosty i produkowaly 2-PE. Okazato si¢, ze zarowno wzrost i produkcja byty

nabardzo niskim poziomie. Dlatego postanowitam dodatkowo wzbogaci¢ hydrolizaty
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ekstraktem drozdzowym (4 g/L), ktory jest m.in. zrédtem azotu i witamin dla drozdzy. W ten
sposob uzyskalam dwie pozywki produkcyjne HO1 1 HO4, w ktorych testowane drozdze rosty
I produkowaty 2-PE. Zaréwno w pozywce HO1 jak i H04 szczep WUT36 produkowat wigce;j
2-PE (2,97 i 2,23 g/L) niz WUT25 (1,00 i 1,11 g/L) w 100-mL kolbach wstrzgsanych.
Porownujgc te wyniki z danymi opublikowanymi w [P6] widaé, ze szczep P. fermentans
WUT36 w pozywce bazujacej na hydrolizacie lignocelulozowym produkuje wigcej 2-PE niz w
pozywce 8 1 pozywce WGP. Natomiast w przypadku szczepu M. chrysoperlae WUT25
uzyskane st¢zenia 2-PE w pozywkach HO1 i HO4 sa ponad 50% nizsze niz w pozywkach 8
i WGP. Oprocz tego, ze szczep WUT36 wyprodukowal wiecej 2-PE na hydrolizatach niz
WUT?25, to rowniez lepiej rost, co byto widoczne w wartosciach OD600. Na koniec bioprocesu,
czyli po 72 h, we wszystkich hodowlach nie byto juz glukozy i ksylozy. Oznacza to, ze obydwa
drozdze zuzyty dost¢pne cukry w pozywkach. Rownoczesnie z testowaniem bioprodukcji 2-PE
na hydrolizatach stomy kukurydzianej zbadatam takze poziom tolerancji obydwu szczepow
na rosngce stezenie 2-PE. Uzyskane wyniki pokazuja, ze szczep WUT36 cechuje si¢ wigksza
tolerancjg niz WUT25, co moze ttumaczy¢, dlaczego z WUT36 udato si¢ uzyska¢ wyzsze
stezenie 2-PE w hodowlach produkcyjnych. Kolejnym celem jaki wyznaczytam, bylo
wydzielenie i oczyszczenie 2-PE z cieczy pohodowlanej. Do tego celu przeprowadzitam
10-krotnie wigksze hodowle produkcyjne w pozywce HO1 z jednym szczepem, P. fermentans,
w 1000-mL kolbach wstrzgsanych. Po 72 h hodowli uzyskano koncowe st¢zenie 2-PE 3,66 g/L,
czyli ok. 20% wyzsze niz w 100-mL kolbkach. Nast¢pnie doktorantka K. Chreptowicz
wydzielita i oczyscita 2-PE (97,27%; GC) z cieczy pohodowlanej z wydajnoscia 63,2%
stosujgc metode opisang w publikacji [P4]. Zaréwno sposob przygotowania hydrolizatow
stomy kukurydzianej jak i proces bioprodukcji 2-PE przy uzyciu szczepow P. fermentans
WUT36 i M. chrysoperlae WUT25 oraz oczyszczanie 2-PE z cieczy pohodowlanej
przedstawitySmy w publikacji [P7]. Warto tutaj nadmieni¢, ze bylo to pierwsze doniesienie
naukowe pokazujace mozliwos¢  wykorzystania  hydrolizatow  lignocelulozowych
do bioprodukcji 2-PE.

Podsumowujac, najwazniejszymi osiagni¢ciami powyzszych badan bylo:

e wyselekcjonowanie i scharakteryzowanie nowo wyizolowanych 13 szczepoéw drozdzy
przypisanych do 8 gatunkow, ktore produkujg ponad 2 g 2-PE/L w 72-h hodowli
okresowej;

e zaprojektowanie serii pozywek produkcyjnych, w tym bazujagcych na odpadach

przemystu rolno-spozywczego;
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ustalenie warunkéw okresowych hodowli produkcyjnych w skali hodowli wstrzagsanych
w kolbach jak i w skali 4,5-L i 6-L bioreaktorow;

wyselekcjonowanie cieczy jonowych, ktére mogg by¢ stosowane w ekstrakcji in situ
2-PE produkowanego przez drozdze;

uzycie oleju rzepakowego do ekstrakcji 2-fenyloetanolu in situ w hodowlach
dwufazowych;

opracowanie sposobu wydzielania i oczyszczania 2-fenyloetanolu z cieczy
pohodowlanej;

oraz wykorzystanie uzyskanych dwoch produktow, czystego 2-PE i biofermentu (oleju
zawierajacego ok. 16,90-20,14 g 2-PE/L) w formulacjach kosmetycznych przez firmg
SENKARA.

Rezultatem opisanego powyzej osiagniecia naukowego sg dwa patenty i jedno zgloszenie

patentowe.

PL 226680 B1; Mierzejewska J (osoba zglaszajaca) i Mularska A Szczep drozdzy

Saccharomyces cerevisiae AM1-d, zastosowanie szczepu drozdzy Saccharomyces cerevisiae

AM1-d do produkcji 2-fenyloetanolu oraz zastosowanie podtoza do produkcji 2-fenyloetanolu

przez szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae AM1-d; data zgloszenia: 09.05.2014; data

przyznania: 17.02.2017.
PL 227208 B1; Chreptowicz K, Wielechowska M., Gtowczyk-Zubek J i Mierzejewska J (osoba

zglaszajaca). Sposob wytwarzania naturalnego 2-fenyloetanolu; data zgtoszenia: 01.07.2015; data

przyznania: 09.06.2017.
P.418306; Chreptowicz K, Mierzejewska J (osoba zglaszajaca). Sposob wytwarzania

2-fenyloetanolu; data zgloszenia: 11.08.2016

Dodatkowo w trakcie powigkszania skali produkcji 2-PE z hodowli w kolbkach do hodowli
w bioreaktorze zawigzatam wspotpracg dr hab. inz. Patrycja Ciosek-Skibinska, ktora byta
zainteresowana przetestowaniem na naszym bioprocesie nowych metod analitycznych.

Opracowujac dowolny process biotechnologiczny trzeba kontrolowaé wiele parametrow,

np. przyrost biomasy mikroorganizmow, natlenienie, pH, st¢Zzenie wybranych sktadnikow

pozywki itp. Dlatego intensywnie sg opracowywane nowe narzedzia analityczne, ktore
moglyby utatwi¢ monitorowanie powyzszych parametréw bioprocesu (Clementschitsch
and Bayer, 2006). Rowniez na Wydziale Chemicznym PW prowadzone sg w tym zakresie
badania przez grupe badawcza Dr. Ciosek-Skibinska (obecnie w Katedrze Biotechnologii

Medycznej). Wspotpraca z Dr P. Ciosek-Skibinska zaowocowata dwoma ponizszymi
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publikacjami, ktore nie weszty w sktad osiggnigcia.

e Zabadaj M, Chreptowicz K, Mierzejewska J, Ciosek P. 2017. Two-dimensional fluorescence
as soft sensor in the monitoring of biotransformation performed by yeast. Biotechnology Progress
33:299-307.

e Zabadaj M, Ufnalska I, Chreptowicz K, Mierzejewska J, Wroblewski W, Ciosek P. 2017.
Performance of hybrid electronic tongue and HPLC coupled with chemometric analysis
for the monitoring of yeast biotransformation. Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems
167: 69-77.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych:
51 Badanie funkcji biatek partycyjnych ParA i ParB w Pseudomonas

aeruginosa

Do roku 2012 kontynuowatam wspoélprace z prof. dr hab. Grazyna Jagura-Burdzy
I rozpoczete w trakcie mojego doktoratu badania nad biatkami ParA i ParB zaangazowanymi
w aktywny rozdzial chromosoméw do komorek potomnych Gram-ujemnej bakterii
Pseudomonas aeruginosa. Bakteria ta jest oportunistycznym patogenem, szczeg6lnie
niebezpiecznym dla oséb po zabiegach chirurgicznych jak i chorych na mukowiscydozeg.
P. aerugninosa po zaifekowaniu organizmu jest trudna do wyleczenia, gdyz wyksztalcita wiele
mechanizmow obronnych. W zwigzku z tym wazne jest badanie biologii tej bakterii, w tym
poznanie mechanizméw rozdzialu chromosoméw w trakcie podziatéw komorkowych,
poniewaz szersza wiedza w tym zakresie moze pomdc w przyszto$ci w projektowaniu nowych
lekéw skutecznie zwalczajacych infekcje wywotane przez te bakterie. W ramach swoich badan
przeprowadzitam m.in. szczegdlowa analize funkcjonalng poszczegdlnych domen w biatku
ParB. Wykazatam, ze biatka ParA i ParB maja istotny udzial nie tylko w rozdzielaniu
chromosomow do komorek potomnych, ale takze w quorum sensing i w ruchliwosci komorek.
Te aktywnosci komoérek P. aeruginosa sg bardzo istotne w trakcie zasiedlania organizmu
ludzkiego jak i w wytwarzaniu biofilmu, ktéry chroni bakterie przed odpowiedzig uktadu
immunologicznego jak i dzialaniem antybiotykow. Wyniki tych badan byly podstawa mojej
rozprawy doktorskiej wyroznionej przez Rad¢ Naukowa IBB PAN jako najlepszej pracy
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doktorskiej obronionej w roku 2008 oraz zostaly przedstawione w pigciu ponizszych
publikacjach w czasopismach z bazy JRC.

e Bartosik AA, Lasocki K, Mierzejewska J, Thomas CM, Jagura-Burdzy G. 2004. ParB
of Pseudomonas aeruginosa: interactions with its partner ParA, its target parS and specific effects
on bacterial growth. Journal of Bacteriology 186:6983-6998.

e Lasocki K., Bartosik AA, Mierzejewska J, Thomas CM, Jagura-Burdzy G. 2007. Deletion of the
parA (soj) homologue in Pseudomonas aeruginosa causes ParB instability and affects growth
rate, chromosome segregation, and motility. Journal of Bacteriology 189:5762—72.

o Bartosik AA, Mierzejewska J, Thomas CM, Jagura-Burdzy G. 2009. ParB deficiency
in Pseudomonas aeruginosa destabilises the partner protein ParA and affects a variety
of physiological parameters. Microbiology 155:1080-1092.

e Mierzejewska J, Bartosik AA, Macioszek M, Plochocka D, Thomas CM, Jagura-Burdzy G.
2012. Identification of C-terminal hydrophobic residues important for dimerization and all known
functions of ParB of Pseudomonas aeruginosa. Microbiology 158:1183-1195.

e Mierzejewska J, Jagura-Burdzy G. 2012. Prokaryotic ParA-ParB-parS system links bacterial

chromosomes segregation with the cell cycle. Plasmid 67:1-14.

5.2 Powigzanie metabolizmu glukozy z aktywnos$cig polimerazy III RNA

w komorkach S. cerevisiae

W 2011 roku zawigzatam wspotprace z prof. dr hab. Magdaleng Bogutg i dotgczytam
do kierowanego przez nig zespotu realizujacego projekt badawczy NCN N301693740 w IBB
PAN. Zespot Prof. Boguty od ponad dwudziestu lat prowadzi intensywne badania
nad poznaniem mechanizmow kontrolujacych aktywnos¢ transkrypcyjng Polimerazy 111 RNA
(Pol 1) w komorkach S. cerevisiae. Poniewaz, komorki nowotworowe wykazuja
m.in. zwigkszong aktywnos$¢ Pol III, to warto poszerzy¢ wiedz¢ na temat dziatania tego
kompleksu biatkowego (White and Sharrocks, 2010). W grupie Prof. Boguty odkryto, ze biatko
Maf1 jest negatywnym regulatorem Pol 111 (Boguta et al., 1997). Kolejne ich badania pokazaty,
ze inaktywacja MAF1 wptywa na ostabienie metabolizmu oksydacyjnego uwidaczniajacy si¢
spowolnionym wzrostem drozdzy na pozywce z glicerolem (Ciesla et al., 2007). Pracujac
w laboratorium Prof. Boguty zaobserwowatam, ze biatko Fbal oddziatuje z podjednostkg C160
Pol I11. Fbal to biatko, ktore jako enzym aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu katalizuje reakcje
rozszczepienia heksozy do dwoch trioz w szlaku glikolizy jak i odwrotng reakcje, czyli
kondensacj¢ trioz do heksozy w szlaku glukoneogenezy. Byta to kolejna wskazowka,

ze aktywnos$¢ Pol 11l moze by¢ w nieznany sposob sprzgzona z metabolizmem glukozy. Oprocz
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zwickszonej aktywnos$ci transkrypcyjnej komorki nowotworowe czesto wykazuja takze
tzw. efekt Warburga, czyli zintensyfikowang glikoliz¢. Realizujac juz wlasny projekt badawczy
finansowany przez Fundacj¢ na rzecz Nauki Polskiej (POMOST/2012-6/8) wspolnie
ze studentkg Karoling Chreptowicz zaobserwowaly$my, ze inaktywacja MAF1 w drozdzach
powoduje zwigkszong aktywno$¢ kinazy pirogronianowej Pykl kodowanej przez CDC19
oraz wptywa na intensyfikacj¢ fermentacji etanolowej. Ponadto, brak biatka Mafl zaburza
takze metabolizm lipidow. Wyniki powyzszych badan zostaly przedstawione w dwodch
publikacjach.

o Ciesla M, Mierzejewska J, Adamczyk A, Ostlund Farrants A-K, Boguta M. 2014. Fructose
bisphosphate aldolase is involved in the control of RNA polymerase I11-directed transcription.
Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research 1843:1103-1110.

e Mierzejewska J (autor korespondujacy), Chreptowicz K. 2016. Lack of Mafl enhances
pyruvate kinase activity and fermentative metabolism while influencing lipid homeostasis
in Saccharomyces cerevisiae. FEBS Letters 590:93-100.

Zwigkszona aktywno$¢ fermentacyjna w szczepie laboratoryjnym S. cerevisiae JM1-4d
(mafl) moze by¢ tez interesujacg obserwacjg z punktu widzenia biotechnologicznego.
A mianowicie wydaje mi si¢ cieckawym sprawdzenie, czy inaktywacja MAF1 w przemystowym
szczepie S. cerevisiae wykorzystywanym do produkcji etanolu rowniez spowoduje
intensyfikacje fermentacji etanolowej. Dlatego, obecnie kontynuuj¢ badania na Szczepie
przemystowym S. cerevisiae Ethanol Red, w ktorym dr Malgorzata Ciesla z zespotu
Prof. Boguty zinaktywowata gen MAF1. Wstepne wyniki pokazujg ten sam efekt braku
aktywnego biatka Mafl co w komorkach szczepu laboratoryjnego. Oznacza to, ze doglebne
zbadanie powigzan miedzy aktywno$cig Pol III a metabolizmem glukozy na modelowych
komorkach eukariotycznych - S. cerevisiae, moze nie tylko przyblizy¢ nas do poznania
mechanizmow rozwoju chorob nowotworowych, ale takze do zwigkszenia wydajnosci
biotechnologicznej produkcji etanolu.
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5.3 Poszukiwanie nowych substancji o dziataniu przeciwgrzybiczym

I przeciwbakteryjnym

Coraz bardziej rozprzestrzeniajgca si¢ antybiotykooporno$¢ mikroorganizmow patogennych
motywuje naukowcoéw do poszukiwania nowych $rodkéw leczniczych lub substancji
hamujacych rozwdj tych drobnoustrojow. Réwniez na Wydziale Chemicznym Politechniki
Warszawskiej prowadzone sg badania w tym zakresie, w ktorych od roku 2013 biorg udziat.
Wspotpracuje z chemikami, m. in. dr inz. Edyta Lukowska-Chojnacka 1 prof. dr hab. inz.
Kamilem Wojciechowskim, ktérzy produkuja nowe zwiazki i polimery o potencjalnej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Moim zadaniem jest prowadzenie badan biologicznych
w celu wyselekcjonowania substancji, ktore wykazuja pozadang aktywnos¢. Wykorzystuje
do tego zarowno standardowe metody mikrobiologiczne (metode seryjnych dwukrotnych
rozcienczen 1 dyfuzyjno-krazkowa) jak i1 procedury przeze mnie opracowane. Oprocz
wykonywania eksperymentéw bior¢ udziat w ich opisaniu, analizie i dyskusji. Dotychczas
udato si¢ nam wyselekcjonowaé seri¢ pochodnych tetrazolu, ktére wykazuja obiecujaca
aktywnos$¢ przeciwgrzybicza oraz polimeréw hamujacych wzrost bakterii i grzybow. Wyniki
zostaty opisane w trzech ponizszych publikacjach.

e Lukowska-Chojnacka E, Mierzejewska J. 2014. Enzymatic hydrolysis of esters containing
a tetrazole ring. Chirality 26:811-816.

e Lukowska-Chojnacka E, Mierzejewska J, Milner-Krawczyk M., Bondaryk M, Staniszewska
M. 2016. Synthesis of novel tetrazole derivatives and evaluation of their antifungal activity.
Bioorganic & Medicinal Chemistry. 24: 6058-6065.

e Wojciechowski K, Kaczorowski M, Mierzejewska J, Parzuchowski P. 2018. Antimicrobial
dispersions and films of positively charged styrene-acrylate copolymers. Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces 172:532-540.

W tym roku, tj. 2018, rozpoczetam takze wspolprace z dr hab. Maciejem Mazurem,
prof. UW (Uniwersytet Warszawski, Wydziat Chemii) w ramach Interdyscyplinarnych studiow
doktoranckich TRI-BIO-CHEM ,,0d chemii do bioinnowacji dla lepszego zycia"
realizowanych w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj 2014-2020
wspotfinansowanego ze $rodkow Europejskiego Funduszu Spolecznego. Celem naszej
wspolpracy jest otrzymanie nowych hydrozeli lub nanoczasteczek, ktére moglty by¢

wykorzystane jako nosniki lekéw, m. in. antybiotykow.
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5.4  Stworzenie kolekcji WUT szczepow drozdzy o szerokim potencjale
biotechnologicznym

W ramach kierowanego przeze mnie projektu pt. ,,Poszukiwanie nowych szczepdéw drozdzy
zdolnych do produkcji naturalnych aromatéw, barwnikéw i polimerow" finansowanego przez
NCN (2016/21/D/NZ9/01605) od roku 2017 tworzg wspélnie z doktorantka Karoling
Chreptowicz i studentami kierunku Biotechnologia na Wydziale Chemicznym PW kolekcje
drozdzy wyizolowanych z materiatu roslinnego i1 spontanicznie fermentowanej Zywnosci.
Kolekcji nadatam sygnatur¢ WUT od skrotu ang. Warsaw University of Technology. Obecnie
posiadamy w kolekcji ok. 200 szczepdw, ktore charakteryzujemy i badamy ich potencjat
biotechnologiczny. Wsrod tych szczepow zidentyfikowaliSmy 20 szczepoéw produkujacych
barwniki karotenoidowe. W celu szerszego zanalizowania tych barwnikow rozpoczg¢tam
wspétprace naukowa z Prof. Milanem Certikiem (Institute of Biotechnology, Faculty
of Chemical and Food Technology, Slovak University of Technology in Bratislava), ktory jest
wysokiej klasy specjalista m. in. w obszarze drozdzy produkujacych karotenoidy.

W kolekcji WUT wyselekcjonowalismy rowniez szczepy drozdzy, ktore produkuja
wydajnie etanol oraz sg w stanie fermentowac hydrolizaty lignocelulozowe. W zwigzku z tym,
obecnie wspolnie z dr inz. Katarzyng Dabkowska (z Wydziatu Inzynierii Chemicznej
I Przemystowej PW) prowadzimy badania nad opracowaniem sposobu rownoczesnej obrobki
odpadow lignocelulozowych i1 produkcji etanolu z wykorzystaniem naszych drozdzy.

Kolejne drozdze, ktore udato si¢ nam wyselekcjonawaé, produkuja egzopolisacharydy
(EPS). Dotychczas w skali przemystowej przy uzyciu grzyboéw mikroskopowych,
tzw. czarnych drozdzy Aureobasidium pullulans, produkowany jest jeden EPS - pullulan.
Polimer ten wykorzystywany jest glownie jako powtoki tabletek i kapsutek suplementow diety.
Planuje¢ wspolnie z Prof. Maciejem Mazurem (UW) wykorzysta¢ EPSy produkowane przez

drozdze z kolekcji WUT jako no$niki lekow.
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Podsumowanie opublikowanych osiagni¢é naukowo-badawezych

(I) Przed uzyskaniem (IT) Po uzyskaniu stopnia (1) + (1)
: stopnia doktora doktora
Rodzaj
e N R liczba | IF* | Punkty liczba | IF* | Punkty
MNiSW** MNiSW** MNiSW**

Prace 3 10,221 | 80 17 47,585 | 520 20 57,806 | 600
oryginalne w
czasopismach
zbazy JCR
Prace 0 - 0 1 0 8 1 - 8
oryginalne w
pozostatych
czasopismach
Prace 0 0 0 1 1,530 |20 1 1,530 | 20
przegladowe
w
czasopismach
zbazy JCR
Monografie i | 0 - 0 1 4 1 -+
rozdzialy w
ksigzkach
Przyznane 0 - 0 3 - 75 3 73
patenty
Zgloszenia 0 - 0 1 - 2 1 2
patentowe
Lacznie 3 10,221 | 80 24 49,115 | 629 27 59,336 | 709

* Impact Factor wg roku publikacji, a w przypadku publikacji z roku 2018 podano aktualny za rok 2017

** punktacja wedtug ujednoliconego wykazu zataczonego do komunikatu MNiSW z dnia 26.01.2017 r.

Dane bibliometryczne wedtug Web of Science v.5.30, JCR z dnia 4.11.2018:
* Cytaty: 220 (bez autocytowan),
* Indeks Hirscha: 8
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