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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Stan - Glasek
»wZdolnosé wykorzystania sacharozy i polimeréw fruktozy przez bakterie Zzwaczowe

szczepu k3 Pseudobutyrivibrio ruminis”

Pracg doktorska Pani mgr Katarzyny Stan - Glasek zostala wykonana w Instytucie
Fizjologii i Zywienia Zwierzgt PAN pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Tadeusza
Michatowskiego, ktory od wielu lat zajmuje sie badaniami dotyczacymi biologii flory i fauny
przewodu pokarmowego ssakow przezuwajgcych. Nic wigc dziwnego, ze pod jego opiekg
powstala rozprawa doktorska Pani magister Stan - Glasek, $cisle zwigzana z ta tematyka.
Dysertacja z definicji powinna stanowi¢ oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a takze
wykazaé 0ogolng wiedze teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie naukowe;j. Tak tez dzieje
sie w przypadku rozprawy doktorskiej Pani Stan - Glasek, ktorej rozprawa doktorska jest Scisle
zwigzana z problemami identyfikacji i charakterystyki szczepu bakteryjnego wyizolowanego
ze zwacza owcy, zdolnego do wzrostu na podtozu zawierajagcym jako zrédto wegla fruktan z
tymotki. Zatozeniem wstepnym pracy bylo to, Zze szczep ten najprawdopodobniej ma zdolnos¢
do trawienia sacharozy i weglowodandéw ztozonych z fruktozy. Ocena wykorzystania szczepu
zwanego roboczo k3 do trawienia polisacharydow, to gtéwny cel pracy. Jednoczesnie praca ma
charakter metodyczny, bowiem doktorantka ocenia przy okazji szereg metod biochemicznych
jako narzedzi przydatnych do charakterystyki bialek biorgcych udzial w trawieniu
polisacharydow.

Rozprawa doktorska zatytutowana ,,Zdolnos¢ wykorzystania sacharozy i polimerow
fruktozy przez bakterie zwaczowe szczepu k3 Pseudobutyrivibrio ruminis” obejmujaca
zagadnienia zwigzane z charakterystyka bakterii realizujacych proces wykorzystania sacharozy
i polimeréw fruktozy u przezuwaczy jest aktualna i potrzebna. Tego typu badania sg obecnie
prowadzone w wielu znaczacych osrodkach naukowych na §wiecie. Charakterystyka tego typu
bakterii moze mie¢ duze znaczenie aplikacyjne, jesli wezmie si¢ pod uwage fakt, ze

drobnoustroje rozkladajace polisacharydy sa wciaz poszukiwane i wykorzystywane do




bioremediacji srodowiska naturalnego cztowieka. Uktad rozprawy jest klasyczny i typowy dla
pracy oryginalnej, tzn. sklada si¢ ze wstgpu, celu pracy, materialéw i metod, wynikoéw oraz
dyskusji. Praca zawiera rowniez wnioski konicowe oraz spis literatury. Czg¢s$¢ eksperymentalna
pracy jest poprzedzona do$¢ obszernym wstepem, ktory zostal opracowany na podstawie
bogatego pismiennictwa, co wskazuje na dobrg znajomos¢ obszaru tematycznego prowadzonej
przez autorke pracy i odpowiednie przygotowanie do pracy eksperymentalnej. Do$¢ obszerna
jest tez czes¢ wynikowa, co wynika miedzy innymi z faktu, ze doktorantka dla rozwigzania
probleméw z Kkonieczno$ci pracowata nad réznymi ukladami eksperymentalnymi
prowadzacymi do rozktadu sacharydow w wielu rozniagcych si¢ warunkach hodowlanych. Dane
eksperymentalne udokumentowane sg 41 rycinami i 5 tabelami. Otrzymane wyniki wnikliwie
omoéwiono w dyskusji. Spis literatury (230 pozycji) obejmuje w duzym stopniu publikacje
wydane w ostatnim trzydziestoleciu, ale sg wérdd nich takze pozycje z ostatnich pigciu lat.
Realizacja rozprawy byta mozliwa miedzy innymi dzigki realizacji projektu
promotorskiego. Doktorantka byta dobrze przygotowana do rozprawy doktorskiej, poniewaz
juz wczesniej brala udzial w pracach zespotowych zwigzanych z charakterystyka enzymow
fruktanolitycznych i sacharolitycznych, a wyniki tych prac byty opublikowane w co najmniej 4
czasopismach z listy filadelfijskiej, takich jak J. Appl. Microb., World. J. Microbiol.
Biotechnol., Folia Microbiol., w ktérych doktorantka jest wspotautorem publikacji, a w jednej
pierwszym autorem. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pod wzgledem
merytorycznym nie zawiera bleddéw, chociaz Autorka nie ustrzegta si¢ wielu drobnych bledow,
gléwnie natury jezykowej i redakcyjnej. Spolszczone nazwy rodzajowe bakterii (np. koki,
treponemy) uzywane przez doktorantk¢ nie powinny znalezé si¢ w rozprawie doktorskiej.
Czesto nazwy polskie nalezg tez do zargonu laboratoryjnego (bakterie pateczkowate to patki) ,
albo stwierdzenie, iz bakterie barwig si¢ gramujemnie. Nazwe szczepu K3 uzywatbym po
nazwie rodzajowej i gatunkowej, tak jak ma to miejsce w przypadku nazwy klasycznego juz w
mikrobiologii szczepu laboratoryjnego Escherichia coli K12. Jakze karkolomnym
sformutowaniem pod wzgledem jezykowym jest zapis ,,szczep k3 bakterii Pseudobutyrivibrio
ruminis”. Oznaczenie szczepu gatunku k3 powinno pozostawa¢ wzgledem waznosci na koncu
nazwy. Ale, mimo niektérych niedoskonatosci oraz trudnych zagadnien i wielkiej ilosci
informacji w postaci tabel i wykresow czytanie pracy jest stosunkowo tatwe. Z punktu widzenia
biologa do najwazniejszych osiagnie¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej nalezy wykazanie,
ze konkretne bakterie zwaczowe byly zdolne przy pomocy wlasnego systemu enzymatycznego
do trawienia sacharozy oraz niektérych polimerow fruktozy. Jak wspomina doktorantka,

wykorzystanie sacharozy oraz specyficzne wykorzystywanie fruktanu z tymotki jest niezwykle




ciekawym zjawiskiem sugerujgcym mocne przystosowanie badanych — drobnoustrojow
zwaczowych do uzytkowania weglowodanéw wystepujacych gtdwnie w trawach zjadanych
przez przezuwacze. Charakterystyka enzymow z tzw. SPE bioracych udzial w rozkladzie
cukréw zostata wykonana poprawnie i daje przekonywujace wyniki. Opis swoistej
endolewanazy oraz fosforylazy sacharozy, a takze nieswoistej B-fruktofurynazy to bardzo
mocne punkty przedstawionej rozprawy doktorskiej. Z punktu widzenia biotechnologii w
ochronie $rodowiska do najwazniejszych osiggni¢¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej
nalezy wykazanie, ze opisywany szczep K3 nadaje si¢ do intensyfikacji fazy hydrolizy w
ramach bioaugmentacji, a przebieg procesu mozna ocenia¢ stosunkowo prosta metodg przy
uzyciu technik biochemicznych. Niestety nie udato si¢ doktorantce z cata pewnoscig wykazac,
w jaki sposéb dochodzi do indukeji konkretnych biatek enzymatycznych, nie opisano takze
miejsca dzialania endolewanozy, ktora jak przypuszcza jedynie doktorantka, moze by¢
zwigzana z blona zewnetrzng bakterii. Jesli tak, to wystarczyto zrealizowa¢ jeden prosty
eksperyment wskazujgcy na powinowactwo biatka enzymatycznego z blong zewnetrzng
bakterii. Bardzo ciekawa bylaby tez analiza genomiczna badanego zjawiska, tak wazna w
przypadku badania zalezno$ci regulacyjnych. Przedstawiona w pracy dyskusja tego wyniku w
pracy nie jest w pelni przekonywujaca. W zwigzku z tym wniosek 3 nie jest uprawniony i w
zasadzie nie jest to wniosek tylko potwierdzenie uzyskanego wyniku. Na pewno dobrym
argumentem w tej sytuacji jest fakt, ze prace molekularne w tym zakresie sg realizowane
zwykle przez duze zespoty naukowe, za wielkie pieniadze i czgsto w duzo dhuzszym czasie niz
ten przeznaczony do wykonywanej pracy doktorskie;j.

Nic nie wiemy takze o uktadzie genetycznym badanego drobnoustroju, a tym samym o
mozliwosciach regulacji produkcji badanych enzyméw przy udziale szczepow
zmodyfikowanych genetycznie. Zabraklo tez tego elementu pracy w dyskusji. Przez to
dyskusje nalezy uznaé za nieco niedopracowana, a to przede wszystkim ze wzgledu na fakt, ze
coraz wiecej laboratoriow, takze krajowych, realizuje obecnie projekty badawcze, ktérych
celem jest wlasnie konstrukcja nowych szczepéw majacych znaczenie w wielu procesach
rozktadu zwigzkéw organicznych z zastosowaniem bioaugumentacji. Zreszta znaczenia
opisywanego szczepu i przeprowadzanych procesow w zakresie bioremediacji réwniez nie
dyskutowano. Wykazanie, ze uzupelnienie szczepami konstrukcyjnymi srodowiska moze
znacznie wspomagaé procesy kierunkowego rozkladu substancji organicznych jest duzym
wyzwaniem dla wspéiczesnej biotechnologii i mogloby znacznie poszerzy¢ waskie
sprecyzowanie badan w przedstawionej rozprawie. Badane obecnie w wielu innych

laboratoriach szczepy konstrukcyjne najczesciej zawieraja plazmidy zawierajace geny




odpowiedzialne za realizacj¢ procesu hydrolizy. Tego typu szczepy bakteryjne moga by¢
podstawg do wykorzystania obecnie w projektowaniu nowych rozwiazan aplikacyjnych. By¢
moze tego typu badania b¢dg przez doktorantke kontynuowane.

W podsumowaniu nalezy uznaé, iz postawione cele pracy zostaly przez Autorke
osiagnigte, a praca wnosi wiele nowych i cennych informacji w zakresie charakterystyki biatek
enzymatycznych majgcych udzial w procesach hydrolizy zwigzkéw organicznych. Pod tym
wzgledem praca potencjalnie ma duze znaczenie aplikacyjne, a wyniki uzyskane powinny w
przysztosci znaleZé zastosowanie w publikacji albo w opracowanym patencie (brak danych na
ten temat).

Biorac powyzsze rozwazania nad rozprawg pod uwagg, uwazam ze rozprawa doktorska
Pani mgr Katarzyny Stan - Gtasek spelnia wszystkie podstawowe wymagania stawiane pracom
doktorskim i wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Fizjologii I Zywienia Zwierzat im.
Jana Kielanowskiego PAN o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie doktorantki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.




