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1. Imig¢ i nazwisko

Katarzyna Rafinska

2. Posiadane dyplomy i stopnia naukowe

2006-2012 - Studia doktoranckie w zakresie biologii; praca realizowana w Zaktadzie Biologii
Komérki na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu;  tytut rozprawy doktorskiej: , Udzial elementow  macierzy
zewngtrzkomorkowej w interakcji gametofit meski — zalgzek u Larix decidua Mill”,
praca obroniona 29.06.2012 r., promotor: prof. dr hab. Elzbieta Bednarska-

Kozakiewicz;

2004-2006 - Studia stacjonarne Il stopnia (magisterium) na kierunku biotechnologia; praca
realizowana w Zaktadzie Biologii Komorki na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu; tytul pracy: ,, Dystrybucja i poziom
poli(A)RNA w rozZnicujgcym sig ziarnie pytku Hyacinthus orientalis L.”, promotor:
prof. dr hab. Elzbieta Bednarska-Kozakiewicz;

2001-2004 - Studia stacjonarne | stopnia (licencjat) na kierunku biotechnologia; praca realizowana
w Zaktadzie Biologii Komorki na Wydziale Biologii 1 Nauk o Ziemi, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu; tytul pracy: ,, Budowa i funkcje kalretikuliny”,
promotor: prof. dr hab. Elzbieta Bednarska-Kozakiewicz;

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

01.05.2018 — obecnie adiunkt naukowy, Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych
Technologii UMK w Toruniu w wymiarze pot etatu

15.05.2018 — obecnie chemik, Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Wydziat
Chemii UMK w Toruniu w wymiarze pot etatu

01.12.2016 — 30.04.2018 adiunkt naukowy, Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki,
Wydziat Chemii UMK w Toruniu w wymiarze pelnego etatu

01.10.2006 — 30.06.2007 asystent, Zaklad Biologii Komoérki, Wydziat Biologii 1 Nauk
0 Ziemi UMK w Toruniu w wymiarze petlnego etatu
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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

(a) tytul osiagniecia naukowego:
monotematyczny cykl publikacji zatytutowany:
wSurowce naturalne jako Zrodlo nowych rozwigzan antybakteryjnych”

(b) wykaz powigzanych tematycznie artykulow naukowych stanowigcych podstawe
postepowania habilitacyjnego:

Publikacje [H1-H9] wchodzace w sktad jednotematycznego cyklu prac stanowigcych podstawe
osiggnigcia naukowego pochodzg z czasopism znajdujacych si¢ na liscie Journal Citation Reports
(JCR). Jestem autorem do korespondencji w przypadku 3 publikacji [H3, H7, H8]. Dla wszystkich
publikacji podatam Impact Factor (IF) odnoszacy si¢ do roku wydania publikacji, a takze liczbe
cytowan Web of Science na dzien 27.02.2019.

IF-impact factor, Cl-liczba cytacji Web of Science, PM-punkty MNiSW

[H1] B. Buszewski, V. Railean-Plugaru, P. Pomastowski, K. Rafinska, M. Szultka-Mtynska,
T. Kowalkowski, ,,Antimicrobial effectiveness of synthesized bioactive silver nanoparticles by
the Actinomycetes HGG16n strain”, Curr. Pharm. Biotechnol., 2017, 18(15), 1-9; IF=1,819;
Cl=2; PM=25

Wklad w autorstwo 65%

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literatury, zaplanowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i wykonaniu analiz dotyczacych mikroskopii fluorescencyjnej, udziale w interpretacji wynikow
dotyczacych cytometrii przeptywowej oraz mikroskopii fluorescencyjnej, dyskusji uzyskanych wynikéw, przygotowaniu
wstepnej wersji manuskryptu, redakcji catosci pracy.

[H2] B. Buszewski, K. Rafinska, P. Pomastowski, J. Walczak, A. Rogowska, ,,Novel aspects
of functionalized silver nanoparticles”, Colloids Surf. A, 2016, 506, 170-178; IF=2,714,
Cl=10; PM=30

Wklad w autorstwo 70%

Moé6j wklad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literatury, zaplanowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i wykonaniu czg¢$ci doswiadczalnej dotyczacej sorpcji antybiotyku na biologicznie syntetyzowanych
nanoczastkach srebra, analizie wilasciwos$ci antybakteryjnych, wykonaniu analiz fizykochemicznych, interpretacji
uzyskanych wynikow, napisaniu manuskryptu oraz redakcji catosci pracy.
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[H3] K. Rafinska, P. Pomastowski, B. Buszewski ,,Study of Bacillus subtilis response to different
forms of silver” Sci. Total Environ. 2019, 661, 120-129; IF=4,610; CI=0; PM=40

Wklad w autorstwo 85%

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literatury, zaplanowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i wykonaniu analiz dotyczacych krzywych wzrostu hodowli, poziomu reaktywnych form tlenu, poziomu
zredukowanego i straconego srebra oraz obrazowania TEM, dyskusji uzyskanych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu,
redakcji catosci pracy, korespondencji z redaktorem czasopisma oraz recenzentami.

[H4] M. Milanowski, P. Pomastowski, V. Railean-Plugaru, K. Rafinska, T. Ligor, B. Buszewski
,Biosorption of silver cations onto Lactococcus lactis and Lactobacillus casei isolated
from dairy products”, PLoS One, 2017, 12(3): e0174521; IF=2,766; CI=5; PM=35

Wklad w autorstwo 65%

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literatury, zaplanowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i wykonaniu cze$ci doswiadczalnej dotyczacej analizy TEM, interpretacji uzyskanych wynikéw, udziale
w napisaniu manuskryptu oraz redakcji pracy.

[H5] P. Pomastowski, M. Sprynskyy, P. Zuvela, K. Rafinska, M. Milanowski, J.J. Liu, M. Yi,
B. Buszewski, ,,Silver-lactoferrin nanocomplexes as a potent antimicrobial agent”, J. Am.
Chem. Soc., 2016, 138, 7899-7909; IF=13,858; Cl=13; PM=45

Wklad w autorstwo 50%

Mo¢j wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokonaniu przegladu literatury dotyczacego oczyszczania laktoferyny,
izolacji laktoferyny z serwatki, udziale w analizie aktywno$ci antybakteryjnej uzyskanych kompozytow, analizie TEM,
interpretacji uzyskanych wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptu.

[H6] V. Railean-Plugaru, P. Pomastowski, K. Meller, M. Ztoch, K. Rafinska, B. Buszewski,
,Lactococcus lactis as a safe and inexpensive source of bioactive silver composites”, J. Appl.
Microbiol. Biotechnol., 2017, 101, 7141-7153; 1F=3,340; Cl=6; PM=35

Wkiad w autorstwo 60%

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na dokonaniu przegladu literatury, zaplanowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i wykonaniu czesci doswiadczalnej dotyczacej analizy cytotoksyczno$ci oraz wilasciwosci
antybakteryjnych uzyskanych nanokompozytéw, udziale w identyfikacji nowego szczepu bakterii, napisaniu
manuskryptu oraz redakcji pracy.

[H7] K. Rafinska, P. Pomastowski, J. Rudnicka, A. Krakowska, A. Maruska, M. Narkute,
B. Buszewski, “Effect of solvent and extraction technique on composition and biological
activity of Lepidium sativum extracts”, Food Chem., 2019, 289(15), 16-25; 1F=4,946; CI=0,
PM=40

Wkiad w autorstwo 65%

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literatury, zaplanowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i wykonaniu analiz dotyczacych poziomu zwiazkéw fenolowych oraz flawonoidow w ekstraktach,
pomiarow stref zahamowania wzrostu, wartosci MIC, pomiaru zywotnos$ci L929, obrazowania za pomoca SEM, dyskusji
uzyskanych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu, redakcji calo$ci pracy, korespondencji z redaktorem czasopisma oraz
recenzentami.
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[H8] O. Wrona, K. Rafinska, C. Mozenski and B. Buszewski “Supercritical carbon dioxide
extraction of Solidago gigantea Ait.: optimization at quarter-technical scale and scale up the
process to halftechnical plant” Ind. Crops Prod. 2019, 130, 316-324; 1F=3,849; CI=0; PM=40

Wklad w autorstwo 65%

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literatury, zaplanowaniu koncepcji badan,
zaplanowaniu i wykonaniu analiz dotyczacych whasciwosci antybakteryjnych i cytotoksycznych, analizie zawartoéci
zwiazkow fenolowych oraz flawonoidow, interpretacji wynikow RSM, dyskusji uzyskanych wynikow, przygotowaniu
manuskryptu, redakcji pracy, korespondencji z redaktorem czasopisma oraz recenzentami.

[H9] B. Buszewski, K. Rafinska, A. Cvetanovic, J. Walczak, A. Krakowska, J. Rudnicka,
Z. Zekovi¢ “Phytochemical analysis and biological activity of Lupinus luteus seeds extracts
obtained by supercritical fluid extraction” Phytochem. Lett. 2019, 30, 338-348; IF=1,575;
Cl=0; PM=20

Wklad w autorstwo 60%

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na dokonaniu przegladu literatury, zaplanowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
i wykonaniu analiz dotyczacych oznaczania MIC, zywotnosci komoérek bakteryjnych za pomoca mikroskopii
fluorescencyjnej, cytotoksycznosci, dyskusji i interpretacji uzyskanych wynikow, przygotowaniu manuskryptu, redakeji
catosci pracy.

PODSUMOWANIE

Publikacje [H1-H9] tworzace osiagniecie habilitacyjne wykazuja nastepujace wskazniki
bibliometryczne:

- sumaryczny wspdtczynnik oddziatywania IF (wg. listy JCR): 39,477

- §rednia warto$¢ IF (wg. listy JCR): 4,39

- sumaryczna punktacja MNiSW: 310

- §rednia liczba punktéw MNiSW: 34,44

- catkowita liczba cytowan na dzien 27.02.2019 (Web of Science): 36

- $redni udziat procentowy: 65%

Wprowadzenie

W 2004 roku ukonczylam studia licencjackie na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi bronigc
prace zatytulowang “Budowa i funkcje kalretikuliny”. W tym samym roku rozpoczg¢tam studia
magisterskie. Przedmiotem pracy dyplomowej wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety
Bednarskiej-Kozakiewicz byta ,, Dystrybucja i poziom poli(A)RNA w réznicujgcym sie ziarnie pytku
Hyacinthus orientalis L.” Podczas studiow magisterskich zapoznatam si¢ z wieloma technikami
biologii molekularnej, m.in. technika hybrydyzacji in situ, ktéra pozwala na zlokalizowanie
W komorce nowo powstatych transkryptow. Tytut magistra uzyskatam w czerwcu 2006 roku. Wyniki
mojej pracy ukazaty si¢ drukiem w formie publikacji naukowej [1]. Studia doktoranckie
kontynuowatam pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety Bednarskiej-Kozakiewicz w Zaktadzie
Biologii Komorki. Przedmiotem pracy dyplomowej, bylo badanie udzialu macierzy
zewnatrzkomorkowej, w tym pektyn oraz biatek arabinogalaktanowych, w oddziatywaniu gametofitu
meskiego z zalgzkiem u rosliny nagonasiennej Larix decidua Mill. W badaniach wykorzystywatam
techniki biologii molekularnej: reakacje immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciat
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rozpoznajacych poszczegélne sktadowe s$cian komorkowych oraz hodowle in vitro tagiewek
pytkowych. W trakcie studiow doktoranckich odbytam wiele szkolen, m.in. z zakresu RT-PCR oraz
metod biologii molekularnej i obstugi specjalistycznego sprzetu (np. vibrotomu oraz transmisyjnego
mikroskopu elektronowego). Wyniki mojej pracy prezentowatam na konferencjach krajowych
i miedzynarodowych. Ukazaly si¢ takze drukiem w formie publikacji naukowych [2-4]. Podczas
realizacji doktoratu otrzymatam dwa projekty na finansowanie badan, jednym z nich byl grant
promotorski nr 304-B Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UMK w Toruniu, a drugim “Stypendium
dla doktorantow 2008/2009-ZPORR” przyznawane przez Urzad Marszatkowski Wojewodztwa
Kujawsko-Pomorskiego.

Po uzyskaniu tytulu doktora nauk biologicznych zostatam zatrudniona na stanowisku post-
doc w grupie prof. zw. dr hab. Bogustawa Buszewskiego, dr h. ¢. mult., czt. koresp. PAN na Wydziale
Chemii UMK w Toruniu. W tym czasie bylam zaangazowana w realizacj¢ projektu NCN,
Symfonia 1 (2013-2016), nr 2013/08/W/N28/00701 zatytutowanego ,,Zastosowanie lgczonych
technik separacyjnych do frakcjonowania nanoczgstek i metabolitow o charakterze antybiotycznym
wytwarzanych przez promieniowce ze srodowisk ekstremalnych”. Celem projektu byto opracowanie
nowej generacji rozwigzan o charakterze antybakteryjnym z wykorzystaniem nowych szczepow
promeniowcoéw. Uzyskane wyniki badan stanowig czg$¢ prezentowanej rozprawy habilitacyjne;.
W migdzyczasie bytam zaangazowana w przygotowanie projektu NCBIiR zatytulowanego “Rosliny
uprawne oraz produkty naturalne jako Zrédla substancji biologicznie aktywnych przeznaczonych
do produkcji preparatow kosmetycznych, farmaceutycznych i suplementow diet”. Od 2016 roku
jestem jednym z jego gtéwnych wykonawcow (BIOSTRATEG 2/298205/9/NCBR/2016). W ramach
tego projektu wspotpracuje z Instytutem Nowych Syntez Chemicznych w Putawach, biorac udziat
w planowaniu i optymalizacji ekstrakcji materiatu roslinnego ptynem w stanie nadkrytycznym oraz
badajac uzyskany produkt pod katem wtasciwosci biologicznych. Efektem wspotpracy sa publikacje
w renomowanych czasopismach o zasi¢gu miedzynarodowym [5,6].

Po obronie rozprawy doktorskiej bytam zaangazowana w realizacj¢ rowniez dwoch innych
projektow na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. W latach 2014-2015 prowadzitam badania
w ramach projektu Sonata zatytulowanego "Synteza i zastosowanie nowych chiralnych soli
triazolowych pochodnych terpenow jako N-heterocyklicznych karbenowych prekatalizatorow (NHC)
do syntezy asymetrycznej" (2011/03/D/ST5/05626). Natomiast w latach 2015-2018 realizowatam
projekt Maestro zatytutowany “Zastosowanie sprzezonych i tgczonych technik separacyjnych w
badaniach  metabolomicznych i  poszukiwaniu  markerow  chorob  nowotworowych”
(2014/14/A/ST4/00641).

W listopadzie 2018 roku otrzymalam projekt NCN Miniatura pt. “Wphw struktury
oraz kompozycji materiatu roslinnego na ekstrakcje wybranych zwigzkow biologicznie aktywnych”
(2018/02/X/ST4/01351). Celem projektu jest analiza skutecznos$ci trawienia enzymatycznego
materialu roslinnego przygotowanego do ekstrakcji. Jest to nowatorskie podejscie do procesu
ekstrakcji zwigzkoéw biologicznie aktywnych, ktorego skuteczno$¢ zostata potwierdzona
doswiadczalnie rowniez w badaniach w ktorych wuczestnicze [7]. Podczas realizacji
tego interdyscyplinarnego przedsiewzigcia wykorzystuje wiedze z zakresu biotechnologii jak
i chemii analitycznej. W badaniach stosuje barwienia histochemiczne oraz techniki
immunocytochemiczne pozwalajace zlokalizowa¢ oraz oceni¢ ilo$¢ poszczegodlnych komponentow
scian komorkowych takich jak celuloza, pektyny oraz hemicelulozy.
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Od 2018 roku jest wspotudziatowcem spotki BioServ, bgdacej firma odpryskowa typu spin-off,
specjalizujacej si¢ w opracowywaniu nowych metod syntezy naturalnych biokompozytéow o dziataniu
antybakteryjnym opartych na zastosowaniu metali oraz pozyskiwaniu ekstraktow roslinnych.
9 listopada 2018 roku spotka BioServ otrzymata tytut Lidera Innowacji Pomorza i Kujaw 2018
za rozwigzanie pod nazwa “Nowej generacji preparat antyseptyczny”.

Obecnie jestem zatrudniona jako adiunkt naukowy w Interdyscyplinarnym Centrum
Nowoczesnych Technologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Jestem promotorem
pomocniczym oraz opiekunem rozprawy doktorskiej mgr Anety Krakowskiej zatytutowanej
“Techniki nadkrytyczne w pozyskiwaniu oraz oznaczaniu zwigzkow o wiasciwosciach
antyoksydacyjnych”. W ramach wspoélpracy z Instytutem Nowych Syntez Chemicznych w Putawach
sprawuje opieke naukowa nad rozprawa doktorskg mgr Olgi Wrony.

Problem lekoopornosci

Odkrycie antybiotykow na poczatku XX wieku zahamowato postep badan nad alternatywnymi
srodkami o dzialaniu antybakteryjnym. Nierozwazne stosowanie zwigzkow o charakterze
antybiotycznym doprowadzito do powstania w komorkach bakteryjnych réznych systemow
opornosci, czesto obejmujacych opornos$¢ jednoczes$nie na wiele stosowanych zwigzkow. Opornos¢
bakterii na antybiotyki uwazana jest obecnie za gtéwny problem zdrowia publicznego. Strategie
zalecane przez Swiatowa Organizacje Zdrowia obejmujg badania nad nowymi antybiotykami badz
formulacjami antybakteryjnymi. Jednakze od lat 80-tych, kiedy to odkryto daptomycyne¢ oraz
linezolid nie wprowadzono nowej generacji antybiotyku, a obecnie komercjalizuje si¢ jedynie nowe
skuteczniejsze kombinacje znanych juz wczesniej zwigzkow [8-10].

W raporcie z Globalnego Systemu Nadzoru nad Opornoscia na Srodki Przeciwdrobnoustrojowe
(GLASS) Swiatowa Organizacja Zdrowia wskazuje, ze oporne wobec standardowych antybiotykow
szczepy bakterii stwierdzono u 500 tys. pacjentow w 22 krajach [11]. Najczesciej wskazywanymi
opornymi bakteriami sa obecnie Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae i Salmonella spp. Sa one czynnikiem patogennym infekcji uktadu
moczowego, zapalenia ptuc, ucha oraz infekcji ran. Szczegdlnie niebezpieczne dla Zycia ludzkiego
sg zakazenia krwi powodowane przez te antybiotykooporne szczepy. Wysoki poziom opornosci
stwierdzono rowniez U Acinetobacter baumannii oraz Pseudomonas aeruginosa. WHO
zakwalifikowato je jako Szczepy, na ktore priorytetowo poszukuje si¢ nowych rozwigzan leczniczych
[12]. Stad w ostatnich latach obserwuje si¢ znaczgcy wzrost zainteresowania nowymi strategiami oraz
rozwigzaniami o charakterze antybakteryjnym opartymi na zastosowaniu naturalnych surowcow.

Jednym z wspotczesnych kierunkdéw badan jest wykorzystanie metali, a w szczegdlnosci srebra
do opracowania nowych formulacji antybakteryjnych. Ze wzgledu na wysokg toksycznos¢ jonow
srebra, coraz powszechniej stosowang forma tego pierwiastka sg nanoczgstki. Nanoczastki to czgstki
materii nie wigksze niz 100 nm [13]. Nanoczastki srebra moga by¢ pozyskiwane metodami
chemicznymi lub fizycznymi. W ostatnich latach opracowano rowniez skuteczne protokoty syntezy
biologicznej z wykorzystaniem mikroorganizméw lub ekstraktow roslinnych. Pomimo
powszechnego stosowania nanoczastek srebra w zyciu codziennym, mechanizm ich dzialania nie
zostal dobrze poznany. Wiele analiz wskazuje, ze nanoczastki srebra w $rodowisku wodnym
uwalniajg niewielkie ilosci Ag® i to one odpowiadajg za wiasciwosci antybakteryjne. Mogg one
oddziatywaé z grupami tiolowymi i aminowymi bialek, z kwasami nukleinowymi oraz blonami
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komorkowymi. Oddziatywanie nanoczastek srebra i uwalnianych z nich jonow moze prowadzié
do uszkodzenia oraz przerwania cigglosci $cian i blon komoérkowych, co skutkuje uwalnianiem
zawarto$ci komoérek do $rodowiska zewnetrznego. Obecno$¢ jondow srebra prowadzi rowniez
do hamowania aktywno$ci enzymow bakteryjnych poprzez wigzanie do grup funkcyjnych ich
centrow aktywnych. W wielu przypadkach stwierdzono tworzenie reaktywnych form tlenu, ktore
mogg uszkadza¢ struktury komorek bakteryjnych [14,15].

Drugim obecnie obowigzujgcym kierunkiem poszukiwan strategii i formulacji o charakterze
antybakteryjnym jest pozyskiwanie zwigzkéw bioaktywnych z roslin. Ro$liny sa szczegolnie
bogatym zrodtem metabolitow wtornych, ktore nie sg niezbedne do ich wzrostu i rozwoju,
a odgrywaja niezmiernie wazng rol¢ w oddziatywaniu ze srodowiskiem wzrostu. W wiekszosci sg to
zwiazki niskoczasteczkowe, ktore moga by¢ ekstrahowane z materiatu roslinnego. Do tej pory dobrze
udokumentowano dziatanie antybakteryjne wielu klas zwigzkéw syntetyzowanych przez rosliny,
m.in. polifenoli, flawonoidéw, saponin, chalkondéw czy tanin. Wykazuja one skuteczno$¢ przeciw
szerokiemu spektrum bakterii gram dodatnich oraz ujemnych. Warto rowniez zaznaczy¢, ze materiat
ros$linny stanowi niedrogi surowiec umozliwiajacy pozyskiwanie preparatow o dzialaniu
antybakteryjnym na duzg skale.

Ekstrakcja materialu ros§linnego stanowi kluczowy etap w pozyskiwaniu zwigzkow
niskoczasteczkowych o aktywnos$ci biologicznej. Istnieje wiele technik izolowania metabolitow
wtornych, rdznig si¢ one znacznie w zalezno$ci od zastosowanego rozpuszczalnika, temperatury i
cisnienia. Roznice w strukturze izolowanych zwiazkéw bioaktywnych determinujg ich
rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach o réznej polarnosci. Dlatego tez rodzaj rozpuszczalnika
ekstrakcyjnego, jak rowniez technika izolacji (ekstrakcji) maja znaczacy wpltyw na wydajnosé
pozyskiwania wtornych metabolitow roslinnych i jednoczesnie na aktywnos¢ uzyskanych ekstraktow
[16,17].

Cel pracy

Gléwnym celem niniejszych badan bylo opracowanie nowych formulacji o wlasciwosciach
antybakteryjnych z wykorzystaniem szerokiego spektrum surowcoOw naturalnych takich jak
srodowiskowe szczepy bakterii, bialka serwatki oraz materiat rodlinny. Otrzymane preparaty miaty
charakteryzowac si¢ wysoka skutecznos$cia, tatwoscig otrzymywania oraz niskg toksycznoscig wobec
prawidtowych komorek. Roéwnolegle drugim celem byto poznanie mechanizmow dziatania
wybranych preparatow na komorki bakteryjne.

Produkty otrzymane w toku pracy ze wzgledu na swoja antybakteryjng skuteczno$¢ moga
znalez¢ zastosowanie w zewnetrznym leczeniu infekcji skéry oraz bton Sluzowych. Preparaty
roslinne mogg stanowi¢ naturalny dodatek do kosmetykow lub zywnosci przedtuzajacy ich trwatos¢,
rowniez w kontekscie ochrony antyoksydacyjnej.
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Dla realizacji powyzszych celéw podjeto nastgpujace dziatania:

1.

Opracowanie metody oceny wilasciwosci antybakteryjnych biologicznie syntetyzowanych
nanoczastek srebra z udzialem promieniowcow izolowanych z kwasnych gleb lesnych
Z wykorzystaniem nowoczesnych technik biologii molekularnej: cytometrii przeplywowej
oraz znakowania komorek martwych i zywych za pomocg barwnikow fluorescencyjnych
[H1].

Opracowanie metody funkcjonalizacji nanoczgstek srebra za pomoca antybiotyku w celu
poprawy ich witasciwosci antybakteryjnych. Ten etap badan obejmowal analiz¢ kinetyki
wigzania antybiotyku do powierzchni biologicznie syntetyzowanych nanoczastek i analize
fizykochemiczng funkcjonalizowanych nanoczastek [H2].

Wyjasnienie mechanizmu dziatania jonow srebra, nanoczastek srebra oraz nanoczastek srebra
funkcjonalizowanych antybiotykiem na wybrane szczepy bakterii z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) oraz analizy poziomu reaktywnych form tlenu
(ROS) [H3, H4]. W tym etapie badan za pomocg ICP-MS monitorowano roéwniez ilo$¢ srebra
straconego przez komorki bakteryjne [H3].

Opracowanie skutecznej metody syntezy nanokompleksow srebra w oparciu o wykorzystanie
produktéw pochodzenia mleczarskiego: bakterii kwasu mlekowego oraz laktoferyny
izolowanej z serwatki. Celem tego etapu bylo opracowanie metody oczyszczania laktoferyny
z serwatki za pomocg chromatografii jonowymiennej, analiza kinetyki wigzania jonow srebra
do laktoferyny oraz ocena wilasciwosci antybakteryjnych uzyskanych komplekséw [H5].
Ponadto podj¢to si¢ opracowania metody syntezy nanoczagstek srebra z wykorzystaniem
bakterii izolowanych z mleka. W tym celu dokonano identyfikacji wyizolowanego szczepu
za pomocg MALDI-TOF-MS i sekwencjonowania 16S rDNA oraz opracowano warunki
syntezy nanoczgstek srebra z wykorzystaniem ptynu pohodowlanego [H6].

Dobér warunkéw przygotowania oraz ekstrakcji materialu ro§linnego w celu uzyskania
produktu o wlasciwosciach antybakteryjnych [H7, H8, H9]. Na tym etapie dokonano wyboru
rozpuszczalnika, techniki oraz warunkow ekstrakcji wybranego materiatu roslinnego. Poziom
zwigzkow biologicznie aktywnych w uzyskanych ekstraktach byt monitorowany za pomoca
analiz spektrofotometrycznych oraz HPLC-MS. Dokonano optymalizacji ekstrakcji materiatu
ro$linnego ditlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym za pomocg metodologii powierzchni
odpowiedzi oraz przeniesienia skali ekstrakcji z ¢wierctechnicznej do poltechnicznej
[H8, HI].

Podejscie interdyscyplinarne zastosowane w pracy oparte na wykorzystaniu spektroskopii,
spektrometrii oraz metod biologii molekularnej umozliwito opracowanie formulacji o wysokim
potencjale antybakteryjnym oraz jednocze$nie wyjasnienie mechanizméw ich dziatania (Tab. 1).
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Tab. 1. Metodologia zastosowana do opracowania nowych formulacji o wtasciwosciach antybakteryjnych
z wykorzystaniem szerokiego spektrum surowcow naturalnych.

FORMULACIJE ANTYBAKTERYINE

SREBRO MATERIAt ROSLINNY
BIOSYNTEZA NANOCZASTEK Z WYKORZYSTANIEM PROMIENIOWCOW DOBOR WARUNKOW HODOWLI ROSLIN
SYNERGIZM NANOCZASTEK Z ANTYBIOTYKAMI DOBOR WARUNKOW EKSTRAKCJI

. DOBOR ROZPUSZCZALNIKA
FUNCKIONALIZACJIA NANOCZASTEK ZA POMOCA ANTYBIOTYKOW DOBOR TECHNIKI EKSTRAKCII
BIOZYNTEZA NANOKOMPLEKSOW Z WYKORZYSTANIEM

OPTYMALIZACJIA WARUNKOW EKSTRAKCII
BAKTERII KWASU MLEKOWEGO

BIOZYNTEZA NANOKOMPLEKSOW Z WYKORZYSTANIEM

LAKTOFERYNY
TRANSMISYJNA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA AKTYWNOSC ANTYOKSYDACYINA
KINETYKA ADSORPCJI SPEKTROFOTOMETRYCZNA ANALIZA ZAWARTOSCI
MIKROANALIZA RENTGENOWSKA ZWIAZKOW FENOLOWYCH | FLAWONOIDOW
FTIR ANALIZA HPLC-MS
POTENCIAL ZETA ANALIZA GC-MS
METODA KRAZKOWO-DYFUZYINA CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA MINIMALNE STEZENIA HAMUJACE

METODA DOtKOWO-DYFUZYINA DETEKCIA MARTWYCH | ZYWYCH KOMOREK BAKTERYJNYCH

ANALIZA MECHANIZMU DZIAtANIA ANALIZA CYTOTOKSYCZNOSCI

Ocena wlasciwosci antybakteryjnych nanoczqstek srebra

Opornos¢ bakterii stanowi powazny problem wspotczesnej medycyny oraz weterynarii. Stad
rozw6] nowych formulacji o dziataniu antybakteryjnym jest obecnie powaznym wyzwaniem.
W leczeniu infekcji skory oraz bton Sluzowych coraz wigkszym zainteresowaniem cieszg
si¢ produkty oparte na zastosowaniu kompleksow srebra [18,19]. Wsr6d wielu znanych metod
syntezy nanoczastek srebra, obecnie popularno$¢ zyskuja techniki oparte na wykorzystaniu
produktow pochodzenia naturalnego takich jak materiat roslinny, grzyby, bakterie oraz wirusy.
Biologiczne metody syntezy sg czesto znacznie tansze i bardziej powtarzalne niz powszechnie do tej
pory stosowane metody chemicznej syntezy. Tworzone podczas procesoéw biologicznych nanoczastki
sa tez jednoczesnie stabilizowane za pomocag zwigzkoéw naturalnych co wigze si¢ z ich nizsza
toksycznoscig w porownaniu do nanoczastek otrzymywanych droga syntezy chemicznej [13,20,21].

Podczas badan wykorzystywano nanoczastki srebra otrzymywane w ramach realizacji projektu
Symfonia. Do ich syntezy stosowano nowo identyfikowane szczepy promieniowcoéw izolowane z
kwasnych gleb lesnych [22,23]. Promieniowce to mikroorganizmy nalezace do grupy gram dodatnich
bakterii, ktore sg powszechnie znanym zrodtem zwigzkow aktywnych o dziataniu antybakteryjnym
oraz przeciwgrzybiczym. Nanoczastki otrzymane z pomocg metabolitow wydzielanych przez
izolowane promeniowce wykazywaty znaczgce dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec szerokiego
spektrum bakterii. W badaniach stosowano nanoczastki syntetyzowane przez szczepy CGG 11n oraz
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HGG 16n [23,24], a ich skuteczno$¢ antybakteryjng wstepnie potwierdzono w oparciu o zastosowanie
metody dyfuzyjno-krazkowej. Jednak celem podjetych badan bylo dalsze wzmocnienie ich
potencjatu antybakteryjnego. Z zatozenia dwie substancje o dziataniu antybakteryjnym powinny
wykazywac synergizm. W publikacji H1 [24] wykorzystano synergizm dziatania dwoch czynnikow
antybakteryjnych: antybiotyku oraz nanoczgstek srebra typu HGG 16n w celu doboru skutecznych
terapii przeciw roznym szczepom bakterii.

Analiza wlasciwosci antybakteryjnych nanoczastek srebra jest zdecydowanie bardziej
problematyczna anizeli analiza antybiotykéw. Spowodowane jest to duzym rozmiarem nanoczastek,
ktore podczas testow na plytkach z zestalong pozywka moga stabiej dyfundowac¢ poprzez pory zelu
anizeli zwigzki niskoczateczkowe i w ten sposob uzyskany wynik moze nie w pelni odzwierciedlaé
rzeczywista skutecznos¢ antybakteryjng testowanego materiatu. W zwigku z tym dalsze analizy
wlasciwosci antybakteryjnych czystych nanoczastek oraz ich kombinacji z antybiotykami oparto
na najnowoczesniejszych technikach wykorzystywanych w mikrobiologii: cytometrii przeptywowe;j
oraz mikroskopii fluorescencyjnej. Cytometria przeplywowa jest metoda analityczng umozliwiajaca
szybki pomiar rozproszonego $wiatla lub sygnatéw fluorescencji emitowanych przez komorki.
Do analiz wykorzystano jodek propidyny, ktory przenika jedynie przez btony martwych komorek
i wigze si¢ z DNA wykazujac maksimum wzbudzenia i emisji przy dtugosci fali odpowiednio 535
1617 nm. Wyniki uzyskane za pomoca cytometrii przeptywowej potwierdzono analizg
mikroskopowa stosujac kombinacje dwoch barwnikow fluorescencyjnych: oranzu akrydyny oraz
bromku etydyny. Oranz akrydyny przenika przez blony martwych i zywych komorek, natomiast
bromek etydyny przenika jedynie przez btony komorek, ktore stracity integralnos¢ [25]. Analiza
zywotnosci komorek bakteryjnych potwierdzita, ze syntetyzowane z pomocg Actinomycetes
nanoczastki srebra HGG 16n sg skuteczne wobec Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Salmonella infantis, Escherichia coli oraz Bacillus subtilis. Nanoczastki te byly skuteczne
Juz W najnizszym zastosowanym stezeniu tj. 12,5 pg/mL w przeciwienstwie do nanoczastek typu
CGG 11n w przypadku ktorych skuteczno$¢ malata wraz ze wzrastajacym stezeniem [24,26].
Synergistyczne dziatanie nanoczastek srebra oraz antybiotyku bylo szczegdlnie dobrze widoczne
w przypadku K. pneumoniae traktowanego kombinacjg nanoczastek oraz gentamycyny. Mikroskopia
fluorescencyjna pozwolita stwierdzié, ze po 24 godzinnej inkubacji z nanoczgstkami liczba martwych
1 zywych komorek jest porownywalna. Gentamycyna rOwniez nie prowadzita do znaczacej degradacji
komorek bakteryjnych, wiekszo$¢ komodrek wykazywata zielong fluorescencje. Natomiast
kombinacja nanoczastek srebra oraz gentamycyny charakteryzowata si¢ znaczgacym dziataniem
bakteriobojczym — wigkszos$¢ komoérek emitowata czerwong fluorescencje, co swiadczy o przerwaniu
ciggtosci btony [H1] [24].

Poprawa wlasciwosci antybakteryjnych nanoczgstek srebra poprzez funkcjonalizacje tetracykling

Stosunek powierzchni nanoczastek srebra do ich objetosci pozwala na unieruchomienie wielu
czasteczek  bioaktywnych ligandow. Taka funkcjonalizacja powinna prowadzi¢ do
poprawy aktywnosci przeciwbakteryjnej nanoczgstek [13,27]. W badaniach do funkcjonalizacji
nanoczastek srebra wybrano tetracykling, antybiotyk o szerokim spektrum dziatania, ktory posiada
wiele grup funkcyjnych mogacych oddziatywa¢ z czasteczkami zwigzkow organicznych obecnych
na powierzchni  nanoczgstek  srebra [H2] [28,29]. Synteza nanoczastek srebra
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funkcjonalizowanych antybiotykami umezliwia ich potencjalne zastosowanie w medycynie do
bezposredniego stosowania w leczeniu infekcji skory i blon Sluzowych.

W badaniach korzystano z chemicznie syntetyzowanych nanoczgstek srebra stabilizowanych
za pomocg PVP oraz biologicznie syntetyzowanych nanoczastek typu CGG 11n. Analiza kinetyki
wigzania antybiotyku wykazata, ze nanoczastki syntetyzowane biologicznie stanowig lepszy materiat
do funkcjonalizacji, gdyz absorbuja znacznie wigcej antybiotyku anizeli nanoczastki stabilizowane
za pomoca PVP. Proces wigzania tetracykliny do nanoczastek CGG 11n nie byt liniowy i mozna byto
wyrdznic 3 etapy: poczatkowy etap szybkiej sorpcji, etap wolnej sorpcji oraz etap rownowagi. Proces
sorpcji antybiotyku do powierzchni chemicznie otrzymywanych nanoczgstek byl niestabilny.
Po poczatkowym okresie sorpcji nastepowata desorpcja. Obserwowane zjawiska pozwolily

stwierdzi¢, ze stosowanie chemicznie stabilizowanych nanoczastek nie pozwolito na otrzymanie
stabilnych komplekséw [H2] [28].

Tworzenie stalych kompleksow antybiotykow z biologicznie syntetyzowanymi nanoczgstkami
srebra zostalo potwierdzone za pomocg licznych analiz fizykochemicznych. Funkcjonalizacja
nanoczastek prowadzita do znacznego wzrostu wielkosci promienia hydrodynamicznego z 83,36 nm
do 151 nm [H2] [28]. W celu oszacowania stabilnosci otrzymanych kompleksow dokonano
pomiaréw potencjalu zeta. Znajomos$¢ potencjalu zeta pozwala przewidzie¢ stabilnos¢ koloidow,
warto$ci wyzsze 1 nizsze od £20 mV wskazujg na stabilno$¢ dyspersji. Przeprowadzone badania
pozwolilty stwierdzi¢, ze proces funkcjonalizacji tetracykling jedynie nieznacznie podnosi wartos$¢
potencjatu zeta z -19,6 do -19,2 mV. Otrzymane wyniki sugeruja, ze otrzymane nanoczastki w dtugim
okresie czasu pozostaja stabilne [H2] [28].

Dla potwierdzenia procesu funkcjonalizacji wykonano rowniez analizg¢ spektroskopowa, ktora
pozwolita wykry¢ zmiany wskazujagce na sorpcje antybiotyku. Widma FTIR nanoczastek
funkcjonalizowanych tetracykling oraz niefunkcjonalizowanych znaczaco si¢ r6éznig. Szczegdlnie
sygnal + =1577,8 cm?, ktéry nie byt obecny w widmie nanoczastek niepoddawanych
funkcjonalizacji tetracykling moze pochodzi¢ z wigzania rozciagajacego C-C w aromatycznym
pier$cieniu tetracykliny. Natomiast nowe pasmo + =1134 cm™ prawdopodobnie pochodzi z wigzania
C-N alifatycznej aminy obecnej w czasteczce tetracykliny. Skuteczno$¢ wigzania tetracykliny
do powierzchni antybiotyku potwierdzono za pomocg analizy calkowitej zawartosci wegla
organicznego (TOC). Wykazano, ze podczas funkcjonalizacji zawarto$¢ wegla wzrasta z 0,715 mg/g
srebra do 0,82 mg/g srebra [H2] [28].

Analiz¢  wlasciwosci  antybakteryjnych  funkcjonalizowanych  nanoczastek  srebra
przeprowadzono dwiema metodami: dyfuzyjno-studzienkowa oraz poprzez oznaczanie minimalnego
stezenia hamujgcego (MIC, minimal inhibitory concentration). Nanoczastki srebra przed jak
i po funkcjonalizacji charakteryzowaly si¢ wysoka skutecznoscia przeciw patogenom takim jak
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Staphylococcus aureus. Dla
wigkszodci testowanych szczepdw bakterii nanoczastki funkcjonalizowane tetracyckling byly
skuteczniejsza anizeli ich niefukcjonalizowane odpowiedniki. Wyjatek stanowit szczep E. coli dla
ktorego wartoSci MIC wuzyskane dla nanoczastek funkcjonalizowanych tetracyckling oraz
niefunkcjonalizowanych byly takie same [H2] [28].
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Badanie mechanizmu dzialania roznych form srebra na komorki bakteryjne

Do tej pory mechanizm dziatania nanoczastek srebra na komorki bakteryjne nie zostat do konca
wyjasniony i jest tematem wielu dyskusji. Dobrym modelem do badan tego zagadnienia sa szczepy
wykazujace pewien stopien opornosci na stosowane nanoczgstki. W ostatnich latach wskazuje
si¢ pojedyncze przypadki opornosci niektorych szczepow Bacillus subtilis [30,31]. Aby pozna¢
mechanizm dziatania nanoczastek srebra oraz ich funkcjonalizowanego odpowiednika wykorzystano
komercyjnie dostepny szczep Bacillus subtilis PCM 2021, ktéry jak wykazano podczas badan
réwniez charakteryzuje si¢ wysokim poziomem opornosci na nanoczastki srebra typu CGG 11n.
Warto§¢ minimalnego st¢zenia hamujacego (ang. Minimal Inhibitory Concentration, MIC)
dla czystych nanoczastek srebra wyniosta powyzej 200 pg/mL, natomiast dla nanoczgstek
funkcjonalizowanych tetracykling 50 ug/mL. Przeprowadzone analizy jednoznacznie wykazatly,
ze nanoczastki srebra w stezeniu 12,5 ug/mL, ktore byto skuteczne wobec szczepow Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae czy Proteus mirabilis nie wptywaja znaczaco na rozwoj B. subtilis.
Nawet stezenie 100 pg/mL zahamowato wzrost B. subtilis jedynie 0 13% w poréwnaniu z kontrola
nietraktowang nanoczgstkami [H3] [32]. Podobne zjawisko obserwowano dla spor Bacillusa
izolowanych z powietrza, ktore rozwingty oporno$¢ na nanoczastki tlenku tytanu pokryte tlenkiem
srebra [33] oraz szczepu Cul065, ktory wykazywal opornos¢ na nanoczastki srebra chemicznie
syntetyzowane i stabilizowane za pomoca PVP [31]. Pomiary wzrostu jednoznacznie wykazaty,
ze komorki B. subtilis wykazuja wysoka wrazliwos¢ na tetracykling oraz potaczenie tetracykliny
Z nanoczgstkami. Natomiast te same nanoczastki funkcjonalizowane tetracykling nie wykazywaty juz
takiej skutecznosci, nie hamowaty catkowicie wzrostu i po 7 godzinach inkubacji gestos¢ kultury
byta jedynie o 60% nizsza od kontroli [H3] [32].

Kolejnym etapem wyjasniania mechanizmu dzialania nanoczastek srebra na komorki
bakteryjne byta analiza ultrastruktury komorek B. subtilis traktowanych réznymi formami srebra:
czystymi nanoczgstkami, kombinacja nanoczastek srebra =z tetracykling, nanoczastkami
funkcjonalizowanymi tetracykling oraz jonami srebra. Po dwoch godzinach inkubacji
Z nanoczastkami srebra obserwowano rozpoczecie procesu sporulacji. Endospory sa formami
przetrwalnikowymi i wykazuja wysoki stopien opornosci przeciw réoznym czynnikom fizycznym oraz
chemicznym takim jak: wysoka temperatura, promieniowanie UV i gamma, odwodnienie,
uszkodzenie za pomocg odczynnikow chemicznych [34,35]. Po zastosowaniu kombinacji
nanoczastek srebra z tetracykling roéwniez obserwowano rozpoczecie procesu sporulacji, jednak
ze wzgledu na obecno$¢ antybiotyku zostat on prawdopodobnie przerwany [H3] [32]. Powszechnie
wiadomo, ze rozwo0j endospor zalezy od ekspresji oraz stopnia fosforylacji czynnika i1 regulatora
transkrypcji  SpoOA~P, ktory jest odpowiedzialny za aktywacje¢ kolejnych genow [34].
Niewykluczone, ze tetracyklina poprzez hamowanie syntezy biatek zatrzymuje proces sporulacji.
Co ciekawe, nanoczastki srebra funkcjonalizowane tetracykling nie inicjowaly sprocesu sporulacji.
Uzyskany wynik sugeruje, ze do inicjacji sporulacji potrzebny jest bezposredni fizyczny
kontakt nanoczgstek srebra z powierzchnia komorki bakteryjnej. W przypadku nanoczastek
funkcjonalizowanych antybiotykiem, warstwa zaadsorbowanej tetracykliny jest na tyle duza,
ze prawdopodobnie uniemozliwia bezposrednie oddziatywanie nanoczastek srebra z $ciang
komorkowsg. Jak juz wczesniej wspomniano analiza promienia hydrodynamicznego badanych
nanoczastek wskazuje, ze podczas funkcjonalizacji ro$nie on z 86,36 nm az do 151 nm [H2] [28].
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Analiza poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) w odpowiedzi na obecno$¢ réznych form
srebra oraz antybiotyku rowniez przyblizyta mechanizm dziatania nanoczastek srebra. Wykazano,
ze poziom ROS w komoérkach Bacillus subtilis po inkubacji z czystymi nanoczastkami srebra jest
nizszy anizeli w komoérkach kontrolnych [H3] [32]. Co po cze$ci wynika z faktu, ze biologicznie
syntetyzowane nanoczastki moga odgrywac role akceptorow rodnikow. Ich wysoki potencjat
antyoksydacyjny jest wynikiem adsorpcji na powierzchni nanoczastek zwigzkow produkowanych
i wydzielanych przez mikroorganizmy [36,37]. Dlatego tez wzrost w poziomie ROS w komorkach
B. subtilis w odpowiedzi na obecno$¢ nanoczastek srebra moze by¢ kompensowany przez
ich zdolno$¢ do natychmiastowego wigzania wolnych rodnikow [H3] [32]. Podobne zjawisko
obserwowano w przypadku Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus traktowanych
nanoczastkami srebra, kiedy to dodatek silnego antyoksydanta zdecydowanie obnizat poziom ROS
indukowanych przez dziatanie AgNPs [38]. Najwyzszy poziom ROS obserwowano dla nanoczastek
srebra funkcjonalizowanych tetracykling, byt on wyzszy niz dla samej tetracykliny oraz kombinacji
nanoczastek srebra z tetracykling. Powierzchnia funkcjonalizowanych nanoczastek jest pokryta
warstwg antybiotyku, w zwigzku z tym ich zdolno$¢ do wylapywania wolnych rodnikow jest
ograniczona. Jednoczesna obecnos¢ nanoczastek srebra i antybiotyku wywoluje synergistyczny
efekt. Mikrouszkodzenia $cian i blon komdérkowych jednoczeSnie z uwalnianiem czasteczek
tetracykliny w tych miejscach moze by¢ przyczyna znaczacego stresu oksydacyjnego [H3] [32].

Woeczesniejsze badania nad B. subtilis wykazaty, ze poziom ROS ma wptyw na inicjacj¢ procesu
sporulacji. Wzrost poziomu wewnatrzkomorkowego ROS  prawdopodobnie  prowadzi
do zahamowania procesu sporulacji [39]. Uzyskane wyniki pozostaja w zgodzie z tymi
obserwacjami, poniewaz inkubacja komorek B. subtilis z czynnikami wywotujacymi znaczacy stres
oksydacyjny nie indukowata procesu sporulacji. Natomiast inkubacja z nanoczastkami srebra
nie przyczyniala si¢ do powstawania stresu oksydacyjnego w komorkach B. subtilis i jednoczesnie
inicjowata proces sporulacji [H3] [32].

Przygotowania materialu do analizy za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej
ujawnity, ze podczas hodowli B. subtilis dochodzi do agregacji nanoczastek srebra. Obserwowane
agregaty ztozone sg z wielu malych nanoczastek. Wiadomo, ze stabilno$¢ koloidow zalezy
od wartos$ci potencjalu zeta, a jednym z czynnikow wptywajacych w zasadniczy sposob na jego
warto$¢ jest powierzchnia czastek [40,41]. Uzasadnione wydaje si¢ stwierdzenie, ze podczas
inkubacji na powierzchni nanoczastek dochodzi do adsorpcji zwiazkow wydzielanych przez komorki
B. subtilis do $rodowiska wzrostu, co moze przyczynia¢ si¢ do zmiany potencjatu zeta i utraty
stabilno$ci [H3] [32].

Jednym z postulowanych mechanizméw dzialania nanoczastek srebra na komorki
jest uwalnianie jonow srebra, ktére moga wigza¢ si¢ z grupami tiolowymi oraz aminowymi biatek,
z kwasami nukleinowymi oraz blonami komérkowymi [13,42,43,44]. W wyniku tego oddziatywania
dochodzi prawdopodobnie do uszkodzenia bton komodrkowych oraz zaburzen funkcjonowania
enzyméw 1 biatek. Podczas analizy oddzialywania nanoczastek srebra z komoérkami B. subtilis
zatozono, ze stosowany roztwor nanoczastek srebra moze rowniez zawiera¢ jony srebra. Monitoring
poziomu srebra w precypitatach powstatych po hodowli z B. subtilis wykazat, ze podczas inkubacji
dochodzi do strgcania wolnych jonoéw srebra [H3] [32].

Przeprowadzone analizy pozwalajg po raz pierwszy na postawienie hipotezy opisujacej
przebieg oddzialywania nanoczastek srebra z komoérkami B. subtilis. W pierwszym etapie
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bezposredni fizyczny kontakt pomi¢dzy nanoczastkami, a powierzchnig komorek indukuje proces
sporulacji. W tym czasie dochodzi do 1) adsorpcji zwigzkéw produkowanych przez B. subtilis
na powierzchni nanoczastek w wyniku czego tracg one stabilno$¢ oraz ii) redukcji wolnych jonow
srebra z udziatem zwigzkow wydzielanych przez badany szczep bakterii. W wyniku neutralizacji
nanoczastek oraz jondéw srebra, proces sporulacji zostaje zahamowany 1 komorki powracajg do
normalnych podziatow (Rys. 1).

Bacillus subtilis culture 2 hour of incubation 6 hours of incubation

Rys.1. Proponowany mechanizm oddziatywania nanoczastek srebra z komérkami Bacillus subtilis
[H3] [32].

Oddziatywanie jonéw srebra z komorkami bakteryjnymi jest wcigz bardzo stabo poznanym
procesem, cho¢ ich whasciwosci antybakteryjne znane sg od wiekow [13,45,46]. Juz niewielkie
stezenia jonow srebra wykazuja dziatanie antybakteryjne. W przypadku komorek B. subtilis
catkowite zahamowanie wzrostu hodowli zachodzilo przy st¢zeniu azotanu srebra 12,5 pg/mL,
astezenia 0,1 i 1 pg/mL ograniczaty wzrost o ponad 60% [H3] [32]. Natomiast izolowane
z produktéw mlecznych szczepy Lactococcus lactis i Lactobacillus casei wykazywaty wyzszy
stopien opornosci, po 24 godzinnej inkubacji z azotanem srebra o stezeniu 1, 0,1 oraz 0,01 pg/mL
gesto$¢ hodowli nie odbiegata znaczaco od kontroli. Analiza za pomoca transmisyjnej mikroskopii
elektronowej wykazala, ze w wyniku oddzialywania z jonami srebra dochodzi do pogrubienia
scian komérkowych. Zjawisko to obserwowano w przypadku B. subtilis jak i L. casei [H3, H4]
[32,47]. Takie zmiany w morfologii bakterii w odpowiedzi na obecnos¢ jonow srebra nie byly
do tej pory obserwowane i stanowia z pewnoscia jeden z mechanizmow obronnych polegajacy
na zapobieganiu wnikania toksycznych jonow do delikatnego protoplastu komoérki [H3] [47].

Opracowanie syntezy kompozytow srebra w oparciu o produkty pochodzenia mleczarskiego

Nanoczastki srebra syntetyzowane za pomocg promieniowcow, cho¢ wykazuja wysoka
skutecznos$¢ antybakteryjna, to ich pozyskiwanie nie jest tatwe, szczegdlnie ze wzgledu na trudnosci
w hodowli promieniowcow na duzg skale. W zwigzku z tym kolejnym realizowanym celem byto
opracowanie metody pozyskiwania nanoczastek srebra w oparciu o metody mogace znalezé
praktyczne zastosowanie. Mleko i jego przetwory sa bogatym i niedrogim zréodtem materii
organicznej o wlasciwosciach prozdrowotnych, ktora moze zosta¢ wykorzystana do syntezy
nanoczastek srebra. Uwage skierowano na biatko mleka zwane laktoferyng oraz bakterie kwasu
mlekowego.
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Laktoferyna (LTF) to biatko mleka, ktore moze by¢ pozyskiwane z serwatki, produktu
odpadowego przetwoérstwa mlecznego. Jest to glikoproteina o masie ok. 80 kDa wykazujaca duze
powinowactwo do zelaza. Jej obecno$¢ potwierdzono réwniez w wielu ptynach ustrojowych oraz
wydzielinach innych niz mleko np. w §linie czy tzach. Biatko to bierze udziat w tworzeniu odpornosci
swoistej (wrodzonej) jako pierwsza linia obrony przed drobnoustrojami. Mechanizm dziatania
antybakteryjnego laktoferyny jest wcigz tematem wielu badan. Pierwsza z hipotez wskazywata
na zdolno$¢ nienasyconego LTF do wigzania zelaza 1 tym samym wywotania efektow
bakteriostatycznych u bakterii wymagajacych zelaza do wzrostu i rozwoju [48,49]. W innych
badaniach udowodniono mozliwo$¢ oddziatywania LTF z lipopolisacharydem bakterii gram
ujemnych oraz kwasem lipotejchojowym bakterii gram dodatnich. W komorkach E. coli LTF hamuje
przyleganie i tworzenie biofilmu poprzez wiazanie do czesci lipidowej LPS, co powoduje wzrost
przepuszczalnosci btony oraz blokowanie biatek wirulencji zakotwiczonych w btonie komodrkowej
[50]. Opisana aktywno$¢ wynika z dziatania laktoferycyny, peptydu utworzonego przez cigcie LTF
[51]. Wiasciwosci antybakteryjne sa takze przypisywane aktywno$ci proteazy serynowej
ptata N [52].

Pierwszym etapem podjetych badan bylo opracowanie metody oczyszczania laktoferyny
z serwatki mleka krowiego oraz identyfikacja oczyszczonego biatka. W celu izolacji
LTF zastosowano chromatografi¢ jonowymienng ze ztozem SP Sepharose fast flow, ktory jest silnym
kationowym wymieniaczem. LTF wymywano za pomocg 20 mM buforu fosforanowego
zawierajacego rosngce stezenie NaCl (0,3-0,9 M NaCl). Uzyskane frakcje odsalano i zatezano
z wykorzystaniem systemu filtracji Amicon Ultra-15 o punkcie odcigcia 30 kDa [H5] [53].

Analiz¢ immobilizacji srebra za pomoca laktoferyny przeprowadzono poprzez monitoring
stezenia wolnych jondéw srebra w roztworze w czasie. Na podstawie wynikéw badan kinetyki
ustalono, ze wigzanie srebra do LTF jest heterogenicznym procesem obejmujacym dwa gltowne etapy:
sorpcj¢ do zewnetrznej powierzchni czastek laktoferyny oraz wewnetrzng dyfuzje. Analiza
za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej ujawnita, ze w probkach kompleksow
laktoferyny ze srebrem obecne jest metaliczne srebro. Nanokompleksy srebra miaty kulisty ksztalt
I zazwyczaj wystepowaty w diadach [H5] [53]. Analiza EDX potwierdzita, ze srebro jest gldownym
pierwiastkiem obserwowanych nanokompleksow. Dzigki wspotpracy z grupa naukowa z Korei udato
si¢ przyblizy¢ mechanizm wigzania jonoéw srebra do laktoferyny. Kwantowo-mechaniczne symulacje
pozwolity ustali¢, ze tworzenie nanoczgstek bylo spontanicznie inicjowane w pierwszym etapie
sorpcji podczas szybkiego wigzania jonow srebra do kwasu glutaminowego oraz asparaginowego
na powierzchni laktoferyny. W drugim etapie, jony srebra dyfunduja do wngtrza klastrow LTF
i wigzg si¢ do aktywnych grup LTF [H5] [53].

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg zsyntetyzowanych komplekséw laktoferyny przeciwko
wybranym bakteriom klinicznym takim jak Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, MRSA oraz Staphylococcus aureus potwierdzono za pomoca pomiaréw gestosci
optycznej hodowli, metody kragzkowo-dyfuzyjnej oraz cytometrii przeptywowej [H5] [53]. Gestosé
optyczna pozwala na oszacowanie ilosci komorek bakteryjnych w roztworze. Badania wykazaty, ze
gestos¢ optyczna po inkubacji z kompleksami Ag-LTF jest nizsza anizeli w probkach kontrolnych co
wskazuje na fakt, ze ograniczajg one wzrost bakterii. Pomiary stref zahamowania wzrostu rowniez
potwierdzity wlasciwosci antybakteryjne kompleksow Ag-LTF. Dla MRSA, S. aureus oraz
E. faecalis otrzymano nastgpujace $rednice stref zahamowaniu wzrostu: 35, 25 oraz 28 mm.
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Niemodyfikowane biatko LTF nie wptywalo na gestos¢ optyczng hodowli, nie obserwowano rowniez
stref zahamowania wzrostu wokot dyskow nasaczonych LTF, co wskazuje, ze w zastosowanych
stezeniach nie wykazuje ono znaczacych wlasciwosci przeciwbakteryjnych. Cytometria
przeplywowa pozwolita réwniez oceni¢ wlasciwosci antybakteryjne czystego biatka oraz jego
kompleksow z Ag w stezeniu 12,5, 25 oraz 50 pg/mL. Badania wykazaty, ze LTF w stosowanych
stezeniach nie wykazuje wlasciwosci antybakteryjnych. W przypadku MRSA oraz S. aureus liczba
zywych komorek byla nawet wyzsza anizeli w probkach kontrolnych bez dodatku biatka. Jedynie
P. aeruginosa byt wrazliwy na LTF w stezeniu 50 pg/mL. Pomimo, ze LTF jest powszechnie
uznawane za biatko o wlasciwosciach antybakteryjnych, przeprowadzone analizy wskazuja na jego
ograniczone przeciwdrobnoustrojowe dziatanie. W niektorych przypadkach czynnik ten wrecz
poprawial zywotno$¢ bakterii. Przyczyng moga by¢ niskie st¢zenia bialka lub réznice strukturalne
wynikajace z polimorfizmu nukleotydowego lub stopnia i rodzaju glikozylacji [54]. Natomiast
kompleks Ag-LTF wykazywal skuteczne dziatanie antybakteryjne. P. aeruginosa, S. aureus
oraz MRSA charakteryzowaly si¢ szczegdlng wrazliwo$cig na dzialanie Ag-LTF. W stezeniu
12,5 ng/mL hamowat wzrost P. aeruginosa, S. aureus i MRSA o odpowiednio 86,3%, 66% i 74,3%.
Natomiast stezenie 50 pg/mL ograniczato wzrost S. aureus 0 97%. W tej probce obserwowano
szczegolnie duzg ilosc martwych komorek (88,52%). Podobne wyniki otrzymano dla MRSA, gdzie
wspomniane st¢zeni€ hamowalo wzrost o 99,5%, a liczba martwych komorek siggata 70,55%.
Wysoki udziat martwych komorek obecny byt rowniez w przypadku E. faecalis nawet w nizszych
stezeniach kompleksow AgQ-LTF (81,14%). Uzyskane wyniki wskazuja, ze uzyskane kompleksy
dziataja bakteriobdjczo, a nie jedynie bakteriostatycznie. Najstabsze dziatanie antybakteryjne
wykazywaty wobec gram ujemnej E. coli, gdzie stezenie 12,5 pg/mL nie redukowato znaczaco
zywotnosci tych komorek bakteryjnych. Jedynie wyzsze stezenia 25 oraz 50 pg/mL hamowaly wzrost
0 ok. 67% [H5] [53].

Dla potwierdzenia wilasciwosci antybakteryjnych otrzymanych kompleksow, poréwnano
ich skutecznos¢ ze skutecznoscig antybiotykow oraz biologicznie syntetyzowanych nanoczgstek
srebra. Dla P. aeruginosa, bakterii wykazujacej naturalnie wysoki poziom opornosci na rdzne
antybiotyki Ag-LTF byt rownie skuteczny jak cefotaksym. Dla MRSA skutecznosc¢ tych kompleksow
byta porownywalna z klindamycyng oraz metronidazolem, a dla E. coli z amoksycyling i kwasem
klawulonowym. Natomiast poréwnujac z nanoczastkami srebra, kompleksy Ag-LTF byly
skuteczniejsze jedynie wobec P. aeruginosa [H5] [53].

W ramach realizacji projektu Symfonia podjeto rowniez zadanie opracowania bezpiecznej,
szybkiej oraz niedrogiej metody otrzymywania nanoczastek srebra. Podczas opracowywania
tej procedury brano pod uwage mozliwo$¢ jej wdrozenia w przemysle farmaceutycznym
oraz kosmetycznym Juz wczesniejsze badania wskazywaly, ze biomasa bakterii kwasu mlekowego
jest dobrym czynnikiem redukujagcym [55,56]. Bakterie kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid
Bacteria, LAB) to grupa bakterii zdolna do fermentacji weglowodanow z wytworzeniem kwasu
mlekowego. Zrédtem tych mikroorganizméw jest mleko i produkty jego pochodzenia oraz kiszonki.
Wykazuja one wtasciwos$ci prozdrowotne przede wszystkim poprzez hamowanie wzrostu bakterii
patogennych. Wigkszo$¢ z nich bytuje w uktadzie pokarmowym czlowieka, gdzie stanowig barier¢
uniemozliwiajaca rozwdj szkodliwych mikroorganizméw jak réwniez stymuluja wrodzong oraz
nabyta odpowiedZz immunologiczng. Bakterie kwasu mlekowego zdolne sg rowniez do syntezy
bakteriocyn, matych bialek o wlasciwosciach antybakteryjnych [57,58]. Z tego wzgledu
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zastosowanie wiasnie tych mikroorganizmow do syntezy nanoczastek wydaje si¢ jednym
Z najbezpieczniejszych rozwigzan biorac pod uwage toksyczne zwigzki stosowane do redukcji jonow
srebra oraz stabilizacji nanoczgstek w przypadku metody chemicznej syntezy lub szczepy o stabo
poznanych wiasciwosciach w przypadku biologicznej syntezy nanoczastek.

Pierwszym etapem opracowania procedury syntezy nanoczastek srebra bylo pozyskanie
nowego szczepy bakterii z probek mleka. Pozyskane szczepy bakterii identyfikowano za pomoca
dwoch metod: sekwencjonowania 16S rDNA oraz intact cell MALDI TOF-MS. Pierwsza
z wymienionych technik jest rutynowo stosowana w identyfikacji LAB [59,60]. W ostatnich latach
coraz czeSciej stosowana jest metoda MALDI-TOF MS glownie ze wzgledu na jej szybkose,
powtarzalno$¢ oraz precyzje. Do dalszego opracowania protokotu wykorzystano nowo wyizolowany
sczep Lactococcus lactis LCLB56 [K'Y484989], ktorego sekwencja 16S rDNA pokrywa si¢ z L. lactis
NCDO 604 [NR_040955]. Widmo MALDI-TOF MS wyizolowanego szczepu poréwnywano
z widmem kontrolnego szczepu L. lactis ATCC 49032 i wykazano 99-100% podobienstwa.
Pozyskany szczep zdeponowano w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM pod numerem B/00116
[H6] [61].

W opracowywaniu protokotu wykorzystano nie biomase¢ bakterii, a jedynie ptyn pohodowlany.
Takie rozwigzanie posiada wiele =zalet, m.in. eliminuje konieczno$¢ oddzielania bakterii
od powstatych nanoczastek oraz umozliwia wykorzystanie plynéw pohodowlanych powstatych
w przemysle farmaceutycznym do produkcji probiotykéw. Synteza nanoczastek srebra zachodzi
z wykorzystaniem metabolitow wydzielanych przez komorki L. lactis do ptynu hodowlanego.
Skuteczno$¢ syntezy nanoczastek srebra potwierdzono za pomocag transmisyjnej mikroskopii
elektronowej oraz analizy X-ray. Otrzymane nanoczastki byly kulistego ksztaltu o rozmiarach
od 5 do 50 nm ($rednio 1942 nm). Widmo EDX roéwniez potwierdzito obecno$¢ nanoczastek srebra,
obecne byly charakterystyczne sygnaty w zakresie 2,7-3,2 keV. Co wigcej za pomoca analiz FTIR
oraz MALDI-TOF MS potwierdzono wystepowanie organicznego depozytu odpowiedzialnego
za stabilno$¢ nanoczastek. Analiza spektroskopowa wykazata obecno$é grup funkcyjnych obecnych
m.in. w aminokwasach takich jak arginina, kwas glutaminowy oraz asparaginowy. Obecne byly
rowniez sygnaty wskazujace na obecnos¢ kwasu mlekowego. Analiza MALDI-TOF MS potwierdzita
obecno$¢ kwasu mlekowego oraz peptydéow zbudowanych glownie z argininy, kwasu
glutaminowego, asparaginowego oraz aminokwasOw zawierajacych pierScien aromatyczny
(tryptofanu oraz tyrozyny) [H6] [61].

Nanokompozyty srebra syntetyzowane przez L. lactis (LCLB56) charakteryzowaty si¢ wysoka
skuteczno$cig wobec szczepow gram ujemnych (P. aeruginosa, P. mirabilis) oraz gram dodatnich
(S. epidermidis, MSSA oraz S. aureus). Analiza minimalnego stezenia hamujacego ujawnita,
ze nanokompozyty syntetyzowane z udzialem L. lactis wykazuja lepsze wlasciwosci antybakteryjne
anizeli nanoczastki srebra produkowane przez Actinomycetes HGG 16n [H6] [61]. Szczegolnie niskie
wartosci MIC uzyskano dla S. aures i P. mirabilis (3,12 pg/mL) oraz P. aeruginosa (6,25 pg/mL).
Dla MSSA warto$¢ MIC byta najwyzsza 1 wynosita 12,5 ug/mL. Stabsze efekt antybakteryjny dla
S. aures osiggano dla wyzszych stezen nanokompozytéw LCLB56, co potwierdzita réwniez analiza
martwych i zywych komorek za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Zjawisko to prawdopodobnie
wynika z agregacji nanoczastek srebra w wyzszym stezeniu i bylo obserwowano réwniez dla
nanoczastek syntetyzowanych z wykorzystaniem promieniowcow [26].
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Wiele badan w ostatnich latach wskazuje na niekorzystne dziatanie nanoczgstek srebra
na komorki eukariotyczne. Moga one inicjowa¢ zmiany na poziomie komoérkowym, sub-
komorkowym oraz molekularnym. Dlatego tez przed zastosowaniem otrzymanych nanokompozytow
jako czynnika antybakteryjnego w przemysle kosmetycznym lub farmaceutycznym konieczne
jest potwierdzenie bezpieczenstwa ich stosowania. Pierwszym etapem w takim podejsciu
jest sprawdzenie cytotoksycznosci wobec mysiej linii fibroblastow 1.929. Badania oparte
na wykorzystaniu kultur komoérkowych stanowig zwykle wstepng ocene biokompatybilnosci,
poniewaz s stosunkowo tatwe do wykonania, odtwarzalne i nie wymagaja duzych naktadow
srodkow. Co wigcej, warunki podczas przeprowadzanych testow moga by¢ w peini kontrolowane
[62]. Aby wykluczy¢ mozliwos¢ wystapienia niepozadanych dziatan uzyskanych nanokompozytow,
przeprowadzono test cytotoksycznosci na mysich fibroblastach linii L929, ktora jest zatwierdzona
przez norm¢ ISO (EN ISO 10993-5). Mysie fibroblasty linii L929 stanowig normalng lini¢
komorkowa, ktora jest wrazliwsza anizeli komorki pierwotne [63]. Ta ciggta linia komérkowa jest
rutynowo stosowana do testowania wtasciwosci cytotoksycznych wyrobow medycznych. Do analizy
zywotno$ci komorek wykorzystano test MTT, ktory polega na analizie komorkowej aktywnosci
metabolicznej za pomocg soli  tetrazolowej (bromek  3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazoliowy) (MTT). W komorkach aktywnych metabolicznie jest ona przeksztalcana
w nierozpuszczalny fioletowy formazan, ktérego poziom jest oznaczany spektrofotometrycznie
I porownywany z poziomem w komorkach kontrolnych [62]. Mechanizm redukcji MTT nie zostat
w pelni  wyjasniony, ale prawdopodobnie wymaga reakcji z NADH lub innym zwiazkiem
redukujacym, ktory przenosi elektrony do MTT.

Analiza cytotoksyczno$ci nanokompozytow LCLB56 ujawnita, ze 24 godzinna inkubacja
nie powodowata spadku zywotnosci komorek 1L929. Dopiero po 48 godzinnej inkubacji zywotno$¢
komorek spadata, dla stezenia 25 pg/mL o niecate 10%. Najwyzsze testowane stezenie tj. 200 ug/mL
obnizato zywotno$¢ o 33%. Nanoczastki srebra syntetyzowane z udzialem promieniowcoéw CGG 11n
charakteryzowaty si¢ wyzsza toksyczno$cig. Stezenie 200 pg/mL obnizalo Zywotnos¢ komorek
0 prawie 60% [H6] [61]. Uzyskane wyniki wskazuja, ze nanokompozyty syntetyzowane z udziatem
szczepu LCLB56 potencjalnie stanowiag bezpieczny Srodek antybakteryjny o duzym praktycznym
zastosowaniu. Opracowana procedura zostata zgloszona do ochrony patentowej [64].

Dobor warunkoéw przygotowania ovaz ekstrakcji materiatu roslinnego w celu uzyskania produktu
o wlasciwosciach antybakteryjnych

Rodliny stanowig bogate zrodto zwigzkow zwanych metabolitami wtérnymi. Nie sa one
niezbedne do ich wzrostu oraz rozwoju, ale odpowiadaja za adaptacje do zmieniajacych
si¢ warunkow $§rodowiska, m.in. chronig ros$ling przed atakiem patogennych bakterii, wirusow
oraz grzybow. Zwiazki te moga wykazywac dziatanie antybakteryjne rOwniez wobec patogenow
ludzkich. Do metabolitow wtornych zaliczane sa zwigzki z grupy polifenoli, flawonoidéw, saponin,
terpeny, lignany, glukozynolany. W zalezno$ci od swojej struktury wykazujg roézne wlasciwosci
biologiczne od antyoksydacyjnych, antybakteryjnych, przeciwgrzybiczych po modelujace aktywnos¢
enzymatyczng. Biorgc pod uwage powyzsze rosliny stanowig doskonate Zrodto nowych zwigzkow
o0 charakterze przeciwdrobnoustrojowym [65,66]. Kluczowym etapem w pozyskiwaniu tych
metabolitow jest dobor odpowiednich warunkow ekstrakcji [16,17].
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Istnieje wiele technik izolowania biologicznie aktywnych zwigzkéw z roslin. Rdznig
si¢ znaczaco w zalezno$ci od zastosowanego rozpuszczalnika, temperatury i ci$nienia. Roznice
w strukturze wyizolowanych metabolitéw decyduja o ich rozpuszczalno$ci w rozpuszczalnikach
0 r6znej polarno$ci. Dlatego tez typ rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, jak rowniez technika izolacji
(ekstrakcja) maja znaczacy wpltyw na wydajno$¢ ekstrakcji wtoérnych metabolitow roslinnych
I jednoczesnie na aktywno$¢ otrzymanych ekstraktow [16,67]. Maceracja jest powszechnie
stosowana do pozyskiwania roznych biologicznie aktywnych zwigzkow wystepujacych w roslinach.
Jednak podobnie jak inne konwencjonalne metody, ma wiele wad, np. czgsto wigze
si¢ Z zastosowaniem duzych ilo$ci toksycznych rozpuszczalnikow i niskg selektywnoscig [68].
Dlatego obecnie szczegdlng uwage skupia si¢ na rozwoju proceséw chemicznych, ktore polegaja
na stosowaniu przyjaznych dla $rodowiska rozpuszczalnikow. Toksyczne rozpuszczalniki
jak metanol, aceton czy heksan zastepowane sg etanolem czy ditlenkiem wegla w stanie
nadkrytycznym. Szczegdlnie zastosowanie ekstrakcji ptynem w stanie nadkrytycznym (SFE) zyskuje
duza popularno$¢ jako alternatywa dla konwencjonalnych technik, poniewaz wpisuje si¢ w zatozenia
tzw. ,,zielonej chemii”. Najbardziej pozadanym rozpuszczalnikiem stosowanym w SFE jest ditlenek
wegla. Posiada on wiele zalet: jest nietoksyczny i niepalny. Ponadto, osigga stan nadkrytyczny przy
niskich warto$ciach temperatury 31.1°C oraz ci$nienia 7.39 MPa. Otrzymane za pomoca scCO>
ekstrakty nie sg zanieczyszczone rozpuszczalnikami. Ekstrakcja z tym rozpuszczalnikiem gwarantuje
lepsza selektywnos¢ i krotsze czasy ekstrakceji w porownaniu z konwencjonalnymi technikami [5].

Nadrzednym celem badan bylo opracowanie nowych formulacji o wilasciwosciach
antybakteryjnych z wykorzystaniem surowcow naturalnych. Do realizacji powyzszego celu wybrano
gatunki roslin, ktérych biomase tatwo uzyska¢ Lepidium sativum, Lupinus luteus oraz Solidago
gigantea [H7, H8, H9] [69,70,71]. W pierwszym etapie badan nad pozyskiwaniem ekstraktow
0 wlasciwos$ciach biologicznych porownywano skuteczno$¢ izolacji zwiazkéw bioaktywnych
Z wykorzystaniem rozpuszczalnikdw uznawanych za przyjazne dla srodowiska, tj. etanolu o réznym
stezeniu, wody oraz dwutlenku wegla w stanie nadkrytycznym. Suszone i liofilizowane kietki
rzezuchy (L. sativum) poddawano procesowi maceracji, ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami
(UAE), ekstrakcji wspomaganej temperaturg i ci$nieniem (ASE) oraz ekstrakcji ptynem w stanie
nadkrytycznym (SFE). W otrzymanych ekstraktach porownywano zawartos¢ zwigzkow
polifenolowych, flawonoidow, izotiocyjanianow, aktywno$¢ antyoksydacyjng oraz wlasciwosci
antybakteryjne [H7] [69].

Kompozycja ekstraktow w glownej mierze zalezata od rodzaju zastosowanego
rozpuszczalnika. Woda byla szczeg6lnie skuteczna w ekstrakcji zwigzkow polifenolowych z nasion
L. sativum. Dla kazdej z analizowanych technik ekstrakcji 70% etanol byt skuteczniejszy
w pozyskiwaniu zwigzkéw fenolowych w poroéwnaniu z 96% etanolem. Z kolei 96% etanol
byl lepszym rozpuszczalnikem dla flawonoidéw. Najwyzsza zawarto$¢ flawonoidéw zanotowano
dla ekstraktu SFE z dodatkiem 96% etanolu jako wspotrozpuszczalnika. Ta technika ekstrakcji byta
skuteczna rowniez w izolacji izotiocyjaniandow z suszonych kietkow rzezuchy.

W badaniach wykorzystano dwa typy materiatu: suszony oraz liofilizowany. W celu
porownania struktury obu materialdw wykonano analize¢ za pomocg skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM). Material poddawany suszeniu pokryty byt bardzo drobnymi fragmentami
tkanek, z kolei metrial poddawany liofilizacji byt ich praktycznie pozbawiony. Czastki
liofilizowanego metarialu byty gladkie. Obserwacje te wskazuja na ulatwiony transfer masy
w przypadku suszonych siewek rzezuchy w wyniku ich wigkszego stopnia uszkodzenia.
Stad pomimo faktu, iz liofilizowany material z pewnoscig zawiera wigcej zwigzkow biologicznie
aktywnych, to ich odzysk jest tatwiejszy z suszonego materiatu.
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Najwyzsza skuteczno$¢ antybakteryjng wykazaty ekstrakty pozyskane za pomoca ditlenku
wegla w stanie nadkrytycznym z dodatkiem 96% etanolu jako wspolrozpuszczalnika, ktore byty
szczegolnie bogate w flawonoidy. Ekstrakt pozyskiwany tg technika z liofilizowanych siewek dawat
najwigksze strefy przejasnienia dla S. aureus, P. mirabilis, S. epiderimidis i P. aeruginosa, natomiast
ekstrakt siewek suszonych wykazywat skuteczno$é wobec S aureus, P. mirabilis i S. epiderimidis.
Do dalszych analiz wybrano ekstrakt SFE z liofilizowanego materiatu. Najnizszg wartos¢ MIC
0,5mg/mL dla tego ekstraktu uzyskano dla P. mirabilis oraz P. aeruginosa. Dla S. aureus,
S. epidermidis, K. pneumoniae, S. infantis i E. coli wartos¢ MIC wynosita 1mg/mL.

Solidago gigantea (nawto¢ olbrzymia) jest gatunkiem szeroko rozpowszechnionym w Polsce,
ktory zostat zawleczony prawdopodobnie z Ameryki Podinocnej. Jest gatunkiem inwazyjnym,
Z fatwoscig si¢ rozmnaza i wypiera rodzime gatunki roslin. Stad uzasadnione jest poszukiwanie
praktycznego zastosowania tego materialu roslinnego. Prowadzone do tej pory badania pokazuja,
ze nawlo¢ bogata jest metabolity wtoérne z grupy flawonoidow, monoterpendéw, diterpendw,
triterpenow jak i saponin oraz zwigzki zawierajace azot [70,72]. Celem podj¢tych badan byto
uzyskanie duzej ilosci produktu o wysokiej aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem technik
przyjaznych $rodowisku. Cel ten osiggni¢to poprzez optymalizacje procesu ekstrakcji nawloci
olbrzymiej za pomocag CO2 w stanie nadkrytycznym w skali ¢wiertechnicznej, a nast¢pnie
przeniesienie optymalnych warunkow na skalg poéttechniczng. Optymalizacj¢ prowadzono wzgledem
nastepujacych kryteriow: maksymalna wydajnos¢, zawarto$¢ zwigzkow fenolowych (TPC), lipidow
oraz chlorofilu [H8] [71]. W celu opracowania optymalnych warunkéw wykorzystano metodologi¢
powierzchni odpowiedzi (RSM, Response Surface Methodology). Ten model statystyczny umozliwia
monitorowanie wptywu jednoczes$nie kilku zmiennych na wielko$¢ zalezna i pozwala oceni¢
nie tylko liniowy wptyw wybranych zmiennych, ale rowniez ich wzajemne interakcje. ROwnania
proponowane podczas optymalizacji metoda RSM tak dopasowuja powierzchni¢ odpowiedzi
wyznaczong podczas realizacji planu doswiadczalnego, aby symulowata rzeczywista zakrzywiong
powierzchni¢ w stanie granicznym. Ekstrakcj¢ prowadzono we wspotpracy z zespotem Instytutu
Nowych Syntez w Putawach. Dzigki temu uzyskano mozliwo$¢ stosowania warunkow ekstrakcji,
ktore nie sg stosowane w skali laboratoryjnej. Maksymalne cis$nienie stosowane w instalacjach
laboratoryjnych to ok. 35 MPa, W warunkach przemystowych mozliwe bylo przetestowanie
skutecznosci cisnienia 80 MPa [H8] [71].

Analiza wynikéw ujawnita, ze wzrost temperatury powoduje poprawe wydajnosci procesu.
Odwrotny efekt obserwowano dla TPC, ilo§¢ sktadnikow fenolowych w ekstrakcie malata,
gdy temperatura rosta. Wptyw temperatury na catkowitg zawartos¢ lipidow nie byt znaczacy. Lipidy
sg zwigzkami niepolarnymi, ktore tatwo rozpuszczaja si¢ w niepolarnym dwutlenku wegla nawet przy
niskiej wartosci parametréw procesu. Catkowita zawarto$¢ chlorofili byta tylko nieznacznie zalezna
od temperatury procesu. W oparciu o wykresy powierzchni odpowiedzi ustalono, ze wzrost ci§nienia
procesowego powoduje podniesienie wartosci wszystkich odpowiedzi. Catkowita zawarto$¢ fenoli
wzrastala znaczaco wraz ze wzrostem cisnienia. Powszechnie wiadomo, ze niepolarne skladniki
ros$linne dobrze rozpuszczaja si¢ w ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym, ze wzgledu na jego
niepolarny charakter. W zwiazku z tym ich ekstrakcja nie wymaga wysokich warto$ci parametrow
takich jak ci$nienie i temperatura. Do tej pory podejmowano proby ekstrakcji zwigzkéw polarnych
za pomoca ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym z zastosowaniem ci$nienia do 50 MPa [71].
W badaniach zaplanowanych na S. gigantea zastosowano maksymalne cisnienic 80 MPa
i udowodniono, ze dalsze podnoszenie ci$nienia powyzej 50 MPa powoduje wzrost zawartosci
zwigzkow polifenolowych w otrzymanym ekstrakcie. Najmniejszy wptyw na otrzymane wartosci
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wyjsciowe mial przeptyw rozpuszczalnika. Catkowita zawarto$¢ lipidow spadata wraz ze wzrostem
przeptywu do pewnego momentu, a nastepnie rosla, ale nie osiggata poczatkowej wartosci. Catkowita
zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych rowniez spadala wraz ze wzrostem przeptywu, co mogto by¢
spowodowane zbyt szybka wymiang rozpuszczalnika. Jedynie dla wydajnosci ekstrakcji, wysoka
warto$¢ przeptywu rozpuszczalnika byta optymalna [H8] [71].

Otrzymane w warunkach ¢wierétechnicznych optymalne warunki ekstrakcji — temperatura
80°C, ci$nienie 72,31 MPa, przeplyw 6,97 kg/h — przenoszono naskale poéltechniczng.
Z ekonomicznego punktu widzenia, parametry ekstrakcji powinny by¢ tak dobrane, aby uzyskac¢ jak
najwyzszg wydajno$¢ procesu ekstrakcji. Proces przenoszenia skali przeprowadzono w Instytucie
Nowych Syntez w Pulawach wg nastepujacych kryteridw: staly przeptyw rozpuszczalnika do masy
wsadu, stata masa rozpuszczalnika do masy wsadu lub state obydwa parametry. Najlepsze rezultaty
uzyskano stosujac oba state kryteria przenoszenia skali tj. stalag mase i przepltyw rozpuszczalnika
w stosunku do masy wsadu. Otrzymany w warunkach przemystowych ekstrakt ma posta¢ zielonej
gestej pasty catkowicie pozbawionej rozpuszczalnika. Moze on znalez¢ zastosowanie w przemysle
farmaceutycznym lub spozywczym. Jego wiasciwosci biologiczne byly analizowane w Katedrze
Chemii Srodowiska i Bioanalityki UMK w Toruniu. Zastosowanie procedury optymalizacji
ekstrakcji oraz przenoszenia skali umozliwito uzyskanie produktu o doskonatych wlasciwosciach
biologicznych [H8] [71].

Wiasciwosci antybakteryjne ekstraktu z nawtoci olbrzymiej oceniano na podstawie warto$ci
MIC. Najnizsze wartosci MIC (0,125 mg/mL) swiadczace o najlepszym dziataniu antybakteryjnym
uzyskano dla gram ujemnych P. aeruginosa oraz Acinetobacter baumanii oraz gram dodatniej
B. subtilis. Zaréwno A. baumanii jak i P. aeruginosa sa bakteriami oportunistycznymi,
wywolujacymi wiele zakazen szpitalnych u 0séb z obnizona odpornoscig. P. aeruginosa posiada
naturalng oporno$¢ na wiele antybiotykow, co jest zwigzane ze wzgledna nieprzepuszczalnoscia jego
$ciany i bton komorkowych. Wyzsze wartosci MIC (0,25 mg/mL) zanotowano dla takich patogenow
jak S. aureus, E. faecalis, E. aerogenes, E. coli oraz S. infantis [H8] [71].

Ditlenek wegla w stanie nadkrytycznym stosowany jest przede wszystkim do ekstrakcji
niepolarnych zwiazkéw zawartych w materiale roslinnym. Aby poprawi¢ skutecznos$¢ ekstrakcji
zwigzkow biologicznych o bardziej polarnym charakterze stosuje si¢ dodatek polarnego
wspotrozpuszczalnika [74,75]. W prowadzonych badaniach proces ekstrakcji ditlenkiem wegla
w stanie nadkrytycznym z dodatkiem etanolu jako wspotrozpuszczalnika wykorzystano
do pozyskania zwigzkéw biologicznie aktywnych z tubinu zottego (Lupinus luteus). Lubin zotty
to ro$lina z rodziny bobowatych. Wiele badan wskazuje na wysokg zawarto$¢ zwigzkow fenolowych
[76,77]. Z przemystowego punktu widzenia wysoka zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych jest kluczowa
dla funkcjonalnosci ekstraktow roslinnych. W zwigzku z tym, podjeto probe optymalizacji ekstrakcji
hubinu zéttego za pomoca dwutlenku wegla w stanie nadkrytycznym z dodatkiem etanolu jako
wspotrozpuszczalnika celem pozyskania produktu bogatego w polifenole. Optymalizacje
prowadzono z wykorzystaniem metodologii powierzchni odpowiedzi (RSM) z trzema zmiennymi
parametrami: temperatura, ci$nienie oraz dodatek wspotrozpuszcezalnika. W celu zwigkszenia
zawartosci zwigzkow polifenolowych nasiona tubinu poddawano kietkowaniu przez 6 dni. Uzyskane
optymalne warunki do otrzymania ekstraktu bogatego w zwiazki fenolowe to temperatura 73°C,
ci$nienie 147 bar oraz udzial wspotrozpuszczalnika 16.1%. Ekstrakt uzyskany w takich warunkach
wykazal zdolno§¢ do hamowania wzrostu testowanych bakterii patogennych. Najbardziej wrazliwy
na jego dzialanie okazal si¢ P. aeruginosa z wartoscig MIC 60 pg/mL. Dla A. baumanii uzyskano
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warto$¢ 0,5 mg/mL. Niezwykle niska warto§¢ MIC w przypadku P. aeruginosa ma wyjatkowe
znaczenie ze wzgledu na jej naturalng oporno$¢ na wiele antybiotykéw. Dla potwierdzenia
uzyskanych wynikéw wykonano barwienie komoérek martwych oraz zywych za pomoca oranzu
akrydyny oraz bromku etydyny. W badanych probkach P. aeruginosa oraz P.mirabilis
po zastosowaniu ekstraktu z tubinu obserwowano znaczacy spadek liczby komorek. Po zaledwie
4 godzinach inkubacji pojedyncze komoérki wykazywaty czerwong fluorescencje co wskazuje
na bakteriobdjcze dziatanie ekstraktu SFE z tubinu zottego. Analiza HPLC-MS/MS ujawnita,
ze antybakteryjne wilasciwosci otrzymanego ekstraktu koreluja z wysoka zawartosciag apigeniny
(68,326 ng/mgq) i fisetyny (63,269 ng/mg) [H9] [70,78]. Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe apigeniny
znane jest od wielu lat, natomiast ostatnie badania wskazuja roéwniez na znaczace dzialanie
antybakteryjne fisetyny [79].

Technika i1 warunki ekstrakcji maja kluczowe znaczenie w pozyskiwaniu zwigzkow
biologicznie aktywnych z materiatu roslinnego, a ich optymalizacja prowadzi do znaczacej poprawy
aktywnosci biologicznej uzyskanych produktow. Jednak wcigz podstawowym problemem jest niski
poziom zwigzkow bioaktywnych w materiale roslinnym. Stad obok optymalizacji proceséw
ekstrakcji rozwigzaniem jest podniesienie poziomu ich syntezy na etapie wzrostu roslin. W procesie
tym wykorzystuje si¢ elicytory, ktdre sg czynnikami stresowymi aktywujacymi szlaki metabolizmu
wtornego. Elicytory od wielu lat sg stosowane w roslinnych kulturach in vitro do poprawy wydajnosci
syntezy zwigzkéw 0 znaczeniu farmaceutycznym np. taksolu [80]. Elicytory mozna podzieli¢ na te
pochodzenia biologicznego tzw. elicytory biotyczne oraz elicytory abiotyczne. Do elicytorow
biotycznych zaliczane sa polisacharydy $cian komorkowych roslin, grzyboéw lub innych patogennych
organizmoéw, a takze fragmenty pektyn, celulozy oraz chityna. Elicytory abiotyczne to przede
wszystkim czynniki fizyczne, takie jak uszkodzenia mechaniczne, promieniowanie UV, zasolenie,
susza, ozon oraz chemiczne w tym zwiazki nieorganiczne oraz sole metali cigzkich. Sposrod
elicytorow abiotycznych jony srebra sg stosunkowo czesto stosowane w ro§linnych kulturach in vitro,
m.in. do podnoszenia poziomu syntezy zwiazkow fenolowych oraz tanszinonéw w kulturze korzeni
wlosnikowych Salvia miltiorrhiza [81]. Ponadto w kulturze komoérek Agastache rugosa wykazano,
7ze azotan srebra prowadzi do wzrostu poziomu ekspresji genow Sciezki fenylopropanoidowe,
tzn. bioracych udziat w syntezie metabolitow wtornych [67].

W prowadzonych badaniach rdwniez wykorzystano azotan srebra jako czynnik pobudzajacy
synteze zwigzkow bioaktywnych w L. sativum. Jako materiat roslinny nie wykorzystano Kultur in
vitro, a kietki. Hodowla kietkow roslinnych jest zdecydowanie optacalniejszg metoda pozyskiwania
materialu ro$linnego na duzg skale. Liofilizowane kietkujace rosliny poddawane dziataniu jonow
srebra o stezeniu 100 mg/L oraz hodowane w tych samych warunkach rosliny nie poddawane
dziataniu srebra stanowily material do ekstrakcji wspomaganej temperaturg i ciSnieniem. Jako
ekstrahent zastosowano 96% etanol. Analiza otrzymanych ekstraktow wykazata, ze zawarto$¢
zwigzkow fenolowych w ro$linach traktowanych jonami srebra jest ponad 3 krotnie wyzsza anizeli
w roslinach kontrolnych. Zawarto$¢ flawonoidéw byta dwukrotnie wyzsza. Wartosci ICso potencjatu
antyoksydacyjnego mierzonego za pomoca DPPH wskazuja na zdecydowanie lepsze wiasciwosci
antyoksydacyjne ekstraktow z roslin poddawanych elicytacji (4,78 mg/mL) w poréwnaniu z
roslinami kontrolnymi (12,43 mg/mL). Opracowana procedura elicytacji zostata zgtoszona do
ochrony patentowej [82].

Znaczace roznice dotyczyly wilasciwosci antybakteryjnych obydwu ekstraktow. Ekstrakt
pozyskany z roslin poddawanych dzialaniu jondw srebra wykazywat dziatanie antybakteryjne wobec
S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae oraz E. coli na co wskazuja pomiary stref zahamowania
wzrostu oraz warto$ci minimalnego st¢zenia hamujacego. W przypadku ekstraktu z roslin

23



Zalacznik numer 1
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

kontrolnych nie odnotowano stref zahamowania wzrostu, a wartosci MIC sigegaty poziomu 2,5-5
mg/mL. Zakres MIC dla ekstraktu pozyskiwanego z roslin poddawanych elicytacji byt o wiele nizszy
i wynosit od 0,6 do 1,25 mg/mL [82].

Hodowla ro$lin na podtozu zawierajagcym jony srebra zwigzane jest z ich pobieraniem
ze $srodowiska wzrostu. Analiza za pomoca atomowej spektroskopii absorpcyjnej (AAS) wykazala,
ze w liofilizat rzezuchy zawiera do 1,5 mg srebra na g suchej masy. Podczas ekstrakcji jony
te przechodzg do roztworu jedynie w niewielkiej ilosci oK. 6,25 pg/g suchej masy ekstraktu.
Uzyskane wyniki $wiadcza o tym, ze to zwigzki biologicznie aktywne pozyskiwane z L. sativum
odpowiadaja za wlasciwosci antybakteryjne ekstraktu [82].

Analiza toksycznosci otrzymanych formulacji roslinnych wzgledem prawidlowych komorek

Wyciagi roslinne byly stosowane od wiekow w celu leczenia choréb. Jednak w zaleznosci
od kompozycji oraz dawki ich dziatanie moze by¢ toksyczne. Do tej pory znanych jest wiele roslin
badz czystych zwigzkow z nich izolowanych o dziataniu rakotworczym, neurotoksycznym,
genotoksycznym, teratogennym, cytotoksycznym, nefrotoksycznym oraz hepatotoksycznym [71].
W zwigzku z tym pozadane jest wykonanie testow stwierdzajacych bezpieczenstwo stosowania wielu
produktéw pochodzenia roslinnego. W celu analizy cytotoksycznosci ekstraktow roslinnych
wykonano test MTT na linii komérkowej 1.929. Metoda ta pozwolita oszacowa¢ zywotnos¢ komorek
po 48 godzinnej inkubacji. Ekstrakty SFE z S. giagantea oraz L. luteus nie prowadzity do spadku
zywotnosci komorek w zakresie stezen do 0,5 mg/mL [H8, HI] [70,71]. Ekstrakt SFE L. sativum
w stezeniach 0,125-1 mg/mL réwniez nie wptywal znaczgco na zywotnos¢ komorek [H7] [69].
Uzyskane dane wskazuja, ze otrzymane formulacje roslinne w stezeniach wywolujacych efekt
antybakteryjny sa potencjalnie bezpieczne w stosowaniu. Te wiasciwosci otwieraja droge do wielu
praktycznych zastosowan, w tym jako skuteczny czynnik antybakteryjny w leczeniu infekcji
skornych lub jako konserwant w przemysle kosmetycznym, ktory zastapi kontrowersyjne parabeny
oraz fenoksyetanol.

Elementy nowosci, wkitad do dyscypliny i podsumowanie osiggnigcia naukowego

Wyniki badan przedstawione w monotematycznym cyklu publikacji H1-H9 pozwalajg
na nastepujace podsumowanie osiggniecia naukowego:

(1) Dokonano nowatorskiej oceny wilasciwosci antybakteryjnych nanoczastek srebra
biologicznie syntetyzowanych przez nowo izolowany szczep promieniowcoOw
z wykorzystaniem nowoczesnych technik biologii molekularnej: cytometrii przeptywowe;j
oraz barwien komorek bakteryjnych za pomoca znacznikow fluorescencyjnych [H1].

(2) Opracowano metody funkcjonalizacji nanoczastek srebra za pomoca antybiotyku.
Po raz pierwszy analizowano kinetyke wigzania antybiotyku do powierzchni nanoczastek
oraz dokonano fizykochemicznej analizy otrzymanego produktu [H2].

(3) Po raz pierwszy wyjasniono mechanizm dziatania jondw srebra, nanoczgstek srebra oraz
nanoczastek srebra funkcjonalizowanych antybiotykiem na wybrane szczepy bakterii
[H3, H4].

(4) Opracowano oryginalne metody syntezy nanokompleksoéw srebra w oparciu 0 wykorzystanie
produktow pochodzenia mleczarskiego: bakterii kwasu mlekowego oraz laktoferyny
izolowanej z serwatki [H5, H6].
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(5) Dobrano warunki przygotowania oraz ekstrakcji materiatu roslinnego ditlenkiem wegla
w stanie nadkrytycznym w celu uzyskania produktu o wilasciwosciach antybakteryjnych
[H7, H8, HI9]. W ekstrakcji ptynem w stanie nadkrytycznym Solidago gigantea zastosowano
zakres parametrow nie stosowany do tej pory w ekstrakcjach prowadzonych w warunkach
laboratoryjnych (ci$nienie do 80 MPa), co pozwolito uzyska¢ biologicznie aktywny produkt
z wysoka wydajnoscig ok. 7% [H8].

Inne osiggnigcia niewchodzqce w skitad cyklu prac habilitacyjnych po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora opublikowatam 18 prac niewchodzacych w sktad cyklu prac
habilitacyjnych, ktorych taczny wspotczynnik wptywu IF wynosi 56,929.

W ramach realizacji projektu Symfonia podjelam tematyke badawcza dotyczaca analizy
fizykochemicznej oraz wilasciwosci antybakteryjnych nanoczastek srebra syntetyzowanych przy
uzyciu promieniowcow [22,23,26]. W ostatnich latach moja tematyka badawcza obejmowala
problem ekstrakcji zwigzkow biologicznie aktywnych z materialu roslinnego za pomoca
rozpuszczalnikow przyjaznych $rodowisku takich jak etanol oraz ditlenek wegla w stanie
nadkrytycznym [83,84]. W ramach realizacji podjetych zadan wspotpracowatam z Instytutem
Nowych syntez Chemicznych w Pulawach w celu optymalizacji procedur ekstrakcji
oraz przeniesienia skali ekstrakcji, a wyniki tej wspolpracy zostalty wydane w postaci dwoch
publikacji [5,6]. Jako metode skutecznego przygotowania materiatu roslinnego do ekstrakcji
wprowadzitam ekstrakcje wspomagang enzymatycznie, a zagadnienia zwigzane z tg tematyka
obecnie kontynuuje¢ w ramach realizacji projektu Miniatura [7].

Perspektywy badawcze

W ramach realizacji projektu NCN Miniatura pt. “Wplyw struktury oraz kompozycji materiatu
roslinnego na ekstrakcje wybranych zwigzkow biologicznie aktywnych” (2018/02/X/ST4/01351)
poraz pierwszy skuteczno$¢ hydrolizy enzymatycznej bedzie weryfikowana bezposrednio
W materiale ro§linnym za pomocg barwien histochemicznych oraz reakcji immunocytochemicznych
dzigki ktorym zostang zlokalizowane poszczegdlne skladowe §cian komodrkowych. Projekt, ktory
realizuj¢ ma charakter interdyscyplinarny, narzgdzia biologii molekularnej (reakcje
immunocytochemiczne) postuza do wyjasnienia zjawisk lezacych u podstaw procesu ekstrakc;ji.
Opisane podej$cie umozliwia ocen¢ stopnia hydrolizy $cian komoérkowych na przekrojach czastek
materiatu roslinnego poddawanych ekstrakcji oraz stopien wnikania enzyméw do wngtrza czastek
materiatu.  Stopien enzymatycznej hydrolizy $cian komorkowych bedzie korelowany
ze skutecznoscia ekstrakcji wybranych zwigzkow biologicznie aktywnych. W tym celu zostang
wykorzystane konwencjonalne i niekonwencjonalne techniki ekstrakcji takie jak maceracja,
przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem i ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym. Planuje
réwniez kontynuacje badan nad mechanizmami oddziatywan nanoczgstek srebra z komorkami
bakteryjnymi z wykorzystaniem takich narzedzi jak transmisyjna mikroskopia elektronowa oraz
MALDI-TOF-MS.
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Szczegolowy wykaz catkowitego dorobku naukowego

Dane bibliometryczne:

Calkowita liczba publikacji ze wspotczynnikiem IF: 30
Laczna warto$¢ punktow ministerialnych: 896

L.aczna warto$¢ wskaznika IF: 100,032

Cytowania na podstawie Web of Science: 187
Cytowania (bez autocytowan) Web of Science: 155
Indeks H (wg bazy Web of Science): 10
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