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1. Imi¢ i nazwisko: Kamila Myszka
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

e 2008 — stopien doktora nauk rolniczych w zakresie technologii zywnosci i zywienia,
Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; tytut pracy
doktorskiej:  ,Identyfikacja  czynnikéw  morfologicznych i  fizjologicznych
odpowiedzialnych za zjawisko adhezji mikroorganizméw w warunkach gtodowych”,
promotor: dr hab. inz. Katarzyna Czaczyk

e 2003 — tytul magistra inzyniera technologii zywnosci i zywienia, Wydzial Technologii
Zywnosci, Akademia Rolnicza w Poznaniu; tytut pracy magisterskiej: »Blosynteza
egzopolisacharydéw i ich rola w adhezji Bacillus megaterium do powierzchni
nieozywionych”, promotor: dr inz. Katarzyna Czaczyk

3. Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych

e od 2008 do chwili obecnej — Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydzial Nauk
o Zywnosci i Zywieniu, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, adiunkt

e 2007 — 2008 - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Nauk o Zywnosci
i Zywieniu, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, asystent

* 2003 — 2007 — shuchacz czteroletniego Stacjonarnego Studium Doktoranckiego przy
Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 4 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr. 65, poz. 595, z p6zn. zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego

Ingerencja w system quorum sensing jako strategia zapobiegajgca tworzeniu sie biofilmu
1 psuciu zywnosci przez Pseudomonas fluorescens

b) autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy

H 1. Myszka K., Czaczyk K. 2010. Mechanizm quorum sensing jako czynnik regulujacy
wirulencje bakterii gram-ujemnych. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 64: 582-
589.

IF2010=0,511; MNiSWy016=1 Spkt

H 2. Myszka K., Czaczyk K. 2012. N-Acylhomoserine lactones (AHLs) as phenotype control
factors produced by gram-negative bacteria in natural ecosystems. Polish Journal
of Environmental Studies, 21: 15-21.

IF2012=1,111; MNiSW06=1 5pkt
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H 3. Myszka K., Schmidt M.T., Biatas W., Olkowicz M., Leja K., Czaczyk K. 2016. Role
of gallic and p-coumaric acids in the AHL-dependent expression of flg4 gene and in the
process of biofilm formation in food-associated Pseudomonas fluorescens KM120. Journal
of the Science of Food and Agriculture, 96: 4037-4047.

IF2016=2,463; MNiSW016=35pkt

H 4. Myszka K., Schmidt M.T., Majcher M., Juzwa W., Olkowicz M., Czaczyk K. 2016.
Inhibition of quorum sensing-related biofilm formation of Pseudomonas fluorescens KM121
by Thymus vulgare essential oil and its major bioactive compounds. International
Biodeterioration & Biodegradation, 114: 252-259

IF2016:2,962; MNiSW2015:30pkt

H 5. Myszka K., Schmidt M.T., Olejnik-Schmidt A.K., Leja K., Czaczyk K. 2014. Influence
of phenolic acids on indole acetic acid production and on the type III secretion system gene
transcription in food-associated Pseudomonas fluorescens KMO05. Journal of Bioscience and
Bioengineering, 118: 651-656.

IF2014=2,0 1 6; MNiSW2016:3 Opkt

H 6. Myszka K., Schmidt M.T., Majcher M., Juzwa W., Czaczyk K. 2017. p-Caryophyllene-
rich pepper essential oils suppress spoilage activity of Pseudomonas fluorescens KM06
in fresh-cut lettuce. LWT-Food Science and Technology, 83: 118-126.

IF2017:2,329; MNiSW2016=35pkt

Sumaryczny IF prac wskazanych jako osiggnigcie: 11,392; suma punktow MNiSWgi4: 160;
liczba cytowan (WoS) 17

¢) Oméwienie celu naukowego wskazanego osiagniecia, otrzymanych wynikow wraz
z przedstawieniem ich ewentualnego wykorzystania

W przemysle spozywczym, zastosowanie nowoczesnych technologii, automatyzacja
procesow produkcyjnych czy dobra organizacja produkcji, nie gwarantuje wytwarzania
zywnosci  wolnej od niepozadanych drobnoustrojéw. O ile obecnos¢ niektérych
mikroorganizméw chorobotwoérczych i ich metabolitow zostata wyraznie zredukowana lub
zupetnie wyeliminowana w produktach gotowych, zanieczyszczenie zywnosci bakteriami
saprofitycznymi jest ciggle nierozwigzanym problemem. Bakterie saprofityczne to grupa
drobnoustrojow  niepozadanych zywnosci, odpowiedzialna za psucie produktéw
spozywczych. Bezposrednim efektem tego zjawiska jest zmiana tekstury, smaku, zapachu
czy barwy zywnosci. Pomimo znacznego zréznicowania filogenetycznego mikrobiomu
poszczegodlnych produktéw spozywcezych, to przedstawiciele gtownie rodzaju Pseudomonas
decyduja o tempie i charakterze zmian sensorycznych zywnosci.

Poziom zanieczyszczenia zywnosci bakteriami saprofitycznymi, w tym Pseudomonas
spp., powinien by¢ weryfikowany juz w trakcie procesu produkcyjnego. Jednakze
ograniczony dostgp do prostych i wiarygodnych zestawdw poboru préb (zwiaszcza z linii
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produkcyjnych) oraz metod analitycznych na tyle krétkich, aby istniata mozliwos¢ szybkiej
korekty parametréw technologicznych w jednym cyklu produkcyjnym, sprawia, ze
oznaczanie poziomu zanieczyszczenia zywnosci bakteriami saprofitycznymi jest albo
pomijane albo pozwala podja¢ wilasciwe dziatania higienizacyjne i korygujace dopiero
w kolejnym cyklu produkcyjnym lub nawet po kilku dniach (a wigc po wytworzeniu
i zapakowaniu juz danej partii produktu). Bezposrednig konsekwencjg takiego postepowania
jest zjawisko przedterminowego psucia si¢ Zzywnosci, ktére wedlug dobrze
udokumentowanych oszacowan Organizacji Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia
i Rolnictwa (FAO), moze osigga¢ wielkos¢ nawet 25% produkcji globalnej. Obecnosé bakterii
saprofitycznych w produktach spozywczych na poziomie powyzej 10%tk w 1g lub 108tk
w Iml, moze by¢ roéwniez przyczyng choréb uktadu pokarmowego u konsumentdw,
szczegblnie u osé6b w podesztym wieku i dzieci. Warto podkreslié, ze zgodnie
z Rozporzadzeniem 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady, ustanawiajacym ogélne
zasady prawa zywno$ciowego; Srodek spozywczy jest uwazany za niebezpieczny nie tylko
wowczas, gdy jest szkodliwy dla zdrowia, ale rowniez, gdy nie nadaje si¢ do spozycia przez
ludzi. W tym rozumieniu zywno$¢, zawierajaca bakterie saprofityczne, to réwniez zywno$é
potencjalnie niebezpieczna dla konsumentéw, a dazenie do ograniczenia rozwoju bakterii
saprofitycznych w produktach spozywczych powinno mie¢ takie same znaczenie, co zabieg
eliminowania w zywnosci drobnoustrojéw chorobotwérczych. Dopiero takie podejscie do
kwestii jakosci zywnosci w petni zagwarantuje unikanie kosztéw zwrotu artykuhu, utraty
wiarygodnosci rynkowej przedsigbiorstwa, oraz przede wszystkim kosztéw, ktérych nie
sposéb wyrazi¢ jakosciowo, jak zdrowie cztowieka.

Komorki Pseudomonas spp. to przede wszystkim mikroflora epifityczna roslin. Moga
one by¢ obecne réwniez w glebie, ptytko wystepujacych wodach gruntowych czy wtdrnie
zakazonej wodzie wodociagowej. Zanieczyszczona mikrobiologicznie woda oraz surowiec,
ktory poddany zostat niewtasciwej obrobce wstgpnej, to z kolei gléwne zrodta transmisji
Pseudomonas spp. do produktu gotowego.

W produktach spozywczych, komérki Pseudomonas spp. poczatkowo wystepuja
w stanie metabolicznego uspienia. Dopiero dostep do sktadnikéw odzywezych i nastepnie
katabolizm heksoz czy aminokwaséw indukuje proces intensywnej proliferacji komérek. Po
osiggnigciu pewnej krytycznej liczebnosci, komérki Pseudomonas spp. reguluja swoj
metabolizm czgsteczkami autoinduktoréw mechanizmu quorum sensing (tzw. sygnalizatora
zaggszczenia). Autoinduktory quorum sensing posrednicza w regulacji ekspresji wielu gendw.
Autoinduktory quorum sensing, do ktorych naleza gtownie laktony N-acyl-L-homoseryny
(AHL), kwas 3-indolilooctowy (IAA) czy przypominajace antybiotyki czasteczki
chinolonowe (PQS), syntetyzowane sa przez drobnoustroje w wyniku aktywnosci biafek
z rodziny syntaz LuxI (genom bakteryjny moze zawiera¢ ponad 100 homologéw tych biatek).
Autoinduktory wigza si¢ z biatkiem kodowanym przez gen /uxR lub gen luxR-type, co
w konsekwencji umozliwia transkrypcje odpowiednich genéw docelowych. U Pseudomonas
spp. blisko 616 genéw regulowanych jest przez sygnalizator zageszczenia. Sa to geny
kodujgce biatka uczestniczace w procesach denitryfikacyjnych, w procesach wirulencji,
tworzeniu si¢ biofilmu, opornosci komérek na biocydy, podziatach komérkowych czy
biosyntezie biatek szoku termicznego. Warto podkresli¢, ze system quorum sensing ma
szczegOlne znaczenie w opanowywaniu przez bakterie nowych nisz ekologicznych i
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precyzuje do jakich warunkéw $rodowiskowych moga zaadoptowac si¢ poszczegdlne
drobnoustroje. Udowodniono réwniez, ze mechanizm quorum sensing nalezy do jednych z
gtéwnych czynnikéw, ktére ze strony komorek bakteryjnych decyduja o szybkosci i specyfice
procesu psucia si¢ zywnosci (Suga i Smith, 2003).

Sygnalizator zageszczenia (quorum sensing) stwierdzono u bakterii gram-ujemnych
i bakterii gram-dodatnich. Celem pracy bylo jednak poszerzenie wiedzy na temat systemu
quorum sensing i mozliwosci jego blokowania u gram-ujemnych bakterii wystepujacych
w zywnosei. Uzyskane wyniki zebratam w cykl monotematycznych publikacji, a kolejnos¢
ich prezentacji w autoreferacie wynika z merytorycznej zawartosci. Na szczegdlne
podkreslenie zashuguje réwniez fakt, ze opublikowane rezultaty tych badan naleza do bardzo
nielicznych, ktére opisuja mechanizm guorum sensing u szczepdw dzikich Pseudomonas spp.,
wyizolowanych z zywnosci i z $rodowiska produkcyjnego. Przedmiotem badan zdecydowanej
wiekszosci osrodkéw naukowych, byt mechanizm quorum sensing drobnoustrojow
referencyjnych o znaczeniu typowo klinicznym, lub szczepéw bedacych przyczynag zakazen
wewnatrzszpitalnych. Zapewnienie jakosci i bezpieczenistwa mikrobiologicznego produktow
spozywczych, wymaga szczegblowej obserwacji mechanizmu quorum sensing, ale
u gatunkéw bakterii przenoszonych przez zywnosé, ktére stanowig realny problem
w przemysle spozywczym.

W pracy zatozono, ze ingerencja w system quorum sensing drobnoustrojow, moze
w przysztosci utatwié opracowanie skutecznych srodkéw myjacych powierzchnie i urzadzenia
produkcyjne. Ingerencja w system quorum sensing moze przyczynic si¢ takze do odkrycia
nowych klas $rodkéw konserwujacych zywno$¢, nie dziatajacych na komorki typowo bojezo,
lecz istotnie ograniczajacych ich aktywno$¢ metaboliczng. Takie podejscie pozwoli
wyeliminowaé ryzyko selekcji form opornych. Eksperymentalna weryfikacja powyzszych
hipotez naukowych, moze stanowi¢ réwniez podstawe do opracowania waznego etapu
w systemie kombinowanego utrwalania produktéw spozywczych (znanego pod nazwa teorii
ptotkowej”; j. ang. hurdle technology).

Mechanizm quorum sensing jest stosunkowo nowo odkrytym procesem biologicznym.
Zidentyfikowano go dopiero u okoto 26 gatunkéw bakterii gram-ujemnych. Z powyzszych
przyczyn, pierwszym etapem pracy byly szczegotowe studia literaturowe. Umozliwity one
poszerzenie wiedzy na temat charakterystyki procesu quorum sensing, a takze roli jaka petni
ten system w regulacji poszczegdlnych aktywnosci fizjologicznych komoérek. Jest to wiedza,
ktéra mozna ekstrapolowaé na warunki przemystowe. Studia literaturowe staty si¢ podstawa
do przygotowania nastepujacych prac przegladowych: ,Mechanizm quorum sensing jako
czynnik regulujacy wirulencje bakterii gram-ujemnych” (publikacja H1) oraz
,,N-Acylhomoserine lactones (AHLs) as phenotype control factors produced by gram-
negative bacteria in natural ecosystems” (publikacja H2).

Opierajac sie na dostepnej literaturze, w publikacjach H1 i H2 opisano srodowiskowe
i komoérkowe determinanty syntezy autoinduktorow AHL u wybranych drobnoustrojow.
W pracach starano si¢ zwréci¢é uwage na profil zwiazkéw AHL, wydzielanych przez
okreslone szczepy bakteryjne i posrednio analizowano czy synteza konkretnego rodzaju
autoinduktora jest wiasciwoscia jedynie szczepu bakteryjnego czy jest to raczej aktywnosc
wystepujaca u innych drobnoustrojéw. Przeglad literatury pod tym katem uswiadomit
potrzebe opracowania nowej procedury detekcji czasteczek AHL drobnoustrojow. Byto to
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jednym z gtéwnych celow pozniejszych etapéw pracy, a rezultaty tych badan przedstawiono
migdzy innymi w publikacji H3. Warto podkresli¢, ze dotychczas stosowane metody detekcji
czasteczek sygnalizacyjnych, oparte na hodowli szczepdw wskaznikowych (Agrobacterium
tumefaciens ATCC 51350 oraz Chromobacterium violaceum ATCC 31532) czy technice
chromatografii cienkowarstwowej, gwarantowaty naukowcom jedynie wstepng oceng
zdolnosci komorek do syntezy autoinduktoréw. Stad poszukiwania w literaturze
nieswoistych/bardziej uniwersalnych czynnikéw sygnalizacyjnych AHL, stymulujacych taka
sama aktywno$¢ fizjologiczng u réznych gatunkéw drobnoustrojéw, okazaty si¢ na tym etapie
pracy bardzo trudne.

Gléwny nacisk w pracach przegladowych potozono jednak na rozdziaty, w ktorych
opisano mozliwos¢ regulacji przez system quorum sensing cech fenotypowych bakterii. W
tych pracach zwrdcono szczegdlng uwage na proces tworzenia sie biofilmu przez
Pseudomonas aeruginosa oraz synteze czynnikow wirulencji przez drobnoustroje
chorobotworcze roélin z gatunkéw: Erwinia chrysanthemi, Pantoea stewartii subsp. stewartii
oraz Agrobacterium tumefaciens. Choé¢ proces patogenezy jest zjawiskiem bardzo ztozonym,
wymagajagcym udzialu wielu czynnikéw, wigkszo$¢ jego determinantow podlega kontroli
przez autoinduktory quorum sensing. W procesie tworzenia si¢ biofilmu, synteza
autoinduktoréw AHL, inicjuje miedzy innymi proces adhezji pojedynczych drobnoustrojéw
do ptaszczyzn statych. Z kolei, wraz ze wzrostem czasu kontaktu komorki bakteryjnej z
powierzchnig abiotyczng, czasteczki AHL decyduja o strukturze dojrzatej btony biologiczne;j.

U fitopatogendw Erwinia spp. czy Pantoea spp., synteza np. czasteczek C6-HSL,
3-0x0-C6-HSL oraz C10-HSL warunkuje miedzy innymi sekrecj¢ kapsularnych
egzopolisacharydow, ktore moga odktada¢ si¢ w przestrzeni pomigdzy rdzeniem a kambium
roslin, utrudniajac dystrybucje wody i rozpuszczonych w niej soli mineralnych. Jest to jedna
z przyczyn werticiliozy roslin, choroby ktorej objawem jest gwattowne wiedniecie lisci.

Bioragc pod uwage eksperymenty, ktére wykonano w poézniejszych etapach pracy,
facznie z wyborem i selekcja szczepow bakteryjnych do badan, napisanie prac przegladowych
okazato si¢ bardzo pomocne. Staty si¢ one impulsem do podjecia prob nad ingerencja
w mechanizm quorum sensing drobnoustrojéw przenoszonych przez zywnos¢ i zastosowaniu
tego zabiegu do hamowania potencjatu komorek do tworzenia si¢ biofilmu na powierzchniach
statych (publikacja H3 i H4) oraz zaburzania trzeciego systemu sekrecyjnego bakterii,
odpowiedzialnego migdzy innymi za zjawisko mokrej zgnilizny sataty lub kapusty
w produktach o minimalnym stopniu przetworzenia (publikacja H5 i H6).

W literaturze przedmiotu brakuje informacji opisujacych mechanizm quorum sensing
u saprofitycznych przedstawicieli Pseudomonas spp. Stad jako drobnoustroje modelowe
w badaniach zastosowano 4 szczepy psychrotrofowe z gatunku Pseudomonas fluorescens,
réznigce si¢ zrodtem izolacji. Szczepy oznaczono odpowiednio symbolami KMO05, KMO06,
KM120 i KM121. Rezultaty badan z wykorzystaniem tych szczepéw opisano w publikacjach
H3, H4, HS i H6. Wszystkie szczepy to izolaty wiasne, ktdre zostaty zidentyfikowane
technika amplifikacji sekwencji kodujacej 16S rRNA i byly zdolne do wzrostu
w temperaturze 15°C. Zrodtem izolacji szczepéw byly wymazy pobrane z powierzchni
systemu dystrybucji mleka w jednej z mleczarni, mieszczacej si¢ na terenie wojewodztwa
wielkopolskiego oraz komercyjnie dostepne ciete sataty rzymskie oraz suréwki na bazie
kapusty bialej. Szczepy zostaty zdeponowane w Kolekcji Drobnoustrojow w Katedrze
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Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Do
wyboru do badan gatunku Pseudomonas fluorescens, sktonity mnie wczesniejsze prace, ktdre
wykonatam w ramach dwdch projektéw badawczych (projektu ,,Nowa zywno$¢ bioaktywna
o zaprogramowanych witasciwosciach prozdrowotnych” oraz projektu ,,.Drogi powstawania
zwigzkéw zapachowych w polskich regionalnych produktach mleczarskich wytwarzanych
wedlug tradycyjnej technologii. Wplyw mikroflory oraz sposobu otrzymywania”).
W wigkszosci prob, stanowiacych przedmiot pracy w grantach, grupa gram-ujemnych bakterii
psychrotrofowych, reprezentowana byta licznie przez gatunek Pseudomonas fluorescens.
Swiadczyé to moze o wysokiej opornosci tego gatunku na powszechnie wykorzystywane
w przemysle srodki konserwujace zywnos¢ i zabiegi mycia powierzchni produkcyjnych.

System quorum sensing odgrywa istotng rolg w procesie adhezji drobnoustrojéw do
powierzchni abiotycznych czy zjawisku psucia si¢ zywnosci, stagd identyfikacja sposobow
zakfocania tego mechanizmu moze okaza¢ si¢ wazna dla przemystu spozywczego.
Udowodniono, ze wiele naturalnych zwigzkéw jest zdolnych do inhibicji mechanizmu
quorum sensing. Powyzsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa moze przejawiaé sie na
drodze: (i) redukcji aktywnosci syntazy autoinduktoréw; (ii) zahamowania produkcji
autoinduktoré6w lub zredukowania wydajnosci tego procesu; (iii) degradacji czasteczek
autoinduktorow; (iv) zastgpowania autoinduktordw wytwarzanych przez drobnoustroje
syntetycznymi substancjami o podobnej strukturze chemicznej. Sposrdd réznych mozliwosci
ingerowania w system quorum sensing, hamowanie syntezy czgsteczek autoinduktoréw, jest
uznawane za najbardziej obiecujgcg strategie efektywnego eliminowania drobnoustrojow
niepozadanych z zywnosci i srodowiska produkcyjnego.

Kazdy ze zwigzkéw wykorzystywanych do hamowania syntezy autoinduktoréw
powinien charakteryzowa¢ si¢ nastgpujacymi whasciwo$ciami: (i) powinny by¢ to substancje
o mafej masie czasteczkowej, selektywnie wplywajace na stopien ekspresji gendéw; (ii)
powinny by¢ to substancje wykazujace specyficznos¢ wzglgdem regulatoréw quorum sensing,
oraz (iii) powinny by¢ to substancje chemicznie stabilne w matrycy zywnosci czy
projektowanych  preparatach. Potencjalne inhibitory mechanizmu quorum sensing
Pseudomonas spp. nie powinny réwniez wykazywal dziatania cytotoksycznego i
genotoksycznego w odniesieniu do ludzkich komoérek uktadu pokarmowego. Wymienione
wyZzej Kryteria inhibitoréw quorum sensing moga speliaé¢ kwasy fenolowe i inne zwiazki
bioaktywne, obecne miedzy innymi w olejkach eterycznych z roslin, ale szczegélowe
badania w tym zakresie nie zostaly dotad podjete. W zwiazku z powyzszym, w kolejnych
etapach pracy podjeto si¢ préby rzeczywistej oceny potencjalu wybranych kwaséw
fenolowych i olejkéw eterycznych z ro§lin przyprawowych do ingerencji w bakteryjny
systemem quorum sensing. Rezultaty interdyscyplinarnych badan przedstawiono w czterech
publikacjach, oznaczonych w autoreferacie odpowiednio symbolami H3, H4, HS i H6.

W pracy zatytutowanej ,,Role of gallic and p-coumaric acids in the AHL-dependent
expression of flg4 gene and in the process of biofilm formation in food-associated
Pseudomonas fluorescens KM120” (publikacja H3), potwierdzono aktywno$é przeciw-
quorum sensing i w konsekwencji, przeciw-adhezyjng kwasow: galusowego i p-kumarowego.
W pracy przeprowadzono wieloptaszczyznowe doswiadczenia, oceniajace zdolnosé
wybranych stezen kwaséw fenolowych do hamowania syntezy czasteczek AHL
u Pseudomonas fluorescens KM120. Okreslono réwniez zalezno$é pomiedzy zmianami
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syntezy czgsteczek AHL, ekspresji genu flgd, a zdolnoscig do tworzenia si¢ biofilmu na
powierzchni stali nierdzewnej (typ 304L) przez badane drobnoustroje. Gen flgA Pseudomonas
fluorescens koduje biatka, odpowiedzialne za tworzenie wici. Jak wynika z dostepnej
literatury, obecnos¢ tych organelli gwarantuje komoérkom, nie tylko efektywne zblizenie si¢
do powierzchni docelowych, ale réwniez trwale w nich zakotwiczenie. Biosynteza wici
u Pseudomonas spp. jest regulowana autoinduktorami 3-okso-C6-HSL.

Na tym etapie pracy, wszystkie doswiadczenia, przeprowadzono w ukladzie, ktory
imituje systemy transportu mleka w mleczarniach i stad umozliwia odtworzenie warunkoéw
in vivo formowania si¢ biofilmu Pseudomonas fluorescens KM120. Uktad doswiadczalny
zapewnil rowniez state napowietrzenie hodowli (na poziomie 0,53 I/h) oraz statg wartos¢ pH
pozywki (7,0), co zgodnie z doswiadczeniami przeprowadzonymi przez Horswill i wsp.
(2007) stymuluje u drobnoustrojéw synteze autoinduktorow quorum sensing.

Wykorzystujac metode spektrofotometryczng zaproponowang przez Blosser i Gray
(2000), w pracy wykazano wpltyw wytypowanych stezen kwaséw fenolowych w pozywce
hodowlanej na zmiang¢ w syntezie AHL u drobnoustrojéw. Stezenie kwasu p-kumarowego na
poziomie 120 umol/l oraz stgzenie kwasu galusowego na poziomie 240 pumol/l istotnie
zmniejszalo wydajno$¢ syntezy AHL u Pseudomonas fluorescens KM120. Bylo to
szczegblnie widoczne w 48 h i 72 h do$wiadczenia. Do potwierdzenia aktywnosci przeciw-
quorum sensing kwasu p-kumarowego oraz kwasu galusowego, wykorzystano technike
chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometria mas (LC-MS). Zagwarantowata ona
scharakteryzowanie catego profilu autoinduktoréw AHL Pseudomonas fluorescens KM120.
Oprocz czasteczek 3-okso-C6-HSL (ktore kontroluja syntez¢ wici), w probach
zidentyfikowano réwniez czasteczki 3-hydroksy-C6-HSL oraz 3-hydroksy-C8-HSL (ktére
kontroluja syntezg fenazyny — wielopierscieniowego zwigzku chemicznego z grupy
barwnikow azynowych). Warto podkresli¢, ze nie wszystkie czasteczki AHL sg dostepne
komercyjnie. Trudno réwniez prognozowac jakie autoinduktory mogg w danych warunkach
syntetyzowac¢ drobnoustroje. Stad opracowanie procedury detekcji czasteczek AHL systemem
LC-MS, uwazam za istotne osiagnigcie tej pracy.

W pracy, zmiany w syntezie czasteczek 3-okso-C6-HSL pod wptywem wybranych
stezen kwasow p-kumarowego i galusowego, skonfrontowano réwniez ze zmianami poziomu
ekspresji genu flgd. Przeprowadzenie tancuchowej reakcji polimerazy z analiza ilosciowa
w czasie rzeczywistym (RT-qPCR), potwierdzito wptyw zmian w syntezie 3-okso-C6-HSL na
ekspresje genu flg4d u Pseudomonas fluorescens KM120. BezpoSrednim rezultatem zmian na
poziomie molekularnym byt obnizony potencjat Pseudomonas spp. do adhezji do powierzchni
modelowej. Komorki z zaburzonym systemem quorum sensing nie byly zdolne do trwalej
kolonizacji powierzchni stali nierdzewnej. We wszystkich wariantach doswiadczenia pod
mikroskopem fluorescencyjnym, zaobserwowano jedynie obecno$¢ pojedynczych, bardzo
nielicznych drobnoustrojéw na powierzchni modelowe;.

Podsumowujac, za gtéwne osiagnigcie tego etapu pracy uwazam:

- konstrukcje uktadu doswiadczalnego, imitujacego warunki przemystowe

i przeprowadzenie w nim badan nad potencjatem wybranych stezen kwasow

fenolowych do ingerencji z bakteryjnym systemem quorum sensing;

- opracowanie schematu analitycznego, faczacego metode spektrofotometryczng ze

szczepami wskaznikowymi Chromobacterium violaceum z technika LC-MS. Schemat
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analityczny umozliwit precyzyjna oceng aktywnosci przeciw-quorum sensing badanych

stezen kwasdw fenolowych;

- zaproponowanie alternatywnego wykorzystania kwaséw fenolowych jako biocydow.

Substancje te odznaczaja si¢ potencjatem do hamowania syntezy AHL

i w konsekwencji moga wyraznie ograniczy¢ proces kolonizacji powierzchni

uzytkowych przez drobnoustroje. Preparaty myjace, suplementowane kwasami

fenolowymi moglyby znalezé zastosowanie w przemysle spozywczym, gléwnie
mleczarskim. Nalezy bowiem podkresli¢, ze $ladowe ilosci kwaséw fenolowych nie
wplywajg na zmiane zapachu i tekstury produktéw mlecznych, nawet po ich
bezposrednim wprowadzeniu do masy przerabianego surowca (El-Nagga i El-Tawab,

2012).

Rezultaty doswiadczeni nad aktywnoscig przeciw-quorum semsing syntetycznych
kwasow fenolowych, zachecily do kontynuacji tego tematu badawczego i poszukiwan innych
czynnikéw, gléwnie naturalnych, ktére moga réwniez ingerowaé w bakteryjny system
quorum sensing. W pracy wykorzystano w tym celu olejek eteryczny, otrzymany z suszonych
lisci Thymus vulgare, a rezultaty tych doswiadczen opisano w publikacji ,Inhibition
of quorum sensing-related biofilm of Pseudomonas fluorescens KM121 by Thymus
vulgare essential oil and its major bioactive compounds” (publikacja H4). Olejek
eteryczny z Thymus vulgare to wielosktadnikowa mieszanina, w ktérej w zaleznosci od
odmiany rosliny, moga dominowaé zwiazki monoterpenowe i seskwiterpenowe. W sktad
olejku eterycznego moze wchodzi¢ od kilku do nawet kilkudziesieciu réznych zwiazkéw,
przy czym dominujg zwykle 1 - 3 zwiazki (Bakkali i wsp., 2008). Co warto podkresli¢,
sktadniki olejku eterycznego moga zaburzaé¢ system quorum sensing bakterii. Wyniki badan
dokowania molekularnego, przeprowadzone przez Kumar i wsp. (2015) wskazuja, ze moze
odbywaé si¢ to na drodze zwigzania pojedynczego fitozwigzku z olejku eterycznego z
receptorem autoinduktoréw quorum sensing lub poprzez zaburzenia w syntezie samych
autoinduktoréw. Zjawisko to skutkuje dalej ograniczeniem poziomu ekspresji wybranych
genow.

W niniejszej pracy oceniono potencjat przeciw-quorum sensing olejku eterycznego z
tymianku i jego bioaktywnych sktadnikéw wzgledem modelowego szczepu Pseudomonas
Sluorescens KM121. W pracy oceniono wptyw subinhibicyjnych stezen olejku eterycznego,
syntetycznego tymolu i syntetycznego karwakrolu na biosynteze autoinduktoréw AHL,
ruchliwos¢ komorek, ekspresje genu fIgd oraz tworzenie si¢ biofilmu przez badany
drobnoustro;.

W doswiadczeniach wykorzystano olejek eteryczny z suszonych lisci tymianku, ktory
wyekstrahowany zostal metodg hydrodestylacji w aparacie Derynga. Przeprowadzona
nastgpnie analiza skfadu chemicznego olejku eterycznego metoda chromatografii gazowej
sprzgzonej ze spektrometrig mas, wykazata obecnos¢ 21 zwiazkéw, przy czym to jedynie
tymol, karwakrol i p-cymen byty substancjami dominujacymi. Ich udziat w badanym olejku
eterycznym, wyniost odpowiednio 55,42 %, 6,84 % oraz 5,33 %. Poniewaz p-cymen nie
wykazuje aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (prawdopodobnie ze wzgledu na brak grupy
hydroksyfenolowej), w tej pracy do dalszych doswiadczen wyselekcjonowany zostat jedynie
tymol i karwakrol jako potencjalny czynnik ingerujacy w bakteryjny system quorum sensing.
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Waznym etapem powyzszej pracy bylo sprecyzowanie dawek badanych czynnikow,
jakie powinny zosta¢ uzyte we wszystkich doswiadczeniach, aby mozliwe byto
przeprowadzenie oceny ich rzeczywiste] aktywnosci przeciw-quorum sensing wzgledem
Pseudomonas fluorescens KM121. W tym celu, dla wszystkich czynnikéw wyznaczono
stezenia subinhibicyjne, ktérych aktywnos$¢ in vivo w komodrkach moze byé rozpatrywana
w aspekcie zblizonym do poantybiotykowego efektu. Bezposrednie skutki tego zjawiska
mozna ocenia¢ in vitro. Do wyznaczenia subinhibicyjnych stezen tymolu, karwakrolu oraz
olejku eterycznego z tymianku, zastosowano dwuetapowa procedur¢ badawcza, obejmujgca:
metode testu szeregowego, rekomendowanego przez Clinical and Laboratory Standards
Institute, oraz barwienie komérek odczynnikiem Redox-Sensor™ Green i jodkiem propidyny
i nastgpnie analiza catej populacji komoérek technikg cytometrii przeptywowej. Warto
podkresli¢, ze analiza cytomeryczna umozliwia klasyfikacje catej populacji komoérek na
frakcje komorek zywych, frakcje komorek uszkodzonych lub/i o obnizonym potencjale
metabolicznym, oraz frakcj¢ komoérek martwych. Jest to wiec poziom oceny wpltywu danego
czynnika przeciwdrobnoustrojowego na komorki, nie osiggalny dla metod konwencjonalnych
i pozwala wyznaczy¢ stezenia maksymalizujace efekt przeciw-quorum sensing
drobnoustrojéw (a wigc stgzenia czynnikéw, przy ktérych nie dominuje subpopulacja
komorek martwych). W pracy, potaczenie obu réznych technik, w jeden protokét analityczny
zagwarantowato wyznaczenie wlasciwego stezenia subinhibicyjnego olejku eterycznego i
jego bioaktywnych sktadnikéw. Dla olejku eterycznego z Thymus vulgare byta to warto$é 20
ul/ml, dla karwakrolu — 2,0 pl/ml, a dla tymolu — 4,0 pl/ml.

Do oceny wplywu subinhibicyjnych stgzen olejku eterycznego z tymianku, oraz
syntetycznego tymolu i karwakrolu, na synteze autoinduktorow AHL u badanych
drobnoustrojow, zastosowano sprawdzone we wczesniejszych etapach pracy dwie metody:
spektrofotometryczng wedhug Blosser i Gray (2000) oraz metod¢ LC-MS. W tej pracy
narazenie komoérek Pseudomonas fluorescens KMI121 na dziatanie wyselekcjonowanych
stezen wszystkich czynnikéw, skutkowato obnizeniem lub zahamowaniem syntezy
autoinduktoréw quorum sensing. Bylto to widoczne szczegdlnie w 72 h trwania hodowli. W
prébach z wezedniejszych etapow inkubacji (tj. w 24h i 48h), zidentyfikowano czgsteczke 3-
hydroksy-C8-HSL. W prébach kontrolnych z kolei, na profil autoinduktoréw Pseudomonas
Sluorescens KM121, skfadaly si¢ nastgpujace elementy: 3-hydroksy-C6-HSL, 3-okso-C6-
HSL, C6-HSL, oraz 3-hydroksy-C8-HSL. W 96h inkubacji, komoérki Pseudomonas
Jluorescens KM121 wystepowaly juz w fazie zamierania, w ktdrej rozpoczyna sie proces
mineralizacji autoinduktorow. To zjawisko jest spowodowane aktywnoscig enzymu acylazy
AHL. Enzym przerywa wigzanie amidowe w autoinduktorach. Uwolniony rodnik acylowy i
czasteczka L-homoseryny podlegaja dalszej mineralizacji. Homolog acylazy AHL zostat
zidentyfikowany przez Lin i wsp. (2003) w genomie Pseudomonas fluorescens i innych
zsekwencjonowanych gatunkéw Pseudomonas spp.

Stwierdzenie zaburzern w syntezie czasteczek C6-HSL oraz 3-okso-C6-HSL pod
wptywem subinhibicyjnych stezen olejku eterycznego z tymianku, syntetycznego tymolu
i karwakrolu, zmotywowato dalej do podjgcia prob oceny wplywu tego zjawiska na
ruchliwos¢ komérek i ocene poziomu ekspresji genu fIg4 technika RT-qPCR. Do oceny
ruchliwosci komoérek zastosowano podtoze tryptozowo-sojowe suplementowane agarem
bakteriologicznym w ilosci 0,2 %. Wyznaczone stezenia subinhibicyjne wszystkich
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czynnikéw istotnie hamowaty ruchliwos¢ komérek i powodowaty zmniejszenie ekspresji
genu flgA4 u drobnoustrojéw. Warto podkresli¢, ze w probach kontrolnych, gdzie zastosowano
dodatek do hodowli syntetycznych czasteczek C6-HSL oraz 3-okso-C6-HSL, odnotowano
wyrazng ruchliwos¢ komorek oraz nadekspresj¢ genu flgA.

Ostatnim elementem tego etapu pracy byta weryfikacja wplywu zaburzen w syntezie
autoinduktoré6w, na zjawisko tworzenia si¢ biofilmu Pseudomonas fluorescens KM121.
Powierzchni¢ modelowa do badan stanowity ptytki ze stali nierdzewnej typ 316L. W pracy,
po ekspozycji komérek na wybrane stezenia syntetycznego tymolu i karwakrolu oraz olejku
eterycznego z Thymus vulgare, zaobserwowano zahamowanie zdolnosci Pseudomonas
Sluorescens KM121 do formowania biofilmu na modelowej powierzchni abiotycznej. Wynik
ten korespondowal miedzy innymi z rezultatem badan transkryptomowych nad poziomem
ekspresji genu flgA.

Podsumowujac, za gtéwne osiagnigcie tego etapu pracy uwazam:

- zaproponowanie nowego protokotu analitycznego do wyznaczania subinhibicyjnych

stezen czynnikow przeciwdrobnoustrojowych;

- wskazanie tymolu i karwakrolu jako tych sktadnikoéw olejku eterycznego z Thymus

vulgare, ktére odznaczajg si¢ potencjatem do ingerencji w bakteryjny system quorum

sensing;

- zastosowanie hodowli Pseudomonas fluorescens KMI121, prowadzonych na

pozywkach suplementowanych syntetycznymi czasteczkami autoinduktoréw AHL, jako

prob kontrolnych. Pozwolito to zweryfikowa¢ wptyw mechanizmu quorum sensing na
metabolizm drobnoustrojéw;

- podkreslenie aplikacyjnego potencjatu olejku eterycznego z Thymus vulgare, bogatego

w tymol i karwakrol.

W kolejnym etapie pracy do do$wiadczeri wykorzystano szczepy Pseudomonas
Sluorescens KMO05 i KMO06 (publikacja H5 i H6). Szczepy wyselekcjonowano z zepsutych
produktéw spozywezych pochodzenia roslinnego. U tych mikroorganizméw, proces
patogenezy jest Scisle zwigzany z trzecim typem sekrecyjnym (TTSS, j. ang. type three
secretion system). System TTSS jest odpowiedzialny za jednoetapowy transport biatek o
strukturze monomeréw bezpoérednio do wnetrza komérek eukariotycznych. W literaturze
system ten nazywany jest czesto ,molekularng strzykawks®, gdyz po odebraniu
odpowiedniego chemicznego sygnatu, budowany jest na powierzchni komérki rodzaj igty,
taczacej komorke drobnoustroju z komoérka gospodarza. Przez powstaty kanat, wstrzykiwane
sg do cytoplazmy zaréwno niektore biatka strukturalne aparatu, jak i biatko efektorowe. To
biatka efektorowe systemu TTSS, zmieniajg procesy metaboliczne komérek gospodarza w
kierunku korzystnym dla drobnoustroju, a wizualnym efektem tych zmian jest maceracja
tkanki roslinnej. Dla komoérek Pseudomonas fluorescens, czynnikiem sygnalizacyjnym
aparatu TTSS jest kwas 3-indolilooctowy (IAA). Czasteczki IAA to kolejny rodzaj
autoinduktoréw mechanizmu quorum sensing Pseudomonas fluorescens (Lee i Lee, 2010).

Na tym etapie pracy, skupiono si¢ na ocenie mozliwosci zastosowania syntetycznych
kwaséw fenolowych do hamowania produkcji czasteczek [AA, i w konsekwencji
do obnizonej ekspresji genu #tss, kodujacego biatko strukturalne aparatu TTSS
u Pseudomonas fluorescens KMOS5. Rezultaty tych badan przedstawiono w publikacji
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»Influence of phenolic acids on indole acetic acid production and on the type III
secretion system gene transcription in food-associated Pseudomonas fluorescens KMO05”
(publikacja HS). W doswiadczeniach wykorzystano nastgpujace rodzaje kwasow
fenolowych: galusowy, chlorogenowy, ferulowy, oraz p-kumarowy. Powyzsze zwigzki maja
udowodniong naukowo aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows, ale zwykle w wysokich
stezeniach. Aktywnos¢ ta, zwigzana jest bezposrednio z inhibicjg wzrostu fitopatogendw
(przez zablokowanie syntezy w komorkach kwasow nukleinowych oraz metabolizmu
energetycznego) lub z modulacjg aktywnosci fizjologicznej samych komérek (Cushinie i
Lamb, 2005). Jednakze problemy w ustaleniu wysokosci minimalnego stezenia bdjczego
(MBC) kwasow fenolowych dla réznych szczepéw tego samego gatunku, zmotywowaty do
zastosowania w doswiadczeniach takich stezen kwaséw fenolowych, ktore nie bedg
bakteriobdjcze dla Pseudomonas fluorescens KMOS, ale istotnie wptyng na jego fizjologie, w
tym na system quorum sensing.

W pracy oceniono dynamike wzrostu Pseudomonas fluorescens KMO0S narazonych na
dzialanie wybranych stezen kwaséw fenolowych (tj. 0,002, 0,02, 0,04, oraz 0,2ug/ml).
Do monitoringu przyrostu liczebnosci komérek, zastosowano metodg ptytkowa Kocha,
a czasy trwania poszczegélnych faz rozwojowych komérek okreslono za pomocg programu
komputerowego Bacterial Growth Kinetics (Raleigh, USA). Poszczegdlne parametry wzrostu
komérek obliczono, po uprzednim dopasowaniu otrzymanych wynikow do rozktadu
teoretycznego Gompertza. W niniejszej pracy, jedynie st¢zenie 0,2pg/ml kwasow fenolowych
w pozywce, okazato si¢ bojcze dla komorek Pseudomonas fluorescens KMOS. Przy
zawartosci fitozwigzkéw w medium hodowlanym na poziomie 0,02 oraz 0,04pg/ml,
zaobserwowano wydhuzenie si¢ lag-fazy oraz fazy logarytmicznego wzrostu komorek w
poréwnaniu z probg kontrolng. Powyzsza zaleznos¢ stwierdzono dla wyselekcjonowanych
stezen kwasow chlorogenowego i ferulowego. W tych doswiadczeniach odnotowano rowniez
opoznienie rozpoczgcia si¢ fazy stacjonarnej wzrostu komorek, a wigc fazy, w ktorej
obserwuje si¢ zdolnos¢ fitopatogenéw do wzmozonej syntezy biatek strukturalnych i
efektorowych aparatu TTSS. Istotnych zmian w fizjologii wzrostu Pseudomonas fluorescens
KMO03, nie zaobserwowano przy zawartosci kwasow fenolowych w medium hodowlanym
na poziomie 0,002pg/ml. Zmian w dtugosci faz rozwojowych Pseudomonas fluorescens
KMO0S, nie stwierdzono réwniez po narazeniu komoérek na dziatanie kwasu galusowego
1 kwasu p-kumarowego w calym zakresie badanych stezen.

W niniejszej pracy, réwnolegle z wyznaczeniem fizjologii wzrostu drobnoustrojow,
przeprowadzono badania, oceniajgce dynamike syntezy autoinduktorow IAA przez komorki.
Do realizacji tego zadania badawczego wykorzystano dwie metody: bioluminescencyjna
wediug Bassler i wsp. (1997) ze szczepami wskaznikowymi Vibrio harveyi BB152 i BB170
oraz spektrofotometryczng z odczynnikiem Salkowskiego, zaproponowang przez Patten
i Glick (1996). Metode bioluminescencyjna, wykorzystano w badaniach przesiewowych
do szybkiej identyfikacji zmian w wydajnosci syntezy czasteczek sygnalizacyjnych TAA.
Metoda ta opiera si¢ na ocenie intensywnosci luminescencji Vibrio harveyi, wywotanej przez
interakcje czasteczek IAA z kinazg pirogronianowa I tych szczepéw. Zjawisko to indukuje
dalej transkrypcje operonu lux, kodujacego biatka lucyferazy, zwigzanego z luminescencija
szczepdw wskaznikowych. W niniejszej pracy sposrdd przebadanych fitozwigzkéw, kwasy:
ferulowy i chlorogenowy odznaczaty si¢ najwyzsza zdolnoscig do hamowania syntezy
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czasteczek IAA u Pseudomonas fluorescens KMOS. Przy stezeniu 0,02pug/ml tych zwigzkow
pozywce, emisja Swiatta szczepdw wskaznikowych zostata obnizona o $rednio 50% w 48h
hodowli, i o $rednio 65% w 72h hodowli w poréwnaniu z préba kontrolng. Z kolei przy
stezeniu 0,04pug/ml fitozwigzkow w pozywce, bioluminescencja Vibrio harveyi zredukowana
zostata do poziomu 70% i 90%, co bytlo widoczne w 48 i 72h trwania hodowli. Udziat w
pozywce powyzszych fitozwigzkéw na poziomie 0,002pg/ml nie wptynat istotnie na zmiane
zjawiska bioluminescencji u Vibrio harveyi. Rowniez suplementacja pozywki wybranymi
stezeniami kwasdéw: galusowego i p-kumarowego nie indukowata zmian w efektywnosci
bioluminescencji Vibrio harveyi.

W niniejszej pracy, metode kolorymetryczna, opracowang przez Patten i Glick (1996),
wykorzystano do oceny wplywu wybranych stezen fitozwigzkdéw do syntezy autoinduktordéw
IAA przez Pseudomonas fluorescens KMO05. Otrzymane rezultaty okazaty si¢ by¢ zbiezne z
wynikami badan przesiewowych. W tych doswiadczeniach potwierdzono potencjat kwasow:
ferulowego 1 chlorogenowego, do hamowania syntezy czgsteczek IAA przez badane
drobnoustroje. Powyzsze zaleznosci zaobserwowano dla dwodch stezen tych fitozwigzkow
w pozywece, tj. 0,02 i 0,04pg/ml. Ponownie udzial w pozywce kwasu ferulowego i kwasu
chlorogenowego na poziomie 0,002pg/ml nie wptynat istotnie na zmiang wydajnosci syntezy
autoinduktor6w IAA u Pseudomonas fluorescens KMO05. W tych doswiadczeniach
zaobserwowano, ze suplementacja pozywki kwasami: galusowym i p-kumarowym rowniez
nie indukowata zmian w efektywnosci syntezy czasteczek IAA przez Pseudomonas
Sfluorescens KMOS.

Waznym zadaniem badawczym w tej pracy byla ocena transkryptomowa zmian
w poziomie ekspresji genu ftss u Pseudomonas fluorescens KMO0S. Do realizacji tego celu
pracy, wykorzystana zostata technika RT-qgPCR. Nowoscig naukowa tej pracy byto
wykazanie, ze kwas ferulowy i kwas chlorogenowy, w stezeniach hamujacych synteze
bakteryjnego IAA, jednoczesnie powodujg obnizenie ekspresji genu #tss, kodujgcego biatko
strukturalne aparatu TTSS u Pseudomonas fluorescens KMO05. Co warto podkresli¢c, w
hodowlach kontrolnych, prowadzonych na pozywkach suplementowanych syntetycznym
autoinduktorem IAA, odnotowano zwigkszong ekspresje mRNA genu #fss.

Podsumowujac, za gldwne osiggnigcie tego etapu pracy uwazam:

- zaproponowanie metody bioluminescencyjnej, opracowanej przez Bassler i wsp.

(1997) do badan przesiewowych, monitorujacych wydajnos¢ syntezy czgsteczek

sygnalizacyjnych IAA przez drobnoustroje;

- wykazanie, ze kwas ferulowy i kwas chlorogenowy, w stezeniach hamujacych synteze

IAA, powoduje jednoczesne obnizenie poziomu ekspresji genu #fss, kodujacego biatko

strukturalne aparatu TTSS u Pseudomonas fluorescens;

- wskazanie potencjatu aplikacyjnego kwasu ferulowego i kwasu chlorogenowego.

Ekstrakty roslinne, bogate w te zwigzki bioaktywne, w moga zosta¢ wykorzystane przy

projektowaniu nowoczesnych preparatow do konserwowania zywnosci pochodzenia

roslinnego ($wiezej lub o minimalnym stopniu przetworzenia).

Co istotne, zwtaszcza kwas ferulowy nie wykazuje dziatania alergizujacego, jest fatwo

absorbowany w drodze aktywnego transportu i wydalany z ustroju z moczem (Zhao i

Moghadasian, 2008).
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Udowodniona naukowo aktywnos$¢ biologiczna olejkoéw eterycznych z roslin, zachgcita
do poszukiwan wsrdd nich materiatow, ktére moga z rowng skutecznoscig, co syntetyczne
kwasy fenolowe, hamowacé syntez¢ bakteryjnego IAA 1 przez co wptywac na ekspresje genu
itss u Pseudomonas fluorescens. W badaniach wstgpnych tej pracy takiej ocenie poddano
szereg olejkdw eterycznych z roslin. Olejek eteryczny z biatych i z czarnych ziaren pieprzu
odznaczal si¢ jednak najwyzszym potencjatem hamujacym synteze autoinduktoréw IAA. W
ostatnim etapie pracy podjeto si¢ proby oceny wpltywu wyselekcjonowanych stgzen tych
olejkéw na syntezg czasteczek IAA i na poziom ekspresji genu ftss u Pseudomonas
fluorescens KMO06. Do weryfikacji zatozonych koncepcji, zastosowano hodowle
Pseudomonas  fluorescens KMO06, prowadzone na pozywkach suplementowanych
syntetycznym IAA. Waznym etapem pracy byly réwniez badania modelowe in situ,
oceniajace rzeczywisty wptyw olejkéw eterycznych z ziaren pieprzu na wzrost Pseudomonas
Sfluorescens KMO06, biosynteze autoinduktoréow IAA oraz ekspresje w komodrkach genu #tss. Te
badania przeprowadzono w modelowym produkcie spozywczym. Rezultaty tych
wieloetapowych doswiadczen przedstawiono w publikacji ,,f-Caryophyllene-rich pepper
essential oils suppress spoilage activity of Pseudomonas fluorescens KMO06 in fresh-cut
lettuce” (publikacja H6). Do realizacji poszczegolnych zadan badawczych, wykorzystano
zweryfikowane we weczesniejszych pracach (publikacja H3 - HS), procedury analityczne,
z ktorych wiekszos¢ to kompilacja metod konwencjonalnych =z alternatywnymi
1 nowoczesnymi. Takie podejscie badawcze, zagwarantowato wieloptaszczyznowg analizg
wplywu olejku eterycznego z ziaren pieprzu na ograniczenie zdolnosci Pseudomonas
Sfluorescens KMO06 do psucia modelowego produktu spozywczego.

Olejek eteryczny z biatych i z czarnych ziaren pieprzu zostal pozyskany metods
hydrodestylacji w aparacie Derynga. Systemem GC-MS, dokonano nastepnie analizy sktadu
chemicznego olejkow eterycznych. W olejku eterycznym z czarnych ziaren pieprzu
zidentyfikowano tacznie 20 zwigzkdw, wsrdd ktorych dominowaty: B-kariofilen (23,31%),
y*-karen (20,38%) oraz limonen (16,12%). Na profil chemiczny olejku eterycznego z biatych
ziaren pieprzu sktadato si¢ 18 zwigzkdéw, wsrdd ktoérych ponownie dominowat: B-kariofilen
(35,98%), y*-karen (13,03%) oraz limonen (10,22%). W obu rodzajach olejkéw eterycznych,
udzial pozostatych zwiazkdéw, gldwnie monoterpenowych i seskwiterpenowych, nie
przekraczal wartosci 10%. Analiza sktadu chemicznego olejkéw eterycznych z ziaren pieprzu,
zagwarantowala wstepng selekcje P-kariofilenu oraz limonenu do dalszych doswiadczen.
Podstawg powyzszej selekcji byly prace, opublikowane przez Sikkema i wsp. (1994 i 1995)
oraz Pichette i wsp. (2006). Sikkema i wsp. (1994) wykazali zdolnos¢ zwigzkow terpenowych
do kumulacji w membranach komoérkowych, czego konsekwencjg jest miedzy innymi
zaburzenie ptynnosci i wybidrczej przepuszczalnosci membrany. Pichette i wsp. (2006) oraz
Sikkema i wsp. (1995) zaobserwowali brak aktywnosci y’-karenu wzgledem gram-ujemnych
bakterii, za co moze odpowiada¢ system aktywnego transportu efflux u Pseudomonas spp..
Biorac pod uwage testy in vitro Pichette i wsp. (2006), w ktérych badacze stwierdzili
jednakowa aktywnosé biologiczna B-kariofilenu oraz limonenu wzglgdem gram-ujemnych
bakterii, w pracy to [-kariofilen, zostal wytypowany jako gtowny czynnik zaburzajacy
synteze autoinduktoréw IAA. Byl to réwniez zwiazek dominujgcy w profilach chemicznych
badanych olejkdw eterycznych.
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W niniejszej pracy, do precyzyjnego wyznaczenia stezen subinhibicyjnych olejkéw
eterycznych i syntetycznego B-kariofilenu, zastosowano dwuetapowy schemat analityczny.
Schemat ten zlozony byt z testu szeregowego, rekomendowanego przez Clinical and
Laboratory Standards Institute, oraz metody barwienia komérek odczynnikiem Redox-
Sensor™ Green z jodkiem propidyny. Komérki bakteryjne, po barwieniu przyzyciowym,
poddano nastgpnie analizie technika cytometrii przeptywowej. W pracy, stezenia
subinhibicyjne dla olejku eterycznego z czarnych oraz z biatych ziaren pieprzu oraz ich
gtéwnego bioaktywnego zwiazku, wyniosty odpowiednio: 5,0 pl/ml, 3,1 pl/ml oraz 2,8 pl/ml.
Powyzsze stezenia nie wykazywaty dziatania toksycznego na drobnoustroje, a udziat
subpopulacji komérek aktywnych metabolicznie przekraczal poziom 60% (dla hodowli
suplementowanych olejkiem eterycznym z biatych ziaren pieprzu i syntetycznym -
kariofilenem) oraz 70% (dla préb suplementowanych olejkiem eterycznym z czarnych ziaren
pieprzu). Wprowadzenie do hodowli Pseudomonas fluorescens KMO6 syntetycznego
autoinduktora IAA zwigkszylto udziat subpopulacji komdrek aktywnych metabolicznie o 7%,
w pordwnaniu z probg kontrolng.

W pracy, efektywnos¢ syntezy autoinduktora IAA przez Pseudomonas fluorescens
KMO06, oceniona zostata metodg spektrofotometryczng z odczynnikiem Salkowskiego.
Wyrazne zahamowanie syntezy czasteczek sygnalizacyjnych IAA przez drobnoustroje,
odnotowano w 72h eksperymentu. W tym do$wiadczeniu, syntetyczny P-kariofilen oraz
olejek eteryczny z biatych ziaren pieprzu w wyznaczonych stezeniach, zahamowaly synteze
IAA u Pseudomonas fluorescens KM06 o ponad 90%. Obecno$¢ w pozywce olejku
eterycznego z czarnych ziaren pieprzu na poziomie subinhibicyjnym, zredukowata wydajnosé
syntezy bakteryjnych autoinduktoréw IAA o 78%. W prébach pobranych z 24 i 48h inkubacji,
zawartos¢ autoinduktora IAA obnizona zostata o odpowiednio 50 i 55 %.

Wyniki  uzyskane metodg spektrofotometryczng, skonfrontowano nastepnie
z rezultatami badan nad zmiang poziomu ekspresji mRNA genu ftss u Pseudomonas
Sluorescens KM06. Ten etap badan, potwierdzit, ze bogate w B-kariofilen olejki eteryczne
z ziaren pieprzu, hamujac synteze IAA, powoduja jednoczesne obnizenie ekspresji genu #fss
u Pseudomonas fluorescens KM06. Wyrazne zmiany w poziomie transkrypcji genu ffss
odnotowano dla olejku eterycznego z biatych ziaren pieprzu (-0,428) oraz syntetycznego
B-kariofilenu (-0,448). Zmiany w poziomie transkrypcji genu ttss Pseudomonas fluorescens
KMO06, indukowane przez subinhibicyjne stgzenia olejku eterycznego z czarnych ziaren
pieprzu, wyniosty odpowiednio -0,106. Warto podkreslié, ze dodatek do hodowli
drobnoustrojéw syntetycznego autoinduktora zageszczenia IAA, spowodowal wzrost
poziomu mRNA genu #tss do wartosci 1,219.

Ostatni etap tej pracy, poswigcono ocenie in situ wptywu olejkéw eterycznych z ziaren
pieprzu na wzrost komérek, synteze IAA, oraz transkryptomows analize zmian w poziomie
ekspresji genu itss szczepu Pseudomonas fluorescens KMO06. Szczep inokulowano
do modelowego produktu spozywczego. Surowcem do przygotowania produktu, byly swieze
liscie sataty rzymskiej. Na obrobke wstepna surowca sktadat si¢ etap mycia woda
wodociggowg o temperaturze 50°C przez 1min oraz sterylizacja lisci sataty promieniowaniem
UV (30W) przez 30 min (po 15 min z kazdej strony). Liscie pocieto nastepnie na kawalki
sterylnym nozem i ponownie poddano procesowi mycia w wodzie wodociggowej. Materiat
podzielony na porcje, umieszczono na tackach polipropylenowych. Jakos¢ mikrobiologiczng
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przygotowanych préb oceniono wedtug wytycznych, zawartych w dokumencie ISO 6887-1
(1999). Etap ten byl niezbedny do wykluczenia negatywnego wplywu na wynik kolejnych
analiz natywnych Pseudomonas spp. $wiezej sataty rzymskiej. Analiza mikrobiologiczna
modelowego produktu, obejmowata dwa kierunki oznaczen, tj. ogdélng liczbe
mikroorganizméw psychrofilnych/psychrotrofowych oraz liczbe Pseudomonas spp. Nastepnie
zweryfikowane proby inokulowane byly modelowym szczepem Pseudomonas fluorescens
KMO06, o wystandaryzowanej gestosci optycznej, wedtug procedury opisanej przez Mahmoud
(2010). Do modelowego produktu spozywczego wprowadzono nastepnie dressing, ztozony
oleju z pestek dyni, octu winnego oraz wyselekcjonowanych stezen olejkéw eterycznych
z biatych i z czarnych ziaren pieprzu. Produkt zapakowano w torebki z folii
o przepuszczalnosci tlenu 3000cm®/m?%/24h. Produkt przechowywano w temperaturze 4°C
przez 72h. Monitoring zmian wzrostu Pseudomonas fluorescens KMO06 w produkcie
modelowym, przeprowadzono metoda ptytkowa Kocha. Zdolnos¢ syntezy IAA przez badane
drobnoustroje oceniono metoda spektrofotometryczng z odczynnikiem Salkowskiego.
Technika RT-qPCR zagwarantowata oceng zmian poziomu ekspresji mRNA genu ffss
Pseudomonas  fluorescens KMO06. W niniejszej pracy do wizualnej oceny jako$ciowe;
modelowego produktu, wykorzystano 5 stopniowa skalg, w ktérej 5 punktéw przyznaje sie
probom o swiezym wygladzie bez oznak reakcji brazowienia enzymatycznego. 1 punkt
przyznawany jest probom o najnizszej jakosci, z postgpujacym procesem zmiany barwy lidcia
i z widoczng deformacjg tkanki.

W przeprowadzonych doswiadczeniach modelowych zaobserwowano, ze dodatek
do dresingu subinhibicyjnych stezen olejkéw eterycznych z pieprzu, hamuje wzrost
Pseudomonas fluorescens KM06. W poréwnaniu z proba kontrolng, byta to wartosé nizsza
0 40% i 35% dla odpowiednio préb z olejkiem eterycznym z biatych i z czarnych ziaren
pieprzu. W doswiadczeniach modelowych, potwierdzono réwniez wptyw olejku eterycznego
z ziaren pieprzu na hamowanie syntezy bakteryjnego autoinduktora IAA, i zalezng od tego
zjawiska ekspresj¢ genu ftss. W probach sataty z dresingiem z olejkiem eterycznym z biatych
ziaren pieprzu, produkcja TAA bakteryjnego zredukowana zostata o 81%. W tym wariancie
doswiadczenia, poziom mRNA genu ttss Pseudomonas fluorescens KM06, obnizony zostat
do wartosci odpowiednio -0,880. Synteza IAA przez szczep Pseudomonas fluorescens KM06
w produkcie z dresingiem z olejkiem eterycznym z czarnych ziaren pieprzu, zredukowana
zostata o 73% w poréwnaniu z proba kontrolng. W tym eksperymencie stwierdzono réwniez
obnizenie poziomu ekspresji genu #£ss drobnoustrojéw (-0,680). Wyniki oceny sensoryczne;j,
wskazaty, ze dodatek olejkéw eterycznych do dresingéw do salat, nie wptywa na wyrazne
obnizenie jakosci wizualnej produktu, w poréwnaniu z probami kontrolnymi.

Podsumowujac ten etap pracy, za najwazniejsze osiggniecie uwazam:

- wykazanie, ze bogate w B-kariofilen olejki eteryczne z ziaren pieprzu, w stezeniach

subinhibicyjnych, hamuja syntez¢ bakteryjnego TAA i powodujg supresje genu #tss

u fitopatogendw Pseudomonas fluorescens;

- zaprojektowanie i przeprowadzenie wieloaspektowego do$wiadczenia modelowego

typu challenge test, obrazujacego faktyczny wptyw olejkow eterycznych z ziaren

pieprzu na zahamowanie zdolnosci bakterii Pseudomonas fluorescens do psucia
produktéw spozywczych o minimalnym stopniu przetworzenia.
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Podsumowujac catosciowo osiagnigcie, za najcenniejsze naukowo uwazam nastepujgce
jego aspekty:
- wykorzystanie we wszystkich doswiadczeniach szczepdw natywnych, wyizolowanych
z zywnosci 1 $rodowiska produkcyjnego i1 przeprowadzenie doswiadczen w uktadach,
imitujagcych warunki przemystowe lub w modelowych produktach spozywczych.
Uwazam, ze dopiero takie podejscie gwarantuje wilasciwe zrozumienie fizjologii
drobnoustrojéw, ktdre stanowig realny problem dla przemystu spozywczego;
- przeprowadzenie interdyscyplinarnych badan, potwierdzajacych, ze mechanizm
quorum sensing drobnoustrojéw odgrywa istotng role w specyfice mikrobiologicznego
psucia si¢ zywnosci. Decyduje on réwniez o tempie Kkolonizacji powierzchni
uzytkowych przez drobnoustroje;
- zaproponowanie nowych protokotéw analitycznych, stanowigcych kompilacje metod
konwencjonalnych z alternatywnymi i nowoczesnymi. Umozliwity one precyzyjne
wyznaczenie stezen subinhibicyjnych testowanych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych,
a takze poznanie dynamiki syntezy bakteryjnych autoinduktorow AHL i IAA;
- wykazanie, ze zwigzki bioaktywne naturalnego pochodzenia, wptywajgc na synteze
bakteryjnych autoinduktoréw quorum semsing, jednoczesnie powodujg supresje gendw
docelowych. Moga one w ten sposéb opdzniaé proces zepsucia produktow
spozywczych. Takie odkrycie moze mie¢ zastosowanie przy projektowaniu
nowoczesnych preparatdw, przeznaczonych do konserwowania zywnosci czy
preparatow przeznaczonych do mycia powierzchni abiotycznych. Ta nowa klasa
srodkéw, nie bedzie dziatata na komérki typowo bojczo, lecz istotnie ograniczy ich
aktywnos¢ metaboliczng. Takie postgpowanie pozwoli wyeliminowaé ryzyko selekcji
form opornych, stanowigce obecnie powazny problem w wielu dziedzinach zycia.

Moje dalsze plany naukowe to kontynuacja zagadnien zwigzanych z mechanizmem
blokowania systemu quorum sensing u Pseudomonas spp. wyizolowanych z $wiezych ryb.
Obecnie jestem kierownikiem projektu badawczego pt.: ,Molekularna charakterystyka
sposobu hamowania procesu quorum sensing przez wybrane olejki eteryczne
u  Pseudomonas spp. wyizolowanych z Zzywno$ci” (projekt badawczy NCN
2016/23/D/NZ9/00028). Projekt zaktada oceng oddziatywania molekularnego wytypowanych
olejkéw eterycznych oraz ich poszczegdlnych sktadnikéw bioaktywnych na ekspresje gendow
kontrolowanych przez proces quorum sensing u dzikich szczepéw. W projekcie zaplanowano
sekwencjonowanie catego genomu trzech réznych gatunkéw drobnoustrojéw, co pozwoli
oceni¢ réwniez ewolucyjne rearanzacje genetyczne, ktorym podlegaja mikroorganizmy
obecne w zywnosci i precyzyjnie zaprojektowaé startery do reakcji RT-qPCR (Wiekszosé
badanych w projekcie drobnoustrojéw jest nie opisana w literaturze przedmiotu). Oprécz
analizy transkryptomowej, w projekcie zaplanowano badania in silico dokowania ligandéw
(czgsteczek autoinduktoréw oraz bioaktywnych sktadnikow olejkdéw eterycznych) do
receptorow mechanizmu quorum sensing Pseudomonas spp. (LasR, RhIR i PgsR).
Zaplanowano takze wykonanie testow cytotoksyczno$ci oraz genotoksycznosci badanych
olejkdw eterycznych w odniesieniu do komorek przewodu pokarmowego (z uwzglednieniem
btony sluzowej zotadka, nabtonka jelitowego i watroby). Wyniki otrzymane na tym etapie
badan pozwolg ustali¢ czy wyznaczone we wczesniejszych doswiadczeniach dawki olejkow
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eterycznych, wywotujace specyficzna odpowiedz biologiczng, sg jednoczesnie neutralne dla
komorek przewodu pokarmowego. Zaplanowane w projekcie zadania badawcze umozliwig
dalsze zweryfikowanie hipotezy naukowej: czy poprzez zaburzanie syntezy autoinduktoréw
mechanizmu quorum sensing mozna wptyna¢ selekcyjnie na metabolizm drobnoustrojéw?
Jakie sg molekularne mechanizmy tego procesu?

Literatura:

Bakkali F., Averbeck S., Averbeck D., Idaomar M. 2008. Biological effects of essential oils — a review. Food
Chem. Toxicol., 46:446-475.

Bassler B.L., Greenberg E.P., Stevens A.M. 1997. Cross-species induction of luminescence in the quorum
sensing bacterium Vibrio harveyi. J. Bacteriol., 179:4043-4045.

Blosser R.S., Gray K.M. 2000. Extraction of violacein from Chromobacterium violaceum provides a new
quantitative bioassay for N-acyl homoserine lactone autoinducers. J. Microbiol. Meth., 40:47-55

Cushinie [T.P.T., Lamb A.J. 2005. Antimicrobial activity of flavonoids. Int. J. Antimicrb. Agents, 26:343-356

El-Nagga E.A.,El-Tawab Y.A. 2012. Compositional characteristics of date syrup extracted by different methods
in some fermented dairy products. Ann. Agric. Sci., 57:29-36.

Horswill A.R., Stoodley P., Stewart P.S., Parsek M.R. 2007. The effect of the chemical, biological, and physical
environment on quorum sensing in structured microbial communities. Annal. Bioanal. Chem., 387:371-
380

Kumar L., Chhibber S., Kumar R., Kumar M., Harjai K. 2015. Zingerone silences quorum sensing and attenuates
virulence of Pseudomonas aeruginosa. Fitoterapia, 102:84-95

Lee J.-H., Lee J. 2010. Indole as an intracellular signal in microbial communicates. FEMS Microbiol. Rev.,
34:426-444

Lin Y.-H., Xu J.-L, Hu J., Wang L.-H., Ong S.L., Leadbetter J.R. 2003. Acyl-homoserine lactone acylase from
Ralstonia strain XJ12B represents a novel and potent class of quorum quenching enzymes. Mol.
Microbiol., 47:849-860

Mahmoud B.S.M. 2010. Effects of x-ray radiation on Escherichia coli O157:H7 shredded iceberg lettuce. Food
Microbiol., 27:109-114

Patten C, Glick B.R. 1996. Bacterial biosynthesis of indole-3-acetic acid. Can. J. Microbiol., 42:207-220

Pichette A., Larouche P.-L., Lebrun M., Legault J. 2006. Composition and antibacterial activity of Abies
balsamea essential oil. Phytother. Res., 20:371-373

Sikkema J., de Bont J.A.M., Poolman B. 1994. Interactions of cyclic hydrocarbons with biological membranes.
J. Biol. Chem., 269:8022-8028

Sikkema J., de Bont J.A.M., Poolman B. 1995. Mechanisms of membrane toxicity of hydrocarbons. Microbial.
Rev., 59:201-222

Suga H., Smith K.M. 2003. Molecular mechanisms of bacterial quorum sensing as a new drug target. Curr. Opin.
Chem. Biol., 7:586-591.

Zhao Z.H., Moghadasian M.H. 2008. Chemistry, natural sources, dietary intake, and pharmacokinetic properties
of ferulic acid: a review. Food Chem., 109:691-702.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawezych
5.A. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie studiéw magisterskich bratam aktywny udzial w badaniach dotyczacych
zjawiska tworzenia si¢ biofilméw Bacillus megaterium na powierzchniach abiotycznych
(szkto, stal nierdzewna oraz teflon). Wspétuczestniczytam w opracowaniu metod ekstrakeji
i identyfikacji egzopolisacharydéw bakteryjnych. W pracy analizowatam réwniez wplyw
zmian W syntezie egzopolisacharydéw komérkowych na dynamike tworzenia sie bton
biologicznych  na  testowanych  powierzchniach — statych.  Najwazniejsze wyniki
przeprowadzonych badan zostaly przedstawione w mojej pracy magisterskiej pt. ,,Biosynteza
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egzopolisacharydow i ich rola w adhezji Bacillus megaterium do powierzchni
nieozywionych”. Zaprezentowatam je roéwniez podczas IX Sesji Sekcji Miodej Kadry
Naukowej Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci. To wystgpienie ustne zostato
wyrdznione i zostatam zaproszona przez Komitet Naukowy Konferencji do zgtoszenia
publikacji z wynikéw pracy w czasopi$mie Zywnos¢. Nauka. Technologia. Jakosé (Zal
4.1 A.1). W czasie realizacji powyzszej tematyki badawczej wspétuczestniczytam rowniez w
zbieraniu materiatow bibliograficznych, bedacych podstawg dwoch prac przegladowych
dotyczacych migdzy innymi charakterystyki zjawiska tworzenia si¢ biofilméw bakteryjnych
(publikacja w czasopismie Biotechnologia, Zal.4.I.D.3) oraz roli egzopolisacharydow
mikrobiologicznych w technologii zywnos$ci (publikacja w czasopismie Zywnosé. Nauka.
Technologia. Jakos¢., Zat.4.11.A.6). W 2003 roku ukonczylam studia w gronie najlepszych
absolwentéw Wydziatu Technologii Zywnosci Akademii Rolniczej w Poznaniu (obecnie
Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu).
Znalaztam si¢ rowniez wsrod 5% najlepszych absolwentow Akademii Rolniczej w Poznaniu
(obecnie Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu). Za powyzsze osiggnigcia w 2003 roku
otrzymatam nagrody, w tym Medal za osiggnigcia w Studiach, od JM Rektora AR w
Poznaniu (obecnie UP w Poznaniu) prof. dr hab. Erwina Wasowicza.

Bezposrednio po ukonczeniu studiéw magisterskich, w 2003 roku, odbytam miesigczng
praktyke w Laboratorium Bakteriologicznym Poznanskiego Osrodka Specjalistycznych Ustug
Medycznych w Poznaniu. W czasie trwania praktyki, zapoznalam si¢ z podstawowymi
technikami poboru materiatu klinicznego do analiz mikrobiologicznych i szeroko rozumiang
diagnostyka drobnoustrojow chorobotwoérczych dla cztowieka.

Od pazdziernika 2003 roku, bytam stuchaczem czteroletniego Stacjonarnego Studium
Doktoranckiego przy Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Bezposrednio po rozpoczgciu studidw doktoranckich, dotaczytam do Zespotu,
realizujacego projekt naukowy ,Adhezja bakterii z rodzaju Bacillus do powierzchni
roboczych  stosowanych w  przemysle spozywczym w  zaleznosci od warunkow
srodowiskowych” (Projekt MNiSW, Zal4.1112).  Projekt realizowano w Katedrze
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, a jego
kierownikiem byfa dr inz. Katarzyna Czaczyk. W ramach projektu oceniano m. in.
srodowiskowe determinanty biosyntezy egzopolisacharydéw u 9 szczepéw modelowych
Bacillus spp. W projekcie analizowano réwniez miedzy innymi wplyw dostepnosci
skfadnikéw pokarmowych w pozywce, pH pozywki oraz rol¢ temperatury hodowli na
produkcje  polisacharydow  zewnatrzkomdérkowych  przez  badane  drobnoustroje.
Doswiadczenia w ramach projektu dotyczyty réwniez oceny wptywu zmian w biosyntezie
egzopolisacharydéw na tempo kolonizacji testowanych powierzchni statych przez Bacillus
spp. Do realizacji tego zadania badawczego wykorzystano, technik¢ mikroskopii
fluorescencyjnej, a interpretacje wynikdw przeprowadzono przy uzyciu 9-stopniowej skali
adhezji. Bylo to zupetnie nowe naukowo podejscie analityczne, pozwalajace obserwowac
przede wszystkim zmiany w architekturze biofilméw bakteryjnych w zaleznosci od fizjologii
komorek. Wyniki czesci badan z projektu zostaly opublikowane migdzy innymi na tamach
czasopism Polish Journal of Microbiology (Zal.4.11.A.4) oraz Folia Universitatis Agriculturae
Stetinensis, Scientia Alimentaria (Zal.4.11.D.1). Rezultaty badan prezentowane byly réwniez
na sympozjach miedzynarodowych i krajowych. Wystapienie podczas XXXVI Sesji Naukowej
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Komitetu Nauk o Zywnosci PAN zostato wyréznione przez Komitet Naukowy Konferencji.
Podczas realizacji projektu badawczego, zebrano réwniez materialy bibliograficzne, bedace
podstawg dwoch prac przegladowych dotyczacych mechanizméw opornosci biofilméw
bakteryjnych na czynniki przeciwdrobnoustrojowe (publikacja w czasopismie Biotechnologia,
Zat.4.11.D.4) oraz srodowiskowych determinantéw biosyntezy zewnatrzkomodrkowych
substancji (EPS, ang. extracellular polymeric substances) i ich funkcji w procesie tworzenia
si¢ biofilméw (publikacja w czasopiSmie Polish Journal of Environmental Studies,
Zal.4.11.A.8).

W latach 2007-2009 wspdtuczestniczytam w realizacji projektu badawczego
wIdentyfikacja czynnikéw morfologicznych i fizjologicznych warunkujgcych tworzenie sig
biofilmow  bakteryjnych na powierzchniach abiotycznych w warunkach ograniczonej
dostgpnosci skladnikéow odzywczych” (Projekt finansowany przez MNISW, Zal.4.I113).
Projekt realizowano w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, a jego kierownikiem byla dr hab. inz. Katarzyna Czaczyk.
W  ramach tego projektu, tematyka badawcza, ktéra wzbudzita moje szczegdlne
zainteresowanie i stata si¢ podstawa mojej rozprawy doktorskiej, dotyczyta wpltywu
warunkéw glodowych $rodowiska na zmiany morfologiczne i wybrane cechy fizjologiczne
komorek, ktore decyduja o adhezji drobnoustrojéw do powierzchni abiotycznych. Swojg
prace doktorska pt. Jdentyfikacja czymnikow morfologicznych i  fizjologicznych
odpowiedzialnych za intensyfikacje zjawiska adhezji mikroorganizméw w warunkach
glodowych”, obronitam w 2008 roku. Doswiadczenia do pracy doktorskiej prowadzono w
ukfadach modelowych, a przedmiotem badan byly drobnoustroje drugiej klasy ryzyka (tj.
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulagris, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, oraz
Enterococcus faecalis). Zadania badawcze, zaplanowane w ramach pracy doktorskiej,
zdecydowanie wykraczaty poza kanon klasycznych metod mikrobiologicznych i wymagaty
uzycia réznych technik analitycznych (w tym, cyfrowej analizy obrazu mikroskopowego,
wykorzystania ztozonych procedur izolacji zewnatrzkomorkowych biatek i ich identyfikacji,
wykonania analiz chromatograficznych, ktére wykorzystano nastepnie w identyfikacji
egzopolisacharydéw bakteryjnych). Efektem pracy doktorskiej byly publikacje w
czasopismach: World Journal of Microbiology and Biotechnology (Zal.4.11.A.3), Current
Microbiology (Zat.4.11.A.9), Zywnosé¢. Nauka. Technologia. Jakosé. (Zat.4.11.A.2), Aparatura
Naukowa i Dydaktyczna (Zal. 4.11.D.2).

Zespdt realizujacy wspomniany wyzej projekt badawczy, zebrat rowniez materiaty
bibliograficzne, bedace podstawa trzech prac przegladowych, ktére charakteryzowaty miedzy
innymi wptyw warunkéw glodowych srodowiska na metabolizm drobnoustrojéw (publikacja
w czasopismie Postepy Mikrobiologii, Zal.4.11A.7), metody usuwania biofilmow
bakteryjnych z powierzchni statych (publikacja w czasopismie Przemyst Spozywczy,
Zal.4.11.D.5), oraz charakteryzowaty zdolnosci adhezyjne Proteus vulgaris — mikroorganizmu
niepozadanego w zywnosci (publikacja w czasopismie Przemysi Spozywczy, Zal.4.I1.D.6).
Rezultaty badan wykonanych w ramach projektu prezentowane byly réwniez na sympozjach
migdzynarodowych oraz krajowych. Wystapienie podczas XXVI Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologow ,, Drobnoustroje — wyzwania i nadzieje” zostalo wyréznione
przez Komitet Naukowy Konferencji w sesji tematycznej, poswieconej biofilmom
bakteryjnym.
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5.B. Dzialalno$¢é naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora, oprocz prac koncentrujacych si¢ wokot zjawiska quorum
sensing Pseudomonas fluorescens, uczestniczytam jako gtéwny wykonawca lub wykonawca
facznie w pieciu projektach badawczych, ktére finansowane byty zaréwno z Europejskiego
Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka, jak i przez MNiSW oraz NCN. Bylam réwniez koordynatorem i gléwnym
wykonawcg dwoéch tematdw zamawianych przez przedsigbiorstwa: Biomedica Poland
Sp. z 0.0. w Piasecznie oraz Amica S.A. we Wronkach.

Moja dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora miescita sie
w nastepujacych obszarach tematycznych:
1. Charakterystyka zjawiska tworzenia si¢ biofilméw bakteryjnych na materiatach
technicznych;
2. Ocena jakosci i bezpieczenstwa mikrobiologicznego nowych produktéw spozywczych,
w tym zywnosci bioaktywnej o zaprogramowanych wtasciwosciach prozdrowotnych;
3. Izolacja i charakterystyka fizjologiczna szczepéw srodowiskowych, zdolnych do konwersji
glicerolu do 1,3-propandiolu;
4. Izolacja i identyfikacja mikroflory jelitowej cztowieka;
5. Charakterystyka mikroflory zdolnej do wytwarzania zwigzkdw zapachowych.

Charakterystyka zjawiska tworzenia si¢ biofilméw bakteryjnych na materialach
technicznych

Po uzyskaniu stopnia doktora, badania dotyczace zjawiska tworzenia si¢ biofilmow
bakteryjnych na powierzchniach abiotycznych zajmowaty nadal czotowe miejsce w mojej
dziatalnosci naukowej. W ramach tego obszaru tematycznego, podjetam wspdtprace z
Zespotem Zaktadu Technologii Chemicznej, Instytutu Technologii i Inzynierii Chemiczne;j,
Politechniki Poznanskiej. Zesp6t z Politechniki Poznanskiej, pod kierownictwem prof. dr hab.
inz. Teofila Jesionowskiego, zajmowat si¢ otrzymywaniem nowej generacji funkcjonalnych
tlenkéw nieorganicznych na bazie SiO, wedtug alternatywnych metod precypitacji emulsyjnej
czy metodg zol-zel. Podjeta tematyka badawcza pozwolita Zespotowi uzyskaé materiaty
o unikatowych wlasciwosciach fizykochemicznych, dyspersyjnych i morfologiczno-
strukturalnych, jak i uzytkowych. M¢j udziat w pracach Zespotu polegat na ocenie
przeciwdrobnoustrojowej tlenkéw nieorganicznych metodami konwencjonalnymi, tgcznie
z wyznaczeniem indekséw MIC i MBC oraz badaniu wiasciwosci przeciw-adhezyjnych
uzyskanych materiatlow. Nowatorska forma materiatu badawczego, sktonita mnie do
wspotopracowania na potrzeby tego projektu, migdzy innymi nowej procedury barwienia préb
i sposobu ich obserwacji pod mikroskopem fluorescencyjnym. Wyniki badan w ramach tej
wspdtpracy zostaty opublikowane w czasopismach: Bioelectrochemistry (Zat.4.11.A.12) oraz
Open Chemistry (The Central European Journal of Chemistry; Zal.4.11.A.16).

Szczegblnie waznym dla mnie aspektem w ramach tego obszaru tematycznego, byto
podjecie wspdtpracy z Instytutem Consiglio Nazionale delle Ricerche, ISMAR — Instituto di
Scienze Marine we Wtoszech (Zal. 5.F.1). Ta migdzynarodowa wspotpraca obejmowata
testowanie w warunkach in vivo aparatury przeznaczonej do monitoringu zjawiska tworzenia
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si¢ biofilméw bakteryjnych na materiatach technicznych. Na potrzeby tego projektu, Zespdt
Inzynieréw Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, zaprojektowat unikatowe dwa uktady doswiadczalne, imitujace migdzy innymi
przemystowe systemy dystrybucji wody. Uktady dostosowane byly do potrzeb aparatu
skonstruowanego przez Partneréw z Wtoch. W przygotowanych uktadach do$wiadczalnych,
analizowatam wptyw parametréw fizycznych hodowli na fizjologie wzrostu komorek
i architekture biofilméw. Bylam réwniez osobg odpowiedzialng za projektowanie warunkéw
prowadzenia hodowli, prowadzenie samych hodowli, dobér szczepéw do doswiadczen, oraz
przygotowanie koncowego raportu merytorycznego. Wyniki tych doswiadczen bedg
publikowane w pracach, ktére w chwili obecnej sg na etapie opracowania redakcyjnego.

Precyzyjna analiza zjawiska tworzenia si¢ biofilméw bakteryjnych wymaga
interdyscyplinarnych badan, potaczonych ze soba w jeden spdjny protokdt analityczny. Stad
w ostatnich latach mojej pracy, rozpoczetam wspdtprace z dr inz. Wojciechem Juzwa
z Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnos$ci, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, majaca na celu opracowanie nowego protokotu analitycznego, przeznaczonego
do badan zjawiska adhezji drobnoustrojow. Protokét ten obejmuje oznaczenia
konwencjonalne metoda ptytkowa Kocha, obserwacje préb pod mikroskopem
fluorescencyjnym/skaningowym mikroskopem elektronowym, oraz przede wszystkim
oznaczenia z wykorzystaniem cytometru przeplywowego sprzezonego z sorterem komorek.
Projektowany protokét umozliwit nam miedzy innymi wieloparametryczng ocene stopnia
wrazliwosci komoérek w biofilmie na dziatanie srodkéw dezynfekcyjnych oraz wytypowanie
subpopulacji komoérek w biofilmie o obnizonym potencjale metabolicznym i bedacych w
stanie anabiozy (a wigc frakcji biofilmu, ktérych nie mozna badaé konwencjonalnymi
testami). Uwazam, Ze jest to innowacyjne podejscie badawcze, ktore moze w przysztosci
zastgpi¢ lub uzupehni¢ konwencjonalne procedury ustalania stezen bojczych biocydow
wzgledem mikroorganizméw niepozadanych w przemysle spozywczym. Moja aktywnosé
badawcza w ramach tej wspotpracy skupita si¢ na wyborze szczepéw do doswiadczen,
prowadzeniu hodowli mikroorganizméw, przeprowadzeniu oznaczen metoda ptytkowa Kocha
oraz przygotowaniu prob do obserwacji pod mikroskopem fluorescencyjnym. Pierwsze
rezultaty tych doswiadczen zostaty dwukrotnie opublikowane w czasopismie Biofouling
(Zat4.11.A.17,21).

Ocena jakoSci i bezpieczenstwa mikrobiologicznego nowych produktéw spozywczych,
w tym zywnosci bioaktywnej o zaprogramowanych wlasciwosciach prozdrowotnych
Bardzo cennych umiejetnosci w aspekcie diagnostyki mikrobiologicznej zywnodci,
nabytam wspotuczestniczac jako wykonawca w realizacji projektu badawczego pt. ,.Nowa
ZywnoS$¢ bioaktywna o zaprogramowanych wlasciwosciach prozdrowotnych”. Projekt byl
finansowany z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (PO IG 01.01.02-00-061/09). Prace swoja
realizowatam w ramach zadania badawczego 9.2. Zadanie pos$wiecone bylo ocenie
bezpieczenstwa frakcji i gotowych produktow: ocenie toksykologicznej, mikrobiologicznej,
wiasciwosciom mutagennym, genotoksycznym, cytotoksycznym i alergizujagcym. Moja praca
w ramach tego projektu sprowadzata si¢ do kompleksowej oceny jakosci mikrobiologicznej
i poziomu bezpieczenstwa mikrobiologicznego. Przedmiotem tej pracy byty surowce
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i gotowe produkty spozywcze na réznych etapach ich przechowywania. W projekcie
odpowiadatam, za planowanie i prawidtowy przebieg mikrobiologicznych eksperymentow,
wyznaczenie kierunkéw oznaczenn mikrobiologicznych w zaleznosci od specyfiki
1 przeznaczenia produktéow, przygotowanie materiatéw do badan mikrobiologicznych,
wykonywanie posiewow, identyfikacje szczepow, oraz przygotowanie raportow z przebiegu
tych doswiadczen. Aby podwyzszy¢ swoje umiejetnosci z zakresu mikrobiologii Zywnosci,
przed przystapieniem do realizacji tego projektu badawczego, w 2012 roku odbytam
miesieczny staz zawodowy w akredytowanej pracowni mikrobiologicznej Laboratorium
Ustugowo-Badawczego ,,Biochemik” w Smitowie koto Pity.

Nabyte wczesniej umiejetnosci w zakresie diagnostyki mikrobiologicznej produktéw
spozywczych, wykorzystatam réwniez we wspotpracy z Zespolem z Instytutu Zywnosci
Pochodzenia Roslinnego, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz Instytutu
Technologii Migsa, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Nasza wspotpraca dotyczyta
identyfikacji drobnoustrojéw odpowiedzialnych za psucie si¢ wyrobow migsnych. Do tego
celu wykorzystane zostaty konwencjonalne metody mikrobiologiczne oraz nowoczesne
techniki genetyczne. Waznym aspektem powyzszej wspolpracy byto wytypowanie filotypow
wspolnych oraz filotypéw specyficznych (endemicznych) w produktach pochodzenia
zwierzgcego, ktore odpowiadajg za mikrobiologiczne psucie si¢ zywnosci i ktérych nie mozna
zdiagnozowa¢ w konwencjonalny sposéb. W powyzszym projekcie odpowiadatam za
wyznaczenie kierunkdéw oznaczen mikrobiologicznych, przygotowanie materiatéw do badan
mikrobiologicznych, = wykonywanie  posiewow oraz ich interpretacje.  Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen opublikowane zostaty na tamach czasopisma Journal of the
Science of Food and Agriculture (Zal.4.11.4.22).

Izolacja i charakterystyka fizjologiczna szczepoéw Srodowiskowych, zdolnych do
konwersji glicerolu do 1,3-propandiolu (1,3-PD)

Kolejnym waznym nurtem w mojej dzialalnosci naukowo-badawczej bylo
uczestniczenie w charakterze wykonawcy w realizacji projektu badawczego pt.
.»Biotechnologiczna konwersja glicerolu do polioli i kwasow dikarboksylowych”. Projekt byt
finansowany z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (PO IG 01.01.02-00-061/09). Moja aktywno$¢ w tym
projekcie koncentrowata si¢ nie tylko, na wspdtuczestniczeniu w realizacji zadania 1.3 pt.
Izolacja i skrining mikroorganizmow zdolnych do biosyntezy 1,3-PD z glicerolu. Wiaczytam
si¢ rowniez w prace Zespotu Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, ktérych zadaniem bylo przygotowanie i edytowanie studium
wykonalnosci projektu. Efektem kilkuletniej pracy badawczej w projekcie byto: (i)
opracowanie procedury izolacji mikroflory bezwzglednie beztlenowej i mikroaerofilnej z
srodowiska naturalnego, ktéra wykazuje zdolnos$¢ syntezy 1,3-PD z glicerolu; (ii)
opracowanie procedur hodowli i zabezpieczania wyselekcjonowanych beztlenowych kultur
bakteryjnych ~w  warunkach laboratoryjnych; (iii) poréwnanie sktadu podtdz
izolacyjnych/produkcyjnych na efektywnos$¢ selekcji z srodowiska naturalnego bakterii z
rodzaju Clostridium spp.; (iv) zmodyfikowanie podiéz mikrobiologicznych, w celu
zwickszenia wydajnosci izolacji i selekcji nieopisanych dotad w literaturze gatunkéw bakterii
Clostridium spp. z srodowiska naturalnego, ktére sa zdolne do syntezy 1,3-PD; oraz (v)

23



Kamila Myszka Zatacznik 2. Autoreferat

charakterystyka fizjologiczna uzyskanych szczepéw Clostridium spp. Uczestniczac
w realizacji tego projektu, wyizolowatam ponad 3000 szczepow, z ktérych 40 odznaczato sie
wysoka wydajnoscig do konwersji glicerolu do 1,3-PD. Kolekcja tych szczepdw zostata
zdeponowana w Kolekeji Kultur Drobnoustrojéw Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Za szczegdlne osiagnigeie tego etapu
dziatalnosci naukowej uwazam opracowanie procedury izolacji mikroaerofilnych gatunkéw:
Clostridium bifermentans, Clostridium sordelli oraz Streptomyces spp. z Srodowiska
naturalnego. Szczepy wyselekcjonowatam z gleby i1 osadéw dennych. Gatunki te,
w odr6znieniu od wielu przedstawicieli Clostridium spp. oraz Streptomyces spp., odznaczajg
si¢ odpornoscia na wysokie stezenia glicerolu i NaCl w pozywce i s3 aktywne metabolicznie
w szerokim spektrum temperatury i przy zawartosci tlenu na poziomie okoto 5%. Rezultaty
tych badan opublikowane zostaty migdzy innymi w czasopismach Journal of Bioscience and
Bioengineering (Zal.4.11.A.11) oraz Acta Biochimica Polonica (Zal.4.11.4.14). Rezultaty
badan prezentowane byly rowniez na sympozjach miedzynarodowych i krajowych (Zat.4.J;
Zal.6B.14,18,21,25). Wystapienie podczas IV Congress of Polish Biotechnology and IV
EUROBIOTECH 2011 zostato wyrdznione. Efektem tego byto zaproszenie przez redakcje
czasopisma Process Biochemistry do napisania publikacji przegladowej, dotyczace]
fizjologicznych predyspozycji szczepéw z rodzaju Clostridium do syntezy 1,3-PD
(Zal 4.11.A.25). W czasie realizacji powyzszej tematyki badawczej wspotuczestniczytam
rOwniez w przygotowaniu pracy przegladowe] dotyczacej przemystowego wykorzystania
bakterii z rodzaju Clostridium (publikacja w czasopiSmie Postepy Mikrobiologii,
Zatl.4.11.4.26).

Izolacja i identyfikacja mikroflory jelitowej czlowieka

W latach 2010-2013 uczestniczytam réwniez jako gtéwny wykonawca w projekcie
naukowym pt. ,,Wykorzystanie antocjanow z owocow aronii, czarnej porzeczki i czarnego bzu
oraz korzeni czarnej marchwi w chemoprewencji nowotworu jelita grubego” (Zal.4.15).
Projekt byt finansowany przez MNiSW, a jego kierownikiem byta dr inz. Anna Olejnik.
Zatozeniem projektu byto zglebienie wiedzy na temat zmian bioaktywnosci ekstraktéw
z wybranych owocow, zachodzacych podczas pasazu przez przewdd pokarmowy, oraz
pozyskanie danych, ktére moglyby by¢ podstawg do podjecia dalszych badan in vivo nad ich
wykorzystaniem w chemoprewencji nowotworoéw jelita grubego. W projekcie analizowano
wplyw ekstraktow na zjawiska zwigzane z inicjacja procesu kancerogenezy oraz zdolnos¢
do ingerowania w kolejne etapy rozwoju nowotworu, zlokalizowanego w jelicie grubym.
Oceniano wtasciwosci przeciwmutagenne, przeciwzapalne i przeciwoksydacyjne ekstraktow,
ich potencjat cytotoksyczny, antyproliferacyjny i proapoptyczny w odniesieniu do komdrek
nowotworowych. Badania do projektu realizowano przy zastosowaniu metod in vitro.
W  projekcie wykorzystano proces trawienia ekstraktéow w sztucznym przewodzie
pokarmowym in vitro, co pozwolito zblizy¢ warunki modelowe do $rodowiska naturalnie
wystepujacego w organizmie. Moja praca w projekcie polegata na wyselelekcjonowaniu
i wstepnej identyfikacji mikroflory jelitowej cztowieka, zdolnej do wzrostu w warunkach
laboratoryjnych. Na potrzeby projektu, przygotowatam kolekcj¢ modelowych kultur
bakteryjnych zlozonych gltéwnie z przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae, oraz
Lactobacillus spp. i Clostridium spp.. Drobnoustroje wyodrebnitam z réznych materiatéw
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klinicznych. Opracowatam nowag procedure selekcji tych bezwzglgdnie beztlenowych
i wzglednie beztlenowych szczepdw. Opracowatam réwniez procedury ich utrzymywania
w laboratorium, z wykorzystaniem modyfikowanych pozywek mikrobiologicznych. Praca
z materiatem klinicznym, mogacym zawiera¢ szczepy chorobotwdrcze dla cztowieka,
natozyta na mnie réwniez obowiazek zorganizowania odpowiedniego miejsca w laboratorium
do bezpiecznej pracy tym materiatem. Rezultaty badan tego projektu opublikowane zostaty
miedzy innymi w czasopismach: Journal of the Science of Food and Agriculture
(Zal4.11.A.15), Food Chemistry (Zal4.11A.20) oraz Journal of Functional Foods
(Zal.4.11.A.18).

Charakterystyka fizjologiczna mikroflory zdolnej do wytwarzania zwigzkow
zapachowych

Szczegdlnie waznym etapem mojej dziatalno$ci naukowo-badawczej po uzyskaniu
stopnia doktora bylo wiaczenie sie¢ w prace Zespotu z Zaktadu Chemii Zywnosci i Analizy
Instrumentalnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Bytam gléwnym wykonawcg
projektu pt. ,,Drogi powstawania zwigzkow zapachowych w polskich regionalnych produktach
mleczarskich wytwarzanych wedtug tradycyjnej technologii. Wptyw mikroflory oraz sposobu
otrzymywania” (Zal.4.11.1.7). Projekt byt finansowany przez NCN, a jego kierownikiem byta
dr inz. Matgorzata Majcher. W ramach projektu Zesp6t z Zaktadu Chemii Zywnosci i Analizy
Instrumentalnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu podjat si¢ proby zidentyfikowania
kluczowych zwigzkdéw zapachowych, ksztattujacych aromat czterech tradycyjnie
otrzymywanych produktéw mleczarskich: wielkopolskiego sera smazonego, sera suszonego
podlaskiego, sera Lazur, oraz naturalnie ukwaszonej maslanki. Wyniki przeprowadzonych
eksperymentéow pozwolity na rozkodowanie aromatu badanych produktéw mleczarskich.
Dzigki uzyskanej wiedzy, wsrod setek zwiazkéw lotnych wystgpujacych w badanych
produktach, Zespét wyodrebnit kilkanascie tak zwanych aktywnych zapachowo, ktore
wchodzac w reakcje z receptorami aktywuja je dajac odczucie zapachu. Przeprowadzone
réwnolegle oznaczenia mikrobiologiczne wykazaty istotny wptyw dominujgcej mikroflory
w ksztaltowaniu zapachu produktéw finalnych. W powyzszym projekcie powierzono mi za
zadanie zaplanowanie i przeprowadzenie kompleksowej analizy mikrobiologicznej surowcéw
i produktéw gotowych. Moim zadaniem w projekcie byta réwniez izolacja i identyfikacja
szczepdw dominujacych w ocenianych prébach. Podjetam si¢ rowniez stworzenia kolekcji
kultur drobnoustrojow, gtoéwnie Lactobacillus spp. i Lactococcus spp., oraz unikatowej
kolekcji grzybéw plesniowych. Wszystkie szczepy wyizolowatam z produktdéw spozywczych,
badanych w ramach projektu. Szczegélnie waznym osiagnieciem tego projektu bylo
wyizolowanie ponad 40 szczepow grzybow plesniowych Galactomyces geotrichum. Izolaty
pozyskano, zaréwno z polproduktéw, jak i z $rodowiska produkcyjnego zaktadu
przemystowego. Najcenniejszym w aspekcie przemystowym, okazat si¢ szczep Galactomyces
geotrichum MKO17, ktory odznaczatl si¢ zdolnoscia do biosyntezy zwiazkow zapachowych,
takich jak: 2-fenyloetanol, aldehyd fenylooctowy czy kwas fenylooctowy. Wiasciwosci
metaboliczne tego drobnoustroju, zostaty potwierdzone za pomocg modelowych doswiadczen
prowadzonych ~w  bioreaktorze z  wykorzystaniem zmodyfikowanych  pozywek
mikrobiologicznych, suplementowanych izotopowo znakowanymi prekursorami takimi jak
[2Hs]-L-fenyloalanina. Szczep Galactomyces geotrichum zostat scharakteryzowany, zaréwno
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pod wzgledem morfologicznym, jak i fizjologicznym. Do tego celu wykorzystano miedzy
innymi macierz fenotypowg systemu BIOLOG. Uczestniczytam réwniez w przygotowaniach
szczepu do depozytu do celow postgpowania patentowego. Szczep zostat zdeponowany w
Kolekeji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych, Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno
Spozywczego w Warszawie pod numerem KKP 2049p. Rezultaty badan projektu
opublikowane zostaly migdzy innymi w czasopismach: International Dairy Journal
(Zal.4.11.A.13), Journal of Agricultural and Food Chemistry (Zal.4.11.A.24), Nauka. Przyroda.
Technologie (Zal.4.11.D.11) oraz Zywnos¢. Nauka. Technologia. Jakos¢ (Zat.5.11.4.19).
Rezultaty z projektu prezentowane byty réwniez na licznych konferencjach krajowych i
miedzynarodowych. Poster zaprezentowany na sympozjum 10" Wartburg Symposium on
Flavor Chemistry & Biology 2013 w Niemczech zostat wyrézniony przez Komitet Naukowy
(Zat.4.J).

Obecnie wspotuczestnicze réwniez w badaniach oceniajacych potencjat grzybow
plesniowych Galactomyces geotrichum do syntezy zwigzkéw bioaktywnych, ze szczegblnym
uwzglednieniem polienowych kwaséw thuszczowych. Badania te prowadzone sg przez Zespdt
z Zaktadu Chemii Zywnosci i Analizy Instrumentalnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu. Powyzsza tematyka badawcza jest podstawg pracy doktorskiej mgr inz. Anny
Grygier, przy ktérej decyzjg Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu z 2016 roku, peini¢ funkcje promotora pomocniczego.
Promotorem pracy jest dr hab. inz. Magdalena Rudzinska prof. nadzw. z Zaktadu Chemii
Zywnosci i Analizy Instrumentalnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Pani mgr inz.
Anna Grygier jest obecnie stuchaczem czwartego roku Stacjonarnego Studium
Doktoranckiego przy Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu.

Po uzyskaniu stopnia doktora, bylam réwniez koordynatorem i gtéwnym wykonawca
dwoch tematéw zamawianych z przemystu. Z partnerem Biomedica Poland Sp. zo.o.
w Piasecznie wspotpracowatam w zakresie opracowania innowacyjnego testu analitycznego,
przeznaczonego do szybkiej detekcji chorobotwérczych Salmonella sp. w probach paszy.
Z przedsigbiorstwem Amica S.A. we Wronkach, wspotpracowatam w zakresie
mikrobiologicznej oceny poprawy skutecznosci mycia i sterylizacji powierzchni
wewngtrznych nowych prototypéw urzadzen AGD i umytych w nich naczyn kuchennych.

6. Wskaznik dokonan naukowych

- Suma punktéw za publikacje, wedtug komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z
dnia 9 grudnia 2016 roku: 955

- Sumaryczny impact factor publikacji naukowych zgodnie z rokiem opublikowania: 54,254

- Indeks Hirscha obliczona na podstawie bazy Web of Science (bez autocytowan): 6

- Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science z pominigciem autocytowan: 175

Zestawienie dorobku naukowego z podziatem na poszczegdlne formy aktywnosci,
przedstawitam w tabeli 1.
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Tabela 1 Zestawienie dorobku naukowego

Tlos¢ IF Punkty MNiSW,;6
Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia
doktora
Prace oryginalne z listy Journal Citation Reports
(JCR) 5 1,215 74
Prace oryginalne spoza listy JCR, uwzglednione 2 ) 23
w wykazie MNiSW
Prace przegladowe z listy Journal Citation A
Reports (JCR) ° 0.817 5
Prace  przegladowe  spoza listy  JCR, 4 i 50
uwzglednione w wykazie MNiSW
Rozdziaty w ksigzkach - - -
Zgltoszenia patentowe = - -
Referaty na konferencjaéh 1 - -
Komunikaty na ) ) )
konferencjach migdzynarodowych i 6 ) )
krajowych
Podsum{)wanie .dorobku naukowego  przed 23 2,032 190
uzyskaniem stopnia doktora
Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora
Prace oryginalne z listy Journal Citation Reports 20 47.90 593
(JCR)
Prace oryginalne spoza listy JCR, uwzglednione 5 ) 4
w wykazie MNiSW
Prace przegladowe z listy Journal Citation
Reports (JCR) 4 4,522 75
Prace  przegladowe  spoza listy JCR, 4 ) 55
uwzglednione w wykazie MNiSW
Rozdzialy w ksigzkach 2 - -
Zgloszenia patentowe 1 - -
Referaty na konferencjach 3 - -
Komunikaty na 19 - -
konferencjach migdzynarodowych i krajowych 11 - -
Podsumowqme dar(?bku naukowego 69 52,222 775
po uzyskaniu stopnia doktora
Ogolem 92 54,254 955
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