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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Plucinskiej-Krawczyk
pt. ,Aktywno$¢ antyoksydacyjna i przeciwdrobnoustrojowa owocow Lycium barbarum 1.

Promotor: prof. dr hab. inz. Alina Kunicka-Styczynska

1. Podstawowe dane o Kandydatce

Pani mgr inz. Aleksandra Plucinska-Krawezyk ukonczyla studia magisterskie na Wydziale
Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci Politechniki Lodzkiej i uzyskala tytul zawodowy magistra
na kierunku biotechnologii w specjalnosci technologia fermentacji i mikrobiologia techniczna
w obszarze ksztalcenia nauk technicznych w dniu 12 wrzesnia 2018r. Nastepnie Kandydatka
podjeta i ukoficzyta studia doktoranckie na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki F.6dzkiej. Prace doktorska wykonata w Katedrze Cukrownictwa i Zarzadzania
Bezpieczenstwem Zywnosci pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Aliny Kunickiej-Styczynskiej. W
2016r. mgr inz. Aleksandra Plucinska-Krawezyk odbyta 3-miesigczny naukowy staz w Iason
Gmbh w Graz w Austrii pt. ,,Science for business — implementation od high quality internships
for students of the Faculty of Biotechnology Food Sciences of Lodz University of Technology”,
wspolfinansowany ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Spolecznego oraz w 2018r. kolejny
3-miesieczny staz naukowy w ramach projektu ,,Gospodarka dla nauki — wysokiej jakosci staze
dla studentéw Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki Lddzkiej w polskiej
firmie produkcyjno handlowej Kilargo. Czterokrotnie (2020r.,2021r.,2022r.) otrzymata nagrode
wspierajaca doskonalos¢ naukows pracownikow, doktorantéw i studentéow PE w ramach
programu ,,Inicjatywa doskonalosci — uczelnia badawcza”. Kandydatka jest wspolautorem
7 publikacji naukowych, w tym 6 ze wskaznikiem Impact Factor (IF 35,341 i 868 pkt MNiSW).
W latach 2017-2019 Kandydatka uczestniczyta w konferencjach naukowych, w wigkszosci
w sesjach Mlodych Mikrobiologéw Srodowiska Eodzkiego oraz sesjach Magistrantow

i Doktorantéw Eodzkiego Srodowiska Lodzkiego, na ktorych 12 razy prezentowala wyniki
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badan naukowych w formie posterow, a 10 razy byla pierwsza autorky. Zataczona dokumentacja
nie zawiera informacji, czy Kandydatka ubiegala si¢ wezesniej o nadanie stopnia doktora oraz

o przebiegu pracy zawodowej.
2. Informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej

Pani mgr inz. Aleksandra Plucinska-Krawczyk wykonala i przedstawila do oceny rozprawe
doktorska pt. ,,Aktywnos¢ antyoksydacyjna i przeciwdrobnoustrojowa owocow Lycium barbarum
L..” Praca doktorska ma 198 stron, zadrukowanych jednostronnie. Pracg rozpoczeto od streszczenia
i dodania stéw kluczowych w jezyku polskim i angielskim. f.acznie w pracy zawarto 8 rozdzialow.,
Wstep teoretyczny zostal opracowany na 19 stronach, Geneza pracy i hipotezy badawcze
przedstawiono na 1 stronie. Opis Materialow i metod zajal 27 stron. Duzg cze$é pracy zajmuje
rozdziat "Wyniki" liczacy 51 stron oraz rozdzial ,,Dyskusja” liczgcy 19 stron. Wnioski opracowano
na 3 stronach. Bibliografia zajeta 20 stron. Rozdziat 8 zatytutowany ,,Zatgczniki” zawiera tabele ze
szczegotowymi wynikami i1 zajmuje 37 stron. Wyniki badan przedstawione w pracy zilustrowano
na 40 rysunkach oraz zawarto w 3 tabelach w rozdziale 4. ,,Wyniki” oraz w 38 tabelach w rozdziale
8. ,,Zalgczniki”. Praca jest kompletna, a uklad pracy jest poprawny. Proporcja rozdzialow jest

prawidlowa. Stwierdzam, ze praca spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim.

Aktualny stan wiedzy w zakresie tematyki badawczej rozprawy przedstawiono we Wstgpie
teoretycznym. Lacznie w dysertacji wykorzystano 188 pozycji literaturowych, w tym okoto 77%
pochodzito z ostatnich 10 lat, a okoto 35% z ostatnich 5 lat. Praktycznie cata bibliografia jest
opublikowana w jezyku angielskim. Tak duzy odsetek biezacej literatury dowodzi, ze podjeta przez
Doktorantke tematyka badawcza jest aktualna. Doktorantka opisata rosling Lycium barbarum L.,
wymagania glebowe i klimatyczne dla uprawy krzewow oraz regiony geograficzne tradycyjnych
upraw kolcowoju, ktére znajdujg sie w pdlnocno-zachodnich Chinach, a takze przedstawila role
jagod goji w chinskiej medycynie. Nastgpnie zwrocita uwage na wzrost popytu na jagody goji
na $wiecie, co przeklada si¢ na staly wzrost ich upraw. Ze wzgledu na rosngcg chemizacje upraw
w krajach azjatyckich, uprawy te rozwijaja si¢ w innych czgsciach $wiata, w tym w Europie
i rowniez w Polsce.

e W mojej opinii, w tym miejscu brakuje omowienia panstw, bedacych duzymi producentami

jagod goji (poza Chinami). Z informacji podanych w dalszej czesci tego rozdzialu mozna
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wywnioskowaé, o ktére panstwa europejskie chodzi, ale mozliwe, ze informacje te sa
niekompletne.

Nastepnie Doktorantka wymienita najczgsciej produkowane produkty na bazie jagod goji oraz
szczegdtowo omowita ich sktad chemiczny, uwzgledniajacy makro- i mikroelementy, fitosterole,
weglowodany, polifenole, karotenoidy i witaminy. Rozdziat konczy si¢ krotkim przedstawieniem
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wodnych ekstraktow z jagod goji. Na podstawie tresci
zawartych w tym rozdziale, bardzo pozytywnie oceniam poziom zaawansowania wiedzy
teoretycznej mgr inz. Aleksandry Plucinskiej-Krawczyk z zakresu technologii zywnosci i zywienia
w analizowanym obszarze. Moim zdaniem S$wiadczy to o bardzo dobrym przygotowaniu

Doktorantki do podjecia wybranej tematyki badawcze;j.

W kolejnym rozdziale pt. ,,Geneza pracy i hipotezy badawcze” Doktorantka krotko
przedstawila uzasadnienie podjecia tematyki badawczej oraz sformulowala cztery hipotezy
badawcze. Doktorantka stusznie zauwaza luke badawcza, zwigzang z niewielkg liczbg
opublikowanych badan aktywnosci biologicznych ekstraktéw innych niz wodne i brakiem oceny
mikrobiologicznej oraz aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej gotowych produktow z jagdd goji.
Pierwsza hipoteza badawcza zaklada, ze aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktow z jagdd goji jest
znaczna, niezaleznie od warunkow ekstrakcji. Kolejne trzy hipotezy zakladajg, Zze suszone
tradycyjnie i liofilizowane jagody goji sa produktem spozywczym bezpiecznym mikrobiologicznie
i nie zawieraja bakterii Bacillus cereus; ekstrakty z jagdéd goji wykazujg aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowg w warunkach in vitro; oraz dodatek jagdd goji do koktajlu mlecznego
zwigksza jego stabilno$¢ mikrobiologiczna w warunkach opdznionego chlodzenia. Postawione
hipotezy sa przedstawione w sposob jasny i precyzyjny. W rozdziale nie przedstawiono celu pracy,
ktory mozna utozsamié z tytulem rozprawy, cho¢ byloby lepiej, gdyby zostal on okreslony w sposob

precyzyjny i jednoznaczny.

W rozdziale ,Materialy i metody” zaprezentowano szczegotowy zakres prac badawczych.
Doktorantka przedstawita material badawczy, na ktory sktadaly sie suszone i liofilizowane jagody
goji, pochodzgce z Chin z regionu NingXia, ktore sg najbardziej poszukiwane i cenione w$rod
konsumentéw oraz mleko o zawarto$ci 3,2% tluszczu. Materialem  biologicznym
wykorzystywanym w pracy bylo takze 6 szczepoéw mikroorganizmoéw referencyjnych. Opisano

szczegdlowo roéwniez pozywki mikrobiologiczne stosowane w czesci do$wiadczalnej pracy.
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Metodyka badawcza zakladata przygotowanie ekstraktow z suszonych i liofilizowanych jagdd goji
przy uzyciu 4 rozpuszczalnikow, z ktorych nastgpnie uzyskano liofilizaty. Nastepnie opisano
metody oznaczania zawartosci polifenoli ogodlem, catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (za
pomoca dwdch metod), ogélnej liczby drobnoustrojéw zanieczyszczajacych jagody goji, badania
cech hodowlanych, morfologicznych i biochemicznych bakterii, wykrywania B. cereus, badania
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow jagdéd goji oraz metode modelowania
prognostycznego. Do oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktéw wybrano metode
krazkowo-dyfuzyjng oraz przyjeto klasyfikacje wrazliwosci mikroorganizmow na ekstrakty na
podstawie badan Ponce i wsp. (2003). Modelowanie prognostyczne obejmowato identyfikacje
zwigzkow fenolowych w wodnym ekstrakcie z jagod goji metoda HPLC oraz wykorzystanie
platformy mikrobiologii prognostycznej do prognozowania wzrostu B. subtilis w ekstrakcie z jagod
goji 1 koktajlu mlecznym z tym dodatkiem. Ostatnim podrozdzialem jest analiza statystyczna
wynikéw. W mojej ocenie badania przeprowadzono w oparciu o bardzo szerokie spekirum
analizowanych parametréw, stosujac dobrze dobrane i nowoczesne metody, co gwarantowalo
uzyskanie wiarygodnych wynikéw. Na podkreslenie zasluguje bardzo duza starannos¢ Doktorantki
w opisie i przedstawieniu krzywych kalibracyjnych w oznaczeniu zawartosci polifenoli ogdlem oraz
catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej liofilizatow. Prosze o wyjasnienie:
e (Czy badane suszone i liofilizowane jagody goji pochodzily z jednej partii produktow, czy z
roznych ? W jaki sposob odbywatlo si¢ pobieranie probek do badan ?
e W jaki sposéb przygotowywano liofilizaty ekstraktow do badan aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej? Prosze uzasadni¢ uzycie metody krazkowo-dyfuzyjnej, a nie np.
oznaczenia Minimalnego Stezenia Hamujgcego (MIC) i Minimalnego Stezenia

Bakteriobojczego/Grzybobojczego (MBC/MFC) ekstraktow.

W rozdziale 4 ,,Wyniki” Doktorantka przedstawila wyniki badan skladajacych si¢ na niniejsza
rozprawe. W I etapie dokonano ekstrakeji suszonych i liofilizowanych jagdd goji przy uzyciu
roztworéw dioksanu, tetr-butanolu, etanolu oraz wody w réznych warunkach temperaturowo-
czasowych. Do oceny sposobu ekstrakeji i jakosci uzyskanych ekstraktéw wybrano oznaczenia
sumy polifenoli oraz aktywnos$¢ antyoksydacyjng ekstraktow. Na tej podstawie wykazano, ze
wszystkie uzyskane ekstrakty z jagod goji zawieraly zwigzki polifenolowe, przy czym temperatura,

czas 1 zastosowany rozpuszczalnik mialy znaczacy wplyw na ekstrakcje zwiazkow bioaktywnych
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z jagdd goji. Wykazano, ze catkowita zawarto$¢ polifenoli oraz aktywnos¢ antyoksydacyjna
wzrastalty wraz 2z czasem ekstrakcji 1 wzrostem temperatury. Najwyzsza aktywno$é
przeciwutleniajacg wykazywaly wszystkie ekstrakty po 48 h ekstrakcji w temperaturze 55°C. Na
podstawie analizy korelacji potwierdzono korzystny wplyw zawartosci zwigzkéw polifenolowych
na poprawe aktywnos$ci przeciwutleniajacej otrzymanych ekstraktow.
W II etapie pracy najpierw oceniono bezpieczenstwo mikrobiologiczne suszonych i liofilizowanych
jagod goji, a nastepnie aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg ekstraktdéw i liofilizatow ekstraktow.
Stwierdzono brak obecnosci B. cereus, drozdzy i plesni, a ogolne zanieczyszczenie
mikrobiologiczne jagod goji bylo na poziomie 3 i 5 jednostek logarytmicznych, co $wiadczy o
zadawalajacej jako$ci mikrobiologicznej. Do badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wybrano
ekstrakty po 0,5 h ekstrakcji w temperaturze 25°C. Wykazano zroéznicowana aktywnosé
przeciwdrobnoustrojows ekstraktow. Silniejsze dzialanie przeciwbakteryjne mialy ekstrakty
dioksanowe, a stabsze wodne. W trakcie obrony poproszg Doktorantke o dyskusje:

e Jaka moze by¢ przyczyna silniejszego dzialania przeciwbakteryjnego ekstraktoéw

dioksanowych od pozostatych ?

e Jakie sg przyczyny braku aktywnosci przeciwplesniowej wszystkich ekstraktow ?

W III etapie pracy mgr inz. Aleksandra Plucinska-Krawczyk podjeta si¢ identyfikacji zwigzkow
fenolowych w wodnym ekstrakcie z jagdd goji. W ekstrakcie wykryto 23 zwigzki z grupy flawan-
3-oli, flawanoli oraz kwasdow hydroksycynamonowych i kwasow hydroksybenzoesowych.
Przebadany profil fenolowy w ekstrakcie potwierdzil obecnos¢ m.in. katechiny, procyjanidyny B2,
rutyny, kwasu 3-hydroksybenzoesowego, kwasu p-kumarowego i kwasu galusowego, ktére maja
udokumentowane dziatanie przeciwutleniajgce i przeciwdrobnoustrojowe. Ciekawym aspektem
tych badan byto opracowanie modeli wzrostu bakterii Bacillus subtilis w wodnym ekstrakcie z jagod
goji oraz koktajlu mlecznym, zawierajacym suszone jagody goji, w dwoch wariantach
przechowywania. Modele opracowano przy uzyciu platformy mikrobiologii predykeyjne;
ComBase. Potwierdzono zgodno$¢ modeli wzrostu bakterii w przygotowanych matrycach podczas
przechowywania w warunkach symulujgcych opodznione chlodzenie. Obserwowany mniejszy
wzrost bakterii w stosunku do przewidywanego w modelu, Doktorantka trafnie thumaczy dziataniem
zwigzkow fenolowych i innych zwigzkdéw o aktywnosci przeciwbakteryjnej, obecnych w jagodach
goji. Podsumowujgc, podkresla sig skutecznos¢ jagdd goji w stabilizacji mikrobiologicznej uzytego
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w pracy produktu i mozliwosci dalszych badan w innych matrycach zywnos$ciowych. Modele
zostalty zweryfikowane jako ,nadprzewidujgce, niezawodne” i mogg by¢ stosowane
do monitorowania stabilnosci mikrobiologicznej zywnosci nisko przetworzonej z dodatkiem jagdd
goji lub wodnego ekstraktu z jagdd.
e W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie: Czy mozna przewidziec, jaka minimalna ilo$¢ jagdd goji
lub ich wodnego ekstraktu begdzie skuteczna w ochronie zywnosci niskoprzetworzonej ?
Wszystkie wyniki uzyskane w badaniach zostaly wnikliwie przedyskutowane z innymi wynikami
opublikowanych badan w rozdziale 5. ,,Dyskusja wynikow”. Moim zdaniem ta cze$¢ rozprawy
prezentuje wysoki poziom merytoryczny.
Prace koficzy rozdziat zawierajacy wnioski. W mojej ocenie sg one sformutowane poprawnie, w
pelne uzasadnione i maja mocne podstawy w przedstawionych wynikach pracy.
e Doktorantka nie skomentowala, czy uzyskane wyniki pozwalajg na weryfikacje
postawionych hipotez. W trakcie obrony prosze wypelnic to podsumowanie.
Jako recenzent zwracam uwage na pewne niedociggnigeia w rozprawie, w tym:
e str. 18: dwa razy uzyto sformulowania ,,poziomu najwyzszego TSS” zaréwno u owocoOw
zOMych, jak i czarnych goji,
e str. 22: w rozprawie brak Tabeli 2-2,
e str. 23: niezreczno$¢ stylistyczna: ,, badania jagdd... wzbogacono o zawarto$¢ germanu...”,
e sir. 25: w tytule podrozdzialu 1.5.2. nie potrzebne jest stowo ,,weglowodany”, bo sg one
omowione w kolejnym podrozdziale 1.5.3. pt. Weglowodany,
e sir. 60: czy profil II zaktadat inkubacje w 23 °C, jak na rysunku 3-4, czy w temperaturze
22,5 °C, jak w tekscie,
e str. 60: zamiast liczby 8,5 x 107 jtk/ g, powinno by¢ 8,5 x 10° jtk/ g,
e str. 63-66 / na wykresach od 4-1 do 4-4: opis jednostki na osi OY powinien by¢ ,,wydajnosé
[%]” zamiast ,,waga ekstraktu [g]”,
e str. 68: dwa razy w zdaniu uzyto ,,po ekstrakcji”,
e str. 98 tekst i wykres 4-32: Na wykresie sg inne liczby drobnoustrojéw mezofilnych (1 log
jtk/g 12,2 log jtk/g) niz w tekscie (liczby 2,0 x 10° jtk/g i 1,0 x 10% jtk/g, czyli 5 i 3 log jtk/g),
e str. 129: blad w nazwie kwasu p-kumarowego.

Przedstawione uwagi nie umniejszajg wartosci naukowej pracy.
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W mojej opinii, w swojej rozprawie mgr inz. Aleksandra Plucinska-Krawczyk podjela
bardzo interesujgcych problem badawczy  dotyczacy  aktywno$ci  antyoksydacyjnej
i przeciwdrobnoustrojowej owocow Lycium barbarum L. (znanych jako jagody goji). Wyniki badan
zawarte w rozprawie potwierdzajg dzialanie przeciwutleniajgce i przeciwdrobnoustrojowe jagod
goji oraz wskazujg na duze potencjalne korzysci wynikajace ze stosowania suszonych jagod goji
lub wodnego ekstraktu w celu utrzymania jakosci zywnos$ci nisko przetworzonej. W mojej ocenie,
Doktorantka przedstawila oryginalne rozwigzanie problemu naukowego o duzym potencjale
aplikacyjnym.

Oceniana rozprawa doktorska wykazuje bardzo dobry poziom merytoryczny prowadzonych
badan, ich poprawno$¢ metodyczng i wysoki poziom merytorycznej dyskusji. W mojej opinii
rozprawa doktorska wnosi istotny wkiad poznawczy i aplikacyjny do nauki w dyscyplinie
technologia zywno$ci i zywienia oraz $wiadczy o umiejetnosciach mgr inz. Aleksandry Plucinskiej-
Krawczyk do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej od sformutowania problemu, hipotez
badawczych poprzez ich realizacje w odpowiednio dobranych eksperymentach az po syntetyczne

whnioski.

Podsumowanie

Recenzowana praca doktorska to niewatpliwie rozwigzanie problemu naukowego, a
uzyskane wyniki nalezy uzna¢ za oryginalne i wartosciowe, ktore w znaczacy sposob poszerzaja
wiedze na temat potencjalu przeciwutleniajacego i przeciwdrobnoustrojowego owocow Lycium
barbarum L. i projektowania nowych niskoprzetworzonych produktéw z zastosowaniem jagod goji.
Mgr inz. Aleksandra Plucinska-Krawczyk udowodnita, Zze posiada szeroka wiedza w poruszanej
tematyce i jest dobrze przygotowana do prowadzenia pracy naukowo-badawczej.
Rozprawa doktorska ,,Aktywnos$¢ antyoksydacyjna i przeciwdrobnoustrojowa owocow Lycium
barbarum L.” spetia warunki okreslone w art. 187 ust. 1 - 4 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2018 poz.1668 ze zm.). W zwigzku z powyzszym sktadam
do Rady dyscypliny technologia zywnosci i zywienia Politechniki £.ddzkiej wniosek o dopuszczenie

mgr inz. Aleksandry Plucinskiej-Krawczyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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