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Uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

Na swiecie wzrasta zapotrzebowanie i produkcja kwaséw organicznych. Mimo,
ze zastosowanie metod biotechnologicznych jest na razie znacznie drozsze niz metod chemicznych,
to ze wzgledu na intensywny r0zwoj nauki, w niedalekiej przyszlo$ci mozliwe sa wdrozenia
optacalnych technologii opartych na metodach biologicznych. O powodzeniu takiej strategii
W duzej mierze decyduje producent kwasu organicznego, czyli szczep mikroorganizmu, zdolny
do wytwarzania okreslonego produktu. Niewyczerpanym Zrédlem mikroorganizméw jest
srodowisko naturalne. Podjete przez mgr inz. Huberta Szczerbg badania sa jednymi z pierwszych,
W ktorych scharakteryzowano nowe naturalne odzwierzece szczepy Enterobacter aerogenes zdolne
do produkcji kwasu bursztynowego, a szeroko zakrojone badania identyfikacji genetycznej
szczepow wraz z analizg funkcjonalng genow uznaje za prekursorskie w dziedzinie technologii
zywnosci i Zywienia. W pracy doktorskiej podjeto sie takze opracowania metody produkcji kwasu

bursztynowego z laktozy zawartej w permeacie serwatkowym. Wykorzystanie tego ubocznego



produktu przemystu mleczarskiego wpisuje si¢ w nurt ,zielonej chemii”, ktéry inspiruje do
unowoczesnienia przemystu, zgodnie z ideg zréwnowazonego rozwoju. Uwazam, ze dokonany

przez mgr inZ. Huberta Szczerbe wybor Wyzej wymienionych badan jest w petni uzasadniony.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz. Huberta Szczerby jest cyklem
publikacji naukowych pod wspdlnym tytutem »Charakterystyka fizjologiczna i molekularna
nowych szczepéw bakterii z rodziny Enterobacteriaceae jako wydajnych producentéw kwasu
bursztynowego”, w skiad ktérego wchodzg 3 oryginalne prace tworcze opublikowane
W czasopismach z listy MEiN przypisanych do dyscypliny technologia zywnoéci i zywienia
(PI: Biotechnology for Biofuels 1 3(3): 96, 2020; PII: Scientific Reports 10(1): 1 986, 2020; PIII:
International Journal of Molecular Sciences 21(14): 4835, 2020). Prace te zostaly
opublikowane w 2020r. Suma punktéw za publikacje wchodzace w cykl wedlug listy MEIN
wynosi 480, a sumaryczny wspolczynnik wplywu (IF) wynosi 13,369. Pelne teksty
oryginalnych prac tworczych zostaly dolgczone do opracowania, ktore jest przewodnikiem
i zarazem uzupelnieniem do artykutéw. Opracowanie liczace 61 stron maszynopisu zawiera
kilka rozdzialéw. Na poczatku zamieszczono Streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Nastgpnymi rozdziatami sa: Wprowadzenie (4 strony), Hipoteza Badawcza i Cel Pracy oraz
Materiaty i Metody Badawcze, ktére zamieszezono na 3 stronach. Prezentacje wybranych
wynik6w badan oraz ich dyskusje opracowano na 26 stronach wraz z 12 rysunkami i 4 tabelami.
Whioski i stwierdzenia przedstawiono na 2 stronach. Literatura obejmuje 58 pozycji w jezyku
polskim i angielskim. Przedstawiony uktad opracowania jest logiczny i bardzo przejrzysty.

W cyklu artykutéw naukowych mgr inz. Hubert Szczerba jest pierwszym autorem. Publikacje
sg kilkuautorskie od 4 do 8 osob. Na podstawie dotgczonych o$wiadczen wspotautorow
publikacji wynika, ze udzial mgr inz. Huberta Szczerby w pracach wehodzacych w cykl byt
od 75% do 90%, co $wiadczy o wyjatkowo duzym zaangazowaniu Doktoranta w ich realizacje.
W ostatnim rozdziale zostat przedstawiony bogaty dorobek naukowy mgr inz. Huberta
Szczerby, $wiadczacy o bardzo intensywnej aktywnosci naukowej, na ktéry skiadaja sie, oprocz
cyklu publikacji wchodzacych w rozprawe doktorska, 10 oryginalnych prac tworczych,
9 patentéw RP, 5 zgloszen patentowych na wynalazki biotechnologiczne i 27 doniesies
konferencyjnych. Doktorant zdobyt §rodki na badania naukowe w dwéch konkursach NCN:
Preludium (2017r.) i Etiuda (2019r.) oraz w ramach projektu dla miodych naukowcow
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie (2017-2019). Doktorant uczestniczyt takze jako
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wykonawca w grancie NCN Lider w latach 2016-2018 oraz zrealizowat grant dla mtodych
naukowcéw UP w Lublinie w latach 2016-2017. Mgr inz. Hubert Szczerba zdobyl
doswiadczenie naukowe podczas zagranicznych stazy w Holandii i we Wloszech.

Warto podkresli¢ takze, ze mgr inz. Hubert Szczerba otrzymatl 16 nagréd lub wyrdznien
za wybitne osiagniecia w nauce w trakcie studiéw I i II stopnia oraz podczas studiow
doktoranckich. Lacznie uzyskat 5 stypendiéw za wybitne osiggniecia naukowe, w tym Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Prezydenta Miasta Lublin, Marszatka wojewddztwa

lubelskiego oraz Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Ocena merytoryczna pracy

We Wprowadzeniu przygotowanym w sposéb syntetyczny mgr inz. Hubert Szczerba
omowit wykorzystanie kwasu bursztynowego w réznych galeziach przemystu, w tym
spozywczego, chemicznego i farmaceutycznego, z oczekiwang wielkoscia rynku bursztynianu
pochodzenia biologicznego na poziomie 700 tys. ton w 2020r. W charakterystyce obecnej
produkciji kwasu bursztynowego zwrécit uwage na (kosztowng i obcigZajaca srodowisko)
technologi¢ chemicznej syntezy tego kwasu. Przedstawil ogdlnoswiatowy trend wykorzystania
produktéw odpadowych i ubocznych w biotechnologicznym pozyskiwaniu kwasu
bursztynowego oraz trudnogci w wyborze odpowiedniego szczepu bakterii do tego procesu,
Wiedza na temat producentéw kwasu bursztynowego jest wciaz ograniczona. Uwazam,
ze zawarte W czesci teoretycznej tredci pracy swiadczg o bardzo dobrym przygotowaniu
mgr inz. Huberta Szczerby do podjecia badan.

W kolejnym rozdziale opracowania sformutowano hipoteze badawcza i cel pracy.
Hipoteza zaklada, iz mozliwe jest pozyskanie nowego szczepu bakteryjnego wykazujacego
zdolnoé¢ do naturalnej i wydajnej produkcji kwasu bursztynowego, jako glownego produktu
fermentacji laktozy z produktu odpadowego, jakim jest permeat serwatkowy. Zalozono takze,
ze sekwencjonowanie genomowe i analiza funkcjonalna genéw moze przyczyni¢ sie
do lepszego zrozumienia cech fizjologicznych nowego szczepu, zwlaszcza w kontekscie
zastosowan biotechnologicznych. W celu weryfikacji postawionej hipotezy, mgr inz. Hubert
Szczerba przyjat cel badan tj. identyfikacje oraz fizjologiczng i genetyczng charakterystyke
nowego, dzikiego szczepu bakteryjnego zdolnego do naturalnej i wydajnej syntezy kwasu
bursztynowego na podiozach z laktozg. Cel pracy zostat jasno sformutowany. Zakres pracy
obejmowal przeprowadzenie kilku etapow badan: pozyskanie i selekcje z prob
srodowiskowych szczepu bakteryjnego zdolnego do biosyntezy kwasu bursztynowego

z laktozy, identyfikacje gatunkowg szczepu, okreslenie optymalnych warunkéw wzrostu
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i produkcji kwasu bursztynowego przez pozyskany szczep, hodowle bioreaktorowe, uzyskanie
kompletnej sekwencji genomu szczepu i charakterystyke jego genéw.

W kolejnym rozdziale przedstawiono materiaty oraz metody badan, ktore s3 dokfadnie opisane
w publikacjach PI, PII i PIIl. Na szczegOlng pochwale zastuguje fakt, ze praca zostala
zrealizowana z wykorzystaniem szerokiego wachlarza badawczego i opiera sie
na przemyslanym i dobrze zaplanowanym ciagu badan laboratoryjnych i dogwiadczen. Duzy
nacisk w dysertacji polozny zostal na badania genetyczne szczepow. W tym celu Doktorant
zastosowat cala game nowoczesnych technik biologii molekularnej, a do analizy wynikéw
wykorzystal specjalistyczne oprogramowania bioinformatyczne. Materiatem biologicznym
W pracy byly dwa szczepy Enterobacter aerogenes oznaczone LU1 i LU2, wyselekcjonowane
sposrod 120 izolatow bakteryjnych z przewodu pokarmowego przezuwaczy. Szczepy byty
zdeponowane w kolekcji Katedry Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka UP
w Lublinie. W mojej opinii badania byly wykonane przy uzyciu dobrze dobranych
i nowoczesnych metod, ktére gwarantowaly uzyskanie wiarygodnych wynikow.

W rozdziale ,,Prezentacja wybranych wynikéw badar oraz ich dyskusja” Doktorant przedstawil
wyniki badan w oparciu o trzy oryginalne publikacje naukowe. W I etapie ustalono taksonomie
izolatu bakteryjnego (LU2) produkujacego kwas bursztynowy (PI i PII). W wyniku
przeprowadzonej analizy proteomicznej i genetycznej izolatu LU?2 oraz analizy filogenetycznej
na podstawie poréwnania sekwencji 16S rDNA zdeponowanych w bazie danych NCBI
ustalono  jego przynalezno$é do gatunku  Enterobacter  aerogenes. Nastepnie
scharakteryzowano szczep E. aerogenes LU2 pod wzgledem produkcji kwasu bursztynowego
w zaleznosci od sktadu podloza hodowlanego oraz parametréw procesu produkcji. Opracowano
wstepne warunki do produkcji kwasu bursztynowego w okresowej hodowli bioreaktorowej
tego szczepu. Wskazano réwniez na potencjalng mozliwo$¢ zastosowania szczepu LU2
do produkcji tego kwasu z laktozy zawartej w permeacie serwatkowym. W nawiazaniu
do wynikéw badan przedstawionych na rys. 3 i w tab.1, w trakcie obrony prosze Doktoranta
0 Wyjasnienie: w jaki sposob w trakcie mikrohodowli i bioreaktorowej hodowli szczepu
utrzymywano warunki beztlenowe ? Nastgpnie prosze o odpowiedz: z jakimi trudnogciami
trzeba si¢ mierzyé¢ przy przemystowym wytwarzaniu kwasu bursztynowego w warunkach
beztlenowych/tlenowych ? Prosilabym réwniez o wyeksponowanie réznic miedzy szczepami
Enterobacter aerogenes (LU2 a opisanymi w literaturze) we wzrodcie i wytwarzaniu kwasu
bursztynowego.

W publikacji PII przedstawiono kompletng sekwencje genomu E. aerogenes LU2,

a w publikacji PIIT sekwencje genomu E. aerogenes LU1. Wykazano, ze oba szczepy posiadaja
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po jednym pojedynczym chromosomie bez plazmidéw, ze srednia zawartoscig nukleotydow
GC na poziomie 55% i 55,6%, odpowiednio. W genomach szczepdw zidentyfikowano geny
i podano ich liczbe. Stwierdzono, ze wiekszogé genoéw koduje biatka. Dokonano takze analizy
poréwnawczej rozmiaréw genomow obu szczepéw z wybranymi szczepami z rodziny
Enterobacteriaceae. Aby lepiej zrozumieé¢ metabolizm szczepow w kolejnym etapie pracy
przeprowadzono badania funkcjonalne zidentyfikowanych genéw i przypisano je
do poszczegdlnych kategorii funkcjonalnych. Stwierdzono, ze geny Zaangazowane w transport
i metabolizm weglowodandw i aminokwasow oraz proces transkrypcji stanowia gléwna grupe
genow. Na podstawie tych danych Doktorant wysungl wniosek, ze oba szczepy maja dobrze
rozwinigty system transportu i metabolizmu  Zrodet wegla i azotu, ktéry odbywa sie
za posrednictwem systemu PTS, a czgsei weglowodanéw z udziatem transporteréw ABC.
Stwierdzono rdznice miedzy szczepami w transporcie kilku zwiazkéw. Uzyskane wyniki
potwierdzily potencjalne mozliwosci genetyczne szczepow do metabolizowania wielu zrodet
wegla o znaczeniu przemystowym, w tym glicerolu i laktozy.

W nastgpnym etapie badan zweryfikowano obecnos¢ genéw kodujgcych enzymy
uczestniczace w biosyntezie kwasu bursztynowego szczepow LU2 i LUI. Wykazano, ze
bursztynian moze by¢ Wytwarzany jako koncowy produkt fermentacji poprzez redukcyjng
galaz cyklu Krebsa i szlak glioksylanowy. Rozpoznano réwnies system transportu
zaangazowany w ekskrecji bursztynianu do pozywki wzrostowej oraz geny zaangazowane w
odpowiedz na stres osmotyczny i oksydacyjny.

W toku dalszych badan zajeto sig analizg genomu pod wzgledem antybiotykoopornosci oraz
obecnosdci sekwencji profagowych szczepéw LU1 i LU2. W genomie obu szczepow
udowodniono obecnogé genow zwigzanych z Opornoscia na antybiotyki, ale nie
zidentyfikowano zadnych czynnikéw wirulencji, a takze nabytych na drodze transferu gendéw
zwigzanych z opornoscia na antybiotyki, co ma kluczowe znaczenie w przemystowym
zastosowaniu szczepow.

Calo$¢ pracy zamyka rozdziat przedstawiajacy jedenascie wnioskow koficowych. W mojej
opinii s3 one poprawnie sformulowane, w pelne uzasadnione i majg silne podstawy
W przedstawionych wynikach z przebiegu pracy.

Podsumowujac, w swojej rozprawie mgr inz. Hubert Szczerba podjat bardzo interesujacych
problem badawczy dotyczacy identyfikacji nowego szczepu  bakteryjnego zdolnego
do wydajnej biosyntezy kwasu bursztynowego z laktozy i wykorzystaniu w tym celu permeatu
serwatkowego. Wyniki przedstawionych badan wskazujg na duzg przydatnosé szczepu

Enterobacter aerogenes LU2 do wiw procesu. Za bardzo wartosciowe i nowatorskie uznaje
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badania genoméw obu szczepdw E. aerogenes, potwierdzajace ich duzy potencjat biologiczny
do produkcji kwasu bursztynowego. Opublikowanie wynikéw w renomowanych czasopismach
naukowych uznaje za $wiadectwo bardzo dobrego poziomu merytorycznego prowadzonych

badan, ich poprawnosci metodycznej i wysokiego poziomu dyskusji merytorycznej.

Podsumowanie

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz, Huberta Szczerby pt. Charakterystyka
fizjologiczna i molekularna nowych szczepéw bakterii z rodziny Enferobacteriaceqe jako
wydajnych producentéw kwasu bursztynowego, laczy aspekty naukowe z praktycznymi,
Niewatpliwie stanowi rozwigzanie problemu naukowego, a uzyskane wyniki nalezy uznaé
za oryginalne i cenne, stanowigce istotny wklad w rozwoj dyscypliny naukowej technologia
zywnosci i zywienia. Doktorant dowiddt, ze dysponuje szeroka wiedza w zakresie omawianych
zagadnienn i jest dobrze przygotowany do prowadzenia prac naukowo-badawczych,
Przedstawiona do recenzji rozprawe doktorska oceniam bardzo pozytywnie; zaréwno
jei wysoki poziom merytoryczny, jak i zakres wykonanych badan. Rozprawa doktorska spetnia
Wymogi stawiane pracom na stopieri doktora zawarte w art. 13.1 Ustawy z dnia 14.03.2003r.
z nastgpujgcymi potem zmianami, o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek
0 dopuszczenie mgr inz. Huberta Szczerby do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o wyréznienie przediozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej.
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Uzasadnienie wniosku o wyroéinienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Huberta Szczerby
pt. ,,Charakterystyka fizjologiczna i molekularna nowych szczepow bakterii z rodziny

Enterobacteriaceae jako wydajnych producentéw kwasu bursztynowego”

W mojej opinii oceniana rozprawa doktorska zastuguje na wyroznienie ze wzgledu
na bardzo wysoka warto§¢ merytoryczng, ktérej miernikiem sg artykuly wchodzace w skiad
cyklu, opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych. Wynikajace z wynikow
badan mozliwosci aplikacyjne dotycza w szczegoOlnosci opracowania metody wytwarzania
kwasu bursztynowego z zastosowaniem dobrze scharakteryzowanego nowego szczepu bakterii
z uzyciem permeatu serwatkowego. Mgr inz. Hubert Szczerba dysponuje wieloaspektows
wiedzg i umiejetnoscia Sprawnego postugiwania sie wieloma narzgdziami badawczymi, w tym
technikami biologii molekularnej, co bylo niezbedne do opracowania podjetego tematu,
Niewatpliwie $wiadczy to o profesjonalizmie i dojrzatosci naukowej mgr inz. Huberta

Szczerby.
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