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Rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Krél-Gorniak, zatytutowane;:
Nanokompozyty metal-biatko: synteza, charakterystyka oraz zastosowanie

1. Analiza formalna rozprawy.

Rozprawa doktorska mgr Anny Krél-Goérniak wykonana zostata na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, a funkcj¢ promotora penit prof.
dr hab. Bogustaw Buszewski.

Rozprawa jest oparta na cyklu szesciu publikacji: jednej pracy przegladowej
opublikowanej w czasopismie Advances in Colloid and Interface Science w roku 2017
oraz pigciu oryginalnych prac, ktore ukazaty si¢ w latach 2011-2018 w czasopismach
z listy JCR o wskazniku cytowania w zakresie od 1,6 (Phytochemistry Letters, 2019) do
0.2 (Applied Surface Science, 2021). Na 1¢j podstawic mozna wnioskowac, z¢ 59 10
czasopisma o dobrym poziomie naukowym, w dziedzinie badan obj¢tej rozprawa
doktorska. Wszystkie prace wchodzace w sktad  rozprawy sa wieloautorskie
(sumarycznie pojawia si¢ w nich 12 autoréw) przy czym doktorantka byta pierwszym
autorem w czterech pracach, natomiast nie byla w zadnej z nich  autorem
korespondencyjnym. Wediug oswiadczenia doktorantki, wspélnego dla wszystkich prac,
jej wkitad polegat na: dyskusji ogélnej koncepcji pracy, zaplanowaniu i realizacji

doswiadczen, analizie i interpretacji wynikow, przygotowania wstepnych wersji



manuskryptow.

Zwazywszy na bardzo znaczacy dorobek doktorantki, obejmujacy 14 publikacji
w czasopismach o wysokim wskazniku cytowania, oraz dwa zgtoszenia patentowe,
przedstawienie rozprawy doktorskiej w formie zbioru wybranych publikacji nie byfo
najbardziej odpowiednim pomystem, ze wzgledu na trudnosci w okresleniu wkladu
intelektualnego doktorantki. ~ Z tego wzgledu znacznie lepszy efekt naukowy
i dydaktyczny miatoby przedstawienie rozprawy w formie klasycznej tzn. obszernego
przegladu literaturowego, tezy pracy i opisu badan wiasnych.

W obecnej formie rozprawy opis wynikow przedstawionych w cyklu publikacji
jest obszerny, obejmujac 45 stron i 5 schematycznych rysunkow, sktadajac sig
z nastepujacych rozdziatéw: 1. Wprowadzenie, 2. Cel Badawczy Pracy, 3. Problem
Badawczy i Bibliografia, 4. Publikacje Naukowe (kopie artykutéw), 5. Podsumowanie
i Wnioski oraz 6. Streszczenie.

Aczkolwiek forma dysertacji nie budzi wigkszych zastrzezen, z obowiazku
recenzenta nalezy wspomnieé¢ o pewnych stabosciach pracy, gtéwnie natury technicznej,
szczegblnie o wielu niescistych sformutowaniach. Wymienig jedynie niektore z nich,
ktére pojawiaja si¢ najczesciej:
strona 1, tytul rozprawy: Nanokompozyty metal-biatka: synteza, charakterystyka oraz
zastosowanie,
pierwsze czesé tytutu jest zbyt ogélnie sformutowana, prace dotycza gtownie tlenkow
lub komplekséw cynku, a nie metali w postaci litej, podobnie zamiast hasta biatka
nalezato napisa¢ czasteczki owaloalbuminy.
strona 7: Cynk jest jednym =z najwazniejszych i niezbednych do prawidlowego
funkcjonowania mikroelementow,
cynk nie jest mikorelementem lecz pierwiastkiem.
str. 11 ... potencjal zeta okresla si¢ jako potencjal elektrokinetyczny na granicy faz
miedzy jonami warstwy adsorpcyjnej a swobodnymi przeciwjonami warstewki
dyfuzyjnej...
potencjat zeta jest potencjatem elektrycznym w ptaszczyznie scinania (shear plane) na

ktorej przeptyw hydrodynamiczny osrodka (cieczy) zanika.
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str. 12, dyskusja  stabilno$ci suspensji. Potencjat zeta nie jest jedynym parametrem
okreslajacym stabilno$é uktadow koloidalnych jak to sugeruje autorka. Na stabilnos¢
wptywaja bowiem rozmiar i ksztalt czgstek, sita jonowa elektrolitu oraz stata Hamakera
okreslajaca znaczenie oddziatywan van der Waalsa i wiele innych parametréw. Np. dla
sugerowanej przez autorke¢ wartosci potencjatu zeta zapewniajacego stabilnos¢ tj.
30 mV, suspensje czastek o rozmiarach ponizej 100 nm beda niestabilne dla sity
jonowej powyzej 0.05 M.

Rys. 2 przedstawiajacy czasteczkg koloidu jest niezbyt precyzyjny min. w
podpisie powinno byé: zmiana potencjalu elektrycznego, a nie potencjatu
powierzchniowego, ktéry ma wartos¢ stata. Ponadto, potencjat zeta powinien by¢
zaznaczony na granicy warstwy adsorpeyjnej i dyfuzyjnej, zanik potencjatu w warstwie
dyfuzyjnej jest eksponencjalny, a nie liniowy. Réwnanie Smoluchowskiego stosuje sig
dla wartosci parametru xa > 10, a wiec dla czastek o wielkosci powyzej 100 nm, dla
mniejszych czastek lepszym przyblizeniem jest rownanie Henryego.
str. 13 ... stwierdzono, ze nanokompozyty o najmniejszych rozmiarach 266,45+/- 32 nm
otrzymano w zakresie pH 4-7,
zgodnie z definicjg, nanoczastki maja rozmiary ponizej 100 nm. Prawidtowy zapis tego
pomiaru (obarczonego ponad btedem 10%) to 270 +/- 30 nm.
str 19. Praca [P5] ... powinno by¢ praca [P6]
str 23. Praca [P3] ... powinno by¢ praca [P4]
str. 29. ... sorpcja cynku do biatka, ...dane liczbowe zostaly wymodelowane dla modelu

Webera-Morisa,

niesciste i niegramatyczne okreslenia.

str. 30. Dlatego tez, biorge pod uwage dane pochodzqce ze wszystkich komplementarnych
do siebie analiz, postulowany jest nowy, nieopisany do tej pory w literaturze,
mechanizm formowania si¢ Nano-ZnQ na drodze syntezy biologicznej

komplementarny jest zawsze do siebie, autorka nie dokonczyta zdania i nie napisafa na

czym polega ten nowy mechanizm.



Jezeli chodzi o rozdziat 5. Podsumowanie i Wnioski, tu réwniez mnozna znalez¢
szereg drobnych potknie¢ stylistycznych min.: cale komdrki szczepu  probiotycznego,
specyficzny depozyt organiczny, potencjal przeciwbakteryjny,  prze ztalcenie jonow

metali w katalityczne uklady biatkowe, itp.

2. Analiza merytoryczna rozprawy.

Doktorantka gtéwny cel swoich badan definiuje ogdlnie jako: okreslenie
mechanizméw formowania (si¢) nanokompozytow tlenku cynku w wyniku wiqgzania
jonéw cynku w ukladach biokoloidalnych: bialek bakteryjnych, roslinnych lub bialek
o znaczeniu przemystowym. Nie zostala jednak sformutowana teza pracy, definiujaca
elementy oryginalnosci naukowej pracy, co jest istotne zwazywszy na wielka ilosci
doniesien literaturowych obejmujgcych wszystkie kluczowe aspekty syntezy i zastosowan
nanoczgstek tlenku cynku.

Jak wspomniano powyzej, pierwszy artykul stanowigcych podstawe rozprawy
doktorskiej, jest obszerng praca przegladowsa. Trzy z czterech nastgpnych — prac
opublikowanych w latach 2018-2020 dotycza roznych aspektow syntezy i charakterystyki
fizykochemicznej nanokompozytow tlenku cynku. Natomiast jedna z tych prac
(oznaczona jako [P3]) opisuje oddziatywania dwuwarto$ciowych kationéw metali ze
szczepem bakterii mlekowych, co prowadzi do ich aglomeracji. Istotne znaczenie ma
sz6sta praca opublikowana w roku 2021, dotyczaca oddziatywan jonow cynku

dwuwartosciowego z czasteczkami owoalbuminy co prowadzi do tworzenia ztozonych

nanoczgstek zawierajgcych tlenek cynku.

Przechodzac do bardziej szczegétowej analizy, w pracy [P2] przeprowadzono
badani kinetyki tworzenia czgstek tlenku cynku przy uzyciu szczepu bakterii mlekowych
(Lactobacillus paracasei) stosujac jako prekursor Zn(NO;)z . Otrzymany tlenek cynku
w postaci makroskopowego osadu charakteryzowano przy pomocy metod FTIR, SEM,
dyfrakcji rentgenowskiej, spektrofulorymetrii, mikroskopii fluorescencyjnej (aktywnos¢
antybakteryjna) oraz DLS i LDV (elektroforeza). Dwustopniowg kinetyke tworzenia
osadu interpretowano uzywajac modelu Webera-Morrisona. Zaobserwowano ciekawy,

acz bardzo nietypowy efekt zmniejszenia wielkosci czastek od ok 3000 do 1500 nm po



1000 min. trwania reakcji. Bardzo znaczny rozmiar czastek ZnO interpretowano jako
efekt tworzenia sie osadu organicznego na ich powierzchni, co prawdopodobnie
powodowato zmniejszenie absolutnej wartosci ich potencjatu zeta od -25 mV po 100
min do -5 mV po czasie 14000 min. Na podstawie badan FTIR zaproponowano
mechanizm tworzenia czastek ZnO polegajacy na redukeji tzw. aqua-komplekséw cynku
przez grupy amidowe i karboksylowe pochodzace gtéwnie z biatek bakteryjnych.
Obszerne badania przeprowadzone pry pomocy mikroskopii flurescencyjnej wykazaty
znaczacy efekt bakteriostatyczny wobec szczepow bakteryjnych Gram(+) oraz Gram(-).
Badania przeprowadzone w pracy [P3] dotyczyly okreslenia oddziatywania
dwuwartosciowych kationéw cynku, miedzi i magnezu (stgzenie roztworu elektrolitow
0.01 M) ze szczepem bakterii Lactobacillus paracasei przy pomocy elektroforezy
kapilarnej, mikroskopii fluorescencyjnej, FTIR oraz MALDI-TOF/MS. Wykazano, ze
modyfikacja jonami cynku i miedzi prowadzi do tworzenia aglomeratéw bakterii
o luznej strukturze wskutek oddziatywan z grupami amidowymi wchodzacymi w skfad
bialek powierzchniowych. Z kolei jony magnezowe wykazywaty znaczne powinowactwo
do grup karboksylowych co zapewniaty tworzenie agregatow o bardziej kontrolowanej
strukturze, umozliwiajac ich fatwiejsza separacj¢. Przeprowadzono réowniez obliczenia
energii wigzania jonéw przy uzyciu metody DFT. Dla dwuwartosciowych kationow
magnezu energia ta osiggata wartos¢ -310,3 kJ/mol, typowa dla wigzan chemicznych,
co interpretowano jako efekt oddziatywan elektrostatycznych kationu z czterema
grupami karboksylowymi. W obliczeniach tych nie uwzgledniono jednak silnej

hydratacji kationéw magnezu, co znaczaco wptywa na energi¢ wigzania.

W pracy [P4] przeprowadzono syntezg czastek tlenku cynku w postaci
zaglomerowanego osadu przy uzyciu ekstrakty z lucerny siewnej uzywajac jako
prekursor  roztwér Zn(NOs).. Wielkosé krystalitow ZnO wyznaczona z réwnania
Scherrera wynosita 14 nm. Wykazano, ze dla pH ponizej 3 i powyzej 7 suspensje
czastek w roztworach wodnych byly niestabilne, co korelowato z wartosciag potencjatu
zeta w zakresie -3,5 do -5,5 mV. Stabilne suspensje o $redniej wielkosci czastek
270 nm uzyskiwano dla zakresu pH 4-7, gdy potencjat zeta wynoit -28 mV.

Na podstawie analizy FTIR zaproponowano nowy mechanizm tworzenia tlenku cynku



polegajacy na oddziatywaniu hydratyzowanych jonéw cynku (nazywanych przez autorke
aquakompleksami) ze zdysocjowanymi grupami karboksylowymi biatek lucerny.
Wykazano tez skuteczno$¢ syntezowanych preparatéw ZnO  wobec mikroorganizmu
Staphylococcus epidermidis gdzie parametr MIC osiggat zaskakujaco mata wartos¢
0.58 mg L' podczas gdy dla chemicznie syntezowanego tlenku cynku (Sigma-Aldrich)
byt znacznie wigkszy, wynoszac 2.33 mg L™

Analogiczng syntezy czastek tlenku cynku w postaci osadu przeprowadzono
w pracy [P5] przy uzyciu przesgczu uzyskanego z hodowli szczepu bakterii
Lactobacillus paracasei, uzywajac jako prekursora roztwor Zn(NOz):. Wykazano, ze
dla zakresu pH 7-9 potencjat zeta suspensji wynosit -29 mV, co interpretowano jako
wskaznik ich stabilnosci. Na podstawie wynikow pomiaréw przeprowadzonych przy
pomocy metod FTIR oraz LDI-MS wykazano obecno$¢ na powierzchni czastek ZnO
warstewki zwiazkow organicznych, gléwnie trzech aminokwaséw fenyloalaniny, kwasu
asparginowego i izoleucyny. Okreslono rowniez dziatanie antybakteryjne syntezowanych
preparatow wobec czterech szczepéw, dla ktorych parametr MIC wynosit od 86
(Staphylococcus Aureus) do 172 mg L' (Eschricha Coli).

Obszerna praca [P6] dotyczyla mechanizméw oddziatywan kationéw cynku
pochodzacych z prekursora Zn(NO3)2) z czgsteczkami  owoalbuminy (OWA).
Przeprowadzono unikatowe badania kinetyki tego procesu stosujagc metodg ubytku
stezenia (pomiar stgzenia cynku metoda FAAS) dla pH 4.5 (punkt izoelektryczny OWA),
gdy wystepuje agregacja biatka. Wyniki pomiaréw analizowane przy uzyciu modelu
Webera-Morrisa, uwzgledniajac zarowno adsorpcje na powierzchni czasteczek biatka
kontrolowang przez dyfuzje, jak rowniez penetracj¢ jonow do wnetrza osadu czastek.
Z kolei zalezno$¢ maksymalnej ilosci jondéw cynku usunigtych z roztworu od jego
wyjsciowego stezenia interpretowano stosujac izoterm¢ Langmuira i Freundlicha.

Topografie tworzonych komplekséow OWA z tlenkiem cynku i jonami cynku w
postaci osadéw analizowano przy pomocy metod SEM i TEM, wykazujac ze wielkos¢
krystalitow ZnO wynosita 41 nm. Przeprowadzono réwniez modelowanie teoretyczne
przy pomocy metody dynamiki molekularnej oraz metody DFT w celu obliczenia

oddziatywan jonow cynku z roznymi aminokwasami czasteczki OWA oraz mechanizmu



tworzenia kompleksow ~ OWA/ZnO. Okreslono réwniez dziatanie antybakteryjne
syntezowanych preparatow wobec dwoch szezepow bakteryjnych oraz  drozdzy
C. albicans.

Jako komentarz do analizy tych prac mozna przypuszczaé, ze wyniki uzyskane dla
OWA bylyby fatwiejsze do interpretacji gdyby okreslono stabilnos¢ roztworow
w funkcji pH i sity jonowej (metoda pomiaru wsp. dyfuzji, DLS). jak réwniez
ruchliwo$¢ elektroforetyczng czgsteczek biatka (metoda elektroforetyczna LDV).
Ponadto, znaczenie tych wynikow byloby szersze gdyby badania przeprowadzono dla
wartosci pH powyzej 4,5, gdy czasteczki OWA uzyskuja wypadkowy fadunek ujemny
i tworza znacznie bardziej stabilne roztwory, niz w punkcie izoelektrycznym.

Ze wzgledu na inwazyjnosé metody SEM i TEM wobec warstewek organicznych,
mozna oczekiwaé, ze pomiary te dobrze byloby uzupeini¢ stosujgc dla poréwnania
metode analizy topologii kompozytow oparta na AFM, umozliwiajgcej pomiary w fazie
ciektej, a wiec w kontrolowanych warunkach pH i sity jonowej.

Nalezatoby tez bardziej precyzyjnie wyjasni¢ w jaki sposob dyspergowano osady
ZnO i kompleksy z OWA, aby uzyska¢ stabilne suspensje, co jest sporym wyzwanie,
zwazywszy na duzy rozmiar czastek i ich znaczna gestos¢, powodujgca sedymentacjg.

Te uwagi nie wplywaja na ogdlna wysoka oceng merytoryczng pracy, prositbym
jednak doktorantk¢ o komentarz.

Podsumowujac powyzsza analize mozna stwierdzi¢, ze doktorantka zrealizowata
obszerny zakres bardzo pracochtonnych badafn do$wiadczalnych przy uzyciu

nowoczesnych technik badawczych. Uzyskata oryginalne wyniki o znaczeniu

poznawczym, jak rowniez okreslonym potencjale praktycznych zastosowan, co jest
potwierdzone dwoma zgloszeniami patentowymi.

Glowne  osiggniecia naukowe, bedace wynikiem tych badan to okreslenie
mechanizm tworzenia czastek ZnO polegajacego na redukcji uwodnionych kationow
cynku przez grupy amidowe i karboksylowe pochodzace z czasteczek biatek
bakteryjnych; opis zjawiska tworzenia si¢ warstewek organicznych na powierzchni
czastek ZnO i wyznaczenie skladu chemicznego tych warstewek: przeprowadzenie

unikatowych badan wigzania kationdw cynku przez czasteczki owoalbuminy oraz



okreslenie mechanizméw i topologii tworzonych kompozytow:; potwierdzenie
znaczacego efektu bakteriostatycznego —syntezowanych preparatéw wobec szczepow

Gram(+) oraz Gram(-) a takze efektu przeciwgrzybicznego.

3. Whniosek koncowy
Podsumowujac analize rozprawy doktorskiej mgr Anny Kroél-Gorniak mozna
stwierdzi¢, ze uzyskane przez nig wyniki maja znaczenie poznawcze stanowigc
oryginalny wktad do dziedziny nauk s$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie: nauki
chemiczne. Z tego wzgledu stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska spetnia wymogi
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. art. 187, oraz wnioskuj¢ o dopuszczenie kandydatki do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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