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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny Nasitowskiej
pt.: ,Stan fizjologiczny wybranych patogenéw w sokach z warzyw korzeniowych po procesie utrwalania
wysokim cisnieniem”
wykonanej w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. Prof. Wactawa Dgbrowskiego
— Panstwowym Instytucie Badawczym w Warszawie
pod kierunkiem dr hab. Barbary Sokotowskiej, prof. IBPRS-PIB

Podstawg opracowania recenzji jest Uchwata Rady Naukowej Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego im. Profesora Wactawa Dgbrowskiego — Paristwowego Instytutu Badawczego w Warszawie
z dnia 27.09.2018 r.

Wysokocisnieniowe przetwarzanie/utrwalanie (ang. High Pressure Processing, HPP) zywnosci jest
juz od ponad 30 lat z powodzeniem stosowane w wielu branzach przemystu spozywczego na catym
Swiecie. Traktowanie produktéw zywnosciowych cisnieniem od 400 do 600 MPa przez 2-3 minuty dziata
jak proces pasteryzacji, gdyz pozwala na skuteczng inaktywacje wegetatywnej mikrobioty i patogendow
do poziomu istotnego do wydtuzenia trwatosci zywnosci i zapewnienia jej bezpieczenstwa. Potwierdzenie
skutecznosci inaktywacji drobnoustrojéw, w tym szczegdlnie mikroorganizmdéw chorobotwdrczych,
w produkcie korncowym opiera sie na wynikach badan, ktére wykonywane sg zgodnie z metodami
opisanymi w obowigzujgcych normach. Jesli zastosowany czynnik przeciwdrobnoustrojowy nie pozwoli
na uzyskanie catkowitej inaktywacji, a bedzie powodowat uszkodzenia subletalne w oznaczanej populacji,
to zastosowanie pozywek selektywnych, zalecanych w normach, moze daé¢ wynik fatszywie ujemny,
co w konsekwencji stwarza zagrozenie zdrowotne dla konsumenta. Dlatego konieczne jest znalezienie
nowego podejscia w oznaczaniu patogendw w produktach Zzywnosciowych, ktére pozwoli
na jednoznaczne stwierdzenie, Zze cata populacja zostata wyeliminowana (oczywiscie w granicach
oznaczalnosci) i w produkcie nie sg obecne bakterie subletalnie uszkodzone. Obrébka wysokocisnieniowa
moze prowadzi¢ do subletalnych uszkodzen komadrek bakteryjnych, ktére w sprzyjajgcych warunkach
po procesie bedg mogty ponownie namnaza¢ sie. Wptyw wysokiego cisnienia na zmiany jakie zachodza
w komérkach mikroorganizmaow jest ztozony i generalnie zalezy od warunkdw paskalizacji oraz od sktadu
chemicznego produktu, pH oraz temperatury przechowywania utrwalanego produktu. Znajomos¢
mechanizméw prowadzacych do $mierci komorek po dziataniu zwiekszonego cisnienia, jak réwniez
znalezienie odpowiedzi na pytanie w jaki sposéb mikroorganizmy bronig sie w tak ekstremalnych
warunkach jest niezbedna, aby umiejetnie zaprojektowac parametry cisnieniowej obrébki jako metody
utrwalania zywnosci.
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Wspomniane zagadnienia sg podstawg do powstania recenzowanej przeze mnie pracy
doktorskiej. Podjety przez Doktorantke temat badawczy dotyczacy okreslenia wplywu matrycy
i warunkow przechowywania na stan fizjologiczny komarek po dziataniu wysokiego cisnienia uwazam za
aktualny i pozadany.

Ocena formalna pracy

Dysertacja mgr inz. Justyny Nasitowskiej stanowi spdjny tematycznie cykl pieciu publikacji
naukowych, opublikowanych w jezyku angielskim, w recenzowanych czasopismach, w tym 4 z listy Journal
Citation Reports (JCR) w latach 2016-2022. Doktorantka jest w kazdej publikacji pierwszym autorem,
co wskazuje na jej wiodacy udziat w ich przygotowaniu oraz w realizacji badan. Potwierdzajg to takze
dotgczone do dokumentacji o$wiadczenia wspotautorow.

W sktad tego opracowania wchodzg nastepujgce publikacje:

1. Nasitowska J., Sokotowska B., Fonberg-Broczek M. (2016). The impact of high hydrostatic pressure in
inactivation and sublethal injury of foodborne pathogens in beetroot juice. Postepy nauki
i Technologii Przemystu Spozywczego, 71(1), 21-27. (IF2016 (), pkt. MNiSW: 5)

2. Nasitowska J., Sokotowska B., Fonberg-Broczek M. (2018). Long term storage of vegetable juices
treated by high hydrostatic pressure: Assurance of the microbial safety. BioMed Research
International, 2. https://doi.org/10.1155/2018/7389381 (IF3015 — 2,12, pkt. MNiSW: 25)

3. Nasitowska J., Sokotowska B., Fonberg-Broczek M. (2019). Behavior of Listeria innocua strains under

pressure treatment — in-activation and sublethal injury. Polish Journal of Food and Nutrition Science,
69(1), 45-52. https://doi.org/10.31883/pifns-2019-0004 (IF2010 — 2,35, pkt. MEiN: 100)

4. Nasitowska J., Kocot A., Osuchowska P.N., Sokotowska B. (2021). High-pressure-induced sublethal
injuries of food pathogens—microscopic assessment. Foods, 10(12), 2940.
https://doi.org/10.3390/foods10122940 (IF30,1 — 4,35, pkt. MEiN: 100)

5. Nasitowska J., Sokotowska B., Fonberg-Broczek M. (2022). Escherichia coli and Listeria innocua

stability in carrot juice preserved by high hydrostatic pressure. AIMS Agriculture and Food, 7(3), 623—
636. doi: 10.3934/agrfood.2022039 (IF2022 — 1,67, pkt. MEiN: 40)

Sumaryczny Impact Factor wg JCR dla przedstawionych powyzej publikacji wynosi 10,49, a faczna
punktacja MEIN (MNiSW) to 270 pkt. Wartosci tych wskaznikéw sg odpowiednie przy ubieganiu sie
o stopien naukowy doktora. Po zapoznaniu sie z tymi pracami stwierdzam, ze charakteryzujg sie one
wysokim poziomem merytorycznym. Integralng czescig rozprawy pani mgr inz. Justyny Nasitowskiej jest
67 stronicowe opracowanie zawierajgce: Streszczenia - w jezyku polskim i angielskim, oraz oméwienie
zagadnien zwigzanych z tematyky pracy doktorskiej (Wstep; Wykaz publikacji wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej; 1. Przeglad piSmiennictwa. 2. Hipotezy i cel pracy; 3. Materiat doswiadczalny
i metody badan; 4. Osiggniecia badawcze przedstawione do oceny; 5. Stwierdzenia i wnioski;
6. Bibliografia). Opracowanie zostato poprawnie przygotowane, w logicznej kolejnosci.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wiec wszystkie wymogi formalne przy ubieganiu sie
o stopien naukowy doktora.

POLITECHNIKA GDANSKA tel. +48 58 XXX XX XX
fax: +48 58 XXX XX XX
ul. G. Narutowicza 11/12 e-mail: xxxx@pg.edu.pl

80-233 Gdarnisk www.pg.edu.pl


https://doi.org/10.1155/2018/7389381
https://doi.org/10.31883/pjfns-2019-0004
https://doi.org/10.3390/foods10122940
https://doi.org/10.3934/agrfood.2022039

Ocena merytoryczna pracy

W pierwszym rozdziale Autorka wprowadza w zagadnienia zwigzane z tematyka dysertacji.
Ta czes¢ jest syntetycznym przeglagdem zagadnien dotyczgcym tematu rozprawy, w ktérej w logicznej
kolejnosci przedstawiono poszczegdlne podrozdziaty. Doktorantka krotko opisuje najwazniejsze aspekty
wptywajgce na utrwalenie produktow zywnosciowych podczas obrobki wysokocisnieniowej i jej wptyw na
mikroorganizmy chorobotwdrcze oraz powodujgce psucie. Charakteryzuje zmiany w komarkach bakterii
zachodzace pod wptywem stresu wywotanego poprzez zastosowanie réinych czynnikéw fizycznych
i chemicznych, w tym wysokiego ci$nienia. Ta cze$¢ bezposrednio wskazuje, ze w celu zapewnienia
bezpieczenstwa produktu zywnosciowego konieczne jest nie tylko poznanie odpornosci na ciSnienie
drobnoustrojéw patogennych i powodujgcych psucie, ale takze ich mozliwe reakcje fizjologiczne
po obrébce wysokocisnieniowej. W tym aspekcie wazne sg metody, ktére stosuje sie do oszacowania
skutecznosci inaktywacji. Doktorantka w kolejnym podrozdziale opisuje metody hodowlane stosowane
do oznaczenia liczby komodrek subletalnie uszkodzonych w populacji bakterii, a nastepnie krétko
wprowadza w metody mikroskopowe, ktére pozwalajg na dokonanie oceny stanu fizjologicznego
komoérek. Reasumujac, ten fragment pracy dobrze uzasadnia podjecie badan i sposdb ich realizacji.

W kolejnej czesci opracowania pani Justyna Nasitowska sformutowata cel pracy i przedstawita
hipotezy badawcze. Opisata materiat badawczy, zastosowane metody i warunki doswiadczen, stusznie
ograniczajac sie do najwazniejszych informacji, gdyz ich szczegétowy opis znajduje sie w publikacjach
wchodzagcych w sktad cyklu tematycznego. Doktorantka w postaci diagraméw przedstawita
zaprojektowane logicznie poszczegdlne etapy postepowania doswiadczalnego. W badaniach stosowata
po dwa szczepy gramdodatnich bakterii Listeria innocua oraz gramujemnych Escherichia coli. Stanowig
one dobrze dobrane mikroorganizmy modelowe w odniesieniu do bakterii chorobotwdrczych
wystepujacych w sokach z warzyw korzeniowych.

W wyniku przeprowadzonych analiz Pani Justyna Nasitowska stwierdzita, ze w zaleznosci
od wielkosci zastosowanego cisnienia, czasu jego dziatania oraz wtasciwosci matrycy, w ktdrej zawieszono
mikroorganizmy bakterie ulegajg w réznym stopniu inaktywacji, a w niektdrych warunkach po procesie
wykrywana jest populacja komodrek, ktére sg subletalnie uszkodzone. Najwiekszy odsetek komorek
subletalnie uszkodzonych powstaje po zastosowaniu cisnienia 300 MPa przez 5 (L. innocua CIP 80.11T)
lub 10 minut (pozostate szczepy), kiedy bakterie zawieszone sg w soku buraczanym. Natomiast gdy
drobnoustroje znajdujg sie w soku marchwiowym do uzyskania najwiekszej liczby komadrek uszkodzonych
konieczne jest 5-minutowe traktowanie ci$nieniem 400 MPa (dla szczepdw L. innocua) lub 500 MPa
(dla szczepdw E. coli). Doktorantka sprawdzita takze przezywalnos$¢ tych bakterii i poziom uszkodzonych
komoérek w populacji, kiedy traktowane s3 cisnieniem po zawieszeniu w buforze Mcllvaina o pH 4,0 7,0.
Potwierdzita, ze w Srodowisku bogatym w sktadniki odzywcze bakterie przezywajg proces cisnieniowania
w wiekszym stopniu niz w Srodowisku o minimalnym sktadzie, jakim byt zastosowany bufor. Wedtug
Autorki réznice te ,prawdopodobnie wynikaty z faktu tworzenia warstwy ochronnej wokdt komorek
bakteryjnych przez zwiqgzki organiczne”. Czy rzeczywiscie taki jest mechanizm ochronny sktadnikéw
zywnosci na komoérki bakterii traktowane zwiekszonym cisnieniem? To zdanie wydaje mi sie skrétem
myslowym i wymaga rozwiniecia.
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W drugim etapie mgr inz. Justyna Nasitowska okreslita jakie zmiany w morfologii komérek
badanych szczepow zawieszonych w buforze PBS (pH 7,2) powoduje obrébka wysokocisnieniowa.
Za pomocg nowoczesnych technik mikroskopowych: skaningowej mikroskopii elektronowej,
transmisyjnej mikroskopii elektronowej i mikroskopii epifluorescencyjnej okreslita charakter
zachodzacych zmian strukturalnych w komdérkach poddanych paskalizacji w odniesieniu do komérek
nietraktowanych zwiekszonym ci$nieniem. Stwierdzita, ze zmiany w morfologii komérek po dziataniu
wysokiego cisnienia byty zalezne od gatunku, a stopien uszkodzenia rdézni sie w zaleznosci od komorki.
Uogdlniajac, zastosowane obrazowanie pozwolito na stwierdzenie, ze w warunkach wysokocisnieniowych
komorki tracg swoj charakterystyczny ksztatt i zapadaja sie. Dochodzi do zmian w organizacji przestrzennej
komoérek, kondensacji i agregacji cytoplazmy w rejony okotobtonowe i zmiany w nukleoidzie. Autorka
podaje, ze w komérkach szczepdw E. coli dochodzi do ,znaczgcej dezintegracji kwasu nukleinowego”.
To sformutowanie jest niezrozumiate i wymaga wyjasnienia.

W dalszej czesci pracy Doktorantka przeprowadzita proby przechowalnicze, gdzie po obrdbce
wysokocisnieniowej soki, w ktdorych zawieszono badane szczepy, przechowywano w temperaturze
pokojowej i chtodniczej. Pani Justyna Nasitowska okreslita wspotczynnik regeneracji i potencjat wzrostu
dla kazdego mikroorganizmu w specyficznych warunkach. Stwierdzita, ze zaréwno bakterie L. innocua
jaki E. coli traktowane cisnieniem w soku marchwiowym mogg naprawia¢ uszkodzony metabolizm
i rozwija¢ sie podczas przechowywania. Natomiast w soku buraczanym liczebnosé populacji komaérek
badanych mikroorganizmoéw ulega zmniejszeniu w tych warunkach. Dodatkowo, Doktorantka sprawdzita
czy zastosowanie nowych metod oznaczania liczebnosci przezywajgcej populacji po traktowaniu
cisnieniem bedzie bardziej efektywne niz procedury zalecane w normach ISO. Stwierdzita, ze stosowanie
metody TAL (Thin Agar Layer) moze dawac bardziej wiarygodne wyniki oznaczania wszystkich zywych
komoérek (réwniez tych subletalnie uszkodzonych) po procesie paskalizacji niz standardowe metody,
wymagane w ramach obowigzujgcych norm i rozporzadzen.

W rozdziale Stwierdzenia i wnioski pani Justyna Nasitowska podsumowuje najistotniejsze rezultaty
wynikajgce z przeprowadzonych badan. Najpierw w ogdélnym podsumowaniu omawia otrzymane wyniki,
a nastepnie formutuje wnioski i obserwacje. Wedtug mnie znacznie korzystniejsze bytoby przedstawienie
wynikéw w formie uogdlnionych syntetycznych wnioskéw. Po analizie catej dysertacji moje watpliwosci
budzi precyzja sformutowania pierwszej hipotezy badawcze]. Doktorantka na str. 21 w czesci Przeglgd
pismiennictwa opisuje rodzaje uszkodzen, ktére mogg pojawiac sie w komérkach bakterii po zastosowaniu
czynnika stresowego; sg to m.in. zmiana struktur komodrkowych, zniszczenie wewnetrznych
komponentow itp. Pierwsza hipoteza zaktada, ze ,,Charakter medium oraz parametry procesu paskalizacji
determinujq rodzaj indukowanych uszkodzern w komdrkach bakteryjnych w stanie wegetatywnym”.
W ramach przeprowadzonych badan Doktorantka nie sprawdzata jakiego rodzaju zmiany zachodza
w komoérkach po procesie paskalizacji w zaleznosci od charakteru medium oraz parametréw procesu,
araczej okreslata wptyw tych czynnikdw na wielko$¢ powstajgcej populacji komdrek uszkodzonych.
Dlatego uwazam, ze wtasciwie postawiona hipoteza powinna brzmie¢ ,,Charakter medium oraz parametry
procesu paskalizacji determinujg poziom/wielkos¢ powstajgcej populacji komdrek subletalnie
uszkodzonych”.

W recenzowanej pracy zauwazytam rdéwniez nieliczne niedociggniecia, ktére zaznaczytam
w tekscie recenzowanego egzemplarza rozprawy. Wiekszo$¢ z nich podaje ponizej wraz z pytaniami
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i komentarzami, ktére nasunety mi sie podczas czytania tekstu: Na rysunku 2 (str. 21) Doktorantka
w obrazowy sposdb przedstawita, jak zmienia sie odpornos¢ komérek w zaleznosci od intensywnosci
czynnika stresowego. Niestety na przedstawionym schemacie niezrozumiate jest dla mnie w jaki sposéb
zdrowa komadrka bakteryjna, w optymalnych warunkach wzrostu, staje sie komodrkg przystosowang
do stresu; dalej, (str. 22) Autorka wskazuje takze, ze uszkodzenia komérek wywotane przez czynniki
zewnetrzne mozna podzieli¢ na trzy grupy. O ile dwie pierwsze sg dobrze wyjasnione, to trzecia nie
do konca jest dla mnie jasna, cytuje: ,Trzecim wariantem jest powstawanie uszkodzen potencjalnie
letalnych, ktére prowadzq do smierci komorki tylko wtedy, kiedy nie zostanie zatrzymana proliferacja.”
Utatwieniem w zrozumieniu tego typu uszkodzen bytoby podanie przyktadu uszkodzenia potencjalnie
letalnego, ktory powstaje tylko w komérkach zdolnych do proliferacji i prowadzi do ich $mierci; na str. 30
pojawia sie niewtasciwe sformutowanie ,,....do uzyskania optymalnej liczby komérek uszkodzonych
subletalnie” — czy raczej nie powinno by¢ ,,.....do uzyskania maksymalnej liczby komorek uszkodzonych
subletalnie”; Str. 46 — inaczej powinno by¢ sformutowane zdanie ,,....dla wiekszosci badanych prébek
buforéw poziom wywotanych uszkodzen subletalnych w obrebie tego samego gatunku...” — to zdanie
sugeruje, ze badane byty probki buforow a nie komaérki bakterii zawieszone w buforach; str. 50 — zamiast
»...2dobserwowano  heterogenicznos¢  populacji  bakterii.”  powinno byé ,..zaobserwowano
homogenicznos¢ populacji bakterii”; str. 52 — podano nieprawidtowg wartos¢ graniczng potencjatu
wzrostu § (<>=) 0,05; niefortunne jest okreslenie — ,,sok z marchwi przechowywany w temperaturze 5°C
promowat wzrost szczepow L. innocua”. Nadmieniam, ze przedstawione powyzej usterki majg charakter
formalny. Wiekszosc¢ z nich nie pojawia sie w publikacjach wchodzgcych w sktad osiggniecia.

Podsumowujac, stwierdzam, ze mgr inz. Justyna Nasitowska stosujgc umiejetnie zaprojektowane
postepowanie doswiadczalne oraz racjonalnie dobrane metody pomyslnie zrealizowata zaplanowane
zadania badawcze. Uzyskane przez nig rezultaty majg elementy nowosci naukowej, a jednoczesnie s3
istotne ze wzgledow praktycznych, ktdre nalezy wzig¢ pod uwage podczas ustalania warunkow
przemystowej paskalizacji sokéw z warzyw korzeniowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z ustawq z dnia 14 marca 2003 r o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami — art. 179 ust. 3 ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. — przepisy wprowadzajgce ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce — D. U. 2018 r.
poz. 1669) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
im. Profesora Wactawa Dgbrowskiego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o przyjecie
pracy i dopuszczenie do dalszych etapow postepowania celem uzyskania stopnia doktora.
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