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Podstawa formalna recenzji: pismo dotyczace Uchwaly Rady Wydzialu UWM z dn.
8.12.2016. Podstawa prawna art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach i

tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595, z p6Zniejszymi zmianami)

Systemy zarzadzania jakoscia powoduja, ze producenci zywnosci skupiaja sie¢ w
znacznej mierze na ograniczaniu rozwoju mikroorganizméw stanowiacych ryzyko w
rozumieniu ustawy o bezpieczenstwie zywnosci. Mniejsza uwaga poswigcana jest ocenie
obecnosci drobnoustrojow, ktére nie stanowia zagrozenia higienicznego. Do takich zaliczy¢
nalezy bakterie Alicyclobacillus  acidophilus, Alicyclobacillus — contaminans — czy
Alicyclobacillus acidoterrestris, ktérych obecnos¢ w sokach owocowych potwierdzaja dane
zawarte w publikacjach naukowych. Autorzy publikacji zwracaja uwage na zdolnosc tych
mikroorganizmow do fermentowaniu kilkudziesigciu substancji sacharydowych i alkoholi,
stanowigcych nierzadko substraty do produkcji zwigzkéw niekorzystnych z punktu wiedzenia

organoleptyki.



Uwaga badaczy skupiona jest przede wszystkim na ocenie cieploopornosci form
przetrwanych, ktére wytwarzane sg przez te bakterie, bez wzglgdu na rodzaj surowca
roslinnego stosowanego do produkcji napojow.

Badania podejmowane przez rézne osrodki wskazuja, ze to przede wszystkim soki
jabtkowe, grejpfrutowe i pomaranczowe stanowia podioza, z ktérych izolowane szczepy
Alicyclobacillus acidoterrestris charakteryzuje znaczna opornos¢ termiczna przetrwalnikow.
Wartosci temperatur okreslajace poziom tej cieptoopornosci wahajg si¢ od 959C do 97°C przy
pH 3,3-4,1. Z danych pismiennictwa wynika, ze w przy tych parametrach czas redukcji
dziesietnej wyznaczony dla Alicyclobacillus acidoterrestris dwukrotnie przekracza stosowany
w praktyce czas procesu pasteryzacji napojow owocowych. _

Pozostawanie przetrwalnikujgcych szczepdw Alicyclobacillus acidoterrestris W
przechowywanych sokach owocowych stanowi zjawisko moggce réwniez budzi¢ uzasadniony
niepoko6j z uwagi na produkcje¢ nieakceptowanych przez konsumentow zwigzkow takich, jak
2-metoksyfenol, 2,6-dibromofenol czy 2,6-dichlorofenol. Obecno$¢ i kietkowanie
przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris w czasie przechowywania sokéw stanowi
znaczny problem technologiczny. Biorac pod uwagg, ze w ponad 40% krajowych sokow
stwierdzano obecno$¢ tych bakterii, podjecie przez Doktorantke tematu zwigzanego z oceng
mozliwoéci kietkowania i inaktywacji przetrwalnikow w sokach jabtkowych wydaje sig
wysoce zasadne.

Charakterystyka formalnej strony pracy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska jest cyklem publikacji powigzanych
‘tematyczne. W sktad rozprawy doktorskiej zatytulowanej: ,,Molekularna analiza
mechanizméw i badanie dynamiki proceséw kietkowania przetrwalnikéw Alicyclobacillus
acidoterrestris pod wplywem wybranych czynnikow aktywujgcych” wchodzi opracowanie
zawierajace wstep, omowienie wynikow badan, wnioski i podsumowanie oraz dziewigé
publikacji. Wstep zawarty w opracowaniu przedtozonym przez Doktorantke stanowi przeglad
pismiennictwa dotyczacego przedmiotu badan. W tej czesci rozprawy przedstawiono hipotezg
oraz cel badan i cele szczegotowe. Przeglad literatury przedmiotu zaprezentowano w oparciu
0 49 pozycji z czego 71% pochodzi z ostatnich dziesigciu lat. Publikacje stanowigce pozostata
cze$¢ dokumentujgcg wyniki badan Doktorantki zamieszczono sa w 5 anglojezycznych
czasopismach takich jak High Pressure Research, Nutrition&Food Sciences, Polish Journal

of Natural Sciences, Polish Journal of Microbiology, Food Control., Acta Biochimica



Polonica. Pozostate publikacje zawarto w kwartalniku Zywno$é. Nauka. Technologia. Jakos¢
oraz Postepach Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego,
Trzy z tych publikacji: “The germination of Alicyclobacillus acidoterresiris spores and
release dipicolinic acid under supercritical carbon dioxide”, Dipicolinic acid release and
germination of Alicyclobacillus acidoterrestris spores under nutrient germinants” oraz
“Analysis of germination proteins in Alicyclobacillus acidoterrestris spores subjected to
external factors” posiadaja deklaracje wydawcow o przyjeciu do druku i zamieszczeniu W
czasopismach, nie p6zniej niz w pierwszych numerach 2017 roku.
W przedtozonych publikacjach wykorzystano, nie powtarzajgce si¢ w kolejnych artykutach,
132 pozycje anglojezycznego pisSmiennictwa z ostatnich 10 lat.
Deklarowany udziat Doktorantki w procesie tworzenia poszczeg6lnych publikacji wynosit od
65% do 80%. Jej wklad w powstawanie kolejnych artykuléw obejmowat planowanie i
nadzorowanie wykonywania do$wiadczen, analize i interpretacje wynikéw oraz ich dyskusj¢
w oparciu o uprzednie studia literatury przedmiotu, a nastgpnie przygotowanie manuskryptu.
Taki podzial prac w tworzeniu przedlozonych publikacji byt zgodny z dotgczonymi do
rozprawy oswiadczeniami wspotautorow.
Publikacje, uwzgledniajgc wartoéci wspotczynnikow Impact Factor osiagnely w sumie
wartoéé 7,365. Ocena wartosci naukowej tych publikacji w skali MNiSW w przeliczeniu na
udziaty Doktorantki w poszczeg6lnych artykutach, odpowiada 94,4 punktom.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wszystkie publikacje powstawaly w ramach badan
objetych projektem badawczym IBPRS, ktérego kierownictwo bylo udziatem mgr Porebskiej.
Merytoryczna ocena rozprawy

Za cel rozprawy Doktorantka postawila cytuje: ,udowodnienie hipotezy, ze stres
fizyczny zwigzany ze stosowaniem innowcyjnych technik utrwalania zywnosci o potencjale
aplikacyjnym m.in. wysokich ci$nien i ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym oraz
dostgpno$¢é wybranych substancji biochemicznych inicjuja i wptywaja na przebieg procesu
kietkowania i inaktywacji przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris .,

W mojej opinii to, co Doktorantka uwaza za hipotezg, jest teza tej rozprawy. Szkoda,
ze w tym miejscu nie sformutowano hipotez.
Niezaleznie od powyzszego, tak postawiony cel pracy wykazywat zgodnos¢ z zadaniami
badawczymi, ktore obejmowaty:

e badanie wplywu wysokiego cinienia hydrostatycznego na  kietkowanie
przetrwalnikéw wysoce termoopornego szczepu Alicyclobacillus acidoterrestris W

odtworzonym soku jabtkowym,



o ocene przydatnosci metody pomiaru gestosci optycznej w analizie dynamiki
kietkowania przetrwalnikow tego szczepu pobudzanego za pomocg ci$nieniowania
(HHP) w zmiennych warunkach temperatury, pH i podtoza,

o analize przebiegu procesu kielkowania oraz stopnia inaktywacji dwoch szczepow o
zroznicowanej cieptoopornosci przetrwalnikow, zainicjowanego przez ditlenek wegla
w stanie nadkrytycznym,

o porownanie wplywu dziatania ditlenku w stanie nadkrytycznym i HHP na
kietkowanie i inaktywacje przetrwalnikow =~ dwoch szczepow zawieszonych w sokach
o roznym stezeniu koncentratu,

o ocene wplywu parametréw obu metod na wydzielanie kwasu dipikolinowego podczas
kielkowania przetrwalnikow,

e badanie dynamiki kietkowania w obecnosci aminokwasu L-alaniny,

o obserwacje oddziatywania czynnikow o charakterze fizycznym i chemicznych na
pobudzanie kietkowania i poziom biatek towarzyszacych temu procesowl.

Analiza zatozonych celéw badawczych pozwala na stwierdzenie, ze badania stanowily

jednolita cato$é dobrze zaplanowanego doswiadczenia.

Metodyka badan

Do realizacji przyjetych zadan badawczych Doktorantka wybrata dwa pozyskane z
krajowych sokow szczepy Alicyclobacillus acidoterrestris o znanej i roznej wrazliwosci
termicznej przetrwalnikow tj. szczep TO-117/02 i TO-169/06. Badania prowadzono w
warunkach modelowych na buforze oraz w soku jabtkowym o réznym stezeniu koncentratu.

Ocene stopnia kietkowania i inaktywacji przetrwalnikow oparfa Autorka na pomiarze
-gestosci optycznej za pomoca spektrofotometrii réwnolegle korzystajac z oznaczef tradycyjna
metoda hodowlang. W dalszych badaniach postuzono sig nowoczesnymi metodami
badawczymi. Zastosowano chromatografi¢ HPLC w celu oceny stezenia uwalnianego kwasu
dipikolinowego. Cisnieniowanie probek prowadzono w komorze wysokoci$nieniowej
U4000/65. Do oznaczenia biatek towarzyszacych procesom kietkowania przetrwalnikow
Doktorantka zastosowata elektroforeze zelowa SDS-PAGE na zelu poliakrylamidowym.

Uzyskane wyniki badafn zostaly poddane analizie statystycznej, a optymalizacji
danych dokonano w oparciu o uznane narzedzia statystyczne m.in. analize wariacji, test

wielokrotnych poréwnaf Duncana i regresj¢ liniowa.



Ocena merytoryczna

Badanie wplywu czynnikéw fizycznych na proces kietkowania pozwolito mgr
Porebskiej na ustalenie, ze stosowanie cisnienia 400- 500 MPa w czasie 15 minut i inkubacja
po ci$nieniowaniu w temperaturze 45° C daje mozliwos$¢ obserwacji istotnego momentu w
zachowaniu i dynamice procesu kietkowania przetrwalnikow szczepu Alicyclobacillus
acidoterrestris o wysokiej cieptoopornosci. Zmiany zachodzace w procesie przechodzenia
spor w komorki wegetatywne dobrze odzwierciedlaly uzyskane przez Doktorantke wyniki
pomiaru gestosci optycznej wskazujace poczatek kolejnej fazy wzrostu wyrastania. Autorka
potwierdzita obserwowana przez innych badaczy przydatno$¢ metody pomiaru gestoscl
optycznej do badan fizjologii procesu kietkowania takze w przypadku szczepu
Alicyclobacillus acidoterrestris.

Mgr Porgbska udowodnita réwniez, ze wzrost wartosci pH zmniejsza zdolnos¢
kietkowania przetrwalnikéw i znaczaco wplywa na stopief ich inaktywacji w przypadku
stosowania wysokich ci$nien hydrostatycznych (HHP).

Dynamika procesu kietkowania przetrwalnikéw podczas stosowania ditlenku wegla w
stanie nadkrytycznym (SCCD) uzalezniona byla od cieptoopornosci szczepu i wysokosci
stosowanej temperatury. W tej czesci badan Doktorantka wykazata roznicg we wrazliwosci na
stosowany czynnik w zaleznosci od tego czy badania prowadzono stosujac sok jabtkowy czy
byly prowadzone w warunkach modelowych na buforze.

Rezultaty badan pozwolity mgr Porgbskiej wykazaé, ze efektywnos¢ oddzialywania
HHP i SCCD jako czynnikéw inicjujacych kietkowanie i inaktywujacych bylo uzaleznione
nie tylko od wysokosci temperatury ale przede wszystkim od czasu jej dziatania.

Doktorantce udato sie¢ udowodnié, ze wzrost czasu dzialania HHP w temperaturze
50°C o 10 minut, dla procesu prowadzonego w soku o niskim steZeniu koncentratu,
powodowat zwiekszenie inaktywacji przetrwalnikéw bardzie] wrazliwego szczepu o 59%.
Mgr Porgbska wykazata, ze podwyzszenie temperatury w obydwu stosowanych metodach o
25°C bylo odpowiedzialne za uzyskanie maksymalnych wielkosci inaktywowanych form
wegetatywnych powstajagcych w  wyniku  kietkowania. Jednocze$nie obserwowala
zrbznicowany wplyw stezenia koncentratu w sokach na kietkowanie i inaktywacje w
zaleznosci od cieptoopornosci testowanego szczepu.

Podczas badad Doktorantka potwierdzila rezultaty uzyskane przez innych autoréw
odnoénie efektéw dziatania HHP i udowodnita, ze utrwalanie sokéw za pomocg SCCD i HHP
moze powodowaé redukcje nawet o 3 log jtk/ml ale jest to zalezne od stezenia koncentratu w

soku i temperatury w jakiej prowadzony jest proces.



W moijej opinii jest to wazna czg$¢ pracy, w ktorej mgr Porgbskiej udato si¢ wykazac,
7e warto$¢ krytycznego parametru jakim jest temperatura w przypadku stosowania
alternatywnych metod utrwalania moze by¢ znacznie nizsza niz obecnie stosowana w
przemystowej produkcji sokow, a takze zréznicowang przydatnos¢ kazdej z testowanych
metod w zaleznosci od cieptoopornosci badanych szczepow.

Badajac proces kietkowania pod wplywem ci$nienia (HHP), w modelowych
warunkach doswiadczenia na buforze Doktorantka obserwowata uwalnianie niewielkich
stezeh DPA. Stezenia kwasu dipikolinowego uwalnianego przez przetrwalniki w sokach
jablkowych wahaty si¢ od 58,3% dla szczepu wysoce termoopornego, do 71,2% w przypadku
szczepu bardziej wrazliwego i byly uwarunkowane wysokoscig temperatury procesu.

Rezultaty uzyskane przez Doktorantke potwierdzily zawarte w literaturze przedmiotu
obserwacje innych autoréw odhoénie dzialania ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym na
przetrwalniki ~ Alicyclobacillus ~ acidoterrestris. 7 przywolanych przez Doktorantke
wezedniejszych badan wynikalo, ze najwigksze stezenia DPA byly uwalniane podczas
sterylizacji i byly poréwnywalne dla obu szczepéw. Prowadzone przez mgr Por¢bska
obserwacje nad wplywem SCCD wykazaly, ze maksymalne uwalnianie kwasu
dipikolinowego przez przetrwalniki szczépu TO-169/06 zachodzito przy najwigkszej
stosowanej wartosci parametréw tj. cisnienia 60 MPa i temperaturze 75°C przy jednoczesnym
kietkowaniu populacji o liczebnosci 3,38 log jtk.

Badania dotyczace oceny uwalnianego z przetrwalnikow DPA uwazam za szczegblnie
istotne dla pelnej charakterystyki fizjologii kietkowania przetrwalnikéw Alicyclobacillus
acidoterrestri w $rodowisku sokéw jablkowych. W mojej opinii jest to najwazniejszy
fragment prowadzonych doswiadczen.

W tej czesci badan Doktorantka potwierdzita réwniez istotny wptyw stezenia jonOw
wodorowych i temperatury na wielkos¢ populacji komorek stwierdzanych po procesie
kietkowania i stezenie uwalnianego w tym procesie kwasu dipikolinowego.

Wyniki uzyskane przez mgr Porg¢bskg w czasie oceny wplywu L-alaniny na
kietkowanie wykazaly, ze dynamika procesu jest najwigksza przy pH 4. W tych warunkach
obserwowano maksymalne uwalnianie kwasu dipikolinowego. Podobny kierunek zmian
stwierdzano dla obu testowanych szczepéw, przy czym TO-117/02 wykazywal nizsze
stezenie uwalnianego DPA oraz stabszg dynamike tego procesu.

Rezultaty tych badaf doprowadzily Doktorantk¢ m.in. do wnioskowania, o0
zroznicowanym wptywie wielosktadnikowych substratow odzywcezych na proces kietkowania

przetrwalnikéw w stosunku do stwierdzanego w przypadku obecnosci L-alaniny.




W swoich badaniach Doktorantka wykazata, ze ilo§¢ biatek uwalnianych z
przetrwalnikéw podczas kietkowania byla znaczaco r6zna od ilosci stwierdzanej w tych
probkach, w ktorych nie dochodzito do inicjowania procesow za pomocg czynnikow
fizycznych i chemicznych.

W tej czeéci badan zabraklo mi poréwnania cech uzyskanych bialek do ich
wlasciwosci opisanych przez innych autoréw, celem uwiarygodnienia stwierdzen o
aktywnosci genéw odpowiedzialnych za uwalnianie tych zwigzkow.

Niefortunnym sformutowaniem wydaje si¢ tez stwierdzenie Doktorantki (str. 28)
cytuje: ,,Stwierdzono, ze obecno$¢ L-alaniny i mieszaniny AGFK w $rodowisku pobudzala
proces kietkowania przetrwalnikow, a ilo$¢ uwalnianego DPA byla skorelowana z procesem”
Zapewne zostal zastosowany to skrot myslowy.

Nowatorstwo badan

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze istotng zaleta opisywanych badan jest
przemy$lany dobor szczepéw pozwalajacy na oceng dynamiki kietkowania i procesow temu
towarzyszacych w zaleznosci od termoopornosci przetrwalnikow.

W wyniku przedstawionych do$wiadczefi Doktorantce udato si¢ potwierdzi¢ przydatnos¢
szybkiej metody optycznej do badan kietkowania przetrwalnikéw testowanych bakterii
pozwalajacej na uchwycenie krytycznego momentu tego procesu.

Rezultaty jej badan przyczynily si¢ do oceny uwarunkowan stosowania metody
nadkrytycznego ditlenku wegla w przypadkach wysokiej cieptoopornosci przetrwalnikow.
Doktorantce powiodla sie roéwniez proba wyznaczenia optymalnych parametrow obu
badanych metod utrwalania (HHP i SCCD), a takze rodzaju substancji chemicznych, ktore
sprzyjaty uchwyceniu najbardziej istotnego etapu procesu kietkowania przetrwalnikOw
Alicyclobacillus acidoterrestris w sokach jabtkowych.

Do nowatorstwa tej pracy zaliczylabym jednak przede wszystkim potwierdzenie mozliwosci
stosowania oceny stezef uwalnianego kwasu dipikolinowego jako wskaznika skutecznosci
procesu utrwalania sokéw jabtkowych za pomoca analizowanych metod.

Interpretacja wynikéw badan mikrobiologicznych nastrgcza wiele trudnosci, stad na
podkreslenie zastuguje zdolnos¢ Doktorantki do interpretacji wynikow badan oraz
prowadzenia dyskusji tych wynikow. Na uwage zastuguje rowniez dobrze dobrany materiat

graficzny obrazujacy wyniki badan. Wnioski zawarte w rozprawie nie budza zastrzezen



Whioski kernicowe

Przedlozony do recenzji cykl dziewigciu publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe
doktorska nalezy uznaé za dzieto spéjne tematycznie, odpowiadajace wymogom stawianym
dysertacjom na stopiefi doktora. O$wiadczenia wspotautoréw tych publikacji potwierdzaja
znaczacy wkiad Doktorantki w realizacjg celu badawczego pracy.

W kolejnych publikacjach Doktorantka udowadniala, ze na dynamike kietkowania
przetrwalnikow dwoch rozniacych si¢ termoopornoscia szczepow  Alicyclobacillus
acidoterrestris wywiera wplyw szereg czynnikow takich jak: pH, temperatura, czas,
obecnos¢ chemicznych substancji indukujacych i okreslita optymalne wartosci  ich
efektywnego dziatania. Nalezy stwierdziC, ze zostat zrealizowany zatozony cel rozprawy.

Jednoczesnie mgr Porgbska dowiodla, ze wysokie ci$nienie hydrostatyczne 1
stosowanie ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym moga stanowi¢ alternatywne metody
utrwalania sokow.

Przedlozona do recenzji rozprawa stanowi przyczynek do poszerzenia wiedzy w
zakresie mozliwosci optymalizowania technologii produkcji napojow owocowych 1 w tym
wzgledzie nalezy podkresli¢ utylitarng wartos¢ przediozonej pracy.

Rozprawa jest tez szerokim kompendium wiedzy na temat dynamiki i fizjologii
procesu  kietkowania  przetrwalnikow  szczepow  Alicyclobacillus  acidoterrestris
potwierdzajacym wysoka znajomo$¢ zagadnien oraz zdolnos¢ do rozwigzywania problemow
badawcych przez Doktorantke.

Badania zaprezentowane przez mgr inz. Porgbska, nalezy rowniez uznac za wnoszace
znaczne, nowe elementy wiedzy w dziedzinie nauk rolniczych.

Zamieszczone w tresci recenzji uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy,
maja jedynie charakter dyskusyjny.

7Z uwagi na znaczne warto$ci poznawcze, znamiona nowosci naukowej, wysoka
kwantyfikacje pracy wyrazong punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 1
wspoOtczynnikiem Impact Factor, stwierdzam, ze cykl publikacji ,Molekularna analiza
mechanizméw i badanie dynamiki proceséw kietkowania przetrwalnikéw Alicyclobacillus
acidoterrestris pod wplywem wybranych czynnikow aktywujacych” autorstwa mgr inz.
Izabeli Porebskiej spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z dn. 14
marca 2003 r. o stopniach i tytule w zakresie sztuki 1 wnioskuj¢ o jego przyjecie przez Rade

Wydziatu Nauki o Zywnosci oraz dopuszczenie Doktorantki do publicznej obrony.
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