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Rozprawa doktorska pani mgr inz. Anny Marty Grygier dotyczy okreslenia zdolnos$ci grzybow
plesniowych Galactomyces geotrichum do wytwarzania roznych zwigzkéw bioaktywnych,
w tym polienowych kwasow ttuszczowych i mozliwosci wykorzystania wybranego szczepu
do przygotowania modelowego produktu. Recenzowana praca podejmuje aktualng tematyke
zwigzang z modelowaniem zywnosci poprzez wprowadzanie do nich substancji bioaktywnych
celem zwigkszenia jej roli w prewencji chorob cywilizacyjnych. Zainteresowania Autorki pracy
skoncentrowaty si¢ gléwnie na syntezie polienowych kwasow tluszczowych przez grzyby
plesniowe Galactomyces geotrichum, traktujac je jako alternatywe dla innych zrédet tych
kwasow. Jak podkreslita, kwasy te odgrywaja duze znaczenie w diecie cztowieka, wptywajac
na obnizenie ryzyka wystapienia niektérych choréb, m.in. sercowo-naczyniowych,
neurologicznych czy niektérych nowotworéw. Dodatkowo, Doktorantka uwzglednita
mozliwos$¢ wytwarzania przez badane grzyby innych substancji bioaktywnych, jak witaminy
z grupy B czy kwas liponowy, co pozwolilo na szersze poznanie wilasciwosci badanych

mikroorganizméw, a tym samym wigksze mozliwosci aplikacyjne.



Struktura pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 157 stron. Wyrézniono w niej: streszczenie,
wstep, dwie glowne czesci: literaturowa 1 doswiadczalng, wnioski, literature, zalgczniki, wykaz
tabel i rysunkow oraz spis publikacji. Najbardziej rozbudowany fragment pracy stanowi czgs¢
doswiadczalna, poprzedzona zdefiniowanym celem pracy, i obejmujagca materiaty i metodyke
badawcza, a takze omowienie wynikow. Spis literatury obejmuje 166 pozycji, w tym gtownie
publikacje obcojezyczne. Ponadto, w pracy znajduje si¢ 31 tabel, 28 rycin oraz zalacznik
zawierajacy tabele nr 29. Umieszczenie tabeli nr 29 na koficu pracy uwazam za dobre
rozwiazanie. Uklad pracy jest logiczny i typowy dla tego typu opracowan badawczo-

naukowych.

Przeglad literatury

Czeéé literaturowa dysertacji poswigcona jest charakterystyce i wystepowaniu grzybow
Galactomyces geotrichum oraz jego wykorzystaniu w przemysle. Doktorantka przedstawita
niezbedne informacje na temat tych grzybow z uwzglednieniem systematyki, morfologii
i whasciwosci fizjologicznych. Do$¢ szeroko opisane zostaly mozliwosci wykorzystania tych
mikroorganizméw w przemysle spozywezym, procesach bioremediacji i biodegradacji
zanieczyszczen, rolnictwie, produkeji biopaliw czy przemysle farmaceutycznym. Doktorantka
przedstawila takze zdolnos¢ badanych grzybow do syntezy roznych zwiazkow bioaktywnych,
wskazujac, ze jest to aktualny i rozwijajacy si¢ intensywnie nurt badan. Nalezy zatem uznac
wybor tematu pracy przez Doktorantke za w petni uzasadniony zaréwno z naukowego,
poznawczego punktu widzenia jak i biorqc pod uwage mozliwosci aplikacyjne. ) ednoczes$nie,
w czesci literaturowej znajdujg si¢, zbedne moim zdaniem, bardzo podstawowe,
.podrecznikowe” informacje, ktore nie wnosza do dysertacji zadnej nowosci naukowej.
Przykladem jest schemat rozkladu laktozy, opis glikolizy czy schemat rozkfadu lipidow.
Czasami Doktorantka stosuje tez pewne uproszczenia badz skroty myslowe, przez ktore tekst
nie jest zrozumialy (np. na str. 21. ,Metabolit ten odktada si¢ w $cianach komoérkowych
bakterii, ktére z czasem traca sztywno$¢ i wybidrczy charakter” — jak rozumiem, chodzi

o przepuszezalno$é scian komorkowych dla okreslonych substancji.)

Cel pracy
Zasadniczym celem pracy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Grygier byla ocena mozliwosci
wykorzystania grzybow  Galactomyces  geotrichum do  syntezy roznych zwigzkow

bioaktywnych, w tym polienowych kwasow tluszczowych. Jako cele szczegotowe Doktorantka



wyréznita charakterystyke frakcji lipidowej Wielkopolskiego Sera Smazonego, identyfikacje
1 selekeje szezepow, optymalizacje hodowli G. geotrichum w celu zwigkszenia wydajnosci
biosyntezy polienowych kwasow tluszczowych i okreslenie mozliwosci biosyntezy zwiazkow
bioaktywnych w hodowlach bioreaktorowych oraz modelowym produkcie. Zaréwno cel
glowny jak i cele szczegdlowe zostaly sformutowane w sposob wlasciwy i dobrze korespondujy
z tytutem pracy. Mozna bylo jedynie wyszczegolni¢ izolacje, identyfikacje i selekcje szczepow
G. geotrichum jako odrebny cel ze wzgledu na odmienny charakter badan. Ponadto, ostatni z
celow szczegolowych powinien by¢ inaczej zredagowany i przedstawiony raczej jako ,,ocena”
lub ,.okreslenie” zdolnosci wybranego szczepu G. geotrichum do biosyntezy bioaktywnych
zwigzkow (...). W obecnej formie cel ten sugeruje jedynie analize wynikéw pomijajac fakt
wykonania szeregu badan, ktore Doktorantka przeciez przeprowadzita. Schemat na ryc. 7
powinien by¢ przedstawiony jako ,.zakres badan” lub .,schemat badan”, poniewaz w obecnej

postaci (Schemat prac) sugeruje raczej schemat uktadu czy struktury pracy doktorskie;.

Cze$¢ doswiadczalna
Czgs¢ doswiadezalna obejmuje metodyke badan oraz wyniki i ich dyskusje. Jest to bardzo
obszerna czg$¢ pracy (od str. 32 do 121). Materiat badawczy i zastosowane metody zostaty
omowione bardzo dokfadnie, z ogromng dbaloscia o szczegdly. Sugerowatabym jedynie
skorygowanie tytuféw niektorych rozdzialow, np. Ocena/Okreslenie zdolnosci grzyba
plesniowego G. geotrichum 38 do akumulacji kwasoéw tluszczowych” zamiast ,,Badanie
zdolnosci (...)" albo ich sprecyzowanie. Przyktadowo, tytut ,,Hodowle okresowe G. geotrichum
38 w bioreaktorze” brzmi zbyt ogoélnie i nie odzwierciedla zawartosci, ktora obejmuje ocene
wplywu warunkéw hodowli na biosynteze zwigzkoéw bioaktywnych przez badany szczep
grzyba. Z kolei tytul ,,Produkcja sera smazonego z wykorzystaniem G. geotrichum 38" sugeruje
produkcje na poziomie przemyslowym, a skoro byly to warunki laboratoryjne, to lepszym
okresleniem byloby ,.Przygotowanie sera smazonego i ocena zawarto$ci wybranych zwiazkow
bioaktywnych”. Powyzsze uwagi sg jedynie drobnymi sugestiami, ktore majg zwroci¢ uwage
Doktorantki na mozliwos¢ i przydatno$¢ precyzyjnego formutowania tytutéw, jednak nie
obnizajg wartosci omawianego rozdziatu.

Rozdzial 4 ,,Wyniki badan i ich dyskusja” obejmuje 61 stron i wyszczegdlniono w niej
9 czesci opisujacych kolejne etapy badan. Doktorantka, po scharakteryzowaniu profilu kwasow
ttuszczowych w Wielkopolskim Serze Smazonym, wyizolowata 39 izolatow grzybow, ktdre
zostaly zidentyfikowane w oparciu o sekwencjonowanie fragmentu ITS oraz polimorfizmu

dtugosci fragmentow restrykcyjnych genu 16S RNA. Zidentyfikowane izolaty grzybow



postuzylty do dalszych badan. W tej czgsci pracy Doktorantka do$¢ swobodnie i1 nie zawsze
prawidlowo stosuje terminy: selekcja, szczepy, zamiast izolacja i izolaty, co na etapie
poczatkowe] izolacji grzybow byloby bardziej wiasciwe. Dopiero przeciez po dokonaniu
izolacji 1 identyfikacji grzybow, Autorka przeprowadzita selekcje w oparciu o wybrane
wihasciwosci, dokonujac w efekcie wyboru mikroorganizmu, wykorzystywanego w dalszych
badaniach. Selekcja przeprowadzona na podstawie profilu kwasoéw tluszczowych
gromadzonych w strzepkach, jak rowniez wydzielanych do podtoza, pozwolita Doktorantce
wytypowac 11 szczepdw wytwarzajacych PUFA pozakomodrkowo.

Szczep G. geotrichum 38, charakteryzujacy si¢ najwigkszg efektywnoscig w syntezie
kwasow ttuszczowych PUFA, zostal wybrany do dalszych badan. Doktorantka przeprowadzita
szereg badan potwierdzajacych zdolno$¢ wybranego szczepu do biosyntezy kwasow
ttuszczowych jak rowniez wskazujacych na mozliwos¢ zoptymalizowania warunkdéw hodowli
aby zwigkszy¢ efektywnos¢ tego procesu. Doktorantka, w celu realizacji swoich zatozen.
wykorzystata odpowiednio dobrane, nowoczesne metody badan, a jednoczesnie wykazala sie
umiejetnosdcia interpretacji uzyskanych wynikow. Nalezy przy tym podkresli¢ réznorodnosé
zastosowanych metod, m.in. elektroforez¢ SDS-PAGE, spektrometri¢c mas, chromatografie
gazowa czy cytometri¢ przeplywowa. Ciekawym podejsciem, zupelnie nowatorskim, byto
zastosowanie cytometrii przeptywowej do weryfikacji wptywu sktadu pozywki na biosynteze
kwasow tluszczowych przez szczep G. geotrichum 38.

Doktorantka przeprowadzita rowniez hodowle w bioreaktorze w kontrolowanych
warunkach, uwzgledniajac rezultaty wczesniejszej optymalizacji. Pozwolito jej to ocenic
wplyw czynnikow takich jak napowietrzanie czy utrzymywanie okreslonej wartosci pH
podioza na syntez¢ PUFA.

Za interesujace 1 wartoSciowe uwazam réwniez wyniki analizy proteomicznej, ktore
pozwolity na zaproponowanie hipotetycznych szlakow biosyntezy polienowych kwasdéw
ttuszczowych, witaminy B12, kwasu liponowego, ergosterolu i trehalozy w komorkach
G. geotrichum 38.

Zakonczeniem szeroko zakrojonych doswiadczen bylo przygotowanie modelowego
produktu, co dodatkowo potwierdzito zdolno§¢ wybranego szczepu grzyba do biosyntezy
zwiazkow bioaktywnych. Podkresla to wartos¢ aplikacyjna ocenianej dysertacji.

Podsumowujgc, omowienie wynikow  zostalo  zaprezentowane w  sposob
uporzadkowany 1 systematyczny, z duzg dbatoscig o ich szczegotowa analize 1 dyskusje. Nalezy
przy tym podkresli¢ nowatorski charakter badan. Jak podkreslita Autorka, synteza i sekrecja

kwasow tlhuszczowych przez G. geotrichum nie zostaly wczedniej opisane, podobnie jak



nowoscia byto wykorzystanie cytometrii przeptywowej do weryfikacji wptywu sktadu pozywki
na biosynteze polienowych kwaséw ttuszczowych.

Rozdzial zawierajacy omowienie wynikow moglby by¢ wyrazniej podzielony na czesci
z poszczegolnym zakresem do$wiadezen, tym bardziej, ze, jak si¢ wydaje, kolejne etapy byly
konsekwencja uzyskanych wczesniej wynikow. Przykladowo, punkty 4.7 i 4.8, zgodnie
z informacja zawartg w metodyce pracy, sa czescig badan dotyczaca hodowli w bioreaktorze.
ale rownorzedna punktacja rozdzialow sugeruje, jakby byly to odrebne doswiadczenia.

Prezentacja wynikow zasadniczo jest prawidlowa, jednak tytuly tabel sg nickiedy zle
sformutowane 1 zawieraja zbyt duzo informacji. Przykladowo w tabeli 24, dane dotyczace
hodowli moglyby si¢ znalez¢ w tekscie lub stanowi¢ legende do tabeli. Sam tytut nalezatoby
zredagowac, aby odzwierciedlal rzeczywistg zawarto$¢ tabeli. Z kolei na ryc. 28 brakuje
legendy wyjasniajacej znaczenie poszczegolnych probek. W obecnej wersji konieczne jest
cofniecie si¢ do opisdéw w metodyce. v

Podsumowujgc, Doktorantka wykazata si¢ duza dojrzatoscig naukowa zarowno
planujac doswiadczenia, jak i analizujac uzyskane rezultaty. Niewatpliwie, mocna strong
dysertacji jest dyskusja wynikow, ktéra $wiadczy o doskonalej znajomosci zagadnien

stanowiacych przedmiot badan i umiejetnodci krytycznego analizowania wiasnych wynikow.

Whioski
Prace koncza wnioski, ktére w syntetyczny sposob podsumowuja uzyskane wyniki. Niektore
moglyby by¢ inaczej zredagowane, jak np. wniosek 5 czy 6, ktore sg sformutowane w taki

sposob, ze nie wskazujg na osiagnigcie Doktorantki, a stwierdzenie ogolnego faktu.

Uwagi

Oceniana dysertacja zostala przygotowana z duza dbatoscia o poprawno$¢ jezykowa i strone
redakcyjna, w pracy pojawiajg si¢ jednak do$¢ czesto niefortunne sformulowania lub
okreSlenia, a takze bledy zwigzane z zamiang lub przestawieniem liter oraz bledy
interpunkeyjne. Przyktady:

Str. 16 — .intermediaty” — mogtoby by¢: produkty posrednie

Str 71 — W strzgpkach G. geotrichum 38 wyekstrahowano i zidentyfikowano lacznie 28
biatek™; ekstrahowa¢ mozna raczej ze strzgpek, a nie w strzepkach, stad zdanie to mogtoby
brzmie¢: ,Ze strzepek/Z komorek G. geotrichum 38 wyekstrahowano, a nastepnic

zidentyfikowano 28 biatek.”



Str. 86 ..U G. geotrichum udzial kwasu C18:1 byl rowny 74%” — czy to oznacza: w komodrkach
G. geotrichum? W hodowli G. geotrichum? — brak precyzyjnego okreslenia. Podobne
sformulowanie pojawia si¢ w pracy bardzo czgsto.

W calej pracy Doktorantka bardzo czgsto uzywa okreslenia ,plesnie”, ktore jest raczej
okresleniem potocznych dla grzybow strzepkowych czy plesniowych, w zwigzku z czym warto

bytoby w pracy naukowej ograniczy¢ stosowanie takiego zamiennika.

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani magister inzynier Anny Marty Grygier pt.
..Ocena zdolnosci grzybow plesniowych Galactomyces geotrichum do syntezy zwigzkdéw
bioaktywnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem polienowych kwasow ttuszczowych" miesci
sic w zakresie dyscypliny technologia zywnosci i zywienia. Nalezy przy tym podkresli¢ jej
interdyscyplinarny charakter poprzez uwzglednienie rowniez elementow chemii zywnosci
1 biotechnologii. Autorka wykazata umiejetnos¢ korzystania z dotychczasowego dorobku nauki
w przedmiotowym zakresie badan. Czes$¢ doswiadczalna pracy zostata poprawnie zaplanowana
1 konsekwentnie zrealizowana przy wykorzystaniu odpowiednio dobranych metod
badawczych. Zalozony cel pracy zostal osiagniety, a uzyskane wyniki majg wartos$¢
aplikacyjna. Pod wzgledem merytorycznym prace oceniam bardzo wysoko. Dysertacja jest
napisana poprawnym jezykiem, typowym dla rozpraw o charakterze naukowym. Wspomniane
wezesniej drobne btedy jezykowe czy niefortunne sformutowania majg wylacznie charakter
redakcyjny 1 nie wplywaja na warto$¢ naukowa 1 aplikacyjng pracy. Na uwage zastuguje takze
dbatos¢ o strone redakcyjng pracy.

Po zapoznaniu si¢ z przedstawiong do oceny praca doktorskg mgr inz. Anny Marty
Grygier stwierdzam, ze w pelni spetnia ona wszelkie wymogi formalne stawiane tego typu
opracowaniom zgodnie z art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14.03.2003 (Dz. U. Nr 65, poz 595
7 pozniejszymi zm.) o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach 1 tytule w
zakresie sztuki. W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk
o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr inz.
Anny Marty Grygier do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom recenzowanej rozprawy przedktadam

Wysokiej Radzie wniosek o jej wyrdznienie.
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