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1. Charakterystyka rozprawy i ocena cyklu publikacji, wchodzacych w jej sklad

Recenzja dysertacji Pani mgr inz. Anny Zywickiej zostala wykonana w oparciu o materiaty
przestane przez Dziekana Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
zgodnie z przepisami okreslonymi Ustawa z dnia 13 marca 2003 o stopniach i tytule naukowych
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r. poz. 1789), zostata
zaprezentowana w formie jednotematycznego cyklu 4 wieloautorskich publikacji (oznaczonych
jako D-1, D-2, D-3 i D-4), w ktérych wktad autorstwa Doktorantki oszacowany zostat na 60 do
75%.

Prace te, wyszczegdlnione ponizej, stanowig rozprawg doktorska o wspdlnym tytule:
Celuloza bakteryjna jako nosnik do immobilizacji substancji bioaktywnych oraz

mikroorganizmdw o potencjale biotechnologicznym:



1.

[D-1] Zywicka A., Banach A., Junka A., Drozd R., Fijalkowski K. Bacterial cellulose as
a support for yeast immobilization — correlation between carrier properties and process
efficiency, Journal of Biotechnology 2019, 291, 1-6. DOI: 10.1016/j.jbiotec.2018.12.010;
IF2017 — 2,533; 35 pkt. MNiSWao17

[D-2] Zywicka A., Wenelska K., Junka A., Chodaczek G., Szymczyk P. Fijalkowski K.
Immobilization pattern of morphologically different microorganisms on bacterial cellulose
membranes, World Journal of Microbiology and Biotechnology 2019, 35, 1-11. DOL:
10.1007/511274-018-2584-7; IF2017 — 2,100; 20 pkt. MNiSW2017

[D-3] Zywicka A., Fijatkowski K., Junka A., Grzesiak J., El Fray, M. Modification of
bacterial cellulose with quaternary ammonium compounds based on fatty acids and amino
acids and the effect on antimicrobial activity, Biomacromolecules, 2018, 19, 1528-1538;
[F2017— 5,738; 45 pkt. MNiSW2017

[D-4] Zywicka A., Junka A., Szymczyk P., Chodaczek G., Grzesiak J., Sedghizadeh P.,
Fijalkowski K., Bacterial cellulose yield increased over 500% by supplementation of
medium with vegetable oil, Carbohydrate Polymers 2018, 199, 294-303; IF2017— 5,158; 40
pkt. MNiSWa017

Prace wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej opublikowano w latach 2018-2019. Ogélna

liczba punktéw za cykl prac stanowiacych rozprawe doktorska wedlug wykazu czasopism

naukowych MNiSW z dnia 25 stycznia 2017 r., zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy wynosi 140

punktéw. Natomiast ich sumaryczny Impact Factor (IF) zgodny z rokiem ukazania sig prac wynosi

15,529. Wymienione powyzej prace, wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej zostaly

poprzedzone opisem, ktory zawieral kolejno:

streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenie do tematyki badan,

zalozone hipotezy badawcze,

cel badawczy,

materialy i metody zastosowane w badaniach,
uzyskane wyniki,

wnioski,

spis bibliografii.



We wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego Pani mgr inz.
Anna Zywicka jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jej wiodacej roli w prezentowanych
w ramach rozprawy doktorskiej eksperymentach. Jej wktad autorski w powstanie ww. prac polegat
na udziale w opracowaniu koncepcji badan oraz udziale we wszystkich etapach eksperymentu oraz
udziale w opracowaniu uzyskanych wynikow, przeprowadzeniu analiz statystycznych oraz
napisaniu manuskryptu. Zaangazowanie doktorantki w przeprowadzenie eksperymentéw oraz
przygotowanie publikacji oceniam bardzo wysoko.

Glownym celem publikacji wchodzacych w sktad rozprawy bylo wykorzystanie
bakteryjnej celulozy jako no$nika do immobilizacji substancji bioaktywnych oraz
mikroorganizméw o potencjale biotechnologicznym. W ramach celu gtéwnego Doktoranta
postawita siebie nastgpujace cele czastkowe:

1. ocena zalezno$ci pomiedzy wiasciwosciami fizykochemicznymi bakteryjnej celulozy
a efektywnos$cia adsorpcji i proliferacja komoérek wewnatrz nosnika oraz stopniem ich
uwalniania;

2. ocena efektywno$ci adsorpcji, proliferacji komérek wewnatrz nosnika oraz stopnia ich
uwalniania w zalezno$ci od ksztattu i wielko$ci immobilizowanych komorek tj. bakterii
Lactobacillus delbrueckii o ksztalcie paleczek, owalnych drozdzy z gatunku
Saccharomyces cerevisiae oraz dymorficznych drozdzy Yarrowia lipolytica;

3. charakterystyka oraz wykorzystanie bakteryjnej celulozy jako no$nika do immobilizacji
substancji  bioaktywnej o  dzialaniu  przeciwdrobnoustrojowym na  bazie
dhugotanicuchowego kwasu linolowego, tyrozyny i etylenodiaminy;

4. Ocena mozliwosci zwigkszenia efektywnos$ci procesu produkcji bakteryjnej celulozy
w hodowli stacjonarnej poprzez dodatek do pozywki hodowlanej oleju roslinnego;

5. Modyfikacja wlasciwosci fizykochemicznych bakteryjnej celulozy istotnych dla procesu
immobilizacji poprzez dodatek do pozywki hodowlanej oleju roslinnego.

Pani mgr inz. Anna Zywicka w ramach rozprawy doktorskiej postawita 5 hipotez
badawczych:

1. Wiasciwosci fizykochemiczne bakteryjnej celulozy wplywaja na efektywnos¢ adsorpcji,
proliferacj¢ komorek wewnatrz nosnika oraz stopien ich uwalniania;

2. efektywno$é adsorpcji, proliferacja komérek wewnatrz nosnika oraz stopien ich uwalniana

zaleza od wielkosci i ksztattu immobilizowanych komorek;



3. celuloza bakteryjna moze by¢ wykorzystana jako no$nik do immobilizacji innowacyjnych
substancji bioaktywnych naturalnego pochodzenia o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym;
4. suplementacja medium hodowlanego substancjami olejowymi, w wyniku obnizenia sily
tarcia pomiedzy wytwarzang btona celulozy, a $cianami naczynia hodowlanego, poprawia
efektowno$¢é procesu produkcji bakteryjnej celulozy;
5. biosynteza bakteryjnej celulozy w pozywce hodowlanej z dodatkiem substancji olejowych
wplywa na jej wlasciwoscei fizykochemiczne, ktore sg istotne dla procesu immobilizacji.
Hipotezy te zostaty sformulowane w oparciu o badania wstgpne, opublikowane w latach
2015-2017 w formie 6 wieloautorskich publikacji naukowych, w ktérych Doktorantka jest
wspotautorka. Pigé z szeSciu ww. prac posiada Impact Factor (IF). Zostaly one wykazane
w Zataczniku 2. Warto rowniez dodaé, ze Doktorantka jest wspotautorka dodatkowo 3 prac
majacych zwiazek z pracg doktorska, posiadajacych wysoki impact factor (1,701-4,122), ale nie
wlaczonych do rozprawy (Zalacznik 3). Stanowia one wartoSciowy material publikacyjny
dotyczacy gtéwnie wykorzystania celulozy bakteryjnej jako nosnika do immobilizacji substancji
antybakteryjnych. Warto réwniez zwrdci¢ uwage, ze zarowno w kwestii publikacji wchodzacych
w sklad osiagniecia naukowego, jak i prac stanowiacych dorobek wspierajacy Doktorantka
wspdlpracuje z wieloma specjalistami z réznych dyscyplin naukowych w réznych krajowych
o$rodkach badawczych (w tym: Centrum Zaawansowanych Systeméw Produkcyjnych
Politechniki Wroctawskiej, Katedra Fizykochemii Nanomateriatéw, ZUT w Szczecinie,
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu; Polskim Osrodkiem Rozwoju
Technologii we Wroctawiu, Zakladem Materialéw Funkcjonalnych i Biomateriatoéw, ZUT
w Szczecinie, Politechnika Slaska w Gliwicach), co umozliwia jej wspélprace interdyscyplinarna,
ktérej efektem jest wysoka aktywnos¢ publikacyjna.

W celu weryfikacji hipotez rozprawy doktorskiej oraz spelnienia jej celu Pani mgr inz.
Anna Zywicka przeprowadzila szereg prac laboratoryjnych, opisanych w publikacjach
stanowiacych rozprawe doktorska. Syntezg celulozy bakteryjnej, stanowiacej materiat badawczy,
prowadzono o réznych parametrach fizykochemicznych prowadzono w czasie od 3 do 30 dni
w warunkach stacjonarnych (publikacje D-1, D-2, D-3, D-4). W celu produkcji tego materiatu
wykorzystano referencyjne szczepy mikroorganizméw nalezace do gatunku Komagataeibacter
xylinus (wczesniej Gluconacetobacter xylinus) DSM 46602 (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen) Iub ATCC 23769 (American Type Culture Collection)



(publikacje D-1, D-2, D-3, D-4); DSM 46604 - ATCC 10245 (publikacja D-4); DSM 5602 - ATCC
35959 (publikacja D-4).

Dodatkowo, aby zmodyfikowaé strukture tego zwiazku do biosyntezy wykorzystano
pozywke Hestrin-Schramm (H-S) z dodatkiem olejoéw roslinnych (publikacje D-4). W zaleznos$ci
od do$wiadczenia biosynteza CB byla prowadzona w réznych naczyniach i w réznej objgtosci
pozywki hodowlanej. Membrana celulozowa jako nosnik byta oczyszczana z komoérek bakterii
i pozywki hodowlanej, gdzie po etapie biosyntezy probki bakteryjnej celulozy inkubowano w
roztworze wodorotlenku sodu (publikacje D-1, D-2, D-3, D-4). Wykorzystywana metodg
oczyszczania celulozy bakteryjnej Doktorankta zoptymalizowata w trakcie badan wstepnych,
ktérych wyniki przedstawiono w publikacji A-3 (Zatacznik 2). W przypadku CB modyfikowane;
olejem ro$linnym probki dodatkowo oczyszczano wykorzystujac metode ekstrakcyjno-wagowa
Soxhleta zgodnie z norma ISO 3596:2000.

Noénik celulozowy zostal zbadany pod katem jego wiasciwosci mechanicznych -
okre$lano tu modul Younga i wytrzymalo§é na rozciaganie (publikacje D-2, D-4). Aby ocenié¢
porowato$¢ nosnika okre§lano jego powierzchni¢ wlasciwa, Srednicg i objgtoS¢ pordw,
wykorzystujac metode adsorpcji azotu (publikacje D-1, D-2, D-3). Porowato$¢ celulozy
bakteryjnej analizowano réwniez na podstawie zdje¢ wykonanych z wykorzystaniem
skaningowego mikroskopu elektronowego za pomocg oprogramowania Imagel (publikacja D-3,
D-4).

Dla uzyskanego materiatu okre$lano réwniez parametry wodne, w tym: wodochlonno$¢é
(SR, ang. swelling ratio) (publikacja D-1, D-3, D-4); stopien retencji (WRC, ang. water retention
capacity) (publikacja D-1, D-3) oraz stopien utrzymania wody (WHC, ang. water holding capacity)
(publikacja D-1). Parametry te analizowano z wykorzystaniem metod zoptymalizowanych
w badaniach wstepnych (publikacja A-4; Zatacznik 2) w oparciu o zaloZenia opisane wczesnigj
przez innych autoréw.

Celuloza bakteryjna byla rowniez badana pod katem zmian w nanostrukturze z uzyciem
skaningowego mikroskopu elektronowego (publikacje D-3, D-4) oraz transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (publikacja D-4). Badano tez stopien jej krystalicznosci metoda Spektroskopii
Fourierowskiej FTIR (ang. Fourier Transform Infrared). Na podstawie uzyskanych widm
absorbancji obliczano stopien krystalicznosci (publikacje D-1, D-3, D-4) oraz zawarto$¢ form Io

(publikacja D-4). Do pomiaru stopnia polimeryzacji badanego no$nika wykorzystano metodg



pomiaru lepko$ci roztworéw celulozy w wodorotlenku etylenodiaminomiedziowym (CED)
(publikacja D-1). Doktorantka przeprowadzita réwniez badania w kierunku oceny
cytotoksyczno$ci modyfikowanej celulozy bakteryjnej w oparciu o test Zywotno$ci z uzyciem
czerwieni obojetnej po inkubacji ekstraktow bakteriocelulozy z komérkami fibroblastow (1.929)
zgodnie z norma ISO 10993-5:2009 (publikacja D-4). Celuloza bakteryjna stanowita no$nik dla
mikroorganizméw i substancji aktywnych biologicznie.

Proces immobilizacji mikroorganizméw przeprowadzano z wykorzystaniem metody
adsorpcji-inkubacji opisanej wczesniej w cytowanej przez Doktorantkg literaturze (publikacje D-
1, D-2). Metoda ta opiera sie na dwoch etapach: w pierwszym etapie adsorpcji, komorki ulegaja
adhezji na powierzchni no$nika, a nastepnie w trakcie etapu inkubacji, komorki namnazaja sig na
powierzchni i wewnatrz no$nika. W badaniach immobilizowano nastgpujace mikroorganizmy:
Saccharomyces cerevisiae DSM 2155 - ATCC 7754 (publikacje D-1, D-2); Yarrowia lipolytica
DSM 3286 (publikacje D-1, D-2) oraz Lactobacillus delbrueckii PCM 490 (Polish Collection of
Microorganisms) (publikacja D-2).

Aby okresli¢ efektywno$¢ procesu immobilizacji, no$nik trawiono enzymem celulaza,
a liczbe immobilizowanych komorek oznaczano metoda plytkowa (publikacje D-1, D-2).
Wizualizacja utozenia immobilizowanych komérek w strukturze nos$nika byta mozliwa dzigki
uzyciu mikroskopu konfokalnego (publikacja D-2).

W procesach immobilizacji substancji aktywnych biologicznie wykorzystano substancjg
na bazie dlugotancuchowego kwasu linolowego, etylenodiaminy i tyrozyny [EDA]-[DLA-Tyr]
o wlaéciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, pozyskang w wyniku wspdlpracy z innym
osrodkiem naukowym.

Wykorzystano tu metode, ktéra polega na impregnacji nosnika w roztworze badanej
substancji o odpowiednim stezeniu. Aby okre$li¢ efektywnos¢ procesu immobilizacji w celulozie
bakteryjnej, po impregnacji analizowano wiasciwosci antybakteryjne no$nika wykorzystujac test
dyfuzyjno-krazkowy. Oznaczono réwniez zywotno$¢ komorek Staphylococcus aureus (ATCC
6538) i Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) w podlozu ptynnym w obecnosci nosnika
wykorzystujac test redukcji soli tetrazolowej. Dodatkowo, analizowano proces uwalniania
substancji bioaktywnych z nosnika w czasie (publikacja D-3).

Wszystkie wyniki zostaty poddane szeroko zakrojonej analizie statystycznej. Test Shapiro-

Wilka wykorzystano do sprawdzenia normalnoéci rozktadu zmiennych (publikacje D-1, D-2, D-



3, D-4). W zaleznosci od rozktadu zmiennych, wykonywano odpowiednia analizg korelacji oraz
testy statystyczne. Wspdlczynnik korelacji Pearsona zostal obliczony jako miara sity relacji
miedzy zmiennymi (publikacje D-1, D-2). Relacje migdzy wybranymi zmiennymi zostaly
przedstawione na wykresach punktowych 3D (publikacja D-1). W celu zaprezentowania
prawidtowoéci miedzy zmiennymi wykorzystano analiz¢ gléwnych sktadowych (PCA)
(publikacja D-1). Aby zbadaé istotno$¢ réznic pomigdzy zmiennymi wykorzystano
jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA) oraz test post-hoc Tukeya-Kramera (publikacje D-
2, D-3, D-4).

Wszystkie publikacje przeczytatam z przyjemnoscia. Sa napisane klarownym jezykiem,
dobrze udokumentowane i bogato ilustrowane, co pozwala na $ledzenie badania w trakcie czytania
jego opisu i ulatwia zrozumienie procedur laboratoryjnych, rozwiewajac ewentualne watpliwosci.
Doktorantka podzielita prace w zakresie projektu stanowigcego rozpraweg doktorska na 3 etapy,
opisujac je obszernie w autoreferacie. Obejmowaty one:

1. charakterystyke oraz wykorzystanie celulozy bakteryjnej jako nosnika do immobilizacji
mikroorganizméw (analiza zalezno$ci pomigdzy wiasciwosciami fizykochemicznymi
celulozy bakteryjnej a efektywnos$cia adsorpcji drozdzy; analiza efektywnos$ci adsorpcji,
proliferacji komérek wewnatrz noénika oraz stopnia ich uwalniana w zaleznosci od ksztattu
i wielko$ci immobilizowanych komorek).

2. Charakterystyke oraz wykorzystanie celulozy bakteryjnej jako nosnika dla substancji
bioaktywnych o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.

3. Optymalizacje efektywnej metody produkcji celulozy bakteryjnej oraz modyfikacjg jej
wilasciwosci fizykochemicznych.

Jednoczesnie, opisujac poszczegdlne etapy pracy w autoreferacie Doktorantka odnosila sig
do wynikéw uzyskanych w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy. Jest dla mnie jasnym,
ze kolejne etapy badan byty nastepstwem wczesniej otrzymanych rezultatéw, a poszczegolne cele
badawcze ksztattowaly sie podczas analizy wynikoéw z przeprowadzanych doswiadczen. Badania
sa przemyslane. Tworza one spdjny ciag eksperymentéw, opisujacy w sposob obszerny 1 pelny
zastosowany material badawczy, jakim jest celuloza bakteryjna oraz charakteryzujg potencjalne
jego zastosowanie jako no$nika mikroorganizméw i substancji biologicznie aktywnych.

Jestem po duzym wrazeniem dorobku naukowego, zaréwno wchodzacego w sktad

dysertacji Pani mgr inz. Anny Zywickiej, jak i jej dorobku wpierajacego, obejmujacego zaréwno



publikacje, doniesienia konferencyjne, patenty oraz zgloszenia patentowe. Jak na osobg w tak

miodym wieku przedstawiona do oceny praca doktorska, jak i dorobek wspierajacy sa na bardzo

wysokim poziomie merytorycznym i $wiadcza o tym, ze Doktorantka jest zaangazowanym

w prace naukowg miodym badaczem, z duzym potencjalem naukowym. Nie doszukalam sig

w przedstawionym do recenzji materiale zadnych uszczerbkéw metodologicznych czy

merytorycznych. Czytajac przedstawione do recenzji prace, stanowiace rozprawg doktorska

nasunely mi sie jednak pytania, ktére wydaja si¢ dobrym punktem do rozpoczgcia dyskusji nad

recenzowana rozprawg podczas jej obrony.

o Pytania i uwagi dotyczace publikacji D-1: Zywicka A., Banach A., Junka A., Drozd R.,

Fijatkowski K. Bacterial cellulose as a support for yeast immobilization — correlation between

carrier properties and process efficiency, Journal of Biotechnology 2019, 291, 1-6. DOL:
10.1016/j.jbiotec.2018.12.010:

1.

W podrozdziale 2.3. Determination of the number of immobilized yeast cells. Doktorantka
opisuje, ze okreslono liczebno$é¢ komorek drozdzowych poprzez wspomagane
enzymatycznie wymycie ich z noénika i oznaczenia liczebnosci na ptytkach z podlozem
YPG. Prosze poda¢ sktad podloza mikrobiologicznego oraz informacjg, w ilu
powtorzeniach wykonano tg analize.

Chciatabym zwroci¢ uwagg, ze opisy rysunkéw i tabel powinny by¢ tak skonstruowane,
aby latwo bylo je czytaé bez wspomagania si¢ tekstem (ang. self-descriptive). Na
przyszto$¢ sugerowatabym wiec dodawanie do opisu rysunkéw i tabel rozszyfrowania
wszystkich skr6tow w nich uzytych, aby zwigkszy¢ ich czytelnos¢. Takiego opisu w moim

odczuciu brakuje dla rysunku 2 i 4 w tej pracy.

o Pytania i uwagi dotyczace publikacji D-2: Zywicka A., Wenelska K., Junka A., Chodaczek

G,

Szymczyk P. Fijalkowski K. Immobilization pattern of morphologically different

microorganisms on bacterial cellulose membranes, World Journal of Microbiology and
Biotechnology 2019, 35, 1-11. DOL: 10.1007/s11274-018-2584-7; IF2017 — 2,100; 20 pkt.
MNiSWa2o17

L

W podrozdziale Materials and methods: Microorganisms and culture conditions. do

hodowli Lactobacillus delbrueckii uzyto podtoza MRS. Proszg podac jego skiad.



2. W calosci pracy (procz wymienionego w punkcie 1 podrozdzialu) Doktorantka stosuje
bledng pisowni¢ nazwy bakterii jako Lactobacillus delbruecki, a nie prawidiowe;
Lactobacillus delbrueckii.

3. W podrozdziale Materials and methods: Determination of the number of immobilized cells.
Doktorantka oznaczata liczebno$é mikroorganizméw metoda plytkowa. W ilu

powtdrzeniach wykonywano posiewy?

e Pytania i uwagi dotyczace publikacji D-3: Zywicka A., Fijatkowski K., Junka A., Grzesiak
J., El Fray, M. Modification of bacterial cellulose with quaternary ammonium compounds based
on fatty acids and amino acids and the effect on antimicrobial activity, Biomacromolecules,

2018, 19, 1528-1538; IF2017— 5,738; 45 pkt. MNiSW2017

1. W publikacji Doktorantka skupila si¢ na badaniu dziatania bakteriobdjczego bakteryjnej
celulozy z dodatkiem substancji bioaktywnej, syntetyzowanej z dimeru kwasu linolowego,
tyrozyny i etylenodiaminy [EDA][DLA-Tyr] w stosunku do bakterii reprezentujacych
grupe mikroorganizméw gramdodatnich — Staphylococcus aureus i Staphylococcus
epidermidis. Uzycie tych mikroorganizméw w kontekscie prowadzonych przez
Doktorantke badan zostato poprawnie uzasadnione. Doktorantka wspomina we wstgpie tej
publikacji, ze grupa czwartorzedowych zwiazkéw amoniowych (QACs) to obiecujace
substancje bakteriobdjcze, dzialajace efektywne w stosunku do bakterii zar6wno
gramdodatnich, jak i gramujemnych (w zaleznosci od ich struktury). Pisze ona rowniez, ze
sg to zwiazki o niskiej toksycznosci. W jakich badaniach wykazano niska toksyczno$¢ (w
stosunku do jakich organizméw testowych)? Zastanawia mnie rowniez, jaka modyfikacja
QACs miataby szersze spektrum dzialania, obejmujace réwniez (lub tylko)
mikroorganizmy gramujemne i jaki mogiby by¢ tu mechanizm dziatania?

2. We wstepie do tej pracy Doktorantka wspomina o antybakteryjnym dzialaniu (ang.
antimicrobial activity) nienasyconych kwasow tluszczowych w stosunku do wirusow
z ostonka (ang. enveloped viruses). Skoro wirusy nie sg organizmami, na czym polega
mechanizm ich eliminacji wspomnianymi zwiazkami?

3. W rozdziale Materials and methods: Impregnation of BC membranes. zastosowano szereg

rozcienczen substancji bakteriobdjczych w celu oszacowania najbardziej efektywnej dawki



(stezenia) tych zwiagzkéw. Dla [EDA] [DLA-Tyr] bylo to 10 — 50 mg/L, dla erytromycyny
0,1 —2 mg/mL. Skad wynikato uzycie wlasnie takiego zakresu stgzen?

4. W podrozdziale Antibacterial activity of impregnated BC. stwierdzono, ze substancje
bakteriobdjcze uzyte w do$wiadczeniu dziataja silniej na S. aureus, niz na S. epidermidis.
7 czego mogtaby wynikac taka r6znica?

5. W podrozdziale Antibacterial activity of impregnated BC. stwierdzono, ze [EDA] [DLA-
Tyr] to substancja o ,,silnym i niespecyficznym mechanizmie dzialania”. Co to znaczy, ze

mechanizm ten nie jest specyficzny? Jakie to ma przelozenie na jego wykorzystanie

praktyczne?

e Pytania i uwagi dotyczace publikacji D-4: Zywicka A., Junka A., Szymczyk P., Chodaczek
G., Grzesiak J., Sedghizadeh P., Fijalkowski K., Bacterial cellulose yield increased over 500%
by supplementation of medium with vegetable oil, Carbohydrate Polymers 2018, 199, 294-303;
IF2017— 5,158; 40 pkt. MNiSW2o017

1. W swoich badaniach (w tej i poprzednich pracach) Doktorantka wykorzystuje szczepy
Komagataeibacter xylinus do produkcji bakteryjnej celulozy. W autoreferacie podaje, ze
,,Hodowle w bioreaktorach z mieszaniem mechanicznym moga charakteryzowac sig
niestabilnoscia, ze wzgledu na tworzenie si¢ zmutowanych szczepéw Cel niezdolnych do
syntezy CB, zmniejszajac tym samym wydajno$¢ procesu produkcji. Ten typ hodowli
moze prowadzi¢ rowniez do utraty wielu cennych wlasciwosci fizykochemicznych CB, np.
wytrzymato$ci mechanicznej, czy krystalicznoéci (Ruka i wsp., 2013).”. Czy Doktorantka
moglaby podjaé probe wyjasnienia mechanizmu utraty zdolnosci tego szczepu do
produkc;ji celulozy bakteryjnej w takich warunkach hodowlanych?

2. W artykule wykazano, ze zastosowanie oleju roslinnego pozwala zwigkszy¢ efektywnos¢
i polepszy¢ wiasciwosci celulozy bakteryjnej produkowanej przez K. xylinus. Z tabel
zawartych w suplementach wynika, ze istnieja niewielkie réznice w efektywnosci tych
procesow, zalezne od typu zastosowanego oleju (stonecznikowy, rzepakowy, Iniany).
W badaniach zastosowano jednak olej rzepakowy. Z czego moga wynika¢ réznice
w efektywnoS$ci zastosowania réznych olejow roslinnych do produkcji celulozy

bakteryjnej? Jak parametry bytyby wazne?
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2. Ocena zasadnosci podjetej tematyki badawczej

Problem naukowy, ktorego rozwiazania podjela si¢ w recenzowanej rozprawie
Doktorantka, dotyczy wykorzystania celulozy bakteryjnej jako no$nika do immobilizacji
substancji bioaktywnych oraz mikroorganizméw o potencjale biotechnologicznym oraz
podniesienia efektywnos$ci jej produkcji. Tematyka ta pozwala na badania interdyscyplinarne
w szeroko pojetej biotechnologii i wpisuje si¢ w aktualne trendy rozwoju tej nauki.

Sama celuloza bakteryjna jest biomaterialem, nad ktérym pracuje wiele osrodkéw w kraju
1 za granica, ze wzgledu na jej whasciwosci i mozliwos¢ wykorzystania w wielu dziedzinach
przemystu jako neutralny i efektywny no$nik substancji i mikroorganizméw. Znajduje ona
zastosowanie m. in. w przemysle spozywczym, kosmetycznym, papierniczym, chemicznym
i ochronie $rodowiska Szczegdlnie ciekawym i aktualnym zagadnieniem jest wykorzystanie
celulozy bakteryjnej w medycynie, jako no$nik efektywnie dzialajacych substancji
antybiotycznych réznego typu, co w kontekscie stale rosnacego problemu antybiotykoodpornosci
u mikroorganizmdw patogenicznych jest niezwykle waznym zagadnieniem. Jak material, celuloza
bakteryjna jest stosunkowo droga w produkcji. Stad podjecie przez Doktorantk¢ badan nad
zwigkszeniem efektywnosci produkcji tego no$nika, mozliwe poprzez stosunkowo prosta
metodycznie 1 taniag modyfikacj¢ procedury jej pozyskiwania, stanowi bardzo wazny punkt
w rozwoju badan nad bakteryjng celuloza i jej biotechnologicznym zastosowaniem. Doskonalenie
metod immobilizacji, jak i opracowywanie nowatorskich no$nikow mikroorganizméw i zwiazkow
chemicznych/enzymdw, jest rowniez wciaz aktualnym zagadnieniem, stanowiacym przedmiot
badan wielu zespotéw badawczych.

Zasadno$¢ przyjetej tematyki badawczej oceniam pozytywnie. Badania nad bakteryjng
celuloza to temat bardzo aktualny, wazny z punktu praktycznego zastosowania tego nos$nika
w szeroko pojgtej biotechnologii. Badania prowadzone przez Doktorantke wskazuja na
interdyscyplinarng i szeroko zakrojong wspodtprace naukowa oraz mocno zarysowany aspekt
aplikacyjny badan (Doktorantka jest wspotautorkg 2 uzyskanych patentow i 17 zgloszen
patentowych).

3. Osiggniecia pracy
Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Zywickiej to obszerne opracowanie materiatéw

dotyczacych charakterystyki celulozy bakteryjnej, zwigkszenie efektywnosci jej produkcji
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biotechnologicznej oraz sposobu jej wykorzystania jako no$nika dla substancji biologicznie
czynnych i mikroorganizmow. Za osiagnigcie w tej dysertacji uznaje zaproponowanie stosunkowo
taniej i prostej w wykonaniu modyfikacji metody efektywnego pozyskiwania bakteryjnej celulozy
w procesie produkcji mikrobiologicznej. Metoda ta dodatkowo wplywa korzystnie na
wytrzymato$¢ mechaniczng oraz porowatos¢ tego biomateriatu. Ponadto, Doktorantka wykazata,
ze efektywno$¢ immobilizacji substancji o charakterze bioaktywnym oraz szybko$¢ ich uwalniania
zalezy od struktury bakteryjnej celulozy, fizykochemicznych wia$ciwosci substancji oraz od
charakteru oddziatywan nosnik-substancja.

Niewatpliwymi walorem przedstawionej do oceny pracy doktorskiej jest wszechstronno$é
zastosowanych przez Doktorantkg metod, zar6wno z zakresu klasycznej mikrobiologii i analizy
instrumentalnej, jak i metod z zakresu biologii molekularnej. Warto dodaé, ze wyniki zostaty
doglebnie zanalizowane metodami statystycznymi. Jednocze$nie chciatabym podkreslié¢, ze
przedstawiona dysertacja ma charakter spdjny, logiczny i wszechstronnie charakteryzuje zaréwno
sam badanym biomaterial, jak i wskazuje mozliwo$ci jego zastosowania w szeroko pojetej

biotechnologii.

4. Podsumowanie pracy

Doktorantka przedstawita do oceny cykl 4 jednotematycznych publikacji naukowych,
popartych bogatym dorobkiem wspierajacym. Byly one wynikiem prac laboratoryjnych,
prowadzonych w sposéb kompleksowy i przy szeroko zakrojonej wspOlpracy
z interdyscyplinarnymi partnerami naukowymi z catej Polski. W polskojezycznym autoreferacie
prace te zostaly oméwione w sposdb wyczerpujacy. Doktorantka nie ustrzegla sie drobnych
bledoéw jezykowych, interpunkcyjnych i edycyjnych, ktore jednak w zaden sposdb nie umniejszaja
merytorycznej stronie pracy i z reguly sa nieuniknione.

W oparciu o przeprowadzone badania Doktorantka sformutowata 12 wnioskéw, z ktérych
w moim odczuciu najwazniejszymi sa:

e substancje bioaktywne naturalnego pochodzenia o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym
moga by¢ skutecznie immobilizowane na celulozie bakteryjnej, nadajac jej wlasciwosci

antybakteryjne;
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e efektywno$¢ immobilizacji substancji bioaktywnych oraz szybko$¢ ich uwalniania zalezy
od struktury no$nika, fizykochemicznych wiasciwosci substancji oraz od charakteru
oddziatywan no$nik-substancja;

e suplementacja pozywki hodowlanej olejami ro$linnymi zwigksza wydajno$¢ produkcji

celulozy bakteryjne;j.

5. Konkluzja koncowa

Przedstawiona do oceny dysertacja potwierdza wysokie umiejgtnosci Doktorantki
w zakresie planowania i realizacji badan naukowych oraz w ich opracowaniu, podsumowywaniu
i efektywnym publikowaniu w wysokopunktowanych czasopismach. W moim odczuciu rozprawa
doktorska ma bardzo wysoki poziom, jest niezwykle bogata i merytoryczna. Stwierdzam wigc, Ze
rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Zywickiej pt. Celuloza bakteryjna jako noénik do
immobilizacji substancji bioaktywnych oraz mikroorganizméw o potencjale biotechnologicznym
spelnia warunki okre$lone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r., poz.
1789), zgodnie z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669). Wnosz¢ wigc o dopuszczenie
Doktorantki do publicznej obrony przed Komisja Doktorska powolang przez Wydziat
Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Zachodniopomorskiego w Szczecinie.
Jednoczes$nie, majac na uwadze wysoka jako$¢ dorobku naukowego, jaki prezentuje w swojej
dysertacji i dorobku wspierajacym Pani mgr inz. Anna Zywicka, wnioskujg do Rady Wydzialu
o wyrdznienie jej pracy doktorskie;j.
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