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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pana mgr inz. Jakuba Mikiciuka
pt.: Zastosowanie nanoczastek srebra w utrwalaniu zywnosci z uwzglednieniem ich potencjalnej
toksycznosci wobec mikroflory przewodu pokarmowego czlowieka w badaniach in vitro.

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr inz. Jakuba Mikiciuka zostala
przygotowana na Wydziale Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie pod kierunkiem dr hab. Arkadiusza Szterka, prof. Instytutu Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego w Warszawie.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana wedtug nowych zasad w formie 34-stronicowego
autoreferatu, obejmujgcego streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie w podjeta
tematyke, zatozenia i cele pracy, wybrane wyniki i ich dyskusje, podsumowanie, wnioski i bibliografie
oraz zestaw trzech opublikowanych prac, omawiajagcych temat rozprawy. Prace te sa spojne
tematycznie i zostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach z tzw. “listy filadelfijskiej”
(Journal of Food Processing and Preservation, Journal of Environmental Science and Health B, Digest
Journal of Nanomaterials and Biostructures). Zatem mozna uznaé, ze najbardziej istotna czesé
rozprawy zostala juz raz wstepnie zweryfikowana. Cato$¢ dopetniaja oswiadczenia wspdtautorow
publikacji, dotyczace wkladu pracy Doktoranta w powstaniu publikacji. Nie ma watpliwosci, ze
gtéwnym autorem koncepcji przedstawionych badan, wykonawca czesci eksperymentalnej, analizy i
dyskusji uzyskanych wynikéw oraz redakcji dwoch prac jest Doktorant (70%). Udziat w trzeciej pracy
jest mniejszy i wynosi 35 %.

Przedmiotem pracy bylo okreslenie mozliwosci zastosowania nanoczastek srebra w przemysle
spozywczym, z uwzglednieniem ich potencjalnej toksycznosci wzgledem mikroflory przewodu
pokarmowego cztowieka. Problem jest bardzo ciekawy zaréwno poznawczo, jak i z punktu widzenia
praktycznego wykorzystania uzyskanej wiedzy.

Doktorant postawit sobie trzy zasadnicze cele:

- okreslenie wrazliwosci wybranych drobnoustrojéw patogennych wobec nanoczastek srebra,
- okreslenie wplywu nanoczastek srebra na wzrost wybranych bakterii probiotycznych,

wyizolowanych z produktéw mlecznych,



- okreslenie potencjalnej toksycznosci nanoczastek srebra wobec wybranych, korzystnych bakterii
wyizolowanych z przewodu pokarmowego cztowieka.

Punktem wyjscia do badan byly niejednoznaczne wyniki, dotyczace zwiazku roéznych
fizykochemicznych cech nanoczastek srebra z ich efektywnoscia dziatania wobec szczepow
drobnoustrojow. Doktorant podjat zatem probe szczegotowej charakterystyki komercyjnie dostepnych
nanoczastek srebra w formie koloidalnej, zakupionych od czterech dostawcow. Postuzyt sie
zaawansowanymi metodami badawczymi, migdzy innymi transmisyjng mikroskopia elektronowsg
(TEM), skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), metoda dynamicznego rozproszenia Swiatla
(DLS) oraz spektroskopig dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (EDX), ktdore zostaty
dobrane w sposob adekwatny do postawionych celéw badan. Uzyskane wyniki potwierdzity obecnosé
nanoczastek srebra w badanych roztworach koloidalnych i wskazaty na obecnosé¢ innych
pierwiastkdw, pochodzacych z reagentow stosowanych podczas syntezy nanoczastek. Niestety, ani w
autoreferacie, ani w zadnej z publikacji nie znalaztam informacji na temat wynikow analizy
jakosciowej i ilosciowej poszczegolnych pierwiastkdw w badanych preparatach, chociaz zastosowana
metoda EDX umozliwia uzyskanie takich danych. Mapy rozktadu pierwiastkéw i widma masowe nie
sa zbyt informatywne i nie pozwalaja na okreslenie ewentualnych korelacji miedzy skladem
pierwiastkowym, a efektywnoscig dziatania nanoczastek na drobnoustroje. Brak wynikdow analizy
ilosciowej zastanawia tym bardziej, ze Doktorant przedstawia wyniki autoréw, wskazujace na istotny,
antybakteryjny wplyw innych pierwiastkdw, wspotwystepujacych ze srebrem. Kolejne badania
wykazaty, ze badane nanoczastki srebra miaty ksztatt zblizony do kulistego, a ich srednica
hydrodynamiczna wahata si¢ od 34 nm do 150 nm, w zaleznosci od producenta. Brakuje natomiast
informacji dotyczacej srednicy nominalnej badanych nanoczastek. Ta dosy¢ istotna informacja
powinna by¢ podana przez producentow, ktorzy nie zostali przedstawieni przez Doktoranta w
publikacjach i rozprawie. Wartosci potencjatu zeta wahaty si¢ od -22 mV do -29 mV, wskazujac na
tendencj¢ zawiesiny do stabilizacji. Potwierdzeniem stabilizacji byly niskie wartosci wskaznika
polidyspersyjnosci, wskazujace na monodyspersyjnos¢ zawiesiny. Natomiast w kolejnym zdaniu
Doktorant stwierdza, ze na podstawie badan z uzyciem SEM i TEM analizowany materiat byt
uktadem polidyspersyjnym. Czy zatem byt to uktad mono- czy polidyspersyjny ? Bytabym ostrozna
w formutowaniu stwierdzen o dyspersyjnosci ukfadu na podstawie analizy SEM i TEM, poniewaz
metodyka przygotowania preparatow do analiz mikroskopowych moze sprzyjac ich aglomeracji.

Kolejnym aspektem rozprawy bylo zbadanie wplywu nanoczastek srebra na wzrost trzech
wzorcowych szczepoéw patogennych: Escherichia coli, Enterococcus hirae i Candida albicans.
Doktorant zastosowat metode dyfuzyjno-krazkowa i metode rozcienczeniowg. Wyniki obydwu metod
wykazaly zahamowanie wzrostu badanych szczepdéw patogennych w obecnosci nanoczastek srebra.
Najbardziej wrazliwym okazat si¢ szczep Enterococcus hirae, a najbardziej opornym szczep Candida
albicans. Uzyskane wyniki wykazaty jednoczesnie, ze obserwowany efekt zalezal od rodzaju i
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wynikoéw jest dosy¢ uogdlnione, poniewaz zastosowane roztwory nanoczastek nie pozwalaty na
uwzglednienie cafego spektrum dawek/stezen nanoczastek w odniesieniu do wszystkich rodzajow
nanoczastek. Przyktadowo, porownanie wptywu roznych rodzajow nanoczastek na wzrost badanych
szczepow mozliwy byt jedynie dla stezenia 0,05 pg mL™ i dotyczyt trzech z czterech rodzajow
nanoczastek (S1.2, S.3 i S.4) oraz dla stezenia 0,25 pg mL™"' i dotyczyt dwéch z czterech rodzajow
nanoczastek (S1.1 i S.2). Podobnie, zbadanie zaleznosci dawka-efekt dla réznych rodzajow
nanoczastek mozliwe bylo jedynie dla 1 z czterech rodzajow nanoczastek (S.1, S.1.1. i S.1.2). Opis
tabel 2 i 3, w ktorych przedstawiono uzyskane wyniki jest dosy¢ ogolny, a stwierdzenie: roznymi
oznaczeniami literowymi zaznaczono roznice istotne statystycznie” nie pozwala na doktadng analizg
wynikow. Doktorant wspomina dalej o mozliwym wptywie rozmiaru nanoczastek i ich sktadu
pierwiastkowego na skuteczno$¢ hamowania wzrostu drobnoustrojow, ale ani w autoreferacie, ani w
publikacjach, nie znalaztam proby uwzglednienia tych parametréw w odniesieniu do zastosowanych
nanoczastek. Przeciez z analizy DLS wynika, ze zastosowane nanoczastki roznily si¢ istotnie
wielkoscia (od 34 nm do 150 nm). Podobna uwaga odnosi si¢ do sktadu pierwiastkowego.

Nastepnie,  wykorzystujac  analogicznie = metod¢  dyfuzyjno-krazkowa i  metodg
rozcienczeniows, Doktorant analizowat wptyw nanoczastek srebra na wzrost bakterii probiotycznych
Lactobacillus acidophilus LA-5, Bifidobacterium BB-12 i Sreptococcus thermophilus ST-Y31,
wyizolowanych z dostgpnych na rynku jogurtdw naturalnych. Uzyskane wyniki wykazaty, ze zarowno
rodzaj drobnoustroju i jego rozcienczenie, rodzaj nanoczastek srebra i ich st¢zenie miaty istotny
wplyw na wzrost bakterii. Na uzyskane wyniki niewatpliwie miata wplyw zastosowana metoda
badawcza. Wyniki uzyskane za pomoca metody dyfuzyjno-krazkowej wskazaty, ze wzrost
Sreptococcus thermophilus nie zostat w ogdle zahamowany. Natomiast wyniki uzyskane za pomoca
metody rozcienczeniowej wskazaty, ze wzrost Sreptococcus thermophilus zostal znaczgco
zahamowany w porownaniu do wzrostu Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium. Doktorant
stusznie thumaczy to wiekszym prawdopodobienstwem przemieszczania si¢ zarowno nanoczastek jak i
komorek bakteryjnych w ptynnym medium. Nie bez znaczenia jest zapewne rozna doktadnosc
zastosowanych metod. Szczegotowe wyniki zostaly przedstawione w tabelach 4 i 5, jednak podobnie
jak poprzednio, ich opis jest dosy¢ ogolny, zawierajacy stwierdzenie: “réznymi oznaczeniami
literowymi zaznaczono rdznice istotne statystycznie”.

W ostatniej czgsci pracy Doktorant analizowal wplyw nanoczastek srebra na przezywalnos¢
korzystnych bakterii Lactobacilus sp., Bifidobacterium sp. i Peptostreptococcus sp., wyizolowanych z
przewodu pokarmowego cztowieka. Podobnie jak w przypadku doswiadczen dotyczacych wplywu
nanoczastek srebra na przezywalnosé bakterii patogennych i probiotycznych, Doktorant stwierdzit, ze
zahamowanie wzrostu bakterii zalezy od rodzaju i stezenia nanoczastek oraz rodzaju drobnoustrojow.
Najbardziej opornym okazat si¢ ziarniak Peptostreptococcus, co Doktorant tlumaczy wielkoscia
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wnioskowanie o wptywie rodzaju i st¢zenia nanoczastek srebra na wzrost bakterii wyizolowanych z
przewodu pokarmowego jest, podobnie jak w przypadku poprzednich doswiadczen, dosy¢ uogolnione.

Gloéwna konkluzja rozprawy jest stwierdzenie, ze zastosowane preparaty nanoczastek srebra
hamuja w sposéb nieselektywny wzrost zardwno drobnoustrojow chorobotworczych, jak i bakterii
probiotycznych oraz korzystnej mikroflory przewodu pokarmowego cztowieka. Obserwowany efekt
uzalezniony jest od stezenia i wlasciwosci fizykochemicznych nanoczastek oraz od rodzaju
mikroorganizméw. Nasuwa si¢ natomiast pytanie, czy wielkos¢ efektu dziatania nanoczastek srebra
wobec trzech rodzajow bakterii jest podobny, czy rozni si¢ istotnie ? Odpowiedz na to pytanie miatoby
istotne znaczenie praktyczne przy zastosowaniu nanoczastek w sektorze zywnosciowym. Dlatego
szkoda, ze Doktorant nie uwzglednit w rozprawie takiej podsumowujacej analizy pordwnawcze;j.
Pobiezna analiza, ktdra przeprowadzitam, pokazata dosy¢ istotne roznice. Przyktadowo, strefy
zahamowania wzrostu mikroorganizméw patogennych w obecnosci nanoczastek srebra S1 o stezeniu
2 ug mL" wahaty si¢ w granicach 8,9 — 23,9 mm. Natomiast strefy zahamowania wzrostu bakterii
probiotycznych w obecnosci tych samych nanoczastek srebra S1 o stezeniu 2 pg mL™" wahaly sie w
granicach 0 — 3 mm.

Podsumowujac, w opinii recenzenta cel pracy zostat sprecyzowany jasno i konkretnie. Tres¢
zatozen i rozumowan jest jednoznaczna. Metody badan zostaty poprawnie dobrane, a wyniki pracy sa
generalnie spojne i poszerzaja wiedze na temat wplywu nanoczastek srebra na wzrost drobnoustrojow
chorobotworezych, bakterii probiotycznych oraz korzystnej mikroflory przewodu pokarmowego
cztowieka. Pewien niedosyt budzi brak pelnego wykorzystania osiagnietych wynikow oraz ich zbyt
powierzchowna dyskusja.

Powyzsze uwagi nie wptywaja na moja pozytywna ocene¢ rozprawy doktorskiej Pana mgr inz.
Jakuba Mikiciuka. Oceniajac catos¢ recenzowanej rozprawy nalezy uznaé, iz jest ona swiadectwem
znajomosci podjetego przez Doktoranta tematu. Zawartos¢ merytoryczna rozprawy, ktora zostata
opublikowana w recenzowanych czasopismach, swiadczy o dojrzatosci naukowej i w petni uzasadnia
ubieganie si¢ o stopien doktora. Rozprawa spelnia ustawowe warunki stawiane pracom doktorskim,
zatem wnioskuje do Rady Wydziatu Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji Szkoty Gtownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pana mgr inz. Jakuba Mikiciuka do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.



