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4. Osiagnigcie naukowe (zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki; Dz. U. 2016 r. poz.
882 zezm. w Dz. U.z 2016 r. poz. 1311.):

4 a) tytul osiagnigcia naukowego:

Charakterystyka fizykochemicznych wlasciwosci wybranych koloidéw asocjacyjnych
oraz biokoloidéw z wykorzystaniem technik rozpraszania $wiatla laserowego.

Osiagnigcie naukowe stanowi monotematyczny cykl 7 oryginalnych prac naukowych o sumarycznej
warto$ci wskaznika IF wynoszgcej 19,621 (zgodnie z rokiem ukazania si¢ publikacji), lacznej liczbie 200
punktéw MNiSW, zgodnie z ujednoliconym wykazem czasopism punktowanych ogtoszonym w roku
ukazania si¢ publikacji (195 punktéw wg MNiSWaoi6) i liczbie 36 cytowan (27 bez autocytoward).

4 b) publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego:

HI. Ciesla J.*, Bieganowski A., Narkiewicz-Michatek J., Szymula M., 2013. Use of @ Dynamic Light
Scattering Technique for SDS/Water/Pentanol Studies, Journal of Dispersion Science
and Technology, 34(4), 566-574.

IF 2013 = 0,705, punktacja MNiSW2913 = 15 (MNiSWao1s= 15); liczba cytowan (WoS) = 9 (7)
H2. Ciesla J.*, Koczanska M., Narkiewicz-Michatek J., Szymula M., Bieganowski A., 2016.

The physicochemical properties of CTAB solutions in the presence of alpha-tocopherol, Journal
of Molecular Liquids, 222, 463-470.

IF 015 = 3,648, punktacja MNiSWi6 = 30 (MNiSWa01s = 30); liczba cytowan (WoS) = 3 (1)
H3. Ciesla J.*, Koczafiska M., Narkiewicz-Michatek J., Szymula M., Bieganowski A., 2017. Alpha-

tocopherol in CTAB/NaCl systems — The light scattering studlies, Journal of Molecular Liquids,
233, 15-22.

IF2016 = 3,648; punktacja MNiSW2016 = 30 (MNiSW2016 = 30); liczba cytowan (WoS) = 1 (0)
H4. Ciesla J.*, Koczariska M., Narkiewicz-Michatek J., Szymula M., Bieganowski A., 2017. Effect of

a-tocopherol on the properties of microemulsions stabilized by the ionic surfactants, Journal of
Molecular Liquids, 236, 117—123.

IF 2016 = 3,648, punktacja MNiSW2016 = 30 (MNiSWa016 = 30), liczba cytowan (WoS) = 1 (1)
HS. Ciesla J.*, Bieganowski A., Janczarek M., Urbanik — Sypniewska T., 2011. Determination

of the electrokinetic potential of Rhizobium leguminosarum bv trifolii Rt24.2 using Laser Doppler
Velocimetry - A methodological study, Journal of Microbiological Methods, 85, 199 -205.

IF2011 = 2,086, punktacja MNiSWaoi1 = 25 (MNiSW2016 = 20); liczba cytowan (WoS) = 19 (15)
Hé. Ciesla J., Kopycinska M., Lukowska M., Bieganowski A., Janczarek M.*, 2016. Surface

Properties of Wild-Type Rhizobium leguminosarum by trifolii Strain 24.2 and Its Derivatives with
Different Extracellular Polysaccharide Content, PLOS ONE, 11(10), €0165080.

IF 2016 = 2,806, punktacia MNiSW9is= 35 (MNiSW>016 = 35), liczba cytowan (WoS) = 3 (3)
H7. Ciesla J.*, Stepien-Pysniak D., Nawrocka A., Lukowska M., Hauschild T. Wernicki A.,

Bieganowski A. 2018. Surface properties of Enterococcus faecalis cells isolated from chicken
hearts determine their low ability to form biofilms. Biofouling. 34, 149-161.

1F 2016 = 3,080, punktacja MNiSW2016 = 35 (MNiSWa016 = 33), liczba cytowan (WoS) = 0 (0)

*autor korespondencyjny; liczba cytowan podana w nawiasie nie uwzglednia autocytowan.
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Ze wzgledu na szeroki zakres analiz wykonanych w celu interpretacji wlasciwosci fizykochemicznych
badanych koloidéw i biokoloidow prace bedace podstawa prezentowanego osiggnigcia naukowego s
wieloautorskie a nawet interdyscyplinarne. Motywem przewodnim wszystkich prac sa whasciwosci
fizykochemiczne uktadéw koloidalnych charakteryzowane gtéwnie przy uzyciu technik rozpraszania
Swiatta laserowego. Technikami tymi postuguje si¢ habilitantka i jej udzial w powstaniu niniejszych
artykutéw naukowych wynosit od 45 do 85%. Indywidualny wkiad habilitantki oraz o$wiadczenia
wszystkich wspdtautorow, okreslajace wkiad kazdego z nich w powstanie wyzej wymienionych
publikacji, przedstawiono odpowiednio w Zalaczniku Nr 3 (Wykaz opublikowanych prac naukowych
lub tworczych prac zawodowych oraz informacja o osiagnigciach dydaktycznych, wspétpracy naukowe;j
i popularyzacji nauki) pkt. IB oraz Zalaczniku Nr 5 (Oswiadczenia wspdtautoréw publikacji).

Finansowanie:

Badania naukowe, ktorych rezultaty stanowily podstawe jednotematycznego cyklu publikacji,
prowadzono w ramach dziatalnodci statutowej Instytutu Agrofizyki PAN w Lublinie, za wyjatkiem
publikacji H1, do ktérej odczynniki zakupiono z projektu NN310777440, kierowanego przez jednego
ze wspotautoréw (A. Bieganowski, IA PAN w Lublinie) oraz publikacji H6, finansowanej w ramach
projektu naukowego NCN (OPUS-4) DEC-2012/07/B/NZ1/00099, kierowanego przez dr hab. M. Janczarek
(UMCS Lublin), w ktérym jedno z zadan byto realizowane przez habilitantke.

4 ¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

4c_1. WPROWADZENIE

Fizykochemiczne  wiasciwosci  uktadow  koloidalnych  ciesza si¢  niestabngcym
zainteresowaniem naukowcow, zarowno ze wzgledow poznawczych, jak tez mozliwosci praktycznego
wykorzystania wynikéw badan, m.in. w farmacji, przemysle kosmetycznym, technologii zywnosci,
rolnictwie i ochronie $rodowiska. Wedtug danych zawartych w bazie Web of Science [1] w 2017 r.
opublikowano na s$wiecie ponad 2400 artykutéw dotyczacych koloidéow, z czego okoto 50 byto
polskiego autorstwa lub wspéfautorstwa (Rys. 1). Obok pojecia ,.koloid” (gr. kélla — Klej i eidos —
posta¢), wprowadzonego przez Grahama w 1861 roku [2], funkcjonuje okreslenie ,biokoloid”,
obejmujace koloidy izolowane z tkanek roslin lub zwierzat oraz organizmy, ktérych wielkos¢ nie
przekracza kilkudziesigciu mikrometrow (m.in. wirusy i bakterie) [3, 4]). Zakres wielkosci czastek
zdyspergowanych w uktadach biokoloidalnych jest zatem szerszy niz w przypadku koloidow,
dla ktérych wg UPAC zawiera si¢ on w przedziale od 1 nm do | pum [5]. Na $wiecie termin ,,biokoloid”
pojawia si¢ zwykle w kilku publikacjach rocznie, natomiast w Polsce sg to pojedyncze prace (Rys. 1)
[1, 6]. Dane te jednak nie $wiadcza o matym zainteresowaniu, np. badaniami wiasciwosci
powierzchniowych komérek —bakteryjnych —zawieszonych w cieczy. Wskazujg jedynie,
iz pojecie dotykajace pogranicza dwdch dziedzin nie jest jeszcze powszechnie stosowane w pracach

interdyscyplinarnych, publikowanych w czasopismach chemicznych lub biologicznych.
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Rys. 1. Liczba prac naukowych, dotyczacych koloidow i biokoloidéw, publikowana rocznie a) na $wiecie
i b) w Polsce w latach 1970 - 2017 (wg. WoS [1]).

Niezwykle interesujagcym, a przy tym trudnym do scharakteryzowania typem uktadu
koloidalnego jest dyspersja ciecz/ciecz. Do zapewnienia jej kinetycznej stabilnosci konieczne jest
zastosowanie substancji powierzchniowo czynnych (surfaktantow) o wilasciwosciach emulgujacych.
Ich obecnos¢ w obszarze migdzyfazowym, oddzielajagcym niemieszajace si¢ wzajemnie ciecze, redukuje
napiecie miedzyfazowe, przez co stabilizuje uklad i zapobiega procesowi koalescencji, prowadzacemu
do jego rozwarstwienia. Opracowanie odpowiedniego sktadu dyspersji ciecz/ciecz oraz sposobu jej
otrzymywania pozwala uzyskiwa¢ nano- lub mikroemulsje. Oba typy ukladéw charakteryzuja sig¢
wysokim rozdrobnieniem czastek fazy zdyspergowanej (Srednica nieprzekraczajaca kilkuset nm),
ale tylko mikroemulsje sa termodynamicznie trwale [7]. Samoagregacja amfifilowych czasteczek
surfaktantow w roztworach prowadzi do powstawania mono- lub wielowarstwowych struktur
micelarnych, ktore bywaja traktowane jako modele bton biologicznych [8, 9]. Male wymiary czastek
zdyspergowanych w ukladach micelarnych oraz nano- i mikroemulsyjnych umozliwiajg rozpatrywanie
powyzszych uktadéw, jako potencjalnych nosnikéw, transportujgcych rézne substancje (np. odzywcze
lub lecznicze) przez blony biologiczne. Pod takim katem prowadzone sa badania solubilizacji
i biochemicznej aktywno$ci substancji biologicznie czynnych w roztworach micelarnych [9].
Do modelowych surfaktantow, stosowanych w tego typu badaniach nalezg dodecylosiarczan sodu (SDS)
oraz bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) [8, 9]. Prowadzone przeze mnie badania koncentrowaty
sie na procesie solubilizacji a-tokoferolu, jako biologicznie czynnej substancji hydrofobowej [10-12].

Komérki bakteryjne w zestawieniu z micelami lub mikroemulsjami wydaja si¢ by¢ obiektami
o zdecydowanie odmiennych wilasciwosciach. Jednakze w bardzo duzym uproszczeniu mozna
je traktowaé jako pecherzyki utworzone przez bialkowo-lipidowa blong cytoplazmatyczna,
ktéra otacza cytozol. U bakterii Gram-ujemnych nad blona cytoplazmatyczng znajduje si¢ przestrzen
peryplazmatyczna zlozona z peptydogikanu (mureiny), wyzej za$ blona zewngtrzna zbudowana
z bialek, fosfolipidéw oraz lipopolisacharydu (LPS). Warstwa LPS jest wyeksponowana na zewnatrz
komorki. W przypadku bakterii Gram-dodatnich, zewngtrzna blona nie wystgpuje, a warstwe graniczng

z otoczeniem stanowi peptydoglikan polaczony z innymi wielocukrowymi polimerami — kwasami
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tejchojowymi lub tejchuronowymi. Przez te warstwe moga rowniez przechodzi¢ kwasy lipotejchojowe,
zakotwiczone w blonie cytoplazmatycznej, a w przypadku patogennych bakterii obecne sa tam réwniez
réznego rodzaju biatka [13]. Interakcje pomigdzy komodrkami zdyspergowanymi w cieczy moga
prowadzi¢ do powstawania duzych aglomeratow, ktore z czasem ulegaja sedymentacji. Jednak
fizykochemiczne wlasciwosci otoczek komorkowych sg istotne nie tylko ze wzgledu na mozliwos¢
samoagregacji komorek, ale réwniez ich zdolno$¢ do przylegania do réznego rodzaju powierzchni
(np. tkanek rodlinnych lub zwierzgcych czy tez narzgdzi medycznych) i tworzenia warstewki,
tzw. biofilmu [14-17]. Ze wzgledu na specyfikg¢ materiatu badawczego charakterystyke
fizykochemicznych wiasciwosci biokoloidow wykonywalam we wspélpracy z naukowcami
posiadajagcymi wyspecjalizowang wiedze, umiejg¢tnosci i biegto$¢ w postugiwaniu si¢ technikami
mikrobiologicznymi. W ramach mojego osiagniecia naukowo-badawczego przedktadam wylacznie
te publikacje o charakterze interdyscyplinarnym, w ktérych powstaniu méj wklad byl dominujgcy.
Dotycza one badan fizykochemicznych powierzchniowych wiasciwosci komérek bakteryjnych.

Na Rysunku 2 zestawitam dane dotyczace liczby prac naukowych, jakie pojawily si¢
na przestrzeni niemal 5 ostatnich dekad i odnosily si¢ do surfaktantow (CTAB i SDS), uktadow
koloidalnych (mikroemulsje), substancji bioaktywnych (tokoferole) oraz mikroorganizmow
(E. faecalis i R. leguminosarum bv trifolii). Badaniami tych ukltadéw zajmowatam si¢ przez ostatnich
osiem lat. Liczba publikacji dotyczacych powyzszej tematyki powstajacych w naszych osrodkach
naukowych na przestrzeni ostatniego dwudziestolecia, systematycznie wzrasta, podczas gdy globalnie
widoczna jest juz stabilizacja. Szeroki zakres obszaréw tematycznych i koncepcji badan
podejmowanych przez naukowcdéw w odniesieniu do wybranych przeze mnie obiektow, skutkuje

corocznie ogromng ilo$cia doniesien literaturowych.
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Rys. 2. Liczba artykuléw naukowych dotyczacych modelowych surfaktantéw (SDS i CTAB), mikroemulsji, witaminy E
(tokoferole) oraz przyktadowych Gram-dodatnich (E. faecalis) i Gram-ujemnych (R. legumninosarum bv trifolii) bakterii,
publikowana a) na $wiecie i b) w Polsce w latach 1970 — 2017 (wg. WoS [1]).

Cecha wspolng koloidow i biokoloidow jest rozpraszanie $wiatta przez czastki fazy
zdyspergowanej, dajace si¢ zaobserwowaé jako tzw. efekt Tyndalla [18]. Analiza zmian intensywnosci

rozpraszanego $wiatla laserowego w czasie pozwala m.in. na wyznaczanie wspdtczynnika dyfu
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czastek koloidalnych, a w powigzaniu z réwnaniem Stokesa — Einsteina — na okreslenie wielkosci
(np. $rednicy) czastek. Technika ta lezy u podstaw metody Dynamicznego Rozpraszania Swiatta
(ang. Dynamic Light Scattering (DLS)), znanego takze pod nazwa Korelacyjnej Spektroskopii Fotonow
(ang. Photon Correlation Spectroscopy (PCS)) [19-21].

Ze wzgledu na fakt, iz takie biokoloidy jak bakterie posiadajg wiasny aparat ruchu i zmiana ich
potozenia w osrodku dyspergujacym nie jest spowodowana jedynie ruchami Browna, metody DLS
raczej nie stosuje si¢ do wyznaczania wielkosci ich czastek (tj. komoérek). W przypadku koloidow
pomiar wielkodci czastek jest pomocny np. w ocenie stabilno$ci uktadéw (m.in. koagulacja, flokulacja,
koalescencja i sedymentacja), ich klasyfikacji (np. rozréznienie: emulsje i nanoemulsje)
i badaniu takich proceséw, jak solubilizacja substancji trudno rozpuszczalnych. Metoda DLS dostarcza,
zatem, informacji istotnych dla opisu morfologicznych wiasciwosci uktadéw koloidalnych [18].

Analiza zmian intensywnosci $wiatla laserowego rozpraszanego przez czastki koloidalne
poddawane dziataniu pola elektrycznego pozwala na wyznaczenie ich ruchliwosci elektroforetycznej
oraz potencjatu elektrokinetycznego. Stosowana jest w tym celu metoda Laserowej Dopplerowskiej
Elektroforezy (ang. Laser Doppler Electrophoresis (LDE) lub Laser Doppler Velocimetry (LDV))
w powigzaniu z analizag fazowa $wiatlta rozpraszanego [18, 19, 22]. Potencjal elektrokinetyczny
charakteryzuje podwdjng warstwe elektryczna, ktora otacza czastk¢ zdyspergowana w cieczy. Jego
wartos¢ zalezy m.in. od powierzchniowego tadunku elektrycznego czastki (rzutujacego na jej ruch
w polu elektrycznym), sktadu jakosciowego (np. obecnosé jondw o roznej wartosciowosci), pH i sity
jonowej osrodka dyspergujacego oraz temperatury [22]. Dla ukladéw typu ciecz/ciecz nalezacych
do koloidow asocjacyjnych, jak rowniez dla biokoloidéw, ze wzgledu na mozliwos¢ przechodzenia
czasteczek fazy dyspergujacej czgsciowo do wngtrza czastek fazy zdyspergowanej, zdefiniowanie
potozenia tzw. plaszczyzny poslizgu, dla ktérej wyznaczany jest potencjat elektrokinetyczny,
jest problematyczne [22]. W przypadku takich obiektéw badawczych, bedacych tzw. czgstkami
. miekkimi”, lepszym podejsciem wydaje si¢ stosowanie ruchliwodci elektroforetycznej do opisu
ich wiasciwosci elektrokinetycznych [23]. Jednak ze wzglgdu na to, ze w doniesieniach literaturowych,
autorzy operuja wartosciami zaréwno potencjatu elektrokinetycznego, jak i ruchliwosci
elektroforetycznej, w publikacjach sktadajacych si¢ na moje osiggnigcie naukowe, rowniez wystepuja
te dwie fizykochemiczne wielko$ci.

Zaréwno metoda DLS jak i LDE jest szeroko wykorzystywana w badaniach naukowych,
co przedstawitam na Rysunku 3. Jednoczesne zastosowanie obu technik optycznych pozwala otrzymac
informacje o wielkosci czastek fazy zdyspergowanej oraz ich wiasciwosciach elektrycznych
i elektrokinetycznych, co jest niezwykle istotne w kontekscie badan stabilnosci i potencjalnych

zastosowan koloidéw i biokoloidow.
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Rys. 3. Liczba publikacji prezentujacych wyniki badan prowadzonych nad/z wykorzystaniem metod DLS/PCS
1 LDE/LDV, ktore pojawily si¢ a) na swiecie i b) w Polsce w latach 1970-2017 (wg. WoS [1]).

Morfologiczne i elektrokinetyczne wiasciwosci koloidow i biokoloidow, wyznaczone
przy uzyciu technik rozpraszania $wiatta laserowego, moga pozwoli¢ na glebsze poznanie zjawisk
towarzyszacych takim procesom jak micelizacja 1 solubilizacja w ukladach ciecz/ciecz
oraz oddziatywan miedzykomoérkowych 1 interakcji pomigdzy prokariotycznymi komoérkami, a roznego
rodzaju powierzchniami. Stanowilo to dla mnie podstawowa przestanke do podjecia badan,

ktérych wyniki omawiam w autoreferacie.

4c_2. CEL PODJETYCH BADAN

Przeprowadzone przeze mnie badania miaty na celu scharakteryzowanie fizykochemicznych
wilasciwosci wybranych uktadéw koloidalnych (micelarnych oraz mikroemulsyjnych) i biokoloidéw
(komorek bakteryjnych) pod katem interakcji zachodzacych pomiedzy czastkami zdyspergowanymi
oraz czgstkami zdyspergowanymi i sktadnikami osrodka dyspergujacego, z wykorzystaniem metod
dynamicznego rozpraszania $§wiatla (DLS) oraz laserowej Dopplerowskiej elektroforezy (LDE).

W przypadku uktadéw koloidalnych skoncentrowalam si¢ na badaniu procesu solubilizacji
a-tokoferolu — substancji biologicznie czynnej o charakterze hydrofobowym — w roztworach
micelarnych tworzonych przez dwa modelowe jonowe zwigzki powierzchniowo czynne, tj. bromek
cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) i dodecylosiarczan (VI) sodu (SDS) oraz mikroemulsjach typu
olej/woda (o/w), woda/olej (w/0) i faza dwuciagta (bc) stabilizowanych przez te surfaktanty.

Analizy wia$ciwosci biokoloidow wykonatam dla wybranych szczepéw bakterii
Gram-ujemnych (Rhizobium leguminosarum bv trifolii) i Gram-dodatnich (Enterococcus faecalis),

rézniagcych si¢ budowa i strukturg otoczki komorkowe;.
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Zakres podjetych przeze mnie prac obejmowat nastepujace zagadnienia:

I. opis morfologicznych i elektrokinetycznych wiasciwosci agregatéw surfaktantéw jonowych

w roztworach micelarnych,

2. okreslenie wplywu elektrolitu na wybrane wiasciwosci roztworéw micelarnych bromku

cetylotrimetyloamoniowego,
3. oceng wptywu dodatku a-tokoferolu na wtasciwosci roztwordw surfaktantu kationowego,

4. okreslenie wptywu obecnosci a-tokoferolu na wybrane wiasciwosci mikroemulsji stabilizowanych

przez surfaktanty jonowe,

5. zdefiniowanie i oceng czynnikéw rzutujacych na wyniki analizy wtasciwosci elektrokinetycznych

biokoloidéw, wykonywanej metoda laserowej Dopplerowskiej elektroforezy,

6. okreslenie wptywu budowy otoczki bakteryjnej, sktadu osrodka dyspergujacego oraz aktywnosci
zyciowej Gram-ujemnych bakterii Rhizobium leguminosaru bv trifolii na ich wiasciwosci

elektrokinetyczne w ciektym podtozu,

7. charakterystyke wybranych wilasciwosci fizykochemicznych powierzchni komérek Gram-

dodatnich bakterii Enterococcus faecalis w ciektym podtozu.

1. Opis morfologicznych i elektrokinetycznych wilasciwosci agregatow surfaktantow jonowych

w roztworach micelarnych.

Wymiary ($redni promien lub $rednica hydrodynamiczna) czastek zdyspergowanych
w osrodku wodnym wyznaczane za pomocg metody DLS sa zwykle zawyzone w stosunku
do wynikéw uzyskiwanych innymi metodami (np. mikroskopii elektronowej) ze wzgledu na obecnosé
otoczki hydratacyjnej wokot czastek [19, 20]. Niewielu autoréw porusza kwesti¢ wplywu stezenia fazy
zdyspergowanej (w szczeg6lnosci czastek ,,miekkich”) na otrzymywane tg metoda wyniki. Problem ten
wymaga rozwazenia, szczeg6lnie w badaniach mikroemulsji, do uzyskania ktérych konieczne jest
uzycie znacznych ilodci surfaktantu [24]. W zwigzku z powyzszym przeanalizowatam wplyw stezenia
jonowych zwiazkéw powierzchniowo czynnych (SDS i CTAB) w ich roztworach micelarnych
na wyniki otrzymywane metodami DLS oraz LDE.

We wstepnym etapie badan wyznaczylam stezenia, powyzej ktorych czasteczki uzytych
surfaktantéw wystepuja w formie zagregowanej w wodnych roztworach bez domieszek innych
substancji [H1, H2]. Postuzylam si¢ w tym celu metoda konduktometryczng, analizujgc zmiany
przewodnictwa elektrolitycznego roztworéw wzgledem rosnacego stezenia zwigzku powierzchniowo
czynnego [25]. Uzyskane wartosci krytycznego ste¢zenia micelizacji (CMC) [H1, H2] byty zgodne

z danymi publikowanymi przez innych autoréw [26-32].
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W czystych roztworach micelarnych SDS oraz CTAB wzrostowi stezenia surfaktantu
towarzyszylo zmniejszenie rozmiaru agregatdw wyznaczonego metoda DLS [H1, H2]. Wyniki
pomiaréw byly bardzo powtarzalne, niemniej jednak otrzymywane wielkosci czastek ($rednica
hydrodynamiczna ok. 1 nm w najbardziej stezonych ukladach) znaczaco odbiegaty od oszacowanych
przy uzyciu wzoréw Tanforda dla micel sferycznych [33]. Dopiero zastosowanie procedury polegajacej
na ekstrapolacji wyniku pomiaru do wartosci odpowiadajacej ukiadowi o nieskonczenie duzym
rozcienczeniu [34] pozwolito uzyska¢ $rednice réwna 3,12 nm dla agregatow SDS
w temperaturze 20°C [H1] oraz 7,2 nm i 8,5 nm dla CTAB, odpowiednio w temperaturze 25 i 30°C [H2].
Wyznaczone w ten sposéb wielkosci czastek dobrze korespondowaly z dostepnymi w literaturze
danymi, otrzymywanymi za pomocg innych metod [28, 30, 35]. Zaobserwowane przeze mnie
zmniejszenie wielkosci agregatow przy wzroscie stgzenia surfaktantéw [H1, H2] moglo wynikaé
z nasilenia si¢ oddziatywan hydrodynamicznych i elektrostatycznych [28, 34, 36] miedzy ulokowanymi
coraz blizej siebie micelami [36] oraz spadku wartosci Sredniej liczby agregacji [28, 34]. Moim zdaniem
dodatkowym czynnikiem, ktdry rzutuje na wartosci srednicy zmierzone metodg DLS oparta na analizie
Swiatta rozpraszanego jest ,nieostra” optyczna granica pomigdzy czastkami zdyspergowanymi
a odrodkiem dyspergujacym [H1]. W przypadku czastek miekkich granica ta jest rozmyta ze wzgledu
na wnikanie czasteczek fazy dyspergujacej do zewnetrznych obszaréw rdzenia miceli oraz rotacje
1 mozliwa dyfuzj¢ czasteczek surfaktantu, zardbwno w micelach, jak i pomigdzy nimi [37].

Technika DLS pozwala uzyska¢ wielkos¢ czastki, ktora odpowiada $rednicy kulki wykonujacej
takie same ruchy Browna jak czastka badana. Nie uzyskujemy, zatem, bezposredniej informacji
o ksztalcie badanego obiektu. W zwiagzku z tym, zaktadajac rézne wartosci Sredniej liczby agregacji
dostepne w literaturze dla roztworéw micelarnych SDS [29, 38, 39] i stosujac dostepne formuty
matematyczne [40-42], obliczytam $rednie promienie agregatéw o ksztalcie kuli, dysku, globuli
oraz cylindra [H1]. Ich poréwnanie z warto$ciami otrzymanymi przez skorygowanie wynikéw pomiaru
DLS [34] wykazato, ze dla roztworu micelarnego SDS o stezeniu 6% i $redniej liczbie agregacji 69
prawdopodobne byty ksztatty sferyczne i elipsoidalne [H1]. Potwierdzity to réwniez wyniki obliczen
wykonanych przy uzyciu termodynamicznych modeli agregacji [43-45]. Wzrost stezenia SDS
promowal zanik matych sferycznych agregatéw i zwigkszenie ilosci elipsoidalnych micel o Sredniej
liczbie agregacji wynoszacej okoto 70 [H1].

Dla roztworéw kationowego surfaktantu (CTAB) badanych w dwdch temperaturach (25 i 30°C),
réwniez zaobserwowatam wplyw stezenia na wielkos$¢ agregatéw [H2]. Dane literaturowe wskazuja,
ze w badanym przeze mnie zakresie stezenia (do 25 mM) CTAB tworzy gtéwnie agregaty sferyczne
[26, 46], zatem zmiana ksztattu micel nie rzutowata na ich wielko§¢ wyznaczona metoda DLS [H2].
Agregaty byly nieco wigksze w wyzszej temperaturze, co wynikato z ich luZniejszej struktury
powodowanej zwigkszonym odpychaniem elektrostatycznym migdzy monomerami w micelach oraz

intensywniejsza penetracja rdzenia micel przez czasteczki wody [H2].

“
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Wartosci ruchliwosci elektroforetycznej oraz potencjalu elektrokinetycznego wyznaczone
przeze mnie metodg LDE dla micelarnych roztworéw CTAB w temperaturze 25 i 30°C, podobnie
jak $rednica micel, wykazywaty zmienno$¢ wraz ze st¢zeniem surfaktantu [H2]. W zakresie stezenia
CTAB, dla ktorego wystgpowal intensywny spadek wielkosci czastek (DLS), zaobserwowatam wzrost
ruchliwosci elektroforetycznej i wartosci potencjatu elektrokinetycznego az do osiggniecia maksimum.
Fakt ten potwierdza wptyw oddziatywan elektrostatycznych migdzy micelami surfaktantu jonowego na
wielkos¢ agregatow. Dalsze zwigkszenie st¢zenia ukfadu skutkowato zmniejszeniem warto$ci badanych
parametréw  elektrokinetycznych. Duze zageszczenie agregatow w ukladzie utrudniato
ich ruch w polu elektrycznym [H2]. Niektorzy autorzy sugerowali, ze spadek warto$ci potencjatu
elektrokinetycznego w roztworach CTAB o duzym stgzeniu wynika z powstawania klasterow micel [32],
nie jest to jednak weryfikowalne metoda DLS [H2].

Wykorzystujac metody dynamicznego rozpraszania $wiatta laserowego i laserowe;j
Dopplerowskiej elektroforezy udato mi sig, zatem, scharakteryzowac uktady micelarne surfaktantéw
jonowych pod wzgledem wielkosci agregatow oraz potencjatu elektrokinetycznego. Wykazatam wptyw
stezenia surfaktantu na wzrost oddziatywan elektrostatycznych miedzy agregatami, skutkujgcy
spadkiem wartodci $redniej $rednicy hydrodynamicznej, zmierzonej metodg DLS. Podkreslitam
konieczno$¢ stosowania poprawki zwigzanej z oddzialywaniami elektrostatycznymi w celu
wyznaczenia rzeczywistych rozmiar6w micel w roztworze wodnym oraz fakt wystgpowania nieostrej
granicy optycznej pomigdzy czastkami zdyspergowanymi i o$rodkiem dyspergujacym, mogacy
rzutowaé na wyniki pomiaré6w prowadzonych metodami analizy $wiatla rozpraszanego. Powigzanie
wynikow uzyskanych technikami DLS i LDE z danymi literaturowymi oraz wykorzystanie modeli
teoretycznych taczacych wielko$¢ agregatéw z ich ksztattem pozwolito mi dobrze scharakteryzowad

badane ukfady micelarne pod wzgledem wiasciwosci morfologicznych i elektrokinetycznych.

2. Okre$lenie wplywu elektrolitu na wybrane wlasciwosci roztworéw micelarnych bromku

cetylotrimetyloamoniowego.

Kolejnym etapem przeprowadzonych przeze mnie badan bylo scharakteryzowanie wielkosci
czastek oraz wihasciwosci elektrokinetycznych micelarnych roztworéw CTAB o stgzeniu NaCl
wynoszacym 0,151 0,50 M w temperaturze 25°C [H3].

Zwickszenie sity jonowej roztworéw CTAB przez wprowadzenie soli nie wyeliminowato
wplywu stezenia surfaktantu na wielko$¢ czastek wyznaczong metodg DLS [H3] obserwowanego
przeze mnie w uktadach bez dodatku elektrolitu [H2]. Wraz ze wzrostem st¢zenia CTAB nastgpowat
spadek mierzonej wielkosci czastek przy obu zastosowanych stezeniach NaCl [H3], cho¢ nie byt on tak

znaczgcy jak dla serii czystych roztwordw kationowego surfaktantu [H2]. Towarzyszyt mu wzrost

ruchliwosci elektroforetycznej wyznaczonej metodg LDE, potwierdzajacy nasilanie si¢ elektrostatycznego
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odpychania migdzy agregatami [H3] o coraz bardziej zwartej strukturze [34, 35, 47]. Roztwory
micelarne CTAB zawierajace NaCl charakteryzowaly si¢ niskimi wartoSciami indeksu
polidyspersyjnosci (wyznacznika réznorodnosci czastek zdyspergowanych pod wzgledem wielkosci),
a zwigkszenie st¢zenia surfaktantu skutkowato dodatkowym ujednoliceniem wymiaréw czastek fazy
zdyspergowanej. Efekt ten nie byl wczesniej eksponowany w publikacjach naukowych. Srednica
hydrodynamiczna agregatéw w ukfadach zawierajacych elektrolit (5,9 nm i 6,4 nm, odpowiednio
przy 0,151 0,50 M NaCl) [H3] byta mniejsza w stosunku do wyznaczonej w roztworach bez dodatku
NaCl [H2]. Jony chlorkowe neutralizowaty dodatni fadunek hydrofilowych gtow surfaktantu,
pozwalajac na zmniejszenie odlegtodci pomigdzy monomerami w agregatach. Wprowadzenie elektrolitu
skutkowato ponadto zmniejszeniem si¢ otoczki hydratacyjnej micel [H3].

Wielkodci agregatéw nieznacznie rosty ze wzrostem stgzenia NaCl, co wskazywato
na mozliwos¢ upakowania wigkszej liczby monomeréw w miceli. Wykorzystujac wartosci $rednich
$rednic hydrodynamicznych oraz wzory Tanforda [33] obliczytam $rednie liczby agregacji
przy zatozonym sferycznym ksztatcie micel. Zatozenie to wynikato z faktu, iz Srednica wyznaczana
metodg DLS odnosi si¢ do hipotetycznych czastek kulistych o tym samym wspotczynniku dyfuzji
w danym osrodku, jaki wykazuje czastka badana [20] oraz danych literaturowych dotyczacych
roztworéw CTAB [48]. Przy niskich stezeniach CTAB $rednie liczby agregacji wynosity 107 i 152,
odpowiednio dla 0,15 i 0,50 M NaCl. Wzrost stezenia CTAB w uktadach prowadzit do wzrostu liczby
micel i zmniejszenia liczby agregacji do okoto 40 i 70, odpowiednio przy stezeniu soli réwnym
0,151 0,50 M [H3]. Otrzymane przeze mnie warto$ci Srednich liczb agregacji dla stezonych uktadéw
(25 mM CTAB) byly nizsze od uzyskanych przez innych autoréw [49-51], co moglo wynikaé
z matych wartosci $rednic hydrodynamicznych wykorzystanych do obliczen. Trudno jednak poréwnywaé
te dane ze wzgledu na r6zne stgzenia elektrolitu oraz metody pomiarowe stosowane przez badaczy [49-51].

Znajac ruchliwosci elektroforetyczne agregatow, ich $rednice hydrodynamiczne i Srednie liczy
agregacji obliczytam fadunek elektryczny generowany na powierzchni agregatow, liczbe
zdysocjowanych monomeréw w miceli i finalnie stopien dysocjacji micel. Wynosit on ok. 7,5 1 4,5%,
przy stezeniu soli réwnym odpowiednio 0,15 i 0,50 M [H3] i byl znacznie nizszy od wyznaczonego
przeze mnie metodg konduktometryczng dla roztworéw micelarnych CTAB niezawierajacych soli (27%) [H2].

W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan stwierdzitam, ze nawet obecnos¢ 0,5 M NaCl
w uktadzie micelarnym kationowego surfaktantu nie eliminuje catkowicie oddziatywan
elektrostatycznych migdzy agregatami widocznego ze wzrostem stezenia zwigzku powierzchniowo
czynnego. Powigzanie wynikow uzyskanych metodami DLS i LDE z metodami obliczeniowymi
i wykorzystaniem odpowiednich modeli teoretycznych pozwolito mi okresli¢ srednie liczby agregacji
oraz stopien zdysocjowania micel. Z takim podej$ciem analitycznym nie spotkalam si¢ w dostgpnej
literaturze tematycznej. Wzrost st¢zenia soli z 0,15 M do 0,50 M przy danym stezeniu surfaktantu

skutkowat nieznacznym wzrostem $redniej liczby agregacji oraz zmniejszeniem stopnia dysocjacji micel.
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3. Ocena wplywu dodatku a-tokoferolu na wlasciwosci roztworéw surfaktantu kationowego.

Micelarna solubilizacja substancji trudno rozpuszczalnych w danym osrodku jest jednym
ze sposobéw otrzymywania nanono$nikow sktadnikow biologicznie czynnych o potencjalnym
wykorzystaniu w farmacji oraz przemysle kosmetycznych lub technologii zywnosci [52-54].

Do substancji biologicznie aktywnych o szerokim spektrum zastosowan nalezy witamina E.
Obejmuje ona grupe zwigzkow, ktorych czasteczki zawierajg pierscien chromanolowy o réznej liczbie
i usytuowaniu grup metylowych (a, B, y i 9) i taincuch fitylowy z pojedynczymi wigzaniami miedzy
atomami wegla (tokoferole) lub obecnoscia wigzan podwdjnych (tokotrienole). Najbardziej aktywna
forma tej rozpuszczalnej w tluszczach witaminy jest a-tokoferol [10, 55-57]. Wykazuje on silne
dziatanie przeciwutleniajace, ktére zawdziecza obecnosci grupy fenolowej w czasteczee [11]. Stosuje
si¢ go jako antyoksydant i naturalny konserwant (E306) w wielu produktach [12]. Witamina E poprawia
efektywnosé lekdw w terapii przeciwnowotworowej [12, 54]. Micelarne roztwory zawierajace witaming E
s3 badane jako potencjalne no$niki substancji biologicznie czynnych, np. w terapii raka szyjki macicy,
glejaka i raka piersi [54]. Badania modelowe wskazuja, ze w interakcji z zywymi komérkami czasteczki
a-tokoferolu lokuja si¢ w btonie komdrkowej réwnolegle do weglowodorowych taricuchéw lipidéw.
Jednak ich potozenie i przestrzenna orientacja w btonach biologicznych nie jest precyzyjnie okreslona [57].
W badaniach uktadéw micelarnych i mikroemulsyjnych zawierajgcych a-tokoferol gtéwny nacisk
kiadziony jest na biochemiczne wiasciwosci tej substancji [24], podczas gdy jej potencjalny wptyw
na fizykochemiczne wiasciwosci tych uktadow nie jest dobrze zbadany. W zwigzku z powyzszym
podjetam probe okreslenia wptywu obecno$ci witaminy E na wiasciwosci fizykochemiczne roztwordw
micelarnych i mikroemulsji stabilizowanych przez jonowe zwiazki powierzchniowo czynne.

Pierwszym etapem badan byto okreslenie roli czasteczek a-tokoferolu w procesie micelizacji
kationowego surfaktantu [H2]. Krytyczne stezenie micelizacji CTAB w roztworach zawierajgcych
od 0,3 do 11,6 mM witaminy wyznaczalam metoda konduktometryczna w dwdéch temperaturach
(251 30°C). Wprowadzenie do uktadu hydrofobowych czasteczek a-tokoferolu skutkowato obnizeniem
przewodnictwa elektrolitycznego wzgledem jego wartosci odnotowanej w czystym roztworze CTAB
o danym stezeniu. Spadek warto$ci przewodnictwa byt wprost proporcjonalny do zadanej ilosci
witaminy i wynikal z mozliwego powstawania hydrofobowych domen (szczegélnie w roztworach
o malej zawartosci CTAB) oraz tworzenia si¢ mieszanych agregatéw kationowego surfaktantu
i witaminy E. Agregacja kationowego surfaktantu w obecnosci czasteczek a-tokoferolu
w obu temperaturach nastepowata przy nizszym stgzeniu CTAB niz w ukladzie bez witaminy [H2].
Taki wptyw a-tokoferolu na proces micelizacji jonowego surfaktantu nie byt wezesniej dyskutowany
w literaturze. Inni autorzy wskazywali jedynie na zmiany strukturalne zachodzace w obecnosci
witaminy E, np. w dyspersjach fosfolipidow [57, 58]. Agregacja w roztworze CTAB zawierajgcym
witamine E jest ulatwiona dzigki oddzialywaniom hydrofobowym pomigdzy czasteczkami

a-tokoferolu i alkilowymi taficuchami czgsteczek surfaktantu, co sprzyja powstawaniu mieszanych *
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agregatow. Ponadto lokalizacja pierscieni chromanolowych w otoczeniu hydrofilowych gtéw CTAB
zmniejsza elektrostatyczne odpychanie pomiedzy nimi [H2].

Wykonane przeze mnie obliczania termodynamicznych parametréw micelizacji (standardowa
energia micelizacji oraz stopiefi wigzania przeciwjonow [59, 60]), wykazaly ponadto, ze mieszane
agregaty a-tokoferol/CTAB sa w wigkszym stopniu zdysocjowane niz micele CTAB [H2].
Zmniejszenie stopnia wigzania przeciwjonéw byto obserwowane przez innych badaczy w roztworze
CTAB zawierajacym fenol [59], cho¢ efekt ten nie byt tak istotny jak w przypadku a-tokoferolu [H2].

Wyniki pomiaréw wielkosci czastek wykonanych metoda DLS dla ukfadéw zawierajacych
witamine E pokazaty, ze wbudowywanie si¢ czasteczek a-tokoferolu w agregaty CTAB skutkowato
znaczgcym wzrostem ich Srednicy hydrodynamicznej. Agregaty byly tym wigksze, im nizsze byto
stezenie CTAB przy tej samej ilosci witaminy E wprowadzonej do uktadu. Przy matym stezeniu
surfaktantu w uktadach wystepowaty duze aglomeraty witaminy z zakotwiczonymi w nich za pomoca
fanicuchéw hydrofobowych czasteczkami CTAB (ok. 100 nm). Wzrost stezenia surfaktantu promowat
natomiast powstawanie mniejszych mieszanych agregatéw (50-60 nm). Potwierdzita to analiza warto$ci
indeksu polidyspersyjnosci. Im wiecej czasteczek surfaktantu przypadatlo na czasteczke
a-tokoferolu, tym uktady byly bardziej jednorodne pod wzgledem wielkosci czastek [H2]. W calym
badanym zakresie stezen CTAB i a-tokoferolu wielko$¢ mieszanych agregatéw byta nizsza niz 300 nm,
zatem mozliwe jest ich przenikanie przez btony biologiczne [61].

Istotny wydaje sie fakt, iz obecnos¢ a-tokoferolu powodowata znaczacy wzrost ruchliwosci
elektroforetycznej i potencjatu elektrokinetycznego w ukladzie wzgledem wartosci uzyskanych
w roztworach micelarnych CTAB bez witaminy E [H2]. Dysocjacja elektrolityczna hydrofilowych gtow
CTAB w mieszanych micelach jest utatwiona, a stgzenie przeciwjonéw w warstwie Sterna mniejsze niz
w przypadku agregatow CTAB bez witaminy E. Podwdjna warstwa elektryczna mieszanych micel
a-tokoferol/CTAB ma zatem luZniejszg strukture niz agregatow samego surfaktantu. Poprzez wzrost
wartodci potencjatu elektrokinetycznego (oraz elektrostatycznego odpychania migdzy agregatami)
wprowadzenie witaminy E do roztworu micelarnego kationowego surfaktantu zwigksza jego stabilnos¢ [H2],
co nie bylo wezesniej sygnalizowane w literaturze.

Wplyw obecnosci witaminy E na micelarne roztwory CTAB badatam takze w ukfadach
zawierajgcych elektrolit (0,15 i 0,50 M NaCl, 25°C) [H3]. Wzrost stezenia elektrolitu skutkowat mniej
efektywng solubilizacja o-tokoferolu w badanych uktadach micelarnych CTAB [H2, H3].
co dla innych tego typu uktadéw zawierajacych sél byto juz wezesniej obserwowane [62]. Wskazuje
to, ze tokoferol lokuje sie pomigdzy molekutami CTAB [H2], gdyz przy umiejscowieniu w rdzeniu
agregatéw jego solubilizacja powinna rosna¢ ze wzrostem st¢zenia soli [63].

Whbudowywanie sie czasteczek witaminy E w micele rowniez w obecnosci NaCl prowadzito
do zwigkszenia Srednicy hydrodynamicznej agregatow CTAB [H3], cho¢ nie tak znacznego

jak w uktadzie bez elektrolitu [H2]. Wielko$¢ agregatow wyznaczona metoda DLS dla wszystkich

kombinacji stezen surfaktantu i witaminy nie przekraczata 10 nm [H3], co potwierdzato zupeing|
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solubilizacje a-tokoferolu [64] oraz mozliwo$¢ jego trans-membranowego transportu w formie
mieszanych micel [61]. Dodatek witaminy przy danym stezeniu surfaktantu prowadzit do wzrostu
indeksu polidyspersyjnosci. Jednoczesnie, im stezenie surfaktantu byto wyzsze, tym uktad byt bardziej
jednorodny pod wzgledem wielkosci czgstek [H3].

Odnotowatam, iz podobnie jak w uktadach bez dodatku elektrolitu [H2] wzrost stezenia
witaminy prowadzit do znaczacego wzrostu ruchliwosci elektroforetycznej mieszanych agregatow [H3].
Zaktadajac lokalizacje a-tokoferolu w warstwie palisadowej CTAB i sferyczno$¢ agregatéw oraz znajac
ich wielko$ci wyznaczone metoda DLS, obliczytam $rednie liczny agregacji surfaktantu
w micelach. Przy wyzszym stgzeniu soli agregaty byly zbudowane z wigkszej liczby monomeréw
CTAB. Srednie liczby agregacji nieznacznie malaly ze wzrostem ilosci witaminy w uktadzie, co byto
szczegdblnie widoczne przy nizszym stezeniu elektrolitu. Dla niektérych uktadéw przy 0,50 M stezeniu
NaCl $rednie liczby agregacji byly wyzsze niz wartodci graniczne dla sferycznych micel,
co wskazywato ze w roztworach moga by¢ obecne takze agregaty innych ksztattow [H3].

W oparciu o wyniki pomiaréw ruchliwosci elektroforetycznej uzyskane metoda LDE, znajac
wielko$¢ micel i Srednie liczby agregacji, obliczytam powierzchniowy fadunek elektryczny agregatow
oraz ich stopien dysocjacji [H3]. Wzrost st¢zenia NaCl skutkowal zmniejszeniem stopnia dysocjacji
agregatow [H2, H3]. Stopien dysocjacji micel rost ze wzrostem warto$ci stosunku molowego witaminy
do CTAB. Efekt ten byt lepiej widoczny przy nizszym stezeniu soli [H3]. Na podkreslenie zastuguje
fakt, iz dotychczas brak jest doniesien naukowych dotyczacych badania wptywu obecnosci a-tokoferolu
na elektryczne i elektrokinetyczne wiasciwosci micelarnych roztwordéw jonowych surfaktantéw [H2, H3].

Przeprowadzone z wykorzystaniem metod analizy rozpraszanego S$wiatla laserowego
kompleksowe badania roztworéw micelarnych kationowego surfaktantu pozwolity mi okresli¢ wptyw
obecnosci witaminy E na wybrane wiasciwosci fizykochemiczne tych uktadéw. Dodatek a-tokoferolu
do roztworu CTAB ulatwial agregacje surfaktantu, prowadzac do obnizenia wartosci CMC.
Solubilizacja witaminy E skutkowata wzrostem wielkosci agregatéw - czego nalezato oczekiwaé -
szczegblnie widocznym w roztworach niezawierajacych soli. Jej obecno$¢ pomigdzy monomerami
CTAB w mieszanych micelach utatwiata dysocjacj¢ hydrofilowych gtéw surfaktantu, zwigkszajac
stabilnosé uktadéw, zardwno przy braku elektrolitu, jak i w jego obecnosci. Taki efekt nie byt wezesniej
prezentowany i dyskutowany w literaturze. Udato mi si¢ go zaobserwowac analizujgc wyniki pomiaréw

wykonanych metodami DLS i LDE.

4. Okreslenie wplywu obecnosci a-tokoferolu na wybrane wlasciwosci mikroemulsji

stabilizowanych przez surfaktanty jonowe.

Poczatkowy etap badan wykonanych przeze mnie w celu okreslenia wptywu a-tokoferolu
na wiasciwosci mikroemulsji stabilizowanych przez modelowe jonowe zwiazki powierzchniowo czynne
dotyczyt charakterystyki mikroemulsji SDS/woda/pentanol niezawierajacej dodatkowych sktadnikéw.

W powyzszym uktadzie o réznej zawartosci alkoholu (1-77%), odpowiadajacej systemom olej/woda v\;‘&fg*&‘{
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(o/w), faza dwuciggta (bc) i woda/olej (w/0), wyznaczytam wielko$é czastek fazy zdyspergowanej
(temperatura 20°C), stosujgc metode DLS [H1]. Wyniki pomiaréw wykonanych w uktadzie o/w,
podobnie jak w roztworze micelarnym SDS, byty znacznie zanizone wzgledem wartosci szacowanych
teoretycznie. Byl to rezultat odpychania elektrostatycznego pomiedzy czastkami zdyspergowanymi.
Zastosowanie poprawki zwiazanej z tym efektem [34] pozwolito uzyskaé wielkosci czastek, jakich mozna
byto oczekiwac biorac pod uwage budowe czasteczki SDS [33]. Analiza skorygowanych wielkosci czastek
zdyspergowanych pozwolita zaobserwowa¢, ze w ukladzie o/w wzrost stezenia pentanolu prowadzit
do zmniejszenia si¢ ich promienia. Zostalo w ten sposéb potwierdzone dziatanie alkoholu,
jako kosurfaktantu. Pentanol, lokujac si¢ w warstwie palisadowej czasteczek SDS, zmniejszat
odpychanie pomigdzy hydrofilowymi glowami surfaktantu, a tym samym takze odlegtosci migdzy nimi [H1].

W oparciu o publikowane przez innych autoré6w $rednie liczby agregacji mozliwe
do wystapienia w uktadach o/w i w/o stabilizowanych przez SDS [29, 38, 39], zaktadajgc ré6zne mozliwe
ksztatty —czastek zdyspergowanych, obliczytam odpowiadajace im  warto$ci  promieni.
Ich poréwnanie z wynikami otrzymanymi bezposrednio z pomiaru DLS, jak réwniez skorygowanymi
na efekt oddzialywan elektrostatycznych, pozwolito mi oszacowaé najbardziej prawdopodobny ksztatt
czystek fazy zdyspergowanej. Wyniki wykonanych przeze mnie obliczen pokazaty, ze drobiny fazy
olejowej w ukfadzie o/w byly sferyczne a wzrostowi st¢zenia alkoholu towarzyszylo zmniejszenie
liczby monomeréw SDS w obszarze miedzyfazowym. W ukladzie w/o wzrostowi stezenia alkoholu,
tworzacego faz¢ pseudo-olejowa, rdwniez towarzyszyt spadek wielko$ci agregatéw, przy czym oprécz
ksztattu sferycznego mozliwy byt takze elipsoidalny — a przy najwyzszej ilosci pentanolu — cylindryczny [H1].

Na wyniki pomiaru wielkosci czastek metodg DLS w mikroemulsji SDS/woda/pentanol wptywa
nieostra ,,optyczna” granica faz wystgpujaca w uktadach ciecz/ciecz. W uktadzie o/w wynika
to mozliwej penetracji zewngtrznych obszaréw hydrofobowego rdzenia przez czasteczki wody,
natomiast w uktadzie w/o z czesciowej rozpuszczalnosci alkoholu w wodzie, czyli przenikania jego
czasteczek przez obszar miedzyfazowy do hydrofilowego rdzenia. Wyniki pomiaréw uzyskane
dla fazy bc, mimo ze bardzo powtarzalne i odpowiadajace dtugosci alkilowego tancucha SDS [H1],
sg trudno interpretowalne. Faza ta jest definiowana jako domeny czgsteczek wody i fazy olejowej
przenikajace si¢ dzigki monowarstwie surfaktantu obecnej migdzy nimi [65, 66].

Dzigki pomiarom wielkosci czastek, wykonywanym metoda DLS w kilkudniowych odstepach
przez okres miesigca, udato mi si¢ wykaza¢ stabilnos¢ badanych typéw uktadu SDS/woda/pentanol [H1],
charakterystyczng dla mikroemulsji [7].

Kolejny etap badan dotyczyt solubilizacji witaminy E (o-tokoferolu) w mikroemulsjach
SDS/woda/pentanol [8] i CTAB/butanol/oktan/woda [67] o réznej zawartosci alkoholu jako fazy
pseudo-olejowej, narzucajacej typ o/w, be lub w/o danego uktadu. Zawartos¢ a-tokoferolu w probkach
wynosita od 0,01 do 0,25 %. Uktady byly badane pod katem przewodnictwa elektrolitycznego,
ruchliwosci elektroforetycznej oraz wielosci czastek fazy zdyspergowanej w temperaturze 25°C [H4].
W uktadach o/w stabilizowanych przez SDS oraz CTAB zastosowano odpowiednia poprawke [H1, H2, 34 \\,},&4
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w celu wyeliminowania wptywu oddziatywan elektrostatycznych na wielkos¢ czgstek uzyskiwang
metoda DLS. Udato si¢ zaobserwowaé, ze dla tego samego typu ukiadu wieksza S$rednice
hydrodynamiczng wykazywaty drobiny fazy zdyspergowanej obecne w mikroemulsji stabilizowane;j
przez surfaktant kationowy. Wynikato to z nieco innego skfadu ilo$ciowego prébek, jak rowniez
tworzenia przez CTAB agregatéw ztozonych z wigkszej liczby monomer6w niz jest to w przypadku
SDS [68]. Wielkos¢ czastek fazy zdyspergowanej w uktadach o/w rosta ze wzrostem ste¢zenia alkoholu,
natomiast w uktadach w/o — malata. Solubilizacja witaminy E w mikroemulsji stabilizowanej przez
anionowy surfaktant nie prowadzita do istotnych zmian wielkosci czastek wyznaczonej metoda DLS.
W przypadku mikroemulsji stabilizowanej przez CTAB $rednica hydrodynamiczna czgstek fazy
zdyspergowanej nieznacznie rosta w ukfadzie o/w o stezeniu butanolu réwnym 10%, natomiast przy
dwukrotnie wyzszej zawartodci alkoholu malata ze wzrostem stezenia a-tokoferolu. W przypadku
mikroemulsji CTAB/butanol/oktan/woda takze w probce o charakterze fazy dwuciagtej
zaobserwowatam nieznaczny spadek Srednicy hydrodynamicznej czastek [H4]. Zmiany wielkosci
czastek, badz ich brak, wynikaty z roznej lokalizacji czasteczek a-tokoferolu, wprowadzonych
do mikroemulsji. W uktadach o/w czasteczki substancji bioaktywnej lokowaly sie pomigdzy
czasteczkami surfaktantu na granicy faz, co przy niskich st¢zeniach witaminy nie skutkowato wzrostem
wielkosci czastek fazy olejowej. w uktadzie w/o. Ponadto dobra rozpuszczalno$é a-tokoferolu
w zastosowanych alkoholach (pentanol, butanol) tworzacych faz¢ olejowg powodowata brak wptywu
witaminy na wielko$¢ czastek. Uktady stabilizowane przez obecnos¢ CTAB charakteryzowaty sig
wyzszymi wartosciami indeksu polidyspersyjnosci niz w przypadku SDS, co wynikato prawdopodobnie
z roznych zdolnosci emulgujgcych tych surfaktantow [69]. Wprowadzenie witaminy E do mikroemulsji
modyfikowato stopien jednorodnosci wielkosci czastek fazy zdyspergowanej zaleznie od typu uktadu
i zawartosci poszczegdlnych komponentéw [H4]. Obecno$¢ czasteczek a-tokoferolu znaczaco
wpltywata na ruchliwo$é elektroforetyczng czastek fazy zdyspergowanej w uktadach o/w
stabilizowanych przez jonowe surfaktanty (SDS i CTAB). W tego typu mikroemulsjach o najnizszej
zawartosci alkoholu obserwowano wzrost bezwzglednej wartosci ruchliwosci elektroforetycznej
ze wzrostem stezenia witaminy. Potwierdzito to postulowane wczesniej przeze mnie wbudowywanie si¢
czasteczek a-tokoferolu w monowarstwe molekut surfaktantu na granicy faz. Wyniki moich
wezedniejszych badan wskazywaty, ze taka lokalizacja czasteczek witaminy E utatwia dysocjacje
czasteczek surfaktanu [H2, H3]. Wzrost fadunku elektrycznego na powierzchni czastek fazy
zdyspergowanej skutkuje zwigkszeniem szybkosci ich przemieszczania si¢ w polu elektrycznym.
Wzrost stezenia alkoholu powoduje, ze czasteczki a-tokoferolu zostaja glebiej zakotwiczone
w olejowym rdzeniu i efektywno$¢ ekranowania prze nie hydrofilowych gtéw surfaktantu maleje [H4].

Wyniki pomiaréw wielko$ci czastek i ich ruchliwosci elektroforetycznej w mikremulsjach
stabilizowanych przez jonowe surfaktanty pozwolity zaobserwowa¢, ze wprowadzenie a-tokoferolu

nieznacznie modyfikuje wiasciwosci powyzszych uktadow. Wplyw witaminy E byl widoczny

w systemach typu o/w. W obecnosci niewielkiej ilosci alkoholu, jako kosurfaktantu, wbudowywanie sig
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a-tokoferolu w mieszane agregaty ufatwiato dysocjacje hydrofilowych gtow surfaktantu,
przez co ruchliwos¢ elektroforetyczna czastek zdyspergowanych rosta. Zwigkszenie zawartosci fazy
olejowej efekt ten niwelowato. Przy stezeniu witaminy E nieprzekraczajacym 0,25% w analizowanych
mikroemulsjach typu o/w, bc i w/o bardziej znaczacy byl wplyw zawartosci fazy olejowe;j

niz solubilizowanej substancji na wielko$¢ czastek i wlasciwosci elektrokinetyczne uktaddw.

5. Zdefiniowanie i ocena czynnikéw rzutujagcych na wyniki analizy wlasciwosci

elektrokinetycznych biokoloidéw wykonywanej metoda laserowej Dopplerowskiej elektroforezy.

Technika laserowej Dopplerowskiej elektroforezy w polgczeniu z analizg fazows $wiatla
rozpraszanego jest metodg pozwalajacg szybko i precyzyjnie wyznaczaé¢ ruchliwo$¢ elektroforetyczng
czastek zdyspergowanych w cieczy, ktorych wielkosé nie przekracza kilku mikrometréw. Zostata ona
szybko zaadaptowana do badan obiektow biologicznych [14, 16]. Jednak poréwnanie wynikow
uzyskiwanych przez réznych badaczy nawet dla tego samego szczepu bakteryjnego jest trudne. Wynika
to, m.in. z zaniedbywania informacji o preparatyce i kondycjonowaniu prébek, sposobie prowadzenia
pomiar6w oraz — co wydaje si¢ istotne dla badan zywych komoérek — fazy zyciowej
(np. faza wzrostu lub udzial liczbowy martwych komoérek w badanej populacji) aktualnej
dla prowadzonych analiz.

W zwigzku z powyzszym moja pierwsza publikacja odnoszaca si¢ do badan wiasciwosci
biokoloidow dotyczyta metodycznych aspektéw wyznaczania potencjatu elektrokinetycznego bakterii
zdyspergowanych w ciektych podtozach [H5]. Obiektem badawczym byt szczep dziki Rt24.2 bakterii
glebowych Rizobium leguminosarum bv trifolii zyjacych w symbiozie z roslinami motylkowatymi,
wyhodowany i scharakteryzowany pod wzglgdem genetycznym oraz biochemicznym w Zakladzie
Genetyki i Mikrobiologii Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie - Sktodowskiej
w Lublinie [70]. Przeanalizowatam wplyw skfadu i sily jonowej osrodka dyspergujacego, ilosci
komoérek zawieszonych w cieczy (wyrazonej jako ggstos¢ optyczna) oraz temperatury na wartosci
potencjatu elektrokinetycznego. Opierajac si¢ na teorii zjawisk elektrokinetycznych czynniki
te powinny modyfikowa¢ szybkos¢ poruszania si¢ komorek w polu elektrycznym [22]. Badatam takze
znaczenie takich parametréw, jak faza wzrostu komorek, czas przechowywania ich dyspersji,
powtarzanie pomiaru dla tej samej probki oraz zastosowanie termicznego lub chemicznego czynnika
dezaktywujacego bakterie [HS].

Przeanalizowatam wptyw skiadu i sity jonowej kilku ciektych podtozy stosowanych
do hodowli bakterii R. leguminosarum (tj. 79CA [71], TY [72], 20E [73], GYM [74] i M1 [75];
pH pozywek: 7,0-7,2) oraz wodnego roztworu NaCl (stgzenie 0,9% i 0,2%). Pomiary potencjatu
elektrokinetycznego wykonatam w temperaturze 20°C przy statym stezeniu komérek bakteryjnych
w osrodkach dyspergujacych. Nie tylko $rednie warto$ci potencjatu, ale takze powtarzalno$¢ wynikow

w serii pomiarowej zalezaly od zastosowanego podioza. Wartosci bezwzgledne potencjatu

elektrokinetycznego komoérek bakteryjnych w podtozach o zblizonej sile jonowej (TY, 79CA i 20E) .
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byly bliskie sobie a zmniejszenie sity jonowej cieklego poditoza skutkowato ich wzrostem,
czego nalezalo oczekiwa¢. Znaczne wartosci odchylenia standardowego uzyskane w przypadku
niektorych typéw ukladéw sugerowaly, ze zastosowane w nich podloza nie s3 odpowiednie
do prowadzenia elektroforezy. Do badania wptywu kolejnych czynnikow na wartosci potencjatu
elektrokinetycznego bakterii wybrano podioze TY, jako osrodek dyspergujacy ubogi w sktadniki
mineralne, ale zapewniajacy bakteriom dobre warunki do przezycia. Wykonano pomiary potencjatu
elektrokinetycznego komoérek bakterii w temperaturze réwnej odpowiednio 5, 10 i 20 (£0,1) °C
po wezesniejszym ich kondycjonowaniu w zadanych warunkach przez 1,5 godziny. Warto$é potencjatu
zmieniata si¢ wraz z temperatura, jednak ze wzglgdu na mala liczbe punktéw pomiarowych nie udato
si¢ wyciagnac¢ jednoznacznych wnioskéw dotyczacych wplywu temperatury. Wzrost ilosci komérek
zdyspergowanych w podtozu TY (zakres gestosci optycznej od 0,05 do 0,5) skutkowal wzrostem
bezwzglednej wartosci potencjatu elektrokinetycznego.

Wartosci potencjatu elektrokinetycznego komorek (przy statej gestosci optycznej probek)
zmienialy si¢ wraz z fazg wzrostu bakterii. Najwyzsze wartosci bezwzgledne potencjatu
charakteryzowaty dyspersj¢ komérek pochodzacych z 24-godzinnnej hodowli. Zmiany aktywnosci
metabolicznej bakterii wraz z wiekiem populacji skutkowaly zmniejszeniem wartosci bezwzgledne;j
potencjatu. Przechowywanie probek przez 48 godzin w niskiej temperaturze (4°C) nieznacznie
réznicowato uzyskane wyniki pomiaréw wzglgdem uzyskanych dla probek swiezo przygotowanych lub
przechowywanych przez 24 godziny. Wykonywanie kilku powtorzen pomiar6w w tej samej probce
wprowadzonej do celki pomiarowej réwniez rzutowato na uzyskiwane rezultaty. Wyniki badan
przewodnictwa elektrolitycznego, ktére prowadzitam réwnolegle z badaniami potencjatu
elektrokinetycznego pokazaty, ze po wykonaniu pierwszego pomiaru ruchliwosci elektroforetycznej
przewodnictwo uktadu rosnie, przy czym dalsze zwigkszenie ilosci pomiaréw nie wptywa juz na jego
wartos¢. W przypadku powtarzania pomiaréw przewodnictwa w probce dyspersji  komorek
bakteryjnych niepoddawanej elektroforezie taki efekt nie wystepuje [HS5]. Prawdopodobnym
wyjasnieniem tego zjawiska jest desorpcja jonéw z otoczki bakteryjnej do fazy dyspergujacej lub efekt
Joule’a [76]. Zastosowanie fizycznego (wysoka temperatura [75]) lub chemicznego (izopropanol [77])
czynnika dezaktywujacego bakterie skutkuje zmniejszeniem warto$ci bezwzglednej potencjatu
elektrokinetycznego komoérek [H5].

Wykonywanie pomiaréw potencjatu elektrokinetycznego zywych komorek bakteryjnych
wymaga, zatem, uwzglednienia wpltywu réznych czynnikéw na uzyskiwane wyniki. Obejmuja
one zaréwno sposOb preparatyki probek, jak tez warunki prowadzenia pomiaru. Ich definiowanie
w opisie metodyki badan pozwala na pelniejsza interpretacje i umozliwia poréwnanie wynikoéw

otrzymywanych przez rézne zespoly badawcze.
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6. OkreSlenie wplywu budowy otoczki bakteryjnej, skladu oSrodka dyspergujgcego oraz
aktywnoSci  zyciowej Gram-ujemnych bakterii Rhizobium leguminosaru bv trifolii

na ich whasciwosci elektrokinetyczne w cieklym podtozu.

Struktura i budowa chemiczna otoczki komorki bakteryjnej odgrywa istotng role nie tylko
w procesach wymiany substancji pomig¢dzy jej wnetrzem a otoczeniem oraz ochrony przed
niekorzystnymi czynnikami $rodowiskowymi, ale wptywa takze na whasciwosci adhezyjne komorki,
rzutujace na jej przyczepnos¢ do réznych powierzchni (w tym tkanek roslinnych i zwierzgcych).
Warunkiem samoagregacji komoérek oraz tworzenia przez nie biofilmu jest pokonanie sit odpychania
pomiedzy komdrkami oraz komérkami i powierzchnia danego materiatu [14, 78, 79]. Otoczka komdrek
bakterii Gram-ujemnych, do ktérych zaliczajg si¢ rizobia, zbudowana jest z peptydoglikanu (mureiny)
ulokowanego w przestrzeni peryplazmatycznej oraz zewngtrznej btony, w ktdrej sktad wchodza
fosfolipidy, lipoproteiny oraz lipopolisacharydy (LPS) [80]. Dodatkowymi sktadnikami otoczki
komérkowej sg egzopolisacharydy (EPS), kapsularne polisacharydy (CPS) [81] oraz syntezowane przez
komérke B-glukany i polisacharydy tworzace zel (GPS) [82]. Wyniki wstgpnych badan pokazaty,
ze szczepy R. leguminosarum bv trifolii syntezujace wigksze ilosci EPS fatwiej pokrywaja powierzchnig
korzeni roslin motylkowatych i drobin piasku. Z drugiej jednak strony, im wigksza jest zawartos¢ EPS
w otoczce komoérkowej, tym wyzsza warto$¢ bezwzgledna potencjatu elektrokinetycznego bakterii
zdyspergowanych w ciektym podiozu [b5], czyli wigksza stabilno$¢ elektrostatyczna ukfadu. EPS jest
heteropolimerem zbudowanym z jednostek oktasacharydowych, zawierajacych reszty cukrowe
D-glukozy, kwasu D-glukuronowego i D-galaktozy w stosunku molowym 5:2:1 oraz grupy
pirogronianowe i O-acetylowe [83,84]. Bioragc pod uwage ztozong budowe chemiczng EPS i jego rolg
w adhezji komérek do réznych powierzchni, uznatam za celowe kompleksowe przebadanie wiasciwosci
fizykochemicznych powierzchni komoérek pigciu szczepow R. leguminosarum by trifolii [70] rézniacych
sie zdolnoscia syntezy tego polisacharydu [H6].

Bakterie hodowano w dwach ciektych podtozach (TY i 79CA) o tym samym pH, zblizonej sile
jonowej i przewodnictwie elektrolitycznym, ale réznym sktadzie. W tych samych podtozach
przygotowywano dyspersje komoérek bakteryjnych z zachowaniem ich stalego stezenia w probkach
dla wszystkich eksperymentéw. W celu okreslenia wptywu pH na wiasciwoscei powierzchniowe
komérek bakterie hodowano i dyspergowano w podiozach o pH zawartym w przedziale 3 - 10.
Wszystkie analizy biokoloidow prowadzono w temperaturze 20°C. Pomiary ruchliwosci
elektroforetycznej dyspersji  komoérek bakteryjnych wykonatam metoda LDE, korzystajac
z opracowanej wcze$niej metodyki [HS]. Dodatkowo zaréwno dyspersje biokoloidow, jak i czyste
ciekle podiloza, poddatam miareczkowaniu potencjometrycznemu W celu wyznaczenia
powierzchniowego fadunku komérek oraz okreslenia udziatu réznych grup funkcyjnych w jego
generowaniu i oceny ogdlnego kwasowo-zasadowego charakteru powierzchni [85]. W oparciu
o pomiary katéw zwilzania filmow bakteryjnych, stosujac metodg van Ossa [86] obliczytam swobodga |,
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energi¢ powierzchniowa i jej skfadowe oraz okreslitam charakter hydrofilowo-hydrofobowy
powierzchni komoérek [87-89].

Przeprowadzone przeze mnie badania pozwolity stwierdzié, ze ilos¢ EPS w otoczce bakteryjnej
rzutuje na ruchliwos¢ elektroforetyczng komérek. Szczepy wykazujace nadprodukcje tego polimeru
charakteryzowaly si¢ najwyzszymi bezwzglednymi warto$ciami ruchliwosci w polu elektrycznym.
Sktad cieklych podtozy, w ktérych zdyspergowane byly komorki bakteryjne takze modyfikowat
wartosci ruchliwosci elektroforetycznej, mimo tej samej sity jonowej i pH. Komorki hodowane w
podlozu o bogatszym skladzie mineralnym charakteryzowaly sie wieksza ruchliwoscig
elektroforetyczng. Wstepnie faczylam to ze zwigkszona produkcja EPS w tym podtozach. Jednakze
w przypadku szczepu nieposiadajacego tego polisacharydu w otoczce komorkowej ruchliwo$é jego
komérek w tym podlozu byla réwniez wyzsza. Wigksza ruchliwo$é elektroforetyczna komérek
w bogatszym podtozu zwiazana byta z tym, ze w jego skfadzie kationy jednowartosciowe dominowaty
nad dwuwartosciowymi, co skutkowato stabsza neutralizacja ujemnego fadunku otoczki komérkowej.
Dla wszystkich szczepéw i podlozy uzyskatam zalezno$ci intensywnosci swiatta rozpraszanego
od ruchliwosci elektroforetycznej wskazujace na niejednorodng pod wzglgdem elektrycznym budowe
otoczki. Srednie wartosci ruchliwosci byty dla wszystkich bakterii ujemne, jednak przedziaty warto$ci
ruchliwosci elektroforetycznej i potozenia maksiméw pikow byty specyficzne dla danego szczepu.
W przypadku szczepu niesyntezujacego EPS niewielki udziat w powierzchni piku miaty dodatnie
wartosci ruchliwosci elektroforetycznej. Otrzymane przeze mnie funkcje rozkladu pozornych statych
dysocjacji powierzchniowych grup funkcyjnych potwierdzity kwasowy charakter otoczek bakteryjnych
oraz znaczgcg rolg grup karboksylowych w generowaniu ujemnego tadunku elektrycznego powierzchni.
Wyznaczone wartosci sktadowych swobodnej energii powierzchniowej réwniez odzwierciedlaty wptyw
ztozonej budowy otoczki komérkowej na jej charakter hydrofobowo/hydrofilowy. W oparciu o wyniki
badan udato si¢ stwierdzi¢, ze obecno$¢ EPS o kwasowym charakterze na powierzchni komérki jest
z jednej strony zrédltem jej ujemnego tadunku elektrycznego, z drugiej za$ — zwicksza jej
hydrofobowos¢, przez co w istotnym stopniu determinuje interakcje komorka-komorka oraz komoérka-
powierzchnia. Modyfikacja pH osrodka dyspergujacego wplywata na wartodci ruchliwosci
elektroforetycznej komoérek nie tylko ze wzgledu na réznice w dysocjacji poszczegdlnych grup
funkcyjnych, ale réwniez przezywalno$¢ komérek. Dla kazdego z badanych szczepoéw i podtozy
ruchliwo$¢ elektroforetyczna byta statystycznie istotnie skorelowana z zawartoscig zywych komorek
w dyspersji. Przyjmowata tym wyzsze wartodci bezwzgledne im wyzszy byl udziat zywych komorek
w populacji [H6].

Wykonane przeze mnie badania pozwolity na kompleksowa charakterystyke
fizykochemicznych wiasciwosci powierzchni komérek Gram-ujemnych symbiotycznych bakterii oraz
ich powigzanie ze zdolnoscig szczepéw do syntezy egzopolisacharydéw. Pomiary ruchliwosci

elektroforetycznej dostarczyly istotnych informacji o elektrokinetycznych wiasciwosciach dyspersji
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komorek. Wiasciwosci te zalezaty od sktadu osrodka dyspergujacego, budowy otoczki komorkowej oraz

etapu zycia komorki.

7. Charakterystyka wybranych wlasciwos$ci fizykochemicznych powierzchni komdrek

Gram-dodatnich bakterii Enterococcus faecalis w ciektym podlozu.

Bakterie Enterococcus faecalis wystgpuja w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat, mogg
by¢ jednak przyczyng réznego rodzaju infekcji [90]. Naleza do bakterii Gram-dodatnich, ktorych
otoczka komdrkowa sktada si¢ zwykle z kilkudziesieciu warstw mureiny z zakotwiczonymi
w niej kwasami tejchojowymi. Kwasy te s3 polimerami zawierajacymi do kilkudziesigciu czasteczek
fosforandw glicerolu i rybitolu potgczonych wigzaniami fosfodiestrowymi [13]. Patogenno$¢ bakterii
Enterococcus faecalis oraz ich antybiotykoodpornos$é jest zwigzana ze zdolnoscig ich komorek
do tworzenia biofilmu na powierzchniach tkanek [91]. Podobnie jak w przypadku bakterii
Gram-ujemnych znaczacg role odgrywaja w tym procesie fizykochemiczne witasciwosci powierzchni
komorek. Szczepy wystepujace u ludzi sa pod tym wzgledem dos¢ dobrze scharakteryzowane [92-95],
w przypadku szczepdw pochodzenia zwierzgcego takich informacji brakuje.

W zwigzku z tym, w ramach wspoipracy z dr Dagmara Stgpien-Pysniak z Instytutu
Biologicznych Podstaw Chorob Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie podjetam badania
wiasciwosci powierzchni komorek bakterii izolowanych z tkanek serca Kurczat oraz szczepu
referencyjnego ATCC29212 dostepnego komercyjnie. Jako materiat kontrolny wykorzystatam komaorki
powyzszych bakterii dezaktywowane w autoklawie (121°C, 1 atm, 25 min). Komorki dyspergowatam
w podtozu MH o pH 7,2. Dla wszystkich uktadéw (komorki zywe i martwe) i r6znej ilosci komorek
zawieszonych w cieklym podiozu wykonatam pomiary ruchliwodci elektroforetycznej. Dla dyspersji
o najwiekszym stezeniu biokoloidow przeprowadzitam dodatkowo miareczkowanie potencjometryczne, aby
uzyska¢ informacje o tadunku elektrycznym powierzchni komérek i udziale powierzchniowych grup
funkcyjnych w jego powstawaniu [85]. Wykonano réwniez pomiary katéw zwilzania filméw
bakteryjnych [86] oraz analizy FTIR dyspersji komérek i podtoza.

Dla wszystkich szczepéw, zaréwno dla zywych jak i dezaktywowanych komérek, wartosci
ruchliwosci elektroforetycznej byty ujemne i co do wartosci bezwzglednej rosty ze wzrostem ilo$ci
komoérek zdyspergowanych w podtozu [H7]. Podobny wplyw stezenia biokoloidéw odnotowatam
wezesniej w przypadku Gram-ujemnych bakterii R. leguminosarum [HS5]. Trudnym do zinterpretowania
faktem byly wyzsze bezwzgledne wartosci ruchliwosci elektroforetycznej martwych komorek
w stosunku do zywych. Wyniki te korespondowaly jednak z rezultatami miareczkowania
potencjometrycznego, gdzie ladunek powierzchniowy martwych komérek byt rowniez wyzszy
niz zywych. Postawitam hipoteze, ze w autoklawie nastgpuje fizyczna destrukcja czgsci komorek,

prowadzaca do pojawienia si¢ matych fragmentéw blony komérkowej o duzej ruchliwosci w polu

elektrycznym. Nie udato sie tego zweryfikowac za pomoca mikroskopii optycznej, dlatego wykonatam
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komorek wyniki obarczone byty blgdem wynikajacym z posiadania przez nie wiasnego aparatu ruchu.
Zakres wielkosci od 1 do 3 um uzyskany dla zywych, i ok. 0,5 um dla poddanych dziataniu autoklawu
komorek, potwierdzit tez¢ o ich destrukcji [H7].

Wyniki otrzymane przy uzyciu metody potencjometrycznej wskazaty na kwasowy charakter
powierzchni komérek badanych bakterii. Zrodtem ujemnego tadunku powierzchniowego byly grupy
fosfodiestrowe i karboksylowe peptydoglikanu i kwasow tejchojowych [90, 95]. Dla martwych komérek
wazng role odgrywaty takze grupy fosforylowe. Udziat apolarnej sktadowej w catkowitej swobodnej
energii powierzchni byt dominujacy dla wszystkich szczepdw bakterii [H7]. Jest to istotne ze wzgledu
na fakt, iz oddziatywania hydrofobowe ulatwiaja powstawanie biofilmu [94]. Szczepy izolowane
z tkanek serca ptakow charakteryzowaly si¢ wyzszymi wartosciami bezwzglednymi ruchliwosci
elektroforetycznej oraz tadunku powierzchniowego niz szczep referencyjny. Rzutowato
to na produkcje biofilmu przez te bakterie. Szczep referencyjny byt pod tym wzgledem efektywniejszy.
W przypadku Gram-dodatnich bakterii wysokie wartosci ruchliwodci elektroforetycznej komorek
przektadaja sig, zatem, nie tylko na wigksza stabilno$¢ ich dyspersji w cieczy, ale takze nizsza sktonnos¢
do interakcji z powierzchniami materiatléw syntetycznych [H7].

Pomiary ruchliwosci elektroforetycznej komorek bakteryjnych w powigzaniu z informacjg
o budowie $ciany komoérkowej i jej hydrofilowo/hydrofobowych wiasciwosciach oraz morfologii
uktadu ulatwiajg interpretacj¢ oddzialywan bakterii z rdéznego typu powierzchniami.
Jest to szczegodlnie istotne w przypadku szczepéw potencjalnie patogennych. Dla badanych bakterii
Gram-dodatnich zdolnos$¢ do tworzenia biofilmu byta odwrotnie skorelowana z bezwzgledng wartoscig

ruchliwosci elektroforetyczne;.

4¢ -3. OGOLNE PODSUMOWANIE I POTENCJAL APLIKACYJNY OSIAGNIECIA

Zastosowanie technik rozpraszania S$wiatlta laserowego, w szczegélnosci dynamicznego
rozpraszania $wiatla i laserowej Dopplerowskiej elektroforezy, pozwala uzyska¢ wiele cennych
informacji o morfologii i wiasciwosciach elektrokinetycznych koloidow asocjacyjnych oraz
biokoloidow. Wykorzystanie powyzszych metod wraz z innymi powszechnie stosowanymi
w analityce chemicznej, takimi jak konduktometria, potencjometria, czy pomiary katow zwilzania oraz
metodami teoretycznego modelowania, umozliwia scharakteryzowanie obszaru miedzyfazowego
czastka zdyspergowana/o$rodek dyspergujacy i wnioskowanie o oddziatywaniach pomigdzy czastkami
zdyspergowanymi oraz o stabilnosci uktadow.

Przeprowadzone przeze mnie badania wniosty istotne informacje o rozmiarach
i wlasciwosciach powierzchniowych micel surfaktantéw jonowych (CTAB i SDS), stabilizowanych
przez nie ukfadéw mikroemulsyjnych typu o/w, bc i w/o oraz o wplywie obecnosci hydrofobowej
substancji bioaktywnej (a-tokoferolu) na wielko$¢ czastek i stabilnos¢ tych uktadow. Wiedza ta moze

by¢ wykorzystana przy opracowywaniu sktadu produktéw kosmetycznych, farmaceutycznych

it




Jolanta Ciesla Autoreferat w jezyku polskim

+

czy tez Srodkdw ochrony roélin, tym bardziej, ze uklady te moga by¢ nanonosnikami sktadnikow
biologicznie czynnych.

Charakterystyka fizykochemicznych wiasciwosci powierzchniowych komorek bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych pozwolita zaobserwowaé¢ ich zwigzek z obecnoscig
zewnatrzkomorkowych  substancji  polimerowych  (egzopolisacharydy  syntezowane  przez
R. leguminosarum bv trifolii) oraz wyjasni¢ zdolnosci do tworzenia biofilmu (Enterococcus faecalis).
Wiasciwosci fizykochemiczne ostonek komoérek bakteryjnych zaleza m.in. od sktadu i pH osrodka
dyspergujacego i rzutuja na oddziatywanie komérek z réznymi powierzchniami (np. tkanek roslinnych
lub zwierzecych).

Otrzymane przeze mnie wyniki badan pokazuja, ze zardwno w przypadku analizy wtasciwosci
koloidow asocjacyjnych, jak tez biokoloidw, nieostra ,,optyczna™ granica faz, zwigzana z mozliwoscia
przenikania czasteczek fazy dyspergujacej w glab czastek fazy zdyspergowanej, jest zrodtem
niepewnosci pomiaru wielkosci czastek i ruchliwosci elektroforetycznej, prowadzonego metodami
analizy Swiatfa rozpraszanego.

Stwierdzitam, ze w przypadku wyznaczania potencjatu elektrokinetycznego dyspersji zywych
komorek bakteryjnych nie tylko wihasciwosci chemiczne (skiad) fazy dyspergujacej czy warunki
prowadzenia pomiaru (np. temperatura), ale takze ilo$¢ komarek, ich wiek i stan fizjologiczny wpltywaja
na otrzymywane wyniki. Parametry te powinny by¢ precyzowane w  publikacjach
naukowych, by utatwi¢ poréwnywanie wynikoéw i interpretacj¢ zjawisk zachodzacych w ukladach
tworzonych przez biokoloidy.

W przypadku roztworéw micelarnych udatlo mi si¢ zaobserwowaé, iz wzrostowi stgzenia
agregatow surfaktantow jonowych, nawet w obecnosci elektrolitu (0,5 M NaCl), towarzyszy wzrost
elektrostatycznego odpychania, przejawiajacy si¢ zwigkszeniem ruchliwodci elektroforetycznej
(oraz wartosci potencjatu elektrokinetycznego) oraz zmniejszeniem wielkosci czastek, zmierzonej
metoda DLS. Uzyskanie miarodajnych informacji o wielkosci czastek fazy zdyspergowanej
w uktadach micelarnych i mikroemulsjach typu o/w, stabilizowanych przez uzycie wysokiego st¢zenia
surfaktantu, wymaga wiec zastosowania odpowiedniej korekty.

Dzieki powigzaniu wynikéw uzyskanych metodami DLS i LDE z metodami obliczeniowymi
i wykorzystaniu odpowiednich modeli teoretycznych wyznaczytam $rednie liczby agregacji oraz stopien
zdysocjowania micel CTAB. Wzrost stgzenia soli z 0,15 M do 0,50 M przy danym stezeniu surfaktantu
skutkowat nieznacznym wzrostem Sredniej liczby agregacji oraz zmniejszeniem stopnia dysocjacji
micel. Uzyskane przeze mnie wyniki s3 zgodne z danymi literaturowymi. Oznacza to,
ze metody DLS i LDE w polaczeniu z modelowaniem matematycznym mogg by¢ z powodzeniem
stosowane do charakterystyki uktadéw koloidalnych.

Sprzezenie metody konduktometrycznej z technikami DLS i LDE pozwolito stwierdzi¢, ze obecnos¢
a-tokoferolu w uktadach micelarnych CTAB ufatwia agregacje surfaktantu, co przejawia si¢ zmniejszeniem
wartoéci CMC. Czgsteczki bioaktywnej hydrofobowej substancji, lokujac si¢ pomiedzy czqsteczkarpi‘\ “k
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surfaktantu w miceli ufatwiaja dysocjacj¢ hydrofilowych gtow, przez co wzrasta elektrostatyczna stabilnosé
ukfadu. Wedtug mojej wiedzy, takie dziatanie witaminy E nie bylo wczesniej dyskutowane. Efekt dat sie
zaobserwowa¢ zaréwno w uktadach zawierajacych sol, jak tez bez jej obecnosci. Wzrost stezenia
a-tokoferolu prowadzit do wzrostu stopnia dysocjacji agregatow. Solubilizacja witaminy skutkowata wzrostem
wielkosci agregatéw, szczegélnie widocznym w roztworach niezawierajacych NaCl. Wielko$é mieszanych
agregatow byla jednak na tyle mata, ze moglyby przenika¢ przez btony biologiczne.

Wykorzystanie technik DLS i LDE pozwolito réwniez okresli¢ wplyw witaminy E na wiasciwosci
mikroemulsji stabilizowanych przez jonowe surfaktanty. Wprowadzone dawki a-tokoferolu nie wptywaty
znaczaco na wielkos¢ czastek fazy zdyspergowanej, co w przypadku uktadu w/o wynikato z rozpuszczalnosci
witaminy w fazie olejowej. Istotny byl natomiast wplyw substancji bioaktywnej na wiasciwosci
elektrokinetyczne mikeoemulsji o/w. W tych uktadach, przy niskiej zawartosci alkoholu jako kosurfaktantu,
dodatek witaminy zwigkszat ruchliwos¢ elektroforetyczna czastek fazy zdyspergowanej. Efekt wystapit
zarowno w przypadku kationowego jak i anionowego surfaktantu. Zanikat on ze wzrostem zawartosci fazy
olejowej w uktadzie o/w. Wynikato to z faktu, iz czasteczki a-tokoferolu byty coraz glebiej zakotwiczone
w hydrofobowym rdzeniu fazy zdyspergowanej i w mniejszym stopniu ekranowaty hydrofilowe glowy
surfaktantu w obszarze miedzyfazowym.

Wyniki badann symbiotycznych Gram-ujemnych bakterii Rhizobium leguminosaru bv  trifolii,
przeprowadzonych z wykorzystaniem metod rozpraszania $wiatla laserowego, pokazaty role
egzopolisacharydéw w powstawaniu ujemnego fadunku powierzchniowego komoérek oraz modyfikowaniu
wiasciwosci hydrofobowo/hydrofilowych i samoagregacji komoérek. Wartosci bezwzgledne ruchliwosci
elektroforetycznej szczepdw zalezaly od syntezowanej ilosci EPS oraz sktadu ciektego poditoza (w tym pH).
W oparciu o rezultaty elektroforetycznych analiz bakterii, wykonanych przy réznym pH, wykazatam nie tylko
wplyw zmiennego tadunku elektrycznego powierzchni komoérek, ale takze zawartosci martwych komorek
na whasciwosci elektrokinetyczne ukfadow.

Kompleksowe badania dyspersji komdrek Gram-dodatnich bakterii Enterococcus faecalis izolowanych
z tkanek serca kurczat oraz szczepu referencyjnego ATCC 29212 pokazaty znaczenie skladu, charakteru
kwasowo-zasadowego, wiasciwosci hydrofilowo/hydrofobowych i fadunku elektrycznego powierzchni komérek
w oddziatywaniach miedzy komoérkami i powierzchnig materiatu. Im wyzsza warto$¢ bezwzgledna ruchliwosci
elektroforetycznej przejawiaty komorki, tym mniejsza wykazywaty zdolnos¢ do tworzenia warstwy biofilmu.
Ponadto, zastosowanie metody DLS do wyznaczenia wielo$ci komdrek dezaktywowanych za pomocg autoklawu
pozwolito wyjasni¢ wyzsze wartosci bezwzgledne ich ruchliwosci i powierzchniowego tadunku elektrycznego
w stosunku do komoérek zywych. Przyczyng byla fizyczna destrukcja komorek —prowadzaca
do pojawienia sie w ukladzie matych fragmentéw blony komérkowej o duzym fadunku elektrycznym.

Zastosowanie obu metod analizy $wiatla rozpraszanego (DLS i LDE) wraz z innymi technikami
analitycznymi pozwala uzyska¢ szeroki zasob informacji o whasciwosciach fizykochemicznych i zjawiskach

miedzyfazowych zaréwno w uktadach tworzonych przez koloidy asocjacyjne jak i biokoloidy.
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5. Omowienie pozostatych osiggnieé naukowo - badawczych.
OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Jestem absolwentka Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.
W ramach specjalizacji podczas studiow realizowatam blok przedmiotéw o tematyce fizykochemiczno-
teoretycznej. W pracy magisterskiej, wykonywanej pod kierunkiem dr hab. Jolanty
Narkiewicz-Michatek, prof. UMCS, opisywatam proces micelizacji surfaktantéw gemini o roznej
ditugodci alkilowego facznika hydrofilowych gtéw oraz adsorpcje powyzszych zwigzkdéw
na krzemionce. Wykorzystywatam do tego odpowiednio modele Nagarajana [43, 44] oraz agregacji
powierzchniowej [96,97]. Wyniki obliczen teoretycznych zostaty opublikowane [al].

W czerwcu 2004 r. ukonczytam pigcioletnie studia magisterskie na Wydziale Chemii UMCS,
uzyskujac tytut zawodowy magistra chemii w zakresie chemii podstawowej i stosowanej oraz
uprawnienia do nauczania chemii. W listopadzie tego samego roku rozpoczetam studia doktoranckie
w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie. Dotgczytam
do zespotu kierowanego przez prof. dr hab. Ryszarda Walczaka, gdzie jako chemik zostatam
zaangazowana w badania nad potencjalnym wykorzystaniem elektrod jonoselektywnych
w systemach automatycznego monitorowania temperatury, wilgotno$ci, zasolenia oraz aktywnosci
wybranych jondw in situ w glebie. Byty one czescia projektu badawczego realizowanego w latach
2004-2006 w Instytucie Agrofizyki we wspotpracy z zespotem prof. dr hab. Zbigniewa Brzozki
i prof. dr hab. Elzbiety Malinowskiej z Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Podjeta
przeze mnie tematyka rozprawy doktorskiej koncentrowata si¢ na okresleniu zakresu stosowalnosci
$redniej wielkosci elektrod membranowych [98] oraz miniaturowych czujnikow [99] do oznaczania
aktywnosci jondéw potasu w glebie. Po $mierci prof. dr hab. R. Walczaka (08.07.2006 r.) realizowatam
ja pod opieka prof. dr hab. Grzegorza Jézefaciuka. Rezultaty wykonanych przeze mnie badan wskazaty
na szeroki zakres mozliwego wykorzystania elektrod jonoselektywnych do analiz ekstraktow
glebowych oraz prébek po wstgpnej preparatyce [a7]. Jednoczesnie wykazaly ograniczenia
zastosowania metody potencjometrycznej in situ w glebie. Uzyskane wyniki prezentowatam
w publikacjach [a2-a5 i a7] oraz podczas krajowych i migdzynarodowych konferencji.

W latach 2005-2007 bytam stypendystka projektu finansowanego w ramach EFS ZPRR,
a w okresie 2007-2008 — wykonawcg projektu promotorskiego. W Zaktadzie Metrologii
i Modelowania Procesow Agrofizycznych, gdzie realizowatam eksperymentalng czgs¢ rozprawy
doktorskiej, stosowano gtownie fizyczne i matematyczne techniki badan. Uzyskanie projektu
promotorskiego pozwolifo mi na zorganizowanie niewielkiego laboratorium chemicznego
z podstawowym sprzetem i odczynnikami.

W 2007 r. we wspotpracy z dr hab. Arturem Nosalewiczem z Instytutu Agrofizyki oraz Olga
Ksynets z Lwowskiego Narodowego Uniwersytetu Rolniczego zajmowatam si¢ badaniem adsorpcji

jonéw otowiu i kadmu w glebie z wykorzystaniem metody potencjometrycznej [a6]. Znajomos¢ technik )
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elektrochemicznych wykorzystatam, uczestniczac w prowadzeniu zleconego zewnetrznie monitoringu
fizyko-chemicznych wtasciwosci wody i osadéw Zalewu Zemborzyckiego w Lublinie, wykonywanego
w latach 2007-2008. Dla zawiesin osadéw pobranych z dna Zalewu poza realizacjg projektu
wyznaczytam potencjal elektrokinetyczny i przeanalizowatam jego zmiennosé sezonowsg [a8].

Przygotowywanie rozprawy doktorskiej w Instytucie Agrofizyki PAN pozwolito mi poszerzy¢
wiedzg¢ z zakresu elektrochemicznych (potencjometrii oraz konduktometrii) technik analitycznych,
Jjak réwniez metrologii, mineralogii oraz proceséw sorpcji i wymiany jonowej. Poznatam podstawy
gleboznawstwa, chemii rolnej oraz metod uprawy roli i rodlin. Mialam mozliwo$é pracy
w interdyscyplinarnym zespole. W ramach migdzynarodowych projektow wspdtpracy bilateralnej
Polskiej Akademii Nauk przebywatam na kilku krotkoterminowych stazach zagranicznych
(Instytut Hydrologii Stowackiej Akademii Nauk w Bratystawie, Wydzial Chemii Stosowanej
i Mikrobiologii Uniwersytetu Helsinskiego i Wydzial Gospodarki i Ochrony Gleby Uniwersytetu
w Gandawie, 2007 r.), co byto okazja do wymiany doswiadczen naukowych oraz poznania warsztatu
naukowego, wykorzystywanego przez innych badaczy do opisu procesow zachodzacych
w srodowisku glebowym.

W latach 2007-2008 bylam zaangazowana w realizacj¢ przez Instytut Agrofizyki
interregionalnego projektu we wspotpracy z Poleskim Parkiem Narodowym, Szackim Narodowym
Parkiem Przyrodniczym i Fizyczno-Mechanicznym Instytutem im. G. Karpenki NANU we Lwowie.
Projekt ten byl wspotfinansowany z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach
Programu Sgsiedztwa Polska - Biatorus - Ukraina INTERREG I1I1A/Tacis CBC. Zajmowalam si¢
monitorowaniem jego postepdw rzeczowo-finansowych. Byla to dla mnie sposobnos¢ zdobycia
do$wiadczenia, m.in. w zakresie kontroli realizacji zatozonych wskaznikéw, oceny kwalifikowalnosci
wydatkéw oraz prowadzenia dokumentacji i sprawozdawczosci projektu finansowanego ze zrodet
Europejskich. Pdzniejsze studia podyplomowe, ktére odbytam na Katolickim Uniwersytecie Lubelskim
im. Jana Pawta II, pozwolity mi znacznie poszerzy¢ i usystematyzowa¢ informacje
o zarzadzaniu badaniami naukowymi i pracami rozwojowymi w jednostkach naukowych.

Jako mitody pracownik naukowy bytam czlonkiem Komisji Rekrutacyjnej na Studia
Doktoranckie w Instytucie Agrofizyki PAN. Angazowatam si¢ rowniez w aktywnos¢ dydaktyczng
i popularyzatorska poprzez organizowanie zaje¢¢ i pokazéw dla uczniéw oraz udziat w Lubelskim
Festiwalu Nauki i Pikniku Naukowym Radia BIS w Warszawie. Otrzymatam Dyplomy Prezesa Polskiej
Akademii Nauk w dwéch edycjach konkursu Mistrz popularyzacji wiedzy ,,Ztoty Umyst”.

W styczniu 2009 r. uzyskatam stopien naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii-
agrofizyki w Instytucie Agrofizyki PAN w Lublinie, a moja rozprawa doktorska zostala wyrézniona

nagroda Dyrektora na wniosek Rady Naukowej Instytutu.




Jolanta Ciesla Autoreferat w jezyku polskim

+

DZIALALNOSC PO UZYSKANIU STOPNIA NAUKOWEGO DOKTORA

Praca w interdyscyplinarnym zespole oraz zaangazowanie we wspotprace z naukowcami spoza
Instytutu Agrofizyki, reprezentujacymi rézne dziedziny i specjalnoci naukowe (fizyka, biologia,
biotechnologia,  technologia ~ zywnosci, agronomia i  weterynaria), przyczynity  sie
do uelastycznienia i poszerzenia zakresu mojej wiedzy i umiejetnosci. Prowadzone przeze mnie badania
wymagaly  postugiwania si¢  szerokim wachlarzem metod stosowanych w  chemii
(m.in. elektrochemicznych, spektroskopowych i wagowych), pozwalajacych bada¢ i opisywaé
(z wykorzystaniem modeli teoretycznych) wlasciwosci powierzchniowe (m.in. sorpcyjne
i hydrofilowe/hydrofobowe) réznych materiatow (poczawszy od mineraléw i nanoczastek metali

az po komorki bakteryjne). Moja dziatalno$¢ naukowa obejmowalta wiele obszar6w tematycznych.

Ocena stosowalnosci czujnikow FDR do wyznaczania zasolenia in situ w glebie

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych kontynuowatam pracg nad wykorzystaniem
metod elektrochemicznych do monitoringu wybranych wiasciwosci gleby, wspdtpracujac z zespotem
kierowanym przez prof. dr hab. inz. Wojciecha Skieruche¢. Uczestniczytam w badaniach
nad wykorzystaniem czujnikéw FDR (reflektometria w dziedzinie czgstotliwosci) do wyznaczania
zasolenia gleby, rozumianego jako konduktywno$¢ elektryczna roztworu glebowego [b1, b16].

Zdobyte przeze mnie do$wiadczenie w stosowaniu metod potencjometrycznych
i konduktometrycznych byto pomocne w opracowaniu hasta do Encyklopedii Agrofizyki, méwigcego

o badaniach gleb za pomocg technik elektrochemicznych [b14].

Charakterystyka fizycznych i fizykochemicznych wiasciwosci koloidow i czastek glebowych

Moje zainteresowania naukowe zaczety si¢ sktania¢ ku badaniom stabilnosci uktadéw
koloidalnych. Poczatkowo skoncentrowatam si¢ na ukfadach typu ciato state/ciecz, starajac si¢ uzyskac
jak najwiecej informacji o obszarze migdzyfazowym w oparciu o potencjat elektrokinetyczny (C, zeta),
wyznaczany  metoda  laserowej  Dopplerowskiej  elektroforezy  [b12,  b13,  bl5].
We wspotpracy z prof. dr hab. Zofig Sokotowska i prof. dr hab. Mieczystawem Hajnosem z Instytutu
Agrofizyki PAN w Lublinie oraz prof. Pinskim i Jego wspétpracownikami z Instytutu Podstawowych
Probleméw Fizyko-Chemicznych i Biologicznych Gleb Rosyjskiej Akademii Nauk w Puszczino
prowadzilam badania nad wptywem chemicznej modyfikacji probek gleb i mineraléw na ich
wiasciwoéci  powierzchniowe. Udalo si¢ zaobserwowaé, iz obecnos¢ kwasu poliakrylowego
na powierzchni czgstek fazy statej prowadzi do znaczacego wzrostu wartosci bezwzglednej potencjatu
elektrokinetycznego w stosunku do probek niemodyfikowanych oraz pokrytych poliakrylamidem. Byta to
informacja istotna ze wzgledu na strukturotworcze wlasciwosci mineratdw ilastych w glebie [b3, b4].

Poza badaniami czastek fazy stalej gleby zdyspergowanymi w cieczy zajmowatam si¢ réwniez
analiza procesu adsorpcji pary wodnej na czastkach glebowych. Dzigki wspotpracy
z prof. dr hab. Barbara Witkowskga-Walczak i prof. dr hab. Zofig Sokotowska z Instytutu Agrofizyki

fm
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PAN w Lublinie miatam mozliwo$¢ przeprowadzi¢ analize izoterm adsorpcji pary wodnej i azotu
na czgstkach gleb arktycznych pochodzacych ze Spitsbergenu. Uzyskane izotermy adsorpcji/desorpcji
pary wodnej odpowiadaty II typowi sorpcji fizycznej w klasyfikacji IUPAC [100], ktéry jest bardzo
dobrze opisywany przez model Brunauera-Emmeta-Tellera (BET) [101]. Przetestowatam dodatkowo
dwa inne modele, oparte na teorii BET, tj. model Aranovicha [102, 103] i Guggenheima — Andersona -
de Boera (GAB) [104, 105]. Wszystkie modele dobrze charakteryzowaty przebieg izoterm w zakresie
niskich wartosci wzglednego cisnienia (0,05- 0,35), natomiast w zakresie rozszerzonym do 0,86 lepsze
parametry dopasowania uzyskatam dla modeli Aranovicha i GAB niz BET. Obliczone przeze mnie
wartosci catkowitej powierzchni wiasciwej czastek glebowych korelowaty z zawartoscia frakeji itu
i pytu w badanych glebach inicjalnych a takze zalezaly od mikroreliefu gleby, co nie byto wezesniej
analizowane [b11].

Kolejne prowadzone przeze mnie badania dotyczyly whasciwosci kwaséw huminowych (HA)
wyekstrahowanych z gleby. Podjetam je w ramach wspétpracy z prof. dr hab. Dorota Gotebiowska
i Jej zespotem z Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Kwasy
huminowe (HA) sa polimerami o ztozonej budowie. Rdzen ich makroczasteczek stanowig ugrupowania
aromatyczne, pofgczone np. z aminokwasami, peptydami, resztami cukrowymi lub fragmentami innych
czasteczek o budowie alifatycznej. Dysocjacja elektrolityczna grup funkcyjnych o charakterze
kwasowym (gtéwnie ~COOH) jest Zrédtem ujemnego tadunku elektrycznego czgsteczek HA, dzieki
ktéremu mogg aktywnie uczestniczy¢ w wymianie i transporcie kationéw [106]. Struktura
i samoorganizacja czasteczek HA w roztworach nie sg jednoznacznie zdefiniowane [107-112].
Ze wzglgdu na amfifilowy charakter HA mogg tworzy¢ micele lub ,,pseudo-micele™ z hydrofobowym
rdzeniem, otoczonym fragmentami czasteczki zawierajgcymi grupy hydrofilowe [112-114]. Stabilno$é
dyspersji HA zalezy m.in. od sity jonowej, skiadu i pH osrodka dyspergujacego oraz czynnikow
fizycznych, takich jak temperatura [115-120].

Wykonane przeze mnie badania dotyczyly procesu dyfuzji oraz wielkosci czastek
i wasciwodci elektrokinetycznych dwdch frakeji HA (o masie czasteczkowej nizszej oraz wyzszej niz
30 kDa) zdyspergowanych w buforze Michaelisa o pH 5.59 i r6znej zawartosci chlorku sodu. Miaty one
na celu, m.in. oceng stabilnodci dyspersji HA oraz mozliwego wptywu fizykochemicznych wiasciwosci
powyzszych kwaséw na wzrost i rozwdj siewek soi w uprawie hydroponicznej.
W przypadku obu frakcji HA dodatek NaCl oraz siedmiodniowe przechowywanie skutkowato
pojawieniem si¢ duzych zagregowanych czastek o mniejszym wspdtczynniku dyfuzji. Czastki HA
charakteryzowaty si¢ ujemnymi warto$ciami ruchliwosci elektroforetycznej, co wynikato z dysocjacji
grup karboksylowych [121]. Ponadto wigksza ruchliwo$¢ w polu elektrycznym przejawiaty czastki
0 mniejszej masie czgsteczkowej i duzym zaggszczeniu grup —COOH na powierzchni. Niskie pH buforu,
przy ktérym tylko najsilniejsze grupy kwasowe byly zdysocjowane, jak tez wprowadzenie kationow
sodu neutralizujacych ujemny tadunek elektryczny czastek, sprzyjaty zachodzeniu procesu agregacji

HA. Uzyskane przeze mnie informacje o fizycznych i fizykochemicznych wilasciwosciach HA u{atwij{y
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interpretacj¢ wplywu HA na wzrost i kondycje rodlin soi. Zaobserwowano bowiem,
ze obecnos¢ frakcji wielkoczasteczkowej kwasow (masa czasteczkowa > 30 kDa) redukowata
niekorzystny wptyw obecnosci NaCl na wzrost i rozwéj siewek. Interakcja pomiedzy powierzchnia
korzeni i duzymi czastkami HA byta prawdopodobnie ufatwiona poprzez fakt, iz czastki te byly stabiej
odpychane przez korzenie (réwniez posiadajace ujemny fadunek elektryczny powierzchni) niz czastki
0 mniejszej masie i wigkszym tadunku. Ponadto, duze czasteczki wolniej docieraty w poblize korzeni,
ale dluzej pozostawaly w kontakcie z nimi. Stwierdzone przeze mnie agregowanie HA podczas
przechowywania moze by¢ niekorzystne ze wzgledu na mozliwe stracenie z roztworu wraz

z zaadsorbowanymi sktadnikami pokarmowymi, przez co te przestaja by¢ latwo dostepne dla korzeni roslin [b8].

Badania wybranych fizykochemicznych wiagciwosci powierzchni korzeni i lidci ro$lin

W latach 2010-2014 bytam zaangazowana w realizacj¢ badan whasciwosci fizykochemicznych
wybranych organéw roslin w procesie adaptacji do warunkéw suszy. Badania koordynowat
prof. dr hab. Grzegorz Jézefaciuk w ramach projektu rozwojowego POLAPGEN. Bratam udziat
w analizach whasciwosci powierzchni korzeni i lisci roslin jgczmienia poddawanych stresowi suszy.
W zakresie tej tematyki bytam opiekunem, a nastepnie promotorem pomocniczym (17.04.2015r.)
w przewodzie doktorskim, zrealizowanym w Instytucie Agrofizyki (rozprawa zostala z sukcesem

obroniona 21.02.2017 r.).

Badania nanomateriatow

We wspotpracy z dr hab. Agnieszka Nawrockg z Instytutu Agrofizyki prowadzitam badania nad
wplywem nanoczastek srebra na jakos$¢ ziarna pszenicy. Nanoczastki srebra o odpowiednim stopniu
rozdrobnienia wykazujg dziatanie antybakteryjne [122, 123], ktére jest pozadane, biorgc
pod uwage procesy transportu i dtugotrwatego przechowywania produktow rolno-spozywczych.

Pokrycie powierzchni ziaren pszenicy nanoczastkami srebra, stabilizowanymi cytrynianem
sodu, nie rzutowato w prawdzie na wartosci wskaznikéw stosowanych typowo do oceny jakosci zboza,
prowadzito jednak do zmian drugorzgdowej struktury biatek glutenowych. Zastosowanie nanoczastek
srebra jako potencjalnej ochrony przed patogenami, np. w przechowalnictwie zywnosci, wymaga zatem
dalszych badan, poniewaz nie pozostaje bez wptywu na sktadniki spozywcze ziarna [b2].

Analizy wielkosci nanoczastek wykonywatam réwniez na zlecenie firm zewngtrznych,
m.in. by oszacowaé stopien zanieczyszczenia produktow przeznaczonych do spozycia przez ludzi

i poprawi¢ ich jakos¢.

Ocena zdolnosci sorpcyjnych proszkdéw spozywczych

Bytam zaangazowana we wspdiprace z dr hab. Ewa Domian, prof. SGGW, i Jej zespotem
z Wydziatu Nauk o Zywnosci Szkoty Gtdwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. W ramach
tej wspotpracy udato si¢ wyznaczy¢ izotermy adsorpcji pary wodnej na proszkach uzyskanych przez
suszenie rozpytowe emulsji typu o/w o roznej zawartosci thuszczow roslinnych, cukréw i biatka.

Przebieg izoterm opisatam stosujac model Guggenheima — Andersona - de Boera (GAB) [104, 103],
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wyznaczytam warto$ci parametréow charakteryzujacych go oraz jego dopasowanie. Stosujac metode
dynamicznej sorpcji pary wodnej przy zadanym tempie wzrostu wzglednej wilgotnosci [124],
wyznaczone zostaty jej wartosci krytyczne (RHc), odpowiadajace punktowi zeszklenia [b7]. Do opisu
procesu adsorpcji pary wodnej na proszkach spozywczych stosowatam réwniez modele BET [101],
Halsey’a, Kuhna i Oswina [125-127]. Prowadzenie procesu adsorpcji w rdéznych temperaturach

pozwolito na wyznaczenie izosterycznego ciepta adsorpcji [b10].

Analizy wiasciwosci powierzchniowych komérek mikroorganizméw w badaniach mikrobiologicznych
Od 2009 roku jestem zaangazowana we wspotprace z dr hab. Monikg Janczarek, prof. UMCS,

z Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie - Sktodowskiej w Lublinie. Prowadzone
przez Nig badania dotycza m.in. poznania mechanizméw adaptacji Rhizobium leguminosarum bv trifolii
do niekorzystnych warunkéw srodowiska oraz symbiozy tych bakterii z rolinami koniczyny. W latach
2013-2016 nasza wspotpraca odbywata si¢ w ramach projektu kierowanego przez dr hab. M. Janczarek.
Wykonane przeze mnie pomiary potencjatu elektrokinetycznego komorek bakterii byly pomocne
w wyjasnieniu roli ich fadunku powierzchniowego w oddziatywaniu z powierzchniami réznych materiatow
(piasek i korzenie roglin) [b5]. Obecnie kontynuowane sa badania wiasciwosci powierzchniowych
komorek bakterii poddanych dzialaniu czynnikéw stresu $rodowiskowego. Na Wydziale Biologii
i Biotechnologii UMCS w Lublinie przygotowywana jest rozprawa doktorska, czesciowo poruszajaca
tg tematyke. W czerweu 2017 r. zostatam powotana na promotora pomocniczego w powyzszym przewodzie.

Z inicjatywy dr hab: Adama Wasko z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie analizowatam
wplyw pH na wilasciwosci elektrokinetyczne komorek bakterii kwasu mlekowego w kontekscie
wigzania przez nie jonéw kadmu [b6]. W 2016 roku nawigzat ze mng wspotprace dr Pawet Kowalczyk
z Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN w Jablonnej k. Warszawy. W ramach niej wykonywatam
badania nad wptywem czwartorzgdowych amoniowych cieczy jonowych na potencjat elektrokinetyczny
powierzchni komérek Escherichia coli, rézniacych si¢ typem lipopolisacharydéw [b9].

Wyniki powyzszych badan, cho¢ odnosity si¢ do wihasciwosci biokoloidow, nie zostaty
uwzglednione w przedktadanym osiggnigciu naukowo-badawczym, poniewaz stanowity tylko element

uzupetniajacy badan mikrobiologicznych, kierowanych przez innych naukowcow.

Badania procesOw agregacii i zelowania polisacharydow Scian komorkowych roslin z wykorzystaniem

metod elektrochemicznych i spektroskopowych

Od stycznia 2017r. pracuje w zespole kierowanym przez prof. dr hab. Artura Zdunka.
Wraz z Jego Doktorantka prowadzitam badania fizykochemicznych wtasciwosci roztwordw pektyn,
pozwalajace na charakterystyke procesu sieciowania w uktadach o réznym stezeniu polisacharyddéw
i zawartosci metali dwuwarto$ciowych.

We wspotpracy z dr hab. Monika Szymanska-Chargot, prof. IAPAN, i Jej zespotem
zajmowatam si¢ réwniez analiza wihasciwosci fizykochemicznych nanocelulozy. Badania

te kontynuuje, jako wykonawca w kierowanym przez Nig projekcie LIDER VI
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Gtéwny nurt moich zainteresowan naukowych stanowig badania wilasciwosci uktadow
micelarnych i (mikro-, nano-) emulsyjnych. Chciatabym kontynuowaé i rozwija¢ te badania, przede
wszystkim w odniesieniu do solubilizacji w tych uktadach skiadnikéw bioaktywnych o pozytywnym
dziataniu na organizm cztowieka, jak tez stosowania réznego rodzaju substancji emulgujacych
1 stabilizujgcych, szczegélnie pochodzenia naturalnego [b12]. Zamierzam aplikowaé o grant, ktéry
pozwolitby mi stworzy¢ zespét realizujacy ta tematyke. Jestem obecnie promotorem pomocniczym
w przewodzie doktorskim realizowanym w Instytucie Agrofizyki, dotyczacym réwniez wlasciwosci
fizykochemicznych uktadéw koloidalnych.

Jestem autorkg/wspétautorka tacznie 34 publikacji (jako pierwszy i korespondencyjny autor
niemal potowy z nich) i 54 doniesieri konferencyjnych (19 krajowych i 35 miedzynarodowych).
Po uzyskaniu stopnia doktora uczestniczytam w realizacji 5 projektéw o réznych zrédtach finansowania,
a dwoma z nich kierowatam. Uczestniczytam we wspétpracy migdzynarodowej pomigdzy Instytutem
Agrofizyki PAN a innymi jednostkami naukowymi m.in. ze Stowacji, Belgii, Wegier i Butgarii.
Opiekowatam si¢ wieloma stazystami i magistrantami w ramach wspoétpracy z lubelskimi uczelniami.
Wykonatam 23 recenzje publikacji dla czasopism krajowych i migdzynarodowych (w tym 20 z IF).
Prowadzitam réwniez badania i przygotowywatam ekspertyzy na zlecenie zewnetrzne. Angazowalam
si¢ w projekty popularyzujace nauke. Prowadzitam zajecia dydaktyczne dla mtodziezy i studentow.
Z ramienia Instytutu Agrofizyki bytam koordynatorem trzech edycji Lubelskiego Festiwalu Nauki.
Za dzialalno$¢ naukowa, organizatorskg i popularyzatorska otrzymatam liczne dyplomy, podzigkowania
i nagrody. Liczbowe podsumowanie mojej aktywnosci naukowej i popularyzatorskiej z podzialem na okres

przed i po uzyskaniu stopnia doktora zestawitam ponizej w tabeli.
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Tabelaryczne zestawienie informacji
0 osiggnieciach, dorobku naukowym i aktywnosci popularyzatorskiej

, Przed ;
e % kaniem 1o ugyskani :
Rodzaj aktywnosci b b stopnia Lacznie
‘ _Sstopnia
: doktora
doktora

Publikacje naukowe, w tym 8 26 34
w czasopismach posiadajacych IF 19 20
pozostate publikacje 7 5 12
redakcje naukowe - 2 2
Sumaryczny IF 1,237 48,304 49,541
Y.aczna liczba punktéw MNiSW3g16 30 570 600
Udzial w projektach naukowo-badawczych 5 9 14
krajowych, europejskich oraz innych,
-naukowo-badawcze, 4 5 9

w tym jako kierownik - 2 2
- programy miedzynarodowe - 5
Udzial w konferencjach krajowych 1 12 13
-liczba referatow 1 6 7

w tym wygloszone osobiscie 1 3 4
-liczba posterow - 12 12
Udzial w konferencjach migdzynarodowych 7/ 22 29
- liczba referatéow 3 11 14

w tym wygloszone osobi$cie 2 1 3
- liczba posteréw 4 17 21
Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski
Wyktady i seminaria 1 10 11
Artykuty i prace popularno-naukowe 9 9
Materiaty do e-learningu - 6 6
Udziat w imprezach popularyzujacych nauke 7 14 21
Opieka naukowa nad studentem, stazystg - 8 8
Opieka nad doktorantem (rola promotora pom.) - 3 3
Wspélpraca miedzynarodowa
Staze zagraniczne (dni) 18 32 50
Wspélpraca z otoczeniem spolecznym 2 6 8
i gospodarczym, w tym
Ekspertyzy i inne opracowania na zlecenie
instytucji zewnetrznych 1 3 4
Udzial w zespotach eksperckich i konkursowych 1 3 4
Recenzowanie prac w czasopismach - 23 23
naukowych,

w tym czasopisma z IF - 20 20
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