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4 Omodwienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 (ustawy z dn. 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzyszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz. 478 z p6zn. zm.)

4.1 Monotematyczny cykl publikacji

Osiggniecia naukowe w zakresie wytwarzania, charakterystyki oraz zastosowania
nowych uktadéw biokatalitycnych zaprezentowano w monotematycznym cyklu 12 publikacji
nt. ,Nieorganiczne matryce i ich modyfikowane formy jako komponenty biokatalizatoréw
zawierajgcych enzymy do zastosowan katalitycznych”. Sumaryczny wspotczynnik
oddziatywania (IF) prac bedacych podstawg wniosku o nadanie stopnia doktora
habilitowanego wynosi 47,883 (z roku opublikowania pracy) oraz 52,046 (IF 5-letni), a tgczna
wartos$¢ punktéw MEIN to 1050. Prace opublikowano w latach 2017-2023, a ich zestawienie
przedstawiono w tabeli ponizej. Oswiadczenia wspdétautorow, opisujace indywidualny wktad
kazdego z nich w powstanie wymienionych prac stanowig zatgcznik nr 5 (zat. 5), natomiast

kopie prac H1-H12 stanowig zatacznik nr 6 (zat. 6).

Monotematyczny cykl publikacji

Dane bibliograficzne Punkty

a) b)
IF IF MEIN®

Nr

Kotodziejczak-Radzimska A.*, Zdarta J., Jesionowski T.,

Physicochemical and catalytic properties of Acylase | from
H1  Aspergillus melleus immobilized on amino- and carbonyl- 2,406 3,000 70
grafted Stober silica. Biotechnology Progress 34 (2018)
767-777
Kotodziejczak-Radzimska A.*, Ciesielczyk F., Jesionowski
T., A novel biocatalytic system obtained via
immobilization of aminoacylase onto sol-gel derived
Zr0,:Si0, binary oxide material: physicochemical
characteristic and catalytic activity study. Adsorption 25
(2019) 855-864
Kotodziejczak-Radzimska A%, Jesionowski T.,
Characterization of amino-, epoxy- and carbonyl-
functionalized halloysite and its application in the
immobilization of aminoacylase from Aspergillus melleus.
Physicochemical Problems of Mineral Processing 55
(2019) 128-139
Kotodziejczak-Radzimska A.*, Functionalized Stober
silica as a support inimmobilization process of lipase from
Candida rugosa. Physicochemical Problems of Mineral
Processing 53 (2017) 878-892
Kotodziejczak-Radzimska A., Zdarta J., Ciesielczyk F.,
H5  Jesionowski T., An organofunctionalized MgO-SiO; hybrid 2,476 2,558 70

support and its performance in the immobilization of

H2 1,949 2,836 70

H3 1,256 1,363 70

H4 1,200 1,363 70
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lipase from Candida rugosa. Korean Journal of Chemical

Engineering 35 (2018) 2220-2231

Dopierata K.*, Kotodziejczak-Radzimska A.*, Prochaska

K., Jesionowski T., Immobilization of lipase in Langmuir-
H6  Blogett film od cubic silsequioxane on the surface of 7,392 6,569 140
zirconium dioxide. Applied Surface Science 573 (2022)
151184-151197
Kotodziejczak-Radzimska A.*, Bielejewski M., Biadasz A.,
Jesionowski T., Evaluation of M0,/fucoidan hybrid
system and their application in lipase immobilization
process, Scientific Reports 12 (2022) 7218-7231
Kotodziejczak-Radzimska A.*, Budna A., Ciesielczyk F.,
Moszynski D., Jesionowski T., Laccase from Trametes
H8  versicolor supported onto mesoporous Al,0s: stability 3,757 4,430 70
tests and evaluations of catalytic activity. Process
Biochemistry 95 (2020) 71-80
Kotodziejczak-Radzimska A., Nghiem L.D., Jesionowski T.,
Functionalized materials as a versatile platform for
enzyme immobilization in wastewater treatment. Current
Pollution Reports 7 (2021) 263-276
Kotodziejczak-Radzimska A.*, Jesionowski T., A novel
cysteine-functionalized MO, material as support for
H10 laccase immobilization and a potential application in 2,847 3,338 70

decolorization of Alizarin Red S. Processes 8 (2020) 885—

902

Kotodziejczak-Radzimska A.*, Zembrzuska J., Siwinska-

Ciesielczyk K., Jesionowski T., Catalytic and
H11 physicochemical evaluation of a TiO,/ZnO/laccase 3,748 4,042 140
biocatalytic system: application in decolorization of azo
and anthraquinone dyes. Materials 14 (2021) 6030-6047
Kotodziejczak-Radzimska A%, Bielejewski M.,
Zembrzuska J., Ciesielczyk F., Jesionowski T., Nghiem L.D.,
Exploring the functionality of an active ZrF-laccase
biocatalyst towards tartrazine decolorization,
Environmental Technology & Innovation 31 (2023)
103201-103213
Sumarycznie 47,883 52,046 1050

3 Impact Factor z roku opublikowania pracy ® 5-letni Impact Factor (2021) © Punkty MEiN (2020/2021) *autor
korespondencyjny

H7 4,997 5,516 140

H9 8,097 9,656 70

H12 7,758 7,375 70

4.2 Wprowadzenie do tematyki immobilizacji enzymoéw i stosowanych w niej nosnikéw
Publikacje stanowigce podstawe wniosku o przeprowadzenie postepowania
habilitacyjnego to unikalne rozwigzanie problemu naukowego o multidyscyplinarnym
charakterze poznawczym. Prace te wpisujg sie w zakres nauk chemicznych i dotyczg szeroko
rozumianego procesu immobilizacji enzymdéw na materiatach  nieorganicznych.
W prezentowanych pracach wykorzystano réznorodne matryce nieorganiczne (zaréwno
modyfikowane jak i niemodyfikowane), charakteryzujace sie zdefiniowanymi wtasciwosciami,

5



dr inz. Agnieszka Kotodziejczak-Radzimska, Autoreferat

jako nosniki takich enzymdw jak: lipazy i acylazy z grupy hydrolaz oraz lakazy z grupy
oksydoreduktaz. Wartym podkreslenia jest fakt, ze matryce stosowane w badaniach byty
projektowane, syntezowane i szczegdétowo charakteryzowane w celu okreslenia ich
wtasciwosci. Formowanie materiatdw prowadzono metodg zol-zel, a w jednym przypadku
metoda miekkiego odwzorowania, natomiast ich modyfikacje realizowano metodami ex situ
oraz in situ. Kluczowym element tych prac byto okreslenie aktywnosci oraz stabilnosci
uzyskanych uktadéw biokatalitycznych, ktdére determinujg ich praktyczne zastosowanie.
W celu okredlenia tych parametréw, oprdcz standardowych metod okreslajgcych aktywnosé
biatek, zaproponowano réwniez wykorzystanie réznorodnych analiz fizykochemicznych w celu
potwierdzenia skutecznosci procesu immobilizacji. Istotne byto réwniez zaproponowanie
mechanizmdw unieruchomienia enzymdw na proponowanych materiatach. W toku realizacji
badan podjeto takze zagadnienia zwigzane z zastosowaniem immobilizowanej lakazy
W procesie usuwania zanieczyszczen organicznych z uktadéw wodnych. Na tym etapie
przedstawiono réwniez potencjalne sciezki rozktadu usuwanych zanieczyszczen oraz charakter
powstatych produktéw degradacji. Prezentowane kwestie sg istotne oraz stanowig
podstawowy problem badawczy artykutdw naukowych prezentowanych w monotematycznym
cyklu prac. Nalezy podkresli¢, ze podjete i opisane zagadnienia wpisujg sie w aktualne trendy
badawcze, wskazujgce na koniecznosé poszukiwania wydajnych uktaddw biokatalitycznych do
szerokiej gamy proceséw katalitycznych (technologie przyjazne $rodowisku) [1,Btad! Nie
mozna odnalez¢ zrédta odwotania.2].

Enzymy s3g to czgsteczki, ktdre najczesciej wystepujg jako katalizatory réznych reakcji
zachodzgcych w organizmach zywych. Te biokatalizatory sg wykorzystywane do syntezy wielu
zwigzkdéw organicznych. Poniewaz enzymy najlepiej dziatajg w swoim naturalnym srodowisku
(np. w organizmach zywych, czyli w waskim zakresie pH oraz temperatury), ich zastosowanie
w katalizie przemystowej jest ograniczone. Dodatkowo naturalne enzymy wystepujg w postaci
jednorodnej i rozpuszczajg sie w srodowisku reakcji, co rodzi problem z oddzieleniem ich od
innych substratéw [3]. Celem przezwyciezenia wad natywnych enzymoéw stosuje sie ich
immobilizacje, ktéra polega na zwigzaniu enzymu z odpowiednig matrycg. Immobilizacja
enzymu na nosniku nie wptywa na jego aktywnosc¢ katalityczng, ale poprawia stabilno$é biatka,
pomaga w jego oddzieleniu od Srodowiska reakcji i umozliwia ponowne uzycie. Zastosowanie
immobilizowanych enzyméw w przemysle znacznie obniza koszty i zwieksza wydajnos¢

procesu katalitycznego [4].
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Immobilizacje enzymdw na réznego rodzaju nosnikach mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu
szerokiej gamy metod chemicznych i fizycznych (Rys. 1). Najpopularniejszg metodg
immobilizacji biokatalizatoréw jest adsorpcja, ktéra wykorzystuje fizyczne oddziatywania
miedzy enzymem a nos$nikiem [5,6]. Metoda adsorpcyjna jest prostsza niz inne techniki
immobilizacji i umozliwia wiekszg ruchliwos¢ enzymu, co w wielu przypadkach skutkuje
znaczng jego aktywnoscia. Jednak zaadsorbowany enzym moze ulec desorpcji, w wyniku ktorej
zostaje ,,oderwany” od powierzchni nosnika — szczegdlnie w warunkach przemystowych, gdzie
wystepujg wysokie stezenia reagentéw i produktéw. Wynika to ze stabych oddziatywan
fizycznych miedzy enzymem a nosnikiem, takich jak: sity van der Waalsa, oddziatywanie
elektrostatyczne. Bardziej trwatg metodg przytgczenia jest unieruchomienie kowalencyjne.
Wazne jest tutaj, aby rodniki aminokwasowe nie tworzyty wigzan kowalencyjnych z nosnikiem,
gdyz moze to obnizy¢ wysokg aktywnosé katalityczng enzymu. Ten warunek jest do$é trudny
do osiaggniecia; stad ta forma immobilizacji jest stosowana w przemysle gtéwnie
w przypadkach, gdy przenikanie enzymu do srodowiska reakcji moze zaktdcié caty proces

technologiczny [7,8].

CHEMICZNE Fizyczne
(wigzania kowalencyne) (stabe wigzania wodorowe; sity van der Waalsa;
oddziatywania elektrostatyczne lub hydrofobowe)

METODY IMMOBILIZACJI

UNIERUCHOMIENIE KOWALENCYJNE ADSORPCJA

PULAPKOWANIE
(putapkowanie w zelu/wtdknie; enkapsulacja;
osadzanie w szkieletach metalo-organicznych)

SIECIOWANIE
(miedzyczgsteczkowe sieciowanie enzymow)

Rys. 1. Metody immobilizacji, na podstawie [9]

Wazng role w procesie unieruchamiania enzymdéw odgrywajg zastosowane nosniki.
Wybdr matrycy nosnej jest kluczowym wyzwaniem, ze wzgledu na duzy wptyw, jaki ten
materiat moze mieé¢ na uzyskane przez uktad biokatalityczny wtasciwosci. Istnieje szeroka
i zréznicowana gama materiatow, ktére mogg by¢ stosowane jako nosniki w procesach
unieruchamiania. Obejmujg one zaréwno materiaty organiczne, jak i nieorganiczne, ktore
roznig sie pod wzgledem morfologii, struktury i wtasciwosci chemicznych. Najwazniejsze

7
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wiasciwosci, jakie powinny oferowa¢ materiaty stosowane w immobilizacji enzymow,

przedstawiono na rysunku 2.

WLASciwoscl

stabilnos¢ chemiczna i termiczna
dostepnosc¢ i cena

obecnos¢ reaktywnych grup funkcyjnych
mozliwosc¢ regeneracji i ponownego uzycia
biokompatybilnosé

RobzAJE  PRzYKLADY
tlenki metali  SiO,, ZnO, Fe,O,
mineraty  montmorylonit, haloizyt
polimery i biopolimery  poli(chlorek winylu), poliamid, chityna, celuloza
materiaty weglowe  grafen, wielo$cienne nanorurki weglowe
materiaty hybrydowe  chityna/SiO,, polidopamina/Fe,0,, ZrO,-SiO,

Rys. 2. Rodzaje nosnikow oraz ich najwazniejsze wtasciwosci, na podstawie [9]

Nalezy jednak pamieta¢, ze odpowiedni dobdér matrycy zalezny jest od rodzaju enzymu
oraz procesu, w ktorym uktad biokatalityczny ma by¢ zastosowany. Generalnie poszukuje sie
materiatow, ktére oferujg wysoka stabilnosé, dostepnosé, relatywnie niskg cene i wysokie
powinowactwo do zwigzanych enzyméw [10,11]. Jednym z wazniejszych parametréw
decydujgcych o zastosowaniu danego nosnika w procesie immobilizacji jest jego budowa
chemiczna. Materiat powinien charakteryzowac sie wysoka zawartoscig reaktywnych grup
funkcyjnych  (np. aminowych, hydroksylowych, epoksydowych, tiolowych oraz
karboksylowych), ktére wykazujg duze powinowactwo do grup chemicznych zawartych
w strukturze biatka, a tym samym zapewniajg skuteczne przytgczenie enzymu [12]. Jezeli
bezposrednie wigzanie enzymu nie jest mozliwe, sktad chemiczny nosnika powinien by¢ taki,
aby mozna go byto tatwo modyfikowaé w celu wprowadzenia grup chemicznych wymaganych
do wytworzenia interakcji miedzy enzymem a nosnikiem. Waznymi parametrami
determinujacymi potencjalne zastosowanie materiatu jako nosnika jest jego morfologia
i struktura porowata — wielkos¢ i ksztatt czgstek, wielko$¢ i objetosé poréw materiatu oraz jego
powierzchnia wiasciwa [13]. Wybdr nosdnika jest jedng z najwazniejszych kwestii w rozwoju

procesu immobilizacji i ma bezposredni wptyw na wiasciwosci powstajgcego uktadu
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biokatalitycznego. Przy wyborze odpowiedniego nosnika nalezy pamietaé, ze pomimo
dostepnosci wielu substancji, na ktérych mozna immobilizowaé enzym, ostateczny wybér jest
kwestig wysoce indywidualng. Zalezy to w duzym stopniu zaréwno od wtasciwosci
biokatalizatora, jak i warunkéw technologicznych katalizowanego procesu [14].

Projektowanie uktadu biokatalitycznego wymaga szczegétowej analizy obejmujgcej
zaréwno dobdr odpowiedniego nosnika do immobilizacji wybranego enzymu oraz metody jego
unieruchomienia. Analiza literatury przedmiotu wskazuje, ze badania w tej tematyce s3 ciggle
rozwijane w celu uzyskania ukfadu biokatalitycznego o duzej aktywnosci enzymatycznej [15].
Opierajac sie na dostepnych zZrddtach oraz zgormadzonych w nich informacjach, mozna
powiedzieé, ze dobdér metody immobilizacji oraz rodzaj nosnika, zalezy w gtéwnej mierze od
wiasciwosci unieruchamianego enzymu, jak i warunkow procesu, w ktéorym otrzymany uktad
ma dziataé [16]. Stad tez istotne znaczenie ma charakterystyka zaproponowanego uktadu
biokatalitycznego oraz sprawdzenie efektywnosci jego dziatania w rdinych procesach
technologicznych oraz reakcjach chemicznych.

W ostatnich latach istotny aspekt stanowi minimalizacja zanieczyszczen wystepujgcych
w $Srodowisku, realizowanych poprzez réznorodne technologie do wykrywania i degradacji
zanieczyszczen [17-19]. Powszechnie stosowane metody, czyli adsorpcja na materiatach
aktywnych, utlenianie chemiczne, ozonowanie, ultrafiltracja, nanofiltracja i wymiana jonowa
wymagajg znacznego zuzycia energii, a ponadto s3 one mniej wydajne i charakteryzujg sie
wysokimi kosztami oraz powstawaniem szkodliwych produktéw ubocznych. Alternatywg do
tego typu metod s procesy biologiczne, a zwtaszcza te wykorzystujace enzymy z grupy
oksydoreduktaz, ktére konwertujg zanieczyszczenia do prostszych zwigzkdw, zwykle
o mniejszej toksycznosci niz zwigzki wyjsciowe. Wykorzystanie rodzimych enzyméw do
rozktadu zanieczyszczen podlega pewnym ograniczeniom, takim jak niska stabilnos¢ i trudnosé
w odzyskiwaniu, co utrudnia ich ponowne wykorzystanie [18,19]. Z tego powodu
immobilizowane enzymy sg czesto wykorzystywane do degradacji zanieczyszczen. Podczas
immobilizacji otrzymujemy system biokatalityczny o lepszej stabilnos$ci termicznej i chemicznej
niz wolny enzym. Istotne jest rowniez to, ze proces z jego udziatem jest realizowany w uktadzie
heterogenicznym, co umozliwia tatwg separacje biokatalizatora i jego wielokrotne uzycie [20],
a to jest kluczowe zwtaszcza w zastosowaniach przemystowych.

Monotematyczny cykl publikacji zawiera zagadnienia dotyczgce wykorzystania szerokiej

gamy materiatéw nieorganicznych (zaréwno modyfikowanych oraz niemodyfikowanych) jako

9
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nosnikdw w procesie immobilizacji enzymow z grupy hydrolaz oraz oksydoreduktaz. Matryce
stosowane w badaniach byty projektowane, syntezowane (metoda zol-zel, w jednym
przypadku metoda miekkiego odwzorowania), modyfikowane (metodami ex situ i in situ)
i szczegétowo charakteryzowane w celu okreslenia ich wtfasciwosci. Istotnym elementem
prezentowanych prac jest wszechstronna charakterystyka wytworzonych uktadow
biokatalitycznych oraz okreslenie mechanizméw oddziatywan pomiedzy enzymem
a nos$nikiem, co moze mie¢ bezposrednie przetozenie na wzrost ich praktycznego
zastosowania. Ponadto, zastosowanie immobilizowanych enzyméw jako katalizatoréow
w procesach syntezy zwigzkédw organicznych oraz degradacji niebezpiecznych zwigzkéw
z uktadow wodnych moze prowadzi¢ do zmniejszenia kosztéw proceséw oraz prowadzenia ich
w sposOb bardziej przyjazny dla $rodowiska. Warto nadmieni¢, ze podjety w ramach
osiggniecia habilitacyjnego problem obejmuje niezagospodarowany do tej pory obszar
badawczy w zakresie zastosowania modyfikowanych materiatow nieorganicznych

w procesie immobilizacji enzymoéw.

4.3 Zastosowanie niemodyfikowanych i modyfikowanych materiatéw nieorganicznych

jako nosnikéw enzymoéw z grupy hydrolaz oraz oksydoreduktaz

Enzymy to biokatalizatory czesto wykorzystywane w syntezie chemicznej. Waznym
aspektem jest ich selektywnos$é wzgledem substratdéw, co pozwala otrzymac scisle okreslone
produkty o wysokiej czystosci [21]. Jedng z waznych grup enzymdéw wykorzystywanych na
szerokg skale przemystowg sg hydrolazy, ktdére nalezg do trzeciej klasy enzymoéw,
katalizujgcych reakcje hydrolizy — reakcje, w trakcie ktérej z jednej czasteczki substratu,
w obecnosci wody powstajg dwie sktadowe. Réznorodnosc¢ enzymow w klasie hydrolaz wynika
z szerokiej gamy substratéw, na ktére dziatajg [22]. Jednym z wazniejszych enzymoéw
nalezgcych do hydrolaz jest aminoacylaza (EC 3.5.1.14), ktdra dziata na wigzanie wegiel—azot
inne niz wigzanie peptydowe, szczegdlnie w liniowych amidach. Systematyczna nazwa tej klasy
enzymow to amidohydrolaza N—acylo—L—aminokwasowa. Enzym ten wystepuje u zwierzat
i bierze udziat w hydrolizie N—acylowanych lub N—acetylowanych aminokwaséw. Jest jednym
z najwazniejszych enzymow stosowanych w preparatywnej chemii organicznej [23]. Wyrdznia
sie dwie odmiany enancjomeryczne aminoacylazy: L— i b—aminoacylaza. Pierwsza odmiana —

L—aminoacylaza (inaczej aminohydrolaza N—-acetylominokwasowa lub acylaza), hydrolizuje

10



dr inz. Agnieszka Kotodziejczak-Radzimska, Autoreferat

wigzania peptydowe pomiedzy N—acetylo—.—aminokwasami powodujgc powstanie kwasow
karboksylowych i L-aminokwaséw. L-aminoacylazy wyizolowane z plesni z gatunku Aspergillus
sg szeroko wykorzystywane do przemystowej produkcji naturalnych aminokwasow (np.
L-alaniny, L-metioniny, L-waliny), jak i nienaturalnych (kwas—L—a—aminomastowy, L—norwalina,
L—norleucyna) [24]. Na rys. 3 przedstawiono reakcje hydrolizy N—acetylo—bL—aminokwasow

katalizowang przez aminoacylaze.

o) R o) R

H ' oy AA1H0 H ' o
o |
H kwas karboksylowy L-aminokwas

N-acylo-DL-aminokwas

Rys. 3. Reakcja hydrolizy N—acylo—bi—aminokwasdw z udziatem (—aminoacylazy

Od wielu lat, do otrzymywania L-metioniny w skali przemystowej stosowana jest
immobilizowana aminoacylaza. Zwigzane to jest z tym, ze proces immobilizacji zwieksza
mozliwosci wykorzystania enzymu. Uktady po immobilizacji moga by¢ stosowane w szerokim
zakresie pH oraz temperatury, a co najwazniejsze majg forme heterogeniczng, co pozwala na
ich kilkukrotne wykorzystanie w procesach katalitycznych. Dlatego tez poszukiwanie nowej
grupy materiatéw, oraz metod ich modyfikacji w celu zwiekszenia powinowactwa do biatek
i wykorzystania w immobilizacji m.in. aminoacylazy stanowi utylitarny aspekt
prac badawczych.

W publikacjach H1-H3 zaprezentowano badania dotyczgce immobilizacji acylazy
z Aspergillus melleus na modyfikowanych materiatach nieorganicznych, niestosowanych
wczesniej w literaturze w tym procesie. Materiaty nieorganiczne charakteryzujg sie wysoka
stabilnosciag chemiczng, termiczng i mechaniczng, odpornoscia mikrobiologiczng, a takze
niskim kosztem wytwarzania. Jednym z istotnych parametréw charakteryzujacych tego typu
materiaty jest hydrofilowy charakter powierzchni, ze wzgledu na obecno$é¢ grup
hydroksylowych. Dzieki temu mozliwa jest ich modyfikacja [4]. W tym celu wybrano materiaty
tlenkowe (SiO; oraz Zr0,:Si03), ktére dodatkowo poddano modyfikacji wybranymi grupami
funkcyjnymi. Krzemionka charakteryzuje sie zdefiniowang morfologia i strukturg,

biokompatybilnoscig, stabilnoscig termiczng i mechaniczng oraz brakiem toksycznosci. Jednym
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z istotnych parametrow charakteryzujgcych ten materiat jest tatwa do kontrolowania
i funkcjonalizowania powierzchnia [25,26]. W zwigzku z tym w publikacji H1 wykorzystano
krzemionke otrzymang zmodyfikowang metodg Stobera, ktérg dodatkowo poddano
funkcjonalizacji za pomocg aminopropylotrietoksysilanu (APTES) oraz aldehydu glutarowego
(GA), aby ustali¢, w jaki sposdb obecnos$¢ dodatkowych grup funkcyjnych na powierzchni
krzemionki wptywa na proces unieruchomienia acylazy. Przesuniecia charakterystycznych
pasm (C=0 oraz C-0) oraz zmiany ich intensywnosci na widmach FTIR (spektroskopia w
podczerwieni z transformacija Fouriera) i 3C CP MAS (spektroskopia weglowa magnetycznego
rezonansu jgdrowego) posrednio potwierdzajg skutecznos¢ procesu immobilizacji. Na
podstawie tych analiz zaproponowano, ze acylaza zostata unieruchomiona gtéwnie przy
udziale stabych wigzan wodorowych. Obecnos¢ takich interakcji potwierdzono réwniez
testami aktywnosci katalitycznej, ktéra jak stwierdzono, ulegta znacznemu obnizeniu po pieciu

cyklach reakcyjnych, prawdopodobnie w wyniku cze$ciowej desorpcji enzymu (Rys. 4c).

100 100
oy I
g S
©
g *o g 80
k3 2
g 60 )
H 2
~ O
b @
2 4 2 4
—e— Wolna Acylaza —e— Wolna Acylaza
g. —e— SiO,_Acylaza g —e— SiO,_Acylaza
% 2 —e— SIO,_APTES_Acylaza 2 20 —e— SiO,_APTES_Acylaza
o— SiO,_GA_Acylaza »— SiO,_GA_Acylaza
0 [
5 6 7 8 9 20 40 60 80 100
pH Temperature [°C]

(a) (b)
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o— SiO,_GA_Acylaza
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Cykle reakcyjne

(c)
Rys. 4. Wptyw (a) pH, (b) temperatury oraz (c) ilosci cykli reakcyjnych na aktywnos¢ immobilizowanej

acylazy na modyfikowanej i niemodyfikowanej krzemionce Stébera, na podstawie H1
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Tabela 1. Parametry struktury porowatej oraz zawartos¢ procentowa azotu, wegla i wodoru wolnej

acylazy, nosnikéw oraz uktaddw biokatalitycznych, na podstawie H1

Prébka Ager [m?/g] Vo [em3/g]l  Spo[nm] N [%] C [%] H [%]
Wolna Acylaza - - - 5,05 32,57 6,05
SiO; 8,9 0,007 4,25 0,01 0,01 0,27
SiO,_Acylaza 6,6 0,002 1,38 0,07 0,10 1,29
SiO,_APTES 8,3 0,016 7,63 0,07 1,00 1,24
Si0,_APTES_Acylaza 4,9 0,003 2,89 0,41 2,37 1,37
Si0,_GA 8,5 0,017 9,17 0,03 0,28 1,06
SiO,_GA_Acylaza 6,9 0,010 3,75 0,47 3,26 1,68

Ager — powierzchnia wtasciwa; Vp — objetos¢ poréow; Sp — Srednica poréw; N, C i H — zawarto$¢ procentowa

odpowiednio azotu, wegla i wodoru

Niemniej jednak obecnosci oddziatywan kowalencyjnych nie mozna wykluczy¢ ze wzgledu na
obecnos$¢ reaktywnych grup aminowych i karbonylowych wprowadzonych podczas
modyfikacji krzemionki. Zmniejszenie pola powierzchni, objetosci i Srednicy poréw oraz wzrost
zawartosci azotu (na podstawie wynikdow analizy elementarnej) réwniez potwierdza
skutecznos¢ procesu immobilizacji (Tabela 1). Interpretacja wynikdéw uzyskanych na podstawie
reakcji deacetylacji N-acetylo-L-metioniny potwierdzita, ze acylaza unieruchomiona na
krzemionce modyfikowanej APTES wykazywata najlepsze wtasciwosci katalityczne sposréd
analizowanych ukfadéw biokatalitycznych, osiggajac aktywnos¢ wzgledng rowng 61,6%.
Dodatkowo unieruchomiona acylaza z A. melleus byta mniej wrazliwa na zmiany temperatury
i pH niz wolny enzym (Rys. 4a,b).

Kontynuujgc badania zwigzane z immobilizacjq acylazy z A. melleus, w publikacji H2
wykorzystano uktad hybrydowy Zr0,-SiO;, ktéry tgczy witasciwosci krzemionki i tlenku
cyrkonu(lV) takie jak: stabilnos¢ termiczna, odpornos$é na pekanie, odpornos¢ na Scieranie,
twardos$é i odpornos¢ chemiczna [27,28]. Co istotne charakteryzuje sie on znacznie wiekszg
powierzchnig wtasciwg, stad oczekiwanym byta poprawa zdolnosci adsorpcyjnych. Uktad
hybrydowy Zr0;-SiO, réwniez otrzymano metodg zol-zel, ktéra umozliwia uzyskanie
produktow jednorodnych pod wzgledem sktadu chemicznego, charakteryzujgcych sie wysokg
czystoscig i kontrolowanymi parametrami fizykochemicznymi [29]. Do immobilizacji

aminoacylazy wykorzystano niemodyfikowany ukfad Zr0,-SiO, oraz uktad usieciowany
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aldehydem glutarowym (Zr0,:SiO2_GA). Wyniki analizy spektroskopowej FTIR (Rys. 5a) oraz
potencjatu dzeta (Rys. 5b) wskazujg na efektywnos¢ unieruchomienia acylazy. Zmiany
potencjatu dzeta po unieruchomieniu enzymu prawdopodobnie wynikajg z réznic w tadunkach
dyspersji materiatdow, a takze interakcji miedzy enzymem a nosnikiem [30]. Zjawiska te mogg
by¢ zwigzane z oddziatywaniami elektrostatycznymi pomiedzy jonami NH4* pochodzgcymi od
biatka a jonami COO™ i O™ wystepujacymi na powierzchni nosnika. Duze znaczenie maja
rowniez wigzania kowalencyjne utworzone pomiedzy grupami obecnymi w enzymie (—NH,)
oraz w zmodyfikowanym nosniku (—C=0), czego potwierdzeniem sg widma FTIR, na ktérych
obecne sg drgania wigzan amidowych |, Il i lll rzedu wystepujace w zakresie dtugosci fali 1700—
1400 cm™. Natomiast unieruchomienie enzymu na niemodyfikowanym uktadzie tlenkowym
Zr03,-Si0; nieco mocniej przesuwa ptaszczyzne poslizgu i potencjat dzeta jest bardziej ujemny,
czego skutkiem moga by¢ oddziatywania elektrostatyczne wystepujace miedzy nosnikiem
a enzymem [31]. Dodatkowo, zmniejszeniu ulegta réwniez powierzchnia wtasciwa enzymu
zimmobilizowanego zaréwno na niemodyfikowanym jak i modyfikowanym uktadzie, co
rowniez potwierdza unieruchomienie acylazy. Powstate uktady biokatalityczne zostaty
nastepnie wykorzystane jako katalizatory w hydrolizie réznych N-acetylo-pDL-aminokwaséw,
prowadzacej do otrzymania L-metioniny, L-cysteiny, L-seryny i L-tryptofanu. Najwieksza
aktywnos¢  katalityczng  zaproponowane  ukfady  (ZrO;-SiO; Acylaza oraz ZrO;
-SiO2_GA_Acylaza) wykazujg w przypadku otrzymywania L-metioniny (ok. 50%), nieco mniejsza
aktywnos¢ przy otrzymywaniu L-tryptofanu i L-cysteiny (ok. 40%), natomiast najmniejsza
w reakgcji syntezy L-seryny (ok. 15%). Proces immobilizacji umozliwia réwniez przejscie na uktad
heterogeniczny umozliwiajgcy wydzielenie katalizatora z roztworu, a takze jego wykorzystanie
w kilku cyklach reakcyjnych. Acylaza zimmobilizowana na modyfikowanym uktadzie
tlenkowym zachowata ok. 75% swojej poczatkowej aktywnosci po 5 cyklach reakcyjnych.
Natomiast aktywnos¢ katalityczna uktadu ZrO,-SiO,_Acylaza spadla o ok. 40% po 5 cyklach
(Rys. 5c). Wynika to przede wszystkim z charakteru oddziatywan wytworzonych miedzy
enzymem a nosnikiem, poniewaz immobilizacja acylazy na modyfikowanym Zr0,-SiO; miata
bardziej charakter kowalencyjny, natomiast na czystym Zr0;-SiO; — adsorpcyjny, co mozna
zaobserwowac na podstawie zachowanej aktywnosci po 5 cyklach reakcyjnych. Uzyskane na
tym etapie badan wyniki dowodzg, ze zaproponowane uktady biokatalityczne uzyskane z
potgczenia Zr0,-SiO; i acylazy, mogg by¢ z powodzeniem stosowane w reakcji hydrolizy

réoznych aminokwasow.
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Rys. 5. (a) Widma FTIR, (b) potencjat dzeta w funkcji pH oraz (c) aktywnosc¢ wzgledna po kliku cyklach
reakcyjnych acylazy immobilizowanej na modyfikowanym i niemodyfikowanym uktadzie tlenkowym

Zr0,-Si0;, na podstawie H2

Ciekawa grupe nosnikdw nieorganicznych stanowig mineraty, ktére wystepujg w duzych
ilosciach w przyrodzie, sg fatwo dostepne, charakteryzujg sie wysoka biozgodnoscig i moga by¢
stosowane w takiej postaci, w jakiej s3 pozyskiwane bez dalszej zaawansowanej obrobki
i oczyszczania, co czyni je relatywnie tanimi. Ponadto obecno$é wielu grup funkcyjnych, takich
jak —OH, COOH, C=0, —SH, —NH;, na powierzchni mineratéw umozliwia tworzenie wigzan
kowalencyjnych miedzy enzymem a no$nikiem oraz utatwia ich modyfikacje. Po wprowadzeniu
dodatkowych grup funkcyjnych reaktywnos¢ i hydrofobowosé nosnika ulega zmianie, a zawady
przestrzenne mogg zostaé¢ zmniejszone [4]. W$réd mineratéw na szczegdlng uwage zastuguje
haloizyt, ktory zastosowano jako nosnik acylazy z A. melleus (AAM) i opisano w publikacji H3.
Haloizyt (Al;Si;Os(OH)a:nH,0) nalezy do krzemiandw warstwowych i jest polimorficzng
odmiang kaolinitu z dodatkowag czgsteczkg wody pomiedzy warstwami tlenku glinu
i krzemionki. Zawiera on dwa rodzaje grup hydroksylowych, wewnetrzng i zewnetrzng, ktére
znajduja sie odpowiednio pomiedzy warstwami i na powierzchni materiatu [32]. Ze wzgledu
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na wielowarstwowg budowe wiekszos¢ grup hydroksylowych to grupy wewnetrzne, tylko
nieliczne znajdujg sie na powierzchni haloizytu. To sprawia, ze minerat ten jest wzglednie
hydrofobowy, co umozliwia jego tatwg dyspersje w niepolarnych polimerach, podczas gdy inne
grupy hydroksylowe obecne na powierzchni zapewniajg miejsca aktywne dla chemicznej
funkcjonalizacji [33]. Haloizyt to naturalnych materiat charakteryzujacy sie wytrzymatoscia
mechaniczng i dostepnoscia. Ponadto udowodniono, Zze haloizyt jest materiatem
biokompatybilnym i przyjaznym dla srodowiska, czego dowodem sg rezultaty badan in vitro
i in vivo [34]. W badaniach wykorzystano haloizyt zawierajacy zaréwno czastki o wielkosci
nano- i mikrometrycznej (Rys. 6a). Dodatkowo dobrze rozwinieta struktura porowata
(Aser=51 m?/g, Sp=17,7 nm i V,=0,25 cm3/g, Rys. 6b)) oraz obecnos¢ na powierzchni haloizytu
charakterystycznych grup funkcyjnych (—OH, AI-OH i Si—0) umozliwity jego modyfikacje
grupami aminowymi (—NH), epoksydowymi (—C(O)C-) i karbonylowymi (—C=0). Skutecznos¢
procesu modyfikacji zostata potwierdzona na podstawie wynikéw analizy spektroskopowej,
struktury porowatej oraz elementarnej. Widma FTIR zmodyfikowanych uktadéw zawierajg
pasma pochodzgce zaréwno od czystego haloizytu, jak i od charakterystycznych grup
wystepujgcych w strukturze modyfikatoréw (—C—H, —C—N, —C=0 i C(O)C). O powodzeniu
modyfikacji $wiadczg réwniez mniejsze wartosci powierzchni wtasciwej (15-17 m?/g), srednicy
pordéw (2,9-3,0 nm) i ich objetosci (0,01 cm3/g). Ponadto, zmodyfikowane uktady zawierajg
wieksze ilosci wegla i wodoru, a w prébce HA_A_AAM (acylaza na haloizycie
funkcjonalizowanym grupa aminowg) zaobserwowano réwniez azot. Wszystkie proponowane
podtoza wykazujg dobrg stabilnos¢ termiczng w wysokich temperaturach. Wedtug danych
potwierdzajacych skutecznosé¢ procesu immobilizacji, ilos¢ immobilizowanej aminoacylazy
wynosi 176-178 mg na gram nosnika, niezaleznie od rodzaju grup funkcyjnych obecnych na
powierzchni haloizytu. Obecnos$¢ pasm odpowiadajgcych grupom amidowym na widmach FTIR
i Ramana (Rys. 6¢) immobilizowanych ukfadéw posrednio potwierdza skutecznos$¢
immobilizacji. Ponadto, otrzymane ukfady biokatalityczne wykazujg réwniez wiekszg
stabilnos¢ chemiczng i termiczng niz enzym natywny, co zostato potwierdzone na przyktadzie
modelowej reakcji hydrolizy N-acetylo-L-metioniny. Na podstawie uzyskanych wynikdw,
dowiedziono, ze najwyzszg aktywnos¢, powyzej 70% w catym analizowanym zakresie pH 4-9
i powyzej 60% w zakresie temperatur 30-70°C, zarejestrowano dla acylazy immobilizowanej
na haloizycie modyfikowanym grupami aminowymi. Haloizyt modyfikowany grupami

aminowymi (HA-A) wydaje sie by¢ lepszym nosnikiem dla acylazy niz ten modyfikowany
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grupami karbonylowymi (HA_E i HA_GA). Potwierdzeniem tego jest zachowanie przez uktad

HA_A_AAM ok. 50% poczatkowej aktywnosci po 5 cyklach reakcyjnych (Rys. 6d).
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Rys. 6. (a) Zdjecie TEM oraz (b) izoterma adsorpcji/desorpcji azotu czystego haloizytu; (c) widma
Ramana wolnych nosnikéw oraz uktadow po procesie immobilizacji; (d) aktywnos¢ wzgledna po kilku

cyklach reakcyjnych acylazy immobilizowanej na haloizycie, na podstawie H3

Na podstawie przeprowadzonych prac eksperymentalnych przedstawionych
w publikacjach H1-H3, dowiedziono, ze modyfikowane materiaty nieorganiczne
z powodzeniem mogg by¢ stosowane w procesie immobilizacji enzymdw. Uzyskane zaleznosci
staty sie inspiracjg do dalszych badan, opisanych w pracach H4-H7, w ktérych wykorzystano
tego typu materiaty do immobilizacji lipazy. Enzym ten, tak jak acylaza, réwniez nalezy do

hydrolaz. Lipaza (acylohydrolaza triacyloglicerolu, EC 3.1.1.3) jest szeroko rozpowszechniona
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i dobrze znana ze swojej aktywnosci hydrolitycznej wobec ttuszczéw i olejow w srodowisku
wodnym [35]. Jednak w srodowisku wodno-organicznym (przy matej zawartosci wody) jej
aktywnosc¢ hydrolityczna moze byé przeksztatcona w aktywnos¢ syntetyczna: estryfikacyjng,
transestryfikacyjng lub interestryfikacyjng [36]. Zmiany warunkdéw reakcji sprawiajg, ze
niektdre lipazy mogg przenosic¢ grupy acylowe ztozonych estréw na inne nukleofile, takie jak
aminy, oksymy i tiole. Ostatnio wykazano, ze lipaza moze katalizowa¢ wystarczajgco szeroki
zakres zupetnie réozinych reakcji — tworzenie wigzan wegiel-wegiel, wegiel-heteroatom,
heteroatom—heteroatom, z ktérych wiele jest zgodnych z koncepcjg zielonej chemii [37]. Ta
réznorodnos$¢ zachowania katalitycznego umozliwia szerokie wykorzystanie lipaz w réznych
procesach przemystowych. Tym samym lipazy staty sie jednymi z najbardziej obiecujacych
enzymow o szerokim zastosowaniu praktycznym w szlakach organicznych, zwtaszcza
w syntezie aktywnych sktadnikéw farmaceutycznych, przemysle rolniczym, produkcji sSrodkéw
ochrony zdrowia i przetwodrstwie zywnosci (np. produkcja ekwiwalentéw mleka czy zywnosci
funkcjonalnej). Ogdlne wymagania dotyczgce enzymow przemystowych to: uzycie skutecznych
reagentdw, maksymalizacja kinetyki reakcji oraz dtuga zywotnos¢ [38,39]. Tak jak wiekszos¢
enzymow rowniez lipazy wykazujg swojg aktywnos$¢ katalityczng w waskim zakresie pH oraz
temperatury. Dodatkowo, rozpuszczajg sie w srodowisku reakcji, a co za tym idzie trudno
oddzieli¢ je z roztworu. Tak wiec, aby poprawi¢ aspekt ekonomiczny i zachowaé¢ wysoka
aktywnos¢, na ogét wymagane jest unieruchomienie enzymu na statym nosniku. W publikacji
H4 wykorzystano krzemionke Stobera modyfikowang silanem z grupami epoksydowymi oraz
usieciowang aldehydem glutarowym. Na tak usieciowanej krzemionce unieruchomiono lipaze
z Candida rugosa. Proces immobilizacji przeprowadzono z wydajnoscig 90%, o czym swiadczg
wyniki uzyskane metoda Bradforda. Analiza wynikdéw spektroskopowych potwierdzita rowniez
skutecznos$¢ procesu immobilizacji. Dowodem na to jest gidwnie obecnos¢ sygnatow
pochodzacych od wigzan amidowych I-lll, co najprawdopodobniej wynika z charakteru
oddziatywan wystepujgcych pomiedzy lipaza a krzemionka. Dodatkowo interpretacja wynikow
uzyskanych analizy termograwimetrycznej dowiodta, ze immobilizowana lipaza
charakteryzuje sie lepszg stabilnoscig termiczng w pordwnaniu z jej postacig natywna.
Ponadto, parametry struktury porowatej ulegty znacznemu obnizeniu po procesie
unieruchamiania, co wynikato z obcigzenia enzymami zaréwno powierzchni nos$nika, jak i jego
poréw. Skutecznos¢ immobilizacji potwierdza réwniez rosngca zawartos$é N i C w otrzymanym

uktadzie biokatalitycznym. Wszystkie zsyntetyzowane biokatalizatory wykazujg wysoka
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aktywnos¢ katalityczng i mogg by¢ stosowane w roznych reakcjach katalitycznych. Na
podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze dodatkowe sieciowanie modyfikowanej
krzemionki (wykonywane za pomocy aldehydu glutarowego) zwieksza aktywnos¢ katalityczng
lipazy siegajacg nawet do 2270 U/g.

Z kolei w pracy H5 opisano badania dotyczgce immobilizacji lipazy z Candida rugosa na
uktadzie tlenkowym MgO-SiO,. W tym przypadku materiat tlenkowy poddano modyfikacji
szerokg gama zwigzkdw zawierajgcych rézne ugrupowania. W tym celu zastosowano silany
zawierajgce takie grupy funkcyjne jak: aminowa (A), tiolowa (M), cyjanowa (C), fenylowa (P),
epoksydowa (G) oraz aldehyd glutarowy dostarczajgcy grupy karbonylowe (GA). W pracy tej
pokazano jak rodzaj grupy, a takze ich liczba na powierzchni modyfikowanego materiatu
wptywa na efektywnos$¢ immobilizacji, a co za tym idzie na aktywno$¢ katalityczng uzyskanego
biokatalizatora. W tym celu, w pierwszym etapie okreslono stopien pokrycia uktadu
tlenkowego MgO-SiO; odpowiednimi grupami funkcyjnymi (P, umol/m?) oraz liczbe tych grup
(Nr, nm2), ktéra odzwierciedla gesto$é modyfikatora szczepionego z powierzchnig Mg0O-SiO,.
Jak pokazano na rys. 7, zaréwno liczba jak i rodzaj grup istotnie wptywajg na ilos¢

unieruchomionej lipazy, a co za tym idzie na aktywnos¢ uzyskanego uktadu biokatalitycznego.

® Aktywnos¢ wzgledna @ Liczba powierzchniowych grup frunkeyjnych (N;)
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o~ o~

o o

100 . S 0.30 % 3

: ! < : %

z 25 = E 025 1 % =

= g0 L] s £ s

g . 7 B 7

< 2o & g 020 [} 20 g2
D 60 Oy = S .
N ED 9 ED
3 = S © é 0.15 15 2 O
o L “eEg &° §E

5 = 2

g 40 . s @ g 010 ; ¥ 0o 2

é [} 10 g & 0101 y 10 g

z a 2 S >

>

< 20 L] * N S 005 . Ls g

5 & pr s s =

] = [} >

@ 0.00 o 8

0 . . : . v r 0 o T y Y T v 2

A M (o P G GA e 0 20 40 60 80 100
Rodzaje grup Aktywnos¢ wzgledna [%]

(a) (b)
Rys. 7. (a) Wzgledna aktywnosc oraz ilos¢ lipazy immobilizowanej na MgQ-SiO, modyfikowanym
réznymi grupami; (b) wptyw ilosci grup funkcyjnych na aktywnosc oraz ilos¢ zimmobilizowanej lipazy,

na podstawie H5

Na podstawie reakcji modelowej hydrolizy palmitynianu p-nitrofenylu do p-nitrofenolu
okres$lono aktywno$¢ katalityczng zaproponowanych uktadéw biokatalitycznych sktadajgcych
sie z modyfikowanego Mg0-SiO; i lipazy. Najwyzszg aktywnos¢ katalityczng odnotowano dla
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lipazy immobilizowanej na Mg0-SiO2 modyfikowanym grupami aminowymi i karbonylowymi.
Najprawdopodobniej zwigzane jest to z faktem, ze sg to uktady, na ktérych unieruchomiono
najwieksze ilosci enzymu (28,5 mg/g dla MgO-SiO2_A i 25 mg/g dla Mg0-SiO,_GA) (Rys. 7a).
Stwierdzono réwniez, ze te same uktady (MgO-SiO,_A i Mg0-SiO,_GA) majg najwiekszg liczbe
powierzchniowych grup funkcyjnych (odpowiednio 0,20 i 0,12 nm2) (rys. 7b). Nieco mniejsze
wartosci uzyskano dla uktadéw modyfikowanych grupami tiolowymi (M) oraz epoksydowymi
(G), natomiast najmniejsze wartosci otrzymano w przypadku materiatéw modyfikowanych
grupami cyjanowymi (C) oraz fenylowymi (P). Potwierdzeniem wynikéw tych badan sa
doniesienia literaturowe, ktére stanowig, ze grupy aminowe oraz karbonylowe wykazuja
wysokie powinowactwo w stosunku do biatek [40]. Na podstawie wynikéw analizy FTIR oraz
NMR zaproponowano rowniez prawdopodobny mechanizm zachodzacy podczas
immobilizacji. Mechanizm opiera sie gtdwnie na oddziatywaniach elektrostatycznych
(pomiedzy grupami NH4* z enzymu a grupami COO~ i O~ z nos$nika), ale duze znaczenie majg
rowniez wigzania kowalencyjne powstajgce pomiedzy enzymem (—NH; i —COOH) a grupami
funkcyjnymi (~NH i —COC), ktére zostaty potwierdzone wynikami analizy FTIR i 3C NMR.
Niezaleznie od rodzaju modyfikatora udziat tych wigzan jest zwigzany z iloscig i rodzajem
silanowych grup funkcyjnych obecnych na powierzchni Mg0O-SiO; (Rys. 8). Dodatkowo, na
podstawie reakcji hydrolizy palmitynianu p-nitrofenylu do p-nitrofenolu okreslono, jak na
aktywnos¢ katalityczng otrzymanych biokatalizatoréw wptywa pH, temperatura, czas
przechowywania oraz ilos¢ cykli reakcyjnych. Wszystkie uktady biokatalityczne wykazuja
aktywnos¢ wzgledng na poziomie 40% w catym analizowanym zakresie pH (4-10) oraz
temperatury (30-70 °C). Analiza wynikéw uzyskanych zaleznosci dowodzi réwniez, ze
zaproponowane ukfady biokatalityczne zachowujg ok. 50-70% swojej poczatkowej aktywnosci
po 10 cyklach reakcyjnych. Z uzyskanych danych wywnioskowano, ze lipaza immobilizowana
na modyfikowanym MgO-SiO; moze by¢ z powodzeniem stosowana jako biokatalizator
w reakcjach katalitycznych, a rodzaj grup funkcyjnych wprowadzonych razem z modyfikatorem
ma istotny wptyw na ilo$¢ immobilizowanego enzymu oraz na aktywnos¢ i stabilnosc¢
otrzymanego biokatalizatora. Dodatkowo stosunkowo tatwa modyfikacja powierzchni ukfadu
tlenkowego MgO0-SiO,, wysoka skutecznos¢ immobilizacji oraz zachowanie dobrych
wiasciwosci katalitycznych przez immobilizowany enzym sprawiajg, ze zaproponowany
materiat nosny moze by¢ z fatwoscig wykorzystany do immobilizacji innych enzymow, czego

efektem moze by¢ produkcja uktadéw biokatalitycznych do réznorodnych zastosowan.
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Interpretacja  uzyskanych danych  eksperymentalnych, zaprezentowanych
w publikacjach H1-H5, dowiodta, ze modyfikacja materiatdw nieorganicznych réinymi
grupami funkcyjnymi zwieksza ich powinowactwo do enzymu, konsekwencjg czego jest
mozliwos¢ uzyskania uktad biokatalityczny o istotnej aktywno$ci enzymatycznej. Zaleznosci
te stanowig platforme do dalszych badan nad wykorzystaniem zaawansowanych
i nowatorskich modyfikatoréw dla nosnikéw enzymoéw, oraz projektowaniem aktywnych

uktadow biokatalitycznych do specyficznych zastosowan.
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Rys. 8. Prawdopodobny mechanizm immobilizacji lipazy na MgO-SiO, modyfikowanym grupami

epoksydowymi oraz aminowymi, na podstawie H5

Wysokie koszty produkcji enzymoéw, dyskwalifikujgce je w zastosowaniach
przemystowych, mozna przezwyciezy¢ stosujgc nowatorskie metody immobilizacji, takie jak
unieruchomienie w ultracienkich filmach. Technika Langmuira-Blodgetta (LB) to jedna ze
skutecznych metod immobilizacji enzymdédw w zorganizowanych filmach, stosowana przez
naukowcow na catym Swiecie [41,42]. Zaletg techniki LB jest kontrola struktury molekularnej,
prostota i mozliwos$¢ zastosowania w zminiaturyzowanych urzgdzeniach. Wykazano, ze zmiany
w konformacji enzymow, zaréwno na granicy faz powietrze-woda, jak i osadzonych na podtozu
statym, jak np. w podejsciu Langmuira-Blodgetta, mogg pozytywnie wptywaé na jego
skutecznos¢ katalityczna. Kluczowa koncepcjg stosowang w tej metodzie jest to, ze czgsteczka

enzymu ulega zmianie konformacyjnej po adsorpcji na granicy faz lipid-woda. Chociaz istniejg
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doniesienia o tworzeniu filméw LB przez same enzymy, istnieje pewne ryzyko denaturacji
i utraty ich aktywnosci w filmie miedzyfazowym. Dlatego potrzebna jest nierozpuszczalna
czgsteczka amfifilowa, ktéra umozliwia tworzenie filmu miedzyfazowego i stuzy jako matryca
ochronna dla enzymu [43]. Interpretacja doniesien literaturowych potwierdza, ze filmy LB
zbudowane z enzymdw zmieszanych z lipidami (jako czgsteczkg amfifilowg) nadal wykazujg
aktywnos¢ katalityczng poréwnywalng z wolnym enzymem. W badaniach tych jako podtoze
modelowe stosowane sg najczesciej takie materiaty, jak mika, szkto lub kwarc [44,45].
W publikacji H6 zaprezentowano badania dotyczgce immobilizacji lipazy z Rhysopus oryzae
(LP) w warstwie miedzyfazowej osadzonej na tlenku cyrkonu. Ponadto, zamiast powszechnie
stosowanych lipidéw, zaproponowano wykorzystanie wielo$ciennego oligomerycznego
silseskwioksanu (TCyPOSS — trisilanocykloheksylo-POSS) jako amfifilowej matrycy dla lipazy
i osadzenie filmu LB zbudowanego z POSS i lipazy na powierzchni ZrO,. Wtasciwosci chemiczne
wielo$ciennych oligomerycznych silseskwioksandw pozwalajg na zastosowanie tej grupy
zwigzkéw m.in. w biomedycynie, elektrochemii i badaniach kosmicznych [46]. Ponadto,
materiaty te odgrywajg takze wazing role w katalizie, poniewaz POSS moze stuzy¢ jako
platforma stabilizujgca dla nanoczastek metali, ligandéw metali, nosnikéw dla soli
organicznych i molekularnych blokéw budulcowych do projektowania polimeréw jonowych
[47]. Niektdére zwiazki z klasy POSS sg amfifilowe i mogg tworzy¢ warstwy miedzyfazowe na
granicy faz powietrze/woda [48,49]. Wytwarzanie enzymatycznych struktur molekularnych nie
jest szablonowe, dlatego tez wymagane jest petne zrozumienie sktadu i stabilnosci kazdego
uktadu. W pracy H6 przedstawiono nowg strategie otrzymywania uktadu biokatalitycznego: od
syntezy materiatu nieorganicznego, oceny interakcji miedzy lipazg a TCyPOSS na granicy faz
powietrze-bufor, nastepnie unieruchomienia otrzymanego fiimu LB na ZrO;
i scharakteryzowaniu produktu koricowego. Filmy LB sktadajgce sie z TCyPOSS oraz lipazy
opisano na granicy faz powietrze-ciecz, stosujgc izotermy pola powierzchniowego, krzywe
relaksacji i reologie dylatacyjng. Natomiast, do scharakteryzowania monowarstw osadzonych
na ZrO; wykorzystano mikroskopie sit atomowych (AFM), rentgenowskg spektroskopie
fotoelektronéw wzbudzonych promieniowaniem X (XPS), spektroskopie w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FTIR) oraz niskotemperaturowg analize sorpcji N2. Wyniki omdéwiono
pod katem tworzenia, stabilnosci i aktywnosci enzymatycznej btony miedzyfazowej
zawierajgcej lipaze oraz silseskwioksan w zaleznosci od stezenia enzymu, witasciwosci tlenku

cyrkonu(lV) i czasu przechowywania. Z przeprowadzonych badan mozna wywnioskowaé, ze
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lipaza adsorbuje sie na granicy faz powietrze-woda i tworzy dwuskfadnikowy film z TCyPOSS.
Stezenie lipazy wydaje sie byé¢ kluczowym czynnikiem w tworzeniu filmu miedzyfazowego
o okreslonej strukturze. Penetracja monowarstwy przez czasteczki enzymu jest mozliwa tylko
przy odpowiednio wysokich stezeniach lipazy. Po wiaczeniu lipazy, monowarstwa staje sie
mniej elastyczna i efekt ten jest wyraznie zwigzany z iloscig enzymu. TCyPOSS dziata jako
matryca dla enzymu, natomiast lipaza oddziatuje na monowarstwe dwoma rdéznymi
mechanizmami: adsorbujgc sie na granicy faz i oddziatujgc z polarnymi grupami gtéwnymi lub
penetrujgc monowarstwe i rozprowadzajac sie w hydrofobowych obszarach monowarstwy
jako oddzielne, przypominajgce wyspy, struktury. Uzyskane wyniki wyraznie pokazujg, ze film
LB sktadajacy sie z TCyPOSS oraz lipazy mozna z powodzeniem osadza¢ na modelowym statym
podtozu. W badaniach wykorzystano dwa rodzaje podtoza: czysty ZrO; oraz ZrO;
modyfikowany grupami aminowymi, ktdre przygotowano w postaci pastylki. Obecnos¢ filmu
LB na powierzchni ZrO; potwierdzono na podstawie analizy spektroskopowej FTIR oraz XPS.
Obserwowano pojawienie sie pasma przy liczbie falowej ok. 1100 cm™, ktére odpowiada
drganiom zginajgcym C-0, pochodzgacym od filmu LB. Natomiast obecnos¢ azotu wykryta
technikg XPS, jest catkowicie zwigzana z obecnosciag enzymu w prébce, a doktadniej
z wystepowaniem aminokwaséw wchodzgcych w sktad jego struktury (Rys. 9a). Analiza linii
N1s wykazuje obecnos¢ piku symetrycznego, ktérego energia wigzania wynosi 400,1 eV i jest
charakterystyczna dla aminokwasow i biatek (Rys. 9b) [50]. Zaprezentowane wyniki sugerujg,
ze technika Langmuir-Blodgett moze by¢ przydatna do skutecznego unieruchamiania lipazy
z amfifilowym TCyPOSS jako matrycg ochronng na tlenku cyrkonu. Strategie przedstawiong
w pracy H6 nalezy uzna¢ za niezwykle interesujagce i innowacyjne rozwigzanie
w projektowaniu nowatorskich uktadéw biokatalitycznych przeznaczonych do réznorodnych
zastosowan, w tym takie w charakterze membran biokatalitycznych. Zaproponowana
immobilizacja enzymoéw jest z pewnoscig alternatywg dla powszechnie stosowanych metod
i moze stanowi¢ platforme do dalszych prac nad poprawg skutecznosci wigzania enzymoéw
z materiatami nosnymi, a tym samym do zwiekszenia ich stabilnosci i aktywnosci

w srodowisku reakcji.
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Rys. 9. (a) Widmo pomiarowe oraz (b) widmo N1 s dla uktadu ZrO; z filmem LB, na podstawie H6

W ostatnich dziesiecioleciach rozwdj niedrogich, biodegradowalnych i fatwo dostepnych
materiatdw naturalnych o réznych zastosowaniach wzbudza coraz wieksze zainteresowanie.
Jest wysoce korzystne, aby matryca nosnikowa, ktéra wigze enzym, mogta byé wytwarzana
W sposob powtarzalny i nie zaktécata aktywnosci enzymu, poniewaz ma to ogromne znaczenie
dla wydajnosci technologicznej i sukcesu komercyjnego [51]. Biopolimery, ze wzgledu na swoje
wszechstronne wifasciwosci, w tym nietoksyczno$é, biozgodnos¢, biodegradowalnosé,
elastycznos¢ i odnawialnos$¢, sq obiecujgcymi nosnikami w immobilizacji enzymoéw. W ich
strukturze chemicznej obecne s3 liczne reaktywne grupy funkcyjne (np. aminowe,
karboksylowe, tilolowe itp.), ktére umozliwiajg unieruchomienie enzymu. Oczywiscie
materiaty te maja rowniez wady (mata wytrzymatos¢ mechaniczna
i ograniczona stabilno$¢ termiczna), ktére mozna poprawi¢ stosujgc odpowiedni proces ich
modyfikacji [4]. W zawigzku z tym w ostatnim czasie powszechne stato sie wykorzystanie
hybrydowych uktadow typu biopolimer-materiat nieorganiczny, ktére charakteryzujg sie
lepszg termostabilnoscig, a jednoczesnie wprowadzajg do materiatu nieorganicznego
odpowiednie grupy funkcyjne zwiekszajgce jego powinowactwo do enzymu. Najbardziej
popularne biopolimery stosowane w procesie immobilizacji enzyméw to réznego rodzaju
naturalne polisacharydy, takie jak celuloza, chityna, chitozan, alginian, agaroza i karagen
[52,53]. Analizujgc dotychczasowe doniesienia literaturowe oraz biorgc pod uwage wyniki prac
eksperymentalnych (H1-H6), w publikacji H7 postanowiono opisa¢ nowy nos$nik enzymoéw —
uktad hybrydowy biopolimer-tlenek nieorganiczny, w ktérym jako biopolimer zastosowano

fukoidyne z Fucus vesiculosus (Fuc). Fukoidyna to naturalny polisacharyd siarczanowy
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ekstrahowany z brunatnych alg morskich. Charakteryzuje sie wifasciwosciami
antybakteryjnymi, antyoksydacyjnymi oraz antynowotworowymi, poza tym jest
biokompatybilna, biodegradowalna oraz nietoksyczna [54-57]. Do tej pory, materiaty
nieorganiczne modyfikowane fukoidyng nie zostaly opisane w literaturze naukowej jako
potencjalne nosniki w immobilizacji enzymoéw. Dlatego tez w pracy H7 zaprojektowano dwa
uktady hybrydowe MOy/Fuc gdzie MxOy: ZrO, oraz MgO. Kluczowym celem tych badan byto
potwierdzenie modyfikacji MyOy fukoidyng do czego wykorzystano rdzne analizy
spektroskopowe — spektroskopie w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR),
spektroskopie weglowego magnetycznego rezonansu jagdrowego (*3C NMR) i rentgenowska
spektroskopie fotoelektronéw (XPS). Na podstawie wynikéw analiz spektroskopowych
stwierdzono, ze funkcjonalizacja materiatéw tlenkowych czasteczkami fukoidyny zakorczyta
sie sukcesem. Analiza wynikdw uzyskanych z widma '3C NMR dowiodta, ze fukoidyna przytgcza
sie bezposrednio do powierzchni MgO tworzac wigzania wodorowe, podczas gdy wigzania
wodorowe miedzy fukoidyng a ZrO, sg generowane przez czgsteczki wody. Ponadto, widma
FTIR i XPS, potwierdzajg skuteczng modyfikacje fukoidyng, na ktérych obserwuje sie
charakterystyczne pasma, pochodzace zaréwno od fukoidyny jak i tlenkéw. Kolejnym etapem
badan byto zastosowanie otrzymanych uktadéw MxO,/Fuc w procesie immobilizacji lipazy
z Apsergillus niger (LAN). Podczas tego etapu badan, okreslono ilo$¢ unieruchomionej lipazy,
aktywnos¢ katalityczng oraz wykonano obrazy z mikroskopu konfokalnego, aby potwierdzi¢
efektywnos$é immobilizacji. Na podstawie uzyskanych wynikéw, potwierdzono, ze otrzymane
uktady biokatalityczne (MxOy/Fuc/LAN), charakteryzuja sie wysokg aktywnoscig enzymatyczng
(ok. 140 U/gkatalizatora), zachowujgc ok 40% swojej poczatkowej aktywnosci po 12 cyklach
reakcyjnych. Dodatkowo, zmiana wartosci parametrow kinetycznych po immobilizacji
wskazuje, ze unieruchomiona lipaza moze katalizowaé reakcje enzymatyczng szybciej niz jej
wolna postaé. Ponadto stwierdzono, ze uktady MgO/Fuc i ZrO2/Fuc wykazujg zwiekszong
intensywnos¢ fluorescencji po unieruchomieniu lipazy, co posrednio potwierdza obecnos¢
biomolekut enzymatycznych na powierzchni proponowanych materiatdw hybrydowych (Rys.
10). Analiza zaleznosci eksperymentalnych zaprezentowana w publikacji H7, wskazuje na
interesujgce wiasciwosci fukoidyny jako czynniki sprzegajacego w procesie immobilizacji
lipazy, co otwiera nowe mozliwosci wykorzystania szerokiej gamy biatek w projektowaniu

aktywnych uktadow biokatalitycznych.
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Rys. 10. Obrazy mikroskopii konfokalnej w trybie odbicia i fluorescencji dla materiatu hybrydowego

MO,/fukoidyna przed i po immobilizacji lipazy, na podstawie H7

Kierujgc sie informacjami zawartymi w publikacjach HI-H7, w kolejnym etapie prac
wykorzystano nieorganiczny materiat tlenkowy do unieruchomienia enzymu z grupy
oksydoreduktaz. Oksydoreduktazy to enzymy, ktdre katalizujg reakcje utleniania i redukcji.
Jednym z najbardziej obiecujgcych enzymow z tej grupy, jest lakaza, ktdra stuzy do degradaciji
uktadéw zanieczyszczonych zwigzkami fenolowymi. Lakaza (EC 1.10.3.2) zawiera rézne formy
jonéw miedzi, dzieki czemu moze katalizowac utlenianie roznorodnych zwigzkdéw organicznych
[11]. Natywna forma lakazy jest bardzo wrazliwa na zmiany warunkéw temperatury i pH, co
w konsekwencji moze eliminowaé jg jako katalizator w zastosowaniach przemystowych.
Immobilizacja na statym nosniku poprawia stabilno$¢ lakazy i zwieksza mozliwos¢ jej uzycia
[58]. W publikacji H8 zastosowano mezoporowaty tlenek glinu jako nosdnik dla lakazy
z Trametes versicolor (LAC). Al,O3 jest tlenkiem metalu, ktory charakteryzuje sie dobrze
rozwinietg strukturg porowatg, wysoka krystalicznoscig, stabilnoscig termiczng i mechaniczng
[59]. Dzieki tym parametrom porowaty tlenek glinu jest waznym materiatem inzynierskim
stosowanym w rdznych procesach chemicznych [60]. Tlenek glinu moze osigga¢ duzg
powierzchnie (nawet do 700 m?/g), dzieki czemu moze by¢ stosowany jako skuteczny nosnik
w procesie immobilizacji enzymoéw. Oczywiscie parametry te zalezg od metod syntezy i obrébki
powierzchniowej Al>Os. Tlenek glinu uzyty w badaniach zaprezentowanych w pracy H8, zostat

zsyntetyzowany metodg miekkiego odwzorowania. Dzieki temu otrzymano materiat
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charakteryzujacy sie dobrze rozwinietymi parametrami struktury porowatej oraz stabilnoscig
termiczna. Wtasciwosci te potwierdzono wynikami niskotemperaturowej sorpcji azotu, analizy
potencjatu dzeta i analizy termograwimetrycznej. Zsyntetyzowany Al,O3 charakteryzuje sie
powierzchnig wiasciwoscig rzedu 159 m?/g oraz porami o $rednicy 14,1 nm. Dodatkowo,
w celu zbadania morfologii i mikrostruktury tlenku glinu, wykonano pomiary transmisyjnym
mikroskopem elektronowym (Rys. 11a). Na podstawie tej analizy potwierdzono
mezoporowatg strukture Al;03, poniewaz obserwuje sie pory ponizej 20 nm. Obrazy TEM Al;03
z unieruchomiong lakazg przedstawiono na rys. 11b. Pory s3 mniej widoczne, co sugeruje, ze
czgsteczki lakazy osadzajg sie na powierzchni lub wewnatrz poréw. Zostato to rdéwniez
zauwazone analizujgc parametry struktury porowatej, czyli zmniejszenie powierzchni
wtasciwej oraz wielkosci porow. Mezoporowata struktura Al,Os (Sp,=14,1 nm) zapewnia

odpowiednie mikrosrodowisko dla lakazy.

(a) (b)
Rys. 11. Zdjecia TEM (a) czystego tlenku glinu oraz (b) tlenku glinu z zimmobilizowangq lakazg,

na podstawie H8

Szereg parametrow fizykochemicznych takich jak: porowatos¢, stabilnosé elektrokinetyczna
i termiczna, a takze obecno$¢ charakterystycznych grup funkcyjnych posrednio potwierdza, ze
najwyzszg skuteczno$¢ immobilizacji i aktywnos¢ katalityczng uktaddéw biokatalitycznych
uzyskano prowadzgc proces immobilizacji w pH=4. Wyniki analiz fizykochemicznych wskazuja,
ze immobilizacja zachodzi zaréwno wewnatrz poréw, jak i na powierzchni Al,03 (poprzez
niespecyficzne oddziatywania typu van der Waalsa oraz oddziatywania elektrostatyczne) (Rys.

12). Na podstawie reakcji utleniania ABTS (s6l diamoniowa kwasu sulfonowego) okreslono

27



dr inz. Agnieszka Kotodziejczak-Radzimska, Autoreferat

wptyw pH i temperatury na aktywnos¢ enzymatyczng otrzymanego uktadu biokatalitycznego
Al,O3_LAC, a takze jego trwatos¢ podczas przechowywania i przydatnos¢ do ponownego
wykorzystania. Lakaza immobilizowana na Al;O3 byta mniej wrazliwa na zmiany temperatury
i pH niz wolny enzym i zachowata ok. 60% swojej poczatkowej aktywnosci po dziesieciu cyklach
utleniania i 30 dniach przechowywania. Zaprezentowane w pracy H8 wyniki, dowodzg ze
mezoporowaty tlenek glinu moze stanowi¢ odpowiednie podfoze do immobilizacji enzymu,

a co za tym idzie do uzyskania stabilnego uktadu biokatalitycznego.

mesoporous Al,O,

immobilization o immobilization
inside the pores ﬁ’g onto Al,O, surface
laccase from
Trametes versicolor ;?Sr;' %

Rys. 12. Prawdopodobny mechanizm zachodzqcy podczas immobilizacji lakazy na tlenku glinu, na

podstawie H8

4.4 Zastosowanie uktadéw biokatalitycznych zawierajagcych lakaze osadzong na

nieorganicznych nosnikach w procesie degradacji barwnikéw organicznych

Uwalnianie do srodowiska zanieczyszczonych s$ciekdw moze znaczgco i negatywnie
wptywaé na jego stan. Gwattowna industrializacja i rozwdj gospodarczy bezposrednio
przyczyniajg sie do zanieczyszczenia gruntow i wéd w wyniku stosowania wielu chemikalidw,
takich jak barwniki organiczne, farmaceutyki i odczynniki przemystowe. Usuniecie tych

zanieczyszczen przed odprowadzeniem S$ciekdw ma kluczowe znaczenie dla ochrony
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Srodowiska. Metody oczyszczania Sciekbw mozna zasadniczo podzieli¢ na trzy grupy:
(i) chemiczne (np. chemiczne utlenianie i ozonowanie), (ii) fizyczne (np. adsorpcja, separacja
membranowa i wymiana jonowa) oraz (iii) procesy biologiczne [61,62]. Oczyszczanie
biologiczne jest najczesciej stosowang metoda ze wzgledu na walory ekonomiczne
i ekologiczne. W szczegdlnosci zastosowanie immobilizowanych enzyméw stato sie ostatnio
bardziej atrakcyjne w wyniku postepu naukowego w zaawansowanej syntezie materiatow [63].
Wazng role w przygotowaniu takich ukfadéw biologicznie czynnych odgrywa dobor
odpowiedniego nosnika.

Dokonano przegladu aktualnego stanu wiedzy, ktéry stanowi publikacja H9, majgcego na
celu zdefiniowanie znaczenia funkcjonalizowanych materiatéw w przygotowaniu systemow
biokatalitycznych i rozwazenia ich zastosowania w usuwaniu zanieczyszczen z wody. Prace tg
przygotowano we wspotpracy z Profesorem Long N. Nghiem z Uniwersytetu Technologicznego
w Sydney, ktory jest cenionym ekspertem w procesie usuwania zanieczyszczen
srodowiskowych. Przeglad ten identyfikuje i omawia rézne systemy biokatalityczne stosowane
w enzymatycznej degradacji zanieczyszczen z roztwordw wodnych. Funkcjonalizowane
materiaty, dzieki okreslonym grupom funkcyjnym, moga stuzy¢ jako dobre podtoze do
immobilizacji enzymdéw, zapewniajgc chemiczng i termiczng stabilnos¢ wspierajgcg reakcje
katalityczne. Biokataliza enzymatyczna przeksztatca zanieczyszczenia w prostsze produkty,
ktére sg zwykle mniej toksyczne niz ich wyjsciowe formy. Ze wzgledu na unieruchomienie,
enzym mozna stosowa¢ w wielu cyklach, co znacznie obniza koszty oczyszczania sciekdw.
Przyszte badania w tej dziedzinie powinny koncentrowad sie na opracowaniu nowych platform
immobilizacji enzyméw w celu poprawy wydajnosci degradacji. Publikacja H9 zawiera
informacje dotyczace immobilizacji oksydoreduktaz na funkcjonalizowanych materiatach
(modyfikowanych zwigzkach nieorganicznych, organicznych oraz hybrydach lub kompozytach)
i pbiniejszym zastosowaniu takich uktadéw w procesach oczyszczania wody (zwfaszcza
w usuwaniu barwnikéw organicznych, farmaceutykdw, zwigzkéw fenolowych,
i wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych tzw. PAH), co zostato schematycznie
zaprezentowane na Rys. 13. Modyfikacje materiatdw stosuje sie w celu poprawy ich
wiasciwosci dla konkretnego zastosowania. Jednym z kluczowych aspektéw funkcjonalizacji
jest wprowadzenie na powierzchnie materiatéw lub w ich strukture okreslonych grup
funkcyjnych, ktére pozwalajg zmieni¢ charakter ich powierzchni. Szeroka gama materiatéw,

poczgwszy od tlenkdw metali (réwniez uktadéw tlenkowych), polimerow (w tym
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biopolimerdw), az po hybrydy i kompozyty, modyfikowana jest zwigzkami zawierajgcymi grupy
aminowe, karboksylowe, epoksydowe, tiolowe i itp., w celu zwiekszenia ich powinowactwa do
enzymow. Funkcjonalizacja umozliwia tworzenie stabilnych wigzan kowalencyjnych miedzy
grupami funkcyjnymi znajdujgcymi sie w enzymie a grupami funkcyjnymi na powierzchni
materiatu nos$nego. Ogdlnie rzecz biorgc, przy uzyciu modyfikowanych materiatow

immobilizowane enzymy wykazujg wysoka skuteczno$¢ w degradacji zanieczyszczen.

kompozyty

Funkcjonalizacja

(0]
V. (0] N
_c\/ \ SH
OH ;c—c’ ~H
C=0 * \OH N\H

Rys. 13. Schemat przygotowania uktadow biokatalitycznych oraz ich zastosowanie w degradacji

zanieczyszczen, na podstawie H9

Najczesciej immobilizowanymi enzymami sg oksydoreduktazy, takie jak lakaza i peroksydaza.
W przegladzie tym wykazano réwniez, ze immobilizowane enzymy skutecznie przyczyniajg sie
do usuwania zanieczyszczen z roztworéw wodnych (gtdwnie substancji organicznych,
barwnikéw, farmaceutykéw i zwigzkéw fenolowych). Przeglad zaprezentowany w pracy H9

moze okazac sie niezbedny do doskonalenia metod otrzymywania nowych materiatéw jako
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nosnikdbw enzymdéw, a w konsekwencji projektowania uktadéw biokatalitycznych
o zwiekszonej stabilnosci i skutecznosci w degradacji zanieczyszczen.

Przedstawione informacje stanowity inspiracje do dalszych prac badawczych majacych
na celu wytworzenie efektywnych uktadéw immobilizowanych enzymdéw do usuwania
barwnikéw organicznych. Kluczowym zagadnieniem byto dobranie nosnika do immobilizacji
celem poprawy stabilno$ci enzymu i osiggniecia wysokich efektywnosci usuwania wybranych
zanieczyszczen z ugrupowaniami fenolowymi, w tym przede wszystkim barwnikow
organicznych, przez lakaze z grupy oksydoreduktaz. Atrakcyjne zatem wydaje sie by¢
wykorzystanie modyfikowanych materiatéw o zdefiniowanych witasciwosciach, réznego
pochodzenia i wytworzonych réznymi technikami, co zostato przedstawione w pracach H10-
H12.

Jednym z powaznych i trudnych probleméw srodowiskowych sg zanieczyszczenia
barwnikami organicznymi, ktére sg toksyczne i trwate. Zabarwiajg réwniez zbiorniki wodne,
nadajac im nieprzyjemny wyglad. Pomimo niskiej zawartos$ci barwnikéw w sciekach, kolor jest
charakterystycznym wskaznikiem ich obecnosci [64]. Barwniki to organiczne, barwne zwigzki
zdolne do barwienia wtdkien zwierzecych (wetna, jedwab), roslinnych (bawetna, len) oraz
skoéry. Barwa barwnikéw organicznych zalezy od obecnosci w ich czgsteczce chromoforow
(odpowiedzialnych za powstawanie barwy) oraz auksochromoéw (donoréw elektrondw, ktére
réwniez podwyzszajg barwe poprzez poprawe rozpuszczalnosci i adhezji barwnika do wiékna).
Barwniki organiczne dzielg sie na chemiczne (np. nitrowe, antrachinonowe, indygoidowe)
i techniczne (np. kwasowe, zasadowe, kadziowe, reaktywne) [65,66]. Barwniki organiczne
nalezg do najbardziej znaczacych zanieczyszczen sciekdow, ze wzgledu na ich szerokie
zastosowanie w wielu gateziach przemystu [67]. Odbarwienie i degradacje tej grupy zwigzkow
mozna skutecznie osiggna¢ za pomocy immobilizowanych enzyméw.

W publikacji H10 wykorzystano immobilizowang lakaze z Trametes versicolor do
dekoloryzacji Alizaryny Red S. Jako nos$niki zaproponowano dwa materiaty tlenkowe: SiO;
i ZrO; modyfikowane cysteing oraz aldehydem glutarowym. Modyfikacja cysteing odbyta sie
in-situ, ktérg wykonano metodg zol-zel. Uzyskane ukfady dodatkowo sfunkcjonalizowano
aldehydem glutarowym. Nastepnie immobilizowano lakkaze z Trametes versicolor (Lac) na
funkcjonalizowanym cysteing materiale tlenkowym. Badania obejmowaty ocene wtasciwosci
fizykochemicznych zaréwno uktadéw przed jak i po procesie immobilizacji, stosujgc analize

FTIR, termograwimetryczng, struktury porowatej, potencjatu dzeta oraz elementarna.
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Natomiast zaproponowany uktad zbadano pod katem jego parametrow kinetycznych oraz
aktywnosci katalitycznej w réznych warunkach pH, temperatury, czasu przechowywania i po
kilkukrotnym uzyciu.

Aktywno$¢ wzgledng okreslono na podstawie reakcji modelowej utleniania ABTS. Analiza
wynikéw przeprowadzonych badan wykazata, ze poprawione zostaty wtasciwosci katalityczne
enzymu w réznym pH, temperaturze, czasie przechowywania, a takze po kilkukrotnym uzyciu.
Nosnik stabilizuje i usztywnia strukture enzymu, co w konsekwencji chroni enzym przed
denaturacjg w ekstremalnych warunkach pH i temperatury. Ponadto nosnik odstania miejsca
aktywne katalizatora w celu tatwego przytaczania czgsteczek substratu i zmniejszania oporu
dyfuzyjnego substratéw i produktéw. Najlepsze whasciwosci katalityczne uzyskano, gdy lakaze
unieruchomiono na ZrO; modyfikowanym cysteing (ZrO;_Cys), w tym przypadku uktad

biokatalityczny wykazat az 77,2% aktywnosci wzglednej (Tabela 2).

Tabela 2. Katalityczne i kinetyczne parametry opisujgce uktady biokatalityczne sktadajqce sie z lakazy,

materiatu tlenkowego modyfikowanego cysteing i aldehydem glutarowym, na podstawie H10

Prébka P[mg/g]l 1Y[%] As[U/mg]  Ar[%] Ky [mM] Vimax [MM/s]
Wolna Lac - - 25+1,6 - 0,18+0,03 0,027+0,012
Zr0O,_Cys_Lac 250+5,6 99,9+0,7 19,3%#1,5 77,2£2,8 0,11+0,02 0,09540,011

ZrO, Cys_GA_lac  225#54 97,5+0,7 13,5t1,4  53,8+2,5 0,14+0,02  0,0310,013

SiO,_Cys_Lac 216+5,3 95,610,6 0,6%.0,3 2,60,8 0,17+0,03 0,028+0,010
SiO,_Cys_GA_Lac 212+5,3 94,5+#0,6 7,1+1,1 28,5#1,9 0,18+0,02 0,029+0,011

P —ilos¢ immobilizowanego enzymu; IY — wydajnos¢ immobilizacji; As — aktywnos$é rzeczywista; Ar — aktywnos¢

wzgledna; Km — stata Michaela-Mentes; Vmax — maksymalna szybkos¢ reakcji enzymatycznej

Mozna to wigzac z wiasciwosciami tych materiatdw, zwtaszcza z dobrze rozwinietg strukturg
porowaty. Ponadto, interpretacja danych z analizy elementarnej wykazata, znaczne
zwiekszenie zawartosci siarki w modyfikowanym materiale (2,18%) w pordwnaniu z jego
niemodyfikowang forma (0,15%), co potwierdza wprowadzenie cysteiny na powierzchnie
materiatu tlenkowego. Natomiast dodatkowa aktywacja aldehydem glutarowym powoduje
obnizenie aktywnosci katalitycznej (As=53,8%). Moze to by¢ zwigzane z obecnoscig wigzan
kowalencyjnych, ktére mogg blokowaé miejsce aktywne enzymu i w konsekwencji redukowacé
aktywnos¢ enzymatyczng. Gorsze wyniki uzyskano stosujgc krzemionke jako nosnik. Z danych

uzyskanych z analizy elementarnej wynika, ze nie udato sie wprowadzié¢ cysteiny w strukture
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SiO;. Poza tym krzemionka charakteryzuje sie matg powierzchnig wtasciwg, wykazujgc stabe
zdolnosci adsorpcyjne. Przekfada sie to na aktywnos¢ uzyskanego uktadu katalitycznego, ktory
wykazuje tylko 2,6% aktywnosci wzglednej w odniesieniu do wolnej formy lakazy. Ponadto
spadek wartosci Km prowadzi do wzrostu powinowactwa enzymu do substratu. Dzieje sie tak
prawdopodobnie wtedy, gdy fadunki elektryczne na podtozu i substracie majg rézny znak.
Kluczowym aspektem badan opublikowanych w pracy H10 byto zastosowanie
zaprojektowanych uktadéw biokatalitycznych (MxOy/Cys/Lac) w procesie dekoloryzacji
Alizaryny Red S (ARS). Barwnik ten nalezy do grupy barwnikéw antrachinonowych i jest
najtrwalszym barwnikiem w $ciekach tekstylnych. Alizaryna Red S powoduje uszkodzenia
oksydacyjne w organizmach, a takze powoduje cytotoksycznosé¢, genotoksycznos$é i pekanie
nici DNA [68,69]. Proces dekoloryzacji ARS przeprowadzono w rdznych warunkach pH
i temperatury (Rys. 14a,b). Lakaza unieruchomiona na ZrO, modyfikowanym cysteing
i aldehydem glutarowym uzyskata wysoka skutecznos¢ odbarwiania (powyzej 70%) w catym
analizowanym zakresie pH i temperatury. Immobilizacja lakazy na modyfikowanym SiO;
skutkowata znacznie nizszg skutecznoscig odbarwiania barwnika ARS, siegajgca najwyzej 40%,
czego przyczyng moze by¢ rowniez nizsza aktywnos¢ katalityczna tych ukfadéw. Analiza
uzyskanych wynikéw wskazuje, ze zaproponowane w niniejszej pracy uktady biokatalityczne
(zwtaszcza ZrO;_Cys_LaciZrO,_Cys_Ga_Lac) mogg by¢ platforma do dalszych prac zwigzanych

z degradacjg zanieczyszczen.

s 2O, Cys_Lac s ZrO,_Cys_Lac
mmm ZrO,_Cys_GA_Lac mmm ZrO,_Cys_GA_Lac
mam SiO, _Cys_Lac mam SiO, Cys Lac
mmm SiO,_Cys GA_Lac mmm SiO, Cys GA_Lac

Dekoloryzacja [%]
Dekoloryzacja [%)]

30 40 50

Temperatura [°C]
(@) (b)
Rys. 14. Wptyw (a) pH i (b) temperatury na efektywnosc dekoloryzacji Alizaryny Red S,

na podstawie H10
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W ramach publikacji H11 kontynuowano badania dotyczgce dekoloryzacji/degradacji
barwnikédw za pomoca lakazy z Trametes versicolor (LTV) immobilizowanej na ukfadzie
tlenkowym ZnO/TiO2. W tym przypadku degradacji poddano azowe i antrachinonowe
barwniki, takie jak: Reactive Black 5 (RB5) oraz Acid Green 25 (AG25). W pierwszym etapie
badan skutecznos¢ immobilizacji oceniono na podstawie witasciwosci katalitycznych
(wyznaczonych na podstawie wynikow uzyskanych z metody Bradford oraz reakcji utleniania
kwasu 2,2-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego)) oraz fizykochemicznych (analiza
spektroskopowa FTIR, struktury porowatej, potencjatu dzeta). Proces immobilizacji
przeprowadzono z wysoka wydajnoscia wynoszacg blisko 99,4%. Unieruchomiona lakaza
zachowata okoto 40% swojej aktywnosci w catym analizowanym zakresie temperatur i po 10
cyklach reakcyjnych. Skutecznos¢ immobilizacji zostata rédwniez posrednio potwierdzona
obecnoscig charakterystycznych grup funkcyjnych (—C—H i —C-0), azotu oraz wegla w uktadzie
biokatalitycznym TiO2/ZnO/LTV, okreSlonych na podstawie wynikdw uzyskanych z analiz
spektroskopowych (FTIR i XPS). W kolejnym etapie przeprowadzono dekoloryzacje wybranych
barwnikéw okreslajagc wptyw czasu, pH i temperatury na wydajnos¢ tego procesu. Na
podstawie uzyskanych danych stwierdzono, ze wydajnos¢ odbarwiania barwnika RB5 jest
wyzsza niz barwnika AG25. Wydajnos¢ odbarwiania RB5 jest najwyzsza po 24 h, osiggajac
prawie 100%. Dodatkowo zmiany pH i temperatury procesu nie majg znaczgcego wptywu na
odbarwienie RB5. W catym analizowanym zakresie pH (2-9) i temperatury (20-70 °C)
skutecznos¢ odbarwiania wynosi okoto 99%. Nieco gorsze wyniki uzyskano przy usuwaniu
barwnika AG25. W tym przypadku wydajnos¢ dekoloryzacji wynosita ok. 60% po 24 h. Nie
zaobserwowano réwniez znaczgcego wptywu zmian temperatury na efektywnosé¢ jego
dekoloryzacji. Inaczej sytuacja przedstawia sie dla zmian pH. Zauwazalny jest trend, ze im
mniejsza wartos¢ pH tym gorsza skutecznosé dekoloryzacji, co moze byé zwigzane z tym, ze
w pH ponizej 5 struktura barwnika ulega zmianie (Rys. 14). Waznym etapem tych badan byto
okreslenie mozliwych produktéw degradacji, na podstawie wynikow uzyskanych technika
spektrometrii mas (MS). Struktury, o ktérych mowa zdefiniowano na podstawie widm
masowych i uzyskanych wartosci m/z. Wyniki analizy MS sugeruja, ze odbarwienie RB5
przebiega przez rozszczepienie wigzan azowych (N=N), w wyniku czego powstajg produkty:
A (m/z = 174), B (m/z = 187) i C (m/z = 185) (Rys. 15). Opierajac sie na tym wniosku
zaproponowano prawdopodobny mechanizm degradacji barwnika na przyktadzie barwnika

RB5 (Rys. 16). Dostepne dane literaturowe potwierdzajg, ze degradacja barwnika azowego
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(RB5) przez lakkaze rozpoczyna sie od asymetrycznego rozerwania wigzania azowego, po czym
nastepuje rozszczepienie oksydacyjne, desulfonacja i deaminacja. Natomiast podczas
degradacji barwnika antrachinonowego chromofor AG25 moze zosta¢ rozbity przez

rozszczepienie wigzania C—N, tworzgc mniejsze czgsteczki. Nastepnie zachodzi deaminacja

i utlenianie [70-72].
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Rys. 15. Prawdopodobny mechanizm degradacji barwnika Reactive Black 5 za pomocq lakazy

immobiliozwanej na ZnO/TiO,, na podstawie H11

Innym przyktadem barwnika azowego jest tartrazyna (TT), ktdra stosowana jest

w przemysle spozywczym (np. w wyrobach cukierniczych), kosmetycznym (preparaty
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nawilzajgce) oraz farmaceutycznym. Wysokie stezenie tartrazyny moze powodowac niepokdj,
nadpobudliwos¢, depresje i astme. Moze ona réwniez powodowac uszkodzenie DNA
i zaktdcenie jego syntezy. Poza tym, niektére badania wykazaty, ze nadmierna ilos¢ TT moze
rowniez wywotywac efekty rakotwdércze, powodujgce miesaka tkanek miekkich, raka watroby
i jelit [73,74]. Z tego wzgledu, w publikacji H12, zaprezentowano badania dotyczgce usuwania
tego barwnika przy uzyciu immobilizowanej lakazy. Etapy prac eksperymentalnych
obejmowaty: (i) przygotowanie uktadu biokatalitycznego z tlenku cyrkonu
funkcjonalizowanego fukoidyng i lakazy; (ii) precyzyjna charakterystyka fizykochemiczna
otrzymanych materiatdow oraz (iii) zastosowanie enzymatycznego systemu biokatalitycznego
W usuwaniu tartrazyny. Aktywny nosnik hybrydowy z udziatem tlenku cyrkonu i fukoidyny
wytworzono zmodyfikowang metodg zol-zel, a nastepnie scharakteryzowano wykorzystujgc
szerokie spektrum metod, w tym spektroskopia FTIR i NMR, termograwimetria (TG/DTG),
niskotemperaturowa sorpcja azotu, analiza elementarna i elektrokinetyczna. Obecnos¢ grup
funkcyjnych O—H, S—O w hybrydzie ZrF, jej dobra stabilnos¢ termiczna, znaczna powierzchnia
wtasciwa (366 m?/g) i objetosé pordw (0,33 cm3/g) kwalifikuja jg jako dobry nosnik dla enzymu.
Zmiana parametrow strukturalnych uktadu biokatalitycznego ZrF-lakaza (zmniejszenie
powierzchni wtasciwej do 108 m?/g i objetosci poréw do 0,18 cm?3/g) oraz parametréw
elektrokinetycznych (spadek wartosci punktu izoelektrycznego do 4,0), a takze pojawienie sie
charakterystycznych dla enzymu grup funkcyjnych na widmie FTIR uktadu biokatalitycznego
(C—H, amidowe | i Il rzedu oraz C—0) potwierdzajg skuteczno$é¢ immobilizacji. Dodatkowo
sugerujg, ze w wigzaniu enzymu z powierzchnig nos$nika hybrydowego ZrF biorg udziat

oddziatywania elektrostatyczne, sity van der Waalsa oraz stabe wigzania wodorowe (Rys. 16).
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Rys. 16. Prawdopodobna struktura uktadu biokatalitycznego ZrF-lakaza, na podstawie H12

Utylitarnym elementem badan byty testy weryfikacyjne wytworzonego biokatalizatora
w degradacji tartrazyny. Uzyskano ponad 95%-owg wydajnos$¢ odbarwiania tartrazyny w ciggu
60 min. Niezaleznie od warunkow procesu (pH i temperatury), na ktére miato wptyw stezenie
barwnika, uzyskano wysokie odbarwienie tartrazyny (ponizej 80%). Na podstawie wynikow
uzyskanych technikg spektrometrii mas zdefiniowano prawdopodobng sciezke degradacji
tartrazyny (Rys. 17). W pierwszym etapie lakaza powoduje asymetryczne rozerwanie wigzania
azowego, a w kolejnych krokach zachodzi deaminacja, dekraboksylacja oraz rozszczepienie
pierscienia pirazolowego. Ostatecznie mozna stwierdzi¢, ze zaproponowany w niniejszych
badaniach ukfad biokatalityczny ZrF-lakkaza jest obiecujgcym biokatalizatorem,
a przedstawione wyniki badan stanowia platforme do dalszych prac dotyczacych usuwania
zanieczyszczen z roztwordw wodnych. Co wazniejsze opisana w pracy H12 metoda in-situ
wykorzystania do funkcjonalizacji materiatlu nosnego stanowi komplementarne
uzupetnienie prac eksperymentalnych zaprezentowanych w artykule H7, wskazujac na liczne

mozliwosci syntezy materiatow nosnych o istotnym powinowactwie do enzymu.
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Rys. 17. Prawdopodobna sciezka i mechanizm degradacji tartrazyny z wykorzystaniem uktadu

biokatalitycznego ZrF-lakkaza, na podstawie H12

4.5 Podsumowanie

Zaprezentowany monotematyczny cykl artykutéw naukowych traktuje o mozliwosci
wykorzystania materiatdbw  nieorganicznych,  zaréwno  niemodyfikowanych  jak
i modyfikowanych, jako nosnikdw w procesie immobilizacji wybranych enzymdéw z grupy
hydrolaz oraz oksydoreduktaz. Zaproponowano nosniki o zdefiniowanych funkcjach,
wytwarzajac je wg wiasnych opracowanych technologii, ktére poddano modyfikacji
powierzchniowej celem zwiekszenia powinowactwa chemicznego. Istotnym aspektem
osiggniecia naukowego jest zastosowanie wytworzonych w ten sposéb uktadow
biokatalitycznych do usuwania wybranych barwnikdw organicznych z roztworéw wodnych.
Kluczowy aspekt stanowig grupy funkcyjne wprowadzane podczas modyfikacji, ktére
pozwalajg na wytworzenie stabilnych wigzan miedzy enzymem a nosnikiem. Istota podjetych
badan skoncentrowana zostata w gtdwnej mierze na potwierdzeniu skutecznosci

unieruchomienia enzymu, wykorzystujgc w tym celu zaréwno standardowe metody oceny
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efektywnosci immobilizacji (metoda Bradford, aktywnos¢ katalityczna, parametry kinetyczne),
jak i szeroka game analiz fizykochemicznych (spektroskopowych, struktury porowatej,
elementarnej, termograwimetrycznej, elektrokinetycznej). Dodatkowo dowiedziono, ze
zaproponowane ukfady biokatalityczne mogg by¢ wykorzystane w procesie usuwania azowych
i antrachinonowych barwnikéw z roztworéw wodnych.

Do gtéwnych osiggnie¢ badawczych zaprezentowanych w monotematycznym cyklu
publikacji nalezy zaliczy¢:

> przeprowadzenie funkcjonalizacji materiatéw tlenkowych zmodyfikowang metoda
zol-zel (in situ) lub w procesie ex-situ oraz zastosowanie ich w procesie immobilizacji
enzymow z grupy hydrolaz oraz oksydoreduktaz;

»  wykorzystanie fukoidyny w projektowaniu materiatéw hybrydowych typu
MO,/fukoidyna oraz ich testy weryfikacyjne w immobilizacji enzyméw;

»  zdefiniowanie rodzaju i charakteru oddziatywan enzym—nosnik, jak i ocena wptywu
tych oddziatywan na witasciwosci i aktywnosé immobilizowanego enzymu;

> innowacyjne podejscie do wykorzystania techniki Langmuira-Blodgetta (LB) jako
metody immobilizacji lipazy na nos$niku tlenkowym ZrOy;

»  ocene mozliwosci wykorzystania immobilizowanej lakazy w procesach usuwania
azowych i antrachinonowych barwnikéw z modelowych roztworéw wodnych;

»  zdefiniowanie produktéw degradacji barwnikdéw azowych i antrachinonowych oraz
podjecie proby scharakteryzowania mozliwego szlaku rozktadu wspomnianych
zwigzkow.

Reasumujgc, mozna stwierdzié, ze funkcjonalizowane tlenki metali oraz uktady tlenkowe
stanowig wazng grupe materiatéw stosowanych w procesie immobilizacji enzymdw. Dobdr
odpowiedniego modyfikatora umozliwia utworzenie stabilnego uktadu biokatalitycznego
o wysokiej aktywnosci enzymatycznej. Dodatkowo, zaproponowane funkcjonalizowane
materiaty mogg stanowi¢ cenne Zrdodto nosnikdw dla innych grup enzyméw, réwniez
petnigcych wazng funkcje w zastosowaniach przemystowych. Stad tez niezwykle istotne
wydaje sie dalsze prowadzenie procesu immobilizacji enzyméw w celu wytworzenia systemow
biokatalitycznych do réznorodnych zastosowan. Nalezy podkresli¢, ze opracowane systemy
mogg stanowic alternatywe dla opisanych uktadéw w literaturze przedmiotu.

Warto podkresli¢, ze przedstawiony monotematyczny cykl publikacji stanowi oryginalny

wktad w rozwdj technologii innowacyjnych uktadow biokatalitycznych projektowanych z
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udziatem enzymow oraz materiatéw nieorganicznych, ktére charakteryzujg sie optymalna

aktywnoscig katalityczng i wielokierunkowym zastosowaniem. Zrealizowane w ramach

rozprawy habilitacyjnej badania podstawowe oraz testy uzytkowe stanowig znaczgce

uzupetnienie istniejacego stanu wiedzy w zakresie projektowania nowatorskich uktadow

biokatalitycznych o zdefiniowanych wifasciwosciach i aktywnosci, przeznaczonych do

zastosowania w szerokiej gamie procesow katalitycznych.
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5 Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegolnosci zagranicznej

W 2022 roku odbytam 3 miesieczny staz w instytucie badawczym Applied Process
Chemistry (APC Ltd.) w Dublinie w ramach projektu ORBIS (Open Research Biopharmaceutical
Internships Support — Wsparcie stazy biofarmaceutycznych w ramach otwartych badan
naukowych) finansowanego ze srodkéw Unii Europejskiej (Maria Sklodowska-Curie Actions of
Horizon 2020 Framework Programme, H2020-MSCA-RISE-2017). Projekt stanowi konsorcjum
trzynastu instytucji naukowych i przedsiebiorstw z o$Smiu réznych krajow. APC opracowuje
metody badawcze i zwigzane z nimi materiaty informacyjne, ktére pomagajg firmom
przyspieszy¢ opracowywanie i wprowadzanie na rynek ich lekdw. Ponadto APC pomaga
firmom farmaceutycznym skréci¢ czas opracowywania lekdéw, dostarczajac przetomowe
rozwigzania naukowe polegajgce na btyskawicznym tempie opracowywania proceséw.

W trakcie stazu prowadzitam dziatania innowacyjno-badawcze, ktére koncentrowaty sie
gtéwnie na rozwoju nowych technologii analitycznych procesu (PAT), ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich wykorzystania w identyfikacji proceséow technologicznych. Podczas stazu
odbytam réwniez szereg szkolen, ktore pozwolity pogtebié mojg wiedze w zakresie Technologii
Analizy Procesu (PAT, z ang. Process Analytical Technology). PAT sg to technologie pozwalajace
analizowac oraz sterowac procesem produkcyjnym na podstawie wykonywanych w toku
procesu pomiarow parametréow jakosci, cech dotyczacych wydajnosci i wtasciwosci surowcow

oraz materiatéw. Szkolenia te dotyczyty:
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1) ogdlnych szkolen BHP dotyczgcych dokumentacji (dokumentacja danych, lab-book,
oznaczanie prébek, iAchieve — platforma cyfrowa dotyczgca notatek laboratoryjnych) oraz
pracy w laboratorium;

2) teoretycznych oraz praktycznych informacji dotyczacych:

> uzytkowania reaktoréw Easymax oraz Optimax;

> stosowania analizatorow wielkosci czastek (EasyViewer oraz ParticleTrack) in-situ
i W czasie rzeczywistym;

> obstugi programu Dynochem (narzedzia pozwalajgcego na zrozumienie procesu
i szybkie opracowanie procesu technologicznego przy ograniczeniu liczby
eksperymentdéw i ulepszonej wspétpracy).

Wiedza zdobyta podczas stazu zostata zaprezentowana na konferencji BioOrg (abstrakt pt.

»,Zastosowanie technologii analizy procesu (PAT) w procesach biologicznych i chemicznych”)

oraz Nocy Naukowcow (poster pt. ,Dogoni¢ Leprechauna, czyli jak przyspieszy¢ synteze

lekéw”). Podczas tego stazu podniostam swoje umiejetnosci pracy zespotowej i wspotpracy
oraz zostatam zapoznana z umiejetnosciami i kompetencjami, ktére mogg znaleié
zastosowanie zaréwno w sektorze akademickim, jak i wspétpracy przemystowej. Co istotne,
doswiadczenie zdobyte podczas stazu, w zakresie wykorzystania technologii PAT, przetozy
sie i pozwoli na lepsze zrozumienie i podejscie do metod syntezy i modyfikacji materiatéw
nieorganicznych - potencjalnych nosnikow enzyméw. Ma to kluczowe znaczenie

w projektowaniu ukfadow biokatalitycznych bedacych gléwnym przedmiotem badan

opisanych w monotematycznym cyklu publikacji. Ten wartosciowy staz przyczyni sie do

wykorzystania wiedzy zdobytej w trakcie jego realizacji w dalszej dziatalnosci naukowej oraz
dydaktycznej (kierunek studiow: inzynieria farmaceutyczna).
W okresie studiéw doktoranckich odbytam ponadto miesieczny staz przemystowy we

Firmie Luvena SA, w ramach projektu ,Nauka dla przemystu — przemyst z nauky” (projekt

wspotfinansowany przez Unie Europejskg w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego).

Doswiadczenie zdobyte podczas tego stazu pozwolito mi pogtebi¢ wiedze w zakresie

technologii wytwarzania nawozéw sztucznych, ktérg moge przekazywaé studentom podczas

wyktadéw, laboratoriow oraz ¢wiczen z Technologii Chemicznej Nieorganicznej, ktdre

prowadze na kierunku Technologia Chemiczna (zaréwno w jezyku angielskim jak i polskim).
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Wspétpraca z innymi osrodkami akademickimi

1. W latach 2011-2014 prowadzitam wspétprace z prof. dr hab. inz. Marianem Zaborskim
oraz dr hab. inz. Magdaleng Maciejewska, prof. uczelni, Politechnika tédzka, Wydziat
Chemiczny, Instytut Technologii Polimeréw i Barwnikéw. Wspétpraca dotyczyta syntezy
tlenku cynku oraz jego zastosowania jako aktywatora mieszanek gumowych. Owocem
wspotpracy sg publikacje naukowe opublikowane w czasopismach indeksowanych przez
JCR Thomson Reuters:

» Koftodziejczak-Radzimska A., Siwinska-Stefariska K., Jesionowski T., Maciejewska
M., Zaborski M., Modyfikowany tlenek cynku. Aktywator mieszanek gumowych.
Przemyst Chemiczny 91 (2012) 784

» Kotodziejczak-Radzimska A., Jesionowski T., Maciejewska M., Zaborski M., Modified
and unmodified zinc oxide as coagent in elastomer compounds. Polish Journal of
Chemical Technology 16 (2014) 63-68

2. W latach 2009-2012 prowadzitam aktywng wspotprace z zespotem kierowanym przez dr
hab. inz. Jadwige Séjke-Ledakowicz, profesor IW, z tukasiewicz — tdédzki Instytut
Technologiczny. Wspotpraca, zainicjowana zostata realizacja wspdolnego projektu
,ENVIROTEX”, dotyczyta syntezy oraz modyfikacji nieorganicznych materiatéw tlenkowych
o wtasciwosciach barierowych (pochtaniajgcych szkodliwe promieniowanie UV). Owocem
wspotpracy sg publikacje naukowe opublikowane w czasopismach indeksowanych przez
JCR Thomson Reuters:

» Sojka-Ledakowicz J., Olczyk J., Walawska A., Laurentowska A., Kotodziejczak-
Radzimska A., Jesionowski T., Modyfikacja wyrobow wtdkienniczych przy
wykorzystaniu tlenku cynku o czgstkach nanometrycznych oraz kompozytu
tlenkowego ZnO-SiO,. Przemyst Chemiczny 89 (2010) 1264

» Jesionowski T., Kotodziejczak-Radzimska A., Ciesielczyk F., Sojka-Ledakowicz J.,
Olczyk 1., Sielski J., Synthesis of zinc oxide in emulsion system and deposition on PES
nonwoven fabrics. Fibres Textile in Eastern Europe 19 (2011) 70

» Siwinska-Stefanska K., Ciesielczyk F., Kofodziejczak-Radzimska A., Paukszta D.,
Sojka-Ledakowicz J., Jesionowski T., TiO2-SiO; inorganic barier composites — from
synthesis to application. Pigment & Resin Technology 41 (2012) 139

3. W okresie 2021—-obecnie prowadze wspodtprace z dr hab. inz. Maciejem Bielejewskim;

Srodowiskowe Laboratorium Badan Radiospektroskopowych, Instytut Fizyki Molekularnej
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Polskiej Akademii Nauk. Wspotpraca dotyczy oceny skutecznosci modyfikacji materiatow
nieorganicznych oraz immobilizacji enzymdédw na podstawie analizy NMR. Owocem
wspotpracy sg publikacje naukowe opublikowane w renomowanych czasopismach
indeksowanych przez JCR Thomson Reuters:

» Kotodziejczak-Radzimska A., Bielejewski M., Biadasz A., Jesionowski T., Evaluation
of MxO,/fucoidan hybrid system and their application in lipase immobilization
process. Scientific Reports 12 (2022) 7218

» Kofodziejczak-Radzimska A., Bielejewski M., Zembrzuska J., Ciesielczyk F.,
Jesionowski T., Nghiem L.D., Exploring the functionality of an active ZrF-laccase
biocatalyst towards tartrazine decolorization. Environmental Technology
& Innovation. 31 (2023) 103201

W roku 2022 rozpoczetam wspdtprace z zespotem kierowanym przez Profesora Dariusza
Bielinskiego, Politechnika tédzka, Wydziat Chemiczny, Instytut Technologii Polimeréow
i Barwnikow. Wspédtpraca dotyczy modyfikacji krzemionki hydrolizatami biatkowymi oraz
okreslenia efektywnosci tego rodzaju modyfikacji w odniesieniu do dyspers;ji
i oddziatywania krzemionki w matrycy kauczuku.

Od 2021 roku wspodtpracuje z Profesorem Long N. Nghiem, Environmental & Water
Engineering, School of Civil and Environmental Engineering, University of Technology
Sydney. Gtéwnym obszarem wspétpracy jest aspekt srodowiskowy zwigzany z usuwaniem
szerokiej gamy zanieczyszczen stosujgc projektowane prze ze mnie biokatalizatory. Biorgc
pod uwage fakt, ze Profesor Long N. Nghiem jest niekwestionowanym autorytetem w tej
dziedzinie jego wsparcie merytoryczne i dos$wiadczenie naukowe jest nieocenione.
Owocem wspotpracy sg publikacje naukowe opublikowane w renomowanych
czasopismach indeksowanych przez JCR Thomson Reuters:

» Kotodziejczak-Radzimska A., Nghiem L.D., Jesionowski T., Functionalized materials
as a versatile platform for enzyme immobilization in wastewater treatment. Current
Pollution Reports 7 (2021) 263-276

» Koftodziejczak-Radzimska A., Bielejewski M., Zembrzuska J., Ciesielczyk F.,
Jesionowski T., Nghiem L.D., Exploring the functionality of an active ZrF-laccase
biocatalyst towards tartrazine decolorization, Environmental Technology &

Innovation 31 (2023) 103201-103213
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6 Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

Dziatalnos¢ dydaktyczna — prowadzone zajecia od 2011 r.

Rodzaj zajec

Przedmiot Kierunek Studiéw Studia
dydaktycznych
. . Niestacjonarne |
. Technologia Chemiczna ) .
Technologia stopnia
nieorganiczna L Stacjonarne |
Inzynieria Farmaceutyczna .
stopnia
Wybrane zagadnienia . .
. Lo . . Niestacjonarne I
Wykfad wspotczesnej wiedzy Technologia Chemiczna .
. . stopnia
chemicznej
Inzynieria Chemiczna i
. Procesowa, specjalnos¢: Stacjonarne
Materiaty kompozytowe e bed L ) .
Inzynieria Bioproceséw i stopnia
Biomateriatow
Technologia Stacjonarneii
Cwiczenia . . & Technologia Chemiczna Niestacjonarne |
nieorganiczna .
stopnia
. . Stacjonarne |
Inorganic Technolo Chemical Technolo .
& &Y &Y stopnia
. Technologia . . Stacjonarne |
Projekt . ) & Technologia Chemiczna ) .
nieorganiczna stopnia
Stacjonarneii
. Technologia Chemiczna niestacjonarne |
Technologia .
. ) stopnia
nieorganiczna . - - -
Inzynieria Chemiczna i Stacjonarne |
Procesowa stopnia
. . . Inzynieria Chemiczna i Stacjonarne |
Laboratorium Technologia chemiczna ¥ ) .
procesowa stopnia
Wybrane dziaty Inzynieria Chemiczna i Stacjonarne |
technologii procesowa stopnia
. . Technologia Chemiczna, .
Hybrid Materials and . , ,g . Stacjonarne
. specjalnosé: Composites and .
Fillers stopnia

Nanomaterials

Dziatalno$¢ dydaktyczna — promotorstwo prac dyplomowych od 2011 r.

Prace dyplomowe inzynierskie
studia stacjonarne | stopnia,

Prace dyplomowe
magisterskie

Prace dyplomowe inzynierskie
studia niestacjonarne | stopnia,

kierunek studiow: Technologia
Chemiczna, Inzynieria
Chemiczna i Procesowa,
Inzynieria Farmaceutyczna

studia stacjonarne Il
stopnia, kierunek studiéw:
Technologia Chemiczna,
specjalnosé: Technologia
Chemiczna Organiczna;
Inzynieria Chemiczna i
Procesowa, specjalnos¢:

kierunek studiow: Technologia
Chemiczna
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Inzynieria Chemiczna i
Procesowa

25 2 11

W ramach dziatalnosci dydaktycznej realizowanej w Zakfadzie Technologii Chemicznej,
w Instytucie Technologii i Inzynierii Chemicznej Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej od 2011 roku prowadzitam zajecia ze studentami, na réznych kierunkach studiow,
w ramach | i Il stopnia ksztatcenia na studiach stacjonarnych i niestacjonarnych, co
szczegotowo zaprezentowano w powyzszej tabeli. Od 2011 r. bytam/jestem promotorem 27
prac dyplomowych inzynierskich oraz 11 prac dyplomowych magisterskich. Bytam réwniez
recenzentem licznych prac inzynierskich oraz magisterskich. Warte podkreslenia jest rowniez
to, ze w 2018 roku zostatam zaproszona przez Studenckie Koto Naukowe Technologéw
Chemicznych ChemiTech, Koto Naukowe Studentéw Biotechnologii Bio-Top oraz Kotfo
Naukowe Kiwon dziatajgce na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej do wygtoszenia
wyktadu w roli prelegenta na Konferencji Technologii Chemicznej i Biotechnologii KonTech.
Nalezy rowniez dodaé, ze w ramach dziatalnosci dydaktycznej w 2020 r. bratam tez udziat
w przygotowaniu zajec dydaktycznych z Technologii Chemicznej dla anglojezycznego kierunku
studidw Chemical Technology realizowanego na Wydziale Technologii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej, w ramach programu POWER, ktére takze prowadze. Dodatkowo, od 2022 r.
prowadze zajecia specjalistyczne w laboratorium dla uczniéw szkoét technicznych

ponadpodstawowych, w ramach projektu ,Czas zawodowcdw BIS-zawodowa Wielkopolska”.

Dziatalnos$¢ dydaktyczna — opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna
naukowego lub promotora pomocniczego

Imie i nazwisko doktoranta Jakub Zdarta

Okres sprawowania opieki 2012-2017

Tytut rozprawy doktorskiej Immobilizacja enzymdéw na wybranych nosnikach organicznych
i nieorganicznych

Data obrony 11.04.2017 r.

Jednostka organizacyjna Politechnika Poznanska, Wydziat Technologii Chemicznej,
Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej

Charakter opieki Promotor pomocniczy

Dziatalnos$¢ organizacyjna i promocyjna

Lata Rodzaj aktywnosci
2017 - obecnie Organizacja warsztatow ,Poznaj chemiczne technologie przysztosci”
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podczas Nocy Naukowcdw organizowanej
na Wydziale Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej
2022 Udziat i promocja Politechniki Poznanskiej na Targach Edukacyjnych
2017 - 2019 Organizacja warsztatow podczas dni otwartych organizowanych
na Wydziale Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej w ramach
ogodlnouczelnianych akgcji ,,Drzwi otwarte” oraz ,,Dziewczyny na Politechnike”

7 Pozostate informacje dotyczace kariery naukowej

W czerwcu 2007 r. ukonczytam studia na Politechnice Poznanskiej uzyskujac tytut
magistra inzyniera technologii chemicznej bronigc prace magisterska pt. ,,Badania adsorpcji
preparatéw farmaceutycznych na powierzchni bieli tytanowej”, ktérej promotorem byt prof.
dr hab. Andrzej Krysztafkiewicz. Kontynuacje zainicjowanych badan stanowity rozpoczete
w 2007 r. studia doktoranckie na Wydziale Technologii Chemicznej pod opieka prof. dr. hab.
inz. Teofila Jesionowskiego, ktérych tematyky byta synteza, modyfikacja i zastosowanie
aktywnego tlenku cynku w mieszankach gumowych. Studia te zakonczyty sie uzyskaniem
stopnia naukowego doktora nauk chemicznych w zakresie technologii chemicznej w grudniu
2011r.

Od pazdziernika 2011 roku jestem zatrudniona na Wydziale Technologii Chemicznej
Politechniki Poznanskiej, a moje prace skoncentrowane sg na zastosowaniu materiatéw
tlenkowych w procesie immobilizacji enzyméw réinych klas oraz dalsze potencjalne
zastosowanie otrzymanych ukfadéw biokatalitycznych. Sg to badania podstawowe w zakresie
projektowania i charakterystyki fizykochemicznej wytwarzanych materiatéw, a ich gtdéwnym
elementem jest préba zdefiniowania stabilnosci i mechanizmu zwigzania biatka z nosnikiem.
Utylitarnym aspektem tych prac sg testy weryfikacyjne/aplikacyjne wytworzonych uktadéw
biokatalitycznych w szerokiej gamie proceséw katalitycznych, ukierunkowane na okreslenie
aktywnosci i mechanizmu dziatania immobiliozwanych enzyméw w s$rodowisku reakcji.
W zwigzku z tym prace badawcze realizuje we wspotpracy z krajowymi oraz
miedzynarodowymi osrodkami naukowymi takimi jak: Instytut Fizyki Molekularnej Polskiej
Akademii Nauk (dr hab. Michat Bielejewski) oraz Wydziatem Technologii i Inzynierii Chemicznej

Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie (dr hab. inz. Dariusz
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Moszynski) oraz z Environmental & Water Engineering, School of Civil and Environmental
Engineering, University of Technology Sydney (Profesorem Long N. Nghiem). Oprdécz tego
prowadze rowniez wspotprace z innymi instytutami oraz grupami badawczymi z macierzystej
uczelni: grupa badawcza prof. dr. hab. Krystyny Prochaska, Instytut Chemii i Elektrochemii
Stosowanej (dr hab. inz. Joanna Zembrzuska). Rozpoczetam réwniez wspétprace z Instytutem
Technologii Polimeréw i Barwnikdw na Politechnice tdédzkiej (prof. dr hab. inz. Dariusz
Bielinski).

Obecnie prowadze badania nad immobilizacja enzymdéw z grupy proteaz oraz ich
potencjalnego zastosowania np. w przemysle spozywczym. Za swojg prace naukowa zostatam
trzykrotnie uhonorowana nagrodami zespotowymi JM Rektora Politechniki Poznanskiej
w latach 2013, 2018 i 2019. W 2010 roku przyznano mi Stypendium w ramach projektu:
»Wsparcie stypendialne dla doktorantéw na kierunkach uznanych za strategiczne z punktu
widzenia Wielkopolski”. Waznym podkreslenia jest fakt, ze w 2022 roku znalaztam sie na
liScie najbardziej wptywowych naukowcéw sSwiata, w zestawieniu za rok 2021,
przygotowanym przez Uniwersytet Stanforda we wspdtpracy z wydawnictwem Elsevier
i firma SciTech Strategies, ktére publikowane jest na tamach magazynu ,PLOS Biology”
(Zat. 7).

Poza pracami nad nowatorskimi systemami biokatalitycznymi do rdéznorodnych
zastosowan, jednym z moich zainteresowan naukowych jest wykorzystanie termograwimetri
oraz analizy elementarnej w ocenie efektywnosci realizowanych proceséw adsorpcji,
fotokatalizy, czy syntezy hybrydowych i kompozytowych materiatdw pochodzenia
nieorganicznego oraz organicznego. Efekty tej pracy przektadajg sie na publikacje naukowe,
ktére nie wchodzg bezposrednio w sktad monotematycznego cyklu prac, jednak stanowig
istotne uzupetnienie mojej dziatalnosci naukowej.

W trakcie kariery naukowej kierowatam dziataniem naukowym Miniatura
finansowanym ze srodkéw NCN pt. ,Uktady hybrydowe typu MO,/fukoidyna jako aktywne
nosniki enzymow: projektowanie, wtasciwosci fizykochemiczne oraz testy katalityczne”,
ktoérego efektem sa 3 publikacje (H7, H9 i H12). Ponadto petnitam takze funkcje kierownika w
projekcie wewnetrznym Politechniki Poznanskiej dla mtodej kadry naukowej finansowanych
ze srodkéw statutowych (DS-MK). Bytam réwniez wykonawcg w 3 projektach finansowanych
ze Srodkdw NCN oraz MEIN, a takze bratam czynny udziat w 2 projektach europejskich

finansowanych z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego. Obecnie jestem cztonkiem
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miedzywydziatowego zespotu realizujgcego grant rektorski Politechniki Poznanskiej pt. ,, Nowa
generacja materiatdw spiekanych o osnowie metalicznej z udziatem wybranych fluorkdw,
tlenkow metali i nanorurek weglowych — wtasciwosci, analiza mechanizmdw oddziatywania
synergicznego” w ramach ktérego wykonuje charakterystyke fizykochemiczng wytworzonych
materiatow. Szczegdtowe informacje na temat wszystkich projektéw i grantéw zostaty zawarte
w Zat. 3. Dodatkowo, w latach 2014-2023 zrecenzowatam 41 prac w czasopismach naukowych,
m.in. Chemical Reviews, ACS Sustainable Chemistry Engineering, Journal of Materials Science
& Technology, Nanotechnology Reviews, Sustainable Environment Research i innych.

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 34 publikacje,
w czasopismach znajdujacych sie aktualnie na liscie filadelfijskiej, ktérych taczny IF z roku
opublikowania wynosi 97,607, a suma punktéw MEiN dla tych publikacji wynosi 3020. Ponadto
jestem wspéttworcg jednego patentu przyznanego przez Urzad Patentowy Rzeczypospolite]
Polskiej. Wedtug bazy Web of Science liczba cytowan wszystkich artykutéw z moim udziatem
to 1875 (bez autocytowan 1867) (dane z dnia 02.06.2023 r.), a indeks Hirscha wynosi 11.
Wyniki prac zrealizowanych po uzyskaniu stopniu doktora prezentowatam na licznych
konferencjach krajowych i miedzynarodowych, czego efektem sg liczne publikacje

w materiatach konferencyjnych, wystgpienia ustne, jak i prezentacje posteréw.
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