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3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.
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4.  Omoéwienie osiggni¢t, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2021 r.

poz. 478 z pdzn. zm.).

Osiagniecia, ktore wskazuje jako podstawe mojego wniosku habilitacyjnego stanowig:

2 cykle powiazanych tematycznie artykuléow naukowych opublikowanych w czasopismach
naukowych, ktére w roku opublikowania artykulu w ostatecznej formie byty ujete w wykazie
sporzadzonym zgodnie z przepisami wydanymi na podstawie art. 267 ust. 2 pkt 2 lit. b Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzZszym i nauce.

Wszystkie wybrane publikacje zostaly wydane w latach 2016 — 2026, tj. po uzyskaniu przeze
mnie stopnia doktora nauk technicznych (19.12.2008 r.).

Przedmiotowe dwa ciagi powigzanych tematycznie publikacji zatytutowatam:

1. Intensyfikacja procesow biosyntezy i oczyszczania lakaz grzybowych

2. Innowacyjne metody oczyszczania fikobiliprotein

W ponizszych tabelach zestawiono publikacje wchodzace w sktad omawianych osiggnieé

naukowych:
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Wskazany przeze mnie cykl publikacji ukazuje S$ciezke zmierzajaca do otrzymania
wysokoaktywnego preparatu lakazowego od biosyntezy poprzez procesy zatezania,
oczyszczania 1 liofilizacji az do zastosowania enzymu w technologiach przemystu
wtokienniczego. Zebrane publikacje mozna tematycznie podzieli¢ na trzy taczace si¢ ze soba
etapy, pierwszy zaprezentowany w publikacjach (P1.1-P1.3) dotyczy intensyfikacji hodowli
grzybowej ukierunkowanej na produkcj¢ cennego biatka, drugi (P1.4-P1.6) badania procesow
jego zatezania 1 separacji, a trzeci (P1.7-P1.8) badania mozliwosci jego liofilizacji oraz

praktycznego zastosowania.

Powyzszy cykl tematyczny dopelnia udzial w 14 konferencjach naukowych, z ktorych czgsé
materiatow zostata wydana w formie nastepujacych opracowan:

K1.1: Blatkiewicz M., Antecka A., Gorak A., Ledakowicz S. (2016) Differences in Cerrena
unicolor and Pleurotus sapidus laccase partitioning in polyethylene glycol — phosphate aqueous
twophase systems. Abstracts / New Biotechnology 33S: 528;

K1.2: Antecka A., Blatkiewicz M., Gluszcz P., Ledakowicz S., Gorak A (2017) Upstream and
downstream processing of fungal laccase. J Biotechnol Biomater 2017, 7:1(Suppl) p. 71;
K1.3: Blatkiewicz M., Antecka A., Ledakowicz S., Gorak A (2017) Continuous methods of
fungal laccase concentration. J Biotechnol Biomater 2017, 7:1(Suppl) p. 72.
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PATENT Nr 248320 przyznany przez Urzad Patentowy Rzeczpospolitej Polskiej w dniu
21.11.2025 na wynalazek pt.: ,,Sposéb oczyszczania C-fikocyjaniny z ekstraktu biomasy
cyjanobakterii”.

Udzielony na rzecz: Politechnika L.0dzka, £.6dz, Polska.

Tworcy wynalazku: Anna Antecka, Stanistaw Ledakowicz, Rafal Szelag, Anna Klepacz-

Smotka, Damian Pietrzyk.

Wskazany drugi cykl publikacji zakonczony patentem ukazuje badania dotyczace doboru
najbardziej korzystnej metody zat¢zania i separacji fikobiliprotein, gléwnie C-fikocyjaniny,
oraz czg¢sciowa fizykochemiczng charakterystyke uzyskanych wysokooczyszczonych
preparatéw. Oczyszczany pigment C-fikocyjanina uznawany jest za bardzo cenny bioprodukt
majacy liczne zastosowania przemystowe i prozdrowotne dziatanie.

Powyzszy cykl tematyczny dopelnia udzial w 7 konferencjach naukowych. Materialy z jednej
z nich zostaly wydane w formie nastepujacego opracowania:

K2.1. Antecka A., Szelag R., Ledakowicz S. (2022) Storage conditions of C-phycocyanin from
Synechococcus sp. PCC6715, Chemie Ingenieur Technik 94 (9): 1272
https://doi.org/10.1002/cite.202255139.

Wstep

Obecny poziom rozwoju nauki i niepokojacy stan srodowiska sktaniaja do $wiadomego wyboru
produktow naturalnych oraz rozwigzah bazujacych na naturalnych procesach zachodzacych
w przyrodzie w jak najszerszym zakresie. Konsekwencjg tego jest potrzeba rozwoju
nowoczesnych, przyjaznych srodowisku technologii wytworczych wykorzystujacych systemy
1 produkty biologiczne w produkcji przemystowej dazacej do zrbwnowazonego przetwarzania
surowcoOw odnawialnych, produktéw chemicznych, materiatow i paliw. Zastagpienie proceséw
tradycyjnych przez bioprocesy pozwala na ukierunkowanie przemystu na nowe produkty badz
na zmian¢ procesOw technologicznych w kierunku zapewnienia realizacji celoéw gospodarki
obiegu zamknigtego. Jednym z narzedzi tu wykorzystywanych sa wytwarzane przez zywe
organizmy produkty bialkowe regulujace przebieg procesoOw biologicznych. Przyktadami
takich substancji sg badane i stosowane przeze mnie bioprodukty: enzym lakaza i pigment C-

fikocyjanina.



Lakazy (EC 1.10.3.2, oksydazy p-dwufenolowe) s3a enzymami nalezacymi do klasy
oksydoreduktaz, ktore posiadaja zdolno$¢ do bezposredniego utleniania fenoli i innych
zwigzkéw aromatycznych. Wytwarzane glownie przez grzyby zgnilizn drewna, ale takze
bakterie, rosliny, czy owady. W warunkach naturalnych lakazy grzybowe, wraz z calg grupg
enzymoOw ligninolitycznych, prowadza rozktad drewna, a w nim gtownie ligniny. Zdolno$¢ ta
swiadczy o mozliwo$ci zastosowania tych enzyméw jako katalizatoréw rozkladu wielu
skomplikowanych zwigzkéw organicznych. Okazuje si¢, ze biokatalizatory lakazowe dzigki
swojej niskiej specyficznosci  substratowej, niskim wymaganiom energetycznym
1 biodegradowalnosci bardzo dobrze spetniajag wymogi produkcji zrownowazonej i przyjaznej
srodowisku. W zwigzku z tym, w wielu o$rodkach na $wiecie prowadzone sg badania nad
biosynteza lakazy przez grzyby i jej zastosowaniem (Yang et al., 2017; Zhai et al., 2024).
Gloéwne galezie gospodarki to przemyst celulozowo-papierniczy, tekstylny, spozywczy,
farmaceutyczny oraz chemiczny (Chaudhary et al., 2022; Imran et al., 2012). Niestety niska
wydajno$¢ biosyntezy enzymoé6w w warunkach naturalnych uniemozliwia ich praktyczne
zastosowanie w skali przemystowej. Do badan nad zastosowaniem enzymoéw w wyzej
wspomnianych procesach przemystowych niezbgdne jest uzyskanie wysoce aktywnych
preparatow zapewniajacych otrzymanie powtarzalnych wynikow. Dobdér odpowiednich
warunkow hodowli jest tu szczegdlnie istotny, gdyz od niego zalezy wzrost biomasy
1 aktywnos$¢ metabolitow. Dlatego, oprocz badan aplikacyjnych, wcigz trwaja prace nad
poprawa wydajnosci i obnizeniem kosztow biosyntezy, poszukiwaniem bardziej wydajnych
producentéw enzymu, jego oczyszczaniem i separacjg oraz wyznaczeniem fizykochemicznych
wlasciwosci. Wiele uwagi poswigca si¢ réwniez warunkom przechowywania 1 stabilnosci
produktéw biatkowych, co prowadzi do uzyskania trwalego 1 sprawnego preparatu.

Procesy biosyntezy z udzialem mikroorganizméw stanowia zespdt ztozonych reakcji
biochemicznych, zwigzanych ze zuzywaniem substratow z podloza, przyswajaniem tlenu,
wzrostem biomasy 1 wytwarzaniem bioproduktow. Tymi zagadnieniami zajmowalam si¢
miedzy innymi podczas realizacji mojej pracy doktorskiej. Wyniki przedstawione w publikacji
(Antecka et al., 2009) dotycza badania kinetyki wzrostu grzybni Cerrena unicolor i biosyntezy
lakazy przy zmiennym skladzie podloza hodowlanego oraz zaproponowanego
dwusubstratowego modelu kinetycznego procesu. Przeprowadzone bilanse obejmuja: zrodia
wegla 1 azotu, produkt i biomase. W badaniach zwrdcono uwage na istnienie negatywnego
zwigzku pomiedzy biosynteza enzymu a wzrostem biomasy, objawiajacym si¢ jej ubytkiem
w momencie pojawienia si¢ produktu. W momencie catkowitego zuzycia glukozy z podtoza

przyswajanie L-asparaginy zostawalo zatrzymane, a grzyb rozpoczynat wydzielanie
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zewnatrzkomorkowej lakazy. Zaproponowany model dobrze opisuje wyniki doswiadczalne
wszystkich przeprowadzonych hodowli, a dobrane parametry kinetyczne okazaly si¢ niezalezne
od warunkow procesowych, co potwierdzilo stluszno$¢ przyjetych zalozen i wiarygodnosé
otrzymanych réwnan (Antecka et al., 2009). Jednakze, majac na uwadze powigkszenie skali
procesu, w hodowli mikroorganizméw bardzo istotny jest takze dobor ilosci inokulum oraz
wybor typu i trybu pracy bioreaktora. Taka zmiana wymaga zawsze zwigkszenia naktadu
srodkow, ale umozliwia wigksza kontrole procesu (monitoring on-line), wyzszg wydajno$¢
produkcji oraz powtarzalno$¢ wynikéw zarowno dla hodowli okresowych, jak 1 cigglych,
a w szczeg6lnosci takich, ktére umozliwiajg integracje biosyntezy i dalszych procesow
oczyszczania. Poza metodami klasycznymi, wyrdzni¢ nalezy takze tzw. podej$cie inzynierii
morfologii, ktore dotyczy¢ moze: zmiany osmolarnosci brzeczki hodowlanej, modyfikacji
genetycznych, czy wreszcie dodatku mineralnych mikroczastek (Krull et al., 2013), czyli
innowacyjnej metody zwanej microparticle-enhanced cultivation (MPEC). Metoda polega na
wprowadzeniu do podioza mineralnych mikroczastek, ktérych dziatanie wplywa na
produktywnos$¢ mikroorganizmu spowodowang zmiang w morfologii grzybni (Driouch et al.,
2010a). Zmiana morfologii prowadzi do lepszego transportu tlenu i1 substancji odzywczych, co
skutkuje wyzszym st¢zeniem biomasy i zwigkszong produkcja pozadanych metabolitow,
np. antybiotykéw czy enzymow. Pozytywny wplyw mineralnych czastek w podiozu na
morfologie grzybni 1 aktywno$¢ enzymatyczng zostal potwierdzony badaniami
eksperymentalnymi, szczegolnie dla grzybow strzepkowych (Bizukojc and Ledakowicz, 2010;
Kaup et al., 2008). Zaobserwowano, iz dodatek nieorganicznych mikroczastek umozliwia
sterowanie wielkoscig peletek, powodujac zmniejszenie ich S$rednicy oraz poprawe
produktywnosci (Gonciarz and Bizukojc, 2014).

Kolejnym zagadnieniem generujacym potrzeb¢ poszukiwania nowych rozwigzan
technologicznych jest ryzyko utraty bioproduktu podczas jego zatezania i oczyszczania (ang.
downstream processing, DSP). Z przegladu literatury wynika, iz etap ten pochtania nawet do
80% kosztoéw produkcji (Lowe et al., 2001), a w przypadku wybranych biatek temat ten nie jest
jeszcze wystarczajaco zbadany. NajczeSciej stosowane metody to filtracja, wirowanie,
odparowanie oraz techniki chromatograficzne, zapewniajace co prawda otrzymanie wysoce
zatgzonego 1 czystego produktu, ale kosztowne i dlugotrwale. Przyktadami alternatywnych
metod DSP sg frakcjonowanie pianowe (ang. foam fractionation, FF) 1 wodna ekstrakcja
dwufazowa (ang. aqueous two-phase extraction, ATPE). Pierwsza z nich nalezy do procesow
separacji pgcherzykowej, w ktorej czgs¢ sktadnikow mieszaniny, w tym biatka, migruje do

powierzchni migdzyfazowej pomigdzy ciecza a gazem (Lemlich, 1968). W rezultacie powstaty

9



kondensat piany (ang. foamate) zawiera podwyzszone st¢zenie sktadnikow powierzchniowo
czynnych, takich jak biatka, ewentualnie surfaktanty (Gerken et al., 2006). Proces prowadzi si¢
w kolumnie zawierajacej rozpuszczony produkt zasilanej inertnym gazem, najczesciej
powietrzem lub azotem. W wyniku tego wytwarza si¢ piana, ktora migruje w gore kolumny,
a nastgpnie jest odbierana w fazie ciektej w postaci kondensatu (Burghoff, 2012). Dodatkowa
zaleta metody jest latwo$¢ odzysku produktu z bardzo rozcienczonych roztwordw, co
powoduje, ze jest ona wygodnym pierwszym etapem w wielostopniowych procesach
oczyszczania (Merz et al., 2011). Druga z metod, wodna ekstrakcja dwufazowa, jest procesem
separacji czastek, ktory oparty jest na takich samych zasadach, co ekstrakcja z uzyciem
rozpuszczalnikéw organicznych. Do utworzenia uktadu dwufazowego uzywane sg najczesciej
dwa polimery lub roztwér polimeru i soli, w zaleznosci od uzywanej substancji (Grilo et al.,
2016). Niezaleznie od skladu, zawartos¢ wody w ATPE wynosi zazwyczaj 70 - 90%, dzigki
czemu uktady te nie powoduja denaturacji biatek i moga by¢ stosowane przy ich rozdziale
(Igbal et al., 2016). Mechanizm procesu oparty jest na selektywnym rozpuszczaniu si¢
separowanej substancji w zastosowanych fazach ukladu, co spowodowane jest rdznica
powinowactwa do faz (Wu et al., 2017). Ztozonos$¢ procesu powoduje jednak wiele trudnosci
w trakcie jego modelowania i na etapie planowania eksperymentu. Wedtug literatury (Azevedo
et al., 2009) na podzial substancji miedzy fazami ma wpltyw wiele czynnikdéw, tj. rozmiar
czasteczki, konformacja molekularna, rodzaj zastosowanego polimeru, pH, temperatura 1 sita
jonowa. Wszystkie te czynniki powoduja, ze dla kazdego biatka wodna ekstrakcja dwufazowa
musi by¢ rozpatrywana jako unikalny proces, wymagajacy szeregu danych eksperymentalnych.
Drugim z obiektéw zastosowania réznych technik DSP w moich badaniach byt pigment C-
fikocyjanina (ang. C-phycocyanin, C-PC). Nalezy ona do rodziny fikobiliprotein bedacych
jednostkami biatkowymi, znajdujacymi si¢ w aparacie fotosyntetycznym cyjanobakterii
i absorbujacymi promienie $wietlne. C-PC przy dlugosci fali okolo 620 nm wykazuje
charakterystyczny pojedynczy pik absorpcji, a fluorescencje emituje przy okoto 642 nm. Jest
kompleksem biatka 1 pigmentu o glebokim, intensywnym niebieskim kolorze, dzieki czemu
znajduje szereg zastosowan w barwieniu kosmetykow lub jako dodatek do Zywno$ci. Ponadto,
z uwagi na jej wlasciwos$ci przeciwnowotworowe, przeciwzapalne 1 przeciwutleniajace jest
pozadana w przemysle farmaceutycznym i medycynie (da Silva Figueira et al., 2018). C-PC
jest wytwarzana przez wiele fotoautotroficznych cyjanobakterii, sinic, z ktorych najbardziej
popularna jest Spirulina platensis. Niestety, ta izolowana z organizmdéw mezofilnych posiada
wysoka wrazliwo$¢ na czynniki fizyczne, takie jak $wiatto, temperatura, czy odczyn pH

srodowiska 1 w szerokim zakresie tych parametrow ulega rozktadowi. Zastosowanie takiej C-
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PC w przemysle bedzie zatem ograniczone ze wzglgdu na np. obrobke cieplng, ktora powoduje
wytracanie i blaknigcie niebieskiego pigmentu (Pan-utai et al., 2018). Thermosynechococcus to
rodzaj termofilnych, jednokomorkowych cyjanobakterii zasiedlajacych alkaliczne gorace
zrodla o temperaturze 50 - 65°C. Mechanizmy adaptacji termofilnych sinic do ro6znych
stresujgcych warunkoéw goracych zroédet powoduja, ze takie organizmy i ich bioprodukty
stanowig ogromng warto$¢ dla biotechnologii i r6znych zastosowan przemystowych (Cheng et
al., 2020; Liang et al., 2018). Kluczowym parametrem okre$lajacym zakres zastosowan
bioproduktu jest jego czystos¢, ktora zalezy od zastosowanej metody oczyszczania. Dla C-
fikocyjaniny przyjmuje si¢ nastepujaca klasytikacje stopnia czystosci:

*  C-PC o czystosci 0,7 - czysto$¢ spozywcza

*  C-PC o czystosci 3,9 - czysto$¢ reaktywna

*  4,01wyzej - czysto$¢ analityczna (Patil et al., 2006).

*  C-PC o czystosci 0,5-1,5 - barwnik spozywczy

* C-PC o czystosci 1,5-2,5 - barwnik kosmetyczny

¢ C-PC o czystosci 2,5-3,5 — biomarkery

*  C-PC o czystosci >4 - zastosowania biomedyczne oraz jako $rodki terapeutyczne (da Silva

Figueira et al., 2018).

Glowne cele i obszary badawcze

W zwiazku z wyzej zarysowang problematyka celem moich badan naukowych, opisanych
w pracach zgtoszonych do postgpowania habilitacyjnego (P1.1 — P1.8 oraz P2.1 — P2.4), byto
zbadanie mozliwosci intensyfikacji procesdw biosyntezy 1 oczyszczania produktow
biatkowych na przyktadzie enzymu lakaza i pigmentu C-fikocyjanina, opracowanie strategii
ich prowadzenia oraz produkcja wysokooczyszczonych preparatow. Oba bioprodukty budza
duze zainteresowanie i s3 pozadane ze wzgledu na ich prozdrowotne wiasciwosci oraz
mozliwos$ci zastosowania w wielu gateziach przemyshu. Zakres tematyczny przeprowadzonych
prac stanowi pofaczenie badan podstawowych 1 aplikacyjnych w dziedzinie inzynierii
chemicznej, gdzie zagadnienia zwigzane z otrzymywaniem, zat¢zaniem 1 oczyszczaniem
produktéow (up- and downstream- processing) zajmuja istotne miejsce. Przeprowadzone

badania bardzo dobrze wpisuja si¢ w ide¢ poszukiwania nowych rozwigzan i sposobow
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prowadzenia wspomnianych procesow, takze w trybie cigglym majacym szereg zalet

W poroéwnaniu z procesami periodycznymi.

Cykl I

»intensyfikacja procesow biosyntezy i oczyszczania lakaz grzybowych”

Intensyfikacj¢ procesu hodowli i biosyntezy lakazy prowadzono z wykorzystaniem dwodch
szczepOw grzybowych. Pierwszy, Cerrena unicolor, nalezacy do grzybow biatej zgnilizny
drewna, pochodzi z kolekcji Zaktadu Biochemii UMCS w Lublinie 1 byl takze przedmiotem
badan mojej pracy doktorskiej. Mikroorganizm ten wyréznia si¢ sposrod innych producentéw
lakaz tym, ze wydziela jej znaczne ilo$ci bez uzycia dodatkowych induktoréw (Gianfreda et al.,
1998). Cecha ta czyni go atrakcyjnym gatunkiem do badan zwigzanych z produkcja enzymu.
Drugi szczep, Pleurotus sapidus, pochodzi z bazy Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ). Nalezy on do rodziny boczniakowatych i jest czgsto
wykorzystywany do badan laboratoryjnych.

W eksperymentach zastosowano unikalng metode microparticle-enhanced cultivation, ktora,
wedlug mojej wiedzy, nie byla wczesniej stosowana do grzybow Basidiomycetes oraz dla
C. unicolor nowatorski sposob prowadzenia hodowli bioreaktorowej w trybie pdt-ciagtym
z rbwnoczesnym odbiorem plynu pohodowlanego bez biomasy gwarantujacym integracje
procesOw biosyntezy i oddzielenia biomasy w jednym aparacie.

Badanymi metodami zat¢zania i1 separacji uzyskanego w ptynie pohodowlanym enzymu byty
klasyczna ultrafiltracja 1 chromatografia oraz dwie mniej znane metody alternatywne
frakcjonowanie pianowe 1 wodna ekstrakcja dwutazowa. Wszystkie cztery metody przebadano
pod kontem doboru najbardziej korzystnych warunkéw ich prowadzenia w celu osiggnigcia

koncowego produktu o jak najwyzszej aktywnosci.

Jako efekty przeprowadzonych badan udato si¢ uzyska¢ pozytywne rezultaty w nastgpujacych

obszarach:

e uzyskanie zwigkszenia produkcji enzymu oraz zmiany morfologii grzybni C. unicolor
1 P. sapidus poprzez zastosowanie innowacyjnej techniki microparticle-enhanced
cultivation (MPEC), scharakteryzowanie grzybni oraz okreslenie wptywu mikroczastek na

ich morfologi¢ (P1.1);
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e opracowanie przegladu literatury dotyczacego zastosowania metody MPEC do grzybow
strzgpkowych, ze szczegbdlnym uwzglednieniem grzybow podstawkowych (P1.2);

e poprawa wydajnosci biosyntezy lakazy z C. unicolor poprzez zastosowanie réznych
strategii prowadzenia hodowli oraz integracja proceséw hodowli i oddzielenia biomasy
w jednym aparacie (P1.3);

e zastosowanie innowacyjnej metody frakcjonowania pianowego do zat¢zania i separacji
lakazy z ptynéw pohodowlanych C. unicolor i P. sapidus, wraz z doborem warunkow
prowadzenia procesu (P1.4);

e zastosowanie wodnej ekstrakcji dwufazowej, jako kolejnej alternatywnej metody do
zat¢zania i separacji lakazy z ptynéw pohodowlanych C. unicolor i P. sapidus (P1.5);

e porownanie metod stosowanych do oczyszczania lakazy z ptynu pohodowlanego
C. unicolor, ustalenie najbardziej efektywnego sposobu i uzyskanie wysokooczyszczonego
preparatu enzymatycznego (P1.6);

e ustalenie warunkdw prowadzenia procesu liofilizacji lakazy z C. unicolor oraz okreslenie
stabilnosci liofilizatu (P1.7);

e zastosowanie lakazy z C. unicolor do modyfikacji naturalnych widkien celulozowych
w technologiach wytwarzania innowacyjnych materiatow barierowych,
wykorzystywanych w tekstyliach odziezowych 1 technicznych, chronigcych osoby

narazone na szkodliwe dziatanie promieniowania UV (P1.8).

Omowienie poszczegolnych publikacji z cyklu I:

Pierwsza z prac pt.. Morphology engineering of basidiomycetes for improved laccase
biosynthesis (P1.1) dotyczyla badania mozliwosci intensyfikacji biosyntezy lakazy poprzez
zastosowanie pionierskiej wowczas metody dodatku mikroczastek do podtoza hodowlanego
zwanej microparticle-enhanced cultivation (MPEC) oznaczajaca w dostownym tlumaczeniu
hodowle wspomagana mikroczastkami. Sama tematyka stanowita kontynuacj¢ moich
wczesniejszych prac naukowych, jednakze uwaga zostata przeniesiona z metod klasycznych
w kierunku poszukiwania innych, bardziej innowacyjnych metod. Technika ta byta wowczas
badana w Katedrze Inzynierii Bioprocesowej przez zespét pod kierownictwem prof. Marcina
Bizukojcia do grzybow z rodzaju Aspergillus, dla ktorych uzyskiwano pozytywne rezultaty
(Bizukojc and Ledakowicz, 2010; Kaup et al.,, 2008). Zaobserwowano, iz dodatek
nieorganicznych mikroczastek umozliwia sterowanie wielkoscig peletek, powodujac

zmniejszenie ich $rednicy oraz poprawe produktywno$ci (Gonciarz and Bizukojc, 2014).
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W przypadku grzybéw Basidiomycota trudno byto odszuka¢ doniesienia literaturowe odnosnie
stosowania metody. Jednakze prace prowadzone przez Tisma i in. (TiSma et al., 2012)
dotyczace optymalizacji produkcji lakazy przez Trametes versicolor na podtozu sktadajagcym
si¢ z réznych odpadow przemystowych, gdzie najlepsze rezultaty otrzymano na podiozu
z odpaddw z przemystu papierniczego, ktore zawieraty duze ilosci CaCOs, wskazywaty na jej
zasadnos$¢. W zwigzku z tym rozpoczgtam prace dotyczace badania wplywu obecnosci
mineralnych czastek tlenku glinu w podtozu hodowlanym na morfologi¢ grzybni i produkcje
lakazy poczatkowo przez grzyb Cerrena unicolor, a po otrzymaniu pozytywnych wynikow
takze Pleurotus sapidus. Hodowle wglebne prowadzone byty w kolbach wstrzasanych,
z dodatkiem do podtoza hodowlanego tlenku glinu (Al2O3) o $rednicy mikroczastek 10 um
w zakresie stgzen 5 - 30 g/L. W pierwszym etapie eksperymentdw wykazano, ze proces wzrostu
grzybni w hodowlach z dodatkiem tlenku glinu, szczegélnie dla st¢zen powyzej 15 g/L,
zachodzi szybciej a zatem i produkcja lakazy rozpoczyna si¢ wcze$niej niz w probach
kontrolnych. W probach z mniejszg iloscig tlenku glinu, st¢zenie do 15 g/L, zauwazono
calkowite wbudowanie czastek mineralnych przez biomase grzybni, natomiast w stezeniach 20
oraz 30 g/L. obserwowano w podtozu pozostaty, niewbudowany proszek. Dla stezenia tlenku
glinu 15 g/L uzyskano 3,5-krotny wzrost aktywnosci lakazy w przypadku C. unicolor 1 2-krotny
dla P. sapidus, co obrazuja ponizsze wykresy (Rys.1).
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Rysunek 1. Zalezno$¢ aktywnosci lakazy od stezenia tlenku glinu w podtozu A) dla szczepu

C. unicolor, B) dla szczepu P. sapidus

Pozytywny wplyw mikroczastek na aktywno$¢ lakazy z C. unicolor zaobserwowano juz
w 6. dniu hodowli (Rys. 1A) dla wszystkich badanych stezen Al.Os, przy czym wartos¢
aktywnosci rosta wraz ze wzrostem st¢zenia Al:Os. Natomiast w 9. dniu procesu
zaobserwowano znacznie wyzsza aktywno$¢, osiagajaca dla stgzenia Al:Os wynoszacym

30 g/l warto$¢ rowng 2233 U/L. Jednakze podobny wzrost aktywnoS$ci nastgpit juz przy
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stezeniu 15 g/L, dlatego stwierdzono, ze powyzej tej wartosci dalsze zwigkszanie st¢zenia
tlenku glinu nie powoduje juz wzrostu aktywnosci lakazy. Odmienng sytuacj¢ zaobserwowano
w przypadku hodowli P. sapidus (Rys. 1B), gdzie do 8. dnia hodowli aktywno$¢ enzymu nie
byta wykrywalna, co wskazywato na co najmniej dwudniowe opodznienie w stosunku do
poprzedniego szczepu. W 14. dniu hodowli aktywnos$¢ lakazy z P. sapidus osiagneta najwyzsza
warto$¢ réwng 835 U/L i niezaleznie od st¢zenia mikroczastek AloO; wszystkie wartosci
aktywnosci lakazy byly mniej wigcej dwukrotnie wyzsze niz w serii kontrolnej. Oznacza to, ze
w przypadku tego szczepu zmiana ste¢zenia mikroczgstek Al-Os nie wplywa na produkcje lakazy
w takim stopniu, jak ma to miejsce dla C. unicolor. Kolejna seria eksperymentow kinetycznych,
dotyczaca obserwacji zmian aktywnosci lakaz w czasie trwania procesOw potwierdzita
wcezesniejsze rezultaty. W hodowlach C. unicolor we wszystkich probach aktywno$¢ lakazy
pojawila si¢ 6. dnia hodowli, ale znaczace roznice obserwowano od 7. dnia. I tak dla hodowli
ze stezeniem tlenku glinu 30 g/L nastepowal bardzo szybki wzrost produkcji enzymu.
W hodowli o stezeniu 15 g/L. podobny, szybki wzrost aktywno$ci nastapit pomigdzy 7 a 8
dniem hodowli. Maksymalna warto§¢ aktywnosci lakazy wynoszaca 2523 U/L zostata
osiggnieta 9. dnia hodowli i1 byla to zarazem najwyzsza aktywno$¢ zanotowana w calym
eksperymencie.

Rownolegle podczas trwania hodowli prowadzono obserwacje makroskopowe rozwijajacej si¢

grzybni, co obrazuja zdjecia przedstawione na rysunkach 2 i 3.

Rysunek 2. Wplyw mikroczastek Al2Os na morfologie grzybni C. unicolor: A) kontrola; B) 15
g AL:Os/L oraz C) 30 g Al-Os/L; skala: 1 cm
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Rysunek 3. Wplyw mikroczastek Al.Os na morfologi¢ grzybni P. sapidus: A) kontrola; B) 15
g AL:Os/L oraz C) 30 g Al-Os/L; skala: 1 cm

Obserwowany wzrost aktywnosci lakazy byl spowodowany dziataniem mikroczastek na
aglomeracje¢ grzybni, co doprowadzilo do zmniejszenia rozmiaru powstatych peletek (Srednio
o 2 mm dla C. unicolor), zmiany ich ksztattu (peletki w ksztalcie gwiazdy dla C. unicolor)
i zmiang ich struktury (bardziej zwarte peletki w przypadku P. sapidus). Dla hodowli bez
dodatku tlenku glinu obserwowano gtadkie, ewentualnie stabo owtosione peletki oraz nieliczne
fragmenty grzybni rozproszonej. Dla hodowli ze stezeniem tlenku glinu 15 g/L peletki grzybni
C. unicolor posiadaty silnie owlosiong powierzchni¢ (hairy pellets, star-shaped pellets),
$rednica ich byta wyraznie mniejsza i wynosita od 1 do 4 mm a w probie kontrolnej od 2 do
6 mm. Grzybnia hodowli C. umicolor ze stezeniem tlenku glinu 30 g/L rosta cze$ciowo
w postaci tzw. grzybni rozproszonej, powstate peletki byly najbardziej rozgat¢zione, posiadaty
charakterystyczng gwiazdzistg strukture a ich §rednica wynosita od 1 do 3 mm (Rys. 2B,C).
Podsumowujac, w publikacji P1.1 po raz pierwszy opisano zastosowanie techniki MPEC do
hodowli podstawczakéw. Wykazano, ze zastosowanie metody inzynierii morfologii typu
MPEC pozwala na zmian¢ morfologii badanych grzybow oraz poprawe wydajnosci produkc;ji
lakazy niezaleznie od stezenia mikroczastek w poditozu. Stezenie tlenku glinu 5 g/L uznano
jako stezenie efektywne, natomiast stezenie 15 g/L za stezenie optymalne, poniewaz dalszy
dodatek tlenku glinu nie powodowat wzrostu aktywnosci lakazy a w plynie pohodowlanym
obserwowano niewbudowany proszek. Otrzymane wyniki potwierdzily jednoczes$nie
pozytywny wptyw mikroczgstek obecnych w podtozu na wzrost i produkcje metabolitéw przez
grzyby Basidiomycota.

Moéj wklad: wspottworca hipotezy badawczej, pomystodawca 1 wiodacy autor planu badan,
udzial w realizacji eksperymentéw i wykonaniu analiz, opracowanie i dyskusja wynikow,

przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor korespondencyjny.
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Mo6j udzial procentowy szacuje¢ na 70%.

Otrzymane, bardzo obiecujace wyniki badan z zastosowaniem metody MPEC sktonity mnie do
bardziej wnikliwego jej poznania i dalszej analizy mechanizmow nig rzadzacych. Efektem tego
jest publikacja pt.: ,,Modern morphological engineering techniques for improving
productivity of filamentous fungi in submerged cultures” (P1.2). W pracy zebrano
i usystematyzowano wiedz¢ dotyczaca mechanizméw i zastosowania techniki MPEC do
hodowli grzybéw strzepkowych w hodowlach wglebnych. Praca zawiera przeglad publikacji
zaczynajac od najczesciej opisywanych gatunkow z rodzaju Aspergillus, poprzez inne gatunki
Ascomycetes, takie jak Penicilium, Emericella czy Rhizopus. Az do badanych przez nasz zesp6t
grzybow zgnilizn drewna C. unicolor 1 P. sapidus. Ustalono, ze najczgsciej opisywanymi
rezultatami metody s3: zmiany w morfologii grzybni, zmiany w warunkach transportu tlenu
1 lepkosci, zmiany w szybko$ci zuzycia substratow, oraz zmiany w produkcji metabolitow czy
enzymow. W wigkszo$ci cytowanych prac nie zajmowano si¢ samym mechanizmem dziatania
mikroczastek. Jedynie (Driouch et al., 2010a) przedstawili krétki opis interakcji pomiedzy
mikroczastkami a komorkami grzybow na podstawie obserwacji mikroskopowych. W zwiazku
z tym pytanie, dlaczego metabolity lub enzymy wykazywatly zwigkszong produktywnos$¢
w MPEC niz w hodowlach kontrolnych, pozostato otwarte. Zgodnie z literaturg metoda wydaje
si¢ by¢ szczegoOlnie przydatna przy hodowli grzybow majacych aglomeracyjny charakter
tworzenia peletek. Badania potwierdzaja, Ze dziala ona poprzez zmniejszenie S$rednicy
makropeletek, co ostatecznie zmienia morfologi¢ w rozproszone strzgpki. Brakuje jednak
danych ilosciowych opisujacych to zjawisko. Wiadomo natomiast, ze sktad chemiczny czastek
ma tutaj niewielki wptyw. W przegladzie uwzgledniono takze najnowsze przeprowadzone
przez nasz zespot badania potwierdzajace pozytywny wptyw mikroczastek na szczepy grzybow
podstawkowych. Podkreslono, iz mimo zupelnie odmiennej morfologii grzybow C. unicolor
1 P. sapidus, w obu przypadkach aktywnos¢ lakazy byla odpowiednio 3,5-krotnie i1 2-krotnie
wyzsza. W ponizszej tabeli (Tab. 1) zebrano wszystkie najlepsze wyniki zastosowania metody

MPEC w odniesieniu do grzybow strzepkowych.

17



bioprocesu
Mi rticl
lzrotli)rarllaic i Biomass Effect
Organism Bioproduct P . (productivity | References
concentration morphology .
3 increase)
(gl")
] talc (10 10-fold
Caldariomyces Chloroperoxi- alc (10) loosely.paclfed 0 Kaup et al.
fumago DSM dase mycelia with 2008
1256 pyT— single hyphae
. 6-fold
oxide (15) ©
Aspergillus up to free Driouch et
-gl 1 Ic (1 4-fol
niger AB1.13 a-glucoamylase tale (10) mycelium old al. 2010a
Aspergillus freely .
-fructo- D h
niger SKAn B ruc‘ © talc (5) dispersed 10-fold riouch et
furanosidase . al. 2010b
1015 mycelium
Aspergillus
-fi -
niger SKAn f P ruc.t(;) titani 3.7-fold
1015 Hranosicase . .1 anlum. core-shell Driouch et
- silicate oxide
Aspergillus 25) pellets al. 2012
niger ANip7- a-glucoamylase 9.5-fold
MCS-gfp2
Aspergillus ale Gonciarz
terreus ATCC lovastatin (12) smaller pellets 1.6-fold and Bizukojc
20542 2014
Trichoderma
i Lo . .
atroviride IMI 6-pentyl-a iron oxide péllets 9f »-fold
206040 pyrone (ILIID) (20) various sizes Etschmann
etal. 2015
Aspergillus homogeneous
2-phenylethanol lc (2 1.3-fol
niger DSM 821 phenylethano tale (20) cultures 3-fold
Aspergillus talc (15) 3-fold Coban et al.
ficuum NRRL phytase aluminum smaller pellets > fold 20154
3135 oxide (15) o
Aspergillus .
1
terreus ATCC lovastatin (t? 20) smaller pellets 3.5-fold Golnczlgrlz6et
20542 -
. talc (10) 4-fold Coban and
Rhizopus oryzae . .
lactic acid aluminum smaller pellets Demirci
NRRL 395 2,3-fold
oxide (15) ’ 2016
Cerrena
unicolor (Bull. star-shaped 3.5-fold
Ex Fr) Murr. ) pellets
137 laccase aluminum Antecka et
oxide (15) al. 2016
Pleurotus core-shell
sapidus DSM ellets 2-fold
8266 P
talc (5 1,8-fold
Aspergillus B-mannanase Ala c'( : smaller pellets — Yatmaz et al.
sojae AsT1 ummum P 2,5-fold 2016
oxide (1)

Tabela 1. Przyktady pozytywnego wptywu metody MPEC na biomas¢ grzybowa 1 wydajnos¢
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Podsumowujac, stwierdzono za Etschmannem (Etschmann et al., 2015), iz trudno jest ustali¢
jakiekolwiek ogolne zasady dotyczace grzybow strzepkowych, stosowanych mikroczastek
1 wynikajacej z tego wydajnosci syntezy bioproduktéw. Kazdy gatunek grzyba, mikroczastki
i produkt nalezy analizowa¢ indywidualnie w danych warunkach hodowli. Ponadto,
z przemystowego punktu widzenia wazne jest, ze koncepcja inzynierii morfologicznej zostata
z powodzeniem przeniesiona z kolb do bioreaktora (Coban et al., 2015; Driouch et al., 2012,
2010a, 2010b; Gonciarz et al., 2016). Stosunkowo niskie koszty tej metody (niedrogie
mikroczgstki dodawane w niewielkich ilo$ciach) maja duze znaczenie dla przysztych
zastosowan na wigksza skale.

Moéj wklad: zebranie i usystematyzowanie wiedzy dotyczacej zastosowania techniki MPEC do
hodowli grzybow strzgpkowych w hodowlach wglebnych, pomystodawca i autor planu
opracowania, przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor
korespondencyjny.

Mo6j udzial procentowy szacuje¢ na 80%.

Celem kolejnych badan byta dalsza intensyfikacja produkcji lakazy oraz powigkszenie skali
prowadzonych hodowli z kolb do hodowli bioreaktorowych. Na producenta lakazy wybrano
szczep Cerrena unicolor, dla ktorego w hodowlach wglebnych w kolbach otrzymywano
znacznie wyzsze aktywnos$ci enzymu niz dla szczepu Pleurotus sapidus. Badania dotyczyly
poprawy warunkow biosyntezy lakazy przez szczep C. umicolor poprzez zmiany w trybie
prowadzenia hodowli oraz integracje procesu hodowli z separacja biomasy in situ bez
przerywania hodowli. Zastosowane strategie prowadzenia hodowli bioreaktorowych oraz
uzyskane wyniki opisano szczegotowo w publikacji pt.: Improvement of laccase biosynthesis
by various feeding strategies and in situ integration of biomass separation (P1.3). Badania
prowadzono w bioreaktorze zbiornikowym BIOSTAT ED firmy B-Braun (Niemcy) o objetosci
roboczej 15 litrow sterowanym komputerowo. Hodowle wglebne prowadzono na
zmodyfikowanym podtozu wg. Lindeberg 1 Holm (Janusz et al., 2007) z glukoza jako gléwnym
zrodlem wegla i L-asparaging jako gtéwnym Zrédlem azotu i zaszczepiano homogenizowang
grzybnia w ilo$ci 240 mL. Bioreaktor wyposazony byt w plaszcz grzejny, potaczony z uktadem
termostatujacym, pozwalajacy na utrzymywanie statej temperatury procesu wynoszacej 28°C.
Mieszanie w bioreaktorze zachodzito z uzyciem mieszadta topatkowego przy 200 obrotach na
minute. Sterylne powietrze o natezeniu 2 Ndm® na minute wprowadzane bylo za pomoca
betkotki przy dnie bioreaktora. Dodatkowo, bioreaktor wyposazony byt w zespot czujnikow

pozwalajacych na monitorowanie parametroOw procesu w trakcie jego trwania: elektrod¢ pH,
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elektrode tlenowa, wskaznik ci$nienia i wskaznik temperatury. Realizacje prac rozpoczeto od
hodowli C. unicolor w trybie okresowym, podczas ktérych w 10. dniu hodowli otrzymywano
wysokie aktywnos$ci lakazy wynoszace do 1,3 U/mL. Wprowadzone w kolejnych etapach
modyfikacje doprowadzity do opracowania strategii prowadzenia hodowli w trybie pot-ciggtym
tzw. powtarzanym okresowym (ang. repeated discontinuous fed-batch) z réwnoczesnym
odbiorem ptynu pohodowlanego bez biomasy. Testowanie takiego ukladu umozliwiato
zastosowanie zamontowanego w bioreaktorze specjalnie skonstruowanego filtra obrotowego
(SPIN filter), dzigki ktoremu mozna byto pobra¢ ptyn pohodowlany bez biomasy uzyskujac
integracje procesOw biosyntezy i oddzielenia biomasy w jednym aparacie. Proces hodowli
grzybni prowadzono w sze$ciu réznych wariantach stosujac dodatek podtoza poczatkowo co 4

i co 2 dni, a nastepnie codziennie oraz z odbiorem badz bez odbioru biomasy (Tab. 2).

Tabela 2. Strategie prowadzenia hodowli bioreaktorowych

Cultivation 1 Batch mode

Cultivation 2 Fed-batch mode with one feeding

Cultivation 3 Fed-batch mode with two feedings

Feeding Spin-filter
Cultivation 4 Every second day Yes
S Repeated fed-batch
Cultivation 5 Every second day No
mode

Cultivation 6 Every day Yes
Cultivation 7 Every day No

W wyniku zmiany prowadzenia hodowli na tryb poét-ciagly, tzw. powtarzany okresowy,
uzyskano przedtuzenie zywotnosci grzybni oraz jej zdolnosci do wytwarzania enzymu. Profile
zmian parametroéw procesowych w trakcie trwania hodowli dolewowych znajduja si¢ na

ponizszych wykresach (Rys. 4).
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Rysunek 4. Zmiany parametréw procesowych w trakcie trwania poszczegdlnych hodowli

bioreaktorowych

Maksymalng aktywno$¢ wynoszaca 6,4 U/mL osiggnigto w hodowli prowadzonej z dolewkami
co drugi dzien z zastosowaniem filtra wirowego (Cultivation 4). Dla hodowli prowadzonej
w tym rezimie, ale z odbiorem biomasy (Cultivation 5) uzyskano bardziej stabilny, ale nizszy
poziom aktywnos$ci w zakresie 3 - 5 U/mL, co sugerowato, ze biomasa pozostajaca w uktadzie
sprzyja produkcji enzymu. Kazdemu dodaniu pozywki towarzyszyl wzrost stezenia biomasy,
skokowy wzrost poboru tlenu, niewielki spadek pH i obnizenie aktywnosci lakazy, ktorej
warto$¢ w kolejnych godzinach hodowli stopniowo rosta do poprzednich badz coraz wyzszych
poziomow. Przy codziennym uzupetnianiu podtoza i odbiorze ptynu pohodowlanego bez
biomasy (Cultivation 6) efekt przedtuzonego wzmocnienia aktywnosci lakazy nie byt juz tak
widoczny. Prawdopodobnie, zastosowanie filtra spowodowalo nadmierng akumulacje biomasy,
powodujaca trudno$ci z mieszaniem i brak widocznego wzrostu aktywnosci, ktorej wartos§é

utrzymywata si¢ caly czas na poziomie do 3 U/mL. Natomiast dla hodowli bez uzycia filtra
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(Cultivation 7) uzyskany maksymalny poziom aktywnosci lakazy wynosit 6,2 U/mL, czyli byt
zblizony do warto$ci uzyskanej w hodowli z dolewkami co drugi dzien z odbiorem ptynu
pohodowlanego bez biomasy. Jednakze, aby uzyska¢ pelny obraz wydajnosci danego procesu,
nalezy wzig¢ pod uwage catkowity bilans odzysku lakazy w poszczegolnych procesach.
W tabeli ponizej (Tab. 3) przedstawiono wyniki obliczen bilansowych uwzgledniajac osobno
odbiér w trakcie hodowli dolewowych, jak i ostateczng warto$¢ aktywnosci lakazy po

skonczonej hodowli w przeliczeniu na catkowita pojemnos$¢ bioreaktora, 14 litrow.

Tabela 3. Bilans odzysku lakazy w przeprowadzonych hodowlach

Amount of laccase Final amount of Total laccase

collected during laccase collected in recovery

cultivation (U) the bioreactor (U) U)
Cultivation 1 - 19560 19560
Cultivation 2 8970 44710 53680
Cultivation 3 23270 4018 27288
Cultivation 4 36940 33440 70380
Cultivation 5 41240 46010 87250
Cultivation 6 62800 21000 83800
Cultivation 7 94030 24620 118650

Okazuje si¢, ze w hodowli okresowej, mimo bardzo wysokiej aktywnos$ci w jej trakcie, realny
catkowity odzysk lakazy, ktorg odbieramy dopiero pod koniec hodowli jest stosunkowo niski.
W hodowli nr 1, gdzie teoretycznie mozna byto uzyska¢ okoto 35000 U, koncowy odzysk
enzymu wynosit niecate 20000 U. Nastepnie, w hodowli nr 2, gdzie maksymalna aktywno$¢
lakazy przekroczyta 12 U/ml, co odpowiada wartos$ci z catej objetosci bioreaktora 168000 U,
odzyskano tylko 53680 U. Jest to spowodowane faktem, iz bardzo trudno jest wcze$niej
przewidzie¢ moment maksymalnej aktywno$ci enzymu 1 zakonczy¢ hodowlge okresowa.
Natomiast, juz na przyktadzie hodowli nr 3 byto widoczne, ze nawet w przypadku braku
wyraznego piku zwigzanego z bardzo wysoka aktywnoscig enzymu, dzigki odbiorowi podtoza
w trakcie hodowli udaje si¢ uzyska¢ jego znaczng ilo$¢ (23270 U). Najwicksza wydajnosé
produkcji lakazy uzyskano w procesie z codziennym uzupelnianiem podtoza, gdzie
w poréwnaniu z hodowlg prowadzong w trybie okresowym catkowity odzysk enzymu byt

ponad 6 razy wyzszy. Przeprowadzone bilanse ukazuja, jak wazny jest moment odbioru lakazy
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oraz wlasciwa strategia prowadzenia procesu dolewowego, gdyz aktywnos$¢ enzymu znacznie
spada pod koniec hodowli. Zaréwno dla hodowli przy dolewkach co drugi dzien jak i przy
dolewkach codziennych wigcej lakazy pozyskiwano z hodowli bez uzycia SpinFiltra,
najwiekszg ilos¢ enzymu w przeprowadzonych badaniach pozyskano w hodowli nr 7.
Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze prowadzenie hodowli w trybie z okresowym zasilaniem
nieciaglym pozwala na otrzymywanie zwigkszonych ilosci ptynu pohodowlanego o wysokiej
aktywnosci lakazy oraz znaczne przedtuzenie aktywnosci biologicznej grzybni C. unicolor.
Zastosowanie filtra, umozliwiajagcego odbidr samego ptynu pohodowlanego, zapewnia
integracje procesOw hodowli i oddzielenia biomasy, jednakze catkowita warto$¢ odzysku
lakazy jest wtedy nieco nizsza. Biorgc pod uwage wszystkie uzyskane wyniki, mozna postawic¢
hipoteze, ze najlepsza strategia zapewniajgcg wysokie wartosci pozyskiwanej lakazy jest czgste
czesciowe usuwanie ptynu hodowlanego wraz z biomasa, ktéremu towarzyszy taki dodatek
pozywki, aby poziom stezenia glukozy w ukladzie byl stosunkowo niski. Taka strategia
powinna zapobiega¢ nadmiernemu wzrostowi biomasy, a jednoczesnie stymulowaé biosynteze
enzymu. Rozwijajac te koncepcj¢ w zakresie zwickszania czgstotliwosci dodawania substratu
w coraz mniejszych porcjach, mozna by doprowadzi¢ do ciggtego procesu rozpoczynajacego
si¢ od momentu pojawienia si¢ enzymu w ptynie pohodowlanym.

Moéj wklad: wspottworca hipotezy badawczej, udzial w opracowaniu koncepcji i planu badan
oraz realizacji eksperymentéw, opracowanie 1 dyskusja wynikow, przygotowanie pierwszej
wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor korespondencyjny.

Mo6j udzial procentowy szacuje¢ na 50%.

Po etapach hodowli 1 intensyfikacji biosyntezy lakazy przystapitam do badan poswieconych jej
zat¢zaniu 1 separacji (ang. downstream processing, DSP). Zgodnie z literaturg (Roque et al.,
2004) jest to najbardziej energochtonny i1 kosztowny etap produkcji, a w przypadku sktadnikow
pochodzenia biologicznego obarczony dodatkowo licznymi ograniczeniami. Biatka, w tym
enzymy, s3 bardzo nietrwate 1 wrazliwe na wiele czynnikow Srodowiskowych, jak
podwyzszona temperatura, ekstremalne warto$ci pH, czy niektoére odczynniki chemiczne
(Eijsink et al., 2005), przez co standardowo uzywane metody, takie jak ekstrakcja czy destylacja
maja tu ograniczone zastosowanie. Dlatego tez, poza stosowanymi przeze mnie uprzednio
1 czesto opisywanymi w literaturze metodami takimi jak ultrafiltracja czy chromatografia,
uczestniczytam w badaniach dotyczacych rzadziej spotykanych 1 mniej poznanych procesow,

do ktorych nalezg frakcjonowanie pianowe i wodna ekstrakcja dwufazowa.
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Frakcjonowanie pianowe (foam fractionation, FF) bedace przedmiotem czwartej publikacji
z cyklu pt.: Laccase concentration by foam fractionation of Cerrena unicolor and Pleurotus
sapidus culture supernatants (P1.4) jest innowacyjng metoda, ktéra moze by¢ wykorzystana
do bezpiecznego odzyskiwania produktéw biologicznych z ich zanieczyszczonych mieszanin.
Dobér odpowiednich parametrow procesu, takich jak pH, temperatura, czy odpowiednie
detergenty, pozwala na selektywne oczyszczanie pozadanych sktadnikow z mieszanin. Celem
pracy bylo zbadanie mozliwos$ci zastosowania procesu frakcjonowania pianowego do
oczyszczania lakazy z ptynéw pohodowlanych dwdch badanych dotychczas szczepow Cerrena
unicolor 1 Pleurotus sapidus. Uklad, w ktorym prowadzone byly badania stanowily: szklana
kolumna o dlugosci 56 cm i §rednicy 3 cm wyposazona u dolu w element rozpraszajacy gaz
wykonany ze szkta spiekanego, uktad do kontroli przeptywu gazu oraz odbieralnik piany, tak

jak przedstawiono na ponizszym schemacie (Rys. 5).
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Rysunek 5. Schemat uktadu do frakcjonowania pianowego

Proces prowadzono w réznych warunkach pH w zakresie od 3 do 10, ze szczegdlnym
uwzglednieniem pH 4, ktore jest zblizone do pl enzymu oraz z dodatkiem badz bez dodatku
srodkow  powierzchniowo czynnych, kationowego bromku cetrimonium (CTAB)
1 niejonowego Polisorbat 80 w zakresie stezen od 0,2 do 1,5 mM. Eksperymenty rozpoczynano
od wlaczenia przeptywu gazu i ustalenia jego nat¢zenia na poziomie 2,4 L/h. Nastepnie
napeliano kolumn¢ roztworem plynu pohodowlanego zawierajacego lakazg w objetosci

100 mL, co rozpoczynato proces tworzenia piany 1 jej wznoszenie w gore kolumny.
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Wytworzong pian¢ odbierano u szczytu kolumny za pomocg kolby ssawkowej wyposazone;j
w lejek. Takie polaczenie prowadzito do rozbicia piany do fazy ciektej i zebranie otrzymanego,
zat¢zonego roztworu enzymu w probowce umieszczonej wewnatrz kolby ssawkowej. Proces
prowadzono do chwili, w ktorej piana ulegata rozpadowi przed dotarciem do odbieralnika.
Wszystkie eksperymenty prowadzono w temperaturze pokojowej. Procesy opisywano na
podstawie dwodch gléwnych parametréw: wydajnosci (yield, Y) oraz wspdlczynnika podziatu

aktywnosci (activity partitioning coefficient, k), ktore wyznaczano z nastgpujacych wzorow:

Y _ Vfoam ’ aCtﬁmm

V. -act

ini ini

act

foam

act

act

gdzie: V' — objetos¢ [mL], act — aktywnos$¢ lakazy [U/mL], indeks foam — kondensat piany,

indeks ini — roztwor pltynu pohodowlanego, indeks ret — retentat.

Na podstawie otrzymanych wynikdéw stwierdzono, ze wydajnos$¢ procesu frakcjonowania
pianowego lakazy jest zalezna od producenta enzymu. W przypadku lakazy z C. unicolor
osiggnieto bardzo wysokie wspolczynniki podziatu aktywnosci miedzy fazy kondensatu
1 retentatu wynoszace prawie 200 podczas gdy dla lakazy z P. sapidus wynosity one okoto 8.
Najwyzsza wydajnos¢ procesu dla lakazy z C. unicolor siggajaca 50% uzyskano w pH 7,5 1 przy
stezeniu CTAB rownym 0,5 mM. Dla lakazy z P. sapidus wydajno$¢ procesu wynosita jedynie
25% przy najbardziej korzystnej wartosci pH rownej 4 1 stezeniu CTAB wynoszacym 0,5 mM.
Drugi, stosowany jako $rodek spieniajacy, detergent, Polisorbat 80, okazal si¢ znacznie mniej
skuteczny.

Podsumowujac, stwierdzono, ze mimo, iz w eksperymentach z lakaza z C.unicolor uzyskano
wspolczynniki podziatu wynoszace prawie 200, to nie udato si¢ osiggnac¢ odzysku powyzej
50%. Oznacza to, ze chociaz mozliwe jest zadowalajace zaggszczenie enzymu, to nadal duza
jego ilo$¢ pozostaje w retentacie. Dlatego przy stosowaniu procesu do oczyszczania lakaz z ich
ptynéw pohodowlanych zaleca si¢ stosowanie takze innych metod separacji. Ponadto, nalezy
uwzgledni¢, ze frakcjonowanie pianowe jest jedynie metoda zat¢zania enzymu, a nie jego
oczyszczania. Aby uzyska¢ czysty produkt, konieczne jest zastosowanie dalszych metod
separacji w celu oddzielenia enzymu od innych biatek oraz pozostajacego w kondensacie piany

srodka powierzchniowo czynnego.
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Moéj wklad: udziat w opracowaniu hipotezy badawczej, planu badan oraz przygotowaniu
stanowiska eksperymentalnego, nadzér and pracami laboratoryjnymi, korekta manuskryptu.

Mo6j udzial procentowy szacuj¢ na 35%.

Wyniki z zastosowania kolejnego procesu tj. wodnej ekstrakcji dwufazowej (aqueous two-
phase extraction, ATPE) opisano w kolejnej publikacji pt.: Partitioning of Cerrena unicolor
and Pleurotus sapidus laccases in polyethylene glycol - phosphate aqueous two-phase
systems (P1.5). Dotyczyly one doboru najbardziej skutecznego uktadu ekstrakcyjnego biorac
pod uwage podzial enzymu pomigdzy dwie fazy w czterech réznych uktadach dwufazowych
zawierajacych glikol polietylenowy (PEG) o nastepujacych masach czasteczkowych: 400,
1500, 3000, 6000 g/mol i so6l fosforanowa o pH 7,0. Ponownie przebadano zachowanie lakaz
pochodzacych z dwoch Zrédet grzybowych: Cerrena unicolor 1 Pleurotus sapidus. Wybor tych
dwoch gatunkow grzybow byt tu szczegélnie wskazany, poniewaz z badan wstepnych
przeprowadzonych na Uniwersytecie w Dortmundzie (Dortmund University of Technology),
wynikato, iz lakazy wytwarzane przez wspomniane dwa szczepy grzybowe rdznig si¢ migdzy
soba zachowaniem podczas procesu ATPE. Lakaza pochodzaca z C. unicolor pozostawata
w fazie solnej, natomiast lakaza z P. sapidus przechodzita do fazy organicznej zawierajacej
PEG. Badania prowadzono w specjalnie do tego celu =zaprojektowanych kolbach
ekstrakcyjnych (Rys. 6) wzorowanych na tych opisanych przez Prinza (Prinz et al., 2012)

sktadajacych si¢ z czeéci mieszalnikowej, czgsci biuretowej z podziatka oraz zaworu.
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Rysunek 6. A) Kolba ekstrakcyjna; B) Kolby po inkubacji i rozdzieleniu si¢ faz; C) Rozdzielone

|

fazy uktadu

W pierwszym etapie kolby napelniane byty roztworami tworzacymi uktad ekstrakcyjny oraz
ptynem pohodowlanym, tak, zeby catkowita masa kazdej proby wynosita 15 g. Nastepnie proby

poddawane byly mieszaniu za pomoca mieszadla magnetycznego w temperaturze 25°C przy
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predkosci mieszania wynoszacej 300 obr/min w ciggu godziny w celu osiggni¢cia stanu
rownowagi miedzyfazowej. Po tym etapie kolby ostroznie odwracano celem przelania
mieszaniny do cze¢$ci biuretowej i inkubowano w temperaturze 25°C przez okoto 20 godzin do
rozdzielenia si¢ faz. Proces ten odbywat si¢ w termostacie Sartorius Stadim CERTOMAT BS-
T. Dhugi czas rozdziatu wynikat z malej roznicy gestosci i niskiego napigcia powierzchniowego
pomigdzy fazami. W badaniach uwzglgdniono wplyw masy czasteczkowej PEG i stosunku
objetosci faz na podziat i odzysk lakaz oraz wplyw poszczegolnych sktadnikéw tworzacych
fazy na aktywno$¢ enzymu. Stwierdzono, ze masa czasteczkowa PEG ma znaczacy wptyw na
podziat lakazy. Im wyzsza byta jej warto$¢ tym podzial enzymu mig¢dzy fazy byt bardziej
wyrazny. Potwierdzono znaczne rdéznice w zachowaniu lakaz pochodzacych od réznych
gospodarzy. Lakaza z C. unicolor wykazywata znacznie wyzsze powinowactwo do fazy bogatej
w sOl niz lakaza z P. sapidus. W ukladach zawierajacych PEG 1500, 3000 oraz 6000 lakaza
z C. unicolor zatgzala si¢ w fazie solnej, podczas gdy w ukladzie zawierajacym PEG 400
dzielita si¢ pomiedzy faze solng i PEGowa. Natomiast lakaza z P. sapidus, niezaleznie od
stosowanego rodzaju glikolu polietylenowego, wykazywata powinowactwo do fazy gornej,
bogatej w polimer, co zasadniczo odroznia jg od lakazy z C. unicolor. Obserwowane roznice
sa najprawdopodobniej spowodowane réznym stopniem glikozylacji enzyméw. Ustalono, ze
najlepsze warunki prowadzenia procesu ATPE lakazy z C. unicolor zapewnia uktad PEG 6000
— fosforan. Uzyskiwano wtedy siedmiokrotne zatezenie enzymu, odzysk rowny 90% oraz
wspoOtczynnik podziatu aktywno$ci pomiedzy fazy solng i1 PEGowa wynoszacy 2200.
Natomiast dla lakazy z P. sapidus byt to uktad PEG 400 — fosforan z trzykrotnym zatezeniem
enzymu, odzyskiem rownym 90% oraz wspotczynnikiem podzialu aktywnosci pomigdzy fazy
PEGowa 1 solng dazacym do nieskonczonosci.

Podsumowujac, w badaniach wykazano, ze w procesie ATPE mechanizm zgodnie, z ktorym
nastepuje podziat enzymu pomigdzy dwie fazy nie jest zwigzany z wystgpowaniem w uktadzie
roznych frakcji enzymu, ale jest zwigzany z jego producentem. Potwierdzono dezaktywujacy
wplyw soli fosforanowej na aktywnos$¢ lakazy z P. sapidus. Dla lakazy z C. unicolor wptyw
ten byt nieznaczny. Ponadto, nie stwierdzono istotnego wptywu glikolu polietylenowego na
aktywno$¢ obu enzymow.

Moj wklad: udziat w opracowaniu koncepcji badan i przygotowaniu stanowiska badawczego,
nadzor and pracami laboratoryjnymi, korekta manuskryptu.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 15%.
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Prace nad poszukiwaniem najbardziej korzystnej metody oczyszczania lakazy dopehity
badania z zastosowaniem ultrafiltracji i chromatografii preparatywnej. Obie te metody
stosowatam uprzednio w ramach badan do pracy doktorskiej i zostaly one przedstawione
w artykule pt.: ,,The white-rot fungus Cerrena unicolor strain 137 produces two laccase
isoforms with different physico-chemical and catalytic properties” opublikowanym w Applied
Microbiology and Biotechnology (2006) 69: 682-688. Jednakze obecnie przy zastosowaniu
nowszej aparatury i innej kolumny chromatograficznej uzyskano znacznie wyzsze warto$ci
stopni oczyszczenia 1 aktywnosci specyficznych oczyszczonych lakaz. Otrzymane wyniki
zawierajagce zestawienie 1 poroéwnanie wszystkich czterech badanych metod zatg¢zania
i separacji lakazy przedstawiono w publikacji pt.. Comparison of downstream processing
methods in purification of highly active laccase (P1.6). Opisane w niej badania miaty na celu
uzyskanie mozliwie najwyzszej aktywnos$ci lakazy w hodowli bioreaktorowej, poréwnanie
metod jej separacji 1 oczyszczania oraz koncowe oczyszczenie enzymu do uzyskania
wysokoaktywnego preparatu. Na producenta lakazy wybrano szczep Cerrena unicolor, dla
ktérego opracowano uprzednio innowacyjng metod¢ hodowli bioreaktorowej w trybie pot-
cigglym tzw. powtarzanym okresowym opisang w publikacji P1.3. Hodowle prowadzono
z zastosowaniem specjalnie skonstruowanego filtra pozwalajacego na oddzielenie biomasy
wewnatrz reaktora. Takie rozwigzanie umozliwialo integracje biosyntezy enzymu 1 filtracji
biomasy w jednym aparacie. Do hodowli zastosowano opisywany uprzednio wariant
z uzupetnianiem podtoza co drugi dzien, ktory poskutkowat otrzymaniem lakazy o wysokiej
aktywnosci specyficznej wynoszacej 204,1 U/mg. Pozyskana z przesaczu pohodowlanego
lakaza zostala oczyszczona przy wykorzystaniu trzech niezaleznych metod: frakcjonowania
pianowego (FF), wodnej ekstrakcji dwufazowej (ATPE) 1 ultrafiltracji (UF). Dwa pierwsze
procesy prowadzono zgodnie z warunkami okreslonymi w poprzednich publikacjach. Proces
FF w uktadzie przedstawionym w publikacji P1.4 z dodatkiem do ptynu pohodowlanego §rodka
powierzchniowo czynnego CTAB o stgzeniu 0,5 mM i1 pH mieszaniny ustalonym na 7. ATPE
w uktadzie glikol polietylenowy (PEG) o masie czgsteczkowej 6000 oraz sol fosforanowa o pH
réwnym 7 w kolbach ekstrakcyjnych opisanych w publikacji P1.5. Natomiast proces UF
prowadzono jedno i/lub dwuetapowo przy uzyciu membrany polietylosulfonowej (PES)
Vivaflow 50 o powierzchni efektywnej wynoszacej 0,005 m? i punktach odciecia 10 i 30 kDa.
W sktad uktadu eksperymentalnego wchodzita pompa Masterflex, wspomniane membrany
Vivaflow 50 oraz naczynia na peremeat i retentat. Proces prowadzono do momentu 20-krotnego

zmniejszenia objetosci retentatu zawierajacego wysoce aktywny enzym, ktory nastgpnie
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rownowazono 10 mM octanem sodu o pH 5. Otrzymane wyniki zebrane w ponizszej tabeli

(Tab. 4) pozwolity na poréwnanie i ocen¢ skutecznosci zastosowanych procesow.

Tabela 4. Porownanie wynikow oczyszczania lakazy za pomocg trzech roznych metod DSP

Volume Protein agt(i);[zail‘:y ig‘fiili?; Yield  Purification
0
(mL) (mg) () (U/mg) (%) fold
Culture liquid 1000 35.74 7295 204.1 100 1

Ultrafiltration

cut-off 10 kDa 50 7.63 7112 932.1 97.5 4.6
Ultrafiltration

cut-off 10, 30 kDa 50 3.98 5379 1352 73.7 6.6

Foam fractionation 61 6.31 1818 288.1 24.9 1.4

ATPE 980 8.33 7105 852.9 97.4 4.2

gdzie: Yield (odzysk, wydajnos¢) jest to procent catkowitej aktywnosci lakazy pozostalej po procesie;
Purification fold (stopien oczyszczenia) jest to stosunek aktywnosci specyficznej lakazy po danym
etapie oczyszczania do jej poczatkowej wartosci. Aktywno$¢ specyficzna to stosunek calkowitej
aktywnosci do zawartosci biatka (U/mg).

Wszystkie badane metody okazaty si¢ przydatne do zatgzania/oczyszczania lakazy, jednak
w roéznych zakresach. Zastosowanie ATPE w ukladzie PEG 6000 - fosforan poskutkowato
zaskakujaco wysoka wydajnoscig. Otrzymana warto$¢ odzysku enzymu w fazie solnej wynosita
ponad 97% 1 byla znacznie wyzsza niz po dwuetapowe;j ultrafiltracji, gdzie wartos¢ odzysku
wynosita §rednio 74%.W poréwnaniu do UF 1 ATPE wydajnos¢ procesu FF z odzyskiem 24,9%
1 stopniem oczyszczenia 1,4 byta raczej niska. Nalezy jednak uwzgledni¢, iz jest to metoda
tania 1 nie wymagajaca zastosowania odczynnikéw chemicznych, przez co rekomendowana
jako pierwszy etap procesu stuzacy do zat¢zania znacznie rozcienczonych roztwordw.
Ostatecznie, z uwagi na najwyzszg warto$¢ stopnia oczyszczenia oraz zanieczyszczenie
ekstraktu po ATPE faza solng, co stanowitoby konieczno$¢ zastosowania dodatkowych
procesOw oczyszczania, do dalszych etapow separacji lakazy wybrano kondensat otrzymany po
procesie dwuetapowej ultrafiltracji. Tak zatezony enzym poddano dalszemu oczyszczaniu za
pomocy szybkiej chromatografii cieczowej bialek z wykorzystaniem systemu AKTA Pure 25
z kolumng jonowymienng Q Resource. Biatka wymywano przy uzyciu liniowego gradientu 0-
0,2 M NaCl w 10 mM buforze octanu sodu (pH 5,0) przy predkosci przeptywu 1 mL/min. Po
przeprowadzeniu rozdziatu chromatograficznego frakcje zawierajace lakazg zidentyfikowano

w dwoch gtownych obszarach (objetosci elucji wynoszace 151 21 mL), ktore zinterpretowano
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jako dwie izoformy enzymu (Rys. 7). Zostaly one oddzielnie zebrane, poddane dializie przy

uzyciu filtrow 5 kDa i przechowywane w temperaturze 4°C.
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Rysunek 7. Oczyszczanie lakazy z C.unicolor za pomoca chromatografii jonowymienne;j

Na przedstawionym chromatogramie zauwazy¢ mozna jeszcze dwa mniej wyrazne piki przy
objetosciach elucji wynoszacych okoto 13 1 18 mL, jednakze z powodu niskiej absorbancji
1 odpowiadajacej jej niskiej aktywnos$ci enzymu nie zostaly one dalej analizowane. Odpowiedni
dobor metody rozdziatu chromatograficznego spowodowal uzyskanie efektu rozdzielenia
izoform lakazy, ktérego nie udato si¢ uzyska¢ za pomocg wszystkich badanych uprzednio
metod. W ponizszej tabeli (Tab. 5) zamieszczono rezultaty uzyskane po kolejnych procesach

przeprowadzonej dwuetapowej metody oczyszczania.

Tabela 5. Dwuetapowe oczyszczanie lakazy z C. unicolor

) ) Volume Protein Tgtgl Spe.c1.ﬁc Yield Purification
Purification step [mL] [mg] activity activity [%] fold
0
8 [U] [U/mg]
Culture liquid 1000 35.74 7295 204.1 100 1
Ultrafiltration
cut-off 10, 30 kDa 50 3.98 5379 1352 73.7 6.6
Isoform I 1812 0.175 411 2349 5.63 11.51
Resource Q
Isoform II 2234 0516 1741 3374 23.87 16.53
Resource Q
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Otrzymane obj¢tosci rozdzielonych izoform lakazy wynosity odpowiednio 1,812 1 2,234 mL,
przy catkowitej aktywnos$ci wynoszacej 411 i 1741 U. Obie frakcje miaty niebieskawy odcien,
co bylo takze widoczne na ich widmach. Wyznaczone masy czasteczkowe lakaz wynosity
okoto 57 1 64 kDa, a ich wartosci pl odpowiednio okoto 3,6 1 3,7, co jest zgodne z danymi
literaturowymi dla enzymu. Rozdzielone dwie izoformy lakazy charakteryzowaty si¢ wysokimi
warto§ciami aktywnosci specyficznej wynoszacej odpowiednio 2349 i 3374 U/mg, co
w poréwnaniu z poprzednio uzyskanymi wynikami (Michniewicz et al., 2006) stanowi okoto
4,8 1 16 razy wyzsze wartosci. Caty proces oczyszczania sktadat si¢ jedynie z dwoch etapow,
po ktorych dla izoformy II uzyskano wysoka warto$¢ odzysku rowng 23,9% oraz stopien
oczyszczenia 16,5.

Podsumowujac, zaproponowana dwuetapowa metoda oczyszczania sktadajaca si¢ z procesow
UF 1 rozdzialu chromatograficznego okazata si¢ skuteczna i doprowadzila do uzyskania
produktu zardwno o wysokiej aktywnosci, jak i czystosci. Ponadto, przeprowadzone badania
pozwolity na zaproponowanie zintegrowanego procesu produkcji, zat¢zania i separacji lakazy

z C. unicolor przedstawionego na schemacie ponizej:
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Rysunek 8. Proponowane sekwencje biosyntezy 1 oczyszczania lakazy

Otrzymane wyniki mogg zatem postuzy¢ jako podstawa do zaprojektowania rzeczywistego
procesu zintegrowanego, taczacego zaproponowane metody intensywnej biosyntezy, zatezania
oraz oczyszczania lakaz grzybowych.

Moj wklad: wiodacy tworca hipotezy badawczej, opracowanie koncepcji i planu badan, udziat
w realizacji eksperymentow, szczegolnie UF 1 rozdziatlu chromatograficznego, opracowanie
metody rozdzialu chromatograficznego 1 dobor kolumny, opracowanie 1 dyskusja wynikow,
przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor korespondencyjny.

Mo¢j udzial procentowy szacuj¢ na 65%.

Po otrzymaniu wysokoaktywnych preparatoéw lakazowych, kolejnym wyzwaniem stato si¢
bezpieczne przechowywanie bioproduktu, bez utraty jego cennych wlasciwosci. Wysokie

temperatury tradycyjnych metod suszenia uniemozliwiaja ich zastosowanie do produktow
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pochodzenia biologicznego, w tym enzyméw. Rozwigzaniem moze by¢ proces suszenia
sublimacyjnego, liofilizacja, ktéory wykorzystujac znacznie nizsze temperatury sprawia, iz
w wielu produktach nie zauwaza si¢ modyfikacji. Proces polega na usuwaniu rozpuszczalnika
w obnizonej temperaturze 1 pod zmniejszonym ci$nieniem. Gdy rozpuszczalnikiem jest woda
nastepuje wowczas sublimacja lodu, czyli jego bezposrednie przejscie w stan pary. Caly proces
liofilizacji jest ztozony i wieloetapowy. Rozpoczyna si¢ od wstgpnego zamrozenia materiatu
pod ci$nieniem atmosferycznym, nastepnie prowadzona jest prézniowa sublimacja lodu oraz
dosuszanie materiatu do zadanej wilgotnosci koncowej (Witrowa-Rajchert and Samborska,
2002). Usunigcie wody z materialu przy jego temperaturze nizszej niz 6°C powoduje, zZe
wiekszos¢ reakceji chemicznych i mikrobiologicznych zostaje zahamowana, a uzyskany produkt
charakteryzuje si¢ bardzo wysoka jakoscia i trwatoscig (Ratti, 2001). Ta wtasciwo$¢ powoduje
rosnace zainteresowanie procesem przemystu biotechnologicznego oraz farmaceutycznego.
Metoda jest takze coraz czg$ciej wykorzystywana przy produkcji komercyjnych preparatow
enzymatycznych, poniewaz pozwala na uzyskanie aktywnej, sproszkowanej formy enzymu, co
jest niezwykle duzym ufatwieniem w ich przechowywaniu, czy transporcie. Z danych
literaturowych dotyczacych badania procesu liofilizacji lakazy wynikalo, ze w niektorych
przypadkach enzym tracit znaczng cze$¢ swojej aktywnosci (Jarosz-Wilkotazka et al., 2004;
Velazquez-Cedenio et al.,, 2002), jednak u innych autorow (Shleev et al., 2007) lakaza
zachowywala nawet do 90% swojej aktywno$ci wyjsciowej. Wydawato si¢ zatem, ze
aktywno$¢ liofilizowanych preparatow enzymatycznych jest zwigzana z warunkami
prowadzenia procesu, co potwierdzaly takze doniesienia literaturowe (Stepanova et al., 2003).
W zwiazku z powyzszym, celem badan przedstawionych w kolejnej publikacji pt.: ”Liofilizacja
lakazy z Cerrena unicolor” (P1.7) bylo ustalenie najbardziej korzystnych warunkow
prowadzenia procesu liofilizacji lakazy z Cerrena unicolor, ze szczegdlnym uwzglednieniem
zaleznosci czasu trwania procesu od wielkosci stosunku powierzchni do objetosci badanej
probki. Ponadto, celem dodatkowym byto sprawdzenie i poréwnanie trwatosci lakazy po
liofilizacji podczas przechowywania w rdéznych warunkach: w formie rozpuszczonej
w warunkach chlodniczych oraz w formie liofilizatu w eksykatorze. Proces liofilizacji
prowadzono w suszarce liofilizacyjnej ALPHA-2.4 firmy CHRIST w temperaturze -20°C, dla
etapu sublimacji wlasciwej ci$nienie wynosito 1 mbar, a w dosuszaniu 0,044 mbar. Probke
umieszczano w szklanych naczyniach - plytkach Petriego o $rednicy 50 badz 150 mm.
Poczatkowo przyjeto czas trwania procesu rowny 24 godz. dla wyjsciowej wartosci stosunku
S/V wynoszacej 0,88 cm?mL. A nastepnie dla probek o proporcjonalnie wiekszych

warto$ciach stosunku S/V badano mozliwos¢ skrocenia czasu trwania procesu do 12 1 6 godz.
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Otrzymane wyniki wskazaty na istnienie zalezno$ci pomiedzy czasem trwania liofilizacji
a warto$cig stosunku powierzchni do objetosci liofilizowanej probki. Po przeprowadzeniu
pierwszego eksperymentu, gdzie stosunek S/V wynosit 0,88 cm?/mL, stwierdzono, iz warunki
prowadzenia procesu, takie jak temperatura i podcisnienie, s3 odpowiednie, a zatozony czas
liofilizacji wynoszacy 24 godz. wystarczajacy, aby uzyskac liofilizaty o niskiej zawarto$ci
wilgoci, bez widocznego lodu. W drugim eksperymencie sprawdzano, czy zwigkszenie
wartoéci stosunku S/V do 1,76 cm?*/mL umozliwi skrocenie czasu procesu do 12 godz. Niestety
dla tak dobranych warunkow proces si¢ w tym czasie nie zakonczyt, w probkach nie osiggnigto
catkowitego odparowania wody, a obserwowano pozostato§¢ lodu. Dopiero przy kolejnym
podwojeniu  warto$ci  stosunku powierzchni do objgtosci liofilizowanej  probki
(S/V=3,52 cm?*/mL) udalo sie skrocié czas procesu do 12 godz. Ostatni etap badan potwierdzit,
1z dalsze skrocenie czasu do 6 godz. przy zachowaniu tych samych warunkéw nie jest mozliwe.
A zatem do zajS$cia liofilizacji niezbedne jest znalezienie optymalnego czasu dla badanej probki.
Biorgc pod uwage fakt, iz proces liofilizacji zachodzi w warstwach powierzchniowych,
zalecane jest przeprowadzanie go na probkach o duzej wartosci stosunku S/V, czyli o malej
warstwie grubo$ci zamrozenia. Istotnym elementem warunkéw prowadzenia procesu byto
takze wczesniejsze schlodzenie metalowego statywu, na ktérym umieszczano probki. Dzigki
temu podczas trwajacego na samym poczatku procesu nagrzewania pompy 1 wytwarzania
prozni, probki nie pobieraly ciepla z polek statywu, a tym samym nie ogrzewaty si¢. Takie
zjawisko, bytoby silnie niewskazane, ze wzglgdu na roztapianie si¢ probki, co z kolei mogtoby
powodowac wrzenie.

Wyniki  przeprowadzonych eksperymentow 1 wyznaczone wartosci  aktywnos$ci
enzymatycznych bezposrednio przed 1 po procesach liofilizacji pozwolity na stwierdzenie, ze
sam proces liofilizacji lakazy powoduje niewielki, okoto 10%, spadek jej aktywnosci
enzymatycznej. Otrzymane w kolejnych liofilizacjach wartosci odzyskéw byty zblizone,
najwyzszg warto$¢ rowna 92,93% uzyskano w liofilizacji pierwszej prowadzonej przy stosunku
powierzchni do objetoéci probki wynoszacym 0,88 cm?/mL w czasie 24 godz. Uzyskano zatem
znacznie lepsze rezultaty niz w przypadku Coriolus hirsutus i Coriolus zonatus, gdzie ubytek
aktywnos$ci wynosit odpowiednio 44 1 48% (Stepanova et al., 2003).

Bardziej problematyczne okazalo si¢ zagadnienie dalszego przechowywania uzyskanych
probek. Stwierdzono, ze liofilizaty przechowywane w formie uwodnionej w warunkach
chtodniczych nie zmienialy swojej aktywnos$ci, natomiast te w postaci suchych liofilizatow
umieszczonych w eksykatorze ja tracity. Warto$¢ aktywno$ci liofilizowanej lakazy

przechowywanej w eksykatorze spadata o 50 i 67% odpowiednio po 8 i 11 tygodniach. Taka
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sytuacja byta takze obserwowana przez inne zespoty (Jarosz-Wilkotazka et al., 2004; Shleev et
al., 2007) 1 jest najprawdopodobniej spowodowana czg¢sciowa denaturacja enzymu, badz
zmianami w jego strukturze. Trwato$¢ liofilizatbw mozna zwigkszy¢ przechowujac je
z dodatkiem substancji konserwujacych badz liofilizowa¢ probki rozpuszczone w buforze.
Aktywno$¢ katalityczng enzymu mozna takze poprawi¢ dodajac podczas liofilizacji
specyficznych substancji pomocniczych, takich jak weglowodory, polimery czy kwasy
thuszczowe (Bancerz and Ginalska, 2009). Co wigcej, badane liofilizaty przechowywane byty
w plastikowych, przezroczystych pojemniczkach. Podejrzewa si¢, ze ciemne,
nieprzepuszczalne dla $wiatla opakowanie, pozwolitoby na lepsze utrzymanie aktywnosci
w przechowywanych liofilizatach.

Moéj wklad: wiodacy tworca hipotezy badawczej, opracowanie koncepcji i planu badan, udziat
w realizacji eksperymentow, opracowanie i dyskusja wynikow, przygotowanie pierwszej wersji
manuskryptu, korekta manuskryptu, autor korespondencyjny.

Mo6j udzial procentowy szacuje¢ na 75%.

Zwienczeniem calo$ci badan poswigconych lakazie, od hodowli grzybni do uzyskania jej
wysoce aktywnych preparatow enzymatycznych, bylo jej zastosowanie. Zaréwno przemyst
wildkienniczy, jak 1 celulozowo-papierniczy wykorzystuje w swoich technologiach
przetworczych zwigzki chemiczne, czesto alkaliczne, silnie zanieczyszczajace Srodowisko.
Wykorzystanie lakazy jako $rodka do rozktadu ligniny, odbarwiania $ciekow przemystowych,
czy modyfikacji wldkien Inianych wydaje si¢ by¢ rozwigzaniem, ktore podpowiada sama
natura. Jednakze, mimo jej ogromnego potencjatu jako ,,zielonego katalizatora” zastosowanie
enzymu w przemysle, napotyka na szereg trudnosci technicznych i ekonomicznych. Do
najwazniejszych naleza: niska stabilno$¢ operacyjna, wysokie koszty produkcji i oczyszczania,
wrazliwo$¢ na inhibitory, czy wyzwania zwigzane z immobilizacja w celu wielokrotnego
zastosowania. Dlatego potrzebne i cenne sg badania zmierzajace do pokonania wspomnianych
trudnosci 1 ukazujace konkretne rozwigzania 1 mozliwosci aplikacyjne.

Produkowana w moich badaniach lakaza z Cerrena unicolor zostata parokrotnie zastosowana
w technologiach zwigzanych z przemystem witdkienniczym. Najpierw, jeszcze w ramach
realizowanej przeze mnie pracy doktorskiej, gdzie badatam mozliwosci zastosowania enzymu
do biotransformacji barwnikow oraz badane w Instytucie Widkiennictwa zastosowanie do
wstepnej bioobrobki tkanin z wtokien Inu. Uzyskane wyniki zostaly opisane i opublikowane
w Dyes and Pigments (2008) 77: 295-302, pt.: ,,Kinetics of the enzymatic decolorization of

textile dyes by laccase from Cerrena unicolor” oraz w Fibres and Textiles in EE (2007) 63: 86-
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89, pt.: “Bio-scouring of linen fabrics with laccase complex from Cerrena unicolor”.
Stwierdzono w nich, ze lakaza moze mie¢ szerokie zastosowanie w procesach odbarwiania
sciekow pochodzacych z przemystu widkienniczego lub pokrewnego. Enzym zachowywat
wysokg aktywnos$¢ dziatania nawet przy wysokich stezeniach barwnika. Na tej podstawie
stwierdzono, ze wdrozenie technologii odbarwiania $cieckOw za pomocg enzymdow moze by¢
alternatywnym rozwigzaniem w stosunku do konwencjonalnych metod odbarwiania,
przynoszacym réwnie skuteczne dzialanie, a nie ingerujacym w Srodowisko.
W przeciwienstwie do odbarwiania uzycie lakazy do wstepnej bioobrobki tkanin z wtokien Inu
jest nadal zagadnieniem nowym, rzadko spotykanym w literaturze. Lakaza z C. unicolor
okazata si¢ i tu obiecujacym rozwigzaniem. W badaniach stwierdzono poréwnywalng
chlonnos¢, dla tkaniny Inianej po wstgpnej obrobce enzymatycznej w odniesieniu do obrobki
alkalicznej oraz uzyskano dobre efekty wybielenia. Wykonane badania aplikacyjne pozwolity
na stwierdzenie, ze zarowno odbarwianie Sciekow pofarbiarskich, jak i obrobka tkaniny Inianej
za pomocg lakazy z C. unicolor, moze prowadzi¢ do zastgpienia konwencjonalnych, czgsto
szkodliwych  proceséw  chemicznych, biotechnologiami  bardziej nowoczesnymi
1 ekologicznymi. W zwiazku z tym dalsze moje dziatania koncentrowaly si¢ na sprawdzeniu
innych mozliwosci aplikacyjnych otrzymywanej wysokoaktywnej lakazy. Po raz kolejny taka
mozliwos¢ uzyskalam w Instytucie Widkiennictwa w Lodzi. Tym razem wytworzony preparat
lakazowy zostat zastosowany do oczyszczania wtokien naturalnych przy ich wstepnej obrobce.
Zastosowanie obrobki enzymatycznej w przemysle tekstylnym wigze si¢ przede wszystkim
z poprawa wygladu i jakosci produktow poprzez usuwanie krotkich widkien z ich powierzchni
lub nadanie tkaninie modnego wygladu poprzez biopolerowanie oraz usuwanie z niej przed
barwieniem resztek nadtlenku wodoru, ktére pozostalty po wybielaniu. Na szczegdlng uwage
zastuguja w tym zakresie kompleksy wieloenzymatyczne zawierajace celulazy, pektynazy,
a takze oksydoreduktazy i hydrolazy. Liczne opublikowane prace naukowe potwierdzaja
znaczenie udziatu procesow enzymatycznych w technologiach wykanczania tekstyliow (Sojka-
Ledakowic et al., 2006; Sreenath et al., 1996).

Wyniki przeprowadzonych badah opisano w publikacji ,,The Eco-Modification of Textiles
Using Enzymatic Pretreatment and New Organic UV Absorbers” (P1.8), gdzie gtownym
celem bylo opracowanie technologii wytwarzania materiatow tekstylnych wykonanych
z naturalnych wldokien celulozowych, glownie Inu lub jego mieszanek z bawelna,
charakteryzujacych si¢ witasciwosciami barierowymi chronigcymi przed promieniowaniem
UV. W badaniach tkaniny tekstylne poddano wstgpnej bioobrobce przy uzyciu wysoce

aktywnej lakazy z Cerrena unicolor oraz, dla pordwnania, standardowemu czyszczeniu
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alkalicznemu, a nast¢pnie modyfikacji za pomocg organicznego absorbera promieniowania UV
opartego na pochodnych 1,3,5-triazyny. Zastosowany preparat enzymatyczny zawierajacy
lakaze pochodzil z dwuetapowego procesu. Pierwszy etap stanowila jego biosynteza przez
szczep Cerrena unicolor prowadzona w sterowanym komputerowo bioreaktorze BIOSTAT ED
firmy B-Braun o pojemnos$ci roboczej réwnej 15 litrow na zmodyfikowanym podtozu wg.
Lindeberg i Holm (Janusz et al., 2007) w stalej temperaturze 28°C przez 10 dni, opisane w
publikacji P1.3. Tak, jak opisano poprzednio hodowle prowadzono w trybie pot-ciagltym, tzw.
powtarzanym okresowym z codziennym dodatkiem sterylnego podtoza i réwnoczesnym
odbiorem plynu pohodowlanego. Taki uktad umozliwiato zastosowanie obrotowego filtra
zamontowanego w bioreaktorze, dzigki ktéremu mozna bylo pobra¢ plyn pohodowlany bez
biomasy. W trakcie hodowli pobierano probki co 22 - 24 godz. w ilosci 50 mL. Probki w
pierwszej kolejnosci filtrowano na filtrach bibulowych 389 firmy Sartorius w celu oddzielenia
resztek grzybni, a nastepnie zat¢zano/oczyszczano poprzez ultrafiltracje przy uzyciu membrany
Vivaflow 50 PES (Sartorius) o punkcie odciecia 30 kDa. Proces ten prowadzono do momentu
dziesigciokrotnego zmniejszenia objetosci retentatu zawierajacego wysoce aktywny enzym. W
wyniku tego uzyskiwano preparat enzymatyczny z lakaza o aktywnos$ciach 10 - 14 U/mL
wzgledem syryngaldazyny i okoto 26 U/mL wzgledem ABTS. W celu uzyskania wigkszych
wydajnos$ci 1otrzymania bardziej trwalego preparatu enzymatycznego cze$¢ probek
poddawanych ultrafiltracji przeplukiwano dodatkowo 10 mM buforem octanowym o pH 5. W
wyniku tego zabiegu uzyskano wieksze niz dziesigciokrotne zatezenie i wartos$ci aktywnosci
lakazy w preparacie rzedu 17 U/mL wzgledem syryngaldazyny i 45 U/mL wzgledem ABTS.
W wyniku przeprowadzonych badan aplikacyjnych stwierdzono, iz kontrolowane stosowanie
enzymatycznej obrobki wstepnej tkanin wykonanych z naturalnych widkien celulozowych
pozwala na skuteczne usuwanie zanieczyszczen z tych wiokien, co skutkuje poprawa
wlasciwosci sorpcyjnych oraz dobrym wnikaniem $rodkéw barwigcych, organicznych filtrow
UV 1 innych modyfikatorow chemicznych do struktury tkaniny. Dzigki temu, uzyskuje si¢
produkty o wiasciwosciach chronigcych przed promieniowaniem UV (UPF > 40,
przepuszczalno$¢ w caltym zakresie promieniowania UVA 1 UVB <3%) — tzw. innowacyjne
materialy barierowe, ktore moga by¢ stosowane w tekstyliach przeznaczonych do uzytku na
zewnatrz, chronigcych osoby narazone zawodowo na szkodliwe dzialanie promieniowania UV.
Ponadto stwierdzono, iz $cieki, powstate w wyniku dwuetapowej obrobki, przy zastosowaniu
kompleksu enzymatycznego w pierwszym etapie obrobki wstepnej, charakteryzujg si¢ znacznie
nizsza warto$cig ChZT niz w przypadku obrobki alkalicznej. Co wigcej, ze wzglgdu na znacznie

nizsza temperatur¢ procesu enzymatycznego (60°C) w poroéwnaniu z procesem chemicznym
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(98°C) zaproponowana obrobka enzymatyczna jest bardziej energooszcz¢dna niz tradycyjna
metoda alkaliczna.

Modj wklad: wspottworca hipotezy badawczej, przygotowanie wysokoaktywnego kompleksu
enzymatycznego zawierajacego lakaze, przygotowanie manuskryptu w czesci dotyczacej
hodowli, biosyntezy i przygotowania preparatu enzymatycznego, korekta manuskryptu.

Mo6j udzial procentowy szacuj¢ na 30%.

Cykl I

»Ilnnowacyjne metody oczyszczania fikobiliprotein”

Material badawczy bedacy przedmiotem opisywanych ponizej prac stanowit ekstrakt
fikobiliprotein, zawierajacy przede wszystkim C-fikocyjaning (C-PC) oraz allofikocyjaning
(APC), uzyskiwany w Katedrze Inzynierii Bioprocesowej PL. w wyniku dezintegracji biomasy
termofilnego szczepu cyjanobakterii Synechococcus PCC 6715. Przeprowadzone badania
odbywaly si¢ w ramach grantu NCN pt.: ,,Foto-biosynteza, wydzielanie 1 oczyszczanie
termostabilnej fikocyjaniny”.

Stworzone =zaplecze laboratoryjne z aparatura do badania roéznych metod zatgzania
ioczyszczania bioproduktéw dawato mozliwo$§¢ zmiany podmiotu zainteresowania
1rozpoczgcia prac eksperymentalnych z wykorzystaniem wspomnianego ekstraktu.
Podstawowym celem niniejszych badan bylo pozyskanie pigmentu C-fikocyjanina o jak
najwyzszej klasie czystoS§ci — czystosci analitycznej. Zastosowane metody stanowity:
frakcjonowanie pianowe, wodna ekstrakcja dwufazowa, ultrafiltracja oraz chromatografia
preparatywna. Poczatkowo procesy prowadzono osobno i w trybie okresowym, tak, zeby
ustali¢ najbardziej korzystne warunki ich prowadzenia. A nastgpnie wprowadzano tryb ciagly
oraz badano mozliwos$¢ taczenia metod w procesy wieloetapowe. Warto wspomnieé, ze
zastosowanie metody frakcjonowania pianowego do oczyszczania C-PC nie bylo wczesniej

opisywane, takze catos$¢ tych badan stanowi nowos$¢ w literaturze przedmiotu.

Jako efekty przeprowadzonych badan udalo si¢ osiagna¢ zaktadane cele w postaci

nastepujacych rezultatow:

. ustalenie warunkéw prowadzenia proceséw frakcjonowania pianowego i wodnej
ekstrakcji dwufazowej do separacji C-fikocyjaniny z cieczy po dezintegracji biomasy

1 porownanie wynikow z metodg ultrafiltracji (P2.1);
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. uzyskanie rozdziatu fikobiliprotein: C- 1 allofikocyjaniny w wyniku zastosowania
dwuetapowego procesu: frakcjonowania pianowego i wodnej ekstrakcji dwufazowe;j
(P2.2);

J ustalenie warunkéw prowadzenia procesu frakcjonowania pianowego C-fikocyjaniny
w trybie cigglym, pordéwnanie jego przebiegu z trybem okresowym oraz ustalenie
warunkow rozdziatu fikobiliprotein pomig¢dzy fazg kondensatu a retentatu (P2.3);

. otrzymanie wysoce stabilnej C-fikocyjaniny o najwyzszej klasie czystosci analitycznej
w wyniku zastosowania dwuetapowe] metody oczyszczania, okreslenie warunkow
stabilno$ci 1 czgsciowa charakterystyka rozdzielonych fikobiliprotein (P2.4);

. uzyskanie patentu na wynalazek pt.: ,,Sposob oczyszczania C-fikocyjaniny z ekstraktu

biomasy cyjanobakterii”.

Pierwsza publikacja, pt.: “Comparison of three methods for thermostable C-phycocyanin
separation and purification” (P2.1), dotyczy opisu i poréwnania wstepnych wynikoéw
z zastosowania trzech metod DSP: frakcjonowania pianowego, wodnej ekstrakcji dwufazowej
1 ultrafiltracji. Przedmiotem badan byly dwa ekstrakty otrzymane po dezintegracji biomasy
Thermosynechococcus sp. PCC 6715 roznigce si¢ poziomem stezenia biatka i1 stopniem
czystosci C-fikocyjaniny. Do procesu frakcjonowania pianowego zastosowano uktad
eksperymentalny opisany w publikacji P1.4. W tych badaniach poczatkowo nie regulowano
odczynu pH badanych ekstraktow, a natgzenie przeptywu powietrza ustalono na 2,4 L/h.
Natomiast, w celu zintensyfikowania procesu, zbadano wptyw dodatku dwoch réznych
srodkow powierzchniowo czynnych: kationowego bromku cetylotrimetyloamonu (CTAB)
o stezeniu 0,2 mM oraz niejonowego Polisorbat 80 o stgzeniu 0,5 mM. Nastepnie sprawdzono
wplyw zmiany pH na 5,0, ktora to warto$¢ odpowiada punktowi izoelektrycznemu C-PC.
Eksperymenty przeprowadzono w temperaturze 25°C. Kolejny proces, wodnej ekstrakcji
dwufazowej, prowadzono w kolbach opisanych w publikacji P1.5. Wszystkie uklady,
ATPSystems, sktadaty si¢ z glikolu polietylenowego (PEG) o jednej z trzech réznych mas
czasteczkowych: 400, 1500 i 6000, roztworu buforu fosforanowego o pH 7 oraz surowego
ekstraktu. Badane uktady zostaty dobrane w taki sposéb, aby catkowity udzial masowy
sktadnikow tworzacych fazy (ang. phase forming component, PFC) wynosit okoto 60% w/w.
Kazda mieszanina zawierata okreslong ilo§¢ roztworu podstawowego PFC, 4 g surowego
ekstraktu oraz wod¢ dejonizowang w ilo$ci uzupetniajacej mas¢ mieszaniny do 15 g. Ostatni

z badanych, proces ultrafiltracji, prowadzono z wykorzystaniem urzadzenia SARTOFLOW
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Smart firmy Sartorius. System wyposazony jest w skalowany zbiornik recyrkulacyjny oraz trzy
czujniki ci$nienia, umieszczone odpowiednio w przewodach zasilajacym, retentatu i permeatu,
umozliwiajace prace systemu zgodnie z warto$ciami zadanymi przez uzytkownika. Do uktadu
dotaczona jest perystaltyczna pompa do diafiltracji, umozliwiajgca wprowadzanie produktu lub
buforu oraz elektroniczna waga do monitorowania permeatu. Procesy ultrafiltracji prowadzono
w temperaturze otoczenia. 200 mL surowego ekstraktu wprowadzano do naczynia
recyrkulacyjnego i podawano przy pomocy pompy do modutu filtracyjnego. Zastosowano dwa
rodzaje membran: polietylenosulfonowa Sartocon Slice 50 PESU oraz Hydrosart opartg na
stabilizowanej celulozie zoptymalizowanej do zastosowan w procesach biofarmaceutycznych.
Obie membrany charakteryzowaty si¢ powierzchnig efektywna 0,005 m? i punktem odciecia 10
kDa. Proces prowadzono do momentu, az objetos¢ retentatu o wysokim stezeniu C-PC
zmniejszyta sie 2-u i 10-cio krotnie.
Do opisu stosowanych procesow stuzyly nastepujace parametry:
o odzysk (Yield, Y) oznaczajacy ilo$¢ zatezonego/oczyszczonego bioproduktu w danym
procesie w stosunku do ilo$ci w roztworze wejSciowym, wyznaczany ze WZOru:
_ G
Ce Ve

gdzie: C oznacza st¢zenie bioproduktu [mg/mL], V" oznacza objetos¢, indeks p odnosi si¢ do
fazy, w ktorej bioprodukt jest zat¢zany, a indeks c¢ odnosi si¢ do surowego ekstraktu
wprowadzonego do uktadu.
. wspolczynnik  podzialu  (K) informujacy o stosunku stezen  bioproduktu

w poszczegdlnych fazach:

gdzie indeks p odnosi si¢ do fazy z zatezonym/oczyszczonym bioproduktem, a indeks s odnosi

si¢ do drugiej fazy analizowanego uktadu.

. stopien czystosci okreslany jako stosunek absorbancji roztworu przy dlugosci fali
charakterystycznej dla danego bioproduktu (616 nm dla C-fikocyjaniny) do absorbancji
przy dhugosci fali 280 nm oznaczajacej wszystkie inne biatka zawarte w roztworze.

. stopien oczyszczenia (Purification factor, PF) bedacy stosunkiem stopni czystosci

bioproduktu po i przed procesem oczyszczania:

gdzie Pp to czystos¢ danej fazy po procesie oczyszczania, a Pc to czysto$¢ surowego ekstraktu.
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Parametry Y i K s3 ze sobg powigzane, ale kazdy z nich wskazuje na inne cechy procesu.
Natomiast parametr PF jest od nich niezalezny, jego warto$¢ wigze si¢ ze wzrostem czystosci
bioproduktu wskazujac, czy w wyniku danego procesu czystos¢ bioproduktu ulegla

zwiekszeniu, czy tez nie. Otrzymane wyniki zbiorcze przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 6).

Tabela 6. Porownanie stosowanych metod DSP do oczyszczania C-PC

Purification step Time Yield (%) K Purification
factor

Fr 40 min 48.81 12.92 1.472

Flow rate 2.4 L/h : . .

ATPE

PEG 6000-phosphate salt 24h 97.81 28.15 1.466

or 25 min 92.00 - 1.123

Hydrosart 10 kDa

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze proces frakcjonowania pianowego
ekstraktu zawierajacego fikobiliproteiny zachodzi samoistnie bez dodatku $rodkéw
powierzchniowo czynnych i nie wymaga regulacji pH. Otrzymywane odzyski C-PC podczas
procesu FF s3 rzedu 49%, a stopien oczyszczenia utrzymuje si¢ na poziomie 1,5. Wyzsze
warto$ci parametréw, takich jak odzysk 1 wspodtczynnik podziatu, uzyskiwano dla procesu
ATPE. Najbardziej skuteczny uktad ATPE, sktadajacy si¢ z glikolu polietylenowego 6000 1 soli
fosforanowej zapewniat odzysk C-PC w fazie polimerowej na poziomie 98%, wspotczynnik
podziatu okoto 28 i stopien oczyszczenia 1,47. Natomiast w procesie ultrafiltracji otrzymywane
odzyski wynosity $rednio 92%, a stopien oczyszczenia jedynie 1,12. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentoéw zaproponowano dwa mozliwe sposoby oczyszczania C-PC
w zaleznos$ci od czystosci 1 st¢zenia surowego ekstraktu. W pierwszym wariancie bytaby to
metoda dwuetapowa z procesem ATPE w ukladzie PEG 6000 — fosforan, zapewniajaca wysoki
odzysk 1 wspotczynnik podziatu, po czym usuniecie PEGu z roztworu i dalszy wzrost czysto$ci
C-PC uzyskiwano by w procesie ultrafiltracji z zastosowaniem membrany Hydrosart. Stopien
zatgzenia 1 czas trwania drugiego procesu bylyby zalezne od pozadanego efektu, bioragc pod
uwage, iz wydtuzenie czasu trwania ultrafiltracji powoduje wzrost czystosci pigmentu, ale
roOwnoczesnie nastgpuje spadek wartosci odzysku. W drugim wariancie, gdy st¢zenie C-PC
w surowym ekstrakcie jest niskie, proponowana jest trzyetapowa kombinacja, obejmujgca
sekwencje FF, ATPE 1 UF. Zastosowanie w pierwszym etapie metody frakcjonowania

pianowego umozliwi wzrost st¢zenia C-PC i zmniejszy catkowity koszt procesu.
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Méj wklad: wiodacy udzial w opracowaniu hipotezy badawczej i planu badan, udziat i nadzor
nad pracami eksperymentalnymi, opracowanie wynikow 1 przygotowanie manuskryptu
w czesci poswiecone] zatgzaniu 1 oczyszczaniu fikobiliprotein, korekta manuskryptu, autor
korespondencyjny.

Mo6j udzial procentowy szacuje¢ na 55%.

Uzyskane wyniki badan pozwolily na okreslenie dalszej $ciezki badawczej, ktdra obejmowata
miedzy innymi bardziej doglgbne zbadanie procesoOw frakcjonowania pianowego 1 wodnej
ekstrakcji dwufazowej, mozliwosci ich uciaglenia, badZz powigkszenia skali oraz w koncu
polaczenia stosowanych metod w procesy dwuetapowe.

W pierwszej kolejnosci przystapiono do badan zatgzania i1 separacji fikobiliprotein
z zastosowaniem metod frakcjonowania pianowego i wodnej ekstrakcji dwufazowej. Wyniki
zawarte w publikacji pt.: “Separation and purification of phycobiliproteins from
Thermosynechococcus PCC 6715 by foam fractionation and aqueous two-phase extraction”
(P2.2) zwigzane sg z poglebionym badaniem i doborem najbardziej korzystnych warunkoéw
prowadzenia obu procesOw oraz ich nowatorskie potaczenie w proces dwuetapowy. Dla metody
frakcjonowania pianowego zakres eksperymentdw uwzglednial bardziej wnikliwe niz
uprzednio badania wplywu dodatku detergentow (CTAB w st¢zeniu 0,2 mM 1 Polisorbat 80
w trzech stezeniach 0,5; 1,0; 2,0 mM), badanie wptywu temperatury w pelnym zakresie od 15
do 50°C, odczynu pH w zakresie 4 - 10 oraz dobor warto$ci nat¢zenia przeptywu gazu
w kolumnie. Dla danej kolumny o okres$lonej geometrii i na podstawie wynikow
wczesniejszych badan (publikacja P1.4) wybrano natezenia przepltywu w zakresie 2,4 - 6,0 L/h.
Przy badaniach wpltywu pH surowy ekstrakt regulowano do zadanej wartosci przy pomocy
0,1 M wodorotlenku sodu lub 53% kwasu cytrynowego. Eksperymenty wymagajace réznych
temperatur przeprowadzono wykorzystujac ptaszcz grzejny kolumny polaczony z termostatem
wodnym umozliwiajacym utrzymanie statej zadanej temperatury podczas trwania procesu.
W wyniku przeprowadzonych eksperymentow potwierdzono, ze ze wzgledu na dobre
wlasciwos$ci roztworu fikobiliprotein do pienienia si¢ proces mozna prowadzi¢ bez dodatku
surfaktantow. Dodatek Polisorbatu 80 nie przynosil widocznej poprawy procesu, a CTAB
powodowat szybka denaturacj¢ biatka. Zwigkszenie temperatury prowadzenia procesu
przynosito jedynie niewielka poprawg jego wydajnosci, a najwyzszag warto$¢ czystosci C-PC w
kondensacie rowng 1,2 uzyskano dla temperatury 25°C. Ustalono, ze pH roztworu
fikobiliprotein, wynoszace ok. 7,5, jest odpowiednie dla procesu, co potwierdzito, iz regulacja

pH nie jest konieczna. Natezenie przeplywu powietrza, badane w zakresie od 2,4 do 6 L/h,
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okazato si¢ by¢ zalezne od st¢zenia C-PC w surowym ekstrakcie. Jednakze, przy natezeniu
rownym 2,4 L/h uzyskiwano najmniejsza objetos¢ kondensatu oraz najwyzsze wartosci
wspoOtczynnikéw podziatu 1 stopni oczyszczenia. Uzyskiwane warto$ci odzyskow C-PC w
kondensacie piany byly na poziomie 50%, a czysto$¢ pigmentu byla nizsza niz 1,5, co
klasyfikuje ja do zastosowania jako barwnik spozywczy (da Silva Figueira et al., 2018).
Stwierdzono, ze w kondensacie piany oprocz C-PC wystepuja rowniez inne fikobiliproteiny, tj.
allofikocyjanina, co oznacza, ze proces nie jest specyficzny w stosunku do C-PC.

Drugi z procesow, ATPE, badano w uktadach soél - glikol polietylenowy z zastosowaniem
buforu fosforanowego i cytrynowego oraz PEGOw o nastgpujacych masach czasteczkowych:
400, 1500, 3000, 6000, w sumie 20 roznych uktadow. We wszystkich przebadanych wariantach
C-fikocyjanina i inne fikobiliproteiny dyfundowaty do fazy gornej, wykazujac wigksze
powinowactwo do fazy polimerowej. Najwyzsza czysto§¢ C-PC wynoszacg 2,72 oraz
najwyzszy stopien oczyszczenia rowny 2,31 uzyskano w ukladzie PEG 1500 — cytrynian, co
kwalifikuje ja jako barwnik spozywczy, kosmetyczny oraz jako biomarker (da Silva Figueira
et al., 2018). Z uktadow PEG — fosforan najkorzystniejszy okazat si¢ uktad z PEG 1500, dla
ktorego odzysk wynosit okoto 80%, wspodtczynniki podziatu 2416, a stopien oczyszczenia
réwny 2. Uzyskany wynik byl inny niz w dotychczasowych doswiadczeniach, gdzie najlepsze
rezultaty otrzymywano dla uktadu z PEG 6000. W tym uktadzie (PEG 6000 - fosforan) faza
PEGowa rozdzielita si¢ na dwie fazy, tworzac dodatkowa faze posrednia, ktora znajdowata si¢
pomiedzy fazami polimerowa i solng. Przeprowadzone pomiary spektrofotometryczne
wykazaly obecno$¢ w niej allofikocyjaniny (APC). W uktadach PEG — cytrynian réwniez
obserwowano to zjawisko. Uklady o nizszej masie czasteczkowej PEG 1500 1 3000
charakteryzowaly si¢ wyraznie wyzszymi odzyskami i wspotczynnikami podziatu niz uktady z
PEG 6000.

W celu intensyfikacji oczyszczania C-PC w ostatnim etapie badan zaproponowano proces
dwuetapowy, taczacy frakcjonowanie pianowe z wodng ekstrakcjg dwufazowg. W tym procesie
kondensat piany zawierajacy zatezong i czesciowo oczyszczong C-PC podawano jako substrat
do procesu ATPE. Takie rozwigzanie procesowe nie zostato dotychczas opisane w literaturze,
a zastosowanie zatezonej C-PC w postaci kondensatu pozwolilo na znaczne zmniejszenie
objetosci roztworu kierowanego na ATPE. W przeprowadzonych eksperymentach, przede
wszystkim w obecnos$ci PEGow 3000 1 6000, ponownie zaobserwowano podziat uktadow nie
na dwie, ale na trzy fazy — jedng faz¢ solng i dwie polimerowe. W tym doswiadczeniu
obserwowany efekt dodatkowego podziatlu fazy polimerowej byt nawet bardziej widoczny. Po

ich doktadnej analizie okazalo si¢, ze gorna faza polimerowa zawierala prawie samg C-
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fikocyjaning, a dolna faza polimerowa - allofikocyjaning. Dzi¢ki temu, poprzez wydzielenie si¢
dodatkowej trzeciej fazy widocznej na granicy miedzyfazowej, uzyskano efekt podzialu

fikobiliprotein. Otrzymane wyniki przedstawiono na wykresie ponizej (Rys. 9).
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Rysunek 9. Odzysk C-PC 1 APC w trzech otrzymanych fazach w uktadzie PEG 6000—cytrynian

wraz ze zdje¢ciem trzech oddzielnie zebranych faz

Na zalaczonym zdjeciu widaé faze polimerowa, nazwang gorng, o widocznym intensywnym
zabarwieniu niebieskim zawierajaca gtownie C-PC, dodatkowg faze polimerowa, o mniejszej
objetosci 1 o kolorze zielononiebiesko — turkusowym zawierajaca gldwnie APC, nazwang
roboczo fazg polimerowa dolng oraz bezbarwng fazg solng. Uzyskany efekt daje mozliwosé
rozdzielenia fikobiliprotein, co w przypadku trzech badanych dotychczas metod nie bylo
mozliwe 1 nie zostato uprzednio opisane w literaturze. Wprawdzie Suarez Ruiz i in. (Suarez
Ruiz et al.,, 2020) wykazali obecno$¢ fazy na granicy mie¢dzyfazowej w procesie ATPE
z wykorzystaniem PEG 1 cieczy jonowych, w ktorej zidentyfikowali gtéwnie skrobig 1 lipidy
z dezintegrowanej przez mielenie biomasy, jednak nie traktowali tej fazy jako czesci uktadu.
Otrzymane wyniki sg zatem bardzo obiecujace, gdyz wskazuja na mozliwo$¢ rozdzielenia
fikobiliprotein w zaproponowanej dwuetapowej metodzie taczacej procesy FF i ATPE.

Moéj wklad: wspottworca hipotezy badawczej 1 planu badan, udziat 1 nadzor nad pracami
laboratoryjnymi, udziat w opracowaniu 1 interpretacji wynikow, dyskusja wynikow,
przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor korespondencyjny.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 60%.
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Kolejna publikacja z cyklu, pt.: ,.Isolation of Phycobiliproteins from Thermosynechococcus
PCC 6715 by Foam Fractionation in Batch and Continuous Modes” (P2.3), dotyczy dalszego
badania procesu frakcjonowania pianowego, a w szczegdlnosci mozliwosci jego prowadzenia
w trybie cigglym. Wczesniejsze badania potwierdzilty zasadno$¢ stosowania metody
frakcjonowania pianowego do rozdzielania fikobiliprotein. Jednakze dotyczytly one wytacznie
procesu prowadzonego w trybie okresowym. Natomiast, zwlaszcza na etapie przetwarzania
koncowego, to procesy ciagle sa uznawane za docelowe i skutkujace intensyfikacjg produkcji
(Gerstweiler, 2023). Zastosowanie operacji ciggltych pozwala obnizy¢ koszty produkeji, w tym
naktady kapitalowe i1 koszty eksploatacyjne, poprzez zmniejszenie przestrzeni zajmowanej
przez urzadzenia i bardziej efektywne ich wykorzystanie. Dlatego gléwnym celem
przeprowadzonych badan bylo sprawdzenie mozliwosci prowadzenia procesu frakcjonowania
pianowego ekstraktu fikobiliprotein w trybie ciggtym.

Wyniki uzyskane dla eksperymentéw przeprowadzonych w trybie okresowym stanowily
podstawe do planowania i prowadzenia proceséw w trybie ciggtym. Stanowisko laboratoryjne,
opisywane uprzednio w publikacji P1.4, zostalo wyposazone w dwie dodatkowe pompy
perystaltyczne. Pierwsza z nich zapewniata staly doptyw surowego ekstraktu (substratu),
a druga — ciagle usuwanie nadmiaru retentatu. Schemat aparatury przedstawiono na rysunku

ponizej (Rys. 10).
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Rysunek 10. Uktad do frakcjonowania pianowego prowadzonego w trybie ciagglym
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Proces rozpoczynano w ten sam sposéb jak w trybie okresowym, a po dotarciu piany do szczytu
kolumny uruchamiano pompy, powstaty kondensat odbierano cyklicznie co 15 -30 min.
Wszystkie eksperymenty prowadzone byly w temperaturze pokojowej i pH natywnym.
Eksperymenty przeprowadzono przy trzech roéznych wartosciach natezenia przepltywu
powietrza, 2,4, 3,6 14,8 L/h, oraz dwdch eksperymentalnie okreslonych natezeniach przeptywu
surowego ekstraktu wplywajacego do kolumny i retentatu odbieranego podczas procesu,
ustalonych na 2 i 4 mL/min. W tym trybie nat¢zenie przeptywu powietrza oraz strumienie
ekstraktu fikobiliprotein 1 retentatu musialty by¢ starannie dobrane, aby zapewnid
doprowadzanemu ekstraktowi fikobiliprotein wystarczajaco dlugi czas przebywania
w kolumnie umozliwiajacy jego wypienienie. Procesy prowadzono przez 3 godziny, chyba ze
wczesniej nastgpilo jego samoistne zatrzymanie poprzez brak wystarczajacej ilosci piany
w kolumnie. Pomimo korzystnych rezultatow otrzymanych dla procesu okresowego przeplyw
powietrza wynoszacy 2,4 L/h, okazal si¢ niewystarczajacy do utrzymania procesu w trybie
ciggtym. Dla pozostalych parametréw wymiana calej objg¢tosci retenatu w kolumnie
nastgpowata w ciggu 25 minut dla przeptywu roztworéw ekstraktu i retentatu 4 mL/min oraz
50 minut przy przeplywach 2 mL/min. Stabilizacja proceséw nastgpowala po uptywie okoto
100 minut od ich rozpoczgcia. Najwyzsze wartosci odzysku (recovery, R) C-PC w kondensacie
wynoszace okoto 60% (Rys. 11A) odnotowano dla procesu o parametrach natezenia przeptywu
powietrza 4,8 L/h 1 wartoSci natezenia przeplywu na pompach 4 mL/min, podczas gdy przy tym
samym natgzeniu przeplywu powietrza, ale dwa razy mniejszym przeplywie ustawionym na
pompach odzysk C-PC byt najmniejszy i nie przekraczat 20% (Rys. 11A). Potwierdzono zatem,
ze przy wyzszych wartosciach natezenia przeptywu powietrza otrzymuje si¢ wyzsze wartosci

odzysku, ale rownocze$nie maleja wartosci wspotczynnika podziatu.
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Rysunek 11. Uzyskiwane odzyski: A) C-fikocyjaniny w kondensatach piany;
B) allofikocyjaniny w retentatach dla 4 badanych uktadow

W prowadzonych procesach, podobnie jak w tych prowadzonych w trybie okresowym,
uzyskiwano efekt czesciowego podziatu fikobiliprotein pomiedzy frakcje kondensatu
i retentatu. C-PC w wigkszej ilosci dyfundowata do granicy faz, ostatecznie tworzac kondensat,
a APC pozostawala w retentacie (Rys. 11B). Efekt rozdziatu fikobiliprotein byt szczegolnie
widoczny w procesie z przeptywem powietrza 4,8 L/h 1 pompach ustawionych na przeptyw
4 mL/min, podczas ktdrego zanotowano najwyzszy odzysk APC w odbieranym retentacie
siggajacy 90%, podczas gdy najwyzsza warto$¢ w procesie okresowym wynosita 60%. Oznacza
to, ze metoda FF daje mozliwos¢ rozdzielenia fikobiliprotein od siebie, co wczesniej nie byto
stwierdzone, ani opisywane w literaturze.

Podsumowujac, przeprowadzone badania potwierdzity skuteczno$¢ metody frakcjonowania
pianowego jako alternatywnej metody oczyszczania fikobiliprotein, zwilaszcza C-fikocyjaniny
1 allofikocyjaniny, zaréwno w trybie okresowym, jak 1 cigglym. Udowodniono, ze uktad
stosowany uprzednio w trybie okresowym mozna latwo przeksztatci¢ w uktad do trybu
ciaglego, co zapewnia wyzsza wydajno$é¢ produktu koncowego. Srednie warto$ci odzysku C-
PC przy natezeniach przeptywu powietrza od 2,4 do 4,8 L/h wynosza do 60%. Uzyskiwany
docelowy produkt zawiera C-PC o czystosci wynoszacej okoto 1,3 z procesu okresowego oraz
do 1,5 z procesu ciagtego, co w obu przypadkach pozwala na jej zastosowanie jako barwnik
spozywczy. Dlatego tez, biorgc pod uwage prostote, energooszczednos¢ i brak zapotrzebowania
na odczynniki chemiczne, metoda frakcjonowania pianowego jest zdecydowanie zalecana do

dalszych badan i1 zastosowan, zwtaszcza jako pierwszy etap procesu oczyszczania.
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Moéj wklad: wspottworca hipotezy badawczej, udzial w opracowaniu planu badan, nadzér nad
pracami laboratoryjnymi, udziat w opracowaniu i interpretacji wynikow, przygotowanie
pierwszej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor korespondencyjny.

Mo6j udzial procentowy szacuje¢ na 60%.

Prowadzone z pigmentem C-fikocyjanina badania zwienczono doborem kolumny i uktadu
chromatograficznego zapewniajacych jej oczyszczenie do najwyzszej klasy czystoSci
analitycznej. Otrzymane wyniki uzupetione o czgSciowg fizykochemiczng charakterystyke
otrzymanych produktéw zamieszczono w publikacji pt.: ,,4 novel two-step purification process
for highly stable C-phycocyanin of analytical grade purity and its properties” (P2.4).
Zaproponowano proces dwuetapowy, w ktorym jako pierwszy zastosowano proces
frakcjonowania pianowego dedykowany do rozcienczonych roztworéw, a nastgpnie
preparatywng chromatografie cieczowa, jako najbardziej efektywna metode oczyszczania.
W pierwszym etapie otrzymywano przeszto 6-cio krotne zmniejszenie objgtosci roztworu,
przeszto 3-krotne zatezenie C-PC oraz wzrost jej czystosci 1,36 razy. Otrzymany kondensat
piany poddawano rozdzialowi chromatograficznemu, w wyniku ktérego uzyskiwano
rozdzielenie fikobiliprotein. Badania prowadzono na aparacie AKTA pure 25 z zastosowaniem
nastepujacych kolumn anionowymiennych: HiTrap FF, ResourceQ o objetosciach 115 mL oraz
MonoQ. Najwyzsza czystos¢ C-PC 1 jej catkowity rozdzial od allofikocyjaniny uzyskano na
kolumnie QResource w uktadzie z 10 mM buforem octanowym o pH 5,0 i elucja 0,1 M NaCl
w gradiencie 0 - 20%. Uzyskiwany odzysk wynosit okoto 79% a stopien oczyszczenia 3,3.
W wyniku rozdzialu chromatograficznego przedstawionego na wykresie ponizej (Rys. 12)
otrzymywano dwie wyrazne frakcje C-fikocyjaniny o czysto$ciach 4,66 1 4,25 oraz jedng

frakcje allofikocyjaniny o czystosci 3,23.
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Rysunek 12. Chromatogram ukazujacy rozdziat fikobiliprotein: Absorbancja przy 280, 616
1652 nm (linie ciaggte), gradient NaCl (linia przerywana)

Uzyskane frakcje zostaly osobno zebrane oraz poddane analizie elektroforezy SDS-PAGE
1 badaniom stabilno$ci temperaturowej, pH oraz odpornosci na §wiatlo. Obie frakcje C-PC
zawieraly podjednostki o 0 masie czasteczkowej rownej 15 kDa 1 B o masie 16,4 kDa, natomiast
masa czasteczkowa allofikocyjaniny wynosita 15,4 kDa. Obie frakcje oczyszczonej C-
fikocyjaniny (C-PC 1 C-PC II) byly odporne na zmiany temperatury w zakresie od 4 do 50°C
podczas 5-cio godzinnej inkubacji, a ich stg¢zenie resztkowe nie spadto ponizej 92%. Frakcja C-
PC I wykazywala nieznacznie wigkszg stabilnos¢ - jej stezenie resztkowe w temperaturze 64°C
po 5 godzinach wynosito 79%, podczas gdy dla frakcji C-PC 1II tylko 72%. Poréwnujac
z danymi literaturowymi, uzyskane wyniki byly nawet nieco lepsze niz przedstawione
uprzednio dla tego samego szczepu (Liang et al., 2018), gdzie w temperaturze 50°C uzyskano
jedynie 90% stezenia poczatkowego. Allofikocyjanina wykazywata zdecydowanie mniejsza
termostabilno$¢, w temperaturze 50°C po 5-ciu godzinach inkubacji nastgpowat spadek jej
stezenia resztkowego do 71%, natomiast powyzej 60°C nastgpowala jej catkowita denaturacja.
Przeprowadzone testy stabilnosci termicznej dlugoterminowej polegajace na inkubacji probek
w temperaturach 4, 25 1 45°C trwajacej 28 dni wykazaty, iz C-PC przechowywana w warunkach
chlodniczych i temperaturze pokojowej (4 1 25°C) byla stabilna a jej stezenie resztkowe nie
spadto ponizej 90%. Stopniowy spadek stezenia obu frakcji C-PC wynoszacy blisko 50%
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nastgpit dopiero w temperaturze 45°C. Podobny ubytek biatka odnotowano dla allofikocyjaniny
przechowywanej w temperaturze 4 i 25°C, natomiast w 45°C ulegala ona catkowitej denaturacji
po uptywie 8 dni od poczatku inkubacji. Stwierdzono zatem, ze najbardziej odpowiednimi
warunkami do przechowywania bioproduktu sg temperatury 4°C lub -20°C i pH = 4. Badana
C-fikocyjanina zachowywata swoje witasciwosci przy pH w zakresie 4 - 8, natomiast pH
zasadowe powodowalo jej szybka degradacje. Przy wartosci pH 11 nastepowat spadek stgzenia
C-PC do 50%, natomiast w pH 12 pigment ulegal catkowitemu odbarwieniu. Optymalnym pH
dla allofikocyjaniny byta wartos$¢ 5 19, w roztworze o pH 3, 11 oraz 12 ulegla ona rozktadowi
1 utracie barwy. C-fikocyjanina w postaci obu frakcji C-PC I 1 C-PC II wykazywata bardzo
podobng odporno$¢ na dziatanie promieniowania UV. Obie frakcje charakteryzowaly sig
stosunkowo wysoka stabilno$cig - w warunkach naswietlania ich stezenie resztkowe po 10-ciu
godzinach spadto jedynie do okoto 90%, a czysto$¢ do wartosci 3,7 1 3,4 odpowiednio dla C-
PC 11 C-PC II. Allofikocyjanina okazala si¢ znacznie bardziej wrazliwa na dziatanie §wiatla
i ulegata stopniowej degradacji fotochemicznej. W poroéwnaniu do otrzymanych frakcji C-PC,
fikocyjanina pozyskiwana ze Spiruliny platensis (Jespersen et al., 2005) byla znacznie mniej
odporna na dziatanie $wiatla.

Podsumowujac, gtownym osiggnigciem niniejszej pracy byto opracowanie innowacyjnego
procesu: wstepnego zatezenia ekstraktu fikobiliprotein metoda frakcjonowania pianowego oraz
dalszej ich separacji za pomocg jednostopniowej chromatografii jonowymiennej. W efekcie
uzyskano C-fikocyjaning o najwyzszej klasie czystosci analitycznej, co pozwala na jej
zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym oraz zapewnia
stabilnos$¢ produktu w szerokim zakresie temperatur 1 wartosci pH bez koniecznosci dodawania
srodkow stabilizujacych. Otrzymany produkt zaleca si¢ przechowywac¢ w temperaturze 4°C
ipH 4 — 5, co zapewni utrzymanie st¢zenia i czysto$ci na niezmienionym poziomie przez okres
co najmniej 30 dni.

Méj wklad: wiodacy udziat w opracowaniu hipotezy badawczej 1 planu badan, udziat
w wykonaniu eksperymentow 1 analiz, nadzor nad pracami laboratoryjnymi, wiodacy udziat
w opracowaniu metody rozdzialu chromatograficznego oraz opracowaniu i interpretacji
wynikow badan, przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor
korespondencyjny.

Moj udzial procentowy szacuje na 65%.
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Na opisywany dwuetapowy proces oczyszczania C-fikocyjaniny z roztworu Urzad Patentowy
RP udzielit patentu na wynalazek pt.: ,,Sposob oczyszczania C-fikocyjaniny z ekstraktu
biomasy cyjanobakterii”. Uzyskiwany odzysk z catego procesu wynosi srednio 24%, stopien
oczyszczenia 3,6, a koncowy produkt posiada czysto$¢ rowna 4,45, co stanowi najwyzsza klase
czystosci analitycznej (czystos¢ >4) 1 pozwala na szerokie zastosowanie pigmentu
w medycynie, przemysle farmaceutycznym oraz jako $rodka terapeutycznego (da Silva
Figueira et al., 2018; Wu et al., 2016).

Moéj wklad: Jako pierwszy autor wynalazku i jego opisu jestem gldownym pomystodawca
metody, szczegolnie etapu zwigzanego z rozdziatem chromatograficznym, doborem kolumny

1 warunkow analizy.

Podsumowanie - wklad w rozwdj dyscypliny inzynieria chemiczna
Jako glowne osiagniecia naukowe wynikajace z przedstawionych dwoch cykli publikacji,

a stanowigce moj znaczny wktad w rozwoj dyscypliny inzynieria chemiczna, wskazuje:

a) Stwierdzenie, iz zastosowanie metody inzynierii morfologii typu microparticle-enhanced
cultivation pozwala na zmian¢ morfologii grzyboéw Cerrena unicolor 1 Pleurotus sapidus
oraz znaczng poprawe wydajnosci produkcji lakazy;

b) Ustalenie optymalnej strategii prowadzenia hodowli bioreaktorowej Cerrena unicolor oraz
uzyskanie integracji procesow hodowli 1 separacji biomasy w jednym aparacie.
Zaproponowana metoda hodowli z okresowym zasilaniem nieciggltym pozwala na poprawe
wydajnosci produkcji lakazy przedtuzajac zywotno$¢ grzybni oraz jej zdolno$¢ do
wytwarzania enzymu;

c) Stwierdzenie mozliwosci czgsciowego zastapienia tradycyjnych metod separacji enzymu
metodami alternatywnymi, takimi jak frakcjonowanie pianowe 1 wodna ekstrakcja
dwufazowa oraz dobranie najbardziej korzystnych warunkéw prowadzenia obu z nich;

d) Opracowanie dwuetapowej metody oczyszczania lakazy z Cerrena unicolor skutkujacej
otrzymaniem jej wysokooczyszczonych izoform o aktywnosciach specyficznych
wynoszacych 2349 i1 3374 U/mg;

e) Uzyskanie wysokoaktywnego preparatu enzymatycznego zawierajacego lakaze, ktory
zastosowany w technologiach przemyshlu wiokienniczego stanowi proekologiczng

alternatyw¢ dla konwencjonalnych metod alkalicznych;

50



f) Stwierdzenie mozliwos$ci zastosowania alternatywnych metod: frakcjonowania pianowego
oraz wodnej ekstrakcji dwufazowej do zatezania i oczyszczania fikobiliprotein z ekstraktu
po dezintegracji biomasy Thermosynechococcus oraz dobdr warunkéw prowadzenia obu
procesow;

g) Stwierdzenie mozliwosci czesciowego rozdzialu fikobiliprotein: C- 1 allofikocyjaniny
w wyniku zastosowania dwuetapowego procesu: frakcjonowania pianowego i wodnej
ekstrakcji dwufazowej oraz ustalenie warunkow prowadzenia procesu,

h) Okreslenie warunkéw prowadzenia procesu frakcjonowania pianowego ekstraktu
fikobiliprotein w trybie ciagtym oraz uzyskanie wyzszych warto$ci czystosci C-
fikocyjaniny w kondensatach i odzyskow allofikocyjaniny w retentatach niz w trybie
okresowym;

1) Opracowanie metod otrzymywania preparatu zawierajacego C-fikocyjaning o réznych
klasach czystosci az do uzyskania najwyzszej klasy czystosci — czysto$ci analitycznej oraz
wyznaczenie jego czesciowej fizykochemicznej charakterystyki (odpornosci na $wiatto,

pH i temperature).
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cig naukowg realizowang
w wigce] niz jedne] uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegollno$ci zagraniczne;.

Moja wspolpraca z innymi instytucjami naukowymi rozpoczela si¢ juz przy realizacji pracy
magisterskiej, w ktérej prowadzilam badania nad mozliwo$ciami zastosowania lakazy do
dekoloryzacji roztworo6w barwnych, glownie z punktu widzenia oczyszczania $ciekow
wtokienniczych.  Os$rodkiem  zajmujacym  si¢ intensywnie tematyka enzymow
ligninolitycznych, byt Zaklad Biochemii znajdujacy si¢ na Uniwersytecie Marii Curie-
Sklodowskiej w Lublinie, ktérego zespotem kierowal doceniany na $wiecie prof. Andrzej
Leonowicz wspoélpracujacy z 6wczesnie dr inz. Anng Jarosz-Wilkotazka. Efektem wspotpracy
jest publikacja: Michniewicz A., Ledakowicz S., Jamroz T., Jarosz-Wilkotazka A., Leonowicz
A. (2003) Odbarwianie wodnych roztworow wybranych barwnikow za pomocq kompleksu
enzymatycznego lakazy z Cerrena unicolor. Biotechnologia 4 (63): 194-203 oraz udzial w 11
Krajowym Kongresie Biotechnologii, gdzie mialam przyjemno$¢ zaprezentowac otrzymane
wyniki juz jako doktorantka I-szego roku studium doktoranckiego.

W miedzyczasie w lecie 2002 r. po raz pierwszy bylam na Uniwersytecie w Dortmundzie,
Niemcy, gdzie spedzitam pie¢ tygodni 1 ukonczylam letni kurs Chemical Engineering
International Summer School 2002.

W 2003 roku zostalam laureatka konkursu na najlepsza prace magisterska Fundacji im.
Nowickiego i1 programu stypendialnego prowadzonego przez Deutsche Bundesstiftung
Umwelt, niemiecka fundacje zajmujgcg si¢ ochrong srodowiska. To wyrdznienie umozliwito
mi odbycie rocznego stazu na Miedzynarodowym Uniwersytecie w Zittau, Niemcy,
bedacego obecnie czgsciag Uniwersytetu w Dreznie. Podczas pobytu kontynuowatam prace
badawcze dotyczace enzymu lakaza bedace przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej. Przy
wspolpracy z prof. Martinem Hofrichter 1 dr Rene Ullrich udato mi si¢ przeprowadzi¢ badania
poswiecone oczyszczaniu 1 charakterystyce enzymu. Rezultatem wspotpracy sa dwie
publikacje: Michniewicz A., Ullrich R., Ledakowicz S., Hofrichter M. (2006) The white-rot

fungus Cerrena unicolor strain 137 produces two laccase isoforms with different physico-
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chemical and catalytic properties. Applied Microbiology and Biotechnology 69: 682-688 oraz
Michniewicz A., Ledakowicz S., Ullrich R., Hofrichter M. (2008) Kinetics of the enzymatic
decolorization of textile dyes by laccase from Cerrena unicolor. Dyes and Pigments 77: 295-
302, a takze publikacja w jezyku polskim: Michniewicz A., Ledakowicz S., Ullrich R.,
Hofrichter M. (2005) Biosynteza i separacja kompleksu lakazowego na dwa izoenzymy
z Cerreny unicolor. Inzynieria i Aparatura Chemiczna 4s 44: 56-57. Otrzymane wyniki byty
prezentowane na dwéch konferencjach: 4™ International Conference on Textile Biotechnology,
Seoul, Korea (2006) Kinetics of enzymatic decolorization of textile dyes by laccase oraz Postepy
Inzynierii Bioreaktorowej, £.6dz (2005) Biosynteza i separacja kompleksu lakazowego na dwa
izoenzymy z Cerreny unicolor.

Po powrocie do kraju kontynuowatam studium doktoranckie, podczas ktorych naukowo
skupitam si¢ na poszerzeniu spektrum zastosowania lakazy do degradacji innych struktur
aromatycznych niz barwniki. Efektem bylo podjecie wspolpracy z dawnym Instytutem
Widkiennictwa w Lodzi (obecnie Sie¢ Badawcza LUKASIEWICZ — Lodzki Instytut
Technologiczny), gdzie przeprowadzone zostaly badania nad zastosowaniem lakazy do
wstepnej bioobrobki tkanin z widkien Inu. W przeciwienstwie do odbarwiania temat ten byt
zagadnieniem nowym, rzadko dotychczas spotykanym w literaturze. Stanowil zatem szeroki
zakres mozliwosci badawczych. Wyniki przedstawiono w publikacji: Sojka-Ledakowicz J.,
Lichawska-Olczyk J., Ledakowicz S., Michniewicz A. (2007) Bio-scouring of linen fabrics
with laccase complex from Cerrena unicolor. Fibres and Textiles in EE 63: 86-89. Dalsza
wspoOtpraca z tg jednostka juz po uzyskaniu stopnia doktora zaowocowata kolejnymi badaniami
1 publikacjami: Olczyk, J.; Sojka-Ledakowicz, J.; Walawska, A.; Antecka, A.; Siwinska-
Ciesielczyk, K.; Zdarta, J.; Jesionowski, T. (2020) Antimicrobial Activity and Barrier
Properties against UV Radiation of Alkaline and Enzymatically Treated Linen Woven Fabrics
Coated with Inorganic Hybrid Material. Molecules 25: 5701 oraz Olczyk J., Sojka-Ledakowicz
J., Kudzin M., Antecka A. (2021) The Eco-Modification of Textiles Using Enzymatic
Pretreatment and New Organic UV Absorbers, Autex Research Journal 21(3):242-251.
W ramach tej wspolpracy udato si¢ takze zrealizowal zlecenie na wykonanie pracy
pt.:”Biosynteza i zat¢zanie enzymow grzybowych — lakazy z Cerrena unicolor”.

Kolejnym osrodkiem, z ktérego naukowcami miatam mozliwo§¢ wspolpracowaé jest The
Council for Scientific and Industrial Research z Republiki Poludniowej Afryki.
Nawigzanie wspotpracy miedzy osrodkami WIPOS PL i CSIR miato miejsce w latach 2007-
2009, kiedy to w ramach wspotpracy bilateralnej pod kierownictwem prof. Stanistawa

Ledakowicza i dr Petrusa Van Zyl realizowano projekt pt.:,,Enzymes for industrial application”.
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W ramach projektu zrealizowane zostaly dwie wizyty, podczas ktorych przeprowadzono
hodowle grzybowe i zaprezentowano referaty. Moim udziatem byty wizyta na School of
Chemical Engineering, University of Natal w Durbanie oraz wizyta i wygloszenie referatu
pt.: ,,The kinetic model of laccase biosynthesis by Cerrena unicolor; enzyme characteristics
and application” w CSIR Pretoria. Niestety z przyczyn formalnych nie udato si¢ kontynuowac
wspoOtpracy i ztozy¢é w 2015 r. przygotowanego juz projektu europejskiego pt.: ,,Development
of laccase production and application, DeLaPa”. W toku badan dotyczacych lakazy miatam
takze wizyty konsultacyjne w Instytucie Celulozowo-Papierniczym w Lodzi odno$nie
metodyki oznaczania ligniny oraz na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroclawskiej
odnos$nie mozliwo$ci immobilizacji enzymu.

W drugiej potowie 2008 r., po zakonczeniu badan do pracy doktorskiej, oraz przez pierwsza
polowe 2009 r. miatam mozliwo$¢ realizacji badan odbiegajacych tematyka i metodyka od
glownego nurtu mojej dzialalno$ci naukowej. W tym czasie w ramach realizacji projektu
europejskiego w ramach 6PR: REduction, MOdification & VAlLorisation of sludge
(REMOVALS) zajmowatam si¢ prowadzeniem procesu zgazowania i pirolizy osadow
sciekowych prowadzonego na aparacie Netzsch STA 409 PG. Otrzymane i opracowane wyniki
zostaty opublikowane: Nowicki L., Antecka A., Bedyk T., Stolarek P., Ledakowicz S. (2011)
The kinetics of gasification of char derived from sewage sludge. Journal of Thermal Analysis
and Calorimetry 104: 693-700 oraz przedstawione w formie plakatu podczas European
Conference on Sludge Management, Liege, Belgia.

Po tym czasie mam tzw. ,,luk¢ publikacyjng” wynikajaca z urodzenia i wychowywania dwojki
dzieci. Okres, w ktorym nie pracowatam wynosit 2 lata, wigc nie byt specjalnie dtugi, jednak
powrdt do aktywnosci publikacyjnej nie byt tatwy. Po powrocie z urlopu wychowawczego przy
wspOtpracy z prof. Marcinem Bizukojciem podjgtam nowa w naszej katedrze tematyke
badawcza dotyczaca enzymu inulinaza. Niestety na te badania trzykrotnie nie udalo sie¢
otrzyma¢ finansowania z NCN. Zaplanowane prace zostaly jednak przeprowadzone
w mniejszym zakresie dzigki uzyskanemu przeze mnie grantowi na prowadzenie badan
naukowych lub prac rozwojowych dla miodych naukowcéw oraz uczestnikow studiow
doktoranckich Wydziatu Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska Politechniki Lodzkiej
w roku 2013 pt.: ,,Dobor szczepu z rodzaju Aspergillus do produkcji inulinaz”. Efektem tych
dziatan jest publikacja: Kowalska A., Antecka A., Owczarz P., Bizukojc M. (2017) Inulinolytic
activity of broths of Aspergillus niger ATCC 204447 cultivated in shake flasks and stirred tank
bioreactor. Eng. Life Sci. 17 (9): 1006-1020.
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Roéwnolegle, prowadzitam prace kontynuujgce tematyke lakaz grzybowych. Pod
kierownictwem prof. Stanistawa Ledakowicza podjgtam wspodtprace z zespotem z Instytutu
Biochemii Technicznej Wydzialu Biotechnologii i Nauk o Zywno$ci PL, gdzie pod
kierownictwem prof. Tadeusza Antczaka prowadzone byly badania nad biosynteza lakaz
z wykorzystaniem szczepu grzyba nitkowatego Mucor hemalis. Celem byla wymiana
doswiadczen oraz potaczenie naukowych osiggnie¢ i umiejgtnosci obu zespotow w celu
realizacji wspdlnych badan. Okazato sig, iz obie otrzymywane przez nas, z réznych zrodet,
lakazy poza cechami wspdlnymi, wykazuja roznice w specyficznosci dziatania 1 aktywnosci
katalitycznej dostrzeganej w obecnosci lignin zawartych w biomasie. Byta zatem duza szansa,
iz whasciwosci katalityczne tych enzymow w mieszaninie mogg by¢ komplementarne w reakcji
depolimeryzacji substancji ligninowych. Wiasciwos$¢ taka mogtaby by¢ cennym punktem
wyjscia w rozwigzywaniu problemu zagospodarowania odpadowej biomasy na cele
przemystowe. Ten projekt nie doczekat si¢ niestety realizacji. Jednakze, w 2014 r. udato si¢
podja¢ wspodtprace z naukowcami z Wydzialu InZynierii Biochemicznej i Chemicznej
(Department of Biochemical and Chemical Engineering) znajdujacym si¢ na
Uniwersytecie w Dortmundzie (TUD). W ramach realizacji grantu NCN pt. “Integracja
procesOw otrzymywania i oczyszczania lakaz grzybowych”, ktoérego kierownikiem byt
prof. Stanistaw Ledakowicz, a ja bylam gtownym wykonawcg, miatam mozliwo$¢ wspotpracy
z prof. Andrzejem Gorakiem zatrudnionym na wyzej wspomnianym wydziale Uniwersytetu
Technicznego w Dortmundzie. Gtéwnym efektem tej wspotpracy byta adaptacja w Katedrze
Inzynierii Bioprocesowej PL. dwoch nowatorskich metod: frakcjonowania pianowego i wodnej
ekstrakcji dwufazowej do zatezania i separacji produkowanej przez nas lakazy. W badaniach
tych znaczny udzial miat 6wczesny doktorant mgr inz. Michatl Blatkiewicz, dla ktorego bylam
promotorem pomocniczym. Uzyskane wyniki przedstawiono w publikacjach P1.3 — P1.6
z przedstawionego cyklu I oraz publikacje All, A13, Al16, Al17, A19 z wykazu. Gtéwnym
moim udzialem w tym projekcie byty: organizacja 1 koordynacja prac badawczych zgodnie
z harmonogramem, udzial w pracach laboratoryjnych i przygotowaniu stanowisk badawczych,
obsluga aparatu do preparatywnej chromatografii cieczowej biatek, planowanie i udziat
w prowadzeniu hodowli bioreaktorowych w trybie powtarzanym okresowym, opracowanie
wynikow eksperymentalnych oraz przygotowanie publikacji. Po zakofczeniu realizacji grantu
planowaliSmy kontynuowa¢ badania przy wspotpracy z Uniwersytetem w Dortmundzie
i rozwija¢ metode wodnej ekstrakcji dwufazowej, ktéra przez naukowcéw z TUD zostata
zmodyfikowana do technologii nazwanej Tunable Aqueous Polymer-Phase Impregnated

Resins (TAPPIR®). Jednak tym razem nie udato sie uzyskaé¢ finansowania.
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W 2019 roku dotaczytam do zespotu, w ktorym dr inz. Anna Klepacz-Smotka zajmowata si¢
fotobiosynteza pigmentu C-fikocyjanina produkowanym przez cyjanobakterie. Moja rolg byto
zatgzanie 1 separacja otrzymywanej przez moich wspotpracownikow C-fikocyjaniny
z wykorzystaniem opracowanych wczesniej metod, w taki sposob, zeby otrzymany produkt
charakteryzowal si¢ jak najwyzsza klasg czysto$ci. Badania prowadzone byly w ramach
finansowanego przez NCN projektu pt.: ,,Foto-biosynteza, wydzielanie i oczyszczanie
termostabilnej fikocyjaniny”, ktorego kierownikiem byt prof. Stanistaw Ledakowicz, a ja
bytam jednym z wykonawcow gltéwnych. Zakres moich dziatan obejmowalt: organizacje
1 koordynacje prac w projekcie, udzial w pracach laboratoryjnych i przygotowaniu stanowisk
badawczych dla procesow frakcjonowania pianowego, wodnej ekstrakcji dwufazowej
i ultrafiltracji oraz prowadzenie procesu chromatograficznego rozdziatu. Ponadto,
nadzorowatam badaniom stabilno$ci otrzymywanych fikobiliprotein, opracowywaniu
wynikéw eksperymentalnych oraz przygotowywatam materiaty do publikacji. Realizowane
badania byly prowadzone we wspdlpracy z prof. Maurycym Darochem, bedacym
przedstawicielem Peking University - Shenzhen Graduate School w Chinach. Publikacje
1 wyniki otrzymane podczas realizacji grantu bedace moim udziatem zostaty opisane w pkt. 4
niniejszego autoreferatu w cyklu II oraz w publikacji A29 przedstawionej] w wykazie.
Prowadzone badania 1 otrzymane wyniki zaowocowaly powstaniem dwoch rozpraw
doktorskich; pierwsza mgr inz. Damiana Pietrzyka dotyczaca optymalizacji hodowli
cyjanobakterii w fotobioreaktorach, a druga mgr inz. Rafala Szelaga dotyczaca izolacji
1 oczyszczania fikobiliprotein, w tym gtéwnie C-fikocyjaniny. W tej pracy po raz drugi
pelitam role promotora pomocniczego, praca zostala obroniona w 2024 r. w dyscyplinie
inzynieria chemiczna.

W migdzyczasie w 2018 r. uczestniczytam w badaniach prowadzonych przez dr inz. Tomasza
Borut¢ dotyczacych kokultur grzybowych, gdzie badana przeze mnie grzybnia Cerrena
unicolor zostata w r6znych konfiguracjach potaczona ze szczepem Aspergillus terreus. Wedlug
mojej wiedzy byta to pierwsza proba wspdlnej hodowli wspomnianych szczepoéw grzybowych.
Zbadano mozliwosci wzrostu tych dwoch gatunkow w  kokulturze oraz biosynteze
charakterystycznych dla ich hodowli monokulturowych produktow. Wyniki badan zawarte
zostaly w publikacji: Boruta T., Antecka A. (2022) Co-cultivation of filamentous
microorganisms in the presence of aluminum oxide microparticles, Applied Microbiology and
Biotechnology 106:5459-5477.

Ponadto, w 2019 r. w ramach realizacji grantu NCBIiR pt.: ,Innowacyjne urzadzenia do

zintensyfikowanego usuwania CO; z gazéw odlotowych (INVITES)” podjetam si¢ zadania
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opracowania rutynowej metody okre§lania stopnia aktywnosci enzyméw w wodnych
roztworach amin. Przeprowadzone badania pozwolily na wstgpne opracowanie metody
okreslania aktywnos$ci anhydrazy weglanowej w roztworze N — Metylodietanoloaminy
(MDEA). W badaniach uwzgledniono wptyw takich parametrow jak czas inkubacji, dlugos¢
fali, czas pomiaru, stezenie i pH buforu Tris — HCIl oraz jako$¢ substratu (octanu
paranitrofenylu, p— NPA) na otrzymywane warto$ci aktywnos$ci badanego roztworu. W wyniku
badan ustalono wartosci badanych parametréw, sprawdzono selektywno$¢ metody
w odniesieniu do poszczegdlnych sktadnikow roztworu oraz okreslono wptyw dwutlenku
wegla na aktywnos$¢ roztworu.

W latach 2024-2025 bytam jednym z wykonawcow grantu NCN pt: ,,Badania mechanizmu
i kinetyki zintegrowanych proceséw fermentacji ciemnej i hydrotermicznej karbonizacji
mokrych odpadéw spozywczych”, w ktorym pod kierownictwem dr inz. Radostawa Slezaka
z mojej katedry bratam udziat w prowadzeniu procesu hydrotermicznej karbonizacji (HTC —
hydrothermal carbonisation) zawiesiny powstalej po procesie ciemnej fermentacji (DF — dark
fermentation) odpadéw kuchennych. Badania prowadzono w reaktorze ci$nieniowym typu
4563 M o catkowitej objetosci 0,4 dm?® (Parr Instrument), w temperaturze 215°C przez 2h.
Otrzymane wyniki zostaly zaprezentowane na 51™ International Conference of SSCHE
(Stowacja) w postaci plakatu pt. ,Hydrothermal carbonisation of slurry after dark
fermentation”.

Obecnie, w ramach wspolpracy z zespotem pod kierownictwem dr hab. Michata Puchalskiego
z Instytutu Wlékiennictwa na Wydziale Wldkiennictwa i Wzornictwa PL. uczestnicze
w badaniach dotyczacych doboru warunkéw hodowli grzyboéw podstawkowych w celu
zastosowania ich biomasy w technologiach przemyslu wlokienniczego. Czgsé
mikrobiologiczna badan ma na celu znalezienie optymalnej metody hodowli grzybni o wysokiej
zawarto$ci chityny oraz jej trwale unieruchomienie na warstwie celulozowej. Spodziewanym

efektem jest wytworzenie przez grzybnig¢ struktury przypominajacej skore.

Odbyte staze naukowe i praktyki

e dwudniowa wizyta konsultacyjna w celu nawigzania wspotpracy odnosnie nowatorskiej
metody TAPPIR w Instytucie Fluid Separation Processes TU, Uniwersytet w Dortmundzie,
Niemcy, (03.2019 1.);

61



dwudniowa wizyta konsultacyjna odnos$nie prowadzenia procesu wodnej ekstrakcji
dwufazowej w Instytucie Fluid Separation Processes TU, Uniwersytet w Dortmundzie,
Niemcy, (06.2016 r.);

dziesi¢ciodniowa wizyta studyjna w Republice Potudniowej Afryki: School of Chemical.
Engineering, University of Natal,. Durban, RSA oraz Council for Scientific and Industrial
Research (CSIR) - Pretoria, South Africa. Cel: nawigzanie wspoipracy i wygloszenie
referatu na CSIR-Pretoria pt.:” The kinetic model of laccase biosynthesis by Cerrena
unicolor; enzyme characteristics and application”, (07.2008 r.);

roczny staz naukowy w Internationales Hochschulinstitut Zittau (Niemcy), Lehrstuhl fiir
Umweltbiotechnologie, finansowane przez Deutsche Bundesstiftung Umwelt oraz
Fundacj¢ im. Nowickiego. Cel: realizacja badan naukowych, nawigzanie wspotpracy,
(03.2004 —02.2005 1.);

pigciotygodniowy pobyt na Uniwersytecie w Dortmundzie (Niemcy) w celu odbycia kursu
Chemical Engineering International Summer School 2002, (07-08.2002 r.);
dwutygodniowa praktyka studencka w Instytucie Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera
w Lodzi (2000 r.).

Udzial jako wykonawca przy realizacji projektow badawczych

Projekty miedzynarodowe:

Projekt europejski w ramach 6PR: REduction, MOdification & VALorisation of sludge
(REMOVALS) FP6-018525, European Union Research, Sixth framework Programme,
Priority 1.1.6.3: Global change and ecosystems (08.2008 — 06.2009 r.);

Projekt w ramach umowy miedzy Rzadem Rzeczypospolitej Polskiej a Rzadem Republiki
Potudniowej Afryki o wspodlpracy naukowej 1 technicznej pt.: Enzymy o zastosowaniu
przemystowym Enzymes for industrial application (SA/Poland Bilateral), Ministerstwo

Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Departament Wspotpracy Miedzynarodowej (2008 r.).

Projekty krajowe:

Grant NCN nr UMO-2021/43/B/ST8/00298 pt: ,Badania mechanizmu 1 kinetyki
zintegrowanych procesow fermentacji ciemnej i hydrotermicznej karbonizacji mokrych
odpadow spozywczych” (01.2024 — 02.2026 1.);

Grant NCN nr UMO-2018/31/B/ST8/00822 pt.: ,Foto-biosynteza, wydzielanie
1 oczyszczanie termostabilnej fikocyjaniny” (07.2019 —01.2023 r.);
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e Grant NCBIR pt.: Innowacyjne urzadzenia do zintensyfikowanego usuwania CO; z gazoéw
odlotowych (INVITES) (11.2019 1.);

e Grant NCN nr UMO-2013/11/B/ST8/00337 pt. "Integracja procesdw otrzymywania
1 oczyszczania lakaz grzybowych” (08.2014 — 08.2017 r.);

e  Grant promotorski nr N207 030 31/1435 pt.: Model kinetyczny procesu biosyntezy lakazy
przez Cerrena unicolor oraz zastosowanie enzymu do degradacji wybranych struktur
aromatycznych, Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego, Nr umowy:
1435/H03/2006/31. (09.2006 — 09.2008 r.).

Projekty uczelniane:

e  QGrant na prowadzenie badan naukowych lub prac rozwojowych dla mlodych naukowcow
oraz uczestnikow studidéw doktoranckich Wydziatu Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska Politechniki £.odzkiej w roku 2013 pt.: ,,Dobér szczepu z rodzaju Aspergillus

do produkcji inulinaz”.

6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

Dzialalnos¢ dydaktyczna

Podczas mojej ponad dwudziestoletniej pracy dydaktycznej staralam si¢ poglebiac

1 ksztattowac swoje umiejetnosci poprzez udziat w licznych dodatkowych kursach 1 szkoleniach

dedykowanych pedagogom. Migdzy innymi bytly to:

e Szkolenie ,,Asertywnos¢ 1 komunikacja interpersonalna”, grudzien 2014;

e Szkolenie "Aktywizujagce metody nauczania w pracy nauczyciela akademickiego z
elementami autoprezentacji", grudzien 2014;

e  Kurs Design Thinking, grudzien 2017;

e  Warsztaty ,,Efektywna komunikacja w zespole” organizowanego przez Biuro Karier
Politechniki L.6dzkiej, sierpien 2018;

e Warsztaty ,,R6znice indywidualne w zespole” organizowanego przez Biuro Karier
Politechniki t.6dzkiej, pazdziernik 2018;

e  Warsztaty ,,Zarzadzanie czasem 1 organizacja pracy”’ organizowanego przez Biuro Karier

Politechniki L.6dzkiej, listopad 2018;
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Warsztaty ,,Asertywnos$¢” organizowanego przez Biuro Karier Politechniki Lodzkie;,
styczen 2019;

Szkolenie z zakresu e-learningu organizowanego w ramach projektu ,,Zintegrowany
Program Politechniki L.odzkiej”, pazdziernik 2021;

Kurs ,,Zarzadzanie emocjami w miejscu pracy realizowanego w ramach Projektu ,,Centrum
Rozwoju Kompetencji”, wrzesien 2023

Szkolenie ,,Narzgdziownik pracownika uczelni — jak utatwi¢ sobie prace przy uzyciu
narzedzi cyfrowych” w ramach projektu ,,Dostgpna Politechnika t.6dzka”, pazdziernik
2023;

Kurs z jezyka angielskiego realizowanego w ramach Projektu ,,Centrum Rozwoju
Kompetencji”, pazdziernik 2023;

Kurs ,,Odwrocona klasa (flipped classroom): wspolczesne podejscie do procesu
edukacyjnego” w ramach projektu ,,Podniesienie kwalifikacji i kompetencji kadry
prowadzacej dydaktyke w Politechnice £.odzkiej”, luty 2025;

Kurs ,,Ksztatcenie przez wyzwania — CBL w praktyce” w ramach projektu ,,Podniesienie
kwalifikacji 1 kompetencji kadry prowadzacej dydaktyke w Politechnice Lodzkiej”, lipiec
2025;

Warsztaty ,,Zrozum. Poczuj. Zmien. O emocjach, réznorodnosci 1 wspotpracy na uczelni”.
Zorganizowane przez Politechnike £.6dzka w dniu 17 listopada 2025 r;

Szkolenie ,,Zastosowanie metody case teaching w egzaminach kompetencyjnych”
w ramach projektu ,,Podniesienie kwalifikacji 1 kompetencji kadry prowadzacej dydaktyke
w Politechnice Lodzkiej”, luty 2026;

Szkolenie ,,Tworzenie dostgpnych materialow cyfrowych zgodnych z zasadami
projektowania uniwersalnego” w ramach projektu ,,Podniesienie kwalifikacji

1 kompetencji kadry prowadzacej dydaktyke w Politechnice L.odzkiej”, marzec 2026.

Ponadto, celem poszerzenia wiedzy merytorycznej odno$nie prowadzonych przedmiotow,

ukonczytam nastepujace kursy/szkolenia:

Szkolenie ,,Czysto§¢ mikrobiologiczna kosmetykéw w obszarach produkcyjnych zg.
z systemem GMP” organizowanego przez Biotechnologia.pl, styczen 2016;

Kurs ,,Zagrozenia biologiczne w $rodowisku pracy” organizowanego przez Centrum
Edukacyjne Centralnego Instytutu Ochrony Pracy — Panstwowego Instytutu Badawczego,

pazdziernik 2016;
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e AKTA User Day 2018 ,Pure proteins today. Powerful results tomorrow* Serock
k/Warszawy, 24-25.10.2018;

e AKTA User Day 2019 ,, Trends in protein purification* Warszawa, 24-25.10.2019;

e Szkolenie ,,Dezynfekcja powierzchni w laboratorium i obszarze produkcji. Dostepne
metody i1 strategie dziatania”, organizowanego przez Biotechnologia.pl, styczen 2022;

e Szkolenie ,,Praktyczne aspekty chromatografii cieczowej” organizowanego w ramach
MERCK DAY, maj 2024;

e Szkolenie ,Praktyczne umiejetnosci z GOZ dla poczatkujacych” organizowanego
w ramach projektu ,,Podniesienie kwalifikacji 1 kompetencji kadry prowadzacej dydaktyke
w Politechnice L.odzkiej”, listopad 2024;

e Kurs ,,Zagrozenie czynnikami chemicznymi w §rodowisku pracy” organizowanego przez
Centrum Edukacyjne Centralnego Instytutu Ochrony Pracy — Panstwowego Instytutu
Badawczego, listopad 2024;

e Kurs ,Edukacja dla zréwnowazonego rozwoju” w ramach projektu ,,Podniesienie
kwalifikacji 1 kompetencji kadry prowadzacej dydaktyke w Politechnice Lodzkiej”, lipiec
2025;

e Kurs ,,Edukacja dla zrownowazonego rozwoju w praktyce akademickiej: od teorii do
zastosowan w sali dydaktycznej” w ramach projektu ,,Podniesienie kwalifikacji

1 kompetencji kadry prowadzacej dydaktyke w Politechnice £.odzkie)”, lipiec 2026.

Wymienione przedsigwzigcia umozliwialty mi poznanie programow i praktycznych narzedzi
pozwalajacych na doskonalenie umiejetnosci dydaktycznych 1 podwyzszanie poziomu
1 atrakcyjnosci prowadzonych zaje¢, glownie wyktadowych 1 ¢wiczeniowych. Wiedze
1 umiejetnosci zdobyte podczas kursow staratam si¢ wdraza¢ na wszystkich prowadzonych
przeze mnie przedmiotach, byto to m.in.: wigczanie ré6znych metod aktywizujacych do zajgé
wyktadowych, kontakt ze studentami poprzez platform¢ WIKAMP, indywidualne podejscie do
studenta, czy organizowanie dodatkowych spotkah w ramach tutoringu. Merytoryczne
szkolenia umozliwialy mi poszerzenie wiedzy z danego zakresu i lepsze przygotowanie do
prowadzenia zaje¢ wykltadowych, jak i laboratoryjnych. W przysztosci chciatabym jeszcze
udoskonali¢ system stosowanego oceniania, tak zeby zachecatl studentow do systematycznej

pracy w trakcie semestru.
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W czasie mojej dzialalnosci dydaktycznej prowadzilam zajecia dla studentow na dwoch
uczelniach panstwowych z nast¢pujacych przedmiotow:

Politechnika L6dzka, Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska:

. Technologie oczyszczania Sciekow, zajecia laboratoryjne;

. Gospodarka odpadami, zajecia projektowe;

o Gospodarka odpadami komunalnymi, zajecia wyktadowe;

o Unieszkodliwianie odpadow statych, zajecia wykladowe i projektowe;

J Czynniki zagrozen biologicznych, wyktad i laboratorium;

. Zagrozenia 1 bezpieczenstwo mikrobiologiczne, wyktad i laboratorium,;
. Czynniki zagrozen chemicznych i biologicznych, wyktad i laboratorium;
. Technologie uzdatniania wody, wyktad i laboratorium;

o Downstream processing, wyktad w jezyku angielskim,;

° Chemia fizyczna, laboratorium;

° Chemia srodowiskowa, laboratorium;

. Zarzadzanie projektami w ramach modutu sumatywnego, wyktad, warsztaty;
o Technologie uzdatniania wody 1 oczyszczania $ciekow, wyktad,

J Toksykologia 1 higiena przemystowa, wyktad, laboratorium.

Politechnika L.odzka, Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci:

o InZynieria bioprocesowa, ¢wiczenia;

. Inzynieria procesowa, ¢wiczenia.

Politechnika t.6dzka, Wydziatl International Faculty of Engineering:

. Biotechnological Equipment, zajgcia laboratoryjne w jezyku angielskim.
Politechnika L.odzka, Wydziat Chemiczny:

° Inzynieria chemiczna, ¢wiczenia;

Uniwersytet E.6dzki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska:
o Zagospodarowanie odpadow, wyktad i ¢wiczenia;

J Technologie w ochronie §rodowiska, wyktad i ¢wiczenia
Jako dodatkowe osiagnigcia zwigzane z dydaktyka moge wymienic:

. Opracowanie zadania i udziat w komisji egzaminu kompetencyjnego dla kierunku

inzynieria biochemiczna s2 (2023 r.) oraz inzynieria bezpieczenstwa pracy sl (2026r.);
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Udziat w komisji egzaminu kompetencyjnego dla kierunku inzynieria ochrony
srodowiska, s2, 2025 r.;

Prowadzenie zaje¢ tutoringu dla studentéw chcacych poszerzy¢ swoje zainteresowania
w ramach programu ,,Mistrzowie Dydaktyki” w latach 2020-2021;

Tutor w pilotazowym programie tutoringowym realizowanym w Politechnice £.6dzkiej

w semestrze letnim 2024/2025 w zakresie tutoringu akademickiego i1 personalnego.

Dzialalnos¢ organizacyjna

Podczas pracy na Wydziale Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska PE petitam

nastepujace funkcje organizacyjne:

Pelnomocnik ds. jakosci;

Spoteczny Inspektor Pracy;

Wieloletni cztonek Uczelnianej Komisji Rekrutacyjnej,

Cztonek Rady Kierunku Studiéw Inzynieria Ochrony Srodowiska — funkcja sekretarza;
Przewodniczacy Komisji Egzaminacyjnej na kierunku Inzynieria bezpieczenstwa pracy;
Czlonek komisji rekrutacyjnej do przeprowadzania postgpowania kwalifikacyjnego do
Interdyscyplinarnej Szkoty Doktorskiej PL — funkcja sekretarza;

Osoba odpowiedzialna za organizacj¢ praktyk studenckich dla kierunku inzynieria
biochemiczna;

Osoba odpowiedzialna za organizacj¢ 1 rozliczanie praktyk na kierunku inzynieria
ochrony srodowiska;

Cztonek komisji likwidacyjnej;

Osoba odpowiedzialna za wprowadzanie informacji/danych do Rejestratora Uméw PL.

Popularyzacja nauki

Podczas pracy na Wydziale Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska PE bratam udziat w

wielu zdarzeniach przyczyniajacych si¢ do popularyzacji nauki, m.in. byty to:

Udziat w konferencjach naukowych zagranicznych (16) i krajowych (7);

Udzial w spotkaniu ,,Kadry przyszto$ci” organizowanym przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego;

Kilkukrotny udzial w komitecie organizacyjnym konferencji Postepy Inzynierii

Bioreaktorowej;
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Przewodniczaca sesji referatowej ,,Enzymology in Drug Discovery” na 2" International
Conference on Enzymology and Molecular Biology, Rzym, 2017;

Udziat w organizacji Seminarium Studencko-Uczniowskiego odbywajacego si¢ co roku
na WIPOS PL;

Udziat w akcjach promocyjnych organizowanych przez WIPOS PL, m.in. Dni otwarte,
czy ,,I'ydzien z Matematyka 1 Fizyka”;

Przygotowanie i prowadzenie warsztatéw dla licealistow pt.: ,,Monitoring czystosci
mikrobiologicznej srodowiska” cieszace si¢ duzym zainteresowaniem;

Wieloletni cztonek Stowarzyszenia Srodowisko dla Srodowiska.

Inne informacje dotyczace kariery zawodowe;.

Otrzymane nagrody i wyroznienia

Nagrody wspierajace doskonato$¢ naukowa w ramach programu ,,Inicjatywa doskonatosci
— uczelnia badawcza” (2021-2026 r.);

Medal brazowy za dlugoletnig stuzbe (31.08.2021 r.);

Nagroda Rektora PL za osiggnigcia naukowe (20.11.2009 r.);

Nagroda Bayer Technology Services za najlepsza prac¢ doktorska na Wydziale Inzynierii
Procesowej i Ochrony Srodowiska PE. (24.05.2009 r.);

Stypendium motywacyjne nr WIDDOK/SM/2006/26 w ramach realizacji projektu
Mechanizm Wspierania Innowacyjnej Dziatalno$ci Doktorantéw WIDDOK, finansowane
przez Europejski Fundusz Spoteczny oraz Budzet Panstwa (03.2006 t.);

laureatka VII edycji ogdlnopolskiego konkursu na najlepszych absolwentow wyzszych
uczelni w dziedzinie ochrony srodowiska organizowanego przez Fundacje im. Nowickiego
(12.2003 r.);

laureatka konkursu o nagrod¢ im. dr inz. Ewy Mitury pt.: Postepy w pracy doktorskiej
(05.2003 r.).

Promotorstwo prac naukowych

Promotorstwo pomocnicze przewodu doktorskiego pt.: ,,Integracja metod otrzymywania 1
oczyszczania lakaz grzybowych” zakonczonego uzyskaniem tytulu: dr inz. Michat

Blatkiewicz (12.2017 r.);
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e Promotorstwo pomocnicze przewodu doktorskiego pt.: ,,Opracowanie metod oczyszczania

tytutu: dr inz. Rafal Szelag (12.2024 r.);

e Promotorstwo prac inzynierskich i magisterskich: tagcznie 44 prace.

Wykonane recenzje prac naukowych

surowej fikocyjaniny do poziomu czystosci farmaceutycznej” zakonczonego uzyskaniem

e Recenzje prac naukowych publikowanych w czasopismach migdzynarodowych:

zrecenzowanie okoto 30 publikacji w takich czasopismach, jak:

e Recenzje prac naukowych publikowanych w czasopismach krajowych:

Applied Biochemistry and Biotechnology,

Applied Microbiology and Biotechnology;
Biocatalysis and Biotransformation,

Biochemical Engineering Journal (2),

Bioprocess & Biosystems Engineering (3),
Biotechnology for Biofuels,

Chemical and Process Engineering: New Frontiers,
Chemical Engineering and Processing - Process Intensification,
Chemosphere,

Dyes & Pigments (2),

Energy and Fuels (2),

Environmental Technology,

Enzyme and Microbial Technology,

International Journal of Biological Macromolecules,
Journal of Basic Microbiology,

Marine Drugs,

Scientific Reports,

Separation and Purification Technology,

Water, Air, & Soil Pollution,

World Journal of Microbiology and Biotechnology (2),

Acta Scientarum Polonarum,
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