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Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska jest cyklem pieciu publikacji, z ktérych jedna
publikacja jest przegladowa a pozostate pracami oryginalnymi. Prace zostaty opublikowane w
latach 2017-2022 w nastepujacych czasopismach: Acta Biochimica Polonica, , Microorganisms,
ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jakos¢, Genes, Quality Assurance and Safety of Crops & Foods.
Wszystkie czasopisma w ktoérych opublikowano prace s3 przypisane wedtug listy MEIN do
dyscypliny technologia zywnosci i zywienia. Zgodnie z punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki
poszczegdlne publikacje miaty nastepujacg wage punktowa P1- 15 pkt.; P2 -20 pkt., P3 -20
pkt., P4 — 100 pkt. i P5 -40 pkt.. Sumaryczna wartosé¢ punktowa osiggniecia to 195 pkt. a taczny
wspotczynnik wptywu zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 11,18. Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze oceniane osiggniecie zostato opublikowane w cenionych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym. Wszystkie oceniane publikacje powstaty przy udziale Pani Promotora w
dwdch publikacjach autoréw byto trzech. Udziaty Doktorantki w poszczegdlnych publikacjach

zgodnie z zatgczonymi oswiadczeniami byty bardzo duze i wynosity od 80 do 90%. Dodatkowo



we wszystkich publikacjach Pani mgr inz. Joanna Bucka — Kolendo byta autorem
korespondencyjnym co potwierdza wiodgca role doktorantki w ocenianych publikacjach.
Catosc rozprawy to 124 stronicowe opracowanie, cze$é pierwsza sktada sie z 51 stron i
stanowi wstep teoretyczny oraz skrécony opis uzyskanych przez Doktorantke wynikow.
Oceniana praca doktorska dodatkowo, poza zataczonymi kopiami publikacji, zawiera
nastgpujace rozdziaty: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Przeglad
piSmiennictwa, Hipotezy i cel pracy, Zakres prac, Omdwienie osiagnie¢ badawczych
przedstawionych do oceny, Realizacja celdw, weryfikacja hipotez i wnioski, Bibliografia oraz

Dorobek naukowy Doktorantki.

Dobor i znaczenie tematyki

Technologia wysokich ciénien jest coraz czesciej stosowana na skale przemystowa w
celu przedtuzenia trwatosci zywnosci na skutek redukcji liczby drobnoustrojéw czy aktywnosci
enzymow. Metoda ta wykorzystywana jest m.in. w przemysle owocowo-warzywnym,
mleczarskim oraz migsnym. Jest to nietermiczna metoda utrwalania zywnosci, przez co
wzbudza coraz wigksze zainteresowanie zaréwno ze strony producentéw jak i konsumentéw
poszukujacych bezpiecznej zywnosci o jak najmniej zmienionym sktadzie na skutek
zastosowanych procesow przetworczych. Wysokie ci$nienie hydrostatyczne zmniejsza liczbe
drobnoustrojéw w produktach spozywczych. Decydujace znaczenie w tym procesie majg
zmiany morfologiczne komorek, tj. ich deformacja i zmiana struktury btony komorkowej,
zmiany w jadrze komorkowym oraz aktywnosci enzyméw komérkowych. Takie zmiany moga
powodowac trudnosci w prawidtowej identyfikacji bakterii, ktére przezyty obrobke HHP.
Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) sa powszechnie spotykane w zywnosci a wptyw obrébki
HHP na LAB nie zostat w petfni poznany. Zawarte w recenzowanej rozprawie doktorskiej

badania s3 aktualne, ciekawe jak réwniez moga mie¢ zastosowanie aplikacyjne.

Ocena merytoryczna pracy

W pierwszej czesci pracy tj. w rozdziale zatytutowanym ,Przeglad pismiennictwa”
Doktorantka opisata bakterie fermentacji mlekowej. Bakterie fermentagji mlekowej (LAB) sg
nieszkodliwymi lub celowo stosowanymi drobnoustrojami w wielu produktach spozywczych,
w innych mogg przyczyniac sie do ich zepsucia, co szczegdlnie moze by¢ widoczne w sokach i

napojach. LAB s odporne na wiele czynnikdw stresowych, co daje im zdolnogé przetrwania w



trudnych warunkach jakie maja miejsce np. podczas konserwowania zywnosci. Nastepnie
przedstawita metody utrwalania zywnosci i wptyw na LAB sastosowanej obrobki z
sastosowaniem wysokich ciénien. W kolejnym podrozdziale opisata metody identyfikacji LAB,
a w nastepnym fizjologig odpowiedzi LAB na stres. Poruszane w tej czesci pracy zagadnienia
sg poprawnie dobrane i dobrze uzasadniaja podjeta tematyke badawcza.

W pierwszej czgsci pracy, do ktorej zaliczam wszystkie rozdziaty poza zataczonymi
publikacjami, znalazty sie drobne niedociagniecia jak np.:

- brak zaznaczonych przez wciecie, akapitow,

- brak starannosci w tekscie w postaci np. niepotrzebnych dodatkowych odstepow pomiedzy
wyrazami,

- przezywalnosc u gospodarza” — przezywalnos¢ w organizmie gospodarza — str. 13

- poczatek zdania , W naturalny sposdb....” napisany mata literg str. 13,

- Klasy iiKlasy IIl” str. 25

Przystepujac do czeéci badawczej pracy doktorskiej Doktorantka postawifa
nastepujace hipotezy badawcze:

1. ,Wysokie cisnienie hydrostatyczne wptywa na zmiany profili widm mas biatek LAB, co moze
prowadzi¢ do zréznicowanej identyfikacji metoda MALDI-TOF MS”

2. ,Wysokie cisnienie hydrostatyczne indukuje rozregulowanie procesow biologicznych w
LAB, co wigze sie ze zmiang profilu ekspresji genow uczestniczacych w odpowiedzi na stres”

3. , Poznanie mechanizméw odpowiedzi na stres u LAB umozliwi ich lepsza selekcje przy
wyborze do zastosowan w przemysle spozywczym”.

W celu weryfikacji postawionych hipotez, Doktorantka sformutowata gtéwny cel
badawczy — ktérym byto ustalenie czy wywotane przez sastosowanie HHP zmiany na poziomie
genetycznym i proteomicznym w bakteriach kwasu mlekowego, wigza sie z trudnosciami W
prawidtowej identyfikacji bakterii. Cel gtéwny pracy doktorskiej zostat rozwinigty w czterech
celach szczegétowych. Mam pewne watpliwosci co do celu pierwszego, ktory tak naprawde
dotyczyt nie okreslenia a zebrania aktualnej wiedzy na temat molekularnych mechanizmow
zwigzanych z odpowiedzig na stres bakterii LAB. W opinii recenzenta hipotezy jak, cel gtowny
oraz pozostate cele szczegbtowe zostaty prawidfowo sformutowane.

W rozdziale ,Zakres prac” Doktorantka opisata w jaki sposob realizowata poszczegolne
cele szczegdtowe, jaki materiat zostat uzyty w badaniach i jakimi metodami byt on badany. W

czesci badawczej pracy doktorskiej wykorzystano tacznie 15 szczepow bakterii fermentacji
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mlekowej, ktére wyizolowano z takich produktow jak: piwo, sok pomidorowy, sok z kiszonych
ogoérkow, chleb, lody i probiotyk. Badane szczepy scharakteryzowano na podstawie sekwencji
nukleotydowej genu kodujgcego podjednostke 16S rDNA.

Zastosowanie modeli graficznych ilustrujgcych metodyke badan, wptyneto na
uatrakcyjnianie tej czesci pracy jak rowniez utatwito zrozumienie zakresu badan
przeprowadzonych przez Doktorantke. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka
wykorzystata w trakcie wykonywania pracy doktorskiej szerokie spektrum nowoczesnych
metod badawczych, zaréwno analitycznych jak i narzedzi informatycznych.

W rozdziale ,Omowienie osiggnie¢ badawczych przedstawionych do oceny”
Doktorantka w sposéb syntetyczny opisata uzyskane wyniki, podkreslita najciekawsze z nich,
wskazujgc w ktorej publikacji zostaty one szerzej opisane. Szczegétowe omdwienie rezultatow
wraz z dyskusjg wynikow czytelnik moze znalez¢ w zataczonych publikacjach.

W  publikacji P1 Doktorantka zebrata informacje o najczestszych czynnikach
stresowych, na ktére LAB sg narazone tj. wysoka i niska temperatura, kwasowo$é, obecnos¢
NaCl oraz obrébka HHP. W warunkach stresowych LAB uruchamiajg mechanizmy pozwalajace
im dostosowac sie do zmian w $rodowisku, co moze wptynaé na ich zywotnosé i wtasciwosci
technologiczne. Doktorantka na podstawie dostepnej literatury scharakteryzowata
genetyczne podstawy odpowiedzi LAB, na roinego rodzaju stres, ktére majg miejsce w
procesach adaptacyjnych komérek bakterii. Przygotowanie pracy przegladowej na wstepnym
etapie przygotowan do realizacji pracy doktorskiej byto niewatpliwie trudne jednak zakoriczyto
sie sukcesem o czym Swiadczy duza liczba cytowan tej publikacji.

Kolejne publikacje wchodzace w sktad ocenianej pracy stanowity jej cze$¢ badawcza.

W publikacji pt. ,Influence of High Hydrostatic Pressure on the Identification of
Lactobacillus by MALDI-TOF MS- Preliminary Study” opublikowanej w czasopi$mie
Microorganisms (Publikacja 2), okreslano jak zastosowana metoda HHP wptywa na profil widm
mas biatek badanych szczepédw LAB. Doktorantka badata réwniez wptyw tych zmian na
mozliwo$¢ identyfikacji bakterii przy zastosowaniu metody MALDI-TOF MS, ktéra jest
powszechnie wykorzystywana do oznaczania rodzaju, gatunku jak réwniez szczepu badanych
mikroorganizméw. W omawianej publikacji przebadano 13 szczepdw bakterii z rodzaju
Lactobacillus pozyskanych z réznych produktow spozywczych, ktére poddano dziataniu HPP.
W przypadku trzech badanych szczepow LAB stwierdzono rdznice pomiedzy widmem

kontrolnym a widmem uzyskanym dla szczepdw poddanych stresowi zwigzanemu z obrébka
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HHP. Otrzymane w tej publikacji wyniki potwierdzity, ze sastosowanie wysokich cisnien
hydrostatycznych moze wptywaé na zmiany w proteomie bakterii LAB, co moze prowadzi¢ do
powstania réznych profili widm mas biatek w MALDI -TOF MS. Tym samym Doktorantka
pozytywnie srealizowata drugi cel szczegotowy.

W Publikacji 3 Doktorantka dokonata poréwnania metod identyfikacji bakterii
fermentacji mlekowej. Najczesciej stosowane do identyfikacji gatunkéw bakterii LAB s3
metody oparte na genomice takie jak np. 16S rDNA, pheS i proteomice jak np. MALDI-TOF.
Doktorantka w omawianej publikacji przebadata 12 szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus
wyizolowanych z zywnosci. W zawiazku z rozna liczba szczepow badanych w poszczegélnych
publikacjach wchodzacych w sktad pracy doktorskiej, nasuwa sie pytanie na podstawie jakich
kryteriow Doktorantka zdecydowata o wyborze szczepdw bakterii do poszczeg6lnych badan?
W omawianej publikacji podczas analizy sekwencji pheS dowiedziono, ze bakterie z rodzaju
Lactobacillus maja duze pokrewienstwo tego genu, €O moze wskazywa¢ na niewielkie
mozliwosci jego zastosowania jako wiarygodnego i czutego narzedzia do réznicowania. Duzo
wieksze mozliwosci uwidocznienie roznorodnosci  badanych szczepéw, wéréd metod
molekularnych, wykazata analiza genu 16S rDNA. Badania jakie Doktorantka wykonata przy
zastosowaniu metody MALDI-TOF M5 wykazaty jej duze mozliwoéci dyskryminacyjne, jednak
mozliwoéci tej metody w duzej mierze zalezaty od zasobow biblioteki referencyjnych widm
masowych. Otrzymane wyniki pozwolity Doktorantce zrealizowac trzeci cel szczegotowy.

Kolejna publikacja wchodzaca w sktad pracy doktorskiej dotyczyta wptywu obrébki HHP
na ekspresje gendw dnak, hrcA i ctsR. W tej publikacji Doktorantka wykorzystata wszystkie 15
szczepéw bakterii LAB jakie wykorzystywata w catej pracy doktorskiej. Do badarn zmian
ekspresji genéw wykorzystano analize gRT-PCR z wykorzystaniem specyficznych dla
poszczegdlnych genow sond i primerow. Wplyw zastosowanej obrobki HHP dat
niejednoznaczne wyniki. W przypadku czesci szczepow, wszystkie trzy badane geny
charakteryzowaty sie wigksza ekspresjag a u innych badanych szczepéw bakterii LAB
saobserwowano odmienng zaleznos¢. Na tej podstawie Doktorantka stwierdzita, ze badane
szczepy Lactobacillus charakteryzowaty sie bardzo zréznicowang ekspresja kontrolowanych
gendw zwigzang Z zastosowanym czynnikiem stresogennym. W celu opisania
skomplikowanego ~mechanizmu odpowiedzi na czynniki stresogenne, Doktorantka

sastosowata zawansowane narzedzia informatyczne i opracowafa sie¢ Protein-Protein



Interaction. Narzedzie to pozwolito wyszuka¢ potencjalne interakcje miedzy genami o
zréznicowanej ekspresji u réznych bakterii LAB.

Publikacja 5 dotyczyta poréwnania wptywu HHP na zmiany sekwencji gendw dnak,
hrcA i ctsR, jako wynik ekspresji tych genéw na skutek dziatania czynnika stresu. W publikagji
tej Doktorantka przebadata pie¢ wybranych szczepdw. Doktorantka nie stwierdzita znaczacych
réznic pomigdzy sekwencjami dla wszystkich badanych genéw pochodzacych ze szczepow
kontrolnych oraz poddanych obrébce HHP.

Podczas studiowania tej czesci pracy doktorskiej nasuwajg sie nastepujace pytania:

Jakie jest zdanie Doktorantki na temat nowej nomenklatury bakterii z rodzaju
Lactobacillus, ktéra byta stosowana w niektérych publikacjach wchodzacych w sktad ocenianej
pracy?

Jak dobrano parametry obrébki wysokimi cisnieniami badanych uktadéw?

W konicowym fragmencie | czesci rozprawy Doktorantka przedstawita rozdziat
zatytutowany ,Realizacja celéw, weryfikacja hipotez i wnioski”. Opisata jak zrealizowata
poszczegdlne cele w publikacjach stanowigcych oceniang prace doktorska jak rowniez
pordwnata swoje wyniki z doniesieniami uzyskanymi przez innych  naukowcdw.
Podsumowaniem tego rozdziatu sa wnioski. Doktorantka sformutowata 6 wnioskéw
stanowiagcych odpowiedZz na postawione w hipotezy badawcze. Przedstawione wnioski
uwypuklaja najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy.

Rozdziat Bibliografia to poprawnie przygotowany spis literatury, obejmujacy 90 pozyc;ji.
W zdecydowanej wigkszosci cytowane prace to artykuty anglojezyczne z ostatnich lat,
bezposrednio powiazane z tematyka pracy doktorskiej.

Podsumowanie

Oceniajac merytorycznie przedtozong do recenzji prace doktorskg mgr inz. Joanny
Bucka — Kolendo, stwierdzam, ze Autorka wykazata sie bardzo dobra znajomoscia podjete;
tematyki badan. W sposdb przemyslany zaplanowata i wykonata doswiadczenia, wykazujac sie
umiejgtnoscia postugiwania szerokim spektrum aparatury badawczej, uzyskujgc wartosciowe
wyniki. Otrzymane przez mgr inz. Joanny Bucka — Kolendo wyniki maja zdecydowanie cechy
nowosci naukowej i mogg byé wykorzystane praktyczne. Wymienione w recenzji drobne
uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej, a jedynie wskazujg

niedociagniecia, ktére Doktorantka moze wykorzysta¢ w przysztosci. Uwazam, ze bedaca



przedmiotem oceny rozprawa Pani mgr inz. Joanny Bucka — Kolendo pt. ,Wptyw wysokiego
cisnienia, jako czynnika stresowego, na zmiany zachodzace w polimorfizmie genetycznym i
proteomie bakterii fermentacji mlekowej”, spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim zawarte w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595, z pdzn. zm.).
Dlatego wnoszeg o jej dopuszczenie do publicznej obrony w Instytucie Biotechnologii Przemystu
Rolno -Spozywczego im prof. Wactawa Dgbrowskiego w Warszawie.
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