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pracy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Skotniczny
pt. ,,Bioroznorodnosé bakterii kwasu mlekowego izolowanych z tradycyjnych

produktow fermentowanych oraz ocena wybranych cech technologicznych”
wykonanej w Katedrze Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
Wydzialu Technologii Zywnosci
Uniwersytetu Rolniczego im. H. KoHataja w Krakowie
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Pawla Satory

Opracowanie niniejszej recenzji jest uzasadnione uchwatg Rady dyscypliny technologia
zywnosci i zywienia Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kottataja w Krakowie o powotaniu mnie
na Recenzenta rozprawy mgr inz. Magdaleny Skotniczny pt. ,,Bior6znorodnos¢ bakterii kwasu
mlekowego izolowanych z tradycyjnych produktow fermentowanych oraz ocena wybranych
cech technologicznych”.

Bakterie fermentacji mlekowej (ang. Lacic Acid Bacteria - LAB), pomimo licznych
badan prowadzonych z ich udzialem i wielu tysigcom publikacji naukowych im poswieconych,
nadal cieszg sie niestabngcym zainteresowaniem naukowcow na calym $wiecie. Szczego6lnie
duzym zainteresowaniem cieszg si¢ szczepy izolowane z tradycyjnie fermentowanych
produktéw regionalnych. Prawie kazdy kraj, czy tez kazdy region geograficzny, posiada
specyficzne produkty powstajace z udzialem tej grupy bakterii. Bardzo czgsto sa one
sktadnikiem diety mieszkancow od wiekéw. W Polsce do najbardziej znanych tradycyjnych
produktéw powstajacych z udzialem LAB naleza kiszona kapusta czy ogdrki, a takze sery
wytwarzane na Podhalu (m.in. Bryndza Podhalanska). Szczepy izolowane z takich produktow
mogg mieé nowe, pozgdane cechy funkcjonalne i moga byé lepiej przystosowane do

srodowiska fermentacyjnego. Jednakze zastosowanie nowo wyizolowanych szczepéw w
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praktyce przemystowej wymaga ich identyfikacji i dokladnej charakterystyki. Biorgc pod
uwage wszystkie te aspekty, uwazam, ze podjeta przez Doktorantke tematyka badan jest bardzo
aktualna i cickawa, w szczegdlnosci pod wzgledem aplikacyjnym i przyczynia si¢ do lepszego
poznania polskich tradycyjnych produktéw fermentowanych jakimi s kapusta kiszona i

Bryndza Podhalanska.

Qcena formalnej strony pracy

Praca doktorska mgr inz. Magdaleny Skotniczny jest opracowaniem obejmujgcym 157
stron maszynopisu, w tym 29 tabel i 35 rysunkow. Struktura pracy jest wlasciwa dla rozpraw o
charakterze eksperymentalnym. Jednakze pewne zastrzezenia formalne budzg rozdziaty 4-6
(Rozdz. 4 Materialy, Rozdz. 5 Przebieg prowadzonych analiz, Rozdz. 6 Metodyka), ktdre
powinny byé ujete w jednym rozdziale pt. Materialy i metody. Przebieg prowadzonych analiz
jest takze metodyka badan. Zastanawiajace jest takze umiészczenie streszczenia i abstractu
pomiedzy rozdzialem Wnioski a Spisem tabel i rysunkéw oraz Bibliografia. Zazwyczaj
streszczenie umieszeza sie na poczatku lub na koncu pracy. Nie jest ono takze ujgte w spisie
tresci. W pracy zacytowano 188 pozycji swiatowej literatury, sciSle zwiazanej z tematyka
prZedstawionego opracowania. Zdecydowana wigkszo$¢ to literatura angielskojezyczna
obejmujaca najnowsze badania zwigzane z LAB, w szczegélnosci tymi izolowanymi z
fermentowanych produktéw regionalnych. Tezy badawcze, cel pracy i jej zakres sa jasno i

precyzyjnie okreslone.

Ocena merytoryczna pracy

W rozdziale poswieconym przegladowi literatury, Autorka przedstawita ogoélna
charakterystyke i klasyfikacie LAB oraz ich wybrane wlasciwosci technologiczne.
Przedstawila takze metody typowania i identyfikacji LAB wykorzystanych w pracy oraz podata
krotki opis tradycyjnych produktéw fermentowanych: kapusty kiszonej i Bryndzy
Podhalariskiej. Szczegdlnie ciekawe informacje zostaty zawarte w rozdziale 2.2. Elastycznos¢
metaboliczna jako strategia adaptacyjna LAB. Zastrzezenia Recenzenta budzg jednak niektore
tytuly rozdziatow: np. Rozdziat 2.3.1. Profil wytwarzanych kwaséw organicznych, jest w
rzeczywistosci poswigcony dziataniu tych kwasow, nie ma natomiast informacji dotyczacej
zakresow syntezy tych zwigzkéw w zaleznosci od np. szczepu, czy warunkéw hodowli.
Rozdziat 2.3.2. Whasciwosci antymikrobiologiczne, jest w zasadzie catkowicie poswigcony
bakteriocynom wytwarzanym przez LAB, brak jest oméwienia pozostatych zwiazkow

wytwarzanych przez te bakterie, ktére rowniez takie wlasciwosci posiadajg. Nie mniej jednak



uwazam, Ze przedstawione opracowanie literaturowe jest dobrym wprowadzeniem do czgsci

eksperymentalnej pracy.

W rozdziatach 4-6, Materialy, Przebieg prowadzonych analiz i Metodyka Pani
Magdalena Skotniczny przedstawila zastosowane w pracy materialy i metody badan.
Doktorantka wykorzystata techniki i metody adekwatne do potrzeb wynikajgcych z celu
niniejszej pracy. Rozdziat ten zostal przygotowany starannie, a wszystkie doswiadczenia
poprawnie opisane. W trakcie czytania tego rozdziatu Recenzentowi nasungly si¢ pewne

pytania i uwagi:

e Rozdziat 5.1.2. Analiza ilosciowa LAB. Do oznaczenia liczby komérek LAB w kiszonej
kapuscie zastosowano inkubacje w temperaturze 20°C, a wyniki odczytywano po 48h. Czy
zdaniem Autorki nie jest to zbyt krotki czas inkubacji przy obnizonej temperaturze do
obliczenia rzeczywistej liczby komoérek LAB w tym produkcie? Tym bardziej, ze
prowadzac inkubacje LAB, w optymalnej dla nich temperaturze 30°C, odczytuje sig¢ wyniki
nawet po 72h. Dlaczego w celu izolacji i zabezpieczania wyizolowanych kultur LAB
zastosowano juz temperature 34°C?

e Rozdziat 6.10, 6.11. Jakie oprogramowanie do obrébki chromatograméw zostato
wykorzystane do oznaczen ilosciowych cukrow i kwasow organicznych? ‘

e Rozdziat 6.12. Analiza zwiazkéw lotnych. W metodyce badan nie powinny by¢ cytowane
tabele z rozdziatu Wyniki i dyskusja.

e W Rozdziale 6.13. Analiza statystyczna, na stronie 48, pojawia si¢ skrot OTU, ktory zostaje

wyjasniony dopiero na stronie 63. Nie ma go tez w wykazie stosowanych skrotow.

Pierwszy rozdziat Wynikow i dyskusji poswigcony zostal analizie mikrobiologicznej
kapusty kiszonej obejmujacej oznaczenie liczebnosci LAB w poszczegolnych dniach
fermentacji réznych odmian kapusty oraz izolacji szczepow. W celu wytypowania tozsamych
izolatow oraz oceny ich bioréznorodnosci przeprowadzono analize¢ PCR z wykorzystaniem
losowej amplifikacji polimorficznego DNA. Identyfikacji szczepéw dokonano na podstawie
sekwencjonowania genu 16S rRNA oraz specyficznej amplifikacji genu mutL
charakterystycznej dla Lactiplantibacillus plantarum. Do badania mikrobioty kapust w 14 dniu
fermentacji wykorzystano takze sekwencjonowanie NGS regionow hiperprzemiennyych V3-
V4 genéow 16S rRNA. Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw dokonano oceny
zréznicowania mikrobioty bakteryjnej kiszonej kapusty, w zaleznosci od odmiany.

Zidentyfikowane bakterie nalezaly do 4 gatunkéw, przy czym dominujacy byt



Lactiplantibacillus plantarum (31 szczepoéw). Wykryto natomiast obecno$¢ tylko 2 szczepow
nalezacych do gatunku Leuconostoc mesenteroides. Autorka stusznie uwaza, ze niewykrycie w
tym produkcie pewnych szczepéw LAB moglo by¢ zwigzane z subiektywnym wyborem kolonii
lub przewaga $rodowiskowg szczepow nalezacych do bytego rodzaju Lactobacillus. Zdaniem
Recenzenta moze to byé takze spowodowane wolniejszym wzrostem niektorych szczepow
LAB podczas inkubacji w temp. 20°C i brakiem izolacji takich kolonii. Moga to by¢
mikroorganizmy, ktére pojawiaja si¢ w procesie kiszenia kapusty, na pézniejszych etapach tego

procesu.

Analogiczne badania wykonano takze dla Bryndzy Podhalanskiej. W tym przypadku
uzyskano duzg bioréznorodno$¢ izolatow i zidentyfikowano szczepy nalezace do 10 gatunkow
bakterii, przy czym dominujgeymi byly Lactococcus lactis, Lacticaseibacillus paracasei i
Lactiplantibacillus plantarum. Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw nie wykazano
zwiazku sktadem mikrobioty poszczegélnych seréw, a zawartoscig mleka owezego, regionem
czy okresem jego produkcji. Zastanawiajace jest jednak dlaczego tak mato izolatow pochodzito
7. serdbw wyprodukowanych we wrzesniu 2016 r. Wykrycie w badanym materiale bakterii z
rodziny Enterobacteriaceae czy klasy Gammaproteobacteria, zwiazanych z cztowiekiem oraz
bakterii zwiazanych ze $rodowiskiem gleby i roslin, jest potwierdzeniem braku odpowiednich
warunkéw higienicznych podczas wytwarzania Bryndzy Podhalanskiej. Uzyskane na tym
etapie pracy wyniki pokrywaja si¢ z badaniami innych Autoréw. Przeprowadzona analiza
gtownych sktadowych pozwolita czesciowo wyjasni¢ przyczyny zmiennosci mikrobioty serow

w zaleznosci od miejsca ich wytwarzania.

Kolejny etap pracy obejmowal oceng wybranych wiasciwosci technologicznych
wybranych 10 szczepéw LAB (5 izolowanych z kapusty kiszonej i 5 izolowanych z Bryndzy
Podhalafiskiej). Wybranymi izolatami zaszczepiano pasteryzowany sok z kapusty glowiastej
bialej oraz pasteryzowane mleko. Pomimo kilku przeprowadzonych prob nie udato sig
doprowadzi¢ do koagulacji mleka. Autorka sugeruje, ze wiele szczepéw LAB, zwilaszcza
paleczek kwasu mlekowego, nie jest zdolna rozwija¢ si¢ w mleku ze wzglgdu na niedobor
niebiatkowych zwigzkéw azotowych (str. 98). Ich rozw¢j bytby prawdopodobnie mozliwy
dzieki obecnosci innych mikroorganizméw, ktére m.in. tworzytyby niezbedne egzogenne
substancje odzyweze. O jakie ,,niebiatkowe zwiazki azotowe” chodzi i ktére z bakterii LAB sa
zdolne do syntezy takich zwigzkéw? Z uwagi na nieudane proby fermentacji mleka zaniechano
oznaczania wilasciwosci technologicznych monokultur z wykorzystaniem tego modelu i

zdefiniowano je tylko na podstawie przeprowadzonej z ich udziatem, fermentacji soku z
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kapusty glowiaste] biatej. Zabraklo tutaj proby wyjasnienia zjawiska braku koagulacji mleka,
chociazby na podstawie oznaczen kwasowosci, zawartosci kwasu mlekowego i octowego, a w
szczegblnosci kinetyki wytwarzania tych kwaséw. By¢ moze pozwolitoby to na chociaz

czesciowe wyjasnienie tego zjawiska.

Badania wlasciwosci technologicznych 10 izolatéw LAB fermentujacych sok z kapusty,
obejmowaly szeroki zakres analizowanych grup zwigzkoéw chemicznych. Oprocz okreslenia
zawartosci kwaséw organicznych i ilosci zuzytych cukrow, oznaczano takze Srednie ilosci
estrow, laktondw, zwiazkow karbonylowych, alkoholi, fenoli, kwasow thuszezowych, terpenéw
i ich pochodnych, zwiazkéw siarkoorganicznych oraz nitryli. Ta kompleksowa analiza
zwiazkéw lotnych, ktére moga by¢ wytwarzane przez izolowane szczepy LAB zastuguje na
szczeg6lne uznanie. LAB podczas fermentacji wytwarzaja lub metabolizujg zwiazki lotne, co
bedzie wpltywa¢ na profil sensoryczny gotowego produktu, a wigc jego jakos¢ oraz
akceptowalno$¢ konsumencka. W tej czesci pracy znalazly sie takze cickawe elementy dyskusji
dotyczace omoéwienia potencjalnej roli poszczegolnych zwigzkow lotnych w procesie

fermentaciji mlekowej oraz poréwnanie uzyskanych rezultatow z wynikami innych Autorow.

W pracy rozdziat Wyniki potaczony jest z dyskusja, a praca konczy si¢ krotkim
podsumowaniem i 6 wnioskami, ktére znajdujg pelne uzasadnienie w wynikach prac

eksperymentalnych.

Przedtozona mi do recenzji prace dysertacyjng przeczytatam z duzym zainteresowaniem

i oceniam ja wysoko. W trakcie czytania pracy pojawily si¢ jednak pewne pytania i uwagi:

e nastr. 17 Autorka pisze ,,Kwasy organiczne produkowane przez LAB sa stosowane w
przemysle spozywczym zaréwno w formie oczyszczonej...” Ktore kwasy organiczne
wytwarzane przez LAB, oprocz kwasu mlekowego, sg stosowane w formie
oczyszczonej w przemysle spozywczym?

e brak konsekwencji w uzywaniu skrétu LAB, raz uzywany jest skrot LAB, raz pelna
nazwa bakterie fermentacji mlekowej

o dlaczego mannitol znalazl sie w tabeli 22 zatytutowanej ,Srednie ilosci cukrow...”

e uzywanie raz pelnych nazw rodzajowych, raz skrotéw postaci jednej litery, moze
wprowadzi¢ czytelnika w blad, np. L. lactis —nie wiadomo czy chodzi o Leuconostoc
lactis czy Lactococcus lactis (str. 84)

e W rozdziale dotyczacym kapusty kiszonej (rozdz. 2.5.1.) zawarte sa informacje

dotyczace dodatku soli, ktéry stosuje si¢ w tym procesie — 1,5 — 2,0 % w/w. Dlaczego
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podczas eksperymentéw przeprowadzonych w ramach tej pracy zastosowano dodatek
soli na poziomie 2,5% w/w, a np. w badaniach przeprowadzonych przez Tlais i in.

[2023] tylko 1,3%? Z czego wynikajg te réznice?

Whnioski koncowe

Rozprawe doktorska mgr inz. Magdaleny Skotniczny oceniam pozytywnie.
Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny monografia jest oryginalnym i znaczacym wkiadem
naukowym do dziatu wiedzy dotyczacej bakterii fermentacji mlekowej, w szczegdlnoscei tych
pochodzacych z polskich produktow regionalnych. Jest to poprawnie zaplanowane i dobrze
srealizowane studium naukowe. Swiadezy to o dojrzatosci naukowej Autorki oraz Jej dobrym
przygotowaniu zardwno merytorycznym, jak i warsztatowym. Stwierdzam, ze przedstawiona
do recenzji praca w pelni odpowiada wymaganiom ustawowym (ustawa z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki - Dz.U.
72016 r. poz. 882 ze zm.). W zwiazku z tym wnoszg o jej przyjecie przez Radg dyscypliny
technologia zywnosci i zywienia, Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie
oraz o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postgpowania o ubieganie si¢ o nadanie

stopnia naukowego doktora w dyscyplinie technologia zZywnosci 1 zywienia.
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