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1. Wstep

Przedstawiona recenzja zostata sporzadzona na pisemna prosbe prof. dr hab. Macieja
Kubickiego, Dziekana Wydziatu Chemii w Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu, zawarta w pismie z dnia 11 marca br. Wyrazitem zgode na podjecie sie recenzji
tej rozprawy doktorskiej, czujgc sie kompetentny w obszarze badan dotyczgcych
chitozanu, ktéremu poswigcona byta jedna z prowadzonych przeze mnie prac
doktorskich, jak i szereg publikacji z moim udziatem. Dodam, ze mozliwosc
zrecenzowania rozprawy doktorskiej napisanej w znamienitym polskim uniwersytecie,
przy tym wykonanej pod opiekg prof. Hermanna Erlicha, naukowca o uznanym
miedzynarodowym dorobku i pozycji naukowej, to dla mnie zaszczyt. Doktorantka ubiega
sie o stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie
nauki chemiczne.

2. Charakterystyka rozprawy

Recenzowana rozprawa liczy 234 strony. Sktada sig z 10 rozdziatéw, z ktérych dwa
pierwsze to streszczenie i abstract, za$ dwa ostatnie to charakterystyka aktywnosci
naukowe] i aneks bedgcy zestawieniem patentdéw dotyczacych chitozanu. Rozprawa
zawiera 52 rysunki, 24 tabele i cytuje 547 pozycji literaturowych. Tak bogate
pi$miennictwo jest ewenementem w rozprawach doktorskich, a nawet w monografiach
habilitacyjnych.

Rozprawa powstata jako element grantu NCN w programie OPUS »,Bioinspirowane
materiaty: chityna izolowana z gagbek morskich jako wielozadaniowy materiat
strukturalny”.

Wiasciwa merytoryczng cze$é rozprawy rozpoczyna obszerne wprowadzenie, w
ktérym autorka omawia historyczne tto pojawienia sig chityny i chitozanu, Zrodta i metody
izolacji chityny, charakterystyke strukturalng chityny, skafoldy chitynowe Porifera,
zastosowania chityny z ggbek, metody otrzymywania chitozanu i patentologie chityny.

Nastepny rozdziat, czwarty w rozprawie, to sformutowanie tezy i celu pracy.

Kolejny rozdziat pigty to prezentacja materiatéw i metod, w tym charakterystyka gabek
uzytych w badaniach doktorskich, metody izolacji chityny z dwéch ggbek, otrzymywanie
wodnego roztworu zawierajgcego bromotyrozyny, przygotowanie kompozytdw chitynowo-
chitozanowych, rozpuszczanie skafoldéw chitynowych gabek, techniki charakteryzacji.



Wyniki i dyskusja stanowig rozdziat szosty i obejmujg podrozdziaty takie jak
charakterystyka trojwymiarowych skafolddw kompozytowych z chityny i chitozanu,
rozpuszczanie chitynowych skafoldéw z gabki Aplysina aerophoba, wtasciwosci
mechaniczne chitynowych skafoldéw z gabek, chitynowa matryca oraz bromotyrozyny z
gabki lanthella bastas, patentologia chitozanu.

Podsumowanie i perspektywy, rozdziat sidédmy, sa zwigzte w formie, ale
komunikatywne.

Bibliografia jest bardzo pokazna, cytowana w sposob prawidtowy.

Cato$¢é konczy opis aktywnosci naukowej oraz aneks prezentujgcy, w formie kilkunastu
tablic, patentologie chityny.

3. Ocenawraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogolna wiedze
teoretyczng osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora w okreslonej
dyscyplinie albo dyscyplinach

Oceniam bardzo wysoko rozprawe doktorska w aspekcie posiadanej i wykorzystane;
wiedzy teoretycznej w dyscyplinie nauki chemiczne, co jest widoczne w czesci rozprawy
zatytutowanej ,Wprowadzenie”.

W pierwszej czesci wprowadzenia doktorantka prezentuje charakterystyki chityny i
chitozanu, zwracajac uwage na neutralny wptyw obu substancji na srodowisko, ich
potencjalne znaczenie dla medycyny, wreszcie na niezbyt liczne jak dotad prace
badawcze w tym obszarze, $cisle dotyczace chityny i chitozanu z gabek. Dalej
przedstawia ona historie odkrywania i poznawania chityny oraz chitozanu. Waznym
fragmentem jest zestawienie 21 technik badawczych chityny. Kolejnym fragmentem
rozdziatu jest omowienie zastosowan, Zrédet i sposobow izolacji chityny, zwtaszcza z
gabek, w tym chemicznej i enzymatycznej ekstrakcji, demineralizacji, ale takze ostatnio
intensywnie rozwijanych zielonych technologii z zastosowaniem rozpuszczalnikow
gteboko eutektycznych lub cieczy jonowych, wreszcie — obrébki elektrochemicznej.
Osobny podrozdziat poswigca doktorantka metodzie izolacji opracowanej przez
promotora pracy prof. Hermana Erlicha.

Kolejna czes¢ dotyczy charakterystyki strukturalnej chityny, wystepujacej w trzech
odmianach polimorficznych. Nastegpnie doktorantka omawia skafoldy chitozanowe
Porifera wystepujace w duzych rozmiarach (makroskala, jak pisze), ale sktadajace sig z
mikro- i nanowtdkien chitynowych (nanoskala). Kontynuujgc, autorka rozprawy
przedstawia zastosowania chityny pozyskiwanej z ggbek, w tym w inzynierii tkankowe;j
jako skafoldy, w biomimetyce ekstremalnej do produkcji kompozytéw chitynowo-
nanokrzemionkowych, chitynowo-cyrkonowych i innych, oraz dla sorpcji uranu w wodzie
z efektywnoscig dochodzacg do 95%.

W nastepnej czesci doktorantka omawia metody otrzymywania chitozanu poprzez
deacetylacje chityny. Ostatnig cze$¢ tego rozdziatu stanowi patentotogia chityny, czyli
wyszukiwanie i analiza patentow powstatych w latach 1996-2021. Sposrod 268 branych
tu pod uwage patentdw, 137 odnosito sig do chitozanu, przy czym ponad 50% dotyczyto
konwersji chityny do chitozanu.

Wprowadzenie oparto na tgcznie 270 publikacjach zrodtowych. W ogromnej czesci s3
to artykuty pochodzace z ostatnich lat, najczesciej pojawiajace sie po roku 2010. Wyjatek
stanowia tu, co zrozumiate, publikacje opisujgce historie chityny, zaczerpniete z
czasopism z konca XVIIl i z XIX wieku, m.in. z lat 1799, 1811, 1823, 1876. Tak bogata
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literatura zostata bez wyjgtku w moim przekonaniu dobrze dobrana. Inna sprawa, ze
mozna byto w rozprawie doktorskiej, jak i zresztg w kazdym innym dziele naukowym,
pokusic¢ sie o wiekszg zwieztos$é, rozwazajac, czy takie ogromne kompendium wiedzy,
zrozumiate przy opracowaniu monografii naukowej poswigconej chitynie i chitozanowi,
jest potrzebne czytelnikowi rozprawy doktorskiej. Oczekiwatbym selekcji w mysl zasady
cytowania jedynie takich pozycji literaturowych, ktore wskazujg na geneze problemu
naukowego, stan wiedzy naukowej w obszarze $cisle zwigzanym z celem pracy, wreszcie
dyskusje, w tym odniesienia do podobnych badan. Nie jest to w istocie zarzut.
Przeczytanie rozprawy i przestudiowanie referencji nie byto dla mnie, profesora
emerytowanego, duzym problemem, jednak tak gigantyczna praca nie wydaje mi sig
potrzebna. Maksimum skutecznos$ci, minimum wysitku to zasada zalecana takze przy
pisaniu  tekstéow naukowych  (https://stworzenie.net/zwiezlosc-stylu-maksimum-
skutecznosci-minimum-wysilku/).

Analizujgc uktad rozdziatu poswieconego analizie danych naukowych, stwierdzam, ze
zawiera on wszystkie wazne elementy dotyczace chityny i chitozanu. Jednak lepiej bytoby
dla czytelnika, gdyby rozdziat byt zatytutowany nie ,Wprowadzenie”, co nic nie mowi, ale
w sposob wskazujgcy na jego gtdwna tresé, czyli chityne i chitozan w roznych aspektach,
a zwtaszcza jako state-of-the-art. Nie mam natomiast zadnych zastrzezen co do podziatu
i terminologii.

Reasumujgc, oceniam, ze doktorantka wykazata w sposdéb niepodwazalny, iz
posiada ogélng wiedze teoretyczng w zakresie nauk chemicznych. Imponuje
umiejetnos¢ eksploracji oraz przetwarzania zrodet informacji z wielu baz danych, a przy
tym odnoszacych sie do réznorodnych obszaréw chemii - organicznej, nieorganiczne;,
inzynierii chemicznej i wielu innych. Bez gtebokiej wiedzy i zrozumienia nie bytoby to
mozliwe.

4. Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnos¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez mgr Izabele Dziedzic

Umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej sprowadza sig w moim
przekonaniu do umiejetnosci sformutowania tezy i celu lub celdw pracy, planu pracy i
programu badan, wreszcie do wyboru wtasciwych technik badawczych i zaplanowania
eksperymentow oraz ich wykonania lub partycypacji w badaniach, wreszcie do opisu
wynikow.

Doktorantka sformutowata przed rozpoczeciem badan cel pracy, a scisle mowiac,
nawet dwa. Pierwszy z nich gtosi, ze celem pracy jest zgtebienie wiedzy na temat
unikalnych, trojwymiarowych skafoldow chitynowych z ggbek, ktore stuzg jako naturalnie
ustrukturyzowane matryce o istotnym znaczeniu zarowno w naturze, jak i w
bioinspirowanej nauce o materiatach. Nastepnie doktorantka pisze, iz gtéwnym celem
niniejszej rozprawy doktorskiej jest zbadanie naturalnie prefabrykowanych,
tréjwymiarowych skafoldéw chitynowych z gabek z rzedu Verongiida jako unikalnych,
odnawialnych matryc biologicznych oraz okreslenie mozliwosci ich modyfikacji
chemicznej w kierunku otrzymywania biomimetycznych materiatow. Co do pierwszego
celu uwazam, ze zgtebienie wiedzy w naukach inzynieryjno-technicznych stanowic
powinno podstawe do sformutowania celu badan, nie zas cel sam w sobie. Co do
drugiego celu, uwazam go za trafnie sformutowany, z jednym wyjgtkiem: doktorantka
pisze, iz celem rozprawy jest zbadanie, tymczasem badanie jest jedynie sposobem do



charakterystyki proceséw, mechanizmdw, zmiennych i ich wzajemnych zaleznosci. Mimo
to aprobuje cel podjecia pracy opisanej w rozprawie doktorskiej, jak tez nie mam uwag co
do siedmiu etapow, w jakich realizowane byty badania.

Poprawna jest teza pracy gtoszaca, iz naturalnie prefabrykowane, tréjwymiarowe
skafoldy chitynowe pochodzgce z gabek z rzedu Verongiida mogg bycC efektywnie
izolowane oraz modyfikowane chemicznie bez utraty swojej unikalnej struktury, co
umozliwia opracowanie biomateriatéw o szczegétnych wtasnosciach mechanicznych i
chemicznych, opartych na Zrédtach naturalnych, scisle w tym przypadku, na zasobach
morskich.

Plan badan jako obiekt przyjat dwa rodzaje gabek: Aplysina aerophoba i lanthella
basta. Pierwszy etap to izolacja chityny z obu rodzajow gabek. I1zolacja sprowadzata sig
do przemiennego odziatywania kwasem octowym i zasadg sodowg, z pewnymi réznicami
w szczegbdtach procedury, przy czym istotnym szczegotem byto zastosowanie
ultradzwiekowego wspomagania w trakcie ekspozycji. Drugie zadanie to otrzymywanie
wodnego ekstraktu zawierajgcego bromotyrozyny przez moczenie w wodzie, odfiltrowanie
osadu i suszenie. Zadanie trzecie to przygotowywanie kompozytdw chitynowoe-
chitozanowych. Prowadzone byto ono metoda deacetylacji w roztworach wodorotlenku
sodu o réznych stezeniach i przez rézny czas, co pozwolito na dobranie warunkow
optymalnych do otrzymania szkieletu ztozonego z obu substancji, o wysokie] stabilnosci.
Kolejny etap preparatyki to rozpuszczanie skafoldéw chitynowych ggbek, ktore
nastepowato kolejno przez dziatanie kwasu octowego, roztworu wodorotlenku litu i diatize
w wodzie destylowanej, takze przy wspomaganiu ultradzwigekowym.

Podrozdziat 5.6 omawia techniki charakteryzacji. Doktorantka stosowata techniki: ATR-
FTIR, mikroskopie cyfrowg, SEM z EDX, XRD, mikroskopige fluorescencyjng, metody
barwienia (izotiocyjanianem fluoresceiny, proba jodowa, barwienie czerwieniag
brylantowa, barwienie Calcofluor White), wyznaczanie potencjatu zeta, monotoniczny
test $ciskania, badania nanoindentacji, oszacowanie stopnia deacetylacji z
zastosowaniem metody FTIR, badania mikrobiologiczne w dziewieciu $rodkach
antyseptycznych.

Uznaje na podstawie tego rozdziatu za perfekcyjne zaplanowanie toku badan,
przebiegu eksperymentow i dobdr technik. Nie mam zadnych watpliwosci co do petnej
samodzielnosci doktorantki w prowadzeniu badan naukowych.

Mam jednak nastepujace uwagi odnoszace sie do samej redakeji rozdziatu:

1. Dla bardziej wyrazistego obrazu lepie] bytoby, gdyby doktorantka podzielita
rozdziat nieco inaczej: (5.1) Charakterystyka substratéw, (5.2) Badania
mikroskopowe, (5.3) Badania spektroskopowe, (5.4) Badania chemiczne, (5.5)
Badania mikrobiologiczne, (5.6) Badania mechaniczne.

2. Rodzajow gabek jest wiele, wiec moje pierwsze merytoryczne pytanie: dlaczego
doktorantka wybrata wtasnie gabki z rzedu Verongiida i dlaczego te dwie (nie np.
Aplysina fistularis czy Aplysina cavernicola), bo takiego uzasadnienia nie
dostrzegam w rozprawie? Te pierwszg gabke znajduje w artykule poswieconym
badaniom nanoindentacji.

3. Dlaczego nie stosowano wspomagania ultradZzwigkowego dla drugiej z ggbek? Czy
to tylko przeoczenie w opisie? Jakg role przypisuje doktorantka w tym przypadku
ultradzwiekom?

4. Dlaczego roztwér zawierajgcy bromotyrozyny otrzymywano jedynie z gabki
lanthella basta?



5. Tytut podrozdziatu 5.5. to rozpuszczanie skafoldow chitynowych gabek, jednak w
opisie jest mowa jedynie o ggbce Aplysina aerophoba. Istotnie prowadzono te
procedure tylko dla tej jednej formy, a jesli tak, to dlaczego?

6. W wielu przypadkach nie jest jasne czy stosowane procedury sg oryginalnym
rozwiazaniem w tej pracy, czy tez nie zamieszczono odpowiednich odnos$nikéw do
wczesniejszych artykutow:

- Czy izolacja chityny w przypadku gabki Aplysina aerophoba prowadzona byta
zgodnie z procedura opisana w [/. Dziedzic, K. Dydek, J. Trzcinski, A. Boczkowska,
A. Voronkina, T. Jesionowski, H. Ehrlich “Creation of 3D Chitin/Chitosan
Composite Scaffold from Naturally Pre-Structured Verongiid Sponge Skeleton”
Carbohydrate Polymer Technologies and Applications 8, 2024, 10058717

- Czy zastosowana procedura otrzymywania wodnego ekstraktu zawierajgcego
bromotyrozyny jest oryginalna, czy zaczerpnigta z wczesniejszych badan wtasnych
lub innych naukowcow (brak odnosnika literaturowego)?

- Czy zastosowana procedura przygotowania kompozytéw chitynowo-
chitozanowych jest oryginalna, czy zaczerpnigta z wczesniejszych badan
wtasnych lub innych naukowcéw (brak odnosnika literaturowego)?

- Czy zastosowana procedura rozpuszczania skafoldoéw chitynowych gagbek jest
oryginalna, czy zaczerpnieta z wczesniejszych badan wtasnych [/. Dziedzic, A.
Voronkina, M. Pajewska-Szmyt, M. Kotula, A. Kubiak, H. Meissner, T. Duminis, H.
Ehrlich “The Loss of Structural Integrity of 3D Chitin Scaffolds from Aplysina
Aerophoba Marine Demosponge after Treatment with LiOH” Marine Drugs 21:6,
2023, 334] lub innych naukowcéw (brak odnosnika literaturowego)? W
szczegblnosci, skad pomyst zastosowania wodorotlenku litu?

5. Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zakresie
zastosowania wynikéw wtasnych badan naukowych w sferze gospodarczej lub
spotecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne

Przedstawiona rozprawa doktorska moze byé oceniana jako oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, biorgc pod uwage postawiong teze, wyniki badan, ich dyskusjg |
wnioski koficowe. Przypomne, ze teza postawiona przez doktorantke gtosi, iz naturainie
prefabrykowane, tréjwymiarowe skafoldy chitynowe pochodzgce z gabek z rzedu
Verongiida sa efektywnie izolowane oraz modyfikowane chemicznie bez utraty swoje;
unikalnej struktury. Juz takie stwierdzenie moge uznaé za oryginalne, w dotychczasowe;j
literaturze brak jest niemal doniesient 0 mozliwosci zastosowania matryc chitynowych z
gabek do produkcji chitozanu. Powodem jest fakt, iz nielogiczne bytoby degradowanie
chityny o unikalnej, prefabrykowanej strukturze w formie skafoldéw w celu uzyskania
sproszkowanego chitozanu, jak ma to miejsce w przypadku surowcow z grzybow lub
skorupiakow. Oryginalnos¢ pracy doktorantki to wykazanie mozliwos$ci uzyskania warstw
chitozanu na powierzchni mechanicznie wytrzymatych witdkien chitynowych
pochodzgcych z gabek, w taki sposdb, aby architektura trojwymiarowego szkieletu
chitynowego zostata zachowana. Innymi stowy, celem pracy byto stworzenie strukturalnej
matrycy kompozytowej chityna/chitozan, ktéra przypominataby rozmiarem i ksztattem
pierwotny szkielet chitynowy hodowanej morskiej gabki. Istotng innowacjg podejscia



prezentowanego w tej pracy jest wytworzenie tréjwymiarowych skafolddw, ktdére
wykorzystujg oba biopolimery, chityne i chitozan.

Chcac wykazac prawdziwosc tej tezy, doktorantka wykonata szereg badan, ktére same
w sobie stanowig sposoby wykazania zasadnosci zatozen pracy. Pozwole sobie w tym
miejscu pokazad, jak kolejno badania doktorantki zmierzaty do tego celu.

W podrozdziale 6.1 opisana zostata identyfikacja warstwy chitozanowe] na
powierzchni chityny, co nie byto tatwym zadaniem. Zostata ona uzyskana dzieki barwieniu
przy pomocy barwnika jodowego oraz barwnika Cibacron Brilliant Red {CBR). Dodatkowo,
badania te pomogty w ustaleniu stezenia roztworu wodorotlenku sodu optymalnego dla
uzyskania stabilnego konstruktu chityna-chitozan, co potwierdzono przez badania FTIR.
Ponadto test z zastosowaniem izotiocyjanianu fluoresceiny wykazat istnienie konfiguracji
strukturalnej, w ktdrej chitozan tworzy warstwe zewnetrzng wokoét rdzenia z witdkna
chitynowego wskutek czesciowej deacetylacji. Z przyjemnoscig odnotowuje, ze mimo
znanej niestabilnosci chitozanu w $rodowiskach kwasnych technika laserowej
elektroforezy Dopplera zostata tu z powodzeniem zastosowana do monitorowania
potencjatu zeta powierzchni ggbek, co potwierdzito ich skuteczna modyfikacje.

Nastgpny fragment tego podrozdziatu poswiecony jest badaniom wtasciwosci
powierzchni dekorowanych miedzig. Najciekawsze spostrzezenia to znacznie stabsze
osadzanie sie miedzi na chitynie, jak tez mozliwos¢ zastosowania tak dekorowanych
kompozytow jako katalizatorow, przy praktycznym braku wptywu osadzania nanoCu na
wtasciwosci mechaniczne w prébie nanoindentacii.

Podrozdziat 6.2 omawia wyniki obserwacji rozpuszczania chitynowych skafoldow z
gabki Aplysina aerophoba. Podczas rozpuszczania w wodorotlenku litu skafolddw
chitynowych zawierajgcych bromotyrozyne, mikrowtdkna chityny ulegaty transformacji w
materiat amorficzny, przypuszczalnie wskutek reakcji zasady z bromem. Ta reakcja
prowadzi wiec do zniszczenia tréjwymiarowych konstrukcji chitynowych, ale wskazuje
rowniez na mozliwos$¢ uzyskania chitynowych materiatdow o nanowtdknistej strukturze
przypominajgcej folie.

Podrozdziat 6.3 przedstawia wyniki badan wyznaczenia odksztatcen, nanotwardosci i
modutu sprezystosci Younga technika nanoindentacji przy naprezeniach sciskajacych
dla probek w stanie mokrym oraz suchym. W obu badaniach oceniano przy tym
pozbawione komodrek skafoldy chitynowe zawierajgce i niezawierajgce bromotyrozyny,
bardzo szczegotowo omawiajgc obie zmienne wptywajace na modut sprezystosci. Wyniki
nie sg istotnie rozne, co wazne dla zastosowan w medycynie. Za najciekawsze dla mnie
spostrzezenie uznaje, iz wtasciwosci mechaniczne zaobserwowane w warunkach
wilgotnych wskazujg na brak natychmiastowego przenoszenia obcigzen mechanicznych,
jednak ich odwodnione odpowiedniki sa pod tym wzgledem poréwnywalne ze skérg
ludzkg i koscig ggbczasta.

Podrozdziat 6.4 omawia wyniki badan wtasciwosci antybakteryjnych skafoldow
chitynowych z gabki . basta z osadzonymi réznymi srodkami antyseptycznymi. Matryca
chitynowa nieprzerwanie uwalniata srodki antyseptyczne przez co najmniej 72 godziny,
wykazujgc istotne dziatanie przeciwko gronkowcowi ztocistemu. Obserwowano
powstawanie stref zahamowania wzrostu wokot kolonii drobnoustrojow w ciggu tych
trzech dni. Antyseptyki o niskich wartosciach minimalnego stezenia hamujgcego sg
hydrofobowe, majg ptaska strukture i silnie adsorbuja sie do matrycy, wykazujac wigksze
i dtugotrwate dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.



Ostatni podrozdziat 6.5 omawia patentologie chitozanu. Doktorantka wykonata
ogromng pracg analizujgc 3650 rodzin patentdw.  Wiekszo$¢ z nich zostata
sklasyfikowana w kategoriach materiatoznawstwa, chemii/biochemii oraz biotechnologii
i zastosowan farmaceutycznych, podczas gdy znacznie mniej odnosito sie do zywnosci,
kosmetykow, rolnictwa, biomedycyny i ochrony $rodowiska. Najczestszymi tematami
zgtoszenn patentowych byty produkcja/zastosowania chemiczne, zastosowania
biomedyczne chitozanu, zastosowania pochodnych polisacharydéw do celéow
medycznych, stomatologicznych, farmaceutycznych lub toaletowych, zastosowania
chitozanu jako materiatu filtracyjnego lub chromatograficznego, zastosowania w
kosmetykach.

Opracowanie i interpretacje wynikow uwazam za stojgce na bardzo wysokim poziomie
naukowym. Uznaje wiec, ze doktorantka bez zadnych watpliwosci przedstawita na
podstawie witasnych wynikow oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim jest
wytworzenie kompozytow chitynowo-chitozanowych w drodze deacetylacji skafoldow
chitynowych pochodzgcych z gabek A. aerophoba oraz /. basta. O jakosci rozwigzania
swiadczg zachowanie przez wytworzone matryce rozmiaru i morfologii pierwotnego
szkieletu ggbki, przeksztatcenie gérnych warstw chityny w warstwy chitozanu o wielkosci
mikrometrycznej, wysoka wytrzymatos¢ mechaniczna i aktywno$é chemiczna
otrzymanych przestrzennych struktur.

Mam pewne uwagi co do klarownosci opisu:

1. Na stronie ,,Obrazy SEM oferujg poréwnawcza wizualizacje wtékien chitynowych

A. aerophoba oraz I. basta iich produktu otrzymanego w wyniku deacetylacji w
38% roztworze NaOH przez 60 minut w temperaturze 95° C. Przy mniejszych
powigkszeniach wtdkna chitynowe wykazuja typowy gtadki i jednolity wyglad, co
wskazuje na ich naturalny, niezmodyfikowany stan. Natomiast wtdkna chitynowo-
chitozanowe charakteryzujg sie wyraznie poszarpang i nieregularng tekstura
powierzchni, co uwydatnia zmiany wywotane procesem deacetylacji. Po blizszym
przyjrzeniu sie w wiekszych powiekszeniach witdkna chitynowe ujawniaja
charakterystyczng, pomarszczong powierzchnig, ceche czesto obserwowanag w
poprzednich badaniach. ... Z kolei powierzchnie kompozytdw chitynowo-
chitozanowych wydajg si¢ znacznie gtadsze w wiekszych powigkszeniach”,
Wystepuje w tym opisie sprzeczno$¢: wtdkna chitynowe wydaja sie gtadkie przy
matych i poszarpane przy duzych powiekszeniach, co bywa normalna obserwacja,
natomiast nie wydaje mi sig logiczne, aby powierzchnia nieregularna przy matych
powigkszeniach wydawata sie gtadsza przy duzych. Poza tym, co takiego
»Pposzarpana” powierzchnia, bo w polskiej terminologii inzynierii materiatowe;
brzmi to obco, moze - powierzchnia nieréwna, szorstka, ostra, zgbkowana lub
potamana, co lepiej oddaje wyglad powierzchni?

2. Str.84:drobny bigd, doktorantka pisze ,,Zastosowanie dwdch lateksowych czagstek
wskaznika o pH 9, 2i 7 pozwolito na dogtebne zbadanie surowcow i materiatow...”.
Chodzi oczywiscieopH 9,2 7.

3. Na str. 85-86 doktorantka pisze o sposobach stabilizacji chitozanu, a
bezposdrednio po ich omodwieniu przechodzi do osadzania nanomiedzi na
skafoldach kompozytowych. Czy osadzanie miedzi traktuje doktorantka jako
sposdb stabilizacji, a jezeli tak, to jaki uzyskata na to dowdd? Jezeli te dwa
fragmenty nie majg ze sobg zwigzku, to po co pisa¢ o sposobach stabilizacji, skoro
ich nie badano?



4. Str. 87-90. Doktorantka opisuje wyniki badan kompozytéw z o0sadzong
nanomiedzig. Jednakze brak opisu tej metodyki w podrozdziale 5.6. Wprawdzie
pewne szczegdty znalazty sie w tej czesci rozprawy, ale nie znajduje nic na temat
sktadu roztworu, temperatury ekspozycji, sposobu redukcji fruktozg. Prosze o
uzupetnienie.

5. Str. 89: wyrazenie ,,metalizacji fazg miedzi” nie wydaje sie poprawne, po prostu
osadzania miedzi pierwiastkowej.

6. Str. 93: ,Jednak w trakcie procedury zaobserwowano, ze ilos¢ uzyskanych
skafoldéw byta mniejsza niz oczekiwano”. Komentarz: prosze o wyjasnienie, co to
znaczy liczba skafoldéw (bo zapewne nie ilo$¢), czego i na jakie] podstawie
oczekiwano.

7. Str. 102: ,Wodorotlenek litu reagowat z bromem bromotyrozyny dajac bromek litu,
ktory ostatecznie rozpuszczat skafold”. Komentarz: prosze o wyjasnienie, co
doktorantka rozumie pod pojeciem rozpuszczania skafoldu.

8. Podrozdziat 6.4. Czy do badan uzywano skafoldu kompozytowego, czy skafoldu
chitynowego?

9. Podrozdziat 6.5. Prosze o wyjasnienie sprzecznosci: otdz na str. 127 doktorantka
pisze m.in. ,najpopularniejszymi tematami zgtoszen patentowych byty
produkcja/zastosowania chemiczne ... zastosowania biomedyczne ... ... do celow
medycznych, stomatologicznych, farmaceutycznych lub toaletowych ... w
przeszczepianiu protez ... w kosmetykach ... w medycznych materiatach
opatrunkowych”. Tymczasem na str. 143-144 ,Wiekszos¢ z nich zostata
sklasyfikowana w kategoriach materiatoznawstwa, chemii/biochemii oraz
biotechnologii i zastosowarn farmaceutycznych, podczas gdy znacznie mniej
odnosito sie do zywnosci, kosmetykow, rolnictwa, biomedycyny i ochrony
srodowiska”. Prosze o wyjasnienie, czy zdaniem doktorantki zastosowania
chitosanu do celow medycznych {biomedycyny) sg znaczace, czy ograniczone.

5. Wniosek w sprawie przyjecia rozprawy doktorskiej

Stwierdzam, ze przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska mgr lzabeli Dziedzic
zatytutowana ,,Wytwarzanie i charakterystyka trojwymiarowych konstruktow chitynowo-
chitozanowych” cechuje niepodwazalna podbudowa teoretyczna w zakresie nauk
chemicznych, sformutowanie wtasciwej tezy rozprawy, zaplanowanie i samodzielne
wykonanie znaczgcej liczby badan, twdrcza interpretacja wynikow stanowigca o
oryginalnosci rozwigzania rozwazanego problemu naukowego. Moje uwagi do
poszczegélnych rozdziatdw nie maja przy tym charakteru merytorycznego, a wynikaja z
checi usuniecia niejasnosci lub brakéw opisu, ktérych przy tak ogromnej i trudnej
rozprawie unikngc nie sposob. Konkludujac, wyrazam opinie, Zze recenzowana rozprawa
spetnia wymagania ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (z pozn. zm.) i wnioskuje o jej dopuszczenie do dalszych
etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.



6. Wniosek w sprawie wyréznienia rozprawy doktorskiej

Uznajagc niezaprzeczalng oryginalnos¢ pracy, godny uznania poziom naukowy,
staranne przygotowanie i szeroki zakres badan, aktualnos$¢ tematyki, proekologiczne
znaczenie, wreszcie przewidywang istotnos¢ osiagniecia dla réznych zastosowan
medycznych, ale takze dotychczasowe osiggniecia mgr lzabeli Dziedzic, wnioskuje o
wyroznienie jej rozprawy doktorskiej. Ponizej moje merytoryczne uzasadnienie wniosku.

Oryginalnos¢ pracy wynika z faktu, iz sformutowany przez doktorantke problem
naukowy ma w sobie cechy nowosci w skali swiatowej. W szczegdlnosci po raz pierwszy
opisano otrzymanie tréjwymiarowych materiatdw kompozytowych chitynowo-
chitozanowych w wyniku procesu deacetylacji skafoldow chitynowych pochodzacych z
gabek A. aerophoba oraz |. basta. Proces przebiegat przy optymalnym stezeniu zasady
sodowej NaOH, 38%, wyznaczonym przez doktorantke, jak tez przez optymalny czas.
Wynikiem byty skafoldy o pierwotnej strukturze ggbek, w ktorych rdzen stanowita chityna,
zas zewnetrzng warstwe — chitozan. Doceniam nie tylko preparatyke skafoldow, ale takze
potwierdzenie ich budowy przez réznorodne techniki badawcze. Dodatkowo przebadata
ona wtasciwosci chitynowej matrycy z ggbki /. basta jako nosnika dla sSrodkow
antyseptycznych, wykazujac, ze skutecznos$¢ przeciwdrobnoustrojowa matryc
chitynowych zalezy od ztozonych oddziatywan zaleznych od struktury przestrzennej
skafoldu i jego lokalnego sktadu, jak tez rodzaju i stezenia zastosowanych antyseptykow;
w szczegolnosci wazna jest zdolnos¢ adsorpcyjna i stopien pecznienia nosnika. Ponadto
po raz pierwszy wykazano mozliwos¢ rozpuszczenia chitynowego skafoldu z gabki A.
aerophoba w 1% roztworze wodorotienku litu. Proces ten prowadzi do przeksztatcenia
trojwymiarowej struktury w amorficzng postac¢ bez zmiany wtasciwosci chemicznych a-
chityny oraz bez jej konwersji do chitozanu. Doktorantka wniosta tu niewatpliwy wktad w
opis tego ztozonego i niejednoznacznego procesu w formie analizy kinetyki rozpuszczania
zaleznej od stezenia LiIOH i temperatury reakcji oraz charakterystyki strukturalnej chityny
izolowanej w tych warunkach z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej,
a takze okreslita wtasciwosci mechaniczne metodg nanoindentacji. W odniesieniu do
tych ostatnich badan nowymi wartosciami sg modut sprezystosci oraz twardo$é czystych
skafoldow chitynowych oraz szkieletow chitynowych zawierajgcych bromotyrozyny dla
gatunkow gabek A. fistularis, Dendrilla sp., A. archeri, A. aerophoba oraz I. basta.
Wykazata doktorantka w szczegélnosci, iz usuniecie bromotyrozyn prowadzi do obnizenia
modutu sprezystosci, przy jednoczesnym zachowaniu twardosci materiatu na zblizonym
poziomie.

Godny uznania jest poziom naukowy pracy. Dyskusja wynikow prowadzona byta w
oparciu o 274 Zrodta literaturowe, pomijajagc badania w ramach patentologii. Za
szczegolnie interesujgce uznaje takie fragmenty dyskusji, jak wptyw stezenia NaOH na
stabilnos¢  struktur, interpretacja wynikéw badan fluorescencji, potencjalne
zastosowania kompozytu o roznych grubosciach warstwy chitozanu, okreslenie
skutecznosci modyfikacji powierzchniowej na podstawie zmian potencjatu zeta, wptyw
struktury na osadzanie sie nanomiedzi, analiza wptywu rozpuszczania skafoldow w
wodorotlenku titu, wnikliwy opis zaleznosci odksztatcenia, nanotwardosci i modutu
Younga w probie nanoindentacji od przestrzennej budowy skafoldu, wyjasnienie
aktywnosci antybakteryjnej kompozytéw od adhezji srodkéw antyseptycznych na
powierzchniach.



Imponujace jest staranne przygotowanie i szeroki zakres badan. To pierwsze
doktorantka zawdziecza bardzo wnikliwej analizie obecnego stanu wiedzy. To drugie jest
efektem studiow literaturowych, ale i godnej podkreslenia umiejetnosci analizy
problemu. Za szczegdlnie wazne uznaje zastosowanie roznych technik wybarwiania w
celu odrdznienia chityny od chitozanu, zastosowanie SEM, FTIR i XRD do podobnego celu
dla izolowanych i liofilizowanych skafolddw, badania wtasciwosci mechanicznych
metoda nanoindentacji po nadzwyczaj umiejetnej preparatyce probek do tak subtelnych
testow. To daleko nie wszystko.

Analiza patentowa wykazata, jak dalece aktualna jest poruszana tematyka.
Doktorantka pisze sama, iZ hajwazniejszymi zastosowaniami sa te dla medycyny
regeneracyjnej i inzynierii tkankowej, w tym w opatrunkach na rany i w kontrolowanym
uwalnianiu lekéw. Wazne sg takze zastosowania pozamedyczne, dla systemow
filtracyjnych i procesow katalizy przemystowej. Podzielam poglad, iz wnikliwa analiza
wskaznikow jakosci | komercjalizacji patentdw pozwala lepiej zrozumie¢ globalne trendy
i rosnace znaczenie materiatdow chitynowych w nowoczesnych technologiach
praktycznego wykorzystania tréjwymiarowych skafolddw chitynowo-chitozanowych
opracowanych w ramach recenzowanej pracy, wskazujgc zarazem na kierunki datszych
badan.

Zwroce takze uwage na wazny aspekt ekologiczny, bowiem w produkcji chitozanu ze
skorupiakéw zuzywane sg catkiem spore ilosci toksycznych chemikaliow, co wymaga
kosztownej ich utylizacji.

Proponujgc wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr |zabeli Dziedzic kieruje sie takze
innymi aspektami jej dziatalnosci naukowej. Doktorantka jest wspétautorka 8 artykutow,
w tym w czterech - autorem pierwszym. Wsrod tych ostatnich znalazty sie publikacje w
czasopismach o wysokiej wartosci Impact Factor, 5,4, 5,5 6,5 (pozycje 3, 51 6 wg spisu
zamieszczonego w rozprawie, str. 205), w kazdym przypadku znajdujgce sie w Q1 w
odpowiednich  obszarach (odpowiednio Chemistry, Polymers oraz Applied
Chemistry/Polymer Science). Ponadto doktorantka przedstawiata swoje wyniki na 5
konferencjach miedzynarodowych, w dwoch z nich zdobywajac wyrdznienia za
wystgpienie ustne lub poster. Byta wreszcie kierownikiem minigrantu doktoranckiego w
ramach programu lnicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza” na rok 2023/2024
,Development of methods for effective metallization of isolated 3D mesoporous
Verongiid sponges skeletons”. To wszystko $wiadczy o nieprzecietnych walorach
naukowych doktorantki.
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