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stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65 poz.595 z pdzn. zm.)

Podstawg opinii jest pismo dr hab. Agnieszki Filipiak-Florkiewicz prof. nadzw. UR
Dziekana Wydziatu Technologii Zywno$ci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w
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Informacje ogolne - uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

Polska jest jednym z gtownych producentéow owocdéw w Europie i na swiecie. Wedtug
szacunkéw Glownego Urzedu Statycznego w roku 2018 zbiory z saddéw jabtoniowych
wyniosg 3,7 mln ton, co stanowi wzrost o okoto 25% w stosunku do produkcji z lat 2011-
2015. Wielko$¢ produkcji oraz udzial tego surowca w przemysle spozywczym naktada na
otoczenie naukowe szczegdlny obowigzek polegajacy na monitorowaniu zagrozen
zwigzanych z uprawg jabloni, p6zniejszym przetwarzaniem owocoéw 0raz przechowywaniem
juz gotowych produktéw. Zadania te obejmujg miedzy innymi ocen¢ zagrozen biologicznych
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bedacych zrodlem pierwotnych 1 wtornych zanieczyszczen mikrobiologicznych oraz
opracowanie nowych technologii pozwalajacych na zachowanie lub polepszanie jakosci
konsumenckiej produktow.

Pomimo faktu, ze dotychczasowe metody identyfikacji mikroorganizméw bytujacych
na jablkach i odpowiedzialnych za ich psucie, a tym samym bezpieczenstwo spozycia, sg
dobrze opracowane, pojawia si¢ potrzeba wlasciwej identyfikacji gatunkow potencjalnie
niebezpiecznych. Tradycyjne metody posiewowe oraz testy biochemiczne w wielu
przypadkach nie pozwalajg na jednoznaczng identyfikacje, co jest niezwykle istotne w
przypadku szczepow zdolnych do produkcji toksyn. W Swietle powyzszego proba podjeta
przez Doktoranta majgca na celu identyfikacje mykobioty jabtek przy uzyciu technik
molekularnych staje si¢ niezwykle istotna. Poznanie gatunkow, ktore naturalnie dominujg w
surowcu pozwala na opracowanie nowych strategii majacych na celu organiczenie ich
niekorzystnego wplywu na jakos¢ konsumencka produktow.

Na jako$¢ konsumencka Sokéw owocowych wplywa wiele czynnikéw min. jakosé
surowca wyjsciowego, technologia produkcji, metody zabezpieczania czystosci
mikrobiologicznej, dodatek substancji stabilizujacych. Czystos¢ mikrobiologiczna jest zwykle
zapewniana poprzez sterylizacje termiczng uzyskanych sokow, jednak nalezy pamigtaé, ze
metoda ta prowadzi do istotnych zmian w skladzie finalnego produktu, w szczegodlnosci
prowadzi do degradacji substancji o potencjalnym dziataniu prozdrowotnym. Aby sprostac¢
wzrastajacym wymaganiom konsumentéw coraz czesciej do obrotu wprowadza sie soki
niepasteryzowane, ktore charakteryzuje jednak krotki okres przydatno$¢ do spozycia oraz
Scisle zdeterminowane warunki transportu i przechowywania. W celu zapewnienia wlasciwej
jakosci zywnos$ci niskoprzetworzonej, w tym sokOw niepasteryzowanych podejmuje si¢ w
ostatnich latach wiele badan, ktore czgsto oceniaja mozliwo$¢ zastosowania dodatkow
funkcjonalnych. W trend ten wpisuje si¢ zastosowanie biomasy sinic Arthrospira platensis w
celu kreowania jako$ci mikrobiologicznej sokow jabtkowych, a w szczegdlno$ci ograniczania
wzrostu grzybow z rodzaju Aureobasidium.

Z uwagi na powyzsze tematyka podjeta w dysertacji doktorskiej Pana mgr inz. Lukasza
Wajdy jest niezwykle istotna, a uzyskane wyniki wnosza znaczacy wktad do nowoczesnej

technologii Zzywnosci.



Ocena formalna pracy

Podstawe rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. bukasza Wajdy pt. , Identyfikacja
grzyboéw dominujgcych w jabtkach oraz mozliwosci zahamowania ich wzrostu w napojach
jablkowych poprzez dodatek Arthrospira platensis”, stanowi 195 stronicowe opracowanie
monograficzne. Jest to praca eksperymentalna, w ktorej zamieszczono 18 tabeli oraz 25
opracowan o charakterze wykresow i rysunkow. Zasadnicza czes¢ pracy obejmuje 186 stron,
za$ reszte stanowi aneks obejmujgcy przyktady analiz w programach GelAnalizer i BioEdit.
Dysertacja sktada si¢ z 7 glownych rozdzialdow poprzedzonych Spisem treSci, Spisem
stosowanych skrotow oraz Wstepem. Praca konczy si¢ podsumowaniem w jezyku polskim i
angielskim oraz spisem literatury obejmujgcym 359 pozycji. Autor podzielit badania na 4
gtowne czgsci, znajduje to odzwierciedlenie w rozdziatach Materiaty i metody oraz Wyniki i
dyskusja. Podziatl ten w logiczny i konsekwentny sposob prowadzi do realizacji celow i
weryfikacji postawionych hipotez. Pewna niedogodno$¢ stanowi sposob przedstawiania
wynikow — sugeruje najpierw prezentowac¢ wyniki (tabele, wykresy), a nastepnie dokonywac

ich opisu, oceny i dyskusji.

Ocena merytoryczna pracy

W przegladzie literatury Autor dokonuje szczegdtowej i w mojej ocenie kompleksowe;j
charakterystyki patogenow i drobnoustrojow wystepujacych w owocach, sokach, nektarach i
napojach. Szczegdlny nacisk polozony zostal na patogenny grzybowe oraz metody ich
wiasciwej identyfikacji w materiale. W oparciu o opis mozna wnioskowaé, ze jego wiedza
dotyczaca technik stosowanych do tego typu analiz jest wysoka i kompleksowa. Jakkolwiek
zagadnienia te zostaly opracowane szczegotowo, pewien niedosyt budzi pobiezne
potraktowanie zagadnien zwigzanych z technologig produkcji sokéw owocowych, jak tez
metodami majagcymi na celu zapewnienie wilasciwe] jakosci mikrobiologicznej. Pragne
rowniez zwréci¢ uwage na zbyt krytyczne, W mojej opinii, odniesienie si¢ do
dotychczasowych badan prowadzonych w celu identyfikacji patogendw w zywnosci — str. 22.
W moje opinii opisy technik/metod stosowanych do identyfikacji drobnoustrojow sa bardzo
uproszczone i moglyby zosta¢ pominigte. Kontrowersyjnym wydaje si¢ takze, stwierdzenie
(str. 36), ze ograniczenie stresu oksydacyjnego w komorkach neuroblastomy jest efektem

pozadanym. Odnoszac si¢ do informacji zawartych w tym rozdziale, chcialbym zapyta¢ jaka



metodologi¢ zaproponowalby Doktorant w celu kompleksowej 1 prawidlowej oceny
mykobioty w jabtkach.

Sformutowane hipotezy badawcze i cele pracy oraz sposoby ich realizacji zostaty jasno
okreslone. Autor w pierwszych etapach badan pragnie zidentyfikowa¢ grzyby dominujgce w
trzech odmianach jabtek o ré6znym pochodzeniu, za$ nast¢pnie podejmuje probe oceny
mozliwoséci zahamowania wzrostu Aureobasidium pullulans w napoju jabtkowym przez
dodatek suszonej biomasy Arthrospira platensis.

Rozdzial Materiaty 1 metody w sposob szczegotowy i kompleksowy charakteryzuje
surowce, metodologi¢ badan mikrobiologicznych, technologi¢ produkcji napojéw jabtkowych
oraz oceng¢ antygrzybowego dzialania suszonej biomasy sinic. W tej czgsci dysertacji pewne
stwierdzenia wymagajg uscislenia lub wyjasnienia:

-str. 46 ,,...rozcienczenie inhibitorow PCR..”, nie jest do konca jasnym, co Autor
rozumie przez to stwierdzenie,

-str. 52, sugerowatlbym w opracowaniu uzywac¢ zwrotu ,,suszona biomasa sinic” lub po
prostu Spirulina. Zwrot ,,dodatek Arthrospira platensis” uzyty w tytule podrozdziatu jest
niejednoznaczny.

-str. 53. Czy Autor przeprowadzat badania majace na celu zoptymalizowanie metody
izolowania frakcji biatkowej ze Spiruliny. Poziom wysycenia 25% wydaje si¢ by¢ bardzo
matym. Czy po procesie wysalania z preparatu zostat usunigty nadsiarczan amonu?

-str. 54. Czy zaproponowana metodologia produkcji Spiruliny, oparta na uzyciu etanolu,

nie powodowata zmian ilo§ciowo- jakosciowych we frakcji polisacharydowe;j?

Jak juz nadmieniono we wczesniejszej czgsci recenzji, dysertacja zostala podzielona
na 4 czgsci. W pierwszych dwoch Pan mgr inz. Lukasz Wajda wykazal, Zze liczebnos¢
grzybow zasiedlajacych jabtka zalezy nie tylko od badanej odmiany tych owocow, ale takze
od lokalizacji sadu i okresu wegetacyjnego. Wigkszo$¢ izolatow grzyboéw pozyskanych z
trzech odmian jabtek nalezata do gatunku Aureobasidium pullulans. Drozdze wystepuja w
jabtkach w mniejszo$ci i naleza glownie do rodzajow Metschnikowia, Rhodotorula, Pichia
oraz Candida. Wsrod plesni w jabtkach najczgséciej obecne sa gatunki nalezace do rodzaju
Penicillium, ale wystepuja takze przedstawiciele rodzajow Cladosporium, Alternaria oraz
Fusarium. Niezwykle istotnym wydaje si¢ potwierdzanie w jabtkach obecnosci Penicillium
commune oraz P. polonicum, ktoére sa drobnoustrojami kserofilnymi, produkujgcymi
mykotoksyny. Wykazano rowniez, ze izolat A. pullulans LW57 jest wydajnym producentem

egzopolisacharydow. Do wartosciowych osiggnie¢ Doktoranta nalezy takze zaliczy¢ wyniki
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stwierdzajace, ze sekwencja genéw kodujacych 5.8S rRNA nie jest konserwatywna, W
zwigzku z powyzszym jej analiza nie pozwala na skuteczng identyfikacj¢ blisko
spokrewnionych szczepow grzybow.

Dwie ostatnie cze$¢ dysertacji obejmowaly swym zakresem ocene mozliwoSci
zahamowania wzrostu  Aureobasidium pullulans LW14 w pasteryzowanych i
niepasteryzowanych napojach jabtkowych poprzez dodatek biomasy Arthrospira platensis.
Wykazano, ze analizowane szczepy A. pullulans nie stanowia zagrozenia w przypadku
produktéw z jabtek poddawanych obrobce termicznej, gdyz nie przezywaja one procesu
pasteryzacji. Dodatek Spiruliny w stezeniu 1,15%, to jest stezeniu akceptowalnym przez
konsumentéw, hamowat wzrost grzyboéw w trakcie chtodniczego przechowywania, natomiast
dalsze zwigkszanie dawki nie miato istotnego wptywu. Autor w swoim dziele wskazuje, ze za
mykostatyczne dziatanie Spiruliny wobec A. pullulans LW14 w uktadzie modelowym
odpowiada frakcja biatkowa, jednak w oparciu o wyniki zawarte w Tabeli 17 (napoje
niepasteryzowane) mozna wnioskowac, ze sktadniki wykazuja dziatanie synergistyczne.
Niezwykle wartosciowe wyniki dotyczg implementacji biomasy sinic do niepasteryzowanych
napojow jablkowych, gdzie wykazano, ze Spirulina efektywnie ogranicza nie tylko wzrost
grzybow, lecz takze innych mikroorganizméw odpowiedzialnych za psucie si¢ produktu.

Wyjasnienia lub korekty wymagajg nastepujace sformutowania:

-str.  127.  Prositbym, aby Doktorant odnidost si¢ do  potencjalnej
przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci chlorofilu 1 kwaséw tluszczowych. Jednoczesnie
chciatbym zauwazy¢, Ze sposob przygotowania Spiruliny wyklucza obecno$¢ natywnych
form enzyméw, W tym takze chitynazy.

Str. 128. Czy mogltby Pan odnies¢ si¢ do rdznic obserwowanych w zawartosci badanych
cukrow w czasie ,,0” doswiadczanie pomiedzy wariatami doswiadczenia (Tabela 15). By¢
moze obserwowane efekty nalezaloby odnies¢ do stanu z poczatku doswiadczania i wyrazi¢
jako procent zmiany.

W catej dysertacji Doktorant stara si¢ rzetelnie interpretowaé uzyskane wyniki 1
konfrontowa¢ obserwacje z innymi badaniami z zakresu tematu. Pomimo wysokiej jakosci
badan czuje si¢ w obowigzku zwrdci¢ uwage na pewne niedopowiedzenia, skroty myslowe

oraz bledy stylistyczne i edytorskie, ktore pojawily si¢ w dysertacji np.: Tabela 1, Str. 22, Str.

27 — ,,..zajScie barwnej reakcji metabolitow..”, str. 36 ,,..skutkom starzenia si¢ skory...”, Str.
61 — ,,przy uzyciu HPLC”, str. 100 — ,,..szczegdtowa analiza molekularna grzybow...” - w
mojej ocenie zbyt szerokie okreslenie, str. 101 — ,,...zawiera ona wigcej substancji
odzywczych...” —uogolnianie, Str. 111, Tabela 1 —,,wielko$¢ prazka” — kolokwializm.



W rozdziale Podsumowania i wnioski Autor systematyzuje uzyskane obserwacje oraz
przedstawia wnioski koncowe, ktore wskazuja, ze z sukcesem udato mu si¢ zrealizowaé
postawione cele. W odniesieniu do powyzszego stwierdzam, ze Kwalifikant umiej¢tnie
potaczyt ze sobg zagadnienia z zakresu mikrobiologii, biologii molekularnej, bioinformatyki,
chemii analitycznej oraz technologii Zzywnosci, a przedstawiona do oceny dysertacja zawiera
wyniki wartosciowe pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym. Jednocze$nie pragng
podkresli¢, ze wszystkie uwagi przedstawione w ocenie pracy maja charakter redakcyjny,

cze$¢ z nich dyskusyjny 1 nie majg one wptywu na pozytywng ocen¢ merytoryczng pracy.
Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji dysertacja mgr inz. Lukasza Wajdy pt. ,ldentyfikacja
grzyboéw dominujacych w jabtkach oraz mozliwosci zahamowania ich wzrostu w napojach
jablkowych poprzez dodatek Arthrospira platensis” spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.) i
wnioskuje do Wysokiej Rady o dopuszczanie jej Autora do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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