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Gdansk, 30.11.2022r.

dr hab. inz. n. farm. Magdalena Prokopowicz, prof. uczelni

Ocena
rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Tomasza Machatowskiego pt.:
,Naturally formed chitin-based scaffolds: characterization, functionalization, and practical utility”
wykonana na podstawie uchwaty Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Poznanskiej
z dnia 11 pazdziernika 2022 r.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Tomasza Machatowskiego zostala
zrealizowana w ramach projektu POWER03.02.00-00-1011/16 interdyscyplinarnego programu studiow
doktoranckich NanoBioTech. Promotorami rozprawy sg Pan prof. dr hab. inz. Teofil Jesionowski
z Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej i Pan prof. Hermann Ehrlich z Institute
of Electronic and Sensor Materials w TU Bergakademie we Freibergu. Rozprawa doktorska dotyczy
wytwarzania, oceny fizykochemicznej oraz oceny praktycznej przydatnosci naturalnych materialow na
bazie polisacharydu - chityny. Glownym celem rozprawy bylo uzyskanie wiedzy na temat, dotychczas
mniej zbadanych, wtasciwosci strukturalnych, fizykochemicznych i materiatowych chityny gabczastej —
gtownego sktadnika szkieletowego gabek morskich, jak i rowniez proby wytworzenia w skali laboratoryjne;
wielofunkcjonalnych biomateriatdw na jego bazie.

Tematyka  badan,  ktore  prowadzit  Doktorant, jest aktualna i istotna
z naukowego punktu widzenia. Od kilu lat obserwuije sie rozwdj technik otrzymywania materiatéw na bazie
polimerow naturalnych w formie tréjwymiarowych rusztowar (skafoldow), w celach wykorzystania ich,
gtownie, w inzynierii tkankowej oraz jako nowe no$niki substancii biologicznie aktywnych. Najczesciej
wykorzystywanymi polimerami naturalnymi sg zwigzki cukrowe oraz biatkowe. Jednakze ze wzgledu na
ograniczong stabilnos¢ tych zwiazkow, zalezng od temperatury i pH $rodowiska, znalezienie
odpowiedniej metody wytwarzania rusztowan na ich bazie jest trudne. Ponadto, takie naturalne
rusztowania sg najczesciej niewytrzymate mechanicznie. Dlatego Doktorant wybierajac ten kierunek
badan podjat sie trudnego zadania, jakim bylo opracowanie metody izolacji, otrzymanie, oraz proba

wykorzystania w celach aplikacyjnych tréjwymiarowych chitynowych szkieletow gabek morskich, czy tez
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chitynowych powlok otrzymanych w procesie linienia pajakow. Nie ulega watpliwosci, ze wnioski

wynikajace z wykonanych prac, majacych charakter badan podstawowych, stanowig zrodio cennych

informacji i dajg podstawy do dalszego rozwoju technologii wytwarzania nowych, naturalnych
adsorbentow, katalizatorow czy rusztowan do hodowli komérkowej na bazie chityny.
Rozprawa doktorska ma forme monograficzng i liczy 227 stron. Jest napisana w sposob logiczny

i konsekwentny. Rozpoczyna sie od wstepu i przegladu literaturowego liczacego 57 stron,

w ktorych zawarto opis stanu wiedzy z zakresu biomimetyki, inzynierii tkankowej, oraz przedstawiano

charakterystyke chityny. Na uwage zastuguje przedstawienie w sposob przystepny zrodet pozyskiwania

chityny, wybranych metod jej izolacji oraz mozliwosci jej wykorzystania, gtownie, w inzynierii tkankowe;.

Cze$¢ ta stanowi ciekawe kompendium wiedzy w tym obszarze. W celu i zakresie pracy przedstawiono

hipotezy badawcze i opisano czastkowe cele badawcze. Kolejny rozdziat rozprawy, to materiaty i metody

liczacy 25 stron, ktory zawiera opis materiatow, testow i zastosowanych technik i metod badawczych.

Kolejne 6 rozdzialow zawiera opis wynikow badan i ich omowienie. Nastgpnym elementem rozprawy jest

streszczenie i przedstawienie aktywnosci naukowej, na kiorg skladajg sie publikacje, konferencje,

nagrody i staze naukowe Doktoranta.
Doktorant wyznaczy! nastepujace cele badawcze:

— uzyskanie chemicznie niezmienionej struktury chityny w formie trojwymiarowych chitynowych
rusztowan z gabek morskich i z naskdrka pajakéw za pomocg wykorzystania techniki mikrofalowej ,

— przeprowadzenie charakterystyki morfologicznej i fizykochemicznej wyizolowanych ww. chitynowych
rusztowan,

— wstepne zbadanie mozliwosci wykorzystania chitynowych rusztowan odpowiednio z gabek morskich
do hodowli ludzkich komorek keratynocytow i fibroblastow i z naskérkéw pajakow do hodowli
kardiomiocytow ludzkich,

— zbadanie mozliwosci biofunkcjonalizacji powierzchni chitynowych rusztowan w procesie
biomineralizacji z wykorzystaniem hemolimfy $limaka C. aspersum. w celu zwigkszenia ich
wytrzymatosci mechanicznej,

— wstepne zbadanie mozliwosci wykorzystania chitynowych rusztowan z weglanem wapnia

otrzymanych w procesie biomineralizacji do hodowli ludzkich komérek kostnych (osteoblastow),
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— otrzymanie i przeprowadzenie charakterystyki fizykochemicznej dwusktadnikowych materiatéw typu
chitynowy nosnik — lakaza (enzym z klasy oksydoreduktaz) i nastepnie zbadanie ich mozliwosci do
usuwania substancji leczniczych — tetracyklin z roztworéw wodnych,

— otrzymanie i przeprowadzenie charakterystyki fizykochemicznej materiatow typu chitynowy no$nik
pokryty mikroczasteczkami srebra i bromku srebra i nastepnie zbadanie ich wlasciwosci
antybakteryjnych wobec szczepow bakterii Escherichia coli i Bacillus subtilis, jak rowniez
wykorzystania jako filtr antybakteryjny do oczyszczania wody z zanieczyszczen bakteryjnych,

— ofrzymanie i zbadanie wfasciwosci sorpcyjnych naturalnych naskérkéw pajgka  wobec
zanieczyszczenia ropa naftowg wody | zaproponowanie mechanizmu tego procesu.

Wyznaczone cele badan  Doktorant  zrealizowat poprzez  prawidlowo  zaplanowane

I wykonane badania. W pierwszym etapie otrzymat chitynowy szkielet gabek morskich

z rzedu Verongida, oraz powstaty w procesie linienia pajakéw z rodziny Theraphosidae, nastepnie

przeprowadzit zaplanowane modyfikacje otrzymanych szkieletow chitynowych uzyskujac nowe materialy

kompozytowe, ktore scharakteryzowat pod wzgledem strukturalnym i fizykochemicznym i zbadat wybrane
mozliwosci aplikacyjne.

Jednym z celow badawczych Doktoranta, do ktdrego chciatabym sie odnies¢, bylo zaproponowanie

rozwigzania inspirowanego naturg, zwigzanego z biofunkcjonalizacjg powierzchni chitynowych rusztowan

w procesie biomineralizacji z wykorzystaniem hemolimfy slimaka C. aspersum. Doktorant otrzymat w tym

procesie rusztowanie chitynowe, na powierzchni ktérego po przeprowadzonych badaniach

fizykochemicznych, obserwowat podstawowy sktadnik mineralny — weglan wapnia. Dodatkowo udowodnit
ich potencjat mineralizacyjny w plynie symulujgcym osocze krwi cziowieka. Tak jak Doktorant zalozyt,
otrzymane rusztowanie chitynowe z weglanem wapnia charakteryzowato sie¢ zwiekszong wytrzymatoscia
mechaniczng, co niewatpliwie jest wielka zaletq i zwigksza mozliwosci aplikacyjne — gtownie do hodowli
komorek ludzkich osteoblastow. Chciatabym rowniez sie odnie$¢ do wynikow uzyskanych przez

Doktoranta o potencjalnym znaczeniu w ochronie Srodowiska. Doktorant otrzymat staty nosnik enzymu —

lakazy na chitynowym szkielecie w procesie adsorpcji i uzyskal poprawe stabilnosci enzymu

w poréwnaniu do jego formy wolnej w réznych warunkach temperatury i pH. Nastepnie w badaniach

mozliwosci wykorzystania nosnika do biokatalitycznej reakcji utleniania tetracyklin udowodnit ich potencjat

aplikacyjny w ochronie srodowiska zwigzany z usuwaniem ze $rodowiska wodnego pozostatosci lekow
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z ugrupowaniami fenolowymi. Z uwagi na fakt, ze biokataliza jest takze procesem ekologicznym,
otrzymane przez Doktoranta innowacyjne wyniki stanowig podstawe do dalszych intensywnych badan
nad opracowaniem efektywne] metody produkcji w skali wiekszej niz laboratoryjnej. Ten ostatni wniosek
dotyczy rowniez wynikdw uzyskanych przez Doktoranta dotyczacych otrzymania i zbadania chitynowych
no$nikow srebra i bromku srebra do usuwania zanieczyszczen bakteryjnych czy tez hydrofobowych
materialow na bazie chityny pajakdw do oczyszczania wody z ropy naftowe;.

Warto podkreslic, ze Doktorant realizujac poszczegolne etapy pracy doktorskiej wykorzystywat
rekomendowane techniki analityczne do badan ciata statego, takie jak np. spektroskopie w podczerwieni
(FTIR), spektroskopie ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-FTIR) i Ramana,
weglanowy magnetyczny rezonans jgdrowy (3C CP MAS NMR), proszkowg dyfrakcje promieni
rentgenowskich (PXRD), skaningowg mikroskopie elektronowa (SEM), transmisyjng mikroskopie
elektronowg (TEM), mikroskopie konfokalng, mikroskopie sit atomowych (AFM), mikrotomografie
rentgenowskg czy tez termograwimetrie (TGA/DTG). Wytypowanie do badan wymienione techniki
analityczne swiadczg o dobrym analitycznym przygotowaniu Doktoranta do badan, co znalazto
odzwierciedlenie w obszernych i prawidtowo sformutowanych wnioskach oraz dyskusji z przedstawieniem
rowniez dalszych, koniecznych badan poglebiajacych wiedze. Chciatabym rowniez podkreslic,
Ze recenzowana rozprawa doktorska o charakterze interdyscyplinarnym wymagata od Doktoranta
szerokiej wiedzy i stosowania metod badan z roznych dziedzin nauki.

Biorac pod uwage fakt, ze przedstawione wyniki zostaly juz opublikowane, co zwigzane byto
z uzyskaniem pozytywnych recenzji, chciatabym poprosi¢ o doprecyzowanie i wyjasnienie pewnych
kwestii, ktore nasunety mi sie w trakcie czytania rozprawy doktorskiej, co oczywiscie nie podwaza w zaden
sposob wartosci merytorycznej pracy oraz mojej wysokiej oceny pozytywnej.

1. Interesuje mnie w jaki sposob dokonano optymalizacji metody izolacji chitynowego szkieletu

zardwno z gabek morskich, jak i z naskorka pajakdw z wykorzystaniem techniki mikrofalowej ?

2. W jakich warunkach (temperatura, wilgotnos¢) przebiegat proces linienia pajakéw i pozyskiwania

materiatu do badan ?

3. Na etapie badan zwigzanych z immobilizacjg enzymu — lakazy na powierzchni chitynowego

nosnika (strona 66 rozprawy) nie jest dla mnie jasne, jak doktadnie zostat wyznaczony stopien

immobilizacji enzymu ?
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Przy wykorzystaniu ukfadu chitynowy nosnik - lakaza do usuniecia tetracykliny z roztworu (strona
73 rozprawy) przy jakiej diugosci fali w zakresie UV-Vis zostaly przeprowadzone analizy ilosciowe
tetracykliny i jaka byta granica oznaczalnosci ? Rozwazajac potencjalne zastosowanie
ww. uktadu w oczyszczaniu $ladowych ilosci pozostatosci lekéw w wodach uzytkowych,
czy brano pod uwage wykorzystanie metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
np. z detekcjg UV-Vis? Interesuje mnie réwniez jaki byt produkt enzymatycznej katalizy reakcji
utleniania tetracykliny i czy uwzgledniono jego potencjalny wptyw na proces sorpcji ?

W badaniach o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym zwigzanym z oczyszczaniem wody z ropy
naftowej z wykorzystaniem otrzymanego naturalnego sorbentu chitynowego (strona 75 rozprawy)
prosze o wyjasnienie, czy kazdy z punktow pomiarowych byt niezaleznym eksperymentem, czy
tez doswiadczenie byto przeprowadzone w funkcji czasu w sposéb ciggly? Czy Doktorant mogtby
doprecyzowac w jaki sposob wyznaczyt pojemno$é sorpcyjng badanego sorbentu (strona 169
rozprawy)? Czy istnieje mozliwos¢ wielokrotnego uzycia proponowanego sorbentu (strona 76
rozprawy)?

W badaniach potencjatu mineralizacyjnego, w ktorych poréwnano rusztowanie chitynowe
z weglanem wapnia vs rusztowanie chitynowe bez biofunkcjonalizacji powierzchni (strona
127 rozprawy) stwierdzono, Ze rusztowanie chitynowe bez biofunkcjonalizacji powierzchni
rowniez ulega powierzchniowej mineralizacji. Czy Doktorant mogtby przyblizy¢é potencjalne

przyczyny powyzszej obserwac;i?

Po zapoznaniu si¢ z wykazem osiggnie¢ w pracy naukowo — badawczej, stwierdzam, ze jest to dorobek

wyrozniajacy sig. Obejmuje on 18 publikacji naukowych o facznej punktacji IF ok. 95, w tym

w 11 publikacjach (IF=58) Doktorant jest gléwnym - pierwszym autorem. Kilkakrotnie byt réwniez

prelegentem na konferencjach naukowych. Przedstawione dane wskazujg na bardzo duzg aktywnosc

naukowa Doktoranta, a sadzac po tematyce przedstawionych publikacji, mozna zauwazy¢ konsekwencje

W poszerzaniu wiedzy, zdobywaniu do$wiadczenia i budowaniu warsztatu zwigzanego glownie

z zastosowaniami chityny. Doktorant byl na czterech stazach naukowych, co rowniez $wiadczy

0 dojrzatosci w naukowych wyborach Doktoranta. Za swojg dziatalno$¢ naukowg Pan mgr inz. Tomasz

Machatowski zostat czterokrotnie nagrodzony.
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Reasumujac, przestawiona do oceny rozprawa wnosi nowe elementy do obszaru wiedzy na temat
otrzymywania i fizykochemii zaréwno chityny izolowanej ze szkieletu ggbek morskich jak i powstate
z naskorkow pajakow, jak | rowniez nowych dwusktadnikowych kompozytow typu: chityna z enzymem
lakaza, z czasteczkami srebra i bromku srebra, czy tez z weglanem wapnia. Natomiast opisanie ich strona |6
zastosowania jako (i) biokatalizator reakcji rozkfadu tetracyklin,(ii) nosnik do usuwania ropy naftowe;
z roztworow wodnych, (iii) antybakteryjny filtr do oczyszczania wody z zanieczyszczen bakteryjnych,
wskazuje na mozliwosci ich zastosowania w ochronie Srodowiska za$ wstepne testy wykorzystania
rusztowan chitynowych do hodowli osteoblastow, fibroblastow, czy kardiomiocytow ludzkich — w inzynierii
tkankowe).

Biorgc powyzsze pod uwage, przedktadam Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Poznanskiej wniosek o dopuszczenie Pana mgr. inz. Tomasza Machalowskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Ponadto wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Poznanskiej o wyroznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Tomasza Machatowskiego z uwagi na
jej duzg wartoS¢ poznawcza, poszerzajgcg wiedze na temat fizykochemii i potencjalnych zastosowan
naturalnych materialdw na bazie chityny oraz upowszechnienie wynikow rozprawy doktorskiej

w publikacjach o zasiegu miedzynarodowym.

Podpis recenzenta
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