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wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Piotra Dziugana, prof. uczelni oraz opickuna
naukowego z firmy Kilargo Sp. z 0.0. mgr inz. Stefana Witonia na Wydziale Biotechnologii i

Nauk o Zywnosci Politechniki £.6dzkiej w ramach I edycji doktoratu wdrozeniowego

1. Podstawa opracowania recenzji

Podstawg formalng opracowania niniejszej recenzji jest Uchwata nr 68/2021 Rady do
Spraw Stopni Naukowych Politechniki £.6dzkiej, z dnia 6 lipca 2021 oraz pismo Pani Dziekan
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lédzkiej, dr hab. inz. Anny

Diowksz, prof. uczelni, z dnia 15 grudnia 2023.

2. Ocena wyboru tematu pracy i jej celu

Przedstawiona do oceny rozprawa dotyczy projektowania zywno$ci probiotycznej.
Waznym aspektem badan w tym kierunku jest dobor wiasciwych mikroorganizmoéow. Ponadto
niezwykle trudnym aspektem produkcji zywno$ci probiotycznej jest niekorzystny wplyw
procesu produkcyjnego, a nastgpnie etapu przechowywania produktu gotowego na aktywnosé
1 przezywalno$¢ zastosowanych mikroorganizmow. Fakt ten sktania wielu naukowcow i
producentow zywnosci do prowadzenia badan w zakresie doboru parametrow
technologicznych produkcji zywnosci probiotycznej zawierajgcej zywe kultury bakterii o
potwierdzonym 1 udokumentowanym korzystnym wplywie na organizm czlowieka.
Dodatkowo wprowadzenie produktéw prebiotycznych stanowigcych pozywke dla bakterii
daje szanse na stworzenie produktéw synbiotycznych. Dane literaturowe wskazujg na
ogromne zainteresowanie oraz potencjat w zakresie badan realizowanych w tym obszarze.

Wdrozenia rozwigzan wypracowanych w skali laboratoryjnej stanowi niestety newralgiczny i
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nie do konca rozwigzany problem badawczy, ktory jak si¢ okazuje jest dla wielu zaktadow
przemystowych najistotniejsza przeszkoda do zweryfikowania efektywnos$ci i zasadnoS$ci
implementowania opublikowanych rozwigzan technologicznych. W konteks$cie powyzszych
rozwazan ciekawym podejsciem do rozwigzywania problemow technologicznych jest
program ,,doktorat wdrozeniowy’’ w ramach ktorego zostata wykonana powyzsza praca. W
odniesieniu do wyzej opisanych zatozen i1 wytycznych Doktorant dokonat trafnego wyboru
tematu swojej dysertacji. Temat rozprawy doktorskiej stanowi kompleksowe podej$cie do
opracowania procesu produkcji lodéw funkcjonalnych wzbogaconych w bakterie
probiotyczne oraz prebiotyki.  Oprocz aspektoéw naukowych, wybor tematyki badawczej
realizowanej w ramach ocenianej rozprawy doktorskiej jest trafny i wartoSciowy pod
wzgledem aplikacyjnym. W $wietle powyzszych informacji, badania przeprowadzone przez

mgr inz. Wojciecha Motyla w ramach pracy doktorskiej uznaje za aktualne i uzasadnione.

3. Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest praca o charakterze eksperymentalnym.
Praca obejmuje 119 stron maszynopisu w tym 37 tabel, 30 rysunkow oraz 34 fotografic.
Struktura pracy jest typowa dla rozpraw naukowych i obejmuje nastgpujace czesci: spis tresci,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, czgs¢ teoretyczng, geneze i cel pracy, metodyke
prowadzonych badan, wyniki badan i ich dyskusje, wnioski oraz bibliografie. Prezentowana
rozprawa doktorska charakteryzuje si¢ poprawng struktura. Wykaz literatury obejmuje 200
pozycji. Sposrod literatury naukowej 87% (175) stanowiag pozycje anglojezyczne, 9% (18)
polskojezyczne. Zrédta literatury z ostatnich 5 lat stanowia 6% (12). W bibliografii Autor
wykorzystat rowniez raporty FAO/WHO, normy oraz 4 pozycje netografii. Dobor zrodet jest
obszerny, obejmuje najwazniejsze pozycje literatury, cho¢ ilo$¢ prac z ostatnich pigciu lat tj.
od 2018 roku powinna stanowi¢ wigkszy udzial. W spisie literatury niektore pozycje
wymagaja korekty edytorskiej, w tym m.in: pisownia nazw gatunkowych mikroorganizméw,
powinna by¢ zapisana kursywa. Sposob cytowania wymaga ujednolicenia, nazwy czasopism
sg pisane raz peina nazwg, innym razem skrotami, wykaz zrodet internetowych zasadniczo

powinien by¢ umieszczony osobno.

4. Ocena merytoryczna pracy

W czesci teoretycznej Doktorant dokonal przegladu literatury zwigzanej z tematykg
prezentowanych badan, scharakteryzowat pojecie zywnosci funkcjonalnej, szczegolnie skupit
swoja uwagg na zywnoSci probiotycznej. W kolejnej czeSci przedstawil proces
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technologiczny produkcji lodéw spozywczych, opisujagc poszczegdlne etapy procesu
niezbedne do wytworzenia produktu finalnego. Autor podkreslit i wyjasnit role
poszczegblnych sktadnikéw lodoéw spozywczych, opisat ich wptyw, na jako$¢ produktu i
przebieg procesu technologicznego.  Nastepnie Doktorant skupit swoja uwage na
przedstawieniu procesu produkcji lodow  probiotycznych oraz poruszyt problem
przezywalnosci bakterii probiotycznych. Przeglad literatury zajmuje 27 stron. Autor zebrat w
nim informacje, udokumentowane pozycjami literatury i wprowadzajace czytelnika w podjeta
w pracy tematyke badan. W tej czesci pracy znajduja si¢ skroty myslowe, ktére wymagaja
przemysSlenia czy przeredagowania, ich przyktady podano w uwagach og6lnych.

Kolejny rozdziat stanowi geneza i cel pracy. W czegsci tej Doktorant uzasadnienia
celowos¢ podjetych badan. Autor skupit si¢ na analizie rynku lodow spozywczych,
preferencjach konsumenckich, trendach rynkowych oraz potrzebie poszukiwania nowych
produktéw na bazie naturalnych sktadnikow, spetniajacych kryteria ,,czystej etykiety’ oraz
produktéow funkcjonalnych. Celem badan podjetych przez mgr inz. Wojciecha Motyla byto
opracowanie receptury loddéw naturalnych wzbogaconych w bakterie probiotyczne i
substancje prebiotyczne oraz opracowanie technologii ich wytwarzania. Aby zrealizowaé cel
pracy przeprowadzono badania produkcji lodow w skali pilotazowej, a nast¢gpnie w skali
pottechnicznej, w warunkach przemystowych.

Przebieg zaplanowanych eksperymentoéw opisano w rozdziale metodyka prowadzonych
badan. Autor przedstawil sposob opracowania receptur lodow naturalnych bez dodatkow
oznaczonych symbolami E, z uzyciem zoéttka jaja kurzego oraz wykorzystaniem dostepnych
w przedsigbiorstwie programoéw obliczeniowych. Sklad mieszanek lodowych zostat
opracowany w trzech podstawowych smakach: waniliowym, czekoladowym i
truskawkowym. W  czegéci  eksperymentalnej Autor przedstawil przebieg procesu
technologicznego przygotowania lodow bazowych oraz lodow z dodatkiem bakterii
probiotycznych i prebiotykow w formie graficznej. Przedstawione schematy sg czytelne i
uzupelione opisami przebiegu poszczegolnych procesow i operacji jednostkowych. Jako
material biologiczny do wzbogacenia lodow wykorzystano 6 szczepow bakterii fermentacji
mlekowej z rodzaju Lactobacillus oraz 4 preparaty handlowe szczepionek dedykowane do
produktow mlecznych. Do wzbogacenia lodéw w prebiotyki wykorzystano 9 réznych
preparatéw btonnika. Kluczowg czescia pracy byla ocena zastosowanego w pracy materialu
biologicznego obejmujaca: badania przezywalnosci bakterii probiotycznych w lodach po
procesie technologicznym czy po przechowywaniu, badania dotyczace wykorzystania przez

bakterie fermentacji mlekowej btonnika jako jedynego zrodla wegla w podtozu, badania
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obecnosci biatek zimnego szoku Csp w bakteriach probiotycznych  czy badania
przezywalnosci szczepow testowanych w warunkach pasazu jelitowego. W ocenie jakos$ci
materiatu badawczego Doktorant wykorzystat metody analityczne obejmujace m.in.: analizy
fizykochemiczne (m.in.; zawarto$§¢ thuszczu, suchej masy), analizy chromatograficzne
(analize profilu wegglowodanowego prebiotykdw) oraz analizy mikrobiologiczne lodow w
trakcie przechowywania obejmujace okreslenie zawartosci plesni, drozdzy oraz bakterii z
rodziny Enterobacteriaceae, Salmonella oraz Listeria monocytogenes. Badania
mikrobiologiczne przeprowadzono zgodnie z przyjetymi metodami badan i normami PN-ISO
oraz Rozporzadzeniami Komisji Europejskiej.  Kryterium oceny jakosci uzyskanych
produktow byta rowniez ocena sensoryczna. Analizy wykonano w produktach gotowych oraz
na poszczegdlnych etapach ich przechowywania. Doktorant prawidtowo dobrat metody
analityczne. Uzupetnienia wymaga informacja skad pochodzily szczepy bakterii fermentacji
mlekowej (tab. 4, str. 49) oraz jakie dzialanie prozdrowotne przypisuje si¢ zastosowanym w
pracy preparatom handlowym (tab.5). W metodyce brak informacji na temat przeprowadzenia
obserwacji mikroskopowych. Rozne receptury lodow bazowych (czekoladowych) podano w
metodyce 1 omowieniu wynikow (metodyka, tab. 3, str. 45 1 rozdziat 6.1 i) wymaga to
sprawdzenia i korekty.

Rezultaty przeprowadzonych analiz i badan Autor przedstawit w rozdziale
zatytutowanym ,,Wyniki badan i ich dyskusja’> w postaci 27 tabel, 20 rysunkéw i 32
fotografii prezentujac obszerny materiat badawczy. Dokumentacja stanowi uzupetnienie tresci
pracy doktorskiej. W efekcie realizacji pierwszego etapu badan na podstawie obliczen i prob
pilotazowych Doktorant ustalit sktad jakosciowy i ilosciowy lodow w trzech smakach.
Uzyskane produkty w skali pilotazowej (w kubkach o pojemnosci 500 ml) zostaty ocenione
na podstawie analizy wybranych parametréw fizykochemicznych, wartosci odzywczej lodow,
charakterystyki mikrobiologicznej oraz oceny organoleptycznej. Przeprowadzono badania
konsumenckie wytworzonych lodéw z lodami konkurencji.

Przedmiotem kolejnego etapu badan byta charakterystyka wybranych preparatéw bakterii
probiotycznych, monitorowanie ich przezywalnosci podczas przechowywania w temp. -20 °C
i -40°C w trakcie 72 dni przechowywania. Analiza wykazala, ze bakterie probiotyczne
zawarte w zakupionych preparatach handlowych okazaly si¢ odporne na warunki procesu
produkcji 1 przechowywania, dlatego zostaty one wybrane do dalszych etapow badan.

Lektura tych rozdziatow pracy nasuwa kilka uwag 1 pytan. W skali pilotazowej
napowietrzanie mieszanki lodowej wynosilo 70% (str. 58), podczas gdy w metodyce

podawane s3 tylko 2 wartosci napowietrzania 30 i 80%. W rozdziale 6.1.3 dotyczacym
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charakterystyki lodow truskawkowych, w tabeli 21 zaprezentowano wyniki dla lodoéw
waniliowych, w tytule tabeli sg lody czekoladowe (Tab. 21 str. 63). Na wykresach 10 - 18
Autor opisat 0§ X ,,czas inkubacji’’, a raczej jest to ,,czas przechowywania’’ (str. 68-71),
zgodnie z opisem tresci tego rozdziatu. Co bylo matryca do przechowywania
mikroorganizméw w drugim etapie pracy. Ponadto w calej pracy nalezatoby uporzadkowac
ujednolici¢ sposdb prezentowania i opisu jednostek liczebno$ci badanych bakterii.

W dalszej czesci pracy oceniono zdolno$¢ wybranych preparatéw bakterii probiotycznych
do wytwarzania biatek szoku zimnego Csp oraz przezywalnos$¢ bakterii poddanych adaptacji
niskotemperaturowej (10°C). Jako krioprotektanty zastosowano mase lodowg $mietankowg i
czekoladowa. Masy czasteczkowe biatek Csp i1 ich punkty izoelektryczne wyznaczono na
drodze analizy bionformatycznej z zastosowaniem bazy danych NCBIprotein. Analize
proteomu badanych bakterii wykonano metodq elektroforezy jednokierunkowej i
dwukierunkowej. Dokumentacja fotograficzna dla metody elektroforezy dwukierunkowej w
niektorych przypadkach jest nieczytelna, co utrudnia interpretacj¢ wynikdéw. Wptywaé na to
moze jak wskazal Autor metoda dezintegracji komorek, jak réwniez efektywno$¢ metody
ekstrakcji biatek. Stad pytanie czy efektywnos¢ przyjetej metody byta poddana weryfikacji.
W efekcie nie stwierdzono obecno$ci biatek szoku zimna dla badanych bakterii
probiotycznych. Autor na str. 83 tlumaczy ten wynik zbyt matg doktadno$cia przyjetej
metody badawczej, prosze zatem o rozwinigcie tej mysli podczas dyskusji. Odnoszac si¢ do
informacji zwartych w pracy (str.72) w jaki sposob Doktorant ocenit brak zmian wielko$ci
komoérek (fotografie 5-28) czy byla to ocena wizualna ?.

W kolejnej czesci pracy Autor przesledzil przezywalno$¢ probiotycznych bakterii w
lodach po uzyskaniu prob w skali pottechnicznej przez okres dwoéch lat przechowywania.

Tytutem podsumowania tego rozdziatu prositabym Doktoranta o wyciggnigcie wniosku,
ktéory poziom napowietrzania mieszanek lodowych miatl wigkszy wplyw na oceniany
parametr. Czy parametr ten byl brany pod uwage przy wyborze mieszanek lodowych do
kolejnego etapu badan dotyczacego zdolno$ci przezycia bakterii na nosniku lodowym w
warunkach pasazu jelitowego. Ktéry wariant zostal wybrany do tego etapu. Badania
dotyczace zdolno$ci przezycia bakterii na no$niku lodowym w warunkach pasazu jelitowego
przeprowadzono w obecno$ci lizozymu, pepsyny, soli zo6lci, pankreatyniny i niskiego pH.
Badane szczepy wykazywaly wysoka zdolno$¢ przezycia w warunkach panujacych w
symulowanym przewodzie pokarmowym, mieszanki lodowe charakteryzowaty si¢ dobra

jako$cig mikrobiologiczng oraz organoleptyczng w czasie przechowywania w warunkach



chtodniczych. Czy ocena organoleptyczna lodow zostata wykonana po 1,5 roku czy po 2
latach, wystepuja niezgodnosci pomiedzy opisem, a tabelg (str. 96 1 97, tab. 29).

Przedmiotem ostatniego etapu badan bylo zaprojektowanie lodow synbiotycznych z
wykorzystaniem 4 mikrobiologicznych preparatow handlowych wybranych w poprzednich
etapach pracy oraz prebiotykow. Kryterium wyboru prebiotykdéw stanowita ocena wzrostu
bakterii zawartych w preparatach handlowych na podlozu MRS zawierajacym badane
preparaty btonnikowe jako jedyne zrodto wegla.  Doktorant sposrod 9 testowanych
preparatow blonnikowych wybrat dwa (inulina z cykorii i btonnik owsiany) w obecnosci
ktérych obserwowal najwyzszy wzrost testowanych drobnoustrojéw po 72 godzinnej
hodowli. Lody synbiotyczne wytworzone z udzialem wyzej wymienionych preparatow
oceniono pod wzgledem stabilnosci i czystoSci mikrobiolocznej oraz poddano ocenie
sensorycznej po 6 miesigcach przechowywania w temp. -20C na podstawie uzyskanych
wynikow 1 potwierdzono ich dobrg jakos¢.

Do cze$ci tej mam kila uwag 1 pytan. W pkt. 6.3.4 (str.106) Doktorant opisujac wyniki
badan zamieszczonych w tabeli 37 przedstawia wyrdzniki oceny sensorycznej lodow
odnoszac si¢ do 2 letniego okresu ich przechowywania, podczas gdy w tabeli 37 znajduja si¢
opis wyrdznikéw sensorycznych lodow po 6 miesigcach przechowywania. Ponadto Autor
przedstawit wyniki dla lodow tylko w wariancie z 1 btonnikiem, bark wynikéw z drugim
btonnikiem. Jaki byl zatem czas przechowywania lodéw synbiotycznych czy analizy
sensoryczne wykonano dla wszystkich wariantéw lodéw. Na str. 104 w tab. 35 Autor stosuje
jednostke liczebnos$ci bakterii [jtk/mg] podczas gdy w pracy podaje w opisie liczebno$é
bakterii na gram produktu [jtk/g].

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz otrzymanych wynikow Autor
sformutowat 7 wnioskow. Swiadczg one o realizacji wyznaczonego celu badaf. Nicktore
wnioski wymagaja korekty edytorskiej i redakcyjnej (wniosek 1, 2), czy doprecyzowania,
przemyslenia (wniosek 3, 5).

W calej pracy w tym rowniez we wniosku 1 Autor uzywa okreslenia ,,Lody o prostych
sktadnikach’’ okreslenie to nie powinno by¢ stosowane, chodzi o lody przygotowane na bazie
naturalnych sktadnikéw jest to okreslenie wystarczajace i prawidtowe. We wniosku 2
sformulowanie ,,Lody wzbogacone o kultury bakterii probiotycznych wykazaly wysoka
przezywalnos¢ mikroorganizmoéw procesu technologicznego wytwarzania lodéw oraz ...’
wymaga przeredagowania np. ,, Zastosowane w badaniach kultury bakterii probiotycznych
wykazaty wysoka przezywalno$¢ podczas procesu technologicznego wytwarzania lodéw oraz

...”7. Prosze o przemyslenie wniosku 3, wyjasnienie i doprecyzowanie co Doktorant rozumie
Y
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pod pojeciem ,, wlasciwosci probiotyczne szczepow”. Wniosek 5 dotyczy wszystkich lodow
w tym réwniez synbiotycznych w odniesieniu do 2 letniego okresu przechowywania, podczas
gdy w pracy prezentowano wyniki po 6 miesigcach przechowywania dla lodow
synbiotycznych. Wymaga wyjasnienia .

Przedstawione w pracy opracowane technologie lodow zostaty, co podkre§la we
wnioskach Autor, wdrozone w firmie Kilargo sp.o.o. Nasuwa si¢ naturalne pytanie o wybor
wariantu do wdrozenia przemyslowego. Czy wszystkie warianty, ostatecznie byto ich
kilkanascie (4-8 probioteczne i 8 prebiotycznych) zostaty wdrozone do oferty handlowej, czy
ktory$ wariant/ szczep probiotyczny zastuguje zdaniem Doktoranta na wyrdznienie.

Czy badania konsumenckie przed wprowadzeniem lodow do sprzedazy dotyczyty tylko
lodow bazowych czy tez lodéw probiotycznych czy synbiotycznych. Jak wyglada rynek
konkurencji na dzien dzisiejszy.

Uwagi ogolne. Z obowigzku recenzenta nalezy wymieni¢ uchybienia zauwazone podczas
lektury niniejszej rozprawy, takie jak bledy jezykowe, skroty myslowe (np. ,,lody o prostych
sktadnikach’’, ,,pozytecznych zwiazkow’’ (str.7), ,,zywy mikrobiologiczny suplement diety’’
, »czekolada posiada szeroka game¢ konsumentow’’ (str. 11), ,,inulina jest prawnie uwazana za
blonnik’’ (str.12), ,,zywe dodatki drobnoustrojowe’” (str.13). ,, dodatek ttuczkéw roslinnych”
(str.18), ,,receptura waniliowa’’ (str. 64), ,,zastosowanie obcych substancji funkcjonalnych”’
(str. 65), itp.

Przedstawione w pracy uwagi nie obnizaja warto$ci merytorycznej rozprawy doktorskiej.
Opracowanie procesu technologicznego nowych produktow o korzystnych cechach
sensorycznych, zawierajacych zywe kultury bakterii probiotycznych po procesie
produkcyjnym oraz po dlugim okresie ich przechowywania, w bardzo niskiej temperaturze
stanowi autorskie osiggni¢cie naukowe i aplikacyjne Doktoranta, ktore oceniam pozytywnie.
Osiagnigcie to powinno roéwniez wptynaé na przewage konkurencyjnoséci Firmy Kilargo sp.z

0.0 na rynku.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pana mgr inz. Wojciecha Motyla pt.
,,Opracowanie 1 wdrozenie technologii produkcji lodow bez dodatkow ,,E” wzbogaconych w
prebiotyki i probiotyki’” wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Piotra Dziugana, prof.
uczelni oraz opiekuna naukowego z Kilargo Sp. z 0.0. mgr inz. Stefana Witonia na Wydziale
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki £édzkiej oraz w firmie Kilrgo Sp. z o.o.

zawiera nie tylko badania poznawcze, ale przede wszystkim rozwigzanie technologiczne
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badanego problemu. Temat rozprawy doktorskiej stanowi kompleksowe podejscie do
wypracowania procesu produkcji lodéw probiotycznych i synbiotycznych od skali
laboratoryjnej do przemystowej. Przedlozong do recenzji rozprawe doktorska oceniam
pozytywnie i stwierdzam, rozprawa ta spetnia wszystkie wymogi i kryteria zgodne z
USTAWA = dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tvtule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595) oraz ROZPORZADZENIEM
MINISTRA NAUKI I SZKOLNICTWA WYZSZEGO : dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie
szczegolowego trvbu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim
(Dz.U. z dnia 30 stycznia 2018 r. Poz. 261). Wyniki pracy majg duza warto$¢ aplikacyjng i
wnoszg oryginalny wktad w rozwdj dyscypliny technologia zywno$ci i zywienia. Na tej
podstawie wnioskuj¢ do Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej o przyjecie
rozprawy 1 dopuszczenie mgr inz. Wojciecha Motyla do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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