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Recenzis

rozprawy doktorskiej mgr ind, Natalii Malgorzaty Tomad pt. o Wplyw wybranyeh olejkow
eteryoznyeh ua metabolizn zalelny od systemu quormm sensing u Peeudomonas
psychrophila KIMO2 wyizolownuyeh 2 ZywnoSel” wykonane] w Katedrze Bioteehnologii
i Mikrobiologii  Zywnodei, Wydziaht Nauk o Zywnolei 1 Zywieniu Uniwersytety
Prayrodniczego w Poznaniy, pod kierarikiem prof. UPP dr hab, ing. Kamili Myszld,

W skali catego dwinia observwije sie clagly wzrost produkeii ryb, na co wptyw s preede
wazystkim ich wysoka wartod¢ odaywers oraz dostepnodd, dzicki kibre] jest to prodult
stosunkowo tani, Niemniej state koutrola zasobéw gatunkéw podstawowyeh dla ryboldwatwa
wskazaje na ciggle uszezuplanie zasobdw rvbayeh, To zlawisko niestety generuje zmiany
wwielkodel dopuszozalnyeh polowéw, 4 z drugiej strony dune ekonomiczne wskazuja,
na ogromne straty juz zowionych vyb z powodu ich zepsucia. Prakiyezny aspeks niniejsze]
rozprawy to znalezienie roswigzania dia tego nickorzystnego zjawiska, Za pogararszanio

- jakosel produkeiw rybnyeh odpowiedzialne sg gléwnie psychotrofowe gatunki bakiesi

HECTIEEE Pl

Pseudomonas spp., u ich aktywnosé metaboliczna jest regulownana przez system quorum
sensing (Q8). Znulezienle coynnlkdw Ingerujacych w ten system stanowi isiotne naukowo
zagadniente | stwarza mozliwodel opracowania  nowych rozwigzah  amierzajgoych
do ograniczenia aktywnobel metabolicznej tyoh drobnoustrojéw.  Zakres prac wjetveh
w ninigjsee] rozprawie fwistale wplsuje sie w to zagadnienie. Tytul pracy odzwierciedla zakres
pracy, niemnie] nle wiele réni sle od gléwnego celu badas,
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Przedivzona do recenzji rozprawa dokiorska mgr in2, Natalii Malgorzaty Tomas jest
oparta na zestawle czierech spbinych tematycznie artykitéw nankowych (trzech oryginalnych
artykutow eksperymentalnych i jednej pracy przegladowej) opubl ikowanych w latach 2020-
2022 kolejno w czasopismach Applied Sciences, tnternational Joumal of Food Microbiology,
Food Control oraz Scientific Reports. Publikacie liczg od dwéch do siedmiu autordw ale
dokiorantka jest pierwszym autorem we wezystkich ozterech pracach, a jej indywidualny wkisd
w ich powstanie wynosit od 55 do 65%, co potwierdzajn ofwindezenia wspdlautoréw,
w ktérych bardzo szezegblowo wykazano zakees presprowadzonych prac. Artykuly zostaty
poddane whikliwej anslizie | ocenle przez redakejs czasopism oraz siezaleznyeh recenzentéw,
a fakt ich opublikowania wskazuje na ich wysoka wartodé naukows, Sumaryezny wspdlczynnik
I¥ publikacji wehodzaeych w sklad rozprawy doktorskiej jest wysoki { wynosi 17,883, a Liczba
punktéw ministerialinych zgodnie 7 rokiem opublikowania 480,

Rozprawa doktorska skonstruowana jest zgodnie 2 nowoprzyigtym systemaem, gdeie
wspomniane publikacje stanowiy jej zasadniczg czedé | zostaly dofaczone s koficu
opracowania. Niemniej manuskeypt lezgey 101 stron wyglgda jak Klasycana rozprawa
doktorska, zawiers spis publikacji wehodzgcyeh w skhad rozprawy, wylaz skrotéw,
streszezenle w jezyku polsidm i angielskim, kebtki watep, hipotezy i cele badaweze, dodd
obszermy rozdziat opisujgey materialy i raetody jako czedé dodwindezalna, ombwienie wynikéw
wraz z dyskusjg, podsumowanie, waloski oraz bibliografia, spig ryein § tabel,

Cytowania pozyeji bibliografiocznych, jak 1 whisnych dokumentéw w iekéoie 54
prawidtowe, Dokumentacia vzyskanyeh wynikéw obgjmuje 10 tabel 1 23 rvsunki. W moim
odezuciy nie wszystkie rysunki sg dobrze opisane, dotyezy to zwisszeza 0si, ponadto yvsoaki
zawierajy duzo nie objadnionych skedtéw, np. rvs. 6, 9, 17, 181 inne, co troszke utrudniato ich
otlezyt,

Reasumujec strukiurg rozprawy, stwierdzam, 2¢ konstrukoja pracy jest klarowns
i logiczna, a dokumentacia kompletna. Pragne podkreslic, i preyviets konwencia preygotowanis
rozprawy, wwagledniajgen artykul przeglydowy wprowadzajsey w temat oraz wyniki
zamieszezone w kolejnych publikacjach jest w mojej opinii Jok najbardziel prawidlows
i zasadna, Zapoznanie sig 2 rzeczonymi sriykulami naukowymi, jak réwnie 2 zabjezonymi
ofwindezeniami wapolautoréw publikacli, pozwala stwierdzié, 2e wklad Doktorantki
w przeprowadzenie badad prezentowanyeh w rozprawie jest kluczowy i wiodgey, Tym samym,
modna uznad przedstawiong vozprawe doktorska za autorskie dzialo mgr ind, Natshii
Malgorzaty Tomad,

UNIWEREYTEY PROVEOUNICEY WE WROCLAWY

RATEDRA BIOTECHNOLOGH [ MIERORIOLOGE 2V RNOLH
ul, CHELMONBRIBAO 37, 51620 Weokoy

wi TE RGO e fan VL B0 YT 04

malls anita rpwinskagiupvrednp! < wwwuprnesdes!



ARG ENHE W B

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIY

KATEDRA BIOTECHNGLOGH | MIKROBIOLOGH ZYWNOSCH

W kedtkim, liczgeym 5 stron wstepie manuskeyptu, Autorka koncentruje sie na
uzasadnienin  podjptych w kierunkyu rozpozmania zjawiska Q8 badad  w kontekécie
poszukiwania skutecznycl strategii zapobiegania przedwezesnemu psuciu sie produktéw
rybnych. W tej czedol przedstawiono dodé zatrwazajace dane statystyozne, Kire pudaia, 12 30%
dHowionych ryb ulega uiracie wskutek zepsucin, pomimo wdrmzania coraz to nowych
programow kontroli w przemysle spozywozym, Dane te jednak pochodzs sprzed 13 Iat, a jak
wyglada ta sytuacia obecnie?

Dalej opisane zostato zjawisko Q8 jako proces porozumiewania sie kombrek bakterii
polegajgey na syntezie | wydziclaniu do otoezenia czpsteczek sygnatowych zwanych
autolnduktorami, kibre uczestaiczs w regulacii réznych procestw fiziologicznych, wkich jak
proteoliza, lipoliza czy tworzenie biofilmu. Zjawiska te w konsekwengji zrnieniala wladciwodcd
organoleptyczue i zmniejszajy bezpleczefistwo produkedw na bazie rvb. Proyioczono dane
dotyezaes sutoinduktoréw u Pseudomonas acuruginosa. Sposoby ingerencit w system Q8
imechanizm dzislania rézaych czynnikéw z wwzgledniem olejkéw eterveznych orsz ich
zastosowanie W przetworstwie ryb zostaly kebtko przedstawione w ostatnie] czedel tegn
rozdzinhy. Reasuroujge, uwazam, ze rozdzial ten prezentuje dobry poziom merytoryezey oy
Jgzykowy, jest bardzo ciekawy i znakomicie wprowadza caytelnika w zagadnienia rwinzane
Z temnalen FOEprawy,

Zardwno cel glowny jak i cele szezegdlowe zostaly precyzyinie okreflone (i dobrze
preedstawione na schemacie) | wmozliwily sformulowanie 3 hipoter badawezych. Koncepeia
rozwigzania zalozonego problemu badawozego jest Klarowna § nie budzi Zadiych zastreeied
reonzenta,

W ozesei do$wiadozalng) pracy zaimujsce) 13 siron szozegdlowo prredetawions
mikroorganizmy, uZyte materiaty, warunki hodowli | zastosowane metody ckaperymentalne,
modelowe | statystycane. W i} czedel pracy brakowslo mi odnodnikéw do opublikwanych prac
infektorych  szozegdidw metodyeznyeh, Np. przy  ekstrakeji  kwaséw tHuszezowych
drobnovstroje zawieszano w roziworze NaOH ~ jak okvedlano ilogé tych drobnoustrojéw?
Podobnle przy ekstrakefi autoindukioréw systemu Q8 z plynow pohodowlanyeh, e bvlo tego
plynu, jak prowadzono teka hodowle, czy warank] hodowlt mogly mie¢ wplyw na profit Al
systemu Q57 Na stronie 29 blednie wzyto sformulowania bufor fofsforowy, zamisst
fostoranowy. Proy ovenie in situ warostu P psvchrophila w filetach dwigzego fososia
atlantyckiego zastosowano proby zawlerajgce 10 g éwierej ryby - dlaczego zastosowano takie
trake flodel produkiy?

Wyalld badad przedstawione w pracach eksperymentalnyeh mozna zaliczyé do baden
podsiawowych, jednak 2 wyratnym aspekiem aplikacyjnym potwierdzalgoym ich potenciat do
wykoraystania w prayszlodel w przemydle spozywozym i ochronie frodowiska, Oméwienie
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wynikéw i dyskusja zajely 48 stron. Te czedé rozprawy rozpoczeto od charakterystki skdadu
olejku 2 estragonn oraz pieprau czarmego | wekazania dominuigeych zwigzkdw Bloakiywoveh.
Mastepnie dla tych zwigzkéw wyznaczone zostaly stezenia subinhibicyjne, cayli takie kidre
zapewnialy inaktywacje nicpozgdanych komdrek drobnoustrojéw ale nie pogurszaly cech
organoleptycziych  produktu. W kolejnym  etapie zbadano wplyw tych 2wigzkow,
zastosowanych  we  wskazanych  stgZeniach, na profil estréw metylowvel  kwasdw
tuszozowych, Warto podireslié, 2e te badania prowadzono w odniesieniu do 3 sEezepdwW
Psewdomonas, tacznie w trzech pozywikach co wygenerowalo ogromng ilodé wynikdw. Autorka
zgrabnie poradzita sobie z analizg tyeh danych i wyciagnela ciekawe wnioski, Dalej
sprawdzono profil czgsteczek sygnalowych w plynach pohodowlanyeh komérek 3 szezepbw
hodowarnych w pozywoe kontrolne] bez dodatku oraz suplementowang] olefkami { ich
bioaktywnymi komponentami w siezeniach subinhibicyjnych, Wyniki jednoznaczaie wykazaly
wplyw tych substancii ne poziom syntezy autoinduktosdw, & co 7 tym idzie ich potencial do
ingerencii w system QS Pseudomonas spp. Nastepnie potwierdzono mozliwode: jul tylko
bioaktywnych komponenidw z olejkéw do winzania si¢ z bintkami receptorowymi, a tym
samym ingerencii w system Q8 Preudomonas spp.

Chargklerystyka pangenomu i transkivptomu dla wybranego szezepun KMOZ P
pevehrofila wekazata obecnosé czynnikéw decydujgeyeh o zdolnosed tych bakterii do rozidady
biatek, degradacii lipid6w i sekrecji enzyméw co potwierdza ich maczy potencial do psucia
ryb.

Kolejnym badanym elementers ingerencii w system QS w niniejsze pracy byla ocena
wplywu oleikéw eteryeznych 1 ich bioaktywnych skladnikéw na bislka systeru efflux
1 czynniki regulacyjue T288, W te} czedel nie jest dla mnie jusne dlaczego jrko czynnik
indukujgey system efflux wybrano antybiotyk i do tego kowas malidvksowy? Czy taki wybér
bedzie referencyjny w odniesieniu do wysunietego wniosku ar 79 Nigmmie] za bardzo cenne
uwazam wynlki dokowania molekulamego, kiére dostwrezyly dowodéw na to, 2o ghbwne
skladniki bioaktywne badanych olejkdw tworzg siabilne kompleksy 2 biatkami systemu efffux
i rogg prze to zaburzad system transpost komébrkowego § odzialywaé na mechanizm Q8.

Bardzo wainym elementem ninfejszej pracy bylo ozmacrenie wplyw oleikéw 1 ich
skindnikbw na aktywnode proteolityczna, lipolityezng oraz na syntezg egropolisacharyddw,
kides to aktywnodel sa regulowane mechanizrem Q8. Co wiges] wolyw tych substancii
zbadano takze na poziomie molekulamym poprzez oceng zmisn w poziomie ekspresji
wybranych gendw kodujgeyeh proteazy, lipazy | genbw odpowiedziainyeh 22 synteze
alginiany, kodujacego czynnik sigma o 1 anty-sigma a. W tych badaniach wykorzysiano
bakterie nammnozone w modelowym podiozu hodowlanym oraz w podywee 2 ryby (FIM),
Wykazano znaczges obnizenle aktywnodel proteotitycane) i lipolityczne] ale | znaozng redukeie
syntezy egzopolisacharyd6w, jednak wyniki byly bardziej spektakulame w POZYWOE
niodelowej niz w pozywee FIM, w kibrej zawartodd biatka 1 lipidow miata odwzorowywad
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produkt — prosze skomentowal na ile satysfakcjonujace w $wietle ostatnich doniesien
naukowych sg otrzymane przez Panig rezultaty?

Aplikacyjny charakter przeprowadzonych badan potwierdzily ostatnie dodwiadczenia
opisane w omawianej pracy doktorskiej, w kiérych zbadano zmiany liczby bakterii szczepu
KM02 w modelowym produkeie spozywezym potraktowanym marynata z dedatkiem badanych
olgtkdw. Wyniki okazaly si¢ bardzo obiecujace i potwierdzily aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa olejku z pieprzu i estragonu, co w prakiyce przektada sie przede
wszystkim na wydluzenie okresu trwaloéci marynowanych produktéw rybnych i ryb
przechowywanych w warunkach chtodniczych. Tutaj mam tylko uwage dotyczaca blednie
podanego na stronie 78 nr dokumentu 21, zamiast 23,

Na konicu manuskryptu znalazlo si¢ zgrabnie napisane podsumowanie oraz 10 dosé
ogdlnych wnioskéw. Bibliografia zawiera 163 pozycje literaturowe, w tym 111 2 ostatnic
dekady,

Whniosek kofcowy

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorska Pani mgr inz. Natalii Malgorzaty Toma$
uwazam, ze Autorka w sposdb prawidlowy przeprowadzita eksperymenty doswiadczenia,
dobrafa metody analityczne i statystyczne, osiagnela i zrealizowata zamierzony cel badan.
Oceniana rozprawa doktorska jest oryginalna, dobrze zaplanowana i wykonana, potwierdza
umigjgtnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke, wnosi elementy
poznawcze do aktualnej wiedzy z zakresu technologii Zywnosci, posiada ewidentny aspeks
praktyczny, a uzyskane wyniki sa rowniez podstawg do rozwazenia i rozpoczecia kolejnych
doswiadezen naukowych. Zatem stwierdzam, ze przedlozone opracowanie naukowei
catkowicie spelnia wymagania stawlane rozprawom doktorskim okreslone w artykule 187
ust.1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018
r.. poz. 1668 ze zm.). Wnosz¢ zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Technologii Zywnosci
i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o doepuszcezenie mgr inz. Natalii
Maigorzaty Tomas do dalszych etapéw postgpowania o nadanic stopnia naukowego dokiora
w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie technologia zywnodci i Zywienia.

Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom naukowy zaprezentowanych wynikow,
ponadprzecigtny, szeroki i zaawansowany warsziat analityczny, jak réwniez potencjal
aplikacyjny wynikéw, wnioskujg o wyréinienie przedlozonej mi do oceny rozprawy
doktorskiej.

Wroclaw, 17-09-2023
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