Streszczenie

W niniejszej rozprawie doktorskiej zbadane zostaly mechanizmy oraz zdolnodci sorpcyjne
uktadéw biokoloidalnych takich jak komdrki zywych mikroorganizméw i biologicziie syntezowane
nanoczastki srebra. Prace nad opisem proceséw sorpcyjnych zachodzacych na powierzchni blokolmd‘?w
prowadzone byly na tzech plaszczyznach. Pierwsza z nich stanowilo opracowanie metody
przygotowania probki mikrobiologicznej poprzez zastosowanie modyfikacji powierzchni dzikich
szczepéw -drobneustrojéw jonami metali dwuwarto$ciowych do ich. dalszej szybkiej i dokladﬁej'
identyfikacji. Kolejnym aspektem prowadzonych badai' byla identyfikacja mechanizméw
uczesniczacych w procesie neutralizacji mykotoksy — zearalenone (ZEA). Ostatnia podjgtqwrozprawle_
kwestia bylo zbadanie mechanizméw wigzania antybiotykéw na powierzchni bmloglczme
syntezowanych.nanoczastek srebra, a nastepnie.ocena.ich wlasciwosci antybakteryjnych

Wstepny etap badan polegat na opracowaniu metody izolacji i identyfikaciji mlkroorganlzmow 7
wykorzystaniem metod biologii molekulamej oraz techniki spektrometrycznej. Nastepnie dokonano
opisu wlasciwosci powierzchniowych testowanych biokoloidéw poprzez. identyfikacje ich %adunkaw'
powierzchniowych w réznych warunkach pH oraz aktywnych powierzchniowych grup funkcyjnych z
wykorzystaniem technik spektroskopowych i potencjometrycznych. Znajomosé: powierzchniowych grup
funkcyjnych i Jadunkéw badanych indywiduéw pozwolita na dobér odpowiednich warunkéw do
przeprowadzenia dalszych eksperymentéw. W kolejnym etapie dokonano opisu natury procesit
biosorp¢ji z. wykorzystaniem klasycznych badan. kinetycznych. Otrzymane dane eksperymenta]he-
skonfrontowano z wybranymi modelami teoretycznymi takimi jak model kinetyki Zerowego, pseudo-
pierwszego i pseudo-dmgiego rzedu, a takie modelem wewnatrzczasteczkowej dyfuzji Webera-M()msa
W. pizypadku oceny natury biosorpcji zearalenone przez komérki mikroorganizméw dowiedziono, Ze
proces ten jest $cisle zaleZny od zastosowanego szczepu, a takze warunkéw jego hodowli. Mechamzmy
uczestniczace w tym procesie obejmowaly zaleznie od gatunku powierzchniowg adsorpcje, transport
toksyny do wnetrza komérki i tam péZniejsza jej akumulaqe oraz.metabolizm' do zredukowanych form
ZEA. Z kolei badania nad sorpcja antybiotykéw przez bioclogicznie syntezowane nanoczgstki srebra
wykazaly, ze jest to proces zlozony, a jego przebleg jest zalezny od siruktury chemicznej zastosowanego
antybiotyku. Zasadniczy etap pracy stanowito porownanie danych otrzymanych za pomocq klasycznyph
modeli- sorpeji z danymi uzyskanymi z wykorzystaniem technik mstrumentalnych Takie podejsme.
pozwolito na otrzymanie lepszego wgladu w ‘zjawiska zachodzace na_ granicy faz. Technika
spektroskopil w podczerwieni z transformacja Fouriera pozwolila na 1dentyf1kacm powmrzchmowych
grup furkeyjnych biokoloidéw. uczestniczacych w procesie. Mozna stwierdzi¢, iz w przypadku SOIpEji
jondw- wapnia ‘przez komdrki drozdzy gléwny udziat ‘maja grupy fosforanowe, karboksylowe i
aminowe. W wigzanin ZEA przez probiotyczne komérki bakterii  dominujacy role peh]lq_
zdeprotonowane grupy karboksylowe. Natomiast za wiazanie antybiotykéw na powxerzchm
biologicznie syntezowanych nanoczastek srebra odpowiedzialne s aktywne grupy funkcyjne

aminokwaséw, ktére buduja ich Zewngtrzny: plaszcz organiczny: Badania potencjalu zeta pozwolily na
okreslenie wplywu' procesu sorpcji na stabilno$¢ badanych biokoloidéw, a zastosowanie techniki

dynam1cznego rozpraszania §wiatla nmozliwilo okreglenie zmian w rozldadzie ich’ hydrodynamlcznego
rozmiaru, Zastosowanie spektrometrii mas z laserowa jonizacja prébki wspomagana matxycq<.
tandemowym analizatorem czasu przelotu (MALDI TOF-TOF MS) ujawnilo zmiany na poziomiie
molekularnym zachodzgce w wyniku biosorpeji. Z kolei mikroskopia fluoreseencyjna urnozhmla
okreslenie ‘wplywu sorpcji zearalenonu na zywotnos¢ mikroorganizméw w trakcie procesu oraz
obserwacje agregacji komorek drozdzy pod wplywem jonéw wapnia w réznych warunkach pH. ’
Finalnie powierzchniowa modyfikacja komérek drozdzy jonami wapnia w cidle okresl‘_o_ny?_:h
warunkach pozwolila na. ich efektywna -separacje elektroforetyczng. Znajomos¢ efekitywnosci: i
rhechanizmdéw uczestniczacych w sorpcji zearalenonu -przez komérki mikroorganizméw umozliwita
selekcje odpowiednich szczepéw i warunkéw ich hodowli w celu zastosowania ich liofilizatow Jako
sktadnikéw- bezpieczhych neutralizatoréw tej toksyny z pasz i sufowcow spozywcezych. Natomidst
otrzymane nanoczastki z zaadsorbowana na powietzchni warstwa antybiotykow zostaty przetestowane
pod katem mechanizméw: zaangazowanych w ich antybakteryjne wiasciwosci.

ﬁwtszkn \%o?o

JLOS 2020

%
E
?
{




Abstract

In presented doctoral dissertation, the sorption mechanisms and abilities of biocolloids
systems such as cells of living microorganisms and biologically synthesized silver nanoparticles
were examined. Research on the. description of sorption processes ‘occurring on the surface of
biecolloids “were performed on three planes. The first one was to developed the method for
microbiological sample preparation by surface modification of wild microorganisms. strains with
divalent metal ions for their further rapid and accurate identification. Another aspect.of the research
was the identification of mechanisms involved in the process of mycotoxin - zearalenone (ZEA)
neutralization. The last issue raised in the dissertation was to examine the mechanisms of antibiotics.
binding on the surface of biologically synthesized silver nanoparticles; and then evaluation their
antibacterial properties. -

The initial stage of research was to develop a -method for microorganisms isolation and
identification using molecular biology methods. and spectrometric techniques. Then, the surface
properties of the tested biocolloids were described by identification of their surface charges under
various pH conditions and active surface functional groups by spectroscopic and potentiometric
techniques. Knowledge of surface functional groups and charges of the examined individuals
allowed for selection of appropriate conditions for the further experiments. In the next stage, the:
nature of the biosorption process was described using -classical kinetic studies. The -obtained
experimental data were confronted with selécted theoretical madels such as the zero, pseudo-first
and pseudo-second order kinetics models, as well as the Weber-Morris intraparticle diffusion model.
I the case of exarnination the nature of zearalenone biosorption by microorganism cells; it was
proved that this process is strictly dependent on the used strain, as well as the conditions of its
culturing. Depending on the speciés, the mechanisms involved in this process included surface
adsorption, transport of the toxin into the cell and then its intracellular accumulation, as well' as
metabolism to reduced ZEA forms. In turn, research on the sorption of antibiotics by biologically
synthesized silver nanoparticles has shown that it is a complex process and its behavior depends. on
the chemical ‘structure of the used antibiotic. The main stage of work was the comparison of data
obtained using classical sorption models with data .obtained using instrumental techniques, This:
approach allowed for better: insight into the phenomena occurring at the interface. The infrared
spectroscopy with Fourier transformation technique has allowed the identification of surface
functional groups of biocolloids participating in the process. It can be stated that the phosphate,
carboxyl and amino groups have-the main share in the calcium ions sorption by yeast cells. In turn,
deprotonated -carboxyl groups play a dominant role in ZEA binding by probiotic bacterial cells. In

contrast, active amine ac¢id functional groups that build ocuter _organic coat of blologlcglly.
syrithesized silver nariopatticles afe response for antibiotics binding on the nanoparticles surface..
Zeta potential measurements allowed.to determine the impact of the sorption process on the stability
of the tested biocolloids, and the application. of dynamic light scattering techniques allowed for
determination of changes in the distribution of their hydrodynamic size. The use of mamix assisted
laser desorption/ionization time-of- flight mass spectrometry (MALDI TOF-TOF MS) revealed
changes resulting from biosorption at the molecnlar level. In turn, fluorescence microscopy, made it
possible to determinie the effect of zearalenone sorption on the Vlablhty of microorganisms during
the process and to observe the aggregation of yeast cells under the influence of calcium ions at:
various pH conditions.

Finally, surface modification of yeast cells with calcium ions under specific conditions
allowed for their effective electrophoretic separation. Knowledge of the efficiency and mechanisms:
involved in the sorption of zeardlenone by the cells of microorganisms has enabled the selection of
appropriate strains and. the cenditions of their culturing in order to use their lyophilisates as
components of safe neutralizers of this toxin from feed and food raw materials; Whereas, the
obtained nanoparticles with a layer of antibiotics adsorbed on their surface were tested for

mechanisms involved in their antibacterial properties.
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