POLITECHNIKA
GDANSKA

WYDZIAL CHEMICZNY

Gdansk, 04.02.2026 r.
dr hab. inz. Robert Tylingo
Wydziat Chemiczny
Politechnika Gdanska

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Zofii Nuc
pt. Wybrane skorupiaki z wod polskich jako alternatywne zrodto chityny i chitozanu,

wykonanej na Wydziale Oceanografii i Geografii pod kierunkiem promotora:
dr hab. Aldony Dobrzyckiej-Krahel, prof. UWSB.

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska w formie cyklu publikacji, pos§wigcona
pozyskaniu chityny i chitozanu z wybranych gatunkéw skorupiakow wystepujacych w wodach
polskich, w tym ocenie mozliwosci zastosowania ,,zielonej” ekstrakcji (NADES) oraz wstepnej
ocenie aktywnosci biologicznej otrzymanych chitozanow. Punktem wyj$cia jest zalozenie, ze
chityna — jako biopolimer powszechnie wystepujacy w srodowisku — moze stanowi¢ surowiec
do otrzymywania chitozanu, a parametry tych materiatow, determinujace aktywno$¢
biologiczna, zaleza od zrddta polimeru oraz warunkoéw ekstrakcji 1 deacetylacji. W
konsekwencji w praktyce aplikacyjnej, w perspektywie zastosowan medycznych, kluczowe
staje si¢ nie tylko to, ,,czy” dany organizm moze by¢ zrodlem chityny/chitozanu, lecz takze to,
,jak” zastosowana $ciezka technologiczna wplywa na jako$¢ otrzymanego polimeru.
Jednocze$nie rozprawa opisuje ograniczenia przemystowej metody izolacji chityny, opartej na
uzyciu HCl i NaOH, wskazujac na jej niekorzystny bilans $rodowiskowy, m.in. energo- i
wodochtonnos$¢, generacje sciekoOw oraz mozliwos¢ degradacji izolowanego polimeru wskutek
dziatania silnych odczynnikéw. Z tego powodu zasadniczym komponentem problemu
badawczego jest poszukiwanie i weryfikacja metod alternatywnych, zgodnych z paradygmatem
chemii przyjaznej srodowisku, w tym ekstrakcji z wykorzystaniem mieszanin naturalnych
rozpuszczalnikow gleboko eutektycznych (NADES). Na tym tle Doktorantka identyfikuje luke
badawcza dotyczaca potencjatu wybranych skorupiakéw wystepujacych w wodach polskich —
Pontastacus leptodactylus, Faxonius limosus, Dikerogammarus villosus i Neomysis integer —
jako alternatywnych Zrdédet chityny i chitozanu, w szczegodlnosci z ukierunkowaniem na
zastosowania medyczne, oraz mozliwosci ,,zielonej” izolacji chityny z tych surowcoéw metoda
NADES. W takim ujeciu problem badawczy ma charakter interdyscyplinarny: laczy
zagadnienia doboru zrdédel biopolimerdéw, doboru 1 walidacji ,,zielonej” technologii ekstrakcji
oraz oceny uzytecznosci funkcjonalnej materialu w kontek$cie potencjalnych zastosowan
biomedycznych.

Zgodnie z wymaganiami rozpraw doktorskich prezentowanych w formie cyklu
publikacji praca sktada si¢ z wykazu prac wchodzacych w skiad rozprawy — wskazania 3 prac
jako podstawy dorobkowej, wykazu skrotow oraz streszczenia i abstraktu, wprowadzenia,
hipotez 1 celéw badawczych, opisu metodyki i koncepcji badan, omoéwienia uzyskanych
wynikow, weryfikacji hipotez 1 wnioskéw, a takze cze$ci poswigconej dalszemu rozwojowi
badan — podsumowaniu stopnia potwierdzenia hipotez 1 wnioskoéw, wskazaniu kierunkow
dalszych prac oraz literaturze, stanowiacej bibliografi¢ czgsci opisowej. W dalszej czgsci
Doktorantka zataczyla peten tekst publikacji 1 o$wiadczenia wspotautorow. Czesc
syntetyzujaca dysertacj¢ ma posta¢ komentarza do trzech prac naukowych. Autorka uzasadnia
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podjecie tematu zaré6wno od strony warto$ci aplikacyjnej chityny/chitozanu, jak i od strony
technologicznej, wskazujac, ze klasyczne procedury izolacji, oparte na roztworach kwasow i
zasad, nalezy konfrontowa¢ z rozwigzaniami ,zielonej chemii”, w tym z uzyciem
rozpuszczalnikow eutektycznych (NADES). W rozdziale 2 jasno sformutowano dwie hipotezy:
Hl — wybrane gatunki skorupiakow jako alternatywne zrodio chityny i chitozanu z
ukierunkowaniem na zastosowania medyczne oraz H2 — mozliwo$¢ izolacji chityny metoda
,»zielong”, z uzyciem NADES. Autorka wskazuje luke badawczg dotyczaca niedostatecznego
opisu wlasciwos$ci chityny/chitozanu izolowanych z wybranych gatunkéw, w tym gatunkow
inwazyjnych, 1 wigze to z potencjatem ,,zero-waste” oraz gospodarowania odpadami. Taki
argument jest spojny z aktualnymi trendami ,,upcyklingu” biomasy, nawet jesli w pracy nie ma
jeszcze petnej analizy wdrozeniowej. Z hipotezami powigzano cele obejmujgace poréwnanie
ekstrakcji konwencjonalnej z materialem kontrolnym, optymalizacje¢ 1 ocene ekstrakcji
NADES, deacetylacje chityny uzyskanej konwencjonalnie oraz ocen¢ aktywnoS$ci
przeciwbakteryjnej i cytotoksycznej chitozanu. Autorka zestawia wiele metod alternatywnych
(ILs, NADES, elektroforeze, DBD) i omawia ich ogoélne zalety, ale nastgpnie wybor
konkretnego systemu NADES (ChCl:MA) jest uzasadniony w zasadzie jednym Zzrodiem
(badania z 2017 r.) oraz argumentem o klasyfikacji GRAS chlorku choliny przez FDA. To moze
by¢ wystarczajacy punkt startu, ale w pracy doktorskiej oczekuje si¢ zwykle krytycznego
poréwnania co najmniej kilku uktadéw NADES (r6zne HBD/HBA, proporcje molowe, lepkos¢,
pH) albo mocniejszego uzasadnienia, dlaczego testuje si¢ tylko jeden system. Metodyka
obejmuje zbidr i1 przygotowanie materialu biologicznego oraz dwie metody izolacji:
konwencjonalng — demineralizacj¢ HCI, deproteinizacj¢ NaOH, bielenie KMnO4/kwasem
szczawiowym — oraz metod¢ z wykorzystaniem NADES (chlorek choliny—kwas malonowy, z
wariantami temperatury i etapem z kwasem cytrynowym). Charakterystyke materialowa oparto
na FTIR, TGA i SEM, a dla chitozanu dodatkowo na wyznaczeniu masy czasteczkowej metoda
HPSEC. Aktywnos¢ biologiczng oceniano przez MIC/MBC wobec E. coli (ATCC 10536) 1 S.
aureus (ATCC 6538) oraz test MTT na komoérkach A549, z analizg statystyczng ANOVA (R;
p < 0,05). Omowienie wynikow syntetyzuje kluczowe obserwacje: wydajnos¢ ekstrakeji
konwencjonalnej zalezy od gatunku — ok. 20% dla P. leptodactylus 1 F. limosus oraz ok. 8% 1
7% dla D. villosus i N. integer. W metodzie z uzyciem NADES uzyskano skuteczng izolacje
chityny jedynie z P. leptodactylus, natomiast dla pozostalych gatunkow materiat wykazywat
pozostatosci zanieczyszczen biatkowych. W czg$ci biologicznej wskazano wyzszag aktywnos$¢
przeciwbakteryjng badanych chitozandow wzgledem materiatu handlowego. Doktorantka
wykazata takze zalezng od dawki i czasu cytotoksyczno$¢ oraz okreslita brak cytotoksycznosci
ponizej 250 ug/mL po 24 h. Na tej podstawie Autorka uznata hipoteze 1 za potwierdzong, a
hipotez¢ 2 za potwierdzong czgsciowo. Cz¢$¢ syntetyzujacg konczy rozdziat pt. ,,Perspektywy
dalszych badan”, opisujacy rozwoj uktadoéw NADES, oraz bibliografia obejmujaca 54 pozycje.

W mojej ocenie postawione przez Doktorantk¢ hipotezy sa zrozumiate, ale obarczone
istotnym ryzykiem metodologicznym wynikajacym z ich sformutowania w sposob do$¢ ogélny.
Hipotezy odwotujg si¢ do ,,zastosowania medycznego”, ktore jest pojeciem wielowymiarowym
1 wymaga okreslenia kryteriow weryfikujacych biokompatybilnos$¢, sterylnosé¢, czystos§¢
chemiczna, stopien deacetylacji, zawarto$¢ endotoksyn, kompatybilnos$¢ z konkretng tkanka lub
droga podania itd. W materialach rozprawy przedstawiono jedynie czg$¢ tego tancucha
dowodowego: Autorka wykonala oznaczenia cytotoksycznosci na jednej linii komoérkowej
(A549) i testy przeciwbakteryjne na dwoch szczepach modelowych, przy rownoleglej
charakterystyce fizykochemicznej FTIR, TGA, SEM i1 HPSEC. Jednoczesnie wskazany cel
nadrzgdny — ,,potencjal jako alternatywne zrodlo” — wymaga doprecyzowania: czy chodzi o
potencjat surowcowy, dotyczacy wydajnosci, sezonowosci, logistyki i powtarzalno$ci, czy
procesowy, dotyczacy skalowalno$ci, odzysku rozpuszczalnika 1 energochtonnosci, czy
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gtéwnie o potencjat biomedyczny, dotyczacy wlasciwosci 1 aktywnosci biologicznej. Autorka
miesza te porzadki argumentacji, co w czgsci opisowej prowadzi do wnioskow szerzej
sformutowanych niz zakres przedstawionych dowodow. Przyktadowo w czesci ,,Werytikacja
hipotez 1 wnioski” wskazano pozytywna weryfikacj¢ hipotezy 1 w odniesieniu do wszystkich
czterech gatunkéw, podczas gdy w streszczeniu pojawia si¢ takze teza o ,,odrzuceniu N.
integer”. Cele badawcze zapisano jako liste¢ dzialan: ekstrakcje, optymalizacje, analizg,
deacetylacje 1 testy aktywnosci, co jest typowe, ale stanowi stabszg posta¢ celu naukowego niz
cel mierzalny, tj. proba odpowiedzi na pytanie, jak parametry procesu wplywaja na
zdefiniowane wskazniki jako$ci chityny/chitozanu 1 aktywnosci biologicznej. W obecnym
brzmieniu cele sg planem czynnosci laboratoryjnych, a w mniejszym stopniu precyzyjnym
planem oceny hipotez z jasno zdefiniowanymi kryteriami tej oceny. W zakresie nowosci 1
oryginalnos$ci Autorka deklaruje m.in., Ze ,,po raz pierwszy wyizolowano i scharakteryzowano”
chityng i chitozan z F. limosus, D. villosus oraz N. integer, a takze przeprowadzono szerszg
charakterystyke preparatow pozyskanych z P. leptodactylus w celu uzupetnienia luki w wiedzy
naukowej.

Strona redakcyjna rozprawy wymaga niewielkiej korekty. Najwazniejsze problemy
redakcyjne majg charakter stylistyczny, ale tez merytoryczny, bo dotycza terminologii lub
jednostek. W streszczeniu 1 abstrakcie pojawia si¢ sformulowanie o ,,wolnych grupach
amidowych” chitozanu jako podstawie jego reaktywnosci, co jest co najmniej terminologicznie
niefortunne, poniewaz w chemii polimeréw chitozan kojarzony jest z grupami aminowymi
wynikajagcymi z deacetylacji, a nie ,,amidowymi” — te dominujg w chitynie. Wystepujg takze
niespojnosci nazewnictwa taksonomicznego i1 dat (w obregbie dokumentu i1 tytulow:
,Astacus”/,,Pontastacus”, rézne lata w nawiasach przy autorstwie gatunku); pojawiaja si¢ one
w czesci wykazu prac oraz w zalaczonych publikacjach 1 wymagaja ujednolicenia oraz
wyjasnienia, ktéra nomenklatura jest przyjmowana. Literatura zawiera widoczny btad
redakcyjny: podwojnie powtorzong pozycje Van de Loosdrecht i in. z 1994 r. jako dwie kolejne
pozycje, a cze§¢ zapisOw linkéw/adresow 1 dat dostepu jest niesformalizowana. W
manuskrypcie nieopublikowanym wystepuja oczywiste elementy robocze: w czgsci ,,Results”
pozostawiono zdania instruktazowe typowe dla szablonow MDPI (,,This section may be
divided by subheadings...”). Wlaczenie takiej wersji do rozprawy jest dopuszczalne jako
materiat roboczy, ale wymaga bardzo wyraznego oznaczenia statusu i — z punktu widzenia
jako$ci doktoratu — dopracowania jezykowego przed obrong lub przed ewentualnym
udostgpnieniem w repozytorium.

Zakres warsztatowy rozprawy obejmuje cz¢§¢ chemiczno-procesowa oraz czgs§¢
analityczno-biologiczng. Po stronie mocnej warsztatu nalezy odnotowac, ze Autorka opisuje
kluczowe parametry aparaturowe i warunki pomiaru dla stosowanych technik FTIR (zakres,
rozdzielczo$¢, liczba skandw, liczba powtorzen), TGA (masa probki, zakres temperatur,
szybko$¢ grzania, atmosfera azotu, przeptyw, liczba powtorzen), SEM (napiecie, odlegtosé
robocza, przygotowanie probki) oraz HPSEC (sklad eluentu, kolumny, detektor, warunki
przygotowania probek i krzywa kalibracyjna). Jest to baza wystarczajaca do odtwarzalnos$ci
cze$ci analitycznej na poziomie proceduralnym. Jednocze$nie widoczny jest szereg problemow
metodycznych, ktore — w obecnej formie — ostabiajg site dowodowa wnioskow. Opis procesu
ekstrakcji w czg$ci syntetyzujacej jest jakosciowo mniej precyzyjny niz ujety w zalaczonych
publikacjach, a miejscami wrgcz mylacy. W opisie padaja sformutowania o ,,stezonym HCI” i
»stezonej zasadzie” w kontekScie ekstrakcji konwencjonalnej, podczas gdy w publikacjach
opisano zastosowanie HCI 3,6% (w/v) 1 NaOH 8% (w/v) w etapach demineralizacji i
deproteinizacji. Z punktu widzenia chemii procesowej 3,6% HCl nie jest ,,stezonym kwasem”,
a taka terminologia moze wprowadza¢ czytelnika w blad co do agresywnosci procesu i
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potencjalnej degradacji polimeru. Optymalizacja deacetylacji zostala opisana skrétowo:
Autorka wskazuje, ze po ,,niezadowalajagcym wyniku pierwszej deacetylacji” wykonano kilka
podejs¢ (czas 1-6 h, temperatura 90—180°C, NaOH 50-60%) 1 ostatecznie uznano warunki z
zastosowaniem 60% NaOH, 180°C i 2 h za ,najlepsze”. Brakuje jednak w opisie
uporzadkowanej dokumentacji tej optymalizacji (matrycy planu badan, kryteriow wyboru,
wynikéw posrednich, miar jakos$ci), co utrudnia oceng, czy dobor warunkow byl oparty na
danych ilo$ciowych, czy raczej na obserwacjach jako$ciowych (np. ,,rozpuszczalno$ci” i
interpretacjach FTIR/TGA). Kluczowe dla jakosci chitozanu parametry, takie jak stopien
deacetylacji (DD) oraz krystaliczno$¢, nie zostaly w przedstawionych materiatach podane jako
wyniki ilosciowe. Autorka sama wskazuje w ,,Dalszym rozwoju badan”, ze warto je dalej
oznacza¢. Z punktu widzenia standardéw dziedziny jest to luka istotna, poniewaz DD jest jedng
z podstawowych zmiennych wyjasniajacych rozpuszczalno$¢, tadunek, wlasciwosci
reologiczne i aktywnos$¢ biologiczng chitozanu. W pracy pojawia si¢ rozumowanie posrednie
na podstawie TGA 1 FTIR, ale Autorka zaznacza niejednoznaczno$¢ takiej inferencji. W czesci
optymalizacji pozyskiwania chityny z wykorzystaniem NADES powaznym ograniczeniem jest
zakres powtorzen i1 kontrola zmiennos$ci procesu. W publikacji pt. Pontastacus leptodactylus
(Eschscholtz, 1823) and Faxonius limosus (Rafinesque, 1817) as New, Alternative Sources of
Chitin and Chitosan wprost odnotowano, ze kazda ekstrakcje NADES wykonano tylko raz. W
publikacji pt. Green extraction of chitin from two crustacean species: Dikerogammarus villosus
(Sowinsky, 1894) and Neomysis integer (Leach, 1814) and characterization of chitin and
chitosan obtained from them with standard method analogicznie wskazano, ze podejscia
NADES wykonywano pojedynczo. W konsekwencji nie mozna w sposob wiarygodny
statystycznie oceni¢ powtarzalnos$ci ani porowna¢ wariantow prowadzenia ekstrakcji NADES,
a tym bardziej formulowa¢ mocnych wnioskow o efektywnos$ci ekstrakcji w sensie
procesowym. W obszarze testow biologicznych procedury sg opisane dos$¢ szczegdtowo
(szczepy, warunki hodowli, zakres stezen, dializa, liofilizacja, definicje MIC/MBC, kontrola
pozytywna — ampicylina, MTT i sposob liczenia Zywotnosci), natomiast brakuje klarownej
argumentacji, dlaczego dobrano akurat taki uktad modeli biologicznych przy jednoczesnym
postulacie ,,zastosowania medycznego” o szerokim zakresie. Autorka sama uzasadnia lini¢
A549 jako model stosowany w badaniach substancji o potencjalnym zastosowaniu w lekach
wziewnych, ale w warstwie wnioskéw praca odwotuje si¢ rowniez do opatrunkoéw 1 inzynierii
tkankowej. To zestawienie wymaga doprecyzowania logiki doboru modeli — komorki
nabtonkowe pluc czy fibroblasty, keratynocyty lub komorki §rodbtonka.

Autorka wykorzystata komercyjne standardy chityny i chitozanu jako punkty odniesienia, a
wyniki analiz FTIR 1 TG interpretuje w ujeciu porownawczym wzgledem tych standardow.
Jednoczes$nie analiza oraz formulowanie wnioskow miejscami wykraczaja poza przedstawione
dane lub charakteryzuja si¢ nadmiernym uproszczeniem. W czegSci wprowadzajacej
Doktorantka zestawia obserwacje uzyskane przy uzyciu mikroskopii skaningowej (SEM) z
potencjalnymi zastosowaniami w obszarze medycyny regeneracyjnej, w tym inzynierii
tkankowej oraz projektowania nowoczesnych opatrunkéw. Jednakze analiza ta ma charakter
wylacznie jakosciowy 1 nie jest poparta wynikami pomiaréw ilosciowych. Brakuje
systematycznej oceny wilasciwosci mechanicznych badanych materialow, a takze oznaczenia
porowatosci przy zastosowaniu metod ilosciowych. Réwniez parametryzacja obrazow SEM nie
zostata w petni przeprowadzona — ograniczono si¢ jedynie do pojedynczego opisu rozmiaro6w
poréw w przypadku chityny pozyskanej z P. leptodactylus przy uzyciu uktadu NADES. Takie
uzupetnienie analizy o aspekt ilo§ciowy znaczaco podniostoby wiarygodnos¢ wnioskéw oraz
umozliwito jednoznaczne powigzanie mikrostruktury z przewidywanymi funkcjonalno$ciami
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biomateriatdéw. Autorka omawia we wprowadzeniu mozliwe zwiazki mi¢dzy przebiegami TG
a stopniem deacetylacji, przy czym sama zaznacza, ze TGA nie daje jednoznacznej informacji
1 nizsza temperatura degradacji moze wynikac¢ zarowno z wyzszego DD, jak i zanieczyszczen.
Jest to poprawne metodologicznie zastrzezenie, ale w dalszej narracji wcigz pojawiajg si¢
sformulowania sugerujace potwierdzenie skutecznos$ci deacetylacji dla wybranych probek na
podstawie TGA. W mojej ocenie takie stwierdzenie wymaga uzupelnienia o niezalezne
oznaczenie stopnia deacetylacji. We wstepnym opisie przywotano wprost wartosci Mw dla
czterech chitozanow, klasyfikujac je wedtug literatury jako ,.$rednie” i ,,duze” Mw. Sa to
warto$ci zaczerpnigte z publikacji drugiej 1 trzeciej. Wnioski o powigzaniu Mw z aktywnoscig
przeciwbakteryjng sa tu prowadzone w narracji literaturowej, jednak — z perspektywy
recenzenckiej — brak zrozumialej proby odseparowania efektu Mw od innych zmiennych, takich
jak stopien deacetylacji, dyspersyjno$¢, zawarto$¢ biatlek czy pozostatosci kwasow
organicznych lub ich bezwodnikéw. W czgsci opisujagcej cytotoksyczno$¢ pada kluczowe
zalozenie interpretacyjne: cytotoksyczno$¢ definiowana jest jako spadek zywotnosci ponizej
70% (zgodnie z ISO, co Autorka przywotuje takze w publikacji), a nastgpnie formutowane sg
rekomendacje dotyczace granicznego stezenia 250 pg/mL po 24 h. Jednak w streszczeniu
polskim pojawia si¢ jednostka ,,250 pl/mL”, a w dalszej cze$ci tekstu ,,250 pg/mL”, co stanowi
niespdjnos¢ edytorska (rozne wielkosci fizyczne). W opisie prowadzonych prac badawczych
pojawia si¢ tez fragment, w ktorym z jednej strony ,,odrzuca si¢ N. integer jako atrakcyjne
zrodlo” na podstawie dyspersyjnosci, z drugiej za$ w ,, Weryfikacji hipotez” Autorka stwierdza,
ze wszystkie cztery gatunki majg potencjat jako alternatywne zrdédta. To nie jest drobna roznica
stylistyczna — to realna sprzecznos¢ we wnioskach, wymagajaca rozstrzygniecia
metodologicznego: jakie sg kryteria oceny ,,atrakcyjnosci” zrodta pozyskiwania chityny?

Pytania oraz uwagi, jakie nasungty mi si¢ podczas lektury tej dysertacji 1 wymagaja
ustosunkowania si¢ Autorki, sg nastepujace:

Hipoteza o ,,zastosowaniu medycznym” jest zbyt szeroka wzgledem zastosowanych modeli
biologicznych. Prosz¢ doprecyzowac, jaki konkretny scenariusz aplikacyjny ,,medyczny” jest
celem (opatrunki, inzynieria tkankowa, droga wziewna?) i jakie kryteria minimalne przyj¢to
dla ,,potencjatu medycznego™.

Cel ,,optymalizacja metody NADES” jest sformutowany czynno$ciowo, bez kryteriow
optymalizacji. Prosz¢ wskaza¢, jakie zmienne decyzyjne i jaka funkcja celu zostaty przyjete w
optymalizacji oraz dlaczego.

Whioski o ,atrakcyjnosci” zrodet nie sg rozdzielone na poziom surowcowy i biomedyczny.
Prosze doprecyzowac, czy gatunki uznaje si¢ za atrakcyjne przede wszystkim ze wzgledu na
wydajnos¢ chityny/chitozanu, czy ze wzgledu na parametry biologiczne chitozanu, czy tacznie
—1 jak wazono te kryteria.

W [P2] opisano gotowanie osobnikdéw przez 8 h, z pigciokrotng wymiang wody, przed
suszeniem. Prosz¢ wyjasni¢, czy etap gotowania byt elementem standaryzacji biomasy 1 jak
mogt wptywac na sktad pancerzy.

W publikacji 3 wystepuje niejasnos¢ w opisie wydajnosci (chityna 4% wobec 7% w [R] dla V.
integer). Prosz¢ doprecyzowa¢ podstawe odniesienia (sucha masa catego organizmu wobec
suchej masy pancerzy) i ujednolici¢ warto$ci w opisie uzyskanych wynikow.
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Warianty ekstrakcji z uzyciem NADES obejmuja liczne czynnosci plukania i suszenia, co moze
dziata¢ jako ,,ukryta” zmienna i wptywac na stopien usuni¢cia bialek. Prosz¢ doprecyzowac,
czy monitorowano masy posrednie i pH w sposéb kontrolowany.

Pojawia si¢ zalozenie, ze dodatkowe pasmo FTIR (ok. 1414 cm™) §wiadczy o pozostatosciach
biatek. Prosze wskaza¢, czy wykonano jakiekolwiek niezalezne potwierdzenie pozostatosci
biatek.

W HPSEC =zastosowano krzywa kalibracyjna z wykorzystaniem standardow
polistyrenosulfonianu. Prosz¢ omowi¢ ograniczenia takiego podejscia przy oznaczeniach mas
czasteczkowych polisacharydow.

W opisie prowadzonych badan pojawia si¢ stwierdzenie, ze chitozan ,,nie jest rozpuszczalny w
DMSO”, wigc przygotowano s6l w HCI, a nastepnie w dalszej czgsci testy MIC/MBC
wykonuje si¢ na probkach rozpuszczanych w 10% DMSO. Prosze doprecyzowaé, na jakim
etapie powstaje roztwor testowy i1 co faktycznie jest rozpuszczane w DMSO, oraz jak
kontrolowano wptyw rozpuszczalnikow.

W dysertacji pada stwierdzenie, ze wszystkie probki miaty aktywno$¢ wyzsza niz chitozan
referencyjny. W publikacji drugiej przedstawiono jednak wyjatek — np. MIC dla E. coli nie jest
nizsze dla wszystkich probek. Prosz¢ doprecyzowaé, ktére wskazniki — MIC czy MBC — dla
ktorego szczepu byly podstawa tej tezy.

Linia A549 to linia nowotworowa o wysokiej liczbie pasazy (84-94), co moze wptywaé na
odpowiedz komdrkowa i porownywalno$¢ wynikow. Proszg uzasadni¢ wybor wysokich pasazy
1 wskazac, czy kontrolowano ich stabilnos$¢ fenotypu.

W publikacji drugiej omoéwiono kontrole wptywu kwasu octowego w testach cytotoksycznosci,
proszg omowic szczegotowo ten wynik, szczegdlnie w kontekscie interpretacji toksycznosci
przy 1000 ng/mL.

W opisie wprowadzajacym podano, ze chityna z N. integer stanowita 7% suchej masy, podczas
gdy w publikacji 3 podano 4%. Prosz¢ wyjasni¢ roznice, wskazujac podstawe jednostkowa i
warunki.

W jaki sposob Autorka operacyjnie definiuje ,,atrakcyjno$¢” zrédta chityny/chitozanu: czy jest
to wydajnos¢, jakos¢ (Mw/Dm/DD), aktywnos¢ biologiczna czy kombinacja tych kryteriow?
Prosz¢ wskaza¢ kryteria i uzasadni¢ ich wagi w $wietle sprzecznos$ci dotyczacej N. integer.

Prosz¢ = omoéwi¢, jakie byly wyniki 1  kryteria optymalizacji  deacetylacji
(czas/temperatura/NaOH) i dlaczego wybrano warunki 60% NaOH, 180°C, 2 h — jakie dane
przesadzity o wyborze?

W jaki sposéb Autorka rozdziela wplyw Mw i dyspersyjnosci (Dm) na aktywnos$¢ biologiczng
chitozanu, skoro w badaniach nie oznaczono ilosciowo DD 1 nie kontrolowano innych
potencjalnych zanieczyszczen?

POLITECHNIKA GDANSKA tel. +48 58 347 15 95 6
WYDZIAL CHEMICZNY m
- e-mail: robertt@pg.edu.pl
ul. G. Narutowicza 11/12 www.pg.gda.pl
80-233 Gdansk e



Prosze omowic, jak Autorka interpretuje bardzo wysoka dyspersyjnos¢ Dm (np. 12,3 w [P2] 1
27 w [P3]) w konteks$cie jakosci materialu 1 jego potencjalnych zastosowan — czy jest to
przeszkoda, czy cecha dopuszczalna?

Jakie dodatkowe oznaczenia (w pierwszej kolejnosci) Autorka uznataby za kluczowe, aby
zwigkszy¢ site dowodowa wnioskéw o zastosowaniach biomedycznych.

Prosze krytycznie oceni¢, czy przedstawione procedury NADES w obecnym ksztalcie sa
rzeczywiscie ,,zielone” w sensie procesowym, biorgc pod uwage liczbe operacji ptukania i
suszenia oraz uzycie H202 1 kwasu cytrynowego — 1 jak Autorka zaprojektowalaby minimalny
bilans masowo-energetyczny dla poréwnania metod.

Pomimo powyzszych krytycznych uwag stwierdzam, ze na podstawie dostarczonych
materiatOw rozprawa przedstawia zrealizowany program badan, zawiera udokumentowane
wyniki eksperymentalne oraz wskazuje, ze Autorka opanowala podstawowe elementy
warsztatu naukowego z pogranicza technologii chemicznej, chemii materiatowej 1 biooceny
materiatlow polimerowych. W mojej ocenie rozprawa speinia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim w zakresie przedstawienia problemu naukowego, metod badawczych 1 wynikow.
Bioragc pod uwagg przedstawiony w rozprawie zakres badan, dojrzato§¢ metodyczng, spdjnosé
argumentacji oraz jako$¢ analizy i dyskusji wynikow, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr
Zofii Nuc spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ do Rady Dyscypliny
Nauki o Ziemi i srodowisku o dopuszczenie mgr Zofii Nuc do dalszych etapow postepowania
o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie: Nauki o Ziemi i sSrodowisku.

Joboot 57/“'”7‘7
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