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1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawa wykonania recenzji jest decyzja Rady Dyscypliny Technologia Zywnoéci i Zywienia
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koffataja w Krakowie, o powierzeniu mi recenzji pracy
doktorskiej, przekazana przez Przewodniczacego Rady Dyscypliny dr hab. inz. Marcina tukasiewicza,
prof. URK w piémie z dnia 14.06.2022r. |

Przedmiotem recenzji jest ocena Czy rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Petki spetnia
Wymagania stawiane w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 7 2017 r. poz. 1789).

2. Uzasadnienie wyboru tematu rozprawy doktorskiej

Akrylamid (akryloamid, amid kwasu akrylowego, 2-propenamid, skrét AA) jest organicznym
zwigzkiem chemicznym, w 1994 roky zakwalifikowanym przez Migdzynarodowq Agencje Badari nad
Rakiem (IARC) jako ,prawdopodobnie kancerogenny dla ludzi”. Szkodliwoé¢ akrylamidu oraz jego
metabolitéw wynika ze zdoInosci do kumulowania sie w komdrkach uktadu nerwowego, ale zwigzki te
mogg prowadzic takze do zaburzen ptodnosci, poronieri oraz dziatajg mutagennie i kancerogennie, W
produktach zywnosciowych akrylamid powstaje gtéwnie podczas procesu obrébki termicznej zywnosci
prowadzonego w temperaturach przekraczajacych 120°C, przede wszystkim w reakcji Maillarda miedzy
asparaging i cukrami redukujacymi, ale réwnie: w szlaku akroleinowym Iub podczas termicznej
degradacji glutenu. Wcigz rozwijajacy sie rynek zywnodci przetworzonej, tatwos¢ dostgpu do tego
rodzaju zywnosci w potaczeniu z brakiem czasu i szybkim tempem zycia spoteczenistwa, powoduje, ze
narazenie na toksyczne dziatanie akrylamidu jest wcig? realne. Dlatego badania stuzace ograniczeniu
takiego dziatania wydaja sie jak najbardziej uzasadnione.

Nieliczne badania sugerujg, ze niektére mikroorganizmy $rodowiskowe, wtym te, ktére naturalnie
wystepujg w jelitach cztowieka lub trafiajg do niego wraz z poZywieniem, mogg degradowa¢ akrylamid
i zmniejszac jego stezenie w otoczeniu poprzez produkcjg enzyméw z grupy amidaz. Interesujace jest
zatem okreélenie, czy bakterie fermentacji mlekowej (LAB), powszechnie wystepujace w najblizszym
$rodowisku cztowieka, a takie w Zywnosci fermentowanej mogg skutecznie redukowa¢ stezenie
akrylamidu. Wstepne badania sugeruja, ze jest to wysoce prawdopodobne. Warto podkresli¢ jednak,
ze jak dotad nie wykazano jednoznacznie czy i w jaki sposéb akrylamid wptywa na zywotno$¢ bakterii



kwasu mlekowego, ponadto, czy sktadniki zywnosci moga odgrywad istotng role w interakcji miedzy
akrylamidem a mikroorganizmami, co wydaje sie istotne z punktu widzenia skutecznosci dziatania.

Przestanki te uzasadniajg podjecie przez Panig mgr inz. Katarzyne Petke badan, Zmierzajacych do
oceny czy akrylamid wptywa na mikroorganizmy wystepujace w 2ywnosci fermentowanej oraz, vice
versa, czy mikroorganizmy te mogg wptywaé na stezenie akrylamidu w $rodowisku. Podjeta w
dysertacji tematyka jest aktualna i wpisuje si¢ w zagadnienia dyscypliny naukowej technologia
Zywnosci i zywienia.

3. Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska sktada sig ze streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wykazu publikacji stanowigcych osiggnigcie naukowe, wprowadzenia, hipotez badawczych
i celu pracy, wskazanych materiatéw i metod badan, oméwienia wynikéw uzyskanych w
poszczegélnych pracach stanowigcych typowa dysertacjg oraz wnioskéw i bibliografii. Ta czesé
opracowania liczy 42 strony. W rozdziale Zafaczniki zamieszczono petne teksty artykutéw oraz
oswiadczenia wspétautoréw. Uktad pracy przyjety przez Panig mgr Katarzyne Petke jest logiczny i nie
budzi zastrzezed. W pracy wskazano takie #rédio finansowania jakim jest projekt badawczy
Narodowego Centrum Nauki OPUS 11 (nr 2016/21/B/Nz9/01171).

Rozprawa doktorska stanowi spéjny tematycznie zbidr trzech artykutéw, opublikowanych w
latach 2020-2022 w czasopismach z listy Journal Citation Reports {JCR):

1. Petka, K.; Tarko, T.; Duda-Chodak, A. Is acrylamide as harmful as we think? A new look at the
impact of acrylamide on the viability of beneficial intestinal bacteria of the genus Lactobacillus.
Nutrients 2020, 12, 1157.

2. Petka, K.; Wajda, t.; Duda-Chodak, A. The utilisation of acrylamide by selected microorganisms
used for fermentation of food. Toxics 2021, 9, 295.

3. Petka, K.; Sroka, P.; Tarko, T.; Duda-Chodak, A. The acrylamide degradation by probiotic strain
Lactobacillus acidophilus LA-5. Foods 2022, 11, 365.

Artykuty opublikowano w czasopismach Nutrients (IF=5,719, 140 pkt. MEiN), Toxics (IF=4,146, 70
pkt. MEiN) oraz Foods (IF=4,350, 100 pkt. MEIN). Sumaryczny IF za cykl publikacji stanowigcy rozprawe
doktorska wynosi: 14,215, taczna liczba punktow za cykl publikacji (wg wykazu czasopism z 2021 r.)
wynosi: 310 pkt. Wszystkie publikacje sg pracami oryginalnymi, badawczymi. Publikacje stanowigce
osiggniecie naukowe s3 wieloautorskie (0d 3 do 4 autordéw), przy czym w kazdej z nich doktorantka jest
pierwszym autorem, a autorem korespondencyjnym Promotor pracy. Wyrazony procentowo udziat
Pani mgr inz. Katarzyny Petki w powstanie publikacji swiadczy o Jej duzym zaangazowaniu i Znaczgcym
udziale. Ztozone o$wiadczenia Wspétautoréw wskazujg, ze udziat doktorantki wynosit od 70% do 80%
i obejmowat: wspétopracowanie hipotez badawczych, opracowanie metodologii badas,
przeprowadzenie doswiadczer,, wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu oraz
odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Powyisze deklaracje $wiadcza o duzym zaangazowaniu i dobrym
przygotowaniu Doktorantki do pracy naukowe;j.

4. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Artykuty naukowe stanowigce podstawe dysertacji przeszly juz niezaleznie proces recenzji przed
publikacjg, z tego wzgledu przygotowana recenzja dotyczy zbioru tychze publikacji, jako spéjnej catosci
badan oraz opracowania, ktére Doktorantka przedstawita jako rozprawe doktorska.



We Wprowadzeniu Doktorantka zaprezentowata w sposéb spéjny i kompletny problematyke
badawczg rozprawy. Autorka przedstawita aktualny stan wiedzy, charakteryzujgc akrylamid jako
substancje chemiczng, wskazata pochodzenie akrylamidu i warunki $rodowiska, jakie sprzyjajaj
powstawaniu tego zwigzku. Nastepnie Autorka przedstawita strategie majace na celu zZmniejszenie
ilosci akrylamidu w zywnosci i przeanalizowata zastosowanie mikroorganizméw w tym celu w oparciu
o aktualne badania naukowe. Ta czes$¢ przegladu pismiennictwa stanowi duzy warto$é, gdyz zbiera i
krytycznie ocenia aktywno$¢ bakterii fermentacji mlekowej w procesie degradacji akrylamidu,
jednoczesnie prognozujgc mozliwoéé praktycznego zastosowania. Konkludujac, Doktorantka wskazata
braki na tym polu badawczym, ktére zamierzata wypetni¢ wynikami swoich badan. Uwazam, ze
rozdziat ten w petni uzasadnia wybér tematu oraz celowosé rozprawy,> a tresci w nim zawarte
potwierdzaja specyficzng wiedze Kandydatki w tematyce rozprawy, ale takze wskazujg na znajomosé
szerokiego zakresu wiedzy w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia.

W rozdziale Hipotezy badawcze i cel pracy Doktorantka wskazata, ze gtéwnym celem pracy byto
poznanie interakg;ji pofniedzy akrylamidem a mikroorganizmami wystgpujacymi w  zywnosci
fermentowanej. Autorka sformutowata trzy hipotezy badawcze. Zatozyta, se (1) akrylamid hamuje
wzrost i metabolizm mikroorganizméw obecnych w zywnosci, (2) sktadniki zywnosci moga zmniejszaé
inhibitorowe dziatanie akrylamidu na drobnoustroje oraz (3) niektére gatunki drobnoustrojéw
obecnych w zywnosci majg zdolnoé¢ do obnizania stezenia akrylamidu.

Weryfikacje hipotez zaplanowano w oparciu o cztery etapy prac badawczych:

- Badania wstepne (przesiewowe), ktorych celem byta ocena wptywu akrylamidu na rézne bakterie
i drozdze wystepujgce w fermentowanej zywnoéci, w tym ich liczebnoé¢ i zywotnos¢ oraz wybér
gatunkow do dalszych badan szczegotowych.,

- Oceng wptywu akrylamidu na wzrost wybranych drobnoustrojéw wystepujacych w zywnoéci
fermentowanej, w tym wptyw réznych stezen akrylamidu, pH, temperatury, ocena mozliwosci
wykorzystania akrylamidu przez wybrane mikroorganizmy (aktywnog¢ enzymatyczne badania w
roztworach modelowych)

- Oceng mozliwosci degradacji akrylamidu przez wybrane mikroorganizmy poprzez badania w
roztworach modelowych oraz weryfikacja w warunkach rzeczywistych (wptyw sktadnikéw matrycy
zywnosci).

- Badanie wptywu akrylamidu na metabolizm wybranych drobnoustrojow.

W ocenie Recenzenta zaréwno cel pracy oraz hipotezy sformutowano jasno i jednoznacznie,
natomiast wieloetapowy zakres prac badawczych $wiadczy o dojrzatym i szerokim warsztacie pracy
Zespotu oraz samej Doktorantki.

Rozdziat Materiat i metody zawiera wskaza ny materiat badawczy w postaci 14 szczepéw czystych
kultur bakterii pochodzgcymi z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizméw (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Niemcy) oraz 2 szczepéw bakterii probiotycznych od Christian
Hansen. Materiat do badan wydaje sie by¢ obszerny, cho¢ nasuwa sie pytanie: dlaczego Doktorantka
nie pokusita sie 0 pozyskanie do badan réwniez szczepow z polskich kolekcji mikroorganizméw, czy
izolatow z zywnosci spontanicznie fermentowanej? W mojej ocenie wzbogacitoby i zréznicowatoby to
materiat badawczy.

W dalszej czesci tego rozdziatu Doktorantka zawarla szczegotowy opis metod badawczych, ktére
zostaty takze przedstawione w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Doktorantka
we wszystkich eksperymentach uzyta doéé ubogiej pozywki modelowej MRD, zawierajgcej jedynie
0,45% (w/v) peptonu bakteriologicznego oraz 0,45% Nacl. Prosze Doktorantke o wyjaénienie powodu
takiej decyzji, w odniesieniu do informacji zawartych w pracy na str. 25 » badania w tej pracy



prowadzone byty na pozywce MRD o ubogiej zawartosci wegla i azotu, a nie jak w wigkszosci innych
badan na pozywkach optymalnych do wzrostu LAB.” oraz na str. 29 ,,... Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus nie wykazywat wzrostu w MRD, niezaleznie czy akrylamid byt obecny czy nie.” Badania
wiasne wskazujg zatem, ze zastosowane medium nie jest odpowiednie do wzrostu niektérych bakterii
z grupy LAB. Czy wobec powyiszego, stwierdzenie zawarte na str. 25: - UZyte medium (MRD) jest
zatem idealne do oceny wptywu AA przy braku innych, lepiej przyswajalnych zrédet wegla i azotu” jest
prawdziwe? Czy w tym wypadku mamy do czynienia z idealnym podtozem? Ponadto, w tej czesci pracy
nie znalaztam metodyki badania morfologii bakterii, a wyniki badan dotyczace tego aspektu sg istotne
i interesujace. Dlatego prosze Doktorantke o doprecyzowanie metody analizy morfologii bakteri,
uwzgledniajac metody barwienia, obserwacji pod mikroskopem, zliczania z pol obserwaciji, szacowania
udziatu procentowego réznych form morfologicznych, itp. szczegéty metodyczne.

Analizujac te czeéé pracy, tzn. organizacje do$wiadczenia, wykorzystany materiat badawczy i
metodyke, stwierdzam, ze praca zostata bardzo dobrze zaplanowana pod wzgledem warsztatowym.
Metodyka badawcza uwzgledniata nowoczesne metody bada’t w mikrobiologii takie jak cytometrie
przeptywows, czy chromatografie gazowa. Na szczegélne podkredlenie zastuguje przeprowadzenie
szczegotowej i wielokierunkowej analizy statystycznej danych, m.in. analizy sktadowych gtéwnych
(PCA) i zastosowanie metody powierzchni odpowiedzi (RSM) do analizy danych eksperymentalnych, co
daje mozliwosci ekstrapolacji wynikéw i ich praktycznego zastosowania.

W rozdziale Oméwienie wynikéw Doktorantka dokonata syntezy trzech artykutéw, stanowigcych
cykl publikacji, ktére przedstawiajg rezultaty kolejnych etapéw badan i stanowig zwarta,
jednotematyczng dokumentacje realizacji celéw rozprawy doktorskiej.

W podrozdziale pierwszym zatytutowanym ~Wplyw akrylamidu na wzrost drobnoustrojéw -
badania wstepne” Autorka zaprezentowala wyniki badant zawarte w Publikacji 1, gdzie wykazano, ze
akrylamid nie hamowatl, a wrecz stymulowat wzrost LAB, co sugeruje, ze bakterie te mogg
wykorzystywaé akrylamid jako zrédio wegla lub azotu. Istotnym, w mojej ocenie aspektem jest
wykazanie, ze w przypadku niektérych gatunkow LAB czas inkubacji i stezenie akrylamidu miaty istotny
wptyw na zmiany morfologii bakterii. Doktoranta w dyskusji wskazuje potencjalne mechanizmy
odpowiedzialne za to zjawisko. Prosze Panig Doktorantke o odpowied?, ktére z nich Jej zdaniem wydaja
si¢ najbardziej prawdopodobne? Waznym aspektem pracy jest wskazanie mozliwoéci praktycznego
zastosowania wynikéw uzyskanych badarn w produkcji nowych produktéw funkcjonalnych
ukierunkowanych na zmniejszanie stezenia szkodliwego akrylamidu w zywnosci lub organizmie
cztowieka.

Podrozdziat drugi, zatytutowany ,Ocena wptywu akrylamidu na wzrost drobnoustrojéw obecnych
W Zywnosci fermentowanej” zawiera prezentacje i dyskusje wynikéw badan umieszczonych w
Publikacji 2. Do tej czeéci badan wybrano 5 mikroorganizméw, ktére typowo wystepujg w mlecznej
zywnosci fermentowanej. Doktorantka przeprowadzita badania oceny wptywu réznych stezen
akrylamidu, pH i temperatury na wzrost mikroorganizméw, a takie wykazata, ze wybrane
mikroorganizmy sg zdolne do wykorzystania akrylamidu, poprzez syntezg amidaz. Do takiego wniosku
Doktorantka doszta posrednio, obserwujgc statystycznie istotnie wigkszg zawarto$¢ amoniaku
(najprawdopodobniej uwolnionego z akrylamidu przez amidaze) w prébach zawierajacych dodatek
akrylamidu do pozywki w hodowli L. acidophilus LA-5 (po 24 h inkubacji) niz w przypadku préb z
pozywka kontrolng, tj. bez dodatku akrylamidu. Czy zostaty wykonane préby jakosciowe na obecnoé¢
enzymow, ktore potwierdzityby aktywnosé amidazy? Takie badanie w ocenie Recenzenta pozwolitoby
na potwierdzenie przypuszczenia zawartego w pracy. Wartosciowym i praktycznym elementem pracy
jest préba opracowania modeli matematycznych pozwalajgcych na przewidywanie stezenia amoniaku
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uwolnionego przez bakterie L. acidophilus LA-5, zgodnie z metodologia powierzchni odpowiedzi (RSM).
Doktorantka w wyniku préb uzyskata wiarygodny w zakresie pH 6 do 7, temperatury 20 do 37°C i czasu
24 do 48 godzin, model pierwszorzedowy, uzyskujac po weryfikacji wspdtczynnik regresji R%=0,9885,
co potwierdza bardzo dobre dopasowanie modelu. Istotnym giosem w dyskusji uzyskanych wynikéw
badan jest wykazanie, ze optymalna temperatura dla badanego procesu jest 37°C, a wiec temperatura
wystepujaca w jelicie cztowieka, co sugeruje, ze bakterie LA-5 dostarczone np. wraz z mlecznymi
napojami fermentowanymi, albo jeszcze w zywnosci albo juz po skolonizowaniu jelita, mogtyby
wykorzystywa¢ i degradowac akrylamid obecny w innych produktach zywnosciowych. Dlatego tez
logiczng konsekwencja tego etapu badan byta préba weryfikacji tej zdolnosci poza pozywka modelows,
tj. w $rodowisku, w ktérym obecne s3 inne fatwo przyswajalne dla LAB Zrédta wegla i azotu.

Kolejne trzy podrozdziaty prezentuja wyniki badan zawarte w Publikacji 3. W podrozdziale
zatytutowanym ,Degradacja akrylamidu przez szczep Lactobacillus acidophilus LA-5" Doktorantka
zestawita wszystkie uzyskane wyniki badan dotyczace zdolnosci do degradacji akrylamidu przez
probiotyczny szczep bakterii LA-5. W badaniach wykazano, ze badany szczep byt w stanie obnizy¢
stezenie akrylamidu w $rodowisku, z ograniczonym dostepem Zrédta wegla i azotu, w roznym zakresie,
w zaleznosci od zastosowanego stezenia. Na stronie 35 Autorka podaje: , Akrylamid przypuszczalnie
zostat roztozony i wykorzystany réwniez w pozostatych prébkach (30 i 100 ug/ml), ale prawdopodobnie
inne mechanizmy interferowaty z wynikami.” (poza aktywnoscig amidazy). Prosze Doktorantke o
wyjasnienie jakie mechanizmy przypuszczalnie mogty zostaé¢ uruchomione w tym wypadku.

W podrozdziale zatytutowanym ,Weryfikacja zdolnosci do degradacji akrylamidu w warunkach
rzeczywistych” zaprezentowano wyniki eksperymentdéw oceniajgcych wptyw matrycy zywnosci na
zdolnos¢ bakterii LA-5 do degradacji akrylamidu. Wykazano, ze dodanie dowolnego z podstawowych
sktadnikow mleka (kazeiny, laktozy lub ttuszczu mlecznego) do podtoza, powoduje zanik zdolnosci
bakterii do degradacji akrylamidu. Niezwykle wartosciowym elementem pracy jest takze ocena wptywu
akrylamidu na metabolizm L. acidophilus LA-5. W przeprowadzonych analizach wykazano, ze najwyzsze
zastosowane stezenie akrylamidu (100 pg/ml) miato statystycznie istotny wptyw na synteze kwasu
mlekowego przez L. acidophilus LA-5, a jego stezenie bylo 2-3 razy wyzsze niz w innych prébkach.
Ponadto, akrylamid niezaleznie od stezenia, modulowat szlaki metaboliczne L. acidophilus LA-5,
powodujac ograniczenie syntezy kwasu octowego w poréwnaniu z prébkami bez akrylamidu, chociaz
réznice nie byly istotne statystycznie. Uzyskane wyniki sugeruja, ze akrylamid dziata wobec L.
acidophilus LA-5 jako czynnik stresu. W mojej ocenie jest to bardzo wazny wniosek z pracy, podnoszacy
jej warto$¢ naukowa. Uwazam ponadto, ze niezwykle wartosciowym aspektem tej czesci pracy jest
szczegdtowa i dojrzata dyskusja uzyskanych wynikdw badan, z uwzglednieniem badar innych autoréw,
a takie wiasnego doswiadczenia, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy
naukowej.

Ostatni rozdziat rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Petki stanowia Whnioski. W mojej ocenie
celowym bytoby ograniczenie tylko do faktycznych wnioskdw wynikajacych z badan. W obecnej formie
wnioski s3 poprzeplatane stwierdzeniami z badan. | tak, w punktach 2, 3, 5 i 6 zawarte s raczej
stwierdzenia z przeprowadzonych analiz, a Doktorantka niejako powiela informacje zawarte w
podsumowaniu kazdej z publikacji.

Z obowigzku recenzenta wynika takze ocena redakcji i technicznej strony opracowania rozprawy.
Wsréd drobnych uchybier zawartych w tekscie nalezy wymienic:

- liczne btedy jezykowe i literowe, a takze bledy stylistyczne;
- btedy w cytowanej literaturze, np. na str. 13 = [Colombo i in., 2019], w Bibliografii jest podany 2018r.
oraz na str. 27 ~ [Pang i in., 2017], w Bibliografii figuruje rok 2014;



- stosowanie formy osobowej w opracowaniu, na str. 37 ,,... w ostatnim etapie sprawdzilimy...” a
powinno by¢ ... w ostatnim etapie sprawdzono;
- brak cytowania pozycji 11 z Bibliografii (Keremat i in. 2011) w tekscie rozprawy;
- hiejednoznaczne cytowanie pozycji 9 i 10 z Bibliografii w tekécie rozprawy.

Uwagi te nie obnizajg wartosci merytorycznej pracy, powinny jedynie stuiy¢ doskonaleniu
umiejetnosci i warsztatu pracy naukowej Doktorantki.

5. Podsumowanie i wniosek korcowy

Przediozona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Petki stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego dotyczacego poznania interakcji pomiedzy akrylamidem a
mikroorganizmami wystepujgcymi w zywnosci fermentowanej. Problematyka badawcza jest aktualna
i niezwykle wazna z punktu widzenia mikrobiologii zywnosci i miesci sie w dyscyplinie naukowej
technologia zywnosci i Zywienia. Sposob przygotowania rozprawy oraz publikacji naukowych $wiadczy
o dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy naukowo-badawczej, dobrej znajomosci warsztatu
badawczego oraz umiejetnosci analizy wynikéw i wyciggania wnioskéw z przeprowadzanych badaf.
Uwazam, Ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, hipotezy badawcze zweryfikowane, a uzyskane
wyniki i ich dyskusje oceniam pozytywnie. Wszelkie uwagi krytyczne i komentarze zawarte w recenzji
maja jedynie na celu wywotanie dyskusji naukowej podczas publicznej obrony.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Petki pt.. ,Ocena oddziatywan
pomiedzy akrylamidem a mikroorganizmami wystepujacymi w produktach fermentowanych” spetnia
wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2 2017 r. poz. 1789).Stawiam zatem wniosek
do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona
Koftataja w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Petki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.



