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1. Imie i nazwisko

Izabela Krzeminska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne

e magister biologii, specjalizacja mikrobiologia: czerwiec 2000 r. Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi
Tytul pracy magisterskiej: ,,Analiza pozycji taksonomicznej mikrosymbiontéw Ulex
europeaus (Kolcolist zachodni)™

pod kierunkiem prof. dr hab. Wandy Matek

e doktor nauk rolniczych w zakresie agronomii i agrofizyki: kwiecien 2011 r., Instytut
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie, studia

doktoranckie

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Wybrane wlasciwosei gleb wytworzonych z piaskéw i ich

przestrzenna zmiennos¢ w skali pola”

Promotor: prof. dr hab. Zofia Sokotowska

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

2001-2010 Gimnazjum nr 7 w Lublinie, nauczyciel
2004-2009 Studia doktoranckie, Instytut Agrofizyki, Polskigj
Akademii Nauk w Lublinie

Wykonawca w projekcie promotorskim, Instytut

Agrofizyki, Polskiej Akademii Nauk w Lublinie

2009-2010

Instytut Agrofizyki, Polskiej Akademii Nauk w
Luty 2011 — obecnie

Lublinie
e 2011-2012 Pracownik inzynieryjno-techniczny
e maj 2013- obecnie Adiunkt
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e styczen 2019 — obecnie Opiekun Laboratorium Nowych Technologii

Pozyskiwania Energii Odnawialnej oraz Biomasy

e styczen 2019 — obecnie Kierownik zadania badawczego nr 7 w ramach
dziatalnosci statutowej ,Badanie metabolitow

mikroglonow i procesu fermentacji metanowej”

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art, 16 ust, 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 1. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

A) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

Moim osiagnieciem, bedacym podstawag do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego jest cykl pieciu oryginalnych publikacji naukowych powigzanych tematycznie
oraz ujetych pod wspolnym tytulem:

»OKkreslenie warunkow produkeji i wlasciwosci biomasy zielenic
(Chlorophyta) w kontekscie jej wykorzystania do celow energetycznych”.

B) Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego (autor/autorzy, tytul/tytuly
publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

H1. Krzeminska I., Pawlik-Skowronska B., Trzcinska M., Tys J. 2014. Influence of
photoperiods on the growth rate and biomass productivity of green microalgae. Bioprocess and

Biosystems Engineering. 2014, 37, 4 , 735-741.

IF2014 =1,997 IFs5 temi =2,028 25 pkt MNiSW

H2. Piasecka A., Krzeminska 1., Tys J. Physical methods of microalgal biomass pretreatment.

International Agrophysics. 2014, 28, 341-348.

IF 2014=1,117 IFs 1etni =1,034 25 pkt MNiSW
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H3. Krzeminska 1., Piasecka A., Nosalewicz A., Simionato D.,Wawrzykowski J. 2015.
Alterations of the lipid content and fatty acid profile of Chlorella protothecoides under different

light intensities. Bioresource Technology 196 ,72-77.

IF2015= 4,917 IF5 temi= 5,744 45 pkt MNiSW

H4. Krzeminska 1., Oleszek M. 2016. Glucose supplementation-induced changes in the
Auxenochlorella protothecoides fatty acid composition suitable for biodiesel production.

Bioresource Technology 218, 12941297,

[F2016= 5,651 IF5 jemi= 6,102 45 pkt MNiSW

HS5. Magierek E., Krzeminska I., Tys J. 2017. Stimulatory effect of indole-3-acetic acid and
continuous illumination on the growth of Parachlorella kessleri. International Agrophysics 31,

4, 483-489.

IF2017=1,242 IF5 1emi= 1,267 25 pkt MNiSW

Wktad wnioskodawcy w wyzej wymienione prace przedstawiono w Zalagczniku 4, natomiast

os$wiadczenia wspolautorow w Zataczniku 7.

Sumaryczny impact factor prac stanowigcych najwazniejsze osiggnigcie w dorobku
naukowym wedhug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania:

14,924 punkty MNiSW =165

C) Oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow

wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

W latach 2013 — 2019 realizowatam prace badawcze 1 wnikliwe studia literaturowe dotyczace
warunkow produkcji biomasy zielenic 1 wlasciwosci biomasy w kontekscie wykorzystania jej
do celéw energetycznych. Uzyskane rezultaty opublikowalam w postaci cyklu prac

powigzanych tematycznie (H1-HS5), ktére uwazam za swoje najwigcksze osiggnigcie
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w dotychczasowej dzialalnoséci naukowe;j i przedkladam jako podstawe¢ ubiegania si¢ o nadanie

stopnia doktora habilitowanego.

Wprowadzenie

Wozrastajgce zapotrzebowanie na energi¢ i wynikajace z tego podstawowe problemy
swiatowe takie jak kryzys srodowiskowy i energetyczny powoduja zwiekszone zainteresowanie
odnawialnymi zrédtami energii. Szerokie zainteresowanie budzi pozyskiwanie energii na
drodze przetwarzania biomasy. W ostatnich latach dynamicznie rozwijajg si¢ badania
dotyczace wykorzystywania alternatywnych zZrodel energii jakim moze byé biomasa
jednokomdrkowych glonéw (mikroglonéw). Zainteresowanie tematyka wykorzystywania
biomasy glonéw pod katem energetycznym stale wzrasta o czym swiadczy coraz wigksza liczba
publikacji w bazie Web of Scince. Jednokomoérkowe, fotosyntetyzujace glony ze wzgledu na
zdolno$é do szybkiej proliferacji oraz produkcji cennych wewngtrzkomorkowych metabolitow
m.in. lipidéw, kwasow tluszczowych, bialek i wgglowodandéw postrzegane s3 jako organizmy
o duzym potencjale biotechnologicznym i energetycznym. Biomasa komoérkowa glondéw budzi
zainteresowanie ze wzgledu na mozliwo$é jej zastosowania w przemyéle chemicznym,
kosmetycznym, medycynie, rolnictwie jak rowniez w energetycznym: przemysle paliwowym
(Singh i Gu 2010). Wykorzystanie biomasy komorkowej glonow do celow energetycznych
niesie za sobg wiele korzysci wynikajgcych miedzy innymi: z obnizenia st¢Zenia ditlenku wegla
wykorzystywanego przez te mikroorganizmy oraz eliminacji problemu konkurencyjnosci roslin
uprawianych na cele konsumpcyjne i energetyczne (Mata i in 2010). Ze wzgledu na zdolnos¢
do syntezy znacznych ilodci triacylogliceroli biomasa jednokomérkowych glonéw jest jednym
z najbardziej obiecujacych substratéw do proceséw produkcji biodiesla. Ze wzglgdu na
zdolno$¢ do gromadzenia w swoich komodrkach znacznych ilosci lipidéw i szybkie tempo
wzrostu w poréwnaniu z innymi grupami taksonomicznymi, najwickszy potencjat do produkcji
biodiesela wsrdd glonéw wykazuja zielenice (Hu et al. 2008).

Thuszceze (lipidy) stanowig istotny materiat zapasowy glondéw. W zaleznos$ci od gatunku
lub szczepu zielenice charakteryzuja sie zréznicowana zawartoscia lipidow. Srednia zawartos§é
lipidow w komoree w optymalnych warunkach wzrostu wynosi 25.5 % suchej masy (Hu et al.
2008). Ze wzgledu na rozne funkcje fizjologiczne lipiddéw ich sklad i zawarto$¢ w komorkach
glonéw zmienia si¢ w zaleznosci od warunkdw srodowiskowych. W niekorzystnych warunkach
srodowiskowych metabolizm kwasow thuszczowych zielenic ulega zmianie w kierunku

biosyntezy i gromadzenia lipidow glownie w postaci triacylogliceroli. W warunkach tych
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nastgpuje znaczne zwickszenie zawartosci lipidow w komorkach kosztem spowolnienia
podziatéw komoérkowych (Rezanka i in. 2010). Optymalne warunki do rozmnazania i rozwoju
komérek mikroglonow nie sprzyjajg jednak akumulacji lipidow (Hu 1 in.2008). W celach
aplikacyjnych pozadane jest uzyskanie stanu rownowagi pomigdzy szybkim tempem wzrostu
a uzyskaniem wysokiej zawartosci cennych metabolitow komoérkowych. Ze wzgledu na duzy
potencjat energetyczny i biotechnologiczny zielenic poszukiwane sa sposoby zwigkszajace
produktywno$¢ ich biomasy.

Na produktywnos$¢ biomasy zielenic i na jej skiad biochemiczny wplyw ma wiele
czynnikow fizycznych i chemicznych m.in.. natezenie Swiatla, fotoperiod, dost¢pno$é ditlenku
wegla oraz zwigzkdéw odzywezych w tym zwigzkoéw organicznych, a takze substancji
stymulujgcych wzrost komorek. Czynniki te decyduja o tempie i przebiegu procesdéw
metabolicznych 1 reprodukeyjnych. Okreslenie warunkow, ktére umozliwiajg pozyskiwanie
biomasy o pozgdanym sktadzie biochemicznym ze wzgledu na zréznicowanie zielenic
w odniesieniu do ich wymagan pokarmowych, $wietlnych i warunkéw wzrostu jest waznym
zagadnieniem. W celu wykorzystania tych organizmow do produkcji biopaliw konieczne jest
wige szczegolowe rozpoznanie w jaki sposob rozne czynniki wpltywaja na produktywnosé
biomasy (Sforzai in., 2012).

Wspdlnym celem naukowym badan stanowiacych moje osiggniecie naukowe bylo
scharakteryzowanie wplywu wybranych czynnikow fizycznych 1 chemicznych na
produktywnos¢ 1 wlasciwosci biomasy zielenic pod katem jej energetycznego zastosowania.
Analizowano wplyw nastepujacych czynnikow:

-os$wietlenia ciggtego i fotoperiodu (praca H1)

-metody ekstrakciji na odzysk lipidow z biomasy (H2)

-$wiatta o roznym natezeniu:35, 130 i 420 pmol fotonéw m? s™! (praca H3)

-wplywu suplementacji podtoza hodowlanego egzogennym zrddiem wegla —glukoza (H4)
-wplywu suplementacji podloza hodowlanego egzogennym kwasem indolilo-3-octowego
(IAA) w warunkach zastosowania fotoperiodu i o$wietlenia ciagtego (H5)

Oddzialywanie wyzej wymienionych czynnikow okreslano w odniesieniu do:

-zmian w kinetyce wzrostu: analiza krzywych wzrostu hodowli stacjonarnych, okreslenie
specyficznego tempa wzrostu, czasu podwojenia 1 produktywnog$ci biomasy zielenic (prace H1-
H5)

-okre$lenie wptywu na aktywnos¢ fotosyntetyczng (praca H3)

-zmian w zawarto$ci lipidéw w biomasie (praca H2, H3,H4)

-zmian w profilu kwasoéw ttuszczowych (praca H2,H3, H4)
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Do badan wybrano kilka gatunkow glondéw z gromady zielenic: Botryococcus braunii,
Scenedesmus obliquus, Neochloris conjuncta, Neochloris terrestris, Neochloris texensis (praca
H1), Chilorella protothecoides (syn. Auxenochlorella protothecoides) (praca H2, H3, H4),
Parachlorella kessleri (praca H5), ktérych cechy fizjologiczne takie jak: tempo wzrostu czy
zawarto$¢ metabolitow wskazuja, ze mogg charakteryzowaé¢ si¢ wysokim potencjalem

produkcyjnym i znalez¢ zastosowanie aplikacyjne (Fernandes 1 in., 2013; Mata i in., 2010).

Omoéwienie wynikéw badan

Ocena wplywu fotoperiodu i o§wietlenia ciagglego na tempo wzrostu i produktywnos¢
biomasy wybranych gatunkoéw zielenic.

Jednym z gltéwnych czynnikéw majacy wptyw na przebieg proceséw fizjologicznych
i biochemicznych mikroglondéw jest energia $wietlna. Ilo$¢ §wiatla i jego jako$¢ warunkuje
ilo$¢ dostepnej energii niezbednej do procesu fotosyntezy. Istotny jest rowniez stosunek czasu
dostepnosci swiatla fotosyntetycznie czynnego / do ciemnosci, ktéry wptywa na wzrost glonéw
i produkcje biomasy. W naturalnym S$rodowisku intensywno$¢ $wiatlta podlega cigglym
zmianom a rezim $wietlny nie jest ciggly. Zastosowanie fotoperiodu jest istotne réwniez
z punktu widzenia ekonomicznego, zwlaszcza gdy wzrost glonéw odbywa sie
z wykorzystaniem sztucznych Zrodel swiatla. Poszczegolne gatunki zielenic r6znig si¢ zaréwno
wymaganiami $wietlnymi, cyklami zZyciowymi oraz sposobami rozmnazania. Stad celem badan
przedstawionych w publikacji H1 byla ocena wplywu zastosowania o$wietlenia cigglego
1 fotoperiodu (12 godzin $wiatta:12 godzin ciemnosci; 12h L:12h D) na tempo wzrostu
i przyrost biomasy 5 gatunkéw jednokomoérkowych zielenic: Botryococcus braunii (SAG),
Scenedesmus obliquus (SAG), Neochloris conjuncta (SAG), Neochloris terrestris (UTEX),
Neochloris texensis (SAG) przy stalym nat¢zeniu swiatla. Wyniki badan zaprezentowane
w publikacji H1 po raz pierwszy przedstawiajg wplyw wyzej wymienionych czynnikéw na
tempo wzrostu i produktywnos$¢ biomasy 3 gatunkéw jednokomorkowymi zielenic z rodzaju
Neochloris. Jak dotad obiektem badan byl jeden gatunek N. olevcabundans (Murry 1 in., 2011).

Analizowane kultury glondéw, hodowane w tych samych warunkach roznity sie
przebiegiem procesu wzrostu co przejawialo si¢ w roznicach w produktywnosci biomasy
i zmianach tempa wzrostu. W pracy H1 wykazano ze w warunkach cigglego os$wietlania
specyficzne tempo wzrostu B. braunii 1 S. obliquus w pierwszej fazie (0-3 dzien) bylo wyzsze
niz badanych szczepow Neochloris spp. (Rys 1 A). Poréwnanie wzrostu mikroglonow
z gatunku Neochloris w drugiej fazie wzrostu (3-10) wskazuje, ze zastosowanie oswietlenia
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ciagltego zwigkszyto tempo wzrostu Neochioris terrestris 1 Neochloris conjuncta a zmniejszato
Neochloris texensis. Zastosowanie krotszego okresu o$wietlenia (12h L: 12h D) prowadzito do
zwigkszenia tempa wzrostu badanych gatunkéw Neochloris (Rys 1B). W pierwszej fazie (0-3
dzien) tempo wzrostu wszystkich badanych gatunkow Neochloris byto wyzsze niz tempo
wzrostu B. braunii 1 S. obliguus. W drugiej fazie (3-10 dzien) zastosowany fotoperiod 12h
L:12h D rowniez zwigkszal tempo wzrostu Neochloris w poréwnaniu z tempem wzrostu
pozostatych dwoch badanych gatunkow glondw. Zastosowanie bardziej energooszczednego
(pod wzgledem ekonomicznym) cyklu swiatlo 12h L:12h D spowodowalo, ze przeci¢tne tempo
wzrostu B. braunii 1 S. obliguus bylo nizsze niz tempo wzrostu 3 badanych gatunkéw
Neochloris.

Porownujac wszystkie badane gatunki, pod katem czasu podwojenia biomasy
w warunkach o$wietlenia cigglego stwierdzono najkrdtszy czas podwojenia biomasy dla
B. braunii (18.7 h) a w cyklu §wietlnym 12h 1.:12h D dla N. conjuncta (17.6 h). Dla gatunkow:
B. braunii, S. obliquus oraz N. texensis krotszy czas podwojenia biomasy stwierdzono
w warunkach hodowli w warunkach o$wietlenia cigglego. Natomiast dla N. conjuncta
1 N. terrestris krotszy czas podwojenia biomasy stwierdzono w warunkach zastosowania

fotoperiodu 12h L :12 h D.

Rys 1. Specyficzne tempo wzrostu zielenic w dwoch fazach (0-3dzien i 3-10 dzien) w warunkach A)

o$wietlenia cigglego B) fotoperiodu: (12 h L:12 h D)
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Wyniki przedstawione w pracy H1 wskazuja, Zze zastosowany rezim Swietlny miat
znaczny wplyw takze na produktywno$é biomasy analizowanych mikroglonow (Tab 1).
W warunkach ciaglego oswietlenia najwigksza produktywnos¢ biomasy stwierdzono dla
B. braunii (0.155 g L' day™") i S. obliguus (0.150 g L' day').W warunkach 12h L:12h D
produktywno$¢ biomasy trzech gatunkdéw Neochloris byta nawet 2-3-krotnie wigksza (0.114 —
0.125 g L' dzien ") niz B. braunii i S. obliguus(0.034 g L'dzien i 0.050 g L dzien ',

odpowiednio).

Tabela 1. Produktywnos$¢ biomasy (g L' day!) dla gatunkow rosnacych w réznych warunkach
o$wietlenia: 24 godziny $wiatla (24h) oraz 12 godzin $wiatla:12 godzin ciemnosci (12 h L: 12h D).

Warunki $wietlne

Nazwa gatunku

24h 12h L:12h D
B. braunii 0.155 (+0.014) 0.034 (£ 0.011)
S. obliquus 0.150 (= 0.006) 0.050 (= 0.006)
N. conjuncta 0.098 (£ 0.011) 0.125 (£ 0.023)
N. terrestris 0.089 (£ 0.008) 0.117 (£ 0.012)
N. texensis 0.037 (= 0.004) 0.114 (£ 0.017)

Badania przedstawione w pracy H1 wykazaly, Ze na produktywnos$¢ biomasy i tempo
wzrostu badanych gatunkoéw zielenic wplyw mial zastosowany rezim S$wietlny a takie
indywidualne cechy gatunkowe. Na podstawie uzyskanych wynikow badane gatunki mozna
sklasyfikowa¢ na dwie grupy: rosnace efektywniej w warunkach oswietlenia cigglego
(B. braunii 1 S. obliquus) oraz rosngce efektywnej w warunkach fotoperiodu 12h L:12h D
(3 gatunki Neochloris). Analizowane gatunki réznig si¢ sposobem rozmnazania: B. braunii i
S. obliquus rozmnazaja si¢ przez autospory, podczas gdy gatunki z Neochloris rozmnazajg si¢
przez aplanospory lub ruchliwe zoospory uwalniane z komorek w ciemnosci. Osiagnigciem
publikacji H1 bylo, takze wykazanie, Ze zielenice z rodzaju Neochloris, zbadane po raz
pierwszy w publikacji H1, ze wzgledu na wysoka produktywnos$¢ biomasy w warunkach
fotoperiodu (bardziej energooszczgdnych warunkow pod wzgledem ekonomicznym),

stanowig obiecujgce obiekty badan biotechnologicznych.
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Ocena wplywu metody ekstrakeji lipidow na odzysk lipidow z biomasy i profil

kwasow tluszczowych Chlorella protothecoides.

Mozliwoé¢ 1 warunki uzyskania lipidéw z biomasy glonéw sg jednym z istotnych
problemoéw zwigzanych z jej wykorzystaniem do celow aplikacyjnych. Dlatego celem
prowadzonych badan w pracy H2 byla ocena wplywu metody ekstrakcji, wstepnego
przygotowania biomasy oraz metod dezintegracji na wydajnos¢ ekstrakcji lipidéw z biomasy
komorkowej Chlorella protothecoides.

W celu okreslenia wplywu wstepnego przygotowania biomasy na proces ekstrakeji
lipidow 1 profil kwasow tluszczowych, ekstrakcje przeprowadzono na biomasie: poddanej
procesowi suszenia w trzech temperaturach (40°, 60°, 90°C); procesowi liofilizacji oraz na
biomasie nie poddanej procesom wstgpnego przygotowania tj. na biomasie mokrej.

W celu oceny wplywu zastosowanej metody ekstrakcji na wydajnosé odzysku lipidow
analizowano wplyw dwoch  rozpuszcezalnikow — organicznych. Proces  ekstrakcji
przeprowadzono metodg ekstrakcyjno- wagows z zastosowaniem: chloroformu w mieszaninie
z metanolem — zmodyfikowana metoda Bligh and Dyer (1959) oraz z wykorzystaniem n-
heksanu w mieszaninie z metanolem. Porownano takze wplyw dwoch metody dezintegracji
komorkowej: mikrofalowej i fal ultradZzwigkowych na wydajnos¢ procesu ekstrakcji lipidow.

Po procesie ekstrakcji lipidéw, przeprowadzono proces estryfikacji i dokonano
rozdzialu estrow metylowych kwasow tluszczowych metodg chromatografii gazowej
sprzgzonej ze spektrometria mas (GC/MS).

Stwierdzono, ze ekstrakcja lipidow z zastosowaniem mieszaniny chloroform-metanol
zwiekszata wydajnosé ekstrakcji w porownaniu do ekstrakcji z zastosowaniem niepolarnego
heksanu. Wyniki wykazaly najwiekszy odzysk lipidow z biomasy nie poddanej procesowi
wstepnego przygotowania: z biomasy mokrej. Z tego wzgledu, w dalszym etapie badan, wplyw
procesow dezintegracji na efektywnos$¢ procesu ekstrakeji lipidéw analizowano na biomasie
mokrej. Stwierdzono istotny wplyw zastosowanych metod dezintegracji na odzysk lipidow z
biomasy. Najwigksza efektywnos$¢ ekstrakeji 42% stwierdzono dla biomasy po dezintegracji
ultradzwigkami w ekstrakcji z uzyciem chloroformu- metanolu. Wyniki wykazaly wzrost
odzysku lipidéw o 32.67% dla biomasy poddanej dziataniu ultradzwigkéw i1 o 12.05% dla
biomasy poddanej dziataniu mikrofal w ekstrakcji z chloroformem- metanolem w stosunku do
kontroli. W metodzie ekstrakcji z heksanem—metanolem stwierdzono wzrost o 37.48%
(ultradzwieki) 1 13.97% (mikrofale) (Rys 2). Wyniki wykazaly, ze w przypadku zastosowania

procesu dezintegracji rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika nie byt istotny.
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Rys 2. Zawartos¢ lipidow w mokrej biomasie C. protothecoides i po zastosowaniu dezintegracji

mikrofalowej i ultradZzwigkami.
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N w n
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Analiza profilu kwasow thuszczowych wykazala, ze typ zastosowanej metody ekstrakcji
(rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika) mial istotny wplyw na zawartos¢ kwasu
palmitynowego, stearynowego 1 oleinowego. Natomiast wstgpne przygotowanie probki
(suszenie, liofilizacja 1 mokra biomasa) mialo istotny wplyw na zawartos¢ wszystkich
analizowanych kwasow tluszczowych. Stwierdzono, ze po ekstrakcji z wykorzystaniem
chloroformu z metanolem biomasa C. protothecoides charakteryzowala si¢ wysoka zawartoscig
kwasu oleinowego i niska zawartoscig palmitynowego. Natomiast po ekstrakcji z
wykorzystaniem heksanu z metanolem zawartos¢ kwasu palmitynowego w biomasie byla
wyzsza w stosunku do metody z zastosowaniem chloroformu.

Zastosowanie dezintegracji mikrofalowej wplyngto na zwickszenie zawartosci
nasyconych kwasow thuszczowych: C16:0 1 C18:0 i spadek zwartosci nienasyconych kwasow
ttuszczowych C18:1, C18:2, C18:3 w metodzie ekstrakcji chloroform-metanol (Rys 3). Wyniki
wykazaly, takze ze zastosowanie dezintegracji ultradzwickowej powoduje wzrost nasyconych
kwasow thluszczowych C16:0 1 C18:0 oraz spadek zawartosci nienasyconych kwasow
thuszczowych C18:1 1 C18:3. W profilu kwaséw ttuszczowych C. protothecoides stwierdzono
takze, niezaleznie od zastosowanych metod ekstrakcji, dominujgcy udziat kwasu C18:2,
ktérego obecno$¢ jest charakterystyczna dla komodrek wzrastajacych w optymalnych

warunkach $rodowiska (Yeh i Chang 2012).
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Rys 3. Zmiany w zawartodci kwasow tluszczowych w komorkach C. protothecoides : A- ekstrakcja

chloroform: metanol; B - ekstrakcja heksan : metanol.

A BCl16:0 - C18:0 mCI18:1 mC18:2 wCI8:3

uCl6:0 #Cl18:0 mCl18:1 mCl18:2 m(CI8:3

o

FAME (%)

Podsumowujac, badania przedstawione w pracy H2 pokazaly, Zze najbardziej
odpowiednie rozpuszczalniki do ekstrakcji lipidéw z biomasy zielenicy C. protothecoides to
chloroform w mieszaninie z metanolem w zmodyfikowanej metodzie Bligh and Dyer.
Wykazano, ze wykorzystanie w ekstrakeji mokrej biomasy C. protothecoides umozliwilo
najwiekszy odzysk lipidow. Dezintegracja komoérek z wykorzystaniem mikrofal i fal
ultradzwi¢ckowych wplynela na zmiany w zawartoSci nasyconych
i nienasyconych kwasow tluszczowych. Jako najskuteczniejsza metod¢ dezintegracji
wplywajaca na zwigkszenie efektywnosci ekstrakceji lipidow z biomasy C. protothecoides

wskazano dezintegracj¢ ultradzwi¢ckowa.

12
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Ocena wplywu nate¢zenia Swiatla na tempo wzrostu, produktywnosé¢ biomasy oraz

zawarto$¢ lipidow i profil kwasow tluszczowych Chlorella protothecoides.

Ze wzgledu na zdolno$¢ do akumulacji znacznych ilosci lipidow biomasa
jednokomorkowych glondéw stanowi potencjalny substrat do produkeji biopaliw (Tan 1 Lin
2011). Lipidy (tluszcze) dzielg si¢ na tluszcze wlasciwe (triacylogicerole), pelnigce funkcje
zapasowg i ochronng w komorce oraz ztozone, ktore stanowia sktadnik blon komoérkowych.
Glowny sktadnikiem thuszczow prostych i ztozonych stanowig kwasy ttuszczowe (Kaczkowski
1992). Glony syntezuja kwasy tluszczowe $redniotancuchowe (Cio-Ci4), o dlugim lancuchu
(Ci6- Cig) 1 bardzo dtugim tancuchu (>Czo). W naturze proces akumulacji lipidow w komérkach
glonow zalezy od szeregu czynnikow srodowiskowych. Czynniki chemiczne majgce wptyw na
zwartos¢ lipidow to dostepnosé skladnikow odzywezych (glownie Zrodla wegla i azotu),
zasolenie oraz odczyn podioza. Natomiast kluczowe fizyczne czynniki to natgzenie swiatta
1 temperatura (Heredia-Arroyo 1 in., 2010;Hu i in. 2008;Liu 1 Benning 2013).W optymalnych
warunkach wzrostu zielenice syntetyzujg gléwnie kwasy tluszczowe wchodzace w sklad
lipidéw btonowych natomiast w niekorzystnych warunkach srodowiskowych syntetyzowane
i akumulowane sa lipidy glownie w postaci triacylogliceroli, ktére wskazywane sg jako
potencjalny substrat do produkcji biodiesla (Hu i in. 2008; Ren i in. 2016). Sktad i struktura
kwasow thuszczowych: dlugodé tancucha weglowego 1 stopien nienasycenia kwasow
ttuszczowych maja wpltyw na wlasciwosci biodiesla (Ren 1 1n.2016). Poznanie skladu kwasow
thuszczowych komorek zielenic jest wiec kluczowe w celu okre§lenia przydatnosci danego
szczepu do produkcji biodiesla. Profil kwaséw tluszczowych zielenic stanowia gldwnie
nasycone i jednonienasycone kwasy tluszczowe o dlugosci 16 - 18 atomow wegla. Zwigkszanie
nat¢zenia $wiatta ma wplyw na tempo wzrostu komorek glonéw, ale powyzej okreslonych
warto$ci moze powodowaé zahamowanie tempa podzialdéw komdrkowych z powodu
fotoinhibicji — uszkodzenia centrum reakcji PS II, spowolnienia transportu elektronéw oraz
wytwarzania reaktywnych form tlenu. Z tego wzgledu w pracy H3 okreslitam wplyw nat¢zenia
$wiatta na produktywnos¢ biomasy C. protothecoides, aktywno$¢ fotosyntetyczna oraz zmiany
w zawartosci lipidéw i profilu kwaséw tluszczowych pod katem ich wykorzystania do
produkc;ji biodiesla (praca H3).

W dos$wiadczeniu zastosowano 3 nat¢zenia Swiatta w warunkach o$wietlenia cigglego:

35 pmol fotonéw m™ s (LL), 130 pmol fotonéw m= s (ML), oraz 420 pmol fotonéw m2 s™
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(HL) promieniowania fotosyntetycznie czynnego. Zawartos¢ lipidow w biomasie oznaczono
zmodyfikowang metoda Bligha and Dyera. W celu oznaczanie profilu kwasow tluszczowych
przeprowadzono proces estryfikacji. Do oznaczenia kwaséw tluszczowych zastosowano
metode chromatografii gazowej sprzezong ze spektrometria mas (GC/MS). Dodatkowo
przeprowadzono pomiary aktywnoS$ci fotosyntetycznej w oparciu o pomiary modulowane]
fluorescencji chlorofilu in vivo (Dual-PAM -100, Waltz): wyznaczajac maksymalng wydajnosé
kwantowa fotosystemu 11 (Fv/Fm) oraz wspotezynnik wygaszania fotochemicznego qP.

W oparciu o uzyskane wyniki badan stwierdzono, ze wzrost nat¢zenia $wiatta
spowodowal zwiekszenie tempa wzrostu i skrocenie czasu podwojenia biomasy (Tab. 2).
Najwyzsze tempo wzrostu oraz najkrotszy czas podwojenia biomasy stwierdzono w warunkach
najwyzszego natgzenia §wiatla.

Stosunek Fv/Fm stosowany jest jako wskaznik wydajno$¢ kwantowej fotosystemu PSII.
Srednie wartosci Fv/Fm, badane drugiego dnia wzrostu hodowli, byty na podobnym poziomie,
w zakresie 0.604 do 0.672, dla wszystkich badanych natezen $wiatta co $wiadezy, ze komorki
prawidtowo funkcjonowaty we wszystkich analizowanych natezaniach $wiatla. W stacjonarnej
fazie wzrostu (5 dzien) zaobserwowano istotny spadek warto$ci Fv/Fm dla natezenia $wiatla
ML i HL w stosunku do LL. Spadek ten jest typowy dla fazy stacjonarnej ze wzgledu na
wyczerpywanie skladnikéw odzywczych, ograniczenie podzialdéw komorkowych, a takze
procesy naprawcze ewentualnie uszkodzonych fotosystemow. Wartosci qP (drugiego dnia
wzrostu) byly najwyzsze dla kultur rosngcy w HL, najnizsze dla LL. Stwierdzono réwniez,
najmniejszy zakres spadku wartosci gP ze wzrostem natgzenia $wiatla, dla glonéw hodowanych
w 420 pmol fotonéw m™~ s, Uzyskane wyniki wskazujg, ze C. protothecoides aklimatyzuje si¢
do warunkéw HL, wykorzystujac wigkszg ilo§¢ zaabsorbowanej energii §wietlnej w procesie
fotosyntezy w poréwnaniu do ML i LL. W pierwszych dniach doswiadczenia, wysokie
natezenie $wiatta HL. wplywato na szybszy proces akumulacji biomasy w poréwnaniu do ML
i LL, ze wzgledu na duzg wydajno$é wykorzystywania §wiatla w procesach fotochemicznych.
Jednoczesnie zaobserwowane wyzsze warto$§ci P w warunkach ML w poréwnaniu z LL,
potwierdzaja proces aklimatyzacji C. protothecoides, ktory umozliwia komérkom
zdolnos¢ do wzrostu we wszystkich badanych natezeniach $wiatla.

Stwierdzono, ze zawarto§¢ 1 proporcje poszczegolnych kwasow thuszczowych
w biomasie C. protothecoides zmieniala si¢ w zalezno$ci od nat¢zenia $wiatta (H3). Analiza
estrow metylowych kwasow tluszczowych (FAME) wykazala, ze glowne kwasy tluszczowe to
kwasy posiadajace w tancuchu 16 do 18 atomdéw wegla: kwas palmitynowy (C16: 0), kwas
oleinowy (C18: 1), kwas linolowy (C18: 2) i kwas linolenowy (C18: 3). Warunki niskiego
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natgzenia $wiatla mialy wplyw na zwigkszenie akumulacji kwasu linolowego i kwasu
linolenowego i zmniejszenie akumulacji kwasu oleinowego 1 palmitynowego.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze suma kwasow tluszczowych C16-C18 wzrosla
z 76.97% w niskim natezeniu $wiatla do 90.24% w wysokim natezeniu swiatla, za$
zawarto§¢ kwasu linolenowego zmniejszyla sie z 12.34 % w LL do 7.44 % w HL co jest
wymagane do spelnienia standardéw jakoSciowych okreslonych dla biodiesla (EN 14214,
2008). Analiza profilu kwaséw tluszczowych wykazala, takie Ze nate¢zenie Swiatla
wplywalo na stopien nasycenia kwaséw tluszczowych (Tab. 3). W pracy H3 po raz pierwszy
wykazano korzystne zmiany w zawartosci kwasow tluszczowych, pod katem produkcji

biodiesla, w biomasie C. protohecoides w odpowiedzi na wysokie natezenie $wiatla.

Tabela 2. Wplyw warunkow hodowli na specyficzne tempo wzrostu, czas podwojenia biomasy,

produktywnosé biomasy oraz zawartos¢ lipidow w biomasie C. protothecoides.

Natezenie Specyficzne tempo Czas Produktywnosé Zawartosc¢
. wzrostu podwojenia i lipidéw
$wiatla Wiy biomasy

-Tyk 4 0 *
1 p(d") g (% s.m.)
(umol m2s) (h)* (g L' dzien™)
35 0.61£0.013 a 27224059 a 0.085+0.001 24.83+3.09a
130 0.86+0.015 b 19.33+0.34 b 0.091+0.001 16.78+2.37 b
420 1.06+0.013 ¢ 15.67£0.19 ¢ 0.09+0.004 37.53+1.53 ¢

*wartosci oznaczone roznymi literami réznia sig istotnie p<0.01

Stwierdzono, zmniejszenie zawartosci wielonienasyconych kwaséw tluszczowych,
ktoremu towarzyszyl ponad dwukrotny wzrost zawartosci jednonienasyconych kwasow
tluszczowych wraz ze wzrostem natezenia Swiatla. Wielonienasycone kwasy ttuszczowe sg
istotne w procesie aklimatyzacji do niskiego nat¢zenia $wiatla (Klyachko-Gurvichi in., 1999).
Niska zwarto$¢ wielonienasyconych kwasow tluszczowych w biomasie jest korzystna pod
katem przydatnosci biomasy do produkeji biodiesla. Wielonienasycone kwasy tluszczowe sg
bowiem niewskazane jako substrat do produkcji biodiesla ze wzgledu na ich podatno$¢ do

utlenienia i polimeryzacji (Hu et al.2008).
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Tabela 3. Srednia zawarto$é¢ kwaséw C16-C18 w biomasie C. protothecoides ze wzgledu na stopien

nasycenia.
Natezenie swiatla
(pmol m?s™)
Kwasy thuiszczowe% 35 130 420
Nasycone kwasy 14.92+1.96 17.89 +1.18 15.24+1.65

tluszczowe *

Jednonienasycone 13.8+£1.91 18.03+1.49 34,74+4.12

kwasy tluszczowe*

Wielonienasycone 47.60 £4.66 43.06+2.59 38.96+1.46

kwasy tluszczowe™
*(wsrod C16-C18)

Podsumowujac wyniki przedstawione w pracy H3, nalezy podkre$li¢, ze nate¢zenie

Swiatta jest istotnym czynnikiem kontrolujgcym wzrost biomasy C. protothecoides oraz ze
warunki wysokiego natezenia Swiatla s3 korzystne do wzrostu biomasy. Bardzo istotne jest
stwierdzenie, Ze wraz ze wzrostem natezenia Swiatla nast¢gpowal wzrost zawartosci
lipidow; wysokie nat¢zenie S$wiatla zwiekszalo zwarto§¢ kwaséow C16-C18 przy
jednoczesnym spadku zawarto$ci kwasu linolenowego (18:3) i ze, w warunkach wzrostu w
wysokim natezeniu swiatta lipidy C. protothecoides sa korzystnym substratem do produkcji

biodiesla.

Wplyw suplementacji glukoza na wzrost, zawartos¢ lipidow i profil kwasow

tluszczowych biomasy Auxenochlorella protothecoides.

Glony sg to gtdéwnie organizmy autotroficzne, ale cze$¢ gatunkow moze wykorzystywaé
zarowno ditlenek wegla jaki organiczne formy wegla (miksotrofia). Najczesciej stosowanym
sposobem pozyskiwania biomasy mikroglonéw sg hodowle oparte na wzroscie
fotoautotroficznym z wykorzystaniem wegla nieorganicznego (COz2). Hodowle te jednak
charakteryzuja nizszg produktywnoscig biomasy w stosunku do hodowli rosngcych
w obecno$ci organicznej formy wegla, ktéra wynika z ograniczenia dostepnosci $wiatla
w hodowlach o wysokiej gestosci komorek (Gim i in. 2016). Dla komérek hodowanych
w §rodowisku gdzie wystepuje organiczna forma wegla dodatkowym zrodlem wegla jest
ditlenek wegla uwalniany z procesu oddychania w metabolizmie wegla organicznego (Ren 1 in.
2016).
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Celem przeprowadzonych przeze mnie badan w pracy H4 bylo poznanie wplywu
suplementacji podloza hodowlanego egzogennym zrddla wegla — glukoza, na wzrost biomasy,
zawarto$¢ chlorofilu, akumulacje lipidow 1 profil kwasdw tluszczowych A. protothecoides.
Okreslnie zmian zachodzacych w kwasach tluszezowych przy réznych stgzeniach glukozy
w podtozu ma znaczenie ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzystania $ciekow do produkeji
biomasy glonéw, ktére sa zrodtem m.in. wegla organicznego dla komorek glonow.
W doswiadczeniu analizowano wplyw 3 stezen glukozy: 1g, 3g, i 5 gL', ktére dodawano do
podtoza.

Stwierdzono, ze dodatek glukozy wptywal na zwigkszenie specyficznego tempa
wzrostu A. prothecoides. Stwierdzono istotne réznice w tempie wzrostu hodowli wraz ze
wzrostem st¢zenia glukozy. Dodatek glukozy wplywal tez na skrdécenie czasu podwojenia
biomasy w porownaniu z kontrolg. Wyniki pracy H4 wykazaty wigc ze suplementacja glukoza
zwigkszala produktywno$¢ biomasy w poréwnaniu z hodowla bez dodatku glukozy. Najwyzsza
produktywnos¢ biomasy zaobserwowano w warunkach suplementacji 5 gL' i byla ona 2.8-
krotnie wyzsza niz w kontroli.

W pracy H4 wykazano, ze w warunkach suplementacji 1 gL glukoza zawarto$é lipidow
w biomasie byta istotnie wyzsza (19.38%) w poréwnaniu do kontroli (6.84%). W hodowlach
wzrastajgcych w warunkach suplementacji 3 i 5 gL' stwierdzono zmniejszenie zawartosci
lipidow, zawartos¢ lipidow wynosila odpowiednio 12% 1 11.4 %. Analiza profilu kwasow
thuszczowych wykazata, ze profil kwasoéw tluszczowych zmienial si¢ w zaleznos$ci od
stezenia glukozy (Tab.4). Wraz ze wzrostem stezenia glukozy wzrastala zawartos¢ kwasu
oleinowego (z 11.57% do 41.43%) oraz spadata zawartos¢ kwasu linolenowego 18:3 (z 8.28%
do 2.91%). Zwartos¢ estrow metylowych kwasu linolenowego ponizej 12 % jest jednym ze
standardéw jakoSciowych okre§lonych dla biodiesla. Wykazano réwniez, ze
suplementacja glukoza wplynela na wzrost zawartosci jednonienasyconych kwasow
thuszczowych (z 11.69% do 42.77%) oraz spadek zawartosci wielonienasyconych kwasow
tluszczowych (z 62.52% do 33.65%). Obserwowane zmiany w profilu kwasow
tluszczowych sa korzystne w kontekscie wykorzystania biomasy A. protohecoides jako

surowca do produkeji biodiesla.
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Tabela 4. Wplyw suplementacji glukoza na profil kwasow tluszczowych 4. protohecoides.

Stezenie glukozy
(gL?)

Kwasy tluszczowe % 0 1 3 5
16:0 (kwas palmitynowy) 23.16+0.87 17.68+2.03 16.02+£2.75 16.29+0.4
16:1 (kwas palmitoleinowy)  0.23+0.09 0.43+0.06 0.97+0.22 1.16=0.11
18:0 (kwas stearynowy) 11.47+0.58 7.98+1.13 6.26+0.99 5.91+0.34
18:1 (kwas oleinowy) 8.3240.32 11.57+£0.49 19.49+7.45 41.43+1.4
18:2 (kwas linolowy) 35.54+1.62 52.2940.93 50.31+0.49 30.931.12
18:3 (kwas linolenowy) 17.52+1.29 8.26+1.4 4,94+0.82 2.91+0.82
Suma C16-C18 96.24 98.21 97.95 98.63
Nasycone kwasy 34.62+1.35 24.2440.53 22.5641.21 22.184+0.38
thuszczowe*
Jednonienasycone kwasy 8.38+0.50 11.69+0.16 20.00+2.70 42.77+1.29
thuszczowe*
Wielonienasycone kwasy 52.06+0.52 62.52+1.01 56.05+1.15 33.65+1.30

thuszeczowe*
*(wérdd C16-C18)

Podsumowujgc, w pracy H4 wykazano, ze dodatek egzogennego zrodia wegla —

glukozy do podloza zwigkszal tempo wzrostu Auxenochlorella protothecoides, a takze, ze
suplementacja glukoza indukowata zmiany w zawartosci lipidow oraz profilu kwasow
tluszczowych w biomasie glonéw. W pracy H4 po raz pierwszy wykazano zmiany zachodzace
w zwartosci kwasow tluszczowych w biomasie 4. protothecoides, w zaleznosci od réznych
stezen glukozy. Wzrost stezenia glukozy w podlozu wplywal na wzrost zawartos$ci kwasu
oleinowego i spadek zawarto$ci kwasu linolenowego oraz zmniejszenie zawarto$ci
wielonienasyconych kwaséw tluszezowych, co poprawia jako$¢ biomasy glonow jako

potencjalnego substratu do produkcji biodiesla.

Ocena wplywu kwasu indolilo-3-octowego (IAA) na produktywno$é¢ biomasy

Parachlorella kessleri w warunkach zastosowania fotoperiodu i o$wietlenia ciaglego.

Kwas indolilo-3-octowy (IAA) to hormon roélinny zaliczany do grupy auksyn. U roélin
wyzszych odpowiada miedzy innymi za regulacje procesu wzrostu komorek i stymulowanie
podziatéw komoérek (Kaczkowski 1992). Zagadnienie wplywu regulatoréw wzrostu na koméorki

glonow jest w znacznie mniejszym stopniu poznana w poroOwnaniu z badaniami dotyczgcymi

18

Mo



Dr Izabela Krzeminska Zatacznik 2

ich wplywu na rosliny wyzsze (Piotrowska-Niczyporuk i Bajguz 2014). W literaturze dostgpne
sg badania dotyczace wptywu dodatku TAA na procesy wzrostu Chlorella pyrenoidosa,
Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana, Scenedesmus quadricauda, S. obliguus (Lu 1 Xu,
2015; Parki in. 2014; Piotrowska-Niczyporuk 1 Bajguz, 2014). Odpowiedz komorek glondw na
dziatanie fitohormondéw rézni sie w zaleznosci od gatunku (Salama i in., 2014). Istotne jest
okreslenie optymalnego stezenia fitohormondw stymulujgcego wzrost dla gatunkéow glonow,
ktore charakteryzujg si¢ wysokim potencjalem produkcyjnym i mogg znalezé zastosowanie
w hodowlach masowych. Zielenica Parachlorella kessleri, ze wzglgdu wysokie tempo wzrostu
i wysokg produktywno$¢ biomasy uwazna jest za gatunek od duzym potencjale
biotechnologicznym ( Li i in. 2013). Badania dotyczgce wplywu kwasu indolilo-3-octowego
w zroznicowanych warunkach o$wietlenia na produktywno$¢ biomasy Parachlorella
kessleri nie byly wczeéniej prowadzone.

Celem badan podjetych w pracy HS bylo okreslenie wplywu dodatku egzogennego
kwasu indolilo-3-octowego na produktywno$¢ biomasy P. kessleri w dwdch wariantach
oswietlenia: fotoperiodu (16 h $wiatta / 8 h ciemnosci) i w warunkach oswietlenia ciggtego,
przy stalym jego optymalnym natezeniu. W celu okreSlenia wplywu zastosowanego
fitohormonu na produktywnos¢ biomasy analizowano dwa stezenia IAA 10 M i 10° M.

Badania wykazaly, ze wzrost P.kessleri zalezal od zastosowanego stezenia kwasu
indolilo-3-octowego oraz od warunkow oswietlenia. W warunkach fotoperiodu i suplementac;ji
[AA nie zaobserwowano stacjonamej fazy wzrostu niezaleznie od zastosowanego st¢zenia
kwasu indolilo-3-octowego. RéZnice w przebiegu krzywej wzrostu zaobserwowano po 6 dniu
hodowli, gdzie dodatek 10* M IAA miat stymulujgcy wpltyw na wzrost. Komorki osiggnety
faze wzrostu logarytmicznego wezeséniej niz hodowla suplementowana 10°M IAA i hodowla
kontrolna (bez suplementacji IAA). W przypadku hodowli w warunkach oswietlenia ciaggltego
i stezeniu 10* M IAA zaobserwowano faze wykladnicza (5-10 dzien) oraz stacjonarng faze
wzrostu. W warunkach nizszego stezenia IAA i warunkach kontrolnych przebieg krzywej
wzrostu byt do siebie zblizony.

Stwierdzono, ze kwas indolilo-3-octowego istotnie zwiekszal specyficzne tempo
wzrostu i czas podwojenia biomasy w stosunku do hodowli w warunkach kontrolnych (Tab.5).
Zaobserwowano, ze zastosowanie fotoperiodu przy jednoczesnej suplementacji IAA wplyneto
na wydluzenie czasu podwojenia biomasy i zmniejszenie tempa wzrostu w pordwnaniu
7 hodowlg w warunkach o$wietlenia cigglego. Najwyzsze tempo wzrostu 1 najkrotszy czas
podwojenia biomasy stwierdzono w warunkach suplementacji 109 M IAA i oéwietleniu
cigglym.
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Tabela 5. Wplyw fotoperiodu, oswietlenia ciaglego i suplementacji kwasem indolilo-3-octowym na
specyficzne tempo wzrostu i czas podwojenia biomasy P. kessleri ; p<0.01.

Specyficzne tempo

Czas podwojenia bioams
wzrostu P ] Y

Stezenie JAA [mol dm™] o [dzie ] (o_ghini)
(0-8 dni)
Oswietlanie ciagle
B 0.37£0.02a 44.95+2.06a
107 0.30+0.01b 55572770
Kontrola 0.25£0.01¢ 65.35+£2.46¢
Fotoperiod
10 0.27+£0.02a 61.524+3.72a
10° 0.24+0.01b 66.31+1.52b
Kontrola 0.18+0.01c 93.88+2.73c¢

Wyniki wykazaty, takze ze dodatek fitohormonu wplywal na zwigkszenie
produktywnosci biomasy P. kessleri. Wyzsze koncowe przyrosty biomasy stwierdzono
w warunkach suplementacji wyzszym stezeniem kwasu indolilo-3-octowego (10 M).
Najwiekszy koncowy przyrost biomasy stwierdzono, w warunkach suplementacji 10 M TIAA
i w warunkach fotoperiodu (16h $wiatla /8h ciemnosci). W warunkach tych, przyrost biomasy
P. kessleri po 14 dniach hodowli byt 3.4 krotnie wyzszy w stosunku do warunkéw kontrolnych,
co moze wskazywac na to, ze zastosowane polgczenie fotoperiodu i dodatku IAA spowodowato
zmiany w zawarto$ci metabolitow w komorkach P. kessleri. W warunkach o$wietlenia ciaglego
i suplementacji 10* M IAA przyrost biomasy po 14 dniach hodowli byl ponad 2- krotnie
wyzszy w poroéwnaniu z kontrola.

Podsumowujgc, badania wykazaty ze suplementacja podloza hodowlanego kwasem
indolilo-3-octowym zwigkszata produktywno$¢ biomasy Parachlorella kessleri. Maksymalng
warto$¢ specyficznego tempa wzrostu zaobserwowano w warunkach oswietlenia ciagglego
i dodatku 10* M IAA. Suplementacja kwasem indolilo-3-octowym w warunkach
oSwietlenia cigglego sprzyjala proliferacji komérek Parachlorella kessleri. Natomiast
w warunkach fotoperiodu i suplementacji 10* M IAA stwierdzono najwickszy koncowy

przyrost biomasy P. kessleri.

20

(%ul.«\.- Y



Dr Izabela Krzemirska Zatgcznik 2

Podsumowanie

Analiza wplywu wybranych warunkow fizycznych i chemicznych na produktywnos¢
izmiany w skladzie biochemicznym biomasy zielenic w kontekscie ich wykorzystania do celow
energetycznych stanowila przedmiot badan wskazanych jako osiagniecie naukowe (HI1-HS5).
Badania te majg charakter zar6wno podstawowy jak 1 aplikacyjny. Wiedza na temat wptywu
abiotycznych czynnikow srodowiskowych na produktywno$¢ biomasy i zmiany metabolizmu
glonéw jednokomoérkowych istotna jest m.in. dla petniejszego zrozumienia ekologii 1 fizjologii
mikroorganizméw fotosyntetyzujgcych, ich zastosowan biotechnologicznych jako zrodia
cennych substancji np. kwasow tluszczowych oraz zastosowan do produkcji biodiesla
z biomasy zielenic jako alternatywnego Zrédia surowca energetycznego.

Podsumowujgc catosé¢ omowionych powyze) wynikéw badan opublikowanych w publikacjach
H1-HS5 do najbardziej istotnych wynikow nalezy zaliczy¢:

-okre$lenie zmian w produktywnos$ci biomasy zielenic w warunkach wzrostu w o$wietleniu
cigglym 1 fotoperiodzie

-wskazanie optymalnej metody ekstrakcji pozwalajace] na maksymalny odzysk lipidow z
biomasy glondéw

-okreslenie zmian zachodzgcych w warunkach wysokiego natezenia Swiatta w produktywnosci
biomasy, akumulacji lipidéw i kwasach thuszczowych oraz wykazanie, ze w warunkach
wysokiego natezenia §wiatla lipidy C. protothecoides stanowig odpowiedni substrat do syntezy
biodiesla

-wykazanie, ze suplementacja egzogennym zrodia wegla jest czynnikiem zwigkszajacym
produktywnos¢ biomasy, wykazanie zmian w profilu kwasow tluszczowych w biomasie
A. protothecoides w zaleznosci od stezenia glukozy oraz, ze obserwowane zmiany w profilu
kwasow tluszczowych sa korzystne w kontekscie wykorzystania biomasy w produkeji biodiesla
-okre$lenie  pozytywnego wplywu suplementacji kwasem indolilo-3-octowego na
produktywno$¢ biomasy P. kessleri w warunkach wzrostu w o$wietleniu ciggtym

i fotoperiodzie.
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D) Oméwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

e przed uzyskaniem stopnia doktora

W roku 2004 zostatam sluchaczem Studidéw Doktoranckich w Instytucie Agrofizyki im. B.
Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie w Zakladzie Fizykochemii Materialow
Porowatych gdzie pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Sokotowskiej prowadzitam badania.
W czasie Studiow Doktoranckich bylam beneficjentem Projektu Stypendialnego ,,Stypendia
dla mtodych naukowcow szansg agrorozwoju Lubelszczyzny™ finansowanego z Europejskich
Funduszy Strukturalnych 1 Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju Regionalnego,
w latach 2005-2006 (Zal. ITI1 T 1). W ramach realizacji projektu przygotowatam trzy prace, ktore
ukazaly sie ksigzkach (Zal. III D 3-5). W 2009 roku zostalam laureatks projektu ,,Stypendia dla
doktorantow™ wspoétfinansowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Spolecznego,
Budzetu Panstwa oraz Budzetu Wojewodztwa Lubelskiego (Zat. 111 1 2). W latach 2009-2010,
po przewie w studiach, zwiazanej z urlopem macierzynskim i wychowawczym, bylam
wykonawcg projektu promotorskiego pt. ,,Wybrane wlasciwosci gleb i ich przestrzenna
zmienno$¢ w skali pola” (Zal. II H 3), ktorego wyniki przedstawitam w rozprawie doktorskiej
pt. .. Wybrane wlasciwosci gleb wytworzonych z piaskdw i ich przestrzenna zmienno$¢ w skali
pola” pod kierunkiem prof. dr hab. Zofii Sokolowskiej. Rozprawa doktorska zostata
wyrozniona przez Rade Naukowa Instytutu Agrofizyki PAN (Zal. II I). Wyniki badan zostaty
zaprezentowane na Konferencjach krajowych 1 zagranicznych (Zal. I J 1-16), rozdziale
w monografii (Zat. II C 7) oraz opublikowanych sprawozdaniach Instytutu Agrofizyki PAN
(Zal. 11 D 1-3).
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Przed obrong pracy doktorskiej bytam wspotautorem 1 oryginalnej pracy w czasopi$mie
znajdujgecym sie w bazie Journal Citation Reports (pub II A 7). Bylam wspdélautorem 1
rozdzialu w monografii 1 3 opracowan w monografiach (Zat. II1 D 3-5) o charakterze popularno-
naukowym. Bralam wudzial w konferencjach krajowych i miedzynarodowych, gdzie

prezentowatam referaty i postery (lacznie 16 doniesien konferencyjnych).

e po uzyskaniu stopnia doktora

Osiagniecia w pracy badawcze] po uzvskaniu stopnia doktora (nie wchodzace w sklad

osiagniecia naukowego)

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii — agrofizyki zostatam
zatrudniona na stanowisku mikrobiologa (2011 r.) a nastepnie w 2013 roku na stanowisku
adiunkta, w Zakladzie Fizycznych Wlasciwos$ci Materialow Roélinnych Instytucie Agrofizyki
im. B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie w grupie prof. dr hab. Jerzego Tysa.
W styczniu 2019 r. zostatam powolana na stanowisko kierownika zadania badawczego nr 7 pt.
»Badanie metabolitéw mikroglonéw i procesu fermentacji metanowej”. W ramach zadania
badawczego kieruje zespotem badawczym zlozonym z 5 0s6b.

Od roku 2011 rozpoczelam badania koncentrujace si¢ nad zagadnieniami wplywu
fizycznych i chemicznych czynnikdéw na produktywno$¢ biomasy jednokomorkowych glonéw
oraz odpowiedzi metabolicznej komdrek glonéw na zmieniajace si¢ warunki $rodowiska.
Oprocz badan opisanych w pracach H1-HS zajmowalam, si¢ takze tematyka wykorzystania
melasy buraczanej, bgdacej Zrédlem wegla 1 azotu, w hodowli glonéw. Wykorzystanie melasy,
ktdra jest tanim produktem ubocznym pochodzenia rolniczego ma znaczenie w kontekscie
obnizania kosztéw produkcji biomasy glondéw. Celem prowadzonych badan byla ocena wplywu
suplementacji podloza melasg buraczang na kinetyke¢ wzrostu i metabolizm Parachlorella
kessleri (Pub. II A3). W pracy wykazano, ze suplementacja melasa zwigksza istotnie koncowe
stezenie biomasy komorkowej, dzienng produktywnos$¢ biomasy i zawarto$¢ biatka
w komoérkach. W hodowli suplementowanej melasg i suplementowanej melasg z jednoczesnym
napowietrzaniem odnotowano istotny wzrost zawarto$ci wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych (PUFA). Stwierdzono, takze ze suplementacja melasa wplynela istotnie na
zawartos¢ kwasu palmitynowego, stearynowego i linolenowego. Suplementacja melasa
i jednoczesne suplementowanie z napowietrzaniem spowodowaly istotny statystycznie spadek
zawartosci kwasu linolenowego w stosunku do kontroli. Tematyka ta byla prezentowana

w formie wystgpien ustnych i posteréw na konferencjach (Zat. 11J 17,21,28,33).

24

OkM'L



Dr Izabela Krzemiriska Zatgcznik 2

Moje zainteresowania naukowe zwigzane byly rowniez z tematyka akumulacji lipidow
i weglowodanéw w biomasie zielenic w warunkach stresu. W pracy przegladowej
przeanalizowatam, na podstawie doniesien literaturowych, gléwne czynniki majgce wpltyw na
procesy akumulacji lipidow, kwaséw ttuszczowych oraz weglowodanéw w warunkach wzrostu
fotoautotroficznego (Pub. ITA 2). W pracy podsumowano wplyw najwazniejszych czynnikow
odzywcezych: azotu i fosforu, wegla nieorganicznego, swiatla oraz temperatury. W pracy
wykazano, Ze stres odzywczy: ograniczenie dostgpnosci azotu jest najczesciej stosowana
strategia w celu zwigkszenia akumulacji lipidow w biomasie zielenic. Podsumowano, takze
badania wskazujace na wzrost zawarto$ci lipidéw w odpowiedzi na ograniczenie dostgpnosci
fosforu w podlozu. Na zwigkszenie zawartosci lipidéw, oprocz stresu odzywcezego (N i P),
wplyw ma takze zwigkszone natgzenie Swiatla (stres $wietlny) oraz zrodlo i ilo$¢ wegla
nieorganicznego. Przeanalizowano takze badania wskazujgce, ze proces akumulacji
weglowodanéw moze by¢ wywolany wyczerpywaniem si¢ azotu i fosforu, zwigkszeniem
natezeniem $wiatla i zmianami stgzenia CO». Sprzeczne doniesienia literaturowe dotyczace
wptywu niektdrych czynnikow na akumulacje lipidéw 1 weglowodanéw w biomasie zielenic,
$wiadcza, ze w znacznym stopniu odpowiedz komorek uwarunkowana jest tez cechami
gatunkowymi (Pub. ITA 2).

Podczas mojej pracy naukowej bralam, takze udzial w badaniach dotyczacych
mozliwosci zastosowania metod dynamicznego rozpraszania $wiatla w ocenie dezintegracji
komorek P. kessleri (Pub IIA 1). Prowadzitam, takze badania dotyczace wplywu st¢zenia
ditlenku wegla i zréznicowanego fotoperiodu na tempo wzrostu, produktywno$¢ biomasy oraz
zmiany w skladzie biochemicznym biomasy zielenicy C. protothecoides (Pub I1A 6). Badania
zastosowanych warunkéw. Stwierdzono, ze zastosowanie o§wietlenia cigglego w warunkach
napowietrzania powietrzem hodowli korzystne bylo dla akumulacji lipidow w biomasie.
Tematyka kolejnej pracy, w ktorej jestem wspolautorem (Pub. IIA 4) dotyczyla wplywu
biomasy nawloci pospolitej i zawartych w niej zwigzkow bioaktywnych na proces fermentacji
metanowej. W pracy wykazano pozytywny wplyw kofermetacji kukurydzy i nawloci
w poréownaniu z fermentacjg pojedynczych substratow.

Nowy obszar moich zainteresowan dotyczy badan biomasy jednokomérkowych glonow
z klasy Eustigmatophyceae — bardzo mato poznanych pod wzgledem fizjologicznym,
biochemicznym i ekologicznym. Eustigmatophyceae to klasa jednokomdrkowych
kokoidalnych glonéw zyjacych gléwnie w glebie i wodach stodkich. Niektére gatunki nalezace

do Eustigmatophyceae np. Nannochloropsis spp. uwazne sg za modelowe organizmy
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olejogenne. W 2017 otrzymatam wsparcie finansowe w ramach konkursu Sonata 12 (Zal. 11
H1). Projekt, ktérego jestem kierownikiem, ,Zdolno$¢ jednokomdrkowych glondw
Eustigmatos calaminaris 1 Eustigmatos magnus (Eustigmatophyceae) do syntezy
nienasyconych kwasow thuszczowych w zmieniajacych sie¢ warunkach wzrostu™ realizowany
jest od sierpnia 2017 r. Celem projektu jest zbadanie wybranych procesow fizjologicznych (w
tym aktywnosci fotosyntetycznej, profilu metabolicznego oraz zdolnosci wzrostowych) E.
calaminaris 1 E. magnus, w warunkach stresu odzywczego i $wietlnego, jako potencjalnego
zrodla cennych substancji bioaktywnych: nasyconych i nienasyconych kwasow tluszczowych.
W zaleznosci od profilu kwasow tluszczowych, badanych w projekcie gatunkéw
Eustigmatophyceae, moga one znalez¢ zastosowanie w badaniach jako producenci kwasu
eikozapentaenowego (EPA), ktory nalezy do grupy nienasyconych kwaséw, niezbednych do
prawidlowego funkcjonowania ukladu nerwowego cztowieka lub w badaniach dotyczacych
produkcji biodiesel’a z biomasy glondéw (Zat. I1 J 30).

W latach 2011-2012 odbylam staz naukowy w Centrum Badan Ekologicznych PAN
w Dziekanowie Lesnym, Stacja Badawcza w Lublinie, w trakcie ktérego przeprowadzitam
doswiadczenie wptywu fotoperiodu na produktywno$¢ 5 gatunkéw zielenic pod kierunkiem
prof. dr hab. Barbary Pawlik-Skowronskiej (Zat. III G 1). Wyniki badan prowadzonych na stazu
naukowy zostaly opublikowane w pracy H1. Aby poglebi¢ swoje umiejetnosci dotyczace
pomiaréw modulowanej fluorescencji chlorofilu odbytam staz w University of Padova,
Departament of Biology we Wtloszech w grupie profesora prof. T. Morosinotto ( Zat. IIT G 2).
Efekty nawigzanej wspotpracy opublikowane zostaty w pracy H3. W 2015 odbywatam staz w
Zakladzie Biofizyki, Instytut Fizyki UMCS Lublin, pod kierunkiem prof. dr hab. W.
Gruszeckiego, gdzie w jego zespole prowadzilam badania dotyczace proceséw adaptacji
komorek glondéw Chlorella vulgaris 1 Chlorella protothecoides do warunkow stresu
swietlnego( Zal. III G 3). Wyniki badan opublikowane zostaly w pracy II AS i na konferencjach
(Zal, 11 14, 26).Wyniki badan wykazaly, ze w warunkach stresu §wietlnego C. protothecoides
i C. vulgaris uruchamiajg mechanizmy ochronne m.in. synteze karotenoidow. Wytworzona
zeaksantyna akumuluje si¢ w okolicy jadra komdrki w celu jego ochrony przed fotodegradacja
poprzez m.in. gaszenie reaktywnych form tlenu. Zeaksantyna moze tez dziala¢ jak filtr
pochtaniajacy $wiatto z zakresu UV- jako ,,molekularne okulary sloneczne” .

W latach 2011-2014 uczestniczylam w realizacji projektu ,,Opracowanie zalozen
fizjologiczno-technicznych do produkceji glondw na cele energetyczne™ (Zat. I H 2). Wynikiem
realizacji tego projektu jest patent (Zal. II B ) oraz monografia (Zal. II C1 ), ktérych jestem

wspotautorem. W 2016 r zostalam nominowana jako Czlonek Komitetu Zarzadzajacego MC
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Member Akcji COST ES1408 European network for algal - bioproducts (EUALGAE) (Zat. 111
A).

Do chwili obecnej ukazato si¢ facznie 19 recenzowanych prac naukowych, ktérych
jestem wspolautorem, w tym 12 w czasopismach znajdujacych sie¢ w bazie Journal Citation
Reports, ktorych sumaryczny Impact Factor wynosi 29,947, a liczba punktow MNiSW 433. Po
uzyskaniu stopnia doktora opublikowano tacznie 12 recenzowanych prac naukowych (ktore nie
wliczaja sie do osiaggniecia naukowego wymienionego w czgéci I) mojego wspdlautorstwa,
w tym 6 w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (wykaz IIA 1-6),
ktorych sumaryczny Impact Factor wynosi 13,964 a liczba punktow MNiSW 205. Liczba
cytowan moich prac wedlug bazy Web of Science Core Collection wynosi 113 (bez

autocytowan 89), natomiast indeks Hirscha 6.

Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski

W ramach dzialalnosci dydaktycznej pelnitam funkcje opiekuna pomocniczego trzech
sluchaczy Studiéw Doktoranckich Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie. Od 2012 roku
pelnitam funkcje opiekuna pomocniczego mgr Agaty Piaseckiej, a po otwarciu przewodu
doktorskiego w 2015 promotora pomocniczego. Obrona pracy doktorskiej: ,,Wykorzystanie
melasy w hodowli wybranych gatunkéw zielenic ( Chlorophyta)™ odbyla si¢ w 2018 r. Od roku
2015 bytam opiekunem pomocniczym mgr Edyty Magierek a od 2018 roku jestem opiekunem
pomocniczym mgr Wiolety Babiak (Zal. IIT F 1-3).

Pracujac w Instytucie Agrofizyki PAN sprawowatam tez opieke nad stazystami oraz
praktykantami. Petnitam funkcje opiekuna praktyk i stazu, w sumie 8 os6b w Laboratorium
Nowych Technologii Pozyskiwania Energii Odnawialnej (Zal. III E). Od roku 2011 aktywnie
prowadze dzialalno$¢ popularyzatorska uczestniczac w Lubelskim Festiwalu Nauki (LFN
2011, LFN 2013 oraz LFN 2014), Pikniku Naukowym Polskiego Radia i Centrum Nauki
Kopernik (2014 r) oraz Festiwalu Nauki w Jablonnie (2013 i 2015 r), (Zatl. TIT J 1-6). W roku
2011 projekt festiwalowy pt.: "Algi — energia jutra” zdobyl nagrode za Najciekawszy Projekt
piknikowy (Zal. 111 B). W 2011 roku wygtositam wyklad otwarty: ,,Czy glony (algi) moga by¢
konkurencjg dla roslin energetycznych?” w ramach wykladéw Wszechnicy na zaproszenie
Polskiej Akademii Nauk Oddzial w Lublinie i Lubelskiego Towarzystwa Naukowego (Zat. III
J 7). W latach 2014-2015, w ramach projektu ,,PI:e-Odnawialne Zrodta Energii Lubelszczyzny
(e-OZEL)-system zwigkszajacy zainteresowanie uczniow kontynuacja ksztalcenia na
kierunkach GOW” nr POKL.09.02.00-06-070/12, realizowanego przez Fundacj¢ Polskiej
Akademii Nauk w Lublinie prowadzilam cykl wykladéw dotyczacych biomasy mikroglonow
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1 jej energetycznego wykorzystania dla 120 uczniow szk6él gimnazjalnych
i ponadgimnazjalnych z wojewodztwa lubelskiego (Zat. 111 ] 8). Jestem tez wspotautorkg prac
o charakterze popularyzatorskim (Zat 111 D 1-2).

Jestem wspotautorem lacznie 49 doniesien konferencyjnych, w tym 33 po uzyskaniu
stopnia doktora. Jestem czlonkiem Polskiego Towarzystwa Biofizycznego i Polskiego
Towarzystwa Fykologicznego.

Jako pracownik naukowy regularnie podnositam swoje kompetencje poprzez
uczestnictwo w studiach podyplomowych oraz réznego rodzaju szkoleniach (Zal. III 1 3).
W celu poszerzenia wiedzy chemicznej, niezbednej w realizowaniu mojej tematyki badawczej
w 2018 roku rozpoczetam Studia Podyplomowe w zakresie ,,Chromatografia i techniki
pokrewne w réznych wariantach oznaczen $ladowych™ na wydziale Chemii Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu (Zal. III I 4). Przewidywany termin ukonczenia studiéw to
czerwiec 2019 1.

Wykonatam w sumie 15 recenzji artykuléw wszystkie zlozone do czasopism z listy
Journal Citation Report, takie jak: Applied Biochemistry and Biotechnology, Engineering in
Life Sciences, Journal of Applied Phycology, International Agrophysics, Phycologia, Energy
Conversion and Management (Zat. III H 1-7).

Zestawienie liczbowe mojego dorobku naukowego znajduje sie w tabeli ponizej. Wykaz
opublikowanych prac naukowych i informacje o osiagnigciach dydaktycznych, wspolpracy

naukowej i popularyzacji nauki dotgczam do dokumentdéw jako Zatgcznik 4.
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Przed <
. Po uzyskaniu .
uzyskaniem ; Calkowity
Dorobek naukowy stopnia doktora stopnia doktora dorobek

Oryginalne prace twércze, w tym: 2 17 19
Oryginalne prace tworcze w
czasopismach z IF stanowiace nd 8 ]
osiggniecie naukowe!
Pozostale oryginalne prace tworcze w . 6 .
czasopismach z IF!
Pozostale oryginalne prace tworcze

5 0 5 5
bez IF
Monografie 0 1 1
Rozdzialy w monografii 1 0 1
Sumaryczny IF 1,059 28,888 29,947
Punkty MNiSW 14 419 433
Komunikaty .naukowe wygloszone 5 23 29
na konferencjach:
- krajowych 2 20 22
- migdzynarodowych 4 3 7
Komunikaty naukowe
prezentowane w formie posterow 10 10 20
na konferencjach:
- krajowych 6 2 8
- migdzynarodowych 4 8 12
Udzielone patenty krajowe 0 1 1
Udziat w projektach naukowo-
badawczych, programach 1 3 4
europejskich oraz innych
- kierowanie projektami badawczymi 0 1 1
-wykonawstwo w projektach
badawczych ! 1 A
-udzial w programach europejskich 0 1 1
Recenzje artykulow naukowych 0 15 15

I_czasopisma z listy A MNiSW; ?-czasopisma z listy B MNiSW

Notositihe  Bdel
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