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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Iwony Niedzwieds
zatytulowanej ,,Wykorzystanie zimnej plazmy w konserwacji win czerwonych?,
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Polak-Bereckiej, prof. Uczelni
w Katedrze Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka, Wydzialu Nauk
o Zywnofci i Biotechnologii, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny praca jest cyklem 4 publikacji. Jedna publikacja jest
opracowaniem przegladowym pozostate 3 publikacje sg pracami oryginalnymi. Prace
zostaly opublikowane w latach 2019-2022 w nastgpujgcych czasopismach: Polish Journal
of Microbiology, Scientific Reports, Food Chemistry i Molecules. Jedna publikacja (P1)
jest przegladem literatury natomiast pozostale 3 prace (P2, P3, P4) s3 pracami
oryginalnymi. Wszystkie czasopisma, w ktérych opublikowano prace sg przypisane wg
listy ministerialnej do dyscypliny technologia zywnoéci i zywienia. Wartosci
wspolczynnika oddziatywania Impact Factor dla wymienionych czasopism zawieraja sie
w przedziale od 0,897 do 9,231. Czasopismom wg listy Ministerstwa Edukacji i Nauki
przypisano wage punktowa odpowiednio: 40 (P1), 140 (P2), 200 (P3) i 140 (P4). Zatem,
mozna stwicrdzi¢, zc 3 z 4 publikacji przedstawionych jako dysertacja doktorska sa
publikacjami opublikowanymi w czasopismach wysoko punktowanych. Wszystkie
publikacje skladajace si¢ na dysertacje doktorska sa wieloautorskie. W pierwszej
publikacji (P1) jest 4 autoréw a deklarowany udzial Doktorantki to 80%. Druga
publikacja (P3) jest autorstwa a 8 autoréw a Doktorantka deklaruje swdj udziat na 60%.
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W publikacji trzeciej (P3) jest rowniez 8 autoréw przy deklaracji udziatu Doktorantki na
60%. W publikacji 4 (P4) jest 4 autoréw przy deklaracji wkladu Doktorantki
oszacowanej na 70%. Zatem, érednio udziat Doktotantki w w/w pracach wynosi 67,5%,
ponadto w 2 pracach Pani mgr inz. Iwona Niedzwieds wystepuje w roli autora
korespondencyjnego co $wiadezy o wiodgcej roli Doktorantki w prezentowanych
pracach.

Dodatkowo cykl publikacji zostat opatrzony opisem (dalej zwanym
komentarzem) zawierajacym: streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim;
wprowadzenie, materialy i metody badawcze, prezentacje wybranych wynikéw badan
wraz z dyskusja, wnioski i stwierdzania, literature, zestawienie dorobku naukowego
Doktorantki, oraz zalgczniki — kopie publikaciji stanowigcych dysertacje doktorsks.

Dobér i znaczenie tematyki

Zanieczyszczenia mikrobiologiczne zywnosci stanowig duzy problem, z kt6érym
borykajg si¢ producenci zywnosci ale réwniez i konsumenci, Drugim waznym aspektem
Jest problem mamowania Zywnosci, gdzie jednym z powod6w jest psucie sie. Znanych
Jest wiele metod konserwowania zywnodci. Ze wzgledu na koszty i latwosé stosowania
oraz dostepno$¢ najbardziej rozpowszechnionym sposobem utrwalania Zywnosci obok
obrébki termicznej jest utrwalanie Zywnosci poprzez stosowanie chemicznych
konserwantéw. Niemniej, ciagle rosnaca $wiadomo$é konsumenta i niski poziom
akceptacji tej metody sklania zaréwno producentéw jak i naukoweéw do poszukiwania
alternatywnych metod, ktére nie bedg ingerowaly znaczaco w sklad chemiczny,
wiadciwosci odzyweze i zdrowotne produktéw zywnosciowych. Zatem podjeta przez
Doktorantke tematyka dekontaminacji mikroorganizméw zanieczyszezajacych czerwone
wina zimng plazmg jest aktualna, ciekawa o duzym potencjale aplikacyjnym.

Ocena merytoryczna pracy

Kandydatka do stopnia doktora w swojej dysertacji wskazuje zimng plazme jako
proces, kt6ry moze dekontaminowaé mikroorganizmy zanieczyszezajace Zywnosé i wten
sposéb uzyska¢ efekt konserwujacy. Destrukcyjne dziatanie zimnej plazmy na
mikroorganizmy (bakterie, przetrwalniki, grzyby oraz wirusy) zostato udokumentowane
w dostepnej literaturze a proces ten znalaz} zastosowanie w wielu obszarach takich jak:
medycyna, rolnictwo i ochrona $rodowiska, co Kandydatka doktadnie opisuje w pracy
przegladowej (P1) dotyczacej dziatania, mechanizméw inaktywacji mikroorganizméw i



Zastosowan jak i czynnikéw majacych wplyw na efektywnosé procesu. Przygotowanie
pracy przegladowej na tym etapie rozwoju naukowego jest trudne niemniej tutaj
Wyzwanie zostato zakoriczone sukcesem i dato Doktorantce solidng podstawe teoretyczng
do planowania czesci eksperymentalnej.

Jako uklad (model) badawczy do badan Kandydatka wybrala wino czerwone,
Wina czerwone ze wzgledu na zawartosé zwigzkow o wysokiej aktywnosci biologicznej
— czyli polifenole a w szczeg6lnosci resweratrol (dla ktérego przeprowadzono wiele
badan potwierdzajacych jego korzyste dzialanie promujgce korzysci zdrowotne na
organizm czlowieka) sg wrazliwe na termiczny proces utrwalania, podczas ktorego
nastgpuje degradacja polifenoli. To z kolei wplywa nie tylko na zdrowotne walory win
czerwonych (oczywiscie spozywanych w ilodciach umiarkowanych) ale réwniez na
walory sensoryczne i organoleptyczne co bgdzie mialo odzwierciedlenie w barwie, smaku
czy zapachu. Obecnie winna konserwuje si¢ dwutlenkiem siarki (802), ki6ry dodawany
jest zazwyczaj w postaci pirosiarczynu potasu (K28:05). Zwiazki te oprécz aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej réwniez zapobiegaja nieenzymatycznemu utlenianiu win.
Niestety nie sa one obojetne jesli chodzi o cechy sensoryczne win (pogarszajg je) oraz
zdrowie konsument6w.,

Przystepujac do czesci eksperymentalnej Doktorantka postawila hipoteze
badawcza: ,Zimna plazma moze by¢ wykorzystywana jako alternatywna metoda
konserwacji czerwonego wina”, ktérg rozwingla o 3 hipotezy szczegiotowe:

1. ..Zimna plazma dziala antybakteryjnie wzgledem Lentilactobacillus hilgardii oraz
moze wplywa¢ na morfologie i fizjologie komérek indukujge u nich stan VBNC.

2. Zimna plazma moze wplywaé w sposéb jakosciowy i ilosciowy na zawartosé
zwigzkéw bioaktywnych w czerwonym winie oraz na jego wladciwosci
fizykochemiczne.

3. Efektem zastosowania zimnej plazmy jako metody konserwacji CZErwonego wina
moze by¢ poprawa jakosci produktu w poréwnaniu z zastosowaniem metody
tradycyjnej wykorzystujacej pirosiarczyn potasu”,

W celu weryfikacji hipotez Doktoranta wytyczyla 5 celi jednostkowych. Jako material
biologiczny do badan modelowych zostat wybrany szczep Lentilactobacillus hilgardii
(L. hilgardii; NRRL B-1843, Agricultural Research Service Culture Collection, USA).
Szezep ten zostal wyizolowany z wina i cechuje si¢ wysoka odpornoscig na niekorzystne
warunki Srodowiska oraz opornoscia na obecnosé alkoholu w stezeniu do 20%. Z kolei
matryca Zywnosciows podawanej dziataniu zimnej plazmy bylo wino czerwone



wytworzone w winnicy ,,Dom Bliskowice” (woj. lubelskie) z winogron odmiany Regent
i Rondo (1:1), zebranych w pazdzierniku 2019 roku. Uzyskane wino podzielono na 3
czgsci a kazdg z nich poddano innej metodzie konserwacji: a) metoda tradycyjna poprzez
dodatek 30 mg/L lub 100 mg/L pirosiarczynu potasu: b) metodg tgczong — zimna plazma
i dodatek 30 mg/L pirosiarczynu potasu; ¢) zimng plazma. Préby po procesie
konserwowania przechowywano przez 3 miesigce w temperaturze 15°C bez dostepu
swiatla,

Wplyw zimnej plazmy na zmiany fizjologiczne i morfologiczne bakterii
Lentilactobacillus hilgardii opisano w publikacji ,Morphological and physiological
changes in Lentilactobacillus hilgardii cells after cold plasma treatment” opublikowanej
W czasopismie Scientific Reports (publikacja P2). Do badar wybrano 1 z 4 testowanych
systemOw generacyjnych zimnej plazmy a mianowicie wykorzystujacy generator
wyladowan dielektrycznych (DBD - dielectric barrier discharge) oraz gaz roboczy bedacy
mieszaning helu i tlenu, w czasie trwania procesu 5, 101 15 minut.

Analizujac diagramy uzyskane w wyniku oceny stanu fizjologicznego bakterii
Lentilactobacillus hilgardii po procesie traktowania zimng plazma stwierdzono, ze
efektywny byt proces trwajacy 15 minut gdzie 98,8% klasyfikowalo sie we frakeji Q1
przypisanej do komorek martwych. Stosujac 5 minutowy czas ,,plazmowania” w zasadzie
nie uzyskuje si¢ znaczacego obnizenia ilosci komérek w stosunku do proby kontrolnej.
Zardbwno liczebno$é jak i stan fizjologiczny s poréwnywalne w wymienionych
probkach. Istotne dla wyjasnienia mechanizméw dzialania zimnej plazmy na bakterie
Lentilactobacillus hilgardii sa wyniki uzyskane podczas dzialania zimng plazma na
zawiesing bakterii prze 10 minut. A mianowicie stwierdzono, ze okolo 77% populacji
bakterii osiggneto tzw. stan $redniej aktywnosci, ktéry moze by¢ réwniez stanem
definiowanym jako VBNC. Tym bardziej, ze podczas analizy wzrostu populacji
badanych bakierii ich w tej prébie odnotowano przyrost bakterii w okolo 80 godzinie
hodowli. Doktorantka przeprowadzajac dodatkowe analizy tzw. resuscytacji na
odpowiednio przygotowanym podiozu mikrobiologicznym zweryfikowata pozytywnie
hipoteze, ze komérki bakterii Lentilactobacillus hilgardii w wyniku dziatania na nie
zimng plazmg przechodzq w stan VBNC, co mozna zakwalifikowaé do strategii
obronnych tych bakterii w niekorzystnych warunkach srodowiskowych, Dodatkowo
Doktorantka wykonata obrazowanie powierzchni i komérek Lentilactobacillus hilgardii
poddanych procesowi ,plazmowania” wykorzystujagc do tego celu skaningowg
mikroskopig elektronows oraz mikroskopig sit atomowych. Analiza ta pozwolila okreslié



rozbieznosci w topografii i whasciwosciach powierzchniowych komérek (PT_10) w
trzech réznych stanach fizjologicznych (aktywny, érednio aktywny, martwy) w
poréwnaniu do komérek kontrolnych, Zmiany jakie zaszly we frakcji Q2 (komérki
srednio aktywne) to: wielko$é komérek ulegla zmniejszeniu, a profil drednicy przekroju
wzrost dwukrotnie co $wiadezy o zmianie ksztattu komérek z typowego wydtuzonego
dla Lentilactobacillus hilgardii na kulisty. Zaobserwowane zjawisko Doktorantka
przyporzagdkowuje do strategii badanych bakterii przetrwania w niekorzystnych
warunkach srodowiskowych, Ostatnim przedstawionym w publikacji P2 zagadnieniem
byla analiza chemicznych modyfikacji zewnetrznej struktury komérek Lentilactobacillus
hilgardii poddanych dziataniu zimnej plazmy (PT_10) przeprowadzona przy uzyciu
techniki FT-IR. Analiza wykazala obnizenic intensywnos$ci widma przy dhugosci fali
2920 em’. zwiazany z grupg kwaséw tluszczowych CH3 i CHa, zaobserwowano
intensywne pasma pochodzgce od jonu karboksylanowego, a takze wzrost intensywnosci
pasma 1720 em™ wskazujacego na tworzenie sig nowych grup karbonylowych, takich jak
aldehydy ketony lub kwasy. Zmiany te Doktorantka shusznie powigzala ze zmianami
dotyczacymi struktur w blonach cytoplazmatycznych i $ciany komoérkowe;.
Podsumowujac ten etap badan Doktorantka pozytywnie zweryfikowala pierwsza z
postawionych wezesniej tez.

W publikacjach: P3 - “The impact of cold plasma on the phenolic composition and
biogenic amine content of red wine”, (Food Chemistry) i P4 — “Comparison of the effect
of cold plasma with conventional preservation methods on red wine quality using
chemometrics analysis” (Molecules) Doktorantka prezentuje wyniki badan dotyczace
wplywy zimnej palzmy na jakoéé wina czerwonego z uwzglednieniem czasu
przechowywania takiego produktu. W realizacji tej czgdci badan Kandydatka wybrata
dwa systemy plazmowania rézniace sie zastosowanym gazem roboczym — mieszanina
He/O2 lub He/N: a czas trwania procesu wynosit 2, 5,1 10 minut,

Oceniono réznice jakosciowe i ilodciowe w profilu zwigzkéw fenolowych
w badanych prébach wina, ktére poddano roznym procesom (wariantom) konserwacji
oraz. frzymiesigcznemu przechowywaniu. Naj liczniejsza grupe w puli zwigzkéw
bioaktywnych w winach czerwonych stanowig antocyjany, ktére nadajg barwe i sa
odpowiedzialne za jej stabilnos¢. Niestety antocyjany sg zwigzkami nietrwalymi, ktére w
srodowisku wodnym ulegaja odwracalnym przemianom wywolujac tym samym zmiane
barwy. Jest to proces zalezny od wartodci pH srodowiska. Doktoranta wykazala, ze
metoda tradycyjna konserwacji win czerwonych wywiera minimalny wplyw na obnizenie



zawartosci antocyjanéw. Natomiast ocena zawartosci antocyjanow w probkach
nieprzechowywanych wskazuje, iz proces plazmowania trwajacy przez 10 minut
(He/Os) spowodowat najwyzsza redukcje calkowitego stezenia antocyjanéw w stosunku
do kontroli (580,36 mg/L). Natomiast stosujgc do konserwacji zimng plazme
(generowang z wykorzystaniem mieszaniny gazow hel/azot) Doktorantka odnotowala
WZrost stgzenia antocyjanéw wraz ze wzrostem czasu trwania procesu. Sumaryczne
steZenie po czasie 2, 5 oraz 10 minut wynosito odpowiednio: 707,23; 747,74; 755,25
mg/L (préba kontrolna 731,78 mg/L). W pozostalych grupach zwigzkéw bioaktywnych
Doktorantka odnotowata nieznaczne wahania zardwno podwyzszajace jak i obniZajgce
stgzenia badanych zwigzkéw. Co ciekawe stgzenie cis-resweratrolu w prébach przed i po
przechowywaniu pozostala na niezmienionym poziomie. Niewielki przyrost steZenia
odnotowano w probkach poddanych dzialaniu zimnej plazmy (10 min,, He/Os),
a nastgpnie przechowywanych przez 3 miesigce. Odwrotng zalezno$é zaobserwowano
dla trans-resweratrolu.

Odrebng grupa zwigzk6w (w tym przypadku niepozadana), sa aminy biogenne, ktére
powstajg gléwnie na drodze dekarboksylacji aminokwaséw bedacej wynikiem
dzialalnosci mikroorganizméw gléwnie nalezacych do bakterii kwasu mlekowego.
Oczywiscie ich stezenie bedzie uzaleznione od prekursoréw obecnych w $rodowisku
czyli aminokwaséw, pH srodowiska, stezenia alkoholu oraz dwutlenku siarki.
Doktorantka stwierdzita, iz dominujaca aming biogenna w badanym winie czerwonym
Jest histamina. Badajac wplyw sposobu konserwacji prob wina CZerwonego na zawartosé
pozostalych amin biogennych we wszystkich przypadkach metoda laczona powodowata
najwyzsza redukcje stezenia tych zwigzkéw. Co wiecej, uzyskany efekt utrzymywat sie
po 3-miesiecznym okresie przechowywania. Uzyskane wyniki wskazujg, ze na
skutecznos¢ zimnej plazmy w redukeji amin biogennych w badanym winie czerwonym
wplywa czas trwania procesu oraz rodzaj zastosowanego gazu roboczego. Co sugeruje,
ze proces plazomwania moze byé stosowny nie tylko w celu dekontaminacji
mikroorganizméw ale réwniez w celu poprawy skiadu odzywczego zywnodci poprzez
eliminacje amin biogennych z tego §rodowiska.

W czwartej publikacji cyklu pt.: “Comparison of the effect of cold plasma with
conventional preservation methods on red wine quality using chemometrics analysis”
(Molecules) Doktorantka prezentuje analizg chemometryczng zmian, ktéorym podlega
czerwone wino podczas réznych wariantéw plazmowania, procesu mieszanego i

konserwacji konwencjonalnej. Analiza ma wykazaé czy zmiany zachodzgce podczas



proceséw konserwacji moga wplywa¢ na oceng jakosci wina przez konsumentow.,
Oceniono parametr AE*, ktéry wskazuje, czy réznice w barwie pomigdzy probka
kontrolng a badang moga by¢ dostrzezone przez ludzkie oko (AE* = 3). Doktorantka
stwierdzita, ze zmiana barwy po zastosowaniu wiekszosei zabiegdw byla niezauwazalna
(AE* =3.0) lub prawie niezauwazalna (AE* <6,0) dla ludzkiego oka, z wyjatkiem metody
taczonej (2 min., He/O2) i konwencjonalnej (100 mg/L K28:05): AE* odpowiednio 11,81
1 10,98, W dalszej czgsci przedstawiono analize chemometryczng, ktora opisywala
zaleznosci migdzy zastosowang metoda konserwacji i poszezegoinymi parametrami
swiadezgcymi o jakogei wina czerwonego, W hierarchicznej analizie skupien otrzymano
trzy glowne skupienia, a mianowicie klaster — w ktorym zgrupowano czynniki
odpowiadajace za kwasowos¢ , aktywnosé antyoksydacyjna i sklad polifenoli; klaster
grupujacy skladowe barwy, klaster - pokazujacy powiazanie obecnosci amin biogennych
z czynnikiem mikrobiologicznym.

W prezentowanej analizie mikrobiologicznej  oceniajacej efektywnosé
dekontaminacji mikroflory endogennej badanego wina czerwonego Doktorantka
przedstawila wplyw badanych metod wyjalawiania drodowiska. W mojej ocenie
oznaczono niefortunnie tylko ogdlng liczbe bakterii metoda hodowlana wg. Kocha. Do
tego celu uzyto podloza Nutrient agar, na ktérym oczywiscie urosng bakterie nie
wymagajace szczegolnie bogatych podi6z. Niestety paleczki bakterii mlekowych na tym
podtozu nie urosna, lub urosng w ilosci mocno ograniczonej. Ponadto, w prébie gdzie po
bezposrednio procesie plazmowania kombinowanego (He/O2) nie obserwowano wzrostu
mikroorganizméw, po 3 miesiecznym przechowywanin zaobserwowano namnozenie
bakterii do poziomu okolo 2,5 jednostek logarytmicznych/mL. W zasadzie po tak
przeprowadzonym eksperymencie nie wiemy czy nastapila resuscytacja bakterii, ktére po
plazmowaniu weszly stan VBNC czy moze wzrost bakterii pochodzil z aktywacji
przetrwalnikow bakterii? Prositabym o komentarz do tej czesci eksperymentu podezas
publicznej obrony. Ponadto, w prezentowanych badaniach, w publikacjach Doktorantka
przedstawia dzialanie plazmy na bakterie Lentilactobacillus hilgardii w ukladzie
modelowym. Natomiast zabraklo badan in situ dla tych bakterii w $rodowisku wina
czerwonego. (Oczywiscie zdaje sobie sprawe z ograniczen przede wszystkim czasowych
w realizacji projektu doktorskiego). W tym kontekscie cheiatbym zapytac jaki moze by¢
efekt dekontaminacji zimng plazma bakterii Lentilactobacillus hilgardii lub innych

bakterii kwasu mlekowego w $rodowisku wina czerwonego? Czy moze zwigzki



biologicznie aktywne np. polifenole mogtyby dzialaé na bakterie W 5pos6b ochronny?
Jesli tak to jakie moglyby wystepowac mechanizmy takiej ochrony?

Prosze zwréci¢ uwage na prezentacjg wynikéw na wykresie 1 (Figure 1) w publikacji
P4, str. 10. Przedstawiono tutaj dwa diagramy liczebnosei mikroorganizméw
w jednostkach logarytmicznych/L. Na wykresie oznaczonym litera A, prezentujacym
liczg bakterii bezposrednio po procesie plazmowania na osi rzgdnych maksimum skali to
wartos¢ 3; wykres B pokazujacy liczbg bakterii po 3 miesigcznym przechowywaniu na
0si rzgdnych maksimum skali to wartogé 8. Takie przedstawienie wynikéw moze by¢
mylace podezas poréwnywania danych.

Podsumowujge przeprowadzone przez Doktorantke badania sg bardzo szerokie,
Pomimo, wielu watkéw badan zostaly one zaplanowane i przeprowadzone
konsekwentnie. Zastosowane przez Kandydatke techniki: mikrobiologiczne, chemiczne,
analiza obrazowania, analiza chemometryczna sq bardzo rézmorodne wymagaja wiedzy z
zakresu mikrobiologii, chemii i fizyki i statystyki co pokazuje jakim warsztatem badacza
postuguje si¢ Pani mgr inZ. Iwona Niedzwieds.

Whiosek koricowy
Przedstawiony cykl 4 publikaciji opatrzony wspélnym tytulem  Wykorzystanie
zimnej plazmy w konserwacji win czerwonych” spelnia wymagania okreslone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018,
poz. 1668). Zalozone cele badawcze zostaly zrealizowane, a postawione hipotezy
pozytywnie zweryfikowane. Przedstawione w pracy wyniki wpisujg sie nurt zagadnien
badawczych prowadzonych w dyscyplinie technologia zywnosci i Zywienia.
W oparciu o powyzsze przeslanki wnioskuje do Rady Dyseypliny Technologia
Zywnodci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o przyjecie rozprawy
doktorskiej Pani mgr inZ Iwony NiedZwieds i dopuszczenie Jej do dalszych etapg

postepowania. M, 1 W




