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Polskie winiarstwo ma swoje korzenie w IX-X wieku i pomimo trudnych dla uprawy
winorosli warunkéw klimatycznych i braku tradycji konsumpcji wina, nadal zajmuje wazne miejsce
wérod przemystow fermentacyjnych. W ostatnim dziesiecioleciu winiarstwo gronowe odradza si¢
w Polsce nie tylko w odpowiedzi na trendy rynkowe i promowanie produktéw regionalnych, ale
przede wszystkim dzieki polskim winiarzom pasjonatom. O ile produkcja wina na skalg
wielkoprzemystowg z inokulacjg wyselekcjonowanymi rasami drozdzy winiarskich jest w petni
kontrolowana mikrobiologicznie, to fermentacja moszczu gronowego w matych winiarniach jest
znacznie trudniejsza do prowadzenia, a udziat drozdzy naturalne bytujacych na gronach winnych
jest znaczgcy. Podkarpackie i matopolskie winnice majg zwykle niewielki areat, od kilku aréw do
kilkkunastu hektaréw. Wina wytwarzane na drodze fermentacji spontanicznej sg szczegoinie
cenione ze wzgledu na charakter unikatowy dla kazdej z lokalnych winiarni. Specyficzne
mikroklimaty geograficznie nieodlegtych winnic, nawet w przypadku tych samych odmian
winorosli, warunkujg rozwéj zréznicowanych jakosciowo i ilosciowo konsorcjéw drozdzy, co
z kolei umozliwia tworzenie unikatowego profilu sensoryéznego wina, ktéry moze stanowi¢
wizytowke winnicy. Dobor natywnych szczepdw drozdzy dobrze zaadaptowanych do warunkow
érodowiska staje sie szansg na tworzenie wyjatkowego produktu - wina o specyficznym,

identyfikowanym z konkretng winnica, profilu organoleptycznym.

e e T A e e e e T e et S e o e S
www:mikrob.p.lodz.pl

1




Podjete przez Panig mgr inz. Monike Cioch badania prowadzone w ramach pracy
doktorskiej sg pierwszym w Polsce studium opisujagcym ukiad jakosSciowy i iloSciowy
konsorcjow natywnych drozdzy selekcjonujgcych sie w procesie spontanicznej fermentaciji
moszczy gronowych pozyskanych z odmian winoro$li uprawianych na Podkarpaciu
i w Matopolsce oraz charakteryzujgcym potencjat tych drozdzy w tworzeniu komponentow
bukietu i aromatu win. Doktorantka podjeta sie weryfikacji tez wigzacych profil konsorcjum
drozdzy natywnych w fermentacji spontanicznej moszczu gronowego, ze skfadem
chemicznym moszczu oraz profilem sensorycznym otrzymanego wina. W zatozeniu, badania
miaty rowniez zweryfikowa¢ mozliwo$¢ wytwarzania win gronowych o prawidtowym profilu
sensorycznym, 2z udziatem wyselekcjonowanych drozdzy izolowanych z winogron
pochodzacych z polskich winnic. Ze wzgledu na niezaprzeczalng role réznych gatunkow
drozdzy w tworzeniu bukietu i aromatu wina wytwarzanego na drodze fermentaciji
spontanicznej, trudno jest wyznaczy¢ jednoznacznie granice pomiedzy korzystnym
i szkodliwym dziataniem poszczegéinych gatunkéw. Badania prowadzone w regionach
winiarskich w réznych zakagtkach $wiata dowodzg koniecznosci doboru szczepdw najlepiej
przystosowanych do lokalnych warunkéw $rodowiskowych. Przedstawiona do oceny praca
doktorska wpisuje sie w nurt tych badan i stanowi ich wartosciowe uzupetnienie. Badania majg
rowniez wysokg warto$¢ aplikacyjng, dostarczajac polskim winiarzom cennych szczepéw

drozdzy wraz z ich charakterystykg enologiczna.

Zamierzeniem pracy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Cioch byta kompleksowa
charakterystyka procesu spontanicznej fermentacji moszczy gronowych pozyskanych z
winogron biatych i czerwonych, odmian winorosli uprawianych w winnicach podkarpackich i
matopolskich. Cenny element pracy stanowig badania zmierzajgce do wyselekcjenowania
sposrod natywnych drozdzy, izolatéw charakteryzujacych sie wiasciwo$ciami enologicznymi
zapewniajgcymi prawidtowg produkcje win z surowca pozyskanego w tych winnicach, w tym
odpornosci na ditlenek siarki i podwyzszone stezenie etanolu. Na podkreslenie zastuguje
wieloaspektowe podejscie do tematu oraz szeroki warsztat badawczy. Przeprowadzenie
eksperymentéw wymagato znajomosci przez Doktorantke zaréwno standardowych technik
analizy mikrobiologicznej, jak i metod genetyki molekularnej w identyfikacji drozdzy, a takze
obok rutynowych analiz chemicznych powszechnych w winiarstwie, umiejgtnosci postugiwania
sie technikami instrumentalnej analizy chemicznej. Pani mgr inz. Monika Cioch zatozone cele
konsekwentnie realizowata poprzez zaplanowanie i realizacje szerokiego zakresu logicznego
ciggu eksperymentow. O skali badan s$wiadczy izolacja 375 kultur drozdzy, selekcja
prowadzaca do identyfikacji 92 izolatéw nalezgcych do 33 gatunkdw, konsekwentna ocena ich
parametréw fermentacyjnych oraz nastepne etapy selekcji zawezajace badania kolejno do 20,

10 i 3 szczepow. Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze Pani mgr inz. Monika Cioch




wykazata, niezbedng w badaniach naukowych, umiejetno$¢ analizy wynikéw oraz ich

uogolniania z wykorzystaniem metod statystycznych.

Przedstawiona do oceny praca obejmuje 196 stron, w tym 178 stron tekstu i 18 stron
wykazu literatury. Dokumentacja w postaci zestawien tabelarycznych i graficznych (27 tabel
i 48 wykresow) zostata czesciowo wprowadzona do omoéwienia wynikéw badan, 16 tabel i 7
wykresow szczegdtowo dokumentujgcych wykonane eksperymenty zostato zamieszczonych
jako zatgczniki. Rozprawa zawiera nastepujgce czesci: Wstep, Przeglad literatury, Cel pracy,
Materiaty i metody, Wyniki i dyskusja, Podsumowanie, Whnioski, Streszczenie oraz Literatura.
Opracowanie charakteryzuje sie wiasciwym ukifadem, proporcja poszczegélnych czesci jest
odpowiednia. Potgczenie omoéwienia wynikéw z ich dyskusjg stanowi trzon rozprawy, liczacy
117 stron. Wyniki badan wiasnych zostaty przedstawione na tle obszernie przytaczanych
danych literatury $wiatowej, stanowigc uzupetnienie wiedzy w obszarze tematycznym
rozprawy iwilasciwie podsumowujac rezultaty eksperymentéw. Tekst zostat dobrze
przygotowany pod wzgledem edytorskim, a drobne btedy literowe i stylistyczne, ktére

zaznaczytam w pracy, nie wptywajg na warto$¢ naukowg rozprawy.
OCENA MERYTORYCZNA PRACY

Przeglad literatury jest zwiezty i cisle dotyczy drozdzy rozwijajgcych sie w procesie
fermentacji spontanicznej i ich roli w ksztattowaniu skfadu win gronowych oraz stanowi
witasciwe wprowadzenie do badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej. Drobna uwaga
dotyczy rozdziatu noszgcego tytut ,Charakterystyka badanych odmian winoros$li” (2.2., s. 12),
sktadajgcego sie jedynie z tabeli o tym samym tytule i odsytacza do zatgcznikow
internetowych. W mojej opinii, wybor odmian winoro$li jest jednym z kluczowych elementow
prezentowanych badan i jak Autorka kilkakrotnie podkresla w rozprawie, ma znaczgcy wptyw
na sktad konsorcjum drozdzy zasiedlajgcych grona. Celowy i dokonany ze starannoscig wybor
konkretnych odmian $wiadczy o doskonatej znajomosci przedmiotu przez Panig mgr inz.
Monike Cioch, ale wprowadzenie w tym miejscu pracy np. nazw odmian rodzicielskich tych
podwdjnych lub potréjnych (odmiana Regent) hybryd, czy tez nazw odmian uprawianych w
cieplejszych regionach i ktére w praktyce zastepujg, znacznie utatwiatoby zrozumienie takiego
wyboru. Uwazam, ze opis metod identyfikacji mikroorganizméw jest zbyt szczegétowy, tym
bardziej, ze stosowane techniki sg standardowo stosowane w identyfikacji drozdzy i ponownie
opisane w czesci metodycznej. Moje watpliwosci budzi tez stosowane konsekwentnie w catej
rozprawie okreslenie ,drozdzowy” (np. ,mikoorganizm drozdzowy” - s.9, ,kultur drozdzowych”

- s. 25) zamiast po prostu ,drozdze”.

Cel i zakres pracy zostaty sformutowane wtasciwie, w petni wprowadzajac w koncepcje

pracy doktorskiej. Cze$¢ metodyczna jasno opisuje dobér materiatu do badan i sposéb poboru




probek. Owoce winoroéli pochodzity z czterech winnic, z dwéch zbioréw w kazdej winnicy
(2012 i 2013 lub 2013 i 2014) i nalezaty do 6 mrozoodpornych odmian hybrydowych,
najczesciej uprawianych w Polsce (Rondo, Regent, Johanniter, Seyval Blanc, Hibernal,
Bianca). Zatem, badania obejmujg trzy sezony wegetacyjne, a dobér materiatu, liczba probek
i powtorzen eksperymentdéw umozliwiajg ocene statystyczng i wskazanie natywnych gatunkéw
drozdzy stale bytujgcych na obszarach upraw winorosli. Warto§¢ pracy podnosi rzetelne

dokonanie statystycznej oceny wynikéw badan.

Pierwsza cze$¢ pracy to ocena parametrow kinetycznych oraz uktadu drozdzy
w procesie fermentacji spontanicznej prowadzonej w skali laboratoryjnej. Jest to obszerny
materiat, szczegdétowo ilustrujgcy sukcesje gatunkéw do wyselekcjonowania  sig
fermentujgcych drozdzy zrodzaju Saccharomyces. Badania obejmowaly izolacje drozdzy
z powierzchni owocéw oraz w 10 kolejnych punktach czasowych fermentacji spontanicznej,
izolacje czystych kultur oraz identyfikacje izolatow. Réwnoczesnie, okreslano parametry
kinetyczne fermentacji oraz profil chemiczny na poszczegélnych jej etapach. Analizowano
dynamike zmian czterech podstawowych parametrow: poziom cukru, etanolu, glicerolu,
kwasowo$é ogdlng. W uzyskanych winach okreslano poziom 12 produktéw ubocznych
fermentacji (wyzsze alkohole - alkohole amylowe, propanol, butanol, izobutanol,
2-fenyloetanol; estry - octan etylu, octan izoamylu, octan 2-fenyloetylu, kapronian etylu;
zwiazki karbonylowe - aldehyd octowy, aceton; metanol) i 5 kwaséw organicznych (kwas
winowy, jabtkowy, pirogronowy, bursztynowy, mlekowy). Ta szczegétowa charakterystyka
fermentacji spontanicznej, oprocz obrazu sukcesji poszczegélnych gatunkéw drozdzy,
wskazuje kierunek przemian.
Przedstawione badania zostaly precyzyjnie udokumentowane w formie wykreséw dla
poszczegdlnych wariantow eksperymentu. Mam jednak watpliwosci, co do sposobu
przedstawienia skali czasu na wykresach (Rys. 1-18, 26-32, oraz w dalszych czesciach pracy
Rys. 41-42, 48), gdzie dtugo$¢ odcinka pomiedzy wartosciami0i 1, 112, 2i 3 jest identyczna
jak pomiedzy 9i 13, 13 i 18, 18 i 24. Chociaz zastosowanie tej samej formuty do wszystkich
wykreséw umozliwia poréwnanie poszczegdlinych eksperymentéw, to moim zdaniem nie
w peini oddaje rzeczywisty przebieg zmian. Przy okreslaniu liczebnosci populacji drozdzy,
w niektorych eksperymentach podano zawyzong liczbe komoérek na poziomie 11-12 jednostek
logarytmicznych w 1 cm?® fermentowanego moszczu (Rys. 1 ,Rondo-Zadora”, Rys. 2 ,Regent-
Zadora”, Rys. 3, Rys. 4 ,Seyval Blanc-Zalipie”), przy czym linie trendu wykreséw nieco
niwelujg te wartoéci. W mojej opinii rowniez sformutowanie na s. 72, dotyczgce identyfikacji
drozdzy Kloeckera/Hanseniaspora ,na podstawie cech morfologicznych — (mikro-
i makroskopowo)” jest zbyt duzym skrétem myslowym. Drozdze sg organizmami znanymi

z wyraznej odpowiedzi na stres $rodowiskowy miedzy innymi poprzez zmiang morfologii




komoérek i kolonii. Biorgc pod uwage rozbudowane badania parametréow chemicznych
moszczu pod fermentacji spontanicznej, ciekawe bytoby podjecie préby korelacji zawartosci
wybranych lotnych zwigzkéw ksztattujgcych aromat i smak wina z obecnoécig poszczegoéinych
gatunkéw drozdzy z wykorzystaniem narzedzi statystyki, co z pewnoscig stanowitoby

wartosciowy materiat do publikacji.

Pani mgr inz. Monika Cioch stusznie przyjeta strategie selekcji izolatow drozdzy
ukierunkowanej na wybér szczepdw o najwyzszej uzytecznosci w fermentacji moszczu
gronowego, w tym rowniez szczepdw wspomagajgcych odkwaszanie Srodowiska.
Woprowadzenie do polskiego przemystu winiarskiego nowych, starannie wyselekcjonowanych
szczepow drozdzy pochodzgcych z fermentacji spontanicznej, moze skutkowa¢ wytworzeniem
wina o specyficznym, unikatowym bukiecie i réwnoczesnie zintensyfikowa¢ proces
odkwaszania biologicznego poprzez wykorzystanie kwasu L-jabtkowego. Wartosciowym
elementem jest ocena odpornoéci izolatéw drozdzy na ditlenek siarki. Autorka wykorzystujac
prostg technike oznaczania przyrostu biomasy drozdzy w obecnosci SO, przy umiejetnie
prowadzonej analizie statystycznej, wskazata grupy izolatéw drozdzy o zblizonych profilach
odpowiedzi na obecno$é tego zwigzku w réznych stezeniach (w zakresie 50-200 mg/dm?®). Ta
cze$¢ badan wydaje sie mie¢ duze znaczenie praktyczne, wskazujac zaréwno efektywnos$é
siarkowania wobec szczepdw drozdzy natywnych, jak i izolaty/gatunki drozdzy wykazujgce
podwyzszong odpornos¢ na ten zwigzek.

Z obowigzku recenzenta zwracam uwage na niepoprawng nomenklature enzymow
uczestniczacych w przemianach kwasu L-jabtkowego prowadzanych przez drozdze.
Umieszczone na stronie 129 zwroty ,enzym NADP-jabtkowy’ i ,enzym jabtkowy (ME)" sa
kalkami jezykowymi z jezyka angielskiego. Prawidlowe nazwy tych enzymoéw to:
dehydrogenaza jabiczanowa zalezna od NAD EC 1.1.1.37 (MDH) i dehydrogenaza
jabtczanowa dekarboksylujgca zalezna od NAD(P) EC 1.1.1.38-40 (ME - ,enzym jabtczanowy”
powszechnie okreslany w literaturze jako ,malic enzyme”). Trudny do akceptacji jest
zaproponowany parametryczny sposob oceny jako ,procentowy przyrost biomasy
komérkowej” (s. 133, Tab. 10), gdzie przyrost biomasy drozdzy przedstawiano nawet
w dziesigtkach tysiecy procent. Sadze, ze raczej nalezatoby poprzesta¢ na podaniu OD
zawiesiny (w przypadku pomiaru spektrofotometrycznego jak Autorka deklaruje w czesci
metodycznej na stronie 36) lub przy zastosowaniu pomiaru nefelometrycznego

(zadeklarowanego w Tab. 10) np. w jednostkach NTU.

W efekcie, Doktorantka zaprezentowata trzy izolaty drozdzy: Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces bayanus i Pichia anomala, jako szczepy o potencjalnie
najkorzystniejszych cechach enologicznych i poddata ocenie ich przydatno$¢ do fermentacii

moszczu gronowego w formie monokultur starterowych. Staranna i wyczerpujgca ocena




przebiegu procesu fermentacji, wyréznikéw jakosci win oraz profilu zwigzkéw zapachowych,
uzupetniona oceng sensoryczng, pozwolita na potwierdzenie mozliwosci stosowania izolatéw
nalezacych do rodzaju Saccharomyces w praktyce winiarskiej. Pani mgr inz. Monika Cioch
wskazata rowniez na przydatno$é natywnego szczepu Pichia anomala, jako potencjalnego
sktadnika populacji mieszanej kultury starterowej, wprowadzanego w celu wzbogacenia win

w zwigzki lotne.

Uwazam, ze wyniki badan zostaly opisane wystarczajgco, a bogaty materiat
ilustracyjny znacznie utatwia analize danych doswiadczalnych. Na podkreslenie zastuguje
przejrzystos¢ opisu, co przy tak rozbudowanej analitycznie pracy nie jest fatwe. Zwigzte
podsumowanie uwypukla nowatorskie dla polskiego winiarstwa aspekty pracy. Wnioski zostaty

sformutowane logicznie i prawidtowo, w oparciu o dane eksperymentaine.

Prace uzupetnia zestawienie 189 pozycji bibliografii, obejmujgcych zaréwno pozycje
sztandarowe dla omawianego tematu, jak i najnowsze doniesienia naukowe. Niemal jedng
piata pismiennictwa stanowig pozycje pochodzace z ostatnich pigciu lat, a 60% to artykuty

datowane od roku 2005. Spis literatury zostat przygotowany starannie, bez istotnych uchybien.
KONKLUZJE RECENZJI

Podsumowujac, stwierdzam ze cele pracy zostaty w petni zrealizowane, a zatozenia
i tezy badawcze zweryfikowane w toku badan. Najwazniejszymi osiggnigciami badawczymi
pracy doktorskiej mgr inz. Moniki Cioch jest charakterystyka konsorcjow natywnych drozdzy
selekcjonujacych sie w procesie spontanicznej fermentacji moszczy gronowych pozyskanych
z odmian winoro$li uprawianych na Podkarpaciu i w Matopolsce, oraz ocena ich roli
w tworzeniu komponentéw bukietu i aromatu win, co poszerza dotychczasowg wiedze
w obszarze badan nad drozdzami winiarskimi. Podkreslam walor aplikacyjny badan, ktorych
wymiernym rezultatem sg wyselekcjonowane szczepy drozdzy o zweryfikowanej w warunkach
laboratoryjnych przydatnosci enologicznej. Zamieszczone w tekscie recenzji moje uwagi

i sugestie, nie umniejszajg wartosci pracy doktorskiej Pani mgr inz. Moniki Cioch.

Stwierdzam, ze bedaca przedmiotem oceny rozprawa Pani mgr inz. Moniki Cioch
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zawarte w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003
roku i przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Technologii Zywnoéci Uniwersytetu Rolniczego
im. Hugona Kottataja w Krakowie wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Moniki

Cioch do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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