PODPIS ZAUFANY

TOMASZ
Politechnika Y.0dzka BORUTA

03.03.2023 13:27:46 [GMT+1]
Dokument podpisany elektronicznie
podpisem zaufanym

Wydzial Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowisk
ul. Wélczanska 213, 93-005 L6dz
tel. 42 631 3700, fax. 42 636 5663

dr inz. Tomasz Boruta

Zalacznik 3

Autoreferat

1.6dz 2023



Autoreferat

1. Imig¢ i nazwisko: Tomasz Boruta

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

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2016 Doktor nauk technicznych w dyscyplinie inZynieria chemiczna

Politechnika t.6dzka

Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska

Tytul rozprawy: "Metabolizm wtorny Aspergillus terreus: indukcja biosyntezy metabolitow,

analiza bioinformatyczna oraz modelowanie w skali genomu

2009 Magister inzynier biotechnologii
Politechnika L.odzka

Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci / Centrum Ksztatcenia Miedzynarodowego

2009 Master of Science, Biotechnology
Technical University of Denmark

Department of Systems Biology

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

2018 — nadal Adiunkt w grupie pracownikéw badawczo-dydaktycznych, Katedra
Inzynierii Bioprocesowej, Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska, Politechnika £.6dzka

2016 — 2018 Asystent, Katedra Inzynierii Bioprocesowej, Wydzial Inzynierii
Procesowej i Ochrony Srodowiska, Politechnika £.6dzka

04.2010 - 08.2010  Biotechnolog Laboratorium Badawczego, Finepharm S.A., Jelenia Gora

01.2010 - 04.2010  Asystent Dyrektora ds. Produkcji, Finepharm S.A., Jelenia Goéra

4. Omowienie osiagni¢¢, 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 pdzn. zm.).

1/30



Wprowadzenie

Grzyby strzgpkowe 1 promieniowce stanowig bogate zrodlo metabolitow wtérnych
0 znaczeniu biotechnologicznym, m.in. antybiotykow, pigmentdéw i substancji wykazujacych
dziatanie immunosupresyjne (Seca et al., 2019). Biosynteza tych czasteczek nie jest
bezposrednio zwigzana ze wzrostem i gospodarkg energetyczng komoérki. Obecnie uwaza sie, ze
rola metabolitow wtérnych zwigzana jest przede wszystkim z uzyskaniem przewagi nad
konkurentami w danym $rodowisku, a zatem posiada istotne znaczenie ekologiczne.
Przyktadowo, wytwarzanie antybiotykdw moze by¢ postrzegane jako produkcja ,,broni
chemicznej”, natomiast biosynteza pigmentow jako sposob uzyskania ochrony przed
promieniowaniem. Wigkszo$¢ odkrytych metabolitow nie jest jednak scharakteryzowana pod
katem ich funkcji, co stanowi niemate wyzwanie dla nauk biologicznych (Demain i Fang, 2000).
W kontekscie biotechnologii przemystowej szczegolnie istotne jest izolowanie ze zrodet
naturalnych nowych metabolitéw wtornych wykazujacych dziatanie lecznicze (Carratore et al.,
2022). Opornos¢ bakterii wzglgdem dostgpnych antybiotykow budzi uzasadniony niepokoj
I motywuje chemikéw do poszukiwania zwigzkéw wiodacych, ktore moglyby stanowic
podstawe do opracowania skutecznych lekéw o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym. Chociaz
od odkrycia penicyliny przez Alexandra Fleminga min¢to juz prawie 100 lat, mikroorganizmy
wcigz postrzegane s3 jako bogate 1 w znacznym stopniu niezbadane zZrddlo antybiotykéw
i innych cennych substancji stanowigcych przedmiot zainteresowania przemystu
farmaceutycznego (Peng et al., 2021). Co wigcej, biosynteza mikrobiologiczna stanowi
alternatywe wobec chemicznych metod generowania nowych struktur chemicznych, np. syntezy
kombinatorycznej.

Aktywacja produkcji okreslonego metabolitu wtornego wymaga odpowiednich bodzcow,
czyli sygnatéw o charakterze chemicznym lub fizycznym, ktéore w toku ewolucji zostaty
powigzane z produkcja danej czasteczki. Zapewnienie tych bodzcéw w warunkach
laboratoryjnych nie zawsze jest mozliwe. Udowodniono wielokrotnie, ze standardowe
procedury hodowli mikroorganizméw nie prowadza do indukowania biosyntezy kompletnego
zestawu metabolitow wtoérnych znajdujacych sie w ,katalogu biosyntetycznym” badanego
drobnoustroju (Ren et al., 2017). Oznacza to, ze konwencjonalne metody mikrobiologiczne nie
pozwalaja na pelne zrozumienie i wykorzystanie olbrzymiego potencjatu ukrytego w genomach
mikroorganizméw. W celu zapewnienia odpowiednich sygnatow pobudzajacych drobnoustroje
do produkcji nieznanych dotad metabolitow wtornych konieczne jest nowatorskie podejscie do
kwestii hodowli mikroorganizméw. Jedng z najbardziej obiecujacych strategii jest stosowanie
kokultury, rozumianej jako celowe konfrontowanie r6znych gatunkéw w ramach jednej hodowli

(Bertrand et al., 2014). Takie postgpowanie jest uzasadnione, gdyz w srodowisku naturalnym
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mikroorganizmy nie zyja zwykle w odosobnieniu (w monokulturze), ale wchodzg w rdznego
rodzaje interakcje z innymi gatunkami i dostosowuja swoja maszyneri¢ metaboliczng pod tym
wlasnie katem, tzn. produkuja bioaktywne czasteczki w ilosciach zapewniajacych wywotanie
pozadanej reakcji w obrgbie ekosystemu (Netzker et al., 2015). Najnowsze badania wskazuja, ze
zdolnosci  metaboliczne mikroorganizméw ewoluuja w  odpowiedzi na interakcje
miedzygatunkowe zachodzace w $rodowisku (McClure et al., 2022). Prowadzenie hodowli
w warunkach kokultury pozwala na laboratoryjne odwzorowanie istniejacych w $rodowisku
oddzialywan i wprowadzenie badan nad metabolizmem wtéornym na poziom ekosystemowy.
Badanie efektow interakcji drobnoustrojow znajduje si¢ w centrum zainteresowania coraz
liczniejszej grupy badaczy, a metabolizm wtdrny jest szczegolnie interesujacym aspektem tego
typu prac (Molloy i Hertweck, 2017). Potencjal zwigzany z mikrobiologiczng ,praca
zespolowa”, tak czgsto obserwowang w S$rodowisku naturalnym i uksztalttowana w toku
ewolucji, wcigz pozostaje nieodkryty. W tym kontekscie szczegdlnie istotne jest prowadzenie
badan podstawowych pod katem scharakteryzowania przebiegu hodowli mikroorganizméow
W kokulturach oraz opisania efektow tego typu proceséw w sposob nie tylko jakosciowy, ale
réwniez ilosciowy. Nalezy podkresli¢, ze grzyby strzgpkowe oraz promieniowce hodowane
w warunkach kokultury moga prowadzi¢ biosynteze metabolitow, ktorych obecnosci nie
stwierdza si¢ w przypadku monokultur. Przyktadem jest praca dotyczaca Aspergillus fumigatus
i Streptomyces peucetius, z ktorg wigze si¢ odkrycie fumiformamidu (Zuck et al., 2011).
Kokultura A. fumigatus i Streptomyces rapamycinicus doprowadzita z kolei do wzbudzenia
biosyntezy metabolitow z grupy fumicyklin (Konig et al., 2013). W jednej z najnowszych prac
tego typu, Ninomiya et al. (2022) opisali kokultur¢ grzybow strzgpkowych A. fumigatus
i Aspergillus nidulans, ktorej efektem byta indukcja biosyntezy metabolitow eterowych
0 dziataniu przeciwbakteryjnym. Wykazano, ze interakcje miedzy mikroorganizmami mogg
prowadzi¢ do znacznych zmian natury ilo$ciowe] poprzez hamowanie lub pobudzanie
biosyntezy metabolitow. Przykladowo, Verheecke et al. (2015) zaobserwowali, ze produkcja
aflatoksyn u Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus jest wyraznie hamowana w obecnosci

bakterii z rodzaju Streptomyces.

Uzasadnienie podjecia badan

Gdy zainteresowalem si¢ tematem kokultur mikroorganizméw strzepkowych
I przeprowadzitem wstepng analizg literatury w 2018 roku doszedtem do wniosku, Zze prace
eksperymentalne dotyczace kokultur prowadzonych pod katem indukcji biosyntezy metabolitow
wtornych skupiaty si¢ najczesciej na identyfikacji i strukturalnej charakterystyce odkrytych

W ten sposob czasteczek. Aspekty bioprocesowe hodowli zakonczonych odkryciem nowych
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metabolitow, np. sktady pozywek i warunki prowadzenia procesu, nie byly w tych pracach
poddawane analizom i nie podlegaly dyskusji, a temat opracowania sposobu hodowli byt
najczgsciej traktowany jedynie jako element prac wstepnych. Bylo to dos$¢ zaskakujace,
poniewaz w konteks$cie opracowania hodowli mikrobiologicznej perspektywa bioprocesowa ma
znaczenie wrecz fundamentalne 1 dotyczy to zaréwno monokultur, jak 1 kokultur. W niektorych
pracach mozna byto znalez¢ odniesienia do sposobu inicjacji kokultury, ktory pozwala unikng¢
wyeliminowania gatunku odpowiedzialnego za produkcj¢ danego metabolitu przez drugi,
szybciej rosnacy i bardziej ,,agresywny” mikroorganizm (Carlson et al., 2015; Ezaki et al., 1992;
Luti i Mavituna 2011; Mavituna et al., 2016, Shin et al., 2018). Nie odnalaztem jednak
artykutow dotyczacych wplywu sktadu podtoza i warunkow prowadzenia hodowli na produkcje
metabolitow wtornych w kokulturach mikroorganizmoéow strzgpkowych. Dalsza motywacje do
podjecia badan w tym kierunku stanowit fakt, ze w opublikowanych wcze$niej pracach
koncentrowano si¢ zwykle na tych czasteczkach, ktore zostaly witasnie odkryte, a wplyw
kokultury na produkcje wielu innych metabolitow nalezacych do repertuaru danego
mikroorganizmu pozostawal niezbadany. Bioragc pod uwage fakt, iz moja praca doktorska,
dotyczaca monokultur grzyba A. terreus, skupiata si¢ na analizowaniu bioprodukcji calego
wachlarza metabolitbw wtornych, badanie aparatu biosyntetycznego danego grzyba lub
promieniowca w warunkach kokultury stanowito interesujacy kierunek badan. Co wigcej, prace
tego typu mozna bylo przeprowadzi¢ nie tylko w kolbach wstrzasanych, ale rowniez
w bioreaktorach zbiornikowych z mieszadlem. W tym konteks$cie inspirujgce byty badania nad
stymulujagcym wptywem kokultury na biosynteze undecyloprodigiozyny u Streptomyces
coelicolor, ktore przeprowadzono w 2-litrowym bioreaktorze zbiornikowym (Luti i Mavituna,
2011). Praca ta stanowita jednak wyjatek, gdyz wigkszos¢ kokultur mikroorganizméw
strzgpkowych  opracowanych pod katem produkcji metabolitow wtornych zostala
przeanalizowana z wykorzystaniem kolb laboratoryjnych lub, w przypadku hodowli na podtozu
statym, na plytkach z podtozem agarowym. Z uwagi na szerokie zastosowanie bioreaktorow
zbiornikowych w przemysle biotechnologicznym podjgcie proby scharakteryzowania kokultur
bioreaktorowych byto w pelni uzasadnione. Istotny byt rowniez fakt, iz wiele modelowych
mikroorganizméw strzepkowych o znaczeniu biotechnologicznym nie zostalo wcze$niej
zbadanych pod katem prowadzenia kokultur wglebnych. Do grupy tej zaliczy¢ mozna grzyby
strzepkowe A. terreus (producenta lowastatyny, substancji obnizajacej poziom cholesterolu
u cztowieka) i Penicillium rubens (producenta penicyliny, wcze$niej znanego pod nazwg
Penicillium chrysogenum) oraz promieniowce Streptomyces rimosus (producenta antybiotyku
oksytetracykliny) 1 Streptomyces noursei (producenta nystatyny, substancji o dziataniu

przeciwgrzybicznym).
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Cel i zakres badan

Gtownym celem przedstawionych prac byto scharakteryzowanie produkcji metabolitow
wtornych w kokulturach wgltebnych wybranych mikroorganizmow strzepkowych. Dodatkowo,
w niektérych artykulach przedstawiono wyniki analizy morfologicznej oraz poruszono temat
zuzycia tlenu 1 substratéw weglowych przez mikroorganizmy w kokulturze. Kluczowym
clementem badan bylo poroéwnanie produkcji metabolitow wtornych w warunkach mono-
I kokultury.

Zakres badan obejmowal hodowle mikroorganizméw w bioreaktorze zbiornikowym
Z mieszadtem oraz w kolbach wstrzasanych, analiz¢ danych bioprocesowych dotyczacych
poziomu tlenu rozpuszczonego i szybkosci zuzycia substratéw w hodowli bioreaktorowej,
analize metabolitow wtérnych z zastosowaniem chromatografii cieczowej i spektrometrii mas
oraz analiz¢ morfologii mikroorganizméw przeprowadzong na podstawie fotografii
mikroskopowych.

Przedstawiony cykl publikacji zawiera 8 tytuldéw, w tym 7 artykutow zawierajacych
oryginalne wyniki eksperymentalne oraz 1 artykut o charakterze przegladowym.

Biorac pod uwage sposob prowadzenia hodowli wglebnej, wsréd publikacji
przedstawiajacych oryginalne dane eksperymentalne 4 pozycje (H1, H2, H4, H8) dotycza badan
w kolbach wstrzasanych, natomiast pozostate 3 artykuty (H5, H6, H7) oparte sa na danych

uzyskanych dla kokultury prowadzonej w bioreaktorze zbiornikowym z mieszadtem.

[H1] Boruta T., Milczarek 1., Bizukoj¢ M. (2019) Evaluating the outcomes of submerged
co-cultivation: production of lovastatin and other secondary metabolites by Aspergillus
terreus in fungal co-cultures. Applied Microbiology and Biotechnology 103, 5593-5605
Pierwsza z prac dotyczytla metabolizmu wtdrnego grzyba strzgpkowego Aspergillus
terreus ATCC 20542, producenta substancji obnizajacej poziom cholesterolu znanej jako
lowastatyna. Badania przeprowadzone wcze$niej w ramach mojej pracy doktorskiej
zaowocowaly odkryciem szerokiego repertuaru metabolitow wtdrnych tego szczepu. Oprocz
lowastatyny i jej prekursorow, A. terreus ATCC 20542 jest w stanie wytwarza¢ w warunkach
hodowli wglebnej metabolity biosyntezowane w obrebie szlaku oktaketydowego, takie jak
(+)-geodyna i kwas astrowy, metabolity z grupy butyrolaktondow i aspulwinonéw, a ponadto
dihydroizoflawipucyng i terreing (Boruta i Bizukojé, 2014; 2016). Z uwagi na moje
doswiadczenia dotyczace hodowli i metabolizmu wtérnego A. terreus ATCC 20542
W monokulturach uznatem, ze szczep ten bylby odpowiednim obiektem badawczym
W kontekscie prowadzenia kokultur drobnoustrojow strzgpkowych i wlasnie na nim skupitem si¢

w pierwszej pracy uwzglednionej w niniejszym cyklu. Celem badan byto poréwnanie produkcji
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metabolitow wtornych w mono- i kokulturach szczepu A. terreus ATCC 20542. Eksperymenty
przeprowadzono w kolbach ptaskodennych o catkowitej objetosci 500 mL. Partnerami
A. terreus w kokulturach byly grzyby strzgpkowe Penicillium rubens ATCC 9178, Chaetomium
globosum ATCC 6205 i Mucor racemosus ATCC 7924, ktére wcze$niej zostaly zbadane
w kontekscie ich cech morfologicznych (Kowalska et al. 2018). Wiekszos$¢ kokultur opisanych
w artykule stanowily hodowle 2-gatunkowe, w ktorych jednym z grzybow byl A. terreus.
Przeprowadzono réwniez dodatkowy eksperyment obejmujacy kokulturge 4-gatunkowa.
W ramach pracy zaproponowano 6 odrgbnych sposobow inicjowania kokultury 2-gatunkowej
(rys. 1). Dla kazdej kokultury prowadzono réwnolegle monokultury A.terreus jako proby
kontrolne.

Przeprowadzono analizg ilosciowa 4 metabolitow wtérnych, dla ktorych mozliwy byt
zakup wzorcow analitycznych: lowastatyny (w postaci kwasu mewinolinowego, czyli
rozpuszczalnej w wodzie, B-hydroksykwasowej formy lowastatyny), (+)-geodyny, kwasu
astrowego oraz butyrolaktonu I. Praca skupiata si¢ wylgcznie na metabolitach wytwarzanych
przez A. terreus ATCC 20542. Wyniki eksperymentéw wyraznie wskazywaly, Zze poziom
danego produktu zalezat nie tylko od gatunku obecnego w kokulturze obok A. terreus, ale
rowniez od sposoby inicjacji kokultury. Nie zaobserwowano stymulacji biosyntezy lowastatyny
jako efektu zastosowania kokultur zamiast monokultur, jednak zwrdcono uwage na wyrazne
pobudzenie produkcji butyrolaktonu | w kokulturze A. terreus z grzybem C. globosum
w wariancie inicjowanym wedlug schematu przedstawionego na rys. 1b, czyli poprzez
jednoczesne wprowadzenie spor obu mikroorganizméw do medium inokulacyjnego
i poprowadzenie 24-godzinnej prekultury shuzacej do zaszczepienia medium produkcyjnego.
Wyniki uzyskane wczesniej przez zespot Palonena (2004) wskazywaty, ze butyrolakton I jest
czasteczkg sygnatowa zaangazowang w proces quorum sensing, czyli komunikacje miedzy
komorkami drobnoustrojow. Wariant ,,A. terreus/C. globosum” wyrdznial si¢ rowniez tym, ze
kokultura zainicjowana poprzez taczenie 72-godzinnych monokultur A. terreus i C. globosum
charakteryzowala si¢ wyraznym zmniejszeniem poziomu lowastatyny w poréwnaniu z jej
stezeniem w momencie inicjacji. Co wigcej, zaobserwowano w tych kokulturach relatywnie
silne sygnaly (tzn. pola powierzchni piku) odpowiadajace masie monakoliny J, jednego
z prekursorow lowastatyny w szlaku biosyntetycznym. Zgodnie z literaturg, niektore grzyby sa
zrodtem enzymu katalizujacego hydrolize lowastatyny do monakoliny J (Chen et al., 2006).
Zaproponowano, ze obnizenie st¢zenia lowastatyny przy jednoczesnym wzmocnieniu sygnatow
odpowiadajagcym monakolinie J prawdopodobnie bylo wynikiem aktywno$ci enzymu

wydzielanego do podtoza przez C. globosum.
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Rys. 1 Schemat ilustrujacy metody inicjacji 2-gatunkowych kokultur, ktore przeprowadzono w ramach pracy H1.

We wszystkich przypadkach jednym z mikroorganizméw w kokulturze byt A. terreus ATCC 20542. Kokultury

rozpoczynano na drodze jednoczesnego zaszczepienia medium produkcyjnego (a) lub inokulacyjnego (b) za

pomoca spor obu mikroorganizméw. Innym sposobem inicjowania kokultur bytlo wykorzystanie 24-godzinnych

monokultur, ktére tgczono w stosunku 1:1 v/v (c) lub wprowadzano do sterylnego medium produkcyjnego jako

inokulum (d). Zgodnie ze schematem (e), do 24-godzinnej monokultury danego gatunku wprowadzano spory

innego gatunku. Ostatni z zaproponowanych sposobow oparty byt na potaczeniu 72-godzinnych monokultur (f)

[zrédto: fig. 1, artykut H1]
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Kokultura ,,A. terreus/C. globosum” byta szczegdlnie interesujgca rowniez w konteks$cie
obserwacji morfologicznych. Spory grzybow A. terreus i C. globosum mozna ztatwo$ciag
odrézni¢ z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego (rys. 2a), co pozwolilo zaobserwowac ich
wspolng aglomeracje we wstepnej fazie hodowli (rys. 2b). Stwierdzono, ze rdzenie peletek
rozwijajacych si¢ w trakcie hodowli (rys. 2¢) zawieraly spory obu gatunkdéw, a aglomeracja spor
miata charakter nieselektywny. W przypadku kokultur zainicjowanych przez taczenie
24-godzinnych monokultur widoczne byly wyrazne rdznice morfologiczne miedzy peletkami
A. terreus, powstalymi na bazie zaglomerowanych spor, a znacznie wigkszymi peletkami

C. globosum, ktore zwykle zawieraly w swojej strukturze owocniki (perytecja) tego gatunku
(rys. 2d).

o
7

« C. globosum

Vi

A. terreus

C. globosum

Rys. 2 Obrazy mikroskopowe (a) spor A. terreus i C. globosum, (b) aglomeratu zawierajacego spory A. terreus
i C. globosum, (c) peletki powstatej w kokulturze A. terreus/C. globosum, (d) peletek A. terreus i C. globosum
uksztattowanych w warunkach monokultury. Skala: (a) 20 um, (b) 50 um, (c) 200 um, (d) 1 mm. [zrédto: fig. 7,
art. H1]

Modj wklad (92%): pomystodawca i autor planu badan; autor hipotezy badawczej; opracowanie
metod analitycznych; przeprowadzenie hodowli w kolbach wstrzasanych (wspoétudziat);
przeprowadzenie analizy metabolitéw wtoérnych z wykorzystaniem chromatografii cieczowe;j
I spektrometrii mas (wspotudzial); przeprowadzenie analizy morfologii grzybni; przygotowanie

pierwszej wersji manuskryptu; poprawa manuskryptu zgodnie z uwagami recenzentow.
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Pani inz. Iwona Milczarek brata udzial w prowadzeniu hodowli i analizie metabolitow jako

dyplomantka w ramach studiow magisterskich.

Prof. dr hab. inz. Marcin Bizukoj¢ pehit funkcje opiekuna merytorycznego, koordynatora
i kierownika projektu NCN OPUS, ktory stanowil gltéwne zroédlo finansowania badan

opisanych w artykule.

[H2] Boruta T., Marczyk A., Rychta K., Przydacz K., Bizukoj¢ M. (2020) Confrontation
between Penicillium rubens and Aspergillus terreus: Investigating the production of fungal
secondary metabolites in submerged co-cultures. Journal of Bioscience and Bioengineering
130, 503-513

W badaniach opisanych w artykule H2 skupiono si¢ na wptywie sktadu podtoza na
produkcje metabolitéw wtdérnych w kokulturze obejmujacej 2 gatunki grzybow strzepkowych,
A. terreus ATCC 20542 oraz P. rubens ATCC 28089 (inna stosowana nazwa to P. rubens
Wisconsin 54-1255). W przeciwienstwie do eksperymentow uwzglednionych wezesniej w pracy
H1, wszystkie warianty kokultury scharakteryzowane w H2 inicjowano z wykorzystaniem tej
samej metody. Kolejng roznica byto przeprowadzenie analizy produkcji metabolitéw nie
jednego, a dwoch gatunkéw w kokulturze. Badania wstgpne wykazaly, ze rozpoczgcie kokultury
poprzez polaczenie prekultur w stosunku objetosciowym 1:1 skutkowato brakiem metabolitow
P. rubens w brzeczce hodowlanej. Powodem byla catkowita ,,dominacja” ze strony A. terreus,
ktorego biomasa rozwijata si¢ znacznie szybciej niz biomasa P. rubens. Biorgc pod uwage
repertuar metabolitow wtérnych obecnych w brzeczce hodowlanej, nie obserwowano w takim
przypadku roéznic miedzy kokulturg i monokulturg gatunku A. terreus. Aby umozliwi¢ wzrost
I biosyntez¢ metabolitéw wtornych u obu gatunkdéw, opracowano w ramach badan wstepnych do
pracy H2 metode polegajaca na potaczeniu 24-godzinnych prekultur A. terreus i P.rubens
w stosunku objetosciowym 1:20. Pozwolito to uzyska¢ uktad, w ktorym zachodzita biosynteza
metabolitow A. terreus, tzn. kwasu mewinolinowego, kwasu 4a,5-dihydromewinolinowego,
kwasu 3a-hydroksy-3,5-dihydromonakoliny L, (+)-geodyny oraz kwasu astrowego,
a jednoczesnie obserwowano obecnos¢ penicyliny G i1 chryzoginy, czasteczek wytwarzanych
przez P. rubens. Praca dotyczyla poréwnania pozioméw metabolitow uzyskanych w mono-
I kokulturach prowadzonych w kolbach wstrzgsanych z wykorzystaniem pozywek
0 zrdznicowanym sktadzie. W pierwszej czgsci skupiono si¢ na wplywie stezenia glukozy,
laktozy 1 ekstraktu drozdzowego, w drugiej zastosowano suplementacje ztozonymi Zroédtami
substancji odzywczych, tj. swiezym sokiem marchwiowym lub puree warzywno-migsnym,
a W trzeciej wykorzystano podloza réznigce si¢ pod wzgledem st¢zenia kwasu fenylooctowego.

Jest on stosowany w procesach hodowlanych ukierunkowanych na wytwarzanie penicyliny G

9/30




jako czasteczka prekursorowa, ktora moze by¢ wykorzystana w szlaku biosyntezy tego
antybiotyku.

Zaobserwowano, ze produkcja (+)-geodyny i Kkwasu astrowego, metabolitow
oktaketydowych wytwarzanych przez A. terreus, ulegta poprawie w kokulturze w poréwnaniu
Zz monokulturg, ale jedynie w przypadku podtoza zawierajacego relatywnie niewielkie stezenie
ekstraktu drozdzowego, wynoszace 5 g/L. Wczesniejsze eksperymenty prowadzone w naszym
laboratorium wielokrotnie potwierdzaly fakt inhibicji szlaku oktaketydowego przy wyzszych
stezeniach ekstraktu. Mozna przypuszczaé, ze w kokulturze doszto do wigkszego zuzycia
sktadnikéw ekstraktu niz w monokulturze A. terreus, co z kolei doprowadzito do stymulacji
szlaku biosyntezy (+)-geodyny i kwasu astrowego. P. rubens przyczynit si¢ zatem do
osiggniecia warunkow sprzyjajacych produkcji tych metabolitow w komorkach A. terreus.
W przypadku pozostatych wykrytych metabolitow wtornych nie odnotowano efektu pobudzenia
biosyntezy w warunkach kokultury. Interesujace spostrzezenia pojawily w eksperymencie
dotyczacym wptywu stezenia kwasu fenylooctowego na produkcje metabolitow. Obecnosé
w podtozu tego prekursora zadziatata stymulujgco na biosynteze penicyliny G przez P. rubens,
ale jedynie w przypadku monokultury. W kokulturze odnotowano niskie poziomy penicyliny G
mimo suplementacji kwasem fenylooctowym. Wykorzystanie prekursora w kokulturze moglo
ulec zablokowaniu z réznych powodow. Pierwszy z nich to wigksze zuzycie substancji
odzywczych w kokulturze w poréwnaniu z monokulturg. Poziom tych substancji w kokulturze
mogl by¢ na tyle niski, ze wykorzystanie kwasy fenylooctowego w celu produkcji penicyliny G
nie bylo mozliwe. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze A. terreus wykazywal zdolnosci
metabolizowania kwasu fenylooctowego, uniemozliwiajac tym samym jego wykorzystanie
przez P. rubens, lub w pewien sposob blokowat jego transport do komoérek P. rubens. Uwagi te
nalezy jednak traktowac jako przypuszczenia, bowiem mechanizm zablokowania wykorzystania
kwasu fenylooctowego przez P. rubens w kokulturze nie zostat wyjasniony. Warto zauwazyc¢, ze
zwigkszenie stezenia kwasu fenylooctowego wptywato negatywnie na produkcje kwasu
mewinolinowego przez A. terreus, ale zalezno$¢ taka byla widoczna jedynie w przypadku

monokultury.

Moj wklad (79%): pomystodawca i1 autor planu badan; autor hipotezy badawczej;
przeprowadzenie hodowli w kolbach wstrzgsanych (wspotudzial); opracowanie metod
analitycznych; przeprowadzenie analizy metabolitow wtéornych z  wykorzystaniem
chromatografii cieczowej 1 spektrometrii mas (wspotudziatl); przeprowadzenie analizy
morfologii grzybni; przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu; poprawa manuskryptu

zgodnie z uwagami recenzentow (wspotudziat).
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Panie Anna Marczyk, Katarzyna Rychta i Karolina Przydacz braty udzial w prowadzeniu
hodowli 1 analizie metabolitow jako dyplomantki w ramach studidw inzynierskich. Tematem
pracy dyplomowej byt wptyw zrédet wegla (A. Marczyk), zrodet azotu (K. Rychta) oraz kwasu
fenylooctowego (K. Przydacz) na produkcj¢ metabolitéw wtérnych w kokulturze A. terreus

i P. rubens.

Prof. dr hab. inz. Marcin Bizukoj¢ pehit funkcj¢ opiekuna merytorycznego, koordynatora
I kierownika projektu NCN OPUS, ktory stanowit glowne zrodto finansowania badan
opisanych w artykule. Uczestniczyt rowniez w korekcie manuskryptu w odpowiedzi na uwagi

recenzentow.

[H3] Boruta T. (2021) A bioprocess perspective on the production of secondary metabolites
by Streptomyces in submerged co-cultures. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 37, 171

Artykuty H1 1 H2 dotyczyly kokultur grzybow strzegpkowych. Artykut przegladowy H3
réwniez dotyczyl kokultur mikroorganizmow strzepkowych, jednak skupiono si¢ w nim na
hodowlach obejmujacych promieniowce z rodzaju Streptomyces. Jest to rodzaj kojarzony przede
wszystkim z  wyjatkowo bogatym repertuarem antybiotykow, zaréwno tych dobrze
scharakteryzowanych 1 stosowanych w medycynie, jak i tych wcigz nieodkrytych. Artykut H2
moze by¢ traktowany jako wstep do badan opisanych w publikacjach H4 - H8, w ktérych
skupiono si¢ gtéwnie na kokulturach wglebnych typu ,,promieniowiec/grzyb strzepkowy”.

Zwrocono uwage na fakt, iz opisane w literaturze kokultury promieniowcow byty
zroznicowane pod wzgledem zastosowanej aparatury, skali procesu, sktadu podtoza, warunkow
prowadzenia hodowli oraz, co szczegdlnie istotne, sposobu inicjowania kokultury. Prowadzenie
kokultur traktowano w tych pracach jak sposob ,,obudzenia” biosyntezy nieznanego wczesniej
metabolitu wtoérnego, a warunki prowadzenia hodowli nie zawsze byty potraktowane z nalezyta
uwagg. Warto podkresli¢, ze produkcja metabolitéw wtornych zachodzi w odpowiedzi na $cisle
okreslone sygnaly zwigzane np. z dostgpnoscig zrddet wegla, azotu, fosforu 1 innych
pierwiastkdw, poziomem pH, temperatura, $wiattem, stresem komoérkowym itd. W tym
kontekscie, obecnos$¢ innych mikroorganizmow nie jest jedynym czynnikiem odpowiedzialnym
za uruchomienie szlaku biosyntezy danego metabolitu. Przyktadowo, aktywacja ,,uspionego”
szlaku biosyntezy danego metabolitu w kokulturze moze by¢ zahamowana np. z powodu
niesprzyjajacego stezenia jednego z substratow lub zmian morfologicznych, a nie z powodu
braku stymulacji zwigzanej z obecno$cig innego gatunku. Z tego wzgledu, w pracy

przegladowej H3 skupiono si¢ na aspektach bioprocesowych kokultur, a nie na strukturze
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chemicznej metabolitow odkrytych dzigki zastosowaniu tego typu hodowli. Szczegdlng uwage
poswiecono uporzagdkowaniu informacji na temat sposoboéw inicjacji kokultur. Zaproponowano
pewne kryteria, wedtug ktérych mozna pogrupowac opisane w literaturze metody rozpoczecia
kokultury. Kryteria te dotyczyly m.in. stadium rozwojowego kazdego z mikroorganizmow
(,, Wykorzystano spory czy komorki wegetatywne?”), schematu inokulacji (,,Czy zaszczepiono
wybrang objetos¢ sterylnego podloza czy zdecydowano si¢ na potaczenie prekultur
w okreslonym stosunku objetosciowym?”) oraz techniki wprowadzenia mikroorganizméw do
kokultury (,,Czy komoérki wegetatywne byly wprowadzone do uktadu wraz z podiozem
hodowlanym z prekultury czy zostaly odseparowane od podloza hodowanego i zawieszone
w roztworze soli fizjologicznej?”). Zwroécono uwage na fakt, ze dominujacg technika bylo
potaczenie prekultur, czyli zastosowanie komodrek wegetatywnych do inokulacji,
a wykorzystanie spor w celu zaszczepienia kokultury byto rzadkoscia. W niektorych pracach
autorzy opisali trudno$ci zwigzane z réznymi szybkos$ciami wzrostu wybranych szczepow
i ,zdominowaniem” wolniej rosngcego i mniej ,,agresywnego” mikroorganizmu przez szybciej
rosnacy szczep. W tym celu stosowali odpowiednio dobrane proporcje prekultur, zapewniajace
przetrwanie szczepu-producenta w kokulturze. Byly to jednak przypadki nieczgste, gdyz
w wigkszosci prac satysfakcjonujace wyniki osiggano przy potaczeniu prekultur w stosunku
objetosciowym 1:1. Co ciekawe, jedynie Luti i Mavituna (2011) opisali wykorzystanie
bioreaktora zbiornikowego z mieszadlem pod katem produkcji metabolitéw wtornych
w kokulturach promieniowcow z rodzaju Streptomyces (wykorzystali gatunek Streptomyces
coelicolor). Pozostate prace opieraty si¢ na hodowlach w kolbach laboratoryjnych, zwykle przy
objetosciach roboczych nie wigkszych niz 1 L. Dodatkowo, opisane w literaturze eksperymenty
dotyczyly najczesciej jedynie wybranego metabolitu docelowego, nie skupialy si¢ natomiast na
scharakteryzowaniu szerokiej gamy metabolitow wtornych powstajacych w warunkach
kokultury. Spostrzezenia te byly pod uwage podczas planowania badan dotyczacych kokultur

promieniowcow, ktorych opisy uwzgledniono w niniejszym cyklu (artykulty H4 — H8).

[H4] Boruta T., Scigaczewska A. (2021) Enhanced oxytetracycline production by
Streptomyces rimosus in submerged co-cultures with Streptomyces noursei. Molecules 26,
6036

Streptomyces rimosus jest promieniowcem wykorzystywanym w biotechnologii pod katem
produkcji oksytetracykliny, antybiotyku stosowanego np. w leczeniu tradziku. Gatunek ten jest
rowniez zrddlem innych metabolitow wtornych, m.in. zwigzkéw z grupy rymocydyn
I rymosamidow (Slemc et al., 2022). W pracy H4 zbadano mozliwo$¢ wykorzystania kokultury

wglebnej w celu stymulacji biosyntezy oksytetracykliny u S. rimosus. Przeprowadzono
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kokultury 2-gatunkowe obejmujace S. rimosus oraz jeden z nastepujgcych mikroorganizmow
strzepkowych: Streptomyces noursei, Penicillium rubens, Aspergillus niger, Chaetomium
globosum lub Mucor racemosus. Grzyby strzepkowe P. rubens, C. globosum oraz M. racemosus
zostaly wczesniej wykorzystane w badaniach dotyczacych kokultur (artykut H2), A. niger zostat
wybrany jako dobrze scharakteryzowany, modelowy mikroorganizm strz¢pkowy, natomiast
S. noursei wybrano, aby uwzgledni¢ w pracy nie tylko kokultury typu ,,promieniowiec/grzyb”,
ale réwniez zbada¢ wariant ,promieniowiec/promieniowiec”. Kokultury inicjowano
z wykorzystaniem zawiesiny spor, a hodowle prowadzone byty w kolbach wstrzasanych.
Analiza polegata nie tylko na oznaczeniu oksytetracykliny, ale rowniez na zbadaniu poziomu
glukozy, warto$ci pH, parametrow morfologicznych (pola powierzchni rzutu, wydtuzZenia,
szorstkosci 1 tzw. liczby morfologii) oraz pol powierzchni pikdw reprezentujacych metabolity
zidentyfikowane jako rymocydyna oraz desferrioksamina E. Kokultura ,,S. rimosus/S.noursei”
charakteryzowata si¢ wyrazng poprawa produkcji oksytetracykliny w poréwnaniu z hodowlg
kontrolna, czyli monokultura S. rimosus. Srednie stezenie oksytetracykliny (obliczone na
podstawie wynikow z 3 niezaleznych hodowli) w kokulturze S. rimosus z S. noursei byto
2,9-krotnie wyzsze niz warto$¢ odnotowana dla monokultury S. rimosus. Zauwazono réwniez,
ze w przypadku kokultury ,,S. rimosus/M. racemosus” stezenie oksytetracykliny w 48 h procesu
byto wyraznie nizsze niz w innych analizowanych wariantach, ale w kolejnych dniach nie
zaobserwowano juz takich roznic. W drugiej czgséci pracy skupiono si¢ jedynie na kokulturze
,,S. rimosus/S. noursei”. Przeprowadzono hodowle z wykorzystaniem roéznych sposobow
inicjacji kokultur, aby sprawdzi¢, czy efekt stymulacji biosyntezy oksytetracykliny utrzyma sie¢
niezaleznie si¢ od wybranej strategii rozpoczg¢cia hodowli. Wyniki wyraznie wskazywaly, ze
intensyfikacja biosyntezy oksytetracykliny miata miejsce jedynie w wariantach inokulacyjnych
,spory S. rimosus/spory S. noursei” oraz ,prekultura S. rimosus/spory S. noursei”. Nie
obserwowano efektu pobudzenia produkcji oksytetracykliny w kokulturach, w przypadku
ktorych S. noursei wprowadzony byt do podloza w postaci prekultur. Nalezy zaznaczy¢, iz
analiza iloSciowa parametrow morfologicznych nie wskazywata na to, aby efekt poprawy
produkcji oksytetracykliny w kokulturach ,,S. rimosus/S. noursei” byt zwigzany z wystapieniem
szczegolnych cech morfologicznych promieniowcow w tych wariantach. Nie zauwazono

bowiem, aby kokultury te wyrdznialy si¢ pod wzgledem morfologicznym na tle innych hodowli.

Méj wklad (85%): pomystodawca 1 autor planu badan; autor hipotezy badawczej;
przeprowadzenie hodowli w kolbach wstrzgsanych (wspotudzial); opracowanie metod

analitycznych; przeprowadzenie analizy metabolitow wtéornych z  wykorzystaniem
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chromatografii cieczowej i spektrometrii mas; przeprowadzenie obserwacji mikroskopowych;
przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu; poprawa manuskryptu zgodnie z uwagami

recenzentow.

Dr inz. Anna Scigaczewska wykonata ilo§ciowa analize morfologiczna (obliczenie warto$ci
parametrow morfologicznych na podstawie fotografii mikroskopowych), uczestniczyta

W prowadzeniu niektorych hodowli.

[H5] Boruta T., gcigaczewska A., Bizukojé M. (2021) “Microbial wars” in a stirred tank
bioreactor: Investigating the co-cultures of Streptomyces rimosus and Aspergillus terreus,
filamentous microorganisms equipped with a rich arsenal of secondary metabolites.
Frontiers in Bioengineering and Biotechnology 9, 713639

Artykul H5 dotyczyt produkcji metabolitbw wtornych przez A. terreus i S. rimosus
w kokulturze prowadzonej w bioreaktorze zbiornikowym z mieszadlem. Zakres pracy znacznie
przekraczal analiz¢ biosyntezy kwasu mewinolinowego (lowastatyny) i oksytetracykliny,
eksperymenty dotyczyly szerokiego repertuaru metabolitow wytwarzanych przez te
mikroorganizmy. Przeanalizowano produkcje ponad 40 metabolitow wtornych, dokonano analiz
poziomu tlenu rozpuszczonego oraz stezenia i szybkosci zuzycia zrddet wegla. Zgodnie
z wiedza autora wniosku byla to pierwsza praca stanowigca szczegotowy opis produkcji
metabolitow wtérnych w kokulturze bioreaktorowej typu ,,grzyb strzepkowy/promieniowiec”.
W ramach pracy wykonano 9 eksperymentéw, w kazdym z nich prowadzono réwnolegle
3hodowle: monokultur¢ A. terreus, monokultur¢ S. rimosus oraz kokulture
,A. terreus/S. rimosus”. Jednoczesne wykorzystanie 3 bioreaktorow 5,5-litrowych (Biostat B,
Sartorius, Niemcy) pozwolilo na przeprowadzenie analizy poroéwnawcze] mi¢dzy produkcja
metabolitow kokulturze i dwoéch monokulturach. Poszczegolne eksperymenty réznity sie pod
katem sposobu inicjacji kokultury oraz wybranego podtoza hodowlanego, jednakze w ramach
danego eksperymentu stosowano S$cisle okreslony sposob inokulacji 1 sklad podioza dla
wszystkich 3 prowadzonych réwnolegle hodowli. Zatem, kazdy eksperyment stanowil odrebng
analiz¢ pordwnawczg miedzy monokulturami i kokultura, dzigki ktorej mozliwe bylo
zaobserwowanie efektow metabolicznych zwigzanych z obecno$cig drugiego mikroorganizmu.
Wiele uwagi poswiecono identyfikacji metabolitow wtérnych na podstawie widm masowych
i literatury, co stanowito niemale wyzwanie ze wzgledu na brak dostepnosci wzorcOw
analitycznych dla wigkszosci czasteczek wykrytych wezesniej u A. terreus i S. rimosus. Problem
ten nie dotyczyl najwazniejszych produktow tych mikroorganizméw, czyli kwasu

mewinolinowego (lowastatyny) i oksytetracykliny, dla ktoérych mozliwe bylo wykonanie
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krzywych standardowych i1 okre$lenie st¢zenia. Potwierdzenie tozsamosci metabolitow na
podstawie standardow byto réwniez mozliwe dla (+)-geodyny i1 butyrolaktonu I, metabolitow
wytwarzanych przez A. terreus. Pozostatle zwiazki zostaly wstepnie zidentyfikowane na
podstawie zgodnos$ci eksperymentalnej wartoSci m/z z warto$cig teoretyczng, a ich produkcja
byta analizowana potilosciowo w oparciu o pola powierzchni pikow odpowiadajgcych jonom
[M—-H] lub [M+H]" tych czasteczek. W procesie identyfikacji brano rowniez pod uwagg, czy
proponowany metabolit byt wczesniej potwierdzony u przedstawicieli rodzaju Aspergillus
(w przypadku analizy metabolitow A. terreus) lub Streptomyces (w przypadku czasteczek
z repertuaru S. rimosus). Podczas prob identyfikacji wykorzystywano specjalistyczne bazy
danych, takie jak Antibase (Laatsch, 2014) oraz Natural Products Atlas (van Santen et al., 2021),
oraz szczegdtowo analizowano literature dotyczaca metabolizmu wtérnego promieniowcow
I grzybow strzgpkowych. W podtozach wykryto czgsteczki nalezace do grupy rymocydyn oraz
metabolity zidentyfikowane jako milbemycyny. Uzyskane widma masowe wskazywatly rowniez
na obecno$¢ modyfikowanych (utlenionych) form rymocydyn i milbemycyn, ale te
modyfikowane zwigzki wykryto jedynie w kokulturach. Nie zostalo wyjasnione czy ich
obecnos$¢ byta efektem aktywacji szlakow metabolicznych uspionych w warunkach
monokultury, czy raczej doszlo do biotransformacji z wykorzystaniem enzymow wydzielanych
do podtoza przez A. terreus. Przyktadowo, rymocydyna wykazuje dziatanie przeciwgrzybicze.
Enzymatyczna modyfikacja tej czasteczki do formy utlenionej moze by¢ wigc interpretowana
jako sposob obrony grzyba A. terreus przed ,bronig chemiczng” biosyntezowang przez
promieniowca. Przypuszczenia te nie zostaty jednak poddane weryfikacji.

Badania wykazaly, iz rdéznice mig¢dzy monokulturami i kokulturami zalezne sa od
sposobu inicjacji kokultury i sktadu podioza. Istotna obserwacja dotyczyta ,,dominacji”
S. rimosus nad A. terreus w kokulturach. Gdy organizmy te zostaly wprowadzone do bioreaktora
w tym samym czasie i w tym samym stadium rozwoju (tzn. w formie spor lub prekultury),
biomasa S. rimosus namnazata si¢ znacznie szybciej niz biomasa A. terreus, co prowadzito do
blokowania wzrostu A.terreus i produkcji jego metabolitow. Co ciekawe, ,,zdominowany”
grzyb A. terreus nadal mial wptyw na zdolnosci produkcyjne ,,dominujgcego” promieniowca
S. rimosus, a kokultury nie mozna bylo uzna¢ za tozsamg z monokulturg S. rimosus pod
wzgledem szybkos$ci zuzycia substratow 1 profili produkcji metabolitow wtornych.

Jeden z eksperymentéw przeprowadzono w taki sposob, aby umozliwi¢ rozwdj biomasy
A. terreus przed konfrontacjg z promieniowcem. Przeprowadzono w bioreaktorze 24-godzinng
monokulture A. terreus, do ktorej nast¢gpnie wprowadzono prekulture S. rimosus. Wyniki
wskazywaly, ze w tym przypadku to promieniowiec przyjalt role mikroorganizmu

»Zdominowanego”, a jego metabolity wtoérne byly wykrywalne jedynie w $sladowych ilosciach
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lub niewykrywalne. Odnotowano rowniez, ze taki sposob rozpoczecia kokultury pozwolil na
poprawe produkcji niektérych metabolitow A. terreus w porownaniu z monokulturg, przy
jednoczesnym hamowaniu szlaku oktaketydowego bedacego zrodtem (+)-geodyny.

W ramach pracy stwierdzono, iz monitorowanie profili tlenu rozpuszczonego w pierwszej
dobie hodowli pozwala stwierdzi¢, ktory z mikroorganizmow przyjat dominujgca role
w kokulturze. Obserwacja ta wynikata z faktu pokrywania si¢ profilu tlenu rozpuszczonego
W kokulturze z profilem widocznym w przypadku monokultury szybciej rosngcego, bardziej
»agresywnego” szczepu (rys. 3). Jest to szybka i wygodna metoda, ktoéra nie wymaga analizy
poziomow metabolitow wtornych w plynie hodowlanym. W przypadku braku podobienstwa
profilu tlenu w mono- i kulturach mozna spodziewa¢ si¢ braku widocznej ,,dominacji” jednego

ze szczepow, co rowniez nalezy traktowac jako cenng obserwacj¢ dotyczaca danej kokultury.
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Rys. 3 Zmiany poziomu tlenu rozpuszczonego w monokulturze grzyba A. terreus (czarna linia), monokulturze
promieniowca S. rimosus (czerwona linia) oraz kokulturze A. terreus/S. rimosus (niebieska linia). Na wykresie
przedstawiono wartosci uzyskane w ramach eksperymentu, w ktorym kokultura i obie monokultury zaszczepiono
jednoczesnie za pomocg prekultur. Hodowle prowadzono w 5,5-litrowym bioreaktorze zbiornikowym
z mieszadtem. Podobienstwo profilu uzyskanego dla kokultury oraz monokultury S. rimosus wskazywato, ze wzrost
A. terreus w kokulturze byl zahamowany, a S. rimosus byl mikroorganizmem ,.dominujagcym”. Obserwacje te
zostaly pozniej potwierdzone na podstawie wynikow analizy produkcji metabolitow wtornych [Zrodto: fig. 11a,

artykut H5].
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Moj wklad (75%): pomystodawca badan; autor planu badan (wspdtudzial); autor hipotezy
badawczej; przeprowadzenie hodowli w bioreaktorach (wspotudzial); opracowanie metod
analitycznych; przeprowadzenie analizy metabolitow wtéornych z  wykorzystaniem
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas (wspotudziat); przygotowanie pierwszej wersji
manuskryptu (wspétudziat); poprawa manuskryptu zgodnie z uwagami recenzentow

(wspotudziat).

Dr inz. Anna Scigaczewska brata udzial w prowadzeniu hodowli bioreaktorowych,
przeprowadzila analiz¢ stezenia cukréow z wykorzystaniem chromatografii cieczowe;j,

uczestniczyta w poprawie manuskryptu.

Prof. dr hab. inz. Marcin Bizukoj¢ pehit funkcje opiekuna merytorycznego, koordynatora
I kierownika projektu NCN OPUS, ktéry stanowil Zrédlo finansowania badan opisanych
w artykule. Bral udzial w opracowaniu planu badawczego, prowadzeniu hodowli
bioreaktorowych, analizie metabolitéw wtornych, przygotowaniu pierwszej oraz poprawionej

wersji manuskryptu.

[H6] Scigaczewska A., Boruta T., Bizukoj¢ M. (2021) Quantitative morphological analysis
of filamentous microorganisms in cocultures and monocultures: Aspergillus terreus and
Streptomyces rimosus warfare in bioreactors. Biomolecules 11, 1740

Praca H6 stanowita kontynuacje rozwazan opisanych wczesniej w artykule HS 1 oparta
byta na danych uzyskanych w ramach tych samych 9-ciu eksperymentow bioreaktorowych.
Przedstawiono w niej wyniki analizy ilo$ciowej dotyczacej parametrow morfologicznych (pola
powierzchni rzutu, wydluzenia 1 tzw. liczby morfologii) uzyskanych w kokulturach
i monokulturach obejmujacych promieniowca S. rimosus i grzyba strzepkowego A. terreus.
Wyznaczenie warto$ci parametrow odbywalo si¢ na podstawie fotografii mikroskopowych,
ktore wykonywano co 24 h w trakcie kazdego procesu bioreaktorowego (rys. 4).

Fotografie mikroskopowe byly analizowane z wykorzystaniem oprogramowania
umozliwiajacego przeprowadzenie cyfrowej analizy obrazu. W skrocie, spostrzezenia
wynikajace z analizy morfologicznej byly zgodne z wnioskami przedstawionymi wczesniej
w artykule HS, jesli chodzi o efekt ,,dominacji” S. rimosus w kokulturach rozpoczetych
z wykorzystaniem jednoczesnej inokulacji oraz ,,dominacji” A. terreus w przypadku op6znione;j
0 24 h inokulacji promieniowca. Wyniki wskazywaty, ze sposob inicjowania kokultury wptywat
na morfologi¢ silniej niz zmiany sktadu podtoza. Zmiany te dotyczyly rodzaju i stezenia cukréw

(glukozy, laktozy) oraz zrédet azotu (ekstraktu drozdzowego, siarczanu amonu).
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Rys. 4 Przyktad obrazu mikroskopowego uzyskanego dla bioreaktorowej kokultury A. terreus i S. rimosus w 24 h
procesu. Kokultura byta zainicjowana poprzez jednoczesne wprowadzenie do bioreaktora prekultur A. terreus
i S. rimosus. Prekultury te byly 24-godzinnymi monokulturami prowadzonymi w kolbach wstrzasanych. Na
fotografii widoczna jest peletka A. terreus (zaznaczona za pomocg pomaranczowej strzatki), peletki S. rimosus
(zielone strzatki) oraz strzepki i formy typu clump (agregaty strzepek), ktorych przyporzadkowanie do danego
gatunku nie byto mozliwe (niebieskie strzatki) [zrodlo: fig. 1, art. H6]

Na podstawie wynikow prac H5 oraz H6 stwierdzono, ze produkcja metabolitéw wtoérnych
w kokulturze A. terreus i S. rimosus wyraznie réznita si¢ od tej zachodzacej w monokulturach,
co wynikato nie tylko z interakcji natury chemicznej, ale rowniez ze zmian morfologicznych.
Fakt, 1z biosynteza metabolitow wtdérnych u grzyboéw i promieniowcoOw jest Sci§le zwigzana
Z cechami morfologicznymi tych mikroorganizméw lezy u podstaw podejScia znanego jako
inzynieria morfologiczna. Zgodnie z jej zasadami, kontrola rozwoju morfologicznego danego
drobnoustroju jest kluczem do poprawy jego zdolnosci produkcyjnych. Problem w tym, ze
zwigzek miedzy preferowang formg morfologiczng 1 produktem docelowym nalezy rozpatrywac
indywidualnie dla kazdego przypadku, wszelkie uogdlnienia sag wysoce niewskazane. Co wigcej,
calkowita kontrola morfologii w warunkach wglebnych pozostaje niezwykle ambitnym
I trudnym do osiggnigcia celem. Niemniej, w pracy H6 pojawita si¢ sugestia, iz prowadzenie
kokultur mikroorganizméw moze by¢, przy pewnych zalozeniach, zaliczone do technik
inzynierii morfologii jako sposéb wptywania na charakterystyke morfologiczng. Sugestia ta
moze by¢ przedmiotem uzasadnionej krytyki, gdyz obecnie nie jest mozliwe poprowadzenie
kokultury w sposob pozwalajacy na kontrolowanie zmian morfologicznych zachodzacych
W obrebie hodowli. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze rozw6j wiedzy bioprocesowej na temat

kokultur umozliwi takie dziatania w przysztosci.
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Moj wklad (40%): pomystodawca 1 autor planu badan (wspotudzial); autor hipotezy
badawczej (wspotudzial); przeprowadzenie hodowli w kolbach wstrzgsanych (wspotudziat);
opracowanie metod analitycznych (wspotudzial); przeprowadzenie analizy metabolitow

wtornych z wykorzystaniem chromatografii cieczowej i spektrometrii mas.

Dr inz. Anna Scigaczewska brala udzial w opracowaniu koncepcji, planu badan oraz hipotezy
badawczej, uczestniczyta w prowadzeniu hodowli. Przeprowadzila réwniez analize

morfologiczng oraz przygotowala manuskrypt.

Prof. dr hab. inz. Marcin Bizukoj¢ pehit funkcje opiekuna merytorycznego, koordynatora
i kierownika projektu NCN OPUS, ktoéry stanowil zrédlo finansowania badan opisanych
w artykule. Byt jednym z twércéw koncepcji, planu badan, hipotezy badawczej, brat udziat

w prowadzeniu hodowli.

[H7] Boruta T., Scigaczewska A., Bizukojé¢ M. (2022) Production of secondary metabolites
in stirred tank bioreactor co-cultures of Streptomyces noursei and Aspergillus terreus.
Frontiers in Bioengineering and Biotechnology 10, 1011220

Praca H7 dotyczyta bioreaktorowych kokultur grzyba A. terreus z promieniowcem
Streptomyces noursei. Wsérod metabolitow wtornych S. noursei znalez¢ mozna m.in. nystatyne,
zwigzek o dziataniu przeciwgrzybiczym. Badania prowadzono w ramach 6 eksperymentow,
W kazdym z nich wykorzystano 3 bioreaktory zbiornikowe z mieszadlem, zgodnie z koncepcja
opracowang wczesniej w pracy H5. W ramach hodowli wykorzystano rézne sposoby inicjacji
kokultury: (1) za pomocg zawiesin spor obu szczepdéw, wprowadzanych jednoczes$nie do
bioreaktora, (2) za pomoca prekultur, jednocze$nie wprowadzanych do bioreaktora lub (3) za
pomoca prekultur, ktore byly wprowadzane do bioreaktora z 24-godzinnym odstgpem
czasowym (jeden mikroorganizm rozwijat si¢ przez 24 h w bioreaktorowej monokulturze,
a nastgpnie do bioreaktora wprowadzano prekulturg drugiego mikroorganizmu). Dodatkowo,
W badaniach zastosowano 2 sklady podtoza, tj. (1) zawierajace glukoze 1 laktoze oraz (2)
zawierajace jedynie laktozg jako Zrodio wegla.

W ramach badan zidentyfikowano 50 metabolitow wtornych. Dla kazdego z nich
przygotowano wykres ilustrujacy poziomy metabolitu w ptynie hodowlanym w kolejnych
dniach procesu. W tresci artykutu skupiono si¢ przede wszystkim na opisie metabolitow,
w przypadku ktérych kokultura zadziatala stymulujagco na ich produkcje w pordwnaniu
Zz monokulturg. Do tej grupy zaliczaly si¢ m.in. butyrolakton I oraz desferrioksamina E.
Podobnie, jak w przypadku pracy HS, artykul H7 zawieral szczegdtowe opisy dotyczace zmian

stezenia tlenu rozpuszczonego oraz szybkosci zuzycia zrodet wegla. Podkreslono istotne rdznice
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miedzy kokulturg ,,A. terreus/S. noursei” i, opisang wczesniej w artykutach HS i H6, kokulturg
LA, terreus/S. rimosus”. W pierwszym przypadku jedynie A. terreus byt w stanie metabolizowaé
laktozg, natomiast w drugim oba mikroorganizmy wykazywaly taka zdolno$¢. Zatem,
w kokulturze ,,A. terreus/S. noursei” zmiany stg¢zenia laktozy w trakcie hodowli mogty by¢
wykorzystane jako wskaznik wzrostu A. terreus w kokulturze. Zwrocono uwage, iz
wykorzystane substratow katabolizowanych tylko przez wybrane szczepy wchodzace w sktad
kokultury jest jednym ze sposoboéw pozwalajacych oceni¢ aktywno$¢ tych szczepdéw, obok
monitorowania produkcji metabolitow wtornych lub profili tlenu rozpuszczonego. Druga istotng
roéznicg mi¢dzy kokulturami ,,A. terreus/S. noursei” i ,,A. terreus/S. rimosus” byt fakt, iz jedynie
w przypadku pierwszej pary uzyskano system, w ktorym potwierdzono produkcj¢ metabolitow
wtornych pochodzacych od obu mikroorgazniméw. Oznacza to, ze w jednej z badanych
kokultur ,,A. terreus/S. noursei” nie powtorzyt si¢ scenariusz wyraznej ,,dominacji” jednego ze
szczepow. W przypadku wszystkich analizowanych kokultur ,,A. terreus/ S. rimosus” produkcja
metabolitow jednego z mikroorganizmow byta praktycznie zablokowana, wykrywano jedynie

sladowe ilosci niektorych zwigzkéw z tej grupy.

Modj wklad (75%): pomystodawca badan; autor planu badan (wspédtudzial); autor hipotezy
badawczej; przeprowadzenie hodowli w bioreaktorach (wspoétudziat); opracowanie metod
analitycznych; przeprowadzenie analizy metabolitow wtéornych z  wykorzystaniem
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas (wspotudziat); przygotowanie pierwszej wersji
manuskryptu (wspotudzial); poprawa manuskryptu zgodnie z uwagami recenzentow

(wspotudziat).

Dr inz. Anna Scigaczewska brata udzial w prowadzeniu hodowli bioreaktorowych,
przeprowadzila analiz¢ stezenia cukrow z wykorzystaniem chromatografii cieczowe;,

uczestniczyta w poprawie manuskryptu.

Prof. dr hab. inz. Marcin Bizukoj¢ pehit funkcje opiekuna merytorycznego, koordynatora
i kierownika projektu NCN OPUS, ktory stanowit zrodlo finansowania badan opisanych
w artykule. Brat udzial w opracowaniu planu badawczego, prowadzeniu hodowli
bioreaktorowych, analizie metabolitow wtornych, przygotowaniu pierwszej oraz poprawionej

wersji manuskryptu.
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[H8] Boruta T., Antecka A. (2022) Co-cultivation of filamentous microorganisms in the
presence of aluminum oxide microparticles. Applied Microbiology and Biotechnology 106,
5459-5477

Ostatnia praca dotyczy potaczenia dwéoch metod stosowanych w celu stymulacji
metabolizmu wtérnego u mikroorganizmow strzepkowych, tj. hodowli w obecnosci
mikroczgstek mineralnych (ang. microparticle-enhanced cultivation, MPEC) oraz hodowli
w warunkach kokultury. MPEC jest technikg inzynierii morfologii polegajacag na wymuszaniu
zmian morfologicznych poprzez dodawanie do podloza mikroczastek mineralnych, np. tlenku
glinu lub talku. W pracy H8 wykorzystano podtoza zawierajace tlenek glinu jako mikroproszek
powodujacy zmiany morfologiczne u mikroorganizméw strzepkowych. Badania obejmowaty
3eksperymenty w  kolbach  wstrzgsanych,  dotyczace  odpowiednio  kokultury
,A. terreus/P. rubens”, , A. terreus/S. rimosus” oraz ,,A. terreus/Cerrena unicolor”. Grzyb
C. unicolor, nalezacy do Basidiomycetes, jest producentem lakazy (EC 1.10.3.2), enzymu
katalizujagcego utlenianie szerokiej gamy czasteczek, np. zwigzkéw fenolowych 1 amin
aromatycznych. W pracy H8 analizowano poziomy wybranych metabolitow wtérnych
w brzeczce hodowlanej, zuzycie zrodta wegla oraz warto$ci parametrow morfologicznych (pola
powierzchni rzutu, wydluzenia iszorstkosci). W badaniach uwzglgdniono liczne hodowle
kontrolne, a kompletny zestaw wariantow dla kazdej badanej pary mikroorganizméw byt
nastepujacy: kokultura =z proszkiem/bez proszku, monokultura grzyba A. terreus
z proszkiem/bez proszku oraz monokultura drugiego mikroorganizmu z proszkiem/bez proszku.
Wyniki eksperymentow wskazywaly, iz efekt metaboliczny zwigzany z obecnoscig tlenku glinu
moze mie¢ zupehlie inny charakter w przypadku mono- i kokultury, nawet w przypadku
wyrazniej ,,dominacji” jednego z mikroorganizmow. Przyktadem byla biosynteza
oksytetracykliny. Gdy poroéwnano monokultury S. rimosus prowadzone z proszkiem i bez
proszku, nie zauwazono statystycznie znaczacych roznic stezenia oksytetracykliny.
W przypadku kokultury ,,S. rimosus/A. terreus” wpltyw obecnosci proszku byly wyraznie
negatywny. Byla to prawdopodobnie pierwsza praca, ktora pokazata, iz efekt morfologiczny
i metaboliczny w hodowlach typu MPEC jest uzalezniony od sktadu podtoza. Stwierdzono to na
podstawie oceny stezenia lowastatyny w monokulturach A. terreus, ktore byly hodowlami
kontrolnymi w kazdym z 3 eksperymentéw (w kazdym eksperymencie zastosowano inny sktad
podtoza, ktory dobrano w sposob umozliwiajacy wzrost obu mikroorganizméw w kokulturze).
Wykazano rowniez, iz wptyw obecnos$ci tlenku glinu na produkcje lowastatyny w monokulturze
A. terreus moze zmieni¢ charakter z pozytywnego na negatywny (w odniesieniu do hodowli
kontrolnej bez proszku), moze réwniez pozostaé pozytywny od rozpoczgcia az do zakonczenia

hodowli. Zalezy to od sktadu podtoza zastosowanego w danej hodowli.
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Moj wklad (85%): pomystodawca i1 autor planu badan; autor hipotezy badawczej;
przeprowadzenie hodowli w kolbach wstrzasanych (wspoétudzial); opracowanie metod
analitycznych (oprécz analizy lakazy); przeprowadzenie analizy metabolitéw wtornych
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej i spektrometrii mas; przeprowadzenie analizy
morfologii grzybni; przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu; poprawa manuskryptu

zgodnie z uwagami recenzentow.

Dr inz. Anna Antecka brata udziat w hodowlach grzyba Cerrena unicolor oraz przeprowadzita

analiz¢ aktywnosci lakazy w ptynie pohodowlanym.

Podsumowanie — wklad w rozwaéj dyscypliny inzynieria chemiczna

Produkcja metabolitow wtornych mikroorganizméw strzepkowych w warunkach
wglebnych to jeden z tematéw inzynierii biochemicznej, specjalnosci zaliczanej do dyscypliny
inzynieria chemiczna. M6j wktad w rozwoj tej dyscypliny jest nast¢pujacy:

1. Scharakteryzowalem kokultury wglebne Aspergillus terreus z promieniowcami
Streptomyces rimosus i Streptomyces noursei oraz z grzybem strzgpkowym Penicillium
rubens.

2. Ustalitem wplyw sposobu inicjacji kokultury na produkcje metabolitow wtornych
w kokulturach grzyba A. terreus z grzybami strzepkowymi Chaetomium globosum,
P. rubens, Mucor racemosus oraz z promieniowcami S. rimosus i S. noursei.

3. Udowodnitem na przyktadzie kokultury A. terreus i C. globosum, ze spory 2 r6éznych
gatunkow grzybow strzgpkowych mogg tworzy¢é 2-gatunkowe aglomeraty, wokoét
ktorych rozwijajg si¢ peletki.

4. Pokazatem stymulujacy wptyw C. globosum na biosyntezg butyrolaktonu I u A. terreus.

5. Wykazalem mozliwo$¢ zastosowania kokultury bioreaktorowej w celu biosyntezy
nowych metabolitow wtérnych, ktorych produkcja nie zachodzi w warunkach
monokultury, np. zwigzkow nalezacych do grupy milbemycyn oraz rymocydyn.

6. Pokazalem, Zze obecno$¢ S. noursei powoduje stymulacje wytwarzania antybiotyku
oksytetracykliny u S. rimosus.

7. Udowodnitem, ze obecno$¢ innego grzyba moze doprowadzi¢ do zahamowania
wykorzystania kwasu fenylooctowego i biosyntezy penicyliny G u grzyba P. rubens.

8. Porownatem wplyw mikroczastek tlenku glinu na monokultury i kokultury w odniesieniu
do morfologii oraz metabolizmu wtornego A. terreus, S. rimosus i P. rubens.

9. Jestem autorem pierwszych szczegotowych opisow bioreaktorowych kokultur
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mikroorganizméw strzepkowych prowadzonych pod katem produkcji metabolitow

wtérnych.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cig naukowg albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegolnos$ci zagranicznej.

Tematem moich prac badawczych jest metabolizm mikroorganizméw, przede wszystkim
W odniesieniu do produkcji metabolitow wtérnych. Pierwsze dziatania w tym zakresie podjalem
w Technical University of Denmark (DTU) w Kongens Lyngby, gdzie w ramach stypendium dla
najlepszych studentow (,,DTU Student Sponsorship”) miatem okazje podja¢ studia magisterskie
(MSc in Biotechnology) i uczestniczy¢ w dwoch inicjatywach badawczych. Pierwsza z nich
dotyczyta modelowania glikolizy u Lactococcus lactis, natomiast druga skupiata si¢ na
modelowaniu sieci metabolicznej drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Tematyka mojej pracy
magisterskiej zwigzana byta z konstrukcjg i modelowaniem tzw. ,,chassis cells”, komorek
genetycznie modyfikowanych zoptymalizowanych pod katem wytwarzania okreslonej rodziny
metabolitow. Prace te miatem okazje kontynuowaé w trakcie 3-miesiecznego stazu badawczego
w grupie Dr Kirana Patila w European Molecular Biology Laboratory (EMBL) w Heidelbergu,
co zaowocowato wspolng publikacjg (Jouhten et al., 2016). W ramach mojej pracy doktorskiej
skupilem si¢ na metabolizmie Aspergillus terreus, gatunku grzyba strzgpkowego, ktory
produkuje lowastatyne, lek obnizajacy poziom cholesterolu. Badania obejmowaty analize
bioinformatyczng klastréw genoéw (Boruta i Bizukoj¢, 2014), indukcje¢ produkcji metabolitow
w warunkach hodowli wglgbnej (Boruta i Bizukojé, 2016) oraz modelowanie sieci
metabolicznej. Efektem mojej pracy doktorskiej byto odkrycie repertuaru metabolicznego
A. terreus, zaproponowanie klastra biosyntezy kwasu terreinowego (ktory pdzniej potwierdzono
eksperymentalnie: Guo et al., 2014) oraz gendéw zwigzanych z wytwarzaniem innych
metabolitow wtornych tego grzyba. Przygotowalem roéwniez referencyjny zbiér widm

masowych uzyskanych dla metabolitéw wtornych A. terreus (Boruta i Bizukoj¢, 2016). Prace
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badawcze w ramach pracy doktorskiej finansowane byly glownie w obrebie projektu
PRELUDIUM (2013/11/N/ST8/00212), ktorego bylem kierownikiem. Po obronie doktoratu
w 2016 roku (z wyrdznieniem) prowadzilem badania dotyczace produkcji metabolitow
wtornych w odniesieniu do rozwoju morfologicznego mikroorganizméw strzepkowych, tzn.
plesni oraz promieniowcow. Uczestniczylem jako wykonawca w projekcie OPUS
(2015/19/B/ST8/02115) dotyczacym ilosciowego opisu morfologicznego roéznych gatunkéw
grzybow strzepkowych w warunkach hodowli wglebnej prowadzonej w kolbach wstrzgsanych
(Kowalska et al. 2018) i bioreaktorach (Kowalska et al. 2020). Jako pierwszy opisatem
zastosowanie mineralnych nanoczastek w kontekscie inzynierii morfologii mikroorganizmow
strzepkowych (Boruta i Bizukoj¢, 2019). Pokazatem, jak wielkie zmiany morfologiczne
(przejscie od form speletyzowanych do luzniej grzybni) moze wywolaé zmiana stgzenia
sktadnikoéw podtoza hodowlanego (Boruta et al., 2020).

Obecnie zajmuje si¢ gtdwnie kokulturami mikroorganizmow strzgpkowych prowadzonymi
w warunkach wglebnych, co zostato opisane w punkcie 4 niniejszego wniosku.

W moim dorobku znajdujg si¢ prace przegladowe przygotowane w odpowiedzi na
zaproszenie (Boruta i Bizukojé¢, 2017; Boruta, 2021), w tym jeden artykul o charakterze
komentarza (Boruta 2018). Moje wypowiedzi cytowane byly w czasopismie “Chemical &
Engineering News” redagowanym przez American Chemical Society (artykut ,,Scientists mine
for potential drugs in the Berkeley Pit and other industrial sites”, vol. 97, issue 18).

Moje doswiadczenia zdobyte w trakcie identyfikowania metabolitow wtornych wykorzystuje
rowniez w innej tematyce, ktora dotyczy sposobow degradacji substancji farmaceutycznych,
takich jak antybiotyki i leki przeciwbolowe. Nie jestem w tych pracach autorem wiodacym,
moje prace majg w tych przypadkach charakter analityczny - identyfikuj¢ czasteczki za pomocg
spektrometrii  mas, uczestniczylem jako wykonawca w projekcie NCN OPUS
(2016/21/B/ST8/00982) zwigzanym z tym tematem (Ledakowicz et al., 2019; Zylta et al., 2019).
Dodatkowo, prowadz¢ analizy bialek z wykorzystaniem elektroforezy (Antecka et al., 2019;
Blatkiewicz et al., 2018). Rowniez i w tym przypadku miatem okazje wystgpowaé w roli
wykonawcy grantu badawczego OPUS (2013/11/B/ST8/00337).

Przygotowatem 34 recenzje manuskryptow (dla czasopism Applied Biochemistry and
Biotechnology — 2 recenzje, Biotechnology and Food Science — 1 recenzja, Chemical Papers —
1 recenzja, Process Biochemistry — 2 recenzje, Annals of Microbiology — 2 recenzje, Acta
Scientiarum Polonorum — Biotechnologia - 2 recenzje, Journal of Bioscience and
Bioengineering — 2 recenzje, Critical Reviews in Biotechnology — 1 recenzja, Applied
Microbiology and Biotechnology — 2 recenzje, Biocatalysis and Agricultural Biotechnology —
1 recenzja, World Journal of Microbiology and Biotechnology - 5 recenzji, Arabian Journal of
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Science and Engineering — 1 recenzja, Genes — 2 recenzje, Journal of Fungi — 2 recenzje, Toxins
— 2 recenzje, Microbial Biotechnology — 1 recenzja, Frontiers in Fungal Biology — 1 recenzja,
Biotechnology and Applied Biochemistry — 1 recenzja, Applied Sciences — 1 recenzja, Frontiers
in Microbiology — 1 recenzja).

W 2022 roku zostatem laureatem Stypendium Ministra Edukacji i Nauki dla Wybitnych
Mtodych Naukowcow.
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6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke.

Osiagniecia dydaktyczne

Od czasu podjecia zatrudnienia w Politechnice Lodzkiej w marcu 2016 roku prowadzitem
zajecia w ramach 18 przedmiotéw o réznorodnej tematyce. Wigkszo$¢ godzin dydaktycznych
stanowity zajecia w formie wyktadu. List¢ przedmiotoéw z zaznaczeniem formy prowadzonych

zaje¢ (wyktad, laboratorium, ¢wiczenia rachunkowe lub seminarium) przedstawitlem ponize;j:

WYKY AD:
1. Inzynieria metaboliczna i wstep do biologii systemow (studia magisterskie;
kierunek: Inzynieria chemiczna i biochemiczna)
2. Metabolity wtorne (studia magisterskie; kierunek: Inzynieria chemiczna
I biochemiczna)
3. Technologia farmaceutyczna (studia magisterskie; kierunek: Inzynieria
chemiczna i biochemiczna)
4. Przygotowanie bioprocesu (studia magisterskie; kierunek: Inzynieria chemiczna
i biochemiczna)
5. Wyodrebnianie i oczyszczanie bioproduktu (studia magisterskie; kierunek:
InZynieria chemiczna 1 biochemiczna)
6. Mikrobiologia (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria bezpieczenstwa pracy)
7. Technologia chemiczna (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria chemiczna
I biochemiczna)
8. Technologie chemiczne i biochemiczne (studia inzynierskie; kierunek:
InZynieria biochemiczna)
9. Czynniki zagrozen chemicznych i biologicznych (studia inzynierskie; kierunek:
Inzynieria bezpieczenstwa pracy)
10. Podstawy mikrobiologii (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria chemiczna
I biochemiczna)
11. Biochemia (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria chemiczna i biochemiczna)
12. Genetyka (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria chemiczna i biochemiczna)
13. Downstream processing (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria chemiczna

I biochemiczna; przedmiot prowadzony w jez. angielskim)
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14. Mikrobiologia przemystowa (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria
chemiczna i biochemiczna)
LABORATORIUM:

1. Metabolity wtérne (studia magisterskie; kierunek: Inzynieria chemiczna
i biochemiczna)

2. Mikrobiologia (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria bezpieczenstwa pracy)
3. Bioprodukty (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria  chemiczna
I biochemiczna)

4. Bioreaktory (studia inzynierskie;  kierunek: Inzynieria  chemiczna
i biochemiczna)

5. Podstawy mikrobiologii (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria chemiczna
I biochemiczna)

CWICZENIA RACHUNKOWE:

1. Biochemia (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria chemiczna i biochemiczna)

2. Inzynieria bioprocesowa (studia inzynierskie; kierunek: Biotechnologia)
PROJEKT:

1. Inzynieria bioprocesowa (studia inzynierskie; kierunek: Biotechnologia)

2. Modul sumatywny — prowadzilem zajecia na temat zarzadzania projektami

(studia inzynierskie; kierunki: Inzynieria chemiczna i biochemiczna; inzynieria

srodowiska)

SEMINARIUM:

1. Inzynieria metaboliczna i wstep do biologii systemow (Studia magisterskie;
kierunek: Inzynieria chemiczna i biochemiczna)
2. Technologia chemiczna (studia inzynierskie; kierunek: Inzynieria chemiczna

I biochemiczna)

Samodzielnie przygotowuj¢ tresci wyktadanych przedmiotow. We wszystkich
dotychczasowych ankietach dydaktycznych zostalem pozytywnie oceniony przez
studentow. Aktualnie petni¢ funkcje kierownika 9 przedmiotow, co wigze si¢ z przygotowaniem
I aktualizacjg kart zawierajacych m.in. tre$ci programowe i sposoby weryfikacji efektow
uczenia.

Pemhilem funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim dr inz. Anny
Kowalskiej (tytut rozprawy: ,,Wptyw dodatku mineralnych mikroczastek na rozwdj form
morfologicznych grzybow strzgpkowych w hodowlach wgtebnych”). Obrona pracy doktorskiej

miala miejsce w lipcu 2019 roku, praca uzyskata wyrdznienie.
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Bylem promotorem 19 prac dyplomowych (w tym 12 inzynierskich i 7 magisterskich).
Dodatkowo, 2 prace magisterskie 1 3 prace inzynierskie sg obecnie w trakcie realizacji.
Kilkanascie razy pelnilem role recenzenta prac dyplomowych dotyczacych inzynierii
bioprocesowe;j.

Bylem opiekunem pracy magisterskiej mgr inz. Iwony Milczarek, laureatki ,,Nagrody im.
Prof. Serwinskiego za najlepszg prac¢ magisterskg na Wydziale Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska Politechniki £.odzkiej w 2019 roku”.

Bylem autorem zestawow pytan (case study) stanowigcych podstawe egzaminu
kompetencyjnego odbywajacego si¢ w ostatnim miesigcu studiow inzynierskich na kierunku
»Inzynieria chemiczna i biochemiczna”. Pelnitem réwniez role egzaminatora podczas egzaminu
kompetencyjnego.

Dwukrotnie (w 2019 i 2023 roku) otrzymatem nominacj¢ w plebiscycie na ,,Nauczyciela
Roku” w wyniku glosowania przeprowadzonego wsrdd studentdow z inicjatywy Samorzadu

Studenckiego Politechniki Lodzkie;j.

Osiagniecia dotyczace popularyzaciji nauki

Dwukrotnie (w 2018 i 2022 roku) pehlitem role prelegenta podczas Festiwalu Nauki,
Techniki 1 Sztuki w todzi, przedstawilem prezentacj¢ o charakterze popularnonaukowym na
temat wykorzystania grzybow w biotechnologii. O podobne wystapienie poproszono mnie
w zwigzku z obchodami ,,Dnia Liczby Pi” w 2019 roku.

Uczestniczylem (jako czlonek komisji oceniajacej prace uczniéw oraz jako prelegent)
W wydzialowym Seminarium Uczniowsko-Studenckim ,,Problemy Ochrony Srodowiska”.
Dodatkowo, podczas studiow doktoranckich bratem udziat w pracach zwigzanych z organizacja
tego wydarzenia.

Aktywnie uczestnicz¢ w pracach promocyjnych na rzecz wuczelni, wydzialu
I reprezentowanej przeze mnie dyscypliny naukowej. Na koncie mam liczne wystapienia
0 charakterze naukowym i promocyjnym, ktore odbyly si¢ w szkotach ponadpodstawowych na
terenie wojewddztwa todzkiego, m.in. w Kro$niewicach (trzy wizyty), Kutnie (dwie wizyty),
Lasku 1 Piotrkowie Trybunalskim. Dodatkowo, przeprowadzitem kilkanascie wizyt w t6dzkich
szkotach $rednich w odpowiedzi na zaproszenia ze strony nauczycieli. Typowe wystapienie
trwato 45 minut 1 obejmowato cz¢$¢ naukowa zwigzang z biotechnologia grzybow oraz czgsé
informacyjno-promocyjna dotyczaca kierunkow studiow. W niektorych przypadkach proszono
mnie o dwa lub trzy wystgpienia w ramach jednej wizyty, a niektore placowki kierowaly do

mnie wielokrotne zaproszenia.
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Osiagniecia organizacyjne

Od 2019 roku jestem cztonkiem uczelnianej Rady Dyscypliny Inzynieria Chemiczna.

Od 2023 roku jestem cztonkiem Zespotu do spraw Promocji Wydziatu.

Bytem cztonkiem komisji egzaminacyjnej kierunku ,,InZynieria biochemiczna”.

Aktualnie jestem czlonkiem komitetu organizacyjnego XIV Ogodlnopolskiej Konferencji

Naukowej ,,Postepy Inzynierii Bioreaktorowe;j”.

7. Analiza bibliometryczna dorobku naukowego (stan na dzien 23.02.2023) - wedlug

raportu przygotowanego przez Biblioteke Politechniki L.odzkiej (zatgcznik 6)

Sumaryczny wspotczynnik Impact Factor (IF) z roku publikacji: 100,560

Sumaryczny wspotczynnik Impact Factor (IF) z roku 2021: 127,045

Suma punktéow za publikacje w czasopismach wedlug punktacji MNiSW/MEIN z roku
publikacji: 1855

Suma punktow za publikacje w czasopismach wedtug scalonego wykazu MEIN z dnia
21.12.2021 r.: 2300

Dane wedlug bazy Scopus:

Liczba pozycji indeksowanych w bazie: 27

Liczba cytowan: 282

Liczba cytowan z wylaczeniem autocytowan Autora: 229
Index Hirscha: 9

Indeks Hirscha z wylaczeniem autocytowan Autora: 8

Dane wedlug bazy Web of Science Core Collection:

Liczba pozycji indeksowanych w bazie: 31 (w tym 4 abstrakty)
Liczba cytowan: 262
Liczba cytowan z wyltaczeniem autocytowan Autora: 210

Index Hirscha: 9

(podpis wnioskodawcy)
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