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Ocena wyboru tematu pracy

Zapewnienie bezpieczefistwa mikrobiologicznego  kietkéw  roélinnych  jest
zagadnieniem zlozonym i napotykajacym na duze problemy. Podstawowa kwestig jest
wyeliminowanie zagrozenia obecno$cig bakterii chorobotwdrczych na nasionach
przeznaczonych do kietkowania z réwnoczesnym utrzymaniem ich zywotnosci. W celu
opracowania metod dezynfekcji podjeto liczne badania, jednak w ich efekcie dotychczas
nie uzyskano rozwigzan niezawodnych i odpowiednich dla wszystkich producentéw
kietkéw roslinnych. Podjety przez Doktorantke temat jest wazny i ma duze znaczenie
praktyczne. Réwniez wybrany przez nig srodek dezynfekujacy — wodny roztwor ditlenku
chloru stanowi potencjalnie dobrg alternatywe dla szeroko stosowanych roztworéw
chloranu(I) wapnia, ktérych uzycie wiaze si¢ m.in. z obawami dotyczacymi powstawania

pochodnych chloroorganicznych.

Ocena merytoryczna pracy
W pracy podjgto probg wszechstronnej oceny wpltywu dezynfekcji nasion roztworami
ditlenku chloru na zanieczyszczenie mikrobiologiczne, zawarto$¢ wybranych substancji oraz

oceng organoleptyczng uzyskiwanych z nich kietkéw. Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje



to, ze Doktorantka ocenita wpltyw dezynfekcji nasion na zawarto$§¢ wybranych sktadnikow
bioaktywnych w uzyskiwanych z nich kietkach. W dostgpnej literaturze zdecydowanie
brakuje opracowan poswigconych temu zagadnieniu, pomimo do$¢ licznych prac
omawiajacych wplyw stosowania elicytoréw oraz modyfikacji warunkéw uprawy na jakos¢
tego produktu. Ten aspekt pracy $wiadczy o jej oryginalno$ci i poszerza obecny stan wiedzy
na temat wplywu, jaki na jakos¢ kielkéw roslin wywiera odkazanie nasion. Ponadto Autorka
prowadzita uprawg kietkéw rzodkiewki i brokulu metoda zbiornikowa w roztworach ditlenku
chloru, co réwniez stanowi probe rozwiazania probleniu nie dyskutowana w literaturze
przedmiotu. Oprécz kietkow konsumpcyjnych uzyskanych z dezynfekowanych nasion
brokutu i rzodkiewki Doktorantka badaniami objela takze nasiona kilku odmian ogorka 1
papryki przeznaczonych do hodowli zachowawcze;.

Przeglad literatury jest bardzo obszerny, co $wiadczy o dobrej orientacji Doktorantki w
tematyce dotyczacej tego zagadnienia. Przedstawiono w nim charakterystyke wptywu procesu
kietkowania na warto$¢ odzywcza kietkow oraz zachodzace w nich zmiany st¢zenia
substancji o charakterze antyzywieniowym. Osobne podrozdzialy poswigcono wplywowi
kietkowania na zawarto$¢ chlorofili i polifenoli. Autorka opisata takze zagrozenia zwigzane z
zanieczyszczeniem mikrobiologicznym tego produktu oraz dokonala na podstawie literatury
zestawienia danych dotyczacych ognisk zatru¢ pokarmowych spowodowanych spozyciem
kielkéw, majacych miejsce od roku 1973 do 2018. W tabeli poswigconej temu zagadnieniu
Autorka przytoczylta 88 przypadkéw ognisk zatrué¢ pokarmowych zwigzanych z konsumpcija
tego produktu. Wedtug przedstawionego w pracy podsumowania gatunkiem roslin najczesciej
bedacym przyczyng zatru¢ jest lucerna, natomiast mikroorganizmem wywolujacym
zachorowania Salmonella sp. W kolejnych podrozdzialach opisane zostaly metody
dezynfekcji nasion. W odroznieniu od czeséci poswigconej zagrozeniom mikrobiologicznym
zwigzanym ze spozyciem kietkow, w podrozdzialach dotyczacych dezynfekcji nasion
Autorka nie przedstawita bardziej ogdélnych wnioskow wyplywajacych z przedstawionego
przegladu literatury. W zwiazku z tym nie zostaty w tej czgsci pracy uwypuklone powody, dla
jakich wybrano ditlenek chloru jako $rodek do odkazania nasion. Nie zostala tez w formie
ogdlniejszego podsumowania zwrdécona uwaga na problemy skutecznosci stosowanych
zabiegéw i ograniczenia, na jakie natrafiaja np. producenci tzw. zywnosci ekologicznej. W
ostatniej czeSci przegladu literatury obszernie omowione zostaly wlasciwosci oraz zakres
zastosowan ditlenku chloru.

Cel ogdlny pracy zostat sformulowany poprawnie. Pewne zastrzezenia wzbudza natomiast

sposéb sformutowania niektérych z celéw szczegdtowych, ktére zostaly okreslone jako



»Zbadanie jakosci mikrobiologicznej”, ,,zbadanie zawarto$ci”, ,,ocena organoleptyczna
kietk6w” lub “okreslenie barwy”. W prezentowanej formie maja one bardziej charakter
tematow poszczegdlnych doswiadczen niz celow szczeg(')iowyéh.

Przeprowadzone doswiadczenia zostaly wilasciwie zaplanowane w odniesieniu do
zatozonego celu. Jednak odczuwalny jest brak krotkiego ich opisu w czgsci metodycznej
pracy. Ponadto uprawa prowadzona metoda zbiornikowa w roztworze ditlenku chloru nie
zostala opisana w tej czesci pracy. Pierwsze informacje o tym, Ze taka uprawa byla
prowadzona znajduja si¢ dopiero w podpisach rysunkow, na ktérych przedstawiono wyniki
eksperymentu. Natomiast informacja o tym, ze roztwdr ditlenku chloru wymieniano réwniez
raz na dob¢ znajduje si¢ dopiero na str 118 w opisie uzyskanych wynikow.

Cze$¢  dotyczaca poszezegdlnych stosowanych metodyk zostala w  wigkszosci
przypadkow opisana szczegdtowo i wyczerpujaco, jednak niektore z zastosowanych procedur
nasuwaja pewne watpliwosci.

Procedura przygotowywania nasion obejmowala trwajaca 1 godzing dezynfekcje
potaczona z moczeniem w wodnym roztworze ditlenku chloru i 0,5-godzinne przemywanie w
wodzie destylowanej, a nastgpnie suszenie ich przez 12 godzin w 40°C. Moczenie trwajace
lacznie 1,5 godziny moglo doprowadzi¢ do rozpoczecia poczatkowych etapdw procesu
kietkowania w nasionach, zatrzymanego nastgpnie poprzez wysuszenie surowca. Taka
procedura mogla w pewnym zakresie wplyna¢ na proces pédzniejszego kietkowania.
Wiasciwsze byloby rozpoczynanie kietkowania natychmiast po procesie dezynfekcji.
Natomiast na uwage zasluguje to, ze do uprawy kietkow Doktorantka zastosowala
interesujaca metode zbiornikowa, w ktorej do nasion zanurzonych w cieczy w sposob ciagly
doprowadzane jest powietrze, co umozliwialo oprécz napowietrzenia rowniez ich mieszanie .

Oceniane wyrézniki jakosci zostaly prawidlowo dobrane do zalozonego celu, jednak
generalnie, zwraca uwage brak wykorzystania w pracy bardziej zaawansowanych metod
analitycznych. Wykorzystywano klasyczne metody analizy mikrobiologiczne;, a w
pozostatych przypadkach gléwnie metody spektrofotometryczne.

Uwagi do opisu szczegdlowych metod analitycznych dotycza nastepujacych
zagadnien:

Nie jest okreSleniem precyzyjnym i pozwalajacym na zalozenie pelnej powtarzalnosci
procedury opis dotyczacy oznaczenia zawartosci polifenoli w kietkach: Po czasie inkubacji
czekano na uzyskanie przez probki temperatury pokojowej i przystepowano do pomiaru

absorbancji”



Wedtug zamieszczonego opisu, w analizie chlorofili nie stosowano tlenku magnezu
ani tez weglanu magnezu, co moglo zmniejsza¢ stabilno$¢ chlorofili po rozdrobnieniu proby.
Ponadto nie zacytowano, na jakiej publikacji oparto opisana w pracy metodyke.

Najwigksze watpliwosci wzbudza metoda pomiaru barwy. Wykonano stosunkowo
malo powtérzen, tj. jedynie 3. Napekianie szklanego naczynia pomiarowego do zalozonej
wysokosci moze powodowaé, w poszczegdlnych przypadkach, raz bardziej geste a raz
bardziej luzne ulozenie poszczegolnych kietkow, ktorych ogélna masa w szklanym naczyniu
nie byta standaryzowana. Ponadto watpliwo$ci nasuwa pomiar barwy przy tak duzym
zrdznicowaniu poszczegdlnych czesci rosliny sktadajacej si¢ z zielonych liscieni, biatego lub
zaczerwienionego hypokotylu i korzonka. Przypadkowo$¢ proporcji pomigdzy tymi
catkowicie roznie zabarwionymi fragmentami moze wplywac¢ znaczaco na wynik pomiar6w,
ktére dodatkowo wykonano jedynie w trzech powtorzeniach. Ponadto zmiany w zabarwieniu
jednej czeSci moga byé réwnowazone przez zmiany zabarwienia innej czeSci kielka,
skutkujac w efekcie brakiem roznic w uzyskiwanych wynikach.

Ponadto uwagi o analizie statystycznej wystarczylo przedstawi¢ jednokrotnie jako
osobny podrozdzial na koficu metodyki.

W czesei metodycznej nie opisano z ilu osob skladal si¢ panel sensoryczny
wykonujacy ocene organoleptyczna kietkéw. Dane te zostaly zawarte dopiero w rozdziale
dotyczacym opisu wynikéw. Nie jest tez oczywiste, dlaczego w tabeli oceny sensorycznej
barwa bialo-czerwona lub czerwona korzonka rzodkiewki zostala przez Autorke
zaklasyfikowana jako cecha ujemna, obnizajaca ilo$¢ przyznawanych punktow w poréwnaniu
do barwy bialej. Ponadto w odniesieniu do liscieni Autorka w tabeli uzywa okreslenia
,,liscie”, co nie jest w pelni precyzyjne.

Zastrzezenia budzi tez opis niektorych przeprowadzonych analiz mikrobiologicznych.
W metodyce Autorka podaje, Zze oznaczenie ogdlnej liczby bakterii mezofilnych i
psychrofilnych wykonano wedlug normy PN-EN ISO 4833:2004, inkubujac proby w temp.
37 i 15°C. Wedlug cytowanej Normy proby inkubuje si¢ w 30°C przez 72 godziny. Podobnie
w przypadku oznaczenia ogdlnej liczby drozdzy i plesni powolano si¢ na norme¢ PN-EN ISO
21527-1:2009 roéwnoczesnie podajac, ze pozywka bylo podloze z antybiotykiem,
wykonywano posiew zalewowy, a inkubacja prowadzona byla w temperaturze 30°C 1 15°C.
Wedlug cytowanej Normy inkubacje prowadzi si¢ w temp. 25°C. Bakterie z rodzaju
Pseudomonas spp. oznaczano poprzez inkubacje w 37°C przez 24 godziny. Wedlug
przywolywanej w tekscie normy PN-ISO 13720:2010 bakterie z rodzaju Pseudomonas
oznacza sie w temp 25°C, po trwajacej 48 godzin inkubacji. W temp. 37°C przez 24-48



godzin inkubuje sie np. Pseudomonas aeruginosa. Stad nie jest jasne, jakie bakterie zostaly
oznaczone w pracy. Ponadto w metodyce dotyczacej tych drobnoustrojéw podano, ze posiew
powierzchniowy wykonywano nanoszac 1 mm’ rozcienczenia dziesigtnego. Posiewu tego
dokonuje si¢ nanoszac 0,1 ml zawiesiny.

Na stronie 84 pracy, odnoszac si¢ do oznaczania bakterii z rodzaju Campylobacter, Autorka
podaje, ze w pojemniku ,,w czasie inkubacji wytworzone zostaly odpowiednie warunki do
wzrostu”. Jest to okreslenie nieprecyzyjne i powinno zosta¢ uscislone poprzez konkretny opis
zastosowanych warunkow.

Ponadto tabela 4 zawierajaca sktad poszczegdlnych podlozy nie jest niezbgdna. Natomiast
odwolywanie si¢ w tekscie do tej tabeli, jak to ma miejsce np na stronie 83, we fragmencie
poswieconym opisowi metody oznaczania liczby bakterii Pseudomonas spp.: ,,Podlozem w tej
metodzie bylo gotowe plytki z podtozem chromogennym (tab. 4)” jest nieprecyzyjne. Poza
tym w tabeli nie umieszczono podloza, ktére odpowiadaloby temu opisowi.

Wyniki zostaly zaprezentowane w sposob poprawny i czytelny. Autorka szczegdtowo
analizowata problem stabilnosci roztwor6w ditlenku chloru w zalezno$ci od jakosci wody
uzytej do jego sporzadzenia, stezenia roztworu oraz warunkow jego przechowywania.
Wykazala wyzsza stabilno$¢ roztwordw o mniejszym stezeniu. Ocenita takze zmiany st¢zenia
ditlenku chloru zachodzace w miar¢ uplywu czasu odkazania nasion. Moim zdaniem
interesujace byloby tez poszerzenie badan o analiz¢ tego, jak proporcja nasion do uzytego
roztworu wplywala na zmniejszenie stezenia ditlenku chloru w czasie prowadzonego
odkazania. Interesujace sa wyniki, jakie Autorka uzyskala oceniajac wplyw roztworéw
ditlenku chloru na zdolno$¢ nasion ogérka i papryki do kielkowania. Rezultaty byly zalezne
od gatunku i odmiany, jednak generalnie obecno$¢ srodka dezynfekujacego wplywala
korzystnie na wskaznik procentowy kietkujacych nasion. Podobnie gatunek nasion wplywat
na charakter zmian zawartosci polifenoli i kwasu askorbinowego, majacych miejsce pod
wptywem dzialania ditlenku chloru na nasiona rzodkiewki i brokulu. Obserwacje
przeprowadzone w tej czesci pracy sa istotne dla zapewnienia jak najwigkszej zawartosci
takich pozadanych sktadnikéw w kietkach jak. np witamina C. W czgsci po$wigcone] opisowl
rezultatow analiz mikrobiologicznych Autorka nie przeprowadzita szerokiej dyskusji
wynikow oznaczania ogélnej liczby bakterii. Z danych zawartych w tabeli 10 wynika, Ze
dezynfekcja nasion brokutu spowodowata wzrost ogélnej liczby bakterii na uzyskanych z nich
kietkach wynoszacy okoto 2 cykle logarytmiczne. W przypadku rzodkiewki roéwniez
uzyskano pogorszenie tego wskaznika, w stosunku do nasion poddanych moczeniu w wodzie

destylowanej, takze wynoszace 2 cykle logarytmiczne. Jest to bardzo interesujaca i wazna



obserwacja wskazujaca na mozliwo$¢ pewnego uszkodzenia kietkéw tych roslin poprzez
dezynfekcj¢ nasion. Dane z tabeli 11 wskazujg rowniez na lepszy efekt moczenia nasion
brokutu w wodzie destylowanej niz w roztworze ditlenku chloru o stgzeniu 800 ppm w
odniesieniu do oznaczanej na kietkach ogélnej liczby bakterii. Ponadto tabela 10 zawiera dane
ilustrujace stymulujacy efekt dezynfekcji w roztworze ditlenku chloru na wzrost drozdzy 1
plesni na kietkach.. Kolejna cze$é pracy zostata poswigcona wplywowi zastosowanych
modyfikacji na wzrost drobnoustrojow chorobotwoérczych i grup mogacych zawiera¢ szczepy
chorobotwodrcze. Nie zastosowano inokulacji nasion tymi bakteriami w zwiazku, z czym
badania po$wigcone temu zagadnieniu sg zbyt rozbudowane. Jezeli nie wykryto danych
bakterii w probach kontrolnych, to bylo mato prawdopodobne, ze bgda obecne w prébach
pochodzacych z modyfikowanej uprawy. Na podstawie doswiadczenia zaplanowanego w ten
sposob nie mozna jednoznacznie okresli¢ skutecznosci modyfikowanych metod uprawy
wzgledem oznaczanych bakterii chorobotworczych, poniewaz w duzej czgsei przypadkow nie
wykryto ich na zadnej z préb.

Cze$¢ dotyczaca oceny barwy wzbudza, opisane powyzej, watpliwosci dotyczace
zastosowanej metodyki. Na stronie 130 Autorka w oparciu o wyniki analizy instrumentalne;
podaje, ze: ,Kietki rzodkiewki zakupione w sklepie nie odbiegaly istotnie barwa od kietkow
wyrostych z nasion kontrolnych”. Na rysunku 31, gdzie zamieszczono fotografie obu prob,
widoczne sa duze réznice barwy pomiedzy nimi i duze réznice w proporcjach poszczegélnych
czesci kietkow w obu prébach. Podobnie zastrzezenia wzbudzaja wyniki analizy barwy
brokutu i poréwnanie ich z fotografiami. Watpliwosci wzbudzajq réwniez wysokie wartosci
AE zamieszczone w tabeli 23, wynoszace od 6,5 do 11,7 w powiazaniu z niewielkimi
réznicami skltadowych L*a*b* zebranymi w tabeli 21.

W dyskusji wynikow w zbyt matym stopniu oméwiono wptyw stosowania ditlenku
chloru na jako$¢ mikrobiologiczng kietkéw. Nie wykorzystano takze w wystarczajacym
stopniu publikacji omawiajacych efekty zastosowania roztwordéw ditlenku chloru do redukcji
mikroorganizméw patogennych, pomimo Ze bibliografia zawarta w pracy jest obszerna i
obejmuje facznie 225 pozycji.

Wnioski 1 stwierdzenia konczace prace sa w glowne] mierze podsumowaniami

poszczegdlnych etapow doswiadczen. Brakuje wnioskow o charakterze bardziej ogélnym.

Ocena poprawnosci struktury rozprawy
Pod wzglgdem formalnym rozprawa ma budowg poprawna, typowa dla prac o charakterze

doswiadczalnym. Obejmuje tgcznie 170 stron maszynopisu, w tym 26 tabel i 33 rysunki.



Zwraca uwagg znaczacy udziatl w cato$ci pracy rozdzialow obejmujacych przeglad literatury.
Licza one facznie 49 stron maszynopisu. Do mankamentow pracy nalezg natomiast drobne
bledy edytorskie i stylistyczne oraz niescistosci merytoryczne np.:

Str. 143: ,, Beuchat [1999] w badaniach nad skutecznosci metod chemicznych”

Str. 143-144: Moczenie nasion ogérka i papryki w roztworach ditlenku chloru ,,pozwolito na
istotna statystycznie redukcje widocznej mikroflory patogennej.”

Str. 144: ,Nasiona rzodkiewki charakteryzowaly si¢ ok. 6% udzialem nasion i kietkow z
widocznym wzrostem mikrobioty”

Str. 144: ,nasiona charakteryzowaly wysoka czysto$cia mikrobiologiczna, a na ich
powierzchni nie byly obecne bakterie oraz drozdze i plesnie”

Jezeli liczba oznaczonych metoda plytkowa drobnoustrojéw byla ponizej poziomu detekeji
(10 jtk/g) nie oznacza to, ze drobnoustroje byly nieobecne.

Str. 144: , nastapita tez istotna redukcja poziomu badanych mikroorganizméw patogennych:
Listeria spp., Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Pseudomonas spp.,”

Nie mozna okre$li¢ bakterii nalezacych do Pseudomonas spp. czy Listeria spp. jako
patogenne, poniewaz jedynie cz¢$¢ z tych gatunkow wykazuje taka whasciwosC.

Niepoprawne jest takze okreSlenie ,substancje chemiczne wykazujace dziatanie
bakteriostatyczne”, odnoszace si¢ do sktadnikéw roztworéw stosowanych do dezynfekcii
nasion (str. 51). Dzialanie bakteriostatyczne jest niewystarczajace do eliminacji

mikroorganizméw chorobotworczych na nasionach.

Podsumowanie
Praca w sposéb wszechstronny opisuje wptyw ditlenku chloru stosowanego zaréwno do
dezynfekcji samych nasion jak i potaczenie tego zabiegu z uzyciem omawianego Srodka w
czasie uprawy metoda zbiornikowg. Praca stanowi opracowanie kompleksowe, zawiera
interesujace wyniki do§wiadczen oraz poszerza obecny stan wiedzy. Zastrzezenia do niej nie
dotycza jej gtéwnych zatozen, celéw oraz uktadu doswiadczen. a gltdwnie niescistosci w
opisach metodyk, nie pelnego przedyskutowania czesci z uzyskanych wynikoéw oraz braku
przedstawienia uporzadkowanego i szczegoélowo opisanego zakresu wykonanych prac.
Ponadto w samej rozprawie w zbyt matym stopniu uwidoczniono wkilad pracy w poszerzenie
wiedzy na temat wplywu dezynfekcji nasion na jako$é uzyskiwanych kietkéw, co mozna
bylo zrobi¢ poprzez przedstawienie brakéw informacji na ten temat w dostepnej literaturze.
W posumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt.” Zastosowanie wodnych

roztwordéw ditlenku chloru do odkazania nasion i kietkow wybranych warzyw” przedstawiona



przez mgr inz. Joann¢ Szulc spelnia wymogi zawarte w obowigzujacej Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca
2003 r. (Dz. U. nr 65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami; tekst jednolity Dz. U. 2017 poz.
1789), zawierajac oryginalne rozwiazanie problemu naukowego. Wnioskuje réwniez o

dopuszczenie mgr inz. Joanny Szulc do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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