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W Krakowie

Recenzja pracy na stopien doktora nauk fizycznych, mgr Karola Kubata, zatytulowane;
»Zachowanie $ladowej wody zwigzanej w uktadach farmaceutycznych i zywych organizmach
anhydrobiotycznych”, wykonanej pod opieka promotorow prof. dr hab. Huberta Haranczyka
1 dr hab. Anny Krupy

Celem przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej bylo zbadanie zachowania §ladowych
ilosci wody w uktadach farmaceutycznych, obejmujacych trudno rozpuszczalne, hydrofobowe
substancje lecznicze (tadalafil i bozentan) oraz ich stale rozproszenia w hydrofilowych
polimerach (odpowiednio Soluplus 1 kopowidon). Dodatkowym aspektem pracy bylo
poréwnanie zachowania wody w tych uktadach z tym ktore obserwowane jest w organizmach
zywych, na przykladzie zlichenizowanego grzyba Niebla tigrina z pustyni Atacama. Do
badan tych Doktorant wykorzystal techniki kinetyki hydratacji oraz relaksometrii i
spektroskopii 'H-NMR.

Zagadnienie ktorego zbadania podjal si¢ doktorant jest wazne, jako ze wlasnosci hydratacyjne
produktow farmaceutycznych majg istotne znaczenie dla dostepnosci biologicznej zawartych
w nich substancji leczniczych, stad kazde poszerzenie wiedzy dotyczacej tych wlasnosci jest
niezwykle pozadane.

Przedstawiona do oceny rozprawa poprzedzona jest krotkim streszczeniem w jezyku polskim
1 angielskim, a takze zestawieniem dorobku naukowego Doktoranta. Dorobek ten obejmuje
listg pigciu publikacji (z ktérych w dwu jest pierwszym autorem), dwunastu prezentacji
konferencyjnych (w dwu jest pierwszym autorem) oraz dwu projektéw ktorych realizacji
Doktorant uczestniczyt w ramach realizacji pracy doktorskiej.

Sama rozprawa zawiera na poczatku spis symboli i skrotow, oraz krotkie Wprowadzenie
wyjasniajace kontekst prowadzonych badan i zawierajace zwiezly opis zawartosci rozdziatow
rozprawy. Zostala one podzielona na szes¢ gléwnych czedei, ktore poswigcone sa kolejno:
wstepne] charakterystyce badanych uktadow, podstawom teoretycznym badanych zjawisk
oraz metod badawczych, opisowi wykorzystanych materialéw 1 uzytych metod, opisowi
wynikow oraz ich dyskusji. W ostatnim, szostym rozdziale Doktorant sformutowat dwanascie
najwazniejszych wnioskéw plyngeych z pracy. Na kofcu zamieszczone zostaly spis
rysunkdw, spis tabel oraz bibliografia obejmujgca 75 pozycji.
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W czedci pierwszej, Wstepie, omoéwione zostaly kolejno: podstawowe wlasnosci
fizykochemiczne wody stanowiace podstawe proceséw sorpcji, substancje farmaceutyczne
wchodzace w skiad badanych uktadow proszkowych (stalych rozporoszen) oraz porost Niebla
tigrina, organizm anhydrobiotyczny pochodzacy z chilijskiej pustyni Atacama.

W czesdci drugiej, Teorii, przedstawione zostaly modele sorpcji wody uwzgledniajace rézne
efekty powierzchniowe, w tym izotermy sorpcyjne Langmuira, BET i GAB-Dent oraz
skrécony opis podstaw teoretycznych zjawiska magnetycznego rezonansu jagdrowego (MRJ).
W szczegdlnosci omoéwiono w tym rozdziale procesy relaksacyjne mozhwe do
zaobserwowania przy pomocy spektroskopii i relaksometrii MRJ jader wodoru 'H. W czesci
trzeciej, Materialy i Metody, oméwiona zostata preparatyka probek farmaceutycznych i ich
ocena przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej, preparatyka probek porostu
anhydrobiotycznego, metoda wyznaczania kinetyki hydratacji metodg grawimetryczng, a
takze praktyczne aspekty wykorzystania metod pomlarowych MRIJ - relaksometrii w polu
0,6T oraz spektroskopii w polu 7T, na jadrach 'H. Trasy hydratacyjne (kinetyka hydratacji)
Doktorant analizowal przez dopasowanie od 1 do 3 funkcji eksponencjalnych. Wyniki
pomiaréw MRJ w domenie czasu analizowal przez dopasowanie sumy funkeji Gaussa (jednej
lub dwu) oraz funkcji eksponencjalnych (od jednej do trzech), zas widma 'H MRJ przez
superpozycje fukcji gaussa (jednej lub dwu) i Lorentza. W czwartej, najobszerniejszej czgsci
zostaly przedstawione wyniki przeprowadzonych badan, w szczegdlnosci trasy kinetyki
hydratacji oraz pomiar6w relaksacyjnych i spektroskopowych dla poszczegdlnych grup
badanych ukladéw. Ponadto dla jednego z ukladéw farmaceutycznych, mianowicie stalego
rozproszenia tadalafilu w Soluplus w proporcji 1:1, dla trzech réznych pozioméw uwodnienia,
przedstawiono wyniki zaleznosci temperaturowych relaksacji spinowo-sieciowej w polu 7T,
uzyskane technikg spektroskopii relaksacyjnej. W czesci pigtej zamieszczono obszerng
dyskusje uzyskanych wynikow, zas w czeSci szostej sformutowano wynikajace z badan
wnioski.

W efekcie przeprowadzonych w okresie realizacji pracy i przedstawionych w rozprawie
wynik6w badan, Doktorant stwierdzit obecno$¢ w badanych uktadach, od jednej do czterech
frakcji wody zwigzanej (w zaleznosci od rGwnowagowego nasycenia woda) oraz wyznaczyt
ich wzgledne udzialy oraz parametry relaksacyjne (T1, T2) i spektroskopowe (szerokos¢
1 polozenie linii widmowych 'H MRJ). Ponadto dokonat interpretacji wynikéw, w kontekscie
obecno$ci miejsc wigzgcych wode do powierzchni stalej matrycy badanych ukladéw. Z kolei
na podstawie wynikow badan zalezno$ci temperaturowych relaksacji spinowo-sieciowej
ukladu tadalafil/Soluplus (w proporcji 1:1) w polu 7T, stwierdzil obecno$¢ posredniej
wymiany spinowej w odwodnionym ukladzie, za$§ szybkiej wymiany spinowej w uktadzie
uwodnionym oraz wyznaczyl parametry chrakteryzujace sile wigzania wodorowego. W
przypadku plechy Niebla tigrina Doktorant oszacowal zawarto$¢ frakcji rozpuszczalne] w
wodzie.

Przedstawione w pracy wyniki badafi stanowia interesujgcy przyczynek do poszerzenia
wiedzy dotyczacej badanych uktadéw. Rozprawa zredagowana jest zwi¢Zle ale wystarczajgco
dokladnie aby czytelnik mogt zapozna¢ sie zaréwno z metodologia badawcza jak
i osiggnietymi rezultatami. Zatem w mojej opinii, spelnia ona tradycyjne wymogi stawiane
pracom doktorskim. Tym niemniej, podczas lektury tekstu pojawito si¢ kilka pytan na ktére
cheialbym uzyskaé odpowiedz.

1. W przypadku ukladéw farmaceutycznych zwraca uwage znaczna réznica w liczbie
przebadanych probek pomiedzy ukiadami tadalafil/Soluplus a bozentan/kopowidon. Z
czego wynikaja te réznice? Wydaje si¢ ze tak duza liczba probek dla pierwszego
uktadu, réznigcych sie warunkami sporzadzania, (tab. III-1, str 45-46), byla
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przeznaczona do przeanalizowania wplywu tych warunkéw na wihasnosci probek.
Czytajac prace mozna odnie$¢ wrazenie ze ten aspekt (w szczegoélnosci wplyw
procesu mielenia) nie zostal zbyt doglebnie przeanalizowany. Ponadto wydaje si¢ ze
nie wszystkie probki wylistowane w tab. IlI-1 zostaly ostatecznie przebadane, jesli
przyjrzeé sig liscie zamieszczonej w tab. I11-3. Czy wynikato to z faktu ze stwierdzone
réznice we wlasnosciach hydratacyjnych okazaty si¢ niewielkie?

2. Patrzac na wykres zaleznosci L/S na rys. V.14, zwlaszcza w przypadku czystego
polimeru Soluplus, wydaje si¢ ze zaleznos¢ od poziomu uwodnienia w zakresie od 0
do ok. 0,25 wskazuje na proces przechodzenia pewnej puli spinéw do stanu o wyzszej
mobilnosci reprezentowanej przez skladowg L. Z opisu zachowania probek wynika ze
powyzej poziomu uwodnienia ok. 0,3 obserwowana byla zmiana z postaci proszkowej
w hydrozel. W takiej sytuacji do$¢ naturalnym byloby zalozenie zwiekszenia
mobilnosci jakiej$ czesci spindow. Czy podjeto probe dopasowania funkcji wymiernej
(ktora jest wlasciwa do opisu takiego zachowania) w tym zakresie uwodnief?

3. Na rys. IV.27 pokazano wynik dopasowania modelu BPP do =zaleznosci
temperaturowej czasu T; w suchym ukladzie tadalafil/Soluplus, bardzo dobrze
opisujacy zakres powyzej wartosci 3,7 w skali 1000/T. Czy widoczne z lewej strony
wykresu niewielkie boczne minimum, nieobj¢te dopasowaniem, mozna zinterpretowaé
jako odpowiadajace innemu rodzajowi ruchéw molekularnych lub innej grupie
mobilnych jader 'H niz dopasowane minimum gléwne? By¢ moze bytoby intersujace
sprawdzi¢ wynik dopasowania drugiego minimum w zakresie ponizej 3,7. W uktadach
zawierajacych polimery, lub bardziej generalnie zwigzki chemiczne zawierajace grupy
atomow  wodoru o réznej mobilnosci obecnosé kilku miniméw w zaleznosci
temperaturowej T1 wystepuje dosé czesto.

4. Czy do okreslenia polozenia pikéw widm 'H w domenie czestosci stosowano jakis$
wzorzee (zewnetrzny/wewnetrzny) o ustalonej czestosci? Jak si¢ wydaje w sporej
czescl prezentowanych wynikéw rozrzut wartosei tych polozen przekracza zaznaczong
wartos¢ btedu. Czy moze to wynikaé z niestabilnosci dopasowania tego parametru do
danych, czy przyczyna moga by¢ rdzne dla réznych pomiardw warunki dostrojenia
pola BO i/lub pragdéw korekeyjnych?

5. Por6éwnujac wykresy FID na rys. [IV.12 (tadalafil/Soluplus) 1 IV.18
(bozentan/kopowidon)) wida¢ jest ze w pierwszym przypadku dominujacym efektem
dla skltadowej mobilnej jest wplyw niejednorodnosci pola magnetycznego magnesu,
co nie jest obserwowane w przypadku drugiego badanego ukiadu. Czy taka roznica
byla obserwowana w calym zakresie uwodnien, dla obydwu przypadkow? W jaki
sposob byla przeprowadzona analiza FIDu w przypadku obecnosci efektu
niejednorodnosci? W szczegodlnosci czy uwzgledniano czton opisujacy wpltyw dyfuzji
w niejednorodnym polu magnetycznym ktéry pozwolitby dopasowaé krzywa w catym
zakresie czasu?

W tekscie pracy zdarzajg si¢ drobne niedoskonatosci natury redakcyjnej, ktorych kilka
przytaczam z recenzenckiego obowigzku, miedzy innymi: w kilku miejscach tekstu blednie
zapisane nazwisko Langmuira, przestawione opisy i zawarto$¢ kolumn w tabeli III-2 na
stronie 49, niejasna sktadnia ostatniego zdania na stronie 75, niewlasciwe numery rysunkoéw
w opisie w tekScie na stronach 88 i 90, jak rowniez pewne niekonsekwencje w stosowaniu
skrotu MRJ versus NMR. Uchybienia te nie wplywaja zasadniczo na jakos$¢ pracy ktora jako
cato$¢ jest zredagowana dos¢ starannie.
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Niezaleznie od sformutowanych powyzej pytan, wynikajacych przede wszystkim z mojej nie
do konca zaspokojonej ciekawosci badawczej, przedstawiona mi do recenzji praca jest
interesujgcym przyczynkiem do okreslenia wlasnosci wody zwigzanej w badanych uktadach.
Jest przy tym zredagowana zwiezle i stosunkowo starannie. Zawarto$¢ rozprawy wskazuje ze
Doktorant opanowal zaréwno podstawy teoretyczne badanych zjawisk i stosowanych metod
jak i praktyczne umiejetnosci ich zastosowania, co z sukcesem wykorzystat do przygotowania
recenzowanej rozprawy.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam ze przedstawiona przez mgr Karola Kubata rozprawa
doktorska  zatytulowana ,Zachowanie $ladowe] wody =zwigzane] w  ukladach
farmaceutycznych i zywych organizmach anhydrobiotycznych™” spelnia kryteria stawiane
kandydatom w Ustawie o stopniach naukowych 1 tytule naukowym (Dz.U. z 2016 r. poz 882)
i wnosze o dopuszczenie mgr Karola Kubata do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Iy Z

Dr hab. W{adyslawf eglarz
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