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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Michata Krzysztofa Koniecznego

»Wykorzystanie cytometrii z bioobrazowaniem w kontroli bezpieczenstwa

procesow w przemysle spozywczym”

wykonanej pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Wojciecha Juzwy

Podstawe formalng realizacji recenzji stanowi pismo Dziekana Wydziatu Nauk o Zywnos$ci i
Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, prof. UPP dr hab. Bozeny Danyluk (z dnia

06.10.2021) oraz rozprawa doktorska mgr inz. Michata Koniecznego.

Podstawe prawng stanowi Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, art. 13.1 z pézn. zm.) oraz
Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz.
U. z 2018 r. poz. 1669).

Ocenawyboru tematu i zakresu pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Michata Koniecznego
dotyczy wykorzystania cytometrii z bioobrazowaniem w kontroli bezpieczenstwa
procesOw w przemysle spozywczym. Praca powstata w wyniku realizacji | edycji
konkursu w programie MNiSW ,Doktorat wdroZzeniowy”, realizowany na WNoZiZ UPP
w latach 2017-2021, na podstawie umowy nr 52/DW/2017/01/1, zawartej w dniu
16.11.2017 r. pomiedzy Ministrem Nauki i Szkolnictwa Wyzszego a Wydziatem Nauk
o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz firmg Luminex
B.V. z siedzibg w Holandii. W efekcie zrealizowanych badan, Doktorant przygotowat
rozprawe doktorskg w formie monografii, jak rowniez jest giébwnym autorem noty

aplikacyjnej (ang. Application Note) opublikowanej przez firme Luminex.



Biorgc pod uwage to, ze w przemysle spozywczym skuteczna kontrola
mikrobiologiczna jest kluczowa dla bezpieczenstwa koncowego produktu, ale takze
jest istotna z powodow ekonomicznych, dlatego tez podjeta problematyka jest jak
najbardziej aktualna i niezwykle wazna. Zaostrzone regulacje prawne w zakresie
bezpieczenstwa zywnosci, wymagajg m.in. stosowania mikrobiologicznych metod
badawczych, opartych gtownie na ocenie wzrostu bakterii lub na wymagajgcych
procedurach biologii molekularnej. Gtownymi wadami tych metod jest ich
pracochtonnosc¢, dtugi czas oczekiwania na wynik oraz wymagany wysoki poziom
wiedzy technicznej. Dlatego tez rozwdj metod analitycznych stosowanych w tej
dziedzinie zmierza w kierunku poszukiwania nowych rozwigzan, ktére pozwolg na
eliminacje tych ograniczen. Doktorant w swojej pracy zajat sie praktycznym aspektem
opracowania mozliwosci wykorzystania cytometrii przeptywowej z bioobrazowaniem
do monitorowania i szczegdtowej analizy powstawania biofiilméw w warunkach

laboratoryjnych i przemystowych, a takze detekcji komorek somatycznych w mileku.

Problem biofilméw powstajgcych w przemysle spozywczym znany jest od wielu lat,
dane literaturowe wskazujg, ze tgcznie w skali ogdlnoswiatowej szacowane straty
wynikajgce z tego powodu siegajg milionéw dolaréw rocznie. Biofilmy, ktore adherujg
do powierzchni w zaktadach przemystu spozywczego zanieczyszczajg lub wtornie
zanieczyszczajg zywnos¢ w czasie ciggtych procesow produkcyjnych. Z tego powodu
w sprzyjajacych warunkach biofilmy mogg powodowaé zepsucie produktu i
mozliwos¢ zagrozenia zdrowia konsumentow i bezpieczenstwa produktow
spozywczych. Dodatkowo, blokowanie mechaniczne przeptywu, hamowanie
procesOw wymiany ciepta i biodegradacja sktadnikow powierzchni metalicznych i

polimerowych stanowi duzy problem o charakterze aparaturowo-procesowym.

Ponadto, w swoich badaniach Doktorant zajgt sie opracowaniem nowej procedury
analitycznej z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej z bioobrazowaniem
oznaczenia komorek somatycznych w mleku w powigzaniu z problematykg mastitis.
Zapalenie gruczotu mlekowego (mastitis) jest najwazniejszg chorobg kréw
mlecznych wptywajgcg na duze straty ekonomiczne producentéw mleka i przemystu
mleczarskiego na catym swiecie. W Polsce w latach 2017-18 straty w produkciji
wynikajgce z tego powodu siegaty 30-33% (Przeglad Mleczarski 3/2020).

Jak wida¢ z powyzszego krotkiego zestawienia danych badania zrealizowane w
ramach recenzowanej dysertacji obejmujg wazny obszar nie tylko z zakresu
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technologii zywnosci i zywienia, ale réwniez diagnostyki laboratoryjnej. Analizy
zrealizowane przez Doktoranta sg spojne i prowadzg do rozwigzania
sformutowanego przez Niego problemu badawczego, ktory zostat prawidtowo
nakreslony w oparciu o potrzeby analityczne, a z drugiej strony — zapotrzebowanie

aplikacyjne firmy Luminex B.V.

Tytut pracy odpowiada jej celowi. Réwniez zakres przeprowadzanych analiz realizuje
cel pracy i odpowiada tytutowi pracy. Jednakze z obowigzku recenzenta musze
stwierdzi¢, ze w tekscie celu pracy zostat wprowadzony fragment, ktory traktuje jako
zbedny komentarz (zaczynajgcy sie od ,Perspektywa aplikacji...” do konca akapitu).
Podobnie w moim odczuciu nalezatoby zastgpic wyodrebnione zadania badawcze
celami szczegétowymi miatoby to znacznie dla spojnosci tej czesSci pracy. Nie jest to
jednak w zadnej mierze uwaga dotyczgca zakresu realizowanych badan a jedynie

komentarz natury edycyjnej.

Podkresli¢ nalezy szeroki zakres i kompleksowy charakter badan zaplanowanych i
zrealizowanych przez Doktoranta w zakresie dyscypliny technologia zywnosci i
zywienia, jak rowniez wigczenie do rozprawy noty aplikacyjnej co pozwolito
Doktorantowi na udokumentowanie wdrozeniowego charakteru dysertacji. Dzigki
temu, rozprawa doktorska stanowi kompleksowe opracowanie, ktére ma wymiar

aplikacyjny i realizuje zatozenia projektu ,Doktorat wdrozeniowy”.

Tym samym, wybor przez mgr inz. Michata Koniecznego problemu badawczego,
bedgcego przedmiotem rozprawy doktorskiej, oraz zaplanowany przez niego zakres
analiz nalezy oceni¢ bardzo wysoko, jako zasadny, aktualny oraz istotny zaréwno z

aplikacyjnego jaki i naukowego punktu widzenia.
Ocena formalnej strony pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Michata Koniecznego ma
obiegajgcy od typowego dla monografii doktorskich uktad, ktéry wynika z
wdrozeniowego charakteru pracy. Pomimo tego uktad pracy pozwala na jasne i
logiczne przedstawienie wynikow przeprowadzonych badan i analiz, w tym czytelne
zaprezentowanie zakresu i wynikdw bedacych przedmiotem poszczegdinych
eksperymentéw. Przedstawione wyniki zostaty prawidtowo wprowadzone przez
poprzedzajgce je uzasadnienie podjetej tematyki badawczej, ktore nalezy traktowac

jako przeglad literatury, jednoczesnie Doktorant podzielit prezentacje materiatu i
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metodyki badawczej a takze interpretacje wynikbw na dwa niezalezne zagadnienia
tematyczne. Wprawdzie takie podejScie nie jest klasycznym rozwigzaniem w
monografiach doktorskich ale jak rozumiem celem nadrzednym byt aspekt
aplikacyjny wynikajgcy z zatozen projektu. W mojej ocenie nie stanowi to uszczerbku
poniewaz zawiera wszystkie nieodzowne elementy pracy, a jedynie moze
powodowac niewielkg konsternacje u czytelnika przyzwyczajonego do tradycyjnego
uktadu.

Praca obejmuje 111 stron i sklada sie z 9 rozdziatbw, w tym zawarta nota
aplikacyjna, spis cytowanego w pracy pismiennictwa, zatgczniki. Gtéwna czesc¢ pracy
obejmuje rozdziaty prezentujgce streszczenie, wprowadzenie, uzasadnienie podjetej
tematyki badawczej — wybrane zagadnienia, cel i zadania badawcze, czes¢
doswiadczalng, o0golng ocene wartosci aplikacyjnej uzyskanych wynikdw oraz
wnioski. W pracy zamieszczono 2 tabele i 47 rycin. W pracy wykorzystano 90 pozycji

piSmiennictwa — w wiekszosci publikacje anglojezyczne.

Formalna strona pracy mgr inz. Michata Koniecznego nie budzi zastrzezen.

Ocena celu pracy oraz zadan badawczych

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej mgr inz. Michat Konieczny
sformutowat cel pracy oraz zadania badawcze przewidziane do realizacji. W tym
miejscu nalezy podkresli¢, ze o ile cel gtéwny jest opisany w sposob prawidtowy i
klarowny zachowujgc odpowiedni poziom ogélnosci to juz forma opisania zadan
badawczych budzi moje watpliwosci. Niezrozumiatym jest dlaczego w tym miejscu
Autor zastosowat formute zadan badawczych a nie celow szczegofowych, ktore
zwykle stuzg do jednoznacznego potgczenia dalszej czesci pracy obejmujgcej wyniki
oraz ich interpretacje? Ta czes$C¢ pracy zwykle wymaga duzej precyzji, logiki i
oszczednosci w postugiwaniu sie jezykiem mam wrazenie, ze w obecnej formie

Szczegolnie zadania badawcze nie korespondujg z celem gtownym.

Niniejsza uwaga nie umniejsza jednak wartosci pracy, a jedynie wynika z potrzeby
uporzgdkowania prezentowanej dysertacji oraz uzyskania jej wiekszej czytelnosci w
kontekscie zgromadzonych przez Doktoranta wynikow.



Ocena wykorzystanych metod badawczych

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej mgr inz. Michat Konieczny w
petni zrealizowat zatozony cel pracy. Wykorzystat on szereg metod badawczych, co
wynika z szerokiego zakresu uwzglednionych analiz, obejmujgcych analizy
mikrobiologiczne, analizy mleka, z wykorzystaniem referencyjnego cytometru
przeptywowego, cytometru 2z bioobrazowaniem. Badania generalnie zostaty
adekwatnie zaplanowane dla realizacji okreslonego celu i zakresu oraz pozwolity na
uzyskanie wartosciowych wynikéw, ktore staly sie podstawg opracowania nowej
procedury analitycznej z wykorzystaniem cytometru z bioobrazowaniem. Doktorant
zaplanowat i wykorzystat prawidtowo metodyke, co $wiadczy o jego dobrym
warsztacie badawczym. Na szczegolng uwage i pochwate pracy Doktoranta
zastuguje bardzo trudna i dlugotrwata analiza post-akwizycyjna wykorzystujgca
modut uczenia maszynowego (ang. machine learning ML), ktéra data podstawy do
realizacji celu pracy. Doktorant prawidtowo opisat metodyke tego etapu, ponadto

zilustrowat jg w sposob niezwykle precyzyjny.

Niemniej jednak dla petnej spojnosci i czytelnosci prezentowanej metodyki, celowym
bytoby uzupetnienie jej o podanie szczegbétowych oznaczen szczepow referencyjnych
zastosowanych w pracy oraz ich mieszania, informacji czy probki analizowane byty w
niezaleznych powtérzeniach | dlaczego w eksperymentach Srodowiskowych
pobierano préby z powierzchni 100 cm? natomiast w laboratorium wytwarzano biofilm

na ptytkach o powierzchni 6,5 cm?.

Ocena omoéwienia wynikéw i ich dyskusji

Mgr inz. Michat Konieczny w przedstawionej do recenzji dysertacji wyniki
zaprezentowat w sposob bardzo staranny, jasny, logiczny i uporzgdkowany.
Doktorant pogrupowat wyniki w podrozdziatach, prezentujgc je na prawidto i czytelnie
opisanych rycinach przedstawiajgcych uzyskane wyniki liczbowe oraz wyniki analizy
statystycznej. W opisach przedstawiono wszystkie niezbedne informacje dotyczgce
przeprowadzonych analiz. Wprawdzie niektore z nich sg mato czytelne jak np. rycina

34. ale nie wptywa to na ogdlng ocene formy ich przedstawienia. Nalezy podkreslic,



ze omowienie wynikéw zawartych w pracy jest wyjgtkowo wnikliwe oraz rzetelne, a
takze zbudowane jest na bardzo dobrych podstawach naukowych, jak rowniez
matematyczno-statystycznej analizie danych zebranych z cytometru. Nowatorskie
podejscie z wykorzystaniem modutu uczenia maszynowego pozwolito Doktorantowi
na precyzyjne oszacowanie roznych form subpopulacji mikroorganizmow (singletow,
dubletéw i agregatow) przy jednoczesnym okresleniu ich stanu fizjologicznego (zywe,
VBNC, martwe). Z catg pewnoscig jest to bardzo mocna strona recenzowanej pracy,
ktéra daje podstawy do stwierdzenia, ze aplikacyjny cel dysertacji zostat w petni
osiggniety. Wraz z prezentacjg wynikéw badan wtasnych mgr inz. Michat Konieczny
przedstawit dyskusje wynikbw w formie ogodlnej oceny wartosci aplikacyjnej
uzyskanych wynikow. Doktorant w tej czesci pracy wykazat sie znajomoscig literatury
przedmiotu, a takze dobrze zaprezentowat zebrane wyniki w Swietle badan innych

autoréw oraz wykazat rzetelne podejscie do pracy z wynikami.

Ocena wnioskowania

Wyniki zebrane przez mgr inz. Michata Koniecznego w przedstawianej do recenz;ji
rozprawie doktorskiej postuzyty Doktorantowi do weryfikacji zatozonych celow i
wyciggniecia wnioskéw ( 8 wnioskéw) , ktore prezentujg gtdwne wyniki
zrealizowanych badan. Whnioski przedstawione przez Doktoranta zostaty
sformutowane w sposob uzasadniony i znajdujg swoje odzwierciedlenie w
uzyskanych wynikach badan. Ponadto, wyniki dotyczg aspektéw praktycznych, ktére
zostaty zawarte w nocie aplikacyjnej do cytometru 2z bioobrazowaniem
produkowanego przez firme Luminex B.V. Wnioskowanie potwierdza dojrzatosé
naukowg Doktoranta, ktéry w syntetycznej formie podsumowat zebrane obszerne
wyniki badan wiasnych. Jedyna uwaga nasuwajgca sie po przeczytaniu tej czesci
pracy to fakt ze wniosek 3 i 5 dotyczg tego samego zagadnienia i mogtyby zostac
potgczone bez straty dla czytelnika.

Ocena cytowanego w pracy piSmiennictwa

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej mgr inz. Michat Konieczny

wykorzystat starannie dobrane pismiennictwo, wigczajgc publikacje zwigzane z



prezentowanymi wynikami badan wiasnych i potwierdzajgce Jego dobre
przygotowanie do prowadzenia badan z analizowanego zakresu. Zaroéwno literatura
wykorzystana w rozdziale ,Uzasadnienie podjetej problematyki badawczej — wybrane
zagadnienia” jak i ,0Ogolna ocena wartosci aplikacyjnej uzyskanych wynikow” jest
adekwatna i pozwala na interpretacje wynikéw badan wlasnych w Swietle wynikow
badan innych autorow. Nie mniej jednak nalezy zauwazyc¢, ze zdecydowanie
fatwiejsza praca z literaturg bytaby po zastosowaniu numerowania poszczegdlnych
pozycji, jak rowniez ilos¢ pozycji 10-cio letnich i starszych siegajgca 40% jest zbyt

duza, recenzent zauwazyt takze brak niektorych pozycji literatury w spisie.

Pytania dotyczace rozprawy doktorskiej

Podczas publicznej obrony chciatbym prosic mgr inz. Michata Koniecznego o

odniesienie sie do dwdch kwestii i odpowiedz na nastepujgce pytania:

1) Wiedzgc, ze modut uczenia maszynowego doskonale sprawdzit sie w roli
interpretatora wynikbw w przeprowadzonych badaniach, czy widzi Pan
ograniczenia takiego podejscia w innych aplikacjach z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego z bioobrazowaniem?

2) Uwzgledniajagc  wyciggniete przez Doktoranta wnioski, oraz jego
doswiadczenie zawodowe czy mozliwe jest stworzenie protokotu
dedykowanego cytometrii z bioobrazowaniem, ktéry dodatkowo pozwalatby
na oznaczenie gatunkowe analizowanych bakterii ? Je$li tak, to o jakie

potencjalne testy taki protokdt mégtby sie opierac?



Whiosek koncowy

Przygotowana przez mgr inz. Michata Koniecznego rozprawa doktorska,
zatytutowana ~Wykorzystanie cytometrii z bioobrazowaniem w kontroli
bezpieczenstwa procesow w przemysle spozywczym”, stanowi oryginalne i
wartosciowe osiggniecie, wnoszgce znaczacy wktad do dyscypliny technologia
Zywnosci i zywienia oraz poszerzajgce stan wiedzy z zakresu przedmiotu
badan. W petni spetnia ona warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, art. 13.1 z p6zn. zm.). Wskazane w recenzji
uwagi w zaden sposdb nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy. W zwigzku z
tym, wnosze do Rady Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr inz. Michata Koniecznego

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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