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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Marii Wypij
pt. ,Nanoczastki srebra wytworzone przez promieniowce. Charakterystyka oraz

aktywnos$¢ antybakteryjna i antygrzybowa.”

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Marii Wypij zostala wykonana w Zakladzie
Mikrobiologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod opieka promotora prof. dr

hab. Hanny Dahm.

1. Ocena problematyki badawczej rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Magdaleny Wypij koncentruje si¢ na badaniach z
obszaru mikrobiologii i nanobiotechnologii, obejmujgc badania nad nanoczastkami srebra
otrzymanymi z wykorzystaniem promieniowcéw  wyizolowanych ze $rodowisk
ekstremalnych. Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie zdolnosci promieniowcow
wyodrgbnionych z gleby kwasnej oraz osadéw alkalicznych do syntezy nanoczastek srebra,
ich charakterystyka oraz ocena aktywno$ci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybowej i
cytotoksycznosci.

Tematyka badan podjetych przez Pania mgr Magdalene Wypij jest aktualna i interesujaca

zarowno pod wzgledem poznawczym, jak i aplikacyjnym. Problem narastajacej opornosci

bakterii na antybiotyki, zwigzany z niewlasciwym ich stosowaniem i naduzywaniem, stanowi
powazne zagrozenie i sprawia, ze wspolczesna nauka stoi przed duzym wyzwaniem by
przeciwdziala¢ zagrazajacym patogenom. Dlatego tez jednym 2z kluczowych zadan,
stawianych naukowcom jest rozwigzanie problemu uodparniania si¢ bakterii na antybiotyki, a
jedna z obiecujacych strategii eliminacji tego zagrozenia jest poszukiwanie nowych substancji
przeciwdrobnoustrojowych, ktore jednoczes$nie nie majg negatywnego wplywu na komorki

eukariotyczne. Szybko rozwijajaca si¢ nanotechnologia, w tym biogeniczna synteza
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nanoczastek srebra z wykorzystaniem mikroorganizmow, jest obiecujaca strategia
otrzymywania nowych materialéw o szerokim spektrum dzialania zaréwno wobec bakterii,
jak i grzyboéw niewrazliwych na stosowane antybiotyki i inne zwigzki biologiczne aktywne.

Pomimo tego., ze na calym $wiecie prowadzone sa badania zmierzajace do rozwigzania

problemu antybiotykoopornosci, to ten obszar badawczy wymaga wciaz gruntownych badan

zarOwno nad poszukiwaniem efektywnych producentéw substancji o dzialaniu

przeciwdrobnoustrojowym, ich szczegdlowa charakterystyka., jak roéwniez poznaniem

mechanizmow biosyntezy nanoczastek, co umozliwiloby osiagniecie peinej kontroli nad ich

ksztaltem. wielkoscia 1 wlasciwos$ciami. Dlatego tematvka badan rozprawy doktorskiej

wpisuje sie w_aktualny i rozwijajacy sie intensywnie obszar badawczy. Podkresli¢ nalezy

rowniez, 7ze metody biologicznego pozyskania nanoczastek sa bardziej przyjazne dla

srodowiska niz metody chemiczne i fizykochemiczne, dlatego nalezy je wspieraé i rozwijac.

Praca ma charakter poznawczy, wnoszac nowe dane o wlasciwosciach szczepow
promieniowcoéw stanowi przestanke do wyjasnienia mechanizmu i syntezy bionanoczastek
srebra, a takze przedstawia wyniki badan dotyczace ich charakterystyki. Utylitarny charakter
rozprawy dotyczy opracowania warunkow syntezy nanoczgstek srebra przez promieniowce, a
takze wykazanie ich dzialania przeciwdrobnoustrojowego wobec bakterii i grzybow, co
potwierdza ich potencjat aplikacyjny.

W _zwiazku z powyzszym, uwazam podjecie przez Pania mgr Magdalene Wypij badan

ukierunkowanych na te problematyke za celowe i w pelni uzasadnione.

2. Formalna analiza rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Wypij zostala przygotowana, jako maszynopis
ksigzki, w sposob prawidlowy, typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych. Rozprawa
posiada klasyczng strukture, liczy 149 stron, a w tekst wkomponowano 24 tabele i 14
rysunkow.

Rozprawie, zlozonej z siedmiu rozdzialéw, nadano strukture obejmujaca: wstep (I),
zlozony z 8 podrozdzialow, w ktérym na 27 stronach, Doktorantka nakreslita problem
antybiotykoopornosci oraz przedstawila znaczenie mikroorganizméw i nanotechnologii jako
obiecujgcych metod zmierzajacych do jego rozwigzania, cel pracy (II), w ktérym
Doktorantka przedstawila zalozone cele podjetych badan, material i metody (III), bardzo
obszerny rozdzial, zlozony z 16 podrozdzialéw, gdzie opisano pochodzenie materiatu

badawczego — szczepéw promieniowcOw wykorzystanych w badaniach, oraz dokladnie
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scharakteryzowano metody prowadzonych badan. Nastgpne czgsci rozprawy to wyniki (IV),
cze$é, w ktorej Doktorantka kolejno prezentuje i omawia uzyskane wyniki badan, dyskusja
(V), w ktorej uzyskane rezultaty Doktorantka odnosi do danych literaturowych, wnioski (VI)
oraz literatura (VII). Ponadto, na poczatku rozprawy znajduja si¢ streszczenia rozprawy w
jezyku polskim i angielskim oraz wykaz publikacji wspétautorskich Doktorantki. Tytul

ocenianej rozprawy doktorskiej jest precyzyjny i odpowiada jej tresci.

3. Merytoryczna analiza rozprawy

Pierwszy rozdzial rozprawy stanowi ,,Wstep”, ktory jest jednoczesnie gruntownym
przegladem literatury, w ktorym Doktorantka dokltadnie przedstawila zagadnienia zwigzane z
tematykg rozprawy, w tym problem narastajacej niewrazliwosci bakterii na wspolczesnie
stosowane antybiotyki, oraz obiecujgcg mozliwos¢ wykorzystania promieniowcow jako
potencjalnego zrédla nowych zwigzkéw  biologicznie czynnych o charakterze
przeciwbakteryjnym i antygrzybowym. Doktorantka zaprezentowala ogdlng charakterystyke
promieniowcOw, omawiajac ich systematyke, cykl zyciowy, role w ekosystemach glebowych
1 znaczenie ich metabolitow w kontroli organizméw potencjalnie patogennych, a takze
szczegblowo scharakteryzowala promieniowce $rodowisk ekstremalnych, w tym acidofile,
alkalofile i halofile. Kolejnym blokiem tematycznym wstgpu jest podrozdzial prezentujacy
znaczenie nanotechnologii. W podrozdziale tym omowione zostaly pojecia zwigzane z tym
obszarem nauki, metody wytwarzania nanostruktur oraz ich zastosowanie w roznych
galeziach przemystu. Nastepnie Doktorantka omdéwita nanoczgstki srebra, a takze chemiczne i
biologiczne metody ich syntezy oraz wplyw czynnikéw fizykochemicznych na wytwarzanie
nanoczgstek srebra. W kolejnym podrozdziale Doktorantka przytoczyla dane literaturowe
obejmujgce wlasciwosci przeciwbakteryjne nanoczastek srebra, omawiajgc wielowymiarowa
toksycznos¢ nanosrebra wobec komorek bakteryjnych. Kolejny podrozdzial zostal
poswigcony omoéwieniu wlasciwosci przeciwgrzybowych, a w nastepnym omoéwiono
wspoldziatanie antybiotykow z nanoczastkami srebra, podkreslajac znaczenie ostatnich
badan, w ktorych udowodniono synergistyczne ich dzialanie wobec szeregu bakterii oraz
patogenow grzybowych. W dwoch ostatnich podrozdziatach oméwiono rézne zastosowania

nanoczgstek srebra, a takze omodwiono ich cytotoksyczno$¢. Przedstawione we wstepnie

omoéwienie problematyki zwigzane] z tematem rozprawy. stanowi szczegOlowa i

rozbudowang czeg$¢ dysertaciji, jest ciekawe i dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia

przedstawione w_pracy. Doktorantka w kolejnych rozdzialach precyzyjnie nakreslila
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problemy badawcze, zwiazane z prowadzonymi eksperymentami, ktorych rozwiazania sie

podjela.

Cel badan wyznacza wyraznie kierunek 1 zostal sformulowany poprawnie. Na

podkreslenie zastuguje powigzanie badan utylitarnych i1 poznawczych, obejmujacych

przeciwdrobnoustrojowg aktywno$¢é wyselekcjonowanych szczepdéw promieniowcoéw oraz ich
synergistyczne dzialanie z antybiotykami, a takze dostarczajacych wiedzy z zakresu badan
podstawowych zwigzanych z mechanizmem stabilizacji bionanoczastek srebra zwigzanym z
obecnos$cig czynnikow oplaszczajacych pochodzenia naturalnego, w tym aminokwasow i
biatek.

Kolejny rozdzial rozprawy ,,Material i metody” obejmuje opis materiatu badawczego, w
tym pochodzenie szczepoéw promieniowcoOw uzytych w badaniach oraz sposob ich izolacji i
okreslenia zdolnosci do wytwarzania bionanoczastek srebra, prowadzenie eksperymentow
oraz zastosowanych metod badawczych, ktore zostaly omoéwione w  kolejnych
podrozdziatach. W rozdziale tym przedstawiono etapy prowadzonych badan oraz omdéwiono
metody badan mikrobiologicznych, fizykochemicznych, biochemicznych i molekularnych.

Doktorantka do$¢ precyzyjnie opisala zastosowane metody i techniki badawcze. ktore

postuzyly do realizacji poszczegdlnych etapow badan. Podkreslié nalezy odpowiedni dobor

metod zapewniajacy przeprowadzenie kompleksowych badan., w wyniku ktorych Doktorantka

uzyskala szereg wynikow odnoszacych sie do charakterystyki samvych szczepow

promieniowcOw, jak réwniez bionanoczastek srebra syntetyzowanych z ich udzialem.

Doktorantka dokonala zaréwno oceny wizualnej, jak i analizy spektrofotometrycznej
bionanoczastek srebra, a wybrane szczepy promieniowcow zidentyfikowala na podstawie
sekwencjonowania genu 16S rRNA. Kolejne podrozdzialy obejmuja opisanie eksperymentow
dotyczacych wpltywu czynnikow fizykochemicznych na proces biosyntezy nanoczgstek srebra
przez promieniowce, a takze prezentacj¢ prac badawczych nad chemiczng synteza
nanoczgstek srebra, jako obiektu kontrolnego/porownawczego dla otrzymanych
bionanoczastek. Doktorantka opisala metodologie eksperymentow nad wplywem
bionanoczastek srebra na formowanie biofilmu przez bakterie i grzyby, a takze badania nad

cytotoksyczno$cia nanoczastek srebra. Doswiadczenia zostaly zaprojektowane logicznie, a

opis _metodyki $wiadczy o ich prawidlowym wykonaniu. W cze$ci dotyczacej metod

badawczych Doktorantka opisata rowniez metodyke badan prowadzonych z wykorzystaniem
m.in. transmisyjnego mikroskopu elektronowego, potencjalu zeta, spektroskopii w

podczerwieni z transformacja Fouriera, elektroforezy bialek w zelu poliakrylamidowym, a



f INSTYTUT
AGROFIZYKI

P A N

takze metodologi¢ oznaczania minimalnego stezenia hamujacego i minimalnego stezenia

bdjczego nanoczgstek srebra oraz antybiotykow wobec bakterii i grzybow. Zastosowanie tak

szerokiego wachlarza metod badawczych $wiadezy o duzych kompetencjach analitycznych

Doktorantki i jest podstawa do podkreslenia umiejetnosci Doktorantki do stosowania

interdyscyplinarnego podej$cia i wielowymiarowych analiz w celu rozwiazania konkretnego

problemu badawczego. Doktorantka dzieki zastosowanemu warsztatowi badawczemu mogla

przeanalizowa¢ obszerny material do$wiadczalny, a nastepnie mogla dokonaé¢ wlasciwej

interpretacji i dyskusiji wynikow.

W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka opisala w spos6b bardzo syntetyczny wyniki badan
uzyskane w ramach prowadzonych eksperymentéw, a znaczng czes¢ tego rozdzialu stanowi
dokumentacja wynikéw w postaci tabelarycznej i graficznej. W tej czeéci pracy Doktorantka
omowila uzyskane wyniki, przedstawiajgc kolejno wyniki badan nad zdolnoscia szczepow
promieniowcow do syntezy nanoczastek srebra, ze wskazaniem najlepszych ich producentéw,
srodowisk izolacji i molekularnej identyfikacji mikroorganizméw. Doktorantka wykazala
spadek intensywnosci wytwarzania nanoczastek srebra wraz z obnizeniem wartosci pH i
WZrost wraz ze wzrostem temperatury oraz z obnizeniem stgzenia azotanu srebra dodawanego
do lizatu komoérkowego. Ponadto, okreslono wielko$¢ nanoczastek przy uzyciu
transmisyjnego mikroskopu elektronowego, wykazujgc, ze poza mata wielkoscia, biologiczne
nanoczastki srebra charakteryzowaly si¢ ksztaltem sferycznym i polidyspersyjnoscig, w
przeciwienstwie do nanoczgstek chemicznych, ktore byty monodyspersyjne i posiadaty ksztalt
kulisty. Kolejny aspekt rozprawy dotyczyl charakterystyki biomolekut biatlkowych na
powierzchni nanoczgstek srebra uzyskanych od wybranego szczepu promieniowca, sugerujac,
ze mechanizm powstawania nanoczastek zwiazany jest z jednym typem biatka, ktére tworzy
specyficzne nanokompleksy z nanoczastkami srebra, co nalezy uznaé za cenny wynik
prowadzonych badan, bedacy jednoczesnie wyznacznikiem dalszych eksperymentoéw z tego
obszaru. Badania nad aktywnos$cia przeciwbakteryjna i przeciwgrzybowa wykazaly na ogot
silniejsze dzialanie wobec grzybow niz bakterii, a takze istotnym z punktu widzenia

aplikacyjnego rezultatem jest wykazanie, ze niektore bionanoczastki mialy silniejsze

wlasciwosci antybakteryjne i antygrzybowe niz antybiotyki. Wyniki stanowia cze$¢ pracy, w

ktérej Doktorantka prawidlowo omoéwila efekty badan. W ramach przeprowadzonych badan

wykazala, ze badane szczepy promieniowcoéw wykazujace zdolnoéé do syntezy nanoczastek

srebra_pochodzily zaréwno z kwasnej gleby lesnej. jak réwniez osadéw jeziora i zbocza

krateru. Nanoczastki srebra wytworzone przez promieniowce charakteryzowaly sie
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wlasciwosciami hamujacymi i bdjczymi wobec wybranych bakterii 1 grzybow, a takze

wykazywaly synergistyczne dzialanie z antybiotykami., wskazujac ich dzialanie

przeciwdrobnoustrojowe. Uzyskane wyniki wnosza nowe informacije na temat charakterystyki

szczepOw promieniowcdw syntetyzujacych nanoczastki srebra oraz wplywu czynnikéw

fizykochemicznych na ich biosynteze i potwierdzaja ich wlasciwosci antybakteryjne i

przeciwgrzybowe. Obszerny material badawczy zaowocowal duza iloscia wynikow, ktore

omowiono i przedstawiono na licznych rysunkach oraz zestawiono w tabelach na 51 stronach

rozprawy. Mankamentem jest brak lub w przypadku niektérych testow bardzo pobiezna

analiza statystyczna uzyskanych wynikow.

Koleiny rozdzial Dyskusja jest bardzo dobrze napisana czescia calego opracowania i

charakteryzuje sie wysokim poziomem naukowym. W tej czes$ci rozprawy Doktorantka

przeprowadzila wnikliwa dyskusije uzyskanych rezultatow odnoszac sie do wynikow

dostepnych w publikacjach naukowych innych badaczy, co $wiadczy o bardzo dobrym

rozpoznaniu podjetej problematyki badawczej. W rozdziale tym Doktorantka wykazala sie

dobra i wywazong interpretacja uzyskanych wynikdw. Merytoryczng czgs$¢é rozprawy koncza

wnioski. W tej czg¢sci Doktorantka podsumowuje wyniki badan formutujgc 11 wnioskéw. Na
koncu pracy znajduje si¢ literatura, obejmujaca 285 pozycji, w wiekszosci z ostatnich 10 lat,

co potwierdza aktualno$¢ podjetej tematyki badawcze;.

Podczas czytania i analizy rozprawy nasunely mi sie pewne sugestie i uwagi. ktore w tym

miejscu chcialabym przytoczyé:

e W podrozdziale ,,Pochodzenie materialu badawczego” Doktorantka opisala material
badawczy w postaci szczepéw izolowanych z réznych $rodowisk bez szczegolowego
omdwienia wybranych lokalizacji. Bardzo prosz¢ Doktorantk¢ o uzupelnienie
informacji o miejscach izolacji promieniowcéw wraz z podaniem termindéw (por roku),
kiedy izolowano promieniowce. Dodatkowo prosze o wyjasnienie czym kierowala sie
Doktorantka podczas wyboru tych wilasnie miejsc do izolacji promieniowcéw, oraz
prosz¢ o informacj¢ czy prowadzone byly tam wczesniejsze badania nad pozyskaniem
promieniowcéw o wysokich uzdolnieniach do produkcji metabolitow aktywnych
biologicznie.

e W opisie eksperymentow m.in. nad wptywem czynnikéw fizykochemicznych na proces

biosyntezy nanoczastek srebra przez promieniowce nie podano informacji o liczbie

free
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zastosowanych powtorzen. Prosz¢ o uzupelnienie tej informacji podczas obrony
rozprawy doktorskie;j.

e Waznym elementem planowanych badan jest postawienie hipotezy badawczej, ktora
jest weryfikowana w czasie prowadzonych prac eksperymentalnych. Bardzo prosze
Doktorantke o uzupelnienie hipotezy badawczej, ktora byla weryfikowana podczas
prowadzonych badan, poniewaz w tresci pracy, nie zostala ona zamieszczona.

e 7 naukowego punktu widzenia waznym elementem badan byloby okreslenie,
aktywnos$ci antybakteryjnej i antygrzybowej bionanoczastek srebra syntetyzowanych
przez promieniowce, réwniez wobec bakterii i grzybow bedacych patogenami
ros$linnymi. Bardzo prosze o informacj¢ czy prowadzila Pani takie badania, albo czy
znane s3 Pani wyniki badan literaturowych nad wykorzystaniem bionanoczastek w
ochronie roslin. Potencjal aplikacyjny nanomaterialdéw nie ogranicza si¢ jedynie do
zastosowan medycznych, a trwaja réwniez prace nad wykorzystaniem nanoczgstek
w nawozach stosowanych w rolnictwie. Bardzo prosze o Pani opini¢ na temat
mozliwosci  zastosowania opracowanych przez Panig bionanoczastek srebra
syntetyzowanych przez promieniowce w praktyce rolniczej, medycznej czy innej.
Prosz¢ réwniez o omoéwienie gldéwnych zalet opracowanych bionanoczgstek srebra
syntetyzowanych z udzialem promieniowcow oraz zagrozen zwigzanych z ich
stosowaniem.

e W tresci pracy znalazly si¢ drobne bledy edytorskie i stylistyczne, ktore zostaty

zaznaczone w tekscie.

Przedstawione uwagi maja charakter dyskusyjny i nie wplywaja na méj pozytywny odbior

rozprawy doktorskie;.

4. Wniosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu badawczego, dotyczacego zdolno$ci promieniowcéw wyizolowanych
ze Srodowisk ekstremalnych do syntezy nanoczastek srebra wraz z ich kompleksowa
charakterystyka, zbadaniem wlasciwosci antybakteryjnych, przeciwgrzybowych i
cytotoksycznych.

Doktorantka zaprezentowala bardzo dobra znajomos$¢ problematyki rozprawy. wykazala

umiejetnos¢ samodzielnego wykonywania badafn naukowych. opanowala obszerny warsztat




INSTYTUT
AGROFIZYKI
P A N

badawczy, a takze wykazala sie zdolnoscia do oméwienia, opracowania, interpretacii i

dyskusji uzyskanych wynikéw. Dysertacja doktorska Pani mgr Magdaleny Wypij jest

opracowaniem wnoszacym istotny wklad w rozwdi nanobiotechnologii, w szczegdlnosci w

zakresie biogenicznej syntezy nanoczastek srebra przez promieniowce. Recenzowana

rozprawe oceniam pozytywnie podkreslajac. ze wskazane uwagi i sugestie nie wplywaja

istotnie na jej warto$¢ mervytoryczna.

Reasumujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Wypij spelnia
warunki wymagane Ustawa z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595), z
pOzniejszymi zmianami z dnia 18 marca 2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz. 455), w zwiazku z art.
179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669) i wnioskuje o jej dopuszczenie do
publicznej obrony.

Biorac pod uwage aktualno$é podjetej problematyki, potwierdzona opublikowanymi

czesciowo wynikami przedstawionymi w__dysertacji w uznanych miedzynarodowych

czasopismach naukowych oraz uwzgledniajac kompleksowos$é bardzo dobrze zaplanowanych

badan. w ktoérych wykorzystano szereg nowoczesnych technik analitycznych, a takze duza

warto$¢ poznawczg i praktyczng uzyskanych wynikéw badan stawiam wniosek 0 wyrdznienie

prof. Zr hab. Magdalena Frqc

rozprawy doktorskiej odpowiednia nagroda.

Lublin, 09.06.2019



