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1. Tres¢izakres rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa poswigcona jest otrzymywaniu oraz wykorzystaniu
naturalnie uformowanych matryc chitynowych otrzymywanych z gabek morskich oraz
z naskorka pajakoéw, jako gotowego produktu aplikacyjnego lub pélproduktu do dalszego
funkcjonalizowania. Przestrzenne struktury chitynowe izolowano nowatorska metoda
z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego, a nastepnie testowano jako rusztowania dla
komérek zwierzecych. nosnik dla enzyméw. czynnik antybakteryiny czv sorbent dla zwiazkaw
ropopochodnych. Praca ma charakter interdyscyplinarny laczac technologie chemiczng
i inzynierie materialows z biologia i biochemia.

Chityna jest zaraz po celulozie najbardziej rozpowszechnionym biopolimerem.
Jest biokompatybilna, porowata, nietoksyczna, a na dodatek pochodzi ze zrodel odnawialnych.
Chityna jest takze bardzo stabilnym, niereaktywnym biopolimerem i z tego wzgledu
jest rzadziej stosowana niz chitozan (deacetylowana pochodna chityny). Brak reaktywnosci
oraz duza chemiczna i biologiczna stabilnos¢ moze byé zaleta, gdyz daje mozliwosé
wykorzystania chityny jako naturalnego rusztowania dla komérek czy tez jako nosnika
dla enzyméw. Ten wilasnie aspekt zostat zauwazony i wykorzystany w badaniach Doktoranta.
Zaznaczy¢ pragne, ze badania podjete przez Doktoranta uwazam za wazne zadanie badawcze,
istotne z punktu widzenia zaréwno naukowego jak i aplikacyjnego a dodatkowo o duzej dozie
nowosci.

Zakres rozprawy obejmowal opracowanie nowej, nieinwazyjnej metody izolacji chityny
z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego, scharakteryzowanie wyizolowanych,
naturalnych (gabki, wylinki pajagk6w) rusztowan chitynowych z wykorzystaniem
nowoczesnych technik analitycznych, sprawdzenie mozliwosci wykorzystania otrzymanych
rusztowan do hodowli komorek zwierzecych, nosnikow do immobilizacji enzymoéw, czynnika
bakteriobdjczego w filtrach do wody, sorbentéw dla zanieczyszczen zwiazkami

ropopochodnymi.



Praca podzielona zostata na dwie czgsci: czesé teoretyczna (7 podrozdzialéw) oraz czesé

eksperymentalng (9 rozdziatéw uzupelnionych spisem literatury). W czesci teoretycznej
Doktorant omowit zagadnienia biomimetyki, rusztowania 3D do hodowli komérkowych
(Rozdzial 2.1.1.), wykorzystanie rusztowan w inzynierii tkankowej (Rozdziat 2.1.2.), materiaty
inspirowane biologia wykorzystywane w ochronie $rodowiska (Rozdzial 2.1.3)
oraz przedstawil ogdlng charakterystyke chityny, metody jej izolacji (Rozdziat 2.2.1.), jej
potencjat aplikacyjny (Rozdziat 2.2.2.), wlasnosci sorpeyjne chityny oraz chitozanu (Rozdziat
2.2.3.), i oméwiono gabki morskie oraz pajaki jako zrédlo naturalnych, chitynowych rusztowan
3D.
W czgsci doswiadcezalnej przedstawiono cel i zakres pracy (Rozdzial 3.), materialy i metody
wykorzystywane w badaniach (Rozdziat 4), wlasnosci strukturalne oraz fizykochemiczne
chitynowych rusztowan wyizolowanych z gabek (Rozdzial 5), wykorzystanie otrzymanych
rusztowan do hodowli komérek zwierzecych (Rozdzial 6.), wykorzystanie rusztowan wstepnie
mineralizowanych do hodowli komérek kostnych (Rozdzial 7.), wykorzystanie rusztowan
do immobilizacji lakazy (Rozdzial 8.), sprawdzenie mozliwoéci wykorzystania struktur
chitynowych do oczyszczania wody (Rozdzial 9.), scharakteryzowanie oraz wykorzystanie
struktur chitynowych wyizolowanych z naskérkéw pajakéw w inzynierii tkankowe]j oraz
jako sorbent dla zwiazkéw ropopochodnych (Rozdziat 11.). Prace zakoficzono syntetycznym
podsumowaniem (Rozdziat General Summary).

Praca ma dobra konstrukcjg i prowadzi czytelnika przez zagadnienia omawiane i badane
w pracy. Na szczegélne uznanie zastuguje bardzo skrupulatne przedstawienie metod
badawczych ze szczegolnym uwzglednieniem metod izolacji chityny oraz metod
wykorzystywanych do jej charakteryzacji fizykochemiczne;.

Cel i zakres rozprawy zostalv wyraznie okreslone.
stawiviia du icCeiizgji tosptawa dohioIska p. gt inz. 1 omasza MachatowsKiego liczy

STZLAsan
222 strony z rysunkami, tabelami, streszczeniem (w j. polskim i angielskim), spisem literatury

(408 pozycji). Praca w calosci zostata napisana w j. angielskim.

2. Ocena merytoryczna rozprawy
Recenzowana rozprawa doktorska miata na celu wykorzystanie promieniowania

mikrofalowego do izolacji naturalnych, 3D struktur chitynowych oraz sprawdzenie mozliwosci
ich wykorzystania w inzynierii komérkowej, enzymologii, uzdatnianiu wody do picia
czy ochronie $rodowiska.

Przedstawiona do oceny praca jest bardzo obszerna i porusza szereg istotnych,
nowatorskich zagadnien. Doktorant swoje zainteresowania skierowal na chityng,
a w szczegblnosci na naturalne struktury 3D chityny. Chityna na skale przemystowa
otrzymywana jest w chwili obecnej z pancerzy skorupiakéw. Posta¢ handlowa chityny to platki
o roznej granulacji. Taka posta¢ chityny wymaga dalszego przetwarzania (najczgsciej
do chitozanu i nastgpnie budowania struktur 3D z chitozanu) w celu otrzymania odpowiednich
struktur przestrzennych takich jak gabki czy rusztowania dla komdrek. Zaproponowana
W 2009r. przez prof. Ehrlicha metoda separacji chitynowych struktur 3D z gabek morskich byla
nowatorska, gdyz pozwalala na bezposrednie otrzymanie struktur przestrzennych
tego polimeru. Doktorant kontynuujac te badania zmodyfikowal metode separacji chityny
wykorzystujgc do tego promieniowanie mikrofalowe. Zaproponowana metoda znacznie skraca
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czas izolacji z 7 dni do 1 godz. i dodatkowo znacznie ograniczajac ilogé stosowanych
odczynnikéw chemicznych czesto szkodliwych dla srodowiska. Struktury wyizolowane
z gabek Aplysinidae fistulartis, Aplysindae archeri oraz Aplysindae aerophoba zostaly
nastepnie scharakteryzowane z wykorzystaniem nowoczesnych technik analitycznych;
okreslono porowato$é¢ struktur chitynowych, ich przestrzenne ulozenie, modut Younga,
strukturg chemiczng z wykorzystaniem widma FTIR i ESI-MS, charakterystyke rozkladu
termicznego z wykorzystaniem TGA/DTG. Analizy te wykazaly, ze promieniowanie
mikrofalowe nie ma negatywnego wplywu na wyizolowane struktury chitynowe,
gdyz wszystkie charakterystyki byly identyczne z tymi dla u-chityny otrzymywanej metodg
klasyczna.
Otrzymane z gabek (Aplysinidae fistulartis) chitynowe struktury 3D byly w nastepnym etapie
sprawdzane pod katem cytotoksycznosci z wykorzystaniem komérek fibroblastéw Balb/3T3,
fibroblastow ludzkich oraz komorek keratynocytéw. We wszystkich przypadkach wykazano
brak toksycznosci rusztowan chitynowych a takze, wykazano dobra adhezje oraz wzrost
wszystkich testowanych komérek na takich rusztowaniach. Pozytywne wyniki badan
z fibroblastami oraz komérkami skoéry skionity Doktoranta do podjecia badan
nad wykorzystaniem struktur chitynowych jako rusztowan dla komérek osteoblastow.,
Struktury chitynowe zostaly wstepnie zmineralizowane powierzchniowo z wykorzystaniem
hemolimfy slimakéw Cornu aspersum. Zaproponowana metoda biomineralizacji ex-vivo
jest metoda nowatorska pozwalajaca na depozycje weglanow na powierzchni rusztowania
chitynowego, co polepszyto mechaniczne wilasnosci struktury, wplyngto na chropowatosé
jej powierzchni, polepszylo zwilzalnos¢, co w efekcie koncowym polepszyto wlasnosci
rusztowan dla komorek kostnych.

Kolejnym etapem badan Doktoranta bylo wykorzystanie chitynowych struktur 3D jako
nikéw dla enzyindw. W badaniach wyhorzystano lakaze nmmobilizowang metodg adsorpeji.

paldosddao vy Mau vl vl

Doktorant uzyskal wysoka wydajnosc immobilizacji (ok. 91%) zachowujac jednoczesnie
wysoka aktywnos¢ uzyskanego preparatu. Preparat z immobilizowang lakaza byt nastepnie
wykorzystany do usuwania tetracykliny z roztwordw wodnych. Zbadano wptyw temperatury,
pH srodowiska, stezenia antybiotyku oraz mozliwosé wielokrotnego uzycia preparatu.
Doktorant wykazal, ze usuwanie tetracykliny jest procesem zlozonym, na ktéry skiada sie
adsorpcja antybiotyku na powierzchni chityny oraz rozklad antybiotyku w wyniku reakcji
enzymatycznej. Oba procesy zachodza réwnolegle.

Struktura przestrzenna izolowanej z gabek chityny daje mozliwos¢ wykorzystania
biopolimeru jako gotowego do uzycia wypelnienia kolumn do uzdatniania wody pitnej
czy oczyszczania Sciekow. Geste upakowanie widkien chitynowych, duze rozwiniecie
powierzchni przy jednoczesnej duzej porowatosci stwarza warunki malych oporéw przeptywu.
Z tego wzgledu kolejne badania Doktoranta ukierunkowane byly na sprawdzenie mozliwosci
wykorzystania chityny z gabek jako materiatu filtracyjnego w procesach uzdatniania wody.
Chityna byla funkcjonalizowana jonami srebra w celu polepszenia jej wlasnosci
bakteriostatycznych i bakteriobéjczych. Doktorant wykorzystal metode redukcji azotanu srebra
za pomocy glukozy uzyskujgc silnie zwizzang z powierzchnia warstwe Ag/AgBr.
Doktorant scharakteryzowat otrzymany po modyfikacji materiat oraz okreslil jego wlasnosci
bakteriostatyczne z wykorzystaniem bakterii gram(+) Bacillus subtilis oraz bakterii gram(-)
Escherichia coli. Wyniki poréwnano z komercyjnie dostepnym preparatem zawierajagcym jony
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srebra o nazwie handlowej Suprasorb® A+Ag. Material opracowany przez Doktoranta
ograniczyl wzrost bakterii E. coli, lecz nie zahamowal wzrostu bakterii B. subtilis i okazal si¢
skuteczniejszy niz preparat komercyjny, ktory nie zahamowal wzrostu zadnego z badanych
mikroorganizmoéw.

Ostatnim obszarem badan Doktoranta bylo wyizolowanie i scharakteryzowanie
chitynowych struktur 3D otrzymanych z naskorka pajakow Caribena versicolor. Struktury
chitynowe izolowano wczes$niej zaproponowana metoda z wykorzystaniem promieniowania
mikrofalowego. Badania wykazaty, ze wyizolowana chityna ma konformacje a-chitvny,
okreslono takze jej porowatos¢, zwilzalno$c oraz stopien krystalicznosci. Struktury chitynowe
byly badane pod katem mozliwosci wykorzystania ich jako rusztowan dla komorek
kardiomiocytéw ludzkich (iPSC-CMs) i uzyskano obiecujace wyniki. Struktury chitynowe
wyizolowane z naskérkow pajakow Avicularia sp. Peru purple wykazywaly hydrofobowy
charakter i z tego wzgledu sprawdzono mozliwosé ich zastosowania jako sorbentéow
dla zwigzkéw ropopochodnych uzyskujgc znaczng pojemnos¢ sorpcyjna (16 g/g chityny).
Doktorant potwierdzil, ze chityna wyizolowana z powlok pajakéw moze byé wykorzystywana
zarowno w inzynierii tkankowej jak i w ochronie srodowiska.

Stwierdzam, ze mgr inz. Tomasz Machalowski zrealizowal wyznaczone w pracy cele,
wykazal si¢ umiejetnosciag planowania i wlasciwej realizacji prac badawczych, a wyizolowane
przestrzenne struktury chitynowe moga by¢ wykorzystane jako rusztowania dla komorek
zwierzecych, nosniki dla enzyméw, materiat filtracyjny wykorzystywany w uzdatnianiu wody
czy sorbent dla zwiazkow ropopochodnych. Doktorant wykazal sie znajomoscia nowoczesnych
technik analitycznych takich jak: SEM. FTIR. TGA, DMA, AFM, NMR, XRD, BET.
czy u-CT. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze praca stanowi kompletny. zamkniety
vyhi przeiysliany ch badan: od opracowania metody 1zolacji, poprzez szczegotowa i roznorodng
charakteryzacj¢ wyizolowanego materialu chitynowego, az do testowania potencjalnych
obszarow zastosowania wyizolowanych naturalnych struktur 3D. Przedstawiona praca
jest bardzo obszerna i potwierdza duza wiedz¢ Doktoranta w tematyce prowadzonych badan.
Praca posiada wiele elementéw nowosci.

Oceniajac aspekty poznawcze rozprawy doktorskiej, za istotne osiagniecia Doktoranta
mozna uznac:
- opracowanie nowatorskiej metody izolowania z gabek morskich oraz z naskérkéw pajakow
przestrzennych, naturalnych struktur chitynowych,
- scharakteryzowanie otrzymanych struktur z wykorzystaniem nowatorskich metod
analitycznych (te rodzaje chityny sa rzadko opisywane w literaturze),
- opracowanie metody biomineralizacji powierzchni widkien chityny weglanem wapnia
z wykorzystaniem hemolimfy §limakow,
- opracowanie metody pokrywania widkien chityny kompleksem Ag/AgBr
- wykazanie mozliwosci wykorzystania otrzymanych naturalnych lub zmodyfikowanych
rusztowarn chitynowych do hodowli komoérek fibroblastow, komorek keratynocytow, komorek
osteoblastéw, komorek kardiomiocytéw ludzkich,
- wykazanie mozliwosci wykorzystania zmodyfikowanych srebrem struktur chitynowych

do uzdatnianiu wody do picia



- Wykazanie mozliwosci wykorzystania otrzymanych struktur jako nosnika dla lakazy
i wykorzystanie tego preparatu do skutecznego rozktadw/sorpcji tetracykliny,
- Wykazanie mozliwosci wykorzystania struktur 3D jako sorbentu dla zwiazkéw

ropopochodnych.
W trakcie czytania pracy nasuwajg si¢ jednak pewne uwagi, ktére wymagaja komentarza

lub dodatkowych wyjasnien:

1. Lakaza immobilizowana byla na powierzchni struktury chitynowej metoda adsorpcji.
Jest to metoda o najstabszych oddzialywaniach miedzy enzymem a nosnikiem i czesto dochodzi
do desorpcji enzymu w wyniku zmiany sily jonowej roztworu czy zmiany pH srodowiska.
Czy badano desorpcj¢ enzymu przy okreslaniu stabilnosci preparatu?

2. Na jakiej podstawie przyjeto, Ze reakcja lakazy z ABTS jest zgodna z kinetyka Michaelisa-
Menten?

3. Tabela 11: w Tabeli zaprezentowano porownanie parametréw kinetycznych (K i Vmax)
enzymu natywnego oraz enzymu immobilizowanego. Cho¢ szybkos§¢ maksymalna Vuax czesto
jest okreslana jako parametr w rownaniu Michaelisa-Menten to jest to wielkos$¢ zalezna
od ilosci uzytego enzymu. Doktorant nie okredlit czy szybko$¢ odnosi si¢ do preparatu
immobilizowanego enzymu (stezenie enzymu + nosnika) czy do ilosci samego enzymu
immobilizowanego na powierzchni nosnika i odniesionego do objetosci ukiadu reakcyjnego.
W pracy nie podano wartosci statej ks, ktéra jest miara obiektywna pozwalajacag na pordéwnanie
enzymu immobilizowanego z enzymem natywnym.

4. Rys. 58.: obserwowany na rysunku spadek aktywnoéci enzymu wraz ze wzrostem stezenia
tetracykliny w mieszaninie reakcyjnej moze by¢ efektem inhibicji substratowej
zeladowania enzymu '\.,.L_‘.";:LL;.‘““»{-; substiatu (CHIZY HiC \'\\:!iuddjllg with the supstrate

ML prlvilaal dac Ldidlvhbilu

molecules™)
Uwagi o charakterze edytorskim:

1. Rys. 25.: rysunek przestawia poréwnanie widma FRIR chityny wyizolowanej z gabek
oraz standardu a-chityny, lecz w pracy nie wyjasniono jaka chityna byla stosowana

jako standard.

2. Tabela 9., Tabela 12.: srednig wielko$¢ poréw podano w um a powinna by¢ w nm (np. podana
srednia wielko$¢ porow wynosita 1300 um = 1,3 mm a zdjgcia prezentujg widkna chityny
o $rednicy ok. 100 um)

Uwagi przedstawione powyzej, poczynione z obowiazku recenzenta, nie umniejszaja
wartosci poznawczej rozprawy i sg tematami do dalszej dyskusji.

3. Whiosek konicowy

Praca nie budzi zastrzezer zaréwno pod wzgledem formalnym, jaki i merytorycznym.
Zostala sformulowana poprawnie i wnosi bardzo wiele elementéw nowosci naukowe;j.
Uzyskane wyniki poszerzaja wiedze na temat metod izolacji oraz potencjalnych zastosowan
chityny otrzymywanej z gabek morskich oraz naskérkow pajakéw. Opracowanie stanowi

oryginalny dorobek autora.



Stwierdzam, ze rozprawa doktorska p. mgr inz. Tomasza Machalowskiego spetnia
wymagania formalne w odniesieniu do pracy doktorskiej, odpowiada wymogom Ustawy
o Tytule i Stopniach Naukowych. Zwracam sig, zatem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Poznanskiej o przyjecie pracy oraz dopuszczenie p. mgr inz. Tomasza
Machatowskiego do dalszych etapéw postepowania przewidzianego w przewodzie doktorskim.
Jednoczesnie wysoko oceniajgc przedstawiong do oceny prace wnioskuje o jej wyréznienie.
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