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Podstawa do przygotowania recenzji jest pismo prof. dr hab. Magdaleny Betdowskiej,
Przewodniczacej Rady Dyscypliny Nauki o Ziemi i Srodowisku, Uniwersytetu Gdanskiego
z 17. 10 2025 z prosba o przygotowanie recenzji doktoratu mgr Zofii Nuc zatytulowanego
»Wybrane skorupiaki z wod polskich jako alternatywne zrédto chityny i chitozanu®.

1. Tres¢ i zakres rozprawy doktorskiej

Praca przedstawiona do oceny poswiecona jest otrzymywaniu oraz analizie wlasnosci
chityny oraz chitozanu otrzymanego z czterech gatunkéw skorupiakéw wystepujacych
w wodach polskich: raka blotnego (Astacus leptodactylus), raka pregowanego (Faxonius
limosus), kietza (Dikerogammarus villosus) oraz lasonoga (Neomysis integer). Podstawa oceny
jest cykl 3 publikacji stanowiacych osiagnigcie naukowe mgr Zofii Nuc.

Chityna oraz chitozan to polimery o dobrze udokumentowanej bioaktywnosci i duzym
potencjale aplikacyjnym. W chwili obecnej gléwnym zrédlem tych polimeréw sa pancerzyki
krewetek i krabow, skorupiakéw wykorzystywanych w przemysle spozywezym. Ze wzgledu
na duze zapotrzebowanie na oba polimery (giownie dla zastosowan w ochronie $rodowiska,
rolnictwie, czy w przemysle farmaceutycznym jako zrédto glukozaminy) badane sa mozliwosci
izolacji chityny z alternatywnych zrédet takich jak owady, grzyby, grzyby strzepkowe
czy skorupiaki stodkowodne oraz zooplankton. Jednoczesnie poszukuje si¢ nowych metod
izolacji chityny, gdyz proces chemiczny jest szkodliwy dla srodowiska ze wzgledu na duze
zuzycie zrgcych chemikaliow (stgzone NaOH, stezone kwasy), znaczne zuzZycie wody,
duze zuzycie energii i produkcje znacznej ilosci sciekéw trudnych do utylizacji. Z tych to
wzgledéw tematyka podjeta przez Doktorantke dobrze wpisuje si¢ w nowe tedy badawcze.

Mgr Zofia Nuc jako podstawg oceny przedstawila 3 publikacje z czego tylko 2 zostaly
opublikowane, natomiast trzecia publikacja zostala zamieszczona w postaci manuskryptu
wyslanego do recenzji (,,For peer review”). Pierwsza z prac to praca przegladowa poswiecona
oméwieniu zrédet chityny, chemicznych metod jej izolacji, metod deacetylacji chityny
do chitozanu, oméwieniu wlasnosci antybakteryjnych, przeciw grzybiczych i przeciw
wirusowych. W pracy Doktorantka krétko wspomina o mozliwosci wykorzystania naturalnych
roztworéw gigboko eutektycznych (NADES) do ekstrakcji chityny z pancerzy skorupiakéw.
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Kolejna praca to badania poswigcone wykorzystaniu pancerzy raka blotnego oraz raka
preggowanego jako nowego zrédla chityny. Chityna izolowana byla klasyczng metoda
chemiczng: w  pierwszej kolejnosci  pancerze  skorupiakéw  demineralizowano
z wykorzystaniem 3,6% HCI, a nast¢gpnie odbialczano z wykorzystaniem 8% NaOH.
Roéwnolegle pancerze traktowano mieszaning chlorku choliny i kwasu malonowego (NADES)
w celu ekstrakcji chityny. Polimer uzyskany metoda chemiczng poddano dodatkowo
deacetylacji 60% NaOH w celu przeksztatcenia go w chitozan.

Wszystkie polimery otrzymane z pancerzy raka blotnego oraz raka pregowanego
analizowano pod katem czystosci z wykorzystaniem widma podczerwieni (FTIR),
przeprowadzono takze ich badania termograwimetryczne (TG) oraz przeprowadzono
obserwacje powierzchni czastek polimeréw z wykorzystaniem elektronowej mikroskopii
skaningowej (SEM). Chitozan dodatkowo analizowano pod katem rozkladu mas
czgsteczkowych (chromatografia zelowa), oraz okreslono jego aktywno$é przeciw bakteryjng
1 cytotoksycznosc.

W trzeciej publikacji przedstawionego cyklu, chityng ekstrahowano z kelzy oraz

lasonogéw, przeprowadzajac badania i charakteryzujgc otrzymane polimery w analogiczny
sposob jak w publikacji drugiej.
Reasumujac, chityng wyizolowano z 4 gatunkéw skorupiakoéw, porownujac polimery
izolowane klasyczng metoda chemiczng oraz metoda wykorzystujgca naturalng mieszanine
gleboko eutektyczna, a takze deacetylowano chityne do chitozanu i badano go pod katem
mozliwosci wykorzystania chitozanu w zastosowaniach medycznych.

Przewodnik po publikacjach (tekst w j. polskim) w pierwszej kolejnosci wprowadza
czytelnika w zagadnienia omawiane i badane w pracy skupiajac sie na przedstawieniu chityny,
zrodet jak pozyskiwania, metod ekstrakcyjnych, przedstawiono wiasnosci chitozanu
uwypuklajagc jego potencjalne zastosowania medyczne. Nastepnie przedstawiono hipoteze
badawcza i cele badawcze przyswiecajace Doktorantce. W kolejnej czesci autoreferatu
zaprezentowano metodyke badan oraz omowiono uzyskane wyniki fgczac dane uzyskane
dla wszystkich 4 zrédet chityny.

W pracy zamieszczono wszystkie publikacje stanowigce podstawe rozprawy. Wszystkie
publikacje napisane sa w j. angielskim i 2 z nich zostaly juz opublikowane, natomiast trzecia
publikacja zalaczona jest w postaci manuskryptu wystanego do wstepnej recenzji (czasopismo
Marine Drugs).

2. Ocena merytoryczna rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska miata na celu sprawdzenie mozliwosci wykorzystania
wybranych skorupiakéw wod polskich jako alternatywnego Zrédta chityny i chitozanu w celu
pozyskiwania polimeréw do zastosowan medycznych (hipoteza badawcza nr 1). Sprawdzono
takze mozliwo$¢ ekstrakcji chityny z wykorzystaniem naturalnych roztworow gleboko
eutektycznych, co pozwoliloby na stosowanie metody przyjaznej srodowisku (hipoteza
badawcza nr 2).

Przed rozpoczgciem badan Doktorantka przygotowata przeglad literatury (publikacja 1),
w ktorej skupita si¢ na przedstawieniu budowy oraz wlasnosci chityny, zrodet i metod jej
izolacji (metoda chemiczna, elektrochemiczna, metoda biologiczna). W publikacji
przedstawiono takze budowg¢ i metody deacetylacji chityny w celu przeksztalcenia jej
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do chitozanu, oraz wlasnosci chitozanu ze szczegolnym ukierunkowaniem na wlasnosci
antybakteryjne, przeciwgrzybiczne i przeciwwirusowe. W pracy bardzo skrétowo i szczatkowo
przedstawiono stan wiedzy dotyczacy wykorzystania NADES do ekstrakcji chityny z pancerzy
skorupiakow wspominajac jedynie, ze istnieje taka mozliwo$¢ i przywotujac jedynie
4 publikacje zwigzane z ta tematyka. W autoreferacie nie uzupeilniono tej luki, nie
przedstawiono aktualnego stanu wiedzy na temat wykorzystania NADES do ekstrakcji chityny
z pancerzy skorupiakow. W pozostalych publikacjach Doktorantki réwniez nie odniesiono si¢
do aktualnego stanu wiedzy, cho¢ izolacja chityny z pancerzy réznych skorupiakow
z wykorzystaniem NADES prowadzona jest juz od 15 lat. Uwazam, Ze praca znacznie
zyskataby, gdyby w Doktorantka zaprezentowata dane literaturowe dotyczace wykorzystania
NADES do ekstrakeji chityny z pancerzy skorupiakow. Pozwoliloby to takze na poréwnanie
wynikéw uzyskanych przez Doktorantke z danymi literaturowymi.

Pozostale dwie publikacje to prace wieloautorskie (po 14 autoréw), gdzie Doktorantka
jest autorem korespondencyjnym. Analizujac jednak informacje zamieszczone w tych
publikacjach Doktorantka byla odpowiedzialna =za ,software”, ,formal analysis”,
winvestigation”, ,.data curation”, ,,writing”, ,.editing”, visualization”. Zwraca uwage fakt, ze
Doktorantka nie jest wymieniana pos$réd osdb odpowiedzialnych za koncepcje badan
(,,conceptualization™) oraz, ze badania byly wykonywane (,investigation™) przez 10 osob.
Ktore badania sposrod zamieszczonych w publikacjach byly wykonywane samodzielnie przez
Doktorantke, a ktore we wspolpracy z innymi wykonawcami? Jaki jest procentowy udzial
Doktorantki w prezentowanych badaniach?

Druga publikacja prezentowanego cyklu poswiecona jest wykorzystaniu pancerzy raka
blotnego i raka prggowanego jako alternatywnego zrodta chityny. Chityne izolowano klasyczna
metoda chemiczng oraz metoda z wykorzystaniem NADES (bezposrednio i po wezesniejszym
potraktowaniu pancerzy kwasem cytrynowym). W badaniach Doktorantki jako NADES
stosowano mieszaning chlorku choliny i kwasu malonowego. Badania wykazaly,
ze zastosowany roztwor eutektyczny zwigkszyt iloé¢ wydzielonej chityny.

Chityna izolowana klasyczng metoda chemiczng byta dodatkowo deacetylowana w celu
otrzymania chitozanu. W pracy nie deacetylowano chityny izolowanej z wykorzystaniem
NADES. Chityna izolowana nowg ,,zielong” metoda, w warunkach komercyjnych, bylaby i tak
deacetylowana do chitozanu ze wzglgdu na to, Zze chitozan jest polimerem o wyzszej
aktywnosci, w tym réwniez bioaktywnosci. Zatem interesujgcym bytoby poréwnanie wlasnosci
(np. przeciwbakteryjne, cytotoksyczne) chitozanéw izolowanych metodg klasyczng oraz nowg
metoda z NADES. Jednak Doktorantka takich badan nie wykonala.

Wyizolowane chityny oraz chitozany poréwnano z widmami FTIR komercyjnych polimerow
wzorcowych. W widmach chityny izolowanych z pancerzy raka pregowanego
z wykorzystaniem NADES stwierdzono obecno$¢ dodatkowego pasma przy liczbie falowej
1414 cm™, ktére identyfikowano jako obecnos¢ biatek w prébee. Poréwnujac widma (rys. 1,
publikacja 2), nie zamieszczono jednak widma uzytego roztworu gleboko eutektycznego zatem
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy dodatkowe pasmo pochodzi od biatek czy tez od
uzytego roZtworu.

Przeprowadzono takze analiz¢ termograwimetryczng (TG) otrzymanych prébek chityny
i chitozanu wykazujac dwa giéwne etapy degradacji polimerow. Temperatury degradacji byty
nieznacznie nizsze w poréwnaniu z polimerami wzorcowymi.
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Przeprowadzono rowniez obserwacje powierzchni czastek chityny (SEM) otrzymanych nowa
metoda z pancerzy raka blotnego (rys. 5, publikacja 2) oraz chitozanéw (rys. 6, publikacja 2)
wyizolowanych z pancerzy obu rakéw. W pracy nie zamieszczono zdje¢ chityny izolowanej
z pancerzy raka pregowanego ani zdj¢é czasteczek chityny otrzymanych metoda chemiczng.
Nie mozna zatem stwierdzi¢ czy pochodzenie oraz sposob izolacji ma wplyw na strukture
otrzymanych czgsteczek.

Poréwnujgc mase¢ czasteczkowa chitozanéw (HPSEC) izolowanych z pancerzy obu
skorupiakéw nie wykazano znacznych rdznic, a jedynie niewielkie roznice
w polidyspersyjnosci. Przygotowujgc probki do badan, chitozan byt rozpuszczany w roztworze
eluentu chromatograficznego, a nastgpnie odwirowano i przefiltrowano otrzymany roztwor.
Nasuwa si¢ pytanie jaka czg¢$¢ chitozanu ulegla rozpuszczeniu, a jak zostala usunieta jako
osad?? Nierozpuszczony osad to zazwyczaj polimer o wysokich i bardzo wysokich masach
czasteczkowych, ktéry ulegt samoistnemu sieciowaniu. W taki wypadku jest to cze$¢ probki,
ktora nie byla analizowana. Czy zastosowanie innego rozpuszczalnika w postaci samego kwasu
octowego lub solnego pozwolilaby na catkowite rozpuszczenie badanej probki?

Ostatnim etapem badan bylo okreSlenie dzialania antybakteryjnego i cytotoksycznosci
chitozanéw otrzymanych 2z pancerzy badanych skorupiakow. Badanie dziatania
antybakteryjnego przeprowadzono z wykorzystaniem bakterii gram ujemnych (E. coli)
oraz bakterii gram dodatnich (S. aureus). Bakterie namnazano a nast¢pnie przygotowywano
roztwor o okreslonej liczbie jtk/mL. W jaki sposéb okreslano liczbe komorek w roztworze do
badan?

Stwierdzono, ze chitozan otrzymany z pancerzy raka blotnego wykazywat dziatanie
bakteriostatyczne porownywalne do standardu chitozanu wobec E. coli oraz znacznie silniejsze
dziatanie wobec S. aureus, zas chitozan otrzymany z pancerzy raka pregowanego wykazywat
dzialanie bakteriostatyczne silniejsze niz komercyjny polimer jedynie w przypadku S. aureus.
Natomiast oba chitozany wykazywaly lepsze dzialanie bakteriobdjcze niz chitozan
komercyjny. Stwierdzono jednak, ze dla obu chitozanow dzialanie bakteriobojcze
i bakteriostatyczne bylo gorsze niz dzialanie antybiotyku (ampicylina).

Badania cytotoksyczno$ci przeprowadzono z wykorzystaniem linii komoérkowej nablonka ptuc
A549. Wykazaly one spadek zywotnosci komorek nabtonka wraz ze zwigkszaniem stezenia
chitozanu oraz czasu kontaktu. Dla najdtuzszego badanego czasu kontaktu wynoszacego
48 godz. graniczne st¢zenie chitozanu wynosito 250 ug/mL dla polimeru z pancerzy raka
pregowanego, natomiast chitozan z pancerzy raka blotnego byl toksyczny w calym zakresie
testowanych stezen (15,6 — 500 ug/mL). Takie wyniki badan moga budzi¢ watpliwosci
dotyczace mozliwosci wykorzystania chitozanow w zastosowaniach medycznych.

Trzecia z przedstawionych do oceny publikacji powtarza badania zaprezentowane w
publikacji 2, z tym, ze Zrédlem chityny byly inne skorupiaki: kietz oraz lasonog. Stwierdzié
trzeba, ze wigkszo$é krytycznych uwag zaprezentowanych odnosnie publikacji 2 mozna
odnies¢ takze do publikacji 3. W przypadku tych skorupiakow zastosowanie NADES znacznie
zwigkszylo ilos¢ wyizolowane) chityny (2.0-2,5 razy w przypadku kielzy, oraz 6-6,5 razy
w przypadku lasonogdéw).

W przeciwienstwie do wczesniejszych badan wykorzystujgcych pancerze rakéw, chitozan
otrzymany z kietzy wykazywal znacznie lepsze wlasnosci bakteriostatyczne i bakteriobdjcze
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niz chitozan komercyjny, jednak znacznie gorsze niz ampicylina. Nie zaprezentowano
natomiast dziatania przeciwbakteryjnego chitozanu otrzymanego z lasonogow.

W przypadku cytotoksycznosci stwierdzono, ze chitozany otrzymane z pancerzy obu
skorupiakoéw nie wykazywaly dzialania cytotoksycznego wzgledem komoérek nablonka pluc
linii A549 po 48 godz. inkubacji, co dobrze rokuje mozliwosci wykorzystania tych polimerow
w medycynie.

Stwierdzam, ze badania zaprezentowane przez mgr Zofi¢ Nuc potwierdzaja postawione

w pracy hipotezy badawcze, oraz ze Doktorantka zrealizowata wyznaczone w pracy cele.

Publikacje wchodzace w zakres rozprawy doktorskiej sa publikacjami wieloautorskimi

w ktorych Doktorantka jest autorem korespondencyjnym.

Oceniajac aspekty poznawcze rozprawy doktorskiej, za istotne osiagnigcia Doktorantki
mozna uznac:

- zastosowany w pracy naturalny roztwor gigboko eutektyczny pozwolit na otrzymanie chityny
z pancerzy skorupiakow wadd polskich;

- przeprowadzono charakteryzacje otrzymanej chityny pod katem czystosci polimeru i struktury
jego czasteczek;

- przeprowadzono charakteryzacje¢ chitozanu otrzymanego z chityny separowanej metoda
chemiczng pod katem czystosci preparatu, rozkladu mas czasteczkowych, struktury
powierzchni czagsteczek;

- przeprowadzono charakteryzacje biologiczng (dziatanie przeciwbakteryjne, cytotoksycznos¢)
otrzymanych chitozanow.

W trakcie czytania pracy, oprocz watpliwosci przytoczonych powyzej, nasuwaja si¢ pytania

majace na celu dyskusj¢ zagadnien bgdacych przedmiotem rozprawy.

1. Czy zastosowanie innego skladu (inne proporcje) wykorzystywanego NADES mogloby
wplynaé na ilo$¢ wydzielonej chityny.

2. Analizujac dane literaturowe, jakie inne naturalne roztwory gl¢boko eutektyczne warto
byloby zastosowac do ekstrakcji chityny z pancerzy skorupiak6w?

Uwagi o charakterze edytorskim:

1. Nalezaloby zwroci¢ uwage na doktadniejsza korekte tekstu polskiego.

2. Widma FTIR (rys. 1.) zamieszczone w publikacji 3 sa na tyle male i niewyrazne, Ze trudno
oceni¢ prawidlowo$¢ wnioskow wyciagnietych na ich podstawie.

3. Zdjecia SEM powierzchni czastek chityny (rys. 5.) zamieszczone w publikacji 3 nie
precyzuja, ktéra metoda izolowany byt polimer.

Uwagi przedstawione powyzej, poczynione z obowigzku recenzenta, nie umniejszaja
wartosci poznawczej rozprawy.

Wspomnie¢ takze nalezy, ze mgr Zofia Nuc odbyla 3 staze naukowe: dwa w Uniwersytecie
w Pawii (Wlochy) oraz jeden w Centro de Ciencias do Mar do Algarve w Faro (Portugalia).



3. Whniosek koncowy
Praca mgr Zofii Nuc wnosi wiele elementow nowosci naukowej. Uzyskane wyniki

poszerzaja wiedze na temat mozliwosci wykorzystania pancerzy innych skorupiakow
niz krewetki czy kraby do otrzymywania chityny i chitozanu oraz wykorzystania naturalnych
roztworéw gleboko eutektycznych do ekstrakcji chityny.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska p. mgr Zofii Nuc spelnia wymagania formalne
w odniesieniu do pracy doktorskiej, odpowiada wymogom ustawy o tytule i stopniach
naukowych z dnia 20.07.2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Zwracam si¢, zatem
do Rady Dyscypliny Nauki o Ziemi i Srodowisku Uniwersytetu Gdanskiego o przyjgcie pracy
oraz dopuszczenie p. mgr Zofii Nuc do dalszych etapéw postgpowania przewidzianego
w przewodzie doktorskim.
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