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Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich przyznania oraz tytutu rozprawy doktorskie;j:

Doktor inzynier nauk rolniczych w zakresie biotechnologii, Wydziat Nauk o Zywnosci
i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; 2013.
Temat rozprawy doktorskiej: ,Charakterystyka aktywnosci metabolicznej Clostridium

bifermentans zdolnych do syntezy 1,3-propanodiolu”.

Magister inzynier biotechnologii, Wydziat Rolniczy, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
2008. Temat pracy magisterskiej: ,Wykorzystanie wodnych emulsyjnych uktaddow

dwufazowych do mikrokapsutkowania mikroorganizmow”.

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych.
2009-2014 - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu,
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci; asystent

IV-IX 2010 urlop macierzynski
2010-2014 - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu,
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci: starszy referent techniczny
2014 - obecnie, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu,
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci: adiunkt

V12014-V1 2015 urlop macierzynski

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego 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.

nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego:

Cykl prac tworzacych osiggniecie naukowe pod wspdélnym tytutem:

Ocena przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci oraz mechanizmdéw dziatania roslinnych

olejkéw eterycznych wzgledem saprofitycznych bakterii Pseudomonas orientalis.



b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci

wydawniczy),
(wartos¢ podanego wskaznika impact factor zgodna z rokiem opublikowania)

1. Leja K., Czaczyk K. 2016. The industrial potential of herbs and spices - a mini review. Acta
Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria, 15(4), 353-365.
IF = 0 MNiSW2016 = 12 pkt

2. Leja K., Szudera-Konczal K., Myszka K., Czaczyk K. 2019. Antibacterial effect of natural oils
- an opportunity to solve the problem of antibiotic resistance on the example
of Pseudomonas spp. Advancements of Microbiology - Postep. Mikrobiol., 58, 177-190.
IF = 0,298 MNiSW2019 = 20 pkt

3. Leja K., Szudera-Konczal K., Switata E., Juzwa W., Kowalczewski P.t., Czaczyk K. 2019.
The Influence of Selected Plant Essential Oils on Morphological and Physiological
Characteristics in Pseudomonas orientalis. Foods, 8(7), 277;

https://doi.org/10.3390/foods8070277

IF = 3,011 MNiSW2019 = 70 pkt

4. Leja K., Drozdzynska A., Majcher M., Kowalczewski P.t., Czaczyk K. 2019. Influence of sub-
inhibitory concentration of selected plant essential oils on the physical and biochemical
properties of Pseudomonas orientalis. Open Chem., 17, 492-505
IF = 1,512 MNiSW2016 = 70 pkt

5. Leja K., Majcher M., Juzwa W., Czaczyk K., Komosa M. 2020 Comparative evaluation
of Piper nigrum, Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus and Juniperus communis
L. essential oils of different origin as functional antimicrobials in foods. Foods, 9, 141;

https://doi:10.3390/foods9020141

IF =3,011 MNiSW3019 = 70 pkt

Catkowity IF= 7,832, suma punktow MNiSW3016 = 12; MNiSW2019 = 230, liczba cytowan wg

bazy Web of Science = 429 (402 bez autocytowan)

c) Omoéwienie celu naukowego wskazanego osiggniecia, otrzymanych wynikéw wraz

z przedstawieniem ich ewentualnego wykorzystania


https://doi.org/10.3390/foods8070277

Wprowadzenie do problematyki

W wymienionych wyzej publikacjach, tworzgcych jednotematyczny cykl, nadrzedna
hipoteza naukowg byto stwierdzenie, ze roslinne olejki eteryczne, stosowane w niskich
stezeniach, stanowig skuteczny s$rodek hamujgcy wzrost saprofitycznych bakterii
Pseudomonas orientalis, jednoczesnie nie wykazujgc aktywnosci bakteriobdjczej. Bakterie
tego gatunku sg stabo opisane w literaturze, znalez¢ mozna jedynie szczatkowe informacije
dotyczgce ich witasciwosci fizjologicznych i biochemicznych. Wiadomo jednak, ze naturalnym
zrédtem ich wystepowania sg surowe ryby oraz woda zrddlana. Dlatego tez, realizujgc gtowny
cel prac badawczych, ktérym byto opisanie wptywu olejkéw eterycznych w niskich stezeniach
na komorki bakterii, nalezato réwniez skupi¢ sie na zbadaniu wptywu olejkdw na zmiany

wewnatrzkomérkowego metabolizmu bakterii.

Podjety temat ma bardzo dtugg historie, gdyz potencjat aplikacyjny olejkéw eterycznych
doceniano juz w czasach starozytnych. Woéwczas wykorzystywane byly one w trakcie
balsamowania zwtok, a zapach drzewa sandatowego rozchodzit sie ze swigtyn na terenie
Mezopotamii. Sumerowie (starozytni mieszkaricy Dolnej Mezopotamii) chetnie korzystali
z mieszanek roslinnych, ktére swym zapachem miaty korzystnie wptywaé na stan zdrowia
cztowieka. Sztuke aromaterapii znali takze Chifczycy, ktdrzy w czasach starozytnych stworzyli
olejek znany pod nazwg ,,Balsam Tygrysi" (Levinson i Levinson, 1998). Roslinne olejki eteryczne
doceniane byty takze ze wzgledu na ich potencjat kulinarny. Szczegélnym uznaniem cieszyt sie
olejek pieprzu czarnego. Sam zas pieprz nazywany byt krélem przypraw, a jego zastosowanie
udokumentowano juz w czasach krélowej Sheeby i kréla Salomona (1015-666 p.n.e.). Ostry
smak pieprzu docenit takze Neron — podobno jego ulubiong potrawg byt chleb z miodem
z dodatkiem pieprzu. W kuchni europejskiej pieprz zaczat by¢ stosowany, gdy tylko dotart do
kontynentu okoto VI-V wieku przed naszg erg. Uwazany byt rdwniez za lek, gdyz stymuluje

apetyt i pragnienie oraz tagodzi skutki przeziebienia (Nair, 2004; Lewkowicz-Mosiej, 2013).

Na podstawie przedstawionych doniesien historycznych wnioskowa¢é mozna, ze
juz wéwczas intuicyjnie wyczuwano, iz roslinne olejki eteryczne majg ogromny potencjat
aplikacyjny. W dostepnej literaturze z poczatku XX wieku znalezé mozna precyzyjne opisy
zastosowania poszczegdlnych olejkéw, z rozrdznieniem ich sktadnikdow bioaktywnych, jako
zwigzkdéw aromatyzujgcych potrawy (m.in. Reilly, 1933; Penfold, 1934; Waygood, 1943).

Pierwotnie nie zdawano sobie sprawy z tego, ze olejki mogg petni¢ takze role naturalnych



konserwantéw zywnosci. Jednak juz w drugiej potowie lat 40. XX wieku obserwujemy
pojawienie sie prac dokumentujgcych ich przeciwbakteryjng aktywnos¢ (m.in. Hotchkiss,
1946; Bartels, 1947; Mossel i Westerdijk, 1949). Obecnie temat ten jest niezmiernie wazny
i obecny w badaniach naukowych. Narastajgca w ostatnich kilku dziesiecioleciach tendencja
do stosowania wielu dodatkéw ikonserwantéw chemicznych napotykata na opdr
konsumentéw. Wzrastajgca Swiadomos¢ spoteczna zagrozen wynikajgcych ze spozywania
ogromnych ilosci zwigzkéw chemicznych powoduje jednak koniecznos¢ zasadniczych zmian
w przemysle spozywczym, takich jak eliminowanie nadmiernejilosci syntetycznych dodatkow
na rzecz naturalnych. Doskonatg alternatywg sg tu witasnie roslinne olejki eteryczne, ktére
ze wzgledu na znaczng zawartos¢ sktadnikdw bioaktywnych wykazujg silne wtasciwosci
bakteriostatyczne, porownywalne ze $rodkami chemicznymi (Solérzano-Santos i Miranda-

Novales, 2012).

Celem przedstawionego wyzej cyklu prac badawczych jest wskazanie potencjatu
aplikacyjnego olejkéw eterycznych pozyskiwanych z roslin jako naturalnych konserwantéw
zywnosci, podkreslenie ich roli w kwestii bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci,
a takze wyjasnienie mechanizmoéw oddziatywania olejkdéw na komorki bakterii na przyktadzie

mato poznanego gatunku bakterii — P. orientalis.

Pomimo ze ukazato sie wiele doniesien naukowych dotyczacych przeciwdrobnoustrojowe;j
aktywnosci olejkow, jak réwniez opisdw préb wyjasnienia mechanizméw ich dziatania,
znaczna cze$é z opublikowanych prac ogranicza sie do badan ogdlnych (strefy przejasnienia,
minimalne stezenie bakteriostatyczne i bakteriobdjcze). Niewiele jest publikacji
przedstawiajgcych kompletny protokét analityczny, uzupetniony o analize wptywu olejkéw na
morfologie komdrek bakterii, a takze oznaczenie stezenia biatek uwalnianych ze sciany
komdrkowej, wyznaczenie krzywych wzrostu bakterii w obecnosci olejkéw, czy wreszcie
zastosowanie cytometrii przeptywowej, w celu oznaczenia rzeczywistej zywotnosci komaérek,
w tym stwierdzenie wystepowania komodrek niewykrywalnych typowymi metodami
hodowlanymi, tzn. komérek zywych nie dajgcych sie hodowacé (ang. viable but nonculturable)
(Silva i wsp., 2011). Jednakze dopiero tak wtasnie zaplanowane i poprowadzone badania
mogg daé¢ pewng odpowiedZ na pytanie, czy omawiane tu olejki w okreslonym stezeniu
inhibujgcym rzeczywiscie hamujg wzrost badanych mikroorganizmdw, a nastepnie dlaczego

tak sie dzieje.



W prezentowanym osiggnieciu naukowym wysztam poza dotychczasowe podejscie oceny
dziatania przeciwdrobnoustrojowego olejkéw eterycznych klasycznymi  metodami
hodowlanymi i zestawitam je z cytometryczng analizg poziomu aktywnosci metabolicznej
wewnatrz komérek bakterii, a ponadto po raz pierwszy na swiecie potgczytam te badania
z analizg wptywu oddziatywania olejkow eterycznych w stezeniach hamujgcych na szlaki
metaboliczne bakterii. Ponizej przedstawitam chronologiczne postepowanie badawcze, ktére
pozwolito zukazanego cyklu publikacji wyciggngé¢ globalne wnioski przedstawione

w podsumowaniu.

Prace badawczg nad olejkami eterycznymi rozpoczetam od doktadnej analizy literatury
dotyczacej ich aplikacyjnego potencjatu. Miato to poméc wybraé wezsza dziedzine badawcza.

Efektem studiéw literaturowych jest publikacja:

1. Leja K., Czaczyk K. 2016. The industrial potential of herbs and spices - a mini review.

Acta Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria, 15(4), 353-365.

W publikacji podkreslono, ze substancje pochodzenia roslinnego staty sie ostatnio
przedmiotem zainteresowania wielu gatezi przemystu i gospodarki, w tym takze medycyny,
farmacji, kosmetologii i produkcji zywnosci (Elgayyariin., 2001; Ncube i in., 2008). Aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa ekstraktéow roslinnych jest waznym zagadnieniem w konfrontacji
z opornoscig mikroorganizméw na antybiotyki. Bakterie majg genetyczng zdolnos¢
do przenoszenia i nabywania opornosci na leki, dlatego szybki rozwdj przemystu
farmakologicznego w ciggu ostatnich trzech dekad pociggnat za sobg wzrost odpornosci
mikroorganizmow wzgledem wielu substancji bakteriobdjczych. W konsekwencji mogg
wystepowac nowe infekcje, szczegdlnie u pacjentédw o stabym uktadzie odpornosciowym.
Konieczne jest ograniczenie tego problemu poprzez kontrolowanie stosowania antybiotykow,
badania mechanizmdw odpornosci genetycznej bakterii i, wreszcie, zaawansowane badania
nad nowymi lekami, zwtaszcza pochodzenia naturalnego (Gislene i in., 2000). Ekstrakty
roslinne  zawierajgce  zwigzki  wielopierécieniowe o dziataniu  estrogenowym
(tzw. fitoestrogeny) mozna stosowaé w farmacji jako alternatywny sposéb hormonalnej
terapii zastepczej w leczeniu zaburzedn menopauzalnych. Co wazne, wiele badan
epidemiologicznych sugeruje, ze u kobiet w krajach o wysokim spozyciu takich fitoestrogenéw
ryzyko raka piersi jest mniejsze (Beckiin., 2003). Wykazano réwniez, ze ekstrakty pochodzenia

ziotowego i przyprawowego majg wtasciwosci prozdrowotne (Hinneburg i in., 2006).
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Ze wzgledu na korzystny potencjat ekstraktéw roslinnych mozna je skutecznie stosowaé w
utrzymaniu i wzmacnianiu piekna ludzkiej urody. Oprdécz przeciwdrobnoustrojowe;j
aktywnosci wyciagi z ziét i przypraw majg jeszcze inne korzystne wtasciwosci, takie jak
dziatanie nawilzajgce, przeciwutleniajgce i antycellulitowe. Ponadto, naturalne produkty,
w przeciwienstwie do kosmetykdw syntetycznych, sg fagodne, biodegradowalne i majg niski
profil toksycznosci (Chanchal i in., 2008). Bardzo istotnym aspektem jest tez zastepowanie
chemicznych dodatkéw w zywnosci naturalnymi. Takze w tym przypadku olejki dajg ogromne
mozliwosci gtéwnie ze wzgledu na ich wifasciwosci bakteriostatyczne, ale réwniez
przeciwutleniajgce. Syntetyczne przeciwutleniacze, takie jak butylohydroksyanizol
lub butylohydroksytoluen, dodawane sg do produktéw spozywczych, aby zahamowac procesy
prowadzgce do pogorszenia jakosci zywnosci (m. in, degradacji lipidéw, weglowodanow
i biatek). Jednak takie przeciwutleniacze sg lotne i tatwo rozktadajg sie w wysokich
temperaturach, a ponadto nadal nie jest jasne, czy dtugotrwate ich spozywanie moze stanowic
zagrozenie dla zdrowia cztowieka. Wiele ziét i przypraw jest doskonatym zrédtem zwigzkow
fenolowych, o ktérych wiadomo, ze wykazujg dobrg aktywno$¢ przeciwutleniajgca i moga by¢

stosowane jako naturalne konserwanty zywnosci (Hinneburg i in., 2006).

Powyzsze informacje potwierdzajg hipoteze wskazujgcg na ogromny potencjat aplikacyjny
olejkdw eterycznych, ktérych korzystne oddziatywanie, chociazby lecznicze, znane byto
od stuleci. Ludzie intuicyjnie potrafili korzysta¢ z ich prozdrowotnych wtasciwosci. Obecnie
posiadamy juz ogromng wiedze na temat sktadnikéw bioaktywnych zawartych w olejkach
roslinnych, a mechanizmy ich dziatania wcigz stanowig wazne zagadnienie prac naukowych.
Przemyst spozywczy nieustannie sie rozwija, wcigz poszukiwane s3 nowe rozwigzania
zapewniajgce produkty bezpieczne, a jednoczesnie atrakcyjne dla konsumenta. Obserwujemy
wiec tendencje do ograniczania stosowania chemicznych konserwantéw w zywnosci na rzecz
naturalnych. Pojawiajg sie nowe technologie wykorzystujgce roslinne olejki eteryczne, jak
na przyktad produkcja biodegradowalnych czy tez jadalnych opakowan inkrustowanych

olejkami w celu przedtuzenia okresu przydatnosci i produktu spozywczego.

Szczegbtowa analiza potencjatu aplikacyjnego roslinnych olejkdw eterycznych w przemysle
spozywczym stanowita dla mnie podstawe do podjecia dalszego tematu zwigzanego
z ksztattowaniem sie mechanizméw opornosci w komodrkach bakterii w odpowiedzi na

chemiczne konserwanty oraz antybiotyki. Kwestie te zostaty opisane w publikacji:



2. Leja K., Szudera-Konczal K., Myszka K., Czaczyk K. 2019. Antibacterial effect of natural
oils - an opportunity to solve the problem of antibiotic resistance on the example
of Pseudomonas spp. Advancements of Microbiology - Postep. Mikrobiol., 58, 177—

190.

Intensywny wzrost stosowania antybiotykdw powoduje powstawanie mechanizmoéw
opornosci u bakterii w wyniku zmian chromosomalnych lub wymiany materiatu genetycznego.
Ten problem dotyczy wielu patogennych bakterii, w tym bakterii z rodzaju Pseudomonas.
W powyzszej pracy analize problemu antybiotykoodpornosci przeanalizowano na przyktadzie
P. aeruginosa, ktéry jest klinicznie waznym patogenem z potwierdzong odpornoscia na wiele
antybiotykdw, takich jak penicylina, cefalosporyny, aminoglikozydy, fluorochinolony
i karbapenemy (Bhatt i wsp., 2019). Naduzywanie antybiotykdw w leczeniu i przemysle, takze
spozywczym, powoduje narastanie opornosci, a tym samym uniemozliwia leczenie infekcji
wywotanych przez bakterie. Konieczne jest zatem ograniczenie spozycia antybiotykéw
i poszukiwanie alternatywnych substancji o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, ktdre nie sg
antybiotykami (np. olejki eteryczne z roslin). Olejki eteryczne w rzeczywistosci nie sg olejkami,
ale sg bardzo stabo rozpuszczalne w wodzie. Olejki pochodzenia roslinnego mozna uzyskaé
z réznych czesci roslin, w tym z nasion, kwiatow, pakdw, gatazek, lisci, owocow i korzeni.
Zazwyczaj wytwarza sie je za pomocg technik ekstrakcji substancji zapachowych, takich
jak destylacja (w tym destylacja z parg wodng), ttoczenie na zimno lub ekstrakcja (maceracja)
(Doughari i wsp., 2012). Zasadniczo, olejki sg ztozonymi mieszaninami setek zwigzkdéw
aromatycznych (Ali i wsp., 2014). Wszystkie te poszczegdlne sktadniki bioaktywne maja
znaczacy aktywnosc¢ i stad tez olejki posiadajg wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe (Lopez
i wsp., 2005), przeciwutleniajgce (Chang i wsp., 2001), przeciwgrzybiczne (Calo i wsp., 2015),

przeciwwirusowe, przeciwpasozytnicze i owadobdjcze (Ali et al., 2014).

Wiekszo$¢ sposrdd poznanych olejkédw posiada status GRAS, co oznacza, ze ogdlnie
uznane sg za substancje bezpieczne dla zdrowia konsumentéw (ang. generally recognized
as safe). Dzieki temu, a takie ze wzgledu na przyjemny zapach oraz wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, mozna je stosowac w produktach spozywczych (Bhatt i wsp., 2019;
Blair i wsp., 2015; Murray i wsp., 2015). Chociaz przemyst spozywczy wykorzystuje gtéwnie
olejki jako aromaty, to jednak stanowig one takze bogate Zrddto naturalnych srodkéw

przeciwdrobnoustrojowych do konserwacji zywnosci, co obecnie jest przedmiotem wielu



badan i prac naukowych (Banu i wsp., 2017; Dzierzanowska, 2000; Edris, 2007; Guerra-Rosas
i wsp., 2016). Zainteresowanie olejkami i ich zastosowaniem w konserwowaniu zywnosci
znacznie wzrosto w ostatnich latach dzieki coraz bardziej negatywnemu postrzeganiu przez
konsumentdéw syntetycznych konserwantéw (Guerra-Rosas i wsp., 2016). Wykazano, ze olejki
sg w stanie zahamowac wzrost niektorych bakterii psujgcych zywnosé, takich jak Clostridium
spp. (m.in. C. botulinum oraz C. perfringens) (He i Spain, 1997), Bacillus spp.
(B. stearothermophilus, B. cereus) (Drenkard, 2002), Lactobacillus spp. (L. acidophilus) (Lai
i wsp., 2018), a takze Pseudomonas spp. (P. fluorescens, P. aeruginosa, P. lundensis, P. fragi,

P. putida, P. orientalis) (Behki i wsp., 1986; Larbig i wsp., 2010; Lee, 2015).

Podsumowujgac, informacje zawarte w publikacji pt. Antibacterial effect of natural oils
- an opportunity to solve the problem of antibiotic resistance on the example of Pseudomonas
spp. Potwierdzajg fakt, ze bakteryjna adaptacja do antybiotykéw oraz konserwantéw
w ostatnich dekadach byta bardzo udana. Nastgpit znaczny wzrost opornosci bakterii
na antybiotyki i chemiczne konserwanty. Dalsze naduzywanie syntetycznych zwigzkdéw
bakteriobdjczych doprowadzi do powaznych konsekwencji, w tym wzrostu liczby szczepow
multiopornych patogendw. Dlatego tez zadaniem wspdtczesnych naukowcoéw jest dobranie
naturalnych substancji o dziataniu bakteriostatycznym, dziatajagcych w niskim stezeniu,
co chroni przed aktywacjg w komdrkach bakterii mechanizméw opornosciowych. Analiza
danych literaturowych jednoznacznie wskazuje, ze dobrze dobrane roslinne olejki eteryczne

mogg stanowi¢ rozwigzanie tego problemu.

Pomimo licznych pionierskich prac, w ktdrych podjeto prébe wyjasnienia sposobu
przeciwdrobnoustrojowego dziatania poszczegélnych sktadnikow olejkéw w modelowych
produktach spozywczych (m.in. Banu i wsp., 2017; Dzierzanowska, 2000; Edris, 2007), wcigz
brakuje szczegétowych informacji na temat mechanizméw przeciwdrobnoustrojowego
dziatania olejkéw. Ponadto, tylko nieliczne prace naukowe proponujg rozbudowane procedury
badawcze zwigzane z potwierdzeniem bakteriostatycznego dziatania wybranych olejkéw
na mikroorganizmy. Dlatego tez to zagadnienie stanowito podstawe moich kolejnych prac

eksperymentalnych.

3. Leja K., Szudera-Koriczal K., Switata E., Juzwa W., Kowalczewski P.t., Czaczyk K. 2019.

The Influence of Selected Plant Essential Oils on Morphological and Physiological



Characteristics in Pseudomonas orientalis. Foods, 8(7), 277;

https://doi.org/10.3390/foods8070277

W pierwszym etapie badani sprawdzono aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa 9 olejkow
wybranych sposréd 15 na podstawie przeprowadzonych analiz sensorycznych, podczas
ktérych grupa 25 oséb wypetniata ankiete konsumencka dotyczgcg smaku, zapach i wygladu
tososia w marynacie sporzadzonej z poszczegdlnych olejkéw (dane niepublikowane). Do analiz
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zakwalifikowano nastepujgce olejki roslinne:
z bergamotki (Citrus bergamium), z gatki muszkatotowej (Myristica fragrans), z gorzkiej
pomaranczy (Citrus aurantium L.), z limonki (Citrus aurantifolia), z trawy cytrynowe;j
(Cymbopogon citratus), z jatowca (Juniperus communis L.), z czarnego pieprzu (Piper nigrum),
z rozmarynowy (Rosmarinus officinalis) oraz olejek z dziurawca zwyczajnego (Hypericum
perforatum). Odrzucono olejki z oregano (Origanum vulgare), z tymianku (Thymus vulgaris),
z mandarynki (Citrus reticulata), z szatwii (Salvia officinalis), z drzewa herbacianego
(Melaleuca alternifolia) oraz z anyzu (Pimpinella anisum). Dla olejkéw (sposréd 9 badanych),
dla ktorych w metodzie krgzkowo-dyfuzyjnej zaobserwowano strefe przejasnienia zwigzang
zich aktywnoscig bakteriostatyczng wzgledem badanych bakterii P. orientalis, wyznaczono
minimalne stezenia hamujgce (MIC). Analizy prowadzono zaréwno w temperaturze 36°C, jak
i 15°C. Wyniki dla hodowli prowadzonych w 15°C odczytywane byty po 72 godzinach. Sposréd
9 testowanych olejkdw az 7 wykazywato dziatanie bakteriostatyczne wzgledem bakterii
P. orientalis. Najwyzszy stopien zahamowania wzrostu bakterii zaobserwowano w przypadku
olejkdw z rozmarynu, czarnego pieprzu, jatowca, trawy cytrynowej i gorzkiej pomaranczy.
Jednoczesnie stwierdzono brak aktywnosci bakteriobdjczej stosowanych olejkow.
Dla potwierdzenia tej tezy komorki bakterii poddane inkubacji z olejkami o potwierdzonej
aktywnosci bakteriostatycznej — w stezeniu hamujacym — poddano analizie cytometryczne;j.
W rezultacie komérki podzielone zostaty na 3 frakcje metaboliczne - o wysokiej, Sredniej
i niskiej aktywnosci metabolicznej, co pozwolito oceni¢, jak zmienia sie wewnatrzkomoérkowa
aktywnos¢ komadrek bakterii pod wptywem dziatania olejkéw w niskich stezeniach. Znaczacy
spadek aktywnosci metabolicznej (najwyziszy procentowy udziat komodrek we frakcji
o najnizszej aktywnosci) zaobserwowano w przypadku dodatku do hodowli olejku
rozmarynowego, olejku z trawy cytrynowej oraz bergamotki. Podkresli¢ jednak nalezy, ze

w zadnym z wariantow udziat tych komaérek nie przekroczyt 50%, sg to ponadto komérki wcigz
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zywe, ich metabolizm jest jedynie ostabiony. Cytometria przeptywowa jest uzytecznym
i czutym narzedziem analitycznym stanowigcym alternatywe dla typowych metod
hodowlanych. Umozliwia doktadne i szybkie analizy zywotnosci na poziomie pojedynczych
komodrek (Nguefack i wsp., 2004). Technika ta zostata wykorzystywana takze m.in. w pracy
Nguefack i wsp. (2004) do oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej olejkow eterycznych
ztrawy cytrynowej (Cymbopogon citratus), bazylii eugenolowej (Ocimum gratissimum)
i tymianku pospolitego (Thymus vulgaris) przeciwko Listeria innocua. Silva i wsp. za pomoca
cytometrii (Silva i wsp., 2011) badali dziatanie przeciwbakteryjne olejku kolendrowego
(Coriandrum L.) wzgledem bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych, w tym P. aeruginosa.
Wyniki byly prezentowane jako procentowy spadek zywotnosci komédrek. Paparella i wsp.
(2011) zastosowali cytometrie przeptywowg do oceny przeciwdrobnoustrojowego dziatania
olejkdw eterycznych z oregano (Origanum vulgare), tymianku (Thymus vulgaris) i cynamonu
(Cinnamomum L.) wzgledem Listeria monocytogenes. Autorzy poréwnali takze wyniki
z klasycznych metod hodowlanych z wynikami uzyskanymi z analiz cytometrycznych,
wskazujgc na nieprecyzyjnos¢ tych pierwszych. Jako powdd podali istnienie subpopulacji
komédrek niehodowlanych — o bardzo niskiej aktywnosci metabolicznej, tzw. VNBC., ktére

nie sg wykrywalne w typowych metodach hodowlanych.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analize wptywu olejkéw w wyznaczonych
stezeniach hamujgcych na ksztatt komorek bakterii. W rezultacie okazato sie, ze komoérki
nie wykazywaty juz typowego ksztattu pateczki, stawaty sie okragte. Jest to spowodowane
uszkodzeniem btony komérkowej, co prowadzi do czeSciowego wycieku zawartosci komorki —
komorki kurczg sie, ale jednoczesnie wykazujg tendencje do aglomerowania. Poniewaz zmiany
ksztattu komorek sg bezposrednio zwigzane ze zmianami w btonie biatkowo-lipidowej bakterii,
w nastepnym etapie pracy oznaczone zostato stezenie biatka uwalnianego poza komdérke.
Nalezato przy tym uwzglednié fakt, ze bakterie z rodzaju Pseudomonas sg w stanie naturalnie
wytwarzaé duzg ilo$¢ pozakomdrkowych substancji polimerowych (EPS — ang. extracellular
polymeric substances), w tym takze egzopolisacharydow. Substancje te sg syntetyzowane
w celu ochrony komérek przed niekorzystnymi czynnikami fizycznymi i chemicznymi (takimi
jak brak wody, gwattowne zmiany temperatury i Srodki dezynfekujace) (Hall i wsp., 2018).
Dlatego tez konieczne byto wyznaczenie stezenia biatek pozakomérkowych w probie

kontrolnej (bez inkubacji z olejkami eterycznymi). W hodowlach inkubowanych z olejkami
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eterycznymi w stezeniach hamujacych zaobserwowano dwukrotny wzrost stezenia biatka,
co potwierdza powyzszg hipoteze. Podobne obserwacje opisali rowniez Nazzaro i wsp. (2013),
stwierdzajac, ze olejki eteryczne i ich poszczegdlne sktadniki powodujg znaczny wyptyw biatek

z komorek bakterii.

Przeprowadzone przeze mnie analizy udowadniajg rdéznorodno$¢ mechanizmoéw
oddziatywania olejkdow eterycznych na komérki bakterii, m.in. oddziatywanie na bfone
biatkowo-lipidowa i uwalnianie biatek, co skutkuje zmianami ksztattu komoérki, a takze obniza
wewnatrzkomdrkowa aktywnos¢ metaboliczng bakterii. Nalezy podkresli¢ zaobserwowane
réznice we wrazliwosci obu szczepdw — P. orientalis P49 oraz P. orientalis P110
na poszczegdlne olejki, co z kolei wskazuje na znaczng biorédznorodnosé¢ w obrebie gatunku

P. orientalis.

Na podstawie badan do dalszych analiz wybrano olejki z czarnego pieprzu, rozmarynu,
trawy cytrynowej i jatowca. Olejek z gorzkiej pomaranczy, pomimo dobrych wfasciwosci
bakteriostatycznych, zostat wyeliminowany, poniewaz jego ocena w tescie sensorycznym byta

relatywnie gorsza.
Dalsze badania nad olejkami eterycznymi zaprezentowane zostaty w publikacji:

4. Lleja K., Drozdzynska A., Majcher M., Kowalczewski P.t., Czaczyk K. 2019. Influence
of sub-inhibitory concentration of selected plant essential oils on the physical

and biochemical properties of Pseudomonas orientalis. Open Chem., 17, 492-505

Badania naukowe potwierdzajg, ze roslinne olejki eteryczne w niskich stezeniach
nie powodujg $mierci komodrek, ale wptywajg miedzy innymi na ich aktywnos$é
wewngtrzkomérkowsy. Stad tez celem badawczym niniejszej pracy byto okreslenie wptywu,
wybranych podczas realizacji wczes$niejszych badan, olejkdw eterycznych (olejek z pieprzu
czarnego, rozmarynu, jatowca i trawy cytrynowej) na witasciwosci fizyczne i biochemiczne
komodrek bakterii na przyktadzie saprofitycznego szczepu Pseudomonas orientalis
wyizolowanego z surowego filetu z tososia. Olejki ekstrahowane byty metodg hydrodestylacji
z materiatu roslinnego. W dostepnej literaturze, opisujgcej zagadnienie bakteriostatycznego
dziatania olejkow wzgledem mikroorganizmow, badania zwigzane z ich wptywem na takie
parametry, jak zdolnos$¢ bakterii do syntezy indolu, obecnosé ureazy, zdolnos¢ do asymilacji

i fermentacji sacharyddéw nie zostaty uwzglednione. Jednakze analiza oddziatywania olejkéw
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na wewnatrzkomérkowy metabolizm bakterii stanowi niezbedny aspekt badawczy
dla petnego wyjasnienia mechanizmoéw przeciwbakteryjnego dziatania olejkéw roslinnych.
Ponadto daje odpowiedZz na pytanie, czy zastosowanie olejkéw jako naturalnych
konserwantéw nie spowoduje znaczacych zmian w podstawowych szlakach metabolicznych
bakterii i nie spowoduje powstania nowych niepozadanych produktéw — aspekt ten jest

szczegolnie istotny w przemysle spozywczym.

Gatunek P. orientalis nie zostat dotad przebadany pod katem wtasciwosci fizycznych
i biochemicznych, nalezato zatem uzupetni¢ te wiedze. Analizom podlegaty 2 szczepy,
P. orientalis P49 oraz P. orientalis P110 pochodzace z kolekcji Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnoéci. Badania wykazaty, ze oba szczepy majg naturalng zdolnoé¢ do ruchu,
wykazujg zdolno$é do produkcji indolu oraz brak zdolnosci do syntezy ureazy. W kolejnym
etapie pracy wyznaczono wartosci MIC dla poszczegélnych olejkow oraz oznaczono
jakosciowo i ilosciowo zawarto$¢ sktadnikow bioaktywnych w olejkach. Olejki eteryczne
z trawy cytrynowej, pieprzu, rozmarynu i jatowca, w stezeniu hamujacym, wptynety jedynie
na zdolnos¢ bakterii do ruchu, co prawdopodobnie zwigzane jest z uszkodzeniem wici.
Podobne obserwacje opisat Hyldgaard i wsp. (2012), wskazujgc, ze karwakrol w stezeniu
odpowiadajgcym wartosci MIC nie wykazuje dziatania bdjczego wzgledem bakterii E. coll,
bakterie tracg jednak zdolnos¢ do ruchu. W pracy tej udowodnione zostato, ze roslinne zwigzki
bioaktywne hamujg synteze flageliny, biatka budujgcego wi¢ bakteryjng, a ponadto zaburzajg
potencjat btony komdrkowej, tym samym ostabiajgc site protonowg niezbedng do napedzania
ruchu wici. Utrata zdolnosci do ruchu komoérek jest takze zwigzana ze zmiang ich ksztattu.
Obserwacje mikroskopowe komdrek poddanych 24-godzinnej inkubacji w obecnosci olejkéw
w stezeniach hamujgcych wykazaty zmiane ksztattu z pateczki (typowe wymiary komoérek
wynoszg 1,15 um dtugosci i 0,49 um szerokosci) w ziarniak (w przypadku wszystkich badanych
olejkdw). Niekiedy zaobserwowa¢ mozna tendencje komoérek do agregowania. Zmiany
morfologiczne bakterii zwigzane sg z degradacjg bton komdrkowych i wyciekiem sktadnikow
wewnatrzkomdérkowych pod wptywem dziatania olejkéw eterycznych (Nazzaro i wsp., 2013).
Oddziatywanie olejkow eterycznych na btone komdrkowa bakterii jest mozliwe, poniewaz
hydrofobowe skfadniki olejkdw tatwo przenikajg przez btone i zaburzajg selektywnosé
transportu molekularnego (Khorshidian i wsp., 2018). W kolejnym etapie moich badan

oceniona zostata zdolnos¢ obu szczepdw P. orientalis do asymilacji sacharyddéw. W rezultacie
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wykazana zostata zdolnos$¢ do asymilacji D-glukozy, D-fruktozy, D-ksylozy, D-mannozy,
L-arabinozy, D-galaktozy, glicerolu, D-sorbitolu, D-mannitolu, rybozy, a-laktozy, amylozy,
amylopektyny, glutaminy, skrobi i D-trehalozy oraz brak zdolnosci do asymilacji sacharozy,
D-maltozy, D-melibiozy, maltotriozy, rafinozy, inuliny i L-ramnozy. Ta tendencja nie ulegata
zmianie po wzbogaceniu hodowli bakteryjnej o olejki eteryczne w stezeniach hamujgcych.
Badania pokazaty, ze bakterie P. orientalis wykazujg stabe wtasciwosci fermentacyjne. Jedynie
w hodowlach, w ktérych zrédto wegla stanowita glukoza, glicerol, mannitol, ksyloza, skrobia,
fruktoza, amylopektyna, laktoza, glutamina i amyloza, zaobserwowano synteze kwaséw
organicznych (mlekowego, bursztynowego i L-piroglutarowego) oraz etanolu. Wydajnosé
konwersji substratu do metabolitu koricowego byta jednak we wszystkich hodowlach bardzo
niska. Wazng obserwacjg jest natomiast to, ze dodatek olejkéw eterycznych w stezeniach
hamujacych nie wptynat znaczaco na metabolizm bakterii. Obnizona zostata jedynie wydajnos¢
syntezy kwaséw o ok 40%. Brak znaczacej zmiany kierunku metabolizmu pod wptywem
dziatania olejkdw w niskich stezeniach jest szczegdlnie istotny w przemysle spozywczym, gdzie
dodatkowe produkty metabolizmu mogtyby wptynag¢ na smak, zapach, wyglad, a takze

zdrowotnos¢ produktédw zywnosciowych.

Wyniki badan przedstawione w tej publikacji stanowig kolejny, niepodwazalny dowdd
na to, ze olejki eteryczne w stezeniach hamujgcych nie wykazujg dziatania bakteriobéjczego
wzgledem komodrek bakteryjnych. Ponadto, jest to pierwsza praca, w ktdrej opisany zostat
wptyw olejkéw roslinnych na szlaki metaboliczne bakterii (zdolno$é do asymilacji i fermentacji
sacharydow). Jednoczesnie, prezentowane powyzej badania stanowig zrédio informaciji
o wiasciwosciach fizjologicznych i metabolicznych saprofitycznego gatunku P. orientalis, ktéry

do tej pory nie zostat doktadnie zbadany i opisany.

Kolejne badania przeprowadzitam majgc na wzgledzie aspekty poréwnawcze efektywnosci
przeciwdrobnoustrojowego dziatania olejkéw z pieprzu czarnego, rozmarynu, jatowca i trawy
cytrynowej w formie gotowych komercyjnie dostepnych produktow z olejkami pozyskiwanymi
w laboratorium Instytutu Technologii Zywnosci Pochodzenia Ro$linnego Uniwersytetu

Przyrodniczego w Poznaniu:

5. Leja K., Majcher M., Juzwa W., Czaczyk K., Komosa M. 2020 Comparative evaluation

of Piper nigrum, Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus and Juniperus communis
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L. essential oils of different origin as functional antimicrobials in foods. Foods, 9, 141;

https://doi:10.3390/foods9020141

Celem tej pracy byto poréwnanie przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci handlowych
olejkéw z pierzu czarnego, rozmarynu, trawy cytrynowej i jatowca (wyselekcjonowanych
podczas wczesniejszych badan) z olejkami ekstrahowanymi z materiatu roslinnego (Eco Farma,
tédz) w laboratorium Instytutu Technologii Zywnoéci Pochodzenia Roslinnego Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu metoda hydrodestylacji. Czesto mozna sie spotkaé z opinig,
ze powszechnie dostepne na rynku olejki sg niskiej jakosci, zawierajg mniej substancji
bioaktywnych, niz deklaruje producent, aich gtéwny skfadnik stanowi olej no$nikowy.
Jak wiadomo, o jakosci produktu koricowego przesgdza wiele czynnikdow, w tym surowiec
(rosliny bywaja zanieczyszczone pestycydami), przebieg procesu przetwarzania (m.in. dodatek
chemicznych rozcienczalnikdw), pakowanie i przechowywanie (ekspozycja na swiatto, ciepto
i tlen powoduje degradacje biochemiczng sktadnikéw olejkéw). Jednak kluczowym czynnikiem
decydujagcym w duzej mierze o sktadzie sktadnikdw bioaktywnych jest sama roslina (w tym
takze to, z jakiej jej czesci olejek jest pozyskiwany). Poniewaz materiat roslinny trudno
wystandaryzowac, sktad olejku powinien by¢ wyznaczany dla kazdej partii produktu osobno.
Z tego powodu wszystkie etapy badan, w tym wyznaczenie wartosci MIC dla poszczegdlnych

olejkdéw, zostaty przeprowadzone niezaleznie dla obu typdw olejkow.

W pierwszym etapie pracy dokonano analizy ekonomicznej, polegajgcej na zestawieniu
kosztéw zakupu 10 ml gotowego olejku handlowego z kosztami materiatu roslinnego w ilosci
umozliwiajgcej pozyskanie takiej samej ilosci olejku. Okazato sie, ze w przypadku pieprzu
kwoty te sg zblizone. Pamietaé jednak nalezy, ze nie zostaty tu wliczone koszty produkgcji
(w przypadku olejkéw pozyskiwanych w laboratorium). Koszt zakupu materiatu roslinnego
w przypadku jatowca 1,5-raza przekroczyt koszt zakupu gotowego olejku, a w przypadku
rozmarynu i trawy cytrynowej byt niemal 3-krotnie wyzszy. Kolejnym krokiem byto wiec
poréwnanie sktadu iloSciowego i jakosciowego obu typdéw olejkéw. Okazato sie, ze olejek
rozmarynowy ma bardzo zblizony sktad niezaleznie od pochodzenia. Wyrazna réznica
ilosciowa zostata odnotowana jedynie w przypadku zawartosci w nim 1,8-cyneolu
(eukaliptolu). Olejek otrzymywany w naszym laboratorium zawierat ok. dwukrotnie wiecej
tego sktadnika (44%) niz olejek handlowy (18%). Olejek handlowy z czarnego pieprzu réznit sie

od olejku uzyskanego przez nas pod wzgledem obecnosci poszczegdlnych sktadnikéw
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bioaktywnych. Handlowy preparat zawierat zdecydowanie mniej sktadnikow. W olejku
ekstrahowanym w naszym laboratorium stwierdzono obecnos¢ 19 zwigzkéw chemicznych,
w handlowym tylko 8. Podkresli¢ jednak nalezy, ze wiekszo$é zwigzkédw bioaktywnych
nieobecnych w olejku handlowym z pieprzu znajdowata sie w olejku pozyskiwanym w naszym
laboratorium w niskich stezeniach (ok 1%). Wyisze stezenia zaobserwowano w przypadku
B-mircenu (2,3%), a-phellandrenu (4,6%), B-phellandrenu (2,9%) oraz a-terpinenu (15,8%).
W olejku z trawy cytrynowej pozyskanym w naszym laboratorium, w odrdznieniu od olejku
handlowego, wykryto obecnos¢ 1.8-cineonu (4.3%) i kamfory (4.5%). Okazato sie takze,
ze olejek ekstrahowany przez nas (31,2%) posiada o potowe mniej cytralu niz handlowy (67%).
Olejek z jatowca pozyskany z materiatu roslinnego firmy Eco Farm réwniez wykazywat réznice
w sktadzie jakosciowym w pordwnaniu z jego handlowym odpowiednikiem (19 substancji
bioaktywnych w poréwnaniu do zaledwie 5 w olejku handlowym). Wiekszos¢ sposrdd
sktadnikéw nieobecnych w handlowym preparacie obecna byta w olejku przez nas
pozyskanym w niskim stezeniu (ok 1%). Wyjatek stanowity: sabinen (5,21%), a-terpinen
(5,5%), limonen (9,1%) oraz R-kariofilen (8,5%), ktérych obecnosci nie odnotowalismy.
Zaobserwowano takze znaczne rdéznice w zawartosci a-pinenu (33,1% w poréwnaniu do 1%

w olejku handlowym) oraz (B-mircenu 18,1% do 1% w olejku handlowym).

Powyzej opisane rdznice dotyczgce zawartosci poszczegdlnych sktadnikéw bioaktywnych
w obu typach olejkdw znaczgco wptynety na wartos¢ minimalnego stezenia hamujacego.
Wartosci MIC byty okoto 10 razy nizsze dla olejéw uzyskanych w naszym laboratorium niz dla
olejow handlowych, w przypadku obu testowanych szczepdw. Dla obu szczepdéw, P. orientalis
P49 i P. orientalis P110, najwiekszg réznice w wartosci MIC zaobserwowano w przypadku
olejku z trawy cytrynowej (wartos¢ MIC dla olejku laboratoryjnego byta ponad 20 razy nizsza
niz olejku handlowego). Ponadto, wszystkie olejki laboratoryjne hamowaty w wyzszym stopniu
namnazanie sie bakterii, w przypadku obu szczepdw P. orientalis. Obserwacje te wskazywaé
mogg na silne synergistycznie oddziatywanie pomiedzy poszczegdlnym sktadnikami
bioaktywnymi zawartymi w olejkach eterycznych. Efekt synergiczny w przypadku sktadnikow
olejkdw opisany zostat w wielu pracach. Miedzy innymi Cassella i in. (2002) potwierdzili
synergiczne dziatanie olejkow eterycznych z drzewa herbacianego i lawendy, wobec
Trichophyton rubrum i T. mentagrophytes var. interdigitale stanowigcych najczestszg

przyczyne zakazen grzybicznych u ludzi.
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Poniewaz zarowno metoda krgzkowa oznaczania wrazliwos¢ bakterii na poszczegdlne
olejki, jak i metoda szeregowych rozcieficzen stosowana w celu wyznaczania wartosci MIC
sg obcigzone btedami, uzyskane wyniki wymagaty dodatkowego potwierdzenia poprzez
okreslenie krzywych wzrostu bakterii w obecnosci oleju jak i bez oleju (test kontrolny), a takze
za pomocg cytometrii przeptywowej, ktéra umozliwita podziat komdrek na 3 grupy zaleznie
od ich aktywnosci (wysoka, $rednia, niska aktywno$¢ metaboliczna). Wyznaczone krzywe
wzrostu potwierdzity bakteriostatyczne dziatanie olejkéw w zastosowanych stezeniach.
Bardziej efektywnie dziataty olejki laboratoryjne — olejek jatowcowy obnizyt liczebnos¢ bakterii
P. orientalis P49 o okoto 5 cykli logarytmicznych w poréwnaniu z préba kontrolng bez olejku,
podczas gdy jego handlowy odpowiednik o okoto 3 cykle logarytmiczne, a laboratoryjny olejek
z czarnego pieprzu o okoto 6 cykli logarytmicznych w przypadku P. orientalis P110 (handlowy
odpowiednik o okoto 4 cykle logarytmiczne). Podobne obserwacje opisali Moraes-Lovison
i wsp. (2017). Autorzy ci przedstawili dziatanie bakteriostatyczne in vitro olejku eterycznego
ekstrahowanego z oregano wobec dwdch patogendw przenoszonych przez zywnos$¢ -
S.aureus i E. coli. Olejek z oregano na poziomie MIC hamowat namnazanie sie bakterii
po 72 godzinach hodowli (okoto 5 cykli logarytmicznych w przypadku E. coli i 3 cykle u S.

aureus).

Rdznice w efektywnosci bakteriostatycznego dziatania obu typow olejkéw potwierdzity
takze analizy cytometryczne. Odsetek komdrek o wysokiej aktywnosci metabolicznej
byt wielokrotnie nizszy w przypadku olejéw ekstrahowanych w naszym laboratorium
w zestawieniu z olejkami handlowymi (w odniesieniu do wszystkich 4 zastosowanych
w badaniach olejkéw). Najbardziej spektakularne efekty zaobserwowano w przypadku
laboratoryjnego oleju z trawy cytrynowej (dla obu szczepdw). Frakcja komdrek aktywnych
wynosifa tylko 1,6% dla szczepu P49 i 1,2% w przypadku szczepu P110. Bardzo skuteczny
okazat sie laboratoryjny olejek z czarnego pieprzu - odsetek komdrek we frakcji aktywnej
spadt ponizej 30%. Dodatkowo prowadzone badania potwierdzity obecnos¢ komadrek o bardzo
niskiej aktywnosci metabolicznej, ktdére nie sg wykrywane w typowych metodach

hodowlanych.

Wczesniejsze badania dowiodty, ze sktadniki olejkéw eterycznych wywotujg uszkodzenia
btony i sciany komérkowe] (uwalnianie biatek), powodujgc zmiane ksztattu komaérek bakterii,

a takze wyptyw cytoplazmy. Analogiczne badania przeprowadzono dla olejkdw pozyskanych
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w naszym laboratorium. Wszystkie stosowane olejki, podobnie jak preparaty handlowe,
spowodowaty skrécenie sie komodrek, przez co stracity one typowy ksztatt pateczek i staty sie
okragte. Wymiary komoérek traktowanych laboratoryjnymi olejkami eterycznymi z pieprzu
czarnego, rozmarynu, jatowca i trawy cytrynowej byty zblizone do wymiaréw komérek
inkubowanych w obecnosci olejkéw handlowych. Zestawiono takze wyniki stezenia biatek
uwalnianych z komodrek bakterii pod wplywem dziatania olejkéw eterycznych.
Olejki pozyskane w naszym laboratorium powodowaty wiekszy wyciek biatek poza komérke.
Najbardziej efektywny odptyw biatek zaobserwowano w przypadku olejkéw ztrawy
cytrynowej i czarnego pieprzu. Olejki eteryczne naruszajg integralnos¢ btony komadrkowej
i powoduja czesciowy lub catkowity wyciek zawartosci komorek (w tym biatek, np. enzyméw).
Wzrost stezenia biatka jest rowniez zwigzany ze zdolnoscig bakterii do syntezy

egzopolisacharydow (Nazzaro i in., 2013).

Oba rodzaje olejow z pieprzu czarnego, jatowca, rozmarynu i trawy cytrynowej
wykazywaty dziatanie bakteriostatyczne w niskim stezeniu, oznaczanym jako MIC. Olejki
destylowane w naszym laboratorium wykazywaty jednak aktywnos$é przeciwdrobnoustrojowg
w przynajmniej 10-krotnie nizszym stezeniu, a ich dziatanie wzgledem komérek bakterii byto
bardziej skuteczne. Jest to prawdopodobnie wynik synergicznego oddziatywania
poszczegdlnych sktadnikéw bioaktywnych (olejki laboratoryjne zawieraty wiecej rodzajéow
sktadnikdw bioaktywnych). Potwierdza to teze, ze decydujgce znaczenie ma dobdr wysokiej
jakos$ci materiatu roslinnego do produkcji olejkdw. Obserwacje te sg szczegdlnie wazne dla
przemystu spozywczego, w ktérym dawki olejéw powinny by¢ jak najnizsze i nie powinny
negatywnie wptywac¢ na wtasciwosci organoleptyczne produktéw. Ponadto, w tak niskich

stezeniach olejki nie wykazujg wtasciwosci cyto- i genotoksycznych.
Podsumowanie

Catosciowe spojrzenie na opisane badania dowodzi, ze olejki eteryczne ekstrahowane
z pieprzu czarnego, jatowca, rozmarynu oraz trawy cytrynowe] posiadajg, w niskich
stezeniach, bakteriostatyczne dziatanie wzgledem badanego saprofitycznego gatunku bakterii
P. orientalis, odpowiedzialnego za psucie sie produktéw rybnych. Udokumentowany ponadto
brak dziatania bakteriobdjczego jest bardzo wainym aspektem, wskazujgcym na fakt,
ze bakterie w kontakcie z odpowiednio dobranymi stezeniami olejkéw, nie uruchamiajg

w komérkach mechanizmdw opornosci, dzieki czemu w przysztosci nie pojawi sie problem

18



uodpornienia bakterii na zwigzki bioaktywne zawarte w olejkach. Obserwacje te stanowig
potwierdzenie postawionej na poczatku badan hipotezy naukowej, ze roslinne olejki
eteryczne, stosowane w niskich stezeniach, stanowig skuteczny srodek hamujacy wzrost
saprofitycznych bakterii P. orientalis i mogg byé¢ z powodzeniem stosowane w miejsce
chemicznych konserwantéw. Dodajac do tego fakt, iz poziom $wiadomosci konsumentéw
w zakresie zagrozen zwigzanych z duzym stezeniem zwigzkéw chemicznych (konserwantéow)
W zywnosci jest coraz wyzszy, wyltania sie che¢ poszukiwania produktéw bezpiecznych,
o mozliwie naturalnym sktadzie. Producenci zywnosci sg sktonni poszukiwaé¢ nowatorskich
rozwigzan tego problemu, a powyzsze badania przychodzg im z pomocgy i potwierdzajg fakt,
ze roslinne olejki eteryczne, ze wzgledu na zréznicowang, bogatg zawarto$¢ sktadnikéw
bioaktywnych, moga z powodzeniem stanowic¢ alternatywe dla konserwantéw chemicznych.
Waznym aspektem w przemysle spozywczym jest fakt, ze wiele z nich posiada status GRAS,
a ponadto stosowane w stezeniach hamujgcych wzrost bakterii nie wykazujg negatywnego
oddziatywania na zywe komorki, nie uruchamiajg takze mechanizméw opornosciowych
w komorkach bakterii. Badania opisane w powyzszym cyklu wskazujg jednak, jak wazny jest
precyzyjny dobér odpowiedniego stezenia olejkdw. Stanowig takze dowdd, ze badania
potwierdzajgce skutecznos¢ ich dziatania powinny obejmowac nie tylko klasyczne metody
hodowlane, lecz réwniez metody alternatywne, typu cytometria przeptywowa umozliwiajgca
detekcje komdrek w stanie bardzo niskiej aktywnosci fizjologicznej i metaboliczne;j.
Niezmiernie waznym aspektem, ktéry uwzglednitam w swojej pracy, jest takze analiza wptywu
olejkdw na szlaki metaboliczne bakterii. Taka analiza daje nam odpowiedz, czy w produkcie
spozywczym, w wyniku zastosowania dodatku olejkdw eterycznych, nie powstang

niepozgdane produkty metabolizmu bakterii.

Zatem, biorgc pod uwage powyzsze konstatacje, za szczegdlnie wazne aspekty mej pracy

badawczej i uzyskanych w niej wynikéw chce wyréznic:

1. Badania prowadzone byty na szczepach P. orientalis pozyskanych z produktu spozywczego.
Uwzglednione zostaty wiec procesy adaptacyjne bakterii do zmiennych warunkdw
srodowiskowych.

2. Klasyczne metody hodowlane (metoda krgzkowo-dyfuzyjna, wyznaczanie minimalnych
stezen hamujgcych, wyznaczenie krzywych wzrostu bakterii w obecnosci olejkédw) zostaty

skonfrontowane z metodg alternatywng — cytometrig przeptywows, co umozliwito
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wykazanie istnienia komoérek o bardzo niskiej aktywnosci fizjologicznej i metabolicznej,
ktére moga stanowic¢ zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci w zwigzku z brakiem
ich wykrywalnosci konwencjonalnymi technikami. W wiekszos¢ prac naukowych
opisujacych przeciwdrobnoustrojowg aktywnos¢ olejkéw eterycznych nie podjeto badan
nad obecnoscia tego typu komorek.

Po raz pierwszy ocena bakteriostatycznej aktywnosci olejkéw eterycznych zostata
rozbudowana o analize ich wptywu na wewnatrzkomorkowe szlaki metaboliczne. Jest
to bardzo wazny aspekt, poniewaz daje odpowiedz, czy nie zostajg utworzone szkodliwe
(lub o niepozgdanym zapachu) produkty uboczne, co utrudniato by stosowanie olejkéw
w produktach spozywczych. W rezultacie okazato sie, ze olejki nie zmieniajg kierunku
metabolizmu bakterii, obnizajg jedynie efektywnosé¢ konwersji sacharyddw. Ten etap
badan stanowi takze zrédto wiedzy o szlakach metabolicznych bakterii P. oriantalis, ktore
nie zostaly dotad zbadane i opisane. Analizy cytometryczne potwierdzity brak
bakteriobdjczego dziatania olejkéw w wyznaczonych stezeniach hamujgcych, co jest
bardzo wazne z przemystowego punktu widzenia ioznacza ze olejki z powodzeniem
stosowane mogg by¢ w przemysle spozywczym jako alternatywa dla konserwantéow
chemicznych.

Udowodnione zostaty réznice w aktywnosci bakteriostatycznej olejkéw handlowych i tych
pozyskiwanych ,na swiezo” z roslin. Olejek eteryczny ekstrahowany z fodyg trawy
cytrynowej wykazywat aktywnosé przeciwdrobnoustrojowg w stezeniu ok 20 razy nizszym
niz komercyjny odpowiednik. W przypadku pieprzu czarnego, jatowca i rozmarynu stezenia
hamujgce olejkdow ekstrahowanych z roslin byty ok. 10 razy nizsze niz wyznaczone
dla preparatdw handlowych. Obserwacje te dowodzg, jak wazne jest zrédto pozyskania
olejkdw. Zastosowanie nizszych stezerh umozliwia unikniecie problemu wptywania olejkéw
na wiasciwosci organoleptyczne produktéw spozywczych.

Wykazana zostata zmiennos¢ wiasciwosci biochemicznych obu badanych szczepow
P. orientalis oraz rdznice we wrazliwosci na odpowiednio dobrane stezenia olejkéw
eterycznych, co wskazuje jak wazne jest indywidualne wyznaczania stezen hamujgcych

dla szczepdw izolowanych z préob srodowiskowych (zmienno$¢ adaptacyjna).
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Powyzsze wyniki wyznaczajg i dajg trop nowym trendom badawczym, gdyz wykazaty ze
dla odpowiedniego doboru stezen olejkéw eterycznych wykazujacych aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg, nalezy zastosowac¢ peten zaproponowany powyzej protokét
analityczny, a ponadto warto przeanalizowaé bakteriostatyczng aktywnos¢ poszczegdlnych
sktadnikéw bioaktywnych, ktérych procentowa zawartosc byta na znaczgco réznym poziomie
w poszczegdlnych badanych olejkach eterycznych (m.in. 1,8-cyneol, B-mircen; B-phellandren;
kamfora). Badania te pozwolg na oznaczenie synergicznego dziatania kluczowych, ze wzgledu

na przeciwdrobnoustrojowg aktywnos¢, sktadnikéw olejkow.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

a) Dziatalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Badania zwigzane z mojg pracg magisterskg pod tytutem ,Wykorzystanie wodnych
emulsyjnych  ukfadéw dwufazowych do  mikrokapsutkowania mikroorganizmow”
realizowatam w latach 2007-2008 roku w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem dr Radostawa Dembczynskiego.
Celem pracy byto zbadanie wptywu procesu kapsutkowania w uktadach emulsyjnych typu
ATPS (ang. aqueous two-phase systems) na przezywalnos¢ bakterii probiotycznych
Lactobacillus rhamnosus. Pierwszy etap polegat na na opracowaniu odpowiednich proporcji
polimeréw wchodzgcych w sktad emuls;ji, tak by powstata emulsja wykazywata sie trwatoscia.
Faze rozproszong stanowit dekstran, arozpraszajgcg politlenek etylenu (PEG)
lub poliwinylopirolidon (PVP). Po wysuszeniu (liofilizacyjnym i rozpytowym) utworzone zostaty
kapsutki, w ktérych bakterie gromadzity sie w fazie z dekstranu (faza wewnetrzna emulsji).
Drugi etap badan obejmowat ocene ipordwnanie stopnia przezywalnosci bakterii
w kapsutkach utworzonych poprzez suszenie rozpytowe i liofilizacyjne (bezposrednio
po procesie kapsutkowania, jak réwniez po 30. dniach przechowywania preparatow
w warunkach chtodniczych oraz w temperaturze pokojowej). Okazato sie, ze na przezywalnos¢
bakterii bezposrednio po suszeniu wptywa przede wszystkim zastosowana substancja
ochronna, a nie sama metoda suszenia. Po 30. dniach przechowywania utrwalonych
preparatéw bakterii wyzszy stopien przezywalnosci bakterii odnotowano w przypadku emuls;ji
utworzonych poprzez suszenie liofilizacyjne. Wykazano réwniez, ze temperatura
przechowywania preparatéw nie ma wptywu na przezywalnos¢ bakterii Lactobacillus
rhamnosus utrwalonych za pomocg suszenia rozpytowego i liofilizacji. Prace magisterska
obronitam w maju 2008 roku. Rezultaty powyzszych badan zostaty opublikowane (zat. 3, pkt.

II D, poz. 1).

Pozytywne wyniki wspomnianych wyzej badan oraz wola pogtebiania wiedzy i doskonalenia
nabytych umiejetnosci zwigzanych z pracg w laboratorium zachecity mnie do rozpoczecia
studiow doktoranckich, ktére podjetam w Ramach Dziennego Studium Doktoranckiego
przy Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

w pazdzierniku 2008 roku. Tematyka, ktérg poczgtkowo sie zajmowatam wigzata sie
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z konwersjg lignocelulozy z wycierki ziemniaczanej do bioetanolu Il generacji. Badania
te realizowane byty w ramach projektu Biotechnologiczne przetwarzanie odpaddéw przemystu
ziemniaczanego (Projekt MNiSW N N312 311437). Bytam takie wykonawcg tematu
badawczego zwigzanego z wymieniong powyzej tematyka, realizowanego w ramach badan
wiasnych pt. ,Opracowanie efektywnej metody obrébki wstepnej kompleksu
lignocelulozowego ze stomy rzepakowej i wycierki ziemniaczanej” 1.01.2009-31.12.2009).
Kierownikiem projektu byta prof. dr hab. Grazyna Lewandowicz. Efektem podjetych badani
s3 3 publikacje (zat. 3, pkt. Il D, poz. ; poz. 5; poz. 7). Jednocze$nie zaangazowatam sie w pomoc
w realizacji prac magisterskich wykonywanych pod promotorstwem prof. dr hab. Grazyny
Lewandowicz zwigzanych z biodegradacjg polimeréw. Wynikiem badan byty 2 publikacje (zat.
3, pkt. Il A, poz. 2; zat. 3, pkt. Il D, poz. 4). Realizujgc temat zwigzany z produkcjg bioetanolu,
zaangazowatam sie w prace polegajgce na ocenie zanieczyszczenia zbdz przeznaczonych
do produkcji etanolu oraz problemu skazenia mikrobiologicznego samego procesu, czego
efektem sg kolejne publikacje (zat. 3, pkt. Il A, poz. 1; zat. 3, pkt. Il A, poz. 3; zat. 3, pkt. Il D,
poz. 2; zat. 3, pkt. 1l D, poz. 6).

Przeszkode dla badan polegajgcych na konwersji lignocelulozy z wycierki ziemniaczanej
stanowit brak mozliwosci wystandaryzowania surowca, co powodowato problemy
z opracowaniem metod efektywnej jego obrébki wstepnej, a takze niska zawartos¢

sacharydow, co przektadato sie na matg efektywnosé procesu konwersji surowca do produktu.

W 2010 roku w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci rozpoczeto badania
w ramach projektu Biotechnologiczna konwersja glicerolu do polioli i kwaséw
dikarboksylowych PO IG 01.01.02-00-074/09. W projekcie tym wykonywatam analizy zwigzane
z mikrobiologiczng konwersjg glicerolu do 1,3-propanodiolu, co stanowito zarazem temat
mojej rozprawy doktorskiej. Projekt miat charakter konsorcyjny i taczyt wspdlne prace
naukowcoéw z 5 instytucji naukowych w Polsce (Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Politechnika Poznanska).
Zakres mojej pracy doktorskiej pt. ,Charakterystyka aktywnosci metabolicznej Clostridium
bifermentans zdolnych do syntezy 1,3-propanodiolu” obejmowat wyizolowanie szczepéw
Clostridium spp. zdolnych do syntezy 1,3-propanodiolu z préb srodowiskowych, identyfikacje

gatunkéw szczepow charakteryzujgcych sie najwiekszg wydajnoscig syntezy 1,3-propanodiolu,
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wyjasnienie mechanizmow tolerancji badanych szczepdéw na obecnos¢ tlenu w Srodowisku
hodowlanym, préby intensyfikacji produkcji 1,3-propanodiolu poprzez zmiane zrodta wegla
oraz modyfikacje pH podioza hodowlanego, a takie oznaczenie petnego profilu
metabolicznego badanych mikroorganizméw i wyznaczenie hipotetycznych szlakéw
metabolicznych bakterii Clostridium bifermentans. Opracowana metoda izolacji bakterii
z rodzaju Clostridium na zastosowanym podtozu oznaczonym jako PY (ang. Pepton-Yeast)
wykazafa sie duzg selektywnoscig i umozliwita pozyskanie wytgcznie bakterii z gatunku
C. bifermentans. Czynnikiem réznicujgcym byto podwyzszone pH (8,66) podtoza. Ponadto,
potwierdzono zdolnos$¢ wyizolowanych szczepdéw bakterii C. bifermentans do syntezy
1,3-propanodiolu zglicerolu, co nie zostato wczesniej opisane. Wydajnos¢ syntezy
1,3-propanodiolu z glicerolu byta na poziomie 9,12-14,94 g/| z 50g/|, a produktami ubocznymi
tej konwersji byty kwasy organiczne: octowy, bursztynowy, mrowkowy, mlekowy i etanol.
Wazng obserwacjg byto to, ze badane szczepy C. bifermentans posiadaty zdolnos¢ do wzrostu
i syntezy metabolitéw w warunkach mikroaerofilnych. Poziom tlenu w srodowisku hodowli
ponizej 10% umozliwiat synteze 1,3-propanodiolu na tym samym poziomie jak w warunkach
beztlenowych. Analiza profilu biatkowego wykazata obecnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej
w komorkach bakterii C. bifermentans. Podjete préby intensyfikacji syntezy 1,3-propanodiolu,
przez badane szczepy C. bifermentans, poprzez optymalizacje sktadu podtoza hodowlanego,
zmiany pH oraz Zrodta wegla w pozywce nie daty zadowalajgcych rezultatéw. Zmiana Zrédta
wegla spowodowata catkowite zablokowanie syntezy 1,3-propanodiolu. Ustalono jednak,
ze badane szczepy wykazaty zdolno$é do przezycia w wysokim (13,0) i niskim pH (3,0). Ponadto
wykazano zdolno$¢ do efektywnej syntezy kwasu mlekowego w warunkach rdznych
od optymalnych (przy pH obnizonym do ok 6). Efektem dogtebnych studiéw literaturowych
zwigzanych ztematem biotechnologicznej konwersji glicerolu do 1,3-propanediolu byto
opublikowanie 5. prac przeglgdowych (zat. 3, pkt. Il A, poz. 8; zat. 3, pkt. Il A, poz. 5; zat. 3, pkt.
Il A, poz. 5; zat. 3, pkt. Il D, poz. 10; zat. 3, pkt. Il D, poz. 11) oraz rozdziatu w ksigzce (zat. 3,
pkt. Il E, pkt. 1).

Wyniki otrzymane podczas badan w zakresie pracy doktorskiej przedstawione natomiast
zostaty w 7. oryginalnych pracach (zat. 3, pkt. Il A, poz. 7; zat. 3, pkt. Il A, poz. 15; zat. 3, pkt. Il
A, poz. 18; zat. 3, pkt. Il D, poz. 9; zat. 3, pkt. Il D, poz. 13; zat. 3, pkt. Il D, poz. 14; zat. 3, pkt. Il
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D, poz. 15) oraz w monografiach i doniesieniach konferencyjnych (zat. 3, pkt. Il B, poz. 6-13,

poster z poz. 8 zostat nagrodzony).

Rezultaty badan prowadzonych w trakcie pracy doktorskiej przedstawitam takze
w wygtoszonych przeze mnie wyktadach: Clostridium bifermentans — nietypowy
przedstawiciel rodzaju Clostridium. Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw. 9 czerwca 2017 r.
oraz Charakterystyka metaboliczna Clostridium bifermentans. | Plenarne Seminarium

Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu. Zielonka, 22 czerwca 2017.

Powyzsza aktywnos¢ przyniosta mi w latach 2011-2014 nastepujgce nagrody: zespotowe
Il stopnia (w latach 2011, 2013, 2014) i lll stopnia (2012 rok) za oryginalne i twdrcze osiggniecia

naukowe udokumentowane publikacjami.

Ponadto, bytam cztonkiem zespotu administrujgcego powyziszym projektem. Praca
ta polegata na opracowaniu i aktualizacji harmonogramu wydatkéw, konsultacjach

z konsorcjantami, rozliczeniach oraz zdawaniu raportéw z postepu prac.

Publiczna obrona mojej rozprawy doktorskiej, ktorej promotorem byfta prof. dr hab.
Katarzyna Czaczyk, odbyta sie 4 lipca 2013 roku, a uchwata Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i
Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu 26 wrze$nia 2013 roku otrzymatam
stopien naukowy doktora nauk rolniczych w dyscyplinie biotechnologia. Na wniosek obu

recenzentéw moja rozprawa doktorska uzyskata wyrdznienie.

W trakcie studiow doktoranckich, odbytam 2 staze zawodowe: staz w Poznanskich
Zakfadach Zielarskich ,,HERBAPOL” S.A. (6.02-30.03.2012) oraz staz w Pracowni Mikrobiologii
w Laboratorium Badania Zywnosci i Przedmiotéw Uzytku w Wojewddzkiej Stacji Sanitarno-
Epidemiologicznej w Poznaniu (kwiecien 2012). Staz w Herbapolu zachecit mnie do podjecia

dalszych badan zwigzanych z ekstraktami i olejkami eterycznymi.
b) Dziatalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam badania zwigzane z biokonwersjg glicerolu
do 1,3-propanodiolu przez bakterie C. bifermentans oraz C. butyricum. Efektem tych badan
jest wspotautorstwo 7 kolejnych publikacji podejmujgcych te tematyke (zat. 3, pkt. Il A, poz.
9-13; 16; 20) oraz rozdziat w ksigzce (zat. 3, pkt. Il E, poz. 2). Za szczegdlnie wazng pracg,

z naukowego punktu widzenia, uwazam publikacje, w ktérej przedstawiono i poréwnano
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szlaki metaboliczne glicerolu dla 3 nowo wyizolowanych szczepow: C. bifermentans, Hafia
alvei, Srodowiskowy szczep C. butyricum (zat. 3, pkt. Il A, poz. 16). Istotny jest fakt, ze ani
C. bifermentans, ani H. alvei nie byly dotad opisane w literaturze jako producenci 1,3-
propanodiolu. Ponadto, w literaturze znalezé mozna niespdjne i nieliczne dane dotyczace
zdolnosci C. bifermentans do utylizacji/konwersji glicerolu i nie ma zadnych informacji o takich

uzdolnieniach metabolicznych u H. alvei.

Staz odbyty w firmie Herbapol sktonit mnie do podjecia badan zwigzanych
z biotechnologicznym potencjatem olejkdw eterycznych, czego efektem jest wspdtautorstwo
w publikacjach (zat. 3, pkt. Il A, poz. 14; 19 oraz 21). W 2016 roku bratam czynny udziat
w opracowaniu projektu pt. Molekularna charakterystyka sposobu hamowania procesu
quorum sensing przez wybrane olejki eteryczne u Pseudomonas spp. wyizolowanych
z zywnosci. Projekt NCN 2016/23/D/NZ9/0028. Bytam takze wykonawcg zadania badawczego
w powyzszym projekcie. Prace naukowe napisane w efekcie badan zwigzanych z tym tematem
zostaty przedstawione powyzej, jako osiggniecie naukowe (zob. pkt 4). Dotycza
przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci wybranych olejkow eterycznych wzgledem

saprofitycznej bakterii Pseudomonas orientalis.

Obecnie, poza tematami odnoszgcymi sie do zagadnien z zakresu technologii zywnosci,
podjetam wspédtprace z Zaktadem Anatomii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
Dotychczasowe badania zostaty opisane w 2 pracach bedacych na etapie recenzowania
w czasopismach naukowych (Ecomorphological adaptations of the White-tailed sea eagle
<<Haliaeetus albicilla>> in light of the unique structure of its maxillary beak and nasal cavity
oraz Pathomorphological changes and anomalies in occipital bone of the horse and their
implications for horse welfare and training). Efektem tych prac jest takze projekt MINIATURA
3 pt. Wtasciwosci keratyny Sciany rogowej kopyta w sSwietle analiz cytometrycznych
w odniesieniu do stanu anatomicznego narzgdu palcowego konia, ktdérego jestem
kierownikiem (czas realizacji styczen 2020-styczen 2021). Z kolei wyniki badan dotyczacych
roznic w morfologii komorek opuszki wechowe] u zwierzagt makrosmatycznych zostaty
zaprezentowane podczas konferencji Cerebrum Cognita w formie posteru pt. ,Opuszka
wechowa (bulbus olfactorius) wilka i psa — bioobrazowanie réznic morfologicznych komérek
nerwowych” oraz wyktadu pt. ,Anatomia wechu wilka - czyli sekrety mdzgu protoplasty

pséw”. Anatomiczne uwarunkowania zdolnosci wechowych ssakdw stanowity takze temat
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wygtoszonego przeze mnie wyktadu pt. Czym pachnie swiat, czyli analiza zmystu powonienia
z perspektywy cztowieka i jego odwiecznego towarzysza psa, podczas konferencji Zwierze
i cztowiek w jednym (nie) stali domu. Aporetycznosci animalistyczne na przestrzeni dziejow

w Warszawie.

6. Inne formy dziatalnosci naukowej

1) Recenzje

e Zrecenzowatam liczne manuskrypty dla krajowych i miedzynarodowych czasopism
naukowych (facznie 70 prac) z tematyki zwigzanej z biodegradacjg polimeréw, produkcja
bioetanolu, biotechnologiczng syntezg 1,3-propanodiolu oraz przeciwdrobnoustrojowymi
wtasciwosciami roslinnych ekstraktow i olejkéw eterycznych.

e Byfam recenzentem 2 prac magisterskich oraz 7 prac inzynierskich realizowanych na
Wydziatach Nauk o Zywnosci i Zywieniu oraz Rolnictwa i Bioinzynierii.

2) 0Od 2017 jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.

3) Udziat w konferencjach naukowych

Od poczatku mojej pracy naukowej do chwili obecnej jestem autorem 22 doniesien
konferencyjnych, prezentowanych na kongresach krajowych i miedzynarodowych (zat. 3, pkt.

3B).

7. Dziatalno$¢ popularyzatorska

Jestem autorem 25 prac popularnonaukowych, m.in. z zakresu produkcji biopaliwa,

biodegradacji polimeréw, konwersji glicerolu do 1,3-propanodiolu, ochrony przyrody,

zdrowego zywienia oraz przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci olejkow eterycznych.

1. Leja K. 2009. Dr Feliks Jézef Krawiec (1906-1939). Wspomnienie w 70 rocznice zotnierskiej
$Smierci. Wiesci Akademickie. 9-10 (132-133), 30-31.

2. Leja K., Lewandowicz G. 2009. Biopaliwa z biomasy lignocelulozowej. Ekonatura, 11(72),

20-21.

Broda M., Leja K. 2009. Zielona herbata i jej sekrety. Ekonatura, 12(73), 6-7.

Leja K., Broda M. 2009. Energia z wody. Ekonatura, 12(73), 25-26.

Leja K., Broda M. 2010. Biodegradowalne materiaty opakowaniowe. Ekonatura, 1 (74), 19.

Broda M., Leja K. 2010. Czerwona herbata. Ekonatura, 4, 6-7.

N o v AW

Leja K., Czaczyk K., Grajek W. 2010. Zielona chemia — zagospodarowanie odpadowego

glicerolu. Ekonatura, 6, 16-17.
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Leja K., Broda M. 2010. Biodegradowalne materiaty opakowaniowe. Eko i My, 2, 24-25,
Leja K. 2011. Produkcja bioetanolu z biomasy. Fermentacja etanolowa. Ekonatura. 2, 22-
23.

Broda M., Leja K. 2011. Utylizacja odpaddw komunalnych i przemystowych - alternatywne
surowce do produkcji bioetanolu. Aura. 3:11, 11-13.

Orczyk D., Leja K. Grajek W. 2013. Glicerol odpadowy - cenny surowiec o duzym potencjale
przemystowym. Ekonatura. 2, 33-33.

Samul D., Leja K. 2013. Sanos. Ekonatura. 9, 6.

Samul D., Leja K. 2013. Sluz $limaka. Ekonatura. 11, 10.

Samul D., Leja K. 2013. Kranéwka. Ekonatura, 12.

Leja K., Samul D. 2014. Czy bakterie z rodzaju Clostridium powinny by¢ kojarzone wytgcznie
z patogennoscig? Ekonatura 2/2014.

Suchomska D., Leja K. 2017. Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie imbiru (Zingiber officinale).
Ekonatura 9, 166, s. 7-9.

Szudera K., Leja K. 2017. Przeciwdrobnoustrojowe i przeciwutleniajgce dziatania szatwii
(Salvia officinalis) i tymianku (Thymus vulgaris L.). Ekonatura 11(168), 6-8.

Szudera K., Leja K. 2017. Olejki eteryczne — charakterystyka i zastosowanie. 12(169), 7-8
Switata E., Leja K. 2018. Ocena jakosci mikrobiologicznej suplementéw diety. Ekonatura
1(170), 5-6

Szudera K., Leja K. 2018. Potencjat aplikacyjny olejkow eterycznych czes¢ 1. Olejki o
aromacie cytrusowym. Ekonatura 1(170), 9-10

Szudera K., Leja K. 2018. Potencjat aplikacyjny olejkdw eterycznych czes$é 2. Olejki z roslin
przyprawowych. Ekonatura 2(171), 5-7

Szudera K., Switata E., Leja K. 2018. Potencjat aplikacyjny olejkéw eterycznych cze$é 3.
Olejek z dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum L.). Ekonatura 3(172), 10-11
Switata E., Szudera-Koriczal K., Leja K. 2018. Nanoczastki w kosmetykach. Ekonatura
6(175), s.19

Szudera-Konczal K., Switata E., Leja K. (2018). Rodliny olejkowe w zywnosci, lekach i
kosmetykach. Ekonatura 4, 173, 2018

Switata E., Szudera-Konczal K., Leja K. 2018. Najpopularniejsze substancje bioaktywne w

olejkach eterycznych. Ekonatura 8(178), s. 5-6
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Trzykrotnie, w latach 2011, 2014 oraz 2017 zostatam nagrodzona Laurem Ekoprzyjazni

za szerzenie wiedzy z zakresu ekologii.

8. Dziatalnos¢ dydaktyczna i organizacyjna
a) Dziatalno$¢ dydaktyczna

a. Jestem promotorem 25 prac inzynierskich oraz 11 prac magisterskich, w tym 1 pisanej
w jezyku angielskim. Pod mojg opieka prace wykonywali studenci kierunkdw Technologia
zywnosci i zywienie cztowieka oraz Biotechnologia.

b. Od 2014 roku biore udziat w zespole ds. przeprowadzania dyplomowych egzamindéw
inzynierskich dla kierunku biotechnologia.

c. Prowadzitam staz studencki z zakresu mikrobiologii dla 2 studentéw z kierunku Inzynieria
Biotworzyw, Wydziat Technologii Drewna (czerwiec-wrzesien 2017) oraz z kierunku
Biotechnologia, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii (czerwiec-wrzesien 2018).

d. Zajecia dydaktyczne prowadze od 2009 roku z przedmiotéw: Mikrobiologia (Kierunek
Zootechnika), Podstawy Mikrobiologii i Mikrobiologia Zywnosci (Kierunek Technologia
Zywnoéci i Zywienie Cztowieka), Metody Biologiczne w Analizie Zywnosci oraz
Fizykochemiczne i sensoryczne wtasciwosci zywnosci (Kierunek Analityka Zywnosci),
a takze Mikrobiologia Przemystowa, Biotechnologia Zywnosci, Biotechnologia w Farmacji
i Kosmetyce oraz Ekologia stosowana dla studentéw Biotechnologii.

e. W latach 2010-2013 prowadzitam laboratoria po angielsku z przedmiotéw: Basic
Microbiology i Advanced Microbiology. Prowadze wyktady po angielsku z przedmiotu
Comprehension in Food Microbiology oraz wykfady po angielsku dla studentéw
Technologii Zywnosci w ramach przedmiotu Jezyk Obcy.

b) Dziatalnos¢ organizacyjna

a. Uczestniczytam w organizacji sesji naukowej pt. ,,Postep w wytwarzaniu i ocenie zywnosci”
(pazdziernik 2009).

b. Uczestniczytam w organizacji i prowadzeniu zaje¢ podczas Il, Ill, IV i V edycji Nocy
Naukowcdéw na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu (2010-2013).

c. Opracowatam rozwigzania testow matury podstawowe]j oraz rozszerzonej z biologii dla
Gtosu Wielkopolskiego (2016).

d. Od 2016 do 2019 roku byfam cztonkiem Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu

Cztowieka na UP.
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Przeprowadzitam zajecia z mikrobiologii dla dzieci ze Szkoty Podstawowej w Rokietnicy,
6 lutego 2017.

Przeprowadzitam zajecia z mikrobiologii dla dzieci ze Szkoty Podstawowej w Kwilczu,
1 lutego 2018

Przeprowadzitam zajecia z mikrobiologii dla dzieci z Przedszkola Logicus w Rokietnicy
w dniach: 12 lutego 2018, 13 czerwca 2018, 13 lutego 2019

Zbieratam i opracowywatam dokumentacje dot. nadawania stopnia dr hab.
z biotechnologii, 2018

Udzielam pomocy studentom Kofa Naukowego Biotechnologii ,Operon” w realizacji
pierwszego etapu projektu WineUp, ktorego celem byta izolacja drozdzy z owocow
winogron.

Jestem cztonkiem Rady Programowej kierunku Biotechnologia i anglojezycznego kierunku

Biotechnology (od 2019 roku).
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9. Wskaznik dokonan naukowych

Przed Po
Rodzaj aktywnosci tacznie
doktoratem doktoracie

Prace oryginalne w czasopismach uwzglednionych w

8 17 25
bazie JCR
W tym jako pierwszy i/lub korespondencyjny autor 3 8 11
Prace przeglagdowe w czasopismach uwzglednionych

4 6 10
w bazie JCR
W tym jako pierwszy i/lub korespondencyjny autor 3 3 6
Prace nie uwzglednione w bazie JCR oryginalne 4 5 9
Prace nie uwzglednione w bazie JCR przegladowe 5 4 9
Prace popularno-naukowe 14 11 25
taczna liczba publikacji 78
Wygtoszone referaty 1 5 6
Komunikaty posterowe na konferencjach 12 9 21
Rozdziaty w ksigzkach 1 1 2
Recenzje publikacji 20 50 70
Wypromowani dyplomanci

0 25/11 36
(inzynieranci/magistranci)
Recenzje prac inzynierskich/magisterskich 0 7/2 9

Sumaryczny IF wg JCR w roku opublikowania pracy (w

przel. Na 2018 rok)

30,121 (40,734)

Sumaryczna punktacja wg MNiSW do roku 2018/od
roku 2019

388/230

Indeks Hirsh*a wg WoS

Luty 2020: 9

Liczba cytowan wg WoS

Luty 2020: 429 (402 bez autocytowan)

Indeks Hirsh*a wg bazy Scopus

10

Liczba cytowan wg bazy Scopus

553 (527 bez autocytowan)

Indeks Hirsh*a wg Google Scholar Citation 13
Liczba cytowan wg Google scholar 944
i 7 /
| RRCAG - oo~
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