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2. Informacje o kandydacie

Imie i nazwisko: Jakub Zdarta
Adres:

Tel.: e-mail:

3. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem podmiotu nadajgcego stopien,
roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

Wyksztatcenie:

11.04.2017 r.

01.02.2013r.

28.06.2010 .

stopien naukowy doktora nauk chemicznych w zakresie
technologii chemicznej, Wydziat Technologii Chemicznej
Politechniki Poznanskie;.

Tytut rozprawy doktorskiej: ,Immobilizacja enzymoéw na
wybranych nosnikach organicznych i nieorganicznych”

promotor pracy: prof. dr hab. inz. Teofil Jesionowski

tytut zawodowy inzyniera w zakresie technologii chemicznej,
Wydziat Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskie;j.

Tytut pracy inzynierskiej: ,lmmobilizacja Amano Lipase A na
powierzchni krzemionki”

promotor pracy: dr inz. Agnieszka Kotodziejczak-Radzimska

tytut zawodowy magistra w zakresie chemii (specjalnos¢:
chemia  podstawowa), Wydziat Chemii  Uniwersytetu
im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Tytut pracy magisterskiej: ,,Studia nad syntezg oligonukleotydu
zawierajagcego addukt 2’-deoksyguanozyny z aldehydem
malonowym i octowym”

promotor pracy: prof. dr hab. Henryk Koroniak

4. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Zatrudnienie:

01.10.2020 r. — obecnie

01.09.2018 r. — 30.09.2020 r.

Adiunkt — Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej,

Wydziat Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej

Asystent naukowy — Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej,

Wydziat Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej
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01.11.2017 r. - 30.05.2018 r.

Staze naukowe:

25.11.2019r.-10.12.2019r.

01.05.2017 r. - 30.05.2018 r.

15.06.2015 r. = 22.06.2015 r.

01.03.2015r. - 31.05.2015 r.

Postdoc, Researcher — Department of Chemical and Biochemical

Engineering, Technical University of Denmark, Dania

Centre for Technology in Water and Wastewater, School of Civil
and Environmental Engineering, University of Technology Sydney,

Australia, Profesor Long. D. Nghiem, Profesor Luong N. Nguyen

Center for Bioprocess Engineering, DTU Chemical Engineering,
Technical University of Denmark, Dania, Profesor Anne S. Meyer,

Profesor Manuel Pinelo

Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski, Polska, dr hab. Barbara

Krajewska, profesor UJ

DTU Chemical Engineering, Technical University of Denmark,

Dania, Profesor Anne S. Meyer, Profesor Manuel Pinelo

5. Omowienie osiggniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy

5.1. Monotematyczny cykl publikacji

Osiggniecia naukowe w zakresie wytwarzania, charakterystyki oraz zastosowania nowych

uktadéw immobilizowanych enzymdéw zaprezentowano w monotematycznym cyklu publikacji nt.

.Projektowanie systemoéw biokatalitycznych i ich rola w procesach konwersji biomasy oraz

unieszkodliwiania wybranych zanieczyszczen sSrodowiskowych”. Sumaryczny wspoétczynnik

oddziatywania (IF) prac stanowigcych znaczny wktad w rozwdj dyscypliny wynosi 67,939 (z roku

opublikowania pracy) oraz 69,734 (IF 5-letni), a taczna wartos¢ punktow MNiSW to 1720. Prace

opublikowano w latach 2017-2020, a ich zestawienie przedstawiono w tabeli ponizej. Oswiadczenia

wspotautoréw, opisujgce indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie wymienionych prac stanowig

zalacznik nr 5 (zal. 5), natomiast kopie prac H1-H13 stanowig zatacznik nr 6 (zat. 6).
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Monotematyczny cykl publikacji

Nr

Dane bibliograficzne

IF

IF®)

Punkty
MNiSW°)

H1

Zdarta J.*, Meyer A.S., Jesionowski T., Pinelo M.,
A general overview of support materials for enzyme
immobilization: Characteristics, properties, practical utility,
Catalysts (2018) 8, 92.

3,465

3,708

100

H2

Zdarta J.*, Jedrzak A., Klapiszewski t., Jesionowski T.*,
Immobilization of cellulase on a functional inorganic—organic
hybrid support: Stability and kinetic study, Catalysts (2017)
7, 374.

3,465

3,708

100

H3

Zdarta J.*, Pinelo M., Jesionowski T., Meyer A.S,,
Upgrading of biomass monosaccharides by immobilized
glucose dehydrogenase and xylose dehydrogenase,
ChemCatChem (2018) 10, 5164-5173.

4,674

4,769

100

H4

Zdarta J*, Bachosz K., Degorska O., Zdarta A., Kaczorek
E., Pinelo M., Meyer A.S., Jesionowski T.*
Co-immobilization of glucose dehydrogenase and xylose
dehydrogenase as a new approach for simultaneous
production of gluconic and xylonic acid, Materials (2019) 12,
3167.

2,972

3,424

140

H5

Zdarta J.*, Antecka K., Jedrzak A., Synoradzki K.,
tuczak M., Jesionowski T.*, Biopolymers conjugated with
magnetite as support materials for trypsin immobilization
and protein digestion, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces
(2018) 169, 118-125.

3,997

4,263

100

H6

Zdarta J.*, Meyer A.S., Jesionowski T., Pinelo M.,
Developments in support materials for immobilization of
oxidoreductases: A comprehensive review, Advances in
Colloid and Interface Science (2018) 258, 1-20.

7,346

9,922

200

H7

Zdarta J.*, Meyer A.S., Jesionowski T., Pinelo M.,
Multi-faceted strategy based on enzyme immobilization with
reactant adsorption and membrane technology for
biocatalytic removal of pollutants: A critical review,
Biotechnology Advances (2019) 37, 107401.

12,831

13,597

200

H8

Zdarta J.*, Feliczak-Guzik A., Siwinska-Ciesielczyk K.,
Nowak 1., Jesionowski T.*, Mesostructured cellular foam
silica materials for laccase immobilization and tetracycline
removal: A comprehensive study, Microporous and
Mesoporous Materials (2020) 291, 109688.

4,551

4,157

100
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Zdarta J.*, Machatowski T., Degoérska O., Bachosz K.,
Fursov A., Ehrlich H., Ivanenko V.N., Jesionowski T.*,
3D Chitin scaffolds from the marine demosponge Aplysina
H9 ) ) o ) ) 4,082 - 100
archeri as a support for laccase immobilization and its use in
the removal of pharmaceuticals, Biomolecules (2020) 10,
646.

Zdarta J.*, Jankowska K., Bachosz K., Kijenska-Gawronska

E., Zgota-Grzeskowiak A., Kaczorek E., Jesionowski T.*,
A promising laccase immobilization using electrospun
H10 . . . ) ) 5,825 5,266 140
materials for biocatalytic degradation of tetracycline: Effect
of process conditions and catalytic pathways, Catalysis
Today (2020) 348, 127-136.

Zdarta J.*, Jankowska K., Wyszowska M., Kijenska-

Gawronska E., Zgota-Grzeskowiak A., Pinelo M., Meyer
A.S., Moszynski D., Jesionowski T.*, Robust biodegradation
H11  of naproxen and diclofenac by laccase immobilized using 4,959 5,364 140
electrospun nanofibers with enhanced stability and
reusability, Materials Science and Engineering C (2019)
103, 109789.

Zdarta J.*, Staszak M., Jankowska K., Kazmierczak K.,
Degodrska O., Nguyen L.N., Kijenska-Gawronska E., Pinelo
M., Jesionowski T., The response surface methodology for
H12  optimization of tyrosinase immobilization onto electrospun 5,162 5,137 100
polycaprolactone—chitosan fibers for use in A removal,
International Journal of Biological Macromolecules (2020)
165, 2049-2059.

Zdarta J.*, Antecka K., Frankowski R., Zgota-Grzeskowiak
A., Ehrlich H., Jesionowski T., The effect of operational
parameters on the biodegradation of bisphenols by
H13 ) i . ) i 4,610 6,419 200
Trametes versicolor laccase immobilized on Hippospongia
communis spongin scaffolds, Science of the Total

Environment (2018) 615, 784—795.

Sumarycznie 67,939 69,734 1720

a) Impact Factor z roku opublikowania pracy ?) 5-letni Impact Factor (2019) © Punkty MNiSW (2019/2020)
* autor korespondencyjny
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5.2. Wprowadzenie do tematyki biokatalizy i biokatalizatoréw

Tematyka badawcza podjeta i opisana w pracach naukowych stanowigcych podstawe wniosku
0 przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego jest oryginalna i ma multidyscyplinarny charakter.
Zrealizowane prace wpisujg sie przede wszystkim w zakres nauk chemicznych i skoncentrowane sg na
wykorzystaniu szerokiej gamy materiatbw réznego pochodzenia, charakteryzujgcych sie
zdefiniowanymi wiasciwosciami, jako nosnikéw w procesie immobilizacji wybranych enzymoéw z grupy
hydrolaz (EC 1) oraz oksydoreduktaz (EC 3), a takze charakterystyce i ocenie ich aktywnosci oraz
stabilnosci, a wiec parametréw determinujgcych ich praktyczne zastosowanie. Kluczowy aspekt
przeprowadzonych dotgd badan dotyczyt oceny mozliwego zastosowania wytworzonych systemow
biokatalitycznych w procesach konwersji biomasy oraz usuwania wybranych zanieczyszczen
srodowiskowych. W pracach podjeto takze zagadnienia zwigzane z opisaniem mechanizmu
realizowanych proceséw unieruchamiania, jak i skupiono sie na zdefiniowaniu szlakéw katalitycznych
i metabolicznych prowadzonych reakcji biokatalitycznych. Sg to niezwykle istotne kwestie, ktére
stanowig podstawowy problem badawczy artykutéw naukowych prezentowanych w monotematycznym
cyklu prac. Nalezy podkreslic, ze podjete i opisane zagadnienia wpisujg sie w aktualne trendy
badawcze, wskazujgce na konieczno$¢ poszukiwania wydajnych katalizatorow procesow
technologicznych, jak i efektywnych oraz przyjaznych dla $rodowiska technik usuwania
niebezpiecznych zwigzkéw z wody i Sciekdéw.

Prowadzenie przemian chemicznych w sposdb ekonomiczny, zgodnie z zasadami zielonej
chemii, a jednoczesnie w mozliwie ftagodnych warunkach procesowych wymaga zastosowania
efektywnych i wysoce wyspecjalizowanych katalizatoréw. Pod tym katem coraz szersze uznanie zyskujg
enzymy, jako katalizatory pochodzenia naturalnego o wysokiej aktywnosci oraz selektywnosci.
Zastosowanie biokatalizatoréw pozwala na prowadzenie przemian w warunkach otoczenia, bez
koniecznosci stosowania wyspecjalizowanej aparatury, z uzyskaniem wysokich wydajnosci, a zarazem
przy niewielkiej ilosci powstajgcych produktéw ubocznych [1]. Enzymy stanowig zatem atrakcyjng
alternatywe dla dotychczas stosowanych katalizatorow chemicznych, jednak ich praktyczne
wykorzystanie nie jest w petni rozwiniete m.in. ze wzgledu na trudnosci w oddzieleniu biokatalizatora od
produktéw reakcji, niskg stabilnos¢ biatek katalitycznych oraz ograniczong mozliwos¢ ich wielokrotnego
wykorzystania [2].

Trudno$ci te spowodowaty dynamiczny wzrost liczby badan nad rozwigzaniami poprawiajgcymi
stabilnos¢ i wtasciwosci uzytkowe enzymow. W ostatnich latach najintensywniejsze prace zwigzane sg
z immobilizacjag enzymoéw, jako uniwersalng technikg pozwalajgcg na poprawe parametréw
biokatalizatoréw oraz rozszerzajgcg potencjalne spektrum aplikacyjne enzyméw. Proces immobilizacji
najogdlniej mozna zdefiniowaé¢ jako przylgczenie czgsteczek enzymoéw do nierozpuszczalnej
w $rodowisku reakcji matrycy, czego efektem jest zmiana formy katalizatora z homogenicznej na
heterogeniczng (Rys. 1) [3,4]. Zmiana formy katalizatora to jedna z najwiekszych zalet
immobilizowanych enzymow, ktéra nie tylko pozwala na szybkie i efektywne wydzielenie biokatalizatora
Z mieszaniny poreakcyjnej, ale przede wszystkim umozliwia jego wielokrotne zastosowanie w kolejnych

cyklach reakcyjnych. Dodatkowo mozliwe stalo sie magazynowanie i transportowanie
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unieruchomionych biokatalizatoréw, bez znacznej utraty poczatkowych wtasciwosci, co jest istotne

w procesie formowania finalnego produktu komercyjnego [5].

Y Enzym #

' Enzvm ’ —
.-~|./’.’ ~'l/’.’
) ‘ MODYFIKATOR
POWIERZCHNI
X .= NOSNIK =
ENZYM ¥ ’
\ A\ ~ »
-~'./’.’ =N — /™ Y Enzvm ¢
S/ N\ LINPTY
i./

Rys. 1. Schematyczne zaprezentowanie procesu immobilizacji enzymdw, na podstawie [4]

Opracowano dotgd kilka technik immobilizacji, takich jak immobilizacja adsorpcyjna,
kowalencyjna, czy immobilizacja poprzez putapkowanie, kapsutkowanie i/lub sieciowanie enzymaow.
Metody te rdéznig sie od siebie rodzajem zwigzania biatka, sitg powstatych oddziatywan,
umiejscowieniem czgsteczek enzymu w obrebie nosnika, a takze spektrum materiatéw, ktére mogg
zosta¢ wykorzystane jako matryce. Mnogos¢ technik unieruchamiania, a zarazem mozliwos¢
projektowania typu i sity interakcji enzym - nosnik pozwala na otrzymywanie systemow biokatalitycznych
o zdefiniowanych wiasciwosciach i aktywnosci, co jest kluczowe z punktu widzenia rosngcego
zainteresowania omawianymi systemami. Co wiecej, oddziatywania pomiedzy nosnikiem
i biomolekutami enzymu stabilizujg i wzmacniajg biatkowg strukture biokatalizatoréw, co stanowi kolejng
zalete ich immobilizacji, bowiem przyczynia sie¢ do znacznej poprawy odpornosci biokatalizatora
w zmiennych warunkach procesowych oraz w $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych [6,7].
Wytworzenie stabilnych uktadéw immobilizowanych enzymdw daje takze mozliwos¢ realizacji przemian
biokatalitycznych w reaktorach okresowych i/lub ciggtych, gdzie silne zwigzanie enzymu oraz odpornos¢
uktadu sg kluczowymi parametrami [8]. Zatem dobdr odpowiedniej techniki immobilizacji wydaje sie by¢
kluczowy pod kagtem wytworzenia aktywnych i wysoce stabilnych uktadéw unieruchomionych enzymaow,
a selekcja optymalnych parametréw immobilizacji nie tylko usprawnia prowadzony proces lecz ksztattuje
réwniez finalne wtasciwosci wytwarzanych systemow.

Poza technikg immobilizacji, czynnikiem determinujgcym parametry uktadéw immobilizowanych
enzyméw, w tym ich stabilno$¢é operacyjng, jest takze rodzaj zastosowanego nosnika. Materiaty
klasyfikowane jako nosniki w immobilizacji muszg odznacza¢ sie szeregiem cech, sposrdod ktorych
najwazniejsze to dobrze rozwinieta powierzchnia wtasciwa i struktura porowata, obecnos¢ grup
funkcyjnych umozliwiajacych bezposrednie zwigzanie biatka lub efektywng modyfikacje powierzchni
matrycy, wysokie powinowactwo do biatek, stabilno$¢ mechaniczna i operacyjna, a takze dostepnos¢
i relatywnie niski koszt pozyskania [9]. W praktyce wykorzystywane jest bardzo szerokie spektrum

materiatdw pochodzenia zaréwno organicznego, jak i nieorganicznego, w tym przede wszystkim
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materiaty krzemionkowe, tlenki nieorganiczne, syntetyczne polimery czy biopolimery [10]. Jednak
w ostatnich latach coraz wieksze zainteresowanie, jako nosniki do unieruchamiania enzymow,
wzbudzajg materiaty hybrydowe i kompozytowe. W zalezno$ci od potrzeb, materiaty tego typu mozna
syntezowacé réznymi technikami, a rodzaj prekursoréw oraz metoda produkcji nosnika ksztattujg jego
finalne wiasciwosci oraz dajg mozliwos¢ wytworzenia materiatu o charakterystyce dopasowanej
zaréwno do specyfiki unieruchamianego enzymu jak i procesu technologicznego, w ktérym uktad ma
by¢ wykorzystany [11]. Jako matryce z powodzeniem mogg by¢ stosowane np. miedzytlenkowe ukfady
hybrydowe, materiaty biopolimerowe domieszkowane jonami metali i/lub domieszkami nieorganicznymi
w celu poprawy wiasciwosci, polimery i kopolimery powstajgce na drodze syntezy réznych monomeréw,
a nawet materiaty elektroprzedzone powstate w oparciu o prekursory organiczne i nieorganiczne
[12,13]. Szeroka gama dostepnych potgczen umozliwia wytworzenie systemdéw biokatalitycznych
0 znacznej stabilnosci oraz zdefiniowanej aktywno$ci, co jest niezwykle istotne z punktu widzenia

zastosowania powstatych uktadéw (Rys. 2).

Przemyst tekstylny

L 1]
Przemyst r: ; Przemyst
papierniczy w ﬁﬁ: spozywczy

Produkcja ‘ T s Synteza
detergentow A Q| A% chemikaliow
a3 \\ 9T

Biosensory e .
i biodetektory 3 . \

A ' €. Ochrona
)% \fk $rodowiska

Przemyst b ObrobK
farmaceutyczny , @ ?‘-‘ P robka
i medyczny g | konwersja biomasy

Produkcja biopaliw

Rys. 2. Wybrane kierunki zastosowania immobilizowanych enzymow

Dobdr nosnika do immobilizacji wybranego enzymu jest kluczowym zagadnieniem, definiujgcym
wiasciwosci unieruchomionego enzymu, wymagajgcym szczegétowej analizy, a ocena wptywu matrycy
na biatko katalityczne ciggle nie jest wystarczajgco dobrze opisana w literaturze przedmiotu. Niemniej

jednak, w oparciu o dostepne dane oraz zebrane doswiadczenie, nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, ze
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zaréwno dobdr techniki immobilizacji, jak i rodzaj nosnika, jest kwestig niezwykle indywidualng
i uzalezniong zaréwno od wtasciwosci unieruchamianego biokatalizatora, jak i warunkoéw procesu,
w ktorych powstaty uktad ma pracowaé [14]. Stad tez kluczowe wydaje sie opisanie wilasciwosci
wykorzystywanego nosnika oraz stosowanej techniki immobilizacji pod katem efektywno$ci dziatania
powstatych systeméw biokatalitycznych w zmiennych warunkach procesowych, co w koncowym
rozrachunku prowadzi do opracowania uniwersalnych zatozen immobilizacji wybranych enzymow.
Jednak poza zaawansowang charakterystyka, najlepszg drogg weryfikacji efektywnosci systemow
unieruchomionych enzymoéw jest ich wykorzystanie w zréznicowanej gamie procesow technologicznych
i reakcji chemicznych, w tym w procesach szeroko rozumianej obrobki wstepnej biomasy i konwersiji jej
sktadnikéw, a takze w procesach zwigzanych z ochrong srodowiska.

Enzymatyczna obrébka i konwersja biomasy to niezwykle dynamicznie rozwijajgcy sie trend
badawczo-przemystowy, ktérego istote stanowi wykorzystanie biokatalizatorow, w tym
immobilizowanych enzymdéw, na etapie rozdziatu wstepnego sktadnikéw biomasy, jak i na etapie ich
dalszych transformaciji do zwigzkéw o wysokiej wartosci przemystowej i/lub czystosci. Problem realizacji
obrébki wstepnej biomasy w sposéb ekonomicznie opfacalny oraz efektywny stanowi powazne
wyzwanie. Efektem zastosowania biokatalizatorow na tym etapie jest mozliwo$¢ otrzymanie surowca
o wysokiej czystosci i fragmentacji, co zapewnia wysokg dostepnosc¢ substratu dla enzymoéw w dalszych
etapach konwersji [15]. Z kolei wykorzystanie immobilizowanych enzymoéw w reakcjach transformacji
skfadnikéw biomasy, ze wzgledu na wysokg specyficznos¢ i selektywnos¢ biokatalizatorow, skutkuje
otrzymaniem finalnych produktéw o wysokiej czystosci, spetniajgcych najwyzsze normy m.in. przemystu
kosmetycznego i farmaceutycznego [16]. Poniewaz procesy z udziatem biomasy prowadzone sg w skali
milionéw ton rocznie [17] kluczowym zagadnieniem jest ich aspekt ekonomiczny, uwzgledniajgcy
gtéwnie koszt biokatalizatora oraz mozliwosc¢ jego wielokrotnego wykorzystania. Z tego punktu widzenia
konieczne jest zastosowanie stabilnych i tanich nodnikéw enzymow, jak i zdefiniowanie ich wptywu na
wiasciwosci unieruchomionego biokatalizatora. Dodatkowo istotne wydaje sie by¢ zdefiniowanie
optymalnych warunkéw immobilizacji celem wytworzenia uktadéw o wysokiej aktywnosci do
przetestowania w procesach konwersji biomasy z roztworéw modelowych, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do opracowania zatozen ich realizacji takze w uktadach rzeczywistych.

Powazne wyzwanie spoteczne oraz istotne zagrozenie srodowiskowe stanowig réwniez r6znego
rodzaju odpady i zanieczyszczenia przemystowe, sposrdd ktérych warto wspomnie¢ przede wszystkim
o fenolu i jego pochodnych, farmaceutykach, barwnikach, surfaktantach, a nawet biatkach [18]. Zwigzki
te sg trudno usuwalne przez obecnie stosowane techniki, takie jak koagulacja, fotokataliza, adsorpcja,
czy metoda osadu czynnego, a ich obecnos¢ jest wykrywalna rowniez w odciekach
z oczyszczalni Sciekéw. Ponadto wspomniane metody sg czaso- i kosztochtonne oraz generujg duze
ilosci szkodliwych produktdow ubocznych i odpadow [19]. Warto takze podkreslic, ze dtugotrwaty
i niekontrolowany kontakt z substancjami stanowigcymi zanieczyszczenia $rodowiskowe moze
prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian i mutacji obejmujgcych najwazniejsze uktady w organizmie
cztowieka, a takze wywotywac trwate zaburzenia funkcjonowania catych ekosysteméw. Istnieje zatem
koniecznos¢ opracowania efektywnych technik ich remediacji, a coraz czesciej do usuwania

wspomnianych substancji wykorzystuje sie enzymy, gtdéwnie z grupy oksydoreduktaz [20].
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Zastosowanie biatek katalitycznych wydaje sie by¢ interesujgca alternatywa, ktéra pozwala na usuniecie
wiekszosci z wyzej zaprezentowanych substancji z wysokimi wydajnosciami, a powstajgce produkty
enzymatycznej konwersji charakteryzujg sie znacznie nizszg toksycznoscig niz zwigzki wyjSciowe
i mozna je w stosunkowo tatwy sposob wydzieli¢ z mieszaniny poreakcyjnej [21]. Kluczowe jest zatem
wytworzenie systemow biokatalitycznych o wysokiej aktywnosci i stabilnosci, poprzez dobdr
optymalnych parametréw i nosnikébw, a takze przetestowanie ich w procesach usuwania
zanieczyszczen realizowanych w szerokim zakresie zmiennych parametréow procesowych takich jak pH,
temperatura, stezenie substancji czy ilos¢ katalizatora. Pod tym katem istotne jest takze zdefiniowanie
produktéw reakcji katalitycznych oraz wskazanie mozliwych szlakéw prowadzonych przemian w celu
zidentyfikowania ograniczen proponowanych rozwigzah oraz wskazania mozliwosci ich
przezwyciezenia.

Zebrane i zaprezentowane w monotematycznym cyklu publikacji zagadnienia dotyczace
wykorzystania szerokiej gamy nosnikow do immobilizacji wybranych enzymow, jak i wszechstronna
charakterystyka wytworzonych nowatorskich systemow biokatalitycznych w potgczeniu ze
zdefiniowaniem i opisaniem mechanizméw realizowanych przemian mogg mieé¢ bezposrednie
przetozenie na wzrost ich praktycznego wykorzystania. Co wiecej, przetestowanie wytworzonych
systemow pod katem ich zastosowania jako katalizatorow proceséw syntezy wartosciowych substancji
z biomasy oraz jako efektywnych narzedzi katalitycznych do degradaciji niebezpiecznych zwigzkéw
wydaje sie by¢ niezwykle istotne i moze przetozy¢ sie na prowadzenie wspomnianych procesow
w sposob bardziej ekonomiczny i przyjazny dla srodowiska. Wartym odnotowania jest rowniez fakt, ze
zebrane zaleznosci pozwolity na znaczgce uzupetnienie istniejgcego stanu wiedzy, co wptyneto takze

na rozwoj dyscypliny naukowe;.

5.3. Wykorzystanie immobilizowanych enzyméw w procesach konwersji biomasy

Mnogos¢ mozliwych do wykorzystania materiatdw, a takze ich réznorodna charakterystyka
powoduja, ze jednoznaczna ocena przydatnosci danego nosnika pod katem immobilizacji wybranego
enzymu jest niezwykle utrudniona, a wiasciwie niemozliwa bez przeprowadzenia szeregu testow
i wnikliwej interpretacji uzyskanych danych. Jako matryce wykorzystywana jest dobrze poznana
i scharakteryzowana grupa materiatéw nieorganicznych oraz polimerowych, ktére po naniesieniu nowej
grupy enzymoéw mogg w odmienny sposob oddziatywac na wtasciwosci biokatalizatora, niz te opisane
dotad w literaturze. Co wiecej, coraz powszechniejsze jest zastosowanie materiatéw hybrydowych i/lub
kompozytowych jako wysoce wyspecjalizowanych nosnikéw w immobilizacji enzyméw [22]. Dodatkowo
przy doborze wtasciwego nosnika nalezy réwniez pamieta¢ o zapewnieniu jego obojetnosci chemicznej
oraz braku zakiécania przebiegu reakcji [23]. Stagd koniecznos¢ wnikliwej oceny kazdego
z potencjalnych nosnikéw, pod katem zastosowania w procesie immobilizacji wydaje sie by¢ niezwykle
istotna dla wiasciwej selekcji materiatu nosnego.

Biorac pod uwage powyzsze informacje oraz ztozonos¢ procedury wyboru nosnika do
unieruchomienia enzymu, jednym z pierwszych, a zarazem najwazniejszych aspektéw prac nad
efektywng immobilizacjg biokatalizatorow jest przeglad aktualnego stanu wiedzy uwzgledniajgcy
przeglad cech, wiasciwosci oraz typéw materiatlow stosowanych jako nosniki do unieruchamiania
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enzymow, co w sposob szczegotowy opisano w pracy H1. State udoskonalanie popularnych nosnikow,
jak i dynamiczny rozwdéj nowych matryc powodujg, ze koniecznym stato sie usystematyzowanie oraz
wnikliwe scharakteryzowanie materiatdw znajdujgcych zastosowanie jako matryce w immobilizacji
enzyméw. Podstawowym zatozeniem przy selekcji materiatdbw nosnych jest obecnosé¢ duzej ilosci
reaktywnych grup funkcyjnych, gtéwnie hydroksylowych, karboksylowych czy aminowych,
umozliwiajgcych efektywne zwigzanie biatka oraz zapewniajgcych wysokie powinowactwo do enzymow.
Co wiecej, nosnik powinien odznacza¢ sie chemiczng i termiczng stabilnoscig oraz odpornoscig
mechaniczng, byC¢ nierozpuszczalny w $rodowisku reakcji, a takze charakteryzowa¢ sie duzg
dostepnoscia i/lub niskimi kosztami pozyskania ceng syntezy, jak i wykazywac zdolno$¢ do regeneracji
oraz ponownego wykorzystania (Rys. 3).

STABILNOSC NIEROZPUSZCZALNOSC
TERMICZNA W SRODOWISKU
| CHEMICZNA REAKCJI

ZDEFINIOWANE

WEASCIWOSCI NOSNlK

FIZYKO-CHEMICZNE

MOZLIWOSC OBECNOSC
REGENERACJI REAKTYWNYCH
| PONOWNEGO : GRUP

UZYCIA FUNKCYJNYCH

Rys. 3. Wybrane cechy materiatéw stosowanych jako nosniki w procesie immobilizacji, na podstawie [24]

Celem dokonania przejrzystej klasyfikacji stosowanych obecnie materiatow, w pracy H1
wprowadzono podziat na tzw. Materialy Klasyczne (z ang. Classic Materials), obejmujgce
najpowszechniej stosowane nosniki oraz tzw. Nowe Materiaty (z ang. New Materials), obejmujgce
substancje o wtasciwosciach dedykowanych dla immobilizowanych enzymdéw. Do pierwszej grupy
zaliczono matryce nieorganiczne, gtdéwnie tlenki metali, mineraty oraz materialy weglowe, a takze
materiaty pochodzenia organicznego, w tym przede wszystkim szerokg game polimerdw,
jak i biopolimeréow. Materiaty te charakteryzujg sie gtdéwnie duzg iloscig powierzchniowych grup
funkcyjnych oraz stabilnoscig i odpornoscig, co jest cechg pozgdang zwlaszcza w procesach
diugotrwatych. Ich zaletg jest takze mozliwosé przyjmowania réznych ksztattéw i rozmiaréw, co
pozytywnie wpltywa na potencjat aplikacyjny tworzonych systeméw enzymatycznych. O duzej
uniwersalnosci opisanych matryc swiadczy przede wszystkim fakt, ze z ich udziatem unieruchamiane
moze by¢ bardzo wiele réznych enzymow, jednak przewage stanowig enzymy z grupy hydrolaz.
W drugiej grupie materiatow sklasyfikowano przede wszystkim materiaty hybrydowe powstate na skutek

potaczenia prekursorow réznego pochodzenia, a takze materiaty nieorganiczne o zdefiniowanych
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wlasciwosciach, jak np. magnetyczne nanoczastki, materiaty mezoporowate czy nanoczgstki. Co
wiecej, do tej grupy nalezy zaliczy¢ takze materiaty polimerowe, formowane w zdefiniowany sposéb, jak
np. materiaty elektroprzedzone czy polimerowe membrany o okreslonej wielkosci poréw. Najwiekszg
zaletg tej grupy nosnikow jest mozliwos¢ wytworzenia i zastosowania materiatow o zdefiniowanej
morfologii i porowatosci, a takze wielkosci czastek, z obecnoscig w ich strukturze grup funkcyjnych
wykazujgcych istotne powinowactwo do osadzanego enzymu. Stgd przy zastosowaniu substanciji
z grupy ,Nowych Materiatébw”, kontrola procesu technologicznego ulega znacznej poprawie,
immobilizowane enzymy wykazujg zwiekszong skutecznos¢ katalityczng, a czystosc¢ i jakos¢ produktow
reakcji wzrasta w zdecydowanej wiekszosci przypadkow w poréwnaniu z procesami katalizowanymi
przez enzymy immobilizowana na zwigzkach z grupy ,Materiatéw Klasycznych". Kluczowym etapem
kazdego skutecznego procesu immobilizacji jest wytworzenie stabilnych oddziatywar enzym - no$nik
i powstanie aktywnego systemu biokatalitycznego. Jest to mozliwe dzieki odpowiedniemu doborowi
matrycy, a wnikliwa charakterystyka materiatéw jest do tego niezbednym krokiem. Co wiecej, jasne
sklasyfikowanie i szczegolowe opisanie szerokiego spektrum zwigzkéw, wraz ze wskazaniem
przyktadéw konkretnych enzymow oraz procesow technologicznych w znacznym stopniu moze utatwic
dobér odpowiedniego nosnika. Swiadomy wybér matrycy ma bowiem bezposrednie przetozenie na
finalne wiasciwosci uktadéw immobilizowanych biokatalizatorow i mozliwos¢ praktycznego
wykorzystania powstatych systemoéw. Zebrane dane pozwolity ponadto na zaproponowanie nowych
uktadéw katalitycznych do wykorzystania w procesach wstepnej obrébki biomasy.

Rozwdj technologii, w tym ulepszanie stosowanych juz rozwigzan wymaga nie tylko
zaawansowanej aparatury, lecz takze wykorzystania wydajnych i specjalistycznych narzedzi
o zdefiniowanych wiasciwosciach i charakterystyce. Obserwowane jest to miedzy innymi w procesach
obrébki wstepnej oraz konwersji biomasy, a wiec procesach o duzym znaczeniu, ktérych efektywna
realizacja dostarcza produktéw i substancji znajdujgcych szerokie praktyczne wykorzystanie w ré6znych
dziedzinach nauki, przemystu i zycia codziennego. Obecnie wstepng obrébke biomasy prowadzi sie
z wykorzystaniem kilku technik, ktére najogdliniej podzieli€ mozna na metody fizyczne (np. mielenie,
zageszczanie, toryfikacja) metody chemiczne (np. dziatanie kwasami, zasadami czy parg wodng
(z ang. steam explosion), a takze biologiczne [25]. Zwtaszcza te ostatnie wzbudzajg szczegdlne
zainteresowanie ze wzgledu na zapewnienie wysokiego stopnia depolimeryzacji wyjsciowego surowca
i otrzymanie prostych aczkolwiek warto$ciowych zwigzkéw, stanowigcych substraty do dalszych
przemian [26]. Metody te opierajg sie gldwnie na wykorzystaniu mikroorganizméw, a takze wolnych oraz
immobilizowanych enzyméw. Na tym etapie szczegdlne zainteresowanie wzbudzajg enzymy z grupy
hydrolaz, jak np. celulazy, amylazy czy glukozydazy, a takze wybrane oksydoreduktazy, m.in. lakaza,
peroksydaza ligninowa czy peroksydaza manganowa [27]. Enzymy te umozliwiajg efektywng obrébke
biomasy i jej fragmentacje, jednak powazny problem stanowi ich oddzielenie od mieszaniny
poreakcyjnej oraz ograniczona mozliwos¢ wielokrotnego uzycia. Nalezy réwniez pamietac, ze docelowo
przemiany te majg by¢ realizowane w skali przemystowej, co powoduje, Zze niezwykle istotny jest aspekt
ekonomiczny procesu uwzgledniajgcy gtownie koszty katalizatora, okres jego zywotnosci czy czystos¢

produktéw. Atrakcyjne pod tym wzgledem mogg by¢é immobilizowane enzymy, a zwlaszcza wysoce
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stabilne uktady wytworzone w relatywnie prosty sposéb z wykorzystaniem funkcjonalnych nosnikéw.
Zagadnienie to poddano wnikliwej analizie, czego nastepstwem jest opublikowany artykut naukowy H2.

W pracy tej wykorzystano celulaze pozyskang z grzyba Aspergillus niger, jako enzym zdolny do
depolimeryzacji celulozy na drodze jej hydrolitycznego rozkfadu. Ze wzgledu na fakt szerokiego
wykorzystania celulaz, ktére poza procesami obrébki wstepnej biomasy sg stosowane réwniez w branzy
papierniczej, tekstylnej, spozywczej czy w procesach fermentacji, niezbednym jest opracowanie
efektywnych uktadéw immobilizowanej celulazy. Celem wytworzenia wielopunktowych oddziatywan
enzym - nosnik, przy jednoczesnym jak najwiekszym uproszczeniu samej procedury immobilizaciji, jako
nosnik wykorzystano materiat hybrydowy tlenek tytanu(lV) - lignina. Materiat ten charakteryzuje sie
relatywnie wysokg stabilnoscig i odpornoscig, co zapewnia TiO2, a czego potwierdzeniem sg rezultaty
analizy termograwimetrycznej wskazujgce na nieznaczny ubytek masy nos$nika nawet w wysokich
temperaturach. Materiat TiO2 - lignina odznacza sige takze obecno$cig w swojej strukturze reaktywnych
grup funkcyjnych, wchodzgcych w sktad ligniny, co wptywa na efektywne zwigzanie biatka na drodze
prostej adsorpcji. W oparciu o analize widm FTIR w ukfadzie po immobilizacji potwierdzono obecnosé
wigzan amidowych | oraz amidowych II, charakterystycznych dla struktury enzymu, co jednoznacznie
wskazuje na skutecznos¢ zaproponowanej techniki immobilizacji celulazy (Rys 4a). Co wiecej,
odnotowano ponad 20-proc. obnizenie wartosci parametrow struktury porowatej analizowanych
materiatdw po immobilizacji celulazy, wskazujgcy na unieruchomienie znacznych ilosci biokatalizatora.
Jednym z najwazniejszych analizowanych aspektéw byto okreslenie wptywu czasu immobilizacji oraz
poczagtkowego stezenia enzymu na ilos¢ unieruchomionego biatka oraz zachowang aktywnosc
katalityczng, ktore sg niezwykle istotnymi cechami projektowanych uktadéw biokatalitycznych (Rys. 4b).
Wykazano, ze wraz ze wzrostem poczatkowej ilosci enzymu oraz wydituzajgc czas immobilizaciji,
mozliwe jest osadzenie coraz wiekszych iloSci biokatalizatora, a maksimum wynoszgce 76 mg enzymu
na 1 g nosnika uzyskano po 12 h immobilizacji prowadzgc proces z roztworu celulazy o stezeniu
5 mg/mL. Zaobserwowano jednak, ze preparat enzymatyczny otrzymany w tych warunkach zachowat
tylko ok. 75% maksymalnej aktywnosci katalitycznej. Jest to najprawdopodobniej zwigzane
z nagromadzeniem zbyt duzej iloSci czasteczek biokatalizatora na powierzchni nosnika co prowadzi do
lokalnych przetadowan, blokowania miejsc aktywnych i w konsekwencji spadku jego aktywnosci
katalitycznej. Jako optymalne warunki procesu immobilizacji celulazy na powierzchni matrycy tlenek
tytanu(lV) - lignina wskazano roztwér biatka o stezeniu 5 mg/mL oraz 6 h trwania procesu, bowiem
uktady biokatalityczne otrzymane w tych warunkach charakteryzowaty sie zachowaniem 100%
poczatkowej aktywnosci. Weryfikacje stabilnosci wigzarh enzym - noénik przeprowadzono w oparciu
o testy desorpcji enzymu z uzyciem Tritonu X-100 oraz roztworéw NaCl o réznym stezeniu. Uzyskane
zaleznosci wskazuja, ze niezaleznie od czynnika wymywajgcego, obserwowany jest czesciowy spadek
aktywnosci immobilizowanych enzyméw. Ma to zwigzek z czesciowym wymyciem biokatalizatora
z powierzchni matrycy, co jest nastepstwem wytworzenia gtdwnie oddziatywan jonowych
i elektrostatycznych podczas procesu immobilizacji. Rezultaty analizy potencjatu elektrokinetycznego
hybrydy TiO:z - lignina wskazujg, ze w catym analizowanym zakresie pH przyjmuje on negatywne
wartosci, co sprzyja powstaniu gtéwnie jonowych oddziatywan enzym - nosnik. Ze wzgledu na fakt, ze

celulaza posiada swoj punkt izoelektryczny w pH ok. 5, prowadzenie immobilizacji w buforze octanowym
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o pH 5 skutkuje protonizacjg aminowych grup funkcyjnych obecnych w jej strukturze. Niemniej jednak,
z punktu widzenia wykorzystania uktadéw po immobilizaciji, kluczowe jest zdefiniowanie ich stabilnosci

w zréznicowanych warunkach procesowych.
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Rys. 4. Widma FTIR materiatu TiO, — lignina przed i po immobilizacji celulazy (a), wptyw: czasu immobilizacji oraz stezenia
roztworu enzymu (b), pH (c) oraz temperatury (d) na aktywnos$¢ wytworzonych uktadéw immobilizowanych enzyméw

Ochronny efekt zaproponowanego nosnika zostat potwierdzony rezultatami obrazujgcymi wptyw
pH oraz temperatury (Rys. 4c i 4d), jak i czasu inkubacji na aktywnos¢ immobilizowanej celulazy.
Odnotowano bowiem zachowanie wyzszej aktywnosci katalitycznej przez unieruchomiony enzym
w szerszym zakresie pH (ponad 80% aktywnosci w zakresie pH 4-7) i temperatury (ponad 80%
aktywnosci w zakresie temperatury 40—70 °C) niz wolny enzym. Dodatkowo immobilizowana celulaza
zachowata ponad 70-proc. aktywnos¢ po 3 h inkubacji w warunkach procesowych (pH 5, temperatura
50 °C), podczas gdy wolny enzym w tych samych warunkach zachowat mniej niz 30% poczgtkowych
wilasciwosci. Znaczaca poprawa stabilnosci oraz rozszerzenie zakresu operacyjnego
unieruchomionego enzymu sg zwigzane przede wszystkim ze stabilizujgcym wptywem matrycy na
czgsteczki biokatalizatora, co zapobiega dysocjacji podjednostek enzymu i w efekcie zmniejsza
denaturacje biatka wywotang przez warunki reakcyjne. Na stabilizujacy wptyw nosnika wskazujg takze
rezultaty testéw stabilnosci, ktére dowiodly, ze unieruchomiona celulaza zachowuje ponad 90-proc.
aktywnos¢ po przechowywaniu w temperaturze 4 °C przez 30 dni. Dodatkowo wykazano, ze po
10 nastepujgcych po sobie cyklach degradacji celulozy wykorzystany system biokatalityczny zachowat

ok. 90% poczatkowej aktywnosci. Jest to nastepstwo zwigzania enzymu z powierzchnig nosnika
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i wprowadzenia dodatkowego zewnetrznego szkieletu, kidéry zapobiega zmianom konformacyjnym
w obrebie czgsteczek biokatalizatora. Uzyskane zaleznosci wskazujg, ze wybor materiatu hybrydowego
TiO2 - lignina do immobilizacji celulazy okazat sie stuszny, a dobér warunkéw procesu immobilizaciji
pozwolit na uzyskanie preparatéw o wysokiej aktywno$ci katalitycznej. Wykazano réwniez znaczng
poprawe stabilnosci i mozliwosé wielokrotnego wykorzystania wytworzonych preparatéw
immobilizowanej celulazy, co moze w przysziosci przetozy¢ sie na praktyczne wykorzystanie
otrzymanych uktadéw. Wartym odnotowania jest fakt, ze zdefiniowanie i opisanie otrzymanych
zaleznos$ci moze znalez¢ bezposrednie przetozenie na wykorzystanie zaproponowanego nosnika takze
w immobilizacji innych enzymow.

Idee badan nad doborem nosnika w immobilizacji enzymoéw do wykorzystania w procesach
konwersji biomasy kontynuowano z wykorzystaniem enzymdéw mogacych znalez¢ zastosowanie
w reakcjach transformacji cukréw pozyskanych z biomasy do bardziej wartosciowych zwigzkow, co
zaprezentowano w pracach H3 i H4. W procesach obrébki najwiekszg role odgrywajg enzymy z grupy
hydrolaz, natomiast w procesach dalszej konwersji powstatych zwigzkéw najwazniejsze sg
dehydrogenazy, hydroksylazy czy peroksydazy, a wiec biokatalizatory z grupy oksydoreduktaz.
Enzymatyczna konwersja sktadnikéw biomasy przez rozpuszczalne i/lub immobilizowane enzymy
rysuje sie jako obiecujgce podejscie w zrownowazonej produkcji wartosciowych zwigzkéw chemicznych
w tagodnych warunkach procesowych [28]. Dodatkowo oprécz transformaciji substratow powstatych po
obrébce wstepnej, konwersja enzymatyczna utatwia pozniejsze oddzielenie produktéw reakcji, na
przykfad przy uzyciu separacji membranowej [29]. Ze wzgledu na przemystowe znaczenie finalnych
produktdow przemian, duzym zainteresowaniem naukowym cieszg sie¢ procesy konwersji
monosacharydéw, gtéwnie przy uzyciu szerokiego spektrum dehydrogenaz. Powstate zwigzki znajdujg
wykorzystanie w przemysle spozywczym, farmaceutycznym czy rolnym, a nawet w medycynie [30].
Jednak biorgc pod uwage wielkotonazowg produkcje wspomnianych zwigzkéw, stosowane uktady
katalityczne muszg charakteryzowac¢ sie duzg stabilno$cig oraz dtugg aktywnoscig, a koszt ich
wytworzenia musi by¢ relatywnie niski. Dlatego tez interesujgcym nosnikiem dla enzymow
z grupy dehydrogenaz wydaja sie by¢ materiaty krzemionkowe, ze wzgledu na ich niskg cene, wysokie
powinowactwo do enzyméw oraz duzg odpornosé. Nalezy rowniez podkresli¢ mocno ograniczong ilos¢
prac naukowych dotyczgcych wykorzystania krzemionek w immobilizacji dehydrogenaz stosowanych
w konwersji monosacharydow.

W zaprezentowany powyzej nurt badawczy wpisujg sie prace badawcze dotyczgce immobilizacii
dehydrogenazy glukozowej (GDH) Ilub dehydrogenazy ksylozowej (XDH) z wykorzystaniem
nanoczgstek krzemionki oraz mezoporowatej krzemionki SBA 15 i opisanie wptywu nosnika oraz
miejsca unieruchomienia enzymu na wtasciwosci powstatego preparatu po immobilizacji (praca H3).
W badaniach wykorzystano matryce krzemionkowe o odmiennej morfologii i charakterystyce,
i potwierdzono ich dobre wiasciwosci sorpcyjne w oparciu o rezultaty wydajnosci procesu immobilizac;ji
obu enzyméw, ktéra w przypadku nanometrycznej krzemionki wyniosta ponad 90%, a w przypadku
materialu mezoporowatego przekroczyta 75%. W oparciu o zdjecia z transmisyjnego mikroskopu
elektronowego potwierdzono, ze w przypadku nanoczgstek enzym unieruchomiony jest na powierzchni

nosnika, podczas gdy heksagonalny uktad poréw mezoporowatej krzemionki SBA 15 o wielkosci blisko
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20 nm umozliwia osadzenie enzymu rowniez w ich wnetrzu, co byto niezwykle istotng obserwacjg

i determinowato rezultaty zwigzane z aktywnoscig i stabilnoscig unieruchomionych enzymoéw (Rys. 5).

(b)

® e o

Rys. 5. Schematyczne zaprezentowanie procesu immobilizacji dehydrogenazy glukozowej i/lub dehydrogenazy ksylozowej:
na powierzchni nanoczastek krzemionki (a), we wnetrzu poréw mezoporowatej krzemionki SBA 15 (b)

Warto podkresli¢, ze wyzszg aktywnoscig katalityczng charakteryzowaty sie preparaty powstate
po immobilizacji GDH lub XDH na powierzchni nanometrycznej krzemionki. Nizsza aktywno$é¢
systemow biokatalitycznych powstatych w oparciu o krzemionke SBA 15 jest zwigzana z kilkoma
czynnikami, wsrod ktérych najwazniejsze to nizsza ilos¢ unieruchomionego enzymu, a takze gorsza
dostepnos¢é miejsc aktywnych biokatalizatoréw dla substratéw reakcji, ze wzgledu na osadzenie
biomolekut gtéwnie w porach matrycy. Nalezy takze dodaé, ze niezaleznie od zastosowanego no$nika,
lepsze wiasciwosci katalityczne zachowata dehydrogenaza glukozowa. Powstanie ograniczen
w transporcie substratéw i produktéw znajduje swoje odzwierciedlenie takze w wartosciach parametrow
kinetycznych immobilizowanych enzymdw, ktére obliczono zgodnie z modelem kinetycznym
zaproponowanym przez L. Michaelis i M. Menten (Tabela 1). Zaobserwowano bowiem wyzsze o ponad
30% wartosci statej Michaelis-Menten (Kw) dla obu dehydrogenaz immobilizowanych z wykorzystaniem
mezoporowatej krzemionki, w poréwnaniu do enzymow unieruchomionych na nanometrycznym
nosniku, co jednoznacznie wskazuje na nizsze powinowactwo enzymu do substratu bedace
nastepstwem powstania oporéw dyfuzyjnych. Konsekwencjg jest znaczny, ponad 20-proc. spadek
maksymalnej szybkosci reakcji (Vmax) katalizowanych przez systemy powstate w oparciu o materiat
SBA 15. Ciekawg obserwacje stanowi jednak fakt, Zze w przypadku immobilizowanych enzyméw,
w poréwnaniu z ich wolnymi odpowiednikami, niemalze niezmienna pozostata wartos¢ tzw. iloSci
obrotéw katalizatora (z ang. turnover number, Kca), co wskazuje, ze struktura enzymu nie zostata
W znacznym stopniu naruszona na skutek immobilizacji i potwierdza gtéwnie adsorpcyjny charakter

powstatych oddziatywan.
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Tabela 1. Wartosci parametrow kinetycznych wolnych oraz immobilizowanych na materiatach krzemionkowych
dehydrogenazy glukozowej i dehydrogenazy ksylozowej

Analizowany wolna nanoSiOz SBA15 wolna nanoSiO2 SBA15
parametr GDH GDH GDH XDH XDH XDH
Km [mM] 16,1 21,8 28,7 0,31 0,34 0,45
Vmax 7,7 U/mg 5,1 U/mg 4,1 U/mg 0,81 U/mL | 0,70U/mg | 0,64 U/mg
Kcat [1/s] 79 77 75 27 21 19
Kcat/Km [1/s*mM] 49 3,5 2,6 87,1 61,7 42,2

Do weryfikacji efektywno$ci i stabilno$ci wytworzonych uktadéw wykorzystano modelowe reakcje
konwersji D-glukozy oraz D-ksylozy w zmiennych warunkach reakcyjnych. Wykorzystanie
nanometrycznej, jak i mezoporowatej krzemionki jako matryc pozwala na poprawe odpornosci obu
enzymow na dziatanie temperatury oraz pH. Chociaz zaréwno wolne jak i immobiliowane GDH i XDH
wykazujg podobne profile w zaleznosci aktywnosci od wspomnianych parametréw, to odnotowa¢ mozna
o okolo 20-30% wyzszg aktywnos¢ unieruchomionych enzymoéw w poréwnaniu do wolnego
biokatalizatora. Wida¢ to wyraznie zwtaszcza w pH zasadowym oraz w temperaturze powyzej
45 °C, a wiec w warunkach, w ktérych dochodzi do gwattownej denaturacji wolnych biatek. Jest to
bezposrednio zwigzane ze stabilizacjg struktury enzymu, ktéra ma miejsce w wyniku zwigzania
biokatalizatora z nosnikiem, a wyzszg aktywnos$¢ obserwowang w przypadku uktadéw powstatych na
bazie krzemionki SBA 15 mozna wyttumaczy¢ dodatkowg ochrong biomolekut przed negatywnym
dziataniem warunkéw procesowych, ze wzgledu na ich lokowanie wewnatrz porow matrycy.
W wyniku unieruchomienia znacznej poprawie ulegta tez odpornos¢ biatka na denaturacje wywotang
diugotrwatg inkubacjg w warunkach procesowych. Po czterech godzinach inkubacji, GDH oraz XDH
immobilizowane na materiale SBA 15 zachowaty ok. 30% poczatkowej aktywnosci. Koresponduje to
z wartosciami okresu péttrwania enzymu (z ang. half-life time) oraz statej inaktywacji biatka
(z ang. inactivation constant), ktére w przypadku wspomnianych ukfadéw po immobilizacji, odpowiednio,
wzrosty ok. 7 razy i spadty ok. 4 razy. Fakt ten potwierdza znaczacy wptyw materiatéw krzemionkowych
na stabilnos¢ enzymoéw oraz istotnos¢ doboru odpowiedniego nosnika, nawet sposréd materiatow tego
samego rodzaju. Zaleznosci uzyskane w oparciu o modelowe reakcje mogg by¢ z powodzeniem
wykorzystane do opisu i przeprowadzenia proceséw realizowanych w oparciu o roztwory rzeczywiste.
W kolejnym etapie badan ukfady wolnej oraz immobilizowanej dehydrogenazy glukozowej oraz
dehydrogenazy ksylozowej przetestowano w reakcjach konwersji D-glukozy do kwasu glukonowego
i D-ksylozy do kwasu ksylonowego, prowadzonych z rzeczywistego roztworu biomasy zawierajgcego
poza ksylozg i glukozg takze inne monosacharydy oraz inhibitory enzymatyczne takie jak pochodne
furanu czy kwasy organiczne. Podczas gdy wolne biatka pozwalajg na konwersje ok. 60% glukozy
i ponad 50% ksylozy do odpowiednich kwasow, w przypadku immobilizowanych enzymoéw uzyskano
nizsze wydajnos$ci konwersji: dla GDH immobilizowanej na nanometrycznej krzemionce byto to ok. 50%,
a w przypadku immobilizacji na krzemionce SBA 15 wydajno$¢ konwersji glukozy wyniosta 45%.
Odnotowane rezultaty konwersji ksylozy przez immobilizowang XDH byly jeszcze nizsze i miescity sie

w granicach 30-40%. Takie rezultaty wskazujg na bezposredni zwigzek aktywnosci katalitycznej
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uktadow po immobilizacji oraz wydajnosci prowadzonej przemiany. Nalezy jednak podkresli¢, ze ok.
50-proc. wydajnosci prowadzonych proceséw nalezy uznac¢ za zadowalajgce, bowiem zastosowany
roztwor biomasy pochodzit bezposrednio z obrébki wstepnej i nie byt w Zzaden sposdéb oczyszczany. Co
wiecej, niepetna konwersja monosacharydéw jest kompensowana przez wydiuzong aktywnos¢é oraz
mozliwos¢ wielokrotnego wykorzystania immobilizowanych biokatalizatorow. Wykazano réwniez,
ze wolne enzymy po 3 cyklach reakcyjnych zachowaty mniej niz 20% poczatkowej aktywnosci, podczas
gdy unieruchomione biatka, wykazaty ok. 40-proc. aktywnosé. Istotng obserwacje stanowi rowniez fakt,
ze XDH oraz GDH unieruchomione na krzemionce SBA 15 utrzymaly lepsze wtasciwosci katalityczne,
co koresponduje z wczesniej poczynionymi obserwacjami i dowodzi, ze enzymy unieruchomione
wewnatrz nosnika wykazujg wyzszg aktywno$¢ i stabilnos¢ w dtuzszym okresie. Konsekwencjg tego
jest znacznie wyzsza produktywnosc¢ biokatalityczna unieruchomionych enzymoéw, ktéra byta o ponad
50% wyzsza niz w przypadku ich wolnych odpowiednikéw. Uzyskane zaleznosci potwierdzity, ze
morfologia nosnika oraz miejsce osadzenia enzymu majg znaczacy wptyw na koncowe witasciwosci
systemu biokatalitycznego. Dowiedziono takze, ze materiaty krzemionkowe mogg zostaé
z powodzeniem stosowane jako nosniki w procesie immobilizacji dehydrogenaz. Relatywnie wysoka
efektywno$¢ oraz mozliwos¢ wielokrotnego wykorzystania unieruchomionych enzymoéw pozwala
wnioskowaé o potencjalnym, praktycznym wykorzystaniu opracowanych systemoéw, a takze wdrozeniu
zaproponowanych procedur.

Kontynuacjg nurtu zainicjowanego w opisanych wczesniej pracach, byty badania zwigzane
z koimmobilizacjg dehydrogenazy glukozowej oraz dehydrogenazy ksylozowej, dla ktérych inspiracje
stanowita che¢ poprawy stopnia konwersji monosacharydéw do odpowiednich cukréw. Rezultaty
przeprowadzonych badan oraz otrzymane zaleznosci przedstawiono w pracy H4. Idea koimmobilizacji
enzyméw opiera sie na jednoczesnym unieruchomieniu dwdch lub wiecej réoznych enzymoéw w celu
sprawniejszej realizacji procesoéw technologicznych [31]. Funkcje biatek oraz produkty katalizowanych
reakcji mogg by¢ wzgledem siebie komplementarne lub tworzyé tzw. kaskade enzymatyczng, gdzie
produkt jednej przemiany jest substratem dla kolejnego biokatalizatora [32]. Z tego wzgledu jednym
z najwiekszych wyzwan przy projektowaniu procesu koimmobilizacji jest dobranie odpowiedniego
stosunku enzymow, aby umozliwi¢ efektywne dziatanie catego uktadu. Poza tym swoistg trudnos¢
stanowi wyznaczenie optymalnych warunkéw procesowych dla koimmobilizowanych biatek, co
uwydatnia sie zwtaszcza w przypadku biatek z ré6znych grup katalitycznych wykazujgcych maksimum
aktywnosci w réznych wartosciach pH i temperatury [33]. Warto réwniez dodaé, Zze cho¢ proces
koimmobilizacji jest coraz powszechniej stosowany, witadciwie brak jest doniesien literaturowych
0 koimmobilizacji dehydrogenaz do wykorzystania w procesie konwersji monosacharydow.

Hipoteza badawcza pracy H4 opiera sie na zatozeniu, ze koimmobilizowane GDH i XDH sg
w stanie efektywnie katalizowa¢ jednoczesng konwersje glukozy i ksylozy do odpowiadajgcych im
kwasow. Jako nosnik wykorzystano scharakteryzowang i opisang na wczesniejszym etapie prac
mezoporowatg krzemionke typu SBA 15, ze wzgledu na zapewnienie ochrony dla koimmobilizowanych
enzyméw. W oparciu o rezultaty transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz widma spektroskopii
w podczerwieni z transformacjg Fouriera potwierdzono efektywng koimmobilizacje biatek,

a dodatkowym faktem wskazujgcym na osadzenie enzymdw na powierzchni nosnika, jak i we wnetrzu
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jego poréw jest obnizenie wartosci wszystkich analizowanych parametréw struktury porowatej. Jednak
Z punktu widzenia efektywnos$ci dziatania enzymow, kluczowe jest okreslenie optymalnego stosunku
koimmobilizowanych enzyméw (Rys. 6a). Przetestowano szeroki zakres stosunkéw ilosci GDH do XDH
(2:1, 1:2, 1:5, 1:10), a przewaga ilosci XDH w analizowanym uktadzie wynika z wyzszej zawartosci
ksylozy w biomasie, w poréwnaniu do ilosci glukozy. Zwiekszenie udziatu dehydrogenazy ksylozowej
skutkowato wzrostem wydajnosci produkcji kwasu ksylonowego, przy jednoczesnym zachowaniu
wysokiej efektywnosci otrzymywania kwasu glukonowego, na poziomie ok. 90%. Przy stosunku
ilosciowym GDH do XDH 1:5, efektywnos$¢ produkcji kwasu glukonowego oraz ksylonowego wyniosta
odpowiednio 93% oraz 89%. Dalsze zwigekszanie udzialu dehydrogenazy ksylozy (stosunek 1:10)
skutkowat obnizeniem efektywnosci procesu w stosunku do obu substratéw, ze wzgledu na zbyt duze
nagromadzenie czgsteczek enzymu.
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Rys. 6. Wptyw stosunku GDH do XDH (a), pH (b) oraz temperatury (c)
na wydajnos¢ jednoczesnej konwersji glukozy do kwasu glukozowego (GA) i ksylozy do kwasu ksylonowego (XA)

W nastepnym etapie analizy wytworzonego uktadu zdefiniowano wptyw czasu na zmiany stezenia
glukozy oraz ksylozy. Wykazano, ze unieruchomione enzymy charakteryzujg sie wysokg aktywnoscig
i duzg szybkoscig dziatania, bowiem juz po 30 min prowadzenia procesu wydajnosé konwersji obu
substratow przekraczata 80%, by osiggngé maksymalne wartosci po 60 min trwania reakcji. Poza
selekcjg odpowiedniego stosunku koimmobilizowanych enzyméw, parametrami determinujgcymi
wydajnos¢ procesow katalizowanych enzymatycznie sg réwniez pH i temperatura. pH biomasy po

obrébce wstepnej zmienia sie i moze przyjmowaé odczyn zaréwno zasadowy, jak i silnie kwasny. Co
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wiecej, koimmobilizowane enzymy zazwyczaj wykazujg rézne optymalne wartosci pH
i temperatury. Uzyskane zaleznosci wskazujg, ze unieruchomione GDH i XDH wykazujg optimum
dziatania w pH 8 (Rys. 6b) i temperaturze 40 °C (Rys. 6¢). Oba biokatalizatory odznaczajg sie
zachowaniem wysokiej aktywnosci i umozliwiajg ponad 80-proc. konwersje zaréwno ksylozy
jak i glukozy w szerokim zakresie pH od 7 do 10 i temperatury od 40 do 60 °C. Dane te potwierdzajg
poczynione wczesniej obserwacje zwigzane z ochronnym dziataniem matrycy krzemionkowej SBA 15
na strukture enzymu oraz wskazujg, ze wykorzystana matryca moze by¢ réwniez z powodzeniem
stosowana nie tylko w immobilizacji pojedynczych enzyméw, lecz takze w koimmobilizacji
biokatalizatoréw. Znaczgca stabilno§¢ koimmobilizowanych dehydrogenaz znajduje swoje
odzwierciedlenie takze w rezultatach testow stabilnosci podczas inkubacji w warunkach reakcyjnych
oraz podczas magazynowania. Wykazano, ze oba unieruchomione biokatalizatory zachowujg ponad
80% poczatkowych wiasciwosci po 120 min inkubacji w pH 8 i temperaturze 40 °C oraz po 20 dniach
przechowywania w temperaturze 4 °C, co stanowi o ponad 30% wyzsze wartosci niz w przypadku
wolnych biatek. Jak juz wspomniano wysoka stabilno$¢ jest zwigzana przede wszystkim z faktem
osadzenia enzymow w porach nosnika, co chroni enzym przed denaturacjg. Jednak fakt braku ingerencji
w strukture enzymu podczas immobilizacji oraz jej dodatkowego zabezpieczenia nie moze zostac
pominiety. O wysokim potencjale wytworzonych ukladéw $wiadczy tez relatywnie duza mozliwos$¢ ich
wielokrotnego wykorzystania, bowiem nawet po szesciu nastepujgcych po sobie cyklach konwersji,
ponad 80% glukozy i ksylozy zostato przeksztatconych. Jest to niezwykle istotne, bowiem moze utatwic
obnizenie kosztéw prowadzonych przemian zwigzanych z zakupem nowych porcji biokatalizatoréw, co
jest jednym z najistotniejszych czynnikow wptywajgcych na ekonomie procesu. Zebrane dane
jednoznacznie wskazuja, ze proces koimmobilizacji enzymdéw moze stanowié¢ interesujgce rozwigzanie
w procesach konwersji wybranych sktadnikdw masy poprzez wykorzystanie mozliwosci jednoczesnej
przemiany wielu sktadnikow. Co wiecej, dowiedziono, ze mezoporowata krzemionka SBA 15 moze
z powodzeniem byé wykorzystana do koimmobilizacji enzymow sprzyjajgc zachowaniu wysokiej
aktywnosci przez unieruchomione biatka, co moze znalez¢ swoje odzwierciedlenie w praktycznym
zastosowaniu opracowanych ukfadow, o czym $wiadczy takze fakt, ze zaproponowana metoda
koimmobilizacji enzymow jest prosta i tania.

Analiza informacji zebranych i zaprezentowanych w pracach H1-H4 dowodzi znacznej
réznorodnosci materiatéw, ktére mogg by¢ stosowane jako nosniki w procesie immobilizacji enzymow,
a takze wskazuje na duzy wptyw wiadciwosci noénika na charakterystyke systeméw po immobilizaciji.
Efektem zaproponowanych technik wytwarzania immobilizowanych enzyméw sg wysoce aktywne oraz
stabilne uktady biokatalityczne moggce znalez¢ zastosowanie w procesach obrdébki wstepnej oraz
konwersji skfadnikow biomasy. Dowiedziono takze, ze jedng z metod usprawniajgcych dziatanie
systemow enzymatycznych jest ich koimmobilizacja, czego efektem jest powstanie multifunkcjonalnych
uktadow immobilizowanych biokatalizatoréw. Zaproponowane procedury immobilizacji enzymow
prowadzg do powstania systemoéw biokatalitycznych o zdefiniowanych parametrach, ktérych
efektywnos¢ potwierdzono w testach z wykorzystaniem uktadéw modelowych oraz rzeczywistych. Co

wiecej, uzyskane =zaleznosci wskazujg takze, Zze =zaproponowana metodyka wytwarzania
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unieruchomionych enzyméw moze mie¢ uniwersalne zastosowanie, takze do osadzania enzymoéw

z innych grup katalitycznych.

5.4. Wykorzystanie immobilizowanych enzymoéw w usuwaniu wybranych zanieczyszczen
srodowiskowych

W ostatnich dziesiecioleciach odnotowano znaczny wzrost globalnej konsumpcji, ktory jest
wynikiem stale rosngcej swiatowej populacji. Trend ten znajduje swoje odzwierciedlenie takze we
wzroscie ilosci débr i ustug, ktére sg produkowane i uzywane. Nalezy jednak pamieta¢, ze do
wytwarzania wielu sposréd tych produktéw uzywa sie znacznych ilosci chemikaliow, w tym barwnikow,
substancji farmaceutycznie aktywnych, fenoli, bisfenoli, a takze innych substanc;ji jak np. surfaktanty czy
substancje pochodzenia biatkowego [34]. Zwigzki te zazwyczaj nie sg w petni wykorzystywane na etapie
produkcji ani przeksztatcane przez organizmy zywe, dlatego wraz ze sSciekami przemystowymi,
odciekami z gospodarstw domowych oraz rolnych, czy szpitali mogg przedostawac sie do wdd pitnych
i gruntowych. Nalezy podkresli¢, ze zwiagzki te klasyfikowane sg jako ,wystepujgce zanieczyszczenia”
(z ang. emerging contaminants, EC), a diugotrwaty i niekontrolowany kontakt z tego typu substancjami
moze prowadzi¢ do powaznych zaburzen, mutacji oraz chordb organizméw zywych, a takze negatywnie
wplywac na ekosystemy wodne [35]. Stosowane na szerokg skale klasyczne metody remediacji tego
typu zanieczyszczen nie pozwalajg na ich efektywne usuniecie i/lub generujg produkty, ktérych
toksycznos¢ moze byC wieksza niz wyjsciowych zwigzkéw [36]. Istnieje zatem koniecznosé
opracowania efektywnych i przyjaznych dla $rodowiska technik usuwania zanieczyszczen
srodowiskowych, ktére dodatkowo nie wymagajg stosowania szkodliwych chemikaliéw i nie generujg
problematycznych odpadéw. Pod tym kgtem, w ostatnich latach, jako interesujgca alternatywe zaczeto
na coraz szerszg skale wykorzystywaé¢ enzymy [37]. Skuteczne okazato sie wykorzystywanie hydrolaz
w procesach remediacji zanieczyszczen lipidowych oraz biatkowych, a takze dowiedziono wysokiej
efektywnosci oksydoreduktaz w procesach konwersji zanieczyszczen fenolowych. Celem poprawy
stabilnosci i odpornosci enzymdéw w procesach szeroko rozumianej ochrony srodowiska zaczeto takze
stosowa¢ preparaty immobilizowanych enzymoéw, co doprowadzito do znacznego usprawnienia
prowadzonych przemian. Nalezy podkresli¢, ze wydajny biokatalizator poza zdefiniowang odpornoscig
powinien charakteryzowac sie takze tatwoscig wydzielenia z mieszaniny reakcyjnej oraz mozliwoscig
wielokrotnego stosowania. Atrakcyjne zatem wydaje sie wykorzystanie materiatébw hybrydowych
wytworzonych réznymi technikami z potgczenia nieorganicznych i organicznych prekursorow, ktérych
wiasciwosci zapewniajg osiggniecie wysokich efektywnosci proceséw degradacji szkodliwych
substancji. Ten aspekt badawczy poddano wnikliwej analizie, czego efektem sg opublikowane prace
naukowe H5-H13.

Substancje biatkowe sg powszechnie i bardzo szeroko wykorzystywane gtéwnie w przemysle
spozywczym, ale spotyka sie ich zastosowanie takze w branzy farmaceutycznej oraz kosmetycznej [38].
Konsekwencjg tego jest ich obecnosé w sciekach i zbiornikach wodnych, a kontakt z substancjami
biatkowymi moze w dtuzszej perspektywie czasu prowadzi¢ do wystgpienia réznych choréb
cywilizacyjnych [39]. Interesujgcym rozwigzaniem wydaje sie byé zastosowanie immobilizowanej

trypsyny jako enzymu, ktory katalizuje procesy hydrolizy wigzan biatkowych, a powstate w ten sposob
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krotkotancuchowe fragmenty biatkowe sg zdecydowanie mniej szkodliwe [40]. W procesie szybkiego
wydzielenia unieruchomionego enzymu z mieszaniny reakcyjnej, swojg role doskonale spetniajg
materiaty hybrydowe zawierajgce w swoim skfadzie nanoczgstki magnetytu, ze wzgledu na ich
wiasciwosci umozliwiajgce wydzielenie systemu biokatalitycznego z wykorzystaniem zewnetrznego
pola magnetycznego. Niemniej jednak, dopiero poznanie wszystkich wiasciwosci nosnika,
jak i scharakteryzowanie aktywnosci unieruchomionego enzymu pozwala w petni oceni¢ przydatnosé
danego materiatu.

W tym kontekscie, w pracy H5, podjeto prébe wytworzenia materiatdw hybrydowych opartych
0 magnetyt oraz biopolimerowy komponent, kitéry stanowita chityna lub lignina, a otrzymane uktady
postuzyty do immobilizacji trypsyny. Decyzja o wykorzystaniu wymienionych biopolimeréw byta
podyktowana duzg iloscig grup funkcyjnych w ich strukturze, a takze wysokim powinowactwem do
biatek, co ufatwia skuteczng immobilizacje. Prace eksperymentalne skoncentrowano na wytworzeniu
czgstek o rozmiarach nanometrycznych i ich potgczeniu w medium wodnym zgodnie
z zaproponowang procedurg. Efektywno$¢ wykorzystanej metody potwierdzono m.in. analizujgc
rezultaty  dyfraktometrii  rentgenowskiej (XRD), ktére potwierdzity obecno$¢ sygnatow
charakterystycznych dla obu prekursorow, a takze dowiodty zachowania struktury krystalicznej przez
wytworzone materiaty magnetyt - chityna oraz magnetyt - lignina. Dokonano takze oceny parametréw
struktury porowatej powstatych hybryd, a otrzymane dane jasno wskazaty, ze dodatek magnetycznych
nanoczgstek w znacznym stopniu zwieksza warto$¢ powierzchni wtasciwej obu biopolimerdw.
Otrzymane nos$niki, przed i po unieruchomieniu enzymu, poddano takze ocenie ich wiasciwosci
magnetycznych. Otrzymany magnetyt charakteryzowat sie wartoscig namagnesowania ha poziomie
71 emul/g, podczas gdy zmierzone wartosci tego parametru dla ukfadu magnetyt - chityna oraz
[magnetyt - lignina byty nizsze i wyniosty odpowiednio 64 emu/g oraz 46 emu/g. Dalsze obnizenie
wartosci namagnesowania zaobserwowano po immobilizaciji trypsyny, co jest wynikiem zmiany grubosci
warstwy otaczajgcej czastki magnetytu. Niemniej, uzyskane wiasciwo$ci magnetyczne obu
hybrydowych nos$nikéw umozliwiajg szybkie oczyszczenie mieszaniny poreakcyjnej z ukfadu
biokatalitycznego. Dodatkowo wykazano, ze unieruchomiono ponad 150 mg trypsyny na powierzchni
materiatu magnetyt - lignina oraz ponad 200 mg enzymu na powierzchni uktady magnetyt - chityna, co
jasno dowodzi ich duzych pojemnosci sorpcyjnych wzgledem biatek i wskazuje na mozliwosé
zastosowania takze w immobilizacji innych enzyméw. Aby zbada¢ zmiany powinowactwa trypsyny do
substratu na skutek immobilizacji, obliczono parametry kinetyczne wolnej i unieruchomionej formy
biatka. Odnotowano wzrost wartosci statej Michaelis-Menten (1,863 mM) i jednoczesny spadek
maksymalnej szybkosci reakcji (0,893 U/mg) dla trypsyny unieruchomionej na materiale
magnetyt - lignina, w poréwnaniu z wartosciami Ky i Vmax uzyskanymi dla wolnego enzymu (1,036 mM,
1,486 U/mg) oraz danymi obrazujgcymi biokatalizator zwigzany z ukladem magnetyt - chityna
(1,351 mM, 1,157 U/mg). W oparciu o analize uzyskanych danych wykazano wzrost oporéw dyfuzyjnych
oraz zmniejszenie powinowactwa enzymu do substratu po immobilizacji, a wieksze zmiany powyzszych
parametréw obserwowane dla uktadu zawierajgcego lignine sg spowodowane amorficzng
i rozbudowang strukturg tego biopolimeru, co utrudnia swobodny przeptyw substratéw i produktéw.

Poza dobrymi wtasciwo$ciami separacyjnymi, testowane hybrydy charakteryzujg sie takze ochronnym
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efektem dla unieruchomionych biomolekut. Rezultaty badan dowiodty, ze po 20 dniach przechowywania
trypsyna osadzona na materiale magnetyt - chityna i magnetyt - lignina zachowata odpowiednio
84% i 69% poczatkowych wiadciwosci. Wykazano réwniez, ze po dziesieciu cyklach reakcyjnych
immobilizowana trypsyna wykazata 80% (materiat magnetyt - chityna) oraz 60% (materiat magnetyt -
lignina) poczatkowej aktywnosci. Wzrost stabilnosci enzymu jest wynikiem usztywnienia struktury
enzymu i jej stabilizacji na skutek wytworzenia oddziatywan enzym - nosnik, co chroni biatko przed
procesem autodysocjacji i pomaga utrzymac¢ aktywnosé w diuzszym okresie czasu. Co wiecej,
zachowanie wysokiej aktywnosci w trakcie nastepujgcych po sobie testéw katalitycznych jest zwigzane
takze z ograniczeniem wymywania enzymu z matrycy, co jest konsekwencjg wielopunktowego
zwigzania enzymu z no$nikiem dzieki wykorzystaniu biopolimeréw zawierajgcych reaktywne grupy
funkcyjne na powierzchni. Skutecznos¢ testowanych uktadéw zweryfikowano w oparciu o proces
hydrolizy albuminy surowiczej (z ang. human serum albumin, HSA) jako modelowego biatka.
Immobilizowana trypsyna zachowuje swoje wysokie wiasciwosci katalityczne i nie traci swojej
specyficznosci, na co wskazuje ponad 60-proc. zbiezno$¢ sygnatébw obecnych na widmach
MALDI TOF-MS uzyskanych po analizie prébek po enzymatycznej degradacji HSA. Dodatkowo
dowiedziono, ze produktami konwersji sg gtownie krotkotancuchowe struktury biatkowe. Na podstawie
wnikliwej analizy uzyskanych zaleznosci wykazano, ze materiaty hybrydowe powstate z potgczenia
nanoczgstek magnetycznych z biopolimerem wykazujg znaczny potencjat jako nosniki w procesie
immobilizacji trypsyny zapewniajac jednoczesnie mozliwos¢ szybkiej separacji systemu
biokatalitycznego po przeprowadzonej reakcji, co znacznie podnosi kontrole operacyjng procesu.
Stwarzajg one takze mozliwosci zachowania wysokiej stabilnosci przez unieruchomiony enzym oraz
utrzymanie jego niezmienionych wiasciwosci katalitycznych. Niemniej jednak, zebrane zalezno&ci
wskazujg, ze komponentem biopolimerowym bardziej witasciwym do tworzenia matryc
w unieruchomieniu enzyméw jest chityna, gtéwnie ze wzgledu na bardziej uporzgdkowang i krystaliczng
strukture.

Sposrod wszystkich rodzajow zanieczyszczen obecnych w sciekach i wodach, w ciggu ostatnich
lat najbardziej dynamicznie rosnie ilos¢ fenolu oraz jego pochodnych. Substancje te nalezg do grupy
chemikaliéw wywotujgcych zaburzenia endokrynologiczne (z ang. endocrine disrupting chemicals, EDC)
i sg to gtdownie fenole i bisfenole, ale takze barwniki, rézne grupy farmaceutykéw, a nawet estrogeny
(Rys. 7). Zwigzki te sg szczegdlnie ucigzliwe i niebezpieczne dla organizmoéw zywych, bowiem poza
funkcjg terapeutyczng, w niekontrolowanych ilosciach mogg prowadzi¢ do mutacji czy zaburzeh
w prawidtowym funkcjonowaniu uktadéw wewnetrznych cziowieka, a co wiecej, sg to w wiekszosci
substancje kancerogenne [41]. Jednak ich efektywne usuniecie lub przeksztalcenie do mniegj
szkodliwych pochodnych jest ciggle powaznym wyzwaniem technologicznym i spotecznym. Pod tym
katem duze zainteresowanie wzbudzajg enzymy z grupy oksydoreduktaz, ktére zdolne sg do efektywnej
konwersji wspomnianych zanieczyszczen. Stosowane sg takie biokatalizatory jak m.in. lakaza,
tyrozynaza czy peroksydazy, wigczajgc gtéwnie peroksydaze ligninowa, chrzanowg oraz manganowg
[42]. Biatka te charakteryzujg sie relatywnie matg specyficznoscig i umozliwiajg utlenianie szerokiego
zakresu zwigzkéw fenolowych, w tym wiekszosci ze wspomnianych powyzej zanieczyszczen, przy

jednoczesnej redukcji tlenu czasteczkowego bgdz nadtlenku wodoru do wody [43]. Badania nad
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opracowaniem nowej gamy biokatalizatoréw dla proceséw remediacji zanieczyszczen srodowiskowych
ukierunkowane sg przede wszystkim na wytworzenie stabilnych uktadéw oraz selekcje enzyméw
i warunkow umozliwiajgcych ich efektywne otrzymanie. Niemniej, nie sg to jedyne zmienne warunkujgce
skuteczne usuwanie zanieczyszczen fenolowych, bowiem réwnie istotny jest ptyw warunkow
procesowych, ilosci zastosowanego katalizatora, jak i czas kontaktu z mieszaning reakcyjng [44].
Dodatkowo istotne wydaje sie takze okreslenie mechanizméw prowadzonych przemian katalitycznych,
jak i zdefiniowanie finalnych produktéw enzymatycznej konwersji. Ma to bezposrednie przetozenie na
okreslenie toksycznosci mieszaniny poreakcyjnej, co jest kluczowym czynnikiem determinujgcym

przydatnosc¢ zaproponowanych technik remediacji szkodliwych substancji.
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Rys. 7. Struktury wybranych zanieczyszczen fenolowych obecnych w wodach i $ciekach

Nalezy jednak wyraznie podkredli¢, ze zaréwno proces wytworzenia aktywnych systemow
immobilizowanych enzymoéw do zastosowan srodowiskowych, jak i pdzniejsza wtasciwa realizacja
degradaciji zanieczyszczen sg niezwykle skomplikowane i zalezne od wielu zmiennych. Stad zebranie
i usystematyzowanie informacji na temat materiatéw stosowanych jako nosniki w procesie immobilizacji
oksydoreduktaz, wykazanie mnogosci wariantéw realizacji tego procesu oraz wskazanie wad i zalet
kazdego podejscia wydaje sie miec istotne znaczenie pod kgtem opracowania efektywnych technik

mogacych znalez¢ swoje praktyczne zastosowanie. Cenne zrédio informacji dla wspomnianych
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aspektéw stanowig artykuty H6 oraz H7, ktére w zbiorczy, poréwnawczy sposdb opisujg najwazniejsze
zmienne jakie nalezy uwzglednic przy projektowaniu enzymatycznych proceséw usuwania szkodliwych
substancji z wykorzystaniem immobilizowanych enzyméw. Poza wskazaniem potencjalnych nosnikow
w procesie immobilizacji oksydoreduktaz, gtéwng idee tych prac stanowito zdefiniowanie wptywu
optymalnych warunkéw procesu degradacji zanieczyszczen na jej efektywnos¢, wykazanie mozliwosci
realizacji tych procesdbw w reaktorach, jak i wskazanie technik tgczonych opartych
o immobilizowane enzymy jako atrakcyjnego rozwigzania zwiekszajgcego efektywnos¢ prowadzonych
przemian.

Immobilizacja jest niezwykle uzytecznym narzedziem stuzgcym do podnoszenia stabilnosci
enzyméw oraz ich ochrony przed negatywnym dziataniem warunkéw reakcyjnych. Niemniej jednak,
szczeg6towa analiza parametréow nosnika oraz jego wptyw na wybrane oksydoreduktazy sg czesto
pomijane w dostepnej literaturze. Stad w pracy H6 przyblizono rodzaje najwazniejszych enzymow
z grupy oksydoreduktaz znajdujgcych swoje zastosowanie w ochronie srodowiska. Wskazano zrédta
pochodzenia takich enzymow jak lakaza, tyrozynaza, peroksydaza manganowa, peroksydaza ligninowa
oraz peroksydaza chrzanowa i dowiedziono, ze najwiekszym zainteresowaniem cieszg sie
biokatalizatory pozyskane z grzybow réznego pochodzenia. Biatka te wykazujg co prawda odmienng
budowe strukturalng a optymalne warunki ich dziatania réznig sie od siebie, jednak wszystkie sg
w stanie efektywnie utlenia¢ fenolowe substraty lub ich pochodne. Co wiecej, w swoich strukturach
zawierajg one aminokwasy posiadajgce na konhcach reaktywne grupy funkcyjne umozliwiajgce
zwigzanie enzymu réznymi technikami. Jednak finalne wiasciwosci systemow biokatalitycznych sg
definiowane takze przez rodzaj nosnika oraz jego wtasciwosci. Szeroki wachlarz materiatdbw mogacych
znalez¢ wykorzystanie jako nosniki w immobilizacji oksydoreduktaz powoduje duzg réznorodnos¢ w ich
selekcji, jak i mozliwos¢ wyboru odpowiedniej formy i ksztattu nosnika, co z kolei umozliwia
wykorzystanie uktadéw enzymatycznych w réznych konfiguracjach reaktora, zarbwno w procesach
okresowych, ciggtych, jak i potokresowych. Dostepne dane na temat analizowanego procesu skutkujg
zaproponowaniem nieco odmiennego podziatu opartego na trzech gtéwnych kategoriach, a wiec
materiatach nieorganicznych, organicznych i hybrydowych (Rys. 8).

Pierwszg z tych grup stanowig materiaty nieorganiczne, a wsrdd nich przede wszystkim tlenki
metali, mineraty czy materialy weglowe (m.in. wegle aktywne) o wielkosciach nano- Ilub
mikrometrycznych. Sg to nosniki najpowszechniej stosowane w immobilizacji oksydoreduktaz, ze
wzgledu na ich duza stabilno$¢ i odpornos¢, znaczne pojemnos$ci sorpcyjne oraz niskg cene. Jednak
wykorzystywane sg takze materiaty pochodzenia organicznego, a wiec szeroka grupa polimerdow
syntetycznych oraz biopolimerow znana gtéwnie z zawartosci licznych grup funkcyjnych
i w konsekwencji wysokiego powinowactwa do enzymoéw. Warto dodaé, ze materiaty organiczne majg
bardzo ograniczony negatywny wplyw na unieruchomiony enzym, co dodatkowo pozwala zachowaé
jego wiasciwosci katalityczne. Alternatywe dla wspomnianych powyzej grup stanowig materiaty
hybrydowe, ktére umozliwiajg przede wszystkim silne zwigzanie biatka z nosnikiem, gwarantujg
mozliwos¢ jego ponownego wykorzystania po dezaktywacji i wymyciu enzymu, a takze dajg mozliwosé
wytworzenia materiatu z prekursorow dobranych zaréwno pod kagtem wymagan procesu

technologicznego, jak i unieruchamianego enzymu. Mogg one powsta¢ na skutek potgczenia
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prekursoréw nieorganiczno-nieorganicznych (zapewniajg wysokg stabilno$¢ dla unieruchamianego
enzymu), organiczno-organicznych (zapewniajg wysokie powinowactwo do biokatalizatorow
i umozliwiajg unieruchomienie duzych ilosci biatka) oraz nieorganiczno-organicznych, ktérych cechy sg
wypadkowg obu prekursoréw. Niemniej, niezaleznie od unieruchamianego enzymu, zastosowanie
w immobilizacji lakaz, tyrozynaz czy peroksydaz znajdujg gtownie materiaty o Scisle okreslonych
wiasciwosciach, ktérych zadaniem jest nie tylko poprawa wiasciwosci enzymu, lecz réwniez
usprawnienie i poprawa kontroli nad realizowanym procesem technologicznym. Dodatkowym faktem
warunkujgcym selekcje odpowiedniego nos$nika dla oksydoreduktaz jest zapewnienie odpowiednio
wysokiego poziomu dostepnosci tlenu i/lub nadtlenku wodoru, a wiec kosubstratéw wspomnianych
enzymoéw, ktérych obecno$¢ warunkuje uzyskanie przez nie wysokiej aktywnosci. Rowniez typ
immobilizacji ma wptyw na selekcje odpowiedniej matrycy poniewaz np. materiaty porowate, z dobrze
rozwinietg powierzchnig wtasciwg utatwiajg immobilizacje adsorpcyjna, podczas gdy materiaty bogate
w rézne grupy funkcyjne sprzyjajag immobilizacji kowalencyjnej. Z kolei materiaty hybrydowe wydajg sie
stanowi¢ nosniki wtasciwe do immobilizacji wszystkimi dostepnymi technikami, witgczajgc w to
putapkowanie oraz enkapsulacje, co daje nowe, ogromne mozliwosci produkcji systeméw
biokatalitycznych o pozadanej charakterystyce. Wykorzystanie lakaz w procesach usuwania fenolu
i jego pochodnych jest udokumentowane w literaturze [45], natomiast ograniczone sg informacje na
temat wykorzystania w tych procesach tyrozynaz czy innych peroksydaz. Jasno sprecyzowane kryteria
selekcji materiatu nosnego do immobilizacji tego typu enzymdw oraz wskazanie zalet i wad kazdego
z tych materiatbw umozliwiajg zastosowanie takze immobilizowanych peroksydaz w remediacji
zanieczyszczen srodowiskowych, co wydaje sie niezwykle istotne ze wzgledu na mozliwo$¢ usuwania

szerszej gamy substancji fenolowych, niz w przypadku wykorzystania tylko lakaz.
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Rys. 8. Przyktady oraz ogdlny podziat materiatéw znajdujgcych zastosowanie
jako nosniki w procesie immobilizacji oksydoreduktaz, na podstawie [46]
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Nalezy jednak wyraznie podkresli¢, ze wtasciwa selekcja nosnika oraz wytworzenie aktywnych
systemow immobilizowanych enzymoéw nie gwarantujg osiggniecia wysokich wydajnosci remediaciji
zanieczyszczen. Istnieje bowiem szereg zmiennych procesowych, jak np. pH, temperatura, czy stezenie
zanieczyszczenia, ktére wplywajg na uzyskang skutecznos¢ usuwania. Jednak jednym
z najistotniejszych czynnikoéw jest typ i rodzaj realizowanego procesu oraz forma zastosowanego
bioreaktora [47]. Co wiecej, ze wzgledu na duze objetosci sciekow, ktére docelowo poddane majg
zosta¢ oczyszczaniu, koniecznym wydaje sie by¢é opracowanie efektywnych sposoboéw i technik
usuwania szkodliwych zwigzkéw, poniewaz klasyczne reaktory okresowe, jak i systemy tupu batch nie
spetniajg swojej roli w dostatecznym stopniu. Koniecznym jest zatem poszukiwanie efektywnych
rozwigzan, ktore nie tylko zapewniajg wysokie wydajnosci, jak i dobrg kontrole procesowg, ale rowniez
umozliwiajg otrzymanie czystej mieszaniny poreakcyjnej, wolnej zaréwno od wyjsciowych zwigzkow, jak
i produktéw ich konwersji. Pod tym katem szczegolnie interesujgce wydaje sie by¢ zastosowanie
jednoczesnej enzymatycznej konwersji potgczonej z adsorpcjg szkodliwych  substanciji,
jak i wykorzystanie enzymatycznych reaktorbw membranowych zaopatrzonych w membrany

z immobilizowanymi oksydoreduktazami (Rys. 9).

Réwnoczesna adsorpcja i biodegradacja zanieczyszczen Potaczenie biokonwersji z technologia membranowg
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Rys. 9. Idea usuwania zanieczyszczen srodowiskowych na drodze jednoczesnej adsorpcji
i enzymatycznej konwersji oraz z wykorzystaniem bioreaktoréw, na podstawie [47]

Zagadnienia te opisano w pracy H7, w ktérej zebrano i wnikliwie przeanalizowano dane zwigzane
z charakterystykg nosnikéw oraz warunkami procesowymi umozliwiajagcymi wydajne prowadzenie
wspomnianych przemian, jak i w krytyczny sposdb przedyskutowano wady i zalety omawianych
rozwigzan, uwzgledniajgc przede wszystkim efektywnos$¢ tych przemian oraz mozliwos¢ ich praktycznej
realizacji. Zanieczyszczenia fenolowe wystepuja w wodach i w Sciekach w niskich, ale znaczgcych
stezeniach, co powoduje, ze do ich usuwania konieczne jest wykorzystanie aktywnych oraz trwatych
uktadow, ktérych cena bedzie relatywnie niska. Zabiegiem umozliwiajgcym podniesienie efektywnosci
usuwania zanieczyszczen jest wykorzystanie jednoczesnej enzymatycznej konwersji przez
immobilizowane enzymy oraz adsorpcji przez zastosowany nosnik/adsorbent. Rozwigzanie to posiada

wiele zalet, sposrod ktérych najwazniejsze to mozliwo$¢ skrécenia czasu procesu remediacji,
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utrzymanie aktywnosci enzymatycznej na wysokim poziomie dzigki ograniczeniu zjawiska inhibiciji,
a takze uzyskanie finalnej mieszaniny o wysokiej czystosci i niskiej toksycznosci, dzieki adsorpcji
zaréwno wyjsciowych zwigzkéw, jak i produktdw ich enzymatycznej konwersji. Cechy te pozwalajg
podnies¢ wydajnos¢ procesédw remediacji oraz obnizyé ich koszty. Jednak znaczny wplyw na
efektywnos$¢ procesu ma wybor materiatu, ktory spetniat bedzie funkcje nosnika dla enzyméw oraz
adsorbentu. Zebrane dane wskazuja, ze w tej roli najlepiej sprawdzajg sie materiaty charakteryzujgce
sie dobrze rozwinietg powierzchnig wtasciwg i duzg porowatoscig oraz zawartoscig reaktywnych grup
chemicznych, pochodzenia zaréwno nieorganicznego, jak i organicznego. Poza wykorzystaniem
jednoczesnych proceséw enzymatycznej konwersji i adsorpcji, interesujgcym rozwigzaniem wydaje sie
by¢ zastosowanie reaktorow enzymatycznych, w szczegdlnodci enzymatycznych reaktorow
membranowych (EMR) z immobilizowanymi enzymami umozliwiajgcych oczyszczanie duzych objetosci
zanieczyszczonych roztworéw. Jedng z wigkszych zalet tego rozwigzania jest mozliwos¢ dobrania
konfiguracji bioreaktora, ktdéra umozliwia zaj$cie procesdw enzymatycznej konwersji i separacji
produktéw mieszaniny reakcyjnej osobno, jednoczesnie, lub kolejno po sobie, celem osiggniecia jak
najwyzszej sprawnosci. EMR oferujg wysoki rezim przeptywu, zmniejszajgc ograniczenia transferu
masy, ktére sg powszechnie obserwowane w przypadku katalizatorow heterogenicznych. Dodatkowo
mozliwos¢é wykorzystania membran jako no$nikdw do immobilizacji enzyméw pozwala na znaczny
wzrost stabilnosci biokatalizatora, ktéry osadzony w porach membrany jest dodatkowo chroniony przed
dezaktywacjg tworzgc reaktywny konwersyjno-separacyjny ukfad. Przektada sie to na skrécenie czasu
procesu, zmniejszenie jego energochtonnosci oraz mozliwos¢ jego prowadzenia w sposéb przyjazny
dla srodowiska i optacalny ekonomicznie. Stabilno$¢ nosnika oraz jego wytrzymatos¢ mechaniczna to
gtébwne cechy determinujgce wybér materiatu do immobilizacji w reaktorach enzymatycznych, stad
zastosowanie znajdujg gtéwnie materiaty nieorganiczne oraz uktady hybrydowe, w ktérych jeden
z komponentéw stanowi sktadnik nieorganiczny. Z kolei w reaktorach membranowych wykorzystywane
sg gtéwnie komercyjnie dostepne membrany ceramiczne oraz polimerowe o zdefiniowanej wielkosci
poréw oraz szybkosci przeptywu, jednak prowadzone sg takze prace nad wytworzeniem nowej gamy
membran biopolimerowych i nieorganicznych umozliwiajacych nie tylko immobilizacije enzymu
i separacje produktow konwersiji, lecz takze adsorpcje zanieczyszczen. Zaproponowane rozwigzanie
umozliwia prowadzenie jednoetapowej remediacji zanieczyszczenh w tagodnych warunkach
procesowych, w sposob przyjazny dla srodowiska oraz opfacalny ekonomicznie. Niemniej wtasciwa
selekcja no$nika/sorbentu, jak i membrany przy konfiguracji reaktora oraz immobilizacji enzymu majg
znaczny wptyw na efektywnos$é prowadzonych przemian. W tym Swietle konieczne sg dalsze prace nad
usprawnieniem opisanych procesow i podjecie proby ich transferu do skali przemystowej aby spetnic¢
obecne wysrubowane normy oraz zapotrzebowanie rynkowe.

Przedstawione informacje stanowity inspiracje do dalszych prac badawczych majgcych na celu
wytworzenie efektywnych uktadéw immobilizowanych enzymoéw do usuwania zanieczyszczen
fenolowych. Kluczowym zagadnieniem byto dobranie nosnika do immobilizacji celem poprawy
stabilnosci enzymu i osiggniecie wysokich efektywnosci usuwania wybranych zanieczyszczen

fenolowych, w tym przede wszystkim farmaceutykdw i bisfenoli przez enzymy z grupy oksydoreduktaz.
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Atrakcyjne zatem wydaje sie byé wykorzystanie materiatéw o zdefiniowanych wtasciwosciach, réznego
pochodzenia i wytworzonych réznymi technikami (H8—H13).

W pracy H8 jako nosnik do immobilizacji lakazy z Trametes versicolor zastosowano
mezoporowate materiaty krzemionkowe typu MCF (z ang. Mesostructured Cellular Foam) ze wzgledu
na ich witasciwosci teksturalne, morfologiczne oraz mechaniczne, a w badaniach zweryfikowano
efektywnos$¢ powstatego systemu biokatalitycznego w procesach usuwania tetracykliny, na drodze
jednoczesnej adsorpcji i enzymatycznej konwersji. Materiaty typu MCF wytworzono, scharakteryzowano
oraz zmodyfikowano jonami miedzi celem poprawy aktywnosci unieruchomionej lakazy, bowiem enzym
ten w obecnosci jonéw Cu?* wykazuje zwiekszong aktywnos$¢. Analizie poddano m.in. parametry
struktury porowatej otrzymanych materiatéw, pod katem oceny ich pojemnosci sorpcyjnej w stosunku
do immobilizowanych enzyméw. Niemodyfikowany MCF charakteryzowat sie powierzchnig wtasciwg
o wielkosci ponad 580 m2/g i wielkoscig poréw ok. 22 nm. Na skutek wprowadzenia jonéw miedzi
wartosci tych parametrow zmalaty i wyniosty odpowiednio 430 m?/g oraz 18 nm (Rys. 10a). Dalszy
spadek analizowanych wartosci zaobserwowano po immobilizacji lakazy, co wskazuje na skuteczne
unieruchomienie enzymu. Dobre wiasciwosci sorpcyjne wykorzystanych materiatdw znajdujg swoje
odzwierciedlenie w wysokich wartosciach wydajnosci immobilizacji lakazy, ktére dla
niemodyfikowanego i modyfikowanego jonami miedzi MCF wyniosty 94% oraz 85%, co przekiada sie
na znaczng ilos¢ unieruchomionego enzymu. Zimmobilizowano bowiem 188 g lakazy na 1 g
niemodyfikowanego MCF i 170 mg/g enzymu na sfunkcjonalizowanym MCF. Dodatkowo rezultaty
testéw desorpcji enzymu pozwolity na potwierdzenie silnego zwigzania biatka z nosnikiem, co wskazuje
na wielopunktowe zwigzanie biokatalizatora dzieki duzej ilosci grup hydroksylowych oraz ulokowanie
enzymu takze w porach matrycy. W trakcie analizy parametrow kinetycznych wolnych
i immobilizowanych biokatalizatoréw nie wykazano jednak znacznych zmian w ich wartosciach, co
potwierdza przydatno$¢ zaproponowanego nosnika. Co wiecej, weryfikacja rezultatéw analizy
termograwimetrycznej pozwolita na stwierdzenie, ze materiat krzemionkowy odznacza sie znaczng
stabilno$¢ termiczng, a obserwacje poczynione na podstawie zdje¢ z wysokorozdzielczego
transmisyjnego mikroskopu elektronowego potwierdzity tréjwymiarowg, mezoporowatg strukture
materiatu krzemionkowego i dowiodty, ze enzym moze by¢ unieruchomiony rowniez w porach matrycy
(Rys. 10b). Wiasciwosci katalityczne oraz stabilno$é wolnych i unieruchomionych enzyméw
zdefiniowano i poréwnano w oparciu o modelowe rekcje, w celu okreslenia wplywu matrycy,
jak i immobilizacji na te parametry. Zaréwno wolna, jak i immobilizowana lakaza wykazujg optimum pH
i temperatury przy warto$ci pH 5 (Rys. 10c) oraz w 30 °C, co wskazuje, ze mikrosrodowisko wokot centr
aktywnych enzymu nie zostato w znaczacy sposéb zmienione na skutek unieruchomienia. Nalezy
jednak podkresli¢ stabilizujgcy oraz ochronny wptyw matrycy, bowiem unieruchomione enzymy w catym
analizowanym zakresie pH i temperatury wykazaty ponad 20% wyzszg aktywnos¢ niz ich wolny
odpowiednik. Niemniej jednak, lakaza unieruchomiona na materiale MCF sfunkcjonalizowanym jonami
miedzi odznaczata sie wyzszg aktywno$cia, co stanowi cenng wskazéwke przy projektowaniu uktadéw
katalitycznych zawierajacych ten enzym. Co wazne, dowiedziono mozliwosci wielokrotnego

zastosowania uktadéw po immobilizacji, co jest zwigzane przede wszystkim z unieruchomieniem
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biokatalizatora takze w porach matrycy, co zapobiega szybkiemu wymywaniu enzymu oraz chroni go
przed dezaktywacjg.
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Rys. 10. Izotermy adsorpcji/desorpcji azotu oraz wielko$¢ poréw materiatu MCF+Cu przed i po immobilizacji lakazy (a)
zdjecie TEM materialu MCF+Cu po immobilizacji lakazy (b), wptyw pH na aktywno$é wolnej i immobilizowanej lakazy (c)
oraz krzywe usuwania tetracykliny przez wolny biokatalizator oraz dezaktywowany i aktywny unieruchomiony enzym

Jednak finalng weryfikacje wiasciwosci wytworzonych ukfadéw immobilizowanej lakazy stanowito
ich wykorzystanie w procesie usuwanie tetracykliny z modelowego roztworu wodnego ze szczegdinym
uwzglednieniem analizy zjawiska adsorpcji farmaceutyku, jak i jego enzymatycznej konwersji
(Rys. 10d). Wykazano, ze materiaty MCF ze zdezaktywowanym enzymem zaadsorbowaty nie wiecej
niz 30% antybiotyku, co stanowito pewne zaskoczenie, bowiem materialy te znane sg z dobrych
wiasciwosci sorpcyjnych. Moze to by¢ jednak wyttumaczone przez fakt, ze molekuty enzymu zajmujg
wiekszos¢ z miejsc aktywnych nosnika, redukujac jego zdolnosci do przytaczania tetracykliny. Z kolei
wolna lakaza byta w stanie usung¢ zanieczyszczenie z ok. 90-proc. wydajnoscig. Dopiero zastosowanie
uktadu biokatalitycznego opartego na zmodyfikowanym jonami miedzi MCF pozwolito na usuniecie
antybiotyku ze 100-proc. wydajnoscia. Jest to efekt zarbwno poprawy aktywnosci enzymu przez jony
miedzi jak i fakt, ze czes¢ tetracykliny zostata zaadsorbowana przez nosnik. Zaproponowano zatem
prostg i wydajng metode immobilizacji enzyméw na materiale krzemionkowym, ktéra moze stuzy¢ do
otrzymywania narzedzi katalitycznych o potencjale aplikacyjnym w ochronie $rodowiska. Co wiecej,

catkowite usuniecie tetracykliny, jako modelowego zanieczyszczenia, byto mozliwe przy zachodzacych
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jednoczesnie procesach adsorpcji i enzymatycznej konwersji, co potwierdza komplementarnos¢
powyzszych technik w usuwaniu wybranych substancji szkodliwych.

Tematyke immobilizacji lakazy w celu jej wykorzystania w procesach usuwania zanieczyszczen
na drodze adsorpcji i enzymatycznej konwersji kontynuowano z wykorzystaniem nowatorskiego
materiatu biopolimerowego jako nosnika, jakim byty chitynowe szkielety ggbek morskich z gatunku
Aplysina archeri, co zaprezentowano w pracy H9. Uwage skoncentrowano na tym materiale ze wzgledu
na fakt, ze trojwymiarowe skafoldy (materiaty przypominajace strukturg rusztowanie) o ziozonej
wewnetrznej strukturze i kanatach, mogg zapewni¢ dodatkowg ochrone dla czgsteczek enzymu,
a dodatkowo umozliwiajg swobodny przeptyw substratéw i produkiéw. Co wiecej, sg to materiaty
naturalnego pochodzenia, ktére moga by¢ hodowane na catym $wiecie, co czyni je relatywnie tanimi,
odnawialnymi i mogacymi znalez¢é zastosowanie takze w immobilizacji innych enzyméw. Efektywne
unieruchomienie enzymu zostato potwierdzone na podstawie analizy zdje¢ SEM, gdzie na powierzchni
chitynowego szkieletu widoczne sg agregaty enzymatyczne. Obserwacje te zostaty zweryfikowane
w oparciu o analize rezultatbw energodyspersyjnej mikroanalizy rentgenowskiej, ktére wykazaty
obecnos¢ w sktadzie tych agregatow m.in. azotu oraz miedzi, a wiec pierwiastkow charakterystycznych
dla lakazy. Duzy stosunek objetosci do masy wykorzystanego materiatu skutkuje immobilizacja
znacznych ilosci enzymu, bowiem unieruchomiono 1820 mg lakazy na 1 g chitynowego nosnika, przy
wydajnosci immobilizacji wynoszgcej ponad 90%. Oddziatywania enzym - nosnik, gtéwnie typu
wodorowego, ktére ograniczajg ingerencje w strukture nosnika, zapewniajg zachowanie prawie
90-proc. aktywnosci przez unieruchomiony enzym, a otwarta struktura nosnika, gwarantujgca
minimalizowanie oporéw dyfuzyjnych, powoduje, ze zaobserwowano jedynie niewielkie zmiany
w parametrach kinetycznych immobilizowanej lakazy, co wskazuje na wysokie powinowactwo
unieruchomionego enzymu do substratow. Dobre wiasciwosci sorpcyjne chitynowego szkieletu,
jak i zachowanie wysokiej aktywnos$ci przez unieruchomiony enzym przetestowano pod kgtem usuwania
tetracykliny, jako jednego z najczesciej wykorzystywanych antybiotykéw. Nalezy dodac, ze pierwsze
testy, obrazujgce zdolnosci sorpcyjne czystej matrycy chitynowej, jak i katalityczne mozliwosci enzymu
do konwersiji antybiotyku, wykazaty, ze w optymalnych warunkach procesowych, na drodze adsorpcji,
mozliwe jest usuniecie ok. 80% tetracykliny, a enzymatyczna konwersja pozwala na degradacje ok. 60%
farmaceutyku. Stuszne zatem wydaje sie potgczenie obu proceséw, celem osiggniecia wysokiej
efektywnos$ci usuwania badanych zanieczyszczen. Wykazano, ze na drodze jednoczesnej adsorpcji
oraz enzymatycznej konwersji mozliwe byto catkowite usuniecie tetracykliny z roztworéw o stezeniu do
1 mg/L. Warto doda¢, ze wraz ze wzrostem stezenia roztworu antybiotyku malat udziat adsorpcji
w procesie, a rost enzymatycznej konwersiji. Jest to zwigzane z faktem, ze na powierzchni chitynowego
nosnika znajduje sie ograniczona ilos¢ miejsc aktywnych zdolnych do zwigzania antybiotyku, co
ogranicza osiggniecie wyzszych wydajnosci adsorpcji. Poniewaz zaréwno na proces adsorpcji,
jak i enzymatycznej konwersji znaczny wptyw moze mie¢ pH oraz temperatura realizowanego procesu,
efekt tych parametréw na usuwanie tetracykliny poddano wnikliwej analizie. W pH od 3 do 7 odnotowano
ponad 80-proc. wydajnos¢ usuwania antybiotyku, a w pH 8 i pH 9 wartosci te oscylowaty w okolicach
60%. Wykazano, ze w catym analizowanym zakresie pH wydajnos$¢ adsorpcji wyniosta od 40 do 65%

i byta wyzsza niz enzymatycznej konwersji, ktéra okazata sie byé bardziej podatna na zmiany pH.

Strona 33/52



Dr inz. Jakub Zdarta,Autoreferat

Niemniej jednak, immobilizowana lakaza umozliwita usuniecie ok. 40% zanieczyszczenia w pH od 3
do 6, a zmniejszenie jej katalitycznego dziatania w zasadowych warunkach jest zwigzany z negatywnym
wptywem jonow OH-, ktére powodujg wystepowanie zjawiska wzajemnego odpychania aminokwaséw
tworzacych centra aktywne biatka, co zaburza jego strukture i powoduje utrate wiasciwosci.
Dowiedziono réwniez, ze wytworzone systemy sg wysoce efektywne w zakresie temperatur
od 15 do 65 °C, w ktérym umozliwiajg usuniecie ponad 80% tetracykliny, a maksimum wydajno$ci
wykazujg w temperaturze 25 i 35 °C. Odnotowano takze, ze profile wydajnosci adsorpcji
i enzymatycznej konwersji majg zblizony przebieg, przy czym proces adsorpcji przebiega w catym
analizowanym zakresie temperatury z wydajnoscig wiekszg o ok. 20%. Wysokie wydajnosci usuwania
antybiotyku w szerokim zakresie warunkéw procesowych, jak i wytrzymatos¢é mechaniczna szkieletu
gabki potgczona z jej budowg morfologiczng powodujg, ze wytworzone materiaty wydajg sie byc
interesujgce pod katem katalizowania procesdw realizowanych w reaktorach. Efektywnosc
otrzymanego uktadu zweryfikowano prowadzgc usuwanie tetracykliny w optymalnych warunkach
procesowych (pH 5 temperatura 25 °C, stezenie tetracykliny 1 mg/L), w reaktorze ze ztozem statym,
w ktérym mase aktywng stanowita immobilizowana lakaza, z szybkoscig przeptywu wynoszgca 2
mL/min (Rys. 11). W trakcie pierwszych 6 h procesu odnotowano catkowite usuniecie tetracykliny,
nastepnie zaobserwowano powolny spadek wydajnosci usuwania antybiotyku, jednak nawet po 24 h
osiggnieto wysokg, ponad 80-proc. wydajnos¢ usuwania tetracykliny. Jest to zwigzane gtéwnie
z poprawg stabilnosci unieruchomionego enzymu i jego wiekszg odpornoscig na warunki procesowe,
co zmniejsza ryzyko utraty aktywnosci na skutek chemicznej lub termicznej dezaktywacii.
Zaprezentowano zatem nowatorskie podejscie do immobilizacji lakazy polegajagce na wykorzystaniu
jako nosnika chitynowych szkieletbw ggbek morskich o zdefiniowanej morfologii i strukturze.
Wytworzono uktady biokatalityczne, ktére umozliwity uzyskanie satysfakcjonujgcych wydajnosci
usuwania tetracykliny z roztworéw wodnych w szerokim zakresie pH oraz temperatury. Co wiecej,
uzyskane rezultaty jasno wskazaty, ze zastosowanie jednoczesnej adsorpcji oraz katalitycznej konwersji
moze by¢ wydajnym rozwigzaniem w procesach usuwania zanieczyszczen srodowiskowych,

realizowanych takze w bioreaktorach.
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Rys. 11. Schemat bioreaktora zastosowanego w procesie konwers;ji tetracykliny przez lakaze unieruchomiong
na chitynowym szkielecie gabki Aplysina archeri
Wysoce porowate matryce, zmniejszajgce opory dyfuzyjne, a jednoczesnie zapewniajgce
stabilizacje dla struktury enzymu wydajg sie byé bardzo obiecujgce jako nosniki dla enzymodw.
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Przyktadem takich materiatdbw moga tez by¢ monosktadnikowe lub hybrydowe materiaty wytworzone
technikg elektroprzedzenia. Jest to proces polegajgcy na wykorzystaniu tadunkéw elektrycznych do
wyciggania natadowanych nici polimerowych i tworzenia z nich pojedynczych wtdkien, bgdz materiatow
widknistych o $rednicy pojedynczego witdkna od kilkuset nanometréw do kilku mikrometréw [48].
Materiaty elektroprzedzone stanowig obiecujacg alternatywe dla obecnie stosowanych nosnikéw.
Zainteresowanie to wynika z mozliwosci otrzymywania multifunkcjonalnych uktadéw z szerokiej gamy
polimerow, kopolimeréw i biopolimeréow z ré6znymi dodatkami, np. nieorganicznymi [49]. Co wiecej,
materiaty te odznaczajg sie szeregiem witasciwosci niezwykle pozgdanych w procesie immobilizacji
enzymow, takich jak znaczna porowatos¢, duza powierzchnia oraz obecnos$¢ wielu ugrupowan
funkcyjnych, czy wysoka stabilno$é oraz swoboda formowania umozliwiajacych osadzenie enzymu
réznymi technikami nie tylko na powierzchni widkna, ale takze w jego wnetrzu [50]. Niemniej jednak,
jedng z najwazniejszych zalet materiatdw elektroprzedzonych jest mozliwosé projektowania
i otrzymywania witdkien o okreslonych i $cisle zdefiniowanych wtasciwosciach, co zostaje osiggniete
dzieki petnej kontroli procesu i mozliwosci zmian jego parametréw, takich jak temperatura, wilgotnosé,
natezenie przeptywu pradu, odlegtos¢ dyszy od kolektora oraz napiecie prgdu. Co wiecej, z fatwoscig
mozna formowac¢ hybrydowe materiaty elektroprzedzone, w ktérych domieszki dodatkowo podnoszg
atrakcyjnosc opisywanych materiatéw.

W tym nurcie badawczym powstaty prace H10-H12, w ktérych przeanalizowano wptyw
materiatow elektroprzedzonych na wtasciwosci unieruchomionej lakazy oraz tyrozynazy, a nowatorskie
uktady oparte o zsyntezowane materialy wykorzystano w procesach usuwania wybranych
farmaceutykoéw oraz bisfenoli. W pracy H10, do wytworzenia nosnika wykorzystano poli(metakrylan
metylu), ktéry na etapie elektroprzedzenia zostat domieszkowany czgstkami magnetytu celem poprawy
zdolnosci jego izolacji z mieszaniny reakcyjnej. Otrzymany materiat w nastepnym kroku
sfunkcjonalizowano z  wykorzystaniem  1l-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu  oraz
N-hydroksysukcynimidu (procedura EDS/NHS) celem stabilnego, kowalencyjnego zwigzania
czgsteczek lakazy. Co wiecej, uniwersalny charakter stosowanego nosnika potwierdzono poprzez
enkapsulacje lakazy wewnatrz struktury nosnika, na etapie jego wytwarzania. Uzyskano zatem aktywny
uktad katalityczny dzieki przeprowadzeniu jednoczesnej syntezy nosnika i immobilizacji. Na podstawie
analizy morfologicznej otrzymanych uktadéw udowodniono, Ze $rednice widkien wytworzonych
materiatéw przed i po immobilizacji nie przekraczajg 500 nm. Zaobserwowano jednak nieznaczny wzrost
Srednicy widkien w przypadku materiatu po kowalencyjnej immobilizacji enzymu, co jest zwigzane nie
tylko z przytagczeniem enzymu, ale takze modyfikacjg powierzchni noénika. Dodatkowym
potwierdzeniem unieruchomienia enzymu obydwoma zaproponowanymi technikami sag zdjecia
z mikroskopu konfokalnego pracujgcego w trybie fluorescencji, na ktérych wyrazna jest fluorescencja
na skutek wzbudzenia, charakterystyczna dla materiatow biatkowych. Nalezy takze dodaé, ze
kowalencyjnie zwigzano ponad 63 mg enzymu na 1 cm? nos$nika, a na drodze enkapsulacji 40 mg/cm?,
co wskazuje na wysokie pojemnosci zaproponowanego nosnika wzgledem enzymow. Ocena stabilnosci
uktadéw po immobilizacji dowiodta, Zze immobilizacja obiema technikami w znacznym stopniu poprawita
odpornosé enzymu na dziatanie pH oraz temperatury, w poréwnaniu z wolnym biokatalizatorem. Jednak

nieznacznie wigkszg aktywnos¢ zachowata lakaza osadzona wewnatrz elektroprzedzonego nosnika,

Strona 35/52



Dr inz. Jakub Zdarta,Autoreferat

ktora po 3 h inkubacji w warunkach procesowych zachowata ponad 85% poczatkowych wtasciwosci, co
jest bezposrednio zwigzane z lepszg ochrong enzymu przed denaturacjg. Wykazano takze mozliwo$¢
wielokrotnego uzycia otrzymanych systemow, ktére po 5 cyklach reakcyjnych zachowaty ponad 80-proc.
aktywnosé. Jest to wynikiem nie tylko stabilizacji enzymu na skutek immobilizacji, ale takze silnym
ograniczeniem wymywania czgsteczek enzymu z nosnika, co pozwala zachowa¢ wysokg aktywnosé
w dluzszym okresie czasu. Analogicznie jak w poprzednich przyktadach, kluczowym byto wykorzystanie
wytworzonych uktadéw w procesach usuwania tetracykliny w zmiennych warunkach procesowych.
Zaskakujgco, chociaz materiaty elektroprzedzone charakteryzujg sie wysokg porowatoscig, tylko ok. 5%
substancji ulegto adsorpcji na powierzchni zastosowanego materiatu z nieaktywnym enzymem, co
wskazuje ze usuwanie zanieczyszczenia zachodzi gtéwnie na drodze enzymatycznej konwersiji,
w przeciwienstwie do rezultatow wczesniejszych badah. Ocena wptywu czasu oraz stezenia roztworu
antybiotyku na efektywno$¢ jego usuwania pozwala stwierdzi¢, ze zaréwno wolna lakaza, jak i oba
uktady po immobilizacji umozliwiajg efektywnie usuniecie antybiotyku z roztworéw o stezeniu do 1 mg/L
(wydajnos¢ usuwania 100%) w czasie zaledwie 40 min, a dalszy wzrost stezenia roztworu skutkuje
obnizeniem wydajnosci usuwania. Niemniej, stezenie tetracykliny w wodach oraz sciekach zazwyczaj
nie przekracza wartosci 1 mg/L, co pozwala na sformutowanie stwierdzenia, ze wytworzone systemy
mogg byé¢ efektywnie stosowane do usuwania tetracykliny. Co wiecej, wykazano, ze wolna lakaza
umozliwia catkowite usuniecie tetracykliny tylko w pH 5 oraz temperaturze 25 °C, a nawet niewielkie
réznice w tej wartosci powodujg szybkg utrate aktywnosci katalitycznej i obnizenie wydajnosci usuwania
tetracykliny. Z kolei unieruchomiona kowalencyjnie lakaza pozwala na niemal catkowite usunigcie
tetracykliny w pH 5 i pH 4 oraz temperaturach od 25 °C do 45 °C , natomiast w zdecydowanie szerszym
zakresie pH i temperatury, niz w przypadku wolnego biatka, mozliwe jest usuniecie ponad 75%
zanieczyszczenia. Lakaza unieruchomiona poprzez enkapsulacje umozliwia osiggniecie nizszych
wydajnosci usuwania niz w przypadku lakazy zwigzanej kowalencyjnie, bowiem maksymalna wydajnosé
usuwania antybiotyku wyniosta 93% w warunkach optymalnych (pH 5, temperatura 25 °C, stezenie
tetracykliny 1 mg/L), co jest konsekwencjg zamkniecia enzymu w strukturze nosnika, w pewnym stopniu
ograniczajgce swobodny transport substratéw i produktow reakcji. Jednak pomimo uzyskania nizszych
wydajnosci stosujgc enkapsutowany enzym, nalezy podkresli¢, ze charakteryzuje sie on wysokg
stabilnoscig i pozwala na efektywne konwertowanie tetracykliny w skrajnych warunkach procesowych.
Jest to korzystne zjawisko i wynika z faktu, ze lakaza wewnatrz materiatu elektroprzedzonego jest lepiej
chroniona przed negatywnym wptywem warunkéw reakcji na jej aktywnos¢ i stabilnos¢, co pozwala
wnioskowaé o duzej uzytecznosci tego uktadu, nawet pomimo nieco mniejszej wydajnosci usuwania.
Poza okresleniem wplywu warunkéw procesu na efektywnos$¢ usuwania tetracykliny niezwykle istotnym
etapem prac byto zdefiniowanie produktéw powstatych po enzymatycznej konwersji oraz okreslenie
mozliwych szlakow degradacji tetracykliny. W oparciu o rezultaty analizy wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas wykazano, ze w mieszaninie reakcyjnej
obecne sg $ladowe pozostatosci tetracykliny (pik dla protonowanej czgsteczki przy m/z 445
charakterystyczny dla formy ketonowej i enolowej tego zwigzku), a takze dwa zwigzki, powstate na
skutek utleniania tetracykliny na atomie wegla C5 (pik protonowanej czgsteczki przy m/z 461) i/lub

dehydrogenacji wyjsciowego zwigzku réwniez na atomie wegla C5 (pik protonowanej czgsteczki przy
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m/z 443). Odnotowano takze dalsze transformacije zwigzku powstatego po utlenianiu tetracykliny, ktére
poprzez dehydrogenacje prowadzg do powstania gtdwnego produktu przemiany, ktérego protonowana
czgsteczka przyjmuje wartos¢ m/z 459. Zwigzek ten moze czesciowo ulegaé takze procesowi
demetylacji na grupie aminowej wchodzgcej w strukture antybiotyku, jednak powstate produkty

0 M/z 431 nie sg gtébwnymi produktami przemiany (Rys. 12).
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Rys. 12. Chromatogramy oraz odpowiadajgce im produkty enzymatycznej konwers;ji tetracykliny

Mozna zatem podsumowaé, ze zaproponowany, wytworzony, scharakteryzowany oraz
wykorzystany jako nowatorski nosnik w procesie immobilizacji uktad hybrydowy poli(metakrylan metylu)-
magnetyt jest niezwykle interesujgcym materiatem umozliwiajgcym przeprowadzenie immobilizacji
lakazy réznymi technikami, co pozwala na znaczne podniesienie stabilnosci enzymu, jak i umozliwia
zachowanie wysokich wiasciwosci katalitycznych. Utylitarny charakter prowadzonych badan oraz
powstatego systemu biokatalitycznego potwierdzono dzieki przeprowadzeniu testéw usuwania
tetracykliny z roztworéw wodnych i wykazaniu, ze mozliwe jest usuniecie zanieczyszczenia z wysokimi

wydajnosciami przez immobilizowane lakazy, w szerokim zakresie pH oraz temperatury.
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W oparciu o uzyskane zaleznosci potwierdzono zasadno$¢ badan nad uktadami
immobilizowanych enzymoéw opartych o materiaty elektroprzedzone. Prace te kontynuowano i jako
nosnik do unieruchomienia lakazy wybrano kopolimerowy materiat elektroprzedzony
polilkwas mlekowy)-ko-poli(e-kaprolakton) (PLCL) odznaczajagcy sie duzg odpornoscia mechaniczng
oraz zawartoscig grup karbonylowych i karboksylowych umozliwiajgcych zwigzanie enzymu (H11).
W celach poréwnawczych enzym unieruchomiono na powierzchni widkien metodg adsorpcyjng oraz
w ich wnetrzu poprzez enkapsulacje. W oparciu o interpretacje zdje¢ SEM wykazano znaczne zmiany
w morfologii materiatdw przed i po immobilizacji. Czysty materiat PLCL charakteryzowat sie
rozgateziong, trojwymiarowa siecig relatywnie jednorodnych wiékien o srednicach od 300 do 500 nm
(Rys. 13a). Po enkapsulacji enzymu $rednica widkien nie zmienita sie¢ znaczgco, jednak
zaobserwowano wystepowanie charakterystycznych zgrubieh, ktére wskazujg na obecnos¢ agregatéw
enzymatycznych w tych czesciach widkien (Rys. 13b). Z kolei po immobilizacji adsorpcyjnej
powierzchnia witdkien wydaje sie by¢ niejednorodna i czesciowo pokryta agregatami enzymatycznymi,
a S$rednice widkien wzrastajg do koto 800 nm. Wskazuje to na efektywng immobilizacje enzymu
zaproponowanymi technikami. Co wiecej, analiza widm uzyskanych technikg spektroskopii
fotoelektronéw wzbudzonych promieniowaniem rentgenowskim wykazata zmiany w maksimum energii
wigzan w regionie 289 eV, ktéry jest charakterystyczny dla grup karbonylowych i karboksylowych, dla
uktadu z zaadsorbowang lakazg, w poréwnaniu do widma czystego nosnika PLCL. Moze to wskazywac
na wykorzystanie czes$ci grup funkcyjnych na powierzchni nosnika do zwigzania enzymu i wytworzenia
oddziatywan adsorpcyjnych, co znajduje swoje potwierdzenie takze w rezultatach analizy FTIR, na
ktérych zaobserwowano nieznaczne przesuniecia (0 ok. 10 cm™) maksiméw sygnatéw pasm
charakterystycznych dla wigzan obecnych w strukturze enzymu. Po potwierdzeniu efektywnej
immobilizacji enzymu i zachowaniu przez lakaze aktywnosci katalitycznej, uktady wykorzystano
w procesach konwersji naproksenu oraz diklofenaku. Substancje te stanowig jeden z najczesciej
wykorzystywanych, podstawowych skfadnikéw niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, stosowanych
powszechnie jako substancje przeciwzapalne, przeciwbdlowe i przeciwgorgczkowe. Ze wzgledu na
szkodliwy i mutagenny charakter po przekroczeniu dopuszczalnej dawki, ich obecnos¢ w wodach
i Sciekach jest wysoce niepozadana, a metody wydajnego ich usuwania sg poszukiwane. Stad
wspomniane przemiany realizowano w zmiennych warunkach procesowych, celem okreslenia zdolnosci
biodegradacyjnych wytworzonych uktadéw. W toku prowadzonych badan uzyskano wysokie wyniki
usuwania obu farmaceutykéw przez lakaze unieruchomiong na drodze enkapsulacji wewnatrz widkien
elektroprzedzonego nosnika. Zaréwno dla diklofenaku, jak i naproksenu, odnotowano ok. 90-proc.
wydajnos¢ usuwania badanych zanieczyszczen w pH od 3 do 5 i w temperaturze od 25 do 50 °C
(Rys. 13c i 13d). Jest to zwigzane z lepszg ochrong czasteczek enzymu unieruchomionych wewnatrz
matrycy, przed termiczng i chemiczng dezaktywacjg. Warto odnotowaé, ze ze wzgledu na fakt, ze
naproksen jest relatywnie odporny na enzymatyczng degradacje, do mieszaniny reakcyjnej dodano
mediatora, ktérym byt kwas (2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)) (ABTS). Dodatek
ABTSu skutkowat wzrostem efektywnosci degradacji naproksenu, a takze znacznym wzrostem
efektywnosci jego usuwania przez enzym unieruchomiony adsorpcyjnie. Aplikacyjny charakter

wytworzonych systemoéw katalitycznych zweryfikowano w oparciu o testy ich wielokrotnego
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wykorzystania w konwersji farmaceutykéw. Chociaz w przypadku obu uktadéw aktywnos¢ katalityczna
spada wraz z wielokrotnym wykorzystaniem, to lakaza unieruchomiona poprzez enkapsulacje

umozliwita usuniecie ponad 60% obu farmaceutykdéw po 5 cyklach reakcyjnych, co byto mozliwe gtéwnie

ze wzgledu na ochrone czgsteczek enzymu oraz silne ograniczenie ich wymywania z nosnika.
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Rys. 13. Zdjecia SEM materiatu PLCL po immobilizacji adsorpcyjnej (a) i enkapsulacji (b) lakazy
oraz wptyw temperatury na efektywno$¢ usuwania diklofenaku (c) i naproksenu (d)

Rezultaty analizy wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas
mieszanin otrzymanych po enzymatycznej konwersji farmaceutykéw pozwolity na zidentyfikowanie
finalnych produktow procesu. Gldwnymi sktadnikami mieszaniny poreakcyjnej po konwers;ji diklofenaku
byly dwa zwigzki, sposréd ktérych jeden powstat na skutek eliminacji czgsteczki wody ze struktury
diklofenaku (jon przy m/z 278), a drugi na skutek wewnetrznego przegrupowania zachodzgcego
w strukturze pierwszego zwigzku (jon przy m/z 284). Oba te produkty mogg ulegac dalszym konwersjom
polegajgcym na eliminacji CO, H20: lub jondw chlorkowych ze struktury diklofenaku. W mieszaninie
reakcyjnej nie wykryto hydroksy- i dihydroksydiklofenaku, a wiec standardowych produktéw
enzymatycznej konwersji tego zwigzku, kierujgc prowadzone przemiany na nie do konca zdefiniowane
dotgd szlaki metaboliczne. Z kolei rezultaty analizy HPLC-MS mieszaniny po degradacji naproksenu
wykazaty wiekszg roznorodnosé powstatych zwigzkdéw, sposréd ktorych wymieni¢ nalezy zwigzki
posiadajgce jony przy m/z 201 oraz m/z 185, ktére powstajg na skutek usuniecia czasteczki kwasu

mréwkowego z grupy karboksylowej naproksenu i wewnetrznych przegrupowan czgsteczki. Co wiecej,
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powstaje jeszcze jeden zwigzek, ktérego jon charakteryzuje sie m/z 231, a ktéry po roztozeniu i utracie
czgsteczki ketenu tworzy 1-(6-metoksynaftalen-2-yl), jako gléwny produkt konwersji naproksenu przez
immobilizowang lakaze. Ocena toksycznosci produktéw po enzymatycznej konwersji pozwala na
weryfikacje szkodliwosci powstatych produktéw i odpowiedz na ile zaproponowana metoda usuwania
farmaceutykéw obniza toksyczno$¢ wyjsciowych zwigzkéw. Uzyskane dane wskazujg, ze wykorzystujgc
enzym unieruchomiony poprzez enkapsulacje mozliwe byto ponad czterokrothe zmniejszenie
toksycznosci wyjsciowych substancji, podczas gdy enzym unieruchomiony adsorpcyjnie obnizat
toksycznos¢ mieszaniny o okoto 15-20%. Wykazano zatem, ze nowatorskie, elektroprzedzone
materiaty hybrydowe okazaty sie by¢ efektywnymi nos$nikami w procesie immobilizacji oksydoreduktaz
ukazujgc potencjat immobilizacji tego typu. Co wigcej, wytworzone materialy w znaczacy sposob
poprawity stabilnos¢ unieruchomionych enzymoéw, a powstate uktady biokatalityczne pozwolity na
zaproponowanie innowacyjnych sposob konwersji substancji farmaceutycznie aktywnych. Duza zaletg
przedstawionych uktadéw jest fakt, ze prowadzg one do powstania mniej toksycznych substanciji
koncowych, w poréwnaniu do wyjsciowych zwigzkéw, co jednoznacznie potwierdza, jak
perspektywiczng metodg jest enzymatyczna konwersja.

Poza farmaceutykami, w $ciekach obecne sg tez inne zwigzki fenolowe, jak np. bisfenole, ktére
W znaczacy sposéb mogg wptywac na zdrowie ludzi i funkcjonowanie organizméw zywych. Bisfenole to
klasa zwigzkow, ktére w swojej strukturze zawierajg dwa pierscienie fenolowe potgczone krotkim
tacznikiem. Najpopularniejszym zwigzkiem z tej grupy jest bisfenol A (BPA), ktéry jest zwigzkiem
powszechnie wykorzystywanym w przemysle polimeréw oraz przetworstwie tworzyw sztucznych oraz
jest takze znanym i stosowanym s$rodkiem zmniejszajgcym palnos¢ [51]. Zwigzek ten moze fatwo
przedostawac sie np. do pozywienia z puszek, w ktérych produkty te sg przechowywane. Ze wzgledu
na silnie toksyczny charakter BPA obecnie poszukuje sie jego mniej szkodliwych zamiennikéw jak
np. bisfenol S (BPS) czy bisfenol F (BSF). Jednak réwniez i te zwigzki sg szkodliwe i mogg prowadzic¢
do wystgpienia niepozgdanych zmian i mutacji [52]. Stad takze w przypadku tego typu zwigzkdéw
fenolowych konieczne jest opracowanie efektywnych i przyjaznych dla srodowiska metod ich usuwania.

Korzystajgc ze zdobytego wczesniej doswiadczenia, jak i w oparciu o zaprezentowane informacije
podjeto badania majgce na celu wykorzystanie immobilizowanej lakazy oraz tyrozynazy w procesach
usuwania wspomnianych bisfenoli, co zweryfikowano i zaprezentowano w pracach H12 oraz H13.
Bazujgc na satysfakcjonujgcych rezultatach usuwania farmaceutykéw z zastosowaniem
oksydoreduktaz unieruchomionych na materiatach elektroprzedzonych, w kolejnym etapie prac jako
nosnik wykorzystano hybrydowy ukiad elektroprzedzony powstalty w skutek potgczenia
poli(kaprolaktonu) oraz chitozanu. Materiat ten charakteryzuje sie nie tylko wysokg odpornoscig
i stabilnoscig, ale takze zawiera w swojej strukturze wiele reaktywnych grup funkcyjnych, przede
wszystkim grupy karbonylowe, karboksylowe oraz aminowe, co utatwia efektywne zwigzanie biatka.
Immobilizacji poddano tyrozynaze, a wiec enzym z grupy oksydoreduktaz rowniez wykorzystujgcy tlen
czgsteczkowy jako kosubstrat, a co wiecej, charakteryzujgcy sie specyficznoscig i selektywnoscig
wzgledem pochodnych fenolowych zawierajgcych wiecej niz jeden pierscien fenolowy w swojej
strukturze. Dowiedziono, ze materiat elektroprzedzony przed unieruchomieniem enzymu skfada sie

z rozgatezionych witdkien o jednorodnej powierzchni i Srednicach wiékien ok. 340 nm. Po immobilizacji
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tyrozynazy odnotowano znaczny wzrost Srednic witdkien, do wartosci ok. 690 nm, co potwierdza
unieruchomienie biokatalizatora, a analiza zdje¢ SEM wskazuje na powstanie agregatéw
enzymatycznych na powierzchni wtdkien. Niemniej, jednym z najistotniejszych etapow badan byt dobér
optymalnych warunkéw procesu immobilizacji pod katem uzyskania jak najwyzszej aktywnosci uktadow
po immobilizacji. Przeanalizowano wptyw pH, temperatury, poczatkowego stezenia roztworu tyrozynazy
oraz czasu procesu unieruchamiania na aktywnos$¢ uktadow biokatalitycznych, a do optymalizacji
procesu wykorzystano modelowanie zrealizowane w oparciu 0 response surface methodology.
Zastosowany model wykazuje tylko jedno globalne maksimum, a powierzchnia odpowiedzi jest
dopasowana statystycznie. Przeprowadzone obliczenia wskazaty pH 7, temperature 25 °C, roztwor
enzymu o stezeniu 3 mg/mL oraz 16 h prowadzenia procesu jako optymalne warunki immobilizaciji.
Dane te pozostajg w zgodzie z obserwacjami poczynionymi w oparciu o testy wstepne i pozwalajg na
wytworzenie systeméw biokatalitycznych zachowujgcych 95% aktywnosci wolnego enzymu.
Efektywnos¢ dziatania tych uktadéw zweryfikowano nastepnie w procesie konwersji bisfenolu A
Z roztworéw wodnych w zmiennych warunkach procesowych. Otrzymane dane wskazujg na wysokg
wydajnos¢ immobilizowanej tyrozynazy w usuwaniu BPA, bowiem odnotowano catkowite usuniecie tego
zwigzku z roztwordw o stezeniu do 3 mg/L w czasie 90 min. Co wiecej, mozliwe bylo ponad 80-proc.
usuniecie zanieczyszczenia z roztworéw o pH od 6 do 9 oraz w temperaturze od 15 °C do 25 °C.
W trakcie prac zweryfikowano takze stabilizujgcy wptyw zastosowanego nosnika oraz typu immobilizacji
na stabilnos¢ unieruchomionego enzymu. Zachowanie o okoto 40% wyzszej aktywnos$ci przez
immobilizowang tyrozynaze, w poroéwnaniu z wolnym odpowiednikiem, po 20 dniach przechowywania
oraz po 120 min inkubacji w warunkach reakcyjnych jednoznacznie dowodzi poprawy odpornosci
unieruchomionej tyrozynazy. Jest to zwigzane nie tylko z ochronnym wptywem zastosowanego nosnika
na czasteczki enzymu, lecz takze ze stabilizacjg tréjwymiarowej struktury biokatalizatora na skutek
wytworzenia wigzan enzym - nosnik. Ma to bezposrednie przetozenie na ograniczenie denaturacji
struktury biatkowej i zachowanie wyzszej aktywnos$ci przez immobilizowany enzym. Co wiecej, stabilne
oddziatywania enzym - no$nik zmniejszajg wymywanie biokatalizatora z powierzchni nosnika. Fakt ten
jest niezwykle istotny poniewaz umozliwia wielokrotne wykorzystanie systemu biokatalitycznego, co
zostato zweryfikowane w przeprowadzonych testach. Uzyskane dane dowiodty, ze nawet po 10 cyklach
reakcyjnych, tyrozynaza zwigzana z elektroprzedzonym nosnikiem umozliwia konwersje ponad 80%
bisfenolu A. Zebrane dane dowiodty, Ze kompozytowy materiat elektroprzedzony poli(kaprolakton) -
chitozan jest odpowiednig platformg do unieruchomienia enzymow, a okreslenie optymalnych warunkow
immobilizacji pozwala na wytworzenie uktadéw o wysokiej aktywnosci. Znalazto to bezposrednie
przetozenie na wysokie wydajnosci procesu usuwania bisfenolu A, a dodatkowo mozliwosc
wielokrotnego zastosowania wytworzonych systeméw biokatalitycznych pozwala wnioskowac
0 mozliwosci ich praktycznego wykorzystania.

W kolejnej pracy (H13) jako nosnik do adsorpcyjnego unieruchomienia enzymu uzyto
sponginowego szkieletu pozyskanego z gabek Hippospongia communis. Jest to odnawialny,
biopolimerowy materiat, ktérego zaletg, poza otwartg strukturg jest duza ilos¢ wolnych grup funkcyjnych
wchodzgcych w sktad aminokwaséw budujgcych spongine. Zapewnia to efektywne zwigzanie enzymu

bez koniecznosci modyfikacji powierzchni no$nika, czego potwierdzeniem jest analiza zdje¢ SEM, na

Strona 41/52



Dr inz. Jakub Zdarta,Autoreferat

ktérych agregaty enzymatyczne o nieregularnym ksztatcie sg widoczne na powierzchni sponginowego
nosnika, dos¢ jednolicie pokrywajgc powierzchnie materiatu. Co wiecej, na widmach FTIR uktadu po
immobilizacji widoczne sg pasma charakterystyczne zaréwno dla struktury enzymu, jak i dla nosnika,
co rowniez posrednio wskazuje na obecnos¢ biokatalizatora w analizowanym uktadzie. Skutecznosé
wytworzonych uktadéw poddano weryfikacji w procesach usuwania trzech bisfenoli stanowigcych
zagrozenia srodowiskowe, a wiec bisfenolu A, bisfenolu F oraz bisfenolu S. W pierwszym etapie prac
zdefiniowano najbardziej korzystne stezenie roztworu enzymu wykorzystanego do immobilizaciji.
Wykazano, ze stezeniem ktére pozwala na unieruchomienie znacznych ilosci enzymu, a jednoczesnie
umozliwia usuwanie bisfenoli z wysokimi wydajnosciami jest stezenie lakazy wynoszace 1 mg/mL,
wykorzystane w catym zakresie prac obrazujgcych usuwanie szkodliwych bisfenoli. Na proces
biodegradacji wptywa wiele zmiennych, a jedng z nich jest ilos¢ wykorzystanego biokatalizatora. Wyniki
przeprowadzonych analiz wskazujg, ze wytworzono wysoce aktywne systemy biokatalityczne, bowiem
dodatek 0,05 g uktadu po immobilizacji umozliwia catkowite usuniecie BPA z roztworu modelowego. Po
zdefiniowaniu wstepnych warunkéw procesu degradacji okreslono wptyw pH, temperatury oraz stezenia
zanieczyszczenia na efektowno$¢ jego usuwania. Analogicznie jak w poprzednich badaniach
zdefiniowano zdolnosci sorpcyjne sponginowego nosnika oraz efektywnos$¢ enzymatycznej konwers;ji
przez wolny enzym. Wykazano, ze zaledwie ok. 10% BPA zostato usuniete przez czysty materiat.
Wydajnosci usuwania bisfenoli przez wolng lakaze byly zdecydowanie wyzsze i przekraczaty 90% po
24 h prowadzenia procesu, jednak trudnosci w oddzieleniu enzymu od mieszaniny poreakcyjnej
powoduja, ze zastosowanie immobilizowanej formy enzymu wydaje sie bardziej optacalne. Po 24 h
procesu realizowanego z roztworu o stezeniu 2 mg/L, w optymalnych warunkach immobilizowana
lakaza pozwolita na catkowite usuniecie BPA (pH 5, temperatura 30 °C) oraz BPF (pH 5, temperatura
40 °C) oraz ok. 40% BPS (pH 5, temperatura 30 °C). Zdecydowanie nizsza wydajno$¢ usuwania
bisfenolu S jest spowodowana obecnoscig w jego strukturze grupy SOz, co powoduje, ze w roztworze
wodnym czgsteczka tego zwigzku jest dodatkowo stabilizowana dzieki transferowi elektronéw pomiedzy
wspomniang grupg chemiczng, a pierscieniem fenolowym. Niemniej jednak, w temperaturach od
20 do 40 °C oraz w pH w zakresie od 4 do 7 ponad 90% BPA zostato usuniete z analizowanych
roztworow przez unieruchomiong lakaze. Z kolei w przypadku BPF ponad 80-proc efektywnosé
remediacji odnotowano w wezszym zakresie pH (4, 5) i temperatury (20 i 40 °C). Byty to wartosci
zdecydowanie wyzsze niz uzyskane dla wolnego enzymu, co wskazuje na wzrost stabilnoSci
i odpornosci immobilizowanej lakazy na dziatanie czynnikéw zewnetrznych, w poréwnaniu do jej
wolnego odpowiednika. Najmniejszy wptyw zmiennych warunkéw procesowych na efektywnosé
usuwania zanieczyszczenia odnotowano dla BPS. Warto rowniez dodac, ze wraz ze wzrostem stezenia
roztworu badanego bisfenolu maleje wydajnos¢ jego usuwania, jednak stezenia 20 mg/L oraz 50 mg/L
daleko wykraczajg poza przyjete normy srodowiskowe, stgd osiggniety stopien biodegradac;ji bisfenoli
z tych roztworéw nalezy uzna¢ za satysfakcjonujgcy. Dowodem potwierdzajgcym wzrost stabilnosci
enzyméw sg takze rezultaty obrazujgce zmiany aktywnosci enzymu w trakcie przechowywania. Nawet
po 50 dniach magazynowania lakaza immobilizowana na sponginowym nos$niku zachowuje ok. 85%
poczatkowych wifasdciwosci, co wskazuje na stabilizujgcy efekt nosnika oraz wytworzenie

wielopunktowych oddziatywah enzym - noénik. Finalny etap badan stanowito zdefiniowanie produktéow
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enzymatycznej konwersji lakazy i wskazanie do jakich zwigzkéw konwertowany jest wyjsciowy substrat.
Niezaleznie od transformowanego zwigzku, gtéwnymi produktami rozktadu BPA oraz BPF, poza
pozostatosciami nieusunietego poczatkowego bisfenolu, sg ich dimery oraz trimery (Rys. 14). Jest to
zgodne z utleniajacym mechanizmem dziatania lakazy, ktére w pierwszym etapie reakcji generuje
powstanie wolnego rodnika w pierécieniu fenolowym, ktéry nastepnie moze tgczyc¢ sie z innymi wolnymi
rodnikami prowadzgc do powstania dimeréw, trimeréw, a nawet oligomeréw wyjsciowych zwigzkow.
Warto zatem odnotowaé, ze biopolimerowy nosnik o duzej ilosci grup funkcyjnych w strukturze po raz
kolejny okazat sie wtasciwym materiatem do osadzenia enzymu, a wytworzone systemy biokatalityczne
nie tylko odznaczaty sie wysokg aktywnoscig i stabilnoscia, ale umozliwity réwniez wydajne usuwanie
bisfenoli, czynigc je predysponowanymi do wykorzystania m.in. w szeroko rozumianej ochronie

Srodowiska.

Rys. 14. Przyktadowe struktury trimeréw bisfenolu A (BPA) powstajgce jako gtéwne produkty
enzymatycznej konwersji tego zwigzku

5.5. Podsumowanie

Zaprezentowany monotematyczny cykl artykutéw naukowych traktuje o réznorodnosci metod
oraz mnogosci materiatdbw nosnych, stuzacych do wytwarzania nowych ukfadéw immobilizowanych
enzyméw o potencjalnym praktycznym zastosowaniu w procesach obrdbki wstepnej i konwersiji
skfadnikéw biomasy oraz w procesach usuwania wybranych zanieczyszczen $rodowiskowych
z roztworow wodnych. Wnikliwa analiza przedstawionego tematu pozwolita na stwierdzenie, ze zaréwno
technika immobilizaciji, jak i dobdr odpowiedniego nosnika ksztattujg stabilnos¢ i aktywnosc¢ katalityczng
unieruchomionych enzymoéw, jak i determinujg ich mozliwe praktyczne wykorzystanie. Dowiedziono, ze
w roli nosnikow dla enzymow wykorzystanych moze zosta¢ bardzo szeroki wachlarz materiatow, jednak
kwestig zasadniczg jest obecnos$¢ reaktywnych grup na ich powierzchni oraz duza stabilnosc
mechaniczna. Niemniej, wykorzystanie nowych materiatdbw hybrydowych o zdefiniowanych
wiasciwosciach, jak i nosnikow wytworzonych specjalnie pod katem danego enzymu daje dodatkowe

mozliwosci i w zdecydowany sposob zwieksza zakres stosowalnosci unieruchomionych enzymow.
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Wytworzone uktady biokatalityczne okazaty sie by¢ wydajnymi katalizatorami proceséw
zwigzanych z konwersjg skfadnikbw biomasy oraz usuwania wybranych zanieczyszczen,
w tym zwigzkéw fenolowych. Dowiedziono jednak, ze wydajnos$é realizowanych przemian zalezy nie
tylko do aktywnos$ci unieruchomionego enzymu, ale takze od warunkéw prowadzenia procesu, stad
konieczny jest ich wtasciwy dobor. Odpowiednie zaprojektowanie procesu technologicznego pozwala
na uzyskanie wysokich wydajnosci prowadzonych przemian, co skutkuje mozliwoscig przeniesienia
opracowanych rozwigzan na roztwory rzeczywiste oraz stwarza mozliwos¢ realizacji wspomnianych
proceséw w skali przemystowej. Ten utylitarny aspekt prowadzonych prac odznacza sie nie tylko
wysokim poziomem nowos$ci naukowej, ale moze mieC takze bezposrednie przetozenie na wzrost
wykorzystania uktadéw immobilizowanych enzymdéw w procesach technologicznych.

Do najwazniejszych osiggnie¢ badawczych prezentowanego monotematycznego cyklu artykutéw
naukowych zaliczy¢ nalezy przede wszystkim:

e Zdefiniowanie zatozen  wytwarzania nowych uktadéw immobilizowanych  enzymow
z wykorzystaniem materiatdw pochodzenia organicznego, nieorganicznego oraz hybrydowych;

o Wykorzystanie roznych technik immobilizacji do wytworzenia multifunkcjonalnych ukfadéw
biokatalitycznych o wysokiej aktywnosci i stabilnosci;

e Opracowanie metody wytwarzania nowej gamy materiatdw elektroprzedzonych oraz metodyki
immobilizacji enzyméw na ich powierzchni oraz w ich wnetrzu;

e Zdefiniowanie rodzaju i charakteru oddziatywan enzym - nosnik, jak i ocena wptywu tych oddziatywan
na wiasciwosci unieruchomionego enzymu;

¢ Ocene mozliwosci zastosowania unieruchomionej celulazy w procesie obrébki wstepnej biomasy;

o Efektywng konwersje monosacharydéw zawartych w rzeczywistym roztworze biomasy do
wartosciowych zwigzkéw katalizowang przez wytworzone uktady enzymatyczne;

o Zwiekszenie efektywnosci i przyspieszenie proceséw katalitycznych dzieki wykorzystaniu procesu
koimmobilizacji enzymow;

e Ocene mozliwosci wykorzystania uktadéw immobilizowanych enzyméw w procesach usuwania
wybranych zanieczyszczen srodowiskowych z modelowych roztworéw wodnych, poprzedzong
zaawansowang charakterystykg wytworzonych uktaddw;

e Okreslenie wptywu wybranych parametrow procesowych, w tym przede wszystkim pH, temperatury
i stezenia farmaceutykow na efektywnos¢ ich biodegradacii;

o Woykorzystanie bioreaktora enzymatycznego zawierajgcego wytworzone systemy unieruchomionych
enzyméw jako ztoze katalityczne do prowadzenia procesow konwers;ji tetracykliny w sposab ciggty;

e Realizacje procesu usuwania wybranych zanieczyszczen z wykorzystaniem jednoczesnych
procesow adsorpcji i enzymatycznej konwersji;

e Zdefiniowanie produktéw enzymatycznej transformacji tetracykliny, naproksenu i diklofenaku,
jak i podjecie préby scharakteryzowania sciezek konwersji wspomnianych zwigzkow;

e Ocene i porownanie toksycznosci mieszanin farmaceutykéw przed i po procesie biodegradacji;

e Skuteczng konwersje bisfenoli przez uktady immobilizowanych oksydoreduktaz, ze szczegdlnym
uwzglednieniem weryfikacji i optymalizacji procesu immobilizacji wspomnianych enzyméw pod
katem osiggniecia wysokich wydajno$ci realizowanych przemian.
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Reasumujgc, mozna stwierdzi¢, ze wiasciwa selekcja nosnika, pod katem unieruchamianego
enzymu oraz procesu technologicznego, w ktérym uktad ten ma znalez¢ swoje zastosowanie jest
kluczowa i w duzym stopniu determinuje wiadciwosdci wytworzonego uktadu biokatalitycznego.
Dodatkowo zaproponowane metody immobilizacji pozwolity na wytworzenie wysoce stabilnych
i aktywnych ukfadéw immobilizowanych enzymoéw, ktére moga znalezé praktyczne zastosowanie
w procesach przemystowych. Stad tez niezwykle wazne wydaje sie dalsze prowadzenie badan
zwigzanych z immobilizacjg enzymdw, z wykorzystaniem nowej generacji materiatdw nosnych celem
wytworzenia innowacyjnych uktadéw immobilizowanych enzymow.

Uzyskane, scharakteryzowane i opisane dane eksperymentalne majg duze znaczenie dla
dynamicznego rozwoju nowo opracowanych systemoéw immobilizowanych biokatalizatorow
o specyficznych wtasciwosciach uzytkowych. Uzyskane zaleznosci w istotny sposéb uzupetniajg
istniejgcy stan wiedzy takich dziedzin nauki jak chemia, technologia chemiczna, inzynieria materiatowa,
czy biotechnologia, a takze majg znaczny wpltyw na rozwdj dyscypliny nauki chemiczne.
W oparciu o uzyskane informacje mozliwe bedzie opracowanie zatozen technologicznych wytwarzania
nowej generacji uktadéw biokatalitycznych przeznaczonych do wykorzystania w réznych dziedzinach
technologii, wigczajgc procesy konwersji biomasy, jak i usuwania zanieczyszczen srodowiskowych.
Podjecie wspomnianej tematyki badawczej jest niezwykle istotne i moze przyczyni¢ sie do bardziej
ekonomicznego prowadzenia procesow przerébki sktadnikéw biomasy, jak réwniez ograniczenia
rozprzestrzeniania sie szkodliwych substancji w srodowisku naturalnym, w sposéb zréwnowazony
i przyjazny dla $rodowiska. Nalezy réwniez dodaé, ze artykuty opublikowane w ramach
monotematycznego cyklu prac, a zwigzane z tematykg ochrony srodowiska, zostang uzupetnione
o dane eksperymentalne i zatozenia technologiczne prowadzenia tych proceséw w wiekszej skali oraz

z wykorzystaniem roztworow rzeczywistych.
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6. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnosci zagranicznej.

1. W latach 2017-2018 uczestniczytem, jako gtdéwny wykonawca po stronie jednostki naukowej,
w projekcie PTL clean up — Enhanced value and expanded applications from 2G/hemicellulosic
sugars from PTL (Pretreated Liquids) realizowanym w ramach konsorcjum badawczo-rozwojowego
utworzonego przez Technical University of Denmark (DTU) oraz Nova Pangea Company, ktérego
organem wspoffinansujgcym byt The Research Council of Denmark.

2. Podczas stazu naukowego PostDoc na DTU Chemical Engineering, Technical University of Denmark
bytem promotorem pomocniczym dwoéch prac magisterskich realizowanych pod promotorstwem
Prof. Manuela Pinelo.

3. 23.05.2019 r. jako External Reviever bratem udziat w obronie rozprawy doktorskiej PhD Student
Zhibo Zhang, pod tytutem Use of lonic Liquids and Support Materials for High Performance
Enzymatic Conversion of CO; into Formic Acid and Formaldehyde. Obrona odbyta sie w Department
of Chemical and Biochemical Engineering, DTU Chemical Engineering, Technical University of
Denmark, Kgs. Lyngby, Dania.

Wspétpraca z innymi osrodkami akademickimi

1. W latach 2015-obecnie prowadze aktywng wspotprace z zespotem kierowanym przez
Profesor Anne S. Meyer, DTU Bioengineering, Technical University of Denmark. Wspotpraca zostata
zainicjowana moim stazem naukowo-badawczym realizowanym w DTU Chemical Engineering,
Technical University of Denmark, a dotyczy ona poprawy wtasciwosci biatek katalitycznych poprzez
immobilizacje oraz mozliwosci praktycznego wykorzystania wytworzonych uktadéw. Owocem
wspotpracy sg liczne artykuty naukowe opublikowane w renomowanych czasopismach
indeksowanych przez JCR Thomson Reuters.

2. W latach 2017-obecnie prowadze aktywng wspodtprace z Profesorem Manuelem Pinelo
z DTU Chemical Engineering, Department of Chemical and Biochemical Engineering, Technical
University of Denmark. Wspotpraca dotyczy gtéwnie projektowania i wykorzystania membranowych
reaktoréw enzymatycznych z immobilizowanymi biokatalizatorami w procesach enzymatycznej
konwersji biomasy i/lub usuwania wybranych zanieczyszczen fenolowych w sposéb ciggly, a jej
owocem sg liczne artykuty naukowe opublikowane w renomowanych czasopismach indeksowanych
przez JCR Thomson Reuters.

3. W latach 2017—obecnie prowadze aktywng wspétprace naukowg z dr inz. Ewg Kijehskg-Gawronskag
z Wydziatu Inzynierii Materiatowej Politechniki Warszawskiej. Wspétpraca ta dotyczy otrzymywania
nowej grupy hybrydowych materiatéw elektroprzedzonych pod katem ich zastosowania jako
nosnikbw w immobilizacji enzyméw. Owocem tej wspotpracy sg liczne artykuty naukowe
opublikowane w czasopismach indeksowanych przez JCR Thomson Reuters.

4. W latach 2018-obecnie prowadze aktywng wspotprace z zespotem naukowym Profesor Izabeli
Nowak z Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Wspétpraca dotyczy
wykorzystania syntezowanych w zespole Profesor Nowak materiatdbw nieorganicznych
o zdefiniowanych parametrach i wiasciwosciach jako nosnikow w procesie immobilizacii
biokatalizatorow.
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5. W latach 2019-obecnie powadze aktywng wspotprace z Profesorem Long N. Nghiem i Profesorem
Luong N. Nguyen, ktéra zostata nawigzana w trakcie stazu naukowo-badawczego w Environmental
& Water Engineering, School of Civil and Environmental Engineering, University of Technology
Sydney. Wspoétpraca dotyczy produkcji i otrzymywania nowej gamy enzymow z grupy
oksydoreduktaz, ktére po pozyskaniu przez australijskiego partnera sg poddawane immobilizacji
w badaniach realizowanych na Politechnice Poznanskie;.

6. W latach 2020-obecnie prowadze intensywng wspotprace z Profesorem Muhammadem Bilalem
oraz Profesorem Hafizem M.N. Igbalem, ktorzy reprezentujg School of Life Sciences and Food
Engineering, Huaiyin Institute of Technology (Chiny) oraz Tecnologico de Monterrey, School of
Engineering and Sciences (Meksyk). Wspétpraca ta dotyczy opracowania nowatorskich systemoéw
biokatalitycznych do usuwania zanieczyszczen srodowiskowych.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke.

Dziatlalnos¢ dydaktyczna — prowadzone zajecia od 2019 r.

Rodzaj zaje¢

Przedmiot Kierunek studiow Studia
dydaktycznych
e Technologia Chemiczna, .
Wybrane zagadnienia . g s . Stacjonarne
. . . . specjalnosé: Chemia .
wspotczesnej wiedzy chemiczne;j . Il stopnia
Organiczna
Wyktad Inzynieria Chemiczna
. i Procesowa, specjalnosc¢: Stacjonarne
Materiaty kompozytowe e o . .
Inzynieria Bioproceséw Il stopnia
i Biomateriatéw
AL . - . Inzynieria Chemiczna Stacjonarne
Cwiczenia Technologia nieorganiczna . .
i Procesowa | stopnia
Technologia chemi ) . Stacj
ec n.o oglag emiczna Technologia Chemiczna aqonarne
nieorganiczna | stopnia
Technologia Chemiczna, Stacionarne
Hybrid Materials and Fillers specjalnosé: Composites and J .
. . Il stopnia
Laboratorium Nanomaterials
. . . . Ni jonarn
Technologia chemiczna Technologia Chemiczna estacjo .a €
| stopnia
. .. Technologia Chemiczn Ni jonarn
Wybrane dziaty technologii ec ooga'C emiczna estaCJo'a €
Ogodlna Il stopnia

Dziatlalnos¢ dydaktyczna — promotorstwo prac dyplomowych od 2019 r.

Prace dyplomowe magisterskie
studia stacjonarne Il stopnia, kierunek studiow: Technologia
Chemiczna, specjalnosé: Technologia Chemiczna Organiczna,
Composites and Nanomaterials, Elektochemia Techniczna
6 3

Prace dyplomowe inzynierskie
studia stacjonarne | stopnia, kierunek
studiéw: Technologia Chemiczna

W ramach dziatalnosci dydaktycznej realizowanej w Zaktadzie Technologii Chemicznej,
w Instytucie Technologii i Inzynierii Chemicznej Wydzialu Technologii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej od 2019 roku prowadzitem zajecia ze studentami, na réznych kierunkach studiow,
w ramach | i Il stopnia ksztatcenia na studiach stacjonarnych i niestacjonarnych, co szczegétowo
zaprezentowano w powyzszej tabeli. Od 2019 r. bytem/jestem promotorem 6 prac dyplomowych
inzynierskich oraz 3 prac dyplomowych magisterskich. Dodatkowo od 2020 r. jestem odpowiedzialny za
przedmiot Technologia chemiczna nieorganiczna (wykfady oraz laboratoria), z czym zwigzane byto
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opracowanie zagadnien teoretycznych oraz ¢wiczen laboratoryjnych dla nowo powstatego kierunku
studiéw Inzynieria farmaceutyczna. Warto doda¢, ze w ramach dziatalnosci dydaktycznej w 2020 r.
bratem tez udziat w przygotowaniu zaje¢ dydaktycznych dla anglojezycznego kierunku studiéw
Chemical Technology realizowanego na Wydziale Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej,
w ramach programu POWER.

Dzialalnos¢ dydaktyczna - opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna
naukowego lub promotora pomocniczego

Imie i nazwisko doktoranta mgr inz. Katarzyna Jankowska

2017—obecnie

Okres sprawowania opieki

The removal of selected environmental pollutants from aqueous solutions

using immobilized laccase (Usuwanie wybranych zanieczyszczeh

Tytut rozprawy doktorskiej
$rodowiskowych z roztworéw wodnych z wykorzystaniem immobilizowanej
lakazy)

Przyjecie uchwaty: 04.12.2018 r., Nr uchwaty: RW-13/4/2018

Wydziat

Technologii i Inzynierii Chemicznej

Dane przewodu doktorskiego

Politechnika Poznanska, Technologii Chemicznej, Instytut

Jednostka organizacyjna

Charakter opieki

Promotor pomocniczy

Imig i nazwisko doktoranta

mgr inz. Karolina Bachosz

Okres sprawowania opieki

2018—obecnie

. Reaktywna konwersja skfadnikdw biomasy z réwnoczesng regeneracjg
Tytut rozprawy doktorskiej
kofaktora enzymatycznego

Przyjecie uchwaty: 06.10.2020 r., Nr uchwaty RD-10/6/2020

Dane przewodu doktorskiego

) ) Politechnika Poznanska, Wydziat Technologii Chemicznej, Instytut
Jednostka organizacyjna
Technologii i Inzynierii Chemicznej
Charakter opieki Promotor pomocniczy
Dziatalnos¢ organizacyjna i promocyjna
Lata Rodzaj aktywnosci
Organizacja warsztatéw ,,Poznaj chemiczne technologie przysztosci”
2014-2016, . . .
2018, 2019 podczas Nocy Naukowcow organizowanej
' na Wydziale Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej
Czlonkostwo w Komitecie Organizacyjnym konferencji BioOrg 2015 —
2015 | Wielkopolskie Sympozjum Chemii Bioorganicznej, Organicznej i Biomateriatow,
Poznan 2015 r.
2015, 2016 Udziat i promocja Politechniki Poznanskiej na Targach Edukacyjnych
Organizacja warsztatéw podczas dni otwartych organizowanych
2015, 2016, . o . R S L
2019 na Wydziale Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej w ramach

ogolnouczelnianych akcji ,Drzwi otwarte” oraz ,Dziewczyny na Politechnike”
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7. Pozostate informacje dotyczgce kariery zawodowej

W czerwcu 2010 r. ukonhczytem studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu uzyskujgc tytut magistra chemii bronigc prace magisterskg pt. ,Studia nad syntezg
oligonukleotydu zawierajgcego addukt 2’-deoksyguanozyny z aldehydem malonowym i octowym”, ktorej
promotorem byt prof. dr hab. Henryk Koroniak. Realizujgc studia magisterskie rozpoczatem
jednoczesnie studia na Wydziale Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej, ktére ukonczytem
w 2013 r. bronigc prace inzynierskg pt. ,Immobilizacja Amano Lipase A na powierzchni krzemionki”,
ktérej promotorem byta dr inz. Agnieszka Kotodziejczak-Radzimska. Kontynuacje zainicjowanych badan
stanowity rozpoczete w 2012 r. studia doktoranckie na Wydziale Technologii Chemicznej pod opieka
prof. dr. hab. inz. Teofila Jesionowskiego, ktdrych tematyka byta immobilizacja enzymdw na wybranych
nosnikach organicznych i nieorganicznych. Studia te zakohczyly sie uzyskaniem, stopnia naukowego
doktora nauk chemicznych w zakresie technologii chemicznej w kwietniu 2017 r. Decyzjg Rady Wydziatu
Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej rozprawa doktorska zostata wyrézniona.

Po ukonczeniu studiow doktoranckich wyjechatem na staz naukowy typu postdoc, ktéry miat miejsce
w latach 2017-2018 w Center for Bioprocess Engineering, DTU Chemical Engineering, Technical
University of Denmark, Dania, pod nadzorem profesor Anne S. Meyer oraz profesora Manuela Pinelo.
Poza zdobytym bezcennym doswiadczeniem, efektem stazu bylo nawigzanie trwatej i efektywnej
wspotpracy naukowej, ktéra trwa do dzis, a ktorej efektem sg liczne artykuty naukowe opublikowane
w renomowanych czasopismach naukowych. Od wrzes$nia 2018 roku jestem zatrudniony na Wydziale
Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej, a moje prace skoncentrowane sg na wytwarzeniu
stabilnych i aktywnych systeméw biokatalitycznych do réznorodnych zastosowan praktycznych. Wartym
odnotowania jest takze fakt, Zze poza bliskg wspdtpracg z Dunskim Uniwersytetem Technicznym
prowadze aktywng wspotprace z uznanymi naukowcami z renomowanych jednostek naukowych, wsrod
ktorych wymienic nalezy przede wszystkim profesora Muhammada Bilala (School of Life Sciences and
Food Engineering, Huaiyin Institute of Technology, Chiny), profesora Hafiza M.N. Igbala (Tecnologico
de Monterrey, School of Engineering and Sciences, Meksyk), profesora Long N. Nghiema i profesora
Luong N. Nguyena (Environmental & Water Engineering, School of Civil and Environmental
Engineering, University of Technology Sydney, Asutralia). Realizuje takze aktywne prace badawcze we
wspoétpracy z  krajowymi  jednostkami, takimi jak = Wydziat Chemii  Uniwersytetu
im. A. Mickiewicza (grupa naukowa profesor Izabeli Nowak) czy Wydziat Inzynierii Materiatowej
Politechniki Warszawskiej (grupa naukowa profesora Wojciecha Swieszkowskiego).

Obecnie realizuje badania zwigzanie z opracowaniem efektywnych metod usuwania substancji
farmaceutycznie aktywnych z grupy zwigzkéw psychotropowych oraz estrogendw z roztwordow
wodnych, z wykorzystaniem funkcjonalnych systeméw biokatalitycznych opartych o immobilizowane
oksydoreduktazy. Za swojg prace naukowg zostatem dwukrotnie uhonorowany nagrodami zespotowymi
JM Rektora Politechniki Poznanskiej w latach 2018 oraz 2019. Natomiast w 2019 r. przyznano mi
Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla Wybitnych Mtodych Naukowcéw na okres 3 Iat.
W 2015 roku przyznano mi Stypendium celowe dla Doktorantow i mtodych Doktoréw w ramach Projektu
.Inzynier Przysziosci. Wzmocnienie potencjatu dydaktycznego Politechniki Poznanskiej”’. Takze
w 2015 r. prezentowane przeze mnie wyniki zostaty wyréznione nagrodg za najlepszy poster na
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konferencji VIII Ogdlnopolskie Sympozjum Nauka i Przemyst - Metody Spektroskopowe
w Praktyce, Nowe Wyzwania i Mozliwosci.

Poza pracami nad nowatorskimi systemami biokatalitycznymi do réznorodnych zastosowan, jednym
z moich zainteresowan naukowych jest wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni do identyfikacji
zwigzkdéw organicznych i nieorganicznych, jak i zastosowanie tej techniki do weryfikacji efektywno$ci
realizowanych proceséw adsorpcji, fotokatalizy, czy syntezy hybrydowych i kompozytowych materiatéw
pochodzenia nieorganicznego oraz organicznego. Efektem tych prac jest szereg artykutéw naukowych
nie wchodzgcych bezposrednio w sktad monotematycznego cyklu prac, jednak stanowigcy niezwykle
istotne uzupetnienie mojej dotychczasowej dziatalnosci naukowej.

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 34 publikacji, w czasopismach
znajdujgcych sie aktualnie na liscie filadelfijskiej, ktdrych tgczny IF z roku publikacji wynosi 130,925,
a suma punktow MNiSW dla tych publikacji wynosi 3620. Ponadto jestem wspéttworcg jednego
zgtoszenia patentowego zgtoszonego do Urzedu Patentowego Rzeczypospolitej Polskiej. Wedtug bazy
Web of Science liczba cytowan wszystkich artykutéw z moim udziatem to 1341 (bez autocytowan 1183)
(dane z dnia 23.11.2020 r.), a indeks Hirscha wynosi 18. Wyniki prac zrealizowanych po uzyskaniu
stopniu doktora prezentowatem na licznych konferencjach krajowych i miedzynarodowych, czego
efektem sg liczne publikacie w materiatach konferencyjnych oraz wystgpienia ustne,

jak i prezentacje posterow.
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