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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Natalii Burlaga

p-t. ,,Functional Colloidal Systems Containing Probiotic Bacteria”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Burlaga zostata napisana pod
kierunkiem prof. dr hab. inz. Ewy Kaczorek z Zakladu Chemii Organicznej i Bioorganicznej
w Instytucie Technologii i Inzynierii Chemicznej Wydzialu Technologii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej. Podstawa opracowania recenzji jest uchwata Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej z dnia 31 marca 2026 roku. Recenzje
przygotowatam w oparciu o obowigzujace przepisy wynikajace z Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku
Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2023 r., poz. 742 z p6zn. zm.) oraz dostarczony
egzemplarz rozprawy doktorskiej.

Wiele powszechnie stosowanych, zar6wno w zywnosci funkcjonalnej, w formie suplementow
diety, czy preparatow farmaceutycznych, szczepdw probiotycznych jest bardzo wrazliwych na
czynniki  §rodowiskowe, ktore moga prowadzi¢ do znacznego spadku liczby
1 aktywnosci komorek podczas przetwarzania, przechowywania i dystrybucji, w wyniku czego liczba
zywych mikroorganizméw obecnych w preparacie w momencie spozycia moze by¢ znacznie nizsza
niz ilo$¢ zadeklarowana w momencie produkcji. To z kolei moze potencjalnie ostabi¢ zamierzone
efekty zdrowotne, dla osiggnigcia ktorych niezbedne jest zastosowanie okre$lonej liczby
mikroorganizmow w pojedynczej dawce. Dlatego tez utrzymanie Zywotnosci kultur probiotycznych,
od momentu produkcji do uwolnienia 1 zasiedlenia organizmu gospodarza, pozostaje powaznym
wyzwaniem technologicznym. Takiego wyzwania podje¢ta si¢ Pani mgr inz. Natalia Burlaga, ktéra w
rozprawie doktorskiej zatytutowanej ,,Functional Colloidal Systems Containing Probiotic Bacteria”
zmierzyla si¢ z problemem opracowania oraz kompleksowej oceny koloidalnych systemow opartych
o enkapsulacj¢ komorek w matrycach hydrozelowych oraz ich stabilizacj¢ nanoczgstkami
lipidowymi, zapewniajacych przezywalnos$c¢ i stabilnos¢ funkcjonalng bakterii probiotycznych.

Przygotowana w jezyku angielskim rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Burlaga liczy 176

stron, w tym 54 rysunki i 16 tabel. Badania opisane w rozprawie zostaly przeprowadzone w ramach
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projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, PRELUDIUM 22 pt.: MiCo: new microbe-
colloids for oral delivery of probiotics. Struktura pracy ma forme monografii i jest zgodna z ogdlnymi
zasadami 1 wymogami stawianymi rozprawom doktorskim. Sktada si¢ z pigciu rozdzialow gldwnych:
LITERATURE REVIEW, RESEARCH HYPOTHESIS AND OBJECTIVES, SCIENTIFIC
RESEARCH (rozdzial obejmujacy materialy i metody), RESULTS AND DISCUSSION oraz
SUMMARY. W pracy zamieszczono réwniez abstrakt w jezyku polskim i angielskim, wykaz
skrotow zastosowanych w dysertacji oraz spis literatury. Do pracy dotgczono takze informacje
dotyczace dorobku i aktywnos$ci naukowej Doktorantki, ktore nie stanowity przedmiotu oceny.

Pierwsza czg$¢ recenzowanej pracy stanowi przeglad literatury, ktory stopniowo wprowadza
czytelnika do poruszanej tematyki oraz nakre§la zagadnienia badawcze, ktorymi zajmuje si¢
Doktorantka, wskazujac na Jej gruntowne poglebienie wiedzy z obszaru zwigzanego z systemami
koloidalnymi. Postawiona hipoteza badawcza jest poprawna i odnosi si¢ do przeprowadzonych
i opisanych w pracy eksperymentoéw. Cze$¢ metodyczna, przygotowana bardzo skrupulatnie, zostata
podzielona na kilka rozdzialéw i1 podrozdzialéw przedstawiajacych: szczepy bakterii zastosowane
w pracy i1 warunki ich hodowli, opisy eksperymentéw, preparatyki zaprojektowanych formulacji,
a takze opisy bardzo szerokiego wachlarza metod zastosowanych w badaniach. Najbardziej
rozbudowang cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowi rozdziat Wyniki i dyskusja. Opisane przez
Doktorantke w tej czeSci pracy eksperymenty badawcze wraz z zaprezentowanymi wynikami i ich
dyskusja, stanowig chronologicznie i precyzyjnie zaplanowany cykl badan. Na duza uwage zashuguje
dobor literatury naukowej, ktorag Doktorantka wykorzystata do napisania rozprawy. Lista pozycji
literaturowych liczy az 238 prac, w wigkszosci opublikowanych w ostatnich 5 latach, w uznanych
czasopismach naukowych 1 $ci§le odnoszacych si¢ do opisywanych problemow badawczych.
Wskazuje to na podjecie przez mgr inz. Natali¢ Burlaga bardzo aktualnej tematyki badawcze;.

W celu rozwigzania gtownego problemu badawczego Doktorantka postawita sobie cele
szczegotowe, ktore obejmowaty: (1) ocene przydatnosci wybranych substancji jako dodatkéw o
charakterze ochronnym w projektowanych formulacjach; (ii) opracowanie probiotycznych uktadow
koloidalnych opartych na matrycach hydrozelowych i liposomowych; (iii) charakterystyke struktury
1 wlasciwosci fizykochemicznych uzyskanych koloidalnych uktadéw probiotycznych; (iv) oceng
aktywnosci 1 przezywalnosci komoérek probiotycznych w zaprojektowanych uktadach oraz (v) ocene
stabilnos$ci opracowanych uktadow podczas przechowywania.

W pierwszym etapie szeroko zakrojonych badan Doktorantka skupita si¢ na ocenie wptywu

trehalozy, witaminy C, maltodekstryny, glutaminianu sodu, inuliny, gumy arabskiej i skrobi
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kukurydzianej, substancji powszechnie stosowanych w procesie enkapsulacji, na komorki trzech
probiotycznych  szczepdéw: Lactiplantibacillus  plantarum, Lacticaseibacillus  rhamnosus
1 L. paracasei. Na podkreslenie zastuguje przeprowadzenie kompleksowych badan nad wplywem
wymienionych substancji na zywotno$¢, aktywnos$¢ metaboliczna, wlasciwosci powierzchniowe,
integralno$¢ blony komorkowej oraz aktywacje odpowiedzi na stres u badanych bakterii. Takie
wielokierunkowe podejscie pozwolito uzyska¢ solidne wyniki dajace podstawe do wyboru
odpowiednich sktadnikoéw preparatdow na bazie hydrozelu. Przeprowadzone obserwacje pozwolity
takze trafnie wytypowaé szczep L. plantarum do kolejnych etapéw badan. Szczep ten
charakteryzowat si¢ bowiem najwigksza stabilnoscia, ale i plastycznos$ciag w dostosowywaniu si¢ do
warunkow $rodowiska. Po przygotowaniu preparatow probiotycznych na bazie hydrozelu, Autorka
przeprowadzita szereg testow 1 analiz, ktore potwierdzity ochronng rolg zastosowanych no$nikow
wzgledem L. plantarum podczas przechowywania w temperaturze 4°C. Opracowane matryce,
wzbogacone o wytypowane w badaniach wstepnych sktadniki prebiotyczne (trehaloze, inuling, badz
ich mieszaning) sprzyjaty przezywalnosci i aktywnos$ci komorek, a obserwowany efekt zalezat od
sktadu matrycy. Sposrod badanych uktadéw hydrozelowych, bardziej sprzyjajace warunki dla
komorek bakterii stwarzaly preparaty z domieszka btonnika z lusek nasion babki jajowatej
i inuliny, co - jak stusznie sugeruje Autorka - wynikato z charakteru mikrosrodowiska utworzonego
wokot komorek bakterii. Przedmiotem kolejnego etapu pracy byly - stanowigce nowatorskie
rozwigzanie - formulacje liposomalne, ktore wykazywaty pozytywny wplyw na przezywalnos¢
1 stabilno$¢ fizjologiczng innego probiotycznego szczepu - Lactococcus lactis. Co ciekawe,
w uktadzie tym, jak wykazaly przeprowadzone obserwacje Cryo-SEM, komorki bakteryjne nie byty
uwigzione w pecherzykach, ale nanoczastki lipidowe gromadzily si¢ na granicy faz komorka-podtoze,
tworzac zewngtrzng stabilizujacg korone. W ostatnim etapie badan Doktorantka poszta jeszcze o krok
dalej proponujac rozwigzanie taczace aktywno$¢ probiotyczng z kontrolowanym transportem
zwigzkow bioaktywnych. Rozwigzanie to stanowity formulacje, w ktérych liposomy wypetnione
fluwastatyng, lekiem z grupy statyn stosowanym w leczeniu hiperlipidemii, gromadzily si¢ na
powierzchni komorek L. plantarum. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze takie nieustanne
poszukiwanie coraz bardziej zaawansowanych rozwigzan oraz $§wiadomo$¢ znaczenia ich
wielokierunkowej oceny $§wiadcza o duzym zaangazowaniu Doktorantki w prowadzone badania, a
takze o jej dojrzalosci naukowe;.

Opisane przez Doktorantke eksperymenty badawcze stanowig chronologicznie i precyzyjnie

zaplanowany cykl badan, oparty o szeroki wachlarz analiz laboratoryjnych. Nalezy podkresli¢, ze
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metody badawcze na kazdym etapie pracy zostaly dobrane wiasciwie, a eksperymenty zostaty
przeprowadzone w sposOb poprawny, co umozliwito realizacj¢ kolejnych celow szczegdtowych i
ostatecznie osiaggnigcie glownego celu rozprawy doktorskiej. Przedstawiona do recenzji rozprawa
pokazuje takze umiejetno$§¢ Doktorantki do przejrzystego i uporzadkowanego przedstawienia
wynikow oraz ich prawidlowego omoéwienia i skonfrontowania z danymi literaturowymi.
Przeprowadzone przez mgr inz. Natali¢ Burlaga badania posiadajg wiele elementow nowosci
naukowej, stanowia istotny wktad w aktualny stan wiedzy na temat projektowania i oceny
koloidalnych nos$nikéw probiotykow, a uzyskane wyniki sg bardzo obiecujace, o duzym znaczeniu
praktycznym. Warto podkresli¢, ze opracowany przez Doktorantke uktad stabilizowany
nanoczastkami lipidowymi stanowi przedmiot zgloszenia patentowego.

Do najwazniejszych osiagnie¢ zaprezentowanych w pracy doktorskiej mgr inz. Natalii
Burlaga zaliczam:

- zastosowanie szerokiego wachlarza technik i metod laboratoryjnych, od podstawowych
technik mikrobiologicznych, poprzez testy biochemiczne i analizy membranowe, po zaawansowane
techniki obrazowania mikroskopowego, co umozliwito kompleksowa i wielokierunkowa ocene
preparatéw probiotycznych;

- zaprojektowanie i opracowanie systemow hydrozelowych oraz formulacji liposomalnych,
stanowigcych  nowoczesne podejscie do  enkapsulacji  probiotykow,  zapewniajacych
mikrosrodowisko sprzyjajace przetrwaniu oraz zachowaniu funkcjonalno$ci bakterii probiotycznych
podczas przechowywania;

- wykazanie, ze zewnetrzna korona lipidowa, w opracowanych ukladach, stanowi realng
strategie stabilizacji probiotykoéw, ktora ma potencjalne znaczenie w opracowywaniu nowoczesnych
systemOw enkapsulacji i formulacji probiotycznych o zwigkszonej trwatosci;

- zaprojektowanie i1 charakterystyke ukladu lipidowego wzbogaconego o fluwastatyne,
ktorego koncepcja moze znalez¢ zastosowanie w projektowaniu wielofunkcyjnych preparatow
taczacych aktywnos$¢ probiotyczng z kontrolowanym transportem zwigzkéw bioaktywnych
w przewodzie pokarmowym.

Przedstawiona do recenzji praca zostata bardzo starannie przygotowana. Autorka nie ustrzegta

si¢ jednak drobnych usterek interpunkcyjnych oraz kilku btedow o charakterze edytorskim:

1. W tekscie pracy (str. 48; 2.2.B) dwukrotnie pojawia si¢ fragment: ,,After cultivation in MRS
broth, bacterial cells were harvested by centrifugation at 4500 RCF for 20 min (Centrifuge
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5910R, Eppendorf). The cell pellets were washed twice with sterile DPBS to remove residual
medium components.”

2. Sugerowalabym przeniesienie 1 wkomponowanie opisu wilasciwosci 1 roli zwigzkow
zastosowanych jako sktadniki opracowywanych formulacji, z czg$ci metodycznej (s. 43-47) do
czesci przegladowej pracy. Zabieg ten pozwoli zachowa¢ logiczny podzial pracy na czg$é

teoretyczng 1 metodologiczng.

Przeglad tresci rozprawy doktorskiej wywotat takze pojawienie si¢ kilku pytan, ktoére podaje

ponizej, a ktére moga stanowi¢ poczatek dyskusji w trakcie obrony pracy doktorskiej:

1. Na jakiej zasadzie Doktorantka przypisata cechy, wyrdzniajac je jako charakterystyczne dla
danego rodzaju bakterii probiotycznych (Rysunek 1; str. 14)? Na przyktad, dlaczego status GRAS
jest przypisany tylko dla rodzaju Lactococcus? Czy - zgodnie z zamieszczonym rysunkiem -
bakterie z rodzaju Lactococcus nie produkuja kwasu mlekowego?

2. Jaka byta przestanka do przeprowadzenia oceny wptywu wybranych dodatkéw (PPAs) na
badane szczepy bakterii, w tak roznych stgzeniach: TRE 10% (v/v); VC 0,5% (v/v); MD 5% (v/v);
MSG 0.5% (v/v); IN 3% (v/v); GA 3% (v/v) 1 CS 3% (v/v) oraz dlaczego parametry
charakteryzujace stan komorek wykonywano po 48 godzinach inkubacji w obecnosci
poszczegbdlnych dodatkow?

3. Jakie sa mechanizmy reakcji testow MTT 1 AB wykorzystywanych w pracy do oceny
aktywnos$ci metabolicznej i cytotoksyczno$ci? Czym, odnoszac si¢ do tych mechanizméw, mozna

wyjasni¢ roznice pomig¢dzy uzyskanymi z ich uzyciem wynikami?
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Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Burlaga przedstawia wyniki szeroko zakrojonych badan,
ktére zostaly przez Doktorantke bardzo wnikliwie przeanalizowane w oparciu o dostgpng literature
naukowg, co wptywa na jej ogélny bardzo wysoki poziom merytoryczny. Liczba moich uwag/sugestii
jest niewielka i nie wptywa na ogo6lng bardzo dobra ocen¢ pracy. Stwierdzam, ze przedtozona do
recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Burlaga spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2023, poz. 742 ze zm.) i wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej o przeprowadzenie dalszych
etapow w postepowaniu doktorskim.

Jednoczesnie, biorac pod uwage poziom merytoryczny rozprawy, jej nowatorstwo i znaczacy
potencjat aplikacyjny wnosze¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu

Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr inz.

Natalii Burlaga.
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