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tel. +48 713205195

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauliny Maciejewskiej-Gil zatytulowanej
»Wdrozenie nowej linii produktéw prozdrowotnych zawierajgcych kwas alfa-

ketoglutarowy”

Praca doktorska mgr inz. Pauliny Maciejewskiej-Gil zostala wykonana w Katedrze
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci na Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Darii
Szymanowskiej. Praca powstala w wyniku realizacji II edycji konkursu w programie MNiSW
.Doktorat wdrozeniowy" realizowanego na WNoZiZ UPP w latach 2018-2022 na podstawie
umowy nr 0019/DW/2018/02 zawartej w dn. 29.01.2019 r. pomiedzy Ministrem Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego a Wydzialem Nauk o Zywnosci 1 Zywieniu Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, we wspolpracy z firma Living Food Sp. z o0.0. z siedzibg w

Trzcielu. Ze strony firmy funkcje opiekuna pomocniczego peinit Pan Jedrzej Soporowski.

W ostatnich latach obserwujemy dynamiczny rozwoj w opracowywaniu oraz produkcji
funkcjonalnych wyrobow zywnosciowych. Fermentowane napoje niemleczne doskonale wpisujg
sic w ten trend. Fermentacji poddaje si¢ warzywa, owoce, herbate. surowce zbozowe. ktore sg
doskonalym zZrédlem zwigzkow o udowodnionym dzialaniu prozdrowotnym. Dodatkowo
wyroby te sg coraz czeSciej fermentowane przez bakterie probiotyczne. Otrzymywana w ten
sposob zywnos¢ funkcjonalna charakteryzuje si¢ wysoka wartoscia zywieniowg i odpowiednimi
wlasciwosciami sensorycznymi. Za stosowaniem fermentowanych napojow przemawia rowniez
dluga tradycja produkcji takich wyrobow oraz bezpieczenstwo spozywania. Zwiekszenie
asortymentu fermentowanych napojow bezalkoholowych i niemlecznych jest korzystne nie tylko

dla osob stosujacych diety bezmigsne, ale daje mozliwos$¢ wzbogacenia diety szerszemu gronu
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konsumentow. Przedstawiona mi do recenzji praca stanowigca opracowanie nowych produktow
prozdrowotnych o specjalnie  dobranym skladzie dopasowanym do szczegolnego

zapotrzebowania organizmow z deficytami w sposdb szczegdlny wpisuje sie w ten nurt badan.

Stanowigce przedmiot badan, opracowanie receptury produktéw probiotycznych o konsystencji
plynnej wzbogaconych kwasem alfa-ketoglutarowym, kompleksem witaminowo-mineralnym
oraz zwigzkami polifenolowymi pochodzgcymi z surowcow roslinnych. wykonanie badan nad
funkcjonalno$cig 1 przeprowadzenie procesu komercjalizacji uznaje za jak najbardziej

uzasadnione.

Przedstawiona do oceny dysertacja jest opracowaniem naukowym liczacym 217 stron
zaopatrzonym w 58 tabel, 86 rysunkow oraz 306 pozycji piSmiennictwa. Rozprawa zostata
podzielona na 6 rozdzialdéw obejmujacych: wstep. cel pracy. czesé literaturowa, materialy i
metody, wyniki i dyskusj¢ oraz wnioski. Konstrukcje pracy uzupelnia zamieszczone na koncu
dysertacji, syntetycznie napisane .Streszczenie”, w ktorym Doktorantka przedstawia oprécz
przestanek do podjecia badan. najistotniejsze wyniki swojej pracy. Pomocnym narzedziem
poprawiajgcym ogdlny odbioér rozprawy oraz sprawne analizowanie wynikow badan jest
zamieszczony na poczatku pracy wykaz stosowanych skrotow. W pracy zabraklo mi wykazu
tabel i rycin. co zwlaszcza przy duzej ilosci prezentowanych wynikéw ulatwiloby ponowne
odszukanie istotnych informacji. Swoistym uwieficzeniem pracy wdrozeniowe] polegajgcej na
stworzeniu spersonalizowanych produktéw przeznaczonych dla konkretnych grup odbiorcow
jest pie¢ zamieszczonych na koncu pracy instrukeji technologicznego otrzymywania plynnego

produktu probiotycznego zawierajacego kwas alfa-ketoglutarowy.

Wprowadzeniem do opisu zrealizowanych badan jest 43-stronnicowa ..Czgsc literaturowa™, ktora
zostala podziclona na cztery czesci. W pierwszej cze$¢ zatytutowanej ..Zywno$é funkcjonalna i
suplementy diety w $wietle prawa™ autorka podejmuje sie zdefiniowania w aspekcie prawnym
pojecia zywnosci funkcjonalnej. produktu leczniczego. suplementu diety oraz zywnosci
specjalnego przeznaczenia medycznego. W kolejnej czesci charakteryzuje wybrane surowce
roslinne. opisuje ich wlasciwosci prozdrowotne. skupia si¢ na ich aktywnosci antyoksydacyjne;j.

Zaznajamia czytelnika z pojeciem stresu oksydacyjnego 1 wywolujacych go reaktywnych torm
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tlenu, uznajgc stres oksydacyjny za element etiologii choréb przewleklych. Przedstawia
czytelnikowi jedynie .druga/zlg twarz™ RFT nieco zapominajac. ze podstawowe RFT tj. tlen
singletowy, anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenck wodoru oraz rodnik hydroksylowy
wykazuja istotng, pozytywna role w organizmie w trakcie wydzielania hormonow. skurczow
miesni. regulacji napiecia naczyniowego. aktywnosci bakteriobgjczej. Ostatecznie Doktorantka
jako remedium na stres oksydacyjny proponuje diet¢ bogata w surowce roslinne zawierajgce
antyoksydanty, przede wszystkim karotenoidy i polifenole. W dalszej czesci w sposéb
uporzgdkowany. w tabelach przedstawia zrédla skladnikow mineralnych. witamin oraz ich
funkcje. Uwienczeniem ..Czesci literaturowej™ jest obszerna charakterystyka. mozna by rzec
katalog, 46 wybranych surowcéw roslinnych o wilasciwosciach prozdrowotnych. ktore zostaly
wybrane do komponowania mieszanek roslinnych poddawanych fermentacji w czgdei
cksperymentalnej. Trzecig czes¢ .literaturowq™ recenzentka okreslila jako .mikrobiologiczna™
poniewaz czytelnik odnajduje tam charakterystyke bakterii probiotycznych. z akcentem
postawionym na cechy funkcjonalne. technologiczne oraz bezpieczenstwo stosowania tychze. W
ostatniej czesci Autorka prezentuje wlasciwosci fizykochemiczne kwasu alfa-ketoglutarowego,
jego aktywno$¢ plejotropowy. by na koﬁl:u dokona¢ pordwnania metod chemiczne;j,
enzymatycznej oraz mikrobiologicznej syntezy AKG. Podaje wady 1 zalety w/w metod. Na
podstawie przytoczonych danych literaturowych. z uwzglednieniem liczby etapow
prowadzgcych do uzyskania AKG. wydajnosci procesu oraz kosztochlonnosci wskazuje jako

najkorzystniejsza — syntez¢ mikrobiologiczna.

W opinii recenzentki ta cze$é pracy prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki Scisle
skorelowana z czgscia doswiadczalng, opisang w dalszej czesci dysertacji. Generalnie rozdzial
ten napisany jest ciekawie i wskazuje na dobra orientacje Doktorantki w omawianym temacie,
mozna w nim jednak odnalez¢ kilka niescistosci lub elementow wartych wyjasnienia. ktore z

obowigzku recenzentki wymieniam ponizej:

+ prosze o wyjasnienie. ktdre z pojeé (produkt leczniczy. suplement diety czy zywnosc
specjalnego przeznaczenia medycznego) najprecyzyjniej okresla skomponowane w ramach

pracy doktorskiej ptynne produkty probiotyczne wzbogacone kwasem alfa-ketoglutarowym.
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 Str. 15 (Tabela 1)

-Sposob przedstawienia zwiazkéw tflawonoidowych oraz kwaséw fenolowych budzi moje
watpliwosci. Zamieszanic w odbiorze powodujg niedoprecyzowane podstawniki, oznaczone na
rysunkach — Ry, R2, R;. W przypadku kiedy stosuje sie tego typu oznaczenia nalezy podaé rodzaj

podstawnika. ktdory kryje si¢ pod odpowiednim oznaczeniem.

-W drugiej (dolnej czgsci tabeli 1) klasyfikujgce] kwasy fenolowe nieprecyzyjnie zostaly
sformulowane nazwy pierwszych dwoéch klas — .(kwas hydroksybenzoesowy™. .kwas
hydroksycynamonowy”. Sugeruje aby kwas galusowy. kwas kawowy. kwas ferulowy zaliczy¢
do kwasow fenolowych i szezegOtowiej ich nie klasyfikowad aby nie doprowadzi¢ do
niepotrzebnych niescisloscei.

-Stilbeny i lignany nie sg kwasami fenolowymi. blizej im do polifenoli.

-W slowie . katechiny™ prosze usunac literg .n™.

« Str. 41, wers 10 - zdanie .Dodatkowo, odwracalny transfer  grupy
aminowej (NH3") z glutaminianu do szczawiooctanu prowadzi réwniez do tworzenia AKG
(i asparaginianu)” sugruje poprawi¢ nastepujaco ..Dodatkowo. odwracalny transfer grupy
-NH3* z glutaminianu do szczawiooctanu prowadzi rowniez do tworzenia AKG

(i asparaginianu)™.

« Str. 42, wers 18 — zdanie wymaga drobnej poprawki. proponuje: .AKG jest wazng czasteczka
biologicznag. ktéra odgrywa kluczowg role w wielu

szlakach metabolicznych i komorkowych™

« Str. 45, wers 15 - w zdaniu W  reakcji  hydroksylacji  jeden
atom tlenu z Oa zostaje przylaczony do grupy hydroksylowej w substracie. podczas gdy drugi
jest przylgezony przez AKG. co prowadzi do dekarboksylacji AKG 1 powstaniu ditlenku wegla
oraz bursztynianu (Rys. 4)” — stowo .bursztynianu™ powinno by¢ zamienione na .kwasu

bursztynowego™.
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+ Str. 49, wers 13 — w zdaniu .....poddano reakcji z roztworem wodorotlenku: aby otrzymad
roztwdr wodny kwasu alfa-ketoglutarowego™ — prosze doprecyzowad jaki wodorotlenek bral
udzial w reakeji.

» Str. 49, wers 20 — zdanie wymaga delikatnej zmiany stylistycznej. proponuj¢: ..... konieczna
jest obecnodé pigciu enzvmdw (UDH, GlueD, KdgD, KgsalDH 1 NOX), kofaktora NAD" oraz
jonow Mg>*

« Str. 49, wers 22 — zdanie wymaga delikatnej zmiany stylistycznej. proponujg: .Pierwszym
enzymem szlaku jest dehydrogenaza uronianowa (UDH). Utlenia ona kwas

glukuronowy do glukaratu.....”.

« Str. 50 -~ W celu wednolicenia calej pracy nazwy zwiazkéw przedstawione na rysunku 8

powinny by¢ w jezyku polskim.
« Str. 51, wers 7 — liczy etapdw™ prosze zamienié na .liczby etapow™.

Zalozenia 1 cel pracy zostaly jasno sformulowane. a koncepcja rozwigzania problemu

badawczego przedstawiona w sposdb klarowny.

W czgsci eksperymentalnej zatytulowanej ..Materialy i metédy" Autorka w postaci precyzyjnie
skonstruowanych tabel zaopatrzonych w zdjecia prezentuje sklad jakosciowo-ilosciowy
mieszanek roslinnych skomponowanych dla 0sdb po antybiotykoterapii. po chemioterapii, dzieci
z zespolem GAPS. przyszlych mam oraz sportowcow. Dla poszezegdlnych grup 0osdb proponuje

po 5 wariantow mieszanek roslinnych.

W dalszej czedci pracy w sposob rownie przejrzysty przedstawia sklad gatunkowy zestawow
bakterii fermentacji mlekowej zaproponowanych dla pieciu w/w grup odbioredw. Nastepnie
podaje sklady podloz mikrobiologicznych, opisuje sposob przeprowadzenia ekstrakcji mieszanek

roslinnych. oznaczen zawartosci polifenoli ogélem oraz potencjalu przeciwrodnikowego.

Nastepnie Autorka opisuje wykorzystane w badaniach metody mikrobiologiczne polegajace na
przygotowaniu inokulum bakterii fermentacji mlekowej. inokulum drozdzy. oznaczaniu
liczebnosci drobnoustrojow oraz oznaczaniu aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Opisuje

sposob prowadzenia testow fermentacyjnych na modelach mieszanek roslinnych. W dalszej
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czesei oprocz wykorzystanych metod analitycznych koncentruje sie na opisi€ doswiadezen
polegajacych na ocenie efektywnosci wzrostu bakterii fermentacji mlekowe] w podlozach
laboratoryjnych i przemyslowych. Dwa istotne elementy tej czg¢sci dysertacji stanowi opis
mikrobiologicznej syntezy kwasu alfa-ketoglutarowego przez drozdze Yarrowia lipolitica
uwzgledniajacy wplyw stezenia glicerolu, tiaminy i soli mineralnych oraz parametrow procesu
na biosynteze AKG, a takze przeprowadzone badania z wykorzystaniem modelu trawienia in
vitro. ktore pozwolily na okreslenie wplywu trawienia na stabilnos¢ liczby drobnoustrojow
probiotycznych oraz wplywu na sklad ilosciowo-jakosciowy mikrobiomu prawidlowego i
patologicznie zmienionego. Wartym podkreslenia elementem tej czg¢sci pracy jest przedsta\x'iony
na stronie 74 schemat prac badawezych prowadzacych do otrzymywania nowej linii produktow

prozdrowotnych.

W kolejnym rozdziale .Wyniki i dyskusja™ Doktorantka w sposob syntetyczny przy
wykorzystaniu metod graficznych ilustruje w postaci rysunkéw i tabel wyniki uzyskane w
trakcie realizacji badan. Na szczegdlne wyroznienie zastuguje dojrzaly sposéb prowadzenia
dyskusji badan wlasnych z wiedza dostepng w literaturze fachowej. Autorka swobodnie i
$wiadomie porusza si¢ w realizowanej tematyce badawczej czego konsekwencjg w pierwszym
etapie badan byla umiejetnie przeprowadzona analiza wlasciwosci prozdrowotnych ekstraktow
oraz wynikow procesu namnazania i fermentacji. dzigki ktorej do dalszych etapdw badan

wybrano po 2 modele mieszanek roslinnych dla kazdej z grup odbiorcow.

Niezwykle pracochlonng czgscig badan byly testy dzieki Kktorym wyznaczono wzrost
odpowiednich bakterii fermentacji mlekowej w podlozach za\\'icrajz}cych—
melasy trzcinowej. Dowiedziono, iz wykorzystane w badaniach gatunki bakterit fermentacji
mlekowej posiadaja potencjal do wykorzystania obecnych w melasie cukrow na potrzeby

wzrostu biomasy (10" jtk/mL) oraz produkcji kwasu mlekowego w stezeniu 20-34 g/L..

Na szczegolne podkreslenie zastuguje dojrzalosé mlodej Badaczki. ktorg postawiona hipoteza

zakladajgca uzyskanie lepszych wlasciwosci prozdrowotnych produktow poprzez wykorzystanie

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCT AWIL
KATEDRA CHEMI ZYWNOSCH T BIOKATALIZY
ul. C.K. Norwida 25 50-375 Wroclaw

tel. 71 3203195

c-mail: edyta kostrzewa-suslow/ upwr.edu pl




}

= [AT LLENG MR- SLACH

| UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCEAWIU

KATEDRA CHEMII ZYWNOSCI I BIOKATALIZY

w procesie fermentacji kultury mieszanej drobnoustrojow, doprowadza do wielu interesujgcych
obserwacji. Najwyzsza liczebnosé¢ drobnoustrojow (6.4x10' jtk/mL) uzyskuje w 72 h hodowli
w wariancie. ktorego sklad byl przeznaczony dla oséb po antybiotykoterapii a zestaw bakterii
byt zlozony 2z gatunkdw  Lactobacillus  rhamnosus,  L.acidophilus,  Bifidobacterium
animalis, Streptococcus thermophilus, £ helveticus, L. Jjenseni oraz
S, salivarius.  Najwyzsze  stezenie  kwasu mlekowego (274  g/L)  uzyskuje
w 366 h hodowli w wariancie, ktorym sklad byl dedykowany osobom po chemioterapii,
a zestaw bakterii byl =zlozony z gatunkow L. rhamnosus, L. acidophilus,
B. animalis, S. thermophilus, L. helveticus, L. jenseni oruz S. salivarius. Wskazuje takze zestaw
bakterii, ktory najdluzej zachowal zywotno$é. bylo to polacznie L. rhamnosus, L.

acidophilus, B. animalis, S. thermophilus oraz L. jenseni.
Do najwazniejszych osiggnieé pracy doktorskiej mgr inz. Pauliny Maciejewskiej-Gil zaliczam:

« Wytypowanie - na podstawie wynikow efektywnosci wzrostu bakterii probiotycznych w
podlozu produkcyjnym zawierajacym wybrane surowce roslinne oraz zawartosci zwigzkow
polifenolowych - mieszanki surowcoéw roslinnych. po jednej dla kazdej z grup odbiorcow,
stanowigcych  podstawe do  produkeji inuowacyjnégo preparatu  probiotycznego.
Dla o0séb po antybiotykoterapii. model Al o nastgpujacym skladzie: acerola
liofilizowana. mgka z topinambura, zmielonych pestek granatu, lucumy, imbiru, baobabu oraz
maitake.

Dla 0sob po chemioterapii, model C2 0 nastgpujacym skladzie:
bialko konopne. burak liofilizowany. mlody jeczmien. pokrzywa liofilizowana. lucuma. anyz.
Dla dzieci z zespolem GAPS. model G2 o nastepujgcym skladzie: truskawka liofilizowana,
malina liofilizowana, mleko kokosowe liofilizowane, czarna porzeczka liofilizowana.
Dla przyszlych mam. model M2 o nastgpujgcym skladzie: btonnik pokarmowy
aroniowy. pokrzywa liofilizowana. jezyna liofilizowana. maka Iniana. ekstrakt z pomidora.
Dla sportowcow, model S2 o nastepujgcym skladzie: burak liofilizowany. bialko ryzowe, miody

jeczmien. pokrzywa liofilizowana, skorka z dzikiej rézy. ashwagandha.
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* Wskazanie drozdzy z gatunku V. h’pc)h‘ffc'u— jako wydajnego biokatalizatora
zdolnego do syntezy kwasu alfa-ketoglutarowego.
+ Okreslenie kluczowych elementow procesu. ktore warunkujg efektywna synteze kwasu alfa-

ketoglutarowego. czyli optymalnego skladu jakosciowo-ilosciowego podioza produkeyjnego.

» Oceng biofunkcjonalnosci produktéow poprzez okreslenie stabilnodei 1 efektvwnoscei dzialania
substancji bioaktywnych, soli mineralnych oraz mikroorganizméw z wykorzystaniem modelu
trawienia in vitro.

» Opracowanie bezemisyjnej i energooszczednej technologii produkceji napojéw probiotycznych

wzbogaconych kwasem alfa-ketoglutarowym zgodnej z zasadami zréwnowazonego rozwoju.

Mimo ogdlnie bardzo pozytywnego wrazenia. co do uzyskanych wynikow i ich prezentacji,

pozwalam sobie mieé¢ kilka pytai. sugestii 1 uwag do tej czesei pracy. Wymieniam je ponizej.

* Prosze o wyjasnienie jakie parametry/czynniki byly brane pod uwage przy doborze surowca w

trakcie komponowania poszczegolnych modeli mieszanek roslinnych.
« Czy rozwazano ewentualny dobor metod ekstrakeji mieszanek roslinnych?

« Na stronie 119 czytamy “Ponadto literatura  przedmiotu  wskazuje. ze
proces fermentacji surowcow roslinnych przyczynia si¢ do zwigkszenia biodostepnosci
skladnikow funkcjonalnych jak polifenole (Mapelli-Brahm i in. 2020)". Prosze o wyjasnienie
mechanizmoéw odpowiadajacych za zwigkszenie biodostepnosci polifenoli w trakcie lub po

procesie fermentacji.

« Jakie parametry bierze si¢ pod uwage przy szacowaniu kosztochlonnosci procesu

mikrobiologicznej syntezy kwasu alfa-ketoglutarowego?

« Poza pierwszym uzyciem. nie powinno si¢ podawac¢ w tekstach naukowvch peinej nazwy

rodzajowej i gatunkowej bakterii czy drozdzy — dotvezy calej pracy.

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAVT
KATEDRA CHEMIZYWNOSCH BIOK STALIZY
ul. C.K. Norwida 23, 50-375 Wroclaw

tel. 71 3203195

e-mail: edytakostzewa-suslow/ e upwr.edu.pl
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+ Strona 126, wers 16 — tiamina zostala niepoprawnie nazwana aminokwasem. Tiamine

(witamina B1) mozna ze wzgledu na strukture czasteczki zaliczy¢ do amin.
« Str. 135, wers 16 — w slowie ..powigkszania™ brakuje .a”

Sygnalizowane w recenzji pewne niejasnosci czy sugestic nie wplywajg na wartos$é i pozytywny
odbior pracy. Praca jest napisana logicznie, wzbogacona graficznie rysunkami, poprawna
jezykowo 1 stylistycznie (dopatrzylam si¢ zaledwie kilku bledow stylistycznych. a ilosé
Citerdwek™ jest niewielka). Rozprawa zawiera elementy nowosci naukowej. a wymienione
powyzej uwagi polemiczne i pytania nie umniejszaja ocenie recenzowanej pracy. Przedstawione
w dysertacji rezultaty $wiadezg o dobrym opanowaniu technik badawczych. Autorka wykazala
sic zdolno$cig prowadzenia wlasnych studidw literaturowych. krytyczng oceng faktow,

interpretacjg wynikow oraz jasnym formutowaniem wnioskow.

Konkludujac. uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny
Maciejewskiej-Gil spefnia ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego polegajgce na opracowaniu oraz wdrozeniu nowej
linii produktéw prozdrowotnych zawierajacych kwas alfa-ketoglutarowy, odpowiadajac na
zapotrzebowanie rynku produktéw spozywczych specjalnego przeznaczenia. Oryginalnosé.
wiedza teoretyczna. samodzielnos¢ i umiejgtnosci wykonaweze Doktorantki wskazujg na jej
dojrzalosé¢ naukowsg. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie

mgr inz. Pauliny Maciejewskiej-Gil do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

£ dorFme caa- uyro

prof. dr hab. inz. Edyta Kostrzewa-Suslow
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