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1. Ocena zasadnosci wyboru tematyki rozprawy doktorskiej

Na przestrzeni ostatnich kilku lat obserwujemy bardzo intensywny rozwdj technologii
nietermicznego utrwalania zywnosci. Trend ten zwigzany jest w duzej mierze z wymaganiami
stawianymi przemystowi spozywczemu przez coraz bardziej $wiadomych konsumentéw,
poszukujgcych zywnosci nie tylko bezpiecznej, ale takie mato przetworzonej,
charakteryzujacej sie wysoka zawartoscig sktadnikéw odzywczych i naturalnym smakiem.
Producenci w odpowiedzi na zapotrzebowanie rynku starajg sie wprowadzaé do praktyki
przemystowej nowe technologie, oparte na zastosowaniu pulsacyjnego pola elektrycznego,
ultradzwiekéw, promieniowania ultrafioletowego oraz wysokiego cisnienia. Intensywne
badania prowadzone s3 takze w aspekcie szerszego zastosowania zimnej plazmy, stanowigcej
rodzaj zjonizowanego gazu zawierajgcego reaktywne formy tlenu (O, 02, 03, OH) oraz azotu
(NO, NO2, NOx). W tym kontekscie, podjete przez Doktorantke badania dotyczace
wykorzystania zimnej plazmy w konserwacji win czerwonych sg bardzo interesujace, jak
rowniez istotne ze wzgledow aplikacyjnych. Nalezy zaznaczyé, ize zaréwno tematyka

badawcza, jak i rodzaj bakterii wykorzystywanych do badani zostaty dobrane wtaéciwie, a
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wyniki przedstawione w recenzowanej pracy doktorskiej sg bardzo interesujace i

wartosciowe.

2. Charakterystyka formalnej strony rozprawy doktorskiej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska sktada sie z dwoch czesci. Czesé pierwszg,

o objetosci 57 stron, stanowi autoreferat, ktory obejmuje: wykaz dorobku naukowego

Doktorantki, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenie, cel pracy wraz z

hipotezami badawczymi, wykaz materiatéw i metod stosowanych podczas realizacji pracy

oraz prezentacje i dyskusje wybranych wynikow badan. Na koricu tej czesci pracy znajduje sie

krotkie podsumowanie oraz najwainiejsze wnioski i stwierdzenia dotyczgce uzyskanych

wynikéw, a takze wykaz literatury. Drugg czes$c rozprawy stanowi jednolity tematycznie zbiér

4 oryginalnych publikacji naukowych:

NiedZwiedz 1., Wasko A., Pawtat J., Polak-Berecka M. 2019. The state of research on
antimicrobial activity of cold plasma. Polish Journal of Microbiology, 68(2), 153. (IF
0,89; 40 pkt MNiSW; liczba cytowan 29)

Niediwiedz I., Juzwa W., Skrzypiec K., Skrzypek T., Wasko A., Kwiatkowski M., Pawtat
J., Polak-Berecka M. 2020. Morphological and physiological changes in
Lentilactobacillus hilgardii cells after cold plasma treatment. Scientific Reports, 10(1),
1-14. (IF 4,397; 140 pkt MNiSW; liczba cytowan 3)

NiedZwiedz I., Ptotka-Wasylka J., Kapusta |., Simeonov V., S5toj A., Wasko A., Pawtat J.,
Polak-Berecka M. 2022. The impact of cold plasma on the phenolic composition and
biogenic amine content of red wine. Food Chemistry, 381, 132257. (IF 9,231; 200 pkt
MNiSW; liczba cytowan 2).

NiedZwiedz I., Simeonov V., Wasko A., Polak-Berecka M. 2022. Comparison of the
effect of cold plasma with conventional preservation methods on red wine quality
using chemometrics analysis. Molecules, 27(20), 7048. (IF 4,927; 140 pkt MNiSW;
liczba cytowan -).

Wymienione wyzej publikacje zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach

znajdujacych sie w bazie JCR. Ich {aczny wspétczynnik oddziatywania IF wynosi 19,434, co

Swiadczy o bardzo dobrym poziomie przeprowadzonych badari, ocenionych réwniez przez

niezaleznych recenzentéw. Sumaryczna liczba cytowan, mimo iz wiekszo$¢ z tych prac ukazata
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sie na przestrzeni ostatnich 3 lat, wynosi 34. Wszystkie publikacje sg pracami zespotowymi, a
liczba wspotautorow waha sie od 4 do 8. Nalezy podkreslic, ze we wszystkich pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem i zgodnie z oSwiadczeniami pozostatych cztonkow
zespotu badawczego Jej udziat w ich powstaniu byt wiodacy i wynosit od 60 do 80%.
Indywidualny wktad pracy Doktorantki w przypadku wiekszosci publikacji obejmowat:
wspottworzenie koncepcji pracy, udziat w opracowaniu zatozern metodycznych, realizacje
badan laboratoryjnych, analize i opracowanie wynikéw, przygotowanie manuskryptu oraz
odpowiedzi na recenzje. W mojej opinii udziat Doktorantki w poszczegélnych pracach jest
znaczacy i jednoczesnie wystarczajacy do wiaczenia ich do cyklu publikacji stanowigcego
podstawe do ubiegania sie o stopnien naukowy doktora.
3. Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

We wprowadzeniu do rozprawy Autorka omawia pokrotce zagadnienia zwiazane z
produkcjg wina, ze szczegélnym naciskiem na problemy wynikajgce z niekontrolowanego
rozwoju bakterii kwasu mlekowego (LAB) nalezgcych do gatunku Lentilactobacillus hilgardii,
droizdzy Brettanomyces (Dekkera) oraz bakterii kwasu octowego. Doktorantka stusznie
zauwaza, ze wady win pojawiajace sie na skutek rozwoju wspomnianych mikroorganizmoéw,
to nie tylko kwestia jakosci sensorycznej, ale takze obecnosci metabolitéw, sposréd ktérych
czesc zaliczana jest do grupy substancji rakotwoérczych. Autorka przedstawita zalety oraz wady
podstawowej metody stosowanej do utrwalania win, polegajgcej na zastosowaniu dodatku
dwutlenku siarki w postaci pirosiarczanu potasu. Zwrdcita przy tym uwage na wprowadzone
przez WHO ograniczenia zwigzane z dopuszczalng dawka SOz w produktach spozywczych i
wynikajgcg z tego koniecznoscig poszukiwania metod alternatywnych. Na kanwie tego
stwierdzenia Autorka zarekomendowata zastosowanie zimnej plazmy jako potencjalne;
alternatywy w stosunku do dwutlenku siarki. Warto w tym miejscu zauwaziyé, ze dwutlenek
siarki to tylko jedna z wielu mozliwosci, obok coraz powszechniej wykorzystywanej przez
przemyst winiarski mikrofiltracji, gwarantujacej uzyskanie produktu o bardzo wysokiej jakosci
oraz stabilnosci w trakcie przechowywania. W kolejnych podrozdziatach wprowadzenia
przedstawiona zostata charakterystyka zimnej plazmy, mechanizm jej dziatania oraz
dotychczasowe zastosowanie tej metody w przemysle spozywczym. Pierwszy rozdziat

dysertacji to syntetyczny i logicznie przygotowany przeglad dostepnych danych

)
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literaturowych, ktory stanowi doskonate wprowadzenie do oméwienia wynikow badan
zrealizowanych w ramach recenzowanej pracy. Na zakonczenie tego rozdziatu postawione
zostaty hipotezy badawcze oraz szczegdtowe cele badan. Autorka testowata trzy gtéwne
hipotezy badawcze, sposrod ktorych pierwsza dotyczyta dziatania antybakteryjnego zimnej
plazmy wzgledem Lentilactobacillus hilgardii, podczas gdy pozostate dwie skupiaty sie wokot
oceny wptywu zastosowanych zabiegdw na wybrane cechy jakosciowe badanych win. Sposéb
sformutowania giéwnego celu pracy oraz etapdw realizacji prac badawczych uwazam za
poprawny i $wiadczacy o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia tego
rodzaju badan.

W kolejnej czesci rozprawy Autorka omawia pokrétce podstawowe materiaty oraz
metody wykorzystane podczas badarn opisanych w pracach P2-P4. Autorka podzielita go na
podrozdzialy odwotujace sie do kolejnych publikacji. Na szczegodlng uwage zastuguje fakt
wykorzystania bardzo nowoczesnych metod analitycznych takich jak SEM, AFM, czy tez FT-IR
pozwalajacych miedzy innymi na kompleksowa charakterystyke morfologii oraz struktury
komérek po traktowaniu zimna plazma. Bardzo wartosciowe sg takze badania prowadzone z
wykorzystaniem cytometrii przeptywowej pozwalajace na analize zmian w populacji komarek
poddanych dziataniu zimnej plazmy. Za bardzo wartosciowa nalezy uznac takze pogtebiona

analize sktadu wina za pomocg GC-MS i UPLC-PDA-MS/MS, stanowigcg zrédto danych na

temat wptywu obrobki tego typu produktéw za pomoca testowanej techniki. W mojej opinii

dobdr metod badawczych oraz statystycznych wykorzystanych podczas analizy i omawiania
wynikéw jest prawidtowy.

Postawiony w niniejszej rozprawie doktorskiej cel badawczy zrealizowano w dwdch
etapach prac eksperymentalnych, ktérych wyniki opisano w publikacjach P2 oraz P3 i P4. W
pierwszym etapie badan podjeto probe ustalenia mechanizmoéw dziatania zimnej plazmy na
komorki L. hilgardii (Publikacja P2). W pracy tej opisano inaktywacje komérek za pomoca
zimnej plazmy atmosferycznej (ACP) generowanej w mieszaninie dwdch gazéw: helu i tlenu.
Bakterie zawieszone w sterylnej wodzie zostaty poddane dziataniu zimnej plazmy w czasie 5,
10 15 min. Nastgpnie wykonano badania majace na celu ocene przezywalnosci komarek jak

i zmian w ich strukturze. Z cafta pewnoscig za innowacyjny element tej pracy nalezy uzna¢

wnoziz.up.poznan.pl/pl



Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
ul. Wojska Polskiego 48

60-627 Poznan

tel. +48 61 848 73 54

e-mail; kbimz@up.poznan.pl

WYDZIAL NAUK O ZYWNOSCI | ZYWIENIU
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

zastosowanie do oceny przezywalnosci bakterii, obok klasycznej metody hodowli ptytkowej,
réwniez cytometrii przeptywowe;j.

Wyniki testow hodowlanych wykonanych metodg ptytkowa wykazaty, ze 10 minutowa
ekspozycja jest teoretycznie wystarczajgca do uzyskania petnej inaktywacji komérek bakterii.
Natomiast za pomoca cytometrii przeptywowej wyodrebniono z populacji komérek trzy
subpopulacje opisane przez autorke jako komdrki aktywne (active), Srednio aktywne (mid-
active) oraz martwe (dead). Analiza cytometryczna pozwolita takze na iloéciowe oszacowanie
wielkosci poszczegdlnych subpopulacji. Wykazano, ze badana populacja sktada sie z 14,4%
komorek aktywnych, 77,5% komérek w stanie Srednio aktywnym i 8,1% komérek martwych.
W toku dalszych prac autorka udowodnita, ze niektore komérki znajdujace sie w stanie érednio
aktywnym wykazywaty zdolno$¢ do ponownego wzrostu na pozywce hodowlanej. W ten
sposob Doktorantka jednoznacznie potwierdzita hipoteze o indukcji stanu anabiozy u L.
hilgardii okreslanego w literaturze jako VBNC (ang. viable but nonculturable). Warto
zaznaczyc, ze Doktorantka wykonata takze pogtebione badania z zastosowaniem mikroskopii
sit atomowych (AFM), ktéra postuzyta do oceny zmian morfologicznych L. hilgardii w
poszczegolnych stanach fizjologicznych (aktywny, s$rednioaktywny, martwy). Autorka
wykazata, ze chropowatos¢ powierzchni komoérki zaliczanej do populacji o $redniej aktywnosci
(2,70 £ 0,75 nm) byta zblizona do chropowatosci komérek stanowiacych prébke kontrolna
(2,04 £ 0,55 nm). Brak znacznych zmian na powierzchni komérek wyjasnia dlaczego komérki
pobrane z tej populacji wykazywaty zdolnos$é do ponownego wzrostu.

W kolejnym etapie badan Doktorantka okreslita wptyw plazmy niskotemperaturowej
nierownowagowej na wlasciwosci fizykochemiczne, aktywno$¢ biologiczng czerwonego wina
oraz czystos¢ mikrobiologiczng (publikacje P3 i P4). W publikacji P3 autorka przeanalizowata
profil zwigzkow fenolowych oraz zawartos¢ amin biogennych w prébkach wina czerwonego
poddanych dziataniu zimnej plazmy w dwoéch systemach plazmowania réinigcych sie
zastosowanym gazem roboczym (He/O2 lub He/N2). W mojej opinii Doktorantka bardzo
trafnie wytypowata markery do opisu zmian wlasciwosci badanych produktéw na skutek
oddziatywania zimnej plazmy. Polifenole to z cata pewnoscia najliczniejsza i najwazniejsza
grupa zwiazkow wystepujacych w czerwonym winie. Odpowiadajg one za barwe, smak i w

pewnym stopniu za aromat produktu, podczas gdy aminy biogenne, ktérych zawartos¢
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uzalezniona jest od stezenia prekursorow aminokwaséw w produkcie, s3 doskonatym
wskaZznikiem zmian w jakosci sensorycznej win. Warto zauwazyc¢, ze zastosowano bardzo
rozbudowany i ciekawy ukfad doswiadczenia, obejmujacy swym zakresem takze rozwigzania
hybrydowe, taczace zalety pirosiarczynu potasu, jak i zimnej plazmy. Zebrane wyniki
stanowity pokazny i bardzo zrdinicowany zbior danych, stad nalezy doceni¢ umiejetnosci
Doktorantki w zakresie doboru metod i samodzielnego przeprowadzenia wielowymiarowej
statystycznej analizy danych. W oparciu o uzyskane wyniki Doktorantka wykazata, ze
zawartos¢ polifenoli w wybranych wariantach doswiadczenia byta wyisza po zastosowaniu
zimnej plazmy. Wykazata takze, ze zastosowanie uktadéw hybrydowych moze przyczyniac sie
do redukcji zawartosci amin biogennych. Warte podkreslenia jest takze to, ze Doktorantka
dostrzegta pewne zagrozenia zwigzane z zastosowaniem zimniej plazmy, wynikajgce z
obecnosci wolnych rodnikéw, ktére moga indukowad powstawanie nowych zwigzkow
chemicznych o nieokreslonych jak dotad wtasciwosciach.

Uzupetnieniem danych prezentowanych w publikacji P3 byty wyniki przedstawione w
publikacji P4, zwigzane z analiza jakosci mikrobiologicznej win poddanych dziataniu zimnej
plazmy. W pracy zawarto wyniki oceny jakosci mikrobiologicznej probek wina poddanych
roznym zabiegom konserwujgcym z wykorzystaniem metody tradycyjnej, z uzyciem plazmy,
jak i metody hybrydowej. Analizy wykonywano bezposrednio po zastosowaniu danego
zabiegu, jak i po trzymiesigcznym okresie przechowywania. Doktorantka wykazata, ze
bezposrednio po zabiegu kazda z badanych metod powodowata okreslong redukcje ogolnej
liczby bakterii mezofilnych, przy czym catkowite zahamowanie wzrostu obserwowano w
odniesieniu do wspomnianej wyzej metody hybrydowej z wykorzystaniem plazmy
generowanej w atmosferze mieszanki helu i tlenu oraz pirosiarczynu potasu. Jednoznacznie
potwierdzono takze, ze skutecznos¢ inaktywacji zimnej plazmy wzrastata wraz ze wzrostem
czasu trwania procesu. Po okresie 3 miesiecznym przechowywania badane prébki
wykazywaty zréznicowany poziom zakazenia, przy czym najnizszga liczebnosé odnotowano w
probach podanych obrébce metoda hybrydowa. W ten sposob Doktorantka potwierdzita w
pewnym stopniu hipoteze dotyczaca indukcji stanu VBNC w komdrkach poddanych dziataniu

zimnej plazmy.
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Recenzowang prace nalezy oceni¢ bardzo wysoko, jednakze jej lektura nasuwa pewne
pytania, ktére powinny stanowi¢ podstawe do dyskusji w trakcie dalszych etapéw obrony
rozprawy doktorskiej:

- pierwsze pytanie dotyczy danych zawartych w Tabeli 1 (publikacja P2). Dlaczego
badania zwigzane z wyborem metody wytwarzania zimnej plazmy w obecnosci powietrza oraz
azotu ograniczono jedynie do testow trwajacych 2,5 minuty? Wydtuzony czas akwizycji
wynoszacy 5 minut stosowano tylko w odniesieniu do uktadu gazéw: Hel/Tlen. Pytanie wydaje
sie szczegdlnie zasadne w kontekscie zapotrzebowania na hel wynoszacego przy tak
niewielkiej skali procesu az 96L/h i rosngcych w ostatnim czasie problemoéw z dostepnoscia
tego gazu na Swiecie oraz idacg w $lad za tym istotng podwyzka cen. Moina zaktadaé, ze
urzadzenia przemystowe bedg charakteryzowaty sie znacznie wyzszym zapotrzebowaniem na
ten gaz.

- drugie pytanie dotyczy sposobu przygotowania materiatu do badan (publikacja P2).
W czesci metodycznej pracy pojawia sie informacja, ze cze$¢ materiatu uzyskanego po
zastosowaniu zimnej plazmy zostala zamrozona w temperaturze -80°C z dodatkiem
krioprotektanta. Badania tych prébek wykonano w innym terminie. Tutaj nasuwa sie pytanie
czy w ten sam sposob byty traktowane probki kontrolne, nie poddane dziataniu zimnej
plazmy? Czy wykonano badania majace na celu okreslenie przezywalnosci czystej kultury
bakterii po procesie mrozenia w podanych warunkach?

- trzecie pytanie zwigzane jest z uktadem modelowym stosowanym podczas badan
(publikacja P2). W pracy opisano uktad, w ktérym badane komérki zostaly zawieszone w
wodzie. Czy nie rozwazano wykonania dodatkowych testéw na prébkach win poddanych
mikrofiltracji i zawierajacych dodatek czystej kultury badanego szczepu? Mikrofiltracja
pozwolitaby usuna¢ natywng mikroflore wina, co prowadzitoby do stworzenia matrycy
zblizonej pod katem wtasciwosci takich jak zawartos¢ alkoholu czy polifenoli do rzeczywistego
uktadu. Wyniki tych badar powinny stanowi¢ swego rodzaju walidacje dla przyjetych metod
oraz uzyskanych danych w uktadach modelowych. W ostatniej pracy opisano co prawda wyniki
analizy mikrobiologicznych, ale one nie obejmujg analiz z zastosowaniem cytometrii

przeptywowej.
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Chciatbym réwniez zapyta¢ Doktorantke o faktyczne wykorzystanie zimnej plazmy w
przemysle spozywczym. Czy orientuje sie Pani, ile tego rodzaju instalacji pracuje w warunkach
rzeczywistych, jaka jest skala rozpowszechnienia tej metody w przemysle? Drugie pytanie
dotyczy szacunkowych kosztéw zastosowania tej metody. Czy s na ten temat dostepne dane
pokazujace zuzycie energii i materiatow w przeliczeniu, np. na jednostke masy lub objetosci

produktu?

4, Podsumowanie i wniosek korncowy

Recenzowana przeze mnie praca doktorska mgr inz. lwony NiediwiedZ pt.:
Wykorzystanie zimnej plazmy w konserwacji win czerwonych wykonana zostata z nalezyta
starannoscig oraz zachowaniem wiasciwej metodologii badan. Czytatem jg z przyjemnoscia
oraz uznaniem dla Doktorantki, ktéra wykazata sie wysoka wiedzg oraz umiejetnoscig dyskusji
uzyskanych wynikow.

Stwierdzam zatem, ze przestawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. lwony
Niedzwiedz pt.. Wykorzystanie zimnej plazmy w konserwacji win czerwonych spetnia
wymagania okreslone w art. 187 ust. 1-4 z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
(Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.). Na tej podstawie wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie
Autorki rozprawy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczednie majac na uwadze bardzo wysoka warto$¢ naukowa ocenianej pracy
wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia o jej wyrdznienie.
Rozprawa Pani mgr lwony NiediwiedZ doskonale taczy aspekty naukowe i praktyczne.
Proponowane wyrdznienie jest wyrazem mojego uznania dla Doktorantki za ilo$¢ pracy

wilozonej w powstanie recenzowanej rozprawy.

prof. UPH dr thajcie

profesor Uczelni

wnoziz.up.poznan.pl/pl



