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1. DANE OSOBOWE

Mariusz Krystian Szymczak

Katedra Technologii Zywnosci, Wydzial Nauk o Zywnosci i Rybactwa
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

71-459 Szczecin, ul. Papieza Pawta VI 3

mariusz.szymczak(@zut.edu.pl, www.mszymczak.zut.edu.pl

2. POSIADANE DYPLOMY I STOPNIE NAUKOWE

2004 - 2008 Uzyskany tytul doktora w dziedzinie nauk rolniczych
Dyscyplina: technologia zywnosci i Zywienia
Specjalnos¢: technologia rybna
Nazwa jednostki: Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydzial Technologii
Zywnoéci i Rybactwa
Tytut pracy: ,,Wplyw podstawowych czynnikéw technologicznych na proces
marynowania §ledzia”

Promotor: Prof. dr hab. Edward Kotakowski

2003 -2004 Uzyskany tytul magistra w zakresie technologii rybnej i ogélnej
Nazwa jednostki: Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydzial Technologii
Zywnoéci i Rybactwa
Tytut pracy: ,,Analiza skladu aminokwasowego odbiatczonych ekstraktow migsa

pstraga”
Promotor: Prof. dr hab. Edward Kotakowski

1999 —2003  wuzyskany tytul inZyniera
Nazwa jednostki: Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydzial Technologii

Zywnosci i Rybactwa

1994-1999 Dyplom technika ochrony $rodowiska
Srednia Szkota Zawodowa im. I. Lukasiewicza w Policach, Technikum Ochrony
Srodowiska,
Temat pracy dyplomowej: ,,Regeneracyjne metody usuwania SO, z gazow
odlotowych”

Promotor: mgr inz. Mieczysta Uniejewski
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3. INFORMACJE O ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

17 grudnia 2009 - obecnie Stanowisko: Adiunkt
Nazwa i adres pracodawcy: Zachodniopomorski
Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Wydziat Nauk o

Zywnoéci i Rybactwa

17 grudnia 2008 - 17 grudnia 2009  Stanowisko: Asystent
Nazwa i adres pracodawcy: Akademia Rolnicza w

Szczecinie, Wydziat Nauk o Zywnosci i Rybactwa

4. DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA

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

Tytul osiggni¢cia naukowego:

Wystepowanie endopeptydaz aspartylowych

w kapieli po marynowaniu Sledzi

Moim osiaggnigciem, bedacym podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego jest cykl czterech jednotematycznych publikacji (Autor/autorzy, rok wydania, tytut

publikacji, nazwa wydawnictwa):

H1. Szymczak M., Lepczynski A. 2016. Occurrence of aspartyl proteases in brine after
herring marinating. Food Chemistry, DOI: 10.1016/j.foodchem.2015.08.048, 194, 470-475.
[F=3.393, MNiSW=40, udziat 95%

H2. Szymczak M. 2016. Distribution of cathepsin D activity between lysosomes and
a soluble fraction of marinating brine. Journal of Food Science, DOI: 10.1111/1750-
3841.13375, 81(8), E1966-E1970. IF=1.696, MNiSW=30, udziat 100%

H3. Szymczak M. 2016. Effect of technological factors on the activity and losses of

cathepsins B, D and L during marinating of Atlantic and Baltic herrings, Journal of the
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Science of Food and Agriculture, DOI: 10.1002/jsfa.7889. IF=1.714, MNiSW=35, udziat
100%

H4. Szymczak M. 2016. Recovery of cathepsins from marinating brine waste,
International Journal of Food Science & Technology, DOI: 10.1111/ijfs.13273. 1F=1.384,
MNiSW=25, udziat 100%

Jestem autorem koncepcji naukowej powyzszych publikacji, w trzech pracach jedynym
wykonawcg 1 jedynym autorem, a w jednej pracy gtownym wykonawcg i gldéwnym
autorem, ktory napisal wszystkie manuskrypty oraz autorem korespondencyjnym
odpowiedzialnym za warto§¢ merytoryczng 1 proces publikowania wszystkich

manuskryptéw w wiodacych czasopismach migdzynarodowych.

e Sumaryczny Impact Factor powyzszych publikacji wedtug listy Journal Citation
Reports za 2015 rok wynosi 8.187, za$ sumaryczny Impact Factor rok zgodnie z
danymi zamieszczonymi na stronach tych wydawnictw za 2016 wynosi 9.281.

e Suma punktéw za 4 publikacje zgodnie z lista MNiSW za 2015 rok wynosi 130.

Oswiadczenie wspotautora przedstawionej powyzej pracy naukowej [HI1] wraz

z okre$leniem indywidualnego udzialu wykazano w Zalaczniku 4.

4.2. Omowienie celu naukowego i uzyskanych wynikow wskazanego
osiggniecia

Osiagniecie obejmuje 4 publikacje, w tym trzy jedno-autorskie, przedstawiajace
badania nad wystepowaniem, preparatyka, oczyszczaniem, charakterystyka aktywnosci,
okresleniem strat i odzyskiwaniem endopeptydaz aspartylowych dyfundujacych z migsa do

kapieli podczas marynowania sledzi.

4.2.1. Wstep

Konsumpcja ryb na §wiecie wzrosta ze $rednio 9,9 kg w 1960 roku do 19,2 kg
w roku 2012, gltownie ze wzgledu na ich wysoka warto$¢ odzywcza 1 specyficzne
wlasciwosci prozdrowotne. Szczegdlne znaczenie maja ryby morskie ttuste, jak $ledz.
Obecnie na rynku polskim dominujg marynaty §ledziowe oraz produkty z nich wytwarzane

(GUS, 2015). Prawdopodobnie Polska jest najwigkszym producentem marynat rybnych
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w Europie, co stwarza wiele korzysci dla gospodarki, jak réwniez liczne problemy dla
przetwoérstwa 1 ochrony $rodowiska. W Polsce produkuje si¢ 80-100 tys. ton marynat
rybnych rocznie. W Unii Europejskiej duzg czes¢ z 960 000 tys. ton Sledzia przerabia si¢
na przetwory marynowane i solone (Gringer, 2014). Po procesie marynowania potprodukt
wraz z zalewa smakowa pakuje si¢ do opakowan jednostkowych, a kapiel marynujaca
pozostala po marynowaniu w przemysle trafia do $ciekow. W wielu przypadkach
w poblizu zakladow brakuje oczyszczalni $ciekdw 1 kapieli jest tylko rozcienczana,
aby obnizy¢ poziom migdzy innymi soli, kwasu i zwigzkow organicznych do wymaganego
poziomu. Powstajace odpady sa obcigzeniem dla srodowiska naturalnego oraz powoduja
obnizenie warto$ci odzywczej 1 wzrost cen gotowych produktow (Kotodziej, 2008, 2010).
Podczas marynowania udzial ryby do kapieli wynosi od 1 : 1 do 2 : 1. Z kolei masa
marynowanej ryby w gotowym produkcie marynat stanowi $rednio 50 %. Na podstawie
tych danych mozna oszacowaé, ze potencjalnie w Polsce do $ciekow wylewa sig:

A) ok. 40-50 tys. ton kapieli, gdy udziat wynosi 1 : 1,

B) ok. 27-33 tys. ton kapieli, gdy udziat wynosi 1,5 : 1,

C) ok. 20-25 tys. ton kapieli, gdy udziat wynosi 2 : 1.

Ze wzgledu na sposob przygotowania marynaty rybne dzielimy na zimne, ktére
stanowig ponad 92 % rynku, oraz smazone i1 gotowane. Proces dojrzewania mig¢sa zachodzi
tylko w przypadku marynat zimnych ze wzgledu na brak obrobki termicznej ryby przed
marynowaniem (Sikorski, 2004). Marynaty zimne charakteryzujg si¢ niespotykanymi
w innych produktach walorami sensorycznymi oraz zawierajg relatywnie duzo
biologicznie aktywnych produktéw hydrolizy biatek (aminokwasy i peptydy). Dojrzewanie
rozpoczyna si¢ z chwilg umieszczenia surowca w kapieli marynujacej, z ktorej sol 1 kwas
octowy wnikaja do tkanki ryby. Marynaty zimne najczg¢$cie] wytwarza si¢ ze Sledzi
1 innych ryb $§ledziowatych (Shenderyouk i Bykowski, 1990).

Dojrzewanie marynat jest zlozonym procesem, podczas ktorego dominujagcym
zjawiskiem jest proteoliza biatek. Ze wzgledu na stono-kwasne srodowisko marynowanych
ryb w proteolizie biorg udziat gltownie katepsyny — kwasne proteazy wystepujace
naturalnie w tkance mig¢éniowej. Katepsyny to grupa kilkunastu endo- i egzopeptydaz
oznaczonych kolejno literami alfabetu. Ze wzgledu na parametry procesu marynowania
(pH 3,5 — 4,5 1 zawartos$¢ soli 2 — 5 %) gtowng aktywnoS$¢ w tym procesie przypisuje si¢
endopeptydazom aspartylowym (katepsyna D i E) i cysteinowym (katepsyna B i1 L),
a w mniejszym stopniu katepsynom A, C i H (Levanidov et al., 1987). Almy (1926)
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zbadata zjawisko przenikania pepsyny z wnetrznosci do migéni brzusznych $ledzi, jednak
ta endopeptydaza aspartylowa dotychczas nie byla uwzgledniana w dojrzewaniu $ledzi
marynowanych. Réznorodna specyficznos¢ substratowa, kinetyka i synergiczne dziatanie
katepsyn wskazuja, ze cechy marynat sg ksztalttowane przez grup¢ proteaz, a nie tylko
jeden enzym (Makinodan et al., 1983; Szymczak et al., 2011-2014). Wszystkie katepsyny,
oprocz E, wystepuja w lizosomach. Sg to organelle ograniczone pojedyncza membrana,
zwykle o $rednicy ok. 0,1 — 2,0 um (Lullmann-Rauch, 2007), zawierajace liczne enzymy
hydrolityczne do trawienia zwigzkow i recyklingu sktadnikéw komoédrkowych (Voet and
Voet, 1990). Katepsyna D i kwasna fosfataza powszechnie uznawane sa za markery
lizosomow (Karvinen et al., 1982; Ueno et al., 1986).

Glowng 1 najczesciej badang aspartylowg endopeptydaza lizosomalng jest
katepsyna D. Jej aktywnos$¢ jest wielokrotnie wigksza w migsniach ryb niz u ssakow
(Mukundan et al. 1986). Katepsyna D podczas hydrolizy tworzy produkty, ktore sa
substratem dla innych, enzymow, np. katepsyny A 1 C (Makinodan et al., 1983). An et al.
(1994) wykazali rowniez, ze katepsyna D sprzyja uwalnianiu innych
wewnatrzkomorkowych proteaz. Dlatego tez uwaza si¢, ze endopeptydazy, szczegolnie
katepsyna D, odgrywa gtéwng role w dojrzewaniu marynat rybnych. W wyniku
aktywnosci peptydaz podczas procesu marynowania mi¢so ryb staje si¢ migkkie i powstaja
w nim duze ilosci produktéw hydrolizy biatek (PHP) o matej masie czasteczkowej, jak
aminokwasy 1 peptydy. Nadajg one charakterystyczny smak marynat rybnych (Kiesvaara,
1975). Zatem peptydazy ksztattuja wiasciwosci technologiczne, poprzez zmiang tekstury
migsa, 1 wiasciwosci funkcjonalne, poprzez powstawanie zwigzkow biologicznie
aktywnych, smakowych i zapachowych.

Ostatnie badania wykazaly, ze podczas marynowania nastepuje dyfuzja substancji
azotowych z migsa $ledzi do kapieli (Szymczak 1 in., 2012; Szymczak i in., 2015ab;
Szymczak i Kotakowski 2012; Szymczak 1 Kotakowski 2016). Wyniki te naprowadzily do
przypuszczenia, ze dyfuzja do kapieli marynujacej dotyka takze migsniowe endopeptydazy
aspartylowe. Postawiono rowniez pytania w jakiej formie peptydazy wystepuja w kapieli,
jak straty peptydaz wptywaja na dojrzewanie marynat i czy mozna odzyska¢ aktywne
endopeptydazy aspartylowe z kapieli. Pomimo duzej liczby badan dotyczacych procesow
marynowania ryb, w dostepnej literaturze brak jest informacji na temat wystepowania
1 aktywnos$ci endopeptydaz aspartylowych w kapieli pozostatej po marynowaniu §ledzi.
Dotychczas katepsyny izolowano 1 oczyszczano gidwnie z surowcOw migsnych oraz ze

zwierzat wodnych (Artigas et al. 1996; Krause 2009; McLay 1980). Jest wiele prac
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0 oczyszczaniu peptydaz, i pomimo ze we wszystkich stosowano te same etapy (np.
wysalanie, chromatografi¢ i filtracje), to kazdy z autoré6w opracowat indywidualng metode
oczyszczania, gdyz nie istnieje jedna uniwersalna metoda dla wszystkich enzymow
1 r6znych surowcow. Witwicki i Ardelt (1984) stwierdzajg, ze ,,popularna jest nawet
opinia, ze wyodrgbnianie enzymow jest w wigkszym stopniu sztukg niz nauka”. DeWitt
and Morrissey (2002ab) po wykonaniu wielu préob opracowali najpierw metode
laboratoryjng, a nastgpnie w skali pilotazowej metode odzyskiwania peptydaz z wody
pozostate] po produkcji surimi przy uzyciu nanofiltracji. Pomimo, ze woda po
przemywaniu surimi wydaje si¢ tatwiejsza do oczyszczania niz kapiel marynujaca, gdyz
nie zawiera tak duzych ilosci lipidéw, biatek i ich produktow hydrolizy, to osiggnieto
wydajnos¢ tylko ok. 80 % otrzymujac gtoéwnie katepsyne L.

Poszukiwania taniego zrodila aktywnych peptydaz migsniowych sg zwigzane z ich
wyjatkowymi witasciwo$ciami technologicznymi i funkcjonalnymi, zbyt duzymi cenami
peptydaz izolowanych z cennych tkanek zwierzat oraz z powodu niewystarczajacych
rezultatow po zastosowaniu peptydaz pochodzenia roslinnego i1 mikrobiologicznego
wykorzystywanych w technologii zywnosci (Ha et al.,, 2012; Toldra and Reig, 2015).
Dotychczasowy brak zainteresowania odzyskiwaniem peptydaz z kapieli prawdopodobnie
mozna tlumaczy¢ praktycznie brakiem wiedzy na temat aktywnosci proteolitycznej
w kapieli marynujgcej oraz brakiem dobrych metod regeneracji kapieli i odzyskiwania

peptydaz.

4.2.2. Zalozenia pracy

W pracy postawiono nastgpujace tezy:

1. Podczas marynowania z migsa $ledzi do kapieli dyfundujg endopeptydazy
aspartylowe zar6wno w formie rozpuszczalnej i lizosomalne;.

2. Endopeptydazy aspartylowe wystepujace w kapieli po marynowaniu sg aktywne.

3. Peptydazy mozna uwolni¢ z lizosomoéw, co doprowadzi do zwigkszenia aktywnos$ci
proteolitycznej kapieli.

4. Podstawowe czynniki technologiczne maja wplyw na straty endopeptydaz
aspartylowych.

5. Aktywne endopeptydazy aspartylowe dajg si¢ odzyskac z kapieli marynujace;.
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4.2.3. Cel pracy

Podstawowym celem poznawczym pracy byto zbadanie aktywnosci proteolitycznej
wystepujacej] w kapieli marynujacej pozostalej po marynowaniu $ledzi, szczeg6lnie
w kierunku aktywnos$ci endopeptydaz aspartylowych. Celem teoretycznym pracy byto
takze zbadanie w jakiej formie wystepuja endopeptydazy aspartylowe obecne w kapieli,
ktére z nich dominuja i jak ich aktywno$¢ zmienia si¢ w zaleznosci od podstawowych
parametrow technologicznych marynowania.

Z kolei celem praktycznym pracy byto zbadanie przydatnosci i opracowanie
parametrow kilku metod: (i) otrzymywania endopeptydazy aspartylowych z kapieli
w formie wysoko oczyszczonych preparatow, (ii) uwalniania endopeptydaz z frakcji
lizosomalnej kapieli oraz (iii) odzyskiwania aktywnych endopeptydazy aspartylowych z
kapieli marynujacej w formie surowych/handlowych preparatoéw. W dalszej kolejnosci
celem byla charakterystyka otrzymanych preparatow proteolitycznych, aby okresli¢ ich

mozliwe zastosowanie w przemysle spozywczym.

4.2.4. Wyniki
4.2.4.1. Doskonalenie metod badawczych

W dostepnej literaturze naukowej dotychczas brak bylo danych dotyczacych
enzymoOw proteolitycznych, a szczegdlnie endopeptydaz aspartylowych w kapieli
marynujgcej. Stosowane przez innych naukowcow parametry metod analitycznych okazaty
si¢ niewystarczajace do przeprowadzenia zaplanowanych badan. Wszystkie metody
nalezato dostosowac¢ i zoptymalizowa¢ do analiz kapieli marynujacej i peptydaz w niej
wystepujacych. W publikacjach wskazanych do osiggnigcia naukowego znajduje si¢ tylko
mata cze$¢ zmagan metodycznych. Doskonalenie metod badawczych byto wazng czgsciag
osiggnigcia habilitacyjng, gdyz bez tego nie powstaly by zaprezentowane publikacje.
Dlatego ponizej przedstawiono prawie wszystkie zmiany dokonane w uzytych metodach,

ktore doprowadzity do ostatecznych parametrow metod podanych w publikacjach.

Oznaczanie aktywnosci proteolitycznej

Przed rozpoczgciem badan wiasciwych wykonano badania wstepne majace na celu

okreslenie czy w kapieli pozostalej po marynowaniu $ledzi wystepuja aktywne peptydazy,
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a szczegblnie aktywne endopeptydazy aspartylowe i cysteinowe. Oznaczanie ogodlnej
aktywnosci proteolitycznej (GPA) wykonano wobec kwasnej hemoglobiny optymalizujac
czas inkubacji w zakresie od 30 min do 24 h, st¢zenie substratu od 1 do 4 %, udzial kapieli
do substratu od 0,5 : 2 do 3 : 1 1 pH reakcji w zakresie od 3,0 do 5,0. Najwigkszy przyrost
produktow hydrolizy bialek (PHP) w czasie inkubacji i jednocze$nie najmniejszy udziat
PHP proby kontrolnej do PHP proby wilasciwej stwierdzono stosujac 2 h inkubacji, 2 %
hemoglobiny, pH 3,5 — 4,0 oraz udzial kgpieli do substratu 1 : 2. Prawidlowe wyniki
otrzymano stosujac kapieli odwirowang przez 10 min przy 14000 x g 1 4 °C. Produkty
proteolizy oznaczano metoda Lowry’ego w modyfikacji Kotakowskiego. Metoda ta dawata
lepsze rezultaty niz pomiar absorbancji przy 280 nm lub pomiar zawartosci biatka
metodami kolorymetrycznymi. Aktywno$¢ danej grupy peptydaz oznaczano wobec
kwasnej hemoglobiny z dodatkiem specyficznych inhibitoréw, takich jak pepstatyna-A,
E-64 i PMSF.

Aby potwierdzi¢ i dokladniej scharakteryzowa¢ aktywno$¢ poszczegélnych
endopeptydaz zastosowano rowniez metody wobec specyficznych syntetycznych
fluorogennych peptydoéw dla katepsyn D+E, E, B+L 1 B, z i bez dodatku powyzszych
inhibitorow. Na poczatku probowano wykorzysta¢ dostepny spektrofotometr
fluorescencyjny Hitachi F2000, jednak aparat ten okazat si¢ nieodpowiedni do tych badan.
Roéwniez opis metod w publikacjach okazat si¢ niewystarczajacy. Zastosowanie czytnika
mikroptytkowego Tecan Infinite 200Pro pozwolito na znaczne zwigkszenie liczby analiz w
jednostce czasu. Zrobiono skanowanie 3D substratow i wzorca MCA w pelnym zakresie
wzbudzenia i emisji, opracowano wilasne ilosci reagentow oraz rozcienczenia i ilos$¢
kapieli. Zoptymalizowano inkubacj¢ ze wzgledu na czas 1 pH buforow dla endopeptydaz
aspartylowych 1 cysteinowych. Opracowane metody przeniesiono na precyzyjniejszy
kuwetowy spektrofotometr fluorescencyjny Hitachi F7000, ktéry uprzednio dostosowano
do pomiaréw enzymatycznych montujac w nim odpowiednig przystawke i termostat.
Aby lepiej oceni¢ przydatnos¢ metod fluorymetrycznych okreslono wplyw inhibitorow
1 pH na wyniki, ktore porownano do metody z substratem naturalnym. Wigkszo$¢ prob
kapieli marynujacych, a szczegdlnie wstgpnie oczyszczone 1 zageszczone, zawierajg duze
ilosci bialek 1 produktow ich hydrolizy, ktore po ogrzaniu do temperatury 37 °C,
powodowaty powstawanie metnosci i wygaszanie fluorescencji. Efektem tej oceny bylo
ustalenie liczby rozcienczen danej proby, aby unikng¢ interferencji wywotanych réznymi
zwigzkami wystepujacymi w kapieli. Pomimo wielu optymalizacji oznaczanie aktywnosci

endopeptydaz aspartylowych w kapielach zawierajacych wysokie stezenie soli i/lub kwasu
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okazalo si¢ problematyczne. Empirycznie okre$lono, ze do prawidlowego przebiegu
reakcji proteolitycznej nalezy takze kapiel rozcienczy¢ tak, aby otrzymaé w mieszaninie
reakcyjnej nie wiecej niz 0,5 % NaCl. Do wykonania ekstraktow peptydaz z migsa
marynowanych $ledzi testowano bufor fosforanowy pH 7,0, bufor octanowy pH 4,0,
dodatek KCIl, lecz najlepsza okazala si¢ woda zawierajaca 0,25 M sacharozy i 1 mM

EDTA.

Wstepne przygotowanie kqpieli marynujqcej

Podczas badan istotnym problemem okazato si¢ prawidlowe przygotowanie
surowe] kapieli. Nie bylo mozliwe zastosowanie jednej metody do usuwania zawiesiny
1 lipidow podczas wszystkich rodzajow analiz. Przygotowanie kgpieli do badan nalezato
wykona¢ od razu po zakonczeniu marynowania $ledzi. Aktywno$¢ proteolityczna w
sktadowanej chlodniczo kapieli bardzo szybko malata do ok. 50 - 70 % wartos$ci
poczatkowej juz po 2 dobach. Zwykle straty aktywnos$ci w sktadowanej kapieli najbardziej
ograniczaty wstepne filtrowanie, wirowanie 1 dodatek azydku azotu w przeciwienstwie do
dodatku soli i/lub kwasu octowego. Przyczyny strat aktywno$ci skladowanej kapieli
oceniono na podstawie analiz fizykochemicznych i mikrobiologicznych.

Do pozyskania malej objetosci proby do oznaczania aktywnos$ci proteolitycznej
wystarczyto odwirowa¢ kapiel 10 min przy 14000 x g. Przy wigkszej objetosci proby
wirowanie kapieli przez 20 min przy 9000 x g byto nie wystarczajace, gdyz w kapieli nadal
unosila si¢ zawiesina oraz wysoka warstwa frakcji lipidowo-proteinowej. Dlatego kapiel
do frakcjonowania/oczyszczania poddawano wirowaniu, a nastgpnie filtrowaniu, co
opisano w publikacji [H1]. Zastosowanie tylko filtrowania powodowato powstawanie
grubego kozucha na saczku, szybkie zatrzymanie filtracji, a nawet obnizenie aktywnos$ci
endopeptydaz w filtracie.

Z kolei wstepne oczyszczanie kapieli do badan aktywnos$ci we frakcji lizosomalne;j
wymagato zastosowanie filtracji kapieli na odpowiednio ulozonej wetnie szklanej,

a nastepnie wirowanie przy niskiej sile odsrodkowej, co opisano w publikacji [H2].

Oczyszczanie endopeptydaz aspartylowych

Z posrod wielu metod do oczyszczania enzyméw (Wilk, 2001) wybrano

chromatografi¢ powinowactwa, ktéra jest najnowoczesniejsza technika umozliwiajaca
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otrzymanie najczystszych aktywnych enzyméw. W skrocie, wybrana metoda polega na
zastosowaniu ztoza agarozy polaczonej z pepstatyng-A, ktora jest specyficznym
inhibitorem katepsyny D. Zgodnie z teoria w kwasnym $rodowisku tylko katepsyna D
faczy sie ze zlozem (papstatyng-A), a po wymyciu pozostatych bialek, zmienia si¢ bufor na
zasadowy, ktory odtacza katepsyne D od ztoza. Poczatkowo rozdzialty wykonywano
zgodnie z instrukcjg podang przez producenta i innych dostawcow tego ztoza, tj.: Sigma-
Aldrich, GBiosience 1 BioRad. Niestety tak otrzymywane preparaty posiadaty zbyt duza
zawartos$¢ biatka oraz zbyt matg aktywnos$¢ endopeptydaz aspartylowych.

Do wstgpnego zatezania peptydaz z kapieli przetestowano wiele metod.
Zastosowanie acetonu w stosunku do kapieliod 1 : 1 do 4 : 1, a takze dodatek tetr-butanolu
podczas wysalania enzymow siarczanem amonu dawato zbyt mata wydajnos¢ aktywnych
proteolityczng. Wstepna zmiana pH kapieli lub stragcanie izoelektryczne peptydaz nie
przyniosty oczekiwanych rezultatéw. Metoda dializy kapieli wobec wody destylowane;j,
aby obnizy¢ stezenie soli i kwasu octowego, po czym liofilizacja dawala stabilne
preparaty. Jednak wadag tej metody jest diugi czas dializy, duze zuzycie membrany
dializacyjnej, wody, koszty liofilizacji oraz mata aktywno$¢ specyficzna preparatu.
Podobne spostrzezenia do dializy uzyskano w stosunku do diafiltracji stosujac filtry
wirdéwkowe. Ostatecznie precypitat peptydaz otrzymano wytracajac biatka siarczanem
amonu koniecznie z kapieli doktadnie pozbawionej zawiesiny 1 frakcji lipidowej poprzez
wirowanie 1/lub filtrowanie.

Obnizenie pH buforu do rozpuszczania precypitatu z 7,0 do 3,0 zmniejszylo
kilkakrotnie ilos¢ bialkka w probie nanoszonej na kolumn¢ chromatograficzna.
Zastosowanie filtrow z wtokna szklanego 1 filtroéw wiréwkowych (10 kDa) wyeliminowato
dtugotrwaty etap dializy i dodatkowo obnizyto zawarto§¢ PHP w préobie. Niezbedne byto
wykonywanie nowej kolumny co kilka miesiecy, ze wzgledu na krotkg zywotnos¢
stosowanego ztoza. Podczas chromatografii powinowactwa dodano etap przemywania
ztoza stezonym mocznikiem, co wielokrotnie zwigkszyto specyficzno$¢ otrzymywanych
enzymow [H1]. Rozdziat SDS-PAGE 2D pokazal obecno$¢ przynajmniej 10 biatek
w preparacie. Wyeliminowanie pigciu biatek towarzyszacych, ktorych masa byta zbyt duza
w stosunku do oczyszczanych endopeptydaz aspartylowych i tym samym wzrost wartosci
parametru wydajno$ci oczyszczania udalo si¢ osiggna¢ poprzez (i) zamiang bufora
cytrynianowego o pH 3,0 do rozpuszczania precypitatu i kondycjonowania ztoza, na bufor
octanowy o pH 4,0; (i) zwigkszenie objetos¢ z jednoczesnym zmniejszeniem o polowe

szybko$¢ przeptywu buforu eluujacego enzym [H1]. Pomimo, ze pik podczas wymywania
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endopeptydaz aspartylowych opadat do linii bazowej, to nadal w wyplywajacym eluencie
wystepowata aktywno$¢ proteolityczna. Zbyt duze rozcienczenie enzymu eliminowano
zatezajac go ok. 50 krotnie z jednoczesnym usunigciem NaCl 1 wymiang bufora na bardziej
odpowiedniego do liofilizacji enzymu [H1]. W rezultacie ograniczono sktad jakosciowy w
gotowym preparacie, ktore probowano zidentyfikowaé. Wycigcie plam z zelu i ich
identyfikacja po trawieniu trypsynga okazata si¢ niezadawalajaca. Pomimo zastosowania
dwoch roznych metod 1 dwoéch roéznych spektrofotometrow MALDI-TOF MS/MS
uzyskano w rozdziatach tylko 3-4 piki, co prawda charakterystyczne dla katepsyny D,
jednak bylo to niewystarczajagce dla peinej identyfikacji bialek. Znana jest metoda
rozrdznienia katepsyny D od pepsyny, jednak opiera si¢ ona na inhibitorze izolowanym
z ludzkich glizd, ktoéry jest niedostepny handlowo (Minarowska i in., 2009). Dlatego
identyfikacje proteaz w publikacji [H1] wykonano stosujac specyficzne substraty,
aktywatory i inhibitory.

Czystos¢ preparatu starano si¢ zwiekszy¢ stosujac jeszcze chromatografie zelowa
na ztozu Sephadex G-75 (60 x 0,8 cm) i jonowymienng na ztozu Sepharose-4B (30 x 1,3
cm). Bufor fosforanowy o pH 7,0, w porownaniu do buforow cytrynianowego i octowego
o roznym pH, lepiej zabezpieczal endopeptydazy aspartylowe przez autolizg podczas
dhugiego procesu oczyszczania. Opracowano wilasciwe przygotowanie zat¢zonej kapieli,
gdyz proby nakladano na zloze recznie, eluent podawano do kolumny sitg grawitacji,
a frakcje eluatu zbierano recznie. Proby o zbyt duzej zawartosci biatka blokowaty
przeptyw, co prowadzilo do zapowietrzenia ztoza G-75 i konieczno$¢ ponownego
napetniania kolumny zregenerowanym ztozem. Dobdr buforéw, ich stezenia molowe, pH,
site jonowa, szybko$¢ przeptywu dobrano na podstawie instrukcji podanych przez
producenta zt6z oraz na podstawie metodyk opisanych w kilkudziesieciu publikacjach
0 oczyszczaniu katepsyny D. Aktywno$¢ otrzymanych preparatow zbadano w réznym pH
oraz roznych stezeniach NaCl i1 metali cigzkich wystepujacych w soli kamiennej oraz w
obecnosci dodatkow stosowanych w przemysle podczas marynowania ryb. Rezultatem
opisanego dochodzenia trwajgcego prawie 3 lata jest metoda oczyszczania proteaz

aspartylowych z kapieli przedstawiona w publikacji [H1].
Dezintegracja bfon lizosomow w kgpieli marynujqcej

Dezintegracja blon lizosoméw pod wplywem zamrazania najkorzystniej

nastepowata przy odpowiednio powolnym zamrazaniu kapieli w -18 °C.
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Dobrym wskaznikiem tego procesu byla zmiana barwy zamrazanej kapieli. Z kolei
najlepsza temperatura do rozmrazania kapieli wynosita 0 - 4 °C, gdyz w wyzszej po
wielokrotnie powtarzanych cyklach nastgpowaly istotne straty aktywnos$ci proteolityczne;j
[H2]. Skuteczno$¢ sonifikacji w uszkadzaniu bton lizosomow sprawdzono uzywajac trzy
rézne sondy, przy réznej mocy i interwatach wyzwalania dzwigkow, stosujac roézng
objetos¢ kapieli. Wzrost aktywnoS$ci osiggano stosujac jak najnizsza temperatur¢ podczas
sonifikacji oraz przy prawidtowej glebokos$¢ zanurzenia sondy w kapieli.

Z kolei zastosowanie od 0,1 do 0,3 % dodatku detergentow niejonowe, takich jak
Triton X-100, Tween 20, Brij 58 i n-Octyl glucoside, nie przyniosto spodziewanych
rezultatow. Roéwniez zastosowanie sity odsrodkowej od 10 000 do 200 000 x g nie dato
istotnej réznicy w aktywnosci endopeptydaz pomiedzy probami. Pomimo zamontowania
nowego czujnika obrotow kolejna awaria ultrawirowki uniemozliwita dalsze
wykorzystanie tej metody.

W przypadku mikrofiltracji pod obnizonym ci$nieniem problemem byto pienienie
si¢ kapieli, przez co otrzymywano nieprawidlowe wyniki 1 konieczne okazalo si¢
stosowanie filtracj¢ swobodnej. Zatezanie lizosomdéw stosujac filtry wirdéwkowe
o parametrze cut-off 10, 30 1 100 kDa bylo mozliwe stosujac tylko najnizsze ci$nienie
hydrostatyczne [H4]. Stabilno$¢ lizosoméw byla réwniez obnizona przez kwasne
srodowisko kapieli, dlatego stosowano dodatek sacharozy do kapieli. Z kolei zobojetnianie
kapieli najlepsze rezultaty dawato przed etapem zatezania stosujac bufor fosforanowy lub

tris-HCI [H4].

4.2.4.2. Osiagniecia przedstawione w publikacjach
Wystepowanie endopeptydaz aspartylowych w kgpieli

Kapiel surowa pozbawiong zawiesiny i lipidow nasycano siarczanem amonu.
Otrzymany precypitat rozpuszczano, diafiltrowano i nanoszono na kolumn¢ ze ztozem
Pepstatin-A Agarose [H1]. Preparat enzymatyczny otrzymany z kapieli byt oczyszczony
ponad 2650 razy, wydajno$¢ procesu wynosita ok. 14 %. Preparat nie wykazywat
aktywno$ci wobec substratow specyficznych dla endopeptydaz cysteinowych. Pepstatyna-
A hamowata calg aktywno$¢ preparatu wobec substratu specyficznego dla endopeptydaz
aspartylowych. Oznacza to, ze uzyskany preparat sktadal si¢ wytacznie z endopeptydaz

aspartylowych [H1]. Preparat miat maksymalng aktywnos¢ w pH 2,0, oraz drugi pik w pH
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4,0. Analiza SDS-PAGE 2D wykazala obecnos¢ 5 bialek w preparacie. Masy
czasteczkowe trzech najmniejszych biatek (39,8, 40 1 40,1 kDa) sa charakterystyczne dla
katepsyny D i1 pepsyny. Rowniez ze wzgledu na mase prawdopodobnie katepsyna E zostata
zidentyfikowana jako spot nr 4. Trzy pierwsze biatka posiadaty punkt izoelektryczny w pH
5,2 - 5,5, charakterystycznym dla katepsyny D. Wyniki wskazywaty, ze preparat sktada si¢
z co najmniej dwoch endopeptydaz aspartylowych.

Preparat wykazywat ok. 45 % aktywnoS$ci wobec substratu dla katepsyny E.
Kolejne badania pokazaly, ze substrat ten jest hydrolizowany rowniez przez handlowy
preparat pepsyny. Aby zahamowac tylko aktywno$¢ katepsyny D bez wplywu na pepsyng
zastosowano dodatek mocznika o stezeniu 3 i 6 M. Ostateczne wyniki pokazaly,
ze w kapieli moga wystgpowaé trzy endopeptydazy aspartylowe, a w uzyskanym
preparacie ponad potowa aktywnos$ci pochodzita od katepsyny D, niemal 1/3 od pepsyny,
za$ ok. 17 % od katepsyny E [H1].

Najwazniejszym osiggnieciem w publikacji [H1] jest opis wykrycia i potwierdzenia
wystepowania aktywnych endopeptydaz aspartylowych w kapieli marynujacej. Nowoscig
jest obecnos¢ pepsyny w kapieli, ktora jak dotad w literaturze nie byta uwzgledniana
w procesie dojrzewania marynowanych $ledzi. Z kolei opracowana metoda oczyszczania
1 identyfikacji endopeptydaz z kapieli moze pozwoli¢ w przysztosci na rozwoj badan nad

powtornym wykorzystaniem odpaddéw przetwoOrstwa rybnego.

Aktywnos¢ endopeptydaz we frakcji lizosomalnej

Zatozeniem drugiej pracy bylto przypuszczenie, ze peptydazy wystepuja w kapieli nie
tylko w formie rozpuszczalnej, co przedstawiono w pierwszej publikacji, ale rowniez
w formie lizosomalnej. Stuszno$¢ tego zatozenia w publikacji [H2] potwierdzono trzema
metodami.

Pierwsza metoda wymagata uszkodzenia blon lizosoméw, aby uwolni¢ enzymy,
ktére powinny zwickszy¢ aktywno$¢ mierzong w kapieli. Najpopularniejsze metody
uszkadzania blon lizosomdéw polegaja na wielokrotnym ich zamrazaniu lub poddaniu
dziataniu ultradzwickow. Aktywnos$¢ katepsyny D w kapieli zwigkszono dwu krotnie po 5
cyklach zamrazania-rozmrazania w -18 °C. Z kolei po 5 min sonifikacji kapieli aktywno$¢
katepsyny D rosta trzy krotnie [H2]. W sonifikowanej kapieli po 30 min skladowania
chtodniczego aktywnos$¢ katepsyny D nie tylko nie malata, lecz istotnie wzrosta o kolejne

20-30 punktow procentowych. Oznacza to, ze zapoczatkowane pegkniecia bton powiekszaja
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si¢ z czasem 1 dyfuzja enzymow z wnetrza lizosomoéw trwa w czasie pomimo zakonczenia
sonifikacji 1 moze zaleze¢ od skali dezintegracji bton. Uwalnianie katepsyny D
z lizosoméw nastepowato rowniez podczas mechanicznej homogenizacji kapieli, jednak
tylko podczas pierwszych 2 min procesu. Po 3 min homogenizacji aktywnos$¢ zaczela
male¢ i po 5 min wynosita 75 % aktywnosci w poréwnaniu do proby kontrolnej [H2].

Aktywno$¢ katepsyny D mierzono wobec fluorogennego substratu specyficznego
takze dla katepsyny E, ktéra nie wystepuje w lizosomach. Po wykonaniu oznaczenia
aktywnosci katepsyny E okazalo si¢, ze jej aktywnos$¢ maleje w kapieli pod wptywem
sonifikacji 0 20 - 30 % oraz o 10 - 20 % po 5 cyklach zamrazania. Wyniki te pozwolily na
obliczenie realnego wzrostu aktywnos$ci katepsyny D uwalnianej z frakcji lizosomalne;.
Wykazano, ze wzrost aktywnosci proteolitycznej z frakcji lizosomalnej jest mozliwy tylko
po uprzednim usunig¢ciu frakcji lipidowej z kapieli marynujgcej. Stopien dezintegracji
lizosomow w kapieli mierzono réwniez oznaczajac aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy [H2].

Druga metoda polegala na usunigciu lizosomoéw z kapieli stosujac filtry z widkna
szklanego o porowatosci od 0,3 do 2,7 um, filtry z celulozy 0,1 — 0,45 pum i filtry
strzykawkowe 0,1 — 0,45 um, przez co zastosowanie dezintegracji bton nie powinno
prowadzi¢ do wzrostu aktywno$ci. Wyniki pokazaly, ze mikrofiltracja skutecznie
zatrzymuje lizosomy obecne w kapieli. Ponadto im mniejsza byta $rednica porow filtra,
tym wigksza byta rdznica w aktywnosci lizosomalnej katepsyny D pomigdzy kapiela po
sonifikacji, a kapielg po wielokrotnym zamrazaniu-rozmrazaniu. Oznacza to, ze mrozenie
dezintegruje gtownie wieksze lizosomy, w przeciwienstwie do sonifikacji [H2].

Ostatnia, trzecia metoda miata na celu zatezenie lizosomdéw, ktoérych obecno$¢
mierzono poprzez zmiany barwy dodanego barwnika podczas jego wnikania do
lizosomow. Najlepsze rezultaty uzyskano stosujac filtr 100 kDa, w przeciwienstwie do 10
kDa. Do retentatow dodawano barwnik Neutral Red, po czym przez kilkadziesigt minut
mierzono spadek barwy zoéltej i przyrost barwy czerwonej. Nieuszkodzone lizosomy,
do ktoérych wniknal barwnik udato si¢ rowniez zobaczy¢ stosujac mikroskop $wietlny przy
1000 krotnym powigkszeniu [H2].

Najwazniejszymi dokonaniami przedstawionymi w publikacji [H2] jest odkrycie
lizosomow w kapieli oraz zbadanie jaki udziat aktywnos$ci endopeptydaz aspartylowych
przypada na frakcje rozpuszczalng i lizosomalng. Wyniki pracy [H2] pokazaty nowa
przyczyne gorszego dojrzewania mrozonych-rozmrozonych $ledzi w porownaniu do
surowca $wiezego obserwowane we wczesniejszych badaniach (Szymczak, 2011). Praca

[H2] przedstawia rowniez wazne dla technologow metody zwigkszania aktywnosci
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proteolitycznej w kapieli poprzez uwolnienie enzymoé6w z lizosoméw. Na podstawie
wynikéw tych badan zgloszono patent krajowy pod tytutem ,.Sposob na zwigkszenie

aktywnosci proteolitycznej w kgpieli pozostatej po marynowaniu sledzi”.

Straty aktywnosci proteolitycznej podczas marynowania sledzi

Dwie pierwsze prace pokazuja, ze dyfuzja endopeptydaz aspartylowych z migsa do
kapieli jest nieodlagcznym zjawiskiem podczas marynowania $ledzi. Dlatego celem trzeciej
publikacji [H3] bylo zbadanie jaki wptyw na straty peptydaz podczas marynowania $§ledzi
ma rodzaj uzytego surowca oraz podstawowe czynniki technologiczne stosowane
w przemysle. Aktywnos$¢ proteolityczng w miesie 1 kagpieli mierzono z i bez dodatku
inhibitorow wobec kwasnej hemoglobiny (GPA) oraz wobec specyficznych substratow dla
katepsyny D+E, B, B+L. Wykonano rowniez wiele oznaczen fizyko-chemicznych,
szczegolnie sktad frakcji azotu niebiatkowego migsa i1 kagpieli. W sumie w publikacji [H3]
przedstawiono 4176 wynikoéw, ktore poddano wnikliwej analizie statystyczne;.

Wykazano, ze aktywno$¢ proteolityczna w marynowanych sledziach istotnie zalezy
od podstawowych parametrow technologicznych. Dtuzszy czas marynowania wptywatl na
wzrost GPA w migsie od dwoéch razy dla Sledzia battyckiego do 6 razy dla $ledzia
atlantyckiego. Udziat endopeptydaz aspartylowych w GPA migsa surowych $ledzi stanowit
60 — 95 % 1 podczas marynowania malal do 30 - 70 %, przy jednoczesnym wzro$cie
udziatu egzopeptydaz w drugim etapie dojrzewania [H3].

Zwigkszenie st¢zenia soli z 5 do 8 % w kapieli, co odpowiada 2-3 % NaCl w migsie,
nie miato istotnego wptywu na GPA migsa. Kiedy uzyto 12 % NaCl (4,5 % w migsie),
to wartos¢ GPA migsa po 7 dobach byta 5 krotnie mniejsza. Wyzsze stezenie soli wpltywa
na mniejsza warto$¢ GPA migsa poprzez spadek prawie wylacznie aktywnoS$ci
endopeptydaz aspartylowych. Najwyzszg aktywnos$¢ endopeptydaz aspartylowych
zmierzono w marynatach zawierajagcych 2,0 - 2,5 % soli w migsie. Wyniki ttumacza
dlaczego najwicksza ilos¢ azotu niebiatkowego (NPN) wystepuje w marynatach
dojrzewajacych w kapieli zawierajacej tylko 5 - 7 % soli. Analiza statystyczna wykazata,
ze GPA silnie dodatnio korelowata z zawartosciag NPN 1 zawarto$cig peptydow, stabiej z
aktywnos$cig endopeptydaz aspartylowych, a najstabiej z zawarto$cig tyrozyng. Z kolei
uzycie wyzszego stezenia kwasu octowego w kapieli powodowalo wzrost wartosci GPA
migsa. Kiedy uzyto 6 lub 9 % kwasu (pH miesa 4,15 lub 4,0), to GPA wzrosto 3 krotnie,
a aktywno$¢ endopeptydaz aspartylowych tylko 2 krotnie przy najwyzszym stezeniu
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kwasu. Analiza statystyczna potwierdzita silng zalezno$¢ pomigdzy niskim pH a wysoka
aktywnos$cig proteolityczng migsa. Jest to wazna informacja, gdyz przy optymalnym pH
enzymy s3 najbardziej aktywne i endopeptydazy aspartylowe tworza najkrotsze PHP.
Wyniki wskazuja, ze bardzo wysokie stgzenie kwasu powoduje wzrost GPA, lecz gtownie
poprzez wzrost aktywno$ci endopeptydaz aspartylowych. Zauwazono, ze stosowanie
wysokiego stezenia kwasu octowego moze powodowac ograniczenie udziatu i inhibicje
egzopeptydaz, co przyczynia si¢ do obnizenia zawartos¢ wolnych aminokwaséw 1 gorszej
oceny sensoryczne] marynat. Podczas marynowania $ledzi $wiezych 1 mrozonych-
rozmrozonych warto$ci GPA byly zblizone, za$ aktywnos$¢ endopeptydaz aspartylowych
byta istotnie wicksza o 50 - 100 % w tych pierwszych. Obnizenie temperatury
marynowania z 12 do 5 - 6 °C powoduje istotne obnizenie GPA migsa 1 aktywnosci
endopeptydaz aspartylowych, odpowiednio o 10 - 24 1 16 - 50 %, ale tylko do 4 - 7 doby
marynowania. W prébach marynowanych w 12 °C aktywno$¢ proteolityczna silniej
koreluje z zawarto$cig tyrozyny, niz z zawartoscig peptydéw. Potwierdza to,
Ze marynowanie w Wwyzszej temperaturze bardziej sprzyja powstawaniu wolnych
aminokwasow, niz peptydow, ktore powstaja gldwnie podczas chtodniczego marynowania
[H3].

W drugiej czesci publikacji [H3] opisano wplyw czynnikéw technologicznych na
dyfuzje peptydaz z migsa do kapieli marynujacej. Poréwnujac aktywnos$¢ kapieli do
aktywno$ci w migsie (ml : g) stwierdzono, ze stanowi ona 50 - 260 % aktywnoSci
w migsie. Z kolei przeliczajac aktywno$¢ peptydaz na biatko zawarte w kapieli 1 migsie
(g : g) stwierdzono, ze aktywnos¢ w kapieli jest 10 - 80 ($rednio 30) razy wigksza niz
w migsie. Udziat endopeptydaz aspartylowych w GPA kapieli w zaleznosci od proby
wynosit 40 - 98 %. W zaleznosci od zastosowanych parametrow technologicznych udziat
ten od 1. do 7. doby marynowania zmienia si¢ o 10 - 20 %. Pomiary wobec specyficznych
substratow pokazaly, ze aktywnos¢ endopeptydaz aspartylowych w kapieli jest §rednio 5
razy wigksza od katepsyny L i1 10 razy od katepsyny B. Z kolei aktywno$¢ katepsyny L
w kapieli jest $rednio 3,5 razy wigksza niz katepsyny B. Wyniki pokazuja szybki wzrost
aktywnos$ci endopeptydaz aspartylowych w kapieli do 2 doby. Najwigksza aktywnos$¢
endopeptydaz aspartylowych oznaczono w kapieli po 1 dobie marynowania mrozonych-
rozmrozonych $ledzi battyckich. Dwa razy wicksze straty GPA do kapieli w przypadku
marynat ze $ledzi battyckich niz atlantyckich ttumacza mniejszg aktywno$¢ w migsie
u tych pierwszych. Réznice w GPA migsa pomiedzy §ledziem atlantyckim a baltyckim,

a szczegoblnie skala i struktura strat enzymow, mogg thumaczy¢ dlaczego $ledz baltycki jest
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postrzegany jako gorszy surowiec do marynowania i solenia. Prawdopodobnie gwattowna
dyfuzja endopeptydaz aspartylowych z migsa do kapieli jest waznym powodem spadku ich
udzialu w GPA migsa podczas marynowania. Najmniejsze straty GPA do kapieli
oznaczono w przypadku marynat dojrzewajacych w najwigkszej ilosci soli (12 %) lub
w najwiekszej ilosci kwasu octowego (9 %). W przypadku kwasu octowego pozytywny
efekt utrzymuje si¢ tylko do 1 - 2 dob, w przeciwienstwie do soli, ktora ogranicza straty
przez caly okres marynowania. Wyniki pokazuja, ze ograniczenie strat peptydaz
przyczynia si¢ do wzrostu ich aktywnosci w migsie marynowanych ryb. Wysoka
aktywno$¢ endopeptydaz aspartylowych w migsie tych prob silnie dodatnio koreluje
z zawartosciag peptydow, bardziej niz w probach, w ktorych wystepuja wigksze straty
peptydaz. Najwigksze straty odnotowano w przypadku S$ledzi baltyckich, szczegolnie
poddanych procesowi mrozenia-rozmrazania. Sledzie battyckie, szczegdlnie mrozone, w
poréwnaniu do atlantyckich, tracity do kapieli wigcej endopeptydaz aspartylowych
1 katepsyny L niz B. Moze to oznaczaé, ze gorsza tekstura marynat ze $ledzi baltyckich jest
skutkiem wiekszych strat endopeptydaz, w tym katepsyny L, ktora wykazuje specyficznos¢
wobec kolagenu. Zastosowanie 12 zamiast 6 “C podczas marynowania zwigkszyto do 10 %
warto$¢ GPA oraz aktywnos¢ i udziat endopeptydaz aspartylowych w kapieli [H3].
Najwazniejszymi osiggnigciami w publikacji [H3] jest wykazanie, ze straty
poszczegbdlnych peptydaz z tkanki §ledzi do kapieli istotnie zalezag od podstawowych
czynnikéw technologicznych marynowania. Wazne jest rowniez poréwnanie aktywnosci
proteolitycznej w kapieli do aktywno$ci w marynowanej rybie. Nowos$cig naukowa jest
takze analiza korelacji strat endopeptydaz aspartylowych ze skladem iloSciowym

1 jako$ciowym azotowych frakcji odpowiedzialnych za jako$¢ marynowanych §ledzi.

Odzyskiwanie peptydaz z kgpieli marynujgcej

Po odkryciu aktywnych peptydaz w kapieli w formie rozpuszczonej i lizosomalne;j,
celem czwartej publikacji [H4] bylo opracowanie w skali laboratoryjnej metod
odzyskiwania aktywnych enzymoéw z kapieli marynujacej. Dodatkowym celem byta
rowniez krotka charakterystyka otrzymanego preparatu, aby oceni¢ jego mozliwe przyszte
zastosowanie. Do wysalania peptydaz z kapieli uzyto siarczan amonu, jednak dla
osiggnigcia najwyzszej wydajnosci odzyskiwania enzyméw konieczne bylo wykonanie
w pierwszej kolejnosci badan w zakresie wyboru bufora do rozpuszczania precypitatu,

jego pH 1 objetosci. Najwieksza aktywno$¢ specyficzng endopeptydaz aspartylowych
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otrzymano stosujac bufor octanowy, nastgpnie fosforanowy, a najmniejsza w przypadku
wody. Okre§lono rowniez, ze po 4 godzinach wydajno$¢ wysalania endopeptydaz
aspartylowych jest wyzsza niz po 2 lub 12 godzinach. Wysalanie siarczanem amonu
pozwala odzyskac z kapieli do 86 % endopeptydaz aspartylowych, jesli osad rozpuszczono
w pH 8,0 lub 78 % stosujac pH 4,0. W przypadku endopeptydaz cysteinowych najwyzsza
wydajnos$¢ do 82 % uzyskano rozpuszczajac precypitat w pH 5,0. Najmniejsza zawartos¢
biatka w preparacie uzyskano stosujac pH 2,0 — 4,0. Po zwigkszeniu pH buforu do 5,0 —
8,0 1ilo$¢ rozpuszczonego biatka wzrosta od 2 do 5 razy. Ostatecznie czystos¢
endopeptydaz aspartylowych 1 cysteinowych po wysoleniu wzrosta odpowiednio 15 i 8
razy w poréwnaniu do surowej kapieli [H4].

Wykazano, ze endopeptydazy aspartylowe tatwiej od cysteinowych wytracaja si¢
z kapieli przy nizszym stezeniu soli. Przy 50 % stezeniu siarczanu amonu odzyskano
potowe endopeptydaz aspartylowych i tylko 20 % endopeptydaz cysteinowych. Najwiecej
endopeptydaz aspartylowych wysala si¢ z kapieli w zakresie 40 — 60 % soli, za$
cysteinowych w zakresie 50 — 80 %. Precypitacja endopeptydaz aspartylowych w nizszym
stezeniu siarczanu amonu niz cysteinowych jest skutkiem réznej struktury i wlasciwosci
tych enzymoéw. Endopeptydazy aspartylowe (katepsyna D i E) w pordéwnaniu do
cysteinowych (katepsyna B i L) maja wigkszag mase czasteczkowa i wyzszy indeks
hydrofobowosci. Analiza supernatantu pozostalego po wysalaniu wykazata w nim brak
aktywnosci endopeptydaz aspartylowych i cysteinowych, odpowiednio po osiggnigciu 80
190 % stezenia siarczanu amonu [H4].

Wysalanie siarczanem amonu pozwala odzyska¢ tylko peptydazy rozpuszczalne
z pominigciem frakcji lizosomalnej. Aby zwiekszy¢ ilo$¢ pozyskanych enzyméw
konieczne jest wykonanie wstepnego etapu dezintegracji lizosomdéw opisane w publikacji
[H2]. Dlatego do odzyskiwania enzyméw zastosowano ultrafiltracje, ktora w jednym
etapie pozwala odzyska¢ peptydazy z obu frakcji rozpuszczalnej i lizosomalnej. Metoda ta
ma wiele zalet i dlatego jest coraz czeéciej wykorzystywana w przetworstwie Zywnosci.
Uzycie filtrow 10 - 100 kDa umozliwito zatezy¢ kapiel 36,5 +12 razy oraz odzyskac
peptydazy z frakcji rozpuszczalnej i lizosomalnej [H4]. Wydajno$¢ odzyskiwania peptydaz
wzrosta z 73 - 77 % do 119 - 123 % wraz z obnizeniem cut-off membrany ze 100 do 10
kDa. Ze wzgledu na mase czasteczkowa enzymow nanofiltracja pozwala odzyska¢ wiecej
endopeptydaz aspartylowych niz cysteinowych. Straty enzymow do permeatu wynosity od
0 do 40 % w zalezno$ci od membrany filtra i enzymu. Retentaty zawieraty od 10 do 20 %

biatka w poréwnaniu do surowej kapieli. W przypadku endopeptydaz aspartylowych
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aktywno$¢ specyficzna i stopien oczyszczenia byly najwyzsze dla membrany 30 kDa. Dla
endopeptydaz cysteinowych parametry te byly poréownywalne dla trzech badanych
membran. Udziat aktywnosci endopeptydaz aspartylowych do cysteinowych w retentatach
wynositod 2 :1do 1,25 : 1.

Dotychczas pozyskiwane preparaty proteolityczne z odpadoéw ryb zawierajg jeden
dominujacy enzym o znanych wilasciwosciach, np. pepsyna lub trypsyna. W preparatach
proteolitycznych z kapieli wystepuje wiele peptydaz, ktore wykazuja synergiczne
dziatanie. Preparat proteolityczny pozyskany z kapieli mialy najwyzsza wartos¢ GPA
w pH 2,5 oraz 80 % tej aktywnosci w pH 4,0 [H4]. Aktywno$¢ pochodzita gtéwnie od
endopeptydaz aspartylowych. Z kolei aktywno$¢ peptydaz cysteinowych miata optimum
w pH 5,0 osiagajac ok. 35 % GPA. Endopeptydazy aspartylowe w preparacie wykazywaty
najwigksza aktywnos¢ przy 1,5 % stezeniu NaCl, zas peptydazy cysteinowe przy 3 % soli.
Zaletg preparatu proteolitycznego z kapieli jest duza aktywno$¢ w szerokim zakresie pH od
2,0 do 6,0, w szerokim zakresie stgzen NaCl od 0 do 7 % oraz duza stabilno$¢ podczas

sktadowania zamrazalniczego.

Po zdobyciu wiedzy na temat aktywnosci endopeptydaz w kapieli i metod ich
oczyszczania zastosowano zregenerowang kapiel marynujaca do marynowania $ledzi.
Wyniki ze wstepnych badan pokazuja, ze endopeptydazy majg zdolnos$¢ do przenikania
z kapieli do migsa ryby, co skutkuje wzrostem aktywnosci proteolitycznej w marynowanej
rybie, wigkszg zawarto$cig produktéw hydrolizy biatek, mniejsza twardoscig 1 wyzsza

pozadalnos$cia sensoryczng.

4.2.5. Podsumowanie

W Polsce produkuje si¢ duze ilosci marynat $ledziowych. Kagpiel marynujgca
pozostata po marynowaniu w przemysle jest wylewana do $ciekow. W pismiennictwie
naukowym dotychczas nieznane byly prace dotyczace wystgpowaniu i odzyskiwaniu
endopeptydaz aspartylowych z kapieli marynujacej. Stosujac najnowsze metody do
oczyszczania, identyfikacji 1 oznaczania aktywnos$ci peptydaz oraz dzigki optymalizacji
tych metod udato si¢ przedstawi¢ dowody na wystgpowanie endopeptydaz aspartylowych
w kapieli marynujacej pozostatej po marynowaniu §ledzi. Wykazano, ze endopeptydazy

aspartylowe obecne w kapieli sg aktywne pomimo znacznego stezenia soli, kwasu
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octowego 1 innych zwigzkow wyekstrahowanych z ryby podczas marynowania.
Wykazano, ze peptydazy wystepuja w kapieli nie tylko w formie rozpuszczone;j,
ale rowniez we frakcji lizosomalnej. Dezintegracja bton lizosoméw za pomoca
ultradzwigkéw lub wielokrotnego zamrazania-rozmrazania umozliwia kilkukrotny wzrostu
aktywnosci proteolitycznej w kapieli — ,,efekt wzbogacania kapieli”. Najwigkszy udziat w
aktywnos$ci proteolitycznej kapieli ma grupa endopeptydaz aspartylowych, z ktorych
dominuje katepsyna D, a nastgpnie pepsyna i katepsyn E. W kapieli wystepuja takze
peptydazy cysteinowe (katepsyna B 1 L) oraz peptydazy serynowe. Specyficzna aktywno$¢
(U/g bialka) w kapieli jest kilkadziesiat razy wigksza niz w migsie. Dyfuzji endopeptydaz
aspartylowych z ryby do kapieli istotnie zalezy od podstawowych czynnikow
technologicznych, takich jak rodzaj $ledzia, metoda jego utrwalenia, czas 1 temperatura
marynowania, stezenie soli 1 kwasu octowego w kapieli. Mrozenie ryb uwalnia enzymy
1 ufatwia ich dyfuzje do kapieli podczas marynowania w formie rozpuszczalnej
i lizosomalnej. Dowiedziono, ze straty endopeptydaz aspartylowych do kapieli majg istotne
znaczenie na sktad ilosciowy 1 jako$ciowy produktow hydrolizy biatek odpowiedzialnych
za charakterystyczny smak i zapach marynowanych $ledzi. Wykazano, ze jest mozliwe
odzyskiwanie aktywnych peptydaz z kapieli. Proste metody, takie jak wysalanie pozwalaja
odzyska¢ enzymy tylko w formie rozpuszczonej, za$§ ultrafiltracja réwniez z frakcji
lizosomalnej. Preparaty pozyskane z kapieli marynujacej maja wysoka aktywnos$¢
proteolityczng w szerokim zakresie pH 1 stezenia NaCl. Dlatego praktycznym aspektem
badan jest wykazanie, Zze po oczyszczeniu kapieli i uzupetlieniu w niej stezenia soli
1 kwasu octowego, istnieje mozliwos¢ powtornego wykorzystania do marynowania $ledzi.
Otrzymane wyniki pokazuja, ze kapiel marynujgca moze by¢ wykorzystywana do
produkcji peptydaz, aby zastosowaé je w technologii zywnosci. Wstepne obliczenia
wskazuja, ze potencjalnie z 1 litra kapieli marynujacej mozna otrzymaé preparat
proteolityczny o aktywnosci od 500 do 1500 U. Ceny preparatéw analitycznych katepsyny
B, D lub L o czystosci od kilkunastu jednostek/mg osiagaja kilkaset dolarow. Co roku
przemyst rybny tylko w Polsce wyrzuca kilkadziesigt tysiecy ton kgpieli do $ciekow.
Dlatego planowane sg dalsze badania nad oczyszczaniem i wykorzystywaniem preparatow

peptydaz z kapieli marynujace;.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

W 1999 roku, po ukonczeniu Technikum Ochrony Srodowiska w Policach,
rozpoczatem studia na Wydziale Nauk o Zywnosci i Rybactwa w Akademii Rolnicze;
w Szczecinie, na kierunku Technologia Zywnoéci i Zywienie Cztowieka. Podczas studiow
magisterskich otrzymywatem stypendium naukowe. Prac¢ magisterska pt. "Analiza sktadu
aminokwasowego odbialczonych ekstraktow miesa pstrgga" napisang pod kierunkiem Prof.
dr. hab. inz. Edwarda Kotakowskiego obronilem w 2004 roku z oceng bardzo dobra.
Badania do pracy wykonatem samodzielnie obstugujac komory do chromatografii
1 elektroforezy bibutowej. Metode rozdziatlu aminokwaséw przy uzyciu chromato-
elektroforezy bibutowej opracowang przez Podeszewskiego w modyfikacji Kotakowskiego
dostosowatem i zoptymalizowatem do prob odbialczonych ekstraktow trichlorooctowych.
Metoda ta zostata pdzniej wykorzystana w wielu badaniach m.in. do czterech prac
magisterskich 1 jednej pracy doktorskiej, w ktoérych wykonywalem lub pomagatem
wykona¢ analizy. Efektem tych prac sg doniesienie na konferencji oraz publikacja.

W 2004 roku rozpoczatem Miedzywydziatowe Studia Doktoranckie w Akademii
Rolniczej w Szczecinie w Katedrze Profesora Kotakowskiego. Na pierwszym roku studiow
oprocz whasciwych badan kontynuowatem temat oznaczania aminokwaséw w produktach
rybnych 1 12-16 grudnia 2004 roku odbytem tygodniowe szkolenie w obstudze analizatora
aminokwasow (INGOS AAA400) na Politechnice Lodzkiej, czego efektem byly wyniki
badan przedstawione na konferencji. Podczas studiow doktoranckich zajmowatem si¢
wplywem podstawowych czynnikéw technologicznych na proces dojrzewania
marynowanych §ledzi. Moimi podstawowymi technikami badawczymi byty analizy sktadu
frakcji azotowych powstajagcych w migsie 1 kgpieli podczas procesu marynowania.
Wykonatem siedem serii badan, z ktorych kazda wymagata kilku miesiecy analiz. Pracg
doktorska obronitem w 2008 roku, a otrzymang ogromng ilos¢ wynikow badan
opublikowalem jako jedyny lub gtowny autor w wielu prestizowych migdzynarodowych
czasopismach, takich jak Food Chemistry, Journal of the Science of Food and Agriculture,
Journal of Food Science, Journal of Aquatic Food Product Technology, International
Journal of Food Science & Technology. Prace te daty nowa wiedz¢ oraz uporzadkowaty
dotychczas znane zagadnienia w zakresie wptywu rodzaju surowca, sposobu jego obrobki

1 utrwalenia oraz wplyw stezenia soli i kwasu octowego na proces marynowania ryb.
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Nowoscig naukowa w tych publikacjach byla charakterystyka procesu marynowania §ledzi
od strony przemian zachodzacych w kapieli marynujacej i zalewie smakowej podczas
dojrzewania marynat. Za szczegdlnie wazng uwazam publikacje z 2012 roku dotyczaca
strat frakcji azotowych z migsa do kapieli. Badania te byty inspiracja do mojej pracy
habilitacyjnej oraz prawdopodobnie dla naukowcoéw z Dani, ktérzy w latach 2014-2016
roku cytowali moje prace w publikacjach na temat bioaktywnych zwigzkéw azotowych
obecnych w solankach.

Wiedza, doswiadczenie 1 dorobek naukowy w prestizowych czasopismach zdobyte
dzigki pracy doktorskiej przyczynily si¢ migdzy innymi do (i) powstania tematu mojej
pracy habilitacyjnej, (ii) opracowania Technologii wysokiej wydajnosci marynowania ryb,
zgloszonej jako know-how, przedstawionej na European Seafood Exposition w Brukseli,
a nastepnie sprzedanej w formie licencji niewytaczne;j, (ii1) zgloszen patentowych oraz (iv)
zdobycia 1 kierowania trzema projektami naukowymi, finansowane przez Narodowe
Centrum Nauki, Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego oraz przez Wydzial Nauk
o Zywnosci i Rybactwa.

Wplyw na moje osiggni¢cia miaty rowniez odbyte staze w zakladach przetworstwa
rybnego. W 2011 roku odbylem 3 miesieczny staz naukowy w zakladzie przetworstwa
surimi Lucky Union Foods Euro Poland w Dziale Jakos$ci, a nastepnie bylem opiekunem
stazystki mgr Honoraty Okseniuk, ktora jest kierowniczka w Dziale Badan i Rozwoju
w tym samym zakladzie. Podczas stazu zaproponowalem, opracowatem i we wspotpracy
ze stazystka wykonalem dwie prace polegajace na (i) optymalizacji zastosowania
handlowych preparatow transglutaminazy do specyfiki surowca oraz (ii) optymalizacji
temperatury utrwalania paluszkow krabowych z surimi w celu obnizenia wycieku wody
1 podniesienia jakosci gotowego produktu pakowanego proézniowo. Wyniki obu prac
zostaly wdrozone w cykl produkcyjny zakladu, a wyniki pierwszej zostaly réwniez
przedstawione na konferencji. W 2013 roku odbylem staz w zakltadzie produkujacym
marynaty $ledziowe Przedsigbiorstwo Przetworstwa Artykulow Spozywczych ZGODA,
gdzie w latach 2014-2015 wykonatem badania przedwdrozeniowe finansowane z projektu
MNiSW dla mojej technologii know-how o marynowaniu ryb. Byly to badania
zaplanowane i1 wykonane we wspoOtpracy z przedsigbiorca — producentem marynat
sledziowych, co mialo wplyw na pozytywne rezultaty. Podczas dotychczasowego
zatrudnienia wykonatem rowniez kilka ekspertyz na zlecenia zaréwno matych

1 najwigkszych zaktadow przetworstwa spozywczego w Polsce, gtownie rybnego.
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W 2015 roku bylem ekspertem w komisji i jestem wspolautorem podstawy
programowej ksztalcenia w zawodzie Przetworca Ryb na wniosek Ministra Rolnictwa
1 Rozwoju Wsi. Z kolei na lata 2016-2017 zostatem ekspertem do reprezentowania zawodu
Przetwoérca ryb na Forum Przedstawicieli Partnerow Spotecznych w ramach projektu
»Partnerstwo na rzecz ksztalcenia zawodowego” organizowanego przez Osrodek Rozwoju
Edukacji (Minister Edukacji Narodowej) w Warszawie. W 2016 bytlem cztonkiem komisji
bloku technologia zywno$ci podczas etapu okregowego XL Olimpiady Wiedzy
1 Umiejetnosci Rolniczych w Technikum Mechanizacji Rolnictwa w Pyrzycach.

W latach 2010-2015 bytem webmasterem strony internetowej mojego Wydziatu.
Moja znajomos$¢ technik programowania umozliwita stworzenie nowej strony internetowe;j
oraz opieke nad nig przez pigc lat, az do zatrudnienia wykwalifikowanego informatyka
przez nasz Wydziat.

Ciagle doskonale swoje umieje¢tnosci i doksztatcam sig. Ukonczylem 11 kurséw
1 szkolen dotyczacych pozyskiwania funduszy i prowadzenia projektéw naukowych, jak
np. ,,Zarzadzanie badaniami sektora produkcji zywnosci" prowadzone przez Polskie
Zrzeszenie Producentéw Bydta Migsnego. W celu podnoszenia kwalifikacji bralem udziat
rowniez w kursach na temat innowacyjnosci i komercjalizowania wlasnych wynikow
badan.

Bralem aktywny udziat w 6 konferencjach. M9j dorobek naukowy po uzyskaniu
stopnia doktora obejmuje 22 publikacje, w tym 12 publikacji w czasopismach z listy
filadelfijskiej (sumaryczny IF wynosi prawie 19) oraz jeden rozdzial w renomowanym
zagranicznym wydawnictwie. Wigkszo$¢ tych publikacji dotyczy tematu marynowania ryb
1 moj udzial zaangazowania w nich $rednio wynosi ok. 90 %. Ilo$¢ cytowan moich prac
wynosi 84, za$ Indeks Hirscha 5 (wg Google Scholar). Za osiggni¢cia naukowe zostatem
dwukrotnie uhonorowany nagrodami indywidualnymi pierwszego i drugiego stopnia przez
Rektora Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie oraz za
osiggniecia otrzymatem indywidualne stypendium Prorektora ds. Nauki na kontynuowanie
badan. Zwazywszy na (i) okres mojej aktywnosci naukowej (1 rok - asystent + 7 lat -
adiunkt) oraz na (ii) wyniki innych badaczy na $wiecie w temacie marynat rybnych,
uwazam ze osiggnigte przeze mnie wyniki sg na wysokim $wiatowym poziomie.
Publikacje w moim dorobku sg stosunkowo nowe (1-5 lat), lecz mimo to s3 cytowane od
kilku do kilkunastu razy, pomimo obszaru naukowego w ktoérym ukazuje si¢ tylko po kilka

wysoko punktowanych publikacji rocznie.
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Moje doswiadczenie naukowe znalazto uznanie poprzez zaproszenie mnie do
petnienia funkcji jako Handling Editor (od 2013 w Journal of Coastal Development,
OMICS Group), Editorial Board Member, Review Editor (od 2013 w International Journal
of Nutrition and Food Science, Science Publishing Group, USA), Advisory Board
Reviewer (od 2015 w Polish Journal of Food and Nutrition Sciences) oraz wykonania 38
recenzji dla 15 renomowanych czasopism naukowych: Acta Scientiarum Polonorum
Technologia Alimentaria, Archives of Polish Fisheries, Biosensors Journal, Electronic

Journal of Polish Agricultural Universities, Food Chemistry, Food Science and

Technology International, International Journal of Nutrition and Food Science, Journal of

Aquatic Food Product Technology, Journal of Coastal Development, Journal of Food

Process Engineering, Journal of Food Quality, Journal of Nutritional Health & Food

Science, Journal of the Science of Food and Agriculture, Membrane Water Treatment, An

International Journal, Nauka Przyroda Technologie - Uniwersytet Przyrodniczy w

Poznaniu, Polish Journal of Food and Nutrition Sciences. Od 2014 roku zrecenzowalem

kilka projektéw naukowych zglaszanych do Narodowego Centrum Badan i Rozwoju w
ramach konkursow Program Badan Stosowanych 1 BIOSTRATEG oraz jednego projektu
zakonczonego w ramach POIG.

Szczegdlnym wyrdznieniem bylo dla mnie imienne zaproszenie przez prof.
Victor’a R. Preedy z King’s College w Londynie do udzialu w przygotowaniu rozdziatu pt.
,Marinating and salting of herring, nitrogen compounds' changes in meat and brine”
w ksiazce ,,Processing and Impact on Active Components in Food” wydanej przez
Academic Press, Elsevier Inc., ktore odbieram jako dostrzezenie moich osiagnigé
naukowych na forum migdzynarodowym. Kolejnym duzym osiggnigciem w 2016 roku jest
dla mnie wybdr mojej osoby przez Nova Publishing Science (NY, USA) na edytora ksigzki

»wAcetic Acids: Advances in Research and Applications”.

W latach 2010 — 2015 bylem opiekunem studentéw studiow niestacjonarnych na
kierunku Technologia Zywnosci i Zywienie Czlowieka. Bylem promotorem 8 prac
magisterskich, 12 inzynierskich. Wykonatem recenzje 7 prac magisterskich i 7 prac
inzynierskich. Od 2013 roku jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Technologow
Zywnosci (Warszawa), a od 2016 roku jestem cztonkiem Institute of Food Technologists
(USA, Chicago). W latach 2005 — 2006 bylem wspotopiekunem Studenckiego Kota
Naukowego Technologow Zywnosci, w katedrze w ktorej wykonywalem prace doktorska.

Koto to wystepujac we Wroctawiu i w Szczecinie z tematem marynat §ledziowych zdobylto
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III miejsce. W 2012 roku wraz z dr inz. Katarzyng Felisiak zatozyliSmy i opiekujemy si¢
Studenckim Kolem Naukowym Technologii Rybnej i Enzymow w Zachodniopomorskim
Uniwersytecie Technologicznym, ktore regularnie bierze udziat w konferencjach,
publikuje wyniki badan i otrzymuje wyréznienia. W semestrze zimowym 2016/2017 wraz
z dr inz. Katarzyng Felisiak jesteSmy opiekunami i prowadzimy zajecia w jezyku
angielskim dla studenta z Turcji, ktory w ramach programu Erasmus przyjechat do moje;j

Katedry w celu wykonania badan do pracy magisterskie;j.

5.1.  Zestawienie liczbowe dorobku naukowego po doktoracie

Rok Punkt
Nazwa czasopisma lub . 0 . a unKty Udzial Ilos¢
osiagniecia Ilos¢ | opubliko- IF wg (%] cviowan®
e wania MNiSW* o y
. 2012 3.334 45 90* 18
Food Chemistry 2| 2016 | 3301 40 95+ 3
. 2013 1.791 35 85%* 13
Journal of Food Science 2 2016 1698 30 L00% )
Journal of the Science of ) 2011 1.436 35 100* 18
Food and Agriculture 2016 1.714 35 100* 0
Journal of Aquatic Food ) 2016 0.688 20 90* 0
Product Technology 2015 0.688 20 95* 2
Folia Microbiologica 1 2015 0.791 15 15 7
;ngnggi ?lilezumal of , | 2012 | 1240 25 85% 9
2016 1.384 25 100* 0
Technology
Zywno$¢. Nauka. ) 2016 0 13 10 0
Technologia. Jako$¢ 2012 0.155 15 40* 4
Przemyst Spozywczy 1 2016 0 12 70%* 0
Rozdmal?/ w .monograﬁl | 2015 ) 5 60* )
naukowej w j. ang.
Edytor rn'ono'graﬁl 1 2017 i i i i
naukowej w j. ang.
Towa}rc’)znawcze Problemy 1 2013 0 . 60* 0
Jakosci
Folia Pomer. Univ. 5 2010 0 6 10 0
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Technol. Stetin., 2009 6 g5* 1
Agric., Aliment., Pisc. 2009 6 95% 8
Zootech. 2008 4 15 0
2008 4 80* 2
Publikacje razem: | 22 8 lat 18.310 403 70,5 % 85
2015 100*
Zgh i t 2 - - -
gtoszenia patentowe 2014 L00*
Know-how 1 2014 - - 70* -
Wdrozenia wiasnych
technologii, ilo§¢ umow 1 2014 - - - -
licencyjnych
Zespoly badawcze - 2012-2015 WNOZIR
kierowanie projektami 3 | 2013-2017 - NCN - -
badawczymi 2014-2015 POIG
Komunikaty naukowe
wyg{oszor?e na krajowych 6 ) i ) 54,6 i
konferencjach :
tematycznych
Komunikaty naukowe
prezentowane w formie
posterow na I ) L+
miedzynarodowych
konferencjach
tematycznych
Opinie i ekspertyzy 43 - - - 42% 7 43 -
Recenzje publikacji i
o 42 - - = - -
projektow naukowych

2 punktacja na dzien opublikowania zgodnie z rozporzadzeniami MNiSzW,
b[lo$¢ cytowan zgodnie z baza Google Scholar (na podstawie Publish or Perish),
* Osiagniecie w ktorym jestem autorem korespondencyjnym lub gtéwnym autorem,

/Z’M/?W féj mcz&(zﬁ/'

Szczecin, 05-10-2016 podpis (|
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