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1. Podstawa prawna opracowania recenzji

Recenzja zostala opracowana na podstawie Uchwaty Rady Naukowej Kolegium
Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego z dnia 22 lutego 2024 r., nr uchwaty
212/02/2024, zgodnie z ktérg powotano mnie na Recenzenta pracy doktorskiej Pani mgr
Kingi Heclik pt. ,,Tworzenie i agregacja nanoczastek metali szlachetnych w ekstraktach
torfu. Biosynteza, izolacja, identyfikacja i badania cytotoksycznos$ci”.

Ocena zostala wykonana w oparciu o Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. 2003, Nr 65, poz. 595
z p6zniejszymi zmianami) w nawiazaniu do art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018, poz. 1669 ze zm.).
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2. Uzasadnienie podjecia tematu

Nanotechnologia jest stosunkowo nowa dziedzing nauki, polegajaca na zastosowaniu
czastek, ktérych przynajmniej jeden z wymiaréw jest mniejszy niz 100 nm. Ze wzgledu
na whasciwosci fizyko-chemiczne nanomateriaty znajduja zastosowanie w réznych
galeziach przemystu, w medycynie, kosmetologii, rolnictwie, czy ochronie srodowiska.
Wazrost zastosowania nanoczastek sprzyja ich przedostawaniu si¢ do Srodowiska,
w ktérym ich oddziatywanie na organizmy zywe jest przedmiotem prowadzonych badan.

Ze wzgledu na wzrastajace wykorzystanie nanomaterialéw, poszukiwane sa metody
ich syntezy, ktére bgda nie tylko spetniaty warunki optacalnosci i powtarzalnoscei, ale
przed wszystkim ogranicza negatywny wplyw na Srodowisko. Alternatywe dla
powszechnie stosowanych syntez chemicznych i fizycznych stanowia metody
biologiczne, oparte na zatozeniach tzw. zielonej chemii. W metodach tych zastosowanie
m.in. mikroorganizméw, glonéw, czy ro§lin wyzszych w redukcji jonéw do
elementarnych czastek metali, eliminuje zaréwno gromadzenie si¢ niebezpiecznych
mieszanin reakcyjnych w Srodowisku, jak i ogranicza ich osadzanie na powierzchni
nowopowstalych nanoczastek, ktére determinuje mozliwo$¢ ich wykorzystania.

Wsréd naturalnych mediéw, mogacych znalezé zastosowanie w syntezie
nanoczastek metali na uwage zastuguja torfy, stanowiace Zrédfo kwaséw humusowych,
fulwowych i humin. Powstajaca w wyniku rozkladu pozostatosci roslinnych
i zwierzecych materia organiczna wykazuje duza zdolno§¢ do wiazania metali, w tym
réwniez metali cigzkich. Torfy stanowia zatem naturalny filtr, ktéry zatrzymuje
skompleksowane jony metali, uniemozliwiajac im tym samym migracj¢ do innych
ckosystem6éw. Unieczynnione metale, charakteryzuja si¢ obnizong toksycznoscia
w stosunku do ich jonowych form i moga zostac usunigte ze Srodowiska m.in. za pomoca
ro§lin wyzszych, w procesach fitoremediacji.

Tematyka badawcza podjeta przez Pania mgr Kinge Heclik w ramach pracy
doktorskiej pt. ,,Tworzenie i agregacja nanoczastek metali szlachetnych w ekstraktach
torfu. Biosynteza, izolacja, identyfikacja i badania cytotoksycznoSci” jest aktualna
i dotyczy biosyntezy wybranych nanoczastek metali, tj. Cu, Ag i Zr w obecnosci kwasow
humusowych obecnych w torfach. Doktorantka podjeta prébe wyjasnienia mechanizmu
tworzenia nanoczastek, a takze ocenila otrzymane nanoczastki pod wzgledem ich
wlasciwosci fizyko-chemicznych i oddziatywania na wybrane organizmy zywe i linie
komérkowe cztowieka. Podjeta tematyka badawcza ma charakter utylitarny i wpisuje si¢

w dyscypling nauk $cistych i przyrodniczych, dziedzing nauk biologicznych.



3. Ocena formalna rozprawy

Oceniana rozprawa doktorska liczy 200 stron. Zawiera streszczenie w jgzyku
polskim i angielskim oraz 10 rozdziatéw gtéwnych, tj. wprowadzenie, cel pracy, hipotezy
badawcze, metody, wyniki, dyskusj¢, podsumowanie i wnioski oraz literaturg, spis
rysunkéw i tabel. Uktad pracy jest typowy dla prac eksperymentalnych. W mojej ocenie
brakuje wydzielonego rozdzialu zawierajacego syntetyczng prezentacje wnioskow
plynacych z przeprowadzonych badan.

Pierwszy rozdziat pracy, zapisany na 44 stronach, stanowi wprowadzenie, w ktérym
Doktorantka przedstawita najwazniejsze informacje dotyczace nanomaterialéw wraz
z charakterystyka biologicznych metod otrzymywania nanoczastek metali. Ten rozdziat
pracy obejmuje réwniez tabelaryczne zestawienie danych literaturowych dotyczacych
zastosowania bakterii, grzybow oraz ro§lin wyzszych w syntezie nanoczastek metali.
Kolejne treéci rozdziatu dotycza mozliwosci wykorzystania torfu w procesach
firotemediacji. W tej czesci pracy Doktorantka krdtko scharakteryzowata techniki
procesow oczyszczania Srodowiska z udziatem roSlin wyZszych, brakuje jednak
wskazania, ktére z technik mogq znaleZé zastosowanie przy usuwaniu lub unieczynnieniu
metali przy udziale torfu? Wprowadzenie obejmuje réwniez fizyko-chemiczng
charakterystyke Cu, Ag i Zr, ktére zostaly wykorzystane w analizach laboratoryjnych,
a takze prezentacje zastosowania nanoczastek i ich wptywu na srodowisko przyrodnicze.

Kolejne rozdziaty pracy stanowia cel, wraz z celami szczeg6towymi oraz hipotezy
badawcze, w ktérych Doktorantka precyzyjnie okreslita przedmiot i zakres podjetych
badan. W czesci metodycznej, obejmujacej 23 strony, Pani mgr Kinga Heclik
przedstawita procedury oznaczenia zawartoSci kwaséw humusowych w  torfach
wybranych do badad oraz cksperymenty otrzymywania nanoczastek Cu, Ag i Zr
w ekstraktach torféw. Doktorantka nie przedstawita w tej cz¢sci pracy informacji, jakiego
rodzaju sole metali zostaty uzyte do syntezy nanoczastek. Informacja ta zawarta jest
w dalszych czesciach pracy — wynikach oraz dyskusji. Brakuje réwniez omdwienia
modyfikacji metody Tiurina do oznaczenia kwaséw humusowych, ktéra wprowadzita
Doktorantka. W tym samym rozdziale zawarty zostal opis analiz fizyko-chemicznych,
ktérym poddano otrzymane nanoczastki. W mojej opinii nie bylo koniecznosci
omawiania podstaw teoretycznych metod zastosowanych w pracy, tj. woltaperometrii
cyklicznej, spektroskopii UV-Vis, metody NTA (Nanoparticle Tracking System), czy
zasady dziatania mikroskopu skaningowo-elektronowego (SEM). Dalsza cze$¢ rozdzialu

zatytutowanego ,,Metodyka” obejmuje opis testéw biologicznych, prowadzonych na



dwéch gatunkach roslin wyzszych, organizmie wodnym oraz dwdch ludzkich liniach
komérkowych. Dobér narzedzi analitycznych jest wlasciwy do realizacji celu pracy.

W nastepnym, najbardziej rozbudowanym rozdziale, obejmujacym 90 stron
dysertacji, Doktorantka przedstawita wyniki otrzymanych analiz. Rezultaty zostaly
pogrupowane w podrozdziatach obejmujacych kolejno: analizy torfow pod katem
zawartoéci kwaséw humusowych, metody syntezy Cu, Ag i Zr, badania wlasciwosci
fizyko-chemicznych otrzymanych nanoczastek oraz wyniki przeprowadzonych testow
biologicznych. Sposéb prezentacji wynikéw jest typowy dla prac doSwiadczalnych
i obejmuje zaréwno tabele, wykresy, jak réwniez fotografie z przeprowadzonych
cksperymentéw. Na podkreslenie zastuguje umiejetno$¢ Pani mgr Kingi Heclik doboru
narzedzi statystycznych do oceny otrzymanych rezultatéw i interpretacji uzyskanych
danych.

Wazng czescia pracy jest dyskusja, ktéra zajmuje 13 stron maszynopisu. Tresci tej
czedei zostaly przedstawiona w kolejnosci chronologicznej do zaprezentowanych we
wezeéniejszym rozdziale wynikéw. Doktorantka we wiadciwy sposéb odniosta si¢ do
otrzymanych wynikéw, wskazujac na ich podobieristwa do danych literaturowych oraz
omawiajac rozbiezno$ci. W mojej opinii w dyskusji pojawiaja si¢ pewne sformutowania,
ktére wymagaja doprecyzowania, np. ,.dostrajanie warto§ci pH”, ,,zgrubna korelacja”,
,ziclona synteza nanoczastek”, ,granica miedzy uruchamianiem mechanizmow
obronnych rosliny a jej obumarciem jest bardzo cienka”. Koricowa czes¢ dyskusji,
dotyczqca toksycznosci otrzymanych nanoczqstek wymaga wyjasnienia, jakiego rodzaju
nanoczqstki Doktorantka otrzymata w ramach pracy? Czy byty to nanoczqstki metaliczne,
czy nanoczqstki tlenkéw metali? Czy na podstawie danych literaturowych mozna wskazac
podobieristwa/réznice w toksycznosci metalicznych nanoczqstek i ich form tlenkowych?
Koricowa czg§¢é pracy stanowi jeden rozdziat zatytufowany ,,Podsumowanie i wnioski’.
W mojej ocenie takie potaczenie utrudnia merytoryczng oceng konkluzji.

Rozdziat ,Literatura” obejmuje 402 pozycje, gtéwnie anglojezyczne publikacje
naukowe, zwigzane tematycznie z treScig dysertacji. Okolo 30% literatury stanowia
doniesienia naukowe datowane na lata 2014-2022. Dobdr literatury jest trafny
i uzasadniany. Na koricu pracy umieszczono przydatny wykaz tabel 1 rysunkow.

Nieco trudnosci dostarczaja czytelnikowi skroty zawarte w calym tekscie, ktore nie sg
wyjasnione przy pierwszym ich uzyciu (np. str. 38 ,NP-ZrO>” — wyjasniony na stronie
43). Dobrym rozwiazaniem byloby zamieszczenie w pracy wykazu zastosowanych

skrotow.,



Praca napisana jest poprawnie pod katem jezykowym, jednak pojawiaja si¢ bigdy
interpunkcyjne. Biedne jest réwniez stosowanie wielkiej litery do zapisu gatunkéw roslin
czy organizmu wodnego. Bledy te nie maja wptywu na oceng merytoryczng pracy i nie
pomniejszaja jej warto$ci naukowej.

Uktad pracy jest logiczny i przejrzysty, odpowiedni dla prac o charakterze empirycznym.

4. Ocena merytoryczna rozprawy

Przedstawiona do oceny praca doktorska obejmowala syntez¢ nanoczastek Cu, Ag
i Zr z zastosowaniem kwaséw humusowych, wyekstrahowanych z dwdch torféw — torfu
kwasnego HOLLAS oraz torfu odkwaszonego STERLUX. W czesci badawczej
Doktorantka przeprowadzita analizy zawarto$ci kwaséw humusowych w ww. torfach,
wskazujac na jedna z metod ekstrakcji, jako skuteczniejsza w wydzieleniu ww.
zwiazkéw. Wydzielone kwasy humusowe stanowity czynnik redukujacy jony metali do
ich form nanoczasteczkowych. Pani mgr Kinga Heclik zaproponowata 3 metody syntezy
nanoczastek Cu, Ag i Zr, réznigce si¢ temperatura prowadzenia procesu, majaca za
zadanie odwzorowanie warunkéw panujacych na torfowiskach (metoda 1), réwniez
podczas intensywnego nastonecznienia (metoda 2) oraz metod¢ laboratoryjna,
umozliwiajaca ekstrakcje kwaséw z najwigksza efektywnoscia (metoda 3). Na
podkre§lenie zastuguje fakt, ze opracowana metoda syntezy nanoczastek metalicznych
w ekstraktach torfowych zostata obj¢ta ochrong patentowa (Pat.238644). W tym miejscu
nasunely mi si¢ pytania. Prosz¢ o wyjasnienie na jakiej podstawie Doktorantka dokonata
wyboru torféw do prowadzenia eksperymentow? Jakiego rodzaju torfowiska (odczyn) sq
najczesciej spotykane w srodowisku? Prosze o poréwnanie efektywnosci otrzymywania
nanoczqstek Cu, Ag i Zr zastosowanymi metodami.

W kolejnym etapie badan Doktorantka przeprowadzita analizy fizyko-chemiczne
otrzymanych nanostruktur. Zastosowanie woltamperometrii cyklicznej postuzyto Pani
mgr Kindze Heclik do wstepnego okreslenia morfologii i rozmiaru nanoczastek. Jednak
z uwagi na niejednorodno$¢ zawiesin oraz zachodzace zjawisko agregacji okreslenie ww.
parametréw byto utrudnione. Doktorantka przeprowadzita badania dotyczace analizy
stezefi i Srednicy hydrodynamicznej otrzymanych nanoczastek za pomoca metody NTA,
podczas ktérych wykazata, ze zaréwno S$rednica, jak réwniez iloSci otrzymanych
nanoczastek byly zalezne od rodzaju torfu zastosowanego do ekstrakcji kwasow

humusowych, ilosci kwaséw humusowych, rodzaju nanoczastek, a takze zastosowane]



metody syntezy. Z uwagi na brak jednoznacznie wyodrebnionych wnioskéw, prosze
o wypunktowanie najwazniejszych konkluzji ptynqcych z tego fragmentu badan.

Jednym z narzedzi umozliwiajacych obrazowanie struktur nanoczastek jest
mikroskopia skaningowo-elektronowa. W pracy Doktorantka poddata ocenie ksztatt
i wielko§¢ uzyskanych nanoczastek Cu, Ag i Zr. W pracy zamieszczono wyniki dla
nanoczastek syntetyzowanych z udzialem kwaséw humusowych torfu kwasnego,
otrzymanego jedna z metod. Czy na podstawie analiz NTA oraz SEM otrzymanych dla
syntezy nanoczqstek z torfu kwasnego mozna uznad, ze analizy NTA bedq wystarczajqce
do okreslenia ksztattu nanoczastek otrzymanych z torfu odkwaszonego?

Kolejna cze$¢ analityczna obejmowala zastosowanie narzedzi modelowania
kwantowo-mechanicznego do wyznaczenia stabilnej konformacji czasteczek kwasow
humusowych i fulwowych oraz okreSlenie potencjalnego miejsca przylaczenia sig
kationéw Cu, Ag i Zr. Ta cze$¢ pracy zostala zilustrowana licznymi rysunkami,
zawierajacymi potencjalne struktury otrzymanych nanoczastek Cu, Ag i Zr. Doktorantka
zawarla w cze$ci wynikéw stwierdzenie ,,na rysunkach zaprezentowano (...) konformacje
drobin optaszczone czasteczkami kwaséw humusowych. Przedstawione struktury
sktadaja sie z centralnie osadzonego atomu metalu (Cu, Ag, Zr) oraz czasteczek kwasow
fulwowych i huminowych koordynujacych nanoczastki metalu” (str. 99). Bardzo prosze
o wyjasnienie, co Doktorantka rozumie przez pojecie ,drobin optaszczonych kwasami
humusowymi”.

Istotng czeScia pracy byly testy biologiczne, przeprowadzone na organizmach
zywych oraz ludzkich liniach komérkowych. Doktorantka poddata ocenie wptyw
otrzymanych nanoczastek na wzrost i potencjal antyoksydacyjny dwoch gatunkéw roslin
wyzszych, tj. pieprzycy siewnej (Lepidium sativum L.) oraz komonicy blotnej (Lotus
uliginosus Schkuhr). Ponadto wykonata test przezywalnosci organizmu wodnego -
stonaczka (Arthemia salina) w S$rodowisku nanoczastek metali. Testy biologiczne
obejmowaly réwniez ocen¢ cytotoksycznoSci otrzymanych nanoczastek metali w
stosunku do ludzkich linii komérkowych - nowotworowych komérek nabtonka ptuc
AS545 oraz nowotworowych komérek nabtonka szyjki macicy HelLa. Na jakich
zalozeniach oparto wybdr powyzszych organizméw oraz ludzkich linii komdrkowych
w badaniach cytotoksycznosci? Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka
stwierdzita, ze otrzymane nanoczastki wykazaly dziatanie toksyczne w stosunku do
ro§lin. Wzrost pieprzycy siewnej byt ograniczony lub zahamowany po ekspozycji nasion

na nanoczastki Cu oraz Ag. Pani mgr Kinga Hgclik stwierdzita, ze zastosowane do



nawodnienia roztwory, zawierajace otrzymane we wczeSniejszym etapie prac
badawczych nanoczastki, uniemozliwily kietkowanie nasion Lepidium sativam L. 1 ich
rozwéj. W tym miejscu nalezatoby rozwazyé, czy nie bylo zasadne przeprowadzenie
sterylizacji nasion przed wykonaniem dosSwiadczeri dotyczqcych oceny kietkowania?
Korzystniejsze wyniki otrzymano przy ocenie wplywu nanoczasiek metali na wzrost
komonicy btotnej. W tym przypadku Doktorantka stwierdzita, ze wzrost roSliny byt
uzalezniony od rodzaju i stgzenia nanoczastek stosowanych w eksperymencie.
Potwierdzeniem wczeSniejszych obserwacji dotyczacych negatywnego wplywu
nanoczastek Cu, Ag i Zr na wzrost ro§lin wyzszych byly testy catkowitej aktywnoSci
antyoksydacyjnej roslin, wykonanej metoda DPPH. Obserwowany przez Doktorantke
wzrost aktywnosci antyoksydacyjnej nawet przy niskich stezeniach nanoczastek stanowit
uruchomienie mechanizméw obronnych ro§lin podczas ekspozycji na niekorzystne
warunki Srodowiskowe. Prosze Doktorantke o okreslenie czynnikow jakie warunkujq
aktywacje systemu antyoksydacyjnego roslin? Jakiego rodzaju zwiqzki mogq byc¢
metabolizowane przez rosline jako odpowied? na niekorzystne warunki srodowiskowe?
Czy zastosowana w pracy metoda oznaczenia catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej
Jest najwiasciwszym narzedziem do wyznaczenia stresu oksydacyjnego?

W dalszym etapie oceny toksyczno$ci otrzymanych nanoczastek Cu, Ag i Zr, Pani
mgr Kinga Heclik przeprowadzila test przezywalnoSci stonaczka, na podstawie ktérego
wykazata, ze na przezywalno$¢ tego organizmu wodnego wplyw mialy zar6wno rodzaj
torfu oraz metalu uzytych do syntezy nanoczastek, jak rOwniez sama metoda syntezy.
Nanoczastki Ag zostaty wskazane jako te, ktére odznaczaty si¢ najwigkszym wplywem
na przezywalno$é stonaczka. Kolejne badania dotyczace cytotoksycznoSci zostaty
przeprowadzone na ludzkich liniach komérkowych (A545 oraz HeLa), z zastosowaniem
testu MTT aktywno$ci metabolicznej komoérki. Doktorantka wykazata istotng
toksyczno$§¢ badanych nanoczastek po krétkim czasie ekspozycji, wynoszacym 24h i 48h.
Na podstawie powyzszych badan Pani mgr Kinga Heclik wykazata, ze otrzymane przez
nia nanoczastki Cu, Ag i Zr mogg oddziatywac toksycznie w stosunku do organizmow
zywych, natomiast istnie potencjal wykorzystania powyzszych badan do wyznaczenia
stezent nanoczastek w srodowisku, ktére nie wplyna negatywnie na ekosystemy. Prosze o
sprecyzowanie konkluzji plynqcych z tej czesci pracy. Czy na podstawie
przeprowadzonych analiz mozna dokonac poréwnania, ktore z otrzymanych nanoczgstek

charakteryzujq sie najwyzszq toksycznosciq w stosunku do organizméw modelowych?



W ramach podsumowania, chciatabym zapytac¢ Doktorantke o potencjalny sposob
wykorzystania torféw w fitoremediacji, pod kqtem przeprowadzenia metali (w tym metali
ciezkich) w mniej toksyczne formy i ich neutralizacji w Srodowisku. Czy na podstawie
badari wtasnych oraz danych literaturowych istnieje mozliwos¢ usuwania, czy

unieruchamiania metali ciezkich z udziatem torfow i roslin wyzszych?

5. Whniosek konicowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Kingi Heclik stanowi
opracowanie wnoszace istotny wktad w rozwdj nauk Scistych i przyrodniczych w obrebie
dyscypliny nauki biologiczne. Doktorantka wykazata umiejetnos$¢ planowania i realizacji
badai naukowych, a takze prezentacji i interpretacji uzyskanych wynikow. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze podjeta tematyka badawcza jest nowatorska i zostata
zrealizowana w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (UMO-
2017/07/N/NZ9/02137) pod tym samym tytutem jak praca doktorska.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Heclik
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dotyczacego tworzenia
i agregacji nanoczastek Cu, Ag i Zr w ekstraktach torfu oraz ocen¢ parametréw fizyko-
chemicznych otrzymanych nanoczastek i ich potencjalnej cytotoksycznosci w stosunku
do organizméw zywych, i spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2003, Nr 65, poz. 595, z p6Zzn. zm.) w nawigzaniu do art. 179 ust. 1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustaw¢ — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669, z p6éZin. zm.), stanowiac
podstawe do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne.

Wnosz¢ do Rady Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Rzeszowskiego o dopuszczenie mgr Kingi Heclik do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

dr hab. inz. Beata Smoliniska, prof. uczelni



