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artystycznych.

Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (w 2011
roku przeksztatcony w Wydzial Biologii i Biotechnologii)

2000-2007 — asystent (pracownik naukowo-dydaktyczny) w Zaktadzie Mikrobiologii
Przemystowej Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii (w tym 2002-2003 — urlop bezptatny).
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Mikrobiologii Przemystowej Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii.
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stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z
2016 r. poz. 1311..):



A) Tytul osiaggniecia naukowego

Osiagnigcie naukowe stanowi monotematyczny cykl osmiu publikacji pod wspdlnym tytutem:

»Biokatalityczne utlenienie terpendéw do zwigzkow smakowo-zapachowych przy uzyciu

grzybow psychrotroficznych i katalizatoréw porfirynowych”

Laczny IF publikacji wchodzacych w sklad zglaszanego osiggniecia naukowego zgodnie z

rokiem opublikowania wynosi 23.492; suma punktéow zgodnie z wykazem MNiISW

obowigzujagcym w roku opublikowania: 260 pkt

B) Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego:

Nr Publikacja IF2 | Punkty
MNiSW

[O1]| Trytek M*., Fiedurek J., Lipke A., Radzki S. (2009). Porphyrins 1.393 |35
incorporated to SiO- gels as fluorescent materials and efficient
catalysts in biomimetic photocatalitic systems. Journal of Sol-Gel |(1.575) [(35)
Science and Technology 51, 272-286.

[02] | Trytek M*., Janik E., Maksymiec W., Fiedurek J., Lipke A., 2421 |25
Majdan M. (2011). The spectral and catalytic studies of chlorophylls
and pheophytins in mimetic biotransformation of a-pinene. Journal |(2.625) |[(25)
of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 223, 14-24.

[03] | Trytek M*., Majdan M., Lipke A., Fiedurek J. (2012). Sol-gel 6.249 |45
immobilization of octaethylporphine and hematoporphyrin for
biomimetic photooxidation of a-pinene. Journal of Catalysis 286, |(6.844) |(40)
193-205.

[04] | Trytek M*., Lipke A., Majdan M., Pisarek S, Gryko D. (2013). 3.154 |35
Homo- and heterogeneous a-pinene photooxidation using a
protoporphyrin-derived amide. European Journal of Organic (2.834) |(35)
Chemistry 2013, 1653-1658.

[O5] |Lipke A., Trytek M.*, Fiedurek J., Majdan M., Janik E. (2013). 1.599 |20
Spectroscopic and biocatalytic properties of a chlorophyll-
containing extract in silica gel. Journal of Molecular Structure (2.753) |(20)

1052, 158-164.




[06] | Trytek M*., Jedrzejewski K., Fiedurek J. (2015). Bioconversion of (2.745 |30
a-pinene by a novel cold-adapted fungus Chrysosporium pannorum.
Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 42, 181-188. |(2.81) |[(30)

[O7]| Trytek M*, Fiedurek J., Gromada A. (2016) Effect of some abiotic [2.892 |35
stresses on the biotransformation of a-pinene by a psychrotrophic

Chrysosporium pannorum. Biochemical Engineering Journal, 112, |(2.892) |(35)

86-93.

[O8] | Fiedurek J., Trytek M.*, Skowronek M. (2012) Strategies for 3.039 |35
improving the efficiency of bioprocesses involving toxic
compounds. Current Organic Chemistry 16, 2946-2960. (1.949) |(30)
SUMA 23.492 |260

(23.282)| (250)

* Autor korespondencyjny
8 Przy kazdej pozycji podano impact factor oraz punktacjc MNiSW zgodnie z rokiem

opublikowania pracy oraz w nawiasach zgodnie z rokiem 2017 r.

Oswiadczenia wspotautorow prac wraz z okresleniem wktadu kazdego z nich w powstanie

poszczegbdlnych prac znajduja si¢ w zaltaczniku 5

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Cytowania prac naukowych, stanowigcych osiagni¢cie naukowe podane s3 wg numeracji

publikacji zastosowanej w pkt. 4B niniejszego zatacznika. Pozostate cytowania umieszczono

w przypisach.
WPROWADZENIE

Biotransformacja obejmujaca enzymatyczng, mikrobiologiczng oraz biomimetyczng
kataliz¢ stanowi cenng perspektywe¢ dla kontrolowanego i selektywnego przeksztatcania
zwigzkéw organicznych. Procesy mikrobiologicznej lub biomimetycznej transformacji daja
szereg wymiernych korzysci w porownaniu z metodami chemicznymi, np. cechuja si¢ wyzsza
selektywnos$cia 1 przebiegaja w tagodnych warunkach. Rozwoj procesow biokatalitycznych

stwarza nadziej¢ na otrzymanie w wigkszej skali wielu wartosciowych zwigzkoéw 1 substancji




znajdujacych zastosowanie W medycynie, perfumerii lub w przemysle spozywczym, jak
rowniez innych cennych i unikatowych zwigzkdw wystepujacych w przyrodzie w
ograniczonych ilociach, np. zwigzkow terpenoidowych?3,

Terpeny sa bardzo interesujacg grupa zwigzkéw organicznych o réznorodnych
wiasciwosciach smakowo-zapachowych, a takze leczniczych. Wsérdod nich wyrdznia si¢
monoterpeny, lotne substancje wystepujace w olejkach eterycznych wielu roslin. Znanych jest
ponad 400 struktur, ktorych niewielkie roznice w budowie czgsteczek determinujg ich smak,
zapach oraz wilasciwos$ci terapeutyczne. Duze zréznicowanie wilasciwosci monoterpendw
pozwala na praktyczne wykorzystanie ich w roznych dziedzinach przemyshu. Ze wzgledu na
dziatanie przeciwnowotworowe, chemoprewencyjne, antydrobnoustrojowe, przeciwzapalne
czy immunomodulacyjne moga one znalez¢ zastosowanie we wspotczesnej onkologii 1 innych
galeziach medycyny. Ze wzgledu na fakt, Zze najcenniejsze terpeny wystepuja w przyrodzie W
matych ilo$ciach (a ograniczony dostep do materialow roslinnych dodatkowo zwigksza koszty
i decyduje o ich duzej wartosci rynkowej), opracowanie sposoboéw ich wytwarzania w
warunkach laboratoryjnych w oparciu 0 metody biotechnologiczne jest niezwykle istotne.
Dogodng metode stanowi mikrobiologiczna lub biomimetyczna transformacja tanich i fatwo
dostepnych substratow takich jak pinen i limonen. a- i B-pinen pozyskiwany jest z terpentyny,
bedacej produktem ubocznym po przerobie pulpy celulozowej drzew iglastych, z kolei
limonen, ze skorek owocow cytrusowych (najwigcej =znajduje si¢ go w olejku
pomaranczowym). W procesie utleniania tych naturalnych prekursoréw, przy udziale
biokatalizatorow, mozna otrzymaé cenne produkty bioaktywne, np. karwon, mentol, alkohol
perylowy, werbenol, myrtenol. Zwiazki te oprocz wiasciwosci aromatycznych, wykazuja
aktywno$¢ w hamowaniu rozwoju wielu typow nowotwordéw*. Terpeny otrzymane przy
uzyciu biokatalizatorow, cho¢ wytwarzane poza ich naturalnym $rodowiskiem wystepowania,
charakteryzuja si¢ wysoka czysto$cig oraz intensywnym zapachem i moga otrzymac status
,;,haturalnosci”.

Reakcje biotransformacji terpenow, przebiegaja w warunkach tlenowych przy udziale
licznych drobnoustrojow, jednakze maja one W dalszym ciagu charakter podstawowy niz

aplikacyjny. Wynika to zaréwno z toksycznosci monoterpendéw, ich duzej lotnosSci i niskiej

! Pollard, D.J.; Woodley, J.M. Biocatalysis for pharmaceutical intermediates: the future is now. Trends
Biotechnol., 2007, 25, 66-73.

2 Liu, J.H.; Yu, B.Y. Biotransformation of bioactive natural products for pharmaceutical lead compounds. Curr.
Org. Chem., 2010, 14, 1400-1406.

% Balcerzak L., Lipok J., Strub D., Lochynski S. Biotransformations of monoterpenes by photoautotrophic micro-
organisms. J. Appl. Microbiol., 2014, 117, 1523-1536.

* Paduch R., Kandefer-Szerszen M., Trytek M., Fiedurek J. Terpenes — substances useful in human health care.
Arch. Immunol. Therap. Ex. 2007, 55, 315-327.



rozpuszczalnoéci w wodzie, jak rowniez z niestabilnosci stosowanych biokatalizatorow?®.
Dodatkowo dochodzi jeszcze problem niskiego poziomu natlenienia podtozy hodowlanych ze

wzgledu na niska rozpuszczalno$é tlenu w temperaturach od 30-45°C®7.
Zalozenia i cel badan

Straty substratow 1 produktow w procesie biotransformacji mozna czgSciowo
ograniczy¢ obnizajac temperatur¢ procesu. Z tego wzgledu postanowilem kontynuowac
badania nad przeksztalcaniem monoterpendw przez drobnoustroje charakteryzujace si¢
szybkim wzrostem 1 wysokg aktywnoscig enzymatyczng w niskich temperaturach.
Drobnoustrojow o takiej aktywno$ci katalitycznej poszukiwatem wsrod mikroorganizmow
zimnolubnych, do ktérych zaliczane sg psychrofile i psychrotrofy. Niewicle badan
poswiecono analizie biokatalitycznych uzdolnien tych drobnoustrojow w utlenianiu zwigzkow
organicznych w przeciwienstwie 0o mikroorganizméw mezofilnych. W zwigzku z
hydrofobowoscig i hamujgcym wpltywem toksycznych terpenéw na wzrost i fizjologie
mikroorganizméw w kregu moich zainteresowan badawczych znalazty si¢ rowniez
biokatalizatory porfirynowe wykazujace stabilno$¢ i zwiekszong rozpuszczalno$é w uktadach
bezwodnych. Wykazanie kluczowej roli metaloporfiryn w naturalnych procesach redox
zachodzacych przy udziale cytochromu P-450, peroksydaz i katalazy, otworzyto mozliwo$ci
zastosowania zwigzkow porfirynoidowych w obszarze tzw. katalizy biomimetycznej.

Cykl przedstawionych publikacji dotyczy badan nad biotechnologicznymi metodami
przeksztalcania niedrogich prekursorow terpenowych w kierunku wytwarzania cennych
zwigzkéw smakowo-zapachowych.

Cel 1 zagadnienia badawcze bedace przedmiotem prezentowego osiggnigcia
naukowego maja charakter wiclowatkowy i zmierzaly do opracowania wydajnej metody
biotransformacji izomeroéw pinenu przy uzyciu mikroorganizméw psychrotroficznych oraz
katalizatorow porfirynowych. Z naukowego punktu widzenia, w celu wzbogacenia wiedzy na
temat wlasciwo$ci biomimetycznych naturalnych i1 syntetycznych porfiryn oraz wlasciwosci
biokatalitycznych mikroorganizméw zimnolubnych, istotnym bylo takze okreslenie

mechanizméw 1 czynnikdw wplywajacych na aktywno$¢ badanych biokatalizatorow oraz na

> Schewe H., Mirata M.A., Holtmann D., Schrader J., Biooxidation ofmonoterpenes with bacterial
monooxygenases. Process Biochem. 2011, 46, 1885-1899.

® Krings U., Berger R.G. Biotechnological production of flavors and fragrances. Appl. Microbiol. Biotechnol.
1998, 49, 1-8.

" Bicas J.L, Dionisio A.P., Pastore G.M. Bio-oxidation of terpenes: an approachfor the flavor industry. Chem.
Rev. 2009, 910 4518-4531.



wydajnos¢ reakcji biotransformacji. Celem o znaczeniu aplikacyjnym bylo opracowanie
biotechnologicznych sposobow oksydacji a- i B-pinenu w kierunku zwigkszenia wydajnosci
produktow o interesujacych wilasciwosciach biologicznych znajdujacych zastosowanie w

przemysle spozywczym, farmaceutycznym oraz perfumeryjnym.

WYNIKI

W pierwszym etapie badan wykonalem szczegdlowa analizg aktywnosci
wyselekcjonowanych szczepow psychrotroficznych (temp. w zakresie 4-25°C) w kierunku
utleniania wybranych terpendéw [R-(+)-limonen, a- i B-pinen, a- i y-terpinen]. Wyniki tych
badan zaprezentowalem na miedzynarodowym kongresie FEMS w Goteburgu®. W
doswiadczeniach wykorzystalem nastepujace gatunki grzybow nitkowatych (wyizolowanych
z probek gleby ze Spitzbergenu): Mortierella minutissima 01, M. alpina 22, Penicillium
chrysogenum 9, Chrysosporium pannorum A1°. Przeprowadzona przeze mnie analiza
produktow biotransformacji technikg chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig
mas (GC-MS), z wykorzystaniem dostepnych bibliotek widm masowych (NIST, MassFinder)
wykazata, ze szczepy te charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cig biokatalityczng oraz
regioselektywnoscia w utlenianiu monoterpenéw. W zalezno$ci od stosowanego gatunku
grzyba uzyskiwalem zasadniczo rézny profil  produktow.  Najaktywniejszymi
biokatalizatorami w procesie utleniania limonenu okazaty si¢ Mortierella minutissima 01 i
Chrysosporium pannorum Al. Z uzyciem pierwszego SzCzepu otrzymano najwyzsze stezenie
alkoholu perylowego, za$ drugiego szczepu, nicokreslonego terpenoidu, ktory jest nieznanym
dotad produktem utleniania limonenu, aczkolwiek wystepuje naturalnie w olejkach
eterycznych roslin z rodziny werbenowatych (Caryopteris clandonensis, C. mongolica and C.
incana).

Analiza ekstraktow pohodowlanych wykazata takze, ze grzyby Mortierella alpina 22
or C. pannorum Al katalizuja reakcj¢ hydroksylacji wegla w pozycji C-4 czasteczki a-pinenu
do trans-werbenolu i nastepnic do werbenonu. Ponadto w filtratach pohodowlanych
zidentyfikowano jeszcze w duzo mniejszych st¢zeniach: tlenek a-pinenu, trans-karweol (M.
alpina 22) i trans-pinokarweol (C. pannorum Al). Z kolei hydroksylacja o-pinenu przy
uzyciu Mortierella minutissima 01 zachodzi w pozycji C-10, z utworzeniem myrtenolu i

kwasu myrtenowego. Gtownymi produktami biotransformacji B-pinenu przez C. pannorum

8 Trytek M., Fiedurek J., Skowronek M. Psychrotrophic fungi as catalysts for the oxidation of monoterpenes. 3rd
Congress of European Microbiologists FEMS, Gothenburg, Sweden June 28-July 2, 2009, p. 101.

® Fiedurek J., Gromada A., Stomka A., Kornitowicz-Kowalska T., Kurek E., Melke J. Catalase activity in Arctic
microfungi grown at different temperatures. Acta Biol. Hung. 2003 54, 105-112.



Al (oraz Mortierella alpina 22) byt trans-pinokarweol oraz dwa inne nieokreslone zwiazki
terpenowe. W przypadku szczepu M. minutissima 01, jako gldéwne produkty biotransformacji
otrzymatem cis-myrtanol, kwas myrtanowy (i dodatkowo jeden nieznany zwiagzek). Wsrod
produktow biotransformacji a- i B-terpinenu zidentyfikowaltem terpinen-7-al i 1,8-cineol,
jednakze reakcja ta przebiegala z duzo nizszg wydajnosciag w poréwnaniu do biokonwersji
limonenu i obu izomerow pinenu. Z tego wzgledu w kolejnych doswiadczeniach
skoncentrowalem si¢ na biotransformacji o i B-pinenu z udzialem C. pannorum Al i
optymalizacji wydajnosci tego procesu. Ponadto w obu uktadach biokatalitycznych
otrzymatem bardzo interesujace zwigzki, takie jak: werbenol - wykazujacy wysoka aktywno$é
przeciwnowotworowg i werbenon — aktywny sktadnik wielu olejkow aromatycznych. Zwigzki
te wystepuja w olejkach roslin m.in., Hyssopus officinalis (hyzop lekarski), Rosmarinus
officinalis (rozmaryn lekarski), Verbena triphylla (werbena cytrynowa), jednakze w bardzo
matych ilosciach.

Podsumowujgc, badania te potwierdzity, zZe analizowane szczepy psychrotroficzne sg
obiecujgcymi biokatalizatorami utleniania terpenéw. Pomimo tego, ze srodowisko naturalne
tych mikroorganizméw nie jest bogate w zwigzki terpenowe to, najprowdopodobniej wskutek
kumulowania si¢ w strefie podbiegunowej coraz wigkszej ilosci roznych ksenobiotykow,
grzyby te wyksztalcity systemy enzymatyczne umozliwiajgce wykorzystanie terpenéw jako
alternatywnego zrodla wegla 1 energii w warunkach ograniczonego dost¢pu do tatwiej
przyswajalnych substratow.

W kolejnym etapie bralem udzial w badaniach majacych na celu opracowanie
wydajnej biokonwersji a-pinenu do trans-werbenolu i werbenonu z uzyciem nieopisanego
jeszcze rodzaju biokatalizatora - psychrotroficznego grzyba Chrysosporium pannorum [O6].
W wyniku doboru podioza i obrotow mieszadta okreslitem najkorzystniejsze warunki hodowli
grzyba w podlozach pltynnych (w temp. 20°C) dla uzyskania odpowiedniej formy
morfologicznej biokatalizatora w postaci matych regularnych peletow o $rednicy 1-2 mm.
Rozmiary peletow, ksztalt, czy stopien ich upakowania s3 waznymi parametrami
morfologicznymi grzybéw wptywajacymi na efektywnos$¢ procesu biotechnologicznego i
poprawe biodostepnosci hydrofobowego substratu oraz tlenu do biokatalizatora. Wykazatem,
ze wydajno$¢ biokatalizy w obecnos$ci toksycznego substratu jest skorelowana z szybkoscia
zuzycia tlenu z podloza przez grzybni¢. Dzigki temu mozliwe bylo okreslenie czasu dodatku
a-pinenu do hodowli (po 72 h), przy jednoczesnym zminimalizowaniu jego toksycznego
wplywu na grzybnie 1 ograniczeniu efektu hamujacego jej aktywnos$¢ metaboliczng.

Stwierdzono, ze grzybnia w fazie wzrostu logarytmicznego (24-62 h) charakteryzuje sie¢



ponad 2-krotnie wyzsza aktywnos$cig niz w fazie stacjonarnej (62-84 h), co Kkoreluje ze
spadkiem aktywnosci oksygenaz, ktérag obserwowano u mikroorganizmow mezofilnych
osiagajacych faze stacjonarng wzrostul®t!2, Warto podkreslié, ze optymalny czas
biokonwersji pinenu (od 1 do 3 dni) przy uzyciu tego psychrotrofa jest krotszy niz przy
zastosowaniu grzybéw mezofilnych z rodzaju Aspergillus, Candida, Hormonema czy
podstawczakow Pleurotus sapidus. Biokatalizator ten wykazuje wysoka aktywno$¢ w
zakresie temperatur od 10 do 20°C, ktora gwaltownie spada po przekroczeniu 25°C.
Zaobserwowano, ze w temp. 15°C, wraz z ograniczeniem przyrostu biomasy, wzrasta
wydajnos$¢ produktéw biotransformacji (wyrazona w 1acznej ilosci zwigzkow wytworzonych
przez 1 g suchej masy grzybni). Prawdopodobnie ma to zwigzek z konkurencja migdzy
metabolizmem podstawowym (mianowicie migdzy procesami biosyntezy glownych
sktadnikéw komoérkowych) a hydroksylacjg substratu o dostgp do puli zredukowanych
nukleotydow: NADPH> i NADH2, ktore pelig role kofaktorow monooksygenaz
odpowiedzialnych za oksydatywna biotransformacje®®.

W wyniku optymalizacji warunkoéw utleniania a-pinenu z uzyciem szczepu C. pannorum
uzyskano najwyzszq wydajnosé¢ trans-werbenolu (722 mg/L) i werbenonu (176 mg/L) sposrod
znanych dotychczas systemow biotransformacji terpenéw. Specyficzna wydajnos$é tej
biotransformacji jest ok 20-krotnie wyzsza w poréwnaniu z wydajnoscia tej samej reakcji
katalizowanej przez mezofilne bakterie Pseudomonas sp. Znaczny wzrost wydajnosci
produktow byt mozliwy dzieki ustaleniu optymalnej dawki a-pinenu uzaleznionej od wieku
grzybni, okresleniu czasu i Obnizeniu temperatury biokonwersji oraz opracowaniu
sekwencyjnego dodatku substratu do podioza. Przetestowano dwa warianty sekwencyjnego
dodatku a-pinenu do podtoza w czasie inkubacji C. pannorum. Stwierdzono, ze stopniowy
jego dodatek w stezeniach 0,2% po 24 h inkubacji a nastepnie 0,3, 0,5 1 0,5% odpowiednio po
36, 48 1 60 h okazal si¢ skutecznym sposobem zwigkszenia aktywnos$ci badanej grzybni (o
44%) jak 1 wydajnosci produktow biotransformacji (niemal 2-krotnie) w pordéwnaniu z
jednorazowym podaniem substratu w dawce 1,5% (v/v). Odpowiedni sposob dozowania
substratu przyczynit si¢ prawdopodobnie do dalszego ograniczenia toksycznego efektu i

stworzenia warunkow dla adaptacji grzyba do wzrastajacego stezenia a-pinenu, co moze

19 Tan Q., Day D.F., Cadwallader K.R. Bioconversion of (R)-(+)-limonene by P. digitatum (NRRL 1202).
Process Biochem. 1998, 33, 29-37.

11 Buhler B., Witholt B., Hauer B., Schmid A. Characterization and application of xylene monooxygenase for
multistep biocatalysis. Appl Environ Microb. 2002, 68, 560-568.

12 Walton A.Z., Steward J.D. Understanding and improving NADPH-dependent reactions by nongrowing
Escherichia coli cells. Biotechnol Progr. 2003, 20, 403-411.

13 Kuhn D., Blank L.M., Schmid A., Buhler B. Systems biotechnology—rational whole-cell biocatalyst and
bioprocess design. Eng Life Sci. 2010, 10, 384-397.



wigza¢ si¢ z indukcja enzymow zaangazowanych w jego oksydatywna biotransformacje.
Wyniki tych badan byly waznym osiagnigciem zar6wno od strony naukowej jak i praktyczne;.
Na proponowane rozwigzanie uzyskano patent, a wyniki opublikowano w uznanym
czasopismie biotechnologicznym Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology [O6].

Przeprowadzone badania potwierdzily, ze mikroorganizmy psychrofilne cechuje
wzglednie wysoka tolerancja wzgledem niekorzystnych warunkow $rodowiskowych
zwigzanych z obecnos$cig terpendéw. Ze wzgledu na duza zdolno$¢ adaptacyjng, musialy
wyksztalci¢ mechanizmy chronigce je przed naglymi zmianami $rodowiskowymi. Poznanie
mechanizméw adaptacyjnych do okreslonych stresow moze zminimalizowa¢ ich negatywne
skutki, a nawet przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia wydajnosci syntetyzowanych przez te
drobnoustroje waznych metabolitow. Z danych literaturowych wynika, ze w regioselektywnej
reakcji biokonwersji terpenow katalizowanej przez grzyby wazng rolg odgrywaja wolne
rodniki'4, ktore wedlug mojej opinii, tacznie z toksycznym substratem stwarzaja warunki
stresogenne dla grzybni. Moga one odgrywaé pewng role w przystosowaniu si¢ grzybni do
toksycznych terpenéw. Powyzsze fakty byly inspiracjg do okre$lenia wplywu abiotycznych
czynnikow stresowych na biotransformacje a-pinenu [O7]. Chociaz istnieje wiele danych na
temat mechanizmow regulacji w odpowiedzi na okreslone stresy srodowiskowe oraz znane sg
liczne przyktady wykorzystania np. stresu osmotycznego, pH czy oksydacyjnego do produkcji
metabolitow pierwszorzedowych jak i drugorzedowych!>161718.1% ‘niewiele wiadomo na temat
roli stresow abiotycznych 1 odpowiedzi drobnoustrojow na takie warunki w procesach
biokonwersji toksycznych zwigzkow organicznych.

Analiza wydajnosci produktow biotransformacji oraz pomiar ogodlnej aktywnos$ci
metabolicznej mierzonej szybkos$cia zuzycia tlenu przez psychrorofa C. pannorum wykazaty,
ze warunki stresowe (stres rozpuszczalnikowy, pH i termiczny) maja negatywny wptyw na

metabolizm grzybni. Jednakze w wyniku ich odpowiedniej kontroli, mogg takze przyczynic

14 Krings U., Lehnert N., Fraatz M., Hardebusch B., Zorn H., Berger RG. Autoxidation versus biotransformation
of a-pinene to flavors with Pleurotus sapidus: regioselective hydroperoxidation of a-pinene and stereoselective
dehydrogenation of verbenol. J Agric Food Chem. 2009, 57, 9944-9950.

15 varela C.A., Baez M.E, Agosin E. Osmotic stress response: quantification of cell maintenance and metabolic
fluxes in a lysine-overproducing strain of Corynebacterium glutamicum. Appl. Environ. Microbiol. 2004, 70,
4222-4229.

16 Fiedurek J. Production of Aspergillus niger catalase under various stress conditions. Acta Microbiol. Polon.
2000, 49, 43-49.

17 Skowronek M., Fiedurek J. Selection of biochemical mutants of Aspergillus niger resistant to some abiotic
stresses with increased inulinase production. J. Appl. Microbiol. 2003, 95, 686—692.

18 Feehily C., Karatzas K.A. Role of glutamate metabolism in bacterial responses towards acid and other stresses.
J. Appl. Microbiol. 2013, 114, 11-24.

19 Wei X., Tian G., Ji Z., Chen S. A new strategy for enhancement of poly-y-glutamic acid production by
multiple physicochemical stresses in Bacillus licheniformis. J. Chem. Technol. Biotechnol. 2015, 90, 709-713.



si¢ do zwigkszenia aktywnosci biokatalitycznej grzybni. Stwierdzono, ze uzycie niektérych
czynnikow stresowych (stres rozpuszczalnikowy i stres pH) wobec grzybni psychrotroficznej
przed procesem biotransformacji, pozwala na zwickszenie jej aktywnosci w procesie
utleniania a-pinenu. Wykorzystanie grzybni po stresie kwasowym i alkalicznym (w pH 2,0 i
pH 10,0) w biotransformacji umozliwito znaczacy przyrost wydajnosci produktow (0 blisko
50%), w poréwnaniu do grzybni kontrolnej (pH 5,6) nie poddanej stresowi. Podobng
wydajnos¢ (1,5-krotny przyrost w przeliczeniu na 1 g biomasy) otrzymano dla glownych
produktow biotransformacji: werbenolu i werbenonu. Niewielki wzrost wydajnosci
biokonwersji odnotowano w przypadku stresu rozpuszczalnikowego (1 h) przy uzyciu
dioksanu, chloroformu i etanolu, w stgzeniu 20%. Zauwazono jednoczesny spadek iloéci
poddanej stresom abiotycznym biomasy oznaczonej po procesie biotransformacji. Moze mie¢
to zwigzek z wydtuzonym czasem generacji komorek podczas ich adaptacji do naglych zmian
hydrofobowosci i kwasowosci $rodowiska, co zaobserwowano w przypadku drozdzy
Debaromyces hansenii?®. Z drugiej strony wykazano, ze spadek iloéci biomasy jest wynikiem
dlugotrwalego stresu rozpuszczalnikowego prowadzacego do jej lizy. Swiadczyt o tym
drastyczny wzrost zawartosci biatka (oznaczonego metodg Bradforda) w podiozu po 1-h
inkubacji z rozpuszczalnikami organicznymi. Powyzsze obserwacje sugerowaly celowos¢
skrocenia czasu ekspozycji grzybni na rozpuszczalniki. W odpowiedzi na skrocony do 15
minut stres dioksanem uzyskano prawie 2-krotny przyrost aktywnosci biokonwersji przy
zahamowaniu wzrostu i zmniejszeniu ilosci nieaktywnej biokatalitycznie biomasy w
porobwnaniu z grzybnig kontrolng. Do najbardziej istotnych zmian w aktywno$ci
metabolicznej grzybni poddanej stresowi temperaturowemu (50-60°C), nalezy zmiana profilu
produktow biotransformacji, t.j. znaczacy wzrost koncentracji ubocznego produktu (trans-
pinokarweolu), ktoremu towarzyszyl rownoczesny spadek stezenia gidéwnych produktow
reakcji. Podobny wynik uzyskatem z wykorzystaniem dioksanu, etanolu i chloroformu, jako
czynnikow stresowych. Najwyzszy przyrost wydajnosci trans-pinokarweolu (10-krotny)
otrzymano w efekcie zwigkszenia temperatury inkubacji z 40 do 50°C. W przypadku
zastosowania w.w. rozpuszczalnikow wydajnos¢ tego produktu byta ponad 6-krotnie wyzsza
w poréwnaniu z kontrolg. Moze mie¢ to zwigzek ze zmiang regioselektywnosci oksygenaz
badz aktywacja w tych warunkach enzymow przeksztalcajacych werbenol i werbenon. Dzigki
tym badaniom wykazano, zZe efektywnos¢ biotransformacji zalezy w duzym stopniu od

oddzialywania biokatalizatora ze stresami srodowiskowymi, ktore mogq przyczynic¢ sie do

20 Turk M., Montiel V., Zigon D., Plemenitas A., Ramos J. Plasma composition of Debariomyces hansenii
adapts to changes in pH and external salinity. Microbiol. 2007, 153, 3586—3592.



zwigkszenia zarowno wydajnosci powstajgcych produktow biotransformacji, jak tez stwarzajg
mozliwos¢  otrzymywania nowych. Dla zwigkszenia wydajnosci katalizowanych przez
drobnoustroje reakcji oprocz okreslenia roli abiotycznych czynnikow stresowych w reakcjach
biotransformacji duze znaczenie mogg mie¢ pewne modyfikacje i optymalizacja warunkow
stresowych, takich jak czas ekspozycji komorek na stres [O7].

Ze wzgledu na hydrofobowe i cytotoksyczne wlasciwosci terpendw swoja uwage
skupitem rowniez na poszukiwaniu biokatalizatorow wykazujacych stabilnos$¢ i zwigkszong
rozpuszczalno$¢ w ukladach niewodnych. Z moich wczesniejszych badan nad
biotransformacja limonenu wynika, ze wlasciwym kierunkiem usprawniajacym reakcje
oksydatywnej biokonwersji jest uzycie w tym celu porfiryn w roli katalizatorow
biomimetycznych. Uktady porfirynowe stanowigce centra aktywne peroksydaz i
cytochromow P450 odgrywaja kluczowa rolg w naturalnym procesie utlenienia terpenow i
innych weglowodorow przy uzyciu tlenu czasteczkowego. Dlatego tez, syntetyczne zwigzki
porfirynoidowe sg szeroko badane jako analogi enzyméw zaangazowanych w reakcje
biotransformacji réznorakich zwigzkéw chemicznych; zaréwno pod katem wyjasnienia
mechanizméw dziatania i funkcji enzymow, jaki i zwigkszenia wydajnosci katalizowanych
przez nie reakcji?t?22,

W zwigzku z tym, postanowitem najpierw okresli¢ potencjat biokatalityczny chloryn,
naturalnych pochodnych porfiryn, ktore zastosowalem w charakterze zwigzkéw imitujgcych
dziatanie naturalnych enzymow z klasy oksydoreduktaz [O2]. W tym celu wyizolowane (we
wspolpracy z Zakladem Fizjologii Roslin UMCS) z lisci szpinaku barwniki fotosyntetyczne
(chlorofile i feofityny) przebadano pod katem aktywno$ci biokatalitycznej w reakcji
utlenienia a-pinenu i jego izomeru B- w roztworze dioksanu i chloroformu. Wykazano, ze
reakcja ta zachodzi w obu rozpuszczalnikach w obecnosci $wiatta widzialnego w tagodnych
warunkach (temp. 20-25°C). Glownymi produktami utlenienia a-pinenu byty: pinokarwon,
trans-pinokarweol, myrtenal oraz trzy inne nieznane zwiazki poboczne; z kolei oksydacja -
pinenu data odmienny profil produktow, przy czym w przewazajacej ilosci otrzymano
myrtenal. W wyniku biotransformacji a-pinenu uzyskano tgcznie ok. 4,5 g/L produktow w

czasie 24 h. Dzieki wspoOtpracy z Zakltadem Chemii Nieorganicznej UMCS mozliwe bylo

21 Bernadou J.; Meunier B. Biomimetic chemical catalysts in the oxidative activation of drugs. Adv. Synth.
Catal., 2004, 346, 171-184.

22 parton R.F., Vankelecom I.F., Casselman M.J., Bezoukhanova C.P., Uytterhoeven J.N., Jacobs P.A. An
efficient mimic of cytochrome P-450 from a zeolite-encaged iron complex in a polymer membrane. Nature,
2004, 370, 541-544.

2 Guo C.C., Liu X.Q., Liu Q., Liu Y., Chu M.F., Lin W.Y. First industrialscale biomimetic oxidation of
hydrocarbon with air over metalloporphyrins as cytochrome P-450 monooxygenase model and its mechanistic
studies. J. Porphyr. Phthalocyanines, 2009, 13, 1250.



zbadanie mechanizmu tej reakcji. Analiza widm fluorescencji, ktora przeprowadzitem w
zakresie bliskiej podczerwieni wykazata, ze w reakcji biotransformacji uczestniczy
generowany w trakcie na$wietlania ukladu tlen singletowy (*O2), jako jedna z reaktywnych
form tlenu (ROS). W wyniku kolejnych badan z uzyciem zmiataczy wolnych rodnikoéw
(BHT, Trolox) dowiodlem, ze w reakcji biotransformacji biorg takze udzial wolne rodniki
tlenowe. Zastosowanie dodatkowych utleniaczy (nadtlenek tert-butylu) nie mialo istotnego
wplywu na wydajnos$¢ reakcji, zarowno w ciemni jak i na $wietle. Ponadto na podstawie
wykonanych przez prof. Marka Majdana (Wydziat Chemii, UMCS) obliczen kinetyki reakcji
katalizowanej przez cztery barwniki porfirynowe, okre§lono rzedowos¢ reakcji
biotransformacji pinenu (reakcja 1-go rzedu). Te informacje w zestawieniu z analiza (GC\MS)
poszczegdlnych produktéw oraz analiza zmian intensywnosci pasma emisji 102 (bez i w
obecnosci pinenu) umozliwity mi okreslenie najbardziej prawdopodobnego mechanizmu tego
procesu [O2].

Dzieki analizie dynamiki reakcji wykazatem ponadto, ze feofityny a i b (pozbawione
jonu magnezu) cechuja si¢ wyzszg niz chlorofile aktywnoscig biokatalityczng (TTN - total
turnover number, wyrazong w liczbie moli produktow wytworzonych z udzialem 1 mola
barwnika) a takze stabilno$cig wobec reaktywnych form tlenu. Pomocna w tym byta
szczegotowa analiza widm absorpcji i emisji barwnikow monitorowanych w obecnosci
terpendw 1 przy ich braku w roztworach po kolejnych etapach na$wietlania. Chlorofile i
feofityny majg charakterystyczne pasma absorpcji UV-Vis i emisji. Chlorofile a i b posiadajg
pasmo Soreta przy 431 i 460 nm, pasmo Q przy 665, 647 nm i wykazujg maks. fluorescencji
przy 672 and 651 nm, zas pasma feofityny a i b widoczne sg odpowiednio: Soreta przy 414 i
440 nm i Q przy 668 i 656 nm, a maks. emisji przy 676 i 660 nm. Stopniowy spadek
intensywnos$ci tych pasm, zaobserwowany podczas 24 godzinnego naswietlania zar6wno
uktadéw zawierajacych a-pinen, jak i bez jego dodatku, $wiadczy o negatywnym wplywie
$wiatla na czasteczki badanych biokatalizatorOw. Przesunigcia pasm na widmach w czasie
biotransformacji o -pinenu, dodatkowo wskazuja na zmiany jako$ciowe w badanych
uktadach, co wigze si¢ ze zmiang struktury czasteczek prowadzacych do ich rozktadu. Z
analizy tych widm wynika, ze feofityna a jest najbardziej stabilna, za$ chlorofil b najtatwiej
ulega wplywom warunkow prowadzonej reakcji utleniania. Wykazano wigkszg fotostabilno$¢
katalizatorow chlorofilowych w uktadach nie zawierajacych a-pinenu, niz w ukladach z jego
udziatlem, przy czym na podstawie analizy widm wzbudzenia i emisji mozna sadzié, ze
obecnos¢ produktéw biotransformacji wplywa na stabilizacje przejsciowych produktow

rozpadu chlorofili. Z kolei w przypadku feofityn nie odnotowano zalezno$ci pomigdzy



degradacja barwnika i obecno$cig produktow reakcji biotransformacji. Stwierdzono, ze
przebieg fotodegradacji chlorofilu a i chlorofilu b moze zachodzi¢ réznymi szlakami, co daje
informacje na temat ewentualnych miejsc modyfikacji tych naturalnych molekutl, ktore
prowadzityby do zwigkszenia ich stabilnosci. Fotodestrukcja badanych biokatalizatorow
spowodowana byla najprawdopodobniej rozpadem pier§cienia porfirynowego w pozycji C5
lub/oraz wigzania podwojnego w tancuchu fitolowym

Badania wskazuja takze, ze efektywnos¢ biokatalityczna chlorofili 1 feofityn zalezy

od ich stgzenia; jego wzrost powoduje spadek aktywnosci tych porfiryn. Na podstawie analizy
widm wzbudzenia badanych ukladéw stwierdzono, ze prawdopodobnie nastepuje to w
wyniku aglomeracji czasteczek, ktora powoduje czesciowe wylaczenie centrow aktywnych z
reakcji. Dlatego istotny dla zwiekszenia wydajnosci biotransformacji jest dobor
odpowiedniego stosunku molowego substratu do katalizatora.
Po raz pierwszy uzyto chlorofile oraz feofityny w roli biokatalizatoréw reakcji utleniania o- i -
pinenu, Wykazano udziat tzw. tlenu singletowego i wolnych rodnikéw w tym procesie, oraz
stwierdzono wyzszq fotostabilnos¢ |\ wydajnosé biokatalityczng feofityn w poréwnaniu 2z
chlorofilami. Badania wskazaly, ze wsérdd naturalnych porfiryn mozna poszukiwac
katalizatorow biomimetycznych o zrdéznicowanych wilasciwosciach katalitycznych i opornosci
na czynniki oksydacyjne.

W zwiagzku z tym kolejng naturalng porfiryng, ktorg wykorzystano w badaniach nad
kataliza biomimetyczna o-pinenu byta protoporfiryna I1X (PPIX). Zelazoprotoporfiryna IX jest
grupa prostetyczng cytochromu P-450. Majac na uwadze stabg rozpuszczalno$¢ PPIX i
wrazliwos$¢ tego typu biokatalizatorow na ROS, celem byla modyfikacja tej porfiryny w
kierunku otrzymania fotokatalizatora charakteryzujacego si¢ dobra rozpuszczalno$cig w
rozpuszczalnikach organicznych oraz zwiekszong stabilno$cig fotochemiczng. Dzieki
nawigzanej wspolpracy z prof. dr hab. D. Gryko z Instytutu Chemii Organicznej PAN,
uzyskano nowy zwigzek PP(Lys-OMe). o nazwie ester dimetylowy 8,13-diwinylo-3,7,12,17-
tetrametylo-2,18-bis[3-(N6-tert-butoksykarbonylo-lizyno-karbonylo)etylo)porfiryny, w
wyniku przylaczenia estru metylowego lizyny do czasteczki protoporfiryny IX [OA4].
Dokonano charakterystyki strukturalnej otrzymanej pochodnej za pomoca technik
spektroskopowych: NMR, IR i UV-Vis. Wykazano, ze charakteryzuje si¢ ona bardzo dobrg
rozpuszczalno$cia w rozpuszczalnikach organicznych i znacznie wigkszg odpornoscig na
dziatanie $wiatla widzialnego, w stosunku do wyjsciowej porfiryny. Przejawialo si¢ to
znacznie mniejszym spadkiem absorbancji i intensywnosci emisji badanego zwiazku w

poréwnaniu do PPIX pod wptywem naswietlania roztworéw w DMSQO. Poréwnanie zdolno$ci



absorpcyjno-emisyjnych wskazato rowniez na fakt, iz przeprowadzona modyfikacja nie
obnizyta wzglednej wydajnosci kwantowe] otrzymanego katalizatora. Przelozylo si¢ to
zarowno na zachowanie jego wilasciwosci fluorescencyjnych, jak i na wysoka aktywno$é
fotokatalityczng. Po raz pierwszy okreslono optymalne stezenie biokatalizatora (7,5%10° M)
dla reakcji fotoutleniania terpenu, na podstawie najwyzszej intensywno$ci pasma
odpowiadajacego fosforescencji 'Oz (1280 nm), wygenerowanego wskutek wzbudzenia
porfiryny $wiatlem o Aexc= 410 nm. W wyniku przeprowadzonej reakcji utleniania a-pinenu
otrzymano wodoronadtlenek pinenu oraz pinokarwon, trans-pinokarweol i myrtenal z
efektywnoscig katalityczng TTN roéwng 4969,1 po 30 h reakcji.

Istotnym problemem w zastosowaniu biomimetycznych uktadow porfirynowych w
procesach przemystowych, oprocz dos$¢ niskiej stabilnosci porfiryn wobec czynnikow
utleniajgcych, jest ich niska regioselektywnos$¢, oraz trudno$é¢ z reizolacjg i powtdornym ich
wykorzystaniem. Z danych literaturowych wynika, ze na poprawg stabilnosci tych
katalizatorow, a takze regioselekytwnosci, nierzadko wplywa ich immobilizacja w réznych
materialach organicznych i nieorganicznych?2>26:27  Dlatego istotng czescia moich badan
byla proba immobilizacji porfiryn. We wspolpracy z zespotem prof. M. Majdana,
przeprowadzono pomyslnie proces enkapsulacji amidowej pochodnej PPIX w matrycy
krzemionkowej technikg zol-zel. Wybor zelu krzemionkowego, jako nosnika dla
immobilizacji  porfiryn, podyktowany byt jego  korzystnymi  wiasciwosciami:
transparentno$cig dla promieniowania widzialnego, mozliwo$cig kontroli porowatosci, a
takze wzglednie fatwym sposobem jego otrzymywania w tagodnych warunkach. W metodzie
zol-zel, ktorej istotg jest przeprowadzenie w temperaturze pokojowej serii reakcji hydrolizy i
polikondensacji alkoholanow wielu metali, zastosowano tetraetoksysilan w roli prekursora
krzemionki. Otrzymany na tej drodze material stanowi zlozong struktur¢ zawierajaca
polaczone ze sobg pory, utworzone przez trojwymiarowa sie¢ krzemionkowsg. Poprzez pomiar
widm absorpcji, emisji i wzbudzenia monitorowano caly proces tworzenia interkalowanego

porfiryng zelu. Dzigki temu zaobserwowano silne oddziatywanie badanego zwiazku z

24 Bedioui F. Zeolite-encapsulated and clay-intercalated metal porphyrin, phthalocyanine and Schiff-base
complexes as models for biomimetic oxidation catalysts: an overview. Coord. Chem. Rev., 1995, 144, 39-68.

25 Skrobot F.C., Valente A.A., Neves G., Rosa I., Rocha J., Cavaleiro, J.A. Oxidation of aromatic monoterpenes
with monoterpenes oxidation in the presence of Y zeolite-entrapped manganese(lll) tetra(4-Nbenzylpyridyl)
porphyrin. J. Mol. Catal. A Chem., 2003, 201, 211-222.

% Griesbeck A., El-ldreesy T. Solvent-free photooxygenation of 5-methoxyoxazoles in polystyrene
nanocontainers doped with tetrastyrylporphyrine and protoporphyrine-1X. Photochem. Photobiol. Sci., 2005, 4,
205-209.

2" Huang G., Guo C.C., Tang S.S., Catalysis of cyclohexane oxidation with air using various chitosan-supported
metallotetraphenylporphyrin complexes. J. Mol. Catal. A Chem., 2007, 261, 125-130.



otaczajaca siecig krzemionki, szczegdlnie w koncowym etapie procesu zol-zel, objawiajace
si¢ protonowaniem jego czasteczek, utworzeniem formy dikationu i ich aglomeracja.
Ostatnim etapem badan bylo zastosowanie unieruchomionej pochodnej amidowej
protoporfiryny IX w postaci zelu krzemionkowego, w oksydatywnej transformacji a-pinenu.
W trakcie reakcji nie zaobserwowano wymywania si¢ porfiryny z poréw krzemionki, co
potwierdza przydatno$¢ metody zol-zel dla immobilizacji biokatalizatorow porfirynowych. Z
drugiej strony, unieruchomiona porfiryna PP(Lys-OMe)./SiO, wykazata 36-krotnie nizsza
aktywnos$¢ biokatalityczng w poréwnaniu z porfiryng w uktadzie homogenicznym,
prawdopodobnie w skutek obnizonej zdolnosci zaglomerowanych w krzemionce czasteczek
PP(Lys-OMe). do generowania reaktywnych form tlenu i ograniczenia dostepnos$ci substratu
do centrum katalitycznego.

Wykazano, ze mozliwa jest modyfikacja naturalnych  porfiryn  podstawnikami
aminokwasowymi w kierunku otrzymania katalizatora biomimetycznego charakteryzujgcego
sie wyzszq fotostabilnoscig. Otrzymana z duzqg wydajnoscig amidowa pochodna PPIX
zachowuje przy tym wysokq aktywnos¢ w fotoutlenianiu terpenow. Pomyslnie
przeprowadzona immobilizacja jej czgsteczek w matrycy krzemionkowej metodg zol-zZel
pozwala na stwierdzenie, Ze metoda ta jest odpowiednia dla unieruchamiania
biokatalizatoréow porfirynowych. Jednakze obnizenie aktywnosci biokatalitycznej PP(Lys-
OMe), (w przeciwienstwie do fluorescencji) w SiO2 wskazuje na konieczno$¢ dalszej
modyfikacji PPIX lub zbadania wpltywu immobilizacji w SiO2 na aktywnos¢ innych porfiryn
posiadajgcych rozne podstawniki w makrocyklu porfirynowym.

W kolejnym etapie [O5] wspolnie z mgr A. Lipke (Wydzial Chemii, UMCS)
sprawdzono mozliwo$¢ zimmobilizowania chlorofilu w matrycy krzemionkowej pod katem
poprawy jego stabilnosci fotochemicznej. Okreslitem ponadto, wydajnos¢ katalityczng
otrzymanego w ten sposob biokatalizatora (w formie sproszkowanej) w zalezno$ci od st¢zenia
jego czasteczek w zelu krzemionkowym, poniewaz jak wskazano w badaniach [O2] parametr
ten jest istotny dla zwickszenia efektywnosci reakcji biotransformacji.

Analiza spektralna zeli krzemionkowych, dotowanych wyciggiem chlorofilowym z
lisci szpinaku, wykazala obecno$¢ czasteczek chlorofilu w tworzonym si¢ zelu
krzemionkowym. Jednakze w dalszych etapach dojrzewania Zelu, przesunigcia
charakterystycznych dla tego barwnika pasm absorbcji i emisji wskazywaly na odziatywanie
jego czasteczek z krzemionka i stopniowe przeksztalcanie si¢ chlorofilu a w feofityne a.
Nastapilo to poprzez wymiang jonéw magnezowych chlorofilu na protony pochodzace

prawdopodobnie z kwasnych grup silanolowych krzemionki. Wykazano, ze stezenie



chlorofilu ma istotny wplyw na tworzenie si¢ dimeréow i wyzszych aglomeratow w
krzemionce. Analiza zalezno$ci absorbancji chlorofilu i feofityny od stezenia (w zakresie od
10 do 2,2 x10° M) oraz wykonane we wspolpracy z prof. M. Majdanem obliczenia stalych
dimeryzacji chlorofilu i feofityny (Kdim) (na podstawie otrzymanych widm absorbcji prob)
sugerujg przewage form dimerycznych feofityny nad monomerami w alkozelu. Dzigki
analizie spektralnej mozliwe bylo wybranie 2 prob z obnizong aglomeracja chlorofilu i
feofityny do przeprowadzenia reakcji utlenienia a-pinenu w chloroformie. Przy uzyciu
analizy GC-FID, odnotowano ponad 2-krotnie wyzszg aktywno$¢ w przypadku
biokatalizatora z wicksza zawartoscia wyjsciowa czasteczek chlorofilu Chl-2/SiO; (2,1 x 1078
moli) w poréwnaniu z krzemionka o nizszej zawartosci barwnika Chl-1/SiO, (8,9 x 107
moli). W probie kontrolnej bez chlorofilu, ktorg stanowit sproszkowany zel krzemionkowy,
wykryto jedynie $ladowe ilosci produktéw terpenoidowych. Wyniki te byly zbiezne z
uzyskanymi sygnatami fosforescencji tlenu singletowego badanych proszkow; najwyzszy
sygnat 1O, odnotowano dla Chl-2/SiO.. Zauwazono jednocze$nie, ze W czasie trwania reakcji
maleje Iagczne stezenie produktow: pinokarwonu, trans-pinokarweolu oraz myrtenolu
wzgledem wodoronadtlenku pinenu. Moze mie¢ to zwigzek m.in. ze spadkiem stezenia
pinenu i wskazuje na fakt, ze przy pewnym jego stezeniu wazng role w biotransformacji obok
tlenu singletowego moga odgrywa¢ inne ROS. Po 30 godz. reakcji uzyskano wysoka
efektywnoscig Kkatalityczng na poziomie TTN = 3165.6. Po tym czasie, na widmach
odbiciowych UV-Vis uzytych w reakcji zeli zawierajacych chloryny, obserwowano spadek
intensywnos$ci pasm w wyniku czesciowego wymywania si¢ ich czasteczek z porow
krzemionki. W mniejszym stopniu nastgpito to w probie Chl-1/SiO; ze wzgledu na lepsze
zwigzanie si¢ chlorofilu i feofityny z krzemionkg w efekcie mniejszej aglomeracji ich
czasteczek. Jednakze W przeciwienstwie do chlorofilu w uktadzie homogenicznym (gdzie po
24 h obserwowano catkowity ,fotobleaching”) w obu Zzelach krzemionkowych nadal
zauwazalne byly pasma absorpcji pochodzace prawdopodobnie od kompleksu feofityny z
SiO2. Umozliwito to przeprowadzenie z unieruchomionym katalizatorem 2 kolejnych (30-h)
cykli katalitycznych z zachowaniem 8 i 13 % wyjsciowej aktywnos$ci biokatalizatora. Jednak
dla ograniczenia wymywania si¢ chlorofilu z krzemionki i uzyskania wyzszych efektywnosci
biokatalitycznych wazne jest zoptymalizowanie warunkow procesu zol-zel (np. pH, stosunku
TEOS/woda, temp. suszenia, stezenia porfiryny). W wyniku unieruchomienia chlorofilu w
krzemionce zwigkszono jego stabilnos¢ fotochemiczng, co umozliwilo jego powtdorne
wykorzystanie w kolejnych 2 cyklach katalitycznych w przeciwienstwie do uzytego w takim

samym stezeniu chlorofilu w uktadzie homogenicznym.



Obiecujace wyniki powyzszych badan stanowily przestanke do przeprowadzenia
immobilizacji w SiO2 réznych porfiryn syntetycznych i przebadania otrzymanych materiatow
w katalizie biomimetycznej [O1]. We wspolpracy z prof. S. Radzkim z Wydzialu Chemii
UMCS, otrzymano transparentne zele krzemionkowe domieszkowane/interkalowane
komercyjnymi  porfirynami  hydrofobowymi: H,TPP, H2OEP, jak i porfirynami
rozpuszczalnymi w wodzie: H,TTMePP, H,TCPP, H,TMePyP, CuTTMePP i CuTMePyP.
Jedynie wolne od metalu porfiryny wykazaly wysoka aktywno$¢ biokatalityczng w reakcji
utleniania o-pinenu (z uzyciem tlenu czasteczkowego) w temp. 20°C w czasie 16 h.
Metaloporfiryny wymagaja uzycia dodatkowych utleniaczy oraz kofaktoréw. Dlatego w
dalszych badaniach skupitem si¢ na porfirynach wolnych od metalu.

Scharakteryzowano wilasciwosci spektralne porfiryn interkalowanych w krzemionce i
poréwnano je z wynikami uzyskanymi dla roztworow. W przypadku H.TPP zauwazono na
widmach charakterystyczne dla protonowanej porfiryny przesunigecia maksimow dlugosci fali,
a takze niemal 2-krotne obnizenie intensywnosci fluorescencji H>TPP w zolu i w
wysuszonym zelu krzemionkowym (kserozelu) w stosunku do fluorescencji porfiryny w
roztworze DMSO. Zmiany te wskazywaly na silng tendencj¢ do aglomeracji sprotonowanej
H>TPP w SiOz. Z kolei dla OEP (o silnych wlasciwosciach elektronodonorowych) wykazano
znaczny wzrost intensywnosci luminescencji w SiO2 w porownaniu z roztworem THF. Na
podstawie analizy widm absorpcji, emisji i dodatkowo spektroskopii Ramana oraz FT-IR
stwierdzono tworzenie si¢ kompleksu pomiedzy OEP a SiO; i wystepowanie oddziatywan
typu wigzania wodorowego z grupg siloksanolowg (=Si-O-Si=) krzemionki. Rodzaj interakcji
jest istotny ze wzgledu na trwalo$¢ wigzania si¢ porfiryny z siecig krzemionki i wptywa na
aktywnos¢ katalizatora.

Najwyzsze stgzenia produktow biotransformacji (pinokarwonu, pinokarweolu i
myrtenolu) otrzymano z uzyciem hydrofobowej H>TPP i hydrofilowej H.TMePyP. W
przypadku H>TPP/SiO2 obserwowano dalsze szybkie protonowanie jej czasteczek w ukladzie
katalitycznym, co wigzalo si¢ z konieczno$cig regeneracji tego katalizatora (W roztworze
NaOH) w celu ponownego uzycia w reakcji biotransformacji. Dlatego postanowitem
przebada¢  dokladniej aktywno$¢ Kkatalityczng  kationowej porfiryny H>TMePyP
rozpuszczalnej w wodzie, wychodzac z zalozenia, ze oprocz enkapsulacji w SiOz, jej
ewentualne wycieki z porow do hydrofobowego srodowiska reakcji beda ograniczane barierg
dyfuzyjng wynikajaca ze stabych oddziatywan miedzyczasteczkowych. Po udanej
immobilizacji w zol-zelu, okreslitem wplyw niektorych parametréw na wydajnos¢

biotransformacji (-)-o-pinenu, takich jak: naswietlanie, rodzaj rozpuszczalnika, stezenie



substratu, obecno$¢ akceptora/donora elektronéw 1 utleniacza. Reakcja przebiega
najwydajniej w chloroformie i dichlorometanie przy wzbudzeniu $wiatlem widzialnym o
intensywnoéci od 120 do 150 pmol/m?s w temperaturze 20-25°C z uzyciem tlenu
czasteczkowego; dodatek silnego utleniacza H.O> nie wplywal na wydajnos$¢ reakcji.
Zaobserwowalem, Ze obecno$¢ zwigzkbw o  umiarkowanych  wlasciwosciach
elektronodonorowych (1 mmol) nieznacznie zwigksza wydajnos¢ reakcji, co mozna
tlhumaczy¢ pewnym podobienstwem do reakcji utleniania terpenow przez Oz katalizowanej
przez monooksygenazy z udziatem zredukowanego kofaktora NAD(P)H. Wykazatem (analiza
GC-MS), ze H.TMePyP w zelu krzemionkowym (w stezeniu 10° mol dm?) moze by¢ uzyta
az w 11 cyklach fotokatalitycznych bez znaczacego spadku aktywnos$ci. W trakcie reakcji nie
obserwowatem wycieku porfiryny z krzemionki, a niecobecno$¢ HoTMePyP w fazie cieklej
potwierdzitem analizg spektrometrii absorbcyjnej UV-Vis. Otrzymane w tym ukladzie
zwigzki sg identyczne z produktami biotransformacji a-pinenu z uzyciem grzybow z klasy
Basidiomycetes oraz z produktami przej$sciowymi tworzonymi w szlaku degradacji tego
terpenu przez bakterie Pseudomonas putida, P. fluorescens i Bacillus pallidus.?22°% Zatem
krzemionka interkalowana hydrofilowa porfiryng moze peli¢ rol¢ katalizatora
biomimetycznego w reakcji utleniania naturalnego substratu, jakim jest a-pinen. Stanowi
tagodng i przyjazng dla Srodowiska metode otrzymywania pinokarwonu, pinokarweolu i
myrtenolu — produktow zapachowych wykorzystywanych w perfumerii oraz do zwalczania
szkodnikoéw drzew iglastych ze wzgledu na fakt, ze zwigzki te sg sktadnikami ich feromonow
agregacyjnych. Wyniki tych badan wyr6zniono na V Miedzynarodowej Konferencji SOL-
GEL MATERIALS 1-sz3 1 2-gg nagroda za najlepsze komunikaty zjazdowe.

W pracy [O1] Po raz pierwszy opisano wolne od metalu porfiryny, jako katalizatory
biomimetyczne unieruchomione w Zelu krzemionkowym, w procesie fotoutleniania a-pinenu
do pinokarwonu. Otrzymano metodg zol-zel trwaly uktad katalityczny na bazie hydrofilowej
porfiryny i krzemionki, co pozwolito na wielokrotne jego uzycie w 11 cyklach katalitycznych.
Wskazano rowniez na pewne zjawiska fizykochemiczne, ktore moga wptywac na wlasciwosci

luminescencyjne i biokatalityczne porfiryn immobilizowanych w SiO;.
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W zwiagzku z tym przeanalizowano naturg tych zjawisk w celu wyjasnienia, w jaki
sposOb zmiana wiasciwosci fizykochemicznych porfiryn w SiO2 determinuje efektywnos¢ i
mechanizm Kkatalizy. Pomocne w tym wzgledzie bylo okreSlenie korelacji pomigdzy
wiasciwosciami spektroskopowymi a aktywnos$cia biokatalityczng porfiryn interkalowanych
w krzemionce [O3]. Kierujac si¢ wnioskami z wynikéw poprzednich badan, unieruchomiono
metoda zol-zel dwie nierozpuszczalne w wodzie porfiryny o odmiennej budowie
(zroznicowanych podstawnikach): oktaetyloporfiryng (OEP) i hematoporfiryng 1X (HmMP) w
stezeniach od 10° do 2,2x10° M. Dzicki zastosowaniu spowolnionego suszenia W
temperaturze pokojowej z uzyciem tetraetoksysilanu (TEOS) jako prekursora krzemionki
otrzymano transparentne matryce dotowane porfirynami. Zarejestrowano i poréwnano widma
absorpcji, emisji i wzbudzenia probek na roznych etapach procesu zol-zel (zol, alkozel i
kserozel), oraz przeprowadzono przy uzyciu wysuszonych katalizatorow krzemionkowych
fotooksydacj¢ a-pinenu do pinokarwonu. Enkapsulacja obu porfiryn w SiO, umozliwita
otrzymanie porowatych biomaterialow charakteryzujacych si¢ bardzo dobrymi wlasciwosci
luminescencyjnymi. Jednakze tylko wuklad OEP/SiO; wykazal wysokg aktywno$é
biokatalityczng w utlenianiu a-pinenu do warto$ciowych zwigzkow smakowo-zapachowych
(pinokarwonu, trans-pinokarweolu, oraz myrtenolu), porownywalng z rownowazng iloScia
moli porfiryny uzytych w ukladzie homogenicznym. Znaleziono takze znaczace rdznice
spektroskopowe migdzy tymi porfirynami na ro6znych etapach tworzenia si¢ zeli
krzemionkowych. W odréznieniu od HmP, dla OEP obserwowano drastyczne obnizenie
intensywnos$ci pasma Soreta w zolu i alkozelu wraz ze wzrostem jej stezenia. Stanowilo to
podstawe do oszacowania udzialu monomerow, dimerow i trimerow OEP w krzemionce i
wykazania przewagi form dimerycznych tej porfiryny nad formami zaglomerowanymi. Przy
wysokich stezeniach porfiryn wzrastal udziat form zaglomerowanych w kserozelu, co
ujawnialo si¢ poszerzeniem pasma Soreta porfiryn i charakterystycznym rozszczepieniem
pasm wzbudzenia, ktore wskazuje na wystepowanie aglomeratow typu H (glowa-glowa) i
typu J (glowa-ogon). W wyniku przeprowadzonej analizy powierzchni wiasciwej i rozmiaru
poréw wykazano, ze badane biomaterialy maja charakter mikroporowaty (> 17 A), z
niewielkim udzialem mezoporéw i makroporéw o $rednicy 17-3000 A. Rozmiar poréow
nosnika jest waznym parametrem, wptywajacym na efektywnos$¢ procesu biokatalitycznego.
Przewaga mikroporow potwierdza mozliwos$¢ silnego zakotwiczenia w nich dimerow OEP
bez ograniczen sterycznych (z wykluczeniem wigkszych oligomeréw) i jednoczesnie

gwarantuje dostgpnos$¢ reagentow do katalizatora. Ponadto na podstawie analizy zmian



spektralnych na widmach absorbcji i emisji stwierdzono, ze porfiryny obecne sa w
krzemionce gtownie w formie dikationow.

W Kkolejnym etapie zbadatem wplyw stezenia obu porfiryn w SiO2 na wydajnos¢
biokatalityczna. Najwyzsza aktywno$¢ OEP/SiO; uzyskano dla stezenia 6 x10° M; przy
wyzszych koncentracjach nastepowat spadek aktywnosci katalitycznej, najprawdopodobniej
wskutek wzrostu udzialu wigkszych agregatow porfiryny. W podobnym st¢zeniu OEP
wykazywata najwyzsza fluorescencj¢ w alkozelu oraz ostre pasmo Soreta (i brak
rozszczepienia pasma wzbudzenia), ktore wskazywaty na brak aglomeracji w tych prébach.
Takiej korelacji nie zaobserwowano w przypadku HmP, ktora w SiO. charakteryzowala sie
szczatkowg (prawie 7-krotnie nizszg) aktywnoscig w catlym zakresie st¢zen. Zatem zZnaczgce
roznice w aktywnosci katalitycznej, pomigdzy OEP a HmP-IX w krzemionce wynikaja z
odmiennej budowy ich czasteczek i r6znic we wlasciwosciach elektronowych podstawnikow,
jaki i sposobu oddziatywana z otaczajacg siecig krzemionki. Prawdopodobnie silne
oddziatywania grup karboksylowych HmP z wolnymi grupami hydroksylowymi krzemionki
utrudniaja tworzenie si¢ reaktywnych form tlenu, przy czym nie hamujg przejs¢
promienistych (fluorescencji) wzbudzonych czgsteczek HmP do stanu podstawowego. Z
danych literaturowych® wiadomo, ze wigzania kowalencyjne pomiedzy porfiryna a
krzemionkg zapobiegajg przej$ciom bezpromienistym stanu wzbudzonego porfiryny w SiOs.
Na podstawie otrzymanych danych ustalitem forme katalizatora biorgcego udziat w reakcji
biokatalizy i zaproponowatlem mechanizm wyjasniajgcy przebieg, stymulowanej $wiatlem
widzialnym, biomimetycznej transformacji pinenu, w ktorym zasadniczg role odgrywajg
dimery i dikationy porfiryny OEP. Po wzbudzeniu ukladu, moze nast¢powaé transfer
protonéw z form dimerycznych OEP na wolne grupy silanolowe (Si-OH) lub wolne pary
elektronowe grup siloksanolowych, w przeciwienstwie do HmP, ktorej elektrofilowe
podstawniki ,,blokuja” te grupy.

Najwyzsza wydajnos¢ produktow, tak jak w przypadku HoTMePyP, otrzymatem z
uzyciem rozpuszczalnikow niepolarnych, znanych z utrzymywania wzglednie dtugich czasow
zycia ROS. Wykazatem ponadto, ze pinokarwon nie powstaje z trans-pinokarweolu, a
wszystkie trzy produkty sa wynikiem niezaleznych reakcji I-go rzedu, przebiegajacych z
r6zng predkoscig. Profil uzyskanych produktow wskazuje, ze biotransformacja przebiega
dwoma glownymi szlakami, w ktorych udzial biorg tlen singletowy (wytwarzanie

pinokarwonu jako glownego produktu reakcji) oraz wolne rodniki tlenowe (wytarzanie trans-

%1 Garcia-Sanchez M.A., De la Luz V., Estrada-Rico M.L., Murillo-Martinez M.M., et al. Fluorescent
porphyrins covalently bound to silica xerogel matrices. J. Non-Cryst. Solids 2009, 355, 120-125.



pinokarweolu i myrtenolu jako ubocznych produktow). Wykazatem tez, ze produktem
przejsciowym tej reakcji jest wodoronadtlenek pinenu, z ktoérego powstaje pinokarwon.
Podobng rolg wodoronadtlenku pinenu opisano w niektérych reakcjach biotransformacji z

32 co dodatkowo potwierdza biomimetyczne wlasciwosci porfiryn

uzyciem mikroorganizmow
interkalowanych w SiOa.

Immobilizacja OEP w porowatych zelach krzemionkowych, obok oszacowania natury
oddzialywania porfiryn z siecig krzemionki, umozliwita otrzymanie katalizatora, ktory fatwo
oddzieli¢ od roztworu i ponownie uzy¢ w biokatalizie w 4 kolejnych cyklach katalitycznych
uzyskujac taczng efektywnos¢ katalityczng TNN = 12 000 w ciggu 1 h. Nie jest to mozliwe w
przypadku wolnych porfiryn w roztworach, poniewaz sa one stosunkowo szybko utleniane
lub przechodza w forme sprotonowang, ktéra wykazuje duzo nizszag aktywnos¢
fotokatalityczng. W pracy [O3] po raz pierwszy okreslono korelacje pomiedzy wiasnosciami
biomimetycznymi i spektroskopowymi, a takze wykazano, ze aktywnos¢ biokatalityczna
porfiryn w matrycach krzemionkowych zalezy w duzym stopniu od rodzaju unieruchomionej W
porach Zelu krzemionkowego porfiryny.

Podsumowujac, enkapsulacja porfiryn o zr6znicowanych podstawnikach pomogla
ustali¢, jakie czynniki przyczyniaja si¢ do utraty aktywnos$ci biokatalitycznej niektorych
porfiryn w zelach krzemionkowych, pomimo zachowania ich zdolnosci fluorescencyjnych.
Uzyskane wyniki mogg mie¢ znaczenie aplikacyjne w projektowaniu nowych katalizatorow
biomimetycznych oraz opracowaniu wydajnego procesu utlenienia terpenéw do
drogocennych produktow o dziataniu leczniczym i wiasciwo$ciach smakowo-zapachowych.

Wyniki uzyskane w badaniach nad wykorzystaniem grzybow psychrotroficznych w
biotransformacji zwiazkow terpenowych oraz porfiryn w Katalizie biomimetycznej
umozliwity opublikowanie obszernego artykutu przegladowego w odpowiedzi na zaproszenie
Redakcji czasopisma Current Organic Chemistry. Na bazie doswiadczen zdobytych w
pracach eksperymentalnych nad toksycznymi i lotnymi monoterpenami zaproponowano
sposoby rozwigzywania probleméw wystepujacych w reakcjach przeksztalcania tego typu
zwigzkow. Praca przegladowa [O8] omawia aktualny stan badan nad zwickszeniem
wydajnosci procesu biotransformacji zwiazkow toksycznych. Dokonano w niej przegladu
obszernej literatury (211 pozycji), gtéwnie z ostatnich lat i na ich tle przedstawiono wyniki

badan wlasnych. Tre§¢ pracy zawiera zréznicowane tematycznie zagadnienia, omawiajace
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zaroOwno czynniki biotyczne (drobnoustroje, enzymy) jak i abiotyczne (temperatura, pH,
stgzenie tlenu, rodzaj rozpuszczalnika) majace wplyw na wydajnos¢ biotransformacji.
Zawarto w niej zarowno aspekty krytyczne jak i sugestic bedace rodzajem przewodnika,
umozliwiajacego bardziej racjonalne planowanie doswiadczen w zakresie biotransformacji
zwigzkéw organicznych. Wiele miejsca poswigcono takze wykorzystaniu w procesie
biotransformacji zwigzkoéw organicznych biomimetycznych uktadow porfirynowych. Chociaz
jeszcze dalekie od powszechnego wykorzystania na skale przemystowa posiadaja one
obiecujace perspektywy, szczegolnie w produkcji farmaceutykow. Zastgpienie wielu
tradycyjnych przemystowych proceséw technologicznych procesami opartymi o nowoczesng
biokataliz¢ sprawia, ze produkcja wielu lekoéw, biopolimeréw oraz innych zwigzkéw

chemicznych, jest duzo tansza i wydajniejsza, a dzigki temu produkty te sg fatwiej dostepne.

Najwazniejsze wyniki badan zwigzane z opisanym powyzej nurtem badawczym zawarte
w monotematycznym cyklu 7 oryginalnych prac eksperymentalnych i 1 pracy

przegladowej:

e Wykazano, zZe analizowane szczepy psychrotroficzne sq obiecujqcymi biokatalizatorami
utleniania terpenow.

e W wyniku optymalizacji warunkéw utleniania o-pinenu z uZyciem szczepu
C. pannorum i opracowania sekwencyjnego dodatku substratu do podioZza uzyskano
najwyzszq wydajnos¢ trans-werbenolu (722 mg/L) i werbenonu (176 mg/L) sposrod
znanych dotychczas systemow biotransformacji terpenow.

e Wykazano, ze efektywnosé¢ biotransformacji zalezy w duzym stopniu od oddzialywania
biokatalizatora w postaci grzyba C. pannorum ze stresami srodowiskowymi, ktore mogg
przyczyni¢  sie do zwigkszenia zarowno wydajnosci  powstajgcych  produktow
biotransformacji, jak tez stwarzajg mozliwos¢ otrzymywania nowych.

e Po raz pierwszy uzyto chlorofile oraz feofityny w roli biokatalizatorow reakcji utleniania
a- [ B-pinenu, wykazano udziat tzw. tlenu singletowego i wolnych rodnikéw w tym procesie,
oraz stwierdzono wyzszq fotostabilnosé¢ | wydajnosé biokatalityczng feofityn w porownaniu
z chlorofilami.

o Wykazano, ze mozliwa jest modyfikacja naturalnych porfiryn podstawnikami
aminokwasowymi w  kierunku otrzymania katalizatora biomimetycznego

charakteryzujgcego si¢ wyzszq fotostabilnoscig. Otrzymana z duzg wydajnosciq amidowa



pochodna PPIX zachowuje przy tym wysokq aktywnos¢ w fotoutlenianiu o-pinenu.
Pomysinie przeprowadzona immobilizacja jej czqsteczek w matrycy krzemionkowej metodg
zol-zel pozwala na stwierdzenie, Ze metoda ta jest odpowiednia dla unieruchamiania
biokatalizatorow porfirynowych.

e W wyniku unieruchomienia chlorofilu w krzemionce zwigkszono jego stabilnosé¢
fotochemiczng, co umozliwilo jego powtorne wykorzystanie w kolejnych 2 cyklach
katalitycznych w przeciwienstwie do uzytego w takim samym stezeniu chlorofilu w uktadzie
homogenicznym.

e Po raz pierwszy opisano wolne od metalu porfiryny, jako katalizatory biomimetyczne
unieruchomione w zelu krzemionkowym, w procesie fotoutleniania a-pinenu do
pinokarwonu. Otrzymano metodq zol-zel trwaly ukitad katalityczny na bazie hydrofilowej
porfiryny i krzemionki, co pozwolito na wielokrotne jego uzycie w 11 cyklach
katalitycznych.

e Po raz pierwszy okreslono korelacje pomiedzy wlasnosciami biomimetycznymi i
spektroskopowymi, a takze wykazano, zZe aktywnosé biokatalityczna porfiryn w matrycach
krzemionkowych zalezy w duzym stopniu od rodzaju zamykanej w porach zelu
krzemionkowego porfiryny.

e W wyniku optymalizacji procesu biotransformacji a-pinenu do werbenolu, werbenonu oraz
pinokarwonu i pinokarweolu przy udziale mikroorganizméw psychrotroficznych oraz w
uktadach biomimetycznych z uZyciem syntetycznych i naturalnych pochodnych porfiryn

(oraz ich form modyfikowanych) uzyskano 15-krotny wzrost wydajnosci tego procesu.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych.
Wykaz publikacji zamieszono w odrebnym zataczniku 4, w pkt. 11 A-D.

PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA

Jestem absolwentem Wydziatu Chemii UMCS. Studia wyzsze na kierunku chemia
(specjalizacja w zakresie chemii organicznej) ukonczylem w 2000 roku. Prace magisterska
wykonalem w Zakladzie Chemii i Technologii Polimeréw pod kierunkiem prof. dr hab.

Barbary Gawdzik. Tematyka przeprowadzonych przeze mnie badan wpisywala sie w



problematyke badawcza Zakladu, ktéra dotyczyta otrzymywania polimeréw porowatych i
badan nad mozliwo$ciami ich zastosowania jako wypehien do kolumn chromatograficznych,
m.in. w cieczowej chromatografii sitowo-molekularnej oraz adsorpcyjnej chromatografii
gazowej. Pierwszy etap moich badan do pracy magisterskiej obejmowat synteze porowatych
kopolimeréw 4,4’-bismaleimidodifenylometanu i diwinylobenzenu metoda suspensyjng. Po
przeptukaniu w aparacie Soxhleta zsyntezowanych polimerowych kulek, przeprowadzitem ich
separacje na sitach, uzyskujac granulat o odpowiednich rozmiarach. W kolejnym etapie kulki
polimerowe poddawalem procesowi karbonizacji w atmosferze azotu, w temp. od 200 do
900°C. Okreslitem wplyw réznych parametrow karbonizacji na wiasciwosci fizykochemiczne
otrzymywanych materialdw (porowatos¢, powierzchnia wilasciwa, selektywnos$¢, trwatos¢
termiczna). W koncowym etapie porowate kulki o najlepszych parametrach przebadatem w
zakresie zdolnosci do separacji n-alkanow, n-alkoholi, kwasow karboksylowych, ketonow i
amin alifatycznych z zastosowaniem chromatografu gazowego. Efektem pracy magisterskiej
byta synteza nowego porowatego materiatu 1 jego modyfikacja w kierunku zwickszenia
wlasciwosci rozdzielczych, a takze opracowanie warunkow rozdzialu chromatograficznego
mieszanin zwigzkow nalezacych do réznych szeregéw homologicznych, przy uzyciu tego
materiatlu jako nos$nika w chromatografii gazowej. Wyniki badan opisatem w pracy
magisterskiej . Wphyw  karbonizacji na wlasciwosci  fizyko-chemiczne  porowatych
kopolimerow 4,4’- bismaleimidodifenylometanu z diwinylobenzenem”, ktoérg obronitem w

czerwcu 2000 r.

Praca doktorska

Po uzyskaniu tytulu magistra, od 1 pazdziernika 2000 roku rozpoczalem prace na stanowisku
asystenta w Zakladzie Mikrobiologii Przemystowej Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii
Wydziatu Biologii 1 Nauk o Ziemi (obecnie Wydzial Biologii 1 Biotechnologii) Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej, kierowanym przez prof. dr hab. Janusza Szczodraka. Podjeta przeze
mnie tematyka badawcza dotyczyta opracowania warunkow dla wydajnej biotransformacji R-
(+)-limonenu do uzytecznych produktow, poczawszy od pozyskiwania aktywnego w tym
zakresie drobnoustroju mezofilnego oraz zastosowania oczyszczonych preparatow
enzymatycznych. Do istotnych moich osiagni¢¢ poznawczych w tym wzgledzie nalezy zaliczy¢
opracowanie nowej metody biotransformacji d-limonenu do karwonu za pomocg kompleksu
enzymatycznego sktadajacego si¢ z oksydazy glukozowej i peroksydazy, czego wyrazem bylo
wyrdznienie komunikatu, ktory wyglositem podczas XXXIII Sesji Naukowej Komitetu

Technologii i Chemii Zywnosci PAN w 2002 roku w Lublinie. Nastepnie moja aktywno$é



badawcza dotyczyla zastosowania kultur psychrotroficznych grzybow nitkowatych jako
katalizatorow w biotransformacji limonenu. W trakcie badan wyselekcjonowalem m.in. szczep
M. minutissima, aktywnie wytwarzajacy alkohol perylowy z limonenu i stanowigcy nowy, nie
opisany dotad rodzaj biokatalizatora. Zoptymalizowalem cze$ciowo zardwno warunki jego
hodowli jak i parametry biotransformacji limonenu, dzigki czemu uzyskatem 11-krotnie wyzsza
wydajnos¢ alkoholu perylowego - cennego zwiazku o wilasciwosciach smakowo-zapachowych i
przeciwnowotworowych. Badania te takze doceniono przyznaniem nagrody w konkursie im.
Prof. Wactawa Szybalskiego za najlepsza prace ,,Mlodego Biotechnologa” na XXVI Zjezdzie
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologicznego w Szczecinie. W kregu moich zainteresowan
znalazly si¢ rowniez zwigzki porfirynowe oraz mozliwosci wykorzystania ich wiasciwosci
katalitycznych w transformacji limonenu. Wykazatem, Ze tetrafenyloporfiryna oraz
hematoporfiryna IX moga by¢ z powodzeniem uzyte w roli katalizatorOw biomimetycznych w
produkcji cennych zwigzkéw terpenoidowych (np. karwonu), na drodze oksydacji limonenu.
Okreslitem wptyw roznych parametréw na reakcje utleniania limonenu z uzyciem HoTPP w
rozpuszczalnikach organicznych. Przy uzyciu tetrafenyloporfiryny uzyskano 3,5 g/l karwonu z
limonenu, to jest wielokrotnie wiecej niz w reakcjach katalizowanych przez znane z tej
aktywno$ci mikroorganizmy. Na zaproponowane rozwigzanie otrzymano patent [P1l]. Za
najbardziej istotne w tej czgsci badan uwazam wykazanie, ze fotooksydacja limonenu przebiega
z wysoka wydajnoscig w catym zakresie dtugosci fali $wiatla widzialnego a takze, ze proces ten
moze zachodzi¢ wedlug dwoéch réznych mechanizmoéw reakcji uzaleznionych od stezenia
substratu. Wykonatem symulacje komputerowa czasteczek limonenu wzgledem czasteczki
porfiryny HoTPP przy uzyciu programu HyperChem, dzigki czemu wyjasnitem mozliwg
przyczyne jej nizszej regioselektywnosci w poréwnaniu z katalizatorami grzybowymi, oraz
zaproponowatem spos6b modyfikacji pierScienia tetrapirolowego prowadzacy do poprawy jego
regioselektywnosci. Pracg doktorska pt. ,,Mikrobiologiczna i biomimetyczna transformacja (R)-
(+)-limonenu” obronitem w 2007 r.; promotorem byt prof. dr hab. Jan Fiedurek. Wyniki badan
prowadzonych w trakcie realizacji doktoratu opublikowano w 4 oryginalnych pracach
naukowych [D16-D19]. Uzyskane wyniki zostaly rowniez przedstawione na konferencjach
krajowych i zagranicznych i opracowane w postaci 1 zgloszenia patentowego. Powyzsza
tematyka badawcza zostala takze opisana w 5-ciu artykutach przegladowych o zasiggu
krajowym i migdzynarodowym. W ramach dziatalnosci naukowej, w latach 2006-2007 bylem
glownym wykonawca interdyscyplinarnego projektu badawczego Prorektora UMCS ds. Nauki

(realizowanego we wspolpracy z Zaktadem Chemii Nieorganicznej UMCS).



PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje:

16 prac eksperymentalnych w tym 12 w czasopismach z listy JCR
e 3 artykuly przegladowe w czasopismach z listy JCR

e 1 monografia (j. angielski)

e 2 patenty 12 zgloszenia patentowe

e 43 doniesienia zjazdowe, w tym 20 na konferencjach migdzynarodowych

Laczny impact factor opublikowanych po doktoracie prac zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 33,62 (zgodnie z rokiem 2017 1F2017: 33,33). Suma punktow MNiSW za wspomniane
publikacje zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 517.

Biotransformacje innych zwiazkoéw organicznych

Doswiadczenie zdobyte w badaniach nad aktywnoscig porfiryn w katalizie
biomimetycznej oraz wplywem réznych czynnikow abiotycznych (w tym warunkow
stresowych) na biotransformacje¢ zwigzkoéw terpenowych przez grzyby psychrotroficzne staty
si¢ podstawg do napisania (na zaproszenie Redakcji) monografii pt. ,,Homogencous and
heterogeneous free-based porphyrins incorporated to silica gel as fluorescent materials and
visible light catalysts mimic monooxygenases” do ksigzKi pt. Biomimetic Based Applications
(ed. Anne George, InTech Publisher, 2011, 59-104) [D29] a takze trzech artykulow
przegladowych [D14,D15,D20] opublikowanych w czasopismach z listy JCR. Powyzszy
rozdziat wzbudzit spore zainteresowanie w $wiecie nauki, o czym $wiadczy duza liczba
pobran (okoto 5200) tej pozycji ze strony wydawnictwa InTechOpen. Cz¢$¢ wynikow badan
prezentowatem takze w formie referatu na migdzynarodowej konferencji w Hiszpanii (Fourth
International Conference on Multifunctional, Hybrid and Nanomaterials, 2015, Sitges). W
pracach przegladowych wiele miejsca poswigcono roli czynnikoéw abiotycznych w procesach
biotechnologicznych i  wplywom  stresu  osmotycznego, temperaturowego, pH,
rozpuszczalnikowego i oksydacyjnego na wydajnos¢ metaboliczng drobnoustrojow. Zawarte
w pracach przegladowych informacje moga wnie$¢ cenny wklad nie tylko w procesie
optymalizacji biotransformacji terpendw, ale réwniez policyklicznych weglowodorow

aromatycznych, steroidow i innych lipofilnych zwigzkow.



W trakcie moich badan do doktoratu stwierdzitem, ze wydajno$¢ biotransformacji
limonenu w znacznym stopniu zalezy od poziomu natlenienia podloza hodowlanego;
zwickszenie tego parametru skutkowalo wzrostem st¢zenia produktéw terpenoidowych. Tlen
jest jednym z substratow oksydatywnej transformacji terpendéw, wptywa rowniez na fizjologie
komorek i posrednio na wydajno$¢ oraz szybko$é produkcji okreslonych metabolitow®,
Kontynuujgc ten watek podjalem probe poprawy warunkoéw tlenowych w hodowli z
psychrotroficznym biokatalizatorem poprzez dozowanie roztworu nadtlenku wodoru. Metoda
ta opiera si¢ na generowaniu tlenu czgsteczkowego z nadtlenku wodoru w wyniku jego
katalitycznego rozktadu przez obecng w komorkach grzybowych katalaze. Wysoka
aktywnos$¢ tego enzymu w grzybach psychrotroficznych potwierdzono wczesniej w innych
badaniach®*.

Po raz pierwszy niekonwencjonalng metode natleniania podioza hodowlanego
wykorzystano w procesie produkcji katalazy i kwasu glukonowego®®, jednakze w odniesieniu
do biokonwersji terpenow (i innych zwigzkéw organicznych), badania z tego zakresu nalezaty
do pionierskich w skali $wiatowej. W pracy [D9] wykazano po raz pierwszy mozliwosé¢
wykorzystania metody niekonwencjonalnego natleniania podloza hodowlanego do procesu
biotransformacji monoterpendéw przy uzyciu psychrotoficznych grzybow nitkowatych, dzigki
czemu uzyskano znaczng popraw¢ wydajnosci produktu finalnego (alkoholu perylowego).
Okreslono optymalne stezenie H.O» i toksycznego limonenu oraz czas prowadzenia
biotransformacji. Wykazano takze mozliwo$¢ uzycia metanolu jako rozpuszczalnika
zwickszajacego biodostepnos¢ hydrofobowego substratu. W wyniku utrzymywania
wzglednego nasycenia tlenu w zoptymalizowanym podlozu na poziomie 50%, z
zastosowaniem automatycznego dozowania nadtlenku wodoru, uzyskano ponad 2-krotnie
wyzszg wydajnos¢ alkoholu perylowego, w poréwnaniu z kontrolg, ktéra zawierala jedynie
tlen atmosferyczny, rozpuszczony w podlozu w wyniku konwencjonalnego napowietrzania i
mieszania. Wyzsza aktywnos$¢ biokatalityczna grzyba w tych warunkach, prawdopodobnie
wynika z natychmiastowego wykorzystania uwalnianego (w przestrzeni periplazmatycznej
grzybni) tlenu przez monoksygenaze katalizujaca utlenianie terpenu. Zaproponowana metoda
moze si¢ okaza szczegolnie korzystna w procesach biotransformacji zwiazkéw smakowo-

zapachowych charakteryzujacych si¢ duza lotnoscia, takich jak monoterpeny, estry, i

¥ Tan Q., Day D.F., Cadwallader K.R. Bioconversion of (R)-(+)-limonene by P. digitatum (NRRL 1202). Proc.
Biochem. 1998, 33, 29-37.

% Fiedurek J., Gromada A., Stomka A., Kornitowicz-Kowalska T., Kurek E., Melke J. Catalase activity in Arctic
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% Fiedurek J., Production of gluconic acid by immobilized in pumice stones mycelium of Aspergillus niger using
unconventional oxygenation of culture. Biotechnol. Lett. 2001, 23, 1789-1792.



alkohole, gdyz stwarza mozliwo$¢ ograniczenia ulatniania si¢ substratow 1 produktow z
uktadu, bedacego takze nastepstwem klasycznego napowietrzania [D9].

Rownolegle do badan nad wilasciwo$ciami biokatalitycznymi grzybow nitkowatych i
porfiryn, przedmiotem mojego zainteresowania w okresie po uzyskaniu stopnia doktora sa
takze:

- Wihasciwosci cytotoksyczne produktéw biotransformacji terpendw skierowane na komorki
nowotworowe;

- inulinazy i inulina — otrzymywanie, immobilizacja oraz charakterystyka wiasciwosci
biokatalitycznych i sorpcyjnych;

- aktywnos¢ fitohormonalna grzybow mezofilnych wobec roslin uprawnych;

- aktywnos$¢ biologiczna zwigzkow porfirynowych wobec grzybowych patogenow pszczelich

z rodzaju Nosema.

Wiasciwosci  cytotoksyczne produktow biotransformacji terpenow skierowane na

komorki raka jelita grubego

Obiecujagce  wyniki  prac  dotyczgcych — wlasciwosci  leczniczych  olejkow
eterycznych®’  sklonily mnie do podjecia badan nad mozliwoscia zastosowania,
otrzymanych w wyniku biotransformacji limonenu i pinenu, produktow terpenoidowych jako
potencjalnych czynnikoéw/adiuwantow o aktywno$ci przeciwnowotworowej. We wspolpracy
z Zaktadem Wirusologii i Immunologii UMCS, oceniono W warunkach in vitro aktywno$¢
biologiczng a-pinenu i jego utlenionych pochodnych: (1S,4R,5S)-(-)-trans-werbenolu, (1S)-
(-)-werbenonu i (1S)-(-)-linalolu oraz R-(+)-limonenu i jego pochodnych: R-(+)-alkoholu
perylowego oraz enancjomerow (S)-(+)- i (R)-(-)-karwonu. Terpeny po reakcji
biotransformacji wyizolowano i oczyszczono z uzyciem kolumny preparatywnej, uzyskujac
enancjomerycznie czyste produkty o wysokiej czystosci optycznej (ee od 74 do 94%).
Nastepnie, okre$lono ich wplyw na zywotnos$¢, metabolizm mitochondrialny i proliferacje
komorek ludzkiego raka jelita grubego (HT29) oraz linii ludzkich komorek prawidtowych
nablonka jelitowego (CCD 841 CoTr). Okreslono takze wilasciwosci antyoksydacyjne

badanych terpendow. Szczegdlng uwage zwrdcono na roznice w bioaktywnosci pomigdzy

36 paduch R., Kandefer-Szerszeh M., Trytek M., Fiedurek J. Terpenes — substances useful in human health care.
Arch. Immunol. Therap. Ex. 2007, 55, 315-327.
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prekursorami i ich utlenionymi produktami, a takze na aktywno$¢ mieszanin terpenoidéw z
obu grup. Badania przeprowadzono w oparciu o metody MTT (aktywno$¢ mitochondrialnej
dehydrogenazy bursztynianowej), NR (pochtanianie czerwieni obojetnej), DPPH (zmiatanie
wolnych rodnikow tlenowych). Ze wzgledu na to, ze rozwoj nowotworéw w warunkach in
VIVO jest typowym procesem zwigzanym z rozwojem stanu zapalnego, oceniono Mmetoda
immunoenzymatyczng (ELISA) takze wplyw badanych zwiazkéw na synteze tlenku azotu
(NO) i poziom cytokin zwigzanych ze stanem zapalnym. Wykonano analizy sprawdzajace
poziom interleukiny-6 (IL-6), uwalnianej przez komoérki w dwoch wariantach
doswiadczalnych: komoérki przed podaniem terpenéw inkubowano bez lub w obecnosci LPS
jako induktora stanu zapalnego i potencjalnego czynnika wplywajacego na aktywnos$c
immunomodulacyjng badanych terpenow.

Badania wykazaly, ze testowane terpeny w stezeniach 5-500 pg/mL powodujg istotny
spadek zywotnosci 1 aktywno$ci metabolicznej komoérek nowotworowych. Poziom
cytotoksycznosci zalezat od stezenia, rodzaju zastosowanych terpendow i typu komorek, przy
czym istotnie wyzszg aktywnos$¢ wykazaly pochodne utlenione w pordéwnaniu z ich
weglowodorowymi prekursorami: limonenem i pinenem. Ponadto, stwierdzono, ze alkohole
terpenowe (trans-werbenol, alkohol perylowy) sg bardziej aktywne niz ketony terpenowe. Nie
wykazano zdolno$ci badanych zwigzkéw do zmiatania wolnych rodnikoéw tlenowych w
zakresie stezen 5-500 pg/mL. Wzrost tej aktywno$ci obserwowano jedynie w przypadku
mieszaniny utlenionych pochodnych limonenu przy ich wysokich stezeniach (10 mg/mL).
Wykazano réwniez, ze monocykliczne terpeny (limonen i jego pochodne) w przeciwienstwie
do bicyklicznych pochodnych pinenu, nie wywierajg istotnego wptywu na produkcje IL-6
przez komorki prawidtowe; a co istotne, obnizajg jej poziom w komoérkach preinkubowanych
z LPS-em. Nie odnotowano stymulacyjnych wlasciwosci terpenéw w wytwarzaniu IL-6 przez
komorki nowotworowe. Podobny efekt uzyskano dla NO.

Stwierdzono, ze biotransformacja terpendéw jest skuteczng metoda otrzymywania zwigzkow o
potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej, umozliwia pozyskiwanie unikatowych
terpenoidow, sposrod ktérych mozna uzyska¢ enancjomery o zwigkszonej bioaktywnosci W
stosunku do mieszaniny racemicznej. Wyniki te moga by¢ pomocne W wyborze
odpowiedniego zwigzku do uzyskania mieszanin terpenow o pozadanej aktywnosci
przeciwnowotworowej. Otrzymane wyniki opublikowano w czasopi$mie o zasiggu

miedzynarodowym [D12].



Obecnie badane sg inne terpenoidy oraz porfiryny w roznej konfiguracji w celu okreslenia
najkorzystniejszego uktadu do hamowania wzrostu i proliferacji komoérek ludzkiego raka

jelita grubego, ktory wykazywalby ograniczony wplyw na komorki prawidtowe.

Inulinazy i inulina — otrzymywanie, immobilizacja oraz charakterystyka wlasciwosci

biokatalitycznych i sorpcyjnych

Uczestniczylem rowniez w badaniach nad otrzymywaniem, charakterystyka 1
wiasciwosciami biokatalitycznymi enzymu o nazwie inulinaza. Enzym ten zyskuje coraz
wiekszg popularnos¢, gdyz w wyniku hydrolizy inuliny umozliwia uzyskanie fruktozy i
fruktooligosacharydéw uzywanych do otrzymywania preparatow prebiotycznych. Uwazam,
ze jednym z moich wazniejszych osiggnie¢ na tym polu badawczym byl udziat w
opracowaniu metody unieruchomienia inulinazy na nosniku polimerowym. Pomocna w tym
wzgledzie okazala si¢ wiedza zdobyta w trakcie wykonywania pracy magisterskiej dotyczaca
syntezy i wiasciwosci nosnikow porowatych, ktora umozliwita mi polaczyé czgs¢ chemiczng
z czg$cig enzymatyczng badan. Zsyntezowano, we wspolpracy z Zakladem Chemii
Polimerow UMCS, porowate polimery mikrosferyczne zawierajagce na powierzchni rézng
liczb¢ grup epoksydowych zdolnych do tworzenia trwatych, kowalencyjnych wigzan z
biatkami enzymatycznymi. Wyselekcjonowano nowy typ nosnika do unieruchomienia
inulinazy, przy uzyciu ktérego uzyskano wyzszg wydajnos¢ immobilizacji w porownaniu z tg
uzyskiwana na komercyjnym no$niku Eupergit® C, w tych samych warunkach procesu.
Zbadano wptyw rodzaju buforu, jego stezenia molowego, wartosci pH, a takze ilosci nosnika
na wydajno$¢ procesu immobilizacji. Oznaczono aktywnos$¢, termostabilno$¢ 1 wyznaczono
optimum temperaturowe unieruchomionego enzymu oraz uzyto go w procesie hydrolizy
inuliny w systemie cigglym. Zaobserwowano niewielki spadek aktywnosci (0 17%)
unieruchomionego enzymu po 4 tygodniach pracy. Oznaczono produkty hydrolizy inuliny
(fruktoze oraz fruktooligosacharydy) technikg chromatografii cieczowej (HPLC-RID) i
spektrometrii mas (LC-ESI/MS).

Bratem takze udziat w badaniach nad zastosowaniem metody niekonwencjonalnego
natleniania podioza (poprzez dozowanie H.0;) w procesie wytwarzania inulinazy w
bioreaktorze przez zimmobilizowang na piance poliuretanowej grzybnie Aspergillus niger 20
Osm. System taki okazal si¢ korzystny pod wzgledem zachowania aktywnosci w biosyntezie
inulinazy przez 22 dni i umozliwil uzyskanie 86 321 jednostek tego enzymu w 7 cyklach

doswiadczalnych. Kolejny aspekt tego nurtu badan dotyczyt wykorzystania inuliny jako



sorbenta do usuwania zwigzkow metali cigzkich i pierwiastkow radioaktywnych z roztworow
wodnych. Przeprowadzono sorpcje jonow uranylowych, chromianowych, kadmu i niklu przy
uzyciu sproszkowanych bulw topinambura, cykorii i dalii, a takze jonow Am(II1) i Sr(Il) na
sproszkowanym korzeniu mniszka lekarskiego, z wydajnoscia wynoszaca od 60 do 100%
Otrzymane rezultaty opublikowano w czasopismach o zasiegu krajowym i migdzynarodowym

[D11, D13, D21] oraz w formie zgloszenia patentowego [P3].

Aktywnos¢ fitohormonalna grzybow mezofilnych wobec roslin uprawnych.

Innym kierunkiem badan, w ktorych uczestniczytlem réwnolegle z pracami nad
aktywnos$cig biokatalityczng grzyboéw strzgpkowych, bylo okres§lenie aktywnosci szczepow
Fusarium culmorum w zakresie syntezy fitohormondéw. Badania te stanowily fragment
projektu badawczego MNISW (No. N N310 441338) realizowanego w latach 2010-2013 w
Zakladzie Mikrobiologii Srodowiskowej UMCS. Zbadano trzy szczepy grzyba o
zroéznicowanym wplywie na wzrost roslin zbozowych, w tym jeden szczep patogeniczny i
dwa szczepy niepatogeniczne. Wykazano ich zdolno$¢ do biosyntezy kwasu indolilooctowego
(1AA), kwasu giberelinowego (GA) oraz etylenu w hodowlach in vitro, na podlozach
zawierajgcych rozne stezenia glukozy, tryptofanu i metioniny (jako prekursorow
fitohormondéw). Stezenie fitohormonow IAA i GA oznaczono spektrofotometrycznie, za$
stezenie etylenu Okreslon0 metodg chromatografii gazowej przy uzyciu zmodyfikowanej
przeze mnie techniki headspace. Badane szczepy charakteryzowaly si¢ zrdznicowana
aktywno$cig w wytwarzaniu poszczeg6lnych fitohormondéw. Szczep patogeniczny wykazywat
zwigkszong zdolnos$¢ do syntezy etylenu, natomiast szczepy niepatogeniczne do zwigkszone;j
syntezy IAA oraz GA. Analiza stezen fitohormonow otrzymanych na podiozach o ré6znym
sktadzie w zestawieniu z przyrostem biomasy trzech badanych szczepéw umozliwita
wykazanie roznic pomigdzy szczepem patogennym i szczepami niepatogennymi, ktore mozna

wykorzysta¢ jako czynniki wspomagajace wzrost roslin uprawnych [D10].

Aktywnos$¢ biologiczna zwiazkow porfirynowych

W ostatnim okresie moje zainteresowania badawcze skupiaja si¢ wokot zagadnien
zwigzanych z zastosowaniem porfiryn jako srodkow leczniczych. Przyktadem sga prowadzone
pod moim kierunkiem badania nad aktywnoscig zwigzkow porfirynoidowych przeciw
wewnatrzkomoérkowym pasozytom z rodzaju Nosema spp. - mikrosporidiow, ktore wywotuja

nosemozg, grozng chorobg pszczot. Efektem mojej aktywnosci naukowej w tym zakresie jest



aktualnie realizowany projekt NCN-u (nr 2015/17/B/NZ9/03607) pt: ,,Aktywno$¢ biologiczna
1 mechanizmy dziatania zwigzkéw porfirynoidowych przeciwko wewnatrzkomorkowym
patogenom pszczelim z rodzaju Nosema”, ktorego jestem kierownikiem i wspolwykonawca.
Z uwagi na fakt, ze prace te maja charakter multidyscyplinarny, w projekt zaangazowani sg
wykonawcy o roznych specjalnosciach. Celem grantu jest charakterystyka nowych
wlasciwosci  biologicznych porfirynoidow i analiza potencjalnych mechanizmow
zaangazowanych w hamowanie rozwoju nosemozy przez te zwigzki: ich bezposredni wplyw
na mikrosporydia Nosema oraz stymulacje¢ uktadu odpornosciowego pszczot. We wspolpracy
z Zakladem Botaniki i Mykologii UMCS oraz dr hab. G. Borsukiem (Uniwersytet
Przyrodniczy w Lublinie) i prof. D. Gryko (IChO PAN w Warszawie) wyselekcjonowatem
wstepnie grupe najbardziej aktywnych porfiryn, a takze okreslitem wplyw $wiatta na ich
bioaktywnos¢. Bioaktywnos$¢ porfiryn w zwalczaniu mikrosporydiow okreslono (in vivo) w
oparciu o zdolnos$¢ do zmniejszania liczby zarodnikow Nosema u pszczo6t miodnych. Jednym
z najbardziej istotnych zagadnien badawczych bylo udokumentowanie zmian
morfologicznych w obrebie $ciany komorkowej spor W wyniku dziatania porfiryn. Odkrycie
nowych wlasciwosci biologicznych zwigzkéw porfirynowych stalo si¢ takze podstawa do
napisania zgloszenia patentowego nr P.408774 [P4]. Cze$¢ otrzymanych wynikow bylto

prezentowanych na konferencjach pszczelarskich.

Plany przysztych badan

W najblizszej przyszlosci zamierzam kontynuowaé¢ badania dotyczace procesoOw
biotransformacji zwigzkow pochodzenia naturalnego, z uzyciem grzybéw psychrotroficznych
oraz porfiryn. Doswiadczenia bgda prowadzone w kierunku okreslenia wptywu innych
stresOw abiotycznych na wydajno$¢ reakcji biotransformacji monoterpenéw. Chciatbym takze
zoptymalizowa¢ warunki biokonwersji limonenu przez C. pannorum w celu okreslenia
struktury niezidentyfikowanego dotad produktu, ktory akumulowat si¢ w duzych
koncentracjach w podiozu hodowlanym. Powodzenie reakcji biomimetycznej katalizy
przemiany zwiazkow terpenowych z udzialem porfiryn w ukladach heterogenicznych
uzaleznione jest od ich zdolno$ci do utrzymywania si¢ w ztozu oraz ich odpornosci na proces
fotowybielania. W zwigzku z tym planuj¢ okresli¢ wpltyw roznych protektantow, np.
surfaktantow (jonowych 1 obojetnych) uzytych w procesie zol-zel, na wlasciwosci

biokatalityczne i spektralne porfiryn unieruchomionych w krzemionce. Swoja prace naukowa



zamierzam rowniez poszerzy¢ o badania in vitro biomedycznych zastosowan zwigzkow

porfirynowych zarbwno w terapii antynowotworowej jak i antybakteryjnej.

Podsumowanie efektow dzialalnos$ci naukowo-badawczej.

Mo¢j dotychczasowy dorobek naukowy, tacznie z publikacjami wchodzgcymi w sktad
osiggni¢cia naukowego obejmuje 33 prace naukowe, z czego 20 jest indeksowanych w bazie Web-of-
Science. Jestem wspotautorem jednej anglojezycznej monografii i 8 artykutow przegladowych. W
ramach dotychczasowej pracy naukowej zarejestrowalem 2 patenty oraz jestem wspolautorem 2
kolejnych zgtoszen patentowych. Wyniki moich badan byty prezentowane w formie komunikatow na
56 krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych, podczas ktorych wyglositem 4 referaty.
Jestem wspotautorem doniesien naukowych, ktore 6-krotnie nagradzano i wyrdzniano na zjazdach
krajowych i 2-krotnie na konferencjach mig¢dzynarodowych. W latach 2010-2013 otrzymatem
indywidualng i zespotowa nagrode Rektora UMCS za wyrdzniajace si¢ prace badawcze oraz w 2015 r.
Medal Brazowy za Dlugoletnia Stuzbe dla Uniwersytetu Marii Curie Sklodowskiej. Bytem
kierownikiem i wykonawcg kilku prac zleconych przez podmioty zewngtrzne. Bratem udziat w
badaniach w ramach projektu KBN oraz bylem glownym wykonawca grantu zespotowego Prorektora
ds. Nauki UMCS. Obecnie kieruje realizacjg multidyscyplinarnego projektu badawczego (2016-2019)
Narodowego Centrum Nauki. Recenzowatem artykuty przestane do indeksowanych czasopism, z tzw.
listy filadelfijskiej (Appl. Microbiol. Biotechnol., J. Food Biochem., J. Mater. Chem., J. Sol Gel Sci.
Technol., Curr. Org. Chem., Pol. J. Microbiol., React. Kinet. Mech. Cat., J. Mol. Struct.). W roku
2012 zostatem powotany do Rady Naukowej lubelskich panstwowych uczelni wyzszych, oceniajace;j
whnioski w ramach projektu ,,Staz Sukcesem Naukowca” Jestem czlonkiem Lubelskiego Towarzystwa

Wspierania Nauk Farmaceutycznych i Polskiego Towarzystwa Pszczelniczego.

Sumaryczny Impact Factor (wg roku opublikowania) dla wszystkich opublikowanych prac, w ktorych
jestem wspotautorem wynosi: X IF 42,92, Liczba punktow MNiSW: 689. Sumaryczny IF dla
czasopism, w ktorych opublikowano prace wchodzace w sktad gtownego osiggniecia naukowego
wynosi: X IF 23.492. Laczna liczba punktow MNiISW za publikacje oraz uzyskane patenty po
doktoracie wynosi 517.

Wedlug bazy Web of Science, taczna liczba cytowan dla wszystkich opublikowanych prac, w ktorych
jestem wspotautorem wynosi: 205 (168 z wylgczeniem autocytowan).

Indeks Hirscha: 8

Szczegotowe podsumowanie mojej dzialalno$ci naukowej przedstawione zostalo w ponizszej tabeli:
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Podsumowanie dorobku publikacyjnego

Przed doktoratem (I) |Po doktoracie (II) Lacznie (I+11)

Fynpublikacii
w ! Liczba| 16 | PN dpioobal m | PO Gy b | ap | PR

MNSiW MNSiW MNSiW

Czasopisma z bazy JCR

. S 23 120 15 [33.62| 415 20 4292 535
(w tym oryginalne)

Recenzowane
czasopisma
polskojezyczne spoza
JCR

Recenzowane
czasopisma
anglojezyczne spoza
JCR

Monografie 1 rozdzialy
w ksigzkach

Patenty 1 zgloszenia 2x25
patentowe 2x2

Doniesienia
konferencyjne

Konferencje
mi¢dzynarodowe

Konferencje krajowe 12 23

RAZEM 13 43 56
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