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Opracowanie technologii immobilizacji lakazy
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STRESZCZENIE

W obliczu intensywnego rozwoju dziatalnosci przemystowej, zanieczyszczenie
srodowiska wodnego staje si¢ coraz powazniejszym problemem. Zanieczyszczenia
wprowadzane s3 do S$rodowiska migdzy innymi w wyniku odprowadzania $ciekow
nieoczyszczonych lub niedostatecznie oczyszczonych. W tym kontekscie szczegdlng uwage
zwrocono na obecnos$¢ mikrozanieczyszczen w Srodowisku, a wsréd nich barwnikéw
syntetycznych. Powszechnos$¢ ich stosowania spowodowata istotny problem srodowiskowy,
wynikajacy nie tylko z toksyczno$ci samych barwnikow, ale takze z przemian, jakim zwigzki
te moga podlega¢ w $rodowisku. Konwencjonalne metody fizyko-chemiczne usuwania
barwnikow ze S$ciekoOw posiadaja wady i szereg ograniczen. Stad istnieje pilna potrzeba
ulepszania istniejagcych metod oczyszczania oraz opracowywania nowych technologii
w gospodarce wodno-sciekowej, a takze poszukiwania technologii bazujacych w gltdwnej
mierze na bioprocesach i biokatalizie, jako kierunku stanowigcego jeden z kluczowych
sektoréw badan w kierunku innowacji.

Konieczno$¢ ochrony srodowiska, poprawa $swiadomosci ekologicznej spoteczenstwa,
jak 1 wzrost restrykcyjnos$ci regulacji prawnych, zwrécity moja uwage na rozwo6j zielonych
technologii ukierunkowanych na zastosowanie enzymoéw w procesach technologicznych,
w tym w szczego6lnosci w technologiach oczyszczania §ciekow. Pomimo znacznego potencjatu
do przemystowego zastosowania enzymow, wcigz istnieje szereg ograniczen zwigzanych z ich
wykorzystaniem w procesach technologicznych, z uwagi na ich niska stabilno§¢ w formie
natywnej oraz ich wrazliwos$¢ na zmienne warunki srodowiska reakcji. Istnieje zatem potrzeba
dalszych badan nad immobilizacja enzymow, jako metody ukierunkowanej na zwigkszenie ich
stabilno$ci czgsto w niekorzystnych warunkach procesowych, jednocze$nie umozliwiajac
odzysk 1 ponowne uzycie biokatalizatora.

Na podstawie przegladu literatury uznatam, ze procesy usuwania zanieczyszczen, w tym
barwnikéw ze $ciekdw, oparte na biokatalizie stanowig obiecujacy kierunek badan w obszarze
gospodarki wodno-$ciekowej. Wysoki potencjat w tym zakresie wykazuje lakaza - enzym
nalezacy do oksydoreduktaz, charakteryzujacy si¢ niska specyficznoscig substratowg oraz
zdolnoscig do degradacji szerokiej gamy zanieczyszczen, w tym barwnikow. Stad w ramach
niniejszej pracy podjetam tematyke badawcza w obszarze technologii immobilizacji lakazy na
nos$nikach biopolimerowych do usuwania barwnikow. Immobilizacj¢ lakazy prowadzitam
z wykorzystaniem alginianu sodu i chitozanu - no$nikoéw biopolimerowych charakteryzujacych

si¢ fatwg biodegradowalnos$cia, brakiem toksycznos$ci 1 biokompatybilnoscig. W ramach pracy
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opracowatam technologi¢ immobilizacji lakazy z wykorzystaniem no$nikow biopolimerowych,
scharakteryzowatam parametry geometryczne kapsulek z immobilizowang lakaza, jak
i kapsulek bez enzymu. Skuteczng immobilizacje enzymu potwierdzitam za pomocag
spektroskopii Ramana, okreslitam wptyw pH na aktywnos$¢ wolnej i immobilizowanej lakazy,
przeprowadzitam takze testy wptywu warunkow przechowywania na aktywno$¢ enzymatyczng
opracowanych kapsulek. Istotnym elementem pracy bylo réwniez wyznaczenie efektywne;j
dawki immobilizowanego enzymu oraz optymalnej temperatury dla przeprowadzenia procesu
dekoloryzaciji.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan stwierdzilam, ze istotne jest, aby no$nik
biopolimerowy z jednej strony stanowit barier¢ ochronng dla enzymu, ale jednoczes$nie
z drugiej strony umozliwiat procesy dyfuzji substratu, zapewniajac kontakt lakazy
Z zanieczyszczeniem, ktore ma podlega¢ biodegradacji. Istotnym parametrem dla
zrbwnowazenia tych procesOw jest usieciowanie no$nika biopolimerowego. Dla
odpowiedniego zréwnowazenia procesow sorpcji, jak i biokatalizy podczas dekoloryzaciji, ale
jednoczes$nie odpowiedniego zabezpieczenia enzymu w niekorzystnych warunkach srodowiska
reakcji, uznalam, Ze istotne jest zbadanie kwestii wiasciwosci samego nosnika, w tym
w szczegodlnosci jego lepkosci.

Zgodnie z celem naukowym, ktérym jest analiza mozliwo$ci zastosowania biopolimerow
0 roznej lepkosci jako nos$nikéw do immobilizacji lakazy, gldwne zamierzenia badawcze
obejmowaly badanie alginianu sodu o ro6znej lepkosci (wysoka, $rednia i niska lepko$¢) jako
nosnika do immobilizacji lakazy do zastosowania w procesie dekoloryzacji indygo karminu
(barwnik anionowy), btekitu metylenowego (barwnik kationowy) oraz ich mieszaniny.

Przeprowadzone badania pozwolily na wyznaczenie parametrow lepkosci no$nika do
immobilizacji. Wyniki testow dekoloryzacji umozliwity okreslenie skutecznosci procesu,
a takze identyfikacje mechanizméw (sorpcja, biokataliza) dekoloryzacji badanych barwnikow
1 ich mieszaniny, w zaleznosci od lepkos$ci uzytego alginianu jako nosnika do immobilizacji
lakazy. Niezaleznie od lepkosci alginianiu, dekoloryzacja indygo karminu (barwnik anionowy)
zachodzila gléwnie na drodze biokatalizy, z kolei podczas dekoloryzacji bigkitu metylenowego
(barwnik kationowy) dominowal proces sorpcji. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzitam, Zze lepkos¢ alginianu wptywa na skuteczno$¢ enzymatycznej degradacji biekitu
metylenowego, bowiem najwyzszg catkowitg skuteczno$¢ usuwania tego barwnika uzyskano
przy uzyciu kapsutek enzymatycznych na bazie alginianu o najwyzszej lepkosci, gdzie
dekoloryzacja nastgpita na drodze obu mechanizmoéw - biokatalizy i sorpcji. Zastosowanie

kapsutek enzymatycznych na bazie alginianu o niskiej lepkosci skutkowato usunigciem bigkitu
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metylenowego wylacznie na drodze sorpcji, zatem w dekoloryzacji tego barwnika wyzsza
lepko$¢ alginianu promuje usunig¢cie na drodze biokatalizy. Mechanizm usuwania barwnikow
z mieszaniny jest odmienny w stosunku do mechanizmu odbarwiania roztworéw pojedynczych
barwnikow. Calkowita skuteczno$¢ usuwania indygo karminu z mieszaniny byla nizsza,
a dekoloryzacja nastgpita gldwnie na drodze sorpcji, niezaleznie od uzytego do immobilizacji
alginianu. Zastosowanie kapsutek na bazie alginianu o wysokiej lepko$ci umozliwito usunigcie
tego barwnika z mieszaniny rowniez na drodze biokatalizy, przy jednoczesnej najwyzszej
catkowitej skutecznos$ci usuwania barwnika w porownaniu do kapsutek na bazie alginianow
0 $redniej i1 niskiej lepkosci. Dekoloryzacja bigkitu metylenowego w mieszaninie nastgpita
wylacznie na drodze sorpcji. W ramach badan dokonatam takze oceny toksyczno$ci roztworow
barwnikow i ich mieszaniny, jak i roztworéw po procesie dekoloryzacji.

Na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw potwierdzitam, ze
mozliwa jest dekoloryzacja barwnikéw i ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy
na nos$niku biopolimerowym o roznej lepkosci, przy czym proces ten zachodzi z ro6zng
skutecznoscig i poprzez rézne mechanizmy. Tym samym zweryfikowatam i potwierdzitam
postawiong hipoteze badawcza. Odpowiedni dobdér nosnika w zaleznosci od usuwanego
barwnika ma wpltyw na mechanizm dekoloryzacji, a w szczegdlno$ci na procesy sorpcji
I biokatalizy. Opracowana technologia immobilizacji lakazy na no$nikach biopolimerowych do
usuwania barwnikow ze $ciekOw stanowi istotny element wiedzy w obszarze nowoczesnych
metod oczyszczania §ciekow. Uzyskane wyniki maja znaczacy wplyw na rozwoj badan
W zakresie immobilizowanych enzymoéw na no$nikach biopolimerowych, zwracajac
szczeg6lng uwage na wlasciwosci biopolimerdéw stosowanych do immobilizacji. Wyniki pracy
umozliwiajg takze okreslenie dalszego kierunku badan w celu maksymalizacji efektywnosci
usuwania barwnikéw przy uzyciu immobilizowanych enzyméw, a w dalszej perspektywie
potencjalnego zastosowania jako przyjaznej Srodowisku metody oczyszczania $ciekow

barwnych.
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SUMMARY

Given the intensive development of industrial activity, pollution of the water
environment is becoming an increasingly serious issue. One of the ways the pollutants are
introduced into the environment is as a result of the discharge of untreated or insufficiently
treated wastewater. In this context, special attention has been given to the presence of
micropollutants in the environment, among them synthetic dyes. The widespread use of these
has caused a significant environmental problem, resulting not only from the toxicity of the dyes
themselves but also from the transformations that these compounds can undergo in the
environment. Conventional physical and chemical methods for removing dyes from wastewater
have disadvantages and a number of limitations. Therefore, there is an urgent need to improve
existing treatment methods and develop new technologies in water and wastewater
management, as well as to seek technologies based primarily on bioprocesses and biocatalysis,
as a direction that represents one of the key sectors of research toward innovation.

The necessity to protect the environment, the improvement of the public's environmental
awareness, as well as the increase in the stringency of legal requirements have drawn my
attention to the development of green technologies aimed at the use of enzymes in technological
processes, particularly in wastewater treatment technologies. Despite the significant potential
for industrial application of enzymes, there are still several limitations associated with their use
in technological processes, due to their low stability in native form and their sensitivity to
varying reaction environment conditions. Thus, there is a need for further research into the
immobilization of enzymes as a method aimed at increasing their stability under often
unfavorable process conditions, while allowing recovery and reuse of the biocatalyst.

Based on a literature review, | identified biocatalysis-based processes for the removal
of pollutants, including dyes from wastewater, as a promising research direction in the field of
water and wastewater management. A high potential in this area is demonstrated by laccase, an
enzyme belonging to oxidoreductases, characterized by low substrate specificity and the ability
to degrade a wide range of pollutants, including dyes. Hence, within the framework of the
current thesis, | have undertaken research in the area of technology for the immobilization of
laccase on biopolymer carriers for the removal of dyes from wastewater. | conducted the
immobilization of laccase using sodium alginate and chitosan - biopolymer carriers
characterized by easy biodegradability, lack of toxicity and biocompatibility. As part of the
work, | developed the technology of immobilization of laccase using biopolymer carriers and
characterized the geometric parameters of beads with immobilized laccase as well as beads

Strona 9z 102



Opracowanie technologii immobilizacji lakazy
na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikéw ze $ciekow

without the enzyme. | confirmed the effective immobilization of the enzyme using Raman
spectroscopy, determined the effect of pH on the activity of free and immobilized laccase, and
tested the effect of storage conditions on the enzymatic activity of the developed beads.
Determining the effective dose of immobilized enzyme and the optimal temperature for
performing the decolorization process was also an important part of the work.

Based on these results, | concluded that while it is important the biopolymer carrier
acted as a protective barrier for the enzyme, it is also crucial that it allowed the process of
substrate diffusion, ensuring contact between the laccase and the contaminant to be
biodegraded. An important parameter for balancing these processes is the cross-linking of the
biopolymer carrier. In order to adequately balance the two processes of sorption and
biocatalysis under decolorization, while adequately protecting the enzyme under the adverse
conditions of the reaction environment, | found it is important to investigate the issue of the
properties of the carrier itself, including, in particular, its viscosity.

Following the scientific objective of the work, which has been to analyze the feasibility
of using biopolymers with different viscosities as carriers for the immobilization of laccase, the
main research objectives included the study of sodium alginate with different viscosities (high,
medium and low viscosity) as a carrier for the laccase immobilization for use in the
decolorization process of indigo carmine (anionic dye), methylene blue (cationic dye) and their
mixture. The performed tests allowed the determination of the viscosity parameters of the
immobilization carrier. The results of the decolorization tests enabled the evaluation of the
efficiency of the process, as well as the identification of the mechanisms (sorption, biocatalysis)
of decolorization of the tested dyes and their mixture, depending on the viscosity of the alginate
used as a carrier for the immobilization of laccase. Regardless of the viscosity of the alginate,
the decolorization of indigo carmine (anionic dye) occurred mainly by biocatalysis, while
during the decolorization of methylene blue (cationic dye), the sorption process dominated.
Based on the obtained results, it was determined that the viscosity of alginate affects the
efficiency of enzymatic degradation of methylene blue, as the highest total efficiency of
removal of this dye was obtained using alginate-based enzyme beads with the highest viscosity,
where decolorization occurred by both mechanisms - biocatalysis and sorption. The use of low-
viscosity alginate-based enzyme beads resulted in the removal of methylene blue only by
sorption, so in the decolorization of this dye, the higher viscosity of alginate promotes removal
by biocatalysis. The mechanism of dye removal from the mixture is different from that of
decolorization of single dye solutions. The total removal efficiency of indigo carmine from the

mixture was lower and decolorization occurred mainly by sorption by the beads, regardless of
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the alginate used for immobilization. The use of high-viscosity alginate-based beads also
enabled the removal of this dye from the mixture by biocatalysis, with the highest total removal
efficiency of the dye compared to medium and low-viscosity alginate-based beads.
Decolorization of methylene blue in the mixture occurred solely by sorption. As a part of the
study, | also evaluated the toxicity of the dye solutions and their mixture, as well as the solutions
after the decolorization process.

Based on the research conducted and the obtained results, | confirmed that it is possible to
decolorize dyes and their mixture using immobilized laccase on a biopolymer carrier of varying
viscosity, and considering the process occurs through different mechanisms and with varying
efficiency. Thus, | verified and confirmed the research hypothesis. The appropriate choice of
the carrier depending on the dye that is being removed has an impact on the decolorization
mechanism and, specifically the processes of sorption and biocatalysis. The developed
technology for the immobilization of laccase on biopolymer carriers, for the removal of dyes
from wastewater, represents an important contribution to the development of novel methods of
wastewater treatment. The results obtained have a significant impact on the development of
research in the field of immobilized enzymes on biopolymer carriers, with particular attention
to the properties of the biopolymers used for immobilization. The results of the work also
provide an opportunity to determine the further direction of research in order to maximize the
efficiency of dye removal using immobilized enzymes and, in the long run, the potential

application as an environmentally friendly method of dye-containing wastewater treatment.
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2. Deska, M. & Konczak, B. (2020) Stabilno$¢ operacyjna lakaz w warunkach
immobilizacji. Przemyst Chemiczny, 99, 472-476. DOI:10.15199/62.2020.3.22
(IF =0,5; MNiSW = 70 pkt)

3. Deska, M. & Konczak, B. (2022) Nosniki do immobilizacji lakazy w procesach
dekoloryzacji. Przemyst Chemiczny, 101, 135-139. DOI:10.15199/62.2022.2.9
(IF = 0,5; MNiSW = 70 pkt)

4. Deska, M. & Konczak, B. (2022) Laccase Immobilization on Biopolymer Carriers —
Preliminary Studies. Journal of Ecological Engineering, 23, 4, 235-249.
DOI:10.12911/22998993/146611 (IF = 1,3; MNiSW = 70 pkt)

5. Bialowas, M., Konczak, B., Chatupnik, S., Kalka, J. & Cempa, M. (2024) Alginate-
laccase beads in the decolourization of indigo carmine. Archives of environmental
protection, 50, 1, 45-55. DOI:10.24425/aep.2024.149431 (IF = 1,5; MNiSW = 100 pkt)

6. Bialowgs, M., Konczak, B., Chatupnik, S. & Kalka, J. (2024) Analysis of the feasibility
of using biopolymers of different viscosities as immobilisation carriers for laccase in
synthetic dye removal. Archives of environmental protection, 50, 1, 19-34.
DOI:10.24425/aep.2024.149429 (IF = 1,5; MNiSW = 100 pkt)

Publikacje 1 — 4 zostaly sfinansowane w ramach $rodkow na badania statutowe
finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego przyznane dla Gtownego
Instytutu Goérnictwa - Panstwowego Instytutu Badawczego. Zrealizowane prace statutowe

w charakterze kierownika wymieniono w Zataczniku nr 1.

1.2 Informacja o procentowym wktadzie w publikacje wchodzace w sktad rozprawy
doktorskiej
1. Publikacja 1: Biatowas (Deska) M. 75%, Konczak B. 25%;
2. Publikacja 2: Biatowas (Deska) M. 80%, Konczak B. 20%);
3. Publikacja 3: Biatowas (Deska) M. 80%, Konczak B. 20%;
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Publikacja 4: Biatowas (Deska) M. 75%, Konczak B. 25%;

Publikacja 5: Bialowas M. 70%, Konczak B. 10%, Chatupnik S. 10%,
Kalka J. 5%, Cempa M. 5%;

Publikacja 6: Biatowas M. 74%, Konczak B. 10%, Chatupnik S. 8%, Kalka J. 8%.
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2 WPROWADZENIE

W obliczu intensywnego rozwoju dziatalnosci przemystowej, zanieczyszczenie
srodowiska wodnego staje si¢ coraz powazniejszym problemem. Zanieczyszczenia
wprowadzane sg do S$rodowiska mig¢dzy innymi w wyniku odprowadzania $ciekow
nieoczyszczonych lub niedostatecznie oczyszczonych. Szczegdlng uwagg zwrdcono na
obecno$¢ mikrozanieczyszczen w $rodowisku, a wsrod nich barwnikdéw syntetycznych
(Tkaczyk i in. 2020). Obecnos¢ w srodowisku wodnym tych zwigzkoéw juz przy bardzo niskich
stezeniach rzedu 1 mg/l wywoluje szereg negatywnych skutkow (Sharma i in. 2021).
Powszechno$¢ stosowania barwnikéw spowodowata istotny problem srodowiskowy. Ich
obecno$¢ w $ciekach, ktore nastepnie odprowadzane sa do odbiornikow wodnych, powoduje
powazne zagrozenia dla srodowiska i ma negatywny wplyw nie tylko na zdrowie ludzi, ale
takze na zdrowie innych organizmow bedacych czgécig ekosystemu (Tripathi i in. 2023).
Zagrozenie $rodowiskowe wynika nie tylko z toksyczno$ci samych barwnikow, ale takze
Z przemian, jakim zwigzki te moga podlega¢ w $rodowisku. Obecnos¢ barwnikow
syntetycznych w znacznym stopniu pogarsza jakos¢ wody zbiornikow wodnych, zwiekszajac
biochemiczne i chemiczne zapotrzebowanie tlenu (BZT i ChZT), prowadzac do zaburzen
procesu fotosyntezy, hamujac wzrost roslin. Zwigzki te moga réwniez wchodzi¢ w tancuch
pokarmowy i podlega¢ bioakumulacji. Barwniki moga takze wykazywaé toksycznosc,
mutagennosc i rakotworczos$¢ stwarzajac istotne zagrozenie dla organizméw wodnych, jak i dla
zdrowia ludzi (Lellis i in. 2019).

Rozwo6j przemystu tekstylnego przyczynit si¢ do wykorzystania barwnikow na szeroka
skale. Ich globalna produkcja wynosi ok. 7*107 ton na rok (Kishor i in. 2021, Al-Tohamy i in.
2022), z czego szacuje si¢, ze w procesie technologicznym ok. 10-15% barwnikow nie jest
wigzane i uwalniane jest do srodowiska wraz ze $Scickami (Benkhaya i in. 2020, Moon i in.
2023). Pierwszy syntetyczny barwnik — moweine, odkryt William Perkin w 1865 roku, co
doprowadzito do rewolucji w przemysle barwnikow 1 zapoczatkowato produkcje syntetycznych
barwnikow organicznych na skale swiatowg. Na poczatku XX wieku $wiatowa produkcja
barwnikow zlokalizowana byta gtéwnie w Europie. Obecnie najwigkszymi producentami sa
Chiny i Indie, ktore sg jednoczesnie gldownymi dostawcami tkanin na catym §wiecie (Tkaczyk
i in. 2020). Obecnie stosowane barwniki zostaty sklasyfikowane i uporzagdkowane w rejestrze
Colour Index (C.1.), a ich klasyfikacja dokonywana jest najczesciej ze wzgledu na budowe
chemiczng lub zastosowanie (Benkhaya i in. 2020, Slama i in. 2021). Aktualnie stosowane
konwencjonalne metody usuwania barwnikow ze $ciekow (Katheresan i in. 2018, Rane i Joshi

2021, Al-Tohamy i in. 2022) posiadaja szereg wad i ograniczen, stad istnieje pilna potrzeba
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prowadzenia badan majacych na celu nie tylko udoskonalanie obecnie stosowanych metod, ale
takze opracowanie nowych technologii do oczyszczania $ciekow zawierajacych barwniki
(Kishor i in. 2021, Al-Tohamy i in. 2022).

W ostatnich latach, wraz z rosngcg $wiadomoscig potrzeby ochrony $rodowiska oraz
zobowigzan wynikajacych z przepisOw prawa, jak i dzigki poglebianej wiedzy naukowe;,
szczegblng uwage zwrdécono na rozwodj zielonych technologii, ukierunkowanych na
zastosowanie enzymow w procesach technologicznych, w tym w technologiach oczyszczania
sciekow (Kiies 2015, Feng 2021, Rane i Joshi 2021, Al-Tohamy i in. 2022). Uwagg badaczy
skupiaja procesy oparte na biokatalizie. Szczegdlnym zainteresowaniem cieszy si¢ lakaza
(Mate i Alcalde 2017, Agrawal i in. 2018, Brugnari i in. 2021, Puspita i in. 2022). Enzym ten
wystepuje w roslinach wyzszych, w wigkszosci grzybow, w bakteriach, zidentyfikowano go
takze U owadow. Potencjat do komercyjnego zastosowania majg gldwnie lakazy pozyskiwane
z grzybow nalezacych do Ascomycota oraz Basidiomycota rozktadajacych drewno, m.in.
z: Irpex lacteus, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor
(Baldrian 2006, Madhavi i Lele 2009, Fernandez-Fernandez i in. 2013, Manvalan i in. 2015).
Enzym ten z uwagi na niska specyficzno$¢ substratowa wykazuje zdolno$¢ do degradacji
réznych zanieczyszczen (Brugnari i in. 2021). Jednak enzymy w formie natywnej wykazuja
szereg ograniczen do zastosowan przemystowych. W zwigzku z tym, niezbedne sg badania nad
immobilizacja enzymow, w tym lakazy, jako metody ukierunkowanej na zwigkszenie
stabilnosci enzymow w czesto niekorzystnych warunkach procesowych (Pereira Gongalves i in.
2019, Alvarado-Ramirez i in. 2021, Latif i in. 2023, Kyomuhimbo i Brink 2023).

Aktualnie obszarem zainteresowania wielu badaczy jest zastosowanie immobilizowanej
lakazy do degradacji r6znorodnych zanieczyszczen (Yavaser i Karagozler 2021, Chen i in.
2022, Lassouane i in. 2022, Latif i in. 2022, Lzaod i Dutta 2022, Zhou i in. 2023, Wang i Meng
2024), w tym do usuwania barwnikow ze $ciekow (Zhou i in. 2021, Jeyabalan i in. 2023,
Naseem i in. 2023, Oktaviani i in. 2024). Prowadzone sg badania dotyczace mozliwosci
zastosowania r6znych no$nikéw do immobilizacji lakazy (Zdarta i in. 2018a, Zdarta i in. 2018b,
Alvarado-Ramirez i in. 2021, Jafri i in. 2021). Uwage zwracaja nosniki biopolimerowe,
W szczeg6lnosci alginian i chitozan ze wzgledu na ich nietoksyczno$¢ oraz biokompatybilno$é¢
(Yadav i Karthikeyan 2019, Abka-Khajouei i in. 2022, Hurtado i in. 2022, Intisar i in. 2023,
Zhang i in. 2023). Wyzwanie wcigz stanowi poprawa funkcjonalnosci klasycznych nos$nikow,
jak 1 opracowywanie nowych materiatdw do immobilizacji enzyméw. W tym kontekscie
wlasciwos$ci alginianow moga by¢ istotne dla opracowania technologii immobilizacji lakazy na

no$nikach biopolimerowych do usuwania barwnikow ze Sciekow.
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Alginian sodu jest liniowym polisacharydem zbudowanym z reszt kwasu
a-L-guluronowego 1 f-D-mannuronowego potaczonych wigzaniami glikozydowymi.
W czasteczce alginianu wyrdznia si¢ bloki G, bloki M oraz bloki GM. Masa czgsteczkowa
alginianu, jak i utozenie poszczegolnych monomerow w tancuchu oraz udzial procentowy
kazdego monomeru, sg czynnikami, ktore powoduja znaczne roéznice strukturalne i nadajg im
specyficzne wiasciwosci fizykochemiczne. Zawartos¢, sktad i stosunek M/G dla danego
alginianu moze r6zni¢ si¢ nie tylko w zaleznosci od gatunku i wieku alg, z ktorych jest
ekstrahowany, od lokalizacji, potozenia geograficznego i pory roku, ale takze od tkanki
W obrgbie tego samego gatunku. Ta zmienno$¢ przektada si¢ na wlasciwosci funkcjonalne
danego alginianu, w tym lepkos¢, rozpuszczalnos¢, reakcje z jonami metali 1 wlasciwosci
zelowania (Silva i in. 2012, Ma i in. 2014, Fertah i in. 2017, Rhein-Knudsen i in. 2017, Abka-
Khajouei i in. 2022). Wiasciwosci alginianow rozpatrywano w konteks$cie zastosowania
w biomedycynie i przemysle rolniczym (Labowska i in. 2019, Martinez-Cano i in. 2022).

Tematyka eksplorujaca kwestie wlasciwosci alginianow w konteks$cie pozadanych cech
opracowywanych na ich bazie no$nikéw, wydaje si¢ kluczowa dla opracowania efektywnych
preparatow z immobilizowanymi enzymami. Stad rownie interesujace wydaje si¢ by¢ zbadanie
tych zagadnien w kontekscie wykorzystania biopolimerdéw, w szczegdlnosci alginianu sodu,
jako no$nika do immobilizacji lakazy, a doktadnie zbadanie wptywu lepkosci biopolimerow na
skuteczno$¢ usuwania barwnikéw z wykorzystaniem immobilizowanej lakazy w procesach
usuwania barwnikow. W tym celu w ramach niniejszej pracy dekoloryzacji poddano barwniki:
indygo karmin (barwnik anionowy), blekit metylenowy (barwnik kationowy), jak 1 ich
mieszaning. Indygo karmin (IC) to anionowy, niebieski, syntetyczny barwnik, znajdujacy
szerokie zastosowanie w roznych branzach, w tym farmaceutycznej, tekstylnej, garbarskiej,
spozywczej | kosmetycznej (Mohan i in. 2022, Ristea i Zarnescu 2023). Szczegolnie w sektorze
tekstylnym indygo karmin jest szeroko stosowany w procesie barwienia odziezy dzinsowej
(Choi 2021, Wang i in. 2022). Ze wzgledu na jego powszechne wykorzystanie i toksyczny
wplyw na ekosystemy wodne, barwnik ten uznawany jest jako zanieczyszczenie, ktore musi
zosta¢ usunigte przed zrzutem do $rodowiska (Behera i in. 2021). Jako skutki narazenia na ten
barwnik u ludzi wskazuje si¢ m.in. podraznienia skory, trwate uszkodzenia rogoéwki, nudnosci,
biegunke i wymioty (Ahlawat i in. 2022, Leonties i in. 2022, Mohan i in. 2022). Obok indygo
karminu, istniejg takze szeroko stosowane komercyjne barwniki kationowe, do ktorych nalezy
m.in. biekit metylenowy (Oladoye i in. 2022, Rendon-Castrillon i in. 2024). Bigkit metylenowy
to syntetyczny, kationowy barwnik powszechnie stosowany w barwieniu tkanin w przemysle

odziezowym I tekstylnym, a takze w procesach barwienia papieru i skory, wykorzystywany jest
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takze w przemysle farmaceutycznym, drukarskim i dywanowym (Oladoye i in. 2022, Li i in.
2023, Ahmed i in. 2024). Znane sa rowniez wlasciwosci terapeutyczne biekitu metylenowego,
z zastrzezeniem $cisle okreSlonych zastosowan (Kofidis i in. 2001). Bigkit metylenowy
wykazuje dziatanie toksyczne, rakotworcze, jest zwigzkiem trudnobiodegradowalnym, stad
moze powodowaé powazne zagrozenie dla ludzi, jak i negatywnie wplywa¢ na srodowisko.
Powoduje szereg zagrozen dla zdrowia ludzkiego, m.in. takich jak niewydolno$¢ oddechowa,
Slepota, zaburzenia trawienne, nudnosSci, biegunke, wymioty, zoOltaczke, wstrzas,
przyspieszenie akcji serca, podraznienia skory i oczu (Moorthy i in. 2021, Khan i in. 2022,
Oladoye et al. 2022). Skuteczne oczyszczanie $ciekdw zawierajacych biekit metylenowy ma
kluczowe znaczenie dla ztagodzenia niekorzystnego wptywu na srodowisko.

Podsumowujac, jednym z najwickszych wyzwan stojacych obecnie przed przemystem
jest przejécie na bardziej ekologiczne i bardziej przyjazne dla srodowiska procesy. Wszystkie
innowacje w technologiach oczyszczania $cieckdw maja na celu m.in. zminimalizowanie lub
calkowite wyeliminowanie powstawania zanieczyszczen wtornych i minimalizacje
wykorzystania toksycznych i1 niebezpiecznych surowcow, a takze przej$cie na bardziej
ekologiczne 1 zrdwnowazone metody usuwania zanieczyszczen ze §ciekow, w tym barwnikow.
Ztozono$¢ i aktualno$¢ problematyki usuwania barwnikow syntetycznych ze $rodowiska
wodnego wymusza pilng potrzebe ulepszania istniejagcych metod oczyszczania oOraz
opracowywania nowych metod w gospodarce wodno-§ciekowej, a takze poszukiwania
technologii bazujacych w gléwnej mierze na bioprocesach i biokatalizie, jako kierunku
stanowigcego jeden z kluczowych sektorow badan w kierunku innowacji, znacznie
przyczyniajac si¢ do rozwoju przemystu wysokich technologii. Przeprowadzone badania
w ramach niniejszej pracy stanowia odpowiedz na nakre$lone wyzej wyzwania, wnoszac nowa
wiedz¢ W rozwdj metod usuwania barwnikow przy uzyciu immobilizowanych enzymow
na nosnikach biopolimerowych, jako przyjaznej Srodowisku metody oczyszczania
sciekéw barwnych, ze zwréceniem szczegolnej uwagi na wilasciwosci stosowanych do

immobilizacji biopolimerow.
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3 CELPRACY I KONCEPCJA BADAN

3.1 Cel naukowy pracy z uzasadnieniem podj¢tej tematyki badawcze;j

Celem naukowym pracy jest analiza mozliwosci zastosowania biopolimeréw 0 rdznej
lepkosci jako nosnikow do immobilizacji lakazy.

Podjeta tematyka badawcza niniejszej pracy wpisuje si¢ w obszar inzynierii sSrodowiska,
w szczegolnosci skupiajge sie na technologii usuwania barwnikow ze $ciekow. W ramach pracy
podniostam bardzo aktualny i istotny problem zwigzany z obecno$cig w Srodowisku wodnym
zanieczyszczen w postaci barwnikow syntetycznych (Lellis i in. 2019). Jednym z najwigkszych
wyzwan, przed ktorymi staje wspotcze$nie przemyst, jest dazenie do proceséw bardziej
ekologicznych i przyjaznych $rodowisku. Zatem poszukiwane sa wszelkie innowacje
w procesach technologicznych, nakierowane na minimalizacj¢, czy catkowita eliminacj¢
zanieczyszczen, jak 1 rezygnacj¢ z uzycia toksycznych i niebezpiecznych surowcoéw
I odczynnikow (Castillo-Suarez i in. 2023). Ponadto widoczna jest pilna potrzeba w zakresie
zrbwnowazonych praktyk zarzadzania woda, w tym ponownego wykorzystania wody
I przyjecia zasad gospodarki o obiegu zamknigtym (Al-Tohamy i in. 2022).

Proponowana nowelizacja dyrektywy 0 oczyszczaniu $cieckow komunalnych zaktada
rozszerzenie zakresu dyrektywy na wszystkie aglomeracje o rownowaznej liczbie mieszkancow
wynoszacej co najmniej 1000 w zakresie obowigzku stosowania oczyszczania wtornego
sciekow komunalnych odprowadzanych do S$rodowiska, ponadto zmiany dotyczy¢ maja
rébwniez progéw 0Czyszczania trzeciego stopnia (tj. usuwania azotu i fosforu) oraz
oczyszczania czwartego stopnia (tj. usuwania szerokiego spektrum mikrozanieczyszczen),
a takze terminow dostosowania si¢ do nowych wWymogow
(https://www.consilium.europa.eu/pl/press/press-releases/; dostep z dn.: 19.04.2024). Ma to
szczegdlne znaczenie w obliczu  intensywnego rozwoju przemystu m.in. tekstylnego,
chemicznego, farmaceutycznego i rolniczego, w wyniku czego do srodowiska przedostaje si¢
coraz wigcej zanieczyszczen w postaci m.in. pestycyddéw, hormonow, antybiotykéw, a takze
barwnikow. Rosnaca produkcja i powszechne stosowanie barwnikow powoduje istotny
problem srodowiskowy, wynikajacy z obecnosci tych zanieczyszczen w srodowisku wodnym
1 glebowym. Organiczne barwniki syntetyczne uznawane sg jako mikrozanieczyszczenia, ktore
obecne sga w ekosystemach wodnych w st¢zenia rzedu ng/l do pg/l. Ze wzgledu na whasciwosci
toksyczne oraz ryzyko generowania szeregu zagrozen Srodowiskowych, w szczegolnosci
ich negatywny wplyw na faung i flore, ale takze na zdrowie ludzi, istnieje pilna potrzeba
nie tylko monitorowania ich zawartosci, ale takze poszukiwania skutecznych metod

eliminacji tych zwiazkow ze Sciekow, zanim zostana zrzucone do odbiornikow wodnych
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(Tkaczyk i in. 2020). Aktualnie stosowane konwencjonalne metody fizyko-chemiczne do
usuwania barwnikow ze Sciekow posiadaja wady i1 Szereg ograniczen, m.in. wynikajacych
z wysokich kosztow, ograniczonych mozliwosci aplikacyjnych, czesto wymagajg uzycia wielu
odczynnikow chemicznych, a takze prowadzg do generowania duzych ilosci wysoce
toksycznych osadow i szlamow jako zanieczyszczen wtérnych, przyczyniajac si¢ do
zanieczyszczenia Srodowiska (Katheresan i in. 2018, Al-Tohamy i in. 2022). Wymaga to
zmiany podejscia do procesOw oczyszczania Sciekow barwnych i poszukiwania nowych,
przyjaznych $rodowisku metod. Na podstawie przegladu literatury procesy usuwania
zanieczyszczen, w tym barwnikéw ze S$ciekow, oparte na biokatalizie uznalam jako
obiecujacy kierunek badan w obszarze gospodarki wodno-$ciekowej, stad w ramach
niniejszej pracy podjelam tematyke badawczg w obszarze technologii immobilizacji
lakazy na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikow ze Sciekow.

W literaturze $wiatowej widoczny jest wyrazny trend, ktoéry wskazuje na znaczacy wzrost
zainteresowania wykorzystaniem biokatalizatorow w wielu dziedzinach nauki i technologii
(Bilal i in. 2019, Deska i Konczak, 2019). W ostatnich latach podejmowano proby
immobilizacji enzymow, w szczegdlnosci lakazy, do zastosowan w procesach oczyszczania
sciekow zawierajgcych barwniki (Puspita i in. 2022, Kyomuhimbo i Brik 2023, Naseem i in.
2023). Jednak wcigz proces ten nie zostal wystarczajgco poznany, co uniemozliwia jego
szerokie zastosowanie w praktyce. W projektowaniu immobilizowanych biokatalizatoréw do
zastosowania w procesie technologicznym, kluczowym jest nie tylko dobér odpowiedniego
biokatalizatora oraz metody immobilizacji, ale takze nos$nika do immobilizacji (Zdarta i in.
2018b, Alvarado-Ramirez i in. 2021). W niniejszej pracy jako nos$niki do immobilizacji
enzymu wytypowalam biopolimery - alginian sodu i chitozan, gdyz charakteryzuja si¢ one
latwa biodegradowalnos$cia, brakiem toksycznosci i biokompatybilnoscig. Jako enzym
modelowy do badan dekoloryzacji wytypowalam lakaze. Wybor ten zostal podyktowany
niska specyficznos$cia substratowa tego enzymu oraz zdolno$ciami do degradacji szerokiej
gamy zanieczyszczen (Paraschiv i in. 2022, Dong i in. 2023).

W niniejszej pracy zwrécitam uwage, ze nie tylko rodzaj uzytego nosnika ma wptyw na
skutecznos¢ usuwania barwnikow, ale takze jego wtasciwosci fizykochemiczne. Tematyka
eksplorujgca kwestie wtasciwosci alginianéw w kontekscie pozagdanych cech opracowywanych
na ich bazie no$nikéw wydaje si¢ kluczowa dla opracowania efektywnych preparatow
z immobilizowanymi enzymami (Ma i in. 2014). Na podstawie przegladu literatury
stwierdzilam, iz wlasciwosci alginianéw, w tym w szczegolnosci ich lepkos¢, moga by¢

istotne dla opracowania efektywnych preparatow z immobilizowana lakaza do usuwania
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barwnikow. Nowoscia prezentowanych badan na tle dostepnych danych literaturowych
jest ocena wplywu wlasciwosci alginianéw, w tym w szczegolnosci ich lepkosci,
w konteks$cie mozliwosci zastosowania jako nosnikow do immobilizacji lakazy w procesie
usuwania barwnikow, na przykladzie biekitu metylenowego, indygo karminu i ich
mieszaniny. Biorac pod uwage, ze Scieki przemyslowe czesto zawieraja mieszaniny
barwnikéw, w niniejszej pracy dokonalam oceny skutecznosci dekoloryzacji zarowno
pojedynczych barwnikow, jak i ich mieszaniny, przy uzyciu lakazy immobilizowanej na
alginianie sodu o roznej lepkosci. Pozyskana nowa wiedza w tym zakresie przyczyni sie
do rozwoju technologii immobilizacji enzyméw do potencjalnego zastosowania
w technologiach oczyszczania Sciekow barwnych.

Na podstawie informacji przedstawionych powyzej sformutowalam nastepujace
przestanki przemawiajace za podjeciem tematyki badawcze;j:

1. Istota problemu $rodowiskowego wynikajacego z obecnosci barwnikéw w srodowisku,
z uwagi na ich opornos¢ na degradacje, zroznicowane wlasciwosci fizyczno-chemiczne,
toksycznos$¢, mutagenno$¢ i kancerogennos$¢ oraz zdolnos¢ do bioakumulacji.

2. Ztozono$¢ 1 aktualno$¢ problematyki usuwania barwnikow syntetycznych ze
srodowiska wodnego - pilna potrzeba ulepszania istniejagcych metod oczyszczania oraz
opracowywania nowych metod w gospodarce wodno-Sciekowej, potrzeba
wprowadzania innowacji w zakresie zrownowazonych praktyk zarzadzania woda,
w tym ponownego wykorzystania wody, odzysku wod technologicznych i przejs$cia
w kierunku gospodarki o obiegu zamknigtym.

3. Poszukiwanie ekologicznych 1 zréwnowazonych metod usuwania barwnikow.
Widoczny trend w obszarze bialej biotechnologii — poszukiwanie technologii
bazujacych w gléwnej mierze na bioprocesach i biokatalizie, jako kierunku
stanowigcego jeden z kluczowych sektorow badan w kierunku innowacji, znacznie
przyczyniajac si¢ do rozwoju przemystu wysokich technologii.

4. Zwigkszenie stabilnoSci operacyjnej biokatalizator6w poprzez immobilizacje
w kontekscie mozliwos$ci zastosowania enzymow w procesach technologicznych jako
»zielonych katalizatorow”.

5. Luka badawcza w obszarze badan wiasciwosci alginianéw, w tym w szczegdlnosci
lepko$ci, w kontekScie zastosowania jako no$nikéw do immobilizacji lakazy do

usuwania barwnikow.
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6. Niedostateczna wiedza w zakresie dekoloryzacji mieszanin barwnikéw przy uzyciu
immobilizowanych enzymoéw. Wigkszo§¢ publikacji naukowych dotyczy oceny

skuteczno$ci dekoloryzacji roztworow pojedynczego barwnika.

3.2 Elementy nowosci podjetej tematyki badawcze;j
Elementy nowosci podjetej tematyki badawczej obejmuja:
1. Ocen¢ wplywu lepkosci biopolimerow na skuteczno$¢ usuwania barwnikow
z wykorzystaniem immobilizowanej lakazy.
2. Ocene skutecznosci dekoloryzacji wraz z przeprowadzeniem oceny toksyczno$ci
probek poprocesowych.
3. Identyfikacje mechanizméw usuwania barwnikow kationowych, anionowych oraz ich

mieszaniny na przyktadzie indygo karminu i bigkitu metylenowego.

W zakresie potencjalnych zastosowan przemyslowych istotnym elementem pracy sa
wyniki badan dotyczace warunkéw przechowywania opracowanych preparatow
enzymatycznych, wyznaczenie warunkow procesowych, a takze sama przyjazna srodowisku
technologia usuwania barwnikoéw ze $ciekow z wykorzystaniem immobilizowanych enzymow,
wpisujgca si¢ w trendy badan w obszarze inzynierii srodowiska i biotechnologii.

Element kluczowy niniejszej pracy stanowi opracowanie preparatow z immobilizowana
lakazg na alginianie sodu, skutecznych w usuwaniu barwnikow, jak i ich mieszaniny, wraz
zZ oceng toksycznos$ci probek poprocesowych. Przeprowadzona ocena mozliwosci zastosowania
alginianow o réznej lepkosci do immobilizacji lakazy stanowi zrodto nowej wiedzy w obszarze
immobilizacji enzyméw do potencjalnego zastosowania w technologiach oczyszczania $ciekow
barwnych.

Elementem wyrézniajacym przeprowadzone badania na tle innych jest podjecie
tematyki obejmujacej wilasciwosci alginianéw, w tym w szczegdlnosci ich lepkosc,
w konteksécie mozliwosci zastosowania jako nosnikow do immobilizacji lakazy do usuwania
barwnikéw. Istotnym elementem wyrdzniajacym jest takze identyfikacja mechanizméw
dekoloryzacji barwnikéw na przykladzie indygo karminu i bigkitu metylenowego oraz ich
mieszaniny. Ponadto zgodnie z najlepsza wiedzg, jak do tej pory niewielka liczba prac
naukowych podejmuje kompleksowo tematyke procesu dekoloryzacji mieszaniny barwnikow
wraz z oceng toksycznos$ci roztwordw poprocesowych. Dotychczasowe badania koncentruja si¢
gtéwnie na usuwaniu pojedynczych barwnikoéw.

Elementem znaczacym jest nowa wiedza w obszarze potencjalnych, nowych metod

oczyszczania $ciekow barwnych, bazujacych na immobilizowanych biokatalizatorach.
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Rozprawa doktorska ma znaczacy wplyw na rozwoj metod usuwania barwnikow ze
SciekOw, przy uzyciu immobilizowanych enzymow na nos$nikach biopolimerowych,
zwracajac szczegolng uwage na wlasciwosci stosowanych do immobilizacji biopolimerow.

Wyniki pracy umozliwiaja okreSlenie dalszego kierunku badan w celu
maksymalizacji efektywno$ci usuwania barwnikow przy uzyciu immobilizowanych
enzyméw, a w dalszej perspektywie potencjalnego zastosowania jako przyjaznej

srodowisku metody oczyszczania $ciekow barwnych.

3.3 Cel utylitarny
Celem utylitarnym pracy jest ocena mozliwosci usuwania barwnikow ze $ciekow

poprzez zastosowanie technologii immobilizacji lakazy na no$nikach biopolimerowych.

3.4 Problem badawczy
Problemem badawczym jest okreslenie skutecznos$ci procesu dekoloryzacji barwnikow
1 ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy na no$niku biopolimerowym o rdzne;j
lepkosci.
W pracy doktorskiej podjelam probe odpowiedzi na nastgpujace pytania badawcze:

1. Czy mozliwe jest opracowanie preparatow z immobilizowang lakaza przy uzyciu
alginianu sodu jako no$nika?

2. Czy mozliwe jest uzyskanie kapsulek enzymatycznych o powtarzalnych parametrach
geometrycznych oraz w jaki sposob suszenie wptywa na ich parametry geometryczne?

3. Jak wptywa pH na aktywnos$¢ wolnych i immobilizowanych lakaz przy uzyciu alginianu
sodu?

4. Jaka jest optymalna temperatura dla prowadzenia procesu dekoloryzacji przy uzyciu
opracowanych preparatéw enzymatycznych na bazie alginianu sodu?

5. Czy mozliwe jest usuniecie barwnikow biekitu metylenowego i indygo karminu oraz
ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy na alginianie sodu?

6. Jakie mechanizmy dominujag w usuwaniu barwnikow kationowych i anionowych na
przyktadzie bigkitu metylenowego 1 indygo karminu, jak i1 ich mieszaniny, przy uzyciu
kapsutek alginianowych z immobilizowang lakaza?

7. Czy lepkos¢ badanych alginiandw wptywa na proces dekoloryzacji barwnikéw indygo
karminu, btgkitu metylenowego i ich mieszaniny?

8. Jak zmienia si¢ toksycznos$¢ roztworow barwnikéw i ich mieszaniny w zaleznosci od
stezenia? Jak zmienia si¢ toksyczno$¢ roztworow barwnikow i ich mieszaniny po

procesie dekoloryzacji przy uzyciu immobilizowanej lakazy na bazie alginianu sodu?
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3.5 Hipoteza badawcza

Hipoteze badawcza sformutowalam w nastgpujacym brzmieniu: mozliwa jest

dekoloryzacja barwnikow 1 ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy na no$niku

biopolimerowym.

o g > W DN

10.

11.

12.

13.

3.6 Plan badan

Plan badan niniejszej pracy obejmowat nastepujace elementy:
Analiza literatury naukowej i technicznej w zakresie 1) mozliwosci zastosowania enzymow
w inzynierii $Srodowiska, w tym w szczegdlnosci do usuwania barwnikow przy uzyciu
immobilizowanych enzymow, 2) technik immobilizacji oraz stosowanych no$nikow,
W szczegdlnosci biopolimeréw, do immobilizacji enzymoéow.
Wytypowanie no$nikéw do immobilizacji lakazy.
Wytypowanie techniki immobilizacji lakazy.
Opracowanie preparatow enzymatycznych na no$niku biopolimerowym.
Badania warunkéw przechowywania preparatow enzymatycznych.
Analiza parametréw geometrycznych opracowanych preparatdéw enzymatycznych
wilgotnych oraz po wysuszeniu.
Wytypowanie barwnikéw modelowych do procesu dekoloryzacji.
Optymalizacja procesu dekoloryzacji - temperatura, dawka enzymu, pH.
Badania dekoloryzacji barwnikow indygo karminu, biekitu metylenowego i ich mieszaniny
przy uzyciu immobilizowanej lakazy.
Ocena mozliwo$ci zastosowania biopolimerow o roznej lepkosci jako nosnikow do
immobilizacji lakazy w celu usuwania barwnikow.
Identyfikacja gtownych mechanizmow dekoloryzacji barwnikéw  kationowych,
anionowych, jak 1 ich mieszaniny z uwzglednieniem biokatalizy 1 sorpcji.
Analiza toksycznosci roztworow barwnikow przed i po procesie dekoloryzacji.

Analiza wynikow 1 sformutowanie wnioskow.
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4  PRZEGLAD LITERATURY DOTYCZACY TEMATU ROZPRAWY

Rozprawa doktorska ma forme¢ cyklu artykuléw naukowych, w sktad ktérego wchodzi
6 publikacji, w tym 3 publikacje przegladowe (Publikacje 1-3) i 3 doswiadczalne (Publikacje
4-6).

4.1 Immobilizowana lakaza grzybowa jako "zielony Kkatalizator" w procesie
dekoloryzacji (Publikacja 1)

Przeprowadzona analiza literatury w  zakresie  potencjalu  zastosowania
immobilizowanych enzyméw, w szczegodlnosci lakazy do usuwania barwnikéw zostata
dokonana w Publikacji 1. W obecnych czasach szczegodlng uwagg przywiazuje si¢ do realizacji
proceséw technologicznych w taki sposob, aby byly one nie tylko efektywne, ale takze
przyjazne dla $rodowiska. Bioremediacja, w szczegdélnoSci oparta na biokatalizie,
postrzegana jest jako obiecujacy kierunek badan. Uwidacznia si¢ wyrazny trend, ktory
wskazuje na znaczacy wzrost zainteresowania wykorzystaniem biokatalizatorow w wielu
dziedzinach nauki i technologii (Chapman i in. 2018). W szczegdlnosci enzymy z uwagi na
swoje unikatowe wtasciwosci katalityczne i1 fizykochemiczne moga by¢ wykorzystywane jako
tzw. ,,zielone katalizatory” w ztozonych procesach technologicznych, w obrebie roznych galezi
przemystu. Pomimo znacznego potencjatu do zastosowania przemystowego enzymow, wcigz
istnieje szereg ograniczen zwigzanych z ich szerokim, komercyjnym wykorzystaniem. Jedne
Z najistotniejszych ograniczen to stosunkowo szybka utrata aktywnosci, brak stabilnosci oraz
pozadana wydajnos¢ tylko w okreslonych warunkach operacyjnych, a takze brak mozliwosci
odzysku katalizatora i ponownego jego uzycia. Osiggnigcie celu, ktorym jest efektywna
biokataliza jest trudne, poniewaz wickszo$¢ enzymow w postaci natywnej nie jest
przystosowana do dziatania w ekstremalnych warunkach, jakie czesto majg miejsce podczas
procesu przemyslowego. Zatem stosunkowo niska stabilnos¢ wolnych bialek enzymatycznych
oraz ich wrazliwo$¢ na zmienne warunki $rodowiska reakcji przemawia za opracowaniem
nowych metod poprawy ich wtasciwosci.

Aktualnie, jednym z glownych nurtow badan dotyczacych enzymoéw jest ich
modyfikacja, poprawa funkcji i optymalizacja ich wydajnosci na potrzeby ich
komercyjnego wykorzystania jako biokatalizatoréw. Podejmowane s3g proby poprawy
wlasciwosci i stabilnosci enzymow w kontekscie ich przemyslowego wykorzystania,
a przedmiot najnowszych badan w tym obszarze stanowi immobilizacja biokatalizatoréw
na potrzeby proceséw biotechnologicznych (Nair i in. 2013, Sun i in. 2015, Bolibok i in. 2016).

Jedna z obiecujgcych mozliwosci zastosowania immobilizowanych biokatalizatoréow jest ich
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wykorzystanie w gospodarce wodno-sciekowej, w szczegdlnosci w celu usuwania barwnikow
ze $ciekow.

Barwniki to zwigzki o zroznicowanej strukturze chemicznej. Najpowszechniej uzywane
sa w przemysle widkienniczym, tekstylnym, papierniczym, kosmetycznym, farbiarskim
I przemysle tworzyw sztucznych. Ich toksycznos$¢ wynika ze ztozonej budowy chemicznej
stanowigcej o Wysokiej stabilno$ci oraz opornosci na rozklad chemiczny, fotolityczny
i biologiczny. Wcigz poszukiwane sg nowe, bardziej efektywne i przyjazne srodowisku metody
usuwania barwnikéw, dlatego tez rozwoj procesow opartych o immobilizowane lakazy jest
przedmiotem szczegodlnego zainteresowania ze wzgledu na ich potencjal do degradacji
barwnikow. W $wietle aktualnych doniesien literaturowych technologia unieruchamiania
enzymOw niesie mozliwo$¢ korzystnych modyfikacji wlasciwosci  katalitycznych
i fizykochemicznych enzymow pod katem zastosowan w procesach cigglych na skale
przemystowa. Zmodyfikowane wlasciwos$ci enzymu, poprzez jego unieruchomienie, czynig go
bardziej stabilnym i odpornym na warunki §rodowiska reakcji oraz daja mozliwos$¢ jego
ponownego uzycia, prowadza do wyzsze] wydajnosci katalitycznej oraz obnizenia kosztow
procesu (Asgher i in. 2017, Bilal i in. 2017). Enzymem najcz¢s$ciej wykorzystywanym do
usuwania barwnych zanieczyszczen jest lakaza zaliczana do rodziny niebieskich oksydaz
wielomiedziowych (ang. MCOs Multicopper Oxidases). Lakaza zostala po raz pierwszy
wyizolowana z japonskiego drzewa lakowego Rhus vernicifera (Yoshida 1883, Giardina 2010,
Agrawal i in. 2018). Wysoki potencjal w zakresie komercyjnego wykorzystania wykazuja
gtownie lakazy grzybowe pochadzace m.in. z: Irpex lacteus, Phanerochaete chrysosporium,
Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor (Baldrian 2006, Madhavi i Lele 2009, Fernandez-
Fernandez 2013, Manavalan i in. 2015). Wiekszo$¢ znanych lakaz pochodzenia grzybowego to
biatka zewnatrzkomorkowe zbudowane z kilku monomerow (50-110 kDa), tworzacych
w procesie oligomeryzacji multimerowe kompleksy (Claus 2003, Baldrian 2006, Agrawal i in.
2018).

Wyrdznia si¢ trzy typy reakcji katalizowanych przez lakaze (Rysunek 1):

— utlenianie bezposrednie prostych pochodnych fenolowych bez udziatu mediatora
(reakcje typu A),

— utlenianie posrednie substratéw fenolowych i niefenolowych w obecnosci mediatora
(reakcje typu B),

— reakcje sprzegania reaktywnych rodnikow (reakcje typu C) (Polak i Jarosz-Wilkotazka
2007, Polak i Jarosz-Wilkotazka 2010).
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Substrate Oxidized substrate

type B

Oxidized laccase

Mediator Oxidized mediator

Oxidized substrate

Oxidized laccase

Phenoxy radical
and/or quinone
Substrate

Carbonyl Polimerization and
formation  quinone formation

Rysunek 1 Typy reakcji katalizowanych przez lakaze

Zrédto: Deska i Konczak 2019 (Publikacja 1)
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Lakaza ze wzgledu na niska specyficzno$¢ substratowa stanowi cenne ,,zielone narzedzie,
wykazujac szerokg game¢ mozliwosci aplikacyjnych (Agrawal i in. 2018). Zastosowanie
immobilizowane] lakazy stanowi obiecujagce mozliwosci w technologiach oczyszczania
$ciekow z barwnych zanieczyszczen, co potwierdza wiele doniesien literaturowych (Dadssi i in.
2014, Asgher i in. 2017a, Bagewadi i in. 2017). Mozliwos$ci zastosowania lakazy, oprocz
biodegradacji barwnikéw, obejmujg takze ich wykorzystanie w usuwaniu réznorodnych
zanieczyszczen, m.in. zwigzkoéw fenolowych, WWA 1 zwiazkow fosforoorganicznych
(Bautista i in. 2010, Rao i in. 2014, Viswanath i in. 2014) oraz farmaceutykéw (Yang i in.
2017), a takze w bioremediacji gleb zanieczyszczonych w wyniku stosowania srodkéw ochrony
ro$lin, w tym réwniez herbicydow (Mayer i Staples 2002), jak i w procesach technologicznych
zwigzanych z przemystem celulozowo-papierniczym (Singh iin. 2016, Ortner i in. 2018),
w procesach bielenia masy pierwotnej, przygotowania i odbarwiania masy makulaturowej oraz
produkcji papieru (Asgher i in. 2014, Sharma i in. 2014), w przemysle spozywczym do
stabilizacji i poprawy jakos$ci napojow oraz deoksygenacji produktéw zawierajacych thuszcze
roslinne, ktore tatwo ulegajg zepsuciu (Mayer i Staples 2002). Enzym ten posiada zdolno$ci do
usuwania niepozadanych pochodnych fenolowych wystepujacych w zbyt duzych stezeniach w
sokach owocowych oraz w winie (Minussi i in. 2002). W Publikacji 1 dokonano takze
przegladu nosnikéw i technik stosowanych do immobilizacji lakazy, a takze przywotano
najbardziej interesujace wyniki przeprowadzonych badan w zakresie dekoloryzacji barwnikoéw
przy uzyciu immobilizowanej lakazy.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonej analizy literatury wskazuja, iz w obliczu
istotnego problemu Srodowiskowego wynikajacego z obecnosci w sSrodowisku barwnikéw
syntetycznych, istnieje potrzeba poszukiwania nowych, bardziej efektywnych i przyjaznych
dla s$rodowiska metod ich usuwania. Badanie proceséw z wykorzystaniem
immobilizowanych lakaz jest interesujace ze wzgledu na ich potencjal do degradacji
roznych rodzajow barwnikéw. W $wietle aktualnych doniesien literaturowych, technologia
immobilizacji enzymow oferuje mozliwosci korzystnej modyfikacji wlasciwosci
katalitycznych i fizykochemicznych enzymow do zastosowan w ciaglych procesach na
skale przemyslowa. Zmodyfikowane wlasciwosci enzymow sprawiaja, ze sg one bardziej
stabilne i odporne w warunkach procesowych, a mozliwos$¢ ich ponownego wykorzystania
prowadzi do wyzszej wydajnosci katalitycznej i nizszych kosztow procesu (Fernandez-

Fernandez i in. 2013, Asgher i in. 2014, Chapman i in. 2018).
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4.2  Stabilnos¢ operacyjna lakaz w warunkach immobilizacji (Publikacja 2)

W Publikacji 2 dokonano przegladu literatury dotyczacej immobilizacji jako obiecujacej
techniki w zakresie poprawy stabilnosci operacyjnej lakazy. W obecnych czasach coraz
wicksza uwaga przywigzywana jest do sposobu prowadzenia procesoOw technologicznych,
kierujac si¢ nie tylko efektywnos$cig procesu, ale takze majac na uwadze aspekty srodowiskowe.
Przejscie od traktowania biatlek enzymatycznych jako czasteczek o wlasciwosciach
katalitycznych w kierunku ich praktycznego zastosowania w przemysle jest wyjsciem
naprzeciw potrzebom wspotczesnej cywilizacji, bowiem enzymy mogg stanowi¢ niezwykle
cenne narzedzie jako ,,zielone katalizatory” w wielu procesach technologicznych, w obrebie
roznych galezi przemyshu. Duzym zainteresowaniem w tym obszarze ciesza si¢
immobilizowane lakazy, w szczegolno$ci wykorzystywane w procesach dekoloryzacji
barwnikow. Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazujace na immobilizacje jako
obiecujaca technike poprawy stabilnosci operacyjnej enzymow spowodowaly dalszy
rozwdj badan nad ulepszaniem istniejagcych lub poszukiwaniem nowych no$nikow do
immobilizacji enzymow.

Immobilizacja enzymu prowadzi do zwi¢kszenia jego stabilnosci poprzez
wielopunktowe oddzialywanie 2z powierzchnia nos$nika, stwarza Kkorzystne
mikrosrodowisko, chronigc bialko enzymatyczne przed niekorzystnymi warunkami
procesu (Mateo i in. 2007, Liese i Hilterhaus 2013, Rodrigues i in. 2013). Trudno wskazac
jedna, uniwersalng technike¢ immobilizacji. Podczas doboru metody nalezy rozpatrzy¢ takie
czynniki, jak oddziatywanie enzym-substrat/produkt, enzym-no$nik, substrat/produkt-no$nik,
a takze odpornos¢ matrycy na warunki reakcji (m.in. temperatura, pH). Nalezy takze wzig¢ pod
uwage rodzaj procesu technologicznego, w ktorym immobilizowane enzymy bedg stosowane
(Hanefeld i in. 2009, Liese i Hilterhaus 2013). Istotny element stanowi takze dobor
odpowiedniego nosnika do immobilizacji. No$niki mozna podzieli¢ na: nieorganiczne,
organiczne, a takze materialty hybrydowe i kompozytowe. Nos$nik przede wszystkim musi
wykazac zdolnos¢ do zwigzania enzymu, rOwnoczesnie bez znaczacej utraty jego aktywnosci
enzymatycznej. Najwazniejsze parametry, ktore determinuja wybor nosnika to: odpornosé
chemiczna, stabilno§¢ w $rodowisku reakcji, wysokie powinowactwo do enzymu, brak
negatywnego wpltywu na biatko enzymatyczne, obecnos¢ reaktywnych grup w strukturze
czasteczki nosnika, dostepnos¢ na rynku, stosunkowo niska cena oraz mozliwo$¢ ponownego
wykorzystania. Ponadto przy wyborze matrycy nalezy wzig¢ pod uwage temperature, lepkos¢,
polarno$¢, a takze charakter kwasowo-zasadowy mieszaniny reakcyjnej, w ktorej pracowac

bedzie immobilizowany enzym (Zdarta i in. 2018a). Jedne z najistotniejszych parametrow
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fizykochemicznych procesu obejmuja temperatur¢ i pH. Odczyn $rodowiska reakcji ma
bezposredni wptyw na aktywnos$¢ enzymow, gdyz wigkszos$¢ biatek katalitycznych wykazuje
duzg wrazliwo$¢ na zmienne warunki pH, najwyzsza aktywno$¢ enzymatyczng wykazuja tylko
w bardzo waskim zakresie pH. Zatem nawet niewielkie zmiany warto$ci tego parametru moga
powodowac istotng utrate aktywnosci enzymow. Wyniki przeprowadzonej analizy doniesien
literaturowych w zakresie potencjalu immobilizacji enzyméw jako techniki, ktéra umozliwia
zabezpieczenie biatek przed negatywnym dziataniem pH o skrajnych warto$ciach wydaja si¢
by¢ obiecujace (Jaiswal i in. 2016, Zheng i in. 2016, Bagewadi i in. 2017, Olajuyigbe i in.
2019). Rowniez poprawa stabilnosci termicznej enzymdéw poprzez ich immobilizacje jest
istotnym elementem wplywajacym na ich mozliwosci aplikacyjne w procesach
technologicznych. Badania prowadzone przy uzyciu immobilizowanych lakaz na ro6znego
rodzaju no$nikach wykazaty wzrost ich stabilno$ci termicznej w poréwnaniu do enzyméw
w formie natywnej. Wyniki badan opisane w literaturze wskazuja, ze immobilizacja
enzymu stabilizuje jego strukture, stwarzajac przyjazne mikrosrodowisko i chroniac
biatko przed denaturacja (Reyes i in. 1999, Irshad i in. 2012, Nair i in. 2013, Daassi i in.
2014, Zheng i in. 2016, Saoudi i Ghaouar 2019).

Kolejnym  aspektem  jest utrzymanie  wysokiej aktywno$ci  preparatow
z immobilizowanymi enzymami. Ma to szczeg6lne znaczenie w kontekscie ich praktycznego
zastosowania w skali przemystowej, bowiem nie zawsze preparat z immobilizowanym
enzymem moze zosta¢ wykorzystany bezposrednio po jego wytworzeniu. Stad tez stabilnosé¢
I trwalos¢ kapsulek enzymatycznych w trakcie magazynowania jest istotnym i bardzo
pozadanym parametrem charakteryzujacym jego wlasciwosci. Preparaty immobilizowane
posiadaja wysoki potencjat do przemystowych zastosowan rowniez z uwagi na mozliwo$¢ ich
wykorzystywania przez wigcej niz jeden cykl katalityczny, przy zachowaniu wysokiej
efektywnosci (Jaiswal i in. 2016). Stanowi to takze czynnik warunkujacy optacalnosé
technologii. Obecnie trwajg szeroko zakrojone badania nad wydajnoscig procesowa preparatow
z immobilizowanymi enzymami do usuwania zanieczyszczen W kolejnych cyklach
operacyjnych, a takze warunkow ich przechowywania, a uzyskane dotychczas wyniki wydaja
si¢ obiecujace (Zdarta i in. 2018c).

Podsumowujac, przeprowadzona analiza literatury wykazata, ze istnieje wyrazny trend
nakierowany na badania mozliwosci zastosowania enzyméw w procesach przemystowych,
co sklania naukowcow do badan nad opracowaniem nowych, innowacyjnych preparatow
enzymatycznych, charakteryzujacych si¢ wysoka stabilno$cia operacyjna w warunkach

procesu technologicznego, a takze trwaloscia podczas przechowywania. Dotychczas
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opracowane techniki immobilizacji enzymow pozwalaja na istotna poprawe stabilnosci
operacyjnej preparatow enzymatycznych (wykazuja aktywnos$¢ w szerszym zakresie pH
i temperatury), a takze umozliwiaja ponowne wykorzystanie biokatalizatora, poprzez
jego odzysk z mieszaniny poprocesowej. Wcigz trwajace badania w kierunku modyfikacji
istniejacych nos$nikow, a takze opracowanie nowych matryc do immobilizacji enzyméw
0 pozadanych cechach funkcjonalnych, ukierunkowane sg zarowno na odpowiednig
efektywnos$¢ procesu, w ktérym opracowane preparaty enzymatyczne majg by¢ zastosowane,

jak i uwzgledniajg kwestie srodowiskowe.

4.3 Nosniki do immobilizacji lakazy w procesach dekoloryzacji (Publikacja 3)

W publikacji 3 dokonano przegladu nosnikow do immobilizacji lakazy, w szczeg6lnosci
w $wietle mozliwosci aplikacyjnych do usuwania barwnych zanieczyszczen. Wskazano takze
mozliwosci i dalsze wyzwania zwigzane z zastosowaniem unieruchomionych biokatalizatorow
w procesach dekoloryzacji. Immobilizacja lakazy prowadzi do zwigkszenia jej stabilnosci
i odpornoéci na niekorzystne warunki S$rodowiskowe oraz na dziatanie enzymow
proteolitycznych, a takze umozliwia odzysk biokatalizatora w celu ponownego wykorzystania
(Fernandez-Fernandez i in. 2013, Bolibok i in. 2016). Obecnie badania skupione sa na
poszukiwaniu innowacyjnych no$nikow do immobilizacji lakazy, na modyfikacji i poprawie
ich funkcjonalnosci oraz wydajnosci w celu ich potencjalnego komercyjnego wykorzystania do
usuwania barwnych zanieczyszczen (Morsy i in. 2020). Przeprowadzone w ostatniej dekadzie
badania nad immobilizacja enzymoéw $wiadcza o wysokim potencjale tej technologii
w konteksécie mozliwos$ci zastosowania w procesach przemystowych (Asgher i in. 2014, Jafri
i in. 2021, Zhou i in. 2021). W publikacji 3 scharakteryzowano gtéwne metody immobilizacji
enzymow. Wsrod nich wyroznia sig metody fizyczne (adsorpcja, putapkowanie i enkapsulacja)
oraz metody chemiczne (poprzez wigzania kowalencyjne oraz sieciowanie). Nalezy takze
wspomnie¢ o0 nowoczesnych technikach wykorzystywanych podczas immobilizacji, do ktorych
naleza m.in. elektrospinowanie i druk 3D. Techniki te przyczyniaja si¢ nie tylko do poprawy
wydajnosci procesu, ale takze upraszczaja poszczegolne etapy immobilizacji (Malinowski i in.
2018, Ye i in. 2019, Castrovilli i in. 2020, Liu i in. 2020). Prowadzone sg rowniez badania nad
projektowaniem nowoczesnych matryc/sieci metaloorganicznych (MOFs) do immobilizacji
lakazy (Birhanli i in. 2020). Wybor odpowiedniego nosnika do immobilizacji ma bardzo istotne
znaczenie w procesie, gdyz warunkuje aktywnos$¢ katalityczng biokatalizatora oraz wydajno$¢
procesu. Pozadanym jest, aby nosnik cechowal si¢ wysoka wytrzymaloscia mechaniczng,

biozgodnoscia, mozliwoscia jego regeneracji, a takze byl odporny na dzialanie
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drobnoustrojow, jak i aby byl dostepny przy relatywnie niskich kosztach. Nos$nik stuzy¢
ma stabilizacji enzymu, tak wigc powinien cechowac si¢ jak najwigksza powierzchnig dostgpng
dla czasteczek enzymu. Szerokie spektrum wykorzystania danego nosnika jest zatem
warunkowane przez takie czynniki, jak: powierzchnia, objetos¢, porowatos¢, ksztatt, forma,
stabilno$§¢ w danych warunkach reakcji, a z punktu widzenia ekonomiki procesu istotna jest
takze cena nosnika (Mohamad i in. 2015, Wong i in. 2019). Aktualne badania dotycza zarowno
poszukiwania nowych no$nikow do immobilizacji, jak i modyfikacji dotychczas opracowanych
(Aniin., 2020, Jafri i in. 2021).

Wsréd najezesciej stosowanych, klasycznych no$nikéw do immobilizacji wyrdznia si¢
no$niki nieorganiczne i organiczne. Do nosnikow nieorganicznych nalezg m.in.: krzemionka,
tlenki metali, hydroksyapatyt, kordieryt, ziemia okrzemkowa, kaolinit, montmorylonit
i bentonit. Wér6d nosnikow organicznych mozna wskaza¢ no$niki syntetyczne (np. zywice
jonowymienne, zywice epoksydowe, polistyren, poliuretan, poliamid, poliakrylamid, silikony),
a takze nosniki naturalne - biopolimery, jak np. alginian, chitozan, celuloza, zelatyna, skrobia
i kolagen. Wsréd biopolimeréw stosowanych do immobilizacji duza popularnoscia cieszy
si¢ alginian sodu oraz chitozan. Z uwagi na biodegradowalno$¢, biokompatybilnosé,
nietoksycznos$¢ i odpowiednig stabilnos¢ fizykochemiczna, postrzegane sq jako doskonala
alternatywa dla materialéw syntetycznych, aby nakierowaé¢ procesy na bardziej
zrownowazone. Liczne doniesienia literaturowe wskazuja na szerokie mozliwosci
zastosowania alginianu jako nos$nika do immobilizacji lakazy w procesach usuwania
barwnikoéw (Teerapatsakul i in. 2017, Gill i in. 2018, Sondhi i in. 2018, Zdarta i in. 2018b,
Rehbein i in. 2019, Shokri i in. 2021). Przyktadowo immobilizacja lakazy przy uzyciu
chitozanu powoduje stabilizacje jej struktury, stwarzajac przyjazne mikrosrodowisko i chroniac
biatko enzymatyczne przed denaturacjg (Jaiswal i in. 2016, Zheng i in. 2016). Prace badawcze
koncentruja si¢ takze na immobilizacji enzyméw z wykorzystaniem nanono$nikow
(Zahirinejad i in. 2021). Ponadto w poszukiwaniach materiatdw no$nikowych do immobilizacji
duzg uwage skupiajg tanie, biodegradowalne i tatwo dostepne materiaty odpadowe, ktoére moga
by¢ poddawane modyfikacjom, naleza do nich m.in. odpady rolno-przemystowe, np. pidra
kurze (Suman i in. 2019) czy skorupki jaj (Girelli i in. 2021).

Podsumowujac, zastosowanie immobilizowanych enzymow oferuje szereg korzysci
m.in. wzrost wydajnosci procesu biokatalizy, poprawe stabilno$ci enzymu w zmiennych
warunkach procesu (np. pH, temperatura), ograniczenie inhibicji enzymu, wzrost odpornosci
na dziatanie czynnikéw denaturujacych oraz réznego rodzaju zanieczyszczen, ktore moga by¢

obecne w mieszaninie reakcyjnej, wydtuzenie czasu aktywnosci preparatow enzymatycznych,
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mozliwo$¢ zastosowania w procesach ciaglych, mozliwos¢ koncentracji pozadanych substancji
w bioreaktorze, zwigkszong kontrole¢ procesu, mozliwo$¢ oddzielenia biokatalizatora
Z mieszaniny procesowej 1 jego ponowne uzycie, a takze wyzsza stabilno$¢ podczas
przechowywania preparatow immobilizowanych w poréwnaniu do wolnych enzymow. Jednak
obok szeregu ww. zalet, podczas immobilizacji enzymow moga takze wystapi¢ pewne
ograniczenia, jak np. ograniczenie przenikania substratow i produktow (opory dyfuzyjne),
ograniczenia, ktore wynikaja bezposrednio z zastosowanego no$nika, utrata aktywnosci
enzymu w wyniku immobilizacji i straty iloSciowe enzymu podczas samego procesu
immobilizacji. Jednak poprzez dobor odpowiedniej metody immobilizacji oraz nosnika do
zastosowania w danym procesie technologicznym, wi¢kszos¢ wyzej wskazanych
ograniczen mozna znacznie zredukowa¢ lub calkowicie usungé¢ (Bilal i in. 2017, Alvarado-
Ramirez i in. 2021). Wskazuje to na potrzebe badan skoncentrowanych m.in. na uzyskaniu
pozadanych wlasciwosci nosnikoéw, np. poprzez ich modyfikacje, na badaniach eksplorujacych
ich wlasciwosci (m.in. lepko$¢), czy tez opracowaniu nowych, innowacyjnych nosnikow, celem
poprawy efektywnos$ci immobilizacji enzymoéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwosci

zastosowania w skali przemystowej (Teerapatsakul i in. 2017).
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5 MATERIALY I METODY BADAWCZE
5.1 Materiaty

Enzym

Jako enzym modelowy do badan dekoloryzacji wytypowano lakazg pozyskiwang
z grzybow bialej zgnilizny drewna Tramtes versicolor. Wybor ten zostat podyktowany faktem,
ze lakaza wykazuje niska specyficzno$¢ substratowa, co warunkuje mozliwos¢ wykorzystania
jej w celu rozktadu réznorodnych zanieczyszczen, w szczegdlnoSci barwnikdéw syntetycznych.
W niniejszych badaniach wykorzystano dost¢png komercyjnie lakazg (EC 1.10.3.2) z Trametes
versicolor (numer CAS: 80498-15-3) (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Nosniki do immobilizacji

W badaniu jako no$niki do immobilizacji enzymu zastosowano biopolimery: alginian
sodu (sol sodowa kwasu alginowego) i chitozan (Sigma Aldrich, Poznan, Polska). Wybor ten
zostal podyktowany faktem, iz biopolimery stanowig nietoksyczny, biodegradowalny
i biokompatybilny nosnik do immobilizacji enzyméw. Testowano alginiany o rdéznej lepkosci.

Ich wtasciwosci zestawiono w tabeli ponizej (Tabela 1).

Tabela 1 Wtasciwosci testowanych alginianéw sodu

Nazwa Sol sodowa kwasu  So6l sodowa kwasu So6l sodowa kwasu

alginowego z alg alginowego alginowego
brunatnych (kwas alginowy (kwas alginowy
(kwas alginowy 0 Sredniej 0 wysokiej lepkosci)

0 niskiej lepkosci) lepkosci)

Skrot! AL-LV AL-MV AL-HV

Numer Al1112 180947 71238

Postaé Proszek

Numer partii SLBT1081 MKCG6779 BCCB8704;

Barwa w postaci Jasnozotty Jasnobezowy Jasnobezowy

proszku

Barwa roztworu Lekko metny Jasnobezowy Prawie bezbarwny

Lepkosé 11 cps 21 cps Brak danych

¢ = 1%, H20

Zawarto$¢ kwasu 39 Brak danych 65 -70

guluronowego (%)
Masa czasteczkowa

[9/m]

80 000 - 120 000

! Skréty uzyte w Publikacji 6

120 000 - 190 000

100 000 - 200 000
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pH ¢ = 1%, H20 Brak danych 7.2 6.1
Poziom jakoSci 200 200 100
Pochodzenie Algi brunatne Algi morskie Algi brunatne
Informacje Brak danych Lepkos¢ Odpowiedni do
dodatkowe kinematyczna: immobilizacji
15 - 25 mm?/s mikroorganizmow

Zrodto: Opracowano na podstawie: Biatowas i in. 2024b (Publikacja 6)

Barwniki
Jako barwniki modelowe do procesu dekoloryzacji uzyto barwnik anionowy: indygo
karmin (IC) oraz barwnik kationowy: bigkit metylenowy (MB). Wtasciwosci barwnikow

zestawiono w tabeli ponizej (Tabela 2).

Tabela 2 Wtasciwosci testowanych barwnikow

Nazwa Indygo karmin Blekit metylenowy

Skrot nazwy IC MB

Wzér C16HsN2Nax0sS: C16H18CIN3S

chemiczny

C.l 73015 52015

Numer CAS  860-22-0 61-73-4

Masa 466,36 g/mol 319,85 g/mol

molowa

Wzér

strukturalny =« . !; 0 @NIB\ _
Vi <l
“ RN 5 N

B A A 5
A max 610 nm 664 nm

Zrédto: Opracowano na podstawie: Biatowas i in. 2024a (Publikacja 5)

Odczynniki chemiczne
W badaniach wykorzystano takze szereg innych odczynnikéw chemicznych, a informacje

szczegotowe zamieszczono w Publikacjach 4-6.

5.2 Metody i procedury badawcze

Niniejszy rozdziat opisuje metody i procedury badawcze, ktore zastosowano
w badaniach. Z uwagi na to, ze w ramach poszczegolnych eksperymentéw laboratoryjnych
badano rézne warunki i parametry procesowe, ponizej nakreslono ogdlny zakres warunkow
prowadzonych badan. Metody i procedury badawcze zostaly opisane szczegdtowo
w publikacjach doswiadczalnych (Publikacje 4-6), ktére stanowig podstawe niniejszej

rozprawy doktorskiej.
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Metoda wytwarzania kapsutek i immobilizacji enzymu przy uzyciu biopolimerow
Przetestowano dwie metody wytwarzania kapsulek: 1) przy uzyciu atomizera oraz
2) metod¢ wkraplania za pomocg igly dozujacej. Metoda 1 zaktadata uzycie 3 rodzajow

atomizerow o réznych parametrach technicznych (Tabela 3).

Tabela 3 Parametry techniczne atomizeré6w do otrzymywania mikrokapsutek enzymatycznych

Atomizer Pojemno$é zbiornika [ml]  Srednica dyszy [mm] Ci$nienie robocze

[bar]
la 15 0,5 1-3,5
1b 500 1,4 3
1c 6000 2,0 3-4

Zrédto: Deska i Konczak 2022 (Publikacja 4)

W ramach metody 2 kapsutki enzymatyczne przygotowano poprzez wkraplanie przy
uzyciu dwoéch rodzajow urzadzen do kapsulacji sktadajacych si¢ ze strzykawki o pojemnosci
zbiornika 5 ml oraz igly dozujacej 0 $rednicy otworu 0,45 mm i 0,85 mm.

W celu opracowania kapsutek enzymatycznych przetestowano trzy rodzaje nosnikoéw
polimerowych — alginian sodu, chitozan oraz nosnik kombinowany alginianowo-chitozanowy.
Procedurg przygotowania kapsutek enzymatycznych oraz kapsutek bez enzymu na potrzeby
poszczegolnych eksperymentdw opisano szczegotowo w Publikacjach 4-6.

W celu opracowania kapsutek alginianowych z immobilizowang lakaza wykorzystano
roztwor alginianu sodu w wodzie destylowanej w stezeniu 1-3%. Uzyty alginian sodu
charakteryzowat si¢ rozng lepkoscig. Odpowiednig objetos¢ roztworu lakazy (w wodzie
destylowanej lub w buforze o pH 5) mieszano z uprzednio przygotowanym roztworem
alginianu sodu. Kapsutki enzymatyczne otrzymano wprowadzajac roztwor alginianu sodu
zawierajacy lakaze do roztworu sieciujgcego (2% roztwor CaCly) przy uzyciu atomizera lub
iglty dozujacej. Kapsutki z immobilizowang lakaza pozostawiano w roztworze do utwardzenia
(15 - 60 min). Nastepnie oddzielano je za pomocg sitka i trzykrotnie ptukano wodg destylowana
I niezwlocznie uzyto do dalszych badan. Schemat metody immobilizacji lakazy metoda
wkraplania przy uzyciu igly dozujacej z wykorzystaniem alginianu sodu jako no$nika

przedstawiono na rysunku ponizej (Rysunek 2).

Strona 35z 102



Opracowanie technologii immobilizacji lakazy
na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikéw ze $ciekow

CROSSLINKING
MEDIUM

CaCl, Ale

LS De )

Rysunek 2 Immobilizacja lakazy metodg wkraplania

Zrédto: Biatowas i in. 2024b (Publikacja 6)

W celu opracowania kapsutek chitozanowych z immobilizowang lakaza wykorzystano
roztwor chitozanu (w stezeniu 1,5 - 3,0 %) w 5% kwasie octowym. Odpowiednig obje¢tos¢
roztworu lakazy (w wodzie destylowanej) mieszano z roztworem chitozanu i wkraplano do
roztworu KOH (1M). Kapsutki chitozanowe pozostawiano w roztworze KOH do utwardzenia
(60 min). Nastepnie oddzielano je za pomoca sitka i trzykrotnie ptukano w buforze Gly-NaOH
(100 mM, pH 10) i niezwtocznie uzyto do dalszych badan.

W celu opracowania kapsulek alginianowo-chitozanowych z immobilizowang lakaza
uprzednio przygotowany roztwoér alginianu sodu (2%) zawierajacy lakazg, wprowadzano do
roztworu sieciujacego (0,2% (w/0) chitozanu w kwasie octowym (1%) zawierajacym CaCl,
0 stezeniu 100 mM). Nastepnie kapsutki oddzielano za pomocg sitka, trzykrotnie plukano
w wodzie destylowanej i niezwlocznie uzyto do dalszych badan.

Kapsutki biopolimerowe bez immobilizowanego enzymu zostaly opracowane przy
uzyciu tozsamej metodyki jak dla kapsutek z enzymem, z tym wyjatkiem, ze uzyty roztwor

biopolimeru nie zawierat lakazy.

Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej wolnego enzymu i kapsutek enzymatycznych
Aktywnos$¢ wolnej, jak i immobilizowanej lakazy na no$niku biopolimerowym mierzono
metoda spektrofotometryczng za pomocg spektrofotometru UV-VIS Jasco V-730 (Krakow,
Polska) przy uzyciu dedykowanego substratu tj. soli diamonowej kwasu 2,2'-azino-bis(3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABTS) poprzez monitorowanie utleniania ABTS do jego
rodnika kationowego (ABTS"). Pomiary prowadzono przy dtugosci fali A=420 nm,

w 1 minutowych interwatach czasowych, przyjmujagc wartos¢ wspodtczynnika absorbancji
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emax= 36 000 M cm™. Czas reakcji wynosit 5 min. Jedng jednostke aktywnosci lakazy
zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu potrzebng do katalizy 1 pmol substratu (ABTS) w ciagu
1 minuty. Oznaczenia aktywno$ci enzymu wolnego i immobilizowanego postuzyty takze do

obliczenia wydajnosci immobilizacji (1Y), wg ponizszego wzoru:

Aktywnos¢ catkowita immobilizowanego enzymu

IY (%) =

-100% @)

Aktywno$¢ catkowita wolnego enzymu

Z kolei oznaczenia aktywnosci lakazy immobilizowanej na nos$niku alginianowym
umozliwily obliczenie wskaznika okreslonego jako aktywnos$¢ enzymatyczna wzgledna (RA)
w zakresie pH 3, 5, 7. Wskaznik RA obliczano przyjmujac, ze aktywno$¢ kapsulek wynosi
100% w pH 3. Nastepnie w pozostalym zakresie pH obliczano aktywnos$¢ jako odsetek

maksymalnej aktywno$ci enzymatycznej.

Okreslenie parametrow geometrycznych kapsutek

Parametry geometryczne okreslono dla swiezo przygotowanych kapsutek i kapsutek
wysuszonych. W analizach uwzgledniono zaréwno kapsutki z immobilizowanym enzymem,
jak i kapsutki bez enzymu. Wyznaczone parametry charakteryzujace rozmiar i ksztatt
obejmowaly: i) dlugos¢ (L), zdefiniowang jako odleglos¢ migdzy dwoma punktami na
obwodzie o najwickszej dilugosci sposrod wszystkich mozliwych rzutéw na gléwna os;
i) szerokos¢ (W), zdefiniowang jako odleglo$¢ miedzy dwoma punktami na obwodzie
0 najmniejszej dlugosci sposrod wszystkich mozliwych rzutow na gtowna os; iii) wspotczynnik
ksztattu (AR), zdefiniowany jako stosunek dlugosci do szerokosci; iv) kolistos¢ (C),
zdefiniowang jako stosunek obwodu kota o powierzchni identycznej z dang czastka do
rzeczywistego obwodu czastki. Parametr kulistosci przyjmuje wartosci od O do 1, gdzie
1 oznacza idealng kulg. Analizy przeprowadzono dla 5 losowo wybranych kapsutek, pomiary
przeprowadzono dla mokrych kapsutek bezposrednio po ich przygotowaniu i nastepnie po 10,

20, 30, 40, 1 60 minutach, a takze po 5 dniach (dla wysuszonych Kapsutek).

Potwierdzenie immobilizacji lakazy na nosniku alginianowym

Opracowane kapsulki alginianowe analizowano bezposrednio po przygotowaniu przy
uzyciu optycznego analizatora wielkosci i ksztaltu czastek potaczonego ze spektrometrem
Ramana (Morphologi G3S-ID, Malvern, Wielka Brytania). Widma Ramana zarejestrowano za
pomoca Kaiser Optical System przy dtugosci fali 785 nm (Rockwell Collins Company, USA)
i w zakresie spektralnym od 150 cm™ do 1850 cm™ z rozdzielczo$cig spektralng 4 cm™. Analizy
dokonano dla kapsutek alginianowych z enzymem i bez enzymu, w celu potwierdzenia

obecnos$ci enzymu w kapsutkach, zar6wno na ich powierzchni, jak 1 w ich przekroju
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poprzecznym. Zarejestrowane widma poréwnano z widmem substancji referencyjnej,

t]. enzymu - lakazy (E) z Trametes versicolor.

Testy dekoloryzacji barwnikéw

Roztwory barwnikow do procesow dekoloryzacji przygotowano przy uzyciu wody
destylowanej. Testy dekoloryzacji przeprowadzono w szklanych naczyniach, zabezpieczonych
przed parowaniem. Dekoloryzacji poddano roztwory blekitu metylenowego, indygo karminu
oraz ich mieszaniny. Metodyka dla poszczegdlnych eksperymentéw obejmujacych procesy
dekoloryzacji zostala szczegblowo opisana w Publikacjach 4-6.

Widma absorpcyjne UV-Vis bigkitu metylenowego oraz indygo karminu badano przy
uzyciu spektrofotometru Jasco V-750 (Jasco, Krakow) w zakresie od 200 do 800 nm. Z tego
zakresu warto$¢ absorbancji dla bi¢kitu metylenowego (MB) odczytywano przy dtugosci fali,
przy ktoérej obserwowano maksymalng absorbancje, tj. Amax = 664 nm, a dla indygo karminu
(IC) przy dtugosci fali Amax =610 nm.

Skuteczno$¢ dekoloryzacji obliczono wg wzoru ponizej:

(A0O—AY)

Dekoloryzacja [%] = ¢ =0

(@)
gdzie:
AQ - poczatkowa absorbancja mieszaniny reakcyjne;j,
At - absorbancja po inkubacji mieszaniny reakcyjnej (po dekoloryzaciji).

W publikacji 6 w badaniach obejmujacych analiz¢ mechanizméw dekoloryzacji,
wprowadzono wskaznik: calkowita skuteczno$é¢ usuwania barwnika (Tefr), obejmujacy
skutecznos$¢ usuwania barwnika przez sorpcje, jak i na drodze biokatalizy. Wskaznik obliczono

Wg WZoru ponizej:

(A0—-At)
(A0x100)

Tefr = [%] ®
gdzie:
AQ - poczatkowa absorbancja mieszaniny reakcyjne;j,

At - absorbancja po dekoloryzaciji.

Skutecznos$¢ sorpcji (Serr), czyli skutecznos¢ usuwania barwnika na drodze sorpciji,
okreslano na podstawie dekoloryzacji roztworu barwnika [%] z wykorzystaniem kapsutek bez

immobilizowanego enzymu.

Skutecznos$¢ biokatalizy (Befr), czyli skutecznos¢ usuwania barwnika na drodze

biokatalizy, obliczano jako roznica pomigdzy Teff @ Seft.
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Wspélezynnik sorpcji (SC) zostal obliczony wedtug wzoru ponizej:

Setf [%]
== 4
S Tegr [%] ()

gdzie:
Seff - skuteczno$¢ sorpcji [%],

Tetf — catkowita skuteczno$¢ usuwania [%].

W badaniu przyjeto warto§¢ wspoiczynnika SC w zakresie 0 - 1, przy czym jesli
skuteczno$¢ sorpcji na kapsutkach alginianowych bez enzymu (Seff) byta wyzsza niz catkowita
skutecznos¢ usuwania (Teff), wowczas warto$¢ SC przyjmowano jako 1.

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych eksperymentow zostaty wyrazone jako

warto$ci $rednie z trzech powtorzen z odchyleniem standardowym.

Oznaczenia lepkosci roztworow alginianow

Do badania lepkosci wykorzystano kubek Forda. Badanie polegato na pomiarze czasu
wyplywu roztworu alginianu przez otwor wyptywowy o $rednicy 4 mm. Badanie prowadzono
dla 3 rodzajow alginianu sodu o stezeniu 2% w temperaturze 21°C (+/- 0,5°C) oraz
30°C (+/- 0,5°C). Badanie prowadzono w 3 powtdrzeniach. Jako wynik przyjeto $rednig
arytmetyczng dwoch wybranych oznaczen nie réznigcych sie wigeej niz 5% od ich $redniej

warto$ci.

Testy toksycznosci

Testy toksyczno$ci przeprowadzonO zgodnie z technologia Microtox, na urzadzeniu
Microtox® model 500 (Modern Water, USA) z wbudowanym fotometrem, kontrolg
temperatury i funkcjami autokalibracji oraz przy uzyciu procedury zalecanej przez US EPA do
testowania toksycznosci probek srodowiskowych - Whole Effluent Toxicity Test (WET).
System Microtox wspotpracuje z wybranym szczepem morskich bakterii luminescencyjnych
Allivibrio fischeri, ktory jest wrazliwy na szerokie spektrum substancji toksycznych. Bakterie
luminescencyjne wytwarzaja $wiatto w zakresie widzialnym w wyniku ich normalnych
procesOw metabolicznych. Zmiana metabolizmu po ekspozycji na dziatanie probki testowej
wywoluje reakcje, ktorg jest zmiana intensywno$ci wytwarzanego $wiatta. Z uwagi na to, ze
probki testowe byty zabarwione, dokonano odpowiednio korekcji pomiaru luminescencji (przy
uzyciu oprogramowania MicrotoxOmni dostarczonego przez producenta systemu Microtox)
podczas rzeczywistego testu toksycznosci. Po 15 minutach ekspozycji mierzono intensywnosé¢

bioluminescencji w stosunku do probki kontrolnej zawierajacej jedynie 2% roztwor NaCl.
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Probki roztworéw poczatkowych oraz ich rozcienczenia testowano w 3 powtdrzeniach, z kolei

probki poprocesowe w 4 powtorzeniach.

5.3  Zmienne i wskazniki
Zmienne:
— stezenie biopolimeru (%),
— dawka enzymu do degradacji barwnika (mg E/mg B),
— temperatura (°),
—  lepkos¢ alginianu sodu (mm?/s),
— stezenie barwnika (mg/L),
— czas reakcji (t),
- pH,
— parametry geometryczne kapsulek: dlugos¢ (L), szerokos¢ (W), wspotczynnik

ksztattu (AR), kolistosé (C).

Wskazniki (badane parametry):
— dekoloryzacja (%),
— calkowita skuteczno$¢ usuwania barwnika (Tesr) (%),
— skuteczno$¢ biokatalizy (Betr) (%),
— skuteczno$¢ sorpcji (Sefr) (%),
— wydajnos¢ immobilizacji (1Y, immobilization yeld) (%),
— aktywnos$¢ enzymatyczna (RA, relative activity) (%),
— wspdtczynnik sorpcji (SC),

— inhibicja bioluminescenciji.

6 WYNIKI BADAN | DYSKUSJA
Rozprawa doktorska ma forme cyklu artykutdéw naukowych, w sktad ktérego wchodzi
6 publikacji, w tym 3 artykuty oryginalne (Publikacje 4-6). Wyniki badan zawarte

w 3 oryginalnych artykutach naukowych opisano w rozdzialach ponize;.

6.1 Immobilizacja lakazy na no$nikach biopolimerowych (Publikacja 4)

Celem badan przedstawionych w Publikacji 4 bylo opracowanie kapsulek
enzymatycznych, w tym dobér rodzaju nosnika i jego stezenia, metody immobilizaciji,
stezenia enzymu, tak by pozyska¢ kapsulki enzymatyczne do potencjalnego zastosowania

w usuwaniu barwnikéw ze §ciekow. Waznym parametrem kapsulek enzymatycznych jest ich
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stabilno§¢ w warunkach przechowywania. Stad tez w ramach niniejszych badan okreslono
takze warunki przechowywania kapsulek z immobilizowana lakaza, co ma istotne
znaczenie dla potencjalnego, praktycznego zastosowania.

W celu uzyskania kapsutek z immobilizowang lakaza przetestowano dwie metody
immobilizacji: 1) metod¢ kapsulacji przy uzyciu atomizera (3 rodzaje atomizeréw o réznych
parametrach technicznych) oraz 2) metode wkraplania przy uzyciu wkraplacza z igla dozujaca
(Rysunek 3), wykorzystujac trzy rodzaje nosnikéw biopolimerowych: alginian sodu, chitozan
oraz nosnik kombinowany alginianowo-chitozanowy. Kapsutki o $rednicy okoto 2 - 3 mm
(kapsutki mokre) i powtarzalnych parametrach geometrycznych uzyskano metoda wkraplania

przy uzyciu wkraplacza - strzykawka o pojemnosci 5 ml z iglg dozujaca o $rednicy 0,45 mm.

Rysunek 3 Metody immobilizacji lakazy: 1a) atomizer @ 0,5 mm; 1b) atomizer @ 1,4 mm;
1c) atomizer @ 2,0 mm, 1d) wkraplacz z igta dozujaca @ 0,45 mm

Zrédto: Deska i Konczak 2022 (Publikacja 4)

Jeden z elementow badan w ramach Publikacji 4 stanowito okres§lenie aktywnosci
enzymatycznej wolnej 1 immobilizowanej lakazy. Aktywno$¢ enzymatyczng oznaczano metoda
spektrofotometryczng przy uzyciu dedykowanej soli ABTS. Oznaczenie aktywno$ci enzymu
wolnego 1 immobilizowanego postuzylo do obliczenia wskaznika wydajno$ci immobilizacji
(1Y). Rozpatrujgc zalety stosowania immobilizowanych enzyméw nalezy mie¢ na uwadze, ze

stosowanie wolnej lakazy w procesach technologicznych, w tym do usuwania barwnikow ze
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sciekow, wigze sie¢ z istotnymi ograniczeniami, jak np. utrata aktywnosci Wynikajaca z wysokiej
wrazliwo$¢ biatka enzymatycznego na warunki $rodowiska reakcji, brak mozliwosci
oddzielenia enzymu od mieszany reakcyjnej, a takze jego niska stabilno$¢ podczas
przechowywania, co0 znacznie ogranicza zaréwno efektywnos¢ samego procesu, jak
I praktyczna mozliwo$¢ ponownego wykorzystania enzymu w procesie technologicznym (Jafri
I in. 2021). W celu okreslenia wydajnosci katalitycznej enzymow wykorzystuje si¢ rOwnanie
Michaelisa-Menten:

v = Vmax[S] (5)

Km+[S]
gdzie,

V max - maksymalna szybkos$¢ reakc;i,
[S] - stezenie substratu,
Kwm - stata Michaelisa.

Stata Michaelisa Km okreéla stezenie substratu, przy ktorym szybko$¢ reakcji
enzymatycznej osigga polowg wartos$ci szybkosci maksymalnej. Stata ta jest zatem miarg
powinowactwa enzymu do substratu, przy czym wyzsze wartosci Km wskazujg na niskie
powinowactwo enzymu do substratu, z kolei niskie wartosci Km wysokie powinowactwo (Zhou
i in. 2021). Immobilizacja enzyméw moze skutkowa¢ ich mniejszym powinowactwem do
substratu, wynikajacym ze zmiany konformacji biatka enzymatycznego, a takze z powodu
utrudnionego dostgpu do jego centrum aktywnego, modyfikacji grup funkcyjnych w centrum
katalitycznym lub tez z wewngtrznego oporu dyfuzyjnego transportu masy do/od jego centrum
aktywnego. Powyzsze wnioskowanie potwierdzaja doniesienia literaturowe dotyczace analizy
Kinetyki przemiany enzymatycznej przez lakaz¢ wolng i immobilizowana, w ktorych
wykazano, ze enzymy immobilizowane maja wyzszg wartos¢ Km (Mohammadi i in. 2018,
Ratanapongleka i Punbut 2018, Brugnari i in. 2020). Z drugiej jednak strony, co jest bardzo
istotne w kontekscie katalitycznej degradacji zanieczyszczef, mniejsze powinowactwo wiaze
sie¢ z dluzszym czasem dzialania, co z kolei przeklada¢ si¢ moze na bardziej stabilne
warunki pracy reaktorow z immobilizowanymi enzymami i wi¢ksza odpornos¢ na zmiany
stezenia substratu niz w przypadku wolnych lakaz.

Wyniki badan w ramach Publikacji 4 pozostaja w zgodzie z wnioskowaniem powyzej,
czas dzialania enzymoéw immobilizowanych jest dluzszy niz czas dzialania wolnych
enzyméw. Stanowi to cenna informacje w Kkontek$cie mozliwosci praktycznego

wykorzystania enzymow immobilizowanych w usuwaniu zwiazkow trudnorozkladalnych,

Strona 42 z 102



Opracowanie technologii immobilizacji lakazy
na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikéw ze $ciekow

w tym barwnikow. Szybki rozktad takich zwigzkéw moze prowadzi¢c do powstawania
metabolitow posiadajacych wyzsza toksyczno$¢ od samych rozktadanych zwiazkow. Zatem
potencjalnie wydtuzenie czasu reakcji daje mozliwos¢ rozktadu takze metabolitow posrednich
do prostych i nietoksycznych produktow koncowych (Gahlout i in. 2017).

Uzyskane wyniki badan wskazuja, iz w wyniku immobilizacji lakazy nastapit spadek jej
aktywnos$ci w poréwnaniu do aktywno$ci enzymu natywnego (1'Y=33,6%). Najwyzsza
aktywno$¢ enzymatyczng posiadal enzym immobilizowany na nos$niku alginianowo-
chitozanowym, dla ktérego uzyskano okoto 77% wydajnosci immobilizacji. Jednak podczas
prowadzonych badan kapsutki enzymatyczne na bazie tego no$nika zbyt tatwo ulegaty
peknigciom i uszkodzeniom. Lakaza immobilizowana na no$niku chitozanowym nie wykazata
aktywno$ci enzymatycznej, co mogto by¢ wynikiem przestrzennego ograniczenia dostgpnosci
substratu, wynikajacego z trwalego, gestego usieciowania chitozanu. Wyniki uzyskane
w Publikacji 4 sg zbiezne z wynikami innych badaczy w tym zakresie. Po immobilizacji enzym
wykazal nizsza aktywno$¢é, co moglo wynika¢ ze zjawiska dyfuzji lub wystapienia
niespecyficznych interakcji i zmian w mikrosrodowisku, jakie tworzy otoczka alginianowa.
Wydajno$¢ immobilizacji zalezy rowniez od wielu czynnikow, m.in. od rodzaju no$nika do
immobilizacji, w tym jego wlasciwosci fizyko-chemicznych oraz zastosowanych technik
immobilizacji, a takze interakcji pomiedzy czasteczka enzymu a nosnikiem (Sathishkumar i in.
2014). Uzyskane wyniki sklonily mnie do poglebionej analizy w obszarze wlasciwosci
fizyko-chemicznych alginianu do immobilizacji lakazy, a w szczegélnosci rozpoznania
kwestii obejmujacych wplyw lepkosci na skutecznosé¢ dekoloryzacji, co uczyniono
w Publikacji 6.

W ramach badan wstepnych opisanych w Publikacji 4 dokonano oceny stopnia sorpcji
blekitu metylenowego (MB) w stezeniu 25 mg/L przez kapsutki polimerowe bez
immobilizowanego enzymu, w temperaturze 30 i 40°C przez 28 h. Najnizszy stopien sorpcji
MB wykazaly kapsulki chitozanowe, odpowiednio 29,7% w 30°C oraz 41,7% w 40°C.
Prawdopodobnie wynika to ze zwartej struktury usieciowanego polimeru, mniejszej
porowatos$ci, co jednoczesnie mogto skutkowaé brakiem aktywnosci enzymatycznej kapsutek
na bazie chitozanu. Wzrost temperatury o 10°C spowodowat wzrost sorpcji barwnika przez
kapsutki chitozanowe o ponad 10%, co moze wynika¢ z rozluznienia struktury polimeru,
w konsekwencji umozliwiajgc sorpcj¢ wigkszej iloSci barwnika przez kapsutki. Z kolei
zarowno dla kapsutek alginianowych (AL) jak i alginianowo-chitozanowych (AL-Ch) wzrost
temperatury spowodowal nizszg sorpcj¢ barwnika, co moze wynika¢ z oddzialtywania

temperatury na strukture kapsutek, w wyniku czego staje si¢ ona mniej zwarta. Uzyskane
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wyniki stanowig istotny wklad wiedzy w zakresie potencjalnego zastosowania kapsulek
polimerowych w procesach dekoloryzacji na drodze sorpcji na biopolimerowym materiale
nosnikowym.

Przeprowadzono takze wst¢pne testy dotyczace wptywu pH (inkubacja 15 min w temp.
21°C; pH 3, 51 7) i temperatury (21, 25, 30, 40, 50 i 60°C) na aktywno$¢ immobilizowanej
lakazy przy uzyciu alginianiu sodu (AL-L), jak i na aktywno$¢ enzymu w formie natywnej
(FL). Lakaza, zarowno w formie immobilizowanej, jak i natywnej wykazata najwyzsza
aktywno$¢ przy pH 3, przy czym w pH 5 nastgpit nieznaczny spadek aktywnoSci
immobilizowanej lakazy o okoto 18%, z kolei dla wolnej lakazy o okoto 45% (Rysunek 4).
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Rysunek 4 Wplyw pH na aktywno$¢ wolnej (FL) i immobilizowanej lakazy przy uzyciu
alginianiu sodu (AL-L)

Zrédto: Deska i Konczak 2022 (Publikacja 4)

Interesujacym jest, zeé W pH 7 wolna lakaza wykazata znikoma aktywno$¢ wynoszaca
okoto 2%, przy czym lakaza immobilizowana nie wykazata aktywnos$ci enzymatycznej. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze podczas prowadzenia eksperymentu zaobserwowano, ze wnetrze kapsutek
enzymatycznych zabarwito si¢ na zielono, co wynika z obecnosci produktu utleniania ABTS
przez enzym we wnetrzu kapsutki (Rysunek 5a, 5b). Swiadczy to o tym, ze utlenianie ABTS
przez enzym zachodzito tylko wewnatrz kapsutki enzymatycznej, stad w roztworze badanej

probki nie stwierdzono aktywnosci lakazy.

Strona 44 z 102



Opracowanie technologii immobilizacji lakazy
na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikow ze $ciekow

Rysunek 5 Utlenianie ABTS przez alginianowe kapsutki enzymatyczne w a) pH 5, b) pH 7
Zrédto: Deska i Konczak 2022 (Publikacja 4)

Na podstawie uzyskanych wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze kapsutka alginianowa
stanowi swego rodzaju barier¢ ochronng dla immobilizowanego enzymu, chronigc go przed
negatywnym dziataniem wysokiego pH. We wnetrzu kapsulki tworzy si¢ mikrosrodowisko,
ktore zapewnia stabilne warunki dla dziatania enzymu. Uzyty do immobilizacji no$nik, a dalej
jego specyficzne whasciwosci fizyko-chemiczne, stanowig jeden z kluczowych czynnikéw dla
uzyskania wysokiej efektywnosci immobilizowanych enzymow. Istotne jest, aby nos$nik
alginianowy stanowil barier¢ ochronng dla enzymu, ale jednocze$nie jego struktura po
usieciowaniu umozliwila kontakt lakazy z danym zanieczyszczeniem, ktore ma podlegaé
biodegradacji. Zatem dla odpowiedniego zréwnowazenia procesow sorpcji, jak
i biokatalizy, ale jednocze$nie odpowiedniego zabezpieczenia enzymu w niekorzystnych
warunkach srodowiska reakcji, istotne jest zbadanie kwestii wlasciwos$ci samego nosnika.
Zatem w kolejnych badaniach podje¢to probe oceny mozliwosci zastosowania noSnikow
alginianowych o réznej lepkosci do immobilizacji lakazy do procesow usuwania
barwnikow syntetycznych.

Testy wstgpne obejmujace Ocene wplywu temperatury (temperatura: 21 - 60°C, czas
inkubacji w wodzie destylowanej: 15 min) na aktywno$¢ enzymu immobilizowanego, jak
i w formie wolnej wykazaty, ze enzym w formie wolnej posiadat najwyzsza aktywno$é
w temperaturze 30°C, z kolei w przypadku aktywnosci enzymatycznej kapsutek uprzednio
inkubowanych w wodzie destylowanej w zadanej temperaturze, wraz ze wzrostem temperatury

inkubacji obserwowano spadek aktywnosci enzymatycznej (Rysunek 6a,b).

Strona 45 z 102



Opracowanie technologii immobilizacji lakazy
na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikéw ze $ciekow

a)

100%
BO%

2z

Z

£ 60%

L]

@

Z

"

]

= 40%
20%
0%

P 25 30 40 50 60
Temperature ['C]

100%
80%

=

=

2

g 60%

o

Ll

=

kS

7}

= 40%

20%

0%

Temperature [*C]

Rysunek 6 Aktywno$¢ a) wolnej lakazy (FL) oraz b) immobilizowanej lakazy (AL-L)
w temperaturze 21 - 60°C

Zrédto: Deska i Konczak 2022 (Publikacja 4)

Zele alginianowe s migkkimi, lepkosprezystymi ukladami, ktére odksztalcajg sie
w odpowiedzi na bodZce zewnetrzne ze wzgledu na obecno$¢ wody w ich sieci zelowej. Rodzaj
alginianu i charakterystyczna dla niego masa czgsteczkowa, stosunek monomeréw G/M, maja
istotny wptyw na wlasciwosci reologiczne opracowanego zelu. Bardziej elastyczne zele
tworzone sa z alginianu o wysokiej zawartosci blokow M (M/G>1), podczas gdy zele
otrzymywane z alginianu o niskim stosunku M/G (M/G < 1) sg bardziej zwarte, twarde i kruche.

Kolejnos¢ sztywnosci tancucha mozna okresli¢ jako: MG < MM < GG (Abka-Khajouei i in.
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2022). Ponadto na wtasciwosci reologiczne zeli alginianowych moze mie¢ wpltyw rowniez
temperatura. Wraz ze wzrostem temperatury, elastycznos¢ zelu zmniejsza sig, stajac si¢ bardziej
lepkim, az do uptynnienia (w temp. 90°C) (Khajouei i in. 2021). Inkubacja kapsutek
enzymatycznych w wodzie destylowanej w wyzszych temperaturach mogta spowodowaé
zmiang struktury kapsutek w wyniku czego nastapilo szybsze uwolnienie enzymu do wody.
Wolny enzym jest wrazliwy na podwyzszone pH, dlatego nie obserwowano dekoloryzacji
barwnika, w procesie prowadzonym w pH7. Natomiast ciemnozielone zabarwienie utlenionego
ABTS w kapsutce §wiadczy o tym, ze otoczka alginianowa tworzy zbuforowane srodowisko
dla aktywno$ci enzymu wewnatrz kapsutki. Wazne jest, aby otoczka alginianowa stanowila
zabezpieczenie enzymu przed niekorzystnymi warunkami procesu, a jednocze$nie
struktura usieciowanego alginianu umozliwila dzialanie enzymu i rozlozenie
zanieczyszczenia. Zatem wlasciwosci, w tym lepkos¢ alginianu jest istotnym parametrem
warunkujacym efektywnos¢ kapsulek enzymatycznych. Alginiany o nizej lepkosci
posiadajag wigcej blokow M sg bardziej elastyczne, z drugiej strony, alginiany o wyzszej
lepkosci i wigkszej zawartosci blokéw G stosowane sg do otrzymywania bardziej odpornych
zeli (Bertagnolli i in. 2014).

Potencjalne przemystowe zastosowanie immobilizowanych enzyméw begdzie moglo
wymagac¢ ich okresowego przechowywania, dlatego tez przeprowadzono testy wplywu
warunkow przechowywania na aktywnos¢ enzymatyczng opracowanych kapsutek. Kapsutki
enzymatyczne przechowywano w: 1) wodzie destylowanej oraz 2) bez no$nika wody i bez
dostepu powietrza, w temperaturze 21°C, 4°C 1 -10°C. Wyniki badan wykazaly, ze najlepsza
metoda przechowywania kapsulek jest przechowywanie w warunkach suchych (bez
nosnika wody) i bez dostepu powietrza, w temperaturze 4°C. Przechowywane w ten
spos6b Kkapsulki, po 21 dniach zachowaly okolo 75% poczatkowej aktywnoSci
enzymatycznej. Przechowywanie kapsulek w wodzie w temperaturze 21°C oraz
w temperaturze -10°C skutkowato utratg blisko 90% aktywnosci, przy czym najwicksza utrata
aktywnosci nastgpowala w 1 dniu eksperymentu. Kapsutki przechowywane w temperaturze
4°C zachowaty okoto 36% aktywnosci poczatkowej po 21 dniach.

Dodatkowy element badan stanowita ocena wplywu powolnego suszenia
niskotemperaturowego (5h, 30°C) na aktywno$¢ enzymatyczng preparatow enzymatycznych
na bazie alginianu sodu. Po wysuszeniu enzymatyczne kapsutki alginianowe wykazywaty
mniej regularny, nieco sptaszczony ksztatt. Jednak, co istotne, ich aktywnos$¢ enzymatyczna
wzrosta blisko dwukrotnie w stosunku do mokrych kapsutek analizowanych bezposrednio po

przygotowaniu. Uzyskane wyniki wskazuja na potencjalnag mozliwos¢ wykorzystania
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suszenia niskotemperaturowego jako obiecujacej metody przygotowania kapsulek
enzymatycznych do dalszego przechowywania, jak rowniez do maksymalizacji ich
efektywnosci.

Podsumowujac, badania przeprowadzone w ramach Publikacji 4 dotyczyty oceny
mozliwosci zastosowania roéznych nos$nikow biopolimerowych do immobilizacji lakazy
z Trametes versicolor. Wydajno$¢ immobilizacji lakazy dla 3 rodzajow analizowanych
nosnikoéw obliczono na podstawie aktywnosci wolnej i immobilizowanej lakazy. Najwyzsza
aktywno$¢ enzymatyczng posiadal enzym immobilizowany na nos$niku alginianowo-
chitozanowym, dla ktorego uzyskano okoto 77% wydajnosci immobilizacji. Jednak podczas
prowadzonych badan kapsutki enzymatyczne na bazie tego no$nika zbyt tatwo ulegaty
peknigciom i uszkodzeniom, stad metoda wkraplania z uzyciem no$nika - alginianu sodu
(2%) okazala si¢ najskuteczniejsza technika immobilizacji enzymu przy wydajnosci
immobilizacji 1Y=33,6%. Istotny jest takze czas dzialania enzyméw immobilizowanych,
ktory jest dluzszy w poréwnaniu do enzymu wolnego. Szybki rozktad zanieczyszczen moze
prowadzi¢ do powstawania metabolitow 0 wyzszej toksycznosci od samych rozktadanych
zwigzkoéw. Stanowi to cenna informacje w kontekScie mozliwosci praktycznego
wykorzystania enzymow immobilizowanych w usuwaniu zwigzkéw trudnorozkladalnych,
w tym barwnikow. Na podstawie uzyskanych wynikow dotyczacych wptywu pH na
aktywno$¢ wolnej i immobilizowanej lakazy mozna stwierdzi¢, ze kapsulka alginianowa
stanowi swego rodzaju barier¢ ochronna dla immobilizowanego enzymu, chroniac go
przed negatywnym dzialaniem wysokiego pH, tworzac wewnatrz kapsulki stabilne
mikrosrodowisko dla dzialania enzymu. Testy obejmujace ocen¢ wplywu warunkéw
przechowywania na aktywno$¢ immobilizowanej lakazy wykazaly, ze przechowywanie
kapsulek enzymatycznych w nizszej temperaturze (4°C), bez no$nika wody pozwolilo na
zachowanie okoto 75% aktywnosci poczatkowej immobilizowanego enzymu w ciagu 21
dni. Ponadto wskazano na mozliwo$s¢ wykorzystania suszenia niskotemperaturowego
jako obiecujacej metody przygotowania kapsulek enzymatycznych do dalszego
przechowywania, jak rowniez do maksymalizacji ich efektywnosci.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszych badan wstepnych stanowia cenny wkiad
w dalsze badania w kontekscie zalozonego procesu badawczego dotyczacego opracowania
technologii immobilizacji lakazy na no$nikach biopolimerowych do usuwania barwnikéw
ze $ciekow. Pozyskana wiedza pozwolila na przeprowadzenie kolejnych badan w obszarze
mozliwos$ci zastosowania nosnikow alginianowych do immobilizacji lakazy, koncentrujac

sie na ich wlasciwosciach, w tym lepkosci.
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6.2 Immobilizowana lakaza na no$niku biopolimerowym w dekoloryzacji indygo
karminu (Publikacja 5)

Badania przeprowadzone w ramach Publikacji 4 koncentrowaly si¢ na ocenie
mozliwosci zastosowania roznych no$nikow, w tym alginianu sodu, chitozanu, jak i nosnika
kombinowanego na bazie powyzszych, do immobilizacji lakazy do potencjalnego zastosowania
w usuwania barwnikéw. Na podstwie wynikow opisanych w Publikacji 4, w ramach dalszych
badan, opisanych w Publikacji 5, do immobilizacji lakazy zastosowano 2% alginian sodu.
Kontynuacj¢ zamierzen badawczych stanowila ocena potencjalu zastosowania alginianu
sodu jako nosnika do immobilizacji lakazy w procesie dekoloryzacji barwnikéw na
przykladzie indygo karminu. Uzyskane wyniki wykazatly, ze metoda wkraplania z uzyciem
alginianu sodu (2%) umozliwita opracowanie kapsulek enzymatycznych posiadajacych kulisty
ksztalt i $rednic¢ okoto 2 mm, aimmobilizacja enzymu zostata potwierdzona metodg
spektroskopii Ramana. Kolejnym krokiem badawczym byta ocena mozliwo$ci zastosowania
W ten sposob opracowanych kapsutek enzymatycznych do dekoloryzacji roztworu barwnika
indygo karminu. Wsrod mechanizmow usuwania barwnikow za pomocag enzymow
unieruchomionych na biopolimerach wyrdéznia si¢ sorpcje¢ i biotransformacje/biokatalize
(Daassi i in. 2014). Nowoscia badan przeprowadzonych w ramach Publikacji 5 bylo
dokonanie charakterystyki opracowanych preparatéw enzymatycznych poprzez
okreslenie parametrow geometrycznych kapsulek zimmobilizowana lakaza, jak
i kapsulek bez enzymu, potwierdzenie immobilizacji lakazy na nosniku za pomoca
spektroskopii Ramana, a takzie w szczegolnosci optymalizacja warunkoéw procesu
dekoloryzacji indygo karminu (IC) (barwnik anionowy), poprzez dobér dawki enzymu na
1 mg barwnika, okreSlenie optymalnej temperatury procesu, atakze identyfikacja
mechanizmu dekoloryzacji IC.

Immobilizacj¢ lakazy przy uzyciu alginianu sodu jako no$nika potwierdzono za pomoca
spektroskopii Ramana. W widmie substancji referencyjnej: enzymu (E) zidentyfikowano
charakterystyczne piki przy 645 cm™, 694 cm?, 852 cm™, 874 cm™, 1351 cm?, 1544 cm?
i 1784 cm™. Piki te wystepowaly rowniez w widmach zarejestrowanych dla kapsutek
enzymatycznych (zarowno na przekroju jak i na powierzchni), ale nie byly obecne w widmie

zarejestrowanym dla kapsutek bez immobilizowanego enzymu (Rysunek 7).
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Rysunek 7 Widma Ramana zarejestrowane dla: a) enzymu lakazy (w postaci proszku) (E), czas
ekspozycji 10 s, b) kapsulek alginianowych bez enzymu (AL) oraz powierzchni kapsutek

alginianowych z lakazg (Ale surface) i przekroju poprzecznego kapsutek alginianowych
z lakaza (Ale section), czas ekspozycji 5 s.

Zrédlo: Biatowas i in. 2024a (Publikacja 5)
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W celu uzyskania poglebionej wiedzy dotyczacej parametrow geometrycznych
opracowanych kapsutek enzymatycznych na bazie alginianu sodu, jak i kapsutek bez enzymu
dokonano analizy ich ksztaltu poprzez okre$lenie nastepujacych zmiennych: ditugosé (L),
szeroko$¢ (W) wspotczynnik ksztattu (AR), kolisto§¢ (C). Analizy parametrow
geometrycznych rozpoczynano bezposrednio po przygotowaniu kapsulek, powtarzajac
pomiary do 60 minuty, a nastgpnic po 5-dniowym suszeniu kapsulek w temperaturze
22°C £ 1°C, przy wilgotnosci powietrza 51,0%. Na rysunkach ponizej przedstawiono
fotografie kapsutek (Rysunek 8), a takze zmiany parametrow opisujgcych rozmiar i ksztatt

kapsutek w funkcji czasu suszenia (Rysunek 9).

a)

b)

Rysunek 8 Kapsutka bezposrednio po przygotowaniu a) Kapsutka alginianowa z enzymem
(ALe), b) kapsutka alginianowa bez enzymu (AL)

Zrédlo: Biatowas i in. 2024a (Publikacja 5)
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Rysunek 9 Zmiany parametréw geometrycznych kapsutek alginianowych z enzymem (ALe)
i bez enzymu (AL) w funkcji czasu: a) wspotczynnik ksztattu, b) kolistos¢ c¢) diugosc,
d) szerokos¢

Zrodto: Biatowas i in. 2024a (Publikacja 5)

Kapsutki AL i ALe analizowane bezposrednio po przygotowaniu miaty $rednig dtugosé
odpowiednio 2400 pm i 2183 pum oraz szeroko$¢ 2360 um i 2148 pum, wykazywaty ksztatt
bardzo zblizony do kulistego, co potwierdza parametr okreslany jako kolisto$¢ (C), wynoszacy
$rednio 0,99 i parametr wspoOtczynnika ksztattu (AR) wynoszacy $rednio 0,98. Po wysuszeniu
(czas: 5 dni, temperatura: 22°C£1°C, wilgotnos¢: 51,0%) kapsutki AL i ALe mialy $rednig
dhugo$¢ odpowiednio 798 umi 811 pum oraz szeroko$¢ 685 um i 653 pm, przy czym parametry
C i AR wynosity dla kapsutek bez enzymu C=0,93, AR=0,85 i z enzymem C=0,90, AR=0,80.
Dhugos¢ kapsutek po wysuszeniu zmniejszyta si¢ o ponad 60%, z kolei szerokos¢ o okoto 70%,
w stosunku do kapsutek analizowanych bezposrednio po przygotowaniu.

Glownym celem badan w ramach Publikacji 5 byta optymalizacja procesu dekoloryzacji
indygo karminu (IC) poprzez dobor odpowiedniej dawki immobilizowanego enzymu na 1 mg
barwnika oraz temperatury procesu, a takze identyfikacja gldéwnych mechanizmow
dekoloryzacji. Testy dekoloryzacji IC prowadzono w temperaturze pokojowej (21°C) dla
nastepujacych dawek enzymu: 20 mg E/mg IC, 40 mg E/mg IC i 320 mg E/mg IC przez 40 dni.

Przeprowadzone testy dekoloryzacji IC przy wuzyciu opracowanych Kkapsulek
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alginianowych z immobilizowang lakaza, z zastosowaniem dawki enzymu
320 mg E/1 mg IC umozliwily usuniecie 92,5% barwnika w ciggu 40 dni (Rysunek 10a),
przy czym 87,77% barwnika zostalo usuni¢te na drodze biokatalizy (Rysunek 10Db).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze biokataliza jest dominujacym mechanizmem w usuwaniu

IC (barwnika anionowego).
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Rysunek 10 Skuteczno$¢ dekoloryzacji indygo karminu przy uzyciu kapsutek alginianowych
z immobilizowang lakaza a) dla r6znych dawek enzymu na 1 mg barwnika IC w ciagu 40 dni
w 21°C, b) z identyfikacja dominujacego mechanizmu dekoloryzacji

Zrodto: Biatowas i in. 2024a (Publikacja 5)

Nalezy zauwazy¢, ze im wyzsza zastosowana dawka enzymu na 1 mg IC, tym bardziej
przewazal mechanizm biokatalizy nad sorpcjg. Przy najnizszej testowanej dawce enzymu
(20 mg E/mg IC) biokataliza stanowita 63,16% catkowitego usunigcia barwnika, podczas gdy
dla dawki 320 mg E/mg IC stanowita blisko 95%. Wartos¢ wspotczynnika sorpcji zmniejszata
si¢ wraz ze wzrostem dawki enzymu na 1 mg IC. Przy niskich dawkach enzymu nastepuje
szybkie wysycenie enzymu barwnikiem, co prowadzi do wyzszego stopnia sorpcji barwnika
przez kapsutke alginianowa (wspotczynnik sorpcji 0,36 dla dawki 20 mg E/mg IC). Przy
wyzszych dawkach enzymu, wspoOlczynnik sorpcji jest nizszy (0,05 dla dawki
320 mg E/mg IC), bowiem nastgpuje wolniejsze wysycenie enzymu barwnikiem, co przektada
si¢ na przewage biokatalizy jako mechanizmu dekoloryzacji IC. W badaniach Daassi i in.
(2014) nad dekoloryzacja barwnikéw anionowych i kationowych, przy uzyciu lakazy
z Coriolopsis gallica immobilizowanej na alginianie, rowniez potwierdzono, ze dla barwnikéw
nalezacych do grupy barwnikow anionowych (RBBR i RB5) dominujacym mechanizmem jest
biokataliza (Daassi i in. 2014). Wyniki badan przeprowadzonych przez Wang i in. (2017)
wykazaty, ze na efektywnos$¢ procesu biokatalizy indygo karminu przez lakazy ma wptyw

przede wszystkim elastycznos$¢ konformacyjna w miejscu aktywnym lakazy (Wang i in. 2017).
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Dodatek mediatorow reakcji wptywa na potencjal redoks lakazy i prowadzi do wyzszej
wydajnosci katalitycznej odbarwiania indygo karminu. Dane literaturowe wskazujg, ze
efektywnos¢ odbarwiania IC zwickszy¢ mozna az do 85% przez dodatek aldehydu
syryngowego jako mediatora reakcji. Nalezy zwroci¢é uwage, ze dodatek mediatora moze
jednak znaczaco wplywac na wzrost kosztow procesu, co wynika zard6wno z ceny mediatora,
jak 1 braku mozliwosci jego koimmobilizowania. Ponadto mediatory bardzo czgsto stanowig
substancje wysoce toksyczne, co uniemozliwia ich zastosowanie w procesach opartych na
bezpiecznej, zielonej biokatalizie (Wang i in. 2017).

W niniejszych badaniach, dzieki odpowiedniemu doborowi warunkow prowadzenia
procesu uzyskano réwnie wysoka skuteczno$¢ usuniecia barwnika (87,77%) na drodze
biokatalizy przy wykorzystaniu lakazy jako immobilizowanego biokatalizatora, bez
zastosowania dodatkowych mediatorow.

Skutecznos¢ usuwania IC poprzez sorpcje¢ wynosita okoto 5-7%. Indygo karmin jest
barwnikiem anionowym, a jego struktura zawiera dwie grupy -SO", ktore sa elektrostatycznie
ujemne (Hevira i in. 2020), z kolei obecno$¢ zdeprotonowanych grup karboksylowych
w strukturze alginianu, ktore nadaja mu tadunek ujemny, utrudniajg jego interakcje z innymi
ujemnie natadowanymi czasteczkami (Tyagi i in. 2021). W zwigzku z tym mozna wnioskowac,
ze IC, jako barwnik anionowy, ma mniejsze powinowactwo do kapsulek alginianowych,
w wyniku czego wzrasta mozliwos¢ enzymatycznej degradacji barwnika. Ponadto w badaniach
prowadzonych przez Daéassi 1 in. (2014) nad odbarwianiem barwnikow kationowych
I anionowych, takich jak barwnik antrachinonowy (RBBR), barwniki diazowe (RB-5 i BBR)
oraz barwniki metalokompleksowe (LG), przy uzyciu immobilizowanej lakazy na nos$niku
alginianowym, stwierdzono, ze podczas odbarwiania anionowego barwnika RBBR biokataliza
byta glownym mechanizmem odbarwiania, podczas gdy sorpcja na kapsutkach alginianowych
bez enzymu wynosita tylko okoto 12% (Daassi i in. 2014). Uzyskane wyniki w ramach
niniejszych badan wykazaly, ze usuwanie IC na drodze sorpcji stanowi tylko okolo 7%0,
jednakze proces sorpcji IC moze byé takze istotny dla optymalizacji kosztow procesu
odbarwiania $ciekow z tego barwnika lub jako proces doczyszczania $ciekéw po procesie
biokatalizy. Warto doda¢, ze aktualnie prowadzone sg rowniez badania nad opracowaniem
nowoczesnych materiatow odpadowych jako sorbentow do proceséw usuwania barwnikow
(Achieng i in. 2019, Bhowmik i in. 2021, Zein i in. 2022). Prowadzenie badan takze w tym
zakresie, jak rowniez poszukiwanie metod taczacych proces biokatalizy z procesami sorpcji dla

najefektywniejszego usuwania barwnikow wydaje si¢ rowniez obiecujace.
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Na rysunku ponizej (Rysunek 11) przedstawiono widma dla roztworu IC przed i po

procesie dekoloryzacji.
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Rysunek 11 Widma absorpcyjne UV-VIS roztworu indygo karminu (IC) przed i po procesie
dekoloryzacji, przy uzyciu immobilizowanej lakazy (40 dni, temperatura: 21°C, dawka
enzymu: 320 mg E/mg IC)

Zrédlo: Biatowas i in. 2024a (Publikacja 5)

Na widmie UV-Vis dla roztworu barwnika przed procesem dekoloryzacji, widoczny jest
pik przy 610 nm, ktory odpowiada za niebieski kolor indygo karminu. Pik ten nie jest widoczny
w widmie dla roztworu barwnika po procesie dekoloryzacji z wykorzystaniem
immobilizowanej lakazy. Uzyskane wyniki badan wskazuja, Ze nastapilo rozszczepienie
chromoforu indygo karminu. Jak wskazuja Holkar i in. (2016) rozszczepienie chromoforu
jest kluczowym etapem degradacji barwnika, ktory sprawia, ze fragmenty barwnika sg bardziej
podatne na dalsza biodegradacje (Holkar i in. 2016). Centrum chromoforowe indygo karminu
sktada si¢ z podwojnego wigzania C=C podstawionego przez dwie grupy donorowe NH i dwie
grupy akceptorowe CO (Vautier i in. 2001). Uzyskane wyniki (Rysunek 11) wskazujg na
rozszczepienie grupy chromoforowej w czasteczce barwnika i wytworzenie nowego zwigzku.
Widmo roztworu poddanego dzialaniu lakazy jest bardzo podobne do widma kwasu
izatynosulfonowego (ISA) (Kandelbauer i in. 2008), ktory moze powstawac z indygo karminu
poprzez rozerwanie podwojnego wigzania w chromoforze. Analiza widma dla czystego indygo

karminu przeprowadzona przez Wang i in. (2017) wykazata charakterystyczne piki dla dtugosci
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fali 610 nm, 287 nm i 250 nm w widmie absorpcji UV (Wang i in. 2017). Wyniki uzyskane
W niniejszej pracy sa zbiezne z wynikami uzyskanymi przez Wang i in. (2017). Na widmie dla
czystego barwnika widoczne sg piki przy dtugosci fali 610 nm, 288 nm i 253 nm. Po procesie
dekoloryzacji indygo karminu przy zastosowaniu dawki 320 mg E/1 mg IC, piki przy 610 nm
1 przy 288 nm znikng¢ty, a pasmo absorpcji przy 250 nm wzrosto i przesun¢lo si¢ w strong
niebieskiego do 235 nm. Pojawienie si¢ nowych pikow widocznych na widmie dla probki po
procesie dekoloryzacji sugeruje pojawienie si¢ produktow rozkladu barwnika, dlatego bardzo
istotne jest monitorowanie czy podczas rozktadu nie powstang nowe zwiazki, ktore mogltyby
by¢ bardziej toksyczne od pierwotnego zanieczyszczenia podlegajacego rozkladowi. Na
podstawie uzyskanych wynikow rekomenduje si¢ kontynuowanie badan obejmujacych
testy toksycznos$ci probek po procesie dekoloryzacji przy uzyciu immobilizowanej lakazy
na bazie alginianu sodu.

Jednym z najwazniejszych parametréw fizyko-chemicznych wptywajacych na aktywnos¢
enzymatyczng, a w konsekwencji na skuteczno$¢ odbarwiania, jest temperatura procesu. Liczne
doniesienia literaturowe potwierdzaja, ze proces immobilizacji lakazy prowadzi do obnizenia
wrazliwosci enzymu na temperatur¢. Wzrost stabilnosci termicznej jest kluczowym
parametrem, ktory zwigksza mozliwosci zastosowania immobilizowanych enzymow
w reakcjach katalitycznych (Olajuyigbe i in. 2019, Saoudi i Ghaouar 2019, Shokri i in. 2021).
W niniejszych badaniach wplyw temperatury na skuteczno$¢ procesu odbarwiania 1C
testowano w 21°C, 30°C i 40°C przez 20 dni. Uzyskane wyniki wykazaty, ze optymalna
temperatura dla procesu dekoloryzacji IC za pomocg lakazy immobilizowanej na alginianie
sodu miesci si¢ w zakresie 30-40°C (Rysunek 12). Proces dekoloryzacji IC w temperaturze

30 i 40°C umozliwit usunigcie okoto 77% barwnika.
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Rysunek 12 Wptyw temperatury (21, 30 i 40°C) na skutecznos$¢ dekoloryzacji indygo karminu
w czasie 20 dni, dawka enzymu: 320 mg/mg IC

Zrédlo: Biatowas i in. 2024a (Publikacja 5)

Uzyskane wyniki sg zgodne z wynikami badan przeprowadzonych przez Lassouane i in.
(2019), ktorzy wykazali, ze wolna i unieruchomiona lakaza charakteryzowata si¢ najwicksza
stabilnoscig termiczng w temperaturze 30°C. Jednak w temperaturze 40°C i ponad 50°C
unieruchomiona lakaza zachowala odpowiednio ponad 90% 1 50% swojej poczatkowe;j
aktywno$ci. Natomiast stabilno$¢ wolnej lakazy znacznie spadla w temperaturze
przekraczajacej 30°C. Zwigkszona stabilno$¢ termiczna immobilizowanej lakazy,
W poréwnaniu z natywng formg tego enzymu, moze wynikac z ochrony biatka enzymatycznego
przed wplywem temperatury dzigki otoczce alginianowej (Lassouane i in. 2019).
Teerapatsakul i in.  (2017) zademonstrowali wielokrotng dekoloryzacj¢ barwnikow
syntetycznych w 5-litrowym bioreaktorze typu airlift. W procesie wykorzystano lakaze
pochodzacg z Ganoderma sp. KU-Alk4 immobilizowang na alginianie miedzi. Unieruchomiony
enzym wykazywal wysoka skuteczno$¢ degradacji réznych barwnikéw syntetycznych
w warunkach niebuforowanych, w szczegolnosci barwnika 1C. Dodatkowo, immobilizowana
lakaza wykazata znaczny wzrost stabilno$ci w odniesieniu do temperatury i pH w poréwnaniu
do wolnego enzymu. Optymalna temperatura dla aktywnosci wolnej, jak i immobilizowanej
lakazy, wynosita 37°C i nie zmienita si¢ po immobilizacji z uzyciem alginianu miedzi.
Immobilizacja spowodowata wzrost stabilnosci termicznej kapsulek enzymatycznych -
zachowano poczatkowg aktywno$¢ enzymatyczng preparatow w temperaturze az do 55°C przez
1 godzing (0 10°C wiecej w porownaniu do wolnego enzymu), co jest korzystne dla

praktycznego wdrozenia wykorzystania immobilizowanego enzymu. Co wigcej,
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immobilizowany enzym zachowat 98% swojej poczatkowej aktywnosci po 1 h inkubacji
w temperaturze do 65°C (Teerapatsakul i in. 2017).

Podsumowujac, opisane w ramach Publikacji 5 badania wykazaly, ze immobilizowana
lakaza z Trametes versicolor na no$niku z alginianu sodu moze stanowi¢ potencjalnie
uzyteczne "zielone narzedzie" w procesie usuwania indygo karminu. Dopetnienie wiedzy
stanowi przeprowadzona poglebiona analiza parametréw geometrycznych opracowanych
kapsulek enzymatycznych na bazie alginianu sodu, jak ikapsulek bez enzymu.
Immobilizacje¢ lakazy potwierdzono za pomoca spektroskopii Ramana. Optymalng temperaturg
dla procesu dekoloryzacji indygo karminu za pomocg lakazy immobilizowanej na alginianie
sodu ustalono na 30-40°C. Proces dekoloryzacji przy uzyciu immobilizowanej lakazy
z zastosowaniem dawki enzymu 320 mg E/mg IC umozliwil usuni¢cie IC na poziomie
92,5% w ciagu 40 dni, przy czym 87,77% stanowilo usuniecie IC na drodze biokatalizy,
bez zastosowania dodatkowych mediatorow reakcji. Wyniki niniejszych badan pozwalaja
wnioskowa¢, iz dominujgcym mechanizmem usuwania IC (barwnik anionowy) przy
uzyciu immobilizowanej lakazy jest biokataliza. Analiza widm prébek roztworu barwnika
przed i po procesie dekoloryzacji wskazuje na rozszczepienie grupy chromoforowej IC, co
jest kluczowym etapem degradacji barwnikéw, bowiem kolejne produkty przemiany staja
si¢ bardziej podatne na dalszg biodegradacj¢. Niemniej jednak istotne jest aby monitorowac czy
podczas rozkladu nie powstaja zwigzki posrednie, ktore moglyby by¢ bardziej toksyczne od

pierwotnego zanieczyszczenia podlegajacego rozktadowi.

6.3 Analiza mozliwosci zastosowania biopolimerdéw o réznej lepkosci jako no$nikow

do immobilizacji lakazy w usuwaniu barwnikéw syntetycznych (Publikacja 6)

Badania przeprowadzone w ramach Publikacji 6 koncentrowaly si¢ na ocenie
mozliwos$ci zastosowania biopolimerdw o roéznej lepkosci (wysoka, §rednia i niska lepkosc¢)
jako no$nikow do immobilizacji lakazy w celu usuwaniu barwnikow syntetycznych. Wiekszos¢
dotychczasowych badan nad usuwaniem barwnikow, w szczegélnosci z udzialem
enzymow lub mikroorganizmow, koncentrowala si¢ glownie na pojedynczych
barwnikach. Biorac pod uwage, ze Scieki przemyslowe czesto zawieraja mieszaniny
barwnikow, nowoscia a takze istotg niniejszej pracy jest ocena skutecznosci dekoloryzacji
zarowno pojedynczych barwnikow, jak i ich mieszaniny, przy uzyciu lakazy
immobilizowanej na alginianie sodu o roznej lepkosci. Istotnym elementem pracy bylo

takze okreSlenie dominujacego mechanizmu dekoloryzacji indygo karminu (IC),
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nalezacego do barwnikéw anionowych oraz blekitu metylenowego (MB) — barwnika
kationowego, jak i mieszaniny tychze barwnikow.

Sposrdod réznorodnych no$nikow, biopolimery, w szczegdlnosci alginiany, uznawane sg
jako jedne z najbardziej obiecujgcych materiatdow do immobilizacji enzyméw (Deska i Konczak
2020, Hurtado i in. 2022, Dalginli i Atakisi 2023, Thirumavalavan 2023). Alginiany posiadaja
szereg pozadanych wilasciwosci, tj. sg nietoksyczne, biodegradowalne, biokompatybilne
i cechujg si¢ tatwg dostepnos$cig, co czyni je cennymi w kontekscie zastosowan w réznych
galeziach przemystu, takich jak: biomedycyna, bioinzynieria, biotechnologia, farmaceutyka,
przemyst papierniczy i opakowaniowy (Hurtado i in. 2022, Marszatek 2023), przede wszystkim
ze wzgledu na ich zdolno$¢ do tworzenia hydrozeli, kapsulek, wtokien i folii. Struktura
alginianow sktada si¢ z dwoch jednostek monomerycznych: kwasu $-(1,4)-D-mannuronowego
(ManA lub M) oraz kwasu a-(1,4)-L-guluronowego (GulA lub G) potaczonych wigzaniami
glikozydowymi. Sa one losowo rozmieszczone w liniowym tancuchu i mogg by¢ utozone jako
jednorodne bloki MM lub GG, jak réwniez jako heterogeniczne bloki MG (Ching i in. 2017).
Proces zelowania zachodzi poprzez wprowadzenie substancji sieciujacych, zwykle jonow
dwuwartosciowych, takich jak np. jony wapnia, ktore oddziatuja z regionami bogatymi w bloki
GG. Proces sieciowania alginianu przebiega zgodnie z tak zwanym "modelem pudetka na jajka"
(ang. ,,egg-box model”) (Ching i1 in. 2017, Hurtado i in. 2022). W alginianie utozenie
poszczegodlnych monomerow w tancuchu, a takze jego masa czgsteczkowa, jak i udzial
procentowy kazdego monomeru, sg czynnikami, ktore powoduja znaczne roéznice strukturalne
i nadaja im specyficzne wtasciwosci fizykochemiczne. Zawartos¢, sktad i stosunek M/G dla
danego alginianu moze rdzni€ si¢ nie tylko w zaleznos$ci od gatunku 1 wieku alg, z ktorych jest
ekstrahowany, od lokalizacji, potozenia geograficznego i pory roku, ale i w zaleznosci od tkanki
w obrebie tego samego gatunku. Ta zmienno$¢ przeklada si¢ na wlasciwosci funkcjonalne
danego alginianu, w tym lepko$¢, rozpuszczalnos¢, reakcje z jonami metali 1 wlasciwosci
zelowania (Silva i in. 2012, Ma i in. 2014, Fertah i in. 2017, Rhein-Knudsen i in. 2017, Abka-
Khajouei i in. 2022). Zawarto$¢ kwasu guluronowego w zelach alginianowych determinuje ich
krucho$¢ 1 wytrzymato$é, natomiast zawarto$¢ kwasu mannuronowego decyduje
0 elastycznosci i mniejszej wytrzymatosci powstatego zelu (Peteiro 2018, Labowska i in. 2019,
Abka-Khajouei i in. 2022, Hurtado i in. 2022). Lepkos¢ roztworu przed zelowaniem, jak
réwniez sztywno$¢ i wytrzymato$¢ po zelowaniu, moga by¢ w pewnym zakresie kontrolowane
poprzez mas¢ czasteczkowa alginianu. Masa czasteczkowa alginianu zalezy od metody
ekstrakcji, np. mozliwe jest jej zwigkszenie poprzez ekstrakcje na zimno. Z Kolei wyzsze

temperatury podczas ekstrakcji moga prowadzi¢ do rozpadu tancuchow kwasu uronowego,
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a W konsekwencji do obnizenia lepkosci ekstrahowanego alginianu. Kontrolowanie lepkosci
alginianu jest zatem istotnym czynnikiem w konteks$cie przemystowego zastosowania tego
biopolimeru. Alginiany o niskiej lepkosci sa pozadane do zastosowanh w przemysle
papierniczym i owocowym, podczas gdy alginiany o wysokiej lepkosci sag zwykle stosowane
W przemysle spozywczym i kosmetycznym. Zdolno$¢ do tworzenia lepkich roztworow i zeli
w srodowisku wodnym jest rowniez wazna w przemysle farmaceutycznym (Chee i in. 2011,
Lee i Mooney 2012). Zwigkszenie masy czgsteczkowej alginianow moze poprawi¢ wiasciwosci
fizyczne zeli, jednak zbyt duza masa czgsteczkowa alginianu moze prowadzi¢ do ekstremalnej
lepkosci. Komercyjne alginiany sg dostgpne jako sole sodowe, potasowe lub amonowe, o masie
czasteczkowej od 60 000 do 700 000 Daltonéw, w zaleznosci od planowanego zastosowania
(Abka-Khajouei i in. 2022).

Podsumowujac, stosunek blokéw M/G w danym alginianie jest istotny dla uzyskania
odpowiednich wlasciwosci wytworzonego zelu. Zagadnienia te byly obiektem zainteresowania
naukowcow z dziedziny biomedycyny i przemystu rolniczego (Labowska i in. 2019, Martinez-
Cano 1 in. 2022). Rownie interesujace wydaje si¢ zbadanie tych zagadnien w kontekscie
wykorzystania alginiandw jako matryc do immobilizacji enzyméw. Zatem nowoscig badan
przeprowadzonych w ramach Publikacji 6, a zarazem gléwnym celem badawczym bylo
dokonanie oceny mozliwosci zastosowania alginianéw o roznej lepkosci jako no$nikéw do
immobilizacji lakazy do zastosowania w dekoloryzacji barwnikow.

Pierwszy etap badan miat na celu okreslenie lepkosci roztworow badanych alginianéw
0 stezeniu 2% (w/0), W temperaturze 21°C i 30°C (wybdr temperatury dla pomiarow lepkosci
wynikal z warunkow przygotowywania kapsulek alginianowych (21°C) oraz temperatury
prowadzenia procesu dekoloryzacji (30°C)). Sposrdd testowanych alginianow, AL-HV
posiadat najwyzsza lepkos$¢, okreslong przez wspdlczynnik lepkosci kinematycznej (v),
wynoszacy 176,93 mm?/s i 153,01 mm?/s, odpowiednio w temperaturze 21°C i 30°C. Natomiast
najnizszg lepkos$cig charakteryzowat si¢ alginian AL-LV, blisko dwukrotnie nizszg niz AL-MV
I 17-krotnie nizsza niz AL-HV (Rysunek 13).
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Rysunek 13 Lepko$¢ badanych roztwor6éw alginianu sodu (2%) w temperaturze 21°C i 30°C

Zrédto: Bialowas i in. 2024b (Publikacja 6)

Lepko$¢ roztworu alginianu w duzym stopniu zalezy od temperatury, konformacji
molekularnej polimeru i sity jonowej rozpuszczalnika. Roztwory alginianu wykazuja nizsza
lepko$¢ w wysokich temperaturach i przy wyzszej sile jonowej, co przypisuje si¢ zwigkszeniu
odlegltosci migdzyczasteczkowych w wyniku rozszerzalnosci cieplnej (Ma i in. 2014, Abka-
Khajouei i in. 2022), co jest zgodne z wynikami uzyskanymi w niniejszych badaniach.

Kolejny etap stanowity badania skutecznos$ci dekoloryzacji zaré6wno pojedynczych
barwnikéw, jak i ich mieszaniny, przy uzyciu lakazy immobilizowanej na alginianie sodu
o roznej lepkosci. Dekoloryzacji poddano nastgpujace barwniki: indygo karmin w st¢zeniu
5 mg/L (barwnik anionowy), btgkit metylenowy w stezeniu 5 mg/L (barwnik kationowy), jak
i ich mieszanine w stosunku molowym MB/IC=0,69. Istotnym elementem badan byla takze
identyfikacja dominujacego mechanizmu dekoloryzacji dla roztworéw pojedynczych
barwnikéw, jak i dla ich mieszaniny. W tym celu eksperymenty dekoloryzacji
przeprowadzono jednoczesnie przy uzyciu kapsutek alginianowych z enzymem (enzymatyczne
kapsutki alginianowe na bazie alginianu o wysokiej lepkosci ALe-HV, $redniej lepkosci ALe-
MV i niskiej lepkosci ALe-LV), jak i kapsutek bez enzymu (odpowiednio AL-HV, AL-MV,
AL-LV). Ponadto testowane kapsutki enzymatyczne zawieralty enzym rozpuszczony w wodzie
(w) lub buforze (b). Na podstawie uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze przy uzyciu
kapsulek enzymatycznych przygotowanych na bazie trzech analizowanych alginianow,

glownym mechanizmem usuwania barwnika IC byla biokataliza (Rysunek 14a).
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Rysunek 14 Dekoloryzacja indygo karminu: a) odbarwianie przy uzyciu alginianowych
kapsutek enzymatycznych, b) sorpcja na kapsutkach alginianowych

Zrédto: Biatowas i in. 2024b (Publikacja 6)

Zastosowanie kapsulek enzymatycznych z immobilizowang lakaza na alginianach
0 roznej lepkosci umozliwito usunigcie barwnika IC w zakresie od 55,31% (ALe_w-HV) do
72,15% (ALe_b-MV) w ciggu 10 dni. Skuteczno$¢ usuwania IC na drodze biokatalizy (Betf)
wyniosta 46,64% dla ALe_w-HV i 65,15% dla ALe_w-LV. Niezaleznie od uzytego alginianu,
usuniecie IC nastgpito glownie na drodze biokatalizy. Sorpcja IC na kapsutkach bez enzymu
wynosita okoto 5% i 9%, odpowiednio dla kapsutek przygotowanych na no$niku AL-LV oraz
dla alginianéw cechujacych si¢ wyzszg lepkoscig - AL-MV i AL-HV (Rysunek 14b). Przewaga
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biokatalizy nad sorpcja W dekoloryzacji IC przy uzyciu enzymatycznych kapsutek moze
wynikac¢ z budowy tego barwnika, ktory jest klasyfikowany jako barwnik anionowy. Mniejsze
powinowactwo IC do alginianu wynika najprawdopodobniej z ujemnie natadowanej
powierzchni alginianu (Tyagi i in. 2021), zwiekszajagc tym samym prawdopodobienstwo
enzymatycznego usunig¢cia barwnika, co potwierdzaja uzyskane wyniki. Skuteczno$¢ metod
biologicznych w usuwaniu IC zostata takze potwierdzona w badaniach prowadzonych przez
Ahlawat i in. (2022). Wykazali oni degradacj¢ IC do kwasu antranilowego przez
oksydoreduktazy, w szczegdlnosci lakaze, obecng w pozywce hodowlanej grzyba
wyhodowanego na otrgbach pszennych i skoérkach pomaranczy. Zostalo to dodatkowo
potwierdzone przez traktowanie IC oczyszczong lakazg. Ponadto jako jeden z produktow
degradacji zidentyfikowano kwas izatynosulfonowy, ktory moze powstawa¢ w wyniku
rozerwania podwojnego wigzania w chromoforze IC (Wang i in. 2017, Ahlawat i in. 2022), co
pozostaje w zgodzie z wynikami badan przedstawionymi w Publikacji 5.

Proces dekoloryzacji MB przy uzyciu kapsutek enzymatycznych z immobilizowang
lakazg na bazie alginianéw o roznej lepkosci przebiegal z catkowita skuteczno$cig usuwania
barwnika (Tetf) W zakresie od 30,68% (ALe_b-MV) do 45,80% (ALe_w-HV) (Rysunek 15a).
Niezaleznie od zastosowanego alginianu, proces sorpcji przewazal nad biokatalizg
(Rysunek 15b). W przypadku kapsutek enzymatycznych na bazie alginianu o wysokiej lepkosci
(ALe-HV), calkowita skutecznos¢ usuwania MB wynosita 45,80% i byta najwyzsza sposrod
badanych alginianéw, a udzial biokatalizy w catkowitym usuni¢ciu barwnika rowniez byt
najwyzszy (11,5% i 16,2%) sposrod badanych alginianéw. W przypadku dekoloryzacji MB
zaobserwowano zalezno$¢, ze im nizsza lepko$¢ alginianu, tym w procesie dekoloryzacji
przewazal proces sorpcji nad biokataliza, przy czym dla alginianu o najnizszej lepkosci
dekoloryzacja nastgpila wylacznie na drodze sorpcji. W dekoloryzacji MB, wartos¢
wspolczynnika sorpcji (SC) wzrasta wraz ze zmniejszeniem lepkosci alginianu, osiagajac
warto$¢ 1 dla alginianu o najnizszej lepkosci, co oznacza, ze proces odbarwiania zachodzit
wylacznie poprzez sorpcje. Warto roéwniez zaznaczy¢, iz w tym przypadku sorpcja na
kapsutkach bez enzymu byta wyzsza niz na kapsutkach enzymatycznych. Kapsutki bez enzymu
usunety ponad 40% barwnika na drodze sorpcji, podczas gdy kapsulki enzymatyczne usungty
31,18% do 38,48% MB. Byto to najprawdopodobniej spowodowane mniejszg powierzchnig

sorpcyjng kapsutek z immobilizowanym enzymem.
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Rysunek 15 Dekoloryzacja bigkitu metylenowego: a) odbarwianie przy uzyciu alginianowych
kapsutek enzymatycznych, b) sorpcja na kapsutkach alginianowych

Zrédto: Biatowas i in. 2024b (Publikacja 6)

Wyzsza skuteczno$¢ sorpcji na kapsutkach alginianowych w dekoloryzacji MB
w poréwnaniu do IC moze by¢ podyktowana wigekszym powinowactwem MB do alginianu
wynikajagcym z jonizacji tego barwnika — nalezy on do barwnikow kationowych, podczas gdy
IC jest barwnikiem anionowym. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowa¢, ze
lepko$¢ badanych alginianéw wplywa na skutecznos$é enzymatycznej degradacji MB,
bowiem najwyzszg calkowita skuteczno$¢ usuwania MB uzyskano przy uzyciu kapsulek

enzymatycznych na bazie alginianu o najwyzszej lepkosci, a dekoloryzacja nastapila na
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drodze obu mechanizméw - biokatalizy i sorpcji. Wyniki badan przeprowadzonych przez
Daiéssi et al. (2014) rowniez wskazuja na wysoki udziat sorpcji w dekoloryzacji kationowego
barwnika Bismark Brown R (BBR) przy uzyciu kapsulek Ca-alginianowych z immobilizowang
lakaza wyekstrahowang z Coriolopsis gallica. Warto réwniez zauwazy¢, ze dodanie mediatora
redoks, 1-hydroksybenzotriazolu (HBT), nie skutkowalo wzrostem usunigcia tego barwnika
(Daassi 1 in. 2014). Ponadto badania przeprowadzone przez Enayatzamir i in. (2010) wykazaty,
ze kationowy barwnik BBR byt odporny na biodegradacje przez grzyba Phanerochaete
chrysosporium immobilizowanego na alginianie, a usuniecie barwnika nastgpito glownie na
drodze sorpcji przez kapsuiki alginianowe (Enayatzamir i in. 2010). Interesujagcym kierunkiem
badan jest takze wykorzystanie zwigzkéw odpadowych np. kwasow humusowych,
pozyskiwanych z osadow $ciekowych powstajacych w procesach oczyszczania $ciekow, jako
sorbentow do usuwania barwnikow kationowych (Michalska i in. 2022, Zhang i in. 2020).
Wielu badaczy wykazato, ze odbarwianie MB zachodzi gléwnie poprzez sorpcje, co moze
wskazywaé, ze dla tego rodzaju barwnikéw metoda sorpcji moze stanowi¢ najbardziej
obiecujaca metode usuwania (Hamad i Idrus 2022, Radoor i in. 2022, Shah i in. 2022). Jednak
wyniki uzyskane w ramach niniejszych badan wskazuja, ze mozliwe jest usunigcie MB na
drodze biokatalizy, pod warunkiem zastosowania alginianu o wyzszej lepkosci. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, zaréwno degradacja enzymatyczna, jak i odbarwianie przez
sorpcj¢ s skuteczne w usuwaniu réznych barwnikéw, dlatego obiecujace moze by¢ takze
potaczenie tych metod w jedng metode hybrydowa i dlatego nalezy rozwazy¢ te kwestie
w opracowywaniu nowych technologii do zastosowan przemystowych (Katheresan i in. 2018).

Przeprowadzono takze eksperyment dekoloryzacji poszczegolnych barwnikow (IC i MB)
z ich mieszaniny (M). Calkowita skuteczno$¢ usuwania IC oraz MB z mieszaniny réznila
si¢ w stosunku do wartosci uzyskanych w procesie dekoloryzacji dla pojedynczych
barwnikow. Jest to szczegolnie widoczne w przypadku usuwania IC z mieszaniny, gdzie
skuteczno$¢ usuwania na drodze biokatalizy (Befr) stanowita blisko 7% w przypadku
AlLe w-HV i 1,44% dla ALe_b-LV. Catkowita skutecznos¢ usuwania (Tesf) IC przy uzyciu
kapsutek enzymatycznych: ALe b-HV, AlLe_b-MV, ALe w-MV, AlLe w-LV byta nizsza
w stosunku do skutecznosci usuwania na drodze sorpcji (Sefr) przy uzyciu kapsutek bez enzymu
(Rysunek 16 a). Catkowita skutecznos$¢ usuwania IC z mieszaniny byta nizsza i wynosita okoto
50 do 61%, podczas gdy odbarwienie roztworu pojedynczego barwnika IC wynosito okoto
70%. Ponadto usunigcie IC z mieszaniny nastapito gtéwnie na drodze sorpcji na kapsutkach

niezaleznie od uzytego alginianu (Rysunek 16 b). Tylko w przypadku kapsutek ALe w-HV
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I ALe_b-LV, nastapito usunigcie barwnika rowniez na drodze biokatalizy i wynosito
odpowiednio 6,56% przy Tes 61,38% i 1,44% przy Tes 60,61%.
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Rysunek 16 Dekoloryzacja indygo karminu w mieszaninie a) odbarwianie przy uzyciu
alginianowych kapsutek enzymatycznych, b) sorpcja na kapsutkach alginianowych

Zrédto: Biatowas i in. 2024b (Publikacja 6)
Dekoloryzacja MB w mieszaninie nastapila wylacznie na drodze sorpcji. Nalezy
zauwazy¢, ze w przypadku usuwania MB z mieszaniny, skuteczno$¢ sorpcji (Seff) przy uzyciu

kapsutek bez enzymu byla wyzsza w stosunku do catkowitej skutecznosci usunigcia barwnika

przy uzyciu kapsutek z enzymem (Rysunek 173, b).
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Rysunek 17 Dekoloryzacja bi¢kitu metylenowego w mieszaninie a) odbarwianie przy uzyciu
alginianowych kapsutek enzymatycznych, b) sorpcja na kapsutkach alginianowych
Zrédto: Biatowas i in. 2024b (Publikacja 6)

Wynika to najprawdopodobniej z ograniczonej powierzchni sorpcyjnej kapsutek
wypetnionych enzymem. Ponadto na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, iz
mechanizm usuwania barwnikéw w mieszaninie jest odmienny niz podczas odbarwiania
roztworow pojedynczych barwnikéw. Trudnosci w usuwaniu barwnikéw z ich mieszanin
moga wynika¢ z réznorodnych reakcji, ktore moga zachodzi¢ migdzy barwnikami w roztworze.

Roéznice w strukturze przestrzennej lub potencjale redoks moga mie¢ znaczacy wpltyw na

efektywnos¢ odbarwiania (Park i in. 2007).
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Jednym z najwiekszych wyzwan stojacych obecnie przed przemystem jest przej$cie na
bardziej ekologiczne i bardziej przyjazne dla srodowiska procesy. Wszystkie innowacje maja
na celu m.in. zminimalizowanie lub catkowite wyeliminowanie powstawania zanieczyszczen
I minimalizacj¢ wykorzystania toksycznych i niebezpiecznych surowcéw (Castillo - Suarez
iin. 2023). W zwiazku z tym, aby wyeliminowa¢ ryzyko powstawania podczas procesu
zwigzkow, ktore moga byc¢ bardziej toksyczne niz same usuwane zanieczyszczenia, w ramach
niniejszych badan przeprowadzono ocen¢ toksycznos$ci roztworéw barwnikéw i ich
mieszaniny, jak iroztworéw po procesie dekoloryzacji. Wyniki testow toksycznosci
uzyskane dla roztworé6w wzorcowych wykazaly wzrost toksyczno$ci wraz ze wzrostem
stezenia dla barwnika MB. W przypadku mieszaniny M, niskie stezenia powodowaty efekt
stymulacji luminescencji, z kolei w przypadku roztworu IC w zakresie analizowanych st¢zen
zaobserwowano stymulacj¢ luminescencji. Stymulacja luminescencji moze wynikac z efektu
hormezy (Drzymata i Kalka 2020). Takze Ahlawat i in. (2022) w swoich badaniach nad
biologicznymi metodami usuwania IC wykazali, ze barwnik ten byt degradowany przez lakaze
z Cyathus bulleri do kwasu antranilowego, a dodanie IC do pozywki hodowlanej tego grzyba
spowodowato stymulacje jego wzrostu. Ponadto obnizenie toksycznosci IC po dekoloryzacji
przy uzyciu filtratow uzyskanych z grzyba Cyathus bulleri potwierdzono za pomoca testu
Amesa z uzyciem Salmonella typhimurium TA98 (Ahlawat i in. 2022). Stymulacje¢
luminescencji powodowa¢ moga takze inne obecne w §ciekach substancje, a zwlaszcza zwiazki
organiczne. Z tego powodu nalezy skrupulatnie analizowa¢ uzyskane wyniki z testow
toksycznosci.

W analizowanych probach roztworu barwnika IC przed, jak i po procesie dekoloryzacji
obserwowano stymulacje bioluminescencji. Podczas dekoloryzacji MB przy uzyciu kapsutek
enzymatycznych na bazie alginianu o wysokiej lepkosci usunigcie barwnika zachodzito
zaro6wno na drodze sorpcji, jak i biokatalizy, co okazato si¢ korzystne, skutkujac najwyzsza
skuteczno$cig odbarwienia, a takze redukcja inhibicji luminescencji w stosunku do kontrolnego
roztworu barwnika. Badania przeprowadzone przez Ezike i in. (2020) majace na celu usunigcie
m.in. barwnika MB przy uzyciu lakazy z Trametes polyzona WRF03 wykazaly, Ze enzym ten
nie byt skuteczny w odbarwianiu zar6wno MB, jak i barwnika tiazynowego (Azure B) (Ezike
i in. 2020). Podobnie, nie zaobserwowano odbarwiania MB przez lakaze z Perenniporia
tephropora nawet w obecno$ci mediatora - 1-hydroksybenzotriazolu (HBT) (Younes i in.
2007). Odmienne wyniki uzyskali Wu i in. (2022). Wykazali oni, ze wyizolowany szczep
bakterii Bacillus thuringiensis byt skuteczny w odbarwianiu MB, co moglo wynikac

zZ synergicznego dziatania enzymow takich jak: lakazy, peroksydazy manganowe, peroksydazy
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ligninowe i reduktazy NADH-DCIP. Ponadto badania fitotoksyczno$ci wykazaty rowniez, ze
MB zostat zdegradowany do metabolitow o nizszej toksycznosci (Wu i in. 2022).

Wyniki testow toksyczno$ci uzyskane w niniejszych badaniach wskazujg na rozne
mechanizmy usuwania barwnikéw z ich mieszaniny. W eksperymencie, gdzie zastosowano
kapsutki z enzymem ALe b-HV, zaobserwowano wzrost toksycznos$ci roztworow po
dekoloryzacji. Co ciekawe, rowniez zastosowanie kapsutek ALe b-HV skutkowato najnizsza
catkowitg skuteczno$cig usuwania IC i MB z mieszaniny tych barwnikow. Biodegradacja I1C
mogta skutkowac zwickszeniem toksycznego dziatania MB, zwlaszcza w przypadku kapsutek
AL-HV o nizszym powinowactwie do MB, co potwierdzaja uzyskane wyniki testow. Majac na
uwadze ztozono$¢ procesow dekoloryzacji mieszanin barwnikow istotne jest prowadzenie
badan toksyczno$ci probek po procesie dekoloryzacji, w celu monitorowania ryzyka
powstawania bardziej toksycznych metabolitow posrednich niz pierwotne zanieczyszczenia
podlegajace rozktadowi.

Przeprowadzone w ramach Publikacji 6 badania wykazaty, ze mozliwe jest usunigcie
barwnikow MB i IC oraz ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy na alginianie
sodu o réznej lepkosci, jednak proces ten zachodzi na drodze odmiennych mechanizmow
I zrozng skutecznoscig. Na gléwny mechanizm dekoloryzacji ma takze wplyw rodzaj
barwnika (kationowy, anionowy). Niezaleznie od uzytego alginianu, usuniecie IC (max.
calkowita skuteczno$é¢ usuwania 72,15%) nastgpilo glownie na drodze biokatalizy, co
potwierdzily rowniez wyniki uzyskane w Publikacji 5. Dekoloryzacja MB nast¢powala
glownie poprzez sorpcje przez kapsulki alginianowe, a skuteczno$¢ usuwania na drodze
biokatalizy byta niska. Jednak najwyzsza calkowita skutecznos$é dekoloryzacji MB
(45,80%) uzyskano przy uzyciu kapsulek na bazie alginianu o wysokiej lepkosci, gdzie
dekoloryzacja zachodzila zaréwno na drodze biokatalizy, jak i sorpcji. Ponadto
wystepowanie zarowno biokatalizy, jak i sorpcji podczas dekoloryzacji MB sprzyjalo
redukcji toksycznosci probek poprocesowych. Wyniki testow dekoloryzacji MB wskazaty,
ze im nizsza lepkos$¢ alginianu, tym w procesie dekoloryzacji bardziej przewazat proces sorpcji
nad biokataliza, przy czym zastosowanie kapsutek na bazie alginianu o najnizszej lepkosci
skutkowalo dekoloryzacja MB wylacznie na drodze sorpcji. Usunigcie indygo karminu
Z mieszaniny nastgpito gldwnie na drodze sorpcji na kapsutkach, niezaleznie od lepkosci
uzytego alginianu, przy czym zastosowanie kapsutek na bazie alginianu o wysokiej lepkosci
(Ale_w-HV) umozliwito usunigcie tego barwnika z mieszaniny rowniez na drodze biokatalizy,
przy jednoczesnej najwyzszej catkowitej skutecznosci usuwania w poréwnaniu do kapsulek na

bazie alginianéw o $redniej 1 niskiej lepkosci. Dekoloryzacja MB w mieszaninie nastgpita
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wylacznie na drodze sorpcji, niezaleznie od lepkosci uzytego alginianu. Wyniki testow
odbarwiania mieszaniny roznia si¢ od wynikow uzyskanych dla pojedynczych

barwnikow, co wskazuje na odmienne mechanizmy usuwania barwnikéw z ich
mieszaniny.
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7 PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN

Przeprowadzone badania w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej staty sie
przyczynkiem do nakre$lenia perspektyw dalszych badan w obszarze rozwoju technologii
immobilizowanych enzymow do usuwania barwnikow ze Sciekow. Wyszczegolniono
4 obszary: enzym, no$nik do immobilizacji, proces dekoloryzacji oraz wydajno$¢ procesu
w kolejnych cyklach dekoloryzacji, a wsrod kazdego obszaru wskazano kierunek badan
(Tabela 4).

Tabela 4 Perspektywy dalszych badan w obszarze rozwoju technologii immobilizowanych
enzymow do usuwania barwnikow ze $ciekow

PERPEKTYWY DALSZYCH BADAN

WYDAJNOSC
ENZYM NOSNIK DO PROCES PROCESU
IMMOBILIZACJI DEKOLORYZACJI W KOLEJNYCH
CYKLACH
Koimmobilizacja Opracowanie Zastosowanie Badania
roéznych enzymow nowoczesnych dwustopniowego/ w zakresie
0 potencjalnych ,,kombinowanych” kombinowanego wydajnosci
zdolnosciach do no$nikOw na bazie = procesu oczyszczania  dekoloryzacji przy
rozktadu barwnikéw- 2 lub wigkszej sciekodw zawierajacych = uzyciu kapsutek
preparaty liczbie mieszaniny enzymatycznych
“multienzymatyczne”. biopolimerow barwnikoéw, opartego w kolejnych
0 odmiennych zarOWwno o proces cyklach
wlasciwosciach biokatalizy, jak dekoloryzacji.
fizyko-chemicznych i sorpcji
np. fuzja polimerow z wykorzystaniem
alginianowych odpowiednich
0 r6znej lepkosci. nosnikow,
promujacych dany
mechanizm.

Zrodto: Opracowanie wilasne
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PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan sformulowano nastepujace wnioski:

1. Mozliwe jest opracowanie preparatéw z immobilizowana lakaza przy uzyciu

alginianu sodu jako nosnika, do usuwania barwnikéw. W ramach
przeprowadzonych badan opracowano kapsuitki alginianowe z immobilizowang lakaza
o kulistym ksztatcie i powtarzalnych parametrach geometrycznych. Dokonano wyboru
metody immobilizacji, no$nika biopolimerowego i jego stezenia, stezenia i dawki
enzymu w przeliczeniu na 1 mg barwnika. Immobilizacj¢ lakazy na nos$niku
alginianowym potwierdzono za pomoca spektroskopii Ramana. Skuteczno$é
opracowanych  preparatow  enzymatycznych  zostala takze  potwierdzona
w dekoloryzacji barwnikow z zastosowaniem dawki enzymu 320 mg E/1 mg barwnika,
co umozliwito usunig¢cie barwnikoéw w zakresie od 45,8% do 92,5% w zaleznosci od
usuwanego barwnika i czasu trwania procesu dekoloryzacji.

Tym samym uzyskalam odpowiedz na zdefiniowane pytanie badawcze:

Czy mozliwe jest opracowanie preparatow z immobilizowana lakaza przy uzyciu
alginianu sodu jako no$nika?

Mozliwe jest uzyskanie kapsulek enzymatycznych o powtarzalnych parametrach
geometrycznych. Dokonalam pelnej charakterystyki parametréw geometrycznych
kapsulek z immobilizowang lakazg, jak i kapsulek bez enzymu. Bezposrednio po
przygotowaniu, $rednia dlugos¢ kapsutek enzymatycznych wynosita okoto 2,1 mm,
a kapsutek bez enzymu okoto 2,4 mm, przy kolistosci C=0,99. 5-dniowe suszenie
kapsutek skutkowato zmniejszeniem dtugosci o okoto 60%, jak 1 szerokosci o okoto
70%, jednoczesnie przy zachowaniu ksztaltu zblizonego do kulistego (C=0,90 dla
kapsutek z enzymem; C=0,93 dla kapsutek bez enzymu).

Tym samym uzyskalam odpowiedz na zdefiniowane pytanie badawcze:

Czy mozliwe jest uzyskanie kapsulek enzymatycznych o powtarzalnych
parametrach geometrycznych oraz w jaki sposéob suszenie wplywa na ich
parametry geometryczne?

Lakaza, zarowno w formie immobilizowanej, jak i natywnej wykazala najwyzsza
aktywnos$¢ w pH 3. Wzrost pH do 5 skutkowat niewielkim spadkiem aktywnosci lakazy
immobilizowanej w poréwnaniu do lakazy wolnej. W pH 7 wolna lakaza utracita 98%
aktywnos$¢. Z kolei immobilizowany enzym wewnatrz kapsultki alginianowej wykazat

aktywnos$¢ utleniajac ABTS, o czym §wiadczyta zielona barwa wnetrza kapsutki. Zatem
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otoczka alginianowa stanowi swego rodzaju barier¢ ochronng dla immobilizowanego
enzymu, chronigc go przed negatywnym dziataniem wysokiego pH, tworzac wewnatrz
kapsutki stabilne mikrosrodowisko dla dziatania enzymu.

Tym samym uzyskalam odpowiedz na zdefiniowane pytanie badawcze:

Jak wplywa pH na aktywnos$¢ wolnych i immobilizowanych lakaz przy uzyciu
alginianu sodu?

Optymalna temperatura procesu dekoloryzacji za pomocg lakazy immobilizowanej na
bazie alginianu sodu miesci si¢ w zakresie 30-40°C.

Tym samym uzyskalam odpowiedz na zdefiniowane pytanie badawcze:

Jaka jest optymalna temperatura dla prowadzenia procesu dekoloryzacji przy
uzyciu opracowanych preparatéw enzymatycznych na bazie alginianu sodu?
Mozliwe jest usunigcie barwnikow biekitu metylenowego 1 indygo karminu oraz ich
mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy na alginianie sodu o r6znej lepkosci,
jednak proces ten zachodzi na drodze odmiennych mechanizméw i z rdézng
skutecznoscig (catkowita skuteczno$¢ usuwania indygo karminu wynosita 72,15%,
a biekitu metylenowego 45,8%, indygo karminu w mieszaninie 61,38%, z kolei biekitu
metylenowego w mieszaninie 50,85%).

Tym samym uzyskalam odpowiedz na zdefiniowane pytanie badawcze:

Czy mozliwe jest usuniecie barwnikow blekitu metylenowego i indygo karminu
oraz ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy na alginianie sodu?
Proces dekoloryzacji barwnikow indygo karminu, blekitu metylenowego i ich
mieszaniny przy uzyciu kapsulek alginianowych zachodzi poprzez rézne
mechanizmy - sorpcje i/lub biokatalize.

Dominujacym mechanizmem w usuwaniu indygo karminu (barwnika
anionowego) jest biokataliza. Jednakze niewielki udzial sorpcji w catkowitej
dekoloryzacji IC moze by¢ takze istotny dla optymalizacji procesu odbarwiania §ciekOw
z tego barwnika lub jako proces doczyszczania $ciekow po procesie biokatalizy.
Dekoloryzacja blekitu metylenowego (barwnik kationowy) zachodzi glownie
poprzez sorpcje przez kapsulki alginianowe. Mozliwe jest usunigcie biekitu
metylenowego na drodze biokatalizy, pod warunkiem zastosowania alginianu o0 wyzszej
lepkosci. Mechanizm usuwania barwnikow w mieszaninie jest odmienny W stosunku
do odbarwiania roztworéw pojedynczych barwnikow. Ponadto catkowita skuteczno$é¢
usuwania indygo karminu oraz bigkitu metylenowego z ich mieszaniny réznita si¢

w stosunku do warto$ci uzyskanych w procesie dekoloryzacji dla pojedynczych
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barwnikow. Catkowita skuteczno$¢ usuwania indygo karminu z mieszaniny byta nizsza,
a usunigcie tego barwnika z mieszaniny nastgpito gléwnie na drodze sorpcji przez
kapsutki niezaleznie od uzytego alginianu. Dekoloryzacja biekitu metylenowego
W mieszaninie nastgpita wylgcznie na drodze sorpciji.

Tym samym uzyskalam odpowiedz na zdefiniowane pytanie badawcze:

Jakie mechanizmy dominuja w usuwaniu barwnikow kationowych i anionowych
na przykladzie bl¢kitu metylenowego i indygo karminu, jak i ich mieszaniny, przy
uzyciu kapsulek alginianowych z immobilizowang lakazg?

Niezaleznie od lepkosci alginianiu, dekoloryzacja indygo karminu zachodzila
glownie na drodze biokatalizy. Podczas dekoloryzacji blekitu metylenowego
dominowal proces sorpcji. W przypadku dekoloryzacji bickitu metylenowego
zaobserwowano zalezno$¢, ze im nizsza lepko$¢ alginianu, tym w procesie
dekoloryzacji bardziej przewazat proces sorpcji nad biokatalizg. Najwyzsza catkowitg
skuteczno$¢ dekoloryzacji bigkitu metylenowego uzyskano przy uzyciu kapsulek na
bazie alginianu o wysokiej lepkosci, gdzie dekoloryzacja zachodzita zar6wno na drodze
biokatalizy jak 1 sorpcji, co jednoczes$nie sprzyjato redukcji toksycznosci probek
poprocesowych. W usuwaniu blekitu metylenowego wyzsza lepkos$¢ alginianu
promuje usuniecie na drodze biokatalizy. Usunigcie indygo karminu z mieszaniny
nastapilo gléwnie na drodze sorpcji na kapsulkach, niezaleznie od lepko$ci uzytego
alginianu, przy czym zastosowanie kapsulek na bazie alginianu o wysokiej lepkosci
umozliwilo usuniecie tego barwnika z mieszaniny réwniez na drodze biokatalizy,
przy jednoczesnej najwyzszej calkowitej skutecznos$ci usuwania w poréwnaniu do
kapsutek na bazie alginianow o S$redniej i niskiej lepkosci. Dekoloryzacja blekitu
metylenowego W mieszaninie nastapila wylacznie na drodze sorpcji, niezaleznie od
lepko$ci uzytego alginianu. Uzyskane wyniki rdéznicuja skuteczno$¢ procesu
dekoloryzacji, jak idominujgce mechanizmy, przy uzyciu enzymoOw
immobilizowanych na nosnikach o réznej lepkosci w zaleznosci od rodzaju barwnika
poddanego dekoloryzaciji.

Tym samym uzyskalam odpowiedz na zdefiniowane pytanie badawcze:

Czy lepko$¢ badanych alginianow wplywa na proces dekoloryzacji barwnikéw
indygo karminu, blekitu metylenowego i ich mieszaniny?

Wyniki testow toksyczno$ci uzyskane dla roztworéw wzorcowych wykazaty wzrost
toksycznosci wraz ze wzrostem stezenia dla bigkitu metylenowego. W przypadku

mieszaniny, niskie stezenia powodowaly efekt stymulacji luminescencji, z kolei
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w przypadku roztworu indygo karminu w zakresie analizowanych stezen
zaobserwowano stymulacj¢ luminescencji. W analizowanych probach roztworu
barwnika indygo karminu przed jak i po procesie dekoloryzacji obserwowano
stymulacje bioluminescencji. Podczas dekoloryzacji biekitu metylenowego przy uzyciu
kapsutek enzymatycznych na bazie alginianu o wysokiej lepko$ci usunigcie barwnika
zachodzito zar6wno na drodze sorpcji, jak i biokatalizy, skutkujac najwyzsza catkowita
skutecznos$cig usunigcia barwnika, a takze redukcja inhibicji luminescencji w stosunku
do kontrolnego roztworu barwnika. Wyniki testow toksycznos$ci wskazujg na rozne
mechanizmy usuwania barwnikoéw z ich mieszaniny. Analizy toksycznosci probek po
dekoloryzacji mieszaniny, gdzie zastosowano kapsutki z enzymem rozpuszczonym
w buforze i immobilizowanym na alginianie o wysokiej lepkosci, wykazaty wzrost
toksycznosci w stosunku do pierwotnego roztworu mieszaniny, zaznaczajac, iz w tym
przypadku rowniez usunigcie indygo karminu i blekitu metylenowego z mieszaniny
tych barwnikow bylo najnizsze.

Tym samym uzyskalam odpowiedz na zdefiniowane pytanie badawcze:

Jak zmienia si¢ toksycznos¢ roztworow barwnikoéw i ich mieszaniny w zaleznoSci
od stezenia? Jak zmienia si¢ toksycznosé roztworow barwnikow i ich mieszaniny
po procesie dekoloryzacji przy uzyciu immobilizowanej lakazy na bazie alginianu
sodu?

Przeprowadzone testy dekoloryzacji indygo karminu, biekitu metylenowego i ich
mieszaniny pozwolilty na okreSlenie skutecznos$ci procesu dekoloryzacji tych
barwnikéw 1 ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy na nosniku
biopolimerowym o roznej lepkosci. Optymalizacja procesu umozliwila okreslenie
dawki enzymu w przeliczeniu na 1 mg barwnika, jak i wyznaczenie optymalnej
temperatury procesu. Ponadto dokonano identyfikacji mechanizméw dekoloryzacji
barwnikow anionowych na przyktadzie indygo karminu, barwnikéw kationowych na
przyktadzie bigkitu metylenowego oraz ich mieszaniny, w zaleznosci od lepkosci
alginianu jako nosnika uzytego do immobilizacji.

Tym samym rozwiazalam problem badawczy, ktorym bylo okreslenie skutecznos$ci
procesu dekoloryzacji barwnikow i ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej
lakazy na no$niku biopolimerowym o roznej lepkosci.

Dokonatam analizy mozliwosci zastosowania biopolimeréw o roznej lepkosci jako
no$nikow do immobilizacji lakazy, w procesach dekoloryzacji barwnikow i ich

mieszaniny.
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Tym samym zrealizowalam cel naukowy pracy, ktory obejmowal analize
mozliwosci zastosowania biopolimerow o roéznej lepkosci jako nosnikow do
immobilizacji lakazy.

Na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikow potwierdzitam, ze
mozliwa jest dekoloryzacja barwnikow i ich mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej
lakazy na nosniku biopolimerowym, przy czym proces ten zachodzi z rozna
skutecznos$cig 1 poprzez rozne mechanizmy.

Tym samym zweryfikowalam i potwierdzilam postawiona hipoteze badawcza
0 nastepujacym brzmieniu: mozliwa jest dekoloryzacja barwnikow i ich
mieszaniny przy uzyciu immobilizowanej lakazy na nos$niku biopolimerowym.
Opracowana technologia immobilizacji lakazy na no$nikach biopolimerowych, do
usuwania barwnikow ze $ciekow stanowi istotny element wiedzy w obszarze
nowoczesnych metod oczyszczania Sciekdow, a uzyskane wyniki maja znaczacy
wplyw na rozwéj badan w zakresie immobilizowanych enzyméw na no$nikach
biopolimerowych, zwracajac szczegdlng uwage na wilasciwosci biopolimerow
stosowanych do immaobilizacji.

Wyniki pracy umozliwiaja takze okre§lenie dalszego kierunku badan w celu
maksymalizacji efektywnosci  usuwania  barwnikéw  przy  uzyciu
immobilizowanych enzymow, a w dalszej perspektywie potencjalnego zastosowania
jako przyjaznej srodowisku metody oczyszczania $ciekow barwnych. Ponadto
przeprowadzone badania staty si¢ przyczynkiem do nakreslenia perspektyw dalszych
badan w obszarze rozwoju technologii immobilizowanych enzymoéw do usuwania

barwnikoéw ze $ciekow.
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polimerowych w zmiennych warunkach $rodowiskowych”, okres realizacji: 01.2019 —
12.2019, nr pracy w GIG-PIB: 11358019-343

3. ,,Badania stabilnoSci operacyjnej enzymatycznych kapsutek polimerowych”, okres
realizacji: 01.2020 — 12.2020, nr pracy w GIG-PIB: 11358010-343

4. ,Optymalizacja kapsulek enzymatycznych do potencjalnego zastosowania w usuwaniu
barwnikéw ze $ciekow”, okres realizacji: 01.2021 — 12.2021, nr pracy w GIG-PIB:
11331011-343

Ww. prace sfinansowano w ramach $rodkdw na badania statutowe finansowane przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego przyznanych dla Gtownego Instytutu Gornictwa-

Panstwowego Instytutu Badawczego.
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ZALACZNIK NR 2.

Opracowanie technologii immobilizacji lakazy

na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikow ze $ciekow

OSWIADCZENIA  WSPOLAUTOROW

STANOWIACYCH ROZPRAWE DOKTORSKA

Oswiadczenie o wspotautorstwie — publikacja 1

Oéwiadczenie wspolautoréw publikacji

Niniejszym podaje procentowy wklad autorski w publikacje pt.:

Deska, M. & Konczak B. (2019) Immobilized fungal laccase as "green catalyst”" for the

PUBLIKACII

decolourization process — State of the art. Process Biochemistry, 84, 112-123.
DOI:10.1016/j.prochio.2019.05.024
Imig Procentowy | Wkiad autoréw w publikacje | Data i podpis wspdlautora
1 nazwisko wkiad
wspdlautora | autorski
M.algorzata 75% — koncepcja i projekt, 29 05 209 |
Biatowgs ~ zebranie i analiza Jnlicra Yz
danych, BlezpS
— napisanie artykutu, '
— krytyczne zrecenzowanie
artykuhu,
— ostateczna akceptacja
artykuhu.
| Beata | 25% — koncepcja i projekt, oF - OC. oodl
Konczak — analiza danych, o
— krytyczne zrecenzowanie ;"'f > \ ‘
artykuhu, Kok Gt =2
— ostateczna akceptacja
artykutu.
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Niniejszym podaj¢ procentowy wklad autorski w publikacje pt.:

Oswiadczenie wspolautoréw publikacji

Opracowanie technologii immobilizacji lakazy
na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikow ze $ciekow

Oswiadczenie o wspotautorstwie — publikacja 2

Deska, M. & Konczak, B. (2020) Stabilnos¢ operacyjna lakaz w warunkach immobilizacji.

Przemyst Chemiczny, 99, 472-476. DOI:10.15199/62.2020.3.22

Imig Procentowy | Wkiad autoréw w publikacje | Data i podpis wspdlautora
i nazwisko | wklad
wspolautora | autorski
Malgorzata | 80% koncepcja i projekt, 20 OS2,
Biatowas zebt.'anit‘: i analiza danych, oA ,!T;r: Y 2%,
napisanie artykutu, Z (2?{ e S
krytyczne zrecenzowanie '
artykutu,
ostateczna akceptacja
artykuhu.
= ———
Bea‘ta 20% koncepcja i projekt, L. 0. LoAl,
Konczak analiza danych, ;

krytyczne zrecenzowanie
artykutu,

ostateczna akceptacja
artykutu,

_?&j{* LCA, v__»//'z
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Niniejszym podaje procentowy wkiad autorski w publikacje pt.:

Opracowanie technologii immobilizacji lakazy

na nosnikach biopolimerowych do usuwania barwnikow ze $ciekow

Oswiadczenie o wspotautorstwie — publikacja 3

Oséwiadczenie wspélautoréw publikacji

Deska, M. & Konczak, B. (2022) Nosniki do immobilizacji lakazy w procesach dekoloryzacji.

Przemys! Chemiczny, 101, 135-139. DOI:10.15199/62.2022.2.9

Imie Procentowy | Wktad autoréw w publikacj¢ | Data i podpis wspotautora

inazwisko | wkiad

wspélautora | autorski

Malgorzata | 80% koncepcja i projekt, 29 05, 2024

Bialowgs Zebranie i analiza danych, Sl
napisanie artykutu, Sk S
krytyczne zrecenzowanie
artykutu,
ostateczna akceptacja
artykulu,

Beata 20% koncepcja i projekt, ot. Q. obails

Konczak analiza danych, =
krytyczne zrecenzowanie . / . __,
artykuhu, Allow cann <
ostateczna akceptacja X
artykulu.
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Oswiadczenie o wspotautorstwie — publikacja 4

Oswiadczenie wspoélautoréw publikacji

Niniejszym podaje procentowy wklad autorski w publikacje pt.:

Deska, M. & Konczak, B. (2022) Laccase Immobilization on Biopolymer Carriers —
Preliminary  Studies.

Journal
DOI:10.12911/22998993/146611

of Ecological

Engineering, 23, 4,

235-249,

Imig Procentowy | Wkiad autoréw w publikacje | Data i podpis wspolautora
i nazwisko | wkiad
wspdtautora | autorski
Matgorzata | 75% koncepeija i projekt, 2905 KK,
Biatowas zebranie i zestawienie oMok R
danych, f&f;{}c’.l’«%;? S
analiza i interpretacja
wynikow,
napisanie artykutu.
Beata 25% koncepcja i projekt, o5 OG 2024
Konczak analiza i interpretacja
wynikéw, % 5
napisanie artykutu, X R \J ?
krytyczne zrecenzowanie
artykutu, i
ostateczna akceptacja
artykutu.
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Oswiadczenie o wspotautorstwie — publikacja 5

Oswiadczenic wspélautoréw publikacji

Niniejszym podajg procentowy wklad autorski w publikacje pt.:

Bialowas, M., Konczak, B., Chatupnik, S., Kalka, J. & Cempa, M. (2024) Alginate-laccase
beads in the decolourization of indigo carmine. Archives of environmental protection, 50, 1, 45-
55. DOI:10.24425/aep.2024.149431

" Data i podpis
wspolautora

Imie Procentowy | Wkiad autorski w publikacje

i nazwisko wkiad

wspotautora | autorski

Matlgorzata 70% koncepcja i Erojekl,

Bialowas zebranie i zestawienie danych,
analiza 1 interpretacja wynikow,
napisanie artykutu,
krytyczne zrecenzowanie
artykuhu,
ostateczna akceptacja artykulu,

Beata 10% koncepcia i projekt, '

Konczak analiza | interpretacja wynikow,
krytyczne zrecenzowanie
artykudu,
ostateczna akceptacja artykulu.

Stanistaw 10% koncepcija i projekt,

Chatupnik krytyczne zrecenzowanie
artykufu,
ostateczna akceptacja artykulu,

Joanna Kalka | 5% krytyczne zrecenzowanie
artykulu,
ostateczna akceptacja artykutu.

'Magdalena | 5% analiza i interpretacja wynikéw, |

Cempa ostateczna akceptacja artykutu.

—
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Oswiadczenie o wspotautorstwie — publikacja 6

Niniejszym podaje procentowy wkiad autorski w publikacje pi.:

Oiwiadczenie wspilautoréw publikacji

Biatowas, M., Konczak, B., Chatupnik, 5. & Kalka, J. (2024) Analysis of the feasibility of using
biopolymers of different viscosities as immobilisation carriers for laccase in synthetic dye
removal. Archives of emironmental protection, 50, 1, 19-34. DOL:10.24425/a¢p.2024.149429

Imig
nazwisko
wspdiautora
Malgorzata
Bialowas

Procentowy | Wkiad autoréw w publikacje

wkiad
autorski

749

Data i podpis wspdlautora

koncepcija i projekt,
zebranie i zestawienie
danych,

analiza 1 interpretacja
wymikow,

napisanie artykutu,
krytyczne zrecenzowanie
artykudu,

ostateczna akceptacja
artykuhu,

29 O A2
o acda
dberag S

Beata Konczak

koncepcja i projekt,
analiza i interpretacja
wynikdw,

krytyezne zrecenzowanie
artykuha,

ostateczna akceptacja
artykuhu.

Stanistaw
Chalupnik

8%

koncepeja i projekt,
krytyczne zrecenzowanie
artykutu,

ostateczna akceptacja
artvkuhu.

Joanna Kalka

8%

zebranie | Zestawienie
danych,

ostateczna akceptacja
artykulu.

ohl 0612,
.";..E’M M_‘
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