Streszczenie

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie i charakterystyka
materialéw bionanocelulozowych do zapobiegania kolonizacji przez drobnoustroje patogenne
oraz do eradykacji biofilméw bakteryjnych.

Celuloza bakteryjna (BC, ang. bacterial cellulose), zwana tez bionanoceluloza, to
polimer o unikalnych whasciwosciach, dzigki ktérym znajduje on zastosowanie w wielu
galeziach przemystu i dziedzinach nauki. Podczas prowadzenia badan w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej, do biosyntezy BC wykorzystano szczep referencyijny Komagataeibacter
xylinus (ATCC 53524), a proces wytwarzania BC prowadzono w warunkach stacjonarnych.
W celu uzyskania materiatu o polepszonych wlasciwosciach fizykochemicznych, opracowano
metod¢ modyfikacji polegajacg na przeprowadzeniu reakcji krzyzowego sieciowania BC
w obecnosci kwasu cytrynowego jako czynnika sieciujacego oraz katalizatoréw —
wodorofosforanu disodu, wodoroweglanu sodu, wodoroweglanu amonu i ich mieszanin.
Ustalono, ze w wyniku przeprowadzonej reakcji, wiokna BC nie zapadaly sie podczas
dehydratacji, dzigki czemu otrzymywano bionanomaterialy o tréjwymiarowej, warstwowej
strukturze z licznymi przestrzeniami powietrznymi, ktéra odrézniata je od suchej,
niemodyfikowanej BC wystepujacej w postaci cienkiej folii. Analizy parametréw
fizykochemicznych modyfikowanej BC wykazaly, ze charakteryzuje sie ona znaczna poprawa
wiadciwosci  zwigzanych z  chlonnoécia 1 utrzymaniem wody w poréwnaniu
do niemodyfikowanej, suchej BC, ale réwniez do specjalistycznych, wysokochtonnych
opatrunkéw komercyjnych. Dodatkowo, modyfikowana BC nie wykazywata cytotoksycznosci
wzgledem komérek fibroblastéw, co sugeruje, ze moze by¢ ona z powodzeniem stosowana w
aplikacjach biomedycznych.

Udowodniono, ze materialy na bazie modyfikowanej BC, funkcjonalizowane poprzez
impregnacje antyseptykiem na bazie dichlorowodorku oktenidyny (OCT), stanowia doskonate
materialy opatrunkowe o wysokiej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i przeciwbiofilmowe;.
Materialy te, dzigki swojej strukturze charakteryzowaly sie wydhuzonym uwalnianiem OCT,
wysoka zdolnosciag pochtaniania wysigku, dobrym przyleganiem do zakrzywionych
powierzchni oraz mozliwoscig dtugiego przechowywania w stanie suchym, tgczac w sobie
zalety suchej i mokrej BC.

Ponadto wykazano, ze aktywno$¢ OCT uwalnianego z nosnika na bazie BC moze byé
wzmacniana przez dziatanie wirujgcego pola magnetycznego (RMF, ang. rotating magnetic
field), dzigki wptywowi RMF na proces uwalniania i penetracji OCT przez warstwy biofilmu.
W tym kontekécie wykazano réwniez, ze RMF zaburza morfologie komérek tworzgcych
biofilm oraz powoduje zmiany w macierzy biofilmowej, w tym w jej porowatosci i skladzie
chemicznym. Ustalono takze, ze RMF przy niskim stezeniu OCT i krétkim czasie kontaktu
nosnika z biofilmem, umozliwia uzyskanie istotnego obnizenia zywotnosci komérek
bakteryjnych. Z tego wzgledu, polaczenie BC impregnowanej substancjami o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym z czynnikami fizycznymi umozliwiajgcymi ich kontrolowane
uwalnianie moze by¢é szczegdlnie obiecujace w eradykacji biofilméw zwlaszcza
w trudnodostgpnych miejscach rany.

Biorgc pod uwage, ze mozliwosci szerokiego stosowania BC sg ciggle istotnie
ograniczone ze wzgledu na wysokie koszty pozywki wykorzystywanej do jej produkcji,
w ramach prowadzonych badan opracowano i przeanalizowano mozliwosci wykorzystania
pozywki produkcyjnej na bazie soku komérkowego z bulw ziemniakéw, odpadu przemystu
skrobiowego. Jak ustalono, ze wzgledu na warto$¢ odzywczg soku ziemniaczanego, pozywka
ta nie wymagata dodatkowej obrébki wstepnej ani suplementacji. Wydajnosé biosyntezy BC
w pozywce na bazie soku z bulw ziemniakéw byla porownywalna do procesu, w ktéorym



zastosowano standardowa pozywke Hestrin-Schramm (H-S). Wykazano takze, ze BC
wytwarzana z uzyciem pozywki na bazie soku ziemniaczanego, nie réznita si¢ pod wzgledem
struktury, parametrow fizykochemicznych oraz skladu chemicznego od BC wytworzonej
z wykorzystaniem pozywki H-S.
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Abstract

The main objective of the doctoral dissertation was to develop and analyze the
effectiveness of bacterial cellulose (BC) bionanomaterials in preventing microbial colonization
and eradicating biofilms of pathogenic microorganisms.

Bacterial cellulose (BC), also known as bionanocellulose, is a polymer with unique
properties, used in many industries and fields of science. During the research, the reference
strain of Komagataeibacter xylinus (ATCC 53524) was used for the biosynthesis of BC. The
production process was carried out under stationary conditions. In order to obtain a modified
BC with improved physicochemical properties, a cross-linking reaction method was developed,
with the use of citric acid as a cross-linking agent and disodium phosphate, sodium bicarbonate,
ammonium bicarbonate, and their mixtures as catalysts. As a result of the reaction, BC fibers
did not collapse during dehydration, which allowed for obtaining bionanomaterials with a three-
dimensional layered structure and numerous air spaces distinguishing them from dry,
unmodified BC. Furthermore, analyses of the physicochemical parameters of the modified BC
showed that this material was characterized by a significant improvement in the properties
related to water absorption and retention compared to unmodified, dry BC, but also to
specialized, highly-absorbing commercial dressings. In addition, the modified BC showed no
cytotoxicity to fibroblast cells, which suggests that it can be successfully used in biomedical
applications.

It was proven that modified BC materials functionalized by impregnation with an antiseptic
based on octenidine dihydrochloride (OCT) are excellent dressing materials with high
antimicrobial and anti-biofilm activity. Thanks to their structure, these materials were
characterized by the prolonged release of OCT, increased ability to absorb exudate, good
adhesion to the curved surfaces, and the possibility of long-term dry storage, combining the
advantages of dry and wet BC.

Moreover, it was shown that the antimicrobial effect of OCT released from the BC-based
carrier could be enhanced by the action of a rotating magnetic field (RMF), which influences
the process of OCT release and penetration through subsequent biofilm layers. In addition,
it was demonstrated that RMF affects the biofilm-forming cells by disturbing their morphology
and changing the porosity and composition of the extracellular matrix. It was found that the
RMF, at a low concentration of OCT and a short contact time of the OCT-impregnated carrier
with biofilm, allows for a significant reduction in the viability of biofilm-forming cells.
Therefore, combining BCs impregnated with antimicrobial substances with physical agents
enabling their controlled release may be particularly promising in biofilm eradication,
especially in hard-to-reach wound sites.

The widespread use of the BC is limited because of the high cost of ingredients used for the
production medium. Therefore, the research also included the development of a new culture
medium based on potato tuber juice, a significant waste of the starch industry. Due to the
nutritional value of the potato juice, the obtained medium did not require any pre-treatment or
supplementation. The BC synthesis efficiency using the potato juice medium was comparable
to the process with a standard Hestrin-Schramm (H-S) medium. It was also shown that there
were no differences in the structure, physicochemical parameters, and chemical composition
between the BC synthesized with the potato juice and conventional H-S media.
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kolonizacji przez drobnoustroje patogenne oraz do eradykacji biofilmow bakteryjnych”

Podstawg przygotowania recenzji jest pismo dr hab. inz. Arkadiusza Pietruszki, prof. ZUT -
Dziekana Woydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu

Technologicznego w Szczecinie z dnia 10. listopada 2021 roku (WBiHZ/160/2022).

Praca doktorska Pani mgr inz. Darii Ciecholewskiej-Jusko zostata wykonana w Katedrze
Mikrobiologii i Biotechnologii Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie pod kierunkiem dr hab. inz. Karola Fijatkowskiego, prof. ZUT.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska sktada sie z czterech opublikowanych
i powigzanych ze sobg tematycznie artykutéw naukowych, ktére ukazaty sie w latach 2021-2022.
Wszystkie prace cyklu publikacyjnego stanowig oryginalne prace twércze opublikowane
w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, a tym samym przeszty staranng
weryfikacje redakcyjng — formalng oraz merytoryczna. taczna wartos¢ wskaznika Impact Factor
prac przedstawionych w cyklu wynosi 25,099, a liczba punktéw zgodnie z wykazem czasopism

naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki za rok ukazania sie wynosi 520. We wszystkich pracach
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Doktorantka jest pierwszym autorem. Deklarowany wktad Pani mgr inz. Ciecholewskiej-Jusko
w powstanie prac jest wiodacy, a na podkreslenie zastuguje udziat Doktorantki w opracowaniu
koncepcji oraz metodyk badawczych, udziat we wszystkich etapach eksperymentu, a takze
przygotowaniu manuskryptu. Swiadczy to o duzej dojrzatoéci naukowej oraz samodzielnosci
w organizacji warsztatu badawczego.

Oceny dokonano na podstawie egzemplarza rozprawy doktorskiej z zatgczonymi czterema
bogatoilustrowanymi anglojezycznymi kopiami artykutéw naukowych, bedgcymi podstawg
ocenianej pracy. Rozprawa skfada sie autoreferatu stanowigcego synteze wyzej wspomnianych
publikacji oraz z zatgcznikdw. Na autoreferat sktadajg sie 44 strony, podzielone na 8 rozdziatéw:
wprowadzenie, hipotezy, cel badawczy, materiaty i metody badawcze, wyniki wnioski, literatura
oraz omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Darii Ciecholewskiej-Jusko
stanowi oryginalne rozwigzanie w zakresie opracowania i charakterystyki materiatow
bionanocelulozowaych do zapobiegania kolonizacji przez drobnoustroje patogenne oraz do
eradykacji biofilméw bakteryjnych. Jak powszechnie wiadomo biofilm, czyli zbiér drobnoustrojow
charakteryzuje sie duzg odpornoscig na dziatania zwalczajace, co stanowi ogromny problem
w procesie leczenia ran zaréwno w medycynie ludzkiej, jak i weterynaryjnej. Przez ograniczong
podatnos¢ na traktowanie bakteriobdjcze oraz duzg lekoopornosc jego zwalczanie jest procesem
trudnym i ucigzliwym. Rutynowo stosowane terapie tgczone zwalczania biofilmu przez
chirurgiczne opracowywanie rany oraz stosowanie antybiotykoterapii sg dtugotrwate oraz
zagrazajgce zyciu pacjentéw. Opracowanie nowych materiatdw zwalczania biofilméw oraz
naturalnych terapii przeciwbiofilmowych stanowi ogromne wyzwanie na wspétczesnej nauki. Jest
to proces karkotomny z uwagi na samg specyfike zbiorowiska bakteryjnego, ale i réwniez na
koniecznos¢ stosowania odpowiednich substancji i materiatéw z uwagi na bliski kontakt ze skérg
i krwig pacjenta. Jednym ze stosowanych materiatéw w tym celu jest celuloza bakteryjna z uwagi
na swoje specyficzne wtasciwosci oraz strukture. W celu zwiekszenia jej potencjatu realizowany
jest szereg badan w zakresie modyfikacji zardwno in situ, jak i ex situ. Istotny parametr stanowi
rowniez mozliwos¢ kontrolowanego uwalniania substancji przeciwdrobnoustrojowych do rany.
Dzieki stosunkowo prostemu procesowi wytwarzania i oczyszczania, a takze mozliwosci
wprowadzania modyfikacji, celuloza bakteryjna jest szczegdlnie obiecujgcym nanomateriatem w

kontekscie produktéow opatrunkowych oraz procesu gojenia ran. Najwieksze wyzwanie stanowig
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jednak koszty produkcji, ktore zwigzane sg z przede wszystkim ze sktadnikami pozywki
produkcyjne;j.

Doktorantka w swojej pracy postawita siedem hipotez, a podstawowym celem podjetych
dziatan badawczych byto opracowanie materiatéw bionanocelulozowych do zapobiegania
kolonizacji przez drobnoustroje patogenne oraz eradykacji biofilméw bakteryjnych.

Celem badan opisanych w publikacji nr 1 byto dobranie katalizatoréw reakc;ji krzyzowego
sieciowania, ktére podczas rozktadu termicznego i w reakcjach z kwasami wydzielajg duze ilosci
nieszkodliwych gazow, a takze modyfikacja metody modyfikacji celulozy bakteryjnej za pomoca
reakcji krzyzowego sieciowania w celu uzyskania materiatéw charakteryzujgcych sie zwiekszong
zdolnoscig do pochtfaniania i utrzymania cieczy przy jednoczesnym zachowaniu nietoksycznosci.
Doktorantka w wyzej wymienionej pracy stawia sobie za wyzwanie opracowanie metody
modyfikacji, pozwalajgcej na potaczenie korzysci ze stosowania mokrej i suchej celulozy
bakteryjnej. W tym celu zastosowano reakcje krzyzowego sieciowania w wysokiej temperaturze
przy optymalizacji procesu z wykorzystaniem siedmiu réznych katalizatoréw. Otrzymane wyniki
sugerujg, ze opracowana metoda modyfikacji celulozy bakteryjnej moze przyczynié sie do rozwoju
wysokochfonnych materiatéw opatrunkowych. Ogromny potencjat aplikacyjny otrzymanych
wynikéw potwierdza réwniez patent, ktdérego pierwszym autorem jest Doktorantka.

Gtéwny cel publikacji nr 2 stanowita ocena mozliwosci zastosowania soku komérkowego
z bulw ziemniaka jako petnowartosciowej pozywki produkcyjnej do wytwarzania celulozy
bakteryjnej. Takie rozwigzanie mogtoby ograniczy¢ kosztochtonnos¢ produkcji celulozy. W toku
badan opracowano pozywke produkcyjng, a takie przeprowadzono proces optymalizacji
z uwzglednieniem otrzymania jak najwiekszej ilosci celulozy bakteryjnej. Otrzymana pozywka na
bazie soku komérkowego z bulw ziemniaka zostata scharakteryzowana pod wzgledem zawartosci
cukrow, biatek oraz pozostatosci skrobi. Warto podkresli¢, iz Doktorantka w celu wykazania
ekonomicznych korzysci zastosowania takiego rozwigzania przeprowadzita kalkulacje, wykazujgc
ogromng réznice w cenie wzgledem komercyjnie dostepnych pozywek. Wykonane badania
pozwolity uznaé, iz sok komérkowy z bulw ziemniaka stanowi odpowiednie Zzrodto sktadnikéw
odzywczych dla bakterii, ktdre syntetyzujg celuloze, wptywajac na wydajniejszy proces jej
produkcji. Rdwniez i w przypadku wyzej wspomnianych wynikéw powstato zgtoszenie patentowe,
w ktorym Doktorantka jest pierwszg autorka.

Celem publikacji nr 3 byta ocena zdolnosci do pochtaniania sztucznego wysieku przez

materiaty na bazie celulozy bakteryjnej wytworzonej w odpowiednio modyfikowanej pozywce
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z soku komorkowego z bulw ziemniakdw, a takze ocena kinetyki uwalniania antyseptyku oraz
wiasciwosci  przeciwdrobnoustrojowych wyzej wspomnianego materiatu. Doktorantka
potwierdzita uzytecznos¢ celulozy bakteryjnej modyfikowanej za pomocg krzyzowego
sieciowania, wytworzonej z uzyciem pozywki opracowanej w publikacji nr 2 oraz impregnowanej
0 dziafaniu przeciwdrobnoustrojowym. Badanie te ukierunkowane byly na testowanie
potencjalnego materiatu opatrunkowego skierowanego przeciwko biofilmom bakteryjnym
patogendw oportunistycznym wystepujgcym w zakazeniach ran.

Cel publikacji nr 4 to ocena wptywu wirujgcego pola magnetycznego na stopien
uwalniania antyseptyku z nosnika na bazie celulozy bakteryjnej, a takze ocena in vitro. Istotg tych
badan jest poszukiwanie metod pozwalajgcych sterowaé procesami zachodzacymi w trakcie
stosowania opatrunkéw przeciwbiofiimowych. Doktorantka dowiodta, Ze zastosowanie
biomateriatdw na bazie celulozy bakteryjnej z zastosowaniem impregnowania i wirujgcego pola
magnetycznego moze by¢ szczegdlnie skuteczne w eliminacji biofilméw zlokalizowanych w
trudnodostepnych rejonach ran.

Wszystkie uzyskane wyniki zaprezentowano w logicznej kolejnosci oraz zostaty one
szczegdtowo omdwione. Tytut rozprawy odzwierciedla zagadnienia poruszane w recenzowanym
opracowaniu. Informacje zawarte w rozprawie doktorskiej zostaty poparte licznym i wiasciwie
dobranym pismiennictwem swiadczagcym o bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym
Doktorantki. Praca napisana jest poprawnym stylistycznie jezykiem, a takze w sposdb zrozumiaty
i staranny. Z ciekawosci witasnej, jak i z obowigzkdéw recenzenta chciatabym zapytaé o gotowosc
technologiczng przedstawionych rozwigzan w zakresie opracowywania materiatow
bionanocelulozowych oraz mozliwosci i kierunki dalszej pracy nad tym niezwykle interesujgcym
zagadnieniem.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Darii Ciecholewskiej-Jusko stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Za najwazniejszy merytoryczny aspekt pracy mozna uznac
skuteczne poszukiwanie nowych alternatywnych metod pozyskiwania celulozy bakteryjnej
do zwalczania biofilmdéw i opracowania materiatéw opatrunkowych w procesie leczenia ran.
Nalezy tu jednoznacznie podkresli¢ wysoki stopien innowacji z uwagi na przygotowane zgtoszenia
patentowe. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze badania Doktorantki wykonane zostaty w ramach
wspotpracy interdyscyplinarnej z wieloma naukowcami z réznych dziedzin, a czes$¢ z nich powstata

w ramach realizacji projektu OPUS finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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Do pracy dotaczono réwniez synteze pozostatych osiggnie¢ naukowych Doktorantki z
ktérej wnioskowac mozna, iz Pani mgr inz. Daria Ciecholewska-Jusko jest dobrze ukierunkowanym
naukowcem. Na uwage zastuguje spéjnos¢ tematyczna zadan badawczych oraz konsekwencja w
ich realizowaniu. O duzym zaangazowaniu w nauke $wiadczy imponujgcy dorobek Doktorantki na
ktory sktadajg sie publikacje naukowe o wartosci wspotczynnika Impact Factor réwnego 63,089,
a takze 1550 punktéw MEIN, jeden patent i trzy zgtoszenia patentowe, udziat w trzech projektach

naukowych jako wykonawca, a takze uczestnictwo w licznych konferencjach naukowych.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan uzyskano wartosciowe wyniki, a takze
przeprowadzono wnikliwg i rzeczowg dyskusje. Przedstawiona mi do oceny praca doktorska
tworzy odpowiednio zaprojektowang oraz kompleksowo zrealizowang prace badawcza.
Poruszony problem badawczy jest niezwykle istotny zarédwno w aspekcie zdrowia ludzi, jak
i zwierzat. Opublikowane artykuty naukowe posiadajg bardzo duzg warto$¢ poznawczg,
a takze szeroki zakres wykonanych badan. Wszystkie publikacje naukowe stanowigce fundament
niniejszej pracy s3 mocno osadzone w literaturze Swiatowej o czym Swiadczy ich wysoki
wspotczynnik wptywu. Czasopisma w ktérych sie ukazaty doceniane sg réwniez na arenie
krajowej, co ma swoje odzwierciedlenie w punktacji przyznanej przez Ministerstwo Edukacji
i Nauki.

W $wietle przytoczonych argumentéw stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska pt. ,Opracowanie i charakterystyka materiatdw bionanocelulozowych do
zapobiegania kolonizacji przez drobnoustroje patogenne oraz do eradykacji biofilméw
bakteryjnych” spetnia wymagania stawianym rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawg o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14.
marca 2003 roku (Dz.U. z 2017r., poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179, ust. 1 Ustawy z dnia
3. lipca 2018 roku przepisy wprowadzajgce — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018
roku, poz. 1669 ze zm.), dlatego tez wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pani
mgr inz. Darii Ciecholewskiej-Jusko do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Rédwnoczesnie z uwagi na wskazane w tej recenzji walory rozprawy doktorskiej, wnioskuje do
Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Darii Ciecholewskiej-Jusko.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Darii Cicholewskiej-Jusko
pt. ,Opracowanie i charakterystyka materialéw bionanocelulozowych do
zapobiegania kolonizacji przez drobnoustroje patogenne oraz do eradykacji
biofilmow bakteryjnych”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Darii Cicholewskiej-Jusko
pt. ,Opracowanie i charakterystyka materiatdw bionanocelulozowych do zapobiegania
kolonizacji przez drobnoustroje patogenne oraz do eradykacji biofilmow bakteryjnych” zostata
wykonana w Katedrze Mikrobiologii i Biotechnologii Wydziatu Biotechnologii i Hodowli
Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie pod opieka
naukowg Pana dra hab. inz. Karola Fijatkowskiego, prof. ZUT. Podstawg formalng wykonania
recenzji jest pismo z dnia 10 listopada 2022 roku Pana dra hab. inZ. Arkadiusza Pietruszki,
prof. ZUT, Dziekana Wydzialu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie (pismo nr L.dz: WBiHZ/160/2022).

1. Ogodlna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl czterech, spdjnych tematycznie
artykutéw opublikowanych w latach 2021 i 2022 w renomowanych czasopismach naukowych
z zakresu biotechnologii oraz mikrobiologii indeksowanych w bazie Journal Citation Reports:

1. Ciecholewska-Jusko, D., Zywicka, A, Junka, A, Drozd, R., Sobolewski, P., Migdat, P,
Kowalska, U., Toporkiewicz, M., Fijatkowski, K. (2021). Superabsorbent crosslinked
bacterial cellulose biomaterials for chronic wound dressings. Carbohydrate Polymers,
253,117247.

2. Ciecholewska-Jusko, D., Broda, M., Zywicka, A., Styburski, D., Sobolewski, P., Goracy, K.,
Migdat, P., Junka, A., Fijatkowski, K. (2021). Potato juice, a starch industry waste, as a
cost-effective medium for the biosynthesis of bacterial cellulose. International Journal
of Molecular Sciences, 22(19), 10807.



3. Ciecholewska-Jusko, D., Junka, A., Fijatkowski, K. (2022). The crosslinked bacterial
cellulose impregnated with octenidine dihydrochloride-based antiseptic as an
antibacterial dressing material for highly-exuding, infected wounds. Microbiological
Research, 263, 127125.

4. Ciecholewska-Jusko, D., Zywicka, A., Junka, A., Woroszyto, M., Wardach, M., Chodaczek,
G., Szymczyk-Ziotkowska, P., Migdat, P., Fijatkowski, K. (2022). The effects of rotating
magnetic field and antiseptic on in vitro pathogenic biofilm and its milieu. Scientific
reports, 12(1), 1-19.

Liczba punktéw za publikacje stanowigce rozprawe doktorska (wedtug Komunikatu
Ministra  Edukacji i Nauki w  sprawie wykazu czasopism  naukowych
i recenzowanych materiatéw z konferencji miedzynarodowych z dnia 1 grudnia 2021r.) wynosi
520, natomiast Impact Factor (IF) wynosi 25,099. PowyzZsze parametry naukometryczne
Swiadcza o wysokiej warto$ci naukowej przedtozonej do oceny dysertacji.

Oryginalne prace badawcze sktadajace sie na rozprawe zostaly opatrzone
44-stronicowym omoOwieniem zawierajgcym: streszczenie (w jezyku polskim oraz angielskim),
wprowadzenie, hipotezy oraz cel pracy, Kkrotki opis stosowanych metod
i uzyskanych wynikéw, wnioski jak réwniez bibliografie wykorzystang do przygotowania wyzej
wymienionego omowienia i opis dorobku naukowego Doktorantki. Ponadto, do pracy
dotaczono oswiadczenia wspotautoréow publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej
opisujagce  ich udzial w powstanie wyzej wymienionego cyklu publikacji.
Z dotaczonych do dysertacji o$wiadczen wynika, ze Doktorantka brata udziat
w opracowaniu koncepcji i metodologii badan, poddata analizie i zinterpretowata uzyskane
wyniki oraz przygotowata manuskrypty. We wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad
osiggniecia Pani mgr inz. Daria Cicholewska-Jusko jest pierwszym autorem co Swiadczy o jej
wiodacej roli w ich powstanie.

2. Ocena zasadnosci wyboru tematu rozprawy doktorskiej

Doktorantka podjeta sie trudnej tematyki zwigzanej z opracowaniem oraz
charakterystyka materialéw bionanocelulozowych do zapobiegania kolonizacji przez
drobnoustroje patogenne oraz do eradykacji biofilmow bakteryjnych. Zakazenia ran
przewlektych stanowig powazny i narastajacy problem wspétczesnej medycyny. Moga sie one
pojawic na kazdym etapie procesu gojenia spowalniajgc ten proces oraz stajac sie zagrozeniem
dla zycia pacjenta. Srodowisko ran przewleklych jest bogate w sktadniki odzywcze stanowiac
tym samym idealne warunki dla rozwoju mikroorganizméw posiadajacych zdolno$¢ tworzenia
biofilmu. W ostatnich latach coraz wiecej uwagi poSwieca sie opracowaniu innowacyjnych
terapii przeciwdrobnoustrojowych, ktére nie tylko moga pozytywnie wplyna¢ na proces
rekonwalescencji pacjentéw, ale rowniez moga przyczyni¢ sie do obnizenia kosztow
zwigzanych z opieka medyczng. Szczegdlnie wazne sg badania zmierzajace do opracowania
nowoczesnych opatrunkéw przeciwdrobnoustrojowych, ktére w znacznym stopniu ogranicza
adhezje drobnoustrojow i obnizg ich liczebno$¢ w ranie do bezpiecznego poziomu. Celuloza
bakteryjna (BC) ze wzgledu na unikalne wtasciwosci jest atrakcyjnym biopolimerem do
zastosowan w aplikacjach medycznych, jednakze potencjat tego innowacyjnego materiatu nie
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jest w pelni wykorzystany. Ze wzgledu na fakt, Zze BC jest dobrym biono$nikiem substancji
czynnych moze by¢ stosowana jako material opatrunkowy na przewlekie rany. Tematyka
przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej jest wiec zwigzana z niezwykle waznym
zagadnieniem poszukiwania nowatorskiej metody leczenia przewlektych ran zainfekowanych
przez mikroorganizmy tworzgce biofilm. Problematyka pracy doktorskiej jest nowatorska, a jej
realizacja poszerzyta dotychczasowa wiedze z zakresu opracowania nowoczesnych
opatrunkow oraz stanowi rozwigzanie oryginalnego problemu badawczego. Postawiony cel
naukowy jest aktualny i odpowiada poziomowi jakim powinna odznacza¢ sie rozprawa
doktorska.

3. Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej stanowig warto$ciowe uzupeinienie
prac badawczych prowadzonych przez Zesp6t dra hab. inz. Karola Fijatkowskiego, prof. ZUT
oraz innych badaczy. W celu weryfikacji prawidlowo sformutowanych hipotez oraz celu
rozprawy Pani mgr inz. Daria Ciecholewska-Jusko przeprowadzita szereg eksperymentow
stosujac szeroki zakres metod badawczych, dzieki czemu otrzymane wyniki i wnioski sg jak
najbardziej przekonujace, a ich dobdér §wiadczy o niezwyktej rzetelnosci Doktorantki.

Publikacja 1: Ciecholewska-Jusko, D., Zywicka, A, Junka, A., Drozd, R, Sobolewski, P., Migdat, P.,
Kowalska, U.,, Toporkiewicz, M., Fijatkowski, K. (2021). Superabsorbent crosslinked bacterial
cellulose biomaterials for chronic wound dressings. Carbohydrate Polymers, 253, 117247.

W pierwszej pracy sktadajacej sie na rozprawe doktorska, mgr inz. Daria Ciecholewska-
Jusko opracowata oraz zoptymalizowata proces modyfikacji celulozy bakteryjnej w wyniku
reakcji krzyzowego sieciowania oraz réznych wariantéw katalizatorow w celu poprawy
zdolnoSci sorpcyjnych tego biomateriatu w stanie suchym. Etap ten byt wazny, z uwagi na fakt,
ze odpowiednie wtaSciwosci absorbcji i utrzymania cieczy determinujg zastosowanie materiatu
jako nosnika dla zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych. Wyniki badan potwierdzity wyzsze
wspotczynniki pecznienia oraz utrzymania wody BC po modyfikacji, niezaleznie od
zastosowanego wariantu eksperymentalnego, w porownaniu z niemodyfikowang BC. Co
najwazniejsze, Doktorantka poréwnata chtonno$¢ otrzymanych materiatéw z komercyjnie
dostepnymi opatrunkami stosowanymi na rany z duzym wysiekiem wykazujac wyzsza
powierzchnie wodng modyfikowanej BC anizeli opatrunkéw dostepnych na rynku. Jednakze,
w rozdziale ,Materialy i metody” brakuje informacji o nazwach oraz firmie produkujace;j
testowane opatrunki. Czy produkty te byly badane pod wzgledem ich wtasciwosci
mechanicznych, cytotoksycznosci czy tez aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej? Czy
parametry te byty poréwnywalne do tych wykazanych w toku badan nad celulozg bakteryjng
stosowang przez Doktorantke? Dodatkowo, chciatabym prosi¢ o uzupetnienie informacji
dotyczacych sposobu konserwacji szczepu produkujacego BC nalezgcego do gatunku
Komagataeibacter xylinus zakupionego z Amerykanskiej Kolekcji Mikroorganizméw. Czy przed
przeprowadzeniem hodowli produkcyjnej zostata przeprowadzona hodowla inokulacyjna?
Jakimi kryteriami kierowata sie Doktorantka wybierajac stezenia czynnika sieciujacego oraz
katalizatora? Doktorantka wykazata réwniez obecno$¢ sladowych stezen sodu lub fosforu na
modyfikowanej celulozie bakteryjnej, a wartosSci te réznity sie w zaleznosci od zastosowanego
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wariantu eksperymentalnego. Czy pierwiastki te mogly mie¢ wptyw na analizowane
wtasciwosci sorpcyjne oraz otrzymane wyniki cytotoksycznosci?

Publikacja 2: Ciecholewska-Jusko, D., Broda, M., Zywicka, A., Styburski, D., Sobolewski, P., Gorqcy,
K, Migdat, P., Junka, A., Fijatkowski, K. (2021). Potato juice, a starch industry waste, as a cost-
effective medium for the biosynthesis of bacterial cellulose. International Journal of Molecular
Sciences, 22(19), 10807.

W drugiej publikacji sktadajgcej sie na rozprawe doktorska, mgr inz. Daria
Ciecholewska-Jusko, opracowata pozywke produkcyjng na bazie soku komorkowego
z bulw ziemniakéw jako jedynego zZrodta sktadnikéw odzywczych w hodowli K. xylinus.
Zastosowanie powyzszego medium hodowlanego byto uzasadnione z ekonomicznego oraz
ekologicznego punktu widzenia. Otrzymane wyniki potwierdzity, Zze wydajnos¢ produkcji BC
byta zalezna od zastosowanego szczepu K. xylinus, w przypadku 4 szczepéw opracowana
pozywka nie zapewniata optymalnej wydajnos$ci produkcji celulozy bakteryjnej. W badaniach
wtasnych Doktorantka zastosowata odmiane ziemniaka , Tajfun”. Czy w opinii Doktorantki
odmiana ziemniaka moze mie¢ wptyw na stezenie oraz wiasciwosci otrzymanego BC? Ponadto,
aby oszacowac korzysci ekonomiczne wynikajgce z zastosowania pozywKki z bulw ziemniakéw
Doktorantka przeprowadzita prébe Kkalkulacji zaktadajaca zastosowanie ww. medium
hodowlanego jako surowca do produkcji BC. Czy Doktorantka mogtaby podja¢ probe
oszacowania kosztu celulozy bakteryjnej (bioproduktu koncowego) otrzymanej na pozywce na
bazie soku komdrkowego z bulw ziemniakéw? Dodatkowo, Doktorantka wskazata na
mozliwo$¢ pozyskania soku komdérkowego z ziemniakéw bedacych odpadami przemystu
skrobiowego. Czy w opinii Doktorantki pozywka taka charakteryzowataby sie takimi samymi
parametrami sktadnikéw odzywczych w poréwnaniu z czystym wariantem? Czy odpad ten nie
bedzie cechowat sie obecnos$cig trudnych do usuniecia czastek statych, ktore negatywnie
wptynetyby na proces oczyszczania BC, a w konsekwencji limitowatyby jej praktyczne
zastosowanie? W powyzszej publikacji Doktorantka opisata rowniez wyniki analiz aktywno$ci
przeciwdrobnoustrojowej BC otrzymanej zaréwno z hodowli z pozywka odpadowa jak rowniez
tej uzyskanej w pozywce Hestrin-Schramm. W tym celu wysycono nanomateriaty 1 mL
antyseptyku na bazie dichlorowodorku oktenidyny dostepnego komercyjnie. Jakimi kryteriami
kierowata sie Doktorantka wybierajac powyzsza objetos¢ antyseptyku?

Publikacja 3: Ciecholewska-Jusko, D., Junka, A., Fijatkowski, K. (2022). The crosslinked bacterial
cellulose impregnated with octenidine dihydrochloride-based antiseptic as an antibacterial
dressing material for highly-exuding, infected wounds. Microbiological Research, 263, 127125.
W trzeciej publikacji sktadajacej sie na rozprawe doktorskg, mgr inz. Daria
Ciecholewska-Jusko, oszacowata potencjal BC jako materiatu opatrunkowego skierowanego
przeciwko biofilmom tworzonym przez Staphylococcus aureus (ATCC 6538) oraz Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15542). Ponadto aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa otrzymanego
materiatu badano wzgledem Kklinicznych izolatéw gronkowcéw nalezacych do gatunkéw
S. aureus, S. equorum, S. warneri, S. xylosus, a takze do gatunku P. aeruginosa. 1zolaty kliniczne
pochodzity z kolekcji mikroorganizméw Katedry Mikrobiologii i Biotechnologii ZUT. Z uwagi
na fakt, ze bakterie nabywajg oporno$ci na antybiotyki, stosowanie §rodkéw antyseptycznych
stato sie powszechne w terapii i profilaktyce miejscowych zakazen zwigzanych z biofilmem.
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Dlatego tez nasuwa sie pytanie czy izolaty Kkliniczne wykorzystane w badaniach
charakteryzowaty sie opornoscig na antybiotyki? Dodatkowo na szczeg6lne uznanie zastuguje
opracowanie przez Doktorantke modelu tozyska rany, co wcigz stanowi duze wyzwanie dla
badaczy.

Publikacja 4: Ciecholewska-Jusko, D., Zywicka, A., Junka, A., Woroszyto, M., Wardach, M.,
Chodaczek, G., Szymczyk-Ziétkowska, P., Migdat, P., Fijatkowski, K. (2022). The effects of rotating
magnetic field and antiseptic on in vitro pathogenic biofilm and its milieu. Scientific reports, 12(1),
1-19.

W czwartej publikacji skladajgcej sie na rozprawe doktorska, mgr inz. Daria
Ciecholewska-Jusko, podjeta prébe analizy wplywu wirujgcego pola magnetycznego (RMF) na
uwalnianie antyseptyku z no$nika na bazie suchej, niemodyfikowanej BCijego penetracje przez
warstwy biofilmu tworzonego przez Staphylococcus aureus (ATCC 6538) oraz Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15542). Przeprowadzenie tego etapu badawczego jest uzasadnione, z uwagi
na zdolno$¢ biofilmu do odbudowania struktury w krétkim czasie nawet po procesie
konwencjonalnego leczenia. Otrzymane wyniki potwierdzity wzrost stopnia uwalniania
zastosowanego antyseptyku na bazie OCT oraz jego penetracji przez kolejne warstwy badanego
biofilmu pod wptywem RMF. Jednakze, brakuje informacji na temat sposobu przechowywania
szczepOw stosowanych do przygotowania biofilméw? Czy metoda konserwacji szczepéw ma
wplyw na ewentualng utrate przez nie cech zwigzanych z wirulencjg?

Wyniki badan prezentowanych w powyzszych pracach eksperymentalnych mozna
zaliczy¢ do badan podstawowych, niemniej jednak majg one przede wszystkim wymiar
aplikacyjny z potencjatem do wykorzystania w przysztosci w praktyce. Dane przedstawione
w tych publikacjach majg charakter nowatorski. PrzedtoZzone do oceny prace stanowig logiczng
catos¢, ich cele badawcze zostaly jasno sprecyzowane, analiza otrzymanych wynikow jest
satysfakcjonujaca, a dyskusja zostata przeprowadzona w sposéb prawidtowy.

W sktad przedlozonej rozprawy doktorskiej, oprécz kopii publikacji, wchodzi
réwniez manuskrypt bedacy autorskim opracowaniem Doktorantki. W rozdziale
»~Wprowadzenie” Doktorantka w sposdb przekonujacy uzasadnita celowos¢ podjecia tematyki
badawczej. W bardzo oszczedny sposob opisata dotychczasowy stan wiedzy
z zakresu problematyki dysertacji, co budzi méj niedosyt. W moim odczuciu brakuje informacji
o szlakach metabolicznych zaangazowanych w proces produkcji BC. Informacja ta jest wazna,
z uwagi na fakt stosowania przez Doktorantke réznych pozywek produkcyjnych: pozywka
z soku komoérkowego bulw ziemniaka oraz podtoze Hestrin-Schramm. W kolejnych rozdziatach
precyzyjnie sformutowano hipotezy badawcze oraz postawiono cel rozprawy wraz z celami
szczegbtowymi. Jednakze, rozdziat ,Materiaty i metody badawcze” zostat skrétowo opisany.
Brakuje informacji dotyczacych miedzy innymi: sposobu konserwacji stosowanych szczepow,
badania czystos$ci hodowli podczas prowadzonych proceséw, liczby powtérzen biologicznych,
danych dotyczacych gestosci optycznej/liczby komorek S. aureus oraz P. aeruginosa
stosowanych w analizach zZywotnoS$ci bakterii, stezenia roztworéw OCT do impregnacji BC.
Dodatkowo nieprecyzyjnie nazwano zastosowany antyseptyk - poprawniej bytoby zamiast
,antyseptyk dichlorowodorek oktenidyny”, ,antyseptyk na bazie dichlorowodorku
oktenidyny”, jest to produkt dostepny komercyjnie, ktéry oprécz wspomnianego zwigzku
zawiera w skladzie inne substancje. Rozdziat ,Wyniki” zostat bardzo dobrze opracowany,
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czytelnie opisano poszczegélne etapy badawcze oraz otrzymane wyniki. Opisujgc Etap 2 prac
eksperymentalnych Doktorantka wspomniata o badaniu 25 odmian ziemniakéw jako
potencjalnych surowcéw do przygotowania pozywki produkcyjnej do wytwarzania BC
z wykorzystaniem réznych szczepéw K. xylinus i réznych warunkéw hodowli. Jednakze,
w publikacji D-2 nie ma opisu tej cze$ci prac badawczych, Doktorantka napisata, zZe
wykorzystata jedynie odmiane ziemniaka , Tajfun” jako pozywke produkcyjna. Z czego wynika
ta rozbiezno$¢? Opracowanie zamyka rozdziat ,Wnioski”, ktéry potwierdza, ze postawione cele
pracy zostaty zrealizowane i stanowig istotny wktad w poszerzenie dotychczasowej wiedzy na
temat mozliwoéci zastosowania materialéw bionanocelulozowych do zapobiegania kolonizacji
przez drobnoustroje patogenne oraz do eradykacji biofilméw bakteryjnych.

4. Podsumowanie i konkluzja koncowa

Po zapoznaniu sie z rozprawa doktorska Pani mgr inz. Darii Ciecholewskiej-Jusko uwazam,
ze uzyskane wyniki nalezy uzna¢ za oryginalne i warto$ciowe. Stanowig one nie tylko warto$¢
poznawcza, ale s3 réwniez podstawg do planowania i prowadzenia dalszych do$wiadczen
naukowych. Przedstawione, powyzsze spostrzezenia nie umniejszajg warto$ci naukowej
rozprawy doktorskiej. Pytania opisane powyzej, ktére nasunety mi si¢ po lekturze
manuskryptu bedacego autorskim opracowaniem Doktorantki oraz publikacji wchodzacych
w sktad rozprawy wydaja sie by¢ dobrym punktem do rozpoczecia dyskusji podczas obrony
dysertacji.

Chcialabym podkresli¢, ze jestem pod duzym wrazeniem dorobku naukowego Doktorantki
obejmujgcego liczne publikacje naukowe, doniesienia konferencyjne, patent oraz zgtoszenia
patentowe, udziat w projektach badawczych. Bez watpienia jest ona zaangazowanym mtodym
naukowcem z duzym potencjatem badawczym. W mojej ocenie przedtozona do recenzji
rozprawa doktorska jest dowodem dojrzatosci naukowej Pani mgr inz. Darii Ciecholewskiej-
Jusko oraz Jej wyr6zniajacego przygotowania merytorycznego i warsztatowego.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr inz Darii Ciecholewskiej-Juséko pt. ,Opracowanie i charakterystyka materiatow
bionanocelulozowych do zapobiegania kolonizacji przez drobnoustroje patogenne oraz do
eradykacji biofilméw bakteryjnych”” spetnia warunki okreslone 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 wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2018 r. poz.
1669). W zwigzku z powyzszym, wnosze o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Biorac pod uwage wysokg warto$¢ naukowg oraz aplikacyjng wynikéw opublikowanych
w prestizowych czasopismach naukowych wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

e foryle- Gepel Il

Dr hab. inz. Justyna Mozejko-Ciesielska, prof. uczelni



UCHWALA NR 36

Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 13 marca 2023 r.

w sprawie nadania mgr inz. Darii Ciecholewskiej-Jusko
stopnia doktora

Na podstawie art. 179 ust. 21 3 pkt 2b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, z pdzn. zm.) w zwigzku z art. 14 ust. 2
pkt 5 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. 22017 r. poz. 1789, z p6zn. zm.) uchwala si¢, co nastepuje:

§ 1.

Senat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie nadaje mgr inz. Darii
Ciecholewskiej-Jusko stopien doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie zootechnika
i rybactwo.

§ 2.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczagy Senatu

dr hab. inz. Jacek Wrobel, prof. ZUT
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