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stronie Rady Doskonato$ci Naukowej, w zakladce Postgpowanie habilitacyjne/Wymagania
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1. Imie¢ i nazwisko.
Justyna Walczak-Skierska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2017 Doktor nauk chemicznych w dyscyplinie: chemia
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Chemii
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Lipidomika - separacja i identyfikacja
frakcji biologicznie aktywnej wykorzystaniem sprzezonych technik
separacyjnych”, praca obroniona z wyréznieniem 11.01.2017 r.
Promotor: prof. dr hab. Bogustaw Buszewski
Promotor pomocniczy: dr hab. Szymon Bocian

2012 Magister chemii, specjalno$¢: chemia analityczna
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Chemii
Tytul pracy magisterskiej: ,,Badanie metabolizmu lekéw z
wykorzystaniem sprzezonych technik separacyjnych”, praca obroniona
20.06.2012 .
Promotor: prof. dr hab. Bogustaw Buszewski

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.
07/2023 — obecnie Adiunkt naukowy
Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

05/2021 - 06/2023 Adiunkt naukowy
Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikolaja Kopernika
w Toruniu

06/2020 — 05/2021 Urlop macierzynski

01/2020 - 06/2020 Adiunkt naukowy
Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikolaja Kopernika
w Toruniu

04/2018 — 12/2019 Pracownik naukowy
Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikolaja Kopernika
w Toruniu

02/2017 — 03/2019 Adiunkt naukowy
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Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu

10/2016 — 11/2017 Asystent naukowy
Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu

Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy

. Tytul osiagniecia naukowego

Nowe podejscie w analizie zwigzkow bioaktywnych dla potrzeb metabolomiki
i lipidomiki

Lista publikacji wchodzacych w sklad cyklu powiazanych tematycznie artykuléw
naukowych stanowigcych prezentowane osiagniecie naukowe

Osiagnieciem bedacym podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego jest cykl 6 powigzanych tematycznie artykutdéw naukowych [H1-H6]
opublikowanych w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR).
Publikacje te prezentujg wyniki oryginalnych badan eksperymentalnych, koncentrujacych
si¢ na zastosowaniu zaawansowanych technik analitycznych w badaniach
metabolomicznych i lipidomicznych réznorodnych matryc biologicznych. Zalacznik nr 6
zawiera oswiadczenia wspotautorow, okreslajgce ich indywidualny wktad merytoryczny
W powstanie kazdej z wymienionych prac, natomiast w Zalaczniku nr 7 znajduja si¢ peine
teksty publikacji. Dodatkowo, szczegdtowy opis mojego osobistego wktadu w utworzenie
poszczegbdlnych publikacji zostal przedstawiony w Zalaczniku nr 4 (pkt 1.2.) oraz
W Zalaczniku nr 5.

Cykl publikacji obejmuje:

H1 E. Maslak, M. Ztoch, A. Arendowski, M. Sugajski, 1. Janczura, J. Rudnicka, J.
Walczak-Skierska, M. Buszewska-Forajta, K. Rafinska, P. Pomastowski, D.
Biatczak, B. Buszewski, “Isolation and Identification of Lactococcus lactis and
Weissella cibaria strains from fermented beetroot and an investigation of their
properties as potential starter cultures and probiotics”, Foods 2022, 11, 1-26. DOI:
10.3390/foods11152257

IF =5,2; MNiSW = 100 pkt

H2 K. Rafinska, O. Wrona, A. Krakowska-Sieprawska, J. Walczak-Skierska, A,
Kielbasa, Z. Rafinski, M. Kolanowski, P. Pomastowski, B. Buszewski, “Enzyme-
assisted extraction of plant material — New functional aspects of the process on an
example of Medicago sativa L.”, Industrial Crops and Products 2022, 187(2):
115424. DOI: 10.1016/j.indcrop.2022.115424

IF =5,9; MNiSW = 200 pkt

H3 J. Walczak-Skierska*, F. Monedeiro, E. Maslak, M. Ztoch, “Lipidomics
characterization of the microbiome in people with diabetic foot infection using
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MALDI-TOF MS”, Analytical Chemistry 2023, 95: 16251-16262. DOI:
10.1021/acs.analchem.3¢c03071
IF = 6,7; MNiSW = 200 pkt

J. Walczak-Skierska*, A. Krakowska-Sieprawska, F. Monedeiro, M. Ztoch, P.
Pomastowski, M. Cichorek, J. Olszewski, K. Glowacka, G. Guzewska, M. Szultka-
Mtynska, “Silicon’s influence on polyphenol and flavonoid profiles in pea (Pisum
sativum L.) under cadmium exposure in hydroponics: a study of metabolomics,
extraction efficacy, and antimicrobial properties of extracts”, ACS Omega 2024,
9: 14899-14910. DOI: 10.1021/acsomega.3c08327

IF =3,7; MNiISW = 70 pkt

J. Walczak-Skierska*, F. Monedeiro, J. Rudnicka, P. Pomastowski, “Optimizing
milk quality and shelf life: investigating refrigeration effects on fatty acid and
protein profiles”, ACS Food Science & Technology 2024, 4 (2): 382-391. DOI:
10.1021/acsfoodscitech.3c00468

IF =2,6; MNiSW = 20 pkt

G. Guzewska, M. Monedeiro-Milanowski, A.B. Florkiewicz, |I. Arendowska, J.
Walczak-Skierska*, D. Biatczak, P. Pomastowski, “Analysis of the fatty acid
profile in cream, buttermilk fractions, and anhydrous milk fat: influence of
physicochemical and microbiological parameters on the fatty acid profile”,
Applied Sciences 2024, 14: 6117. DOI: 10.3390/app14146117

IF =2,5; MNiSW = 100 pkt

(*) — autor korespondencyjny

Sumaryczny IF prac stanowigcych cykl: 26,6 (srednio 4,443 na jedng prace).
Suma punktow MNiSW prac stanowigcych podstawe habilitacji: 690 (srednio 115 pkt na

jedng prace).

Badania naukowe przedstawione w publikacjach zostaty sfinansowane przez:

H1

H2

H3

H4

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach Programu Operacyjnego
Inteligentny Rozw¢j 2014-2020 w ramach projektu Szybka sciezka Agrotech nr
1/2020, POIR.01.01.01.-00-2294/20

Grant Miniatura 2 z Narodowego Centrum Nauki, nr NCN
2018/02/X/ST4/01351, Wplyw struktury oraz kompozycji materiatu roslinnego
na ekstrakcje wybranych zwigzkow biologicznie aktywnych (2018-2019)

Grant Sonatina 2 z Narodowego Centrum Nauki, nr NCN 2018/28/C/ST4/00434
Wykorzystanie techniki MALDI-TOF/MS w monitorowaniu i szybkiej
diagnostyce rozwoju zakazenia stopy cukrzycowej (2018-2022)

Grant OPUS z Narodowego Centrum Nauki, nr NCN 2019/35/B/ST4/02791,
Nowe strategie otrzymywania zwigzkow bioaktywnych na bazie krzemu (2019-
2023)
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H5 Grant LIDER XIII z Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, nr DPWP/LIDER-
XI111/6/2023, Opracowanie preparatywnej metody izolacji biologicznej aktywnej
laktoferyny (2023-2026)

H6 Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego, nr DWD/6/0121/2022,
Fizykochemiczne  oraz  mikrobiologiczne  czynniki  wphwajgce  na
frakcjonowanie bezwodnego ttuszczu mlecznego (AMF) w  procesie
otrzymywania masta (2022-2026)

Wprowadzenie

Interdyscyplinarno$¢ wspoéiczesnej chemii analitycznej, odgrywa kluczowa role w rozwoju
wielu dyscyplin naukowych. Jej znaczenie wynika nie tylko z wykorzystywania
roznorodnych zjawisk fizykochemicznych w nowoczesnych technikach pomiarowych, ale
przede wszystkim z praktycznych zastosowah w rozwigzywaniu ztozonych problemow
badawczych. W ostatnich latach obserwujemy dynamiczny rozw¢j zaawansowanych
technik analitycznych, ktore umozliwiajg coraz doktadniejszg 1 bardziej kompleksowa
analize ztozonych uktadow biologicznych.

Szczegdlne miejsce w tym obszarze zajmuje polgczenie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej ze spektrometria mas (ang. high performance liquid chromatography-mass
spectrometry, HPLC-MS), ktore stato si¢ narzgdziem w badaniach metabolomicznych
i lipidomicznych (Rosenberg i Krska, 2024). Wysokosprawna chromatografia cieczowa
pozwala na efektywne rozdzielenie szerokiej gamy zwigzkéw chemicznych, podczas gdy
spektrometria mas (ang. mass spectrometry, MS) umozliwia ich precyzyjng identyfikacje
1 1ilosciowe oznaczenie. Polaczenie tych technik oferuje niezrownang czutos¢
i selektywnos¢, co jest szczegdlnie istotne w analizie zlozonych matryc biologicznych,
takich jak ekstrakty roslinne, probki mleka czy izolaty bakteryjne.

W ramach prowadzonych badan szczegolng uwage poswiecono dwom gtéwnym metodom
jonizacji w spektrometrii mas: elektrorozpylaniu (ang. electrospray ionization, ESI) oraz
laserowej desorpcji/jonizacji (ang. laser desorption/ionization, LDI). Technika ESI, ze
wzgledu na swojg tagodnos$¢ i1 efektywno$¢ w jonizacji zwigzkow polarnych, znalazta
szerokie zastosowanie w potaczeniu z HPLC (Kumar, 2017). Z kolei LDI, dzieki
mozliwosci analizy zwigzkow o wysokich i niskich masach czasteczkowych i minimalne;
fragmentacji, okazata si¢ niezastgpiona w badaniach lipidomicznych bakterii (Maslak
i wsp., 2023). Kluczowym aspektem prowadzonych badan byto zastosowanie zarowno
celowanej (ang. targeted analysis), jak i niecelowanej analizy (ang. untargeted analysis)
metabolomicznej. Analiza celowana koncentruje si¢ na identyfikacji i iloSciowym
oznaczeniu wczesniej zdefiniowanych zwiazkow, co pozwala na zwigkszenie czuto$ci
i specyficznosci metody. Jest to szczegdlnie przydatne w badaniach nad konkretnymi
grupami metabolitow, takimi jak witaminy czy specyficzne zwigzki bioaktywne
W roslinach. Z drugiej strony, analiza niecelowana umozliwia kompleksowe profilowanie
metaboliczne bez wstepnych zatozen co do sktadu probki. Podejécie to jest niezwykle
cenne w odkrywaniu nowych biomarkerow, identyfikacji nieznanych metabolitow czy
badaniu globalnych zmian metabolicznych w odpowiedzi na czynniki stresowe (Amer
I wsp., 2023). Potaczenie tych dwoch podej$¢ analitycznych pozwolito na uzyskanie
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kompleksowego obrazu badanych uktadéw biologicznych, od szczegélowej analizy
konkretnych zwigzkow po globalne profilowanie metaboliczne.

W ramach cyklu publikacji stanowigcych podstawe niniejszego wniosku habilitacyjnego
zastosowano kompleksowe podejscie analityczne, wykorzystujac roéznorodne techniki
spektrometrii mas. Metoda HPLC-MS/MS (ang. high performance liquid chromatography
tandem mass spectrometry) umozliwita opracowanie skutecznych procedur separacji,
charakteryzacji metabolitow roslinnych. Skupiono si¢ na analizie polifenoli i flawonoidow
w grochu i lucernie, a takze na badaniu zwigzkow niskoczasteczkowych, takich jak
witaminy czy cukry. Do separacji zwiazkéw wysokoczasteczkowych, w szczegolnosci
bialek mleka, wykorzystano ukltad HPLC-DAD (ang. high performance liquid
chromatography diode array detector). Natomiast technika GC-MS (ang. gas
chromatography mass spectrometry) postuzyta do analizy i identyfikacji kwasow
tluszczowych ~w  produktach  mlecznych.  Zastosowanie technik  laserowej
desorpcji/jonizacji wspomaganej matrycg (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization
time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) oraz - powierzchnig (ang. surface-
assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry, SALDI-TOF MS)
umozliwito przeprowadzenie niecelowanej analizy lipidow bakteryjnych. Dzigki temu
udato si¢ szczegdtowo scharakteryzowac profile lipidowe roznych szczepdw bakterii, w
tym zidentyfikowaé¢ nieznane dotad czasteczki lipidowe. Badania objety bakterie
wyizolowane od 0séb z zakazeniem stopy cukrzycowej (ang. diabetic foot infections, DFI)
oraz bakterie kwasu mlekowego (ang. lactic acid bacteria, LAB). Rysunek 1 przedstawia
schemat podejScia analitycznego, ktore wykorzystatam podczas realizacji prac
badawczych w cyklu publikacji H1-H6.

Analiza
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Rys. 1. Pogladowy schemat podej$cia analitycznego wykorzystany podczas realizacji prac
badawczych w cyklu publikacji H1-H®6.
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Badania te mialy na celu nie tylko rozwoj metodologii analitycznej, ale przede wszystkim
dostarczenie nowych informacji o wptywie czynnikow S$rodowiskowych na profile
metaboliczne 1 lipidomiczne badanych organizméw. Analizowano m.in. wplyw
suplementacji krzemem na profil metaboliczny grochu poddanego stresowi kadmowemu,
zmiany w skladzie lipidéw bakteryjnych w odpowiedzi na warunki stresowe, zdolnos¢
wybranych szczepdéw bakteryjnych do syntezy waznych metabolitow, czy wplyw
warunkow przechowywania na stabilno$¢ zwigzkow bioaktywnych w mleku. Uzyskane
wyniki majg istotne znaczenie zar6wno poznawcze, jak i praktyczne. Dostarczajg nowych
informacji o mechanizmach adaptacyjnych roslin i bakterii do réznych warunkéw
stresowych, co moze mie¢ zastosowanie w rolnictwie 1 przemysle spozywczym. Ponadto,
opracowane metody analityczne mogg znalez¢ zastosowanie w diagnostyce medycznej,
kontroli jakosci zywnosci czy monitorowaniu srodowiska.

Cel osiagniecia naukowego

Nadrzednym celem moich badan przedstawionych w cyklu prac [H1-H6] byto rozwinigcie
I zastosowanie zaawansowanych metod analitycznych opartych na spektrometrii mas do
kompleksowej charakterystyki probek biologicznych 1 srodowiskowych. Skupitam sig¢
szczegdlnie na technikach HPLC-MS, LDI-TOF MS, GC-MS oraz detekcji
spektrometrycznej. Moje badania koncentrowaly si¢ na dwoch gltéwnych aspektach. Po
pierwsze, dgzytam do zrozumienia mozliwos$ci 1 ograniczen roznych technik spektrometrii
mas w analizie zlozonych matryc biologicznych, co pozwolito mi na optymalizacje
I rozszerzenie zastosowan tych technik, a w konsekwencji uzyskanie bardziej doktadnych
1 wiarygodnych wynikow. Po drugie, staratam si¢ poglebi¢ wiedzg¢ na temat profili
lipidomicznych i metabolomicznych w ztozonych uktadach biologicznych.

Realizacj¢ gléwnej koncepcji badawcze] osiggnelam poprzez realizacje celow
szczegdtowych, ktore mozna podzieli¢ na dwie gtowne kategorie:

1. Rozwoj i zastosowanie zaawansowanych metod analitycznych w  badaniach
lipidomicznych i metabolomicznych opartych na HPLC-MS do identyfikacji
I kwantyfikacji zwigzkéw bioaktywnych w ztoZonych matrycach biologicznych.

W ramach tego celu:
e Opracowatam metode¢ niecelowanej analizy lipidomicznej z wykorzystaniem techniki

SALDI-TOF MS z nanoczasteczkami srebra oraz MALDI-TOF MS do charakterystyki
profili lipidowych bakterii [H1, H3].

e Zidentyfikowatam i poréwnatam sktad lipidowy bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem bakterii zwigzanych z infekcjami stopy
cukrzycowej, w celu okreslenia potencjalnych biomarkeréw lipidowych specyficznych
dla poszczegdlnych gatunkéw bakterii [H3].

e Stworzytam podstawy do budowy bibliotek lipidowych dla celéw identyfikacji bakterii
[H3].

e Opracowatam celowang analiz¢ metabolomiczng z wykorzystaniem HPLC/MS-MS do
identyfikacji i kwantyfikacji witamin, laktozy i kwasu mlekowego w bakteriach LAB
[H1] oraz metabolitow wtornych w roslinach [H2, H4].
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e Ocenitam wplyw enzymatycznej hydrolizy na efektywno$¢ ekstrakcji zwigzkow
bioaktywnych z materiatu roslinnego [H2] oraz poréwnatam efektywnos¢ réznych
technik ekstrakcyjnych (ASE, SFE i maceracji) [H4].

e Zoptymalizowatam warunki separacji chromatograficznej (HPLC-DAD) dla analizy
biatek wyizolowanych z mleka [H5].

e Udoskonalitam metode GC-MS do kompleksowej analizy profilu kwasow
thuszczowych w produktach mlecznych [H5-HG6].

2. Adaptacja podejs¢ celowanych i niecelowanych w analizie MS dla kompleksowej
charakterystyki sktadu i wlasciwosci Zywnosci w kontekscie jej wplywu na zdrowie
czlowieka.

W ramach tego celu:
e Zastosowatam niecelowang i celowang analiz¢ MS do kompleksowej charakterystyki

bakterii kwasu mlekowego wyizolowanych z fermentowanych burakow, ze
szczegblnym uwzglednieniem ich potencjatu probiotycznego i zastosowania jako
kultury startowe w przemysle mleczarskim [H1].

e Zbadalam wptyw suplementacji krzemem na profil metaboliczny grochu w warunkach
normalnych 1 stresu kadmowego oraz ocenitam rol¢ krzemu w tagodzeniu stresu
wywolanego kadmem i jego wptyw na akumulacje zwigzkoéw bioaktywnych w réznych
cze$ciach rosliny [H4].

e Przeanalizowatam zmiany w profilu kwasoéw tluszczowych i sktadzie biatkowym mleka
podczas przechowywania w warunkach chtodniczych oraz zidentyfikowalam
potencjalne markery $wiezosci mleka i ocenitam stabilno$¢ sktadnikow odzywczych
podczas przechowywania [H5].

e Ocenitam wplyw roznych procesow technologicznych (np. homogenizacja,
pasteryzacja, fermentacja) na profil kwasow thuszczowych i zwigzkow bioaktywnych
w produktach mlecznych w konteks$cie ich potencjalnego wptywu na zdrowie
cztowieka [H6].

Wyniki oraz omowienie osiaggniecia naukowego

Rozwoj i zastosowanie zaawansowanych metod analitycznych w badaniach lipidomicznych
i metabolomicznych opartych na HPLC-MS do identyfikacji i kwantyfikacji zwigzkow
bioaktywnych w zlozonych matrycach biologicznych

Lipidomika, jako dziedzina nauki zajmujaca si¢ kompleksowa analiza lipidow
w organizmach zywych, zyskuje coraz wigksze znaczenie w mikrobiologii (Li i wsp.,
2024). Lipidy, bedace kluczowymi sktadnikami komorek, penig roznorodne funkcje, takie
jak tworzenie bton komoérkowych, udzial w sygnalizacji komorkowej, magazynowanie
energii i rozpoznawanie komoérkowe (Yang i Han, 2016). Ich wysoka roznorodnosc
strukturalna 1 zlozono$¢ czyni je potencjalnymi biomarkerami do identyfikacji
mikroorganizmow  oraz  dostarczania  cennych  informacji  diagnostycznych
I taksonomicznych. Analiza lipidow bakteryjnych stanowi kluczowy element
W zrozumieniu fizjologii i patogenezy mikroorganizméw (Li i wsp., 2024; Han i Gross,
2022). W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania wykorzystaniem
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lipidomiki w diagnostyce mikrobiologicznej, co wynika z ograniczen tradycyjnych metod
identyfikacji bakterii opartych na analizie biatek (Mortier i wsp., 2021). Roznice
w strukturze $ciany komorkowej i sktadzie bton miedzy bakteriami Gram-dodatnimi
I Gram-ujemnymi, a takze migdzy gatunkami tego samego typu Gram, sprawiajg, ze
analiza lipidow stata si¢ cennym narzgdziem w mikrobiologii (Silhavy i wsp., 2010;
Sohlenkamp i Geiger, 2016). Mimo powszechnego stosowania w analizie biatlek metoda
MALDI-TOF MS w laboratoriach klinicznych, technika ta ma pewne ograniczenia.
Obejmuja one trudnosci w réznicowaniu blisko spokrewnionych gatunkéw o wysokim
podobienstwie genotypowym lub réznych fenotypow, pracochtonne procedury ekstrakeji
biatek (zwlaszcza dla mikroorganizmow z grubymi $cianami komorkowymi), oraz niska
skuteczno$¢ w bezposrednim wykrywaniu patogenéw w probkach klinicznych (Kostrzewa
i wsp., 2019). Te wyzwania sklaniaja badaczy do poszukiwania nowych celow
molekularnych, wsrdd ktorych analiza lipidomiczna jawi si¢ jako szczegolnie obiecujace
podejscie (Solntceva i wsp., 2021).

Technika MALDI-TOF MS zrewolucjonizowata dziedzing mikrobiologii, oferujac szereg
korzysci w analizie lipidow bakteryjnych (Torres-Sangiao i wsp., 2021). Metoda ta,
polegajaca na jonizacji czasteczek probki za pomocag lasera w obecnosci matrycy,
a nastepnie analizie powstatych jonéw w analizatorze czasu przelotu, wyrdznia si¢
szybkoscig 1 doktadno$ciag, umozliwiajac  identyfikacje szerokiego zakresu
mikroorganizmow. Jej wysoka czuto$¢ pozwala na analiz¢ nawet niewielkich ilo$ci probki,
co jest szczegdlnie istotne w badaniach mikrobiologicznych. Ponadto, metoda ta
umozliwia analiz¢ zlozonych mieszanin lipidowych bez konieczno$ci wczesniejszego
rozdzialu chromatograficznego, co znacznie upraszcza i przyspiesza proces analityczny
(Solntceva i wsp., 2021; Leung i wsp., 2017). Wszechstronno$¢ MALDI-TOF MS
przejawia si¢ w mozliwosci analizy roéznych klas lipidow, od prostych kwasow
thuszczowych po ztozone glikolipidy i fosfolipidy. Ta cecha czyni jg niezwykle uzyteczng
w badaniach lipidomicznych, gdzie konieczne jest kompleksowe spojrzenie na profil
lipidowy organizmu (Gerhardtova i wsp., 2024). Metody te umozliwiaja szybka i doktadna
identyfikacje oraz roznicowanie mikroorganizmow, co uzupetia tradycyjne podejscia
oparte na analizie biatek (Elbehiry i wsp., 2022).

Laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana powierzchnig (SALDI MS) jest zaawansowang
metodg analityczng, ktora stanowi alternatywe dla klasycznej techniki MALDI MS.
W SALDI MS, zamiast tradycyjnej organicznej matrycy, stosuje si¢ nanostruktury, takie
jak nanoczastki metali lub tlenki metali (np. srebra, ztota, TiO2, ZnO). Te nanostruktury
petnig role powierzchni wspomagajacej desorpcje 1 jonizacj¢ analitdéw, pochtaniajac
Swiatto wigzki laserowej i przenoszac jej energi¢ na substancj¢ badang. Dodatkowo chronig
probke przed bezposrednim uderzeniem lasera, zapobiegajac fragmentacji analitu. SALDI-
MS oferuje czystsze tto spektralne w porownaniu do tradycyjnej MALDI-MS, co jest
szczegollnie korzystne przy analizie matych czasteczek (<1000 Da), takich jak metabolity
1 lipidy. Dzigki wysokiej absorpcji UV 1 interakcji miedzy analitami a powierzchnig,
nanomateriaty skutecznie wspomagaja jonizacj¢ i detekcje analitdéw, umozliwiajac bardziej
precyzyjng analize (Yu i wsp., 2021; Wu i wsp., 2024).

W ramach mojego osiagni¢cia naukowego, przedstawionego w publikacjach H1 i H3,
przeprowadzitam kompleksowe badania z wykorzystaniem spektrometrii mas z jonizacja
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laserowg wspomagang powierzchnig i matrycg (SALDI MS, MALDI MS) w analizie
lipidomicznej bakterii. Badania te maja istotne znaczenie dla zrozumienia fizjologii
I patogenezy mikroorganizméw oraz potencjalnego =zastosowania w diagnostyce
mikrobiologicznej. Kluczowym elementem osiagniecia bylo opracowanie przeze mnie
innowacyjnej metody niecelowanej analizy lipidomicznej z wykorzystaniem MALDI MS
i SALDI MS do charakterystyki profili lipidowych bakterii. W tym miejscu nalezy
podkresli¢, ze zastosowanie zwigzkéw lipidowych do charakterystyki mikrobiologicznej
metodami LDI jest innowacyjne.

Przygotowanie probek lipidomicznych do analizy LDI, w tym MALDI i SALDI, jest
stosunkowo nieskomplikowane i efektywne w poréwnaniu do innych metod analitycznych
(Kusano i wsp., 2014; Pati i wsp., 2016). Procedura rozpoczyna si¢ od rozpuszczenia
lipidéw bakteryjnych w chloroformie. Nastepnie niewielka ilos¢ probki (okoto 0,5 pl)
nanosi si¢ na ptytke, dodajac odpowiednig matryce. Kluczowym etapem jest szybkie
odparowanie rozpuszczalnika, najczesciej przy uzyciu cieptego powietrza, co prowadzi do
utworzenia jednorodnych krysztatdbw matrycy i analitu. W przypadku SALDI-MS, zamiast
tradycyjnej organicznej matrycy, stosuje si¢ nanostruktury, takie jak nanoczastki srebra,
ktore ulatwiajg proces desorpcji 1 jonizacji analitow. W LDI, przygotowanie probek do
analizy nie jest takie skomplikowane jak w przypadku LC-MS. LC-MS wymaga
wstepnego rozdziatu chromatograficznego, co wigze si¢ z koniecznos$cig zastosowania
ztozonych procedur ekstrakcji 1 oczyszczania probek. Przyktadowo, ekstrakcja ciecz —
ciato state (ang. solid phase extraction, SPE) jest znacznie bardziej czasochtonna (Ziillig
i wsp., 2019). Istotng zaletg analizy lipidow metodg LDI jest brak koniecznosci
wcezesniejszego rozdziatu chromatograficznego, co znaczgco upraszcza i przyspiesza
proces analityczny. Co wigcej, w przeciwienstwie do innych biomolekut (np. biatek), lipidy
nie wymagaja dodatkowego etapu oczyszczania (Schiller i wsp., 2004). LDI-TOF MS
oferuje wysoka czutos¢ i doktadnos¢, umozliwiajac identyfikacje szerokiego zakresu
lipidéw nawet w bardzo matych ilosciach probki.

Opracowana przeze mnie metoda obejmowata zoptymalizowany protokot ekstrakeji
lipidow bakteryjnych z wykorzystaniem zmodyfikowanej metody Folcha, stosujac
mieszaning chloroform/metanol (2:1, v/v) (Folch i wsp., 1957). Proces ekstrakcji zostat
starannie zoptymalizowany, obejmujac etapy sonikacji, wytrzgsania i wirowania, co
zapewnilo efektywne wyodrgbnienie lipidow z komorek bakteryjnych. W ramach
przeprowadzonych badan w analizie SALDI-TOF MS nanoczastki srebra petnily role
matrycy. Zidentyfikowane lipidy wystepowaty na widmie w postaci adduktow: [M + H]*,
[M + K]*, [M + Na]*, a takze z dwoma izotopami Ag, tj. [M + X"Ag]* i [M + ®Ag]*.
Kationizacji srebra w analizowanych zwiazkach na plytkach z nanoczasteczkami srebra
jest do$¢ powszechnym zjawiskiem (Arendowski i wsp., 2018). Natomiast w MALDI-TOF
MS wykorzystano matryce DHB (kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy) rozpuszczong
w mieszaninie acetonitrylu i 0,1% kwasu trifluorooctowego w wodzie, ktora w trybie
jonizacji dodatniej generuje widma lipidowe w postaci jonéw [M + H]* lub [M + Na]*
(Perry i wsp., 2022). Analiza LDI MS byta przeprowadzana w trybie jonéw dodatnich
w zakresie m/z 80-2000, z zastosowaniem lasera Nd:Y AG o dlugosci fali 355 nm. Napiecie
ekstrakcyjne wynosito 25 kV, a globalny thumik byt ustawiony na 50%. Wszystkie widma
masowe byly kalibrowane przy uzyciu klastra trijodku cezu w MALDI 1 jondéw srebra
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w SALDI. W celu identyfikacji lipidow, wykorzystano komercyjnie dostgpng biblioteke
danych LIPID MAPS oraz przeprowadzono ,r¢cznie” analize fragmentacyjng MS/MS,
kazdego z zarejestrowanego sygnalu lipidowego. Analiz¢ widm fragmentacyjnych
sygnatow lipidowych przeprowadzitam wykorzystujac tryb LIFT (ang. laser ionisation
fragmentation technology). Metoda LIFT MS rézni si¢ od techniki CID (ang. collision-
induced dissociation). W CID fragmentacja czasteczek analitu zachodzi poprzez zderzenia
jondw z czasteczkami gazu obojetnego (np. argonu) w komorze kolizyjnej. Natomiast
LIFT polega na bezkolizyjnej fragmentacji jondw prekursorowych przy uzyciu energii
lasera. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze podczas analizy i identyfikacji zwigzkow
lipidowych w komorkach bakteryjnych "odkryto" nowe, nie zidentyfikowane wczesniej
kombinacje kwaséw tluszczowych, ktore buduja czasteczki lipidow. Lipidy stanowig
bardzo zlozong grupe zwigzkéw, a ich rdéznorodno$é wynika z licznych kombinacji
kwasow tluszczowych, gléw 1 ogondéw lipidowych. Poniewaz lipidy sa tak zr6znicowane,
nie istnieje komercyjnie dostgpna, kompleksowa biblioteka widm lipidowych, ktora
mogtaby obejmowac wszystkie mozliwe warianty tych zwigzkéw. W praktyce oznacza to,
ze identyfikacja lipidow czesto wymaga indywidualnych analiz 1 interpretacji wynikow.
W zwigzku z tym uzyskane widma LDI-TOF MS stanowig "odcisk palca™ (ang.
fingerprint) badanych zwigzkow. Kazde widmo, begdace unikalnym zestawem pikow
masowych, moze by¢ uzywane do identyfikacji i charakterystyki specyficznych lipidow
obecnych w prébkach.

W wyniku zastosowania opracowanej metody SALDI udalo si¢ zidentyfikowaé
w bakteriach kwasu mlekowego (LAB) wyizolowanych z kiszonek, tgcznie 42 czasteczkKi
lipidow w szczepie L. lactis oraz 33 sygnaly nalezace do lipidow dla W. cibaria. Analiza
SALDI wykazata obecno$¢ lipidow nalezacych do wszystkich klas, w tym kwasow
tluszczowych, glicerolipidow, glicerofosfolipidow, sfingolipidow 1  steroidow.
Zidentyfikowano kwasy tluszczowe (ang. fatty acid, FA), ktore sg kluczowymi
sktadnikami bton komorkowych, oraz glicerolipidy, takie jak triacyloglicerole (ang.
triacylglycerols, TAGS) i diacyloglicerole (ang. diacylglycerols, DAGS) , petnigce funkcje
zapasowe 1 energetyczne w  komorkach bakteryjnych. Wsrdd — wykrytych
glicerofosfolipidow znalazty si¢ fosfatydyloglicerole (ang. phosphatidylglycerols, PGs),
fosfatydyloetanolaminy (ang. phosphatidylethanolamines, PEs), fosfatydyloinozytole
(ang. phosphatidylinositols, PIs), fosfatydylocholina (ang. phosphatidylcholine, PC)
i fosfatydyloseryna (ang. phosphatidylserine, PS), kazdy petnigcy specyficzne funkcje w
strukturze 1 dynamice btony bakteryjnej. Analiza wykazata réwniez obecno$¢ ceramidow
i steroli, co podkresla ztozonos¢ lipidowego profilu bakterii LAB [H1]. Natomiast
w przypadku MALDI udalo si¢ zidentyfikowa¢ 108 rdéznych kombinacji kwasow
ttuszczowych budujacych czasteczki lipidowe w 39 szczepach bakteryjnych (np.
E. faecalis, S. aureus, C. striatum, S. simulans, S. dysgalactiae, M. morganii, K. oxytoca,
P. aeruginosa, P. vulgaris) wyizolowanych od o0sob z infekcja stopy cukrzycowej (DFI)
[H3]. Wsérod wykrytych lipidow byly triacyloglicerole, fosfatydyloglicerole,
fosfatydyloetanolaminy, fosfatydyloinozytole, fosfatydylocholina, fosfatydyloseryna oraz
lizofosfolipidy (LPE, LPC) i kardiolipidy (ang. cardiolipin, CLP). Przeprowadzone
badania wykazaty, ze najobficiej] wystepujacymi kwasami thuszczowymi byty: C16:0
(kwas palmitynowy), C16:1 (kwas palmitooleinowy), C18:0 (kwas stearynowy) i C18:3
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(kwas a-linolenowy). Dodatkowo, zidentyfikowano kwasy tluszczowe omega-3 i omega-
6, takie jak 18:2 ®-6 (kwas linolowy), 18:3 ®-3 (kwas a-linolenowy), 20:4 »-6 (kwas
arachidonowy) i C22:6 -3 (kwas dokozaheksaenowy).

Roéznice w sktadzie kwasoéw thuszczowych miedzy tymi grupami bakterii wynikaja z kilku
czynnikow. Po pierwsze, bakterie LAB i DFI zyja w r6znych §rodowiskach, co wptywa na
ich adaptacj¢ metaboliczng. Po drugie, rdznice te moga by¢ zwigzane z funkcjami, jakie
peinig te bakterie - LAB sg zazwyczaj korzystne dla zdrowia, podczas gdy bakterie DFI sa
patogenne. Bakterie LAB, jako organizmy probiotyczne, charakteryzuja si¢ zdolnoscia do
produkcji  kwasu  mlekowego 1 innych metabolitow o  wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, co znajduje odzwierciedlenie w ich profilu lipidowym. Co
wigcej, badania przeprowadzone przez nasz zespot wykazaly, ze dodanie L. paracasei,
moze modulowac¢ profil kwasow tluszczowych w produktach mlecznych, zwigkszajac
stosunek kwasow nienasyconych (ang. unsaturated fatty acids, UFA) do nasyconych (ang.
saturated fatty acids, SFA), co moze prowadzi¢ do produkcji zdrowszych produktow,
takich jak masto o lepszych wlasciwosciach prozdrowotnych (Ztoch i wsp., 2022). LAB
wykazujg szereg korzystnych efektow zdrowotnych, w tym modulacj¢ mikroflory
jelitowej, potencjalne dziatanie przeciwcholesterolowe 1 przeciwotytosciowe, oraz
zdolnos¢ do syntezy krotkotancuchowych kwasow tluszczowych (ang. short chain fatty
acids, SCFA). Z kolei bakterie DFI, bedace patogenami, wyksztatcity specyficzne
struktury lipidowe umozliwiajgce im przetrwanie w trudnych warunkach $rodowiska
gospodarza i unikanie jego mechanizméw obronnych (Ztoch i wsp., 2023). Ponadto,
roznice w sktadzie kwasow tluszczowych moga wplywaé na interakcje tych bakterii
Z uktadem odpornosciowym cztowieka - lipidy bakterii LAB moga stymulowac¢ korzystne
odpowiedzi immunologiczne, podczas gdy lipidy bakterii DFI czgsto przyczyniaja si¢ do
rozwoju stanu zapalnego i patogenezy infekcji. Patogenne bakterie wyksztatcity
skomplikowane mechanizmy umozliwiajagce im manipulowanie lipidami komorkowymi
gospodarza w celu utatwienia inwazji, replikacji 1 unikania odpowiedzi immunologicznej
(D’Avila 1 wsp., 2024). Lipidy, szczegdlnie te wchodzace w sktad hydrofobowego
metabolomu, stanowig atrakcyjne cele dla patogenow, ktore wykorzystuja je do
modulowania procesow komoérkowych gospodarza. Manipulacja metabolizmem lipidow
przez patogeny zwigksza ich zdolno$¢ do przezycia i rozmnazania si¢ w organizmie
gospodarza, co podkresla znaczenie badan lipidomicznych w zrozumieniu patogenezy
infekcji (van der Meer-Janssen i wsp., 2010). Przeprowadzone badania wykazaty rowniez
znaczng zmienno$¢ fenotypowa w obrebie poszczegdlnych szczepdéw bakterii. Na
przyktad, w przypadku szczepu E. coli wyizolowanego od dwoch réznych pacjentow ze
schorzeniem DFI, zidentyfikowano dwa rozne potencjalne biomarkery lipidowe: TAG
20:2_20:2_21:2 i PG 16:0_15:0. Podobnie, szczep C. striatum wyizolowany od dwoch
pacjentow wykazywat roznice w sktadzie kwaséw tluszczowych glownie w klasie
kardiolipin:.  CLP  16:0 18:1 16:1 17:.0, CLP 16:1 18:1 17:0 18:0, CLP
16:1_18:1 18:0_18:0, CLP 22:0_22:0_22:0 21:1 (DFI-2) i CLP 18:0_18:0_18:0_18:0,
CLP 18:1_19:1 18:1 19:1, CLP 18:1 19:1 18:1 19:0, CLP 20:1_21:0_21:0_21:0 (DFI-
5). W przypadku bakterii P. vulgaris (DFI-5) zidentyfikowano unikalne czasteczki
lipidowe, takie jak: PE 12:0_12:0, PE 16:1_16:1, PG 16:1_15:0, ktére moga potencjalnie
stuzy¢ jako biomarkery DFI zwigzanej z tym konkretnym patogenem. Ta zmiennos¢
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fenotypowa jest wynikiem wysokiej plastycznosci bakterii i ich zdolnosci do adaptacji do
r6znych warunkoéw $rodowiskowych. Czynniki takie jak temperatura, cis$nienie, pH
I dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych moga wptywac¢ na sktad lipidow blonowych
bakterii. Co zostato udowodnione w badaniach przeprowadzonych ramach pracy zwigzanej
charakterystyka bakterii LAB wyizolowanych z serwatki (Walczak-Skierska i wsp., 2022).
Réznorodnos¢ lipidow bakteryjnych jest imponujaca. W badaniach zidentyfikowano
szeroki zakres klas lipidow, w tym fosfolipidy (PG, PE, PI, PC), triacyloglicerole
i ceramidy. Na przyktad, fosfatydyloetanolamina odgrywa rol¢ w architekturze btony
I mobilnosci bakterii, a fosfatydylocholina jest kluczowa dla interakcji symbiotycznych
I odpornosci na metale cigzkie.

W ramach moich badan nad identyfikacjg i porownaniem bakterii Gram-dodatnich i Gram-
uyjemnych, dokonatam szczegétowej analizy lipidomu tych mikroorganizméw.
W przeprowadzonych badaniach zaobserwowatam, ze bakterie Gram-ujemne zawierajg
znacznie wigcej fosfatydyloetanolaminy w poréwnaniu do bakterii Gram-dodatnich. Na
przyktad, w E. coli (bakteria Gram-ujemna) PE stanowito 48% sktadu btony, podczas gdy
w S. aureus (bakteria Gram-dodatnia) PE w ogole nie wystepowato. Z kolei bakterie Gram-
dodatnie charakteryzowatly si¢ wigckszg zawartoscig fosfatydyloglicerolu i kardiolipiny.
W S. aureus PG stanowito 45% sktadu btony, a CLP 23%, podczas gdy w E. coli PG
stanowito tylko 4%, a CLP 28%. Sciana komoérkowa bakterii Gram-dodatnich jest gruba
i sktada si¢ gtdéwnie z peptydoglikanu (mureiny) potaczonego z kwasem tejchojowym lub
polimerem glicerolu, ktory jest sktadnikiem fosfatydyloglicerolu. Mureina moze réwniez
taczy¢ si¢ z biatkami, tworzac wielowarstwowg strukture. W przeciwienstwie do tego,
bakterie Gram-ujemne posiadajg ciensza warstwe peptydoglikanu, ale majg dodatkowa
zewngtrzng btone komorkowa. Ta zewnetrzna blona sktada si¢ z biatek i lipopolisacharydu
(LPS). LPS skfada si¢ z lipidu A, czg$ci rdzeniowej 1 tancucha polisacharydowego
(nazywanego antygenem O). Lipid A zawiera rdzen cukrowy sktadajacy si¢ z dwoch
czasteczek glukozaminy. Do jednego konca tego disacharydu przylgczona jest arabinoza,
a do drugiego reszty fosforanowe i etanoloamina (ktéra jest czeScig
fosfatydyloetanolaminy). Nowym odkryciem w badaniach lipidomicznych jest
stwierdzenie, ze roznice w skladzie lipidow, zwlaszcza fosfatydyloetanoloamin, moga
stuzy¢ jako potencjalne biomarkery do identyfikacji rodzaju Gram bakterii obecnych w
probee [H3].

W celu identyfikacji potencjalnych biomarkeréw lipidowych specyficznych dla
poszczegdlnych  gatunkéw  bakterii, przeprowadzitam wielowymiarowa analize
statystyczng uzyskanych danych. Wykorzystujac wykresy pudetkowe, wykazatam
statystycznie istotne roznice miedzy bakteriami Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi.
Zgodnie z oczekiwaniami, bakterie Gram-ujemne charakteryzowaly si¢ znacznie wyzsza
zawartoscig kilku gatunkéw PE. Czasteczki PE 16:1 17:0 1 PE p18:1 _20:1 okazaty si¢
najbardziej unikalnymi gatunkami lipidéw rdznicujacymi te dwie grupy bakterii, co
pozwala uzna¢ je za molekularne wskazniki charakterystyczne dla bakterii Gram-
ujemnych. Z kolei czasteczka TAG 18:0 20:1 20:2 wykazala znacznie wigksze
odpowiedzi dla bakterii Gram-dodatnich (Rys. 2).
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Rys. 2. Wykresy pudetkowe przedstawiajace statystycznie istotne zmiany intensywnosci lipidow
dla Dbakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. PG — fosfatydyloglicerole, PE -
fosfatydyloetanoloamina, TAG — trojglicerydy.

Stosujac metod¢ Benjamini-Hochberga do korekcji wielokrotnych poréwnan, udato si¢
przeprowadzi¢ statystyczne pordOwnanie sktadu lipidow, biorac pod uwage pojedynczy
gatunek szczepu bakteryjnego, w poréwnaniu do wszystkich pozostatych. W prébkach
z zakazeniami stopy cukrzycowej najczg¢scie] wykrywanymi gatunkami bakterii byty:
E. faecalis (10 probek, 25,6%), S. aureus (7 probek, 17,9%), E. coli (3 probki, 7,7%),
C. striatum (3 probki, 7,7%) oraz P. mirabilis (3 probki, 7,7%). Przeprowadzona analiza
statystyczna ujawnita, ze gatunki E. coli charakteryzowaly si¢ gltownie wickszym
stezeniem kilku wariantow czasteczek PE, a takze wyrazng obecnoscia TAG
20:2 20:2 21:2 i PG 16:0_15:0. Inna bakteria Gram-ujemna, P. mirabilis, rowniez
wykazywala podwyzszone poziomy pochodnej PE (PE 18:3 20:4); dodatkowo w ich
sktadzie lipidowym réznicowato si¢ CLP 16:1 16:1 16:1 16:1. Szczepy S. aureus
wyroznialy si¢ zwiekszonymi poziomami PG; natomiast E. faecalis wykazywaty znacznie
zwiekszone stezenia wariantow TAG w sktadzie lipidowym. W koncu, sktad lipidowy C.
striatum byt gtdéwnie oznaczony obecnoscig unikalnych gatunkéw CLP. Ponadto dla tych
bakterii inne zrdéznicowane lipidy obejmowaly podwyzszone pochodne TAG (TAG
16:0 19:1 20:1 — obecne wyltgcznie w tych gatunkach — oraz TAG 20:2_20:2 21:1),
a takze PG 18:0_19:0.

Wykorzystanie wysokorozdzielczego spektrometru TOF oraz techniki MS/MS umozliwito
mi doktadng identyfikacje lipidow komodrkowych bakterii, w tym okreslenie dlugosci
podstawnikow acylowych, liczby wigzan podwdjnych oraz identyfikacj¢ polarnej ,,glowy"
fosfolipidowej (poprzez znajomos$¢ charakterystycznych fragmentow pochodzacych od
konkretnych klas lipidow). Na podstawie tych badan stworzylam biblioteke widm
referencyjnych bakterii, co stanowi istotne osiggni¢cie naukowe. Zgromadzitam
kompleksowe dane o profilach lipidowych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych,
wykazujacych wilasciwosci probiotyczne 1 patogeniczne, w tym szczepdéw dotychczas
niescharakteryzowanych pod katem lipidomicznym. Zidentyfikowatam charakterystyczne
markery lipidowe dla poszczegolnych gatunkéw bakterii, co moze znalez¢ zastosowanie
w ich szybkiej identyfikacji oraz umozliwi¢ selekcje potencjalnych biomarkerow
specyficznych dla mikroorganizméw w bezposredniej detekcji w probkach klinicznych czy
w réznicowaniu na poziomie podgatunku. Dodatkowo, moje podejscie do wykorzystania
techniki MALDI w budowaniu baz danych lipidowych jest zgodne z aktualnymi trendami
naukowymi i moze przyczynic si¢ do dalszego rozwoju lipidomiki. Opracowane biblioteki
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referencyjne stanowig cenne zrddlo informacji, ktéore moga by¢ wykorzystane do
identyfikacji gatunkow oraz roznicowania szczepow w kontekscie badan klinicznych.

Metabolomika to zaawansowana dziedzina biologii systemowej, koncentrujaca si¢ na
kompleksowym badaniu metabolitow obecnych w organizmach zywych. Profil
metaboliczny moze ulega¢ zmianom w zalezno$ci od kondycji fizjologicznej, etapu
rozwojowego lub wystepowania nieprawidtlowosci w funkcjonowaniu struktur
biologicznych - od pojedynczych komorek po cate organizmy (Yang i wsp., 2019; Smith
i wsp., 2018). Badania w dziedzinie metabolomiki umozliwiaja oceng sktadu probek
biologicznych zarowno pod wzgledem jakosciowym, jak i ilo§ciowym, pozwalajac na
odkrywanie powigzan miedzy charakterystyka metaboliczng a konkretnymi stanami
zdrowotnymi  lub  chorobowymi.  Metabolom obejmuje  szerokie  spektrum
niskoczgsteczkowych zwigzkow, ktorych masa czasteczkowa zwykle miesci sie
w przedziale od 80 do 1500 daltonéw. Ta réznorodna grupa zawiera m.in. cukry, thuszcze,
aminokwasy, krotkie peptydy, sktadniki mineralne, aminy biogenne, nukleotydy, kwasy
organiczne, witaminy oraz hormony (Qiu i wsp., 2023).

W kontekscie badan nad $§wiatem roslin, na szczegdlng uwage zastuguja flawonoidy -
grupa wtornych metabolitéw powszechnie wystepujacych w roslinach jadalnych, takich
jak warzywa, owoce, zboza czy herbata. Te zwigzki petnig kluczowe funkcje w licznych
procesach biologicznych roslin oraz w ich reakcjach na bodzce srodowiskowe. Flawonoidy
wpltywaja na procesy wzrostu 1 rozwoju ro$lin, a takze zwigkszaja ich odporno$¢ na
roznorodne czynniki stresowe, zarowno biotyczne, jak i1 abiotyczne. Co wigcej, flawonoidy
wykazujg potencjalne korzysci zdrowotne dla ludzi, w tym dziatanie antyoksydacyjne,
przeciwnowotworowe, regulujace poziom cholesterolu oraz antybakteryjne (Zhuang
i wsp., 2023). Te wiasciwosci czynig je obiektem intensywnych badan w konteksScie
profilaktyki i terapii r6znych schorzen.

W ramach mojego osiggni¢gcia naukowego, opracowatam celowang analizg
metabolomiczng, ktorg szczegétowo opisatam w publikacjach H1, H2 i H4. W badaniach
tych zastosowalam wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa sprzezong z tandemowa
spektrometriag mas (HPLC/MS-MS) do identyfikacji i1 kwantyfikacji zwigzkow
niskoczgsteczkowych (witamin, laktozy i kwasu mlekowego) oraz metabolitow wtérnych
w roslinach (flawonoidy i kwasy polifenolowe). Analiza celowana koncentrowata si¢ na
identyfikacji okreslonych metabolitow o znanym znaczeniu biologicznym. W opracowanej
przeze mnie metodzie, HPLC stuzy do wstepnego rozdziatu zwiazkéw w probcee, po czym
rozdzielone anality sa wprowadzane do spektrometru mas, ktorym jest najczesciej potrojny
kwadrupol (ang. triple quadrupole, QQQ). Zastosowatam jonizacje metoda
elektrorozpylania (ESI), ktora jest fagodna technika pozwalajaca na analize nietrwalych
zwigzkow bez ich fragmentacji, szczegdlnie skuteczng dla polarnych czasteczek takich jak
flawonoidy i kwasy fenolowe. W analizie celowanej kluczowym trybem pracy jest
monitorowanie reakcji wielokrotnych (ang. multiple reaction monitoring, MRM) oraz
monitorowania wybranych jonow (ang. selected ion monitoring, SIM). W tym trybie
pierwszy kwadrupol (Q1) wybiera jon macierzysty (ang. precursor ion) o okreslonym
stosunku masy do tadunku (m/z), drugi kwadrupol (Q2) stuzy jako komora kolizji, gdzie
zachodzi fragmentacja jonu macierzystego, a trzeci kwadrupol (Q3) monitoruje

str. 15



Zatacznik 3a| Dr Justyna Walczak-Skierska
Autoreferat

specyficzne jony potomne (ang. product ion). Ta technika zapewnia wysoka czutosé
I selektywno$¢, umozliwiajac precyzyjng identyfikacje i kwantyfikacje zwiazkow
bioaktywnych nawet w zlozonych matrycach biologicznych. Optymalizacja parametréw
fragmentacji w komorze Kkolizji, zachodzi poprzez dysocjacje jonéw indukowanych
z czasteczkami gazu obojetnego, zwanych jako dysocjacja indukowana zderzeniami (ang.
collision-induced dissociation, CID) ma kluczowe znaczenie w analizie zwigzkow
niskoczasteczkowych. Energia kolizji jest dobierana indywidualnie dla kazdego zwigzku,
aby uzyskac charakterystyczne i powtarzalne widma fragmentacyjne. Dla flawonoidéw
typowe przejscia MRM obejmuja utrate czasteczek cukréw lub charakterystyczne
fragmenty aglikonu (Yan i wsp., 2014). Identyfikacj¢ zwiazkow opartam na specyficznych
przejsciach prekursor/produkt (tranzycjach) dla kazdego metabolitu, w potaczeniu ze
znanym czasem retencji chromatograficznej (Roberts i wsp., 2012). Kwantyfikacje
przeprowadzitam poprzez porOwnanie intensywnosci sygnalu analitu z sygnalem
wewnetrznego standardu o znanym stezeniu.

W publikacji H1 opracowatam celowang analiz¢ metabolomiczng z wykorzystaniem
HPLC/MS-MS do identyfikacji i kwantyfikacji witamin z grupy B, laktozy i kwasu
mlekowego okreslajgc zdolnos¢ szczepdéw bakteryjnych LAB do syntezy tych zwigzkow.
Badania te miaty na celu kompleksowg charakterystyke profilu metabolicznego wybranych
szczepow LAB (Lactococcus lactis i Weissella cibaria) wyizolowanych z fermentowanych
burakow, pod katem ich potencjalnego zastosowania jako kultury startowe w przemysle
mleczarskim. Wybor witamin B (B2 - ryboflawiny, B3 - niacyny, B9 - kwasu foliowego),
laktozy 1 kwasu mlekowego do analizy byl podyktowany kilkoma istotnymi czynnikami.
Witaminy z grupy B s3a kluczowe dla utrzymania homeostazy organizmu i odgrywaja
glowng role w procesach metabolicznych, takich jak produkcja energii i tworzenie
czerwonych krwinek. Sg one tatwo usuwane lub niszczone podczas przetwarzania
zywnosci, dlatego wykorzystanie bakterii do ich biosyntezy in situ stanowi dodatkowa
korzys$¢ dla konsumentow (Hanna i wsp., 2022). Rosnacy popyt na produkty zawierajgce
sktadniki funkcjonalne o korzysciach zdrowotnych sktania do poszukiwania szczepow
LAB zdolnych do wytwarzania lub zwigkszania zawartosci tych korzystnych zwigzkow
w zywnosci. Kwas mlekowy, jako substancja o wilasciwosciach konserwujacych, jest
istotnym produktem metabolizmu bakterii LAB, wptywajacym na jako$¢ i trwatosé
produktow fermentowanych (Santacroce i wsp., 2019). Laktoza, jako gtéwny cukier mleka,
jest kluczowym substratem dla bakterii LAB w produktach mlecznych, a jej metabolizm
wplywa na wlasciwosci organoleptyczne 1 funkcjonalne produktéw. Wzbogacenie
produktow mlecznych, takich jak sery, w witaminy z grupy B poprzez biosynteze
mikroorganizmdéw stanowi innowacyjne podejscie, nieobecne dotychczas na rynku, co
moze znaczgco zwigkszy¢ warto$é odzywcza produktow (LeBlanc i wsp., 2011).

W pierwszym etapie badan opracowalam i zoptymalizowalam metod¢ HPLC/MS-MS
umozliwiajaca jednoczesng analize witamin B2, B3, B9, laktozy oraz kwasu mlekowego.
Kluczowym elementem bylo dobranie odpowiednich warunkéw chromatograficznych
i parametréw detekcji MS/MS dla kazdego z badanych zwiazkéw. Opracowana metoda
umozliwita jednoczesng analize iloSciowa witamin B2, B3, B9, laktozy i1 kwasu
mlekowego w probkach bakteryjnych z wysoka czutoscig i selektywnoscia. Opracowane
metoda ma kluczowe znaczenie dla funkcjonalizacji 1 wdrozen m.in. w przemysle
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spozywczym. Umozliwia ona precyzyjng kontrole jakosci produktéw, optymalizacje
procesow fermentacyjnych oraz rozwo6j nowych funkcjonalnych produktow mleczarskich
o zwigkszonej zawarto$ci witamin. Ponadto, wspiera badania nad kulturami starterowymi,
pozwalajac na doktadng charakterystyke metaboliczng réznych szczepow bakterii kwasu
mlekowego, co jest niezbedne przy wyborze odpowiednich kultur dla konkretnych
zastosowan w przemysle. Wysoka czulo$¢ i selektywno$¢ metody przyczynia si¢ rowniez
do zapewnienia bezpieczenstwa zywnos$ci poprzez umozliwienie wykrycia ewentualnych
nieprawidtowosci w procesie produkcji lub przechowywania (Granato i wsp., 2020).

W kolejnym etapie badan opracowana metoda zostala wykorzystana do analizy profili
metabolicznych szczepow L. lactis i W. cibaria hodowanych w réznych warunkach.
Badatam wptyw temperatury (20°C 1 30°C) oraz sktadu podtoza (MRS, TSB, M17,
LAPTg) na produkcje witamin, laktozy 1 kwasu mlekowego. Wyniki badan wykazaty
istotne réznice w profilach metabolicznych migdzy badanymi szczepami. L. lactis
charakteryzowal si¢ wyzsza zdolnoscig do syntezy witamin B2 1 B3, podczas gdy
W. cibaria produkowata wiecej kwasu mlekowego. Jest to zwigzane z rdznicami
w Sciezkach metabolicznych tych bakterii oraz heterofermentacyjnym metabolizmem
L. lactis, ktory obejmuje produkcje dodatkowych metabolitow, takich jak etanol i COa.
Ponadto, zaobserwowalam, ze temperatura 30°C sprzyjala wyzszej produkcji witamin
i kwasu mlekowego w poréwnaniu do 20°C. Wyzsza temperatura sprzyjala
intensywniejszemu metabolizmowi bakterii, co prowadzito do zwigkszonej syntezy
metabolitow. Podloze MRS okazalo si¢ najbardziej korzystne dla produkcji analizowanych
zwiazkow przez oba szczepy. MRS zawiera bogaty zestaw sktadnikow odzywczych, takich
jak pepton, ekstrakt drozdzowy 1 glukoza, ktére wspierajg wzrost i metabolizm bakterii
LAB (Leroy i De Vuyst, 2001). W poréwnaniu do innych podtozy, MRS zapewnia
optymalne warunki do syntezy witamin i kwasu mlekowego, co przektada si¢ na wyzsza
wydajno$¢ produkcji tych metabolitow. Analiza zmian st¢zenia laktozy w czasie hodowli
wykazata jej stopniowy spadek, ktory korelowal ze wzrostem produkeji kwasu
mlekowego. Obserwacja ta potwierdza zdolno$¢ badanych szczepow do efektywnej
fermentacji laktozy.

W publikacji H4 skoncentrowatam si¢ na badaniu wptywu kadmu (Cd) i krzemu (Si) na
profil polifenoli i flawonoidow w grochu (Pisum sativum L.) uprawianym w warunkach
hydroponicznych. Przeprowadzitam kompleksowg analize metabolomiczng r6znych czesci
morfologicznych grochu, obejmujaca pedy, korzenie i straki. Rosliny poddatam r6znym
warunkom suplementacji krzemem (1 mM i 2 mM Si) oraz ekspozycji na kadm (50 uM
Cd, 1 mM Si150 uM Cd, oraz 2 mM Si i1 50 uM Cd). Ekstrakty z grochu uzyskano przy
uzyciu trzech roznych metod ekstrakcji: przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem (ang.
accelerated solvent extraction, ASE), ekstrakcji ptynem nadkrytycznym (ang. supercritical
fluid extraction, SFE) i tradycyjnej maceracji (ang. maceration, MAC). Ekstrakcje
przeprowadzono dla trzech upraw grochu w roéznych warunkach pH (4.0, 5.0 1 6.0).
Wykorzystujac  celowane  podejScie  profilowania  metabolitow  HPLC/MS,
zidentyfikowalam 15 metabolitow, w tym 9 flawonoidéw i1 6 kwaséw fenolowych. Do
analizy chromatograficznej wykorzystatam kolumng Kinetex F5, ktorej mechanizm
separacji opiera si¢ na kombinacji oddziatywan hydrofobowych, polarnych i n-rt, co czyni
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ja szczegoblnie skuteczng w rozdzielaniu zwigzkow aromatycznych, takich jak flawonoidy
i kwasy fenolowe. Kluczowym elementem analizy byla technika monitorowania reakcji
wielokrotnych (MRM), zapewniajaca wysoka czuto$¢ 1 selektywnos¢é. Do jonizacji
flawonoidow zastosowatam elektrorozpylanie (ESI), ktore jest tagodna technika jonizacji
pozwalajaca na analize nietrwatych zwigzkow bez ich nadmiernej fragmentacji.
Flawonoidy zazwyczaj jonizowaly w trybie ujemnym, tworzac jony [M-H], choé
w niektorych przypadkach obserwowatam rowniez jonizacje w trybie dodatnim [M+H]".
Typowe przejscia MRM dla flawonoidéw obejmowaly utrate czasteczek cukrow (np. -162
Da dla heksozy), charakterystyczne fragmenty aglikonu (np. -15 Da dla grupy metylowej)
oraz rozpad pierécienia C (np. -152 Da dla fragmentu RDA) (Cuyckens i Claeys, 2004).

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowatam, ze najwyzsza liczbe zwigzkow
bioaktywnych mozna zidentyfikowac przy pH 5 1 6, podczas gdy najmniejsza przy pH 4.
W korzeniu grochu zidentyfikowatam obecno$¢ 14 zwigzkéw bioaktywnych, w tym
9 flawonoidow i 5 kwaséw fenolowych. Zaobserwowatam, ze suplementacja krzemem
miata znaczacy wptyw na zawarto$¢ specyficznych zwigzkow bioaktywnych, powodujac
zmniejszenie poziomu niektorych zwigzkow (np. flawonu, kwasu ferulowego)
I zwigkszenie innych (np. kwasu chlorogenowego, hesperydyny). W pedzie grochu
zidentyfikowatam rowniez 14 zwigzkow bioaktywnych. Badania wykazaly, ze
suplementacja krzemem zwigkszyta stezenie wielu z tych zwigzkow, ale miata hamujacy
wplyw na zawarto$¢ kwasu salicylowego. Istotnym wynikiem moich badan byto
wykazanie, ze ekspozycja na kadm znaczgco wplywa na profil metaboliczny grochu,
zmieniajagc zawarto$¢ poszczegdlnych polifenoli 1 flawonoidow. Co wazne,
zaobserwowalam, ze suplementacja krzemem tagodzi negatywne skutki kadmu,
wplywajac na akumulacje i dystrybucje zwigzkéw bioaktywnych w roslinach. WyniKi
analizy metabolomicznej przyczynilty si¢ do identyfikacji znacznej akumulacji
metabolitow odgrywajacych kluczowa role we wzroscie, utrzymaniu i rozwoju roslin
W  niekorzystnych warunkach stresu abiotycznego. Zidentyfikowatam flawon,
hesperydyne, kwas chlorogenowy, kwas ferulowy 1 kwercetyng jako metabolity, ktorych
stezenie wzrasta w odpowiedzi na Si, przyczyniajac si¢ do lagodzenia negatywnego
wpltywu stresorOw abiotycznych na rosliny. Badania wykazaty, ze obecnos¢ i ilos¢
zidentyfikowanych zwigzkow bioaktywnych roznita si¢ miedzy roznymi cze$ciami rosliny,
zarbwno w grupie suplementowanej krzemem, jak 1 w grupie kontrolnej. Roznice te
wynikaja glownie z procesdw metabolizmu wtornego, akumulacji wegla podczas
fotosyntezy, metabolizmu fenyloalaniny i aminokwaséw. W korzeniach zaobserwowano,
ze roznice metabolomiczne s wynikiem metabolizmu puryn, aminokwasow 1 biosyntezy
metabolitow wtdrnych. Badania metabolomiczne pozwolity lepiej zrozumie¢, jak rézne
czeg$ci rosliny reaguja na suplementacje Si, co wptywa na rodzaj i ilo$¢ obecnych w nich
zwigzkow bioaktywnych, odgrywajacych istotng role w funkcjonowaniu rosliny i jej
zdolnos$ci do adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych. Wyniki tych
badan moga mie¢ zastosowanie w przemysle rolniczym. Formulacja ukierunkowanych
strategii optymalizacji suplementacji Si moze przyczyni¢ si¢ do zrownowazonych praktyk
rolniczych, minimalizujac akumulacje metali ciezkich w uprawach i1 poprawiajac jakosc¢
plondéw. Zrozumienie mechanizméw, poprzez ktore krzem wptywa na produkcje zwigzkow
bioaktywnych, jest kluczowe dla zapewnienia bezpieczenstwa i jako$ci systemow
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produkcji zywnosci. Dalsze badania w tym kierunku powinny stanowi¢ podstawe dla
przysztych innowacji w rolnictwie, majacych na celu zwickszenie wydajnosci upraw przy
jednoczesnym zachowaniu wysokiej jako$ci i bezpieczenstwa zywnosci.

W publikacji H4 przeprowadzitam réwniez poréwnanie efektywnosci roznych metod
ekstrakcji zwigzkow bioaktywnych z materialu roslinnego, w tym przyspieszonej
ekstrakcji rozpuszczalnikiem (ASE), ekstrakcji ptynem nadkrytycznym (SFE) i tradycyjnej
maceracji. Badania przeprowadzitam na roéznych czgéciach morfologicznych grochu
(Pisum sativum L..), poddanych suplementacji krzemem (Si) oraz ekspozycji na kadm (Cd).
Ekstrakcje wykonano w trzech réznych warunkach pH (4.0, 5.0 i 6.0), co pozwolito na
kompleksowe profilowanie metabolomiczne grochu.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze wybdr metody ekstrakcji ma kluczowe
znaczenie dla jakosciowego 1 ilosciowego sktadu izolowanych zwigzkéw fenolowych.
Tradycyjna maceracja, polegajaca na moczeniu probek w 96% metanolu przez 24 godziny
w ciemnosci 1 temperaturze pokojowej, okazata si¢ najmniej efektywna sposrod badanych
metod. Wykazala ona najnizszg zawartos¢ zwigzkow bioaktywnych zarowno przy pH 5,
jak 1 6, szczego6lnie w przypadku kwasu chlorogenowego. Niska efektywnos$¢ procesu
maceracji wynika z réznych czynnikow, takich jak sktad chemiczny ekstrahowanych
zwiazkow fenolowych, liczba i pozycja grup hydroksylowych, wielko$¢ czasteczek oraz
interakcje z innymi sktadnikami zywnos$ci. Ponadto, proces maceracji jest czasochlonny
I wymaga znacznego naktadu pracy, a uzycie duzej ilosci rozpuszczalnikow organicznych
moze by¢ toksyczne 1 moze pozostawia¢ sladowe ilosci w ekstraktach.

W pordéwnaniu do maceracji, ekstrakcja ptynem nadkrytycznym (SFE) wykazata znacznie
lepsze rezultaty dla kwasu chlorogenowego 1 kwasu salicylowego. Metoda ta pozwolita na
uzyskanie wyzszych stezen tych zwigzkow w poréwnaniu do maceracji. Efektywnos¢ SFE
wynika z unikalnych wtasciwosci ptyndéw nadkrytycznych, ktore tacza cechy gazow
I cieczy, umozliwiajgc lepsza penetracj¢ materialu roslinnego i efektywniejsze
rozpuszczanie zwigzkow bioaktywnych.

Interesujace  wyniki  uzyskalam réwniez stosujgc  przyspieszong  ekstrakcje
rozpuszczalnikiem (ASE). Metoda ta okazata si¢ szczegélnie skuteczna w ekstrakcji
flawonoidow, zwtaszcza w przypadku roslin uprawianych przy pH 5 i poddanych dziataniu
kadmu oraz suplementacji krzemem, jak roéwniez polifenoli, szczegdlnie tych o wyzszej
polarnosci. ASE charakteryzuje si¢ wysoka efektywno$cia dzigki zastosowaniu
podwyzszonej temperatury 1 ci$nienia, co zwigksza rozpuszczalno$¢ zwiazkoéw
bioaktywnych i przyspiesza proces ekstrakcji. Ponadto, ASE jest mniej czasochtonna
I wymaga mniejszej ilo$ci rozpuszczalnikow w porownaniu do tradycyjnych metod.

W publikacji H2 rozszerzytam badania o ocen¢ wplywu enzymatycznej hydrolizy na
efektywnos$¢ ekstrakcji zwigzkow bioaktywnych z materiatu roslinnego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem Medicago sativa (lucerny). Ekstrakcja enzymatyczna (ang. enzyme-
assisted extraction, EAE), ktora zastosowano, jest zaawansowang technikg majaca na celu
zwigkszenie efektywnosci pozyskiwania zwigzkéw bioaktywnych z materiatu roslinnego.
Metoda ta wykorzystuje enzymy do hydrolizy poszczegdlnych sktadnikow $cian
komérkowych roslin, co prowadzi do poprawy wydajnosci ekstrakcji. Sciany komérkowe
ro$lin maja ztozong strukture sktadajaca si¢ z wielu roznych polimerdéw, takich jak
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celuloza, pektyny i biatka. Zastosowanie enzymoéw powoduje zmiany w tych
komponentach, co wplywa na porowatos$¢ sciany komorkowej oraz rodzaj i ilo$¢ grup
funkcyjnych, ktore mogg wchodzi¢ w interakcje z analitami i rozpuszczalnikami (Nadar
I wsp., 2018).

Kluczowym elementem przeprowadzonego badania bylo pordwnanie skutecznosci
wybranych enzymdw i preparatow enzymatycznych w ekstrakcji zwigzkow bioaktywnych
z lucerny. Zastosowano rozne enzymy, w tym pektynaze, celulaze, Viscozyme L, proteaze
I kemzym, aby oceni¢ ich wptyw na wydajno$¢ ekstrakcji fenolokwasow i flawonoidow.
Wykorzystujac technik¢ HPLC/MS-MS, przeprowadzitam szczegdtowa analize ilo§ciowa
1 jakosciowa ekstraktow. Wyniki moich badan wykazaty, ze enzymatyczna hydroliza
znaczgco zwigksza wydajnos$¢ ekstrakcji zwigzkéw bioaktywnych. Dla wszystkich
zastosowanych enzymow poziom zwigzkoéw bioaktywnych byt wyzszy niz w ekstrakcie
kontrolnym. Najskuteczniejszym enzymem okazata si¢ pektynaza, ktora pozwolila na
ponad trzykrotne zwigkszenie sumarycznej zawartosci kwasow  fenolowych
i flawonoidow. Zaobserwowano, ze ekstrakty lucerny uzyskane po obrobce pektynaza
bytly bogate w apigening, kwas salicylowy 1 ferulowy - zwigzki szczegolnie wazne dla
przemystu farmaceutycznego 1 kosmetycznego. Ponadto, zaobserwowano znaczace
zmiany w profilu metabolicznym ekstraktéw przed i1 po hydrolizie enzymatyczne;.
Udowodnitam, ze proces ten prowadzi do uwalniania zwigzkow zwigzanych z matryca
roslinng, w tym form rozpuszczalnych fenolokwasow 1 flawonoidow z ich form
nierozpuszczalnych. Na przyktad, poziom rozpuszczalnej formy kwercetyny wzrost z 24,1
mg/100 g suchej masy do 312,8 mg/100 g suchej masy, podczas gdy poziom formy
zwigzanej nierozpuszczalne] spadl ponizej granicy wykrywalnosci. Przeprowadzone
badania przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia mechanizméw uwalniania zwigzkow
bioaktywnych z matrycy roslinnej pod wplywem obrobki enzymatycznej. Wykazatam, ze
enzymatyczna hydroliza nie tylko zwigksza wydajnos¢ ekstrakcji, ale takze prowadzi do
zmian jako$ciowych w profilu metabolicznym, uwalniajgc zwigzki wczesniej niedostepne
w formie rozpuszczalnej.

W ramach mojego osiggniecia naukowego, przedstawionego w publikacjach H5 i H6,
przeprowadzitam kompleksowe badania nad optymalizacja warunkoéw separacji
chromatograficznej (HPLC-DAD) dla analizy bialek oraz zoptymalizowatam metode
chromatografii gazowej potaczonej ze spektrometriag mas (GC-MS) do kompleksowej
analizy profilu kwaséw tluszczowych w produktach mlecznych. Wysokosprawna
chromatografia cieczowa z detektorem diodowym (HPLC-DAD) jest technikg analityczna,
ktéra zastosowalam do rozdzielania, identyfikacji 1 ilo§ciowego oznaczania zwigzkoéw
chemicznych w ztozonych mieszaninach. W przypadku celowanej analizy
metabolomicznej, metoda ta pozwolita mi na selektywne wykrywanie 1 kwantyfikacje
okreslonych metabolitéw lub grup zwigzkéw bioaktywnych. Biatka sg kluczowymi
skfadnikami odzywczymi i funkcjonalnymi w ZywnoS$ci, szczegdlnie w produktach
mlecznych. W mleku krowim gtowne frakcje biatkowe to kazeiny (asl-, as2-, B- 1 k-
kazeina) oraz biatka serwatkowe (pB-laktoglobulina, o-laktoalbumina). Biatka s3
kluczowymi sktadnikami odzywczymi i1 funkcjonalnymi w ZywnoS$ci, szczegélnie
w produktach mlecznych (Micinski i wsp., 2013). Biatka mleka pelnig roznorodne funkcje
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biologiczne, w tym wspomaganie uktadu odporno$ciowego, dzialanie przeciwbakteryjne
oraz regulacje procesow fizjologicznych (Rizzoli, 2022). Analiza profilu biatkowego
mleka jest istotna dla oceny jego jako$ci, warto$ci odzywczej oraz monitorowania zmian
zachodzacych podczas przetwarzania i przechowywania. Kwasy tluszczowe w mleku
petnig kluczowe role zarowno pod wzgledem zywieniowym, jak i funkcjonalnym. Sg one
glownym zrédlem energii, wplywaja na teksture i smak produktow mlecznych, a takze
wykazuja wlasciwosci bioaktywne (Hanus i wsp., 2018). Na przyktad, krétkotancuchowe
kwasy thuszczowe maja dziatanie przeciwzapalne i wspierajg zdrowie jelit, podczas gdy
sprz¢zony kwas linolowy (ang. conjugated linoleic acid, CLA) wykazuje potencjalne
dziatanie przeciwnowotworowe 1 wspomaga redukcje tkanki thuszczowe;.

W publikacji H5 skoncentrowatam si¢ na analizie zmian profilu biatkowego i kwasow
tluszczowych w mleku podczas przechowywania w warunkach chiodniczych. Gtowne
osiggniecia naukowe w tym zakresie obejmowaly: 1) opracowanie zoptymalizowanej
metody ekstrakcji biatek z mleka, wykorzystujacej ultrawirownie i precypitacje acetonem,;
i1) Optymalizacja warunkéw separacji chromatograficznej RP-HPLC z detekcjg UV przy
214 nm, uzywajac kolumny Zorbax 300SB-CS8 i gradientowej elucji z fazg ruchomag
sktadajaca sie z 0,1% TFA w wodzie i acetonitrylu; iii) Identyfikacja i monitorowanie
zmian w profilu 38 r6znych kwasow thuszczowych w mleku podczas przechowywania.
Wyniki moich badan wykazaly, ze podczas przechowywania mleka w warunkach
chtodniczych zachodza istotne zmiany w profilu biatkowym 1 skladzie kwasow
tluszczowych. Zaobserwowatam stopniowy spadek liczby wykrywanych kwasow
tluszczowych oraz zmiang proporcji miedzy kwasami nasyconymi 1 nienasyconymi.
W przypadku bialek, zauwazytam zmiany w relatywnych proporcjach poszczegdlnych
frakcji biatkowych, co moze by¢ zwigzane z procesami proteolitycznymi zachodzacymi
podczas przechowywania. Te odkrycia majg znaczace implikacje dla oceny jakosci
i trwalos$ci produktow mlecznych.

Opracowana przeze mnie metoda oznaczania biatek z mleka za pomocg HPLC poprzez
zastosowanie ultrawirowania i precypitacji acetonem, pozwala na skuteczniejsze
wydzielenie biatek z probek mleka. Dodatkowo, zastosowanie kolumny Zorbax 300SB-C8
1 gradientowe]j elucji z faza ruchomg sktadajaca si¢ z 0,1% TFA w wodzie i acetonitrylu
zapewnia wysokg czuto$¢ i selektywnos$¢ analizy. Podczas przechowywania mleka
zaobserwowano zmiany w zawarto$ci gtownych bialek serwatkowych, takich jak [-
laktoglobulina (B-LG) 1 a-laktoalbumina (a-LA), ktéore wykazywaty tendencje do
zmniejszania si¢, co moze by¢ zwigzane z tworzeniem kompleksow z k-kazeing lub
bezposrednim wigzaniem z kuleczkami tluszczu. Na przyklad, zawartos¢ B-LG
zmniejszyta si¢ 0 0,3950 mg/mL, a a-LA o0 0,0781 mg/mL w ciagu 7 dni przechowywania.
W zakresie kwasow tluszczowych, przechowywanie mleka prowadzito do spadku liczby
wykrywanych kwaséw tluszczowych z 38 do 16 po 4 dniach. Zmiany te obejmowaly
spadek zawartos$ci nienasyconych kwasow ttuszczowych, takich jak kwas palmitynowy
(C16:0) i kwas elaidynowy (trans-C18:1n-9), ktoére stanowily znaczng cze$¢ sktadu
kwasow tluszczowych w §wiezym mleku.

W publikacji H6 wykorzystatam metod¢ GC-MS do kompleksowej analizy profilu
kwasow ttuszczowych w produktach mlecznych, w tym kremach, maslance 1 bezwodnym
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thuszczu mlecznym (ang. anhydrous milk fat, AMF). Badania te miaty na celu doktadna
charakterystyke skladu lipidowego réznych frakcji mlecznych, co jest kluczowe dla
zrozumienia ich wlasciwosci odzywczych 1 potencjalnego wpltywu na zdrowie
konsumentéw. Smietana, maslanka i bezwodny tluszcz mleczny (AMF) sa kluczowymi
produktami mlecznymi o istotnym znaczeniu dla zdrowia cztowieka. Smietana jest
produkowana przez mechaniczne oddzielenie frakcji thuszczowej od surowego mleka przez
wirowanie z podgrzewaniem. Jest bogata w ttuszcze, ktore sg doskonatym zrodtem energii
i maja wysoka biodostepnos¢ (Chandan i wsp., 2011). Maslanka, bedaca wodng fazg
ekstrahowang po ubiciu $mietany na masto, zawiera wyzszy udziat sktadnikow btony
kuleczek tluszczowych mleka, co czyni jg wartosciowym Zrédltem lipidow (Gauvin i wsp.,
2017). AMF, pozbawiony wody i sktadnikow rozpuszczalnych w wodzie, jest
skoncentrowanym zrodtem tluszczu mlecznego, ktory jest tatwo przyswajalny przez
organizm (lllingworth i wsp., 2009). Te produkty sa wazne z punktu widzenia zdrowia
cztowieka gltownie ze wzgledu na zawarto$¢ kwasow thuszczowych, ktore maja r6znorodne
wlasciwosci  prozdrowotne. Na przyklad, kwas maslowy wykazuje dzialanie
przeciwzapalne 1 przeciwnowotworowe, a sprzgzony kwas linolowy (CLA) obniza poziom
tkanki thuszczowej 1 ma wlasciwos$ci antynowotworowe.

W toku badan analiza GC-MS ujawnila obecnos¢ réznorodnych kwasow ttuszczowych,
w tym kwasu palmitynowego, oleinowego, stearynowego, laurynowego i mirystynowego.
Szczegbdlng uwage zwrdcitam na réznice w sktadzie kwasoéw thuszczowych migdzy
poszczegbdlnymi proébkami, co moze wynika¢ z odmiennych warunkéw przetwarzania
I przechowywania produktow. Nowatorskim aspektem moich badan byto skupienie si¢ na
analizie roznych frakcji mlecznych, w tym frakcji B-serum light, ktoéra okazata si¢
najbogatsza zarowno pod wzgledem ilosciowym, jak i1 jakoSciowym w porownaniu do
innych probek. Wykazatam, ze frakcja ta zawierata znaczace ilosci kwasow thuszczowych
obecnych rowniez w probce AMF, co sugeruje, ze moze by¢ ona cennym zrodiem tych
zwigzkow. Istotnym elementem badan bylo wykazanie wptywu metody przechowywania
produktéw mlecznych na wiasciwosci przeciwutleniajace, profil kwasow thuszczowych
i utlenianie lipidéw. Zaobserwowalam, ze temperatura, $wiatto i czas przechowywania
majg znaczacy wplyw na utrzymanie jako$ci thuszczow w produktach mlecznych, a ich
niewtasciwe przechowywanie moze prowadzi¢ do utleniania kwasoéw tluszczowych.

Adaptacja podejs¢ celowanych i niecelowanych w analizie MS dla kompleksowej
charakterystyki skladu i wilasciwosci Zywnosci w kontekscie jej wphwu na zdrowie
czlowieka

W publikacji H1 przeprowadzitam kompleksowa charakterystyke profilu metabolicznego
i lipidomicznego bakterii kwasu mlekowego (LAB) wyizolowanych z fermentowanych
burakow, ze szczeg6lnym uwzglednieniem ich potencjatu probiotycznego i zastosowania
jako kultury startowe w przemysle mleczarskim. Badania te miaty na celu identyfikacje
i oceng wlasciwosci szczepow LAB, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie w produkcji
zywnosci funkcjonalnej o korzystnym wptywie na zdrowie cztowieka.

W toku badan wyizolowano i zidentyfikowano dwa szczepy bakterii: Lactococcus lactis
I Weissella cibaria, ktore nastgpnie poddatam szczegdtowej analizie pod katem ich
wlasciwosci probiotycznych i technologicznych. Kluczowe aspekty przeprowadzonych
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badan obejmowaly ocene¢ zdolnos$ci wyizolowanych szczepow do syntezy witamin z grupy
B (B2, B3, BY) oraz kwasu mlekowego. Wykazatam, ze badane szczepy posiadaja zdolnos¢
do produkcji tych zwiazkéw, co ma istotne znaczenie dla wzbogacania zywnos$ci
w naturalne witaminy i substancje bioaktywne.

Szczegdlng uwage poswiecitam kompleksowej analizie profili lipidowych szczepow
L. lactis i W. cibaria, ktora pozwolita na identyfikacje unikalnych kombinacji lipidow
I kwasow tluszczowych. Zidentyfikowatam fosfolipidy, triacyloglicerole i ceramidy,
ktorych specyficzne proporcje w poszczegdlnych szczepach moga przyczyniaé si¢ do
korzystnych efektow zdrowotnych obserwowanych przy spozyciu kiszonek. Obecnosé¢
kwasow omega-3 i omega-6 w profilach lipidowych LAB sugeruje potencjalne dziatanie
przeciwzapalne i immunomodulacyjne tych bakterii, co moze mie¢ pozytywny wptyw na
uktad sercowo-naczyniowy.

Wyniki badan wskazuja, ze wyizolowane szczepy L. lactis i W. cibaria posiadajg cechy
pozadane zaréwno dla kultur startowych, jak 1 probiotykow. Ich zdolno$¢ do syntezy
witamin z grupy B moze przyczyni¢ si¢ do poprawy wartosci odzywczej produktow
fermentowanych, co jest szczegélnie istotne w kontekScie niedoborow tych witamin
w diecie. Produkcja kwasu mlekowego przez badane szczepy nie tylko wplywa na
wlasciwosci organoleptyczne 1 trwatos¢ produktow, ale takze moze przyczyniaé si¢ do
regulacji pH w jelitach, wspierajac rozwoj korzystnej mikroflory jelitowe;.

Wykazatam, ze niektore z lipidow bakteryjnych, zwlaszcza fosfolipidy i1 sfingolipidy,
moga odgrywa¢ role w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej w jelitach,
przyczyniajac si¢ do utrzymania homeostazy uktadu odpornosciowego. Zidentyfikowane
kwasy tluszczowe o krotkich tancuchach mogg stuzy¢ jako zrédto energii dla komoérek
nablonka jelitowego, wspierajac integralnos$¢ bariery jelitowej. Wykazana adaptacyjnos¢
sktadu lipidowego LAB do warunkow srodowiskowych moze mie¢ znaczenie dla ich
przezywalno$ci w przewodzie pokarmowym i efektywnosci jako probiotykow.

W kontekscie jakosci mleka, moje badania podkreslaja znaczenie doboru odpowiednich
szczepdw LAB jako kultur starterowych w produkcji fermentowanych produktow
mlecznych. Specyficzne profile lipidowe LAB moga wptywaé¢ na wilasciwosci
organoleptyczne, teksture i trwatos¢ produktow mlecznych, a takze na ich potencjat
prozdrowotny. Wyizolowane szczepy LAB z fermentowanych burakow mogg stanowic
cenne zrodto kultur startowych i1 probiotykéw dla przemystu mleczarskiego. Ich
zastosowanie w produkcji zywnos$ci funkcjonalnej moze przyczyni¢ si¢ do poprawy
zdrowia konsumentow poprzez wzbogacenie diety w naturalne witaminy z grupy B,
wspomaganie trawienia 1 wchianiania sktadnikéw odzywczych, potencjalne wzmocnienie
odpornosci organizmu oraz poprawe rownowagi mikroflory jelitowej.

Celem badan w ramach publikacji H4, byla ocena roli krzemu w fagodzeniu stresu
kadmowego oraz jego wplywu na akumulacje zwigzkéw bioaktywnych w rdéznych
czeg$ciach grochu, co ma istotne znaczenie dla wartosci odzywczej grochu jako waznego
sktadnika  diety = cztowieka. = Wykorzystuyjac ~ HPLC-MS,  zidentyfikowalam
I scharakteryzowatam profil metaboliczny korzeni, pedéw i stragkow grochu. Badania
wykazaly, Ze suplementacja krzemem istotnie wptywa na zawarto$¢ specyficznych
zwigzkéw bioaktywnych w roéznych czesciach rosliny grochu. W Kkorzeniach
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zaobserwowalam zwigkszenie zawartosci kwasu chlorogenowego, hesperydyny
I kwercetyny, podczas gdy w pedach suplementacja krzemem zwigkszyla stgzenie
flawonu, kwasu chlorogenowego, kwasu ferulowego, kwasu synapinowego i kwercetyny.
Co szczegolnie istotne z punktu widzenia zdrowia cztowieka, udato mi si¢ wykaza¢, ze
suplementacja krzemem tagodzi negatywne skutki stresu kadmowego. W ro$linach
poddanych stresowi kadmowemu i suplementowanych krzemem zaobserwowatam wyzsze
poziomy zwigzkow o wiasciwosciach przeciwutleniajacych, takich jak kwas salicylowy,
kwercetyna i kwas chlorogenowy, w poréwnaniu do roslin traktowanych samym kadmem.
Ponadto, badania wykazaly, ze suplementacja krzemem wptywa na akumulacje
I dystrybucje¢ zwigzkoéw bioaktywnych w roznych czes$ciach rosliny. Zaobserwowatam, ze
w warunkach stresu kadmowego, rosliny suplementowane krzemem wykazywaty lepsza
zdolno$¢ do akumulacji korzystnych metabolitow w czes$ciach jadalnych, co ma
bezposrednie przetozenie na warto$¢ odzywcza grochu.

Moje badania przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow, dzigki ktdérym
suplementacja krzemem moze poprawia¢ warto$¢ odzywcza grochu. Zwigkszona
zawarto$¢ flawonoidoéw 1 kwasow fenolowych w grochu suplementowanym krzemem
moze przekltada¢ si¢ na wyzsze wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne
I potencjalnie przeciwnowotworowe produktow spozywczych zawierajagcych groch.
Ponadto, wykazatam, ze suplementacja krzemem moze by¢ skuteczng strategia w uprawie
grochu na terenach zanieczyszczonych metalami cigzkimi, w szczegdlnosci kadmem, co
ma istotne znaczenie dla bezpieczenstwa zywnos$ci. Krzem nie tylko tagodzi stres
wywotany kadmem, ale rowniez przyczynia si¢ do zwigkszenia zawartosci korzystnych dla
zdrowia zwigzkoéw bioaktywnych w roslinach grochu, jednocze$nie zmniejszajac
akumulacje toksycznego kadmu w cze$ciach jadalnych rosliny. Wyniki tych badan maja
istotne implikacje dla produkcji zywnosci o wysokiej wartosci odzywczej 1 funkcjonalne;,
szczegblnie w kontekscie rosngcego zainteresowania zywnoscig roslinng i jej wptywem na
zdrowie czlowieka.

W pracy HS5 przeprowadzitam kompleksowa analize¢ zmian w profilu kwasow
thuszczowych 1 sktadzie biatkowym mleka podczas przechowywania w warunkach
chtodniczych, co ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia wptywu przechowywania na
warto$¢ odzywcza 1 wlasciwosci prozdrowotne mleka. Moje badania wykazaty, ze
w $wiezym mleku wystepuje 38 roznych kwasoéw ttuszczowych, z czego 20 to nasycone,
a 18 nienasycone. Gléwne kwasy tluszczowe to kwas palmitynowy (28,2%) 1 kwas
elaidynowy (20,8%). Podczas przechowywania mleka w lodowce zaobserwowalam
stopniowy spadek liczby wykrywanych kwasow thuszczowych, co moze stuzy¢ jako
potencjalny marker $wiezo$ci mleka. Najbardziej znaczacy spadek nastapit po 3 dniach
przechowywania, gdy liczba wykrywanych kwaséw ttuszczowych zmniejszyta si¢ z 38 do
16. Istotnym odkryciem jest zmiana proporcji kwasoOw nasyconych do nienasyconych
W czasie przechowywania, z 53:47 w §wiezym mleku do 62:38 po 7 dniach. Ta zmiana
ma znaczacy wplyw na warto$¢ odzywcza mleka, gdyz kwasy ttuszczowe nienasycone,
szczegblnie omega-3 i 0mega-6, sg korzystne dla zdrowia sercowo-naczyniowego i funkcji
poznawczych.
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W kontekscie biatek mleka, zaobserwowalam znaczace zmiany w ich profilu podczas
przechowywania. Zawartos¢ [-laktoglobuliny, a-laktoalbuminy, albuminy surowicy
bydlecej, laktoferyny i1 k-kazeiny zmniejszyta sie, podczas gdy zawartos¢ a-kazeiny
wzrosta. Ogoélne straty w analizowanych biatkach wyniosty okoto 40%, co moze wptywac
na warto$¢ odzywcza mleka i jego wlasciwosci funkcjonalne. Zidentyfikowane zmiany
w profilu kwasow thuszczowych i sktadzie biatkowym moga stuzy¢ jako potencjalne
markery $wiezos$ci mleka. Na przyklad, stosunek kwaséw nasyconych do nienasyconych
oraz poziom specyficznych bialek, takich jak B-laktoglobulina czy laktoferyna, moga by¢
wykorzystane do oceny $wiezosci i1 jakosci mleka. Ocena stabilno$ci skladnikéw
odzywczych podczas przechowywania wykazata, ze kwasy tluszczowe nienasycone sa
bardziej podatne na utlenianie, co moze prowadzi¢ do obnizenia wartosci odzywczej
mleka. Jednoczes$nie, wzgledna stabilnos¢ kwasow tluszczowych o nieparzystej liczbie
atomoéw wegla 1 rozgatezionych, pochodzacych gtownie od bakterii zwaczowych, moze
mie¢ pozytywny wptyw na zdrowie jelitowe konsumentéw. Zmiany w profilu biatkowym,
w tym rozklad bialek na mniejsze peptydy, moga mie¢ zaréwno pozytywne, jak
I negatywne skutki dla zdrowia. Niektore peptydy powstale w wyniku proteolizy mogg
wykazywa¢ wilasciwosci bioaktywne, takie jak dzialanie przeciwnadci$nieniowe czy
immunomodulujace. Jednakze, nadmierna proteoliza moze prowadzi¢ do obnizenia
warto$ci odzywczej mleka i powstawania niepozadanych smakéw. Na jakos¢ mleka
wpltywaja rézne czynniki, w tym temperatura przechowywania, ekspozycja na $wiatto
I tlen, oraz aktywnos$¢ mikroorganizmow. Zanik badanych zwigzkow, szczegdlnie kwasow
tluszczowych nienasyconych, jest prawdopodobnie spowodowany procesami utleniania
i lipolizy. Lipoliza prowadzi do uwalniania wolnych kwasow tluszczowych
I trojglicerydow, co negatywnie wplywa na jako$¢ sensoryczng produktéw mlecznych,
prowadzac do rozwoju niepozadanych smakow, takich jak gorzki czy zjetczaty.
Schiadzanie przez okres 7 dni doprowadzilo do zauwazalnej 47% redukcji pierwotnej
roznorodnosci kwasow thuszczowych 1 12,5% spadku catkowitej zawartosci kwasoéw
tluszczowych. Te zmiany w skladzie kwasow tluszczowych sa zwigzane gltownie
Z procesami utleniania, ktore dotycza gtdwnie wielonienasyconych kwasow ttuszczowych.
Konkretne kwasy tluszczowe mogg shuzy¢ jako wskazniki do monitorowania $wiezosci
mleka; na przyktad kwas dekanowy wykazywal niezwykla stabilno$¢, wykazujac silng
korelacje z czasem przechowywania. Mikrobiota Zwacza znaczaco wptywa na profil
kwasow tlhuszczowych mleka, przy czym ponad 30% zidentyfikowanych kwaséw
thuszczowych jest prawdopodobnie syntetyzowane przez mikroorganizmy, w tym gatunki
nieparzyste i/lub rozgat¢zione. Kwas pentadekanowy (C15:0) i kwas heptadekanowy
(C17:0) pozostaly stosunkowo stabilne przez caly okres przechowywania. Po 7 dniach
przechowywania zaobserwowano znaczace zmiany ilo§ciowe w biatkach serwatkowych
mleka, podczas gdy zawarto§¢ niezbgdnych skladnikéw odzywczych pozostata
stosunkowo stata. Badane biatka, w tym B-laktoglobulina (B-LG), a-laktoalbumina (a-LA),
albumina surowicy bydlecej (BSA), laktoferryna (LTF) i k-kazeina (k-CN), odnotowaty
straty wynoszace okolo 40%. Straty te mozna przypisa¢ proliferacji bakterii
psychrotroficznych, ktore wytwarzaja proteinazy zdolne do degradacji biatek.

W moich badaniach zidentyfikowatam kluczowe markery $wiezo$ci mleka podczas
przechowywania. Naleza do nich: wzrost stosunku kwaséw nasyconych do nienasyconych,
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spadek liczby wykrywanych kwasow thuszczowych z 38 do 16 po trzech dniach,
zmniejszenie poziomu B-laktoglobuliny, a-laktoalbuminy i laktoferyny, stabilno$¢ kwasu
dekanowego, wzrost stosunku o-kazeiny do innych bialek oraz zwickszenie poziomu
peptydoéw. Kwas dekanowy wykazal szczegodlng stabilnos¢ i silng korelacje z czasem
przechowywania. Te markery tworzg kompleksowe narzedzie do oceny $wiezosci mleka,
potencjalnie uzyteczne w przemysle mleczarskim do kontroli jako$ci produktow.

Wyniki badan przedstawione w publikacji H6 wykazatly, ze procesy technologiczne, takie
jak homogenizacja, pasteryzacja i fermentacja, majg istotny wptyw na sktad i wiasciwosci
produktéw mlecznych. Badania te maja kluczowe znaczenie dla zrozumienia, jak te
procesy wptywaja na warto$¢ odzywcza produktoéw mlecznych i ich potencjalny wptyw na
zdrowie konsumentow.

Wyniki moich badan wykazaly, ze homogenizacja 1 pasteryzacja znaczaco wptywaja na
rozktad wielkosci kuleczek tluszczowych, co ma istotne znaczenie dla biodostgpnosci
kwasow thuszczowych. Homogenizacja prowadzi do zmniejszenia wielkosci kuleczek
tluszczowych, co zwigksza ich powierzchni¢ i1 ulatwia wchtanianie w organizmie.
Pasteryzacja, z kolei, ma na celu eliminacj¢ patogendéw, ale moze rowniez wptywac na
sktad lipidowy, w tym na zawarto$¢ korzystnych dla zdrowia kwasow tluszczowych, takich
jak sprzezony kwas linolowy (CLA), ktory wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe
I wspomaga redukcje tkanki thuszczowej (Ozturk i wsp., 2024; Wang i Jones, 2004).
Fermentacja z udzialem bakterii kwasu mlekowego prowadzi do zmian w profilu kwasow
thuszczowych, co moze skutkowac¢ wzrostem zawartosci korzystnych dla zdrowia kwasow.
Bakterie te nie tylko wptywaja na smak 1 teksture produktow, ale takze mogg zwickszac
biodostepnos¢ niektorych sktadnikow odzywcezych (Widyastuti i Febrisiantosa, 2014).
Dodatkowo, proces fermentacji sprzyja powstawaniu bioaktywnych peptydow, ktore moga
mie¢ dzialanie przeciwzapalne i immunomodulujace (Gonzalez-Gonzalez i wsp., 2022).
W toku badan zaobserwowalam rowniez, ze warunki przechowywania, takie jak
temperatura 1 ekspozycja na $wiatlo, majg znaczacy wpltyw na stabilno$¢ kwasow
thuszczowych 1 zwigzkow bioaktywnych. Niewlasciwe przechowywanie moze prowadzi¢
do utleniania kwasow thuszczowych oraz degradacji witamin, co obniza warto$¢ odzywcza
produktow. Obecno$¢ bakterii o wlasciwosciach proteolitycznych i lipolitycznych moze
znaczaco wplywaé¢ na profil kwaséw tluszczowych poprzez hydrolize tluszczow
i destabilizacj¢ emulsji. Te zmiany moga mie¢ zaréwno pozytywne, jak i negatywne skutki
dla warto$ci odzywczej 1 wlasciwosci prozdrowotnych produktow mlecznych.
Podsumowujac, moje badania podkreslajg istotny wptyw procesow technologicznych na
profil kwasow tluszczowych 1 zawarto$¢ zwigzkow bioaktywnych w produktach
mlecznych, co ma kluczowe znaczenie dla ich wartosci odzywczej i potencjalnych korzysci
zdrowotnych.

Podsumowanie i wnioski

Przedstawiony cykl publikacji stanowi kompleksowe studium zastosowania
zaawansowanych technik analitycznych w badaniach metabolomicznych i lipidomicznych
réznorodnych matryc biologicznych. Badania te 1facza innowacyjne podejscia
metodologiczne z giebokim zrozumieniem proces6w biologicznych, dostarczajac cennych
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informacji o wptywie czynnikow §rodowiskowych na profile metaboliczne i lipidomiczne
badanych organizméw.

Kluczowym aspektem prac byto wykorzystanie zar6wno celowanej, jak i niecelowanej
analizy metabolomicznej, co pozwolilo na uzyskanie holistycznego obrazu badanych
uktadow biologicznych. Zastosowanie technik takich jak MALDI-TOF MS, SALDI-TOF
MS, HPLC-MS/MS, GC-MS oraz HPLC-DAD umozliwitlo nie tylko szczegotows
charakterystyke profili lipidowych bakterii, identyfikacje metabolitow roslinnych oraz
sktadnikow produktow mlecznych, ale takze otworzyto nowe perspektywy w zrozumieniu
mechanizmow adaptacyjnych organizméw do réznych warunkéw stresowych.

Badania te wpisujg si¢ w aktualny trend rozwoju chemii analitycznej jako dziedziny
interdyscyplinarnej, taczacej zaawansowane techniki pomiarowe z praktycznymi
zastosowaniami w rozwigzywaniu ztozonych problemow badawczych. Szczegdlnie istotne
jest wykorzystanie potaczenia chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas, ktore stato
si¢ poteznym narzgdziem w badaniach metabolomicznych 1 lipidomicznych, oferujac
niezroéwnang czutos¢ 1 selektywnos$¢ w analizie ztozonych matryc biologicznych.

Najwazniejsze wnioski 1 osiggni¢cia:

1. Opracowanie innowacyjnej metody charakterystyki profili lipidowych bakterii z
wykorzystaniem technik LDI-TOF MS:

Po raz pierwszy opracowalam metod¢ niecelowanej analizy lipidomicznej
z wykorzystaniem techniki SALDI-TOF MS z nanoczasteczkami srebra oraz MALDI-
TOF MS. Ta metoda umozliwita mi identyfikacje nieznanych czasteczek lipidowych w
roznych szczepach bakterii, zarowno w patogenach jak 1 probiotykach. Udato si¢
zidentyfikowa¢ nowe zwigzki lipidowe, ktore stanowig czynnik réznicujgcy wsrdd lipidow
bakteryjnych.

2. Budowa bibliotek lipidowych dla identyfikacji bakterii:

Stworzylam podstawy do budowy bibliotek lipidowych, ktore moga by¢ uzywane do
identyfikacji bakterii. To osiggniecie otwiera nowe mozliwosci w diagnostyce
mikrobiologicznej, umozliwiajagc szybsza 1 bardziej precyzyjng identyfikacje
mikroorganizmow na podstawie ich profili lipidowych. Moje podejscie do wykorzystania
techniki MALDI w budowaniu baz danych lipidowych jest zgodne z aktualnymi trendami
naukowymi 1 moze przyczynic si¢ do dalszego rozwoju lipidomiki. Opracowane biblioteki
referencyjne stanowig cenne zrddlo informacji, ktore moga by¢ wykorzystane do
identytfikacji gatunkow oraz roznicowania szczepodw w konteks$cie badan klinicznych.

3. Celowana analiza metabolomiczna z wykorzystaniem HPLC/MS-MS:
Opracowalam celowang analize metabolomiczng z wykorzystaniem HPLC/MS-MS, co
pozwolilo mi na identyfikacj¢ i1 kwantyfikacje witamin, laktozy i kwasu mlekowego
W bakteriach LAB oraz metabolitow wtornych w roslinach. Dzigki temu podejsciu
moglam doktadniej scharakteryzowac sktad 1 wtasciwosci badanych probek.

4. Wplyw suplementacji krzemem na profil metaboliczny grochu:

Po raz pierwszy zbadalam wplyw suplementacji krzemem na profil metaboliczny grochu
w warunkach normalnych i stresu kadmowego. Ocenitam role krzemu w tagodzeniu stresu
wywolanego kadmem i jego wptyw na akumulacj¢ zwigzkow bioaktywnych w réznych
czg$ciach rosliny, co dostarczylo nowych informacji na temat mechanizmow
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adaptacyjnych ro$lin. Ponadto, przeprowadzone badania wykazaty, ze ekstrakcja ptynem
nadkrytycznym (SFE) byla najskuteczniejszg metoda izolacji zwigzkow polifenolowych
z grochu.

5. Optymalizacja warunkow separacji chromatograficznej dla analizy bialek z mleka:
Zoptymalizowatam warunki separacji chromatograficznej (HPLC-DAD) dla analizy biatek
wyizolowanych z mleka. To osiagnigcie przyczynito si¢ do lepszego zrozumienia zmian
zachodzacych w produktach mlecznych podczas przechowywania i moze mieé
zastosowanie w kontroli jakosci mleka.

6. Udoskonalenie metody GC-MS do analizy profilu kwasow tluszczowych w roznych
produktach mlecznych:

Udoskonalitam metod¢ GC-MS do kompleksowej analizy profilu kwasoéw tlhuszczowych
W produktach mlecznych. Dzigki temu moglam oceni¢ wpltyw roéznych procesow
technologicznych na sktad 1 wlasciwosci tych produktéw, co ma znaczenie dla przemystu
spozywczego. Ponadto, uzyskane wyniki badan zostaly wykorzystane podczas walidacji
metody majacej na celu jej zaadoptowanie do przemystu spozywczego, w szczegdlnosci
mleczarskiego (kontrola jakos$ci).

7. Kompleksowa charakterystyka bakterii kwasu mlekowego z fermentowanych
burakow:

Zastosowalam niecelowang i1 celowang analiz¢ MS do kompleksowej charakterystyki
bakterii kwasu mlekowego wyizolowanych z fermentowanych burakow. Ocenitam ich
potencjat probiotyczny 1 mozliwosci zastosowania jako kultury startowe w przemysle
mleczarskim, co moze przyczynic¢ si¢ do rozwoju nowych produktow probiotycznych. Na
podstawie uzyskanych wynikow opracowano i wdrozono technologi¢ wykorzystujaca
wyselekcjonowane szczepy LAB do syntezy biologicznie waznych zwigzkow, takich jak
ryboflawina, niacyna i kwas foliowy.

Przedstawiony cykl publikacji stanowi kompleksowe studium zastosowania
zaawansowanych technik chromatograficznych i spektrometrycznych w analizie
ztozonych uktadow biologicznych. Laczy on rozwo6j metodologii analitycznej z badaniami
nad wplywem czynnikow $rodowiskowych na profile metaboliczne i lipidomiczne
organizméw, dostarczajac cennych informacji o ich funkcjonowaniu i1 adaptacji do
zmiennych warunkow.

Plany badawcze

W ramach mojej dalszej pracy naukowej na uczelni, zamierzam kontynuowac i rozszerzy¢
badania z zakresu lipidomiki i metabolomiki, wykorzystujac zaawansowane techniki
analityczne oparte na spektrometrii mas. Moje plany badawcze obejmuja kilka kluczowych
obszarow:
1. Poglebiona analiza lipidomiczna drozdzy:
Planuje rozszerzy¢ obszar badan o szczegblowa analize¢ zwigzkow lipidowych
W drozdzach. To pozwoli na lepsze zrozumienie metabolizmu lipidéw w tych waznych
mikroorganizmach, co moze mie¢ istotne implikacje dla przemyshu
biotechnologicznego i1 spozywczego.
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2. Wplyw zwigzkow fenolowych na profilowanie lipidow w liniach komorkowych:
Zamierzam zbadaé, jak rozne zwigzki fenolowe wpltywaja na profile lipidowe w
wybranych liniach komérkowych. To badanie moze dostarczy¢ cennych informacji na
temat interakcji miedzy sktadnikami bioaktywnymi a metabolizmem lipidow na
poziomie komoérkowym, co moze mie¢ znaczenie w kontek$cie chordb
cywilizacyjnych, takich jak nowotwory czy choroby sercowo-naczyniowe.

3. Poglegbiona analiza metabolomiczna produktow zywieniowych:

Kontynuujac moje dotychczasowe badania nad produktami mlecznymi, planuje
rozszerzy¢ analize metabolomiczng na szerszy zakres produktéw zywieniowych.
Szczego6lng uwage zamierzam poswigci¢ identyfikacji biomarkerow jakosci 1 $wiezosci
zywnosci oraz badaniu wptywu procesow technologicznych na profile metaboliczne
produktow.

4. Kontynuacja wspotpracy z sektorem gospodarczym:

Planuje dalszy rozwdj wspotpracy z partnerami przemystowymi, takimi jak PKN Orlen,
Smart Agro Solutions, Fortuna i Polmlek Grudziadz. Ta wspotpraca umozliwi mi nie
tylko prowadzenie badan o bezposrednim znaczeniu praktycznym, ale takze przyczyni
si¢ do transferu wiedzy migdzy srodowiskiem akademickim a przemystem.

5. Analiza lipidomiczna w kontekscie choréb nowotworowych:

Bazujac na badaniach nad profilami lipidowymi w liniach komérkowych Caco-2,
planuje¢ rozszerzy¢ te analizy na inne typy linii. Celem bedzie identyfikacja
specyficznych markerow lipidowych dla ré6znych podtypéw nowotworéow, co moze
mie¢ potencjalne zastosowanie W diagnostyce i personalizacji terapii.

6. Analiza zwigzkoéw niskoczasteczkowych z wykorzystaniem technik LDI
Planuj¢ zastosowa¢ techniki MALDI, NALDI, SALDI z réznymi pokryciami
nanoczastek metali lub tlenkéw metali w badaniach nad zwigzkami
niskoczgsteczkowymi, np. kwasy tluszczowe, witaminy, aminokwasy, kompleksy
metali d-elektronowych.
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Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegoOlnoSci zagranicznej.

Odbyte staze naukowe w jednostkach zagranicznych

W trakcie mojej kariery naukowej uczestniczytam w trzech stazach zagranicznych — dwaéch
przed doktoratem 1 jednym po doktoracie. Staze te miaty kluczowy wplyw na rozwoj moje;j
wiedzy 1 umiejetnosci badawczych.

Podczas stazu w Pardubicach u $p. profesora Pavla Jandery, swiatowej stawy specjalisty
W dziedzinie chromatografii cieczowej, poszerzytam swojg wiedze¢ w tym zakresie. Dzigki
intensywnej pracy nad nowoczesnymi technikami chromatograficznymi, zdobytam cenne
doswiadczenie w analizie zlozonych mieszanin chemicznych. Efektem tego stazu byt
komunikat na miedzynarodowej konferencji, ktory spotkat si¢ z duzym zainteresowaniem
srodowiska naukowego. Natomiast dwutygodniowy staz naukowy w osrodku badawczym
w Brasov umozliwit mi poszerzenie wiedzy z zakresu analizy zwigzkow bioaktywnych za
pomoca technik chromatograficznych.

Kolejny staz odbytam w Bolonii u dr Carli Ferreri, ktora specjalizuje si¢ w badaniach
lipidomicznych. Ten staz umozliwit mi udoskonalenie oraz poszerzenie wiedzy z zakresu
charakterystyki zwigzkéw lipidowych w réznych uktadach biologicznych. Dzigki
precyzyjnemu przygotowaniu probek, udalo mi si¢ przeprowadzi¢ szczegdlowa analizg
I charakterystyke blony komérkowej oraz okresli¢ jej profil lipidowy przy wykorzystaniu
roznorodnych metod analitycznych. Staz ten przyczynit si¢ do znacznego wzbogacenia
mojego doswiadczenia w pracy z lipidami, co ma istotne znaczenie w badaniach nad
biomembranami i metabolizmem lipidow.

03/2013 — 05/2013  Staz miedzynarodowy programu CEEPUS III (CIII-PL-0706-01-
1213-M-64290) na Uniwersytecie w Pardubicach (Czechy)

07/2014 Staz migdzynarodowy programu CEEPUS III (CIII-RO-0313-06-
1314-M-76711) na Transilvania University w Brasov (Rumunia)
09/2023 Staz migdzynarodowy w Instytucie Syntezy Organicznej i

Fotoreaktywno$ci w Bolonii (Wtochy)
Nawiazana wspolpraca naukowa

W trakcie mojej kariery naukowej aktywnie uczestnicz¢ w rozwoju zawodowym poprzez
wspotprace z krajowymi 1 zagranicznymi os$rodkami naukowymi. Skupiam si¢ na
zastosowaniu i rozwijaniu nowych metodyk HPLC-MS/MS, spektrometrii mas w analizie
zwigzkow biologicznie aktywnych. Wspotpraca ta w szczegdlnosci obejmuje:

1. Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat Chemii (3 wspolne publikacje naukowe)
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2. Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Katedra Technologii Produktow
Zwierzgcych 1 Zarzadzania Jako$cig (2 wspolne publikacje naukowe, 2 wspolne
wystapienia konferencyjne)

3. Uniwersytet Narodowy Pukyong Korea Potudniowa, Wydziat Inzynierii Chemicznej (2
wspolne publikacje naukowe)

4. Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — Instytut Nowych Syntez Chemicznych (3 wspolne
publikacje naukowe, 2 wspolne wystgpienia konferencyjne)

5. Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Katedra Fizjologii, Genetyki
i Biotechnologii Ros$lin (2 wspolne publikacje naukowe)

6. Uniwersytet Tasmania, Australijskie Centrum Badan nad Separacja (ACROSS) (1
wspolna publikacja naukowa, 1 rozdziat w monografii naukowej)

7. POLMLEK Grudzigdz Sp. z o. o. (2 wspolne publikacje naukowe)

Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

Osiagniecia dydaktyczne

Promotorstwo

Istotnym elementem mojej dziatalno$ci naukowej na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika
jest opieka nad studentami przygotowujgcymi prace dyplomowe. Obecnie petnig¢ funkcje
promotora pomocniczego przy realizacji pracy doktorskiej mgr Dominiki Blonskie;j,
zatytutowanej ,,Opracowanie nowych metod elektroforetycznych polgczonych z detekcjg
spektralng oraz spektrometryczng w identyfikacji mikroorganizmow”. Rdodwnoczesnie
wspieram mgr Pawta Fijatkowskiego w realizacji jego pracy doktorskiej zatytutowane;j
,,Receptory laktoferyny jako nowa droga suplementacji mikroelementow”.

Ponadto pelitam i nadal pelni¢ role opiekuna naukowego dla 6 prac magisterskich i 2
licencjackich. Moja opieka nad studentami obejmuje nie tylko pomoc w realizacji badan,
ale rowniez wsparcie merytoryczne, konsultacje naukowe oraz przygotowanie ich do
obrony pracy dyplomowej.

Prowadzenie zajeé

W latach 2017 — 2022 prowadzitam wyktad oraz zajecia laboratoryjne w ramach
Podyplomowego Studium Analityki w Ochronie Srodowiska na Wydziale Chemii.

Osiagniecia organizacyjne

Bytam cztonkiem komitetu organizacyjnego zarowno krajowych, jak i miedzynarodowych

konferencji naukowych:

1. Udzial w komitecie organizacyjnym 29 Miedzynarodowego Sympozjum nt.
Chromatograficznego oraz 18 Miedzynarodowego Sympozjum nt. Technik
Rozdzielania w Toruniu (09.09.2012 — 13.09.2012)

2. Udziat w komitecie organizacyjnym 3 Konferencji Naukowej pt.: "Monitoring i analiza
wody. Chromatograficzne metody oznaczania substancji o charakterze jonowym™ w
Toruniu (07.04.2013)
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Udzial w komitecie organizacyjnym 8 Miedzynarodowej Konferencji nt. Badan
Oddechu i Diagnostyki Choréb Nowotworowych w Toruniu (6-9.07.2014)

Udziat w komitecie organizacyjnym konferencji Humboldt-Kolleg Etyka w Nauce
i Zyciu, Torun (10-13.05.2015)

. Udzial w komitecie organizacyjnym 18 International Symposium on Advanced in

Extraction Technologies & 22 International Symposium on Separation Science
w Toruniu (3-6.07.2016)

. Czlonek komitetu organizacyjnego 5 Migdzynarodowej Konferencji, Metabolomics

Circle, Przysiek k. Torunia, Polska (2018)

Osiagniecia popularyzujace nauke

1.

W ramach popularyzacji nauki, w latach 2014-2017 aktywnie uczestniczytam
W przygotowaniach oraz organizacji Torunskiego Festiwalu Nauki 1 Sztuki. Moja praca
przy festiwalu obejmowata koordynacje wydarzen, przygotowywanie materiatlow
edukacyjnych oraz prowadzenie warsztatow 1 pokazow. Dzieki temu festiwalowi, udato
mi si¢ dotrze¢ do szerokiej publicznosci 1 promowac nauke w przystepny 1 interesujacy
sposob.

. Ponadto, bralam czynny udziat w chemicznych pokazach i1 warsztatach skierowanych

do dzieci 1 mlodziezy. Dziatalam w ramach programu Amicus oraz pod patronatem
Polskiego Towarzystwa Chemicznego, organizujgc wydarzenia edukacyjne dla szkot
W naszym miescie i okolicach pt. ,,Spotkania z chemig”. Te inicjatywy miaty na celu
zainspirowanie miodych ludzi do zainteresowania si¢ chemig poprzez interaktywne
I angazujgce zajecia. Moje zaangazowanie w te projekty nie tylko przyczynito si¢ do
popularyzacji nauki, ale takze umozliwito mi rozwijanie umiej¢tnosci komunikacji
naukowej 1 pracy z ré6znorodng grupa odbiorcow.

. W ramach warsztatow organizowanych przez ICNT w Toruniu pt. "Technika MALDI

w rutynowej diagnostyce Klinicznej - warsztaty z identyfikacji patogenow klinicznych
I detekcji antybiotykoopornosci™ w ramach Centrum Doskonatosci "W kierunku

medycyny spersonalizowanej" wyglositam wyklad na temat ,,Metody przygotowania
probek do identyfikacji MALDI” (18-20.03.2024).

Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

Nagrody i wyrdznienia

1.

Projekt "Krok w przysztos¢ - stypendia dla doktorantow edycja IV oraz V" realizowany
przez Urzad Marszatkowski Wojewodztwa Kujawsko-Pomorskiego w ramach
Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki; 2013/2014; 2014/2015; 2016

. Nagroda Rektora UMK za zespotowe osiagnigcia naukowo-badawcze w roku 2016,

2017, 2018

Wyréznienie Rektora UMK za zespotowe osiagniecia naukowo-badawcze w roku 2017
Nagroda Komitetu Chemii Analitycznej PAN w kategorii najlepszy doktorat 2017
(Leco)
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5. Nagroda Rektora UMK za zespotowe osiagni¢cia w dziedzinie organizacyjnej w roku
2023

7.2. Odbyte kursy i szkolenia

1. szkolenie z zakresu ,,Cutting-edge solutions in breath analysis”, Torun (6.07.2014)

2. szkolenie z zakresu ,,Spektrometrii mas czasu przelotu (TOF MS) w analizie zywno$ci”,
1.6dz (6.11.2014)

3. szkolenie z zakresu ,Design Thinking jako narzedzie skutecznego poszukiwania
rozwigzan problemoéw” wspotfinansowanego ze srodkéw UE w ramach Europejskiego
Funduszu Spotecznego, Bydgoszcz (21-23.05.2014)

4. szkolenie z zakresu zarzadzania projektem B+R (od poszukiwania zrodet finansowania,
poprzez realizacje projektu) wspoifinansowanego ze $rodkéow UE w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego, Bydgoszcz (23-24.06.2014)

5. szkolenie w obstugi spektrometru Orbitrap ID-X z UHPLC, Thermo Scientific, Torun
(07-09.05.2019)

(podpis wnioskodawcy)
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