Strona 1z 12

UNIWERSYTET )] wvyDzIAL ,
PRZYRODNICZY <7 NAUK 0 ZYWNOSCI
 Lubline | BIOTECHNOLOGI

Dr hab. inz. Dominik Szwajgier, prof. UP w Lublinie

Kierownik Pracowni Zywnosci Ekologicznej Pochodzenia Roslinnego
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka
ul. Skromna 8, 20-704 Lublin

Lublin, 12 stycznia 2023 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej

Autor: mgr inz. Paulina Maciejewska-Gil

Tytuk:

,WDROZENIE NOWEJ LINII PRODUKTOW PROZDROWOTNYCH
ZAWIERAJACYCH KWAS ALFA-KETOGLUTAROWY”

Rozprawa doktorska wykonana w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci na Wydziale
Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz Living Food Sp. z o.o0.
z siedzibg w Trzcielu w ramach Programu MNiSW ,,Doktorat wdrozeniowy” (0019/DW/2018/02)

Promotor: prof. UPP dr hab. Daria Szymanowska-Powatowska

Recenzje wykonalem na podstawie Pisma Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Pani prof. dr hab.
Magdaleny Rudzinskiej, informujacego o Uchwale nr 1/XXTV/2022 z dnia 24 listopada 2022 r., na
mocy ktérej zostalem powolany na recenzenta niniejszej rozprawy doktorskiej.

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY W LUBLINIE | WYDZIAL NAUK O ZYWNOSCI | BIOTECHNOLOGII
ul. Skromna 8, Lublin 20-704, www.up.lublin.pl/foodscience

tel. (+ 81) 462-33-92, 462-33-74 e-mail: dziekanat.nzb@up.lublin.pl

REGON 000001896 NIP 71201037 75

”r




Strona2 z 12

1. Przedstawienie podstawowych danych o kandydacie

Pani Paulina Maciejewska-Gil uzyskata tytut magistra 8.06.2017 r. na Wydziale Rolnictwa 1
Bioinzynierii UP w Poznaniu. Tytul pracy magisterskiej, wykonanej pod kierunkiem dr inz. Joanny
Le Thanh-Blicharz, w Zakladzie Koncentratow Spozywczych i Produktow Skrobiowych Instytutu
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Waclawa Dabrowskiego w Poznaniu:
»Mozliwos¢ wykorzystania skrobi opornych na amylolize do tworzenia emulsji spozywczych”.

Pani Paulina Maciejewska-Gil odbyta kilka praktyk zawodowych: przez miesigc, w lipcu
2015 r. w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. Wactawa Dabrowskiego w
Poznaniu, od 07.2015 — 03.2016 w Laboratorium Analiz Medycznych w Poznaniu; w sierpniu 2016
r. w Laboratorium Rozlewu, Kompanii Piwowarskiej w Poznaniu. Nastgpnie byla laborantem w
Polbiotech Laboratorium Sp. z o0.0. w Poznaniu (01.2017 — 09.2017), w Uniwersytecie
Przyrodniczym w Poznaniu (02.2018 — 09.2018) i w laboratorium mikrobiologicznym w Living
Food Sp. z 0.0. w Trzcielu (od 10.2018 r.).

Jak wynika z oSwiadczenia Pani Pauliny Maciejewskiej-Gil, nie ubiegata si¢ uprzednio o
nadanie Jej stopnia doktora.

2. Dobor i znaczenie tematu

Naukowcy oraz przedsigbiorcy coraz bardziej interesuja si¢ projektowaniem 1 wytwarzaniem
zywnos$ci funkcjonalnej, wzbogaconej naturalnymi surowcami wnoszacymi do produktu cenne
sktadniki bioaktywne. Wychodza oni naprzeciw rosnacej Swiadomosci oraz potrzebom réznych grup
konsumentéw. W przypadku niniejszej rozprawy, Autorka wybrata grupy docelowe konsumentow:
po przebytej antybiotykoterapii, chemioterapii, dzieci z zespotem GAPS, sportowcdw oraz przyszle
matki. Dobor grup odbiorcow jest z przez Autorke z pewnoscig przemyslany a wybor kazdej grupy
jest uzasadniony. Oczywiscie podobnych grup odbiorcow produktow funkcjonalnych jest wigeej, ale
rozprawa doktorska musi si¢ miesci¢ w pewnych ramach objetosci. Potrzeby kazdej z grup sa w
pewnym stopniu realizowane- na rynku mamy przeciez suplementy diety zawierajace jeden lub
wigkszg liczbe skladnikéw bioaktywnych. W tej tematyce miesci si¢ przedstawiona do oceny praca
Pani mgr inz. Pauliny Maciejewskiej-Gil. Jednak, w odroznieniu od obecnej oferty rynkowe;,
zaprezentowana praca w sposob o wiele bardziej kompleksowy projektuje, komponuje a nastgpnie
testuje bardzo zloZone produkty funkcjonalne, co jest nowoscia. Najwazniejszym celem pracy byto
stworzenie produktow rynkowych o ztozonym sktadzie, zawierajacych zarowno liczne komponenty
roélinne, jak i Zywe drobnoustroje probiotyczne oraz kwas alfa-ketoglutarowy (AKG). W rezultacie
otrzymujemy propozycje wdrozenia nowoopracowanych produktow dla pigciu wyzej wymienionych
grup. Znaczenie podjetych badan, w swietle mojej wiedzy jest bardzo duze ze wzgledu na bardzo
szeroki zasieg kregu odbiorcow, zwlaszcza ze celem pracy jest stworzenie realnych mozliwosci do
wdrozenia receptur w warunkach przemystowych. Dobdr tematu pracy jest zatem w pelni
uzasadniony.
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3. Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska ma forme monografii liczacej 202 strony 1 15 stron zalgcznikow. Ma
uktad rozdziatow typowy dla prac eksperymentalnych w dziedzinie nauk przyrodniczych, w
dyscyplinie technologia Zywno$ci i zywienia. Wstgp (2 strony) w wystarczajacym stopniu
wprowadza w tematyke podjeta w rozprawie. Nastepnie, jasno sformulowany cel okresla
podstawowe zadanie wyznaczone do wykonania w ramach niniejszej rozprawy: opracowanie
receptur, wykonanie badan nad funkcjonalnoscia i propozycja komercjalizacji produktéw
zawierajacych szczepy bakterii probiotycznych, surowce roslinne oraz AKG. Czes¢ literaturowa
obejmuje 43 strony 1 w sposob logiczny i chronologicznie uporzgdkowany zawiera omowienie
wszystkich niezbednych aspektow naukowych 1 aplikacyjnych, zwigzanych z realizacja celu
postawionego w pracy. Rozdzial Materiaty i metody liczy 21 stron i jest zakonczony schematem
obrazujagcym plan wykonanych doswiadczen. W rozdziale Wyniki i ich dyskusja, liczacym 96 stron,
kazda grupa wynikow zostata zaprezentowana i przedyskutowana. Na str. 171 znajdujemy 7
wnioskoéw z pracy, majacych charakter poznawczy i aplikacyjny. Podkreslam, ze rozprawa zostata
zrealizowana w ramach programu Doktorat wdrozeniowy ktorego celem jest nie tylko zrealizowanie
badan zaplanowanych w indywidualnym planie badawczym ale przede wszystkim wskazanie
potencjatu wdrozeniowego wynikoéw pracy, co zostato uczynione. Kolejna czgs¢ pracy to spis 306
wykorzystanych pozycji literaturowych. Zdecydowana wigkszos¢ cytowanych prac pochodzi ze
znaczgcych czasopism naukowych. W dalszej czgsci monografii znajdujemy jednostronicowe
streszczenia (po polsku i po angielsku) oraz 5 zatgcznikow (instrukcje technologiczne otrzymywania
pigciu finalnych produktéw opracowanych w ramach rozprawy doktorskiej; tacznie 15 stron). W
pracy zamieszczono 58 tabel 1 86 rysunkow.

4. Ocena merytoryezna pracy

Przedstawiona do oceny praca jest typowg pracg z zakresu technologii Zywnodci i Zywienia
czlowieka, a czg$¢ analityczna jak 1 aplikacyjna zaznaczone sg w rownym stopniu. Autorka
Przedstawila w rozprawie kolejne etapy realizacji prac w sposob uporzadkowany, logiczny 1
konsekwentny. Zaprezentowala warsztat badawczy ktory opracowata w celu realizacji zamierzonego
celu oraz celow czastkowych do niego prowadzacych. Przeprowadzita eksperymenty a wyniki
poprawnie zinterpretowala, co nie byto tatwym zadaniem z uwagi na stopien skomplikowania zadan
zalozonych do wykonania. Autorka jawi nam si¢ jako osoba chetna do pozyskiwania wiedzy
naukowej oraz tworczego wykorzystania tej wiedzy na potrzeby zmieniajacego sig rynku.

W Czesci literaturowej Doktorantka omawia w pierwszej kolejnosci prawne i funkcjonalne aspekty
zwigzane z komponowaniem zywnosci specjalnego przeznaczenia. Wskazuje podstawowe grupy
zwigzkow wykazujacych aktywnosci przeciwutleniajace (polifenole i karotenoidy, wraz z krotka
charakterystyka zrodet tych zwigzkow). Nastgpnie Przedstawia glowne skladniki mineralne 1
witaminy wraz z ich podstawowymi funkcjami w organizmie oraz zrédlami w diecie. Podrozdziaty
sa krotkie 1 z pewnoScia nie przedstawiaja pelnej wiedzy ale moim zdaniem nie bylo potrzeby ich
nadmiernie rozbudowywa¢. W moim odczuciu zamierzeniem Autorki nie bylo epatowanie wiedza a
jedynie przedstawienie glownych aktywnosci jakie poszczegolne sktadniki majg wnies¢ do

projektowanej zywno$ci. W dalszej czegsci Autorka Przedstawia bardzo krotkie opisy 46
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surowcow roslinnych, obejmujgce charakterystyke zawartych w nich zwigzkéw bioaktywnych oraz
podstawowych aktywnosci in vivo. Surowce roslinne i ich aktywnosci in vivo sg znane dlatego tez
uwazam ze takie bardzo syntetyczne opisy przedstawione przez Autorke sa wystarczajgce.

Mam jednak watpliwo$ci dotyczace doboru czesci prac zamieszczonych w tym rozdziale, a
mianowicie uzycie prac przegladowych nie z ostatnich lat a starszych, nawet sprzed penad 10 lat.
Proponuje w czasie przygotowywania wynikow do opublikowania cytowaé jak najnowsze prace,
zwlaszcza jesli to sa prace przegladowe. Znalaztem rowniez pewng liczbg blednych cytowan, np.
cytowanie pracy Verma i in. [2015] w miejscu gdzie powinna by¢ zacytowana praca Kaushik in.,
[2011], pojawiajaca si¢ dalej. Na str. 24 zZadna z zacytowanych prac dotyczacych granatowca
wlasciwego nie przedstawia wynikow dotyczacych funkcji poznawczych (,,Wpltywa korzystnie na
funkcje poznawcze, w tym pamigé”) [Al-Zoreky 2009; Mertens-Talcott 1 in. 2006]). W pracy Li i in.
(2018) cytowanej na str. 25 nie badano aktywnosci cyt: "Ponadto zapobiegajg infekcjom pecherza
moczowego oraz zwyrodnieniu plamki zoéttej oka”. Cytowana praca dotyczy wplywu obrobki
pomocniczej przy wstepnym schladzaniu owocow jezyny na aktywnosci przeciwutleniajace in vifro
oraz na aktywno$¢ niektorych enzyméw z owocdéw. Podobnie Mosaffa-Jahromi 1 in. (2017, str. 20)
nie okreslali zawartosci zwigzkéw bioaktywnych w anyzu a jedynie jego wplyw na przebieg zespotu
jelita drazliwego. W pracy Plaza i in. (2012), str. 23, dotyczacej chlorelli, czytamy: ,,Posiada
wlasciwos$ci przeciwnowotworowe, przeciwutleniajgce oraz przeciwbakteryjne”- autorzy tej pracy
nie wykazali wlasciwosci przeciwnowotworowych a jedynie 2 pozostate aktywnosci. Wspomniane
aktywno$ci wymienione sg we wstepie tej publikacji ale sugeruje w takich przypadkach dwie inne
drogi postgpowania, jesli chcemy przytoczy¢ takie wyniki: albo zacytowal prace oryginalng,
eksperymentalna, w ktorej te aktywnosci okreslono, po to aby odda¢ hold rzeczywistym autorom
wynikow, albo zacytowa¢ bardzo dobra, jak najnowsza prace przegladowa 1 rozwazyc
sformulowania typu: ,,Aronia przeciwdziata chorobom sercowo-naczyniowym oraz nowotworom
jelita grubego co omoéwiono w sposéb wyczerpujacy w doskonalej pracy przegladowe;j ....".

W kolejnej czgSci Autorka omoéwila ogdlnie, ale w sposob wystarczajacy cechy, jakimi
charakteryzuja si¢ bakterie probiotyczne, przechodzac do siedmiu gatunkéw i szczepdéw bakterii
mlekowych, ktore Przedstawila w sposéb bardziej szczegdlowy, kladac nacisk gléwnie na funkcje
tych drobnoustrojow w organizmie czlowieka.

W nastgpnych, bardziej rozbudowanych podrozdziatach Autorka przedstawia zrodla AKG
oraz role tego zwigzku w organizmie czlowieka. Przedstawienie istotnych funkcji tego zwigzku jest
ze uzasadnione bo wyjasnia dlaczego Autorka zamierza zastosowa¢ dodatek wlasnie tego kwasu
organicznego do swoich produktow. Nastgpnie Autorka Omawia w sposob dos¢ kompaktowy, lecz
wystarczajacy, metody otrzymywania AKG. Dokonujagc wyboru metody uzyskania AKG na cele
badan w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, Kieruje si¢ wskazaniem literaturowym, ze
najefektywniejszym producentem AKG sa drozdze Yarrowia lipolytica. Zgadzam si¢ z taktyka
przyjeta w pracy - celem pracy nie bylo poszukiwanie najefektywniejszego drobnoustroju
produkujacego AKG, leczy optymalizacja jego produkcji 1 zastosowanie do nowych produktow.

Cel pracy jest sformulowany w sposob jasny i nie budzi watpliwosci.

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY W LUBLINIE | WYDZIAL NAUK O ZYWNOSCI | BIOTECHNOLOGII
ul. Skromna 8, Lublin 20-704, www.up.lublin.pl/foodscience

tel. (+ 81) 462-33-92, 462-33-74 e-mail: dziekanat.nzb@up.lublin.pl

REGON 000001896 NIP 71201037 75

Ty




o0

Strona 5z 12

W czgsci Materialy i metody (21 stron) Autorka Zamiescita zrodia komponentow roslinnych
(dostawcow) oraz 5 Tabel (Tab. 10-14) z proponowanymi recepturami wyjsciowych mieszanek
roslinnych, po 5 propozycji dla kazdej grupy konsumentow. Wczesniejsza analiza literaturowa
Autorki daje jasna odpowiedz ktore rosliny lub ktore czesci roslin uzy¢ do danej kompozycji, dla

osiggnigcia zamierzonego celu, czyli stworzenia celowanego produktu.

» Czy mozna prosi¢ o przedstawienie sposobu, w jaki Autorka Ustalila kompozycje
przedstawione w Tab. 10-147?. Jakim klucz Autorka zastosowala, przyjmujac wlasnie
takie proporcje komponentéw w swoich mieszankach roslinnych, w 5 wariantach dla
kazdego produktu, facznie 25 kompozycji? Czy byly wykonane wstepne badania w
tym zakresie?

Autorka przedstawia sktad kompozycji bakterii mlekowych do zastosowania w kazdym z 5
produktow. Zgadzam si¢ z wyjasnieniem Autorki, Zze te kompozycje mozna ustali¢ na podstawie
analizy bogatej literatury w temacie. '

Nastepnie Pani mgr prezentuje sktady wszystkich podtéz uzywanych w czasie wykonywania
badan i wymienia nazwy szczepow drobnoustrojow. Dobdr drobnoustrojéw (zaréwno bakterii
mlekowych jako skladnikow produktow, innych bakterii oraz drozdzy uzywanych do produkeji
AKG) jest moim zdaniem wtadciwy, jak rowniez zastosowane pozywki- i podloza selekcyjne oraz
produkcyjne. Mam jednak kilka pytan:

e dlaczego do namnazania bakterii mlekowych uzywano jako zrodla wegla melase
trzcinowa (rowniez w podp. 8.1. Metod badan)? Zapewne chodzilo o przemyslowa
utylizacj¢ tego odpadu, jednak zastosowanie melasy jako zrédla wegla jest
stosunkowo mato popularne. "

e na podstawie jakich prac opracowano sklad podloza selekcyjno-produkcyjnego do
syntezy AKG przez bakterie (Tab. 18)?

W podp. 2. Metod otrzymujemy informacj¢ o prowadzonej ekstrakcji:

e domyslamy si¢ ze czy trzy ekstrakty wodne opisane w podpunkcie 2, uzyskane z ekstrakeji
probki, potaczono 1 analizowano dalej jako jedna probke?

e oznaczanie zawartosci zwiazkoéw fenolowych oraz zdolnosci do ,,zmiatania” wolnych
rodnikow DPPH (p. 3 i 4) wykonano przy uzyciu ekstraktow wytworzonych w podpunkcie 2.
Dlaczego uzytym rozpuszczalnikiem byla woda? Surowce uzyte do badan sa bogate w
zwiazki o charakterze lipofilowym lub czgsciowo lipofilowym a czg$ciowo hydrofilowym. W
zwigzku z tym, czy zastosowaniec rozpuszczalnikéw o roznych polamosciach nie
przyniosloby wyzszej wydajnosci ekstrakcji?

o metodyki przedstawione w podpunktach 2 i 3 jak rowniez niektore pozniejsze metodyki sg
opisane bardzo ogolnie, w sposéb uniemozliwiajacy odtworzenie postepowania. W
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przygotowywanych publikacjach proponuje przedstawi¢ alternatywnie: albo tylko cytowanie
wezesniejszej metody (jesli wiernie odwzorowujemy metode) albo szezegolowo cala metode
lub te elementy, ktore zmodyfikowalisSmy na swoje potrzeby.

W p. 10 Metod (str. 70) dowiadujemy sie jak skomponowane zostana finalne produkty. Podobnie,
kompletny schemat badan jest przedstawiony na stronie 74. Obie informacje moim zdaniem nalezalo
umiesci¢ wezesniej.

Metody opisane w podpunkcie 5 (przygotowanie inoculum, oznaczenia liczebnosci populacji i
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowych) sa metodami standardowymi 1 nie budza watpliwosci.

W przypadku Metod przedstawionych w podpunkcie 6 (Testy fermentacyjne z wykorzystaniem
opracowanych modeli mieszanek roslinnych) mam kilka pytan:

e dlaczego prowadzono fermentacje w tak duzych objetosciach (22 litry)?

e nicktére z mieszanek zawieraly bardzo istotne dodatki takich sktadnikow ‘j’ak owoce
aronil czy jagody lesnej ktére, z uwagi na obecnos¢ zwiazkow polifenolowych i
terpenowych, moga wpltywac¢ hamujaco na wzrost bakterii. W zwiazku z tym jakie byly
objetosci (nawazki) sktadnikow, w stosunku do liczebnosci dodanych kultur?

® czy byly jakies testy wstepne
albo przeslanki literaturowe dotyczace czasu trwania fermentacji? Glownym celem
fermentacji bylo zbadanie wplywu kompozycji roslinnej na wzrost bakterii podczas
fermentacji. Przy tak zréznicowanych sktadach mieszanek i réZznych szczepach, kinetyka
wzrostu bakterii moze byé rozna w poszczegélnych hodowlach stad czy pobrirano i
przebadano probki z fermentora nie tylko 'na poczatku i po 14 dniach ale réwniez w
okresach posrednich? .

e czy wstepnie badano czystos¢ mikrobiologiczna roslinnych komponentow wchodzacych
w sklad tych mieszanek? Co prawda dostawcy mieszanek moga zapewni¢ takie dane ale
mieszanki przygotowywano w laboratorium na cele tych badan i wtedy mogly ulec
zakazeniu wtornemu stad pytanie o weryfikacje wstepna surowcow roslinnych.

P.7.1: metoda HPLC oznaczania zawartosci skladnikow opisana jest w stopniu wystarczajacym.
P.8.1i82:

e Chcialbym zapytac jak uzyskano w butelkach Pyrex ,warunki wzglednie tlenowe” w
wytrzasarce rotacyjnej i czy badano w butelkach hodowlanych steZenie tlenu, ktory moze
mie¢ znaczenie dla bardziej wrazliwych drobnoustrojéw takich jak Bifidobacterium?
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czy kontrolowano w butelkach stezenie tlenu 1 jesli tak

tow jaiposéb‘?

Opis eksperymentow majacych na celu optymalizacje produkcji AKG w p. 9 jest pelny i
zadowalajacy.

W p. 10 dostajemy informacje o formulacji gotowych produktéow 1 analizach czystosci
mikrobiologicznej sktadnikow produktéw (pod katem obecnosci kilku grup drobnoustrojow
patogennych) a w p. 11 opisano w jaki sposob byla badana stabilno$¢ (pod katem zmiany steZenia
kwasow organicznych i etanolu oraz obecno$ci drobnoustrojow patogennych) produktow
przechowywanych przez 3 miesiace. Gotowe produkty podlegaly trawieniu in vifro (p.12.1). Nie
istnieje jedna, uniwersalna metodyka trawienia in vifro. Trawienia in vitro realizowane przez rézne
zespoly bardzo réznia sie pod wzgledem szczegotéw zawartych w metodykach, chociaz doszlo do
prob ujednolicenia tych trawien, najwicksza proba byly wieloosobowe prace Minekus i in. (2014) i
ich kontynuacja Brodkorb i in. (2019). Na Rys. 9 przedstawiono elementy modelu:

e dlaczego pomini¢to etap trawienia w ,jamie gebowe]” z udzialem a-amylazy (co moglo
prowadzi¢ do modyfikacji skrobi i produktow jej hydrolizy)?
e dlaczego etap ,,zoladka™ trwal az 4 godz. natomiast ,jelita cienkiego™ tylko 2 godz.?

W p. 12.2 znajdujemy plan eksperymentu polegajacego na wprowadzeniu do trawienia in vifro,
na etapie ,jelita grubego™, ,,5 wystandaryzowanych zaszczepek mikrobiomu jelitowego™. Nastepnie
dowiadujemy si¢ o 5 grupach dawcow tych ,,zaszczepek™: osoby zdrowe, >75 roku Zycia, osoby po
antybiotykoterapii, osoby po chemioterapii 1 osoby z BMI > 30. Jest to moim zdaniem bardzo
interesujacy, nowatorski pomyst na badania, majacy na celu sprawdzenie, czy nowoopracowane
produkty zawierajace bakterie probiotyczne bedg wplywaly na normalizacje uposledzonego
mikrobiomu poprzez obniZzanie tempa wzrostu drobnoustrojéw potencjalnie patogennych:

e prosze o blizsza charakterystyke ,inoculum™ (czym sa ,zaszczepki”, jak zostaly
przygotowane przed wprowadzeniem do ,jelita grubego™ i czy zostal okreslony ich
skiad);

e dostajemy informacje, ze po tym eksperymencie, w dostarczonym przez dawcéw
inoculum analizowano zawarto$¢ 5 rodzajow bakterii jelitowych i | rodzaj drozdzy. Czy
taka charakterystyka mikrobioty jest wystarczajaca, biorac pod uwage ze w przewodzie
pokarmowym czlowicka moze znajdowac¢ sie kilka tysiecy szczepow?

W rozdziale Wyniki i dyskusja (96 stron) Autorka w pierwszej kolejnosci Zaprezentowala
wyniki dotyczace wydajnosci ekstrakeji sktadnikow z mieszanek roslinnych ktore to mieszanki
roélinne, po polaczeniu z inoculum i ptynem pohodowlanym zawierajacym AKG, beda stanowic¢
nowe produkty. Nastepnie otrzymujemy wyniki dotyczace zawartosci polifenoli ogoélem (tutaj
zakrad!l sie blad bo najwyzsze stezenie stwierdzono w mieszance A2 a nie Al) i aktywnosci
przeciwutleniajacych ze wskazaniem ekstraktdow o najwyzszych wspomnianych parametrach
(Rys 13 i 14). Autorka shusznie wskazala 7e nie mozna szuka¢ prostej zaleznosci pomigdzy
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efektywnoscia ekstrakeji i dwoma pozostalymi' parametrami’ i (rafnie Dokonala  wyboru
najefektywniejszych wariantdéw mieszanek, zaleznie od grupy docelowej. Autorka potwierdzila
wzrosty bakterii probiotycznych w przypadku wszystkich 25 kombinacji mieszanek roslinnych z
dodatkiem melasy. Zaproponowata po 2 warianty mieszanek ro$linnych dla kazdej docelowej grupy
konsumentow. Na tym etapie doprecyzowania skladu mieszanek mam pytanie: .

e czy zachowano przyblizone proporcje pomiedzy inoculum 1 dodatkiem ilosci suchej
masy w fescie studzienkowo-dytuzyjnym (p. 5.4. Metod) i w czasie komponowania
finalnego produktu do spozycia?

Nastepnie Autorka Wskazala optymalne warunki dla wzrostu pojedynczych szczepow
bakterii 1 produkcji kwasu mlekowego przez siedem szczepoéw bakterii mlekowych, przy 4
poziomach dodatku melasy trzcinowej do podloza hodowlanego (Rys. 17-44). Kolejne wyniki
dotycza wykorzystania sacharozy, glukozy i fruktozy przez 7 pojedynczych szczepow bakterii (Rys.
45-51) oraz zmiany liczby bakterii i produkcji kwasu mlekowego w czasie fermentacji prowadzonej
w obecnosci melasy NN, przez zestaw bakterii probiotycznych w surowcach roslinnych
przeznaczonych dla 5 docelowych grup konsumentow (Rys. 52-61). Wyniki zgromadzone na Rys.
17-51 moga by¢ przydatne do optymalizacji wzrostu badanych szczepow jak i produkcji kwasu
mlekowego w podloZzu zawierajacym melase. Wysoka wartos¢ w moim odczuciu maja natomiast
wyniki zgromadzone na Rys. 52-61 poniewaz dotycza badan prowadzonych na kompozycjach co
prawda jeszcze nie docelowych, ale zawierajacych juz skladniki roslinne i komplet szczepow
bakterii.

—‘

e npna Rys. 17- 61 zastosowano wykresy 'c(ia}gie — czy prowadzony byl ciagly pomiar
parametrow czy tez pomiary prowadzono w okreslonych punktach czasowych? W
takim wypadku lepszym rozwiazaniem bylyby wykresy np. slupkowe; ponadto brak
wartosci odchylen standardowych przy wynikach.

5

W p. 2.3. Autorka przedstawia wyniki prac nad produktem w skali przemystowej- po 2
mieszanki surowcow roslinnych przypadajace na kazda grupe docelowa sa poddane pasteryzacji Jil

—Jafowe mieszanki roslinne Autorka szczepila
odpowiednio dobranymi inocula i prowadzita fermentacje w wybranych wezesniej warunkach @)

I 01k oznaczala liczebnos¢ bakeri

mlekowych ogétem (LAB), z rodzaju Bifidobacterium, drozdzy i plesni (Tab. 23).

e (Czy mozna prosi¢ o wyjasnienie dlaczego Autorka nie Oznaczyla liczebnosci bakterii
Lactobacillus:;

e ponadto, w kazdej z 5 kompozycji drobnoustrojow obecne byly bakterie
Streptococcus majgce wnosi¢ pozytywne dziatanie do produktu ale w Tab. 23 nie
otrzymujemy informacji czy te bakterie sa obecne w produktach i na jakim poziomie.
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Na podstawie wynikow z p. 2.3., Autorka wytypowata po 1 kompozycji roslinnej, dla kazde;j
grupy odbiorcow, poddawanej fermentacji mlekowej. Przeszta nastgpnie do produkcji AKG w celu
dopelnienia kompozycji. Tabela 24 jest powtorzeniem Tab. 19 i jest zbgdna. Na podstawie Rys. 63 i
Tab. 25 Autorka do dalszych prac Wybrata 2 szczepy drozdzy Yarrowia lipolitica oraz najbardziej
optymalne podtoze hodowlane a warunki produkcji dalej w prawidiowy sposob optymalizowata, az
do objetosci 100 dm’ podtoza hodowlanego (Rozdz. 3.2., Rys. 64-81). W niniejszej pracy etapy
optymalizacji produkcji AKG sa bardzo rozbudowane. Na podstawie analizy literatury ktorg
zrobitem, dotyczgcej warunkow produkeji AKG stwierdzam jednak ze ta bardzo rozbudowana czes¢
optymalizacyjna jest niezbgdna. Prace innych autoré6w podaja rézne warunki produkcji AKG i
doprecyzowanie ich bylo konieczne a nie da si¢ tego zrobi¢ w sposob uproszczony, skrocony.

W rozdz. 4 Wynikéw i dyskusji Autorka przedstawila sktad finalnych produktow. Wykazata
bezpieczenstwo (pod wzgledem mikrobiologicznym) pigciu produktéw po fermentacji mieszanek
roslinnych z kompozycjami bakterii mlekowych oraz po dodaniu ptynu pohodowlanego
zawierajacego AKG (Tab. 27). Przeprowadzita testy przechowalnicze finalnych produktow
wskazujac brak zarodnikow grzybéw i drozdzy w produktach oraz utrzymanie si¢ lub niewielkie
obnizenie liczebnosci bakterii kwasu mlekowego w pieciu produktach finalnych po | i 3 miesigcach
przechowywania w temperaturach 4 i 20 °C. Cel pracy zostal osiagmiety- po 3 miesigcach
przechowywania mamy produkty zawierajace satysfakcjonujace liczebnosci zywych bakterii kwasu
mlckowego, nie mamy drozdzy, plesni i drobnoustrojéw  chorobotworczych — ani
niechorobotworczych uznawanych za ,,psujace” zywno$é (Tab. 28). Autorka wykonata tez (nie
budzacg watpliwosci co do metodologii) analizg statystyczna wynikéw zawartosci AKG (Tab. 29) 1
dowiodtla statystycznie ze zawarto$s¢ AKG byla stabilna w czasie 3-miesi¢cznego przechowywania.

Jednak mam kilka pytan i prositbym o wyjasnienie:

e zaro6wno opis Metod w p. 10 i 11 na str. 70 jak i wyhikow przechowalniczych w p. 5
na str. 143 nie mowi, jak zapakowano produkty do przechowywania, jaki byt sktad
atmosfery, czy byl dostep $wiatta przez opakowanie itd. Charakter rozprawy zaktada
wdrozenie a wigc rowniez finalny wyglad (opakowanie) produktu na poélce. Stad,
jesli mamy do czynienia z fakultatywnymi heterofermentatywnymi szczepami LAB,
a takie byly obecne w szczepionkach, mozemy si¢ spodziewaé, poza kwasem
mlekowym, rowniez produkcji gazow;

e jesli grupa LAB stanowila we wszystkich 5 finalnych produktach ok. 10%-10° jtk/em’,
to co oznacza pojecie ,,0gélna liczba drobnoustrojow” OLD na poziomie 10%-10*
jtk/em® przed przechowywaniem i po 3 miesigcach przechowywania?;

e zmiany chemiczne w skladzie produktow finalnych (Tab. 29) beda wystgepowac,
zwlaszcza ze produkty zawieraja zywe drobnoustroje (zmiany wystgpowalyby
przeciez rowniez w produkcie jalowym). W zwigzku z tym czy zostala wykonana
analiza sensoryczna produktow (zaraz po wytworzeniu i po przechowywaniu)?

Przechodzac do Wynikéw w p. 6 chcialbym stwierdzi¢ ze moim zdaniem sg one
jednymi z najbardziej warto$ciowych w pracy. Autorka wykazata w modelu trawienia in vifro,
ze w czasie pasazu wystepowalo obnizanie liczebnosci bakterii (z najwigkszym obnizeniem po
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pasazu przez ,,zoladek™) (Tab. 30-34). Niemniej jednak, obnizenie liczebnosci o 1-2 rzgdy wielkosci,
przy zawartosciach bakterii na poziomie 10°-107 jtk/em’ jest wynikiem zadowalajacym w uwagi na
role jaka ma pelni¢ szczepionka bakteryjna zawarta w produktach. Do nowoopracowanych
produktow poddawanych trawieniu in vifro dodano na etapie ,,jelita grubego™ inoculum pobrane od
0s0b zdrowych, po antybiotyko- i chemioterapii, 0sob po 75 r.z. lub o0sob otylych. Bioragc pod uwage,
ze Autorka zbadala w tym do$wiadczeniu wplyw na 4 gatunki prawidlowych drobnoustrojow, na 4
grupy potencjalnie patogennych drobnoustrojow, za kazdym razem w stosunku do mikroflory
pobranej od pieciu grup pacjentow, i ze Zbadata pie¢ finalnych produktéw handlowych,
otrzymujemy setki wynikow liczebnosci bakterii (Tab. 35-44). Wyniki te mozna podsumowac
stwierdzeniem, ze kazdy z nowoopracowanych produktow wykazat pozytywny wptyw w stosunku
do przewazajacej czesci prawidlowych drobnoustrojow przyczyniajgc si¢ jednoczes$nie do obnizenia
liczebnosci wigkszosci drobnoustrojow potencjalnie chorobotwoérczych. Uwazam ze te wyniki sg
bardzo interesujace i niosg bardzo duzy tadunek nowej wiedzy z uwagi na to ze badane byly
produkty o nowych, oryginalnych sktadach.

W p. 7 Wynikow (Rys. 82-86) Autorka prezentuje 5 projektow etykiet, po jednym dla finalnego
produktu:

e czy przedstawione wzory etykiet to wynik preselekcji wykonanej wsrod potencjalnych
konsumentow?
Zgadzam si¢ z Autorka, Zze obecnie wycena produktéw jest bardzo trudna nie tylko w zwiazku z
panujaca niestabilnoscig finansowa na swiecie, ale rowniez dlatego ze rynek tego typu produktow
bardzo rozwija si¢ w ostatnich latach. Stad trudno, przy rosnacym popycie na surowce skladowe
sprowadzane z roznych rejonow S$wiata, przewidzie¢ koszty produkcji, gdyby nawet pomingc¢
ogb6lnoswiatowe kryzysy.

W p. 9 Wynikoéw Autorka sformutowata, w ramach analizZy statystycznej, cztery hipotezy
badawcze. Hipotezy, ktore przy uzyciu prawidlowo dobranych narzedzi statystycznych, nastgpnie
potwierdzita: wptyw warto$ci pH, stezenia rozpuszczonego w podtozu tlenu i skali hodowli na
syntez¢ AKG. Autorka potwierdzita rowniez statystycznie ze pod wzgledem liczebno$ci bakterii
fermentacji mlekowej, stabilno$¢, przez caly okres przechowywania, wykazywaly produkty
przeznaczone dla os6b po antybiotykoterapii, chemioterapii oraz dla przysztych mam.

Odnoszac si¢ do sposobu prowadzenia Dyskusji wynikéw wlasnych z wynikami innych
autorow nalezy stwierdzi¢, ze Autorka prowadzi do$¢ ograniczona dyskusje odnoszac sie do
wynikow badan immnych autorow ktorzy analizowali pojedyncze surowce roslinne. Jest to dla mnie
zrozumiale 1 catkowicie akceptowalne poniewaz Autorka sporzadzita unikatowe kompozycje 1 w tej
sytuacji trudno jest prowadzi¢ dyskusje wynikow z innymi autorami, w sytuacji braku analogicznych
produktow.

Siedem Wnioskéw zgromadzonych na stronie 171 odzwierciedla najwazniejsze wyniki 1
obserwacje zgromadzone w toku prac wykonanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej.
Jednak w moim odczuciu warto moze wlaczy¢ wniosek dotyczacy wysokiej przezywalnosci bakterii
mlekowych podczas pasazu zotadkowo-jelitowego (Tab. 30-34), co podnosi znaczaco wartosc
produktow. We wnioskach ujalbym réwniez bardzo interesujgce wyniki wptywu produktéw na
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liczebno$¢ prawidlowych i potencjalnie patogennych drobnoustrojow pobranych od pigciu grup
pacjentow (analizy trawien in vitro w ,jelicie grubym”, Tab. 35-44). We wnioskach brakuje mi
bardziej szczegotowego odniesienia si¢ do kazdego z pigciu produktow finalnych. Na przyklad,
Autorka wykazala, ze pod wzgledem liczebnosci bakterii fermentacji mlekowej produkty dla dzieci z
GAPS 1 dla sportowcow nie wykazywaly stabilnosci w czasie calego zalozonego okresu
przechowywania co nie zostalo powiedziane we wniosku 6. '

5. Inne spostrzezenia jakie poczynilem w czasie analizowania pracy:

1. Czy nie nalezalo rozwazy¢ wykonania analizy sensorycznej podczas komponowania
produktow, poniewaz produkty mogly potencjalnie nie rézni¢ sie istotnie statystycznie
cechami prozdrowotnymi ale mogly rozni¢ si¢ pod wzgledem akceptacji konsumenckie;j?

2. Niewlasciwe w moim odczuciu sformulowania uzyte w pracy:

e str. 8: ,zgubienie wagi”- waga to urzadzenie, sugerowatbym np. ,redukcja masy
ciala™;

e str. 9: ,mikroorganizmy posiadajace korzystne dziatanie”- sugerowalbym np.
»mikroorganizmy wykazujace korzystne dziatanie”;

e str. 17:, tytut Tab. 3 , ,,mineraty” proponuj¢ zastapit terminem ,,sktadniki mineralne”;

e str. 18: ,,czes¢ z nich (tj. witamin) posiada silne wlasciwosci”, str. 22: ,,owoce maja
zdolnos¢”, str. 23: , kwas askorbinowy i tokoferol posiada zdolnos¢...”, str. 37, 38 ,,L.
acidophilus posiada wlasciwosci immunomodulacyjne...”; str 38: ,,Ponadto posiada
potencjal antymikrobiologiczny wobec drozdzy Candida™, str. 48 ,,Glutamina rowniez

2

posiada takg zdolnoSc..”;

e str. 26: ,Obniza cholesterol oraz trojglicerydy”, str. 27  ,,wzrost
wewnatrzkomorkowego glutationu™; str 67:" ,,Cukry, alkohole oraz kwasy organiczne
oznaczano technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej...”;

e str. 84: ,,...przygotowano zmodyfikowane podloze MRS, w ktorym glukoze
zastgpiono sacharydem”.

e obnizenie a nie ,,spadek” (np. str. 136, 138, 141, 143 i w innych miejscach);

e Autorka uzywa wielokrotnie stowa ,,potencjal” — proponuj¢ stowo ,,aktywno$¢” bo

potencjal to pojecie z dziedziny elektrochemii;

e w spisie literatury: Ahrens i in. — niepetne dane literaturowe.

e brak w spisie literatury pracy Park i in. (2019), Xu i Xu (2014), Oliveira i in. (2016),

Ghizzi i in. (2022);
Pytania, sugestie i uwagi umieszczone w calej powyzszej recenzji nie obnizaja wysokiej warto$ci
merytorycznej pracy, ktorg oceniam wysoko. Wskazanie ich jest jednak obowigzkiem recenzenta a
spostrzezenia te mogg by¢ pomocne w czasie przygotowywania artykutow naukowych 1
publikowania wynikow.

6. Whniosek koncowy

Przedtozona do recenzji praca Pani mgr inz. Pauliny Maciejewskiej-Gil jest oryginalnym
1 wartosciowym studium z zakresu technologii zywnos$ci 1 zywienia cztowieka o znaczeniu
wdrozeniowym. Autorka zastosowala rozlegte badania, pracochlonne i Zzmudne w opracowaniu.
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Praca stanowi logiczng, przemys$lang catos¢ o wysokim poziomie merytorycznym i cennych
elementach nowosci naukowej, ktore podkreslitem w recenzji. Praca stanowi wartos¢ zarowno pod
wzglgdem analitycznym jak i aplikacyjnym. We wniosku koncowym stwierdzam ze rozprawa Pani
mgr inz. Pauliny Maciejewskiej-Gil pt. ,,Wdrozenie nowej linii produktow prozdrowotnych
zawierajgcych kwas alfa-ketoglutarowy” spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim w
mysl art. 13., ust. 1 Ustawy z dn. 13.03 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.) (Rozporzadzenie Ministra
Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdlowego trybu i
warunkéw przeprowadzania czynnoSci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym
oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. z 2018 r. poz. 261), w zwigzku z art. 179 ust.
21 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.: Przepisy wprowadzajace ustawe- Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669) oraz Rozp. Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z dnia 20 wrze$nia 2018 r. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin
artystycznych (Dz.U. z 2018 r. poz. 1818).

Sktadam Radzie Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr inz. Pauliny Maciejewskiej-Gil do
dalszych etapéw procedowania przewodu doktorskiego.

Phaide S
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