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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Dominika Sikorskiego pt. Chemiczna modyfikacja chitozanu.

Recenzja zostala przygotowana w odpowiedzi na pismo pani prof, dr hab. inz. Barbary
Btazejezyk-Okolewskiej, przewodniczacej Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej

w dyscyplinach inzynieria mechaniczna, inzynieria materiatowa, z dnia 11 lipca 2023 roku.
1. Tematyka rozprawy i okreslenie problematyki badawczej

Rozprawa doktorska poswiecona Jest badaniom prowadzacym do opracowania nowych
materiatéw chitozanowych wykazujgcych dziatanie biobojeze wskutek ich modyfikacji
kwasami organicznymi, jak réwniez ciprofloksacyng. Prezentowana w rozprawie tematyka
Jest aktualna w $wietle zastosowania chitozanu jako biomateriatu wykazujacego dziatanie
lecznicze i przeciwdrobnoustrojowe. Ze wzgledu na  bardzo dobre whagciwosci
biologicznetakie jak: biodegradowalnosé, brak toksycznosci, czy tez funkcje stymulujgce
uktad odpornosciowy i przyspieszajace  gojenie sie ran, atrakcyjnos¢  chitozanu
w $rodowiskach naukowych ciagle ronie. Chemiczne modyfikacje struktury chitozanu mogg
Jednak indukowaé toksycznogé tego materiatu i mie¢ negatywny wplyw na jego wiasciwosci.

Dlatego tez podjeta przez Doktoranta tematyka jest niezwykle interesujgca, wartosciowa
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{ bardzo dobrze wpisuje si¢ w obszary badawcze ukierunkowane na oCeng wihasciwosci

fizykochemicznych przy rownoczesnym uwzglednieniu whadciwosci biologicznych chitozanu.

2. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 133 strony i zostala podzielona na 6
rozdziatéw. W pracy znajduje si¢ tacznie 40 rysunkéw i 21 tabel, numerowanych facznie dla
calej pracy. Rozprawg rozpoczynaja streszezenia w jezyku angielskim i polskim oraz kolejno
rozdzialy przedstawiajgce przeglad literatury, poprzedzony  krotkim wprowadzeniem.
Przeglad literatury zostat podzielony na 8 podrozdziatow. W rozdziale trzecim pracy
Doktorant opisuje cel, zakres i hipoteze. Rozdziat czwarty dotyczy czesci eksperymentalnej,
natomiast w rozdziale piatym zawarte i omowione zostaly wyniki badan. Czgsc
eksperymentalna zostaa podzielona na 5 podrozdziatéw, w kidrych Autor opisuje uzyte
materialy i zastosowane metody badawcze, a takze omawia wytwarzanic I modyfikacje
materiatéw chitozanowych. Dysertacja zakoinczona jest wnioskami, zawairtymi W rozdziale
sz6stym. Na koncu rozprawy znajdujg sie: spis tabel i rysunkow oraz spis literatury naukowej
(255 pozycji), z ktorej korzystat Doktorant podczas przygotowania rozprawy.

Tytut rozprawy doktorskiej mgr inz. Dominika Sikorskiego: pt. Chemiczna modyfikacja
chitozanu jest bardzo ogdlny i jasno nie definiuje kierunku badawczego, w ktérym zmierzat
Doktorant, a ktérym bylo wykazanie dzialania przeciwdrobnoustrojowego opracowanych
materialow.

Cel naukowy pracy stanowito wykazanie skutecznosci metod modyfikacji chemicznych
woknin oraz folii chitozanowych i okreslenic wptywu wytypowanych modyfikacji na
dziatanic przeciwdrobnoustrojowe opracowanych materiatéw. W oparciu © precyzyjnie
sformutowany cel pracy Doktorant postawit hipoteze badawcza skupiajaca sie na wykazaniu
mozliwosci modyfikacji réznych form chitozanu za pomocy roznych kwasdw przy
zachowaniu niezmienionej struktury fizycznej chitozanu ukierunkowanej na poprawe
wladciwosei bakteriostatycznych, ktorg staral sig potwierdzi¢ w wyniku przeprowadzonych
prac eksperymentalnych. Realizacje swoich zamierzen Doktorant skrupulatnie realizowat
okreglajac sobie cztery cele szozegblowe badafi skoncenirowanych na: wytworzeniu
materiatéw chitozanowych w postaci wiéknin i folii; modyfikacji materiatéw chitozanowych
poprzez osadzanie par Kkwasow na wiékninach w celu nadania im wiasciwosei
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych; modyfikacji folii chitozanowych poprzez

przylgezenie adduktu ciprofloksacyny jako czynnika o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym



i wreszcie potwierdzenie wiasciwosei strukturalnych badanych materiatéw oraz sposobu
przytaczania si¢ wyzej wymienionego leku do powierzchni chitozanu,

W przegladzie literatury Doktorant poruszyt zagadnienia zwigzane z charakterystyka
polisacharydéw, ich podzialem ze wzgledu na budowe i pemione funkcje oraz oméwit
ogdlnie grupe materiatéw biopolimerowych ze wzgledu na ich zastosowanic i whadciwosei
biologiczne. W tej czesci opisana szczegélowo zostata chityna, Zrédla jej naturalnego
pozyskiwania z organizmdw skorupiakéw, micczakéw, owaddw i grzybow, a takze budowa
chemiczna chitozanu z uwzglednieniem trzech form: alfa, beta i gamma oraz charakterystyka
ich wlasciwosci fizykochemicznych. W kolejnym rozdziale Doktorant opisuje metody
ekstrakcji chityny takie jak: demineralizacja, odbiafczanie, deacetylacja oraz omawia wptyw
stopnia deacetylacji na wlasciwosci chitozanu. W kolejnych podrozdziatach tej czesci pracy
Autor skupit si¢ na omdwieniu dziatania przeciwdrobnoustrojowego chitozanu i chityny
wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych z uwzglednieniem wplywu rdznych
czynnikéw takich wiasnie jak: stopnia deacetylacji, parametrow pKa i pH kwasow,
chelatowania metali oraz masy czasteczkowej. Nastepnie Doktorant opisal dziatanie
antybiotyku jakim jest ciprofloksacyna oraz wskazat obszary zastosowania chityny
i chitozanu, w tym jako materiaty opatrunkowe stosowane w celu gojenia sie ran.

Ta czgs¢ dysertacji stanowi wihasciwe wprowadzenie do realizacji zaplanowanych prac
badawczych i zostala opracowana w oparciu o 214 pozycji opracowan i artykuldéw
naukowych.

Czgs¢ eksperymentalng pracy doktorskiej Doktorant rozpoczal od opisu materiatdw
i odezynnikow chemicznych zastosowanych w badaniach, a takze wymienieniu aparatury
pomiarowe]. Kolejne rozdzialy pracy poswiecone zostaly oméwieniu sposobéw wytwarzania
materiatow chitozanowych, w tym widknin chitozanowych metoda zgrzeblenia i folii
chitozanowych metoda odlewania z roztworu. Nastepnie Autor opisal trzy metody
modyfikacji widknin chitozanowych stosujac w tym celu: w metodzie pierwszej nasycanie
oparami kwaséw solnego, octowego, mréwkowego, propionowego, mastowego
i walerianowego, w metodzie drugiej i trzeciej poddajac wiokniny chitozanowe dziataniu
kwasu octowego w etanolu wraz z plukaniem w etanolu Iub z wykluczeniem procesu
plukania. W dalszej czgsci pracy Doktorant opisat réwniez trzy sposoby modyfikaciji folii
chitozanowych ciprofloksacyna z roztworu NaOH w metodzie pierwszej, z roztworu NaCl
w metodzie drugiej i w trzecim przypadku wykorzystujac potgezenie obydwu sposobdw.

Wielowatkowe podejécie do metody syntezy i modyfikacji materiatéw chitozanowych przez



Doktoranta potwierdza Jego skrupulatno$é w analizowaniu problemu naukowego i dowodzi,
ze Doktorant wybrat wiasciwa droge do osiggnigeia celu badawczego.

W kolejnym podrozdziale czgéci eksperymentalne] pracy nazwanej czescig analityczng
Doktorant szczegétowo opisuje sposdb przeprowadzenia poszezeg6lnych badan i testow.
Autor w bardzo przejrzysty i zwiezty sposob zamiescil informacje dotyczgce metodyki
badawczej, jak i parametréw ktére wyznaczat w trakcie pomiarow. Zwracam na to szczegdlna
uwage, gdyz aktualnie obserwowana tendencja do pomijania doktadnego opisu metodyki
badawczej przez doktorantéw jest zjawiskiem czesto wystgpujgcym. Ta cze$¢ pracy jest
natomiast opisana w sposéb dokiadny i $wiadczy o starannosci Doktoranta oraz Jego
zaangazowaniu w prace badawcze.

W dalszej czesei dysertacji pan mgr inz. Dominik Sikorski przedstawit i omowit wyniki,
ktére popart dyskusja odnoszac sie przy tym do wynikéw zawartych w innych pracach
naukowych. Na podstawie pomiaréw lepkosci Doktorant wyznaczyt $rednie masy molowe
chitozanu podczas jego degradacji w réznych kwasach oraz przedstawit zmiany tego
parametru w funkeji czasu wykazujac tym samym zachodzenie zjawiska degradacji. Badania
te doprowadzity Doktoranta do pierwszych waznych spostrzezer i pozwolily okreslic wptyw
rodzaju kwasu na szybko$¢ degradacji. Nastepnie na podstawie analizy wynikéw z analizy
chromatograficznej Doktorant wyznaczyl s$rednig liczbowo i wagowo masg molows,
polidyspersyjno$é i przedstawit graficznie rozklady masy molowej dla poszczegolnych
prébek degradowanych w réznych kwasach. Dzigki dogtebnej analizie degradacji chitozanu
Doktorant okreslit jej mechanizm zachodzenia zgodnie z kinetyks reakeji pierwszego rzedu.
W wyniku analizy widm NMR Autor wyznaczyt stopien deacytelacji chitozanu ulegajgcemu
degradacji w réznych kwasach, co doprowadzito do cennego wniosku, ze degradacja
w roztworach kwasow organicznych jest wynikiem zerwania wiazan B-1,4-glikozydowych.

W nastepnym etapie pracy Doktorant za pomocg metody miareczkowania odwrotnego
wyznaczyl objetosé retencji kwaséw octowego i solnego, ktéra uzalezniona jest od czasu
inkubacji chitozanu w atmosferze nasyconej pary kwasu, a jej wartos¢ wzrasta przy
zastosowaniu kapieli dziesiecioprocentowego kwasu octowego w etanolu i eliminacji procesu
ptukania w czystym etanolu.

Kolejny etap prac pozwolit Doktorantowi na  wykazanie  skutecznosci
przeciwdrobnoustrojowej opracowanych materialéw wobec bakterii Gram-dodatnich, Gram-
ujemnych i grzybéw, Przeprowadzenie powyzszych badan potwierdzifo zasadno$é
modyfikacji chitozanu parami kwasow, w szczeg6lnosci zastosowanie 10 % roztworu kwasu

octowego w etanolu w celu nadania im funkcji biobdjezej. Uzupelnieniem badan



skoncentrowanych na funkcje biobdjezg sg badania ukierunkowane na sprawdzenie dziatania
toksycznego opracowanych materiatéw. Na podstawie oznaczenia procentowego udziaty
krwinek ulegajacych hemolizie Doktorant wykazat dziatanie toksyczne materiatu: chitozn
modyfikowany parami kwasu octowego na poziomie 21 procent, potwierdzajac tym samym,
ze poprawiajgc efekt biobdjezy nalezy mie¢ $wiadomosé wystgpowania dziatania
toksycznego. Ta czgsé pracy jest niezwykle ciekawa i warto byloby jg kontynuowaé
W oparciu o uwzglednienie innych metod potwierdzajgcych dzialanie cytotoksyczne
opracowanych materiatéw.

W kolejnych podrozdziatach dysertacji Doktorant przeprowadzit analize struktury
chemicznej opracowanych materiatéw w oparciu o metodg badar spektroskopowych FTiR
i NMR, na podstawie ktérych potwierdzit powstawanie soli chitozanowych na skutek
modyfikacji chitozanu poszczegslnymi parami kwaséw.

W ostatnim etapie czgéci eksperymentalnej Doktorant przeprowadzit badania
ukierunkowane na modyfikacje chitozanu antybiotykiem i nasyconymi parami kwasu
octowego zmierzajace do uzyskania nowych aktywnych materiatléw chitozanowych. W celu
potwierdzenia swoich przypuszczen wykonal badania spektroskopii FTiR, NMR, badania
przy uzyciu mikroskopu sit atomowych, elektronowego mikroskopu skaningowego, badania
chromatograficzne i wreszcie badania aktywnodci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczne;.
Na podstawie wszystkich badafi przeprowadzonych w tej cze$ci pan mgr inz. Dominik
Sikorski doszedt do wniosku, Ze pofaczenic obydwu modyfikacji a mianowicie leku
i nasyconych par kwasu zapienia najwyzsza skutecznodé przeciwdrobnoustrojowa. Niewielki
niedosyt pozostawia brak wykonania badan cytotoksycznosci w tej czedei pracy, jednakze
majac na uwadze wiclowatkowo$é pracy, ilos¢ zastosowanych technik badawczych
i polgczenie oceny wiasciwodci strukturalnych i biologicznych pozostaje mi jedynie
skierowaé uwage Doktoranta, w ktorym kierunku kontynuowaé prace badawczg.

Catg prace doktorska pana mgr inz. Dominika Sikorskiego oceniam bardzo pozytywnie,
a wnioski do ktorych doszedt systematycznie wykonujgc prace cksperymentalne uwazam za

rzeczowe i trafhe.
3. Uwagi szezegolowe dotyczace edytorskiej i jezykowej strony rozprawy
Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata przygotowana starannie, jezyk jest

poprawny, rysunki sg czytelne, a uktad poszczegdlnych jej czeéci jest uporzgdkowany. Autor

nie ustrzegt si¢ jednak pewnych bledow literowych, interpunkcyjnych, stylistycznych



i ortograficznych. Ich ilo§¢ jednak nie jest znaczgca i nie obniza wartosci naukowe]
recenzowanej pracy. Zwracam jedynie uwage Doktorantowi, ze nazwy lacifiskie bakterii, jak
Escherichia coli czy Staphylococcus aureus, winny by¢é pisane kursywa. Natomiast
wartosciowos¢ jondw metali i jednostki centymetréw odwrotnych (analiza widm FTiR) winny
by¢ pisane przy zastosowaniu indeksu goérnego. Jedna z dwdch uwag edytorskich dotyczy
rozmieszczenia opisu do rysunkow i tabel w tekscie, ktéry zwyczajowo umieszczony
powinien byé przed omawianym rysunkiem/tabela. Zachowanie chronologii zdecydowanie
wlatwia czytanie i sledzenie wywodow. W sytuacji gdy czytelnik najpierw widzi rysunek,
ktory opisany jest w tekscie na kolejnych stronach powoduje pewne zamieszanie i zmusza
czytajgcego do cigglego przewracania stron. Drugg moja uwage stanowi brak odniesienia
w tekscie pracy do rysunkéw (tak jak to ma miejsce dla rysunkéw 12, 14-17). Zatem
zachgcam Doktoranta aby w przysztych swoich opracowaniach zawsze sprawdzat by nie

pojawialy sie rysunki bez odnosnika do tekstu.

4. Uwagi i pytania do Doktoranta

Recenzujgc rozprawe doktorska mgr inz. Dominika Sikorskiego stwierdzam, ze nie
posiada ona bledow merytorycznych i zostala zrealizowana poprawnie. Celowym jednak
byloby zwrocenie uwagi na nastepujgce kwestie:

1) W pracy otrzymywane byly folie i widkniny chitozanowe tymczasem nie znalaziam
charakterystyki mikrostruktury widknin. Prositabym o komentarz dlaczego nie zostaty
wykonane obserwacje mikroskopowe potwierdzajace faktyczng mikrostrukture
wytworzonych widknin?

2) Na stronach 71-72 pracy Autor pisze, ze analiza NMR chitozanu zostata wykonana
przed degradacja i po 168 godzinach prowadzenia procesu degradacji w roztworze
kwasu octowego w temperaturze 20°C, tymczasem widma przedstawione na
rysunkach 23 i 24 odnoszg sig do temperatury 25°C. Prosilabym o komentarz
i wyjasnienie zaistniatej niezgodnosci.

3) Na stronach 84-87 pracy Doktorant opisuje wiasciwosci strukturalne materiatéw
chitozanowych na podstawie analizy przeprowadzonej technikg spektroskopii
w podezerwieni. Zwracam uwage Autorowi, Zze nomenklatura ktérg stosuje jest
niepoprawna, gdyZ przy opisie widm uzywamy terminu pasmo a nie pik.

4) W pracy Doktorant naprzemiennie uzywa terminu ,ciprofloksacyna™

i ,cyprofloksacyna” przy czym poprawna nazwa jest ,.ciprofloksacyna”.



)

6)

7

8)

9

W testach oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej folii chitozanowych poddanych
dziataniu oparéw kwasu octowego lub modyfikowanych ciprofloksacyng prébki
materialéw zostaty poddane procesowi sterylizacji UV przez godzine z kazdej strony.
Czy zatem Doktorant sprawdzil wptyw takiej dugotrwalej sterylizacji na wlasciwosci
strukturalne materiatéw? Czy taki sposob sterylizacji nie doprowadzit do
przyspieszenia procesu degradacji badanych materialéw? Zdaniem recenzenta
powinna zostaé uzyta inna metoda sterylizacji.

Czy zostaly wykonane badania uwalniania ciprofloksacyny podczas badan oceny
dzialania biobéjczego lub czy w ogole zostaly przeprowadzone badania uwalniania
feku w innych testach in vitro? Takie badania stanowczo pokazalyby zachowanie sig
leku w czasie i tym samym datyby odpowiedz jak dhugo opracowane materiaty
wykazuja dziafanie biobdjcze.

W odniesieniu do badan aktywnosci hemolitycznej przeprowadzonych na ludzkich
krwinkach czerwonych prositabym Doktoranta o komentarz czy takie badania nie
wymagaty przypadkiem zgody komisji bioetycznej? Taka informacja powinna znalezé
si¢ w opisie metodyki, jak rdwniez istotne byloby umieszczenie informacji o zrédle
pochodzenia materiatu biologicznego jakim jest krew ludzka.

Na stronie 81 w opisie tabeli 18 powinno byé raczej ,toksyczno$é materiatdéw
mierzona jako % hemolizy krwinek lub % krwinek ulegajacych hemolizie” a nie ,, %
hemolizy widknin” gdyz to nie widkniny ulegajg hemolizie a krwinki.

Czy wedlug Doktoranta wykazana toksyczno$é na poziomie 21% dla materiatu
chitozanowego nasyconego parami kwasu octowego jest bezpieczna dla organizmu
ludzkiego i czy taki material moglby by¢ stosowany w przysziosci jako wyrdb

medyczny?

10)Na stronie 104 podpis tabeli 21 powinien raczej zawieraé wyniki pomiaru strefy

zahamowania wzrostu kolonii bakterii zamiast ,,wyniki pomiaru narastania kolonii

bakterii... ",

Uwagi te podnosze z racji obowigzku recenzenta. Dotyczg one szezegbtdéw, ktére nie

wplywaja na warto$¢ merytoryczng recenzowanej rozprawy doktorskic;j.



5. Wnhnioski koncowe

Podsumowujac oceng rozprawy doktorskiej pana mgr inZ. Dominika Sikorskiego pt.
Chemiczna modyfikacja chitozanu stwierdzam, ze Doktorant w toku prowadzonych badan
potwierdzit hipotez¢ badawcza i z powodzeniem zrealizowal postawiony w pracy cel
naukowy, stawiajac przy tym trafne i warto$ciowe wnioski.

Recenzowana dysertacja doktorska stanowi opis zwartego osiggnigcia naukowego
i potwierdza wiedzg oraz umiejgtnosci samodzielnego prowadzenia badan przez Doktoranta.
Co wigcej uwazam, ze przeprowadzone przez Doktoranta badania znaczaco poszerzaja
wiedze w obszarze dyscypliny inzynieria materialowa, w szczegblnosci w  zakresie
chemicznej modyfikacji chitozanu parami kwaséw organicznych i ciprofloksacyny w celu
poprawy whasciwoscei biobdjezych opracowanych materialow.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska

spetnia wymogi Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. LL

2021, poz. 478 z pdzniejszymi zmianami), i wnioskuje do Rady ds. Stopni Naukowych
Politechniki Lédzkiej w dyscyplinach inzynieria mechaniczna, inzynierii materiatowa
o dopuszczenie mgr inz. Dominika Sikorskiego do dalszych etapow postepowania o nadanie

stopnia doktora.



