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1. Imię i nazwisko 

Katarzyna Rafińska 

 

2. Posiadane dyplomy i stopnia naukowe 

 

2006–2012 - Studia doktoranckie w zakresie biologii; praca realizowana w Zakładzie Biologii 

Komórki na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikołaja Kopernika 

w Toruniu; tytuł rozprawy doktorskiej: „Udział elementów macierzy 

zewnątrzkomórkowej w interakcji gametofit męski – zalążek u Larix decidua Mill”, 

praca obroniona 29.06.2012 r., promotor: prof. dr hab. Elżbieta Bednarska-

Kozakiewicz; 

 

2004–2006 - Studia stacjonarne II stopnia (magisterium) na kierunku biotechnologia; praca 

realizowana w Zakładzie Biologii Komórki na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi, 

Uniwersytet Mikołaja Kopernika w Toruniu; tytuł pracy: „Dystrybucja i poziom 

poli(A)RNA w różnicującym się ziarnie pyłku Hyacinthus orientalis L.”, promotor: 

prof. dr hab. Elżbieta Bednarska-Kozakiewicz; 

 

2001–2004 - Studia stacjonarne I stopnia (licencjat) na kierunku biotechnologia; praca realizowana 

w Zakładzie Biologii Komórki na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet 

Mikołaja Kopernika w Toruniu; tytuł pracy: „Budowa i funkcje kalretikuliny”, 

promotor: prof. dr hab. Elżbieta Bednarska-Kozakiewicz; 

 

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu 

               

01.05.2018 – obecnie adiunkt naukowy, Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych 

Technologii UMK w Toruniu w wymiarze pół etatu 
 

15.05.2018 – obecnie chemik, Katedra Chemii Środowiska i Bioanalityki, Wydział 

Chemii UMK w Toruniu w wymiarze pół etatu 
 

01.12.2016 – 30.04.2018  adiunkt naukowy, Katedra Chemii Środowiska i Bioanalityki, 

Wydział Chemii UMK w Toruniu w wymiarze pełnego etatu 
 

01.10.2006 – 30.06.2007 asystent, Zakład Biologii Komórki, Wydział Biologii i Nauk 

o Ziemi UMK w Toruniu w wymiarze pełnego etatu 
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4. Wskazanie osiągnięcia* wynikającego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 

2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.): 

 

(a) tytuł osiągnięcia naukowego: 

 

monotematyczny cykl publikacji zatytułowany: 

 

„Surowce naturalne jako źródło nowych rozwiązań antybakteryjnych” 

 

(b) wykaz powiązanych tematycznie artykułów naukowych stanowiących podstawę 

postępowania habilitacyjnego: 

 

Publikacje [H1-H9] wchodzące w skład jednotematycznego cyklu prac stanowiących podstawę 

osiągnięcia naukowego pochodzą z czasopism znajdujących się na liście Journal Citation Reports 

(JCR). Jestem autorem do korespondencji w przypadku 3 publikacji [H3, H7, H8]. Dla wszystkich 

publikacji podałam Impact Factor (IF) odnoszący się do roku wydania publikacji, a także liczbę 

cytowań Web of Science na dzień 27.02.2019. 

 

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

 [H1] B. Buszewski, V. Railean-Plugaru, P. Pomastowski, K. Rafińska, M. Szultka-Młyńska, 

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  

Wkład w autorstwo 65% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury, zaplanowaniu koncepcji badań, 

zaplanowaniu i wykonaniu analiz dotyczących mikroskopii fluorescencyjnej, udziale w interpretacji wyników 

dotyczących cytometrii przepływowej oraz mikroskopii fluorescencyjnej, dyskusji uzyskanych wyników, przygotowaniu 

wstępnej wersji manuskryptu, redakcji całości pracy.  

[H2] B. Buszewski, K. Rafińska, 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  

Wkład w autorstwo 70% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury, zaplanowaniu koncepcji badań, 

zaplanowaniu i wykonaniu części doświadczalnej dotyczącej sorpcji antybiotyku na biologicznie syntetyzowanych 

nanocząstkach srebra, analizie właściwości antybakteryjnych, wykonaniu analiz fizykochemicznych, interpretacji 

uzyskanych wyników, napisaniu manuskryptu oraz redakcji całości pracy. 
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[H3] K. Rafińska, P. Pomastowski, B. Buszewski ,,Study of Bacillus subtilis response to different 

forms of silver” Sci. Total Environ. 2019, 661, 120–129; IF=4,610; Cl=0; PM=40  

Wkład w autorstwo 85% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury, zaplanowaniu koncepcji badań, 

zaplanowaniu i wykonaniu analiz dotyczących krzywych wzrostu hodowli, poziomu reaktywnych form tlenu, poziomu 

zredukowanego i strąconego srebra oraz obrazowania TEM, dyskusji uzyskanych wyników, przygotowaniu manuskryptu, 

redakcji całości pracy, korespondencji z redaktorem czasopisma oraz recenzentami. 

[H4] M. Milanowski, P. Pomastowski, V. Railean-Plugaru, K. Rafińska, 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; Cl=5; PM=35  

Wkład w autorstwo 65% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury, zaplanowaniu koncepcji badań, 

zaplanowaniu i wykonaniu części doświadczalnej dotyczącej analizy TEM, interpretacji uzyskanych wyników, udziale 

w napisaniu manuskryptu oraz redakcji pracy. 

[H5] P. Pomastowski, M. Sprynskyy, P. Žuvela, K. Rafińska, 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  

Wkład w autorstwo 50% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury dotyczącego oczyszczania laktoferyny, 

izolacji laktoferyny z serwatki, udziale w analizie aktywności antybakteryjnej uzyskanych kompozytów, analizie TEM, 

interpretacji uzyskanych wyników oraz przygotowaniu manuskryptu. 

[H6] V. Railean-Plugaru, P. Pomastowski, K. Meller, M. Złoch, K. Rafińska, B. Buszewski, 

„Lactococcus lactis as a safe and inexpensive source of bioactive silver composites”, J. Appl. 

Microbiol. Biotechnol., 2017, 101, 7141-7153; IF=3,340; Cl=6; PM=35 

Wkład w autorstwo 60% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury, zaplanowaniu koncepcji badań, 

zaplanowaniu i wykonaniu części doświadczalnej dotyczącej analizy cytotoksyczności oraz właściwości 

antybakteryjnych uzyskanych nanokompozytów, udziale w identyfikacji nowego szczepu bakterii, napisaniu 

manuskryptu oraz redakcji pracy. 

[H7]  K. Rafińska, P. Pomastowski, J. Rudnicka, A. Krakowska, A. Maruška, 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; IF=4,946; Cl=0, 

PM=40 

Wkład w autorstwo 65% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury, zaplanowaniu koncepcji badań, 

zaplanowaniu i wykonaniu analiz dotyczących poziomu związków fenolowych oraz flawonoidów w ekstraktach, 

pomiarów stref zahamowania wzrostu, wartości MIC, pomiaru żywotności L929, obrazowania za pomocą SEM, dyskusji 

uzyskanych wyników, przygotowaniu manuskryptu, redakcji całości pracy, korespondencji z redaktorem czasopisma oraz 

recenzentami. 
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[H8] O. Wrona, K. Rafińska, C. Możeński 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; IF=3,849; Cl=0; PM=40 

Wkład w autorstwo 65% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury, zaplanowaniu koncepcji badań, 

zaplanowaniu i wykonaniu analiz dotyczących właściwości antybakteryjnych i cytotoksycznych, analizie zawartości 

związków fenolowych oraz flawonoidów, interpretacji wyników RSM, dyskusji uzyskanych wyników, przygotowaniu 

manuskryptu, redakcji pracy, korespondencji z redaktorem czasopisma oraz recenzentami. 

[H9] B. Buszewski, K. Rafińska, A. Cvetanovic, J. Walczak, A. Krakowska, J. Rudnicka, 

Z. Zeković “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  

Wkład w autorstwo 60% 

Mój wkład w powstanie tej pracy polegał na dokonaniu przeglądu literatury, zaplanowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu 

i wykonaniu analiz dotyczących oznaczania MIC, żywotności komórek bakteryjnych za pomocą mikroskopii 

fluorescencyjnej, cytotoksyczności, dyskusji i interpretacji uzyskanych wyników, przygotowaniu manuskryptu, redakcji 

całości pracy. 

 

PODSUMOWANIE 

Publikacje [H1-H9] tworzące osiągnięcie habilitacyjne wykazują następujące wskaźniki 

bibliometryczne: 

- sumaryczny współczynnik oddziaływania IF (wg. listy JCR): 39,477 

- średnia wartość IF (wg. listy JCR): 4,39 

- sumaryczna punktacja MNiSW: 310 

- średnia liczba punktów MNiSW: 34,44 

- całkowita liczba cytowań na dzień 27.02.2019 (Web of Science): 36 

- średni udział procentowy: 65% 

 

Wprowadzenie 

W 2004 roku ukończyłam studia licencjackie na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi broniąc 

pracę zatytułowaną “Budowa i funkcje kalretikuliny”. W tym samym roku rozpoczęłam studia 

magisterskie. Przedmiotem pracy dyplomowej wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Elżbiety 

Bednarskiej-Kozakiewicz była „Dystrybucja i poziom poli(A)RNA w różnicującym się ziarnie pyłku 

Hyacinthus orientalis L.” Podczas studiów magisterskich zapoznałam się z wieloma technikami 

biologii molekularnej, m.in. techniką hybrydyzacji in situ, która pozwala na zlokalizowanie 

w komórce nowo powstałych transkryptów. Tytuł magistra uzyskałam w czerwcu 2006 roku. Wyniki 

mojej pracy ukazały się drukiem w formie publikacji naukowej [1]. Studia doktoranckie 

kontynuowałam pod kierunkiem prof. dr hab. Elżbiety Bednarskiej-Kozakiewicz w Zakładzie 

Biologii Komórki. Przedmiotem pracy dyplomowej, było badanie udziału macierzy 

zewnątrzkomórkowej, w tym pektyn oraz białek arabinogalaktanowych, w oddziaływaniu gametofitu 

męskiego z zalążkiem u rośliny nagonasiennej Larix decidua Mill. W badaniach wykorzystywałam 

techniki biologii molekularnej: reakacje immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciał 
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rozpoznających poszczególne składowe ścian komórkowych oraz hodowle in vitro łagiewek 

pyłkowych. W trakcie studiów doktoranckich odbyłam wiele szkoleń, m.in. z zakresu RT-PCR oraz 

metod biologii molekularnej i obsługi specjalistycznego sprzętu (np. vibrotomu oraz transmisyjnego 

mikroskopu elektronowego). Wyniki mojej pracy prezentowałam na konferencjach krajowych                   

i międzynarodowych. Ukazały się także drukiem w formie publikacji naukowych [2–4]. Podczas 

realizacji doktoratu otrzymałam dwa projekty na finansowanie badań, jednym z nich był grant 

promotorski nr 304-B Wydziału Biologii i Nauk o Ziemi UMK w Toruniu, a drugim “Stypendium 

dla doktorantów 2008/2009-ZPORR” przyznawane przez Urząd Marszałkowski Województwa 

Kujawsko-Pomorskiego.  

Po uzyskaniu tytułu doktora nauk biologicznych zostałam zatrudniona na stanowisku post-

doc w grupie prof. zw. dr hab. Bogusława Buszewskiego, dr h. c. mult., czł. koresp. PAN na Wydziale 

Chemii UMK w Toruniu. W tym czasie byłam zaangażowana w realizację projektu NCN,                   

Symfonia 1 (2013-2016), nr 2013/08/W/N28/00701 zatytułowanego „Zastosowanie łączonych 

technik separacyjnych do frakcjonowania nanocząstek i metabolitów o charakterze antybiotycznym 

wytwarzanych przez promieniowce ze środowisk ekstremalnych”. Celem projektu było opracowanie 

nowej generacji rozwiązań o charakterze antybakteryjnym z wykorzystaniem nowych szczepów 

promeniowców. Uzyskane wyniki badań stanowią część prezentowanej rozprawy habilitacyjnej. 

W międzyczasie byłam zaangażowana w przygotowanie projektu NCBiR zatytułowanego “Rośliny 

uprawne oraz produkty naturalne jako źródła substancji biologicznie aktywnych przeznaczonych 

do produkcji preparatów kosmetycznych, farmaceutycznych i suplementów diet”. Od 2016 roku 

jestem jednym z jego głównych wykonawców (BIOSTRATEG 2/298205/9/NCBR/2016). W ramach 

tego projektu współpracuję z Instytutem Nowych Syntez Chemicznych w Puławach, biorąc udział 

w planowaniu i optymalizacji ekstrakcji materiału roślinnego płynem w stanie nadkrytycznym oraz 

badając uzyskany produkt pod kątem właściwości biologicznych. Efektem współpracy są publikacje 

w renomowanych czasopismach o zasięgu międzynarodowym [5,6]. 

Po obronie rozprawy doktorskiej byłam zaangażowana w realizację również dwóch innych 

projektów na Wydziale Chemii UMK w Toruniu. W latach 2014-2015 prowadziłam badania 

w ramach projektu Sonata zatytułowanego "Synteza i zastosowanie nowych chiralnych soli 

triazolowych pochodnych terpenów jako N-heterocyklicznych karbenowych prekatalizatorów (NHC) 

do syntezy asymetrycznej" (2011/03/D/ST5/05626). Natomiast w latach 2015-2018 realizowałam 

projekt Maestro zatytułowany “Zastosowanie sprzężonych i łączonych technik separacyjnych w 

badaniach metabolomicznych i poszukiwaniu markerów chorób nowotworowych” 

(2014/14/A/ST4/00641). 

W listopadzie 2018 roku otrzymałam projekt NCN Miniatura pt. “Wpływ struktury 

oraz kompozycji materiału roślinnego na ekstrakcję wybranych związków biologicznie aktywnych” 

(2018/02/X/ST4/01351). Celem projektu jest analiza skuteczności trawienia enzymatycznego 

materiału roślinnego przygotowanego do ekstrakcji. Jest to nowatorskie podejście do procesu 

ekstrakcji związków biologicznie aktywnych, którego skuteczność została potwierdzona 

doswiadczalnie rownież w badaniach w których uczestniczę [7]. Podczas realizacji 

tego interdyscyplinarnego przedsięwzięcia wykorzystuję wiedzę z zakresu biotechnologii jak 

i chemii analitycznej. W badaniach stosuję barwienia histochemiczne oraz techniki 

immunocytochemiczne pozwalające zlokalizować oraz ocenić ilość poszczególnych komponentów 

ścian komórkowych takich jak celuloza, pektyny oraz hemicelulozy.  
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Od 2018 roku jest współudziałowcem spółki BioServ, będącej firmą odpryskową typu spin-off, 

specjalizującej się w opracowywaniu nowych metod syntezy naturalnych biokompozytów o działaniu 

antybakteryjnym opartych na zastosowaniu metali oraz pozyskiwaniu ekstraktów roślinnych. 

9 listopada 2018 roku spółka BioServ otrzymała tytuł Lidera Innowacji Pomorza i Kujaw 2018 

za rozwiązanie pod nazwą “Nowej generacji preparat antyseptyczny”. 

Obecnie jestem zatrudniona jako adiunkt naukowy w Interdyscyplinarnym Centrum 

Nowoczesnych Technologii Uniwersytetu Mikołaja Kopernika w Toruniu. Jestem promotorem 

pomocniczym oraz opiekunem rozprawy doktorskiej mgr Anety Krakowskiej zatytułowanej 

“Techniki nadkrytyczne w pozyskiwaniu oraz oznaczaniu związków o właściwościach 

antyoksydacyjnych”. W ramach współpracy z Instytutem Nowych Syntez Chemicznych w Puławach 

sprawuję opiekę naukową nad rozprawą doktorską mgr Olgi Wrony. 

Problem lekooporności 

Odkrycie antybiotyków na początku XX wieku zahamowało postęp badań nad alternatywnymi 

środkami o działaniu antybakteryjnym. Nierozważne stosowanie związków o charakterze 

antybiotycznym doprowadziło do powstania w komórkach bakteryjnych różnych systemów 

oporności, często obejmujących oporność jednocześnie na wiele stosowanych związków. Oporność 

bakterii na antybiotyki uważana jest obecnie za główny problem zdrowia publicznego. Strategie 

zalecane przez Światową Organizację Zdrowia obejmują badania nad nowymi antybiotykami bądź 

formulacjami antybakteryjnymi. Jednakże od lat 80-tych, kiedy to odkryto daptomycynę oraz 

linezolid nie wprowadzono nowej generacji antybiotyku, a obecnie komercjalizuje się jedynie nowe 

skuteczniejsze kombinacje znanych już wcześniej związków [8–10]. 

W raporcie z Globalnego Systemu Nadzoru nad Opornością na Środki Przeciwdrobnoustrojowe 

(GLASS) Światowa Organizacja Zdrowia wskazuje, że oporne wobec standardowych antybiotyków 

szczepy bakterii stwierdzono u 500 tys. pacjentów w 22 krajach [11]. Najczęściej wskazywanymi 

opornymi bakteriami są obecnie Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pneumoniae i Salmonella spp. Są one czynnikiem patogennym infekcji układu 

moczowego, zapalenia płuc, ucha oraz infekcji ran. Szczególnie niebezpieczne dla życia ludzkiego 

są zakażenia krwi powodowane przez te antybiotykooporne szczepy. Wysoki poziom oporności 

stwierdzono również u Acinetobacter baumannii oraz Pseudomonas aeruginosa. WHO 

zakwalifikowało je jako szczepy, na które priorytetowo poszukuje się nowych rozwiązań leczniczych 

[12]. Stąd w ostatnich latach obserwuje się znaczący wzrost zainteresowania nowymi strategiami oraz 

rozwiązaniami o charakterze antybakteryjnym opartymi na zastosowaniu naturalnych surowców. 

Jednym z współczesnych kierunków badań jest wykorzystanie metali, a w szczególności srebra 

do opracowania nowych formulacji antybakteryjnych. Ze względu na wysoką toksyczność jonów 

srebra, coraz powszechniej stosowaną formą tego pierwiastka są nanocząstki. Nanocząstki to cząstki 

materii nie większe niż 100 nm [13]. Nanocząstki srebra mogą być pozyskiwane metodami 

chemicznymi lub fizycznymi. W ostatnich latach opracowano również skuteczne protokoły syntezy 

biologicznej z wykorzystaniem mikroorganizmów lub ekstraktów roślinnych. Pomimo 

powszechnego stosowania nanocząstek srebra w życiu codziennym, mechanizm ich działania nie 

został dobrze poznany. Wiele analiz wskazuje, że nanocząstki srebra w środowisku wodnym 

uwalniają niewielkie ilości Ag+ i to one odpowiadają za właściwości antybakteryjne. Mogą one 

oddziaływać z grupami tiolowymi i aminowymi białek, z kwasami nukleinowymi oraz błonami 
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komórkowymi. Oddziaływanie nanocząstek srebra i uwalnianych z nich jonów może prowadzić 

do uszkodzenia oraz przerwania ciągłości ścian i błon komórkowych, co skutkuje uwalnianiem 

zawartości komórek do środowiska zewnętrznego. Obecność jonów srebra prowadzi również 

do hamowania aktywności enzymów bakteryjnych poprzez wiązanie do grup funkcyjnych ich 

centrów aktywnych. W wielu przypadkach stwierdzono tworzenie reaktywnych form tlenu, które 

mogą uszkadzać struktury komórek bakteryjnych [14,15]. 

Drugim obecnie obowiązującym kierunkiem poszukiwań strategii i formulacji o charakterze 

antybakteryjnym jest pozyskiwanie związków bioaktywnych z roślin. Rośliny są szczególnie 

bogatym źródłem metabolitów wtórnych, które nie są niezbędne do ich wzrostu i rozwoju, 

a odgrywają niezmiernie ważną rolę w oddziaływaniu ze środowiskiem wzrostu. W większości są to 

związki niskocząsteczkowe, które mogą być ekstrahowane z materiału roślinnego. Do tej pory dobrze 

udokumentowano działanie antybakteryjne wielu klas związków syntetyzowanych przez rośliny, 

m.in. polifenoli, flawonoidów, saponin, chalkonów czy tanin. Wykazują one skuteczność przeciw 

szerokiemu spektrum bakterii gram dodatnich oraz ujemnych. Warto również zaznaczyć, że materiał 

roślinny stanowi niedrogi surowiec umożliwiający pozyskiwanie preparatów o działaniu 

antybakteryjnym na dużą skalę.  

Ekstrakcja materiału roślinnego stanowi kluczowy etap w pozyskiwaniu związków 

niskocząsteczkowych o aktywności biologicznej. Istnieje wiele technik izolowania metabolitów 

wtórnych, różnią się one znacznie w zależności od zastosowanego rozpuszczalnika, temperatury i 

ciśnienia. Różnice w strukturze izolowanych związków bioaktywnych determinują ich 

rozpuszczalność w rozpuszczalnikach o różnej polarności. Dlatego też rodzaj rozpuszczalnika 

ekstrakcyjnego, jak również technika izolacji (ekstrakcji) mają znaczący wpływ na wydajność 

pozyskiwania wtórnych metabolitów roślinnych i jednocześnie na aktywność uzyskanych ekstraktów 

[16,17]. 

Cel pracy 

Głównym celem niniejszych badań było opracowanie nowych formulacji o właściwościach 

antybakteryjnych z wykorzystaniem szerokiego spektrum surowców naturalnych takich jak 

środowiskowe szczepy bakterii, białka serwatki oraz materiał roślinny. Otrzymane preparaty miały 

charakteryzować się wysoką skutecznością, łatwością otrzymywania oraz niską toksycznością wobec 

prawidłowych komórek. Równolegle drugim celem było poznanie mechanizmów działania 

wybranych preparatów na komórki bakteryjne. 

Produkty otrzymane w toku pracy ze względu na swoją antybakteryjną skuteczność mogą 

znaleźć zastosowanie w zewnętrznym leczeniu infekcji skóry oraz błon śluzowych. Preparaty 

roślinne mogą stanowić naturalny dodatek do kosmetyków lub żywności przedłużający ich trwałość, 

również w kontekście ochrony antyoksydacyjnej. 
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Dla realizacji powyższych celów podjęto następujące działania: 

1. Opracowanie metody oceny właściwości antybakteryjnych biologicznie syntetyzowanych 

nanocząstek srebra z udziałem promieniowców izolowanych z kwaśnych gleb leśnych 

z wykorzystaniem nowoczesnych technik biologii molekularnej: cytometrii przepływowej 

oraz znakowania komórek martwych i żywych za pomocą barwników fluorescencyjnych 

[H1]. 
 

2. Opracowanie metody funkcjonalizacji nanocząstek srebra za pomocą antybiotyku w celu 

poprawy ich właściwości antybakteryjnych. Ten etap badań obejmował analizę kinetyki 

wiązania antybiotyku do powierzchni biologicznie syntetyzowanych nanocząstek i analizę 

fizykochemiczną funkcjonalizowanych nanocząstek [H2].  
 

3. Wyjaśnienie mechanizmu działania jonów srebra, nanocząstek srebra oraz nanocząstek 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 badań za pomocą ICP-MS monitorowano również ilość srebra 

strąconego przez komórki bakteryjne [H3]. 
 

4. Opracowanie skutecznej metody syntezy nanokompleksów srebra w oparciu o wykorzystanie 

produktów pochodzenia mleczarskiego: bakterii kwasu mlekowego oraz laktoferyny 

izolowanej z serwatki. Celem tego etapu było opracowanie metody oczyszczania laktoferyny 

z serwatki za pomocą chromatografii jonowymiennej, analiza kinetyki wiązania jonów srebra 

do laktoferyny oraz ocena właściwości antybakteryjnych uzyskanych kompleksów [H5]. 

Ponadto podjęto się opracowania metody syntezy nanocząstek srebra z wykorzystaniem 

bakterii izolowanych z mleka. W tym celu dokonano identyfikacji wyizolowanego szczepu 

za pomocą MALDI-TOF-MS i sekwencjonowania 16S rDNA oraz opracowano warunki 

syntezy nanocząstek srebra z wykorzystaniem płynu pohodowlanego [H6]. 
 

5. Dobór warunków przygotowania oraz ekstrakcji materiału roślinnego w celu uzyskania 

produktu o właściwościach antybakteryjnych [H7, H8, H9]. Na tym etapie dokonano wyboru 

rozpuszczalnika, techniki oraz warunków ekstrakcji wybranego materiału roślinnego. Poziom 

związków biologicznie aktywnych w uzyskanych ekstraktach był monitorowany za pomocą 

analiz spektrofotometrycznych oraz HPLC-MS. Dokonano optymalizacji ekstrakcji materiału 

roślinnego ditlenkiem węgla w stanie nadkrytycznym za pomocą metodologii powierzchni 

odpowiedzi oraz przeniesienia skali ekstrakcji z ćwierćtechnicznej do półtechnicznej 

[H8, H9]. 

Podejście interdyscyplinarne zastosowane w pracy oparte na wykorzystaniu spektroskopii, 

spektrometrii oraz metod biologii molekularnej umożliwiło opracowanie formulacji o wysokim 

potencjale antybakteryjnym oraz jednocześnie wyjaśnienie mechanizmów ich działania (Tab. 1). 
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Tab. 1. Metodologia zastosowana do opracowania nowych formulacji o właściwościach antybakteryjnych 

z wykorzystaniem szerokiego spektrum surowców naturalnych. 

 

 

 

Ocena właściwości antybakteryjnych nanocząstek srebra 

Oporność bakterii stanowi poważny problem współczesnej medycyny oraz weterynarii. Stąd 

rozwój nowych formulacji o działaniu antybakteryjnym jest obecnie poważnym wyzwaniem. 

W leczeniu infekcji skóry oraz błon śluzowych coraz większym zainteresowaniem cieszą 

się produkty oparte na zastosowaniu kompleksów srebra [18,19]. Wśród wielu znanych metod 

syntezy nanocząstek srebra, obecnie popularność zyskują techniki oparte na wykorzystaniu 

produktów pochodzenia naturalnego takich jak materiał roślinny, grzyby, bakterie oraz wirusy. 

Biologiczne metody syntezy są często znacznie tańsze i bardziej powtarzalne niż powszechnie do tej 

pory stosowane metody chemicznej syntezy. Tworzone podczas procesów biologicznych nanocząstki 

są też jednocześnie stabilizowane za pomocą związków naturalnych co wiąże się z ich niższą 

toksycznością w porównaniu do nanocząstek otrzymywanych drogą syntezy chemicznej [13,20,21]. 

Podczas badań wykorzystywano nanocząstki srebra otrzymywane w ramach realizacji projektu 

Symfonia. Do ich syntezy stosowano nowo identyfikowane szczepy promieniowców izolowane z 

kwaśnych gleb leśnych [22,23]. Promieniowce to mikroorganizmy należące do grupy gram dodatnich 

bakterii, które są powszechnie znanym źródłem związków aktywnych o działaniu antybakteryjnym 

oraz przeciwgrzybiczym. Nanocząstki otrzymane z pomocą metabolitów wydzielanych przez 

izolowane promeniowce wykazywały znaczące działanie przeciwdrobnoustrojowe wobec szerokiego 

spektrum bakterii. W badaniach stosowano nanocząstki syntetyzowane przez szczepy CGG 11n oraz 
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HGG 16n [23,24], a ich skuteczność antybakteryjną wstępnie potwierdzono w oparciu o zastosowanie 

metody dyfuzyjno-krążkowej. Jednak celem podjętych badań było dalsze wzmocnienie ich 

potencjału antybakteryjnego. Z założenia dwie substancje o działaniu antybakteryjnym powinny 

wykazywać synergizm. W publikacji H1 [24] wykorzystano synergizm działania dwóch czynników 

antybakteryjnych: antybiotyku oraz nanocząstek srebra typu HGG 16n w celu doboru skutecznych 

terapii przeciw różnym szczepom bakterii.  

Analiza właściwości antybakteryjnych nanocząstek srebra jest zdecydowanie bardziej 

problematyczna aniżeli analiza antybiotyków. Spowodowane jest to dużym rozmiarem nanocząstek, 

które podczas testów na płytkach z zestaloną pożywką mogą słabiej dyfundować poprzez pory żelu 

aniżeli związki niskocząteczkowe i w ten sposób uzyskany wynik może nie w pełni odzwierciedlać 

rzeczywistą skuteczność antybakteryjną testowanego materiału. W zwiąku z tym dalsze analizy 

właściwości antybakteryjnych czystych nanocząstek oraz ich kombinacji z antybiotykami oparto 

na najnowocześniejszych technikach wykorzystywanych w mikrobiologii: cytometrii przepływowej 

oraz mikroskopii fluorescencyjnej. Cytometria przepływowa jest metodą analityczną umożliwiającą 

szybki pomiar rozproszonego światła lub sygnałów fluorescencji emitowanych przez komórki. 

Do analiz wykorzystano jodek propidyny, który przenika jedynie przez błony martwych komórek 

i wiąże się z DNA wykazując maksimum wzbudzenia i emisji przy długości fali odpowiednio 535 

i 617 nm. Wyniki uzyskane za pomocą cytometrii przepływowej potwierdzono analizą 

mikroskopową stosując kombinację dwóch barwników fluorescencyjnych: oranżu akrydyny oraz 

bromku etydyny. Oranż akrydyny przenika przez błony martwych i żywych komórek, natomiast 

bromek etydyny przenika jedynie przez błony komórek, które straciły integralność [25]. Analiza 

żywotności komórek bakteryjnych potwierdziła, że syntetyzowane z pomocą Actinomycetes 

nanocząstki srebra HGG 16n są skuteczne wobec Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, 

Salmonella infantis, Escherichia coli oraz Bacillus subtilis. Nanocząstki te były skuteczne 

już w najniższym zastosowanym stężeniu tj. 12,5 μg/mL w przeciwieństwie do nanocząstek typu 

CGG 11n w przypadku których skuteczność malała wraz ze wzrastającym stężeniem [24,26]. 

Synergistyczne działanie nanocząstek srebra oraz antybiotyku było szczególnie dobrze widoczne 

w przypadku K. pneumoniae traktowanego kombinacją nanocząstek oraz gentamycyny. Mikroskopia 

fluorescencyjna pozwoliła stwierdzić, że po 24 godzinnej inkubacji z nanocząstkami liczba martwych 

i żywych komórek jest porównywalna. Gentamycyna również nie prowadziła do znaczącej degradacji 

komórek bakteryjnych, większość komórek wykazywała zieloną fluorescencję. Natomiast 

kombinacja nanocząstek srebra oraz gentamycyny charakteryzowała się znaczącym działaniem 

bakteriobójczym – większość komórek emitowała czerwoną fluorescencję, co świadczy o przerwaniu 

ciągłości błony [H1] [24]. 

Poprawa właściwości antybakteryjnych nanocząstek srebra poprzez funkcjonalizację tetracykliną 

Stosunek powierzchni nanocząstek srebra do ich objętości pozwala na unieruchomienie wielu 

cząsteczek bioaktywnych ligandów. Taka funkcjonalizacja powinna prowadzić do 

poprawy aktywności przeciwbakteryjnej nanocząstek [13,27]. W badaniach do funkcjonalizacji 

nanocząstek srebra wybrano tetracyklinę, antybiotyk o szerokim spektrum działania, który posiada 

wiele grup funkcyjnych mogących oddziaływać z cząsteczkami związków organicznych obecnych 

na powierzchni nanocząstek srebra [H2] [28,29]. Synteza nanocząstek srebra 
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funkcjonalizowanych antybiotykami umożliwia ich potencjalne zastosowanie w medycynie do 

bezpośredniego stosowania w leczeniu infekcji skóry i błon śluzowych.  

W badaniach korzystano z chemicznie syntetyzowanych nanocząstek srebra stabilizowanych 

za pomocą PVP oraz biologicznie syntetyzowanych nanocząstek typu CGG 11n. Analiza kinetyki 

wiązania antybiotyku wykazała, że nanocząstki syntetyzowane biologicznie stanowią lepszy materiał 

do funkcjonalizacji, gdyż absorbują znacznie więcej antybiotyku aniżeli nanocząstki stabilizowane 

za pomocą PVP. Proces wiązania tetracykliny do nanocząstek CGG 11n nie był liniowy i można było 

wyróżnić 3 etapy: początkowy etap szybkiej sorpcji, etap wolnej sorpcji oraz etap równowagi. Proces 

sorpcji antybiotyku do powierzchni chemicznie otrzymywanych nanocząstek był niestabilny.                        

Po początkowym okresie sorpcji następowała desorpcja. Obserwowane zjawiska pozwoliły 

stwierdzić, że stosowanie chemicznie stabilizowanych nanocząstek nie pozwoliło na otrzymanie 

stabilnych kompleksów [H2] [28].  

Tworzenie stałych kompleksów antybiotyków z biologicznie syntetyzowanymi nanocząstkami 

srebra zostało potwierdzone za pomocą licznych analiz fizykochemicznych. Funkcjonalizacja 

nanocząstek prowadziła do znacznego wzrostu wielkości promienia hydrodynamicznego z 83,36 nm 

do 151 nm [H2] [28]. W celu oszacowania stabilności otrzymanych kompleksów dokonano 

pomiarów potencjału zeta. Znajomość potencjału zeta pozwala przewidzieć stabilność koloidów, 

wartości wyższe i niższe od ±20 mV wskazują na stabilność dyspersji. Przeprowadzone badania 

pozwoliły stwierdzić, że proces funkcjonalizacji tetracykliną jedynie nieznacznie podnosi wartość 

potencjału zeta z -19,6 do -19,2 mV. Otrzymane wyniki sugerują, że otrzymane nanocząstki w długim 

okresie czasu pozostają stabilne [H2] [28].  

Dla potwierdzenia procesu funkcjonalizacji wykonano również analizę spektroskopową, która 

pozwoliła wykryć zmiany wskazujące na sorpcję antybiotyku. Widma FTIR nanocząstek 

funkcjonalizowanych tetracykliną oraz niefunkcjonalizowanych znacząco się różnią. Szczególnie 

sygnał ~ =1577,8 cm-1, który nie był obecny w widmie nanocząstek niepoddawanych 

funkcjonalizacji tetracykliną może pochodzić z wiązania rozciągającego C-C w aromatycznym 

pierścieniu tetracykliny. Natomiast nowe pasmo ~ =1134 cm-1 prawdopodobnie pochodzi z wiązania 

C-N alifatycznej aminy obecnej w cząsteczce tetracykliny. Skuteczność wiązania tetracykliny 

do powierzchni antybiotyku potwierdzono za pomocą analizy całkowitej zawartości węgla 

organicznego (TOC). Wykazano, że podczas funkcjonalizacji zawartość węgla wzrasta z 0,715 mg/g 

srebra do 0,82 mg/g srebra [H2] [28]. 

Analizę właściwości antybakteryjnych funkcjonalizowanych nanocząstek srebra 

przeprowadzono dwiema metodami: dyfuzyjno-studzienkową oraz poprzez oznaczanie minimalnego 

stężenia hamującego (MIC, minimal inhibitory concentration). Nanocząstki srebra przed jak 

i po funkcjonalizacji charakteryzowały się wysoką skutecznością przeciw patogenom takim jak 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Staphylococcus aureus. Dla 

większości testowanych szczepów bakterii nanocząstki funkcjonalizowane tetracyckliną były 

skuteczniejsza aniżeli ich niefukcjonalizowane odpowiedniki. Wyjątek stanowił szczep E. coli dla 

którego wartości MIC uzyskane dla nanocząstek funkcjonalizowanych tetracyckliną oraz 

niefunkcjonalizowanych były takie same [H2] [28].  
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Badanie mechanizmu działania różnych form srebra na komórki bakteryjne 

Do tej pory mechanizm działania nanocząstek srebra na komórki bakteryjne nie został do końca 

wyjaśniony i jest tematem wielu dyskusji. Dobrym modelem do badań tego zagadnienia są szczepy 

wykazujące pewien stopień oporności na stosowane nanocząstki. W ostatnich latach wskazuje 

się pojedyncze przypadki oporności niektórych szczepów Bacillus subtilis [30,31]. Aby poznać 

mechanizm działania nanocząstek srebra oraz ich funkcjonalizowanego odpowiednika wykorzystano 

komercyjnie dostępny szczep Bacillus subtilis PCM 2021, który jak wykazano podczas badań 

również charakteryzuje się wysokim poziomem oporności na nanocząstki srebra typu CGG 11n. 

Wartość minimalnego stężenia hamującego (ang. Minimal Inhibitory Concentration, MIC) 

dla czystych nanocząstek srebra wyniosła powyżej 200 μg/mL, natomiast dla nanocząstek 

funkcjonalizowanych tetracykliną 50 μg/mL. Przeprowadzone analizy jednoznacznie wykazały, 

że nanocząstki srebra w stężeniu 12,5 μg/mL, które było skuteczne wobec szczepów Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae czy Proteus mirabilis nie wpływają znacząco na rozwój B. subtilis. 

Nawet stężenie 100 μg/mL zahamowało wzrost B. subtilis jedynie o 13% w porównaniu z kontrolą 

nietraktowaną nanocząstkami [H3] [32]. Podobne zjawisko obserwowano dla spor Bacillusa 

izolowanych z powietrza, które rozwinęły oporność na nanocząstki tlenku tytanu pokryte tlenkiem 

srebra [33] oraz szczepu Cu1065, który wykazywał oporność na nanocząstki srebra chemicznie 

syntetyzowane i stabilizowane za pomocą PVP [31]. Pomiary wzrostu jednoznacznie wykazały, 

że komórki B. subtilis wykazują wysoką wrażliwość na tetracyklinę oraz połączenie tetracykliny 

z nanocząstkami. Natomiast te same nanocząstki funkcjonalizowane tetracykliną nie wykazywały już 

takiej skuteczności, nie hamowały całkowicie wzrostu i po 7 godzinach inkubacji gęstość kultury 

była jedynie o 60% niższa od kontroli [H3] [32].  

Kolejnym etapem wyjaśniania mechanizmu działania nanocząstek srebra na komórki 

bakteryjne była analiza ultrastruktury komórek B. subtilis traktowanych różnymi formami srebra: 

czystymi nanocząstkami, kombinacją nanocząstek srebra z tetracykliną, nanocząstkami 

funkcjonalizowanymi tetracykliną oraz jonami srebra. Po dwóch godzinach inkubacji 

z nanocząstkami srebra obserwowano rozpoczęcie procesu sporulacji. Endospory są formami 

przetrwalnikowymi i wykazują wysoki stopień oporności przeciw różnym czynnikom fizycznym oraz 

chemicznym takim jak: wysoka temperatura, promieniowanie UV i gamma, odwodnienie, 

uszkodzenie za pomocą odczynników chemicznych [34,35]. Po zastosowaniu kombinacji 

nanocząstek srebra z tetracykliną również obserwowano rozpoczęcie procesu sporulacji, jednak 

ze względu na obecność antybiotyku został on prawdopodobnie przerwany [H3] [32]. Powszechnie 

wiadomo, że rozwój endospor zależy od ekspresji oraz stopnia fosforylacji czynnika i regulatora 

transkrypcji Spo0A~P, który jest odpowiedzialny za aktywację kolejnych genów [34]. 

Niewykluczone, że tetracyklina poprzez hamowanie syntezy białek zatrzymuje proces sporulacji. 

Co ciekawe, nanocząstki srebra funkcjonalizowane tetracykliną nie inicjowały sprocesu sporulacji. 

Uzyskany wynik sugeruje, że do inicjacji sporulacji potrzebny jest bezpośredni fizyczny 

kontakt nanocząstek srebra z powierzchnią komórki bakteryjnej. W przypadku nanocząstek 

funkcjonalizowanych antybiotykiem, warstwa zaadsorbowanej tetracykliny jest na tyle duża, 

że prawdopodobnie uniemożliwia bezpośrednie oddziaływanie nanocząstek srebra z ścianą 

komórkową. Jak już wcześniej wspomniano analiza promienia hydrodynamicznego badanych 

nanocząstek wskazuje, że podczas funkcjonalizacji rośnie on z 86,36 nm aż do 151 nm [H2] [28].  
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Analiza poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) w odpowiedzi na obecność różnych form 

srebra oraz antybiotyku również przybliżyła mechanizm działania nanocząstek srebra. Wykazano, 

że poziom ROS w komórkach Bacillus subtilis po inkubacji z czystymi nanocząstkami srebra jest 

niższy aniżeli w komórkach kontrolnych [H3] [32]. Co po części wynika z faktu, że biologicznie 

syntetyzowane nanocząstki mogą odgrywać rolę akceptorów rodników. Ich wysoki potencjał 

antyoksydacyjny jest wynikiem adsorpcji na powierzchni nanocząstek związków produkowanych 

i wydzielanych przez mikroorganizmy [36,37]. Dlatego też wzrost w poziomie ROS w komórkach 

B. subtilis w odpowiedzi na obecność nanocząstek srebra może być kompensowany przez 

ich zdolność do natychmiastowego wiązania wolnych rodników [H3] [32]. Podobne zjawisko 

obserwowano w przypadku Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus traktowanych 

nanocząstkami srebra, kiedy to dodatek silnego antyoksydanta zdecydowanie obniżał poziom ROS 

indukowanych przez działanie AgNPs [38]. Najwyższy poziom ROS obserwowano dla nanocząstek 

srebra funkcjonalizowanych tetracykliną, był on wyższy niż dla samej tetracykliny oraz kombinacji 

nanocząstek srebra z tetracykliną. Powierzchnia funkcjonalizowanych nanocząstek jest pokryta 

warstwą antybiotyku, w związku z tym ich zdolność do wyłapywania wolnych rodników jest 

ograniczona. Jednoczesna obecność nanocząstek srebra i antybiotyku wywołuje synergistyczny 

efekt. Mikrouszkodzenia ścian i błon komórkowych jednocześnie z uwalnianiem cząsteczek 

tetracykliny w tych miejscach może być przyczyną znaczącego stresu oksydacyjnego [H3] [32].  

Wcześniejsze badania nad B. subtilis wykazały, że poziom ROS ma wpływ na inicjację procesu 

sporulacji. Wzrost poziomu wewnątrzkomórkowego ROS prawdopodobnie prowadzi 

do zahamowania procesu sporulacji [39]. Uzyskane wyniki pozostają w zgodzie z tymi 

obserwacjami, ponieważ inkubacja komórek B. subtilis z czynnikami wywołującymi znaczący stres 

oksydacyjny nie indukowała procesu sporulacji. Natomiast inkubacja z nanocząstkami srebra 

nie przyczyniała się do powstawania stresu oksydacyjnego w komórkach B. subtilis i jednocześnie 

inicjowała proces sporulacji [H3] [32]. 

Przygotowania materiału do analizy za pomocą transmisyjnej mikroskopii elektronowej 

ujawniły, że podczas hodowli B. subtilis dochodzi do agregacji nanocząstek srebra. Obserwowane 

agregaty złożone są z wielu małych nanocząstek. Wiadomo, że stabilność koloidów zależy 

od wartości potencjału zeta, a jednym z czynników wpływających w zasadniczy sposób na jego 

wartość jest powierzchnia cząstek [40,41]. Uzasadnione wydaje się stwierdzenie, że podczas 

inkubacji na powierzchni nanocząstek dochodzi do adsorpcji związków wydzielanych przez komórki 

B. subtilis do środowiska wzrostu, co może przyczyniać się do zmiany potencjału zeta i utraty 

stabilności [H3] [32].  

Jednym z postulowanych mechanizmów działania nanocząstek srebra na komórki 

jest uwalnianie jonów srebra, które mogą wiązać się z grupami tiolowymi oraz aminowymi białek, 

z kwasami nukleinowymi oraz błonami komórkowymi [13,42,43,44]. W wyniku tego oddziaływania 

dochodzi prawdopodobnie do uszkodzenia błon komórkowych oraz zaburzeń funkcjonowania 

enzymów i białek. Podczas analizy oddziaływania nanocząstek srebra z komórkami B. subtilis 

założono, że stosowany roztwór nanocząstek srebra może również zawierać jony srebra. Monitoring 

poziomu srebra w precypitatach powstałych po hodowli z B. subtilis wykazał, że podczas inkubacji 

dochodzi do strącania wolnych jonów srebra [H3] [32].  

Przeprowadzone analizy pozwalają po raz pierwszy na postawienie hipotezy opisującej 

przebieg oddziaływania nanocząstek srebra z komórkami B. subtilis. W pierwszym etapie 
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bezpośredni fizyczny kontakt pomiędzy nanocząstkami, a powierzchnią komórek indukuje proces 

sporulacji. W tym czasie dochodzi do i) adsorpcji związków produkowanych przez B. subtilis              

na powierzchni nanocząstek w wyniku czego tracą one stabilność oraz ii) redukcji wolnych jonów 

srebra z udziałem związków wydzielanych przez badany szczep bakterii. W wyniku neutralizacji 

nanocząstek oraz jonów srebra, proces sporulacji zostaje zahamowany i komórki powracają do 

normalnych podziałów (Rys. 1).  

 

Rys.1. Proponowany mechanizm oddziaływania nanocząstek srebra z komórkami Bacillus subtilis 

[H3] [32]. 

Oddziaływanie jonów srebra z komórkami bakteryjnymi jest wciąż bardzo słabo poznanym 

procesem, choć ich właściwości antybakteryjne znane są od wieków [13,45,46]. Już niewielkie 

stężenia jonów srebra wykazują działanie antybakteryjne. W przypadku komórek B. subtilis 

całkowite zahamowanie wzrostu hodowli zachodziło przy stężeniu azotanu srebra 12,5 μg/mL, 

a stężenia 0,1 i 1 μg/mL ograniczały wzrost o ponad 60% [H3] [32]. Natomiast izolowane 

z produktów mlecznych szczepy Lactococcus lactis i Lactobacillus casei wykazywały wyższy 

stopień oporności, po 24 godzinnej inkubacji z azotanem srebra o stężeniu 1, 0,1 oraz 0,01 μg/mL 

gęstość hodowli nie odbiegała znacząco od kontroli. Analiza za pomocą transmisyjnej mikroskopii 

elektronowej wykazała, że w wyniku oddziaływania z jonami srebra dochodzi do pogrubienia 

ścian komórkowych. Zjawisko to obserwowano w przypadku B. subtilis jak i L. casei [H3, H4] 

[32,47]. Takie zmiany w morfologii bakterii w odpowiedzi na obecność jonów srebra nie były 

do tej pory obserwowane i stanowią z pewnością jeden z mechanizmów obronnych polegający 

na zapobieganiu wnikania toksycznych jonów do delikatnego protoplastu komórki [H3] [47].  

 

Opracowanie syntezy kompozytów srebra w oparciu o produkty pochodzenia mleczarskiego 

Nanocząstki srebra syntetyzowane za pomocą promieniowców, choć wykazują wysoką 

skuteczność antybakteryjną, to ich pozyskiwanie nie jest łatwe, szczególnie ze względu na trudności 

w hodowli promieniowców na dużą skalę. W związku z tym kolejnym realizowanym celem było 

opracowanie metody pozyskiwania nanocząstek srebra w oparciu o metody mogące znaleźć 

praktyczne zastosowanie. Mleko i jego przetwory są bogatym i niedrogim źródłem materii 

organicznej o właściwościach prozdrowotnych, która może zostać wykorzystana do syntezy 

nanocząstek srebra. Uwagę skierowano na białko mleka zwane laktoferyną oraz bakterie kwasu 

mlekowego.  
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Laktoferyna (LTF) to białko mleka, które może być pozyskiwane z serwatki, produktu 

odpadowego przetwórstwa mlecznego. Jest to glikoproteina o masie ok. 80 kDa wykazująca duże 

powinowactwo do żelaza. Jej obecność potwierdzono również w wielu płynach ustrojowych oraz 

wydzielinach innych niż mleko np. w ślinie czy łzach. Białko to bierze udział w tworzeniu odporności 

swoistej (wrodzonej) jako pierwsza linia obrony przed drobnoustrojami. Mechanizm działania 

antybakteryjnego laktoferyny jest wciąż tematem wielu badań. Pierwsza z hipotez wskazywała 

na zdolność nienasyconego LTF do wiązania żelaza i tym samym wywołania efektów 

bakteriostatycznych u bakterii wymagających żelaza do wzrostu i rozwoju [48,49]. W innych 

badaniach udowodniono możliwość oddziaływania LTF z lipopolisacharydem bakterii gram 

ujemnych oraz kwasem lipotejchojowym bakterii gram dodatnich. W komórkach E. coli LTF hamuje 

przyleganie i tworzenie biofilmu poprzez wiązanie do części lipidowej LPS, co powoduje wzrost 

przepuszczalności błony oraz blokowanie białek wirulencji zakotwiczonych w błonie komórkowej 

[50]. Opisana aktywność wynika z działania laktoferycyny, peptydu utworzonego przez cięcie LTF 

[51]. Właściwości antybakteryjne są także przypisywane aktywności proteazy serynowej                              

płata N [52]. 

Pierwszym etapem podjętych badań było opracowanie metody oczyszczania laktoferyny 

z serwatki mleka krowiego oraz identyfikacja oczyszczonego białka. W celu izolacji 

LTF zastosowano chromatografię jonowymienną ze złożem SP Sepharose fast flow, który jest silnym 

kationowym wymieniaczem. LTF wymywano za pomocą 20 mM buforu fosforanowego 

zawierającego rosnące stężenie NaCl (0,3-0,9 M NaCl). Uzyskane frakcje odsalano i zatężano 

z wykorzystaniem systemu filtracji Amicon Ultra-15 o punkcie odcięcia 30 kDa [H5] [53].  

Analizę immobilizacji srebra za pomocą laktoferyny przeprowadzono poprzez monitoring 

stężenia wolnych jonów srebra w roztworze w czasie. Na podstawie wyników badań kinetyki 

ustalono, że wiązanie srebra do LTF jest heterogenicznym procesem obejmującym dwa główne etapy: 

sorpcję do zewnętrznej powierzchni cząstek laktoferyny oraz wewnętrzną dyfuzję. Analiza 

za pomocą transmisyjnej mikroskopii elektronowej ujawniła, że w próbkach kompleksów 

laktoferyny ze srebrem obecne jest metaliczne srebro. Nanokompleksy srebra miały kulisty kształt 

i zazwyczaj występowały w diadach [H5] [53]. Analiza EDX potwierdziła, że srebro jest głównym 

pierwiastkiem obserwowanych nanokompleksów. Dzięki współpracy z grupą naukową z Korei udało 

się przybliżyć mechanizm wiązania jonów srebra do laktoferyny. Kwantowo-mechaniczne symulacje 

pozwoliły ustalić, że tworzenie nanocząstek było spontanicznie inicjowane w pierwszym etapie 

sorpcji podczas szybkiego wiązania jonów srebra do kwasu glutaminowego oraz asparaginowego 

na powierzchni laktoferyny. W drugim etapie, jony srebra dyfundują do wnętrza klastrów LTF                         

i wiążą się do aktywnych grup LTF [H5] [53]. 

Aktywność przeciwdrobnoustrojową zsyntetyzowanych kompleksów laktoferyny przeciwko 

wybranym bakteriom klinicznym takim jak Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, MRSA oraz Staphylococcus aureus potwierdzono za pomocą pomiarów gęstości 

optycznej hodowli, metody krążkowo-dyfuzyjnej oraz cytometrii przepływowej [H5] [53]. Gęstość 

optyczna pozwala na oszacowanie ilości komórek bakteryjnych w roztworze. Badania wykazały, że 

gęstość optyczna po inkubacji z kompleksami Ag-LTF jest niższa aniżeli w próbkach kontrolnych co 

wskazuje na fakt, że ograniczają one wzrost bakterii. Pomiary stref zahamowania wzrostu również 

potwierdziły właściwości antybakteryjne kompleksów Ag-LTF. Dla MRSA, S. aureus oraz                               

E. faecalis otrzymano następujące średnice stref zahamowaniu wzrostu: 35, 25 oraz 28 mm. 



Załącznik numer 1 

do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego 

 

17 

 

Niemodyfikowane białko LTF nie wpływało na gęstość optyczną hodowli, nie obserwowano również 

stref zahamowania wzrostu wokół dysków nasączonych LTF, co wskazuje, że w zastosowanych 

stężeniach nie wykazuje ono znaczących właściwości przeciwbakteryjnych. Cytometria 

przepływowa pozwoliła również ocenić właściwości antybakteryjne czystego białka oraz jego 

kompleksów z Ag w stężeniu 12,5, 25 oraz 50 μg/mL. Badania wykazały, że LTF w stosowanych 

stężeniach nie wykazuje właściwości antybakteryjnych. W przypadku MRSA oraz S. aureus liczba 

żywych komórek była nawet wyższa aniżeli w próbkach kontrolnych bez dodatku białka. Jedynie                

P. aeruginosa był wrażliwy na LTF w stężeniu 50 μg/mL. Pomimo, że LTF jest powszechnie 

uznawane za białko o właściwościach antybakteryjnych, przeprowadzone analizy wskazują na jego 

ograniczone przeciwdrobnoustrojowe działanie. W niektórych przypadkach czynnik ten wręcz 

poprawiał żywotność bakterii. Przyczyną mogą być niskie stężenia białka lub różnice strukturalne 

wynikające z polimorfizmu nukleotydowego lub stopnia i rodzaju glikozylacji [54]. Natomiast 

kompleks Ag-LTF wykazywał skuteczne działanie antybakteryjne. P. aeruginosa, S. aureus 

oraz MRSA charakteryzowały się szczególną wrażliwością na działanie Ag-LTF. W stężeniu 

12,5 μg/mL hamował wzrost P. aeruginosa, S. aureus i MRSA o odpowiednio 86,3%, 66% i 74,3%. 

Natomiast stężenie 50 μg/mL ograniczało wzrost S. aureus o 97%. W tej próbce obserwowano 

szczególnie dużą ilośc martwych komórek (88,52%). Podobne wyniki otrzymano dla MRSA, gdzie 

wspomniane stężenie hamowało wzrost o 99,5%, a liczba martwych komórek sięgała 70,55%. 

Wysoki udział martwych komórek obecny był również w przypadku E. faecalis nawet w niższych 

stężeniach kompleksów Ag-LTF (81,14%). Uzyskane wyniki wskazują, że uzyskane kompleksy 

działają bakteriobójczo, a nie jedynie bakteriostatycznie. Najsłabsze działanie antybakteryjne 

wykazywały wobec gram ujemnej E. coli, gdzie stężenie 12,5 μg/mL nie redukowało znacząco 

żywotności tych komórek bakteryjnych. Jedynie wyższe stężenia 25 oraz 50 μg/mL hamowały wzrost 

o ok. 67% [H5] [53]. 

Dla potwierdzenia właściwości antybakteryjnych otrzymanych kompleksów, porównano 

ich skuteczność ze skutecznością antybiotyków oraz biologicznie syntetyzowanych nanocząstek 

srebra. Dla P. aeruginosa, bakterii wykazującej naturalnie wysoki poziom oporności na różne 

antybiotyki Ag-LTF był równie skuteczny jak cefotaksym. Dla MRSA skuteczność tych kompleksów 

była porównywalna z klindamycyną oraz metronidazolem, a dla E. coli z amoksycyliną i kwasem 

klawulonowym. Natomiast porównując z nanocząstkami srebra, kompleksy Ag-LTF były 

skuteczniejsze jedynie wobec P. aeruginosa [H5] [53].  

W ramach realizacji projektu Symfonia podjęto również zadanie opracowania bezpiecznej, 

szybkiej oraz niedrogiej metody otrzymywania nanocząstek srebra. Podczas opracowywania 

tej procedury brano pod uwagę możliwość jej wdrożenia w przemyśle farmaceutycznym 

oraz kosmetycznym Już wcześniejsze badania wskazywały, że biomasa bakterii kwasu mlekowego 

jest dobrym czynnikiem redukującym [55,56]. Bakterie kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid 

Bacteria, LAB) to grupa bakterii zdolna do fermentacji węglowodanów z wytworzeniem kwasu 

mlekowego. Źródłem tych mikroorganizmów jest mleko i produkty jego pochodzenia oraz kiszonki. 

Wykazują one właściwości prozdrowotne przede wszystkim poprzez hamowanie wzrostu bakterii 

patogennych. Większość z nich bytuje w układzie pokarmowym człowieka, gdzie stanowią barierę 

uniemożliwiającą rozwój szkodliwych mikroorganizmów jak również stymulują wrodzoną oraz 

nabytą odpowiedź immunologiczną. Bakterie kwasu mlekowego zdolne są również do syntezy 

bakteriocyn, małych białek o właściwościach antybakteryjnych [57,58]. Z tego względu 
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zastosowanie właśnie tych mikroorganizmów do syntezy nanocząstek wydaje się jednym 

z najbezpieczniejszych rozwiązań biorąc pod uwagę toksyczne związki stosowane do redukcji jonów 

srebra oraz stabilizacji nanocząstek w przypadku metody chemicznej syntezy lub szczepy o słabo 

poznanych właściwościach w przypadku biologicznej syntezy nanocząstek.  

Pierwszym etapem opracowania procedury syntezy nanoczastek srebra było pozyskanie 

nowego szczepy bakterii z próbek mleka. Pozyskane szczepy bakterii identyfikowano za pomocą 

dwóch 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 częściej stosowana jest metoda MALDI-TOF MS głównie ze względu na jej szybkość, 

powtarzalność oraz precyzję. Do dalszego opracowania protokołu wykorzystano nowo wyizolowany 

sczep Lactococcus lactis LCLB56 [KY484989], którego sekwencja 16S rDNA pokrywa się z L. lactis 

NCDO 604 [NR_040955]. Widmo MALDI-TOF MS wyizolowanego szczepu porównywano 

z widmem kontrolnego szczepu L. lactis ATCC 49032 i wykazano 99-100% podobieństwa. 

Pozyskany szczep zdeponowano w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmów PCM pod numerem B/00116 

[H6] [61]. 

W opracowywaniu protokołu wykorzystano nie biomasę bakterii, a jedynie płyn pohodowlany. 

Takie rozwiązanie posiada wiele zalet, m.in. eliminuje konieczność oddzielania bakterii 

od powstałych nanocząstek oraz umożliwia wykorzystanie płynów pohodowlanych powstałych 

w przemyśle farmaceutycznym do produkcji probiotyków. Synteza nanocząstek srebra zachodzi 

z wykorzystaniem metabolitów wydzielanych przez komórki L. lactis do płynu hodowlanego. 

Skuteczność syntezy nanocząstek srebra potwierdzono za pomocą transmisyjnej mikroskopii 

elektronowej oraz analizy X-ray. Otrzymane nanocząstki były kulistego kształtu o rozmiarach 

od 5 do 50 nm (średnio 19±2 nm). Widmo EDX również potwierdziło obecność nanocząstek srebra, 

obecne były charakterystyczne sygnały w zakresie 2,7-3,2 keV. Co więcej za pomocą analiz FTIR 

oraz MALDI-TOF MS potwierdzono występowanie organicznego depozytu odpowiedzialnego 

za stabilność nanocząstek. Analiza spektroskopowa wykazała obecność grup funkcyjnych obecnych 

m.in. w aminokwasach takich jak arginina, kwas glutaminowy oraz asparaginowy. Obecne były 

również sygnały wskazujące na obecność kwasu mlekowego. Analiza MALDI-TOF MS potwierdziła 

obecność kwasu mlekowego oraz peptydów zbudowanych głównie z argininy, kwasu 

glutaminowego, asparaginowego oraz aminokwasów zawierających pierścień aromatyczny 

(tryptofanu oraz tyrozyny) [H6] [61].  

Nanokompozyty srebra syntetyzowane przez L. lactis (LCLB56) charakteryzowały się wysoką 

skutecznością wobec szczepów gram ujemnych (P. aeruginosa, P. mirabilis) oraz gram dodatnich 

(S. epidermidis, MSSA oraz S. aureus). Analiza minimalnego stężenia hamującego ujawniła, 

że nanokompozyty syntetyzowane z udziałem L. lactis wykazują lepsze właściwości antybakteryjne 

aniżeli nanocząstki srebra produkowane przez Actinomycetes HGG 16n [H6] [61]. Szczególnie niskie 

wartości MIC uzyskano dla S. aures i P. mirabilis (3,12 μg/mL) oraz P. aeruginosa (6,25 μg/mL). 

Dla MSSA wartość MIC była najwyższa i wynosiła 12,5 μg/mL. Słabsze efekt antybakteryjny dla 

S. aures osiągano dla wyższych stężeń nanokompozytów LCLB56, co potwierdziła również analiza 

martwych i żywych komórek za pomocą mikroskopii fluorescencyjnej. Zjawisko to prawdopodobnie 

wynika z agregacji nanocząstek srebra w wyższym stężeniu i było obserwowano również dla 

nanocząstek syntetyzowanych z wykorzystaniem promieniowców [26]. 
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Wiele badań w ostatnich latach wskazuje na niekorzystne działanie nanocząstek srebra 

na komórki eukariotyczne. Mogą one inicjować zmiany na poziomie komórkowym, sub-

komórkowym oraz molekularnym. Dlatego też przed zastosowaniem otrzymanych nanokompozytów 

jako czynnika antybakteryjnego w przemyśle kosmetycznym lub farmaceutycznym konieczne 

jest potwierdzenie bezpieczeństwa ich stosowania. Pierwszym etapem w takim podejściu 

jest sprawdzenie cytotoksyczności wobec mysiej linii fibroblastów L929. Badania oparte 

na wykorzystaniu kultur komórkowych stanowią zwykle wstępną ocenę biokompatybilności, 

ponieważ są stosunkowo łatwe do wykonania, odtwarzalne i nie wymagają dużych nakładów 

środków. Co więcej, warunki podczas przeprowadzanych testów mogą być w pełni kontrolowane 

[62]. Aby wykluczyć możliwość wystąpienia niepożądanych działań uzyskanych nanokompozytów, 

przeprowadzono test cytotoksyczności na mysich fibroblastach linii L929, która jest zatwierdzona 

przez normę ISO (EN ISO 10993-5). Mysie fibroblasty linii L929 stanowią normalną linię 

komórkowa, która jest wrażliwsza aniżeli komórki pierwotne [63]. Ta ciągła linia komórkowa jest 

rutynowo stosowana do testowania właściwości cytotoksycznych wyrobów medycznych. Do analizy 

żywotności komórek wykorzystano test MTT, który polega na analizie komórkowej aktywności 

metabolicznej za pomocą soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-

difenylotetrazoliowy) (MTT). W komórkach aktywnych metabolicznie jest ona przekształcana 

w nierozpuszczalny fioletowy formazan, którego poziom jest oznaczany spektrofotometrycznie 

i porównywany z poziomem w komórkach kontrolnych [62]. Mechanizm redukcji MTT nie został 

w pełni wyjaśniony, ale prawdopodobnie wymaga reakcji z NADH lub innym związkiem 

redukującym, który przenosi elektrony do MTT. 

Analiza cytotoksyczności nanokompozytów LCLB56 ujawniła, że 24 godzinna inkubacja 

nie powodowała spadku żywotności komórek L929. Dopiero po 48 godzinnej inkubacji żywotność 

komórek spadała, dla stężenia 25 μg/mL o niecałe 10%. Najwyższe testowane stężenie tj. 200 μg/mL 

obniżało żywotność o 33%. Nanocząstki srebra syntetyzowane z udziałem promieniowców CGG 11n 

charakteryzowały się wyższą toksycznością. Stężenie 200 μg/mL obniżało żywotność komórek 

o prawie 60% [H6] [61]. Uzyskane wyniki wskazują, że nanokompozyty syntetyzowane z udziałem 

szczepu LCLB56 potencjalnie stanowią bezpieczny środek antybakteryjny o dużym praktycznym 

zastosowaniu. Opracowana procedura została zgłoszona do ochrony patentowej [64]. 

 

Dobór warunków przygotowania oraz ekstrakcji materiału roślinnego w celu uzyskania produktu 

o właściwościach antybakteryjnych 

Rośliny stanowią bogate źródło związków zwanych metabolitami wtórnymi. Nie są one 

niezbędne do ich wzrostu oraz rozwoju, ale odpowiadają za adaptację do zmieniających 

się warunków środowiska, m.in. chronią roślinę przed atakiem patogennych bakterii, wirusów 

oraz grzybów. Związki te mogą wykazywać działanie antybakteryjne również wobec patogenów 

ludzkich. Do metabolitów wtórnych zaliczane są związki z grupy polifenoli, flawonoidów, saponin, 

terpeny, lignany, glukozynolany. W zależności od swojej struktury wykazują różne właściwości 

biologiczne od antyoksydacyjnych, antybakteryjnych, przeciwgrzybiczych po modelujące aktywność 

enzymatyczną. Biorąc pod uwagę powyższe rośliny stanowią doskonałe źródło nowych związków 

o charakterze przeciwdrobnoustrojowym [65,66]. Kluczowym etapem w pozyskiwaniu tych 

metabolitów jest dobór odpowiednich warunków ekstrakcji [16,17].  
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Istnieje wiele technik izolowania biologicznie aktywnych związków z roślin. Różnią 

się znacząco w zależności od zastosowanego rozpuszczalnika, temperatury i ciśnienia. Różnice 

w strukturze wyizolowanych metabolitów decydują o ich rozpuszczalności w rozpuszczalnikach 

o różnej polarności. Dlatego też typ rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, jak również technika izolacji 

(ekstrakcja) mają znaczący wpływ na wydajność ekstrakcji wtórnych metabolitów roślinnych 

i jednocześnie na aktywność otrzymanych ekstraktów [16,67]. Maceracja jest powszechnie 

stosowana do pozyskiwania różnych biologicznie aktywnych związków występujących w roślinach. 

Jednak podobnie jak inne konwencjonalne metody, ma wiele wad, np. często wiąże 

się z zastosowaniem dużych ilości toksycznych rozpuszczalników i niską selektywnością [68]. 

Dlatego obecnie szczególną uwagę skupia się na rozwoju procesów chemicznych, które polegają 

na stosowaniu przyjaznych dla środowiska rozpuszczalników. Toksyczne rozpuszczalniki 

jak metanol, aceton czy heksan zastępowane są etanolem czy ditlenkiem węgla w stanie 

nadkrytycznym. Szczególnie zastosowanie ekstrakcji płynem w stanie nadkrytycznym (SFE) zyskuje 

dużą popularność jako alternatywa dla konwencjonalnych technik, ponieważ wpisuje się w założenia 

tzw. „zielonej chemii”. Najbardziej pożądanym rozpuszczalnikiem stosowanym w SFE jest ditlenek 

węgla. Posiada on wiele zalet: jest nietoksyczny i niepalny. Ponadto, osiąga stan nadkrytyczny przy 

niskich wartościach temperatury 31.1ºC oraz ciśnienia 7.39 MPa. Otrzymane za pomocą scCO2 

ekstrakty nie są zanieczyszczone rozpuszczalnikami. Ekstrakcja z tym rozpuszczalnikiem gwarantuje 

lepszą selektywność i krótsze czasy ekstrakcji w porównaniu z konwencjonalnymi technikami [5].   

Nadrzędnym celem badań było opracowanie nowych formulacji o właściwościach 

antybakteryjnych z wykorzystaniem surowców naturalnych. Do realizacji powyższego celu wybrano 

gatunki roślin, których biomasę łatwo uzyskać Lepidium sativum, Lupinus luteus oraz Solidago 

gigantea [H7, H8, H9] [69,70,71]. W pierwszym etapie badań nad pozyskiwaniem ekstraktów 

o właściwościach biologicznych porównywano skuteczność izolacji związków bioaktywnych 

z wykorzystaniem rozpuszczalników uznawanych za przyjazne dla środowiska, tj. etanolu o różnym 

stężeniu, wody oraz dwutlenku węgla w stanie nadkrytycznym. Suszone i liofilizowane kiełki 

rzeżuchy (L. sativum) poddawano procesowi maceracji, ekstrakcji wspomaganej ultradźwiękami 

(UAE), ekstrakcji wspomaganej temperaturą i ciśnieniem (ASE) oraz ekstrakcji płynem w stanie 

nadkrytycznym (SFE). W otrzymanych ekstraktach porównywano zawartość związków 

polifenolowych, flawonoidów, izotiocyjanianów, aktywność antyoksydacyjną oraz właściwości 

antybakteryjne [H7] [69]. 

Kompozycja ekstraktów w głównej mierze zależała od rodzaju zastosowanego 

rozpuszczalnika. Woda była szczególnie skuteczna w ekstrakcji związków polifenolowych z nasion 

L. sativum. Dla każdej z analizowanych technik ekstrakcji 70% etanol był skuteczniejszy 

w pozyskiwaniu związków fenolowych w porównaniu z 96% etanolem. Z kolei 96% etanol 

był lepszym rozpuszczalnikem dla flawonoidów. Najwyższą zawartość flawonoidów zanotowano 

dla ekstraktu SFE z dodatkiem 96% etanolu jako współrozpuszczalnika. Ta technika ekstrakcji była 

skuteczna również w izolacji izotiocyjanianów z suszonych kiełków rzeżuchy.  

W badaniach wykorzystano dwa typy materiału: suszony oraz liofilizowany. W celu 

porównania struktury obu materiałów wykonano analizę za pomocą skaningowego mikroskopu 

elektronowego (SEM). Materiał poddawany suszeniu pokryty był bardzo drobnymi fragmentami 

tkanek, z kolei metriał poddawany liofilizacji był ich praktycznie pozbawiony. Cząstki 

liofilizowanego metariału były gładkie. Obserwacje te wskazują na ułatwiony transfer masy 

w przypadku suszonych siewek rzeżuchy w wyniku ich większego stopnia uszkodzenia. 

Stąd pomimo faktu, iż liofilizowany materiał z pewnością zawiera więcej związków biologicznie 

aktywnych, to ich odzysk jest łatwiejszy z suszonego materiału.  
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Najwyższą skuteczność antybakteryjną wykazały ekstrakty pozyskane za pomocą ditlenku 

węgla w stanie nadkrytycznym z dodatkiem 96% etanolu jako współrozpuszczalnika, które były 

szczególnie bogate w flawonoidy. Ekstrakt pozyskiwany tą techniką z liofilizowanych siewek dawał 

największe strefy przejaśnienia dla S. aureus, P. mirabilis, S. epiderimidis i P. aeruginosa, natomiast 

ekstrakt siewek suszonych wykazywał skuteczność wobec S aureus, P. mirabilis i S. epiderimidis. 

Do dalszych analiz wybrano ekstrakt SFE z liofilizowanego materiału. Najniższą wartość MIC 

0,5 mg/mL dla tego ekstraktu uzyskano dla P. mirabilis oraz P. aeruginosa. Dla S. aureus,                                   

S. epidermidis, K. pneumoniae, S. infantis i E. coli wartość MIC wynosiła 1mg/mL.  

Solidago gigantea (nawłoć olbrzymia) jest gatunkiem szeroko rozpowszechnionym w Polsce, 

który został zawleczony prawdopodobnie z Ameryki Północnej. Jest gatunkiem inwazyjnym, 

z łatwością się rozmnaża i wypiera rodzime gatunki roślin. Stąd uzasadnione jest poszukiwanie 

praktycznego zastosowania tego materiału roślinnego. Prowadzone do tej pory badania pokazują, 

że nawłoć bogata jest metabolity wtórne z grupy flawonoidów, monoterpenów, diterpenów, 

triterpenów jak i saponin oraz związki zawierające azot [70,72]. Celem podjętych badań było 

uzyskanie dużej ilości produktu o wysokiej aktywności biologicznej z wykorzystaniem technik 

przyjaznych środowisku. Cel ten osiągnięto poprzez optymalizację procesu ekstrakcji nawłoci 

olbrzymiej za pomocą CO2 w stanie nadkrytycznym w skali ćwierćtechnicznej, a następnie 

przeniesienie optymalnych warunków na skalę półtechniczną. Optymalizację prowadzono względem 

następujących kryteriów: maksymalna wydajność, zawartość związków fenolowych (TPC), lipidów 

oraz chlorofilu [H8] [71]. W celu opracowania optymalnych warunków wykorzystano metodologię 

powierzchni odpowiedzi (RSM, Response Surface Methodology). Ten model statystyczny umożliwia 

monitorowanie wpływu jednocześnie kilku zmiennych na wielkość zależną i pozwala ocenić 

nie tylko liniowy wpływ wybranych zmiennych, ale również ich wzajemne interakcje. Równania 

proponowane podczas optymalizacji metodą RSM tak dopasowują powierzchnię odpowiedzi 

wyznaczoną podczas realizacji planu doświadczalnego, aby symulowała rzeczywistą zakrzywioną 

powierzchnię w stanie granicznym. Ekstrakcję prowadzono we współpracy z zespołem Instytutu 

Nowych Syntez w Puławach. Dzięki temu uzyskano możliwość stosowania warunków ekstrakcji, 

które nie są stosowane w skali laboratoryjnej. Maksymalne ciśnienie stosowane w instalacjach 

laboratoryjnych to ok. 35 MPa, W warunkach przemysłowych możliwe było przetestowanie 

skuteczności ciśnienia 80 MPa [H8] [71].  

Analiza wyników ujawniła, że wzrost temperatury powoduje poprawę wydajności procesu. 

Odwrotny efekt obserwowano dla TPC, ilość składników fenolowych w ekstrakcie malała, 

gdy temperatura rosła. Wpływ temperatury na całkowitą zawartość lipidów nie był znaczący. Lipidy 

są związkami niepolarnymi, które łatwo rozpuszczają się w niepolarnym dwutlenku węgla nawet przy 

niskiej wartości parametrów procesu. Całkowita zawartość chlorofili była tylko nieznacznie zależna 

od temperatury procesu. W oparciu o wykresy powierzchni odpowiedzi ustalono, że wzrost ciśnienia 

procesowego powoduje podniesienie wartości wszystkich odpowiedzi. Całkowita zawartość fenoli 

wzrastała znacząco wraz ze wzrostem ciśnienia. Powszechnie wiadomo, że niepolarne składniki 

roślinne dobrze rozpuszczają się w ditlenku węgla w stanie nadkrytycznym, ze względu na jego 

niepolarny charakter. W związku z tym ich ekstrakcja nie wymaga wysokich wartości parametrów 

takich jak ciśnienie i temperatura. Do tej pory podejmowano próby ekstrakcji związków polarnych 

za pomocą ditlenku węgla w stanie nadkrytycznym z zastosowaniem ciśnienia do 50 MPa [71]. 

W badaniach zaplanowanych na S. gigantea zastosowano maksymalne ciśnienie 80 MPa 

i udowodniono, że dalsze podnoszenie ciśnienia powyżej 50 MPa powoduje wzrost zawartości 

związków polifenolowych w otrzymanym ekstrakcie. Najmniejszy wpływ na otrzymane wartości 
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wyjściowe miał przepływ rozpuszczalnika. Całkowita zawartość lipidów spadała wraz ze wzrostem 

przepływu do pewnego momentu, a następnie rosła, ale nie osiągała początkowej wartości. Całkowita 

zawartość związków polifenolowych również spadała wraz ze wzrostem przepływu, co mogło być 

spowodowane zbyt szybką wymianą rozpuszczalnika. Jedynie dla wydajności ekstrakcji, wysoka 

wartość przepływu rozpuszczalnika była optymalna [H8] [71].  

Otrzymane w warunkach ćwierćtechnicznych optymalne warunki ekstrakcji – temperatura 

80ºC, ciśnienie 72,31 MPa, przepływ 6,97 kg/h – przenoszono na skalę półtechniczną. 

Z ekonomicznego punktu widzenia, parametry ekstrakcji powinny być tak dobrane, aby uzyskać jak 

najwyższą wydajność procesu ekstrakcji. Proces przenoszenia skali przeprowadzono w Instytucie 

Nowych Syntez w Puławach wg następujących kryteriów: stały przepływ rozpuszczalnika do masy 

wsadu, stała masa rozpuszczalnika do masy wsadu lub stałe obydwa parametry. Najlepsze rezultaty 

uzyskano stosując oba stałe kryteria przenoszenia skali tj. stałą masę i przepływ rozpuszczalnika 

w stosunku do masy wsadu. Otrzymany w warunkach przemysłowych ekstrakt ma postać zielonej 

gęstej pasty całkowicie pozbawionej rozpuszczalnika. Może on znaleźć zastosowanie w przemyśle 

farmaceutycznym lub spożywczym. Jego właściwości biologiczne były analizowane w Katedrze 

Chemii Środowiska i Bioanalityki UMK w Toruniu. Zastosowanie procedury optymalizacji 

ekstrakcji oraz przenoszenia skali umożliwiło uzyskanie produktu o doskonałych właściwościach 

biologicznych [H8] [71].  

Właściwości antybakteryjne ekstraktu z nawłoci olbrzymiej oceniano na podstawie wartości 

MIC. Najniższe wartości MIC (0,125 mg/mL) świadczące o najlepszym działaniu antybakteryjnym 

uzyskano dla gram ujemnych P. aeruginosa oraz Acinetobacter baumanii oraz gram dodatniej 

B. subtilis. Zarówno A. baumanii jak i P. aeruginosa są bakteriami oportunistycznymi, 

wywołującymi wiele zakażeń szpitalnych u osób z obniżona odpornością. P. aeruginosa posiada 

naturalną oporność na wiele antybiotyków, co jest związane ze względną nieprzepuszczalnością jego 

ściany i błon komórkowych. Wyższe wartości MIC (0,25 mg/mL) zanotowano dla takich patogenów 

jak S. aureus, E. faecalis, E. aerogenes, E. coli oraz S. infantis [H8] [71].  

Ditlenek węgla w stanie nadkrytycznym stosowany jest przede wszystkim do ekstrakcji 

niepolarnych związków zawartych w materiale roślinnym. Aby poprawić skuteczność ekstrakcji 

związków biologicznych o bardziej polarnym charakterze stosuje się dodatek polarnego 

współrozpuszczalnika [74,75]. W prowadzonych badaniach proces ekstrakcji ditlenkiem węgla 

w stanie nadkrytycznym z dodatkiem etanolu jako współrozpuszczalnika wykorzystano 

do pozyskania związków biologicznie aktywnych z łubinu żółtego (Lupinus luteus). Łubin żółty 

to roślina z rodziny bobowatych. Wiele badań wskazuje na wysoką zawartość związków fenolowych 

[76,77]. Z przemysłowego punktu widzenia wysoka zawartość związków fenolowych jest kluczowa 

dla funkcjonalności ekstraktów roślinnych. W związku z tym, podjęto próbę optymalizacji ekstrakcji 

łubinu żółtego za pomocą dwutlenku węgla w stanie nadkrytycznym z dodatkiem etanolu jako 

współrozpuszczalnika celem pozyskania produktu bogatego w polifenole. Optymalizację 

prowadzono z wykorzystaniem metodologii powierzchni odpowiedzi (RSM) z trzema zmiennymi 

parametrami: temperatura, ciśnienie oraz dodatek współrozpuszczalnika. W celu zwiększenia 

zawartości związków polifenolowych nasiona łubinu poddawano kiełkowaniu przez 6 dni. Uzyskane 

optymalne warunki do otrzymania ekstraktu bogatego w związki fenolowe to temperatura 73°C, 

ciśnienie 147 bar oraz udział współrozpuszczalnika 16.1%. Ekstrakt uzyskany w takich warunkach 

wykazał zdolność do hamowania wzrostu testowanych bakterii patogennych. Najbardziej wrażliwy 

na jego działanie okazał się P. aeruginosa z wartością MIC 60 μg/mL. Dla A. baumanii uzyskano 
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wartość 0,5 mg/mL. Niezwykle niska wartość MIC w przypadku P. aeruginosa ma wyjątkowe 

znaczenie ze względu na jej naturalną oporność na wiele antybiotyków. Dla potwierdzenia 

uzyskanych wyników wykonano barwienie komórek martwych oraz żywych za pomocą oranżu 

akrydyny oraz bromku etydyny. W badanych próbkach P. aeruginosa oraz P. mirabilis 

po zastosowaniu ekstraktu z łubinu obserwowano znaczący spadek liczby komórek. Po zaledwie 

4 godzinach inkubacji pojedyncze komórki wykazywały czerwoną fluorescencję co wskazuje 

na bakteriobójcze działanie ekstraktu SFE z łubinu żółtego. Analiza HPLC-MS/MS ujawniła, 

że antybakteryjne właściwości otrzymanego ekstraktu korelują z wysoką zawartością apigeniny 

(68,326 ng/mg) i fisetyny (63,269 ng/mg) [H9] [70,78]. Działanie przeciwdrobnoustrojowe apigeniny 

znane jest od wielu lat, natomiast ostatnie badania wskazują również na znaczące działanie 

antybakteryjne fisetyny [79].  

Technika i warunki ekstrakcji mają kluczowe znaczenie w pozyskiwaniu związków 

biologicznie aktywnych z materiału roślinnego, a ich optymalizacja prowadzi do znaczącej poprawy 

aktywności biologicznej uzyskanych produktów. Jednak wciąż podstawowym problemem jest niski 

poziom związków bioaktywnych w materiale roślinnym. Stąd obok optymalizacji procesów 

ekstrakcji rozwiązaniem jest podniesienie poziomu ich syntezy na etapie wzrostu roślin. W procesie 

tym wykorzystuje się elicytory, które są czynnikami stresowymi aktywującymi szlaki metabolizmu 

wtórnego. Elicytory od wielu lat są stosowane w roślinnych kulturach in vitro do poprawy wydajności 

syntezy związków o znaczeniu farmaceutycznym np. taksolu [80]. Elicytory można podzielić na te 

pochodzenia biologicznego tzw. elicytory biotyczne oraz elicytory abiotyczne. Do elicytorów 

biotycznych zaliczane są polisacharydy ścian komórkowych roślin, grzybów lub innych patogennych 

organizmów, a także 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 związki nieorganiczne oraz sole metali ciężkich. Spośród 

elicytorów abiotycznych jony srebra są stosunkowo często stosowane w roślinnych kulturach in vitro, 

m.in. do podnoszenia poziomu syntezy związków fenolowych oraz tanszinonów w kulturze korzeni 

włośnikowych Salvia miltiorrhiza [81]. Ponadto w kulturze komórek Agastache rugosa wykazano, 

że azotan srebra prowadzi do wzrostu poziomu ekspresji genów ścieżki fenylopropanoidowe, 

tzn. biorących udział w syntezie metabolitów wtórnych [67].  

W prowadzonych badaniach również wykorzystano azotan srebra jako czynnik pobudzający 

syntezę związków bioaktywnych w L. sativum. Jako materiał roślinny nie wykorzystano kultur in 

vitro, a kiełki. Hodowla kiełków roślinnych jest zdecydowanie opłacalniejszą metodą pozyskiwania 

materiału roślinnego na dużą skalę. Liofilizowane kiełkujące rośliny poddawane działaniu jonów 

srebra o stężeniu 100 mg/L oraz hodowane w tych samych warunkach rośliny nie poddawane 

działaniu srebra stanowiły materiał do ekstrakcji wspomaganej temperaturą i ciśnieniem. Jako 

ekstrahent zastosowano 96% etanol. Analiza otrzymanych ekstraktów wykazała, że zawartość 

związków fenolowych w roślinach traktowanych jonami srebra jest ponad 3 krotnie wyższa aniżeli 

w roślinach kontrolnych. Zawartość flawonoidów była dwukrotnie wyższa. Wartości IC50 potencjału 

antyoksydacyjnego mierzonego za pomocą DPPH wskazują na zdecydowanie lepsze właściwości 

antyoksydacyjne ekstraktów z roślin poddawanych elicytacji (4,78 mg/mL) w porównaniu z 

roślinami kontrolnymi (12,43 mg/mL). Opracowana procedura elicytacji została zgłoszona do 

ochrony patentowej [82]. 

Znaczące różnice dotyczyły właściwości antybakteryjnych obydwu ekstraktów. Ekstrakt 

pozyskany z roślin poddawanych działaniu jonów srebra wykazywał działanie antybakteryjne wobec 

S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae oraz E. coli na co wskazują pomiary stref zahamowania 

wzrostu oraz wartości minimalnego stężenia hamującego. W przypadku ekstraktu z roślin 
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kontrolnych nie odnotowano stref zahamowania wzrostu, a wartości MIC sięgały poziomu 2,5-5 

mg/mL. Zakres MIC dla ekstraktu pozyskiwanego z roślin poddawanych elicytacji był o wiele niższy 

i wynosił od 0,6 do 1,25 mg/mL [82]. 

Hodowla roślin na podłożu zawierającym jony srebra związane jest z ich pobieraniem 

ze środowiska wzrostu. Analiza za pomocą atomowej spektroskopii absorpcyjnej (AAS) wykazała, 

że w liofilizat rzeżuchy zawiera do 1,5 mg srebra na g suchej masy. Podczas ekstrakcji jony 

te przechodzą do roztworu jedynie w niewielkiej ilości ok. 6,25 μg/g suchej masy ekstraktu. 

Uzyskane wyniki świadczą o tym, że to związki biologicznie aktywne pozyskiwane z L. sativum 

odpowiadają za właściwości antybakteryjne ekstraktu [82]. 

 

Analiza toksyczności otrzymanych formulacji roślinnych względem prawidłowych komórek 

Wyciągi roślinne były stosowane od wieków w celu leczenia chorób. Jednak w zależności 

od kompozycji oraz dawki ich działanie może być toksyczne. Do tej pory znanych jest wiele roślin 

bądź czystych związków z nich izolowanych o działaniu rakotwórczym, neurotoksycznym, 

genotoksycznym, teratogennym, cytotoksycznym, nefrotoksycznym oraz hepatotoksycznym [71]. 

W związku z tym pożądane jest wykonanie testów stwierdzających bezpieczeństwo stosowania wielu 

produktów pochodzenia roślinnego. W celu analizy cytotoksyczności ekstraktów roślinnych 

wykonano test MTT na linii komórkowej L929. Metoda ta pozwoliła oszacować żywotność komórek 

po 48 godzinnej inkubacji. Ekstrakty SFE z S. giagantea oraz L. luteus nie prowadziły do spadku 

żywotności komórek w zakresie stężeń do 0,5 mg/mL [H8, H9] [70,71]. Ekstrakt SFE L. sativum 

w stężeniach 0,125-1 mg/mL również nie wpływał znacząco na żywotność komórek [H7] [69]. 

Uzyskane dane wskazują, że otrzymane formulacje roślinne w stężeniach wywołujących efekt 

antybakteryjny są potencjalnie bezpieczne w stosowaniu. Te właściwości otwierają drogę do wielu 

praktycznych zastosowań, w tym jako skuteczny czynnik antybakteryjny w leczeniu infekcji 

skórnych lub jako konserwant w przemyśle kosmetycznym, który zastąpi kontrowersyjne parabeny 

oraz fenoksyetanol.  

 

Elementy nowości, wkład do dyscypliny i podsumowanie osiągnięcia naukowego 

Wyniki badań przedstawione w monotematycznym cyklu publikacji H1-H9 pozwalają 

na następujące podsumowanie osiągnięcia naukowego: 

(1) Dokonano nowatorskiej oceny właściwości antybakteryjnych nanocząstek srebra 

biologicznie syntetyzowanych przez nowo izolowany szczep promieniowców 

z wykorzystaniem nowoczesnych technik biologii molekularnej: cytometrii przepływowej 

oraz barwień komórek bakteryjnych za pomocą znaczników fluorescencyjnych [H1]. 

(2) Opracowano metody funkcjonalizacji nanocząstek srebra za pomocą antybiotyku. 

Po raz pierwszy analizowano kinetykę wiązania antybiotyku do powierzchni nanocząstek 

oraz dokonano fizykochemicznej analizy otrzymanego produktu [H2]. 

(3) Po raz pierwszy wyjaśniono mechanizm działania jonów srebra, nanocząstek srebra oraz 

nanocząstek srebra funkcjonalizowanych antybiotykiem na wybrane szczepy bakterii 

[H3, H4]. 

(4) Opracowano oryginalne metody syntezy nanokompleksów srebra w oparciu o wykorzystanie 

produktów pochodzenia mleczarskiego: bakterii kwasu mlekowego oraz laktoferyny 

izolowanej z serwatki [H5, H6].  
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(5) Dobrano warunki przygotowania oraz ekstrakcji materiału roślinnego ditlenkiem węgla 

w stanie nadkrytycznym w celu uzyskania produktu o właściwościach antybakteryjnych 

[H7, H8, H9]. W ekstrakcji płynem w stanie nadkrytycznym Solidago gigantea zastosowano 

zakres parametrów nie stosowany do tej pory w ekstrakcjach prowadzonych w warunkach 

laboratoryjnych (ciśnienie do 80 MPa), co pozwoliło uzyskać biologicznie aktywny produkt 

z wysoką wydajnością ok. 7% [H8]. 

 

Inne osiągnięcia niewchodzące w skład cyklu prac habilitacyjnych po uzyskaniu stopnia doktora 

Po uzyskaniu stopnia doktora opublikowałam 18 prac niewchodzących w skład cyklu prac 

habilitacyjnych, których łączny współczynnik wpływu IF wynosi 56,929.   

W ramach realizacji projektu Symfonia podjęłam tematykę badawczą dotyczącą analizy 

fizykochemicznej oraz właściwości antybakteryjnych nanocząstek srebra syntetyzowanych przy 

użyciu promieniowców [22,23,26]. W ostatnich latach moja tematyka badawcza obejmowała 

problem ekstrakcji związków biologicznie aktywnych z materiału roślinnego za pomocą 

rozpuszczalników przyjaznych środowisku takich jak etanol oraz ditlenek węgla w stanie 

nadkrytycznym [83,84]. W ramach realizacji podjętych zadań współpracowałam z Instytutem 

Nowych syntez Chemicznych w Puławach w celu optymalizacji procedur ekstrakcji 

oraz przeniesienia skali ekstrakcji, a wyniki tej współpracy zostały wydane w postaci dwóch 

publikacji [5,6]. Jako metodę skutecznego przygotowania materiału roślinnego do ekstrakcji 

wprowadziłam ekstrakcję wspomaganą enzymatycznie, a zagadnienia związane z tą tematyką 

obecnie kontynuuję w ramach realizacji projektu Miniatura [7]. 

 

Perspektywy badawcze  

W ramach realizacji projektu NCN Miniatura pt. “Wpływ struktury oraz kompozycji materiału 

roślinnego na ekstrakcję wybranych związków biologicznie aktywnych” (2018/02/X/ST4/01351) 

po raz pierwszy skuteczność hydrolizy enzymatycznej będzie weryfikowana bezpośrednio 

w materiale roślinnym za pomocą barwień histochemicznych oraz reakcji immunocytochemicznych 

dzięki którym zostaną zlokalizowane poszczególne składowe ścian komórkowych. Projekt, który 

realizuję ma charakter interdyscyplinarny, narzędzia biologii molekularnej (reakcje 

immunocytochemiczne) posłużą do wyjaśnienia zjawisk leżących u podstaw procesu ekstrakcji. 

Opisane podejście umożliwia ocenę stopnia hydrolizy ścian komórkowych na przekrojach cząstek 

materiału roślinnego poddawanych ekstrakcji oraz stopień wnikania enzymów do wnętrza cząstek 

materiału. Stopień enzymatycznej hydrolizy ścian komórkowych będzie korelowany 

ze skutecznością ekstrakcji wybranych związków biologicznie aktywnych. W tym celu zostaną 

wykorzystane konwencjonalne i niekonwencjonalne techniki ekstrakcji takie jak maceracja, 

przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem i ekstrakcja płynem w stanie nadkrytycznym. Planuję 

również kontynuację badań nad mechanizmami oddziaływań nanocząstek srebra z komórkami 

bakteryjnymi z wykorzystaniem takich narzędzi jak transmisyjna mikroskopia elektronowa oraz 

MALDI-TOF-MS. 
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Szczegółowy wykaz całkowitego dorobku naukowego 
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