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Celowos¢ podjecia problemu naukowego

Straty i marnotrawstwo zywnosci to globalny problem na wszystkich etapach tancucha
rolno-spozywczego, zagrazajacy bezpieczenstwu zywno$ciowemu i generujacy wiele
negatywnych skutkéw o istotnym wplywie na zasoby naturalne, srodowisko przyrodnicze
i gospodarke. Problem ten znalazt odzwierciedlenie w unijnych strategiach zrownowazonego
rozwoju i przyjetej we wrze$niu 2015 r. Agendzie na rzecz Zréwnowazonego Rozwoju 2030.
Szacuje si¢, ze w krajach Unii Europejskiej marnowanych jest 57 mln ton Zywnosci rocznie, co
stanowi 127 kg w przeliczeniu na mieszkafica. W Polsce ilo§¢ marnotrawionej zywnosci to
blisko 5 mln ton w skali roku. Komisja Europejska w Strategii ,,od pola do stotu” zobowiazala
si¢ do zmniejszenia o polowe ilosci odpadéw zywnosciowych na mieszkanca do 2030 r.
Realizacja tego celu ma przyczyni¢ si¢ do poprawy bezpieczenstwa zywnosciowego
i zmniejszy¢ presje na Srodowisko naturalne. W globalne i unijne cele z zakresu
zrownowazonego rozwoju i zwiekszenia bezpieczenstwa zywnosciowego w pelni wpisujg si¢
badania stluzgce opracowaniu skutecznych metod zapobiegania psuciu Zywnosci i jej
utrwalania. W tym kontekscie wybor problemu badawczego przez mgr inz. Darig¢ Nowinski,
dotyczacy inaktywacji plesni powodujacych psucie zywnosci na powierzchni opakowan
stosowanych w przechowalnictwie, jest w pelni uzasadniony i aktualny. Przeprowadzone

kompleksowe badania z zastosowaniem atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej

1



pozwolity Doktorantce uzyska¢ wyniki, ktore sa cennym osiagnigciem naukowym,
przyczyniajacym sie¢ do rozwoju dyscypliny nauki chemiczne. Wyniki te poza aspektem
poznawczym maja réwniez charakter aplikacyjny i sa wazne ze wzgledéw spolecznych,

ekonomicznych i srodowiskowych.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma charakter doswiadczalny. Uklad pracy
odpowiada przyjetemu dla tego typu opracowan i obejmuje 8 rozdzialéw, w tym wprowadzenie
z przegladem literatury dotyczacej podjetego problemu badawczego, cel i zakres pracy,
materialy i metody oraz rozdzialy stanowigce omoéwienie wynikow wraz z dyskusja,
podsumowanie i wnioski. W pracy zamieszczono takze streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, wykaz zastosowanych skr6tow, bibliografig, spis tabel, wykreséw i rysunkow
oraz dorobek naukowy Autorki, obejmujacy wykaz publikacji i konferencji naukowych. Praca
liczy 227 stron, a wyniki zostaly przedstawione w 16 tabelach, na 17 wykresach i 11 rysunkach.
Podzial rozdzialéw na podrozdzialy sprawia, ze uktad pracy jest bardzo przejrzysty. W pracy
wykorzystano bogaty zbidr literatury $cisle zwigzany z tematyka rozprawy, liczacy 329 pozycji

pismiennictwa $wiatowego, przy czym 73% stanowia publikacje z ostatnich 10 lat.

Ocena merytoryczna pracy

Ciekawe i dobrze napisane Wprowadzenie stanowi przeglad aktualnej literatury
i wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z tematyka pracy. Autorka oméwila problem
zapewnienia bezpieczenstwa zywnosciowego w aspekcie strat zywnosci i zwigkszajgcego sig
popytu na zywnos$¢ w zwigzku ze stalym wzrostem liczby ludnosci na swiecie. Znaczacg czes¢
Wprowadzenia Doktorantka poswiecita na opisanie roli plesni w stracie zywnosci,
spowodowanej chorobami ro$lin uprawnych na poczatkowych etapach fancucha rolno-
spozywczego, psuciem $rodkow spozywcezych pochodzenia roslinnego oraz zanieczyszczeniem
zywnosci mykotoksynami. Zostaly takze omodwione czynniki wirulencji grzybow
fitopatogennych, z uwzglednieniem adhezji i tworzenia biofilmu, sekrecji fitotoksyn
i enzyméw degradujgcych strukture roslinnej $ciany komoérkowej oraz uwalniajacych
z komorek roslinnych skladniki odzywcze wykorzystywane przez plesnie. Autorka w kolejnych
podrozdziatach scharakteryzowata te gatunki grzybow strzgpkowych, ktére byly zastosowane
w badaniach, tj. Fusarium oxysporum, F. culmorum, Botrytis cinerea i Alternaria alternata.
W tym kontekscie brakuje we wprowadzeniu omdwienia ryzyka i zagroZeﬁ wynikajacych

z wystepowania plesni F. tricinctum na etapie upraw i/ lub przechowywania Zywnosci.



Ostatni podrozdzial Wprowadzenia stanowi opis dostepnych strategii kontroli grzybow
fitopatogennych na kolejnych etapach lancucha rolno-spozywczego. W tej czgsci Autorka
dokltadniej opisata zasade dzialania i przyklady zastosowania zimnej plazmy atmosferycznej
oraz wykazala znaczenie opakowan stosowanych w przechowywaniu Zzywnosci jako
potencjalnych zrédel zanieczyszczenia zywnosci plesniami, co uzasadnia kierunek i przyczyne
podjetych w pracy badan. Moje uwagi dotyczg jedynie doprecyzowania pewnych sformulowan
uzytych przez autorke we Wprowadzeniu, tj:
str. 25 ,,Rozwdj chordb grzybiczych w przechowywanych produktach rolnych zalezy od wielu
czynnikow, zardwno wewnetrznych, jak i zewnetrznych, do ktorych zaliczamy: zawartos¢
wody w zanieczyszczonym produkcie (tj. aktywno$¢ wodna), czas przechowywania, zdrowie
i kondycja fizyczna i fizjologiczna produktu przeznaczonego do przechowywania, obecnos¢
owadow i roztoczy, temperatura i wilgotnos¢ podczas przechowywania, a takze rodzaj struktury
magazynowej.” Co Autorka rozumie przez ,.zdrowie i kondycja fizyczna i fizjologiczna
produktu przeznaczonego do przechowywania™?
str. 30 ,,Podczas infekcji grzyby nekrotroficzne aktywnie manipuluja maszyneria komérkowa
gospodarza w celu ttumienia mechanizméw obronnych.” Prosze o krétkie wyjasnienie, na czym
ta manipulacja polega.
str. 32 ,,Dojrzaly biofilm tworzy struktury rozrodcze, umozliwiajace rozprzestrzenianie si¢
poprzez uwalnianie zarodnikéw.” Rozumiem, ze chodzi o koficowa faz¢ tworzenia biofilmu,
czyli jego dyspersje, a nie tworzenie specjalnych struktur rozrodczych?
str. 34 ,,Warstwa ta jest ztozong i zr6znicowana mieszaning diugotanicuchowych kwasow
thuszczowych, weglowodorow, aldehydéw, alkoholi pierwszorzedowych i drugorzedowych,
ketonéw i estréw woskow, natomiast naskorek sklada sie z nierozpuszezalnego materialu
polimerowego zwanego kutyna.” W botanice nie funkcjonuje pojecie naskoérek w odniesieniu
do zewnetrznej warstwy epidermy utworzonej przez woski kutykularne. Prawidlowe byloby
uzycie terminu kutyna w opisie tej czgsci kutykuli.

W mojej opinii Wprowadzenie stanowi odpowiednia podbudowe teoretyczng
prezentowanej pracy doktorskiej i $wiadczy o dobrym rozeznaniu Doktorantki w problematyce,
ktdrg porusza w swojej rozprawie.

W oparciu 0 dokonany przeglad pismiennictwa Doktorantka przedstawila w pelni
uzasadniony cel, ktory zostat jasno sformutowany. Autorka nie okreslita hipotez badawczych,
ale podala obejmujacy kilka etapow zakres pracy. Uktad badawczy zostat dobrze zaplanowany,
umozliwiajac realizacje celu pracy, ktorym byla ocena skutecznosci atmosferycznej plazmy

niskotemperaturowej w inaktywacji patogenow grzybowych na powierzchni materialow
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powszechnie stosowanych w przechowalnictwie, na przykladzie tektury i drewna. Nalezy

podkreslié, ze znaczaca czesé badan stanowito rozpoznanie mechanizméw dziatania plazmy

niskotemperaturowej na grzybni¢ plesni oraz wpltywu wielokrotnego traktowania plazma

na wybrane cechy wigzane z patogennoscig badanych gatunkéw plesni wobec ro$lin. W mojej

ocenie te istotne i wartosciowe elementy pracy powinny znalez¢ odzwierciedlenie w celu pracy

albo hipotezach badawczych.

Rozdzial Materialy i metody zostal starannie przygotowany, a zastosowane metody

w przewazajacej czesci doktadnie opisane. Do cze$ci metodycznej mam kilka pytan:

W pkt 3.5 opisano analize czystosci mikrobiologicznej nasion ogérka gruntowego po
dezynfekcji w 15% roztworze H202. Dlaczego liczbg grzybéw i bakterii oznaczano
w wodzie po plukaniu nasion, a nie bezposrednio na nasionach jak w standardowej analizie
zywnosci?

W pkt 3.8 dokiadnie opisano izolacje plesni z powierzchni drewnianych skrzyi, ale brakuje
kluczowych informacji dotyczacych ich identyfikacji, miedzy innymi stosowanych kluczy
diagnostycznych, sekwencji starteréw i warunkow reakcji PCR lub odniesienia do literatury.
Pkt 3.9.1. zawiera opis przygotowania zawiesin pleséni, ktéry w mojej ocenie wskazuje,
7ze uzyskane i stosowane w dalszych badaniach zawiesiny moga zawiera¢ zaréwno
fragmenty grzybni, jak i ich zarodniki. Natomiast w pracy (dalszych czg$ciach metodyki,
wynikach i podsumowaniu) wielokrotnie pojawia si¢ stwierdzenie o badaniu wplywu
plazmy na aktywng metabolicznie grzybni¢, grzybni¢ lub grzyby strzgpkowe w stanie
wegetatywnym. Czy zostaly przeprowadzone jakies analizy wykluczajace wystgpowanie
zarodnikow w badanych zawiesinach?

Przy badaniu wplywu wielokrotnego traktowania plesni plazma niskotemperaturowg na ich
wrazliwo$¢é na srodki grzybobdjcze, Autorka zastosowata inne jednostki w metodyce (tabela
3) i wynikach (tabele 8 i 9), podajac stezenie preparatéw grzybobdjczych. Jednak jednostki
te (% v/v i pl/ml oraz % m/v i mg/ml) nie sg tozsame, co powinno by¢ uwzglednione przy
podawaniu wartosci stezen.

Zastanawia mnie takze stosowanie sterylnej wody dejonizowanej w przygotowaniu zawiesin
plesni oraz analizach mikrobiologicznych. Standardowo stosowane sg roztwory izotoniczne,
aby unikng¢ zmniejszenia zywotno$ci mikroorganizméw na skutek proceséw
osmotycznych, np. bufor PBS (wymieniany w tabeli 2 wsréd podtozy mikrobiologicznych
i buforéw stosowanych w pracy) lub fizjologiczny roztwor soli.

Najobszemiejszy rozdzial Wyniki i dyskusja (str. 93-171) stanowi zasadniczg cz¢$¢ pracy

i jest oryginalnym osiagnieciem Doktorantki. Podziatl tego rozdziatlu na 7 czesci odpowiada
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zadaniom badawczym realizowanym w kolejnych etapach pracy. Doktorantka szczegolowo

omowila uzyskane w pracy wyniki i przeprowadzila ich dyskusj¢, wyjasniajac stwierdzone

zaleznosci w oparciu o cytowang literaturg Zrodtowa. Nalezy zaznaczy¢ ograniczong liczbe

publikacji, do ktérych mogla si¢ odnie$¢ Autorka, poréwnujac wiasne wyniki z uzyskanymi

przez inne zespoly badawcze. Trudnos$¢ ta w szczegolny sposéb $wiadczy o oryginalnosci

przeprowadzonych przez Autorke badan. Wartosciowym elementem jest wprowadzony

w kolejnych podrozdziatach krétki opis zastosowanej metody badawczej oraz uzasadnienie

podjetych analiz, co wskazuje na bardzo dobre przygotowanie Doktorantki do realizacji badan

i przemyslane ich zaplanowanie, a takze podkresla ich celowos¢. Podczas czytania tego

rozdziatu nasuneto mi si¢ kilka pyta¢ i spostrzezen:

Pkt. 4.1 — W wynikach jest tylko wzmianka o generowaniu wzbudzonych form (RFT i RFA)
w generatorze DBD, z odestaniem do opublikowanych wynikéw. Wydaje mi si¢, ze warto
by bylo poda¢ podstawowe wyniki, zwlaszcza, ze oznaczenie opisane jest w metodyce pracy.
Na wiekszosci wykresow zastosowane sa rozne skale dla poszczegoélnych szczepow.
Uwazam, ze zastosowanie jednakowej skali lepiej obrazowatoby réznice miedzyszczepowe.
Na rys. 23 zdjecia F. oxysporum DSM 12646 PO i P10 wydaja si¢ by¢ identyczne, ale by¢
moze to jedynie méj subiektywny odbior. Rozumiem, ze celem badan, ktérych wyniki
przedstawiono w pkt 4.6.2 byla ocena zmian morfologii strzgpek grzybéw po wielokrotnej
ekspozycji na plazme niskotemperaturowa, ale moze Doktorantka poczynila jakie$
obserwacje dotyczgce wptywu plazmy niskotemperaturowej na morfologi¢ konidiow plesni
(widocznych np. na zdjeciu B. cinerea DSM 877 — Rys. 22)?

Dla F. tricinctum Ft11S-23 po 15-krotnym traktowaniu plazmg niskotemperaturowg
Doktorantka stwierdzila zmniejszenie wielkosci kolonii na podlozu agarowym o 25,9% do
45,9% w zaleznosci od czasu hodowli (Tabela 6) i jednoczesnie wzrost suchej masy grzybow
o 1,8% po hodowli w podiozu plynnym (Wykres 5). W jaki sposob mozna wyjasnié
te réznice?

Podrozdziat 4.6.3 Doktorantka koficzy stwierdzeniem, ze ,.spadek produkcji biomasy moze
zatem wynika¢ z redukcji liczby zywych komorek (stezenia inokulum) podczas obrobki
plazma.” Z czego zatem moze wynikaé przyrost biomasy, obserwowany zwlaszcza dla
F. culmorum DSM 1094 i A. alternata Aal08-23? Czy moze by¢ wynikiem stymulujacego
dziatania wielokrotnej ekspozycji na subletalng dawke plazmy niskotemperaturowej?

Pkt 4.6.4 — Stwierdzone przez Doktorantke zwigckszenie poziomu reaktywnych form tlenu
RFT w grzybni po dziataniu plazma niskotemperaturowa jest w pracy bardzo dobrze

przedyskutowane. Jednak u potowy badanych szczepow obserwowano obnizenie poziomu
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RFT. Jak mozna wyjasni¢ takie zjawisko 1 ewentualny wplyw na patogennosé

mikroorganizméw?

— W podrozdziale 4.6.5 Doktorantka stawia hipoteze o zaleznosci pomigdzy szybkoscig
wzrostu plesni a ich wrazliwo$cig na dzialanie nadtlenku wodoru. Prosze o podanie
uzasadnienia i wyjasnienia tej hipotezy.

— Tabela 8 — dla F. tricintum Ft11S-23 P15 jako wartosci MIC i MFC preparatu F5 podano
odpowiednio 2,5 i 1,25 mg/ml. Czy to sa prawidlowe wartosci? Niespotykane jest, aby
stezenie bojcze bylo nizsze od hamujacego wzrost. Czy pojawiajace si¢ wielokrotne
oznaczenie < i > przy wartosciach MIC i MFC oznacza, ze przy 2 powtérzeniach uzyskano
2 r6ézne wyniki, czyli np. MFC > 40 mg/ml oznacza, ze w 1 powtorzeniu st¢zenie bylo rowne
40 mg/ml, a w drugim powyzej tej wartosci?

Pomimo tych kilku uwag, wysoko oceniam zrealizowane przez Doktorantke badania
ze wzgledu zar6wno na ilo$é przeprowadzonych analiz, jak i ich zakres. W mojej opinii
szczegblnie wartosciowe bylo oznaczenie wplywu plazmy niskotemperaturowej na zmiang
wrazliwosci plesni na preparaty przeciwgrzybicze oraz cechy warunkujgce ich patogennosc,
w tym badania in vivo zdolnosci infekcji i rozwoju objawow chorobowych w tkance roslinnej.

Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka opracowata rozdzial Podsumowanie

i wnioski, ktory wiasciwie podsumowuje osiagni¢cia przedstawione w rozprawie doktorskie;.

T10$¢ uzyskanych wynikéw oraz czesto odmienna odpowiedz poszczegdlnych szczepow plesni

na traktowanie plazma niskotemperaturowg z pewnoscia stanowily trudnosé¢ w sformutowaniu

konkretnych wnioskow i przyjeta w pracy forma podsumowania jest w pelni uzasadniona.

Do tej czesci pracy mam jedna uwage, dotyczacg spostrzezen na str. 179 ,,...Masa roslin

uprawianych w glebie inokulowanej zawiesing F. oxysporum DSM 12646, B. cinerea DSM 877

oraz A. alternata DSM 62010 po dziesiecio- i pietnastokrotnej ekspozycji na plazmeg byla

zblizona do masy ro$lin w grupie kontrolnej, jednoczeénie w przypadku F. oxysporum DSM

12646 i A. alternata DSM 62010 traktowanie plazmg skutkowalo znaczng poprawg tego

parametru w porownaniu do roslin inokulowanych zawiesing P0O. Z kolei dla roslin

inokulowanych F. tricinctum Ft11S-23 i A. alternata Aal0S-23 zaobserwowano wzrost masy
wraz z zwickszaniem liczby ekspozycji grzybow na plazme, jednak réznice nie byly istotne
statystycznie w poréwnaniu z roslinami inokulowanymi P0.” Wyniki w tabeli 18 wskazuja,
ze traktowanie plazmg A. alternata DSM 62010 skutkowalo zwigkszeniem masy roslin
w pordwnaniu do roslin inokulowanych zawiesing PO, ale tylko po pigtnastokrotnej ekspozycji

na plazme oraz ze masa roslin inokulowanych F. tricinctum Ft11S-23 wzrasta wraz



ze zwigkszaniem liczby ekspozycji grzybow na plazm¢ w pordwnaniu z roslinami
inokulowanymi PO w sposéb statystycznie istotny.

Podsumowujac, stwierdzam, Zze recenzowana rozprawa doktorska jest oryginalnym
i wartosciowym opracowaniem, w ktorym Doktorantka podjeta uzasadniony i aktualny problem
badawczy. Zalozony przez Doktorantke cel badan zostal osiggniety, a przyjety zakres badan
W pelni zrealizowany. Przedstawione w pracy wyniki sg zrédtem wiedzy o charakterze
naukowym, ale maja takze potencjal aplikacyjny w zakresie zastosowania atmosferycznej
plazmy niskotemperaturowej w redukcji liczby ple$ni na powierzchni opakowan stosowanych

w przechowalnictwie Zzywnosci, co moze ograniczy¢ straty Zywnosci zwigzane z jej psuciem.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Darii Katarzyny Nowinski
pt. Ocena skutecznosci atmosferycznej plazmy niskotemperaturowej przeciwko fitopatogennym
grzybom spelnia warunek oryginalnego rozwigzania problemu naukowego, wymagania
formalne i merytoryczne stawiane rozprawom na stopien doktora i $wiadczy o umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke. Tym samym recenzowana
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742 z p6ézn. zm.). Na tej
podstawie wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Darii Nowinski do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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