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|. Dobér i znaczenie tematu

Ostatnie badania wskazujg ponad wszelkg watpliwo$¢, ze warzywa iowoce
powinny byé podstawg naszego zywienia. Dostarczajg bowiem wielu bezcennych
sktadnikéw (mineralnych, witamin, polifenoli) i w istotny sposob zmniejszajg
zachorowalno$¢ na choroby uktadu krgzenia, cukrzyce i nowotwory oraz wydtuzajg
dtugosé zycia czlowieka. Jedzenie owocow i warzyw jest promowane jako czesc
prowadzenia zdrowego trybu zycia, do ktérego zachecajg najwazniejsze organizacje
miedzynarodowe, m.in. Organizacja Narodéw Zjednoczonych ds. Wyzywienia i
Rolnictwa (FAO), Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) oraz Europejski Urzad ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA). Z tych powodéw warzywa i owoce w Piramidzie

Zdrowego Zywienia znalazly sie u jej podstawy.

Zywno$é pochodzenia roslinnego jest dostarczana konsumentowi zaréwno w
postaci surowej jak i minimalnie przetworzonej. Kluczowa role dla trwatosci produktu i
bezpieczenstwa konsumenta odgrywa jako$¢ mikrobiologiczna = Zywnosci
pochodzenia roslinnego, ktora ocenia sie gtéwnie za pomocg klasycznych metod
posiewowych. Metody te nie sa jednak wystarczajgce do wykrycia wszystkich
mikroorganizméw obecnych w badanym produkcie. Wiele z tych mikroorganizmoéw
wystepuje w stanie stazy (tzn. chwilowej niskiej aktywno$ci metabolicznej) lub tez jest

czesciowo uszkodzonych (np. w wyniku obrobki zywnosci) co powoduje, ze nie



wzrastajg one w warunkach laboratoryjnych na podtozach statych. Takimi
mikroorganizmami, szczegdlnie tuz po zbiorze czy obrébce surowca roslinnego,
moga by¢ takze specyficzne mikroorganizmy odpowiedzialne za psucie (SSOs) oraz
patogeny. W przemysle spozywczym istnieje wiec duze zapotrzebowanie na
efektywne technologie minimalnej obrébki zywnosci pochodzenia roslinnego oraz

szybkie i doktadne metody analizy jakosci mikrobiologiczne;.

Badania prowadzone przez Doktorantke doskonale wpisujg sie w ten obszar
badawczy. W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Katarzyna
Ratajczak prowadzita analizy metabiomu marchwi zwyczajnej poddanej minimailnej
obrobce wstepnej oraz pakowaniu w atmosferze modyfikowanej, a nastepnie
przechowywanej w warunkach chtodniczych. Do analizy wptywu zabiegow
technologicznych na metabiom marchwi zastosowata wiele nowoczesnych narzedzi
analityczych w tym m.in. sekwencjonowanie nowej generacji. Wybdr tematyki
rozprawy uwazam za trafny, aktualny oraz istotny w aspekcie zwigkszenia trwatosci i

bezpieczenstwa mikrobiologicznego produktéw roslinnych.

[I. Ocena formalna pracy.

Praca obejmuje 149 stron maszynopisu w tym 43 ryciny oraz 25 tabel. Struktura
pracy jest typowa dla rozpraw naukowych i obejmuje nastepujace czeéci: spis tresci,
wstep, czes¢ literaturowsa, hipoteze badawczg, cel pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusja i wnioski, literature oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Rozprawa zostata przygotowana z nalezytg starannoscig i wskazuje na dobra
orientacje Doktorantki w obszarze poruszanych zagadnien.

Autorka wykorzystata 115 pozyciji literatury oraz 26 zrédet internetowych. Spoéréd
literatury naukowej ponad 96% (111) stanowig pozycje anglojezyczne, 4% (4)
polskojezyczne. Literatura naukowa z ostatnich 5-6 lat stanowi okoto 48% (55).

Majac na uwadze duzg ilo§¢ prac naukowych z podjetego zakresu badawczego,
nalezy stwierdzi¢ ze, dobodr bibliografii jest odpowiedni i obejmuje najwazniejsze

pozycje literatury z ostatnich lat.

[1l. Ocena merytoryczna pracy

Wstep i czesc¢ literaturowa sg $cisle zwigzane z tematyka badan. Doktorantka

przedstawita w nich szczegétowg charakterystyke mikroflory marchwi zwyczajnej



wskazujac ten surowiec jako $rodowisko bytowania szerokiej gamy drobnoustrojéw.
Omoéwita mechanizmy skazenia marchwi zwyczajnej niepozadang mikroflorg,
przedstawita mikroorganizmy odpowiedzialne za psucie marchwi oraz innych warzyw
korzeniowych i ich przetworéw wskazujgc na szczegéing role bakterii. Na podstawie
przegladu literatury omoéwita najczesciej spotykane patogeny w  zywnoSci
pochodzenia roélinnego oraz nowoczesne metody ich detekcji. Zaprezentowata
regulacie prawne i wymogi mikrobiologiczne dotyczace bezpieczenstwa zywnosci
pochodzenia ro$linnego. W ostatnim rozdziale skupita si¢ na oméwieniu wad i zalet
metod minimalnego utrwalania i przetwarzania zywnos$ci pochodzenia roslinnego.

Przeglad literatury jest ciekawy i wieloaspektowy. Tres¢ tego rozdziatu
oceniam pozytywnie. Autorka zebrata w nim wazne merytorycznie informacje,
udokumentowane pozycjami literatury, co wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
teoretyczne Doktorantki w zakresie realizowanego tematu. Stanowi tez dobre
wprowadzenie do kolejnych rozdziatéw pracy.

Generalnie tre$¢ tego rozdziatu jest przygotowana z nalezytg starannoscig
edytorska, jednak zauwazytam kilkka drobnych uchybien redakcyjnych, btedow
stylistycznych czy tez skrotéw myslowych, m.in.: str. 15 wersy 8-12; str. 26 wersy 1-
4; str. 26 wersy 12-14; str. 27 wersy 4-5.

Zaproponowany przez Doktorantke podziat czesci literaturowej na rozdziaty i
podrozdziaty zwieksza przejrzystosc i czytelnos¢ tej czesci pracy, tym niemniej:
Podrozdziat 1.3 str. 14 , Skala produkcji i zastosowanie marchwi zwyczajnej w
przemysle spozywczym’” powinien by¢ wyodrebniony z rozdziatu ,,Mikroflora marchwi
zwyczajnej” str.7-17. Podrozdziat 2.2 ,,Patogeny i ich wystepowanie w marchwi
zwyczajnej” powinien by¢ uzupetniony o treS¢ ,,oraz nowoczesne metody ich
detekcji” str. 21. Doprecyzowania wymaga nieczytelny tytut podrozdziatu 2.3 ,,Skala
problemu” str.25.

W oparciu o dokonany przeglad pismiennictwa Autorka sformutowata cel
badan, ktérym byta ocena mozliwosci zastosowania sekwencjonowania nowe;j
generacji do analizy wptywu zabiegéw technologicznych na ksztattowanie metabiomu
marchwi zwyczajnej jako wybranego modelowego produktu spozywczego
pochodzenia roslinnego w aspekcie przedtuzenia trwatosci i bezpieczenstwa
mikrobiologicznego produktu. Cel gtéwny zostat poprzedzony hipotezg badawczg

za$ jego realizacje Doktorantka zaplanowata w formie 6 zdan badawczych. Cel i
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hipoteza zostaty sformutowane poprawnie. Natomiast doprecyzowania/uzupetnienia
wymaga pierwsze zadanie badawcze (str. 36, p.1).

W kolejnym rozdziale ,,Materiaty i metody” Autorka przedstawita charakterystyke
surowca roslinnego, przebieg prowadzonych prac eksperymentalnych, opisata
podioza hodowlane i roztwory oraz zastosowane metody badawcze. Stosowane
metody i analizy nie budzg zastrzezen. Oceniajac te cze$C pracy stwierdzam, ze
Doktorantka dobrze zaplanowata do$wiadczenia i prawidtowo dobrata metody
analityczne. Na uwage zastuguje szeroki zakres wykonanych badan oraz
wykorzystanie nowoczesnych narzedzi analitycznych w zakresie analizy metabiomu
marchwi zwyczajnej, w tym zastosowanie metody sekwencjonowania nowej generacji
(NGS) technologig lllumina MiSeq, czy cytometrii przeptywowej w badaniach nad
aktywnoscig metaboliczng bakterii.

Metody badan Autorka opisata dokfadnie, jedynie prositabym o informacje czy
materiat roslinny pochodzit tylko z roku 2016, czy wszystkie eksperymenty zatozono
jednoczeénie, bezposrednio po zbiorze surowcow. Jednoczesnie opisujgc materiat
badawczy na str. 37 obok marchwi zwyczajnej Autorka przedstawita rowniez inne
surowce jak: seler korzeniowy czy pietruszke zwyczajna. Surowce te szczegotowo
zostaty opisane na str. 37-39, natomiast w pozostatej czesci metodyki w uktadzie
doéwiadczenia Autorka uwzglednia wytacznie marchew zwyczajng. Prositabym o
wyjasnienie.

Z obowigzku Recenzenta zwracam uwage na kilka szczegotow:

e na str. 42 Doktorantka podaje, ze analizy aktywnos$ci metabolomicznej byty
prowadzone do 11 doby. Czas przechowywania wynosit 17 dni, wszystkie
pozostate analizy wykonano réwniez po okresie przechowywania.

e str.42 , marchew zaszczepiono szczepami MK5, MK7, P6 i P48” — brak w tym
miejscu informacji o szczepach, ich nazwy podano dopiero na str. 56.
Prositabym roéwniez Doktorantke o wuzasadnienie wyboru tych wiasnie
szczepow do badan.

e str.43 Doktorantka pisze, ze rozdrobniona marchew byta poddana dalszej
sterylizacji poprzez naswietlanie lampa UV. Wcze$niej opisuje proces
blanszowania w temp. 100°C przez 2 min. Czy zgodnie z tym zapisem proces
blanszowania traktowany jest jako sterylizacja. Prosze o doprecyzowanie

wypowiedzi.



Przedstawione powyzej uwagi majg charakter redakcyjny i nie majg
zasadniczego wptywu na zaplanowane do$wiadczenia i prawidtowo dobrane metody
analityczne.

Uzyskane na podstawie dobrze zaplanowanych badan rezultaty Autorka
przedstawita w kolejnym rozdziale ,Wyniki”. Rezultaty przeprowadzonych badan
przedstawiono w postaci 4 tabel i 41 rycin prezentujgc obszerny materiat badawczy w
formie przejrzystej i zrozumiatej dla czytelnika. Sg one przygotowane starannie i
bardzo dobrze uzupetniaja tres¢ pracy doktorskiej.

W efekcie przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata, ze zaréwno
minimalna obrébka wstepna jak i pakowanie w atmosferze modyfikowanej wptywa na
ksztattowanie sktadu mikroflory badanej marchwi, przy czym kluczowa role odegrat
rodzaj zastosowanej atmosfery przechowalniczej. W metabiomie marchwi
przechowywanej w atmosferze modyfikowanej, charakteryzujgcej sie¢ wysokim
stezeniem tlenu, stwierdzono géwnie obecno$¢ bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae. Jednoczes$nie, mikroflora marchwi przechowywanej w opisanych
powyzej warunkach charakteryzowata sie mniejszg bior6znorodnoscig. Jakos¢
mikrobiologiczna marchwi ulegata stopniowemu pogorszeniu w trakcie
przechowywania, jednak w wariantach marchwi pakowanej w atmosferze
modyfikowanej zepsucie mikrobiologiczne zaobserwowano dopiero w ostatnim dniu
doswiadczenia.

Na szczegoblng uwage zastugujg dane uzyskane przez Doktorantke w oparciu
o zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji technologig lllumina MiSeq.
Zastosowanie nowoczesnych narzedzi analitycznych pozwolito na identyfikacje
specyficznych, dominujacych grup mikroorganizméw obecnych na marchwi
zwyczajnej odpowiedzialnych za procesy psucia surowcéw roslinnych, a takze
umozliwito wykrycie potencjalnych patogenéw (bakterii Salmonella), ktére nie zostaty
zidentyfikowane stosowanymi w pracy standardowymi metodami hodowlanymi.
Wyizolowane z marchwi szczepy bakterii zidentyfikowane przez Doktorantke
metodami molekularnymi w wiekszosci stanowity mikroorganizmy patogenne lub
potencjalnie patogenne. Charakteryzowaly sie one podobng opornoscig na
amoksycyline i erytromycyne oraz wrazliwoscia na gentamycyne i trimetoprym.
Istotne byty réwniez badania dotyczace analizy wybranych szlakow metabolicznych
wptywajacych na mikrobiologiczne psucie surowcéw roslinnych (metabolizm cukréw

fruktozy i mannozy, synteza toksyn bakteryjnych i opornos¢ wzgledem B-laktamow).



Doktorantka wykazata wyzszg aktywno$¢ metaboliczng mikroflory marchwi
pakowanej w atmosferze modyfikowanej. Znalazto to potwierdzenie w badaniach nad
aktywnoscig metaboliczng bakterii z zastosowaniem cytometrii przeptywowej.

Ponadto Doktorantka opisata wptyw minimalnej obrobki wstepnej na parametry
fizykochemiczne (m.in.. zawarto$¢ ekstraktu, pH, kolor i teksture) badanej marchwi
zwyczajng oraz na zmiany zachodzgce w sktadzie atmosfery otaczajgcej marchew w
opakowaniu.

Ze wzgledu na brak tak kompleksowych opracowan na temat mikrobiomu
marchwi zwyczajnej poddanej minimalnej obrébce wstepnej oraz pakowaniu w
atmosferze modyfikowanej w literaturze przedmiotu, zebrany materiat badawczy
mozna uznaé za cenne osiggniecie Autorki. Uzyskane wyniki niewatpliwie stanowig
duzg warto$¢ pracy. Zakres prowadzonych badan byt szeroki, a jego wykonanie
pracochtonne.

W tak szerokim opracowaniu mogag pojawi¢ sie zagadnienia wymagajgce
dopracowania. W rozdziale ,,Wyniki ” w p.2.1 zatytutowanym ,,Analiza metabiomu
marchwi zwyczajnej’ Autorka na 16 stronach dokonuje analizy nie tylko metabiomu
marchwi zwyczajnej, ale takze metabioméw pietruszki zwyczajnej i selera
korzeniowego. Tytut tego rozdziatu powinien by¢ skorygowany adekwatnie do
zawartych tresci, i zdaniem Recenzenta powinien by¢ omoéwiony jako pierwszy.
Wyniki uzyskane przez Doktorantke sg ciekawe, natomiast brakuje w tej czesci
podsumowania, ktére jednoznacznie uzasadniatyby wybor marchwi jako surowca do
dalszych badan. Prosze Doktorantke o przemyslenie takiego podsumowania. Prosze
zwréci¢ uwage na kolejno$¢ prezentowania dokumentacji w tym rozdziale na
stronach 75-81 w pierwszej kolejnosci omawiane sg wyniki umieszczone na
rysunkach 10-13, a nastepnie w tabeli 21. Podczas gdy tabela znajduje sie na str.
82, a rysunki str. 83-86. W rozdziale ,,Wyniki” pojawiajg sie tez skroty mys$lowe |
btedy stylistyczne, ktére nalezy skorygowaé podczas przygotowania pracy do druku,
m.in. str.74, p.1.5, wersy 4-6, 13-14, 19-20 itp.

W kolejnym rozdziale VII ,,Dyskusja” Autorka umiejetnie dobrata literature i
poprawnie dokonata interpretacji wtasnych wynikéw badan zestawiajac je z wynikami
uzyskanymi przez innych autoréw. Doktorantka wykorzystata 21 pozycji literatury z
czego 62% to prace z ostatnich 5-6 lat. Swiadczy to o umiejetnoéci ostroznej,

krytycznej analizy i interpretacji wtasnych wynikéw badan w $Swietle osiagniec



przedstawionych w literaturze przedmiotu. W analizowanym rozdziale nie
zauwazytam istotnych btedéw merytorycznych.

W rozdziale ,Wnioski” Autorka przedstawita najwazniejsze osiggnigcia
z przeprowadzonych badan sformutowane w 8 punktach. Swiadczg one o realizacji
wyznaczonego celu badan. Korekty edytorskiej wymaga jedynie wniosek 2.

Oceniana praca doktorska jest niewatpliwie oryginalnym dzietem naukowym, w
ktorym Doktorantka wykazata dobre przygotowanie teoretyczne, samodzielnos¢ w
prowadzeniu badan naukowych, umiejetno$¢ postugiwania sie nowoczesnymi
metodami analitycznymi. Okreslony w pracy cel badawczy zostat zrealizowany.
Zagadnienie wiasciwie umiejscowiono na tle literatury przedmiotu i metodologii.
Zawarte w recenzji uwagi majg gtéwnie charakter redakcyjny i dyskusyjny, nie majg

wptywu na ocene koncowa przedstawionej do recenzji pracy doktorskie;.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Katarzyny Ratajczak
pt. ,Analiza metabiomu marchwi zwyczajnej 2z zastosowaniem
sekwencjonowania nowej generacji”’ spetnia wymagania formalne i merytoryczne
stawiane rozprawom na stopien doktora. Charakteryzuje si¢ oryginalnoscig naukowg
i jednoczesnie tgczy aspekty naukowe z praktycznymi. Istotnie rozszerza wiedze na
temat mikrobiomu marchwi zwyczajnej. Spos6b realizacji pracy wskazuje, ze
Doktorantka jest dobrze przygotowana do prowadzenia badan naukowych. Uwazam,
ze oceniana praca doktorska spetnia warunki Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Na tej podstawie wnioskuje do
Rady Wydziatu Nauk o Zywnoéci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu o dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Ratajczak do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Wroctaw, dnia 27.08.2019 r.

Joap na Kawa Ryglelskaj




