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rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Ratajczak
pt.: ,Analiza metabiomu marchwi zwyczajnej z zastosowaniem

sekwencjonowania nowej generacji”

Praca doktorska mgr inz. Katarzyny Ratajczak zostata wykonana w Instytucie
Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Piotrowskiej — Cyplik, prof. UPP i dr inz.
Rézy Bieganskiej — Marecik jako promotora pomocniczego. W pracy tej mgr inz.
Katarzyna Ratajczak analizuje wptyw zabiegéw technologicznych na ksztattowanie
mikrobioty Daucus carota oraz jako$¢ surowca roslinnego. Biorgc pod uwage
prognozowany wzrost konsumpcji minimalnie przetworzonej zywnosci pochodzenia
roslinnego oraz odnotowywany wzrost liczby zachorowan spowodowanych
spozyciem warzyw, uwazam wybér tematu za wazny i aktualny. Metagenomika, ktéra
bada caty zbiorczy genom mikrobioty na podstawie DNA pozyskanego bezposrednio
z badanego materiatu, daje szanse na poznanie bioréznorodnosci mikroorganizmow i
ich wtasciwosci. Badania dowiodty, ze istnieje ogromna rozbiezno$¢ miedzy liczbg
mikroorganizméw zdolnych do wzrostu w warunkach in vitro, a tymi o istnieniu
ktdrych swiadczg wyniki analiz molekularnych. Postep w technikach molekularnych
spowodowat, ze lawinowo ro$nie ilo§¢ danych dotyczgcych metagenomoéw réznych
srodowisk. Praca Pani mgr Katarzyny Ratajczak doskonale wpisuje sie we

wspotczesny nurt badan.
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Doktorantka wybrata trzy surowce ros$linne: marchew zwyczajng, pietruszke
zwyczajng i seler korzeniowy. Analiza metagenomiczna wykonana na podstawie
sekwencjonowania nowej generacji wykazata we-wszystkich surowcach obecnosé
nastepujgcych klas bakterii: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Bacilli i Flavobactera. Stwierdzono, ze w surowych
warzywach korzeniowych dominujg przedstawiciele klasy Alphaproteobacteria.
Natomiast w minimalnie przetworzonych surowcach roslinnych dominuje klasa
Gammaproteobacteria. Najliczniej reprezentowane rodziny to Enterobacteriaceae
oraz Pseudomonadaceae. Ciekawym aspektem uzyskanych wynikéow jest
wykazanie, ze modyfikowana atmosfera promowata wiekszy udziat bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae. Ponadto, badania wykazaty, ze w surowej marchwi dominujg
bakterie z rodzaju Pseudomonas i Enterobacter. Natomiast w marchwi poddanej
dziataniu kwaséw organicznych odnotowano gtéwnie obecno$¢ bakterii z rodzaju
Pseudomonas. Co interesujgce, liczba bakterii z rodzaju Pseudomonas ulegata
redukcji w przypadku kiedy surowiec byt pakowany w atmosferze modyfikowanej, a
najliczniej reprezentowane byty bakterie z rodzaju Serratia. Za bardzo wazne
uwazam udokumentowanie duzego ,bogactwa gatunkéw” i zréznicowania mikrobioty
poszczegodlnych surowcdw roslinnych. W czasie obrony prosze, aby Doktorantka
przedyskutowata co rozumie pod pojeciem mikrobiota, mikrobiom i metagenom.
Nastgpna czes¢ wynikébw poswiecona jest analizie genéw zwigzanych =z
metabolizmem. Najbardziej interesujgce wyniki dotyczg genéw zWiazanych z
metabolizmem fruktozy i mannozy. Geny te wystepowaty w duzej liczbie kopii W
metagenomie Daucus carota przechowywanej w atmosferze modyfikowanej. Warto
podkresli¢, ze zastosowanie podejScia metagenomicznego przyniosto duzg ilosé¢
informacji. Pani mgr Katarzyny Ratajczak dobrze poradzita sobie =z
przeprowadzeniem szeregu analiz bioinformatycznych obejmujgcych analize
bioréznorodnos¢i oraz analize genéw zaangazowanych w metabolizm.

Doktorantka nie ograniczyta sie tylko do przeprowadzenia analiz
metagenomicznych, ale réwniez za pomoca klasycznych technik mikrobiologicznych
oznaczyta liczebno$¢ wybranych grup bakterii. Wykazata, ze wysoka zawarto$¢ tlenu
w atmosferze wptyneta na obnizenie ogoélnej liczby drobnoustrojow mezofilnych i
psychrofilnych, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, bakterii z grupy coli, bakterii z
rodzaju Pseudomonas i Lactococcus. Zastosowanie roztworu kwasu askorbinowego i
kwasu cytrynowego miato wptyw na ograniczenie liczebnosci niektorych 'grup bakterii,

przede wszystkim bakterii z rodziny Enterobacteriaceae.
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Z uznaniem nalezy przyja¢é badanie stanu fizjologicznego komorek
bakteryjnych za pomocyg cytometrii przeptywowej. Najwiekszg liczbe aktywnych
metabolicznie mikroorganizméw odnotowano w mikrobiocie Daucus carota poddan(?j
dziataniu kwas6éw organicznych i przechowywanej w wysokotlenowej atmosferze
modyfikowane;j. ‘

Istotnym osiggnieciem Doktorantki jest wyizolowanie i zidentyfikowanie
szczepdw bakteryjnych na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA. Sposréd 14
szczepéw, pie¢ nalezato do gatunku Enterobacter tabaci, po dwa do Klebsiella
pneumoniae i Klebsiella quasipneumoniae. Ponadto Doktorantka wyizolowata
pojedyncze izolaty nalezagce do gatunku Enterobacter kobei, Enterobacter
cancerogenus, Enterobacter asburiae, Citrobactér freundii. Co bardzo wazne z
punktu widzenia bezpieczenstwa zywnosci, wyizolowano pateczke Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis. Nie wykryto tych bakterii przy
zastosowaniu klasycznych metod mikrobiologicznych. Na podkre$lenie zastuguje
fakt, ze Doktorantka wigcza w obszar swoich badan zagadnienia dotyczace
antybiotykoopornosci bakterii. Pani mgr Katarzyna Ratajczak oznaczyta wrazliwo$¢
szeSciu szczepow bakteryjnych wyizolowanych z Daucus carota na amoksycyline,
erytromycyne, gentamycyne i trimetoprim. '

Niewatpliwie bardzo ciekawe sg analizy obrazujace, czy i ewentualnie w jakim
stopniu wybrane szczepy bakteryjne mogg modulowaé skfad mikrobioty Daucus
carota, jak rowniez atmosfere, w ktérej jest przechowywany surowiec. Doktorantka
wybrata dwa szczepy bakteryjne, ktére zostaty uprzednio przez nig wyizolowane to
jest Enterobacter asburiae, Citrobacter freundii oraz dwa szczepy pochodzgce z
kolekcji Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, to jest Pantoea agglomerans i Pseudomonas fluorescens. Chciatabym
sie zapyta¢, ktory z badanych szczepéw bakteryjnych najbardziej wptywa na psucie
surowca roslinnego podczas jego przechowywania oraz czym kierowata sie
Doktorantka w takim doborze séczepéw?

Warto zaznaczy¢é, ze Doktorantka przeprowadzita szereg analiz
fizykochemicznych w celu okre$lenia zmian zachodzgcych w surowcu roslinnym w
trakcie przechowywania. Pani mgr Katarzyna Ratajczak wykazata, ze zmianie
ulegata tekstura marchwi w trakcie przechowywania. Natomiast pozostate cechy
fizykochemiczne, takie jak zawarto$¢ ekstraktu, wartos¢ pH i kolor nie ulegaty
zmianom. Co istotne, Doktorantka nie odnotowata wptywu wysokotlenowej atmosfery

na zawartos¢ ekstraktu, warto$¢é pH oraz kolor produktu.
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Po petnej analizie pracy nasuwa sie kilka uwag. W moim odczuciu temat
rozprawy nie w petni oddaje caty zakres realizowanych badan i podjetej tematyki.
Doktorantka postugiwata sie¢ ré6znorodnymi technikami badawczymi, co pozwolito na
przeprowadzita szerokiego spektrum badan. Nalezy wyraznie podkredlié, ze
otrzymane wyniki wzajemnie sie uzupetniajg i tworzg przekonywujaca cato$¢ opisu
mikrobioty warzyw i zmian w niej zachodzgcych pod wptywem zabiegoéw
technologicznych. Biorgc pod uwage zmiany w nomenklaturze pojeé
mikrobiologicznych, nalezatoby przy przygotowywaniu artykutu do druku skorygowaé
pojecie "mikroflora" i "metabiom”. Warto podkresli¢, ze szeroko zakrojone badania
zaowocowaty duzg liczbg wynikéw. Szkoda jednak, ze Doktorantka wyizolowata z
badanego surowca jedynie 14 szczepow bakteryjnych i zbyt pobieznie potraktowata
treSci dotyczgce antybiotykoopornosci, niezwykle wazne dla zdrowia publicznego.

Dlatego uwazam, ze nalezy pominag¢ punkt czwarty zamieszczony we wnioskach.

Praca zostata przygotowana jako opracowanie monograficzne wediug
schematu typowego dla prac doswiadczalnych. Prace zaczyna wstep, ktory jest
interesujgcym i bardzo dobrze napisanym przegladem literatury. W pierwszych
czesciach tego rozdziatu doktorantka wyczerpujgco opisuje mikroorganizmy
odpowiedzialne za procesy psucia surowcéw roslinnych oraz objawy tego procesu.
Nastepnie Pani mgr inz. Katarzyna Ratajczak przedstawia regulacje prawne i wymogi
mikrobiologiczne dotyczgce $wiezej lub minimalnie przetworzonej 2zywnosci
pochodzenia roslinnego obowigzujgce w Unii Europejskiej, Stanach Zjednoczonych,
Australii i Chinskiej Republice Ludowej. Teoretyczny wstep konczy opis stosowanych
metod minimalnego przetwarzania i utrwalania surowcéw roslinnych. Przedstawione
podstawy teoretyczne sg bardzo dobrym wprowadzeniem do celu pracy. W kolejnyr'n
rozdziale sg zawarte szczeg6towe opisy stosowanych procedur badawczych.
Rozdziat Wyniki podzielono na stosowne podrozdziaty i przedstéwiono z
wykorzystaniem licznych rycin i tabel. Wyniki zostaty przedstawione w sposéb jasny i
przejrzysty oraz wyczerpujgco omoéwione. Uzyskane przez siebie wyniki mgr
Katarzyna Ratajczak poréwnata z danymi literaturowymi i krytycznie
przedyskutowata. Na koniec Autorka sformutowata wnioski, ktére sg odpowiedzig na
postawiony cel badan. Pani mgr Katarzyna Rétajczak przeanalizowata bogatg

literature, co wskazuje na dobrg orientacje w problematyce badawcze;.
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Podsumowujac, stwierdzam, Zze mgr inz. Katarzyny Ratajczak podjeta wazng
tematyke badawczg i uzyskata wiele interesujgcych wynikéw istotnych zaréwno z
poznawczego jak i praktycznego punktu widzenia. Doktorantka udowodnita, ze biegle
postuguje sie szerokim wachlarzem metod badawczych stosowanych w mikrobiologii
i biologii molekularnej oraz ma umiejetnosé¢ interpretacji wynikow. W zwigzku z
powyzszym, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny Ratajczak spetnia
wymogi zgodnie z § 6 ust.4 Rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegbétowego trybu | warunkéw
przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim i postepowaniu habilitacyjnym
oraz nadaniu tytutu profesora (Dz. U.2018 poz. 261) i zgodnie z art. 179 ust.1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o
Szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 pozycja 1669), recenzja rozprawy
doktorskiej zawiera szczegdfowo uzasadniong ocene spetnienia przez rozprawe
doktorskg warunkéw okreslonych w art. 13. ust 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. z 2017 r. poz. 1789). Z tego wzgledu wnosze do Rady Wydziatu Nauk o
Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani
mgr inz. Katarzyny Ratajczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

(e Gezalea
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