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1. Dane personalne

Imie i Nazwisko

Olga Marta Marchut-Mikotajczyk
Miejsce pracy

Politechnika £.6dzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Instytut Biochemii
Technicznej
Dane kontaktowe: 42 6313352

e-mail: olga.marchut-mikolajczyk@p.lodz.pl

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2004 r. — Magister inzynier, kierunek Biotechnologia (studia stacjonarne, 5-letnie,

magisterskie), Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Politechnika L.odzka.

2008 r. - Certyfikat Audytora Systemu Zarzadzania Srodowiskowego wg ISO 14001,
Podyplomowe Studium Auditingu Ekologicznego, Uniwersytet Gdanski, Wydziat

Zarzadzania.

2010 r. — Doktor nauk technicznych, specjalnosé biotechnologia, Wydzial Biotechnologii i
Nauk o Zywnosci, Politechnika £.6dzka. Tytut rozprawy doktorskiej: Zastosowanie enzymow
zwigzanych z mycelium Mucor circinelloides w procesie biodegradacji ropy naftowej-

promotor: prof. dr hab. Tadeusz Antczak.

2014 r. — Menedzer projektu badawczo-rozwojowego, Studia Podyplomowe, Wyzsza

Szkota Bankowa w Chorzowie, oddziat w Lodzi, Wydzial Administracji.
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2004 - 2010  Studia doktoranckie na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci,
Politechniki L.odzkie;j.
2010- 2011  Asystent w Instytucie Biochemii Technicznej, na Wydziale Biotechnologii i
Nauk o Zywnosci, Politechniki Lodzkiej.
2011- obecnie  Adiunkt w Instytucie Biochemii Technicznej, Wydzial Biotechnologii i
Nauk o Zywnosci, Politechnika £.6dzka.

4. Wskazanie osiagniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.)

4.1. Tytul osiggniecia naukowego

Biodegradacja wybranych zanieczyszczen organicznych z wykorzystaniem
innowacyjnych technik  bioremediacji oraz mikroorganizmow

wyizolowanych ze skazonego Srodowiska.

4.2.  Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Lista publikacji naukowych, stanowigcych podstawe do wniosku (Autor/autorzy, tytul

publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa) w kolejnosci chronologicznej

Opis indywidualnego wktadu habilitanta w powstanie kazdej z wieloautorskich publikacji
znajduje si¢ w Zatgczniku 5 (Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o

osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki).

H1  Marchut-Mikolajezyk* O. (80%), Kwapisz E. (10%), Antczak T. (10%),
Enzymatyczna bioremediacja ksenobiotykéw, Inzynieria I Ochrona Srodowiska, 2013, 1.16
(1), 39-55.

MSWIiN (B)=5
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H2  Marchut-Mikolajezyk™* O. (70%), Kwapisz E. (15%), Wieczorek D. (5%), Antczak
T. (10%), Biodegradation of diesel oil hydrocarbons enhanced with Mucor circinelloides
enzyme preparation, International Biodeterioration & Biodegradation 2015, Vol 104,
142-148, doi.org/10.1016/j.ibiod.2015.05.008.

MSWIiN= 30, 1Fa015 =2,429 (5-letni 1F=3,631)

H3  Marchut-Mikolajczyk* O. (65%), Polewczyk A. (25%), Antczak T. (10%),
Innowacyjne techniki wspomagania procesow  bioremediacji gleby zanieczyszczonej
zwigzkami ~ ropopochodnymi  w  Innowacyjne rozwigzania rewitalizacji  terenow
zdegradowanych, REVITARE, 2015, T7, 87-96 ISBN: 9788393954414 (rozdzial w
monografii).
MSWIN =4

H4  Wieczorek* D. (40%), Marchut-Mikolajczyk O. (45%), Strzelecki B.,(5%),
Gajewska M. (2,5%), Polewczyk A.(2,5%), Antczak T (5%). The effect of
tertbutylhydroquinone (TBHQ) on biodiesel bioremediation in soil samples inoculated with
bacterial cells, International Biodeterioration&Biodegradation2016,Vol.115,205-211,
doi.org/10.1016/j.ibiod.2016.08.016

MSWIiN=30, IF316 =2,962 (5 -letni 1F=3,631)

H5  Marchut-Mikolajczyk*, O. (70%), Drozdzynski, P. (20%), Pietrzyk, D. (5%),
Antczak T. (5%), Biosurfactant production and hydrocarbon degradation activity of
endophytic bacteria isolated from Chelidonium majus L. Microbial Cell Factories, 2018
17:171, doi.org/10.1186/s12934-018-1017-5,
MSWiN=40, 1F,:5 =3,831 (5-letni IF=4,295)

H6  Marchut-Mikolajczyk *O. (65%), Drozdzynski P. (20%), Domanski J. (5%),
Januszkiewicz B. (5%), Wrzesniewska-Tosik K. (5%), Degradation of ozonized tire rubber
by aniline-degrading Candida methanosorbosa BP6 strain, Journal of Hazardous Materials,
2019, 5;367:8-14, doi: 10.1016/j.jhazmat.2018.12.045

MSWIiN=45, IF;09= 6,434 (5-letni 1F=6,513)

Patenty:
H7  Polewczyk A. (35%), Marchut-Mikolajczyk O. (35 %), Kwapisz E. (10 %),
Antczak T. (10%), Bielecki S. (5 %), Smigielski K. (5%), 2012. Patent RP 222382. Sposob

otrzymywania  preparatu  enzymow  wspomagajgcego  bioremediacje  srodowiska
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zanieczyszczonego weglowodorami cigzkiej frakcji ropy naftowej oraz sposob bioremediacji
gleby zanieczyszczonej Cigzka frakcjg ropy naftowe;.
MSWiN= 30

H8  Smigielski K. (30%), Marchut-Mikolajczyk O. (30%), Polewczyk A. (30%),
Antczak T. (10%), 2013. Patent RP 222395. Sposo6b bioremediacji srodowiska wodnego
zanieczyszczonego olejem napgdowym, 2013.

MSWIiN=30

Oswiadczenia wszystkich wspotautorow okreslajgce wkiad w powstanie poszczegolnych

publikacji znajdujq sie w Zatgczniku nr 6.

4.3. Omowienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Podstawa wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego jest cykl 6
oryginalnych artykuléw naukowych opublikowanych w latach 2013-2019 oraz 2 patentow.
Cztery artykuly zostaly opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports (JCR), jedna praca przegladowa zostata opublikowana w czasopismie z listy
B MSWiIN, oraz jeden artykut zostat opublikowany jako rozdziat w monografii. Sumaryczny
Impact Factor (zgodnie z rokiem wydania) publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia
naukowego wedlug bazy Journal Citation Reports (JCR) wynosi 15,656; 5-letni Impact Factor
wynosi 18,070; za$ sumaryczna liczba punktow wedlug MNiISW (zgodnie z rokiem wydania)
wraz z punktacja patentowa wynosi 214.

Publikacje 1taczy tematyka obejmujaca biodegradacje wybranych zanieczyszczen
organicznych. Opracowanie skutecznych metod wspomagajacych procesy
mikrobiologicznego rozktadu zanieczyszczen jak réwniez pozyskanie ze skazonych
srodowisk drobnoustrojow wykazujacych wysoka aktywno$¢ degradacyjna postuza do
opracowania nowych badz udoskonalania juz istniejagcych technologii 0czyszczania

srodowiska.
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4.3.1. Wprowadzenie
(wykaz cytowanych publikacji podano w rozdziale 5 Autoreferatu)

Obecny stan zanieczyszczenia srodowiska, w $wietle wielu katastrof ekologicznych
I ogromnych ilosci powstajacych odpadéw, stanowi jeden z najpowazniejszych problemow
ekologicznych wspotczesnego Swiata. Szybki rozwdj przemystu przyczynit si¢ do powstania
réznorodnych paliw, rozpuszczalnikéw, farb i tworzyw sztucznych, takich jak guma,
bedacych mieszaning réznego typu zwigzkow organicznych, wsrod ktorych najwigksza grupe
stanowig weglowodory (alifatyczne zwigzki nasycone i nienasycone, zwigzki cykliczne i
aromatyczne). Niektore z tych zwigzkow charakteryzuja si¢ wysoka toksycznoscig i
trwatoscig, a w konsekwencji opornoscig na biodegradacj¢. Pojawienie si¢ w $srodowisku
produktow bedacych mieszaning roznych grup weglowodorow stanowi zagrozenie dla
ekosystemoéw [Goyal i Basniwal, 2017].

Podatno$¢ zanieczyszczenia na rozklad jest uzalezniona od szeregu czynnikéw
zwigzanych z jego budowa chemiczng, wilasnosciami fizyko-chemicznymi, st¢zeniem w
srodowisku oraz warunkami panujagcymi w miejscu skazenia. Zwigzek organiczny uznawany
jest za oporny na degradacje, gdy jego rozklad prowadzony przez mikroflore obecng w
miejscu skazenia trwa o wiele dtuzej niz w przypadku wigkszo$ci naturalnych substratow.
Zwiazki te nazwano ksenobiotykami, gdyz sa one nowe badZz nieznane dla mikroflory
autochtonicznej [Suthersan, 1999]. Ksenobiotyki postrzegane sg jako zwigzki niewystepujace
lub rzadko wystepujace w naturze, badz tez zawierajace w swej budowie elementy, ktore nie
moga by¢ syntetyzowane na drodze biochemicznej. W przeciwienstwie do naturalnie
wystepujacych substancji organicznych, ktére stosunkowo tatwo podlegaja rozktadowi w
srodowisku naturalnym, niektoére z syntetycznych zwigzkow organicznych sa oporne na
biodegradacje. Jednakze czgéci badaczy uzywa terminu ,.ksenobiotyk™ réwniez w odniesieniu
do zwiazkéw wystepujacych w naturze, jednak pojawiajacych si¢ w srodowisku w stezeniu
znacznie przekraczajacym to, w ktorym wystepuja naturalnie. Takie zjawisko obserwuje si¢
na przyklad przy wycieku oleju, sciekach przemystowych czy tez sktadowiskach odpadow
niebezpiecznych [Rieger i wspoét., 2002; Knapp i Bromley-Challoner, 2003; Croom, 2012].

Jednym z gtownych celow biotechnologii w odniesieniu do ochrony $rodowiska jest
opracowanie procesOw biologicznych pozwalajacych na skuteczng utylizacj¢ zanieczyszczen i
poprawe stanu Srodowiska naturalnego. W tym aspekcie duze znaczenie ma wykorzystanie
technik  bioremediacyjnych jako efektywnych strategii oczyszczania S$rodowiska,

znajdujacych zastosowanie zarowno do usuwania zanieczyszczen substancjami naturalnymi,
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jak i tymi pochodzenia antropogenicznego. Bioremediacja wykorzystuje aktywnosé¢
degradacyjng mikroorganizméw, ktorych systemy enzymatyczne wykazuja wlasciwosé
przeksztalcania toksycznych zwigzkow organicznych w skladniki mniej toksyczne lub
catkowicie nieszkodliwe dla $srodowiska, jak dwutlenek wegla i woda [Goyal i Basniwal,
2017].

Pomimo, iz bioremediacja jest postrzegana jako efektywna i nie wymagajaca duzych
naktadow inwestycyjnych metoda usuwania zanieczyszczen ze S$rodowiska, wadg tej
technologii jest dtugi czas trwania procesow biodegradacji. W zalezno$ci od rodzaju i stezenia
zanieczyszczenia procesy biologicznego oczyszczania trwajg od Kilkunastu miesigcy do kilku
lat. Dodatkowo, powaznym problemem, wplywajacym na wydluzenie bioremediacji, jest
usuwanie tzw. zanieczyszczen resztkowych - najtrudniej degradowalnych. Dlatego tez, w celu
zwigkszenia szybkosci rozktadu zanieczyszczen konieczne jest zastosowanie dodatkowych,
racjonalnych technik wspomagajacych.

Najistotniejszym elementem biologicznych metod oczyszczania sa biopreparaty stuzace do
efektywnej degradacji zanieczyszczen. Podstawg do ich opracowania jest pozyskanie ze
skazonego S$rodowiska mikroorganizméw wykazujacych wysoka aktywnos$¢ degradacyjng
wobec zanieczyszczenia. Namnozenie 1 wprowadzenie do skazonego $rodowiska
biopreparatow opartych na mikroflorze autochtonicznej nie tylko pozwala na efektywne
oczyszczenie Srodowiska, ale rowniez na zachowanie rownowagi w ekosystemie [Goyal i
Basniwal, 2017].

Niestety, obserwowana akumulacja toksycznych substancji w srodowisku wskazuje, iz mimo
ewolucji, drobnoustroje w obecnosci duzej ilosci réznych zwigzkow, w tym ksenobiotykow
nie byly w stanie wyksztatci¢ wielu szlakow metabolicznych, umozliwiajacych szerokie
wykorzystywanie tych substancji jako zrodta wegla i energii. Nalezy zatem zwrdci¢ uwage na
mozliwo$§¢  zastosowania  technik  umozliwiajacych  zwigkszenie  skutecznos$ci
mikrobiologicznej degradacji zanieczyszczen.

Uwzgledniajac zlozono$¢ systemow, jakimi sg zanieczyszczone grunty czy zbiorniki
wodne, nalezy zwrdci¢ uwage na mozliwos¢ wykorzystania w procesach biodegradacji nie
tylko potencjalu metabolicznego mikroorganizmoéow, ale i samych enzyméw (w formie
preparatow), zarowno tych wydzielanych poza komorke, jak 1 enzymow
wewnatrzkomoérkowych. Bioremediacja enzymatyczna stanowi bardzo dobre narzedzie
stuzace wspomaganiu usuwania ze srodowiska konkretnych, opornych na degradacje

zanieczyszczen. Z punktu widzenia procesow biotransformacji opornych na rozktad
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zwigzkow szczegoblnie skuteczne wydaje si¢ zastosowanie grzybowych, wieloenzymowych
preparatow [Alcade i wspot., 2006; Piotrowska-Diugosz, 2017].

Innym rozwigzaniem, przyczyniajagcym si¢ do zwigkszenia efektywnosci usuwania
zanieczyszczen ze Srodowiska jest zastosowanie metod chemicznych. Wigkszo$¢ skazen
srodowiska powodujg substancje stabilne chemicznie, co znacznie utrudnia proces ich
biologicznego utleniania. Przeprowadzenie wstepnego utlenienia zanieczyszczen z uzyciem
utleniaczy chemicznych (odczynnik Fentona, nadtlenek wodoru, 0zon) moze uczyni¢ je
fatwiej przyswajalnymi dla mikroorganizmoéw. Jednakze warunki procesu nalezy dobra¢ w
taki sposob, by nie wptywaly one negatywnie na mikroflor¢ bytujaca w skazonym
srodowisku. Zastosowanie ozonowania, jako czynnika utleniajagcego wykorzystywane jest
gtownie do oczyszczania SciekOw zawierajagcych znaczne ilosci zwigzkow opornych na
degradacje. Metoda ta moze rowniez stanowic¢ skuteczne i stosunkowo najmniej inwazyjne
narzg¢dzie do intensyfikacji proceséw bioremediacji [Krosowiak i wspot., 2008, Chen i wspot.,
2016].

W  zwigzku z potrzebag zwigkszenia efektywno$ci usuwania zanieczyszczen
organicznych ze srodowiska najskuteczniejszym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ stosowanie
technik taczacych aktywno$¢ degradacyjng mikroorganizmow z bioremediacjg enzymatyczng
lub tez obejmujacych wykorzystanie wstepnego utleniania zanieczyszczenia z degradacja

mikrobiologiczna.

4.3.2. Cel badan

Badania zwigzane z procesami biodegradacji prowadzone sa w Instytucie Biochemii
Technicznej Politechniki Lodzkiej (IBT PL) od ponad 25 lat (Kwapisz i wspot., 2008;
Romanowska i wspot. 2010). Wyniki tych badan, kierowanych przez dr inz. Ewe¢ Kwapisz
zostaly praktycznie wykorzystane w trakcie realizacji grantu rozwojowego (NR 14-0027-04),
realizowanego we wspotpracy z firmg Poszukiwania Nafty i Gazu, Sp. z 0.0., w latach 2007-
2010. Celem projektu bylo przeprowadzenie bioremediacji gruntu zanieczyszczonego ropa
naftowg na terenach po odwiertach ropy naftowej, zlokalizowanych na Podkarpaciu. Do
oczyszczania $Srodowiska wykorzystano opracowane w IBT, PL biopreparaty w formie
konsorcjow bakteryjnych, oparte na mikroorganizmach wykazujacych aktywno$é¢
degradacyjng. W sktad biopreparatow wchodzily szczepy bakterii z gatunku Gordonia

alkanivorans, Pseudomonas putida i Bacillus sp. Zastosowaniec wyzej wymienionych

9|Strona



Dr inz. Olga Marta Marchut-Mikotajczyk Zalacznik 3a- Autoreferat

mikroorganizméw do bioremediacji byto przedmiotem dwodch patentow (Patent RP 205688,
2005; Patent RP 205687, 2005).

Pomimo opracowania biopreparatdw opartych na mikroorganizmach wykazujacych
aktywno$¢ degradacyjng, proces oczyszczania terendw po odwiertach ropy naftowej trwat
dwa i pol roku. Szczegodlnie trudne okazalo si¢ usuwanie najbardziej opornych na degradacje
zwigzkow obecnych w skazonych gruncie, w tym weglowodoréw aromatycznych,
stanowigcych tzw. zanieczyszczenia resztkowe. Tak dlugi czas trwania bioremediacji
zwigksza koszty prowadzenia procesu, zwigzane migdzy innymi z koniecznoscig kilkukrotne;j
aplikacji biopreparatu do oczyszczanego srodowiska.

W toku badan wykonywanych w ramach pracy doktorskiej, pod kierunkiem prof. dr hab.
Tadeusza Antczaka i opieka dr inz. Ewy Kwapisz, prowadzitam badania nad mozliwo$cig
zastosowania enzymoOw zwigzanych z mycelium Mucor circinelloides, jako czynnika
wspomagajacego biodegradacje ropy naftowej. Badany przeze mnie preparat, otrzymany W
zespole prof. Antczaka do rozktadu tluszczow odpadowych, charakteryzowal si¢ wysoka
aktywnoscig lipazy (3,75 U/mg) i niska aktywnoscig lakazy (0,12 U/mg). Metoda
wspomagania biodegradacji ropy naftowej tym preparatem, zostala odznaczona zlotym
medalem, na II Miedzynarodowej Wystawie Wynalazkow, IWIS 2008.

Mozliwo$¢ uczestniczenia w badaniach zwigzanych z realizacjg grantu rozwojowego
(NR 14-0027-04) i obserwowanie problemow pojawiajacych si¢ w trakcie prowadzenia
bioremediacji (pozyskiwanie mikroorganizméw o wysokiej aktywno$ci degradacyjnej,
utrudniony rozktad zanieczyszczen bedacych mieszaning roznych grup zwigzkow,
koniecznos¢ kilkukrotnego wprowadzania biopreparatu do srodowiska, zwigzana z obnizajaca
si¢ aktywno$cig metaboliczng drobnoustrojéw spowodowang zmianami warunkow
atmosferycznych i zmniejszajaca si¢ dostepnoscia trudniej degradowalnych zanieczyszczen),
a takze coraz wigksza ilo$¢ doniesien literaturowych na temat trudno$ci w opracowaniu
skutecznych metod biotechnologicznych usuwania weglowodorowych zanieczyszczen i
odpaddéw zwrdceita moja uwage na potrzebe doskonalenia technik bioremediacyjnych poprzez
wzbogacenie ich o nowe narzedzia o wysokim potencjale aplikacyjnym.

Celem prezentowanego cyklu publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego
bylo: (1) opracowanie innowacyjnych technik bioremediacji i ich wykorzystanie do
usuwania ze Srodowiska wybranych zanieczyszczen organicznych oraz (2) ocena
aktywnosci degradacyjnej mikroorganizmow izolowanych ze skazonego Srodowiska

wobec zanieczyszczen obecnych w miejscu izolacji.
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4.3.3. Szczegotowe omowienie wynikéw badan

Bioremediacja stanowi jedng z najbardziej efektywnych technologii usuwania
zanieczyszczen. Pomimo szeregu zalet tej technologii, powaznym problemem, wplywajacym
na wydluzenie proceséw oczyszczania $rodowiska nawet do kilku lat, jest usuwanie
najbardziej opornych na degradacj¢ zanieczyszczen. Powyzsze problemy badawcze, sktonity
mnie do przeprowadzenia badan majacych na celu opracowanie efektywnych, innowacyjnych
technik bioremediacji ksenobiotykow opartych na polaczeniu mikrobiologicznej degradacji z
bioremediacja enzymatyczng (H1, H2, H3, H7) lub/i wstepnym utlenianiem ozonem (H3,
H8).

Zagadnienia zwigzane z rolg enzymoéw w procesach biodegradacji podejmowane w toku
realizacji pracy doktorskiej sktonity mnie do poglgbienia wiedzy z zakresu wykorzystania
enzymow w biotechnologii srodowiska. Pozyskana wiedza pozwolita mi na przygotowanie
pracy przegladowej (H1), ktorej przedmiotem byto przedstawienie mozliwosci wykorzystania
wybranych grzybowych enzyméw z klasy oksydoreduktaz i hydrolaz do usuwania ze
srodowiska ksenobiotykow, takich jak wielopierScieniowe weglowodory aromatyczne,
polichlorowane bifenyle, pochodne fenolu czy dioksyny. Znaczng czg¢$¢ pracy poswigcitam
enzymom pochodzacym z grzybow biatej zgnilizny (Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor), charakteryzujacych si¢ wysokim potencjalem do efektywnego rozktadu
ksenobiotykow. Omoéwilam mozliwosci zastosowania enzymow z klasy oksydoreduktaz,
takich jak: lakaza (EC1.10.3.2), Mn-peroksydaza (EC1.11.1.13) czy peroksydaza ligninowa
(EC1.11.1.14) do usuwania ksenobiotykéw ze srodowiska. W pracy poruszytam réwniez
zagadnienia wigzane z rolg lipaz (EC 3.1.1.3) w bioremediacji. Enzymy te uznawane sg za
dobry biochemiczny wskaznik postepu mikrobiologicznej degradacji zanieczyszczen w
glebie, ze szczegdlnym uwzglednieniem degradacji zwigzkow ropopochodnych [Margesin i
wspol, 2000, Alcade i wspot., 2006]. Jednakze ich wiasciwosci katalityczne wskazuja, iz
mozliwe jest takze zastosowanie lipaz do podniesienia wydajno$ci usuwania ftalanow ze
srodowiska wodnego [Mita et al., 2010].

W pracy H1 zwrocitam uwage na fakt, iz mozliwo$¢ wykorzystania enzymow W
bioremediacji wymaga rozwoju metod produkcji odpowiednich preparatdéw enzymatycznych,
przeznaczonych specjalnie do tych celow, a wigc rowniez niedrogich. Podkreslitam zalety
zastosowania enzymOow do oczyszczania §rodowiska. W poréwnaniu z typowa remediacja

mikrobiologiczng enzymy wykazuja wyzsza aktywno$¢ wzgledem opornych na degradacje
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polutantow przy jednoczesnej niskiej wrazliwosci na zmiany ich stgzen. Ponadto aplikacja
preparatow enzymatycznych nie wymaga tak szczegdétowej kontroli jak w przypadku
celowych preparatow mikrobiologicznych (pH, stosunek C:N:P, stezenie tlenu, wilgotnos¢).
Zwrocitam rowniez uwage na wady zastosowania tej techniki. W perspektywie aplikacji
dostepnych na runku preparatow enzymatycznych (zawierajacych pojedyncze enzymy) w
bioremediacji prowadzonej in situ, koszty oczyszczania czynityby te technike droga i
nicoplacalng. Dla przyktadu, koszt zakupu preparatu lakazy z Trametes versicolor, firmy
Sigma-Aldrich wynosi ok. 400 ztotych za 1 g preparatu. Zasugerowatam, iz rozwigzaniem
tego problemu mogloby by¢ opracowaniec metod otrzymywania wieloenzymowych
preparatoéw enzymatycznych, zawierajacych biatka katalityczne ukierunkowane na rozktad
konkretnych zanieczyszczen. Znajomos$¢ szlakow degradacji zwigzkéw wchodzacych w sktad
skazenia dostarcza informacji na temat enzymow katalizujacych poszczegolne etapy rozktadu.
Szczegolnie istotna jest obecno$¢ w preparacie enzymow inicjujacych rozktad zanieczyszczen
(enzymy z klasy oksydoreduktaz, w tym monooksygenazy i dioksygenazy) jak rowniez tych
katalizujacych koncowe etapy biodegradacji (enzymy z Kklasy hydrolaz, w tym esterazy
(lipazy)). Wykorzystanie do otrzymywania preparatow enzymatycznych Surowcow
odpadowych i tanszych metod hodowli (np. solid state fermentation), moze uczynié
bioremediacj¢ enzymatyczng nie tylko skutecznym ale i1 ekonomicznym narzedziem
biotechnologicznym wspomagajacym proces oczyszczania srodowiska.

Opisany w pracy Hl duzy potencjal enzymow do usuwania ksenobiotykow ze
srodowiska sktonit mnie do przeprowadzenia badan majacych na celu otrzymanie
wieloenzymowego preparatu enzymatycznego, ukierunkowanego na rozktad weglowodorow.
Wyniki uzyskane w pracy doktorskiej wskazaty, ze grzyb z gatunku Mucor circinelloides
wytwarza enzymy (gtownie lipazy), ktore moga mie¢ potencjalne zastosowanie w
biodegradacji. Jednakze preparat badany przeze mnie w ramach pracy doktorskiej byt
preparatem otrzymanym w celu hydrolizy tluszczow odpadowych 1, oprocz lipazy,
wykazywal jedynie $ladowg aktywnos$¢ lakazy. Chcac uzyskaé preparat wykazujacy
aktywno$¢ enzymow niezbednych do katalizowania reakcji rozktadu weglowodorow
postanowilam zmieni¢ warunki procesu otrzymywania preparatu enzymatycznego z grzyba
Mucor circinelloides. Modyfikacja sktadu podloza hodowlanego za pomoca
weglowodorowego substratu, stwarzata mozliwo$¢ pozyskania preparatu wzbogaconego o
nowe enzymy przydatne w procesie biotransformacji zwigzkéw ropopochodnych.
Opracowatam metode otrzymywania preparatu z Mucor circinelloides pozwalajaca na

uzyskanie zestawu enzymow niezbednych do przeprowadzenia efektywnej biotransformacji

12|Strona



Dr inz. Olga Marta Marchut-Mikotajczyk Zalacznik 3a- Autoreferat

sktadnikéw oleju napedowego. W tym celu przeprowadzitam aktywacje metabolizmu
badanego grzyba na rozktad oleju napedowego poprzez indukcje polegajaca na naniesieniu
sterylnego paliwa na skos agarowy zawierajgcy 72 h biomase szczepu Mucor circinelloides.
Skosy inkubowatam przez kolejne 24 godziny, w temperaturze 30°C. Indukcj¢ powtarzatam
trzykrotnie. Nastgpnie wysterylizowane podtoze hodowlane do biosyntezy enzyméw
szczepitam zawiesing zarodnikow szczepu Mucor circinelloides, uprzednio aktywowanego na
rozktad oleju napgdowego. Po 72 godzinnej hodowli wglebnej grzybni¢ przesaczono na filtrze
celulozowym, przemyto wodg i odttuszczono/odwodniono acetonem, wedlug metody opisanej
przez Antczaka i wspotpracownikéw [Antczak 1 wspét., 1995]. Po wysuszeniu grzybni w
temperaturze pokojowej i zmieleniu w miynku udarowym do wielkosci drobin 2-5 um
otrzymalam  surowy  preparat enzymatyczny. Wedlug  Szczesnej-Antczak i
wspotpracownikdéw, preparaty pozyskiwane z grzybow strzepkowych z rodzaju Mucor,
cechuje wysoka aktywno$¢ lipolityczna (400-800 pumol min ' g %), zwiazana z obecnoscia
wewnatrzkomoérkowych lipaz [Szczesna-Antczak i wspoél.,, 2006]. Zastosowanie indukcji
pozwolito na otrzymanie wieloenzymowego preparatu Mucor circinelloides, wykazujacego
aktywnos¢ lipazy (3,15 U/mg), lakazy (1,74 U/mg), Mn-peroksydazy (1,15 U/mg) oraz 1,2- i
2,3- dioksygenazy katecholowej (odpowiednio 0,95 U/mg i 0,76 U/mg). Wykorzystanie
otrzymanego przeze mnie preparatu w biodegradacji oleju napedowego zostalo opisane w
pracy H2. Proces biodegradacji weglowodoréw oleju napedowego, wspomaganej
wieloenzymowym preparatem Mucor circinelloides, prowadzitam przez 14 dni w podiozu
pltynnym, w warunkach hodowli wstrzasanej. W badaniach wykorzystatam trzy szczepy
bakterii, pochodzace z zasoboéw Instytutu Biochemii Technicznej: Gordonia alkanivorans S7
(wyizolowany ze $ciekow petrochemicznych), Achromobacter xylosoxidans G21
(wyizolowany z gleby zanieczyszczonej mieszaning oleju napedowego 1 biodiesla) 1
Pseudomonas sp. A34 (wyizolowany z cigzkiej frakcji destylacji ropy naftowej). Wszystkie
szczepy bakterii charakteryzowata wysoka aktywnos$¢ degradacyjna wobec weglowodorow.
W badaniach zastosowatam wysokie stezenie oleju napedowego (7% v/v). Weglowodorowy
substrat zostal poddany mikrobiologicznej degradacji z udziatem w/w szczepow bakterii. Dla
kazdego z wariantéw mikrobiologicznego rozktadu oleju napedowego przygotowatam probe
odniesienia, w ktorej proces biodegradacji wspomagatam nowym, wieloenzymowym
preparatem z M. circinelloides. Analiza aktywnosci respiracyjnej i krytycznego stgzenia tlenu
wykazata, ze wprowadzenie enzymow Mucor circinelloides do srodowiska biodegradacji (w
ilosci 2 mg na 3 g weglowodorow), zwigksza metaboliczng aktywnos$¢ drobnoustrojow

prowadzacych proces degradacji. Szybko$¢ zuzywania tlenu przez komorki bakterii w
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probach z dodatkiem wieloenzymowego preparatu M. circinelloides przez caly czas trwania
procesu biodegradacji byla dwukrotnie wyzsza niz w probach bez badanego preparatu.
Ponadto, wartosci krytycznego st¢zenia tlenu w probach zasilonych preparatem
enzymatycznym byly o 30% nizsze, w poroOwnaniu z prébami bez dodatku preparatu.
Wykazatam, ze zastosowanie wiecloenzymowego preparatu M. circinelloides wptywa nie tylko
na podwyzszenie aktywnos$ci metabolicznej mikroorganizméw prowadzacych proces
biodegradacji, ale takze wydluza ja w czasie. Zjawisko to wptywa bezposrednio na
efektywnos¢ biodegradacji. Ubytek zanieczyszczenia otrzymany po 14 dniach prowadzenia
procesu w probach bez dodatku badanego preparatu wynosit od 55 do 70%. Dodatek
preparatu enzymatycznego spowodowal wzrost ubytku zanieczyszczenia o ok 20-30%. W
probie, w ktorej proces prowadzony przez szczep G. alkanivorans S7 zostat zasilony
wieloenzymowym preparatem z M. circinelloides, po 14 dniach uzyskatam 86% efektywnos¢
biodegradacji ogodlnej puli weglowodoréw. Ponadto wprowadzenie wieloenzymowego
preparatu do $rodowiska biodegradacji skutkowalo zwigkszeniem szybkosci degradacji
weglowodoréw. Zjawisko to byto szczegélnie istotne w drugim tygodniu procesu, w ktoérym
w Srodowisku pozostaja trudniej degradowalne weglowodory rozgat¢zione 1 aromatyczne. W
10 dniu procesu warto$¢ badanego parametru dla szczepu G. alkanivorans S7, w probie
zasilonej badanym preparatem wynosita 0.26 g 1> h™, podczas gdy w probie bez preparatu
0,17 g I h™*. Badania dotyczace rozktadu zwiazkéw ropopochodnych zwykle prowadzone sa
przez 21 dni, a stezenie zanieczyszczenia w Srodowisku nie przekracza 5% v/v. Uzyskana
przeze mnie efektywnos$¢ biodegradacji wskazuje, ze zastosowanie otrzymanego preparatu
pozwala na skrocenie czasu trwania oczyszczania, nawet w obecnosci wysokiego st¢zenia
zanieczyszczenia. Wykazatam réwniez, zZe zastosowanie Otrzymanego preparatu
enzymatycznego powoduje zwigkszenie ubytku weglowodoréw aromatycznych w
mieszaninie. Zwiazki te naleza do trudnodegradowalnych i czgsto wchodzag w sktad tzw.
zanieczyszczen resztkowych. Zastosowanie wieloenzymowego preparatu skutkowato 10%
wzrostem ubytku weglowodorow aromatycznych, w pordwnaniu z probami nie zasilonymi
preparatem. Zjawisko to bylo zwigzane z obecno$cia w preparacie takich enzymow jak lakaza
I dioksygenazy katecholowe. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w celu zwigkszenia szybkosci i
efektywnosci biodegradacji zanieczyszczen bgdacych mieszaning zwigzkow alifatycznych i
aromatycznych warto stosowa¢ wspomaganie wieloenzymowymi preparatami, zawierajagcymi
enzymy uczestniczace w biotransformacjach grup zwigzkow wchodzacych w sktad tego
zanieczyszczenia. Utlenianie n-alkanow prowadzi do powstawania homologicznych kwaséw

thuszczowych lub alkoholi 1 powstania z tych substratow estréw. Kwasy tluszczowe,
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otrzymane w wyniku hydrolizy enzymatycznej estréw katalizowanej przez esterazy (lipazy),
w koncowym etapie rozktadu weglowodorow sg degradowane na drodze B-oksydacji
[Margesin 1 wspot., 1999]. Wprowadzenie do s$rodowiska preparatow wykazujacych
aktywnos$¢ lipazy moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu stezenia wolnych kwaséw ttuszczowych
w Srodowisku. Zwiazki te mogg petni¢ rowniez role surfaktantow, zwigkszajacych dostepnosé
hydrofobowych substratow dla komoérek mikroorganizméw, co potwierdzaja uzyskane
dwukrotnic wyzsze warto$ci aktywnos$ci emulgacyjnej w probach zasilonych badanym
preparatem enzymatycznym. Dane te wskazuja na wazng rolg lipaz w procesach biodegradacji
zwigzkow ropopochodnych.

W pracy H2, wykazalam, iz w celu zwigekszania efektywnosci mikrobiologicznego
rozkladu mieszanin weglowodorow nalezy stosowa¢ wieloenzymowe preparaty,
zawierajace enzymy uczestniczace w biotransformacjach grup zwigzkow wchodzacych
w sklad tego zanieczyszczenia.

Kontynuujagc badania nad opracowaniem metod zwigkszajacych efektywnosc¢
bioremediacji postanowitam oceni¢ mozliwo$¢ zastosowania czynnikéw biologicznych
(grzybowe preparaty enzymatyczne) i chemicznych (ozonowany olej roslinny) do
zwigkszenia efektywnosci biodegradacji zanieczyszczen ropopochodnych w glebie. Wyniki
tych badan opisatam w pracy H3. Przeprowadzitam proces bioremediacji gleby w warunkach
laboratoryjnych, symulujac warunki oczyszczania in Situ. Zanieczyszczona olejem
nap¢gdowym w stezeniu 8% v/w glebe poddatam 40- dniowemu procesowi oczyszczania z
wykorzystaniem biopreparatu ztozonego z dwoch szczepdéw bakterii: Gordonia alkanivorans
S7 (wyizolowany ze $ciekow petrochemicznych) i Bacillus mycoides NS1020 (wyizolowany
z gleby zanieczyszczonej ropa naftowa), znajdujacych si¢ w zasobach IBT, PL. Do
usprawnienia procesu mikrobiologicznego oczyszczania wykorzystatam dwie techniki. W
wariancie pierwszym proces bioremediacji wspomagatam poprzez wprowadzenie do
oczyszczanej gleby, w 15 dobie procesu, wieolenzymowego preparatu Mucor circinelloides
(aktywowanego na rozktad oleju napedowego, opisanego w pracy H2), w opracowanej przeze
mnie dawce 1mg preparatu na 1 g substancji ropopochodnych. W wariancie drugim,
wprowadzalam do gleby ozonowany olej roslinny w stezeniu 50g/kg gleby w pierwszej dobie
oczyszczania. Technika ta zostala opracowana we wspotpracy z zespotem Prof. dr hab.
Krzysztofa Smigielskiego, z Instytutu Podstaw Chemii Zywnosci, PEL. Probe odniesienia
stanowita zanieczyszczona gleba, w ktorej proces bioremediacji prowadzony byl z udziatlem

biopreparatu zlozonego z obu szczepow, bez stosowania technik wspomagajacych. Proces
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oczyszczania monitorowalam poprzez analiz¢ parametrow fizyko-chemicznych (pH, ubytek
zanieczyszczenia) oraz biologicznych (aktywno$¢ dehydrogenaz i lipaz glebowych).

Ustalitam, iz zastosowanie obu badanych technik pozwala na blisko 40% zwigkszenie
efektywnosci degradacji zanieczyszczen, w poréOwnaniu z efektywnoscia bioremediacji
prowadzonej jedynie z udzialem drobnoustrojéw. W 40 dobie procesu dla proby
wspomaganej wieloenzymowym preparatem Mucor circinelloides uzyskatam 88%
efektywnos¢ procesu bioremediacji a dla proby wspomaganej ozonowanym olejem roslinnym
- 82%. Ciekawym zjawiskiem, byly roznice w efektywno$ci usuwania zanieczyszczen
pomigdzy proébami oznaczone w 20 dobie procesu. Zastosowanie wstepnego utleniania
zanieczyszczenia poprzez wprowadzenie ozonowanego oleju roslinnego pozwolito na 62%
ubytek weglowodoréw, podczas gdy w probie z dodatkiem preparatu enzymatycznego
uzyskalam 49% ubytek zanieczyszczenia. Analizujac rol¢ zastosowanych technik w
zwigkszeniu efektywnosci bioremediacji, wykazalam, ze zar6wno wprowadzenie preparatu
enzymatycznego jak i ozonowanego oleju roslinnego wplywa na poprawe kondycji
metabolicznej mikroorganizmow prowadzacych proces oczyszczania. Najwyzsza aktywnos$é
dehydrogenaz glebowych uzyskatam w 20 dobie procesu. W probie wspomaganej
ozonowanym olejem ro$linnym aktywnos¢ badanego parametru wynosita 54 umolTPF g*h™
za$ w probie zasilonej preparatem enzymatycznym Mucor circinelloides 52 pmolTPF g*h™.
W 40 dobie bioremediacji odnotowatam znaczacy spadek aktywnos$ci metaboliczne]
drobnoustrojéw we wszystkich probach, co jest wynikiem wyczerpywania si¢ tatwo
przyswajalnych sktadnikow zanieczyszczenia. Najwyzsza aktywnos$¢ dehydrogenaz
glebowych w 40 dobie procesu - 35 umolTPF g'h™ odnotowalam w probie zasilonej
preparatem enzymatycznym. Analiza zmian aktywnosci lipaz glebowych w trakcie
bioremediacji, dostarczyta mi informacji na temat intensywnos$ci procesow biodegradacji
zachodzacych w Srodowisku. Najwyzsze wartosci tego parametru zaobserwowatam w 30 1 40
dobie procesu, w probach, w ktorych zastosowatam wstepne utlenienie zanieczyszczenia
ozonowanym olejem ro$linnym, odpowiednio 1,6 pmolTPF g*h™ i 1,23 umolTPF g*h™ .
Przy czym, nalezy podkresli¢, ze wyzsza aktywno$¢ lipaz oznaczona w glebie zasilonej
preparatem enzymatycznym, moze by¢ zwigzana z obecno$cig lipaz w tym preparacie.
Analizujac  przebieg calego procesu bioremediacji zauwazylam, ze wprowadzenie
ozonowanego oleju roslinnego do gleby, poprzedzajace wlasciwy proces mikrobiologicznego
rozktadu zanieczyszczenia pozwolito na wstgpne utlenienie weglowodorow 1 zwigkszenie
efektywnosci pierwszej fazy biodegradacji. Z kolei zastosowanie wieloenzymowego

preparatu Mucor circinelloides preparatu enzymatycznego pozwala, zwigkszy¢ aktywnos$é
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metaboliczng drobnoustrojow prowadzacych proces oczyszczania, co jest szczeg6lnie istotne
w koncowej fazie procesu, gdy w s$rodowisku obecne s3 trudnodegradowalne
zanieczyszczenia. Wykazalam, ze dobor techniki wspomagajacej jest $cisle zwigzany z
fazg procesu bioremediacji, ktorej efektywnos¢ wymaga zwiekszenia. Chcac zwigkszy¢
podatno$¢ zanieczyszczen na rozktad mikrobiologiczny poprzez przeksztalcenie ich w
zwigzki latwiej przyswajalne, nalezy zastosowal wstepne utlenienie. W przypadku
koniecznos$ci usprawnienia usuwania pozostatosci po rozktadzie mikrobiologicznym, nalezy
zastosowa¢ preparaty enzymatyczne w celu ,doczyszczenia” co umozliwia obnizenie
poziomu opornie biodegradowalnych sktadnikéw aromatycznych zalegajacych w $srodowisku.
Opracowany przeze mnie wieloenzymowy preparat jest znacznie tanszy niz dostepne
handlowo preparaty enzymatyczne. Koszt jego wyprodukowania, w warunkach
laboratoryjnych, to ok 10 ztotych za 1 g produktu. Przy wytwarzaniu na duza skale koszt
produkcji preparatu moze ulec obnizeniu. Technika wspomagajaca oparta na wykorzystaniu
preparatu enzymatycznego jest rowniez bezodpadowa, gdyz enzymy ulegaja degradacji w
srodowisku i mozliwa do zastosowania w miejscu wystapienia skazenia. Z Kolei
wykorzystanie ozonowanego oleju roslinnego, mimo wysokiej efektywno$ci bioremediacji
niesic za sobg konieczno$¢ wprowadzenia dodatkowych zwigzkow chemicznych do
srodowiska. Ponadto, ozon wprowadzony do srodowiska moze wykazywac¢ dziatanie bojcze
w stosunku do mikroflory autochtonicznej, obecnej w miejscu skazenia. Dlatego tez, technika
ta moze by¢ stosowana do wspomagania bioremediacji ex situ lub oczyszczania srodowiska
wodnego.

Przeprowadzone przeze mnie badania nad zastosowaniem  bioremediacji
enzymatycznej oraz wstgpnego utleniania z wykorzystaniem ozonowanego oleju roslinnego,
jako innowacyjnych technik wspomagania procesOw bioremediacji pozwolily na
przygotowanie dwoch patentow (H7, H8), obejmujacych techniki usuwania ze $rodowiska
takich zanieczyszczen jak cigzka frakcja ropy naftowej-P31 i olej napedowy. W pracy H7
opisano sposob otrzymywania wieloenzymowego preparatu otrzymanego z grzyba
strzepkowego Aspergillus niger IBT-150, znajdujacego si¢ w zasobach Instytutu Biochemii
Technicznej, PL oraz jego zastosowanie do wspomagania mikrobiologicznej degradacji
cigzkiej frakcji ropy naftowej P31. Wykazano, iz zastosowanie preparatu enzymatycznego z
A. niger IBT-150 do wspomagania bioremediacji gleby zanieczyszczonej frakcjg P31 pozwala
na wyrazne zwickszenie efektywnos$ci procesu oczyszczania. W probach bioremediacji
prowadzonej wytacznie z udzialem bakterii odnotowano o 15-20% mniejszy ubytek ogolnej

puli zanieczyszczen. W przypadku biodegradacji weglowodoréw frakcji P31 w $rodowisku
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ptynnym, wprowadzenie badanego preparatu enzymoéw pozwalalo na 20% wzrost
efektywnosci mikrobiologicznego rozktadu, juz po 14 dniach procesu oczyszczania.

Z kolei w pracy H8 opisano sposob bioremediacji  gleby zanieczyszczonej olejem
napedowym, wspomaganej poprzez wprowadzenie do oczyszczanego $rodowiska
0zonowanego oleju roslinnego. Wykazano, iz uzycie w procesie bioremediacji kultur bakterii
tacznie z olejem roslinny poddanym procesowi ozonowania umozliwia zwigkszenie
wydajnos$ci biodegradacji o ok 20-30%, w pordéwnaniu z wydajnosciag bioremediacji
prowadzonej jedynie z udziatem kultur bakterii.

Uzyskane wyniki badan przedstawione w pracach stanowigcych osiagnigcie
habilitacyjne byly takze podstawag do przygotowania projektu ,,Nowoczesna technologia
bioremediacji gruntow zanieczyszczonych olejem kreozotowym na terenie Nasycalni
Podktadow w Kozminie Wielkopolskim” (POIR 04.01.02-00-0057.17), ktory otrzymat
finansowanie z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju i jest realizowany od maja 2018 roku.
Projekt ten realizowany jest przez konsorcjum, w sktad ktorego wchodzg Instytut Technologii
Drewna w Poznaniu, Politechnika Poznanska, Politechnika Lodzka oraz Nasycalnia
Podktadow S.A., w Kozminie Wielkopolskim. Koordynatorem projektu jest Pani Profesor J.
Zabielska, z Instytutu Technologii Drewna w Poznaniu. Przedmiotem projektu jest
opracowanie technologii bioremediacji gleby zanieczyszczonej olejem kreozotowym. Olej
kreozotowy jest produktem otrzymywanym ze smoty weglowej, uzywanym do impregnacji
drewna. Produkt ten to mieszanina weglowodorow, w sktad ktorej wechodzag gtownie mono- i
wielopierscieniowe weglowodory. Budowa 1 wlasciwosci skladnikow oleju kreozotowego
czynig go toksycznym i trudnodegradowalnym zanieczyszczeniem. Dlatego niezbgdne jest
opracowanie technologii bioremediacji dedykowanej usunieciu oleju kreozotowego ze
srodowiska. W projekcie petni¢ role Kierownika B+R zadan realizowanych na Politechnice
Lodzkiej. Zadania te obejmuja badania przemystowe, dotyczace przeprowadzenia analiz
biochemicznych miejsca skazenia; skriningu grzybowych preparatdéw enzymatycznych oraz
drobnoustrojow, celem opracowania biopreparatu do efektywnego usuwania zanieczyszczenia
ze S$rodowiska jak réwniez opracowania metody bioremediacji skazonego terenu, ktora
zostanie zastosowana in situ, na terenie Nasycalni Podktadow S.A w Kozminie
Wielkopolskim, do usuniecia oleju kreozotowego. W ramach prac rozwojowych, w trakcie
prowadzenia bioremediacji skazonego terenu Politechnika t.6dzka bedzie odpowiedzialna za
monitorowanie parametrow biochemicznych 1 mikrobiologicznych, wptywajacych na
efektywno$¢ oczyszczania. Realizowane w ramach projektu badania nie tylko pozwolg na

opracowanie technologii  bioremediacji dedykowanej terenom skazonym olejem
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kreozotowym, ale réwniez pozwola na poszerzenie wiedzy na temat aktywnoS$ci

degradacyjnej mikroorganizméw wyizolowanych z gruntu skazonego olejem kreozotowym.

Podstawowym narzgdziem technik bioremediacyjnych sa mikrobiologiczne

biopreparaty. Najbogatszym zrodlem drobnoustrojow charakteryzujacych sie aktywnoscig
degradacyjng jest zanieczyszczone S$rodowisko. Biopreparaty oparte na mikroflorze
autochtonicznej nie tylko pozwalaja na efektywne oczyszczenie srodowiska, ale rowniez na
zachowanie réwnowagi w eckosystemie [Goyal i Basniwal, 2017]. Moje zainteresowania
zwigzane z doskonaleniem technik bioremediacji sprawity, iz réwnolegle z badaniami nad
opracowaniem metod pozwalajacych na zwigkszenie efektywnosci rozktadu ksenobiotykow
prowadzitam badania nad aktywnos$cig degradacyjng mikroorganizmoéw, izolowanych ze
skazonego srodowiska wobec zanieczyszczen obecnych w miejscu izolacji.
Wyniki badan zwigzanych z oceng aktywnos$ci degradacyjnej mikroorganizméw izolowanych
z terendw zanieczyszczonych wobec zanieczyszczen obecnych w miejscu izolacji
przedstawitam w pracach H4, H5 i H6. Potrzeba poszukiwania nowych rozwigzan w zakresie
poprawy stanu srodowiska naturalnego sklonity mnie do poszerzenia badan nad procesami
biodegradacji rdéznego typu zanieczyszczen organicznych, od biopaliwa typu biodiesel,
poprzez olej napgdowy, przepracowany olej silnikowy az po odpadowa gume¢ z opon
samochodowych. W badaniach wykorzystatam bakterie wyizolowane z gleby
zanieczyszczone] weglowodorami 1 estrami wyzszych kwasoéw  tluszczowych (H4);
endofityczne bakterie wyizolowane z jaskotczego ziela (Chellidonium majus L.) rosngcego na
terenach zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi (H5) oraz szczep drozdzy Candida
methanosorbosa BP6, wyizolowany z zanieczyszczonych aniling terendw nieczynnej fabryki
Boruta w Zgierzu (H6).

Duzy nacisk na komercjalizacje mieszanek biodiesla/oleju napgdowego (BS, B7)
sprawit, iz zaistnialo ryzyko pojawienia si¢ w Srodowisku nowego typu zanieczyszczen.
Przedostanie si¢ tego nowego typu paliwa do $rodowiska, na skutek niekontrolowanych
wyciekow powstatych podczas transportu 1 eksploatacji niosto za soba ryzyko wywotania
trudnych do oszacowania szkod w s$rodowisku. Ryzyko to zwigkszal rowniez fakt
niestabilnosci wlasciwosci fizyko-chemicznych biodiesla i konieczno$¢ uzupetniania sktadu
tego paliwa o specjalne dodatki uszlachetniajace (detergencyjne, antykorozyjne,
przeciwutleniajace) [Sunar i wspot., 2014]. Dodawane do paliw typu biodiesel antyoksydanty
moga wykazywa¢ aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg, negatywnie wplywajac na

efektywnos¢ oczyszczania Srodowiska oraz na obecng w nim mikroflore. Zjawisko to
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zainicjowato potrzebe badan nad biodegradowalnoscia tego typu paliw, jak roéwniez
opracowania skutecznych metod usuwania ich ze srodowiska [Gutierrez-Larrainzar et al.,
2013]. Problem ten opisatam w pracy H4. W podjetych badaniach przeprowadzony zostat
proces mikrobiologicznej degradacji paliwa typu biodiesel. Szczepy bakterii zastosowane w
badaniach zostaly wybrane na podstawie wynikow skriningu, ktéry przeprowadzitam z
wykorzystaniem 20 szczepdéw bakterii, znajdujacych si¢ w zasobach IBT,PL, wyizolowanych
z roéznych $rodowisk zanieczyszczonych paliwami. Aktywnos$¢ degradacyjng badanych
szczepow wobec biodiesla potwierdzitam za pomocg techniki opartej na wskazniku redoks —
2,6-dichlorofenylo-indofenolu (DCPIP) [Soares i wspot., 2009]. Sposrod badanych szczepow
jedynie bakterie z gatunku Sarcina spp. i Achromobacter xylosoxidans G21 po 12 i 18
godzinach inkubacji w temperaturze 30°C prawie calkowicie odbarwiaty pozywke
hodowlang. Na podstawie uzyskanych wynikéw szczepy te zostaly wybrane do dalszych
badan zwigzanych z biodegradacjg biodiesla. Szczep Sarcina spp pochodzit z gleby
zanieczyszczonej mieszaning oleju napedowego 1 biodiesla, za§ szczep Achromobacter
xylosoxidans G21 byl pozyskany z gleby zanieczyszczonej olejem napedowym.
Przeprowadzony zostat 60 dniowy proces bioremediacji gleby zanieczyszczonej biodieslem w
ilosci 5% w/w, z uzyciem inokulum szczepow Sarcina spp. oraz Achromobacter
xylosoxidans G21, symulujac proces bioremediacji in situ. W przeprowadzonych badaniach
okreslono rowniez wptyw tert-butylo-hydrochinonu (TBHQ) - jednego z najczgsciej
stosowanych do paliwa typu biodiesel zwigzku przeciwutleniajacego, na proces
mikrobiologicznego rozktadu biodiesla w glebie. Proces bioremediacji oceniano na podstawie
zmian aktywno$ci dehydrogenaz 1 esteraz glebowych, stgzenia FFA (wolnych kwaséw
thuszczowych) oraz kietkowania 1 wezesnego wzrostu roslin, przy uzyciu testu Phytotoxkit®.
Wykazatam, iz bioaugmentacja zanieczyszczonej gleby prowadzona z uzyciem szczepodw
Sarcina spp. jak i Achromobacter xylosoxidans G21 pozwala na niemal catkowite usunigcie
biodiesla z gleby. Najwyzszg efektywno$¢ degradacji biodiesla zaobserwowalam po 60
dniach procesu (odpowiednio 98% i99% ubytek zanieczyszczenia). Wprowadzenie do
biodiesla przeciwutleniacza - TBHQ, w przypadku obu szczepow skutkowalo obnizeniem
efektywnosci biodegradacji o ok. 10-15%. Nalezy jednak zauwazy¢, iz w probach
kontrolnych, w ktorych proces bioremediacji prowadzony byt jedynie z uzyciem mikroflory
autochtonicznej, uzyskano obnizenie poczatkowego stezenia zanieczyszczenia 0 75-81%, bez
wzgledu na obecno$¢ TBHQ. Zjawisko to wynikato z wysokiej aktywnosci metabolicznej
rodzimej populacji drobnoustrojow wzgledem estrow wyzszych kwasoéw tluszczowych

obecnych w S$rodowisku. Tym samym uzyskatam wyniki potwierdzajace teze, ze
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mikroorganizmy izolowane z zanieczyszczonego S$rodowiska cechuje aktywno$¢
degradacyjna wzgledem zanieczyszczenia obecnego w miejscu skazenia. Wykazano rowniez,
iz stosowane do zwigkszenia trwalosci paliw typu biodiesel antyoksydanty wptywaja
hamujaco na aktywnos$¢ esteraz 1 dehydrogenaz glebowych, w rezultacie obnizajac
skuteczno$¢ biodegradacji. Wyniki analizy fitotoksycznosci, wykonane przy uzyciu testu
Phytotoxkit®, z uzyciem roslin wskaznikowych (Lepidium sativum L- pieprzycy siewnej;
Sorghum saccharatum -sorgo; Sinapis alba-gorczyca biata) potwierdzity negatywny wptyw
przeciwutleniacza (TBHQ) na wzrost korzeni roslin. Fitotoksyczno$s¢ we wszystkich
probkach gleby byta bardzo wysoka do konca degradacji biodiesla, niezaleznie od wariantu
warunkow bioremediacji (z lub bez TBHQ), a procent zahamowania wzrostu korzeni osiggnat
84+2.7 — 93+1,8%. Mimo, ze obecno$¢ przeciwutleniacza w paliwie wptywala na obnizenie
aktywno$ci metabolicznej mikroorganizméw prowadzacych proces degradacji to nie miala
ona znaczacego wplywu na poziom fitotoksycznosci. Wysoki procent zahamowania wzrostu
korzeni roslin wskaznikowych, obserwowany we wszystkich wariantach bioremediacji,
wynikatl ze wzrastajacej podczas biodegradacji biodiesla kwasowos$ci srodowiska. Zjawisko to
jest zwigzane ze wzrastajagcym stezeniem wolnych kwasoéw thuszczowych w $rodowisku,
bedacych produktami rozkladu estrow metylowych kwasow thuszczowych. W 60 dniu
procesu, we wszystkich inokulowanych prébach gleby odnotowalam wysokie stezenie
wolnych kwasow thuszczowych (198 - 200 umol | g ).

W pracy H4 po raz pierwszy zwrocono uwage na fakt, iz pomimo uznawania paliw typu
biodiesel za latwiej biodegradowalne w porownaniu z konwencjonalnymi paliwami
naftowymi, podczas jego degradacji moga powstawac produkty negatywnie oddzialujace
na Srodowisko. Stosowane w celu zwigkszenia stabilnosSci biodiesla antyoksydanty
obnizaja jego biodegradowalno$¢ wplywajac na aktywnos¢ metaboliczng

mikroorganizmow.

Jedng z metod wykorzystywanych do usuwania zanieczyszczen ze $rodowiska jest
fitoremediacja. Technika ta wykorzystuje rosliny do pobierania ze skazonego $rodowiska
kontaminantéw. Organizmy roslinne moga pobiera¢ z zanieczyszczonego otoczenia zwigzki
organiczne poprzez system korzeniowy lub aparaty szparkowe obecne w lisciach. Degradacja
tych zwigzkow nast¢puje poprzez reakcje utlenienia i redukcji prowadzone przez rosliny lub
poprzez bytujace we wnetrzu ich tkanek endofity [Nair i Padmavathy, 2014]

Kontynuujgc badania nad pozyskiwaniem ze $rodowiska naturalnego mikroorganizmoéow o

wysokim potencjale degradacyjnym zwrocitam uwage na mozliwos¢ zbadania pod tym katem
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mikroorganizmoéw  endofitycznych.  Endofity s3a  bakteryjnymi lub  grzybowymi
mikroorganizmami, kolonizujacymi w tkankach ro$lin, nie powodujacymi swoja obecnoscig
zadnych widocznych negatywnych skutkow dla gospodarza [Bacon i1 White, 2000].
Drobnoustroje te uwaza si¢ za najbardziej obiecujace zrodto substancji aktywnych
biologicznie. Dane literaturowe wskazuja, iz do tej pory z kazdej przebadanej pod katem ich
obecnosci rosliny gospodarza udato si¢ wyizolowaé przynajmniej jeden gatunek endofitu.
Jednakze, biorgc pod uwage ogromng ilo$¢ gatunkow roslin, do chwili obecnej, niewiele z
nich zostalo zbadanych pod katem poszukiwania endofitycznych mikroorganizmow
[Backman i Sikora, 2008; Nair i Padmavathy, 2014]. Wskazuje to na bogaty materiat wcigz
czekajgcy na zbadanie i pozwala przewidywa¢ duze mozliwosci jego praktycznych
zastosowan.

Mikroorganizmy endofityczne moga zwigksza¢ tolerancje gospodarza na stres zwigzany z
obecnoscig polutantéw w Srodowisku jak i degradowaé pobrane zanieczyszczenie wewnatrz
rosliny. Podczas fitoremediacji zwigzkéw organicznych endofityczne mikroorganizmy
produkuja rézne enzymy, ktorych dziatanie zmniejsza fitotoksyczno$¢ 1 ewapotranspiracje
lotnych zwigzkéw organicznych. Ponadto dzigki zdolnosci do promowania wzrostu gospodarza
ro$linnego stale rozwijajg jego aktywno$¢ fitodegradacyjng. Endofity cechuje wysoki potencjat
do prowadzenia proceséw biotransformacji oraz zdolno$¢ do przeksztatcania ztozonych
zwigzkow, pozwalajace im przetrwaé 1 rozmnaza¢ si¢ nawet w niesprzyjajacych warunkach
srodowiska (Zikmundova et al. 2002). Niezmiernie interesujacy wydat mi si¢ fakt, iz sposrod
grup ro$lin analizowanych pod katem obecnos$ci mikroorganizméw endofitycznych, az 18%
stanowity te wzrastajace w specyficznych warunkach, w tym w zanieczyszczonych
srodowiskach [Yu i wspot., 2010]. Wiadomo, ze obecnos¢ w $rodowisku mieszanin
zawierajagcych w swoim skladzie parafiny, cykloalkany i1 weglowodory aromatyczne, moze
wptywa¢ hamujaco nie tylko na wzrost i aktywno$¢ metaboliczng mikroorganizméw ale
rowniez oddzialywa¢ negatywnie na wzrost roslin. W warunkach stresu srodowiskowego,
jakim jest obecnos¢ tego typu zanieczyszczen w $rodowisku, rosliny czerpig korzysci z
interakcji z bytujacymi w ich przestrzeniach tkankowych endofitami. Proces wzrostu roslin w
obecnosci niebezpiecznych zwigzkow niejednokrotnie wymaga neutralizacji zanieczyszczenia.
Mikroorganizmy endofityczne czesto produkujg wtorne metabolity, ktére mogg miedzy innymi
promowa¢ wzrost roslin i zwigksza¢ ich odporno$¢ na stresujace warunki srodowiska. Moga
rowniez wykazywac aktywno$¢ degradacyjng lub detoksyfikacyjng wobec zanieczyszczen
organicznych [Afzal et al., 2014; Mishra et al., 2016]. Dane te sktonity mnie do podjecia badan

zwigzanych z oceng aktywnosci degradacyjnych mikroorganizmoéw endofitycznych,
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pozyskanych w roslin rosngcych na terenach zanieczyszczonych. Moje zainteresowanie
wzbudzita mozliwo$¢ pozyskania mikroorganizméw endofitycznych z roslin synantropijnych,
ktore cechuje zdolno$¢ do wzrostu w srodowiskach charakteryzujacych si¢ silng antropopresja.
Sprawia to, iz mogg one stanowi¢ potencjalne zrodio endofitow wykazujacych zdolnos¢ do
degradacji ksenobiotykéw. Badania, zwigzane z aktywnoscig degradacyjng oraz zdolnoscig do
produkcji biosurfaktantow endofitycznych bakterii wyizolowanych, z jaskotczego ziela
(Chelidonium majus L.), pobranego z terendw zanieczyszczonych substancjami
ropopochodnymi opisatam w pracy H5. Material do badan stanowito jaskolcze ziele
Chelidonium majus L., pobrane z terendow przy autostradzie A1, w poblizu Strykowa. Pobranie
roslin ze §rodowiska, w ktorym byly one narazone na zanieczyszczenia produktami spalania
paliw i lotnymi weglowodorami stwarzalo mozliwo$¢ pozyskania mikroorganizméw
endofitycznych wykazujacych aktywnos¢ degradacyjng wobec tego rodzaju zwiazkow. Zdrowe
czesci rosliny (korzenie, todygi i liscie) umyte woda wodociggowa, poddano sterylizacji
powierzchniowej. Opracowane przeze mnie warunki procesu sterylizacji: 70% etanol - 3
minuty, 1% podchloryn sodu - 12 minut, 70% etanol - 30 sekund, 5-krotne przemycie sterylna
woda, pozwolity mi na wyizolowanie z materiatu roslinnego 10 szczepow endofitycznych
bakterii. Nastepnie przeprowadzilam badania majace na celu okreslenie aktywnosci
degradacyjnej izolatow wobec dwoch rodzajéw zanieczyszczen: oleju napedowego i
przepracowanego oleju silnikowego. Wykazatam, iz wigkszo$¢ z wyizolowanych endofitow
charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscia degradacyjng wzgledem weglowodoréw obecnych w
oleju napedowym. Efektywnos¢ rozkltadu oleju napgdowego po 10 dniach procesu
biodegradacji miescita si¢ w granicach 68,47% - 98,02%, przy czym najwyzszy ubytek
zanieczyszczenia wykazano dla endofitu okreslonego symbolem 2A. W badaniach dotyczacych
endofitycznej biodegradacji przepracowanego oleju silnikowego uzyskano nizsze warto$ci
ubytku weglowodoréw, od 38,79% do 92,81%. Nalezy zauwazy¢, iz najwyzsza efektywno$¢
rozktadu sktadnikow przepracowanego oleju silnikowego wykazano, tak jak w przypadku oleju
napedowego, dla szczepu oznaczonego symbolem 2A. Pomimo, iz wykorzystanie endofitow do
degradacji zwigzkéw ropopochodnych bylo juz opisywane w literaturze [Lori i wspot., 2008;
Stepniewska i Kuzniar, 2013; Pawlik i wspot., 2017], badania, ktore opisalam w pracy H5,
sq pierwszymi przedstawiajacymi degradacyjna aktywno$¢ bakterii endofitycznych
wyizolowanych z synantropijnej rosliny Chelidonium majus L., rosnacej na terach
zanieczyszczonych weglowodorami. Mimo dostgpnych danych literaturowych na temat
obecnosci mikroorganizmow endofitycznych w tej ro$linie, nie okreslono dotychczas ich

aktywnosci degradacyjnej [Goryluk i wspot., 2009]. Przeprowadzono analize¢ przynaleznosci
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taksonomicznej bakterii endofitycznej oznaczonej symbolem 2A. Filogenetyczna analiza
podjednostki 16S rDNA, oraz wykonane testy biochemiczne i badania fizjologiczne wykazaty,
iz endofit oznaczony symbolem 2A wykazuje 99,8% podobienstwa do gatunku Bacillus
pumilus. Jako, ze efektywno$¢ biodegradacji w duzym stopniu uzalezniona jest od
biodostgpnosci zanieczyszczenia, W swoich badaniach postanowitam okresli¢ réwniez zdolnos¢
wyizolowanych mikroorganizméw endofitycznych do produkcji biosurfaktantow. W przypadku
hydrofobowych zwiazkow organicznych, na zwigkszenie ich dostepnosci dla drobnoustrojow
wplywa obecno$¢ biosurfaktantow. Biosurfaktanty sg biodegradowalnymi, nietoksycznymi
zwigzkami powierzchniowo czynnymi, wytwarzanymi przez mikroorganizmy [Bustamante i
wspoét., 2012]. Zdolno$¢ drobnoustroju do produkcji biosurfaktantow przyczynia si¢ do
zwigkszania efektywnos$ci procesoOw biodegradacji. Zjawisko to czyni biologiczne zwigzki
powierzchniowo-czynne waznymi rowniez z punktu widzenia interakcji miedzy ro$linami i
drobnoustrojami, zwlaszcza w ryzosferze, gdzie moga zwickszy¢ biodostepnos¢ zwigzkow
hydrofobowych dla roslin [Ron i Rosenberg., 2011]. Ma to szczego6lne znaczenie w przypadku
ro$lin rosngcych na obszarach zanieczyszczonych weglowodorami. Ponadto biosurfaktanty
moga rowniez wykazywacé aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, co czyni je potencjalnie
uzytecznymi w eliminacji patogendw roslinnych, posrednio wptywajac na promocje wzrostu
roslin [Liu 1 wspot., 2010].

Oznaczenia zdolnosci wyizolowanych endofitow do produkcji biosurfaktantow wykonano w
oparciu o analiz¢ aktywno$ci emulgacyjnej oraz indeksu emulsji w ptynach hodowlanych
otrzymanych po 10 dniowym procesie biodegradacji. Zauwazytam, ze wszystkie badane
endofity wykazujg aktywno$¢ emulgacyjng, co $wiadczy o ich zdolnosci do produke;ji
biosurfaktantow. Jednakze dla poszczegdlnych szczepdw zaobserwowalam rdzne wartosci
badanego parametru, w zalezno$ci od zastosowanego jako Zrodlo wegla zanieczyszczenia.
Najbardziej efektywnym producentem biosurfaktantow okazal si¢ szczep oznaczony
symbolem 2A (Bacillus pumilus), dla ktérego wartosci aktywnos$ci emulgacyjnej w poditozu z
dodatkiem oleju napedowego wyniosty ODsgpy 1,96 a w podlozu z dodatkiem
przepracowanego oleju silnikowego ODsgpp 1,2. Réwniez najbardziej stabilng emulsje (E24
65%) uzyskano dla szczepu Bacillus pumilus 2A. Uzyskane wyniki sugeruja, iz sktadniki
przepracowanego oleju silnikowego, takie jak: zwiazki metali cigzkich, zwigzku chloru czy
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne moga wpltywaé na obnizenie aktywnos$ci
degradacyjnej oraz zdolnosci do produkcji biosurfaktantoéw badanego endofitu. W oparciu o
analiz¢ biatek (metoda Bradforda), cukrow (metoda Dubois) i sktadnikow lipidowych z

wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej (TLC) wykonano wstepng analize
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budowy biosurfaktantu. Na podstawie uzyskanych wynikéw pozyskany biosurfaktant
zaklasyfikowano do glikolipidéw. Wysoki potencjat degradacyjny endofitycznego szczepu
Bacillus pumilus 2A wzgledem weglowodorow moze by¢ powigzany z faktem, iz szczep ten
zostal wyizolowany z ro$liny wzrastajagcej w $rodowisku narazonym na zanieczyszczenie
zwigzkami ropopochodnymi. Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja rowniez, iz szczep
ten moze by¢ wykorzystany do oczyszczania $rodowiska z substancji ropopochodnych.
Otrzymane wyniki byly pierwszymi potwierdzajacymi mozliwos¢ wykorzystania
endofitycznego szczepu bakterii  Bacillus pumilus do degradacji zwiazkéow
ropopochodnych.

Biosurfaktanty, utatwiajac eksport zanieczyszczen z fazy statej umozliwiaja drobnoustrojom
zaadsorbowanym na czgstkach gleby dostep do molekut stanowigcych zanieczyszczenie. Tym
samym, poprzez zwigkszenie biodostepnosci zwigzkow hydrofobowych dla drobnoustrojow
zamieszkujacych ryzosfere rosliny zwigzki te moga posrednio sprzyjac jej wzrostowi [Khan
et al.,, 2015]. Wykazana wysoka zdolno$¢ szczepu Bacillus pumilus 2A do produkcji
substancji powierzchniowo czynnych sklonita mnie do sprawdzenia mozliwosci zastosowania
wyizolowanego biosurfaktantu jako czynnika promujacego wzrost roslin. Przeprowadzono
badania z uzyciem testu Phytotoxkit®, majace na celu oceng wpltywu biosurfaktantu na
kietkowanie 1 wzrost roslin w glebie zanieczyszczonej olejem napedowym lub
przepracowanym olejem silnikowym. Do tego celu wykorzystano nasiona ros$lin
wskaznikowych Sorghum saccharatum (sorgo), Synapis alba (gorczyca biata) i Lepidium
sativum (pieprzyca siewna). Pozytywny wplyw obecnosci biosurfaktantu zaobserwowano dla
wszystkich badanych roslin wskaznikowych. W poréwnaniu z proba kontrolng najwyzsza
stymulacje kietkowania nasion uzyskano dla gorczycy biatej - 137% w glebie
zanieczyszczonej olejem napedowym i 120% w glebie zanieczyszczonej przepracowanym
olejem silnikowym.

W pracy H5 po raz pierwszy wykazalam mozliwos¢ wykorzystania biosurfaktantow
pozyskanych z mikroorganizmow endofitycznych jako czynnikéw promujacych wzrost
roslin wzrastajacych w zanieczyszczonym srodowisku.

W roku 2011 rozpoczgtam wspolprace naukowo-badawcza z Panig dr hab. inz.
Krystyng Wrzesniewska-Tosik, prof. IBWCh, z Instytutu Biopolimerow i Witokien
Chemicznych w Lodzi. Badania obejmowaly opracowanie metody zagospodarowania
opornych na degradacj¢ odpadéw kordéw oponiarskich, dostarczonych przez firme¢ Orzet S.A.
Efektem badan bylo wykorzystanie odpadowych kordow oponiarskich jako sorbentow

stuzacych do usuwania zwigzkoéw ropopochodnych ze $rodowiska. Jednakze wykorzystanie
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kordow oponiarskich jako sorbentu czynito ten odpad jeszcze bardziej opornym na
degradacje. Dlatego, pomimo uzyskanych dobrych wtasciwosci sorpcyjnych badanego
materiatu opracowany produkt nie mogl zosta¢ skomercjalizowany. Najistotniejszym
problemem w degradacji kordow oponiarskich byta opornos¢ gumowych sktadnikéw odpadu
na rozktad. Do tej pory nie opracowano efektywnych metod usuwania odpadow gumowych ze
srodowiska. Dlatego tez postanowitam podja¢ probg opracowania efektywnej biodegradacji
tego typu zanieczyszczen, ze szczegélnym uwzglednieniem gumy z odpadowych opon.
Odpad ten charakteryzuje si¢ zlozonym sktadem, obejmujagcym gume (okoto 60 %), stal
(okoto 20 %), wtokno (okoto 20 %) oraz inne materiaty i dodatki, takie jak przeciwutleniacze,
ktore chronig material gumowy przed degradacjg i utlenianiem. Ze wzgledu na ich ilos¢ i
trwato$¢ oraz obecnos$¢ przeciwutleniaczy, zuzyte opony s3 uciazliwe i trudne do pozbycia
si¢. Potwierdzaja to dane wskazujace, iz ponad 77% zuzytych opon samochodowych nie jest
w zaden sposob usuwane ze srodowiska [Yikmis and Steinbuchel, 2012]. Problem badawczy
ujety w pracy H6 dotyczyl rozktadu odpadowej gumy z opon przez degradujacy aniling
szczep drozdzy Candida methanosrbosa BP-6. Anilina jest jednym ze zwigzkow
przeciwutleniajacych stosowanych do zwigkszenia odpornosci gumy na degradacje. St¢zenie
tego przeciwutleniacza w zuzytych oponach jest dos¢ wysokie 1 czesto osigga granice
wykrywalnosci, ktora wynosi 100 mg kg™ [Liu et al.,2012; Juan et al.,2018]. Wykorzystany w
badaniach szczep drozdzy Candida methanosorbosa BP-6, wyizolowany zostat w Instytucie
Biochemii Technicznej, Politechniki Lodzkiej ze $ciekow z obecnie nieczynnej fabryki
barwnikoéw "Boruta" w Zgierzu (Polska), w ktorej jednym z podstawowych surowcow byta
anilina. Szczep ten cechuje zdolno$¢ do wzrostu w obecnosci wysokich stezen aniliny (1-4%)
oraz wysoka efektywnos¢ degradacji tego zwigzku Candida methanosorbosa BP-6 (do 63%)
[Mucha et al., 2010]. W publikacji H6 okreslono zdolno$¢ szczepu Candida methanosorbosa
BP-6 do rozktadu odpadowej gumy z opon, poddanej badz nie poddanej wstepnej obrobce
chemicznej ozonem. Do tej pory ozon stosowany byt jako srodek do modyfikacji powierzchni
i funkcjonalizacji odpadow gumowych [Fan i Lu, 2012]. Jako pierwsza opisalam polaczenie
wstepnego utleniania ozonem z mikrobiologiczna degradacja gumy. Proces ozonowania
gumy z wykorzystaniem generatora ozonu (BMT 803N, BMT Messtechnik, Berlin)
zoptymalizowano we wspolpracy z Instytutem Podstaw Chemii Zywnosci, PL, z
wykorzystaniem metody Taguchi, optymalizujac takie parametry jak: ilo$¢ gumy, czas
ozonowania, st¢zenie ozonu. Gume¢ poddang procesowi ozonowania w optymalnych
warunkach oraz gume¢ nie poddang procesowi ozonowania poddawano nastgpnie 21

dniowemu procesowi biodegradacji z udzialem badanego szczepu drozdzy, w warunkach
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hodowli wstrzasanej. Aktywnos$¢ degradacyjnag szczepu wobec odpadu gumowego oceniano
na podstawie aktywnos$ci respiracyjnej, aktywnosci emulgacyjnej, stezenia biatka i1 stgzenia
aldehydow powstajacych w wyniku rozktady materialu gumowego, z wykorzystaniem
odczynnika Schiff’a. Ponadto stopien mikrobiologicznego rozktadu gumy oceniano na
podstawie ubytku masy, analizy metoda spektrometrii w podczerwieni (FTIR) oraz
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Wykazano, ze badany szczep drozdzy cechuje
zdolnos¢ do wzrostu w obecnosci odpadu gumowego, stosowanego jako jedyne zrodto wegla.
Jednakze najwyzszy wzrost tych drozdzy, oznaczony posrednio poprzez analiz¢ stezenia
biatka (486 pug ml™"), odnotowano dla prob zawierajacych ozonowana gume. Analize zuzycia
tlenu w komorkach drozdzy w obecnos$ci materialu gumowego wykorzystano do oceny
metabolicznej aktywnosci szczepu. Najwyzsza aktywno$é¢ oddechowa — 5,62 [mgO, I*min™],
odnotowano w obecnosci ozonowanego materialu gumowego w 6 dniu biodegradacji. W
prébach zawierajacych niecozonowang gume obserwowano wyzsze stezenie krytycznego
stezenia tlenu. W ostatnich dniach procesu biodegradacji warto$ci badanego parametru dla
gumy nie poddanej wstepnej obrobce ozonem byly o okoto 30% wyzsze niz w probkach z
ozonowanym materialem. Uzyskane dane wskazuja, ze wstgpne potraktowanie gumy ozonem
powoduje zwigkszenie podatnosci tego materiatu na biodegradacj¢ i opdznia pojawienie si¢
"gtodu tlenowego" w komorkach drozdzy. Zaktada si¢, ze wytwarzanie biosurfaktantéw ma
kluczowe znaczenie w tworzeniu biofilméw 1 moze ulatwi¢ bezposredni kontakt
mikroorganizméw z powierzchnig gumy tym, samym biodegradacj¢ tego trudnego odpadu
[Yikmis and Steinbuchel, 2012]. Ustalitam, ze szczep Candida methanosorbosa BP-6
wykazuje wysoka aktywnos$¢ emulgacyjng w zakresie ODspp 1,330 do ODsyp 2,043.
Najwyzsze warto$ci aktywnoSci emulgacyjnej, wskazujace na wysoka zawartosé
biosurfaktantéw uzyskalam w obecno$ci materialu gumowego poddanego wstepnej obrobce
o0zonem. Doniesienia o stosowaniu $rodkéw powierzchniowo czynnych w celu poprawy
biodegradacji kauczuku sg rzadkie [Tsuchii i Tokiwa, 2001; Eldho i wspoét., 2011]. Ocena
stopnia rozktadu gumy z odpadowych opon przez szczep C. methanosorbosa BP-6 wykazata
40% ubytek masy proby dla gumy nie-ozonowanej i 60% ubytek masy proby dla gumy
poddanej wstepnej obrobce ozonem. Wyniki analizy FTIR ujawnily zmiany w strukturze
gumy (ozonowanej i nieozonowanej) po 21-dniowym procesie biodegradacji, ktore wskazuja,
ze szczep Candia methanosorbosa BP-6 jest zdolny do degradacji odpadu. W probach z
ozonowang guma, po 21 dniowym procesie biodegradacji odnotowano spadek intensywnos$ci
pikow 2845 and 2912 cm™, zwigzanych z drganiami rozciagajacymi w grupach CH; i CHs

oraz wzrost intensywnosci drgan w pasmie ketonowym przy okoto 1710 cm™,
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hydroksylowym przy 3410 cm™, a takze karbonylowym C — O przy 1080 cm™. Rowniez brak
sygnatow pochodzacych od wigzan zawartych w pierwszorzgdowych aminach w widmie
FTIR gumy po biodegradacji z udziatem drozdzy C. methanosorbosa BP-6 sugeruje, ze
anilina zostata catkowicie usuni¢ta z gumy, cO uczynito ja bardziej podatng na rozktad
mikrobiologiczny.

Analiza zmian powierzchni materialu gumowego poddanego procesowi 21-dniowej
biodegradacji przy uzyciu C. methanosorbosa BP6 przy uzyciu skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM) potwierdzita zdolnos¢ komorek tych drozdzy do penetracji i zmiany
struktury gumy. Powierzchnia czastek surowej gumy byta gladka i jednorodna. Porownanie
obrazow SEM gumy przed i po procesie ozonowania wykazalo, iz proces wstgpnego
utleniania wptywa na zwigkszenie chropowatoséci powierzchni badanego materiatu. Poddanie
odpadu gumowego dziataniu szczepu C. methanosorbosa BP-6 wywotalo zmiany w
strukturze odpadu widoczne w postaci licznych wglebien, peknie¢ 1 zwigkszonej
chropowato$ci powierzchni gumy. Raporty na temat wykorzystania grzybéw do degradacji
gumy z opon s3 rzadkie i1 najczeséciej odnosza si¢ do dlugotrwatej biodegradacji trwajacej od
19 miesigcy do 5 lat [Yikmis and Steinbuchel, 2012]. Nie poruszaja one mozliwosci
degradacji aniliny obecnej w odpadzie gumowym, celem zwigkszenia podatnosci materiatu na
biodegradacje. Nie obejmujg tez roli biosurfaktantow w degradacji tego zanieczyszczenia.
Wyniki uzyskane po zaledwie 21 dniach procesu biodegradacji sugeruja, ze wykorzystujac
szczep C. methanosorbosa BP-6 mozliwe jest skrocenie czasu degradacji odpadow
gumowych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze mozliwe jest opracowanie efektywnej
biotechnologicznej metody rozktadu gumy.

Wyniki mojej pracy sa pierwszymi, w ktérych wykorzystano drozdze do rozkladu gumy
z odpadowych opon. Jako pierwsza problem biodegradowalnosci gumy rozpatrzylam
pod katem mozliwosci usuni¢cia z niej antyoksydanta (aniliny) dzi¢ki wykorzystaniu

mikroorganizmu wykazujacego wobec niego aktywnos¢ degradacyjna.

Za najwazniejsze osiagniecia opisanych badan zawartych w cyklu publikacji

(H1-H8) uwazam:

1) poszerzenie wiedzy na temat mozliwosci stosowania technik wspomagajacych
mikrobiologiczne procesy rozktadu zanieczyszczen organicznych,
2) opracowanie dwoch skutecznych technik wspomagajacych rozktad zanieczyszczen

organicznych, mozliwych do =zastosowania zard6wno w S$rodowisku glebowym
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(bioremediacja enzymatyczna z wykorzystaniem wieloenzymowego preparatu

grzybowego), jak i wodnym — ozonowany olej roslinny,

3) wykazanie, ze stosowanie bioremediacji enzymatycznej jako narz¢dzia do zwiekszania

efektywnosci mikrobiologicznego rozkltadu mieszanin weglowodorow wymaga
stosowania wieloenzymowych preparatow, zawierajgce enzymy uczestniczace W

biotransformacjach grup zwigzkéw wchodzacych w skiad tego zanieczyszczenia,

4) wykazanie, iz dobdér techniki wspomagajacej mikrobiologiczny rozktad

zanieczyszczen organicznych powinien by¢ uzalezniony nie tylko od skladu
zanieczyszczenia, ale rowniez fazy biodegradacji, ktorej efektywnos¢ wymaga

zwigkszenia,

5) poszerzenie wiedzy na temat mozliwosci wykorzystania mikroorganizmow

pozyskanych ze skazonego s$rodowiska do degradacji zanieczyszczen obecnych w

miejscu izolaciji,

6) wykazanie, ze antyoksydanty dodawane do paliwa typu biodiesel, takie jak TBHQ a

7)

takze produkty mikrobiologicznego rozktadu biodiesla moga negatywnie oddziatywac
na $rodowisko (wolne kwasy thuszczowe), wplywajac tym samym na obnizenie
aktywnos$ci metabolicznej mikroorganizmow,

poszerzenie wiedzy na temat aktywno$ci degradacyjnej mikroorganizmow
endofitycznych pozyskanych z synantropijnej rosliny Chellidonium majus L.

(Jaskotcze ziele),

8) wykazanie, iz endofityczny szczep Bacillus pumilus 2A, pozyskany z jaskotczego

9)

ziela wykazuje wysoka aktywno$¢ degradacyjng wobec zanieczyszczen
petrochemicznych i moze by¢ zastosowany do usuwania tego typu skazen ze
srodowiska,

wskazanie na mozliwo$¢ wykorzystania biosurfaktantow  pozyskanych z
mikroorganizméw endofitycznych jako czynnikéw promujacych wzrost roslin

wzrastajacych w zanieczyszczonym Srodowisku,

10) wykazanie, iz podatno$¢ gumy na biodegradacje moze zosta¢ zwigkszona poprzez

usuni¢cie z niej antyoksydanta (aniliny), dzigki wykorzystaniu mikroorganizmu

wykazujacego wobec niego aktywno$¢ degradacyijna.

Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze opracowane techniki wspomagania mikrobiologicznej

degradacji zanieczyszczen wraz z pozyskang wiedza na temat aktywno$ci degradacyjnej

mikroorganizmow pozyskanych ze skazonego srodowiska wobec sktadnikow zanieczyszczen
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obecnych w miejscu izolacji mogg przyczynié¢ si¢ do poprawy stanu srodowiska naturalnego,

sukcesywnie degradowanego wskutek dziatalnos$ci cztowieka.
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6. Podsumowanie obszarow badawczych niewchodzacych w sklad
osiggniecia naukowego:

Zagadnienia z wigzane z biotechnologia S$rodowiska obejmuja nie tylko problemy
zwigzane ze skazeniem s$rodowiska naturalnego czy utrudniong biodegradacja zwigzkow
syntetycznych, ale réwniez zagospodarowanie odpadow i produkcje biopaliw.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk technicznych méj dorobek zostat oszacowany na 566 pkt,
z czego 214 pkt przypada na osiagniecie habilitacyjne.

Glowne kierunki mojej dotychczasowej pracy naukowo-badawczej obejmuja nastgpujace
zagadnienia:

1. Wykorzystanie parametréw biochemicznych do monitorowania proceséw bioremediacji;

2. Analizy zjawiska sorpcji i desorpcji weglowodorow;

3. Mikrobiologiczna synteza weglowodorow;
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4. Metody obrobki odpadéow  rolno-spozywczych — przeznaczonych do  procesow
biotechnologicznych;.

5. Biodegradacja polimeréw.

Swoje doswiadczenie w prowadzeniu badan nad bioremediacja gruntow
zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi wykorzystatam przy realizacji tematu
zwigzaneg0 z ,,\Wykorzystaniem parametrow biochemicznych do monitorowania procesow
bioremediacji”, realizowanych w Instytucie Biochemii Technicznej, PL. Celem publikaciji,
bedacych wynikiem badan prowadzonych w ramach omawianego zagadnienia, byto
wykorzystanie parametréw biochemicznych do monitorowania procesow bioremediacji gleby
zanieczyszczonej paliwami.

Realizacja celu badawczego obejmowata ocen¢ przebiegu procesu bioremediacji gleby
zanieczyszczonej paliwami (biodiesel, olej napedowy, olej transformatorowy, olej
popirolityczny) przy wykorzystaniu takich parametrow biochemicznych, jak: aktywnos¢
respirometryczna, aktywnos$¢ dehydrogenaz, aktywno$¢ esteraz, poziom ATP, aktywno$¢
katalaz, czy fitotesty. Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych, prowadzac proces
bioremediacji gleby zanieczyszczonej wybranymi paliwami (biodiesel, olej napedowy, olej
transformatorowy, olej popirolityczny), z wykorzystaniem szczepow bakterii (Bacillus
mycoides NS1020, Pseudomonas sp. A34, Achromobacter xylosoxidans G21, Sarcina spp.,
Gordonia alkanivorans S7) wykazujacych aktywnosci degradacyjne, dostgpnych w zasobach
Instytutu Biochemii Technicznej, PL. W trakcie prowadzenia procesu oczyszczania gleby co
dwa tygodnie analizowano wybrane parametry biochemiczne. Wykazano, iz analiza
aktywnosci respiromentrycznej i aktywnosci dehydrogenaz glebowych pozwala na oceng
kondycji drobnoustrojow w trakcie procesow bioremediacji oraz, ze aktywno$¢ dehydrogenaz
oraz aktywno$¢ oddechowa mikroorganizmow pozostaje w Scistej korelacji z ilosciag ATP w
skazonym $rodowisku. Wykorzystujac testy fitotoksycznosci ustalono, ze w przypadku oleju
napedowego najwyzsza toksycznos$¢ srodowiska obserwuje si¢ w poczatkowej 1 koncowej
fazie procesu oczyszczania, przy czym wyzszy stopien inhibicji kietkowania nasion
obserwowano dla gleby nieinokulowanej. W glebie zanieczyszczonej olejem popirolitycznym
odnotowywano wysoka toksyczno$¢ srodowiska w trakcie catego czasu trwania procesu
oczyszczania, przy czym toksyczno$¢ ta znaczgco zmalala w koncowej fazie bioremediacji.
Rdznice w przebiegu procesu oczyszczania s spowodowane odmiennym sktadem paliw oraz

metabolitdow powstajacych na skutek mikrobiologicznego rozktadu.

34|Strona



Dr inz. Olga Marta Marchut-Mikotajczyk Zalacznik 3a- Autoreferat

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly opublikowane w dwoéch publikacjach z listy B
MNiSW, w Czasopismie Journal of Biotechnology Computational Biology and
Bionanotechnology

1. Wieczorek D., Kwapisz E., Marchut-Mikolajczyk O., Bielecki S., Phytotests as tools for
monitoring the bioremediation process of soil contaminated with diesel oil Journal of
Biotechnology Computational Biology and Bionanotechnology, 2012; 93(4): 431-439;
https://doi.org/10.5114/bta.2012.46597
Punkty MNiSW = 13; IF = 0;

2. Wieczorek D., Marchut-Mikolajczyk O., Antczak T., Changes in the microbial
dehydrogenase activity and the pH during bioremediation of fuel contaminated soil,
Journal of Biotechnology Computational Biology and Bionanotechnology, 2016;
96(4): 293-306; https://doi.org/10.5114/bta.2015.58377
Punkty MNiSW = 13; IF = 0;

Publikacja: Wieczorek D., Kwapisz E., Marchut-Mikotajczyk O., Bielecki S., Phytotests as

tools for monitoring the bioremediation process of soil contaminated with diesel oil Journal of

Biotechnology Computational Biology and Bionanotechnology, 2012; 93(4): 431-439;

https://doi.org/10.5114/bta.2012.46597, otrzymata Nagrode Komitetu Biotechnologii PAN

im. prof. Wactawa Szybalskiego za najlepsza prace naukowa, opublikowang w kwartalniku

BioTechnologia. 2012

Pojawienie si¢ w $rodowisku duzych ilosci zanieczyszczen ropopochodnych
(najczesciej na skutek awarii podczas transportu) czesto wymaga zastosowania sorbentow,
poprzedzajacych etap oczyszczania skazonego srodowiska. W ramach zagadnienia ,,Analizy
zjawiska sorpcji i desorpcji weglowodoréw” nawigzatam wspolprace naukowo-badawcza z
firmg Supron. Zbadano mozliwos$ci sorpcyjne dostarczonych przez firm¢ Supron sorbentow
naturalnych: SPILL SORB oraz nanosorbentu. Oceniono rowniez mozliwosci ich
zastosowania w procesach bioremediacji gleby zanieczyszczonej paliwami, zarowno tymi
konwencjonalnymi (olej napgedowy) jak 1 biopaliwami (czysty biodiesel i mieszaniny
biodiesla z olejem napedowym). Wykazano, ze oba sorbenty charakteryzuje wysoka zdolnos¢
sorpcji zwigzkow ropopochodnych z matrycy gruntu a ich zastosowanie pozwala w sposob
znaczacy (o ok. 50 %) skroci¢ czas prowadzenia procesu bioremediacji w przypadku duzych
wyciekow.

W ramach badan w zakresie omawianego zagadnienia nawigzatam rowniez wspotprace z

panig dr hab. inz. Krystyng Wrze$niewska-Tosik, Prof. IBWCh, z Instytutu Biopolimerow i
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Widkien Chemicznych w Lodzi. W badaniach widkniste maty z aktywnym wypetnieniem w
postaci pior wykorzystano jako sorbent znajdujacy zastosowanie przy wyciekach produktow
ropopochodnych. We wspoélpracy z Instytutem Biopolimerow i Wiokien Chemicznych w
Lodzi podjeto probe opracowania nowych, do tej pory nie znanych rodzajow materiatow
kompozytowych w formie poduszek sorpcyjnych stuzacych do zbierania oleistych substancji
z powierzchni wod, wykorzystujac do tego celu odpad w postaci pior. Piora stanowia
ucigzliwy dla srodowiska, niedegradowalny odpad, ktory, ze wzgledu na jego wlasciwosci
mozna wykorzysta¢ do ochrony srodowiska, przed skutkami zatrucia ekosystemow ropa, W
przypadku wycieku. Pomimo wysokich zdolno$ci sorpcyjnych produktu problemem pozostaje
jego utylizacja. Wykazano, iz przy wykorzystaniu szczepéow Gordonia alkanivorans S7,
Pseudomonas sp. A34, dostgpnych w zasobach IBT, PL mozliwe jest przeprowadzenie
bioremediacji mat z zaadsorbowanymi zwigzkami ropopochodnymi. Po 10 dniowym procesie
oczyszczania uzyskano 40-50 % ubytek zanieczyszczenia, co sugeruje, iz metody biologiczne
mogg by¢ przydatne w procesach regeneracji mat z wypeklieniem z kurzych pior. Wyniki
badan realizowanych we wspotpracy z Instytutem Biopolimerow i Wtdkien Chemicznych w
Lodzi znalazty odzwierciedlenie w publikacji z listy JCR.

1.  Wrzesniewska-Tosik K, Marchut-Mikolajczyk O, Mik T, Wieczorek D, Patczynska

M. Mats for Removing Technical Oil Contamination. FIBRES & TEXTILES in Eastern

Europe, 2012; 20, 6B (96): 101-106;

Punkty MNiSW = 20; IF(2012) = 0,801, IF(5-letni) =0,757

Zmniejszajace si¢ zasoby paliw kopalnych na §wiecie 1 potrzeba pozyskiwania paliw
odnawialnych  staly si¢ podstawa do przeprowadzenia badan  obejmujacych
~Mikrobiologiczng synteze weglowodoréw”. Celem badan bylo przeprowadzenie skriningu
szczepow bakterii i grzybow znajdujacych si¢ w zasobach Instytutu Biochemii Technicznej
PL, pod katem zdolno$ci do syntezy weglowodorow. Wykazano, ze posréd 50 badanych
mikroorganizmow jedynie szczep bakterii Gordonia alkanivorans S7 oraz szczep plesni
Mucor circinelloides wykazuja zdolno$¢ do produkcji weglowodoréw i wydzielania ich do
podtoza hodowlanego. Przeprowadzono badania majace na celu ekstrakcje weglowodorow z
podtoza oraz okreslenie stezenia wydzielanych zwigzkow. Ujawniono, iz ilosé¢
zewnatrzkomorkowych weglowodorow produkowanych przez badane mikroorganizmy nie
przekracza 0,05 % suchej masy. Uzyskane ilosci mikrobiologicznych weglowodorow nie byty
wystarczajace do prowadzenia dalszych badan w tym zakresie badawczym. W 2012 roku, w

ramach omawianego zagadnienia otrzymatam stypendium naukowe Funduszu Mtodych
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Lideréw Nauki na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki £o6dzkiej dla
Mtodych Liderow Nauki na projekt ,,Mikrobiologiczna synteza weglowodorow-0d ropy

naftowej do czystych zwigzkow”.

Badania zwigzane z pozyskiwaniem paliw odnawialnych realizowatam rowniez w
ramach tematu ,,Metody obrébki odpadow rolno-spozywczych przeznaczonych do procesow
biotechnologicznych” realizowanego we wspotpracy z Instytutem Technologii Fermentacji i
Mikrobiologii Politechniki £.0dzkiej. Celem badan opisanych w publikacjach byt dobor metod
obrobki wstepnej odpadu rolniczego w postaci stomy zytniej shuzacej zwigkszeniu jego
podatnos$ci na rozktad mikrobiologiczny. Realizacja celu badawczego obejmowata:

- dobor warunkoéw chemicznej obrobki wstepnej stomy zytniej przy uzyciu amoniaku w celu
konwersji surowca do fermentowalnych cukrow, stanowigcych potencjalny surowiec do
procesoéw biotechnologicznych.

-optymalizacje procesu ozonowania stomy zytniej, jako metody obrébki surowca poddanego
nastepnie fermentacji beztlenowe;.

Powyzsze cele byty weryfikowane w doswiadczeniach modelowych prowadzonych w
warunkach laboratoryjnych. Wykazano, iz obrobka wstgpna z uzyciem 2% roztworu
amoniaku, prowadzona w temperaturze 60°C 1 90°C pozwala na uzyskanie ze stomy zytniej
wigkszej ilosci cukrow redukujacych niz ma to miejsce w przypadku hydrolizy surowca
prowadzonej w wodzie, w tych samych warunkach temperaturowych. Wyniki
eksperymentalne wykazaty, ze stezenie cukrow redukujacych i lotnych kwasow ttuszczowych
(VFA) w stomie zytniej po 8-godzinnej hydrolizie za pomocg amoniaku bylo odpowiednio
okoto 1,3 1 5,2 razy wigksze w temperaturze 60 °C i 1,8 1 5,2 razy wyzsze w temperaturze 90
°C, w porownaniu do probek, w ktorych prowadzono wodng hydrolize stomy zytniej.
Uzyskana po 8 godzinnej hydrolizie stomy zytniej 2% wodnym roztworem amoniaku
wydajnos¢ glukozy (51%) wskazuje, ze metoda ta moze by¢ wykorzystywana w procesach
biotechnologicznych jako metoda obrobki wstepnej surowca.

Z kolei w badaniach majacych na celu optymalizacj¢ procesu ozonowania stomy zytniej, jako
metody obrobki slomy zytniej do zaplanowania eksperymentow wykorzystano metode
Taguchi. Wykazano, iz ozonowanie stanowi efektywna metod¢ obrobki wstepnej stomy
zytniej przed poddaniem surowca procesowi fermentacji beztlenowej. Wykazano, iz w
optymalnych warunkach procesu tj. dla 15 g stomy Zytniej poddanej dziataniu ozonu w
dawce 100 gOs / m*, w czasie 60 min mozliwe jest uzyskanie metanu w ilosci 291,71 dm?
CH4/ kg VS.
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Wyniki powyzszych badan zostaty przedstawione w dwoch publikacjach z listy JCR:
1. Domanski J., Borowski S., Marchut-Mikolajczyk O., Kubacki P., Pretreatment of
rye straw with aqueous ammonia for conversion to fermentable sugars as a potential
substrates in biotechnological processes, Biomass and Bioenergy, 2016; 91: 91-97;
https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2016.05.008
Punkty MNiSW = 35; IF(2016) = 3,219; IF(5-letni) =4,232
2. Domanski J., Marchut-Mikelajczyk O., Polewczyk A., Januszewicz B., Ozonolysis
of straw from Secale cereale L. for anaerobic digestion, Bioresource Technology, 2017;
245, Part A: 394-400; https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.08.090;
Punkty MNiSW = 45; IF(2017) = 5,807; IF(5-letni) =5,978

W roku 2018 podjetam wspotprace naukowo-badawczg z panig dr hab. Anitg
Biatkowska z Zaktadu Produktéw Naftowych, Wydzialu Materiatoznawstwa, Technologii i
Wzornictwa, Uniwersytetu Technologiczno-Humanistycznego im. Kazimierza Pulaskiego w
Radomiu. Wykorzystujac swoje doswiadczenie zwigzane z biodegradacja zwiazkow
organicznych podjetam si¢ oceny podatnosci na biodegradacje opracowanych przez dr.
Biatkowska bezizocyjanianowych segmentowych poliuretanow kondensacyjnych. W ramach
tematu zwigzanego z ,Biodegradacjg polimerow” przeprowadzitam biodegradacje
polimeréw otrzymanych przez dr hab. A. Biatkowska, za pomoca aerobowego szczepu
bakterii Achromobacter xylosoxidans G21, wybranego na podstawie wynikow skriningu
przeprowadzonego sposrod 30 szczepow wykazujacych aktywnos$¢ degradacyjna,
znajdujacych si¢ w zasobach IBT, PL. Biodegradacji poddano poliuretany otrzymane z
liniowych oraz rozgalezionych oligoeteroli, mocznika, kwasu fenolosulfonowego, kwasu 2 —
hydroksynaftaleno — 6 — sulfonowego i roznych ilosci formaldehydu. Wykazano, iz
regularno$¢ struktury oraz zwigkszenie stopnia usieciowania polimeru wplywaja na
zwigkszenie odpornos$ci na dzialanie bakterii. Na podstawie analizy elementarnej, DSC, FTIR
oraz SEM stwierdzono odporno$é tancucha oligooksybutylenowego
polioksybutylenouretandbw na bakterie Achromobacter xylosoxidans G21, czgéciowa
degradacje lancucha oligooksypropylenowego polioksypropylenouretanu i1 biodegradacje
ugrupowan mocznikowych, uretanowych 1 grup sulfonowych wchodzacych w sktad obszarow
krystalicznych w badanych PU. Wyniki badan realizowanych we wspotpracy Wydziatu
Materiatoznawstwa,  Technologii 1  Wzornictwa, = Uniwersytetu = Technologiczno-
Humanistycznego im. Kazimierza Pufaskiego w Radomiu. znalazly odzwierciedlenie w

publikacji z listy JCR.
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1. Biatkowska A., Bakar M., Marchut-Mikolajczyk O., Biodegradation of linear and
branched nonisocyanate condensation polyurethanes based on 2-hydroxy-naphthalene-6-
sulfonic acid and phenol sulfonic acid, Polymer Degradation and Stability, 2019; 159: 98-
106; https://doi.org/10.1016/j.polymdegradstab.2018.11.011;

Punkty MNiSW = 35; IF(2019) = 3,193; IF(5-letni) =3,797

Obecnie, oprocz badan zwigzanych z opracowaniem technologii bioremediacji gruntu
zanieczyszczonego olejem kreozotowym, realizowanych w ramach projektu rozwojowego
(POIR 04.01.02-00-0057.17), zajmuje si¢ poszukiwaniem substancji biologicznie aktywnych,
z mikroorganizmoéow endofitycznych izolowanych z synantropijnych ro$lin leczniczych, takich
jak Pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.), Rumianek pospolity (Matricaria chamomilla),
Babka lancetowata (Plantago lanceolata L.). Pozyskanie takich substancji jak biosurfaktanty
(glikolipidy lub lipopeptydy) stwarza mozliwosci zastosowania tych substancji zarbwno w
biotechnologii $§rodowiska jak réwniez w przemysle kosmetycznym czy farmaceutycznym.
Tego rodzaju badania wykonuje pod moja opiekg Pan mgr inz. Piotr Drozdzynski. Do tej pory
udato si¢ wyizolowa¢ 25 mikroorganizméw endofitycznych, z ktérych 15 wykazuje zdolnos¢
do wydajnej produkcji zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Obecnie trwajg badania nad
identyfikacja budowy pozyskanych biosurfaktantow oraz identyfikacja przynaleznosci
gatunkowej endofitow pozyskanych z badanych roslin. W planach jest zastosowanie
otrzymanych biosurfaktantow do wspomagania rozkladu réznych rodzajéow zanieczyszczen

(olej kreozotowy, guma, zywice) oraz optymalizacja produkcji pozyskanych zwigzkow.

7. Podsumowanie

Mo¢j dorobek naukowy, po uzyskaniu stopnia doktora nauk technicznych obejmuje
tacznie 17 prac (14 w jezyku angielskim i 3 w jezyku polskim) i 9 patentow, w tym 15 prac
1 wszystkie 9 patentow po uzyskaniu stopnia doktora. Mdj dorobek obejmuje prace
doswiadczalne w formie 14 artykulow recenzowanych w czasopismach krajowych i
zagranicznych, 2 rozdziaty w monografii, 1 prace przegladowa, 12 referatow i doniesien na
konferencjach krajowych i migdzynarodowych oraz 2 referatow na konferencjach

popularyzujacych nauke.

Prace prezentowane w wyzej wymienionych publikacjach realizowalam zaréwno w

Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki L.odzkiej jak 1 we wspotpracy Instytutem
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Podstaw Chemii Zywnosci i Instytutem Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, PL;
Zaktadem Chemii Organicznej na Wydziale Technologii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej, Instytutem Technologii Drewna w Poznaniu, Instytutem Biopolimerow i
Wiokien Chemicznych w todzi oraz Zaktadem Produktéw Naftowych, Wydziatu
Materiatoznawstwa, Technologii 1 Wzornictwa, Uniwersytetu Technologiczno-
Humanistycznego im. Kazimierza Putaskiego w Radomiu. Od roku 2014 realizuj¢ rowniez
wspotprace naukowo-badawczg z Instytutem Technologii Bezpieczenstwa ,,Moratex”, w
Lodzi oraz Katedra Materiatloznawstwa Towaroznawstwa i Metrologii Widkienniczej,

Politechniki L.odzkiej.

W ramach wspolpracy naukowo-badawczej z przemystem wspotpracuje¢ w firmami:
Zaktady Chemiczne Warter, Miranda Textiles, Bioagra Oil S.A., Supron Sp z 0.0., Orzet
S.A., Nasycalnia Podktadow Sp z 0.0. w Kozminie Wielkopolskim.

W latach 2010-2018 (z roczng przerwa w latach 2011-2012, zwigzang z urodzeniem

dziecka), prowadzitam réwniez dziatalno$¢ dydaktyczna oraz organizacyjna.

Dziatalno$¢ organizacyina i prace eksperckie

Od roku 2017 do chwili obecnej pelni¢ funkcje Zastepcy Przewodniczacego Komisji
Rekrutacyjnej, na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej.
Jestem rowniez cztonkiem Komisji Rekrutacyjnej, na Wydziale International Faculty of
Engineering, Politechniki Lodzkiej, na kierunku Biotechnology. W ramach prac Komisji
uczestnicz¢ w rozmowach kwalifikacyjnych przeprowadzanych w ramach rekrutacji na

drugi stopien studiow na kierunku Biotechnology, odbywajacych si¢ w jezyku angielskim.

W roku 2013 bytam cztonkiem komisji ds. utworzenia nowego kierunku Biotechnologia
Srodowiska na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Politechniki Eodzkie;j.
Nastgpnie W latach 2014-2018 bylam cztonkiem Komisji ds. ksztalcenia na kierunku
Biotechnologia Srodowiska, na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki

Lodzkiej.

W roku 2015 uczestniczytam w organizacji egzamindéw wstepnych na Politechnike L.6dzka
1 prowadzitam nadzér nad sprawdzianem uzdolnien plastycznych na Wydziale Technologii

Materiatowych 1 Wzornictwa Tekstyliow, Politechniki L.odzkie;j.
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W trakcie pracy w Instytucie Biochemii Technicznej, Politechniki £.6dzkiej podjetam si¢
realizacji ekspertyz i prac badawczych i analitycznych zleconych przez przedstawicieli
sektora gospodarczego, takich jak: EC Industria Krzysztof Holwek, Environmental

Solutions Poland sp. z o.0.

W roku 2015 i 2016 uczestniczytam w przygotowaniu dwoch wnioskow projektowych do
Narodowego Centrum Badan i Rozwoju, przygotowywanych w ramach konsorcjum
naukowo-przemystowego, w sktad ktorego wchodzity: Politechnika Lodzka (Instytut
Biochemii Technicznej i Katedra Materialoznawstwa Towaroznawstwa i Metrologii
Widkienniczej), Instytut Technologii Bezpieczenstwa ,Moratex”, z +todzi oraz
przedsicbiorstwo Miranda Textiles, z Turku. Jako przedstawiciel Instytutu Biochemii
Technicznej, PL czynnie uczestniczytam w spotkaniach konsorcjum, bylam
odpowiedzialna za przygotowanie merytorycznej cze$ci wniosku projektowego oraz
budzetu projektu w odniesieniu do zadan realizowanych przez IBT, PL. Zaden z wnioskow
projektowych nie otrzymal finansowania. Jednakze efektem wspolpracy naukowo-
badawczej prowadzonej w ramach stworzonego konsorcjum jest zgloszenie patentowe

(P.422380).

Od 2014 roku wykonatam 15 recenzji oryginalnych artykutow naukowych w
nastepujacych czasopismach: International Biodeterioration and Biodegradation, Elsevier,
IF=3.562; Environmental Science and Pollution Research, Springer, IF=2.8; Process
Biochemistry, Elsevier, IF=2.616; Applied Microbiology and Biotechnology, Springer;
IF=3.340; Open Journal of Environmental Biology, Peertechz, 2018; Brazilian Journal of
Microbiology, Elsevier; Environment Protection Engineering, Wroclaw University of

Science and Technology; IF 0.486.

Od roku 2016 do chwili obecnej pelnie¢ funkcj¢ edytora w czasopismie Archieves of
Petroleum and Environmental Biotechnology (ISSN 2574-7614); Gavin Publishers, IF=
0,52.

Od roku 2016 do chwili obecnej jestem cztonkiem Rady Instytutu Biochemii Technicznej,
Politechniki £.odzkiej, jako przedstawiciel Adiunktow.
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W roku 2017 bytam cztonkiem komitetu organizacyjnego Konferencji ,,Biotechnologia
dla Biogospodarki ,,z okazji 50-lecia IBT, PL, ktéra odbyta si¢ w Sandomierzu, w dniach
19-21 maja 2017.

Dziatalno$¢ dydaktyczna i popularyzatorska

W ramach dzialalnosci dydaktycznej do chwili obecnej prowadze zajecia dla studentow
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci oraz Centrum Ksztatcenia Miedzynarodowego
Politechniki L.o6dzkiej. Zajgcia te obejmuja zardéwno wyklady jak i zajecia laboratoryjne i
fakultatywne dla studentow zaréwno pierwszego jak i drugiego stopnia studiow. Szczegdtowy

opis realizowanych zadan dydaktycznych zamie$citam w Zalaczniku 4.

W ramach dziatalno$ci dydaktycznej opracowalam, prowadzitam i prowadze nast¢pujace
zajecia dla studentéw Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lodzkiej:
Technologie remediacji (wyktad i laboratorium) dla kierunku Ochrona Srodowiska (2010-
2015) Biotechnologia Srodowiska (2013-2018); Procesy biodegradacji (wyktad) dla
kierunku Ochrona Srodowiska (2010-2015) Biotechnologia Srodowiska (2013-2018);
Biochemiczne aspekty ochrony s$rodowiska (seminarium) dla kierunku Ochrona
Srodowiska (2010-2015) Biotechnologia Srodowiska (2013-2018); Biotechnologia
produkcji energii (wyktad) dla kierunku Biotechnologia Srodowiska; Biotechnologia
ogolna (wyktad i laboratorium) dla kierunku Biotechnologia; Innowacje w biotechnologii
(wyktad) dla kierunku Biotechnologia; Biotechnologia specjalizacyjna (wyklad
specjalizacyjny) dla kierunku Biotechnologia; Biochemiczne podstawy biodegradacji
(wyktad fakultatywny) dla kierunku Biotechnologia; Biotechnologia przemystowa (wyktad)
dla kierunku Biogodpodarka; Problem Base Learning dla kierunku Biogospodarka; dla
studentow Centrum Ksztalcenia Miedzynarodowego: Principles in biotechnology

(laboratorium) dla kierunku Biotechnology.

W chwili obecnej jestem kierownikiem 7 przedmiotow: Technologie remediacji, Procesy
biodegradacji, Biotechnologia w produkcji energii, Innowacje w biotechnologii,
Biotechnologia specjalizacyjna, Biochemiczne podstawy biodegradacji, Biotechnologia

przemyslowa.

W latach 2012-2015 petnitam funkcje opiekuna roku studiow stacjonarnych pierwszego

stopnia na kierunku Ochrona Srodowiska.
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W latach 2011-2019 bytam opiekunem 36 prac dyplomowych na studiach pierwszego stopnia
(na kierunku Ochrona Srodowiska, Biotechnologia $rodowiska, Biotechnologia i
Biotechnology) oraz 24 prac magisterskich na kierunku Ochrona Srodowiska, Biotechnologia

oraz Biotechnology).

W latach 2013-2017 petitam funkcj¢ promotora pomocniczego w przewodach doktorskich
pani mgr inz. Doroty Wieczorek 1 pana mgr inz. Arkadiusza Polewczyka. Oba przewody
doktorskie zostaty zakonczone: Dorota Wieczorek, stopien naukowy doktora — 22.03.2016;
Arkadiusz Polewczyk, stopien naukowego doktora — 31.01.2017 r.

Od maja 2014 roku pehig¢ funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim pani

mgr inz. Agnieszki Pawlak.

W roku 2012, mgr inz. Bartosz Strzelecki, otrzymatl nagrod¢ w konkursie na Najlepsza Prace
Magisterska zorganizowanym przez Wojewodzki Fundusz Ochrony Srodowiska i Gospodarki
Wodnej w Lodzi. Praca magisterska mg inz. Bartosza Strzeleckiego, pt. ,,Mikrobiologiczny

rozktad biodiesla w gruncie”, byta realizowana pod moja opieka.

W roku 2017, dr inz. Arkadiusz Polewczyk, w ktorego przewodzie doktorskim petnitam role
promotora pomocniczego, otrzymal nagrode za Najlepsza Prace Doktorska w konkursie
zorganizowanym przez Wojewodzki Fundusz Ochrony Srodowiska i Gospodarki Wodnej w
Lodzi.

W celu podwyzszenia moich kwalifikacji zawodowych w 2014 roku ukonczytam Studia
Podyplomowe ,,Menedzer projektu badawczo-rozwojowego” na Wydziale Administracji
Wyzszej Szkoty Bankowej w Chorzowie, oddziat w Lodzi. Ponadto w grudniu 2017 roku
uczestniczytam w szkoleniu warsztatowym dla nauczycieli akademickich metoda Design

Thinking, realizowanym w ramach Budzetu Zadaniowego Politechniki £.6dzkiej na rok 2017.

Na moja dzialalno$¢ popularyzatorskg sktada si¢ czynny udziat w Festiwalu Nauki Techniki 1
Sztuki oraz udzial w organizowanej przez Koto Naukowe ,Ferment” przy Wydziale
Biotechnologii i Nauk o zywnosci, PL konferencji Konferencji ,,Po ciemnej stronie nauki,

czyli zagrozenia chemiczne, biologiczne, radiologiczne i jadrowe” w 2016 roku.
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Moja dotychczasowa dydaktyczna i naukowa zostaty wyréznione nagrodami Rektora PL. W
latach 2013-2017 otrzymatam nagrody za dzialalno$¢ dydaktyczna, a w latach 2016 i 2018
za dzialalno$¢ naukowa. Ponadto, w 2012 roku otrzymatam Nagrode Komitetu
Biotechnologii PAN im. Prof. Waclawa Szybalskiego za najlepsza prace naukowa,

opublikowang w kwartalniku BioTechnologia

8. Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego

Osiagnigcie bedace podstawa do wubiegania si¢ 0 uzyskanie stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk technicznych zostalo przedstawione w publikacjach oraz

patentach o tgcznej wartos$ci wspotczynnika impact factor:
IF=15,656; IF 5-letni=18,070; punkty MNiSW=214

Pozostate osiggnigcia naukowe zostaty opisane w publikacjach 1 patentach o tacznej

warto$ci wspotczynnika impact factor:
IF=13,019; IF 5-letni=17,464; punkty MNiSW=362
Sumaryczny IF= 28,675; IF 5-letni=32,834; punkty MNiSW= 566
Index Hirsha:
-wedlug Web of Knowledge All Databases wynosi 3, suma cytowan to 53
-wedhug bazy Scopus wynosi 4, suma cytowan to 60

Tabela 1. Sumaryczne zestawienie kryteriow osiggnie¢ wnioskodawcy

Rodzaj publikacji Przed Po doktoracie Razem

doktoratem

Publikacje w czasopismach Journal

Citation Report (JCR) — kat. A, w tym: 1 8 9
- publikacje stanowiace osiggnigcie

naukowe 0 4 4

- pozostate publikacje 1 4 5

Pozostale oryginalne publikacje

tworcze, w tym: 1 14 15
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- oryginalne prace tworcze opublikowane 1 5 6

w czasopismach spoza listy JCR — kat. B

- publikacje recenzowane spoza listy 0 7 7
MNiSW
- rozdziaty w monografiach w j. polskim 0 2 2
Sumaryczny 5-letni 3,631 32,834 36,465
Impact Factor
- publikacje stanowigce osiggniecie 0 18,07 18,07
naukowe
- pozostate publikacje 3,631 14,764 18,395
Punkty MNiSW za publikacje, zgodnie 32 341 373
z rokiem wydania
- publikacje stanowigce osiagnigcie 0 167 167
naukowe
- pozostate publikacje 32 174 206
Projekty badawcze finansowane ze 0 1 1

zrédet zewnetrznych

Projekty/zadania badawcze finansowane 0 9 0/9

Z dziatalnoSci statutowej

Udzial w konferencjach 4 8 12

Komunikaty na konferencjach 2 5 7
miedzynarodowych

Komunikaty na konferencjach krajowych 2 3 5
Patenty 0 9 9
Patenty stanowiace osiagnigcie naukowe 0 2 2
Pozostale patenty 0 7 7

Punkty MNiSW za patenty 0 270 270

- patenty stanowigce osiggnigcie naukowe 0 60 60

-pozostate patenty 0 210 210

Recenzje publikacji 0 15 15
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- oryginalne prace tworcze opublikowane | 5 | 6
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