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RECENZIA
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Oceniana rozprawa doktorska to praca wysoce interdyscyplinarna. Autorka, stosujgc
metody zardéwno biologiczne, jak i zaawansowane techniki analityczne, za cel postawita sobie
ocene mechanizmow uczestniczacych w procesach sorpcyjnych zachodzgcych na powierzchni
biokoloidéw — zywych mikroorganizméw (bakterie i drozdze do oceny biosorpcji zearalenonu
oraz jonow metali dwuwartosciowych) oraz biologicznie syntetyzowanych nanoczasteczek
srebra (poznanie mechanizmu wigzania na ich powierzchni ampicyliny i tetracykliny). Zadanie
to jest niezwykle ambitne. Biokoloidy cechuje ztozona topografia powierzchni i heterogenne
rozmieszczenie tadunku elektrycznego. Uktad biokoloidalny wchodzi w reakcje z otoczeniem
np. jonami metali. Nikta nadal jest wiedza dotyczaca wiasciwosci powierzchniowych
biokoloidéw oraz proceséw sorpcji zachodzgcych na ich powierzchni.

Autorka skupita sie na ocenie powierzchniowego tadunku elektrycznego stosujac
nowoczesng technike elektroforetycznego rozpraszania swiatta ELS, pozwalajgcg na szybkie
oszacowanie potencjatu zeta komérek drozdzy, w zaleznosci od pH, czy tez nanoczgsteczek
srebra.

Przygladajgc sie blizej procesom biosorpcji Autorka zainteresowata sie mykotoksynag
zearalenon, wykazujgc, iz mechanizm tego zjawiska jest inny u réznych gatunkow bakterii
kwasu mlekowego. Dodatkowo na efektywnos¢ procesu wptywajg warunki hodowli oraz
proces liofilizacji. Sam proces biosorpcji zwigzku zmienia metabolizm komérek bakteryjnych,
co prowadzi w konsekwencji do zmiany zaréwno ekspresji biatek, jak i emisji zwigzkdw lotnych,
co okreslono stosujgc techniki HS-SPME/GC-MS. Doktorantka wykazata po raz pierwszy wysoki
potencjat bakterii kwasu mlekowego do neutralizacji badanej mykotoksyny.

Celem zrozumienia mechanizmdéw biosorpcji Doktorantka ocenita wptyw parametréw
takich jak temperatura czy pH na proces biosorpcji ampicyliny i tetracykliny przez biologicznie
syntetyzowane nanoczgsteczki srebra. Wykazata tez, iz oba antybiotyki biosorbujg sie
z innym mechanizmem na powierzchni tego samego biokoloidu, jednak mechanizm ten jest
zblizony dla tego samego antybiotyku sorbowanego na rdznych biologiczne syntetyzowanych
nanoczasteczkach (bakterie kwasu mlekowego i promieniowce). Funkcjonalizacja powierzchni
biokoloidu nie wptywata negatywnie na jego stabilnos$¢, w niektérych przypadkach wzmagato
to natomiast aktywnos¢ przeciwbakteryjng nanoczasteczek.

Celem wyjasnienia natury sorpcji zearalenu przez zywe komarki bakterii probiotycznych
oraz antybiotykdw na powierzchni biologicznie zsyntetyzowanych nanoczgsteczek srebra,
Doktorantka zastosowata takze modele kinetyczne oraz okredlita izotermy adsorpcji. Dane
otrzymane po zastosowaniu modeli klasycznych zestawita nastepnie z wynikami uzyskanymi
po zastosowaniu spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR). Dzieki temu
po raz pierwszy scharakteryzowata Ona powierzchniowe grupy funkcyjne mikroorganizmow
wigzacych zearalenon oraz charakter tego wigzania. Opisata takie charakter wigzania
pomiedzy wapniem a powierzchnig komodrek droidiy Saccharomyces cerevisiae oraz
mechanizm wigzania ampicyliny i tetracykliny z powierzchnig bionanoczasteczek srebra.
Monitorowanie proceséw biosorpcji wspomagane byto takze poprzez zastosowanie technik
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dynamicznego rozpraszania $wiatfa, mikroskopii fluorescencyjnej czy MALDI-TOF-MS. Ta
ostatnia technika pozwolita na sledzenie zmian profiléw biatkowych bakterii na skutek
biosorpcji.

Doktorantka wykazata takze, iz technika MALDI-TOF-MS zastosowana byé moze do
identyfikacji mikroorganizméw, jako metoda alternatywna dla biologii molekularnej
w diagnostyce laboratoryjnej. Poszukujgc kolejnych rozwigzan pozwalajgcych pokonaé
ograniczenia takie jak np. koniecznos¢ wysokiego stezenia komérek w probce do analizy
Doktorantka opracowata sposéb zatezania probki za pomoca sferowej elektroforezy kapilarnej
dla mikroorganizmow o powierzchniach zmodyfikowanych za pomoca dwuwartosciowych
jonéw metali. Zaproponowata w ten sposéb nowg metode przygotowywania prébki
mikrobiologicznej (zageszczania) przed analiza MALDI. Po raz pierwszy wyjasnita tez
zachodzacy mechanizm agregacji komdrek pod wptywem wspomnianych jondw wapnia.

Podkreslic nalezy znakomity warsztat badawczy Doktorantki. Bez watpienia jest Ona
specjalistkg w zastosowaniu nowoczesnych metod instrumentalnych jak MALDI-TOF-MS,
dyfrakcja laserowa, GC-MS, FT-IR, sferowa elektroforeza kapilarna i inne.

Temat pracy podjety przez Doktorantke uwazam za niezwykle ciekawy oraz wainy.
Znakomicie wpasuje sie on w aktualne trendy. Doktorantka po doktadnym przestudiowaniu
literatury wykazata braki w istniejagcym stanie wiedzy, postawita odpowiednie pytania
naukowe, zdefiniowata problem badawczy, a nastepnie zaplanowata eksperymenty majace na
celu uzupetnienie tychze luk.

Praca doktorska ma uktad typowy dla tego rodzaju opracowan. Krétkie wprowadzenie
nakresla nam podjete problemy badawcze, ktére nastepnie szerzej opisane sg na 21-stronach
opracowania. Doktorantka charakteryzuje biokolidy, opisuje procesy biosorpcji, sposoby
identyfikacji mikroorganizméw oraz sposoby badania mechanizméw bisorpcji. Kazdorazowo
przedstawiony mamy dokfadny stan literaturowy, nakreslone problemy badawcze oraz
przedyskutowane krétko wyniki wtasne. Ta cze$¢ pracy zwiericzona jest spisem literatury.
Pidmiennictwo jest dobrane odpowiednio i liczy 144 pozycie, w przewazajgcej czesci
pochodzace z ostatnich lat. Jest to gtéwnie literatura fachowa, anglojezyczna, publikowana
w znanych, liczacych sie czasopismach. Dobér literatury uwazam za niezwykle trafny, a jej
wykorzystanie w pracy, zarowno we wstepie, jak i w omoéwieniu wynikéw, $wiadczy
0 umiejgtnosci korzystania z zasobéw pismiennictwa naukowego oraz o dobrym tematycznym
rozeznaniu.

Na dwoch kolejnych stronach Doktorantka charakteryzuje jasno i szczegdtowo cel
badawczy pracy oraz podjete badania stuigce jego realizacji. Autorka dofgcza tez
podsumowanie oraz krétkie wnioski koricowe. Do pracy dofgczony jest wykaz skrétéw oraz
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa przygotowana jest z niezwykia
starannoscig, napisana jest precyzyjnym, przystepnym jezykiem. Wszystko razem stanowi
spojng catosc.




Po analizie dotaczonych odwiadczen stwierdzi¢ moge, iz udziat Doktorantki w powstawaniu
prac jest wiodgcy. Kazdorazowo brata udziat we wspotpracowaniu koncepcji i planu pracy,
zaangazowana byta w kaidy z etapdw eksperymentéw, samodzielnie wykonata wiekszo$é
badan.

Podkresli¢ nalezy, iz na realizacje czesci badan bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy
doktorskiej Doktorantka pozyskata finansowanie Narodowego Centrum Nauki w ramach
grantu Preludium 2017/25/N/ST4/01079 oraz Etiuda 2019/32/T/5T4/0019. Dodatkowo czeéé
funduszy pochodzita z projektéw NCN Maestro 2014/14/A/ST4/00641 i Opus
2016/21/B/ST4/0213 oraz projektu NCBIR Biostrateg 2. Prace badawcze wspomagane byty
takze finansowaniem wewnetrznym w ramach grantéw wydziatowych. Dwa pierwsze projekty
sy projektami wtasnymi, w ktérych Doktorantka jest kierownikiem. To réwniez swiadczy
o bardzo dobrym doborze tematyki badawczej oraz wysokiej pozycji mtodego naukowca, co
zaskutkowato uznaniem ekspertéw i przyznaniem srodkéw finansowych.

Poszczegdlne publikacje przeszly juz proces recenzji przed ich przyjeciem do druku. Po
lekturze rozprawy, jak i analizie wspomnianych prac nasuwa sie kilka pytan.

- Doktorantka wybrata dwa antybiotyki ampicyline oraz tetracykline — antybiotyki -
o réznym mechanizmie dziatania. Wykazata, iz inacze] sorbuja sie one na powierzchni
nanoczasteczek srebra. W przypadku ampicyliny proces zaréwno sorpgji jak i dyfuzji przebiegat
zdecydowanie gwattowniej i efektywniej. Stosujgc technike MALDI-TOF-MS Doktorantka
wykazata tez réznice w mechanizmie dziatania przeciwbakteryjnego nanoczasteczek przed i po
funkcjonalizacji. Dlaczego te dwa leki zostaty wybrane, czy Doktorantka brata pod uwage ich
parametry fizykochemiczne i farmakokinetyczne, czy tez sugerowata sie tym, iz s to jedne ze
standardowych antybiotykéw. Czy Doktorantka brata pod uwage takze antybiotyki o innym
mechanizmie dziatania np. fluorochinolony.

- Funkcjonalizacja nanoczasteczek srebra wybranymi antybiotykami nie wzmogta sity ich
dziatania wobec testowanych szczepéw bakterii. Czy Doktorantka rozwazata przebadanie
bakterii antybiotykoopornych? Wiadomym jest, iz nanoczasteczki mogg pomdc w przetamaniu
opornosci na badany lek.

- Doktorantka wykazata potencjat jednego ze szczepédw bakterii kwasu mlekowego do
neutralizacji badanej mykotoskyny. Jaki jest realny potencjat aplikacyjny?

- Mykotoksyny same w sobie s niezwykle ciekawym tematem, ale tez i bardzo istotnym
z punktu widzenia zagrozeri jakie powodujg. Doktorantka do badan wybrata zearalenon. Czy
rozwazane byly inne, bardzo popularne mykotoksyny jak np. aflatoksyny, syntezowane przez
grzyby z rodzaju Aspergillus posiadajgce dziatanie rakotwércze, czy tez ochratoksyny?

Podsumowujgc stwierdzam, ze cele pracy zostaty zrealizowane, a osiagniete oryginalne
wyniki majg charakter poznaweczy i stanowig istotny wktad w rozwéj dziedziny. Badania wtasne
Doktorantka zaplanowata dobrze i konsekwentnie zrealizowata. O duzej wartosci wykonanych
badan $wiadczy opublikowanie wynikéw w postaci dobrej jakosci artykutéw w renomowanych

4




czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania, o czym wspomniatam na wstepie
recenzji. Podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione
i niezwykle wazne z punktu widzenia metodologicznego i aplikacyjnego. Zaprezentowany cykl
osmiu prac niesie w sobie ogromny potencjat aplikacyjny, jest spdjny i bez watpienia
porownany byé moze do nadsytanych do oceny cykli habilitacyjnych. Z cata pewnoscia jednak
na poziomie pracy doktorskiej dorobek naukowy mgr Rogowskiej jest wyjatkowy i znacznie
przekracza powszechnie akceptowane normy.

Whioski korficowe

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi formalne i merytoryczne
stawiane w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym. Na tej podstawie wnioskuje
do Rady Dyscypliny Wydziatu Chemii UMK w Toruniu o przyjecie niniejszej rozprawy
i dopuszczenie mgr Agnieszki Rogowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie ze wzgledu na wysoka warto$¢ uzyskanych wynikéw wnosze o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.

Prof. dr hab. Krystyna Skalicka-WoZniak




