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Recenzja
Rozprawy doktorskiej pani mgr Iwony Habiny
p-t. ,Badania organizacji i aktywnosci izolowanych blon fotosyntetycznych
modyfikowanych nanoczastkami tlenkow tytanu i wielo§ciennymi nanorurkami
weglowymi”
wykonane] na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej
Akademii Gorniczo-Hutnicze] im. Stanistawa Staszica w Krakowie

Pojecie nanotechnologii, ktére weszlo do powszechnego uzycia w okolicy przelomu wiekow
rozpala wyobrazni¢ nie tylko naukowcow ale takze dziennikarzy i politykéw. Wobec mitow
jakie w tej sytuacji nieuchronnie powstaja, a z drugiej strony wobec fascynujacych
perspektyw jakie towarzysza réznym zastosowaniom nanoczastek, wybér tematu pracy
doktorskiej pani mgr Iwony Habiny uwazam za bardzo trafny, za§ wyniki przeprowadzonych
badaft za wysoce uzyteczne, nawet je$li rozwiewaja one niejako marzenia o
natychmiastowym i fatwym uzyciu badanych nanomateriatéw do zwiekszenia wydajnosci
fotosyntezy, a w konsekwencji — produktywnosci roslin uprawnych.

Formalny opis rezprawy

Praca liczy 207 stron maszynopisu i posiada ukiad typowy dla rozpraw doktorskich, w
sensie skladajacych sig¢ na nig czedci, natomiast nictypowy pod wzgledem ich wzajemnych
proporcji. Czg$¢ wstgpna stanowi ponad 30% objetosci pracy. Po prawidlowo
skonstruowanym spisie tresci i spisie stosowanych skrétow autorka zamiescila Cel pracy,
jednostronicowe oméwienie przestanek, ktore sklonity ja do podjecia badan, sformutowanie
celu badai i wykaz uzytych metod”. Dwa kolejne rozdzialy zostaly zatytulowane
Wprowadzenie 1 Metody badawcze. Pierwszy z nich zawiera ogélne informacje na temat
budowy blon biologicznych, ukladéw fotosyntetycznych, a takze wlasciwosci uzytych w
do$wiadczeniach nanoczastek TiO; i nanorurek weglowych oraz ich wpltywu na organizmy
roslinne. Drugi rozdzial po$wigcony zostal omdwieniu zasad stosowanych metod
badawczych. W kolejnym, dwudziestostronicowym rozdziale zawarto opis uzytych
materialéw i metod, z podaniem procedur izolacji materialu biologicznego i oznaczen
ilosciowych, charakterystyka zastosowanych nanoczastek/nanorurek oraz szczegdlows,
charakterystyka przeprowadzonych eksperymentéw. Najwiecej miejsca (95 stron) zajmuje
opis uzyskanych wynikéw, podzielony na podrozdzialy wedtug zastosowanych metod.
Otrzymane wyniki skomentowata autorka w krétkim, dziesigciostronicowym rozdziale
zatytutowanym Podsumowanie i ostatecznie podsumowala je w 2,5-stronicowych Wrioskach.
Pracg zamyka spis cytowane;j literatury liczacy 95 pozycji.

Ocena merytoryczna

Autorka podjgla si¢ ambitnego 1 pracochlonnego zadania polegajacego na
scharakteryzowaniu oddziatywan zachodzacych na poziomie molekularnym pomiedzy
nanostrukturanti dwéch typéw (czastkami TiO, i nanorurkami weglowymi) a elementami
jednego z gléwnych komplekséw fotosyntetycznych — fotosystemu II. Jak mozna
wnioskowaé z czedci wstgpnej pracy, impuls do podjgcia takich badar stanowity doniesienia



o korzystnym wplywie dodatku takich nanoczastek na wzrost i wydajnosé fotosyntetyczng
roélin. Ustalenie jakiego typu oddziatywania moga by¢ odpowiedzialne za takie Zmiany moze
mie¢ zatem istotne znaczenie nie tylko poznawcze ale takze praktyczne. Musze przyzna¢, ze
doniesienia literaturowe przytoczone przez autorke w czesci wstepnej, wskazujace na
pozytywny wplyw dwutlenku tytanu i nanorurek weglowych na wydajnos¢ fotosyntetyczng,
rolin, a zwlaszcza ich interpretacja, budza moje watpliwosci. Zdaje sobie sprawe, ze autorka
pracy jest przede wszystkim fizykiem i moze mie¢ trudnosci z oceng tych doniesien. Pomimo
to proszg o krytyczne ustosunkowanie si¢, zwlaszcza do interpretacji zamieszezonych w
cytowanych pracach 9,

W pracy zanalizowano zachowanie ukiadu modelowego, izolowanych blon tylakoidéw
Nicotiana tabacum wzbogaconych w fotosystem II, pod wptywem dodatku siedmiu réznych
typéw nanoczastek dwutlenku tytanu i dwéch typéw nanorurek weglowych. Nanoczastki
TiO: pochodzity z réznych Zrédel, roznity si¢ strukturg krystaliczna, a takze zawartodcia
domieszki zelaza; nanorurki byty modyfikowane kwasem azotowym lub amoniakiem,

Do charakterystyki otrzymanych ukladéw hybrydowych pani Habina wykorzystala
szeroka gamg technik: mikroskopi¢ sil atomowych, spektrofluorymetric w roznych
wariantach, termoluminescencj¢, dynamiczne rozpraszanie §wiatta i elektroforetyczna metode
pomiaru potencjalu zeta. Wszystkie zastosowane techniki zostaly szczegblowo opisane w
obszernej czgsci wstepnej, ktora stanowi dobre wprowadzenie dla czytelnika, ktéry nie
zetknal si¢ praktycznie z konkretng metoda. Sadze¢ jednak, ze bez szkody dla jasnodci
wprowadzenia, a nawet z pozytkiem dla jego zwartosei, mozna by pominaé niekiére bardzo
podstawowe, podrecznikowe informacje i/lub omdwienie tych aspektow metod, ktoérych nie
uzywano w opisywanych do$wiadczeniach. Badania opisane w pracy sg prawdziwie
zaawansowane 1 czytelnikowi niewiele pomoze np. gars¢ haslowych informacji na temat
ogdlnej struktury blon biologicznych jesli nie miat okazji zapoznaé sie z ta struktura. Zamiast
tego warto raczej mocniej zaakcentowa¢ odniesienia do przeprowadzonych dogwiadczen.

Zastosowanie wielostronnego podejécia  do$wiadczalnego pozwolito na czesciowa
weryfikacj¢ wynikow otrzymanych jedna technikgq przez poréwnanie ich z wynikami
otrzymanymi kolejng metodg. Doktorantka uzyla mikroskopii sif atomowych w trybie
»tapping” do oceny przestrzennej organizacji badanych uktadéw hybrydowych. Wyznaczyta
rozmiary powstajacych struktur i stwierdzita, ze w obecnosci BBY PSII nie tworzg sie
agregaty nanoczastek TiO,. Modyfikowane nanorurki weglowe réwnomiernie pokrywaty sie
blonami tylakoidéw. Poniewaz jednak pomiary efektywnosci transferu energii i liniowego
transportu elektronéw byty wykonywane dla ukfadéw hybrydowych w zawiesinie, sprawdzila
takze ich organizacj¢ przestrzenng w tych warunkach, stosujac metodg dynamicznego
rozpraszania $wialta, Wyznaczyta réwniez potencjal zeta czystych nanoczastek TiO, BBY
PSII i utworzonych z nich ukladéw hybrydowych. Niekidre struktury zmierzone w ukladach
hybrydowych okazaly si¢ by¢ prawie dwukrotnic mniejsze w stosunku do czystych BBY
PSI, co wskazuje na mozliwo$¢ wystgpowania silnych oddziatywan pomiedzy sktadnikami.
Po oszacowaniu stanu powstajacych struktur hybrydowych doktorantka przystapila do badan
efektywnosci transferu elektronéw w tych uktadach. Wykonala pomiary efektu Kautsky’ego
dla wszystkich wybranych nanoczastek i przedstawita bardzo szezegélowa analize” zmian
parametréw uzyskanych z dopasowania krzywych Kautsky’ego w zaleznodcei od stosunku
wagowego TiO; do chlorofilu w prébkach blon tylakoidéw". Badane nanoczastki
powodowaly oscylacyjne zmiany wydajnosci liniowego transferu elektronéw oraz frakeji
otwartych centrow reakcji PSII z utlenionym plastochinonem QA. Wielkosé i charakter zmian
wydajnosci fotosyntetycznej, stabilizacja metastabilnych stanéw zwiazanych plastochinonéw
oraz wydajnos¢ transferu energii pomigdzy kompleksami antenowymi a centrum reakcji PSII
zalezaly od struktury krystalograficznej nanoczastek TiO,, Zrodla ich pochodzenia oraz
stopnia domieszkowania zelazem. W badaniach szybkiej fluorescencji i termoluminescencii



autorka stwierdzila, ze badane nanoczastki zmieniaja réwnowage termodynamiczna po obu
stronach PSII, akceptorowej i donorowej, a w szczegdlnych przypadkach biorg takze
bezpodredni udzial w utlenianiu zredukowanego plastochinonu. Wieksze domieszki zelaza
powodowaly ostabienie wplywu nanoczastek na transport elektronéw.

Jednorodnosé strukturalna uktadéw hybrydowych BBY PSII z TiO, niec znajdowala
odzwierciedlenia w ich dziataniu na fotosystem II. Diatego autorka pracy konkluduje, ze
dobér odpowiednich stezen poduktadéw musi byé  kazdorazowo weryfikowany
eksperymentalnie dla okreslonych warunkéw. Wpiyw lokalnych oddzialywan na wydajnosé
liniowego transportu eclektronéw w obrebie PSI wykazaly takze eksperymenty z
zastosowaniem modyfikowanych nanorurek.

Analiza rozprawy wykazuje, ze doktorantka w sposéb profesjonalny postuguje sie m.in.
technikami izolacji blon biclogicznych, mikroskopii sit atomowych oraz szeregiem metod
stosowanych do badan fotosyntetycznego transportu elektronéw. Moje przekonanie, ze pani
Habina jest eksperymentatorem o duzym doéwiadczeniu jest takze poparte jej
wspotautorstwem w dwéch oryginalnych publikacjach eksperymentalnych.

Problemy do dyskusji / wuwagi krytyczne

D Precyzyina definicja celu jest kluczowym elementem kazdej pracy badawczej, m.in dlatego,
ze pozwala zrozumie¢ i oceni¢ prawidtowos¢ zastosowanej strategii doswiadczalnej. Dlatego
proszg doktorantkg o precyzyjne i prawidlowe sformulowanie tego celu, poniewaz jego
obecna forma, w kazdym razie ta ktéra zamieszezono w odpowiednim rozdziale, pozostawia
wiele do zyczenia. Badanie jest raczej srodkiem do celu a nie celem, zas skladnia drugiej
czgdel zdania okreslajacego cel pracy utrudnia zrozumienie jakie korelacje stara sie ustalié
autorka.

% Na rycinie 1.13 widnigje schemat wskazujacy na tworzenie sie czasteczek amoniaku z azotu
atmosferycznego w PS 1I szpinaku dotowanego TiO,. Pomijajac blad widoczny na rysunku —
NH; z pewnoscig nie moze powsta¢ w reakcji wodoru czasteczkowego z woda — prosze o
ustosunkowanie si¢ do koncepcji wigzania azotu atmosferycznego w sasiedztwie kompleksu
biatkowego OEC wchodzacego w sklad kompleksu PSIL Przy okazji proponuje unikaé
terminéw ,fiksacja azotu” oraz fotofiksacja azotu”, poniewaz kojarza sie one z
mechanizmami obronnymi w psychologii i z problemami rozwojowymi i brzmig komicznie w
zastosowaniu do wigzania azotu atmosferycznego.

P Sposdb przedstawienia tej analizy budzi moje najwicksze watpliwosci. Nie negujac
zasadnosci  dokladnej analizy poszczegllnych etapéw fotosyntetycznego transportu
elektronow oczekiwalabym proby scalenia tych informacji w jeden ciag pozwalajacy oceni¢
perspektywe osiggnigeia jednoznacznego i powtarzalnego wptywu na transport elektronow w
fotosyntezie jednego wybranego typu nanoczastek np. A-11 lub A-11S. Dla ukladéw
hybrydowych zawierajacych te wladnie czastki zaobserwowano jednoznaczne odchylenia
wartosci wyznaczanych parametréw od kontroli w okreglonych obszarach stosunku TiQ; do
Chl. Drobiazgowe rozwazanie odchylet pojedynczych punktéw wydaje mi sie niezasadne
poniewaz trudno im przypisa¢ znaczenie biologiczne; ponadto w doswiadczeniach tego typu
nie mozna wykluczy¢ popenienia przypadkowych grubych bledow. Z ilu powtorzen liczono
srednig warto$¢ parametru? Czy byly to powt6rzenia techniczne czy biologiczne?

Nie znalazlam réwniez informacji z ilu izolacji pochodzily uzywane do badan probki bton
tylakoidéw. Jesli opisywane oddzialywania z nanoczastkami sg tak wrazliwe na ich postac
krystaliczng jak pokazano, mozna domniemywaé ze mogg zmieniaé sie takze dla réznych



probek (blon), nawet jesli izolowano je w taki sam sposéb z identycznie hodowanego
materiatu roglinnego i majgeych taka sama zawarto$¢ chlorofilu, W pracy powinny zostaé
podane warunki hodowli tytoniu, ze szczegdlnym uwzglednieniem natezenia o$wietlenia i
jego jednorodnosci. Sa to informacje niezbedne dla kogo§ kto zechce powtérzyé opisane
doswiadczenia.

Y Stosunek [mg TiO; : mg Chlgpy psu] to stosunek wagowy, ktory nie powinien byé
nazywany stezeniem. Nawiasem mowiac, moze warto byloby przeliczyé te stosunki wagowe
na molowe, chociazby w przyblizeniu, poniewaz oddzialywanie substancji zalezy od liczby
czasteczek, ktore moga sig ze sobg zetknaé a nie od liczby mg substancji.,

%) Podezas obrony prosz¢ autorke o rozwinigcic mysh zawartej w ostatnim zdaniu rozdziatu
Wnioski: ,,Zmienno$¢ badanych zaleznosci, ktéra przeszkadza w badaniu mechanizmow
wystgpujacych w naturalnych uktadach moze okaza¢ si¢ pomocna we wplywaniu na sztucznie
zaprojektowane uklady.”

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca ma jasny uktad i jest ogolnie przyjazna dla czytelnika. Na uznanie zashuguje
staranna strona graficzna, wlasciwy dobér, dobra jako$é i ogélnie prawidtowy opis ilustracji i
tabel. W tekdeic mozna jednak znalezé sformulowania nieprecyzyjne, nielogiczne, zargon
laboratoryjny 1 anglicyzmy. Waznigjsze z nich zostaly wymienione ponizej.

Pozostale uwagi merytoryczne i edytorskie

Spis uzviyeh w tekscie skrotow

Spis zawiera drobne bledy/niejednoznacznoscei 1 jest niekompletny. Centrum reakcji PSH to
Po80; skrot PC ma w pracy dwa znaczenia: plastocyjanina i fosfatydylocholina; nie
wyjasniono skrotu BBY kilka skrotow w tabeli 1.1 nie zostalo wyjasnione ani w spisie ani w
tekscie.

Wprowadzenie

Na str.15. mozna przeczyta¢, ze ,Dzigki obecnosci wyspecjalizowanych biatek, tzw. flipaz
blony biologiczne sg asymetryczne.” Powodow asymetrycznosci blon biologicznych jest
chyba wiecej....

str.16.: ,,Blony biologiczne spetniajg wiele waznych funkeji. Sa to m.in.: (i) transport jonéw,
wody, duzych molekut (np. biatka) poprzez blone ....” Czy transport mozna istotnie uznaé za
funkcje blony? Dlaczego zostal wymieniony transport tylko duzych a pominiety transport
malych czasteczek?

str.17. ,)Na uwage zastuguje fakt, ze tylko w tych fotosystemach typu 11, w ktérych pojawia
si¢ kompleks manganowy (...) mozliwe staje si¢ pobieranie elektronéw z wody, gdyz tylko
one posiadajg odpowiednio duzy potencjal redoks...” — To stwierdzenie mogloby sugerowag,
ze do rozkladu wody wystarcza obecnosd¢ fotoukladu zawierajacego kompleks manganowy
(Jednego) podczas gdy kluczowe jest wspdtdziatanie PSII i PSI.

Na rys. 1.3. brak oznaczefi a, b 1 ¢, do ktorych odwotano si¢ w podpisie (podobnie na rys.
2.16).

str.18. W ostatnim akapicie podrozdzialu pt. Przestrzenna orgamizacia blony ivlakoidéw
autorka stwierdza, ze upakowanie blon tylakoidow w grana pozwala na przekazywanie
energii wzbudzenia wzdtuz i w poprzek blony, co ,,pozwala na wstepng adaptacje uktadu do



warunkow o$wietlenia”. W tym miejscu powinien zosta¢ uzyty termin ,,aklimacja” poniewaz
autorka ma na mysli, jak rozumiem, zmiany szybkie, nie wymagajace zmian ekspresji gendw.
str.19. Stwierdzenie: ,,...kompleks cytochromu b6/f rozlozony jest réwnomiernie w obydwu
typach blon” (tzn. w lamellach gran i stromy ) jest niezgodne z Rys.1.4.b, do ktérego sie
odnosi.

str.20. ,,Obecnos¢ dodatkowych kompleksow antenowych (...) zwigksza efektywnos$é jej
wykorzystania przez kompleksy PSII i PSL” — chyba raczej umozliwia, poniewaz bez
absorpeji swiatla przez kompleksy antenowe trudno byloby méwié o efektywnej fotosyntezie.

str.21. PSII zlokalizowany jest w tylakoidach gran a nie w granach tylakoidéw.

Metody badawcze
str.57. ,,..Qa ulega redukcji i nie jest w stanie przyja¢ kolejnego elektronu dopdki nie
przekaze go na nastepny akceptor elektronu..” (logika!)

str.59. w  opisie parametréw charakteryzujacych fluorescencje kilkakrotnie podano
nickompletne definicje stosunku, np. ,,gP — stosunek otwartych centréw reakcji.”” (do czego?)
Brak definicji Iy,

str.62. Co oznacza pojecie ,,$wiatlo aktynowe” ?

Materiat badawczy i przebieg pomiaréw

str.82. Tytul podrozdziatu Protokoly pomiarowe nie odpowiada jego zawartodci.
Terminologia i jezyk rozprawy

W kilku przypadkach nalezatoby poprawi¢ styl/sktadnie:

str.11. ,,Prowadzone badania byly ...zorientowane na sprawdzenie ... dziatania nanoczastek na
wzrost ... odnoszagc sig do aktywnodci aparatu fotosyntetycznego”

»W tego typu eksperymentach nie ma jednak mozliwodci kontrolowania ilosciowego stosunku
nanoczastek do badanego materialu, a tym bardziej znalezienia relacji stosowanych stezen
wzgledem ukitadéw fotosyntetycznych,”

»--znalezienie korelacji migdzy wydajnodcig liniowego transferu elektronéw i przekazem
energii a wielkoscig formowanych struktur.”

str.14. ,Zaréwno sklad lipidowy blony od strony zewnetrznej i wewnetrznej komérki rézni
sig, jak 1 orientacja biatek membranowych jest $cisle okreélona.”

str. 30. ,,Podejmowane sg badania w kierunku ulepszenia aktywnosci fotokatalitycznej TiO; w
dwoch kategoriach:...”

»Zwigkszenie krawedzi (?) absorpcji TiO; z 380 nm do wyzszych dhugosci fali w zakresie 400
— 650 nm w poréwnaniu z czystym TiO; zostalo pokazane m.in. w [32-33].”

str.32. ,,...wigzanie TiO2 miato maly efekt na konformacijg...”
str. 33. ,,...zasugerowano, ze zwigkszenie wzrostu szpinaku jest zwigzane..” (szybszy wzrost?)
»---SZkodliwe dziatanie TiOs, (...) uwazane jest zwykle za niskie...”




str.44. ,,...pozycjonowanie w subnanometrowej rozdzielczosci...”
»--Ktore czesto dzielone sa ze wrzgledu na naturg oddziatywan wystepujacych w
poszczegdlnych przypadkach...”

str.71. .. funkcja korelacji posiada eksponencjalny zanik..” - chyba jednak zanika
eksponencjaknie...

~Migdzy innymi dla mniejszych czastek funkcja ta szybeiej opada oraz probki o wickszym
stopniu monodyspersji charakteryzuje bardziej strome zbocze funkcji.”

str.76. ,,Krzywa DLVO ma charakterystyczny ksztalt, w ktérym wyréznié mozna bariere
energetyczng, ktorej wysokos¢ wskazuje na to, jak bardzo stabilny stanowi koloid ...”

(krzywa?)

str.187. ,,0brazy probek BBY PSII zmierzonych na mice i powierzchni napylonej zlotem,
otrzymane przy uzyciu mikroskopu sit atomowych charakteryzowaty sie ich jednorodnvm
rozmieszczeniem PSI na obu powierzchniach.”

Ponadto w tekscie pracy znaleziono sporg liczbe tzw, literdwek i innych drobnych bledéw.

Proponuj¢ takze rozwazenie zamiany nastgpujacych terminéw na polskie lub/i mniej
zargonowe odpowiedniki: generowanie — wytwarzanie; biatka membranowe - bialka
blonowe; molekuly — czasteczki; energia ckscylacji — energia wzbudzenia; w kierunku
wertykalnym — w poprzek blony; zaakceptowanie tadunku — przyjecie tfadunky; komponenty
— skladniki; pik — szczyt lub maksimum; surfaktant — substancja powierzchniowo czynna; tip,
tipa — ostrze, ostrza; energia ckscytacji — energia wzbudzenia; donowanie elektronéw -
przekazywanie elektrondw.

Podsumowanie

Powyzsze uwagi krytyczne nie zmieniaja mojej ogdlnej opinii o przedstawionej mi do oceny
pracy. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Iwony Habiny jest oryginalnym i cennym
osiagnigeiem doktorantki, ktére dostarcza szeregu nowych, waznych informacji o
oddziatywaniach nanoczastek z blonami biologicznymi wzbogaconymi w fotosystem 1I,
kompleks biatkowo-barwnikowy o kluczowym znaczeniu dla wydajnoscei fotosyntetycznej
roslin. Rozprawa $wiadczy o dojrzatosci naukowej autorki, jej rzetelnosei i konsekwencji w
prowadzeniu pracy badawczej. Swiadczy takze, ze doktorantka umiejgtnie planuje i prowadzi
skomplikowane technicznie doswiadczenia, analizuje wyniki i poddaje je krytycznej dyskusji.

W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Wydzialu Fizyki i Informatyki Stosowanej

Akademii Goérniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie o dopuszezenie mgr
Iwony Habiny do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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