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Dr hab. inz. Filip Boratynski, prof. uczelni
Katedra Chemii Zywnosci i Biokatalizy
Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Ocena Pracy doktorskiej
Pani mgr inz. Magdaleny Charezy

pt. ,, Wplyw immobilizacji enzyméw majacych zdolnos¢ do degradacji biofilmow

na ich aktywnos¢ katalityczna z wykorzystaniem celulozy bakteryjnej jako nosnika”

Podstawg wykonania niniejszej recenzji bylo pismo Przewodniczgcej Rady Dyscypliny
Zootechnika 1 Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego, dr hab. inz.
Malgorzaty Ozgo. prof. ZUT, odno$nie powierzenia mi funkcji recenzenta zgodnie z uchwalg
Rady Dyscypliny z dnia 18 wrzesnia 2023 r.

Praca doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Charezy zostala wykonana w Katedrze
Mikrobiologii i  Biotechnologii ~ Wydzialu  Biotechnologii i Hodowli  Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie pod opieka merytoryczna
dr hab. Jolanty Kochel-Karakulskiej, prof. ZUT, pelniacej funkcje promotora w przewodzie
doktorskim oraz dr. inz. Radostawa Drozda, bedacego promotorem pomocniczym.

Charakterystvka formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl czterech oryginalnych publikacji
naukowych, opublikowanych w latach 2020 - 2023 w zagranicznych czasopismach naukowych
z listy Journal Citation Report (JCR). W sklad cyklu wchodzg nastepujace publikacje:

1. Szymanska, M., Karakulska, J., Sobolewski, P., Kowalska, U., Grygorcewicz, B., Bottcher, D.,
Bornscheuer U.T., & Drozd, R. (2020). Glycoside hydrolase (PelAh) immobilization prevents
Pseudomonas aeruginosa biofilm formation on cellulose-based wound dressing. Carbohydrate
polymers, 246, 116625; (IF 9,381, 140 p. MEIN).

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
KATEDRA CHEMII ZYWNOSCI I BIOKATALIZY

ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 713205-147

www.upwr.edu.pl/keh



L WERLAL
S paiaes 1)

SR
W% .

P 8
1775 L avAST

Wiy

e

4R EXCEL ENCE IN RESFARCH

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

KATEDRA CHEMII 7YWNOSCI I BIOKATALIZY

2. Szymanska, M., Hoppe. J., Dutkiewicz, M., Sobolewski, P., Palacz, M., Janus, E., Zielinska,
B., & Drozd, R. (2022). Silicone polyether surfactant enhances bacterial cellulose synthesis and
water holding capacity. International Journal of Biological Macromolecules, 208, 642-653; (IF

6,953, 100 p. MEiN).

3. Chareza, M., Przygrodzka, K., Zywicka, A., Grygorcewicz, B.. Sobolewski, P., Mozia, S..
Smiglak, M., & Drozd, R. (2023). Enhancement of inhibition of the Pseudomonas sp. biofilm
formation on bacterial cellulose-based wound dressing by the combined action of alginate lyase
and gentamicin. International Journal of Molecular Sciences, 24(5), 4740; (IF 6,208, 140 p.
MEiN).

4. Chareza M., Ekiert E., Moszynski D., Madej M., Jedrzejezak — Silicka M., & Drozd R. (2023).
Evaluation of argon plasma treated bacterial cellulose usability as carrier for controlled releases
enzymes PelAh and PsIGh able to biofim eradication. Applied Sciences, 13: IF 2,838; 100 p.
MEiN).

Wszystkie prace opublikowano w czasopismach o uznanej wartosci, ktore zostaly
weze$niej poddane recenzji. Laczna liczba punktow obliczona wg daty opublikowania prac wynosi
480 pkt. MEiN, a sumaryczny IF wynosi 25.38. Powyzsze dane naukometryczne oceniam bardzo
wysoko. Przedstawione prace s3 opracowaniami zbiorowymi, ktore maja charakter
interdyscyplinarny, dlatego tez byly wykonywane we wspolpracy z ekspertami z roznych
obszaréw nauk inzynieryjnych, przyrodniczych i medycznych. Nie mniej jednak we wszystkich
pracach Pani mgr inz. Magdalena Chareza jest pierwszym autorem. Zgodnie z o$wiadczeniami
wklad Doktorantki w oryginalne prace tworcze byl wiodacy i polegal na opracowaniu koncepcji,
metodologii badan, analizie, interpretacji i opublikowanie wynikow. Tym samym, mozna uznac
przedstawiong rozprawe doktorska za autorskie dzieto Pani mgr inz. Magdaleny Charezy.

Rozprawa doktorska liczy 156 stron. Komentarz omawiajacy cykl czterech publikacji
obejmuje lacznie 41 stron, nie wliczajac zalaczonych o$wiadczen Doktorantki i wspolautorow oraz
publikacji bedgcych podstawa ubiegania sie o stopiefi doktora. Autoreferat zawiera streszczenie W
jezyku polskim i angielskim oraz wprowadzenie poswiecone zagadnieniom zwiazanym z celuloza
bakteryjng (CB). takim jak: struktura chemiczna, zalety i wady stosowania, opis procesu syntezy
oraz czynnikéw majacych wplyw na jej produkcje. nastepnie aplikacji medycznej CB
z podkresleniem jej modyfikacji pod katem wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Kolejno,
poruszono kwestie oporno$ci patogenow, szezegoélnie bakterii z gatunku Pseudomonas aeruginosa
ze wzgledu na zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu. W dalszej czgsci autoreferatu zostaly
postawione hipotezy oraz wyraznie zaznaczony cel badawczy z celami szczegdlowymi. Kolejny
rozdzial stanowia materialy i metody wykorzystywane przez Doktorantke w swoich badaniach.
Rozdzial ten obejmuje az 28 podpunktow, co swiadczy o duzej réznorodnosci zastosowanych
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technik. W tym obszernym rozdziale przypisanie odniesien w kolejnych podpunktach do
poszczegolnych publikacji P1-P4 znaczaco ulatwia czytelnikowi rozeznanie sie w metodach
wykorzystywanych w poszczegolnych pracach. Kolejne czgsci stanowig omdwienie wynikow
poszczegolnych prac wraz z wnioskami. Przedostatni rozdziat dotyczy catosciowego opisu pracy
naukowo-badawczej Pani mgr inz. Magdaleny Chargzy. Autoreferat koficzy wykaz cytowanej
literatury zawierajacy 77 pozycji bibliograficznych, przy czym prawie wszystkie pozycje sa
z ostatnich lat. po 2010 roku (za wyjatkiem dwoch). Podsumowujac, od strony formalnej praca
jest starannie przygotowana i nie budzi moich zastrzezen.

Merytoryczna ocena

Opracowanie technologii produkcji naturalnych polimeréow jest wazng tematyka
prowadzonych aktualnie badan naukowych. Ze wzgledu na szereg zalet jakie posiada celuloza
pochodzenia bakteryjnego (CB), w tym wysoka krystaliczno$¢, elastycznosé, zdolno$¢ do
zatrzymywania wody, wysoce porowatg strukturg, biodegradowalnos¢ i biokompatybilnosé,
stanowi ona atrakcyjny naturalny polimer wykorzystywany w wielu galeziach przemystu, np.:
spozywezym, kosmetycznym czy elektronicznym. Oceniana przez mnie praca doktorska
szczegOlnie akcentuje mozliwo$¢ jej zastosowania w biomedycynie do produkcji materialow
opatrunkowych. Gléwnym problemem w leczeniu ran sg zakazenia mikrobiologiczne pojawiajace
si¢ w opatrunkach medycznych. Obecnie podejmowane sa proby modyfikacji CB, aby nadaé jej
wlasciwosci bakteriobdjeze. Rozwijajace si¢ bakterie m. in. z rodzaju Pseudomonas wykazuja
coraz wigksza opornos¢ wzgledem antybiotykow, ze wzgledu na zdolno$é do wytwarzania
biofilmu. Poszukiwane sa wciaz nowe rozwigzania, ktore z jednej strony hamowalyby
powstawanie biofilmu, a z drugiej. w przypadku gdyby juz sie utworzyt, umozliwialyby jego
eradykacje¢ w celu lepszej dostepnosci srodkow bakteriobdjezych. Nowatorskim podejsciem, ktore
podjgla Pani mgr inz. Magdalena Chareza jest zastosowanie specyficznych enzymoéw
(glikohydrolaz: PelAh i PsIGh, liazy alginianowej) w formie immobilizowanej, bedacych
integralng czescig szlakow biosyntezy biofilmu.

Glownym celem tematycznie powiazanych prac bylo zbadanie mozliwosci wykorzystania
enzymow immobilizowanych na membranach z celulozy bakteryjnej jako czynnikow
degradujacych polisacharydowe skladniki macierzy biofilmu P. aeruginosa oraz wspomagajacych
proces antybiotykoterapii. W swojej pracy, Pani mgr inz. Magdalena Chareza wyréznila dziewieé
celow szczegotowych, kidre konsekwentnie realizowala stosujac rézne podejécia metodyczne.
O wszechstronnosci warsztatu eksperymentalnego, jaki Doktorantka opanowala w trakcie
realizacji pracy doktorskiej. $wiadcza techniki stosowane celem syntezy, oczyszczenia,
modyfikacji i analizy wlasciwosci fizykochemicznych celulozy bakteryjnej. Inne podejscia
metodyczne stosowane przez Doktorantke to techniki biologii molekularnej, ktére wykorzystata
do otrzymania wektorow ekspresyjnych, a nastgpnie prowadzac wlasciwa ekspresje i oczyszezania
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bialek rekombinowanych. Ponadto Doktorantka opanowala metody immobilizacji enzymow na
membranach CB, oznaczania aktywnosci enzymow i badania wplywu ich uwalniania na inhibicje¢
wytwarzania biofilmu. Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera adekwatne podejscie
eksperymentalne do postawionych celow szczegdlowych.

Znaczqgcee osiggniecia naukowe

Oceniajgc warto$¢ merytoryczng pracy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Charezy, do
kluczowych osiggnie¢ naukowych zaliczam:

- wykazanie, ze dodatek polieteru silikonowego (SPS), ktory obniza napigcie powierzchniowe
medium hodowlanego (Hestrim-Schramm, H-S). znacznie zwicksza efektywnos$é procesu
produkcji CB, a zarazem nie wplywa na wlasciwosci fizykochemiczne uzyskanej CB, polepszajac
jedynie kluczowg jej zdolnos$¢ do zatrzymywania wody,

- wykazanie braku toksycznosci stosowanego medium H-S z dodatkiem surfaktantu SPS
wzgledem bakterii Komagataeibacter xylinus syntezujacych CB, jak rowniez wzgledem komorek
mysich fibroblastow linii L929, co jest niezmiernie istotne biorgc pod uwage potencjalne
biomedyczne zastosowanie w materiatach opatrunkowych,

- udowodnienie, poprzez analiz¢ widm ATR-FTIR oraz metod¢ SEM, istotnego wplywu
immobilizacji enzyméw (PelAh oraz liazy alginianowej) na powierzchni CB, na destabilizacje
biofilmu Pseudomonas aeruginosa poprzez zmiany w strukturze macierzy zewnatrzkomorkowej,
szczegolnie egzopolisacharydu Pel,

- wykazanie braku toksycznosci CB z immobilizowanymi enzymami: PelAh, PslGh jak i liaza
alginianowg, wzglgdem komorek mysich fibroblastow tkanki lacznej 1.929,

- udowodnienie znaczacego wplywu immobilizacji liazy alginianowej na powierzchni CB na
zwigkszenie wrazliwosci P. aeruginosa na dzialanie antybiotyku (gentamycyny) poprzez
destabilizacje struktury macierzy biofilmu,

- udowodnienie, technikami ATR-FTIR oraz XPS, zmian wlasciwosci fizykochemicznych
powierzchni CB w wyniku dzialania niskoci$nieniowa plazma z uzyciem argonu jako gazu
roboczego (LPArP), majacych wpltyw na zmiany w uwalnianiu glikohydrolaz PelAh i PsIGh oraz
zdolnos¢ do inhibicji formowania biofilmu przez P. aeruginosa.

Komentarze

Przechodzac do uwag, ktore wynikaja z powierzonej mi roli recenzenta, obok bardzo
pozytywnej oceny pracy doktorskiej, pragng zwroci¢ uwage, ze zabraklo mi rozdzialu, ktory
zawieralaby rekomendacje, co do kierunkow dalszych badan. Chcialbym, aby Pani mgr inz.
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Magdalena Chareza podczas koncowego etapu przewodu doktorskiego odniosla si¢ do
nastepujacych zagadnien:

1. Nie znalazlem w pracy uzasadnienia podzialu na poszczegélne cztery etapy rozdzialu 5.
Uzyskane wyniki badan. Rozumialbym zasadno$¢ istnienia takiego podzialu jesli kolejne etapy
wynikalyby z poprzednich, przykladowo w etapie 2 (publikacji P2) wykorzystywana bylaby CB
modyfikowana surfaktantem SPS stosowanym w etapie 1. Prosz¢ wigc o wyjasnienie czym
Doktorantka kierowala sie wyrdzniajac kolejne etapy 1-4, ktorym odpowiadaja poszczegdlne
publikacje P1-P4.

2. Prosze o probe krytycznej analizy/poréwnania zastosowanego w badaniach surfaktantu SPS
z innymi rodzajami surfaktantow opisanymi w literaturze; jakie sa mozliwosci wykorzystania
surfaktantu SPS do modyfikacji CB z przemystowego punktu widzenia?

3. Chcac opracowaé tzw. .inteligentne™ opatrunki medyczne, jakie inne enzymy/elementy
macierzy biofilmu nalezaloby wzia¢ pod uwage: czy Doktorantka widzi potencjal w synergizmie
dziatania tych czynnikow?

4. Czy zechcialaby Doktorantka odnie$¢ si¢ do perspektyw i mozliwych kierunkow dalszych
dzialan w tematyce immobilizacji enzymow na celulozie bakteryjnej?

Podsumowanie

Podsumowujac, wszystkie cztery prace wchodzace w sklad cyklu charakteryzuje wysoki
poziom naukowy, co pozwolilo na ich opublikowanie w bardzo dobrych czasopismach naukowych
o uznanej renomie. Pani mgr inz. Magdalena Char¢za wykazala si¢ wiedza teoretyczng oraz
umiejetnosciami pracy zaréwno samodzielnej jak i w zespolach badawczych, w tym
mi¢dzynarodowych.

Podczas lektury rozdziatlu poswigconego oméwieniu pracy naukowo-badawczej, zwraca
uwage zgromadzony przez Doktorantke dorobek w postaci az 14 publikacji naukowych
w czasopismach indeksowanych na liscie JCR, czterech patentow oraz rozdzialu w monogratfii.
Ponadto Pani mgr inz. Magdalena Char¢za byla wykonawca w trzech projektach naukowych
finansowanych zewnetrznie, odbyla staze zagraniczne w Instytucie Biochemii na Uniwersytecie
w Greifswaldzie (Niemcy) oraz na Uniwersytecie Stanowym Sdo Paulo (Brazylia), a takze dwa
staze krajowe, w Katedrze Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego Uniwersytetu Ekonomicznego we
Wroclawiu i w Zakladzie Biochemii i Zywienia Czlowieka na Pomorskim Uniwersytecie

Medycznym w Szczecinie.
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Wniosek koncowy

Uznajac oryginalno$¢ i wartos¢ merytoryczng ocenianej rozprawy, jako spelniajace
formalne i zwyczajowe wymagania stawiane dysertacjom doktorskim stwierdzam, ze niniejsza
rozprawa spetnia warunki ujete w art. 13 ust. 1 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789)
z pozniejszymi zmianami, i wnoszg do Wysokiej Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie, o dopuszczenie Pani mgr
inz. Magdaleny Chargzy, do dalszych etapow procedury ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.

Jednoczesnie, ze wzgledu na wysoka naukows i aplikacyjna wartos¢ dysertacji, szeroki
zakres wykonanych eksperymentow —oraz aktywnos¢ naukowo-badawcza, wnioskuje
o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Magdaleny Charezy.
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