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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr inz. l1zabeli Porebskiej pt.: ,Molekularna analiza mechanizméw i
badanie dynamiki procesow kielkowania przetrwalnikéw Alicyclobacillus acidoterrestris
pod wplywem wybranych czynnikéw aktywujacych”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Izabeli Porgbskiej, zostata
wykonana w Zaktadzie Technologii Przetworow Owocow i Warzyw IBPRS. Promotorem pracy
jest prof. dr hab. prof. dr hab. Lucja Laniewska-Trokenheim a promotorem pomocniczym dr hab.
inz. Barbara Sokotowska.

Straty wynikajace z niewlasciwego przechowywania Zzywno$ci oraz koniecznos$ci
transportu s3 obecnie oceniane w skali §wiatowej na ponad 30%, mimo stosowania réznych
sposobow konserwacji, dajacych szans¢ przedluzenia czasu jej przechowywania oraz
bezpiecznego spozywania. Przemyst spozywczy poszukuje nowoczesniejszych metod utrwalania
zywnosci, ktore beda bezpieczne dla zdrowia cztowieka 1 w minimalnym stopniu wplyna na
zmiany wlasciwosci  fizykochemicznych uzyskanych produktow. Glowna przyczyna
poszukiwania przez naukowcow oraz producentdw zywno$ci nowych koncepcji i kierunkoéw
rozwoju produktow sg zmieniajace si¢ preferencje konsumentow. Wspodiczesny konsument
poszukuje produktow bezpiecznych dla zdrowia, o wysokiej wartosci odzywczej, wygodnych w
przygotowaniu i rownoczesnie tatwych w przechowywaniu. Oczekuje on, ze zastosowane
metody przetwarzania i utrwalania nie wywolaja w produkcie wigkszych zmian sensorycznych,
natomiast znacznie poprawig czysto$¢ mikrobiologiczng, a tym samym bezpieczenstwo oraz

wydhuza jego trwatosc.



Kietkowanie przetrwalnikow bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris pod wpltywem
r6znych czynnikow jest procesem ztozonym i mato poznanym. Przetrwalniki pozostajace w fazie
glebokiego wu$pienia, stanowig istotny problem w projektowaniu skutecznych procesow
utrwalania zywnos$ci. Jak dotad brak doniesien z krajowych osrodkéw naukowo-badawczych
dotyczacych wykorzystania metod biologii molekularnej do badania mechanizmow kietkowania
bakterii z rodzaju Alicyclobacillus.

Badania dotyczyly oceny procesu kietkowania 1 inaktywacji przetrwalnikow
Alicyclobacillus acidoterrestris pod wptywem zaproponowanych innowacyjnych technik
utrwalania zywnos$ci. Przetrwalniki termofilnych kwasolubnych bakterii Alicyclobacillus
acidoterrestris sa oporne na dziatanie czynnikow zewnetrznych i moga si¢ rozwija¢ w sokach w
czasie przechowywania. Wytwarzaja zwiagzki o dezynfekcyjnym zapachu, m.in. gwajakol i
prowadza do zepsucia sokéw. Zwigkszenie stopnia kieltkowania przetrwalnikow w procesie
utrwalania zywnosci moze przyczyni¢ si¢ do ich skutecznej inaktywacji.

W t¢ tematyke doskonale wpisuje si¢ rozprawa doktorska mgr inz. Izabeli Porgbskie;j.
Warto przy tym zaznaczy¢, ze podjecie tego typu badan otwiera droge do projektowania
skutecznych proceséw utrwalania zywnosci z wykorzystaniem technik takich jak wysokie
ci$nienie hydrostatyczne i ditlenek wegla w stanie nadkrytycznym, ktére umozliwiaja produkcje
trwalej 1 bezpiecznej zywnos$ci, przy korzystniejszym zachowaniu wartosci odzywczych 1
sensorycznych w porownaniu do aktualnie dostepnych technik z wykorzystaniem bardzo
wysokiej temperatury.

Prezentowane osiggnigcie naukowe Doktorantki obejmuje 9 tematycznie spdjnych prac
sposrod ktorych 5 opublikowano w czasopismach naukowych z listy Journal Citation Report
(JCR) pod ogdlnym tytutem ,,Molekularna analiza mechanizméw i badanie dynamiki proceséw
kietkowania przetrwalnikow Alicyclobacillus  acidoterrestris pod wplywem wybranych
czynnikow aktywujacych”. W mojej ocenie publikacje mgr inz. Izabeli Porgbskiej prezentuja
wysoki poziom naukowy, o czym s$wiadczy fakt opublikowania ich w renomowanych
czasopismach takich jak: High Press. Res. J.; Food Control.; Nutr. Food Sci.; Pol. J. Microbiol.;
Acta Biochim. Pol. Sumaryczny Impact Factor ww. publikacji wynosi 7,697 (co $rednio stanowi
IF rowny 0,85 dla 1 publikacji), a suma punktow MNiSW 8 prac (jednej nie podano) wynosi
120. Jest to stosunkowo wysoki wskaznik jakos$ci prac publikowanych przez Doktorantke.

Sposrod 9 z wyzej wymienionych prac Doktorantka jest pierwszym i korespondencyjnym



autorem we wszystkich z nich. Jej udziat w realizacji tych prac jest znaczacy, wynosi bowiem
ponad 74,0%, o czym $wiadczy szczegotowy wykaz prac, ktore wykonata i polegat m.in: na
studiach literaturowych, zaplanowaniu, nadzorowaniu i wykonaniu doswiadczen, ich analizie i
opracowaniu wynikéw, interpretacji wynikow, przygotowaniu manuskryptu oraz kierowaniu
projektem badawczym (IBPRS) obejmujgcym badania przedstawione w tej pracy.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu stresu fizycznego wywotanego m.in. wysokimi
cisnieniami hydrostatycznymi (High Hydrostatic Pressure — HHP) i ditlenkiem wegla w stanie
nadkrytycznym (Supercritical Carbon Dioxide — SCCD) oraz dostepnosci substancji
biochemicznych inicjujacych i wptywajacych na przebieg procesu kietkowania i inaktywacji
przetrwalnikow  Alicyclobacillus acidoterrestris. Oprocz gtownego celu Doktorantka
przedstawita szczegdtowe cele, bedace planem kolejnych etapow pracy, ktore zostaty w petni
zrealizowane w trakcie wykonywania pracy doktorskiej.

W ramach realizacji zadan badawczych pracy doktorskiej powstal 9 cykl publikacji
stanowigCych spojny tematycznie zbidr artykutdow dotyczacy charakterystyki procesow
kietkowania i inaktywacji przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris pod wplywem
wybranych czynnikoéw aktywujacych.

We wstepie do zalaczonych prac mgr inz. Izabela Porgbska przedstawita aktualny stan
wiedzy na temat wykorzystania proceséw utrwalania zywnosci przy odpowiednio dobranych
parametrach i biochemiczne czynniki aktywujace, ktore inicjuja proces kietkowania
przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris, co skutkowato zwiekszong ich inaktywacja. Fakt
ten wskazuje na korzysci wynikajace ze znajomosci mechanizméw kietkowania przetrwalnikow
I celowos¢ uwzglednienia tej wiedzy w projektowaniu procesow technologicznych.

Cze$¢ literaturowa napisana jest syntetycznie. Doktorantka cytuje az 347 pozycji
literatury $wiatowej 1 krajowej, w tym wigkszo$¢ najnowszych publikacji poswieconych tej
problematyce. Pozycje literatury z ostatnich 10 lat stanowig ponad 74% (250 sposrod 347),
jednakze czes$¢ nich powtarza si¢ w metodyce i dyskusji w poszczegolnych pracach. Przeglad
piSmiennictwa stanowi dobra podbudowe teoretyczng do czesci doswiadczalnej. Widoczne jest
skoncentrowanie si¢ na najwazniejszych problemach zwigzanych z tematyka badan. Dobor
cytowani i sposob wykorzystania materialow zrodtowych oceniam jako bardzo dobry.

Cze$¢ eksperymentalna pracy zostala wykonana zgodnie z kanonem metodycznym

obowigzujagcym w badaniach nad nowoczesnymi sposobami inaktywacji przetrwalnikéw i



utrwalania zywnos$ci. Na podstawie dokumentacji wynikow prac eksperymentalnych stwierdzam,
ze cele pracy zostaty w petni zrealizowane.

Opisane osiggniecie naukowe ma charakter wielowatkowy. Do najwazniejszych jego
elementow zaliczam:

- okreslenie wpltyw wysokiego ciénienia hydrostatycznego (300 MPa stosowanego w
temperaturze 50 i 75°C przez 5, 10, 15 min.) oraz ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym (60
MPa, stosowanego w temperaturze 50 i 75 °C przez 20, 30 i 40 min.) na procesy kietkowania i
inaktywacji przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris TO-117/02 i TO-169/06 w soku
jabtkowym o réznej zawarto$ci ekstraktu (70,7, 35,5, 23,7, 11,2 °Bx, pH 3.06-3.40);

- wykazanie zwigkszania opornosci przetrwalnikow wraz ze wzrostem zawartosci ekstraktu, co
prawdopodobnie wynika z nizszej aktywnosci wody oraz dziataniem ochronnym cukrow;

- wykazanie istotnej korelacji (R=0,8437) pomig¢dzy spadkiem ggstosci optycznej a liczba
kietkujacych przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris TO-117/02. Stwarza to mozliwo$é
wykorzystania pomiaru gestosci optycznej jako szybkiej i skutecznej metody ilosciowego
okreslania stopnia kietkowania przetrwalnikow A. acidoterrestris oraz okreslenia dynamiki tego
procesu i etapow kietkowania,

- stwierdzenie, ze dziatanie wysokiego ci$nienia hydrostatycznego, temperatury i medium
srodowiska wptywaly na proces kietkowania przetrwalnikow A. acidoterrestris. Niska wartos¢
pH oraz podwyzszenie temperatury do 50°C sprzyjaly temu procesowi. Sugeruje to potrzebe
uwzglednienia, przy projektowaniu proceséw technologicznych utrwalania sokow owocowych,
procesu kietkowania przetrwalnikow A. acidoterrestris, zachodzacego w odpowiednich
warunkach i przej$cia ich w stan wegetatywny. W takim stanie sg one bardziej podatne na
dzialanie takich czynnikéw jak ci$nienie, temperatura czy dodatek konserwantow;

- wykazanie po raz pierwszy, ze obecnos¢ w srodowisku L—alaniny i mieszaniny zawierajacej
kwas asparginowy, glukozg, fruktoze oraz potas pobudzata proces kietkowania przetrwalnikow, a
ilo$¢ uwalnianego kwasu dipiklinowego byta skorelowana (R = 0,8892) z tym procesem.

Duze znaczenie poznawcze i aplikacyjne ma wykazanie zréznicowania w iloéci biatek
przetrwalnikow przed i po traktowaniu czynnikami zewngtrznymi, ktére moga pelié¢ rolg w
kietkowaniu przetrwalnikéw. Fakt ten wskazuje na celowo$¢ uwzglednienia w dalszych
badaniach mechanizmow regulujacych ekspresje genéw zaangazowanych w procesy kietkowania

przetrwalnikow A. acidoterrestris.



Z aplikacyjnego punktu widzenia uzyskane wyniki sg podstawa do ich wykorzystania w
procesie projektowania skutecznych metod utrwalania zywno$ci z wykorzystaniem takich
innowacyjnych technik jak zastosowanie wysokiego ci$nienia hydrostatycznego i ditlenku wegla
w stanie nadkrytycznym. Metody te mogg bowiem by¢ szansg na produkcj¢ zywnosci trwatej i
bezpiecznej, przy znacznie korzystniejszym zachowaniu wartosci odzywczych oraz
sensorycznych w porownaniu z aktualnymi technikami wykorzystujace bardzo wysokie

temperatury.

Uwagi merytoryczne

Pewien niedosyt budzi brak dokumentacji zdje¢ z wykorzystaniem np. mikroskopu
elektronowego: transmisyjnego (TEM) lub skaningowego (SEM) w celu uwidocznienia oraz
utatwienia interpretacji uszkodzen przetrwalnikow poddanych dziataniu m.in. wysokich ci$nien i
ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym.

Interesujagcym watkiem pracy bytoby okreslenie fizykochemicznych zmian sokow
jabtkowych pasteryzowanych metoda HPP lub ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym.

Zabrakto tez informacji o potencjalnych kosztach uzytych technologii w poréwnaniu do
metod klasycznych i do jakich produktow spozywczych moglyby by¢ takze zastosowane.

Przytoczone powyzej uwagi W niczym nie podwazajg wartosci pracy mgr inz. Izabeli
Porebskiej, sa jedynie uzupetnieniem oceny wynikéw i1 dyskusyjnym ttem dla ich akceptacji, lub
tez wytycznymi do ewentualnego wykorzystania w przysztych badaniach.

W mojej opinii prace nalezy oceni¢ wysoko. Jest to konsekwentne, catosciowe 1 dobrze
wykonane studium nad dynamika procesow kietkowania przetrwalnikow Alicyclobacillus
acidoterrestris pod wptywem wybranych czynnikéw aktywujacych. Sposob przeprowadzenia
eksperymentow $wiadczy o dojrzalo$ci naukowej Doktorantki i Jej dobrym przygotowaniu
merytorycznym i warsztatowym. W dziewigciu pracach prezentujacych osiggnigcie naukowe
Doktorantka zamie$cita bogaty i dobrze przedstawiony materiat faktograficzny. Wyniki badan
nosza znamiona oryginalnosci i nowos$ci naukowej. Szczegdlnie dotyczy to wykazania korelacji
miedzy iloscig uwalnianego DPA a procesem kietkowania przetrwalnikow w obecnosci L—
alaniny i mieszaniny AGFK w s$rodowisku oraz wykazanie zréznicowania w ilosci bialek

przetrwalnikéw przed 1 po traktowaniu czynnikami zewng¢trznymi, ktore mogg peti¢ role w



kietkowaniu przetrwalnikow. Oceniany cykl publikacji stanowi istotny wkiad w aktualny stan
wiedzy na temat procesu kietkowania przetrwalnikoéw oraz czynnikow aktywujacych jego
przebieg, a takze zrdéznicowania wrazliwosci Alicyclobacillus acidoterrestris na rozne czynniki
zewngetrzne.

Reasumujgc mojg oceng stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr
inz. Izabeli Porebskiej stanowi oryginalng, wartosciowa prac¢ badawcza, na co sktadaja si¢ takie
elementy jak: interesujgca tematyka badawcza, osiagnigcie zalozonych celéw badawczych,
prawidtowo przeprowadzone eksperymenty, prawidlowo sformutowane wnioski. Omoéwienie i
dyskusja wynikéw badan wskazujg na umiejetnos¢ Doktorantki do formutowania i weryfikacji
hipotez oraz logicznego rozumowania. W $wietle powyzszych danych uwazam, ze praca
doktorska mgr inz. Izabeli Porgbskiej wykonana w Zaktadzie Technologii Przetworéw Owocow i
Warzyw IBPRS, wykonana pod kierownictwem prof. dr hab. Lucji Laniewskiej-Trokenheim w
petni odpowiada wymaganiom ustawowym stawianym rozprawom na stopien doktorski i wnoszg
0 jej dopuszczenie do publicznej obrony przed Rada Wydziatu Nauk o Zywnoéci Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.
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