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W dotaczonym wykazie osiggnie¢ naukowych Doktorant wykazuje 3 publikacje
(faktycznie sg 4 — jedna publikacja ukazata si¢ juz po zloZzeniu dokumentoéw
do procedowania) — wszystkie 2z listy JCR, 1 rozdzial w monografii i 4 wystapienia
na krajowych i zagranicznych konferencjach naukowych,

Z przekazanych dokumentéw wynika, ze Kandydat weze$niej nie ubiegal sig
o stepien doktora w dyscyplinie techuologia Zywnesci i Zywienia ani w innej

dyscyplinie,

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny praca sklada sic z 4 publikacji anglojezycznych
opublikowanych w latach 2022-2023. W zlozonym cyku publikacji 1 publikacja jest
opracowaniem feoretycznym natomiast 3 pozostale publikacje sg opracowaniami
oryginalnymi. Prace opublikowano w ezasopismach recenzowanych o wspdtczynniku
oddziatywania Impact Factor od 2,7 do 5,9 i ministerialnej aktualne] punktacji: 100
punktow I publikacja i 140 punktéw — 3 publikacje, natomiast biorac pod uwage punkty
ministerialne za rok opublikowania to przedziat punktowy jest nastepujacy 70, 100, 140,
140. Dodatkowo publikacje opatrzone sg tzw. komentarzem zawartym na 37 stronach
przygotowanym w jezyku polskim. Komentarz skiada sic z typowych dla opracowan
naukowych elementéw: wprowadzenia teoretycznego, hipotez badawczych, metodologii,
omowienia wynikow, wnioskéw, literatury.

Do dokumentacji dolgczono o$wiadczenia autoréw publikacji, z ktorych wylania
sie wiodgcy udzial Doktoranta w takich elementach skladowych jak: wspétautorstwo
koncepcji, dobor metodyki, przeprowadzenie badad, analiza wynikow, zarzadzanie
danymi, przygotowanie manuskryptu, pozyskiwanie finasowania.

Dobor literatury zacytowany w prezentowanych publikacjach jest wladciwy
i odzwierciedla najnowsze osiggniecia wiedzy w prezentowanej tematyce.

Prezentacja osiagniecia doktorskiego w takim ukladzie jest typowa dia cykin
publikacji i spelnia wymagania wstawowe detyczace osiagniecia w przewodzie
doktorskim,

Deobor i znaczenie tematyki
Waznym eclementem podezas otrzymywania preparatdw probiotycznych
zawierajgcych Zywe mikroorganizmy (bakterie, drozdze) jest ich formulacja. Podczas

otrzymywania i opracowywania formulacji preparatdw probiotycznych jednym
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zkrytycznych etapdw technologicznych jest sposéb utrwalania tak aby zachowaé
jak najwyzsza Zywotno§¢ 1 liczebno§¢ mikroorganizméw. Poniewaz 2Zywotno§é
mikroorganizméw w takich preparatach nie zawsze pokrywa sie z ich liczebnoscig
co wynika z przechodzenia mikroorganizméw w stan tzw. zZywy ale nie hodowlany,
Wainym aspektem jest ocena mozliwodei aktywnego odzialywania probiotycznego tych
komoérek na organizm gospodarza. Najczg¢dciej do tego typu preparatow stosuje sig
liofilizacje, natomiast jest to metoda stosunkowo droga i mato wydajna. Inng metoda jest
suszenie rozpylowe, niemniej temperatura stosowana w tego typu procesach 60-70°C jest
termperaturg zbyt wysokg aby utrzyma¢ wysoka przezywalnos¢ zywych czynnikéw
biologicznych., W ocenianej rozprawie zaproponowano zastosowanie suszenia
fluidalnego. Suszenie fluidalne zapewnia intensywne mieszanie produktu z gazem, ktére
gwarantuje wysokg wymiang ciepla i optymalng predkosé procesow fizycznych, ponadto
odbywa si¢ w znacznie nizszej temperaturze (okoto 40°C) niZ suszenie rozpylowe.
Dodatkowo suszenie fluidalne daje mozliwosé powlekania substancjami ochronnymi
i stabilizujacymi zywotno$é suszonych mikroorganizméw przed niekorzystnymi
warunkami §rodowiska. Przedstawione w pracy rozwigzanie technologiczne zawiera
elementy nowatorskie polegajace na projekcie technologicznym uwzgledniajac aspekt
naukowy - fizjologiczne aspekty suszonyéh czynnikow biologicznych. Zatem, tematyka
dysertacji jest jak najbardziej akfualna i wpisuje sie w nurt badan prowadzonych
w dyscyplinie technologia ZywnoSei i Zywienia. Ponadte wnosi do wiedzy z zakresu
tej dyscypliny nowe informacje dotyczace przedmiotu badan ale réwniez proponuje
rozwigzanie aplikacyjne dia przedsighiorcéw sektora farmaceutycznego,

SPOZYWCZego ¢y Paszowego.

Ocena merytoryezna pracy

Przystepujac do badaft Doktorant dokonuje przegladu literatury dotyczacego
suszenia, i oceny ich wlasciwosci probiotycznych ze szezegSlnym uwzglednieniem
warunkow przetwarzania tych mikroorganizméw i srodkdéw ochronnych wplywajacych
na ich zywotnoéé. Omawia rowniez czynniki, ktore moga micé wplyw na ich stabilno$é
- procesy termiczne, osmotyczne, oksydacyjne czy dziatanie niskiego pH $rodowiska.
Przegladu literatury dokonano w oparciu o literaturg z lat 2005-2023 z czego 28%
publikacji stanowa prace z ostatnich 3 lat, a 63% to prace z ostatnich 10 lat, Udziat prac
starszych niz 10 lat to zaledwie 14%. Mozna zatem stwierdzi¢, ze Doktorant dokonat

rzetelnego przegladu pi§miennictwa w omawianym temacie. Znajomos$é literatury
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iprobleméw badawczych rozwiazywanych przez innych autoréw pozwolila
Doktorantowi wytyezy¢ cel pracy i sformutowaé 6 hipotez badawczych:

»L1: Cytometria przeplywowa z obrazowaniem pozwala na podziat komérek
na subpopulacje o zrdéZnicowanym stanie fizjologicznym (aktywno$¢é metaboliczna)
1 morfologii (stopien uszkodzen blony komérkowe;).

H.2: Suszenie fluidalne pozwala na uzyskanie preparatu zawierajgcego rekomendowana
dawke komérek probiotycznych — na minimalnym poziomie 10° komérek na gram
preparati.

H.3: Stopiefi uszkodzen biony komérkowej istotnie wplywa na zdolnoéé adhezji bakterii
probiotycznych do komoérek nablonka jelitowego.

H.4: Zastosowanie warunkéw stresowych w trakcie hodowli bakterii pozwala
na zwigkszenie przezywalnoci komoérek w preparacie probiotycznym w trakcie jego
utrwalania i przechowywania.

H.5: Proces technologiczny 1 warunki przechowywania wplywajg na trwato$é preparatn
w trakcie diugotrwalego przechowywania.

H.6: Realne oszacowanie koszti wytworzenia preparatu probiotycznego wymaga
uwzglgdnienia trawienia”,

Do realizacji badan wybrano 3 szezepy $rodowiskowe: Enterococcus faecium73
KBiMZ, Leuconostoc mesenteroides 5tKBiMZ Carnobacterium divergens 3cdKBiMZ
zdeponowane w kolekeji Czystych Kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnoéci Uniwersyteta Przyrodniczego w Poznaniu, Pierwsze dwa wymienione szczepy
zostaly wyizolowane z zywnosci, odpowiednio z gotki owczej otrzymanéj metodami
tradycyjnymi natomiast szczep C. divergens 3cdKBiMZ pozyskano z tredci jelitowej
prosigt. Doktorant w komentarzu do publikacji deklaruje, e wszystkie szczepy zostaty
scharakteryzowane pod wzgledem probiotycznym. Natomiast nie podaje gdzie te dane
zngjdziemy.

» Cazy dane te zostaly wezedniej opublikowane?
Wybrane szczepy zdecydowanie sg szczepami probiotycznymi stosowanymi
w preparatach dla zwierzat hodowlanych. Zatem odbiorca opracowanej finalnie
technologii bedzie zdecydowanie sektor paszowy,
Jako czynniki stresu podczas hodowli zastosowano ,,stres kwasowy” (brak regulacji
wartosci pH podezas hodowli), natomiast drugim siresem bylo zastosowanie

podwyzszonej temperatury (stres temperaturowy) hodowl do 50°C przez 30 minut.
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W obliczu podwyzszonej termoopornoéci szezepoéw z rodzaju Enterococeus (przezywaja
ogrzewanie 30 minutowe w 60°C) ciekawi mmie:

> jakie byly kryteria doboru tego czynnika stresujacego dla badanych bakierii?

Zardwno metoda plytkowa Kocha oznaczania liczebno$ci mikroorganizméw jak
i cytometria przeplywowa majg swoje ograniczenia. W metodzie plytkowej z pewnoscia
ograniczeniem jest jej pracochlonnoéé i zatozZenie Ze z 1 komadrki wyrasta jedna kolonia.
Ponadto tak jak Doktorant podaje nalezy tak przygotowaé rozcieficzenia do wysiewow
aby uzyskac od 30 do 300 kolonii na plytce.

> lakie kryteria i parametry komorek beda decydowaty, o tym ze z jednej komorki

wyrosnie jedna kolonia?
Doktorant podaje, ze kluczowa jest autoagregacia komdrek poddanych stresowi
srodowiskowemu.

» A jezeli o tym wiemy to co mozemy zrobi¢ aby uprawdopodobnié¢ zalozenie

1 komorka=1 kolonii?
Cytometria przeplywowa tez nie jest wolna od ograniczef.. Z pewnoscia jest to metoda
gdzie bardzo szybko otrzymujemy wynik nie tylko liczebny ale réwnie o stanie
fizjologicznym komorki.

» Ale czy tylko agregacja komorek i zanieczyszczenia pochodzace z rozpadu

komorek sg utrudnieniami cytometrii przeptywowej?

W publikacji II (Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 6841, Imaging Flow Cytometry
Demonstrates Physiological and Morphological Diversity within Treated Probiotic
Bacteria Groups) w tabeli 1 (strona 11/20) przedstawiono wyniki oznaczania bakterii
dwoma wyzZej oméwionymi metodami, Poniewaz w metodyce Dokiorant deklaruje,
ze wszystkie eksperymenty zostaly przeprowadzone w 3 powtdrzeniach zastanawia mnie
dlaczego przy wynikach nie pokazano odchylent standardowych. Odchylenie standardowe
pokazatoby jaki jest rozrzut wynik6w o obrgbie prob. Moze prosta statystyka pokazatby,
ze jednak gdzie$ sa roznice statystycziic istotne albo przekonataby nas o braku takich
réznic. Mysle, ze latwiej byloby interpretowad wyniki zawarte w tabeli 1 gdyby
przedstawiono je w formie logarytmu dziesigtnego w tzw. jednostkach logarytmicznych,

Waznym elementem pracy jest polaczenie klasycznej cytomertii przeplywowej
z Obrazowg cytometria przeplywowa (IFC), ktéra pozwala na zwickszenie doktadno$ci
powszechnie stosowanej cytometrii przeplywowej, laczac jej charakter statystyczny
z obrazowaniem mikroskopowym w jednym ukladzie. Ponadto zastosowanie IFC

polaczono z metody barwienia z wykorzystaniem RedoxSensorTM Green i jodku
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propidyny, ktory okazat sie alternatywa dla dotychczas powszechnie wykorzystywanego
barwienia LIVE/DEAD. Wprowadzenie barwienia RedoxSensorTM Green 1 jodku
propidyny pozwolito to na identyfikacjg komérek o zmienionej (obnizonej) aktywnosci
metabolicznej (VBNC) jako osobnych subpopulacji nazwanych jako mid-active I i mid-
active II. Podejécie takie pozwolilo to na oznaczenie wiekszej ilosci subpopulacji niz
tylko zywych i martwych komérek. Dodatkowo stwietrdzono, ze subpopulacje mid-active
1 1 mid-active II charakteryzujg si¢ réznym stopniem uszkodzenia zewngtrznych bion
komorkowych oraz zréZnicowang aktywnoScia metaboliczna. Kluezowym
spostrzezeniem jest stwierdzenie, Ze Kkomérki mid-active I i mid-active I
charakteryzowaly sie zdolnosécig do wzroestu w pozywee plynnej natemiast komoérki
mid-active II réwniez na pezywkach stalych. Spostrzezenia te rzucaja nowe §wiatlo
na zagadnienia komorek dotychezas oznaczanych jako VBNC. Ponadto ocena
uszkodzen i aktywnoéci metabolicznej komodrek moze definiowaé cechy probiotyczne
szezepdw zwigzanych ze §ciang i blong komoérkowa. Jedng z bardzo waznych cech
probiotycznych szezepdéw mikroorganizmoéw zwigzanych z zewnetrznymi strukturami
komorkowymi jest zdolnos¢ adhezji do komorek jelita czlowieka i zwierzat. Jako model
badawczy w prezentowanej pracy zastosowano lini¢ komorek gruczolaka jelita grubego
Caco-2. Jest to standardowa linia stosowana do tego typu badan. W badaniach komoérki
bakterii probiotycznych podzielono na 4 subpopulacje: komoérki aktywne, komérki mid-
active I i mid-active Il oraz komorki martwe. Stwierdzono, ze do adhezji zdolne sg tylko
komorki aktywne. Komorki nawet z bardzo niewielkimi uszkodzeniami traca
te ceche. Jest to bardzo istotna informacja z uwagi na fakt kolonizacji nablonka
jelitowego czlowieka 1 przez bakierie probiotyczne. Poniewaz w przypadku adhezji
w srodowisku jelitowym wazng role odgrywa mucyna (na co zwraca uwage Doktorant
w dyskusji uzyskanych wynikéw) prosze o informacjg:

» Czy bakterie probiotyczne powinny charakteryzowa¢ si¢ zdolnoécig do hydrolizy

mucyny czy nie?

W kolejnych etapach pracy podczas suszenia fluidalnego wprowadzono czynniki
oplaszczajgce suszone bakterie: gume arabska, szelak (odmiana Zywicy naturalnej,
pozyskiwanej z wydzieliny owadéw zwanych czerwcami), hydroksy-propylo-metylo-
celuloze (mikroceluloze krystaliczng). Dla kazdej z mmich wyznaczono temperature
przemiany szklistej. Najwyzszag temperaturg przemiany szklistej charakteryzowata sig

hydroksy-propylo-metylo-celuloza. Dodatkowo wyznaczono tolerancjg na temperatureg
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badanych mikroorganizméw. Stwierdzono, Ze przy temperaturze od 65 do 70°C
rozpoczynajg si¢ procesy denaturacji biatek komérkowych tych bakterii.

W analizie mikroskopowej SEM pokazano powierzchnic suszonych preparatow
bakterii wraz z matrycami (Jakich bakterii? W tytule Rysunku 3, publikacja Nutients
2023, 15, 3484 —nie ma tej informacji}. Jedynie w przypadku mikrocelulozy krystalicznej
widoczne sg na powierzchni komorki bakterii.

» Proszg o komentarz czy to dobrze czy Zle?

» Jak umiejscowienie komoérek bakterii w matrycy moze wplywad

na adhezje i inne cechy probiotyczne?
W opisie tabeli 2 (publikacja Nutients 2023, 15, 3484), w wynikach badan
mikrobiologicznych z oznaczania liczebnodci bakterii przed i po adhezji do komérek
Caco-2 nie podano czynnika powlekajacego bakterie. Dodatkowo w pierwszym wierszu
pojawia sig oznaczenie SD co wg mojej opinii sugernje zamiar podania odchylenia
standardowego. Ponadto pomiedzy prébami oplaszczanymi a suszonymi bez
dodatkowych matryc widoczne sg wyrazne réznice w liczebno$ci.
» Dlaczego nie wykonano analizy statystycznej w tym badaniu?

W wyniku przeprowadzenia badaf przechowalniczych w bardzo réznorodnych
watunkach przechowywania dotyczacego atmosfery jak i temperatury stwierdzono,
ze najlepszym sposobem przechowywania jest zastosowanie matrycy o najwyisze;
temperaturze przemiany szklistej — mikrocelulozy krystalicznej, oraz przechowywania
préb w temperaturze -20°C w atmosferze modyfikowanej (N2). W takich warunkach
preparaty zawierajace bakterie probiotyczne zachowaja Zywotnos§é bakterii na poziomie
wymaganym przez WHO przez 12 miesigcy. Nie jest to optymalne rozwigzanie dla
producentow takich preparatow. 1 tutaj Doktorant proponuje temperaturg
przechowywania -4°C, a czas 6-9 miesigey, co jest alternatywsg obnizajaca koszty
przechowalnicze takich produktow.

Dodatkowo, w pracy zwrécono uwage na zywotno§é preparatu podezas pasazu
jelitowego i zdolno$¢ bakterii po takim procesie. W pracy proces trawienia podzielono na
dwa etapy. trawienie w warunkach ptynu zotadkowego (81) oraz trawienie w warunkach
plynu jelitowego (82). Stwierdzono, ze po trawieniu w warunkach in vitro obnizyla si¢
subpopulacja komorek aktywnych a wzrdst udziat komoérek $rednio-aktywnych, przy
znacznym wzroScie komoérek martwych, Wykazano, 2e zar6wno w prébach
wysuszonych, jak i powlekanych oraz po przechowywaniu pierwszy etap trawienia (S1),

reprezentujgey warunki zotadkowe, doprowadzit do obnizenia liczebnodci w aktywnych
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komérek we wszystkich prébach. Natomiast drugi etap trawienia nie determinowat juz
tak duzych zmian w obrgbie zywotno$ci komodrek w grupie komdrek aktywnych i érednio-
aktywnych.

W oparciu o uzyskane wyniki Kandydat zaproponowat proces technologiczny
otrzymywania preparatow probiotycznych, powlekanych i jego aspekty ekonomiczne.
Gléwnymi czynnikami odpowiedzialnymi za ekonomike procesu jest koszt pozywki
hodowlanej balterii, czas suszenia, koszt trehalozy jako czynnika ochronnego podezas
procesu suszenia oraz koszty powlekania bakterii.

Zazwyczal w tego typu procesach najwyzszym kosztem sg skladniki podloza
iewentualnie utylizacja plynéw pohodowlanych. Jest to zwigzane z wysokimi
wymaganymi odzywczymi bakterii probiotycznych,

» Czy istniej mozliwos¢ obniZenia tych kosztéw stosujac do procesu
produkty odpadowe przemystn spozywczego jako pozywke lub jej
skladnik?

» Na ile takie podejécie obnizy koszty wytwarzania preparatdw

probiotycznych w opracowanej przez Kandydata technologii?

Podsumowanie

Przedstawiona przez mgra inz. Jakuba Kiepsia rozprawa doktorska ,,Zastosowanie
cytomeitrii przeptywowej do oceny jakosci preparatdéw probiotycznych wytwarzanych za
pomoca suszenia fluidalnego” jest opracowaniem oryginalnym. Oceniana praca jest
opracowaniem interdyscyplinarnym z zakresu inzynierii chemicznogj, biologti komdrki,
procesOw fizykochemicznych ciat stalych oraz mikrobiologii. I pomimo moich licznych
pytafi glownic w kwestiach mikrobiologicznych uwazam prace za wyrdzniajgcy sie.
Pytania stuzg wywolaniu dyskusji a nie wskazywaniu stabszych stron pracy. Szczegoine
warto$ciowe sa badania ukazujace jak liczna jest populacja komorek nichodowlanych
podczas przygotowywania preparatow probiotycznych i jakie czyrmiki moga wpltywadé na
udziat tych subpopulacji zar6wno podczas przygotowywania preparatu, przechowywania

jak i w warunkach uzytkowania czyli spozywania.

Whiosek koxicowy
Przedstawiony cyki 4 publikacji opatrzony wspélnym tytulem ,,Zastosowanie
cytometrii przeplywowej do oceny jakosel preparatow probiotycznych

wytwarzanych za pomoca suszenia fluidalnego” spelnia wymagania okreslone w art.
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187 wustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U.
2018, poz. 1668). Postawione hipotezy badawcze zostaly pozytywnie zweryfikowane.
Przedstawione w pracy wyniki wpisuja si¢ nurt zagadniefi badawczych prowadzonych
w dyscyplinie technologia zywnosci i Zywienia,

W oparciu o powyzsze przestanki wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o przyjecie
rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Jakuba Kiepsia i dopuszezenie Doktoranta

do dalszych etapéw postepowania.

ZPODPIS ZAUFANY

ELZBIETA
KLEWICKA

N5.11.2023 28.02:37 'GMT 1+
Dokument podpissy ehastrnaleznle
poustlyiane wizchiegne

Strona9z9



PODPIS ZAUFANY

ELZBIETA
KL_EW!CKA
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Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii

Lodz, dn. 5-11-2023r.

Prof. dr hab. inz. Elzbieta Klewicka

Instytut Technologii Fermentacji 1 Mikrobiologii
Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechnika £ odzka

Whniosek o wyroznienie

Zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej zatytutowanej ,,Zastosowanie cytometrii przeplywowej do oceny jakosci
preparatéow probiotycznych wytwarzanych za pomoca suszenia fluidalnego”
zlozonej w przewodzie doktorskim przez mgra inz. Jakuba Kiepsia.

Powyzsza praca jest opracowaniem przedstawionym w 4 publikacjach o zasiegu
miedzynarodowym, jest praca interdyscyplinarna co wymagalo od Kandydata
opanowania procedur z zakresu inzynierii chemicznej, mikrobiologii, biologii komorki.
W mojej ocenie poziom prowadzonych badan i opracowanie uzyskanych wynikow,
zaproponowane rozwiazanie technologiczne istotnie przekraczaja Sredni poziom prac
doktorskich. Doktorant w swoim dorobku posiada 4 publikacje z tematyki doktoratu
opublikowanych w czasopismach z listy JCR (we wszystkich jest pierwszym autorem).
Przedstawiona do oceny praca oprocz elementu naukowego, ktory wnosi nowe istotne
informacje do dyscypliny technologia Zywnosci 1 Zywienia jest oferta technologiczna dla
sektora paszowego a po modyfikacjach réwniez dla farmaceutycznego i spozywczego

co w caloksztalcie zastuguje na wyrdznienie pracy.

Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
90-530 £6dz ul. Wdlczanska 171/173, budynek A4
tel. 42 631-34-79, w5i53@adm.p.lodz.pl, binoz.p.lodz.pl ‘r

Adres do korequndenq’i:
90-924 £odz ul. Zeromskiego 116
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