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jonéw metali w komoérkach Lactobacillus rhamnosus B 442”
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Promotor: dr hab. Urszula Pankiewicz, prof. uczelni
Promotor pomocniczy: dr hab. Monika Sujka, prof. uczelni

Podstawa formalna

Recenzje, ktorej przedmiotem jest rozprawa doktorska nt. ,Wplyw aplikacji pulsacyjnego pola
elektrycznego na bioakumulacje wybranych jonéw metali w komérkach Lactobacillus rhamnosus B 4427
wykonatam na zlecenie Przewodniczagcego Rady Dyscypliny Technologia Zywnoéci i Zywienia prof. dr hab.
Waldemara Gustawa na podstawie powofania mnie na recenzenta w przewodzie doktorskim mgr Mafgorzaty
Marty Géral-Kowalskiej uchwatg Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie z dnia 17.05.2017 roku.

Wybér i znaczenie tematu

Dynamiczny rozwéj nowoczesnych technologii produkcji zywnosci —skutkuje
wprowadzaniem nowych asortymentéw produktow spozywczych. Wzrost zamoznos$ci
spoleczenstwa przekiada sie na zmiany preferencji zywieniowych, a konsumenci chetniej
siegaja po zywnosé wygodna, wysoko przetworzong, o diugich terminach przydatnosci do
spozycia. Pomimo promowania w ostatnich latach modelu zdrowego Zzywienia, nadal

w koszyku zakupowym przecigtnego konsumenta przewazajg produkty atrakcyjne smakowo,



ale czesto ubogie w makro- i mikroelementy niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
organizmu czlowieka. Réwnoczesnie powszechna staje sie suplementacja diety preparatami
mineralno-witaminowymi, a rynek farmaceutyczny oferuje szerokg game suplementow diety
w formie zestawéw mikro-, makroelementow i witamin w réznych kompozycjach.
Suplementacja tymi preparatami nie rozwigzuje jednak problemu niedoboru mikroelementow
ze wzgledu na niskg ich przyswajalnos¢. Alternatywnym rozwigzaniem stajg sie
metaloproteiny drozdzowe lub bakteryjne. Zastosowanie pulsacyjnego pola elekirycznego
(PEF — pulsed electric field) jako czynnika zwiekszajgcego efektywnos¢ tworzenia
metaloprotein przez drobnoustroje jest technikg stosowang od dawna, ale jej szerokie
wykorzystanie w technologii ograniczajg nie tylko koszty aparatury, ale przede wszystkim
trudnosci zwigzane z optymalizacja procesu pozyskiwania biomasy drobnoustrojow
wzbogaconej w metaloproteiny. Bariere stanowi tu przede wszystkim indywidualna
odpowiedz mikroorganizmu na stres Srodowiskowy, jakim jest zaréwno podwyzszone
stezenie zwigzkow metali, jak i pulsacyjne pole elekiryczne. Dokonanie przez
mgr Matgorzate Géral-Kowalczyk wyboru tej techniki jako sposobu na efektywng fortyfikacje
bakterii w mikro- i makroelementy uwazam za wlasciwy, a pokonanie bariery optymalizaciji

moze stanowi¢ poczatek sciezki aplikacyjnej dla pozyskiwania metaloprotein bakteryjnych.

Wprowadzanie do zywno$ci bakterii probiotycznych stato si¢ juz powszechng
praktykg. W szerokim wachlarzu szczepow bakterii mlekowych o udokumentowanych
wlasnosciach probiotycznych pateczki Lactobacillus rhamnosus uznawane sg za jeden
z cenniejszych gatunkow. Stanowig one element naturalnej mikrobioty jelitowej cziowieka,
a ich dobroczynne dziatanie jest bogato udokumentowane w badaniach in vitro w warunkach
symulaciji przewodu pokarmowego oraz w badaniach klinicznych. Jak w przypadku kazdego
gatunku drobnoustrojow, ekspresja fenotypowa ich cech w obrgbie gatunku jest
zroznicowana miedzyszczepowo. Najlepiej zbadany klinicznie jest szczep L. rhamnosus GG
(ATCC 53103, wyizolowany w 1983 roku, sekwencja genomu opisana w 2009 roku), ktéremu
przypisuje sie m. in.: skuteczno$¢ w leczeniu ostrej biegunki infekcyjnej i zwigzanej
z antybiotykoterapig, profilaktyce w biegunce podréznych, zapobieganie i tagodzenie
atopowego zapalenia skory, wspomaganie odpornosci, czy tagodzenie dolegliwosci

zaburzen funkcjonowania przewodu pokarmowego u wczesniakOw (Parian A.M. i wsp. 2018,
W: Integrative Medicine Rakel D. (Ed.), Elsevier Inc.; Kotowska M., Albrecht P. 2014, Forum Zakazer 5(2):111-
119). Wybor L. rhamnosus jako obiektu do badan nad wzmocnieniem zdolnosci bakterii do

bioakumulacji jonéw metali jest trafny i w peini uzasadniony w $wietle ich potencjalnego
zastosowania w zywnosci funkcjonalnej. Probiotyczny szczep L. rhamnosus bogaty
w metaloproteiny mogtby stanowi¢ cenny skiadnik wielu produktéw spozywczych

wytwarzanych z wykorzystaniem mileka fermentowanego.



Ocena formalna pracy

Praca doktorska Pani mgr Malgorzaty Goéral-Kowalczyk obejmuje 119 stron.
Opracowanie zawiera 77 nienumerowanych stron obejmujgcych siedem publikacji w jezyku
angielskim, poprzedzonych 44 numerowanymi stronami oméwienia wynikow badan w jezyku
polskim wraz z literaturg oraz zestawieniem osiggnie¢ naukowych Doktorantki na czterech
kolejnych stronach. W rozprawie wydzielono 10 gtéwnych rozdziatéw, z czego trzon
stanowig: Wprowadzenie, Hipoteza badawcza i cel pracy, Materiat i metody badawcze,
Prezentacja wybranych wynikéw badan, Podsumowanie i wnioski, Literatura, Wykaz
publikacji oraz Publikacje wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej. Pozostate czesci to
streszczenia w jezyku polskim i jezyku angielskim. Dokumentacja w formie 16 rysunkow oraz
3 tabel zostata zamieszczona w czesci ,Prezentacja wybranych wynikoéw badan”. Szkoda, ze
w czesci dysertacji stanowigcej przewodnik do publikacji nie zawarto dyskusji wynikow
z danymi literaturowymi, co znacznie utatwitoby odbior pracy i umozliwitoby pozycjonowanie
catosci rozleglych badan na tle literatury przedmiotu. Pod wzgledem edytorskim tekst
rozprawy nalezy rozpatrywac jako dwa osobne elementy, przy czym recenzent nie czuje sie
upowazniony do oceny jezykowej prac publikowanych w czasopismach naukowych. Czesc
dysertacji napisana w jezyku polskim i omawiajgca publikacje jest dobrze przygotowana,

a nieliczne btedy literowe nie zakldcajg odbioru pracy i nie wplywajg na jej wartos¢ naukowa.

Przedstawiona do oceny praca doktorska oparta jest na homogennym zbiorze
siedmiu monotematycznych publikacji (PI-PVIl) w czasopismach znajdujgcych sie na liscie
Journal Citation Reports (JCR) o sumarycznym wspoétczynniku wptywu Impact factor rownym
20,688 (zgodnie z rokiem opublikowania). Publikacje pochodzg z ostatnich czterech lat: po
jednej z 2017 (PI1) i 2018 roku (PIl), trzy z 2019 roku (PlIl, PIV | PV) oraz dwie z 2020 roku
(PV i PVI).Wszystkie publikacje sa wieloautorskie, od 2 do 6 autoréw, przy czym Doktorantka
jest pierwszym autorem w czterech (Pl, Pli, Pill i PVIl) i autorem korespondencyjnym
w trzech publikacjach (P, Pll i PIV). Mgr Malgorzata Goral-Kowalczyk deklaruje 60% udziat
w jednej publikacji (Pl), 50% udziat w dwoch (Pl i Plll) oraz 45% w kazdej z czterech
pozostatych. Artykuly sktadajace sie na rozprawe doktorskg ukazaty si¢ w renomowanych
czasopismach publikujgcych prace w obszarze mikrobiologii i technologii zywnosci
i zywienia, a ich wysokie pozycjonowanie w tych dyscyplinach $wiadczy o aktualnosci
i wartosci badan prowadzonych przez Pania Matgorzate Goéral-Kowalczyk. Duzy udziat
procentowy Pani Magister w pracach zwigzanych z przeprowadzeniem badan,
opracowaniem wynikéw i przygotowaniem publikacji wskazuje na peine zaangazowanie

i wiodgcg role Doktorantki.




Ocena merytoryczna pracy

Trzystronicowe, obszerne streszczenie pracy przedstawia zakres prowadzonych
badan oraz wskazuje zasadniczy cel pracy, zwickszenie akumulacji wybranych metali
w komorkach bakterii L. rhamnosus przy zastosowaniu pulsacyjnego pola elektrycznego. Ta
czes¢ pracy wiernie przekazuje tok i rezultaty badan, ale nie zawiera koncowych wnioskow
wigzgcych badania o charakterze podstawowym z dobrze udokumentowanymi badaniami
aplikacyjnymi oraz wskazania np. korzysci dla konsumenta, czy producenta lodow

zawierajgcych kultury bakterii L. rhamnosus B 442 wzbogacone w mikro- i makroelementy.

Zwiezle wprowadzenie nakresla tto podjetego tematu, podkreslajgc role magnezu,
cynku i wapnia w organizmie czlowieka. Mgr Malgorzata Goral-Kowalczyk uzasadnia tu
réwniez wybor bakterii fermentacji miekowej jako modelu badawczego, mikroorganizmow
probiotycznych, charakteryzujgcych sie zdolnoscia do wigzania jonow metali w procesie
wymiany jonowej, kompleksowania, chelatowania czy mikroprecypitacji. Autorka opisuje
technike pulsacyjnego pola elekirycznego, wskazujgc zaréwno na jego dziatanie na
organizmy zywe, jak i wykorzystanie aplikacyjne w uktadach biologicznych. Podkreslam tu
Swiadomos¢ Doktorantki zalet i wad stosowania tej techniki, a szczegodlnie koniecznosci

starannego doboru parametrow PEF dla konkretnego organizmu.

Hipotezy badawcze zostaly jasno sformutlowane i w petni przedstawiajg koncepcje
i zalozenia pracy doktorskiej. Cel pracy jest logiczng konsekwencjg hipotez badawczych,
a poszczegolne hipotezy sg konsekwentnie weryfikowane. Na podkreslenie zastuguje
szeroki zakres pracy oraz potgczenie badan podstawowych (optymalizacja PEF, badania
akumulacji mikroelementéw w komorkach bakterii) z aspektem aplikacyjnym (na przykiadzie
produktu z dodatkiem probiotyku). Analiza wiasnosci i trwatosci produkiu zostata
przeprowadzona dogtebnie, z uwzglednieniem niemal wszystkich parametréw reologicznych
i sensorycznych. Opis materiatdw i metod badan jest wiasciwy i umozliwia odtworzenie
eksperymentéw w innych laboratoriach badawczych, co jest szczegolnie istotne w przypadku
badan optymalizacji efektywnosci stosowania PEF na komérki mikroorganizméw. Integraing
czescig dysertacji jest siedem publikacji, wspotautorstwa Doktorantki. Intensyfikacja
akumulacji wybranych jonéw metalii magnezu, cynku oraz wapnia pod wptywem
pulsacyjnego pola elektrycznego zostaly opisane odpowiednio w publikacjach: Pl, Plll oraz
PVII:
- PI Goéral M., Pankiewicz U. (2017). Effect of pulsed electric fields (PEF) on
accumulation of magnesium in Lactobacillus rhamnosus B 442 cells. Journal of
Membrane Biology, 250, 565-572



- PIII: Goéral M., Pankiewicz U., Sujka M., Kowalski R. (2019). Bioaccumulation of zinc
ions in Lactobacillus rhamnosus B 442 cells under treatment of the culture with
pulsed electric field. European Food Research and Technology, 245, 817-824

- PVII: Géral M., Pankiewicz U., Sujka M., Kowalski R., Géral D., Koztowicz K. (2019).
Influence of pulsed electric field on accumulation of calcium in Lactobacillus

rhamnosus B 442. Journal of Microbiology and Biotechnology, 30, 44-53.

Przyjecie przez mgr Mailgorzate Goral-Kowalczyk konwencji opisu wynikéw badan
z najwazniejszymi elementami dokumentacji, stwarza konieczno$¢ réwnolegtego sledzenia
odpowiedniej publikacji w celu zapoznania si¢ z dyskusjg wynikéw i wnioskami z kolejnych
etapow badan. Niedogodnos¢ ta nie wptywa jednak na jasnos¢ przekazu, a jedynie zmusza
recenzenta do wzmozonej uwagi.

Podstawowym i jedynym kryterium doboru szczepdw bakterii mlekowych do badan byta ich
zdolno$¢ do intensywnego wzrostu w obecnosci jonéw magnezu, cynku, selenu i wapnia
w roznych stezeniach. Wstepnej ocenie poddano siedem szczep6w bakterii: dwa szczepy
Lactococcus lactis (20729 i JBB 500) oraz pie¢ szczepéw Lactobacillus rhamnosus (PEN,
OXY, B 1445, 1937 i B 442). Chciatabym podkresli¢, ze w petni zgadzam sie z Doktorantkg
co do wyboru bakterii L. rhamnosus B 442 jako modelu badawczego. Nie znalaztam jednak
jasnych wskazan kryteriow doboru szczepéw bakterii miekowych ze wzgledu na ich
wtasnos$ci probiotyczne i pozniejsze zastosowanie w produkcie spozywczym, co traktuje jako
zagadnienie do dyskusji w czasie obrony pracy. Zwracam réwniez uwage, ze ,zmiany
gestosci optycznej komorek w zaleznosci od stezenia jonéw w pozywce” (Rys. 3-5, s. 20
i 21) nie stanowig ,dynamiki wzrostu”, jak wskazano w punkcie 4.1.

Kluczowg czesé badan, zgodnie z tytutem rozprawy doktorskiej, stanowi dobor parametrow
pulsacyjnego pola elekirycznego w celu pozyskania biomasy bakterii L. rhamnosus B 442
znaczgco wzbogaconej w metaloproteiny. Optymalizacja parameirow PEF dziatajgcego na
zywe komorki jest bardzo pracochionna i wymaga przeprowadzenia wielu eksperymentow
w réznych wariantach. Wprowadzenie jonéw metali, kolejnego parametru o silnym wplywie
na zywotnosé komorek, stanowi dodatkowa trudnosé i moze znaczgco zmienia¢ odpowiedz
komorki. W rezultacie, nalezy rozwazy¢ pie¢ zmiennych parametréw: natezenie pola
elektrycznego, czas ekspozycji komérek na PEF (czas elektroporaciji), szerokos¢ pulsu
elektrycznego, wiek hodowli bakterii oraz stgzenie jonéw metali. Doktorantka bardzo dobrze
poradzita sobie z doborem parametréw optymalnych dla akumulacji jonéw magnezu, cynku
i wapnia przez bakterie L. rhamnosus B 442. Nie udalo si¢ jednak dobra¢ warunkow
akumulacji selenu ze wzgledu na toksyczne dziatanie jego soli. Moze zmiana Zrodta selenu

mogtaby rozwigza¢ ten problem?



Wartosciowym elementem pracy jest wizualizacja lokalizacji jonéw cynku i wapnia
w komoérkach bakterii z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej. Ta czes¢ badan jest nie
tylko dowodem na podwyzszong akumulacje metali przez L. rhamnosus B 442, ale rowniez
moze byé¢ wstepem do dalszych poglebionych studiéow nad sposobem akumulacji i naturg

tworzonych zwigzkéw.

W czterech publikacjach zawarto badania nad wprowadzeniem do lodow bakterii
L. rhamnosus B 442 wzbogaconych w jony magnezu, cynku i wapnia:

- PII: Géral M., Kozlowicz K., Pankiewicz U., Goral, D. (2018). Magnesium enriched
lactic acid bacteria as a carrier for probiotic ice cream production. Food Chemistry,
239, 1151-1159

- PIV: Pankiewicz U., Géral M., Kozlowicz K., Géral D. (2019). Novel method of zinc
ions supplementing with fermented and unfermented ice cream with using PEF.
International Journal of Food Science & Technology, 54, 2035-2044

- PV: Kozlowicz K., Goral M., Goéral D., Pankiewicz U., Bronowicka-Mielniczuk U.
(2019). Effect of ice cream storage on the physicochemical properties and survival of
probiotic bacteria supplemented with zinc ions. LWT - Food Science and
Technology, 116, 108562

- PVI: Pankiewicz U., Goral M., Koztowicz K., Géral D. (2020). Application of pulsed
electric field in production of ice cream enriched with probiotic bacteria (L. rhamnosus
B 442) containing intracellular calcium ions. Journal of Food Engineering, 275,
109876.

W prezentowanej do oceny pracy jako przyklad zywnosci funkcjonalnej, ktorg mozna
suplementowac¢ zywymi kulturami bakterii L. rhamnosus B 442 wybrano lody. Ta obszerna,
doskonale udokumentowana i opracowana czes$¢ pracy opiera sie na hipotezie 3 (s. 15):
,Zastosowanie wybranych szczepoéw bakterii, wzbogaconych jonami metali ma wplyw na
0golng liczbe organizmow i ksztattowanie cech fizykochemicznych zapewniajgcych wysoka
jakos¢ produktu z zachowaniem jego wiasciwosci potencjalnie probiotycznych™.
Woprowadzanie do zywnosci bakterii probiotycznych o komérkach fortyfikowanych mikro-
i makroelementami jest ideg bardzo cenng z zywieniowego punktu widzenia, ale wytworzenie
produkiu atrakcyjnego, zdrowego i o niezmienionych cechach fizykochemicznych
i organoleptycznych jest kolejnym wyzwaniem, ktérego podjeta sie¢ Pani Matgorzata Goral-
Kowalczyk. Nie znalaztam w pracy i publikacjach wchodzgcych w skiad rozprawy
uzasadnienia zywieniowego popartego wplywem na zdrowie spoteczenstwa w szerokim
rozumieniu, wyboru do badan lodéw jako idealnego produktu. Wéréd miecznych produktow

fermentowanych i niefermentowanych, ze wzgledu na niskg temperature i diugi okres




przechowalniczy, lody stanowig stosunkowo trudne $rodowisko dla bakterii fermentacji
mlekowej. Ponadto, produkt ten jest matryca wymagajaca pod wzgledem walorow
fizykochemicznych, reologicznych i przechowalniczych. Prosze te uwagi potraktowac
dyskusyjnie. Wyjasnienia rowniez wymaga kwestia okreslenia ,ogodlna liczba
organizmow/drobnoustrojow”, uzywane zaréwno w sformutowanych hipotezach pracy, jak
i konsekwentnie w wielu innych miejscach tekstu w jezyku polskim (np. s. 15, 18, 28, 29, 30,
33, 38). Mam wrazenie, ze Autorka uzywa tego wyrazenia jako tozsamego z liczbg bakterii
L. rhamnosus B 442, czy liczbg bakterii miekowych. Wyrazenie ,ogolna liczba
drobnoustrojow”, uzywane szczegodlnie w odniesieniu do lodéw, wskazuje na oceng jakosci

mikrobiologicznej produktu i obejmuje wszystkie mikroorganizmy znajdowane w matrycy.

Interesujaca jest propozycja trzech mieszanek lodziarskich, z wykorzystaniem bakterii
L. rhamnosus B 442 w formie zywej kultury, liofilizatu oraz na bazie mleka fermentowanego
tymi bakteriami. Takie badania sg bardzo istotne z puntu widzenia aplikacyjnego, a ich wyniki
stanowig podstawe dla stworzenia receptury produktu w ewentualnym dalszym etapie
wdrozenia. Jestem takze pod wrazeniem obszernego zakresu badan jakosciowych
i przechowalniczych lodéw oraz wyczerpujgcego opisu i zaawansowanej statystycznie
analizy wynikow. Po lekturze tej czesci rozprawy nasuwa mi sie kilka pytan, ktére nam
nadzieje bedg stanowi¢ kanwe do dyskusji podczas obrony pracy doktorskiej. W opisie
mylgce jest okreslenie ,lody fermentowane” i ,Jody niefermentowane”, co wskazuje na
fermentacje lodéw jako gotowego produkiu poddanego fermentacji (s. 18 i dalsze). Ze
wzgledu na wiodgcy temat dysertacji, szczegéinie wazne jest przesledzenie ,losow” bakterii
L. rhamnosus B 442 w produkcie oraz skutkdw ich wprowadzenia do lodéw. Prosze
o wyjasnienie stwierdzenia na stronie 33: ,Na podstawie analizy zywotnosci bakterii,
stwierdzono wyzszg ich liczebno$¢é w lodach niz w przypadku hodowli startowej.” Czym
mozna wyjasni¢ wzrost liczebnosci bakterii w produkcie? Na stronie 37 Autorka pisze
.Wykazano wysokg zywotno$é L. rhamnosus B 442, odpowiednig dla zachowania
probiotycznych wiasciwosci produktu.” Prosze o wyjasnienia dotyczgce poziomu bakterii
niezbednego do zapewnienia warunku ,probiotycznosci” produktu? Na tle obszernych badan
parametrow lodow zawierajgcych szczep bakterii wzbogacony w jony metali powstaje
rowniez pytanie o jednoznaczng ocene, czy ich wprowadzenie poprawiato czy pogarszato

walory reologiczne lodow.

W mojej opinii, oprocz wskazania optymalnych parametréw wzbogacenia bakterii
L. rhamnosus B 442 w wybrane mikro- i makroelementy z wykorzystaniem technologii PFE,
niewatpliwym efektem pracy o wysokim potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym sg

zweryfikowane eksperymentalnie receptury mieszanek lodziarskich. Ta czes¢ badan,



gleboko osadzona w technologii zywnosci, z powodzeniem moze staC sig¢ zaczatkiem
wprowadzenia na rynek lodow produkitu przynoszacego dla konsumenta nie tylko

hedonistyczng przyjemnosc, ale takze pewne walory zywieniowe.

Za podstawe pracy przyjmuje zbiér siedmiu publikacji, kiére ukazaty sie
w czasopismach naukowych o uznanej randze miedzynarodowej. Wyniki badan sg
w publikacjach starannie opisane, udokumentowane i zilustrowane. Opatrzone sg rowniez
wiasciwie dobrang bibliografig, ktéra stanowi tto dla lokowania badan wiasnych i punkt
odniesienia w przeprowadzonej dyskusji. Przypuszczam, Ze ze wzgledu na szerokie
opracowanie publikacyjne, Pani mgr Malgorzata Géral-Kowalczyk w polskojezycznej czesci
dysertacji nie zamiescita dyskusji wynikdw z danymi literaturowymi. Wskazane w tym
opracowaniu 37 pozycji bibliografii stanowi tlo dla czes$ci wprowadzajgcej oraz odniesienie do
metodyki badan. Dysertacja zawiera 10 logicznych wnioskow, kiére stanowig zwiezie
konkluzje pracy oparte na danych eksperymentalnych. Dyskusyjnie potraktowatabym jedynie
zamieszczenie wniosku pierwszego na stronie 40: ,Za najbardziej oporny na dziatanie jonow
magnezu, cynku i selenu uznano szczep Lactobacillus rhamnosus B 442, ktory wykorzystano
do dalszych analiz.” W mojej opinii, selekcja jest tu wstgpnym dziataniem metodycznym,
a wybor szczepu nie jest efekiem naukowym i nie wyjasnia natury zjawiska. Majgc na
uwadze tytut pracy, ktéry wyraznie wskazuje L. rhamnosus B 442 jako obiekt badan,
wniosek 1 uwazam za zbedny. Analogicznie, umieszczenie we wniosku siédmym (s. 41)
oprécz L. rhamnosus B 442, szczepow L. rhamnosus 1937 i L. lactis JBB 500 wzbogaconych

w magnez wymagatoby dodatkowego wyjasnienia w swietle tytutu dysertacji.

Siedem publikacji zawiera tgcznie 329 pozyciji bibliografii z lat 1991-2019, przy czym
okoto 15% powtarza sie w wiekszosci artykutdw. Wszystkie pozycje sg sScisle zwigzane
z tematem, a wiekszo$é obejmuje zagadnienie kluczowe dla obszaru badan prowadzonych
przez Panig mgr Matgorzate Goral-Kowalczyk. Pozycje pochodzace z lat 2015-2019

stanowig 40% pi$miennictwa, co wskazuje na dobrg znajomos¢ aktualnej literatury problemu.
Uwagi edytorskie

Ponizej zamieszczam kluczowe uwagi edytorskie, ktdre nie umniejszajg wartosci pracy

i przytaczam je z obowigzku recenzenta.

- W spisie tresci w punktach 4.5. i 4.6. zawarto okreélenia ,wiasciwosci fizykochemiczne
i mikrobiologiczne”. Prosze o wyjasnienie, co kryje si¢ pod okresleniem ,whasciwosci
mikrobiologiczne”.

- Nie jest jasne sformutowanie na stronie 6: ,Wykazano réznice we wszystkich parametrach
fizykochemicznych, kiére byty zalezne od procesu produkciji lodéw”.

- Na stronie 7 brak jest danych zrédtowych publikacji PIV.



- Zapis na stronie 13: ,Ze wzgledu na dobre wilasciwosci technologiczne najczesciej
wykorzystywanymi bakteriami sg szczepy Lactobacillus.” z pewno$cig jest skrétem myslowym
uzytym przez Autorke. Prosze o doprecyzowanie czego dotyczg ,wiasciwosci technologiczne”.

- Uzyte na stronie 15 i na kolejnych sformutowanie ,pod wptywem dziatania wysokich stgzen
metali” powinno by¢ zastgpione okresleniem ,....metali w wysokim stezeniu”.

- W opisie wynikéw badan pojawia sie czesto zargon laboratoryjny, np.: ,szczep ten wykazywai
niskg biomase w obecnosci jondéw selenu” na stronie 20, czy ,wzrost akumulacji Zn
w bakteriach” na stronie 24 oraz ,w biomasie komorek poddanych dziataniu PEF
zaobserwowano istotne zmiany” na stronie 27,

- Na stronie 22 znajduje sie niezbyt szczesliwe sformulowanie: ,4.2. Wplyw steZzenia jonéw
W pozywce oraz optymalizacji parametréw PEF na koncentracje jonéw w komorkach bakterii
i zmiany biomasy’. Uwazam, za duzy skrét myslowy przypisywanie optymalizacji wptywu na
jakies zjawisko.

- Tytut tabeli 2 (s. 29) ,Wplyw stezenia magnezu w pozywce na przezywalno$é¢ Lactobacillus
rhamnosus B 442" nie jest zgodny z tytulem kolumny ,Ogoélna liczba mikroorganizméw
(jtk/ml)”. Spodziewam sig, Zze oznaczano liczbe bakterii L. rhamnosus B 442. Podobna uwaga
dotyczy Tabeli 3 (s. 30).

- Okreslenie na stronie 34 ,mleko fermentowane ... charakieryzowalo sie kwasnym pH
w zakresie 4,2- 4,3” jest niewlasciwe w odniesieniu do skali kwasowosci.

- Prosze o wyjasnienie twierdzenia ,,Proces fermentacji korzystnie wptynagt na ogéing zawartos¢
mikroorganizmoéw.” na stronie 35.

- Prosze o doprecyzowanie okreslenia ,$wiezego szczepu bakterii” na stronie 35.

- Na stronie 38 Autorka pisze: ,Pomimo spadku ogolnej liczby mikroorganizmow
wyprodukowane lody wcigz mogg byé uznane za produkt probiotyczny.” Prosze o wyjasnienie
jakich bakterii dotyczy to zdanie.

- Zwracam tez uwage na bledy w formacie spisu literatury: 1) niektdre tytuty czasopism nie sg
pisane wielkimi literami, np. Biological Trace Element Research, Physiological Reviews, 2)
stosowanie zamiennie petnych nazw i skrétéw tytutéw czasopism.

Biorgc pod uwage forme dysertacji, gdzie jej podstawowg i najwazniejszg czescig jest
siedem anglojezycznych publikacji w czasopismach naukowych, mam $wiadomos¢ trudnosci
zarébwno w skrétowym przedstawieniu pracy doktorskiej, jak i zmiany jezyka opisu. W tym
Swietle przedstawiona powyzej liczba uwag jest niewielka, a usterki nie wptywajg istotnie na

odbi6r catej pracy.
Konkluzje recenzji

W podsumowaniu stwierdzam, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a postawione
hipotezy badawcze potwierdzone eksperymentalnie. Praca niesie istotny aspekt poznawczy,
poszerzajgc stan wiedzy w zakresie fortyfikacji bakterii probiotycznych w  mikro-
i makroelementy. Zastosowanie techniki pulsacyjnego pola elekirycznego do modulowania
cech mikroorganizmoéw jest interesujace rowniez z aplikacyjnego punktu widzenia. W mojej
opinii, kilkuparametryczna optymalizacja procesu bioakumulacji metali przez L. rhamnosus
B 442 z wykorzystaniem PEF moze stanowi¢ podstawy do opracowania technologii produkcji
biomasy bakterii bogatych w metaloproteiny. Propozycja produkiu spozywczego

zawierajgcego wzbogacone w jony metali Zzywe kultury tych bakterii wraz z wielokierunkowg
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oceng parametrow reologicznych, sensorycznych i trwatosci produkiu staje sie rowniez
przyczynkiem do przysztych dziatan wdrozeniowych, ktérych pierwszy element jakim jest
weryfikacja w skali laboratoryjnej zostat zrealizowany. Zamieszczone w tekscie recenzji moje
uwagi i sugestie, majg charakter dyskusyjny i nie umniejszajg wartosci pracy doktorskiej Pani

mgr Matgorzaty Goral-Kowalczyk.

Stwierdzam, ze bedgca przedmiotem oceny rozprawa Pani mgr Matgorzaty Marty
Goral-Kowalczyk spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zawarte w Ustawie
o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia
14 marca 2003 r. (Dz. U. nr 65, poz. 595) z p6zniejszymi zmianami i moze by¢ podstawg do
nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie technologia
zywnosci i zywienia oraz przedkladam Wysokiej Radzie Dyscypliny Technologii Zywnosci
i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie mgr Matgorzaty Marty Goral-Kowalczyk do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Ze wzgledu na kompleksowe podejscie do postawionego celu badan, dojrzate
polgczenie badan podstawowych i aplikacyjnych oraz wysokg wartos¢ publikacyjng,
rozprawe doktorskg mgr Maigorzaty Marty Géral-Kowalczyk oceniam jako wyrdzniajgcy sie.
Whiosek o wyréznienie wraz z jego szczegdlowym uzasadnieniem przedstawiam w osobnym

pismie.
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Whniosek o wyréznienie pracy doktorskiej mgr Matgorzaty Marty Géral-Kowalczyk

nt. ,,Wplyw aplikacji pulsacyjnego pola elektrycznego na bioakumulacje wybranych
jonéw metali w komérkach Lactobacillus rhamnosus B 442”

wykonanej

na Wydziale Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
w Katedrze Analizy i Oceny Jakosci Zywnosci

Promotor: dr hab. Urszula Pankiewicz, prof. uczelni
Promotor pomocniczy: dr hab. Monika Sujka, prof. uczelni

Zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Technologii Zywnosci i Zywienia
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z wnioskiem o wyréznienie niniejszej pracy. W mojej

opinii praca zastuguje na wyroznienie z nastepujgcych powodow:

- Ze wzgledu na kompleksowe podejscie do postawionego celu badan, dojrzate
potaczenie badan podstawowych i aplikacyjnych.

- Przedstawione badania istotnie poszerzajg i uzupetniajg wiedze w zakresie metod
fortyfikacji bakterii probiotycznych w mikro- i makroelementy.

- Wysokg wartoéé publikacyjng badan. Praca stanowi homogenny zbior siedmiu
monotematycznych publikacji w czasopismach znajdujgcych sig¢ na liscie Journal

Citation Reports (JCR) o sumarycznym wspétczynniku wplywu Impact factor rownym

plaid e

20,688 (zgodnie z rokiem opublikowania).
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