POLITECHNIKA POZNANSKA

WYDZIAL TECHNOLOGII CHEMICZNEJ

dr hab. inz. Ewa Kaczorek, prof. nadzw.

ul. Berdychowo 4, 60-965 Poznan, tel. +48 61 665 3649, fax +48 61 665 3649
e-mail: office_tce@put.poznan.pl, www.put.poznan.pl

Poznan, dn. 29.03.2019 .

RECENZJA
Rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Adriana Augustyniaka
pt. ..,Wplyw nanomaterialow na bakterie srodowiskowe o potencjalnym znaczeniu

biotechnologicznym”

Recenzowana praca wykonana zostala na Wydziale Biotechnologii 1 Hodowli
Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie, w Katedrze
Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej, pod kierunkiem Pana dr. hab. inz. Pawta

Nawrotka oraz dr. inz. Krzysztofa Cendrowskiego, jako promotora pomocniczego.

Podstawg wydania opinii jest pismo dr. hab. inz. Arkadiusza Pietruszki - Dziekana
Wydzialu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie z dnia 5 marca 2019 r. (L.Dz. WBiHZ/31/2019).

Nanotechnologia nalezy do jednych z najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin nauki.
Nieustannie poszukuje si¢ nowych rozwigzan, nie tylko w zakresie syntezy nanomateriatow,
ale takze modyfikacji ich powierzchni, co stwarza mozliwosci ich szerokiego zastosowania
w roéznych dziedzinach zZycia: medycynie, budownictwie, przemysle farmaceutycznym
1 kosmetycznym, czy nowoczesnym rolnictwie. Tak szerokie ich wykorzystanie stwarza
niestety ryzyko ich niekontrolowanego przedostania si¢ do srodowiska naturalnego. Stad
kwestie zwigzane z bezpieczenstwem ich stosowania, ze wzgledu na potencjalne
oddziatywanie zarowno na rosliny i zwierzgta, jak i na mikroorganizmy wystepujgce
w Srodowisku, s3 wazne i nie powinny by¢ zaniedbywane. Brak wyczerpujacych danych
dotyczacych  oddzialywania  nanokompozytow na  mikroorganizmy  wystepujace
w $rodowisku, zaréwno w kontekscie ich toksycznos$ci, czy wplywu na modyfikacje
metabolizmu komoérkowego powoduje, ze prowadzenie w tym zakresie prac badawczych jest

niezmiernie istotne.



W nurt tych badan doskonale wpisuje si¢ tematyka rozprawy doktorskiej Pana mgr.
inz. Adriana Augustyniaka dotyczaca okreslenia wplywu wybranych nanomateriatlow
weglowych i krzemionkowych, niemodyfikowanych i modyfikowanych metalami lub
ditlenkiem tytanu(IV) na wybrane parametry zyciowe mikroorganizmow z rodzaju
Streptomyces i Pseudomonas. Dlatego uwazam, ze podjety przez Doktoranta temat badawczy
jest wazny i przydatny pod wzgledem poznawezym. Autor w swoich badaniach skupit si¢
W szczegllnosci nad okresleniem wplywu nanostruktur na zywotnos¢ 1 aktywno$é
metaboliczng mikroorganizméw oraz interakcje migdzygatunkowe. Waznym aspektem
prowadzonych badafn bylo takze zbadanie oddzialywan testowanych nanomaterialtéw na
wybrane cechy uzytkowe bakterii. Cel pracy zostat poprawnie sformutowany
a zaproponowana hipoteza badawcza zakladala nie tylko weryfikacje sposobu oddziatywania
nanomaterialbw na komorki mikroorganizméw i zmian antagonizmu wobec innych

drobnoustrojéw, ale takze ich stymulacje do wytwarzania metabolitow wtérnych.

Struktura oraz tre$é rozprawy doktorskiej

Przedlozona do recenzji praca liczy 230 stron, a uzyskane wyniki badan
zaprezentowane zostaly na 52 rycinach. Z przegladu literatury, ktory obejmuje 18 stron
wyplywa jasno sprecyzowany cel pracy z wyszczegllnieniem obszernego zakresu podjetych
prac badawczych, jak réwniez sformulowane przez Autora hipotezy badawcze. Opisy
materialow wykorzystywanych w badaniach oraz zastosowane metody badawcze zajmujg 14
stron. Na kolejnych 89 stronach Autor omawia uzyskane wyniki badan i przeprowadza
merytoryczng dyskusje ktéra obejmuje az 42 strony. W dalszej czgsci znajduja sie:
podsumowanie i wnioski, spis rycin i tabel oraz dorobek naukowy. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje bardzo bogata literatura wykorzystana do przygotowania pracy - 337
pozycji. Zdecydowana wiekszo$¢ artykulow to publikacje obcojezyczne (tylko 10 pozyciji
polskoje¢zycznych), pochodzace z renomowanych czasopism i wydawnictw zagranicznych.

Czes¢ literaturowa dobrze wprowadza w zagadnienia dotyczace realizowanej pracy
badawczej. W tej czgsci Pan mgr inz. Adrian Augustyniak w sposob syntetyczny przedstawit
zalozenia nanotechnologii, mozliwosci jej zastosowah w nowoczesnym rolnictwie,
mikrobiologii 1 biotechnologii. Ponadto praca zawiera omoOwienie potencjalnych
konsekwencji przedostawania si¢ nanomaterialéw do $rodowiska naturalnego oraz
przedstawia charakterystyke mikroorganizméw z rodzaju Streptomyces i Pseudomonas, ktére
zostaly wykorzystane w pracy jako modele do oceny oddzialywan nanomateriatéw. Za bardzo

interesujgcy uwazam opis dotyczacy mechanizméw pozwalajgcych drobnoustrojom na



adaptacje  komoérek  do  $rodowiska zawierajgcego  nanomaterialy,  metale
1 metaliczne nanoczastki. W tej czgdei pracy zabraklo mi jednak opisu nanomateriatéw, jak
réwniez nanomaterialtéw poddanych funkcjonalizacji w celu nadania im nowych wlasciwosci.
Nie mniej jednak ten fragment dysertacji wskazuje na dobre przygotowanie teoretyczne
Doktoranta do prowadzonych badan eksperymentalnych.

Czgs¢ badawcza dysertacji prezentuje materiaty, ktére zostaly wykorzystane do badan.
Autor wykorzystal 5 szczepéw z rodzaju Pseudomonas i 5 szczepow z rodzaju Streptomyces.
Szczepy te, poza dwoma referencyjnymi pochodzacymi z kolekeji ATCC, zostaly
wytypowane z kolekcji Katedry Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej. Ponadto
zostata przedstawiona charakterystyka nanomaterialow i sposob ich przygotowania. Nastepnie
zamieszczony zostal opis metod badawczych niezbgdnych do realizacji zalozonych celow.
Autor w wyczerpujacy sposéb przedstawil metody pozwalajace na dokonanie oceny
morfologii i zywotnosci komorek. Do oceny wptywu nanomaterialéw na populacje badanych
mikroorganizméw wykorzystana zostala miedzy innymi cytometria przeptywowa. Autor
przeprowadzit takze testy toksycznosci ostrej i chronicznej, badanie wplywu nanomateriatow
na wytwarzanie barwnikéw i surfaktantow, ewaluacje wplywu nanomateriatéw na zdolnogé
do tworzenia biofilmu, oceng antagonizmu szczepow  Streptomyces stymulowanych
nanomaterialami oraz analizy chromatograficzne.

Najobszerniejsza cz¢s¢ rozprawy stanowi opis wynikéw badan, bogato zilustrowany
rycinami. Bardzo duza liczba uzyskanych wynikéw $wiadezy o duzym zaangazowaniu
Doktoranta w prace do§wiadczalne. Ponadto, co jest bardzo istotne, Doktorant wyniki swoich
badan ocenit statystycznie poprzez analiz¢ wariancji (ANOVA) oraz zweryfikowatl je
W testach post-hoc. Rozdzial ten, pomimo bardzo duzej ilosci wynikéw jest napisany
przejrzyscie i pokazuje kompleksowe podejscie do zagadniefi oddzialywania nanomateriatéw
na komérki mikroorganizméw.

W mojej ocenie na szczegdlne wyrdznienie zastuguje przeprowadzona w kolejnym
rozdziale dyskusja. Stanowi ona oceng uzyskanych wynikéw badah na tle doniesier
literaturowych z ostatnich lat. Czgs¢ ta wskazuje na bardzo dobrg znajomos¢ literatury
przedmiotu i umiejgtnosé analizy uzyskanych wynikow badan, co $wiadezy o duzej
dojrzatosci naukowej Doktoranta.

W' ostatnim rozdziale pracy Autor przedstawit podsumowanie najwazniejszych

osiggni¢¢ pracy i sformutowal wnioski koncowe.



Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy doktorskiej Pana mgr. inz. Adriana Augustyniaka

zaliczam:

1. Analiz¢ wplywu testowanych nanomaterialdéw, w zaleznosci od ich stezenia oraz
funkcjonalizacji, na morfologie, kinetyke wzrostu, zywotnos¢, czy aktywnos¢ biochemiczna

testowanych mikroorganizméw z rodzaju Pseudomonas i Streptomyces.

2. Wykazanie potencjalnych skutkéw stosowania/uwalniania nanomateriatéw w érodowisku
rolniczym, ktére moze przyczynié si¢ do wzrostu wirulencji niektérych bakterii, a takze
prowadzi¢ do wytwarzania metabolitow wtornych, ktére mogg wplywaé na funkcjonowanie

mikrobiologicznych biocenoz srodowiskowych.

3. Zobrazowanie wplywu nanomateriatéw na formowanie biofilmu. Autor wykazat migdzy
innymi, 7e niefunkcjonalizowane nanomaterialy weglowe mogg przyczynia¢ sie do
zwigkszenia zdolnosci biofilmowania. Natomiast obecnosé nanoczgstek metali i tlenkow

metali moze wplywac niekorzystnie na biofilm, prowadzac do ostabienia jego zywotnosci.

4. Wykazanie wplywu nanomoaterialow i ich funkcjonalizacji nanoczastkami metali lub
ditlenkiem tytanu na stymulacj¢ wytwarzania barwnikéw przez mikroorganizmy z rodzaju

Pseudomonas i Streptomyces.

5. Okredlenie wplywu nanomaterialdow na oddziatywania antagonistyczne szczepow
Streptomyces spp. z drobnoustrojami referencyjnymi: Escherichia coli K-12 (C600),

Staphylococcus aureus ATCC oraz Candida albicans.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki badan dostarczaja cennych informacji dotyczacych
oddziatywania nanomateriatlow na komérki mikroorganizméw, ktore niewatpliwie sg przydatne
pod wzgledem poznawczym. Ponadto moga przyczyni¢ si¢ do stworzenia rozwigzan
zwigkszajacych efektywno$é pozyskiwania metabolitow wtornych z bakterii o wysokim
potencjale biotechnologicznym, majacych zastosowanie w przemysle, nowoczesnym rolnictwie

1 weterynarii.

W trakcie realizacji rozprawy doktorskiej Pan mgr inz. Adrian Augustyniak
przeprowadzit liczne prace eksperymentalne, co swiadczy o duzym zaangazowaniu,
pracowitosci i umiejetnosci organizacji warsztatu badawczego. Wartosé naukowg pracy
potwierdza bogaty dorobek naukowy Doktoranta. Jest on migdzy innymi wspélautorem 8
publikacji z listy filadelfijskiej w takich czasopismach jak: Water Air and Soil Pollution,
Nanomaterials, Microbial Pathogenesis, czy Applied Soil Ecology o tacznym wspétczynniku

oddzialywania Impact Factor 14,185, 3 zgloszen patentowych oraz 7 rozdzialow
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w wydawnictwach pokonferencyjnych. Nalezy podkresli¢ takze duza aktywno$¢ Doktoranta
na konferencjach naukowych o zasiegu krajowym i migdzynarodowym, gdzie wielokrotnie
prezentowal wyniki swoich badan. Mgr inz. Adrian Augustyniak bral udzial w czterech
projektach badawczych w charakterze wykonawey i glownego wykonawcy. Ponadto odbyt
cztery staze, w tym 3 miesigczny staz w Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Rennes we

Francji i 12 miesigczny staz w Technische Universitit Berlin w Niemczech.

Ze wzgledu na to, ze pojawily sie pewne niescistosci, mam kilka uwag i pytaf w celu

doprecyzowania niektérych fragmentow pracy:

1. W metodyce badan Doktorant napisal, ze "Wykorzystane w badaniach szczepy z rodzaju
Pseudomonas zostaly wyselekcjonowane na podstawie wystgpowania uzytecznych cech,
swiadczacych o przydatnosci tych bakterii do celéw biotechnologicznych zwigzanych
z rolnictwem". W zwigzku z tym, ze jednym ze szezepow uzytych w eksperymentach byt szczep
oportunistyczny, Pseudomonas aeruginosa, dlatego prositabym o wyjaénienie celowosci jego

wykorzystania w badaniach.

2. Mikroorganizmy z rodzaju Pseudomonas, wykorzystywane w eksperymentach, pochodzity
z hodowli nocnej lub catonocnej, stad moje pytanie, czy dlugosé hodowli byla

standaryzowana?

3. W punkcie 4.3.7.2. str. 39 Doktorant przedstawit opis metody wykorzystanej do oceny
wytwarzania przez mikroorganizmy surfaktantow. W badaniach wykorzystano metodg
upadajgcej kropli, ktéra dostarcza bardzo orientacyjnych wynikéw. Dobrze byloby
przeprowadzi¢ testy weryfikujace, takie jak: test emulsyfikacji, hemolizy, czy pomiar napiecia

powierzchniowego ptynu pohodowlanego.

4. Czy przed przystapieniem do badan dotyczgcych wptywu nanomateriatéw na wytwarzanie
przez testowane szczepy surfaktantéw, szczepy te zostaly przebadane pod katem zdolnosci do

ich wytwarzania?

5. W punkcie 4.3.9.1. Doktorant napisal, ze wykorzystat zmodyfikowany wedtug wlasnego

pomystu test fenotypowy, prosze o uzupelnienie co byto przedmiotem tej modyfikac;ji?

6. Zdjgcia zamieszczone w dysertacji, zwlaszcza ryc. 215 sg slabej rozdzielczosci, dlatego
trudne sg do odczytu i interpretacji. W przypadku wykonywania zdj¢¢ nalezatoby zapewni¢

powtarzalne parametry, takie jak kat padania $wiatla, czas nagwietlania itp.



7. Cennym uzupetnieniem pracy bytaby z calg pewnoscig analiza widm masowych pltynow
pohodowlanych, pozwalajaca na okreslenie zwigzkéw produkowanych przez mikroorganizmy
z rodzaju Streptomyces po kontakcie z nanomateriatami. Doktorant podjat probe takich analiz,
jakkolwiek nie uzyskat jednoznacznych wynikéw. Dlatego uwazam, ze ten kierunek badan

powinien by¢ kontynuowany, gdyz stwarza mozliwosci uzyskania obiecujgcych wynikow.

Przedstawione powyzej pytania i uwagi majg charakter dyskusyjny i nie obnizaja mojej

wysokiej oceny pracy doktorskiej.

Reasumujac, cel pracy zostal osiggniety, a Autor wykazal, ze charakteryzuje sie
duzymi zdolnosciami eksperymentatorskimi. Zrealizowana praca wymagata od Pana mgr. inz.
Adriana Augustyniaka nie tylko znacznej wiedzy zwigzanej z realizowana tematyka
badawcza, pozwalajaca na wlasciwe dobranie metod badawczych w celu realizacji
zamierzonego celu, ale takze zrealizowania bardzo duzej liczby eksperymentéw. Dyplomant
we wlasciwy sposob przeprowadzit interpretacj¢ uzyskanych wynikow badan wraz

z merytoryczng, dojrzalg dyskusjg naukowa.

Praca zawiera bogaty i oryginalny materiat badawczy przedstawiony w logiczny
sposOb. Ponadto praca doktorska napisana jest niezmiernie starannie, zauwazytam jedynie

nieliczne usterki edytorskie i stylistyczne.
WNIOSKI KONCOWE

Na podstawie oceny rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Adriana Augustyniaka nt.
~Wpbyw  nanomaterialéw na  bakterie  $rodowiskowe o potencjalnym  znaczeniu
biotechnologicznym” stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wymagania
stawiane pracom doktorskim okreslonym w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst
jedn. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789), zgodnie z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz.
1669) 1 wnioskuj¢ o przyjecie pracy i dopuszczenie przez Wysoka Rade Wydziatu
Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie Pana mgr. inz. Adriana Augustyniaka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage wartos¢ naukowa, szeroki zakres badan,
swiadczacy o duzej samodzielnosci naukowe;j i badawczej Autora oraz znaczenie poznawcze

1 praktyczne uzyskanych wynikéw badan wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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