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promotora pomocniczego — dr hab. Moniki Kordowskiej-Wiater.

Podstawg przygotowania recenzji jest pismo Pani Dziekan Wydziatu Nauk o Zywnosci

i Biotechnologii prof. dr hab. Izabeli Jackowskiej z dnia 01. 07.2019 r.

Niniejsza recenzja sporzadzona zostata zgodnie z art. 25. 1-3 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn.
Dz.U. z 2017 r., poz. 1789) oraz Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z dnia 19 stycznia 2018 roku w sprawie szczegdtowego trybu i warunkéw przeprowadzenia
czynnosci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu

o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 2018 r., poz. 261, art. 18).

Uzasadnienie podjecia tematu badawczego

Zapewnienie jakosci i bezpieczenstwa to jedno 2z najwazniejszych zadan
w obszarze zywnos$ciowo-zywieniowym. W ocenie jakosci i bezpieczenstwa zywnosci stosuje
rézne kryteria: fizyczne, chemiczne, sensoryczne i mikrobiologiczne. Stan mikrobiologiczny

zywnosci wplywa na jej walory i odgrywa wazna role w calym tancuchu ,,od pola do stotu”.




Do mikroorganizméw o duzym znaczeniu w zapewnieniu jakosci i bezpieczenstwa
mikrobiologicznego zywno$ci naleza grzyby z rodzaju Fusarium. Badania nad tymi
organizmami sg prowadzone od wielu lat i poczatkowo skupialy sie na ich rozpoznaniu,
okresleniu warunkéw wystepowania, aspektach zdrowotnych i toksykologicznych dla roslin,
zwierzgt i ludzi. Najnowsze badania dotyczg poszukiwania metod ich zwalczania. Walke
z grzybami z rodzaju Fusarium mozna prowadzié metodami chemicznymi za pomocg silnie
dziatajacych srodkéw o dziataniu przeciwgrzybowym, jednak stosowanie tych $rodkéw nie
jest obojetne dla ludzi, zwierzat i srodowiska.

Ponadto, substancje chemiczne wykorzystywane do zwalczania grzybow z rodzaju
Fusarium s zabronione w rolnictwie ekologicznym. Dlatego coraz czesciej podejmowane sg
prace badawcze nad zastosowaniem metod biologicznych w ochronie zywnosci przed
grzybami z rodzaju Fusarium i ich metabolitami wtérnymi, do ktérych naleza mikotoksyny
fuzaryjne. Takiego kierunku dzialania oczekuja tez konsumenci, ktérzy poszukujg zywnosci
bezpiecznej, w tym coraz czgsciej pozyskiwanej metodami alternatywnymi.

Praca doktorska mgr inz. Izabeli Podgorskiej-Kryszczuk wpisuje sie w nurt prac
dotyczacych biologicznej ochrony zywnosci przed grzybami z rodzaju Fusarium i ich
negatywnymi skutkami. Podjeta tematyka badawcza jest niezwykle istotna dla
bezpieczefistwa ludzi i produkowanej zywnodci. Dlatego wybér problematyki badawcze
w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej uwazam za uzasadniony, interesujgcy, majacy

charakter naukowy, innowacyjny i aplikacyjny.

Struktura pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 133 numerowanych stron i sktada sie
z o$miu rozdzialéw: Wstep, Przeglad literatury, Hipoteza badawcza i cel pracy, Materiat
i metodyka badawcza, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i Pi$miennictwo. Prace poprzedzaja
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Spis tresci oraz Wykaz stosowanych skrétow
i symboli, a koficzg Wykaz tabel, wykresow, rysunkéw i fotografii. W pracy zamieszczono
23 tabele, 7 wykresow, 4 rysunki i 11 fotografii. Wykaz pismiennictwa zawiera 279 pozyciji
bibliograficznych.

Strong formalng pracy doktorskiej oceniam jako poprawng. Uktad pracy jest

prawidtowy, typowy dla prac o charakterze doswiadczalnym.




Uwagi redakcyjne i edytorskie

Praca doktorska zostata przygotowana bardzo starannie. Bledy jezykowe sg nieliczne.
Stwierdzono réznice w pisowni nazwisk autoréw cytowanych prac w zestawieniu z wykazem
piSmiennictwa na str. 16 — Rodrigez i Nachrer, na str. 17 i 18 — Dall’ Asta i wsp., na str. 39 —
Nout i wsp., na str. 95 — Martyniuk i Okon, na str. 96 — Hajlaoui i Belanger, na str. 102 —
Pettersson i wsp.

Wystepujg tez réznice w datowaniu prac cytowanych w tresci dysertacji i w wykazie
bibliograficznym. Dotyczy to np. cytowania na str. 99 — Slowik 2004, a w spisie
piSmiennictwa jest Stowik 2006. W wykazie pi$miennictwa brakuje prac, ktére byly
cytowane w tresci rozprawy doktorskiej. Dotyczy to m.in. Rozporzadzenia Komisji UE
1881/2006 oraz Zalecenia Komisji UE 583/2006 oraz pracy Buzzini i wsp. z roku 2003 na
ktora powotuje si¢ Autorka pracy doktorskiej na str. 98.

W wykazie piSmiennictwa zamieszczono publikacje, ktore nie zostaly przywolane
w tresci rozprawy doktorskiej. Takie uchybienie stwierdzono wobec poz. 15, 34, 48, 202, 264
wykazu.

W wykazie bibliografii pomiedzy pracami autoréw, ktérych nazwiska zaczynaly sie na

literg L, zostata zamieszczona praca autora na litere L.

Ocena merytoryczna pracy

W krotkim wstgpie Autorka zakresla bardzo ogoélnie zagadnienie bezpieczenstwa
zywnosci kladgc nacisk na zagrozenia mikrobiologiczne, skupiajgc uwage na
zanieczyszczeniu zywnosci, glownie plodéow rolnych, grzybami strzepkowymi z rodzaju
Fusarium i ich patogenicznosci i toksycznosci. Biorgc powyzsze pod uwage Doktorantka
wyznacza zasadniczy cel pracy, ktorym bylo: ,...zastosowanie odpowiednio
wyselekcjonowanych szczepdw drozdzy do ograniczenia wystepowania w  zZywnosci
wybranych grzybow z rodzaju Fusarium oraz wytwarzanych przez nie mikotoksyn”.

Kolejny rozdziatl zatytulowany ,Przeglad literatury” stanowi teoretyczng czes¢
dysertacji. Autorka dokonuje bardzo poglebionej charakterystyki grzybow z rodzaju
Fusarium, poswiecajac duzo miejsca ich wystgpowaniu, omowieniu toksycznosci
produkowanych przez nie mikotoksyn. Oméwiono wpltyw grzybow z rodzaju Fusarium na

zdrowie ludzi i zwierzat.




Patogeniczne grzyby, w tym takze grzyby z rodzaju Fusarium, powoduja duze straty
w rolnictwie wplywajac na wielkos¢ zbioréw, jako$¢ produkowanych pasz dla zwierzat oraz
zywnosci. Efektem koficowym sa wielowymiarowe skutki ekonomiczne. Najwiecej strat
notuje si¢ w uprawach zb6z oraz zywnosci i paszach z nich otrzymywanych. Doktorantka
przedstawia powiadomienia w Raportach RASFF o wystepowaniu mikotoksyn, jednak
W rozprawie nie poglebia tematu strat wywolanych obecno$cia grzyboéw i ich toksyn
w uprawach, szczegdlnie zbéz. Pomimo, ze podrozdzial zatytutowany jest ,,Ekonomiczne
skutki wystepowania grzyboéw z rodzaju Fusarium i ich mikotoksyn w zywnosci”, to nie
znajdujemy w nim zadnych danych dotyczacych szacowania strat. Autorka nie zamieszcza tez
danych o geograficznym wystgpowaniu patogenicznych grzybéw. Z najnowszych badan
wynika, ze zmiany klimatyczne réwniez moga wplywa¢ na rozprzestrzenianie sie
patogenicznych grzybow.

W dalszej czesci rozprawy doktorskiej Autorka omawia metody zapobiegania
wystepowaniu grzybdw z rodzaju Fusarium. Metody ograniczania rozprzestrzeniania sie
grzybow i ich toksyn sg bardzo zréznicowane. Mozna stosowaé zasady Dobrej Praktyki
Rolniczej przed i po zbiorze plonéw, prowadzi¢ chemiczng ochrone, az po metody
biologiczne. Wiadomo, ze rozwdj tych patogennych organizméw zalezy od aktywnosci wody
ay, temperatury, wartosci odczynu $rodowiska pH, dostgpnoscei tlenu (O,) i ditlenku wegla
(CO,), co ma duze znaczenie w przechowywaniu ziarna zb6z i ich produktow.

Poniewaz tradycyjne metody w sposob dalece niewystarczajacy chronia surowce,
srodowisko, zywno$¢ i pasze zwrdcono uwage na metody biologiczne z wykorzystaniem
organizmoéw dziatajgcych antagonistycznie lub konkurujgcych o rozwdéj. Autorka shusznie
zauwazyla, ze dzialania prawne w postaci Rozporzadzenia Komisji UE 1881/2006 z dnia
20.12. 2006 r. z pdzniejszymi zmianami, ktore okreslito dopuszczalne poziomy niektérych
zanieczyszczefi w $rodkach spozywezych, oraz Zalecenia Komisji UE 583/2006 w sprawie
zapobiegania wystepowaniu i ograniczania wystepowania toksyn Fusarium w zbozach
i produktach zbozowych wprowadzity okreslone standardy w praktyce rolniczej. Kolejne
dziatania w tej sprawie wniosla Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2009/128/WE
z dnia 21 pazdziernika 2009 r. ustanawiajgca ramy wspdlnotowego dzialania na rzecz
zrdbwnowazonego stosowania pestycydow natozyta od 1 stycznia 2014 r. na terenie UE
obowigzek stosowania integrowanej ochrony roslin.

Najwigcej miejsca w tej czesci rozprawy doktorskiej Autorka poswieca
mikroorganizmom dziatajacym antagonistycznie oraz konkurujgcym o sktadniki odzywcze

w stosunku do grzybow z rodzaju Fusarium.




Dokonano charakterystyki mikroorganizméw posiadajacych zdolnosci usuwania mikotoksyn
fuzaryjnych, przy czym najwieksza uwage skupiono na antagonistycznym dzialaniu drozdzy,
co jest zrozumiate biorac pod uwage cel i zakres pracy.

Wartoscia dodang w tej czgsci rozprawy sg dobrze udokumentowane zestawienia
tabelaryczne (tabele 1 — 5) i wykres nr 1. Niestety poza tabelg 1 i 2 w pozostalych tabelach
i wykresie brak informacji co do Zrédta ich pochodzenia. Czy sg to opracowania wlasne, czy
tez zostaly zaczerpnigte z prac innych autorow?

Oceniajgc teoretyczng czesé pracy pragne podkresli¢, ze zostata ona przygotowana na
podstawie dobrze dobranej i wlasciwie cytowanej literatury, w wigkszosci w jezyku
angielskim. Na 279 pozycji pismiennictwa az 239 to publikacje obcojezyczne. W wykazie
literatury 270 pozycji stanowi pismiennictwo z lat 2000 — 2019. Zaledwie 17 pozycji to
literatura z ubieglego wieku.

W rozdziale 3 dysertacji Autorka stawia hipotez¢ badawcza i okresla cel pracy oraz
cele szczegdlowe, ktére w istocie stanowiag zakres pracy. Hipoteza badawcza jest w mojej
opinii oczywista, biorgc pod uwage wnioski wyciagnigte z teoretycznej czesei pracy.
Natomiast szkoda, ze Autorka nie postawita kolejnej hipotezy, ktora odnositaby sie do r6znic
w mechanizmach dziatania pomigdzy drozdzami izolowanymi ze zbéz pochodzacych
z uprawy ekologicznej i konwencjonalne;.

Nasuwa si¢ tutaj uwaga w kontekscie teoretycznej czesci pracy, postawionej hipotezy
badawczej, celu pracy i celow szczegdtowych do tytulu rozprawy doktorskiej, ktory ma
posta¢: ,,Drozdze jako czynnik ograniczenia grzybow z rodzaju Fusarium w zywnosci” . Czy
tytul rozprawy nie powinien brzmieé: ,,Drozdze jako czynnik ograniczenia grzybow z rodzaju
Fusarium w wybranych zbozach i produktach zbozowych”? W mojej opinii zaproponowany
tytul rozprawy doktorskiej jest bardzo og6lny.

Szczegblne uznanie budzi doskonata prezentacja materiatu i metodyki badawczej. Na
ponad 20 stronach Autorka z niezwykla precyzja przedstawia wszystkie odczynniki i podtoza
zastosowane w badaniach, przygotowanie szkla laboratoryjnego oraz opis metod
analitycznych.

W badaniach wykorzystano kultury drozdzy pochodzace z kolekcji kultur Katedry
Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie oraz kultury drozdzy izolowane z trzech gatunkow zbdz: pszenicy, jeczmienia
i owsa. Dokonano charakterystyki drozdzy wyizolowanych ze zbdz, przeprowadzono
identyfikacje genetyczng za pomocg bardzo dobrze przedstawionej metodyki izolowania
DNA z komérek drozdzy.




Kolejnym etapem w badaniu wlasciwosci izolowanych drozdzy byla identyfikacja
zwigzkow lotnych z zastosowaniem techniki mikroekstrakeji do fazy stacjonarnej (HS-SPME)
z probkowaniem znad hodowli badanych drozdzy z grzybami Fusarium culmorum, F.
graminearum i F. poae.

W dalszej czesci badania oznaczono aktywnosé lityczng enzyméw drozdzy chitynazy
i B-1,3-glukanazy wobec izolatow Scian komérkowych grzybow. Badania te poprzedzito
badanie aktywnosci enzymow chitynazy i -1,3-glukanazy.

Wszystkie te analizy stanowily przygotowanie do okreslenia hamowania wzrostu
grzybow z rodzaju Fusarium oraz produkcji mikotoksyn w ziarnie pszenicy. Wyizolowane
drozdze aktywnie konkurowaly o skfadniki odzywcze np. zelazo z grzybami z rodzaju
Fusarium

Wyniki badan zostaly opracowane statystycznie z wykorzystaniem programu
Statistica i Excel. Przeprowadzono analize wariancji ANOVA wynikéw badan po
wezesniejszym okresleniu istotnosei roznic pomigdzy $rednimi grupowymi testem Tukeya.
Wyniki zostaty poprawnie zinterpretowane przez Autorke. Mam jednak do Autorki pytanie
dlaczego Tabela 19 nie zawiera wynikéw analizy wariancji? Ta uwaga dotyczy takze
kolejnych tabel zawierajacych prezentacje usrednionych wynikow.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje graficzna dokumentacja pracy w postaci
wykresow i fotografii, co jest kolejng wartoscig dodang tej rozprawy doktorskiej. Za
wyjatkowo cenne z punktu widzenia zapewnienia bezpieczenstwa stosowania izolatow
drozdzy uwazam badania nad mozliwoscig powstawania amin biogennych. W dalszych
badaniach powinny by¢ wykorzystywane te izolaty drozdzy, ktére nie wytwarzaja amin
biogennych.

Badania przeprowadzone w tej pracy nad wptywem drozdzy wyizolowanych ze zboz
pszenicy, jeczmienia i owsa na wzrost grzybow z rodzaju Fusarium i produkeje mikotoksyn
maja charakter modelowy. Szkoda, ze Autorka nie zaprezentowata modelu tych badan lecz
podeszta do zagadnienia w spos6b fragmentacyjny prezentujac kolejne etapy postgpowania.

Praktycznym  aspektem  przeprowadzonych  badan  bylo  zastosowanie
wyselekcjonowanych drozdzy w mace przeznaczonej do wypieku chleba. Przygotowano
ciasto chlebowe z maki zawierajgcej mikotoksyny wytworzone przez grzyby z rodzaju
Fusarium. W pieczywie z dodatkiem izolatdw drozdzy wykazano znaczacg redukcje
mikotoksyn. Otrzymane wyniki stanowia zachete do kontynuacji badan nad wykorzystaniem
drozdzy w walce z grzybami z rodzaju Fusarium i ograniczaniem wytwarzanymi przez nie

mikotosynami.




Na wysokim poziomie naukowym przeprowadzono dyskusje uzyskanych wynikéw
badan. Doktorantka umiejetnie konfrontowata wyniki swoich badan z wynikami innych
autorow. W koncowej czgsci dyskusji Doktorantka stwierdza, ze .,...uzyskane wyniki badan
wskazujg na mozliwos¢ praktycznego zastosowania wyselekcjonowanych w niniejszej pracy
izolatow drozdzy, zaréwno jako czynnikéw biologicznego ograniczania grzybéw z rodzaju
Fusarium w  ochronie zb6z, jak tez jako skladniki nowych kultur starterowych
w piekarnictwie o ukierunkowanym dzialaniu polegajgcym na obnizeniu zawartosci
mikotoksyn fuzaryjnych”. W zwigzku z tym stwierdzeniem mam pytanie do Doktorantki jak
wyobraza sobie praktyczne zastosowanie w warunkach produkcyjnych takich izolatéw
drozdzy? Czy te praktyki miatyby mie¢ charakter profilaktyczny? W obecnej chwili mamy
normy okreslajgce dopuszczalne poziomy zanieczyszczefh maki mikotoksynami grzybowymi.
Zapewnienie bezpieczenstwa konsumentom zywnosci przed mikotoksynami wytwarzanymi
przez grzyby Fusarium wyraza tez Wspélnota Europejska, ktéra w Rozporzadzeniu 1881
z dnia 19 grudnia 2006 r. okreslila tolerowane dzienne pobranie (TDI) dla deoksyniwalenolu,
zearalenonu, niwalenolu, fumonizyn By, B,, B; oraz toksyn T-2 i HT-2. Uregulowaniom
prawnym podlega kilkanascie mikotoksyn w zywnosci i w paszach. Niepok6j budzi natomiast
brak regulacji prawnych dla modyfikowanych mikotoksyn, w tym szczegélnie
modyfikowanych form deoksyniwalenolu.

W ostatnim akapicie konczacym dyskusj¢ wynikow znajdujemy informacje
o mozliwosci praktycznego zastosowania drozdzy do ograniczenia wzrostu grzybow
Fusarium oraz ograniczania mikotoksyn fuzaryjnych w zbozu i pieczywie. Niestety brakuje
stwierdzenia czy Doktorantka pozytywnie czy tez negatywnie zweryfikowata postawiong
hipotezg. Cytaty z rozprawy doktorskiej wskazuja na pozytywna weryfikacje hipotezy.

Rozprawe doktorskg konczy 10 wnioskéw. Sformutowane wnioski sg odpowiedzig na
zakreslone w pracy cel glowny i cele szczegblowe. Zdecydowanie wigcej drozdzy
wyizolowano ze zb6z uprawianych w systemie ekologicznym niz w konwencjonalnym, co
moze by¢ dobrym prognostykiem dla dalszego rozwoju rolnictwa ekologicznego. Bardzo
cennym okazal si¢ wniosek, iz izolat drozdzy Cryptococcus carnescens, ktdry ograniczat
wzrost grzybni wszystkich trzech badanych grzyboéw Fusarium culmorum, F. graminearum
oraz F. poae lecz z powodu wytwarzania amin biogennych nie powinien by¢ stosowany

w technologii zywnosci.




Whiosek koncowy

Reasumujgc, rozprawa mgr inz. Izabeli Podgorskiej-Kryszezuk pt.: ,,Drozdze jako
czynnik ograniczania grzybow z rodzaju Fusarium w zywnos$ci” wykonana pod kierunkiem
naukowym promotora prof. dr hab. Ewy Solarskiej oraz promotora pomocniczego dr hab.
Moniki Kordowskiej-Wiater jest pracg na wysokim poziomie naukowym oraz posiada walory
poznawcze i aplikacyjne.

Rozprawa doktorska ,Drozdze jako czynnik ograniczania grzybéw z rodzaju
Fusarium w zywnos$ci” jest jedng z niewielu prac, ktoéra w tak szerokim zakresie dotyczy
mozliwosci zastosowania drozdzy wyizolowanych z wybranych zb6z w ograniczaniu rozwoju
grzybow z rodzaju Fusarium oraz mikotoksyn fuzaryjnych w zbozu i pieczywie.

Jednoczesnie pragne zaznaczy¢, ze uwagi i zapytania zawarte w recenzji stanowig
w wiekszosci uchybienia edytorskie i nie odnoszg si¢ do merytorycznej wartoscei pracy.

Praca doktorska mgr inz. Izabeli Podgorskiej-Kryszczuk spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn.: Dz.U. z 2017 r.
poz. 1789).

Whioskuje¢ wiec do Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr inz. Izabeli Podgorskiej-Kryszczuk do

dalszych etapéw postgpowania w procedurze o nadanie stopnia doktora.
Whiosek o wyréznienie pracy doktorskiej

Jednoczesnie zwracam si¢ do Rady Wydzialu Nauk o Zywnos$ci i Biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o wyréznienie pracy doktorskiej Pani mgr inz.

Izabeli Podgorskiej-Kryszczuk. Uwazam, ze poziom merytoryczny pracy, imponujgcy zakres

wykonanych badan laboratoryjnych, doskonata dokumentacja uzyskanych wynikéw oraz

&(“,, Dol

wysoki poziom naukowej dyskusji zastuguje na wyrdznienie.

rof. dr hab. Maria Smiechowska



