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Recenzja poprawionej rozprawy doktorskiej mgr Kingi Heclik

» Tworzenie i agregacja nanoczastek metali szlachetnych w ekstraktach torfu.
Biosynteza, izolacja, identyfikacja i badania cytotoksycznosci”

Przedstawiona mi do recenzji poprawiona wersja rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi
Heclik pt. ., Tworzenie i agregacja nanoczastek metali szlachetnych w ekstraktach torfu.
Biosynteza, izolacja, identyfikacja i badania cytotoksycznosci”, zostala przygotowana w
Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego pod opieka Promotoréow Prof.
dr hab. Anny Lankoff oraz dr hab. inz. Dariusza Pogockiego, Prof. UR. Po poprawie dostalam
prace wylacznie w wersji elektronicznej i w zwiazku z tym, aby sumiennie ja przeczytac,
zanalizowac 1 napisac recenzj¢, musiatam ja sama wydrukowac.

Kandydatka podjeta ciekawg i aktualng tematyke badawcza, jaka jest tworzenie si¢ w
srodowisku naturalnym, a dokladnie w poktadach torfu nanoczgstek metali 1 ich wplyw na
srodowisko, a w szczegdlnosci na organizmy zywe. Gléwnym celem rozprawy doktorskiej byla
.biosynteza wybranych nanoczgstek metali (miedzi, srebra 1 cyrkonu) w obecnosci kwasow
humusowych, wraz z proba wyjasnienia mechanizmu ich tworzenia, analiza wlasciwosci
fizyko-chemicznych i biologicznych oraz okreslenie stopnia toksycznosci uzyskanych drobin.”
Ponadto, po poprawie, manuskrypt rozprawy zostat uzupetniony o 3 hipotezy badawcze:

Li Kwasy humusowe zawarte w ekstraktach torfowych posiadaja wilasciwosci
redukcyjne pozwalajace na powstanie nanoczastek metali (miedzi, srebra i cyrkonu).

2z Otrzymane nanoczastki nie sg jednorodne i1 stabilne.

3. Uzyskane nanoczastki wykazuja cytotoksyczno$¢ — nie sa bezpiecznie dla
wybranych organizméw modelowych.

Jak Autorka pisze, .celem pracy jest opracowanie metod syntezy, a pozniej okreSlenie
mechanizmu powstawania nanoczgstek w oparciu o obliczenia kwantowo-mechanistyczne i
szczegdlowa analiza wlasciwosci fizyko-chemicznych otrzymanych nanoczgstek.” Kandydatka
zaczela opis uzyskanych wynikéw od opiséw syntezy oraz prob charakteryzacji otrzymanych
nanoczastek miedzi, srebra i cyrkonu metodami eksperymentalnymi oraz modelowaniem.
Niestety, praca, nawet po poprawie, nadal zawiera niezliczone bigdy merytoryczne, a wigkszosc
wynikow, w szczegdlnosci UV-Vis jest w ogole niezinterpretowana.:

e Pierwszy, rzucajacy si¢ w oczy blad pozostal w tytule: .,Tworzenie i agregacja
nanoczqgstek metali szlachetnych w ekstraktach torfu..” — w pracy badane byly
nanoczastki srebra, miedzi i cyrkonu. Cyrkon na pewno nie nalezy do metali
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szlachetnych, natomiast miedz jest potszlachetna. Sam tytul pracy jest rowniez
zaskakujacy: praca jest z dziedziny biologii, natomiast tytul sugeruje co$ zupelnie
Innego.

e Str. 46 Opisy metod wytworzenia nanoczastek sa niekompletne, w zadnym nie s3
podane sole Ag, Cu i1 Zr uzyte do wytworzenia nanoczastek. W pracy, w innych
miejscach znalaztam informacje, ze uzyto AgNO; oraz CuSO4, natomiast o tym, ze
zostat uzyty azotan (V) cyrkonu czytelnik dowiaduje sie z dyskusji na str. 171.

e Str. 51 ,,Absorpcyjna spektroskopia UV-Vis jest wykorzystywana w nanotechnologii
jako szybki test pomiarowy.” — Absorpcyjna spektroskopia UV-Vis jest
wykorzystywana w jako szybki test pomiarowy, ale w chemii, a nie w nanotechnologii.

e Str. 52 Rys. Il: UV-Vis sluzy do zbadania wlasnosci optycznych materiatow,
ewentualnie do okreslenia dlugosci fali rezonansu plazmowego. Ale nie rozumiem, w
jakim celu Autorka zamieszcza schemat powierzchniowego rezonansu plazmowego i
jeszcze blednie go opisuje (,powoduje powstanie roznoimiennego tadunku na jednej
nanoczgsice (po jej jednej stronie powstaje ladunek ujemny, a z drugiej dodatni)” —
bardzo duzy skr6t myslowy), skoro nie uzywata techniki SERS (zwykle stosowana w
spektroskopia Ramana).

o Str. 53 paragraf ,.Analiza rozkladu wielkosci ziaren otrzymanych nanoczgstek za
pomocg metody NTA” — technika NTA jest najbardzie) miarodajna i1 wiarygodna dla
stabilnych nanoczastek o ksztalcie sferycznym, a Autorka, dopdoki nie zamiescila zdjeé
SEM nie widziata jakich ksztatltow nanoczastki otrzymata. Dla platkéw miedzi i ogdlnie
aglomeratow nanoczastek, technika NTA jest malo miarodajna.

e Str. 55 Nigdy nie styszalam o ..aparacie SEM” tak jak Autorka podpisala Rys. 1.
»Schemat budowy aparatu SEM”. SEM jest skrotem od angielskiego scanning electron
microscope 1 jak sama nazwa wskazuje jest mikroskopem. Mikroskop optyczny do
obrazowania probek biologicznych nigdzie w pracy nie zostal nazwany ,,aparatem™. Dla
mnie taka pomylka swiadczy o tym, ze Kandydatka nie miala stycznosci z mikroskopem
SEM 1 po prostu zlecita wykonanie badan. Zdanie na str. 55: ,.Zas strukture wewnetrzng
mozemy charakteryzowac¢ wykorzystujgc wigzke ulegajgcq ugieciu emitujgcg sygnal
dyfrakcji elektronowej.” Dyfrakcje elektronowa wykonuje sie¢ wylacznie w mikroskopie
transmisyjnym. Nigdy sie nie spotkatam z dyfrakcja na SEM.

e Str. 59 paragraf ,.Testy biologiczne” zawiera dokfadne opisy badanych organizmow,
natomiast nie znalaztam w nim niestety opisu testow (MTT) stosowanych do badan
(cyto)toksycznosci.

e W ramach poprawy, Kandydatka zamiescila 3 zdjecia SEM nanoczastek miedzi, srebra
oraz cyrkonu otrzymanych z torfu HOLLAS M1. Badania biologiczne byly prowadzone
dla nanoczastek otrzymanych z torfow HOLLAS i STERLUX metodami M1, M2 i M3,
Czyli, w pracy powinno znalez¢ si¢ 18 zdje¢, w zwiazku z tym niestety nie wiadomo
jaka morfologie miaty inne otrzymane nanoczastki.
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Wyniki UV-Vis:

e Nastepnie. rowniez w ramach poprawy Autorka zamie$cita wyniki pomiaréw UV-Vis
w postaci widm, a nie tylko tabelki, ktérych opis w paragrafie 5.3.2 zaczyna
nastepujacym stwierdzeniem: ,,Wykonanie analizy UV-Vis otrzymanych zawiesin
nanoczgstek pozwolito na wstepne okreslenie ich morfologii (kolor zawiesiny
nanoczgstek)”? Co Autorka ma na mysli? Pod pojeciem morfologia rozumiemy
zwyczajowo ksztalt i rozmiar nanoczastek. Jedynie w przypadku nanoczastek ziota, jesli
sa one sferyczne i maja maly rozrzut wielko$ci, po kolorze mozna okresli¢ zakresy ich
rozmiarow.

e Str. 78 nastepnie Kandydatka pisze: ., Nalozone widma UV-Vis otrzymanych
nanoczastek miedzi, srebra i cyrkonu przedstawiono zbiorczo na ponizszych rysunkach
(Rys. 22-24).”. Ani w tekscie, ani w podpisach pod rysunkami nie jest sprecyzowane
dla jakich probek byly zbieranie widma. Co prawda w podpisie Rys. 22 jest informacja,
ze . wszystkie linie dotyczq tej samej probki”, ale w takim razie po co 6 pomiaréw a nie
np. 3 i dlaczego np. dla probki nanoczastek srebra czy cyrkonu, widma wyszly dla te]
samej probki rozne, mierzone co 60 sek?

e Na str. 79 Doktorantka pisze: ,.Analizowano calq seri¢ otrzymanych nanoczgstek, a
zarejestrowane widma nalozono na zbiorcze wykresy.” Co jest cala seria? Rozne
rozcienczenia, czy rézne metody przygotowania probek, czy jeszcze co$ innego?

e Dalej autorka pisze: ,,Na wykresach (Rys. 22-Rys. 24) mozna zaobserwowa¢ maksima
absorbcji $wiadczgce o wystepowaniu w analizowanym roztworze odpowiednio. miedzi,
srebra i cyrkonu w formie obojetnych drobin dodatkowo oplaszczonych otoczkg kwasow
humusowych.” Po pierwsze co Autorka ma na mysli pod pojeciem ,,obojetna drobina™?
Obojetna chemicznie, elektrycznie? Po drugie nanoczastek nie nalezy nazywac
..drobina”. Ponadto, z samych przedstawionych w rozprawie widm UV-Vis nie da
sie jednoznacznie stwierdzié, czy ,.kwasy oplaszczajq nanoczqgstki”: 1). Z widm UV-Vis
przedstawionych na Rys 22-24 wida¢, ze w probkach jest obecna organika, natomiast
nie mozna jednoznacznie jej zidentyfikowac¢. W tym celu nalezaloby wykona¢ pomiary
spektroskopia FTIR, ktora umozliwitaby nie tylko identyfikacje chemiczng zwigzkéw
organicznych i potwierdzenie obecnosci kwaséw humusowych na powierzchni
nanoczastek, ale pozwolila na identyfikacj¢ wigzania jakim kwasy sa przylaczone do
powierzchni nanoczastek. Natomiast, aby z widm UV-Vis jednoznacznie stwierdzic, ze
kwasy oplaszczajg nanoczastki, nalezaloby wykona¢ pomiar widma czystych
nanoczastek bez kwasow oraz tych z kwasami i1 je porownac.

e Na przelomie str. 79/80 Doktorantka pisze: ..W przypadku roziworu zawierajgcego
drobiny miedzi, maksima absorbcji sq widoczne okolo 470 nm.” Po plerwsze
prawidlowe sformulowanie brzmi: .maksimum absorpcji widoczne jest przy diugosci
fali 470 nm”, a absorpcja piszemy przez p. Wartos¢ 470 nm niezbyt zgadza Si¢ Z
podanymi w Tabeli 10 str. 80. Zreszta nie bardzo rozumiem. co oznacza sformulowanie
zakresy maksiméw”. Jest co$ takiego jak szeroko$¢ piku, natomiast maksimum jest to
jedna warto$¢. Na widmie na Rys. 22, widoczne sg 2 maksima: pierwsze przy ok 280
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nm, a drugie przy 470 nm. Z literatury wynika, Ze nanoczastki metalicznej miedzi maja

maksimum absorpcji przy dlugosci fali 520-580 nm (https://doi.org/10.1007/s00436-
011-2387-3). W drugiej pracy, (https://doi.org/10.1016/j.cplett.2003.12.077), autorzy
wykazuja, ze jony Cu+ majag maksimum absorpcji przy diugosci fali 250 nm, kompleksy
O—Cu—0 1 Cu—O—Cu przy 320-370 nm oraz 400-440 nm, rezonans plazmonowy od Cu
wystepuje przy dlugosci fali 520-580 nm. a przejécia d-d w jonach Cu®' przy
dlugosciach fal 620-850 nm. W trzeciej pracy, (https://doi.org/10.1063/1.5141680)
maksimum absorpcji od nanoczastek zawierajacych Cu jest przy dlugosci fali ok. 300
nm. natomiast maksimum absorpc)i pochodzace od CuSO, jest przy dlugosci fali ok.
800 nm. W kolejnej pracy (https://doi.org/10.1088/2053-1591/ab7b94),
charakterystyczne maksima absorpcji dla nanoczastek tlenku miedzi CuO obserwowane
byly przy dlugosci fali 296 nm. Dla nanoczastek Cu,O maksima absorpcji byly
obserwowane przy dtugosci fal 506 and S22 nm
(https://doi.org/10.1016/).btre.2023.e00785). Z przytoczonych danych literaturowych,
wynika, ze wartosci podawane zarowno w tekscie jak 1 w tabeli 10 nie wskazuja
jednoznacznie na obecnos$¢ nanoczgstek metaliczne) miedzi, natomiast wg. danych
literaturowych znalezionych przez recenzenta, nanoczastki otrzymane przez
Doktorantke to raczej tlenek miedzi. Niestety Autorka nie przytoczyla zadnych
odnos$nikow literaturowych, ani nie omowita otrzymanych wynikéw, wiec wiasciwie
zarobwno z widm na Rys 22 jak i1 z Tabeli 10 nie wiadomo, jakie nanoczastki sa
charakteryzowane. Kandydatka nie zdala sobie rowniez trudu, aby zainteresowac si¢ od
czego pochodzi pierwsze maksimum w tej, niezidentyfikowanej prébce (w podpisie pod
rysunkiem, nie jest sprecyzowane ktora metodg byty otrzymane nanoczastki). Ponadto
na str. 81. Autorka pisze o nanoczastkach miedzi nast¢pujace zdanie: ,.Analiza widma
absorpcyjnego wskazywala na wystepowanie maksimum absorpcji w zakresie od ~290
nm do ~500 nm.” Niestety na tym Kkonczy sie interpretacja czy tlumaczenie
otrzymanych wynikow, bo nie jest napisane z czego wynika taki rozrzut w wartosciach
dlugosciach fali.

o Str. 80 .,Roztwory zawierajgce nanoczqgstki srebra charakteryzowaly sie maksimum
absorbcji przy okolo 450 nm” (DOI 10.1007/s10854-015-2881-y) (pasma od 400 do 500
nm). W pracy pokazano, ze nawet rozne reduktory (glukoza, maltoza, sacharoza) nie
powodowaly znacznego przesunigcia maksimum absorpcji. W drugiej pracy
(https://doi.org/10.1007/s13204-015-0449-7) autorzy zidentyfikowali maksimum
absorpcji ok. 425 nm. Pokazali, ze majg stabilne NPs (zawiesina nie sedymentowala), i
ze wraz ze wzrostem koncentracji NPs, rosta jedynie warto$¢ absorbancji, nie
zaobserwowali natomiast przesunigcia. \\% trzeciej pracy
(https://do1.org/10.3390/mi112091123) maksimum absorpcji tez jest ok. 425 nm,
natomiast szerokos¢ piku moze by¢ wigksza w zaleznosci od uzytego reduktora (pik si¢
poszerza, gdy uzyty byl mocny reduktor NaBHs). Nie rozumiem skad sa wartosci
podane Tabeli 10, gdyz nie maja one nic wspdlnego z widmem na Rys. 23. Autorka
podaje odnosnik literaturowy Rashid et al. 2013, piszac, ze autorzy podaja maksimum
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absorpcji ok. 400 nm. W cytowanych przeze mnie pracach, autorzy jednoznaczne podali
maksimum absorpcji przy wartosci liczby falowej 425 nm dla nanoczastek srebra.
Tlumaczenie Doktorantki ze: .. Wszystkie probki syntezowanych drobin wskazujg na
wystepowanie w nich aglomeratow nanoczgstek, stgd trudnos¢ w jednoznacznej probie
dopasowania ich do danych literaturowych.”, po pierwsze swiadczy o niestabilnosci
otrzymanych nanoczastek, a po drugie przesunigcia maksimow absorpcji zwigzane z
rozmiarem nanoczastek wynosza kilkanascie nanometroéw, a nie s3 w zakresie ponad
120 nm, jesli popatrzy¢ na wartosci podane w Tabeli 10. Doktorantka nie zadala sobie
rowniez trudu, zeby chociazby wspomnie¢ o podwojnych maksimach absorpci
wystepujacych na widmie na Rys. 23 przy wartosciach liczby falowej ok. 230 nm 1 280
lub 300 nm. Zmiany wysokosci i przesunigcia tychze maksimow podczas kilkukrotnych
pomiaréw tej samej probki o 60 sek. nawet nie zastanowily Autorki, wigc nigdzie nie
wspomniala o tym fakcie, nie moéwiac juz o interpretacji. Te zmiany ksztaitu i
wysokosci widm $wiadcza o niestabilnosci badanych probek nanoczastek. Str.81:
Widma absorpcyjne w przypadku nanoczgstek srebra mialy mniejszy zakres
wystepowania maksimow niz wykresy dla nanoczgstek miedzi.” Nie wiem co autorka
miala na mysli.

Str. 80 Autorka pisze: ., ... zas roztwory zawierajgce nanoczgstki cyrkonowe —w okolicy
410 nm™ W trzech znalezionych przez mnie pracach, (10.1016/j.colsurfb.2021.111636)
— maksima absorpcji byly obserwowane dla ZrO: przy wartosciach liczby falowej 250
nm (wieksze) i 285 nm (szersze), zupelnie jak na Rys. 24. W drugiej pracy
(10.1021/acsomega.9b03840) — maksimum absorpcji jest przy wartosci liczby falowej
250-260 nm  potwierdzajac obecno$¢ ZrO» NPs. W  trzeciej pracy
(https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.131275) — maksimum absorpcji przy wartosci
liczby falowej 275 nm potwierdza obecno$¢ ZrO: nanoczastek o strukturze
tetragonalnej. Niestety nie znalazlam prac dotyczacych nanoczastek Zr, gdyz
nanoczastki Zr natychmiast po syntezie si¢ utleniaja.

Jak wida¢ z przeprowadzonych badan UV-Vis, otrzymane przez Autork¢ nanoczgstki
cyrkonu sa w rzeczywistosci tlenkami Zr, zgodnie z przytoczong przez mnie literaturg.
Nanoczastki miedzi tez raczej sa tlenkami, ale niestety Autorka nie zadala sobie trudu
zinterpretowania otrzymanych widm. Nigdzie w rozprawie Kandydatka o tym nie
wspomina, tylko analizuje wplyw nanoczastek miedzi, srebra i cyrkonu.

Dopiero w dyskusiji na str. 178, nagle Autorka opisuje toksyczno$¢ nanoczastek miedzi
z otoczka tlenkowa oraz nanoczastek Zr rowniez z otoczkg tlenkowa. Powoduje to, ze
cala praca jest niespdjna, chaotyczna i niestarannie napisana. Odnoszg wrazenie, ze
Autorka sama nie bardzo wie, co pisata w pierwszej wersji pracy, a nastgpnie poprawita
niektére fragmenty dyskusji nawet nie czytajgc catosci.

Ponadto na str. 81. Autorka stwierdza .,Rowniez obserwowana warstwa zawiesiny
drobin w poszczegolnych prébkach byla rozna. Spowodowane bylo to wysokoscig pH
danej probki oraz iloscig odmytych kwaséw huminowych w niej zawartych.” A skad to
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wiadomo 1 co oznacza, ze warstwa byla rozna? Ksztalt, wielkosé, sklad chemiczny
nanoczastek byt rézny? Jakimi technikami zostalo to zbadane?

Str. 80 ,,Porownujgc uzyskane wyniki z danymi literaturowymi mozna stwierdzic, ze
otrzymane drobiny nie sq jednorodne.” Co Autorka ma na mysli pod pojeciem
wotrzymane drobiny nie sq jednorodne™! Czy .drobiny” czyli nanoczastki sa
niejednorodne chemicznie, rozmiarowo (maja duzy rozrzut wielkoéci), czy np. rézne
ksztatty?

Na str. 80 Kandydatka pisze: ,Wplyw otoczki zlozonej z czgsteczek kwasow
humusowych jest znaczqcy i wplywa na stabilnos¢ nanoczgstek. Drobiny wydzielone z
roziworu macierzystego agregowaly isedymentowaly znacznie szybciej niz
pozostawione w mieszaninie reakcyjnej.” Jedna z hipotez pracy zaklada, ze nanoczastki
sg niestabilne. W takim razie co oznacza po pierwsze ..znaczacy” wplyw kwasow
humusowych? Po drugie czy obecnos¢ kwasdéw poprawiala stabilno$é¢ nanoczastek, a
Jjesh tak jak to bylo badane? Po trzecie, jesli nanoczastki sedymentowatly w mieszaninie
reakcyjnej, to znaczy, ze nie byly stabilne, co jest zgodne z hipoteza, to w takim razie
jaki jest cel obecnosci tych kwaséw humusowych?

Ponadto nie bardzo rozumiem, dlaczego Doktorantka przed wykonaniem badan
biologicznych nie odplukala i odwirowala z mieszaniny reakcyjnej nanoczastek, a
nast¢pnie nie zawiesifa ich w wodzie. Wilasciwe w wigkszosci publikacji jest taka
procedura. A kwasy humusowe, jesh sa oplaszczone czyli sfunkcjonalizowane na
powierzchni nanoczastek nie zostalyby usuniete pod wplywem wirowania i dodawania
wody. Wtedy tez moze nanoczastki by mniej aglomerowaty, a na pewno pomiary UV-
Vis bylyby bardziej miarodajne, gdyz Autorka pozbyla by si¢ wigkszosci
niezidentyfikowanych zwigzkéw organicznych.

Badania NTA rozmiaréw nanoczastek vs badania SEM:

Srednica hydrodynamiczna, o ktérej Autorka pisze w kazdym akapicie opisujac wyniki
pomiarOW NTA niestety nigdzie nie zostata zdefiniowana.

W ramach poprawy pracy, Doktorantka zamiescita 3 zdjecia SEM (nie opisujac od
ktorych probek pochodza — metoda syntezy), ale nie sprawdzita juz, jak otrzymane
rozmiary nanoczgstek maja si¢ do rozmiaréw tychze nanoczgstek wyznaczonych
technikag NTA. | tutaj pozwole sobie zamiesci¢ stworzong przez siebie na podstawie

wynikow tabelke:

Tabela 1. Rozmiary nanoczastek otrzymane technikami NTA i SEM.

NTA SEM
Cu 40—-170 nm 100 — 550 nm (ptatki o $rednicy i grubosci ok. 10 nm)
Ag 15—-70 nm 20 — 100 nm (sferyczne NPs)
Zr 20 — 260 nm 20 — 60 nm (sferyczne NPs)
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Jak dla mnie, SEM jest technika bardziej miarodajna, gdyz nanoczastki sa rzeczywiscie
obrazowane, wida¢ réwniez ich ksztatlt. Ani Doktorantki, ani dwoch Promotorow nie
zastanowil fakt, ze zarowno dla nanoczastek miedzi jak i dla nanoczastek srebra
wartosci rozmiarow uzyskane technika NTA sa nizsze, niz obrazowaniem SEM.
Wiasnie to mialam na mysli, wspominajac powyzej. ze praca jest napisana niestarannie,
a po poprawie Doktorantka jej nie przeczytala. Po prostu w ramach poprawy zostal
dodany paragraf zawierajacy zdj¢cia z badan SEM, natomiast jakiekolwiek polaczenie
tych wynikow z pozostalymi, przedstawionymi w pracy nie zostata wykonana. O ile
spotkatam si¢ juz z przypadkami, ze NTA daje zawyzone wyniki rozmiarow NPs, w
stosunku do technik mikroskopowych, o tyle nie potrafi¢ wytlumaczy¢ obserwowane;
tutaj tendencji odwrotnej. Techniki mikroskopowe, w przypadku zaglomerowanych
nanoczgstek pozwalajg zobrazowaé indywidualne NPs w w/w aglomeratach. Natomiast
w technice NTA obrazowane sa aglomeraty, z czego moze wynika¢ zawyzona wartosc
rozmiaru NPs zmierzona ta technika.

e Zastanawiajace jest, dlaczego ani dla nanoczastek Ag, ani dla Cu NPs ani dla Zr NPs
nie ma zadnego zwigzku pomiedzy stezeniem reduktora, czyli kwasow, a rozmiarem
nanoczastek. Stupki maja zupehie losowe wartosci i bardzo duzy rozrzut wielkosci o
kilkunastu nanometrow do ponad 200 nm. Autorka nie zastanowila si¢ nad tym faktem,
dlaczego otrzymata takie wyniki pomiardw i czy rzeczywiscie mierzyta nanoczastki czy
jakies aglomeraty powstale w wyniku procesu syntezy.

Obrazowanie SEM:

e Str. 98 Autorka pisze: ..W przypadku wigkszoSci syntez nanoczgstek w ekstraktach
naturalnych trudno jest mowié o selektywnosci rozmiarow czy ksztaltow otrzymywanych
drobin (Kisala et al. 2017).” Co to jest selektywnos¢ rozmiaréw 1 Ksztaltow
nanoczastek? Nanoczastki metali maja konkretny ksztalt i rozmiar, ktory widac¢ na
obrazach mikroskopowych SEM lub TEM. Nie mam poje¢cia co Autorka miata w tym
zdaniu na mysli.

e Str. 98 i 99: nigdy w zadnej publikacji naukowej nie spotkatam si¢ z podawaniem
powierzchni nanoczastek albo rozkladem empirycznym tych wielkosci powierzchni.
Nie wiem tez jaki byl cel podawania takiej informacji, tym bardziej, ze Doktorantka
wlasciwie niewiele napisala na temat morfologii nanoczastek widocznych na zdj¢ciach
na Rys. 45-47, co wniostoby wigce) informacji do pracy.

Modelowanie:

e Obliczenia przedstawione w rozprawie — dotycza polaczenia jonow metali podczas
reakcji syntezy z kwasami. Jak Autorka pisze na str. 107: ... liczba ewentualnych
miejsc, ktore oddzialujq z jonem metalu wynosi 2 (Rys. 58). Ulatwia to proces tworzenia
prawdopodobnych struktur nanoczgstek — opierajqc si¢ bowiem tylko i wylgcznie na
rysunkach (...) mozna sqdzié, ze hipotetycznych miejsc, do ktorych moze przylgezyc sig
jon metalu jest bardzo duzo. Zaznaczone na rysunkach (...) miejsca reaktywne
pozwalajq na zredukowanie liczby mozliwych — postaci czgsteczek  kwasow
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koordynujgcych jon metalu.” Nanoczastka metalu, z definicji, sklada si¢ wylacznie z
atomow metalu (czyli zredukowanych jonow, ktore byly dostarczone do roztworu w
postaci soli), ktore sg ulozone w sposéb uporzadkowany np. tworzgc strukture regularng
lub heksagonalna (nanoczastka o strukturze Krystalicznej) lub nieuporzadkowany
(nanoczastka o strukturze amorficznej). Tak wiec jesli dobrze rozumiem powyzsze
zdanie, to Autorka uwaza, ze kwasy humusowe, zawierajace jon danego metalu w
swoje] strukturze, aglomeruja tworzac nanoczastki. Niestety, aglomerat kwasow z
Jonem metalu w strukturze nie jest nanoczastka, tylko czastkg skladajaca sie z kwasow
z Jonem metalu. Nie wiem rowniez co Autorka miata na mysli uzywajac sformulowania,
ze ,czgsteczki kwasow koordynujg jon metalu”. W pracy poszukiwany jest reduktor,
ktory zredukuje jon metalu z soli do atoméw, ktére nastepnie poltacza sie w nanoczastki.
Ponadto, mechanizm tworzenia nanoczastek nigdzie nie zostal wyjasniony, réwniez w
dyskusji. Na Rys. 59-68 niestety Autorka nie opisala ktory kolor odpowiada jakim
atomom, co réwniez utrudnia ich analize.
 Kolejna uwaga dotyczaca modelu przedstawionego w pracy. Str. 107: Autorka pisze:
~Modelowanie kwantowo-mechaniczne zostalo wykorzystane takze do przedstawienia
potencjalnego wyglgdu poszczegolnych drobin zawierajgcych atomy miedzi, srebra i
cyrkonu.” Nie spotkatam si¢ ze sformutowaniem ,.drobina”. Nie wiadomo c¢zy Autorka
tak nazywa nanoczastki? Dalej Autorka pisze: .....konformacje drobin oplaszczone
zgsteczkami kwasow humusowych. Przedstawione struktury skladajq sie z centralnie
osadzonego atomu metalu (Cu, Ag, Zr) oraz czgsteczek kwasow fulwowych i
huminowych koordynujgcych nanoczgstki metalu.” Co to jest za struktura? Jak pisatam
powyze) nanoczgstki majg rozmiar od kilku do kilkuset nanometréw i skladaja sie z
atomow metalu lub metalu 1 tlenu, w przypadku tlenkéw, ulozonych w konkretny i
uporzadkowany sposob. Autorka w pracy zamiescila zdjecia nanoczastek, Rys. 46, 48 |
50 wraz z rozmiarami rz¢du kilkunastu nanometrow. Nie jest niemozliwe, a wrecz jest
bardzo prawdopodobne. ze nanoczastki widoczne na w/w rysunkach sa ,,oplaszczone”,
czy raczej naukowo ujmujac sfunkcjonalizowane kwasami pochodzacymi z torfow.
Czasteczki kwasu beda dolaczone do atomoéw znajdujacych si¢ na powierzchni
nanoczastek. Nieco dokladniejsza analiza widm UV-Vis 1 pomiary FTIR pozwolilaby
na wykazala tego faktu. Nie mam pojecia jaki sens miato modelowanie przeprowadzone
w § 5.3.6.2. O ile jeszcze modelowanie struktury kwaséw miato sens, o tyle Autorka, a
takze Autorzy obliczen powinni si¢ zdecydowaé, czy badajg cytotoksycznosé
nanoczastek metali zsyntezowanych i zobrazowanych na Rys. 46, 48 i 50, czy tez badaja
cytotoksycznos¢ ..drobin” zbudowanych z kwasu z wbudowanymi atomami metali.
Dodam, ze takie ,.drobiny” nie polacza sig, aby stworzy¢ nanoczastki.

Wyniki badan biologicznych:

o Str. 129 ,Sposrod 3 rodzajow nanoczgstek, nanoczgstki srebra wywolaly najmniejszy
wzrost potencjalu antyoksydacyjnego Pieprzycy, natomiast nanoczqgstki cyrkonu
wywolaly najwyzszy wzrost potencjalu antyoksydacyjnego Pieprzycey. (...) W przypadku
nanoczgstek miedzi, najnizszy wzrost potencjalu antyoksydacyjnego wywoltaly
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nanoczgstki otrzymane za pomocg metody MI z torfu HOLLAS, a najwyziszy wzrost
potencjalu antvoksydacyjnego wywolaly nanoczgstki otrzymane za pomocg metody M3
z torfu STERLUX. (...) W przypadku nanoczgstek srebra, najnizszy wzrost potencjatu
antyoksyvdacyjnego wywolaly nanoczgstki otrzymane za pomocqg metody M3 z torfu
STERLUX, a najwyzszy wzrost potencjalu antvoksydacyjnego wywolaly nanoczgstki
otrzymane za pomocg metody M2 z torfu STERLUX.” Mamy tutaj kolejny przyklad, ze
niestety Autorka nawet nie probuje wyjasnié, dlaczego sg widoczne statystyczne istotne
roznice miedzy poszczegolnymi rodzajami nanoczastek. Wystarczyloby jedno., dwa
zdania wyjasnienia np. obecno$¢ kwasow fulwowych czy pH nanoczastek otrzymanych
dana metoda. Wiasnie dlatego rozdzial zatytutowany Dyskusja, w tej pracy, w moim
mniemaniu, nie zawiera dyskusji wynikow.

Str. 151 Rys. 110 oraz str. 159 Rys. 122: w podpisach obydwu rysunkow Autorka pisze,
ze przedstawia wykresy korelacji miedzy przezywalnoscia stonaczka (Rys. 110) lub
aktywnoscia metaboliczna (Rys. 122) a stezeniem nanoczgstek. Zastanawiajgce jest
wiec, dlaczego w dalszej czesci podpisOw pod rysunkami Autorka pisze, ze uzyta tylko
jednego rozcienczenia (R1 Cu NPs dla stonaczka i R2 Cu NPs dla komorek)? Stad tez
zastanawia wniosek ze str. 159: , . Analiza statystyczna nie wykazala istotnej korelacji
miedzy aktywnoscig metaboliczng komorek A549, a stezeniem nanoczgstek miedzi
(wspolczynnik korelacji = 0,10, p > 0,05) oraz miedzy aktywnoscig metaboliczng
komorek A549, a Srednicqg hydrodynamiczng nanoczgstek miedzi (wspolczynnik
korelacji = 0,05, p > 0,05) (Rys. 122).” — je$li uzyte bylo tylko jedno stezenie R2?
Powyzsza uwaga dotyczy rowniez Rys. 124 str. 160, Rys. 126 str. 161, Rys. 128 str.
162, Rys. 130 str. 163, Rys. 132 str. 164.

Dyskusja:

Str. 169 ,,Uzyskane wyniki wykazaly, ze zmiany pH mieszaniny reakcyjnej na
poszczegolnyeh etapach syntezy wplywaly istotnie na czas, rozmiar i ksztalt tworzgcych
si¢ drobin.” Niestety nie wiem, ktorymi technikami badawczymi zastosowanymi w
pracy Autorka wykazata wptyw pH na zmiang ksztaltu nanoczastek, gdyz poza jedna
wzmianka o tym, ze nanoczastki miedzi majg ksztalt platkow, zadna analiza nie zostata
zrobiona.

Str. 169. Zadnie ., Warto$¢ wykladnika pH mieszaniny reakcyjnej probek z cyrkonem
wynosila maksymalnie 1, zas w przypadku probek zawierajgcych srebro dochodzila
nawet do 9 jednostek™ — gdzie jest tabelka / wykres w wynikach potwierdzajacy to
stwierdzenie?

Str. 169 Autorka pisze: ,.Zakladajgc iz tworzenie trwalych miceli nanoczqgstka metalu-
kwas humusowy (lub metal-kwas humusowy) jest czynnikiem sprzyjajgcym agregacji
drobin  metalicznych...”. Zwykle celem kazdej syntezy jest otrzymanie
niezagregowanych nanoczastek. Tak tez zatozylam czytajac zdanie na str. 80: ~Wplyw
otoczki zlozonej z czgsteczek kwasow humusowych jest znaczqcy i wplywa na stabilnosc
nanoczgstek.”, tym bardziej, ze w wielu miejscach autorka pisze, ze kwasy humusowe
oplaszczaja nanoczastki, co sugeruje, ze je stabilizuja. NatEmiast w dyskusji Autorka
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przeczy temu stwierdzeniu, piszac, ze kwas humusowy jest czynnikiem sprzyjajacym
agregacji. Na str. 169 w dyskusji, Autorka nagle pisze, ze .,...Zakladajac iz tworzenie
trwatych miceli nanoczastka metalu-kwas humusowy (lub metal-kwas humusowy)”. To
w koncu Autorka badala cytotoksycznos¢ niestabilnych nanoczastek, nanoczastek
oplaszczonych kwasami czy miceli nanoczastka metalu-kwas humusowy? Trzeba w
tym miejscu podkreslié, ze optaszczenie bynajmniej nie jest tym samym co micele. Jaka
jest roznica migdzy micelami nanoczastka metalu-kwas humusowy a micelami metal-
kwas humusowy? Definicji miceli mowi, ze:

Micela — grupa czasteczek surfaktantu albo jonéw w
roztworze, zorganizowanych najczesciej] w kulista forme. W
zaleznosci od rozpuszczalnika, ich hydrofilowe Ilub
hydrofobowe czesci znajduja sie w zewnetrznej lub
wewnetrzne) cz¢sci micell. Ich tworzeniu towarzyszy m.in.

zmiana napigecia powierzchniowego, cisnienia
osmotycznego, czy przewodnictwa elektrycznego.
Wyréznia sig:

micele normalne — w wodzie na zewnatrz czasteczek znajduje si¢ czes¢ hydrofilowa,
micele odwrotne — w rozpuszczalnikach organicznych na zewnatrz znajduje sie czesé
hydrofobowa.

Autorka w rozprawie nigdzie w wynikach nie wspomina o micelach, nigdzie tez nie

udowodnita, ze otrzymata takie struktury. Skad wigc takie stwierdzenie w dyskusji?

e Str. 170 ..Zpowodu zachodzqgcego :zjawiska agregacji, otrzymane nanoczqsiki
sedymentowaly, tworzgc zwartq warstwe na dnie naczynia reakcyjnego. Sedymentacja
nanoczgstek zwigzana byla z ich wzmozong agregacjg.” Powtarzajace si¢ zdania, ktore
dobitnie dowodzg niestabilnosci otrzymanych nanoczgstek. A tak na marginesie, we
wspomnianym na str. 168 patencie Pat. 238644, Autorzy nic nie wspominaja o
niestabilnosci nanoczastek. Wrecz przeciwnie mozemy przeczytaé: ,.Uznaje sie jg za
zakonczong w momencie, gdy na dnie naczynia reakcyjnego widoczny jest puszysty osad
unoszqcy si¢ w roztworze do polowy jego objetosci. Roztwor reakcyjny ma zmieniong
barwe - nanoczgstki srebra po zakonczeniu syntezy majg kolor niebiesko- szary, caly
roztwor reakcyjny sklada si¢ z dwoch faz: osadu unoszgcego si¢ przy dnie naczynia oraz
klarownej, bezbarwnej cieczy. Nanoczgstki srebra syntezowane sposobem zgodnym z
wynalazkiem zachowujg swojg stabilnosc i wlasciwosci tylko w roztworze wodnym, w
ktorym muszg by¢ przechowywane do czasu ich wykorzystania.”, ze nanoczastki
zachowuja swoja stabilnos¢ w roztworze wodnym, mimo obecnosci .,puszystego”
osadu. Natomiast po zgtoszeniu patentowym, Autorka w doktoracie w wielu miejscach
pisze, wiaczaja w to tez¢ nr 2, ze otrzymane nanoczastki sg nie stabilne. To w koncu sa
stabilne nanoczastki czy nie sa? To teza nr 2 doktoratu jest nieprawdziwa, czy pozostale
wyniki doktoratu sa bledne, a nanoczastki sa stabilne, czy tez w patencie sa
nieprawdziwe sformulowania?

e Str. 170 w dyskusji Autorka pisze, ze ,, Powstale drobiny metaliczne byly amorficzne,

* 3

wytworzyly aglomeraty co w konsekwencji utrudnialo ich zobrazowanie”. Czy
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Kandydatka wie, co oznacza struktura amorficzna i jak wykaza¢ eksperymentalnie, ze
nanoczastka ma strukture amorficzng? Jesli atomy w nanoczastce sg utozone w sposob
nieuporzagdkowany, to wtedy ma ona struktur¢ amorficzng, a jesli w sposob
uporzadkowany to wtedy ma strukturg krystaliczng np. regularng albo heksagonalng.
Mozna to stwierdzi¢ wylacznie wykonuja pomiar XRD wysuszonego roztworu lub
dyfrakcje elektronowg w trybie TEM lub obrazujagc nanoczastki w rozdzielczosci
atomowej w TEM. W pracy Kandydatka nie uzywala w/w technik. wigc nie wiem, na
jakiej podstawie twierdzi, ze nanoczastki maja strukture amorficzng.

e Str. 170,.Sygnaly wskazujace na obecnos¢ srebra w badanych roztworach wystepowaly
w zakresie diugosci fali ok. 312 nm.” Na stronie 80 Autorka pisze: ,.Roztwory
zawierajgce nanoczgsiki srebra charakteryzowaly sie¢ maksimum absorbcji przy okolo
450 nm™, nie wspomne juz o wartosciach dla Ag NPs podanych w literaturze, ktére nie
odpowiadaja ani 450 ani 312 nm.

o Str. 170 ..Otrzymane nanoczgstki miedzi, srebra i cyrkonu zostaly scharakteryzowane
fizvko-chemicznie z wykorzystaniem wspolczesnych metod instrumentalnych,
stosowanych powszechnie w analizie nanoczgstek”™ — moze sformulowanie bedzie
dobitne, ale to zdanie zakrawa na farse, w dobie postepu technologicznego, gdy do
dyspozycji mamy techniki obrazowania takie jak SEM, TEM, analiz¢ chemiczng EDS,
dyfrakcje elektronowa i rentgenowska, spektroskopie FTIR, dostepne na Uniwersytecie
Rzeszowskim, czy nawet XPS, nie wspomne juz o technikach synchrotronowych.

e Str. 171 . Niestety, niedostatek doniesien literaturowych dotyczgcych mozliwosci
Iworzenia nanoczgstek metalicznyeh w torfie utrudnia porownanie zastosowanej w
pracy doktorskiej syntezy” —takie stwierdzenie Autorki i stan rzeczy, wr¢cz obliguje do
wykonania bardzo starannej charakteryzacji morfologicznej i chemicznej otrzymanych
materialow, co niestety, w mojej opinii nie miato miejsca.

e Dopiero na str. 171 Czytelnik dowiaduje si¢, ze do syntezy nanoczastek cyrkonu uzyto
azotan (V) cyrkonu. Informacja ta powinna byla si¢ znalez¢ w opisie syntez.

o Str. 172 ..Rézne $rodowiska reakcyjne (torfy HOLLAS i STERLUX) oraz rézne metody
syntezy nanoczgstek spowodowaly otrzymanie drobin o niejednorodnych ksztaltach
i formach.” Niestety nigdzie w wynikach nie bylo to przedstawione, wigc nie wiem skad
takie stwierdzenie.

o Str. 174 ..Sposrdd trzech rodzajéw nanoczgstek, najbardziej toksycznymi nanoczgstkami
wobec siewek Pieprzycy okazaly si¢ nanoczgstki srebra, natomiast najmniej
toksycznymi nanoczgstki cyrkonu. Jak wiadomo, toksycznosé nanoczgstek moze byc
uzalezniona od wielu czynnikow, takich jak m. inn. rodzaj nanoczgstek, ich srednica,
ksztalt, ladunek powierzchniowy oraz stgzenie.” Nie wiem, jak mozna porownywac
toksycznos$é nanoczastek metalu (Ag) z nanoczastkami tlenku (ZrO) i nanoczastkami
o innym ksztalcie (platki miedzi) i wycigga¢ miarodajne wyniki.

e Str. 176 ..Granica miedzy uruchamianiem mechanizmow obronnych rosliny a jej
obumarciem jest bardzo cienka”. Takich nic niewnoszacych naukowo stwierdzen jest
wiele w rozprawie. Dyskusja otrzymanych wynikow zwykle zawiera poréwnanie
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otrzymanych wynikéw z literaturg oraz wyjasnienie ewentualnych roznic czy
rozbieznosci. To jest kolokwializm, na ktory nie ma miejsca w pracy naukowej.

Str. 176 ,.Najbardziej toksyczne okazaly sie¢ by¢ nanoczgstki srebra, zas najmniej
nanoczgstki cyrkonu. Spowodowane jest to obecnoscig samego metalu i jego
toksycznymi wiasciwosciami.” — niewatpliwie tak, gdyz z analizy widm UV-Vis
przeprowadzone] przez Recenzentke, wynika, ze nanoczastki cyrkonu sa w
rzeczywistosci tlenkami Zr. Ale Autorka nie dyskutuje tego faktu. Dopiero na str. 178
Autorka pisze jedno lakoniczne zdanie w catym manuskrypcie, sugerujgce ze jednak
otrzymane przez Nig nanoczastki cyrkonu sg tlenkami: ,,Nieco inaczej wyglgda sytuacja
nanoczgstek cyrkonowych pokrytych, obojetng chemicznie, nierozpuszczalng w wodzie
warstwq tlenkowg ZrQO:. Doniesienia literaturowe pokazujg jednak, ze ZrO; moze by¢
toksyczny dla komorek i organow (Arefian et al. 2015; Karthiga et al. 2019; Sidjui et
al. 2018; Sun et al. 2020; Yang et al. 2019; Ye i Shi 2018)”. — niestety jest to na tyle
niejasno sformulowane, ze nie wiem czy to stwierdzenie odnosi si¢ do nanoczgstek
zsyntezowanych przez Autorke, czy tez do cytowanych odnosnikow literaturowych.
Str. 177 ,,Powodem toksycznosci byto pH roztworow badanych. Optymalne warunki do
rozwoju artemii to odczyn pH 8 i1 wiecej, zas w ekstraktach pH wynosito 4-5. — jesli
stonaczki sg tak wrazliwe na wartosci pH, to jaka mamy pewnos¢, ze to nanoczgstki
spowodowaly $Smiertelnos¢ populacji po 45 godzinach, a nie pH roztworu? Dlaczego
Doktorantka nie uzywala, jak juz pisalam powyzej. roztwordw nanoczastek po ptukaniu
| oczyszczaniu?

Str. 178 .Wydaje sie, iz nanoczgstki miedziowe otrzymane w ekstraktach torfowych
powinny dziala¢ na komorki w podobny sposob, zwlaszcza ze pokryte tlenkiem (CuQ)
nanoczqgstki miedziowe, stosunkowo latwo wydzielajgce kationy Cu’ . — skad nagle w
dyskusji Autorka, piszac na stronie 80, ze zsyntezowala nanoczastki miedzi twierdzi, ze
maja one otoczke¢ tlenkowa? Nigdzie w pracy nie ma zadne) informacji na ten temat.

Praca zawiera roOwniez razace podstawowe bledy, wskazujgce na kompletny brak znajomosci
technik pomiarowych 1 ich zastosowania. Opisy zasad pomiarowych technik sg lakoniczne 1 nie
zawieraja wlasciwie w ogoéle zasady ich dzialania:

Str. 78 pierwsze zdanie §5.3.2: ,Wykonanie analizy UV-Vis otrzyvmanych zawiesin
nanoczqgstek pozwolitlo na wstepne okreslenie ich morfologii (kolor zawiesiny
nanoczqstek) i rozmiaru (widmo absorpcji).” — zadna metoda spektroskopowa, w tym
UV-Vis, nie umozliwia na okreslenie morfologii jakiegokolwiek materiatu. Morfologia
moze by¢ okreslona wylacznie technikg pozwalajaca na zobrazowanie materialu np.
mikroskopig optyczna czy elektronowa w zaleznosci od rodzaju i rozmiaréw materiatu.
Spektroskopia stuzy do identyfikacji chemicznej materialu. Ponadto w opisie techniki
UV-Vis na str. 51 Autorka pisze o wigzaniu wegiel-metal w nanoczastce. Nanoczastki
skladaja wylacznie z atomOéw metali, ewentualnie nanoczastki tlenkowe skladaja si¢ z
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atomOw metalu i atomow tlenu. Natomiast nie wiem, gdzie w nanoczastkach Ag, Cu i
Zr sa wigzania metalu z weglem.

o Str. 178 . .Kwasy humusowe umozliwiajgce tworzenie si¢g drobin metali tworzq otoczkg,
ktora oplaszczajgc nanoczgstke umozliwia przechodzenie ich przez blong komorkowg,
co jest przyczyng Smierci apoptycznej badanych komorek.” — jaki test byl uzyty do
stwierdzenia apoptozy komorek? W tekscie rozprawy znalaziam tylko wzmianke¢ o
wykorzystanym tescie MTT, ktory umozliwia tylko badanie aktywnosci metabolicznej
komorek, nie pozwala na stwierdzenie rodzaju mechanizmu $mierci komorek. Rodzaj
$mierci komérkowe) mozna zbadac np. technika cytometrii przeptywowe;.

e Str. 179 ,Niewielkie rozmiary nanostruktur, ich reaktywnos¢ chemiczna, zdolnos¢ do
tworzenia agregatow, wysoki stosunek powierzchni do objetosci, dyfuzyjnosc,
wytrzyvmalos¢ mechaniczna czy dyslokacja atomow umozliwiajq nanoczgsthom
wywieranie wplywu na srodowisko i jego elementy zywe”. — co Autorka rozumie pod
zjawiskiem dyslokacja atomow, ktore zgodnie z tekstem wystepuje w nanoczastkach?

Whioski:

e Str. 180 ,,Fizyko-chemia procesu powstawania nanoczgstek w torfie wskazuje na to, ze
jest on procesem selektywnym, prowadzgcym do akumulacji i uwigzienia w zlozu
toksyeznych metali ciezkich, a pozostawieniu kationow lekkich metali troficznych w
obiegu naturalnym”™ — jest to teoretyczna dyskusja nie poparta danymi
eksperymentalnymi UV-Vis czy SEM.

o Str. 180 ..Rozmiary, ksztalty i formy tworzgcych sie nanoczgstek sq zroznicowane.” — na
podstawie, ktorych wynikéw badan, zostal wysnuty taki wniosek?

e Str. 180 Fragment dotyczacy testow i nastepujace zdanie: .Analiza odpowiedzi
biologicznej zastosowanych organizméw modelowych na obecnos¢ otrzymanych
nanoczgstek metali (miedzi, srebra i cyrkonu) wskazuje na pilng potrzebg opracowania
norm okreslajgeych ,, bezpieczne dawki’ nanoczgstek, na jakie moze by¢ narazone
srodowisko i czlowiek. ” — zgadzam sig, ze je$li Autorka starannie by scharakteryzowala
otrzymane nanoczastki, aby by¢ pewna, ze pracuje z nanoczastkami metalicznymi, a nie
porownuje metali z tlenkami, ponadto mialyby one te same ksztalty i bylyby stabilne to
niewatpliwie mozna by bylo opracowa¢ w/w normy. Sa to raczej , niz wnioski.

Punkty. ktore wypisalam powyzej nie sa zwyczajnymi przeoczeniami czy drobnymi
bledami, tylko sa to braki w interpretacji otrzymanych wynikéw, ktore uniemozliwiaja
dopuszczenie rozprawy do obrony publicznej. Rozprawa sprawia wrazenie bardzo
powierzchownej, wyniki praktycznie nie zostaly zanalizowane (UV-Vis)., a ich opisy sa
lakoniczne (SEM, UV-Vis).

Kolejnym bledem, tym razem w czeéci biologicznej, jest wycigganie wnioskow
dotyczacych poréwnania wplywu poszczegdlnych nanoczastek (Ag, Cu 1 Zr), w roznych
stezeniach na organizmy zywe. Po pierwsze nanoczastki maja rézne ksztaity i rozmiary (Ag 1
7Zr sa sferyczne, a Cu ma ksztalt ptatkow), wige ich (cyto)toksycznos¢, nawet przy tym samym
stezeniu, bedzie rézna. Ponadto Autorka poréwnuje (cyto)toksycznose nanoczastek
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metalicznych (Ag) z tlenkowymi (CuO 1 ZrO;). Najgorsza jest analiza (cyto)toksycznosci w
funkcji stezen. Autorka okresla uzyskane stezenia wyjSciowe nanoczgstek w mieszaninach
reakcyjnych technikg NTA, a nastepnie, mimo, ze sg one rézne, po prostu tak samo je
rozciencza. Nawet sama o tym pisze w dyskusji: str. 171: . Dalsza analiza wykazala, ze sposréd
(rzech rodzajow nanoczgstek, najwyzsze ich stgzenie stwierdzono w przypadku nanoczgstek
srebra, a najnizsze w przypadku nanoczgstek miedzi. Stgzenie nanoczgstek cyrkonu bylo ~5 razy
mniejsze niz stezenie nanoczgstek srebra, a stgzenie nanoczgstek miedzi bylo ~10 razy mniejsze
niz stgzenie nanoczgstek srebra.”” W takim razie, jak mozna wnioskowacé, ze jedne nanoczastki
byly bardziej toksyczne niz drugie, jak mialy rézne stezenia, ksztalty i byly tlenkowe a nie
metaliczne?

Kontynuujac, nigdzie w wynikach nie ma odniesienia do faktu, ze nanoczastki srebra sa
metaliczne, natomiast nanoczgstki miedzi i cyrkonu to tlenki tych metali, co wynika ze
spektrow UV-Vis. Wida¢ to tezz Rys. 71 1 72 na str. 114. Autorka pisze: ,,Rozcienczone
zawiesiny nanoczgstek miedzi i cyrkonu nie mialy istotnego wplywu na kielkowanie nasion i
rozwoj Pieprzycy. Postulowa¢ mozna w tym przypadku o wystepowaniu hormezy, czyli
dziatania pobudzajgcego rosling do wzmozonej walki z toksykantem np. poprzez zwigkszong
produkcje antyoksydantow (witaminy C).” Wspomniany przez Autorke mechanizm hormezy
nie jest jedynym wytlumaczeniem braku istotnego wpltywu rozcienczonych zwiesin
nanoczgstek miedzi 1 cyrkonu, dodatkowo moze by¢ wytlumaczeniem fakt, ze nanoczastki
tlenkowe sg mnie) toksyczne od nanoczastek metalicznych. Ale niepoprawna charakteryzacja
nanoczastek technika UV-Vis nie pozwolila Autorce nawet zastanowi¢ si¢ nad takim
wnioskiem. Kuriozalne jest zatem, dlaczego w dyskusji na str. 178, Autorka pisze o warstwie
tlenkéw na nanoczastkach Cu 1 Zr. Skad nagle Doktorantka pozyskala taka informacje?

Nigdzie w poprawionej wersji pracy, w ktorej Autorka zamiescila juz zdjecia SEM
pokazujace morfologi¢ nanoczastek, nie ma zadnego komentarza dotyczacego faktu, ze
nanoczastki tlenku miedzi, majag forme¢ platkoéw o srednicy kilkuset nanometréw, natomiast
nanoczastki srebra i tlenku cyrkonu sg sferyczne. W dyskusji nie ma stowa na temat faktu, ze
w zwiazku z réznym ksztaltem nanoczastki miedzi mogg mie¢ inng cytotoksycznos$¢ niz np.
nanoczastki miedzi o sferycznym ksztalcie. Z tego tez wzgledu uwazam, ze pordwnywanie
sferycznych NPs srebra 1 cyrkonu z ptatkami miedzi nie pozwala jednoznacznie okresli¢
przyczyn roznic w cytotoksycznosci. Poza tym Autorka, poniewaz nie wykonala rzetelne;
interpretacji wynikow pomiarow UV-Vis, nie wzigla pod uwage faktu, ze poréwnuje
nanoczastki metaliczne (Ag) z nanoczastkami tlenkéw CuO i ZrOs.

Wigkszos¢ powyzszych uwag dotyczy nanoczastek, niemniej jednak, jesli Kandydatka
swoja rozprawe zatytulowala ,.Tworzenie i agregacja nanoczgstek metali szlachetnych w
ekstraktach torfu...” to czytelnik oczekuje, ze w pracy nanoczastki zostang scharakteryzowane,
a przede wszystkim zobrazowane. Niestety w pracy zostata pokazana morfologia tylko 3 z 18

badanych nanoczastek. Nie wiadomo, czy pozostale sg sferyczne, czy majg bardziej
nieregularne ksztalty. Metody syntezy, ktore opracowala Kandydatka, sa nowe, zaliczaja sie na
pewno do metod tzw. ,,zielonej syntezy™, 1 imituja warunki w prawdziwym torfowisku. Sama
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teza pracy, ze w torfowisku w wyniku interakcji jonéw metali z kwasami zawartymi w torfie
jest jak najbardzie] poprawna, tylko rozprawa doktorska miala poshuzy¢ do udowodnienia jej.

Ponizsza uwage z poprzedniej recenzji pozostawiam, gdyz jednoznacznym dowodem.,
ze zsyntezowane roztwory zawieraja nanoczastki jest obrazowanie TEM, a nie SEM, ze
wzgledu na rozdzielczos¢ tego ostatniego oraz fakt, ze nanoczastek w bryle organiki, ktorg Pani
musiala rozbijaé w mozdzierzu przed przeprowadzeniem obserwacji po prostu nie widac.
Nanoczastki nalezalo po syntezie odplukaé, odwirowac 1 oczysci¢, a nastepnie nanies¢ na
siateczk¢ TEM. Nie bardzo rozumiem, dlaczego nie skorzystata Pani z mozliwosci analizy
TEM wraz dyfrakcja elektronowg pozwalajaca na jednoznaczng identyfikacje struktury
krystaliczne] nanoczastek 1 rozréznienie migedzy metalem a tlenkiem, ktore sa dostepne na
Uniwersytecie Rzeszowskim, a ktora to technika pozwolitaby na jednoznaczne udowodnienie
istnienia nanoczastek. Ponadto, wnioslaby do doktoratu dodatkowe informacje dotyczace
morfologii otrzymanych nanoczastek.

Dorobek naukowy Kandydatki ciezko jest mi ocenié, poniewaz w rozprawie nie zostal
zamieszczony ani zyciorys, ani spis publikacji Pani Heclik. Po wiasnych poszukiwaniach w
serwisie Scopus, znalaztam, ze Pani Heclik jest wspotautorka 5 publikacji oraz patentu, ale w
zadnej nie jest pierwszym autorem. Szkoda, ze kandydatka nie wykorzystala szansy jaka jest
okres realizacji pracy doktorskiej do zdobycia umiejetnosci pisania publikacji. Tak wigc
dorobek naukowy Kandydatki oceniam raczej jako skromny, tym bardziej, ze w roku 2012
Kandydatka byla kierownikiem projektu Preludium (Formation and Aggregation of Nobel
Metals Nanoparticles in Extracts of Peats. Biosynthesis, isolation, determination and
cytotoxicity study 2012/07/N/NZ9/02137), co oznacza, ze doktorat robila ok. 12 lat. Przez ten
okres. mysle, ze kandydatka miala wystarczajaco duzo czasu, aby starannie scharakteryzowac
otrzymane nanoczastki migdzy innymi technika UV-Vis oraz technikg TEM, ktora jest
dostepna na Uniwersytecie Rzeszowskim, a takze aby wnikliwie zinterpretowa¢ i opisac
otrzymane wyniki.

Na koniec chcialabym podkreslié, ze pomyst syntezy nanoczastek metali
szlachetnych w torfie sam w sobie i motywacj¢ pracy oceniam bardzo wysoko, jako
naprawde bardzo interesujgce, natomiast charakteryzacja zsyntezowanych nanoczastek
jest wykonana niechlujnie, a wybrane techniki s3 kompletnie nieadekwatne, za co
wine ponoszag Promotorzy rozprawy. Nalezalo zastosowaé, oprocz skaningowe)
mikroskopii elektronowej (SEM), takze transmisyjna mikroskopi¢ elektronowa (TEM)
wraz z dyfrakcja elektronows, ktora umozliwilaby jednoznaczng interpretacj¢ struktury
krystalicznej otrzymanych nanoczgstek. EDS tez bylby pomocny. Ponadto spektroskopia
FTIR, pozwolilaby wykaza¢ oplaszczenie (sfunkcjonalizowanie) metalicznych/tlenkowych
nanoczastek czasteczkami kwasow z mozliwoscia identyfikacji wigzania, poprzez Ktore te
kwasy sg polaczone z powierzchnig nanoczastki. Szkoda, gdyz praca ta mogla by¢ bardzo
cieckawa, odkrywcza i mogly z niej powstaé wartoSciowe publikacje. Zresztg najlepiej o
tym $wiadczy uzyskanie przez Kandydatke finansowanie w ramach grantu Preludium.
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Kuriozalne jest zatem dla mnie sformulowanie celu pracy: ,biosynteza wybranych
nanoczgstek metali (miedzi, srebra i cyrkonu) w obecnosci kwasow humusowych, wraz z probg
wyjasnienia  mechanizmu ich tworzenia, analizg wlasciwosci fizyvko-chemicznych
i biologicznych oraz okresleniem stopnia toksycznosci uzyskanych drobin”, ktory poza ostatnig
czescia, wiasciwie dotyczy zagadnien chemicznych i fizycznych. W 2zwigzku z tak
sformulowanym przez sama Kandydatke celem, moje watpliwosci, co do poziomu naukowego
pracy w czesci dotyczgcej chemii / nanotechnologii / fizyki pozostajg nierozwiane. Wydaje mi
si¢ rowniez, ze interpretacja otrzymanych wynikow i przeglad literatury naleza do obowiazkow
Doktorantki, z pomoca Promotoréw, a nie do recenzenta. Wnioski z badan biologicznych w
zakresie (cyto)toksycznosci nanoczgstek dla Pieprzycy Siewnej, Komornicy btotnej, Stonaczka
i ludzkich linii komorkowych rowniez budza watpliwosci, w szczegdlnosci, ze rozcienczenia
RO, RI, R2 i R3 dla poszczegolnych rodzajow nanoczastek sa rozne, wigc nie mozna
miarodajnie poréwna¢ otrzymanych wynikéw. Ponadto, w przypadku miedzi 1 cyrkonu,
poniewaz Autorka nie zinterpretowala poprawnie otrzymanych wynikow badan UV-Vis,
badania biologiczne sa prowadzone na tlenkach Ci i Zr, wigc cata dyskusja tej czesci wynikow
jest bledna, bo dotyczy metali, a nie tlenko6w. Natomiast wyniki zwigzane z porownywaniem
wplywu nanoczastek srebra, miedzi 1 cyrkonu sg kompletnie niemiarodajne, gdyz Autorka nie
bada nanoczastek miedzi i cyrkonu, tylko tlenku miedzi 1 tlenku cyrkonu, a jak wspominatam
powyze] wplyw otoczki tlenkowej ma zasadniczy wplyw na cytotoksycznosc.

Z wyzej wymienionych przyczyn uwazam ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
nie speinia wymogow stawianym rozprawom doktorskim i z tego wzgledu, nie dopuszczam jej
do obrony publicznej.
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