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Fosforylacja fotosyntetycznego kompleksu antenowego
LHCII: Regulacja przez reorganizacje

Prof. dr hab. Wiestaw I. Gruszecki, Zaktad Biofizyki, Instytut Fizyki, Uniwersytet
Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Zycie na naszej planecie zasilane jest energig promieniowania stonecz-
nego za$ fotosynteza jest praktycznie jedynym procesem umozliwiajgcym
wigzanie energii §wiatta w formy, ktére mogg by¢ wykorzystywane bezpos-
rednio w reakcjach biochemicznych. Efektywne pochtanianie Swiatta
w aparacie fotosyntetycznym roslin mozliwe jest, w duzej mierze, dzieki
aktywnosci fotosyntetycznych komplekséw barwnikowo-biatkowych pelnig-
cych funkcje anten pochtaniajgcych kwanty promieniowania stonecznego
oraz przekazujgcych energie wzbudzenia elektronowego do centréw reakcji.
Aktywnos¢ komplekséw antenowych jest szczegdlnie wazna w warunkach
niskiego poziomu os$wietlenia, jednakze moze okazywac sie szkodliwa gdy
oswietlenie przewyzsza poziom przekraczajgcy mozliwosci operacyjne reakcji
fotochemicznych. Okazuje sie, ze fotosyntetyczne kompleksy antenowe,
w tym najwiekszy kompleks roslinny LHCII, mogg réwniez pelni¢ funkcje
ochronne przed foto-toksycznymi efektami promieniowania stonecznego,
gaszac nadmiar energii wzbudzenia. Ostatnie badania naszej grupy pokazuja,
iz jednym z mechanizméw regulujacych przelgczanie pomiedzy funkcjg
antenowg i fotoprotekcyjng LHCII moze by¢ reorganizacja przestrzenna
biatka kontrolowana/indukowana poprzez forsorylacje kompleksu. Koncepcja

ta przedstawiona zostanie i poddana pod dyskusje podczas wystgpienia.
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Phosphorylation of the photosynthetic antenna complex
LHCII: Regulation via reorganization

Life on our planet is fueled by sunlight and photosynthesis is practically the
sole process responsible for conversion of energy of electromagnetic
radiation to the forms which can be directly used to drive biochemical
reactions. Efficient and fluent operation of photosynthesis is, to a large
extent, possible owing to activity of pigment-protein complexes playing
antenna function, i.e. responsible for harvesting light quanta and transfer of
electronic excitations towards the reaction centers. The largest
photosynthetic antenna complex of plants, called LHCII, is most abundant
membrane protein in our biosphere and comprises virtually half of
chlorophyll molecules on Earth. LHCII acts as an antenna complex under low
light but, interestingly, under strong light conditions the complex can switch
to a state in which it is able to quench excessive, potentially harmful
excitations. Some recent findings from our group show that mechanistically
such a switch can be associated with the complex reorganization which is
directly controlled and induced by light-dependent phosphorylation. This

concept will be presented and discussed during a talk.
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Rybosom - allosteryczna nano-maszyna
dekodujaca informacje genetyczng

Prof. dr hab. Marek Tchérzewski, Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut
Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Rybosom, to nano-maszyna uczestniczgca w syntezie biatek, dzialajgca
jako ,,maszyna Browna”, ktéra wykorzystuje termiczne fluktuacje do realizacji
podstawowych zadan biochemicznych, ale gtéwnym zrédlem energii nape-
dzajagcym ten system jest hydroliza GTP, katalizowana przez translacyjne
GTPazy (trGTPazy), ktére nadajg jednokierunkowg trajektorie procesowi
translacji. Gléwng platformg na rybosomie odpowiedzialng za interakcje
z translacyjnymi GTPazami jest rejon znajdujgcy sie na duzej podjednostce
rybosomalnej, nazywany centrum GTPazowym. Zasadniczym elementem tego
centrum jest struktura zwana ,kciukiem”, odpowiedzialna za rekrutacje
trGTPaz i stymulacje hydrolizy GTP zaleznej od trGTPaz. Struktura ,kciuka”
to oligomeryczny kompleks zbudowany z biatek rybosomalnych, ktérych ilo$é
zalezy od pozycji taksonomicznej organizmu. W komoérkach prokario-
tycznych kompleks ten moze posiada¢ trzy konfiguracje strukturalne:
pentamer, heptamer i nonamer. Podobng réznorodnos¢ stwierdzono w rybo-
somach archae/eukariota, gdzie obserwowano heptamer w archae i pentamer
u eukarionta. Struktura ,kciuka” pozostaje jednym z niewielu elementéw
rybosomalnych o nieznanej strukturze, oraz funkcja tego elementu takze nie
jest w pelni poznana. Przedstawione badania skupiajg sie na okre$leniu
funkcji ,kciuka” rybosomalnego, a przede wszystkim roli architektury tego

elementu w funkcjonowaniu rybosomu eukariotycznego.

15
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Ribosome - an allosteric nano-machine
decoding genetic information

The ribosome, classified as a nano-machine, is involved in protein synthesis,
and functions as a Brownian machine, that harnesses thermal fluctuations
into directed motion, however the main source of energy is gained from GTP
hydrolysis catalyzed by translational GTPases (trGTPases) which confer
unidirectional trajectory for the translational apparatus. The landing
platform for trGTPases is located on the large ribosomal subunit, and it is
called GTPase-associated-center (GAC). The prominent structure recognized
in the GAC is called 'stalk’, responsible for recruitment of trGTPases and
stimulation of factor-dependent GTP hydrolysis. The stalk occurs as an
oligomeric complex with protein composition dependent on the taxonomic
position of the organism. In prokaryotes, this complex has three structural
configurations; pentamer found in mesophiles, heptamer in thermophiles,
nonamer in cyanobacteria. A similar diversity was found in
archaeal/eukaryotic ribosomes, where heptamer was observed in archaea,
and pentamer in eukaryotes. The stalk remains one of the few ribosomal
elements with unknown structure and with only general understanding of its
function. The presented research is focused on deciphering the function of
the ribosomal stalk, especially keeping an eye toward structural architecture,

assembly and function of this oligomeric complex in eukaryotic ribosome.
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Dekoloryzacja barwnikéw przemystowych
z wykorzystaniem grzybowych wielomiedziowych oksydaz
Aleksandra Goralczyk, aleksandra.goralczyk@biol.uni.lodz.pl, Katedra Mikrobio-

logii Przemystowej i Biotechnologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet £odzki, www.biol.uni.lodz.pl

Anna Jasiriska, anna.jasinska@biol.uni.lodz.pl, Katedra Mikrobiologii Przemystowej
i Biotechnologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Eddzki,
www.biol.uni.lodz.pl

Jerzy Dlugoriski, jerzy.dlugonski@biol.uni.lodz.pl, {(atedra Mikrobiologii Przemys-
towej i Biotechnologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £odzki,
www.biol.uni.lodz.pl

Z uwagi na wykorzystywanie barwnikéw syntetycznych w wielu gateziach
przemystu, coraz wieksza ich ilo$¢ trafia do sSrodowiska naturalnego, dzia-
tajac toksycznie lub mutagennie na organizmy. W ostatnim czasie do ich
eliminacji wybiera sie przyjazne dla Srodowiska metody biologiczne wyko-
rzystujgce potencjat metaboliczny drobnoustrojéw.

Celem niniejszej pracy byla ocena przydatnosci wielomiedziowych
oksydaz (ang. Multicopper Oxidases, MCOs) mikroskopowego grzyba strzep-
kowego Myrothecium sp. IM 6443, w procesach dekoloryzacji barwnikéw
przemystowych. Proteiny wyizolowano z plynu pohodowlanego stosujgc
dwuetapowe wytrgcanie siarczanem amonu. Nastepnie roztwér poddano
cze$ciowemu oczyszczaniu, a preparat zawierajgcy wielomiedziowe oksydazy
(o aktywnosci 1 U/ml wyznaczonej wobec ABTS) zastosowano do dekolo-
ryzacji barwnikéw przemystowych (50 mg/l). W wybranych odstepach czasu
oznaczano spektrofotometrycznie zmiane absorbancji przy odpowiedniej dla
danego barwnika dtugosci fali. Uzyskane wyniki wykazaty, ze zewngtrzko-
moérkowe enzymy badanego szczepu zdolne sg do odbarwiania wybranych
zwigzkow. Najwiekszy stopienn dekoloryzacji zaobserwowano w stosunku do
Indigo Carmine. Ponadto wprowadzenie do ukltadu ABTS jako mediatora

reakcji przyspieszyto proces eliminacji barwnika.
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Zewnatrzkomoérkowe biatka syntetyzowane przez Myrothecium sp. IM 6443
zdolne sg do dekoloryzacji barwnikéw przemystowych, a dodatek mediatoréw

zwieksza efektywno$¢ tych procesow.

Industrial dyes decolorization
using fungal multicopper oxidases

Due to the usage of the synthetic dyes in many industries, more and more of
them are released into the environment acting toxically or mutagenically on
organisms. Recently, environmentally friendly biological methods using the
metabolic potential of microorganisms have been selected for their

elimination.

The aim of this study was to evaluate the use of multicopper oxidases
(MCOs) from the microscopic filamentous fungus Myrothecium sp. IM 6443 in
the processes of industrial dyes decolorization. Proteins were isolated from
a culture using two-step ammonium sulphate precipitation. Next, the
solution was partially purified and a mixture containing multicopper
oxidases (with 1 U/ml activity toward ABTS) was applied to decolorize
industrial dyes (50 mg/l). At selected time intervals the changes in the
absorbance were measured spectrophotometrically using an appropriate
wavelength for each dye. The results obtained in this study indicate that
extracellular proteins of the IM 6443 strain are able to decolorize selected
compounds. The highest level of decolorization was observed for Indigo
Carmine. Furthermore, the addition of ABTS as a reaction mediator

accelerated the process of dyes elimination.

Extracellular proteins synthesized by Myrothecium sp. IM 6443 are able to
decolorize industrial dyes and the addition of mediators increases the

efficiency of these processes.
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Enzymatyczne markery owadow roslinozernych
jako przejaw adaptacji w warunkach stresu

Jan Dampc, dampcjan@gmail.com, Katedra Zoologii, Wydziat Biologiczno-Rolniczy,
Uniwersytet Rzeszowski, www.ur.edu.pl

Agnieszka Moton, agnieszkamaslowska@o2.pl, Katedra Zoologii, Wydziat
Biologiczno-Rolniczy, Uniwersytet Rzeszowski, www.ur.edu.pl

Roman Durak, rdurak@univ.rzeszow.pl, Katedra Zoologii, Wydziat Biologiczno-
Rolniczy, Uniwersytet Rzeszowski, www.ur.edu.pl

Zjawisko stresu oksydacyjnego dotyczy wszystkich organizméw tleno-
wych, réwniez owaddw roslinozernych i powodowane jest naglym wzrostem
reaktywnych form tlenu (ROS) w komoérce. Rosliny, w odpowiedzi na
zerowanie owadéw, wyksztatcity mechanizmy obronne, polegajgce na
biosyntezie wtérnych metabolitéw. Obecno$¢ zwigzkéw produkowanych
przez roSliny jest z kolei powodem do generowania reaktywnych form tlenu
w tkankach roslinozercy i moze prowadzi¢ do niekorzystnych zmian rozwo -
jowych, a takze uszkadzac czgsteczki biatek, lipidow i DNA. W celu ochrony
przed wzrastajgcym poziomem ROS, owady wytworzyly antyoksydacyjne
mechanizmy obronne, do ktérych zaliczamy gléwnie enzymy antyoksy-
dacyjne (katalaza (CAT), dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)), detoksykacyjne
(transferaza S-glutationowa (GST), B-glukozydaza) oraz oksydoredukcyjne
(peroksydaza (POD), oksydaza polifenolowa (PPO)). Dzieki sprawnemu
systemowi enzymatycznemu mozliwe jest zachowanie w organizmie owada
wilasciwej homeostazy oraz =zabezpieczenie i obrona komoérek przed
uszkodzeniami. System enzymatyczny umozliwia takze szybkg adaptacje
owadow w warunkach stresu Srodowiskowego, powodowanego przez takie

czynniki jak temperatura, susza czy zmiana rosliny zywicielskiej.
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Enzymatic markers of herbivore insects
as a symptom of adaptation under stress conditions

Oxidative stress applies to all aerobes, including herbivorous insects, and is
caused by a sudden increase in reactive oxygen species (ROS) production in
cells. In response to insect feeding, plants have developed defensive
mechanisms such as biosynthesis of secondary metabolites. The presence of
compounds produced by plants induces generation of reactive oxygen species
in herbivorous tissues and may lead to harmful developmental changes and
damage to DNA, protein and lipid molecules. In order to protect cells against
increased ROS levels, insects have developed certain defence mechanisms,
including antioxidant enzymes (catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD)), detoxification enzymes (glutathione S-transferase (GST), B glucosidase)
and oxidative enzymes (peroxidase (POD) and polyphenolic oxidase (PPO)).
The efficient enzymatic system enables insects to maintain proper
homeostasis in their bodies and protects their cells from damage. It also
allows for rapid adaptation under environmental stress caused by factors

such as temperature, drought or host plant change.
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Identyfikacja molekularna N-metylotransferazy
karnozynowej kregowcéw (EC 2.1.1.22)

Jakub Drozak, jdrozak@biol.uw.edu.pl, Zaktad Regulacji Metabolizmu, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski, www.biol.uw.edu.pl

Karnozyna (B-alanylo-L-histydyna) i jej metylowa pochodna anseryna
(B-alanylo-Nm-metylo-L-histydyna) to dipeptydy obecne w miesniach szkie-
letowych (0,5-45 mM) oraz mézgu (0,5-1,5 mM) kregowcéw. Celem badan
byla identyfikacja molekularna N-metylotransferazy karnozynowej — enzymu
warunkujgcego biosynteze anseryny. Enzym oczyszczono metodami chro-
matograficznymi 600- oraz 2600-krotnie, odpowiednio z homogenatéow
miesni kury oraz szczura. Analiza produktéw trawienia uzyskanych prepa-
ratbw enzymu technika nanoUPLC-MS/MS pozwolita wytypowaé biatko
HNMT-like kury oraz UPF0586 szczura jako potencjalne N-metylotransferazy
karnozynowe. W celu potwierdzenia poprawnoS$ci identyfikacji, wytworzono
w komoérkach COS-7, a nastepnie oczyszczono do homogennosci, rekom-
binowane formy HNMT-like oraz UPF0586. Aktywnos¢ N-metylotransferazy
karnozynowej potwierdzono dla obu rekombinowanych biatek wykonujgc
radiochemiczne pomiary ich aktywno$ci oraz analizujac (technikg HPLC-
MS/MS) tozsamo$¢ molekularng produktéw katalizowanych przez nie reakcji.
Wykonano takze charakterystyke biochemiczng obu rekombinowanych
enzymow ustalajgc m.in. swoisto$¢ substratowg oraz parametry kinetyczne
reakcji (kcat, KM). Podsumowujgc, wykazano, ze aktywnoS$¢ N-metylo-
transferazy karnozynowej jest warunkowana przez dwa odmienne enzymy:
biatko HNMT-like swoiste dla gadéw i ptakoéw oraz biatko UPF0586 (obecnie
CARNMT1) typowe dla ssakow.

Finansowanie badan z grantéw: Iuventus Plus (0081/P01/2010/70) oraz
NCN (2013/11/B/NZ1/00078).
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Molecular identification of vertebrate carnosine
N-methyltransferase (EC 2.1.1.22)

Carnosine (B-alanyl-L-histidine) and anserine (methylcarnosine, B-alanyl-
Nm-methyl-L-histidine) are dipeptides present in muscle (0.5-45 mM) and
brain tissue (0.5-1.5 mM) of most vertebrate species. The aim of this work
was to disclose the molecular identity of carnosine N-methyltransferase, an
enzyme that catalyzes the formation of anserine. The enzyme was purified
600- and 2500-fold from chicken and rat skeletal muscles, respectively,
employing several chromatographic methods accompanied by radiochemical
measurements of its activity. Tryptic fragments of proteins present in the
most purified enzyme preparations were analyzed by nanoUPLC-MS/MS, and
methyltransferases designated HNMT-like and UPF0586 were selected as
candidates for chicken and rat methyltransferase, respectively. The identity
of carnosine N-methyltransferase with chicken HNMT-like and rat UPF0586
proteins was confirmed by expression, purification and analysis of properties
of recombinant forms of these enzymes. In particular, HPLC-MS/MS analyses
confirmed that anserine is the methylated product of their activities. Kinetic
parameters (kcat, KM) of the reactions and substrate specificity of these
enzymes were also determined. In summary, the major achievement of this
work was to show that two different enzymes catalyze the formation of
anserine in vertebrates, i.e. reptilian/avian HNMT-like protein and

mammalian UPF0586 enzyme.

Funded by grants: Iuventus Plus (0081/P01/2010/70) and NCN
(2013/11/B/NZ1/00078).
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Indukowana stresem oksydacyjnym agregacja GAPDH
- znaczenie koenzymu NAD(H)
oraz naturalnych przeciwutleniaczy

Joanna Strumilto, joanna.strumillo@biol.uni.lodz.pl, Zaktad Radiobiologii, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £6dzki, www.uni.lodz.pl

Maciej Baran, mcol3@wp.pl, Zaktad Radiobiologii, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet £6dzki, www.uni.lodz.pl

Aleksandra Rodacka, aleksandra.rodacka@biol.uni.lodz.pl, Zaktad Radiobiologii,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £ddzki, www.uni.lodz.pl

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) jest oksydo-
reduktazg zaangazowang w metabolizm glukozy. Enzym ten oddziatuje
z wieloma biatkami, a takze DNA i RNA przez co posiada szereg funkcji
niezwigzanych z glikolizg. Na szczeg6lng uwage zastugujg interakcje GAPDH
z biatkami inherentnie nieuporzgdkowanymi (ang. IDPs), ktérych agregaty sg
cechg charakterystyczng nieuleczalnych choréb neurodegeneracyjnych.
Liczne badania wskazujg, iz oksydacyjnie zmieniona, zagregowana GAPDH
przyspiesza agregacje m.in. amyloidu beta, huntingtyny oraz alfa-synukleiny
i moze nasila¢ ich neurotoksyczno$¢.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie stopnia agregacji GAPDH
w warunkach stresu oksydacyjnego generowanego radiacyjnie oraz okreslenie
roli NAD(H), resweratrolu i melatoniny w tym procesie. Agregacje bialka
badano metodami fluorescencyjnymi i spektrofotometrycznymi.

Uzyskane wyniki wykazaly antyagregacyjny efekt resweratrolu i melato-
niny w badanych warunkach. GAPDH w formie holoenzymu agregowala
w mniejszym stopniu w poréwnaniu z enzymem w formie apo. NADH nasilat
radiacyjng inaktywacje enzymu, ale chronil go w wiekszym stopniu przed
agregacjag niz NAD+. Zjawisko to bylo najprawdopodobniej zwigzane
z oddziatywaniem NADH z cysteing centrum aktywnego enzymu odgrywajgcg
kluczowg role w jego agregacji. Potwierdzenie tego zaloZenia wymaga
dalszych badan.

Badania  wspéifinansowane  przez ~ Narodowe Centrum  Nauki
(2012/05/B/NZ1/00701).
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Oxidative stress induced GAPDH aggregation
— the role of NAD(H) coenzyme and natural antioxidants

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is an oxidoreductase
involved in glucose metabolism. This enzyme interacts with multiple
proteins and also DNA and RNA and thus it has several unrelated to
glycolysis functions. Special attention is paid to the interactions of GAPDH
with the intrinsically disordered proteins (IDPs) which aggregates are
a hallmark of incurable, neurodegenerative disorders. Several studies signify
that oxidatively modified, aggregated GAPDH accelerates aggregation of
amyloid beta, alfa-synuclein and huntingtin, and may increase their

neurotoxicity.

The aim of this study was to determine the degree of GAPDH aggregation
triggered by radiation induced oxidative stress and to define the role of
NAD(H), melatonin and resveratrol in this process. Protein aggregation was

evaluated by means of fluorescence and spectrophotometric methods.

The obtained results revealed anti-aggregation properties of resveratrol and
melatonin in studied system. GAPDH in the form of holoenzyme was less
prone to aggregation compared to its apo form. NADH augmented radiation
induced GAPDH inactivation but protected it from aggregation in a higher
degree than NAD+. Most likely such an effect was due to the interaction of
NADH with the enzyme active site cysteine; a key residue involved in its

aggregation. This hypothesis needs further experimental verification.

This work was in part financially supported by the National Science Center
(Poland) (2012/05/B/NZ1/00701).
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Kinetyczny rozdzial estrow (E)-4-fenylobut-3-en-2-olu
w wyniku hydrolizy z zastosowaniem preparatu
Lecitase® Ultra
Aleksandra Lesniarek, aleksandra.jurabio@gmail.com, Katedra Chemii, Wydziat

Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu,
www.upwr.edu.pl

Witold Gladkowski, glado@op.pl, Katedra Chemii, Wydziat Biotechnologii i Nauk
o0 Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, www.upwr.edu.pl

Lecitase® Ultra to preparat przemystowo stosowany do hydrolizy
fosfolipidéow podczas rafinacji olejéw ros§linnych w procesie tzw. odsluzo -
wywania. Ze wzgledu na swojg aktywnos$¢ hydrolityczng znalazt on zastoso-
wanie w syntezie asymetrycznej do otrzymywania m.in. enancjomerycznie
wzbogaconych estro6w kwasu migdalowego oraz estro6w metylowych
N-acetyloaminokwaséw, nie byl natomiast dotychczas stosowany do
rozdziatu racemicznych estréw alkoholi allilowych.

Celem badan bylo przetestowanie preparatu Lecitase® Ultra jako
biokatalizatora kinetycznego rozdziatu racemicznych estréw (E)-4-fenylo-
but-3-en-2-olu oraz okre§lenie wplywu temperatury reakcji na czystosé
optyczng otrzymanych produktéw.

W toku badan wykazano, ze preparat Lecitase® Ultra katalizuje hydrolize
estréow allilowych (E)-4-fenylobut-3-en-2-olu zgodnie z regulg Kazlauskasa,
w wyniku czego uzyskuje sie (+)-(R)-alkohol i nieprzereagowany (-)-(S)-
propionian lub (-)-(S)-octan. Najlepsze wyniki uzyskano w przypadku
hydrolizy racemicznego propionianu w temperaturze 20-30 °C otrzymujgc
enancjomerycznie wzbogacone (R)-alkohole z nadmiarami enancjome-
rycznymi 94-97 %. W przypadku nieprzereagowanego estru wyzszg czystos$¢
optyczng (ee=34-42 %) obserwowano dla (S)-octanu. Wzrost temperatury do
40° C skutkowal mniejszg enancjoselektywnoscig procesu.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze Lecitase® Ultra moze by¢ alternatywnym
biokatalizatorem w stosunku do dotychczas stosowanych lipaz w procesach

kinetycznego rozdzialu racemicznych estréw alkoholi allilowych.
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Kinetic resolution of (E)-4-phenylbut-3-en-2-yl esters
through Lecitase® Ultra-catalyzed hydrolysis

Lecitase® Ultra is an preparation used industrially to the hydrolysis of
phospholipids during the refining of vegetable oils in the degumming
process. Due to its hydrolytic activity, it has been used in asymmetric
synthesis to the production of enantiomerically enriched mandelates and
N-acetyl-o-amino acid methyl esters but its application to the resolution of

racemic allyl esters has not been reported so far.

The purpose of the study was to test Lecitase® Ultra preparation for the
kinetic resolution of racemic esters of (E)-4-phenylbut-3-en-2-o0l and to
estimate the influence the temperature of reaction on the optical purity of

the products.

During the studies it was shown that Lecitase® Ultra catalyzes the
enantioselective hydrolysis of (E)-4-phenylbut-3-en-2-ol esters according to
the Kazlauskas’ rule to (+)-(R)-alcohols leaving the unreacted (-)-(S)-
propionate or (-)-(S)-acetate. Best results were obtained during hydrolysis of
propionate at 20-30 °C to obtain enantiomerically enriched (R)-alcohols with
enantiomeric excesses 94-97%. In the case of unreacted ester the highest
optical purity (ee = 34-42%) was observed for (S)-acetate. Increase of

temperature to 40 °C resulted in the lower enantioselectivity of the process.

The results indicate that Lecitase® Ultra can be a biocatalyst alternative to

lipases used previously for the kinetic resolution of racemic allyl esters.
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Ocena przezywalnosci bakterii z rodzaju Pseudomonas
w zainokulowanym pofermencie z biogazowni

Donata Kosicka-Dziechciarek, donatadz@up.poznan.pl, Katedra Mikrobiologii
Ogdlnej i Srodowiskowej, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, www.skylark.up.poznan.pl

Agnieszka Wolna-Maruwka, amaruwka@up.poznan.pl, Katedra Mikrobiologii
Ogdlnej i Srodowiskowej, Wydziat Rolnictwa i BioinZynierii, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, www.skylark.up.poznan.pl

Alicja Niewiadomska, alicja.niewiadomska@up.poznan.pl, Katedra Mikrobiologii
Ogdlnej i Srodowiskowej, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, www.skylark.up.poznan.pl

Zyta Waraczewska, zyta.waraczewska@wp.pl, Katedra Mikrobiologii Ogdlnej
i Srodowiskowej, Wydziat Rolnictwa i BioinZynierii, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, www.skylark.up.poznan.pl

Aleksandra Grzyb, o.grzyb26@gmail.com, Katedra Mikrobiologii Ogélnej i Srodo-
wiskowej, Wydziat Rolnictwa i BioinzZynierii, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
www.skylark.up.poznan.pl

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie optymalnej metody wprowa-
dzenia bakterii z rodzaju Pseudomonas do pulpy pofermentacyjnej z bioga-
zowni, skutkujgcej najefektywniejszym rozwojem i przezyciem tych bakterii
w nowym S$rodowisku, tak aby byly aktywne w stosunku do pewnych
patogendéw roslinnych.

W tym celu z ustabilizowanym fizycznie i chemicznie produktem
z biogazowni stworzono pie¢ wariantéw doswiadczenia: 1. Kontrola - sam
poferment niejatowy, 2. Poferment niejalowy zaszczepiony bakteriami PS,
3. Poferment jatowy zaszczepiony PS, 4. Poferment niejalowy zaszczepiony
bakteriami PS hodowanymi na podlozu zmodyfikowanym z PVP, 4.
Poferment jalowy zaszczepiony bakteriami hodowanmi na podlozu
zmodyfikowanym z PVP — kazdy w dziesieciu powtdérzeniach.

Po 1., 7., 14., 30. i 60. dniu oceniano przezywalno$¢ wprowadzonego
szczepu przez oznaczenie aktywnosci dehydrogenaz oraz liczebnosci bakterii
z rodzaju Pseudomonas. Otrzymane wyniki wskazaty na malg przezywalnos¢
wprowadzonych bakterii do pulpy i wymusily do poszukiwania takiego
inokulum i takiego nos$nika, w ktérym wprowadzane bakterie moglyby prze-
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zy¢. Stad dokonano modyfikacji podtoza do hodowli drobnoustrojéw wprowa -
dzajgc dodatkowo zeolit oraz zwiekszono zawarto$¢ komoérek w wprowa-
dzanym inoculum do pulpy pofermentacyjnej. Modyfikacja przez zwielokrot -
nienie objetosci inoculum przyczynita sie do istotnego zwiekszenia przezycia
wprowadzonych bakterii.

Badania nad opracowaniem innowacyjnego nawozu mineralno-organicz-
nego z pofermentu. PARP. POIR 02.03-30-0002/16.

Evaluation of the survival of Pseudomonas
in the inoculeted digestate from the biogas plant

The aim of this study was to develop an optimal method of entering bacteria
of the Pseudomonas genus into digestion pulp from a biogas plant so as to
achieve the most effective development and survival rate of these bacteria in
a new environment as well as their optimal activity against some plant
pathogens. In order to achieve the aim of the study an experiment was
conducted on a physically and chemically stabilised product from a biogas
plant. The following five variants were used in the experiment: 1. the control
variant — unsterile digestate only, 2. unsterile digestate inoculated with PS
bacteria, 3. sterile digestate inoculated with PS bacteria, 4. unsterile
digestate inoculated with PS bacteria cultured on a PVP-modified medium, 5.
sterile digestate inoculated with PS bacteria cultured on a PVP-modified
medium. There were ten replicates of each variant. After 1, 7, 14, 30 and 60
days the survival rate of the strain was assessed by measurement of the
dehydrogenase activity and count of Pseudomonas bacteria. The results
showed that there was low survival rate of the bacteria entered into the pulp.
It was necessary to search for the inoculum and carrier which would
guarantee survival of the bacteria. Therefore, the substrate used for the
culturing of microorganisms was modified by adding zeolite and increasing
the content of cells in the inoculum entered into the pulp. The
multiplication of the volume of the inoculum significantly increased the
survival rate of the bacteria entered into the pulp.

Investigation on the development of innovative mineral-organic fertilizer
from digestate. PARP. POIR 02.03-30-0002/16
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Okreslenie funkcjonalnos$ci preparatéw enzymatycznych
do produkcji wyrobéw miesnych
poddanych obroébce cieplnej

Jerzy Stangierski, jerzy.stangierski@up.poznan.pl, Katedra Zarzqdzania Jakosciq,
Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
www.skylark.up.poznan.pl

Krzysztof Kawecki, Katedra Zarzqdzania Jakosciq, Wydziat Nauk o Zywnosci
i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, www.skylark.up.poznan.pl

Zmieniajgce sie oczekiwania rynku stanowig gtéwna przyczyne poszuki-
wania przez naukowcéw, producentéw dodatkéw do zywnoSci, jak i producen-
tow zywnosci nowych koncepcji i kierunkéw rozwoju przetwoérstwa zywnosci.
Dziatania te dotyczg takze przemystu miesnego, gdzie szuka sie sposobow na
optymalizacje jakosciowg proceséw technologicznych oraz wyrobow
finalnych.

Przedmiotem badan byla produkcja szynek catlomiesniowych, nastrzy-
kiwanych z dodatkiem réznych preparatéw enzymatycznych na bazie trans-
glutaminazy. Elementem kluczowym, ktéry zalozono na poczatku w celu
badann bylo okres§lenie wplywu preparatu enzymatycznego na przebieg
procesu produkcyjnego. W czasie testow analizowano wplyw dodatku
preparatéw na jako$¢ produktu w poszczegdlnych etapach wytwarzania: od
nastrzyku po obrdébke cieplng obserwujgc zmiany zachodzgce w solance
(lepko$¢), teksturze farszu (tezenie farszu w czasie) i wyrobu gotowego
(przekréj, barwa, ubytki).

Wykazano, Ze preparaty enzymatyczne z inhibitorem wykazujg duzo
nizszg aktywnos$¢ w niskich temperaturach w odniesieniu do preparatéw bez
inhibitora. Pozwala to wydtluzy¢ prowadzenie procesé6w produkcyjnych
i umozliwia petniejsze wykorzystanie wtasciwosci funkcjonalnych biatek, na
przyklad podczas procesu masowania. W efekcie konicowym, dzieki opdz-
nionej aktywacji enzymu, proces ,sieciowania” biatek odbywa sie gléownie
podczas obrobki cieplnej. Pozytywnie wpltywa to na jako$¢é wyrobu finalnego,
charakteryzujgcego sie miedzy innymi lepszym wygladem plastréw, teksturg
iuzyskami koncowymi, co w szczegdlnosci zauwazono w szynkach cato-
mies$niowych.
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Determination of the functionality of enzyme prepara-
tions for the production of heat-treated meat products

The changing expectations of the market are the main reason for scientists,
food additive manufacturers, as well as food producers, for new concepts and
directions for the development of food production. These activities also
concern the meat industry, where we seek ways of optimizing the quality of

technological processes and final products.

The subject of the research was production of whole muscles hams, injected
with various enzyme preparations based on transglutaminase. The key
element that was established at the beginning of the study was to determine
the effect of the enzyme preparation on the production flow. During the
tests, the impact of the preparation addition on the quality of the product
was analyzed in the various stages of production: from injections to heat
treatment, observing changes in brine (viscosity), texture of stuffing

(stiffening) and finished product (cross-section, color, losses).

It has been shown that enzyme preparations with an inhibitor exhibit much
lower activity at low temperatures with respect to non-inhibitor
formulations. This allows producers to prolong the production process and
make possible full use of the protein's functional properties (eg. during the
tumbling). As a result, due to delayed activation of the enzyme, the "protein
crosslinking” process takes place mainly during heat treatment. It positively
influences the quality of the final product, which is characterized among
others by better appearance of slices, textures and yields, which in particular

have been noted for whole muscles hams.
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Rola peroksydaz w badaniach zmiennosci genetycznej
traw ze szczeglolnym uwzglednieniem hodowlanych
odmian zycicy wielokwiatowej (Lolium multiflorum Lam.)

Maria Krzakowa, krzakowa@amu.edu.pl, Zaktad Genetyki, Wydziat Biologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, www amu.edu.pl

Zbigniew Celka, zcelka@amu.edu.pl, Zaktad Taksonomii Roslin, Wydziat Biologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, www amu.edu.pl

Peroksydazy (E.C.1.11.1.7) wystepujg we wszystkich ro§linach wigczajgc
mszaki, trawy i drzewa le§ne. Poniewaz metoda wykrywania peroksydaz jest
stosunkowo prosta w pordwnaniu do innych uktadéw enzymatycznych, a sam
enzym uwazany jest za bardzo stabilny, przeto stat sie standardowym mar-
kerem w badaniach genetycznych. Analizom poddaje sie ekstrakt uzyskany ze
Swiezych lisci, ktérym nasgcza sie skrawki bibuty (Whatmann) i umieszcza
w1l % zelu skrobiowym opartym na buforze litowo-borowym pH 8.1.
W populacjach dzikich traw, peroksydazowe allozymy odgrywajg wazng role
jako wskazniki réznic miedzygatunkowych i zmiennosci wewngtrz-gatun-
kowej. W odmianach traw hodowlanych sg rzadko stosowane.

W naszych badaniach uzyliSmy surowy ekstrakt z lisci siewek, wyhodo-
wanych w jednakowych warunkach szklarniowych, z nasion 27 odmian zycicy
wielokwiatowej (L. multiflorum) otrzymanych z krajow europejskich (Francji,
Niemiec, Danii, Hiszpanii, Danii i Holandii) oraz 16 odmian z Polski. Wyniki

przedstawiono w postaci dendrograméw.
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Peroxidases in grasses with a particular focus on Italian
ryegrass (Lolium multiflorum Lam.) cultivars

Peroxidases (E.C.1.11.1.7) are ubiquitous in different plants including
mosses, grasses and forest trees. They have become standard isozyme
markers due to their easy detection when compared with other enzyme
systems. For analysis, peroxidases are extracted from fresh plant material.
Crude extracts are soaked by paper wicks and exposed to electrophoresis in
11 % starch gel (Sigma) based on lithium-boric buffor system pH 8.1. Gels

were specifically stained using 3-amino-9ethylo-carbasole.

In the populations of wild grasses peroxidase allozymes play an important
role as taxonomic markers and as indicators of intra-specific variability. In
cultivars, they are not frequently used. We have decided to introduce
peroxidase to our unvestigations on genetic differentiation of Italian
ryegrass (L. multiflorum) in 27 cultivars derived from different European
countries (France, Germany, Denmark, Spain, Holland) and 16 from Poland.
Genetic similarities and differences were illustrated by dendrograms based

on alleles frequency.
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Znaczenie biologiczne enzymoéw wystepujgcych
w grzybach jadalnych
Konrad Dobosz, uranl6é@o2.pl, Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej,

Wydziat Farmaceutyczny, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego,
www.cm-uj.krakow.pl

Jan Lazur, janlazur@gmail.com, Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej,
Wydziat Farmaceutyczny Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego,
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Bozena Muszyriska, muchon@poczta.fm, Katedra i Zaktad Botaniki Farma-
ceutycznej, — Wydziat  Farmaceutyczny  Collegium  Medicum  Uniwersytetu
Jagielloriskiego, www.cm-uj.krakow.pl

Grzyby, w tym jadalne, wedlug istniejgcych hipotez, dzieki procesom
biochemicznym i enzymom, ktore zawierajg w strzepkach, przyczynity sie do
rozwoju ewolucji zywych organizméw na Ziemi. Celem pracy bylo przedsta-
wienie roli enzyméw wystepujagcych w grzybach jadalnych, ktére majg
znaczenie w procesach zwigzanych z bioremediacjg Srodowiska. Obecnos¢
ksenobiotykéw w Srodowisku jest powaznym problemem ze wzgledu na ich
szkodliwy wplyw na organizmy Zywe, a ich usuniecie uznaje sie za istotne dla
ochrony zdrowia. Grzyby wykazujg te zdolno$¢ dzieki enzymom, wyste-
pujgcym w strzepkach. Organizmy te dekontaminujg zanieczyszczenia na
drodze biodegradacji, biosorpcji i biokonwersji. Ich duza skuteczno$¢ jest
rowniez spowodowana szybkim wzrostem, produkcjg duzej ilo$ci biomasy
i powszechnym wystepowaniem strzepek w Srodowisku. Grzyby za pomocg
enzyméw majg wysoki potencjal do usuwania zanieczyszczen takich jak
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, oraz do oczyszczania gleb
skazonych metalami ciezkimi dzieki zdolnosci do ich akumulacji. Gtéwnymi
enzymami biorgcymi udzial w rozkladzie ksenobiotykéw sg: peroksydaza
ligniny, peroksydaza manganowa, enzymy produkujgce nadtlenek wodoru.
Innym enzymem jest lakaza, ktéra moze rozklada¢ difenole, aryloaminy,
aminofenole. Grzyby zawierajg szereg enzymodw, dzieki ktérym mogg byc
wykorzystane do usuwania ze Srodowiska ksenobiotykéw bez ponoszenia
duzych naktadéw finansowych.
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Biological significance of edible mushrooms enzymes

Introduction: Fungi including edible mushrooms, due to the biochemical
processes and enzymes contained in the hyphae, have contributed to the

evolution of living organisms on Earth.

Aim of the study: The aim of the study was to present the role of enzymes in
edible mushrooms, which are important in processes connected with

bioremediation of the environment.

Content: The presence of xenobiotics in the environment is a serious
problem because of their detrimental effects on living organisms and their
removal is considered to be important for the protection of health.
Mushrooms owe this ability due to presence of the enzymes in the hyphae.
These organisms decontaminate pollution by biodegradation, biosorption
and bioconversion. Their high efficiency is also caused by rapid growth, large
biomass production and the widespread occurrence of hyphae in the
environment. Mushrooms by means of enzymes have a high potential for the
removal of pollutants such as polycyclic aromatic hydrocarbons and for the
treatment of soils contaminated with heavy metals by their ability to
accumulation. The major enzymes involved in the xenobiotics
biodegradation are: lignin peroxidase, manganese peroxidase, hydrogen
peroxide enzymes. Another enzyme is laccase, which can decompose

diphenols, arylamines, aminophenols.

Conclusions: Mushrooms contain a number of enzymes that can be used to
remove xenobiotics from the environment without significant financial

expenditure.
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Actinobacteria
- wydajni producenci substancji biologicznie czynnych
Magdalena Czemierska, magdalena.czemierska@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad

Biochemii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej,
www.umcs.pl

Aleksandra Szczes, aszczes@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Zjawisk Miedzyfazowych,
Wydziat Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Anna Jarosz-Wilkotazka, anna.wilkolazka@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Biochemii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Actinobacteria to zréznicowana klasa mikroorganizmoéw, obejmujgca wiele
szczepow bakteryjnych o ogromnym potencjale aplikacyjnym. Zaliczane do
tej grupy bakterie, charakteryzujg sie unikatowymi zdolno$ciami adapta-
cyjnymi do skrajnych warunkéw $rodowiskowych. Wystepuja powszechnie
w glebie, wodach stodkich i stonych, komposcie, Sciekach oraz korzeniach
roslin. Niektore gatunki mogg rowniez bytowa¢ w jaskiniach oraz lodowcach
Antarktydy i Arktyki. Substancje syntetyzowane przez Actinobacteria obej-
mujg enzymy, antybiotyki, barwniki, zwigzki przeciwwirusowe, fungicydy
oraz insektycydy. Wiele szczepdw Actinobacteria wytwarza antybiotyki
o réznej strukturze chemicznej i szerokim spektrum dziatania. Rodzaje takie
jak Streptomyces, Nocardia, Micromonospora i Saccharopolyspora dostarczajg
antybiotykéw z grupy aminoglikozydéw, pB-laktaméw, tetracyklin oraz
makrolidéw. Dzieki syntezie enzyméw takich jak celulazy, chitynazy
i ksylanazy mozliwy jest rozklad materii organicznej m.in. przez rodzaj
Micromonospora, wystepujacy powszechnie w osadach dennych. Bakterie
zrodzaju Frankia sg producentami enzymu nitrogenezy, zdolnymi do
tworzenia brodawek u ro$lin motylkowatych. Symbioza pozwala na
dostarczenie ro$linie latwiej przyswajalnych form azotu i sprawia, ZzZe
bakterie stajg sie istotnym elementem w obiegu tego pierwiastka
w przyrodzie. Natomiast zdolno$¢ do wytwarzania réznorodnych, biolo-
gicznie aktywnych substancji potwierdza ogromne znaczenie Actinobacteria
w $§rodowisku naturalnym.
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Actinobacteria
- efficient producers of biologically active substances

Actinobacteria is a diverse class of microorganisms, which includes many
bacterial strains with great application potential. This group of bacteria is
known for its unique adaptability to extreme environmental conditions. They
are commonly found in soil, fresh and salt water, compost, sewage and plant
roots. Some species may also be found in Antarctic and Arctic glaciers and
caves. Substances synthesized by Actinobacteria include enzymes, antibio-
tics, dyes, antiviral compounds, fungicides and insecticides. Many strains of
Actinobacteria produce antibiotics with diverse chemical structure and broad
activity spectrum. Species such as Streptomyces, Nocardia, Micromonospora,
and Saccharopolyspora provide aminoglycosides, B-lactams, tetracyclines and
macrolides. The synthesis of enzymes such as cellulases, chitinases, and
xylanases by Micromonospora allows to dispose the organic matter, which can
be found in bottom sediments. Frankia are the producers of nitrogenase and
are able to form nodules in Leguminosae. Symbiosis allows to deliver
assimilable nitrogen to the plant and makes the bacteria a crucial factor in
the circulation of this element in nature. The ability to produce a variety of
biologically active substances confirms the importance of Actinobacteria in

natural environment.
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Aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych
w komodrce podczas procesu starzenia

Karolina Stepien, karolina.stepien89@interia.pl, Katedra Biochemii i Biologii
Komorki, Wydziat Biologiczno-Rolniczy, Uniwersytet Rzeszowski www.ur.edu.pl

Mateusz Motorni, mateuszmolon@univ.rzeszow.pl; Katedra Biochemii i Biologii
Komorki, Wydziat Biologiczno-Rolniczy, Uniwersytet Rzeszowski, www.ur.edu.pl

Starzenie sie jest procesem wieloczynnikowym, ktérego skutkiem jest
zmniejszenie zdolnosci organizmu do odpowiedzi na stres §rodowiskowy.
W wyniku tego procesu dochodzi do nagromadzenia sie wewngtrzkomor -
kowych uszkodzen, uposledzenia funkcji tkanek i narzadéw, a w konsek-
wencji do $mierci organizmu. Jak do tej pory powstato wiele hipotez i teorii,
ktore miaty wyjasni¢ mechanizmy prowadzace do starzenia sie komérek. Od
wielu lat szeroko dyskutowana jest tzw. wolnorodnikowa teoria starzenia,
ktora zaklada destrukcyjny wpltyw na organizm reaktywnych form tlenu
(RFT). RFT, np. anionorodnik ponadtlenkowy, prowadzg do utleniania
makroczgsteczek komoérki, co w konsekwencji zaburza ich funkcje. Mecha-
nizmem obronnym w przeciwdziataniu wolnorodnikowym uszkodzeniom sg
zwigzki majgce zdolno$¢é zmiatania wolnych rodnikéw, badz ich przemiany
w formy nieaktywne. Pierwszg linie obrony w komoérce stanowig enzymy
antyoksydacyjne: dysmutazy ponadtlenkowe, katalaza, czy peroksydaza
glutationowa. Dysmutazy ponadtlenkowe katalizujg reakcje dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego do reaktywnego nadtlenku wodoru, ktory
nastepnie jest rozktadany przez katalaze. Z kolei peroksydaza glutationowa
ma zdolno$¢ redukcji zaréwno nadtlenku wodoru jak i nadtlenkéw
organicznych. Celem niniejszej pracy bylo wykazanie zmian aktywnosci

antyoksydacyjnej, ktére towarzyszg starzeniu sie wybranych organizmow.
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The activity of antioxidant enzymes
in the cell during the aging process

Aging is a multifactorial process that reduces the ability of the body to
respond to environmental stress. As a result of this process, intracellular
damage is accumulated, the function of tissues and organs is impaired, which
ultimately leads to organism death. So far, many hypotheses and theories
have been created to explain the mechanisms leading to cell aging. For many
years now, the so-called free radical theory of ageing, which assumes
a destructive effect on the organism of reactive oxygen forms (ROS) has been
widely discussed. ROS, eg superoxide anion, leads to the oxidation of cellular
macromolecules, which in turn disrupts their function. The mechanism for
defending against free radical damage consists of compounds that have the
ability to sweep free radicals, or to transform them into their inactive forms.
The cell's first line of defence are antioxidant enzymes: superoxide
dismutases, catalase and glutathione peroxidase. The supersperoxide
dysmutases catalyse the dysmutation reaction of superoxide to a reactive
hydrogen peroxide, which is then decomposed by catalase. In turn,
glutathione peroxidase has the ability to reduce both hydrogen peroxide and
organic peroxides. The aim of this paper is to show the changes in
antioxidant activity that accompany the ageing process of selected

organisms.
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Aktywnos¢ hydrolityczna depolimerazy faga 7b
wobec polisacharydéw produkowanych przez szczepy
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Rt24.2 oraz Rt2472

Paulina Lipa, paulina.lipa56@gmail.com, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat
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Rizobiofagi to wirusy DNA, dla ktérych gospodarzem sg bakterie nalezgce
do rodziny Rhizobiaceae. Duza zjadliwo$¢ tych wiruséw wzgledem bakterii
wynika z obecno$ci adhezyn, odpowiedzialnych za rozpoznawanie recep-
torow (najczesciej polisacharydéw powierzchniowych) oraz wytwarzania
enzymow zaangazowanych w degradacje skladnikéw $ciany komoérkowej.
Jednym z takich enzyméw jest depolimeraza odpowiedzialna za hydrolize
komponentéw biatkowych oraz weglowodanowych (takich jak: egzopolisa-
charydy (EPS) i lipopolisacharydy (LPS). Wyniki rozdziatu elektrofo-
retycznego SDS-PAGE wykazaly réwniez zmiany w profilu LPS szczepow
Rt24.2 i Rt2472 po dziataniu faga 7b w poréwnaniu do hodowli kontrolnych.
Réznice dotyczyly zmian ilo§ciowych i jako$ciowych frakcji LPS reprezen-
tujgcych lipid A oraz cze$¢ rdzeniowg. Kinetyka wzrostu liczby grup
redukujgcych w EPS poddanych dziataniu lizatu faga 7b, chromatografia
cienkowarstwowa i analiza profili LPS wskazujg, Ze w strukturze obu
polimeréw bakterii R. leguminosarum bv. trifolii wystepuje r6zna ilo$¢ miejsc
wrazliwych na dziatanie depolimerazy faga 7b, co moze by¢ zwigzane
z odmienng strukturg przestrzenng tych makroczgsteczek.
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Hydrolytic activity of 7b phage depolymerase
against polysaccharides produced by Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii Rt24.2 and Rt2472

Rizobiophages are DNA viruses, which are hosted by bacteria belonging to
the Rhizobiaceae family. The extraordinary virulence of these viruses against
the bacteria is due to the presence of adhesins involved in recognizing of
host cell receptors (most often surface polysaccharides) and production of
enzymes involved in degradation of cell envelope components. One of these
enzymes are depolymerases responsible for the hydrolysis of protein and
carbohydrate components (such as exopolysaccharides (EPS) and lipopo-
lysaccharides (LPS). The aim of this study was to determine the hydrolytic
activity of the phage 7b depolymerase using EPS of the wild-type Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii strain Rt24.2 and the mutant Rt2472 containing
arosR mutation, which resulted in a 3-fold decrease of EPS production in
relation to Rt24.2. Determination of the numbers of reducing groups in EPS
of the tested strains treated with phage 7b showed their significant increase
during the time of the experiment. Comparative thin-layer chromatography
revealed differences in hydrolysis of these EPS. SDS-PAGE analysis also
showed changes in LPS profiles of Rt24.2 and Rt2472 strains after treatment
with the 7b phage lysate in comparison to control cultures. The differences
concerned quantitative and qualitative changes in LPS fractions representing
lipid A and the core. The kinetics of an increase of reducing groups in EPS
treated with the 7b phage lysate, thin-layer chromatography and LPS profile
analysis indicate that different numbers of sites sensitive to action of the 7b
phage depolymerase occur in both these polymers of the R. leguminosarum
bv. trifolii strains, that might be associated with distinct structures of these
macromolecules.
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Biokataliza - ,lek” na zanieczyszczenia
zwigzkami biologicznie aktywnymi

Kamila Wlizto, kamila.wlizlo@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Biochemii, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl
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Wysoka konsumpcja oraz produkcja farmaceutykéw i innych biologicznie
aktywnych zwigzkoéw, a takze nieprawidlowy sposéb ich skladowania majg
negatywny wplyw na $rodowisko naturalne. Zwigzki te obecne sg nie tylko
w Sciekach, ale takze w wodach powierzchniowych, gruntowych a nawet
w wodzie pitnej. Zanieczyszczenia te majg znaczacy wplyw na organizmy
zZywe juz na poziomie mikroorganizmow, przyczyniajgc sie do wzrostu ich
lekoopornosci, a w konsekwencji na ograniczenie mozliwo$ci terapeutycznych
w chorobach wywotanych przez bakterie. Zwigzki te mogg prowadzi¢ réwniez
do zaburzen réwnowagi hormonalnej zwigzanej gtéwnie z procesami rozrod-
czymi zaréwno zwierzat, jak i ludzi. Ze wzgledu na wysoka emisje oraz
réznorodno$¢ budowy tych zanieczyszczen, znane obecnie metody fizyko-
chemiczne stosowane w oczyszczalniach nie zapewniajg catkowitego ich
rozktadu w Sciekach, dlatego tez konieczne jest opracowanie nowych proce-
séw o wiekszej wydajno$ci w degradacji tych zwigzkéw. Rozwigzaniem moze
okazaé sie stosowanie procesu biokatalizy opartego na dziataniu enzymoéw
o niskiej specyficznos$ci substratowej. Intensywne badania prowadzone w tej
dziedzinie, datly obiecujgce rezultaty degradacji szerokiej grupy zanieczysz-
czen w tagodnych i przyjaznych $§rodowisku warunkach reakcji, z jednoczes-
nym utworzeniem niskotoksycznych metabolitéw.

Praca wspotfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki
(2015/17/N/NZ9/03647).
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Biocatalysis - "a cure” for pollution
by biologically active compounds

High consumption and the production of pharmaceuticals and other
biologically active compounds, as well as improper storage, have a negative
impact on the environment. These compounds are present not only in
wastewaters but also in surface water, ground water and even in drinking
water. These pollutants have a significant effect on living organisms already
at the level of microorganisms, causing the increase of their drug resistance,
and consequently the reduction of therapeutic potential in diseases caused
by bacteria. These compounds may also lead to hormonal imbalances
primarily related to reproductive processes, both animals and humans. Due
to the high emission and the diversity of chemical structure of these
pollutants, currently known physicochemical methods used in treatment
plants do not ensure their complete decomposition in wastewaters, therefore
it is necessary to develop new processes with higher efficiency in the
degradation of these compounds. The solution may be to use a biocatalysis
process based on the enzyme characterised by low substrate specificity.
Intensive research in the field has showed promising results for the
degradation of a wide range of pollutants in mild and environmentally-

friendly reaction conditions, and creating low-toxic metabolites.

This work was partially supported by National Science Centre
(2015/17/N/NZ9/03647).
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Drozdzowe bialko Asf1 posiada aktywnos¢ modulujgcg
wzgledem kinazy bialkowej CK2

Monika Elzbieta Jach, monijach@kul.lublin.pl, Katedra Biologii Molekularnej,
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, www.kul.pl
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Kinaza biatkowa CK2 jest plejotropowym, konstytutywnie aktywnym
enzymem wystepujgcym we wszystkich organizmach eukariotycznych.
Odgrywa istotng role w przezyciu komérek i chroni biatka regulatorowe przed
degradacjg za posrednictwem kaspazy w trakcie procesu apoptozy. CK2 jest
serynowo/treoninowa kinazg biatkowg wystepujgca jako heterotetrameryczny
kompleks a2p2, sktadajgcy sie z dwu podjednostek katalitycznych CK2a i/lub
CK2a’ oraz dwu niekatalitycznych, podjednostek regulatorowych CK2B lub
jako monomer wolnych podjednostek. Podjednostka regulatorowa CK2p
zawiera charakterystyczny kwasny odcinek, ktéry wykazuje cechy autoinhi-
bitorowe i funkcje regulatorowe. Sekwencja polikwasowa w drozdzowym
biatku Asfl jest podobna do tego kwasnego klastra w CK2B. Zaobserwo-
walismy, iz nadekspresja Asfl w komoérkach drozdzy wptywa na wzrost tych
komorek. Eksperymenty prowadzone zaréwno in vitro jak i in vivo wskazujg,
ze biatko Asfl hamuje kinaze biatkowg CK2a'. Z drugiej strony, Asfl
wykazuje efekt stymulacji wobec CK2a. To sugeruje, ze kazda z podjednostek
katalitycznych CK2 moze by¢ regulowana w inny sposéb. Usuniecie
aminokwasowego lub karboksylowego konca z biatka Asfl ujawnito, Ze ten
kwasny odcinek w poblizu C-konica biatka Asfl jest odpowiedzialny za

aktywacje lub hamowanie aktywnos$ci enzymu CK2.
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Yeast protein Asfl possesses modulating activity
towards protein kinase CK2

Protein kinase CK2 is the most known pleiotropic protein enzyme, which is
constitutively active in all eukaryotic organisms. CK2 plays an important role
in cell survival and protects regulatory proteins from caspase mediated
degradation during apoptosis. CK2 is serine/treonine protein kinase existing
as a heterotetrameric complex a2p2 consisting of two catalytic CK2a and/or
CK2a’ subunits, and two non-catalytic, regulatory CK2B subunits or as
monomeric form of free subunits. The regulatory CK2B subunit contains
a characteristic acidic stretch which shows autoinhibitory features and
regulatory functions. The poly-acidic sequence in yeast protein Asfl is
similar to this acidic cluster in CK2B. We observed that overexpression of
Asfl in yeast cells influences cell growth. Experiments provided in vitro and
in vivo indicate that Asfl protein inhibits protein kinase CK2a’. On the other
hand, Asfl shows effect of stimulation towards CK2a. This suggests that each
CK2 catalytic subunit might be regulated in a different way. Deletion of the
amino or carboxyl end of Asfl protein reveals that the acidic cluster close to
the C-terminus of Asfl protein is responsible for activation or inhibition of
CK2 activity.
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Enzymatyczna biokonwersja laktozy mleka koziego
i jego permeatu
Lukasz K. Kaczynski, lukasz.kaczynski@up.poznan.pl, Katedra Jakosci Produktéow

Mileczarskich, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, www.up.poznan.pl/kjpm

Dorota Cais-Sokoliﬁska, cais@up.poznan.pl; Katedra Jakosci Produktow Mileczarskich,
Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
www.up.poznan.pl/kjpm

Mleko kozie i jego permeat po MF/UF stanowi¢ mogg baze do produkcji
fermentowanych innowacyjnych produktéw mleczarskich. Reakcja hydrolizy
i transgalaktozylacji laktozy przy uzyciu enzymu B-galaktozydazy, przyczy-
nia sie do powstawania GOS o wtasciwosciach prozdrowotnych.

Celem badan byta analiza kinetyki hydrolizy laktozy i tworzenie sie GOS
w mieszaninie mleka koziego i jego permeatu (60:40, v/v), ktéry moze
stanowi¢ surowiec do produkcji mleka fermentowanego.

Odttuszczone mleko kozie, poddano mikrofiltracji przy uzyciu ceramicz-
nych membran o @ 0,14 pym ISOFLUX™ Tami Industries. Permeat zagesz-
czono UF. Aby wywotla¢ reakcje, zastosowano preparat B-galaktozydazy K.
lactis o nazwie GODO-YNL2. Dodano go do mleka i jego mieszaniny w ilo$ci
0,1 % (w/v). Hydrolize i transgalaktozylacje laktozy mleka prowadzono w 37,
40, 43 °C przez 6h. Prébki nastepnie pasteryzowano w temperaturze 92 °C
przez 15 minut. W 1h reakcji, test przeprowadzano co 20 minut, a nastepnie
co 1h.

Wykazano, Ze w mieszaninie mleka koziego i jego permeatu w wyniku
enzymatycznej hydrolizy i transgalaktozylacji laktozy powstajg GOS w ilo$ci
stanowigcej prawie 7 % ogblnej zawartosci. Jest to okoto 10% wiecej GOS niz
w mleku. Najwiecej GOS powstaje w 37 °C po 20 min reakcji. Po 6 h reakcji
w réznych temperaturach udziat GOS w ogdlnej ilo$ci cukré4w w mieszaninie
mleka i permeatu wyniést tylko 1,4%, a stopien hydrolizy laktozy byt wiekszy
niz 92,3%. Obecno$¢ GOS w mieszaninie przy$piesza fermentacje mlekowo-
alkoholowsg.
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Enzymatic bioconversion of goat's milk lactose
and it's permeate

Goat milk and its permeate after MF/UF may be the basis for the production
of fermented innovative dairy products. The hydrolysis and transgalacty-
lation of lactose by the enzyme p-galactosidase contributes to the
development of healthy GOS.

The aim of the study was to analyze the kinetics of lactose hydrolysis and the
formation of (GOS) in a mixture of goat's milk and its permeate (60:40, v/v)

which can be a raw material for the production of fermented milk.

Skimmed milk was subjected to microfiltration with ceramic membranes of @
0.14 pym ISOFLUX™ Tami Industries. Permeate was concentrated UF. The
reactions were catalyzed by B-galactosidase from K. lactis named GODO-
YNL2. The enzyme preparation was added to reaction mediums at
concentration 0.1% (w/v). Hydrolysis and transgalactosylation of the milk
lactose was carried in 37, 40, 43 °C for 6 h. The samples were then
pasteurized at 92 °C for 15 min. In the first hour of the reaction, the assay

was carried out every 20 min, every 1h thereafter.

It has been shown that in a mixture of goat's milk and its permeate resulting
from enzymatic hydrolysis and transgalactylation of lactose, GOS is produced
in an amount of almost 7% of the total content. This is about 10% more GOS
than in milk. Most GOS is formed at 37 °C after 20 min reaction. After 6 h of
reaction at different temperatures, the GOS share of total sugars in the milk
and permeate mixture was only 1.4% and the lactose hydrolysis was greater
than 92.3%. The presence of GOS in the mixture accelerates the milk-alcohol

fermentation.
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Inhibitory enzymoéw
o potencjalnym zastosowaniu medycznym

Katarzyna Szalapata, katarzyna.szalapata@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Biochemii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Monika Osinska-Jaroszuk, monika.osinska-jaroszuk@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad
Biochemii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej,
www.umcs.pl

Anna Jarosz-Wilkotazka, anna.wilkolazka@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Biochemii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Juz w czasach starozytnych pierwsi medycy skupiali sie na poszukiwaniu
jak najbardziej dopasowanych i skutecznych terapii dla leczonych przez nich
pacjentéw. Obecnie dzieki bardzo intensywnemu rozwojowi diagnostyki
i technik projektowania nowych lekéw in silico mozemy tworzy¢ nowoczesne
terapie dla wielu choréb na poziomie molekularnym. Wsréd lekéw, ktére co
roku pojawiajg sie na rynku farmaceutycznym na szczegbélng uwage zastuguija
te, ktére sg inhibitorami enzyméw proteolitycznych. Dzieki zahamowaniu
aktywnosci enzymatycznej wybranych biokatalizatoréw poprzez zastoso-
wanie odwracalnych lub nieodwracalnych inhibitoréw mozliwe jest zmniej-
szenie zywotnos$ci patogennych mikroorganizmoéw, ograniczenie namnazana
wirionow lub wstrzymanie powstawania szkodliwych metabolitéw w ludzkim
organizmie. Ponadto sukcesy w leczeniu takich choréb jak zakazenie HIV,
wirusem zapalenia watroby typu C czy grypy z zastosowaniem inhibitorow
proteaz z calg pewnos$cig zachecajg naukowcéw do poszukiwania nowych
czgsteczek, ktére moglyby byé¢ stosowane w nowych terapiach. Niniejsza
praca stanowila przeglad wybranych informacji dotyczgcych inhibitoréw
enzymow proteolitycznych, ktoére sg zarejestrowanymi lekami wprowa-
dzonymi juz na rynek medyczny oraz substancji o obiecujgcym potencjale
leczniczym.

Praca wspéifinansowana ze §rodkdw Narodowego Centrum Nauki
w ramach grantu badawczego 2014/15/N/NZ7/04092.
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Inhibitors of enzymes
with potential medical applications

From the earliest times, the first doctors focused on finding the most
suitable and effective treatments for their patients. Today, thanks to the very
intensive development of diagnostics and new in silico drug design
techniques, we can create modern therapies for many diseases at the
molecular level. Among the drugs that appear every year on the
pharmaceutical market, inhibitors of proteolytic enzymes are the ones which
deserve for special attention. Thanks to the inhibition of enzymatic activity
of selected biocatalysts by the use of reversible or irreversible inhibitors, it is
possible to reduce the viability of pathogenic microorganisms, to limit the
multiplication of virions or to stop the formation of harmful metabolites in
the human body. In addition, success in the treatment of diseases such as
HIV, Hepatitis C virus or influenza infections based on protease inhibitors
certainly encourages researchers to look for new molecules that could be
used in new therapies. This paper provides an overview of selected
information about proteolytic enzyme inhibitors, which are already
registered drugs introduced to the medical market and those which can be

promising therapeutic substances.

This work was partially supported by National Science Centre
(2014/15/N/NZ7/04092).
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Ocena cytostatycznych wlasciwosci oksytiaminy
wzgledem komorek raka piersi i raka szyjki macicy

Magdalena Siemieniuk, m.siemieniuk@uwb.edu.pl, Zaktad Cytobiochemii, Instytut
Biologii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny, Uniwersytet w Biatymstoku, www.uwb.edu.pl

Urszula Czyzewska, urszula.czyzewska@uwb.edu.pl, Zaktad Cytobiochemii, Instytut
Biologii, Wydziat Biologiczno-Chemiczny, Uniwersytet w Biatymstoku, www.uwb.edu.pl

Marek Bartoszewicz, mbartosz@uwb.edu.pl, Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii,
Wydziat Biologiczno-Chemiczny, Uniwersytet w Biatymstoku, www.uwb.edu.pl

Adam Tylicki, atyl@uwb.edu.pl, Zaktad Cytobiochemii, Instytut Biologii, Wydziat
Biologiczno-Chemiczny, Uniwersytet w Biatymstoku, www.uwb.edu.pl

Ufosforylowana oksytiamina (OT) moze kompetycyjnie inhibowaé¢ enzymy
zalezne od difosforanu tiaminy, zakldcajgc podstawowe szlaki metaboliczne
komoérek. Dlatego postanowiono oceni¢ jej cytostatyczny potencjat oraz
perspektywe wykorzystania w terapii antynowotworowej.

W badaniach wykorzystano linie komérek nowotworowych raka szyjki
macicy — HeLa-C oraz raka piersi - MDA-MB-231 i MCF7. Komoérki hodowano
w warunkach kontrolnych (pozywka MEM 199 z solami Earl’a, 10 % FBS, 50
U/ml penicyliny, 50 mg/ml streptomycyny) i eksperymentalnych (pozywka
z OT w zakresie stezeni 1,5-400 ug/ml) w 37°Ci 5 % CO, do czasu osiggnie-cia
90 % konfluencji kultur kontrolnych Cytotoksyczno$¢ OT okre$§lono na
podstawie testu MTT. Ponadto zbadano zwigzek pomiedzy tempem przyrostu
liczby komoérek i aktywnos$cig dehydrogenazy jablczanowej (MDH) oraz
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) jako wyznacznikdw tempa przemian
tlenowych i beztlenowych.

Sposréd badanych linii bardziej wrazliwe na OT byly komérki HeLa-C
(GI50 = 35 ug/ml) i MCF7 (GI50 = 41 pg/ml) w poréwnaniu z MDA-MB-231
(GI50 = 210 pg/ml). Najbardziej wrazliwe na OT komoérki HeLa-C, jako jedyne
odpowiedzialy ograniczeniem aktywno$ci zaréwno LDH jak i MDH.
W analizowanych liniach komoérek OT nie wplynela na ekspresje gendéw

zadnego z badanych enzymow.
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Podsumowujgc, OT wykazuje wtasciwosci cytostatyczne wobec komoérek
raka szyjki macicy i raka piersi. Mozna zatem rozwazac jej wykorzystanie

jako §rodka wspomagajgcego terapie tych nowotworow.

Estimation of oxythiamine anticancer properties
against cervical and breast cancer cells

Oxythiamine (OT) diphosphate can be incorporated into the active centers of
thiamine-dependent enzymes, leading to their inactivation and reduction of
the efficiency of basic metabolic pathways. Therefore we considered OT as

a potential anti-cancer agent.

In this study the cervical cancer: HeLa-C and breast cancer: MDA-MB-231
and MCF7 lines were examined. All cells (control and treated with OT in the
concentration range 1,5-400 ug/ml) were maintained in MEM with Earle’s
salts supplemented with 10 % FBS, 50 U/ml penicillin and 50 mg/ml
streptomycin at 37°C and 5 % CO, up to 90 % of confluency. OT cytotoxicity
was determined using MTT assay. Moreover relation between cancer cells
growth and lactate dehydrogenase (LDH) and malate dehydrogenase (MDH)
activities were examined. Real-Time PCR experiments were carried out to
assess the OT impact on the expression of genes encoding analyzed enzymes.
MDA-MB-231 cell line was the most resistant to OT (GI50 = 210 pg/ml) in
comparison to HeLa-C (GI50 = 35 pug/ml) and MCF7 (GI50 = 41 ug/ml) cell
lines. The most sensitive HeLa-C was the only cell line which responded to
OT by decrease of both LDH and MDH activities. Gene expression of analyzed

enzymes remains unchanged in all cases.

In conclusion, OT exhibits cytostatic effects in cervical and breast cancer
cells. Therefore, it could be considered as a potential antitumor supporting

agent.
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Ocena zmian aktywnosci immobilizowanej alfa-amylazy
na podiozu PANI z wykorzystaniem wybranych
czynnikow sieciujgcych w procesach hydrolitycznych
Malgorzata Golonka, m.golonka@ur.krakow.pl, Katedra InZynierii i Aparatury

Przemystu Spozywczego, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im.
Hugona Kottqtaja w Krakowie, www.urk.edu.pl

Mateusz Tataruch, nctataru@cyfronet.pl, Instytut Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni im. Jerzego Habera PAN, www.ik-pan.krakow.pl

Malgorzata Rugierro-Mikotajczyk, nbruggie@cyf-kr.edu.pl, Instytut Katalizy
i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera PAN, www.ik-pan.krakow.pl

Zainteresowanie immobilizacjg enzymoéw na nos$nikach wynika z korzysci
jakie niesie ze sobg ten proces. Pozwala to na wydluzenie dzialania biokata-
lizatora, zwiekszenie odpornosci na zmiany pH i temperatury umozliwiajgc
prowadzenie reakcji biokatalizy w réznych warunkach. Gléwng zaletg jest
natomiast mozliwo$¢ ltatwego oddzielenia zloza oraz ponowne jego
wykorzystanie.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu zmiany czynnika sieciu-
jacego w immobilizacji alfa-amylazy na przebieg hydrolizy skrobi. W pracy
uzyto podtoza polianilinowego, na ktéorym za pomocg trzech substancji
wigzgcych (AG, Kwas L-askorbinowy, DVS) unieruchomiono enzym.
Nastepnie przygotowane zloze wykorzystano w reaktorze zbiornikowym. Na
kazdym podtozu prowadzono reakcje hydrolizy skrobi (1,5 %). Przy zasto-
sowaniu metody spektrofotometrycznej z uzyciem DNS oznaczono przyrost
stezenia produktu w czasie. Za koniec reakcji uznano stan ustalenia sie
stezenia produktu. Wykazano, ze zmiana czynnika sieciujgcego ma wptyw na
aktywno$¢ enzymu i szybko$¢ reakcji. Przeprowadzona kontrolnie préba
hydrolizy na tym samym podlozu po tygodniu wykazata, Ze enzym
unieruchomiony przy uzyciu kwasu L-askorbinowego najszybciej tracit swojg

aktywnos¢.
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Evaluation of alfa-amylase activity changes on PANI
surface using selected cross-linker in hydrolytic processes

The interests in immobilizing enzymes on carriers is the result of the
benefits of this process. This allows enzyme elongation to increase
resistance to pH and temperature changes, enabling carrying out the
biocatalytic reactions under different conditions. The main advantage is the
ability to easily separating the deposit and reuse it. The aim of this work was
investigation the effect of crosslinking agents changes in alpha-amylase
immobilization on hydrolysis of starch. Aniline substrate was used to
immobilize the enzyme with three linkers (GA, L-ascorbic acid, DVS). The
prepared bed was then used in a tank reactor. On each medium, hydrolysis of
starch (1.5 %) was performed. Using the spectrophotometric method with
DNS, the product concentration was increased over time. At the end of the
reaction, the concentration of the product was determined. It has been
shown that the change of the crosslinking agent affects the activity of the
enzyme and the rate of reaction. A controlled hydrolysis test on the same
medium after one week showed that the enzyme immobilized with L-ascorbic

acid lost its activity.
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Optymalizacja skladu i warunkéw spieniania bioszkla
na aktywnos$¢ immobilizowanej pullulanazy
Michat Pancerz, m.pancerz@ur.krakow.pl, Katedra Inzynierii i Aparatury Przemystu

Spozywczego, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona
Kotqtaja w Krakowie, www.urk.edu.pl

Anna Ptaszek, anna.ptaszek@urk.edu.pl, Katedra InZynierii i Aparatury Przemystu
Spozywczego, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona
Kottqtaja w Krakowie, www.urk.edu.pl

Malgorzata Smolilo, ncsmolil@cyf-kr.edu.pl; Instytut Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni  im. Jerzego Habera  Polskiej Akademii  Nauk, Krakow,
www.ik-pan.krakow.pl

Bioszklo to mieszanka wapnia, magnezu, krzemu i wypekiaczy podda-
wana spienianiu, a nastepnie utrwalana przez wypalanie w wysokiej tempera -
turze. Zastosowanie spieniania przed utrwaleniem nadaje spiekom silnie
porowatg strukture o rozwinietej powierzchni, co w potgczeniu z wysokg
biokompatybilnoscig uzyskiwanego materiatu, czyni go bardzo dobrym
no$nikiem do immobilizacji enzyméw. Zmiana proporcji sktadnikow
wykorzystywanych do produkcji bioszkta lub dodanie kolejnego pozwala na
modyfikacje wtasciwosci uzyskiwanego spieku. Dzieki zastosowaniu wypet-
niaczy zmienia¢ mozna wielko$§¢ poréw, a zmiana iloSci poszczegdlnych
sktadnikéw skutkuje modyfikacjag powierzchni materiatu, zwiekszajac badz
zmniejszajgc jego zdolno$§¢ do wigzania biatek. Kolejnym waznym
czynnikiem jest sam proces spieniania, w ktérym istotng role odgrywa
temperatura oraz czas i szybko$¢ ogrzewania materiatu. Niewielkie zmiany
w sktadzie mieszanki oraz warunkach spieniania wptywaly znacznie na
aktywno$¢ immobilizowanego enzymu. Podjeto sie zbadania wplywu zmian
sktadu i warunkéw spieniania na aktywno$¢ unieruchomionej na bioszkle
pullulanazy oraz optymalizacje warunkéw wytwarzania nosnika dla

uzyskania najwyzszej aktywnosci enzymu.
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Optimization of the composition and foaming conditions
of the bioglass for best activity of immobilized pullulanase

Bioglass is a mixture of calcium, magnesium, silicia and fillers that is foamed
and then fired in high temperature. The use of foaming before firing gives to
the bioglass highly porous structure and strong developed surface, which
combined with high biocompatibility of the obtained material makes it a very
good support for enzymes immobilisation. Changing the proportion of
components used for the production of a bioglass or adding another, allows
the modification of the properties of the resulting support. By using fillers,
the pore size can be changed and the changes in the amount of individual
components results in a modification of the materials surface by increasing
or decreasing its ability to protein binding. Another important factor is the
foaming process itself, where the temperature, time and heating of the
material play an important role. Minimal changes in the mixture
composition and foaming conditions affects significantly the activity of the
immobilized enzyme. Investigation has been made to check the effects of
changes in composition and foaming conditions on activity of immobilized
pullulanase and to optimize the conditions of support production to obtain

the highest enzyme activity.
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Poferment
- jego wplyw na aktywnos$¢ biochemiczng gleby

Zyta Waraczewska, zyta.waraczewska@wp.pl, Katedra Mikrobiologii Ogdlnej
i Srodowiskowej, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, skylark.up.poznan.pl
A{icja Niewiadomska, alicja.niewiadomska@onet.eu, Katedra Mikrobiologii Ogélnej
i Srodowiskowej, Wydziat Rolnictwa i BioinZynierii, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, skylark.up.poznan.pl
Agniesqu Wolna-Maruwka, amaruwka@up.poznan.pl; Katedra Mikrobiologii
Ogdlnej i Srodowiskowej, Wydziat Rolnictwa i BioinZynierii, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, skylark.up.poznan.pl
Donata Kosicka-Dziechciarek, dkosicka@gmail.com, Katedra Mikrobiologii
Ogdlnej i Srodowiskowej, Wydziat Rolnictwa i BioinZynierii, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, skylark.up.poznan.pl
Wojciech Czekala, wojciech.czekala@up.poznan.pl; Zaktad InZynierii Systemow
Energetycznych, Instytut Inzynierii Biosysteméw, Wydziat Rolnictwa i BioinZynierii,
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, skylark.up.poznan.pl

W ostatnich latach odnotowano rozwéj odnawialnych zZrddel energii
w polskim sektorze energetycznym spowodowany wdrozeniem zatozen krajo-
wej polityki proekologicznej. Alternatywg dla takich koncepcji jest budowa
rolniczych biogazowni wykorzystujgcych lokalne zasoby biomasy odpadowej.
Jednym z wymagan prowadzenia biogazowni jest prawidlowa gospodarka
pofermentu, czyli produktu ubocznego powstajgcego w procesie spalania.
Jedng z wielu mozliwo$ci zagospodarowania odpadu jest jego aplikacja na
pole, pod ro§liny uprawne. Jednakze regulacje prawne okre$lajg do$¢
rygorystyczne warunki wykorzystania pofermentu jako nawozu w rolnictwie.
Wstepne dane literaturowe donosza, iz pulpa fermentacyjna z biogazowni
jest doskonalym sSrodkiem poprawiajgcym wiasciwosci chemiczne, fizyczne
i biologiczne gleby. W celu racjonalnego wykorzystania pulpy w sektorze
rolniczym i jednoznacznego wskazania jej jako wartoSciowego nawozu dogle -
bowego, mogacego zastgpi¢ dotychczas stosowane, konieczne sg badania jej
dziatania na stan gleby.
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Za dobre wskazniki jakosci srodowiska glebowego ze wzgledu na wysoka
czulos¢é i szybkie reagowanie uwaza sie aktywno$¢ enzymatyczng i stan
populacji mikroorganizmow.

Monitoring pedosfery z wykorzystaniem metod opartych na testach
enzymatycznych (dehydrogenazy, fosfomonoesterazy (kwasnej i zasadowej),
katalazy, ureazy, amylazy) pozwala na kompleksowg ocene zmian jakie
zachodzg w Srodowisku glebowym pod wptywem zastosowanych nawozéw.

Badania finansowane: PARP. POIR 02.03-30-0002/16.

The influence of digestate on the biochemical activity of soil

In recent years the implementation of the assumptions of the national
environment-friendly policy has resulted in the development of renewable
sources of energy in the Polish power-supplying sector. The construction of
agricultural biogas plants using local waste biomass resources can be an
alternative to these concepts. Biogas plants are required to handle the
digestate properly, which is a by-product of combustion. It can be applied to
soil in fields to fertilise crops. There are strict legal regulations concerning
the use of digestate as a fertiliser. According to initial data supplied in
publications, the digestion pulp from biogas plants considerably improves
the physical, chemical and biological properties of soil. It is necessary to
conduct research on the influence of pulp on soil so as to use it rationally in
agriculture and to clearly indicate that it can be used as a valuable fertiliser.

High enzymatic activity and large populations of microorganisms are
thought to be good indicators of the soil environment quality due to its high
sensitivity and quick reaction.

The monitoring of the pedosphere with enzymatic tests (dehydrogenases,
phosphomonoesterases (acid and alkaline), catalases, ureases, amylases)
enables complex assessment of changes in the soil environment caused by
fertilisers.

Research funded with: PARP. POIR 02.03-30-0002/16.
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Potencjal przeciwutleniajgcy jogurtu z mleka

o zwiekszonej zawartosci bialek serwatkowych

i poddanego enzymatycznej hydrolizie laktozy
Paulina Bierzuriska, paulina.bierzunska@up.poznan.pl, Katedra Jakosci Produktéw

Mileczarskich, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu, www.up.poznan.pl/kjpm

Dorota Cais-Sokoliriska, cais@up.poznan.pl, Katedra Jakosci Produktow
Mileczarskich, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy
w Poznaniu www.up.poznan.pl/kjpm

Koncentraty biatek serwatkowych poprawiajg nie tylko wiasciwosci
strukturotworcze produktéw mleczarskich, ale przede wszystkim zwiekszajg
ich potencjal antyoksydacyjny. Waznym aspektem jest rowniez otrzymanie
mleka fermentowanego o obnizonej zawartos$ci laktozy poprzez jej enzyma-
tyczng hydrolize, dedykowanego osobom z nietolerancjg laktozy i jedno-
cze$nie o zaprojektowanych wlasciwo$ciach prozdrowotnych wynikajacych
z wprowadzenia koncentratu biatek serwatkowych.

Materiatem do badan byto komercyjne mleko pasteryzowane o zawartosci
suchej masy bezttuszczowej 9,07 %, ttuszczu 1,50 % oraz réznej zawartosci
laktozy: typowej dla mleka (4,70 %) oraz obnizonej (<0,10 %). W doswiad-
czeniu wytworzono cztery probki jogurtu probiotycznego w oparciu o mleko:
1. o typowej zawartosci laktozy 2. o typowej zawarto$ci laktozy i zwiekszonej
do 16 % suchej substancji poprzez dodatek koncentratu biatek serwatkowych
(WPC80). Pozostate dwie probki zostaly wytworzone analogicznie z mleka
o obnizonej zawarto$ci laktozy. Fermentacje prowadzono w 37°C do uzys-
kania pH 4,45 uzywajac termofilnych bakterii Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

Celem pracy byla ocena wpltywu reakcji hydrolizy laktozy na potencjat
przeciwutleniajgcy jogurtu o zwiekszonej zawarto$ci biatek serwatkowych
w oparciu o oznaczenie zawarto$ci wolnych rodnikéw (DPPH) i zdolnosci

redukowania jondw zelaza (FRAP).
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W doswiadczeniu nie wykazano wplywu enzymatycznej hydrolizy laktozy
na potencjal przeciwutleniajgcy. Wykazano jednak, ze zwiekszenie udziatu
biatek serwatkowych w jogurtach zwieksza potencjat antyoksydacyjny nawet
0 24%.

Antioxidant activity of yoghurt from milk
with increased whey protein content
and subjected to enzymatic hydrolysis of lactose

Whey protein concentrates improve not only the structural properties of
dairy products but, above all, their antioxidant potential. An important
aspect is also to obtain a fermented milk with a reduced lactose content, by
enzymatic hydrolysis, of dedicated people with lactose intolerance and at the
same time designed for health-promoting properties resulting from the
introduction of whey protein concentrate.

Commercial pasteurized milk with a dry matter content of 9.07%, fat of
1.50% and different content of lactose: typical for milk (4.70%) and lower
(<0.10 %) were the test materials. In the experiment, four milk probiotic
yoghurt samples were made: 1. with a typical lactose content of 2. with
a typical lactose content and increased to 16% dry matter by the addition of
whey protein concentrate (WPC80). The other two samples were made
analogously from lactose-reduced milk. Fermentation was carried out at 37°C
to pH 4.45 using thermophilic bacteria Streptococcus thermophilus,

Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

The aim of the study was to evaluate the effect of lactose hydrolysis on the
antioxidant potential of yogurt with increased whey protein content based
on free radical scavenging (DPPH) and iron (FRAP) reduction potential.

In the experiment there was no effect on the enzymatic hydrolysis of lactose
potential antioxidant. However, it has been shown that increasing the
proportion of whey proteins in yogurt increases the antioxidant potential by
up to 24%.
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Préba zastosowania bioszkiel do immobilizacji enzymoéw
na przykladzie a-amylazy
Anna Ptaszek, anna.ptaszek@urk.edu.pl; Katedra InzZynierii i Aparatury Przemystu

Spozywczego, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona
Kotqtaja w Krakowie, www.urk.edu.pl

Michat Pancerz, m.pancerz@ur.krakow.pl; Katedra Inzynierii i Aparatury
Przemystu Spozywczego, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im.
Hugona KoHtqtaja w Krakowie, www.urk.edu.pl

Dorota Rutkowska-Zbik, nczbik@cyf-kr.edu.pl; Instytut Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni  im. Jerzego Habera  Polskiej Akademii  Nauk, Krakow,
www.ik-pan.krakow.pl

Immobilizacja enzyméw jest czesto stosowanym zabiegiem majgcym na
celu ograniczenie rozprzestrzeniania sie biatka w medium, jego ochrone oraz
mozliwo$¢ tatwego odzyskania i ponownego wykorzystywania. Odpowiedni
no$nik dla enzyméw powinien spelnia¢ kilka warunkéw: przede wszystkim
nie moze powodowal dezaktywacji enzymu, musi mie¢ odpowiednio
rozwinietg powierzchnie, do osadzenia enzymu i by¢ odpornym na warunki,
w ktérych bedzie stosowany. Wcigz poszukuje sie materialu, ktéry jak
najlepiej speinia¢ bedzie oczekiwania stawiane idealnym nos$nikom enzy-
mow. Bioszklo to interesujacy ze wzgledu na potencjalne zastosowanie
materiat, uzyskiwany przez spienianie i wypalanie w wysokiej temperaturze
mieszanki krzemu, wapnia i magnezu. Sktad chemiczny tego tworzywa jest
bardzo zblizony do budowy tkanki kostnej, czemu zawdziecza on wysokg
biokompatybilno$¢. Niewagtpliwg zaletg tego tworzywa jest rGwniez porowata
struktura o silnie rozwinietej powierzchni, oraz mozliwo$¢ nadania mu
dowolnego ksztattu przed utrwaleniem. Opisywane cechy bioszkiet wskazujg,
Ze jest to materiat idealnie spelniajgcy wymagania stawiane materialom do
immobilizacji enzyméw. W pracy podjeto prébe okre$lenia przydatnosci
spiekéw szklanych jako materiatbw nosnikowych dla enzymoéw, na
przykladzie a-amylazy. Wyniki wskazuja, Ze enzym bardzo dobrze osadza sie
na no$niku zachowujgc wysokg aktywno$¢, a uzyskiwane ztoza charakte-
ryzuja sie znacznie nizszymi oporami przeptywu niz powszechnie stosowane
kolumny z wypelnieniem.
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An attempt to use bioglass as support to enzymes
immobilisation on the example of a-amylase

Immobilization of enzymes is a frequently used procedure to limit the spread
of protein in the medium, its protection, and the ability to easily recover and
reuse. A suitable support for enzymes should meet several conditions: first of
all, it must not deactivate enzyme, it must have a well-developed surface to
deposit the enzyme and it should be resistant to the environment in which
will be used. The material that will best meet the expectations of the ideal
enzyme support is still being looking for. Bioglass potentially can be used in
many ways what makes it very interesting material. It is obtained by foaming
in and firing a mixture of silicon, calcium and magnesium. The chemical
composition of this material is very similar to that of bone tissue, so it is
highly biocompatible. An undoubted advantage of this material is also
a porous structure with a highly developed surface, and the ability to give it
any shape before firing. The described bioglass features indicate that this
material is ideally suited to the requirements for support to immobilization
of enzymes. This work attempts to determine the usefulness of bioglass as
a support for enzymes on the example of a-amylase. The results indicate that
the enzyme is very easily depositable on the support and maintains high
activity. Obtained beds have significantly lower flow resistances than the

commonly used pakced beds.
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Rola glikozylacji bialek w regulacji odpowiedzi komorki
na skladniki odzywcze
Paulina Machata, paulina.machala.wp.pl@wp.pl, Sekcja Biologii Molekularnej

Studenckiego Kota Naukowego Biologéw UE, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet £odzki, www.kolobiolmolek.uni.lodz.pl

Pawet Jozwiak, pawel.jozwiak@biol.uni.lodz.p; Katedra Cytobiochemii, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £0dzki, www.uni.lodz.pl

Oleksandra Liudvytska, ludwicka@mail.ru, Katedra Cytobiochemii, Wydziat
Biologii i Ochrony srodowiska, Uniwersytet Lodzki, www.uni.lodz.pl

Metabolizm komoérek nowotworowych charakteryzuje sie zwiekszonym
zapotrzebowaniem na glukoze w poréwnaniu z komoérkami prawidtowymi.
Wewnagtrzkomérkowo, niewielka cze$¢ pobranej glukozy (2-5 %) ulega
konwersji do UDP-N-acetyloglukozaminy, ktéra stanowi substrat dla
O-GIcNAc transferazy (OGT). Enzym ten odpowiada za przylaczenie
wigzaniem O-glikozydowym pojedynczych reszt N-acetylo-glukozaminy
(O-GlcNAc) do biatek. Znane sg trzy funkcjonalne izoformy enzymu OGT,
jednak wiekszo$¢ badan skupia uwage na roli jadrowo-cytoplazmatycznej
izoformy tego enzymu (ncOGT). W zwigzku z tym, celem badan bylo
okres§lenie ekspresji mitochondrialnej izoformy OGT (mOGT) w rakach
endometrium w odniesieniu do izoformy ncOGT. Analize ekspresji mRNA
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki real-time PCR. Wyniki wykazaty
istotnie nizszg ekspresje ncOGT i mOGT w rakach endometrium
w poréwnaniu z tkankg prawidlowg btony §luzowej trzonu macicy. Ponadto,
ekspresja mOGT byla pieciokrotnie nizsza od ekspresji ncOGT. Uzyskane
wyniki sugerujg, ze zaburzenia ekspresji OGT mogg odgrywac istotng role

W rozwoju nowotworéw endometrium.
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The role of glycosylation of proteins in cells regulation
responses to nutrients

Cancer cells have increased rate of glucose uptake than normal cells. Within
a cell, small fraction of glucose is converted to uridine disphospate N-
acetylglucosamine (UDP-GIcNAc) which is substrate for O-GIlcNAc
transferase (OGT). This enzyme is responsible for the attachment of
O-GlcNAc moieties to cellular polypeptides. Up to now, three functional
isoforms of the OGT enzyme have been identified, hovewer studies
concerning the role of O-GlcNAc enzymes have been concentrated on the
longest (~110 kDa) nucleo-cytoplasmatic isoform of OGT (ncOGT). Thus, the
aim of the study was to determined the expression of mitochondria OGT
isoform (mOGT) in comparison with ncOGT in endometrial neoplasm. The
expression of mOGT and ncOGT genes was performed by Real-time PCR
method. Our results indicated significantly lower level of both mRNA
isoform in endometrial cancer compared to normal tissue. In addition, the
expression of mOGT was five times lower than ncOGT. The results suggests
that both OGT isoform may play significant role in development of

endometrial cancer.
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Rola glukozylotransferazy PssA w adaptacji bakterii
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do warunkéw
stresowych wywolanych obecnoscig jonow miedzi

Magdalena Kopyciriska, makopycinska@gmail.com, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Paulina Lipa, paulina.lipa56@gmail.com, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Marta Kozietl, marta.koziel @outlook.com, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Matgorzata Geca, malgorzata.geca@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Genetyki i Mikro-
biologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej,
www.umcs.pl

Monika Janczarek, mon.jan@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Rhizobium leguminosarum jest Gram-ujemng, symbiotyczng bakterig
glebowg zdolng do produkcji zewngtrzkomérkowego polisacharydu (EPS),
ktéry odgrywa kluczowg role w ochronie tych bakterii przed niekorzystnymi
czynnikami Srodowiska. Biatko PssA o funkcji glukozylo-IP-transferazy jest
enzymem uczestniczgcym w pierwszym etapie syntezy tego polimeru. Biatko
to ma mase czgsteczkowg 29,32 kDa i jest odpowiedzialne za przenoszenie
glukozo-1-fosforanu z UDP-glukozy na nos$nik izoprenylofosforanowy
zakotwiczony w blonie wewnetrznej bakterii. Mutacja w genie pssA, ktéry
koduje ten enzym, prowadzi do catkowitego zahamowania syntezy EPS.
Przeprowadzone badania mialy na celu okreslenie wptywu rdznych stezen
jonow miedzi (CuSO,) na wzrost, przezywalno$¢, produkcje EPS oraz
tworzenie biofilmu przez szczep dziki R. leguminosarum bv. trifolii Rt24.2,
mutanta w genie pssA (Rt5819) oraz szczep Rt24.2(pBAl) zawierajacy
dodatkowe kopie tego genu na plazmidzie pBBR1-MCS. Zaobserwowano, Ze
obecno$¢ jonéw miedzi (1 mM) w S$rodowisku pozytywnie wplywa na
tworzenie biofilmu przez wszystkie badane szczepy bakteryjne oraz
powoduje wzrost produkcji EPS przez Rt24.2 i Rt24.2(pBAl). Natomiast
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szczep Rt5819 nieprodukujacy EPS charakteryzowal sie najstabszym
wzrostem oraz przezywalnoscig sposréd testowanych szczepéw. Uzyskane
wyniki potwierdzajg istotng role biatka PssA i EPS w adaptacji R.

leguminosarum do stresu wywotanego obecnoscig jon Cu?'.

Role of PssA glucosyltransferase in adaptation of
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii to copper stress

Rhizobium leguminosarum is a Gram-negative, symbiotic soil bacterium
capable of producing exopolysaccharide (EPS), which plays a key role in
protection against unfavorable environmental conditions. PssA protein with
a function of glucosyl-IP-transferase is an enzyme involved in the first step
of EPS synthesis. This protein has the molecular weight of 29.32 kDa and is
responsible for transferring glucose-1-phosphate from UDP-glucose to the
lipid carrier located in bacterial inner membrane. Mutation in the pssA gene,

which encodes this enzyme, totally abolishes production of EPS.

The aim of this work was to determine the influence of different
concentrations of copper ions on the growth, survival, EPS production and
biofilm formation by the wild-type strain R. leguminosarum bv. trifolii Rt24.2,
the pssA mutant (Rt5819) and Rt24.2(pBA1) strain, which possesses
additional pssA copies on the pBBR1-MCS plasmid. The obtained data
indicated a positive influence of copper ions (1 mM) on biofilm formation by
all tested bacterial strains and EPS production by Rt24.2 and Rt24.2(pBA1)
strains. However, the non-producing EPS strain Rt5819 was characterized by
the lowest growth rate and survival from the studied strains. The obtained
results confirm an important role of PssA and EPS in adaptation of R.

leguminosarum to the stress caused by the presence of Cu* ions.
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Wrazliwos¢ polisacharydéw produkowanych przez szczep
dziki Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Rt24.2
oraz mutanta Rt2472rosR na depolimeraze faga 9a

Monika Janczarek, mon.jan@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Marta Kozietl, marta.koziel@outlook.com; Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Paulina Lipa, paulina.lipa56@gmail.com, Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat
Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Magdalena Kopyciriska, makopycinska@gmail.com; Zaktad Genetyki i Mikrobiologii,
Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Teresa Urbanik-Sypniewska, teresa.urbanik-sypniewska@poczta.umcs.lublin.pl,
Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii
Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl

Malgorzata Geca, malgorzata.geca@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Genetyki i Mikrobio-
logii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej,
www.umcs.pl

Monika Marek-Kozaczuk, marek.kozaczuk@poczta.umcs.lublin.pl, Zaktad Genetyki
i Mikrobiologii, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej, www.umcs.pl

Celem badan bylo scharakteryzowanie zdolnosci faga 9a, ktérego
naturalnym gospodarzem jest szczep Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
Rt8.7, do infekowania innych szczepéw tego biowaru. W badaniach wyko-
rzystano szczep dziki Rt24.2 i mutanta Rt2472rosR. Mutacja w genie rosR
skutkuje 3-krotnym obnizeniem ilosci produkowanego EPS w poréwnaniu do
szczepu dzikiego. Najwiekszy przyrost ilosci grup redukujgcych zaobser-
wowano po 72 godz. inkubacji szczepu dzikiego z lizatem fagowym. Metodg
chromatografii cienkowarstwowej analizowano produkty EPS po trawieniu
fagiem 9a. Zréznicowany uktad prazkéw swiadczyl o réznej ilosci wigzan
rozpoznawanych przez enzymy fagowe, przy czym wiekszg ich dostepnos¢
zaobserwowano w szczepie Rt24.2. Analiza profili elektroforetycznych

lipopolisacharydu (LPS) szczepdw po inkubacji w obecnos$ci faga 9a wykazata
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brak pragzkéw odpowiadajgcych lipidowi A i laficuchowi O-swoistemu, co
sugerowato, ze LPS moze peknié role receptora dla tego faga. Aktywno$¢ faga
9a spowodowata uwolnienie wysokoczgsteczkowej frakcji LPS nieobecnej
w probie kontrolnej lizatu. Szczep dziki Rt24.2 wykazywal wiekszg wrazli-

wo$¢ na depolimeraze faga 9a niz mutant Rt2472.

Sensitivity of polysaccharides produced by the wild-type
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain Rt24.2
and the mutant Rt2472rosR on phage 9a depolymerase

The objective of this study was characterization of the ability of phage 9a,
whose natural host is Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain Rt8.7, to
infect other strains of this biovar. In this work, the wild-type Rt24.2 and the
mutant Rt2472rosR strains were used. The mutation in the rosR gene
resulted in a 3-fold decrease of EPS production in comparison to that of
Rt24.2. The highest increase in the number of reducing groups was observed
after 72-h treatment of the wild-type EPS with the phage lysate. EPS
products after incubation with the phage 9a were analyzed using thin-layer
chromatography. Distinct patterns obtained showed that different numbers
of bonds were recognized by phage enzymes, and their higher accessibility
was observed for Rt24.2. The analysis of lipopolysaccharide (LPS) profiles of
these strains after incubation with 9a phage indicated a lack of bars
corresponding to lipid A and O-chain, suggesting that LPS might by
areceptor for this phage. The activity of phage 9a resulted in release of
a high-molecular-weight fraction of LPS, which was absent in the control
lysate. The wild-type strain Rt24.2 showed higher sensitivity to the 9a
depolymerase than the mutant Rt2472.
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Zastosowanie polianiliny do immobilizacji alfa-amylazy
w procesie hydrolizy skrobi

Pawel Ptaszek, p.ptaszek@ur.krakow.pl, Katedra Inzynierii i Aparatury Przemystu
Spozywczego, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona
Kotqtaja w Krakowie, www.urk.edu.pl

Malgorzata Golonka, m.golonka@ur.krakow.pl, Katedra InZynierii i Aparatury
Przemystu Spozywczego, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im.
Hugona KoHtqtaja w Krakowie, www.urk.edu.pl

Kacper Kaczmarczyk, kacper.kaczmarczyk@ur.krakow.pl, Katedra InZynierii
i Aparatury Przemystu Spozywczego, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet
Rolniczy im. Hugona KoHtqtaja w Krakowie, www.urk.edu.pl

Polisacharydy nalezg do grupy zwigzkéw organicznych pochodzenia
roslinnego. Ze wzgledu na swojg budowe i wystepowanie sg wykorzystywane
w przemyS$le spozywczym, biotechnologicznym, farmaceutycznym. Skrobia
oraz produkty jej hydrolizy odgrywajg znaczgcq role w przemysle spozyw -
czym. W wyniku transformacji skrobi, na drodze hydrolizy enzymatycznej,
mozna uzyskaé¢ pozgdane produkty. Do najczesciej stosowanych enzymoéow
zalicza sie alfa-amylaze, ktora hydrolizuje wigzania alfa-1,4-glikozydowe
dajagc w efekcie glukoze i maltoze. Obecnie trendem staje sie unierucha-
mianie enzymoéw na podlozach. Do gtéwnych zalet tych zabiegdw nalezg:
utatwienie oddzielenia produktéw koncowych od reagentéw, zmniejszenie
wrazliwosci na zmiany pH i temperatury oraz mozliwo$¢ wielokrotnego
wykorzystania enzymu.

Celem niniejszej pracy byla préba immobilizacji termostabilnej alfa-
amylazy [Termamyl] na podtozu polimerowym, ktéry stanowita polianilina.
Otrzymano polimer, ktéry wykorzystano do immobilizowania enzymu
- uzyskano 90 % wydajnos¢ osadzenia. Nastepnie przeprowadzono reakcje
hydrolizy z unieruchomionym biokatalizatorem dla skrobi réznego pocho-
dzenia botanicznego o stezeniach w zakresie od 0,5 do 1,25 %. Reakcje
prowadzono w warunkach okresowych w réznych temperaturach. W trakcie
prowadzenia reakcji pobierano prébki i oceniano postep reakcji poprzez
zmiane stezenia glukozy w produkcie oznaczang iloSciowo metodg z kwasem
dinitrosalicylowym.
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Application of polyaniline for alpha-amylase
immobilization in starch hydrolysis

Polysaccharides belong to the group of organic compounds of plant origin
and are used in the food, biotechnology and pharmaceutical industries.
Starch and products of hydrolysis are important in the food industry. As
aresult of starch transformation on the enzyme hydrolysis, the desired

products can be obtained.

The most commonly used enzymes include alpha-amylase, which hydrolyzes
alpha-1,4-glycosidic bonds, resulting in glucose and maltose products. The
current trend is the immobilization of enzymes on the surface. The main
advantages of these treatments are: facilitating the separation of end
products from the reagents, reducing the sensitivity to pH and temperature
changes, and the possibility of reuse the enzyme. The aim of the study was
immbolization of the thermostable alpha-amylase [Termamyl] on the
synthesized polymeric surface - polyaniline. A polymer was obtained and
enzyme using a linker agent was immobilized. The amount of bounded
enzyme was determined to yield over 90 %. Subsequently, hydrolysis
reactions with immobilized biocatalysts for starches of various botanical
origin were carried out for the concentrations from 0.5 to 1.25 % was
prepared. The reaction under periodic conditions at different temperatures
was carried out. In the reaction trajectories, samples were taken, and the
progress of the reaction was assessed. The increase in glucose concentration
in the product quantitatively by the dinitrosalicylic acid method was

determined.
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