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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Archackiej zatytulowanej
»Optymalizacja warunkow wzrostu i utrwalania bakterii probiotycznych na

przykladzie Lactobacillus plantarum”

Przedstawiona do recenzji praca zostala wykonana w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci, Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu,

promotorem pracy jest Pan dr hab. Wojciech Biatas, prof. UPP.

Rozprzestrzenianie si¢ bakterii wielolekoopornych stanowi istotny problem zdrowia publicznego
na Swiecie, ktdry spowodowany jest w duzym stopniu nieuzasadnionym naduzywaniem
antybiotykow, a takze ich szerokim stosowaniem w rolnictwie. UE w 2003r. przyjeta
rozporzadzenie 1831/2003 o dodatkach paszowych, ktore miato ostatecznie rozwigza¢ kwestie
stosowania antybiotykow jako stymulatoréw wzrostu, a wycofywanie antybiotykow uzywanych
jako dodatki paszowe miato nastgpi¢ do dnia 1 stycznia 2006r. Z tego wzgledu rozpoczeto
poszukiwania alternatywy dla antybiotykéw, a wiec innych dodatkéow paszowych mogacych
wplywaé na zwigkszanie przyrostow masy przez zwierzgta, takich jak prebiotyki, probiotyki,
enzymy, oligosacharydy, kwasy organiczne.

Dziatania takie powinny by¢ podejmowane réwniez ze wzgledu na ochrong srodowiska
naturalnego. Istotne jest kompleksowe podejscie do stosowania substancji przeciwbakteryjnych
zarowno w terapii ludzi, jak zwierzat, ograniczenie ich uzywania i poszukiwanie nowych

rozwigzan majacych za zadanie ich zastgpienie, a tym samym ograniczenie mozliwosci rozwoju

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego PZH - Paristiwowy Instytut Badawczy
ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa, Polska
Tel: +48 22 54 21 400, +48 22 54 21 200
www.pzh.gov.pl, e-mail: pzh@pzh.gov.pl
Regon: 000288461, NIP: 525-000-87-32



* X

NARODOWY q =

INSTYTUT 3 :
ZDROWIA * 4 LAT

” PUBLICZNEGO A*pousm

W UNil EUROPEJSKIES

PANSTWOWY INSTYTUT
Dobrze, 2e jesteémy razem

BADAWCZY

mikroorganizmow lekoopornych oraz ochrong przyrody.

Dlatego poglebianie wiedzy i prowadzenie badan dotyczacych optymalizacji warunkéw wzrostu i
utrwalania bakterii probiotycznych to zagadnienia aktualnie bardzo potrzebne przede wszystkim
w aspekcie praktycznym. W przedfozonej pracy Doktorantka podjeta temat biosyntezy,
optymalizacji warunkéw wzrostu Lactiplantibacillus plantarum jako przedstawiciela bakterii
probiotycznych, a takze ich utrwalanie podczas suszenia. Ponadto, celem pracy jest okreslenie
metod produkcji synobiotyku przy jak najnizszych naktadach ekonomicznych z uwzglgdnieniem
analiz techniczno-ekonomicznych zaprojektowanych modeli proceséw, optymalizacji sktadu
mieszaniny ochronnej zwiekszajacej przezywalno$¢ bakterii L. plantrum LOCK 0860 podczas
suszenia rozpylowego oraz innych czynnikow.

W zwiazku z tym uwazam, ze temat badan jest w petni uzasadniony i uzupetnia zapotrzebowanie
na nowe rozwiazania powstate po zmianie przepisow i wzroscie $wiadomosci spotecznej.
Realizowana rozprawa doktorska byla finansowana w ramach projektu NCBiR  nr
PBS3/A8/32/2015 ,,Preparat synbiotyczny do profilaktyki zdrowotnej zwierzat monogastrycznych
i zapobiegania wystapienia choréb bakteryjnych i zatru¢ pokarmowych wywotanych toksynami
oraz poprawiajgcego bezpieczefistwo zywienia i wydajnos¢ chowu zwierzat”, a dokfadnie jego
dwdch zadan (5, 6).

Oceniana praca doktorska napisana jest na 139 stronach, zawiera 11 tabel, 19 rycin oraz suplement:
zataczniki w postaci uzupetiajgcych tabel, wykresow i raportéw, spis publikacji zawierajacy 149
pozycji pi$miennictwa oraz dorobek naukowy: liste publikacji oryginalnych, monografii i
doniesien konferencyjnych. Wykaz skrétéw poprzedza streszczenie, abstrakt w j. angielskim,
wstep, hipotezy i cel pracy, nastepne rozdziaty to materialy i metody, wyniki, kolejno dyskusja,
podsumowanie i wnioski, bibliografia oraz spis tabel, wykresow, rycin, fotografii. Proporcje pracy

sg prawidlowe.

Cze$é teoretyczna: Wstep jest uporzadkowany tematycznie poczawszy od ogdlnych informacji o
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stosowaniu probiotykéw, czy synbiotykéw jako alternatywy dla antybiotykow uzywanych jako
stymulatory wzrostu zwierzat. Nastepnie opisane sa problemy metodologiczne i ekonomiczne
zwigzane z produkcjg preparatéw probiotycznych i synbiotycznych. Kolejno Doktorantka
przedstawia przeglad statystycznych metod doboru sktadu podtéz hodowlanych i substancji
ochronnych oraz kolejno narzedzia stosowane do projektowania i analizy ekonomicznej proceséw
produkeji preparatéw probiotycznych i synbiotycznych. Zamieszczone opisy trafnie przedstawiaja
zagadnienia, ktore sg badane w pracy i powstaty na podstawie przegladu aktualnych publikacji,
ktére ukazaty si¢ w ostatnich kilku latach. Jako$¢ czedci teoretycznej pracy potwierdza, ze
Doktorantka gruntownie zna wszystkie zagadnienia.

Rozdziat drugi to Hipotezy i cele badan - opisany pierwszy cel: Okreslenie cech fenotypowych
oraz odpornosci termicznej szczepu L. plantarum LOCK 0860 jest raczej etapem posrednim
realizacji badan niz wyodregbnionym celem. Natomiast cel trzeci, jakby dodatkowy uzupehia

zasadniczy temat pracy doktorskiej i bardzo jg wzbogaca.

Rozdzial trzeci: Materialy i metody zawiera prawidlowe i jasno opisane stosowane metody
badawcze eksperymentalne, takiej jak: utylizacje zrodet wegla przez szczep L. plantarum 1L.OCK
0860 przy uzyciu technologii Phenotype MicroArrays, Jednak nie znaleziono informacji o dlugosci
fali przy ktérej dokonano pomiaréw absorbancji. Nastgpnie opisane sa wglebne hodowle plynne
probéwkowe oraz w bioreaktorze (takze pétstate), warunki oddzielania biomasy bakteryjnej i
supernatantu. W tej czesci Doktorantka uzyta sformutowania ,,oddzielenia biomasy od podtoza
pohodowlanego MRS...” raczej jest to oddzielenie biomasy od supernatantu hodowli. Ponadto,
nalezy zwréci¢ uwage, ze Doktoranta w cafej pracy postugiwata si¢ nieaktualng nazwa
drobnoustroju: zamiast Lactiplantibacillus plantarum stosowala starg nazwe Lactobacillus
plantarum (oprocz streszczenia). W nowych opracowaniach nalezy tego unikaé. Kolejno opisana
jest zastosowana ~w pracy nowoczesna metoda obliczeniowa: statystycznego planowania
eksperymentu, tj. plan sympleksowo-centroidowy z podanie w tab. 4 skiadu poszczegdlnych

mieszanin protektantéw. Nastepnie opisano sposob przygotowania roztworéw protektantow i ich
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mieszanin z podtozem pohodowlanym (uwaga Recenzenta -jw) oraz szereg zastosowanych w
niniejszej pracy metod eksperymentalnych, tj. chromatografia cieczowa wysokocisnieniowa,
elektronowa mikroskopia skaningowa. Kolejno opisano stosowane analizy statystyczne (program
Design Expert 8.0) do okreslenia zaleznosci migdzy poszczegdlnymi zmiennymi w doswiadczeniu
z roéznymi mieszaninami protektantow, analize  wariancji i inne. Symulacj¢ procesow
produkcyjnych przeprowadzono przy uzyciu narzedzia informatycznego - programu SuperPro
Designer v10 (Intelligen, USA) wykorzystujac jako dane wejsciowe do modelowania procesu
produkeji preparatu synbiotycznego na skale przemystowa, wyniki badan laboratoryjnych, z
uwzglednieniem niezbednych zmian wynikajgcych ze zmiany skali. Przeprowadzono réwniez
analize wrazliwosci korzystajac z programu SuperPro Designer (funkcja Component Object
Module).

Doktoranta podczas realizacji pracy zastosowata zaréwno proste metody eksperymentalne jak i
zaawansowane metody statystyczne i informatyczne. Swiadczy to o dobrej znajomosci metodologii,

nabytym do$wiadczeniu badawczym jak i kompleksowym podejsciu do analizowanych zagadnien.

Prezentacja wynikow stanowi najobszerniejszy rozdziat pracy. Jest on podzielony na szes¢ czesei
w ktorych przedstawiono opisy badan w kolejnosci ich realizacji. Wykazano, ze szczep
L. plantarum LOCK 0860 charakteryzuje si¢ zdolnosciami do utylizacji wielu mono-
i oligosacharydéw oraz substratéw niewgglowodanowych jako potencjalnych zrodet wegla
w podtozach wzrostowych. Wyniki badan inaktywacji termicznej szczepu w temp. 55°C,; 60°C,
65°C wskazuja na wysoka odporno$¢ termiczng szczepu, co jest pozadang cecha w technologii
produkcji utrwalanych termicznie preparatéw probiotycznych i synbiotycznych. Zastosowane
rézne modele predykcyjne wytonity jeden najlepiej dopasowny- zmodyfikowany model Weibulla
sigmoidalny II. W tym miejscu Doktoranta szczeg6towo wyjasnia efekty ogona iramienia. Kolejno
opisano wyniki badan optymalizacyjnych doboru sktadu mieszanin ochronnych pozwalajacych na
uzyskanie jak najwyzszej przezywalnosci bakterii podczas suszenia rozpytowego w skali

laboratoryjnej. Nowo zoptymalizowana mieszanina substancji ochronnych (2,57% glutaminianu
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monosodowego, 2,43% trehalozy) ponad 4-krotnie zwigkszyta przezywalnos¢ bakterii podczas
procesu utrwalania, gdy stosowano podloze na bazie maki kukurydzianej. Przeprowadzona
wizualizacja czgstek statych zawartych w probkach wysuszonych rozpylowo proszkow, przy
zastosowaniu mikroskopii skaningowej dokumentuje niemal kulisty ksztatt czastek wskazujac na
odpowiednig twardo$¢ uzytych substancji wypelniajacych i ochronnych. Skorzystanie z
mikroskopii skaningowej rowniez $wiadczy o duzej dbatosci o szczegdly i wnikliwe
potwierdzanie wynikdw eksperymentow.

Nastepnie Doktoranta, wykorzystujac dane eksperymentalne przedstawia symulacje procesu w
skali przemystowej, gdzie zoptymalizowany skfad preparatu probiotycznego uzupetniono inulina,
zastosowang jako prebiotyk i $rodek standaryzujgcy liczbe zywych komorek bakterii
probiotycznym na gram produktu. Zaproponowang technologi¢ poréwnano ze standardowym
procesem produkcji, bazujacym na wykorzystaniu do wzrostu bakterii probiotycznych podtoza
plynnego (MRS). Analiza techniczno-ekonomiczna zaprojektowanych modeli procesu wskazata
na wysokg warto$¢ wskaznika NPV w przypadku technologii opartej na zastosowaniu podloza z
maka kukurydziang oraz nieoptacalnosci inwestycji z zastosowaniem podfoza ptynnego (MRS). W
przeprowadzonej analizie wrazliwosci Doktorantka oszacowata wrazliwos¢ jednostkowego kosztu
produkcji i liczby wytworzonych partii rocznie na czynniki krytyczne, ktérymi sa: koszt zakupu
inuliny oraz czas fermentacji w bioreaktorze produkcyjnym (model procesu CF). Na podkreslenie
zastuguje fakt ukierunkowania na zastosowanie wynikoéw przedstawionej do recenzji pracy w
praktyce. Stanowi to bardzo istotny i od kilku lat promowany aspekt badaf naukowych. Ponadto,
czes¢ opisanych wynikéw badan zostata juz oceniona przez niezaleznych ekspertéw, gdyz zostaty
opublikowane w anglojezycznym artykule z IF, stawiajacych autorom wysokie wymagania. Fakt
ten potwierdza duze znaczenie naukowe dysertacji, co znacznie ulatwia zadanie recenzentowi.
Pigta czes$¢ rozprawy: Dyskusja jest opisana trafnie i dojrzale. Doktorantka omawia uzyskane
wyniki odnoszac si¢ wnikliwie do dostepnych danych i informacji zawartych w publikacjach
naukowych innych badaczy. Ponadto, cenne jest umieszczenie naukowych podstaw i uzasadnien

merytorycznych otrzymanych rezultatéw. Swiadczy to o dobry przygotowaniu teoretycznym
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Doktorantki i swobodnym poruszaniu si¢ w zakresie tematu rozprawy oraz umiejgtnosci
interpretacji wynikow.

Rozdzial szésty rozprawy: Podsumowanie i wnioski odpowiadajg zatozeniom i postawionym
celom. Jedynie, pewien niedosyt budzi brak koncowego wniosku, ktory zebratby catos¢
uzyskanych informacji, wynikéw badan i wskazat propozycje dziatan na przysziosc.

Kolejna czes¢ rozprawy zatytutowana: Literatura proponowatabym zastapi¢ okresleniem:

Spis publikacji, lub Bibliografia.

Przedlozona rozprawa doktorska jest napisana przejrzyscie i poprawng polszczyzna. Zawiera
obszerny i ciekawy material do$wiadczalny, zostala zaplanowana prawidtowo i wlasciwie
przeprowadzona pod wzgledem metodycznym, dotyczy wysoce aktualnych zagadnien i badan
szczegblnie pod wzgledem aplikacyjnymi i wdrozeniowym praktycznym wnosi elementy nowosci
w zakresie omawianej tematyki. Doktorantka zrealizowata postawione cele. Zastosowala
zaawansowane, nowoczesne metody statystyczne i komputerowe oraz wykazata si¢ dojrzatoscia
naukowa. Otrzymane wyniki jako element wiekszej catosci maja potencjal aplikacyjny, a ich
docelowe zastosowanie moze przyczynié sie do obnizenia kosztéw procesu produkcji synbiotyku.
Dlatego chciatam zapytaé, czy podjeto dalsze dziatania, np. wdrozeniowe, aby wykorzystac
przeprowadzone analizy i symulacje? Czy uczelnia podejmuje rozmowy z przedsigbiorcami?
Tematyka pracy wpisuje sie¢ w nowoczesne trendy w nauce uwzgledniajace aspekt ekologiczny,
prozdrowotne zamienniki antybiotykéw takie jak probiotyki, synbiotyki. Rozprawa zawiera
oryginalne rozwigzanie w zakresie potencjalnego zastosowania wynikéw wiasnych badan
naukowych w sferze gospodarcze;j.

Doktorantka w swoim dorobku naukowym ma 3 publikacje oryginalne w czasopismach z wykazu
ministra z IF o facznym IF=13,980 oraz 440 pkt MNiSW. W dwoch z nich jest pierwszym autorem,
ponadto jest wspotautorem monografii oraz 7 doniesiei na konferencjach krajowych i

miedzynarodowych.
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Podsumowujgc stwierdzam, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marty
Archackiej ,,Optymalizacja warunkéw wzrostu i utrwalania bakterii probiotycznych na przyktadzie
Lactobacillus plantarum” spetnia warunki okreslone przepisami art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawa o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2022r. poz. 574 ze zm.). Dlatego wnosze
do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia UP w Poznaniu o
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dopuszczenie Pani mgr inz. Marty Archackiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. n med. Jolanta Solecka, prof. NIZP PZH-PIB

ot

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego PZH - Panstwowy Instytut Badawczy

ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa, Polska
Tel: +48 22 54 21 400, +48 22 54 21200

www.pzh.gov.pl, e-mail: pzh@pzh.gov.pl
Regon: 000288461, NIP: 525-000-87-32






