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1. Habilitant

Imi¢ 1 nazwisko:

Adres stuzbowy:

Telefon:

E-mail:

Karol Fijalkowski

al. Piastow 45

71-311 Szczecin

91449 6714
karol.fijalkowski@zut.edu.pl

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

tytutu rozprawy doktorskiej

2010
Dziedzina

Dyscyplina

Tytut pracy

2004
Kierunek

Specjalnos¢

Tytul pracy

Doktor nauk rolniczych

Nauki rolnicze

Zootechnika

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat

Katedra Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej
Lwduperantygenowe 1 leukocytotoksyczne czynniki wirulencji wytwarzane
przez szczepy Staphylococcus aureus wyizolowane z mleka krow

z objawami mastitis”

Magister inzynier

Biotechnologia

Biotechnologia w produkcji zwierzecej 1 ochronie srodowiska

Akademia Rolnicza w Szczecinie

Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat

Katedra Immunologii i Mikrobiologii

,»Ksztalttowanie si¢ wskaznikow odpornosci humoralnej u prosiat
noworodkow 1 macior w okresie okotoporodowym, z uwzglednieniem biatek

ostrej fazy”
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

03.2010 -  Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczne w Szczecinie SZCZECIN,
DOTERAZ  Wydzial Biotechnologii i Hodowli Zwierzat POLSKA
Katedra Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej
Adiunkt

03.2009 -  Szczecinska Szkola Wyzsza Collegium Balticum SZCZECIN,

09.2012 Lektor jezyka angielskiego POLSKA

06.2007 - University College Dublin DUBLIN,
IRLANDIA

09.2007 School of Agriculture, Food Science and Veterinary Medicine

Research assistant
4. Wskazanie o0siggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.

595 ze zm.).

4.1 Tytut osiggniecia naukowego:

Cykl publikacji po uzyskaniu stopnia doktora na temat:

Analiza wplywu wirujacego pola magnetycznego na mikroorganizmy

oraz mozliwosci jego wykorzystania w procesach biotechnologicznych

4.2 Publikacje lub inne prace wchodzqgce w skiad osiggniecia naukowego:

[H-1] Karol Fijatkowski, Pawetl Nawrotek, Magdalena Struk, Marian Kordas, Rafat Rakoczy,

2013, The effects of rotating magnetic field on growth rate, cell metabolic activity and
biofilm formation by Staphylococcus aureus and Escherichia coli, Journal of Magnetics,
18(3), 289-296.

[F2013 — 0,318; 15 pkt. MNiSWao13

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, udziale we
wszystkich eksperymentach (wybranie i przygotowanie mikroorganizmow, przygotowanie
pozywek i reagentow testowych, zorganizowanie stanowiska badawczego, wykonanie lub udziat
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w badaniach zwigzanych z oznaczeniem badanych parametréow mikroorganizmoéw testowych),
opracowaniu uzyskanych wynikéow oraz przeprowadzeniu analiz statystycznych, napisaniu
i przygotowaniu manuskryptu (jako autor do korespondencji). Moj udzial procentowy szacuje
na 70%.

[H-2] Pawel Nawrotek, Karol Fijatkowski, Magdalena Struk, Rafat Rakoczy, Marian Kordas,

2014, Effects of 50 Hz rotating magnetic field on the viability of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, Electromagnetic Biology and Medicine, 33(1), 29-34.

|F2014 — 1,194; 20 Dkt. MNiSW2014

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, udziale we
wszystkich eksperymentach (wybranie i przygotowanie mikroorganizmow, przygotowanie
pozywek i reagentow testowych, zorganizowanie stanowiska badawczego, wykonanie lub udziat
w badaniach zwigzanych z oznaczeniem badanych parametrow mikroorganizmow testowych),
opracowaniu uzyskanych wynikow, przeprowadzeniu analiz statystycznych oraz napisaniu
manuskryptu. Mdéj udziat procentowy szacuje na 50%.

[H-3] Karol Fijatkowski, Pawet Nawrotek, Magdalena Struk, Marian Kordas, Rafat Rakoczy,

2015, Effects of rotating magnetic field exposure on the functional parameters of different

species of bacteria, Electromagnetic Biology and Medicine, 34(1), 48-55.

1F2015 —1,208; 20 Dkt. MNiSWog15

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, udziale we
wszystkich eksperymentach (wybranie i przygotowanie mikroorganizmow, przygotowanie
pozywek i reagentow testowych, zorganizowanie stanowiska badawczego, wykonanie lub udziat
w badaniach zwigzanych z oznaczeniem badanych parametrow mikroorganizmow testowych,),
opracowaniu uzyskanych wynikow oraz przeprowadzeniu analiz statystycznych, napisaniu
manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

[H-4] Karol Fijatkowski, Dorota Peitler, Anna Zywicka, Rafat Rakoczy, 2016, The effect of
rotating magnetic field on enterotoxins genes expression in Staphylococcus aureus strains,
Journal of Magnetics, 21(1), 1-7.

1F2015 — 0,421, 15 Dkt MNiSW2015

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, udziale we
wszystkich eksperymentach (wybranie i przygotowanie mikroorganizmow, zorganizowanie
stanowiska badawczego, wykonanie testow Real-Time PCR) oraz opracowaniu uzyskanych
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wynikow, przeprowadzeniu analiz statystycznych, napisaniu i przygotowaniu manuskryptu (jako
autor do korespondencji). Mdj udziat procentowy szacuje na 85%.

[H-5] Rafat Rakoczy, Maciej Konopacki, Karol Fijatkowski, 2016, The influence of a ferrofluid

in the presence of an external rotating magnetic field on the growth rate and cell metabolic

activity of a wine yeast strain, Biochemical Engineering Journal, 109, 43-50.

1F2015 — 2,463; 35 Dkt. MNiSW2015

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wspotpracy w opracowaniu koncepcji badan,
udziale we wszystkich eksperymentach biologicznych (wybranie i przygotowanie
mikroorganizmow, przygotowanie pozywek i reagentow testowych, zorganizowanie stanowiska
badawczego, wykonanie pomiarow szybkosci wzrostu i aktywnosci metabolicznej drozdzy),
opracowaniu uzyskanych wynikow oraz pomocy w przygotowaniu manuskryptu. Moj udzial
procentowy szacuje na 45%.

[H-6] Karol Fijatkowski, Anna Zywicka, Radostaw Drozd, Agata Niemczyk, Adam Feliks

Junka, Dorota Peitler, Marian Kordas, Maciej Konopacki, Patrycja Szymczyk, Mirostawa
El Fray, Rafat Rakoczy, 2015, Modification of bacterial cellulose through exposure to the
rotating magnetic field, Carbohydrate Polymers, 133, 52-60.

1F2015 — 4,219; 40 Dkt. MNiSW2015

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
eksperymentow, udziale we wszystkich eksperymentach (wybranie i przygotowanie
mikroorganizmow, przygotowanie pozywek i reagentow testowych, zorganizowanie stanowiska
badawczego, udzial we wszystkich analizach badawczych), wspotudziale w przeprowadzeniu
analiz uzyskanych wynikéw, napisaniu oraz przygotowaniu manuskryptu (jako autor do
korespondenciji), a takze koordynacji prac zespotu jako kierownik projektu (Lider 5) w ramach
realizacji ktorego powstata praca. Moj udzial procentowy szacuje na 45%.

[H-7] Karol Fijatkowski, Rafat Rakoczy, Anna Zywicka, Radostaw Drozd, Beata Zielifiska,
Karolina Wenelska, Krzysztof Cendrowski, Dorota Peitler, Marian Kordas, Maciej

Konopacki, Ewa Mijowska, 2016, Time dependent influence of rotating magnetic field on

bacterial cellulose, International Journal of Polymer Science, 1, 2016.

1F2015 — 1,000; 25 Dkt. MNiSWop15
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
eksperymentow, udziale we wszystkich eksperymentach (wybranie 1 przygotowanie
mikroorganizmow, przygotowanie pozywek i reagentow testowych, zorganizowanie stanowiska
badawczego, wykonanie lub udzial w badaniach zwigzanych z analizowanymi parametrami
celulozy), wspdtudziale w przeprowadzeniu analiz uzyskanych wynikow, napisaniu oraz
przygotowaniu manuskryptu (jako autor do korespondencji), a takze koordynacji prac zespotu
jako kierownik projektu (Lider 5) w ramach realizacji ktorego powstatla praca. Moj udziat
procentowy szacuje na 45%.

[H-8] Karol Fijalkowski, Anna Zywicka, Radostaw Drozd, Adam Junka, Dorota Peitler, Marian

Kordas, Maciej Konopacki, Patrycja Szymczyk, Mirostawa El Fray, Rafat Rakoczy, 2016,
Increased yield and selected properties of bacterial cellulose exposed to different modes of
rotating magnetic field, Engineering in Life Sciences, 2016, DOI: 10.1002/elsc.201500151.

1F2015.— 2,485; 25 Dkt. MNiSWag15

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu
eksperymentow, udziale we wszystkich eksperymentach (wybranie 1 przygotowanie
mikroorganizmow, przygotowanie pozywek i reagentow testowych, zorganizowanie stanowiska
badawczego, wykonanie lub udzial w badaniach zwiqzanych z analizowanymi parametrami
celulozy), wspétudziale w przeprowadzeniu analiz uzyskanych wynikow, napisaniu oraz
przygotowaniu manuskryptu (jako autor do korespondencji), a takze koordynacji prac zespotu
jako kierownik projektu (Lider 5) w ramach realizacji ktorego powstata praca. Moj udzial
procentowy szacuje na 50%.

v" Ogolna liczba punktdéw za jednolity cykl publikacji wg wykazu czasopism naukowych

MNISW zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy wynosi 195 punktow;

v Sumaryczny Impact Factor (IF) za cykl publikacji zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy

(w przypadku prac z 2016 roku uwzgledniono IF za rok 2015) wynosi 13,308.

W przypadku wyzej wymienionych prac eksperymentalnych mam wiodacy udziat
w badaniach, od koncepcji po opracowanie i opublikowanie wynikow. Jestem koordynatorem
badan prowadzonych we wspotpracy z kilkoma o$rodkami naukowymi, gdyz podjete zadania
wymagaja wspolnego dziatania specjalistow z réznych dyscyplin. W prowadzonych przeze
mnie badaniach udzial biorg eksperci z rdéznych obszar6w nauk inzynieryjnych
I biologicznych, majacy doswiadczenie w dziedzinach zwigzanych z inzynierig procesowa,

mikrobiologia, chemig i enzymologia, polimerami oraz nanotechnologig.
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Nawigzana zostala wspotpraca wewnatrzinstytucjonalna na Wydziale Biotechnologii
i Hodowli Zwierzat m.in. z Katedrg Genetyki i Hodowli Zwierzat oraz na Wydziale Technologii
1 Inzynierii Chemicznej z Zakladem Cieptownictwa i Gospodarki Odpadami, Zaktadem
Biomaterialow i Technologii Mikrobiologicznych, a takze z Zakladem Nanotechnologii.
Ponadto nawigzano wspotprace z Zaktadem Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, Centrum Zaawansowanych Technologii
Wytwarzania Politechniki Wroctawskiej 1 Zakladem Mikrobiologii i Diagnostyki
Immunologicznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego oraz z uniwersytetem University
College of Dublin w Irlandii.

Wspodtpraca z ww. osrodkami naukowymi obejmowata wspdlne wykonywanie badan
I analiz, wykorzystanie sprzg¢tu oraz pomoc W interpretacji otrzymanych wynikow, a takze

przygotowanie publikacji naukowych i zgtoszen patentowych.

Oswiadczenia wspolautorow przedstawionych powyzej prac naukowych wraz
z okresleniem ich indywidualnego udziatu wykazano w zatgczniku nr 4.

4.3 Omowienie celu naukowego w/w publikacji, jak rowniez osiggnietych wynikow wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Problem naukowy, ktory zostal podjety w ramach niniejszej rozprawy habilitacyjnej
dotyczy przede wszystkim wptywu wirujacego pola magnetycznego (WPM) na rézne gatunki
mikroorganizmdw, a nastepnie wskazania mozliwosci wykorzystania uzyskanych wynikow w
prowadzeniu proceséw biotechnologicznych. Badania zwigzane z wptywem réznych rodzajow
pol sitowych, w tym przede wszystkim pol magnetycznych (PM) na rdéznorodne parametry
funkcjonalne oraz potencjal chorobotwoérczy drobnoustrojow prowadzone sg przez wielu
naukowcow na caltym §wiecie. Na przestrzeni lat dowiedziono, ze rézne typy PM moga
wptywa¢ na wiele proceséw zyciowych mikroorganizméw, jak rowniez na ich potencjat

wirulencji. Najczesciej analizowanymi parametrami  drobnoustrojow  poddawanych
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oddziatywaniom PM s3: szybko$¢ wzrostu oraz zmiany w zywotnosci i w morfologii komorek
(Grosman i wsp., 1992; Strasak i wsp., 2005; Gaafar i wsp., 2008; Bajpai i wsp., 2012). Zostato
réwniez udowodnione, ze PM moga wplywaé na wiele funkcji biologicznych komorek innych
organizmoéw, W tym m.in. na wydzielanie hormonéw (Sun i wsp., 2010), aktywnos¢
enzymatyczng (Xie i wsp., 1997), zywotnos¢ (Davies, 1996), proliferacje (lwasaka i wsp.,
2004), transport jonow (Galvanovskis i Sandblom, 1998), aktywno$¢ metaboliczng (Huang
I wsp., 2006) lub synteze i transkrypcje DNA (Phillips i wsp., 1992).

Dostepne dane literaturowe pozwalaja zauwazyé, ze rezultaty badan, dotyczacych
oddziatywan roznych rodzajow PM na mikroorganizmy nie sg jednoznaczne. Najczesciej
obserwowanym efektem dzialania PM jest hamowanie wzrostu lub zmniejszenie Zzywotnosci
eksponowanych mikroorganizmow (Strasak i wsp., 2002; Fojt i wsp., 2004; Strasak i wsp.,
2005). Czgs¢ autorow demonstrowata rowniez brak wptywu (Kohno i wsp., 2000; Gao i wsp.,
2005; Laszlo i Kutasi, 2010), a takze pozytywny wptyw PM na badane mikroorganizmy
(Babushkina i wsp., 2005; Justo i wsp., 2006; Cellini i wsp., 2008). Efekty biologiczne
wywierane przez PM na komorki zaleza w najwigkszym stopniu od rodzaju generowanego
pola, a takze od czasu ekspozycji oraz od rodzaju eksponowanej komodrki lub gatunku
mikroorganizmu (Strasak i wsp., 2002; Fojt i wsp., 2004; Dunca i wsp., 2005). Dlatego zatozy¢
mozna, ze w duzej mierze rozbieznos$ci W uzyskiwanych przez réznych autoréw wynikach
badan zwigzane s3 z réznicami migdzy systemami generujacymi PM, a tym samym
z réznorodno$cig w generowanych polach oraz analizowanych gatunkow mikroorganizméw
lub szczepow w obrebie danego gatunku (Segatore i wsp., 2012).

W kontekscie omawianych prac badawczych mozna przyjaé, ze PM jako przejaw pola
elektromagnetycznego, to przestrzen otaczajaca magnes, w ktorym ptynie prad. Pole to,
wywotywane jest przez poruszajace si¢ fadunki elektryczne i charakteryzuje si¢ tym, Ze na
znajdujace si¢ w jego obszarze natadowane ciala i czasteczki dziata sita. Wielko$cig fizyczng
uzywang do opisu PM jest indukcja magnetyczna (B). Indukcja magnetyczna okresla
intensywno$¢ PM (im wigksza warto$¢ indukcji magnetycznej, tym wieksza jest sita
oddziatywania PM). W kontekscie opisywanych prac badawczych, PM mozna podzieli¢ na dwa
glowne typy: PM wywotane przez przeptyw pradu statego oraz PM wywotane przez przeptyw
pradu przemiennego. Pola magnetyczne wywotane przez przeptyw pradu statlego nie zmieniajg
si¢ w czasie, lub zmieniajg si¢ bardzo powoli. Pola takie nie maja roéwniez czgstotliwosci
(wektor indukcji jest staly w czasie i przestrzeni). Przykladem PM wywotywanego przez
przeptyw pradu stalego moze by¢ statyczne pole magnetyczne (SPM). W przeciwienstwie do
SPM, PM wywotywane przez przeplyw pradu przemiennego zmieniaja si¢ wraz z jego
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czestotliwoscig (f). Przyktadem tego typu PM sa: pulsujace pole magnetyczne (PPM), ktore jest
zmienne w czasie, ale stale w przestrzeni oraz wirujace pole magnetyczne (WPM), ktore jest
state w czasie, lecz zmienne w przestrzeni. Wektor PPM pulsuje z czestotliwoscig pradu
plynacego przez uzwojenie. Wirujace pole magnetyczne powstaje natomiast w obszarze
superpozycji dwoch lub wiecej PPM o identycznych czgstotliwosciach, lecz przestrzennie
przemieszczonych w stosunku do siebie. Pole takie powstaje np. w stojanie
w wyniku zasilenia uzwojen i umozliwia powstanie ruchu obrotowego w silniku elektrycznym
(Rakoczy, 2011).

Badania nad wplywem PM na organizmy zywe prowadzone s3 gtownie z zastosowaniem
SPM lub PPM, natomiast badania z wykorzystaniem WPM sa znacznie ograniczone. Ze
wzgledu na odmienny charakter SPM, PPM i WPM, ich wplyw na organizmy zywe moze by¢
rowniez nieporownywalny. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, ze przeprowadzone dotychczas
badania dotyczace wptywu PM na wzrost i aktywno$¢ mikroorganizmow, dostarczyty wielu
waznych, rowniez pod wzgledem aplikacyjnym, informacji na temat mozliwosci kontrolowania
bioprocesé6w prowadzonych z wykorzystaniem mikroorganizmoéow. Zaktada si¢, ze PM moga
znalez¢ wiele zastosowan w réznych gateziach biotechnologii, w tym szczegdlnie
w medycynie, rolnictwie i przemysle spozywczym (Dunca i wsp., 2005; Obermeier i wsp.,
2009).

Wraz z intensywnym rozwojem biotechnologii ukazato si¢ wiele prac natury
doswiadczalnej oraz teoretycznej, dotyczacych zastosowania organizméw zywych
w produkcji substancji potrzebnych czlowickowi. Zagadnienia zwigzane z wytwarzaniem
substancji z wykorzystaniem réznego typu mikroorganizméw naleza obecnie do jednej
z najbardziej dynamicznie rozwijajacej si¢ dziedziny badan stosowanych. Kluczowym
zagadnieniem w bioprocesach realizowanych z uzyciem mikroorganizméw jest uzyskanie
odpowiedniej szybko$ci ich namnazania oraz utrzymanie ich odpowiedniej aktywnosci
biologicznej. Determinuje to potrzebg poszukiwania i opracowywania nowych metod realizacji
wielu procesow biotechnologicznych. Zapewnienie kontrolowanych
i optymalnych warunkéw prowadzenia bioproceséw skutkuje uzyskaniem produktu
o pozadanych wlasciwos$ciach. Alternatywa do tradycyjnych metod kontroli i/lub intensyfikacji
prowadzonych bioprocesow moze by¢ zastosowanie roznego typu PM. Prekursorem
,magnetycznego wspomagania bioprocesOw” byt Rosensweig, ktory zaproponowal koncepcje
bioreaktora magnetycznego (Rosensweig, 1979). Pole magnetyczne byto rowniez stosowane
w rozwigzaniach konstrukcyjnych wielu innowacyjnych bioreaktorow (Sada i wsp., 1981;

Vangas i wsp., 1999; Gogate i wsp., 2000; Jiang i wsp., 2007).
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Alternatywnym rozwigzaniem do zastosowania SPM i PPM w bioprocesach moze by¢
wykorzystanie WPM. Dzieki WPM mozliwe jest wytworzenie oraz kontrolowanie warunkoéw
hydrodynamicznych sprzyjajacych hodowli mikroorganizméw. W ptynie przewodzacym prad
elektryczny, poddanym oddziatywaniu zmiennego PM (przyktadem takiego pola jest WPM)
zachodzi interakcja, ktorej efektem sa sity elektromagnetyczne. Sily te (nazywane sitg Lorentza

lub Laplace) sa odpowiedzialne za wprawienie pltynu przewodzacego w ruch obrotowy
(Rakoczy, 2010). Wektor indukcji magnetycznej PM B obraca sie¢ w plaszczyznie poziomej
z predkoscig katowa/pulsacja WPM. W plynie, prostopadle do linii PM, generuje si¢ pole
elektryczne E . Natomiast prostopadle do linii sit pola elektrycznego wytwarzana jest sita

Lorentza F , ktéra dziala jako sita napedowa i sita wywolujaca ruch w plynie (Rakoczy
I Masiuk, 2010). Graficzna interpretacja oddzialywania WPM na ptyn przewodzacy prad
elektryczny zostata przedstawiona na rysunku 1A. Na rysunku 1B przedstawiono z Kkolei
schemat obrazujacy wptyw wytwarzanego PM na umieszczone w generatorze WPM probowki
z hodowlami mikroorganizmoéw. Jak mozna zauwazy¢, proby poddawane sg oddziatywaniu na
zewnetrznie przylozone PM, ktére jak wspomniano powyzej wywoluje sile napedzajaca
znajdujace sie¢ w medium hodowlanym czasteczki w ruch obrotowy. Ruch medium w probach
poddanych oddziatywaniu WPM mozna wyttumaczy¢ w oparciu o micro-level dynamo concept
(Hristov i Perez, 2011). W medium hodowlanym, pod wptywem WPM, generowane sg prady
wirowe, pojawiajace si¢ w wyniku wystepowania w nim czastek natadowanych elektrycznie.
Obecnos¢ pragdow wirowych moze generowa¢ lokalne PM wokot tych jondw, ktore
w potaczeniu z zewngetrznie przytozonym PM, wywotuja ruch obrotowy tych czasteczek wokot
wlasnej osi oraz ruchu ptynu zgodnego z kierunkiem wirowania PM. Wirujace jony tworzg tzw.
dynama odpowiedzialne za wywotanie efektu mikromieszania w inokulum (Mehedintu Berg,
1997; Anton-Leberre i wsp., 2010). Koncepcje mikromieszania w probkach z medium
hodowlanym zgodnie z micro-level dynamo concept przedstawiono graficznie na rysunku 1C.
Takie mikroskopowe mieszanie moze wplywac¢ na procesy transportu pomiedzy komorkami

a medium hodowlanym i zawartymi w nim sktadnikami odzywczymi (H-8).
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Rysunek 1. Wptyw WPM na hodowle mikroorganizméw. (A) wplyw WPM na ciecz

\
T
vy A
/

W naczyniu, w ktorym umieszczone sg probowki z hodowlami bakteryjnymi; (B) wptyw WPM
na probowki z hodowlami bakteryjnymi | i Il - schemat przedstawiajgcy zmiany w czasie
rozktadu linii PM 1 sily elektromagnetycznej; (C) schemat przedstawiajacy proces
mikromieszania w medium poddawanym oddziatywaniom WPM zgodny z micro-level dynamo
concept [H-8].

Cel badawczy

Podstawowym celem publikacji, wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego
I stanowigcych podstawe o ubieganie si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego, byta
analiza wptywu WPM na wybrane parametry zyciowe oraz na potencjal patogenny wybranych
mikroorganizmow, a takze mozliwos$ci jego wykorzystania w procesach biotechnologicznych,
poprzez oznaczenie: zywotnosci, wzrostu, komorkowej aktywnos$ci metabolicznej, zdolnosci
do tworzenia biofilmu, ekspresji genow kodujacych toksyny, a takze wptywu na procesy
biosyntezy celulozy bakteryjne;j.

Szczegélowe cele

1. Analiza wplywu WPM o indukcji magnetycznej zmieniajgcej si¢ w zakresie 22-34 mT
I czestotliwosci 1-50 Hz oraz staltym czasie ekspozycji wynoszgcym 60 min na
dynamike¢ wzrostu, komorkowa aktywno$§¢ metaboliczng oraz zdolnos¢ do tworzenia
biofilmu przez Escherichia coli i Staphylococcus aureus; (publikacja H-1).

2. Analiza wplywu WPM o statej indukcji magnetycznej wynoszacej 30 mT
I czestotliwosci 50 Hz oraz réznym czasie ekspozycji (t = 30-270 min) na zywotnos¢

oraz komorkowa aktywno$¢ metaboliczng E. coli i S. aureus, a takze analiza efektu

Strona 10




Zalacznik 2a

poekspozycyjnego po 3,5 godzinach od zakonczonej ekspozycji (f =50 Hz, B =30 mT,
t = 60 min); (publikacja H-2).

3. Analiza wptywu WPM o indukcji magnetycznej zmieniajacej si¢ w zakresie 25-34 mT
I czestotliwosci 5-50 Hz oraz statym czasie ekspozycji wynoszacym 60 min, na
szybko$¢ wzrostu, zywotnos¢, komorkowa aktywnos$¢ metaboliczng oraz wytwarzanie
biofilmu przez rézne gatunki bakterii, a takze analiza efektu poekspozycyjnego po
5 godzinach od zakonczonej ekspozycji (B = 34 mT, t = 60 min); (publikacja H-3).

4. Analiza wptywu WPM o indukcji magnetycznej wynoszacej 34 mT 1 czgstotliwosci
50 Hz na ekspresj¢ gendéw kodujacych enterotoksyny u réznych szczepow S. aureus
w zaleznosci od dtugosci ekspozycji (t = 1-10 h); (publikacja H-4).

5. Analiza wptywu WPM o indukcji magnetycznej wynoszacej 34 mT i czestotliwosci
50 Hz oraz wzmocnionego obecnoscig ferrofluidu na szybko$¢ wzrostu 1 komoérkowa
aktywno$¢ metaboliczng szczepow Saccharomyces cerevisiae wykorzystywanych
w przemysle winiarskim, w zaleznosci od dtugosci ekspozycji (t = 1-7 h); (publikacja
H-5).

6. Analiza wptywu WPM o indukcji magnetycznej 34 mT i czgstotliwosci 50 Hz oraz
czasie ekspozycji wynoszacym 3 dni na efektywnos¢ procesu, wybranych wiasciwosci
fizyko-chemicznych (m.in. wodochtonno$é, stopien krystalicznosci, struktura utozenia
mikrofibryli) oraz liczby komorek Gluconacetobacter xylinus zdolnych do syntezy
celulozy bakteryjnej; (publikacja H-6).

7. Analiza wptywu WPM o indukcji magnetycznej 34 mT 1 czestotliwosci 50 Hz oraz
czasie ekspozycji trwajacej od 1 do 7 dni na wybrane wlasciwosci fizyko-chemiczne
(m.in. dtugo$¢ mikrofibryli, wielko$¢ formowanych krystalitow, dynamika formowania
sieci krystalicznej oraz stopien polimeryzacji) celulozy syntetyzowanej przez bakterie
G. xylinus; (publikacja H-7).

8. Analiza wplywu réznych metod ekspozycji na WPM na efektywno$¢ procesu oraz
wybranych wiasciwosci fizyko-chemicznych (m.in. grubos$¢ mikrofibryli) celulozy

syntetyzowanej przez bakterie G. xylinus; (publikacja H-8).

Material i metody badawcze

W przeprowadzonych pracach badawczych wykorzystano referencyjne szczepy
mikroorganizmow nalezace do nastepujacych gatunkoéw: S. aureus (publikacje H-1, H-2, H-3),
E. coli (publikacje H-1, H-2, H-3), Acinetobacter baumannii (publikacja H-3), Pseudomonas
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aeruginosa (publikacja H-3), Serratia marcescens (publikacja H-3), Streptococcus mutans
(publikacja H-3), Cronobacter sakazakii (publikacja H-3), Klebsiella oxytoca (publikacja H-3),
S. xylosus (publikacja H-3), S. cerevisiae (publikacja H-4), G. xylinus (publikacje H-5, H-6, H-
7).

Generator wirujgcego pola magnetycznego

Wszystkie  eksperymenty  przeprowadzono z  wykorzystaniem  samodzielnie
skonstruowanych instalacji badawczych wyposazonych w generator WPM. Nalezy zaznaczy¢,
Ze pierwsza wersja prototypowego bioreaktora wspomaganego magnetycznie, wykorzystywana
w czgsci wykonywanych przeze mnie analiz, opracowana byta do eksperymentow zwigzanych
z inzynierig procesowa prowadzonych przez dr. hab. inz. Rafala Rakoczego prof. ZUT,
z Wydzialu Technologii i Inzynierii Chemicznej ZUT w Szczecinie, z ktorym wspolnie
zainicjowaliSmy nowy, miedzywydziatowy kierunek badawczy na naszej uczelni, zwigzany
z zastosowaniem WPM do prowadzenia bioprocesow z wykorzystaniem rdéznych
mikroorganizmow.

Przed rozpoczgciem eksperymentow biologicznych, w prototypowym bioreaktorze
wprowadzono odpowiednie modyfikacje, umozliwiajace prace z mikroorganizmami, w ktorych
bratem czynny udziat. Modyfikacje te dotyczyly m.in. wprowadzenia odpowiedniego systemu
kontrolno-pomiarowego, systemu stabilizacji temperatury w celu utrzymania warunkow
optymalnych dla eksponowanych mikroorganizméw, systemu umozliwiajacego stabilnosé¢
pracy przy dtugotrwalej ekspozycji na WPM oraz wprowadzenie zabezpieczen niwelujacych
drgania komory procesowej.

Obecnie wykonywane badania prowadzone sg z wykorzystaniem nowych bioreaktoréw
wspomaganych WPM skonstruowanych w ramach kierowanego przeze mnie projektu Lider 5
Narodowego Centrum Badan i Rozwoju “Projekt, budowa i optymalizacja dziatania bioreaktora
wspomaganego wirujacym polem magnetycznym do produkcji celulozy bakteryjne;j”.

Zaréwno w pierwszej, jak i kolejnych wersjach bioreaktoréw, urzadzenia te sktadaty sig
z generatora WPM zbudowanego ze stojanu trojfazowego uzyskanego z silnika elektrycznego
oraz komory procesowej, w ktorej w trakcie ekspozycji umieszczone byly hodowle
mikroorganizmow. Komora procesowa zostata umieszczona wspotosiowo w stosunku do
generatora WPM 1 symetrycznie w stosunku do jego dolnych i gérnych koncow. Stojan
generatora WPM zasilano 3-fazowym pradem przemiennym o czestotliwosci 50 Hz. W celu
zmiany czestotliwo$ci pradu, a tym samym pulsacji PM zastosowano przemiennik

czestotliwosci.
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Temperaturg inkubacji w czasie ekspozycji na WPM kontrolowano za pomoca systemu
sktadajgcego si¢ z termostatu, ptaszcza chtodzacego oraz pompy obiegowej. System ten
umozliwit uzyskanie statego przeptywu wody w ptaszczu chtodzacym, a tym samym
utrzymanie stalej, stabilnej temperatury w komorze procesowej. W celu lepszego zobrazowania
przebiegu prowadzonych doswiadczen, schemat konfiguracji generatora WPM przedstawiono
graficznie na rysunku 2.

W zaleznosci od do$wiadczenia, mikroorganizmy inkubowane i1 eksponowane byty
w probowkach o pojemnosciach 15 lub 50 mL. Probéwki umieszczono w generatorze w sposob,
ktory umozliwiat jednorodne dziatanie PM w catej objetosci hodowli bakteryjnej. W kazdym
doswiadczeniu jako kontrole, wykorzystywano te same mikroorganizmy, inkubowane w tym

samym czasie i w tych samych warunkach jak hodowle poddawane ekspozycji.
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Rysunek 2. Instalacja generatora WPM wraz z uktadem kontrolnym: 1 — plaszcz chlodzacy,

i

2 — generator WPM, 3 — komora procesowa, 4 — falownik, 5 — czujnik temperatury, 6 — system
kontroli temperatury, 7 — komputer, 8 — probowka z hodowlg testowa, 9 — taznia wodna

(kontrola), 10 — probowka z hodowlg kontrolng, 11 — wymiennik ciepta.

Uzyskane wyniki badan

Kolejne etapy badan byty nastepstwem wczesniej otrzymanych rezultatow, a poszczegdlne
cele badawcze ksztattowaty si¢ podczas analizy wynikow przeprowadzanych do§wiadczen.

W zaleznosci od celu badan i1 hipotezy badawczej] w poszczegdlnych doswiadczeniach
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wykorzystywane byly rézne mikroorganizmy, zaré6wno bakterie jak 1 drozdze, w tym
mikroorganizmy patogenne, jak 1 uzyteczne cztowiekowi. Doswiadczenia poczatkowo
dotyczyly podstawowych parametrow komorkowych zwigzanych z zywotnoscig, wzrostem
i aktywno$cig metaboliczng oraz zdolno$cig mikroorganizméw do tworzenia biofilmow,
a nastepnie ewoluowaty w kierunku bardziej ztozonych mechanizméw zwigzanych z ekspresja
gendéw. Nastepnie w celu wykazania aplikacyjnosci WPM przeprowadzono badania
z wykorzystaniem mikroorganizméw S. cerevisiae i G. xylinus charakteryzujacych si¢

potencjatem biotechnologicznym.

Prace zostaly przeprowadzone etapowo. Poszczegdlne etapy obejmowaty:

Etap 1. Analize wplywu WPM na zywotno$¢, szybko§¢ wzrostu, aktywno$¢ metaboliczng

1 zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu przez rézne gatunki mikroorganizmow.

Etap 2. Analiz¢ wptywu WPM na zmiany w ekspresji genéw kodujacych enterotoksyny

gronkowcowe u S. aureus.

Etap 3. Analize wptywu WPM w obecnosci ferrofluidu na szybko$¢ wzrostu 1 aktywnos¢

metaboliczng drozdzy S. cerevisiae.

Etap 4. Analize wplywu WPM na proces wytwarzania i wlasciwosci celulozy bakteryjnej

syntetyzowanej przez G. xylinus.

Etap 1

W poczatkowej fazie badan zdecydowano si¢ na uwzglednienie w analizach dwoch
gatunkéw bakterii: S. aureus i E. coli. Mikroorganizmy te mozna uzna¢ za modelowe
w badaniach o podobnej tematyce, gdyz wigkszo$¢ eksperymentow zwigzanych z analizami
wplywu PM na mikroorganizmy wykonano wilasnie uwzgledniajac te dwa gatunki (Kohno
i wsp., 2000; Strasak i wsp., 2002; Justo i wsp., 2006; Gaafar i wsp., 2008; Obermeier i wsp.,
2009). Wybrane mikroorganizmy charakteryzujg sie¢ roéznymi ksztaltami (ksztalt pateczki
w przypadku E. coli, ksztalt ziarniaka w przypadku S. aureus), odmienng strukturg i sktadem
chemicznym $ciany komoérkowej (Gram-ujemna E. coli i Gram-dodatni S. aureus), ktére to
cechy, wedlug réznych autorow, mogg determinowaé obserwowany efekt ekspozycji na

dziatanie PM (Strasak i wsp., 2005). Zgodnie z danymi z piSmiennictwa, pozostatymi
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czynnikami, od ktorych w najwigkszym stopniu zaleze¢ moze obserwowany efekt dziatania PM
na hodowle mikroorganizméw sg: dtugos¢ ekspozycji oraz parametry generowanego PM
(Segatore i wsp., 2012). W przypadku WPM parametrami tymi sg: czestotliwo$¢ i indukcja
magnetyczna. Z tego powodu pierwsze badania rozpoczeto od przeanalizowania wptywu na
hodowle mikroorganizmoéw WPM charakteryzujacego si¢ r6zng czestotliwoscia oraz réznymi
warto$ciami indukcji magnetycznej (uzyskiwanymi przy okre§lonej czestotliwosci). Uzyskane
wyniki wykazaly intensyfikacje wzrostu magnetycznie stymulowanych hodowli E. coli
I S. aureus w poréwnaniu do nieeksponowanych hodowli kontrolnych wraz ze zwigkszajaca si¢
czestotliwoscia i indukcjg magnetyczng WPM (H-1).

W dalszej czesci eksperymentu, stwierdzono, ze w przypadku E. coli stymulacja wzrostu
bakterii wystgpowata juz w wyniku ekspozycji na WPM o najmniejszych wartosciach PM jakie
pozwalat uzyska¢ wykorzystywany generator (f = 1 Hz, B = 22 mT). Z Kkolei, w przypadku
S. aureus, intensyfikacj¢ wzrostu obserwowano przy nieznacznie wyzszych parametrach PM
(f=5Hz, B=25mT). Podobne zaleznosci stwierdzono w przypadku analizy wptywu WPM
na zmiany w komoérkowej aktywnos$ci metabolicznej badanych mikroorganizmoéw. Réwniez
w tym wypadku, WPM wplywato silniej na E. coli niz na S. aureus (H-1). Taka zaleznos¢,
z jednej strony moze wskazac¢ na wigkszg podatno$¢ na stymulacyjne dziatanie WPM wzgledem
E. coli. Jednakze z drugiej strony, moze sugerowac¢ 0 wigkszej opornosci S. aureus na jego
wplyw. Mittenzwey i wsp. (1996) wykazali bardzo wysoka opornos¢ bakterii na PM, co
wynikalo z obecno$ci wewnatrzkomérkowych systemow naprawczych oraz mechanizméow
samoregulacji aktywnych w komorkach tych bakterii.

Pozytywne wyniki ukazujace stymulacyjny wptyw WPM na S. aureus i E. coli zachecity
do dalszego rozwijania zainicjowanego kierunku badan. Jak stwierdzili Dunca i wsp. (2005)
charakter oddziatywania PM na bakterie moze zaleze¢ od czasu ekspozycji. Dlatego
w kolejnym etapie przeanalizowano wptyw czasu ekspozycji hodowli S. aureus i E. coli na
WPM postugujac si¢ tymi samymi badanymi parametrami, tj. szybkoscia wzrostu i komorkowsa
aktywno$cig metaboliczng. Ustalono, ze ekspozycja hodowli E. coli i S. aureus na WPM
(f =50 Hz, B = 30 mT) powoduje wyrazne zwigkszenie szybkosci ich wzrostu. Najwieksze
roéznice obserwowane byly w poczatkowych etapach ekspozycji, kiedy bakterie pozostawaty
w logarytmicznej fazie wzrostu. Stwierdzono rowniez, ze w wyniku przejscia z logarytmiczne;j
do stacjonarnej fazy wzrostu roznice w ilosci komorek kontrolnych i eksponowanych
zmniejszajg sie¢, co byto szczegolnie charakterystyczne dla E. coli. Uzyskane wyniki szybkosci
wzrostu mikroorganizméw korespondowaty z wynikami uzyskanymi dla aktywnosci

metabolicznej (H-2).
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W  przeprowadzonych badaniach uwzgledniono roéwniez analiz¢ tzw. efektu
poekspozycyjnego. W tym celu bakterie w pierwszym etapie poddawane byty ekspozycji ha
WPM przez 60 min (f = 50 Hz, B = 30 mT), a nastepnie inkubowane byty w standardowych
warunkach (bez ekspozycji na WPM) przez dalsze 3,5 godziny. W badaniach tych stwierdzono,
ze zwigkszona dynamika wzrostu spowodowana wptywem WPM utrzymywata sig tylko przez
pierwszy okres hodowli (do 1 h), a nastepnie, w wyniku dalszej inkubacji szybko$¢ wzrostu
mikroorganizmow ulegata zrownaniu do poziomu obserwowanego w hodowlach kontrolnych
(H-2).

W kolejnym etapie badan postanowiono przeanalizowaé, czy obserwowany stymulujacy
wplyw ekspozycji na WPM jest charakterystyczny dla wigkszej liczby gatunkéw bakterii.
Wykorzystujac wyniki z wezesniejszych analiz, postanowiono zastosowac ekspozycje trwajaca
jedng godzing, przy jednoczesnym zachowaniu réznych wartosci WPM (f = 5-50 Hz,
B = 25-34 mT). Przeanalizowano 9 réznych gatunkéw bakterii, w tym S. aureus, E. coli,
A. baumannii, P. aeruginosa, S. marcescens, S. mutans, C. sakazakii, K. oxytoca i S. xylosus.
Podobnie jak we wczesniejszych analizach, w badaniach uwzgledniono roéwniez efekt
poekspozycyjny (f = 50 Hz mT, B = 34, twem = 60 min, tinkubacji = 300 min). Udowodniono, ze
wraz ze wzrostem czestotliwosci i indukcji magnetycznej, WPM wywierato stymulujgcy
wplyw na szybkos$¢ wzrostu hodowli S. aureus, E. coli, S. marcescens, S. mutans, C. sakazakii,
K. oxytoca i S. xylosus. Stwierdzono rowniez, ze WPM nie powodowato zmian w szybkosci
wzrostu, ani nie zmieniato aktywno$ci metabolicznej A. baumannii i P. aeruginosa (H-3).

W oparciu 0 wyniki uzyskane w eksperymencie pokazujgcym trwatos$¢ efektu ekspozyciji,
w ktorym WPM (f =50 Hz, B = 34 mT) zostato wytaczone po 60 minutach, natomiast inkubacje
mikroorganizmow kontynuowano przez kolejne 300 minut, stwierdzono wyrazne spowolnienie
tempa wzrostu S. aureus, E. coli, S. marcescens, S. mutans, C. sakazakii, K. oxytoca i S. xylosus,
w porownaniu do wynikow uzyskanych po 60 minutach ekspozycji.

Najwiekszy wplyw na aktywno$¢ metaboliczng bakterii uwzglednionych w do§wiadczeniu
wywieralo WPM 0 najwyzszych parametrach (f = 50 Hz, B = 34 mT). Stwierdzono réwniez, ze
gatunkami w przypadku ktorych aktywno$¢ metaboliczna podlegata najwigkszym zmianom
byty: S. aureus, E. coli, K. oxytoca i S. xylosus, natomiast S. marcescens i C. sakazakii
cechowaly si¢ mniejszg wrazliwoscig. W przypadku S. mutans wzrost aktywnosci
metabolicznej zaobserwowano tylko w wyniku dziatania WPM o najwigkszych warto$ciach.
Podobnie jak w przypadku analizy szybko$ci wzrostu, P. aeruginosa i A. baumannii okazaty
si¢ niewrazliwe na ekspozycje na WPM. W wyniku dalszej analizy uzyskanych wynikéw

ustalono, ze wigkszy wptyw na szybko$¢ wzrostu i aktywno$¢ metaboliczng osiaggniety zostat
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w hodowlach bakterii o ksztalcie pateczek (E. coli, S. marcescens, C. sakazakii, K. oxytoca)
w poréwnaniu z komérkami o ksztalcie ziarniakéw (S. aureus, S. xylosus and S. mutans),
(H-3). Zaleznos$¢ taka zauwazyli juz wezesniej Strasak i wsp. (2005) i Hu i wsp. (2009), ktorzy
stwierdzili wigkszy wptyw PM na hodowle E. coli, czyli bakterii o komorkach w ksztalcie
paleczki. Stabszy efekt stymulacji PM obserwowany byt natomiast w przypadku S. aureus
o komorkach o ksztatcie sferycznym.

W badaniach uwzgledniono rowniez wptyw WPM na zdolno$¢ bakterii do wytwarzania
biofilmu. Zatozono, ze zwigkszona pod wpltywem WPM aktywno$¢ metaboliczna moze
przejawiaé si¢ rowniez zwigkszong syntezg substancji wytwarzanych przez bakterie, w tym
m.in. substancji zaangazowanych w wytwarzanie biofilmu. Stwierdzono, ze 1-godz. ekspozycja
na WPM (f =1 Hz, B =22 mT oraz f =5 Hz, B = 25 mT) nie powodowata istotnych zmian
zwigzanych z iloscig wytwarzanego biofilmu przez S. aureus i E. coli. Natomiast wyzsze
wartosci WPM (f = 25 Hz, B =29 mT oraz f = 50 Hz, B = 34 mT) wptywatly stymulujaco na
ilo$¢ tworzacej si¢ warstwy komorek tych gatunkéw bakterii (H-1). Podobne rezultaty zostaty
uzyskane réwniez dla innych gatunkow mikroorganizmow, w tym S. marcescens, S. mutans,
C. sakazakii, K. oxytoca i S. xylosus. Ustalono rowniez, ze gatunkami, ktore wykazywaty
najwiekszg podatnos¢ na WPM pod wzgledem wytwarzanego biofilmu byly E. coli,
C. sakazakii, S. marcescens i K. oxytoca. Przy czym, w tym wypadku to nie WPM
o najwyzszych parametrach (f = 50 Hz, B = 34 mT), ale o warto$ciach wynoszacych f = 25 Hz,
B =29 mT okazaty si¢ mie¢ najwickszy wplyw na ilo$¢ wytwarzanego biofilmu. W zwigzku
z tym, wykazano, ze w przeciwienstwie do dynamiki wzrostu 1 aktywnosci metabolicznej,
obserwowany efekt WPM na wytwarzanie biofilmu nie byt zalezny proporcjonalnie od
czestotliwoscei 1 indukcji magnetycznej. Zmniejszenie ilosci tworzonego biofilmu w wyniku
ekspozycji na WPM odnotowano tylko w przypadku hodowli A. baumannii i P. aeruginosa
(H-3).

Etap 2

Biorgc pod uwage wyniki uzyskane w pierwszych trzech eksperymentach, ktore wykazaty
pozytywny wptyw WPM na badane parametry u wigkszo$ci analizowanych gatunkow bakterii,
w kolejnym etapie badan postanowiono przeanalizowaé czy ekspozycja na tego typu PM moze
wplywaé na potencjal patogenny mikroorganizméw. Do badan wytypowano czynniki
wirulencji (toksyny), ktorych indukcja podlega regulacji bodzcami $rodowiskowymi.

W przeprowadzonym eksperymencie analizie poddano wptyw WPM na zmiany w ekspresji
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gendw kodujacych enterotoksyny gronkowcowe u S. aureus. Wybor tego zagadnienia
badawczego zwigzany byt takze z drugim, waznym dla mnie kierunkiem badawczym, ktory
dotyczy bakterii z rodzaju Staphylococcus oraz koncentruje si¢ na analizach czynnikow
wirulencji wytwarzanych przez te bakterie, w tym w szczego6lnosci produkowanych przez nie
toksyn.

Ponadto, na podstawie przegladu literatury patentowej, stwierdzono, ze WPM moze by¢
stosowane w roznych urzadzeniach do przetwarzania zywnosci. Tak wigc, mozna zalozyc¢, ze
podczas przetwarzania surowcow spozywczych moze dochodzi¢ do ekspozycji na tego typu
PM. Jako przyktady mozna wymienié¢ tu nastepujace wynalazki: “Food processing apparatus
including magnetic drive” w tlumaczeniu na jezyk polski ,,Urzadzenie do przetwarzania
zywnosci z napedem magnetycznym” (CA 2505561 Al), “Magnetic drive for food processing
apparatus” w ttumaczeniuu na jezyk polski “Naped magnetyczny dla urzadzen przetworstwa
spozywczego” (US 20100214867 Al) czy “Apparatus for processing of foodstuffs with
magnetic drive” w tlumaczeniu na jezyk polski ,,Urzadzenie do obrobki surowcow
spozywczych z napedem magnetycznym” (DE 60317091 D1). Dlatego mozna przypuszczac,
ze bakterie wystepujace w zywnosci (jako zanieczyszczenia lub wystepujace naturalnie),
podczas jej przetwarzania z wykorzystaniem magnetycznie wspomaganych urzadzen moga
réwniez podlega¢ ekspozycji na PM.

W tym kontekscie podkresli¢ nalezy, ze bakterie z rodzaju Staphylococcus, w tym przede
wszystkim gatunek S. aureus zaliczane sg do dominujgcych mikroorganizméw powodujgcych
zatrucia pokarmowe. Schorzenie to wynika ze spozywania pokarmow zawierajacych jedna (lub
wiecej) enterotoksyn (SE). Do tzw. klasycznych enterotoksyn zalicza si¢ 5 réznych toksyn:
SEA, SEB, SEC, SED, SEE (Argudin i wsp., 2010). Wykazano rowniez, ze geny kodujace
enterotoksyny, charakterystyczne dla S. aureus, moga by¢ rowniez obecne u innych gatunkow
gronkowcow, w tym gatunkéw wywotujacych zatrucia pokarmowe (Batista et al., 2013;
Podkowik et al., 2016).

Potwierdzone zostalo, ze ekspresja genow kodujacych enterotoksyny gronkowcowe
w najwigkszej mierze zalezy od czynnikow srodowiskowych, a takze od fazy wzrostu 1 ggstosci
hodowli oraz od szczepu bakterii (Schelin i wsp., 2011). Dlatego badania w ramach etapu 2
przeprowadzone zostaly z wykorzystaniem réznych szczepow S. aureus, ktérych hodowle
prowadzone byty przez r6zny czas, pozwalajacy osiggnac kolejne fazy wzrostu eksponowanych
mikroorganizmow.

Dotychczas przeprowadzone doswiadczenia pokazaly, ze maksymalna produkcja

enterotoksyn B, C i D osiggana jest podczas przejscia z logarytmicznej do stacjonarnej fazy
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wzrostu. Zostato rowniez potwierdzone, ze poza enterotoksyng A, produkcja enterotoksyn B,
C, D i E jest regulowana przez zalezny od czynnikow $rodowiskowych gtowny system
regulatorowy (agr, accessory gene regulator), (Derzelle i wsp., 2009). W badaniach wtasnych,
stwierdzono, ze ekspozycja na WPM powodowata zmiany w ekspresji wszystkich enterotoksyn
gronkowcowych uwzglednionych w doswiadczeniu. W srodkowej czg$ci fazy logarytmicznego
wzrostu stwierdzono widoczny wzrost w poziomie ekspresji genow podlegajacych regulacji
przez system agr (seb, sec, sed i see). Posrod badanych gendow, najwickszy wzrost ekspres;ji
w poréwnaniu do nieeksponowanych kontroli odnotowano dla genu seb. Stwierdzono rowniez,
ze dalsza ekspozycja, do koncowej fazy logarytmicznego wzrostu powodowata obnizenie si¢
poziomu ekspresji tego genu. Ekspresja genu sec, sed i see pozostawala natomiast na
zwigkszonym poziomie w porownaniu do kontroli. Nastepnie, w wyniku dalszej ekspozycji, do
czasu osiggnigcia stacjonarnej fazy wzrostu, ekspresja tych gendéw zmniejszyta si¢ ponizej
poziomu odnotowywanego dla kontroli. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja genu sea
pozostawala na nizszym poziomie w poréwnaniu do kontroli, bez wzgledu na faze wzrostu
bakterii (H-4). Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych czesciowo odzwierciedlaja rezultaty
wczesniejszych prac, w ktérych analizowano rézne czynniki wplywajace na zmiany w ekspresji
gendow kodujgcych enterotoksyny. Jako przyktad, wykazano, ze w wyniku modyfikacji sktadu
pozywki, ekspresja genu enterotoksyny SEC, ktora jak wspomniano wcze$niej regulowana jest
przez system agr, byta hamowana (Tremaine i wsp., 1993), natomiast w przypadku genu sea,
ktory nie podlega regulacji przez system agr nie zmieniata si¢ (Even i wsp., 2009).

W przeprowadzonych badaniach potwierdzono takze stymulujacy wptyw WPM na
szybkos§¢ wzrostu S. aureus. Dodatkowo wykazano, ze obserwowany efekt ekspozycji na WPM

nie zalezal od szczepu S. aureus (H-4).

Etap 3

Uzyskane wyniki, ktore wykazaly stymulujacy wpltyw WPM wobec wiekszosci
uwzglednionych w eksperymentach gatunkéw bakterii zachecity do wykonania pierwszych
doswiadczen majacych na celu wykazanie wartosci aplikacyjnej WPM. W badaniach tych,
postanowiono przeanalizowa¢ czy odnotowana we wczesniejszych eksperymentach stymulacja
wzrostu i aktywnosci metabolicznej prokariotycznych bakterii w wyniku ekspozycji na WPM,
bedzie obserwowana réwniez u eukariotycznych drozdzy. Poniewaz ustalono, ze parametry
takie jak szybko$¢ wzrostu hodowli drobnoustrojow, czy ich aktywnos$¢ metaboliczna wzrastaja

wraz z intensywnoscia PM, w doswiadczeniu postanowiono wzmocni¢ o0ddziatanie
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generowanego WPM poprzez zastosowanie ferrofluidu. W tym celu ferrofluidem wypetniona
zostala komora procesowa, ktéra otoczona zostata cewka elektryczng generatora WPM.
W komorze z ferrofluidem umieszczono probowki z hodowlami drozdzy.

Ferrofluid, inaczej nazywany rowniez cieczg magnetyczng lub ferrociecza, to substancja
o wilasciwosciach mozliwie zblizonych do cieczy, Silnie reagujagca na oddzialywania
magnetyczne. W badaniach zatozono, ze zastosowanie ferrofluidu moze zintensyfikowaé
stymulacyjny wplyw wywierany na komorki drozdzy. Badania wykazaly jednak, ze
w przeciwienstwie do bakterii, WPM powodowato zmniejszenie szybkosci wzrostu drozdzy
oraz ich aktywno$ci metabolicznej. Ponadto zaobserwowano, ze w przypadku drozdzy
oddziatywania WPM byty zalezne szczepowo (H-5).

Do tej pory przeprowadzonych zostatlo kilka réznych eksperymentow, w ktérych
analizowano proliferacje drozdzy w odpowiedzi na dziatanie PM. Mehedintu i Berg (1997)
wykazali, ze liczba komoérek drozdzy zmniejszyta si¢ pod wplywem PM o indukcji
magnetycznej rownej B = 0,2 mT i zwigkszyta si¢ w przypadku kiedy indukcja wynosita
B = 0,5 mT. Fiedler i Grobner (1995) badali wptyw PPM (f = 50 Hz, B = 0,28-12 mT) na
szybko$¢ proliferacji drozdzy. Maksymalny wzrost biomasy zaobserwowali przy indukcji
magnetycznej wynoszacej B = 0,5 mT. Wyniki opublikowane przez Novak i wsp. (2007)
potwierdzity, ze PM (f = 50 Hz) zmniejsza liczb¢ komoérek drozdzy w wyniku ekspozycji na
PM o indukcji B =5,2-10 mT. Ruiz-Gomez i wsp. (2007) zademonstrowat, ze PPM (f = 50 Hz
B =0,351 2,45 mT) nie wpltywato na szybkos¢ proliferacji drozdzy. Z kolei Giilbandilar (2005)
wykazat, ze PPM (f = 15 Hz, B = 1,1 mT) zmniejsza szybkos¢ wzrostu hodowli drozdzy.
Stwierdzono rowniez zwigkszenie wydajnosci produkcji etanolu przez S. cerevisiae w wyniku
ekspozycji na PM (Motta i wsp., 2004).

Jak pokazuja powyzsze przyktady, w badaniach, w ktérych wykazano stymulujace
oddziatywania PM na hodowle drozdzy wykorzystywano inny rodzaj PM, charakteryzujacego
si¢ rowniez nizszymi parametrami, w poréownaniu do PM wykorzystywanego
w badaniach wlasnych (f = 50 Hz, B = 34 mT). Moze to tlumaczy¢ dlaczego obserwowany
w badaniach wlasnych efekt mial charakter inhibitujacy. Obecnie prowadzone sg prace
badawcze majace na celu zweryfikowanie tej hipotezy, a takze prace, ktore majg na celu
przeanalizowanie mozliwosci zastosowania WPM o ustalonej czestotliwosci i1 indukcji
magnetycznej do zintensyfikowania fermentacji alkoholowej prowadzonej przez szczepy

S. cerevisiae.
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Etap 4

W konteksécie wykazania aplikacyjnosci WPM w biotechnologii, aktualnie prowadzone
przeze mnie badania dotyczg przede wszystkim wykorzystania tego rodzaju PM do
prowadzenia bioprocesow zwigzanych z produkcja celulozy bakteryjnej (CB). Ten kierunek
badawczy zwigzany jest przede wszystkim z realizacja badan w ramach projektu Lider 5,
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju ,,Projekt, budowa i optymalizacja
dziatania bioreaktora wspomaganego wirujagcym polem magnetycznym do produkcji celulozy
bakteryjnej”, ktorym kieruj¢ od 2015 roku.

Celuloza jest sktadnikiem budulcowym $ciany komoérkowej roslin wyzszych, ale moze by¢
réwniez produkowana przez niektore glony, grzyby i bakterie. Celuloza bakteryjna moze by¢
wytwarzana przez wiele réznych bakterii, jednakze tylko G. xylinus (obecnie
Komagataeibacter xylinus) jest gatunkiem, ktory produkuje duze ilosci celulozy i tylko ta
bakteria jest zdolna produkowac celuloz¢ w ilo$ciach przemystowych (Lin i wsp., 2013).

Ze wzgledu na wyjatkowo czgsta zmiang nazewnictwa tej bakterii oraz fakt, ze prace, ktore
stanowig czg¢$¢ niniejszego referatu, powstawaly kiedy bakteria ta sklasyfikowana byla do
gatunku G. xylinus (takg tez nazwe stosowano w naszych pracach) przyje¢to, ze w dalszej czesci
opisu zachowamy wiasnie tg nazwe gatunkowa.

W poréwnaniu do innych naturalnych lub syntetycznych makroczasteczek, CB jest
unikatowa pod wieloma wzgledami. Substancja ta charakteryzuje si¢ unikalng nanostruktura,
wysokg czystoscig 1 krystaliczno$cia, duzg pojemnoscig do gromadzenia 1 zatrzymywania
wody, doskonatg biodegradowalnos$cig i biozgodnos$cig. Dzigki takim wlasciwosciom celuloza
syntetyzowana przez bakterie znalazta szereg zastosowan m.in. w medycynie (biomateriaty
opatrunkowe), przemysle spozywczym oraz kosmetycznym, a takze w przemysle
papierniczym, chemicznym i ochronie srodowiska (Lin i wsp., 2013). Jednak mimo tak wielu
zalet oraz mozliwos$ci zastosowania, Wysokie koszty produkcji oraz mato wydajny proces
produkcji sa najwigkszymi przeszkodami w szerokim zastosowaniu CB (Lin i wsp., 2013;
Huang i wsp., 2014). Uzasadnione sg tym samym prace badawcze majace na celu poprawe
wydajnosci produkcji oraz wtasciwosci CB.

W ramach badan zwigzanych z realizowanym projektem opublikowane zostaty trzy prace
badawcze. W pierwszych badaniach analizowano wplyw 3-dniowej ekspozycji hodowli
G. xylinus na WPM (f = 50 Hz, B = 34 mT) na wybrane parametry zwigzane z procesem
biosyntezy CB. W badaniach tych analizowano uzysk mokrej i suchej CB, jej wodochtonnos¢,

stopien krystalicznosci, struktur¢ utozenia mikrofibryli oraz liczb¢ komodrek zdolnych do
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syntezy tego biopolimeru (H-6). W drugiej pracy analizie poddano wptyw WPM (f = 50 Hz,
B = 34 mT) na wybrane parametry CB w zaleznosci od dlugosci ekspozyCji i czasu jej
biosyntezy (1-7 dni). Analizowano ilo$¢ mokrej i suchej CB, jej wodochtonno$¢, stopien
krystalicznosci, wielko$¢ formowanych krystalitow, struktur¢ mikrofibryli oraz stopien
polimeryzacji. Ocenie poddano rowniez dynamike tworzenia si¢ sieci krystalicznej podczas
procesu biosyntezy celulozy (H-7). W kolejnej pracy przebadano wptyw réznych sposobow
ekspozycji hodowli G. xylinus na WPM (f =50 Hz, B = 34 mT) na wybrane parametry zwigzane
z procesem biosyntezy CB. Analizowano ekspozycj¢ ciagla przez 6 dni; ekspozycje
poprzedzona 3-dniowg preinkubacja bez oddzialywania WPM; ekspozycje 3-dniowa na WPM,
a nastepnie dalszg inkubacje w warunkach bez oddziatywania WPM. Analizie poddano m.in.
ilo$¢ produkowanej celulozy, a takze morfologie jej mikrofibryli, a takze stopien polimeryzacji
oraz krystaliczno$ci.

Wykazano, ze ekspozycja hodowli G. xylinus na WPM (f = 50 Hz, B = 34 mT) wptywata
przede wszystkim na zmiany w mikrostrukturze celulozy. W wyniku zastosowanej ekspozycji
na WPM, uzyskana CB cechowata si¢ luzniejszym utozeniem fibryli w poréwnaniu do celulozy
uzyskanej z hodowli nieeksponowanych (H-6, H-7, H-8). Zaobserwowano takze, ze
zastosowanie WPM podczas syntezy CB powoduje formowanie si¢ dtuzszych fibryli (H-7).
Obserwowane zmiany w morfologii celulozy wptywaty na jej wlasciwosci wodne, w tym
przede wszystkim na zdolno$¢ do pochtaniania i utrzymania wody (H-6, H-7). Najwigksza
pojemnoscig wodng charakteryzowaty si¢ proby celulozy 3-dniowej. W tym wypadku celuloza
modyfikowana magnetycznie charakteryzowata si¢ do 26% wigksza zdolnoscig do
pochfaniania wody w poréwnaniu do celulozy otrzymanej bez wplywu WPM. Stwierdzono
takze, ze magnetycznie modyfikowana CB syntetyzowana przez 7 dni, chociaz
charakteryzowata si¢ mniejsza pojemno$cia wodng niz celuloza 3-dniowa, to jednak
zachowywala swoje polepszone wlasciwosci wodne w poréwnania do celulozy uzyskanej
z nieeksponowanych hodowlach. Powyzsze obserwacje wynikaly z luzniejszego ulozenia
fibryli, charakterystycznego dla mtodszej oraz magnetycznie modyfikowanej celulozy (H-7).

Lancuchy celulozowe, ktére formuja podstawowe jednostki tworzgce witokna fibryli sg
wydzielane na powierzchni¢ komorki bakteryjnej do medium hodowlanego. Witdkna te
agreguja i tworzg mikrofibryle. Powoduje to wzrost ggstosci celulozy wraz z czasem jej syntezy
(Tang i wsp., 2010). Otrzymane wyniki korespondowaty z rezultatami badan uzyskanymi przez
Gretz i wsp. (1989), ktorzy wykazali, ze CB modyfikowana magnetycznie charakteryzowata
si¢ m.in. mniejsza gestoscig oraz wicksza zdolnoscig do pochtaniania wody, w poréwnaniu do

celulozy uzyskanej w hodowlach niepoddawanych dziataniu PM. Nasze obserwacje bytly
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réwniez zgodne z rezultatami opisanymi przez by Al-Shamary i wsp. (2013), ktorzy stwierdzili,
ze gestos¢ CB zwigkszata si¢ w trakcie hodowli, podczas gdy jej pojemnos¢ wodna spada.

W badaniach wtasnych wykazano takze, ze magnetycznie modyfikowana CB uwalniata
pochtoni¢ta wode wolniej i pod wplywem wyzszej temperatury w porownaniu do celulozy
uzyskanej w warunkach kontrolnych (H-7). Zdolno$¢ do pochtaniania wody zalezy przede
wszystkim od ilosci 1 wielko$ci porow na powierzchni celulozy. Luzny uktad fibryli 1 duzy
rozmiar poréw zwigkszaja pojemnos¢ wodng CB (Dahman, 2010). Scisle ulozone fibryle
bardziej efektywnie wiaza czasteczki wody na skutek silniejszych oddzialywan wigzan
wodorowych, w porownaniu z fibrylami utozonymi w sposob luzny (Guo i Catchmark, 2012).
Ponadto wykazano, ze retencja wody zwicksza si¢ wraz ze wzrostem powierzchni catkowitej
celulozy, dzieki m.in. dluzszym fibryla (Mohite i Patil, 2014).

Celuloza produkowana przez G. xylinus zawiera ponad 90% wody. Woda znajduje si¢
wewnatrz poréow CB 1 jest zwigzana z widknami celulozowymi za posrednictwem wigzan
wodorowych (Gelin i wsp., 2007). Pojemno$¢ wodna i szybko$¢ uwalniania wody majg
bezposredni zwigzek z utozeniem fibryli w celulozie i uwazane sg za jedne z najwazniejszych
cech materiatlow przeznaczonego do zastosowan biomedycznych, np. do produkcji opatrunkow.
Utrzymanie odpowiedniej wilgotnosci $srodowiska rany jest niezbedne do prawidlowego
procesu gojenia. Dlatego uwaza si¢, ze opatrunki na bazie CB sg obecnie jednymi z najbardziej
obiecujacych materiatéw w leczeniu ran przewlektych i obficie wydzielajacych (Keshk, 2014).
Majac na uwadze powyzsze informacje Oraz opisane powyzej wlasciwosci magnetycznie
modyfikowanej CB, uzyskane wyniki moga znalez¢ zastosowanie do opracowania
wysokochlonnych opatrunkéw, dedykowanych do leczenia ran charakteryzujacych si¢
szczegolnie duzym wysickiem. Mikrostruktura CB determinuje takze przydatno$¢ tego
materiatu do wykorzystania jako nosnika do immobilizacji np. réznych substancji o aktywnosci
przeciwbakteryjnej lub przeciwgrzybiczej (Wu i Lia, 2008; Ton i wsp., 2010). Opatrunki na
bazie celulozy moga by¢ nasycone wodnymi roztworami srodkow antyseptycznych (Moritz
i wsp., 2014). W tym kontek$cie mozna zatozy¢, ze wyzsze uwodnienic magnetycznie
modyfikowanej CB moze umozliwi¢ bardziej efektywne uwalnianie antyseptyku z wiokien
celulozowych, zapewniajac wyzszy poziom zwalczania drobnoustrojow obecnych w ranie
(Wilhelms i wsp., 2007).

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze zmiany w intensywnos$ci widm
uzyskanych technika spektroskopii fourierowskiej (ATR-FTIR) w regionie od 900 cm™ do
1150 cm™ (widma 2D), charakteryzowaty sie zwiekszong dynamika w przypadku prob CB

uzyskanych w hodowlach eksponowanych na WPM. Moze to §wiadczy¢, o zwigkszonym
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natezeniu zmian w strukturze czgsteczkowej celulozy i moze mie¢ wplyw na szybkosé
krystalizacji jej fibryli. Ponadto, na podstawie wynikow uzyskanych technikami ATR-FTIR
i dyfrakcji promieni rentgenowskich (XRD) stwierdzono, ze WPM nie pogarsza wlasciwosci
fizyko-chemicznych CB w porownaniu do celulozy uzyskanej z nieeksponowanych hodowli
kontrolnych (H-7).

W dalszych etapach badan, na podstawie uzyskiwanych wynikéw, w instalacji
wykorzystywanego generatora WPM zastosowano modyfikacje, ktore pozwolily uzyskaé
parametry PM bardziej korzystne pod katem procesu biosyntezy CB. W badaniach
uwzgledniono rézne sposoby ekspozycji, w tym 3-dniowa ekspozycje na WPM poprzedzong
3-dniowg preinkubacja w warunkach bez oddziatywania WPM, 3-dniowg ekspozycja na WPM,
a nastepnie dalszg 3-dniowg inkubacj¢ w warunkach bez oddziatywania WPM oraz ekspozycje
ciagla przez 6 dni. Stwierdzono, ze wptyw WPM na proces biosyntezy CB zalezat od dtugosci
i czasu ekspozycji w trakcie prowadzonej hodowli. Wykazano, ze zastosowanie WPM
pozwolito na zwigkszenie ilosci uzyskiwanej CB. Niezaleznie od sposobu ekspozycji,
wszystkie proby magnetycznie modyfikowanej celulozy zachowywaly luzniejszy sposob
utozenia fibryli. Ponadto wykazano, ze w celu uzyskania wysokiej wydajnosci biosyntezy
celulozy, efektywna moze by¢ ekspozycja na WPM trwajgca potowe czasu catego procesu jej
produkcji. Najkorzystniejsze warunki ekspozycji na WPM pod wzglgdem ilosci uzyskiwane;j
CB stwierdzono w eksperymencie, w ktorym hodowle G. xylinus prowadzone byty przez 3 dni
bez ekspozycji na WPM, a nastepnie przez kolejne 3 dni w warunkach ciagtej ekspozycji. Ten
sposob ekspozycji umozliwil takze uzyskanie celulozy o najbardziej korzystnych
wlasciwosciach zwigzanych z wodochlonno$cia oraz zdolno$cig do utrzymaniem wody.
Dodatkowym efektem skrocenia czasu ekspozycji przy zachowaniu wysokiej wydajnosci
produkcji BC byto zmniejszenie zuzycia energii, zwigzanego z pracg generatora WPM (H-8).

Podobnie jak to wykazano we wczesniejszych eksperymentach, stwierdzono, ze WPM,
pomimo wplywu na proces biosyntezy CB, nie powodowalo istotnych zmian w jej
wilasciwos$ciach fizycznych i chemicznych wykazanych na podstawie analizy FTIR-ATR oraz
stopnia polimeryzacji. Nalezy zauwazy¢, ze modyfikacje majace na celu zwiekszenie
wydajnosci produkcji CB powoduja czesto deprecjacje jej najwazniejszych wlasciwosci
materiatowych (H-8). W zwiazku z tym, brak negatywnego wptywu zastosowania WPM na
wilasciwosci celulozy przy jednoczesnym zwiekszeniu jej ilosci jest kolejng istotng obserwacija

wynikajaca z przeprowadzonych badan.
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Podsumowanie uzyskanych wynikow badan

Przestawiony powyzej cykl publikacji, stanowigcych podstawe do ubiegania si¢ 0 stopien
naukowy doktora habilitowanego, dotyczy wptywu wirujacego pola magnetycznego (WPM) na
rézne gatunki mikroorganizmow, a nastepnie wskazania mozliwosci wykorzystania

uzyskanych wynikéw do prowadzenia procesow biotechnologicznych:

e wykazano, ze ekspozycja hodowli bakteryjnych na WPM miata charakter stymulujacy
wzrost, aktywno$¢ metaboliczng oraz zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez rdzne,
ale nie wszystkie gatunki bakterii:

- stymulujacy charakter ekspozycji na WPM stwierdzono dla: S. aureus, E. coli,
S. marcescens, S. mutans, C. sakazakii, K. oxytoca i S. xylosus.

- supresorowy charakter ekspozycji na WPM stwierdzono dla A. baumannii
i P. aeruginosa;

e Wwykazano, ze Gram-ujemne pateczki, np. E. coli byly bardziej podatne na
oddziatywanie WPM w poréwnaniu do Gram-dodatnich ziarniakoéw, np. S. aureus
(powyzszym zalezno$ciom nie podlegaty P. aeruginosa i A. baumannii);

e wykazano, ze stymulujacy wplyw ekspozycji na WPM na szybko$¢ wzrostu
i aktywno$¢ metaboliczng bakterii zwickszal si¢ wraz ze wzrostem czestotliwoSci
i indukcji magnetycznej generowanego PM;

e wykazano, ze WPM, w zaleznosci od czasu ekspozycji, ale niezaleznie od szczepu
bakteryjnego wptywalo stymulujaco, a nastgpnie hamowalo ekspresje genow
kodujacych enterotoksyny gronkowcowe U S. aureus;

e wykazano, ze ekspozycja drozdzy S. cerevisiae na WPM wzmocniona efektem
wywieranym przez obecnos¢ ferrofluidu wptywata supresorowo na szybkos¢ wzrostu
1 aktywnos$¢ metaboliczng tych mikroorganizmow;

e Wykazano, ze zastosowanie WPM pozwolito na zwiekszenie ilosci celulozy
produkowanej przez G. xylinus;

e Wwykazano, ze magnetycznie modyfikowana celuloza charakteryzowata si¢ mniejsza
gestoscig mikrofibryli oraz wigksza pojemno$cia wodng w poréwnaniu do celulozy
otrzymanej w standardowych warunkach;

e wykazano, ze WPM wptywato na dynamike formowania si¢ sieci krystalicznej

celulozy;
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e wykazano, ze ekspozycja na WPM nie pogarszala wlasciwosci fizyko-chemicznych
celulozy, wykazanych na podstawie analiz ATR-FTIR, XRD oraz stopnia

polimeryzacji.

Uzyskane w poszczegdlnych etapach badan wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze WPM cechuje
si¢ wysokim potencjatem aplikacyjnym, w szczegolnosci w zakresie kontrolowania wzrostu
1 aktywno$ci metabolicznej mikroorganizméw. Uzyskane wyniki pozwalaja takze
przypuszczaé, ze WPM nie zwigksza patogennosci drobnoustrojow, przynajmniej w aspekcie
wytwarzania czynnikéw wirulencji, ktorych ekspresja podlega regulacji srodowiskowe;.

Jak wykazano w przeprowadzonych badaniach, WPM moze zosta¢ z powodzeniem
wykorzystane do intensyfikacji bioprocesow zwigzanych z wytwarzaniem np. takich
produktow o wysokiej wartosci dodanej, jak celuloza bakteryjna. Ustalono rowniez, ze
kluczowymi czynnikami prowadzacymi do uzyskania pozadanego efektu oddziatywania WPM
sg: dobor odpowiednich warunkow stymulacji magnetycznej (przede wszystkim czasu
ekspozycji oraz czgstotliwosci 1 indukcji PM), a takze dobdér odpowiedniego gatunku
drobnoustroju.

Nalezy zaznaczy¢, ze przeprowadzone analizy wptywu WPM na mikroorganizmy
charakteryzuja si¢ wysokim stopniem innowacyjnosci. Dlatego w celu pelnego wykorzystania
potencjatu WPM, konieczne jest wykonanie dalszych badan z uwzglgdnieniem wigkszej liczby
gatunkow drobnoustrojow, jak roéwniez analizowanych parametréw komodrkowych oraz
parametréw zwigzanych z ekspozycja na PM. Wyniki uzyskane w takich badaniach przetozy¢
si¢ mogg na obnizenie kosztow uzyskania produktow przemystowych czy leczniczych na
skutek stymulacji metabolizmu oraz wzrostu tych drobnoustrojow; dalsze badania nad WPM
prowadzone moga by¢ takze pod katem doboru takich warunkéw ekspozycji, ktore beda
hamowac¢ lub zaktdécaé wzrost i procesy metaboliczne drobnoustrojow patogennych.

Badania takie sg obecnie realizowane zardwno przeze mnie, jak i przez poszczegoélnych

cztonkdéw wspolpracujacego ze mng zespotu badawczego.
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5. Omowienie pozostatych osiggnieé naukowo-badawczych

Dziatalno$¢ naukowa rozpoczatem w pazdzierniku 2002 roku w Katedrze Immunologii
1 Mikrobiologii Wydzialu Biotechnologii 1 Hodowli Zwierzat Akademii Rolniczej
w Szczecinie, prowadzac badania w ramach pracy dyplomowej realizowanej na studiach
magisterskich pt.: ,Ksztaltowanie si¢ wskaznikéw odpornosci humoralnej u prosiat
noworodkéw i macior w okresie okotoporodowym, z uwzglednieniem biatek ostrej fazy”. Praca
zostala wykonana pod kierunkiem Pana prof. Antoniego Furowicza. Po obronie pracy
magisterskiej, z dniem 1 pazdziernika 2005 r., rozpoczatem nauke na studiach doktoranckich.
Badania w ramach wykonywanej pracy doktorskiej wykonywatem w Katedrze Immunologii
I Mikrobiologii WBIHZ AR w Szczecinie (potem Zachodniopomorski Uniwersytet
Technologiczny w Szczecinie), ktore ukonczytem obrong pracy doktorskiej z wyr6znieniem
w 2010 r. Praca doktorska pt.: ,,Superantygenowe i leukocytotoksyczne czynniki wirulencji
wytwarzane przez szczepy Staphylococcus aureus wyizolowane z mleka krow z objawami
mastitis”, wykonywana byta pod kierunkiem Pani dr hab. Danuty Czernomysy-Furowicz, prof.
ZUT. W trakcie studiow doktoranckich odbytem staz na uniwersytecie University College of
Dublin, w Dublinie, w Irlandii. Podczas pobytu stazowego zdalem egzaminy potwierdzajgce
znajomos$¢ jezyka angielskiego, IAELTS oraz FCE. W trakcie studiow doktoranckich bylem
rébwniez Stypendysta w ramach projektu ,Inwestycja w wiedz¢ motorem rozwoju
innowacyjno$ci w regionie”, wspoOHinansowanego przez Uni¢ Europejska w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego 1 Budzetu Panstwa Poddziatanie 8.2.2 Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki oraz projektu "Budowa potencjalu naukowego regionu
w obszarach kluczowych dla jego rozwoju", wspotfinansowanego z Europejskiego Funduszu
Spotecznego. Czgs¢ badan prowadzanych w ramach realizowanej pracy doktorskiej wykonane
zostaty w ramach grantu promotorskiego, pod tym samym tytulem co wykonywana praca
doktorska. W latach 2009-2012 pracowatem jako lektor jezyka angielskiego w Szczecinskiej
Szkole Wyzszej Collegium Balticum.

Od 2010 roku zatrudniony jestem na stanowisku adiunkta w Katedrze Immunologii,
Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej WBIHZ ZUT w Szczecinie. Od 2012 roku prace
badawcze wykonuje w Centrum Dydaktyczno-Badawczym Nanotechnologii ZUT
w Szczecinie.

W 2012 roku, w celu poszerzenia umiejetno$ci zawodowych oraz kompetencji z zakresu
mikrobiologii, rozpoczatem specjalizacj¢ z zakresu mikrobiologii, ktora prowadzona jest przez

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie.
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Osiggniecia naukowe w ramach prac naukowo-badawczych zwigzanych z prototypowymi

instalacjami bioreaktorow wspomaganych WPM

Obecnie gtownym watkiem mojej tematyki badawczej sg badania zwigzane sg z analizg
wplywu WPM na mikroorganizmy oraz mozliwosciami jego wykorzystania w procesach
biotechnologicznych. Aktualnie zwigzane sg one przede wszystkim z produkcjg CB i majg na
celu zoptymalizowanie jej produkcji, jak 1 polepszenie jej cech jakosciowych poprzez
wykorzystanie zaprojektowanej i zbudowanej wspélnie z interdyscyplinarnym zespotem
naukowym pilotazowej instalacji z prototypowym generatorem WPM. Badania prowadzone sa
w ramach projektu Lider 5, finansowanego przez NCBR. Poza publikacjami, wymiernym
efektem prowadzonych prac badawczych sa rowniez zgloszenia patentowe dotyczace
konstruowanej aparatury badawczej, w tym glownie bioreaktorow wspomaganych
magnetyczne oraz poszczegélnych podzespotow niezbednych do ich poprawnego dzialania,
a takze sposobow jej wykorzystania w procesach biotechnologicznych. W sumie, w ramach
prowadzonych prac w zakresie tematyki badawczej zwiazanej z WPM przygotowano i wystano
do Urzegdu Patentowego 14 krajowych zgloszen patentowych oraz jedno zgloszenie patentowe
europejskie.

W ramach wykonywanych analiz projektowanych i konstruowanych aparatow
opublikowano rowniez prace dotyczace nowych sposobéw mieszania cieczy w bioreaktorach
przy zastosowaniu innowacyjnych mieszadet oraz r6znorodnych czastek o wlasciwosciach

magnetycznych [A-1].

Wykaz najwazniejszych osiagnie¢¢ z zakresu badan i analiz zwiazanych z prototypowymi

instalacjami bioreaktorow wspomaganych WPM

Publikacje

[A-1] Maciej Konopacki, Marian Kordas, Karol Fijatkowski, Rafal Rakoczy, 2015,

Computational Fluid Dynamics and experimental studies of a new mixing element in a static

mixer as a heat exchanger, Chemical and Process Engineering, 36 (1), 59-72.

1F2014 — 0,519; 15 Dkt. MNiSW2015
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Wybrane zgloszenia patentowe krajowe

1. Karol Fijalkowski, Rafat Rakoczy, Mirostawa El Fray, Anna Zywicka, Dorota Petlier,

Radostaw Drozd, Maciej Konopacki, Marian Kordas. Magnetycznie wspomagana

biosynteza celulozy bakteryjnej. Zgtoszenie patentowe P.416817; 2016

2. Rafat Rakoczy, Marian Kordas, Karol Fijatkowski, Maciej Konopacki, Anna Zywicka,

Dorota Peitler. Dwukomorowy reaktor do magnetycznego wspomagania procesow

chemicznych 1 uktad z tym reaktorem. Zgloszenie patentowe P.412174; 2015.

3. Rafal Rakoczy, Marian Kordas, Karol Fijatkowski, Maciej Konopacki, Radostaw

Drozd, Anna Zywicka, Dorota Peitler, Radostaw Drozd, Rafat Niesyn, Mariusz Chyla.

Wspomagany magnetycznie reaktor przeplywowy. Zgloszenie patentowe P.413072;
2015.

4. Rafat Rakoczy, Marian Kordas, Karol Fijatkowski, Maciej Konopacki, Anna Zywicka,

Dorota Peitler, Radostaw Drozd. Wspomagany magnetycznie bioreaktor. Zgloszenie
patentowe P.414512; 2015.

5. Rafal Rakoczy, Marian Kordas, Karol Fijatkowski, Maciej Konopacki, Anna Zywicka,

Dorota Peitler, Radostaw Drozd. Wspomagany magnetycznie reaktor wielofazowy.
Zgtoszenie patentowe P.414877; 2015.

Zgloszenia patentowe europejskie

1. Rafal Rakoczy, Marian Kordas, Maciej Konopacki, Karol Fijatkowski, Anna Zywicka,

Dorota Peitler. Dual-chamber reactor for magnetic assisting of chemical processes and
the systems of this reactor. Zgloszenie patentowe
EP 15461536; 2015.

Osiagniecia naukowe zwigzane z wykorzystaniem CB jako nosnika do immobilizacji

mikroorganizmow

Aktualnie prowadzone przeze mnie badania dotyczg przede wszystkim udoskonalania
metod produkcji CB, ale takze poszukiwania nowych zastosowan dla tego biomateriatu.

W zwiazku z ta tematyka badawcza powstaly prace, ktorych celem byto przeanalizowanie
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mozliwo$ci wykorzystania CB jako naturalnego no$nika polimerowego do immobilizacji
bakterii z rodzaju Lactobacillus [A-2] oraz drozdzy S. cerevisiae [A-3].

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, ze CB charakteryzuje si¢ duzym
potencjatem aplikacyjnym jako nos$nik do immobilizacji analizowanych mikroorganizmow.
Stwierdzono, ze liczba unieruchamianych bakterii i drozdzy zalezala od formy zastosowane;j
CB, sposobu i dlugosci jej wytwarzania i zastosowanej metody immobilizacji. Udowodniono,
ze CB wykazywata ochronne wlasciwosci wzglgdem immobilizowanych bakterii z rodzaju
Lactobacillus przed niekorzystnymi warunkami srodowiskowymi, zwigzanymi z obecnos$cia
soku zotadkowego oraz soli zétciowych. Ustalono, ze metoda unieruchomienia, ktora polegata
na jednoczesnym inkubowaniu bakterii G. xylinus (produkujacych celuloz¢) oraz Lactobacillus
spp. pozwolita na prawie catkowita ochrong immobilizowanych bakterii przed szkodliwym
dziataniem niekorzystnych warunkéw srodowiskowych. Stwierdzono réwniez, ze ten sposob
immobilizacji charakteryzowal si¢ najwyzsza wydajnoscia w odniesieniu do ilosci
immobilizowanych  mikroorganizméw. W  przypadku drozdzy, wykazano, ze
najkorzystniejszymi wlasciwo$ciami pod wzglgdem liczby immobilizowanych komorek
charakteryzuje si¢ celuloza mokra syntetyzowana przez 3 dni. Stwierdzono réwniez, ze
immobilizowane drozdze, bez wzgledu na forme uzytej celulozy, produkowaty wieksza ilos¢
alkoholu w poréwnaniu do komérek wolnych.

W najblizszym czasie planuje si¢ przeanalizowa¢ mozliwo$ci wykorzystania jako nosnika
do immobilizacji celulozy modyfikowanej magnetycznie, ktora jak opisano powyzej cechuje
si¢ wlasciwosciami korzystnymi pod wzgledem zastosowania do tego typu aplikacji.

W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen przygotowano roéwniez dwa zgloszenia
patentowe, dotyczace opracowanych innowacyjnych metod immobilizacji bakterii z rodzaju
Lactobacillus z uzyciem CB jako nos$nika, ktore obecnie sa rozpatrywane w Urzedzie

Patentowym RP.

Wykaz najwazniejszych osiagnie¢ z zakresu badan CB jako no$nika do immobilizacji

mikroorganizmow:

Publikacje

[A-2] Karol Fijatkowski, Dorota Peitler, Rafal Rakoczy, Anna Zywicka, 2016, Survival of

probiotic lactic acid bacteria immobilized in different forms of bacterial cellulose in simulated
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gastric juices and bile salt solution. LWT - Food Science and Technology, 68, 322-328.

IF2015 — 2,711 35 pkt. MNiSWog15

[A-3] Anna Zywicka, Dorota Peitler, Rafal Rakoczy, Adam Feliks Junka, Karol Fijatkowski,

2016, Wet and dry forms of bacterial cellulose synthetized by different strains of
Gluconacetobacter xylinus as carriers for yeast immobilization. Applied Biochemistry and
Biotechnology, DOI: 10.1007/s12010-016-2134-4.

IF2015 — 1,606; 20 pkt. MNiSWoo15

Zgloszenia patentowe Krajowe

1. Karol Fijatkowski, Dorota Petlier, Anna Zywicka, Rafal Rakoczy, Sposob

immobilizacji mikroorganizméw na i/lub w celulozie bakteryjnej. Zgloszenie

patentowe nr P.415670; 2016.

2. Karol Fijatkowski, Dorota Petlier, Anna Zywicka, Rafat Rakoczy. Sposob

wytwarzania celulozy bakteryjnej z immobilizownymi mikroorganizmami.
Zgtoszenie patentowe nr P.415673; 2016.

Osiagniecia naukowe zwigzane z identyfikacja i charakterystyka bakterii z rodzaju

Staphylococcus izolowanych od zwierzat

Poza analizami wptywu WPM na mikroorganizmy, prowadz¢ badania zwigzane
z bakteriami z rodzaju Staphylococcus izolowanymi od zwierzat, a w szczegdlnosci
z gatunkiem S. aureus oraz produkowanymi przez niego czynnikami wirulencji.

W sumie w ramach tej tematyki badawczej opublikowanych zostalo 7 oryginalnych prac
tworczych z listy JCR oraz 5 publikacji spoza listy JCR, a takze 5 prac przegladowych, w tym
1 z listy JCR. Wigkszo$¢ ww. prac opublikowanych zostalo po uzyskaniu stopnia doktora
i wynikaty one z kontynuacji badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej oraz realizacji

grantu promotorskiego.

Ponizej przedstawiono cele i wyniki najwazniejszych prac opublikowanych w ramach tej

tematyki badawczej:
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Celem pierwszej pracy byla ocena wpltywu podania autoszczepionki na wybrane
wilasciwos$ci S. aureus izolowane od krow z mastitis. Stwierdzono, ze szczepy S. aureus moga
podlega¢ zmiang fenotypowym w trakcie terapii z uzyciem autoszczepionki oraz wykazano
konieczno$¢ wykorzystywania odpowiednich metod diagnostycznych do oceny skutecznosci

wdrozonej metody terapii [A-4].

Celem kolejnych badan byla ocena wptywu wydzielniczych czynnikéw wirulencji
wytwarzanych przez szczepy S. aureus na ekspresj¢ gendw kodujacych IL-2 oraz IL-12, a takze
sekrecj¢ IFN-y i TNF-o przez krowie leukocyty w hodowlach in vitro. W badaniach
stwierdzono, ze za stymulacj¢ produkcji analizowanych cytokin odpowiadaty przede
wszystkim wydzielnicze czynniki wirulencji o charakterze superantygenowym i w mniejszym

stopniu leukocytotoksycznym [A-5].

Nastepne badania dotyczyly identyfikacji oraz analizy gronkowcdéw izolowanych z nosow
zdrowych koni. Analizie poddano rowniez profil antybiotykoodpornosci wyizolowanych
mikroorganizmow. Wykazano skuteczno$¢ metody PCR-RFLP genu gap w identyfikacji
gatunkowej gronkowcodw. Wsrod izolowanych gatunkow nie stwierdzono obecnosci szczepow
S. aureus, natomiast udowodniono, ze wszystkie izolowane gatunki nalezaly do grupy

gronkowcow koagulazo-ujemnych, w tym metycylinoopornych [A-6].

W kolejnej pracy analizowano wplyw sekrecyjnych czynnikéw wirulencji o charakterze
superantygenowym oraz leukocytotoksycznym, uzyskanych z hodowli S. aureus na
wlasciwosci krowich leukocytow polimorfonuklearnych w hodowlach in vitro. Wykazano,
zalezno$ci migdzy efektywnoscia fagocytozy przeprowadzanej przez neutrofile, a produkcja

czynnikéw wirulencji wytwarzanych przez szczepy S. aureus [A-7].

Celem kolejnych badan byla analiza profilu gendéw kodujacych enterotoksyny
gronkowcowe oraz pokrewienstwa genetycznego i aktywnosci biologicznej wydzielniczych
czynnikow wirulencji wytwarzanych przez szczepy S. aureus izolowane z mleka krow
z objawami mastitis. Wykazano wazna rolg jaka moga petnié¢ czynniki wirulencji o charakterze
superantygenowym oraz leukocytotoksycznym w zapoczatkowywaniu i przebiegu mastitis na
tle S. aureus u krow. Stwierdzono takze, ze gronkowce izolowane w ciggu krotkiego czasu
z jednego stada nalezaty do jednego typu klonalnego oraz, ze posiadaty ten sam zestaw genow

kodujacych enterotoksyny [A-8].
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W kolejnych badaniach analizowano i porownywano geny kodujace toksyny o charakterze
superantygendéw u S. aureus i S. xylosus izolowanych z tych samych prob mleka pobranych od
krow z objawami mastitis. Wykazano, ze wszystkie analizowane szczepy S. aureus posiadaty
ten sam zestaw gendw kodujacych toksyny oraz zgodnie z wykonang analiza PFGE nalezatly
do jednego typu klonalnego. W przeciwienstwie do S. aureus, szczepy S. xylosus byty rozne
pod wzgledem analizowanych genow. Stwierdzono takze, ze liczba r6znych genéw kodujacych
toksyny byta wigksza w przypadku S. xylosus w poréwnaniu do S. aureus, przy czym wszystkie
geny wykryte u gronkowcoéOw ztocistych zidentyfikowane zostaty réwniez u S. xylosus.
Uzyskane rezultaty potwierdzity mozliwo$¢ horyzontalnego transferu gendéw kodujacych

czynniki wirulencji migdzy badanymi gatunkami [A-9].

W zwigzku z powyzsza tematyka badan, przeanalizowano roéwniez, a nastepnie
opublikowalem w bazie GenBank nowe sekwencje genu 16S rRNA bakterii reprezentujacych
rézne gatunki gronkowcow, zidentyfikowane na podstawie analizy PCR-RFLP genu gap.
Ponadto, jako wspodtautor zamiescitem w bazie GenBank sekwencje genu 16S rRNA izolatow
bakterii niezidentyfikowanych na podstawie polimorfizmu genu gap, z ktérych przynajmniej 2
moga stanowi¢ nowe gatunki lub podgatunki gronkowcow (badania zwigzane z ustaleniem

gatunkow sg obecnie wykonywane).

Wykaz najwazniejszych osiagnie¢ z zakresu badan zwiazanych z identyfikacja

i charakterystyka bakterii z rodzaju Staphylococcus izolowanych od zwierzat
Publikacje

[A-4] Pawet Nawrotek, Danuta Czernomysy-Furowicz, Jacek Borkowski, Karol
Fijatkowski, Anna Pobucewicz, 2012, The effect of auto-vaccination therapy on the
phenotypic variation of one clonal type of Staphylococcus aureus isolated from cows with
mastitis, Veterinary Microbiology, 155, 434-437.

1F2012 — 3,127; 40 pkt. MNiSW>012

[A-5] Karol Fijatkowski, Danuta Czernomysy-Furowicz, Pawet Nawrotek, Jolanta

Karakulska, 2012, Influence of S. aureus exosecretions on cytokine profile in bovine
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leukocyte cultures in vitro, Research in Veterinary Science, 93, 1179-1184.

IF20120 — 1,774; 35 pkt. MNiSW012

[A-6] Jolanta Karakulska, Karol Fijatkowski, Pawet Nawrotek, Anna Pobucewicz, Filip

Poszumski, Danuta Czernomysy-Furowicz, 2012, Identification and methicillin resistance of
Coagulase-Negative Staphylococci isolated from nasal cavity of healthy horses, Journal of
Microbiology, 50(3), 444-451.

1F2012 —1,276; 20 Dkt. MNiSW2012

[A-7] Karol Fijatkowski, Danuta Czernomysy-Furowicz, Jane Irwin, Pawel Nawrotek, Anna

Pobucewicz, 2012. Secretory virulence factors produced by Staphylococcus aureus isolates
obtained from mastitic bovine milk — effect on bovine polymorphonuclear neutrophils,
Research in Veterinary Science, 93(1), 82-87.

1F2012 — 1,774; 35 pkt. MNiSWa012

[A-8] Karol Fijatkowski, Helena Masiuk, Danuta Czernomysy-Furowicz, Jolanta Karakulska,

Pawel Nawrotek, Aleksandra Paszkowska, Magdalena Struk, Stefania Giedrys-Kalemba, 2013,
Superantigen gene profiles, genetic relatedness and biological activity of exosecretions of
Staphylococcus aureus isolates obtained from milk of cows with clinical mastitis, Microbiology
and Immunology, 57, 674-683.

1F2013 — 1,306; 15 pkt. MNiSW>013

[A-9] Karol Fijatkowski, Magdalena Struk, Jolanta Karakulska, Aleksandra Paszkowska,

Stefanian Giedrys-Kalemba, Helena Masiuk, Danuta Czernomysy-Furowicz, Pawel Nawrotek,
2014, Comparative analysis of superantigen genes in Staphylococcus xylosus and
Staphylococcus aureus isolates collected from a single mammary quarter of cows with mastitis,
Journal of Microbiology, 52(5), 366-372.

1F2014 — 1,439; 20 Dkt. MNiSW2014
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Osiagnie¢cia naukowe zwigzane z poszukiwaniem syntetycznych i naturalnych substancji
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

W ramach kolejnych zagadnien badawczych, bratlem udziat (jako wykonawca) w grancie
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki dotyczacym opracowania biodegradowalnych
kopolimerow amfifilowych zawierajacych naturalnie bioaktywne sktadniki jako nowoczesne
preparaty o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej do zastosowan medycznych. Glownym
zadaniem, wg projektu, bylo opracowanie nowych, biodegradowalnych polimerow, ktore
w swojej budowie beda zawieraty sekwencje wykazujace aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
1 dodatkowo beda przydatne do formowania systemow, z ktérych mozna bedzie uwalnia¢
specyficzne substancje bioaktywne (witaminy, peptydy antybakteryjne itp.). Powierzone mi
zadania zwigzane byly z czg$cig mikrobiologiczng projektu i dotyczyly przede wszystkim
wykonywania analiz zwigzanych z oddziatywaniami opracowanych materiatlow
z mikroorganizmami. Projekt realizowany byl w ramach wspélpracy z Zaktadem
Biomaterialow i Technologii Mikrobiologicznych ZUT w Szczecinie.

W ramach podobnej tematyki badawczej, bralem réwniez udziat w projekcie zwigzanym
z analiza wlasciwosci  antybakteryjnych  nowych  pochodnych  2-(2-formylo-4-
nitrofenoksy)alkanianéw alkili. W przeprowadzanych badaniach zajmowalem si¢ oceng
wlasciwo$ci bakteriobojczych 1 bakteriostatycznych nowo zsyntetyzowanych substancji
[A-10]. Projekt realizowany byt w ramach wspolpracy z Zaktadem Syntezy Organicznej
i Technologii Lekow ZUT w Szczecinie.

W ramach nawigzanej wspolpracy miedzynarodowej, bratem rowniez udzial w badaniach,
ktére miaty na celu przeanalizowanie wptyw koncentratu biatka serwatki bydlgcej czg§ciowo
strawionej z uzyciem lipazy w celu uwalniania wolnych kwaséw ttuszczowych na wzrost,
zywotnos$¢ oraz zdolno$¢ do adhezji do hydroksyapatytu bakterii S. mutans [A-11]. Badania
prowadzone byly w trakcie stazy w School of Agriculture, Food Science and Veterinary
Medicine, University College Dublin w Dublinie w Irlandii, w trakcie ktorych bylem
wykonawcg grantu Enterprise Ireland “An investigation of the composition and anti-microbial

properties of ImmunoSAL”.
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Wykaz najwazniejszych osiagnie¢ z zakresu badan zwiazanych z poszukiwaniem

syntetycznych i naturalnych substancji o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Publikacje

[A-10] Agata Goszczynska, Halina Kwiecien, Karol Fijatkowski, 2015, Synthesis and

antibacterial activity of Schiff bases and amines derived from alkyl 2-(2-formyl-4-
nitrophenoxy)alkanoates, Medicinal Chemistry Research, 24(9), 3561-3577.

[F2015 — 1,436; 20 pkt. MNiSWoo15

[A-11] Paul Morrissey, Mike Folan, Karol Fijatkowski, Alan Baird, Jane Irwin, 2012,

Inhibition of Streptococcus mutans binding to hydroxylapatite using partially digested whey

protein concentrate and individual whey proteins, Journal of Functional Foods, 4, 559-567.

1F2012 — 2,632; 25 Dkt. MNiSWoo1,

Patenty krajowe

1. Agata Wrzesniewska, Halina Kwiecien, Magdalena Dzigciot, Karol Fijatkowski,

2015, Zasada Schiffa i sposob jej wytwarzania. PL 221669 (data przyznania
02.06.2015).

2. Agata Wrzesniewska, Halina Kwiecien, Matgorzata Dzigciot, Karol Fijatkowski,

Aminoester pochodna estru kwasu 2-(formylofenoksy)alkanowego oraz sposob jego
wytwarzania. Decyzja o udzieleniu patentu nr DP.P.404511.auci (325/16) z dnia
21.03.2016.

Osiagniecia naukowe zwiazane z poszukiwaniem i analiza mikroorganizmow o duzym

potencjale biotechnologicznym

Jako opiekun Studenckiego Kota Naukowego Mikrobiologéw w latach 2012-2015
kierowatem projektami naukowymi zaplanowanymi do realizacji w ramach dziatalnosci Kota,
ktére dotyczyly m.in. poszukiwania mikroorganizméw o duzym potencjale

biotechnologicznym. Badania te zwigzane byly z izolacja, identyfikacja i optymalizacja
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warunkow hodowlanych drobnoustrojow, a w szczego6lnosci bakterii z rodzaju Streptomyces
wytwarzajgcych substancje o aktywno$ci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej oraz
produkujacych barwniki 1 enzymy. W zakresie projektu przeprowadzana byta rowniez
szczegotowa charakterystyka tych substancji, uwzgledniajagca badania toksycznosci,
cytotoksycznosci i1 analizy chemiczne. Dodatkowo, realizowane byly badania dotyczace oceny
potencjalu biotechnologicznego bakterii z rodzaju Streptomyces, wyizolowanych z gleby

skazonej substancjami ropopochodnymi, w bioremediacji terendw skazonych.

Wykaz najwazniejszych osiagni¢¢ z zakresu badan zwigzanych z poszukiwaniem

i analiza mikroorganizmow o duzym potencjale biotechnologicznym

1. Rezultaty badan prezentowane byly na kilkunastu mig¢dzynarodowych i krajowych
studenckich konferencjach naukowych. W sumie prezentowane prace badawcze
nagrodzone zostaty 7 pierwszymi, 5 drugimi oraz 3 trzecimi miejscami.

2. Za dziatalno$¢ naukowa w ramach pracy ze studentami, zostalem wyrdzniony
w kategorii ,,Opiekun roku 2012” w ogdlnopolskim konkursie Studenckiego Ruchu
Naukowego ,,StRuNa” dla autoréw i promotoréw najlepszych projektow naukowych
realizowanych przez studentow i doktorantow, za wspieranie Studenckiego Kota
Naukowego Mikrobiologow z Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego

w Szczecinie.

Podsumowanie

Za opisane powyzej osiggni¢cia naukowe zostatam dwukrotnie uhonorowany nagrodami
indywidualnymi 111 stopnia Rektora Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie, a takze Zachodniopomorskim Noblem za badania mikrobiologiczne
I molekularne poszerzajace wiedz¢ na temat mechanizméw interakcji  bakterii
chorobotworczych i uktadu immunologicznego zwierzat. Otrzymatam takze stypendium
MNiSW dla wybitnego mtodego naukowca na lata 2015-2017.

Moje doswiadczenia naukowe znalazty rownieZ uznanie w mi¢dzynarodowym srodowisku
naukowym, 0 czym moga $wiadczy¢ zaproszenia do sporzadzania recenzji publikacji w takich
prestizowych czasopismach, jak: Journal of Visualized Experiments, International Journal of
Biological Macromolecules, Food and Chemical Toxicology, Applied Microbiology, Chemical
Papers, Journal of Dairy Science, Veterinary Record, Journal of Microbiological Methods,

Canadian Journal of Physiology and Pharmacology.
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Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego

Moj dorobek naukowy obejmuje tacznie 43 publikacje, z czego 6 przypada na okres przed

uzyskaniem stopnia naukowego doktora, a 37 po jego uzyskaniu. Ponadto, jestem

wspotautorem 2 patentow krajowych i 17 zgloszen patentowych, w tym 16 krajowych

I 1 europejskiego.

Na dotychczasowy dorobek sklada sie:

35 oryginalnych prac tworczych, w tym 21 w czasopismach z listy JCR oraz 15 spoza listy
JCR,

7 artykulow przegladowych, w tym 1 w czasopismie z listy JCR,

29 doniesien i komunikatow na konferencyjnych krajowych i zagranicznych,

2 przyznane patenty krajowe,

16 krajowych zgtoszen patentowych (wystanych do Urzedu Patentowego),

1 europejskie zgtoszenie patentowe (wystane do Urzedu Patentowego).

Wartos¢ bibliometryczna dorobku publikacyjnego

suma punktow za publikacje, wg wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodna z rokiem
ukazania si¢ pracy — 604,

sumaryczny IF zgodny z rokiem ukazania si¢ prac (W przypadku prac z 2016 roku
uwzgledniono IF za rok 2015) — 33,826,

Liczba cytowan publikacji

v wedhug bazy Web of Science (bez autocytowan) —17,
v' wedhlug bazy Google Scholar (bez autocytowan) — 48,
v wedlug bazy Scopus (bez autocytowan) — 24,

Indeks Hirscha

v’ wedhig bazy Web of Science — 3,
v’ wedhig bazy Google Scholar — 5,
v’ wedhig bazy Scopus — 3.

Strona 42




Zalacznik 2a

Tabela 1. Zestawienie publikacji naukowych z podzialem na oryginalne prace tworcze

oraz artykuly przegladowe

. G Liczba 2) Suma pkt. wg
Rodzaj publikacji oublikacj IF MNISWD

Oryginalne  prace  tworcze  opublikowane
w czasopismach z listy JCR wchodzace w sktad 8 13,308 195
osiggnigcia naukowego
Oryginalne  prace tworcze  opublikowane
w czasopismach z listy JCR niewchodzace 13 20,232 320
w sktad osiagnigcia naukowego
Oryginalne  prace  tworcze  opublikowane

. . 15 - 42
w czasopismach spoza listy JCR
Ogolem oryginalne prace twércze 36 33,540 557
Artykuty _ prze gladowe opublikowane 1 0.286 15
w czasopismach z listy JCR
Artykuty przegladowe opublikowane

. . 6 - 32
w czasopismach spoza listy JCR
Ogolem publikacje przegladowe 7 0,286 47

43 33,826 604

Ogolem publikacje naukowe

8 sumaryczny IF z roku ukazania sie pracy (w przypadku prac z 2016 roku podano IF za rok

2015);

®) Jiczba punktéw wg wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodna z rokiem ukazania si¢

pracy.
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Zalacznik 2a

Tabela 2. Zestawienie liczbowe czasopism w ktorych opublikowano prace naukowe

Lp. Nazwa czasopisma pLIJ_t:ﬁT(giji IF? PMur[llITtSyV\\//\{)g
1 Journal of Magnetics* 2 0,739 30
2 Biochemical Engineering Journal* 1 2,463 35
3 International Journal of Polymer Science* 1 1,000 25
4 LWT - Food Science and Technology 1 2,711 35
5 Carbohydrate Polymers* 1 4,219 40
6 Medicinal Chemistry Research 1 1,436 20
7 Postepy mikrobiologii 2 0,286 21
Acta Scientiarum Polonorum. Seria:
8 . 4 - 20
Zootechnica
9 Electromagnetic Biology and Medicine* 2 2,402 40
10 Chemical and Process Engineering 1 0,653 15
11  Journal of Microbiology 2 2,715 40
12  Technical Transactions Chemistry 1 - 6
Turkish Journal of Veterinary and Animal
13 . 1 0,242 20
Sciences
14  African Journal of Microbiology Research 1 - -
15 Microbiology and Immunology 1 1,306 15
16 Research in Veterinary Science 2 3,548 70
17  Veterinary Microbiology 1 3,127 40
18 Journal of Functional Foods 1 2,632 25
19 Journal of Animal and Veterinary Advances 1 0,390 20
20 Advances in Agricultural Sciences 14 - 42
21 Engineering in Life Science* 1 2,485 25
22 Applied Biochemistry and Biotechnology 1 1,606 20
Razem 43 33,826 604

* czasopisma w ktorych opublikowano prace wchodzace w sklad osiggnigcia naukowego

stanowigcego podstawe o ubieganie si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego;

8 sumaryczny IF z roku ukazania si¢ pracy (W przypadku prac z 2016 roku podano IF za rok
p

2015);

®) suma punktéw wg wykazu czasopism naukowych MNiSW zgodna z rokiem ukazania sig

pracy.
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Zalacznik 2a

Tabela 3. Zestawienie publikacji naukowych z podzialem na oryginalne prace tworcze

oraz artykuly przegladowe opublikowane przed i po uzyskaniu stopnia naukowego

doktora
. I Przed Po
Rodzaj publikacji doktoratem doktoracie Razem

Oryginalne prace tworcze opublikowane

. . - 21 21
w czasopismach z listy JCR
Oryginalne prace tworcze opublikowane 12

. . 3 15
w czasopismach spoza listy JCR
Ogolem oryginalne prace twércze 3 34 36
Artykuty przegladowe opublikowane w czasopismach ) 1 1
z listy JCR
Artykuty przegladowe opublikowane w czasopismach 3 3
spoza listy JCR
Ogolem artykuly przegladowe 3 4 7
Ogolem publikacje naukowe 6 37 43

Tabela 4. Zestawienie liczbowe patentéw oraz zgloszen patentowych

Uzyskane patenty krajowe 2
Zgloszenia patentowe krajowe 16
Zgloszenia patentowe europejskie 1

Zgloszone rekordy sekwencji nukleotydowych w bazie NCBI

JQ268899; JQ268900; JQ268901; JQ268902; JQ268903; JQ268904; JQ268905; JQ268906; JQ268907;
JQ268908; JQ268909
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