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1. Imie i nazwisko Radostaw Drozd.

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

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

19.01. 2010 Uzyskanie stopnia doktora nauk biologicznych specjalnos¢: bioinformatyka,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydziat Biotechnologii i
Biologii, tytut rozprawy doktorskiej: ,Analiza struktury i wybranych
wiasciwosci katalitycznych homodimerycznych beta-D-fruktofuranozydaz z
rodziny GH 32 z wykorzystaniem modelowania molekularnego”. Praca

otrzymata wyroéznienie.

1.11. 2003 - Studium doktoranckie Zachodniopomorskiego Uniwersytetu

1.10.2008 Technologicznego w Szczecinie.

1.03.2002- Miedzywydziatowe Studium Pedagogiczne, Akademii Rolnicza w Szczecinie.

15. 06. 2003

1.10. 1998- Studia Magisterskie, Akademia Rolnicza w Szczecinie, Wydziat Biotechnologii

20.06.2003 i Hodowli Zwierzat, kierunek biotechnologia, Magister inzynier
biotechnologii. Tytut pracy ,Badanie wtasciwosci molekularnych
wydzielniczej formy B-D-fruktofuranozydazy (E.C. 3.2.1.26) z zastosowaniem
technik bioinformatycznych”. Praca zostatla nagrodzona | miejscem w
konkursie na najlepsza prace dyplomowa w Akademii Rolniczej w

Szczecinie w roku 2003.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych.
Od 01. 04. 2010 Adiunkt w Katedrze Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologii i
Hodowli Zwierzat, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie (zatrudnienie

etatowe).
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4. Omowienie osiagnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).

4.1. Tytut osiagniecia naukowego/artystycznego;

~InZynieria celulozy bakteryjnej jako nosnika do immobilizacji biokatalizatorow:

badania nad charakterystyka syntezy biopolimeru i efektywna funkcjonalizacja”

4.2. Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego:

[H1] Drozd, R, Rakoczy, R, Konopacki, M., Frackowiak, A., Fijatkowski, K. (2017). Evaluation
of usefulness of 2DCorr technique in assessing physicochemical properties of bacterial

cellulose. Carbohydrate Polymers, 161, pp. 208-218.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki badan, planowaniu i udziale w wykonaniu badan, analizie i dyskusji wynikow,

wiodacym udziale w przygotowaniu manuskryptu. Autor korespondencyjny.

|on17: 5,158 |F5: 5,326 (MEiNzon 40 pkt)

[H2] Fijatkowski, K. Zywicka, A. Drozd, R., Kordas, M., Rakoczy, R. Effect of
Gluconacetobacter xylinus cultivation conditions on the selected properties of bacterial

cellulose. Polish Journal of Chemical Technology, 2016, 18(4), pp. 117-123.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wiodagcym wspétudziale w opracowaniu koncepgji
badan, opracowaniu metodyki i analiz biochemicznych, oznaczeniu parametréw materiatowych
celulozy bakteryjnej, analizie statystycznej i dyskusji wynikdéw, udziale w przygotowaniu
manuskryptu.

|F2017: 0,550 |F5: 0,655 (MEiNzon 15 pkt)
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[H3] Fijatkowski, K, Drozd, R., Zywicka, A, Junka, A, Kordas, M., Rakoczy, R. (2017).
Biochemical and cellular properties of Glucanacetobacter xylinus cultures exposed to
different modes of rotating magnetic field. Polish Journal of Chemical Technology, 19

), pp. 107-114.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wiodgcym udziale w opracowaniu koncepcji badan,
opracowaniu metodyki, wykonaniu analiz biochemicznych, analizie statystycznej i dyskusji
wynikow, udziale w przygotowaniu manuskryptu.

|on17: 0,550 |F5: 0,655 (MEiNzon 15 pkt)

[H4] Drozd, R., Szymanska, M., Zywicka, A., Kowalska, U., Rakoczy, R., Kordas, M., Konopacki,
M., Junka, A.F., Fijatkowski, K. (2021). Exposure to non-continuous rotating magnetic
field induces metabolic strain-specific response of Komagataeibacter xylinus.

Biochemical Engineering Journal, 166, art. no. 107855.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki badan, udziale w wykonaniu badan oraz ich nadzorowaniu, analizie i dyskusji

wynikow, wiodacym udziale w przygotowaniu manuskryptu. Autor korespondencyjny.

IF2021: 4,446 IFs: 4,455 (MEiNzoz1 100 pkt)

[H5] Drozd, R., Rakoczy, R, Wasak, A, Junka, A., Fijatkowski, K. (2018). The application of
magnetically modified bacterial cellulose for immobilization of laccase. International

Journal of Biological Macromolecules, 108, pp. 462-470.

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki badan, udziale w wykonaniu badan oraz ich nadzorowaniu, analizie i dyskusji

wynikow, udziale w przygotowaniu manuskryptu. Autor korespondencyjny.

IF201s: 4,784 IFs: 4,731 (MEiN2017, 25 pkt)
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[H6] Drozd, R., Szymanska, M., Rakoczy, R, Junka, A., Szymczyk, P., Fijatkowski, K. (2019).
Functionalized magnetic bacterial cellulose beads as carrier for Lecitase®Ultra

immobilization. Applied Biochemistry and Biotechnology, 187 (1), pp. 176-193.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki badan, udziale w wykonaniu badan oraz ich nadzorowaniu, analizie i dyskusji

wynikéw, udziale w przygotowaniu manuskryptu. Autor korespondencyjny.

|on19: 2,277 |F5: 2,135 (MEiNzon 20 pkt)

[H7] Drozd, R, Szymanska, M., Przygrodzka, K., Hoppe, J., Leniec, G., Kowalska, U. (2021).
The simple method of preparation of highly carboxylated bacterial cellulose with Ni-
and Mg-ferrite-based versatile magnetic carrier for enzyme immobilization.

International Journal of Molecular Sciences, 22 (16), art. no. 8563.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki badan, udziale w wykonaniu badan oraz ich nadzorowaniu, analizie i dyskusji

wynikow, udziale w przygotowaniu manuskryptu. Autor korespondencyjny.

IF2021: 6,208 IFs: 6,628 (MEiNzoz1 140 pkt)

Sumaryczny IF 22,873, Punkty MEiN: 355, w tym 115 pkt do 2019 i 240 pkt do 2021

W wyzej wymienionych pracach eksperymentalnych miatem wiodacy udziat
w opracowywaniu koncepcji i publikacji badan. Charakter prowadzonych przeze mnie badan,
w duzej czesci wysoce aplikacyjny, wymagat wspotpracy z ekspertami z réznych dyscyplin
i jednostek naukowych. W prowadzonych przeze mnie badaniach udziat brali specjalisci
z réznych obszaréw nauk przyrodniczych i inzynieryjnych, majacy doswiadczenie w dziedzinach

zwigzanych biotechnologia, mikrobiologig, , inzynierig materiatowa i chemiczna.
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W dalszej czesci autoreferatu wprowadzono oznaczenia, H, publikacje z cyklu; P, publikacje
z dorobku dodatkowego,; M, rozdziaty w monografiach, W, patenty; ZP, zgtoszenia patentowe;

odnoszgce sie do spisu osiggniec znajdujgcego sie w zatqczniku nr 4.

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac oraz osiagnietych wynikéw, w tym omowienie

mozliwosci ich zastosowania.

4.3.1. Wprowadzenie

W ostatnich latach badania nad rozwojem technologii pozwalajacych na pozyskiwanie
i ukierunkowane modyfikowanie szeroko rozpowszechnionych w przyrodzie biopolimeréw
nabraty szczegdlnego znaczenia, doskonale wpisujac sie w zasady ,zielonej chemii’, a takze
ktadac nacisk na stosowanie zasad zrownowazonego rozwoju, ktére maja wyzszg akceptacje
spoteczenstwa. Obecnie wiele naturalnych polisacharydéw o unikalnych witasciwosciach
materiatowych, wytwarzanych przez mikroorganizmy, rosliny i niektére bezkregowce,
dostepnych jest w postaci gotowych produktow lub tez wykazuje wysoki potencjat
komercjalizacyjny. Jednym z tego rodzaju biopolimerdw jest celuloza bakteryjna (CB) okreslana
rowniez jako bionanoceluloza (BNC), ktora od lat jest obiektem zainteresowan wielu osrodkow
badawczych. Wiekszos¢ z nich skupiona jest na poszukiwaniu skutecznych metod
zwiekszajacych produktywnos¢ szczepdw bakteryjnych majacych zdolnos¢ syntezy tego
biopolimeru, czy tez sposobdw na obnizenie kosztow produkgji CB, poprzez np. wykorzystanie
substratow odpadowych pochodzacych z roznych gatezi przemystu rolno-spozywczego.
CB jest elementem macierzy biofilmowej wielu Gram-ujemnych bakterii, przy czym
najwiekszym potencjatem do wytwarzania tego biopolimeru, charakteryzuja sie bakterie z
rodzaju Komagataeibacter. CB jest homopolisacharydem, nier6znigcym sie chemicznie od
celulozy pochodzenia roslinnego, sktadajacym sie z podjednostek [-D-glukopiranozy
potaczonych wigzaniem B-(1,4)-glikozydowym. Jest ona syntetyzowana i dalej wydzielana przez
wyspecjalizowany, wielopodjednostkowy kompleks biatkowy syntetazy celulozowej,
zlokalizowany w przestrzeni periplazmatycznej, sciany komorkowej bakterii.

Ze wzgledu na unikalny sposéb syntezy przez komérki bakteryjne, CB cechuje szereg
wihasciwosci materiatowych, ktore sg niespotykane w innych biopolimerach. Biopolimer ten

charakteryzuje sie miedzy innymi wysokim stopniem polimeryzacji oraz wysoka
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krystalicznoscig, wartoscig modutu Young'a, porowatoscia i zdolnoscig do utrzymywania wody.
Jest ona przede wszystkim, naturalnym biopolimerem o wysokiej homogennosci strukturalnej
i czystosci chemicznej. W poréwnaniu do celulozy pochodzenia roslinnego, proces
oczyszczania tego biopolimeru jest nieporownywalnie prostszy i tanszy. Wasciwosci te sa scisle
powigzane z jej strukturg molekularng, poczawszy od pojedynczych mikrofibryli, konczac na
tworzonej przez nie gestej sieci, stabilizowanej przez szereg odziatywan fizykochemicznych,
takich jak oddziatywania van der Waalsa czy wigzania wodorowe. Sita i trwatos¢ tych odziatywan
moze ulega¢ zmianie wraz z rozwojem struktury tworzonych membran CB, ktéra moze by¢
zalezna, jak wspominano powyzej, zarowno od potencjatu szczepu K. xylinus, jak i szeroko
rozumianych warunkéw ich hodowli. Wiasciwosci CB, sprawiaja réwniez, ze ma ona
nieograniczony potencjat aplikacyjny w wielu gateziach przemystu, w formie niemodyfikowanej
lub tez jako podstawa réznego rodzaju biokompozytow. CB od wielu lat jest z powodzeniem
stosowana w medycynie jako efektywny materiat opatrunkowy zwtaszcza w przypadku leczenia
ciezkich oparzen skory, regeneracji tkanek lub tez w terapii roznego pochodzenia przewlektych
trudno gojacych sie ran. Ponadto, ze wzgledu na jej wysoka biokompatybilnos¢, opracowywane
sa metody pozwalajagce na otrzymywanie m.in. sztucznych naczyn krwionosnych, z
wykorzystaniem CB jako rusztowania. Biopolimer ten cieszy sie réwniez rosnacym
zainteresowaniem we wspotczesnej kosmetologii, jako idealny materiat na bazie, ktorego
opracowywane sa roznego rodzaju kosmetyki i kosmeceutyki dostarczajace skérze pozadanych
substancji odzywczych i regeneracyjnych [1,2]. Pomimo wielu lat badan i opracowania
obiecujacych rozwigzan i technologii, efektywna i celowana produkcja CB jest w dalszym ciggu
wyzwaniem. Obecnie znanych jest wiele szczepow Komagataeibacter xylinus majacych
zdolnos$¢ do syntezy CB a zasadnicza rdznica pomiedzy nimi to potencjat jakim dysponuja one
odnosnie wydajnosci wytwarzania tego biopolimeru. Efektywnos¢ produkcji CB przez K. xylinus
jest scisle skorelowana ze strukturg genomu tych bakterii, a konkretnie iloscig i struktura
operonéw kodujacych biatka szlaku syntezy tego biopolimeru [3,4]. Jednakze pomimo
teoretycznych mozliwosci przewidywania potencjatu produktywnosci poszczegdlnych
szczepow K. xylinus, nie istnieja obecnie metody pozwalajgce na prognozowanie wtasciwosci
materiatowych syntetyzowanej CB, czy tez przewidywanie optymalnych warunkéw
fermentacyjnych, tylko w oparciu o informacje zgromadzone w genomie K. xylinus [5]. Nadzieje
budza prace nad rozwojem metod inzynierii genetycznej umozliwiajagcych modyfikacje

potencjatu genetycznego bakterii w celu uzyskiwania celulozy bakteryjnej o okreslonych
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wiasciwosciach materiatowych. Zwieksza to mozliwosci projektowania nowych biomateriatow
opartych na CB o wysokim potencjale aplikacyjnosci w wielu dziedzinach biotechnologii [6,7].

Pomimo znaczacych postepdw w technologiach zwigzanych z produkcjg i
zastosowaniem celulozy bakteryjnej, pozostaje wiele niewyjasnionych kwestii, ktére wymagaja
gtebszego zrozumienia. Opracowanie nowych metod kontrolowania procesu syntezy i
nadawania pozadanych witasciwosci CB oraz petne zrozumienie ich znaczenia w réznych
dziedzinach nauki, przemystu i biotechnologii moze przynies¢ liczne korzysci. Dlatego dalsze
badania nad tym biopolimerem s3g kluczowe dla rozwoju nowoczesnych technologii, ktore
moga pomoc w rozwigzaniu réznorodnych wyzwan w dziedzinie przemystu, medycyny oraz

umozliwi¢ innowacyjne zastosowania biopolimeréw w dziedzinie biotechnologii.

W swoich badaniach nad procesem syntezy celulozy bakteryjnej, ukierunkowanej

modyfikacji i aplikacji postawitem sobie nastepujace cele:

1. Analiza wplywu specyficznosci szczepowej K. xylinus oraz okresu hodowli na
charakterystyke widm CB otrzymanych z wykorzystaniem spektroskopii ostabionego
catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-FTIR) w powiagzaniu z wybranymi cechami
materiatlowymi biopolimeru.

2. Analiza wptywu sposobu ekspozycji hodowli K. xylinus na wirujace pole magnetyczne
oraz parametrow pola magnetycznego na wydajnos¢ procesu syntezy i wlasciwosci CB.
3. Analiza przydatnosci CB uzyskiwanej z proceséw fermentacyjnych stymulowanych
wirujacym polem magnetycznym jako nosnika dla enzymow.

4. Opracowanie nosnikow o wlasciwosciach magnetycznych na bazie CB.
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4.3.2. Omowienie celu naukowego oraz osiagnietych wynikow, w tym omowienie

mozliwosci ich zastosowania

H1, H2; Celem przeprowadzonych badan byto zidentyfikowanie za pomoca techniki
spektroskopii ATR-FTIR w polaczeniu z dwuwymiarowa analiza korelacyjna,
wynikajacych ze specyfiki szczepowej K. xylinus oraz okresu hodowlanego markeréw
zmian strukturalnych w CB, ktore moga znalez¢ zastosowanie w rutynowej ocenie

wybranych wtasciwosci materiatowych jak i kontroli procesu syntezy biopolimeru.

W przeprowadzonych badaniach wykorzystatem cztery szczepy K. xylinus, ktére jak
wykazaty wstepne analizy charakteryzowaty sie rozng dynamika i wydajnoscig syntezy CB.
Sugerowato to zroéznicowanie w strukturze molekularnej wytwarzanego biopolimeru i jego
wiasciwosciach materiatowych [8]. Whasciwa ocena i zrozumienie istoty tych réznic sa kluczowe
w identyfikacji najlepszych szczepdw K. xylinus do produkcji CB do konkretnych zastosowan
materiatowych oraz w dalszym doskonaleniu procesu celowanej produkgji tego biopolimeru.

Porownywane szczepy K. xylinus w zatozonym 28 dniowym okresie hodowlanym,
wykazaty sie bardzo zblizonym i zmiennym w czasie profilem syntezy CB [H2]. Mimo, ze rdznice
miedzy tymi profilami byty niewielkie, miaty one istotny wptyw na analizowane wtasciwosci
molekularne i materiatowe otrzymywanej CB. W hodowlach trzech z analizowanych szczepow,
zaobserwowatem najwyzsze tempo przyrostu masy uzyskiwanej CB do 10-14 dnia hodowli.
Natomiast dla szczepu K. xylinus DSM 46602, ktory charakteryzowat sie najnizszg dynamika
syntezy CB, przyrost masy uzyskiwanego biopolimeru byt stosunkowo réwnomierny w catym
okresie hodowli. Jednakze podobnie jak w hodowlach innych szczepéw, po 14 dniach réwniez
odnotowatem stopniowe zahamowanie tempa syntezy CB. Przyrost masy uzyskiwanej celulozy
scisle korelowat ze wzrastajaca liczbg komorek bakteryjnych obecnych w nieoczyszczonych
membranach CB [H2]. Zmiany makroskopowe w strukturze CB wytwarzanej przez
porownywane szczepy K. xylinus korelowaty rowniez z istotnymi, z punktu widzenia jej dalszej
aplikacji, wtasciwosciami materiatowymi jak zdolnos¢ do utrzymywania wody (WRV) oraz
wspotczynnik pecznienia (SRE) [9]. Wraz ze wzrostem masy otrzymywanej celulozy
i zwiekszaniem sie gestosci sieci mikrofibryli, otrzymywana CB charakteryzowata sie zwiekszona

wartoscig WRV i jednoczesnie obnizonym wspoétczynnikiem pecznienia SRE. Wartosci SRE dla
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CB uzyskiwanej z hodowli wiekszosci poréwnywanych szczepdw ulegaty systematycznemu
zmniejszeniu do 10-17 dnia, utrzymujac sie nastepnie na tym samym poziomie do konca
okresu hodowlanego. Natomiast w przypadku CB wytwarzanej przez szczep K. xylinus DSM
5067, wartos$¢ tego parametru utrzymywata staty trend spadkowy bez wyraznego plateau [H2].
llos¢ wody uwiezionej i stabilnosc jej wigzania w membranach CB jest zalezna od struktury
mikrofibryli, a takze tworzonej przez nie sieci, ktorej struktura przektada sie na geometrie
i powierzchnie mikroporow [9]. Gestsza sie¢ wigzan wodorowych w strukturze CB, réwniez
wplywa istotnie na stabilnos¢ i site interakcji mikrofibryli CB z czasteczkami wody, majacych
podtoze zarébwno chemiczne, jak i fizyczne. Wraz z wydtuzaniem czasu hodowli, odnotowatem
takze zmiany w strukturze CB na poziomie molekularnym przejawiajace sie miedzy innymi
systematycznym spadkiem s$redniego stopnia polimeryzacji (2DP) [H2]. Jest to
prawdopodobnie konsekwencja aktywnosci celulazy, ktéra wydzielana jest przez wiekszosc¢
szczepow K. xylinus hodowanych w warunkach hodowli statycznej i ma niekiedy kluczowe
znaczenie dla inicjacji, tempa syntezy oraz koncowych wiasciwosci CB [10]. Analize struktury
molekularnej CB przeprowadzitem réwniez z wykorzystaniem dyfraktometrii rentgenowskiej
(XRD). Wykazata ona spodziewany wzrost zawartosci fazy krystalicznej (xcr) przy jednoczesnym
zmniejszaniu  rozmiarow  krystalitow mikrofibryli CB wraz z wydtuzaniem okresu
fermentacyjnego [H1]. Jednakze kohcowa wartos¢ tego parametru CB, powigzana byta scisle
z potencjatem szczepu K. xylinus, gdzie np. dla CB z hodowli szczepu K. xylinus DSM 46604 Xcr
wynositon 0,52, podczas gdy dla CB otrzymywanej z hodowli K. xylinus ATCC 53524, 0,82. Jedna
z whasciwosci wyrdzniajacych CB w poréwnaniu do celulozy z innych zrodet, jak rosliny czy algi,
jest wysoka zawartos¢ formy celulozy la (trojskosny uktad krystalograficzny) w stosunku do I
(jednoskosny uktad krystalograficzny). Przeprowadzone analizy wykazaty jednak, ze wraz z
wydtuzaniem czasu hodowli, zawartos¢ formy la celulozy w CB otrzymywanej z hodowli
wigkszosci porownywanych szczepdw K. xylinus, z wyjatkiem K. xylinus DSM 46602, ulegata
systematycznemu zmniejszeniu. Wtasciwos¢ ta ma daleko idgce konsekwencje w odniesieniu
do dalszej aplikacji otrzymywanej CB. Celuloza la charakteryzuje sie zwykle nizszym stopniem
upakowania, a takze udowodniong wyzsza podatnoscig na roznego rodzaju modyfikacje w
poréwnaniu do formy IB. Stwierdzony przeze mnie spadek zawartosci formy la CB jak i innych
parametrow mogty by¢ wynikiem zmiany w tempie biosyntezy tego biopolimeru, bedacej
konsekwencja stopniowej zmiany kierunku przemian metabolicznych komorek bakteryjnych,

dostepnosci substratow dla produkcji CB, a takze parametréw fizykochemicznych medium

10



Zatacznik nr 3. Autoreferat prezentujacy opis osiagniec i dorobku naukowo — badawczego.
Dr inz. Radostaw Drozd

hodowlanego [H1, H2]. Otrzymane wyniki wskazywaty rowniez, ze obserwowane przeze mnie
zmiany we wiasciwosciach CB, jak SRE i WRV sa takze powigzane ze zmianami struktury
molekularnej mikrofibryli. Uzyskane dane, sugerowaty, ze specyfika szczepowa K. xylinus,
a takze okresu hodowlanego procesu syntezy CB, moze znalez¢ odzwierciedlenie w strukturze
widm ATR-FTIR. Widma ATR-FTIR celulozy bakteryjnej sktadaja sie z szeregu
charakterystycznych pasm w zakresie liczb falowych 3600 cm™ do 400 cm™, ktérych wtasciwa
interpretacja moze dostarczy¢ wielu informacji nie tylko o obecnosci okreslonych grup
funkcyjnych, ale rowniez strukturze molekularnej i wtasciwosciach materiatowych CB. Na
typowym widmie ATR-FTIR CB, w zakresie liczb falowych od 3600 cm™ do 3000 cm™, wyrdznié
mozna szereg pasm wiasciwych dla drgan rozciggajacych O-H grup hydroksylowych
tworzacych wewnatrz- i miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe w strukturze mikrofibryli CB.
Nastepnie przy liczbie falowej 2900 cm™ obecne jest pasmo charakterystyczne dla
symetrycznych drgan rozciggajacych wigzania C-H. W kolejnej czesci widma obecny jest szereg
pasm, whasciwych dla symetrycznych drgan zginajacych grup CH, (1427 cm™, C(6)), drgan
zginajacych C-H (1370 cm™), drgan w ptaszczyznie grup C-OH (1337 cm™, C(2) i C(3)),
deformacyjnych drgan grup CH, (1315 cm™, C(6)) i deformacyjnych drgan w ptaszczyznie C-
OH (1236 cm™', C(6)). W nastepnej czesci widma obecny jest szereg pasm wiasciwych dla
szkieletu B-D-glukopiranozy, w tym asymetryczne drgania rozciggajcie C-O-C wigzania
glikozydowego (1161 cm™), drgania rozciggajace pierscienia piranozowego glukozy (1104 cm
", drgania wigzan C-O (1030 cm’, C(6)), drgania rozciggajagce C-O-C wigzania B-(1-4)-
glikozydowego charakterystycznego dla amorficznych regiondéw mikrofibryli CB (897 cm™)
[11,12]. Do oceny stopnia krystalicznosci materiatow celulozowych na podstawie widm ATR-
FTIR, wykorzystuje sie wspotczynniki zaproponowane przez Nelson i O'Connor ang. Total
Crystallinity Index (TCI) i Latheral Order Index (LOI), ktére oparte sg na wartosci intensywnosci
pasm przy liczbach falowych 1370 cm™ i 2900 cm™ oraz 1430 cm™ i 897 cm™ [13,14]. Wartosci
obydwu wskaznikow dla otrzymywanej CB, zmieniaty sie zgodnie z trendem ustalonym na
podstawie analizy XRD, wzrastajac intensywnie w poczatkowym okresie hodowli, po czym
ulegaty ustabilizowaniu. Stwierdzitem réwniez istotne zrdznicowanie w dynamice zmian
wartosci tych wskaznikow, w zaleznosci od szczepu K. xylinus, z ktérego hodowli byta

uzyskiwana CB.
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Ze wzgledu na ztozonos$¢ uzyskanych widm ATR-FTIR, do ustalenia tzw. finger-prints,
charakterystycznych dla CB z poszczegdlnych okreséw hodowlanych, jako pierwszy,
zastosowatem dwuwymiarowa analize korelacyjng (2DCorr) [H1]. Analiza ta wskazata na istotne
znaczenie widma zakresu w przedziale liczb falowych od 1200 cm™ do 950 cm™. Ten region
widma ATR-FTIR w kontekscie sledzenia zmian w strukturze CB na poziomie molekularnym jest
skapo opisany w literaturze tematu, a takze rzadko brany pod uwage. Otrzymane na podstawie
widm ATR-FTIR z catego okresu hodowlanego (od 3 do 28 dnia), synchroniczne widma
korelacyjne 2D, charakteryzowaty sie obecnoscia licznych auto pikow i pikow krzyzowych, w
zakresie liczb falowych od » 1100 cm™ do 900 cm™. Zmiany w intensywnosci pasm przy liczbach
falowych ~ 1050-1012 cm™ i = 956 cm™', mozna powigza¢ ze zmianami konformacyjnymi
alkoholu pierwszorzedowego, obecnego w strukturze czasteczki B-D-glukopiranozy przy
atomie wegla C6 (C6-H,-06-H), co jest konsekwencjg mozliwosci swobodnej rotacji na osi
wigzania pomiedzy atomami wegla C5-C6 [12]. Przydatno$¢ tych pasm, w ocenie wtasciwosci
niektoérych materiatéw celulozowych, zostata zasugerowana wczesniej przez Liu i wsp., (2012),
ktorzy stwierdzili spadek intensywnosci pasm =~ 1043 cm™" i jednoczesny wzrost intensywnosci
pasm ~ 956 cm™ w widmach ATR-FTIR wraz ze wzrostem krystalicznoéci wtokien celulozowych
w kolejnych okresach dojrzewania bawetny [15]. Na podstawie wynikdw analizy
chemometrycznej widm ATR-FTIR CB, jak analiza gtéwnych sktadowych (ang. principal
component analysis, PCA), stwierdzitem réwniez ich wyrazng separacje ze wzgledu na okres
hodowli, z ktorego pozyskiwano CB. Analiza synchronicznych widm korelacyjnych 2D,
uzyskanych po rozdzieleniu préb na podstawie analizy PCA na dwa przedziaty czasowe od
3 do 12 i od 14 do 28 dnia hodowli wykazata, ze wysoka dynamika zmian krystalicznosci CB,
zaznaczana przez obecno$¢ ujemnych pikéw krzyzowych =~ 1043 cm™ vs =~ 956 cm™’, miata
miejsce gtéwnie w pierwszym okresie hodowli. Piki te byly w szczegolnosci intensywne w
synchronicznych widmach korelacyjnych 2D, uzyskanych na podstawie widm ATR-FTIR CB
uzyskiwanej z hodowli szczepu K. xylinus ATCC 53524. Szczep ten charakteryzowat sie, jak
wykazata analiza XRD, synteza CB o wysokim stopniu krystalicznosci. Natomiast na
synchronicznych widmach korelacyjnych 2D, otrzymanych na podstawie widm ATR-FTIR CB
uzyskiwanej z hodowli K. xylinus DSM 46604, widoczne byty gtdwnie dodatnie piki krzyzowe =
1030 cm™" vs 957 cm™". Wskazywaty one na jednoczesny wzrost intensywnosci tych pasm,
bedacy nastepstwem zwiekszania sie gestosci sieci mikrofibryli CB bez dynamicznych zmian w

ich krystalicznosci, co korelowato z wynikami otrzymywanymi z wykorzystaniem XRD.
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Stwierdzone zaleznosci wskazywaty takze na istotne znaczenie tego regionu widma
ATR-FTIR w ocenie zmian zawartosci fazy krystalicznej, rowniez dla takiego biopolimeru jak CB.
Ponadto, synchroniczne jak i asynchroniczne widma korelacyjne 2D, charakteryzowaty sie
profilami auto pikow i pikédw krzyzowych, ktére istotnie réznity sie miedzy niektorymi z
analizowanych szczepdw lub tez wykazywaty znaczace podobienstwo. Wynikato to zapewne ze
zréznicowania analizowanych szczepdw K. xylinus w potencjale do syntezy CB i powigzanych z
tym réwniez wiasciwosci molekularnych tego biopolimeru. Zastosowana przeze mnie
rozszerzona analiza widm ATR-FTIR uzyskiwanej CB wykazata, ze dwuwymiarowa analiza
korelacyjna (2DCorr) jest uzytecznym narzedziem analitycznym, rozszerzajgcym w znacznym
stopniu przydatno$¢ standardowych metod opartych o spektroskopie w podczerwieni,
uzywanych do kontrolowania procesu syntezy i analizy koncowych cech materiatowych CB.
Jako wskazniki zmian w niektorych wiasciwosciach materiatowych CB, moga zostal
wykorzystane zaleznosci miedzy intensywnoscig pasm widm ATR-FTIR w zakresie liczb falowych

~ 1100 cm™- 950 cm™.

Podsumowujac:

Dane uzyskane w badaniach wykazaly istotny wplyw specyfiki szczepowej
K. xylinus oraz okresu hodowlanego procesu syntezy celulozy bakteryjnej
na charakterystyke widm ATR-FTIR. Ponadto, stwierdzone zaleznosci wskazuja rowniez
na mozliwos¢ oszacowania na podstawie widm ATR-FTIR optymalnego czasu trwania
hodowli do otrzymywania CB o okreslonej wartosci parametrow jak np., WRV i SRE.
To podejscie moze byc¢ skutecznym narzedziem wstepnej walidacji otrzymywanej
celulozy bakteryjnej przed jej zastosowaniem jako np. materialu opatrunkowego
o okreslonej wilgotnosci lub zdolnosci do sorpcji wysieku. Dodatkowo, zaobserwowana
przeze mnie zmiennos¢ w proporcjach zawartosci formy la i I celulozy, zalezna zaréwno
od specyfiki szczepowej K. xylinus, jak i okresu hodowlanego, ma kluczowe znaczenie w
doborze wyjsciowego materiatu pod katem opracowywania nosnikow dla enzymoéw lub

innych substancji aktywnych.
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H3 i H4; Cel - Analiza wptywu sposobu ekspozycji hodowli K. xylinus na wirujace pole
magnetyczne (WPM) oraz parametrow pola magnetycznego na wydajnos¢ procesu

syntezy i wiasciwosci CB.

Celuloza bakteryjna, moze by¢ wytwarzana w rdéznego rodzaju systemach
fermentacyjnych pozwalajacych na intensyfikacje procesu produkcji czy tez uzyskanie
biopolimeru o okreslonych wtasciwosciach materiatowych [16]. Sposrod wielu dostepnych
rozwigzan, jednym z budzacych szczegolne zainteresowanie jest stymulacja procesu produkgji
CB z wykorzystaniem réznego rodzaju czynnikéw fizycznych. Jednym z nich jest dynamiczne
lub statyczne pole magnetyczne (PM), ktére moze by¢ indukowane przez wzglednie proste
w konstrukgcji uktady oparte o cewki elektryczne zasilane statym lub zmiennym pradem
elektrycznym. Pole magnetyczne, jako czynnik wptywajacy na organizmy zywe, moze byc
rozpatrywane jako sita bezposrednio wptywajaca na rézne poziomy organizacji struktury
komérek lub tez jako modyfikator wtasciwosci fizykochemicznych otaczajacego je Srodowiska,
jak lepkos¢, konduktywnosé¢, rozpuszczalnos¢ gazoéw i substancji statych zmieniajac ich
dostepnos¢ dla organizméw [M1]. W komorkach eukariontow czy prokariontow, gdzie
sprawnos¢ szlakow metabolicznych zalezna jest od aktywnosci biatek enzymatycznych, a takze
integralnosci membran tworzacych poszczegdlne przedziatly komorkowe, ekspozycja na
roznego rodzaju PM, moze prowadzi¢ do szeregu zmian metabolicznych wynikajacych
z zachwiania delikatnej homeostazy elektrolitowej, czy tez zmiany aktywnosci biatek
enzymatycznych [17]. Hipoteza ta znalazta potwierdzenie w wynikach koordynowanych
przeze mnie badan [P16, P18] nad wptywem WPM na aktywnos¢ takich enzymow jak lakaza
czy peroksydaza chrzanowa. Wykazano, ze ekspozycja na ten rodzaj PM, moze korzystnie
zmieniac ich wiasciwosci katalityczne i operacyjne, co jest rowniez przedmiotem uzyskanych
patentéw [W3-WS5].

Wyniki wczesniejszych prac, w ktorych bratem aktywny udziat, dotyczacych wptywu
WPM na K. xylinus wykazaty, ze czynnik ten moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do
modyfikacji procesu syntezy i koncowych cech materiatowych celulozy bakteryjne;j.
Przeprowadzone badania, sugerowaty rowniez wysokie znaczenie czasu ekspozycji na WPM,
zarowno dtugosci jej trwania, jak i okresu aplikacji w odniesieniu do cyklu rozwojowego

hodowli K. xylinus [P25, P28-P30]. W przytoczonych badaniach analizowano gtéwnie wptyw
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ciagtej ekspozycji na WPM przy tylko jednej czestotliwosci pradu zmiennego i wartos¢ indukg;ji
magnetycznej. W celu doktadnego przeanalizowania tego zagadnienia przeprowadzitem
badania nad wptywem interwatowej ekspozycji na WPM przy zmiennych parametrach
wirujagcego pola magnetycznego. W badaniach wykorzystywatem WPM o $redniej wartosci
indukgcji magnetycznej B = 30 mT, generowanej przez prad zmienny o czestotliwosci 50 Hz.
W pierwszym wariancie (I) hodowle byty eksponowane na WPM przez pierwsze 72 godz. z 144
godz. W drugim wariancie (ll) ekspozycja na WPM rozpoczynata sie po 72 godz. inkubacji
i trwata kolejne 72h. W trzecim wariancie (Ill) hodowle byty eksponowane na dziatanie WPM,
nieprzerwanie przez caty okres hodowlany trwajacy 144 godz. W pordéwnaniu do ekspozycji
ciagtej (wariant lll), rozpoczecie ekspozycji w poczatkowym okresie wzrostu hodowli lub tez po
wstepnym namnozeniu komorek bakteryjnych, wptyneto istotnie na stopien konwersji
substratow i wydajnosci procesu syntezy CB. Analiza ilosci komodrek bakteryjnych wskazata na
stymulacje tempa proliferacji komérek bakteryjnych analizowanego szczepu K. xylinus.
W hodowlach wariantu | i I, zarowno w medium hodowlanym, jak i otrzymanej CB, stwierdzitem
znaczgco wyzszg ich liczebnos$¢ w stosunku do hodowli kontrolnych, jak i poddanych ciagtej
ekspozycji na WPM. Przektadato sie to bezposrednio na efektywnos¢ produkcji CB oraz
powstawanie innych metabolitow wtornych, takich jak kwas glukonowy i octowy. W kontekscie
produktywnosci warianty | i Il okazaty sie bardziej korzystne [H3]. Jednakze ekspozycja na
WPM, po wstepnym 72 godz. (ll) rozwoju hodowli K. xylinus, okazata sie rozwigzaniem
najbardziej efektywnym. Dodatkowo koszty operacyjne, zwigzane z generowaniem WPM, byty
co najmniej o potowe nizsze w stosunku do ekspozycji ciagtej (lll), zwiekszajagc tym samym
optacalnos¢ procesu syntezy CB.

Uzyskane wyniki zachecity mnie do kontynuacji prac nad tym zagadnieniem,
ze szczegolnym uwzglednieniem specyficznosci szczepowej K. xylinus. Celem podjetych
badan byta analiza wptywu kolejnego wariantu stymulacji interwatowej (nieciggtej) WPM na
wydajnosc¢ procesu syntezy CB i jej wybrane parametry materiatowe, dwoch szczepow K. xylinus
w pozywce z fruktoza jako gtowne zrodto wegla. Zakres badan rozszerzytem takze o analize
wptywu WPM generowanego przy réznych czestotliwosciach pradu zmiennego (10 Hz i 50 Hz).
W odniesieniu do wptywu ekspozycji WPM na efektywnos¢ syntezy CB, korzystny efekt na
poziomie =10% wzrostu wydajnosci jej produkgcji, zaobserwowatem tylko dla hodowli
K. xylinus ATCC 53524 i WPM generowanym przy 50 Hz. Z kolei, w przypadku hodowli K. xylinus

ATCC 53582 zastosowanie ekspozycji na WPM nie spowodowato znaczacej zmiany w ilosci
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uzyskiwanej CB. Odnotowatem natomiast, znaczagco wyzszy stopien wykorzystania gtdwnego
i drugorzedowego zrddta wegla, fruktozy i etanolu w poréwnaniu z kulturami kontrolnymi nie
eksponowanymi na WPM. W przypadku obu szczepow nie zaobserwowatem, negatywnego
wptywu ekspozycji WPM na komorki bakteryjne w odniesieniu do ich liczby i zywotnosci.
Jednak taczac te parametry procesu fermentacyjnego, z zuzyciem dostepnych w pozywce
substratéw energetycznych, mozna stwierdzi¢, ze ekspozycja na WPM, wptynetfa korzystnie na
stymulacje szczepu K. xylinus ATCC 53524, przektadajac sie na zwiekszong efektywnosc syntezy
CB. Natomiast w przypadku K. xylinus ATCC 53582, czynnik ten istotnie zwiekszat tylko tempo
przemian katabolicznych, o czym Swiadczyto wieksze wykorzystanie dostepnych w medium
hodowlanym Zrédet wegla. Ekspozycja na WPM w przypadku tego szczepu byta czynnikiem,
zwiekszajagcym  zapotrzebowanie komorek bakteryjnych na substraty energetyczne
i budulcowe, wynikajacym z indukcji wyzszego tempa podziatow komodrkowych, jak
i koniecznosci dostarczenia zasobdw niezbednych do zaspokojenia ich potrzeb, zwigzanych
z wielowymiarowym stresem srodowiskowym. Prawdopodobnie obserwowane réznice
w odpowiedzi na nieciagta ekspozycje WPM, byty wynikiem zrdznicowania w organizacji
kluczowych szlakow metabolicznych poréwnywanych szczepow K. xylinus, ktéry to czynnik
w istotnym stopniu determinuje potencjat tych bakterii do syntezy CB. Analiza krystalicznosci
CB przeprowadzona przeze mnie z wykorzystaniem ATR-FTIR [H4], wykazata roznice
w wartosciach wskaznikow krystalicznosci LOI i TCl, ktére byly wyzsze dla CB uzyskanej
z hodowli szczepu K. xylinus ATCC 53582 niz hodowli szczepu K. xylinus ATCC 53524.
Ekspozycja na WPM wptyneta nieznacznie na obnizenie wspotczynnikow krystalicznosci
CB w obu poréwnywanych hodowlach. Wyjsciowa morfologia niesuszonych membran CB,
roznita sie miedzy poréwnywanymi szczepami. W poréwnaniu do K. xylinus ATCC 53582,
K. xylinus ATCC 53524 wytwarzat membrany CB, o wysokiej homogennosci strukturalne;.
Wptyw WPM na morfologie CB byt widoczny zwtaszcza dla celulozy bakteryjnej pozyskiwanej
z hodowli szczepu K. xylinus ATCC 53582. Membrany CB, w tym przypadku charakteryzowaty
sie wysoka heterogennoscia, przejawiajaca sie w ocenie makroskopowej, powierzchniag
o nieuporzadkowanej makrostrukturze. Analiza powierzchni i przekroju poprzecznego
wysuszonej CB z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), nie wykazata
jednak istotnego wptywu WPM na uktad i morfologie mikrofibryli. Natomiast stopien
uwodnienia CB, ktory zalezy od stopnia krystalicznosci mikrofibryli, roznit sie miedzy szczepami,

a takze ulegat zmianie w wyniku ekspozycji na WPM. CB otrzymana z hodowli K. xylinus ATCC
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53582 charakteryzowata sie wiekszym stopniem uwodnienia w poréwnaniu do CB z hodowli
K. xylinus ATCC 53524. W przypadku CB wytwarzanej przez szczep K. xylinus ATCC 53524
zaobserwowano nieznaczny spadek stopnia uwodnienia w wyniku ekspozycji na WPM
generowane przy 10 Hz. Natomiast CB otrzymywana z hodowli K. xylinus ATCC 53582
eksponowanych na WPM generowane przy 50 Hz byta znaczaco bardziej uwodniona

w porownaniu do hodowli kontrolnych i eksponowanych na WPM generowane przy 10 Hz.

Podsumowujac:

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty wysoki potencjat WPM jako czynnika
wptywajacego na poprawe efektywnosci produkcji CB oraz ksztaltowanie niektorych jej
wiasciwosci materiatowych. Efekt ten jest silnie zwiagzany z potencjatem metabolicznym
szczepow K. xylinus, a takze sposobem ekspozycji na WPM. Wykazatem, ze
charakterystyka WPM (czestotliwos¢, wartos¢ indukcji magnetycznej), jest czynnikiem
fizycznym, ktéry poprzez ksztattowanie wydajnosci niektorych szlakow metabolicznych
komorek K. xylinus, moze zosta¢ wykorzystany do kierunkowej modyfikacji cech
materiatlowych CB, majacych wptyw na wlasciwosci tego biopolimeru jako potencjalnego

nosnika dla enzymoéw i innych substancji aktywnych.

H5; Cel — Analiza mozliwosci zastosowania celulozy bakteryjnej uzyskiwanej z hodowli

eksponowanych na WPM jako nosnika dla enzymow.

Kolejnym analizowanym przeze mnie zagadnieniem byta aplikacyjnos¢ celulozy
bakteryjnej, otrzymywanej z hodowli K. xylinus eksponowanych na WPM, jako nosnika dla
enzymow. Materiat ten, jak juz opisatem powyzej, w pordéwnaniu do celulozy bakteryjnej
uzyskiwanej z hodowli niepoddawanych ekspozycji na WPM, moze charakteryzowac sie
wyzszym lub nizszym uwodnieniem bez istotnego wptywu na strukture mikrofibryli CB [H3,
H4, P25, P30]. Wskazuje to, na mozliwe zroznicowanie we witasciwosciach materiatowych
otrzymywanej CB, a takze zdolnosci do adsorpgji réznego rodzaju biomolekut, takich jak
enzymy oraz mozliwe réznice w stabilnosci takiego uktadu. W przeprowadzonych badaniach
jako modelowy enzym wykorzystatem lakaze (oksydaza p-difenolowa, E.C 1.10.3.2),
wyizolowang i oczyszczong przeze mnie z hodowli wrosniaka réznobarwnego (Trametes

versicolor). Enzym ten jest jednym z elementow zewnatrzkomoérkowego systemu
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ligninolitycznego, ktory w warunkach naturalnych stuzy grzybom do rozktadania obecnych
w tkankach roslin materiatow ligninocelulozowych, w celu pozyskiwania zrodet wegla i energii.
Lakazy, ze wzgledu na unikalne wtasciwosci katalityczne, od wielu lat sg obiektem intensywnych
badan, ktorych wyniki maja przetozenie na ich szerokie wykorzystanie w wielu gateziach
przemystu, gtéwnie tekstylnego i spozywczego [18]. Proces adsorpcji biatek enzymatycznych
na CB jest konsekwencja oddziatywan hydrofobowych, elektrostatycznych i wigzan
wodorowych, ktérych kierunek i sita moze by¢ modulowana przez szereg czynnikdw fizycznych
zwigzanych z samg strukturg nosnika jak i unieruchomionego enzymu [19,20]. Optymalizacje
immobilizacji enzymu, przeprowadzitem zaktadajac istotny wptyw pH na ten proces. Zarowno
dla CB pozyskiwanej z hodowli kontrolnych, jak i eksponowanych na WPM (WPM-CB),
najwyzszg wydajnos¢ unieruchamiania lakazy stwierdzitem przy pH 4,0. W tych warunkach
lakaza, jak wykazaty wykonane przeze mnie analizy na podstawie 3D struktury krystalicznej
enzymu, charakteryzuje sie powierzchnig z licznymi obszarami o tadunku dodatnim,
co zwigzane jest z wartoscia jej punktu izoelektrycznego (pl = 3,8). Powierzchnia
niemodyfikowanej celulozy bakteryjnej, charakteryzuje sie ujemnym tadunkiem
elektrostatycznym jak i ujemna wartoscia potencjatu elektrokinetycznego (potencjat Zeta) przy
pH powyzej 3,0, ksztattowanych gtéwnie przez obecne na powierzchni mikrofibryli CB grupy
hydroksylowe podjednostek B-D-glukopiranozy [21]. Ttumaczyto to obserwowany gwattowny
spadek wydajnosci immobilizacji enzymu przy pH powyzej 5,0, gdzie zaktadajac oddziatywania
elektrostatyczne jako gtéwny rodzaj sit wptywajacych na wydajnosc procesu adsorpcji, mozna
zatozy¢ wzrost oddziatywan o charakterze repulsywnym miedzy nosnikiem a biokatalizatorem.
Immobilizacja lakazy na WPM-CB wptyneta na parametry operacyjne enzymu przesuwajac jego
optimum katalityczne z pH 3,0 na pH 4,0 (kwas 2 2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolino-6-
sulfonowy, ABTS, jako substrat). Wskazuje to na wptyw immobilizacji na strukture samego
enzymu, prawdopodobnie indukujgc zmiany konformacyjne w jego strukturze. Modyfikacje te
wptywaja na wartos¢ statych dysocjacji (pKa) reszt jonizujacych regionu katalitycznego,
zmieniajac w ten sposob optimum pH enzymu. Dodatkowo, przesuniecie optimum pH,
sugeruje takze mozliwy wptyw mikrosrodowiska, ktére tworzy sie¢ mikrofibryli CB na lokalny
gradient jonéw H*, OH" [22]. Dodatkowo stwierdzitem, ze immobilizowana lakaza
charakteryzowata sie znaczaco wyzsza wartoscig statej Michaelis-Menten (Kwv), co réwniez
mogto wynikac ze zmian konformacyjnych unieruchomionego enzymu. Zmiana powinowactwa

unieruchomionego enzymu do substratu, moze réowniez by¢ zwigzana z wielowarstwowa
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i porowatg strukturg membran CB. Wptywa to na rozmieszczenie czasteczek enzymu, ich
orientacje, a przede wszystkim zaburza procesy transferu masy, co wymaga wyzszego stezenia
substratu dla osiggniecia efektywnego wysycenia centrum aktywnego, jak i utrudnia swobodna
dyfuzje produktow [23]. Modyfikacja elastycznosci struktury enzymu prawdopodobnie
wptyneta réwniez na stwierdzone przesuniecie optimum temperaturowego enzymu
immobilizowanego na WPM-CB, gdzie temperaturowe optimum katalityczne wynosito 70°C
w porownaniu do 60°C dla formy rozpuszczalnej enzymu i unieruchomionej na CB uzyskanej
z hodowli kontrolnych [24]. Jednakze pomimo przesuniecia optimum temperaturowego,
co mogtoby by¢ korzystne w kontekscie dalszego wykorzystania immobilizowanej lakazy,
nie stwierdzitem znaczacego zwiekszenia stabilnosci immobilizowanego enzymu w tej
temperaturze w stosunku do jego formy rozpuszczalnej. Kluczowym parametrem decydujacym
o aplikacyjnosci unieruchomionego enzymu, jest jego stabilnos¢ podczas wielokrotnego
wykorzystania. W przypadku immobilizacji opartej o oddziatywania hydrofobowe
i elektrostatyczne, jak adsorpcja, systematyczny spadek aktywnosci wraz ze wzrastajaca liczba
cykli reakcyjnych jest spodziewanym zjawiskiem. Poréwnujac obydwie formy nosnika,
stwierdzitem nieznacznie wyzsza stabilno$¢ operacyjng uktadu opartego o WPM-CB, czego
powodem moze by¢ modyfikacja struktury CB, nie na poziomie samych mikrofibryli CB, ale
gestosci formowanej przez nie sieci w membranach. Sie¢ ta charakteryzowata sie wyzszym
stopniem porowatosci, na co wskazywata analiza powierzchni, wykonana na podstawie

mikrofotografii uzyskanych ze skaningowej mikroskopii elektronowe;.

Podsumowujac:

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly uzytecznos¢ CB, uzyskiwanej
z hodowli K. xylinus eksponowanych na WPM, jako efektywnego nosnika dla lakazy
i prawdopodobnie innych enzymoéw. Ewentualne zmiany w strukturze molekularnej tego
materialu nie wplywaly negatywnie na parametry operacyjne enzymu, zmieniajac

je nieznacznie w stosunku do formy rozpuszczalnej enzymu.
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H6; Cel - Opracowanie nosnika o wlasciwosciach magnetycznych do immobilizacji

enzymoéw na bazie celulozy bakteryjnej uzyskiwanej z hodowli wytrzasanych K. xylinus.

W zaleznosci od sposobu prowadzenia procesu fermentacyjnego, CB moze przybierac
rozne formy. W hodowlach statycznych wytwarzana jest w postaci bton pokrywajacych
powierzchnie medium hodowlanego. Natomiast CB otrzymywana z hodowli wytrzagsanych ma
posta¢ nieregularnych sfer, ktérych rozmiary moga zaleze¢ od wstepnej ilosci inokulum
i czestotliwosci wytrzasania czy obecnosci innych polimeréw. Zasadnicza zaleta tej formy CB
jako potencjalnego nosnika, jest wysoce porowata i stosunkowo duza powierzchnia czynna.
Ponadto, sferyczny ksztatt CB faworyzuje homogenny transfer masy. Jednakze podobnie jak
WPM-CB, oczyszczona, sferyczna CB, bez dalszej modyfikacji pozwala na immobilizacje
enzyméw jedynie poprzez absorbcje. Metoda ta, pomimo swej prostoty czy niskiej
kosztochtonnosci, nie jest efektywna, gdy podstawowym celem jest otrzymanie stabilnego
preparatu, odpornego na zmiany pH, temperatury czy obecnosci réznego rodzaju soli
w srodowisku reakcyjnym. Z tego tez powodu w dalszych badaniach wykorzystujgc CB
uzyskiwang z hodowli wytrzgsanych K. xylinus skoncentrowatem sie nad opracowaniem
sposobu otrzymywania kompozytu o wiasciwosciach magnetycznych jako nosnika do
immobilizacji enzymdéw. W pierwszym etapie modyfikacji, CB poddawana byta procesowi
utleniana z wykorzystaniem kwasu jodowego (VII). Reakcja obejmuje gtownie drugorzedowe
grupy hydroksylowe B-D-glukopiranozy przy C2 i C3. Towarzyszy jej otwarcie pierscienia
piranozowego a otrzymanym produktem jest diformylo-CB [25]. Grupy aldehydowe
(formylowe) poprzez mozliwos$¢ tworzenia wigzan z grupami e-NH; reszt lizyny, obecnymi na
powierzchni biatek enzymatycznych, mogtyby stuzy¢ jako miejsca wigzania enzyméw. Jednakze
bliska (mata) odlegtos¢ czasteczek enzymu od powierzchni nosnika, znaczaco (zwykle
negatywnie) wptywa na wiasciwosci katalityczne unieruchomionego biokatalizatora. W dalszym
etapie nosnik modyfikowany byt przez kationowy polimer, taki jak polietylenoimina (PEI).
Wprowadzenie tego polimeru do struktury nosnika miato na celu zwiekszanie ilosci miejsc
wigzania glutaraldehydu (GA), ktory zostat wykorzystany jako terminalny tacznik, miedzy
nosnikiem a immobilizowanym enzymem. Wprowadzenie dodatkowych grup aminowych
poszerzyto rébwniez znaczaco zakres mozliwosci dalszych modyfikacji nosnika. Rozwigzanie to

pozwala na zastosowanie innego rodzaju tak zwanych ,dystanserow” (ang. spacers arms),
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zwiekszajac tym samym mozliwosci manipulacji dystansem (odlegtoscig) unieruchomionego
enzymu od powierzchni nosnika, a takze doboru optymalnego sposobu jego trwatego
zwigzania. Jak podkreslitem juz wczesniej, jedng z kluczowych wiasciwosci immobilizowanych
enzymow jest mozliwos¢ ich kilkukrotnego wykorzystania. W zaleznosci o rodzaju nosnika,
tj. jego struktury czy postaci, separacja ze Srodowiska reakcji moze odbywac sie poprzez np.
filtracje, odwirowanie itp. W opracowanym nosniku, kwestia jego tatwej separacji zostata przeze
mnie rozwigzana, poprzez wprowadzenie czastek czutych na pole magnetyczne, do struktury
sfer CB. W tym celu, po uzyskaniu CB z wysoka ilosciag grup aldehydowych, wprowadzano do
struktury nosnika czastki magnetyczne Fe;Oa, stosujac metode stracenia soli chlorkowych Fe?*
i Fe** w érodowisku alkalicznym. Nadanie wtasciwosci magnetycznych nosnikowi na bazie CB,
pozwala na jego tatwa separacje z wykorzystaniem prostych rozwigzan technicznych,
bazujacych na tatwo dostepnych magnesach neodymowych. Ponadto, otwiera mozliwosc¢
zastosowania tego rodzaju nos$nika do immobilizacji enzymdw, wykorzystywanych w procesach
prowadzonych w reaktorach wspieranych przez réznego rodzaju pola magnetyczne, w tym
WPM. Opracowany przeze mnie kompozyt byt nastepnie testowany pod wzgledem jego
przydatnosci jako nosnik dla Lecitase®Ultra (LU). Enzym ten jest hybryda uzyskang w wyniku
potaczenia struktury lipazy z Thermomyces lanuginosus i fosfolipazy A1 z Fusarium oxysporum.
LU wykorzystywana jest w wielu procesach przemystowych, a dzieki mozliwosci katalizowania
reakcji transestryfikacji moze by¢ stosowana w procesie syntezy réznego rodzaju estrow jak
i surfaktantow. Immobilizacja enzymu na opracowanym przeze mnie nosniku nie wptywata
negatywnie na jego paramenty operacyjne. Wydajnos¢ opracowanego procesu immobilizacji
LU pozwalata na uzyskiwanie preparatu o wysokiej aktywnosci hydrolitycznej testowanej
z wykorzystaniem palmitynianu p-nitrofenolu jako substratu. Immobilizacja nie wptyneta
istotnie na statg Ky w stosunku do wolnej formy enzymu wskazujac na brak wptywu procesu
unieruchamiania na wiazanie substratu. Nie stwierdzitem réwniez zmian w optimum pH,
co swiadczyto o znikomym wptywie grup funkcyjnych obecnych na powierzchni nosnika na
lokalny gradient jonow pH, a takze braku istotnych zmian w strukturze unieruchomionego
enzymu, mogacych zmienia¢ wartosci pKa reszt aminokwasowych obszaru katalitycznego LU.
Jednakze stwierdzitem, zmiany profilu termicznego immobilizowanego enzymu, ktory
charakteryzowat sie nieznacznie nizszg aktywnoscia w temperaturach ponizej 50°C
w poréwnaniu do formy rozpuszczalnej LU. Czestym efektem unieruchamiania enzyméw na

powierzchni nosnika jest zwiekszanie jego stabilnosci termicznej, co jest skutkiem usztywnienia
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struktury biokatalizatora. Jednakze immobilizowany enzym wykazywat sie podobnym stopniem
stabilnosci termicznej zachowujac do 80% swojej poczatkowej aktywnosci po 1 godz. inkubacji
w 50°C. Z punktu widzenia mozliwosci dalszego wykorzystania przemystowego opracowanego
preparatu, istotnym parametrem jest stabilno$¢ operacyjna w odniesieniu do jego mozliwosci
wielokrotnego wykorzystania, ktdra byta wysoka, na co wskazywato zachowanie przez LU-MCB,
po 10 cyklach reakcyjnych, aktywnosci na poziomie okoto 70% aktywnosci poczatkowej. LU-
MCB cechowata sie odpowiednio wysoka odpornoscia na przechowywanie, zachowujac
znaczny procent (> 80%) aktywnosci po 28 dniach przechowywania w warunkach chtodniczych.
W wyniku nawigzanej przeze mnie wspotpracy z zespotem dra hab. Witolda
Gladkowskiego, prof. Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, opracowany preparat
LU-MCB, zostat przetestowany w kontekscie jego przydatnosci w potencjalnych aplikacjach
przemystowych czego efektem sa publikacje oraz udzielone patenty krajowe [P13, P14,
W1, W2]. Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze LU-MCB jest wydajnym
biokatalizatorem w procesie enancjoselektywnego, kinetycznego rozdziatu serii mieszanin
racemicznych, estrow 4-fenylbut-3-en-2-ylu, poprzez ich ukierunkowana hydrolize prowadzaca
do otrzymania optycznie czynnych alkoholi. W poréwnaniu do rozpuszczalnej formy enzymu,
LU-MCB, wykazywata sie wyzsza aktywnoscig hydrolityczna, a takze enancjoselektywnoscia.
Polepszone wtasciwosci katalityczne LU-MCB w stosunku do jej rozpuszczalnej formy,
pozwolity na skrocenie blisko trzykrotnie, czasu niezbednego do efektywnego kinetycznego
rozdziatu racemicznego octanu (E)-4-fenylobut-3-en-2-ylu. Ponadto, znaczaco wzrosta
enancjoselektywnos¢ tej reakgcji (E > 200), co skutkowato otrzymaniem (R)-4-fenylobut-3-en-
2-olu oraz nieprzereagowanego octanu (S)-4-fenylobut-3-en-2-ylu, z odpowiednio 97% i 98%
nadmiarem enancjometrycznym. W przypadku innych testowanych substratow, jak estry kwasu
propionowego czy mastowego z (E)-4-fenylobut-3-en-2-olem, korzystny efekt dotyczyt
gtéwnie zwiekszonej aktywnosci immobilizowanej LU, przektadajac sie na polepszenie
wydajnosci procesu w stosunku do procesu prowadzonego z wykorzystaniem formy
rozpuszczalnej enzymu. Tak efektywny rozdziat kinetyczny okazat sie niemozliwy do
przeprowadzenia z zastosowaniem rozpuszczalnej formy enzymu, w ktérym to procesie
nadmiary enancjomeryczne uzyskanych izomerow nie przekraczaly 50%. W przypadku
innych testowanych substratow, jak estry kwasu propionowego czy mastowego z (E)-4-
fenylobut-3-en-2-olem, korzystny efekt dotyczyt gtownie zwiekszonej aktywnosci

immobilizowanej LU, przekfadajac sie na wyzsza wydajnos¢ procesu w stosunku do procesu
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prowadzonego z wykorzystaniem formy rozpuszczalnej enzymu, a w przypadku hydrolizy estru
kwasu mastowego, takze na otrzymanie czystego optycznie nieprzereagowanego
S enancjomeru. W kolejnych badaniach o charakterze aplikacyjnym, wykorzystujac zdolnos¢
LU do katalizowania reakgji transestryfikacji w mediach reakcyjnych opartych o rozpuszczalniki
o niskiej aktywnosci wody, wykazano przydatnos¢ LU-MCB jako wydajnego biokatalizatora
w procesie enancjoselektywnego rozdziatu racemicznych estréw z uktadem 4-fenylobut-3-en-
2-olu, w tym w modelowym uktadzie reakcyjnym sktadajacym sie z mieszaniny racemicznej (E)-
4-fenylobut-3-en-2-olu, propionianu winylu jako donora grupy acylowej oraz eteru
dipropylowego jako rozpuszczalnika. LU-MCB katalizowata kinetyczny rozdziat testowanego
substratu z wysokim stopniem konwersji (E > 200), a takze z preferencja do estryfikacji
enancjomeru R. Ponadto, stosujac preparat LU-MCB, wykazano mozliwos¢ uzyskania,
wysokiego nadmiaru enancjomerycznego dla nieprzereagowanego (S)-4-fenylobut-3-en-2-olu

(92%) i produktu propionianu (R,E)-4-fenylobut-3-en-2-ylu (98%).

Podsumowujac:

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan 2z wykorzystaniem jako
modelowego enzymu Lecitase ® Ultra, wskazaty na wysoka uzytecznos¢ modyfikowanej
celulozy bakteryjnej jako podstawy nosnikéw dla enzyméw o wysokim znaczeniu
aplikacyjnym, w réznego rodzaju gateziach przemystu wykorzystujacych biokatalizatory.
Opracowany preparat moze zosta¢ wykorzystany w procesie otrzymywania czystych
optycznie alkoholi allilowych, ktére sa waznymi chiralnymi prekursorami w syntezie
biologicznie czynnych zwiazkoéw, takich jak leki, zwiazki zapachowe, a takze sktadniki

srodkéw ochrony roslin.

H7; Cel - Opracowanie nosnika o wlasciwosciach magnetycznego i wysokiej zawartosci

grup karboksylowych na bazie celulozy bakteryjne;j.

W kolejnych badaniach nad mozliwoscia modyfikacji celulozy bakteryjnej w kierunku
opracowywania skutecznych nosnikow do immobilizacji enzymdw podjatem prace nad
nastepnym kompozytem o wiasciwosciach magnetycznych na bazie CB. Problem braku

znaczacej ilosci grup funkcyjnych na powierzchni niemodyfikowanej celulozy bakteryjnej
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rozwigzatem poprzez zastosowane jako czynnika modyfikujagcego kwasu 2-hydroksy-1,2,3-
propanotrikarboksylowego (kwas cytrynowy) w reakcji z wykorzystaniem jako katalizatora
podfosforynu sodu. Zastosowanie kwasu cytrynowego jako czynnika modyfikujagcego ma wiele
zalet zwigzanych miedzy innymi z otrzymywaniem go na drodze fermentacji, z wykorzystaniem
substratow bedacych produktami odpadowymi przemystu rolno-spozywczego, mozliwoscia
tatwej biodegradacji i co rowniez istotne, w kontekscie syntezy opracowanego nosnika na
wieksza skale, relatywnie niskimi kosztami jego produkgji.

Jednym z najpowszechniej spotykanych materiatow o wtasciwosciach magnetycznych,
stosowanych do opracowywania kompozytdéw, sa nanoczastki FesOs zwykle otrzymywane
na drodze reakcji wspoistraceniowej réznego rodzaju soli zelaza (Il, Ill) w zasadowym
Srodowisku. Metode te wykorzystatem podczas syntezy pierwszego z opracowanych nosnikdéw
[H6]. Jednakze znanych jest wiele innych rodzajow i metod otrzymywania materiatow
o wiasciwosciach magnetycznych, w tym ferrytow magnezowych czy niklowych. Materiaty
te moga wykazywa¢ odmienne wiasciwosci magnetyczne, ktore zalezg od mikrostruktury sieci
krystalicznej, tworzonej przez dodatnio natadowane jony metali i ujemnie natadowane
dwuwartosciowe jony tlenu, co ma istotne znaczenie w kontekscie dalszej aplikacji nosnikow,
opartych o te materiaty [26]. Do syntezy wyzej wymienionych ferrytow niklowych
i magnezowych, wykorzystatem technike syntezy w fazie statej, pozwalajacej na istotne
ograniczenie ilosci odpaddw i kosztow procesu [27]. Podczas optymalizacji procesu syntezy
nowego kompozytu, testowatem réwniez komercyjnie dostepne czastki magnetyczne Fe3Oa.
Ze wzgledu na warunki syntezy kompozytu, wysoka temperature i kwasowos¢, materiat ten
wykazywat sie niska stabilnoscig w poréwnaniu do otrzymanych ferrytow magnezowych czy
niklowych (MgFe;O. i NiFe,O4), co nie pozwolito na otrzymywanie kompozytu na bazie tego
materiatu. Analiza wifasciwosci magnetycznych, wskazata na zblizone wartosci nasycenia
magnetycznego (Ms) dla obydwu wariantéw nosnika (CB-MgFe20O4 7,36 emu/g; CB-NiFezOy,
549 emu/g), a stwierdzone przeze mnie roznice wynikaty z charakterystyki magnetycznej
zastosowanych czastek magnetycznych. Analiza powierzchni otrzymanego kompozytu
z wykorzystaniem techniki ATR-FTIR, wykazata wysoka wydajnos¢ procesu modyfikacji CB
kwasem cytrynowym z utworzeniem wigzan estrowych miedzy grupami COOH kwasu,
a hydroksylowymi alkoholi obecnych w podjednostkach B-D-glukopiranozowych mikrofibryli
celulozy bakteryjnej. llos¢ wprowadzonych grup karboksylowych, w optymalnych warunkach,

dla obydwu wariantéw nosnika wynosita srednio 3,6 mmol na gram suchej masy kompozytu.
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Analizy termiczne z wykorzystaniem technik TGA i DSC, ktore zostaty wykonane w Poznanskim
Parku Naukowo-Technologicznym, wykazaty destabilizujgcy wptyw modyfikacji kwasem
cytrynowym, na strukture CB. Jednakze w zakresie temperatur, ktére ze wzgledu na wtasciwosci
molekularne biatkowych biokatalizatoréw mozna rozwazac za kluczowe, tj. 20°C - 100°C, nie
stwierdzitem istotnego wptywu tego czynnika na stabilnos¢ obydwu wariantéw opracowanego
kompozytu magnetycznego. Wprowadzenie grup karboksylowych do struktury podstawy
kompozytu jakim byta CB miato na celu przede wszystkim zwiekszanie mozliwosci stabilnego
wigzania roznego rodzaju enzyméw. Wprowadzenie grup karboksylowych pozwala
na zastosowanie roznego rodzaju tacznikdw (ang. spacer arms), miedzy nosnikiem a enzymem.
Ze wzgledu na dostepnos¢ potencjalnie nieograniczonej liczby tego rodzaju zwigzkdw, istnieje
mozliwos¢ zaprojektowania stabilnych uktadéw, uwzgledniajac wtasciwosci strukturalne
enzymoéw. Uzytecznos¢ opracowanych wariantow nosnika, testowatem z wykorzystaniem
techniki pozwalajacej na bezposrednie potaczenie enzymu do nasyconej grupami
karboksylowymi  powierzchni  nosnika,  poprzez  jej  aktywacje  1-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropylo)karbodiimidem (EDC). Ten sposéb immobilizacji pozwala na trwate
zwigzanie enzymu z no$nikiem bez koniecznosci stosowania tacznika z wytworzeniem wigzania
amidowego z zaangazowaniem gtodwnie obecnych na powierzchni enzymu grup e-aminowych
reszt lizynowych. Jako modelowe enzymy wykorzystatem lipaze B z Candida antarctica (CALB)
i fosfolipaze A z Aspergillus niger, ktére to enzymy majg szeroko udokumentowane znaczenie
jako wydajne biokatalizatory przemystowe. W optymalnych warunkach do immobilizacji,
uzyskany uktad charakteryzowat sie wysoka aktywnoscig hydrolityczna, ktéra testowatem
z wykorzystaniem maslanu-p-nitrofenylu jako substratu. W wyniku immobilizacji, stwierdzitem
jednakze zmniejszenie sprawnosci katalitycznej obydwu enzyméw. Przy czym zostata ona
zrekompensowana poprzez ich wysoka stabilno$¢ operacyjng, pozwalajacg na zachowanie
znaczacej aktywnosci (= 50%) po 10 cyklach reakcyjnych. Immobilizacja, analizowanych
enzymOw nie zmienita istotnie ich optimum pH i temperatury w porownaniu do formy
rozpuszczalnej enzymu. Jednakze proces unieruchomienia dla obydwu enzyméw miat
pozytywy efekt na zwiekszenie stabilnosci termicznej. Wskazuje to na wspominane powyzej
usztywnianie struktury molekularnej immobilizowanych enzyméw w wyniku wielopunktowego
wigzania z nos$nikiem. Zwigkszona odpornos¢ w zakresie wyzszych temperatur jest kluczowa w

kontekscie dalszych mozliwych aplikacji i pozwala na stosowanie immobilizowanych enzymow
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w procesach, w ktérych mozliwosci dostosowania temperatury procesu do witasciwosci

biokatalizatora sa ograniczone, np. ze wzgledu na niska rozpuszczalnos$¢ substratow.

Podsumowujac:

Opracowane przeze mnie no$niki magnetyczne oparte na modyfikowanej kwasem
cytrynowym celulozie bakteryjnej, posiadaja szerokie spektrum potencjalnych
zastosowan jako matryca do unieruchamiania roznego rodzaju enzyméw, w tym przede

wszystkim biokatalizatorow o znaczeniu przemystowym.

4.4. Podsumowanie — elementy nowosci naukowe;.

1. W zakresie obszaru badawczego dotyczacego procesu syntezy CB i mozliwosci jej
monitorowania z  wykorzystaniem  dostepnych metod  spektroskopowych
przeprowadzone badania pozwolity na ustalanie charakterystycznych zaleznosci miedzy
profilami widm absorpcyjnych ATR-FTIR a okresami fermentacyjnymi i wtasciwosciami
wodnymi CB. Réwniez, co istotne wyniki przeprowadzonych badan jako pierwsze
wykazaty wptyw specyfiki syntezy CB przez konkretne szczepy bakteryjnie na profile
pasm w widmach ATR-FTIR, ze szczeg6lnym uwzglednieniem zakresu widma miedzy
1200 cm™- 950 cm™’. Stwierdzone zaleznosci mogg w dalszej perspektywie zosta¢
wykorzystane do efektywnego kontrolowania procesu produkgcji CB, dajagc mozliwos¢
wstepnej selekcji otrzymywanego biopolimeru w celu wykorzystania w konkretnej

technologii.

2. Badania nad mozliwoscig wykorzystania wirujagcego pola magnetycznego, jako czynnika
wptywajacego na poprawe efektywnosci produkgcji CB oraz ksztattowania niektorych jej
wiasciwosci materiatowych, wskazaty jako kluczowe czynniki: zaleznos¢ miedzy
potencjatem metabolicznym szczepdw K. xylinus a sposobem ekspozycji na WPM.
Wykazano, ze charakterystyka procesowa WPM (czestotliwosé, wartos¢ indukgji
magnetycznej), jest czynnikiem fizycznym, ktéry poprzez modulowanie niektérych
szlakow metabolicznych komérek K. xylinus, moze zosta¢ wykorzystany do kierunkowej
modyfikacji niektorych wiasciwosci materiatowych CB. Uzyskiwana w procesach

fermentacyjnych stymulowanych przez WPM CB z powadzeniem moze by¢
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wykorzystywana jako nosnik dla enzymoéw oraz niskoczasteczkowych substancji
czynnych. Mozliwo$¢ modyfikacji wtasciwosci CB poprzez ekspozycje na WPM, moze
by¢ skutecznym sposobem na ksztattowanie cech nosnika w zaleznosci od jego

dalszego zastosowania.

3. Opracowane sposoby efektywnej modyfikacji otrzymywanej z réznych systemoéw
fermentacyjnych CB, rozszerzajg istotnie potencjalny obszar zastosowan CB, jako
podstawy réznego rodzaju kompozytéw w procesie projektowania uniwersalnych
nosnikow o wtasciwosciach magnetycznych. Opracowane nosniki wykazuja sie wysokim
potencjatem aplikacyjnym zwtaszcza w obszarze unieruchamiania enzymow
stosowanych w réznego rodzaju procesach biotechnologicznych o znaczeniu

przemystowym.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnosci zagranicznej.

Juz podczas studiow doktoranckich odbytem trzymiesieczny (06-09. 2006) staz
naukowy pod opieka profesora Dimitriosa Morikisa w Biomolecular Modeling and Designing
Lab, Departament of Bioengneering, Uniwersytetu Kalifornijskiego w Riverside, USA, podczas
ktérego zdobytem umiejetnosci pozwalajace na analize kluczowych wiasciwosci katalitycznych

enzymoéw z wykorzystaniem metod modelowania molekularnego.

W 2010 r. (02-05.08) odbytem, krotkoterminowy staz naukowo-szkoleniowy
w Pracowni biatek wiazacych wapn, Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN w Warszawie. Podczas stazu zdobytem umiejetnosci pozwalajagce na samodzielne
przeprowadzanie analiz z zakresu techniki dwuwymiarowej elektroforezy zelowej oraz
Western-blot. W roku 2013 (03-05) odbywatem trzy miesieczny staz finansowany w ramach
programu ,,Czas na Staz”, w firmie MEDI-TEST (Szczecin, Polska). W czasie stazu oprocz,
zapoznania sie i pracy z wykorzystywanymi technikami laboratoryjnymi, podjatem badania
majace na celu opracowanie zamiennika komercyjnego ztoza o wtasciwosciach magnetycznych
do izolacji DNA z wykorzystaniem automatycznego separatora magnetycznego. Podczas

kolejnego stazu naukowego (04-15. 02. 2019), odbytego w Pracowni Syntez Materiatowych,
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Poznanskiego Parku Naukowo-Technologicznego, zdobytem umiejetnosci w zakresie
metod analizy wtasciwosci materiatowych, cieczy gteboko eutektycznych w odniesieniu do ich
wptywu na aktywnos¢ enzyméw i wihasciwosci materialowe celulozy bakteryjne;j.
Doswiadczenie zdobyte podczas tego stazu i wykonane w tym czasie wstepne analizy nad
wiasciwosciami termicznymi nosnikdw magnetycznych na bazie CB technikami TGA, DSC,
stanowity znaczaca czes¢ analiz, ktore zostaty wykorzystane podczas badan, ktorych efektem
sg prace H7, P6, P16. Nawigzana wspodtpraca pozwolita mi rowniez na ztozenie wniosku na
finasowanie badan w konkursie NCN, OPUS pt., ,Magnetyczne ciecze jonowe oraz ich
mieszaniny eutektyczne jako medium reakcji enzymatycznych w modyfikacji naturalnych
polimeréw” (sygn. 2019/35/B/ST8/03589), projekt nie uzyskat finansowania. Ponadto,
dwukrotnie (9-13. 10. 2017, 8-12. 10. 2018) odbytem krotko terminowe staze naukowo-
dydaktyczne w katedrze Chemii Organicznej i Biochemii w Uniwersytetu im. Mendla w
Brnie, Czechy, gdzie miatem mozliwos¢ wygtoszenia referatbw oraz zapoznania sie
z szeregiem technik z zakresu spektrometrii mass i syntezy oligopeptydéw o wtasciwosciach
antymikrobiologicznych. Nawigzane kontakty zawodowe podczas stazu pozwolity na
wystgpienie przeze mnie z wnioskiem do Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej
z wnioskiem na finasowanie wymiany doktorantow i pracownikéw Katedry Mikrobiologii
i Biotechnologii, ZUT w ramach planowanego projektu pt., ,Opracowanie biosensora do
wykrywania zanieczyszczen zywnosci na bazie enzymoéw immobilizowanych na celulozie
bakteryjnej” (sygn. PPN/BCZ/2019/1/00042). Niestety pomimo wysokiej oceny wniosku

z powodu ograniczonego budzetu nie uzyskat on finasowania.

6. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych, dydaktycznych

i organizacyjnych.
6.1. Osiagniecia naukowo-badawcze.

6.1.1. Badania nad wplywem czynnikéw chemicznych i fizycznych na proces syntezy

celulozy bakteryjnej, metody modyfikacji i aplikacyjnos¢.

Wptyw czynnikdédw chemicznych i fizycznych na wydajnos¢ produkcji CB oraz sposoby
modyfikacji w celu zwiekszenia obszaru jej aplikacyjnosci byty obiektem serii kolejnych

inicjowanych przeze mnie badan lub tez projektow badawczych zwigzanych z tym zagadaniem,
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w ktorych bratem czynny udziat jako ekspert w obszarze analizy wybranych wiasciwosci
materiatowych CB i enzymologii. Efektem tych dziatan jest szereg publikacji, patentow i
zgtoszen patentowych. W badaniach prowadzonych we wspétpracy z Poznanskim Parkiem
Naukowo-Technologicznym (Fundacja Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu) nad wykorzystaniem innowacyjnych srodkéw powierzchniowo czynnych na bazie
silikonéw polieterowych (polisiloksanéw) testowano je jako nie odzywczy dodatek do pozywek
hodowlanych hodowli K. xylinus, mogacy wptywal na proces produkcji i wiasciwosci
materiatowe CB [P7]. Opracowany surfaktant, znaczaco obnizat napiecie powierzchniowe
standardowego medium hodowlanego, osiggajac krytyczne stezenie micelizacji (KSM) przy
niskich stezeniach, co bylo skorelowane ze wzrostem wydajnosci syntezy CB o 37%
w odniesieniu do mokrej masy i ® 15 % suchej masy. Analiza wtasciwosci molekularnych
CB wykazata, ze surfaktant nie integruje sie ze strukturg CB, a takze nie ma istotnego wptywu
na jej krystaliczno$¢ oraz stabilno$¢ termiczna. Ponadto, przy stezeniu surfaktantu w medium
hodowlanym, bliskim KSM, otrzymywano membrany CB o ponad 40% zwiekszonym stopniu
uwodnienia i znaczaco wyzszej zdolnosci do utrzymywania wody. CB charakteryzowata sie
rowniez wysoka biokompatybilnoscig, analizowana z wykorzystaniem linii komoérkowych
fibroblastow L1929, potwierdzajagc tym samym jej przydatnos¢ jako podstawy materiatu
opatrunkowego lub w innych zastosowaniach biomedycznych. Modyfikacja witasciwosci
fizykochemicznych medium hodowlanego za pomoca surfaktantow na bazie polisiloksanéw,
okazata sie tanig i przyjazng dla srodowiska metoda zwigkszania wydajnosci produkgcji CB,
a takze sposobem na ukierunkowana modyfikacje jej wiasciwosci in-situ. W zakresie
zwiekszania optacalnosci  produkcji  celulozy bakteryjnej opracowatem koncepcje,
bezposredniego wykorzystania szeregu hydrolaz glikozydowych, majacych zdolnos¢ do
degradacji szeroko dostepnych, bogatych w glukoze i fruktoze, oligo- i polisacharydéw
wchodzacych w sktad wielu bioodpadéw pochodzacych z przemystu rolno-spozywczego.
W  wyniku przeprowadzonych badan wykazatem mozliwos¢ efektywnej produkcji CB
z wykorzystaniem sacharozy, laktozy, skrobi jako podstawowych zrodet wegla w medium
hodowlanym uzupetnionym o specyficzne hydrolazy glikozydowe, majce zdolnos¢ do ich
degradacji do dostepnych dla komorek K. xylinus monosacharydéw. Nie odnotowatem
negatywnego wptywu analizowanych enzymdéw na wiasciwosci materiatowe CB,
co potwierdzito potencjat aplikacyjny przeprowadzonych badan [P5]. CB, pomimo ze jest

nieocenionym materiatem opatrunkowym, jest biopolimerem ,nieaktywnym” w kontekscie
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ochrony przed rozwojem groznych zakazen wywotywanych przez r6znego rodzaju bakterie,
co niestety jest czestym powiktaniem w procesie gojenia ran. Oczywistym rozwigzaniem tego
problemu jest, np. wysycanie membran CB, substancjami o charakterze bakteriobdjczym lub
bakteriostatycznym. Jednakze w przypadku etiologii niektorych przewlektych ran, zwigzki
te moga rowniez dziata¢ cytotoksycznie w stosunku do komorek gojacej sie tkanki. Jednym ze
sposobdw zwiekszenia skutecznosci procesu gojenia ran podczas stosowania CB jako materiatu
opatrunkowego jest immobilizacja enzymdw majacych zdolnos¢ do redukgji ilosci macierzy
biofimowej formowanej przez bakterie chorobotwodrcze i utatwiania procesu jej eradykacji,
a takze zwiekszania skutecznosci zastosowanej antybiotykoterapii. W pracy [P15], w ktorej
nadzorowatem badania prowadzone przez doktoranta jako promotor pomocniczy, na
podstawie badan przeprowadzonych, we wspétpracy z Instytutem Biochemii, Uniwersytetu
w Greifswaldzie, wykazano, ze immobilizacja na powierzchni membran CB rekombinowanej
hydrolazy glikozydowej PelAn z Pseudomonas aeurginosa, wptywa istotnie na proces
formowania i stabilnos¢ biofilmu. Enzym ten jest elementem systemu syntezy polimeru Pel,
jednego z gtéwnych sktadnikéw macierzy biofilmowej tego patogennego mikroorganizmu.
Jednakze jako osobny element w postaci rekombinowanego biatka, dzieki swojej aktywnosci
i wysokiej specyficznosci wzgledem polimeru Pel, zastosowanie go jako komponentu
opatrunku na bazie CB jest rozwigzaniem umozliwiajgcym zmniejszenie ryzyka rozwoju
groznych zakazen w przebiegu przewlektych ran. W kolejnych badaniach z tego zakresu [P2],
koordynowatem badania nad mozliwoscig wykorzystania liazy alginianowej pochodzacej z P.
aeurginosa. Wykazano, ze immobilizacja tego enzymu na powierzchni CB jest skutecznym
sposobem na destabilizacje biofilmu tworzonego przez P. aeruginosa. Rozwigzanie to
pozwolito na znaczace zmniejszenie skutecznej dawki antybiotyku gentamycyny, zwiekszajac
jednoczesnie bezpieczenstwo leczenia przewlektych, wrzodziejgcych ran z wykorzystaniem jako
materiatu opatrunkowego CB wysyconej tego rodzaju antybiotykami. W kolejnych badaniach
z zakresu modyfikacji CB, bratem udziat w projekcie dotyczacym stabilizacji struktury membran
CB z wykorzystaniem kwasu cytrynowego i roznych soli nieorganicznych jako katalizatoréw, jak
miedzy innymi fosforan disodowy, wodoroweglan sodu i wodoroweglan amonu [P11].
Potaczenie fosforanu disodu i wodoroweglanu sodu, jako katalizatoréw w procesie sieciowania
krzyzowego, pozwalato na uzyskanie CB o ponad 5-krotnie wyzszej pojemnosci wodnej, a takze
wptywato korzystnie na stopien utrzymania wody, zwiekszajagc go ponad 6-krotnie

w poréwnaniu z niezmodyfikowang CB. Ponadto, zmodyfikowana CB wykazywata sie 1,5-
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krotnie wieksza pojemnoscia wodng w porwaniu do dostepnych komercyjnie materiatow
opatrunkowych stosowanych w leczeniu ran silnie sgczacych, co istotne nie wykazujac przy tym
dziatania cytotoksycznego wobec linii komdrkowej fibroblastow L929. Opracowany materiat na
bazie CB, moze znalez¢ zastosowanie w wysoko chtonnych opatrunkach, przeznaczonych do
leczenia przewlektych ran z duzym wysiekiem. W obszarze wykorzystania CB do zastosowan
biomedycznych, uczestniczytem réwniez w projekcie badawczo-rozwojowym (BR) majacym
na celu opracowanie wysokowydajnego materiatu filtracyjnego. Efektem podjetych prac byto
opracowanie unikalnego materiatu filtracyjnego na bazie CB, modyfikowanej przez
niskocisnieniowa plazme argonowa. Materiat ten wykazuje wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i przeciwwirusowe, zarébwno w stosunku do bakterii Gram-dodatnich
(Staphyloccocus aureus), jak i Gram-ujemnych (Escherichia coli) i bakteriofaga ®6. Jednoczesnie
nie stwierdzono jego cytotoksycznosci w stosunku do mysich fibroblastéw, potwierdzajac
bezpieczenstwo opracowanego materiatu filtracyjnego. Cechy te kwalifikujg opracowany
biomateriat do wykorzystania go jako sSrodek ochrony indywidualnej uktadu oddechowego, np.
w postaci masek chirurgicznych czy tez wktadéw do masek oddechowych wielokrotnego
uzytku. Co wiecej zastosowany nisko odpadowy proces produkcyjny CB z wykorzystaniem
substratow odpadowych z przetwérstwa rolno-spozywczego, proste oczyszczanie, proces
formowania i funkcjonalizacji materiatu filtracyjnego sprawia, Zze opracowana technologia ma
duzy potencjal aplikacyjny [P4, ZP1, ZP2]. W zakresie przydatnosci CB w procesach
biotechnologicznych, bratem udziat w badaniach nad jej wykorzystaniem jako nosnika dla
komérek mikroorganizmow, takich jak drozdze o wysokim znaczeniu przemystowym, w tym
Saccharomyces cerevisiae ( Yarrowia lipolytica [P20]. W badaniach analizowano wptyw
zmiennych parametréw materiatowych CB na skuteczno$¢ immobilizacji jak i parametrow
operacyjnych otrzymanych uktadow. Jak wykazatem w pracach H1 i H2, czas hodowli ma
istotny wptyw m.in. na stopien usieciowana, krystalicznos¢ i inne wtasciwosci materiatowe CB,
co moze mie¢ bezposredni wplyw na stabilnos¢ i efektywnos$¢ procesu unieruchamiania
mikroorganizmow. Wydajnos¢ immobilizacji analizowanych drozdzy, byta dodatnio
skorelowana m.in. z postepujgcym w czasie wzrostem catkowitej powierzchni czynnej membran
CB, porowatosci, srednicy pordéw, stopnia pecznienia, zdolnosci do uwalniania wody i stopnia
polimeryzacji. Jednoczesnie nie stwierdzono istotnego wptywu efektywnosci immobilizacji na

wodochtonnos¢, a takze stopien krystalicznosci CB. Unieruchomione komorki drozdzy
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charakteryzowaty sie wysoka zywotnoscia, pozwalajaca na dalsze wykorzystanie ich potencjatu

do produkcji metabolitow wtérnych o wysokim znaczeniu przemystowym.
Podsumowujac:

Omowione wyniki badan w wiekszosci o duzym znaczeniu aplikacyjnym wykazaty
nieograniczony potencjat celulozy bakteryjnej jako biopolimeru znajdujacego wiele
potencjalnych zastosowan w réznych gateziach przemystu. Opracowane metody
modyfikacji CB w znaczacym stopniu rozszerzaja mozliwosci stosowania tego

biopolimeru.

6.1.2. Badania nad wplywem WPM na parametry procesowe procesow

biotechnologicznych.

W obszarze zagadnienia zwigzanego z aplikacyjnoscia wirujgcego pola magnetycznego
uczestniczytem w pracach badawczych zwigzanych z opracowywaniem nowych typow
reaktorbw  wspieranych  WPM, do prowadzenia roznego rodzaju  proceséw
biotechnologicznych. W wyniku tych prac opracowano wielofazowy reaktor typu AIR-Lift
z petla zewnetrzng i generatorami WPM umieszczonymi w kolumnie wznoszacej i opadowej
[W7, W10, W11]. Rozwigzanie to pozwolito na znaczaca poprawe parametrow
hydrodynamicznych, co przektadato sie na skrécenie czasu mieszania w poréwnaniu
do reaktora nie wspomaganego przez WPM. Zastosowanie generatoréw WPM, prowadzito
do wzrostu predkosci cieczy w kolumnie opadajacej i powigzanej z nig Sredniej predkosci
cyrkulacji cieczy. Wykazano réwniez, ze sredni czas cyrkulacji i czas mieszania w czasie
ekspozycji na WPM maja znacznie nizsze wartosci w poréwnaniu z konwencjonalnymi
reaktorami typu AIR-Lift. Opracowany reaktor byt testowany pod katem jego przydatnosci
do produkcji hodowli startowych K. xylinus [P9]. Zastosowanie zmodyfikowanego
reaktora pozwalato na uzyskanie inokulum o blisko 200-krotnie wiekszej gestosci
komoérkowej w porownaniu do otrzymywanego tradycyjnymi metodami. Kultury startowe
charakteryzowaty sie wysoka aktywnoscig metaboliczng i stabilnoscia, bez obecnosci komorek
bakteryjnych pozbawionych zdolnosci do syntezy CB. Ponadto, nie odnotowano istotnego
wptywu nowego sposobu przygotowania hodowli startowych K. xylinus na efektywnosc¢ syntezy
CB, ktora ksztattowata sie na poziomie 7,26 g/L. CB otrzymana z inokulum wytworzonego z

wykorzystaniem opracowanego reaktora charakteryzowata sie réwniez identycznymi
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wiasciwosciami materiatowymi jak CB produkowana z wykorzystaniem tradycyjnego sposobu
przygotowywania hodowli startowych. Wptyw WPM na transfer masy analizowano réwniez w
reaktorach, w ktérych stosowano tradycyjne rozwigzania konstrukcyjne reaktorow oparte o
mieszanie mechaniczne lub pneumatyczne (kolumna barbotrazowa) [P19, P23-P30]. Wyniki
tych prac, podobnie jak dla opisanego powyzej reaktora AIR-Lift, potwierdzity korzystny wptyw
WPM na efektywnos¢ procesu mieszania cieczy. Wykazano réwniez istotny zwigzek miedzy
czasem mieszania a zmodyfikowang liczbg Reynoldsa, co mozna wykorzysta¢ do
ukierunkowanego modyfikowania parametrow procesu biotechnologicznego prowadzonego
w rektorach wspieranych WPM. Wykazano, ze wartosci czasu mieszania dla ukfadu
mieszajgcego wspieranego generatorem WPM, w zakresie najnizszych liczb Reynoldsa sa
znacznie nizsze, niz w reaktorach wykorzystujgcych mechanizm mieszajacy z turbing Rushtona.
Uzyskane wyniki wykazaty réwniez, ze WPM pozwala na istotne zwiekszanie wartosci
objetosciowego wspodtczynnika wnikania masy kia w cieczach, takich jak woda destylowana,
roztwér chlorku sodu i stosowanej w produkcji celulozy bakteryjnej pozywki
mikrobiologicznej Hestrin-Scharmm (HS). Parametr ten jest kluczowy przy przewidywaniu
optymalnych warunkéw dla procesu mieszania i napowietrzania w procesach prowadzonych z
wykorzystaniem réznego rodzaju reaktorow. Wykazano, ze warto$¢ parametru kia wzrasta
proporcjonalnie do wartosci indukcji magnetycznej i predkosci wprowadzania gazu/powietrza
do uktadu. Stwierdzono, réwniez, ze jednostkowy wktad mocy wynikajacy z zastosowana WPM,
miedzy 60 a 160 W-dm™ przy predkosci napowietrzania od 0,001 do 0,005 m-s™', pozwalana na
podwyzszenie wartosci wspétczynnika kia, 6-krotnie w przypadku wody destylowanej i 5-
krotnie w przypadku medium HS. Szybkos¢ transferu sktadnikow odzywczych i tlenu, sa
czynnikami modulujacymi tempo wzrostu wielu grup drobnoustrojéw, wytwarzajacych istotne
dla przemystu metabolity wtérne. Wyniki badan jednoznacznie wykazaty, ze WPM moze
wptywa¢ na proces wymiany masy w pozywce hodowlanej. Biorac pod uwage, ze WPM
indukuje wyzsze rozproszenie fazy gazowej (mniejsze rozmiary babelkoéw, wzrost predkosci w
uktadach gaz-ciecz), moze z powodzeniem by¢ stosowane w zwiekszaniu efektywnosci réznego

rodzaju proceséw biotechnologicznych prowadzonych w reaktorach.
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Podsumowujac:

Mozliwos$¢ zmiany parametrow WPM pozwala na optymalizacje transferu gazu do
cieczy w zaleznosci od specyfiki danego procesu biotechnologicznego. Ponadto,
ekspozycja na WPM jest doskonatla alternatywa dla mieszania mechanicznego zwlaszcza
w procesach biotechnologicznych, gdzie kluczowym jest zapewnienie wysokich wartosci
wspotczynnikow wymiany gaz-ciecz. Co wiecej ograniczenie intensywnosci lub eliminacja
mieszania mechanicznego, zmniejsza potencjalnie niekorzystny wptyw sit scinajacych w
mediach hodowlanych, czesto charakteryzujacych sie wysoka gestoscia i lepkoscia, nie

zakiécajac tym samym wzrostu mikroorganizmow.
6.1.3. Badania nad wptywem WPM na parametry katalityczne i operacyjne enzymow.

WPM mozna rozpatrywac jako czynnik fizyczny mogacy potencjalnie wptywaé na
aktywnosc¢ i niektore parametry operacyjne biokatalizatoréw, takich jak enzymy. PM moze
zmienia¢ wiasciwosci medium reakcyjnego i wptywaé posrednio na strukture molekularng
enzymu, modyfikujac w ten sposéb jego witasciwosci katalityczne i operacyjne. Ekspozycja na
PM moze réwniez wptywac na energie kinetyczna elektronow, obecnych w niektérych stanach
posrednich aktu katalitycznego, co réwniez moze mie¢ wptyw zaréwno na specyficznosc i
selektywno$¢ wzgledem substratow, jak i efektywnos¢ katalityczng enzymdw, co opisatem w
monografii [M1]. W badaniach nad wptywem WPM na aktywnos¢ i parametry operacyjne
enzyméw, w ktorych uczestniczytem jako promotor pomocniczy, odpowiadajac m.in., za
planowanie i nadzorowanie pracy doktoranta w zakresie analizy parametrow
operacyjnych enzymoéw, badane byty dwie oksydoreduktazy o wysokim zaznaczeniu
przemystowym, jak lakaza z Trametes versicolor i peroksydaza z Armoracia rusticana (HRP)
[P16, P18]. Wyniki przeprowadzonych badan wskazaty, ze WPM moze korzystnie wptywac na
aktywnos¢ lakazy. Stwierdzono istotny wzrost aktywnosci o 11%, 11% i 9% przy WPM
generowanym pradem zmiennym o czestotliwosci 10 Hz, 40 Hz i 50 Hz. Ekspozycja lakazy na
WPM wptywata rowniez na zwiekszong aktywnos¢ enzymu w szerszym zakresie pH oraz
nieznaczne przesuniecie optimum pH z 4,0 do 4,5 (WPM, 20 Hz). W wyniku ekspozycji na WPM,
stwierdzono rowniez wzrost stabilnosci enzymu w zakresie niskich wartosci pH, co réwniez

byto przedmiotem zgtoszen patentowych zakonczonych przyznaniem dwéch patentow
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[W4, W5]. W przypadku analizy wptywu WPM na wiasciwosci katalityczne i operacyjne HRP
stwierdzono, ze dtugotrwata ekspozycja na WPM (8 godzin) nie wptywa istotnie na stabilnos¢
enzymu. Jednoczesnie wykazano, ze ekspozycja na WPM wptywata korzystnie na aktywnosc
HRP w szerszym zakresie pH, zwiekszajac ja 0 49% i 68% odpowiednio przy pH 6,5 i pH 7,0.
Wptyw WPM na sprawnosc katalityczng HRP testowano w procesie degradacji antrachinowego
barwnika Remazol Brilliant Blue R. Uzyskane wyniki potwierdzity mozliwos¢ wykorzystania

WPM do zwiekszania wydajnosci rozktadu barwnikdw z wykorzystaniem tego biokatalizatora.

Podsumowujac:

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie bioreaktorow
wspomaganych przez WPM do kontroli parametrow operacyjnych biokatalizatorow
moze by¢ skuteczng metoda zwiekszania wydajnosci procesow biotechnologicznych

opartych o réznego rodzaju enzymy.

6.1.4. Badania nad zastosowaniem cieczy jonowych i wysoko eutektycznych jako mediow

reakcyjnych dla enzymow.

Jednym ze sposobéw na kontrolowanie aktywnosci enzymow w procesach
biotechnologicznych jest modyfikowanie warunkow srodowiskowych mogacych zmieniaé
specyficznos¢, selektywnosé a takze stabilno$¢ enzymow. Istotnym jest tu sktad medium
reakcyjnego, ktory powinien gwarantowac tatwos¢ homogennej dyspersji substratow, a takze
nie wptywac negatywnie na strukture enzymow. W wiekszosci uktadéw medium reakcyjne
oparte jest o wode, co wynika z samej natury biatek enzymatycznych ,zaprojektowanych” do
tego rodzaju srodowiska. Jednakze brak mozliwosci rozpuszczania niektérych substratow
o niskiej polarnosci, ogranicza mozliwosci stosowania enzymow. Jednym z mozliwych
sposobow na rozwigzanie tego problemu jest zastosowanie cieczy jonowych (CJ) lub cieczy
gteboko eutektycznych (DES). Podstawowa zaletg tego rodzaju rozpuszczalnikéw jest ich
organiczny charakter, a substraty do ich syntezy mozna pozyskac ze zrodet odnawialnych, co
rowniez wptywa na fatwosc ich biodegradacji. W badaniach nad witasciwosciami tego rodzaju
substancji, w ktorych bratem czynny udziat jako promotor pomocniczy i ekspert w zakresie
enzymologii, analizowano wptyw nowego rodzaju CJ opartych na naturalnych aminokwasach

jako anionu i tetraetyloaminy jako kationu. Otrzymane ciecze jonowe w wiekszosci
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charakteryzowaty sie wysokim potencjatem do inhibicji aktywnosci stosowanych w wielu
gateziach przemystu proteaz, takich jak papaina, bromelanina i subtylizyna. Efekt ten byt
zalezny od rodzaju aminokwasu uzytego do syntezy CJ jak i wiasciwosci katalitycznych
analizowanych enzyméw [P3]. W kolejnych badaniach, wykazano natomiast mozliwos¢
wzmacnia aktywnosci B-galaktozydazy wykorzystujac DES jako ko-rozpuszczalniki [P8, P17].
Enzym ten zyskat szczegdlne znaczenie w przetworstwie produktdéw mlecznych o niskiej
zawartosci  laktozy, jaki produkcji galaktooligosacharydow (GOS) o witasciwosciach
prebiotycznych, obecnie istotnego sktadnika humanizowanego mleka zastepczego dla
noworodkow i niemowlat. W zaleznosci od rodzaju anionu zastosowanego do syntezy DES,
obserwowany ich wptyw na aktywnos¢ enzymu byt rozny, poczawszy od silnej inhibigji lub tez
kilkukrotnego wzrostu aktywnosci. W przypadku B-galaktozydazy wykazano, ze octan choliny
jako anion organiczny nie ma istotnego wptywu na aktywnos¢ enzymu, natomiast DES na bazie
chlorku choliny moga niemal trzykrotnie zwieksza¢ aktywnos¢ enzymu. Oprocz krétko
tancuchowych kwasow karboksylowych, jako potencjalny sktadnik DES, analizowany byt ester
kwasu lewulinowego i choliny. W przypadku zastosowania jako ko-rozpuszczalnika DES
sktadajace sie z lewulinianu choliny: glikolu etylenowego, stwierdzono réwniez ponad
trzykrotnie wyzsza wydajnosc hydrolizy laktozy przez -galaktozydaze. W rozwinieciu badan
nad mozliwoscig zastosowania DES w biokatalizie opracowano szereg mieszanin o niskiej
temperaturze przejscia na bazie czwartorzedowej soli amoniowej mleczanu choliny i testowano
je jako media dla reakgji trans-estryfikacji katalizowanej przez lipaze B z Candida antarctica
(CALB). Najlepsze wyniki uzyskano dla Ch[Lac]:Gly:EthGly, ktéra nie wptywata istotnie na
stabilnos¢ enzymu, pozwalajac na prowadzenie modelowej reakgji transestryfikcji propinonianu

propylu i 1-butanolu z 98% wydajnoscia przy wysokiej czystosci otrzymywanych estrow [P6].
Podsumowujac:

Wynikiem przeprowadzonych badan byto opracowanie szeregu cieczy jonowych i
cieczy gteboko eutektycznych o wysokim potencjale aplikacyjnym w procesach
biotechnologicznych, jako ko-rozpuszczalniki lub media dajace mozliwos¢ regulacji

efektywnosci biokatalizatoréw.
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6.1.5. Badania nad wplywem czynnikéw srodowiskowych i zywieniowych na homeostaze

redoks organizmow zwierzat wolnozyjacych i gospodarskich.

W kolejnym obszarze badawczym bedacym obiektem moich zainteresowan,
zwiaszcza w poczatkowym okresie rozwoju kariery naukowej po uzyskaniu stopnia doktora,
byly zagadnienia zwigzane z wptywem uwarunkowan srodowiskowych na sprawnosc
wybranych szlakéw metabolicznych odpowiedzialnych za adaptacje zwierzat wolnozyjacych
i gospodarskich do srodowiska bytowania. W moich badaniach dotyczacych tego zagadnienia
koncentrowatem sie na analizie oddziatywania réznego rodzaju czynnikéw biotycznych
i abiotycznych na aktywno$¢ enzymdw wchodzacych w sktad wewnatrzkomorkowego systemu
antyoksydacyjnego, ktérego komponenty sa wiarygodnymi markerem biochemicznymi
pozwalajagcymi na ocene stanu Srodowiska i jego wptywu na dobrostan zwierzat, a w dalszej
perspektywie takze cztowieka. W publikacjach [P31, P32] wykazatem, ze w zaleznosci od
srodowiska bytowania ryb z gatunku Tinca tinca; Silurus glanis; Acipenser ruthenus i przede
wszystkim stopnia antropopresji oraz zwigzanego z tym obcigzenia ekosysteméw wodnych
roznego rodzaju zanieczyszczeniami, gtownie zwigzanymi z wielkoskalowa produkcja
przemystowa czy wytwarzaniem energii, aktywnos$¢ enzyméw antyoksydacyjnych moze
odzwierciedla¢ wptyw tych czynnikdw na ryby wolnozyjace jak i utrzymywane w roznych
systemach hodowlanych. Przeprowadzone badania potwierdzity hipoteze zaktadajaca
zréznicowang odpowiedz elementow systemu antyoksydacyjnego odpowiedzialnych
za utrzymywanie homeostazy redoks w osoczu krwi analizowanych gatunkéw ryb na
identyczne warunki chowu, a takze zblizony sktad paszy. Ponadto, w kontekscie
aplikacyjnosci przeprowadzonych badan, wskazano jednoznacznie na koniecznos¢
optymalizacji sktadu paszy wynikajaca z roznych wymagan pokarmowych badanych
gatunkow ryb.

Wptyw uwarunkowan srodowiskowych na status antyoksydacyjny tkanek i narzadéw
zwierzat analizowatem rowniez w przypadku zwierzat dziko zyjacych. W badaniach tych
koncentrowatem sie gtéwnie na tkance watrobowej dzika (Sus scrofa), jelenia europejskiego
(Cervus elaphus) i zajaca szaraka (Lepus europaeus L), ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
pierwiastka $ladowego selenu. W odroznieniu od zwierzat gospodarskich, ktore maja

zapewniong zoptymalizowanga pasze, adekwatnie do systemu chowu i dalszego przeznaczenia
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pozyskiwanego surowca, zwierzeta wolno zyjace narazone sg na niedobory kluczowych dla
metabolizmu pierwiastkow sladowych [P34]. Pierwiastki te sg czesto koenzymami, enzyméw
bedacych kluczowymi elementami wielu szlakbw metabolicznych, w tym odpowiedzialnych za
utrzymywanie rownowagi redoks. Zréznicowanie potencjatu siedlisk w kontekscie dostepnosci
niektorych pierwiastkéw Sladowych, w tym selenu, zostata potwierdzona posrednio
w badaniach majacych na celu sprawdzenie zawartosci Se w tkankach roslin z réznych regionéw
Polski, Litwy i Ukrainy, a takze powigzanego z tym czynnikiem potencjatu antyoksydacyjnego
[P44, P45]. W watrobach zajecy w sezonie zimowym stwierdzitem istotnie wyzszg zawartos¢
selenu w poréwnaniu do sezonu wiosennego. Poziomy te byty znaczaco nizsze od wczesniej
podawanych i uwazanych za s$wiadczace o niedoborze tego pierwiastka $ladowego
w organizmie zajagcowatych. Nie przetozyto sie to jednak istotnie na aktywnos¢ seleno-zaleznej
peroksydazy glutationowej (SeGSHPx). Dodatkowo, nie odnotowatem istotnych roznic
w zawartosci poszczegdlnych kwaséw ttuszczowych czy tez ich frakcji w tkance watrobowej.
Natomiast stwierdzitem istotne réznice w korelacjach miedzy aktywnoscig analizowanych
enzyméw antyoksydacyjnych a poszczegdlnymi kwasami ttuszczowymi i ich frakcjami
w zaleznosci od pory roku. Rdznice te zapewne miaty Scisty zwigzek z wyzszym zr6znicowaniem
sktadu diety zwierzat wolno zyjacych w okresie wiosennym, ktéra w tym czasie zawiera
zwiekszong ilos¢ substancji o charakterze antyoksydacyjnym niz w sezonie zimowym [P35].
W przypadku jeleni, pomimo stwierdzenia niskiego stezenia selenu w watrobie zwtaszcza
w okresie letnim, rowniez nie odnotowatem bezposredniego wptywu tego czynnika na
aktywnos¢ SeGSHPx [P39]. W watrobach analizowanych dzikéw niezaleznie od por roku
rowniez, jak u poprzednich analizowanych gatunkow, byt daleki od optymalnego przy czym
najwyzszg jego akumulacje stwierdzono wiosng, a najnizszg w okresie zimy [P36] [28].
W odroznieniu od analizowanych watrob zajecy i jeleni miato to rowniez odzwierciedlenie
w aktywnosci SeGSHPx, ktora byta najwyzsza w sezonie wiosennym a najnizsza zima.
W przypadku bydfa mlecznego okresowe zrdznicowanie w zapotrzebowaniu na Se zwigzane ze
specyfikag metaboliczng cyklu laktacyjnego, ma réwniez odzwierciedlenie w zawartosci tego
pierwiastka w surowicy krwi zwierzat i aktywnosci seleno-zaleznych enzymow, takich jak
SeGSHPx [P38]. Wyniki tych badan wskazaty na istotne znaczenie odpowiedniej suplementacji
Se w zaleznosci od cyklu laktacyjnego u kréw mlecznych. Ponadto, w pracy [P37] wykazano
rowniez istotne znaczenie obecnosci niektorych ksenobiotykéw, jak np. polichlorowane

bifenyle (PCB) i ich pochodne, ktorych obecnos¢ w srodowisku byta istotnie skorelowana
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z poziomem aktywnosci transferazy glutationowej (GST). Zmieniajgce sie warunki, takie jak
dostepnos¢ bogatego w substancje odzywcze pozywienia a przede wszystkim wyzsze
zapotrzebowanie energetyczne niezbedne do utrzymywania wtasciwej temperatury ciata, nasila
tempo niektorych przemian metabolicznych, a takze wzrost stezenia rdéznego rodzaju
substancji wolnorodnikowych, w tym reaktywnych form tlenu. Bioragc pod uwage, ze niskie
stezenie Se moze wptywac na wydajnos¢ systemu obrony antyoksydacyjnej, brak wyraznych
roznic Swiadczy o wysokiej zdolnosci adaptacyjnej zwierzat wolno zyjacych, bytujacych
w srodowisku o niskiej dostepnosci istotnych dla metabolizmu pierwiastkow $ladowych.
W obszarze badan nad wptywem dostepnosci zwiazkow odzywczych w pozywieniu, bratem
rowniez udziat w badaniach nad wptywem sktadu diety na zawarto$¢ Se w tkance mdzgowej,
osoczu krwi i jadrach szczurdow, ktérych dieta oparta byta o sacharoze w potaczeniu
z suplementacjg witaminami: B1, B2, B6 i niacyng, w wartosciach optymalnych
i ponadnormatywnych [P47, P48]. Sktad podawanej zwierzetom paszy, miat z zatozenia
symulowa¢ model wspodtczesnej diety zachodniej, o ograniczonej zawartosci substancji
odzywczych, czesto suplementowanej witaminami i mikroelementami. Przeprowadzone
badania wskazaty, ze ponadnormatywna suplementacja niektérymi witaminami moze
negatywnie wptywac na stezenie Se w osoczu krwi szczurow jednak nie ma wiekszego
znaczenia na jego zawartos¢ w jadrach. W odpowiedzi na zwiekszong podaz analizowanych
witamin odnotowano zwiekszony poziom enzymow antyoksydacyjnych (SeGSHPx i GST).
Wzrost aktywnosci tych enzymoéw odnotowano rowniez w tkance mozgowej. Jednakze nie
stwierdzono, istotnych zmian statusu antyoksydacyjnego. Wyniki przeprowadzonych badan
wykazaty, ze nadmierna suplementacja witaminami z grupy B i niacyny w diecie bogatej
w sacharoze, moze prowadzi¢ do zwiekszenia aktywnosci komérkowej obrony
antyoksydacyjnej modzgu i jadrach zwierzat. Jednakze w szerszym kontekscie, rowniez
odnoszacym sie do aktualnych trendéw zywieniowych spoteczenstw wysoko rozwinietych,
wyniki te wskazuja na wysokie znacznie wiasciwej suplementacji witaminami, ktéra
w nadmiarze moze zaburza¢ przyswajanie niektorych pierwiastkédw sladowych, takich jak Se
i prowadzi¢ do zaburzenia homeostazy redoks. Zagadnienie dotyczace wptywu czynnikow
zewnetrznych na homeostaze redoks watroby analizowane byto przeze mnie rowniez
u przepiorek japonskich (Coturnix japonica), gdzie badatem wptyw dodatku do paszy suszu
ziotowego tymianku, rozmarynu i szatwii (1% w/w) w potaczeniu z siemieniem Inianym

(4% w/w) [P40]. Wprowadzenie wymienionych dodatkéw, miato na celu polepszenie statusu
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antyoksydacyjnego paszy i korzystnie wptywaé na system antyoksydacyjny w analizowanym
narzadzie, koncowo przektadajac sie na polepszanie dobrostanu zwierzat oraz ich cech
uzytkowych. W poréwnaniu do zwierzat skarmianych pasza bez dodatkéw, stwierdzitem
znaczace zwiekszanie statusu antyoksydacyjnego, tylko w watrobach samcéw skarmianych
pasza z dodatkiem samego siemienia Inianego. Ponadto, dodanie suszu tymianku wzmacniato
ten efekt, czego nie stwierdzitem w przypadku dodatku rozmarynu i szatwii. W kolejnych
badaniach zwigzanych z wptywem zywienia na wartosci uzytkowe zwierzat hodowlanych,
bratem udziat w analizie wptywu kombinacji dodatkéw do pasz, takich jak witamina C, ekstrakt
czosnkowy o wysokiej zawartosci allicyny (10%) w potaczeniu z preparatami pro-biotycznymi
na wartosci odzywcze wieprzowiny. Dodatki witaminowe i ekstrakty roslinne miaty na celu
zwiekszenie/polepszenie statusu antyoksydacyjnego bazowej paszy. Natomiast dodatek pro-
biotycznych hodowli bakterii i drozdzy w zatozeniu powinien korzystnie wptywac¢ na mikroflore
jelitowa pozwalajac réwniez na ograniczanie koniecznosci stosowania antybiotykow,
a koncowo na profil kwaséw ttuszczowych miesa. W wyniku zastosowania kompleksowej
suplementacji, w otrzymywanym miesie, stwierdzono podwyzszong zawartos¢ kwasu
trikozanowego, heptadekanoidowego, eikozanowego i eikozatrienowego. Ponadto, stosunek
kwaséw C18:2 n-6/C18:3 n-3 byt istotnie wyzszy. Otrzymany surowiec charakteryzowat sie

zatem lepszymi wartosciami odzywczymi, co korzystnie wptywa na zdrowie konsumenta [P41].
Podsumowujac:

Wyniki opisanych badan potwierdzily istotny wplyw uwarunkowan
srodowiskowych na analizowane komponenty uktfadu obrony antyoksydacyjnej tkanek
zwierzat. Ponadto, badania te wykazaly uzytecznos¢ analizy wybranych elementow
obrony antyoksydacyjnej jako wiarygodnych markeréw biochemicznych pozwalajacych
na ocene stanu Srodowiska i jego wplywu na dobrostan zwierzat, a w dalszej

perspektywie takze cztowieka.

6.2.1. Dziatalnos¢ dydaktyczna.

Od poczatku pracy na stanowisku adiunkta prowadze zajecia dydaktyczne jako
nauczyciel akademicki na podstawie opracowanych samodzielnie programoéw kursow z zakresu
chemii, biochemii, enzymologii, jak: Inzynieria enzymowa, Inzynieria biatek,

Zastosowanie enzyméw w przemysle spozywczym, Enzymologia praktyczna, a takze
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innych specjalistycznych przedmiotow powigzanych z enzymami i szeroko pojeta
biotechnologiag dla studentéw kierunkéw biotechnologia, biologia, bioinformatyka
nanobioinzynieria. Oprécz wymienionych wyzej kursdéw, opracowatem réwniez tresci
programowe i materiaty dydaktyczne do prowadzenia kursow w jezyku angielskim dla
studentow w ramach programu Erasmus+ oraz POWER jak; Industrial enzymology,
Molecular modeling of enzymes.

W ramach wspotpracy z centrum doskonalenia zawodowego C&Q Bildungszentrum
Haberhauffe GmBH, w Berlinie, przeprowadzitem warsztaty w jezyku angielskim z zakresu
wybranych metod bioinformatycznych w analizie struktury i funkcji biatek, a takze
przygotowatem dedykowane materiaty do szkolen e-learningowych. Jestem rowniez
wspotautorem  skryptu  w  zakresu wspdtczesnych metod Inzynierii enzymowej
i Nanobioinzynierii [M2].

W latach 2011-2015, petnitem takze funkcje opiekuna roku, kierunku biologia
i bioinformatyka. W latach 2017-2019, bratem udziat w pracach Wydziatowej komisji
programowej dla kierunku biotechnologia aktywnie uczestniczagc w dostosowaniu programu
nauczania.

Do dnia sktadania wniosku, bytem promotorem 11 prac inzynierskich i 11 magisterskich
a takze promotorem pomocniczym w 5 przewodach doktorskich otwartych na macierzystej
Uczelni, a takze poza nig na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Zakres przewodow doktorskich, w ktérych petnitem funkcje promotora
pomocniczego obejmowat analize wptywu wirujagcego pola magnetycznego na aktywnosé
wybranych oksydoreduktaz w formie rozpuszczalnej i immobilizowanej, modyfikacje celulozy
bakteryjnej biatkami enzymatycznymi pochodzenia mikrobiologicznego i bakteriofagowego o
aktywnosci antybiofilmowej, analize wptywu cieczy eutektycznych na aktywnos¢ niektorych
lipaz i hydrolaz glikozydowych oraz zastosowania aminokwasowych cieczy jonowych jako
medium w katalizie enzymatycznej i procesie modyfikacji celulozy bakteryjnej. Jako promotor
pomocniczy bratem udziat w ustalaniu koncepcji i zakresu badan, sprawowatem kontrole nad
poprawnoscia i zasadnoscig wykonywanych analiz wtasciwosci badanych enzymow, procesu
przygotowywania nosnikow (modyfikacji celulozy bakteryjnej itp.), poprawna interpretacja
otrzymywanych wynikéw, nadzorowaniem przygotowania publikacji. Wymiernym efektem

sprawowanej przeze mnie funkcji promotora pomocniczego sa liczne publikacje doktorantéw
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w czasopismach z indeksowanych w bazie danych JCR, w ktérych w wiekszosci jestem
autorem korespondencyjnym [P1, P2, P3, P6, P7, P8, P15, P16, P17, P18, P21, P22].

W swojej pracy dydaktycznej miatem mozliwos¢ zaplanowania i nadzorowania
dtugoterminowego (01-06. 2011) stazu naukowo-badawczego doktorantki z Wydziatu
Rolniczego Uniwersytetu w Bagdadzie, Irak, w zakresie optymalizacji procesu produkgji,
oczyszczania, a takze charakterystyki enzyméw pektynolitycznych wytwarzanych przez grzyby
z rodzaju Aspergillus. Wyniki uzyskane podczas stazu stanowity istotng czes¢ obronionej przez
stazystke pracy doktorskie;j.

Petnitem réwniez funkcje opiekuna naukowego (08.2022 - 02.2023) w projekcie
stypendialnym ,,Szkota Ortéw” ZUT dla wybitnie uzdolnionych studentéw, realizowanym
w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwéj, wspotfinansowanego
ze Srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Nadzorowatem réwniez dtugoterminowe staze naukowo-badawcze 8 studentdéw
zagranicznych (Brazylia, Chiny, Indie, Japonia, Portugalia, Serbia) w ramach programu IAESTE
(The International Association for the Exchange of Students for Technical Experience) a takze 2
studentow i doktorantow w ramach programu Erasmus+ (Turcja, Czechy).

Od poczatku swojej pracy na stanowisku adiunkta, jestem réwniez opiekunem
zatozonego z mojej inicjatywy w latach studenckich, utytutowanego Studenckiego Kota
Naukowego Enzymologéw, ktérego czionkowie biorgc udziat w  krajowych
i miedzynarodowych konferencjach naukowych zdobyli wiele nagréd gtownych i wyrdznien

wskazujacych na wysoki poziom i nowatorstwo prowadzonych przez nich badan.

6.3. Popularyzowanie nauki.

W ramach upowszechniania nauki wygtositem kilka autorskich wyktadéw
popularnonaukowych oraz przeprowadzitem szereg zaje¢ pokazowych i warsztatow dla
uczniéow szkét ponadgimnazjalnych (Licealista w Swiecie Nauki), z zakresu biotechnologii,
enzymologii stosowanej, inzynierii materiatowej i enzymowej, majace na celu przyblizyc¢
znaczenie enzymow i biopolimeréow w procesach biologicznych i dla wspotczesnego $wiata

(zatacznik 4. 7.3).
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6.4. Dziatalnos¢ organizacyjna.

1.

W latach 2010-2015, petnitem funkcje petnomocnika Dziekana Wydziatu Biotechnologii
i Hodowli Zwierzat, ZUT w Szczecinie ds. Funduszy Europejskich.

W latach 2015-2017 bytem cztonkiem Rady Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,
ZUT w Szczecinie a takze Rady dyscypliny Zootechnika i Rybactwo w latach 2019-2020.
W roku 2023 zostatem wybrany do Rady Dyscypliny Inzynieria Materiatowa, ZUT
w Szczecinie.

W latach 2017-2022 uczestniczytem w pracach Wydziatowej komisji ds. oceny nauczycieli
akademickich.

W roku 2010 bytem cztonkiem komitetu organizacyjnego ogodlnopolskiej konferencji
,Nauki Przyrodnicze we Wspotczesnym Swiecie”, organizowanej przez Wydziat
Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, gdzie odpowiadatem za organizacje i nadzorowanie
przebiegu Sesji Mtodych Naukowcow.

W roku 2015 bytem cztonkiem komitetu organizacyjnego ogélnopolskiej konferencji
.The contribution of the natural sciences to the development of politics of sustainable
development of agriculture” The 60thanniversary of Faculty of Biotechnology and Animal
Husbandry international scientific conference, Szczecin, Polska, gdzie bratem udziat w
pracach komitetu naukowego konferencji w zakresie oceny merytorycznej nadsytanych
zgtoszen konferencyjnych.

W roku 2017 zostatem réwniez zaproszony do uczestnictwa w komitecie naukowym
miedzynarodowej konferencji “The 4th Workshop on Microbiology in Health Care and
Environmental Protection MIKROBIOT 2017" w todzi. Jako cztonek komitetu naukowego

bratem udziat w pracach komisji konkursowej podczas sesji posterowe;.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej

7.1. Wspotpraca z otoczeniem biznesowym.

Od roku 2014 wspétpracuje z firmag BBH Biotech Sp. z o. o, ktéra zajmuje sie

opracowywaniem i wdrazaniem rozwigzan biotechnologicznych dla réznego rodzaju gatezi
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przemystu. W ramach wspdtpracy z BBH Biotech Sp. Z.0.0, zajmowatem sie doradztwem, a takze
uczestniczytem w projektach, jako ekspert w zakresie analiz i stosowania enzymdw w procesach
przemystowych. Podjatem rowniez wspdtprace z siecig laboratoriow badawczych J.S. Hamilton
Polska Sp. z o. o, w zakresie doradztwa, a takze wykonywania analiz aktywnosci réznego

rodzaju enzymdw o zaznaczeniu przemystowym.
7.2. Szkolenia i kursy.

Niezbedne umiejetnosci do mojej pracy naukowej jak i dydaktycznej poszerzatem
aktywnie podczas szkolen i warsztatow odbywajacych sie zarbwno w macierzystej Uczelni, jak
i poza nig. Podczas szkolen zdobytem umiejetnosci pozwalajace na efektywna prace systemami
FPLC do oczyszczania i analiz biatek enzymatycznych, réznego rodzaju systemami do
elektroforezy biatek enzymatycznych. Uczestniczytem réwniez w szkoleniach z zakresu technik
spektroskopii FTIR (fourierowska w podczerwieni) i Ramana, a takze wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z spektrometrem masowym, czy tez cytometrii

przeptywowej (zatacznik 4, 11.2).
7.3. Wyroéznienia i nagrody.

W roku 2020 zostatem laureatem konkursu ,,Zachodniopomorskich Nobli”, za prace
nad nosnikami na bazie celulozy bakteryjnej do immobilizacji mikroorganizmow
i biokatalizatorow. Wyrdznienie jest przyznawane przez kapitute Zachodniopomorskiego
Klub Liderow Nauki we wspotpracy z Urzedem Marszatkowskim Wojewodztwa
Zachodniopomorskiego, Urzedem Miasta Szczecin i Zachodniopomorskim Urzedem
Wojewddzkim. Moja aktywnos¢ naukowa zostata rowniez doceniona przez wiadze Uczelni

czego wyrazem byto przyznanie nagrod za aktywnos¢ naukowa;

1. Nagroda | stopnia J.M Rektora ZUT w Szczecinie, w 2020r.
Nagroda Il stopnia J.M Rektora ZUT w Szczecinie, w 2021r.
Nagroda Il stopnia J.M Rektora ZUT w Szczecinie, w 2019r.

d W Db

Nagroda Il stopnia J.M Rektora ZUT w Szczecinie, w 2018 r.
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7.4. Dorobek naukowy w liczbach - podsumowanie.

Na dzien sktadania wniosku méj dorobek naukowy obejmuje facznie 56 oryginalnych
prac tworczych opublikowanych w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR),
wspotautorstwo 2 monografii naukowych oraz 12 przyznanych patentéw krajowych
i 2 zgtoszen patentowych. Od poczatku swojej kariery naukowej uczestniczytem w realizacji
6 projektow badawczych i badawczo-wdrozeniowych (zatacznik 4, 9). W projekcie badawczym
Miniatura Il jako kierownik, realizowatem badania, ktére dotyczyty wptywu wirujacego pola
magnetycznego na procesy transportowe biatek enzymatycznych w membranach
celulozowych pochodzenia bakteryjnego. W kolejnym z projektow w ramach programu OPUS
(NCN) dotyczacym wptywu cieczy eutektycznych na mikroorganizmy i enzymy bytem
gtownym ekspertem w zakresie analiz enzymatycznych. W kolejnych projektach, m.in: OPUS
(NCN), LIDER 5 (NCBiR) dotyczacych wptywu pola magnetycznego na procesy fermentacyjne
w hodowlach K. xylinus a takze antybiotykoopornos$¢ bakterii, petnitem role wykonawcy,
a takze eksperta z zakresu enzymologii i inzynierii materiatowej w zakresie materiatow opartych
na celulozie bakteryjnej. Uczestniczytem tez w 2 projektach badawczo-rozwojowych
w ramach Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewodztwa Zachodniopomorskiego,
w ktorych petnitem role wykonawcy, a takze eksperta z zakresu enzymologii i inzynierii
materiatowej dotyczacej materiatdw opartych na celulozie bakteryjnej. Efektem tych projektéw
jest opracowanie wysokowydajnych materiatow filtracyjnych na bazie celulozy bakteryjnej.
Wyniki prowadzonych przeze mnie badan, a takze osiggniecia zespotéw badawczych, z ktorymi
wspotpracuje, byly przedstawione na wielu konferencjach krajowych i miedzynarodowych,

w formie wystgpien ustnych i plakatow naukowych (zatacznik 4, 7).

Na dzien 26.09.2023, sumaryczny Impact Factor publikacji naukowych, ktérych
jestem wspotautorem (zgodny z rokiem opublikowania Journal Citation Reports) wynosi
207,63. taczna suma punktéw wedtug listy czasopism MEiIN do roku 2019 wynosi 930,
po 2019 roku 2210 (sumarycznie 3140). Publikacje naukowe, ktérych jestem
wspotautorem byly cytowane 527 razy (bez wiasnych autocytowan, Web of Science),
a moj aktualny indeks Hirsha wynosi 14 (bez wiasnych autocytowan). W 8 pracach jestem
pierwszym autorem, w 20 autorem korespondencyjnym. Zestawienie dorobku naukowego

przed zdobyciem stopnia doktora i po przedstawione zostato w tabeli 1.
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Tabela 1. Zestawianie dorobku naukowego przed i po uzyskaniu stopnia doktora.

Dorobek naukowy Przed uzyskaniem Po uzyskaniu stopnia
stopnia doktora doktora
Oryginalne prace tworcze
opublikowane w czasopismach 0 56°>
z listy JCR
Oryginalne prace tworcze
opublikowane w czasopismach 2 0
z poza listy JCR
Sun'iaryczny . IF z?odnle z 0 207,63
rokiem opublikowania
Punkty MEiIN 30 (dO 01. 2010) 930 (do 07.2019) 2210 (2022)
Monografie lub rozdzialy w 1 2
monografiach
Czynne uczestnictwo w
konferencjach naukowych
- krajowych 3 7
- miedzynarodowych 1 8
- zagraniczne on-line 2
Komunikaty naukowe
prezentowane w  formie
posterow na konferencjach
- krajowych 1 30
- miedzynarodowych 1 15
Przyznane patenty krajowe 0 12
Zgtoszenia patentowe 0 2
Realizacja projektow
badawczych
- kierowanie projektami
: 0 1
badawczymi
- wykonawstwo w projektach 0 3
badawczych NCN
- wykonawstwo w projektach
0 2
B+R
Recenzje artykutow 0 110
naukowych

a-llos¢ prac jako pierwszy autor - 8
b-llos¢ prac jako autor do korespondenc;ji - 20

c-llos¢ prac jako ostatni autor - 8
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