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Ocena zasadnosci podjecia badan

Rozwéj nauki i techniki oraz technologii umozliwit doktadne poznanie dobroczynnego
oddziatywania drobnoustrojow i ich metabolitéw na prawidtowe funkcjonowanie organizmu
cztowieka oraz na mozliwodci coraz szerszego wykorzystania w roznych gateziach
przemystu. Zrédtem izolacji nowych szczepow stosowanych w okreslonych procesach
technologicznych sg ich naturalne srodowiska wystgpowania. Duzg role w naszym zyciu
petnig rowniez bakterie propionowe. Komorki bakterii propionowych lub ich metabolity s
stosowane w przemyS$le mleczarskim, warzywniczym, farmaceutycznym. Spoérod wielu
metabolitow tych drobnoustrojow Zrodia literaturowe coraz czeéciej podajg korzystne
znaczenie syntetyzowanej przez drobnoustroje trehalozy w tym przez bakterie propionowe.
Synteza i kumulacja trehalozy przez klasyczne bakterie propionowe zalezy od szczepu i
warunkow hodowli. Uzasadnia to potrzeb¢ podjecia badan o charakterze naukowym i
praktycznym.



Ocena merytoryczna rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca zawiera 152 strony tekstu podzielonego na nastepujace
rozdzialy: Wprowadzenie, Przeglad literatury, Cel i zakres pracy, Materiat i metody, Wyniki,
Dyskusja, Wnioski i stwierdzenia oraz dokumentacje pracy ztozona z 29 tabel, 23 rysunkow i
5 zalgcznikéw. Praca zawiera ponadto: spis tresci, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz spisy tabel, rysunkéw i zalgcznikéw. Struktura pracy jest prawidiowa,
poszczegolne rozdziaty i podrozdziaty stanowia logiczny uktad tresci.

W teoretycznej czgdci pracy na 31 stronach w oparciu o bogata literature (237 w tym
210 pozycji o zasiggu S$wiatowym).Doktorantka dokonata przegladu pismiennictwa
omawiajac W sposob szczegblowy, usystematyzowany tematycznie, poczynajac od rysu
historycznego identyfikacji i nazewnictwa bakterii propionowych oraz ich klasyfikac;ji.
Przedstawieniu aktualnej wiedze z zakresu rozwoju technik analitycznych, diagnostyki
laboratoryjnej i technologii, umozliwiajaca dokladniejsze poznanie i udokumentowania
mechanizméw metabolizmu, fizjologii bakterii propionowych oraz ich komérek i
metabolitow w roznych dziedzinach przemystu. Z uwagi na coraz wieksze znaczenie
trehalozy w przemysle spozywczym, farmaceutycznym w rolnictwie, medycynie i oraz w
zyciu roznych  drobnoustrojéw. Przedstawieniu metod pozyskiwania trehalozy. Oméwieniu
fizycznych i chemicznych wiasciwosci tego zwigzku, jego wystepowanie w zywych
organizmach, w tym réwniez u drobnoustrojow  Szczegdlng uwage zwréocta na
syntetyzowang trehaloze przez bakterie propionowe. Stwierdzam, ze cze$é teoretyczna pracy
zostala opracowana solidnie z dobra znajomoscia zagadnienia.

Czg$¢ empiryczna pracy sklada si¢ z nastepujacych rozdziatéow: Cel i zakres pracy,
Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i stwierdzenia.

Badania zaplanowane w ramach pracy doktorskiej mialy na celu: doktadng
charakterystyke wyizolowanych i pozyskanych bakterii propionowych zdolnych do syntezy
trehalozy, okreslenie wplywu wybranych czynnikéw srodowiskowych na produkcje¢ biomasy i
syntez¢ trehalozy przez wytypowany szczep Propionibacterium ferudenreichii  oraz
opracowanie technologii wytwarzania biomasy bakterii propionowych o wysokiej zawartosci
trehalozy wraz z oceng mozliwosci jej wykorzystania

Cel pracy Doktorantka przedstawita w sposob bardzo szeroki i nie budzacy
watpliwosci.

Badania do zrealizowania postawionego celu obejmowaty szeroki zakres prac i dotyczyty:
izolacji ze $rodowisk naturalnych, tj. z mleka krowiego, mrozonego mleka owczego,
mrozonego mleko koziego, seréw korycifiskich, sera wielkopolskiego i sera zoltego
domowego, bakterii zdolnych do syntezy kwasu propionowego oraz kwasu octowego 1
bursztynowego; charakterystyke wybranych szczepéw uwzgledniajaca morfologie kolonii i
komorek, zdolno$¢ tworzenia katalazy, zdolnosci wykorzystania réznych zrodet wegla,



Z mleka i serow wyizolowano i przebadano 788 izolatéw, syntetyzujacych kwas
propionowy, octowy i bursztynowy, sposrod ktorych 30 szczepdw (3.8%) charakteryzowato
si¢ typowym profilem fermentacyjnym. Na tym etapie badan mam pytania: - w ktorych
srodowiskowych prébkach dominowaty izolaty syntetyzujace kwas propionowy, octowy 1
bursztynowy? - czy sery zawieraly dodatki zi6t i przypraw, ktére mogly ksztaltowaé sktad
mikroflory ? - a moze to mleko jako surowiec do produkcji seréw byto zrodiem izolatow?

Do selekcji izolatow stosowano metody mikroskopowe, profile metaboliczne i metody
analityczne, przy czym na podkreslenie zastuguja badania w kierunku okreslenia zdolnosci
wykorzystania roznych zrodet wegla(glicerolu, glukozy, laktozy, kwasu mlekowego), przez
otrzymane izolaty. Jest to wskazoéwka w pracach badawczych w kierunku izolacji i selekcii
szczepOw  wykorzystywanych do badan. Przebadano ok. 800 szczepéw. Okreslono i
poréwnano morfologi¢ komoérek i kolonii izolatow ze szczepami referencyjnymi i szczepami
kolekcyjnymi. Okreslono profile kwasowe. Ten zakres badan stanowit podstawe do wstepne;j
selekcji w kierunku przydatnosci do dalszych badan.

Sposrod  wstepnie wyselekcjonowanych izolatéw do dalszych badan wykorzystano 6
izolatéw, pochodzacych z: niepasteryzowanego mleka krowiego, mrozonego mleka owczego,
sera wielkopolskiego i serow korycinskich( dane z tekstu str.61). Natomiast w tabeli nr 12 na
tej samej stronie nie ma izolatow z seré6w korycinskich. Jest to niefortunnych wpis w
tekscie, czy w tabeli? Zrodio pochodzenia szczepéw moze by¢ istotng wskazowka w
pozyskiwaniu szczepéw do zrealizowania okreslonych badan. Odno$nie zrodet izolacji
szczepow wykorzystanych w prowadzonych badaniach pochodzacych z wiasnej Kolekcji
Katedry = Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci: Propionibacterium
Jferudenreichiil PBR2,4,9,16, co stanowilo zrodto izolacji? ? Zrédio szczepdw moze byc
istotng wskazowka w pozyskiwaniu szczepéw do okreslonych badan

Identyfikacj¢ wyselekcjonowanych izolatéw oparto na badaniach molekularnych, ktore
w chwili obecnej sa podstawowymi badaniami  okre$lajacymi przynaleznosé rodzajows i
gatunkowa. Badania byly wykonane we wspotpracy z Zaktadem Biologii Molekularnej i
Biotechnologii Instytutu Ochrony Roslin Pafistwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu.
Izolaty zidentyfikowano jako Propionibacterium freudenreichii Kolekcja wiasna Katedry
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci zyskata 6 nowych szczepdéw Propionibacterium
Jfreudenreichii .

Do dalszych badafi w kierunku produkcji biomasy i syntezy trehalozy z glicerolu
czystego i odpadowego wykorzystano 20 szczepow (tekst str.66; w tabeli 16 str.66 i na rys.5
str. 67 podano 19 szczepéw) w tym szczepy referencyjne (8 szczepdw,), szczepy pochodzace
z kolekcji whasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci (5 szczepow) oraz 6
szczepdw wyizolowanych.

Z sposrod 19 (18) szczepdw 2 szczepy nie wyrosty i 2 szczepy nie syntetyzowaly trehalozy.
Sposrod szczepéw  produkujacych biomase w ilosciach 0.48- 1,55g/l i syntetyzujacych



trehaloze w  stezeniach:3,22-52,85mg/l, do dalszych badan wybrano szczep
Propionibacterium ferudenreichii 1, pochodzacy z kolekcji wiasnej Katedry Biotechnologii i
Mikrobiologii Zywnosci.

Do okreslenia najkorzystniejszy warunkéw syntezy trehalozy i produkcji biomasy
bakterii propionowych wykonano badania modelowe uwzgledniajace: zrodto wegla-czysty i
odpadowy glicerol w stezeniach: 20,50 i 80g/l, dodatek fosforanéw jako stabilizatorow,
pH:4,5,6,7,8 1 9, wptyw temperatur:15°C,26°C,30°C, 37°C/168h,przy czym po 48h hodowli
wprowadzono modyfikacj¢ wartosci temperatury 30°C na 6°C, 15°C, 26°C,37°C i 40°C.
Majac na uwadze znaczenie temperatury na  metabolizm bakterii, badano wplyw
powstatego szoku spowodowanego zmianami zakresow temperatur w trakcie trwania
hodowli na zwigkszenie syntezy trehalozy. W badaniach modelowych uwzgledniono
rowniez wplyw napowietrzania ( napowietrzanie prowadzono w bioreaktorach)
na produkcje biomasy i synteze trehalozy, jest to o tyle istotne, poniewaz bakterie propionowe
naleza do drobnoustrojow beztlenowych i napowietrzanie byloby niewskazane, powodujac
zmiany w metabolizmie komoérek. Zmiana metabolizmu w postaci zwigkszenie syntezy
trehalozy, byloby procesem bardzo korzystnym. Produkcja biomasy w warunkach
napowietrzania moze bylaby mniejsza, ale komorki kumulowalyby wiecej tego zwigzku.
Okreslenie wptyw sktadnikéw pozywki na synteze trehalozy i produkcje biomasy, to
badania wymagajace wielu doswiadczen i duzej staranno$ci. Wykorzystano metody
statystycznego planowania oraz optymalizacji doSwiadczen. Na podstawie modeli
matematycznych opracowano sktad podtoza umozliwiajacy zwiekszenie produkcji biomasy i
zwigkszenie syntezy trehalozy.

Podsumowaniem szerokiego zakresu badaf prowadzacych do zrealizowania
postawionego przez Doktorantke, jest opracowanie procesu technologicznej produkcji
biomasy bakterii propionowych o wysokiej zawartosci trehalozy. Otrzymany produkt suszony
rozpylowo lub liofilizowany charakteryzuje si¢ przede wszystkim stabilnoscia. Stabilnosé
powoduje zwigkszona zawarto$¢ trehalozy wewnatrz komorek, a tym samym s3 one bardziej
odporne na  stosowane procesy technologiczne, np.  wykorzystujac do produkcji
wzbogaconych w trehaloze asortymentu przemyshi mleczarskiego, suszong biomase mozna
stosowa¢ jako dodatek do roéznego rodzaju mak, podnoszac w pieczywie wartosé
Zywieniowq. Biomasa w postaci tabletek moze by¢ stosowana jako  probiotyk
wspomagajacy pracg uktadu pokarmowego.

Zalety pracy

Zatozenia pracy sg prawidlowe, kontynuacja pracy logiczna i spéjna, prowadzaca do
zatozonego celu. Otrzymane wyniki z wykonanych badaf zostaly dobrze udokumentowane i
przedstawione w formie tabel i rysunkéw. Uwage zwraca doglebna analiza i dyskusja



wynikow, ktore odniesiono do badan krajowych i zagranicznych. Wnioski sa adekwatne do
uzyskanych rezultatéw badan.

Na podkreslenie zastuguje bardzo szeroki zakres badan z zakresu fizjologii i
metabolizmu  bakterii propionowych uwzgledniajacych — oddziatywanie  czynnikow
fizycznych i chemicznych na wzrost i produkcje metabolitow. Stanowi to uzupetnienie
dotychczasowej wiedzy o bakteriach propionowych. Opracowanie technologii produkcji
biomasy bakterii propionowych i syntezy trehalozy oraz mozliwosci jej szerokiego
zastosowania jest podstawg do poszerzenia asortymentu zywnosci o dziataniu
prozdrowotnym.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny
Pawlickiej-Kaczorowskiej “Opracowanie technologii produkcji biomasy bakterii
propionowych o wysokiej zawartosci trehalozy oraz ocena jej praktycznego wykorzystania”
odpowiada wymaganiom ustawowym ( Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr65, poz.595 z p6zn zm.), oraz Rozporzadzenie Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 3 pazdziernika 2014 roku w sprawie szczegétowego
trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, postepowaniu
habilitacyjnym oraz postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U.2014,poz.1383, z pdzn.
zm.) W zwigzku z tym wnosz¢ o jej przyjecie przez Rade Naukowa Dyscypliny technologia
zywnosci i zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu i dopuszczenie Doktorantki

do dalszych etapow postepowania. .
Jfﬁluu?
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